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缬沙坦对脓毒症大鼠的心肌保护作用

及其可能机制的研究
张 琪   单 亮   董 海   山 峰*   孙 强

(青岛大学附属医院重症医学科, 青岛 266071)

摘要      该研究探讨了缬沙坦对脓毒症大鼠的心肌保护作用及其可能机制。采用盲肠结扎

穿孔法建立脓毒症大鼠模型, 65只雄性SD大鼠随机分为对照组(control group, C)、假手术组(sham 
group, S)、脓毒症组(model group, M)、小剂量缬沙坦组(group A, A)和大剂量缬沙坦组(group B, B), 
术后24 h取腹主动脉血, 检测肌钙蛋白I(troponin I, TnI)的含量; 左心室行石蜡包埋、HE及TUNEL
染色; Western blot检测p38 MAPK、磷酸化p38 MAPK(p-p38 MAPK)的含量变化, ELISA法测定肿

瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、丙二醛(malondialdehyde, MDA)的含量。结果提示, 
M组与C组、S组相比, 病理损伤明显加重, 凋亡指数、心肌损伤的指标和p-p38 MAPK/p38 MAPK
值明显升高(P<0.05); 而A组与M组相比, p-p38 MAPK/p38 MAPK值和MDA的含量并无统计学差

异(P>0.05); B组心肌病理损伤较M组明显减轻, 凋亡指数、TnI、TNF-α、MDA的含量和p-p38 
MAPK/p38 MAPK值均较M组明显降低(P<0.05)。以上结果表明, 大剂量的缬沙坦能够通过抑制

p38 MAPK信号通路的激活减轻脓毒症心肌损伤, 而小剂量缬沙坦的心肌保护作用并不明显。
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The Cardioprotective Effects of Valsartan in Septic 
Rats and Its Possible Mechanism

Zhang Qi, Shan Liang, Dong Hai, Shan Feng*, Sun Qiang
(Intensive Care Unit, Affiliated Hospital of Qingdao University, Qingdao 266071, China)

Abstract       The objection of this study was to investigate the effect of valsartan on myocardial protection of 
rats with sepsis and its mechanism. Sepsis in rats was induced via cecal ligation and puncture (CLP). Sixty-five rats 
were randomly divided into five groups, followed by control group (group C, C), sham group (group S, S), model 
group (group M, M), small dose of valsartan group (group A, A), large dose of valsartan group (group B, B). At 24 
hours, blood was drawn from the abdominal aorta to detect changes in troponin I (TNI) levels. The left ventricle 
was stained with HE and TUNEL staining to measure pathologic changes and apoptosis index of myocardium. The 
remaining tissue was used to detect activation of p38 MAPK by Western blot. We measured variation in expression 
of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and malondialdehyde (MDA) via ELISA. The results showed that comparing 
with group C and S, the content of TnI, TNF-α, MDA and the specific value of p-p38 MAPK/p38 MAPK of group 
M increased significantly (P<0.05), and the pathological damage and apoptosis index also exacerbated obviously. 
While there were no statistical differences (P>0.05) of the specific value of p-p38 MAPK/p38 MAPK and the 
content of MDA of group A compared to group M. But the content of TnI, TNF-α, MDA and the specific value 
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of p-p38 MAPK/p38 MAPK of group B all decreased significantly than group M (P<0.05). We could conclude 
that large-dose valsartan reduced myocardial injury in septic rats through inhibit the p38 MAPK pathway. But the 
protective effect of small doses of valsartan was not significant.

Keywords       angiotensin II type 1 receptor blockers; sepsis; p38 MAPK; rats

脓毒症是重症医学科(intensive care unit, ICU)
最常见的疾病之一, 已成为重症感染治疗的重点和

难点, 目前较公认的脓毒症定义为宿主对感染的反

应失调而导致的器官功能损伤, 其中心功能障碍是

脓毒症器官功能障碍的重要表现之一, 其发生率高

达60%[1]。肾素血管紧张素系统(renin-angiotensin 
system, RAS)的异常激活, 特别是心肌组织局部的

RAS激活[2]可能是发生脓毒症心功能障碍的重要机

制之一, 缬沙坦作为其抑制剂在抗炎、抗凋亡方面

的作用已逐渐得到学者们重视。

p38丝裂原活化蛋白激酶(p38 mitogen-activated 
protein kinase, p38 MAPK)信号通路的激活能够调

控细胞凋亡[3]、影响炎症因子的产生[4], 诱导细胞增

殖、分化, 被认为是细胞信号的交汇点和共同通路。

1993年, Han等[5]使用细菌脂多糖(lipopolysaccharide, 
LPS)诱导CD14转染的小鼠前B细胞系产生p38 MAPK
酪氨酸磷酸化, 证实了p38 MAPK的激活是介导

LPS诱导的细胞活化的关键环节。LPS诱导的p38 
MAPK信号通路的激活是中性粒细胞和巨噬细胞

表达TNF-α必要的信号通路机制[6]。Dong等[79]通过

氢醌诱导的猪近曲小管上皮细胞发生氧化应激损

伤, 证实了过氧化氢能够通过激活p38 MAPK信号通

路, 影响热休克蛋白27及组蛋白3的活化, 从而促进

细胞凋亡的发生。本研究以脓毒症大鼠模型作为研

究对象, 检测多项观察指标, 初步探讨缬沙坦对脓毒

症心肌损伤、炎症及氧化应激损伤的作用及对p38 
MAPK信号通路的影响。

1   材料与方法
1.1   动物与分组

雄性SD大鼠65只, 体质量280~330 g, 购自青

岛大任富城畜牧有限公司(许可证号: SCXKL鲁
20140007)。采用随机数字法将大鼠分为5组, 依次

为对照组(control group, C): 不给予任何处理; 假手

术组(sham group, S): 开腹找到盲肠立即还纳, 不予

结扎穿孔; 脓毒症组(model group, M)、小剂量缬沙

坦组(group A, A)、大剂量缬沙坦组(group B, B): 按

照盲肠结扎穿刺(cecal ligation and puncture, CLP)
法[8]复制脓毒症模型。C组和S组各10只, M组、A组、

B组各15只。该动物实验已通过青岛大学附属医院

伦理委员会批准。

1.2   动物模型的建立

CLP术前禁食12 h, 腹腔注射浓度为8%的水合

氯醛(0.5 mL/100 g)麻醉后, 沿腹前正中线切开皮

肤约2~3 cm, 沿腹肌白线打开腹腔, 游离肠系膜和

盲肠, 用3-0号丝线结扎盲肠根部, 同时保持肠道通

路通畅, 用18号针头在肠系膜相对的盲肠浆膜面做

两处穿孔, 轻轻挤压盲肠见2到3滴肠内容物溢出, 
还纳盲肠, 逐层关腹, 术后腹壁皮下注射生理盐水

(3 mL/100 g)模拟液体复苏。

将缬沙坦(由北京诺华制药有限公司提供)稀释

至5 mg/mL, A组大鼠术后给予缬沙坦1 mL/100 g灌
胃, B组大鼠在术后给予缬沙坦的基础上, 6 h后再次

追加给药, C、S、M组分别在术后给予等量生理盐

水灌胃。

1.3   检测指标

1.3.1   术后大鼠自然死亡率      记录术后24 h内各组

大鼠的生存情况, 计算各组大鼠的自然死亡率。

1.3.2   腹主动脉血肌钙蛋白I(troponin I, TnI)测定      
所有动物24 h后再次麻醉, 取腹主动脉血2 mL, 室
温静置1 h后5 000 r/min离心15 min, 取上清液, 采用

ELISA法检测TnI的含量, 实验步骤严格按照试剂盒

说明书进行。

1.3.3   石蜡包埋、HE染色、TUNEL染色观察心肌

病理学及凋亡率的变化      分离大鼠心脏, 4 °C生理

盐水洗净血污, 取左心室游离壁保存于4%多聚甲醛

72 h以上, 流水冲洗5~12 h洗净甲醛, 经梯度脱水、

二甲苯透明、石蜡包埋后制成蜡块, 5 μm连续切片, 
经摊片、烤片后一部分进行HE染色, 封片后在光学

显微镜下观察心肌形态学变化。另一部分切片经脱

蜡脱水、蛋白酶K孵育、标记、复染细胞核等步骤

进行TUNEL染色(试剂盒Alexa Fluor 488购自上海翊

圣生物科技有限公司), 观察和分析心肌组织凋亡情

况。
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1.3.4   Western blot检测p38 MAPK和p-p38 MAPK      
电子天平称取0.07~0.09 g心肌组织, 按1000 10׃加入

组织裂解液(细胞裂解液׃蛋白酶抑制剂׃磷酸酶抑

制剂=981׃1׃), 使用超声匀浆机制备组织匀浆, 经历

BCA(bicinchoninic acid)法进行上清液蛋白浓度定

量测定、配胶、蛋白电泳、转膜后, 分别加入p-p38 
MAPK、p38 MAPK一抗(购自美国Cell Signaling 
Technology公 司)和β-actin抗 体(购 自Santa Cruz公
司), 4 °C冰箱孵育过夜, 孵二抗(购自北京中衫金

桥生物技术有限公司)1 h后于显影仪曝光、显影, 
ImageJ分析各条带光密度值。 
1.3.5   心肌TNF-α、MDA测定      取心肌匀浆上清液, 
用ELISA法检测TNF-α、MDA含量, 实验步骤严格

按照试剂盒说明书进行。

1.4   统计学分析

所有数据采用SPSS 22.0统计软件处理, 数据

以均数±标准差(x
_
±s)表示, 进行单因素方差分析, 

P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   各组大鼠生存情况比较

本实验共有大鼠65只, 其中死亡10只, 总体存活

率为84.5%。C组大鼠无死亡, S组死亡1只, 存活率为

90%; M组死亡6只, 存活率为60%; A组死亡4只, 存活

率为73.3%; B组死亡5只, 存活率为66.7%。M组、A
组、B组之间大鼠存活率并无显著性差异(P>0.05)
(图1)。
2.2   行为学变化  

CLP术后2 h, M组、A组和B组大鼠均出现竖毛, 
活动减少, 精神变差, 术后6 h大鼠出现食欲下降、

对外界刺激反应差、嗜睡等表现。随着时间的延长, 
M组、A组大鼠出现明显的少动、毛发竖立, 部分可

见寒战, 对刺激反应越来越差, B组大鼠与M组、A
组相比, 其感染性休克症状及中毒反应较轻。

2.3   心肌组织病理学及凋亡指数的变化

C组和S组心肌组织结构正常, 心肌纤维排列

紧密, 无水肿、充血及炎症细胞浸润。M组与C组、

S组相比, 心肌纤维明显水肿、空泡化改变、排列

疏松, 大量细胞核肿胀, 核周间隙增宽, 部分心肌纤

维断裂, 间质渗出明显、炎性细胞浸润。A组与M
组相比心肌纤维、细胞核形态改善不明显。B组与

A组、M组相比心肌纤维水肿、渗出减轻, 结构排

列较紧密, 但细胞核仍有肿胀。通过TUNEL染色

观察到M组凋亡指数明显高于C组和S组(P<0.05), 
而B组凋亡指数较M组、A组明显降低(P<0.05), A
组与M组相比凋亡指数未见明显下降(P>0.05)(图
2, 表1)。
2.4   缬沙坦对TnI的影响

M组大鼠血清TnI含量明显高于C组和S组
(P<0.05), 差异有统计学意义, A组较M组TnI含量降

低(P<0.05), 而B组较A组、M组TnI含量明显降低

(P<0.05), 差异均有统计学意义(图3)。
2.5   心肌组织p-p38 MAPK/p38 MAPK值的表达

变化

光密度分析结果显示, M组p-p38 MAPK占总

p38 MAPK值为0.81±0.13, 显著高于C组(0.56±0.07)
和S组(0.63±0.09)(P<0.05), 提示脓毒症时p38 MAPK
信号通路被激活, 而A组(0.89±0.09)与M组相比, 比
值并未降低, 差异无统计学意义(P=0.075＞0.05), 表
明小剂量缬沙坦对p38 MAPK信号通路的抑制作

图1   CLP术后各组大鼠的生存情况

Fig.1   The survival of rats in each group after CLP
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图2   HE和TUNEL染色分析缬沙坦对大鼠心肌组织病理及凋亡情况的影响

Fig.2   Effect of valsartan onmyocardial histopathology and apoptosis in rats by HE and TUNEL staining

表1   TUNEL法检测各组大鼠心肌组织灰度值及凋亡指数

Table 1   TUNEL method to detect the gray value of myocardial tissue and apoptosis index
组别

Group
灰度值

Gray value
凋亡指数(%)
Apoptosis index (%)

C 10 337.29±553.27 4.58±0.67

S 12 639.42±1 196.23 6.29±1.04

M 35 903.57±1 402.32*& 15.18±1.55*&

A 29 527.43±878.29 11.67±1.29

B 20 938.1429±1 338.61# 7.74±1.10#

*P<0.05, 与C组比较; &P<0.05, 与S组比较; #P<0.05, 与M组比较。
 *P<0.05 vs C group; &P<0.05 vs S group; #P<0.05 vs M group.

*P<0.05, 与C组比较; &P<0.05, 与S组比较; #P<0.05, 与M组比较。
 *P<0.05 vs C group; &P<0.05 vs S group; #P<0.05 vs M group group.

图3   缬沙坦对脓毒症大鼠血清TnI的影响

Fig.3   The effect of valsartan on the content of TnI in serum 
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用并不显著; 而B组(0.54±0.08)与M组和A组相比, 
p-p38 MAPK所占的比例明显降低(P<0.05), 证实

了大剂量的缬沙坦能够明显抑制p38 MAPK信号

通路的激活(图3和图4)。
2.6   缬沙坦对心肌TNF-α、MDA的影响

M组与C组、S组相比, TNF-α的含量明显升高

(P<0.05), A组、B组与M组相比, TNF-α的含量明显

降低(P<0.05), 其中B组与A组相比TNF-α的含量明

显下降 (P<0.05), 差异均有统计学意义。M组、A组

与C组、S组相比, MDA含量明显升高(P<0.05), 其中

A组与M组相比 , MDA含量无显著性差异 (P>0.05), 
而B组与M组相比 , MDA含量明显降低 (P<0.05), 差
异具有统计学意义(表2)。

3   讨论
脓毒症目前仍然是ICU中发病率较高的危重

症, 其死亡率为20%~30%[9-10]。其中, 心功能损伤是

最常见的脓毒症导致的器官功能损伤之一, 主要表

现为心肌抑制, 即左心室扩大、左心射血分数减低

(<45%)以及心脏指数降低等[11-12], 这可能与炎症因

子的释放[13]、缺血再灌注损伤[14]、RAS的异常激活

等机制有关, 但具体的病理机制尚不明确。正常情

况下, RAS的激活是低血容量时维持血流动力学稳

定的重要生理学过程, 除了其经典的维持动脉血压

的功能, 血管紧张素II(angiotensin II, Ang2)还是众多

生理过程的关键环节, 如细胞的生长、凋亡、炎症

反应[15]以及线粒体功能[16]等。大量的动物实验及临

床研究[17-18]证实, 脓毒症时RAS由于机体应激、有

效血容量减少、组织灌注不足而过度激活, 过量产

生的Ang2与血管紧张素1型受体(angiotensin type 1 
receptor, AT1 receptor)结合能够增加促炎因子的释放, 
诱导白细胞的滚动、黏附和迁移, 增加毛细血管渗

透性, 进而加重氧化应激损伤、炎症反应、有效血

容量不足和内皮细胞功能障碍[19]的发生, 最终产生

严重的器官功能障碍。缬沙坦是一种血管紧张素受

体阻断剂(angiotensin receptor blocker, ARB), 能够

*P<0.05, 与C组比较; &P<0.05, 与S组比较; #P<0.05, 与M组比较。
 *P<0.05 vs C group; &P<0.05 vs S group; #P<0.05 vs M group.

图4   缬沙坦对脓毒症大鼠心肌组织p-p38 MAPK/p38 MAPK值的影响

Fig.4   The effect of valsartan on the ratio of p-p38 MAPK/p38 MAPK in myocardial tissue of septic rats
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表2   缬沙坦对脓毒症大鼠心肌细胞TNF-α和MDA表达的影响

Table 2   The effect of valsartan on the content of TNF-α and MDA in myocardial cells of septic rats
组别 肿瘤坏死因子-α(ng/mL) 丙二醛(ng/mL)

Group TNF-α (ng/mL) MDA (ng/mL)

C 0.28±0.24 599.09±66.24

S 0.27±0.22 651.59±29.34

M 0.42±0.42*& 1011.58±154.86*&

A 0.34±0.44*& 1039.21±113.69*&

B 0.29±0.26# 791.44±134.26#

*P<0.05, 与C组比较; &P<0.05, 与S组比较; #P<0.05, 与M组比较。
 *P<0.05 vs C group; &P<0.05 vs S group; #P<0.05 vs M group.
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特异性阻断Ang2与AT1受体结合。Mortensen等[20]

对3 180名脓毒症患者使用ARB类药物, 结果发现, 
患者30天死亡率明显降低。此外, ARB类药物的器

官保护作用已在小肠[218]、肝脏[22]、肺脏[23]等脏器

得到证实。

本研究采用CLP法[8]复制脓毒症大鼠模型, 通
过盲肠结扎穿孔导致腹腔感染, 模拟急性腹膜炎诱

导脓毒症的发生, 是最符合脓毒症病理过程的方法

之一。根据文献报道, CLP术后24 h心肌损伤最明显, 
是观察脓毒症心肌抑制最合适的时间点[24]。观察发

现, 术后24 h, 大鼠出现腹肌紧、腹部张力明显增大, 
开腹可闻及恶臭, 腹腔大量渗出性液体, 结扎的盲肠

末端充血坏死, 表明脓毒症造模成功。

心肌病理学检查可见M组、A组较C组心肌纤

维明显水肿、空泡化, 细胞核肿胀, 间质渗出增多, B
组较M组心肌水肿明显减轻, 间质渗出减少, 表明大

剂量缬沙坦能够减轻脓毒症心肌病理损伤。此外, B
组大鼠心肌组织的凋亡指数较M组明显降低, 而A组

较M组凋亡指数未见明显差异, 通过对心肌组织凋

亡细胞的半定量分析, 证实了大剂量缬沙坦对脓毒

症大鼠心肌的保护作用。

肌钙蛋白I(TnI)是目前检测心肌损伤敏感性、

特异性最高的分子[25], 通过检测大鼠血清TnI含量的

变化, 可以评估心肌损伤的程度。结果发现, 与C组、

S组相比, M组血清TnI含量明显升高(P<0.05), 提示

脓毒症心肌损伤造模成功; A组较M组TnI含量降低

(P<0.05), 而B组TnI含量较M组、A组均明显降低

(P<0.05), 表明虽然小剂量缬沙坦能够减轻心肌损

伤, 但是大剂量缬沙坦减轻心肌损伤的作用更显著。

脓毒症时, LPS能够促进大量促炎细胞因子的

产生, 尤其是TNF-α[26]。Grandel等[27]使用LPS对离体

大鼠心脏灌注90 min后出现心脏收缩功能下降的现

象, 在心肌抑制的同时TNF-α逐渐升高。Meng等[28]

使用糖皮质激素抑制TNF-α的表达、肿瘤坏死因子

结合蛋白抑制TNF-α的活性, 均可减轻内毒素大鼠

心肌抑制的程度。MDA是脂质过氧化的产物, 常被

用作检测细胞氧化应激损伤的标记物[29], 本实验选

用TNF-α观察缬沙坦在脓毒症炎症反应及心肌抑制

方面的作用, MDA监测缬沙坦能否减轻心肌细胞氧

化应激损伤。本研究结果显示, M组TNF-α和MDA
的含量均较C组、S组明显升高(P<0.05), 表明脓毒

症心肌损伤与炎症介质的释放、氧化应激损伤等病

理过程有关。而A组与M组相比, MDA的表达量并

无统计学差异(P>0.05), 这表明小剂量缬沙坦减轻

心肌损伤的作用并不显著。B组TNF-α和MDA的含

量均较M组、A组明显降低(P<0.05), 表明大剂量的

缬沙坦能够通过减少炎症介质的释放、减轻心肌抑

制、减轻氧化应激损伤来发挥心肌保护作用。

脓毒症时, p38 MAPK的磷酸化参与炎症介质

的释放、氧化应激损伤、细胞凋亡等病理过程, 检
测p38 MAPK的活化程度能够进一步了解缬沙坦

发挥心脏保护作用的分子机制。实验结果发现, M
组p-p38 MAPK/p38 MAPK值较C组、S组明显升高

(P<0.05), 表明p38 MAPK的过度激活参与脓毒症

时器官功能损伤的发生。而A组与M组相比, p-p38 
MAPK/p38 MAPK值无统计学差异(P>0.05), 表明小

剂量缬沙坦抑制p38 MAPK信号通路的作用并不显

著。B组p-p38 MAPK/p38 MAPK值较M组、A组均

明显降低(P<0.05), 表明大剂量的缬沙坦能够明显

抑制p38 MAPK信号通路的激活, 从而发挥抗炎、抑

制凋亡和减轻氧化应激损伤等器官保护作用, 减轻

心肌损伤和心肌抑制。

但通过统计各组大鼠在CLP术后不同时间点

的生存情况发现, 加用缬沙坦并没有改善脓毒症大

鼠的存活率, 这可能是因为脓毒症早期加用缬沙坦

后, 抑制了RAS的激活, 从而促进了脓毒症早期低

血压的发生。通过绘制生存曲线发现, M组、A组、

B组大鼠生存情况虽无统计学差异, 但A组、B组较

M组相比死亡率有下降趋势。不能仅凭死亡率来

评估缬沙坦的心肌保护作用, 也需要结合心肌形态

学改变、凋亡指数、炎症因子、氧化应激以及p38 
MAPK的抑制等方面的研究结果进行综合评估。在

今后的研究中, 使用缬沙坦时加用血管活性药物以

维持血压和组织灌注, 或许能够获得更好的器官保

护效果。

综上所述, 缬沙坦能够减轻脓毒症大鼠的心

肌抑制和心肌损伤, 这可能是通过抑制p38 MAPK
信号通路的激活实现的, 但小剂量的缬沙坦减轻心

肌损伤的作用并不显著。因此, 缬沙坦在脓毒症器

官保护方面的用法、剂量还需大量实验研究证实。

抑制p38 MAPK信号通路可能也不是缬沙坦发挥

器官保护作用的唯一途径, 其分子机制仍需继续探

索, 未来抑制RAS系统的活性或将成为脓毒症治疗

的新靶点。
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