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·论著 ·

白藜芦醇对脓毒症大鼠心肌能量代谢的影响
赵华杰

【摘要】 目的 探讨白藜芦醇对脓毒症大鼠心肌能量代谢的影响及相关机制。方法    将 20 只雄性 SD 大

鼠按随机数字表法分为4组，每组5只。以腹腔注射脂多糖（LPS）10 mg/kg制备脓毒症模型；假手术组（Sham组） 
腹腔注射等量生理盐水。白藜芦醇治疗组（RES 组）于注射 LPS 前 10 min 静脉注射白藜芦醇 8 mg/kg ；白藜

芦醇联合沉默信息调节因子 1（sirt1）抑制剂 sirtinol 组（RES+sirtinol 组）于注射 LPS 前先静脉注射 sirtinol 溶
液 1 mg/kg， 5 min 后再静脉注射白藜芦醇 8 mg/kg。6 h 后处死大鼠取心脏，透射电镜下观察各组大鼠心肌超

微结构；蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测心肌 sirt1 蛋白表达；紫外分光光度法检测心肌细胞色素 C 
氧化酶（CCO）活性； 高效液相色谱法检测心肌三磷酸腺苷（ATP）、 二磷酸腺苷（ADP）、 一磷酸腺苷（AMP） 
含量。结果    透射电镜下显示，Sham 组心肌线粒体结构正常；LPS 组及 RES+sirtinol 组心肌线粒体肿胀、排列紊

乱，线粒体嵴减少；RES 组上述症状不明显。与 Sham 组比较，LPS 组 sirt1 蛋白表达下降（灰度值：0.602±0.038
比 0.902±0.037，P＜0.05），CCO 活性降低（U/mg：0.344±0.019 比 0.600±0.023，P＜0.05），ATP、ADP、AMP 含

量下降〔ATP（μg/g）：89.958±7.570 比 157.460±6.737，ADP（μg/g）：164.658±6.742 比 251.608±5.191，AMP
（μg/g）：179.926±7.303 比 276.262±5.546，均 P＜0.05〕。与 LPS 组比较，RES 组 sirt1 蛋白表达增加（灰度

值：0.874±0.017 比 0.602±0.038，P＜0.05），CCO 活性提高（U/mg ：0.574±0.013 比 0.344±0.019，P＜0.05）， 
ATP、ADP、AMP 的含量升高〔ATP（μg/g）：147.686±8.853 比 89.958±7.570，ADP（μg/g）：245.860±7.111 比

164.658±6.742，AMP（μg/g）：271.260±6.658 比 179.926±7.303，均 P＜0.05〕。与 RES 组比较，RES+sirtinol 组
sirt1 蛋白表达下降（灰度值：0.636±0.030 比 0.874±0.017，P＜0.05）、CCO 活性减弱（U/mg ：0.369±0.040 比

0.574±0.013，P＜0.05），ATP、ADP、AMP 含量下降〔ATP（μg/g）：97.942±11.257 比 147.686±8.853，ADP（μg/g）：
168.888±8.965 比 245.860±7.111，AMP（μg/g）：175.498± 6.993 比 271.260±6.658，均 P＜0.05〕。结论    白藜

芦醇能明显改善脓毒症大鼠心肌能量代谢，sirt1 是白藜芦醇影响心肌能量代谢的重要调节因子。
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【Abstract】 Objective　To investigate the influence of resveratrol ( RES ) on myocardial energy metabolism in 
sepsis rats and its mechanism. Methods Twenty Sprague-Dawley ( SD ) rats were divided into four groups according 
to the random number table, 5 rats in each group. The sepsis model was reproduced by intraperitoneal injection of 
lipopolysaccharide ( LPS ) 10 mg/kg, and the rats in sham group were injected intraperitoneally with the same amount 
of saline. The rats in RES treatment group ( RES group ) were injected RES 8 mg/kg 10 minutes before LPS injection, 
and those in RES combined with the silent information regulator 1 ( sirt1 ) inhibitor group ( RES + sirtinol group ) 
were injected sirtinol 1 mg/kg followed by RES 8 mg/kg 10 minutes before LPS injection. The rats were sacrificed 
6 hours later, and the heart was harvested. The myocardial ultrastructure was observed by transmission electron 
microscope. The expression of sirt1 protein was detected by Western Blot. The cytochrome C oxidase ( CCO ) activity 
was determined by ultraviolet spectrophotometry. The content of adenosine triphosphate ( ATP ), adenosine diphosphate 
( ADP ), and adenosine monophosphate ( AMP ) were detected by high-performance liquid chromatography ( HPLC ).  
Results Under transmission electron microscopy, the mitochrondria in myocardium in sham group was normal, 
and mitochrondria was swollen and derangement in LPS group and RES + sirtinol group, but it was not significant 
in RES group. Compared with sham group, the sirt1 protein expression in LPS group was decreased ( gray value: 
0.602±0.038 vs. 0.902±0.037, P < 0.05 ), the CCO activity was declined ( U/mg: 0.344±0.019 vs. 0.600±0.023, 
P < 0.05 ), the contents of ATP, ADP, and AMP were decreased [ ATP ( μg/g ): 89.958±7.570 vs. 157.460±6.737, 
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 脓毒症（sepsis）是感染所致的全身炎症反应，

严重威胁患者的生命。脓毒症患者常出现心功能不

全（40%～50%）［1］，而研究表明心力衰竭会大大增

加脓毒症患者的病死率（70%～90%）［2-3］。心肌能

量代谢障碍是脓毒症心肌损害的始动环节，改善心

肌能量代谢可能成为治疗脓毒症的新方案。白藜芦

醇是多酚类化合物，具有抑制线粒体氧化应激、改善

糖代谢、脂代谢等作用。激活静默信息调节因子 1 
（sirt1）是白藜芦醇参与能量代谢的主要作用机制之

一。那么，白藜芦醇能否通过 sirt1 途径改善脓毒症

大鼠的心肌能量代谢呢？本实验通过观察白藜芦

醇对脓毒症大鼠心肌能量代谢通路中重要环节——

细胞色素 C 氧化酶（CCO）活性以及三磷酸腺苷

（ATP）含量等的影响，并通过 sirt1 抑制剂 sirtinol 
干扰 sirt1 途径，探讨白藜芦醇可能的作用机制。

1    材料与方法

1.1    主要实验试剂：脂多糖（LPS）、白藜芦醇、

sirt1 一抗、辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗

兔二抗、细胞色素 C、ATP、二磷酸腺苷（ADP）、一
磷酸腺苷（AMP，美国 Sigma 公司），β- 肌动蛋白

（β-actin）单克隆抗体（美国 Santa Cruz 公司），其他

试剂均为国产分析纯。

1.2    实验动物和分组：20 只健康雄性 SD 大鼠，体

质量（250±50）g，由天津医科大学动物实验中心提

供，动物合格证号：SCXK（京）2009-2004。按随机

数字表法将大鼠分为假手术组（Sham 组）、模型组

（LPS 组）、白藜芦醇治疗组（RES 组）、白藜芦醇联合

sirtinol 组（RES+sirtinol 组）4 组，每组 5 只。

1.3    动物模型制备与处理：通过静脉注射二甲基

亚砜（DMSO）稀释液（DMSO∶生理盐水为 1∶2）
后 10 min 腹腔注射 LPS 10 mg/kg 制作脓毒症大鼠

模型；Sham 组静脉注射 DMSO 稀释液后 10 min 腹

腔注射生理盐水。RES 组于注射 LPS 前 10 min 静

脉注射白藜芦醇 8 mg/kg（溶于 DMSO 稀释液中）；

RES + sirtinol 组于腹腔注射 LPS 前静脉注射 sirtinol  
1 mg/kg， 5 min 后再静脉注射白藜芦醇 8 mg/kg。
 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.4    检测指标及方法：各组均于处理后 6 h 处死动

物取心脏备用。

1.4.1    心肌超微结构观察：取适量心肌组织，常规固

定、包埋、切片、铅 - 铀双染，于透射电镜下观察。

1.4.2    sirt1 蛋白表达测定：取心肌组织，常规制备蛋

白样品并测定浓度。取 20 μg 样品上样后，经十二

烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）、
电转膜、封闭、sirt1 一抗（1∶20）4 ℃孵育 16 h 后缓

冲液冲洗，HRP 标记的山羊抗兔二抗孵育 1 h，缓冲

液冲洗，显影定影，检测 sirt1 蛋白及内参照 β-actin
的灰度值，以目的条带与 β-actin 的灰度值比值代

表 sirt1 蛋白的相对表达水平。

1.4.3    CCO 活性测定：参照文献［4］方法检测 CCO
活性。提取心肌线粒体蛋白制成 1 mg/mL 悬液， 
37 ℃下向 2 mL 细胞色素 C 反应体系中加 20 μL 线

粒体蛋白悬液，每隔 1 min 记录波长 550 nm 处吸光

度（A）值，用反应物 A 值变化代表其活性。

1.4.4    ATP、 ADP、 AMP 含量测定：采用高效液相色

谱技术测定 ATP、ADP、AMP 含量。色谱条件：ODS
分析柱（5 μm，4.6 mm×500 mm），流动相为甲醇-磷 
酸二氢钾缓冲液，流速1.0 mL/min，检测波长259 nm。 
将 ATP、ADP、AMP 标准品制成标准液经色谱分析

得出标准曲线。取心肌组织，经沉淀、匀浆，冰浴离

心取上清液，NaOH 调至 pH 7.0，再次离心取上清

20 μL 进样，与标准曲线对比。

1.5    统计学方法：所有数据通过 SPSS 16.0 软件进

行处理，经 Levene 检验验证方差齐性。计量资料以

ADP ( μg/g ): 164.658±6.742 vs. 251.608±5.191, AMP ( μg/g ): 179.926±7.303 vs. 276.262±5.546, all P < 0.05 ].  
Compared with LPS group, the sirt1 protein expression in RES group was increased ( gray value: 0.874±0.017 vs. 
0.602±0.038, P < 0.05 ), the CCO activity was increased ( U/mg: 0.574±0.013 vs. 0.344±0.019, P < 0.05 ), the 
contents of ATP, ADP, and AMP were increased [ ATP ( μg/g ): 147.686±8.853 vs. 89.958±7.570, ADP ( μg/g ): 
245.860±7.111 vs. 164.658±6.742, AMP ( μg/g: 271.260±6.658 vs. 179.926±7.303, all P < 0.05 ]. Compared 
with RES group, the sirt1 protein expression in RES + sirtinol group was decreased ( gray value: 0.636±0.030 
vs. 0.874±0.017, P < 0.05 ), the CCO activity was declined ( U/mg: 0.369±0.040 vs. 0.574±0.013, P < 0.05 ),  
the contents of ATP, ADP, and AMP were decreased [ ATP ( μg/g ): 97.942±11.257 vs. 147.686±8.853, ADP  
( μg/g ): 168.888±8.965 vs. 245.860±7.111, AMP ( μg/g ): 175.498±6.993 vs. 271.260±6.658, all P < 0.05 ].  
Conclusion RES could improve myocardial energy metabolism in sepsis rats, in which sirt1 is an important factor.

【Key words】 Sepsis;    Resveratrol;    Silent information regulator;    Energy metabolism;    Cytochrome C 
oxidase;    Adenosine triphosphate
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均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用 SNK-q 检验；P＜0.05 为

差异有统计学意义。

2    结    果
2.1    心肌组织超微结构改变：Sham 组心肌线粒体

结构清晰，嵴光滑可见。LPS 组及 RES+sirtinol 组
心肌线粒体肿胀变形，排列略紊乱，线粒体嵴肿胀减

少，膜连续性消失，空泡形成。RES 组上述症状不明

显，线粒体大小趋于均匀，膜间断连接。

2.2    sirt1 蛋白表达（图 1 ；表 1）：LPS 组 sirt1 蛋白

表达较 Sham 组明显下降（P＜0.05）；RES 可诱导脓

毒症大鼠 sirt1 表达增加（P＜0.05）；sirtinol 可抑制

RES 的作用（P＜0.05）。而 Sham 组与 RES 组、 LPS
组与 RES+sirtinol 组之间 sirt1 蛋白表达差异均无统

计学意义（均 P＞0.05）。

0.05）。Sham 组与 RES 组、 LPS 组与 RES+sirtinol 组 
之间差异均无统计学意义（均 P＞0.05）。
3    讨    论
 临床上脓毒症患者常出现心功能不全；动物实

验也表明，脓毒症模型兔心肌毛细血管充血、炎性

细胞浸润，心肌纤维变性、坏死，证实脓毒症确实存

在心肌损害，可能是引起心肌收缩和舒张功能下降

的原因［5］。尽管机制尚未完全明确，但目前已有研

究证实，内毒素 - 炎性因子是造成脓毒症心肌细胞

损伤的重要原因。内毒素可直接损害线粒体功能，

抑制电子传递，损害线粒体复合物Ⅰ呼吸，使呼吸控

制率显著下降，ATP 产生减少［6］。内毒素诱导的脓

毒症动物模型易于复制，其症状、体征与临床脓毒症

类似，为研究脓毒症病理生理机制的理想模型之一。

本研究中经腹腔注射 LPS 后大鼠出现精神差、活动

减少、对外界刺激反应差、寒战、呼吸急促等脓毒症

表现；电镜下观察心肌线粒体表现为体积增大，排列

略紊乱，线粒体嵴肿胀、减少等中毒症状，提示脓毒

症模型制备成功。

 能量代谢障碍是脓毒症心肌损害的重要原因。

线粒体进行的有氧氧化是能量的主要来源之一，心

肌是高耗能器官，一旦线粒体功能出现异常，有氧氧

化将不能顺利进行，能量合成难以维持心肌活动需

要，造成心功能不全、心肌坏死等中毒症状。脓毒症

尤其是脓毒性休克时，心肌处于低灌注状态，心肌微

循环障碍、微血栓形成，氧摄取不足，当持续缺血时

间＞5～7 min 时，呼吸链就会发生不可逆的改变，其

中以 CCO 活性受到的影响最大。由于 CCO 连接线

粒体呼吸代谢与氧的供给，其发生病变必将直接影

响线粒体氧化磷酸化过程［7］。相反，无论是提高电

子传递链酶的活性［8］，还是直接补充外源性 ATP，都
能提高脓毒症大鼠的心肌射血分数。本实验中电镜

下观察到脓毒症大鼠心肌线粒体体积增大、排列紊

乱等超微结构改变。CCO 是

线粒体氧化磷酸化的关键限

速酶，CCO 活性抑制提示线

粒体内膜电子传递链效率下

降，ATP、ADP、AMP 减少直

接反映心肌能量合成障碍。

      植物类中药如黄芪、川芎 
等对脓毒症心肌损害具有预

防及保护作用，且少有副作

用出现［9-10］。白藜芦醇化学

-

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，sirt1 为沉默信息调节

因子 1，Sham 组为假手术组，LPS 组为脂多糖致脓毒症组，

RES 组为白藜芦醇治疗组，RES+sirtinol 组为 RES+sirt1
抑制剂组，β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 1    Western Blot 检测各组大鼠心肌 sirt1 蛋白表达

表 1    各组大鼠心肌 sirt1 蛋白表达、CCO 活性及 ATP、ADP、AMP 含量比较（x±s）

组别
动物数

（只）

sirt1 蛋白

（灰度值）

CCO 活性

（U/mg）
ATP

（μg/g）
ADP

（μg/g）
AMP

（μg/g）

Sham 组 5 0.902±0.037 0.600±0.023 157.460±  6.737 251.608±5.191 276.262±5.546
LPS 组 5 0.602±0.038a 0.344±0.019a 89.958±  7.570a 164.658±6.742a 179.926±7.303a

RES 组 5 0.874±0.017b 0.574±0.013b 147.686±  8.853b 245.860±7.111b 271.260±6.658b

RES+sirtinol 组 5 0.636±0.030c 0.369±0.040c 97.942±11.257c 168.888±8.965c 175.498±6.993c

        注：sirt1 为沉默信息调节因子 1，CCO 为细胞色素 C 氧化酶，ATP 为三磷酸腺苷，ADP 为二磷

酸腺苷，AMP 为一磷酸腺苷，Sham 组为假手术组；LPS 组为脂多糖致脓毒症组，RES 组为白藜芦醇

治疗组，RES+sirtinol 组为 RES+sirt1 抑制剂组；与 Sham 组比较，aP＜0.05；与 LPS 组比较，bP＜0.05；
与 RES 组比较，cP＜0.05

2.3    CCO 活性（表 1）：LPS 组 CCO 活性较 Sham 组

明显下降（P＜0.05）；RES 能提高脓毒症大鼠 CCO
活性（P＜0.05）；sirtinol 能抑制 RES 的作用（P＜
0.05）。Sham 组 与 RES 组、 LPS 组 与 RES+sirtinol
组之间 CCO 活性差异无统计学意义（均 P＞0.05）。
2.4    ATP、ADP、AMP 的含量（表 1）：LPS 组 ATP、
ADP、AMP 含量较 Sham 组明显减少（均 P＜0.05）；

RES 能增加脓毒症大鼠的 ATP、ADP、AMP 含量 
（均 P＜0.05）；而 sirtinol 能抑制 RES 的作用（均 P＜
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名称为 3，5，4'- 三羟基苯二烯，属于多酚类化合物，

在植物中分布很广，具有防癌、 治疗糖尿病、 抗病

毒、心血管保护等多种功效。近年来，白藜芦醇在脓

毒症中的作用逐渐被人们的关注。有研究表明，白

藜芦醇能阻止内毒素诱导的急性期炎症反应，促进

脓毒症大鼠大脑［11］、肾脏［12］、回肠［13］功能的恢复，

对内毒素性急性肺损伤有显著的保护作用，其作用

机制可能与其抑制核转录因子 -κB（NF-κB）活化、

减轻肺组织炎症反应有关［14］。

 改善能量代谢是白藜芦醇的重要作用机制。白

藜芦醇可增加急性心肌梗死（AMI）大鼠线粒体腺

苷激酶 1 及异柠檬酸脱氢酶活性，加快三羧酸循环

恢复，为梗死心肌氧化磷酸化提供更多的还原型辅

酶 I（NADH）［15］。白藜芦醇能增加乙醇诱导的肝

损伤模型小鼠肝脏线粒体中 ATP 含量［16］。那么，白

藜芦醇能否改善脓毒症大鼠心肌能量代谢呢？本研

究结果表明，RES 组心肌线粒体结构未见明显异常，

CCO 活性较 LPS 组升高，ATP、ADP、AMP 合成较

LPS 组增加，推测白藜芦醇可以用于治疗脓毒症心

力衰竭。常见的白藜芦醇给药方式为预防性给药和

治疗性给药，本研究采用预防性给药取得了较好的

疗效，提示白藜芦醇能够用于脓毒症高危患者。

 sirt1 是重要的代谢调节因子。sirt1 mRNA 表达

与线粒体呼吸链酶系（如 NADH 脱氢酶 1α亚基 2、
细胞色素 C、CCO Ⅳ亚基和 ATP 合成酶）的表达和

活性相关［17］。激活 sirt1 是线粒体功能修复的作用

机制之一［18］。白藜芦醇是 sirt1 最强的天然激活剂，

为验证白藜芦醇对脓毒症心肌的保护作用是否也与

sirt1 有关，本研究给予脓毒症模型大鼠 sirt1 抑制剂

sirtinol 后再给予白藜芦醇，结果显示，RES+sirtinol
组 sirt1 表达较 RES 组明显减弱，心肌线粒体增大、

线粒体嵴减少，CCO 活性下降，ATP、ADP、AMP 合

成减少。提示白藜芦醇对脓毒症大鼠心肌能量代谢

的有益作用与 sirt1 有关。
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本刊对论文中实验动物描述的有关要求
  在医学论文的描述中，凡涉及到实验动物应符合以下要求： ① 品种、品系描述清楚； ② 强调来源； ③ 遗传背景； ④ 微生

物学质量； ⑤ 明确体质量； ⑥ 明确等级； ⑦ 明确饲养环境和实验环境； ⑧ 明确性别； ⑨ 有无质量合格证明；10  有对饲养的

描述（如饲料类型、营养水平、照明方式、温度、湿度要求）；11  所有动物数量准确；12  详细描述动物的状况；13  对动物实验的

处理方式有单独清楚的交代，符合动物伦理学标准；14  全部有对照，部分可采用双因素方差分析。


