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解偶联蛋白 2 与脂多糖诱导脓毒症
大鼠心肌线粒体损伤的关系
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［摘要］　目的　探讨解偶联蛋白 2（uncoupling protein 2, UCP2）与脂多糖诱导脓毒症大鼠心肌线粒体损

伤的关系。方法　通过腹腔注射脂多糖（LPS）建立脓毒症模型。将 40 只 Sprague-Dawley（SD）雄性大鼠随机

分为 5 组，每组 8 只：对照组（腹腔注射生理盐水）、脓毒症 6 h 组（LPS-6 h 组）、脓毒症 12 h 组（LPS-12 h 组）、

脓毒症 24 h 组（LPS-24 h 组）和脓毒症 48 h 组（LPS-48 h 组）。在相应时间点留取大鼠血清和心脏组织，提取

心肌线粒体，通过酶标仪检测肌酸激酶（CK）、肌酸激酶同工酶（CK-MB）和活性氧（ROS）水平，流式细胞

仪检测线粒体肿胀度和线粒体膜电位（MMP），采用蛋白质免疫印迹试验（Western blot）测定 UCP2 蛋白表达

水平；电镜观察心肌组织线粒体形态学变化。结果　与对照组比较，LPS 各组血清 CK、CK-MB 水平、心肌组

织 ROS 水平和线粒体肿胀度均明显升高（P<0.05），峰值在 LPS-24 h 组；而 LPS 各组线粒体膜电位明显下降

（P<0.05），LPS-24 h 组降至最低。Western blot 检测发现 LPS 各组心肌组织 UCP2 的表达水平较对照组明显升

高（P<0.05），峰值在 LPS-24 h 组。电镜观察结果发现 LPS 大鼠心肌线粒体肿胀，线粒体膜部分破碎，有空泡

形成，LPS-24 h 组病变最严重。LPS 大鼠心肌线粒体 ROS 水平、线粒体肿胀度与 UCP2 表达量呈正相关（分别

r=0.796、0.893，P<0.05）；LPS 大鼠心肌 MMP 与 UCP2 表达量呈负相关（r=-0.903，P<0.05）。结论　在脓毒

症大鼠模型中，心肌和心肌线粒体都明显损伤，心肌组织 UCP2 的表达与线粒体损伤密切相关，推测 UCP2 可

能在脓毒症心肌线粒体损伤中起重要作用。                           ［中国当代儿科杂志，2016，18（2）：159-164］
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Correlation between uncoupling protein 2 expression and myocardial mitochondrial 
injury in rats with sepsis induced by lipopolysaccharide
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Abstract: Objective    To investigate the correlation between uncoupling protein 2 (UCP2) expression and 
myocardial mitochondria injury in rats with sepsis induced by lipopolysaccharide (LPS). Methods    The rat model of 
sepsis was established through an intraperitoneal injection of LPS. Forty male Sprague-Dawley rats were randomly and 
equally divided into control group (an intraperitoneal injection of normal saline), sepsis 6 h group (LPS-6 h group), 
sepsis 12 h group (LPS-12 h group), sepsis 24 h group (LPS-24 h group), and sepsis 48 h group (LPS-48 h group). The 
serum and heart tissues were harvested at corresponding time points and myocardial mitochondria was extracted. The 
microplate reader was applied to measure creatine kinase (CK), creatine kinase-MB (CK-MB), and reactive oxygen 
species (ROS). Flow cytometry was applied to measure the degree of mitochondrial swelling and mitochondrial 
membrane potential (MMP). Western blot was used to measure the expression level of UCP2. Electron microscopy was 
applied to observe the morphological changes in heart tissues and myocardial mitochondria. Results    Compared with 
the control group, the LPS groups had significantly increased serum levels of CK, CK-MB, and myocardial ROS, as well 
as a significantly increased degree of mitochondrial swelling (P<0.05), and these values reached their peaks at 24 hours 
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脓毒症是机体对病原的免疫应答反应性疾

病，其免疫学特征是宿主自身免疫损伤，进一步

可发展为多器官功能障碍综合征（MODS）。心脏

是脓毒症的靶器官之一，合并心功能障碍的脓毒

症患者的病死率可高达 70%[1-2]。研究发现活性氧

（reactive oxygen species, ROS）生成过多、能量产

生和代谢受损等线粒体功能障碍的多个方面与脓

毒症心肌功能障碍密切相关 [3-4]，然而目前对其确

切发病机制仍不十分清楚。陈志江等 [5] 研究发现

脓毒症模型大鼠心肌组织解偶联蛋白 2（uncoupling 

protein 2, UCP2）上调，UCP2 在调控炎症反应、

减轻氧化应激及维持线粒体功能方面具有重要作

用 [6-7]，因此推测 UCP2 可能与脓毒症心肌损伤相关。

目前国内外对于 UCP2 与脓毒症心肌线粒体损伤的

关系的研究甚少，本研究拟观察脂多糖（LPS）诱

导的脓毒症模型大鼠心肌线粒体损伤指标及心肌

UCP2 表达的变化，探讨脓毒症心肌线粒体损伤与

UCP2 表达的关系。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

SPF 级 Sprague-Dawley（SD）雄性大鼠 40 只

（广东省动物实验中心提供），体重 250~300 g，

适应性喂养 1 周，实验前禁食 6 h，自由饮水。将

40 只 SD 雄性大鼠通过随机数字表法分为 5 组：对

照组、脓毒症 6 h 组（LPS-6 h 组）、脓毒症 12 h

组（LPS-12 h 组）、脓毒症 24 h 组（LPS-24 h 组）

和脓毒症 48 h 组（LPS-48 h 组），每组 8 只。腹

腔注射 LPS 10 mg/kg 建立脓毒症模型 [8-9]；腹腔注

射等体积 9 g/L 生理盐水建立对照组。

1.2　主要试剂与仪器

主要试剂与仪器包括：LPS （E.coli，O111：

B4，美国 Sigma 公司）；兔抗大鼠 UCP2 抗体，兔

抗大鼠 β-actin 抗体和辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔 IgG（美国 Proteintech 公司）；活性氧（ROS）

检测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；全蛋

白提取试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒（江苏

凯基生物技术股份有限公司）；线粒体提取液（北

京普利莱基因技术有限公司）；ND1000 酶标仪（美

国 NanoDrop 公司）；FACSAria 流式细胞仪（美国

BD 公司）。

1.3　相关指标的检测

对照组腹腔注射生理盐水后立即留取血标本

和心肌组织标本。LPS 各组于 LPS 注射后相应时

间点留取标本。

（1）血清 CK 和 CK-MB 的检测：腹腔注射

水合氯醛麻醉大鼠后，沿腹正中线切开腹腔，暴

露腹主动脉，经腹主动脉留取血标本，血标本室

温静置 1~2 h，3 000 r/min 离心 10 min 后取血清，

全自动生化分析仪检测肌酸激酶（CK）和肌酸激

酶同工酶（CK-MB）水平。

（2）心肌组织 ROS 水平的检测：取冻存的

心肌组织样本，每 1 mg 组织加 50 μL PBS 冰上研

磨、1 000×g 4℃离心 10 min，取上清。具体操作

按 ROS 检测试剂盒说明书进行，以平均荧光强度

表示 ROS 水平。

（3）心肌组织线粒体膜电位（MMP）和线粒

体肿胀度的检测：按文献 [10] 提取线粒体，将 50 μg

纯化的线粒体按说明书加入稀释的 JC-1 染色工作

液中，室温放置 10 min 后用流式细胞仪检测。以

红色荧光（PI-H）强度与绿色荧光（FITC-H）强

after LPS injection. The LPS groups had a significant decrease in MMP (P<0.05), which reached the lowest level at 24 
hours after LPS injection. Western blot showed that the LPS groups had a significant increase in the expression level of 
myocardial UCP2 compared with the control group (P<0.05), which reached its peak at 24 hours after LPS injection. 
The results of electron microscopy showed mitochondrial swelling, partial rupture of the mitochondrial membrane, and 
cavity formation in rats in the LPS groups. The most severe lesions occurred in the LPS-24 h group. In rats with LPS, 
the ROS level in the myocardial mitochondria and the degree of mitochondrial swelling were positively correlated with 
the expression level of UCP2 (r=0.796 and 0.893, respectively; P<0.05), while MMP was negatively correlated with the 
expression level of UCP2 (r=-0.903, P<0.05). Conclusions    In the rat model of sepsis, the myocardium and myocardial 
mitochondria have obvious injuries, and the expression level of UCP2 is closely correlated with mitochondrial injury. 
Therefore, UCP2 might play an important role in myocardial mitochondrial injury in sepsis.

[Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(2): 159-164]
Key words: Sepsis; Myocardium; Mitochondria; Uncoupling protein 2; Rats
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度的比值计算线粒体膜电位，以前向角（FSC）和

侧向角（SSC）平均荧光强度的比值计算肿胀度。

（4）心肌组织 UCP2 蛋白的检测：提取各

组心肌组织样本总蛋白，采用蛋白质免疫印迹试

验（Western blot）测定 UCP2 蛋白浓度。按每孔

60 μg 蛋白量加样，SDS-PAGE 凝胶电泳分离，电

转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上。用脱脂奶粉

室温封闭 2 h，TBST 漂洗 10 min，加入羊抗 UCP2

（1 : 1 000）、 兔 抗 β-actin（1 : 2 000） 孵 育，4 ℃

摇床过夜，接着用 TBST 洗 3 次，每次 10 min，加

入（1 : 5 000）辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵

育 1.5 h，TBST 洗 3 次， 每 次 10 min 后 使 用 ECL

发光剂荧光显色，扫描分析。用 Image J 软件计算

UCP2/β-actin 的灰度值比值代表 UCP2 表达量。

（5）心肌组织病理学检测：将各时间点的心

肌组织样本切成 1.0 mm3 大小的组织块，用 30 g/L

戊二醛固定，缓冲液浸洗，再用 10 g/L 四氧化锇

固定，逐级脱水，环氧树脂包埋后制作病理切片，

透射电镜观察。

1.4　统计学分析

数据用 SPSS 20.0 统计软件分析，结果以均

数 ± 标准差（x±s）表示。多样本间均数比较采

用单因素方差分析，并用 SNK 检验进行两两分析

比较。两变量间的相关性分析采用 Pearson 相关分

析法。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　动物一般情况

大鼠腹腔注射 LPS 6 h 后即出现精神萎靡、竖

毛、腹泻、进食减少、饮水减少和活动减少，符

合脓毒症大鼠模型的一般表现。

2.2　血清 CK 和 CK-MB 水平变化

与 对 照 组 比 较，LPS-6 h 组、LPS-12 h 组、

LPS-24 h 组和 LPS-48 h 组的血清 CK、CK-MB 水平

均升高（P<0.05），峰值在 LPS-24 h 组。与 LPS-
24 h 组 比 较，LPS-48 h 组 血 清 CK-MB 水 平 降 低

（P<0.05），见表 1。

表 2　各组心肌组织线粒体 ROS、MMP 和线粒体肿胀度

检测结果　（x±s）

组别 鼠数 ROS MMP 线粒体肿胀度

对照组 8 253±43 1.80±0.08 1.13±0.06

LPS-6 h 组 8 368±66a 1.59±0.10a 1.32±0.12a

LPS-12 h 组 8 405±53a 1.47±0.08a 1.47±0.10a

LPS-24 h 组 8 499±86a 1.07±0.12a 1.71±0.12a

LPS-48 h 组 8 391±59a,b 1.24±0.10a,b 1.56±0.07a,b

F 值 16.433 70.165 40.337

P 值 <0.001 <0.001 <0.001

注：[ROS] 活性氧；[MMP] 线粒体膜电位。a 示与对照组比较，
P<0.05；b 示与 LPS-24 h 组比较，P<0.05。

表 1　各组大鼠血清 CK 和 CK-MB 水平　（x±s，U/L）

组别 鼠数 CK CK-MB

对照组 8 239±58 362±60

LPS-6 h 组 8 374±52a 521±107a

LPS-12 h 组 8 458±81a 656±90a

LPS-24 h 组 8 503±70a 692±92a

LPS-48 h 组 8 430±123a 401±200a,b

F 值 7.942 7.561

P 值 0.001 0.001

注：[CK] 肌酸激酶；[CK-MB] 肌酸激酶同工酶。a 示与对照
组比较，P<0.05；b 示与 LPS-24 h 组比较，P<0.05。

2.3　心肌组织 ROS 水平变化

与 对 照 组 比 较，LPS 组 大 鼠 心 肌 组 织 ROS

水平从 LPS 注射后 6 h 开始升高，24 h 升至最高

（P<0.05）。 与 LPS-24 h 组 比 较，LPS-48 h 组

ROS 水平有所降低（P<0.05）。见表 2。

2.4　线粒体肿胀度和线粒体膜电位变化

与对照组比较，LPS 组大鼠心肌组织线粒体

肿胀度从 LPS 注射后 6 h 开始上升，24 h 升至最高

（P<0.05）。与 LPS-24 h 组比较，LPS-48 h 组的线

粒体肿胀度降低（P<0.05）。与对照组比较，LPS

组大鼠心肌组织 MMP 从 LPS 注射后 6 h 开始下降，

24 h 降至最低（P<0.05）。与 LPS-24 h 组比较，

LPS-48 h 组大鼠心肌组织 MMP 增加（P<0.05）。

见表 2。



 第 18 卷 第 2 期

  2016 年 2 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.18 No.2

Feb. 2016

·162·

2.5　心肌组织 UCP2 表达变化

与 对 照 组 比 较，LPS-6 h 组、LPS-12 h 组、

LPS-24 h 组 和 LPS-48 h 组 的 UCP2 表 达 均 升 高

（P<0.05），峰值在 LPS-24 h 组。与 LPS-24 h 组比较，

LPS-48 h 组的 UCP2 表达降低（图 1）。

2.6　心肌线粒体超微结构变化

电镜下观察对照组心肌线粒体形态正常，排

列整齐，边界清楚，线粒体嵴致密。LPS-6 h 组大

鼠心肌线粒体形态大致正常，部分线粒体稍肿胀。

LPS-12 h 组心肌线粒体肿胀，线粒体嵴排列紊乱

或疏松溶解，甚至消失。LPS-24 h 组线粒体病变最

严重，线粒体膜破碎，线粒体嵴断裂，有空泡形成。

LPS-48 h 组线粒体损伤较 24 h 组有所恢复。见图 2。

图 2　各组大鼠心肌线粒体超微结构变化（×30 000）　　A：对照组，大鼠心肌组织线粒体形态大致正常，边界清

楚，线粒体嵴致密。B、C、D、E 分别为 LPS-6 h 组、LPS-12 h 组、LPS-24 h 组和 LPS-48 h 组。LPS 组可见线粒体肿胀，线粒

体嵴疏松溶解，部分嵴断裂（黑色箭头所示），甚至空泡形成（红色箭头所示）。

图 1　各组大鼠心肌 UCP2 表达水平　　注：上图为电

泳条带结果。下图为统计结果：a 示与对照组比较，P<0.05；b 示

与 LPS-24 h 组比较，P<0.05。
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2.7　ROS、MMP 和线粒体肿胀度与 UCP2 表达

量的相关性

脓 毒 症 模 型 大 鼠 心 肌 线 粒 体 ROS 水 平 和

线 粒 体 肿 胀 度 与 UCP2 表 达 量 呈 正 相 关（ 分 别

r=0.796、0.893，P<0.05）； 脓 毒 症 模 型 大 鼠 心

肌 MMP 与 UCP2 表 达 量 呈 负 相 关（r=-0.903，

P<0.05）。见图 3~5。

图 3　ROS 与 UCP2 表达量的相关性 图 4　MMP 与 UCP2 表达量的相关性
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3　讨论

脓毒症心肌功能障碍因其高病死率受到越来

越多的关注，其发病机制已成为学界的研究热点。

心脏是机体血液循坏的主要器官，心肌细胞内含

有大量线粒体以满足心脏不间断做功的高耗能状

态，线粒体也是 ROS 产生的主要部位，同时由于

线粒体损伤程度与脓毒症预后相关 [2-4]，故本研究

着重点在脓毒症模型心肌线粒体损伤方面。既往

研究发现给大鼠腹腔注射 LPS 可诱导产生与脓毒

症患者类似的血流动力学、血液学及代谢改变，

而且模型较易复制，重复性好，因此 LPS 诱导脓

毒症大鼠模型是一种比较理想的动物模型，在脓

毒症实验研究中也较为常用 [11-12]。因此本研究采

用大鼠腹腔注射 LPS 诱导脓毒症模型。

本研究通过腹腔注射 LPS 模拟脓毒症心肌损

伤模型，结果发现 LPS 组大鼠血清心肌损伤指标

CK 和 CK-MB 都有不同程度的升高，提示脓毒症

模型大鼠出现了心肌损伤。目前研究认为脓毒症

心肌损伤与线粒体结构和功能损伤有关 [13-14]。脓毒

症时心肌 MPP 下降，呼吸链复合体活性降低，同

时线粒体通透性转换孔开放，进而使氧化磷酸化

受损，ATP 生成减少，最终导致线粒体结构损伤

和功能障碍 [15]。本研究电镜结果观察到 LPS 组大

鼠心肌线粒体大小不一，排列不整齐，可见线粒

体有不同程度的肿胀、嵴断裂消失和空泡样改变

等，提示脓毒症时存在心肌线粒体结构损伤，其

中以造模后 24 h 线粒体损伤最为严重。本研究还

检测了心肌 MPP 和线粒体肿胀度，发现 LPS 各组

图 5　线粒体肿胀度与 UCP2 表达量的相关性
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大鼠心肌 MPP 均有不同程度的降低，而线粒体肿

胀度均有升高，二者变化过程相反，但均以造模

后 24 h 组最为明显，提示脓毒症心肌损伤伴有线

粒体功能损伤。心肌线粒体电镜检查、MPP 和线

粒体肿胀度三者的结果，证实了脓毒症模型大鼠

心肌损伤时出现心肌线粒体结构和功能损伤，LPS

注射后 24 h 是病变的一个折点，恢复需要一个过

程，这与脓毒症动物模型线粒体损伤的相关研究

有类似发现 [15]。 

有研究发现，在一些内毒素诱导脓毒症心肌

损伤的动物模型中发现 UCP2 基因和蛋白表达均有

明显上升，表明 UCP2 与脓毒症心肌损伤具有相关

性 [16-17]。因此，本研究通过 Western blot 检测 UCP2

的表达，发现 LPS 组大鼠心肌组织 UCP2 表达较对

照组明显升高，且以 LPS-24 h 组表达最高，这与

既往研究结果一致 [5,16-17]。UCP2 在生理或病理状态

下可以调节线粒体 ROS 的产生和能量传导，许多

研究也表明 UCP2 可抑制 ROS 产生，改变脂肪酸

代谢，从而保护线粒体功能。研究发现心肌线粒体

损伤与 ROS 有关 [18-20]，过多的 ROS 可以直接攻击

线粒体，破坏线粒体膜的完整性，并且还可通过“钙

超载”使线粒体发生严重的结构损伤 [21]。因此，

本研究还检测了实验大鼠心肌线粒体ROS的含量，

发现脓毒症模型大鼠心肌线粒体 ROS 水平从造模

后 6 h 开始增加，24 h 时达到最高，随后出现下降，

提示心肌线粒体氧化应激反应增强，ROS 生成增加，

且 ROS 变化趋势与心肌损伤指标 CK 和 CK-MB 是

一致的，与心肌 UCP2 表达也是一致的。

UCP2 是线粒体膜上阴离子载体蛋白家族的质

子转运蛋白。UCP2 蛋白广泛分布于人类的各组织

器官中，包括心脏、肝脏、脑、胰腺和脂肪组织

等。目前对于 UCP2 在糖尿病、脑病和心脏病等疾

病模型中研究较多。在 UCP2 基因敲除小鼠中，

升高的 MMP 可通过增加 ROS 产生引起血管重塑
[22]。在体内研究发现人类 UCP2 过表达与解偶联作

用增强和减少 ROS 产生相关 [23-24]，以及许多体内

体外实验都表明 UCP2 可以通过调控线粒体 ATP、

MMP 和 ROS 水平等发挥细胞保护作用 [25]，这些都

表明 UCP2 与线粒体功能密切相关。为了验证脓毒

症模型心肌 UCP2 与线粒体功能之间的关系，本研

究对 UCP2 表达与线粒体相关指标进行了相关性分

析，发现 UCP2 表达与 ROS、线粒体肿胀度呈正
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相关，而与 MMP 则呈负相关，说明脓毒症模型心

肌损伤时 UCP2 表达与线粒体损伤密切相关。目前

对于脓毒症模型心肌 UCP2 表达升高具体机制还未

完全研究清楚，同时也不能排除 UCP2 表达是应激

状态下的一种代偿性升高。最近，Zheng 等 [25] 等

通过转染技术沉默脓毒症状态下的 H9c2 心肌细胞

UCP2 基因的表达，发现沉默后的心肌细胞线粒体

ROS 生成更多，线粒体结构和功能损伤更重，提

示在脓毒症细胞模型心肌细胞损伤时 UCP2 可能通

过降低 ROS 的产生、稳定膜电位而发挥保护作用。

因此推测，UCP2 可能通过调节 ROS 的生成和稳定

MMP而在脓毒症心肌线粒体损伤中发挥重要作用。

但是本研究不足之处在于，未能验证 UCP2 在脓毒

症模型心肌线粒体损伤中的具体作用机制，下一

步需要使用转基因或基因敲除动物模型进行验证。

总之，脓毒症模型大鼠心肌损伤时心肌线粒

体结构和功能均受损，而 UCP2 的表达与其心肌线

粒体损伤密切相关，推测 UCP2 可能通过调节 ROS

的生成和稳定 MMP 而在脓毒症所致心肌线粒体损

伤中发挥重要作用。
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