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【摘 要】 目的 探讨 Toll样受体 4( TLＲ-4) 抑制剂对脂多糖( LPS) 诱导脓毒性心肌病( SIC) 小鼠心肌损伤的改
善作用及其可能机制。方法 2023 年 3—6 月在武汉科技大学动物实验中心进行实验。采用随机数字表法将 SPF级
雄性 C57BL /6 小鼠 9 只随机分为对照组、SIC 组和 TLＲ4 抑制剂干预组( 干预组) ，每组 3 只。SIC 组腹腔注射 LPS
( 15 mg /kg) 构建 SIC小鼠模型。干预组于构建 SIC小鼠模型前 1 h经尾静脉以 0． 3 mg·kg －1·h －1速度泵入 TLＲ4 抑
制剂预处理。对照组腹腔注射生理盐水( 15 mg /kg) 。于制模 24 h后处死小鼠留取心脏，采用苏木精—伊红( HE) 染
色法观察小鼠心肌组织病理形态变化，酶联免疫吸附试验( ELISA) 法测定各组小鼠血清肌钙蛋白( cTnI) 、肌酸激酶同
工酶( CK-MB) 、血浆脑利钠肽( BNP) 、肿瘤坏死因子 α( TNF-α) 、白介素 6 ( IL-6) 、IL-1β 的含量，蛋白质免疫印迹试验
( Western Blot) 法检测 TLＲ4、NF-κB蛋白表达情况。结果 对照组心肌细胞结构正常; SIC组心肌纤维排列紊乱，部分
心肌细胞水肿，间质内可见明显炎性细胞浸润; 干预组组织形态结构相对完整，心肌纤维排列规则，间质内可见零散
炎性细胞浸润。小鼠心肌损伤标志物 cTnI、CK-MB、BNP: SIC 组 ＞干预组 ＞对照组( F = 437． 637、631． 009、378． 443，
P均 ＜ 0． 001) ;炎性因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 表达: SIC 组 ＞干预组 ＞对照组( F = 546． 621、329． 266、665． 091，P 均 ＜
0． 001) ; TLＲ4 蛋白表达水平: SIC组 ＞对照组 ＞干预组( F = 388． 491，P ＜ 0． 001) ，NF-κB蛋白表达水平: SIC 组 ＞干预
组 ＞对照组( F = 77． 421，P ＜ 0． 001) 。且通过进一步行相关性分析示炎性因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平与 TLＲ4、NF-

κB蛋白表达呈正相关( r = 0． 990、0． 988、0． 994，0． 976、0． 981、0． 971，P 均 ＜ 0． 001) 。结论 TLＲ4 抑制剂可通过下调
TLＲ4 /NF-κB信号通路降低脓毒性心肌病小鼠炎性反应，对 SIC小鼠的心肌损伤起改善作用。
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脓毒性心肌病 ( sepsis-induced cardiomyopathy，
SIC) 是由脓毒症( sepsis) 引起的发生在脓毒性休克早
期的可逆性心肌功能障碍［1］，其为脓毒症最严重的并
发症之一。最新研究表明脓毒症伴有心功能障碍的患
者病死率可高达 70%，不伴有心功能障碍的脓毒症患
者病死率仅为 20%［2］。机体失控性炎性反应学说被
认为是脓毒症发病机制的重要基础。炎性细胞过度激
活并释放大量炎性细胞因子是脓毒症发生发展的重要
机制之一［3］，其中 cTnI、CK-MB、BNP 等心肌损伤标志
物以及 TNF-α、IL-6、IL-1β 等炎性因子在临床常用且
敏感性高，是脓毒症患者疾病严重程度和预后的明确
指标［4-5］。Toll样受体 4 ( TLＲ4 ) /NF-κB 信号通路在
参与脓毒性心肌病调节中起着至关重要的作用。脓毒
症过程中，TLＲ4 参与介导了 NF-κB 信号途径的激活，
从而大量释放 TNF-α、IL-6、IL-1 等炎性因子，对其后
的级联反应起引领作用，进而引起心肌功能障碍［6］。
本研究旨在探讨 TLＲ4 抑制剂对脂多糖 ( LPS ) 诱导
SIC小鼠心肌损伤的改善作用，并进一步了解其潜在
机制，报道如下。
1 材料与方法
1． 1 材料 ( 1 ) 实验动物: SPF 级 C57BL /6 小鼠 9
只，雄性，6 ～ 8 周龄，购自湖北省实验动物研究中心
［生产许可证号: SCXK( 鄂) 2020-0018，使用许可证号:
SYXK( 鄂) 2018-0045］。在光照 12 h / d、湿度 50% ～
65%、温度 20 ～ 24℃的环境下喂养 1 周。( 2 ) 试剂与
设备: LPS、TLＲ4 抑制剂( TAK-242) 购自美国 Sigma 公
司; cTnI、CK-MB、BNP、TNF-α、IL-1β、IL-6 ELISA 试剂
盒均购自江苏酶免实业有限公司; 兔多抗 TLＲ4、兔多
抗 NF-κB购自江苏亲科生物研究中心有限公司; 兔多
抗 GAPDH 购自杭州贤至生物有限公司; BCA 蛋白浓

度测定试剂盒购自广州捷倍斯生物科技有限公司; 聚
偏二氟乙烯 ( PVDF) 膜购自美国 Millipore 公司; HＲP
标记羊抗兔二抗购自武汉博士德生物工程有限公司。
( 3) 仪器设备:显微镜( 尼康 Fi3 型生物显微镜) ，脱水
机( 武汉俊杰 JT-12J电脑生物组织脱水机) ，化学发光
成像系统购自杭州申花科技有限公司，冷冻高速离心
机购自湖南可成仪器设备有限公司，电热恒温培养箱
购自日本 ASONE，小动物超声成像系统购自百胜
公司。
1． 2 实验方法 本研究经武汉科技大学医学伦理委
员会批准( 2023102) ，于 2023 年 3—6 月在武汉科技大
学动物实验中心进行实验。将小鼠采用随机数字表法
分为对照组、SIC 组、TLＲ4 抑制剂干预组( 干预组) ，每
组 3只。除对照组外，其余 2 组小鼠以 LPS( 15 mg /kg)
腹腔注射构建脓毒性心肌病小鼠模型; 干预组在腹腔
注射 LPS前 1 h，经尾静脉以 0． 3 mg·kg －1·h －1速度
静脉泵入 TLＲ4 抑制剂; 对照组腹腔注射生理盐水
( 15 mg /kg) 代替 LPS。采用小动物超声成像系统测量
小鼠 24 h 左心室射血分数 ( left ventricular ejection
fraction，LVEF) ，LVEF ＜ 50%证明 SIC 小鼠模型构建
成功［7］。
1． 3 观测指标与方法
1． 3． 1 小鼠心肌组织形态学变化: 采用 HE 染色观
察。造模完成 24 h 后，颈椎脱臼法处死小鼠，取小鼠
左心室心室肌组织，首先对组织进行脱水、透明、浸蜡
处理，12 h后从生物组织脱水机中取出，再次进行包
埋、切片烤片以及脱蜡处理，再将切片行苏木精—伊红
( hematoxylin-eosin，HE) 染色处理，风干后中性树胶封
片，在显微镜下观察小鼠心肌组织的形态学变化。
1． 3． 2 血清心肌损伤和炎性标志物检测:采用酶联吸
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附实验( ELISA) 法检测。小鼠造模 24 h 后，异氟烷吸
入麻醉，从心脏取血 1． 0 ～ 1． 5 ml，离心留取血清标本。
使用 cTnI、CK-MB、BNP、TNF-α、IL-1β、IL-6 ELISA 试
剂盒，严格按照厂家说明书检测上述标志物含量。在
酶标仪 450 nm波长处测量每孔的光密度，并计算相应
的浓度。
1． 3． 3 心肌组织 TLＲ4、NF-κB蛋白表达检测:采用蛋
白质免疫印迹试验( Western Blot) 法检测。将少量剪
碎的小鼠心室肌组织块置于冰上 30 min 充分裂解，
4℃下离心，留取上清分装于 0． 5 ml 离心管中并置于
－ 20℃保存。采用 BCA法测定蛋白浓度，经电泳后转
移至 PVDF膜上，随后封闭，封闭完成后加入兔多抗
GAPDH、兔多抗 TLＲ4、兔多抗 p65( 均 1∶ 1 000 稀释) ，
4℃孵育过夜。第二日在洗去一抗液后，HＲP 标记羊
抗兔二抗以 1∶ 10 000稀释，室温摇床孵育 2 h 后再次
洗去多余二抗，随后将预混好的免疫荧光( ECL) 发光
液滴加于 PVDF膜上，反应数分钟待荧光带明显后，用
滤纸吸去多余的底物液，覆上保鲜膜，X线胶片压片后
依次放入显影液显影、定影液定影，冲洗、晾干、扫描胶
片，用 ipp6． 0 软件分析胶片灰度值。
1． 4 统计学方法 采用 SPSS 27． 0 软件对数据进行
统计分析。正态分布的计量资料以 珋x ± s 表示，3 组间
比较采用单因素方差分析( ANOVA) ，两两比较采用 t
检验; Pearson相关分析评估血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6

炎性因子水平与 TLＲ4、NF-κB 蛋白表达的相关性。
P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
2 结 果
2． 1 各组小鼠心肌组织病理形态变化 在各组小鼠
造模完成 24 h后显微镜下可见: 对照组心肌组织形态
结构完整，心肌纤维排列规则，心肌细胞整齐未见明显
病变，未见炎性细胞浸润; SIC组心肌组织形态结构相
对完整，心肌纤维排列紊乱，部分心肌细胞水肿，胞体
崩解消融( 黑色箭头) ，间质内可见明显炎性细胞浸润
( 黄色箭头) ; 干预组心肌组织形态结构相对完整，心
肌纤维排列规则，少量心肌细胞损伤伴有空泡样变
( 黑色箭头) ，间质内可见零散炎性细胞浸润( 黄色箭
头) ，见图 1。
2． 2 各组血清心肌损伤标志物及炎性因子水平比较
在小鼠造模 24 h后，与对照组比较，SIC 组cTnI、CK-

MB、BNP、TNF-α、IL-1β、IL-6 表达水平均升高( t =
26． 274、32． 979、26． 782、36． 031、23． 266、34． 881，P 均
＜ 0． 001) ; 与 SIC 组比较，干预组 cTnI、CK-MB、BNP、
TNF-α、IL-1β、IL-6 表达水平均下降 ( t = 15． 181、
22． 537、20． 697、21． 428、19． 241、22． 228，P 均 ＜
0． 001) ，见表 1。
2． 3 各组心肌组织 TLＲ4、NF-κB 蛋白表达比较 在
小鼠造模 24 h后，与对照组比较，SIC 组 TLＲ4、NF-κB
蛋白表达显著上调( t = 15． 611、9． 977，P均 ＜ 0． 001) ，

图 1 各组大鼠心肌组织病理形态改变( HE 染色，× 200)
Fig． 1 Pathological changes in myocardial tissue of rats in each group under light microscopy ( HE staining，× 200)

表 1 3 组小鼠血清心肌组织损伤标志物及炎性因子水平比较 ( 珋x ± s)

Tab． 1 Comparison of serum myocardial tissue injury markers and inflammatory factor levels among three groups of mice

组 别 n cTnI( ng /L) CK-MB( μg /L) BNP( ng /L) TNF-α( ng /L) IL-1β( ng /L) IL-6( ng /L)
对照组 3 78． 98 ± 8． 24 2． 08 ± 0． 18 20． 37 ± 3． 68 178． 85 ± 18． 14 19． 08 ± 1． 80 34． 19 ± 1． 73
SIC组 3 431． 43 ± 21． 73a 17． 88 ± 0． 81a 98． 44 ± 3． 46a 724． 60 ± 18． 95a 52． 62 ± 1． 73a 125． 17 ± 4． 17a

干预组 3 220． 51 ± 10． 35b 5． 04 ± 0． 56b 36． 53 ± 3． 86b 340． 26 ± 24． 61b 27． 58 ± 1． 44b 58． 44 ± 3． 10b

F值 437． 637 631． 009 378． 443 546． 621 329． 266 665． 091
P值 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

注: 与对照组比较，aP ＜ 0． 01; 与 SIC组比较，bP ＜ 0． 01;所有的两两比较均经过 Bonferroni校正。
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与 SIC 组比较，干预组 TLＲ4、NF-κB 表达下调 ( t =
28． 067、7． 320，P均 ＜ 0． 01) ，见图 2、表 2。

图 2 各组小鼠心肌组织 TLＲ4、NF-κB蛋白印记图
Fig． 2 TLＲ4 and NF in myocardial tissue of mice in each group-

κB protein blot

表 2 3 组小鼠心肌组织 TLＲ4、NF-κB蛋白表达比较 ( 珋x ± s)

Tab． 2 TLＲ4 and NF in myocardial tissue of three groups of mice-

κB Comparison of protein expression

组 别 n TLＲ4 蛋白 NF-κB蛋白
对照组 3 0． 45 ± 0． 04 0． 40 ± 0． 02
SIC组 3 0． 97 ± 0． 04a 0． 92 ± 0． 09a

干预组 3 0． 20 ± 0． 02b 0． 54 ± 0． 01b

F值 388． 491 77． 421
P值 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001

注: 与对照组比较，aP ＜ 0． 01; 与 SIC 组比较，bP ＜ 0． 01; 所有的两

两比较均经过 Bonferroni校正。

2． 4 血清炎性因子水平与心肌组织 TLＲ4、NF-κB 蛋
白表达的相关性 进一步行相关性研究分析示，炎性
因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 的表达水平与小鼠心肌组织
中 TLＲ4、NF-κB蛋白表达呈高度正相关( P ＜ 0． 01 ) ，
见表 3。

表 3 炎性因子水平与 TLＲ4、NF-κB蛋白表达的相关性
Tab． 3 Inflammatory factor levels and TLＲ4，NF-κB The correla-

tion between protein expression

指 标
TLＲ4 蛋白

r值 P值
NF-κB蛋白

r值 P值
TNF-α 0． 990 ＜ 0． 001 0． 976 ＜ 0． 001
IL-1β 0． 988 ＜ 0． 001 0． 981 ＜ 0． 001
IL-6 0． 994 ＜ 0． 001 0． 971 0． 001

3 讨 论
关于脓毒性心肌病的有效治疗手段，至今仍是国

内外悬而未决的一大难题。近年来，关于脓毒性心肌
病的发生发展机制已有了一定的深入研究，其中由于

炎性因子的过度表达而引起一系列的恶性循环基本取
得了专家们的共识。因此在关于脓毒性心肌病的治疗
上，除了重视引起脓毒症感染的原发病以外，抗炎治疗
现已成为首要的治疗原则［8］。由于在发生脓毒性心
肌病时，机体会释放大量炎性因子，如果仅仅只是通过
针对单一炎性因子的抑制来达到抗炎的目的，显然是
不足以改善机体发生的炎性瀑布反应。治疗脓毒性心
肌病的干预靶点应着眼于调节炎性因子的关键部位。
目前脓毒性心肌病药物治疗效果不理想，研究者认为
这可能与现阶段治疗脓毒性心肌病药物的靶点共性不
高，对于早期炎性因子表达的抑制作用较差相关。因
此，在现有的介导炎性因子表达的信号通路上，探索各
信号传导通路之间的交互作用，在不同信号通路的交
叉点上开发靶点药物，为治疗脓毒性心肌病提供新
思路。

TLＲ4 /NF-κB 信号通路的异常调控与脓毒症、缺
血再灌注损伤、癌症、消化性溃疡、炎性肠病、肥厚性心
肌病、COVID-19 等多种疾病相关［9-15］。炎性因子的大
量释放也与 TLＲ4 信号通路的表达、激活密不可分。
TLＲ4 /NF-κB信号通路是脓毒性心肌病发生、发展、转
归的一个重要的信号通路［16］，当机体收到 LPS 刺激
后，LPS与脂多糖结合蛋白( LBP) 结合并转移到细胞
表面的 CD14 上。然后，TLＲ4 作为一种Ⅰ型跨膜蛋白
与 LPS结合后再与辅助蛋白 MD-2 相互作用，激活下
游各种信号传导通路，包括 NF-κB、JNK、p38MAPK 以
及 PI3K /AKT信号通路［17］，进而导致炎性因子的大量
释放引起心肌损伤。因此 TLＲ4 作为各传导通路的共
同上游信号通路，标志着 TLＲ4 可能成为有效治疗脓
毒性心肌病的新靶点。TLＲ4 抑制剂作为治疗某些疾
病的药物，纠正 TLＲ4 信号通路过度激活的主要方法
有 3 种:包括下调 TLＲ4 的表达;直接与髓样分化复合
物 2( MD2) 结合抑制 TLＲ4 信号通路;直接与 TLＲ4 或
TLＲ4 /MD2 复合物结合抑制 TLＲ4 活性［18］。在研究
TLＲ4 抑制剂干预脓毒症的相关作用机制方面，国内外
学者均做了大量的工作。Selfridge 等［19］设计了一些
纳曲酮衍生物，构效关系表明，用纳曲酮可以显著提高
TLＲ4 的抑制活性。刘新强等［20］通过实验得出 TLＲ4
抑制剂 E5564 可通过与 TLＲ4 结合并抑制其与 LPS 的
结合，阻断 LPS-TLＲ4 信号通路的激活，进而减轻心脏
炎性反应，改善心功能。杨梦等［21］提出 TLＲ4 特异性
抑制剂 TAK-242 是通过抑制 TLＲ4 /NF-κB 通路的激
活，从而减轻脓毒症大鼠肝脏的炎性反应。Achek
等［22］在小鼠实验中证实磷脂酰肌醇二磷酸( PIP2) 通
过特异性结合 TLＲ4 上的 MD2 结合位点，从而抑制
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TLＲ4 /MD2 复合物的形成，进一步抑制 LPS 诱导的多
种促炎因子的产生。

LPS常用于建立以心室扩张、左心室射血分数降
低和心功能不全为特征的脓毒症模型。本研究发现，
LPS处理组( SIC组 +干预组) 小鼠血清 cTnI、CK-MB、
BNP、TNF-α、IL-1β、IL-6 水平均显著升高，且与 TLＲ4、
NF-κB蛋白表达呈正相关。经 TLＲ4 特异性抑制剂
TAK-242 干预后，上述损伤标志物及炎性因子较 SIC
组均明显下降，进一步证实了该型抑制剂可通过下调
TLＲ4、NF-κB蛋白表达有效降低心肌损伤标志物以及
炎性因子的释放，进而改善心功能。

综上所述，TLＲ4 抑制剂干预可改善 LPS 所致的
心肌损伤，其机制推测与其下调 TLＲ4 /NF-κB 信号通
道蛋白表达从而抑制炎性反应相关。因此 TLＲ4 作为
治疗脓毒性心肌病一个重要的靶点，设计和开发针对
这一靶点的抑制性药物具有很高的治疗潜力。
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轻微的发病优势［3］，文献报道的 18 例腺性输尿管炎患者中，男
性 11 例，女性 7 例，年龄 25 ～ 66 岁。该病病因不明，主要包括
先天性原因、尿液内毒性物质、尿路慢性炎性反应、尿路机械刺
激长期存在、机体免疫失调等［4］，最常见的是泌尿系结石、肿瘤
发生和生长过程的长期刺激以及尿路的慢性炎性反应［5］;国内
有学者发现与某些信号转导通路如促分裂原激活蛋白激酶
( mitogen activated protein kinase，MAPK) 信号转导途径的激活和
一些蛋白( 如 ＲasP21) 的表达有一定的关系［6-7］。

影像学检查如 B超、CT、MＲ是泌尿系统疾病的主要检查方
法［8］，腺性输尿管炎在 CT和 MＲ上多显示为息肉样肿块，增强
后中心强化明显，在影像学上很难与肿瘤区分，输尿管镜活检
并病理学检查是腺性输尿管炎的诊断金标准［9-10］，其典型病理
学特点为尿路上皮明显增生、内陷进入上皮固有层并形成伴有
不同程度腺样化生的 Brunn小体。

腺性输尿管炎的治疗原则是解除梗阻，控制感染，一般预
后良好。症状较轻者可放置输尿管支架，梗阻严重者可局部烧
灼或切除;目前临床常用的外科处理方式为经尿道输尿管镜下
钬激光灼烧术或输尿管切除并成形术［9，11-12］;除手术外，有学者
认为硝酸银灌注、激素抗炎等治疗亦是必要的［13-14］; 腺性输尿
管炎能否恶变尚无明确结论，Xiong 等［14］曾报道尿路上皮腺样
化生能够进展成为腺样不典型增生甚至腺癌，所以腺性输尿管
炎的早期诊断值得重视，临床怀疑此病时可予以输尿管常规活
检［12］，以便早期发现早期治疗。

总之，腺性输尿管炎是病理上出现 Brunn小体为特点的少见
慢性非特异性炎性疾病，发生在肾盂输尿管连接处的更为罕见，
临床及影像表现无特异性，影像学检查不易与输尿管肿瘤鉴别，
泌尿外科及影像科医师应对本病提高认识，避免漏诊、误诊。
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