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·基础研究 ●

脓毒症时各型一氧化氮合酶在大鼠心脏中的

表达及其可能机制
陈艳明，陈 琪，王士雯

【摘要】 目的研究脓毒症时各型一氧化氮合酶(NOS)在心脏中的损伤作用及其机制。方法 成年雄性

Wistar大鼠腹腔注射脂多糖(LPS)制备脓毒症模型。应用多导生理仪监测大鼠心功能变化；用分光光度计法测定大

鼠心肌组织NOS的活性；用RT-PCR和Western blot对大鼠心肌组织各型NOS的表达进行半定量分析。结果给

予LPS后6 h大鼠心肌收缩和舒张功能受损下降，心肌中iNOS的活性明显升高，eNOS和nNOS(合称cNOS)活性

减弱；RT-PCR和Western blot结果显示，给予LPS后cNOS的表达减少，给予LPS后iNOS表达量明显增加。结论

脓毒症时，iNOS、nNOS和eNOS的表达和活性发生改变；心肌细胞上iNOS表达及活性升高，这些变化可能在心

功能降低中发挥作用。
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Expression pattern of nitric oxide synthases in heart of

septic rat and its mechanism
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[Abstract]Objective To define the roles of three types of nitric oxide synthases(NOS)in heart injury of sep—

tic rat and its relevant mechanism．Methods Male Wistar rats received intraperitoneal injection of lipopolysaccharide

(LPS)to prepare septic rat models．Cardiac function was recorded on a computer with an analogic／digital transducer．

The activities of NOS were analyzed by speetrophotometer．The expressions of three types of NOS in rat hearts were

assessed by semi-quantitative RT—PCR and Western blot．Results At 6 hours after LPS injection，the cardiac sys—

tolic and diastolic function were impaired；the activities of inducible NOS(iNOS)were increased；the activities of

constitutive NOS((cNOS)endothelial NOS(eNOS)and neuronsl NOS(nNOS)]were decreased；RT-PCR and

Western blot showed that expressions of including cNOS were markedly down—regulated，but iNOS expressions were

increased significantly after LPS administration．Conclusion The expressions and activities of iNOS。nNOS，and

eNOS change in case 0f sepsis．Increase in iNOS expression and activity in cardiomyocytes maycontribute to the pro—

gression of heart failure after LPS injection．
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脓毒症是严重创伤、感染及大手术等多种应激

状态时的常见并发症，其发病率和死亡率居高不

下，而心功能不全在脓毒症早期就可出现，并且与

预后密切相关。脓毒症时心功能的降低是多种因

素累加的结果，包括氧化磷酸化脱偶联，细胞产生

高能磷酸盐的能力降低；心肌冬眠；循环抑制因子

TNF-a激活心脏中一氧化氮合酶(nitric oxide syn—

thase，NOS)，产生大量N0【1]。但脓毒症时各型

NOS表达及可能作用尚不明确。本研究拟对此进

行初步探讨。

l材料与方法

1．1材料成年雄性Wistar大鼠(250～350 g)，

由解放军总医院实验动物中心提供。脂多糖(1i—

popolysaccharide，LPS)购自美国Sigma公司。总

RNA提取试剂盒、cDNA第一链合成试剂盒、PCR

试剂盒购自北京Tianwei公司。兔抗大鼠内皮型

NOS(eNOS)、兔抗大鼠神经元型NOS(nNOS)、兔

抗大鼠诱导型NOS(iNOS)均购自武汉Boster

公司。
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1．2脓毒症模型建立 30只大鼠，分别腹腔注射

生理盐水和LPS(10 mg／kg)各0．2 ml，形成对照组

和LPS组。给药6h后取组织备用。

1．3 血流动力学测定脓毒症模型的建立同前。

Wistar大鼠以乌拉坦(1 g／kg)经腹腔注射麻醉，仰

卧位固定于手术台上。分离右侧颈总动脉，用充盈

0．4％肝素盐水的PE；。管向心性插入动脉，连接多

道生理记录仪检测心电和血压变化。稳定30 rain

后向前推进导管至左心室并固定导管，稳定10 rain

后记录左心室内血流动力学参数，包括心率(heart

rate，HR)、等容收缩期左室内压力最大上升速率

(+dp／dtr．,，)、等容舒张期左室内压力最大下降速率

(一dp／dt。。)等的改变。

1．4 NOS活性测定按照南京生物建成技术公

司生产的试剂盒说明书测定的结构型NoS(con—

stitutive NOS，cNOS)及诱导型(inducible NOS，

iNOS)。

1．5各型NOS的表达

1．5．1半定量RT—PCR Trizol试剂提取RNA紫

外分光光度计进行RNA定量。TIAN Script

MMI。V合成cDNA第一链，总反应体系25灶l，反应

物用于PCR。利用DNAclub软件设计各型NOS

和GAPDH的引物。nNOS：上游5，_GTCTTC—

CACCAGGAGATG一3’，下游5’一AAAGGCACAG—

AAGTGGGGGTA一3’，扩增长度618bp；eNOS卜：

上游5，_TCCAGTAACACAGACAGTGCA一3’，下游

5 7一CA(ⅪAA(托气AC汀℃AGAGC一3’，扩增长度693bp；

iNOS：上游5’一GAGArCAAl、GCA(X了r(；1、G一3’，下游

5’一AGAAT(池AGATAGGAC(汀一3’，扩增长度217bp；

GAPDH：上游：5’一ArC觚：肌汀爪℃AGGAGC℃一3’，
下游：5’一TGAC(丌T(ⅫCA(：A(X℃1vrG3’，扩增长度
443 bp。nNOS PCR反应条件为94℃变性30 s，55℃

退火30 s，72℃延伸l rain，35个循环；eNOS和

iNOS PCR反应条件为95℃变性30 s，55℃退火

30 s，72℃延伸1 rain，34个循环数；GAPDH PCR

反应条件为94℃变性30 s，60℃退火30 s，72℃

延伸30 s，25个循环数。取5 ptl PCR产物进行琼

脂糖电泳，应用凝胶成像系统各型N()S／GAPDH，

进行半定量测定。

1．5．2 Western blot测定各型NOS蛋白的表达

心肌加入蛋白裂解液匀浆，取上清，紫外分光光度

计测定蛋白浓度，其余上清液分装后置于一70℃

保存。将样品100℃沸水中加热变性10 min，

1000 g短暂离心后，进行蛋白质聚丙烯酸胺凝胶

电泳。电泳结束后，进行转膜，将转有蛋白的硝

酸纤维素膜置于5％脱脂牛奶中室温下封闭l h。

剪切相应蛋白条带并分别加入兔抗大鼠nNOS、

iNOS和eNOS多克隆抗体，4℃过夜。TBST洗

膜3次，分别加入山羊抗兔碱性磷酸酶标记二抗

(1：1000稀释)，室温孵育1 h。TBST洗膜3次

后用NBT／BCIP显色液显色。特异性条带的光

密度值采用上海天能科技有限公司GIS像分析

系统处理。

1．6统计学处理 采用GraphPad Prism-4软件进

行数据处理。实验数据以牙±s表示。两组间差异

比较采用组间t检验，以P<0．05为差异有统计

学意义。

2 结果

2．1 脓毒症时大鼠心脏功能的变化 注射LPS

6 h后，大鼠平均动脉血压明湿下降，心率增加(P<

0．05)；反映左心室收缩和舒张功能的指标(土dp／dt)

下降明显，分别较基础状态下降了20．9％和18．3 0,4

(P<0．05；表1)。

2．2心肌组织NOS活性测定 基础条件下，成年

大鼠心脏总NOS(total NOS)的活性为(0．45±

0．17)U／mg蛋白质，其中iNOS的活性较弱，cNOS

(包括eNOS和nNOS)活性较高；给予I．PS处理后，

心脏总N()s活性未见明显变化，iNOS的活性明显升

高，是基础状态的4倍(P<0．01)，cNOS的活性较基

础状态减少了27．5％(P<0．05；图1)。

2．3心脏中各型NOS tuRNA的表达 正常情况

下。成年大鼠心脏中存在eNOS mRNA和nNOS

mRNA的表达，其中eNOS mRNA的含量高于

nNOS mRNA，正常成年大鼠心脏组织中未能检测

到iNOS mRNA的表达；给予LPS 6 h后iNOS

ITIRNA的含量明显上升，nNOS和eNOS ITIRNA的

含量减少(表2，图2)。

表1大鼠血流动力学的测定(n=15。霉士s)

注：HR：心率；MAP：平均动脉压；与对照组比较，。P<0．05
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襄2大鼠心肌组织中各型NOS mRNA的表达(力=15，彳士s)

组别

NOS mRNA／GAPDH mRNA

eNOS nNOS iNOS

注：eNOS：内皮型一氧化氮合酶；nNOS：神经元型一氧化

氮合酶；iNOS：诱导型一氧化氮合酶。与对照组比较，。P<

0．05．一P<0．01 图3心脏各型NOS的蛋白表达

eNOS：内皮型一氧化氮合酶；nNOS：神经元型一氧化氮

合酶；iNOS：诱导型一氧化氮合酶

3讨论

图l大鼠心肌组织中总NOS、iNOS和cNOS活性的变化

总NOS：总一氧化氮合酶；iNOS：诱导型一氧化氮合

酶；eNOS：结构型一氧化氮合酶；n=15。与对照组比

较，。P<O．05，一P<0．01

图2心脏中各型NOS mRNA的表达

eNOS：内皮型一氧化氮合酶；nNOS：神经元型一氧化氮

合酶；iNOS：诱导型一氧化氮合酶

2．4心脏各型NOS的蛋白表达 在正常情况下，

心肌组织存在cNOS(含nN()S和eNOS)的蛋白表

达，但nNOS的蛋白表达量远远少于eNOS的表达

量。给予大鼠LPS 6 h后，nNOS和eNOS的蛋白

表达量下降(P<0．05)。正常情况下，心肌组织可

见极少量iNOS的表达，给予LPS 6 h后，iNOS的

表达量明显增加(P<O．01；表3，图3)。

裹3大鼠心肌组织中各型NOS蛋白表达(n=15；i士s)

注：eNOS：内皮型一氧化氮合酶；nNOS：神经元型一氧化

氮合酶；iNoS：诱导璎一氧化氮合酶。与对照组比较，。P<

0．05，一尸<0．01

本研究证实脓毒症时心血管功能受损，如心室

收缩、舒张功能下降、血压下降。内毒素注入体内

后可产生明湿的心血管抑制作用，而体外实验缺乏

相应的抑制作用，提示内毒素通过产生内源性物质

介导该损伤作用[2]。

NoS分为3种亚型：nNOS，iNOS和eNOS；其

中eNOS和nNOS又统称eNOS，是许多正常组织

中基本存在的一种酶，它为Ca2+／钙调素依赖型，合

成及释放NO量少，且eNOS合成的NO寿命极短。

iNOS为非Ca2+依赖型，它能够持续大量释放NO。

给予LPS后iNOS的活性较基础状态增加4倍，

cNOS的活性较弱，iNOS活性增加是产生和释放大

量N()的主要原因。

与NOS活性变化一致，给予LPS 6 h后，大鼠

心肌组织iNOS表达明显增多(P<0．01)；eNOS和

nNOS的表达均明显减弱。敲除iNOS基凶和应用

iNOS阻断剂后，可恢复心血管系统对儿茶酚胺的

敏感性∞3；但是应用NOS阻断剂SMT、卜Nil和

546C88反而增加脓毒症的死亡率[4]，提示脓毒症时

不仅iNOS在器官损伤中发挥作用，cNOS也可能

发挥一定作用。

生理条件下，eNOS催化产生的N0可以透过

细胞膜进入血管腔，发挥抑制白细胞附壁、聚集的

作用。脓毒症时，心肌血管内白细胞附壁能力增

强、黏附分子表达增多、自由基生成增加和血小板

聚集、附壁增多[53；脓毒症时心肌细胞上过表达

eNOS可防止心功能降低‘6。。本研究表明，脓毒症

大鼠模型eNOS表达减少，提示其可能在心功能受

损中发挥作用。nNOS首次发现时的组织细胞定位

在神经元细胞上。且发现它在心脏的交感神经、副

交感神经和心肌细胞上也有表达。基础条件下其

表达量较eNOS少，并且给予LPS处理后，心肌细

胞nNOS的表达量进一步减少。关于nNOS在心

脏中的作用目前研究较少。基础条件下，nNOS产
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生的NO在心肌细胞对胆碱能和肾上腺能信号转导

的调节和肌浆网Ca2+转运中发挥重要作用[7]。基

础条件下nNOS主要在心肌细胞的胞浆和胞膜上

表达，脓毒症时心肌细胞上nNOS的表达减少，提

示nNOS产生NO减少也可能参与心肌细胞功能

障碍。另外在对心脏功能调整过程中，各型NOS

间存在相互调节[8]，在同一疾病不同时间发挥着不

同作用；这是一个庞大复杂的体系，因此在脓毒症

时各型NOS的作用值得进一步研究。

[1]

[2]

[3]
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