
脓毒症是一种全身性的炎性综合症，可导致包括呼 吸功能损伤在内的多器官功能障碍。脓毒症膈肌损伤

会加重呼吸功能障碍，延长机械通气时间［1-2］。然而，脓

毒症引起膈肌功能障碍的机制仍不十分明确。脓毒症

不仅会引起的线粒体氧化应激损伤和能量代谢异常，同

时会导致胞内钙稳态失衡［3-4］。钙是骨骼肌收缩和舒张

循环的重要介质，而肌浆网钙释放通道RyR和钙回摄通

道SERCA为调节肌肉收缩和胞内钙水平的最重要的蛋
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摘要：目的 探讨脓毒症急性期大鼠膈肌舒张功能障碍的机制。方法 雄性清洁级SD大鼠36只。随机数字表法分为：假手术组

（S组）12只、造模组（CLP组）24只。对造模组行盲肠结扎穿孔手术复制脓毒症模型，造模成功后随机分为脓毒症CLP-6 h组和

脓毒症CLP-12 h组，各12只，分别于术后6 h和12 h测定单刺激肌颤搐（Pt）、最大强直收缩力（Po）、半舒张时间（1/2RT）、收缩时

间（TPT）、最大收缩期上升速率（+dF/dt）和最大舒张期下降速率（-dF/dt）；运用Fura-2法测定膈肌肌浆网钙最大摄取率和释放

率，Western blotting法检测肌浆网SERCA1、SERCA2和RyR表达。结果 造模后6 h和12 h组大鼠较S组半舒张时间显著延

长，-dF/dt显著下降（P<0.01），而仅仅在12 h组大鼠膈肌+dF/dt、Pt、Po和肌浆网钙的峰值释放率较S组显著降低（P<0.01），6 h组

大鼠未见明显变化（P>0.05）；造模后12 h组大鼠膈肌SERCA1和RyR表达显著下降（P<0.01），SERCA2和Ca2+-ATP酶活性无明

显改变（P>0.05）。结论 脓毒症大鼠急性期12 h内膈肌收缩和舒张功能显著受损，舒张功能障碍可能与肌浆网钙摄取功能下降

及SERCA1低表达有关，肌浆网释放和摄取功能及RyR表达下降共同导致了收缩功能的下降。
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Abstract: Objective The explore the mechanism responsible for diaphragmatic contractile and relaxation dysfunction in a rat
model of sepsis. Methods Thirty-six adult male Sprague-Dawley rats were randomized equally into a sham-operated group
and two model groups of sepsis induced by cecal ligation and puncture (CLP) for examination at 6 and 12 h following CLP
(CLP-6 h and CLP-12 h groups). The parameters of diaphragm contractile and relaxation were measured, and the calcium
uptake and release rates of the diaphragmatic sarcoendoplasmic reticulum (SR) and the protein expressions of SERCA1,
SERCA2 and RyR in the diaphragmatic muscles were determined. Results The half-relaxation time of the diaphragm was
extended in both the CLP-6 h and CLP-12 h groups with significantly reduced maximum tension declinerate and the peek
uptake rate of SERCA (P<0.01). Diaphragmatic maximum twitch force development rate, the maximal twitch, tetanus tensions
and the peek release rate of SR decreased only at 12h after CLP (P<0.01). The expression levels of SERCA1 protein decreased
significantly in the diaphragmatic muscles at 12h following CLP (P<0.01) while SERCA2 expression level and SERCA activity
showed no significant changes. Conclusion In the acute stage of sepsis, both the contractile and relaxation functions of the
diaphragm are impaired. Diaphragmatic relaxation dysfunction may result from reduced calcium uptake in the SR and a
decreased level of SERCA1 in the diaphragmatic muscles.
Keywords: sepsis; calium uptake; diaphragm; SERCA; sarcoendoplasmic reticulum; muscle relaxation
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白，SERCA下调会导致舒张功能障碍［5］。研究表明脓毒

症晚期RyR下降引起晚期的收缩功能异常，而膈肌舒张

功能障碍要早于收缩功能障碍的出现［6-7］，但具体机制不

清，其舒张功能和肌浆网SERCA的改变需进一步研究，

因此设想脓毒症早期舒张功能异常可能由于SERCA的

抑制导致胞内钙的持续高水平，使肌钙蛋白不能变构复

原，引起骨骼肌早期舒张功能障碍，进而引起收缩功能

异常。本研究通过对脓毒症大鼠的膈肌功能、肌浆网钙

摄取动力学和通道蛋白变化来探讨脓毒症早期膈肌功

能障碍的机制。

1 材料和方法

1.1 主要试剂及设备

HEPES、Fura-2 pentapotassium salt、ATP-Na2 和

AgNO3均购至Sigma，SERCA1、SERCA2、RyR一抗和

二抗均购至Abcam。手术器械（上海手术器械厂），组织

匀浆机（BIOSPEC），低温离心机（Eppendorf），凝胶成像

系统（BIO-RAD），ALC- MPA2000m型多导联生理监测

仪（上海奥尔科特生物科技有限公司）等（由上海市第一人

民医院实验中心提供）。

1.2 动物分组及模型制作

清洁级健康雄性SD大鼠36只，体质量215~240 g，

由上海市第一人民医院动物实验中心提供（许可证号：

SCXK（沪）2007-0005）。采用随机数字表法，将其分为

3组（n=12）：假手术组（S组）、脓毒症 6 h组（CLP-6 h

组）、脓毒症12 h组（CLP-12 h组）。对待动物遵循动物

伦理学标准。术前大鼠正常饲养自由饮食。采用盲肠结

扎穿孔法（CLP）制作中等强度脓毒症模型［8］，CLP-6 h组

和CLP-12 h组大鼠腹腔注射1%戊巴比妥钠50 mg/kg，

麻醉成功后，消毒后取下腹部中线2 cm切口开腹，游离

盲肠。在距离回盲瓣远侧结扎盲肠，用18 G的套管针

穿透盲肠后，从穿孔处挤出少许粪便，后将盲肠回纳入

腹腔，3-0丝线分层缝合。S组在游离盲肠后回纳关腹。

术毕背部皮下注射3 mL/100 g生理盐水，观察大鼠情

况，为避免术后进食对实验干扰，大鼠均禁食禁饮。

1.3 膈肌功能测定

取左侧膈肌（包含中心腱和肋骨，去除膈神经），修

剪成约6 mm 宽的肌条。取左侧膈肌条迅速置于预先

饱和95%O2-5% CO2混合气的Krebs液中（mmol/L：137

NaCl，4 KCl，2 CaC12，1 MgCl2，1 KH2PO4，12 NaHCO3，和

6.5 葡萄糖，pH值7.4）［9］，修剪肌条，去除脂肪。将肌条

置于37 ℃恒温水浴系统的储液槽中（含12 mmol/L筒

箭毒碱）［10］，膈肌中心腱一端用丝线固定后连接张力换

能器，另一端肋骨固定于L型支架上。平衡20 min后，

测定肌条的最适初长度（L0），然后采用 ALC-

MPA2000m型多导联生理监测仪测定肌肉功能。参数

如下：（1）单刺激肌颤搐（Pt刺激电压15 V，刺激频率1

Hz，波宽0.2 ms）、半舒张时间（1/2RT），收缩达峰时间

（TTP），最大收缩期上升速率（+dF/dt）和最大舒张期下

降速率（-dF/dt）；（2）最大强直收缩力（Po）：给予肌条2次

刺激电压15V，刺激频率120 Hz、刺激时间250 ms、串间

隔670 ms的强直刺激，取其平均值；（3）张力-频率曲线：

给予肌条从10、20、40、60、80、100和120 Hz的定时刺

激，刺激电压15 V，刺激时间250 ms，串间隔670 ms，测

定不同刺激频率下的膈肌张力，绘制张力-频率曲线；

（4）疲劳指数（FI）：给予肌条刺激频率40 Hz，刺激电压

15 V，刺激时间330 ms，串间隔670 ms的刺激，共计300

串刺激，计算第120个肌颤搐与第1个肌颤搐的比值，即

为疲劳指数。每种刺激方式结束后肌条平衡15 min后

再进行下一个模式的刺激。最后结束时将肌条用滤纸

吸干称质量。所有力学参数采用肌条横截面积（CSV）

进行校正［9］。

1.4 骨骼肌SR匀浆提取

骨骼肌SR匀浆提取造模后完成后取右侧部分膈肌

于液氮中保存留做蛋白测定，其余膈肌吸干表面水分称

重后置入10倍冰缓冲液中匀浆（mmol/L：250 蔗糖，20

4-羟乙基哌嗪乙磺酸，0.2 苯甲基磺酰氟和0.2% 叠氮

钠，pH 7.5）［11］，转速15 000 r/min，15 s×3个来回，立即

4 ℃ 1500 g离心15 min。取上清分装液氮速冻后-80 ℃
保存，测定肌浆网Ca2+-ATP酶钙摄取释放和活性。

1.5 肌浆网Ca2+-ATP酶活性测定用定磷法测定酶活性

以每小时mmol/mg蛋白表示

1.6 肌浆网钙摄取释放功能测定参考

Ingalls CP 等肌肉匀浆标准测定方法［12］，采用

Thermo多功能酶标仪微板读数法［13］测定荧光。孵育缓

冲液组成为（mmol/L：100 KCl，204-羟乙基哌嗪乙磺酸，

7.5焦磷酸钠，和0.5 Mg2+，pH 7.0），测定时加入2 µmol/L

的 Ca2 +、1 µmol/L Fura-2五钾盐，ATP-Na2和AgNO3。

取10 µL匀浆液与190 µL孵育液于黑色多孔荧光测定

板，测定摄取时自动分液器加入10 µL的 20 mmol/L浓

度的ATP-Na2持续震荡混匀，监测4 min，后自动分液器

加入10 µL的500 µmol/L 浓度的AgNO3震荡混匀摄取

开始，监测 4 min。完成后加入终浓度 3.5 mmol/L的

EGTA和5.0 mmol/L的 CaCl2测定零钙和饱和钙时候

的荧光。连续测定激发波长340 nm和380 nm，发射波

长为500 nm时的荧光强度，并扣除背景值。荧光比值

法计算自由钙的浓度，计算方程为［Ca2 +］f=Kd×（Sf2/

Sb2）×（R-Rmin）/（Rmax-R），式中Kd为 Fura-2与Ca2+结

合的解离常数，为224 nmol/L，Rmin和Rmax为零钙和

饱和钙时两激发波长的荧光比值，R为测定的荧光比

值，Sf2和Sb2为零钙和饱和钙时测定的荧光值。肌浆

网最大摄取率和释放率通过绘制［Ca2+］f变化与时间关
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系曲线，分别计算曲线的最大斜率，用蛋白含量进行标

化来表示。

1.7 RyR和SERCA蛋白表达测定

RyR和SERCA表达蛋白电泳取右侧膈肌组织迅

速转移至液氮速冻后至-80 ℃冰箱保存备用。（1）裂解

（RIPA，碧云天公司）；（2）配制12%聚丙烯酰胺凝胶；（3）

蛋白上样；（4）电泳；（5）转膜；（6）封闭后洗膜3次，分别

进行RyR，SERCA1和SERCA2一抗孵育，摇床4℃过

夜；（7）洗膜和二抗孵育；（8）显影；用 GAPDH 做内参重

复上述步骤，使用Image J进行各蛋白灰度分析。

1.8 统计学分析

所有数据均采用SPSS20.0统计软件进行处理。各

组结果以均数±标准差表示，采用单因素方差分析和

Dunnett t检验比较组间差异，以P<0.05表示差异具有

统计学意义。

2 结果

脓毒症造模术后6 h大鼠出现活动减少，竖毛和寒

战。12 h大鼠呼吸急促，眼部出现分泌物增多，四肢湿

冷。CLP组12 h内有1只大鼠死亡，退出本研究。

2.1 膈肌功能测定

Pt、Po、+dF/dt和-dF/dt在CLP术后12 h显著低于S

组（P<0.01），而6hCLP组大鼠-dF/dt即出现了显著下降

（P<0.01）。半舒张时间 1/2RT 在造模后 CLP-6 h 和

CLP-12 h组均较对照组延长（P<0.05），而TTP在造模

后12 h出现延长（P<0.01），上述参数在两模型组组间差

异显著（P<0.01，表1）。膈肌收缩力-频率曲线见图1，各

频率下膈肌收缩力均使用CSV标化。结果显示CLP-6 h

和S组大鼠各频率下膈肌条收缩力均高于CLP-12 h组

大鼠（P<0.05），CLP-6 h和S组间未见统计学差异。疲

劳指数3组间无差异。

表1 各组大鼠膈肌收缩和舒张功能比较
Tab.1 Comparison of the contractile parameters of the diaphragm among the 3 groups (n=12, Mean±SD)

#P<0.05 and *P<0.01, vs S group; △P<0.01 vs CLP-6 h group; S: Sham group; CLP-6 h and CLP-12 h: Two

sepsis groups examined at 6 and 12 h after CLP.

Item

Po (mN/mm2)

Pt (mN/mm2)

1/2RT (ms)

Time-to-Peak（ms）

+dF/dt [mn/·mm-2·s-1]

-dF/dt [mn/·mm-2·s-1]

FI (%)

S

8.98±1.87

3.48±0.56

8.41±0.46

18.15±0.58

0.35±0.05

0.31±0.05

83.1±5.9

CLP-6 h

8.87±1.51

3.39±0.81

9.12±0.74#

18.18±0.76

0.34±0.06

0.26±0.07#

79.2±9.2

CLP-12 h

6.75±1.54*△

2.44±0.65*△

10.05±0.84*△

22.49±1.12*△

0.23±0.05*△

0.17±0.04*△

81.7±10.5

2.2 肌浆网功能测定

如图2所示，典型的肌浆网钙摄取、释放快速项和

慢速项的全过程图［12］（图 2A），图 2B显示为 3组通过

Fura-2测定的全过程拟合图比较。通过测定和计算，如

图2C，CLP-6 h和CLP-12 h组大鼠膈肌肌浆网ATP诱

导的钙摄取峰值率较 S 组显著下降（P<0.01），而

AgNO3 触发的钙释放峰值率方面，CLP-12 h 组较

CLP-6 h和S组降低显著（P<0.01），S组和CLP-6 h组间

差异不显著。各组大鼠Ca2+ATP酶活性在各组间未见

差异（P>0.05）。

2.3 Western blotting检测

钙释放和摄取通道蛋白表达结果见图3，在造模后

6 h，各组大鼠膈肌SERCA1、SERCA2和RyR蛋白水平

均未出现显著变化（P>0.05）；在CLP-12 h组大鼠膈肌

表达SERCA1通道蛋白出现显著下降（P<0.01），但是

图1 各组大鼠膈肌收缩力-频率曲线比较
Fig.1 Force-frequency relationship of the diaphragm
strips inthe sham-operated (S), CLP-6 h and CLP-12 h
groups. #P<0.05 vs group S.
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SERCA2 与 S 组比较无差异（P>0.05）。钙释放通道

RyR蛋白在CLP后12 h出现下降（P<0.01），6 h组表达

无变化。

图2 膈肌肌浆网钙摄取和释放测定、峰值率和Ca2+-ATPase活性的比较
Fig.2 Measurement of the calciumkinetics in the SR of the diaphragm in different groups. A: Typical curve fitted
by calcium level of crude muscle homogenate showing Ca2 +fluxes over timemeasured with Fura-2; B: Three fitted
curves of the entire process; C: Peak rates of Ca2 + uptake activated by ATP and AgNO3-stimulated release in the
diaphragmatic SR; D: SERCA activity measurement. *P<0.01.
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图3 各组大鼠SERCA1、SERCA2和RyR蛋白表达水平
Fig.3 Expression of proteins related to Ca2+ release and uptake in the diaphragm muscles. A: Representative blots for
SERCA1, SERCA2, and RyR; B: Relativedensitometricunits for SERCA1, SERCA2and RyR. *P<0.01 vs CLP-12hgroup.
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3 讨论

脓毒症是一种高致死率的全身炎症反应综合症，其

中危重病肌病（CIM）的发病率率高达60%~80%，但是

该疾病的早期诊断和治疗仍未能得到足够的重视。危
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重病可影响全身肌肉系统，对呼吸系统的膈肌影响最为

明显，易引起呼吸衰竭等严重并发症。因此，探讨危重

病膈肌的早期病变发生机制，阻断肌病的恶性循环，对

于预防和治疗危重病肌病都有显著的意义。

研究表明炎症反应、氧自由基和线粒体损伤均可以

引起膈肌功能障碍［14］。脓毒症CLP模型中，腹腔炎症能

减低膈肌的最大收缩力。在造模后的12 h张力达峰时

间和最大收缩期上升速率均显著下降，然而在6 h无明

显改变。表明中等强度的脓毒症模型下，膈肌收缩力的

下降要早于既往研究的24 h。另外，在6 h和12 h两个

时点，膈肌半舒张时间显著延长，最大舒张期下降速率

显著下降。说明在脓毒症急性期膈肌舒张功能损害较

早出现。

肌搐颤张力的变化可以反应肌细胞内钙摄取和释

放功能，而且SERCA活性的高低也调节着肌肉松弛的

时间，因此肌搐颤和最大舒张速率的下降以及舒张时间

的延长可能与肌浆网钙摄取和释放的紊乱有关［11］。然

而，脓毒症下肌肉收缩和舒张至关重要的肌浆网钙释放

和摄取功能还属未知。生理条件下肌浆网SERCA耗能

方式回摄取钙进入肌浆网，引起肌肉松弛的同时为下一

次收缩舒张循环做储备。因此，包括自由基、肌浆网钙

水平、钙释放摄取过程和肌丝本身损伤均可以引起脓毒

症膈肌功能障碍［15］。本研究通过动态测定肌浆网的钙

摄取和释放功能以及SERCA活性，发现脓毒症6 h和

12 h 肌浆网钙的最大摄取率显著下降，12 h 出现

SERCA活性降低。同时脓毒症后6 h即出现了钙峰值

摄取率的下降，而脓毒症模型心肌肌浆网18 h才出现钙

摄取下降，可能由于肌肉类型和两者的全身及局部炎症

状态不一致所致。因此，脓毒症早期6 h膈肌肌浆网钙

摄取功能显著下降。

成年大鼠膈肌Ⅱ型纤维和Ⅰ型纤维比约为67%和

33%［7］。成年哺乳动物的主要亚型SERCA 1型主要表

达在 II型纤维（快肌纤维），SERCA2型主要表达在 I型

纤维（慢肌纤维）［16］。成年大鼠SERCA水平可以通过两

个亚型的测定来反应总体 SERCA 的水平［17］，同时

SERCA低水平可以导致肌松弛功能下降［18］。脓毒症

24 h大鼠SERCA1和SERCA2在心肌和骨骼肌均出现

显著低表达［7, 19］。本研究发现脓毒症 12 h即出现了

SERCA1表达下降，而SERCA2型变化不显著。这种表

达不一致可能由于快肌 II型纤维对多种病理过程极为

敏感导致［20］。脓毒症进展后期24 h亦会出现SERCA2

型的下降［14］。脓毒症12 h膈肌舒张功能和肌浆网摄取

率的下降可能与SERCA1的蛋白表达下降有关。然而，

脓毒症 6 h 组并未出现 SERCA 蛋白表达的变化，

SERCA的调节蛋白磷酸化水平的改变可能导致了此时

膈肌舒张功能下降［21］。另外，肌浆网钙储库的钙释放功

能主要依赖肌浆网钙的回摄取，因此膈肌SERCA低表

达导致的舒张功能障碍亦会导致膈肌收缩功能损害。

随着脓毒症的进展，RyR受到抑制［22］，同时内毒素及

自由基损害了膈肌收缩功能及肌浆网钙释放功能［23-24］，以

至12 h后收缩功能出现障碍。作为肌浆网钙释放通道，

RyR的激活引起钙的大量释放产生肌肉收缩。RyR主

要有3种亚型，膈肌纤维主要表达RyR蛋白1型，RyR2

在骨骼肌系统缺如，同时脓毒症对含量3%亚型的RyR3

影响极小［24］，因此RyR水平可以反应RyR1型的蛋白含

量变化。研究发现脓毒症12 h后膈肌收缩力出现显著

下降，而且肌浆网峰值释放率显著降低，RyR蛋白表达

水平显著下降，与本课题组前期研究一致［6］，因此，膈肌

收缩力的下降及肌浆网钙释放率的下降可能与肌浆网

RyR水平下降有关。

终上所述，脓毒症早期膈肌舒张功能障碍早于收缩

功能障碍，舒张功能的下降与肌浆网钙摄取功能和

SERCA1亚型表达的下降有关，同时和RyR低表达共同

促成了膈肌收缩功能损害。本课题组在后期将对脓毒

症早期大鼠膈肌PLB和SLN的表达及磷酸化水平进行

研究，同时进行早期干预来进一步探讨脓毒症早期

SERCA功能损伤的机制。
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