
锌转运体 7在脓毒性心肌病中的作用及其机制研究

韩佳家，徐哲龙

（天津医科大学基础医学院生理学与病理生理学系，天津 300070）

摘要 目的：探讨锌转运体（ZIP）7在脓毒性心肌病中的作用及其机制。方法：动物实验采用盲肠结扎穿刺术（CLP）构建小鼠脓
毒性心肌病动物模型。将野生型小鼠随机分为假手术组（Sham）、CLP-6 h、CLP-12 h、CLP-18 h和 CLP-24 h组，检测 ZIP7表达
情况。将野生型（WT）和心脏特异性 ZIP7条件敲除小鼠（ZIP7 cKO）随机分为WT Sham组、WT CLP组和 cKO CLP组，用 qPCR检
测心肌组织细胞因子 mRNA表达水平，用试剂盒检测琥珀酸脱氢酶（SDH）活性，用苏木精-伊红（HE）染色法和超声检测小鼠心
肌结构功能改变，用MitoSOX Red荧光探针检测线粒体活性氧簇（ROS）；采用Western印迹检测相关信号通路蛋白表达。细胞实
验：用脂多糖（LPS）对小鼠心肌细胞 HL-1进行处理，构建脓毒性心肌病细胞模型，将细胞分为对照组（Ctrl）、LPS-6 h、LPS-12 h、
LPS-18 h和 LPS-24 h组，检测 ZIP7表达。将 HL-1和 ZIP7 KO HL-1细胞分为 Ctrl组、LPS组和 KOLPS组，采用 qPCR检测相
关细胞因子表达水平；检测 SDH活性。将野生型 HL-1随机分为 Ctrl组、LPS组、丙二酸二甲酯（DMM）组和 DMM+LPS组，用
CCK-8试剂盒检测细胞活力，O2k检测线粒体呼吸功能。结果：动物实验：与 Sham组小鼠相比，CLP小鼠心肌组织在 12、18和
24 h ZIP7蛋白表达均升高（t=3.005、4.510、5.985，均 P约0.05）。与WT CLP组相比，cKO CLP组心脏射血分数、缩短分数、每搏输
出量、左室前壁厚度均增加（t=2.867、3.270、3.845、2.284，均 P约0.05），心肌肌纤维间隙减小，炎细胞浸润减少，白细胞介素（IL）-
1茁、IL-6、肿瘤坏死因子（TNF）-琢 mRNA表达和 SDH活性下降（t=3.171、6.585、7.119、3.786，均 P<0.01），IL-10表达进一步增加
（t=5.147，P<0.001），线粒体 ROS和缺氧诱导因子（HIF）-1琢、NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）、半胱天冬蛋白酶-1
前体（ProCaspase-1）、切割型半胱天冬蛋白酶-1（Caspase-1 Cleaved）蛋白表达量减少（t=3.261、2.625、2.239、2.995、4.250，均 P约
0.05）。细胞实验：与 Ctrl组相比，LPS处理后 6、12、18和 24 h ZIP7蛋白表达均升高（t=2.728、2.384、3.216、4.087，均 P约0.001）。与
HL-1 LPS组相比，KO LPS组 IL-1茁、IL-6 mRNA水平和 SDH活性降低（t=11.33、11.94、3.803，均 P约0.05），IL-10的 mRNA水平
进一步升高（t=7.525，P<0.001）。与 HL-1 LPS组相比，DMM+LPS组线粒体呼吸控制率（RCR）和细胞活力部分恢复（t=5.794、
3.224，均 P约0.01），呼吸链复合物 1的质子泄露（C玉Leak）呼吸和非线粒体呼吸减少（t=4.311、10.17，均 P约0.01）。结论：脓毒性心
肌病小鼠心肌细胞 ZIP7过表达，ZIP7通过 SDH/HIF-1琢/NLRP3信号通路导致心肌损伤。
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The role and mechanism of zinc transporter 7 in septic cardiomyopathy
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Abstract Objective：To explore the role and mechanism of zinc transporter（ZIP）7 in septic cardiomyopathy. Methods：In animal
experiments，cecal ligation and puncture（CLP）was used to construct an mouse model of septic cardiomyopathy in mice. Wild-type
mice were randomly divided into sham operation group（Sham），CLP-6 h，CLP-12 h，CLP-18 h and CLP-24 h groups，and the
expression of ZIP7 was detected. Wild-type（WT）and heart-specific ZIP7 conditional knockout mice（ZIP7 cKO）mice were ran原
domly divided into the WT Sham group，the WT CLP group and the cKO CLP group. The expression of cytokine mRNA in myocar原
dial tissue was detected by qPCR，and the activity of succinate dehydrogenase（SDH）was detected by the kit. The structural and
functional changes of mouse myocardium were detected by hematoxytin-eosin（HE）staining and ultrasound，and mitochondrial rea-
ctive oxygen species（ROS）were detected by MitoSOX Red fluorescent probe. The expression of related pathways proteins was detect原
ed by Western blotting. Cell experiment：Mouse cardiomyocyte HL-1 was treated with lipopolysaccharide（LPS）to construct a cell
model of septic cardiomyopathy. The cells were randomly divided into the control group（Ctrl），LPS-6 h，LPS-12 h，LPS-18 h and
LPS-24 h groups，and the expression of ZIP7 was detected. HL-1 and ZIP7 KO HL-1 cells were divided into the Ctrl group，the
LPS group and the KO LPS group. The expression of related cytokines were detected by qPCR，and SDH activity was detected. Wild-
type HL-1 was randomly divided into the Ctrl group，the LPS group，the dimethyl malonate（DMM）group and the DMM+LPS
group. Cell viability was detected using the CCK-8 kit. Mitochondrial respiratory function was detected using O2k. Results：Animal
experiment：Compared with the mice in the Sham group，the expression of ZIP7 protein in the myocardial tissue of CLP mice in原
creased at 12，18 and 24 h（t=3.005，4.510，5.985，all P<0.05）. Compared with the WT CLP group，the cardiac ejection fraction，
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shortening fraction，stroke volume，and the thickness of the anterior left ventricular wall all increased in the cKO CLP group（t=2.867，
3.270，3.845，2.284，all P<0.05），the myocardial fiber space decreased，and the infiltration of inflammatory cells decreased. The
mRNA expressions of cytokines interleukin（IL）-1茁，IL-6，and tumor necrosis factor（TNF）-琢 and the activity of SDH decreased
（t=3.171，6.585，7.119，3.786，all P<0.01），and the expression of IL-10 further increased（t=5.147，P<0.001）. The expression
levels of mitochondrial ROS and hypoxia inducible factor -1琢（HIF-1琢），nucleotide-binding oligomerization domain -like receptor
family pyrin domain-containing 3（NLRP3），protease Caspase-1（ProCaspase-1），and Caspase-1 Cleaved proteins decreased（t=
3.261，2.625，2.239，2.995，4.250，all P<0.05）. Cell experiment：Compared with the Ctrl group，the expression of ZIP7 increased
at 6 h，12 h，18 h and 24 h after LPS treatment（t=2.728，2.384，3.216，4.087，all P< 0.001）. Compared with the HL-1 LPS
group，the mRNA of IL-1茁，IL-6 and SDH activity in the KO LPS group decreased （t=11.33，11.94，3.803，all P<0.05），and
the mRNA of IL-10 further increased（t=7.525，P<0.001）. Compared with the HL-1 LPS group，the mitochondrial respiratory con原
trol rate（RCR）and cell viability in the DMM+LPS group partially recovered（t=5.794，3.224，both P<0.01），and complex 玉pro原
ton（C玉Leak）respiration and non-mitochondrial respiration decreased （t=4.311，10.17，both P<0.01）. Conclusion：ZIP7 is
overexpressed in cardiomyocytes of mice with septic cardiomyopathy，causing myocardial injury through the SDH/HIF-1琢/NLRP3
signaling pathway.
Key words zinc transporter 7；septic cardiomyopathy；mitochondrial reactive oxygen species；succinate dehydrogenase

脓毒症是宿主对感染反应失调而导致的危及

生命的器官功能障碍[1]。心脏是脓毒症最常受累的

器官之一，脓毒性心肌病是脓毒症引发的心功能障

碍，临床主要表现为左心室收缩功能异常和心室扩

张[2]。研究显示，脓毒性心肌病发病率 20%，病死率
高达 70%[3-4]。

锌是机体必须的微量元素，在免疫应答中起重

要作用。锌转运体（ZIP）帮助锌的转移，在维持锌稳
态中发挥重要作用 [5]。目前研究证实，ZIP4、ZIP6、
ZIP10和 ZIP14在脓毒症患者的肝脏中表达增加[6]。

本课题组前期研究证实 ZIP7 在心肌缺血-再灌注
损伤和糖尿病心肌病等方面发挥重要作用 [7-8]。目

前，ZIP7在脓毒性心肌病中的作用还不清楚。
琥珀酸脱氢酶（SDH）是三羧酸循环（TCA）中唯

一的线粒体内膜蛋白，是连接 TCA和氧化磷酸化的
桥梁。SDH可以直接产生线粒体活性氧簇（ROS），
对心肌细胞造成伤害[9]。越来越多的研究证实，SDH
活性改变在疾病发生、发展中发挥着重要作用。例

如肥胖、糖尿病、心肌缺血-再灌注损伤以及脓毒
症都会出现 SDH活性增强现象[10-13]。尽管研究已证

实，应用 SDH抑制剂丙二酸二甲酯（DMM）可以限
制缺氧诱导因子（HIF）-1琢募集并减少糖酵解和细
胞因子的表达，增强心肌再生能力同时减轻脓毒性

心肌病的心肌损伤，但目前仍不清楚 SDH活性增加
的具体机制[14-16]。因此本研究主要探讨 ZIP7是否通
过影响 SDH活性及相关通路，从而在脓毒性心肌病
中发挥作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 C57BL/6J野生型雄性小鼠由斯贝

福（北京）生物技术有限公司提供[动物批号：SYXK
（津）2019-0004，许可证号：SCXK（京）2019-0010]。
所有小鼠均在 SPF级动物房饲养繁殖，饲养环境温
度为（24依1）益，日温差<3益，相对湿度在 40豫耀70豫，
新鲜空气换气次数 15次/h，气流速度<0.18 m/s，压
差 25 Pa（1 Pa=760 mmHg），噪音<60 dB，光照时间自
动控制在 8：00耀20：00，照度 150耀300 Lux，垫料、饲
料和饮用水均经过高压灭菌处理。动物实验方案获

得伦理委员会批准（伦理号：TMUaMEC2023101）。
心脏特异性 ZIP7 条件敲除小鼠（ZIP7cKO）与

江苏集萃药康生物科技股份有限公司合作构建。采

用 CRISPR/Cas9 系统，选用转录本 ZIP7-201，将
Cas9mRNA、sgRNA 和供体共同注入受精卵，通过
移码突变破坏 ZIP7基因，获得 ZIP7flox/flox小鼠。将

ZIP7flox/flox小鼠和诱导型心脏特异 Cre转基因（MYh6-
cre）小鼠杂交获得基因型为 ZIP7flox/wt/MYh6-cre 的
F1代小鼠，将 F1代小鼠与 ZIP7flox/flox小鼠杂交，获得

基因型为 ZIP7flox/flox/MYh6-cre 的 F2 代小鼠即为
cKO小鼠。通过 PCR对敲除小鼠进行鉴定，PCR引
物序列见表 1。
鉴定成功敲除 ZIP7基因的雄鼠在 4周龄时用

韩佳家，等.锌转运体 7在脓毒性心肌病中的作用及其机制研究

表 1 PCR引物序列
Tab.1 PCR primer sequence

引物名称 引物序列（5忆寅3忆）

Cre-forward ATACCGGAGATCATGCAAGC

Cre-reverse AGGTGGACCTGATCATGGAG

ZIP7-forward GAAGCTCCATCTTTGCCTTCTG

ZIP7-reverse TTAGGTGGGAGCAGTGTTAAGG

注：forward：上游引物；reverse：下游引物；Cre：重组酶；ZIP7：锌
转运体 7
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浓度为 10 mg/L的他莫昔芬玉米油溶液（75 mg/kg）
腹腔注射 3 d。诱导 4周后用Western印迹验证其敲
除效率。

1.1.2 实验细胞 小鼠心肌细胞 HL-1 购自美国
ATCC公司。将 HL-1转染连入靶向 ZIP7外显子 5
和 7sgRNA的 pLentiCRISPRv2质粒，转染 72 h后用
0.5 滋g/mL嘌呤霉素筛选并验证敲除效果，进行单克
隆培养并通过Western印迹验证 ZIP7敲除效率。
1.1.3 主要实验试剂 胎牛血清购于武汉博士德

生物工程有限公司；青霉素-链霉素-两性霉素 B混
合溶液、PBS、PMSF、BSA、Tris-base、吐温 20、RIPA、
DEPC水、中性树胶、SDH试剂盒购于北京索莱宝
科技有限公司；DMEM购于美国 Cytiva公司；ADP、
脂多糖（LPS）购于美国 Sigma-Aldrich公司；蛋白质
marker购于美国 ThermoFisherScientific公司；Mio原
trackerGreen、MitoSOXRed 购于美国 Invetrogen 公
司；DNAmarker、逆转录试剂盒、qPCR染料购于南
京诺唯赞生物科技股份有限公司；BCA 试剂盒、
CCK-8试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公司；
抗鼠 IgG 抗体（7076）、抗兔 IgG 抗体（7074）和含
CARD 结构域的凋亡相关斑点蛋白（ASC）抗体
（67824）购于美国 Cell Signaling Technology 公司；
GAPDH抗体（AC033）购于爱博泰克生物科技有限
公司；Caspase-1 抗体（WL03450）、HIF-1琢 抗体
（WL01607）购于沈阳万类生物科技有限公司；NOD
样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NLRP3）抗体
（T55651）购于艾比玛特医药科技有限公司；ZIP7抗
体（19429-1-AP）购于武汉三鹰生物技术有限公司。
1.2 方法

1.2.1 实验动物分组及脓毒症模型建立 采用盲

肠结扎穿刺术（CLP）建立脓毒性心肌病模型，按随
机数字法将 25只 8周龄 C57BL/6J野生型雄性小鼠
随机分为 5组：假手术（Sham）组、盲肠结扎穿刺模
型 CLP-6 h、CLP-12 h、CLP-18 h 和 CLP-24 h 组，
每组 5只。CLP组：采用 CLP开腹后用 3-0手术线
结扎盲肠中部并用 20G注射器针头刺穿盲肠盲端，
挤出少许粪便，将其还纳回腹腔并关闭，在颈枕部

皮下注射生理盐水补液。根据分组，分别于术后 6、
12、18和 24 h处死，取出心脏组织。Sham组：沿腹中
线切开并暴露腹腔，找到盲肠后关闭腹腔，术后 24 h
处死小鼠，取出心脏组织，用于检测不同时间模型

小鼠心肌组织 ZIP7蛋白和 mRNA相对表达量。
按随机数字法将 12只 8周龄 C57BL/6J野生型

雄性小鼠和 6只 8周龄 ZIP7 cKO小鼠随机分为野
生型小鼠假手术（WTSham）组，野生型小鼠盲肠结

扎穿刺模型（WTCLP）组和 ZIP7心脏特异性基因敲
除小鼠盲肠结扎穿刺模型（cKOCLP）组，每组 6只。
操作同上文 Sham组和 CLP组，并于术后 24 h进行
超声心动图检查，结束后立即处死，取出心脏组织，

用于检测 HE染色下的心脏损伤程度、心肌组织炎
症细胞因子 mRNA相对表达情况、SDH活性和线粒
体 ROS水平。
1.2.2 细胞分组及脓毒症模型建立 将细胞接种

于培养皿中，使用含有 10%胎牛血清和 1%青霉素-
链霉素-两性霉素的 DMEM培养基，于 5%CO2、37益
孵箱培养。过夜培养后根据不同实验目的，对细胞

进行如下分组。

第一部分细胞实验：对照组（Ctrl）、LPS-6 h、
LPS-12 h、LPS-18 h和 LPS-24 h共 5 组，每组 5个
3.5 cm 培养皿。Ctrl 组：DMEM 培养基处理 24 h；
LPS-6 h、LPS-12 h、LPS-18 h 和 LPS-24 h：10 滋g/
mL LPS+DMEM 培养基分别处理 6、12、18 和 24 h
后收取样本，用于检测不同时间细胞模型 ZIP7蛋白
和 mRNA相对表达量。
第二部分细胞实验：HL-1 细胞对照组（HL-1

Ctrl）、HL-1细胞 LPS处理组（HL-1 LPS）和 ZIP7基
因敲除 LPS 处理组（KO LPS）共 3 组，每组 5 个
3.5 cm 培养皿。HL-1 Ctrl 组：DMEM 培养基处理
24 h；HL-1 LPS和 KO LPS组：10 滋g/mL LPS+DMEM
培养基处理 24 h，用于检测细胞炎症细胞因子 mR原
NA相对表达情况和 SDH活性。
第三部分细胞实验：HL-1细胞对照组（HL-1

Ctrl）、HL-1细胞 LPS处理组（HL-1 LPS）、HL-1细
胞丙二酸二甲酯处理组（DMM）和 HL-1细胞丙二
酸二甲酯和 LPS 联合处理组（DMM+LPS）共 4 组，
每组 5个 6 cm培养皿。HL-1 Ctrl组：DMEM培养基
处理 24 h；HL-1 LPS组：10 滋g/mL LPS+DMEM培养
基处理 24 h；DMM组：10 mmol/L DMM+DMEM培养
基处理 24 h；DMM+LPS组：10 mmol/L DMM+10 滋g/
mL LPS+DMEM 培养基处理 24 h，用于检测HL-1
细胞活力和线粒体呼吸功能。

1.2.3 苏木精-伊红染色（HE）观察小鼠心脏组织病
理改变 取新鲜心肌组织放入 4%多聚甲醛固定。
经 PBS 清洗后用 30%、50%、70%、85%、95%和
100%乙醇梯度脱水各 1 h，二甲苯透明 30 min，浸蜡
3次，每次 1 h。包埋后切成 5 滋m厚度的石蜡切片。
切片烘干后进行脱蜡处理，分别用二甲苯、无水乙

醇、95%、85%、75%和 60%的梯度乙醇脱蜡后，滴染
苏木素和伊红进行染色，流水冲洗切片、脱水并用

中性树脂封片，在显微镜下观察。
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1.2.4 小鼠心脏超声 脱去小鼠前胸和颈部的毛

发，麻醉后以仰卧位固定在操作台上，四肢与前胸

部涂抹适量耦合剂，用 MS400探头对小鼠胸骨旁心
脏长轴数据进行测量，保存并计算 Mmode图像，再
将探头顺时针旋转 90毅获得胸骨旁短轴切面，保存
图像并计算射血分数（EF）、缩短分数（FS）、心输出
量（CO）和左心室前壁厚度（LVAWd）。
1.2.5 小鼠原代心肌细胞分离 用三蒸水清洗心

脏灌流装置，取下新鲜的小鼠心脏后将主动脉修剪

到合适长度悬挂固定。缓冲消化液对小鼠心脏灌流

15耀20 min，待小鼠心脏在灯光下呈半透明状态，取
下心脏放入存有缓冲液的细胞培养皿。用移液枪吹

打并过筛，使心肌细胞呈现单个分离状态。用缓冲

液重悬细胞并离心，重复 3次所得的细胞沉淀用含
有 20%FBS的 M199培养基重悬，接种到提前用基
质胶包被好的共聚焦小皿中培养。

1.2.6 细胞荧光实验 用 PBS清洗细胞，向共聚焦
小皿中加入含有 MitotrackerGreen（1 颐 2 000）和 Mi原
toSOXRed（1 颐 1 000）的M199培养基。37益孵育 20min
后用 PBS清洗。使用共聚焦显微镜（激发光设置为
488、559 nm）观察拍摄。
1.2.7 蛋白样本提取和Western印迹实验 向小鼠

心肌组织或 HL-1细胞中加入 RIPA和 PMSF混合液
（体积比例是 100 颐 1），冰上充分研磨后静置 30 min，
离心吸上清获得蛋白并通过 BCA蛋白检测试剂盒
测定浓度。用 12豫SDS-PAGE分离胶电泳，300 mA
恒流转至 PVDF膜。5豫奶粉封闭 1.5 h，一抗GAPDH
（1 颐 4 伊105）、HIF -1琢、NLRP3、caspase -1、ASC、ZIP7
（1 颐 1 000）4益过夜孵育，二抗（1 颐 1 000）室温孵育
1 h，TBST清洗后曝光并保存图片。各种蛋白的条带
净化密度计算使用 Image J 软件，用目的蛋白 /
GAPDH的光密度来表示目的蛋白的相对表达。
1.2.8 RT-qPCR 采用 Trizol法提取心肌组织或细
胞总 RNA，通过逆转录试剂盒将 RNA逆转录为总
体积 20 滋L cDNA进行 qPCR。反应条件为：95益预
变性 3 min；95益变性 10 s、60益退火 30 s、72益延
伸30 s，40个循环。以 GAPDH为内参，采用 2-驻驻Ct法

计算。qPCR引物序列见表 2。
1.2.9 SDH活性检测 根据碧云天 SDH活性检测
试剂盒说明书进行如下操作：向 100 mg组织或 5伊
106个细胞中加入 1 mL试剂一和 10 滋L试剂二，对
组织、细胞分别匀浆或超声处理，4益、11 000伊g离心
10 min取上清。在 96孔板中分别加入 10 滋L上清、
170 滋L试剂三、10 滋L试剂四和 10 滋L试剂五。空白
孔将上清液换为双蒸水，其他条件相同。酶标仪预

热，分别读取 20 s和 1 min时在波长 600 nm处的
OD值，通过公式计算得到 SDH活性。
1.2.10 细胞活力检测 在 96孔板接种 7伊103个细

胞，过夜培养后按照 1.2.2的方法处理。处理结束用
PBS清洗，加入为 100 滋L CCK-8工作液。空白孔内
无细胞，其他条件相同。37益反应 30 min，用酶标仪
测定波长 450 nm处的 OD值。通过公式计算得到细
胞活力。

1.2.11 线粒体呼吸测定 用三蒸水清洗 O2k 仪
器，向仓内加入 2 mL呼吸介质，打开转子待呼吸介
质达到氧饱和，插入 STOPPER校准。依次加入 1伊
106个细胞、苹果酸（2 mmol/L）和谷氨酸（10 mmol/L）
混合试剂，待体积特异性氧气通量平稳后，所得数

值为 C玉 Leak呼吸、加入 ADP（1~5 mmol/L）平稳后
的测量数值除以 C玉 Leak呼吸得到线粒体呼吸控
制率（RCR），加入琥珀酸（10 mmol/L）、羰基氰化物
间氯苯腙（0.5 滋mol/L）、鱼藤酮（0.5 滋mol/L）和抗霉
素 A（2.5 滋mol/L）平稳后测得非线粒体呼吸，结束
程序清洗。

1.3 统计学处理 符合正态分布的计量数据以 x依s
表示，采用 GraphPadPrism8.0统计软件进行统计学
处理，当数据满足正态分布方差齐时，采用完全随

机设计的独立样本 t检验以及单因素方差分析（one-
wayANOVA），P约0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 在脓毒性心肌病小鼠心肌组织中 ZIP7表达增
加 动物实验结果表明，与 Sham组相比，CLP-12 h、
CLP-18 h组心肌组织中 ZIP7 mRNA和蛋白表达均
增加（t=3.005，P约0.05；t=4.510，P约0.01），且在 CLP-

表 2 qPCR引物序列
Tab.2 qPCR primer sequence

引物名称 引物序列（5忆寅3忆） 产物大小

GAPDH-forward CGTGCCGCCTGGAGAAACCTG
140 bp

GAPDH-reverse AGAGTGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG
ZIP7-forward TGTTGGTAAAGGTATCGGGGC

126 bp
ZIP7-reverse ATGGTCATCACGCGGCTC
IL-1茁-forward CTAAGGCCAACCGTGAAAAG

104 bp
IL-1茁-reverse ACCAGAGGCATACAGGGACA
IL-6-forward TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC

076 bp
IL-6-reverse TTGGTCCTTAGCCACTCCTT
IL-10-forward AAGGACCAGCTGGACAACAT

088 bp
IL-10-reverse TCATTTCCGATAAGGCTTGG
TNF-琢-forward CCTCCACTTGGTGGTTTGCTAC

180 bp
TNF-琢-revers GGGCCACCACGCTCTTC

注：forward：上游引物；reverse：下游引物；ZIP7：锌转运体 7；
GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶；IL：白细胞介素；TNF-琢：肿瘤坏死
因子-琢
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Sham：假手术组；Ctrl：对照组；ZIP7：锌转运体 7；GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001；ns：无显著统计学差异

图 1 脓毒性心肌病小鼠心肌组织和 HL-1细胞的 ZIP7 mRNA和蛋白质表达水平
Fig.1 ZIP7 mRNA and protein expression levels in myocardial tissue and HL-1 cells of mice under different sepsis duration

24 h时 ZIP7蛋白增加最明显（t=5.985，P约0.001），见
图 1A、1B。

细胞实验结果表明，与 Ctrl组相比，LPS-6 h、

12 h、18 h ZIP7 mRNA和蛋白表达均增加（t=2.728、
2.384、3.216，均 P约0.05），且在 LPS-24 h 时 ZIP7 蛋
白表达增加最明显（t=4.087，P约0.01），见图 1C、1D。

2.2 敲除 ZIP7基因减轻脓毒性心肌病的心脏功能
障碍和心肌细胞损伤 动物实验结果显示，与

WTSham 组相比，WTCLP 组 EF 降低（t=9.650，P<
0.001）、FS 降低（t=10.46，P<0.001）、CO 减少（t =
4.467，P<0.01）、LVAWd变薄（t=3.095，P<0.05）；与
WTCLP 组相比，cKOCLP 组 EF 增加（t=2.867，P<
0.05）、FS增加（t=3.270，P<0.01）、CO增加（t=3.845，
P<0.01）、LVAWd 增厚（t=2.284，P<0.05），见图 2A。
HE染色结果显示，与 WT Sham组相比，WTCLP组
心肌肌纤维间隙变大，炎细胞浸润增加；与 WTCLP
组相比，cKOCLP组心肌肌纤维间隙缩小，炎细胞浸
润减少（图 2B）。qPCR结果显示，与 WTSham组相
比，WTCLP组心肌促炎细胞因子白细胞介素（IL）-
1茁、IL-6和肿瘤坏死因子（TNF）-琢和抗炎细胞因子
IL-10的 mRNA水平均增加（t=5.037、9.616、7.952、
3.705，均 P<0.01）；与WTCLP组相比，cKOCLP组促
炎细胞因子 IL-1茁、IL-6 和 TNF-琢 的 mRNA 水平
降低（t=3.171、6.585、7.119，均 P<0.01），抗炎细胞因
子 IL-10的 mRNA水平更高（t=5.147，P<0.001），见
图 2C。

细胞实验结果显示，与 HL-1 Ctrl组相比，HL-1
LPS组心肌促炎细胞因子 IL-1茁、IL-6、TNF-琢和抗
炎细胞因子 IL-10 的 mRNA 表达水平均升高（t=

20.37、12.29、14.71、10.12，均 P<0.001）；与 HL-1LPS
组相比，KOLPS组促炎细胞因子 IL-1茁、IL-6 mRNA
表达水平降低（t=11.33、11.94，均 P<0.001），抗炎细
胞因子 IL-10 mRNA 表达水平更高（t=7.525，P<
0.001），见图 2D。
2.3 ZIP7基因敲除对脓毒性心肌病心肌 SDH活性
和线粒体 ROS的影响 荧光结果显示，与WTSham
组相比，WTCLP 组线粒体 ROS 增多（t=6.621，P<
0.001）；与 WTCLP组相比，cKOCLP 组线粒体 ROS
减少（t=3.261，P<0.01），见图 3A。SDH活性测定结
果显示，与 WTSham组相比，WTCLP组 SDH活性
明显增加（t=10.69，P<0.001）；与 WTCLP 组相比，
cKOCLP 组 SDH 活性下降（t=3.786，P<0.01），见
图3B。
细胞实验结果显示，与 HL-1Ctrl组相比，HL-1

LPS组 SDH活性明显增加（t=6.116，P<0.01），与HL-1
LPS组相比，KOLPS组 SDH活性下降（t=3.803，P<
0.05），见图 3C。
2.4 DMM对脓毒性心肌病的心肌细胞活力和线粒
体呼吸功能的影响 CCK-8结果显示，与 HL-1Ctrl
组相比，HL-1 LPS 组、DMM 组和 DMM+LPS 组细
胞活力均下降（t=6.753、2.530、4.355，均 P<0.05）；
但与 HL-1LPS 组相比，DMM+LPS 组细胞活力明
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注：A：小鼠超声心动图；B：40伊显微镜下观察 HE染色的小鼠心肌组织切片；C：小鼠心肌组织细胞因子 mRNA表达；D：HL-1细胞中细胞
因子；WT Sham：野生型小鼠假手术组；WT CLP：野生型小鼠盲肠结扎穿刺模型组；cKO CLP：ZIP7心脏特异性基因敲除小鼠盲肠结扎穿刺模型
组；HL-1 Ctrl：HL-1细胞对照组；HL-1 LPS：HL-1细胞脂多糖处理组；KO LPS：ZIP7基因敲除脂多糖处理组；IL-1茁：白细胞介素-1茁；IL-6：白
细胞介素-6；IL-10：白细胞介素-10；TNF-琢：肿瘤坏死因子-琢；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001；ns：差异无统计学意义

图 2 超声心动图、HE染色和细胞因子转录水平检测脓毒症和 ZIP7基因敲除后心肌损伤程度
Fig.2 Echocardiography，HE staining，and cytokine transcription levels were used to detect myocardial damage after sepsis and

ZIP7 gene knockout
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显上升（t=3.224，P<0.01），见图 4A。
线粒体呼吸实验结果显示，与 HL-1Ctrl 组相

比，HL-1LPS组、DMM组和 DMM+LPS组细胞 RCR

均降低（t=8.543、4.834、7.342，均 P<0.01）；与 HL-
1LPS组相比，DMM+LPS组 RCR明显增加（t=5.794，
P<0.01），见图 4B。与 HL-1Ctrl组相比，HL-1LPS组
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图 3 各组线粒体 ROS和 SDH活性
Fig.3 Activities of mitochondria ROS and SDH in each group
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图 4 各组细胞活力和线粒体呼吸功能比较

Fig.4 Comparison of cell viability and mitochondrial respiratory function in each group

注：A：CCK-8细胞活力检测结果；B：O2k检测细胞呼吸链复合物 1的质子泄露呼吸结果；C：O2k检测细胞非线粒体呼吸结果；D：O2k检测细胞
线粒体呼吸控制率结果；HL-1 Ctrl：HL-1细胞对照组；HL-1 LPS：HL-1细胞脂多糖处理组；DMM：HL-1细胞丙二酸二甲酯处理组；DMM+LPS：
HL-1细胞丙二酸二甲酯和脂多糖联合处理组；C玉Leak：呼吸链复合物 1的质子泄露；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001；ns：差异无统计学意义
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Leak呼吸明显增加（t=8.519，P<0.001）；与 HL-1LPS
组相比，DMM+LPS组 Leak呼吸明显减少（t=4.311，
P<0.01），见图 4C。与 HL-1Ctrl组相比，HL-1LPS组
非线粒体呼吸明显增加（t=10.17，P<0.001）；与 HL-
1LPS组相比，DMM+LPS组非线粒体呼吸明显减少
（t=4.821，P<0.01），见图 4D。
2.5 ZIP7通过 SDH/HIF-1琢/NLRP3信号通路参与
调节脓毒性心肌病 Western 印迹结果显示，与

WTSham 组相比，WTCLP组 HIF-1琢、NLRP3、半胱
天冬蛋白酶-1前体（Pro Caspase-1）、切割型半胱天
冬蛋白酶-1（Ca-spase-1 Cleaved）、凋亡相关斑点
蛋白（ASC）的蛋白表达均明显增加（t=3.110、3.872、
2.232、4.251、3.305，均 P<0.05）；与 WTCLP组相比，
cKOCLP组 HIF-1琢、NLRP3、ProCaspase-1、Caspase-
1 Cleaved蛋白表达明显减少（t=2.625、2.239、2.995、
4.250，均 P<0.05），见图 5。

C
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图 5 各组 HIF-1琢、NLRP3、Caspase-1、ASC的蛋白表达
Fig.5 Protein expression of HIF-1琢，NLRP3，Caspase-1 and ASC in each group
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3 讨论

脓毒性心肌病机制较为复杂，目前关于脓毒性
心肌病功能障碍的病理生理机制包括免疫反应失
调、心肌缺血、心肌抑制物、肾上腺素能系统、冠状
动脉微血管功能障碍、线粒体功能障碍和钙处理异
常等[17]。由于其较高的发病率与死亡率，脓毒性心肌
病机制的研究成为世界范围内的重要课题。

锌是许多蛋白质的重要结构元件在免疫系统
具有重要作用，也是 ROS依赖性信号转导的重要组
成部分，其在氧化应激中发挥重要作用[18-19]。有研究
显示，敲除 ZIP14可以部分恢复脓毒症期间打破的
锌稳态，减轻炎症[20]。作为 ZIP家族重要成员的 ZIP7
主要定位在内质网和高尔基体，负责向胞质内运输
锌离子，提高胞质内游离锌浓度。同时 ZIP7抑制酪
氨酸磷酸酶，可以激活其他定位于胞质的 ZIP，让胞
外锌离子流入胞质，进一步提高胞质内锌浓度[21]。脓
毒症时细胞内游离锌水平增加，且会出现钙超载现
象[5，22]。本课题组前期研究表明钙超载在心肌缺血-
再灌注时导致心肌细胞 ZIP7表达增加[7，22]。本研究
通过检测盲肠结扎穿刺术后不同时间心肌组织和
小鼠心肌细胞系的 ZIP7蛋白和 mRNA表达情况，
发现脓毒性心肌病时小鼠心肌细胞的 ZIP7表达也
显著增加。当特异性敲除心肌细胞 ZIP7基因后，脓
毒性心肌病小鼠的 EF、FS 出现不同程度恢复，
LVAWd明显增加，表明敲除 ZIP7后心脏收缩功能
障碍减轻，心室扩张情况缓解。对小鼠心脏进行 HE

染色，发现特异性敲除心脏 ZIP7基因的脓毒性心肌
病小鼠心肌纤维间隙更小，炎症细胞浸润也更少。
检测心肌细胞的细胞因子表达情况，发现敲除 ZIP7
基因后的心肌细胞促炎细胞因子明显减少，抗炎细
胞因子进一步增加，表明心肌损伤程度减轻，反应
失调情况改善。这些结果表明，ZIP7是改善脓毒性
心肌病心肌损伤的一个重要靶点。

SDH位于线粒体内膜，最近发现其对心肌功能
有重要影响。心肌缺血时 SDH会发生功能逆转，产生
过量促炎损伤物质琥珀酸，当发生再灌注时 SDH活
性增加，将琥珀酸迅速氧化产生 ROS，对心肌造成
影响[12]。另一方面，SDH活性增加会影响心肌的代谢
重编程，抑制其再生能力[15]。最近研究证实 SDH对于
免疫应答有重要作用，在 LPS诱导下，巨噬细胞会
出现 SDH活性增加并增强糖酵解，产生大量的线粒
体 ROS损伤[10]。本研究发现在脓毒性心肌病的心肌
细胞同样会出现 SDH活性和线粒体 ROS增加的现
象，敲除 ZIP7基因后其 SDH活性下降，线粒体 ROS
减少。当用 DMM对 SDH活性进行抑制时，脓毒性心
肌病的心肌细胞活力增加。对心肌细胞线粒体呼吸
功能进行检测发现，代表线粒体呼吸效率的 RCR在
LPS处理后下降，加入 SDH抑制剂后则出现明显的
上升。同时，加入 DMM后心肌细胞的非线粒体呼
吸和标志线粒体功能受损的 C玉Leak呼吸明显减
少，说明抑制 SDH活性可以减轻脓毒性心肌病线粒
体呼吸功能障碍。这些结果表明在脓毒性心肌病时
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ZIP7可能通过增加 SDH活性来对心肌造成损伤。
HIF-1琢是一种氧感应转录调节因子，有研究显

示琥珀酸和 SDH活性对巨噬细胞 HIF-1琢有重要
的调控作用[14]。HIF-1琢可以调节 NLRP3炎症小体
的激活[23]。NLRP3炎症小体是目前研究较为深入的
炎症小体，现已被证实在炎症、神经退行性疾病、肿
瘤、糖尿病和肥胖等中具有重要意义[24-25]。其 LRR
区域作为 DAMPs和 PAMPs的传感器触发 NACHT
区域分解 ATP激活 NLRP3蛋白，激活的 NLRP3通
过 PYD-PYD与衔接蛋白 ASC相连，而 ASC的另一
端 CARD结构域可募集 Pro Caspase-1结合，以促
进 Caspase-1的二聚化和激活。激活后的 Caspase-1
可以剪切 IL-1茁前体形成 IL-1茁成熟体，从而促进
炎症表达以及细胞焦亡[26-28]。本研究的结果显示，脓
毒性心肌病发生时，HIF-1琢表达增加，NLRP3炎症
小体增加，但当敲除 ZIP7 后，HIF-1琢 表达降低，
NLRP3炎症小体减少。表明 ZIP7 通过 SDH/HIF-
1琢/NLRP3信号通路的调节导致心肌损伤。

综上所述，本研究首次证实脓毒性心肌病时，
ZIP7 对 SDH 活性的影响，并证实锌转运体 ZIP7
通过 SDH/HIF-1琢/NLRP3信号通路的调节导致心
肌损伤。
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