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6周热量限制通过调控沉默信息调节因子3 (SIRT3)
改善脂多糖引起的脓毒症心肌病*
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摘要 目的　本实验旨在探究热量限制（caloric restriction，CR）对脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的脓毒症心肌病

（septic cardiomyopathy，SCM）预防效果，并探索CR发挥心肌保护作用的机制，为SCM的预防提供新的策略和理论依据。

方法　48只8周龄的20~25 g雄性C57BL/6小鼠，随机分成4组，分别为：CON组、LPS组、CR组和CR+LPS组，每组12

只。CR组与CR+LPS组适应性喂养2周后计算每只小鼠的进食量，第1周的CR设置为限制前的80%，后5周限制为60%。6

周CR干预后，4组小鼠腹腔注射等量的生理盐水或LPS（10 mg/kg），12 h后测试心功能，然后取心脏和血液。酶联免疫吸

附分析（ELISA）测定血清炎症因子水平；全自动生化仪测定血清心肌酶谱；心肌组织切片分别做苏木精-伊红（HE）染色

和免疫荧光染色；蛋白质印迹法 （Western blot，WB） 检测心肌组织炎症因子 （TNF-α、IL-9、IL-18）、氧化应激因子

（iNOS、SOD2）、凋亡相关因子（Bax/Bcl-2比值、CASP3）和SIRT3/SIRT6的表达水平。结果　LPS注射后12 h，射血分数

（ejection fraction，EF） 和缩短分数 （fractional shortening，FS） 值显著下降，左心室收缩末期内径 （left ventricular end-

systolic diameter，LVESD）值显著升高；CR干预能够明显增加EF和FS值，降低LVESD。形态学和血液指标（AST、LDH、

CK和CK-MB）显示，LPS注射能够造成心肌形态结构紊乱和心肌损伤，6周CR能够预防上述心肌损伤。LPS注射可显著

增加小鼠循环炎症水平（IL-1β、TNF-α），免疫荧光和WB发现，LPS注射显著上调心肌组织炎症相关蛋白（TNF-α、IL-9、

IL-18）、氧化应激相关蛋白（iNOS、SOD2）和凋亡相关蛋白（Bax/Bcl-2比值、CASP3）的表达。6周CR干预能够显著降

低循环炎症水平，下调心肌组织炎症、氧化应激和促凋亡相关蛋白的表达。此外，LPS注射显著下调了小鼠心肌组织SIRT3

和SIRT6蛋白的表达，且CR干预可恢复SIRT3蛋白的表达。结论　6周CR能够预防LPS造成的SCM，包括心功能下降、

心肌结构损伤、炎症、氧化应激和凋亡，其机制可能与调节心肌SIRT3表达相关。
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据《柳叶刀》（The Lancet）杂志最新报道，脓

毒症影响了全球 3 100万人，每年导致 500万人死

亡［1］。脓毒症引起的心肌损伤是其最常见且最严

重的并发症，有 10%~70%的脓毒症患者伴有心肌

损伤，可导致心功能障碍和恶性心律失常，死亡率

在 70%~90% 之间，是脓毒症死亡的主要原因之

一［2-3］。脓毒症心肌病 （septic cardiomyopathy，

SCM）的发病与氧化应激、炎症、心肌细胞凋亡

和线粒体功能障碍等诸多因素有关［4］。然而，脓

毒症心肌损伤的具体发病机制错综复杂且高度异质

性，至今尚未阐明。截至目前，仍未建立有效的药

物治疗方案来防治脓毒症诱发的心肌病，SCM患

者主要通过液体复苏、正性肌力药物和血管加压药

来控制感染和改善血流动力学［5］。因此，迫切需

要寻找脓毒症有效的治疗方法，解决脓毒症引起的

心脏功能障碍和致命性心律失常。

热量限制（caloric restriction，CR）又称为能

量限制，是指在不造成营养不良的前提下，限制机

体摄入的总热量，将食物摄入量减少每日能量需求

的25%~50%的饮食方式［6］。迄今为止，CR已被重

复证明可以降低心血管疾病、糖尿病、癌症和脑萎
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缩的发病率，以延长无脊椎动物和脊椎动物（包括

哺乳动物） 的寿命［7］。Mitchell 等［8］ 研究表明，

CR对心血管的保护效果与限食强度和持续时间相

关，与饮食构成无关，CR强度越大，持续时间越

长，效果越明显。因此，开发CR的相关疗法可能

为SCM的治疗提供新的机会。

沉 默 信 息 调 节 因 子 （silence information 

regulator，sirtuin，SIRT）由烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸依赖性酶家族组成，在哺乳动物中含有7个成员

（SIRT1~7）［9］。其中，SIRT3被认为是线粒体代谢

和抗氧化反应的重要调节因子，其主要定位于线粒

体基质。SIRT3活性的调节近年来已被提议作为改

善 SCM、心衰等相关心脏功能紊乱的潜在治疗靶

点［10］。目前已知心血管疾病中SIRT3的作用包括：

增加心肌细胞的线粒体功能，并通过使其底物去乙

酰化来增加能量产生；通过抑制 AKT/mTOR、

ERK1/2、TGF-β/Smad3和激活GSK-3β以抑制心肌

纤维化；直接抑制心肌细胞凋亡；消除活性氧类

（reactive oxygen species，ROS）并激活线粒体自噬

以抑制心脏重塑等［11-12］。此外，Sirtuins 家族中

SIRT6 也与心脏功能密切相关，在心血管疾病中可

改善血脂异常、细胞衰老和左心室肥大等［13-14］。在

抵御氧化应激的过程中SIRT6与SIRT3之间存在着

动态平衡，SIRT6通过上调依赖核转录因子红系 2

相关因子2（nuclear factor-erythroid 2-related factor 2，

Nrf2）的转录活动，间接促进 SIRT3 基因的表达，

从而保护心肌细胞免受氧化应激诱导的损伤［15］。

因此，SIRT家族可能是心血管疾病中有前景的治

疗靶点。

目前热量限制对脓毒症心肌损伤的作用和

SIRT家族在其中的机制尚不清楚，因此本研究探

究 CR 是否保护脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）

诱导的 SCM 及 SIRT3、SIRT6在其中发挥的作用，

为防治SCM相关药物的研究和临床应用提供基础

理论支撑。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

8周龄的20~25 g雄性C57BL/6小鼠，SPF级饲

养，每笼 4~6只，白天光照 12 h，夜间 12 h，自由

饮水，温度恒定 25℃。由山东第二医科大学医学

实验动物中心提供并饲养，所有的动物实验方案由

山东第二医科大学动物保护和实验委员会批准

（2021SDL503）。48 只小鼠被随机分成 4 组，每组

12 只，分别为：CON 组、LPS 组、CR 组和 CR+

LPS组。CON组、LPS组小鼠正常饮食，CR组与

CR+LPS组小鼠进行 6周的CR干预，6周CR干预

后，4组小鼠注射LPS或等量的生理盐水。

1.2　LPS注射方案

称量 10 mg 的 LPS 粉剂（Sigma，L6529），使

用生理盐水稀释为 1 g/L 浓度的溶液。LPS 组和

CR+LPS组小鼠腹腔注射LPS，注射 1次，注射剂

量为 10 mg/kg，其余组小鼠注射等量的生理盐

水［16］。LPS 注射 12 h 后测试小鼠心功能，然后进

行取材。

1.3　CR方案

参考既往研究［17-18］设计了CR方案。计算小鼠

每日进食量的步骤是：称量每笼小鼠前一日与后一

日相同时间的饲料重量，连续测试1周，可得出每

笼小鼠每日的平均进食量。正式实验前，CR组与

CR+LPS组先正常喂养 2周，同时计算每笼小鼠的

进食量，随后进行 6 周的 CR 干预。在 CR 干预期

间，为防止小鼠出现不适，第 1周的CR设置为限

制前平均进食量的80%，后5周限制为60%。根据

CON组所记录的平均进食量，每周调整1次CR组

与CR+LPS组的进食量。同时每周称量1次体重并

记录。

1.4　超声心动图

异氟醚麻醉小鼠，取仰卧位固定，胸腹部脱

毛，应用高分辨小动物超声成像系统 （Vevo，

3100）测试小鼠心脏收缩与舒张情况，并测定相关

心功能指标，取心脏M型超声图像进行测定，包

括射血分数 （ejection fraction，EF）、缩短分数

（fractional shortening，FS）、左心室收缩末期内径

（left ventricular end-systolic diameter，LVESD） 和

左心室舒张末期内径（left ventricular end-diastolic 

diameter，LVEDD）。以下公式用于计算 EF 比值：

EF%=（LVEDD–LVESD） /LVEDD×100%。

1.5　血清测试

超声测试后进行小鼠眼球取血，静置 6 h后进

行离心（4℃、2 000 r/min、2 min），取上清备用。

通 过 酶 联 免 疫 吸 附 分 析 （enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）测定血清炎症因子

水平：肿瘤坏死因子 α （tumor necrosis factor-α，

TNF-α）、白介素-1β （interleukin-1β，IL-1β）。通

过全自动生化仪测定心肌损伤指标（血清心肌酶

谱 ）： 天 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶 （aspartate 

aminotransferase， AST）、 肌 酸 激 酶 （creatine 
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kinase，CK）、乳酸脱氢酶（lactatedehydrogenase，

LDH） 和 肌 酸 激 酶 同 工 酶 （creatine kinase 

isoenzyme，CK-MB）。

1.6　心肌组织苏木精-伊红（HE）染色

取部分小鼠心脏放入4%的多聚甲醛溶液中固

定，后进行石蜡包埋、切片和组织学实验。通过苏

木精-伊红（hematoxylin and eosin，HE）染色（染

色液G1076，武汉 Servicebio公司）查看心肌细胞

的形态结构情况，步骤依次为脱蜡至水、HE染色、

脱水封片、显微镜镜检。

1.7　蛋白质印迹（Western blot，WB）
称量适量心脏组织，进行组织匀浆、裂解和离

心后提取蛋白质，BCA 法进行蛋白质浓度测定。

后进行蛋白质印迹 （Western blot，WB） 实验。   

a. 电泳：按比例配制好电泳缓冲液，加入电泳内槽

和外槽。后在泳道内均匀加入等量的蛋白质样本和

分子质量标准参照物（26616，美国Thermo Fisher

公司；MP102-01，中国 vazyme 公司）。电泳仪电

压恒定为 80 V使溴酚蓝跑出上层凝胶，到下层凝

胶时将电压调为120 V跑完全程。b. 转膜：预先使

用甲醇对PVDF膜进行数分钟的活化处理，然后将

PVDF薄膜放置于无气泡的凝胶上，制作紧实三明

治结构。以 300 mA的电流，转膜 30 min，转膜装

置持续置于冰水浴中。c. 封闭：转膜结束后，将膜

放入 5%脱脂奶粉溶液中，置于摇床进行 2 h的封

闭。d. 孵育一抗：采用推荐的稀释比例的一抗对膜

进行孵育。TNF-α（1∶1 000，17590-1-AP，武汉

Proteintech公司）；IL-18 （1∶5 000，10663-1-AP，

武汉Proteintech公司）；IL-9（1∶2 000，K009554P，

北京 Solarbio公司） SOD2 （1∶1 000，GB111875-

100，武汉 Servicebio 公司）； iNOS （1∶ 1 000，

22226-1-AP，武汉 Proteintech 公司）；Bcl-2 （1∶  

1 000，HY-P80566，美国 MCE 公司）；BAX （1∶

800， GB114122-100， 武 汉 Servicebio 公 司）；

CASP3 （1∶ 2 000， K101291P，北京 Solarbio 公

司）；SIRT3 （1∶1 000，K005158P，北京Solarbio

公 司）； SIRT6 （1∶ 2 000， K005234P， 北 京

Solarbio 公司）； GAPDH （1∶ 20 000， 10494-1-

AP，武汉 Proteintech 公司），整个过程置于 4℃过

夜。e. 孵育二抗：将膜从一抗中取出，回收一抗，

TBST清洗5 min，3次。用推荐的稀释比例的二抗

辣根过氧化物酶 （horseradish peroxidase，HRP）

（1∶10 000，SA00001-2，武汉 Proteintech 公司）

对膜进行 1小时的室温孵育。后同样用TBST溶液

洗涤膜 3次，每次间隔 5 min。向膜滴加适量ECL

发光液（PK10002，武汉Proteintech公司）进行化

学发光显影。

1.8　免疫荧光染色

切片依次浸泡于二甲苯、依次通过梯度无水乙

醇后完成脱蜡水合，将切片放入纯水漂洗两次，每

次5 min。将切片放入抗原修复盒中置于微波炉内，

加入适量的EDTA修复液（G1203，武汉Servicebio

公司） 修复，中高火 10 min，取出冷却至室温，

PBS清洗5 min。去除切片残留液体，切片放入3% 

H2O2溶液中，37℃下避光孵育30 min，然后用PBS

洗涤 3次，5 min/次。去除切片残留液体，用免疫

组化笔沿组织画圈，向切片滴加适量5% BSA，置

于湿盒 37℃避光孵育 30 min。封闭完毕后，去除

切片残留液体，滴加适量 PBS 稀释的一抗 IL-18 

（1∶200，10663-1-AP，武汉Proteintech公司），置

于湿盒，4℃孵育过夜。然后将湿盒置于室温复苏

50 min，移去一抗后，用PBS清洗3次，5 min/次。

滴加与一抗相对应的二抗 Cy3 标记山羊抗兔 IgG

（1∶500，A0516，上海Beyotime公司），置于湿盒

37℃避光孵育50 min。去除切片残留液体，用PBS

洗涤3次，5 min/次，擦干切片后使用含DAPI抗荧

光猝灭剂（P0131，上海Beyotime公司）封片，荧

光显微镜下观察并收集图像。

1.9　统计学分析

所有数据均以平均数±标准差（mean±SD）表

示，采用 SPSS 22.0 软件对数据进行统计学分析。

组间采用单因素方差分析，以P<0.05为差异具有

统计学意义。

2　结 果

2.1　CR干预对小鼠体重等基础参数的影响

适应性喂养和 6 周 CR 干预期间的体重如图 1

所示，0~2周为适应性喂养，4组小鼠体重没有差

异性，2~8周为正式CR干预，CR干预小鼠的体重

逐 渐 下 降 ， 且 相 比 对 照 组 具 有 显 著 差 异 性          

（P<0.001）。

6 周 CR 后注射 LPS 或等量的生理盐水，对期

间和之后取材的基础参数进行统计（表 1）。注射

LPS 或生理盐水前 CON 组和 CR 组体重没有差异

性，注射LPS或等量生理盐水后，LPS组体重变化

显著大于CON组（P<0.05）；CR组体重变化增加，

较 CON 组体重变化有显著差异（P<0.001）；CR+

LPS 组体重下降幅度小于 LPS 组，差异显著       
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（P<0.001）。此外，LPS 组和 CR 组心脏质量指数

（heart weight/body weight， HW/BW） 显 著 低 于

CON组（P<0.01）。LPS组、CR组和CR+LPS 组之

间的HW/BW比值没有显著差异性。CR组相较于

CON 组小鼠附睾脂肪重量显著降低 （P<0.001）；

CR+LPS组相较于LPS组附睾脂肪含量同样显著降

低 （P<0.001）。表明 6 周饮食限制对体重、HW/

BW比值和附睾脂肪含量影响显著。

2.2　CR干预预防LPS诱导的小鼠心功能下降

LPS注射后12 h，对4组小鼠进行心功能测试。

结果如图 2 所示，LPS 组小鼠 EF 和 FS 比值相比

CON组显著下降（P<0.001），LVEDD没有显著变

化，但LVESD显著升高（P<0.01），表明LPS注射

导致小鼠心脏收缩功能下降，且主要是因为左心室

收缩末期内径增加引起的。CR组小鼠心功能指标

相比CON组无明显变化。CR+LPS组小鼠EF和FS

比值较 LPS 组显著升高（P<0.001），LVEDD 没有

显著变化，但LVESD显著下降（P<0.001）。
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Fig. 1　Results of weekly weight changes in mice

Table 1　Parameters results of mice

Basic parameters

BW before LPS injection/g

BW after LPS injection/g

ΔBW/g

(HW/BW)/(mg‧g-1)

Epididymal fat/mg

CON

28.33±1.69

26.58±1.51

1.75±0.5

5.63±0.52

351.39±66.08

LPS

27.36±1.67

24.92±1.38*

2.58±0.48*

4.72±0.53***

315.18±65.50

CR

18.97±5.33***

19.18±5.82***

-0.5±1.59***

4.61±1.37**

99.58±49.04***

CR+LPS

19.02±4.4###

18.93±4.24###

0.25±0.80###

4.48±1.09

106.71±41.00###

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs CON; ### P<0.001 vs LPS. BW: body weight; HW: heart weight.
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Fig. 2　Effects of 6-week CR intervention and LPS on cardiac function in mice
(a) Echocardiographic results; (b) EF value; (c) FS value; (d) LVEDD value; (e) LVESD value. **P<0.01, ***P<0.001, n=6.
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2.3　CR干预预防LPS诱导的小鼠心肌损伤

对 4组小鼠心肌组织分别进行HE染色，结果

如图 3a所示。CON组心肌细胞形状清晰、排列有

序，CR组相比CON组没有显著差异；而LPS组心

肌细胞形态紊乱，较多炎症细胞浸润，心肌纤维紊

乱；CR+LPS 组心肌细胞形态和纤维排列明显改

善，提示 CR 处理减弱了 LPS 组心肌结构受损

程度。

对小鼠血清中心肌酶谱进行检测，结果如图

3b 所示，LPS 组小鼠心肌较 CON 组 AST、LDH、

CK-MB含量明显上升（P<0.05），CK含量有上升

趋势，但无显著差异性。CR+LPS 组较 LPS 组

LDH、CK、CK-MB 含量下降 （P<0.05），AST 水

平无明显差异。

2.4　CR干预预防LPS诱导的小鼠循环炎症和心肌

炎症

检测小鼠血清中炎症指标的含量，结果如图

4a所示，相较CON组，LPS组TNF-α、IL-1β含量

明 显 升 高 （P<0.01）， 而 CR+LPS 组 较 LPS 组   

TNF-α、IL-1β含量显著降低（P<0.01）。

通过WB检测各组TNF-α、IL-9、IL-18蛋白表

达含量，如图4b，c所示，LPS组较CON组TNF-α、

IL-9 和 IL-18 蛋白表达显著增高 （P<0.05），CR+

LPS 组较 LPS 组 TNF-α、IL-9 和 IL-18 蛋白表达显

著下降（P<0.05）。同时，小鼠心脏切片免疫荧光

结果提示，在注射LPS 12 h后，巨噬细胞和心肌细

胞有明显的 IL-18阳性表达（图4d），提示 IL-18由

巨噬细胞表达和释放，且心肌细胞凋亡也会释放

IL-18，进而损害心肌细胞［19-20］。

2.5　CR干预预防LPS诱导的小鼠心肌氧化应激

通过WB检测各组氧化应激相关蛋白（SOD2、

iNOS）的表达变化（图5），相较CON组，LPS组

SOD2蛋白表达显著降低（P<0.05），iNOS蛋白表

达显著增高 （P<0.05） 相较 LPS 组，CR+LPS 组

SOD2蛋白表达显著升高（P<0.05），iNOS蛋白表

达显著降低（P<0.05）。

2.6　CR干预预防LPS诱导的小鼠心肌细胞凋亡

图 6 分析了心肌组织凋亡标志物的蛋白质表

达。结果表明，LPS注射导致小鼠心肌促凋亡蛋白

表达（Bax、CASP 3）显著上调，抗凋亡蛋白Bcl-2

表达下调，Bax/Bcl-2比值显著升高（P<0.05），单

纯的CR干预对小鼠凋亡蛋白的表达没有影响。但

6周的CR干预可以抑制LPS注射诱导的小鼠心肌

促凋亡蛋白的上调（P<0.01），起到预防小鼠心肌

细胞凋亡的作用。

2.7　CR干预预防LPS诱导的小鼠心肌SIRT3蛋白

表达下降

由于SIRT家族成员（SIRT3、SIRT6）对心脏

的有益作用，因此为进一步探究CR预防心肌损伤

是否依赖于 SIRT3、SIRT6，通过WB检测 SIRT3、
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SIRT6蛋白表达情况。如图 7所示，相较CON组，

CR 组 SIRT3 蛋白表达显著升高（P<0.05），SIRT6

无显著差异性，LPS组较CON组SIRT3和SIRT6蛋

白表达显著降低 （P<0.05），CR+LPS 组较 LPS 组

SIRT3蛋白表达显著升高（P<0.01），SIRT6蛋白表

达无显著差异性。
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3　讨 论

脓毒症引起的心肌损伤被视为导致脓毒症患者

死亡的重要原因，LPS应用在动物模型中可模拟脓

毒症对心脏收缩力的有害影响，包括钙处理异常、

ATP合成中断、内质网应激和自噬，导致心肌电生

理功能障碍，钙稳态严重失衡，最终引起脓毒症期

间心肌收缩和舒张功能障碍［21］。在本研究中，对

LPS组小鼠超声检测发现其EF、FS、LVESD等心

功能指标与CON相比具有显著差异，具有SCM的

典型表现即左心室收缩力降低［21］。此外，我们也

发现LPS组小鼠心脏存在明显的形态学改变，表明

本研究中SCM动物模型成立。脓毒症心肌损伤发

生后，患者几乎不可能再恢复到病前的健康状态，

因此可以尝试通过预防的手段，减少脓毒症心肌损

伤的发生，改善患者预后。CR被认为是缓解心血

管疾病的有效手段，研究表明，6 周的 70%CR 显

著减小了心肌缺血再灌注 （ischemia-reperfusion，

I/R）损伤后老年小鼠的心肌梗死面积，恢复了心

肌能量代谢［17］。临床证据表明，心衰患者应用CR

可以有效增加峰值VO2等，改善患者心肺功能［22］。

而本研究观察到 CR+LPS 组较 LPS 组体重下降减

轻，心功能指标明显提升，形态学变化改善，表明

6周CR有效减轻心肌损伤，改善心功能。

研究表明，脓毒症发生时，机体可产生大量促

炎因子（如 TNF-α、IL-6、IL-1β等）和血管紧张

素Ⅱ（angiotensin II，Ang II），最终引起巨噬细胞

反应［23］。既往研究发现，12 个月 40% CR 可减弱   

I/R大鼠心肌炎症反应［24］。而本研究通过相关检测

发现 6周CR处理后较模型组血清中 IL-1β、TNF-α

表达水平及心肌 IL-9、TNF-α、IL-18 等相关炎症

因子均有所降低，这表明 6 周 60%CR 可有效抑制

SCM中循环和心肌炎症反应。但在SCM中，炎症

激活与许多的信号通路相关，具体机制尚不明确。

有研究证实TLR4/NF-κB是心肌炎症诱导的关键信

号通路［25］。Su 等［26］ 证明，使用 TLR4 抑制剂

Esculin 显著减少了脓毒症心脏中炎症细胞的产生

以及炎性细胞因子的释放。而 Wang 等［27］研究指

出，SIRT3 可通过 TLR4/SIRT3 通路调节 LPS 诱导

的内皮细胞氧化应激和线粒体紊乱，从而抑制促炎

介质。此外，已有研究发现SIRT3缺陷加剧了Ang 

II诱导促炎因子的产生，而SIRT3-FXN轴可能通过

增加巨噬细胞胞吞作用和抗炎活性来抑制心脏炎

症［28］。SIRT3 在人和大鼠心肌细胞中的过表达同

样抑制了 TNF-α诱导的炎症和促纤维化反应［29］。

与以上结果类似，本研究中CR+LPS组相较于单纯

LPS组表现出更高的SIRT3表达，这揭示了SIRT3

在 CR 对心脏保护作用中是不可或缺的，提示 CR

可能从SIRT3途径控制LPS导致的心肌炎症。

线粒体功能障碍是脓毒症心肌损伤的关键胞内

损伤信号，在发病机制中占据主要地位，导致体内

ROS 和氧化应激水平升高，甚至引起心肌细胞凋

亡，进而加速SCM发展［30］。研究表明，LPS处理

可以使心肌细胞线粒体呼吸减少，线粒体氧化应激

增加［30］。而 SCM 中，当氧化应激程度明显上调

时，iNOS表达增高，而SOD水平降低［31］。与之相

应，本实验中通过相关检测发现 LPS 处理后心肌

iNOS表达升高，SOD2表达降低，提示LPS诱导的

心肌损伤出现明显的氧化应激反应。已有临床实验

证实CR可增强人体血液中抗氧化系统的活性［32］。

本研究同样发现，CR恢复了LPS抑制的心肌抗氧

化酶 SOD2的表达，减轻了氧化应激因子 iNOS表

达。且我们在心肌中观察到SOD2和SIRT3表达之

间存在正相关［33］。研究表明，SIRT3 蛋白的表达

和活性降低，促进了肝细胞线粒体SOD2乙酰化，

从而降低了其活性，促进线粒体 ROS 的产生［34］。

SIRT3/SOD2信号通路是细胞内源性抗氧化系统的

重要通路，激活 SIRT3/SOD2 号通路可抑制铁死

亡，改善阿霉素介导的人和大鼠的心肌毒性［35］。

且 SIRT3 可调节整体线粒体赖氨酸乙酰化［36］，增

强内皮型一氧化氮合酶 （endothelial nitric oxide 

synthase，eNOS）活性以加强抗氧化和保持线粒体

功能［37-38］。这些结果都提示CR可通过增强SIRT3/

SOD2等途径的表达以响应心肌线粒体损伤及氧化

应激。

SCM中细胞凋亡机制与Bcl-2介导的内源性抗

凋亡途径和 CASP3-8/Bid/t-Bid/CASP3-9 外源性促

凋亡途径的失调相关［39］。之前的研究表明，CR减

轻了衰老性心肌病中的细胞凋亡和纤维化［40］。本

研究结果显示，与模型组比较，CR 可显著降低

LPS 作用下心肌 Bax/Bcl-2 比值、CASP3 蛋白的表

达，减缓心肌凋亡。由于线粒体凋亡信号通路属于

细胞内源性凋亡，SIRT3定位于线粒体中，因此与

细胞凋亡密切相关。如前所述，SIRT3可以通过调

节氧化应激来抑制细胞凋亡。此外，Qin等［41］在

体内研究中发现，膜联蛋白 A1 短肽（ANXA1sp）

可促进 SIRT3 和 Bcl-2 的表达，抑制 Bax 的表达，

继而抑制LPS诱导的心肌细胞凋亡，然而，SIRT3
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敲除后，ANXA1sp的抗凋亡作用明显减弱。与其

结果相似，本实验中使用 CR 预处理观察发现，

SIRT3表达升高逆转了LPS诱导的心肌细胞凋亡，

表明CR对脓毒症心肌细胞凋亡的改善可能是上调

SIRT3信号介导的。现有研究提出SIRT3可通过多

种途径抑制细胞凋亡：首先，SIRT3可去乙酰化并

激活视神经萎缩蛋白 1 （OPA1），OPA1 的丧失会

损害线粒体融合，增加细胞对凋亡的敏感性［42-43］；

其次，SIRT3去乙酰化激活Ku70，激活的Ku70与

Bax结合，从而抑制Bax诱导的心肌细胞凋亡［44］；

SIRT3还可介导环孢素D去乙酰化并关闭线粒体通

透性转换孔（mPTP），以维持线粒体的正常形态，

从而抑制细胞凋亡［45］。这提示 SIRT3 对脓毒症心

肌细胞凋亡的改善可能是多途径介导的，但需要更

多研究进一步完善。

此外，在我们的实验中没有观察到CR导致明

显的SIRT6改善。但Hernández-Saavedra等［46］对 4

周龄大鼠进行 6 个月的 25%CR，发现其骨骼肌

SIRT6表达增加。Wei等［47］对 7周龄小鼠进行 4个

月的 40%CR，没有发现肝脏中 SIRT3、SIRT6 增

加。提示 CR 影响 SIRT 表达可能受饮食限制的强

度、开始CR的年龄、作用部位和干预时间等诸多

因素的影响。未来心血管疾病患者的干预措施应进

一步考虑评估不同营养状态、不同心血管疾病分

型、不同干预周期等多维度多因素热量限制的安全

性和可行性，以制定个性化的CR方案。

4　结论和局限

本研究初步表明，6 周 CR 干预可预防 LPS 所

造成的脓毒症小鼠心肌损伤，改善心肌的收缩能

力，减轻心肌炎症、氧化应激和凋亡，且无明显心

功能副作用。其改善作用可能依赖于SIRT3表达。

同时阐述了热量限制和 SIRT3 保护心脏功能的机

制，为探讨SCM的相关药物开发治疗提供了理论

依据。本研究也有一些局限。如仅进行了6周的短

期 CR 干预，未进行长期干预，无法探究长期 CR

的预防效果；未对CR干预后恢复饮食的情况进行

实验设计，不确定恢复饮食后CR的效益是否能够

持续，是否会出现报复性饮食而加剧病情；本研究

未进行更深入的机制和细胞实验，CR通过 SIRT3

途径预防LPS诱导的心肌损伤的证据略有不足。
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Abstract　Objective  The aim of this study was to investigate the prophylactic effects of caloric restriction 

(CR) on lipopolysaccharide (LPS) -induced septic cardiomyopathy (SCM) and to elucidate the mechanisms 

underlying the cardioprotective actions of CR. This research aims to provide innovative strategies and theoretical 

support for the prevention of SCM. Methods  A total of forty-eight 8-week-old male C57BL/6 mice, weighing 

between 20-25 g, were randomly assigned to 4 distinct groups, each consisting of 12 mice. The groups were 

designated as follows: CON (control), LPS, CR, and CR+LPS. Prior to the initiation of the CR protocol, the CR 

and CR+LPS groups underwent a 2-week acclimatization period during which individual food consumption was 

measured. The initial week of CR intervention was set at 80% of the baseline intake, followed by a reduction to 

60% for the subsequent 5 weeks. After 6-week CR intervention, all 4 groups received an intraperitoneal injection 

of either normal saline or LPS (10 mg/kg). Twelve hours post-injection, heart function was assessed, and 
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subsequently, heart and blood samples were collected. Serum inflammatory markers were quantified using 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The serum myocardial enzyme spectrum was analyzed using an 

automated biochemical instrument. Myocardial tissue sections underwent hematoxylin and eosin (HE) staining 

and immunofluorescence (IF) staining. Western blot analysis was used to detect the expression of protein in 

myocardial tissue, including inflammatory markers (TNF-α, IL-9, IL-18), oxidative stress markers (iNOS, SOD2), 

pro-apoptotic markers (Bax/Bcl-2 ratio, CASP3), and SIRT3/SIRT6. Results  Twelve hours after LPS injection, 

there was a significant decrease in ejection fraction (EF) and fractional shortening (FS) ratios, along with a 

notable increase in left ventricular end-systolic diameter (LVESD). Morphological and serum indicators (AST, 

LDH, CK, and CK-MB) indicated that LPS injection could induce myocardial structural disorders and myocardial 

injury. Furthermore, 6-week CR effectively prevented the myocardial injury. LPS injection also significantly 

increased the circulating inflammatory levels (IL-1β, TNF-α) in mice. IF and Western blot analyses revealed that 

LPS injection significantly up-regulating the expression of inflammatory-related proteins (TNF-α, IL-9, IL-18), 

oxidative stress-related proteins (iNOS, SOD2) and apoptotic proteins (Bax/Bcl-2 ratio, CASP3) in myocardial 

tissue. 6-week CR intervention significantly reduced circulating inflammatory levels and downregulated the 

expression of inflammatory, oxidative stress-related proteins and pro-apoptotic level in myocardial tissue. 

Additionally, LPS injection significantly downregulated the expression of SIRT3 and SIRT6 proteins in 

myocardial tissue, and CR intervention could restore the expression of SIRT3 proteins. Conclusion  A 6-week 

CR could prevent LPS-induced septic cardiomyopathy, including cardiac function decline, myocardial structural 

damage, inflammation, oxidative stress, and apoptosis. The mechanism may be associated with the regulation of 

SIRT3 expression in myocardial tissue.
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