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文题释义：

肿瘤坏死因子受体相关因子6(tumor necrosis factor receptor associated factor 6，TRAF6)：是一种存在于细胞质的衔接蛋白，目前认为是肿瘤

坏死因子受体家族和Toll 样受体/白细胞介素1受体家族中唯一的信号转导连接分子。TRAF6具有独特的特异性结合受体参与调节先天性和

适应性免疫、自噬等病理生理过程。

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of rapamycin，mTOR)：是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，分为mTOR复合体1和复合体2(mTORC1，
mTORC2)，具有调节细胞生长和代谢等作用。mTORC1作为自噬的主要调节因子发挥负调节作用。

摘要

背景：研究发现抑制肿瘤坏死因子受体相关因子6能改善脓毒症心肌功能并促进心肌自噬水平，但具体机制尚不明确。

目的：探索抑制肿瘤坏死因子受体相关因子6调节mTORC1/ULK1自噬信号通路对脓毒症小鼠心肌损伤的作用。

方法：雄性昆明小鼠30只，随机分为5组，分别为假手术组、盲肠结扎穿刺术组(模型组) 、模型+肿瘤坏死因子受体相关因子6特异性抑制

剂C25-140(模型+C)组、模型+C25-140+自噬抑制剂3-甲基腺嘌呤(模型+C+3-MA)组、模型+C25-140+mTORC1特异性激动剂MHY1485(模型+ 
C+M)组。假手术组小鼠盲肠不结扎穿刺；其余各组小鼠行盲肠结扎穿刺术建立小鼠脓毒症模型，按分组术后0.5 h分别腹腔注射C25-140、
3-甲基腺嘌呤、MHY1485。术后24 h取心肌组织，苏木精-伊红染色评估心肌炎症病变；透射电镜观察心肌细胞自噬小体、线粒体微结构

变化；TUNEL检测心肌细胞凋亡，PCR检测肿瘤坏死因子受体相关因子6 mRNA的相对表达量，Western blot检测相关蛋白的表达。

结果与结论：①与假手术组比较，模型组小鼠心肌炎症细胞浸润、纤维水肿；细胞线粒体明显肿胀，偶见自噬小体；心肌细胞凋亡显著

增加；肿瘤坏死因子受体相关因子6、磷酸化核因子κB P65/P65、p-mTOR/mTOR、p-ULK1/ULK1、P62、Bax蛋白表达升高，Bcl2蛋白表达下

降(P < 0.05)。②与模型组比较，模型+C组小鼠心肌炎症缓解、纤维水肿减轻；心肌线粒体肿胀减轻，自噬小体增多；心肌细胞凋亡减少；

磷酸化核因子κB P65 /核因子κB P65、p-mTOR/mTOR、p-ULK1/ULK1、P62、Bax蛋白表达下降，Beclin-1、Bcl2蛋白表达升高(P < 0.05)。③与

模型+C比，模型+C+3-MA组心肌自噬小体减少、心肌线粒体肿胀较明显；心肌炎症有加重；心肌细胞凋亡增多；磷酸化核因子κB65/核因

子κB65、P62、Bax蛋白表达升高，Beclin-1、Bcl2蛋白表达下降(P < 0.05)。④与模型+C比，模型+C+M组p-mTOR/mTOR、p-ULK1/ULK1表达升

高，Beclin-1、微管相关蛋白1轻链3Ⅱ/Ⅰ蛋白表达下降(P < 0.05)。结论：抑制肿瘤坏死因子受体相关因子6可以调节mTORC1/ULK1自噬信号

促进心肌自噬参与改善脓毒症心肌损伤。 
关键词：肿瘤坏死因子受体相关因子6；自噬；脓毒症；心肌损伤；哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；工程化组织构建

Inhibition of tumor necrosis factor receptor associated factor 6 regulates mTORC1/ULK1 signaling and 
promotes autophagy to improve myocardial injury in sepsis mice 

Zhou Ying1, 2, Tian Yong2, Zhong Zhimei1, Gu Yongxiang2, Fang Hao3 
1Department of Respiratory Medicine, People’s Hospital of Qianxinan Prefecture, Xingyi 562400, Guizhou Province, China; 2School of Clinical Medicine, Guizhou 
Medical University, Guiyang 550004, Guizhou Province, China; 3Department of MICU, Affiliated Hospital of Guizhou Medical University, Guiyang 550004, 
Guizhou Province, China 
Zhou Ying, MS, Associate chief physician, Department of Respiratory Medicine, People’s Hospital of Qianxinan Prefecture, Xingyi 562400, Guizhou Province, 
China; School of Clinical Medicine, Guizhou Medical University, Guiyang 550004, Guizhou Province, China

1
贵州省黔西南州人民医院呼吸科，贵州省兴义市  562400；2

贵州医科大学临床医学院，贵州省贵阳市  550004；3
贵州医科大学附属医院内科

ICU，贵州省贵阳市  550004
第一作者：周颖，男，1987 年生，贵州省兴仁市人，汉族，2024 年贵州医科大学毕业，硕士，副主任医师，主要从事老年呼吸危重症、脓毒症的研究。

通讯作者：方昊，副主任医师，贵州医科大学附属医院内科 ICU，贵州省贵阳市  550004
https://orcid.org/0009-0007-2333-4985( 周颖 )
基金资助：贵州省卫生健康委科学技术基金项目 (gzwkj2023-112)，项目负责人：方昊；贵州省卫生健康委科学技术基金项目
(gzwkj2024-276)，项目负责人：周颖；贵州省黔西南州科技计划项目 (2022-2-08；2023-3-12)，项目负责人：周颖

引用本文：周颖，田勇，钟芝梅，古雍翔，方昊 . 抑制 TRAF6 调节 mTORC1/ULK1 信号通路促进自噬改善脓毒症小鼠的心肌损伤 [J].
中国组织工程研究，2025，29(30):6434-6440. 

抑制 TRAF6 调节 mTORC1/ULK1 信号通路促进自噬改善脓毒症小鼠的心肌损伤

周  颖 1，2，田  勇 2，钟芝梅 1，古雍翔 2，方  昊 3

https://doi.org/10.12307/2025.800 

投稿日期：2024-09-28

采用日期：2024-11-11

修回日期：2024-12-24

在线日期：2025-01-11

中图分类号： 

R459.7；R318；R364.5

文章编号： 

2095-4344(2025)30-06434-07

文献标识码：B 

文章快速阅读：抑制肿瘤坏死因子受体相关因子 6 调节 mTORC1/ULK1 信号通路对脓毒症小鼠心肌损伤

的作用

TRAF6
特异性
抑制剂
C25-140

假手术组

模型组

模型 +C 组

模型 +C+3-MA 组

模型 +C+M 组

检测指标：

• 小鼠心肌自噬水平

和对心肌炎症损伤、

细胞凋亡的影响；

• mTORC1/ULK1 自噬

信号通路和自噬相

关蛋白的变化关系

昆明
小鼠

结论：
抑 制 TRAF6 后
促进心肌自噬水
平改善脓毒症小
鼠的心肌炎症损
伤和细胞凋亡，
调 节 mTORC1/
ULK1 自噬信号
通路参与保护脓
毒症心肌损伤。



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 29｜No.30｜October 2025｜6435

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

0   引言   Introduction
脓毒症心肌损伤是由脓毒症引起的整体性、可逆的

心脏功能障碍，也称脓毒症心肌病或者脓毒症心功能障

碍
[1-2]

。脓毒症患者合并有心肌功能障碍，死亡风险增加，

临床医师对该病的治疗和管理面临严峻的挑战。脓毒症心

肌损伤的发病机制复杂，目前认为包括有细胞炎症反应、

线粒体损伤、自噬紊乱、氧化应激、细胞凋亡等综合因

素有关
[1]
。

肿瘤坏死因子受体相关因子 6(tumor necrosis factor 

receptor associated factor 6，TRAF6) 调节自噬参与调控

细胞炎症反应、凋亡、氧化应激等生物学过程
[3-4]

。哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白 (mammalian target of rapamycin，
mTOR)复合体1(mammalian target of rapamycin complex 1，
mTORC1) 的活化促进 unc-51 样自噬激活激酶 1(unc-51-like 

autophagy activating kinase 1，ULK1) 在 ser757 位点的磷酸

化并抑制 ULK1 的活性，负调节自噬体的形成
[5]
。课题组

前期发现抑制肿瘤坏死因子受体相关因子 6 能改善脓毒

症心肌功能并促进心肌自噬水平
[6]
。因此推测，肿瘤坏死

因子受体相关因子 6 可能调节 mTOR/ULK1 自噬信号参与

脓毒症心肌损伤的病理生理过程。此次研究从动物模型

层面探索肿瘤坏死因子受体相关因子 6 调节 mTOR/ULK1

自噬信号通路对脓毒症心肌炎性损伤和细胞凋亡的影响，

旨在促进自噬和抑制炎症方面探索其有效的治疗靶点。

Corresponding author: Fang Hao, Associate chief physician, Department of MICU, Affiliated Hospital of Guizhou Medical University, Guiyang 550004, Guizhou 
Province, China

Abstract
BACKGROUND: Studies have found that inhibition of tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 improves myocardial function and promotes myocardial 
autophagy in sepsis, but the specific mechanism is not clear. 
OBJECTIVE: To explore the effect of inhibiting tumor necrosis factor receptor-associated factor 6-regulated mTORC1/ULK1 autophagy signaling pathway on 
myocardial injury in sepsis mice.
METHODS: Thirty male Kunming mice were randomly divided into sham operation group, cecal ligation and puncture group (model group), model+tumor 
necrosis factor receptor-associated factor 6 specific inhibitor C25-140 (model+C) group, model+C25-140+autophagy inhibitor 3-methyladenine (model+C+3-MA)  
group, and model+C25-140+mTORC1-specific agonist MHY1485 (model+C+M) group. The cecum of mice in the sham operation group was not ligated 
or punctured. The mice in the other groups underwent cecum ligation and puncture to establish the mouse sepsis model. C25-140, 3-methyladenine, 
and MHY1485 were intraperitoneally injected 0.5 hours after surgery according to the grouping. Myocardial tissue was obtained 24 hours after surgery. 
Hematoxylin-eosin staining was used to evaluate myocardial inflammatory lesions. Transmission electron microscopy was used to observe the changes in the 
autophagic bodies and mitochondrial microstructures of myocardial cells. TUNEL assay was used to detect myocardial cell apoptosis. PCR was used to detect 
the relative expression of tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 mRNA. Western blot assay was used to detect the expression of related proteins.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with sham operation group, myocardial inflammatory cell infiltration and fibrous edema were observed in the 
model group. The mitochondria of the cells were obviously swollen, and autophagosomes were occasionally seen; cardiomyocyte apoptosis increased 
significantly; the expression of tumor necrosis factor receptor-associated factor 6, phosphorylated nuclear factor κB P65/P65, p-mTOR/mTOR, p-ULK1/ULK1, 
P62 and Bax protein increased, and the expression of Bcl2 protein decreased (P < 0.05). (2) Compared with the model group, myocardial inflammation and 
fibrous edema were alleviated in the model+C group. Myocardial mitochondrial swelling was reduced and autophagosomes increased; cardiomyocyte apoptosis 
decreased; the expression of phosphorylated nuclear factor κB P65/nuclear factor-κB P65, p-mTOR/mTOR, p-ULK1/ULK1, P62, and Bax protein decreased, 
while the Beclin-1 and Bcl2 protein increased (P < 0.05). (3) Compared with the model+C group, myocardial autophagosomes decreased and myocardial 
mitochondrial swelling was more obvious in the model+C+3-MA group. Myocardial inflammation was aggravated; myocardial cell apoptosis increased; the 
expression of phosphorylated nuclear factor κB P65/nuclear factor κB P65, P62, and Bax protein increased, and the Beclin-1 and Bcl2 protein decreased (P < 
0.05). (4) Compared with the model+C group, the expression of p-mTOR/mTOR and p-ULK1/ULK1 in the model+C+M group increased, and the Beclin-1 and 
microtubule-associated protein 1 light chain 3 II/I protein expression decreased (P < 0.05). It is concluded that inhibition of tumor necrosis factor receptor-
associated factor 6 regulates mTORC1/ULK1 autophagy signal to promote myocardial autophagy and participate in the protection of myocardial injury in sepsis.
Key words: tumor necrosis factor receptor-associated factor 6; autophagy; sepsis; myocardial injury; mammalian target of rapamycin; engineered tissue 
construction
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1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   ①随机对照动物实验。②观察 C25-140 对模型

小鼠心肌组织肿瘤坏死因子受体相关因子 6 的抑制作用，

以及心肌组织的炎性损伤、心肌细胞凋亡、微结构及自噬

相关蛋白的变化，实验在假手术组、模型组、模型 +C25-

140( 模型 +C) 组、模型 +C25-140+3-MA( 模型 +C+3-MA) 组

中开展；检测心肌组织自噬蛋白与 mTORC1/ULK1 通路蛋

白的变化关系，实验在假手术组、模型组、模型 +C 组、

模型 +C25-140+MHY1485( 模型 +C+M) 组中开展。③多组

间比较行单因素方差分析，组间比较使用 t 检验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 3 月至 2024 年 4 月在贵

州医科大学分子生物学重点实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   健康雄性昆明小鼠 30 只，清洁级，8 周

龄，体质量 25-30 g，购于贵州医科大学实验动物中心，

使用许可证号：SYXK( 黔 )2018-0001。每天定时更换饮用

水及饲料、垫料，自由进食和饮水，环境温度 22-25 ℃，

湿度 50%-55%，适应性喂养 7 d 后按照实验分组造模。动

物实验符合贵州医科大学动物实验伦理委员会审批规范，

批准号：2200656。
1.3.2   主要试剂及仪器   肿瘤坏死因子受体相关因子 6 特

异性抑制剂 C25-140( 批号：HY-120934，纯度 99.86%，美

国 MCE 公司 )；3- 甲基腺嘌呤 (3-MA，批号：HY-19312， 
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纯 度 99.91%， 美 国 MCE)；mTORC1 特 异 性 激 动 剂

MHY1485( 批号：HY-B0795，纯度 99.74%，美国 MCE 公

司 )；三溴乙醇 ( 型号：M2910，南京爱贝生物科技有

限公司 )；肿瘤坏死因子受体相关因子 6 抗体 ( 货号：

AF5376，Affinity 生物科技公司 )；自噬效应蛋白 1 (beclin-1)

抗体 ( 货号：T55092)、泛素结合蛋白 (protein 62，P62) 抗

体 ( 货号：T55546)、微管相关蛋白 1 轻链 3(microtubule-  

associated protein 1 light chain 3，LC3) 抗 体 B( 货 号：

T55992)、核因子 κB P65 抗体 ( 货号：TU329612)、磷酸化

核因子 κB P65(p-P65) 抗体 ( 货号：TP70621)、mTOR 抗体

( 货号：T55306)、p-mTOR( 货号：T56571)、ULK1( 货号：

T56902)、p-ULK1( 货号：TA4387)、B 细胞淋巴瘤 2(B-cell 

lymphoma 2，Bcl2) 抗体 ( 货号：T40056)、Bcl-2 相关 X 蛋

白 (Bcl-2 associated X protein，Bax) 抗体 ( 货号：T40051)

均购于上海 Abmart 公司；内参 GAPDH 抗体 ( 货号：

ET1601-4，华安生物公司 )；兔二抗 ( 货号：T55546，美国

SAB 公司 )；Tunel 试剂盒 ( 货号：11684795910，瑞士罗氏

公司 )；PCR 试剂盒 ( 货号：G3326，武汉塞维尔公司 )；透

射电子显微镜 (型号：JEM-1400FLASH，日本电子株式会社 )。
1.4   方法   

1.4.1   实验分组及构建小鼠脓毒症模型   将小鼠随机分为

5 组，每组 6 只，分别命名为假手术组、模型组、模型 + 

C25-140( 模型 +C) 组、模型 +C25-140+3-MA( 模型 +C+3-

MA) 组，模型 +C25-140+MHY1485( 模型 +C+M) 组。根据

前期建模经验
[6]
，采用盲肠结扎穿刺术 (CLP) 建立脓毒症

小鼠模型，术前用 1.25% 三溴乙醇 (400 mg/kg) 左侧腹腔

注射麻醉，待麻醉效果满意后，予仰卧位固定，腹部备皮、

消毒，铺无菌洞巾，腹正中偏左作约 1 cm 长的竖直切口，

找到盲肠后直尺测量长度，在其 1/2 结扎，22 号针头在

不同穿刺点来回刺穿盲肠末端 2 次 ( 避开血管位置 )，轻

轻挤出少许肠内容物，随后将盲肠还纳腹腔并逐层缝合。

假手术组未行盲肠结扎穿刺，其余手术操作步骤与模型组

处理一致。术后颈背部皮下注射 1 mL 预温 37 ℃的生理盐

水补液。术后 0.5 h 按照分组条件给予腹腔注射 C25-140 

(10 mg/kg)、3-MA(10 mg/kg)和MHY1485(10 mg/kg)，使用剂

量依据实验动物体表面积的等效剂量转换表计算得到
[6]
。 

假手术组和模型组分别给予同剂量生理盐水作为对照。

麻醉苏醒后放回动物房，自由饮水进食。 

1.4.2   心肌组织苏木精 -伊红染色   术后 24 h 麻醉后采用

断头法处死小鼠，开胸暴露心脏，生理盐水灌洗后，取

左心室最大横径冠状切面的心肌组织，40 g/L 中性甲醛固

定，后期切片镜下观察各组心肌组织炎性损伤病理变化。

1.4.3   心肌组织透射电镜观察自噬小体、线粒体微结

构   于心尖组织取约米粒大小于载玻片上修成 0.1 cm× 

0.1 cm×0.1 cm 大小，放入 2.5% 戊二醛固定，随后用于切

片后透射电镜观察自噬小体、线粒体微结构。

1.4.4   心肌组织 TUNEL染色   标本采集、脱水、包埋、切片、

脱蜡，柠檬酸微波修复 8 min，PBS 洗 3 次，每次 5 min；

暗处配制荧光 TUNEL 孵育液 (A ∶ B=1 ∶ 30) 放入 37 ℃温

箱孵育 1 h；PBS 洗 3 次，每次 5 min，加 DAPI 染细胞核

15 min，PBS 冲洗，甘油明胶封固。检测小鼠心肌细胞凋

亡情况，在 520 nm 荧光下观察绿色荧光为凋亡细胞，在

460 nm 荧光下观察蓝色荧光为正常细胞。

1.4.5   Western blot 检测蛋白表达   从 -80 ℃冰箱取出心肌

组织 30 mg，加入 RIPA 组织裂解液 300 μL，剪碎组织后超

声波碎裂组织 3 次，冰上裂解 30 min。在 4 ℃恒温离心机

12 000 r/min离心 20 min，收集上清后 BCA定量测蛋白浓度。

加上样缓冲液煮沸变性后保存备用。依据分子质量选用8%，

10%，12%的SDS-PAGE 凝胶，电泳，转膜，封闭，孵育一抗 (肿

瘤坏死因子受体相关因子 6、beclin-1、P62、微管相关蛋白

1 轻链 3、核因子 κB P65、磷酸化核因子 κB P65、Bcl2、Bax

抗体稀释比例均为1∶1 000；mTOR、p-mTOR、ULK1、p-ULK1

为1∶750，内参GAPDH为1∶30 000)，4 ℃摇床孵育过夜；

孵育兔二抗 (1 ∶ 15 000)2 h，ECL 曝光显影，Image J 软件

组织工程实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 探索抑制肿瘤坏死因子受体相关因子 6 调节的 mTORC1/ULK1 自

噬信号通路对脓毒症小鼠心肌损伤的作用

模型与所研究疾

病的关系

通过盲肠结扎穿刺术模拟腹腔感染构建脓毒症模型

选择动物的条件 雄性昆明小鼠，健康清洁级，8 周龄，体质量 25-30 g

动物品系 雄性昆明小鼠购于贵州医科大学实验动物中心

造模技术描述 根据前期建模经验
[6]
，采用盲肠结扎穿刺术建立脓毒症小鼠模型，

于腹正中偏左作约 1 cm 长的竖直切口，找到盲肠在其 1/2 处结

扎，22 号针头在不同穿刺点来回刺穿盲肠末端 2 次 ( 避开血管位

置 )，轻轻挤出少许肠内容物，随后将盲肠还纳腹腔并逐层缝合 

动物数量及分组

方法

将 30 只小鼠随机分为 5 组，假手术组、模型组、模型 +C25-140  

( 模型 +C) 组、模型 +C25-140+3-MA( 模型 +C+3-MA) 组，模型 + 

C25-140+MHY1485( 模型 +C+M) 组，每组 6 只

造模成功评价指

标

小鼠出现毛发竖立、活动减少、对刺激的反应减退、呼吸减慢、

半睁眼及眼眶分泌物，以及心肌组织病理变化 

造模后实验观察

指标

① C25-140 对模型小鼠心肌组织肿瘤坏死因子受体相关因子 6

的抑制作用；②心肌组织病理变化及细胞凋亡情况；③心肌组

织炎症与凋亡相关蛋白的变化；④心肌组织超微结构；⑤心肌

组织自噬相关蛋白表达；⑥心肌组织自噬蛋白与 mTORC1/ULK1

通路蛋白的变化

造模过程中动物

死亡原因

模型组小鼠死亡 2 只，模型 +C 组死 1 只，模型 +C+3-MA 组死 2

只，模型 +C+M 组死 2 只；符合盲肠结扎穿刺术建立的脓毒症

模型死亡率

如何补充造模过

程中缺失的动物

样本量至少有 3 次重复，无需补充

造模后动物处理 术后 24 h 麻醉后采用断头法处死小鼠，开胸暴露心脏，生理盐

水灌洗后，取左心室最大横径冠状切面的心肌组织

伦理委员会批准 动物实验符合贵州医科大学动物实验伦理委员会审批规范，批

准号：2200656 
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对条带灰度值分析。

1.4.6   RT-qPCR 检测心肌组织肿瘤坏死因子受体相关因

子 6 mRNA 的相对表达量   依据 Trizol 试剂说明书操作

提取心肌组织总 RNA，测定浓度 A260/A280 在 1.8-2.0 之

间，将 RNA 反转录成 cDNA。然后依据 qPCR 的反应体系 

20 μL，经过预变性、变性、退火 / 延伸、扩增。每组设 3

个复孔；以 2-ΔΔCt 计算肿瘤坏死因子受体相关因子 6 mRNA 

的相对表达量。引物序列从 5'-3' 所示：肿瘤坏死因子

受体相关因子 6-F：GGA AGA GCA GTC GTT TCC TG；肿瘤

坏死因子受体相关因子 6-R：GTC ACA CCT CTA CGG GGA 

AA；GAPDH-F：GGT TGT CTC CTG CGA CTT CA；GAPDH-R：
TGG TCC AGG GTT TCT TAC TCC。
1.5   主要观察指标   ① C25-140 对模型小鼠心肌组织肿瘤

坏死因子受体相关因子 6 的抑制作用；②心肌组织的炎

性损伤变化；③心肌细胞凋亡情况；④心肌组织中炎症

与凋亡相关蛋白的变化；⑤心肌组织中自噬小体、线粒

体微结构；⑥心肌组织中自噬相关蛋白的变化；⑦心肌

组织中自噬蛋白与 mTORC1/ULK1 通路蛋白的变化关系。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 25.0 对数据进行统计分析，

符合正态分布的计量资料以 x-±s 表示，多组间比较单因

素方差分析 (One-way ANOVA)，组间比较使用 t 检验；检

验水准取 α=0.05，P < 0.05 为差异有显著性意义；使用

GraphPad Prism 9.0 绘制统计图。该文的统计学方法已经

通过贵州医科大学基础医学院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   假手术组全部存活；模型组在

术后 24 h 内小鼠死亡 2 只，模型 +C 组死亡 1 只，模型 + 

C+3-MA 组死亡 2 只，模型 +C+M 组死亡 2 只。为符合随

机对照的原则，每组小鼠随机选取 3个样本开展后续实验。

2.2   C25-140 对模型小鼠心肌组织肿瘤坏死因子受体相关

因子 6 的抑制作用   与假手术组比较，模型组肿瘤坏死因

子受体相关因子 6 蛋白及 mRNA 表达升高 (P < 0.05)；与

模型组比较，模型 +C 组、模型 +C+3-MA 组肿瘤坏死因子

受体相关因子 6 蛋白及 mRNA 表达下降 (P < 0.05)，见图 1。
2.3   苏木精 -伊红染色各组小鼠心肌组织的炎性损伤   光

镜下可见假手术组小鼠心肌无炎症细胞浸润；模型组心

肌炎症细胞浸润，心肌纤维排列稍不规则、纤维水肿；

模型 +C 组心肌炎性细胞浸润、纤维水肿较模型组减轻；

与模型 +C 组比较，模型 +C+3MA 组见炎症细胞浸润较明

显，见图 2。
2.4   TUNEL 染色检测小鼠心肌细胞凋亡   荧光显微镜下可

见假手术组小鼠心肌偶见单个细胞凋亡；模型组心肌细

胞凋亡明显增多；与模型组比较，模型 +C 组心肌细胞凋

亡明显减轻；与模型 +C 组比较，模型 +C+3MA 组心肌凋

亡细胞增多，见图 3。
2.5   各组小鼠心肌组织中炎症与凋亡相关蛋白的变化   与

假手术组比较，模型组小鼠心肌磷酸化核因子 κB P65/

P65、Bax 表达升高，Bcl2 表达下降 (P < 0.05)；与模型组

比较，模型 +C 组心肌磷酸化核因子 κB P65/P65、Bax 表

达下降，Bcl2 表达升高 (P < 0.05)；与模型 +C 组比较，模

型 +C+3-MA 组心肌磷酸化核因子 κB P65/P65、Bax 表达升

高，Bcl2 表达下降 (P < 0.05)，见图 4。
2.6   透射电镜观察各组小鼠心肌组织中自噬小体、线粒

体微结构   透射电镜可见假手术组小鼠心肌线粒体排列正

常，无肿胀，未见自噬小体；模型组心肌线粒体明显肿胀，

排列紊乱，偶见自噬小体；与模型组比较，模型 +C 组心

肌线粒体肿胀减轻，自噬小体增多；与模型 +C 组比较，

模型 +C+3MA 组心肌见自噬小体数量明显减少，线粒体肿

胀有加重，见图 5。
2.7   各组小鼠心肌组织中自噬相关蛋白的变化   与假手术

组比较，模型组小鼠心肌 P62 表达升高 (P < 0.05)；与模

型组比较，模型 +C 组心肌 P62 表达下降，Beclin-1 表达

升高 (P < 0.05)；与模型 +C 组比较，模型 +C+3-MA 组心肌

P62 表达升高，Beclin-1 表达下降 (P < 0.05)，见图 6。
2.8   抑制肿瘤坏死因子受体相关因子 6 后小鼠心肌组织中

自噬蛋白与 mTORC1/ULK1 通路蛋白的变化关系   为进一

步探索肿瘤坏死因子受体相关因子 6 是否调节 mTORC1/

ULK1 通路参与模型小鼠心肌自噬过程，采用 Western blot

检测了 mTOR/ULK1 蛋白磷酸化和自噬相关蛋白的变化。

与假手术组比较，模型组小鼠心肌肿瘤坏死因子受体相

关因子6、p-mTOR/mTOR、p-ULK1/ULK1表达升高 (P < 0.05)；

与模型组比较，模型 +C 组心肌肿瘤坏死因子受体相关因

子 6、p-mTOR/mTOR、p-ULK1/ULK1 表达下降，Beclin-1、

微管相关蛋白 1 轻链 3 Ⅱ / Ⅰ表达升高 (P < 0.05)；与模

型 +C 组比较，模型 +C+M 组心肌 p-mTOR/mTOR、p-ULK1/

ULK1 表达升高，Beclin-1、微管相关蛋白 1 轻链 3 Ⅱ / Ⅰ

表达下降 (P < 0.05)，见图 7。

3   讨论   Discussion
脓毒症炎症反应失调的后果是并发各器官功能障碍，

心脏是脓毒症常见累及的靶器官，在脓毒症休克患者中，

约 40% 的患者合并脓毒症心肌损伤，当脓毒症合并心功

能障碍时死亡率可高达 50% 以上
[7]
。临床上对该病无统

一的规范性认识和指南，目前治疗原则是脓毒症原发病

灶的处理、抗生素应用、液体复苏、血管活性药物维持

循环稳定、加强各脏器保护等措施，但治疗效果不甚满

意
[8]
。此次研究拟从动物层面围绕抑制肿瘤坏死因子受体

相关因子 6 后促进心肌细胞自噬调节心肌细胞炎症、细

胞凋亡的保护作用机制。
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图注：图 A 为 Western blot 条带；图 B 为 TRAF6 蛋白相对表达量；图 C
为 TRAF6 mRNA 相对表达量。与假手术组比较，

aP < 0.001，bP < 0.000 1；
与模型组比较，

cP < 0.001。组别中的 C 代表 C25-140，3-MA 代表 3- 甲

基腺嘌呤。

图 1 ｜各组小鼠心肌组织中的肿瘤坏死因子受体相关因子 6(TRAF6) 蛋白

及 mRNA 表达变化

Figure 1 ｜ Changes of tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 
(TRAF6) protein and mRNA expression in myocardial tissue of mice in each 
group

图注：结果显示，模型组心肌线粒体明显肿胀，偶见自噬小体；模型 + 
C 组心肌线粒体肿胀减轻，自噬小体增多；与模型 +C 组比较，模型 + 
C+3MA 组心肌自噬小体数量明显减少，线粒体肿胀有加重。图中黄色

箭头是正常线粒体，红色箭头所示为自噬体，蓝色箭头所示为肿胀的线

粒体。组别中的 C 代表 C25-140，3-MA 代表 3- 甲基腺嘌呤。比例尺为

500 nm。

图 5 ｜透射电镜观察心肌细胞自噬小体、线粒体微结构

Figure 5 ｜ Transmission electron microscopy observation of 
autophagosomes and mitochondrial microstructures in cardiomyocytes

图注：结果显示，模型组心肌炎症细胞浸润，心肌纤维水肿；模型 +C
组心肌炎性细胞浸润、纤维水肿较模型组减轻；与模型 +C 组比较，模

型 +C+3MA 组炎症细胞浸润较明显。组别中的 C 代表 C25-140，3-MA 代

表 3-甲基腺嘌呤。比例尺为 10 μm。

图 2 ｜各组小鼠心肌组织病理变化 ( 苏木精 -伊红染色 )
Figure 2 ｜ Pathological changes of myocardial tissue in each group of mice 
(hematoxylin-eosin staining)

图注：图 A 为 Western blot 条带；图 B 为 Beclin1 蛋白相对表达量；图 C
为 P62 蛋白相对表达量。与假手术组比较，

aP < 0.05，bP < 0.01；与模型

组比较，
cP < 0.05，dP < 0.001；与模型 +C 组比较，

eP < 0.001，fP < 0.000 1。 
组别中的 C 代表 C25-140，3-MA 代表 3-甲基腺嘌呤。

图 6 ｜各组小鼠心肌组织中的自噬蛋白表达变化

Figure 6 ｜ Changes in the expression of autophagy proteins in myocardial 
tissue of mice in each group

图注：蓝色荧光为正常细胞核；绿色荧光为凋亡细胞，并且与蓝色荧光

重合。结果显示，模型组心肌细胞凋亡明显增多；模型 +C 组心肌细胞

凋亡较模型组明显减轻；与模型 +C 组比较，模型 +C+3MA 组心肌凋亡

细胞增多。组别中的 C 代表 C25-140，3-MA 代表 3- 甲基腺嘌呤。比例

尺为 10 μm。

图 3 ｜ TUNEL 染色检测各组小鼠心肌细胞凋亡情况

Figure 3 ｜ TUNEL staining to detect cardiomyocyte apoptosis in each 
group of mice

图注：图 A 为 Western blot 条带；图 B 为磷酸化核因子 κB P65/P65  
(p-P65/P65) 蛋白相对表达量；图 C 为 Bcl2 蛋白相对表达量；D 为 Bax 蛋

白相对表达量。与假手术组比较，
aP < 0.001，bP < 0.000 1；与模型组比较，

cP < 0.01，dP < 0.001，eP < 0.000 1；与模型 +C 组比较，
fP < 0.05，gP < 0.01。

组别中的 C 代表 C25-140，3-MA 代表 3-甲基腺嘌呤。

图 4 ｜各组小鼠心肌组织中的炎症及凋亡相关蛋白表达变化

Figure 4 ｜ Changes in the expression of inflammation and apoptosis-
related proteins in the myocardial tissue of mice in each group
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当机体处于脓毒症状态时，Toll 样受体 (TLRs) 尤其是

Toll 样受体 4 介导的核因子 κB 信号通路，激活下游信号

肿瘤坏死因子受体相关因子 6，产生大量肿瘤坏死因子 α、

白细胞介素 1β 等导致炎症风暴并加重脓毒症全身炎症反

应和心肌功能损伤
[9]
。在动物脓毒症模型中对肿瘤坏死因

子受体相关因子 6 的抑制表现出对器官组织的保护作用，

可以减轻脓毒症小鼠肺损伤、血管内皮损伤等，提示肿瘤

坏死因子受体相关因子 6 对脓毒症器官功能的保护发挥

重要潜在作用
[10-11]

。此次实验使用特异性抑制剂 C25-140

抑制肿瘤坏死因子受体相关因子 6，苏木精 - 伊红染色观

察心肌病理炎性细胞浸润减少。肿瘤坏死因子受体相关

因子 6 处于核因子 κB 炎症信号通路的上游关键节点，降

低其表达是抑制核因子 κB 炎症信号通路激活、阻断炎症

信号通路的关键环节。

心肌细胞凋亡是脓毒症发生各脏器功能障碍的发病

机制之一，调节细胞凋亡能改善脓毒症心肌损伤
[12]
。ZHU

等
[13]

研究表明，过表达 miR-150-5p 在脂多糖构建的脓毒

症休克模型大鼠中调节凋亡蛋白的变化，改善心肌细胞

凋亡减轻心肌抑制。XIAO 等
[14]

研究显示，苦参碱调节

PI3K/AKT 通路活性抑制细胞凋亡和铁死亡，从而减轻脓毒

症诱发的心肌损伤。

细胞自噬和凋亡的交互作用共同参与脓毒症心肌损

伤的病理生理过程
[15]
。当自噬不足时，采取促进心肌细

胞自噬的方法可改善心肌细胞凋亡
[16]
。WU等

[17]
研究显示，

木犀草素在脂多糖诱导的脓毒症心肌病小鼠模型中具有

增强心肌自噬和缓解心肌细胞凋亡的作用，加用自噬抑

制剂 3-MA 后心肌细胞自噬受到抑制，心肌细胞凋亡增加，

表明木犀草素可促进细胞自噬减轻脓毒症诱发的心肌损

伤。WANG等
[18]

研究显示，枣苷A通过增强心肌细胞自噬，

明显改善心肌细胞凋亡和氧化应激，改善脓毒症心肌病

模型小鼠的心肌损伤。此次实验中，使用特异性抑制剂

C25-140 抑制肿瘤坏死因子受体相关因子 6 后，透射电镜

观察心肌组织细胞自噬小体数量增多，肿胀的线粒体缓

解，TUNEL 染色见凋亡细胞数量减少，Western blot 检测

心肌组织 Beclin-1、微管相关蛋白 1 轻链 3 Ⅱ / Ⅰ、Bcl2

蛋白表达增加，P62、Bax 蛋白减少，表明抑制肿瘤坏死

因子受体相关因子 6 可增强心肌细胞自噬和减少细胞凋

亡，苏木精 -伊红染色提示心肌组织炎性细胞浸润减少；

当给予自噬抑制剂 3-MA 后，部分逆转了 C25-140 对心肌

炎性损伤和细胞凋亡的保护作用，进而可以得出抑制肿

瘤坏死因子受体相关因子 6 促进心肌自噬调节心肌细胞

凋亡参与改善脓毒症心肌炎症损伤的结论。

mTOR 是一种丝氨酸 / 苏氨酸激酶，分为 mTOR 复

合体 1 和复合体 2(mTORC1，mTORC2)，具有调节细胞生

长和代谢等作用
[19]
。mTORC1 作为自噬的主要调节因子

发挥负调节作用
[20]
。ULK1 复合物由 ULK1、自噬相关蛋

白 13(autophagy-related protein 13，Atg13)、自噬相关蛋

白 101(autophagy-related protein 101，Atg101)、 黏 着 斑

激酶家族相互作用蛋白 200(focal adhesion kinase family 

interacting protein of 200 kDa，FIP200) 组成，ULK1 激活是

自噬所必需的并调节自噬体的起始步骤
[21-23]

。既往的多

项研究表明，自噬起始源于 ULK1 复合物活性的激活，靶

向敲低会抑制自噬体的形成，说明 ULK1 是自噬启动机制

的重要核心激酶之一
[22，24]

。当饥饿或氨基酸缺乏的情况

下，mTORC1 活性被抑制，自噬相关蛋白 13 被去磷酸化，

其对 ULK1 的亲和力增加，聚集成自噬体前结构最终激

活 ULK1，进一步募集下游的自噬相关蛋白，触发自噬的

形成
[21，25-26]

。mTORC1 促进 ULK1 ser757 位点磷酸化抑制

ULK1 的活性降低自噬水平
[27-28]

。LINARES 等 [29]
研究表明，

氨基酸激活的营养细胞中存在的肿瘤坏死因子受体相关

因子 6 促进 mTORC1 的激活。此次实验中 Western blot 检

测显示模型组小鼠心肌组织中肿瘤坏死因子受体相关因

子 6、p-mTOR(ser2448)、p-ULK1(ser757) 表达升高，自噬

图注：图 A 为 Western blot 条带；图 B 为肿瘤坏死因子受体相关因子

6(TRAF6) 蛋白相对表达量；图 C 为 Beclin1 蛋白相对表达量；图 D 为

LC3 Ⅱ /LC3 Ⅰ蛋白相对表达量；图 E 为 p-mTOR/mTOR 蛋白相对表达量；

图 F 为 p-ULK1/ULK1 蛋白相对表达量。与假手术组比较，
aP < 0.05，bP < 

0.01；与模型组比较，
cP < 0.05，dP < 0.01；与模型 +C 组比较，

eP < 0.01，
fP < 0.001。mTOR：哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；ULK1：unc-51 样自噬激

活激酶 1；LC3：微管相关蛋白 1 轻链 3。组别中的 C 代表 C25-140，M
代表 MHY1485。
图 7 ｜各组小鼠心肌组织中的蛋白表达变化

Figure 7 ｜ Changes of protein expression in myocardial tissue of mice in 
each group
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研究原著

小体减少，促自噬蛋白表达降低，模型小鼠心肌自噬与严

重的炎症反应不相适应，可能是肿瘤坏死因子受体相关因

子 6 促进 mTORC1 的磷酸化抑制 ULK1 的活性；抑制肿瘤

坏死因子受体相关因子 6 后，p-mTOR(ser2448)/mTOR、
p-ULK1 (ser757)/ULK1 表达下降，自噬蛋白 Beclin-1、微管

相关蛋白 1 轻链 3 Ⅱ / Ⅰ表达增加，电镜示自噬小体增多，

促进心肌细胞自噬水平；当抑制自噬后心肌炎性损伤和

凋亡有增加，部分降低了对心肌损伤的保护作用。与模

型 +C 组比较，模型 +C+M 组小鼠外源性使用 mTORC1 特

异性激动剂 MHY1485 后，心肌组织中 mTOR、ULK1 蛋白

的磷酸化水平升高，自噬蛋白 Beclin-1、微管相关蛋白 1

轻链 3 Ⅱ / Ⅰ表达下降，也从侧面证明了模型小鼠心肌组

织中抑制 mTORC1 的激活也是增强自噬的关键环节。WU

等
[30]

研究与此次研究结果得出基本一致的结论，在骨肉

瘤细胞中敲低激光激酶 B 抑制 mTOR/ULK1 信号通路促进

自噬抑制骨肉瘤转移，予 MHY1485 激活 mTOR 的磷酸化

抑制自噬后促进肿瘤细胞迁移和侵袭。表明抑制肿瘤坏死

因子受体相关因子 6 负调节 mTOR、ULK1 的磷酸化水平

促进自噬参与保护脓毒症小鼠心肌细胞的病理生理过程。

此次研究也存在不足之处，实验仅在动物模型层面

开展，与临床脓毒症患者存在差异；脓毒症心肌自噬存在

动态变化的过程，未在多个时间点分析自噬变化对脓毒症

心肌损伤病程进展的影响；肿瘤坏死因子受体相关因子 6

是否直接促进 mTORC1 的磷酸化进而抑制 ULK1 的活性下

调自噬水平，有待于在细胞层面进一步完善免疫共沉淀、

质谱分析等研究明确。
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