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外源性褪黑素对慢性脓毒症大鼠膈肌萎缩的作用研究
常秀君1,2,国肇轩2,3,王　 珺2,3,王茂林1,2,覃　 弦2,3,曾　 帆2,3,兰蕴平2,3

1. 成都中医药大学医学与生命科学学院,四川 成都 611137;2. 四川省医学科学院·四川省人民医院(电子科技大学附属医院)
重症医学中心,四川 成都 610072;3. 电子科技大学医学院,四川 成都 610054

【摘要】 　 目的　 探讨外源性褪黑素对慢性脓毒症大鼠膈肌萎缩的作用。 方法　 将 24 只雄性大鼠随机分配到对照组、模
型组、治疗组各 8 只。 模型组和治疗组连续 5 天尾静脉注射脂多糖,对照组注射等体积生理盐水;同时,治疗组连续 5 天腹腔

注射外源性褪黑素,对照组与模型组注射等体积生理盐水。 每日监测大鼠体重,在分组处理 12
 

h 后(第 6 天),检测血清乳酸

脱氢酶(LDH)、肌酸激酶(CK)水平;组织学分析膈肌肌纤维萎缩和纤维化程度;Western
 

Blot 法检测膈肌萎缩蛋白(MuRF-1、
MAFbx)的表达水平。 结果　 与对照组比较,模型组△1~ 2 天、△2~ 3 天、△3~ 4 天、△4~ 5 天、△5~ 6 天△总体重明显下降(P
<0. 01),血清 LDH、CK 水平升高(P<0. 001),膈肌肌纤维面积下降(P<0. 001),MuRF-1

 

和 MAFbx 蛋白表达水平升高(P<0.
001),纤维化程度无明显差异(P>0. 05)。 与模型组比较,治疗组△5 ~ 6 天△总体重体重增大,血清 LDH、CK 水平下降,膈肌

肌纤维面积增大(P<0. 05),MuRF-1 和 MAFbx 蛋白表达水平下降(P<0. 01),纤维化程度无明显差异(P>0. 05)。 结论　 外源

性褪黑素可改善慢性脓毒症大鼠膈肌萎缩。
 

【关键词】 　 褪黑素;脓毒症;膈肌;萎缩
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【Abstract】　 Objective　 To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

exogenous
 

melatonin
 

on
 

diaphragmatic
 

atrophy
 

in
 

rats
 

with
 

chronic
 

sepsis.
Methods　

 

Twenty-four
 

male
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group,
 

a
 

model
 

group
 

and
 

a
 

treatment
 

group,
 

8
 

rats
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

model
 

group
 

and
 

the
 

treatment
 

group
 

were
 

injected
 

with
 

lipopolysaccharide
 

( LPS)
 

through
 

the
 

tail
 

vein
 

for
 

5
 

consecutive
 

days.
 

The
 

control
 

group
 

was
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

normal
 

saline.
 

At
 

the
 

same
 

time,
 

the
 

treatment
 

group
 

was
 

intraperitoneal-
ly

 

injected
 

with
 

exogenous
 

melatonin
 

for
 

5
 

days.
 

The
 

control
 

group
 

and
 

the
 

model
 

group
 

were
 

injected
 

with
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

normal
 

saline.
 

The
 

body
 

weight
 

of
 

rats
 

was
 

monitored
 

daily.
 

After
 

12
 

hours
 

of
 

grouping
 

treatment
 

( day
 

6),
 

serum
 

lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH)
 

and
 

creatine
 

kinase
 

(CK)
 

levels
 

were
 

measured.
 

The
 

degree
 

of
 

muscle
 

fiber
 

atrophy
 

and
 

fibrosis
 

was
 

analyzed
 

by
 

histology.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

diaphragm
 

atrophic
 

protein
 

(MuRF-1
 

and
 

MAFbx)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot. Results　
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

body
 

weight
 

was
 

decreased
 

significantly
 

on
 

△1~ 2
 

days,
 

△2~ 3
 

days,
 

△3~ 4
 

days,
 

△4~ 5
 

days,
 

△5~ 6
 

days,
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and
 

△overall
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0. 01).
 

The
 

serum
 

LDH
 

and
 

CK
 

levels
 

were
 

increased
 

(P<0. 001).
 

The
 

diaphragm
 

muscle
 

fiber
 

area
 

was
 

decreased
 

(P<0. 001).
  

The
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

MuRF-1
 

and
 

MAFbx
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

degree
 

of
 

fibrosis
 

(P>0. 05).
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

degree
 

of
 

weight
 

loss
 

in
 

the
 

treatment
 

group
 

was
 

alleviated
 

(P<
 

0. 001).
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

treatment
 

group
 

showed
 

an
 

increase
 

in
 

body
 

weight
 

on
 

△5-6
 

days
 

and
 

△overall
 

(P<0. 05),
 

a
 

decrease
 

in
 

serum
 

LDH
 

and
 

CK
 

levels
 

(P<0. 05),
 

and
 

an
 

increase
 

in
 

diaphragm
 

fiber
 

area
 

(P<0. 05)
 

after
 

5~ 6
 

days
 

of
 

treatment.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

MuRF-1
 

and
 

MAFbx
 

proteins
 

were
 

decreased
 

(P<0. 01).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

degree
 

of
 

fibrosis
 

(P>0. 05). Conclusions　 Exogenous
 

melatonin
 

can
 

improve
 

the
 

diaphragmatic
 

atro-
phy

 

in
 

rats
 

with
 

chronic
 

sepsis.
【Key

 

words】　 Melatonin;
 

Sepsis;
 

Diaphragm;
 

Atrophy

　 　 脓毒症患者住院期间常直接引发骨骼肌横截

面积和肌肉质量显著下降,进而引起呼吸肌及外周

肌力减退,撤机困难[1~ 3] ,并且住院时间长,死亡率

高及伴有远期功能障碍[4] 。 患者出院后常遗留明

显的体力、运动能力和肌力下降[5] 。 然而目前在临

床和基础医学研究领域内,针对脓毒症所致膈肌萎

缩的机制与干预研究仍较为有限。 因此,探索有效

减轻脓毒症患者膈肌萎缩、改善肌无力与临床预后

的策略,已成为当前重症医学研究中亟待解决的重

要课题。

【基金项目】 四 川 省 科 技 攻 关 计 划 资 助 项 目 ( 编 号:

2023YFS0134)

【通讯作者】兰蕴平

褪黑激素是由松果体在夜间正常光照 / 黑暗条

件下合成和分泌的[6] 。 下丘脑视上核根据视网膜

接收到的明暗刺激调节褪黑激素的作用。 此外,肾
脏、肠道、皮肤、血小板等组织也会分泌少量褪黑激

素。 在体内,5-羟色胺通过酶介导的过程转化为褪

黑激素。 褪黑激素不仅参与睡眠-觉醒周期的调

节,并且具有氧化、抗炎、抗衰老、抗癌和抗病毒的

特性[7] 。 褪黑激素被释放后,血清中的褪黑激素迅

速重新分布,并通过寡肽转运体 PEPT1 和 PEPT2
转运到线粒体中

 [8] 。 褪黑激素是 MT1 和 MT2 褪黑

激素受体的激动剂,通过受体依赖和非受体依赖途

径,引发了多种重要的生理和药理作用[9] 。 近年

来,研究发现褪黑激素可能被认为是一种有效的膳

食补充剂,有助于防止肌肉萎缩,特别是在肌肉减

少症相关疾病中[10] 。 本研究聚焦于褪黑素的药理

学作用,探究外源性褪黑素对慢性脓毒症大鼠膈肌

萎缩的潜在影响。
1　 材料与方法

1. 1　 实验动物　 本研究于 2024 年 11 月至 2015 年

12 月进行。 24 只 3 ~ 6 周龄标准化雄性 SD 大鼠,体
重约 180 ~ 220

 

g,在四川省人民医院中心实验室

SPF 级动物房饲养,不限制摄食及饮水。 将大鼠适

应性喂养两周后随机(随机数字法)分为对照组、模
型组、治疗组,每组 8 只大鼠。 实验所有步骤均遵循

《赫尔辛基宣言》准则,并已获得四川省人民医院医

学伦理委员会的审批,编号:伦审(研) 2024 年第

45 号。
1. 2　 主要试剂　 外源性褪黑素(HY-B0075,MCE);
脂多糖(IL2020)、HE 染色剂( G1120)、Masson 染色

剂(G1340)购于 Solarbio;异氟烷( R510-22,RWD);
MuRF-1 抗体(55456-1-AP)、MAFbx 抗体(67172-1-
Ig)、Western

 

Blot 二抗 Goat
 

Anti-Rabbit
 

Recombinant
 

Secondary
 

Antibody ( RGAR001)、 Western
 

Blot
 

二抗

Goat
 

Anti-Mouse
 

IgG(SA00001-1)购于 proteintech。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 处理方法　 模型组与治疗组每日连续 5 天

18:00 尾静脉注射 LPS,第 1 天 4
 

mg / (kg·d),第 2
~ 5 天 1. 5

 

mg / (kg·d),对照组予以尾静脉注射等

体积生理盐水;治疗组于每日 19:00 连续 5 天予以

腹腔注射外源性褪黑素 30
 

mg / ( kg·d),对照组与

模型组予以腹腔注射等体积生理盐水。 所有大鼠

于末次腹腔注射外源性褪黑素或生理盐水 12
 

h 后

吸入异氟烷深度麻醉,腹主动脉取血后收取膈肌标

本。 观察大鼠每天给药后摄食、饮水、毛发、活动度

等一般情况,于第 1 ~ 5 天给药前和第 6 天取材前测

量所有大鼠体重。 △每日变化体重( g) = 后一天体

重(g) -前一天体重(g);△总体重(g)= 第 6 天体重

(g) -第 1 天体重(g)。
1. 3. 2　 血清生化检测　 于末次给药的 12

 

h 后深度

麻醉大鼠,使用腹主动脉采血法取大鼠全血,后收

取标本将收取的腹主动脉血 2500 转 / 分,10
 

min,
4℃ , 收 集 取 血 清, 使 用 兽 用 生 化 分 析 仪 ( BS-
240VET,深圳迈瑞)测定乳酸脱氢酶 LDH、肌酸激酶

CK。
1. 3. 3　 HE 染色 　 大鼠膈肌组织 4%多聚甲醛固

定,石蜡包埋,行常规苏木素-伊红(HE)染色切片观

察膈肌组织病理形态改变,用 Image
 

J 图像分析软件

测定横截面面积( μm2 ),求平均值代表肌纤维横截

面积(μm2)。
1. 3. 4　 Masson 染色 　 大鼠膈肌石蜡切片行常规

Masson 染色切片观察膈肌组织纤维化情况,用 Im-

35　 实用医院临床杂志 2026 年 1 月第 23 卷第 1 期　



age
 

J 图像分析软件测定胶原纤维面积与总组织面

积,纤维化程度( %) = 胶原纤维面积( μm2 ) / 总组

织面积( μm2 )
 

×100%,求平均值代表膈肌纤维化

程度( %) 。
1. 3. 5　 Western

 

Blot 检测 　 提取膈肌总蛋白,BCA
法测定总蛋白浓度,配平后 95

 

℃ 蛋白变性 10
 

min,
聚丙烯酰胺凝胶电泳,转膜和封闭,分别与 MuRF-1
(1 ∶ 1000)、MAFbx(1 ∶ 20000)、GAPDH(1 ∶ 1000)
4

 

℃孵育过夜,37
 

℃孵育二抗 2
 

h 后,ECL 发光液显

影,应用 Image
 

J
 

图像分析软件分析相对蛋白表

达量。
1. 4　 统计学方法　 采用 SPSS

 

27. 0 软件进行统计

分析。 数据经 Shapiro-Wilk 检验正态性。 符合正态

分布的计量资料以均数±标准差表示,三组采用单

因素方差分析(One-way
 

ANOVA)比较组间差异,符
合方差齐性的事后多重比较采用 LSD 检验,不符合

方差齐性的事后多重比较采用 Tamhane’ T2 检验。
不符合正态分布的计量资料以中位数 M(P25,P75 )

表示,三组采用非参数 Kruskal-Wallis 检验,事后多

重比较采用 Kruskal-Wallis 单因素 ANOVA 检验。
P<0. 05 为差异有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 外源性褪黑素对 LPS 诱导的脓毒症大鼠一般

情况、体重的影响 　 与对照组比较,模型组和治疗

组予以 LPS 尾静脉注射后,出现了明显的毛发脱

落,心率加快,活动度下降,摄食、饮水减少。 各组

大鼠在实验过程中出现了体重变化差异,与对照组

比较,模型组大鼠△1 ~ 2 天、△2 ~ 3 天、△3 ~ 4 天、
△4 ~ 5 天、△5 ~ 6 天体重明显下降(P<0. 01);与模

型组比较,治疗组大鼠第△1 ~ 2 天、△2 ~ 3 天、△3 ~
4 天、△4 ~ 5 天体重无明显差异(P> 0. 05),△5 ~ 6
天体重增大,差异有统计学意义(P<0. 05)。 各组大

鼠△总体重中,与对照组比较,模型组大鼠总体重

明显下降,差异有统计学意义(P<0. 01);与模型组

比较,治疗组大鼠△总体重增大,差异有统计学意

义(P<0. 05)。 见表 1。
表 1　 外源性褪黑素对 LPS 诱导的慢性脓毒症大鼠体重的影响(g)

组别 △1 ~ 2 天(g) △2 ~ 3 天(g) △3~ 4 天(g) △4 ~ 5 天(g) △5 ~ 6 天(g) △总体重(g)

对照组 28. 63±7. 41 19. 00(12. 00,
 

27. 00) 14. 25±5. 78 7. 75±2. 71 3. 25±2. 05 74. 88±13. 53

模型组 -19. 63±8. 05∗ -17. 50(-20. 75,
 

-7. 00) ∗ -10. 00±9. 20∗ -7. 25±8. 50∗ -0. 38±1. 51∗ -53. 50±8. 64∗

治疗组 -17. 75±6. 20 -10. 50(-14. 00,
 

-3. 00) -2. 25±9. 02 5. 00±10. 80 8. 88±6. 20# -10. 50±23. 78#

统计量 F= 113. 346 H= 17. 168 F= 18. 473 F= 7. 803 F= 11. 614 F= 124. 513

P <0. 001 <0. 001 <0. 001 0. 003 <0. 001 <0. 001

∗与对照组比较,P<0. 01;#与模型组比较,P<0. 05

2. 2　 外源性褪黑素对脓毒症大鼠血清 LDH、CK 的

影响　 与对照组比较,模型组连续 6 天予以尾静脉

注射 LPS 后,第 6 天大鼠血清 LDH、CK 水平明显升

高,差异有统计学意义(P<0. 001);与模型组比较,
治疗组大鼠血清 LDH、CK 水平下降,差异有统计学

意义(P<0. 05)。 见表 2。
表 2　 外源性褪黑素对 LPS 诱导的脓毒症大鼠血清

LDH、CK 的影响(U / L)

组别 LDH CK

对照组 821. 60±354. 01 528. 10±191. 20

模型组 1904. 70±540. 81∗ 990. 34±64. 48∗

治疗组 950. 63±500. 92# 799. 26±143. 41#

F 12. 561 21. 129

P <0. 001 <0. 01

∗与对照组比较,P<0. 001;#与模型组比较,P<0. 05

2. 3　 外源性褪黑素对脓毒症大鼠膈肌 HE 染色的

影响　 HE 染色光镜下,对照组大鼠膈肌肌纤维排

列紧密饱满,形态为圆形或椭圆形;细胞核紧靠肌

内膜位于肌纤维周边,呈扁椭圆形;肌原纤维被肌

纤维膜包裹,排列紧凑规则。 与对照组比较,模型

组膈肌肌纤维排列不规则,形态和大小不一,直径

明显变小,呈扁平形,其平均横截面积明显缩小,
差异有统计学意义(P< 0. 001) ;部分细胞核呈梭

形或空泡状,肌内膜相对增厚,肌纤维间分界明

显,肌原纤维间隙增大,排列混乱且疏松。
 

与模型

组比较,治疗组肌纤维饱满,其横截面积增大,差
异有统计学意义(P<0. 05) ,细胞核由大部分梭形

变为椭圆形,肌原纤维排列较为致密。 见表 3、
图 1。
表 3　 外源性褪黑素对慢性脓毒症大鼠膈肌 HE 染色横截面积和

Masson 染色纤维化程度的影响(n= 3)

组别 HE 染色横截面积(μm2 ) Masson 染色纤维化程度(%)

对照组 1531. 34±96. 95 23. 13±1. 93

模型组 863. 74±94. 71∗ 21. 91±2. 03

治疗组 1147. 74±102. 34# 23. 45±1. 27

F 35. 027 0. 631

P <0. 001 0. 564

∗与对照组比较,P<0. 001;#与模型组比较,P<0. 05
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图 1　 外源性褪黑素对慢性脓毒症大鼠膈肌 HE 染色结果 a:对照组;b:模型组;c:治疗组

2. 4　 外源性褪黑素对脓毒症大鼠膈肌 Masson 染色

的影响　 在 Masson 染色光镜下观察,各组大鼠膈

肌均呈现出胶原纤维化的改变。 见图 2。 各组

Masson 染色下纤维化程度比较,差异无统计学意

义(P>0. 05) 。 见表 3。

图 2　 外源性褪黑素对慢性脓毒症大鼠膈肌 Masson 染色结果　 a:对照组;b:模型组;c:治疗组

2. 5　 外源性褪黑素对脓毒症大鼠膈肌萎缩因子

MuRF-1、MAFbx 的影响　 Western
 

Blot 结果显示,与
对照组比较,予以 LPS 后,模型组膈肌中 MuRF-1 /
GAPDH、 MAFbx / GAPDH 蛋 白 表 达 量 显 著 增 加

(P<0. 001);予以外源性褪黑素后,与模型组比较,
治疗组膈肌中 MuRF-1 / GAPDH、MAFbx / GAPDH 蛋

白表达量显著降低(P<0. 01)。 见图 3、表 4。

图 3　 外源性褪黑素对慢性脓毒症大鼠膈肌 MuRF-1、MAFbx 蛋
白 Western

 

Blot 的结果

表 4　 外源性褪黑素对慢性脓毒症大鼠膈肌 MuRF-1、

MAFbx 蛋白表达的影响(n= 3)

组别 MuRF-1 / GAPDH MAFbx / GAPDH

对照组 0. 41±0. 02 0. 09±0. 10

模型组 0. 77±0. 08∗ 1. 05±0. 07∗

治疗组 0. 53±0. 05# 0. 52±0. 19#

F 32. 858 40. 690

P <0. 001 <0. 001

∗与对照组比较,P<0. 001;#与模型组比较,P<0. 01

3　 讨论
  

本研究通过 LPS 诱导的慢性脓毒症大鼠模型证

实,脓毒症可导致显著的膈肌萎缩,其特征为体重下

降、肌肉损伤标志物(LDH,
 

CK)升高、膈肌横截面积

减少以及萎缩关键调控因子 MuRF-1 和 MAFbx 的上

调。 这些发现再一次证实脓毒症诱导的肌萎缩,特别

是呼吸肌、膈肌的受累,是影响患者预后(如脱机困

难,住院时间延长)的重要因素,但在临床管理中却常

被忽视[11] 。 本研究进一步发现,这种萎缩早期并不

伴随明显的肌纤维化,提示其初始机制更侧重于膈肌

蛋白质代谢失衡而非结构重塑。
  

骨骼肌萎缩的核心在于蛋白质合成与降解的

失衡。 本研究观察到 MuRF-1 和 MAFbx 的表达显

著增加,这直接指向泛素-蛋白酶体系统的激活是脓

毒症膈肌萎缩的核心降解途径[12~ 14] 。 值得注意的

是,LPS 所触发的系统性炎症反应正是此通路的上

游强力激活器。 我们的结果将“慢性炎症刺激”与

“膈肌特异性萎缩”信号进行了实证链接,为理解脓

毒症肌病的分子机制提供了关键实验证据。
  

本研究重要的进展在于发现外源性褪黑素能

够有效缓解上述膈肌萎缩过程。 其保护作用体现

在改善体重丢失、降低肌肉损伤标志物、维持膈肌

横截面积,并关键性地通过降低 MuRF-1 和 MAFbx
的表达抑制脓毒症膈肌泛素-蛋白酶体系统的过度
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激活。 既往研究发现外源性褪黑素可以抑制脓毒

症大鼠腓肠肌泛素-蛋白酶体系统[15] ,本研究和既

往研究结果一致。 提示褪黑素的保护作用并非仅

通过其广为人知的抗炎与抗氧化特性[15] ,更可能是

通过直接或间接地抑制泛素-蛋白酶体系统的活化

来实现的。 褪黑素可能通过抑制促炎信号通路,下
调其下游的 E3 泛素连接酶 MuRF-1 和 MAFbx,最终

减少骨骼肌蛋白质的过度降解。 这一发现为褪黑

素作为脓毒症膈肌无力的靶向性辅助治疗提供了

新的机制视角。
  

本研究仍存在若干局限性。 本研究使用的是

大鼠模型,其病理生理过程与人类脓毒症存在差

异,此外,我们观察的是相对慢性的单一 LPS 刺激

模型,这与人类脓毒症的复杂病因和动态演变过程

不同。 因此,在临床转化中仍存在巨大的挑战。 值

得注意的是,本研究主要聚焦于蛋白质降解途径,
未同步检测蛋白质合成通路的变化,以及探索其与

其他萎缩通路如自噬、凋亡等,未来需全面评估代

谢平衡。 最后,Masson 染色提示纤维化不明显,但
这仅代表了观察终点的情况,更长期的脓毒症模型

中纤维化是否参与,仍需进一步研究。
  

基于褪黑素已广泛用于调节睡眠的良好安全

性及本证实的抗萎缩潜力,它有望发展为预防或

治疗危重病患者脓毒症相关膈肌无力的辅助药

物。 然而,通向临床实践前,仍面临多个问题,最
佳给药剂量、时间、疗程,预防性用药还是治疗性

用药以及它与抗生素、液体复苏等脓毒症标准治

疗联用的效果等。 因此,未来需设计严谨的随机

对照临床试验,在脓毒症患者中评估褪黑素对脓

毒症患者呼吸肌功能、机械通气时长和生存率等

临床结局的影响。
  

综上所述,本研究证实慢性脓毒症通过激活泛

素-蛋白酶体系统导致膈肌萎缩,而外源性褪黑素可

通过抑制该通路关键因子发挥保护作用。 这些结

果强调了在脓毒症临床诊疗中关注呼吸肌健康的

必要性,并将褪黑素定位为一个具有潜力的转化候

选药物,值得后续深入研究以验证其临床效用。
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