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IL-39调控PHB2/PINK1/Parkin通路抑制线粒体
自噬加重脓毒症大鼠心肌损伤

罗婧,凌受毅,肖姣,王景晶

(苏州高新区人民医院急诊科,江苏
 

苏州 215000)

【摘要】目的:探究白细胞介素39(IL-39)对脓毒症大鼠线粒体自噬和心肌损伤的影响,及抗增殖蛋白2/磷酸酶及张力

蛋白同源物诱导的蛋白激酶1/帕金蛋白(PHB2/PINK1/Parkin)通路在其中的调控作用。方法:80只大鼠随机分为假手术

组、盲肠结扎穿孔(CLP)组、CLP+IL-39组、CLP+IL-39抑制剂组、CLP+Ad-NC组、CLP+Ad-PHB2组、CLP+IL-39+Ad-

NC组、CLP+IL-39+Ad-PHB2组,每组各10只。采用CLP法建立大鼠脓毒症模型,经过相应干预后,超声心动图检测大鼠

心功能;ELISA检测血清心肌损伤标志物[心肌肌钙蛋白I(c-TnI)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)、乳酸脱氢酶(LDH)]和炎症因

子[肿瘤坏死因子α(TNF-α)、IL-1β、IL-6]水平;HE染色观察心肌病理损伤;透射电镜观察心肌线粒体形态和线粒体自噬小体

形成;蛋白质印迹法检测心肌IL-39、PHB2、PINK1、Parkin、微管相关蛋白1轻链3
 

Ⅱ(LC3
 

Ⅱ)、p62蛋白表达。结果:与假手

术组比较,CLP组大鼠左室射血分数(LVEF)、左室短轴缩短率(LVFS)值降低,左室收缩末期内径(LVESD)、左室舒张末期

内径(LVEDD)值升高,血清c-TnI、CK-MB、LDH、TNF-α、IL-1β、IL-6水平升高,心肌细胞排列紊乱,炎症细胞浸润明显,心肌

线粒体肿胀变形、嵴断裂/溶解,线粒体自噬小体形成减少,心肌IL-39、p62表达升高,PHB2、PINK1、Parkin、LC3
 

Ⅱ表达降低

(P<0.05);与CLP组比较,CLP+IL-39组大鼠LVEF、LVFS值降低,LVESD、LVEDD值升高,血清c-TnI、CK-MB、LDH、

TNF-α、IL-1β、IL-6水平升高,心肌细胞排列紊乱,炎症细胞浸润明显,心肌线粒体肿胀变形、嵴断裂/溶解,线粒体自噬小体形

成减少,心肌IL-39、p62表达升高,PHB2、PINK1、Parkin、LC3
 

Ⅱ表达降低(P<0.05);CLP+IL-39抑制剂组LVEF、LVFS值

升高,LVESD、LVEDD值降低,血清c-TnI、CK-MB、LDH、TNF-α、IL-1β、IL-6水平降低,心肌病理损伤减轻,线粒体结构损伤

缓解,线粒体自噬小体形成增加,心肌IL-39、p62表达降低,PHB2、PINK1、Parkin、LC3
 

Ⅱ表达升高(P<0.05);与CLP+Ad-
NC组比较,CLP+Ad-PHB2组大鼠LVEF、LVFS值升高,LVESD、LVEDD值降低,血清c-TnI、CK-MB、LDH、TNF-α、IL-1β、

IL-6水平降低,心肌病理损伤减轻,线粒体结构损伤缓解,线粒体自噬小体形成增加,心肌p62表达降低,PHB2、PINK1、Par-

kin、LC3
 

Ⅱ表达升高(P<0.05);与CLP+IL-39+Ad-NC组比较,CLP+IL-39+Ad-PHB2组大鼠LVEF、LVFS值升高,

LVESD、LVEDD值降低,血清c-TnI、CK-MB、LDH、TNF-α、IL-1β、IL-6水平降低,心肌病理损伤减轻,线粒体结构损伤缓解,

线粒体自噬小体形成增加,心肌p62表达降低,PHB2、PINK1、Parkin、LC3
 

Ⅱ表达升高(P<0.05)。结论:IL-39通过抑制

PHB2/PINK1/Parkin通路介导的线粒体自噬,加重脓毒症大鼠心肌损伤。
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IL-39
 

aggravates
 

myocardial
 

injury
 

in
 

septic
 

rats
 

by
 

regulating
 

PHB2/
PINK1/Parkin

 

pathway
 

and
 

inhibiting
 

mitophagy
LUO

 

Jing,LING
 

Shou-yi,XIAO
 

Jiao,WANG
 

Jing-jing
(Department

 

of
 

Emergency,the
 

People􀆳s
 

Hospital
 

of
 

SND,Suzhou
 

215000,Jiangsu,China)

【Abstract】Objective:
 

To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

interleukin-39
 

(IL-39)
 

on
 

mitophagy
 

and
 

myocardial
 

injury
 

in
 

septic
 

rats,as
 

well
 

as
 

the
 

regulatory
 

role
 

of
 

Prohibitin2/PTEN
 

induced
 

putative
 

kinase
 

1/Parkin
 

(PHB2/PINK1/Parkin)
 

pathway.

Methods:80
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

sham
 

group,cecal
 

ligation
 

and
 

puncture
 

(CLP)
 

group,CLP+IL-39
 

group,CLP+
IL-39

 

inhibitor
 

group,CLP+Ad-NC
 

group,CLP+Ad-PHB2
 

group,CLP+IL-39+Ad-NC
 

group,CLP+IL-39+Ad-PHB2
 

group,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.A
 

rat
 

sepsis
 

model
 

was
 

established
 

using
 

CLP
 

method.After
 

corresponding
 

intervention,

echocardiography
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cardiac
 

function
 

of
 

rats,ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

serum
 

myocardial
 

injury
 

marker
 

[cardiac
 

troponin
 

I
 

(c-TnI),creatine
 

kinase-myocardial
 

band
 

(CK-MB),lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH)]
 

and
 

inflammatory
 

factor
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[tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF-α),IL-1β,IL-6]levels.HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

myocardial
 

pathological
 

damage,

transmission
 

electron
 

microscopy
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

myocardial
 

mitochondrial
 

morphology
 

and
 

mitophagosome
 

formation,

Western
 

blotting
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

IL-39,PHB2,PINK1,Parkin,microtubule-
 

associated
 

protein
 

light
 

chain
 

3
 

Ⅱ
 

(LC3
 

Ⅱ),and
 

p62
 

protein
 

in
 

myocardium.Results:Compared
 

with
 

sham
 

group,left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction
 

(LVEF)
 

and
 

left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening
 

(LVFS)
 

values
 

of
 

rats
 

in
 

CLP
 

group
 

decreased,left
 

ventricular
 

end-systolic
 

diameter
 

(LVESD)
 

and
 

left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

diameter
 

(LVEDD)
 

values
 

increased,serum
 

c-TnI,CK-MB,LDH,TNF-α,IL-1β,

and
 

IL-6
 

levels
 

increased.The
 

myocardial
 

cells
 

were
 

disordered
 

with
 

marked
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration,myocardial
 

mitochondria
 

were
 

swollen
 

and
 

deformed,with
 

cristae
 

rupture
 

and
 

lysis,and
 

mitophagosome
 

formation
 

was
 

decreased,the
 

expression
 

of
 

IL-39
 

and
 

p62
 

in
 

myocardium
 

increased,while
 

the
 

expression
 

of
 

PHB2,PINK1,Parkin,and
 

LC3
 

Ⅱ
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

CLP
 

group,LVEF
 

and
 

LVFS
 

values
 

of
 

rats
 

in
 

CLP+IL-39
 

group
 

decreased,LVESD
 

and
 

LVEDD
 

values
 

increased,serum
 

c-TnI,CK-MB,LDH,TNF-α,IL-1β,and
 

IL-6
 

levels
 

increased.The
 

myocardial
 

cells
 

were
 

disordered
 

with
 

marked
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration,myocardial
 

mitochondria
 

were
 

swollen
 

and
 

deformed,with
 

cristae
 

rupture
 

and
 

lysis,

and
 

mitophagosome
 

formation
 

was
 

decreased,the
 

expression
 

of
 

IL-39
 

and
 

p62
 

in
 

myocardium
 

increased,while
 

the
 

expression
 

of
 

PHB2,PINK1,Parkin,and
 

LC3
 

Ⅱ
 

decreased
 

(P<0.05).LVEF
 

and
 

LVFS
 

values
 

of
 

rats
 

in
 

CLP+IL-39
 

inhibitor
 

group
 

increased,LVESD
 

and
 

LVEDD
 

values
 

decreased,serum
 

c-TnI,CK-MB,LDH,TNF-α,IL-1β,and
 

IL-6
 

levels
 

decreased,

Myocardial
 

pathological
 

damage
 

was
 

alleviated,mitochondrial
 

structural
 

damage
 

was
 

relieved,and
 

mitophagosome
 

formation
 

was
 

increased,the
 

expression
 

of
 

myocardial
 

IL-39
 

and
 

p62
 

decreased,while
 

the
 

expression
 

of
 

PHB2,PINK1,Parkin,and
 

LC3
 

Ⅱ
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

CLP+Ad-NC
 

group,LVEF
 

and
 

LVFS
 

values
 

of
 

rats
 

in
 

CLP+Ad-PHB2
 

group
 

increased,LVESD
 

and
 

LVEDD
 

values
 

decreased,serum
 

c-TnI,CK-MB,LDH,TNF-α,IL-1β,and
 

IL-6
 

levels
 

decreased,

Myocardial
 

pathological
 

damage
 

was
 

alleviated,mitochondrial
 

structural
 

damage
 

was
 

relieved,and
 

mitophagosome
 

formation
 

was
 

increased,the
 

expression
 

of
 

myocardial
 

p62
 

decreased,while
 

the
 

expression
 

of
 

PHB2,PINK1,Parkin,and
 

LC3
 

Ⅱ
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

CLP+IL-39+Ad-NC
 

group,LVEF
 

and
 

LVFS
 

values
 

of
 

rats
 

in
 

CLP+IL-39+Ad-PHB2
 

group
 

increased,LVESD
 

and
 

LVEDD
 

values
 

decreased,serum
 

c-TnI,CK-MB,LDH,TNF-α,IL-1β,and
 

IL-6
 

levels
 

decreased,

Myocardial
 

pathological
 

damage
 

was
 

alleviated,mitochondrial
 

structural
 

damage
 

was
 

relieved,and
 

mitophagosome
 

formation
 

was
 

increased,the
 

expression
 

of
 

myocardial
 

p62
 

decreased,while
 

the
 

expression
 

of
 

PHB2,PINK1,Parkin,and
 

LC3
 

Ⅱ
 

increased
 

(P<0.05).
Conclusion:IL-39

 

exacerbates
 

myocardial
 

injury
 

in
 

septic
 

rats
 

by
 

inhibiting
 

PHB2/PINK1/Parkin
 

pathway
 

mediated
 

mitophagy.
【Key

 

words】Sepsis;IL-39;PHB2/PINK1/Parkin
 

pathway;Mitophagy;Myocardial
 

injury

  脓毒症是由感染引发的全身炎症反应综合征,
其发病率和死亡率在重症医学领域居高不下,严重

威胁人类健康[1]。心肌作为全身代谢较活跃的器

官,极易在脓毒症状态下发生损伤,不仅会导致心功

能不全、心律失常等并发症,还会增加脓毒症患者死

亡风险[2]。线粒体是心肌细胞能量代谢的核心场

所,其结构和功能完整性直接决定心肌细胞存活状

态。线粒体自噬可特异性识别并清除受损线粒体以

维持细胞内环境稳态,是心肌细胞应对应激损伤的

重要保护机制[3]。脓毒症状态下,过度炎症反应会

破坏线粒体自噬平衡,导致受损线粒体大量蓄积,进
而引发心肌细胞凋亡和炎症反应加剧,最终加重心

肌损伤[4]。抗增殖蛋白2/磷酸酶及张力蛋白同源

物诱导的蛋白激酶1/帕金蛋白(prohibitin2/
 

PTEN
 

induced
 

putative
 

kinase
 

1/
 

Parkin,PHB2/PINK1/

Parkin)通路是调控线粒体自噬的核心通路。当线

粒体受损时,PINK1会在受损线粒体膜上蓄积并激

活,招募Parkin转移至线粒体,并泛素化修饰标记

受损线粒体,而PHB2可与泛素化修饰的线粒体及

微管相关蛋白轻链3(microtubule-
 

associated
 

pro-
tein

 

light
 

chain
 

3,LC3)结合,介导自噬体对受损线

粒体的识别与吞噬,最终完成线粒体降解[5]。研究

已证实脓毒症状态下PINK1/Parkin通路活性被显

著降低,而上调PHB2/PINK1/Parkin通路可通过

增加线粒体自噬水平,进而缓解心肌损伤[6-7]。
白细胞介素39(interleukin-39,IL-39)是IL-12

家族的新成员,主要由活化的B细胞分泌。IL-12
家族其他成员已被证实广泛参与脓毒症炎症调控过

程,其中IL-12、IL-23通过促进促炎因子释放加重

脓毒症损伤[8-9],而IL-27、IL-35则具有抗炎保护作

用[10-11]。研究[12-13]发现IL-39在支气管哮喘、自
身免疫性甲状腺病中发挥促炎作用。此外,本研究

前期发现IL-39参与了脓毒症心肌线粒体损伤和心

肌凋亡,但具体机制尚未明确,IL-39可能是脓毒症心

肌病的治疗靶点。考虑到IL-12可通过抑制自噬加

重炎症损伤[14],而脓毒症中心肌损伤与线粒体自噬

异常密切相关,推测IL-39也可能通过调控炎症和线

粒体自噬,参与脓毒症心肌损伤的发生发展。基于

此,本研究采用盲肠结扎穿孔(cecal
 

ligation
 

and
 

punc-
ture,CLP)法建立大鼠脓毒症模型,拟探究IL-39对

脓毒症大鼠线粒体自噬和心肌损伤的影响,明确

PHB2/PINK1/Parkin通路在其中的调控作用。
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罗婧,等 IL-39调控PHB2/PINK1/Parkin通路抑制线粒体自噬加重脓毒症大鼠心肌损伤

1 材料与方法

1.1 
 

材料和仪器

80只SPF级雄性SD大鼠,8周龄,体质量为220
~240

 

g,购自江苏集萃药康生物科技股份有限公司

[生产许可证号SCXK(苏)2023-0009],相关研究已通

过苏州高新区人民医院伦理委员会批准(批准号:

20240521)。重组大鼠IL-39蛋白、IL-39中和抗体(抑
制剂)购 自 南 京 德 泰 生 物 工 程 有 限 公 司(批 号

DTD0312、DTA0712);心肌肌钙蛋白I(cardiac
 

tropo-
nin

 

I,c-TnI)、肌酸激酶同工酶(creatine
 

kinase-myo-
cardial

 

band,CK-MB)、乳酸脱氢酶(lactate
 

dehydro-
genase,LDH)、肿瘤坏死因子(tumor

 

necrosis
 

factor,

TNF-α)、IL-1β和IL-6
 

ELISA试剂盒购自上海酶联

生物 科 技 有 限 公 司(批 号 mL003145、mL092665、

mL106660、mL002859、mL037361、mL064292);IL-39
抗体购自美国 Thermo

 

Fisher公司(批号46-7823-
42);PHB2、PINK1、Parkin、LC3、p62、β-肌动蛋白(β-
actin)抗体购自江苏亲科生物研究中心有限公司(批
号 AF6551、DF7742、AF0235、AF5402、AF5384、

AF7018);Vevo
 

3100小动物超声成像系统购自上海

瑞孚迪生物医学有限公司;ELX800酶标仪购自美国

Bio-Tek公司;ChemiDoc
 

MP成像系统购自美国Bio-
Rad公司;CX33光学显微镜购自日本Olympus公司;

Tecnai
 

G2
 

Spirit透射电子显微镜购自美国FEI公司。

1.2 方法

1.2.1 动物分组和处理 80只大鼠随机分为假手

术组、CLP组、CLP+IL-39组、CLP+IL-39抑制剂

组(CLP+IL-39
 

inhibitor)、CLP+空载腺病毒组

(CLP+Ad-NC)、CLP+PHB2过表达腺病毒组

(CLP+Ad-PHB2)、CLP+IL-39+Ad-NC组、CLP
+IL-39+Ad-PHB2组,每组各10只。大鼠腹腔注

射戊巴比妥钠(40
 

mg/kg)麻醉后,仰卧位固定。腹

部备皮后常规消毒、铺巾。假手术组仅逐层切开腹

部皮肤及腹膜,分离盲肠后即刻回纳并逐层缝合,术
后腹腔注射5

 

mL/kg生理盐水补液;其余7组均采

用CLP法建立脓毒症模型,即逐层切开腹部约

2
 

cm,找到盲肠后于末端1/3处用4-0丝线结扎,以

18G无菌针头在结扎点远端对侧肠壁穿刺2孔,轻挤

盲肠使少量粪便溢出确认造模成功,回纳盲肠后逐层

缝合,术后同法补液。各组干预如下:CLP+IL-39
组、CLP+IL-39抑制剂组于造模后分别尾静脉注射

重组IL-39蛋白(10
 

μg/kg)、IL-39中和抗体(50
 

μg/

kg),CLP+Ad-NC组、CLP+Ad-PHB2组于造模前

3
 

d分别尾静脉注射Ad-NC、Ad-PHB2(均为1×109
 

PFU),CLP+IL-39+Ad-NC组、CLP+IL-39+Ad-

PHB2组于造模前3
 

d分别尾静脉注射Ad-NC、Ad-
PHB2(均为1×109

 

PFU),且造模后即刻尾静脉注射

重组IL-39蛋白(10
 

μg/kg),假手术组、CLP组于相应

时间点注射等量生理盐水。造模24
 

h后检测大鼠心

功能;随后取腹主动脉血和心肌备用。

1.2.2 超声心动图检测心功能 大鼠腹腔注射戊

巴比妥钠(40
 

mg/kg)麻醉后,仰卧位固定。胸部备

皮,涂抹耦合剂,通过小动物超声成像系统获取左心

室短轴切面图像,分别测量左室收缩末期内径(left
 

ventricular
 

end-systolic
 

diameter,LVESD)、左室舒

张末期内径(left
 

ventricular
 

end-diastolic
 

diameter,

LVEDD),并计算左室 射 血 分 数(left
 

ventricular
 

ejection
 

fraction,LVEF)、左 室 短 轴 缩 短 率(left
 

ventricular
 

fractional
 

shortening,LVFS)。

1.2.3 ELISA检测血清心肌损伤标志物和炎症因

子水平 取大鼠腹主动脉血,离心取血清。按照试

剂盒说明进行ELISA检测,通过酶标仪检测血清

c-TnI、CK-MB、LDH、TNF-α、IL-1β和IL-6水平。

1.2.4 HE染色观察心肌病理损伤 取大鼠心肌

组织,放入4%多聚甲醛中固定24
 

h,梯度脱水后制

作石蜡切片(厚度5
 

μm)。按照试剂盒说明进行

HE染色,通过光学显微镜观察心肌病理损伤。

1.2.5 透射电镜观察心肌线粒体形态和线粒体自

噬小体形成 取大鼠心肌组织,置于2.5%戊二醛

中固定24
 

h,1%锇酸后固定2
 

h,包埋环氧树脂后

制作超薄切片(厚度70
 

nm)。切片经醋酸铀-枸橼

酸铅双重染色,通过透射电镜观察心肌细胞内线粒

体形态和线粒体自噬小体形成。

1.2.6 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 心 肌IL-39、PHB2、

PINK1、Parkin、LC3
 

Ⅱ、p62蛋白表达 取大鼠心

肌组织,裂解后离心取上清液,BCA法测定蛋白浓

度后进行电泳并转PVDF膜。膜封闭后加入一抗

(IL-39、PHB2、PINK1、Parkin、LC3、p62、β-actin,

1∶1
 

000)孵育过夜;洗涤后加入 HRP标记二抗

(1∶5
 

000)孵育2
 

h。膜滴加发光液,通过成像系统

显影,Image
 

J
 

1.8.0软件分析蛋白灰度值,以β-ac-
tin为内参,计算蛋白表达水平。

1.3 统计学分析

采用SPSS
 

26.0统计软件进行数据分析,所有

数据均符合正态分布和方差齐性,以(x-±s)表示。
多组间比较采用单因素方差分析,组间两两比较采

用LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 IL-39加重脓毒症大鼠心功能障碍

与假手术组比较,CLP组大鼠 LVEF值(图
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1A)、LVFS值(图1B)降低,LVESD值(图1C)、

LVEDD值(图1D)升高(P<0.05);与CLP组比

较,CLP+IL-39 组 大 鼠 LVEF、LVFS 值 降 低,

LVESD、LVEDD值升高(P<0.05),而CLP+IL-
39抑制剂组大鼠 LVEF、LVFS值升高,LVESD、

LVEDD值降低(P<0.05);与CLP+Ad-NC组比

较,CLP+Ad-PHB2组大鼠LVEF、LVFS值升高,

LVESD、LVEDD值降低(P<0.05);与CLP+IL-
39+Ad-NC组比较,CLP+IL-39+Ad-PHB2组大

鼠LVEF、LVFS值升高,LVESD、LVEDD值降低

(P<0.05)。

图 1 超声心动图检测大鼠心功能(n=10)
A. LVEF 值；B. LVFS 值；C. LVESD 值；D. LVEDD 值。 ①P＜0.05；②P＜0.01；③P＜0.001。
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2.2 IL-39升高脓毒症大鼠血清心肌损伤标志物

及炎症因子水平

与假手术组比较,CLP组大鼠血清c-TnI(图

2A)、CK-MB(图2B)、LDH(图2C)、TNF-α(图

2D)、IL-1β(图2E)、IL-6(图2F)水平升高(P<
0.05);与 CLP组比较,CLP+IL-39组大鼠血清

c-TnI、CK-MB、LDH、TNF-α、IL-1β、IL-6水平升高

(P<0.05),而 CLP+IL-39抑制剂组大鼠血清

c-TnI、CK-MB、LDH、TNF-α、IL-1β、IL-6水平降低

(P<0.05);与CLP+Ad-NC组比较,CLP+Ad-
PHB2组大鼠血清c-TnI、CK-MB、LDH、TNF-α、

IL-1β、IL-6水平降低(P<0.05);与CLP+IL-39+
Ad-NC组比较,CLP+IL-39+Ad-PHB2组大鼠血

清c-TnI、CK-MB、LDH、TNF-α、IL-1β、IL-6水平降

低(P<0.05)。

图 2 ELISA 检测大鼠血清 c-TnI、CK-MB、LDH、TNF-α、IL-1β、IL-6 水平(n=10)
A. 血清 c-TnI 水平；B. 血清 CK-MB 水平；C. 血清 LDH 水平；D. 血清 TNF-α 水平；E. 血清 IL-1β 水平；F. 血清 IL-6

水平。 ①P＜0.05；②P＜0.01；③P＜0.001。
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2.3 IL-39加重脓毒症大鼠心肌组织病理损伤

假手术组大鼠心肌纤维排列整齐,无明显炎症细

胞浸润和心肌细胞损伤;CLP组、CLP+IL-39组、

CLP+Ad-NC组、CLP+IL-39+Ad-NC组、CLP+IL-
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39+Ad-PHB2组大鼠心肌病理损伤严重,表现为纤

维排列紊乱,炎症细胞浸润明显,心肌细胞肿胀甚至

坏死,以CLP+IL-39组、CLP+IL-39+Ad-NC组损

伤更为严重;CLP+IL-39抑制剂组、CLP+Ad-PHB2
组大鼠心肌病理损伤减轻,心肌纤维排列较整齐,炎
症细胞浸润及坏死细胞较少。见图3。

图 3 HE 染色观察心肌病理损伤（×400）

Sham CLP CLP+IL-39 CLP+IL-39 inhibitor

CLP+Ad-NC CLP+Ad-PHB2 CLP+IL-39+Ad-NC CLP+IL-39+Ad-PHB2

2.4 IL-39加重脓毒症大鼠心肌线粒体损伤,并抑

制线粒体自噬

假手术组大鼠心肌线粒体形态规则,线粒体嵴

致密且排列整齐,细胞质中偶见少量线粒体自噬小

体;CLP组、CLP+IL-39组、CLP+Ad-NC组、CLP
+IL-39+Ad-NC组、CLP+IL-39+Ad-PHB2组大

鼠心肌线粒体损伤严重,表现为线粒体肿胀,嵴断

裂、溶解甚至消失,部分线粒体呈空泡化改变,线粒

体自噬小体形成减少;CLP+IL-39抑制剂组、CLP
+Ad-PHB2组大鼠心肌线粒体损伤减轻,线粒体形

态趋于正常,线粒体自噬小体形成增加。见图4。

图 4 透射电镜观察心肌线粒体形态和自噬小体形成（×10 000）
红色箭头指示线粒体，绿色箭头指示线粒体自噬小体。

Sham CLP CLP+IL-39 CLP+IL-39 inhibitor

CLP+Ad-NC CLP+Ad-PHB2 CLP+IL-39+Ad-NC CLP+IL-39+Ad-PHB2

2.5 IL-39抑制脓毒症大鼠心肌PHB2/PINK1/

Parkin通路激活及线粒体自噬相关蛋白表达

与假手术组比较,CLP组大鼠心肌IL-39、p62
表达升高,PHB2、PINK1、Parkin、LC3

 

Ⅱ表达降低

(P<0.05);与CLP组比较,CLP+IL-39组大鼠心

肌IL-39、p62 表 达 升 高,PHB2、PINK1、Parkin、

LC3
 

Ⅱ表达降低(P<0.05),而CLP+IL-39抑制

剂组大鼠心肌IL-39、p62表达降低,PHB2、PINK1、

Parkin、LC3
 

Ⅱ表达升高(P<0.05);与CLP+Ad-
NC组比较,CLP+Ad-PHB2组大鼠心肌IL-39表

达差异无统计学意义(P>0.05),p62表达降低,

PHB2、PINK1、Parkin、LC3
 

Ⅱ 表 达 升 高 (P <
0.05);与CLP+IL-39+Ad-NC组比较,CLP+IL-
39+Ad-PHB2组大鼠心肌IL-39表达差异无统计
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学意义(P>0.05),p62表达降低,PHB2、PINK1、 Parkin、LC3
 

Ⅱ表达升高(P<0.05)。见图5。

ns

图 5 蛋白质印迹法检测心肌 IL-39、PHB2、PINK1、Parkin、LC3 Ⅱ、p62 蛋白表达(n=5)
nsP＞0.05；①P＜0.05；②P＜0.01；③P＜0.001。
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3 讨论

心肌损伤是脓毒症常见的并发症,炎症风暴、氧
化应激及线粒体功能障碍等因素可导致心功能障

碍,进而引发心力衰竭[15]。因此,阐明其关键调控

机制并寻找有效干预靶点具有重要意义。IL-12家

族成员是重要的炎症调控因子,在脓毒症中作用各

异:IL-12促进巨噬细胞 M1型极化,加剧脓毒症心

肌炎症损伤[16];IL-23则诱导IL-17表达,加重全身

炎症反应[17];而IL-27可通过激活调节性T细胞发

挥抗炎作用[18];IL-35则减轻脓毒症凝血功能障

碍[19]。IL-39是该家族新成员,相关研究尚处起步

阶段。现有证据显示,IL-39在类风湿关节炎[20]、系
统性红斑狼疮[21]等自身免疫性疾病中呈促炎作用,
可通过促进炎症因子分泌、激活免疫细胞增强炎症

反应。结合IL-12家族在脓毒症中的调控特点,推
测IL-39可能通过放大炎症反应加重脓毒症器官损

伤,而心肌作为脓毒症易损器官,或是其重要靶点。
本研究采用CLP法建立大鼠脓毒症模型,该模

型模拟临床腹腔感染病理过程,可稳定诱导大鼠全

身炎症反应及多器官损伤,兼具操作简便、重复性好

的优点,是脓毒症机制研究的经典动物模型。本研

究结果显示,CLP大鼠出现明显心肌损伤:心功能

指标LVEF、LVFS降低,LVESD、LVEDD升高,血
清心肌损伤标志物(c-TnI、CK-MB、LDH)及促炎因

子(TNF-α、IL-1β、IL-6)水平升高,心肌组织病理损

伤严重,且心肌IL-39表达上调。这表明脓毒症状

态下内源性IL-39表达升高,且与心肌损伤程度密

切相关,提示IL-39可能参与脓毒症心肌损伤过程。
为验证IL-39的调控作用,本研究通过外源性补充
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IL-39蛋白、注射IL-39中和抗体干预。结果显示

IL-39蛋白干预后大鼠心肌损伤进一步加重,心功

能障碍更显著,血清心肌损伤标志物和促炎因子水

平持续升高;而IL-39抑制剂作用则相反,大鼠心肌

损伤减轻,心功能改善,炎症因子水平降低。这明确

证实了IL-39在脓毒症心肌损伤中发挥促进作用,
抑制IL-39表达则可缓解损伤过程。

线粒体自噬通过清除受损线粒体维持线粒体稳

态,在细胞应激中发挥关键保护作用。脓毒症状态

下,心肌细胞线粒体易受损伤,而线粒体自噬激活可

及时清除受损线粒体,减少心肌细胞损伤[22]。本研

究结果显示,CLP大鼠心肌线粒体明显损伤,线粒

体自噬小体形成减少,同时心肌LC3
 

Ⅱ表达降低,

p62表达升高,提示脓毒症状态下心肌线粒体自噬

被抑制,受损线粒体无法被有效清除,进而加重心肌

损伤。而IL-39蛋白干预进一步抑制线粒体自噬;

IL-39抑制剂则能促进线粒体自噬。这表明IL-39
加重脓毒症心肌损伤的作用与抑制线粒体自噬有

关。PHB2/PINK1/Parkin通路是调控线粒体自噬

的经典通路[23]。正常生理状态下,三者被协同激

活,通过介导受损线粒体的选择性清除,维持心肌线

粒体功能稳态。脓毒症状态下,心肌线粒体持续遭

受炎症因子侵袭与氧化应激损伤,膜电位下降本应

促使PINK1聚集活化并招募细胞质Parkin至线粒

体表面。但脓毒症引发的剧烈炎症风暴、持续氧化

应激等病理微环境,会显著下调 PHB2、PINK1、

Parkin蛋白表达,导致Parkin泛素化修饰功能减

弱,PHB2识别泛素化信号并结合受损线粒体的能

力下降,且与自噬相关蛋白LC3
 

Ⅱ相互作用受阻,
最终线粒体自噬小体形成减少,受损线粒体大量堆

积无法降解,通路功能被显著抑制。近年来,研究发

现激活PHB2/PINK1/Parkin通路可通过促进线粒

体自噬减少受损线粒体积累,改善心肌缺血再灌注

损伤[24];在脓毒症心肌病中,该通路的激活可缓解

心肌炎症和氧化应激,改善心肌损伤[25]。然而,在
脓毒症心肌损伤中该通路与IL-39的关联尚未明

确。本 研 究 结 果 显 示,CLP 大 鼠 心 肌 PHB2、

PINK1、Parkin及LC3
 

Ⅱ表达降低,p62表达升高,
线粒体自噬小体减少,证实脓毒症状态下PHB2/

PINK1/Parkin通路被抑制,直接导致线粒体自噬

功能下降,这也是脓毒症心肌损伤的重要机制之一。
进一步干预实验显示,IL-39蛋白可进一步抑制

PHB2/PINK1/Parkin通路激活,加剧线粒体自噬

功能障碍;而IL-39抑制剂则可逆转脓毒症对该通

路的抑制作用,恢复线粒体自噬功能。为直接验证

该通路的介导作用,本研究通过腺病毒介导PHB2
过表达开展rescue实验。结果显示,过表达PHB2
可通过激活PHB2/PINK1/Parkin通路及其介导的

线粒体自噬,逆转CLP及IL-39对心功能和心肌炎

性损 伤 的 影 响。这 表 明 PHB2可 逆 转IL-39对

PHB2/PINK1/Parkin通路的抑制作用,恢复线粒

体自噬功能,从而拮抗IL-39的促心肌损伤效应。
见图6。

综上,IL-39通过抑制PHB2/PINK1/Parkin通

路介导的线粒体自噬,加重脓毒症大鼠心肌损伤,这
一结果阐明了IL-39在脓毒症心肌损伤中的调控作

用及分子机制,为脓毒症心肌损伤的防治提供了新

的潜在靶点。然而,本研究不足之处在于仅聚焦于

PHB2/PINK1/Parkin通路,未深入探讨IL-39调控

该通路的上游分子机制。今后将寻找IL-39的特异

性受体及下游信号分子,为脓毒症心肌损伤的临床

治疗提供更有效的方案。

图 6 IL-39 调控 PHB2/PINK1/Parkin 通路抑制线粒体自噬加重脓毒症大鼠心肌损伤
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