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The myocardial cells were isolated from 80 neonatal SD rats and cultured
． then they were divided int0 4 

groups according to the random number table：normal control group(N，ordinary culture without any treat． 

ment)，hypoxia+burn serum group(HB，exposed to hypoxia after being treated with 10％ burn rat ser． 

um)，hypoxia+burn serum+infection group(HBI，exposed to hypoxia and 10％ burn rat serum after being 

infected with antisense p38oL gene—carrying adenovirus)，hypoxia+burn serum +empty vector infection 

group(exposed to hypoxia and 10％ burn rat serum after being infected with adenovirus empty vector)．At 

post hypoxia hour(PHH)1，3，6，and 12，mRNA and protein expression levels of p38oL in the latter 3 

groups were determined by RT—PCR and W estern blotting，cell viability was determined by methylthian0lyldi— 

phenyl—tetrazolium bromide assay，and lactate dehydrogenase(LDH)activity was assayed at the same time 

point．At PHH 1，6，and 12，apoptosis rate of myocardial cells was assessed by annexin V staining meth． 

od．The indexes of group N were determined with the methods mentioned—above．Three wells were set at each 

time point in each group．Data were processed with one—way analysis of variance and LSD—t test． Results 

(1)At PHH 1，3，and 6，the p38d mRNA level was higher in group HB than in group N and group HBI 

(with t values from 2．725 to 4．375，P values all below 0．05)．(2)At PHH 1，3，and 6，the p38 protein 

level was higher in group HB than those in group N and group HBI(with t values from 5．351 to 7．981，P 

values all below 0．01)．(3)At PHH 3，6，and 12，the cell viability in group HB(0．115±0．007，0．104± 

0．006，0．094±0．005)was lower than that in group N (0．141-4-0．014)and group HBI(0．136±0．009， 

0．124±0．010，0．112±0．007，with t values from 2．357 to 6．812，P values a11 below 0．05)．(4)The 

LDH activity was up—regulated in group HB as compared with that in group N and group HBI at each time 

point(with t values from 22．753 to 201．273，P values all below 0．01)．(5)At PHH 1，6，and 12，the‘dp— 

optosis rate ofmyocardial cells in group HB[(5．4±0．7)％，(8．7土1．1)％ ，(13．6土1．7)％ ]was high— 

er than that of group N [(3．1±0．3)％]and group HBI[(4．3±0．5)％ ，(5．1±0．7)％ ，(7．2± 

0．9)％ ，with t values from 2．345 to 9．700，P <0．05 or P <0．01]． Conclusions Antisense p38c~can 

protect the myocardial cells from the injury of hypoxia and burn serum． 

【Key words】 Burns； Serum； Anoxia； p38 mitogen—activated protein kinases； Myocytes，car— 

diac； Apoptosis 

严重烧伤后 MODS已成为患者 的主要死亡原 

因。 ，其中由于早期缺血缺氧、失控性炎症反应等导 

致的器质性心肌损 害尤为突 出 。p38 MAPK是 

应激信号传递的一条主要通路 ，在应激性刺激所 

致的细胞 损害乃 至死 亡 中起 重要 作用 ，而其 亚 型 

p38e~MAPK(以下简称 p38a)与组织细胞损伤关 系 

最为密切且在心肌细胞中有明显表达 。鉴于此 ， 

本研究拟通过建立体外烧伤血清 +缺氧损伤心肌细 

胞模型 ，将反义 p38c~基因重组体腺病毒感染人心肌 

细胞 ，观察心肌细胞活力、凋亡及乳酸脱氢酶(LDH) 

漏出等，以探讨其对缺氧复合烧伤血清损伤心肌细 

胞的作用 。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂与仪器 

反义 p38a转染腺病毒由本实验室 自制 ，总 

RNA提取试剂购 自美国 Roche公司，二辛丁酸蛋 白 

浓度测定试剂盒购 自美国 Pierce公司，抗 p38a激酶 

抗体购 自美国 Chemicon公 司，噻唑蓝购 自美 国 Sig— 

ma公司，LDH试 剂盒购 自南京建 成生物工程研究 

所 ，膜联蛋 白 V荧光染色试剂盒购 自美 国 Roche公 

司。CO 细 胞 培 养 箱 购 自德 国 Heraeus公 司， 

PE9600型 PCR仪 购 自美 国 Perkin Elmer公 司， 

CKX31型倒置相差显微镜 、IX71型荧光显微镜购 自 

日本 Olympus公司，电泳仪、电转仪购 自北京六一仪 

器厂，SX-100型凝胶成像仪购自上海四星公司，DU一 

7型紫外分光光度计购 自美国 Beckman公 司，FACS 

Calibur 流式细胞仪购 自美国 BD公司。 

1．2 动物来源 

清洁级健康成年 sD大鼠30只，雌雄不拘，体质 

量 200～280 g；出生 1～2 d清洁级健康 SD大鼠乳 

鼠 80只 ，雌雄不拘。动物均 由第三军医大学实验动 

物中心提供。 

1．3 实验方法 

1．3．1 烧伤大 鼠血清制备及心肌细胞培养 取 

30只成年 SD大 鼠造成背部 40％TBSA m度烫伤 ，取 

血清备用  ̈。取 80只 sD大鼠的乳 鼠，参照文献 

[10]方法分离培养大 鼠心肌细胞。 

1．3．2 细胞分组与处理 将心肌细胞按每孔 5× 

10 个接种于 6孔培养板 中，待细胞生 长至 80％融 

合时，按随机数字表法分为 4组：(1)正常对照组，心 

肌细胞未经任何处理，常规培养。(2)烧伤血清 + 

缺氧组 ，在心肌细胞 中加入体积分数 10％烧伤大鼠 

血清后行缺氧培养 。(3)烧伤血清 +缺氧 +感染 

组，去除培养上清液，每孔加入感染复数为 91的反 

义 p380~转染的腺病毒 ，补充 500 IxL DMEM—F12培 
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养液，37℃、体积分数 5％ CO 条件下孵育，每隔 

30 rain轻轻摇匀数次，3 h后每孔加入 DMEM-F12 

培养液 1500 IxL感染 72 h。再加人体积分数 10％烧 

伤大鼠血清后同前行缺氧培养。(4)烧伤血清 +缺 

氧 +空载感染组 ，用空载腺病毒感染心肌细胞，方法 

同上，再加入体积分数 10％烧伤大鼠血清行缺氧 

培养。 

1．4 检测指标与方法 

后 3组细胞于缺氧 1、3、6、12 h后收集标本检测 

p38c~mRNA及蛋 白表达 、细胞活力及 LDH活性 ；而 

心肌细胞凋亡率仅于缺氧 1、6、12 h后测定 。正常 

对照组不施加任何刺激 ，但于 同时相点收集标本进 

行相应指标测定。每组各时相点设 3个复孔。 

1．4．1 心肌细胞 p38c~mRNA和蛋 白表达 分别 

采用 RT。PCR法和蛋白质印迹法检测各组心肌细胞 

p38 c~mRNA和蛋白表达，操作参照文献[9]方法进 

行 ，结果均用灰度值 比值表示 。 

1．4．2 心肌细胞活力 采用 噻唑蓝法检测 。在 

各组细胞中分别加入 5 mg／mL的噻唑蓝 20 L，孵 

育 4 h，终止培养，弃上清液。每孔加入二 甲基亚砜 

150 IxL，于 490 nm波长下，采用分光光度计测定 各 

时相点吸光度值。 

1．4．3 LDH含量 收集心肌细胞培养上清液 ，以 

200×g离心 2 min，取上清液 ，检测 LDH含量 ，操作 

按 LDH检测试剂盒说明书进行。 

1．4．4 心肌细胞凋亡率 采用膜联蛋白V单染 

法检测。将各组心肌细胞以 PBS冲洗2次，用滴管 

轻轻吹打或 1．25 g／L胰蛋 白酶消化使之脱壁 ，收集 

到 10 mL的离心管 中，按膜联蛋 白 V荧光染色试剂 

盒说明书操作，流式细胞仪检测心肌细胞凋亡率。 

1．5 统计学处理 

数据以 x±S表示 ，用 SPSS 18．0统计软件进行 

单因素方差分析及 LSD—t检验 ，P <0．05为差异有 

统计学意义 。 

2 结果 

2．1 心肌细胞 p38oL mRNA表达水平 

4组细胞在缺氧 1、3、6 h时 p38o~mRNA表达水 

平比较，差异有统计学意义(P值均小于0．05)。与 

正常对照组 比较 ，烧伤血清 +缺氧组 p38c~mRNA表 

达水平在缺氧 1、3、6 h均明显升高(t值分别为 

3．541、3．125、2．725，P值均小于 0．05)；而烧伤血 

清 +缺氧 +感染组 p38e~mRNA表达水平在缺氧 1、 

3、6 h较烧伤血清 +缺氧组均明显下 降(t值分别为 

3．541、4．375、3．564，P值均小于 0．05)。见表 1。 

表 1 缺氧不同时相点各组心肌细胞 p38 MAPK mRNA 

表达水平变化 (×10 ，x±s) 

注：表中数据以灰度值比值表示；各组样本数为 12；正常对照组心 

肌细胞 p38q MAPK mRNA表达水平为 (0．22±0 04)X 10 ；与正常 

对照组比较， P<0．05；与烧伤血清 +缺氧组比较， P<0．05 

2．2 心肌细胞 p38oL蛋 白表达水平 

4组细胞在缺氧 1、3、6 h时 p38c~蛋白表达水平 

比较 ，差异有统计学意义(P值均小于 0．01)。与正 

常对照组比较 ，烧伤血清 +缺氧组 p38c~蛋白表达水 

平在缺 氧 1、3、6 h显著 升高 (t值 分别 为 7．981、 

5．351、5．963，P值 均小于 0．01)；而烧伤血清 +缺 

氧 +感染组 p38a蛋 白表达水平在缺氧 1、3、6 h均 

较烧伤血清 +缺氧组显著下降(t值分别为7．720、 

5．852、6．188，P值均小于 0．01)。见表 2。 

表 2 缺氧不 同时相点各组心肌细胞 p38 c~MAPK蛋 白 

表达水平 变化 (×10 ，x±s) 

注：表中数据以灰度值比值表示；各组样本数为 12；正常对照组心 

肌细胞 p38~x MAPK蛋白表达水平为(2．12±0．13)X 10 ；与正常对 

照组比较， P<0．O1；与烧伤血清 +缺氧组比较， P<0．Ol 

2．3 心肌细胞活力 

4组心肌细胞活力在缺氧 3、6、12 h时 比较，差 

异有统计学意义(P值均小于 0．05)。与正常对照 

组 比较 ，烧伤血清 +缺氧组 的细胞活力在缺氧 3、6、 

12 h降低(t值分别为 3．224、4．360、6．812，P值均 

小于0．05)；而烧伤血清 +缺氧 +感染组的细胞活 

力在缺氧 3、6、12 h时较烧伤血清 +缺氧组均升高 

(t值 分 别 为 2．604、2．357、2．609，P值 均 小 于 
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0．05)。见表 3。 
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表 3 缺氧不 同时相点各组心肌细胞活力变化 (x±s) 

注：表 中数据 以吸光度值表不；各组 样本数为 l2；正 常对照组心 肌 

细胞活力为 0．141±0 014；与正常对照组 比较 ， P <0．05；与烧伤血 

清 +缺氧组比较， P<0．05 

2．4 心肌细胞培养液 中 LDH含量 

4组心肌细胞培养液 LDH含量在缺氧 1、3、6、 

12 h时 比较，差异均有统计学意义 (P值均小于 

0．01)。与正常对照组 比较 ，烧伤血清 +缺氧组细胞 

培养液 LDH含量在缺氧 1、3、6、12 h显著升高 (t值 

为 128．026～201．273，P值均小于0．01)；而烧伤血 

清 +缺氧 +感染组细胞培养液 LDH含量在缺氧 1、 

3、6、12 h时较烧伤血清 +缺氧组均显著降低(t值 

为 22．753～58．708，P值均小于 0．01)。见表 4。 

表 4 缺氧不 同时相点各组心肌细胞培养液中 

LDH含量变化 (U／L，x-i-s) 

组别 缺氧 1 h 缺氧 3 h 缺氧 6 h 缺氧 12 h 

烧 伤咀清 +缺氧组 

烧 伤血清 +缺氧 + 

感染组 

烧伤血清 +缺氧 + 

空载感 染组 

注 ：各组样本 数 为 12；正常 对 照组 心肌 细胞 培 养 液乳 酸 脱氢 酶 

(LDH)含量为(79±16)U／L；与正常对照组比较， P<0．01；与烧伤 

血清 +缺氧组 比较 ， P <0．O1 

2．5 心肌细胞凋亡率 

4组心肌细胞凋亡率在缺氧 1、6、12 h时比较， 

差异有统计学意义(P值均小于 0．01)。与正常对 

照组 比较，烧伤血清 +缺氧组细胞凋亡率在缺氧 1、 

6、12 h显著升高(t值分别为4．903、7．919、9．700， 

P值均小于0．01)；而烧伤血清 +缺氧 +感染组细胞 

凋亡率在缺氧 1、6、12 h时较烧伤血清 +缺氧组均 

显著降低(t值分别为 2．345、5．091、5．912，P < 

0．05或 P <0．01)。见表 5。 

表 5 缺氧不 同时相点各组心肌细胞 

凋亡率 变化 (％ ，x±s) 

注 ：正常对照组心肌细胞凋亡率为(3．1±0．3)％ ；与正常对照组 比 

较 ， P <0．0l；与烧伤血清 +缺氧组 比较 ， P <0 05， P <0．Ol 

3 讨 论 

由于缺血缺氧和炎症因子是烧伤后心肌损伤 的 

主要原因，本研究 旨在体外建立 缺氧和烧伤血清复 

合损伤心肌细胞模型 ，用 以模拟体内烧伤后心肌损 

害，为其防治提供依据。 

p38a在介导应激性损伤中发挥重要作用 。采 

用基因工程技术构建反义 p38a基因腺病毒重组体 ， 

目的在 于 特异 性 靶 向抑 制 p38a 的 mRNA，降低 

p38a蛋 白表达水平 ，从而阻止 p38e~位点上的信号 

转导，观察抑制 p38a的表达是否对烧伤后心肌细胞 

具有保护作用 。本研究 中，烧伤血清 +缺氧 +感染 

组大鼠经缺氧复合烧伤血清刺激后，心肌细胞 p38a 

mRNA与蛋白的表达较烧伤血清 +缺氧组及烧伤血 

清 +缺氧 +空载腺病毒感染组明显下降，表明 p38a 

反义重组体成功进入心肌细胞，能有效抑制 p38a的 

表达。为研究反义 p38c~对缺氧复合烧伤血清损伤 

条件下心肌细胞的保护作用打下了重要基础。 

本研究观察到烧伤血清 +缺氧 +感染组细胞活 

力较烧伤血清 +缺氧组明显增强 ，说明反义 p38仅基 

因重组体感染对心肌细胞在缺氧复合烧伤血清刺激 

下具有保护作用，细胞活力得以明显改善。糖代谢 

的重要酶系 LDH广泛存在于心、肺等器官 的组织细 

胞内，一旦上述组织器官受损，LDH即经受损的细胞 

膜漏出并引起血清中 LDH浓度升高。研究证 明，严 

重烧伤后心脏组织内LDH活性明显增强⋯ 。结果 

表明，烧伤血清 +缺氧组和烧伤血清 +缺氧 +感染 

组心肌细胞培养液 中的 LDH含量较正常对照组 明 

显升高，而烧伤血清 +缺氧 +感染组中的 LDH活性 

较烧伤血清 +缺氧组明显降低。提示反义 p38a基 

因重组体感染，能有效抑制缺氧复合烧伤血清对心 

肌细胞的刺激，进而起到保护心肌细胞的作用。 

细胞凋亡又称程序性细胞死亡 ，是受细胞外微 
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环境因素和细胞 内基因调控 的细胞 主动死亡方式 。 

适度的凋亡有利于细胞组织 的再生 与功能维持 ，而 

缺血缺氧等不良刺激和各种病理状态下的过度细胞 

凋亡可导致组织细胞数锐减及组织器官功能障碍。 

因为细胞凋亡早期即有磷脂酰丝氨酸 由细胞膜 内翻 

转到膜外侧 ，所 以笔者选用易与其结合 的膜联蛋 白 

V早期检测凋亡细胞。本研究结果显示烧伤血清 + 

缺氧 +感染组心肌细胞凋亡率较烧伤血清 +缺氧组 

明显下降 ，证实在缺氧和烧 伤血清刺激 下反义 p38a 

能较大幅度减少心肌细胞凋亡 、保护心肌组织 。 

由于严重烧伤早期机体 出现缺血缺氧 ，并伴炎 

症因子大量人血，心脏容易出现功能障碍甚至衰竭， 

因而对烧伤特别是严重烧伤后心脏损害的防治显得 

尤为必要与迫切。此外，细胞对外界各种刺激信号 

作出反应都会通过相应的信号转导途径介导，而 

p38a激酶途径就是细胞炎症 、凋亡等反应的重要传 

导途径 ’ ，并且有关研究还证实 p38c~直接参与介 

导了心肌细胞凋亡等病理过程，在其应激反应与损 

伤中充 当重要角色 ’”。 。本研究亦证实，反义 

p38c~基 因重组体感染能 明显提高缺氧复合烧 伤血 

清刺激下心肌细胞活力、减轻细胞膜损伤、减少 LDH 

漏出及心肌 细胞 凋亡 ，起 到保护 心肌细胞 的作用 。 

同时也证实 p38cL是缺氧复合烧伤血清刺激下介导 

心肌细胞损伤的重要信号途径。而反义 p38e~对缺 

氧复合烧伤血清损伤心肌细胞保护作用的具体机制 

有待进一步探讨研究。 
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辛伐他汀对烧伤小 鼠肝细胞凋亡的影响 

肝脏是烧伤后多器官功能障碍中的一个重要靶器官。本研究拟探讨他汀类药物处理对烧伤后肝细胞凋亡水平的影响， 

研究者假设他汀类药物可调节凋亡相关基因表达，从而减少烧伤后肝细胞凋亡。研究采用 30％TBSAllI度烧伤的小鼠模型，分 

为辛伐他汀给药和不给药2种情况。取小鼠肝脏组织进行组织学分析与基因表达检测。为了明确相应的机制，利用 TNF一“ 

基因敲除小鼠和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3(caspase一3)基因敲除小鼠，观察辛伐他汀对烧伤诱导的肝脏损伤的作用，探讨辛 

伐他汀对培养的小鼠肝细胞 TNF— 及 caspase．3表达的影响。研究显示，烧伤能够引起明显的肝脏损伤 ，并且肝细胞凋亡在此 

过程中发挥重要作用。辛伐他汀能够降低烧伤后肝脏中 TNF—oL及 caspase一3的表达水平 ，也能够减轻肝细胞凋亡，而 TNF一 

抑制剂或 caspase一3抑制剂能抵消这一作用。在 TNF．d基因敲除小鼠和 caspase一3基因敲除小鼠中，烧伤后肝细胞凋亡明显减 

少，使用辛伐他汀不能够阻止肝细胞进一步凋亡。体外研究显示 ，辛伐他汀能够抑制原代培养的小鼠肝细胞 中 TNF一0【及 

caspase一3的表达。 

江旭品，编译 自《Ann Surg}，2013，257(6)：1129．1136；黄跃生，审校 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?


