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肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体及其受体 
在烧伤大鼠胸腺组织中的表达 

冷向锋 王德 昌 张秋 冯永强 王坤 肖虎 霍然 薛文君 

【摘要】 目的 了解肿瘤坏死因子(TNF)相关的凋亡诱导配体(TRAIL)及其受体在严重烧伤大 

鼠胸腺组织细胞异常凋亡中的作用 。 方法 将 50只 Wistar大鼠随机分 为假伤组 (模 拟烧 伤)10只 

和烧伤组 40只(设伤后 4、12、24、48 h 4个 时相点 )。应用膜联蛋 白 A5一异硫氰酸荧光素／碘 化丙啶双 

染法 ，观察大鼠胸腺组织 中细胞凋亡 的情况 ；反转录一聚合酶链反应 和蛋 白质印迹法 检测 TRAIL的死 

亡受体 5(DR5)、DR4、诱骗受体 1(DcR．1)、DcR2在大 鼠胸 腺组织 中的表达 。 结果 与假 伤组大 

鼠细胞凋亡率[(6．7±0．8)％]比较，烧伤组于伤后 4 h[(17．1±0．4)％]起增高，12 h时[(25．2± 

1．1)％]达高峰，48 h时仍明显高于假伤组(P<0．05)。烧伤组大鼠胸腺组织中 DR5的表达显著高 

于假伤组，DcR2的表达则显著低于假伤组；其余受体的表达组间相似。 结论 严重烧伤后早期大 

鼠胸腺组织 的细胞 凋亡 明显增加 ，且 胸腺组织 中 DR5和 DcR2的表达异 常 ，提示 TRAIL凋亡 途径可 

能参 与了病理性细胞凋亡过程 。 
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of tumor necrosis factor related apoptosis inducing fig· 

and(TRAIL)and its receptor on apoptosis in thymus during early post—burn stage in rat with severe burns． 

Methods Fifty Wistar rats were randomly divided into sham scald group(SS，n=10)and burn group(n= 

40)．The apoptosis in thymus in rats was detected with annexin V／FITC—PI double staining at 4，12，24，48 

post·burn hours(PBH)．The expression of TRAIL death receptor DR5，DR4 and its decoy receptor DcR1， 

DcR2 in thymus were detected by RT·PCR and W estern blot at above time·points． Results Compared 

with that in SS group(6．7±0．8)％ ，the apoptosis in the thymus in burn group started to increase at 4 PBH 

[(17．1±0．4)％]，peaked at 12 PBH[(25．2±1．1)％]，and it was still evidently higher than that in SS 

group at 48 PBH(P <0．05)．There was no obvious difference in the apoptosis rate in rats in burn group a· 

mong all the time—points．The expression of DR5 in burn group at each time—points was significantly higher 

than those in SS group，while that of DcR2 showned an opposite tendency(P <0．05)．The expression of 

DR4，DcR1 was similar in both groups． Conclusion The marked increase in apoptosis rate in rat thymus 

at early post—burn stage，and the significant change in the expression of DR5 and DcR2 show that TRAIL 

pathway may participate in apoptosis． 
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肿瘤 坏死 因子 (TNF)相 关 的凋 亡诱 导 配体 

(TRAIL)，是继 FasL之 后 TNF家 族 中 的新成 

员 。̈ 。它在体内分布广泛 ，具有快速 、有效诱导体 

内异常细胞凋亡，而不影响正常细胞功能的独特凋 

亡诱导特性。TRAIL介导的与凋亡有关 的受体有 4 
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种 ，包 括 死 亡受 体 4(DR4)、DR5和 诱 骗 受 体 1 

(DcR1)、DcR2。TRAIL作为一种新型凋亡分子，是 

否参与了严重烧伤后胸腺细胞的异常凋亡过程 ，笔 

者对此进行了相关的实验研究。 

1 材料与方法 

1．1 动物来源与主要材料 

成年近交系 Wistar大鼠 50只，2～3月龄 ，雌雄 

各半 ，由山东省立 医院实验动物中心提供。膜联蛋 

白A5．异硫氰酸荧光素(FITC)和碘化丙啶(PI)产 自 

- 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



中华烧伤杂志2007年6月第23卷第 3期 Chin J B f【l ， !， ： ! !． 

法国 hmnunotech公司，由深圳 晶美生物工程有限公 

司分装。兔抗大鼠 TRAIL、DR4抗体购 自武汉博 士 

德生物工程有限公司。羊抗大鼠 DR5、DcR1、DcR2 

抗体购 自美国 Santa Cruz公司。Trizol试剂盒 、Taq 

酶购自上海生工生物工程有限公司。莫洛尼 白血病 

病毒 (M—MLV)反转录酶购 自立陶宛 MBI公 司。流 

式细胞仪购 自美 国 Becton Dickinson公司。BioPho— 

tometer定 量 仪 购 白德 国 Eppendorf公 司。 Im— 

ageMaster VDS凝胶 电泳扫描仪购 白美国 Phamacia 

公司。TRAIL各受体的 PCR引物 ’̈ 由上海博亚生 

物技术有限公司合成。 

1．2 实验分组及处理 

50只 Wistar大鼠，体质量 250～300 g，将其编 

号后应用 Excel软件分为假伤组 10只和烧伤组 40 

只，其 中烧 伤组设 4个 时相点 (伤后 4、12、24、48 

h)，每时相点 10只。烧伤组大 鼠按文献 [4]操作 ： 

用 30 g／L戊 巴比妥钠腹腔注射麻醉 (1．3 rag／kg)， 

剪去大 鼠背部肩至髋部毛发 ，将无毛发区置于 98℃ 

水浴中持续 10 S，造成 30％TBSA III度烫伤 (经病理 

切片证实 ，以下称烧 伤 )。伤 后立 即腹 腔注射 40 

ml／kg等渗盐水进行液体复苏，创 面涂碘伏抗感染 ， 

每天 2次。假伤组大 鼠除将无毛发区置于 37℃水 

浴中持续 18 S外 ，其余处理 同烧伤组。同法麻醉 2 

组大鼠，打开其胸腔 ，切取胸腺组织。 

1．3 膜联蛋白 A5一FITC／PI双染法检测严重烧伤后 

早期大鼠胸腺组织细胞 的凋亡 

以预冷的磷酸盐缓冲液 (PBS)冲洗胸腺组织 ， 

并去除脂肪及坏死组织。将胸腺组织剪碎，转移至 

150目钢网研磨 ；以 300目钢网过滤细胞悬液，加入 

适量 PBS混悬。离心半径 8．5 cln，1000 r／rain离心 

5 rain，弃上清液。加入适量冷 PBS同上离心 5 rain， 

弃上清液。取 100 l细胞悬液加入 5 ml试管 中，并 

加入 1 l膜联蛋 白A5一FITC和 5 l PI(20 txg／m1)， 

将试管置冰上避光孵育 10 rain。用去离子水按体积 

比1：3稀释结合缓冲液后，向上述试管加400 l预 

冷的结合缓冲液 ，轻轻混匀后再加入 400 l PBS，上 

流式细胞仪分析并计算凋亡率。 

1．4 反转录一PCR检测严重烧伤后早期大鼠胸腺组 

织 中TRAIL受体的表达 

参照试 剂盒说 明书提取 TRAIL受 体 的 RNA。 

以 1 txg RNA为模板 、Oligo(dT)15为引物 ，在 20 l 

反应体系内，加入 5倍缓冲液 4 l、脱氧核苷三磷酸 

20 nmol、核糖核酸酶抑制剂 20 U及 M—MLV反转录 

酶 200 U，于 42℃进行反转录反应 1 h，置于 70℃ 

水浴 中 10 rain，于 4℃下保存。参照文献 [5]进行 

PCR，以 B肌动蛋 白为内参照。PCR产物进行琼脂 

糖凝胶 电泳 后，采用凝胶 电泳扫描仪进行 扫描，以 

TRAIL受体 与 B肌动蛋 白的平均吸光度 (A)值之 

比，表示 TRAIL受体的相对表达强度。 

1．5 蛋白质印迹(Western blot)法检测严重烧伤后 

早期大鼠胸腺组织中TRAIL及其受体的表达 

应用 RIPA裂解 液抽 提大 鼠胸 腺组 织 的总蛋 

白，以4，4 一二羧酸一2，2 ．二喹啉法测定蛋 白浓度 ，进 

行聚丙烯酰胺凝胶 电泳和 Western blot。分别检测 

内参照 B肌动蛋 白和 TRAIL及其受 体 DR4、DR5、 

DcR1和 DcR2在胸腺组织 中的表达。 

1．6 统计学处理 

数据以x±s表示 ，采用 SPSS 13．0统计软件。3 

组以上计量资料的均数比较，差异有统计学意义时， 

两两之间采用 q检验。 

2 结果 

2．1 严重烧伤后早期大鼠胸腺组织细胞 的凋亡率 

假伤组大 鼠细胞凋亡率为(6．7±0．8)％ ；与假 

伤组 比较 ，烧伤组大鼠于伤后 4 h[(17．1±0．4)％] 

起增高 ，12 h[(25．2±1．1)％]达高峰，24 h时为 

(22．5±0．5)％ ，48 h为 (21．9±0．9)％，均明显高 

于假伤组(P <0．05)。烧伤组各时相点之间比较 ， 

差异无统计学意义(P >0．05)。 

2．2 反转录一PCR检测严重烧伤后早期大鼠胸腺组 

织中 TRAIL受体的表达 

烧伤组大鼠各时相点胸腺组织 中 DR5的表达 

均高于假伤组[(0．54±0．1 1)，P <0．05]，DcR2的 

表达则低于假伤组 [(1．36±0．10)，P <0．05]。见 

表 1，图 1。 

表 1 两组大 鼠胸腺组织 中肿瘤坏死因子相关 

凋亡诱导配体受体的表达(x±s) 

注：数据以吸光度值之比表示；与假伤组比较，a：P<0 05 
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电烧伤并发多发性脑梗死一例 

崇恩球 崔高宇 陈远 张正学 

患者男 ，29岁 ，高压 电烧伤后 15 h人 院。查体 ：意识清 

楚，血压 120／68 mm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)，创面分布于 

右颞顶、胸、背、右上肢、左手及双足，烧伤总面积 14％，其中 

深 Ⅱ度 2％ 、m度 12％TBSA。人 院后 急诊行 右上肢 清创 术 ， 

术中见右前臂广泛 性肌 肉坏死 ，以尺侧 为重并 累及 尺骨 ，患 

者拒绝行截肢术。于伤后 7、l1、18 d行右颞顶、胸、背、左手 

及双 足创面清创植皮或局部皮瓣 转移术 。伤后 27 d患 者右 

上肢桡动脉搏动消失 ，5 h后继发 右肘肱动 脉破裂出血 ，立 即 

在静脉复合麻醉下行右上臂 中下 1／3截肢术 。术 中出血少 ， 

血压维持在 120／75 mm Hg左 右。术后 准备返 回病房 时 ，患 

者突然 出现 呼 吸停止 ，血 压 为 0 mm Hg。立 即给 予气 管 插 

管 、气囊辅助 呼吸、肾上腺素 1 mg静脉推 注、加压补 液 、输 血 

等治疗，1 h后患者恢复 自主呼吸，血压为 98／60 mm Hg，但 
一 直处于浅昏迷状态 ，双侧瞳孔等大等 圆，对光反射 灵敏 ，双 

侧巴宾斯基征阳性。次 日查头部 CT示：双侧颞叶、枕叶、左 

顶叶脑实质内及双侧基底节区均有小片状或大片密度减低 

区。予以脱水 、降低颅内压、抗感染、疏通血管等治疗。5 d 

后患者意识清楚，失语 ，左上肢肌力 Ⅱ级、双下肢肌力Ⅲ级。 

经高压氧等治疗，住院95 d患者创面愈合出院，出院时左上 

作者单位：844200 新疆维吾尔自治区疏勒县，解放军第十二医 
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肢肌力 Ⅲ级 、双下肢肌力 Ⅳ级 ，能发音但言语不清楚。 

讨论 烧伤后 出现脑梗 死的报 道较少 。因热力烧 伤并 

发脑梗死的病例已有文献报道 。 ，而电烧伤并发脑梗死尚 

为少见。热力烧伤后并发脑梗死，其机制可能与烧伤后血液 

浓缩 、血细胞黏 附聚 集、血流动 力学及 血液流变 学指标 改变 

等 因素导致微血栓形成有 关 。 电烧 伤后 出现 脑梗死 可能 

与电损伤机制有关。研究表明，电流是沿着最低的电阻处行 

进，故其穿过皮肤后可沿着血管传导，使血管内膜细胞崩解 

导致栓 塞 J。本例患者伤后 27 d发生上肢桡 动脉栓塞并 出 

血 ，继而出现意识障碍 、呼吸骤停 ，查 头部 CT示颅 内多发 性 

梗 死 ，除 了与 电烧伤机制有关 ，也可能与呼吸骤停相关 。 
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中国医师协会烧伤科医师分会成立 

中国医师协会烧伤科医师分会成立大会暨第一次全体委员会议于 2007年 4月 16日在山东曲阜召开。根据中国医师协 

会的相关规定和程序，在中国医师协会负责人的主持和监督下，对烧伤科医师分会会长和第一届委员会的候选人进行了无记 

名投票选举。选举结果：贾赤字教授为该分会会长 ，吴军、张国安、郇京宁、韩春茂、岑瑛、陈存富教授为副会长 ，郝岱峰副教授 

为总干事。同时选举产生了第一届委员会委员：贾赤字、陈存富、张国安、吴军、郇京宁、韩春茂、岑瑛、陈华德、谢卫国、付晋凤、 

杨晓东、彭毅志、刘毅、刘旭盛、薛宝升、雷晋、李宗瑜、朱世辉、郝岱峰。在贾赤字会长的主持下，第一届委员会全体委员共同讨 

论了关于完善组织机构、增补分会委员及发展分会会员等议题 ；决定于 2007年 11月在广州召开中国医师协会烧伤科医师分 

会第一届年会。 
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