
中华烧伤杂志20 堡 旦筮 鲞筮 塑 里 ! !! 竺 !! ， ： 

烧伤患者血清对单核细胞核因子 KB 
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【摘要】 目的 观察烧伤患者血清(以下称烧伤血清)对单核细胞核因子 KB(NF-KB)异二聚体 

p50、p65核移位及核抑制因子 KBet(IKBet)降解的影响 ，进一步探讨烧伤血清对单核细胞活化的作用。 

方法 收集体外培养的人外周血单核细胞(PBMC)，分别用正常人血清、烧伤血清、烧伤血清 +吡 

咯烷二硫代氨基甲酸盐(PDTC)刺激 PBMC(依次分为对照组、烧伤血清组 、PDTC组)，应用激光共聚 

焦显微镜观察血清刺激 3O、60、120、480 min后 PBMC的 p50、p65核移位；采用 Western印迹法检测刺 

激 3O、6O、90、120 min时 PBMC的 IKBet蛋白降解情况。 结果 与对照组比较，刺激 3O min后烧伤 

血清组 PBMC中 p50、p65即发生核移位 ，3O一60 min达高峰，120 min后核内聚集减少 ，回复至刺激前 

状态。刺激 30 min后烧伤血清组 PBMC IKBet发生降解 ，刺激 60 min后含量几乎为零 ，与对照组比较 

差异有非常显著性意义(P <0．01)，120 min后表达水平逐渐恢复。PDTC组 PBMC IKBet降解 [刺激 

60 min后含量为(11．57±1．98)X 10 积分灰度值]及 p50、p65核移位程度比烧伤血清组轻(P< 

0．01)。 结论 烧伤血清可导致 PBMC IKBet降解和 p50、p65核移位，进而活化 NF—KB，诱导 PBMC 

分泌细胞因子。PDTC对此变化有抑制作用。 
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【Abstract] 0bjectlve To investigate the effects of burn serum on nuclear translocation of monocytic 

NF—KB heterodimers p50／p65 and the degradation of inhibiting KB(IKBa)。so as to further explore the role of 

burn serum on the activation of monocytes． Methods Peripheral blood monocytes(PBMCs)isolated from 

healthy volunteers were employed as the target cells．The cells were stimulated by the serum from healthv vo1． 

unteers and burn patients，and by burn serum together with pyrrolidine dithioncarbamate(PDTC)．Sera from 

nornlal healthy volunteers were taken as contro1．The nuclear translocation of monocytic p50 and p65 at 30th
．  

60th，120th and 480th post stimulation minutes(PSM)was observed with laser confocal microscopv．The 

degradation of monocytic IKBet protein at 30th，60th，90th and 120th PSM was determined by Western blot． 

Results Compared to that in control group，the nuclear translocation of monocytic p50 and p65 took place 

30 min after the PBMCs were stimulated by burn serum，peaking at 30 to 60 min，but it graduallv recovered t0 

pre—stimulation state at 2 hrs with decreased intra．nuclear collection．Meanwhile
，
the IKBa degradation oc— 

curred within 30 min after PBMCs being stimulated by burn serum，and it peaked at 60 mins．However
，
IKBet 

gradually reappeared in the cytoplasm after 2 hrs of stimulation．PDTC(an antioxidants)could effectively in— 

hibit monoeytic Iv：Bet degradation and nuclear transloeation of NF—KB induced by burn sel31m
． Conclusion 

Burn serum could induce nuclear translocation of p50 and p65 components of NF—KB in monocytes into the nu— 

cleus and degradation of IKBet．1eading ultimately to the secretion of cytokines from the PBMCs
． 
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发生的关键效应细胞，通过释放肿瘤坏死因子 d 

(TNF—et)、白细胞介素(IL)8等促炎细胞因子，进一 

步触发其他效应细胞失控性释放炎症细胞因子，导 

致全身炎症反应发生 j̈。核因子(nuclear factor KB． 

NF—KB)是调控单核一巨噬细胞活化、释放促炎细胞 

因子的关键，它的活化涉及核抑制因子 KBet(IKBet) 

磷酸化、降解、核移位等多个环节，其中I Bd发生磷 

酸化和降解是 NF— B活化的前提 。。本研究旨在了 
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生明显降解，但烧伤血清刺激 PBMC 30 min后 IKBoL 

即发生降解，刺激 60 min后几乎检测不到其表达， 

120 min后表达逐渐回升。PDTC组与烧伤血清组比 

较，刺激30、60、90 min后 IKBot的降解量明显降低，差 

异有非常显著性意义(P<0．01)。见表 1、图3。 

表 1 烧伤血清对 PBMC IKBa蛋白表达的影响 

(X 10 积分灰度值，x±s) 

Tab 1 Effect of bum sera and PDTC on the IKBa protein 

expression in PBM'Cs(X 10 A， ±s) 

注：每组每时相点 3个培养皿；与对照组比较， P<0．O1；与烧伤 

血清组 比较。A P<0．O1；“一”表示未检测 

●■ ·  
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注：1～5分别为烧伤血清组刺激前及刺激 30、60、90、120 

min时；6、7各为 PDTC组刺激 30、60 min时 

国 3 烧伤血清组与 PDTC组单核细胞 IKBa的表达 

Fig 3 The expression of monocytic IKB,a in bum serum and 

PDTC groups 

讨 论 

严重烧伤后早期激活的单核一巨噬细胞是机体 

产生 TNF．Ot等促炎细胞因子的关键效应细胞 ，它参 

与烧伤后机体炎症反应和脏器损害。诱导单核一巨 

噬细胞分泌 TNF—Ot的关键环节在于 TNF-Ot基因转 

录水平，涉及 NF-KB、增强子结合蛋 白、激活蛋白 1 

等核转录因子的调控，其中最为重要的是 NF—KB 。 

NF—KB由多亚基构成 同源或异源二聚体，其 中以 

P50、P65异源体较为普遍。本实验应用激光共聚焦 

检测正常人 PBMC，结果其胞浆内见大量 p50和 p65 

表达，而核内极少。与既往研究结果 一致。在烧 

伤血清刺激后，胞核内 p50、p65表达增多，30 min达 

高峰，胞浆内p50、p65表达明显减少，说 明 p50、p65 

在刺激 30 min时发生了明显的核移位。 

正常静息细胞 中，NF—KB与 IKB结合成无活性 

的三聚体存在于胞浆，IKB掩盖了 NF—KB核移位序 

列，抑制 NF—KB核移位。在许多刺激因素作用下 ， 

IKB发生磷酸化或降解，与 NF．KB解离，导致 NF—KB 

移位至胞核，与其相应的基因启动子序列结合 ，启动 

基因转录。因此，IKB降解是 NF—KB活化 的前提。 

目前 已知 IKB家族包括 IKBa、IKBI3、IKB'y、IKBB、 

IKB￡等，其中以 IKBoL的降解与 NF—KB活化关系最 

为密切 ]。笔者观察到静息状态下 PBMC存有较 

多 IKBoL，烧伤血清刺激后 IKBoL蛋白表达迅速减少， 

60 rain后几乎检测不到，IKBoL降解达高峰。而此时 

正邻近 p50、p65核移位高峰 ，说 明 IKBot降解 与 

p50、p65核移位密切相关。同时，PBMC在烧伤血清 

刺激后 IKBoL降解，p50和 p65核移位是一迅速发生 

又迅速恢复至基础状态的过程。在细胞内，IKBoL基 

因启动子中含有 NF—KB反应元件，NF—KB活化后启 

动细胞因子基因转录的同时，也上调 IKBoL及 p105 

(另一抑制性蛋白)基因的转录，使 IKBoL在胞浆内 

的表达重新增多，“再生”的 IKBoL与 NF—KB结合，抑 

制其活化和核移位，从而降低 NF—KB依赖基因的转 

录。由NF．KB／IKBoL在烧伤血清刺激 PBMC后的动 

态变化表明单核细胞活化时，NF—KB／IKBoL之间的 

相互作用存在 自身调节机制，并且是一个紧密的调 

控过程，保证了 PBMC及时恢复至可刺激状态，从而 

对另一新环境的刺激作出适当的应激反应。 

本研究进一步证实烧伤血清可导致 PBMC中 

IKBot降解，p50、p65核移位，NF—KB活化。烧伤血 

清内含有机体伤后所产生的多种细胞因子和毒性产 

物(如TNF—Ot、内毒素等)，可能是其诱导 IKBoL降解 

及 p50、p65核移位的主要原因。同时烧伤血清令炎 

症细胞核因子活化 ，可能在烧伤后炎症细胞因子过 

度释放、脏器损害发生过程中起重要作用 。 

本实验中，经 PDTC(100 vmol／L)预先处理的 

PBMC，在烧伤血清刺激 30、60 min时 IKBoL的降解和 

NF—KB核移位明显减弱，提示 PDTC抑制了 NF—KB的 

活化，其具体作用机制尚需作进一步的研究。 
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