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· 烧 伤 后 炎 症 反 应 · 

严重烧伤大鼠肝脏 p3 8丝裂原活化蛋白激酶 

对肿瘤坏死因子 OL表达的调控及其 

在肝损伤中的作用 

陈旭林 夏照帆 韦多 贲道锋 王永杰 汪昌荣 邓廿庆 

【摘要】 目的 观察大鼠严重烧伤后肝脏 p38丝裂原活化蛋 白激酶(MAPK)对肿瘤坏死因子 

(TNF) 表达的调控及其在肝损伤中的作用。 方法 将健康成年雄性 SD大鼠随机分为假伤组 ；烧 

伤 +SB203580组 ：30％TBSA 11I度烫 伤(以下称烧伤 )后 15 min和 12 h静脉 注射 p38MAPK的特 异性 

抑制剂 SB203580(10 mg／kg)；烧伤对照组 ：同前致伤后给予等量等 渗盐 水 。每组 8只。测定 3组 大 鼠 

伤后 24 h血清天冬氨酸转氨酶 (AST)和丙氨酸转氨酶 (ALT)活性 的变化 ．并分别采 用实时逆转 录聚 

合酶链 反应 (RT—PcR)法 和蛋 白印迹 ( ’estern blot)法检 测肝 脏 TNF—d mRNA及 p38MAPK、磷酸 化 

p38MAPK的表达水平： 结果 烧伤对照组 大鼠血清 AST和 ALT活性及肝脏 TNF—d mRNA的表达 

水平均显著高于假伤组(P <0．05或 0．01)；烧 伤 +SB203580组此 3项指 标均 显著低 于烧伤对 照组 

(P <0．05或 0．01)。但与假伤组 比较 差异无统计学 意义(P >0．05)。3组 大鼠肝脏 p38MAPK表达 

水平 比较 ，差异无统计学 意义(P >0．05)；其磷酸化 p38MAPK表达水平 之 比—— 假 伤组 ：烧伤 对照 

组：烧伤 +SB203580组为 1．00：3．90：1．1O，烧伤 +SB203580组 与假伤组 比较 。差异无统计学意义(P > 

0．05)，与烧 伤 对 照 组 比较 明 显 偏 低 (P <0．01)： 结 论 大 鼠 严 重 烧 伤 后 。肝 脏 中 活 化 的 

p38MAPK促进 了 TNF—d mRNA的表达 ，并参与 了肝损伤的发生 ： 
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【Abstract】 Objective To investigate The modulating role of p38 mitogen—activated protein kinase 

(MAPK)in the expression of tumor necrosis factor—d in hepatic cells and its role in hepatic injury in severe— 

ly burned rats． Methods Twenty—four adult healthy male SD rats were randomly divided into three gr0ups 

(8 rats in each group)：sham group，burn group，and burn with SB203580 group．A rat model of full—thick— 

ness burn injury covering 30％ total body surface area(TBSA)was reproduced．The specific inhibitor of 

p38MAPK (SB203580 in 10 mg／kg)was given to the rats in the burn with SB203580 group at l5 minutes 

and l2 hours after burn．The serum levels of aspartate aminotransferase (AST1 and alanine aminotransferase 

(ALT)were measured at 24 postburn hours(PBHs)．The TNF—d mRNA expression in the liver was deter— 

mined b y real-time reverse transcription polymerase chain reaction，and the expression levels of p38MAPK 

and phosphor—p38 MAPK in the liver were determined by W estern blot analvsis
． Results The serum levels 

of AST and ALT，and the expression of TN F—o【mRN A in liver cells were significantly higher in burn gr0uD 

than those in sham and SB203580 groups(P <0．05 or 0．0 1)，but there was no difference between the tw0 

latter groups It was indicated by W estern blot results that there was no difference of p38 MAPK expression 

in rat liver among the three groups(P >0．05)．The phospho—p38MAPK expression ratio among sham． 

burn and burn with SB203580 groups was 1．00：3．90：1．10
． The phospho—p38MAPK expression was signifi一 
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cantlv lower in hurn with SB203580 group than that in burn group(尸 <0．01)，but there was no significant 

difference comDared with that in sham group (P >0．05)． Conclusion The postburn activated 

D38 MAPK in rat liver after severe burn injury enhances the expression of TNF一仅mRNA and participates in 

the development of postburn hepatic injury． 

【Key words】 Burns； p38 mitogen—activated protein kinases； Tumor necrosis factor alpha； Liver； 

Signal transduction 

p38丝 裂 原 活 化 蛋 白激 酶 (mitogen-activated 

protein kinase，MAPK)信号转导通路属于 MAPK家 

族中的应激活化蛋 白激酶。肿瘤坏死 因子(TNF) 

是最重要的促炎性细胞因子之一 ，具 有广泛的生物 

学效应 ，在严重烧伤后 急性肝损伤的发生中具有重 

要作用 。。笔者的前期研究证明 ，p38MAPK的活化 

与烧伤后 TNF．仅等促 炎性 细胞 凶子的产生密切相 

关 。本 研 究 使 用 p38MAPK 的特 异 性 抑 制 剂 

SB203580，探讨 p38MAPK活化 在严重烧伤 大 鼠肝 

脏 TNF—d 的 表 达 和 肝 损 伤 中 的 作 用 ，以 了 解 

p38MAPK信号转导通路在伤后肝病变 中的作用及 

机制。 

材 料 与 方 法 

一

、动物分组与处理 

健康成年雄性 SD大鼠24只 ，体重 225～250 g， 

由第二军医大学实验动物中心提供。随机分为假伤 

组 、烧伤对 照组和烧伤 +SB203580组 ，每组 8只。 

后两组大鼠致伤前 2 d用戊巴比妥钠 (30 mg／kg)腹 

腔注射麻醉 ，背部剃毛 ，颈外静脉插管。临致伤前再 

度麻醉，置于 98℃水中 l 2 S，造成 30％TBSA m度烫 

伤(经 病理 切 片证实 ，以下称 烧伤 )，伤后 立 即按 

Parkland公式静脉给予乳 酸林格 液进行液体复苏。 

烧伤 +SB203580组大鼠于伤后 l5 min和 12 h静脉 

注射 SB203580(美国 Calbiochem公司)各 1次 ，每次 

10 mg／kg；烧伤对照组大鼠给予等量等渗盐水。假 

伤组大鼠同前进行相同的插管 和麻醉处理 ，但用接 

近室温的水进行水浴 ，不给予液体复苏及其他药物。 

各组大鼠于假伤或烧伤后 24 h经心脏取血处死，留 

取血清和肝组织标本待检 。 

二 、检测指标 

1．血清天冬氨酸转氨酶(AST)和丙氨酸转氨酶 

(ALT)活性的检测：采用全 自动生 化分析 仪(美 国 

Beckman公司 CX7型)，按照常规方法进行测定。 

2．肝脏 TNF一仅mRNA表达的检测 ：采用实时逆 

转录聚合 酶链 反应 (RT-PCR)法 。总 RNA的抽 

提采 用 Trizol提 取 法。TNF一仅 的 上游 引物 为 5 一 

CTCCTCTCCGCCATCAAGAG一3 ，下 游 弓I物 为 5 一 

TGGGCTCATACCAGGGCTT-3 ，Taqman探 针 为 5 r- 

CCCTAAGGACACCCCTGAGGGAGCT一3 。 内参 照 甘 

油醛一3一磷酸脱氢酶 (GAPD)的上游引物 为 5 一GAA— 

CATCATCCCTGCATCCA一3 ，下游弓I物为 5 一CCAGT— 

GAGCTTCCCGTTCA一3 ，Taqman探 针 为 5 r-CTTGC— 

CCACAGCCTTGGCAGC．3 。反 应 体 系 ：5 mmol／L 

MgC1，、0．5 mmol／L脱氧核糖核苷三磷酸 (dNTP)、 

引物各 20 pmol、探针 20 pmol、Taq酶 5 U、cDNA各 

1 l，共 25 l。反应条件 ：92℃变性 2 min，92℃ 

15 S，60℃ l min，共40个循环。标准曲线及数据分 

析均利用 LightCycle ”分析软件 (瑞 士 Roche公司) 

完成。靶基因 TNF一仅相对量 =2一AACT。其中 AAC = 

AClr．q—AC 
， ，AClrIq为标本 q靶基因的 ct值与同一 

标本的管家基因 ct值的差值 ，AC 为标定组(此处 

为假伤组 )靶基 因的 Ct值与管家基因 Ct值之差。 

3．蛋 白 印 迹 (Western blot)法 检 测 肝 脏 

p38MAPK和磷 酸化 p38MAPK表达情况 ：将肝组织 

置于不锈钢网上 ，加入 4倍体积预冷的细胞裂解液， 

研磨成匀浆。进行超声 裂解 ，5 s／次，共 30次 ，间隔 

2 S。将 裂解 后 的匀 浆液 于 4℃ 、900×g离心 10 

min。收集上清液 ，即为肝脏裂解物。用 Bradford法 

检测各组裂解物蛋白的浓度后 ，进行 Western blot检 

测 ，分别采用兔抗 p38MAPK和磷酸化 p38MAPK的 

多克隆抗体 (美国 Cell Signaling Technology公司)作 

为一抗 ，一抗和二抗的稀释 比例分别 为 1：1 000以 

及 1：2 000。在 Fluors Mutilmager图像分析仪(美国 

Bio—Rad公司 170-7700型 )上用 Quantity One 4．1版 

图像分析软件对结果进行 分析 ，记录相应蛋 白条带 

的吸光度 (A)值 。以两致伤组 的 A值与假伤组 A 

值之 比表示两致伤组 p38MAPK和磷酸化 p38MAPK 

的相对密度 。 

三 、统计学处理 

部分数据以 x±S表示 ，采用 SPSS 1 1．0统计软 

件进行单因素方差分析。 

结 果 

1．血清 AST和 ALT活性 ：烧伤对照组大 鼠血清 

AST和 ALT活性均显著高 于假伤组 (P <0．05)。 

烧伤 +SB203580组大鼠两酶的活性均显著低 于烧 

伤对照组(P <0．05)，但与假伤组 比较差异无统计 
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的汁算方法 ，将 假f{j组 几鼠肝脏 卜0t mRNA表达 

水平 定 为 【 烧 伤对 麒组大 鼠肝 脏 I。Nl"-~x r̈I{-4A 

的表逃 水 f 强 蒋高 似伤 蛆 f <0 0I)；烧伤 + 

SB203580 的表 水平 {Jd菩低 _r烧伤 计照州(P< 

0．0I J，但 与似协绀 f匕较，筹 无统 汁学意 义f P > 

0 05) ． 表 1 

3 肝l】l1 p38 A}lK 和磷 酸 化 p38MAPK的 表达 
。

隋M：(I)Western blot捡删 结果 礁．-j1．3组 太鼠肝m 

的 p38MAPK表达情 卡H似 (I剥 1) 像 分析 结累 

显 ， ^值之 比——假伤 组：烧 伤对照组 ：烧 伤 + 

5B203580蛆为 l O0 I．03：O 98，3组之 比较 ．羞 

件尤垃 计学 盥 芷(， >0．05} (2)wes m blot检 

测结粜屁 烧伤 刊j!i{蛆 夫鼠⋯ 脏磷酸 化 I·38MAPK 

表达水平较假恼组 l『J】 f 升高．而烧 伤 +SB20358{)绢 

表逃水平则较烧伤 对照组低 l同 I)． 像分析结 

显， ， f 之 比—— 肢伤组：烧伤 对照组 ：烧 伤 + 

SB203580组 向 1 O0：3．90：1 10，烧 伤 +SB203580 

组 假伤组 比较 ．垃 无缆 i1学意 义c P >0 05}， 

与烧 伤 刊 照 组 比较 ， 有 统 计 学 誊 戈 (P < 

0 0I) 

f)I 烧协+ 
{i=i1，j I 奸m 1 SB203580~ 

H 一 

：38~,tA1’ 一 ●—● ●●■ --· 

图 I 3fit k阻 l}} 1,38 F̂lK椰前 脯 他 p3 gt,1̂PK的 丧违 

．v 

Fig l x1’ I)Tl(-f p38M  ̂K andI hll lI hl p38MA|lK i1Ii． r 

· I th, r·J ⋯ lh,-thl P￡“l IIS 

讨 论 

严重烧 伤』i亏常常 出现全 身多脏 器功能损害 ．埘 

这 并 发疗 的处 直接 荚系到 乓临床治疗效果 严 

重烧伤 昕引起 的肝损害不fZ直接 导致肝脏砰障功能 

减弱 ．造成肠道细茼和内毒 素移位人』 高动全 身炎 

症反应 ．1nj且会引起肝脏 的蛋 合成能 力千̈解毒功 

能 r降 ．与其他脏器损 和功能 的 发生 发展密 

田{=『1毙， 响其预后 

MAPK是细胞 蓖 要的信 号转 导通路 ，广泛分 

布下细 胞胞浆内．可将细胞外刺激转导到胞 棱内 ．在 

细胞增聃 、舒化和成 激的调控 中起 要 作用． 该家 

旌信息传递 的共 同特 是采 用高螳保守 的3级敞酶 

级联 传递信 号：细胞 外刺激通过 某些环 节使 丝裂原 

晰化蛋 {澈酶瀚酶澈酶 (I1ll1I TI_a cdi',atetl p r-)lei rl ki— 

M e ki rltlS~kinase．MAPKKK)活化 ．进 而激活丝裂原 

化蛋 白激 酶激 酶 (mI1ltge Jl_activated pr,ntein kinase 

kinase．MAPKK】．然后 再通过 双位点 『即 苏铽酸 (T) 

和酪氨 瞌 17 Y) 同 时磷 酸 化激 MAPK一激 活的 

MA J K即可使转求 子 细胞骨架相 荧蛋 白 ．酶类 等 

多种底物发生磷酸化，从 而渊节 多种细胞生理功能。 

L】前已在哺乳动物体内克隆和鉴定 r细胞外情号谰 

激酶(ERK) P—Jun氨基 末端澈 酶t JNK J／应凇激 

活蛋 触『{6f(SAPK) p38MAPK和 ERK5／BⅥK1(big 

MAP kinas~、l}等 MAPK 【 旌 ．J￡rjt[i38是 MAPK 

家旅最 垦璎自{】成员之 一，住介 导炎痱反 l 一目起着重 

要作用 

笔 并以 往的 研 究袁 1 ．严 重烧 伤后 p38 3,tAPK 

H1现 1月{l 活化 一 本 研究 结 果 再次 证实 了此 点 

日前认 为．导致 严重烧 伤 后 [I38MAPK活 化的因 素 

丰硬仃以下两 个厅而 ：一足 严重烧伤后 肠辅膜屏 障 

功能减弱 ，肠道 的细 蒲和内毒索 移位 人m ，lni内毒索 

足 p38MAPK活 化的蕈耍 素之一 ；除 内毒素外 ，伤 

后南丁缺l自l再灌沣损伤，氧目m基 生增多． 氧自 

m 垡是 摧活化 p38M P̂K的碍一 1、重霹因 素 

SB20358()是 p38MAPK信写逋路 的特 异‘陀抑制 

制，主要作川 于 r结合 腺 磷 畦(A rFP)的 性位 

点 T106，使 p38MAPK失去 与 A rI】结合 的能 力．从而 

使 p38MAPK失 去澈 酶活 奉研 究 粜 拉示 ．烧 

伤 对照组 大鼠伤后 24 h血清 ŝ’T和 Î 较假 伤组 

著升 高．给 SB203580能抑 制这 种 升高 这 一 

结果提示 ．p38MAPK信 弓转 导通路 参与 r严 最烧 伤 

后急性 损伤的发生 

在严 重烧 伤后 肝损伤的发 牛过 程r11，有许多促 

～ 

●  

卵  ̈m 
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炎性细胞因子参与 ，TNF-o【就是其中之一。研究表 

明，烧伤后 p38MAPK的活化介导 了 TNF—o【和 白细 

胞介素 1B的产生 ，在烧伤后肺损伤 的发生 中起着 

重要的作用 。为了进一步阐明 p38MAPK参与严 

重烧伤后肝损伤的作用机制 ，笔者观察 了 p38MAPK 

对肝组织 TNF．o【mRNA表 达的调控作用。结果显 

示 ，烧伤对照组大 鼠伤后 24 h p38MAPK出现 明显 

活化 ，同时 ，肝脏 TNF o【mRNA表达水平 也显著高 

于假伤组。应用了 p38MAPK抑制剂 SB203580后 ， 

其 p38MAPK活化程度显著下降，同时 TNF-o【mRNA 

表达水 平显 著 降低 。这 说 明严 重 烧 伤后 肝脏 中 

p38MAPK的活化促进 了 TNF—o【mRNA 的表达 ，并 

由此参与 了肝损伤的发生。 
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重度烧伤并发阻塞性黄疸三例 

仇佩 庆 王震 

例 l 男，45岁，火焰烧伤四肢 、会 阴 、双侧臀部 ，烧伤总 

面积 65％TBSA，均为 Ⅲ度。患 者入 院后 积极进 行抗 休 克治 

疗 ，伤后第 2天 开始给予肠 内营养混悬液 [能 全力 ，纽迪希亚 

制药 (无锡 )有限公司]，每天 l 500～2 000 ml，持续 26 d。伤 

后 4 d行 双下肢切痂 +微粒皮 移植术 ，伤后 6 d行双侧 臀部 

切痂 +自体 网状皮 (比例 1．0：1．5)移 植术 ，术后给 予肠外营 

养 ，持续 3周 。伤后 26 d患者 出现上腹部持续性疼痛并 阵发 

性加剧 ，对症治疗未见好转 。2 d后患者 现恶心 ，进 食后疼 

痛加剧 ，巩膜黄染 ，血总胆 红素 62．0 I．tmol／L，间接胆红 素 为 

34．0 Ixmol／L，伤后 32 d分别升至 l61．3、106．0 p~mol／L，丙氨 

酸转氨酶 276 U／L，天冬氨酸转氨酶 l3l U／L，巩膜皮肤黄染 

不断加深 ，恶心 、呕 吐，右上腹压痛 、反跳痛 ，查血 白细胞计数 

为 1．8×l0 ／L，B超示胆囊及胆 总管内充满沉积物 。诊断 为 

阻塞性黄疸 。经解痉 、消炎 、利胆治疗后 ，患者血胆红素不 断 

升高 ，方在全身麻醉下行 剖腹探 查 术，见 胆囊及 胆总 管 内充 

满沉积物。行胆囊切除术 ，胆 总管 切开取 出大量 泥沙样胆 固 

醇沉积物，T型管引流。术后 3 d患者黄疸开始消退，7 d后 

消失 ，肝功能逐 渐恢 复正常。伤后 70 d患者 创面愈合 ，治愈 

出院。 

另两例患者分别为高压蒸气 、热碱液烧 伤。烧 伤总 面积 

各 为74％ 、55％ ，前者深 Ⅱ度 22％ 、Ⅲ度 52％TBSA，后者 创面 
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均为 Ⅲ度 。阻塞性黄疸发生时间分 别为伤后 2l、3l d。两例 

患者病情 、诊 治措施与例 l相 似 ，但仅胆囊 内充满沉积物 ，胆 

总管轻度扩张 ，经解痉 、消炎 、利胆治疗后均治愈 ，创面 愈合。 

讨论 重度烧伤并 发阻塞性黄疸 的发病率 较低 ，主要 由 

非结石性胆囊炎 引起 。引起非结石性 胆囊炎 的原因之一 ，与 

烧伤患者 的三大营养代谢 有关 ，患者伤后早 期 以肠 外营养为 

主 、肠内营养为辅 ，提供 能量 和营 养支持 。肠外 营养 的大量 

持续使用将 引起体 内营 养代谢 紊乱 。动 物实验 证实行 肠 

外营养 8 d后 ，动物肝脏脂 肪变性 ，毛 细胆管扩 张 ，可 见色素 

颗粒 和脱 落的绒毛 ，3周后 有 25％ 出现 胆泥 淤积 ，4～6周 达 

50％ 。虽然采用肠内营养可使胆泥减 少，但也有极 少数 患 

者并 发非 结石性胆囊 炎 。另一 原 因则与伤后 脱水 、感 染 、 

长时 间肠 麻痹 及多次手术有关 J。 
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