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严重烧伤大鼠胸腺诱导型一氧化氮合酶 
表达对细胞凋亡 的影响 

胡章颜 程上穆 朱清仙 

【摘要】 目的 观察严重烧伤大鼠胸腺诱导型一氧化氮合酶(iNOS)表达对胸腺细胞凋亡的影 

响 。探讨一氧化氮 (NO)与胸腺病理损害的关系 。 方法 将 56只雄性 Wistar大 鼠随机 分为对 照组 

(8只)、烧伤 组(24只 )、烧伤 +硫酸 甲基异 硫脲 (SMT)组 (24只 )。后两组 大 鼠背 部造 成 30％TBSA 

Ⅲ度烧伤 ，伤 后分 别立 即静 脉注射等渗盐水 、等渗盐 水 +SMT(7．5 mS／kg)；对照组 不予烧 伤及 SMT 

处理 。两烧伤组分别于伤后 6、24、72 h检测胸腺重量 、胸腺细胞凋亡情况 (原位 缺 口末 端标记法 )、胸 

腺 iNOS表达情况 (免疫组织化学染色法 )，采用体 视学方 法测定 阳性细 胞密 度 ，每 时相点 8只 ；同 时 

测定对照组相应指标 。 结果 烧伤组大 鼠伤后 24、72 h胸腺重量 分别为 (153±14)、(91±22)mg， 

明显轻于对照组[(243±12)mg，P<0．01]；烧伤 +SMT组此时明显高于烧伤组(P<0．01)。对照 

组大鼠胸腺皮 、髓质可见散在少量 凋亡 阳性 细胞 、iNOS阳性 细胞 。烧 伤组大 鼠伤后 6 h胸腺 皮质 有 

凋亡阳性 细胞 及少量 iNOS阳性 细胞 ；伤后 24 h时凋亡 阳性细胞分布 于被 膜下皮质 、皮髓 交界处及 髓 

质，iNOS阳性细胞广泛出现在小叶间隔内血管旁；伤后 72 h时凋亡阳性细胞使胸腺皮质广泛呈现棕 

褐色 ；伤后 6～72 h烧伤组 iNOS阳性 细胞呈进行性增加 (P <0．05)。烧伤 +SMT组 大鼠伤后 各时相 

点 阳性细胞较少且分布不均 ，凋亡灶 少见 ，未见 iNOS阳性细胞 。烧 伤组 大 鼠伤 后 24、72 h凋亡 阳性 

细胞密度分别为 (2．428±0．728)×10 ／ m 、(5．586±1．233)×10 ／ m ，高 于对照 组和 烧伤 + 

SMT组(P <0．01)。 结论 严重烧伤大 鼠伤后早期 胸腺细胞 凋亡率 增加 ，iNOS在胸 腺表 达增 强 

并促进 了胸腺细胞凋亡 ；SMT则能部分改善这一 现象 。 
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【Abstract】 Objective To investigate the influence of induced nitric oxide synthase(iNOS)expres- 
sion on apoptosis of thymocyte in burn rats，and to explore the relationship between NO and pathological le- 

sion of the thymus gland in burn rats． Methods Fifty—six male Wistar rats were enrolled in the study and 

randomized into control(C，n=8。without treatment)，burn(B，n=24)，and S-methylisothjourea(SMT，n= 

24)groups．Equal amount of isotonic saline solution and SMT(7．5 mS／kg)were respectively intraveously in- 

fused into the rats in B and SMT groups after being inflicted with 30％ TBSA fu11一thickness burn s．The weight 

of thymus gland in each group were weighed，and thymocyte apoptosis and iNOS expression were determined 

with TUNEL method and immunohistochemistry，respectively at 6，24，72 postburn hours(PBH)，with 8 rats 

at each time—point．The number of apoptotic cells and the density of iNOS positive cells in thymus was meas— 

ured by stereological method． Results The weight of thymus in B group at 24 and 72 PBH[(153±14)， 

(91±22)mg]were obviously heavier than those in C group，but much lighter than those in SMT group(P< 

0．01、．A few apoptotic cells and iNOS positive cells were observed in cortex and medulla of thymus in C 

group，while they were observed in B group at 6 PBH ，and the number of cells began to increase at 24 PBH ， 

distributing in medulla，parenchyma，the boundary of cortex，and medulla under capsule．The iNOS positive 

cells in B group at 24 PBH were distributed around the interlobular septum．A large number of cortical cells 

with brown stainning were observed in B group at 72 PBH ，and the number of iNOS positive cells also in— 

creased，with scattered distribution and clear cell boundary． Fewer positive cells with uneven distribution， 

no iNOS positive cells，and few apoptotic foci were observed in SMT group after burn s．The density of apoptotic 

cells in B group at 24 and 72 PBH was(2．428±0．728)×10 ／ m and(5．586±1．233)×10 ／ m ，re— 

spectively，which was obviously higher than that in C and SMT group．The density of iNOS positive cells in 

B group was increased in a time—dependent manner(P <0．05)． Conclusion The apoptotic rate of thy— 

mocyte in severely burn rats increases early after burns．The up—regulation of iNOS expression in thymus can 
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promote apoptosis of thymocytes，while SMT can partially ameliorate this phenomenon． 
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严重烧伤后早期应激和炎性反应诱发的组织细 

胞凋亡是伤后脏器功能不全 的原 因之一。这些反应 

激活免疫细胞 、组织细胞产生细胞因子和炎性介质 ， 

在诱发组织细胞凋亡 中起 了关键作用 。研究表明， 

烧伤后早期组织细胞病理性 凋亡是一种普遍现象， 

多发生在淋巴组织 ，伤后免疫细胞大量 凋亡是导致 

免疫功能低下 的直接原 因之一 。胸腺是培 育和 

选择 T淋 巴细胞的中枢免疫器官，严重烧伤后 ，胸 

腺反应较早且最为明显。本研究主要采用诱导型一 

氧化氮合酶(iNOS)免疫组织化学染色 、原位缺 口末 

端标记(TUNEL)法 ，观察烧伤 大鼠胸腺 iNOS阳性 

细胞 、凋亡 阳性细胞 的表达 ，以探讨一氧化氮(NO) 

与烧伤大 鼠胸腺病理损害的关系 。 

材料与方法 

1．主要试剂 ：多克隆兔抗 鼠 iNOS一抗 购 自美 

国 Santa Cruz公司，iNOS特异性抑制剂硫酸甲基异 

硫脲 (SMT)购 自美 国 Cayman公司 ，TUNEL试剂盒 

购 自美国 Promega公 司，链霉亲 和素一生物素复合物 

试剂盒 、二氨基联苯胺(DAB)显色试剂盒 由北京 中 

杉金桥生物技术有限公 司提供。 

2．动物模型与分组 ：56只雄性 Wistar大鼠(南 

昌大学医学院实验动物 中心)，体重(200±13)g，按 

随机数字表分为对照组 8只、烧伤组 24只 、烧伤 + 

SMT组 24只。后两组 大 鼠采用 50 g／L的氯胺酮 

(0．1 g／kg)腹腔注射麻醉后 ，以 80 g／L的硫化钠于 

背部脱毛 ，采用控时控温控压蒸气 烫伤仪 (南 昌大 

学第一附属 医院烧伤科)在压力 0．03 MPa、温度 106 

℃下持续作用 8 s，造成 30％TBSAIII度烫伤(经病理 

切片证实，以下称烧伤)，伤后立即腹腔注射等渗盐 

水(40 ml／kg)抗休 克 。此外烧伤 +SMT组 大鼠 

伤后立即静脉输注 SMT(7．5 mg／kg) ，持续 12 h。 

对照组除不予烧伤及 SMT处理外 ，其余处理 同前 。 

3．标本采集与胸腺重量的检测 ：烧伤组和烧伤 + 

SMT组大鼠分别于伤后 6、24、72 h处死 ，开胸取出 

完整胸腺 ，天平称重后取部分组织于液氮 中速冻 15 

s，置人冻存管 内于 一70℃冰箱 中保存。对照组大 

鼠处理同上。 

4．胸腺 TUNEL染色观察 ：采用 OCT包埋 剂包 

埋经液氮保存 的胸腺组 织块 ，切 片(厚 度 5 m)。 

选取相邻 2张较完好的切片贴附于经防脱片剂氨醛 

三己氧基硅烷液处理 的载玻片上 ，干燥后放人丙酮 

液(4 cC)固定 5 min。参照 TUNEL试剂盒说明书操 

作 ，光学显微镜(X 600，下 同)下凋亡阳性 细胞呈棕 

黄色或棕褐色 ，背景为蓝色，阴性对照采用蒸馏水代 

替重组末端脱氧核糖核苷酸转移酶。 

5．胸腺 iNOS免疫组织化学 染色观察 ：取 各组 

切片 ，参照文献 [4]，采用 1：300稀释的多克隆兔抗 

鼠 iNOS一抗 原液进 行操作 。于光学 显微镜 下观 

察 ，iNOS阳性细胞呈棕黄色或棕褐色，背景为蓝色 ， 

以磷酸盐缓冲液代替一抗作阴性对照。 

6．体视学测量胸腺阳性 细胞密度 ：采用点 阵测 

试系统 ，总测试点为 100个 。光学显微镜下 d为 12 

m、a为 144 txm 、A 为 14 400 p．m 。取各组标本作 

连续切片 ，隔 5张取 1张 ，共 5张切片 ，于镜下每张 

切片取 5个阳性细胞相对密集的视野 ，以阳性细胞 

为测试 目标 ，整个胸腺作为包容空间 ，计数落在测试 

目标截面的测试点数和包容空间参照系内测试目标 

的截面数 ，算出阳性细胞密度(X 10 ／p．m )=(K÷ 

d ×B)×[ENx] ÷[EPc]×[EPx] 。Nx为参 

照系 内测试 目标截面数 ；Px为测试 目标截面测试点 

数；Pc为参照系 内总测试点数 ；d为每个测试点代 

表的面积 ；B为形状系数 ，取值 1．38；K为尺寸分布 

系数 ，取值 1。 

7．统计学处 理：数据 以 x±s表示 ，采 用 SPSS 

11．0统计软件进行方差分析。 

结 果 

1．伤后 72 h内烧伤组大 鼠胸腺重量 呈线性 下 

降，伤后 6、24、72 h均值分别为对照组的 94％(P > 

0．05)、63％(P<0．01)、37％(P<0．01)，其中伤 

后 72 h胸腺外观呈现明显的脏器萎缩。见表 1。 

表 1 各组大 鼠伤后不 同时相点胸腺重量(mg，x±s) 

往 ：对 照 组 8只 大 鼠 ，胸 腺 重 量 为 (243±12)mg：与 对 照 组 比较 ， 

{P <0．01；与烧 伤组 比较 ，#P <0．01 

2．对照组大 鼠胸腺皮 、髓质散在少量凋亡 阳性 

细胞 ，且皮质多于髓质 ，阳性 细胞多呈单个散布，偶 

尔聚集成群。伤后 6 h，烧伤组胸腺皮质可见凋亡阳 

性细胞 ，被膜下有 皮质丛状凋 亡灶(图 1)；伤后 24 

h，凋亡阳性细胞 明显增 多，分布于被膜下皮质 、皮髓 
Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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讨 论 

严重烧 伤使 机体 的胧 濑厦 虚失常 免疫系 

统受 免疫细胞增 殖 量抑 ，细胞 稠 坏 死 膻器官 

m 胸艨细胞 拥亡“T被热 脱触 日l』线 槠皮质 
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衄 为一种应 澈 退 化 本 变验§ ，骷il ．烧 

绀大 鼠脚腺 胞捅亡 剧 ．符 坩柑 电内胸 腺 匿试减 

少、萎缩；相同叫相点 F 烧伤 +sM I组 化幅崖坻 

丁烧 伤绀 ．表明 sMT『 减轻严重 烧伤后 胸腺 细胞 的 
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成。目前 有 一 些 新 的认 识 ：神 经 型 NOS、内皮 型 

NOS也可诱导性表达；生理条件下 ，iNOS在多种类 

型细胞中也可作为结构性酶存在⋯ 。小剂量的 NO 

在多种生理性 自稳态 中发挥作用 ，但在脂多糖或细 

胞因子 、氧化应激作用下 ，iNOS活性增强 ，持续合成 

大量的 NO，可引起 细胞 凋亡。烧 伤产生 的应激 和 

伤后各种细胞 因子 、炎性介质大量释放 ，促 使 iNOS 

广泛表达于 胃、肠 、心 、肺等器官 ，参与这些器官的病 

理损害过程。iNOS在烧伤后机体免疫系统 中表达 ， 

抑制免疫活性细胞的增殖 ，引起免疫抑制  ̈。烧伤 

后 iNOS在脾脏 中高表达导致 T淋 巴细胞凋亡 ，是 

脾细胞增殖受抑的主要原 因 - 。本研究显示 ，对照 

组胸腺皮质和皮髓交界 区有 少量 iNOS阳性细 胞， 

这与胸腺基质细胞表达 iNOS，参与胸腺双 阳性细胞 

负性选择相符。伤后 24 h烧伤组 iNOS阳性细胞在 

小叶间隔毛细血管及周围广泛表达、明显增多，说明 

胸腺血管内皮细胞受伤后相关致炎因子和细胞因子 

(IFN- TNF- 等 )作用 ，iNOS表达增强。Hosnuter 

等 报道 ，烧伤后 24 h患者 的血液 和尿液 中亚硝 

酸根离子／硝酸根离子明显增加 ，iNOS的活性升高， 

结构性 NOS的活性 降低 。伤后 72 h烧伤 组 iNOS 

阳性细胞广泛分布在被膜下皮质、皮髓 交界处 和髓 

质 内，这些部位 的巨噬细胞 、树突状细胞和血管 内皮 

细胞是胸腺内 NO的主要来源  ̈。SMT处理后 。烧 

伤大鼠胸腺内未见 iNOS表达。SMT是一种非氨基 

酸左旋精氨酸类似 物 ，对 iNOS的底 物左 旋精氨酸 

产生竞争性抑制，占据左旋精氨酸的结合位点，阻断 

iNOS的合成 ，从而抑制了其在胸腺组织中的表达。 
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