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严重烧伤后单核 巨噬细胞 过度活化，大 量产 生 

各种促炎 、抗炎介质 ’ ，这种免疫系统 的过度应答 

即为全身炎性反应综合征(SIRS)，是病情进一步恶 

化发展为严重感染、多器官功能障碍综合征、多器官 

功能衰竭的途径和基础 ，也是多年来严 重烧 伤患 

者病死率难以降低的根本原因。其中肿瘤坏死因子 

(TNF- )和高迁移率族蛋 白 B 1(HMGB 1)分别为 

最重要的早期和晚期促炎介质 ，白细胞介素 10 

(IL．10)是最重要的抗炎介质。有研究表明，热休克 

反应(HSR)中活化的热休克因子 1(HSF 1)可直接 

与 TNF． 基因启动子区的热休克元件结合而抑制 

TNF． mRNA的表达 。但 HSF 1是否能直接调控 

IL-10、HMGB 1的表达 ，目前鲜见报道。 

本研究中，笔者构建含 HSF 1基 因的重组表达 

载体，用 其转染 RAW 264．7巨噬细胞株 ，观察外源 

性 HSF 1对烧伤血清刺激的巨噬细胞 中相关炎性介 

质表达水平的影响并探讨其机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

RPMI 1640培养 基 、Trizol试 剂 (美 国 Gibco公 

司)，小牛 血清 (杭 州 四季青 生物工 程材料 有 限公 

司 )，PCR 试 剂 盒 (美 国 BD公 司 )，Lipofectamine 

2000质粒转染剂盒 、真核 表达载体 pcDNA 3．1(美 

国 Invitrogen公司)，琼脂糖 、限制性内切酶 、T4连接 

酶 (美 国 Biotechnology公 司 )，HSF 1质粒 和 RAW 

264．7巨噬细胞株 (中南大学湘雅 医学 院病理生理 

学教研室)，DNA酶 I(瑞 士 Roche公 司 )，Taq酶 

(大连宝生物 工程有限公司 )。引物 由上海 生工生 

物工程有限公司合成。 

1．2 实验方法 

1．2．1 HSF 1 cDNA 的扩增 及鉴定 对 HSF 1 

cDNA行 PCR扩增 ，产物经 10 g／L琼脂糖凝胶电泳 

显示出约 1500 bp的特异性条带 ，同预期结果相符。 

1．2．2 pcDNA 3．1／HSF 1重组载体 的构建 将 

上述 PCR产物纯化 ，与 pcDNA 3．1载体酶切后共培 

养 ．挑取单克隆菌落 ，用碱裂解法 制备少量载体 ，用 

限制性内切酶进行酶切鉴定 ，并送上海生工生物工 

程有限公司测 序。取含有 连接 正确的 pcDNA 3．1／ 

HSF 1载体的菌种大量培养 ，抽提、纯化质粒 DNA。 

1．2．3 pcDNA 3．1／HSF 1转染 巨噬细胞 根据 

试剂盒说明书进行操作。细胞转染后冻存 。 

1．2．4 血清制备 健康清洁级 SD大鼠(中南大 

学湘雅医学院实验动物学部)40只，雌雄各半 ，体质 

量 220～320 g，按 随机数字表 法分为 烧伤组 、正常 

组 ，每组 20只。烧伤组大 鼠经腹腔注射 10 g／L戊 

巴比妥钠(30 mg／kg)麻醉 ，背部 以 200 g／L硫化钠 

脱毛后清洁皮肤 ，将脱 毛区置于 92℃水浴 中 12 s， 

造成 30％TBSA11I度烫伤(经病理切 片证实 ，以下称 

烧伤)。大 鼠烧伤后 立即经腹腔注入等渗盐水 (40 

ml／kg)抗休克，伤后 24 h取其心脏血4℃下静置60 

min，3000×g离心 10 min，取血清，分装后于 一20 

℃保存。正常组大鼠以 37℃水浴模拟致伤过程，其 

余操作同烧伤组。 

1．2．5 细胞培养与血清处理 常规复苏巨噬细 

胞并接种于含体积分数 10％小牛血清 的 RPMI 1640 

培养液中，置于培养箱 中常规 培养。至细胞生长达 

70％ ～80％融合 时，取出培养瓶 ，弃去培养液 ，加入 

消化液 ，轻轻摇动使液体浸润 所有细胞表面。消化 

数分钟 ，于显微镜下见胞质回缩 、细胞间隙增大后倒 

掉消化 液 ，4℃下 加入用去离 子水配 制的 10 g／L 

RPMI 1640培养液 ，反复吹打成细胞悬液 ，计 数并接 

种在新的培养瓶内。将瓶中巨噬细胞置于 42℃ 的 

恒温水浴锅 中温育 1 h，然后加入血清与 RPMI 1640 

的混合液 (体积 比为 1：5)，调整细胞浓度为 1×10 

个／ml，常规培养 24 h后待测。 

1．2．6 细胞分组 (1)烧伤血清组 (用烧伤血清 

刺激未转染的巨噬细胞)、转染空载体 +烧伤血清组 

(巨噬细胞转染 pcDNA 3．1空载体后用烧伤血清刺 

激)、转染重组载体 +烧伤血清组 (巨噬细胞转染 

pcDNA 3．1／HSF 1重组 载体后用烧 伤血 清刺激 )。 

(2)将正常血清作为烧伤血清的对照，对应前述 3组 

细胞的实验操作，设正常血清组、转染空载体 +正常 

血清组和转染重组载体 +正常血清组。 

1．2．7 观察指标 (1)取部分未行血清刺激的稳 

定转染重组载体 的 巨噬细胞 ，蛋白质印迹法分析 巨 

噬细胞中 HSF 1蛋白表达水平及潜在活性。(2)反转 

录．PCR法检测各组巨噬细胞中炎性介质的基因表达 

水平。 

1．3 统计学处理 

部分数据以x±s表示，用 SPSS 11．0统计软件 

进行方差分析。 
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2 结 果 

2．1 巨噬细胞中的 HSF 1蛋白表达水平 

转染重组载体的巨噬细胞经 G418筛选4周后， 

挑出 6个阳性克隆用蛋 白质印迹法进行分析。有 3 

个阳性克隆中的 HSF 1蛋 白表 达明显增加 ，均出现 

相对分子质量约 72×10 的外源性 HSF 1蛋 白条带 

(重组 HSF 1蛋 白相对分子质量约 72×10 ，内源性 

HSF 1蛋白相对分子质量约为 69×10 )，并伴有磷 

酸化 HSF 1条带(相对分子质量约 82×10 )出现 。 

2．2 各组巨噬细胞的炎性介质基因表达水平 

2．2．1 IL．10 mRNA表达水平 在正常血清刺激 

下巨噬细胞中 IL．10 mRNA均有少量表达 ，就转染相 

同物质而言，用烧伤血清刺激 的细胞 中该表 达明显 

增加(P<0．05)；与转染空载体 +烧伤血清组比 

较，转染重组载体 +烧伤血清组巨噬细胞的 IL．10 

mRNA表达有所增强。见表 1。 

表 l 各组细胞中炎性介质 mRNA的比较( ±s) 

白细胞 高迁移率 肿瘤坏死 
组别 介素

l0 族蛋白 Bl 因子 a 

正常血清组 0．040±0．010 0．210±0．010 0．120±0．080 

转染空载体+正常血清组 0．050±0．010 0．210±0．020 0．120±0．070 

转染重组载体 +正常血清组0．250±0．020 0．270±0．020 0．030±0．010 

烧伤血清组 0．430±0．010 0．860±0．020 0．910±0．100 

转染空载体+烧伤血清组 0．420±0．010 0．880±0．030 0．8OO±0．050 

转染重组载体 +烧伤血清组0．450±0．020 0．450±0．020 0．130±0．100 

注：数据以吸光度值表示；各组样本数为 3；与正常血清刺激下的 

转染相同物质组比较，a：P <0．05；与转染空载体 +烧伤血清组 比 

较 ，b：P <0．05 

2．2．2 HMGB 1 mRNA表达 水平 正常血清刺 

激下巨噬细胞中仅有少量 HMGB 1 mRNA表达，用 

烧伤血清刺激能明显诱导该表达升高(P <0．05)； 

与转染空载体比较，转染重组载体可明显抑制烧伤血 

清刺激下 巨噬细胞中HMGB 1 mRNA的表达 (P < 

0．05)。见表 1。 

2．2．3 TNF．d mRNA表达水平 正常血清刺激 

下巨噬细胞中仅有少量 TNF．d mRNA表达 ，而烧伤 

血清刺激能明显诱导该表达升高(P <0．05)；与转 

染空载体比较，转染重组载体可明显抑制烧伤血清 

刺激的巨噬细胞中 TNF-d mRNA表达 (P <0．05)。 

见表 1。 

3 讨论 

有文献报道，热休克蛋白70的过表达可明显抑 

制内毒素／脂多糖诱导的 TNF-d、IL一1B和 IL-12等 

炎性细胞因子的表达 ；体外培养的各种细胞经诱 

导 HSR后 ，TNF-d、IL一1B、IL．8、诱导 型一氧化氮合 

酶、细胞黏附分子 1及环氧合酶 2等促炎因子水平 

明显降低 ，抗炎因子 IL．10水平有所升高 。上 

述报道都证实 HSR抑制了 SIRS的病理过程。作为 

HSR中的关键分子 ，HSF 1调控了哪些炎性介质基 

因，其分子机制如何?HSF 1基因是否对最重要的 

早期促炎介质 TNF．d、晚期促炎介质 HMGB 1和抗 

炎介质 IL．10均发挥调控作用，其分子机制如何? 

目前鲜见相关报道。 

本实验构建 HSF 1基因的真核表达载体，并用 

其稳定转染 RAW 264．7巨噬细胞株，该细胞株中有 

HSF 1的部分活化。反转录．PCR检测结 果显 示，正 

常情况下(正常血清刺激 )RAW 264．7巨噬细胞中仅 

有少量 TNF．d mRNA、HMGB 1 mRNA和 IL．10 mRNA 

的表达 ，而烧伤血清刺激能明显上调前两者的表达 ； 

与转染空载体比较，转染重组载体所致的 HSF 1高 

表达可明显抑制烧伤血清刺激下巨噬细胞中 TNF-d 

mRNA、HMGB 1 mRNA的表达 并上调 IL．10 mRNA 

表达。目前普遍认为 TN'F．d是介导脓毒性休克和 

组织损伤的关键介 质。HMGB 1作为 DNA结合蛋 

白参与稳定染色质结构 、功能和基 因转录调控 ，它于 

伤后晚 期 高 表 达 的 特 点 ，使 得 治 疗 中 采 取 拮 抗 

HMGB 1的措施更 具有实际价值。IL．10是 重要 的 

抗炎因子，抑制单核巨噬细胞产生 TNF-d，并促进其 

分泌 IL．1受体拮抗剂，血浆中IL．10与TNF．d的比例 

异常将导致脓毒症发生 、病情恶化 和预后不 良。笔 

者在前期 的研究 中观察到 ，大 鼠烧伤后血清 中促炎 

因子TNF．仪表达显著升高，抗炎因子 I 10显著下 

降，至 12 h已降至极低水平。这与文献 报道相一 

致。但本实 验 中 观 察 到单 纯用 烧 伤 血 清 刺 激 后 

IL．10水平有上升趋势 ，但较 TNF．d变化 晚，刺激一 

定时间后，IL．10无明显下降。分析原因，可能是体 

外实验与体内环境条件不同，烧伤后细胞因子复杂 

的调节机制将会启动。但本实验结果仍然可以表 

明，HSF 1参与了对烧伤患者体内炎性介质 TNF．d、 

HMGB 1和 IL-10的调控 。 

细胞因子作为机体防御系统的重要组成部分， 

在调节宿主免疫反应过程中具有双 向作用 。较低水 

平的细胞因子对维护 内环境 稳定起着有益作用 ，可 

调节机体免疫功能 、增强抵抗力 ；当细胞因子水平过 

高时 ，过度的炎性反应会造成组 织损伤 和器官 功能 

障碍等。因此，机体需要的是微妙的平衡，HSF 1可 

能参与了对这种平衡的调节。本实验为 HSF 1的抗 

炎作用提供了新的证据，同时为研究干预 SIRS及其 
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他病理过程的手段提供了新的思路。 
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896例烧伤住院患者院前急救情况的调查及分析 

唐祖 国 廖家盛 李卫 东 

1 临床 资料 

收集遂宁市 2003年 1月一2OO6年 1月896例烧伤住院 

患者的资料，对院前救治措施如去除致伤源 、冷疗 、创面处 

理、补液等情况进行调查分析。 

2 结 果 

入院前所用急救方法正确的有 187例患者，占20．87％； 

582例所 用方法 不当 ，占 64．96％ ；127例未行 院前急 救 ，占 

14．17％。不当的处理方法主要有：(1)去除致伤源不正确。 

84例 “灭火”方式不 当，占 9．38％；212例 未脱衣 物，占 

23．66％ ；69例脱 衣 物 方法 不 当 ，占 7．70％。 (2)冷疗 不 正 

确 。291例未行冷疗 ，占 32．48％ ；193例 冷 疗 时 间不 足 ，占 

21．54％ ；88例冷疗液选择不 当(有 污染 、有害 )或用量不 当 ， 

占9．82％；51例不应冷疗，占 5．69％。(3)创面处置不正 

确。219例未处理创面，占24．44％；157例涂抹有颜色药物， 

占 17．52％ ；39例清创彻底 ，占4．35％ ；137例覆 盖和包 扎不 

牢固，占15．29％；其他原因 18例，占 2．O1％。(4)补液不 

正确。218例 未补 液 ，占 24．33％ ；77例 不 该 口服 补 液 ，占 

8．59％；144例口服补液的量 、成分不恰当，占 16．07％；23例 

延迟补液 ，占 2．57％ ；66例 静脉 补液 过量 ，占 7．37％ ；49例 

静脉补液成分 、速度不恰 当 ，占 5．47％ 。 

3 讨论 

及时、有效的院前急救措施，不仅仅可以避免创面加大、 

加深，还可以防止烟雾 、高热空气等引起吸人性损伤和过多 

吸收铅类等有害物质而造成中毒。冷疗一般多用于烧伤面 
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积 <20％TBSA的患者，但大面积烧伤并非完全禁忌 。冷 

疗水温以患者能耐受为准，宜用大量流动 自来水 ，时间一般 

为0．5～1．0 h，它不仅能避免创面加深，且能减轻疼痛，减少 

创面渗出和水肿。现在临床上不主张“彻底”清创 ，且在休 

克基本控制后实施，若盲目清创，势必会促使患者发生或加 

重休克、降低抵抗力，不利于控制感染。覆盖或包扎创面宜 

用清洁、吸湿性强 、透气性好的材料；包扎时要均匀加压，敷 

料边缘至少要超过创缘 5 cm，注意固定在功能位以便观察 

肢端血供。研究表明，烧伤后 0．5～1．0 h体液渗出最快，烧 

伤面积越大，渗出高峰期越提前，故尽早 、准确补液是防止休 

克、多器官功能衰竭甚至死亡的关键 。口服补液忌饮白开 

水，要控制量并作记录，每次不超过 200 ml，以免造成腹胀 、 

呕吐、胃扩张等，同时有休克症状者，立即改用静脉补液。静 

脉补液首先选用平衡盐溶液，无条件时可选用 5O L葡萄 

糖盐水 +12．5 g／L碳酸氢钠(体积 1：1)代替，其间注意患者 

病情变化 ，作好转送前的准备。 

烧伤专业医务人员均要切实履行宣传烧伤急救知识和 

指导院前急救的职责 。加强“120”救护人员和乡、村、社 

区医务人员烧伤急救知识的学习和院前急救培训，并借助媒 

体向群众普及烧伤急救常识。 
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