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G蛋白不同亚型在严重烫伤小鼠补体 

活化巨噬细胞分泌功能中的作用 

胡远兵 彭代智 黄文华 周新 

· 烧 伤 后 炎 症 反 应 · 

【摘要】 目的 观察严重烫伤后活化的补体对小鼠腹腔巨噬细胞(PM )分泌一氧化氮(NO)和 

肿瘤坏死因子 (TNF)a的影响 ，探讨信 号传递途 径中不 同 G蛋 白亚型的作用 。 方法 血浆采 集分 

组 ：补体血浆组 ，采用小 鼠 18％TBSAm度烫伤模型 ；去补体血浆组 ，先 在小 鼠腹 腔注射 眼镜蛇毒 素 因 

f(CVF)去补体后再按上述标准烫伤 伤后 6 h分 别收集 两组小 鼠全血制 备血 浆 ，用 于培养正 常小 

鼠的 PM 及经抑制型 G蛋 白(Gi)阻断剂百 日咳毒素 (PT)预处理的 PM 、经刺激型 G蛋 白(Gs)激活 

剂霍乱毒 素(CT)预处理 的 PM(b，观察 各组 细胞 培养上清液中 NO及 TNF．d含量 的变化 。 结 果 补 

体血浆组培养 七清液 中的 NO和 TNF—d含量分别为 (80±12)~mol／L和(46±6)％ ，明显 高于去补体 

血浆组 的(34±5)~mol／L和 (26±5)％(P <0．O1)。PT预处理后补体血浆组 PM 产生 的 NO明显下 

降[(45±10)~mol／L，P <0．O1]，而 TNF—d活性 [(58±10)％ ]增加 (P <0．05)，CT预处理后补体 

血浆组 PM 产生的 NO增加[(105±18)~mol／L，P <0．05]，TNF—d的活性 [(27±6)％ ]降低 (P < 

0．01)。 结论 严重烫伤后活化补体引起 PM 分 泌 NO和 TNF—d增 多这一 现象 ，至少部 分是通 过 

G蛋 白途径实现的。其中对 PM 生成 NO的调控 主 要是 通过 Gi蛋 白途 径发挥 作 用 ，对 PM 分 泌 

TNF．ot的调控则 以 Gs蛋 白信号通路为主 
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【Abstract】 0bjective To investigate the influence of activated complement on the secretory function 
of peritoneal macrophage(PM+)in the production of nitric oxide(NO)and tumor necrosis factor—d(TNF— 

d)，especially in the role of different G—protein subtypes in this process after burns． Methods The mice 

inflicted by 18％ TBSA full—thickness scald was established and employed as the mode1．And the mice were 

divided into A (the complements were preserved and activated)and B(with intraperitoneal injection of CV F 

to deplete complement before scald)groups．The plasma of the mice in the two groups was collected at 6 

postburn hour(PBH)and cultured with PM+from normal mice．The PM+were pretreated with pertussis tox— 

in(PT)and with cholera toxin(CT)． Fhe NO and TNF—d levels in the supernatant of normal PM+culture 

with different pretreatment were measured by Greiss assay． Results The NO and TNF—d contents in group 

A [(80±12)~mol／L，(46±6)％ ]were obviously higher than those in group B[(34±5)~mol／L，(26± 

5)％ ，P <0．01]．The NO content produced by PM6(45±10~mol／L)in A group decreased(P < 

0．01)，while the TNF—d activity(58±10)％increased by PT pretreatment(P <0．05)．On the contrary． 

the NO content produced by PM(b(105±18umol／L)in group A increased(P <0．01)，while the TNF—d 

activity(27±6)％decreased by CT pretreatment(P <0．01)． Conclusion These results indicates that 

the secretory function of normal PM+can be enhanced by complement activation after thermal injury，which 
might partly be due to the effect of activated complement conponents through complement receptor coupled G- 

protein．In the secretory function of complement stimulated M击．Gi protein has a major role in the produc- 

tion of NO ，Gs protein is mainly involved in the secretion of TNF—ot． 

【Key words】 Burns； Complement； Macrophages； GTP binding protein； Nitric oxide； Tumor 
necrosis factor—alpha 

基金项 目：国家 自然科学 基金重大资助项 目(39290700—01)，全军 “九五”医学科研 规划重 点课题 资助 项 目 

(96LO42) 

作者单位 ：400038 重 庆，第 军医大学两南医院全军烧 伤研究所 ，创 伤 、烧伤 与复合伤 国家重点 实验室 (胡 

远兵现在武警成都 医院内一科．610041) 

通信(讯 )作者 ：彭代智 ，Email：dzpeng@yahoo．com，电话 ：023—68754176 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



中华烧伤杂志2005年 1 2月第21逢笙 塑 i rn!，I】竺! !! !! ： !! !： 

烧伤后m现的免疫功能紊乱 ，是并发全身感染 、 

多器官功能衰竭的主要原 之～ ：其中已经 明确的 

有补体 化加剧 ，巨噬细胞膜 G蛋白活化，腹腔巨噬 

细胞(PMqb)分泌更多的一氧化氮(NO)、肿瘤坏死因 

子 仅(TNF—Ot)等炎症介质 。补体活化 巨噬细胞 

产生 NO和 TNF．Ot的信号传递 是甭通过 G蛋白系 

统 ，何种 G蛋 白参与了这一过程，日前还不清楚。本 

实验拟观察不同亚型的 G蛋 白在上述过程 中的作 

用 。 

材 料 与 方 法 

1．主要试剂及仪 器：抑制型 G蛋 白阻断剂百 日 

咳毒索(pertussis toxin，PT)、刺激型 G蛋白激活剂霍 

乱毒素(cholera toxin，CT)和 RPMI 1640培养基均购 

自美国 Sigma公司。450型酶联 免疫检测仪 购 自美 

国 Bio—Rad公司，18l5一TC型二氧化碳孵箱购 自美国 

She1．Lab公 司，普 通光学 显微镜 购 自日本 Olympus 

公司。 

2．ⅡIL浆采集 ：健康昆明小 白鼠(第三军 医大学 

实验动物中心 )，雌雄各半 ，体重 22～25 g。(1)补 

体血浆组(10只)：制备小鼠 18％TBSAⅢ度烫 伤模 

型，伤后 6 h补体活化最明显时抽取小鼠腋下血，分 

离收集血浆 。(2)去补体ⅡIL浆组 (10只)：在小鼠 

腹腔 注 射 眼 镜 蛇 毒 素 子 (cobra venom factor， 

CVF)10 g去除补体 ，24 h后按上述标准烫伤 ，伤 

后 6 h取 血制备血浆。两组血浆 于 一20℃保 存备 

用 。 

3．PM+的制备及分组 ：取 l5只健康 昆明小 白 

鼠，雌 雄 不 限。处 死 后 用 预 冷 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 

(PBS)灌洗腹腔问隙 ，收集细胞 混合后分为 6组 ：补 

体血浆对照组 、去补体 血浆对 照组 、PT预处理补体 

血浆组 、PT预处理去补体血浆组 、CT预处理补体 血 

浆组 、CT预处理去补体 血浆组 (PT及 CT的浓度均 

为 100 Ixg／L)，每组 l0孑L，加入 24孑L培养板 ，用贴壁 

法纯化 ，瑞氏一吉姆萨染色后提示 PM 比例 >90％。 

各组细胞分别加入 含体积分数 50％补体 的血浆或 

去补体 ⅡIL浆的 RPMI l640培养液 (含体积分数 10％ 

小牛血清)，常规培养 24 h，收集 L清液送检 。 

4．检测指标 ：(1)用实验室配制的 Greiss溶液检 

测细胞培养上清液 中 NO的含量：(2)参照文献 『1] 

用 L929细胞结晶紫染色法检测 J二清液 的细胞杀伤 

率(cytocidal ratio，CR)，以此反映其 TNF—Ot含量。 

5．统计学处理 ：数据以 x±S表示 ，用华西 医科 

大学 医用 统 计程 序包对 数据 进 行单 【大J素 Q检验 

(Newman—Keuls法 )及双因素方差分析。 

结 果 

1．PT预处理对 PM+分泌 NO的影响：NO检测 

结果依次为预处理去补体血浆组 <去补体ⅡIL浆对照 

组 <预处理补体ⅡIL浆组 <补体血浆对照组 ，见表 1。 

双回归方差分析表明 ，补体和 PT因素在影 响 NO产 

生巾的交互作用非常显著(补体 PT：P =0．000)。 

表 1 PT预处理对 PM 分泌 NO的影响 (Ixmol／L，x±5) 

Tab 1 Influence of PT pretreatment 0n NO production by 

PM (Ixmol／L，x±s) 

}}：与 补 体 血 浆 对照 组 比较 ，} P <0．0l；与 预 处 理 补 体 血 浆 组 比 

较 、#P <0 01；与去补体血浆对照组 比较，△ P <0 05 

2．PT预处理对 PM+分泌 TNF—Ot的影响：各组 

TNF—Ot检测结果依次为去补体血浆对照组 <预处理 

去补体血浆组 <补体ⅡIL浆对照组 <预处理补体血浆 

组 ，见表 2。双因素方差分析表明，补体和 P，I1在影响 

TNF—oL产生 中的交互作用不明显(补体 PT：P = 

0．170>0．05) 

表 2 

Tab 2 

PT预处理对 PM 分泌 TNF—d的影响 (％ ， ±s) 

Influence of PT pretreatment on TNF—Ot production by 

PM (％ ． ±s) 

注 ：与补体血浆 对照组 比较 ，{P (0．05，#P (0．01；与预处理补 

体 m浆组 比较 ，△ P <0．05；与去补体 血浆对照组 比较 ，☆ P <0 05 

3．CT预处理对 PM+分泌 NO的影响 ：NO检测 

结果依次为去补体血浆对照组 <预处理去补体血浆 

对照组 <补体血浆对照组 <预处理补体血浆组 ，见 

表 3。双冈素方差 分析表明，补体和 CT在影 响 NO 

产生中的交互作用不明 显(补体 CT：P =0．068> 

0．05) 

表 3 CT预 处理对 PMdo分泌 NO的影响(Ixmol／L．x±s) 

Tab 3 Influence of CT pretreatment on NO production by 

PM+(Ixmol／L．x±s) 

注：与补体 血浆对照组 比较 ， P <0．05，#P <0．0l；与预处理补 

体血浆对照组 比较 ，△ P <0．0l；与去补 体血浆对照组 比较 ，☆ P < 

0．05 
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4．CT预处理对 PM+分泌 TNF— 的影 响：各组 

TNF— 检测结果依次为预处理去补体血浆组 <去补 

体血浆对照组 <预处理补体血浆组 <补体血浆对照 

组 。见表 4。双因素方差 分析表 明，补体和 cT在影 

响 TNF— 产生中的交互作用非常显著 (补体 CT： 

P =0．00l<0．05) 

表 4 

Tab 4 

CT预处理对 PM+分泌 TN F．d的影响 (％ ，x±s) 

Influence of CT pretreatment Oil TNF—d production by 

PM击(％ ，x±s) 

注 ：与补体血浆对照组 比较 ， Jp<0 01；与预 处理补体 血浆组 比 

较 ．#P <0．05；与去补体 血浆对照组 比较 ．△ Jp<0．05 

讨 论 

严重烧伤后早期 ，坏死细胞 、变性蛋 白聚集物 、 

细胞碎片 、线粒体膜及肠源性 内毒素等均可经过旁 

路途径激 活补体。补 体活 化片段有 C3a、C4a、C5a 

和 C5b一9膜攻击复合物 ，其中 C5a是强有力的趋化 

因子。活化补体使巨噬细胞 分泌大量的炎症介质 ， 

降低了细胞 的杀菌功能 ，也导致细胞 自身损伤和组 

织被破坏。去除补体后 ，巨噬细胞分泌的炎症 介质 

水平显著下降 ’ 。 

烧伤后早期 巨噬细胞活化过程表现在跨膜信号 

的明显异常 ，其 中补体活化巨噬细胞 的过程主要通 

过 G蛋白参与 ’ 。炎症介质作用于细胞主要是通 

过细胞膜表面的 G蛋 白偶联受体(G protein coupled 

receptors，GPCRs)发 挥作用 。在膜水 平上 ，GPCRs 

通过与膜内侧的 G蛋白偶联产生 G蛋 白循环，将信 

号转导给下游的效应分子系统 补体受体 C5aR就 

是属于 GPCRs大家族的成员 ，C5a与 C5aR结合后 ， 

通过 G蛋白的跨膜信号转导发挥趋化 、促代谢 、免疫 

调节作用。而 C5b一9可以使 肾小球系膜 细胞产 生 

NO、TNF— 增多。但是至今尚未明确其跨膜信号转 

导途径与 G蛋白的关系 。。 

G蛋白根据其对腺苷酸环化酶 (AC)作用的不 

同分为两大类 ：抑制型 G蛋 白(Gi)和激活型 G蛋 白 

(Gs)。CT可 以催 化辅酶 I(Co I)的腺苷二 磷酸 

(ADP)一核糖基转移到 Gs亚基的精 氨酸残 基上，使 

G蛋 白发生 ADP一核糖化进 而被激活。PT可以催化 

Gi进行核糖基化 ，中断其信号 传递 。有研究表 

明，严重烫伤后，补体过度活化使 PM+分泌 TNF— 

和 NO增加 ，并且在此过程中 G蛋 白显著活化 ’ 。 

本实验观察到，去补体血浆可明显降低 PM+的分泌 

功能；PT预处理可 以使 PM+产生的 NO含量下降 、 

TNF— 增加；而 CT预处理可以使 PM+产生的 TNF— 

含量下降 、NO增加。结果提示 ，严重烫伤后 ，活化 

补体刺激 PM+产生 NO的信号传递受 到 G蛋 白尤 

其是 Gi蛋白的调控 ，但不能排除其他 G蛋白的调节 

作用 ；活化补体刺激 PM+产生 TNF— 的信号传递受 

G蛋 白的调节，其 中 Gs蛋 白的作用最为明显，但不 

能排除其他途径的调节作用。此外 ，非 补体活化因 

素的其他成分受 Gi和 Gs蛋 白的调节 ，也参 与了刺 

激 PM+产生 NO和 TNF— 的过程。 

由于 G蛋 白种类的多样性 ，各种 G蛋 白之间相 

互作用 、相互制约。Gi活化后 ，可以直接抑制 AC的 

活性，使其在循环中产生的 B、̂，亚基可以与 Gs 亚 

基相结合形成 聚体 (基态)，使 其失去对 AC的催 

化作用。Gi又分 为 Gil、Gi2、Gi3 3种，不同的 G蛋 

白共同处于一个矛盾的平衡中，所以在信号传递时， 

多种 G蛋 白共同参与 、相互调节 “ 。c5a和 C3a对 

中性粒细胞 内游离 ca“的刺激均可被 PT阻断，使 

其与鸟苷三磷酸(GTP)的亲和力上升 1．5～3．0倍 ， 

提示 C3a、C5a活化中性粒细胞的作用是通过受体偶 

联对 PT敏感 的 Gi蛋白所介导 的 ” 。CT或前列 

腺 素 E，(PGE，)均可 增 加 细 胞 内环 腺 苷 一磷 酸 

(cAMP)浓度。内毒素／脂多糖 (LPS)可刺激 PM+ 

增加 TNF— 的分泌量 ，加入 CT或 PGE2、cAMP的类 

似物可以抑制 LPS的作用 ，提示 cAMP在 PM+受 

LPS刺激产生 TNF— 的信号途径中有不可缺少的抑 

制作 用 。Murthy等 报道 ，用垂体腺苷 酸环化 

酶激活肽(PACAP)刺激 NO合酶 (NOS)，其活性可 

以被 PT和 Gi l-2的抗体抑制 ，提示 Gi l一2是 NOS 

活性接受刺激信号的途径之一 。 

补体活化片段 刺激 PM+产 生 NO的信号途径 

可能是 ：补体活化片段结合到 Gi偶联的 PM 补体 

受体上并激活 Gi 。活化的 Gia可 以直接激活鸟苷 

酸环化酶 (GC)，催 化 GTP水 解 为环 鸟苷 一 磷 酸 

(cGMP)，同时抑制 腺苷三磷酸(ATP)水解 为 cAMP 

并 以 cGMP为第二信使 ，作用 于依赖 它的蛋 白激酶 

(G激酶)使之活化。G激酶被激活后 ，引起 NOS活 

性增高 ，增加 NO的合成。在产生 TNF— 时，其信号 

转导 途径 中 Gs所起 的作 用 似 乎 更重 要 ，一 方 面 

cAMP必不可少 ，另一方面 cAMP的大量增加会 明显 

抑制 TNF— 的产生。 目前 尚不能排除其 他物质 的 

调节作用。 

总之 ，严重烫 伤后活化的补体通过复杂 的信号 
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转导途径激活巨噬细胞 ，其中 G蛋白途径中的 Gi和 

Gs很可能都发挥 了重要作用。本实验结果表明，补 

体活化片段 通过 Gi发挥作用 ，补 体活化 片段与 Gs 

的关系至今鲜见报道。由于信号转导途径和 G蛋 白 

调节的复杂性 ，目前要完全弄清楚补体 的信号转导 

途径还有困难 ，补体活化 PMd)的信号传递亦有待更 

深入的研究。 
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微粒皮制作实用方法介绍 

戴海华 海恒林 华云飞 边琳芬 吴胜刚 李强 张志扬 李克荣 

改装 刀具 ：去除 多用轧 皮机 刀具 (SZS-79-4C型 ，上海 手 

术器械厂)的刀间隔层 ，将刀 片并拢 间隔缩 短为 1 mI'll，制 成 

轧制微粒皮的刀具。操 作方 法如同加丁邮票状 皮肤 ，制备的 

微粒皮规格为 1 mm×1 mm。利用新 鲜猪 皮制备微 粒皮 时 ， 

注意大张猪皮的厚 度应 控制 在 1 mm 0 

移植方法 ：处理 烧伤创 面至 待植 皮状 态 ，充 分止 血 。参 

照文献 [1]轻提绸布 ，将 漂浮在 等渗盐水 中的微 粒皮转 移至 

用以覆盖创面的新 鲜猪皮真皮面上 ，冉将 带微粒皮 的猪皮真 

皮面贴敷于创面。间断缝合同定，用厚 层无菌敷料适 当加压 

包扎 ，避免过早拆开敷料错动 尚未 黏附牢圊 的猪 皮。通常术 

后 5 d首次检 视创 面，若无明显的局部或全身感染 ，亦可延至 

7 d后 。猪皮下如有积血 积液 ，可作 局部切 开引 流并继续 包 

扎。术后 10 d左 有，微粒皮 已开始扩展 为可辨认 的皮 片，其 

上覆盖的猪 皮表 现 为局部 干结 。术后 3周 ，微粒 皮 继续 扩 

展 、增 厚并融合成 片 ，覆盖 自体皮的猪皮逐渐 脱落 ，其下仅为 

创面的猪皮 可持续成活 4～6周 。 

l临床应用及结果 ：笔者 对 38例大 面积深 度烧 伤患 者的 

作者单位 ：313000 湖州 ，解放军第 九十八 医院烧伤整形科 

· 技 术 与 方 法 · 

创面按照上述方法进 行微 粒皮移 植手 术 ，供 、植皮 面积 比平 

均为 1．O：(9．0±2．7)，微粒 皮移植 术区 占患者 总体 表面 积 

的(45±18)％ ，占烧伤 总 面积 的 74％。微 粒皮 成 活面积 占 

总植皮面积的 (90±5)％ ，约 95％ 创面封 闭时 的平 均手术 次 

数为 6．5次[伤后 (42±5)d]。脓 毒症 和内脏并 发症发生 率 

为 28．5％ ，患者 生存 率为 94．7％ 。 

讨论 将原有轧皮机刀具简单改 装后制备 微粒皮 ，可明 

显降低劳动 强度 、提 高 T作 效率 ，微 粒 皮均 匀 、漂 浮 同 向性 

好 ，方便按植 皮面积调整供皮量。 

以新鲜猪 皮作微粒皮的覆 盖物 ，具有取材方 便 、费用 低 、 

制作容易 、随时可用等优点 。但应 注意新鲜猪皮必 须先消 

毒后加 T，以增强与 自体微粒皮和创面之间的黏附效果 。 
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