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!"#激酶在大鼠严重烧伤后肠黏膜通透性改变中的作用及机制研究
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+ + 摘+ 要：目的+ 观察严重烧伤早期不同时相点大鼠肠黏膜通透性的变化，探讨 ,-. 激酶在这一过程中的作用及机
制。方法 + 常规制备烧伤大鼠模型后取回肠末段，分为正常对照组、烧伤组和烧伤 / - 0 1&)/*& 组，以荧光素标记法
（2345#6）检测大鼠肠黏膜在未烧伤、!、&、/、!&、&% -等不同时相点通透性的变化指标；用 789:8;< =>.: 法检测肠黏膜肌球
蛋白轻链（?@.9A< >AB-: C-DA<，EF5）、磷酸化 EF5（G#EF5）和 ,-.激酶蛋白水平的变化。结果+ 严重烧伤后大鼠肠黏膜
通透性明显增加，并呈时相依赖性变化，/ H !& -达到最高；G#EF5以及 ,-.激酶蛋白表达均明显增加。上述蛋白表达的
增强可在加入 ,-.激酶特异性抑制剂 1&)/*& 后消失。结论+ 严重烧伤后肠黏膜 ,-. 激酶激活和 G#EF5 表达增加，是导
致其通透性增加及屏障功能损害的分子机制之一。
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+ + 肠道是外科应激反应的中心器官［!］。在严重烧伤、
创伤及休克等病理状态下，肠道黏膜通透性增加与屏障

功能降低以及由此而引起的严重病理生理改变已被广

泛认知。但烧伤后肠黏膜通透性增加的分子机制至今

仍未完全明了。众所周知，维持肠黏膜上皮屏障完整性
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的结构基础是肠黏膜上皮细胞间的紧密连接（ :AB-:
NO<C:A.<）及其相关蛋白功能正常［& ^ %］。,-. J#,]5T信
号转导通路是细胞外信号导致细胞骨架重组的分子开

关，参与内皮屏障功能调节［$，/］；,-. 激酶为 ,-. J的靶
蛋白。,-. J的下游效应器 ,]5T是一种丝氨酸 ‘苏氨
酸蛋白激酶，包括 & 种同源性较高的异构体 ,]5T"
（,]5T!）和 G!/",]5T（,]5T#或 ,]5T$）。
+ + 本实验通过严重烧伤大鼠模型，研究早期肠黏膜
变化规律，以探讨 ,-. 激酶在烧伤后肠黏膜通透性增
加过程中的作用及分子机制。
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!" 材料与方法

!" !# 实验材料
# # 成年 $%大鼠 &’ 只，体质量 ()) * (&) +（第三军医大学大
坪医院野战外科研究所实验动物中心）。主要试剂：,-./ !
抗体（美国 0123435 公司），肌球蛋白轻链（67829: ;9+<3 =<49:，
>?.）单克隆抗体（美国 $9+64公司），1@>?.单克隆抗体（美国
.5;; 29+:4; 35=<:8;8+7公司），"@4=39:单克隆抗体（美国 $9+64 公
司），A,B偶联的二抗（美国 $8C3<5D:E9835=<公司），F@(G’H(（美
国 I8928CD=5公司），超敏 J.? 化学发光试剂盒（美国 B95D=5 公
司），,.%.蛋白测定试剂盒（美国 I98@,4K公司）。
!" (# 方法
!" (" !# 烧伤模型制备及实验方案# # 室温（(& L (）M条件下
大鼠雌雄分笼，普通饲料喂养 ! 周。实验前 !( < 禁食，自由饮
水。用戊巴比妥钠（(& 6+ N O+）腹腔麻醉后，除正常对照外，背
部电推剃毛，PQ硫化钠脱毛后，涂 HQ凝固汽油燃烧 () 2，造成
H)Q RI$S#度烧伤，伤后不补液，分笼喂养，自由进食。将大鼠
分为正常对照组、烧伤组、烧伤 ’ < T F(G’H( 组（,<8 激酶特异
性抑制剂 F(G’H(，将 F(G’H( 用 BI$ 稀释，按 ( 6+ N O+ 腹腔注
入），烧伤组再下设伤后 !、(、’、!(、(U < & 个时相点，每组 P 只
动物。各组取干净回肠末段 ( =6迅速在液氮中冻存。
!" (" (# 肠黏膜通透性检测# # 取烧伤后 !、(、’、!(、(U < 为观
察点，用荧光素标记法（VWR.@%）检测肠黏膜通透性在各时相点
的变化。将 VWR.@%用磷酸盐溶液配置成 () 6+ N 6;，活杀前麻
醉动物并开腹，取距回盲瓣 & =6的末段回肠 !) =6，两端结扎，
将 VWR.@%注入该肠段，H) 69: 后取门静脉血 ! * ( 6;，( )))
D N 69: 离心 !) 69:，取 !)) 6; 血浆，加入 )" X 68; N ? BI$ 混匀，
荧光分光光度计检测荧光强度（波长为激发光 UP) :6，发射光
&() :6）。根据标准曲线计算门静脉血 VWR.@%浓度。
!" (" H# 肠 >?.、1@>?.以及 ,-./ 激酶表达水平检测# # 取
末端干净回肠 ( =6，用载薄片刮取肠黏膜。将刮取肠黏膜溶解
在 ! Y ECZZ5D细胞裂解液中（在使用前数分钟内加入 B>$V，使
B>$V的最终浓度为 ! 668; N ?。按照每 () 毫克组织加入 !)) *
()) $;裂解液的比例加入裂解液）。用玻璃匀浆器匀浆，超声，
直至充分裂解。充分裂解后，!( ))) D N 69:离心 & 69:，取上清，
煮沸变性。上样前采用 ID4KZ8DK 法测定蛋白浓度。$%$@BS[J
电泳分离蛋白、半干电转移（I98@,4K B8\5DB4= ())）至 B]%V 膜
上。以 &Q无脂乳封闭背景，分别加入一抗，U M孵育过夜，
RI$R洗膜后以相应二抗室温孵育 ! <。用强化化学发光剂发光
显色，以 $38D6生化检测仪（>8;5=C;4D %7:469=2，美国）直接检
测发光信号并将图像输入计算机。

!" (" U# 蛋白灰度分析# # 以 "@4=39:为内参照，结果用 .<569@
%8= ^,$凝胶分析系统对各条带灰度值比较分析。
!" H# 统计学处理
# # 实验数据以 !! L "表示，采用 -D9+9: 统计软件，两组间差异
比较行组间 #检验，多组间比较行单因素方差分析，以 _C4:3937
-:5软件进行定量分析。

#" 结果

(" !# 严重烧伤后各时相大鼠肠黏膜通透性的变化
# # 我们建立了烧伤大鼠模型，取末段回肠用 VWR.@% 方法记

录了肠黏膜通透性在各时相的变化情况，观察到与正常对照组

［（!G" (X L X" HP）6+ N 6;］相比较，严重烧伤后 !、(、’、!(、(U <大
鼠肠黏膜通透性明显升高，且升高趋势呈时相依赖性变化，’ *
!( <达到最高（$ ‘ )a )&）。而与单纯烧伤后 ’ < 组［（&P" )H L
(G" X!）6+ N 6;］比较，加入 ,<8激酶特异性抑制剂 F(G’H( 后大
鼠肠黏膜通透性下降［（(!" (H L !!" !X）6+ N 6;，$ ‘ )a )&］。

(" (# 严重烧伤后肠道蛋白 ,-./ !、>?.、1@>?. 表
达水平的变化

# # 与正常对照组比较，严重烧伤后各组 ,-./ !蛋白表达水
平显著升高（$ ‘ )a )&），>?. 蛋白表达量变化不明显（$ b
)a )&），但 1@>?.蛋白表达量随时间延长逐渐增加，在烧伤后
’ <达高峰（图 !）。
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!：正常对照组；( c ’：严重烧伤后 !、(、’、!(、(U <
图 !" $%&’%() *+,’检测大鼠严重烧伤后肠黏膜各蛋白表达量的变化

(" H# 烧伤大鼠 ,<8激酶表达变化影响肠黏膜通透性
# # 为了进一步探讨严重烧伤大鼠肠黏膜通透性改变的分子
机制，我们在烧伤 ’ < 组加入 ,<8 激酶特异性抑制剂 F(G’H(，
同样检测 ,-./ !、>?.、1@>?.的表达水平。与单纯烧伤 ’ <
处理组比较，烧伤 ’ < T F(G’H( 组 ,-./ !表达减少，同时
1@>?.蛋白表达量明显降低（$ ‘ )" )&，图 (）。
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!：正常对照组；(：单纯烧伤 ’ <组；H：烧伤 ’ < T F(G’H( 组
图 #" $%&’%() *+,’检测加入抑制剂 -#./0# 后肠黏膜各蛋白
表达量的变化

0" 讨论

# # 血管内皮的损伤是严重烧伤早期重要的病理变化
之一，在烧伤早期损害中起核心和关键作用。血管通

透性的改变是严重烧伤早期血管内皮损害的主要表现

之一，也是严重烧伤早期组织水肿、体液外渗的重要病

理基础。但是，严重烧伤早期肠黏膜通透性变化的机

制至今尚不明确。新近的研究资料表明［G c !)］，细胞回

缩是各种原因引起肠黏膜屏障通透性增加的共同通

路，依赖于 >?. 的磷酸化。而肌球蛋白轻链磷酸酶
（67829: ;9+<3 =<49: 1<821<43425，>?.B）是催化 >?.
从磷酸化型向非磷酸化型转变的重要物质，其活性受
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$%& 激酶的负性调控［’’，’(］。$%& ) 的下游效应器
$*+,是一种丝氨酸 - 苏氨酸蛋白激酶，包括两种同
源性较高的异构体 $*+,!（$*+,"）和 .’/0$*+,
（$*+,#或 $*+,$），分子结构包括 1末端的催化激
酶结构域、中部的与 $%&2345 结合的卷曲螺旋结构域
和 + 末端的激酶底物同源结构域。$%& 激酶接受 $%&
传递的活化信号，多个氨基酸位点被磷酸化而激活，介

导下游一系列磷酸化 -脱磷酸化反应。活化的 $%& 激
酶对 67+5 中肌球蛋白结合亚单位的第 /!8 位苏氨酸
残基进行磷酸化修饰，并使 67+5 失活，失活的 67+5
不能将 .267+去磷酸化，从而使得细胞质内 .267+水
平升高。因此我们选择 $*+,"作为实验的切入点。
" " 为此，本研究观察了严重烧伤早期不同时相大鼠
肠道通透性的变化以及 .267+、$%& 激酶蛋白水平的
变化和机制。在本研究中，我们首先观察到大鼠肠黏

膜的通透性在烧伤早期明显增加，并且呈现时相依赖

性变化，其中烧伤 / 9 ’( %到达高峰，这与 +:;<=; 等［’>］

对大鼠进行烫伤研究的结果和赵云等［’?］对大鼠烧伤

后肠黏膜上皮细胞凋亡的研究结果基本一致。因此，

我们认为严重烧伤后 ’( % 内是防治毒素进入体内的
关键期。

" " 通过@=A<=;B CD&<检测，我们观察到严重烧伤后各
组.267+蛋白水平明显增加，同时，$%& 蛋白的表达也
显著升高。已经明确，.267+ 蛋白水平的升高即为血
管通透性增高的分子基础，其中许多蛋白激酶通路参

与了 67+ 磷酸化的信号传递途径，其中包括 5,+、
+:( E 25,3通路、酪氨酸激酶通路、6)5, 通路等。通
过这些不同的信号通路，众多的体液因子可诱导

.267+ 蛋白水平升高，引起通透性增加。
" " 为了明确 .267+ 在烧伤早期肠道黏膜通透性变
化中的地位和机制，我们在 / % 组加入了 $%& 激酶特
异性抑制剂 F(8/>(，发现 .267+ 蛋白水平降低的同
时，黏膜通透性也有一定改善，说明 F(8/>( 对于 $%&
激酶活性的抑制作用影响了 .267+ 蛋白的表达，进一
步影响了肠道黏膜通透性的变化。由此可见，$%& 激
酶作为 .267+ 的上游信号分子参与了烧伤后肠道黏
膜通透性的调控。

" " $%&激酶为小 3 蛋白 $%& 家族 $%& ) 的下游效
应器，是 $%& 信号转导通路的关键酶［G］。在多种细胞
中，$%&激酶可通过磷酸化肌球蛋白磷酸酶，继而使
67+磷酸化，导致肌动2肌球蛋白收缩，细胞骨架重组，
结构改变。但是烧伤对黏膜通透性变化的作用是否也

通过 $%&信号转导通路尚鲜见报道。
" " 因此，明确 $%&激酶活化所介导的 67+磷酸化在

严重烧伤后肠黏膜通透性增加及屏障功能损害发生机

制中的作用分子机制，对进一步针对 $%& 激酶及
67+5介导的 67+磷酸化的新措施及开发新型的 67+
磷酸化拮抗剂，以防治烧伤及创伤后肠黏膜通透性增

加及屏障功能损害具有重要的指导意义，对研究烧伤

及创伤后其他屏障通透性如血管内皮屏障、呼吸道上

皮屏障等通透性也有积极的借鉴意义。
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