
书书书

论著 文章编号：!"""#$%"%（&""’）!$#!%(%#"%

严重烧伤后肠黏膜肌球蛋白轻链磷酸化表达改变及其意义

陈传莉!，刘依凌!，王) 裴!，孙) 玮&，王凤君! ) ) （第三军医大学：!西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，&基础医学部中心实验室，重庆 %"""(’）

) ) 摘) 要：目的) 探讨肌球蛋白轻链（*+,-./ 0.123 425./，678）磷酸化在严重烧伤早期对肠黏膜屏障功能及细胞紧密
连接相关蛋白变化的作用。方法) 健康成年 9:大鼠 %’ 只，采用随机数字表法分为正常对照组及烧伤后 !、&、;、!&、&% 2
组，用异硫氰酸荧光素#葡聚糖（<=>8#:?@3A5/）检测大鼠肠黏膜通透性，免疫荧光法检测肠黏膜细胞紧密连接相关蛋白
BC#!、<#肌动蛋白（<#543./）及磷酸化型 678（D2,-D2,A+053?E 678，D#678）的变化。结果) 烧伤后大鼠肠黏膜通透性明显
增加，伤后 ; 2达高峰，为对照组的 ( 倍（! F "G "!）；烧伤后肠上皮通透性的增加伴随有紧密连接相关蛋白 BC#! 的明显重
分布、细胞紧密连接损害以及肠上皮细胞 D#678表达的增加。结论) 678 磷酸化可能在严重烧伤后肠黏膜屏障功能紊
乱及通透性增加的发生机制中起着重要的调控作用。
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) ) 严重烧伤后肠道组织明显受损，屏障功能紊乱，通
透性增加，从而引发或加重一系列病理生理变化。黏

膜通透性的改变与细胞骨架重组，紧密连接结构变化

有着密切关系，但迄今为止，对烧伤后肠黏膜屏障功能

紊乱及通透性增加的发生机制仍未完全明了。最近有
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研究表明［! ‘ (］，上皮细胞收缩性改变是不同原因引起

其通透性增加的共同通路，主要受骨架蛋白中肌球蛋

白和肌动蛋白的影响，并依赖于肌球蛋白轻链（*+,-./
0.123 425./，678）的磷酸化。678 磷酸化引起的细胞
紧密连接相关蛋白 BC#! 改变在炎症介质或内毒素所
致的肠上皮屏障功能紊乱中起着重要作用。因此，我

们推测烧伤后肠黏膜屏障功能紊乱可能也与肠上皮细

胞 678磷酸化有关。本课题旨在研究严重烧伤早期
肠黏膜屏障功能及细胞紧密连接相关蛋白 BC#! 的变
化，并探讨 678磷酸化在其中的作用，以进一步阐明
烧伤后肠黏膜屏障功能紊乱的发生机制。
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!" 材料与方法

!$ !# 实验材料
!$ !$ !# 动物来源# # 健康成年 %&大鼠 ’(只，雌雄不拘，体质量
（!() *+)）,，由本校大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供。
!$ !$ + # 主要试剂及仪器 # # 异硫氰酸荧光素-葡聚糖（./01-
&234567，相对分子质量为 ’$ ’ 8 !)9）及 &:;/ 购自 %<,=6 公司，
兔抗 >?-! 抗体为 >@=2A B6CD564D5<2E公司产品，兔抗磷酸化型
肌球蛋白轻链（FGDEFGD5@H642A IB1，F-IB1）抗体由芝加哥大学
0J5725教授惠赠，:H236 .HJD5 "K’ ;G6HHD<A<7、:H236 .HJD5 ’(( 标
记山羊抗兔 /,L 及 %HDM .6A2 :74<N6A2 试剂盒购自 IDH2OJH65
;5DC2E公司；.-9)!) 型荧光分光光度计为 P<46OG< 公司产品，
01% %;%型激光共聚焦显微镜为 B2<O6公司产品。
!$ +# 方法
!$ +$ !# 动物分组与烧伤模型建立 # # 实验前大鼠禁食 !+ G，
自由饮水。采用随机数字表法，将 ’( 只大鼠分为正常对照组
（伤前）及伤后 !、+、Q、!+、+’ G组，每组 ( 只。按 9) =, R S,腹腔
注射 +T戊巴比妥钠麻醉大鼠后，背部剪毛，并用 (T硫化钠脱
毛。除对照组外，其余大鼠背部均被涂以 9T凝固汽油，燃烧
+) E，造成 9)T!度体表烧伤。
!$ +$ +# 肠黏膜通透性的检测# # 参照文献［’，"］方法并略加
改进，实验结束活杀大鼠前，开腹将距回盲瓣 " O=的末段回肠
两端 !) O= 结扎，向该段肠腔注入 ./01-&234567 溶液（用
)$ ! ==DH R B ;U%、FP V$ + 配制成 +) =, R =H）)$ " =H。操作过程
中需注意勿损伤肠系膜血管，并防止 ./01-&234567 液体泄漏。
9) =<7后立即取门静脉血 ! =H，9 ))) 8 ! 离心 !) =<7，分离血
浆。取血浆 !)) "H，加入 )$ K =H ;U%，荧光分光光度计测定其荧
光强度，激发光波长为 ’() 7=，发射光波长为 "+) 7=。以门静
脉血 ./01-&234567的荧光强度表示肠黏膜通透性。
!$ +$ 9 # 免疫荧光法检测肠黏膜组织 >?-!、.-肌动蛋白
（.-6O4<7）及 F-IB1表达# # 取大鼠回肠段并制作冰冻组织切

片，!T 多聚甲醛固定 9) =<7，;U% 漂洗 " =<7 8 9 次后，!T
05<4D7-W !)) 室温孵育 " =<7，;U% 漂洗 " =<7 8 9 次，用 "T正
常羊血清封闭 9) =<7，与一抗（F-IB1 抗体为 !X +))，>?-! 抗体
为!X +))）于 ’ Y孵育过夜。;U% 漂洗 " =<7 8 9 次，滴加二抗
（:H236 .HJD5 ’(( 标记山羊抗兔 /,L 为 ! X !))），同时用 :H236
.HJD5 "K’ ;G6HHD<A<7（!X ’)）标记 .-6O4<7，&:;/（!X ! )))）标记细
胞核，室温避光孵育 ! G，;U% 漂洗 " =<7 8 9 次。在切片上滴
加适量的 %HDM .6A2液，封片，激光共聚焦显微镜下观察照相。
!$ 9# 统计学分析
# # 计量资料以 !" * #表示，利用 %;%% !9$ ) 统计软件对严重烧
伤早期肠黏膜通透性动态变化行单因素方差分析。

#" 结果

+$ !# 严重烧伤早期肠黏膜通透性动态变化
# # 采用荧光标记探针 ./01-&234567 检测 9)T!度体表烧伤
大鼠伤后肠黏膜通透性的动态变化，结果显示，与对照组比较，

伤后 ! G大鼠肠黏膜通透性即开始明显增加［分别为（!"$ 9V *
!)$ K(）、（+V$ +( * +)$ (+），$ Z )$ )"］，并于伤后 Q G 达高峰
（"![ !+ * +9$ !)），约为伤前值的 9 倍（$ Z )$ )!）。随后虽有所
下降，但直到伤后 +’ G（99$ ’! * !"$ )’）仍显著高于伤前（$ Z
)[ )"）。这一结果提示，严重烧伤早期肠黏膜通透性明显增加。

+$ +# 严重烧伤早期肠黏膜上皮细胞紧密连接相关蛋
白 >?-! 分布的变化

# # 采用免疫荧光技术研究严重烧伤后大鼠肠黏膜上皮细胞
紧密连接相关蛋白 >?-! 的变化。对照组 >?-! 主要分布在细
胞与细胞之间的连接处，在细胞质中有少量表达。然而，烧伤

后 Q G大鼠肠黏膜上皮细胞与细胞之间的 >?-! 明显减少，甚至
消失，而细胞质中 >?-! 分布则明显增加。该结果提示：严重烧
伤早期肠黏膜通透性增加伴随有肠上皮细胞紧密连接相关蛋

白 >?-! 重分布现象的发生（图 !）。
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图 !" 免疫荧光法检测严重烧伤后肠黏膜上皮细胞紧密连接蛋白 $%&! 分布的变化"（激光共聚焦显微镜 8 ’" )))）
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图 !" 免疫荧光法检测严重烧伤后肠黏膜上皮细胞 #$%&’增加"（激光共聚焦显微镜 ! "# $$$）

%& ’( 严重烧伤早期肠黏膜上皮细胞 )*+,-./ 的表达变化
( ( 采用特异性的 01+223.4./对 )*+,-./ 进行荧光标记，并用激
光共聚焦显微镜检测了严重烧伤大鼠肠黏膜上皮细胞 )*+,-./
的变化。对照组 )*+,-./ 主要沿细胞膜分布，并在细胞与细胞
之间互相连接形成束状，在细胞质中偶有分布。烧伤 5 1 后，
)*+,-./仍主要沿细胞膜分布，但细胞与细胞连接处出现断裂，
且在细胞质中分布增加（图 6，%）。提示严重烧伤后肠黏膜上
皮细胞紧密连接受到损害。

%& "( 严重烧伤早期肠黏膜上皮细胞 7*89:的表达变化
( ( 采用免疫荧光技术检测了严重烧伤大鼠肠黏膜上皮细胞
7*89:的表达变化情况。对照组大鼠肠黏膜上皮细胞几乎不
能检测到 7*89:表达，烧伤后 5 1大鼠肠黏膜上皮细胞 7*89:
表达明显增加，主要分布在细胞质（图 %）。提示严重烧伤后肠
黏膜上皮细胞 89:磷酸化程度增加。

(" 讨论

( ( 肠道是外科应激的中心器官之一，在严重烧伤、创
伤、休克等病理状态下，由于严重的缺血缺氧性损害，

肠道黏膜受损，黏膜通透性增加，屏障功能降低，肠腔

内细菌和 ;或毒素等移位至其他器官，引发肠源性感染
或全身失控性炎症反应综合征，甚至发生多器官功能

衰竭。肠黏膜通透性是反映肠黏膜屏障功能的重要指

标，指相对分子质量大于 6#$ 的大分子物质渗透肠黏
膜的能力，正常情况下这些大分子物质不能通过或者

只有极少量可以通过肠黏膜屏障进入血液循环。本研

究所用的荧光标记物 )<=:*>?@-A+/的相对分子质量为
"& " ! 6$’，检测血中 )<=:*>?@-A+/ 含量可反映肠黏膜
通透性的改变情况［"，#］。我们的结果显示，’$B!度
烧伤大鼠伤后各时相点门静脉血 )<=:*>?@-A+/ 含量均
明显高于伤前，并约于伤后 5 1 达最高峰。这表明严

重烧伤后肠黏膜屏障功能受到损害，通透性增加，且以

伤后 5 1为最重。
( ( 肠上皮屏障完整性得以维持的结构基础是细胞间
的紧密连接及其相关蛋白［5，C］。紧密连接由特异的连

接蛋白使两个相邻细胞之间的间歇完全闭锁，与紧密

连接密切相关的蛋白包括 DE*6、3,,2F4./、,2+F4./ 等，
其中 DE*6 又与细胞内细胞骨架肌动蛋白相连，使细胞
内细胞骨架与胞外连接蛋白实现信号沟通。在相关信

号刺激下，由于骨架蛋白活动和细胞回缩，引起连接蛋

白结构和功能失调，细胞间隙形成。为了进一步探索

严重烧伤后肠上皮屏障功能紊乱及通透性增加的发生

机制，我们采用免疫荧光技术研究了严重烧伤大鼠肠

上皮细胞紧密连接相关蛋白 DE*6 的变化。结果表明，
与正常对照大鼠相比较，烧伤大鼠肠上皮细胞与细胞

之间的紧密连接蛋白 DE*6 明显减少，甚至消失，而细
胞质分布则明显增加。说明严重烧伤后肠上皮细胞紧

密连接相关蛋白 DE*6 发生了明显重分布。此外，我们
的结果还表明，烧伤大鼠肠上皮细胞 )*+,-./ 虽仍主要
沿细胞膜分布，但在细胞与细胞连接处出现断裂，且细

胞质分布增加，提示严重烧伤后肠上皮细胞紧密连接

受到损害。综合这些结果，我们认为肠上皮细胞紧密

连接蛋白 DE*6 的重分布及细胞紧密连接的损害可能
是严重烧伤后肠上皮通透性增加的重要原因。

( ( 89: 的磷酸化与屏障功能的调控密切相
关［6，%，G H 66］，当 89: 的第 6G 位苏氨酸和 6I 位丝氨酸
残基发生磷酸化后，可活化肌球蛋白重链头部的 J=0
酶，所产生的能量使细胞骨架肌动蛋白微丝滑动，细胞

发生收缩，通透性发生改变。89: 磷酸化在肠上皮屏
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障功能紊乱及细胞紧密连接相关蛋白的调控中起着重

要作用。为了探讨 %&’ 磷酸化在严重烧伤后肠上皮
屏障功能及通透性增加发生机制中的作用，我们采用

免疫荧光方法研究了烧伤大鼠肠上皮细胞磷酸化型

%&’蛋白表达的变化。结果显示，严重烧伤大鼠肠上
皮细胞磷酸化型 %&’的表达明显高于正常对照大鼠。
由此表明，严重烧伤后肠上皮细胞 %&’磷酸化水平增
加，进而通过调控 ()*+,-. 及细胞紧密连接蛋白 /0)!，
在烧伤后肠上皮屏障功能紊乱及通透性增加的发生机

制中可能扮演重要角色。
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# #（上接 !SII 页）

!" 讨论

I$ !# 早期诊断
# # 对于颈部大血管损伤，早期诊断是提高患者的生存率和生
存质量的前提。表现有颈部大出血的血管损伤诊断并不困难，

但是，在血管小的破裂、非全层裂伤等情况下，早期大多缺乏明

显的症状和体征，往往在血栓形成导致远端血供障碍时才出现

明显表现。本组病例中，神经系统症状最早出现在伤后 G ;，
"Hb的病例症状出现在伤后 J ; 内，"Hb的病例症状出现在伤
后GS ;。因此，对于有颈部外伤史的病例应高度注意血管是否
损伤，进行反复详细的体检和动态的观察，并配合特殊的血管

检查，以早期发现，并尽可能对颈动脉损伤的病例在术前进行

大脑侧支循环及缺血耐受性的评估，以指导治疗。

I$ G# 紧急止血
# # 不同于其他部位的止血，在颈总动脉和颈内动脉的紧急止
血中，动脉阻断时间与大脑侧支循环的好坏与治疗后果息息相

关，当大脑侧支循环不良时，如动脉阻断时间过长，会导致大脑

缺血缺氧性损害甚至死亡。当情况不允许在术前进行大脑侧

支循环及缺血耐受性的评估时，术中通过颈内动脉残端压的测

定来判断侧支循环情况显得尤为重要。一般认为，颈内动脉残

端压超过平均动脉压的 "Hb以上，说明脑血流代偿良好［G］，阻
断颈内动脉暂时不会引起严重后果；否则说明脑血流代偿不

良，须行转流术来保障脑血供，结扎颈内动脉很可能导致死亡。

我们在 S 例颈动脉修复重建术中将完全阻断时间控制在!" @-.
以内，均未发生不良后果。

I$ I# 血管重建
# # 在无法原位重建颈内动脉的情况下，行颅内 K外动脉旁路
术对提高脑血供有一定的帮助，本组 G 例应用该方法后效果良
好。对于已经出现昏迷等神经系统缺失症状的颈动脉损伤的

处理，在治疗上目前还存在争议［I］。大多数学者认为积极的手

术重建相比血管结扎来说死亡率降低［S］。但由于已经存在的

严重脑部问题，患者的手术耐受性低；而且脑血流缓慢，脑内微

血管的栓塞可能已经存在，手术不能解决这方面的问题；并且，

血管栓塞的范围往往较为广泛，手术难度大、风险极高。所以，

是否行血管重建手术还需要结合实际情况来决定。

# # 颈部血管损伤是一种凶险的损伤，需要我们提高警惕性和
应急能力，早期发现，及早治疗，避免不可逆的脑缺血缺氧性损

害是抢救成功的关键。

# # 关键词：颈部；血管损伤；脑血供；修复重建
# # 中图法分类号：UJ"I# # # 文献标识码：_
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