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腺苷酸激活蛋白激酶磷酸化障碍导致烧伤后骨骼肌脂质沉积的实验研究

王　超，吴　丹，王宏宇，胡建红，张　勇，彭　曦　　（４０００３８重庆，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）

　　［摘要］　目的　探讨影响腺苷酸激活蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）／乙酰辅酶ａ
羧化酶（ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ）信号通路导致烧伤后骨骼肌脂质沉积（ｉｎｔｒａｍｙｏｃｅｌｌｕｌａｒｌｉｐｉｄｓ，
ＩＭＣＬｓ）的分子机制。方法　 采用３０％体表面积Ⅲ度烧伤小鼠模型，将５４只 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠按随机数字
表法分为正常对照组、ＡＭＰＫ激活剂（ａｃａｄｅｓｉｎｅ，ＡＩＣＡＲ）组、烧伤组、烧伤 ＋ＡＩＣＡＲ组，同位素标记法检
测各组小鼠腓肠肌中肉碱脂酰转移酶１（ｃａｒｎｉｔｉｎｅｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，ＣＰＴ１）活性变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测各组小鼠腓肠肌中 ＡＭＰＫα、ｐＡＭＰＫα、ＡＣＣ及 ｐＡＣＣ表达水平，通过油红 Ｏ染色和甘油三酯
（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）测定法评估各组小鼠腓肠肌ＩＭＣＬｓ情况。结果　 烧伤后小鼠腓肠肌中ＡＣＣ表达量较
伤前显著升高（Ｐ＜０．０５），而 ＡＭＰＫα、ｐＡＭＰＫα、ｐＡＣＣ以及 ＣＰＴ１活性均显著降低（Ｐ＜０．０５）。在
ＡＩＣＡＲ作用下，正常小鼠腓肠肌中 ｐＡＭＰＫα表达显著升高［（１．１６±０．０８）ｖｓ（２．３８±０．２２），Ｐ＜
００５］，ｐＡＣＣ表达显著升高［（１．７４±０．１０）ｖｓ（３．７２±０．１８），Ｐ＜０．０５］，ＣＰＴ１活性显著升高［（２．９５±
０３９）ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）ｖｓ（６．３５±０．６８）ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ），Ｐ＜０．０５］，ＴＧ含量显著降低［（３．８８±０４０）ｍｍｏｌ／ｇ
ｖｓ（２．８９±０５４）ｍｍｏｌ／ｇ，Ｐ＜０．０５］。烧伤＋ＡＩＣＡＲ组小鼠腓肠肌中 ｐＡＭＰＫα、ｐＡＣＣ、ＣＰＴ１活性及甘
油三酯含量较烧伤组无显著差异（Ｐ＞０．０５）。正常对照组和ＡＩＣＡＲ组正常小鼠腓肠肌组织切片油红Ｏ
染色未见明显脂质沉积，而烧伤组和烧伤＋ＡＩＣＡＲ组烧伤小鼠腓肠肌组织切片油红Ｏ染色均显示有大
量脂质沉积，两组间并无显著差异（Ｐ＞０．０５）。结论　 骨骼肌中ＡＭＰＫ磷酸化障碍是烧伤后ＩＭＣＬｓ的
重要分子机制之一。
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ｔｈｅｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ．ＴｈｅｎＩＭＣＬｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｏｉｌｒｅｄＯｄｙｅａｎｄｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ）ｃｏｎｔｅｎｔｓｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ．
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ｉｎＣＰＴＩａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＭＰＫα，ｐＡＭＰＫαａｎｄｐＡＣＣｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ（Ｐ＜０．０５）．Ａｆｔｅｒ
ＡＩＣＡＲｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡＭＰＫａｌｐｈａ（１．１６±０．０８ｖｓ２．３８±０．２２，Ｐ＜０．０５）ａｎｄｐＡＣＣ
（１．７４±０．１０ｖｓ３．７２±０．１８，Ｐ＜０．０５）ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓｔｈａｎｉｎｓｈａｍｂｕｒｎ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣＰＴ１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ［２．９５±０．３９ｖｓ６．３５±０．６８ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ），Ｐ＜
０．０５］，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＴＧｗａｓｍａｒｋｅｄｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（３．８８±０．４０ｖｓ２．８９±０．５４ｍｍｏｌ／ｇ，Ｐ＜０．０５）．Ｉｎ
ｃｏｎｔｒａｓｔ，ｔｈｅ２ｂｕｒｎｅｄｇｒｏｕｐｓｄｉｄｎｏｔｓｈｏｗａｎｙｍａｒｋｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈＡＩＣＡＲｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＞０．０５）．
Ｂｅｓｉｄｅｓ，ｂｕｒｎｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｍｏｒｅｌｉｐｉｄｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ．ＴｈｉｓｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＩＭＣＬｓｗａｓｎｏｔｂｅ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｄｂｙＡＩＣＡＲ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＡＭＰＫｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｄｉｓｏｒｄｅｒｉｓｏｎｅｏｆｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒｂｕｒｎｉｎｄｕｃｅｄＩＭＣＬｓｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｕｒｎ；ｉｎｔｒａｍｙｏｃｅｌｌｕｌａｒｌｉｐｉｄｓ；ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ；ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ；
ｃａｒｎｉｔｉｎｅｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１３７２０４９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＰｅｎｇＸｉ，Ｅｍａｉｌ：ｐｘｌｒｍｍ＠１６３．ｃｏｍ

　　骨骼肌萎缩是重症烧伤患者常出现的并发症，肌
萎缩将严重影响患者呼吸功能、运动功能，并可破坏机

体能量代谢稳态，因此它已成为决定烧伤患者预后的

重要因素之一［１－３］。目前认为疾病状态下骨骼肌代谢

异常是导致骨骼肌消耗增加，肌肉组织不断萎缩的重

要原因［４］。大多数研究集中在骨骼肌蛋白合成与分

解代谢障碍，而对骨骼肌中脂肪代谢关注不够［５］。新

近研究发现，烧伤后脂肪酸在骨骼肌中的代谢模式明

显异常，是导致烧伤伤后骨骼肌中糖、蛋白代谢异常的

重要诱因［６－７］。骨骼肌脂质沉积（ｉｎｔｒａｍｙｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｉｐｉｄｓ，ＩＭＣＬｓ）是烧伤伤后骨骼肌脂代谢紊乱典型的病
理表现，不仅如此，ＩＭＣＬｓ可严重干扰其他物质在骨骼
肌中的代谢，由ＩＭＣＬｓ造成的“脂毒性”已成为预测烧
伤后骨骼肌发生胰岛素抵抗以及线粒体功能障碍严重

程度的有效生物学指标［６］。目前，关于烧伤后 ＩＭＣＬｓ
的研究，重点解释了ＩＭＣＬｓ的后效应，却忽视了ＩＭＣＬｓ
的形成原因。针对 ＩＭＣＬｓ形成机制的研究，是解决烧
伤后骨骼肌代谢紊乱的关键步骤。合成大于分解是脂

质沉积的根本原因，骨骼肌缺乏合成脂质的关键酶，

因此研究认为脂质氧化分解障碍是导致伤后 ＩＭＣＬｓ
最重要的原因［６，８］。腺苷酸激活蛋白激酶（ＡＭＰ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）／乙酰辅酶 ａ羧化酶
（ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＣＣ）作为调控脂肪酸分解代
谢的核心通路，可根据肌细胞内能量变化调节肉碱脂

酰转移酶１（ｃａｒｎｉｔｉｎｅｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，ＣＰＴ１）活
性，进而调控脂肪酸β氧化。去磷酸化的ＡＣＣ是ＡＣＣ
的活性状态，它催化合成的丙二酰 ＣｏＡ（ｍａｌｏｎｙｌＣｏＡ，
ＭＡ）能够抑制 ＣＰＴ１，ＣＰＴ１是脂肪酸转入线粒体过程
中的限速酶，ＣＰＴ１活性降低将阻止长链脂肪酸转移至
线粒体内膜，最终形成 ＩＭＣＬｓ［８－１０］。因此，肌细胞内
ＡＭＰＫ／ＡＣＣ磷酸化障碍可能是伤后 ＩＭＣＬｓ的重要原
因之一。本研究将在观察烧伤后骨骼肌中 ＡＭＰＫ／
ＡＣＣ磷酸化变化的基础上，探讨影响 ＡＭＰＫ／ＡＣＣ磷

酸化导致ＩＭＣＬｓ的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　清洁级雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠５４只，
４周龄，体质量（２５±５）ｇ，由第三军医大学实验动物中
心提供。标准动物饲料喂养，饲养室温度为２２～２３℃，
环境湿度为５０％，动物观察１周后用于实验。
１．１．２　主要试剂　　ＡＭＰＫ激活剂（ａｃａｄｅｓｉｎｅ，
ＡＩＣＡＲ）、油红Ｏ（上海生工），甘油三酯（ＴＧ）试剂盒、
ＣＰＴ１试剂盒（南京建成生物研究所），兔抗鼠 ＡＣＣ、
ＡＭＰＫα、ｐＡＣＣ、ｐＡＭＰＫα（Ｔｈｒ１７２）多克隆抗体（美
国Ａｂｃａｍ公司），辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（北京中杉
金桥生物技术有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　动物分组和观察时相设置　　５４只 ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠按随机数字表法分成 ４组：正常对照组、ＡＩＣＡＲ
组、烧伤组、烧伤 ＋ＡＩＣＡＲ组。其中烧伤组观察时相
为伤后（ｐｏｓｔｂｕｍｄａｙ，ＰＢＤ）１、２、３、５、７、１４ｄ。每组每
个时相点６只小鼠。
１．２．２　烧伤模型制作　　实验前１ｄ晚禁食，不限
水。小鼠１％戊巴比妥钠（４０ｍＬ／ｋｇ）腹腔麻醉，背部
电推剃毛，称质量后置剃毛区于９０℃水浴中９ｓ，造成
３０％体表面积Ⅲ度烧伤（病理切片证实为Ⅲ度）。伤
后按４０ｍＬ／ｋｇ腹腔注入乳酸林格液抗休克。创面涂
２％碘酊抗感染，每天２次，伤后给予标准动物颗粒饲
料，自由进食水。正常对照组、ＡＩＣＡＲ组均不予烧伤，
麻醉剃毛后背部浸入３７℃温水中９ｓ。
１．２．３　实验实施方案　　 ＡＩＣＡＲ组：正常小鼠腹腔
注ＡＩＣＡＲ（２００ｍｇ／ｋｇ），２ｍＬ，每日１次，共１４ｄ；烧伤＋
ＡＩＣＡＲ组：烫伤小鼠伤后 １２ｈ开始第 １次腹腔注
ＡＩＣＡＲ（２００ｍｇ／ｋｇ），２ｍＬ，每日１次，共１４ｄ。
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１．２．４　ＣＰＴ１活性检测　　剪碎腓肠肌，用匀浆器搅
拌并置于预冷的分离介质（２２０ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇，
７０ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖，２ｍｍｏｌ／Ｌ４羟乙基哌嗪乙磺酸，
０．１ｍｍｏｌ／Ｌ四乙酸二氨基乙烷，ｐＨ７．４）。４℃离心
（１０００×ｇ，１２ｍｉｎ，２次），弃沉淀物，留上清液。再经
４℃离心（８５００×ｇ，１０ｍｉｎ，２次）；所得沉淀即为腓肠
肌线粒体。采用ＣＰＴＩ酶试剂盒测定。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取３０μｇ腓肠肌组织蛋
白于１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中电泳，电转移至聚偏二氟
乙烯（ＰＶＤＦ）膜上。含５％ ＢＳＡ的ＴｒｉｓＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅ
Ｔｗｅｅｎ２０（ＴＢＳＴ）封闭 ２ｈ后，分 别 将 ａｎｔｉＡＣＣ
（１∶５００），ａｎｔｉＡＭＰＫａｌｐｈａ（１∶５００），ａｎｔｉｐＡＣＣ（１∶１０００）
和ａｎｔｉｐＡＭＰＫａｌｐｈａ（Ｔｈｒ１７２，１∶１０００），４℃孵育过
夜，ＴＢＳＴ洗膜６次，５ｍｉｎ／次，将辣根酶标记山羊抗兔
ＩｇＧ用含５％ ＢＳＡ的 ＴＢＳＴ稀释（１∶５０００），室温孵育
２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜６次，５ｍｉｎ／次。采用超敏化学发光检
测试剂盒显影、洗片、显带，分析测量图像软件 Ｉｍａｇｅ
ＰｒｏＰｌｕｓ（ＩＰＰ）对条带进行光密度分析。
１．２．６　甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）测定　　取整块腓
肠肌，以生理盐水匀浆制备１０％的匀浆液，离心（９００×ｇ，
１０ｍｉｎ，１次）。取上清液，使用甘油３磷酸激酶氧化
法（ｇｌｙｃｅｒａｔｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｋｉｎａｓｅｏｘｉｄａｔｉｏｎ，ＧＫＧＰＯ），经
酶标仪分析（波长５００ｎｍ）测定ＴＧ含量。
１．２．７　油红 Ｏ染色观察　　取整块腓肠肌，制作冰
冻切片，切厚为８μｍ切片，将切片完整地贴在载玻片
上，－２０℃保存备用。０．２ｇ油红Ｏ溶于１００ｍＬ异丙
醇作为储存液，按储存液与双蒸水体积比３∶２混合，静
置１０ｍｉｎ后滤纸过滤新鲜配制油红 Ｏ工作液。冰冻
切片从 －２０℃冰箱拿出，晾干后用 ＰＢＳ清洗玻片
３次，６０％异丙醇。去离子水清洗２次，室温下油红 Ｏ
工作液染色３０ｍｉｎ，６０％异丙醇漂洗３０ｓ，蒸馏水洗
３次。苏木精复染１ｍｉｎ，流水漂洗５ｍｉｎ。干燥后甘
油明胶封片，光镜下观察组织内脂质沉积情况。

１．３　统计学处理
　　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料数据以 珋ｘ±ｓ
表示，行单因素方差分析。

２　结果

２．１　烧伤小鼠腓肠肌中ＣＰＴ１活性的变化
　　与正常对照组相比，烧伤组小鼠腓肠肌中 ＣＰＴ１
活性在烧伤后１、２ｄ变化不明显（Ｐ＞０．０５），伤后第
３、５、７、１４天ＣＰＴ１活性显著减低（Ｐ＜０．０５，图１）。
２．２　烧伤小鼠腓肠肌中ＡＣＣ蛋白表达及其磷酸化的

变化

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与正常对照组相比，

烧伤组小鼠腓肠肌中 ＡＣＣ在烧伤后１、２、３、５ｄ变化
不明显（Ｐ＞０．０５），伤后第 ７、１４天 ＡＣＣ显著升高
（Ｐ＜０．０５）。烧伤小鼠腓肠肌组织中 ＡＣＣ磷酸化水
平在伤后第２天开始降低，伤后第３、５、７、１４天持续低
表达（Ｐ＜０．０５，图２）。

!"#

!"$

%&#

%&$

'&#

'&$

(&#

(&$

$&#

$

!"

#$%

( ' % # ) (!

&'()*+!*+,

,
-
.
(
-

.
/

/
0
1
2
3
4
+
1
5
0
0
1
6
,
7

8

8

8

8

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较
图１　同位素标记检测烧伤小鼠腓肠肌ＣＰＴ１活性的变化
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组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测烧伤小鼠腓肠肌中ＡＣＣ和ｐＡＣＣ
蛋白的变化
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２．３　烧伤小鼠腓肠肌中 ＡＭＰＫ蛋白表达及其磷酸化
的变化

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与正常对照组相比，
烧伤组小鼠腓肠肌组织中ＡＭＰＫα亚基在伤后２周内
均明显降低（Ｐ＜０．０５）。小鼠烧伤后第２、３、５、７、１４
天腓肠肌组织中 ＡＭＰＫα磷酸化较伤前显著降低
（Ｐ＜０．０５，图３）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：ＡＭＰＫ半定量分析结果；
Ｃ：ｐＡＭＰＫ半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对
照组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测烧伤小鼠腓肠肌中ＡＭＰＫ和ｐＡＭＰＫ
蛋白的变化

２．４　ＡＩＣＡＲ干预下烧伤小鼠腓肠肌中ＡＭＰＫ和ＡＣＣ
磷酸化表达的变化

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＡＩＣＡＲ能使正常小鼠
腓肠肌中 ｐＡＭＰＫα和 ｐＡＣＣ表达显著升高（Ｐ＜
００５）。而对于烧伤小鼠，ＡＩＣＡＲ对腓肠肌中ｐＡＭＰＫ
α和ｐＡＣＣ表达无显著影响（Ｐ＞０．０５，图４）。
２．５　ＡＩＣＡＲ干预下烧伤小鼠腓肠肌中 ＣＰＴ１活性的

变化

　　与正常小鼠比较，ＡＩＣＡＲ能使正常小鼠腓肠肌中
ＣＰＴ１活性显著升高［（２．９５±０．３９）ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）
ｖｓ（６３５±０６８）ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ），Ｐ＜０．０５］。而对
于烧伤小鼠，ＡＩＣＡＲ对腓肠肌中 ＣＰＴ１活性无显著影

响［（１．５６±０．３７）ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ）ｖｓ（１．６７±０．３９）
ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｇ），Ｐ＞０．０５］。
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１：正常对照组；２：ＡＩＣＡＲ组；３：烧伤组；４：烧伤＋ＡＩＣＡＲ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：ｐＡＭＰＫ半定量分析结果；
Ｃ：ｐＡＣＣ半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组
比较

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＩＣＡＲ对烧伤小鼠腓肠肌ＡＭＰＫα、
ｐＡＭＰＫα、ＡＣＣ及ｐＡＣＣ表达的影响

２．６　ＡＩＣＡＲ干预下烧伤后骨骼肌组织中脂质沉积的
变化

　　①经酶标仪分析测定 ＴＧ含量：ＡＩＣＡＲ作用下的
正常小鼠腓肠肌中 ＴＧ含量明显降低［（３．８８±０．４０）
ｍｍｏｌ／ｇｖｓ（２．８９±０．５４）ｍｍｏｌ／ｇ，Ｐ＜０．０５］，ＡＩＣＡＲ作
用下的烧伤小鼠腓肠肌中ＴＧ含量无明显变化［（５９１±
０６３）ｍｍｏｌ／ｇｖｓ（５．８８±０．４１）ｍｍｏｌ／ｇ，Ｐ＞０．０５］。
②应用油红 Ｏ染色结果显示：正常对照组、ＡＩＣＡＲ组
未见明显脂质沉积，而烧伤组和烧伤 ＋ＡＩＣＡＲ组小鼠
腓肠肌切片中均有明显的脂质沉积，并且两组之间无

明显差异（表１，图５）。

表１　各组小鼠腓肠肌脂质沉积程度（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别　　 脂滴面积／肌纤维总面积 光密度平均值

正常对照组 ０．３３±０．１０ ０．５８±０．０７
ＡＩＣＡＲ组 ０．２７±０．１０ａ ０．３４±０．１２ａ

烧伤组 ０．７７±０．１４ａ １．１７±０．２２ａ

烧伤＋ＡＩＣＡＲ组 ０．７８±０．１１ａ １．１６±０．２７ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较
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Ａ：正常对照组；Ｂ：ＡＩＣＡＲ组；Ｃ：烧伤组；Ｄ：烧伤＋ＡＩＣＡＲ组
图５　油红Ｏ染色检测ＡＩＣＡＲ对烧伤小鼠ＩＭＣＬｓ的影响

３　讨论

　　烧伤后 ＩＭＣＬｓ可导致骨骼肌发生严重的胰岛素
抵抗、线粒体功能障碍，并加速肌细胞凋亡［６］。毋庸

置疑，针对 ＩＭＣＬｓ形成机制的研究，是解决烧伤后骨
骼肌代谢紊乱的重要途径。脂代谢相关酶的异常是烧

伤后ＩＭＣＬｓ的重要分子基础［６－８］。本研究结果显示：

与正常对照组相比，烧伤组小鼠腓肠肌中 ＣＰＴ１活性
在伤后３、５、７、１４ｄ显著降低，ＣＰＴ１是脂肪酸 β氧化
过程中的限速酶，烧伤所致的 ＣＰＴ１活性降低将阻止
长链脂肪酸转移至线粒体内膜，从而促使大量脂质在

肌细胞中沉积。因此，骨骼肌中 ＣＰＴ１活性变化可能
是烧伤后ＩＭＣＬｓ的重要原因之一。
　　骨骼肌中 ＣＰＴ１活性与 ＡＭＰＫ／ＡＣＣ信号通路密
切相关，ＡＭＰＫ／ＡＣＣ信号通路通过调节 ＣＰＴ１活性参
与调控脂质代谢［９］。本研究发现，与正常对照组相

比，烧伤组小鼠腓肠肌中 ＡＣＣ在伤后第７、１４天显著
升高，而 ｐＡＣＣ在伤后２ｄ开始降低，并持续至伤后
２周，研究结果进一步显示：烧伤小鼠腓肠肌中 ｐ
ＡＭＰＫα在伤后第 ２、３、５、７、１４天较伤前显著降低。
当ＡＭＰＫ／ＡＣＣ磷酸化被抑制，去磷酸化 ＡＣＣ增加，
ＡＣＣ活性增强，ＣＰＴ１活性势必降低。根据骨骼肌中
ＡＭＰＫ、ＡＣＣ及ＣＰＴ１在伤后２周内的动态变化，我们
认为烧伤后骨骼肌中 ＡＭＰＫ／ＡＣＣ／ＣＰＴ１信号通路被
持续抑制，将严重阻碍脂肪酸分解代谢。

　　ＡＩＣＡＲ是外源性的 ＡＭＰＫ激动剂，可不依赖于
ＡＭＰ直接激活ＡＭＰＫ，使 ＡＣＣ活性减低，从而促进脂
肪酸β氧化，因此ＡＩＣＡＲ可能成为改善烧伤后ＩＭＣＬｓ
的有效制剂［１１］。本研究发现，在 ＡＩＣＡＲ作用下，正常
小鼠骨骼肌中 ＡＭＰＫ／ＡＣＣ磷酸化均显著升高，ＣＰＴ１
活性增强，ＴＧ含量明显降低。这证实了外源性
ＡＩＣＡＲ可通过调控 ＡＭＰＫ／ＡＣＣ／ＣＰＴ１，参与调节骨骼
肌脂代谢。但本研究进一步表明，烧伤小鼠经 ＡＩＣＡＲ
干预后，骨骼肌中的ＡＭＰＫ／ＡＣＣ磷酸化、ＣＰＴ１活性及
脂质沉积均无明显改变，这意味着烧伤后骨骼肌中

ＡＭＰＫ／ＡＣＣ信号通路不再受 ＡＩＣＡＲ调控，ＡＩＣＡＲ对
烧伤后ＩＭＣＬｓ无效。
　　ＡＭＰＫ／ＡＣＣ信号通路对 ＡＩＣＡＲ刺激无应答可能
与ＡＭＰＫ自身功能障碍有关，不同物种的 ＡＭＰＫ蛋白
均以一种异源三聚体复合物的形式存在，包括一个 α
催化亚基、一个 β调节亚基以及一个 γ调节亚基，任
一基团异常都将阻碍ＡＭＰＫ／ＡＣＣ磷酸化，进而表现为
对相应刺激无应答［１２－１３］。本研究发现，烧伤小鼠腓肠

肌ＡＭＰＫα亚基在伤后２周内均低于正常值。ＡＭＰＫα
催化亚基 Ｎ末端保守的 Ｓｅｒ／Ｔｈｒ激酶区中苏氨酸
（Ｔｈｒ１７２）是 ＡＭＰＫ磷酸化必需的位点，骨骼肌中
ＡＭＰＫα亚基表达缺失可能是烧伤后 ＡＭＰＫ／ＡＣＣ通
路障碍的关键因素［１４］。

　　烧伤后骨骼肌中ＡＭＰＫα亚基表达缺失值得进一
步研究。ＡＭＰＫ高度保守，表达稳定，蛋白翻译后的修
饰是调控ＡＭＰＫ的主要方式，目前研究认为：泛素蛋
白酶降解系统参与了 ＡＭＰＫ翻译后的修饰，并因此成
为调控ＡＭＰＫ功能的主要路径。与此同时，泛素化关
键酶Ｅ３连接酶 ＭＡＦｂｘ和 ＭｕＲＦ１与 ＡＭＰＫα亚基降
解密切相关［１５］。烧伤后骨骼肌中泛素蛋白酶系统极
度活跃，Ｅ３连接酶ＭＡＦｂｘ和ＭｕＲＦ１也呈现持续高表
达，伤后骨骼肌中 ＡＭＰＫα亚基表达缺失是否与泛素
蛋白酶系统相关还有待进一步研究［１５－１６］。此外，

ＡＭＰＫ中β、γ亚基异常也可能是烧伤后 ＡＭＰＫ磷酸
化障碍的重要原因之一，有待进一步研究。

　　综上所述，骨骼肌中 ＡＭＰＫ磷酸化障碍是烧伤后
ＩＭＣＬｓ的重要分子机制之一，ＡＭＰＫα亚基表达缺失
可能是ＡＭＰＫ磷酸化障碍的关键原因。
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《２０１５中国创伤急救与危重病国际论坛》会讯

　　《２０１５中国创伤急救与危重病国际论坛》于２０１５年８月１４～１６日在贵阳市召开。会议由《中华创伤杂志英
文版》主办，贵阳医科大学承办。大会将有王正国、付小兵、夏照帆等５名院士，以及来自美国、英国、比利时、德
国等１０个国家的１０余位当今国际创伤各相关领域顶尖专家分别就相关创伤救治新技术做精
彩的学术报告，其目的是为国内一线医生及基层工作者提供一个与国内外相关领域专家面对面

学习、交流的机会。
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