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机械牵张对缺氧复合烧伤血清乳鼠心肌细胞 NF-κB活化情况观察
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　　提　要:目的　观察缺氧复合烧伤血清对心肌细胞NF-κB的影响以及在此条件下高牵张刺激对心肌细胞NF-κB的影

响。方法　采用原代培养的乳鼠心肌细胞 ,分别给予正常血清(SN组)、烧伤血清+缺氧(1%O2)(SH 组)、烧伤血清+缺氧

(1%O2)+10%轴向静态牵张(SHS 组)3 种处理 ,采用Western bloting检测 p50、p65、IκB-α表达水平 ,并以免疫荧光检测 p50

核转位情况。结果　同 SN组比较 , SH 组 、SHS 组 p50、p65 表达增强 , SHS 组 p50、p65 表达水平较 SH 组升高 , p50 发生较明

显的核转位而 IκB-α表达水平却下降。结论　缺氧复合烧伤血清促进心肌细胞 NF-κB 的表达与核转位 , 机械牵张加强了

这一作用。
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　　Abstract:Objective　To observe the effects of high stretch on NF-κB in cardiomyocytes under burn sera com-

bined with hypoxia.Methods　Ventricular cardiomyocytes isolated from neonatal rats were employed in this study.

The cells were stimulated by sera of normal rats(SN group), burn sera and hypoxia(SH group), burn sera and hy-

poxia and 10% axial static stretch(SHS group), respectively.Expressions of p50 , p65 , and IκB-αin the cardiomyo-

cytes were determined by Western blotting and the translocation of the former two was determined by immunofluores-

cence.Results　Enhanced expression and activation of p50 and p65 were found in SH and SHS groups as compared

with those in SN group.The expression and activation of p50 and p65 in SHS group were higher than those in SH

group , but IκB-αdecreased at the same time.Conclusion　Mechanical stretch can enhance the expression and nu-

clear translocation of NF-κB resulted from hypoxia combined with burn sera.

　　Key words:NF-κB;burn;mechanical stretch

　　NF-κB是一种具有多向调节作用的核转录因子 ,

广泛调控着昆虫至人类的一系列基因的表达 ,尤其是
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与免疫反应 、应激反应和炎症反应相关的基因 。体外

实验显示 ,缺氧可以激活血管内皮细胞及心肌细胞中

NF-κB的活性 。严重烧伤后常常合并机体缺氧
[ 1]
,以

及各种原因所致的心负荷增加 。本研究通过构建严重

烧伤后心肌负荷增加的体外细胞模型 ,着重探讨缺氧

复合烧伤血清对心肌细胞 NF-κB的影响及在此条件下

高牵张刺激对心肌细胞NF-κB的影响。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器
　　DMEM/F12 培养基 、硅酮膜(由重庆大学生物工程学院黄
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启平博士提供), p65 、p50 和 IκB-α抗体(北京中山), 山羊抗兔

IgG-HRP(Cell Signaling technology 公司 美国), 山羊抗兔 IgG

–FITC (北京中山), BCA-200 蛋白定量试剂盒(Pierce 公司 美

国), 半干转移电泳仪(Pharmacia), 紫外分光光度计(Beckman 美

国), 免疫荧光显微镜(日本 , Olympus)。

1.2　方法
1.2.1　乳鼠原代心肌细胞培养及纯化　　心肌细胞来源于正

常SD大鼠之乳鼠心室肌 ,心肌细胞分离采用胰酶组织消化法 ,

纯化采用差速贴壁法和 Brdu 化学抑制法。具体方法参见文献

[ 2] 。将消化后细胞接种至 FBS 衬底的硅酮膜上(将 FBS 加入

硅酮膜上 , 37 ℃静置 4 h 后弃去 FBS ,并以 PBS冲洗两次即完成

衬底),置入细胞培养箱 ,隔日换液 , 改用不含 Brdu的培养基。 4

～ 5 d后施加刺激因素。

1.2.2　细胞牵张装置的制备及牵张方法　　裁取 3.6 cm×6.4

cm大小的硅酮膜 ,硅酮膜两端各使用硅胶粘着固定 3.6 cm 长

硅胶管(内径 1.5 mm ,外径 3 mm), 选直径 12 cm 的培养皿内选

取7.2 cm×3.6 cm 区域 , 四角分别粘着固定一段 5 mm 长硅胶

管。牵张时 , 7 cm 长的钢针穿过硅酮膜两端的硅胶管 , 向两端

牵拉硅酮膜将其固定于支架上 , 此时硅酮膜牵张延长约 10%

(误差 0.3 mm 内)。根据实验要求牵张相应时间。

1.2.3　正常大鼠及烧伤大鼠血清制备　　正常及 40%、Ⅲ度

烧伤6 h后 SD 大鼠 ,无菌操作抽取腹主动脉血。 4 ℃过夜待血

块凝缩 , 仔细吸出血清 , 4 ℃离心(3 000 r min)15 min , 取上清 ,

56 ℃加热 30 min 灭活补体。分装 , -20 ℃冻存备用。

1.2.4　损伤实验 、分组及时相点设置　　正常组(SN组):正常

培养的心肌细胞。烧伤血清+缺氧组(SH 组):于正常培养的

心肌细胞中加入体积分数 10%的烧伤血清进行缺氧培养(37

℃, O2 、N2 、CO2 的体积分数分别为 1%、94%、5%);制作烧伤缺

氧模型。烧伤血清+缺氧+10%牵张组(SHS 组):在缺氧复合

烧伤血清条件下 ,牵张硅酮膜 。每组取 3 个标本 , 刺激 1、3、6、

12 h后收集相应标本进行检测 。

1.3　观察指标
1.3.1　p65、p50 和 IκB-α水平变化　　不同时相点收集细胞 ,

PBS冲洗 2 次后 , RIPA 裂解液(Tris-HCl:50 mmol L , pH 7.4 ,

NP-40:1% , Na-deoxycholate:0.25% , NaCl:150 mmol L , EDTA:

1 mmol L, PMSF:1 mmol L , Aprotinin , leupeptin , pepstatin:1 micro-

gram ml each , activated Na3 VO4:1 mmol L, NaF:1 mmol L)裂解细

胞 , 12 000×g 、4 ℃离心 10 min ,收集上清。 BSA 为标准蛋白 ,

BCA 法蛋白定量。20 μg总蛋白 10%SDS-PAGE 电泳分离 ,电转

于硝酸纤维素膜 ,之后 20 g/ L脱脂奶粉-TBS 溶液室温封闭 1 h ,

加入特异性 p65、p50 和 IκB-α(rabbit IgG)一抗 4 ℃保温过夜 ,

0.05%TBST 洗膜 ,每次 5 min , 共3 次 ,二抗山羊抗兔 IgG-HRP 于

37 ℃孵育 1 h , 上述方法洗膜 3 次 , 化学发光底物孵育 , 硝酸纤

维素膜暗室感光胶片感光 , 冲洗。 扫描后用 Bandscan5.0 行灰

度分析 ,以灰度值表示。

1.3.2　检测 p50 核转位　　施加刺激因素 1h 后 ,弃培养基 , 冰

PBS 冲洗 3次 , 含 0.3%Triton-X-100 的 4%多聚甲醛(pH 7.4)

4 ℃固定 30 min , PBS 冲洗 3次 ,每次 5 min , 10%山羊血清室温

封闭 15 min , PBS 同上冲洗 3 次 , 2%BSA 稀释一抗(p50 ,

1∶1 000), 4 ℃过夜 , PBS 同上冲洗 3 次 , 2%BSA 稀释二抗(山

羊抗兔 IgG –FITC), 37 ℃暗湿盒孵育 30 min。去离子水冲洗 1

min ,免疫荧光显微镜观察 ,摄像。

1.4　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 采用SPSS12.0 软件进行方差分析 、t 检

验。

2　结果

2.1　心肌细胞 p50的表达

　　同 SN 组比较 ,施加烧伤血清复合缺血刺激和烧伤血清复

合缺血+10%轴向静态牵张刺激 , p50 水平表达上调 , SHS 组表

达较同时相点 SH 组高。 SH 组 12 h 表达水平开始明显下降 ,

SHS 组 12 h 仍维持较高水平(图 1)。

＊＊:P<0.01, vs SN;Δ:P<0.01 , vs SH

图 1　p50各时相点灰度值比较

Fig 1　Comparison of gray scales of p50 in SN , SH , and SHS groups

2.2　p65的表达

　　同 SN 组比较 , SH 组 、SHS 组 p65 水平升高 , 而 SHS 组相同

时相点较 SH组为高(P <0.01), 两组 12 h p65表达水平和正常

组相比无显著性差异 ,表现出和 p50不相同的规律(图 2)。

＊:P<0.05, vs SN;Δ:P<0.05 , vs SH

图 2　p65各时相点光密度值比较

Fig 2　Comparison of gray scales of p65 in SN , SH , and SHS groups
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2.3　IκB-α的表达
　　同 SN 组比较 , SH 组 、SHS 组 IκB-α水平随刺激时间延长而

下降 , 12 h 二者都未见其表达(图 3)。

＊＊:P<0.01 , vs SN and SHS

图 3　IκB-α在 SN、SH、SHS组各时相点光密度值比较

Fig 3　Comparison of gray scales of IκB-αin SN , SH , and SHS groups

2.4　p50核转位观察

　　p50发生核转位 , 仅检测施加刺激因素 1 h 后 p50 核转位情

况 ,见图 4～ 6。

图 4　正常组 p50主要在胞质中表达 ,胞核未见明显表达 ,如箭

头所示　(免疫荧光法×400)

Fig 4　p50 expressed mainly in the cytoplasm but little in the

nucleus　(IFA×400)

图 5　施加烧伤血清复合缺血后 , p50发生核转位 ,箭头所示 p50在

胞核表达增加　(免疫荧光法×400)

Fig 5　Nuclear translocation of p50 in cardiomyocytes stimulated by

burn sera and ischemia　(IFA×400)

图 6　烧伤血清复合缺血+牵张刺激 , p50发生核转位 ,箭头所示 p50在

胞核表达　(免疫荧光法×400)

Fig 6　Nuclear translocation of p50p in cardiomyocytes stimulated by burn

sera and ischemia and 10% axial static stretch　(IFA×400)

3　讨论

　　静息情况下 ,NF-κB以同源或异源二聚体(主要是

p50与 p65)形式存于胞浆 ,与抑制性蛋白 IκB 结合呈

无活性状态 。当细胞外刺激(如细胞因子 、LPS 、病毒 、

紫外线和活性氧自由基等)通过一系列信号转导 , IκB

经磷酸化 、泛素化和蛋白体酶途径而降解 , 导致 NF-

κB-IκB 复合物解体 ,NF-κB活化 , 借助于被暴露的核定

位信号(NLS)进入细胞核 ,与核内靶基因的特异序列

结合并启动转录 。它与免疫细胞的活化 , T 和 B 淋巴

细胞的发育 ,应激性反应 ,细胞凋亡等多种细胞活动有

关。在心肌细胞 ,也存在 NF-κB的表达 ,黄颖等
[ 3]
综述

了NF-κB在心血管疾病中的作用 ,指出:NF-κB 与心力

衰竭的心肌病理过程 ,急性心血管事件 ,心肌缺血再灌

注炎性因子的活化都有较大关系。

　　严重烧伤后 ,心肌常常处于缺血缺氧状态 ,既往研

究
[ 4 ,5]
证实单纯缺氧能够激活 NF-κB ,但缺氧复合烧伤

血清对心肌细胞 NF-κB影响如何尚少见报道 。本实验

显示NF-κB被激活 , p50较 p65更明显 。与此相对照 ,

IκB-α随着刺激时间的延长 ,表达逐渐递减 ,尽管当刺

激时间延长时(12 h),NF-κB表达有所降低 ,但 IκB-α表

达并没有回升。上述结果提示:心肌细胞在严重烧伤

后存在 NF-κB 的激活 , NF-κB 可能参与严重烧伤后心

肌的病理生理过程。

　　心肌负荷增高促进了 NFκB 的表达和 IκBα的降

解。国内外研究
[ 6～ 8]
表明:机械牵张可激活 NF-κB ,可

能是机械牵张激活 ROS , 进一步导致 NF-κB 的激活。

本实验中 ,在缺氧复合烧伤血清条件下 ,通过对培养的

乳鼠心肌细胞施加 10%轴向静态牵张 ,证实NF-κB同

样被激活 ,且激活程度较缺氧复合烧伤血清刺激为强 ,
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说明严重烧伤后 ,伴随着心肌负荷增加可能会进一步

促进 NF-κB 活化 。单纯对心肌细胞施加 20%的轴向

静态牵张时 ,免疫组化示施加刺激 1 h未见 NF-κB核

转位 ,而在本实验中 ,在施加刺激 1 h就出现明显的核

转位 ,以上都说明缺氧复合烧伤血清 、机械牵张在激活

NFκB时有协同作用。

　　总之 ,本实验研究着眼于严重烧伤后心肌细胞

NF-κB表达激活情况尤其是在心肌负荷增加时的情

况 ,实验说明缺氧 、烧伤血清 、高机械刺激能够协同促

使NF-κB表达激活 ,说明 NF-κB 可能是心肌细胞对严

重烧伤后机体生理环境巨大变化反应的重要信号分

子 ,但是否参与严重烧伤后心肌细胞损伤仍需进一步

研究 。
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　　(上接 2092页)
于高血糖会改变 B细胞特异性转录因子活性 ,使胰岛素基因转

录下降 ,因此长期高血糖会造成胰岛素的生理分泌模式改变。

高血糖也可通过诱导凋亡 , 对 B 细胞的数量产生不利影响 , 它

不会使 B细胞和新生出现代偿性的升高。 目前有研究对这种

过高葡萄糖浓度的不利作用被称为“葡萄糖毒性” [2] 。

　　Rossetti 等[ 3] 认为切除部分胰腺的动物并不一定产生糖

尿病 ,除非剩余的胰腺分泌胰岛素能力进行性丧失 , 而只有当

B 细胞减少达 80%― 90%时才会发生明显的糖尿病。因为胰

腺切除60%的大鼠分别经自来水和10%葡萄糖饲养后 , 自来水

组的大鼠血浆葡萄糖水平和胰岛素水平与正常对照组相同 ,

而用葡萄糖饲养的大鼠血浆胰岛素水平明显下降 , 血浆葡萄糖

水平轻度增高。而胰腺切除 90%的大鼠在 2 周内就出现轻度

高血糖症及糖耐量下降 , 若对此组大鼠持续静脉输注根皮苷

(一种葡萄糖转运抑制剂 , 可阻止近端肾曲小管对超生理量的

血浆葡萄糖进行再吸收)后 , 其血浆葡萄糖水平和胰岛素水平

完全恢复正常 ,与对照组相同 , 而未行此种处理的大鼠则持续

发展成为糖尿病。作者根据在大鼠体内 、体外的研究结果 , 推

测慢性高血糖症是 B 细胞不能对急性高血糖刺激引起反应的

重要原因。

　　Rossetti还提出葡萄糖毒性是造成 B 细胞耗竭的因素之一。

由于这类患者胰腺内胰岛数量减少或胰岛素合成 分泌装置有

先天性生化缺陷 ,在没有遭受额外应激时(即未发生胰岛素抵

抗时), B 细胞的缺陷在临床上不表现症状 , 当发生高血糖症

时 ,应激状态下的胰岛 B 细胞不能长期维持高速率的胰岛素分

泌 ,以致产生耗竭。由于这种改变是可逆的 , 因此不难解释一

旦血浆葡萄糖浓度正常化 , 并且在中断治疗后 , 胰岛素分泌及

糖耐量的改善往往还能保持一段时间。

　　目前各项研究已充分认识到高血糖对 B 细胞的毒性作用 ,

Federic等所作的研究证实高血糖对胰岛 B 细胞的毒性作用是

由于增加了胰岛细胞的凋亡。 采用短期胰岛素强化治疗使血

糖迅速恢复正常 ,有利于减轻胰岛 B 细胞凋亡 ,恢复胰岛 B 细

胞的功能[ 4] 。而梁常禧等[ 5] 对糖毒性作用全部采取胰岛素强

化治疗取得了较好效果。因此我们认为应及早使用胰岛素强

化治疗 ,尽快解除胰岛 B 细胞的高糖负荷状态 , 减少高血糖对

B 细胞的毒性作用 , 使之得到充分“休息” , 从而尽早恢复其应

有功能。

　　关键词:2型糖尿病;胰岛素强化治疗;胰岛功能恢复
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