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HSP70在严重烧伤大鼠心肌中的表达及其保护作用的研究

袁志强 ,彭毅志 ,李晓鲁 ,张家平 ,黄跃生 ,杨宗城　　(第三军医大学附属西南医院全军烧伤研究所 , 创伤烧伤复合伤国家
重点实验室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　研究热休克蛋白 70(HSP70)在严重烧伤大鼠心肌中的表达变化规律 , 并观察诱导热休克反应对烧伤

后心肌损害的保护作用。方法　72 只Wistar 大鼠随机分为单纯烫伤组(B 组)、亚砷酸钠预处理组(SA 组), 于致伤前及

30%TBSAⅢ度烫伤后 3、6 、12、24、48 h 检测血清心肌钙蛋白 I 含量变化 ,Western blot检测心肌组织 HSP70 蛋白表达情况。

结果　大鼠严重烧伤后 3 h 心肌组织 HSP70 蛋白表达显著升高 , 伤后 48 h 达高峰。大鼠烫伤后 3 h 血清心肌钙蛋白 I(cT-

nI)含量即开始明显升高 ,伤后 12 h达高峰。 亚砷酸钠预处理可显著诱导机体的热休克反应 , SA 组伤后多数时相点血清

cTnI含量显著低于 B 组 ,且波动幅度较小 。结论　严重烧伤早期即可引起心肌组织 HSP70蛋白表达显著增强 ,HSP70 蛋白

可能在烧伤后早期心肌损害中发挥其内源性抗损伤机制。
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Expression of heat shock protein 70 in myocardium of severely burned rats and its pro-
tective effect
YUAN Zhi-qiang , PENG Yi-zhi , LI Xiao-lu , ZHANG Jia-ping , HUANG Yue-sheng , YANG Zong-cheng(Institute of Burn Re-
search , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the expression of heat shock protein 70(HSP70)in myocardium and the pro-

tective effect of heat shock response on myocardium of scalded rats.Methods　A total of 72 Wistar rats were ran-

domly divided into 2 groups:simple burn group (B group)and sodium arsenite pretreatment group (SA group).

Changes of serum cardiac troponin I(cTnI)content were determined at 0 , 3 , 6 , 12 , 24 and 48 h after 30% full-

thickness scald injury.Samples of myocardium were taken for the determination of HSP70 expression by Western blot

analysis.Results　HSP70 expression in myocardium increased significantly at 3 h after scald injury.The level of

HSP70 was highest at 48 h after scald.Serum cTnI content increased significantly at 3 h after scald injury and

reached the peak at 12 h after scald injury.Heat shock response could be induced by sodium arsenite pretreatment.

SA group showed a significantly lower serum cTnI content.Conclusion　Severe burn injury causes a significantly in-

creased expression of HSP70 in myocardium.HSP70 may have endogenous anti-injury effect on early burn injury of

the myocardium.

　　Key words:heat shock protein;myocardium;burn

　　热休克反应(Heat shock response , HSR)是机体在

遇到短暂高温 、缺血缺氧以及某些化学物质如乙醇 、亚

坤酸钠等应激刺激时发生的一种以基因表达和调控变
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化为特征的细胞应激反应 ,HSR启动热休克基因表达 ,

产生一组普遍存在于生物界并且高度保守的热休克蛋

白(Heat shock proteins ,HSPs)。其中HSP70家族是最主

要和研究最为深入的一种
[ 1]
。近年来研究显示 HSP70

作为一种细胞内源性保护蛋白
[ 2]
,在防止应激引起的

细胞损害或者使受损的细胞恢复方面起着重要作用。

严重烧伤及伤后早期导致的组织细胞缺血缺氧 、炎症

介质释放 、细菌内毒素产生等多种因素作为严重的应

激必然会诱导机体产生强烈的应激反应 ,本研究通过

严重烧伤大鼠模型 ,观察了 HSP70在烧伤后早期心肌

组织中的表达变化规律 ,并通过亚砷酸钠预处理诱导
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热休克反应 ,探讨了其对烧伤后早期心肌损害的保护

作用 。

1　材料和方法

1.1　主要试剂和仪器
　　HSP70 抗体(Calbiochem 公司), 羊抗鼠 IgG-HRP(北京中

山), 超信号皮克级western 检测试剂盒(美国 Pierce 公司), BCA-

200 蛋白定量试剂盒(Pierce 公司), 大鼠血清心肌钙蛋白 I(Car-

diac Troponin I , cTnI)ELASA检测试剂盒(Lifekey 公司), 亚砷酸钠

(Sigma公司), 垂直电泳仪及半干转移电泳仪(Pharmacia), 紫外

分光光度仪(Beckman)。

1.2　方法
1.2.1　烫伤模型　　健康成年Wistar大鼠 , 伤前禁食 12 h , 1%

戊巴比妥钠(35 mg kg)腹腔麻醉 , 背部电推剃毛 , 置剃毛区于 92

℃水浴中 18 s ,造成 30%体表面积Ⅲ度烫伤(病理切片证实 , 本研

究统称为烧伤)。伤后按 40 ml kg腹腔注入乳酸林格液补液。

1.2.2　动物分组　　实验用健康Wistar大鼠 72 只(第三军医

大学实验动物中心提供), 雌雄不拘 ,体质量(230±25)g。将动

物随机分为 2组:单纯烫伤组(B 组 , n=36),大鼠 30 %TBSA Ⅲ

度烫伤处理;SA预处理组(SA 组 , n=36),参考文献[ 3] 方法 , 通

过腹腔注射亚砷酸钠(Sodium arsenite , SA)(6 mg kg)以诱导热休

克反应 ,大鼠经腹腔注射 SA预处理 24 h 后 ,再造成 30 %TBSA

Ⅲ度烫伤;分别于致伤前及伤后 3、6 、12、24、48 h 处死大鼠后采

集心肌组织及腹主动脉血。每组各时相点 6只大鼠。

1.3　观察指标
1.3.1　HSP70 蛋白表达的检测　　称取约 0.1 g心肌组织并用

预冷 PBS漂洗2 次 , 加入 1 ml RIPA 裂解液(含 50 mmol L Tris-

HCl pH 7.4 , 150 mmol L NaCl , 1 mmol L EDTA , 1% NP-40、1% 脱

氧胆酸钠 、0.1%SDS、20 μg ml Aprotinin 、Pepstatin 和 PMSF)后用

玻璃匀浆器匀浆。 15 000×g 离心 10 min , 收集上清。以 BSA

作为标准蛋白 ,采用 BCA 法测定方法进行蛋白定量。 50 μg 总

蛋白经 8%的 SDS-PAGE 电泳分离 , 用半干转移电泳仪将蛋白

质转移到硝酸纤维素膜上;50 g L 脱脂奶粉-TBS 溶液在室温封

闭 1 h , 加入特异性HSP70(Mouse IgG)一抗在4 ℃条件下保温过

夜;TBS 洗膜 , 每次10 min ,洗 3 次;二抗使用羊抗鼠 IgG-HRP 于

37 ℃孵育 1 h , 再用洗涤液洗 3 次;之后用化学发光底物孵育 ,

滤膜于暗室中用感光胶片感光 、冲洗。所得结果经扫描后用

Quantity one 软件(Bio-Rad)进行统计学分析。

1.3.2　血清心肌钙蛋白 I(cTnI)检测　　各时相点抽取腹主动

脉血 ,分离血清后于-20 ℃冻存待测。按照 ELISA检测试剂盒

说明书操作。

1.4　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 采用SPSS 10.0 软件进行 t 检验或方差

分析。

2　结果

2.1　大鼠严重烧伤后心肌组织 HSP70表达的变化

　　Western bloting 结果表明 , 大鼠严重烧伤后心肌组织内

HSP70 蛋白表达显著增加 ,见图 1。

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs cont rol

图 1　严重烧伤后大鼠心肌 HSP70蛋白表达变化(Western blotting)

Fig 1　Expression of HSP70 in rat myocardium after severe burn

injury(by Western blotting)

2.2　SA预处理后大鼠心肌组织 HSP70的表达

　　注射SA 后 24 h , 心肌组织 HSP70 蛋白表达量较正常对照

显著增加(P<0.01), 见图 2。

图 2　亚砷酸钠诱导大鼠心肌组织 HSP70表达(Western blotting)

Fig 2　Induction of HSP70 expression in rat myocardium by SA

(by Western blotting)

2.3　大鼠烧伤后血清 cTnI含量的变化

　　大鼠烧伤后 3 h 血清 cTnI含量显著升高 , 到 12 h 达高峰 ,

伤后 48 h 仍高于正常对照。SA 预处理组大鼠烧伤后 6 h 血清

cTnI含量开始升高 ,但大多时相点血清 cTnI含量均明显低于单

纯烧伤组 ,且变化幅度较小 , 伤后 48 h 与正常对照无显著差异 ,

见表 1。

表 1　大鼠严重烧伤后血清 cTnI含量变化( x±s , n=6 , ng ml)

Tab 1　Changes of serum cTnI content in severely burned rats

( x±s , n=6 , ng ml)

Time after scald(h)
Group

Before

scald 3 6 12 24 48

B 1.29±0.06 3.32±0.11＊ 6.02±0.43＊ 13.26±0.78＊ 7.35±0.93＊ 4.73±0.15＊

SA 1.51±0.07 1.95±0.6## 4.13±0.22＊# 6.96±0.15＊##4.05±0.19＊##2.09±0.15##

＊:P<0.01 vs control;#:P<0.05 , ##:P<0.05 vs B group

3　讨论

　　近年来黄跃生等
[ 4]
经过系列的临床研究及动物实

验证实了严重烧伤早期即出现心肌器质性损害 ,并提

出了“休克心”的概念 。烧伤后导致的组织细胞缺血缺

氧和失控性炎症反应是导致早期“休克心”的两大主要

因素 ,如何减轻 、遏止其介导的心肌损伤效应是防治
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“休克心”的关键 。近年来 ,如何调动机体自身的抗损

伤机制逐渐引起大家的注意。热休克蛋白是生物体在

不良环境因素作用下所产生的一组具有高度保守性的

应激蛋白 ,近年文献[ 5 ,6]报道HSP70与心肌缺血再灌

注损伤的保护作用关系密切 ,并可以作为反映细胞应

激或损伤程度的标志。为此 ,本实验通过大鼠严重烧

伤模型 ,观察了 HSP70在烧伤后早期心肌组织中的表

达变化规律 , 结果提示大鼠烧伤后 3 h 心肌组织中

HSP70蛋白表达即显著升高 ,伤后 6 h稍下降 ,随后表

达量又逐渐增加 ,于伤后 48 h 达表达高峰 ,提示烧伤

后早期即引起心肌组织细胞的应激反应 ,并启动了细

胞的自我保护机制 。为进一步探讨 HSP70 在烧伤后

早期心肌损害中的作用 ,我们参考国外文献报道的方

法 ,采用小剂量的亚砷酸钠诱导热休克反应 ,结果提示

腹腔注射亚砷酸钠(6 mg kg)后 24 h 心肌组织 HSP70

的表达显著增加 。亚砷酸钠可在不同的动物脏器或细

胞诱导 HSP70 表达而不引起体温升高
[ 7 , 8]
,Wong 等

[ 9]

报道用亚砷酸钠预处理大鼠肺动脉平滑肌细胞可导致

HSP70在蛋白和 mRNA水平呈现时间 、剂量依赖性的

表达 。我们通过腹腔注射亚砷酸钠(6 mg kg)以诱导

机体热休克反应 ,大鼠未出现嗜睡 、低温等其他不良反

应。提示通过亚砷酸钠(6 mg kg )预处理可显著诱导

机体的热休克反应。

　　心肌钙蛋白是心肌结构蛋白 ,其中 cTnI 是肌原纤

维ATP 酶的抑制性亚单位 ,其在胎儿或成人骨骼肌中
不表达 ,具有高度的心脏特异性。 cTnI 以两种形式存

在于心肌细胞内 ,小部分(约 3%)为可溶性游离于胞
浆中 , 而大部分以结构蛋白形式固定于肌原纤维上 ,

为不可溶性。其血中浓度变化可特异地反映心肌结构
蛋白的破坏情况 ,且与心肌损伤程度存在密切平行关

系 , 被视为目前判断心肌损伤最特异和敏感的指
标
[ 10]
。本实验结果显示烧伤后 3 h 血清 cTnI 水平即

明显升高 ,伤后 12 h 达高峰 , 48 h 仍高于正常水平。
提示伤后早期即存在有心肌损害 ,而且逐渐加重。SA
预处理组血清 cTnI含量明显低于单纯烧伤组 ,且波动

幅度较小 ,伤后 48 h已经恢复正常水平 ,表明 SA预处

理诱导的热休克反应对烧伤后早期心肌损伤有明显的

保护作用 。SA预处理后心肌组织 HSP70表达显著增

强 ,提示HSP70至少部分地参与了该保护作用 。关于

HSP70对心肌的保护作用已有较多文献报道
[ 5 ,11]
,但

其具体机制目前尚未明确 ,研究表明其分子伴侣功能 、

激活 ATP 敏感的钾离子通道
[ 12]
、维护线粒体功能

[ 13]
、

抗凋亡
[ 14]
及抑制炎性细胞因子

[ 15]
释放作用可能参与

了对心肌的保护作用机制 。
　　我们的实验结果首次揭示了 HSP70在严重烧伤

后心肌中的表达变化规律 ,诱导机体的热休克反应对

烧伤后早期心肌损害存在明显的保护作用 ,HSP70可

能涉及了在烧伤后早期心肌损害时的细胞内源性抗损

伤机制 , 但其具体机制尚需要继续实验深入探讨 ,

HSP70作为细胞内在的保护性蛋白 ,进一步研究其在

烧伤后早期缺血缺氧性损害中的作用及其变化规律 ,

可为深入认识烧 、创伤后早期的病理生理变化和防治

早期损害奠定理论基础。
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