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大鼠严重烫伤早期应激反应中肝脏糖皮质激素受体变化的实验研究
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　　提　要:目的　研究大鼠在严重烫伤早期应激反应中肝脏糖皮质激素受体(GR)的表达变化及意义 , 探讨影响 GR改变的分子

机制。方法　通过免疫印迹分析GR在严重烫伤后早期不同时相点肝脏中的表达变化及烫伤血清 、细胞因子以及高浓度地塞米松
对体外培养肝细胞GR表达的影响;应用放免和 ELISA方法测定烫伤大鼠血清皮质酮和细胞因子 TNF-α、IL-1β 的浓度变化。结果　

大鼠肝脏GR的表达在严重烫伤后早期显著下调 , 而血清皮质酮和血清炎性细胞因子在烫伤早期均显著升高 ,体外实验则证实烫伤
血清和TNF-α、IL-1对培养肝细胞GR的表达有明显抑制作用 , 高浓度地塞米松作用则不明显。结论　严重烫伤会引起大鼠肝脏 GR

表达显著下调 ,烫伤早期分泌增多的炎性细胞因子可能是引起GR下调的主要原因之一 , 而烫伤早期机体内部大量生成的糖皮质激
素对GR的表达并无显著影响。
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Expression of glucocorticoid receptor in the liver of severe scalded rats during the early

stage of stress
WANG Jun-ping , SU Yong-ping , LIU Xian-hua, ZHAO Jing-hong , LIU Du-hu , ZHOU Yan-hong , QIN Rong(Institute of Combined Injuries , ThirdMil-

itary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the change and significance of glucocorticoid receptor(GR)in the liver of severe scalded rats during the

early stage of stress.Methods　Western blot was used to detect the expressions of GR in the liver of severe scalded rats and the cultured hepatocytes

after challenged with the serum from scalded rats , TNF-α, IL-1 or high concentration of dexamethasone respectively.The concentrations of corticos-
terone , TNF-αand IL-1β in the serum of scalded rats were detected with RIA and ELISA.Results　The expression of GR in the liver was markedly

declined , while the contents of corticosterone , TNF-αand IL-1β in the serum were significantly elevated during the early stage of severe scalding.In

vitro , the serum of scalded rats , as well as TNF-αand IL-1 , suppressed the expression of GR in the cultured hepatocytes , while therewas no signifi-

cant effect of high concentration of dexamethasone on the expression of GR.Conclusion　The expression of GR in the liver of rats is significantly

down-regulated during the early stage of severe scalding , and one of the main reasons for this might result from the elevation of inflammatory cytokines

after scalding.
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　　糖皮质激素受体(Glucocorticoid receptor , GR)是糖
皮质激素效应发挥的关键环节 , 在机体应激和抗炎反
应中起着非常重要的作用[ 1] 。研究表明 ,机体受到严
重创伤时多种组织与细胞 GR的表达会发生显著变

化 ,从而影响机体的应激反应状态并导致严重继发性
损害 。但是有关严重创伤时GR变化的时空特点和发

生机制至今尚未完全阐明 。本研究以严重烫伤大鼠为
实验动物模型 ,首先分析了大鼠严重烫伤后早期不同
时相点肝脏 GR的表达变化特点 ,然后从烫伤动物血
清入手 ,结合烫伤早期皮质酮和炎性细胞因子 TNF-α、
IL-1β的浓度改变情况 ,通过体外细胞培养进一步对
GR表达改变的机制进行了深入探讨。
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1　材料与方法

1.1　实验动物与分组
　　健康成年Wistar 大鼠50 只(本校实验动物中心提供), 体重
200 ～ 250 g ,雌雄不拘 , 5只作为正常对照组 , 45 只作为烫伤组 ,
烫伤组又设置烫伤后 15 min 、30 min 、1、2 、4、12 、24、48 、72 h 9 个

时相点 ,每个时相点 5 只大鼠。

1.2　模型制作
　　大鼠背部 、臀部剪毛 , 置剪毛区于沸水中 10 s ,造成 35%～
40%体表面积Ⅲ度烫伤 , 分别于烫伤后 15 min 、30 min 、1、2、4、
12 、24、48、72 h 处死取材。

1.3　血清皮质酮和血清 TNF-α、IL-1β浓度测定
　　活杀大鼠 ,收集外周血并分离血清。应用英国放化中心的
大鼠皮质酮 RIA 试剂盒和 Endogen 公司的 ELISA 试剂盒 , 分别
测定烫伤大鼠血清皮质酮和 TNF-α、IL-1β 浓度 , 操作方法按试
剂盒说明。

1.4　GRWestern blot分析

　　迅速分离取血后大鼠的肝脏组织 , 按文献[ 2] 提取组织总
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蛋白 ,以 Bradford 法测定蛋白质浓度 , 并将其置于-70 ℃待用。

每个样品取 40μg 蛋白质加入等体积 2×SDS 凝胶加样缓冲液 ,

100 ℃煮沸 5 min ,经 7%聚丙烯酰胺凝胶电泳后 , 80 mA电转移

至PVDF膜 4 h , 1%BSA 4 ℃封闭过夜 ,加入 1∶500稀释 GR一抗

(Santa cruz 美国)37 ℃孵育 1 h , PBST洗膜 , 加1∶300 稀释生物素

标记二抗(武汉博士德公司)37 ℃孵育 1 h , PBST洗膜 , 加 1∶300

稀释链霉素亲生物蛋白-过氧化物酶复合物 37 ℃孵育 1 h , PBST

洗膜 , DAB显色 , 照相。对 PVDF 膜照相后采用 Gel Doc 2000 凝

胶成像系统(Bio-Rad 公司 美国)分析处理 , 蛋白含量以 ODu×

面积表示。

1.5　烫伤血清 、TNF-α、IL-1和地塞米松对培养肝细胞
GR表达的影响

　　体外培养大鼠肝细胞株 BRL-3A ,生长传代稳定后 , 分别加

入烫伤后 15 min 和 2 h 血清(终浓度为 10%)、1 μmol/ L 地塞米
松 、1×106U/L TNF-α和 IL-1(Promega 公司), 刺激培养 12 h 后 ,

收集细胞提取总蛋白 ,Western blot分析 GR表达变化。

1.6　统计学处理
　　所有数据均以 x±s 表示 , 用 SPSS10.0 统计处理软件进行

单因素方差分析。

2　结果

2.1　大鼠严重烫伤后肝脏GR Western blot分析结果
　　肝脏组织总蛋白Western blot结果显示 , 烫伤0.5 h GR表达

水平即开始显著降低 , 4 h 左右达最低值 , 之后逐渐上升 , 但至

烫伤后 72 h 仍未完全恢复到正常水平。见图 1 , 表 1。

1:Normal;2:15 min;3:30 min;4:4 h;5:12 h;6:24 h;

7:48 h;8:72 h after scalding

图 1　Western blot 分析严重烫伤大鼠肝组织总蛋白 GR 表达变化

Fig 1　Western blot of total glucocorticoid receptor protein in the

liver of severe scalded rats

表 1　大鼠严重烫伤后早期肝脏组织 GR蛋白表达变化(n=5 , x±s)

Tab 1　Expression of GR in the liver of rats at early stage after

severe scalding(n=5 , x±s)

Group ODu×mm2

Normal 3.33±0.28

15 min 3.15±0.31

0.5 h 1.65±0.16＊＊

4 h 1.47±0.18＊＊

12 h 1.62±0.14＊＊

24 h 1.71±0.18＊＊

48 h 2.42±.027＊

72 h 2.57±0.29＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs normal group

2.2　大鼠严重烫伤后血清皮质酮和血清炎性细胞因
子浓度测定结果

　　大鼠严重烫伤后 15 min 起血清皮质酮就有显著升高 , 2～ 4

h 达最高值 , 高出正常对照几十倍 , 之后逐渐下降 , 但仍显著高
于正常 , 见表 2。血清 TNF-α、IL-1β 在烫伤后 15 min 也显著升

高 ,之后逐渐下降并再度升高 , 在所检测 72 h 内均出现双峰现

象 ,除 15 min 这一共同峰值外 , TNF-α的另一峰值在烫伤后 4 h

左右 , IL-1β 的另一峰值在烫伤后 12 h 左右 ,见表 2。

表 2　大鼠严重烫伤后血清皮质酮 、TNF-α及 IL-1β 含量

变化(n=5 , x±s)

Tab 2　Changes of serum concentration of corticosterone , TNF-αand

IL-1β of rats after severe scalding(n=5 , x±s)

Group Corticosterone(ng/ml) TNF-α(pg/ml) IL-1β(pg/ml)

Normal 6.1±1.2 47.35±4.04 65.84.±7.14

15 min 53.4±13.2＊＊ 101.88±13.12＊＊ 144.41±21.42＊＊

30 min 98.9±19.5＊＊ 85.11±6.57＊ 108.69±17.14＊＊

1 h 135.9±21.3＊＊ 93.49±8.13＊ 94.43±8.24＊

2 h 185.5±24.2＊＊ 101.88±12.52＊＊ 94.41±18.57＊

4 h 149.6±16.8＊＊ 114.47±11.41＊＊ 94.41±14.28＊

12 h 108.5±11.4＊＊ 89.29±9.01＊ 137.27±22.34＊＊

24 h 93.4±14.5＊＊ 62.32±10.07 108.71±14.28＊＊

48 h 74.7±13.7＊＊ 47.35±7.25 87.27±11.45＊

72 h 59.5±10.2＊＊ 59.94±5.24 80.13±7.14＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs normal group

1:Normal serum;2 and 3:15 min and 2 h serum from scalded rats;

4:Dex(1μmol/ L);5 and 6:IL-1;TNF-α(1×106U/ L)

图 2　烫伤血清 、地塞米松以及 IL-1、TNF-α刺激培养后肝细胞 GR

表达变化

Fig 2　Expression of GR of BRL-3A hepatocytes after cocultured

with the serum from scalded rats, Dex , IL-1 and TNF-α

2.3　烫伤血清 、地塞米松和炎性细胞因子对培养肝细
胞GR表达的影响

　　由于严重烫伤后GR 表达下降的过程中 , 血液中内源性糖
皮质激素和炎性细胞因子均有显著升高。 为分析它们之间的

关系 ,我们又观察了烫伤血清 、地塞米松以及 TNF-α、IL-1 对培
养肝细胞GR 表达的影响。Western blot结果显示 15 min 和 2 h

烫伤血清以及细胞因子 TNF-α、IL-1 对GR的表达都具有显著抑

制作用 ,而地塞米松则影响不明显。见图 2 ,表 3。

表 3　烫伤血清 、地塞米松以及 IL-1、TNF-α对培养肝细胞 GR 表达

的影响(n=5 , x±s)

Tab 3　Effects of serum of scalding rats, Dex , IL-1 , and TNF-α

on the expression of GR in cultured BRL-3A hepatocytes

(n=5 , x±s)

Groups ODu×mm2

Normal serum 2.03±0.24

15 min scalded serum 1.33±0.21＊＊

2 h scalded serum 1.38±0.17＊

Dex(1 μmol/L) 2.11±0.22

IL-1(1×106U/L) 1.64±0.13＊

TNF-α(1×106U/L) 1.59±0.21＊

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01 vs normal serum group

3　讨论

　　应激是机体适应代偿的必然反应 ,它使机体抵抗
力增强 、内稳态紊乱尽快恢复 。一旦应激反应失常 ,机
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体便处于失代偿状态 ,从而导致继发性损害 。在应激
反应中糖皮质激素效应起着至关重要的作用 , 机体在
应激反应时糖皮质激素(Glucocorticoids , GC)分泌增
多 ,其意义在于对抗应激激活的以炎症反应为主的防
御反应 ,使防御反应不至于过强而破坏机体的内环境
稳态[ 3] 。然而 ,当机体受到严重创伤时 ,虽然 GC分泌

显著增多 ,但是临床上仍需应用大剂量外源性 GC 进

行救治 ,提示严重创伤时机体在糖皮质激素效应的某
一环节上发生了失调 。
　　本研究从蛋白水平深入探讨了严重烫伤大鼠早期
不同时相点肝脏 GR的表达改变 ,结果显示烫伤后早
期肝脏 GR表达显著下调。GR的表达下调必然会导
致其转录激活能力下降和功能受抑。徐仁宝等[ 4 ,5]运
用放射受体配基分析技术曾发现烫伤以及失血性休克
大鼠肝胞液GR数目会减少 ,烫伤及失血的程度越重 ,
GR减少幅度越大 ,动物的生命状况越差 ,死亡率越高。
说明严重创伤后糖皮质激素效应的失常与 GR表达下

调密切相关。
　　是什么原因引起严重创伤后GR表达的下调呢?
本实验结果发现 ,严重烫伤大鼠肝脏 GR下调的过程
中外周血皮质酮和 TNF-α、IL-1 等炎性细胞因子显著
升高。为了深入分析它们与GR变化之间的关系 ,我
们通过体外细胞培养观察了烫伤血清和地塞米松刺激

后对GR表达的影响 ,结果显示烫伤血清对 GR表达有
显著的下调作用 ,而地塞米松作用不明显 ,说明烫伤动
物血液中有对 GR起下调作用的物质 ,但是这种物质
不是GC 。设想 ,如果高浓度 GC能够引起 GR的表达

显著降低 ,那么再给严重创伤患者应用大剂量 GC 就
失去了其治疗意义 ,事实上 ,在严重创伤等危重病人的
急救时常常应用大剂量外源性GC ,因此 ,从临床实际
用药来看大剂量 GC应该不会引起 GR的表达下调。
　　进一步分析TNF-α、IL-1对培养肝细胞GR的作用

后发现 ,它们可以引起 GR表达显著下调。结合体内
实验GR与炎性细胞因子的变化时间来看 , TNF-α、IL-
1β在烫伤后早期 15 min有一分泌高峰 ,而肝脏GR的

表达则在烫伤后 30 min才开始发生显变化 , 同时由于
实验取材限制 , 我们选用第一个时相点即为 15 min ,

因此不怀疑在这之前这些炎性细胞因子就已经开始升

高。另外 ,本实验室同期的其他研究也表明 ,给大鼠注
射TNF-α和 IL-1的中和性抗体可以显著提高肝脏 GR

的亲和力和受体数目 ,并能降低外周血 TNF-α、IL-1的
含量[ 6] 。从而间接证实本实验所发现的 TNF-α和 IL-1
能够引起GR表达下调这一现象 。所以 ,通过对结果
的综合分析 ,我们认为严重创伤后早期炎性细胞因子
增多可能是引起机体 GR表达下调的一个主要原因 。
　　已知 ,GR具有抑制 TNF-α、IL-1等炎性细胞因子
生成和释放的功能[ 7 , 8] 。但是 ,还未见到严重创伤时
TNF-α、IL-1可以反过来影响 GR表达和功能的相关报

道。我们的研究提示 ,严重创伤时 GR和炎性细胞因

子之间存在着相互影响 ,细胞因子的增多引起 GR表
达下调 ,GR表达下调则进一步加重了炎性细胞因子的

分泌和生成 ,从而促进炎症反应的进一步加重 ,造成炎
症反应失控 ,形成继发性全身损害 。
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麻醉下行剖腹探查术 , 术中见腹膜呈紫蓝色 , 腹腔内有暗红色

积血约 1 200 ml ,左侧卵巢增大约 18 cm×15 cm×15 cm 蒂部逆

行时针扭转 180°, 其右下方底部两侧均有较大破口 , 其内为淡

黄色质脆鱼肉样组织及陈旧性血凝块 ,子宫增大如 3 月孕。 术
中行左卵巢肿瘤切除术 , 术后病理报告为卵巢两性母细胞瘤 ,

术后半月行药物引产终止妊娠。

讨论

　　两性母细胞瘤是十分罕见的卵巢肿瘤 , 由于肿瘤由颗粒-

泡膜成分和支持-间质成分组成 , 瘤细胞可以分泌雌激素 ,亦可
分泌雄激素 ,因此 , 临床上出现内分泌变化的多种表现 , 该病例

在内分泌改变下妊娠更为罕见。目前卵巢两性母细胞瘤被视

为良性肿瘤 ,因为肿瘤形态学上呈良性表现 , 尚无临床复发及
转移的报道 ,但肿瘤成分中有大量颗粒细胞瘤成分时 , 因颗粒
细胞属低度恶性肿瘤 ,所以有复发的可能。对这组病人要长期
严密随访 ,并争取用血浆肿瘤标记 inhibin mlc2 等监测 , 对于肿
瘤的预后还需深入观察研究 ,才能有确切的定论。
　　关键词:妊娠;卵巢肿瘤;扭转破裂
　　中图法分类号:R737.31　　　文献标识码:B
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