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大鼠烫伤后脏器血管内皮细胞损伤及蜕皮甾酮对其保护作用的研究
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　　提　要:目的　研究大鼠烫伤后脏器血管内皮细胞通透性变化及机制 , 蜕皮甾酮(EDS)对脏器损伤的保护作用。方法　将健

康Wistar大鼠随机分成 4组:正常对照组(NOM);烫伤组(S);药物对照组(EDS);药物治疗组(S+EDS)。测定指标:心肺肾血管通透

性;组织 VE-钙粘附分子表达;组织血管内皮细胞间连接超微结构变化。结果　鼠烫伤后烫伤组脏器血管内皮细胞通透性增加 , VE-

钙粘附分子表达减少 ,组织血管内皮细胞间连接损伤;EDS 治疗后上述各指标损伤减轻。 结论　鼠烫伤后血管内皮细胞通透性增

加 ,内皮细胞连接损伤可能是通透性增加的原因之一 , EDS 对烫伤鼠血管内皮细胞损伤可能有一定的保护作用。
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Study on the injury of vascular endothelial cells in scalded rats and the protective effect

of ecdysterone
SHI Fu-sheng , YANG Zheng-guo , MA Fu-yun , DI Gui-ping , LUO Xiang-dong , YANG Zhong-cheng , WU Xu(Department of Burns , No .322 Hospital

of PLA , Datong 037006 , China)

　　Abstract:Objective　To study the changes of permeability of intracellular junction among the VECs and the protective effect of ecdysterone

(EDS)on VECs injury in rat after scalding .Methods　Healthy Wistar rats were randomized into 4 groups:①Normal control group (NOM);

②Scalded group(S):the animals were inflicted with 30% TBSA full-thickness scald injury;③EDS control group(EDS):the non-scalded rats with

EDS (20 mg/ rat);④EDS-treated group(S+EDS):the scald rats were treated with EDS(20 mg/ rat).The vascular permeability and expression of

VE-calcium adhesion molecules in various organs were measured.Results　In S group the permeability of VECs increased , expression of VE-calci-

um adhesion molecules decreased , intracellular junction of VECs injured.After EDS treatment all the changes alleviated.Conclusion　The perme-

ability of VECs increases after scalding.Intracellular junction injury may be one of the reason for the increasing of permeability.EDS may have cer-

tain protective effect on the injury of VECs in scalded rat.

　　Key words:scalded rats;vascular permeability;VE-calcium adhesion molecules;vascular endothelial cells junction;ecdysterone

　　烧伤后多脏器功能损害是当前严重烧伤的主要死
亡原因之一 ,研究发现 ,血管内皮细胞损伤在烧伤后脏

器损害的发生 、发展中具有重要的作用 , 而且是导致
“缺血再灌注”损伤 、最终引起全身多脏器功能损害的
重要原因。正常情况下 ,内皮细胞在血管与组织之间

构筑起了一道半通透屏障 。半通透屏障选择性允许某
物质通过血管内皮进入组织;脏器血管内皮细胞只有

1%～ 10%的血浆蛋白通过血管进入周围组织 ,内皮细
胞能有效地防止各种血液成分的漏出。烧伤后微血管

内皮细胞通透性增加 ,大量体液渗入组织间隙最终引
起全身多脏器功能损害 ,因此如何防治烧伤后微血管

内皮细胞通透性增加 ,对烧伤休克期治疗具有非常重
要的意义 。
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1　材料和方法

1.1 　动物模型及分组
　　健康Wistar大鼠60只 , 体重 180 ～ 220 g ,雌雄不拘(由第三
军医大学实验动物中心提供);单笼喂养 1 周后随机分成 4 组:

正常对照组(NOM):戊巴比妥(30 mg/kg)腹腔麻醉后背部剃毛 ,
10%硫化钠常规脱毛后假烫伤 ,腹腔注射平衡液 40 ml/ kg;烫伤
组(S):同上麻醉后 , 92 ℃开水烫伤 18 s ,造成背部 30%Ⅲ度烧
伤(病理切片证实)。伤后立即腹腔注射平衡液 40 ml/kg 并保

温;药物对照组(EDS):麻醉 、脱毛同前 , 但不致伤 , 腹腔内注射
平衡液同时注入蜕皮甾酮(Ecdysterone , EDS)20 mg/只;药物治
疗组(S+EDS):其他处理同烫伤组 , 补液抗休克的同时给 EDS

20 mg/只。

1.2 　测定指标和方法
1.2.1　烫伤鼠各脏器血管通透性　　各组大鼠分别于处理后
3 、6、12 、24 h 各时相点前 30 min 再次麻醉 , 分离股静脉并注入
0.2 ml 99锝标记的亚锡喷替白蛋白(中国原子能科学院提供)约

(2.96 ～ 3.70)×106 Bq , 30 min 后断头处死放血 , 取出脏器组织 ,
吸干净组织残存的积血 , 称重后在γ-记数仪上记数 30 s , 记录
其 cpm 值。每组测定前后均检测总注入量的 cpm 值(理论值),

取其平均数 , 记算每 100 mg 脏器组织的 cpm 值。用 100 mg 组
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织中测定的 cpm 值与总注入量的比值来反映渗出的蛋白质量 ,

即微血管通透性程度。计算公式:实测 cpm 值/总注入量的 cpm

值(理论值)。

1.2.2　肺 、肝 、肾组织 VE-钙粘附分子(VE-Cadhesion)表达　　
免疫组化染色法, 组织切片经微波炉抗原修复后以 S-P 方法进行

DAB染色 , S-P试剂盒购自中山公司 , 以 PBS 代替一抗作为空白

对照 , 正常组织作为正常对照 ,细胞染成棕色为阳性判断标准。

1.2.3　心 、肾组织血管内皮细胞超微结构变化　　大鼠活杀
后立即取组织标本 , 3%戊二醛磷酸缓冲液(pH 7.4)固定。 漂

洗后用 1%锇酸固定 2 h , 丙酮梯度脱水 , 环氧树脂包埋 , 超薄
(600 nm)切片 ,透射电镜扫描观察 、照相 、记录。

1.3 　统计学分析
　　结果用  x ± s 表示 , 采用华西医科大学医学统计程序包
PEMS 进行样本均数 t 检验。

2　结果

2.1 　EDS对烫伤鼠各脏器血管通透性的影响

　　鼠烫伤后各脏器血管通透性显著增加 , 心 、肺 、肾 、肝脏器

组织的 cpm 值伤后 6～ 12 h 之间达到高峰 , 部分延迟到 24 h , 而
肝脏组织 cpm 值伤后 3 h 就可达到高峰;表明烧伤后各脏器组

织血管通透性增加显著;EDS 治疗后各脏器血管通透性均明显

下降(P <0.05), 见表 1。

表 1　鼠烫伤后心、肺 、肝 、肾血管通透性变化(每 100 g组织的实测

cpm/总注入 cpm)及 EDS的治疗作用( x ±s)

Tab 1　Changes of permeability in heart , lung , liver and kidney

after scalding and treated with EDS( x ±s)

0 h

(n =6)
3 h

(n =6)
6 h

(n =6)
12 h

(n =6)
24 h

(n =6)
Heart

　S 0.91±0.08 3.70±1.30 5.70±1.50 6.22±0.20 6.88±0.23

　S+EDS 0.97±0.13 3.50±1.40 4.60±1.20＊ 3.51±0.36＊＊ 3.37±0.20＊＊

Lung

　S 1.95±0.32 4.90±0.25 6.70±0.90 9.07±0.41 9.87±1.45

　S+EDS 1.71±0.31 4.30±0.28 5.20±1.30＊ 7.88±0.59＊＊ 6.20±0.69＊＊

Liver

　S 2.47±0.21 8.10±0.25 8.50±0.65 9.71±0.83 8.50±0.84

　S+EDS 2.43±0.29 7.60±0.49 7.30±0.80＊ 6.37±0.65＊＊ 6.37±1.09＊＊

Kidney

　S 30.10±0.48 50.0±2.30 73.0±3.60 87.60±4.41 68.87±10.92

　S+EDS 30.19±0.69 55.0±1.80 65.0±3.10＊ 49.91±0.61＊＊45.77±0.32＊＊

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 vs S

2.2 　肺 、肾 、肝组织 VE-钙粘附分子表达
　　烫伤后组织脏器表达明显降低 , EDS 治疗后则表达增强 ,
见表 2、图 1。

表 2　鼠烫伤后 24 h肺 、肝 、肾 VE-钙粘附分子表达( x ±s)

Tab 2　Expression of VE-cadhesion molecules in lung , liver and kidney in scalding rats after 24 h( x ±s)

Area(μm2) IOD
Group　　 n

Lung Liver Kidney Lung Liver Kidney

NOM 6 520.10±10.3 420 .1±10.3 620.1±10.3 258 .30±11 .2 242.3 ±12.2 252.3 ±10.2

EDS 6 511.10±17.1 406 .1±16.1 601.1±18.1 259 .20±11 .6 232.2 ±11.6 229.2 ±12.6
S 6 211.20±16.1 ＊ 219 .2±13.1＊ 200.2±16.1＊ 120 .10±10 .1＊ 108.1 ±12.1 ＊ 103.1 ±11.1＊

S+EDS 6 412.30±13.5 # 307 .3±23.5# 327.3±33.5# 227 .10±12 .5# 200.1 ±13.5 # 217.1 ±10.5#

＊:P <0.05 vs NOM ;#:P <0.05 vs S

图 1　肾小球血管内皮细胞 VE-钙粘附分子表达　(S-P ×400)

A:烫伤组:表达弱;B:治疗组:表达增强

Fig 1　Expression of VE-calcium adhesion molecules in

glomerular VECs　(S-P×400)

A:Group S , signifi cant ly decreased;

B:Group S+EDS , significantly increased

2.3 　脏器血管内皮细胞连接电镜观察
　　正常结构为心肌肌丝排列整齐 , 心肌内皮细胞扁平状 , 微

血管腔明显 ,线粒体 、内质网无水肿;烫伤鼠心肌结构心肌肌丝

排列紊乱 、水肿 , 部分溶解;心肌内皮细胞水肿 , 细胞核固缩 , 核

周间隙增宽 , 异染色质边集 , 线粒体 、内质网水肿 , 微血管腔明

显狭窄。肾小球血管内皮窗部分消失 , 血管内皮连续 , 肾小管

上皮细胞坏死。脏器血管内皮细胞连接增宽 ,见图 2。

图 2　烫伤鼠心肌血管内皮细胞连接明显增宽　(TEM×10 000)

Fig 2　Intercellular junction among VECs widened after

scalding in rats　(TEM×10 000)

3　讨论

　　本实验对烫伤鼠各脏器血管通透性及各脏器血管
内皮细胞 VE-钙粘附分子的表达进行了观察 ,结果发
现烫伤鼠各脏器血管通透性比正常组明显增高 ,尤其
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心脏 、肺脏 、肝脏 、肾脏通透性增高明显 ,肝脏 、肾脏伤
后6 h 其通透性达到高峰 , EDS 治疗后烫伤鼠各脏器
血管通透性较单纯烫伤组比较均有所下降。烫伤鼠各
脏器血管内皮细胞通透性增加 ,其机制与脏器血管内
皮细胞间连接降低有关;EDS 在一定程度上降低烫伤
鼠各脏器血管内皮细胞通透性 ,对烫伤鼠脏器血管内
皮细胞间连接损伤有一定保护作用 。正常情况下 ,内
皮细胞在血管与组织之间构筑起了一道半通透屏障 ,
内皮细胞能有效地防止各种血液成分的漏出 。传统观
点认为微血管通透性升高是由于内皮细胞胞饮运输加
速的结果 。近年来认为病理情况下微血管通透性升高
主要原因是内皮细胞连接损伤 ,某些致病因子作用使
血管内皮细胞损伤 ,连接破坏是通透性升高的原因之
一

[ 1]
。本实验证明 , EDS 治疗后脏器血管内皮细胞

VE-钙粘附分子表达比烫伤组增强。说明 EDS 对血管

内皮细胞连接成分有一定的作用。内皮细胞间的连接
和大多数细胞连接一样 ,有紧密连接 、粘附连接 、缝隙
连接和韧带连接。其中 ,粘附连接(Adherents junction)
或小带附着(Zonular adherents)是内皮细胞间最重要的
一种连接方式

[ 2]
,它是由钙粘附分子介导的一种细胞

膜的连接 ,是细胞膜和细胞内的细胞浆蛋白及肌动蛋
白微丝构成的网状结构连接 ,它的结构变化可引起细
胞骨架结构的变化 ,使内皮细胞变形 ,从而调控大分子
物质和血细胞渗出。在内皮细胞粘附连接和细胞骨架
结构蛋白之间起重要作用的是钙粘附分子 ,其特性是
同原性细胞间粘附 。其中 VE-钙粘附分子(Catherine
或B412)是内皮细胞特有的一种粘附分子 ,也是内皮
细胞间所必需的 。其超微结构显示烫伤组脏器血管内
皮细胞水肿或溶解 ,核周间隙分离增宽 ,细胞核固缩 ,
异染色质边集;肾小球内皮细胞窗孔界限不清 ,或内皮
细胞出现连续窗口消失;内皮细胞间连接增宽。EDS

治疗组 ,上述损伤结构明显减轻 ,内皮细胞间连接较紧
密。脏器组织 VE-钙粘附分子免疫组化证明:正常组
织脏器VE-钙粘附分子表达较强 ,烫伤组脏器VE-钙粘
附分子表达则明显减弱 , EDS 治疗组脏器 VE-钙粘附
分子表达较正常减弱 ,但较烫伤组明显增强 。王小军
等

[ 1]
实验证明烧伤血清刺激培养的 VEC ,其 VE-钙粘

附分子表达降低 ,细胞间连接分离 ,甚至出现细胞脱
落。内皮细胞损伤一方面使大量液体渗入组织间隙 ,
增加毛细血管与组织间的距离 ,加重组织细胞的缺氧 ,
另一方面性使炎症细胞过多聚集于局部组织 ,直接造
成组织细胞的损伤。研究证明[ 3～ 6]应用抗氧化物可以

保护VEC坏死和凋亡 。本实验显示 EDS治疗后 ,内皮
细胞连接损伤减轻 ,对内皮细胞有一定的保护作用 ,与
文献[ 6]报道相一致 ,推测其保护机制可能与其抗氧化
作用及其对VEC细胞的发育生长的调节作用有关。
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心 、呕吐 1 例(4.16%), 失眠 2 例(8.3%)。副作用发生率为
20.8%。停药后 24 h , 上述症状消失 , 本组病例未出现其它副
作用。
　　对照组 24 例中 , 显效 7 例 , 有效 13 例 , 无效 4 例 , 有效率

83.3%。 24 例患者中输液后出现心悸3 例(12.5%),恶心 、呕吐
1 例(4.16%), 失眠 2 例(8.3%),副作用发生率为 25%。停药
后 24 h , 上述症状消失 ,本组病例未出现其它副作用。

3　讨论

　　茶碱作为一种平喘药物用于 COPD 的治疗已有数十年历

史[ 2] 。但由于其有效浓度与中毒浓度较为接近 , 超过治疗浓度
时 ,副作用明显增加 , 甚至引起严重毒性反应[ 3] , 因此 , 茶碱剂
型的研制 、给药途径与方法 , 一直是药物与临床研究的重要课
题之一。
　　葆乐辉是近年用于临床的一种茶碱控释制剂 , 其临床疗效
与安全性均在研究之中。本研究结果显示葆乐辉对COPD患者

平喘作用有效率为 87.5%,副作用发生率为 20.8%, 包括心悸 、
恶心 、呕吐及失眠。文献报道血浆茶碱浓度大于 5 μg/ ml即有
治疗作用 , 大于 20 μg/ml副作用明显增加[ 4] 。本研究结果显
示 ,口服葆乐辉 400 mg 后血中茶碱浓度为(7.27±2.48)μg/ml ,

表明这种给药方法能使血浆茶碱保持在较为稳定的治疗浓度

范围内 ,临床结果亦与之相吻合。两组病例中有 3 例无效 , 其
血中茶碱浓度亦低于有效浓度 , 因而认为 , 这些病人临床症状
未控制 , 与血浆茶碱浓度不足是其原因之一。本研究结果表
明 ,口服葆乐辉既能达到有效的治疗浓度 , 又不致引起严重副
作用 ,对 COPD患者平喘作用效果较好 ,使用安全。但若同时要
静脉点滴茶碱类制剂 ,则应密切监测血中茶碱浓度。
　　关键词:血药浓度;慢性阻塞性肺疾病
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