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烧伤后白介素 2 与白介素 2 受体基因表达的变化及人参茎叶皂试的调节

作用
`

梁华平 王正 国 田丰群 耿 波 陈荣德 (第三军医大学野战外科研究所 ) 6 3 0 0 4 2

提 要 研究了不同程度烧伤小鼠淋巴细胞白介素 2 ( I n t er l eu ik n Z
,

IL 一 2) m R N A 及 几 一 2 受体 a( 几

一 ZR a ) m R N A 的变化
,

并观察人参茎叶皂试的体内外调节作用
。

结果显示
,

烧伤后 IL 一 2 m R N A 及 IL 一

ZR
o m R N A 水平均降低

,

且同伤情变化关系密切
.

伤后 IL 一 2及 IL 一 ZR
a
的变化分别 同 IL 一 2 m R N A

、

IL 一

ZR
o m R N A 的变化呈非常显著的正相关

。

人参茎叶皂贰皮下注射 ( 50 m g
·

k g 一 ’
·

d
一 ` ,

连续4 d) 可显著提高烧

伤小鼠淋巴细胞 IL 一 2 m R N A 及 IL 一 ZR Q m R N A 水平
,

并促进 止一 2生成及卜
ZR a

表达
.

人参茎叶皂试

体外 (0
.

1至 10 0 阳 / m l) 也可拮抗烧伤小鼠 IL 一 2 m R N A 及 IL 一 ZR
Q m R N A 的受抑状态

。

上述结果表明
,

烧

伤可致淋巴细胞 IL 一 2及 IL 一 ZR Q

的基因表达受抑
,

进而导致 IL 一 2的生成及卜
ZR Q

的表达减少
.

人参茎

叶皂贰对这一变化具有明显的拮抗效应
。

关键词 灼伤
;
白介素 2 ,

受体
,
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严重烧伤可致淋 巴 细胞 白介素 2 ( In t e r le u k i n Z
,

I L 一 2 )的生成及 I L 一 2受体 (I L 一 ZR )的表达减少
,

进

而导致机体的多种细胞免疫功能受抑
〔`

, ’ 〕 。

但其发生机

理 尚不清楚
,

因而也无有效的防治措施
。

鉴于烧伤后

IL 一 2及 IL 一 ZR 基因表达的变化 尚未见报道
,

本研究

利用核酸分子杂交的方法
,

对烧伤后 IL 一 2 m R N A 及

IL 一 ZR a m R N A 进行 了动态检测
,

并观察人参茎叶皂

贰的体内
、

外调节作用
。

1 材料和方法

1
.

1 实验动物及分组

B a
lb /

。
小鼠

,

雌雄各半
,

体重 1 8 ~ 2 2 9
.

1 5 2只小鼠随机分

为以下 4组
:

正常对照组 8只
,

从笼中取出立即活杀取脾
,

制脾细

胞悬液待测
;

伤 I 组
、

伤 I 组
、

伤 l 组分别为 1
。 、

I
。 、

I
。

烧伤模

型
。

烧伤各组小鼠再随机分为 6个亚组
,

分别分配于伤后 1
、

2
、
4

、

7
、

1 0
、

14 d
,

每一亚组 8只动物于相应时间活杀取脾
,

制脾细胞

悬液待测
。

1
.

2 烧伤模型

参照文献【3〕制备小鼠背部 10 %体表面积的 I
。 、

I
。 、

l
。

烧

伤模型 (组织切片证实 )
。

1
.

3 淋 巴 细胞的培养与活化

将脾细胞以 R P M I 1 6 4 0培养液调成 5 x l 。`
/ ml 的细胞悬

液
,

加入 C o n A (S ig m a

公司 )使其终浓度为 10 滩 / ml
,

将细胞分

别加入培养瓶 (每瓶 4 m D 和 24 孔培养板 (每孔 1 m l )
,

置于 37 ℃
、

5% CO Z

培养箱中培养至 10 h 收集培养瓶中细胞
,

以异硫氰酸

肌 一 苯酚 一 氯仿 /异戊醇法提取细胞总 R N A [’]
,

一 70 ℃保存待

测 IL 一 2 m R N A 及 IL 一 ZR
a m R N A 活性

;
培养至 2 4 h 收集培

养板中细胞上清待测 IL 一 2活性
,

培养至 48 h 收集培养板中细

胞
,

测定 IL 一 Z R
Q
阳性细胞百分率

。

1
.

4 I L 一 2 m R N A 及 I L 一 ZR a m R N A 的汉l]定

l
·

4
·

I IL 一 Z e
D N A

、

I L 一 Z R a e
D N A 探针 的制备

:

从美国

A T C C 公司获得含重组质粒的大肠杆菌 ( 37 55 3
、
5 72 32 )

,

参照

文献 [’j 提取和纯化重组质粒 D N A
,

分别以 aB m H I 及 E co R I

酶切
,

获取小鼠 I L 一 2 c
D N A 1

.

o k b 片段及 IL 一 ZR
a m R N A

0
·

9 2 k b 片段
.

1
.

4
.

2 探针的生物素标记
、

斑点杂交
、

显色及扫描测定
:

均参

照文献图进行
,

结果以正常对照显色强度的百分比 (% )表示
。

1
.

5 I L 一 2活性及 I L 一 ZR a 阳性细胞的浏定

以 C T L L
Z
细胞株测定 IL 一 2活性3j[

,

结果以 U / 10
`

细胞表

示
;
以间接免疫荧光法 6[] 检测 IL 一 ZR

Q
阳性细胞百分率 ( % )

。

1
.

6 人参茎叶皂贰的调节作用

1
.

6
.

1 体内实验
:

分为正常对照
、

正常给药
、

烧伤 ( l
。

)对照
、

烧伤给药共 4组
,

每组 8只
,

给药组为每 日皮下注射人参茎叶皂

贰 0
.

5 m 1( 由白求恩医科大学化学教研室提供
,

以生理盐水配

成 2 m g /m l
,

滤过除菌 )
,

相当于每 日给药剂量为 50 m g
·

k g 一
’ ,

连

续 4 d
.

烧伤给药组为致伤当 日开始给药
,

各对照组以相同剂量

的生理盐水代替
,

第4夭活杀动物
,

制备脾细胞悬液测定上述各

指标
。

1
.

6
.

2 休外实验
:

分组同上
,

于各组脾细胞培养开始时
,

加入

国家自然科学基金资助项 目
,

N
o

.

3 9 1 7 0 7 4 4
,
3 9 2 7 0 8 6 0
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人参茎叶皂贰
,

使其终浓度分别为。
.

01
, 。

.

1
,
1

,
1 0

,
100 拜g / m l

,

测定上述各指标的变化
。

1
.

7 数据处理

以平均值士标准差 ( 历 士 : )表示
,

进行成组或配对 t 检验
,

并进行相关分析
。

2 结果

2
.

1 烧伤 后 小 鼠淋 巴细胞 I L 一 2 m R N A 及 I L 一 2的

动态变化

和 正 常对照 小鼠相 比
,

烧伤 各组 小 鼠淋 巴细胞 IL 一

2 m R N A 均有不同程度的降低
,

且以伤后 4 d 降为最低点
,

其

降低的程度和持续时间随伤情加重而更为 明显 (见图 1 ) ;烧伤

各组 IL 一 2活性也降低
,

其受抑的程度及持续时间均与 IL 一

2 m R N A 的变化相一致
,

二者呈非常显著的正相关 ( ; 一 。
.

7 9
,

P < 0
.

0 1 ) (见图 2 )
。

2 , 2 烧伤 后 小 鼠淋 巴细 胞 I L一 ZR a m R N A 及 I L 一

ZR a 的动态变化

烧伤后小 鼠淋 巴细胞 IL 一 ZR
a m R N A 的变化与 IL 一

Z m R N A 的变 化相 似
,

但 其受抑程 度和 持续 时间较 IL 一

2 m R N A 的变化更甚 (见图 3 )
,

伤后 IL 一 ZR Q
的改变与 IL 一

Z R Q m R N A 的变化相一致
,

二者呈非常显著的正相关 ( :
-

0
.

6 1
,
P < 0

.

0 1 ) (见图 4 )
。
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图 3 烧伤小鼠淋巴细胞 IL 一 ZR o m R N A 的变化

F ig 3 C加 n g e o f I L 一 ZR a m R N A o f l y m Ph co yt e s f r o m

b u r n e d m i e e
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0 5
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烧伤小鼠淋巴细胞 I L 一 2 m R N A 的变化

C h an g o f IL 一 2 m R N A o f l y m Ph o e y tes f r o m

b u r n e d m i C e

怜 :
P < 0

.

0 5
, , , :
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.
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, v s e o n t r o
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b u r n g r
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烧伤小鼠淋巴细胞 I L 一 Z R a 的变化

C han g e o f I L 一 ZR a o f l ym P h oc yt e s f r o m b u r n ed

m i C e

, :

P < 0
.

0 5
, , , :

P < 0
.

0 1
, v s e o n t r o l g r o u p
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·
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图 2 烧伤小鼠淋巴细胞上清液中几一 2的变化

F i g 2 C h an g e o f I L 一 2 In s u

eP
r n a t a o t o f l y m Ph oc yt e s

f r o m b u r n e d

, :
尸 < 0

.

0 5
, 爷 ` :

P < 0
.

0 1
, v s e o n t r o l g r o u p

2
.

3 人参茎叶皂武的休 内调 节作用

人参茎叶皂贰体内应用对正常小鼠淋巴细胞 IL 一 2 m R
-

N A
、

IL 一 2活性以及 IL 一 ZR o m R N A
、

IL 一 ZR。

水平有一定升

高作用
,

但无统计学意义
,

可明显提高烧伤小鼠淋巴细胞 IL 一 2

m R N A
、

IL 一 2活性以及 I L 一 ZR a m R N A
、

IL 一 ZR a

水平
,

并使

之同正常对照无明显差异 (见附表 )
。
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附表 人参茎叶皂试的体内调节作用n (一 8 )

T al b eR g e
u l at io n o f i L G Sn vi vo

(
n =8 )

G
r o u P

Co n t r o l

IL一 2 N A m R ( % )IL一 2 ( U/ 10 ` e el l s
I )L一 Z R a

rn N A R ( % )I L一 Z R
a

(洲 )

0 0 1士 1 1 5 2 士 8
.

0 10 0 士 3 1 6 4士 3 1

2 1 1士 1 4 5 6 士 9
.

6 9 1 1士 8
.

0 6
.

7士 14

48士 5
.

7
’ .

1 7士 8
.

6 二 43士 6
.

0 二 3 3士 14二

B u r n + GL S2 1 1士 9
.

0 △△ 5 1士 7
.

4△△ 10 8 士 9
.

5 △△ 6 6士 2 1△△

, ` :
p < 0

.

0 1
, v s e o n t r o l g r o u p , △△

:
p < 0

.

0 1
, v s

b
u r n g r o u p

2
.

4 人参茎叶皂贰的体外调 节作用

人参茎叶皂贰在 。
.

01 ~ 1 00 产g /m l 浓度范围内
,

对正常小

鼠淋巴细胞 IL 一 2 m R N A 无明显 升高作用
,

但可使烧伤小鼠

淋巴细胞 IL 一 Zm R N A 水平升高
,

使之接近或超过正常对照水

平
,

这一作用在 10 雌 /m l 浓度时最为明显 (见图 5 )
,

其对 IL 一

2
、

IL 一 ZR Q m R N A 以及 IL 一 ZR Q
水平的体外调节作用 与此相

类似 (图略 )
。

DO I 0 1 1 , 0 100
(产 ` /m l 〕

图 5 人参茎叶皂试对淋巴细胞 I L 一 Zm R N A 的体外调节

作用

F i g 5 R e g u l a t i o n o f G S L t o I L 一 2 m R N A
o f ly m Ph o -

c y t e s i n v it or

, :

P < 0
.

0 5
, * , :

P < 0
.

0 1
, v s b u r n g r o u p

(
u n t r e a t e

d w it h G S L )

3 讨论

有关烧伤后淋 巴细胞 IL 一 2与 IL 一 ZR 受抑的报

道较多仁,
, ’ ·

’ 〕 ,

但其发 生机 理 尚不清楚
。

本研究对烧伤

后淋 巴细胞 I L 一 Zm R N A 及 I L 一 ZR
a
m R N A 的变化

进行了动态检测
,

发现烧伤后 IL 一 Zm R N A 及 IL 一

ZR a m R N A 水平均降低
,

且 同伤情变化关系密切
。

表明

烧伤确可导致淋巴细胞 I L 一 2及 I L 一 ZR
a

的基因表达

受抑
。

此外还观察到烧伤后 IL 一 2活性及细胞膜 IL 一

ZR a
表 达 的 变 化 分 别 同 I L 一 Zm R N A 及 IL 一

ZR 。 m R N A 变化关系密切
。

提示烧伤后淋 巴细胞 IL 一

2及 IL 一 ZR a
的基因转录减少是导致 IL 一 2生成减少

及 I L 一 ZR Q
表达受抑的重要原因

。

纠正烧伤后的细胞免疫功能低下是防治烧伤感染

的关键圈
。

国外学者
〔’

,

吕口
应用多种细胞因子纠正烧伤免

疫功能低下已取得一定疗效
,

但 由于其价格昂贵
,

作用

单一
,

有一定毒副作用
,

故难以在临床推广应用
。

中药

有效成分— 人参茎 叶皂贰 的免疫调节作用 已 有报

道 {’ 〕
,

但其是否可纠正烧伤后的细胞免疫功能低下
,

尚

不清楚
。

本研究发现人参茎叶皂贰体 内应用 ( 50 m g’

k g
一 `

) 虽 对 正 常 小 鼠淋 巴 细 胞 IL 一 Zm R N A
、

IL 一

ZR a m R N A
、

IL 一 2及 IL 一 ZR a

水平无 明显升高作用
,

但可明显提高烧伤小鼠淋巴细胞 IL 一 2及 IL 一 ZR 。

的

基因表达
,

从而拮抗 IL 一 2及 IL 一 ZR a 的受抑状态
。

这

一发现为从基 因转录水平阐明人参茎叶皂贰对烧伤后

细胞免疫功能的调节作用提供了重要依据
。

我们还观

察到人参茎叶皂贰在 0
.

1一 1 00 拜 g /m l 浓度范围内
,

可

直接作用于烧伤小鼠淋 巴细胞
,

提高其 I L 一 2及 IL 一

ZR a 的基因转录水平
。

提示人参茎 叶皂贰在体 内外对

烧伤后免疫功能低下可能具有
“
正常化

”

的作用
。

我们

在另一实验中曾观察到
,

人参茎叶皂贰可通过提高烧

伤小鼠的多项免疫功能指标
,

进而降低烧伤小 鼠对感

染的易感性 ( 另文报道 )
。

有关烧伤后 IL 一 2及 IL 一

ZR a 基因表达受抑及人参茎叶皂贰的作用机理
,

尚需

深入研究
。

口日一污。一.̀加丫ó乞也5之叱巨八白
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