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大鼠严重体表烫伤后骨骼肌蛋白酶作用研究

文耕云 董燕麟 (第三军医大学训练部 生化教研室 ) 6 3。。 3 8

提 要 为探讨严重烧伤早期负氮平 衡 发生机制
,

利用 包括一侧后肢的 37 %大鼠休表面积全

皮层烫伤模型
,

观察受伤肢 体 与未伤肢体比目鱼肌蛋白分解率的变化及相应肌肉几种蛋白水解酶

可溶性部分活性改变
。

同时观察了胰岛素和压羚基丁酸钠 (日
一

H O B N a) 对这些蛋白酶的效应
。

烧伤后第3天结果表明
,

烫伤肢体比 目鱼肌蛋白分解率及蛋白 酶 可溶性部份活性显著升高 , 胰

岛素有降低组织蛋白酶活性的作用 , 日
一

H O B N a无此效应
。

上述结果提示
:
严重体表烧伤早期受伤部位肌肉蛋白分解加快乃 局 部 组 织蛋白酶活性上升所

为
。

胰岛素的节氮作用可能与抑制了这类蛋白酶的活性有关
。

关抽词 组织蛋白酶类 ; 烧伤 , 肌肉
,

大鼠 , 代谢 , 蛋白水解 , 溶酶体

创伤后的负氮平衡
,

被认为是蛋 白质合成的增加及更强烈的蛋白质分解增加所致 《`》 。

蛋

白酶类
,

尤其是组织蛋白酶的作用
,

通常被视为机体蛋白质分解的直接原因 (2)
,

但它们在重

度创伤中的作用不太清楚
。

胰岛素和酮体常用来纠正烧伤后的负氮平衡
,

但对它们节氮作用

机理的认识尚存在分歧
。

本文以包括一侧后肢在内的 37 %体表全皮层烫伤大鼠为模型
,

观察

伤后第 3 天比目鱼肌组织蛋白酶及胞浆中中性蛋白酶可溶性部份活性的
`

变化以及相应部位蛋

白质分解代谢情况
,

同时观察在体补充胰岛素和价 H O B N a
对 以上几种蛋白酶的作用

。

1 材 料 与 方 法

1
.

1 材抖

L
一

氨基酸
、

D L
一

日H O B N a为上海生化试剂厂出品 ; O P A为F L u k a产品
,

瑞士 , M P F
一
4型日立荧光分

光光度计
,

日本 , H S C
一
] S R冷冻高速离心机

,

吉林图门
。

W i st a r大鼠由本校动物所提供
。

l
。

2 方法

实验动物的处理
:

体重 1 7吧~ 2 3 0 9 雄性大鼠随机分为烫伤组与对照组
。

烫伤组乙醚吸入麻醉后
,

剪去

欲伤背部 ( 30 % B S A ) 及一侧后肢 (7 % B S A )的毛
,

躁下用胶泥包裹
,

使其伤后能正常行走
。

脱毛部分置

于。 3℃水浴烫伤 3 5 ,

造成班度全皮层烫伤
。

伤后除腹腔注射 5 m l生理 盐 水外
,

不予其他处理
,

然后分笼喂

养
,

自由饮水
、

摄食
,

光照随自然昼夜
。

对照组除不予致伤外
,

其余处理完全 同烫伤组
。

比目鱼肌蛋白分解速率的测定
:

断头处死大鼠后
,

从双肢分 离 比目鱼肌
,

按黄涛生《.) 等建立的方法进

行测定
。

蛋白酶可溶性部分酶活性的测定
:

分离比目鱼肌后
,

仔 细去除结缔组织
,

称重
,

然后进行测定
。

参考

O de ss e y (’) 建立的方法
。

在测定时以酪氨酸作标准
,

原文的 M E s 为 P B s取代
,

底物改用牛血红蛋白
。

荧光

法 ` . ’测定上清液中游离氨基酸含量
。

外源性酮体及胰岛素的补给
:

参考杨青 .(
’
的方法

。

蛋白质测定方法
:
L O w yr 法`”

。

2 结 果

比 目鱼肌蛋白质分解 速 率的测定
:

比目鱼朋蛋白质分解速率 包括酪氨酸净释放量和掺入比目鱼舰蛋白

质中的酪氨酸量两部分
。

结果表明
,

烫 伤 组大鼠伤肢 比目鱼肌蛋白分解速率较末伤肢和正常对照动物增加

约25 % ( 万士s )
,

相差非常显著 ( p < 。 .

0 1 ) , 烫伤组未伤肢与正常对照组比较无明显 改 变 ( P > 。 .

0 5 )
。

如表 1 :
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表 1 比 目鱼肌酪氛酸 释放

(蛋 白质分解率 )

T a b
.

1 T y r o s in e R e l
e a s e i n S o le u s

M u s e le (P r o t e in d e g r a d a t i o n r a te )

(
n m o

l /g
·

w e t w e i g h t /Z h又 士 s
)

S e a ld e d

C o n t r o l

(称 二 1 0 )

u n i n ju r e d

2 6 4
。

7士 1 1
。
名

(聪 二 1 1 )

in j
u r e d

2 7 3
。
4土 1 3

。
6 3 1 4

。
2士 1 1

。
3.

(竹 = 1 1 )

.

哪
a n s P ( 0

.

0 1
, a s e o m P a r e d w i t h

e o n t r o l a n d u n i n j u r e d

蛋白酶的测定
:

实验中所测定的酶活性分别为

组织蛋白酶 B
,

H
,

L和 D可溶性部分及胞浆中中性

蛋白酶
。

伤后第 3 天结果表明
,

烫伤大鼠伤肢比目

鱼肌组织蛋白酶 B
,

H
,

L和 D及中性蛋白酶活性均

显著高于烫伤大鼠健肢及对照组 ( P < 。 .

01 ) , 而后

两组相比较无显著差异 ( P > 0
.

0 5》
。

组织蛋 白酶 D

活性上升幅度不如组织蛋白酶B
,

H
,

L
,

中性蛋白

酶活性上升最少
。

日
一

H O B N a 对 这些蛋白酶活性没

有影响 ( P > 。 。
0 5 )

。

胰岛素降低 了组织蛋白酶 B,

H
,

L活性 ( P < .0 0 1 )
.

其中烫伤组伤肢
、

健肢及对

照组分别降低了 7
.

9 %
,

9
.

5 % 和 1 8
.

3 %
。

胰岛素对

组织蛋白酶 D也产生了明显的 抑制功效 ( P < 。 .

0 1)
,

其中烫伤组伤肢
、

健肢及对照分 别降低了 6
.

4 %
,

8
.

8% 和 1 4
。
4%

。

但对中性蛋白酶无明显效应 ( P >

o
。
0 5 )

。

表 2
、

3
、

4
。

表 2 烧伤 后比 日鱼肌组 织蛋白膝 B
、

H
、

L 活 性

T a b
.

2 A e t i v i t i e s o f C a t h e p s i n s B
,
H

,
L i n S o l e u s

M
u ` e l e p o s t b u r n

( t y r m m o
l /m g

.

p r / h了 士 s )

S e a l d e d

C o n t r o l

N o a g e n t i n f u s i o 。

日
一

H O B N a i n f u s i o n

I n s u l i n i n f u s i o n

2 7
。
3士 2

。

5 8

( 儿 = 1 1 )

2 5
.

1士 2
, ` 2

(作 = ] 2 )

2 2
。
4土 2

。
1 2。

(拄 = 1 2 )

让 n i n j
u r ed

2 7
。
4士 2

。
5 6

( n 二 1 2 )

2 7
。
6土 2

。
5续

( 柞 = 1 2 )

2 ` .

5士2
。
1 3八

( 摊 = 1 2 )

i n j u r e d

4 4
。
3土4

。
4 .2

(九 二 1 2 )

弓3
。
2士 4

。

3 3 .

(外 = 1 2 )

3 8
。
0 2土 2

。
4 3些̀

(昨 二 1 2 )

m e a n s

n l e a n s

T a b
。

3

P ( o
。
0 1

, a s e o m p a r e d w i t h e o o t r o l a n d u n i n ju r e d

P ( o
。
0 5

, a s e o 皿 Pa r e d w i t h n o a g e o t i n f 认 s i o n

表 3 烧伤 后比 目鱼肌组织 蛋白璐 D 活性

A e t i v i t i e s o f C a t h e p s i n D i n S o l e u s M u s e le p o s tb
u r n

( T
r y n m o l /m g

·

p r / h 玉土 S )

S e a l d e d

C o n t r o l

N o a g弓 n t i n f u s i o n

p
一

H o B N
a i n f u s i o n

I n s u l i n i n f u s i o n

3 1
. `土 2

.

8 0

(炸 二 1 1 )

3 0
。

7士 2
。
6 1

(炸 = 1 2 )

2 6
。
3士 2

。
1 6 b

(儿 = 1 2 )

u n i n j u r e d

3 1
。

7土 2
。
6 6

(柞 “ 1 2 )

3 1
。

3土 2
。
6 4

(九 = 1 2 )

2 8
.
2土 2

。
0 8乙

(作 二 1 2 )

i n j u r e d

4 0
。
4土 3

。

幼些
(件 = 1 2 )

4 1
。
2士3

。
0 .2

(件 二 1 2 )

5 6
。
2土 3

。
i 班 a

( 件 二 1 2 )

e o m p a r e d w i t h e o n t r o l a 刀 d u o i n j
u r e d

e o m p a r e d w i t h n o a g e o t i n f u : 1 0 。

Saa S仓 m e a n s P < O
。
0 1

,

吞 m e a n s P < 0
.

0 5
,
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表 4 烧伤后 比 目鱼肌中性蛋白畴活 性

T a b
.

4 八 e t i v i t ie s o f N e u t r a l P r o t e a s e` in S o le u s M u s e l e p o s t b u r n

(T y r nm o l /m g
·

p r /五而 士 s
)

S e a ld e d
凡 C o n t r o l

i n j
任 r e d

N o a g e n t in f u s io n

日
一

H O B入 a
in f u , i o n

I n s u l z n i
n f u s i

o n

l 2

1 2

1 2

2 9
。
4土

2 9
。
3士

2 8
。
9士

2
。

7 8

3
。
0 2

2
。
8 6

。 n 1 n j
u r e d

2 5
. 。士 3

.

4 3

2 9
.

6土 3
.

1 2 3

2 9
.

1土 2
.

“

3 4
.

5士 4
。
4 2.

3
.

5士3 4
.

5 .

3吐
.

1士 3
。
6 6 .

. m e a n s P < 0
.

0 1
, a s e o 印 p a r e d w i t h e o n t r o l a n d u n i n j u r e d

3 讨 论

体表烫伤早期大鼠比目鱼肌蛋 白质分解 率的变化
:

实验结果表明
,

烫伤后大鼠致伤肢与

非致伤肢比目鱼肌蛋白分解代谢有差异 ( P < 0
.

0 1)
,

致伤部位 比 目 鱼肌酪氨酸释放显著高

于非致伤肢
,

而健肢比目鱼肌酪氨酸释放与正常对照无显著差 异 (P > 0
.

0 5)
。

该结果与轻

度烫伤导致的仅伤肢肌肉蛋白分解加强
,

而健肢肌肉无明显改变的结论一致 `8) ,

也与本室以

前在重度烫伤下研究蛋白质分解代谢结果相同 (6) (。 ,
。

说明创伤对局部的刺激
,

是早期受伤局

部蛋白分解加快的
`

主要原因
,

受伤局部蛋白分解加快可能是烫伤早期负氮平衡的原因之一
。

但是
,

饥饿和人工运用胰高血糖素
、

肾上腺素和肾上腺糖皮质激素
,

可分别导致组织蛋

白分解增弥
,

产生负氮平衡 ` ’ “ ) ,

它们与创伤有类似的全身效应
,

而没有创伤 刺激及部位存

在
。

这就使重度烫伤早期远隔部位 肌肉不出现蛋白分解显著增强难以解释
。

其中的差异还有

待于深入探讨
。

单纯体表烫伤后早期组织蛋白酶 B
,

H
,

L及组织蛋白酶 D以及中性蛋 白酶的变化
:
对于

增强的蛋白分解速率
,

通常认为是溶酶体中组织蛋白酶活性上 升 所 致 ( 2 ) 。 轻度创伤早期
,

受伤局部组织蛋白酶活性增高已普遍得到证实 ( ’ ` )
。

我们的重度烫伤 模 型结 果表明
,

伤肢比

目鱼肌的几种蛋白酶活性均较健肢及正常对照有明显上升 (P < 0
.

01 ) ,
健肢与正常对照无

显著差异 (P > 0
.

05 )
。

其中以组织蛋白酶 B
,

H
,

L上升幅度最大
,

组 织蛋白酶 D次之
,

中

性蛋白酶最次
。

有作者认为中性蛋白酶活性在轻度创伤中的上升
,

并不是肌肉本身的酶活性升高所为
,

而

是由于浸润肌肉的肥大细胞脱颗粒造成
,

对于肌肉蛋白分解率没有显著影响
。

本文未进行类

似研究
,

尚不能确定中性蛋白酶对蛋白分解率的贡献
。 冬

外源性卜 H O BN a
、

胰岛素对烫伤早期比目鱼肌组织蛋白酶 B
,

H
,

L和组织蛋白酶D及中

性蛋白酶的影响
:
从实验结果可 以看出

, 1 ) 胰岛素有降低组织蛋白酶活性的作用 , 2 ) 烫伤

大鼠有胰岛素抵抗的存在
。

胰岛素降低组织蛋白酶活性的作用已十分肯定
,

一种可能的解释是降低了蛋白水解酶的

合成或利用
。

创伤情况下胰岛素在节氮方面的研究
,

本室在体 (e) 与离体 ( 7 )实验结果不同
。

离

体实验表明
,

超生理剂量胰岛素降低了创伤导 致的高蛋白分解率
,

但其原因有待于进一步研

究 , 在体补充超生理剂量胰岛素
,

未能导致受伤肢体肌肉蛋白分解率的下降
。

本次实验亦采

用在体补充胰岛素
,

总剂量大于前次一倍
,

且分 2 次注射
,

使其血中浓度波动较小` 结果表
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明
,

各组组织蛋白酶活性显著下降 ( P < 0
.

01 )
,

受 伤组下降程度不如正常对照组
,

说明受

伤动物产生了胰岛素抵抗
,

但仍然不能解释前面所述蛋白分解率未发生明显变化的结果
。

本次实验结果提示
,

尽管受伤动物产生了胰岛素抵抗
,

但超生理剂量的胰岛素
,

仍会产

生一定作用 , 胰岛素抵抗的产生有一过程
,

而补充胰岛素是伤后立即进行的
。

所以推测
,

在

抵抗发生以前
,

可能就有组织蛋白酶受抑发生
。

外源性 卜 H O BN a
的节氮作用已为不少作者证实

。

尽管如此
,

其节氮作用的机制却存在

意见分歧
。

有些作者认为 p
一
H O B N a 根本没有节氮作用

` 本室在体补充压 H O BN
a
降 低了蛋

白分解率已获得证实
,

而本次实验结果未能表明它对各组的组织蛋白酶及中性蛋白酶有明显

影响
。

有人认为价 H O BN a的节氮作用的原因
,

可能是在整体调节上抑制 了氨基酸释放
,

也

可能与谷丙转氨酶活性有关
。
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