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烫伤大鼠肝脏蛋白质合成变化及胰岛素的影响

黄涛生 董燕麟 ( 生物化学教研室 )

提 要 本文观察了7 3 %体表面积皮肤全层烫伤大鼠伤后第三天离体肝脏蛋白质代谢变化及胰岛 素 的

影响
。

结果表明
,

烫伤大鼠肝脏蛋白质及 D N A含量都无明显的变化
,

但 R N A含量增加 24 %
,

离体肝片亮氨

酸掺入率增加 31 % ; 加人胰岛素后
,

对照组和烫伤组亮氨酸掺入分别增加 2 3
.

5 %和 25
.

7写
。

提示烫伤大鼠

肝脏蛋白质
一

合成速率加快
,

并可能与 R N A含量增加有关 ; 但对胰岛素仍具有很高的敏感性
。

关键词 烫伤 ; 蛋白质代谢 ; 肝脏 , 胰岛素

肝脏是多种蛋 白质的合成部位
。

其蛋白

质代谢变化将直接影响多种血浆蛋 白含量
。

烧伤后多种血
.

浆蛋 白含量发生明显变化 ( ’ ) ,

但关于其肝脏蛋白质代谢变化的研究
,

现仅

见于整体水平 ()z
。

由于伤后氨基酸的体内代

谢
、

稀释和分布发生变化
,

其结果可能都有

一定误差
。

本文利用亮氦酸不能直接在肝脏代谢的

特点 (3)
,

用
“

H亮氨酸作示踪剂
,

观察 37 %

体表面积皮肤全层烫伤后第三天离体肝片亮

氨酸掺入速率及胰岛素对其影响
,

以探讨严

重体表烫伤后肝脏蛋白质代谢变化及对胰岛

素的敏感性
。

材 料 与 方 法

一
、

牙寸 才个

1
.

实验动物
,

W is t a r 、

雄性大白鼠
,

体重

15 。一 2 。。 g
,

由本校动物所供给
。

2
.

主要试剂
:

菲吮澳红
,

中国科学院生物物

理所产品 , . H
一

亮氨酸
,

中国原子核研究所产品 ,

核糖核酸酶
,

B o e il e i n g e r M e n n h e i m 厂产品 ; 氨

基酸
,

日本味之素公司产品
,

西南制药三厂杨德华

馈赠
;

胰岛素
,

四川医学院药厂产品
。

二
、

动物模型的制备与坷养

实验前动物在本实验室用本校动物所配制的混

台饲料喂养三天以上
,

按体重配对分成烫伤组与对

照组
,

烫伤组用乙醚吸入麻醉后
,

将占体表 面 积

30 %的背部置于 90 一 9 3℃水浴致伤 7 秒
,

一侧后肢

(占体表面积 7 % ) 以同样水温致伤 8 秒
,

造城
37 % 体表皮肤全层烫伤 (病理切片证实 )

,

伤后腹

腔注射生理盐水 5
.

0 m l
,

分笼喂养
,

自由饮水
、

摄

食
,

对照组除不致外伤
,

处理同烫伤组
,

摄食量与

烫伤组进行严格对照
。

三
、

肝脏薄片亮氛酸体冲掺入 “ ’

于伤后第三天
,

将动物断头处死
,

迅速剖腹取

其肝脏
,

切成约 o
.

s m m薄片
,

取鲜组织 4 0 0~ s o om g
,

置于 3
.

o m l 含五倍大鼠血浆浓度亮氨酸和其余 19 种

正常大鼠血浆浓度氨基 酸 (B’ . ’ 、

10 m M 葡 萄 糖 的

K r e b s 一 R i n g e r 氏碳酸氢钠缓冲液中 ` 7 , ,

以 0 2 : C O :

为 9 5 : 5的混合气体连续通气
,

37 ℃水浴振荡保温 40

分钟后
,

将肝脏薄片转至 3
.

o m l 新鲜介质中
,

其中每

毫升含 S H
一

亮氨酸 1
.

。件C i
,

以相同的保温条件保温

3 小时
,

取出肝脏薄片
,

吸干
、

剪碎
,

在 2
.

o m l 含

0
.

l m M E D T A 的 10 %三氯醋酸介质中
,

用内切式

组织匀浆器匀浆
, 3 0 0 o r p m 离心 10 分钟

,

弃去上

清
,

沉淀部分用相同的介质洗涤二次后
,

用乙醇
.

乙醚 ( 1 : 1 ) 萃取 20 分钟
,

去除乙醇
、

乙醚后
,

加

入 7 0%过氯酸 o
.

7m l , 3 0% H z o a i
.

3 m l
,

7 0 ,C水浴

消化 2 小时
,

取消化液20 。时
,

以 SN N a O H中和其

酸性后
,

加闪烁液 ( i 0 0 0m l含
: p p o 4 9 , p o p o p

Z o o m g
,

甲苯 7 0 0 m l
,

乙二醇乙醚 3 0 0m l ) 1 2 m l ,

在 L K B
一

R ac k
一

B e t a ~

12 1 7 液体闪烁计算仪上
,

以

外标准作粹灭校正
,

测定其放射性 (计数效率约为

3 0% )
。

胰岛素组即每毫升介质加入。
.

lu 胰岛素
,

其余步骤相同
,

每次实验同时测定介质 中 的 放射

性
。

亮氨酸掺人率 (n m ol / g 肝脏 / Zh) =

掺入蛋白质中3H
一

亮氨酸放射性 (D P M / g 肝脏 / Zh)

介质中 “ H
一

亮氨酸比放射性 ( D PM / n m ol )

四
、

肝脏核酸含量 测定

把肝组织用生理盐水制成 1 : 400 的匀装
,
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陈逸诗 声 ’
非吮澳红微量核酸测定法稍加改 良

,

将菲

吮嗅红用量减少至 7 卜g / m l
,

增 加核糖核酸酶用量

至 1
.

。件g / m l
,

延长保温时间至一小时
,

以达到 R N A

的完全消化
,

分别以小牛胸腺 D N A和酵母 R N A为

标准
,

在 日立 M P F
一
吐 荧光分光光度计上测定其

D N A和 R N A含量
。

五
、

肝脏蛋 白质含量 的测 定

将肝匀浆稀释后
,

以小牛血清白蛋白为标准
,

以简化 L o w r y法 `。’测定其蛋白质含量
。

结 果

一
、

核 酸含量的荧光分尤 法测 定

图 1 和图 2 分别为E ht B卜 R N A 的激发光谱与

发射光谱
。

E t hB r 一 D N A的激发光谱和 E t h B r 一

R N A

的激发光谱极为相似
,

都是由两个激发峰组成
,

一

个在紫外区
:
一个在可 见 光 区

。

E ht B r 一 R N A 或

E t h B r 一 D N A 荧光强度与其浓度之间线性关系较好

的激发光波长是 3 3 0一 3 5 o n m 和 5 2 0~ 5 5 o n m (发射光

波长为6 o on m处 )
,

与陈逸诗的结果基本一致
,

考

虑到样品中含有蛋白质
,

故本实验选用激发光波长

为 5 2 o n m
。

E t h B r 一 R N A 和
_

E t h B r 一 D N A 的发射光

谱也极为相似
,

其荧光强度与核酸浓度之间线性关

系较好的区域为 570 一 6。。 n m (激发光波长在 5 2 0n m

处 )
,

本实验选用 6。。。 m
。

图 3 为激发光为 5 2 0n m
,

发射光波长为6 o on m处
,

荧光强度和核酸浓度之间

的关系曲线
。
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图 1 E t h B r 一 R N A激发光谱

入e X = 2 0 0 一 5 9 0m卜m , 入e m = 6 0 0m 卜m

R N A 浓度* A l 一 A 。 ,
z

,
2

,
3

,
4

,
5协g / m l

已 t h B r 浓度
: 7卜g / m l

图 2 E ht B r 一 R N A 发射光谱

入e x 二 5 2 0m 件m
,

入e m = 5 3 0 一 8 0 0 m 件m

R N A浓度
: A i 一 A 。 ,

i
,
2

,
3

,
4

,
5卜g / m l

E t il B r 浓度
, 7卜g / m l

二
、

保温 时间对亮氛酸侈入的影响 (图 4 )

离体肝薄片
,

在 2 小时的保温时间内
,

其亮氨

酸掺入速率基本恒定
,

超过 2 小时后
,

亮氨酸的掺

入速率开始下降
。

图 4 为掺入蛋白质中亮氨酸量与

保温时间的关系曲线
。

三
、

烫伤 大鼠奸脏核酸含量和蛋 白质合量的变

化

用菲咙嗅红法测定肝脏核酸含量
,

所得结果与

文献报道相近 (l “ , ,

37 % 体表面积皮肤全层烫伤后

第三天
,

其 D N A 和蛋白质含量无明显变化 (表 1)
,

但 R N A含量增加 24 %
,

与对组照有非常显 著 的 差

异 ( P < 0
.

0 1 )
。

表 1 肝脏核 酸和 蛋白含量

( m g / g 杆脏 , 了 士 S E )

对 照 组
D N A 2

.

7 6士 0
.

1 5

( 2 4 ) .

烫 伤 组
3

.

0 0士 0
。
1 5

( 2 1 )

R N A
1 0

.

3 5士 0
.

3 0

( 2 4 )

1 2
.

8 2士 0
。
3 3

. 奄

( 2 1 )

蛋白质
2 2 8

.

1士 4
.

7 6

( 1 9 )

2 4 0
.

1士 1 1
.

3

( 1 4 )

带 括号内数据为动物数
,

下同
。

” 和对照组

l匕P < 0
.

0 1
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图 3 核酸标准曲线 ( n =7)

核酸浓度
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( 卜g / m l )

入e m = 6 0 0m 卜m

30如加即ǎ口S引冈盛驯丈切\1
0日引è

代渔鲁帐喊

一 一一一一一护一
~

—
『

-

一
一~

.

首~ ~ . 门 』翩

-
刀`

一
~

一
认勺 ~

3

保温时间 ( h)

图 4 离体肝脏薄片亮氨酸掺入活性 (n 二 6)

四
、

烫伤 大鼠奸片亮氛酸体外掺入变化及胰岛

素的影响 (表 2 )

表 2 体表烫伤对肝脏壳氮酸体外掺入的影响

及咦 岛素的作用 (n m ol / g 肝脏 / b2
,

了 士 S E )

对 照 组 烫 伤 组

如表 2 所示
,

3 7 %体表面积皮肤全层烫伤后
,

大鼠肝片亮氨酸掺入率增加 37 % ( P < 。 .

0 1)
,

每毫

升介质加入。
.

lu 胰岛素后
,

烫伤组和对照组亮氨酸

掺入率分别增加 2 5
.

7%和 2 3
.

5%
,

均有非常显著差

异
,

但两者增加程度基本一致
。

胰岛素 ( 一 )
2 8

.

2 0士 1
.

5 5

( 1 5 )

3 6
.

8 4士 1
.

6 5
李 .

( 1 5 )

胰岛素 ( + 少
3 4

.

8 2士 1
.

0 9
+ 十

4 6
.

3 0士 1
.

7 6
命 . 十 十

( 1 5 ) ( 1 5 )

. ’

和对照组比较 P < 。
.

0 1
, 十 十

和胰岛素 ( 一 )

组比较 P < 0
.

0 1

讨 论

整体水平肝脏蛋白质代谢研究中
,

单纯

以掺入肝脏蛋 白质中放射性 同位素标记的氨

基酸含量作为其肝脏蛋自质合成速率的指标

(2)
,

可 由于氨基酸的体内代谢
、

稀释和分布

等体内过程发生改变而造成误差
。

因此
,

本



实验利用肝脏缺乏分解支链氨基 酸 的 转 氨

酶
,

亮氨酸必须经肝外组织转氨
,

生成
a 一

酮

基异戊酸后才能在肝脏代谢的特点 (s)
,

选用
“
H

一

亮氨酸作为示踪剂
,

在离体的情况下
,

直接观察了亮氨酸掺入肝脏蛋 白质的速率
,

以了解肝脏蛋 白质合成速度
。

由于 日前还缺

乏简单
、

方便的亮氨酸测定方法
,

因此
,

本

实验把介质中亮氨酸的浓度提高到 5 倍大鼠

血
.

浆浓度
,

使肝细胞内
、

外亮氨 酸 达 到 平

衡
,

以介质中
“

H
一

亮氨酸的比放射性代替细

胞内
“
H

一

亮氨酸比放射性
,

结果表明
,

在 40

分钟预温后的 2 小时保温时间内
,

亮氨酸掺

入率基本不变
,

因此
,

该方法不 仅
一

可减少同

位素用量
,

排除体内某些因素的干扰
,

而且

简单
、

方便
。

本实验采用上述方法观察了37 %体表面

积皮肤全层烫伤后大 鼠肝脏蛋白质合成的变

化
,

结果发现
,

伤后第三天
,

lIJ 脏薄片亮氨

酸掺入率增力「! 3 1% ( P < 0
.

0 1 ) ( 表 2 )
,

而蛋白质含量不变
,

这一结果与S h a n g ar w (2)

在整体水平所得结果基本一致
,

该氏发现单

一侧后肢烫伤后第三天
,

肝脏蛋 白质合成速

率增加 56 %
,

其分解速率也有相应的增加
,

结果其蛋 白质含量无明显变化
。

我们认为
,

其蛋 白质含量不变
,

除了与其分解速率增加

外
,

还可能 由于肝脏合成的蛋白质 80 %是分

泌蛋白
,

因而不易在蛋 白质的定量测定 中反

应出来
。

肝脏蛋 白质合成受多种因素的调节
,

在

氨基酸和能量不足时
,

肝脏蛋 白 质 合 成 减

少
。

各种氨基酸中
,

色氨酸的含量可能对肝

脏蛋白质合成的调节最为重要
。

在色氨酸缺

乏时
,

肝脏蛋 白质合成受阻
,

这时增加色氨

酸的含量可能有助于肝脏蛋 白质合 成 〔” 〕 ,

因此动物的摄食 呈可能影响实验结果
,

本实

验对两组动物的摄 食量进行严格的对照
,

以

排除食物对实验结果的影响
。

关于烧伤后肝脏蛋白质合成增加的机制

还不太清楚
,

多种激 素都可对肝脏蛋 白质合

成进行调节
。

烧伤后甲状腺激素
、

糖皮质激

素 (` 2 )
、

胰 岛素 ( ` 3 )不11生长激素 ( ` 4 )含量升高
,

其中糖皮质激素
一

可作用于转录和翻译水平
,

因此
,

可能对烧伤后盯脏蛋自质的合成起了

重要调节作用
。

本实验在观察盯肌薄片亮氨酸掺入的同

时
,

测定了其核酸含童
,

结果发现
,

D N A

的含量无明显改变
,

但 R N A 含量增加 24 %

( P < 0
.

01 )
,

提示烫伤后肝脏蛋 白质合成

增加与 R N人含量增加有关
。

S e v a
l je v i c ( ’ 5 )分

离亚致死性体表烫伤大 鼠肝细胞核发现
,

伤

后核内蛋 白质
、

R N A 含量增加
。

电镜下可

见染色质结构松散 (` 6 ) ,

提 示伤后肝脏细胞

核的结构发生改变
。

茹象千 〔̀ 7 ) 等观察 30 %

体表面积烫伤大 鼠肝细胞核转录活性发现
,

伤后
3
H

一
U

`

r P掺入明显增加
,

提示伤后肝细

胞 R N A合成增加
。

因此
,

烫伤后 R N A 含量

增加
,

至少部分 是 R N A 合成增加的结果
。

在创 伤情况下
,

多种代谢途径产生胰岛

索抵抗
,

包括烧伤后胰 岛素对肝糖异生的抑

制作用降低 (18 )
。

但关于伤后肝脏蛋白质代

谢对胰岛素的敏感性未见报道
。

本实验在介

质中加入超生理剂量的胰岛素
,

结果发现
,

烫伤组和对照组亮氨酸掺入都有明显增加
,

而且增加程度基本一致
,

提示伤后肝脏蛋白

质合成对胰岛素仍具有高度的敏感性
,

可以

排除肝脏蛋白质合成对胰岛素的抵抗
。
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