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烫伤后大鼠比目鱼肌蛋白质代谢
`

的变化及亮氨酸
、

胰岛素的作用

黄涛生 董燕麟 (生物化学教研室 )

提 要 本文离体观察了包括一侧后肢的 73 % 体表皮肤全层烫伤大鼠比自鱼肌蛋白质代谢的

变化及亮氨酸
、

胰岛素的作用
。

结果表明
,

伤后第三天伤肢比闯鱼肌蛋白含量明显降低
,

酪氨酸掺

入
、

酪氨酸释放与净释放速率均明显升高
,

但健肢比目鱼肌上述指标与对照组无明显 差异 ; 增加

介质中亮氨酸含量对比 目鱼肌蛋白质代谢无明显作用
,

但。 .

lu / m l胰岛素除对伤肢比 目 鱼 肌 蛋白

质代谢无明显作用外
,

使烫伤动物健肢和对照动物比日鱼肌酪氨酸掺人明显 增 加
,

酪氛酸净释放

明显减少
。

结果提示 ( 1 ) 体表烫伤后
,

烫伤局部骨骼肌蛋自分解加强
一

可能是伤 后 负氮平衡的主

要原因
。

( 2 ) 单独施加亮氨酸并不能改和训寸骼肌蛋自质代谢
。

( 3 ) 烫仿局部针骼肌 蛋 白质代

谢对胰岛素的敏感性降低
。 一

关健词 烫伤 ; 比 目鱼肌 , 蛋白代谢 ; 亮氨酸
:

胰岛素

烧伤对骨骼肌蛋白质代谢的作用可分为

局部作用和全身作用
,
在轻度烧伤时

, 局部

肌肉组织蛋 白质的消耗可能是伤后负氮平衡

的主要原因 〔̀ )(z ) s() , 随着烧伤严重程度的增

加
,
可能涉及远隔部位

,
但关于严重烧伤情

况下
,

`

烧伤局部和远隔部位骨骼肌蛋白质代

谢变化的比较尚未见报道
。

本文以包括一侧后肢的 37 %体表皮肤全

层烫伤大鼠为模型
,
离体观察了伤后第三天

伤肢和健肢比目鱼肌蛋白质代谢的变化及亮

氨酸
、

胰岛素的作用歹 以探讨烧伤后负氮平

衡的机制及可能的影 响因素
。

材 料 与 方 法

一
、

实验动物 W ist ar 雄性大鼠
,

休重 15 0

一 20 0 9
,

由本校动物河r供给
。

二
、

主要试剂
“ H

一

菊糖
,

2 7 c
i / m m o l (中

国 原 子 能 研 究 院
,

北 京 ) ; S H
一

酪氨酸
,

2 7 “ i /

m m ol (中国原子核研究所
,

上海 ) ; 氨墓酸 (味之

素公司
,

日本 ) ; 胰岛素
,

4 Ou/ m l
一

(四川医学院药

厂 )
。

三
、

实验方法

1
.

动物的处理与饲养
:

将实验所用动物按体

重配对分成烫伤组和对照组
。

烫伤组用乙醚吸入麻

醉后
,

剪去欲伤的背部和一侧后肢的毛
,

将背部 (占

休表面积 30 % ) 置于人小适宜的模具中
,

00 一 9 3℃

水浴烫伤 了秒
,

侧后肢 ( 了%体表面积 ) 以同样

水温致伤 3 秒
。

病理切片 证实皮肤全层 凝 固性 坏

死
,

肌肉组织结构上未见损伤
。

伤后腹腔注射生理

盐水 5
.

0m l
,

分笼喂养
,

自由 饮 水
,

摄食
,

记录每

天摄食量
,

并将对照组摄食量与烫伤组进行严 格对

只砚
。

2
.

比目鱼肌蛋白质代谢速率的测定〔` ) : 于伤

后第三天
,

将动物断头处死
,

分别分离烫伤功物双

侧比 目鱼灯L和对照组 比目鱼肌
,

称重后
,

按肌纤维方

向
,

从肌健部位
,

迅速把比目鱼肌制成 50 一 80 m g /块

的肌束
,

取鲜组织 400 一 5 00 m g
,

置于 3
.

0m l含除酪氨

酸外共余 1 9种正常大鼠血浆浓度氨基酸 (5 )( 幻
,
l om M

葡萄糖的 K r eb s 一

iR沌
e r
氏碳酸氢钠缓冲液中`7 》用

O : : C O Z

为95
: 5的混合气体连续通气

,

37 ℃水浴振荡

4。分钟后
,

转至含 3
.

0m l新鲜介质中
,

其 中每毫升

含 “ H
一

酪氨酸。
.

s o ic
,

八相同的保温条件下
,

保温

2 小时
,

取出肌闪组织吸干
、

剪碎
,

在2
.

Om l含 0
.

1

m M E D T A的三氯醋酸 ( 10 % )介质中匀浆
,
3

,

00 。

转 /分离心 1。分钟
,

沉淀部分用 2
.

Om l 的 上述介质

洗涤两次
,

将所 有的土清液混合
,

用微量酪氨酸荧

光分光法 `8) 在日立 Y P F
一

4 荧光分光光 度 计 上 测

定其酪氨酸含量
。

取一 定 量
_

{二清 液
,

加 入 闪 烁

液 ( l 0 0 0 1n l含
: P P O 4 9

、

P O P O P 2 0 o ` g
、

甲苯

7 0 0m l
、

乙二醇乙醚 3 0 0m l ) 在 L K B
一

R a e k
一

B e t a
-

1 2 1 7液体闪烁计数仪上
,

以外标准源作粹灭校正
,

测定其放射性 (D PM ) ; 沉淀部分用 乙 醇
: 乙醚

(川 ) 林取 2 。分钟
,

去除乙醇
、

乙醚后
,

加入 70 %

氦
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1了

过氯酸o
.

7m l
,

3 0% H Z O : z
.

3m l
,
了。℃水浴消化 2

小时
,

取消化液2 0 0协l
,

以 S N N a O H ]
[
`不{z 其 酸目毛

, ,

后
,

以上述方法测定其放射性 ; 取保温后介质
,

去

蛋白后
,

测定其酪氨酸含量与放射性
。

亮氨酸和胰

岛素组即分别把介质中亮氨酸浓度升高到 5 倍大鼠

血浆浓度和每毫升介质加入 0
.

1二的胰岛素
,

其余过

4
.

计算
:

菊糖间隙 (m l/ 克肌肉 )

程相 }司
。

3
.

菊糖间隙的测定
:

取
·

定星比 「{鱼肌技
_

1

述过程进行保温
,

但以 0
.

5卜LC 订m l的 ”玉1
一

菊糖代替

。
.

屏`
iC / m l的 “ 1于

一

酪氨酸
,

保温完毕
,

取出 肌肉组

织
,

吸干
、

剪碎
,

直接用过氯酸和 H : O : 消化
,

用 SN

N a O H 中和其酸性后
,

以上述方法测定其放射性
。

保温后肌肉组织 。 H 一 菊糖放射性

介质中 “ H 一 菊糖放射性

比目鱼肌细胞内 “ H 一 酪氨酸比放射性
_ _

上清液中放射性 ( D PM /克肌肉 )

( D P M /克肌肉 )

( D PM /m l)

( D PM / n m o l )

一 菊糖间隙 ( m l/ 克肌肉 )

青液中酪氨酸含量 (n m ol /克朋肉 ) -

r糖同隙 ( m l/ 克肌肉 ) x 介质中放射性 ( D P M / m l)

菊糖间隙 (m l/ 克肌肉 ) x 介质中酪氨酸含量 (n m ol /m l)

掺入比目鱼肌酪氨酸含量 ( 。 n
ol /克组织 / 盆 l1)

_

掺入蛋白质 “ H 一 酪氨酸放射性 ( D PM /克组织 / 之h )

肌肉细胞内 。 H 一 酪氨酸比放射性

酪氨酸净释放量 (n m ol /克组织 / h2 )

二

释入介质酪氨酸总量 (n m ol / 2 11)

酪氨酸释放量 (n m ol /克组织 /h2 )

( D PM / n m
o l )

。 肌内组织重量 (克 )

二

掺入蛋白质酪氨酸含量 (n m ol /克组织 / Zh)

5
.

比目鱼肌蛋白质含量
:

用简化 L o w r y

·

法山测定
。

实 验 结 果

一
、

烫伤 大 鼠比 目鱼 肌蛋 白质含量的变

化

于伤后第三天测定其比 目鱼肌蛋白质含

量发现
,

伤肢比 目鱼肌蛋白质含量明显降低

(P < 0
.

05 ) ,
但健肢与对照 组 无 明 显差

异
。

n.
.

翻̀

目自书洲

新

几甘

.

创渔史甲、权)砚淑侣祖晰

对照 仿月芝 滩股

图 1 烫伤对大鼠比 }J鱼肌蛋自质含量的影响

+ 酪氨酸净释放量 (n m ol /克组织 / Zh)

二
、

烫伤 大鼠比 目鱼肌蛋 白质合成速率

的 变化 及 亮氛酸
、

脆岛素的作用 (表 1 )

伤后第三天
,
伤肢比目鱼肌酪氨酸掺入

率增加 33 % ( P < 0
.

01 )
,

健 肢 比目鱼肌酪

氨酸的掺入率与对照组无明显差异
;
增加介

质中亮氨酸的含量到 5
_

倍大鼠血浆浓度
,
各

组功物比 目鱼肌酪氨酸掺入率 都 无 明 显改

变
,
但每毫升介质加入 0

.

lu 胰岛素后
,
除伤

肢比 目鱼肌酪氨酸掺入无显著改变外
,
对照

组比 目鱼肌和烫伤组健肢比目鱼肌酪氨酸掺

入率分别增加 2 5% (P < 。
.

05 ) 和 53 % (P <

0
。

0 5 )

三
、

烫伤 后 大 鼠典目 鱼肌酪氛酸净释放

的变化及亮氛酸
、

陇岛素的作用

伤后第三天
,

伤肢比目鱼肌释放到介质

中酪氨酸含量增 加 17 % ( P < 。
.

01 )
,
但健

肢和对照组无明显差异
,

增加介质中亮氨酸

含量并不能使 比 目鱼肌酪氨酸净释放减少
,

但每毫升介质加入 0
.

1林胰岛素后
,
除伤肢比

目鱼肌外
, 健肢和对照组酪氨酸净释放量都

有明显减少 (表 2 )



表 1 比 目鱼肌酪氛酸体外掺入 及亮氛酸
、

胰岛素时其影响

n( m lo /克湿组 织 / Zb, 贾士 S E )

A 、
B

幸

烫 伤 组

对 照 组

—
一一一一—

一

健 肢 伤 肢

P 值

基础介质
7 6

.

7士 4
.

7

( 2 0 )

6 3
.

3士 3
.

7

( 2 0 )

1 0 5
.

5士 6
.

1尝尝
( 2 0 )

+ 亮氨酸
7 7

.

1土 3
`

9

( 1 0 )

7 3
.

1土 7
.

1

( 1 0 )

1 0 8
.

2士 9
.

7全
( 1 0 )

十胰岛素
9 6

.

0士 4
.

7
+

( 1 0 )

9 6
.

7士 1 0
.

3
十

( 1 0 )

1 2 0
.

1士 8
.

3

( 1 0 )

A < 0
.

0 0 1

B < 0
。

0 0 1

A
庵

B < 0
。

0 0 1

.和对照组比较 P < 0
.

0 5

二和对照组比较 P <。
。

01
+

和基础介质组比较 P <。
.

05

括号内数为实验动物数

+ 干

和基础介质比较 P < 0
.

0 1

△ 和伤肢比较 P <。
.

05

△ 么 和伤肢比较卫 < 0
.

01

表 2 比 目鱼肌酪氛酸净释放量及 亮氛酸
、

陡岛素的影响

(n m ol /克湿 组 织
,

X 士 S E )

A ,
B

令

对 照 组

烫 伤 组

建 肢 伤 肢

P 值

基础介质
1 8 5

。
1士 6

。

( 2 0 )

1 8 8
.

6士 5
.

2

( 2 0 )

+ 亮氨酸
1 6 5

。

5士 7
。

3

( 1 0 )

1 7 8
.

3士 1 0
.

6

( 1 0 )

+ 胰岛素
1 4 8

。

9士 7
。

2
+ 千

( 1 0 )

1 4 3
.

9士 6
.

5
十 十

( 1 0 )

2 1 7
.

7士 6
.

2全才
( 2 0 )

2 3 4
.

5士 1 4
.

7全全
( 1 0 )

2 0 3
.

0士 1 0
.

7全 r
( 1 0 )

A < 0
.

0 0 1

B < 0
。

0 0 1

A
.

B < 0
.

0 0 1

符号表示同表 l

四
、

烫伤 大鼠比 目鱼肌蛋白质分解速率

的变化及 亮氛酸
、

胰 岛素的作用

烫伤大鼠伤后第三天伤肢比目鱼肌蛋 白

质分解速率增加 24 % (P < 0
.

01 )
,
但健肢

蛋白质分解速率与对照组无明显差异
,
增加

介质中亮氨酸含量和每毫升介质加入 0
.

lu 胰

岛素
,
对这一过程都无明显作用 (表 3 )

。

讨 论

一
、

体表烫伤后骨骼肌蛋白质代谢变化

及可 能机制 本实验结果 表 明
,
体 表 烫伤

后 ,
烫伤局部和远隔部位骨骼肌蛋 白质代谢

变化不同
,
伤肢蛋白质含量降低 (图 1 )

。

在离体酪氨酸掺入实验中
,

蛋 白质合成与蛋

白质分解速率明显加快
,
酪氨酸净释放量明

显高于对照组
。

由于蛋 白质合成速率增加部

分抵销了蛋白质分解加强引起的消耗
。

健肢

比目鱼肌蛋白质含量
、

酪氨酸掺入和释放与

对照组无明显差异
,
提示在严重烧伤的情况

下
, 与轻度烧伤时一样

`“ )回 (1 。 )
,

其负氮平衡

的主要原因在于烧伤局部骨骼肌分解加强
。

烧伤局部骨骼肌蛋白质合成和分解增加

的机制还不太清楚
。

其局部血流增加和蛋白

质分解增加后的氨基酸释出增加对其蛋白质

合成增加可能有一定的作用
。

烧伤局部蛋白

质分解增加的原因可能与溶酶体和非溶酶体

蛋白水解酶有关
。

o d e s s e y ` ’ ` ) ` ’ 2 ) 先 后用蛋



表 3 比 目鱼机酪氰酸释放及亮氛酸
,
胰岛素对其影响

( n m o l /克湿 组织 / Zh
, 了士 S E )

A 、
B
喊 ,

对 照 组
烫 伤 组

健 肢 伤 肢

P 值

基础介质
2 6 4

.

9士 8
.

3

( 2 0 )

2 5 4
.

2士6
.

2

( 2 0 )

32 了
.

9士了
.

6全尝
( 2 0 )

亮氨酸
2 4 1

.

1士 1 3
.

0

( 1 0 )

2 5 0
.

7士 5
.

2

( 1 0 )

3 4 2
.

5士 12
.

9全全
( 1 0 )

胰岛素
2 5 0

.

0士 1 2
.

7

( 1 0 )

2 4 0
.

5士8
.

1

( 1 0 )

3 1 5
.

4士 11
.

6分全
( 1 0 )

A < 0
。
0 0 1

B = 0
.

0 8

A
.

B = 0
.

2 0

符号表示同表 1

白水解酶抑制剂和直接测定烫伤局部骨骼肌

溶酶体蛋白水解酶的方法
, 发现

,

烫伤局部

骨骼肌多种溶酶体蛋白水解酶活性升高
。

但

就其溶酶体蛋白水解酶活性升高的机制尚未

见报道
, 我们推测

,
可能与 局 部 炎症反应

中
, 巨噬细胞释放的白细胞介素 1有关

,
后

者可使骨骼肌蛋白质分解加强 “ “ )
。

,

二
、

亮氛酸衬骨骼肌蛋白质代谢的调节

作用 支链氨基酸主要在骨骼肌组织分解
,

是肌肉组织的重要能源之一
,
在创伤的情况

下
,
各种氨基酸的氧化分解不一

,
其中亮氮

酸的分解明显增加 “ ` )
。

因此
,

亮氨酸的含量

可能对骨骼肌蛋 白质代谢具有调节作用
。

本

实验在正常大鼠血浆浓度氨基酸的基础上
,

单独增加亮氨酸浓度
, 以探讨给烧伤患者单

独增加亮氨酸的作用
,
结果表明单独增加亮

氨酸的含量并无明显改变比目鱼肌蛋 白质代

谢速率的作用
。

提示这种情况下
,
单独增加

亮红酸并不能改善机体的氮平衡
,

这一结果

和整体实验 ( ’ 5〕和 部 分 离体实验 ( ’
6
,结 果一

致
。

然而
,
支链氨基酸尤其是亮氨酸具有促

笋 使饥饿大鼠离体骨骼肌和心肌蛋白质合成
,

汀
、
抑制其分解的作用已有不少的 报道 、飞? ) 〔1 8 )

。

产生以上种种分歧的主要原因可能是
,

在饥俄的情况下
,
骨骼肌组织参与支链氨基

酸氧化分解有关的酶活性升高
,
亮氨酸的氧

化加强
,
使之容易造成亮氨酸的相对缺乏

,

这时亮氨酸的补充可为蛋白质 合 成 提 供底

物
, 通过亮氨酸的氧化供能

,
抑制蛋白质的

分解
。

在正常情况下
,
可能不易引起亮氨酸

的缺乏
。

在烧伤的情况下
,
尽管亮氨酸的氧

化增加
,
但由于蛋白质分解加强

,
细胞内氨

基酸含量可能高于正常 水
.

平 l(0 ) , 因此 ,
在

这种情况下
,
补充亮氨酸可能不具有饥饿时

的效应
。

三
、

胰岛素对烧 伤后骨骼肌蛋白质代谢

的调节 超生理剂量胰岛素 (0
。

1u / m l) 可使

烫伤大鼠健肢和对照组动物 比 目鱼肌酪氨酸

掺入明显增加
,
释入介质中酪氨酸含量 明显

减少
。

由于酪氨酸总释放量无明显改变
, 因

此 ,
胰岛素主要是通过增加蛋白质的合成而

减少骨骼肌蛋白质消耗的
。

由于伤胶比目鱼

肌蛋 白质合成与分解对胰岛素 的 敏 感 性降

低
,

提示可能存在胰岛素抵抗
, 或由于伤肢

骨骼肌蛋 白质合成速率已经达 到较 大 的限

度
,

此时
,
胰岛素并不能进一步刺激其蛋白

质的合成
。

这一结果与单一侧后肢烫伤大鼠

葡萄糖代谢极为相似 沙“ )
。

胰岛素对骨骼肌蛋白质代谢的调节是多

环节的
,

近来有人 俘 ` )认为 P G F
Z a
参 与这一

过程
,
胰岛素在促使骨骼肌蛋白质合成的同

时 ,
也使其P G F

Z。
的含量增加

,
消炎痛在抑

制 P G F
Z。
的同时

,
也抑制了胰岛素的这一作

用
。

烫伤局部骨骼肌蛋白质代谢对胰岛素敏



感性降低是否与此有关
,

有待进一步阐明
。
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增加主要与肺微血管壁通透性增 高 有 关
。

·

M
e
yr ic k等 (“ )观察到给绵羊输入 ZA P , 当肺

淋巴流量增加时
,
可见肺血管内皮 细 胞 受

损
, 随着肺淋巴中蛋白含量增加

,
可见水肿

液在肺内聚集
,
血管周围有细胞渗出

。

因此
Z A P对肺血管内皮细胞的损伤

,
可能是导致

肺微血管壁通透性增加的直接原因
。

在我们的实验 中
,

输入 Z A P后外周血白

细胞计数减少
,
这可能是白细胞在肺中淤积

的结果
。

输入 Z A P后 1 小时朴 中性粒细胞

释放超氧阴离子的能力显著增强
。

两个半小

时末
, L / P值显著增大 , 似可认为 白细胞参

与了激活的补体对肺的损伤作用
。

输入 Z A P

可直接激活中性粒细胞
,
使之释放超氧 阴离

子的能力增强
。

中性粒细胞释放超氧阴离子

增多
, 可能与肺微 血管壁通透性增加有关

。

中性粒细胞释放超氧阴离子 能 力 增 强

时
,

肺动脉压 已降至对照水平
。

H va il l先给绵

羊使用超氧歧化酶
,

在输入 Z A P时
,

未出现明

显的肺血管壁通透性增高
,
而早期的肺动脉

压升高不受影响
。

表明中性粒细胞释放超氧

阴离子的能力增强
,

不会导致肺动脉压升高
。

上述结果提示 Z A P激活中性粒细胞
,
使

之释放超氧 阴离子增多
,

可能是激活的补体

损伤肺微血管壁的原因之一
。
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