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重度烫伤大鼠肝
、

肌细胞核转录的动态变化

荞象千 石 成德 董燕麟

(生化教研室〕

提 要 本实验研究 30 % 体表面积皿度烫伤大鼠的肝与骨骼肌细胞核体外转录活性
,

分别观

察了伤后 6
、

12
、

2 4
、
4 8和 72 小时转录活性的动态变化

。

实验结果表明
,

烫伤后 6 小时大鼠肝细胞核 〔. H 〕
一

U T P 掺入达峰值
,

与对照组比较差异非常

显著 (P < 。 . 。。 1 )
,

24 小时后迅速降低至对照组水平
。

而骨骼肌细胞核 〔。 H 〕
一

U T P 掺入
,

在伤后

12 小时达峰值 ( P < 。 . 。。1 )
,

是对照组水平的 172 %
,

并一直持续到 72 小时
,

转录活性仍在很高的

水平
_

上
。

上述结果提示
,

创伤后肝与骨骼肌组织中蛋白质生物合成速 度 增加
,

可能与这些组织中细胞

核转录活性升高有关
。

关健询
:

烫伤 , 肝
、

肌细胞核 , 核转录活性

创伤引起机体蛋 白质的大量丢失是创伤 U T P
,

Z O iC / m ` o1
,

上海原子核研究所产品
。

后代谢变化 的重要特征之一
。

蛋白质的丢失

对患者的预后与伤口愈合均有明显的影响
,

因此
,

对创伤后蛋白质的代谢变化有许多研

究报导
。

但关于蛋 白质的合成代谢报导结果

不一
。

F ar y n
等 ( ` )与 N o w m a n

等内则证明大

鼠烫伤后肌肉蛋 白质的合成受到抑制
; S h a n -

g r a w 等 ( 3 ) 与 B i r kh a h n
等 ( 4 )则证明受伤后的

大 鼠与人的蛋 白质合成增强
。

肝脏与骨骼肌

是创伤后蛋白质代谢改变最显著的组织
,

而

RN A 又 是 蛋 白 质 生 物合成的关键因素
,

R N A含量愈多
,

蛋白质合成愈 旺 盛
。

M 11 1
-

w ar d等 (5) 指出
,

骨骼肌中蛋 白质 与 R N A 的

含量呈正相关
。

本实验采用细胞核体外转录

系统
,

观察严重烫伤后的大 鼠在 72 小时 内肝

细胞核与骨骼肌细胞核转录活性
.

的 动 态 变

化
,

为进一步认识创伤后蛋白质合成代谢变

化机理提供资料
。

材 料 与 方 法

一
、

材朴和仪器

雄性大鼠
,

体重 1 5Q ~ 1 80 9 ,

由校动物所提供
。

四种核普三磷酸盐
,

上海东风试剂厂产品
。

〔“ H 〕
-

M S E
一
7 5型超速离心机

。

L K B 1 2 1 7 型液体闪

烁计数器
。

S P S
一

1 00 型 紫外分光光度计
。 .

2 5 8 3
一

1

型内切式组织匀浆器
。

二
、

烫伤 大鼠模型制备 e()

大鼠用乙醚麻醉
,

剪去背部致伤部位的毛
,

浸

于 83 ℃热水中30 秒钟
,

造成 30 % 体表面积 l 度烫

伤
。

动物随机分组
,

分别于伤后 6
、

12
、

24
、

48 与

月小时快速断头活杀取材
。

对照组与实验组同样处

理
,

但不致伤
。

三
、

杆细 胞核的 制备

活杀大鼠后立即取肝组织 1 9
,

按 T at a l() 介绍

的方法制备肝细胞核
,

先用适量的介质 A (含 2 m M

M g C 12
、

0
.

3 2M蔗糖
、

0
.

0 5% T r i t o n x 一
1 0 0 的 PH

7
.

0 i om M T r i s 一 H C I缓冲液 )漂洗
、

剪碎
,

再用2 4

m l 同 样介质将肝组织碎块制成匀浆
,

一

用 2。。目尼龙

布过滤除去残渣
。

滤液以 8 00 x g离心 10 分钟
,

制得

粗核
。

将粗核混悬于 2 。纽1介质 B (含 l m M M g cl 卜

2
.

2 M蔗糖的 p H 7
.

o T r is
一

H C I缓冲液 ) 中
,

并在超

速离心管内以 5 m l 介质 B 铺垫
,

将粗核悬液加在

共上
,

于 6 8。。。 、 g离心 60 分钟
,

沉淀即为提纯的肝细

胞核
。

将肝纯 核 混 悬 于 少 量 保存 液 (含 3 m M

M g (A e ) 2 、
0

.

l m M E D T A
、

z o m M D T P的 2 5%甘

油水溶液 ) 中备用
。

四
、

肌细 胞核 的制备
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参照 Keu l h 法`日)加以改良
。

取大鼠后腿部骨骼

肌 49
,

用适量 A 液 (含 Z m M M g C 12 、
o

.

3 2M蔗

糖
、 。

.

0 5 9石 T r
i t

o n x 一
1 0 0 的 p H 了

.

0 l o m M T r
i
s -

H C I缓 冲 液 ) 漂 洗 后
, 厂

j
二

z o m 1 B 液 (含 1 m M

M g C I卜 0
.

5 ;石T r i t o n x 一
1 0 0的 o

.

2 5 M 蔗糖液 ) }
}
`

剪碎
,

先用内切式组织匀浆器绞切 2 分钟
,

再用玻

璃匀浆器制成匀浆
。

用 20 。 目尼龙布过滤
,

残渣再

用玻璃匀浆器匀浆一次
,

合并两次滤液
。

于 8 0。 又 g

离心 5 分钟
,

沉淀用适量 B 液 再 洗
一

次
,

得到粗

核
。

将粗核混悬 于 15 m l C 液 (含 1 % 小牛血清
、

s m M M g C I : 的 2
.

3 M 蔗 糖 液 ) 中
。

用 s m 1 D 宇夜

(含 i %小牛血清
、

5 m M M g C I : 的 2
.

4M蔗糖液 )

铺垫于超速离心管中
,

将粗核 悬 液 加 在垫子上
,

6 5 0 0 0 x g离心 7 5分钟
,

制得纯 J讥细胞核
。

上述制备肝
、

肌细胞核的操作均在 。 ~ 4 ℃下

进行
。

五
、

细胞核悬液中D N A含量的测 定

按张龙翔等内紫外吸收法测定
。

将核 悬 液 以

。
.

I N N a O H稀释
,

于紫外分 光 光 度计
.

上测定 2 60

n m吸收值
,

按下列公式计算 D N A浓度
。

0
.

02 。为每毫升溶液含 1 微克 DN A的光密度

L 与比色杯厚度 (匣米 )
1

般为 1

六
、

细 胞核转 录活性测 定

参照 M a r z l u f f等 ( 1 0 )方法进行
。

在 2 0 0卜L I 总反应

休系巾合细胞核 公液 5 0州
,

最终 各 离 子 浓度为25

m M pH s
.

o T r
i s 一

H C I缓冲液
; 2 5 m M a 一

薪乙基乙醇 ;

o
.

o s m M E D T A ; A T P
、

G T P
、

C T P均为 1 m M ,

U T P为 0
.

2m M ; 〔 a H ) U T P为 2 卜LC i
。

反 应体 系

于 3。℃保温 30 分钟
,

加 Z m l冰冷 10 % T C A
一

20 m M

焦磷酸钠液终 }卜反应
, J}沉淀转录生 成的 R N A

。

将溶浪经
“ 4

一

9’) 型玻璃纤维空气 滤纸 (上海红光

造纸厂 ) 吸滤
.

门手分别用 1。% T C A
、

5 % T C A 和

95 % 乙醇5 0 1各冲洗三次
。

滤膜置80 ℃烘干 30 分钟
,

浸于含 0
.

0 3 9感P O P O P
一
0

.

3 ;石P P O 的 5 m l二甲苯闪

烁液中
,

于液体闪烁计数器计数
,

结果 川 每 50 于̀g

D N A 的 e p m表示
。

结 果

D

NjA
“ 度 ( 。

mz/
` ) 二

晨雀籍
1

,

· 稀释倍数

烫伤组在伤后 6
、

2 2
、

2 4
、

4 8和 7 2小时

肝
、

骨骼肌细胞核转录活性
,

以及对照组上

表 1 肝 细 胞 核 转 录

烫

述两种细胞核转录活性结果见表 1
、

2

活 性 (灭士 .S D )

_
_ _

_

止转录活比
!

7 4 0 8

… 士 “ 9 0

望些些吕卫到生
_

上
_

三竺超i
_ %

{
1。。

伤 组 (小时 )

6 1 2 2 4 4 8 7 2

2 0 1 7 5

二
1 0 0 0 0

二
5 0 0 2 7 4 6 3 5 1 5 6 .

士 1 2 2 7 士 1 2 1 6 士 6 5 1 士 6 5 6 士 4 0 8

( n = 1 2 ) ( n = 1 2 ) ( n = 1 2 ) ( n = 9 ) ( n = 9 )

1 3 7
.

4 1 3 4
。
9 1 0 8

。
0 1 0 0

。

7 1 1 0
。
0

括号内数字为动物数 与对照组比较 二 P < 。
.

0 01 带 P < 。
.

05

表 2 骨骼肌细 胞核转 录活性 (贾士 .S D )

对 照 组

转录活性

e Pm / 5 0协g D NA

2 0 2 4

士 1 2 9

( n 二 1 2 )

1 0 0

烫 伤 组 (小时 )

6 1 2 2 4 4 8 7 2

3 3 5 6

二
3 4 9 3

二
3 4 8 6

二
3 3 9 9

二
3 0 2 7 . 争

土 5 4 1 士 6 2 8 士 4 7 7 士 3 5 1 士 26 6

( n 二 1 2 ) ( n = 1 1 ) ( n = 1 2 ) ( n = 1 2 ) ( n = 1 2 )

1 6 5
.

8 1 7 2
.

6 1 7 2
.

2 1 6 7
.

9 1 4 9
,
5

括号内数字为动物数 与对照组比较二
P < 。

.

00 1
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从表 1 可知烫伤后 6小时肝细胞核在体

外转录系统中〔
“
H 〕

一

U T P的掺入由对照组的

7 0 8 4士 6 0 9e p m/ 50 件 9D N A增 高 至 1 0 1 7 5士

x 2 2 7 e p m/ 50件 9D N A
,

差异非常显著 ( P <

0
.

0 0 1 )
, 2 2小时开始 下 降

, 速s小时恢复对

照组水平
,

72 小时又稍有增高
。

从表 2 说明烫伤 后 6 小 时 肌 细 胞 核

〔 “ H } U T P 的 掺 入 升 高 同 样 显 著 (P <

0
.

0 0 1 )
,

由对照组 的 2 0 2 4士 12 9 e p m / 5 0件g

D N A增至 3 3 5 6 士 5 4 1 e p m / 5 0卜: g D N A
,

1 2小时

达最大值
,

平均达到对照组水平 的 17 2
.

6 %
,

并且一直持续到伤后 7 2小时转录活性仍在很

高的水平上
。

上述结果从下图可见
,

烫伤后大 鼠的肝

和骨骼肌细胞核转录活性动态变化曲线是极

不相 同的
。

1 0 0 0 0

B Q60州么a切二O帅\日d
V

2 0 0 0

0 0 廿 2 4

-

一 一刁污 —不片
小时、

烫伤后肝和骨骼肌细胞核转录活性

动态变化曲线比较图

讨 论

本文参照 T at a 与 K u e
hl 等介绍的方法制

备的肝细胞核和骨骼肌 细胞核经高倍显微镜

与电镜检查形态完整
,

纯度较高
。

从体外转

录活性测定的结果看
,

能满足实验要求
,

并

且肝细胞核 的转录活性显著高于肌细胞核
。

大鼠烫伤后 6 小时肝细胞核转录活性达

峰值
,

然后逐渐趋向恢复对照组水平
。

此变

化情况基本上与文献报 导 结果一致
。

iL
u 等

l( ’ )利用
’ ` C

一

乳清酸掺入实验观察 受伤后大

鼠肝脏 R N A 的 合成
,

结果指出在伤后 8 小

时达到峰值
,

并且特别指出主要是 m R N A合

成增快
。

H u r l e y 等 ( , 2 )利 用 2 0 ~ 3 0 %体表面

积全层皮肤烫伤大 鼠作实验观察肝多核糖体

的活性
,

指出伤后 2 4小时肝多核糖体的翻译

活性 比对照组增高 15 0一 26 0%
, 5 天后恢复

至对照组水平
。

这些结果均提示
,

在伤后肝

细胞核转录活性明显增高
。

肝脏是血浆蛋白质合成的主要器官
,

创

伤后血浆中急性时相反 应 蛋 白大都来自肝

脏
。

S e v a l i e v i e
等 ( ` 3 )观察 2 0%体表面积烫伤

大 鼠血浆蛋白在伤后虽有轻度下降
,

但〔“ H〕
一

亮氨酸的掺入率却显著 增 高
,

而且这种增

高早在伤后 4 小时即可出现
。

其后他们 (e) 又

进一步证实烫伤后虽然白蛋白与球蛋白的掺

入率都增高
,

但最明显的是
a 一

与份球蛋白部

分
,

这正是血浆急性时相反应蛋白在电泳中

分布的位置
。

因此
,

我们认为本实验指出烫

伤后大 鼠肝细胞核转录活性增高
,

可能是合

成肝脏分泌的血浆蛋白
,

特别是急性时相反

应蛋 白的 m R N A部分
。

关于创伤后骨骼肌 R N A 的 合成情况
,

从查 阅到的文献中未见报导
。

M il lw ar d等闭

用改变喂养大鼠条件观察骨骼 肌 R N A 含量

与蛋白质含量 的关系
,

结果指出
,

饥饿或无

蛋 白饲料均可以降低大鼠骨骼肌 中 R N A 含

量
,

同时蛋白质合成速率亦相应下降
,

蛋白

质的合成量与 R N A 含量呈正相关
。

tS e in 等

“ ` )观察营养补充适 当 的 骨折大鼠全身各器

官蛋白质合成情况
,

结果指出
,

除肺脏外
,

其他器官与组织
,

包括骨骼肌的蛋白质合成

均 明显增 高
。

Sh an gr
a w 等闷对单后肢烫伤

的大鼠骨骼肌蛋白质合成代谢进行观察结果

也 指出蛋 白质合成增高
。

根据 本 实 验 的结

果 厂伤后骨骼肌细胞核转录活性增高
,

说明

骨骼肌 R N A 合 成加快
,

也间接的证明蛋白

质合成代谢是活跃的
。

但由于骨骼肌蛋 白质合成易受外界因素

的影响
,

例如氨基酸和能量补充不足
、

肢体活



动受限
、

激素的不平衡等均可影响蛋 白质的

合成
,

因此
,

过去文献中关于创伤后蛋白质

合成代谢有些不同的结果
,

可能与这些因索

有关
。
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