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!"#$ 对烫伤大鼠骨骼肌 %&’ 蛋白酶

复合体及 $(’ 调节复合体的作用

谭银玲5，汪仕良5，董燕麟O

【摘 要】 目的：为阐明及防治烧伤后负氮平衡提供理论依据。方法：在接近机体内环境下，于体外分别用免

疫沉淀扣除法和间接 QAVGE 法检测 VA<5 对 89W体表皮肤全层烫伤大鼠烧伤后骨骼肌中 ONG 蛋白酶复合体及 56G 调

节复合体的活性和蛋白水平的影响。结果：VA<5 可以刺激烧伤后大鼠骨骼肌中 ONG 蛋白酶复合体及 56G 调节复合

体的活性和蛋白表达水平明显升高。结论：VA<5 对烧伤后大鼠骨骼肌中 ONG 蛋白酶复合体系统的激活具有重要作

用，从而加强蛋白质的分解代谢，这可能与烧伤后平衡负氮的发生密切相关。

【关键词】 烧伤；白细胞介素<5；ONG 蛋白酶复合体；56G 调节复合体
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创伤可使炎症细胞产生 !"#$、%&’!、!"#( 等细胞

因子，这些细胞因子能作于多种组织和器官，刺激糖

皮激素和胰高血糖素等物质的产生，并与它们协同

而产生一系列全身反应，其中包括对骨骼肌蛋白质

代谢的影响。而现在认为，真核细胞内蛋白质的降

解主 要 是 通 过 泛 素#)(* 蛋 白 酶 复 合 体 系 统 进 行

的［$］。我室曾报道烫伤后 !"#$、%&’!及 !"#( 等水平

升高，且均可加强骨骼肌蛋白质降解［)］；我室也已证

明烧伤可激活骨骼肌中依赖泛素的 )(* 蛋白酶复合

体系统［+］；但对于烧伤后以上因素对 )(* 系统的作

用尚缺乏直接证据。因此本实验选择 !"#$ 这种引

起蛋白质分解代谢的主要细胞因子，考察它对烧伤

后的 )(* 蛋白梅复合体及 $,* 调节复合体是否具有

激活及调控作用，以进一步探讨烧伤后大鼠肌肉蛋

白质降解的主要机制。

一、材料与方法

$- 主要材料与试剂：重组人 !"#$ 及 !"#$ 单抗

（军事医学科学院），抗 )(* 蛋白酶复合体 !./ 及抗

$,* 调节复合体 !./（自制），)0* 多功能蛋白酶（第三

军医大学生化教研室惠赠），12345 ! 金黄色葡萄球

菌菌株（第三军医大学微生物教研室惠赠），$)6 !#
"78297:;（上 海 生 工），羊 抗 兔 碱 性 磷 酸 酶 标 二 抗

（<2;=>?5.;> @455;?5）。

)- 实验动物及烧伤模型制作：实验动物为健康

成年 A?8B4> 雄性大鼠，体重 )60 C +0.，雌雄不拘，由

第三军医大学动物所提供。随机分为烫伤组和对照

组，每组 D E $0 只。烫伤模型制作见文献［+］。

+- 实验动物分组：每组动物 D 只。" 正常 !"#$
单抗注射组：将正常未烧伤大鼠，由尾静脉注射 %&’
!（+00# . F G.），分别于注射后第 (=、$)=、)H=、HD= 及

I)= 处死；$烫伤 !"#$ 注射组；大鼠烫伤后 )=，由尾

静脉注射 %&’!（+00# . F G.），分别于注射后第 (=、

$)=、)H=、HD= 及 I)= 处死；% 烫伤 !"#$ 单抗注射组：

大鼠烫伤后 )=，由尾静脉分两次注射 %&’!单抗

（+:. F G.），时间间隔 (=，分别于注射后第 )H=、HD= 及

I)= 处死；& 烫伤对照组：烫伤后大鼠尾部静脉注射

相同体积生理盐水，其余处理同正常对照组；’ 正

常对照组；除不予致伤及注射细胞因子外，其余处理

同烫伤组。

H- 大鼠骨骼肌中 )(* 蛋白酶复合体及 $,* 调节

复合体的活性测定：" 金黄色葡萄球菌的制备、骨

骼肌粗提物的预处理及靶蛋白的免疫沉淀：参见倪

兵等的方法［H］，但于测定管中加入相应的抗 )(* 蛋

白酶复合体抗体 F $,* 调节复合体抗体；$)(* 蛋白

酶复合体的蛋白酶活性测定：)(* 蛋白酶复合体的

靶蛋白免疫沉淀后的上清中，加入反应缓冲液至

)00# J，于 +IK 温育 $= 后，各 加 $00000LM: 的$)6 !#
J78297:;#NO（$)6!#J78297:;#NO 的制备另文发表），+IK
温育 )= 后，加 +0#J 的 +P<*Q 和 600#J 的 $6P三氯

醋酸，于 0K搅拌，静置 $0:?5，$0000 R . 离心 $0:?5，

弃上清，沉淀进行(计数。根据对照管与测定管的

差值确定 )(* 蛋白酶复合体的蛋白酶活性。% $,*
调节复合体的蛋白酶活性测定：$,* 调节复合体的

靶蛋白免疫沉淀后的上清液中，加入适量的 )0* 多

功能蛋白酶，反应缓冲液 Q 加至 )00#J，+IK 温育

)=。（余操作同上）；

6- 大鼠骨骼肌中 )(* 蛋白酶复合体及 $,* 调节

复合体的含量测定：用 )(* 蛋白酶复合体及 $,* 调

节复合体标准或骨骼肌匀浆上清的稀释液包被 H0
孔 S"!*Q 微孔反应板，洗涤后加适当 $ F $)D 稀释度

的抗 )(* 蛋白酶复合体或抗 $,* 调节复合体抗血

清，+IK水浴 +0:?5，洗涤后再加羊抗兔碱性磷酸酶

标二抗，+IK水浴显色 $6:?5，)@ 硫酸终止反应，测

H,05: 处的 TU 值。

(- 统计处理：采用 *V** 统计软件包对所有数

据进行单因素方差分析和 B 检验，V W 0-06 表示有显

著性差异。计量结果以均数 C 标准差表示。

二、结 果

$- 注射 !"#$ 及其单抗后 )(* 蛋白酶复合体活

性的变化（见表 $）：

表 $ 注射 !"#$ 及其单抗后 )(* 蛋白酶复合体活性的变化（LM: F $00#. 蛋白）

正常对照
注射后

时间（=）
正常注射 !"#$

烫伤后时

间（=）
烫伤对照组 烫伤注射 !"#$

烫伤注射

!"#$ 单抗

)HD C +(-I ( )H6 C )$-, ( )H0 C )0-) )(, C +$-(
$) )6, C )0-( $) )($ C )6-H )D0 C )I-H
)H )DH C +H-H )H )I+ C H0-) H$( C +I-6! +)6 C ))-+
HD (66 C 6)-+" HD $)$6 C I0-," $HD) C D0-(! D++ C H(-H!

I) D+) C (6-I0" I) $6H, C D+-6" $I$H C D,-H! $06( C 6)-+!

"M W 0-0$ 与正常对照组比较；!与相应的烫伤对照组比较；5 X D

)D 中国烧伤创疡杂志 )00) 年第 $H 卷第 ) 期 %=; 1=?5;8; Y2N>54J 2Z <N>58 A2N5[8 \ *N>Z4L; ]JL;>8 )00)，̂ 2J _$H，&2_)
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!" 注射 #$%& 及其单抗后 &’( 调节复合体活性的变化（见表 !）：

表 ! 注射 #$%" 及其单抗后 "#( 调节复合体活性的变化（)*+ , "$$!- 蛋白）

正常对照
注射后

时间（.）
正常注射 #$%&

烫伤后时

间（.）
烫伤对照组 烫伤注射 #$%&

烫伤注射

/#$%& 单抗

&01 2 &’"3 4 &05 2 &4"6 4 &44 2 &0"6 &67 2 &1"0
&! &66 2 &7"! &! &64 2 &4"3 !!1 2 &7"5
!3 155 2 &0"3! !3 !5& 2 &6"7 1’0 2 !!"&" !76 2 !5"1
36 44’ 2 !6"7! 36 605 2 36"3! &!!’ 2 44"7" 4&1 2 35"7"

0! 6&3 2 1&"1! 0! &&!4 2 76"0! &305 2 0&"1" 044 2 71"’"

!* 8 5"5& 与正常对照组比较；"与相应的烫伤对照组比较；9 : 6

1" 注射 #$%& 及其单抗后 !4( 蛋白酶复合体含量的变化（见表 1）：

表 % 注射 #$%" 及其单抗后 !&( 蛋白酶复合体含量的变化（;- , - 蛋白）

正常对照
注射后

时间（.）
正常注射 #$%&

烫伤后时

间（.）
烫伤对照组 烫伤注射 #$%&

烫伤注射

#$%& 单抗

15"30 2 7"13 4 !’"35 2 7"&7 4 1&"7! 2 3"35 11"&0 2 7"56
&! 11"47 2 3"’3 &! 13"54 2 1"’’ 17"’! 2 3"04
!3 10"&6 2 7"!4 !3 14"64 2 7"6’ 35"13 2 7"&’ 1!"05 2 3"66
36 37"’4 2 7"05! 36 75"!0 2 0"!1! 0&"4’ 2 4"11" 13"41 2 7"6&"

0! 3’"11 2 7"!!! 0! 73"4& 2 0"’5! 06"3 2 7"36" 35"&’ 2 4"!3"

!* 8 5"57，与正常对照组比较；"* 8 5"57，与相应的烫伤对照组相比较；9 : 6

3" 注射 #$%& 及其单抗后 &’( 调节复合体含量的变化（见表 3）：

表 ’ 注射 #$%" 及其单抗后 "#( 调节复合体含量的变化（;- , - 蛋白）

正常对照
注射后

时间（.）
正常注射 #$%&

烫伤后

时间（.）
烫伤对照组 烫伤注射 #$%&

烫伤注射

#$%& 单抗

&’"41 2 3"!& 4 &’"&3 2 1"’! 4 !!"45 2 3"!0 !1"34 2 3"5’
&! !&"14 2 3"&7 &! !1"6& 2 3"77 !0"’7 2 3"31
!3 !7"65 2 1"04 !3 !4"16 2 3"04 13"11 2 7"0&" !1"43 2 1"75
36 16"’! 2 3"0’! 36 3&"!0 2 7"’5! 4!"!6 2 0"6&" !7"75 2 1"50"

0! 3!"17 2 7"&1! 0! 36"1’ 2 4"&3! 44"31 2 6"53" !4"’! 2 1"74"

!* 8 5"57，与正常对照组比较；"* 8 5"57，与相应的烫伤对照组相比较；9 : 6

三、讨 论

!4(蛋白酶复合体系统在真核细胞中广泛存

在，是胞浆的主要成份之一，占胞内可溶性蛋白的

5"7<—&<。该系统对细胞内蛋白质的降解分为两

步：首先由一种小分子肽—泛素与底物蛋白质结合，

形成泛素—蛋白复合物，然后该复合物再提呈给

!4( 蛋白酶复合体降解。该 !4( 蛋白酶复合体系统

负责胞内能量依赖的、非溶酶体蛋白降解途径，主要

降解细胞内的短周期及异常蛋白质，现已确定它是

细胞内蛋白降解的主要途径之一。!4( 蛋白酶复合

体由催化中心 !5( 多功能蛋白酶和 &’( 调节复合体

组成。!5( 多功能蛋白酶只能降解小分子肽，不能

降解泛素化的蛋白质底物，也不需要 =/>；但当 !5(
多功能蛋白酶与 &’( 调节复合体结合后，便可赋予

其能量依赖性、泛素化底物识别及降解活性。可见

&’( 调节复合体是 !4( 蛋白酶复合体的蛋白酶活性

的重要激活因子，对细胞内蛋白质的降解速率起着

重要的调节作用［7］。

#$%& 是一种较复杂的多功能细胞因子，可介导

创伤炎症、感染的急性期代谢变化，促进肌肉蛋白质

分解及急性期蛋白在肝脏的合成［4，0］。本实验结果

说明 #$%& 可激活骨骼肌中的 !4( 蛋白酶复合体及

&’( 调节复合体系统，并提示严重烫伤可诱导 #$%&
的释放并激活骨骼肌中的 !4( 蛋白酶复合体及 &’(
调节复合体系统，增强蛋白质分解代谢，注射 #$%&
单抗可明显抑制这种作用。

从实验结果还可看出，#$%& 单抗未能完全抑制

烫伤对 !4( 蛋白酶复合体及 &’( 调节复合体的刺激
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作用，可能原因有二个：一是 !"#$ 单抗剂量不足，未

能完全中和组织产生的 !"#$；二是由于创伤后炎症

细胞能同时产生多种细胞因子，它们具有互相诱生、

协同作用，而 !"#$ 单抗只能抑制 !"#$ 作用，其它细

胞因子仍在发挥作用。因此我们不能认为烫伤后

%&’ 蛋白酶复合体及 $(’ 调节复合体的激活是 !"#$
一种细胞因子所致，它们可能协同作用，也可能还有

其它细胞因子参与其间。但就实验结果而言，我们

认为，!"#$ 在其中起重要作用。
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!"#$ 治疗重度冻伤疗效的实验研究

郭金龙，严泉剑，金晓明，张天杰

【摘 要】 目的：研究湿润烧伤膏（1Z)W）对重度冻伤的治疗效果，为临床应用提供参考。方法：将兔足制成重

度冻伤模型，然后将动物随机分为三组进行治疗：对照组、妥布霉素组和 1Z)W 组，并对其疗效进行对比观察。结果：

1Z)W 对兔足重度冻伤的治疗效果即优于妥布霉素组（V [ LILF），更优于对照组（V [ LIL$）。结论：1Z)W 对严重冻伤

具有明显的治疗作用，可在临床放心使用。
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