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丝裂素活化蛋白激酶途径在缺氧复合烧伤血清致 

心肌细胞损伤中的作用 

张家平 黄跃生 杨宗城 

【摘要】 目的 观察缺氧复合烧伤血清对心肌细胞丝裂素活化蛋白激酶(MAPKs)活化的影响，探讨 

MAPKs信号途径在缺氧复合烧伤血清致心肌细胞损伤中的作用。方法 乳 鼠心肌细胞原代培养，缺氧复合 

烧伤血清作用心肌细胞后不同时间点用免疫印迹化学发光法检测 p38激酶、细胞外信号调节激酶(ERK)和 

c—Jun氨基末端蛋白激酶 (JNK)磷酸化程度；分别用 p38激酶特异抑制剂 SB203580和 ERK特异抑制剂 

PD98059抑制 p38激酶和 ERK途径，观察其对缺氧复合烧伤血清培养条件下心肌细胞活性和培养上清中乳 

酸脱氢酶 (LDH)含量的影响。结果 心肌细胞 p38激酶和 ERK在缺氧复合烧伤血清作用后迅速、持续活化， 

而 JNK活化不明显。用SB203580抑制 p38激酶可显著减少细胞 LDH漏出(各时间点 P<0．05或 P<0．01) 

和改善细胞活性(双因素作用 12 h后，两者间比较，P均<O．01)；相反，抑制 ERK途径在一定程度上增加了 

细胞 LDH漏出和降低细胞活性(双因素作用 6 h和 12 h，两者间比较，P均<O．01)。结论 心肌细胞 MAPKs 

的 3条信号转导途径中，p38激酶途径和 ERK途径介导了缺氧复合烧伤血清刺激信号的胞内转导 。其中 p38 

激酶途径激活介导了心肌细胞的损伤效应，而 ERK途径激活则有一定的细胞保护作用。 

【关键词】 心肌细胞 ； 丝裂素活化蛋白激酶 ； 缺氧； 烧伤血清 
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[Abstract] 0bjective To observe the activation and explore the role of three major mitogen—activated 

protein kinases(MAPKs)，including extracelluar signal—regulated kinase(ERK)，p38 kinase and C—Jun 

NH2一terminal protein kinase(JNK)，in cardiomyocytes injury induced by serum after hypoxia and burn in— 

jury．Methods Phosphorylation of the three major MAPKs in primary cultured neonatal rat cardiomyocytes 

were determined by W estern blotting．Contents of released lactate dehydrogenases(LDH)and death—rate of 

myocytes treated with serum after hypoxia and burn injury。SB203580+hypoxia and burn serum，PD98059+ 

hypoxia and burn serum were observed respectively．Results Exposing rat neonatal cardiomyocytes tO 

hypoxia and burn serum resulted in a rapid and prolonged activation of p38 kinase and ERK．Phosphorylation 

degree of p38 kinase．ERK1／z was increased．Myocytes treated with SB203580(10~mol／L)，a selective 

inhibitor of p38 kinase．resulted in a significant decline in LDH leakage leaking and cell death．However． 

with pretreatment of cell with PD98059(25／lmol／L)，an inhibitor of ERK，LDH leakge and cell death were 

increased．Conclusion Serum obtained after hypoxia and burn injury activate p38 kinase and ERK．but not 

JNK，in cardiomyocytes．p38 kinase pathway might play a role in mediating cardiomyocytes injury．whereas 

ERK plays a protective role． 

[Key words] cardiomyocyte； mitogen—activated protein kinase； hypoxia； burn serum 

缺氧、炎症因子等是严重烧伤早期心肌损害的 

主要原因。 。我们的前期研究发现，烧伤后 1 h心肌 

组织丝裂素活化蛋白激酶(MAPKs)信号途径即迅 
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速活化。 。由于 MAPKs信号途径广泛参与了缺氧、 

炎症因子、自由基等信号事件的细胞内转导，我们推 

测这条信号途径可能与严重烧伤早期心肌损害有 

关。本研究中，我们建立了缺氧复合烧伤血清培养 

心肌细胞模型，进一步观察缺氧复合烧伤血清对心 

肌细 胞 MAPKs途 径 活化 的影 响，并探 讨 不同 

MAPKs信号途径在缺氧复合烧伤血清致心肌细胞 

损伤中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂和仪器：抗磷酸化细胞外信号调节激 
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酶(ERK) p38激酶和 c—liJn氰基末端蛋白激酶 

r
,JNK)抗体购自美国新英格兰生物实验公司；超信 

号皮克级免 IgG免疫印迹检测试剂盒购 自美国 

Pierce公司；p38激酶特异抑制剂 SB203580、ERK 

特异抑制剂PD98i15 0均哺自美国Carlhiochem公 

司；乳酸税氢酶(LDH1检测试剂怠购白南京建成生 

物工程研究所；Dulhecco改 良 Eagle培养基一F- 

(DMEM—F 2)购自美国Hyclone公司；DU一7紫外 

分光光度计由美国Beckman公爿生产 

1．2 乳鼠心肌细胞原代培养及实验分组：参照文献 

[3．4]方法略加修改 取出生后 1～2 d W[slar乳鼠 

心脏．加质量分数为 0．1_25 的胰蛋白酶，37(’消 

t匕．重复多次至组织消化完全 滤阿过滤细胞悬}}j[． 

1 000 r／min离心 5 min．0．01 mo[，L磷酸盐缓冲漓 

(PBS)洗细胞沉积 1次。用含体积分数为 l0 胎牛 

血清(FBS)的DMEM—F 培养基重悬细胞，采用差 

速贴壁法干日5溴一2脱氧尿苷(Brdu 化学抑制法纯 

化心肌细胞，然后接种干 6孔板和96孔板 宴验分 

为缺氧复合烧伤血清组 常氧复台正常大鼠血清组 

(对照组)、PD98059(25 tznlo1／1 )抑制组和SB203580 

(10 mol／l|>抑制组。缺氧条件采用体积分数为 l 

的() 、5 CO 和 94 N ；烧伤血清取 自40 总体 

表面积I度烫伤犬鼠伤后6 h腹主动脉血。 

1．3 甩免疫印迹化学发光法梭}40l磷酸化 P38激酶、 

ERK和 JNK。 

1．3．1 组织蛋白提取：培养心肌细胞的 6孔板中每 

孔加人 100 l预玲放射性 免疫沉淀(R1PA)缓冲 

液：50 mmol／I Tris HC1缓冲液．含 15O mmol／L 

NaCI、体积分数为 l 的NP一40和质量分数为 l 

的脱氧胆酸钠、0．】 的十 一：烷 基硫酸钠 (SDS)、 

l0 mmol／I 乙二胺四已酸(EDTA)、2．5 miql0l，I 乙 

二醇双乙胺醚一N． 一四乙酸(EGTA)、l mmo]／I 

钒酸钠、蛋白酶抑制剂[20／~g．／ml Apro~inin、Pep— 

slatin、Leupetin．1 mmo[／1．苯甲酰胺、苯 甲基磺酰 

氟(PMSF)和 100 g，mI N一刘 甲苯磺酰苯丙氰酰 

氯甲基酮 (TPCK)]．磷酸酶抑制剂 (5O mmo[，IJ 

NaF．20 mmot／'1 磷 酸 对硝 基苯 酚．30 mmol，L 

3磷酸甘油) 吸管反复吹打数次．彻底溶解细胞， 

溶解液经 l5 000 r／min离心 】5 rain(4 C)，上清于 
一

7O(、下保存。Brad Ford法测定蛋白浓度。 

I．3．2 十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺(SDS—PAGE) 

凝胶电泳、免疫印迹捡测：各时间点取 IO g细胞蛋 

白行 SDS—PAGE凝胶电泳，完毕后将蛋白转移至 

硝酸纤维索滤膜，将滤膜分别与一抗、二抗、化学发 

· J 5 L· 

光底物孵育，最后滤膜于暗室中用感光胶片感光、冲 

洗．按试剂盒说明书操作 

1．4 细胞活性的测定：采用四唑盐比色(MTT)法。 

1．5 培养上清 I．DH含量的测定：按试制盒说H日书 

操作 

1．6 统计学处理：结果以均数土标准差(』i 5)丧 

示．采用四星图像分析软件扫描盏白条带吸光度值 

(A愎)．采用 SPSS10．0统计学软件衍单鹾l索方差 

分析 ，<0．05为差异具有统计学意义 

2 结 果 

2 1 缺氧复合烧伤m清对 MAPKs途径的活fk 

(圈 1～4)：对照组心肌细胞 p38激酶儿乎不活化， 

缺氧复合烧伤血清作用 0．5 h．心肌细胞t>38激酶磷 

酸化程度显著增强．1 h和 6 h形成两次高峰．12 h 

仍相当明显。对照组心肌细胞 ERK磷酸化程度低． 

缺氧复合烧伤血清作用后，心肌细胞 ERKl、ERK 2 

磷酸化程度逐渐增强．分别于作用后 l 2 h和 3 h达 

高峰，萁中ERKl强于ERK2。实验中未见JNK明 

活化 

 ̈Rmh ●’ ●， ‘ - _  

ll II 5 I j  ̂ 2 
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图 I 缺董复台烧伤血请对心肌细矗邑p38融酶磷酸化水平的影响 

Figure 1 Effect of hypoxia and burn fieFum nil 

protein einression of phosph0rylalol p38 kinase+ 

cl I u l f —l 】 

J1 {{Ib lllI I 

注 一3； O时 比较 ’ ·0I 

圉 2 缺氧复合饶份血清对心肌蜘胞p38澈酶活化的影响 

Figllre 2 Effect of hypoxia and hum ⋯ ⋯ n activalion 

of p3g kin舾  In ~ardiom ylwytes 

I Il、 【 1 

IIlII．J 1i4一h- 

图 3 缺董复合烧伤血清对心肌细胞 ERK I和 ERK2 

激酶磷酸化水平的影响 

Figure 3 Effect of hypoxia and burn serum protein 

elpressloll of phosphorylated ERKI and EEK2 ktn~ses 

一 生謇 蘸菁～ 掣芒 替蛊彗箸0 
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注 ： =5；与同时 l司点缺 氧复合烧伤血 滑组 比较 ： 

P< 0．05． P< O．O1 

图 s 抑制 p38激酶和 ERK对心肌细胞活性的影响 

Figure S Effects of inhibition of p38 kinase and ERK on activity 

of cardiomyocytes treated with hypoxia and burn serum 

2．3 心肌细胞培养液 LDH含量的变化(图 6)：缺 

氧复合烧伤血清加入心肌细胞后的培养液中，LDH 

含量明显增多，其中 SB203580抑制组各时间点培 

养液中 LDH含量均显著低于缺氧复合烧伤血清 

组，而 PD98O59抑制组培养液中 LDH含量经缺氧 

复合烧伤血清作用 6 h后显著高于缺氧复合烧伤血 

清组。 

3 6 1 2 1 8 

作用时间(h) 

注 ： =5；与同时 l司点缺氧夏合烧 伤血滑组 比较 ； 

’P< O．05． P< 0．0l 

图 6 抑制 p38激酶和 ERK对心肌细胞培养液 LDH活性的影响 

Figure 6 Effects of inhibition of p38 kinase and ERK 

on contents of LDH in culture med ium of cardiomyocytes 

treated with hypoxia and burn serum 

3 讨 论 

我们先前的大量研究表明，严重烧伤早期存在 

器质性心肌损害和心功能不全，此现象称为烧伤后 

“休克心”。“休克心”不仅加大烧伤早期复苏的难 

度，还诱发或加重休克，导致其他脏器缺血、缺氧性 

损害 。业 已证明，缺氧和炎症因子等是导致烧伤早 

期“休克心”的两大主要因素，如何减轻、遏止其介导 

的损伤效应是防治“休克心”的关键。MAPKs信号 

途径包括 ERK、p38激酶和 JNK 3个成员，是多种 

细胞外信号引起核反应的细胞内汇聚通路，广泛参 

与细胞生长、分化、死亡等多种生理、病理过程 。 

我们前期动物实验发现，烧伤可迅速激活伤后 1 h 

心肌细胞 ERK和 p38激酶信号途径，并在观察的 

24 h内呈持续高活化状态，但对其作用尚不清楚 。 

本研究以缺氧复合烧伤血清模拟烧伤早期心肌 

损害的体内主要致病因素，建立烧伤后心肌损害培 

养细胞模型，采用烧伤血清模拟炎症刺激因素是基 

于烧伤后血液中含有大量炎症细胞因子和用血清更 

接近体内心肌细胞所处环境这两点考虑@ 。结果 

发现，缺氧和烧伤血清双因素能显著激活 ERK和 

p38激酶途径，而 JNK活化不明显，这与在体实验 

结果一致 。 

MTT法是检测细胞活性的理想方法，培养上 

清中 LDH含量的变化则反映普遍意义上的细胞损 

伤情况。采用这两种方法，我们进一步观察了ERK、 

p38激酶活化与实验条件下心肌细胞损伤的关系。 

结果发现，抑制 p38激酶活化能显著减轻缺氧复合 

烧伤血清所致心肌细胞损伤，表现为 LDH含量在 

双因素作用 3 h后显著低于缺氧复合烧伤血清组， 

6  5  4  3  2  0  

一一＼ 一掣蜒}王口一 

2  0  8  6  4  2  

一搽逛蛊 匪茛一髓驰 盛誉N)I Ⅱ口 )I 
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细胞活性在双因素作用 12 h后显著高于缺氧复合 

烧伤血清组；而抑制 ERK途径使心肌细胞损伤在 
一 定程度上有所加重，表现为缺氧复合烧伤血清组 

在双因素作用后 6～12 h较 PD98059抑制组细胞 

活性显著下降，而细胞培养液中 LDH含量则明显 

增多。表明在本实验条件下，p38激酶途径是介导细 

胞损伤的主要信号转导途径之一，而 ERK途径则 

介导了一定的抗损伤效应。目前认为，细胞在受到外 

界应激刺激时，往往存在应激损伤和应激保护两个 

方面，而应激损伤和应激保护力量大小对比取决于 

应激刺激的强弱和持续时间，最终又决定了细胞的 

生存或死亡⋯ 。本研究中，缺氧复合烧伤血清一方 

面使介导细胞损伤的 p38激酶途径激活，另一方面 

也激活具有促细胞生存作用的 ERK途径，启动细 

胞自身内源性保护机制，使心肌细胞免受损害。我们 

认为，p38激酶／ERK途径作用强弱对 比可能是决 

定本实验中心肌细胞损害的重要因素，这为临床防 

治烧伤早期心肌损害提供了新思路和干预切入点。 
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烧伤后免疫炎症反应受遗传因素的影响 

· 科 研 新 闻 速 递 · 

热损伤能导致免疫功能障碍和生理参数的改变。已有研究发现 ，遗传能影响创伤或脓毒症的预后，然而遗传对烧伤后免 

疫炎症反应的影响研究甚少。最近美国研究人员对此进行了研究。他们选用 3种不同遗传种系的小鼠(C57BL／6NCr1BR、 

BALB／cNCrlBR和 129s6／svEvTac)进行实验 ，设烧伤组和对照组。3 d后分离血和脾的免疫细胞(巨噬细胞和睥细胞)进行研 

究。结果显示：烧伤组中C57BL／6NCrlBR小鼠的脾 T细胞增殖受到抑制且向Th2细胞转化增加(7一干扰素生成减少)，另两 

种小鼠的脾 T细胞增殖无明显改变 ；C57BL／6NCrlBR和 129S6／SvEvTae小鼠的巨噬细胞呈高炎症反应 ，表现为肿瘤坏死因 

子一a(TNF—d)和氧化氮释放量增加，而BALB／eNCrlBR小鼠却未观察到上述改变~C57BL／6NCrlBR小鼠巨噬细胞产生的白 

细胞介素一10(IL一10)升高 ，而 BALB／eNCrlBR小鼠产生的 IL一1O却下降；热损伤后不同种系小鼠空腹血糖和胰岛素改变差 

异无显著性 ；BALB／cNCrlBR、129S6／SvEvTae小鼠烧伤后体重明显降低 ，而 C57BL／6NCrlBR小鼠体重仅轻微下降。研究者 

认为：烧伤后免疫炎症反应受遗传因素影响，这方面的进一步研究有助于改 良现有的烧伤治疗方法及开发出新的治疗手段。 

任清华，编译 自(Shock》，2005，23：i23一i28；胡森，审校 

还原型辅酶 Ⅱ氧化酶抑制因子减轻失血性休克引起的器官损伤 

活性氧化合物是诱发失血性休克时多器官功能障碍综合征(MODS)的因素之一。最近法国科学家研究了两种不同化学结 

构的还原型辅酶 I氧化酶的抑制因子与失血性休克时循环衰竭和器官损害的关系。研究者通过放血将大鼠平均动脉压降低 

至 45 mm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)且持续 90 min，然后回输失血，复苏 4 h可延迟血压下降、减轻肾功能障碍及肝损伤。以 

1 mg／kg DPI(一种还原型辅酶 I氧化酶的抑制因子)静脉注入以治疗失血性休克大鼠能减轻肾功能障碍及肝损伤；而加拿大 

麻素(3 mg／kg，腹腔注射)只能减轻肝损伤，对肾功能障碍则无疗效。组织病理学检查证实 DPI和加拿大麻素都能减轻肺、肠 

的损伤；且在肝脏两者都可消除超氧阴离子的形成，却不能显著延迟缺血一再灌注时的循环衰竭以及减少一氧化氮的生成。此 

外，DPI能抑制肝转录因子激活剂蛋白一1的活化。研究者认为：还原型辅酶 Ⅱ氧化酶通过促进超氧阴离子的生成引起失血性 

休克时的肝损伤，因此还原型辅酶 I氧化酶抑制因子可用于失血性休克的辅助治疗。 

任清华，编译 自qShock》，2005，23：107—114；胡森，审校 
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