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严重烫伤合并铜绿假单胞菌脓毒症家兔外周血

淋巴细胞蛋白质组学的研究

曾纪章 张丕红 李莉莉 任利成 梁鹏飞 黄晓元

【摘要】 目的研究烫伤脓毒症时外周血淋巴细胞蛋白质组的变化特点。方法24只雄性成年家兔被

随机分为对照组、烫伤组、烫伤脓毒症2 h和6 h组，每组6只。采用30％总体表面积(TBSA)II度烫伤模型，

烫伤后24 h经耳缘静脉注射铜绿假单胞菌悬液(ATCC 27853，浓度6×10”c／u／L)1 ml／kg制备烫伤脓毒症

模型；对照组用37℃温水进行假烫伤。烫伤组于伤后24 h、烫伤脓毒症组于注射菌液后2 h和6 h取颈动脉血

分离淋巴细胞，裂解细胞，提取总蛋白，用双向凝胶电泳分离蛋白质，考马斯亮蓝染色，扫描、分析图像并筛选

差异蛋白质点(判断差异的标准为平均表达量相差超过3倍，由本课题组设定)。应用基质辅助激光解吸／电离

飞行时间质谱分析方法得到肽质量指纹图谱，利用Mascot软件搜索数据库鉴定蛋白质。结果对照组、烫伤

组、烫伤脓毒症2 h和6 h组平均蛋白质点数分别为1 051士21、1 026士30、1 078士36、1 065士31，平均匹配率

分别为91％、89％、92％、94％。烫伤脓毒症2 h与6 h组间各蛋白质点表达量无差异；与对照组比较，烫伤组、

烫伤脓毒症2 h和6 h组共筛选出19个差异蛋白质点，得到鉴定的有12个，包括11种蛋白质，即Cofilin、肽

酰一脯氨酰一顺反式异构酶胞溶质蛋白A、泛素、核苷二磷酸激酶、谷氨酸脱氢酶、硒结合蛋白I、}肌动蛋白、

过氧化物氧化还原素6、膜联蛋白I、肌动蛋白一3、细胞视黄酸结合蛋白。结论严重烫伤并脓毒症时外周血

淋巴细胞蛋白质组发生变化，表达改变并经鉴定的11种蛋白质功能涉及蛋白质折叠、装配、运输、降解，以及

胞内信号传递、炎症、免疫、能量代谢、细胞增殖、分化、凋亡等，这些蛋白质与烧伤后脓毒症的发生有关。

【关键词】兔}烧伤，脓毒症；铜绿假单胞茵； 淋巴细胞；蛋白质组

Proteomic study of peripheral blood lymphocytes of rabbits with severe burn and Pseudomonas aeruginosa

sepsis ZENG Ji-zhang，ZHANG Pi—hong，LI Li—li，REN Li—cheng，LlANG Peng—fei，HUANG

Xiao-yuan．Department of Plastic Surgery and Burns，Xiangya Hospital，Central South University,

Changsha 41 0008，Hunan，China

[Abstract] Objective To study the effect of severe burn and Pseudomonas aeruginosa sepsis on the

proteomics of lymphocytes(LCs)of rabbits。Methods Twenty-four rabbits were divided into foat groups，

i．e．control，severe scald，severe scald and 2一hour sepsis，severe scald and 6一hour sepsis(6 rabbits in each

group)．The scald in rabbits was third degree in depth involving 30％of total body surface area(TBSA)．

The sepsis model wasreproduced by intravenous injection of a suspension of Pseudomonas aeruginosa(ATCC

27853。6 X1012 ofu／L)1 ml／kg 24 hours after scald．The rabbits in control group were treated with warm

water of 37℃．Peripheral blood was obtained from the carotid artery 24 hours after scald，or 2 hours after

sepsis，or 6 hours after sepsis．The LCs in each blood sample were separated，disrupted and the total

proteins of LCs were extracted．The proteins were separated by two dimensional gel electrophoresis．The

gels were stained with Coomassie brilliant blue and then were scanned．The images were analyzed by PD

quest software．The protein spots of discrepant expression were sieved and then analyzed by matrix—assisted

laser desorption／ionization time of flight mass spectrometry(MALDI—TOF MS)．The peptide mass

fingerprintings(PMFs)were obtained and were inputted into the data bank of proteins for identification of

the proteins．Results The average spots of 6 gels were 1 051土21(contr01)，1 026土30(severe scald)，

1 078士36(2-hour sepsis)and 1 065士31(6一hour sepsis)，and the average matching rate were 91％

(contr01)，89％(severe scald)，920A(2一hour sepsis)and 94％(6一hour sepsis)，respectively．No difference

was found in the protein expression of LCs between 2-hour sepsis group and 6-hour sepsis group，but the

protein expression of LCs in severe scald group，2-hour sepsis group and 6-hour sepsis group differed when

compared with control group．Nineteen protein spots expressed discrepantly were sieved and their PMFs

were obtained．Twelve protein spots(including 11 proteins)were identified，including Cofilin，peptidyl—

prolyl cis—trans isomerase cyclophilin A，ubiquitin，nucleoside diphosphate kinase，glutamate dehydrogenase，

selenium binding protein I，13-actin，peroxiredoxin一6，annexin I，actin一3，cellular retinoic—acid binding

protein．Conclusion The proteomics of peripheral blood LCs alters in rabbits with severe burn and

Pseudomonas aeruginosa sepsis．The proteins with discrepant expression included 1 1 proteins，which are

related with the folding，assembling。transportation and degradation of proteins，signal transmission，

inflammation，immunization，energy metabolism，the proliferation，differentiation and apoptosis of cells．

These proteins might be associated with the pathogenesis of severe burn and Pseudomonas aeruginosa sepsis．

[Key words]rabbit； burn； sepsis，Pseudomonas aeruginosa；lymphocyte；proteome
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严重烧伤后脓毒症的发生机制未完全明了。研

究发现脓毒症时中性粒细胞和淋巴细胞功能发生改

变[1-z]。蛋白质是生命活动的执行者，与细胞功能有

关。研究发现，严重烧伤并脓毒症时中性粒细胞蛋白

质组发生了改变[3]，由此推测，烧伤脓毒症时淋巴细

胞蛋白质组也可能发生变化。本研究旨在通过建立

家兔严重烫伤并铜绿假单胞菌脓毒症模型，观察外

周血淋巴细胞蛋白质组的变化。

1材料与方法

本实验在卫生部肿瘤蛋白质组学重点实验室

完成。

1．1严重烫伤并脓毒症模型制备及淋巴细胞分离：

清洁级雄性成年家兔24只(由本校实验动物学部提

供)，体重1．8～2．4 kg，按照随机数字表法分为对

照组、烫伤组、烫伤脓毒症2 h和6 h组，每组6只。

参照文献[4—5]方法制备严重烫伤[30％总体表面积

(TBSA)Ⅲ度烫伤]和严重烫伤合并铜绿假单胞菌

脓毒症模型。铜绿假单胞菌悬液(ATCC 27853，本

院医院感染科提供，浓度为6×1012 cfu／L，1 ml／kg)

于制模当日经家兔耳缘静脉注入；补液按Parkland

公式进行。对照组用37℃温水进行假烫伤。对照组

和烫伤组于伤后24 h、烫伤脓毒症组于注射菌液后

2 h和6 h经颈动脉采血，参照文献[6]方法分离淋

巴细胞，经锥虫蓝染色显示淋巴细胞成活率>93％；

瑞氏染色显示纯度>95％，细胞数>5×107个。

1．2实验方法：蛋白质制备参照文献F7]第一章方

法。蛋白定量按试剂盒所述方法进行操作，所测得样

品蛋白质浓度为4．42～5．76 g／L。双向凝胶电泳

(2一DE)参照文献[7]第二章方法，上样量为800／zg。

图像扫描与分析参照文献[73第二章方法。本实验中

判断各蛋白质点组间表达差异的标准为平均表达量

相差超过3倍，且同组的6块凝胶上各蛋白质点的

表达变化趋势相同(由本课题组成员设定)。质谱分

析参照文献[7]第四章方法。应用基质辅助激光解

吸／电离飞行时间质谱分析，得到肽质量指纹图谱。

1．3数据库搜索：使用Mascot软件分析，设定条

件：①肽片段相对分子质量为800～4 000；②物种为

兔；③胰酶；④允许漏切位点数为1个；⑤肽片段质

量允许误差为土200×10～；⑥表观等电点误差范围

无限制；⑦表观分子质量误差范围无限制；⑧离子种
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类选择[M+H]+和单同位素峰；⑨固定修饰为半胱

氨酸碘乙酰胺化}⑩与目的蛋白吻合的肽片段数至

少为4个。数据库为MSDB(质谱数据库)和NCBI

(美国国立生物技术信息中心)。由于兔的蛋白质数

据库很不完善，故将物种改为所有物种，鉴定标准

为：①蛋白质匹配分数(probability based mowse

score，PBM积分)>77分；②与多个物种的同名蛋

白质匹配。

2 结 果

2．1 2-DE图谱及差异蛋白质点(表1～2；彩色插

页图1)：各组平均蛋白质点数均在1 000以上，平均

匹配率在90％左右，说明各组凝胶图像间的蛋白质

点具有较高的可比性。与对照组比较，烫伤组筛选出

差异蛋白质点有13个，其中L9、L10、Lll、L13、

L14、L18表达上调，L3、L4、L8、L12、L16表达下

调，L6、L7无表达。烫伤脓毒症2 h、6 h组筛选出差

异蛋白质点17个，其中L9、LlO、Lll、L13、L18表

达上调，L1、L2、L5、L12、L15、L19表达下调，L3、

L4、L6、L7、L16、L17无表达。烫伤脓毒症2 h、6 h

组间各蛋白质点表达量无差异。

裹1各组家兔外周血淋巴细胞中

蛋白质点数及匹配率比较

2．2肽质量指纹图谱：19个差异蛋白质得到19张

肽质量指纹图谱。图2示差异蛋白质L19的肽质量

指纹图谱。
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注：峰旁数字代表肤片断的

单同位素峰[M+H]+的质量数

圈2家兔外周血淋巴细胞中差异蛋白质L19的肽质量指纹图谱
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2．3数据库搜索：19张肽质量指纹图谱经数据库

搜索后得到19个PBM积分分布图(图3)，PBM积

分为224分，远远超出阴影区，表示得到鉴定。有12

个蛋白质点得到鉴定，包括11种蛋白质，其中差异

蛋白质点L2和L16经鉴定属于同一种蛋白质，均

为CypA。其余未得到鉴定的蛋白质点可能与数据

库不完善、误差及肽质量指纹图谱数据质量有关。表

2--,3分别为鉴定的差异蛋白质列表及其在各组中

的表达情况。

圈3家兔外周血淋巴细胞中差异蛋白质L19的PBM积分图

3讨论

脓毒症发生与白细胞功能障碍有关，脓毒症时

中性粒细胞变形、趋化迁移及吞噬杀菌等能力均降

低It,s]，淋巴细胞数量减少、促炎／抗炎因子表达失

衡、白细胞抗原表达降低、细胞凋亡增加[913。。铜绿

假单胞菌是烧伤脓毒症的主要致病菌之一。研究发

现，中性粒细胞内蛋白质二硫键异构酶、p肌动蛋

白、膜联蛋白I及巯基特异性抗氧化蛋白等与烧伤

后铜绿假单胞菌脓毒症有关[3]。推测淋巴细胞内也

有与烧伤后铜绿假单胞菌脓毒症相关的蛋白质。

本研究中通过建立家兔外周血淋巴细胞蛋白质

2-DE图谱，筛选出组问差异蛋白质点19个，其中

12个得到鉴定。结果显示，烫伤脓毒症2 h和6 h组

间各蛋白质点表达量无显著差异，原因可能为2 h、

6 h均属脓毒症早期，而蛋白质表达短期内变化不

大。共鉴定出了11种蛋白质，选择CypA、泛素、

NDPK、膜联蛋白I和CRABP进行检索，分析它们

对淋巴细胞功能的影响。

CypA是一种胞质蛋白，催化肽酰一脯氨酰键发

生顺反式异构[1引。CypA在蛋白质折叠、装配、运输

及胞内信号传递等过程中起重要作用[1引。本实验中

烫伤组CypA表达较对照组无显著差异，而烫伤脓

毒症组CypA表达较对照组降低。由此推测，脓毒症

时CypA表达降低影响了淋巴细胞蛋白质折叠、装

配、运输及胞内信号传递，从而影响淋巴细胞合成抗

体的能力，使其免疫功能受损，机体抵抗力降低。

泛素由76个氨基酸残基组成，存在于真核细胞

中，高度保守，参与构成调节蛋白质降解的泛素一蛋

白酶体系统(UPS)，作用于细胞内半衰期短的调节
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蛋白以及结构异常、错构或受损伤的蛋白质[1 6。，参

与细胞周期循环、信号转导、转录调控、核酸密码翻

译、DNA损伤修复、异常蛋白代谢、抗原呈递、细胞

受体功能及细胞凋亡等口7。18|。本实验中烫伤组泛素

表达与对照组无显著差异，而烫伤脓毒症组泛素表

达显著降低。表明脓毒症时泛素表达降低将影响淋

巴细胞的蛋白质降解功能，使淋巴细胞内相关功能

的蛋白质含量发生变化，进而影响其抗原呈递、细胞

受体及合成有效抗体的能力，并触发其凋亡。

NDPK是由152个氨基酸组成的管理酶[19|，其

催化二磷酸核苷(NDP)和三磷酸粒苷(NTP)间的

磷酸基转移反应，参与核苷三磷酸合成、胞内和胞问

信号传递及细胞骨架微管和纺锤体的形成，并调节

细胞增殖、分化、发育和凋亡[2旷21]。本实验中NDPK

仅在对照组表达，烫伤和烫伤脓毒症组均无表达。推

测烫伤或脓毒症时淋巴细胞NDPK表达障碍可影

响淋巴细胞的能量代谢、信号转导及增殖、分化、发

育和凋亡，从而影响淋巴细胞功能。 ．

膜联蛋白I为钙依赖磷脂结合蛋白，与炎症、分

化和信号转导有关[2引。膜联蛋白I是糖皮质激素介

导抗炎反应的介质，可以抑制炎性酶、促进炎性细胞

凋亡，并作为“eat—me”信号被吞噬细胞识别，促进凋

亡细胞、凋亡小体的清除[23|。本实验中显示，烫伤组

膜联蛋白I表达与对照组无显著差异，而烫伤脓毒

症组则较对照组表达显著降低。结合分析膜联蛋白

I抑制炎症反应的功能，可以认为脓毒症时膜联蛋

白I表达降低与炎症反应失控有关。

CRABP是视黄酸在细胞内的结合蛋白。视黄

酸具有调节细胞增殖、分化及凋亡的功能。CRABP

将视黄酸携带到靶器官和组织，在视黄酸的转运和

代谢中起重要作用[24。。本实验中烫伤组CRABP表

达与对照组比较无显著差异，而烫伤脓毒症组表达

则低于对照组。因此，可以认为脓毒症时淋巴细胞

CRABP表达降低影响了视黄酸的转运和代谢，从

而影响淋巴细胞增殖、分化及凋亡，使其功能受损。

综上所述，通过研究严重烫伤合并铜绿假单胞

菌脓毒症家兔外周血淋巴细胞蛋白质组的变化，得

到鉴定的有11种差异蛋白质，功能涉及蛋白质折

叠、装配、运输、降解，以及细胞内信号传递、炎症、免

疫、能量代谢、细胞增殖、分化、凋亡等，这些蛋白质

与烧伤后铜绿假单胞菌脓毒症的发生有关。
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原发性高血压患者B型脑钠素水平的检测及临床意义

高波赵菁 陈东河

【关键词】高血压，原发性f B型脑钠素，心功能不全

血浆B型脑钠素(BNP)是评价心功

能不全、心力衰竭患者预后及疗效的重

要标记物，本研究中探讨其与原发性高

血压的关系及临床意义。

1资料与方法

1．1临床资料：2007年5月一2008年

5月本院住院原发性高血压患者71例。

服用抗高血压药物治疗，且心功能≤

I级。以左室重量指数(LVMI)男性>

125 g／m2、女性>120 g／m2为标准，分

为合并左室肥厚(LVH)组和无左室肥

厚(NLVH)组。以同期34例性别、年龄

接近的健康体检者为对照。除外肾功能

不全、继发性高血压、瓣膜病、急性冠脉

综合征、心房颤动及脑血管疾病者。3组

性别、年龄、心率比较，LVH组与NLVH

组抗高血压药物使用情况及收缩压

(SBP)、舒张压(DBP)比较差异均无统

计学意义(表1)，有可比性。

1．2检测指标及方法

1．2．1 BNP测定：取受试者晨空腹静

脉血2 ml，乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝，

采用美国雅培公司生产的AXSYM全

自动免疫荧光分析仪及BNP试剂检测

定BNP含量。

1．2．2超声检测：采用美国HP5500型

超声诊断仪检测室间隔厚度(IVS)、左

室后壁厚度(LVPW)、左室舒张期末内

径(LVEDD)，并计算LVMI。

1．3统计学处理：计量资料以均数士标

准差(z士s)表示，采用单因素方差分析、

SNK—q检验、X2检验及相关性分析，P<

0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1各组心功能及BNP比较(表1)：

NLVH组LVEDD与健康对照组比较无

差异，LVPW和IVS明显大于健康对照

组(P均<O．01)。LVH组LVEDD、IVS

和LVPW较NLVH组与健康对照组显

著增大(P均<0．01)。原发性高血压组

BNP水平高于健康对照组，且LVH组

高于NLVH组(P均<o．01)。

2．2心脏超声指标与BNP的相关性分

析：BNP与LVPW和IVS呈正相关

(，．1=0．85，r2—0．84，P均<0．01)，与

LVEDD无相关性(r一0．32，P>o．05)。

·经验交流·

3讨论

LVH是原发性高血压最常见的并

发症，也是发生心血管事件的独立危险

因素，是心脏性猝死的独立危险因子。本

研究发现，原发性高血压患者BNP水平

显著高于健康对照者，LVH组显著高于

NLVH组，且BNP水平与LVPW、IVS

呈正相关。

高血压使患者心脏压力负荷增加，

长期严重的压力负荷可导致LVH。肥厚

的心脏较无肥厚的心脏分泌更多的

BNP，因而原发性高血压并发LVH时

具有更高的BNP水平⋯。BNP水平升高

反映了心脏压力负荷增高导致的分泌增

加，因此，血浆BNP水平的变化可作为

识别原发性高血压患者发生LVH的一

个重要指标。
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注：与健康对照组比较．8P<0．01；与NLVH组比较，“P<O．01)ACEI为血管紧张素转换酶抑制剂，ARB为血管紧张素I受体阻滞荆I

1 mm Hg=O．133 kPa；空白为无此项

DOI：10．3760／cma．j．issn．1003—0603．2009．08．004

作者单位：300050天津市天和医院

(收稿日期l 2009—03—06)

(本文编辑；李银平)

万方数据



严霉鋈伤合并铜绿假单胞菌脓毒症家兔
外周血淋巴细胞蛋白质组学的研究。

丙酮酸乙酯对脓毒症小鼠器官损伤的影响

：震鳞瀑．

一塑
万方数据


