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致死性和非致死性烫伤大鼠胞液和胞核糖

皮质激素受体的研究

徐 仁 宝 谭 金 兴

( 中国人民解放军第二军医大学病理生理教研室
,

上海 )

摘 要

本文以 〔
3
H ] 地塞米松 (D ex ) 为配体

,

用放射配体结合测定法研究了致死性和

非致死性烫伤大鼠的肝
、

脑胞液中糖皮质激素受体 ( G C R ) 的变化
,

与对照组比较
,

两

组烫伤大鼠肝
、

脑胞液的 〔3
H ] D ex 特异结合的结合容量 ( 0R ) 均减少

,

表观上的平

衡解离常数 ( K 凉
) 均增加 ; 和非致死性烫伤组比较

,

致死性烫伤组 R 。

的减少更为明

显
.

为了探讨胞液 G C R 的减少是否由于 〔
3
H〕 D e x 一 G C R 复合物转位到核内

,

用交

换法测定了肝核的 〔
3
H BI 特异结合

,

结果对照组和烫伤组之间无明显差别
.

对这

些变化的可能的机制和临床意义作了讨论
.

应激时肾上腺糖皮质激素 ( G C ) 分泌增多已为众所周知
,

但要全面认识应激时的 G C 效

应
,

还必须研究应激时靶细胞对 G C 的反应
.

我们曾报道 l[, 2 , ,

大鼠烫伤性应激时
,

糖皮质激

素受体 ( G C R )的结合容量 (0R ) 减少
,

表观解离常数 (K
J
) 偏大

,

这种变化不仅见于肝脏
,

也发

生于脑
,

提示这种变化为非器官特异性
.

之后不久
, T u ir sn k y 〔3〕

报道了热损伤后大鼠骨骼肌胞

液 G C R 减少
,

itS ht[
4]
报道了内毒素引起去肾上腺小鼠肝胞液 G C R 减少

,

说明病理性应激

时 G C R 的研究正在 引起重视
.

为了进一步研究应激的强度
,

即病情的严重程度和 G C R 变化

之间的关系
,

本文比较了致死性和非致死性烫伤大鼠的肝
、

脑胞液 G CR 的变化
,

并通过对照

组和烫伤组肝核 G CR 的比较
,

对胞液 G c R 减少的可能的机制作了初步的探讨
.

一
、

材 料 和 方 法

1
.

材料

动物 w i s r a r
大鼠

, 2
.

5一 3个 月
,

体重 18 0一 2 4 0 9 ,

性别不拘
.

[ z , 2 , 6 ,

7
,
H ] 皮质酮 ( B ) 和 [ l

, 2 , 4 3
H ] 地塞米松 ( D ex )

:
英国放化中心产品

,

比活

性分别为 84 iC /m , l 和 46 iC /m m ol
,

放化纯度约 97 务
.

其他试剂均见文献 [ 1 ,

,
, 6 ]

.

2
.

方法

( 1) 实验性烫伤 将大鼠背部不剪毛浸人沸水
.

致死性烫伤组 (以下简称致死组 )的烫
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.
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伤面积为直径6
.

5c m的圆面积
,

烫伤时间为 10 一 15 5 ; 非致死性烫伤组 (非致死组 ) 为 5
.

3 c m

直径的圆面积
, 6一 7 5 ,

致死组大鼠由于体温下降
,

需予保暖方能存活到 6 .h

( 2 ) 动物的处死 烫伤后 5
.

5一 6
.

5 h ,

于中午 1 2 : 0 0一 1 3 : 0 0 之间断头处死
.

快速处死

以免动物挣扎
.

对照组动物亦同时处死
.

收集血液测定血浆 B ,

取肝和两侧大脑半球测定胞

液 G C R 和肝核 G C R
.

为了消除各种干扰 因素的影响
,

三组实验平行进行
,

即每次处死对照
、

致死和非致死组动物各 1 只
,

同时测定
.

( 3 ) 肝
、

脑胞液 厂H 〕 D xe 特异结合的测定 方法见文献 2[
, 5 ]

,

简述如下 :
将大鼠断

头后
,

立即取出肝和大脑半球
,

匀浆
, 1 75

,

0 0 0 9 离心 30 m in ,

取上清 (即胞液 )测定
,

以上操作

均在 0一 4℃ 下进行
.

取 2 5 0 产 l 胞液加 0
.

0 5 m l [
’
H ] n e 、 ,

使其最终浓度为 2
.

5一 3 0 o
M

。

非特异结合校正管

再加 50 0倍浓度的非标记 D ex
.

0一 4℃ 放置 斗
.

5一 s h 后
,

加 0
.

3 lrn 葡聚 糖 包 裹 的 活 性 炭

( D c c ) 吸附游离 D ex
.

离心
,

取上清用液闪计数
.

从 sc at hc ar d 作图求出 [
”
H ] D xe 特异结

合的 0R 和 K .d

( 4 ) 肝核 [
3
H ] B 特异结合的测定 详见文献 [ 6 ]

,

简述如下
:
肝匀浆

, 4
,

0 0 0 r P rn 离

心
,

留沉渣
,

再悬浮于 T isr
一

蔗糖缓冲液 ( T s s )
,

使其浓度为 10 一 15 x 10
,

个核 /m l
.

用 T ss

洗 2一 3 次
,

取 2 5 0川 核悬液加 ” 川 〔
’
H 〕B ,

使其最终浓度为 20 o M
.

非特异结合校正管再

加 50 0 倍浓度的非标记 B
.

25 ℃ 保温 30 m in
,

再用 T ss 将沉渣洗 斗次
,

加甲酸消花
,

液闪计

数
.

[
’
H 」B 特异结合以 f m ol 八 0 7

个核表示
.

( 5 ) 胞液蛋白的测定用 L o w yr 法
,

血浆和胞液 B 的测定用竞争性蛋 白结合分析法
〔7〕

.

二
、

结 果

1
.

烫伤后的一般表现

烫伤后致死组动物极度兴奋
,

乱翻滚
,

乱咬
,

随后转为抑制
,

反应迟钝
,

约 h4 后动物卧倒
,

运动消失
,

呼吸慢而微弱
,

体温下降
,

所有动物皆逐渐进人濒死状态
.

处死后可见腹腔脏器严

重淤血
,

非致死组动物烫后表现比较正常
,

处死后内脏无明显淤血
.

两组动物肝切片的 H
一 E

染色在光镜下实质细胞无明显病变
.

2
.

血浆和胞浆 B 的变化

烫伤动物的血浆 B显著升高
,

致死组升高尤为明显
.

肝
、

脑胞液的 B浓度也升高
,

但和对

照组相差平均不超过 4 介M
,

致死组和非致死组之间却无明显的差别 (表 1)
.

表 l 血浆
、

肝和脑胞液的皮质酮浓度

组 别 动 物 数 血浆皮质酮
补 g %

胞液皮质酮
,
M

对照组

非致死组

致死组

1
.

5 8士 1
.

0 7

12
.

0土 7
.

5 0

2 0
.

8士 5
.

7 1

…万二匡二二’
·

。7士 ’
·

。 9

{
2

·

9 ,土 。
·

9。

“

{
6士 “ ` 2

}
6

·

9 7士 `
·

’ `

“ ’ ` 土 ` ” ,

}
6

·

6 6士 ,
·

5。
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3
.

肝
、

脑胞液 〔
3

] H De义 特异结合的变化

不论是致死组或非致死组
,

也不论是肝或脑胞液
, R 。

和 sR
。 :

(加饱和浓度的 [
’
H 〕 D xe

,

即 3。。 M时的特异结合量 )都减少
,
K J
都增加

.

不论是肝或脑胞液
,

致死组的 R 。
和 sR

o t

都明

显地少于非致死组
,

统计学上显著或非常显著 ; K `
都小于非致死组

.

以上结果见表 2 和图 1
.

图 2 为各组中 1 只动物的实验结果的 cS at hc ar d 作图
.

0
口工一

:
内JZ

1
.

5

1
.

0

0
.

5

哎é0
ù、n11à凑甲。工x彰拓褪准拯卜

刀
、 : t 及

, , 。

姐潮切遏它呐日
蝴巾姗嗽公只。aē国乙

扭阳切日\工outJ

叫仲姗巾眯李只。自ē国乙

伤烫组致死性伤烫组非致死性
。

炭
照

组

烫伤组致非死性

图 1 肝
、

脑胞液 〔
3 H ] 地塞米松特异结合的 心 (

a

)
, R , a t

( b ) 和 尸。

(
c

) 的变化

4
.

肝核 〔
’
H 〕B 特异结合的变化

为了探讨上述胞液 G C R 的减少是否由于核转位
,

我们测定了肝核 G C R ,

结果不论是非

致死组和致死组
,

肝核 [
’
H B] 特异结合与对照组比较均无明显的变化 (表 3)

.
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表 2肝
、

脑胞液 [
’

H l地塞米松特异结合的 凡
, 凡

: :

和 刀
。

的变化

组 别 l 、
.

l 叼 } D } 0 }
『 日 J

.

. J、 n . J、 . 班 , . ,户 ` 子 , 八 一 几 , ,

} 粉 ] 不 _ _ 1
石 _ 爪占 ! ` … _

11 二 _ 正占 i 八 d 入 划 似

—
}判

一
}

一
}

—对照组
}

6

}
2 3“ 7土 2吕

`

8

}
` 7 7

·

` 士 3 5
·

’

}
。

·

7 。土。
·

37

非致死组】
吕

{
2 0 2

’

。土 5 8
,

6

】
` , ,

·

’ 土 4 9
`

’

1
`

·

5`士 “
·

丁2“

致死组 !
`。

1
6 6

·

9土 2入 6” ’

}
` 9

·

7士 ` 9
·

8” ’

{
`

·

。 7土。
·

“

尺 ,。

* n 、 0 1/
, 、 , g

16 8
.

5+ 26
.

8

3书
.

9+ 1 0
.

0八。 。

2 2
.

0土 1 4
.

4拿
吞吞

0
.

3 2士 0
.

12

3
.

斗亏士 0
.

6 6“ 么

1
.

9 0土 1
.

13拿
么峭

和对照组比

八 P < 0
.

0 5

盛查 P < 0
.

0 1

盛△△ P < 0
.

0 0 1

和非致死组比

* P < 0
.

0 5

* * 尸< 0
.

01

* * * 尸 < 0
.

00 1

刀/ F

0
.

3 一右一卜 - 对照
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·

— △
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对照
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二
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扮 、 ` , r

一
r

~ 土

5 0 1 0 0 1 5Q 2 0Q 2 50 3 0 0

工洲 eD
、 特异结合加.o1 / 。

.

2而胞液

( a)

工吐刃D ex 特异结合加
。 I加

.

2m l胞液

伽)

3 50

图 2 脑 (
a

)
、

肝 ( b ) 胞液 [
3
H ]

[
3
H ]

地塞米松特异结合的 sc
a 、 c

ha dr 作图

表 3 肝核 皮质酮特异结合的变化

对 照 组

非致死组

致 死 组

三
、

讨 论

总结以上结果
:

( l )非致死组和致死组胞液 G c R 的变化和我们以前所报道的结果相似 :

( 2 )致死组胞液 G C R 的 R 。

和 sR
a t

的减少比非致死组更为明显 ; ( 3 )两个烫伤组的肝 该 G C R



第 11期 徐仁宝等 :致死性和非致死性烫伤大鼠胞液和胞核搪皮质激素受体的研究) 0 1 1

与对照组比较无明显变化
.

烫伤后胞液 G CR减少可能有以下原因
:

) l (烫伤后血浆 Gc 浓度增高
,

内源性 B对 G c R

的占据
.

我们曾经作了内源性 B模拟实验
“ ,21 ,

表明这原 因是可以忽略的
,

而且在本实验中
,

虽

然致死组和非致死组抱液 G C R 相差很大
,

但胞液 B 的浓度却相差不多
,

也说明占据不是 G C R

减少的主要原因
.

( 2) G C R 与 B 结合后转移到核内
.

根据 目前对幽体激素作用机制的认识
,

烫伤后 G C R 的核转位应当增加
,

但我们的实验结果
,

肝核 G c R 并不增多
,

甚至还有减少的

趋势
.

如我们在前文所报道
〔61 ,

核 内 〔
`
H B] 特异结合包括两部分

: 与内源性 B 的交换以及与

核的直接结合
.

前者是转位到核内的 G C 一 R 复合物
,

后者可能是未占据的 G c R
.

显然
,

即使

前者增加
,

如果后者减少
,

则所测得的 〔
`
H扭 特异结合也可以不增多

.

不论如何
,

这结果却提

示
,

烫伤后胞液 G C R 的减少看来主要地不是由于核转位
.

( 3 ) 血浆 B 升高对 G c R 的反 向

调节
,

关于膜受体的反向调节研究已经很多
,

对 G C R 的反 向调节也已有 了 些 报 道
.

最 近

s h ip nt a n 〔8」
报道

,

正常人 口服 D e x

后 6 h
,

淋巴细胞的 G C R 比 口服前减少 3 3一 6 ,多
.

卢建将

氢化可的松加人培养液
,

引起了人肝癌细胞 7 7 21 系细胞的 G C R 减少 91[
.

由此推测
,

烫伤后

C C R 减少 也可能通过类似的机制
,

即反向调节
,

因为烫伤后血浆 B 是明显升高的
.

至于致死组 G C R 减少可能还有其他机制
.

在致死性烫伤
,

由于严重的组织缺氧和酸中

毒
,

可导致 A T P 减少
『,刃 和溶酶体酶的释放 l1[]

.

有些作者报道 12[
一` 4] , A T P 对于维持 G c R 于

活化型 (即可以和 G c 结合的形式 )是必须的
.

溶酶体释放的蛋白酶可以降解受体蛋白
.

这些

可能是导致致死组 G C R 进一步减少的原因
.

烫伤后 G C R 减少有何临床意义 ? 我们知道激素一般是要和靶细胞的受体结合后才能产

生生物效应
.

受体减少有可能使靶细胞对 G C 的反应性减弱
.

R O

田 j5J 等报道
,

老年大鼠脂肪

细胞的 G C R 减少
,

与此平行地
, D xe 抑制其氧化葡萄糖的反应也减弱

,

提示 G c R 没有或只

有很少的多余受体 (
s p a r e

er c
eP

t
or )

.

因此
,

像致死组
,

肝
、

脑胞液的 sR
a t

分别地仅为对照组的

1 / 4 和 1 / 8
.

如此明显 的减少很可能伴有靶细胞对 G C 的反应性减弱
.

近年来关于严重休克

时的多器官衰竭讨论颇多
,

但是否发生肾上腺皮质衰竭则还是一个有争论的问题
.

Mur r a y 报

道 〔, 6 , ,

临终病人血浆 1 7一经皮质类固醇浓度显著升高
,

我们也注意到严重烧伤病人临终前血浆

皮质醇几乎无例外地都异常升高
,

可达 50 产 g 多 左右 (上午 8 时的正常值为 12
.

3士 2
.

1产g外 )
,

说明烧伤病人直到临终一般并无肾上腺皮质功能的衰竭
,

但如果由于靶细胞 G C R 减少而导

致靶细胞对血浆 G c 的反应性减弱
,

那么其结果将和 G C 减少或肾上腺皮质功能过低类似
.

当然这种推测是否正确尚有待今后的探讨
.
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