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ＭＧ５３对重度烫伤小鼠肾脏保护作用的研究

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　　摘　要：目的　探讨 Ｍｉｔｓｕｇｕｍｉｎ５３（ＭＧ５３）对重度烫伤小鼠内脏器官的保护作用。方法　通过向３０％Ⅲ度烫伤小鼠的尾静

脉注射外源性重组的人 ＭＧ５３（ｒｈＭＧ５３）蛋白，观察小鼠病死率和各脏器组织改变，并用免疫组织化学法检测外源性ｒｈＭＧ５３蛋

白的分布。结果　与对照组比较，注射ｒｈＭＧ５３的小鼠病死率较低，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。组织病理学观察，实验组静

脉注射 ＭＧ５３后肾脏损伤情况较轻，肾小管损伤病理评分较低，与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。免疫组织化学发现

外源性ｒｈＭＧ５３分布于部分肾小管上皮细胞胞质内以及部分肺小静脉内皮细胞胞质内。其他脏器组织学未见没见有明显的ｒｈ

ＭＧ５３阳性染色。结论　ＭＧ５３对重度烫伤小鼠的肾脏有一定的保护作用。
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　　内脏器官是机体各项生命活动的参与者和维持者。严重

烧伤会造成机体内脏器官的损伤。加强重要内脏损伤的防治

和促进受损脏器早日修复与重建是提高救治成功率和大幅度

降低病死率的关键［１］。既往采取的各种措施，常常仅是针对发

病机制的某一环节，并不直接作用于修复细胞本身，缺乏对脏

器的主动修复。因此，如何加速与促进受损内脏细胞的主动修

复有可能为治疗提供新的有效途径，具体重要的理论意义和临

床应用价值。ＭＧ５３，一种肌肉特有的 ＴＲＩＭ 家族蛋白，是细

胞膜损伤修复的一个必不可少的组分。有研究表明，重组的人

ＭＧ５３（ｒｈＭＧ５３）能够治疗肌营养不良症以及以细胞膜损伤为

发病机制的其他人类疾病。小鼠动物实验研究表明，通过各种

途径给予ｒｈＭＧ５３，都能够提高骨骼肌细胞膜修复能力，同样

也能一定程度上改善肌营养不良症的组织病理变化［２］。本研

究以３０％的Ⅲ度烫伤小鼠为模型，观察静脉注射ｒｈＭＧ５３对

重度烧伤小鼠生存率和脏器组织的保护作用。

１　材料与方法

１．１　材料　清洁级Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，雄性，体质量１９～２１ｇ，由第

三军医大学动物中心提供。自由进食和饮水。动物饲养在洁

净动物室，经适应性饲养１周。

１．２　方法

１．２．１　Ⅲ度小鼠烫伤模型的建立　实验前２４ｈ，每只小鼠背

部脱毛，然后用脱毛膏（婷脱毛膏购自利洁时家化中国有限公

司）涂在小鼠背部至两侧腋中线，５～１０ｍｉｎ后用清水冲净，观

察２４ｈ，确定脱毛部位无红肿、炎症和破损等异常情况。２４ｈ

后，１％异戊巴比妥浅麻醉小鼠，采用恒温恒压电烫伤仪，分别

以９０℃，８ｓ，０．５ｋｇ为致伤条件，在小鼠背部制造约占小鼠表

面积的３０％的Ⅲ度烫伤创面（病理学证实）
［３］。伤后立即予以

腹腔注射乳酸钠林格液补液（参照Ｐａｒｋｌａｎｄ公式）
［４］。

１．２．２　实验分组及给药方式　制作严重烧伤模型小鼠１６只，

随机分成清蛋白（ＢＳＡ）对照组、ＭＧ５３治疗组，每组８只。实

验组按照３ｍｇ／ｋｇ，经尾静脉注射给予ｒｈＭＧ５３，分别于伤后

０．５、６．５ｈ分２次给药
［２］；对照组给予同等剂量的ＢＳＡ。

１．２．３　伤后４８ｈ内动物死亡的观察　实验动物烧伤后每６

小时记录１次，至烧伤４８ｈ。实验重复５次。

１．２．４　组织样本准备与组织病理学观察　伤后４８ｈ，存活的

实验动物在１％异戊巴比妥麻醉后经左心室用４°Ｃ的４％多

聚甲醛２０ｍＬ灌注固定。取出小鼠的心、肝、脾、肺、肾、胃、小

肠、结肠、皮肤、肌肉、脑固定于４％多聚甲醛液。取出的各组
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织，按常规石蜡切片制作方法进行脱水透明、石蜡包埋、切片、

切片厚度为５μｍ，苏木精伊红（ＨＥ）染色，显微镜观察并

照相。

１．２．５　肾小管坏死程度病理评分
［５］
　随机选取每只小鼠肾脏

切片１张，并在显微镜下随机选取２０个视野观察，根据肾小管

的坏死程度，采用Ｅｒｄｏｇａｎ等的半定量病理评估法评分。评分

越高说明肾小管坏死越严重，０分：正常肾脏；１分：最少坏死

（＜５％肾小管坏死）；２分：轻度坏死（５％～２５％肾小管坏死）；

３分：中度坏死（２５％～７５％肾小管坏死）；４分：重度坏死（＞

７５％的肾小管坏死）。

１．２．６　免疫组织化学
［６］
　石蜡切片经过常规的脱蜡、水化，用

３％Ｈ２Ｏ２ 灭活内源性过氧化酶，抗原修复液Ⅰ（购自武汉博士

德生物工程有限公司）进行抗原修复，封闭用正常山羊血清（购

自北京中杉金桥生物技术有限公司）进行封闭，然后依次加入

１∶１００的兔抗人 ＭＧ５３一抗（由 ＵＭＤＮＪＲｏｂｅｒｔＷｏｏｄＪｏｈｎ

ｓｏｎＭｅｄｉｃａｌＳｃｈｏｏｌ麻建杰教授实验室提供
［７］）、山羊抗兔二抗

（购自北京中杉金桥生物技术有限公司）及辣根过氧化酶标记

的链霉卵白素（购自北京中杉金桥生物技术有限公司）孵育。

ＤＡＢ显色，ＨＥ复染，显微镜下观察。ＭＧ５３以细胞质内出现

棕褐色颗粒为阳性信号。

１．３　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示。采用狋检验和 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ进行统计分

析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＧ５３对烧伤小鼠病死率的影响　根据 ＭＧ５３在体内的

半衰期［２］，本研究小鼠烫伤后０．５、６．５ｈ；２次将 ＭＧ５３蛋白静

脉注射入实验小鼠体内。结果发现 ＭＧ５３治疗组伤后４８ｈ的

病死率为２５％，ＢＳＡ组伤后４８ｈ的病死率为３７．５％，ＭＧ５３

治疗组病死率低于ＢＳＡ对照组，但两者比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５），见图１。

图１　　小鼠严重烧伤后４８ｈ内，ＭＧ５３实验组和ＢＳＡ

对照组生存曲线

　　Ａ：正常肾脏组织；Ｂ：ＢＳＡ对照组肾脏组织，肾小管空泡变性和坏死普遍存在（箭头）；Ｃ：ＭＧ５３实验组的肾脏组织，与ＢＳＡ对照组相比，病理损

伤较轻（箭头）。

图２　　各组肾脏的组织学变化（ＨＥ×４００）

图３　　各组的肾小管病理损伤评分

２．２　ＭＧ５３对烧伤小鼠各脏器组织学变化的影响　ＨＥ染色

结果显示，严重烧伤后小鼠的心、肝、脾、肺、肾、胃、小肠、结肠、

皮肤、肌肉、脑组织等脏器均有不同程度的组织学变化，但

ＭＧ５３治疗组和ＢＳＡ对照组在上述多数组织中无明显的差

别。有明显差别的脏器是肾脏。组织切片显示 ＭＧ５３治疗组

的肾脏近曲小管和远曲小管上皮细胞浊肿变性、坏死脱落以及

肾间质炎症细胞浸润方面较对照组有明显改善（图２）。肾小

球无明显变化。烫伤后４８ｈ，ＭＧ５３治疗组的Ｅｒｄｏｇａｎ半定量

病理评分显著低于ＢＳＡ对照组肾小管病理损伤评分，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），见图３。

２．３　外源性ｒｈＭＧ５３在烧伤小鼠体内分布　免疫组化结果显

示，没有给予ｒｈＭＧ５３的小鼠体内，内源性 ＭＧ５３主要分布在

心肌和骨骼肌，可见骨骼肌细胞胞质和心肌细胞呈强阳性染色

（图４Ａ、４Ｂ）。除心肌和骨骼肌外，其他组织均为阴性。在

ＭＧ５３治疗组，小鼠的ｒｈＭＧ５３主要分布于部分肾皮质肾小管

上皮细胞（图４Ｆ）和部分肾髓质肾小管上皮细胞（图４Ｇ），并且

强阳性染色主要集中于肾小管损伤严重的区域（图４Ｅ），另外，
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ｒｈＭＧ５３还分布于肺脏部分小静脉内皮细胞胞质中（图４Ｈ）， 而对照组在这些部位未见阳性细胞。

　　Ａ：正常肌肉组织中内源性 ＭＧ５３的表达；Ｂ：正常心肌细胞中内源性 ＭＧ５３的表达；Ｃ：正常肾脏组织中无 ＭＧ５３的表达；Ｄ：ＢＳＡ对照组的肾

脏组织中没有外源性 ＭＧ５３的分布；Ｅ：并且强阳性染色主要集中于肾小管损伤严重的区域；Ｆ：ＭＧ５３实验组中，外源性 ＭＧ５３主要分布于部分肾

皮质肾小管上皮细胞；Ｇ：部分肾髓质肾小管上皮细胞；Ｈ：外源性 ＭＧ５３还分布于肺脏部分小静脉内皮细胞胞浆中。（箭头指示的位置为阳性信

号，比例尺＝１００μｍ）。

图４　　各组小鼠脏器组织的免疫组织化学染色（×４００）

３　讨　　论

烧伤不仅是局部组织的损伤，而且在一定程度上，可引起

全身性的反应或损伤，尤其是大面积烧伤。肾脏为高灌注器

官，对缺血缺氧较敏感。严重烧伤后，机体体液的快速丢失，导

致急性的肾缺血缺氧，肾脏发生一系列显著的形态改变，这些

改变与肾功能障碍的发生、发展密切相关。肾小管上皮细胞对

缺血缺氧十分敏感，细胞内代谢障碍，ＡＴＰ生成减少，进而细

胞膜破坏，终可导致细胞进入不可逆转的损伤而死亡。然而，

对于烧伤引起的各种脏器的损伤，目前的治疗措施主要为被动

防治，鲜有主动的干预措施。

研究表明，质膜的损伤修复是一个由 ＭＧ５３介导的复杂

的多步反应过程。ＭＧ５３，是只表达于心肌和骨骼肌的ＴＲＩＭ

家族蛋白之一，是膜损伤修复机制中一个必需的组分［７８］。

ＭＧ５３介导的膜修复过程，膜受到损伤后，膜损伤信号膜脂质

分子的暴露，被 ＭＧ５３感受
［７９］。之后，ＭＧ５３与细胞内囊泡

关联，转运至损伤膜附近，聚合酶Ⅰ和转录释放因子（ＰＴＲＦ），

作为中介，绑定 ＭＧ５３于细胞内囊泡和质膜内部的膜脂质分

子，一个氧化依赖 ＭＧ５３寡聚体形成一个修复复合体
［１０１１］。

然后在Ｃａ２＋依赖的ｄｙｓｆｅｒｌｉｎ的作用下，使得囊泡与质膜融合，

形成修复过程［１２１３］。在细胞外环境中有ｒｈＭＧ５３的情况下，

细胞膜受损的信号可以被这些 ＭＧ５３蛋白探测到，进而起到

修复损伤细胞膜的作用［２］。

ＭＧ５３在急性膜损伤修复中起重要的作用，但是 ＭＧ５３本

身不能绑定于膜脂质分子，ＰＴＲＦ作为 ＭＧ５３膜修复过程中的

一个停靠蛋白，绑定 ＭＧ５３于暴露的膜脂质。ＰＴＲＦ大量表达

于小鼠的肾脏、肺脏、心脏和骨骼肌，缺乏表达内生性的ＰＴＲＦ

的细胞表现出向膜损伤部位转运 ＭＧ５３的缺陷
［１０］。

本研究发现，注射外源性的ｒｈＭＧ５３后４８ｈ，ＭＧ５３治疗

组与ＢＳＡ对照组比较，肾组织病理损伤较轻，肾小管病理损伤

评分较低。免疫组化结果显示，外源性的ｒｈＭＧ５３能够选择性

的到达肾脏损伤部位和肺脏部分小静脉内皮细胞，尤其是肾小

管上皮，提示 ＭＧ５３可能参与肾脏损伤的修复。有趣的是

ＭＧ５３治疗组对肝、脾、肺、胃、小肠、结肠、皮肤、脑组织的病理

改变均无显著影响。这是否与这些部位缺乏ＰＴＲＦ有关尚需

进一步研究。

小鼠的肾脏中发现，外源性ｒｈＭＧ５３蛋白的分布，主要集

中于被膜下区和皮髓交界处的小管上皮细胞内，组织病理也较

对照组有明显的改善，这种外源性 ＭＧ５３的选择性分布和修

复作用，与膜修复重要的辅助因子ＰＴＲＦ在肾脏的大量表达

密切相关。严重烧伤造成肾脏的急性损伤，通过尾静脉给予外

源性的ｒｈＭＧ５３蛋白，在肾脏内源性ＰＴＲＦ等修复辅助因子的

介导下，表现出外源性的ｒｈＭＧ５３蛋白向肾脏损伤部位的积

聚，进而完成修复损伤的效应。

本研究还发现，除了在肾脏发现外源性的ｒｈＭＧ５３蛋白

外，小鼠的肺脏部分小静脉内皮细胞也可见明显的外源性的

ｒｈＭＧ５３蛋白的分布。这种外源性 ＭＧ５３的选择性分布和修

复作用，与膜修复重要的辅助因子ＰＴＲＦ的表达密切相关。

通过尾静脉注射外源性ｒｈＭＧ５３蛋白，在ＰＴＲＦ大量表达的肾

脏和肺脏中，作者检测到较多的ｒｈＭＧ５３蛋白的积聚，然而，在

ＰＴＲＦ表达较少或者无表达的脏器中，很少发现ｒｈＭＧ５３蛋白

的分布。这些结果都表明，ｒｈＭＧ５３蛋白选择性的分布及选择

性修复作用，与修复辅助因子ＰＴＲＦ的表达密切相关。

内源性的 ＭＧ５３蛋白只表达于骨骼肌和心肌。众所周

知，严重烧伤后患者的心肌和骨骼肌的病理学变化较轻微。本

研究所烧伤尸检未发现显著的心肌组织学变化。心肌细胞如

此强的自我保护可能与心肌细胞表达丰富的 ＭＧ５３有关。同

样，小鼠的心肌、骨骼肌中本身存在内源性的 ＭＧ５３，本烫伤模

型小鼠心肌、骨骼肌的损伤不是十分明显，所以治疗组和对照

组的心肌、骨骼肌的组织病理并没有明显的差别。另外，肝、

脾、肺、胃、小肠、结肠、皮肤、脑组织的病理改变均无显著变化，

同样，这些脏器中亦没有检测到外源性ｒｈＭＧ５３蛋白的分布，

与脏器中缺乏ＰＴＲＦ的表达密切相关。

综上所述，给予外源性ｒｈＭＧ５３蛋白可显著改善小鼠严重

烧伤后肾脏的病理变化，提示 ＭＧ５３有可能成为预防烧伤后

肾脏损伤的新药物，此修复作用可能只局限于有ＰＴＲＦ表达

的组织。促进表达ＰＴＲＦ并同时给予 ＭＧ５３可能成为防治严
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重烧伤内脏并发症的新策略。
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［９］ＰｅｒｒｉＡＪ３ｒｄ，ＨｓｕＳ．Ａｒｅｖｉｅｗｏｆｔｈａｌｉｄｏｍｉｄｅｓｈｉｓｔｏｒｙａｎｄ

ｃｕｒｒｅｎｔｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＤｅｒｍａｔｏｌＯｎｌｉｎｅ

Ｊ，２００３，９（３）：５．

［１０］顾爱琴，张雪艳，包国良，等．沙利度胺对肺癌患者血清

ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ和ＴＮＦα水平的影响及临床意义［Ｊ］．中国

癌症杂志，２００８，１８（５）：３７６３７９．

［１１］ＺａｎｄＭＳ，ＶｏＴ，ＰｅｌｌｅｑｒｉｎＴ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｔｏｓｉｓａｎｄｃｏｍｐｌｅ

ｍｅｎｔｍｅｄｉａｔｅｄｌｙｓｉｓｏｆｍｙｅｌｏｍａｃｅｌｌｓｂｙｐｏｌｙｃｌｏｍａｌｒａｂ

ｂｉｔａｎｔｉｔｈｙｍｏｃｙｔｅｇｌｏｂｕｌｉｎ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００６，１０７（７）：２８９５

２９０３．

［１２］袁宁宁，张星星，朱绮文．沙利度胺联合ＶＡＤ方案治疗多

发性骨髓瘤的临床研究［Ｊ］．临床血液学杂志，２００４，１７

（４）：２０９２１１．

［１３］徐泽锋，秦铁军，张悦，等．环孢素联合沙利度胺治疗骨髓

增生异常综合征［Ｊ］．中华血液学杂志，２０１０，３１（７）：４５１

４５５．

［１４］聂富祥，陈根元．转移性骨肿瘤中ＣＯＸ２，ＶＥＧＦ及微血

管的关系［Ｊ］．第四军医大学学报，２００７，２８（９）：８４６８４８．

［１５］周锐，王平，王建祥．ＣＯＸ２，ＶＥＧＦ和βｃａｔｅｎｉｎ表达及其

与乳腺癌的相关性研究［Ｊ］．临床外科杂志，２００９，１７（２）：

１２２１２４．

［１６］郭琳，张丹丹，王强．ＶＥＧＦＣ与恶性肿瘤相关性的研究

进展［Ｊ］．山东医药，２００９，４９（７）：１１３１１４．

［１７］ＯｇａｔａＹ．Ｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａ

ｔｏｒｙｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＪＰｅｒｉｏｄｏｎｔＲｅｓ，２００８，４３（２）：１２７

１３５．

［１８］ＥｄｗａｒｄｓＬＡ，ＷｏｏＪ，ＨｕｘｈａｍＬＡ，ｅｔａｌ．Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＶＥＧＦｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄｃｈａｎｇｅｓｉｎｇｌｉｏｂｌａａｔｏｍａｍｕｌｉｆｏｒｍｅ

ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ

（ＩＬＫ）［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒｔＴｈｅｒ，２００８，７（１）：５９７０．

［１９］彭远远，王捷．骨唾液酸蛋白通过整合素ｖβ３调控ＩＬＫ信

号通路［Ｊ］．生物技术通报，２０１２，２７（１）：１７２１７６．

［２０］刘国珍，王春波，李光耀．沙利度胺抗肿瘤作用机制研究

进展及在骨髓增生异常综合征治疗中的应用［Ｊ］．山东医

药，２００９，４９（１１）：１１７１１８．

（收稿日期：２０１３０１１５　修回日期：２０１３０３２１）
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