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伏立诺他对致死性烫伤大鼠生存率和心脏功能
的影响及机制研究

（1.承德医学院附属医院 烧伤整形科，河北 承德 067000；2.解放军总医院第四医学中心 烧伤整形医学部；

3.承德医学院附属医院 血管外科；4.解放军总医院医学创新研究部 创伤修复与组织再生研究中心）

摘 要：目的：研究伏立诺他在无静脉补液条件下对致死性烫伤大鼠生存率和心脏功能的影响。方法：建立50%

TBSA III°烫伤大鼠模型，60只雄性SD大鼠随机分为假烫组（n =12）：37℃水浴浸泡；烫伤组（n =24）：伤后腹腔内注射

0.25 mL生理盐水；SAHA组（n =24）：伤后腹腔内注射SAHA（7.5 mg/kg，溶于0.25 mL 0.9%生理盐水）。伤后观察6 h，

各组取8只大鼠，取腹主动脉血测血浆CK-MB、TNF-α水平，处死动物取心肌组织，采用伊文斯蓝( EB) 染色法检测心

脏组织血管通透性，caspase-3活性试剂盒测定心肌组织内caspase-3活性，Western blot测定心肌组织内HIF-1α、iN-

OS、BNIP3蛋白表达水平；各组剩余大鼠观察12 h生存率。结果：烫伤组伤后12 h内全部死亡，给予SAHA处理后12 h

生存率为50%，大鼠存活时间明显延长，与烫伤组比较差异有统计学意义（P <0.05）；与假烫组比较，烫伤组伤后CK-MB

水平、血管通透性、TNF-α含量、caspase-3活性明显升高，HIF-1α及iNOS、BNIP3蛋白表达明显增加（均P <0.05）；而给

予SAHA处理后，CK-MB水平、血管通透性、TNF-α含量、caspase-3活性明显下降，HIF-1α及iNOS、BNIP3蛋白表达

明显降低，比较差异均具有统计学意义（均P <0.05）。结论：在无液体复苏条件下，SAHA能延长致死性烫伤大鼠生存

时间，保护心脏功能，降低心脏血管通透性，其作用机制可能与其减轻全身炎症反应、降低caspase-3活性，抑制HIF-1α
及下游靶基因iNOS、BNIP3的表达有关。
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严重烧伤早期，体液大量丢失、血容量锐减、全

身炎症因子及烧伤毒素刺激心脏，引起心功能降

低、心肌结构损伤、心肌细胞凋亡，进一步诱发或加

重休克[1]，在无静脉补液条件下，早期给予抗休克维

持药物，保护心脏功能，对提高伤员的生存时间和

救治率至关重要。伏立诺他（SAHA）是一种组蛋白

去乙酰化酶抑制剂（HDACIs），以往研究证实，在脓

毒性休克、缺血/再灌注损伤的动物中，SAHA能提

高生存率，保护重要脏器功能，但具体机制仍不明

确[2～4]。为此，本实验通过观察在无静脉补液条件

下，伏立诺他对致死性烫伤大鼠生存时间、心肌酶

学指标的影响，并探讨其保护心脏功能的相关机

制。

1 材料和方法

1.1 实验动物

清洁级雄性SD大鼠60只，购于军事医学科学

院实验动物中心，体质量240~260 g，购进后，适应性

饲养7d，室温22~25 ℃，实验前12 h禁食、自由饮水。

1.2 药品和试剂

辛二酰苯胺异羟肟酸（SAHA）、戊巴比妥钠

（SIGMA公司），大鼠TNF-αELISA 检测试剂盒（美

国BIO-SOURCE公司），Caspase-3 Assay Kit、Anti-

iNOS antibody、Anti-BNIP3 antibody（Abcam 公司），

HIF-1 alpha Antibody（Novous公司）、小鼠抗大鼠三

磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）抗体（北京中杉金桥生

物技术有限公司）。

2 实验方法

2.1 模型制备及分组

2.1.1 模型制备 采用腹腔注射戊巴比妥钠（50mg/kg）

进行麻醉，麻醉满意后剪除背部、腹部毛发，浸泡在
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100℃沸水中，腹部 8 s、背部 15 s，造成 50％TBSA

III°烫伤；假烫组采用37 ℃水浴浸泡。

2.1.2 实验分组与处理 指标检测组24只大鼠随机

分为三组（n =8）：①假烫组：采用37℃水浴，浸泡后

腹腔内注射0.25 mL NS；②烫伤组：伤后腹腔内注射

0.25 mL NS；③SAHA 组：伤后腹腔内注射 SAHA

（7.5 mg/kg，溶于0.25 mL 0.9% NS）。生存时间观察

组随机分为假烫组（n =4）、烫伤组（n =16）、SAHA组

（n =16）处理方法同前。

2.2 指标检测

全自动生化分析仪测定血浆 CK-MB 水平；

TNF-α含量、caspase-3活性检测根据试剂盒具体步

骤测定；采用伊文思兰（evans blue，EB）法检测大鼠

心脏组织微血管通透性；Western Blot法测定心肌组

织中HIF-1α、iNOS、BNIP3蛋白表达量：取心脏组

织，提取样本蛋白，采用BCA法测定总蛋白浓度，上

样后进行SDS-PAGE分析，将目标蛋白转移至PVDF

膜，加入一抗HIF-1α（1∶2000）、iNOS（1∶400）、BNIP3

（1∶100），4 ℃孵育过夜，加入相应的二抗，孵育1 h

后，ECL发光后得到胶片。用图像分析软件 Bio-Ｒ

ad Quantity One software进行半定量分析。

3 统计学方法

使用SPSS 19. 0统计软件进行统计学分析，所

有数据均显示为均数±标准差（x±s），组间两两比

较采用独立样本t检验，多组间比较采用单因素方

差分析检验；各组大鼠生存率采用时序检验，根据

Kaplan-Meier 生存分析绘制生存率。检验水准为

α＝0.05，以P＜0.05说明差异有统计学意义。

4 结果

4.1 SAHA对大鼠生存时间的影响（见图1）

烫伤组大鼠伤后平均死亡时间为（419.4±33.6）min，

并且在12 h内全部死亡，而给予SAHA治疗后，12 h生

存率能达到50%，较烫伤组明显提高（P <0.05）。

4.2 CK-MB、血管通透性、TNF-α、caspase-3活性

的变化（见表1）

与假烫组比较，烫伤组伤后CK-MB水平、血管

通透性、TNF-α水平及caspase-3活性明显升高（均

P < 0.05），而给予SAHA治疗后，CK-MB水平明显

降低，血管通透性明显增加，TNF-α水平及caspase-

3活性明显下降，与烫伤组比较差异均具有统计学

意义（均P < 0.05）。

4.3 心肌组织内HIF-1α、iNOS及BNIP3蛋白表达

水平的变化（见图2）

烫伤组伤后HIF-1α、iNOS及BNIP3蛋白表达

水平较假烫组明显升高（均P < 0.05），而给予SAHA

处理后，HIF-1α、iNOS及BNIP3蛋白表达水平显著

低于烫伤组（均P < 0.05）（见图2）。

5 讨论

大面积重度烧伤后，皮肤屏障受损，大量组织

液外渗，有效循环血量锐减，心脏血液灌注减少，导

致心肌缺血缺氧，烧伤早期即出现心肌细胞凋亡、

结构损害和功能减退[5，6]。同时伴有大量炎症因子

注：SAHA为伏立诺他；与烫伤组比较，aP < 0.05

图1 Kaplan-Meier生存曲线
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P
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8
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8

CK-MB（U/L）

585.6±46.1

5418.7±292.9a

3475.3±187.5ab

1969.91

＜0.01

血管通透性（μg/g）

16.85±2.42

27.37±2.58a

21.56±1.98ab

15.31

＜0.01

TNF-α（pg/mL）

132.2±17.8

792.6±34.6a

392.4±22.9ab

1915.75

＜0.01

caspase-3活性（μmol/mg）

0.435±0.041

0.912±0.063a

0.535±0.034ab

33.39

＜0.01

表1 伤后6 h各组CK-MB、血管通透性、TNF-α变化（x±s）

注：与假烫组比较：a P < 0.05；与烫伤组比较：bP < 0.05
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的释放、积聚，进一步损伤和抑制心脏功能，从而加

重机体缺血缺氧性损害，损伤重要脏器功能，增加

病死率和救治难度。因此，烧伤早期心脏功能的保

护尤为重要。在灾难、现代战争及突发事件中，短

时间出现大量严重烧伤伤员，由于条件受限，及时

有效的静脉液体复苏难以实现，如果在伤后早期给

予药物干预，提高伤员对烧伤休克的耐受能力，维

持血流动力学稳定，保护心脏等重要脏器功能，对

伤员后续救治、提高生存率有重大意义[7]。

SAHA是一种人工合成的异羟肟酸类HDACIs，

对多种亚型组蛋白去乙酰化酶有抑制作用，目前主

要应用于抗肿瘤治疗[8]。当机体在创伤、缺血、缺氧

状态下，组蛋白乙酰转移酶和组蛋白去乙酰化酶平

衡被打破，HDACIs对维持这种情况下乙酰化平衡、

维持细胞正常功能有重要作用[9～12]。本实验室前期

研究证实，伏立诺他能保护严重烫伤大鼠重要脏器

功能，改善脏器血流量，但具体机制仍不明确。通

过建立50%TBSA III°烫伤大鼠模型，观察SAHA对

致死性烫伤大鼠生存率及心脏功能的影响，并研究

其具体机制。本实验中，伤后12 h，烫伤组大鼠全

部死亡，而SHAH组生存率能达到50%，说明SAHA

能延长致死性烫伤大鼠存活时间；烫伤组伤后CK-

MB水平、心脏组织血管通透性较假烫组明显升高，

而给予SAHA治疗后，CK-MB水平、心脏组织血管

通透性较烫伤组明显降低，说明SAHA能保护致死

性烫伤大鼠心脏功能，降低心脏血管通透性。

严重烧伤后由于创面坏死组织存留、刺激，大

量炎性反应介质和细胞因子生成，其中TNF-α作为

重要的促炎性因子，在严重炎性连锁反应中发挥重

要的促进作用[13]，同时能抑制心肌收缩，诱导心肌细

胞凋亡，损害心脏功能[14]。本实验研究发现，烫伤组

伤后血浆内TNF-α水平较假烫组明显升高，给予

SAHA处理后，血浆内TNF-α水平明显降低，说明

SAHA在致死性烫伤大鼠的救治中，能降低血浆内

TNF-α水平，抑制炎症反应，保护心脏功能。

HIF-1α是一种氧敏感的转录激活因子，诱导

细胞或组织中由于低氧/缺氧导致的细胞增殖、血管

生成、铁代谢、葡萄糖代谢等一系列基因转录[15]，在

缺血缺氧情况下，HIF-1α过度表达，心肌收缩功能

减退，心肌细胞凋亡甚至坏死，心肌细胞能量代谢

障碍，影响心脏功能[16～18]；iNOS、BNIP3作为HIF-1α
信号通路下游基因，在心脏或肺脏缺血再灌注损伤

中，脏器组织中HIF-1α蛋白水平升高，同时伴有

iNOS、BNIP3表达增加[19，20]；心肌缺血/再灌注损伤过

程中，iNOS表达增加，加重心肌损伤，损害心脏功

能[21]。BNIP3作为一种促凋亡基因，它与Bcl-2和

Bcl-XL相互作用诱导细胞凋亡，在心肌缺血缺氧过

程中，诱导心肌细胞凋亡[22]。caspase-3是细胞凋亡

的重要标志，caspase-3活性升高反应细胞凋亡增

加。本实验中，在大鼠发生50%TBSA III°烫伤时，

心肌组织内caspase-3活性明显升高，HIF-1α及其

下游靶基因iNOS、BNIP3蛋白表达水平明显升高，

经SAHA处理后caspase-3活性较烫伤组明显降低，

HIF-1α、iNOS、BNIP3蛋白表达水平明显下降，表明

SAHA可能通过抑制HIF-1α及其下游靶基因 iN-

OS、BNIP3蛋白表达水平，抑制心肌细胞凋亡，保护

大鼠心脏功能，延长其存活时间。

综上所述，50%TBSA III°烫伤大鼠伤后在无静

脉补液条件下，伤后即刻给予SAHA处理，能延长其

存活时间，保护心脏功能，降低心脏血管通透性，抑

制心肌细胞凋亡，其作用机制可能是通过抑制全身

炎症反应，减少 HIF-1α 及其下游靶基因 iNOS、

BNIP3蛋白表达有关。
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图2 心肌组织内HIF-1α、iNOS及BNIP3蛋白表达水平变化
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