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丙戊酸钠对严重烫伤大鼠早期生存率和心肌损伤的作用及机制
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摘要：背景　丙戊酸钠(sodium valproate，VPA)在严重烫伤早期心脏功能保护研究中取得很大进展，缺氧诱导因子-1α

(hypoxia-inducible factor-1α，HIF-1α)与心肌损伤密切相关，VPA 与 HIF-1α在严重烫伤心肌损伤中的作用机制仍有待探索。

目的　研究 VPA 是否通过影响 HIF-1α表达而减轻严重烫伤大鼠早期心肌损伤。方法　88 只雄性 SD 大鼠随机分为假烫 + 

0.9% 氯化钠注射液组(NN 组，n=24)、烫伤 + 0.9% 氯化钠注射液组(SN 组，n=32)、烫伤 + VPA 组(SV 组，n=32)；采用沸水

法致 50% 总体表面积Ⅲ度烫伤，伤后即刻，NN 组、SN 组腹腔内注射 0.25 mL 0.9% 氯化钠注射液，SV 组腹腔内给予 VPA 治

疗(300 mg/kg，溶于 0.25 mL 0.9% 氯化钠注射液)。分别于伤后 3 h 和 6 h 处死各组 8 只大鼠，取腹主动脉血，测定肌酸激酶

同工酶(creatine kinase isoenzyme，CK-MB)水平；取心肌组织，观察心肌组织病理变化及凋亡心肌细胞，测定心肌组织内肿

瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)水平，检测心肌组织内 HIF-1α、BNIP3、裂解半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-3

(Cleaved caspase-3)蛋白表达水平；各组剩余大鼠观察 12 h 生存情况。结果　生存分析显示，伤后 12 h，SV 组平均生存时间

(550.00±17.32) min，生存率 50%，优于 SN 组[平均生存时间(400.00±29.76) min，生存率 0](P＜0.05)。与 NN 组比较，SN 组

伤后 3 h 和 6 h 的 CK-MB、心肌细胞凋亡率、TNF-α、Cleaved caspase-3、HIF-1α和 BNIP3 蛋白表达均增加(P 均＜0.05)；与

SN 组比较，SV 组伤后 CK-MB、心肌细胞凋亡率、TNF-α降低，Cleaved caspase-3、HIF-1α及 BNIP3 蛋白表达水平降低 

(P 均＜0.05)；SV 组病理损伤较 SN 组有所改善。结论　VPA 能提高严重烫伤大鼠伤后早期生存率，减轻心肌损伤，可能与

下调大鼠心肌组织内 HIF-1α的表达有关。
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Abstract: Background　Sodium valproate (VPA) has made great progress in the study of cardiac function protection in the 
early stage of severe scald injury, hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) is closely related to myocardial injury, and the mechanism of 
action of VPA and HIF-1α in myocardial injury in severe scald injury remains to be explored. Objective　To investigate whether 
VPA attenuates early myocardial injury in severely scalded rats by affecting HIF-1α expression. Methods　Eighty-eight male SD 
rats were randomly divided into normal + 0.9% NaCl group (NN group, n=24), scald + 0.9% NaCl group (SN group, n=32), and 
scald + VPA group (SV group, n=32); III ° scald with 50% of total surface area were caused by boiling water method, and NN and 
SN group were intraperitoneally injected with 0.25 mL of NaCl, and the SV group was intraperitoneally given VPA (300 mg/kg, 
dissolved in 0.25 mL of 0.9% NaCl) immediately after the injury. Eight rats in each group were executed at 3h and 6h after injury, 
and creatine kinase isoenzyme (CK-MB) levels were measured by taking blood from the abdominal aorta; myocardial tissues were 
taken for observation of myocardial tissue pathology and apoptotic cardiomyocytes, the levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-
α), the expression levels of HIF-1α, BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3 (BNIP3), and cleaved caspase-3; the 12-hour 
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survival rate was observed in the remaining rats in each group. Results　Survival analysis showed that at 12 h after injury, SV group 
had a mean survival time of (550.00±17.32) min and a survival rate of 50%, which were superior to that of SN group (mean survival 
time of [400.00±29.76] min and a survival rate of 0%, P＜0.05). Compared with NN group, CK-MB, cardiomyocyte apoptosis rate, 
TNF-α, cleaved caspase-3, HIF-1α, and BNIP3 protein expression levels increased in SN group at 3h and 6h post-injury (all P ＜
0.05); compared with SN group, CK-MB, cardiomyocyte apoptosis rate, TNF-α were decreased, and cleaved caspase-3, HIF-1α, and 
BNIP3 protein expression levels were decreased in SV group (all P＜0.05); pathologic injuries were improved in SV group 
compared to SN group. Conclusion　VPA improves early post-injury survival and attenuates myocardial injury in severely scalded 
rats, which may be related to the down-regulation of HIF-1α expression in rat myocardial tissue.
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严重烫伤后，循环血量锐减，心脏灌注不足，

心肌组织缺血缺氧而进一步引起心脏实质细胞的

损伤[1-2]。烧伤早期心肌损伤与心肌细胞凋亡密切

相关，同时伴有炎性因子生成、氧自由基产生、

磷酸二酯酶 5-环磷酸鸟苷-蛋白激酶 G 通路激活、

Caspase-3 蛋白表达增加，进一步诱导心肌细胞的

凋亡，加重心肌损伤[3-4]。在心肌组织缺血缺氧的

状态情况下心肌细胞内缺氧诱导因子-1α(hypoxia-

inducible factor-1α，HIF-1α)蛋白水平升高，并激活

下游与缺氧相关的靶基因，导致血管通透性增加、

心肌收缩功能减退、能量代谢障碍，诱导心肌细

胞 凋 亡 ， 损 伤 心 脏 功 能[5]。 丙 戊 酸 钠 (sodium 

valproate，VPA)是临床上常用的治疗癫痫的一种

组蛋白去乙酰化酶抑制剂，能改善烫伤休克大鼠

心肌酶学指标，降低肺部毛细血管通透性[6-8]，降

低失血性休克猪复苏需求，改善血流动力学和实

验室指标[9]。本课题组由此推断 VPA 能改善低血容

量休克动物模型心脏功能，但具体机制仍不明确。

因此，本研究通过建立严重烫伤大鼠模型，观察

VPA 对早期心肌损伤的影响并探讨其作用机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物

60 ~ 70 日龄雄性 SD 大鼠由斯贝福(北京)生物

技 术 有 限 公 司 提 供 ， 许 可 证 号 SCXK( 京)2019-

0010，体质量 240 ~ 260 g，购进后，适应性饲养 1

周以上，室温维持在 22 ~ 25℃，自由饮食。实验

前 12 h 禁食、自由饮水。所有动物实验均获得解

放军总医院第四医学中心实验动物委员会的批准

并严格依照其规定进行。

1.2　药品和试剂

丙 戊 酸 钠 、 戊 巴 比 妥 钠 购 自 Sigma 公 司 ，

TUNEL 检 测 阳 性 对 照 制 备 试 剂 盒 、 肿 瘤 坏 死

因子 α(tumor necrosis factor-α，TNF-α)检测试剂

盒购自南京凯基生物科技发展有限公司，Cleaved 

Caspase-3 Rabbit mAb 购 自 Cell Signaling 公 司 ，

Anti-BNIP3 antibody 购自 Abcam 公司，缺氧诱导因

子-1α (hypoxia-inducible factor-1α，HIF-1α) antibody

购自Novous公司；二抗山羊抗兔 IgG/HRP、山羊抗

小鼠 IgG/HRP购自北京中杉金桥公司。全自动生化

分析仪购自 Hitachi 公司(日本)，高速冷冻离心机购

自 Kubota 公司(日本)，光学显微镜购自奥林巴斯有

限公司(日本)，多波长酶标仪购自Dynex公司(美国)。

1.3　动物模型与分组

88 只大鼠随机分为 3 组。(1)假烫 + 0.9% 氯化

钠注射液组(NN 组，n=24)，假烫后立即腹腔内注

射 0.25 mL 0.9% 氯化钠注射液；(2)烫伤 + 0.9% 氯

化钠注射液组(SN 组，n=32)，烫伤后立即腹腔内

注射 0.25 mL 0.9% 氯化钠注射液；(3)烫伤 + VPA

组 (SV 组 ， n=32)， 烫 伤 后 立 即 腹 腔 注 射 VPA 

(300 mg/kg，溶于 0.25 mL 0.9% 氯化钠注射液)。戊

巴比妥钠(50 mg/kg)腹腔注射麻醉大鼠，剪除大鼠

背部和腹部的毛发；采用沸水法制作 50% 总体表

面积Ⅲ度烫伤大鼠模型，根据 Meeh-Rubner 公式计

算大鼠总体表面积，设计一 15 cm×6 cm 矩形开口

模板，将大鼠背部、腹部分别放置于矩形开口中，

暴露欲烫伤部位皮肤，同时保护剩余部分皮肤，

SN 组和 SV 组于 100℃沸水中背部浸泡 15 s、腹部

浸泡 8 s[7]；NN 组采用 37℃水浴浸泡背部 15 s、腹

部 8 s；烫伤深度经病理结果证实为Ⅲ度烫伤。每

组根据烫伤后 3 h 和 6 h 两个观察时间点 3 组各处死

8 只大鼠，通过腹主动脉取血，分离左心室心肌组

织置于 4% 多聚甲醛或-80℃冰箱保存。各组剩余大

鼠 NN 组(n=8)、SN 组(n=16)、SV 组(n=16)观察伤

后 12 h 生存时间。

1.4　血清中肌酸激酶同工酶水平检测

各组大鼠伤后 3 h、6 h 行腹主动脉穿刺取血，

离心后取血清，全自动生化分析仪测定磷酸肌酸

激 酶 同 工 酶 (creatine kinase isoenzyme， CK-MB)

水平。
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1.5　HE法观察心肌病理变化

伤后 3 h、6 h 处死大鼠后取 3 组大鼠心肌组

织，10% 中性甲醛固定，常规石蜡包埋、切片

(5 μm)，苏木精-伊红(HE)染色后，于倒置显微镜

下观察并拍照。

1.6　TUNEL观察心肌细胞凋亡率

取伤后 3 h、6 h 的 3 组大鼠心肌组织，4% 多

聚甲醛固定 24 h，石蜡包埋后，5 μm 厚度切片，

二甲苯脱蜡、梯度乙醇水合，蛋白酶 K 工作液

20 min， TUNEL 反 应 液 37℃湿 盒 中 避 光 孵 育

60 min，PBS 漂洗后荧光显微镜下观察拍照。随机

选取心肌组织区域中 5 个非重叠 400×镜下视野，计

数凋亡心肌细胞数和心肌细胞总数，心肌细胞凋

亡率=凋亡心肌细胞数/心肌细胞总数×100%。

1.7　ELISA测定心肌组织TNF-α含量

称取伤后 3 h、6 h 的 3 组大鼠冰冻心肌组织

50 mg，加入细胞裂解液 4℃下匀浆，275 g 离心

15 min，二喹啉甲酸法测定蛋白浓度，TNF-α含量

按照试剂盒说明书进行操作。

1.8　 Western blot 法测定心肌组织内 HIF-1α、

BNIP3和Cleaved caspase-3蛋白水平

称取伤后3 h、6 h的3组大鼠心肌组织100 mg，

加入 1 mL RIPA 裂解液匀浆，于冰上静置 20 min 后

275 g 离心 20 min，吸取上清并用二喹啉甲酸法进

行蛋白浓度测定。行常规聚丙烯酰胺凝胶电泳、

转膜，5% 脱脂奶粉封闭 60 min 后分别加入相应一

抗：小鼠抗大鼠 GAPDH 单克隆抗体(1∶5 000)，

兔抗大鼠 HIF-1α(1∶2 000)，兔抗大鼠 BNIP3(1∶

100)，兔抗大鼠 Cleaved caspase-3(1∶1 000)，4℃

孵育过夜；TBST 洗 15 min × 3 次后分别加入相

应 二 抗 (1∶ 5 000)， 室 温 孵 育 30 min； TBST 洗

15 min × 3 次，用超敏 ECL 发光液发光、曝光、显

影、定影，用 Image J 软件分析条带灰度。

1.9　统计学分析

采用 SPSS 23.0 软件进行统计学分析，检测各

项指 标 所 得 的 结 果 均 以 x±s 表 示 ， 多 组 间 比 较

采 用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验，

Kaplan-Meier 法绘制生存曲线，组间比较采用 Log-

rank 检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组大鼠生存情况比较

伤后 3 h SN 组和 SV 组大鼠全部存活；伤后

6 h，SN 组存活 10 例(10/16)，生存率 62.5%，SV

组全部存活；伤后 12 h，SN 组存活 0 例(0/16)，平

均生存时间(400.00±29.76) min，SV 组大鼠存活 8

例(8/16)，平均生存时间(550.00±17.32) min，生存

率较 SN 组升高(P＜0.001)。见图 1。

2.2　血清中CK-MB水平

伤后 3 h 和 6 h，SN 组 CK-MB 水平高于 NN 组

(P＜0.001)；给予 VPA 治疗后，CK-MB 水平在伤

后 3 h 和 6 h 低于 SN 组(P＜0.001)。见图 2。

2.3　心肌损伤程度和心肌细胞凋亡

严重烫伤后，肌间隙出现水肿、增宽，肌纤

维排列紊乱，心肌细胞出现凋亡，随时间心肌损

伤逐渐加重；而 SV 组的病理变化较烫伤组减轻，

心肌细胞凋亡数量减少，肌纤维排列较整齐，见

图 3。SN 组伤后心肌细胞凋亡率高于 NN 组(P 均＜

0.001)，且烫后时间越长，心肌细胞凋亡比例越

高，而 VPA 处理后心肌细胞凋亡率较 SN 组降低

(P 均＜0.001)，见图 4。

2.4　心肌组织内TNF-α含量

伤后 3 h 和 6 h，SN 组 TNF-α含量高于 NN 组，

SV 组 TNF-α含量均低于 SN 组，差异均有统计学意

义(P 均＜0.001)。见图 5。

图 2　VPA对CK-MB水平的影响

Fig. 2　Effect of VPA on CK-MB levels

图 1　两组大鼠Kaplan-Meier生存曲线

Fig. 1　Kaplan-Meier survival curves of rats in the two groups
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2.5　心肌组织内HIF-1α、BNIP3和Cleaved caspase-3

蛋白表达水平

伤后 3 h，心肌组织 HIF-1α，SN 组较 NN 组表

达水平增加(P＜0.001)，SV 组较 SN 组表达减少

(P=0.007)， BNIP3 和 Cleaved caspase-3 蛋 白 ， SN

组较 NN 组表达增加(P＜0.001)，SV 组较 SN 组表

达水平降低(P 均＜0.001)；伤后 6 h，SN 组较 NN

组 HIF-1α 及其下游靶基因 BNIP3 蛋白、Cleaved 

caspase-3 蛋白表达水平增加(P 均＜0.001)，SV 组

较 SN 组 HIF-1α及其下游靶基因 BNIP3 蛋白表达水

平减少(P 均＜0.001)，Cleaved caspase-3 蛋白表达

水平减少(P=0.002)。见图 6。

3　讨论

重度烧伤 0.5 h 后心肌灌注下降 15% 以上，随

伤后时间延长逐渐加重[10]，毛细血管通透性因烧

伤明显增加，血浆及组织液外渗至创面外和组织

间隙，常于伤后 2 ~ 3 h 最为急剧，因此在血容量

显著降低之前，心肌组织即出现功能降低、缺血

缺氧性损伤。VPA 是一种短链脂肪酸类组蛋白去

乙酰化酶抑制剂，既往研究发现在严重烧伤、低

血容量休克、心肌梗死等动物模型中，VPA 能降

图 3　倒置显微镜下心肌HE染色与荧光显微镜下心肌TUNEL染色(400 × )

Fig. 3　HE staining of myocardium under inverted microscope and TUNEL staining of myocardium under fluorescence microscope (400 × )

图 4　荧光显微镜下观察VPA对心肌细胞凋亡率的影响

Fig. 4　Effect of VPA on apoptosis rate of cardiomyocytes observed 

under fluorescence microscope

图 5　VPA对心肌内TNF-α含量的影响

Fig. 5　Effect of VPA on intramyocardial TNF-α content

图 6　Western blot法检测心肌组织内HIF-1α、BNIP3和Cleaved caspase-3的蛋白表达(A)及定量分析(B)

Fig. 6　Detection of HIF-1α, BNIP3 and cleaved caspase-3 protein expression in myocardial tissues by Western blot (A) and 

quantitative analysis (B)
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低心肌酶学损伤指标，改善心脏泵血功能，减轻

心肌组织氧化应激损伤，保护心肌功能[6,11-12]。

烧伤面积＞30% 时，伤后早期即出现心肌功

能障碍、心肌损伤。在本实验中同样证实，在伤

后 3 h、6 h，与 NN 组比较，SN 组血清中 CK-MB

水平升高，心肌组织肌间隙出现水肿、心肌纤维

排列，并随伤后时间延长，逐渐加重，并且 SN 组

大鼠在伤后 12 h 内全部死亡；给予 VPA 治疗后，

与 NN 组比较，SV 组伤后 3 h、6 h 心肌酶学指标降

低，心肌组织病理学提示损伤减轻，伤后 12 h 大

鼠生存率为 50%。以上结果表明，VPA 对严重烫

伤大鼠伤后早期心肌损伤具有一定治疗作用。

烧伤后引起的心肌细胞凋亡，是导致心肌损

伤及其并发症发生发展的重要病理机制[13-14]，如果

在严重烧伤早期能抑制心肌细胞凋亡，有利于心

脏功能的保护、提高心肌细胞对缺血缺氧的耐受、

减轻心肌损伤。Caspase-3 是细胞早期凋亡的标志，

反映伤后心肌细胞凋亡的情况[15]。本研究中，大

鼠在严重烫伤后，TUNEL 染色提示 SN 组心肌凋亡

数量较 NN 组增多，凋亡因子 Cleaved caspase-3 蛋

白表达同样升高，与伤后时间呈正相关，提示严

重烫伤导致心肌细胞凋亡；给予 VPA 治疗后，SV

组心肌凋亡数量、Cleaved caspase-3 蛋白表达较 SN

组降低，表明 VPA 能抑制严重烫伤大鼠心肌细胞

凋亡，减轻心肌损伤。

在缺血/缺氧诱导心肌细胞损伤中，HIF-1α作

为缺氧反应的敏感蛋白，伤后 HIF-1α蛋白表达增

加，损伤心脏功能，增加心肌细胞的凋亡比例[16]。

HIF-1 主要由不稳定的 HIF-1α和 HIF-1β组成，HIF-

1α转移到细胞核并与 HIF-1β结合激活 BNIP3 表达，

BNIP3 作为 HIF-1α下游靶基因，以往研究证实组

织或细胞在缺血缺氧的条件下，HIF-1α表达增加，

同时伴有其下游靶基因 BNIP3 的表达增加[17-18]；

BNIP3 隶属于 Bcl-2 蛋白超家族，是一种线粒体促

凋亡蛋白，通过 BH3 结构与抗凋亡蛋白形成异二

聚体后发挥促细胞凋亡功能[19]。本实验室前期研

究发现 VPA 能抑制严重烫伤大鼠心肌细胞凋亡[20]，

但具体机制仍不明确，本研究发现，严重烫伤后

SN 组心肌组织内 HIF-1α、BNIP3 表达较 NN 组增

加，给予 VPA 处理后，SV 组 HIF-1α、BNIP3 表达

较 SN 组降低，实验表明 VPA 能降低严重烫伤大鼠

心肌组织内 HIF-1α、BNIP3 表达。在心脏炎症微

环境中 TNF-α是最初促炎因子，能诱导多种炎症

因子、氧自由基表达，进而引起心肌功能障碍、

心肌损伤及细胞凋亡[21]。结果显示，严重烫伤后

SN 组心肌组织内 TNF-α含量较 NN 组升高，VPA

治疗后，SV 组 TNF-α 水平较 SN 组降低，表明

VPA 能抑制心肌组织炎症反应。TNF-α变化与心肌

细胞凋亡情况、HIF-1α表达呈正相关，而 HIF-1α

与 TNF-α是否有相关性需后续实验进一步证实。

综上所述，本实验观察 VPA 对 50% TBSA Ⅲ

度烫伤大鼠心肌损伤影响，证实 VPA 可能通过影

响 HIF-1α及下游靶基因 BNIP3 的表达来提高伤后

早期生存率，减轻心肌损伤，抑制心肌组织炎症

反应及心肌细胞凋亡。本研究的局限性在于仅观

察了 VPA 通过影响 HIF-1α信号通路对心肌细胞凋

亡及心肌损伤的影响，后续将通过阻断信号通路

来进一步验证结论。
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