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清醒状态大鼠高胰岛素一正常血糖钳夹术的建立及其意义 

罗四川 ，李启富 ，刘红梅 

(重庆医科大学临床学院内分泌科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立清醒状态下大鼠高胰岛素一正常血糖钳夹术，并探讨短期输注乳化脂肪和手术后麻醉状态对大鼠胰岛素 

敏感性的影响。方法：采用颈动、静脉插管术。大鼠按有无输注乳化脂肪随机分为两组，先后进行麻醉状态和清醒状态高胰 

岛素 一正常血糖钳夹术。结果：短期输注乳化脂肪使胰岛素敏感性降低 30％(P<0．001)：手术后麻醉状态使胰岛素敏感性降 

低 58％(P<0．001)；以上二因素对胰岛素敏感性的影响存在相减效应(P<0．001)。结论：给大鼠短期输注乳化脂肪会导致 

胰岛素抵抗。大鼠高胰岛素正常血糖钳夹术宜在清醒状态下进行。 
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Establ ishment of a hyperinsul inemic ——euglycemic clamp 

technique in conscious rats 

LUO Sichuan，et al 

(Department ofEndocrinology，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To establish a hyperinsulinemic euglycemic clamp technique in conscious rat，and to explore the effect of anes— 

thesia and acute infusion of lipid on insulin sensitivity of rats．Methods：Rats divided into two groups were catheterized in the right 

jugul~ vein and left carotid artery and underwent a hyperinsulinemic—euglycemic clam p with or without infusion of lipid(Intralipid) 

and in unconscious and conscious state、Results：Infusion of lipid resulted in a decrease of insulin sensitivity by 30％(P<0．001 VS． 

contro1)．In unconscious rats，the insulin sensitivity WaS decreased by 58％(P<0．001 VS．conscious)．There was an antagonistic effect 

between infusion of lipid and anesthesia on insulin sensitivity of rats(P<0．001)．Conclusion：The increase of plasma free fatty acids 

induces insulin resistance．It would be better to carry out the hyperinsulinemic—euglycemic clam p under conscious state in rats． 

【Key words】Hyperinsulinemic—euglycemic clamp；Insulin sensitivity；Lipid；Anesthesia 

高胰岛素正常血糖钳夹术(Hyperinsulinemic 

Euglycemic Clamp，简称钳夹术)是目前评价胰岛素 

敏感性的金标准⋯。近年来，国内已将钳夹术用于 

人体观察 2，而对动物(实验大鼠)应用钳夹术多限 

于在手术后麻醉状态下进行 3，也有在手术后第二 

天清醒状态下进行钳夹术的报道_4 J，但是手术应激 

反应往往不能在手术后第二天即解除_5_5。本研究 

根据国外文献报道的方法结合国内实际情况建立了 

清醒状态下大鼠钳夹术 ，并初步探讨 了短期输注乳 

化脂肪和手术后麻醉状态对大鼠胰岛素敏感性的影 

响。 

1 材料与方法 

作者介绍：罗四Jl1(1969一 )，男，主治医师，硕士， 

主要研究方向：胎儿营养不良与2型糖尿病的关系。 

1．1 设计与对象 

对短期输注乳化脂肪和钳夹术所处状态做重复测量二 

因素试验设计。200～250g的健康成年 Wistar雌性大鼠 10 

只(由重庆医科大学实验动物中心提供)，适应性喂养两周， 

明暗周期为 12h(8am 至 8pm)，室温控制在 22至 28℃。随 

机分为对照组和输注乳化脂肪组。两组大鼠实验前一晚禁 

食 12h，次晨 8时行颈动、静脉插管术。先静置 30rain，随即 

进行麻醉状态下钳夹术，之后 5～7天，大鼠活动如初，体重 

恢复。再次将大鼠禁食 12h后进行清醒状态下钳夹术。输注 

乳化脂肪组大鼠微量泵入乳化脂肪(30％Intralipid，6．7ml／k_g／ 

h)5h[6 ，钳夹术在输注乳化脂肪过程中第 3～5h进行 

1．2 插管 

所有大鼠用 5％异戊巴比妥进行皮下注射麻醉(100rag／ 

kg)。麻醉显效后，在无菌状态下切开颈部皮肤，钝性分离皮 

下组织及肌肉，显露、分离右侧颈静脉和左侧颈动脉，进行右 

侧颈静脉和左侧颈动脉插管，并将导管固定于肩胛部皮肤。 

用无菌锥型金属帽封堵导管口，缝合颈部皮肤。 
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1．3 高胰岛素 一正常血糖钳夹术 

将准备好的大鼠颈静脉导管接上三通管的一端，三通管的另 

两端分别接上输注胰岛素或葡萄糖的输液管。颈动脉导管 

接上～细管，其后接三通管一端。三通管的另两端，一端用 

于取血，另一端再接一细管，后接 5ml空针(内有 50mU／ml 

的肝素溶液)。首先从颈动脉抽取血液，用 One Touch IJ微 

型血糖仪(美国Johnson公司产品)测定基础血糖(E；asal blOOd 

glucose，BBG)。然后，以恒定的速率(1OmU／kg／min)输注胰 

岛素。以后每5min测定血糖 1次，当血糖值低于 5．Ommol／ 

L时开始输注20％葡萄糖。调整葡萄糖输注速率(Gluccxse in— 

fusion rate，( IR)使血糖控制在5．5retool／L(5．0至6．Onmaol／L) 

左右。60min后，当连续 3次血糖值均在上述范围时，即认 

为达到了稳定状态。取稳定状态及以后血糖值的均数为稳 

态血糖浓度(Steady state blood glucc~e，SSBG)。相应 GIR 

值均数为稳态葡萄糖输注速率(Steady—state glucose infusion 

rate，SSGIR)。 

1．4 统计学处理 

数据以均数±标准差( ± )表示 胰岛素敏感性指标 

SvSGIR，采用重复测量二因素试验设计方差分析。稳态血糖 

浓度采用单因素方差分析。 

2 结 果 

2．1 各组稳态血糖浓度的比较 

如表 1所示 ，两组间和组内状态间 SSBG值波 

动在 5．5mmol／L左右，无显著性差异(P=0．198)， 

提示钳夹试验结果具有稳定性 、可比的。 

表 1 稳态血糖浓度(mmol／L， ±S) 

P=0、198，各组间比较。 

表 2 短期乳化脂肪输注和钳夹术不同状态 

对大鼠 SsGIR的影响(mg／kg／min， ±S) 

P<0、001，组间比较。P<0．001，组内状态间比较。P 

<0．001，输注乳化脂肪与钳夹所处状态间交互效应。 

2．2 手术和麻醉对胰岛素敏感性的影响 

未输 注乳 化脂肪时 ，SSGIR值 由清 醒状态 的 

(45．72±2．33)mg／(kg·min)减少到手术后麻醉状 

态的(19．79±2．20)mg／(kg·min)；输注乳化脂 肪 

时 ，SSGIR值由清醒状态的(32．90±2．00)mg／(kg· 

min)减少到手术后麻醉状态的(13．10±1．32)mg／ 

(kg·min)；有非常显著性意义(P<0．001)。提示无 

论是否输注乳化脂肪，手术后麻醉状态均引起大 鼠 

胰岛素敏感性降低(见表2)。 

2．3 短期输注乳化脂肪对胰岛素敏感性的影响 

麻醉状态下 ，短期输注乳化脂肪使 SSGIR值由 

未输注乳化脂肪的(19．79±2．20)mg／(kg·min)降 

低到(13．10±1．32)mg／(kg·min)；清醒状态下，短 

期输注乳化脂肪使 SSGIR值 由未输注乳化脂肪的 

(45．72±2．33)mg／(kg·min)降低至0(32．90±2．00) 

mg／(kg·min)，有非常显著性意义(P<0．001)，提 

示短期输注乳化脂肪会导致 明显胰岛素抵抗 (见表 

2)。 

2．4 输注乳化脂肪与手术后麻醉状态间相互关系 

以清醒状态下未输注乳化脂肪为基础值，手术 

后麻醉状态单独作用使 SSGIR值降低了 56．71％， 

单纯乳化脂肪输注使 SSGIR值下降了28．04％。手 

术后麻醉状态与输注乳化脂肪二因素共同作用预计 

降低 SSGIR值为84．75％(即二因素单独作用时之 

和)，但是实际仅降低了71．34％。经统计学处理有 

非常显著意义(P<0．001)，表明手术后麻醉状态和 

输注乳化脂肪两因素对胰岛素敏感性的影响存在相 

减效应(见图 1)。 

图 1 手术后麻醉状态与输注乳化脂肪间相互关系(与基础 

值比较，S~．3IR下降百分比) 

3 讨 论 

在清醒状态进行钳夹术，可以避免手术后麻醉 

状态时大鼠应激对胰 岛素敏感性的影响 ，使钳夹术 

测定的胰岛素敏感性更接近生理状态。由于大鼠个 

体差异 ，3h甚至更长时间的麻醉，使麻醉程度不易 

控制，麻醉状态下进行钳夹术十分困难。麻醉剂量 

偏大 ，部分大鼠会 因呼吸抑制 而死亡 ；麻醉剂量偏 

小 ，大鼠会在试验过程 中苏醒过来 ，表现为挣扎，这 

时血糖会迅速升高，使试验数据的稳定性受影响，甚 

至造成数据不可用。清醒状态下进行钳夹术 ，虽然操 

作上要求更多，但是山于避免了手术应激和麻醉程度 

伽 砉耄 
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的影响，使整个试验更容易把握，因而结果更可靠。 

清醒状态下钳夹术 ，大致分为手术插管和钳夹试 

验两个阶段。清醒与麻醉两种状态钳夹试验方法大 

致相同。手术操作及术后处理有两点需要注意。一 

是在手术操作中注意对组织的损伤要尽可能小，否 

则，会出现颈部渗血过多或严重水肿，大鼠会失血过 

多死亡，或者因术后不能进食，2～3天后死亡。二是 

避免感染，严格无菌操作的基础上，可预防性皮下注 

射青霉素(50万单位／千克体重)防止感染。 

手术会造成短期应激状态。研究表明，手术导致 

交感神经释放去甲肾上腺素增加，肾上腺髓质释放肾 

上腺素增加 ；下丘脑垂体分泌 ACTH、生长激素、泌乳 

素 、血管加压素增多；同时出现胰升糖素、皮质醇 、醛 

固酮和血管紧张素分泌增多。从而导致手术应激期 

间血糖升高，这是手术应激导致胰岛素抵抗的主要原 

因。另一些研究提示 ，较大手术后 24h，在 胃肠外营 

养期间，维持正常血糖较非手术时需8倍的胰岛素需 

要量；腹腔镜胆囊切除术后 24 h，胰岛素敏感性降低 

50％；甚至在腹股沟疝修补术后胰岛素敏感性也减小 

了 1／3；并且胰岛素抵抗在腹部手术后持续达 5天之 

久l 5_。本实验结果也显示手术后麻醉状态使胰岛素 

敏感性较清醒状态降低 58％，这与国外的研究近似。 

本组在手术后 5～7天，大鼠活动如初 、体重恢复，清 

醒状态下进行钳夹术，其优点就是最大限度地避免了 

麻醉、手术等应激因素导致的胰岛素抵抗，从而更为 

准确地反映大鼠胰岛素敏感性。 

国外研究表明，短期 5h输注乳化脂肪使血浆游 

离脂肪酸浓度迅速升高，发现胰岛素介导的葡萄糖 

利用(胰岛素敏感性)减少 35％_6j。本实验结果也 

显示 短期 5h输注 乳 化脂 肪导 致 SSGIR 值 降低 

30％。短期输注乳化脂肪引起胰岛素抵抗的原因目 

前尚不完全清楚。有文献报道 ，短期输注乳化脂肪 

后骨骼肌 PI3K活性下降 40％～50％，葡萄糖氧化 

和糖原合成下降 40％～50％l6 J，糖原合成酶活性显 

著降低[ 。进一步研究表明，血浆游离脂肪酸浓度 

升高引起胰岛素抵抗可能是由于骨骼肌细胞内脂肪 

(甘油三酯，TG)的形成和堆积所致_8 J，Boden等利 

用磁共振波谱分析技术( H—NMR)证实了这一 

点[ 。高 脂 饲 养 的 大 鼠胰 岛 素 刺 激 下 骨 骼 肌 

GLUT4由细胞 内转位至细胞浆膜和 T管减少 ，并 

且这种转位异常与胰岛素信号通道上的 P13K、PKB 

受抑制有关[10]。这些研究提示高游离脂肪酸血症 

可能通过抑制骨骼肌糖原合成、葡萄糖氧化和葡萄 

糖向细胞内转运，引起胰岛素抵抗。 

本实验不仅提示手术后麻醉状态和短期输注乳 

化脂肪导致胰岛素抵抗，而且还提示应激导致的胰 

岛素抵抗(如手术后麻醉)与其它实验处理 因素(如 

输注乳化脂肪)导致的胰岛素抵抗不是相互独立，而 

是相互影响的。应激因素会显著减少处理因素导致 

的作用。手术后麻醉状态下进行钳夹术 ，可能因为 

麻醉尤其是手术应激导致的胰岛素抵抗而影响实验 

处理因素的效应 。因此，大 鼠高胰 岛素 一正常血糖 

钳夹术宜在清醒状态下进行。 
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