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2型糖尿病患者细胞内钙离子浓度变化的研究 

唐晓琼，邓华聪，万 青，邱鸿鑫 

(重庆医科大学临床学院血液内科 重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨2型糖尿病患者血中单个核细胞内c 浓度变化及其与胰岛素受体TPK活性变化的关系。方法：荧光分 

光分析祛测定4O例2型糖尿病及20例正常对照单个核细胞内ca ’浓度．并用酶联免疫法测定单个核细胞胰岛素受体酪氨酸激酶 

(arK)活性 结果：2型糖尿病患者单个核细胞内ca 浓度显著高于正常对照组，胰岛素受体TPK活性显著低于正常对照 

组。相关分析显示2型糖尿病患者单个核细胞内c 浓度与FBG、FINS~ ，与受体TPK括性显著负相关。结论：细胞 

内c 浓度升高可能通过影响胰岛素受体TPK活性参与胰岛素抵抗的发生。 
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Study on the changes of cytosolic free calcium concentration 

in type 2 diabetes meltitus patients 

TANGXiaoqiong,etal 

，Department ofHematology，College ofClinicalMedicine,ChongqingMedicalUniversity) 

[Abstract]Objective：To investigate the change of【C 。]i in type 2 diabetes mellites patients and its relationship 

with insulin receptor tyrosine kinase activity．Methods：The[Ca"]i was assayed with fluorescence spectroscopic 

analysis and the insulin rcccptor tyrosine kinase activity was assayed with enzyme-linked immunosorbent assay 

method in circulating mononuclear cells in 40 type 2 diabetes mellites patients and 20 normal subjects．Resul~：Th 

e【C ]i of circulating mononuclear cells in type 2 diabetes mellites patients was significantly higher than that in 

normal controls．The insulin receptor tyrosine kinase acdvity Was significantly decreased in patients．111e[Ca"】i 

of circulating mononuclear cells in type 2 diabetes mellites patients Was positively correlated with FBG，FINS， 

and negatively with the insulin receptor tyrosine kinase activity．Conclusion：The results suggest that elevation 

of 『C 。]i may affect the insulin receptor tyrosine kinase activity and thus contributes to the insulin resistance． 
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ca"是一种重要的细胞内第二信使，它可作为 

许多酶类的调节因子和激素、细胞因子的效应因 

子，广泛参与细胞的生理活动。已公认Ca"在 胰 岛 

素信号传导途径中发挥一定作用，适宜的细胞内钙 

离子浓度是胰岛素正常发挥的一个重要环节。近年 

国外的一些研究表明胰岛素信号传导及生物学效应 

的发挥均依赖受体TPK活性，受体TPK活性的变化 

参与胰岛素抵抗的发生。作为TPK的调节因子一一 

ca"在胰岛素抵抗的发生中与TPK活性的变化关系 

尚不清楚。本研究通过同时测定单个细胞核内[Ca*】 

i及胰岛素受体TPK活性，探讨二者之间的关系。 

作者介绍：唐晓琼 (1972．)．士，助教，硕士． 

主要研究者向：糖卑藕胰 岛幸抵抗的发生机制 

1 对象与方法 

1．1 对象 

正常对照组：健康志愿者2O倒FBG、HbA1C和血脂正 

常，并测定口服葡萄糖耐量试验排除糖屎病及糖耐量异常， 

无心、肺、肝、肾、高血压、感染及肿瘤病史。其中男性11 

名，女性9名，年龄49．95±9 82岁 (36～69岁)，BMI23．91 

±3．80kg／m‘(I 7．36～29．39kg／m )。 

糖尿病组：按1985年世界卫生组织(WHO)糖屎病诊断 

标准确诊为2型糖尿病的重庆医科大学附属第一院门诊及住 

院患者4O例，无心、肺、肝、感染、肿瘤病史，其中男性16 

名．女性24名，年龄5608±12．54岁(31～84岁)，病程0．5～ 

I 8年(中位数3．1年)，BM123．91±2．83k~g／m'(19．I5～30．toM／ 

m 。所有患者行饮食治疗和口服降血糖药物 (美毗哒、达 

美康、优降糖、二甲双胍等)治疗，并且近期未服用影响跨 

膜离子转运的药物。 

正常对照组与糖尿病组的性别构成 年龄、BM1等均具 
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有可比性C尸>0 05) 

I 2 方法 

1 2 I 所有受试者空腹安静状态下抽取静脉血一部分用作空 

腹血糖(FB G) 空腹胰岛素 (FINS)，HbAIC、血脂等的测 

定．另一部分用作单个核细胞的提取。FBG、FINS、 

HbA1C、血脂测定用常规实验祛。 

I．2．2 采用fura-2作为荧光标l 物、荧光分光光度计分别测 

定单个核细胞的基石；1荧光强度F0 最大荧光强度 Fmax、晟 

小荧光强度Fmin、根据公式计算：【c +]|-kd× 
Fm瓤一F口 

(Kd为fura-2与Ca-反应的解离常数．在37℃时为224nmoY 

L)； 

I．2．3 提取所得单个核细胞的膜蛋向中加入抗胰岛素受体 

(口亚基)单克隆扰体可分离古有TPK的胰岛素受体 以此 

催化ATP与生物崇标记的Ty卜寡肽底物的磷酸化反应。根据 

EL1SA法测定原理得含有生物素标记的磷酸酪氨酸反应产物 

结台到用链青索包被的酶标板上．再用抗P-Tyr-POD单克隆 

抗体与反应生成蛆磷酸酪氢酸特异结台．,~nAPOD底物液显 

色、410nm披长下测定光密度A值。绘制剂量反应曲线 通 

过检测产物量多少来反映酶活性高低。 

1 3 统计处理 

数据均用均数±标准差 (2~s)表示、井经正态检验及 

方差齐性检验 两组间比较用t检验。各指标间关系直线相 

关分析 

2 结 果 

2．1 糖尿病组与正常对照组[c TPK、FBG、 

表I 糖尿病组与正常对照组 

ICa ]i、TPK、FBG、F s等指标的比较 

注：”与正常对照组比较P<0．0 

FINS等指标的比较 

见表1。 

2．2 糖尿病患者[Ca"】i与TPK、FBG、FINS等行单 

固素相关分析 

结果见表2。由表2可见，[C 。】i与FBG、FINS 

显著正相关，与TPK、IS[显著负相关。 

表2 糖尿病患者【Ca qi~TPK、FBG、FINS 

等行单因素相关分析结果 

相关因数 相关系数 

注： +与正常对照组比较P(0 05 

大量的动物实验和临床实验发现糖尿病的各种 

组织细胞都存在胞内『c i的变化，包括红细胞、 

血小板、心肌、脂肪细胞 等，这表明胞内 【Ca=qi 

的变化可能是糖尿病的一个基本病变。Draznin B等 

发现作为胰岛索的效应细胞其胞内 [Ca2qi应在140 

～ 370rim范围内，低于或高于这个范围，胰岛索刺 

激的葡萄糖转运及摄取能力明显降低，从而胰岛素 

不能有效的发挥其生理功能 Draznin B等 也发现 

糖尿病小鼠脂肪细胞[Ca~qi较正常对照组明显升高 

(P<0．05)，虽仍在140～370nm范围内，但胰岛素 

刺激的葡萄糖摄取能力也降低。本研究也得到同样 

的结果。糖尿病患者细胞内[Ca2+]i升高的机制尚不 

清楚，可能与糖尿病组织细胞膜上的Na+·K％ATPase 

和c 一ATPas~括性降低、细胞内贮存钙释放增加、 

膜通遣胜升高胞#bCa= 内流增加等有关。 

m枷 m川 -。．卜 心 川脚 
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本实验研究40例2型糖尿病患者发现其单个核 

细胞膜上胰岛素受体TPK活性显著低于正常对照组 

(P<0．01)，下降约53％。同其他学者对不同组织 

细胞的研究结果一致。目前，糖尿病患者胰岛素受 

体TPK活性降低的原因尚未完全明确。可能与不具 

有TPK活性的胰岛素受体增加 、受体结构的改变 

、 胰岛素受体的磷酸化状态的改变 等有关。 

胰岛素抵抗 (IR)是2型糖尿病的重要特征。 

本研究发现糖尿病组FBG、FINS均显著高于正常对 

照组(P<0．01)，ISI显著低于正常对照组(P<0_01)，说 

明本文所选病人高血糖和高胰岛素血症并存，胰岛 

素敏感性下降，即存在lR。同时直线相关分析发现 

【Ca ]i与FBG、FINS显著正相关 (，：0．378， ，= 

0 361，P均<0．05)，与ISI显著负相关( ：-0．482， 

P<0 05)。这就提示【C 】i的升高与胰岛素抵抗有 

关。DrazninB等也得出相同结论。胰岛素生理作用 

的发挥是通过与效应细胞膜上的胰岛素受体结合后 

发生的，【Ca"】i升高使胰岛素的生物学效应不能正 

常发挥，可能发生在胰岛素与受体结合水平和／或受 

体后水平 (包括受体自身磷酸化、受体TPK活性激 

括、各种蛋 白底物磷酸化或去磷酸化的级联反 

应)。曾有学者研究发现胞内【Cat’li升高对受体结 

合无影响，表明胞内【ca"]i升高使效应细胞对胰岛 

素敏感性下降可能发生在受体后水平。国外大量实 

验表明胰岛素受体TPK活性降低，引起受体跨膜信 

号障碍是2型糖尿病发生lR的直接原因。本实验也 

发现胰岛素受体TPK活性与FBG、FINS显著负相关 

( 一0-311， ， -0．294，P均<0．05)，与ISI显著 

正相关(， 0．387，P<0 05)。提示糖尿病患者胰岛 

素受体TPK括性降低可影响受体跨膜信号传递，导 

致胰岛素的生物学效应减弱，发生胰岛素抵抗。本 

研究还发现，胞内【C ’]i与受体TPK活性显著负相 

关 (，_一0．756，P<0．05)。表明胞内c 作为胰岛 

素受体TPK的调节因子影响受体TPK活性而减弱胰 

岛素功能发挥，参与胰岛素抵抗的发生。近来，人 

们发现高血糖时激括细胞蛋白激酶c(PKC) ，而 

PKC的激活改变了胰岛素受体的磷酸化状态，增加 

胰岛素受体 D亚基上的某些Ser／Thr~基的磷酸化。 

胞内【ca-。]i升高进一步加强PKC的激活。已有实验 

表明Ser／Thr；~酸化可引起INSR的自身磷酸化减弱和 

受体TPK活性下降 。 

综上所述，胞内【c 。]i的变化在受体TPK介导 

的胰岛素信号传递中有一定的作用，可能通过影响 

受体TPK活性而减弱胰岛素功能发挥，参与胰岛素 

抵抗的发生。 
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