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钳夹技术 

临床学院内科 主墨盐： 堡查垩 舒昌迭 任 伟 

{ 

提 要 为准确地在体内评价Wistar~鼠的胰岛素t感性 我们建立了大鼠的正常血糖一高血浆胰岛素钳夹 

技术(简称钳夹技术)，并运用该技术初步探讨了年龄，体重，血浆胰岛素及血脂水平对胰岛素t感性的髟响．结果显 

示 我t丁建立的钳夹技术所铡定的葡萄糖翰注事(GIE)、细胞外藏变化量及其它指标均接近或忧于文献报道．同时发 

现．年龄、体重大于 【组大鼠的Ⅱ组大 鼠(P<0．O1)，其GIR 血浆高密度脂蛋白组分2水平显著低于 l组大 

鼠 <0．O1)，而血浆胰岛素及血浆甘油三酯水平显著高于【组大鼠(P<0．01和0．05)．本研究的结果提示 1)我t丁建 

立的钳央技术较准确、可靠．(2)障着年龄、体重的增大。大鼠的胰岛素敏感性运渐下降． 

嚣 i丛1 哔 中田分类号R316． J 一 胰岛素t感性；胰岛素抵抗；大鼠 

胰岛素抵抗(insulin resistance m)是一种 

广瑟存在的重要病理生理变化，与多种疾病的发 

生有密切关系“ ．高血浆胰岛索一正常血糖钳夹 

技术(Hyperinsulinemic euglycemic clamp 

technique，简称钳夹技术) 是目前公认的唯一 

能准确评价机体胰岛素敏感性的方法。但这一技 

术在国内迄今 尚未见报道。我们根据文献报道的 

方法建立了wistar大鼠的钳夹技术，并就肥胖及 

血 浆脂质代谢与机体胰岛素敏感性的关 系进行 

了初步探讨． 

1 材料和方法 

1．1 研究动曲 

薏康成年wi8t丑r雄性大鼠16只，由重庆医科大学实验 

动物中心 提供．分为两组，每组8只．1组大 鼠的年龄为 

6O～90无 ，体重285~34D克．Ⅱ组大鼠的所龄为110~200 

无，体重3鲫～53O克．所有大鼠均 自由取食和饮水(饲料由 

重庆医科大学动物实验中心提供)．暗夜周期为12／J' 

时(SAM —SPM)，室温控嗣在22~28℃．实验前适应性饲 

养至少7无．具体情况参见表1． 

1_2 ．Ir夹技术 

1_2．1 插管 

所有大鼠均綦食1刎、时过夜，于戎晨脚|进行实验．用 

戊巴比妥蚋(进r1分装产品)进行奠腔内麻辞(e0mg／kg体 
重 麻醉星鼓后，剪开双饲奠殿淘皮肤，分离了右殿动脉 

和双翻股静脉．热后进行双翻股静脉和右翻股动脉插瞥． 

·男，1971—01出生，博士研究生 

我们采用美国制造的硅橡胶导臂(内径为0．6nmx，外径为1 

mm)，将导管前端均匀用力牵拉，使其变褥更细．导管的长 

度一般在15cm左右，以保证实验过程中移莉导管不会干 

扰大鼠．两翻股静脉导管各接一装有生理盐水的注射器， 

股动脉导管则接一装有肝素生理盐水(浓度为50U／m1)的 

注射器，均每10分钟推动一次注射器冲洗导管，以保证导 

臂柘通．同时用肝素系统抗凝(首次75U／kg，以后每小时 

25U／kg)．大鼠体温应控制在37℃左右+注意保沮并随时 

用肛表监铡体沮．捶管完毕后，将大鼠静置∞舟钟。 

1．2．2 翰注 

将静置30分忡 的捶管大鼠股动脉导警所接的注射器 

取下．接上一1ml的皮试注射器<带针头，并用肝素{闫星)， 

取血约1．5m1．并先取血一滴，用Olie Touch Ⅱ微型血糖 

伎(美国Johnson~司产品，可于45秒内嗣出血糖值)测定 

基础血糖值(BBG)，余下的用于 定基础血浆胰岛素 

值 mS)及血脂及血浆脂蛋白铡定．然后将两翻股静脉 

导管所接的注射器取下，右翻股静脉导管改接一装有胰岛 

素藩藏的3Oral注射器．胰岛素为基因工程人胰岛素(美国 

LiUy公司产 品，浓度为40mU／nd,用生理盐水加1 的牟 

血清白蛋白(BSA)稀释，使用前临时一己制1．左翻股静脉导 

管改接一装有10 葡萄糖藩藏(由重庆医科大学临床学院 

药荆科提供)的30ml注射器．将逮两个注射器分别安置在 

两十散电脑散宇式电子散量注射系(digital electronic 

Sytinge pump，上海电子仪器厂产品)上，开始持续输注． 

先进行持续胰岛素翰注，速度为1．67mU．Kg-I．min-，，根据 

各自的体重换算出具体的值．盼 钟后，从股动脉取血一滴 

(约5o ，如果在此前尉用肝素溶穰冲洗过，则弃掉第一滴 

血)，用血糖仪铡定血糖值．如果 出的血糖值超出基础值 

±0．5mmol／l的花圈，即可开始葡萄糖输注，葡萄糖输注速 

度(葡萄糖翰注率 glucose jn6IBi0n rate Gm)一般从 

4~6mg．Kg 曲jn一 开女 如果血糖值仍在上述花圈内，财 

5分钟后再 血糖，直到超出上述范围可进行葡萄糖输注 
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为止．开始葡_穑糖精注后仍旧每6分钟M--次血糖，并根据 

血糖值在最短的时间内谓节葡鸯糖辅注率，使血糖恢复捌 

基础值 士0．5n~noL如此反复进行．当连续三次血糖值均 

在上述范围内(此时即选刊的稳定状态，即所谓的。钳夹形 

戚’时．再用皮试注射器]~mlml／kg／H于血浆胰岛素(此时 

的血浆奠岛蠢即稳态血浆胰岛蠢 ，SINS)舅定．维续上述 

过程．直到120分钟时(从开始臃岛蠢冀注计)为止．共采血 

舅定血糖24次． 

1．2．3 指标舅定和计算 

血浆晨岛奢采用双抗体放射免疫分析法舅定油 上海 

生钉爿晶中心提供试 批盘)．由于恢方法 的舅定范围为 

0~160mU／L，故在舅定时，应将血清稀释以保证舅定准 

确． 

血浆总胆同醇 (TC)、．甘油三脂(TC)，高密度脂蛋 

白但DL)厦其组分(丑DL HDT-)~用藏相酶学方法舅定 

(由末医生材技术公司提供试jI|盘'，并按公式计算LDL 

值，即LDL=TC—TG／2．2一HDI- 

6O分钟舅1∞分钟的GIIl(Gm 埔)计算：特实验的第 

60分 钟 爿第 120分 忡 的13十 GIR值求 平均 值 ，即为 

G皿0删．单位同GIRI 

60分忡习l鲫分钟的血糖值 G 咖卅 算：将实验的第 

60分钟习第120分忡的13个血糖值求平均值，即为BG 叫 ． 

单位为叫 0l／I- 

晨岛素t感性指散Ⅱ缸)计算：Ⅸ 为BBG与BINS乘积 

的髑敦．固该指标呈信春分布，故取自然对敦，即一Ln 

BG×瑚 N8 ． 

以上三个指标反映大鼠的旗岛蠢t感性． 

血糖赛异景致(CV肼)计算：先求出各鼠的24&血糖值 

的均散(-】和标准差‘|)，再按X／SD计葬变异景散，单位 

为(，‘'，台并两组大鼠计算的CV一。为平均CV脚 该指标反 

映钳夹技术的准确性． 

G珥-1-变鼻幕散‘C 计算：先束出各组大 JtGIR 珊 

的均散和标准差，再按~／stt算变异系散，单位为( 台 

并两组大■计算的C 为平均C 

批问估计标准差(the estimated standard devistion 

S．d计算：从 I组和Ⅱ组大鼠中，各随机选取4只大曩，在首 

农钳央技木进十恐无后，重董进行该技术，方法与首敬完垒 

相同．并按公式：S． 一(Zdz·／2n) ’计算S．m 单位为 

mg’Kg～。d为前后两次钳夹技术的Gm 差，I1为进 

行重复试验的大 置散。 

以上两个指标反映钳夹技术的可靠性。 

L2．4 统计学赴理 

所有披据均以i土s表示．采用双侧Student t检验，相 

关分析采用直线相关分析．检验标准症 为0．05． 

2 结果 

2．1 各鼠的年龄、体重以爰其他各项指标参看表 

1。 

由表1可见，Ⅱ组大鼠的Gm 显著低于 l 

组大鼠．而年龄、体重及BINS则显著大于 r组大 

鼠。但两组大鼠的ISI，BBG、SINS、BG ～ CV 

均无显著性差异。此外．两组大鼠的稳态时间均在 

60~80分钟范围内，二者的平均稳态时间无显著 

性差异。由表1还可见，Ⅱ组大 鼠的TG和HDk 分 

别高于和低于 I组 大 鼠，但TC，LDL HDL及 

HDL，则无显著性差异。 

2．2 钳夹技术的评价指标 

囊1 Wistar~■的正常血糖钳夹技木 

注： P<0．05‘ P<0．01．年昔(天)，体重(克)，血糖(mnoVL~ 

血浆胰岛紊c咀U／L)，变异系数(9‘)，on~mg．kg-'．min-~)，玲埔 

自然对数值，TG．TC．HDL—c，HDL”HDL。及u)L的单位均 

为皿n∞l，I- 

将两组大鼠 =16)合并后．计算出该钳央技 

术的平均CVB口和平均CV 分别为6．025 和 
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15．051 ．其中．I组和Ⅱ组大鼠的CV 分别为 

15．25 和14．78％。此外．测得该钳夹技术S。 为 

O．78mg．Kg-1 rain～．平均d值为0．138士O．017rag． 

Kg-1 min-。。 

2．3 相关分析 

合并两组大鼠(”=16)进行GIR与其它各项指 

标的相关分析，结果显示，GIR与年龄、体重、TG 

及 B I N S呈 显 著 负 相 关 (r值 分 别 为 

一 O．56．一O．。0．一O．75．P值均小于0．05)而与IsI及 

HDL 呈显著正相关(r值分别为O．69．O．56，P值分 

别小于O．O1和0．05)。GIR与BBG、GIR 、CV 

SINS、TC、LDL、HDL及HDL，无相关性(r值分别 

为O．17．0．06．O⋯09 O．37，一0．29．一O．38．O．47．O．2 

2，P值均大于0．05)。 

3 讨 论 

m是指全身性胰岛素感受性下降的一种状 

态，因此，正常浓度的胰岛索不能正常发挥胰岛索 

的相应效应“ 。研究标明，IR不仅与肥胖症、非胰 

岛素依赖性糖屎病(NIDDM)高血压、动脉粥样硬 

化性心血管疾病以及脂质代谢异常等的发生有 

非常密切的关系“ ．而且存在于妊娠、肿瘤、感染、 

应激等多种生理或病理状态“- 。判断机体有无 

IR．必须准确地测定胰岛素敏感性。目前已有多 

种评价胰岛素敏感性的指标．如空复血浆胰岛 

素(FINS)．ⅡNS的倒数．空腹血糖(FBG)．ⅡNS 

与 FBG乘积 的倒数 以及 口服葡萄糖 耐量试 

验(OGTT)葡萄糖、胰岛素曲线下面积比(sGD” 

等等。但得到公认的仅有DeFronzo于1979年建立 

的高血浆胰岛索一正常血糖钳夹技术“ 。多项研 

究标明，该技术可准确、可靠地在体内评价人体的 

胰岛素敏感性。1983年Kragen等人 又在此基础 

上建立了大鼠的钳夹技术，该技术已成为判断珉 

动物模型是否复制成功的黄金标准。 

本研究的结果再次证明，正常Wistar大鼠在 

进行持续胰岛素输注时，通过不断调节Gm ，是可 

以将血糖保持在相对稳定的状态(在基础值 士O．5 

mmo1／L范围内变化)的。此外，本组资料的Gm在 

7~10mg．Kg-。．rain 范围内，稳态形成时间为 

60~80分钟，平均CVBo为6．025 ，平均CV∞为15． 

051 左右．Sest为0．78mg．Kg-1min—l p平均d值为 

0．138士0．017mg．Kg-t min-。．均接近或优于文献 

报道 。这提示我们建立的钳夹技术较为可靠、准 

确、稳定。 

在我们建立的钳夹技术中，每只大鼠共采血 

24次用于血糖测定．约失血1．8ml(包括肝素冲洗 

后弃掉的一浦)．加上测定BINS及血脂的血样，每 

只大鼠总失血量为3．5ml左右。而两小时的输液量 

约为5．5~6ml(胰岛素溶液的输液量约2．5m1．葡萄 

糖溶液的输液量约为2．5～3．5m1)．因此整个实验 

中，大鼠的净输入液体量仅为2～2．5ml，细胞外液 

量的改变仅2～3 左右．低于人体钳夹实验和某 

些文献报道的细胞外液改变量(1．8)。本组资料显 

示，年龄较大，体重较重的Ⅱ组大鼠的GⅡ{l／J、于 I 

组大鼠．表明前者的胰岛素刺激的葡萄摄取率低 

于后者。相关分析还表明．Gm与年龄、体重呈显 

著负相关。这一结果提示，随着年龄，体重的增加． 

大鼠的胰岛素敏感性逐渐下降．与在人体的研究 

结果以及其他作者的类似报道相一致 m。本组资 

料还发现．Ⅱ组大鼠的TG和HDL 分别显著高于 

和低于 I组大鼠．并分别与GIR呈显著负相关和 

正相关．这提示，胰岛素敏感性的下降可能会导致 

胰岛紊刺激的脂质代谢障碍．并以TG和HK 的 

变化最早、最明显。这与NIDDM、原发性高血压 

等疾病的血脂变化情况相符(目前认为m是这些 

疾病的重要发病机理) 。本组资料同时发现，Ⅱ 

组大鼠的BINS(即F S)显著高于 I组大鼠．并发 

现B NS与Gm有显著负相关，这与在人体的研究 

结果以及NIDDM等IR相关疾病中的发现相一 

致，提示高胰岛素血症可以反映机体的胰岛素敏 

感性下降，FINS作为胰岛素敏感性指标有一定的 

依据“ 

IsI是目前运用较广的胰岛素敏感性指标之 
一

，但对其可靠性仍有较大争议 。本研究发 

现，IsI与G]眠有极显著的相关性(，=O．09)，远高于 

nNS与GIR的相关性，但在 Ⅱ组大鼠的Gm 已经 

显著低于 I组大 鼠时，二者的ISI却无显著性差 

异。提示该指标反映机体的胰岛素敏感性的可靠 

性较好，但灵敏度不够高，尚不及FINS。 

本研究建立的钳夹技术是通过测定Gm来总 
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、体反映机体的胰岛素敏感性．如果耍了解骨骼胍、 

肝脏等胰岛索靶组织的胰岛索敏感性，则需采用 

测定葡萄糖代谢率fGDR)、肝脏葡萄糖输出 

量(HGO)等措标的钳夹技术“”。由于操作过程繁 

琐、实验时间长以及需要特殊的仪器等原因，这两 

种钳夹技术目前开展均较少。但随着m研究的不 

断深人，这类钳央技术的使用将会日趋广泛。 
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Euglycemic——hyperinsulinemia clamp technique in the wistar rats 

Li Chengzhong．et 

Del~rtmeat of Internal Medicinet College of Clinical medicine 

To a圈哪强 in vivo inRuin sensiti、ri乜r of Wistar rats we developed the auglycemic—hyperinsulinemic 

chtmp(ZC)techniquemzdinvestigatedthe effect ofage·weight，幽 Bmtinsulin and pla~ alipidlevel∞ insulin 

senmtiviw with EC teclmjque．The results showed that glucose infusion rate (Gin)，the exp~lgion of 

extra—cellular nuid and othe~ ∞ of the rm  determined by Ec technique were similar to tho8e of the 

refer~cee．Moreover．in rats group／1 who were older of heavier th且n rats group l(P<0．or)．Gilt，plIm  hi幽 

density lipoprotsin mzbclau 蛐 DLj)帆雌 ]oweef than those in rats group l (P<0．01)，and plasma in肌mn r 

pl且∞斑 tri ycerkte6 hsvel were higher than those in tats oup I(P<0．O5，O．0l rreepec~vely)．’nle study suggests 

that the EC technique which we developed is relatively reliable and accurate．Besides，insulin demiti嘶 in 

Wistar ratsdeclineswith age andweight． 

KEY W ORDS Euglycemic-byperinmline．dc teclmique 

Insulinae~itivity’ hmlin rmistance； Rats 
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