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Giα介导的胰岛素信号转导在烫伤大鼠胰岛素抵抗中的作用

乔　飞 ,李晓辉 ,陆邦超　　(第三军医大学基础医学部药理学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨 Giα介导的胰岛素信号转导在烫伤大鼠胰岛素抵抗中的作用 , 初步阐明烫伤后发生胰岛素抵抗的信号转
导分子机理。方法　①Western 杂交检测严重烫伤大鼠肝脏细胞 Giα含量的变化规律 , 并检测烫伤3 d 大鼠肝脏细胞 IRS-1 的酪氨酸

磷酸化。②血糖仪和放射免疫法检测烫伤大鼠血糖及胰岛素水平 , 并统计分析与Giα表达水平的关系。结果　①烫伤后 1～ 6 d 肝
细胞Giα明显降低 ,以伤后第 3 天最为明显。同步检测 IRS-1 的酪氨酸磷酸化 , 发现在胰岛素刺激下 IRS-1 不能发生酪氨酸磷酸化。

②烫伤大鼠血糖和胰岛素水平均明显升高。对烫伤 3 d 的血糖和Giα进行相关分析 ,发现 Giα的表达水平和血糖呈明显的负相关。
结论　Giα表达减少可能是烫伤大鼠 IRS 酪氨酸磷酸化障碍及产生胰岛素抵抗的一个重要机制。
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Role of Giαmediated insulin signal transduction in insulin resistance of burned rat
QIAO Fei , LI Xiao-hui , LU Bang-chao(Department of Pharmacology , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the role of the Giα-mediated insulin signal transduction in the burn rats insulin resistance for the mecha-
nism of the resistance.Methods　The content of Giαin rat liver cells after severe scald was detected with the Western blot.Blood sugar and insulin

were determined with the use of gly cometry and radio-immunity assay.Results　Expression of Giαwas decreased obviously in the liver cells from the

first to sixth day after scalding , and reached lowest in the third day.Meanwhile , the level of tyrosine phosphorylation of IRS-1 was not increased un-

der insulin stimulation.The level of blood glucose and serum insulin was obviously increased on the third day after scalding.Moreover , there was a

significant negative correlation between the concentration of blood glucose and the level of Giαexpression.Conclusion　Reduction of Giαexpression
in liver cells in rats after scalding is one of the most important mechanisms by which the impairment of tyrosine phosphorlation of IRS-1 and posttrau-

matic insulin resistance happen.
　　Key words:IRS-1;αsubunit of inhibitory G-proteins;tyrosine phophorylation;signal transduction

　　严重创伤(烫伤)后机体代谢出现紊乱 ,发生创伤

后胰岛素抵抗可出现创伤后糖尿病 。胰岛素受体底物
(Insulin receptor substrate , IRS)是多种受体酪氨酸蛋白

激酶的专一性内源底物 。在酪氨酸蛋白激酶的作用

下 ,可以使 IRS 的多个酪氨酸磷酸残基发生磷酸化 ,其
发生酪氨酸磷酸化障碍时将引起葡萄糖转运障碍 ,以

及其下游的信号中断 。因此 IRS 在胰岛素信号系统中

占据中心地位。1996 年Moxham CM 等使用可诱导表

达反义 RNA封闭 Giα2 的基因编码的转基因小鼠研究

Gi蛋白和胰岛素作用的关系时发现 ,肝脏和脂肪组织
不能表达Giα2 的转基因小鼠 ,同时表现出高胰岛素血

症 、葡萄糖耐量下降和胰岛素抵抗;并且出现在胰岛素

刺激下 IRS-1的酪氨酸磷酸化减少的现象[ 1] ,因而推

测Giα蛋白(αsubunit of inhibitory G-proteins)可能参与

了胰岛素信号转导 。近年来 ,一些其他研究也发现胰
岛素信号系统和 Giα蛋白参与的信号系统之间存在交

叉对话 。本研究以大鼠背部 30%体表面积 Ⅲ度烫伤

为模型 ,采用Western杂交方法检测正常及严重烫伤
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大鼠肝脏内 Giα含量的变化 ,同时应用免疫沉淀和免
疫杂交技术检测胰岛素刺激后 IRS-1的酪氨酸磷酸
化。旨在探索 Giα介导的胰岛素信号转导在烫伤后胰
岛素抵抗中的作用。

1　材料与方法

1.1　烫伤大鼠肝脏细胞中 Giα蛋白含量及血糖和血
浆胰岛素的检测

1.1.1　实验动物分组与动物模型　　正常雄性Wistar 大鼠

(160～ 200 g)48 只 , 由第三军医大学实验动物中心提供。随机

分为正常对照组 、烫伤 1 d 组 、烫伤 2 d组 、烫伤 3 d 组 、烫伤 4 d

组 、烫伤 5 d组 、烫伤6 d 组 、烫伤 7 d 组 , 共8 组。每组6 只。大

鼠背部剪毛 , 用乙醚麻醉后将背部在 95 ℃水中烫 10 s , 复制
30%体表面积Ⅲ度烫伤模型。伤后水食自取。

1.2　样品制备
　　大鼠分别于烫伤后 1、2、3 、4 、5、6、7 d 断头处死。取不同时

相点的烫伤组和正常对照组大鼠肝组织约 0.1 g , 分别加入匀
浆缓冲液[ Chilled buffer:(pH 7.4)20 mmol/ L Tris/HCl/150 mmol/
L NaCl/10%(v/ v)glycerol/2 mmol/ L EDTA/1 mmol/ L Na3VO4/50

mmol/ L Na4P2O7/ 10mmol/ L NaF/10 mmol/ L glycerol-3-phosphate/
0.2 mmol/L PMSF/ 20μg/ml leupeptin/10μg/ ml pepstatin/25 μg/ml

aprotinin (溶于 0.01 mol/L的 HEPES)] 1 ml剪碎 , 组织在内切式
匀浆机中匀浆(4 000 r/min , 10s×2)。 匀浆液在 1 500×g , 4 ℃

下离心 3 min , 取上清 ,上清再在 13 000×g 4 ℃下离心 10 min ,
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取上清 ,上清在 17 000×g 4 ℃下离心 50 min ,取沉淀。沉淀用

100 μl PBS 溶解 ,使用 Lowry 法测定蛋白含量。

1.3　Giα蛋白的检测
　　使用Western 印迹和 DAB 显色方法检测 Giα蛋白。转印后

的膜使用 TTBS封闭 1 h。然后加入抗 Giα抗体(1∶1000)(Sigma)
在室温摇床上共同孵浴 1 h , 倾去液体使用 TTBS 洗脱 3 次 , 每

次30 min , 再加入辣根标记的二抗(1∶1 000)(Sigma)在室温下孵
浴1 h ,倾去液体使用 TTBS 洗脱 3 次 , DAB 显色。 显色后的膜

用双蒸水漂洗 3次。待其晾干时 , 在 Bio-rad 图像分析系统上对
目的带进行扫描 ,以对照组的 Odu/mm2 值为 100%, 根据各样品

的Odu/ mm2值计算相对值 ,进行半定量分析。

1.4　血糖和胰岛素水平的检测
　　动物烫伤后第 3天经尾取血测定血糖浓度(使用强生公司
的快速测血糖仪), 测定前禁食 8 h。经下腔静脉取血 2 ml 测

定胰岛素水平(按试剂盒说明书进行)。

1.5　经胰岛素刺激烫伤大鼠的肝脏细胞中 IRS-1及
IRS-1酪氨酸磷酸化检测

1.5.1　实验动物分组　　正常雄性Wistar大鼠(160～ 200 g)24

只 ,由第三军医大学实验动物中心提供。 使用烫伤大鼠模型

(同上), 动物分为正常加胰岛素刺激组 、正常无胰岛素刺激组 、

烫伤加胰岛素刺激组 、烫伤无胰岛素刺激组 , 共 4 组。每组 6

只。

1.5.2　实验方法　　使用烫伤大鼠模型(同上),在烫伤后 3 d

进行实验。先将大鼠用乙醚麻醉 , 剪开腹部 , (胰岛素刺激组)

经肠系膜下静脉注射胰岛素(5 mU/g), 90 s 后取肝脏[ 2] 。

1.5.3　样品蛋白制备　　分别取不同组大鼠的肝脏组织 0.1

g , 加入 chilled buffer:(pH 7.4)20 mmol/ L Tris/HCl/150 mmol/ L

NaCl/10%(v/ v)glycerol/ 2 mmol/L EDTA/1 mmol/ L Na3VO4/50

mmol/L Na4P2O7/ 10 mmol/ L NaF/10 mmol/ L glycerol-3-phosphate/

0.2 mmol/L PMSF/ 20μg/ml leupeptin/10μg/ ml pepstatin/25 μg/ml

aprotinin (溶于 0.01 mol/ L的 HEPES)1 ml在冰浴中匀浆。匀浆

液在 1 500×g , 4 ℃下离心 3 min , 取上清。上清再在 13 000×g

4 ℃下离心 10 min , 取上清。上清加入 IRS-1 抗体(1∶200)在 4

℃下孵浴 4 h免疫沉淀 ,然后加入 protein A/G-Sepharose 5 mg 在

4 ℃下孵浴过夜。上清在 17 000×g 4 ℃下离心 50 min , 取沉

淀 ,沉淀经过沉淀清洗 buffer1 、2、3[ 1、PBS (pH 7.5)含 1% non-

idet P-40 , 2 、10 mmol/L Tris/ HCl(pH 7.5)含 0.5 M LiCl2/100

μmol/ L Na3VO4 3、10 mmol/ L Tris/HCl(pH 7.5)含 100 mmol/L Na-

cl /1 mmol/ L EDTA] 清洗后(每种 buffer 清洗30 min)使用沉淀复

悬 buffer液[ 50μl of 10 mmol/ L Tris/HCl(pH 7.5)含 100 mmol/ L

NaCl /1 mmol/ L EDTA] 复悬。

1.5.4　IRS-1 及 IRS-1 酪氨酸磷酸化检测　　使用Western 印

迹和 DAB 显色方法对 IRS-1 及 IRS-1 酪氨酸磷酸化进行检

测[ 1] 。方法如下:①抗 IRS-1 二抗(1∶1 000)(Simga)和转印后的

PVDF膜在 TTBS 缓冲液一起在室温下共同孵浴封闭 1 h。倾去

液体使用 TTBS 洗脱 3 次 ,每次 30 min , 再加入辣根标记的二抗

(1∶1 000)(Sigma)在室温下孵浴 1 h ,倾去液体使用 TTBS 洗脱 3

次 , DAB显色。然后使用 DAB 显色。以可见明显显色条带为

阳性(+)。 ②沉淀复悬液经过电泳 , 转印。转印后的 PVDF 膜

和加入抗酪氨酸磷酸化抗体(1∶600)(Sigma)的 TTBS 缓冲液一

起在室温下共同孵浴封闭 1 h。倾去液体使用 TTBS 洗脱 3 次 ,

每次30 min , 再加入辣根标记的二抗(1∶1 000)(Sigma)在室温下

孵浴 1 h ,倾去液体使用 TTBS 洗脱 3 次 , DAB 显色。然后使用

DAB 显色。以可见明显显色条带为阳性(+)。

1.6　统计学处理
　　使用SPSS8.0 统计分析软件 ,结果用平均数±标准差( x ±

s)表示。血糖 、血浆胰岛素水平及 Giα蛋白含量等数据显著性

检验使用双样本 t 检验分析 , 并使用泊松相关分析对血糖和

Giα蛋白的变化进行成对数据比较。 对 IRS-1 及 IRS-1 酪氨酸

磷酸化的记数结果采用χ2检验。

2　结果

2.1　烫伤大鼠肝细胞Gi蛋白表达水平的动态变化及

烫伤后第 3天血糖和血浆胰岛素水平
　　使用Western 印迹检测烫伤大鼠肝脏细胞不同时相点的

Giα, 显示烫伤后 1～ 6 d 肝脏细胞内Giα蛋白含量明显降低。在

第3 天时降到最低水平 , 以后又逐渐升高。到第 7 天基本恢复

正常 ,见图 1。

图 1　烫伤大鼠 1～ 7 d肝脏细胞 Giα蛋白含量

Fig 1　Content of Giαprotein in the hepatocytes of rats 1～ 7 d

after scalding

　　烫伤后第 3 天取血测定血糖浓度 , 测定前禁食 8 h。经下

腔静脉取血 2ml测定胰岛素水平同时取肝脏检测 Giα蛋白含量
的变化(见 2.1)。结果显示 , 烫伤组血糖水平明显升高 ,血浆胰

岛素水平也明显升高 , 见表 1。对烫伤 3 dGiα含量和烫伤 3 天

的血糖值进行成对数据相关分析 ,结果显示两组数据呈明显负

相关(γ=-0.74 , P<0.01)。

表 1　烫伤 3 d大鼠血糖 、血浆胰岛素及 Giα蛋白( x±s)

Tab 1　Plasma concentration of sugar , insulin and Giαprotein in

rats 3 d after scalding( x±s)

Parameter Normal Scalded

Insulin(mU/L) 17.1±3.2 20.5±1.5＊

Glucose(mmol/L) 2.58±0.08 3.13±0.21＊＊

Giαprotein 100 40.75±18.18＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs Normal

2.2　烫伤大鼠肝细胞 IRS-1及 IRS-1酪氨酸磷酸化的
变化

　　预实验显示烫伤后大鼠肝脏细胞出现 IRS-1 酪氨酸磷酸化

障碍 ,以第 3 天最为明显。本实验使用烫伤后第 3 天大鼠 , 在
胰岛素刺激下检测肝脏细胞 IRS-1及 IRS-1 酪氨酸磷酸化 , 结果

显示在烫伤后第 3天 , 肝脏 IRS-1 发生明显的酪氨酸磷酸化障
碍(表现为不能发生酪氨酸磷酸化), 但细胞内 IRS-1 的总量没
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有明显变化(P>0.05),见图 2 , 3。

表 2　胰岛素刺激下烫伤大鼠肝脏细胞内 IRS-1的酪氨酸磷酸化

Tab 2　Phosphorylation of IRS-1in the hepatocytes of scalded rats

under insulin stimulation

Normal-insulin Normal+insulin Scald-insulin Scald+insulin

Phosphory la
-tion of IRS-1 - + - -

IRS-1 + + + +

图 2　烫伤大鼠在胰岛素刺激下肝脏细胞 IRS-1的酪氨酸磷酸化

Fig 2　Phosphorylation of IRS-1 in the hepatocytes of scalded rats

under insulin stimulation

图 3　烫伤大鼠肝脏细胞 IRS-1

Fig 3　IRS-1 in in the hepatocytes of scalded rats

3　讨论

　　严重创伤(烫伤)后机体代谢出现紊乱 ,可出现创

伤后糖尿病。目前认为创伤后胰岛素抵抗是以肝脏葡
萄糖生成和输出增加(肝糖原分解和糖异生增强)而外
周组织(肌肉和脂肪)胰岛素依赖的葡萄糖摄取减少 ,
以及对葡萄糖彻底氧化障碍为主要特征的糖代谢紊

乱。唐仲进用真实血糖固定术研究烧伤大鼠葡萄糖代

谢 ,证明烧伤后葡萄糖置换率明显降低与胰岛素受体
后缺陷有关。目前研究认为胰岛素受体的酪氨酸激酶
激活 ,引起受体自身磷酸化后 ,首先引起 IRS-1磷酸化
再由后者对下游的含 SH2 区蛋白结合而偶联信号传

递。本实验观察到 ,在大鼠严重烫伤后 3 d ,从肠系膜
下静脉注射胰岛素 90 s后检测肝细胞内 IRS-1的酪氨

酸磷酸化 ,结果 IRS-1不能发生酪氨酸磷酸化。而总
的 IRS-1含量并没有明显变化。有研究报道 ,在严重
烫伤情况下肌肉的胰岛素受体出现自身磷酸化和 IR-
TPK活性降低[ 3] ,在胰岛素刺激下肌细胞内 IRS-1的

酪氨酸不能发生磷酸化。与本实验结果相一致 。IRS-
1作为胰岛素信号转导中关键的一步 ,其不能酪氨酸
磷酸化必然发生胰岛素信号传导障碍而引起胰岛素抵

抗[ 4 ～ 5] ,因此在严重烫伤的情况下 IRS-1 出现酪氨酸

磷酸化障碍可能是烫伤后发生胰岛素抵抗的一个重要

原因 。1996年Moxham等[ 1]使用诱导表达反义 RNA封

闭Giα2的基因编码的转基因小鼠研究 Giα蛋白和胰岛
素作用之间的关系时发现 ,小鼠表现出高胰岛素血症 、
葡萄糖耐量下降和胰岛素抵抗 ,以及在胰岛素刺激下
IRS-1的酪氨酸磷酸化减少等现象 ,推测Giα可能参与
胰岛素信号转导 。2000年Matsuda N等报道糖尿病大

鼠心肌Gi-2α和 Gi-3α的含量与正常动物比较分别下
降了 22%±2%和 57%±2%,其 mRNA 水平分别下降

22%和 53%,但 Gi-1和 Gs在对照组和实验组其 mRNA

的表达却没有明显的变化 。Tao J发现Gαi2表达增加可

以增强胰岛素的信号转导 。
　　本实验应用烫伤复制胰岛素抵抗模型 ,检测烫伤
后1 ～ 7 d Giα在肝脏中表达的变化 。结果显示 ,烫伤
后1 ～ 6 d Giα表达水平明显降低 ,尤以第 3 天最为显

著。结合烫伤后 3 d 大鼠肝脏 IRS-1酪氨酸磷酸化障
碍最为明显的结果 ,表明 Giα表达减少可能是烫伤后
大鼠出现 IRS-1酪氨酸磷酸化障碍的主要原因 。本实
验还观察到烫伤 3 d大鼠血糖水平和血浆胰岛素均明

显升高 ,表明大鼠存在明显的胰岛素抵抗现象 ,并与本
实验发现 IRS-1酪氨酸磷酸化障碍的结果一致 。对烫
伤3 d Giα含量和血糖值进行成对数据相关性分析 ,结
果显示两组数据呈明显的负相关(P <0.01 , r =
-0.74)。这提示 Giα含量的下降与烫伤后发生的胰
岛素抵抗有密切关系 。结合烫伤 48 h 后大鼠出现明

显的胰岛素抵抗及肌细胞酪氨酸磷酸化障碍的文献报

道
[ 8]
。我们认为烫伤后肝脏细胞内Giα表达减少及其

进而导致的 IRS酪氨酸磷酸化下降是烫伤动物发生胰

岛素抵抗的重要分子机制 。
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