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　　提　要　目的: 探讨内毒素在烧伤胰岛素抵抗发病中的作用机制。 方法:以 20% TBSAⅢ 度烧伤合并腹

腔注射内毒素 ( 1 mg /kg )大鼠为模型 ,研究血清 TN F-α和 NO动态变化及肌肉细胞质膜胰岛素受体结合能

力和酪氨酸蛋白激酶 ( TPK)活性的改变 ,同时观察外源 NO供体 SN P对正常大鼠离体骨骼肌细胞膜胰岛素

受体 TPK活性的影响。 结果: 烧伤合并内毒素血症大鼠血清 TNF-α、 NO水平早期即升高 ,比单纯烧伤及单

纯内毒素血症大鼠升高更明显 ,峰值提前 ,且其肌肉细胞膜 IR TPK活性降低亦更明显。 外源 NO抑制离体

正常肌肉细胞膜 IR TPK活性。结论:烧伤内毒素血症时 ,内毒素刺激多种细胞合成并分泌 TN F-α和 NO等

一系列致炎症介质 ,抑制胰岛素受体酪氨酸蛋白激酶活性 ,干扰胰岛素受体信号传导而导致糖代谢紊乱和胰

岛素抵抗。
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　　临床资料表明 ,烧伤以及其它类型创伤病人常合

并内毒素血症 ,病人多器官功能衰竭的发生率明显高

于单纯创伤患者 [1 ]。创伤并发内毒素血症时机体通常

出现胰岛素抵抗和糖代谢紊乱 ,其详细机制尚未完全

清楚。最近研究证实 ,内毒素激活多种细胞合成并释放

肿瘤坏死因子 α( TN F-α)和一氧化氮 ( NO )等一系列

致炎症介质 ,引起胰岛素受体 ( Insulin recepto r, IR)信

号传导多环节的改变。本研究以大鼠 20%体表面积Ⅲ

度烧伤复合小剂量内毒素 ( 1 mg /kg )腹腔注射形成烧

伤合并内毒素血症为模型 ,观察血中 TN F-α、 NO动态

变化和肌肉细胞膜胰岛素受体及受体 T PK活性变

化 ,从胰岛素受体信号传导水平阐明内毒素在烧伤内

毒素血症大鼠胰岛素抵抗发生中的作用机制。

1　材料与方法

1. 1　材料
　　 [γ-32 P ] ATP (亚辉公司 ,北京 ) , HistoneⅡ B、内毒素 (E .

Coli.血清型 0127: B8) ( Sigma公司 ) , TNF-α、 NO测定试剂盒

(邦定公司 ,北京 ) ,其余试剂均为 A. R级。

1. 2　方法
1. 2. 1　实验动物处理　　Wista r大鼠 ,由本校实验动物中心

提供 ,体重 ( 200± 20) g ,雌雄不拘 ,随机分成烧注组 ( BE组 )、

单烧组 ( B组 )、单注组 ( E组 )和正常对照组 ( N组 ) ,每组每时相

点 6只 ,另以 6只作正常对照。分笼喂养 ,自由摄食。 B组按文

献 [ 1]制作 20% TBSAⅢ度烧伤模型。 BE组以 1 mg /kg内毒素

(预先溶于 2 ml无菌生理盐水中 )腹腔注射 ,余同 B组。 E组除

不造成烧伤外 ,余同 BE组。N组除不注射内毒素外 ,余同 E
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组。 以上各组动物于不同时相点 ,检测血清 TN F-α、 NO浓度 ,

取第 3天动物大腿肌肉 ,制备胰岛素受体增溶液。

1. 2. 2　血清 TN F-α、 NO测定　　分别用 ELISA和化学法按

试剂盒说明书测定。

1. 2. 3　胰岛素受体增溶和受体结合测定　　按本室建立方法

操作 [2]。

1. 2. 4　胰岛素受体 T PK活性测定　　按本室建立方法测

定 [3]。

1. 2. 5　硝普钠 ( Sodium nitr oprusside, SNP)与正常大鼠比目

鱼肌孵育及其 IR TPK活性测定　　参考 Leighton等 [4]方法。

2　结果

2. 1　血清 TN F-α动态变化
　　 BE组在 1 h TNF-α明显升高 ( P < 0. 01) , 3 h达峰值 , B

组 3 h开始升高 ( P < 0. 01) , 12 h达高峰 , E组 1 h也明显升高

( P < 0. 01) ,峰值在 12 h, BE组与 B组比较 ,表明内毒素使伤

后 TNF-α峰值升高且提前。 结果见表 1。

2. 2　血清 NO动态变化
　　各组血清 NO水平于 0. 5 h即开始升高 ( P < 0. 01) , 72 h

仍高于正常水平 ( P < 0. 01)。 BE组峰值较 B组和 E组提前 ,

结果见表 2。

2. 3　肌肉细胞膜胰岛素受体变化
　　肌细胞膜 IR结合经 Scatchard作图分析受体最大结合率

和最大结合容量 ,见表 3。BE组、 B组、 E组分别与 N组比较 ,受

体最大结合率均差异不显著 ( P > 0. 05)。 BE组、 E组的受体最

大结合容量明显下降 ( P < 0. 01) ,而 E组与 N组、 BE组与 B

组比较 ,差异均不显著 ( P > 0. 05)。因此 ,烧伤及烧伤合并内毒

素血症大鼠肌细胞膜 IR最大结合率不变 ,最大结合容量显著

降低 ,而内毒素对正常及烧伤大鼠肌细胞膜 IR最大结合率和

最大结合容量均无明显影响。
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表 1　血清 TNF-α的动态变化 (ρB /μg· L- 1 , x-± s )

Tab 1　 Dynamic changes of TN F-α in serum (ρB /μg· L- 1 ,x-± s )

Groups 0 h 0. 5 h 1 h 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 72 h

N 0. 41± 0. 03

BE 0. 45± 0. 06 3. 33±0. 50* 5. 87± 0. 65* 5. 14± 0. 61* 4. 17± 0. 38* 2. 11± 0. 29* 1. 26±0. 25* 0. 86± 0. 08*

B 0. 44± 0. 05 0. 64±0. 06△△ 1. 62± 0. 16*△△ 2. 73± 0. 37*△△ 4. 39± 0. 50* 2. 55± 0. 33*△ 1. 36±0. 21* 1. 00± 0. 12*△

E 0. 42± 0. 04 0. 86±0. 16*△△ 2. 62± 0. 26*△△ 4. 28± 0. 50*△ 5. 27± 0. 50△△ 4. 21± 0. 34*△△ 3. 00±0. 49*△△ 1. 61± 0. 23*△△

* : P < 0. 01 vs N;△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01 vs BE

表 2　血清 NO的动态变化 (ρB /μg· L- 1 ,x-± s)

Tab 2　 Dynamic changes of NO in serum (ρB /μg· L- 1 ,x-± s)

Groups 0 h 0. 5 h 1 h 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 72 h

N 7. 00± 0. 66

BE 33. 97± 1. 52* 30. 06± 2. 66* 25. 97± 1. 35* 22. 23± 2. 14* 18. 17±1. 55* 17. 45± 1. 96* 17. 40± 2. 12* 16. 45± 2. 06*

B 20. 07± 2. 07*△ 22. 11± 2. 48*△ 25. 65± 2. 08* 20. 93± 2. 31* 19. 35±3. 04* 17. 16± 2. 18* 15. 63± 2. 03* 13. 49± 1. 62*△

E 17. 83± 1. 87*△ 21. 31± 2. 20*△ 25. 85± 2. 18* 20. 68± 2. 83* 16. 92±2. 14* 15. 85± 1. 86* 13. 89± 1. 47*△ 11. 83± 1. 33*△

* : P < 0. 01 vs N;△: P < 0. 01 vs BE

表 3　肌细胞膜胰岛素受体结合能力的改变 ( x-± s )

Tab 3　Muscle cell membrane IR binding capacity(x-± s )

Grou ps
Maximu m binding rate

(% )
Maximum binding capaci ty

( pmol /mg)

N 12. 40± 0. 97 1. 03± 0. 16

BE 11. 49± 1. 03 0. 44± 0. 05*

B 11. 90± 0. 93 0. 45± 0. 06*

E 12. 04± 1. 08 0. 99± 0. 14

* : P < 0. 01 v s N

2. 4　肌肉细胞膜 IR T PK活性改变

　　用 Histone Ⅱ B为外源底物 ,以 32 P掺入量作单位测定

TPK活性 ,见表 4。 在基础状态 (无胰岛素刺激 ) BE组 、 B组

TPK活性明显低于 N组 ( P < 0. 01) ,而 E组与 N组差异不显

著 ( P > 0. 05)。在 10- 5 mol /L胰岛素刺激时 , BE组、 B组和 E

组的 TPK活性明显低于 N组 ( P < 0. 01) ,而 BE组又明显低

于 B组或 E组 ( P < 0. 01)。用胰岛素刺激时 32 P掺入量减去基

础 32 P掺入量作为胰岛素刺激的 IR TPK活性 , E组明显低于 N

组 ( P < 0. 01) , BE组明显低于 E组 ( P < 0. 01)。结果提示 ,烧

伤合并内毒素血症大鼠肌细胞膜 IR的基础和胰岛素刺激时

TPK活性均明显降低 ,对胰岛素刺激的反应能力亦明显减退 ,

内毒素使正常及烧伤大鼠的肌细胞膜 IR TPK活性对胰岛素

的反应性均明显降低。

表 4　肌细胞膜胰岛素受体 TPK活性的改变 ( fmol /min· mg- 1 , x-± s )

Tab 4　 TPK activity of muscle cell membrane IR( fmol /min· mg- 1 ,x-± s )

N BE B E

- In s 1. 62± 0. 21 0. 79± 0. 08* 0. 85± 0. 09* 1. 60± 0. 17

+ In s 4. 39± 0. 51△ 0. 96± 0. 12△* 1. 42± 0. 15△* 2. 86± 0. 13△*

In s stimulated TPK 2. 78± 0. 43 0. 17± 0. 05* 0. 57± 0. 11* # 1. 26± 0. 06* #

Ins stimula ted T PK= TPK (+ Ins) - TPK( - Ins) ;△: P < 0. 01 v s - Ins;* : P < 0. 01 vs N;# : P < 0. 1 v s BE

2. 5　离体 NO对正常大鼠肌肉细胞膜 IR T PK活性

的影响
　　当孵育液中加入 1. 0 mmol / L或 10 mmo l /L SN P时 ,肌细

胞膜 IR基础 TPK活性与对照组无显著差异 ( P > 0. 05) ,而胰

岛素刺激时 TPK活性显著降低 ( P < 0. 01) ,且 10 mmol /L

SNP组降低非常显著 ( P < 0. 01)。当 1. 0 mmo l /L SN P和 200

μmo l /L血红蛋白同时与比目鱼肌孵育时 ,胰岛素刺激时 T PK

活性明显高于单独 1. 0 mmol /L SN P组 ( P < 0. 01) ,且与对照

组无显著差异 ( P > 0. 05)。用胰岛素刺激的 IR催化的 32 P掺入

量作比较 ,也得到同样的结果。见表 5。表明 SN P明显抑制肌肉

细胞膜 IR TPK活性对胰岛素的反应性 ,且呈剂量依赖关系 ,

NO清除剂血红蛋白对此有逆转作用。
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表 5　NO对正常肌细胞膜胰岛素受体 TPK活性的影响 ( fmol /min· mg- 1 , x-± s )

Tab 5　 The ef f ect of NO on normal muscle cell membrane IR TPK activity ( fmol /min· mg- 1 ,x-± s)

Con trol SN P SNP SN P+ Hemoglobin

( 1. 0 mmol /L) ( 10 mm ol /L) ( 1. 0 mmol /L)　 ( 200μmol /L)

- Ins 1. 54± 0. 14 1. 60± 0. 07 1. 47± 0. 13 1. 54± 0. 17

+ Ins 4. 22± 0. 56 3. 00± 0. 42* 2. 15± 0. 06*△ 4. 16± 0. 46△

Ins s timulated T PK 2. 68± 0. 48 1. 42± 0. 43* 0. 69± 0. 11*△ 2. 60± 0. 59△

Ins stimula ted TPK= TPK (+ Ins) - TPK( - Ins) ;* : P < 0. 01 v s contro l;△: P < 0. 01 vs SNP

3　讨论

　　内毒素血症引起的糖代谢紊乱和胰岛素抵抗在创

伤、外科感染等疾病中已有不少的研究。但内毒素血症

时发生的胰岛素抵抗涉及 IR信号传导的改变 ,未见

研究报道。

　　目前普遍认为烧伤后 ,机体的高血糖高胰岛素血

症而引起的受体下向调节导致 IR数目减少 ,不是胰

岛素抵抗的直接原因 , Fan等
[5 ]报道用内毒素直接注

射造成内毒素血症后骨骼肌细胞膜 IR数目及亲和力

均无显著改变 ,与我们的结果相一致。

　　我们的实验证实 ,烧伤和内毒素血症大鼠肌肉细

胞膜 IR的 TPK活性对胰岛素的反应性明显降低 ,且

内毒素能加重烧伤大鼠的这一改变 ,这就有可能影响

到胰岛素生物学效应的最终发挥而导致胰岛素抵抗。

烧伤时 ,儿茶酚胺、胰高血糖素和糖皮质激素水平升

高 ,激活细胞内蛋白激酶 A、蛋白激酶 C而引起 IR的

Ser /Thr残基磷酸化 ,由此抑制 β -亚基 Tyr残基磷酸

化 ,导致 TPK活性降低。而且 ,烧伤后由于创面感染、

肠源性细菌移位等机体极易发生内毒素血症。 大量研

究证明 ,内毒素通过受体介导刺激单核巨噬细胞等合

成分泌 TN F-α等致炎症介质而进一步发挥生物学效

应。 本研究结果表明 ,烧伤和内毒素血症大鼠血清

TN F-α、 NO水平早期即升高 ,并持续 72 h以后 ,烧伤

合并内毒素血症大鼠升高更明显 ,峰值提前。而 TN F-

α可引起 IR自身磷酸化及 TPK激活、 IRS-1磷酸化

等 IR受体信号传导多个环节的缺陷。

　　 NO在体内半衰期只有几秒 ,却具有复杂的病理

和生理功能 ,其在糖代谢中的作用近几年已被注

意 [6, 7 ]。在骨骼肌细胞中已检测到多种一氧化氮合酶的

表达。 NO参与了骨骼肌细胞正常的糖代谢 ,但其过度

产生却抑制胰岛素刺激的葡萄糖转运和糖原合成。 本

实验提示 ,烧伤内毒素血症时 , NO通过抑制 IR TPK

活性而参与糖代谢紊乱和胰岛素抵抗的发生 ,这是烧

伤内毒素血症时胰岛素抵抗发生的主要环节和机制。
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　　 Abstract　Objective: T o explo r e the mechanism of th e ro le of endo to xin in occur rence of insulin resis-
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