
3　讨论

　　既往研究表明 ,动物梭曼中毒后 ,心脏功能会受到

严重抑制 ,其机制与梭曼的胆硷能作用有关 [3, 4 ] ,但梭

曼对心脏的直接作用也不容忽视。

　　本研究以大鼠离体灌流工作心脏为模型 ,探讨梭

曼对动物心脏功能的直接影响。初步结果表明 ,急性梭

曼中毒后 ,大鼠心功能在早期出现暂时兴奋后转入进

行性抑制 ,表现为反应大鼠心脏收缩性能的指标如左

心室压力 ( LV P)、左室压最大上升速率 (+ dp /dtmax )、

左心室收缩成份的缩短速率 ( Vce-50)等在梭曼中毒后

10 min升高 , 30 min下降直至实验结束 ;而与心脏舒

张性能有关的指标如左心室舒张末压 ( LV EDP)和左

室压下降最大速率 ( - dp /dtmax )等在中毒早期变化不

明显 ,中毒后 60 min开始下降。以上结果提示 ,梭曼对

心脏功能直接作用的关键环节在于对心肌收缩性能的

影响 ,而中毒晚期心脏舒张功能的下降可能与心脏整

体功能的降低有关。

　　梭曼中毒对心肌收缩性能的影响机制可能是: ①

梭曼中毒对心肌胆硷能神经系统的影响 ,导致心肌系

统的神经介质紊乱 ,影响心肌正常功能的发挥 [ 5] ;②心

肌收缩需要充足的能量供给 ,梭曼中毒可以导致心肌

能量代谢紊乱 ,引起心功能失常
[6 ]
;③梭曼对细胞微环

境离子状态的影响 ,可能诱发心肌细胞异常电活动 ,导

致心肌收缩性能的改变 [7 ]。总之 ,梭曼中毒引起心功能

变化的机制十分复杂 ,有些推测尚待进一步证实。
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大鼠骨骼肌胰岛素受体的部分纯化及其特征

Purification and characterization of insulin receptor from skeletal muscle

of the rat

毛琼国 　张　波  　　 (第三军医大学基础医学部分子遗传学教研室 )重庆 , 400038

　　提　要　目的:对大鼠骨骼肌胰岛素受体的结构和特征进行分析。 方法: 采用麦胚凝集素琼脂糖凝胶

( W GA-Sepha rose 4B)部分纯化骨骼肌胰岛素受体 ;通过 SDS-PAGE、胰岛素结合实验以及受体自身磷酸化

和外源性底物磷酸化实验 ,分析受体的结构 ,并研究其特征。 结果: SDS-PAGE证明骨骼肌胰岛素受体由两

处分子量分别为 135× 103 u和 95× 103 u亚基组成 ;受体结合实验经 Scatchard作图分析表明受体与胰岛素

结合呈负协同效应 ,最大结合容量为 ( 0. 96± 0. 34) pmol /mg ,受体 β -亚基能自身磷酸化 ,且能激活受体内在
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酪氨酸蛋白激酶 ( T PK)活性 ,并呈胰岛素剂量依赖关系。 结论: WGA-Sephar ose 4B纯化的骨骼

肌胰岛素受体纯度和活性较好 ,其结构和特征与其他组织胰岛素受体相同。

　　胰岛素是通过其靶细胞质膜的特异性受体介导对

细胞代谢和生长的调节。现已证明 ,胰岛素受体是由两

个α亚基和两个 β亚基组成的四聚体。 胰岛素与靶细

胞质膜上受体的 α亚基结合 ,导致胰岛素受体空间构

象发生改变 ,诱导受体 β亚基自身磷酸化后激发受体

T PK活性 ,这是胰岛素信号跨膜传导的早期事件 [1 ]。

由于许多病毒癌基因的蛋白产物也具有 TPK活性。

已有许多证据表明生长因子受体酪氨酸蛋白激酶与细

胞增殖及癌变有着密切的关系。 因此研究胰岛素受体

作用机制对于揭示细胞代谢调节、细胞生长和肿瘤病

因都十分重要。

　　有关骨骼肌中胰岛素受体纯化和性质的研究在国

内还未见报道。本研究通过对大鼠骨骼肌胰岛素受体

的部分纯化 ,并对其结构和特征进行了分析。

1　材料与方法

1. 1　材料
　　 Sepha ro se 4B( Pha rmacia公司 ) , WGA(第二军医大学 ) ,

N-乙酰氨基葡萄糖 ( Merk公司 ) , Histone Ⅱ B( H2B, Sigama公

司 ) , [γ-32 P ] ATP(比活度> 5000 Ci /mmo l,北京福瑞公司 ) ,其

他试剂均为分析纯。 雄性 Wista r大鼠由本校实验动物中心提

供。

1. 2　方法
1. 2. 1　WGA-Sepharo se 4B亲和层析柱的制备　　参考张世

民等方法 [2] ,略有修改。 Sepha ro se 4B凝胶在 p H11的强碱性条

件下 ,用溴化氰活化后 ,迅速转移到溶解有 WGA的 0. 01

mo l /L NaHCO3、 0. 15 mol /L NaCl的溶液中 , 4℃缓慢搅拌过

夜。 交联后的 Sepharo se 4B凝胶用乙醇胺封闭残余活化基团。

红细胞凝聚法检查活性后装填于 1× 15 cm玻璃层析柱中 ,用

缓冲液平衡后备用。

1. 2. 2　胰岛素受体增溶与纯化　　参考文献 [3 ]进行 ,取大鼠

肌肉组织去其脂肪和结缔组织制备胰岛素受体增溶液。增溶后

的胰岛素受体上样于平衡后的 WGA-Sepha ro se 4B亲和柱 ,洗

脱杂蛋白直到 OD280 < 0. 02后 ,改用 N-乙酰葡萄糖胺洗脱胰岛

素受体 ,收集洗脱峰流出液 ,浓缩后 - 70℃保存。

1. 2. 3　胰岛素受体 SDS聚丙酰胺凝胶电泳　　纯化的胰岛素

受体用 DT T变性后进行 SDS-PAGE。 银染色后观察结果。

1. 2. 4　胰岛素结合实验及 Scatchard分析　　按 Talo r等方

法进行。

1. 2. 5　胰岛素受体 β-亚基自身磷酸化和 T PK活性检测　　

胰岛素受体自身磷酸化实验参照文献 [4 ]方法进行。受体 T PK

活性观察 H2B作外源性底物 ,用 10- 7mol /L的胰岛素刺激。磷

酸化蛋白质进行 SDS-PAGE,干胶后作放射自显影 ,观察受体

β -亚基自身磷酸化和 H2B磷酸化的结果。

2　结果

2. 1　骨骼肌胰岛素受体的部分纯化
　　在本实验中 WGA-Sepharo se 4B交联率达 90% 左右。红细

胞凝聚法检查表明制备的 WGA-Sepharo se 4B活性较高。增溶

的骨骼肌细胞膜上样于 WGA-Sepharo se 4B亲和层析柱 ,用 N-

乙酰葡萄糖洗脱可行一洗脱峰 ,收集洗脱峰流出液经 SDS-

PAGE电泳即为纯化的胰岛素受体。

2. 2　受体纯度及亚基组成
　　纯化的胰岛素受体经 DT T变性后 ,作 SDS-PAGE。银染后

显示两条带 ,分子量分别为 135× 103u和 95× 103u。 这与其它

组织中胰岛素受体α-亚基和 β亚基的分子量是一致的。特别是

95× 103 u带染色更深 ,证明用 WGA-Sepharose 4B亲和层析能

得到较纯的胰岛素受体。 另外 ,可见 170× 103u和 66× 103 u两

条蛋白带 ,但染色较浅。

2. 3　受体的胰岛素结合活性
　　利用放射配基 ( 125 I-胰岛素 )竞争结合实验 ,结果经

Scatcha rd作图分析为一条凹面向上的曲线 ,表明骨骼肌胰岛

素受体对胰岛素的结合同样呈负协同效应 ,纯化受体对胰岛素

的最大结合容量为 ( 0. 96± 0. 34) pmol /mg蛋白。

2. 4　受体的自身磷酸化和酪氨酸蛋白激酶活性
　　用 [γ-32 P ] ATP进行掺入实验 ,磷酸化蛋白质作 SDS-

PAGE放射自显影观察受体的自身磷酸化程度。在胰岛素作用

下可见相当于 β亚基的 95× 103 u的蛋白质磷酸化 ,其受体自身

磷酸化程度呈胰岛素剂量依赖关系。 另外我们对受体的 T PK

使外源性底物 H2B磷酸化进行了研究。 放射自显影显示有 14

× 103 u( H2B)和 95× 103 u对应的两条自显影带。证明胰岛素受

体在胰岛素刺激下不仅能发生自身磷酸化 ,而且能激活受体

TPK活性 ,使外源性底物也发生磷酸化。

3　讨论

　　肌肉组织是胰岛素主要靶器官 ,研究胰岛素受体

的信号传导机制 ,需要获得纯度较高的胰岛素受体。我

们采用 WGA-Sepha ro se 4B亲和层析纯化的胰岛素受

体经还原后 ( DTT)进行 SDS-PAGE显示骨骼肌胰岛

受体由α和 β两种亚基组成 ,与其他组织中的受体性

质相同。银染后电泳凝胶上见到的 170× 103 u和 66×

103 u的蛋白质 ,可能是胰岛素受体亚基的降解产物。

胰岛素结合实验表明骨骼肌中纯化的胰岛素受与其它

组织的一样能与胰岛素特异性结合并呈负协同效应。

磷酸化实验证明大鼠骨骼肌胰岛素受体 β亚基 ( 95×
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u )同样具有自身磷酸化能力 ,能激活受体内在

T PK催化外源性底物磷酸化。因此采用本实验方法纯

化骨骼肌胰岛素受体具有其它组织胰岛素受体的结构

和特性 ,并且能够排除质膜上其它蛋白质对胰岛素结

合行为和磷酸化分析的干扰 ,能较好的满足胰岛素受

体功能的研究以及糖尿病、创伤等病理条件下骨骼肌

胰岛素受体信号缺陷的研究。

　　关键词　受体 ,胰岛素 ;酪氨酸蛋白激酶

　　中图法分类号　 Q51
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高效液相色谱法测定人尿乳果糖及甘露醇

Determination of lactulose and mannitol in urine by HPLC

潘　峰
 
　王一健　 孙　玮　 李才安　　 (第三军医大学基础医学部中心实验室 )重庆 , 400038

　　提　要　目的: 建立一项快速、灵敏测定人尿乳果糖 ( L)及甘露醇 ( M )的实验方法。 方法:烧伤病人口服

给药: 乳果糖 10 g ,甘露醇 5 g ,高效液相色谱示差 ( HPLC-RI)检测法测定各时段 L、M的排出量。结果: L、 M

的线性范围为 4～ 500 mg /L,平均回收率为 96. 39% ～ 98. 37% ,精密度 (CV% )为 2. 68～ 3. 74,最低检测限

0. 05 mg / L。 结论: L /M的值增大 ,可示肠通透性增高。

　　双糖试验
[1 ]
的方法有多种: 薄层色谱法是一种耗

时、半定量的方法 [ 2] ;气 -液色谱法 ,需要复杂的柱前衍

生
[3 ]
;液相色谱法 ,省时、稳定性好、可靠性高 ,仪器较

普及 ,易于推广 [4, 5 ]。 本实验采用高效液相色谱示差

( HPLC-RI)检测法测定烧伤病人尿中乳果糖、甘露醇

的含量 ,对烧伤病人肠通透性变化的评价 ,探索出一种

有效、可靠、灵敏、快捷的实验方法。

1　材料和方法

1. 1　仪器
　　美国 Waters公司高效液相色谱仪 ( 810系列 ) ,配备 510

泵 , U6K进样器 , 410示差检测器。

1. 2　试剂
　　乳果糖、甘露醇均为 Sigma公司产品 ,乙腈为色谱纯 ,实验

用水为超纯水。

1. 3　色谱条件
　　色谱柱 , Beckman U ltra sil NH2柱 , 10μm( 4. 6 mm× 250

mm )。 流动相: 乙腈 -水 ( 72∶ 28, v /v ) ,流速 1 ml /min,柱温

32℃ ,示差检测器内加热温度定为 37℃ ,灵敏度设定值的 32,

时间常数为 1. 0。

1. 4　标准液的配制
　　精确制备 1 g / L的乳果糖、甘露醇标准储备液 ,用时再均

量稀释。

1. 5　尿样收集
　　烧伤病人伤后 1、 4、 8、 14 d天早晨 ,排尿后口服给药: 乳果

糖 10 g、甘露醇 5 g ,连续 6 h收集尿液 ,并计总量 ,混匀 ,各时段

取 1 ml,加 0. 2 mg硫柳汞作防腐剂 , - 20℃保存 ,待测。

2　结果

2. 1　标准曲线
　　取正常尿液 ,与样品同样处理 ,加入标准储备液 ,配成浓度

为: 4、 10、 25、 50、 100、 200、 500 mg / L,每种浓度进样 3次 ,峰面

积 R与相应的浓度 C进行线性回归 ,其回归方程为: C乳 = 7. 73

× 10- 5· R+ 1. 066, r= 0. 9993, C甘 = 8. 42× 10- 5· R+ 0. 624, r

= 0. 9996。 统计结果表明:乳果糖和甘露醇在 4～ 500 mg /L的

范围内 ,有良好的线性关系。 色谱图见图 1。
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