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　　提　要　目的: 阐明 TN F-α超表达在烧伤胰岛素抵抗中的作用机制。方法: 观察全层体表面积 30%

( 30% TBSA)烫伤小鼠肝脏 TN F-αmRN A表达的动态变化和肝脏及肌肉部分纯化的胰岛素受体酪氨酸蛋

白激酶 ( Insulin recepto r ty ro sine pro tein kinase, Ins R-TPK)活性变化以及注射 TN F-McAb后 InsR-TPK活

性恢复情况。结果: ①严重烫伤小鼠肝脏 TNF-α-mRN A表达 ,伤后 3 h开始升高 , 24 h略有下降 ,随后又升

高 ,一直持续到第 5天。②严重烫伤小鼠肝脏和肌肉 InsR-TPK活性降低。注射 TNF-McAb,烫伤小鼠肌肉

InsR-T PK活性恢复而肝脏 InsR-TPK活性变化不明显。结论: 严重烫伤后 TNF-αmRN A表达增强 ,血中

TN F-α水平升高 ,抑制 Ins R-TPK活性 ,引起 Ins R信号传递障碍是烧 (创 )伤胰岛素抵抗主要环节和分子基础。
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　　烧伤 ,包括其它类型的创伤和感染 ,出现胰岛素抵

抗而影响临床对病人的营养调理和治疗工作。我们前

期研究证实 ,严重烫伤大鼠出现胰岛素抵抗与胰岛素

受体 ( Insulin recepto r, InsR)自身磷酸化及胰岛素受

体酪氨酸蛋白激酶 ( Insulin recepto r ty rosine pro tein

kinase, InsR-TPK)活性降低有关 [1, 2 ] ,但详细机制不

清楚。本研究利用 30% TBSAⅢ度烫伤小鼠为模型 ,研

究肝脏 TN F-αmRNA表达和肝脏及肌肉 InsR-TPK

活性变化以及注射 TN F-M cAb后 InsR-TPK活性恢

复情况 ,探讨 TN F-α超表达在烧伤胰岛素抵抗发生中

的作用。其结果总结如下。

1　材料与方法

1. 1　材料
1. 1. 1　主要试剂　　 TNF-McAb (北京邦定试剂公司 ) ;

[α-32P ]dC TP和 [γ-32 P ] AT P(北京福瑞公司 ) ; Po lyGLu Ty r( 4 

1) ( Sigma) ; TN F cDNA质粒 PBV220(重庆第三军医大学附属

大坪医院野战外科研究所刘韧博士惠赠 ); 限制性内切酶

EcoRI和 SptI( Sigma) ;随机探针标记试剂盒 ( Pharmacia) ;其余

试剂均为分析纯。

1. 1. 2　动物模型　　昆明株小鼠体重 22 g～ 25 g ,雌雄不拘 ,

由本校实验动物中心提供。按本室方法 [2]制作烫伤模型。动物

分笼喂养 ,自由摄食。对照组除不烫伤外 ,其余同烫伤组处理。

TN F-McAb注射组按 3 mg /kg总剂量于伤后经尾静脉每天 3次

连续注射 3 d。依各时相点断头活杀动物 ,进行检测。

1. 2　方法
1. 2. 1　肝脏 TN F-αmRN A表达检测　　采用 Northern杂交

方法 ,按文献 [3, 4 ]操作。

　 　王占科 ,男 , 30岁 ,主治医师 ,硕士 ,现在 94医院检验科

南昌市 , 330000

1. 2. 2　肝脏和肌肉 InsR-TPK活性测定　　参照本室建立的

方法 [2 ] ,制备 W GA-Sepha ro se 4B亲和层析柱 ,增溶和纯化肝

脏和肌肉细胞膜 InsR,作 InsR-TPK活性测定。以 32 P掺入

fmo l /mg蛋白 min- 1表示 TPK活力。按下式计算 Ins R-T PK

活性:

InsR-TPK= [32 P( R+ I+ S) - 32P( R+ I) ] - [32P( R+ S) - 32 P( R) ]

　　 R、 I、 S分别代表受体蛋白、胰岛素和外源底物

1. 2. 3　数据处理　　用本校数学教研室编制的医用统计程序

包 SPM R进行单因数方差分析 ,结果以 x-± s表示。

2　结果

2. 1　烫伤后肝脏 TN F-αmRNA超表达

　　通过 Nor the rn blo t杂交技术 ,检测正常和烫伤小鼠肝细

胞 TNF-αmRNA表达水平。结果显示 ,正常小鼠肝脏可检测出

TN F-αmRN A。严重烫伤后 3 h ( 3PBH,其余类推 )肝脏 TN F-α

mRN A明显升高 , 12 h达峰值 , 24 h～ 48 h有所下降 ,随后又迅

速升高 ,并一直持续到第 5天 ,见附图。 TN F-αmRNA的 Nor th-

ern blo t杂交斑点经岛津 930双波长薄层扫描仪分析 ,以正常小

鼠的吸光度值为 1. 00烫伤小鼠肝脏各时相点 TNF mRNA,相

对含量变化: 1. 80( 3PBH) , 2. 64( 6PBH) , 3. 47( 12PBH) , 2. 54

(严重烫伤后 1 d, 1PBD ) , 2. 66( 2PBD) , 2. 88 ( 3PBD ) , 3. 17

( 5PBD)。表明严重烫伤小鼠肝脏 TNF-αmRN A超表达 ,并与

血中 TNF-α正相关。

附图　肝脏 TNF-αmRNA Northern blot杂交

Fig　Northern blot of TNF-α mRNA in liver
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2. 2　严重烫伤 InsR-TPK活性改变
2. 2. 1　严重烫伤后肌肉 InsR-TPK活性变化　　严重烫伤后

3 d,小鼠肌肉部分纯化 InsR-TPK活性无论是基础或加胰岛素

( 100μmo l /L )刺激的 InsR-TPK活性均低于正常对照。当用

TN F-McAb注射后 , Ins R-TPK活性明显得到恢复 ,见表 1。

表 1　严重烫伤小鼠肌肉 InsR-TPK活性变化 (x-± s )

Tab 1　 Changes of muscle InsR-TPK activity

af ter scalding in mice( x-± s)

Group n Cont rol 3PBD TN F-Mc Ab

- In s 10 3. 66± 0. 56 2. 56± 0. 44*　 3. 11± 0. 57#

+ In s 10 8. 78± 0. 80 3. 30± 0. 50** 4. 98± 0. 84#

Δ T PK 10 5. 12± 0. 80 0. 74± 0. 50** 1. 89± 0. 84#

Δ TPK: T PK (+ Ins ) - T PK ( - Ins ); * : P < 0. 05,

** : P < 0. 01v s contr ol;# : P < 0. 05 vs 3PBD;

　　上述结果进一步证明 ,烫伤后 TNF-α引起胰岛素抵抗是

与 TNF-α抑制 InsR-TPK活性这一胰岛素受体信号系统偶联

的中心环节密切相关。

2. 2. 2　烫伤后肝脏 InsR-TPK活性变化　　肝脏部分纯化的

InsR-T PK活性检测发现 ,烫伤后无论是基础状态或是胰岛素

刺激 ,肝脏 Ins R-TPK活性均降低。用 TN F-McAb注射烫伤小

鼠 ,未能得到 InsR-TPK活性的恢复 ,见表 2。

表 2　严重烫伤小鼠肝脏 InsR-TPK活性变化 (x-± s )

Tab 2　 Changes of liver InsR-TPK activity

af ter scalding in mice (x-± s)

Group Cont rol 3PBD TN F-Mc Ab

- In s 2. 94± 0. 63 2. 15± 0. 45　　 2. 19± 0. 45

+ In s 7. 01± 0. 80 2. 74± 0. 50** 2. 82± 0. 70

Δ T PK 4. 07± 0. 80 0. 55± 0. 50** 0. 63± 0. 70

Δ TPK: TPK(+ Ins) - TPK ( - Ins) ;** : P < 0. 01 vs contro l

　　提示严重烧伤后 TN F-α通过抑制肝脏 Ins R-TPK信号偶

联途径 ,造成胰岛素抵抗 ,不可能用中和外周 TN F-α而得到恢

复。

3　讨论

　　胰岛素抵抗是烧伤或其它类型创伤、感染休克时

常见的代谢紊乱的症候群 ,一直是临床和基础研究关

心的问题。我们前期研究证明 [ 1, 2] ,严重烫伤大鼠胰岛

素抵抗与胰岛素受体信号传导缺陷有关 ,特别发现肝

脏和骨骼肌 (胰岛素主要靶组织 )细胞膜及其部分纯化

的 InsR-TPK活性降低 , InsRβ -亚基自身磷酸化和对

胰岛素刺激的反应性减退。可能由此引起胰岛素受体

信号偶联途径障碍是烧伤后胰岛素抵抗发病的中心环

节 ,但其发病的机制尚未完全清楚。近年来已有报道 ,

肥胖小鼠脂肪细胞 TN F-α超表达 ,抑制机体胰岛素受

体信号传导 ,是引起肥胖和 NIDDM胰岛素抵抗的主

要原因 [5 ]。我们还注意到烧伤大鼠肝脏和肺 TN F-α

m RNA超表达的报道
[6 ]
。然而 TN F-αm RNA超表达

和血中 TN F-α水平升高对烧伤后胰岛素受体信号传

递有何影响?国内外未见有文献报道。

　　我们的研究结果证明 ,严重烫伤小鼠早期肝脏

TN F-αmRNA表达与血中 TN F-α水平同步增加
[9 ] ,

而且从伤后 3 h开始明显升高并一直持续到第 5天。血

浆 TN F-α水平升高与血浆葡萄糖胰岛素乘积 ( Gs×

Ins)明显正相关 ,而与单独的血糖和胰岛素升高相关

不显著。首次引用 Gs× Ins指标定量描述烧伤胰岛素

抵抗
[9 ]
。发现烧伤后 TN F-α与胰岛素抵抗从休克期一

直持续到高代谢期。为了进一步证实 TN F-α在烧伤胰

岛素抵抗的作用 ,我们使用抗 TN F单克隆抗体

( TN F-McAb)注射烧伤小鼠 ,结果发现中和外周血

TN F-α可以有效改善胰岛素抵抗。同时亦能改善肌肉

InsR-TPK活性和对胰岛素刺激的反应性 ,但不能改

善肝脏 InsR-TPK活性和对胰岛素刺激的反应性。其

原因不完全清楚 ,可能由于肝脏巨噬细胞系统是

TN F-α产生的主要场所 ,产生大量 TN F-α,通过自分

泌、旁分泌等方式作用于肝脏实质细胞 ,或者因为本研

究所用 TNF-M cAb剂量不足以中和肝脏的 TN F-α,

或不能到达肝细胞以有效改善其功能。从而提示纠正

肝脏和外周组织胰岛素抵抗的途径可能不一样。

　　 TN F-α引起烧伤胰岛素受体信号传递障碍的详

细机制尚未明确 ,我们的实验和其它报道
[7～ 9 ]

,证明

TN F-α可能直接引起胰高血糖素等应激 (升糖 )激素

升高 ,拮抗组织对胰岛素的敏感性。另一方面 TN F-α

通过靶细胞膜上 TN FR介导的神经酰胺作第二信使 ,

激活蛋白激酶 A、蛋白激酶 C和 Ser /Thr蛋白激酶 ,

刺激胰岛素受体 Ser /Thr残基磷酸化 ,抑制胰岛素刺

激的 β -亚基自身磷酸化或胰岛素受体底物 1( IRS-1)

磷酸化 ,从而阻断胰岛素受体信号传递 ,导致胰岛素抵

抗。
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Expression of TNF-αand its role in insul in resistance after severe scald-

ing in mice
Wang Zhanke, Xu Linshui ( Depa rtment o f Bio ch emistr y, Third M ilitar y Medical Univ e rsity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o clarify the mechanism o f the role of ov erexpression o f TNF-αmRNA in insulin

r esistance af ter sev er e sca lding. Methods: In the mice inflic ted with 30% TBSA full-thickness skin scalding ,

the dynamic changes of TN F-αmRN A expression in the liv er and the ac tiv ity o f insulin r ecepto r ty ro sine pro-

tein kinase ( InsR-TPK) we re determined. Then th e r einsta tement o f Ins R-T PK ac tiv ity by injecting TN F-

McAb fo r 3 days wa s also observ ed. Results: The expression of TN F-αmRN A in the liv er w as markedly in-

creased in the first 3h post-scalding and remained high fo r 5 days. The activ ity of InsR-TPK in bo th the liv er

and skeletal m uscle w ith o r without insulin stimula tion was g rea tly reduced a s compa red w ith the contr ol. In

addition, these diso rders of InsR-T PK activity o f muscle can be amelio rated through neut raliza tion o f the cir-

culato ry TN F-αby administ ration of TNF-McAb. Conclusion: Th e suppression o f insulin receptor signa l

tr ansmission due to the over ecpr ession o f TN F-αmRN A and eleva ted circulato ry TN F-α lev el may be the

mo lecula r mechanism and central stag e of insulin resistance after thermal injury.

　　 Key words　 scalding; TNF-αmRN A; ty ro sine pr otein kina se; mouse

头颈部肿瘤患者血清 sIL-2R及 TNF含量的观察

Observation on serum levels of sIL-2R and TNF in patients with head-

neck malignant tumors

刘碾记 　黄晋生  　 范文汉　 赵洪进　　 (第三军医大学附属西南医院耳鼻咽喉科 )重庆 , 400038

　　近年来发现 ,头颈部肿瘤患者血清中可溶性白细胞介素 -2

受体 ( So luble inter leukin 2 receptor , sIL-2R)、肿瘤坏死因子

( Tumor nec rosis fecto r, TNF)可升高 ,血清 sIL-2R和 TN F含

量在一定程度上反应体内 T细胞的活化及肿瘤活动情况 [1]。但

国内关于正常人及头颈部肿瘤患者血清中 sIL-2R、 TNF含量

的报道较少。我们用酶联免疫吸附法检测了头颈部肿瘤患者及

健康献血员 s IL-2R和 TN F含量 ,现将结果报道如下。

1　材料与方法

　　研究对象:健康献血员 20例 ,男女各 10例 ,为我院输血科提

供。喉癌 10例 ,鼻咽癌 5例 ,均为我院住院病人 ,经手术、病理

证实。

　　 s IL-2R酶联检测试剂盒: 德国 Bochringe r Mannbeim Bio-

chemica公司产品 ,按试剂盒说明书操作 , Beckman 700型生化
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