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　　提　要　目的: 确证 TN F-α在烧伤后胰岛素抵抗发生中的作用。方法: 利用 30% TBSAⅢ °烫伤小鼠模

型 ,检测伤后不同时相点血浆 TN F-α,血糖 ,胰岛素 ,乳酸和胰高血糖素的动态变化并进行相关性分析。同时

用重组人 TNF-α( rh-TN F-α)注射正常小鼠和单克隆抗体 ( TNF-M cAb)注射烫伤小鼠 ,观察上述相关指标的

变化。结果:严重烫伤小鼠 3 h后出现胰岛素抵抗指标增高并可被 TN F-M cAb减轻。结论: 烧伤后机体 TN F-α

产生增多在胰岛素抵抗中起重要作用。
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　　烧伤后出现胰岛素抵抗是烧伤重要的并发症之

一 ,其详细机理不完全清楚。近来文献 [1]报道 ,肥胖的

大鼠脂肪细胞 TN F-α超表达并与胰岛素抵抗程度呈

正相关。烧 (创 )伤后多种组织的 TN F m RN A表达增

强 ,血中 TN F-α水平升高并与烧 (创 )伤后高代谢的发

生以及内脏多器官功能障碍密切相关
[2, 3 ]

。但对于烧伤

后机体 TN F-α升高在胰岛素抵抗发病中的作用及其

特点如何 ,国内外文献报道不多。为此 ,我们利用 30%

TBSAⅢ °烫伤小鼠为模型 ,系统测定血浆 TN F-α水平

和胰岛素抵抗的相关指标的改变并进行相关系数 ( r )

显著性 ( p )检验。与此同时分别给正常和烫伤小鼠注

射重组人 TN F-α( rh-TN F-α)和 TN F-McAb,研究

TN F-α在烧伤胰岛素抵抗中的作用。

1　材料与方法

1. 1　材料
　　 TN F-α、 TN F-M cAb、 TN F-α检测药盒 (北京军事医学科学

院 );血糖试剂盒 (保定生物制品所 );胰岛素试剂盒 (华西糖尿

病研究所 ) ;胰高血糖素试剂盒 (中国原子能研究所 ) ;乳酸脱氢

酶 ( Sigma ) ;其余试剂为分析纯。 TNF-α及 TNF-M cAb用 5%

BSA溶液配制。

1. 2　动物模型
　　昆明小鼠 ( 18 g～ 20 g )由本校动物中心提供 ,雌雄不拘。小

鼠背部按 30%体表面积剪毛 , ( 89 ℃± 1 ℃ )热水中浸烫 3 s制

成Ⅲ °烫伤模型。腹腔注射生理盐水 2. 0 ml,随机分成 :伤后 3 、

6、 12 h和 1、 2、 3、 5 d 7个组和 TN F-M cAb治疗组。每组动物数

见表中所示。另外设正常小鼠注射 TN F-α组 (各 26只分别以

低、高剂量连续或一次注射 ) ,低、高剂量连续注射组分别于伤

后 2、 6、 8 h取血测定相关指标。动物分笼喂养、自由摄食。

1. 3　样品制备及测定指标
　　动物断头迅速取血 ,以 EDTA+ 抑肽酶抗凝。3000 r /min

离心 10 min,收集血浆 ,必要时重复离心 10 min以完全去除血

细胞。收集血浆 - 70℃保存 ,用于 TNF-α,血糖 ,胰岛素 ,胰高血

糖素和乳酸测定。结果经 IBM微机作相关系数显著性检验及

单因素方差分析。

2　结果

2. 1　烫伤小鼠血浆 TN F-α及其它相关指标动态变化
　　 30% TBSAⅢ °烫伤小鼠各时相点的血浆 TN F-α和胰岛素

抵抗相关指标: 血糖 ( Gs)、胰岛素 ( Ins)、乳酸 ( LA )、胰高血糖

素 ( Glc )含量变化见表 1。

表 1　严重烫伤小鼠血浆 TNF-α及其相关指标的动态变化 (n= 15, x-± s )

Tab 1　 Dynamic changes of TNF-αand relative index in plasma after scalding mice (n= 15,x-± s)

Control 3PBH 6PBH 12PBH 1PBD 2PBD 3PBD 5PBD

Gs( mm ol /L) 5. 18± 0. 28 10. 57± 3. 61** 13. 15± 3. 22** 13. 21± 2. 11 10. 28± 3. 63** 10. 46± 1. 96** 10. 75± 1. 39** 8. 47± 0. 67**

Ins( m U / L) 13. 31± 1. 71 14. 58± 2. 95 12. 57± 2. 90 13. 75± 2. 19 17. 01± 4. 32 24. 44± 3. 33** 25. 87± 3. 28** 22. 19± 4. 34**

T NF-α(μg /L) 0. 92± 0. 08 1. 55± 0. 68** 3. 56± 0. 57** 3. 72± 0. 49** 2. 87± 0. 61** 3. 67± 0. 58** 3. 71± 0. 65** 2. 40± 0. 74**

InsxGs 67. 75± 8. 64 145. 70± 20. 76** 156. 70± 19. 65** 178. 16± 15. 49** 162. 92± 24. 69** 250. 54± 20. 90** 274. 70± 20. 22** 186. 25± 29. 26**

L A( mm ol / L) 2. 43± 0. 17 2. 50± 2. 10** 6. 74± 1. 92** 7. 50± 1. 54** 5. 25± 2. 28** 6. 39± 1. 86** 6. 90± 1. 19** 4. 36± 0. 33**

Glc ( pmol /L) 25. 95± 10. 61 40. 42± 15. 99* 47. 22± 17. 93** 48. 28± 18. 34** 53. 03± 19. 79** 57. 65± 22. 91** 59. 32± 22. 83** 44. 46± 23. 33**

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01v s contr ol
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　　从表 1中看出 , TNF-α在伤后 3 h就开始明显升高 ,一直到

第 5天保持高水平状态。血糖亦于伤后 3 h升高 ,第 5天有所下

降 ,但仍高于对照水平。胰岛素 1 d后升高 ,第 5天有所降低 ,但

仍高于对照组。乳酸从 3 h开始升高 ,第 5天稍下降 ,但高于对照

组。胰高血糖素亦是 3 h开始升高一直持续到 5 d后。

2. 2　烫伤小鼠血浆 TN F-α与胰岛素抵抗相关指标相

关分析

　　将表 1中各个体小鼠的不同时相点测定结果通过微机程

序作相关系数 ( r )显著性检验 ,可清楚看到 , TNF-α与 Ins× Gs

( r= 0. 745) , LA和 Glc( r分别为 0. 685和 0. 762)存在明显正相

关 ,而 TNF-α与 Gs和 Ins相关不显著。说明严重烫伤后血浆

TN F-α升高与胰岛素抵抗发生有密切关系。此外乳酸和胰高血

糖素的变化亦是烧伤后胰岛素抵抗的重要指标。

2. 3　注射 TN F-M cAb改善烧伤胰岛素抵抗

　 　每次用 3 mg /kg体重剂量的 TNF-M cAb伤后每间隔 8 h

连续注射烫伤小鼠 ,对照组注射生理盐水。第 3天取血检测胰岛

素抵抗的相关指标 ,其结果见表 2。

表 2　严重烫伤小鼠注射 TNF-McAb后血浆相关指标的变化 (x-± s )

Tab 2　 Changes of relative index in plasma after constant in jecting TN F-McAb to scalding mice(x-± s )

n Ins Gs Ins× Gs LA Glc

Cont rol 15 24. 46± 1. 99 10. 01± 0. 90 241. 56± 17. 06 6. 36± 0. 87 53. 6 ± 20. 88　

Treated 15 16. 63± 1. 73** 7. 25± 0. 72** 120. 63± 18. 80** 3. 40± 0. 46** 35. 72± 19. 97*

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01v s Contr ol

　　表中显示 ,未经 TN F -M cAb治疗的小鼠血浆各指标与表

1第 2至 3天 ( 2PBD～ 3PBD)组相应指标接近 ,经过 TNF-M cAb

治疗后各指标明显降低。表明抗 TN F单克隆抗体通过中和血

中 TNF-α从而改善烫伤小鼠胰岛素抵抗状态 ,尽管不能完全

消除烫伤后胰岛素抵抗。进一步证实烧伤后 TN F-α升高在胰

岛素抵抗发病中起重要作用。

2. 4　正常小鼠注射 TN F-α出现胰岛素抵抗
　　为了进一步确定 TNF-α分泌增多 (血中 TN F-α水平升高 )

可诱发胰岛素抵抗发生 ,我们用低剂量 ( 1μg kg- 1 h- 1 )和高剂

量 ( 100μg kg- 1 h- 1 TN F-α经尾静脉连续注射给正常小鼠 ,造

成慢性 TNF血症。分别于 2、 6、 8 h采血 ,观察关指标的变化。结

果显示 ,低剂量 TN F-α连续注射组 , 2 h后血浆 Ins× Gs升高

( 103. 59± 21. 74 vs70. 09± 14. 16)并随注射时间延续增加幅度

越大 ( 6 h, 144. 29± 25. 86 vs69. 36± 18. 23; 8 h, 192. 73± 18. 95

v s71. 88± 15. 21) ;其它 Gs, Ins, LA, Glc结果略。高剂量 TN F-α

连续注射组除了 Glc增加更明显外 ,其它指标变化与低剂量组

接近。但由于高剂量 TN F-α可促进非胰岛素依赖 (如肝脏 )葡

萄糖摄取 ,结果血糖升高幅度不大 ,所以 Is× Gs值升高不如低

剂量注射组明显。另外用更大剂量 ( 200 μg kg- 1 ) TN F-α一次

性注射时 ,其结果只见 LA水平升高比较明显外 ,其它指标改

变不显著。以上结果说明 TN F-α诱导胰岛素抵抗是一种时间

和剂量依赖的连续刺激的过程。

3　讨论

　　无论是烧伤或其它类型的创伤 (包括大手术、感染

休克 )均可出现血糖和胰岛素浓度升高。虽然血中胰岛

素的绝对浓度不低于正常 ,甚至往往较正常为高 ,但它

与增高的血糖浓度相比却表现胰岛素的相对不足。同

时由于烧 (创 )伤后机体组织对胰岛素刺激的最大的反

应性降低 ,致使胰岛素不能发挥正常的促进细胞对葡

萄糖的摄取和有效利用 ,而出现创伤性胰岛素抵抗。胰

岛素抵抗的原因非常复杂 ,其中 TN F-α可能起着十分

关键的作用 [ 4～ 6]。我们的实验中看到严重烫伤小鼠 3 h

后血中 TN F-α水平就明显升高 ,并从休克期一直持续

到高代谢期。其它相关的胰岛素抵抗指标亦相应变化 ,

特别是 Ins× Gs, LA和 Glc与 TN F-α升高呈明显的

正相关。表明烧伤后由于迅速出现烧伤毒血症 ,尤其是

内毒素 ( LPS)的作用可使 TN F-α很快就升高 ,可能是

胰岛素抵抗发生的重要因素。烧伤后虽然 Gs和 Ins亦

可在 3 h出现升高 ,但血糖和胰岛素的升高与 TN F-α

的相关并不显著。相反如果以血糖与胰岛素浓度的乘

积 ( Ins× Gs)表示 ,结果 Ins× Gs值升高从休克期一直

持续到高代谢期并与 TN F-α升高明显正相关。提示烧

伤后仅以血糖或胰岛素单个水平的升降似乎不能完全

反映胰岛素抵抗的程度 ,而用 Ins× Gs值作为胰岛素

抵抗的指标则更灵敏和特异 ,这与文献 [ 7 ]看法相一

致。烧伤后由于组织产生胰岛素抵抗 ,糖的有氧氧化能

力下降 (丙酮酸脱氢酶受抑制 ) ,结果血中乳酸堆积。因

此血中乳酸水平亦是烧伤后胰岛素抵抗的一种较可靠

的指标。另外 ,胰高血糖素作为升糖激素之一 ,对胰岛
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素表现拮抗作用 ,同时由于 TN F-α能够促进胰高血糖

素的产生 ,在烧伤后胰岛素抵抗发生中的意义受到人

们的重视。

　　烧伤后由于应激 ,细菌移位和内毒素 ( LPS)等的

作用 ,单核 /巨噬细胞被激活而产生大量 TN F-α和其

它促进炎症的细胞因子 (如 IL-6)。它们不仅可对机体

免疫功能产生影响
[8 ]

,同时对物质代谢亦产生调节作

用 [9 ]。有关 TN F-α引起胰岛素抵抗的事实已在肥胖性

大 (小 )鼠模型中得到证实
[1, 5 ]

。本研究利用重组人

TN F-α注射正常小鼠同样显示胰岛素抵抗相关指标

的改变。相反 ,用抗 TN F-α单克隆抗体注射烧伤小鼠

可以看到胰岛素抵抗的各相关指标得到明显改善。另

外当用更大剂量 TN F-α一次注射 ,由于不能维持有效

浓度 ,而且大剂量 TN F-α通过刺激非胰岛素依赖的急

性葡萄糖摄取 ,所以其胰岛素抵抗指标改变不如持续

注射明显。结果表明 , TN F-α诱导胰岛素抵抗是一种

时间和剂量依赖的连续刺激的结果。有关 TN F-α引起

烧伤后胰岛素抵抗发病的机理 ,可能涉及胰岛素受体

信号传递水平的缺陷
[5 ]

,其详细机理有待继续研究。
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Correlations of TNF-α with insulin resistance after severe scalding in

mice
Wang Zhanke, Xu Linshui ( Depa rtment o f Bio ch emistr y, Third M ilitar y M edical Univ e rsity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: T o explo re the ro le o f TNF-αin insulin resistance a fter seve re scalding. Methods:

After the mice w ere inflicted with 30% TBSA full-thickness scalding , the dynamic changes o f TN F-α, glu-

co se, insulin, la ctic acid and pancr eatic g lucagon in the plasma w ere observ ed and th e relativity among them

w ere also analy zed. In addition, the above-mentioned indices in normal mice injec ted with recom bined human

TN F-α( rh-TNF-α) and sca lded mice injected with monoclona l antibody against TN F-α ( TNF-M cAb) w ere

determined. Resul ts: In the sca lded mice, the increment of TN F-α was significantly cor related to those of

multiply gluco se, lactic acid and panc reatic g lucagon but no t significantly cor related with the changes o f glu-

co se and insulin a t the 3rd hour after scalding . Continuous injection o f low -do se TNF-αinto the no rma l mice

induced insulin r esistance w hich could be a llev ia ted by injection of TNF-M cAb. Conclusion: After sev ere

therma l injury , the incr ement in production o f TN F-αplay s an impo r tant ro le in insulin r esistance.

　　 Key words　 scalding; TNF-α; insulin resistance; mouse
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