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　　提　要　目的: 为了探索烧伤后胰岛素受体信号传递缺陷的机理 ,以阐明烧伤胰岛素抵抗的分子基础。方

法: 采用 W GA-Sepharose 4B亲和层杆纯化大鼠肝脏和肌肉细胞膜胰岛素受体 ,通过胰岛素受体蛋白γ-32P磷

酸化的 SDS-PAGE放射自显影和外源底物磷酸化 ,观察烫伤大鼠早期胰岛素受体 β -亚基自身磷酸化和受体

酪氨酸蛋白激酶 ( IR-TPK)活性变化。结果: 30% TBSAⅢ°烫伤 3 d大鼠肝和肌肉胰岛素受体 β -亚基自身磷酸

化能力明显下降 ;胰岛素受体 TPK活性亦明显降低并对胰岛素刺激的反应性明显减退。结论: 胰岛素受体信

号偶联障碍可能是烧 (创 )伤后胰岛素抵抗发生的分子基础。
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　　创伤后 (包括烧伤 ,败血症休克等 )机体出现胰岛

素抵抗 ,其详细机理仍不清楚。1982年 Black等 [1 ]用葡

萄糖钳夹技术研究烧伤病人胰岛素 -葡萄糖消耗之间

的动态变化 ,发现外周组织对胰岛素刺激的反应性明

显降低 ,从而提出创伤后胰岛素抵抗的机理可能涉及

胰岛素受体后缺陷。许多动物实验结果 [2, 3 ]亦证明严重

烧伤大鼠比目鱼肌对 2-脱氧葡萄糖摄取其基础值改变

不明显 ,但它们对胰岛素刺激葡萄糖摄取的反应性明

显降低。表明烧伤后组织对胰岛素刺激的受体信号传

导发生障碍。现知胰岛素受体 TPK活性是胰岛素受

体信号系统偶联的中心环节。本文采用 WGA-

Sepharose 4B亲和层析技术纯化大鼠肝和肌肉细胞质

膜的胰岛素受体 ,研究 30%体表面积皮肤全层烫伤大

鼠胰岛素受体 β亚基自身磷酸化能力和受体 T PK活

性的变化 ,探讨烧伤后胰岛素受体信号传递缺陷的机

理 ,其结果总结如下:

1　材料与方法

1. 1　材料
　　 CNBr-Sepha ro se 4B( Phamacia公司 ) , WGA(第二军医大

学 ,上海 ) , N-乙酰氨基葡萄糖 ( Aldrich公司 ) , [γ-32 P ] ATP (福

瑞公司 ,北京 ) , PolyGlu Ty r ( 4 1) ( Sigma) , X线片 (乐凯胶片

公司 ,中国 ) ,其余试剂均为 A R级。Wistar大鼠由本校实验动

物中心提供。

1. 2　方法
1. 2. 1　实验动物处理　　Wistar大鼠 ,体重 ( 200± 20) g ,雌雄

不拘 ,随机分成烫伤组和对照组。按文献 [ 2]制作 30% TBS A烫

伤模型 ,分笼喂养 ,自由摄食。对照组除不烫伤外 ,其余同烫伤

组处理。伤后第 3天断头活杀动物 ,立即取出肝脏和大腿肌肉 ,

制备和纯化胰岛素受体。

1. 2. 2　胰岛素受体增溶与纯化　　取大鼠肝脏和肌肉组织 ,

以 Buffer A 1 10体积 ( W /V )进行匀浆。200目尼龙布过滤 ,滤

液 4℃ 10 000× g离心 10 min。上清液转至 100000× g , 4℃离

心 90 min。沉淀溶于适量 Buffer B( 50 mmo l / L Tris-HCl, pH 7.

4,含 1 mmol / L PM SF, 1 mmo l /L Na3VO4和 1% Triton-100)在

磁力搅拌下 4℃增溶 1 h ,再 4℃ , 100 000× g离心 90 min,上清

为质膜增溶组分。

　　参考文献 [4 ]制备 WGA-Sepharo se 4B亲和层析柱 ( 1× 5

cm)。按 Madhru等 [5]方法略加改动 ,纯化肝和肌肉细胞质膜胰

岛素受体。用 Low ry法作蛋白质定量。

1. 2. 3　胰岛素受体 β -亚基磷酸化放射自显影　　参考

Masano ri等 [6]方法 ,略加修改进行受体蛋白磷酸化。冰浴终止

反应后加入预冷的 4× Laemmli上样 Buffer (含 100 mmol /L

DT T ) , 95℃～ 100℃水中加热 3 min～ 5 min,冷却后样品作

SDS-PAGE。电泳后 ,固定、银染色、干胶。用乐凯胶片于 - 70℃

曝光 48 h,作放射自显影。

1. 2. 4　胰岛素受体 TPK活性测定　　参考 Grunberg er等 [7]

方法略作修改 ,通过外源底物 poly Glu Ty r( 4 1)磷酸化程度

( 32 P掺入量 )作胰岛素受体 TPK活性测定。每点平行三管。

TPK活性以每 mg蛋白每分钟转移 32P的 fmo l数扣除空白管

(未加外源底物 ) fmol数的差值表示。胰岛素受体 TPK活性以

胰岛素刺激值减去基础值的 fmol /mg蛋白 min- 1表示。

2　结果

2. 1　胰岛素受体 β -亚基自身磷酸化
　　经过 W GA-Sepharose 4B亲和层析部分纯化的大鼠肝和

肌肉细胞膜胰岛素受体蛋白经 DTT还原后在 SDS-PAGE凝

胶上可清楚看到两条分子量相应为 135× 103 u和 94× 103 u的

蛋白带 (电泳图未给出 )。部分纯化的肝脏和肌肉细胞胰岛素

受体分别进行 [γ- 32P ] AT P磷酸化和 SDS-PAGE放射自显影

均可以看到相当于 94× 103 u蛋白带出现放射性斑点 ,如图 1所

示。表明胰岛素受体 β -亚基自身磷酸化并呈胰岛素刺激的剂量

依赖关系。
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图 1　正常大鼠部分纯化胰岛素受体自身磷酸化放射自显影

Fig 1　 Autoradiograph of partially purified insul in receptor

autophosphorylation in normal rats

2. 2　严重烫伤后胰岛素受体β -亚基自身磷酸化的变化
　　正常和烫伤后 3 d大鼠肝和肌肉部分纯化的胰岛素受体 β -

亚基自身磷酸化 SDS-PAGE放射自显影胶片用 CS-910双波长

薄层扫描仪 (日本岛津 )测定 ,以空白 (无胰岛素刺激 )管斑点为

零 ,用积分值 ( Integ rated value )表示自显影斑点密度为纵座

标 ,以胰岛素剂量为横座标作图 ,观察烫伤大鼠胰岛素受体 β -

亚基自身磷酸化的变化 ,结果如图 2所示。从图 2中看出 ,无论是

正常或烫伤大鼠肝和肌肉胰岛素受体 β -亚基磷酸化均呈胰岛

素刺激剂量依赖关系。但烫伤后无论是肝脏或肌肉的胰岛素受

体 β-亚基自身磷酸化的能力明显下降而且对胰岛素刺激的反

应能力亦明显降低。

图 2　烫伤大鼠胰岛素受体 β-亚基自身磷酸化改变

Fig 2　 Changes of insulin receptorβ-subunit autophos-

phorylation in scalded rats

2. 3　严重烫伤后胰岛素受体 TPK活性变化

　　用 polyGlu Ty r ( 4 1)为外源性底物进行磷酸化 ,以 32 P掺

入量 ( fmo l32 P /mg pro min- 1 )作单位 ,测定正常和烫伤大鼠肝

脏和肌肉 TPK活性。其结果如附表所示。在基础状态 (无胰岛

素刺激 )烫伤组肝脏 TPK活性为 ( 3. 94± 0. 84) fmo l 32 P /mg

pro min- 1比对照组 ( 4. 40± 0. 88) fmo l /mg pro min- 1略降低。

烫伤后肌肉 TPK活性为 ( 3. 04± 0. 56) fmol /mg pro min- 1 ,比

对照组低 ( 3. 29± 0. 49) fmol /mg pro min- 1 ,但两组之间差异

均不显著 ( P > 0. 05)。在不同浓度的胰岛素刺激下 ,肝脏和肌

肉 TPK活性均呈剂量依赖关系。但烫伤组的 TPK活性明显低

于对照组。而且对胰岛素刺激的反应性亦明显降低。当用胰岛

素刺激的 32 P掺入量减去基础 32P掺入量的值表示胰岛素受体

TPK ( IR-TPK )活性时 ,烫伤后大鼠肝和肌肉的 IR-T PK活性

变化如附表所示。从表中看出 ,烧伤后无论是肝或肌肉的 IR-

TPK活性均显著降低、对胰岛素刺激的反应性亦明显减退。

附表　烫伤大鼠肝和肌肉 IR-TPK活性变化 ( x-± s )

Table　 Changes of IR-TPK in scalded rats (x-± s)

IR-TPK of liver IR-T PK of muscle
Insulin n

10- 9 10- 7 10- 5 10- 9 10- 7 10- 5

Cont rol 20 1. 25± 0. 52△ 5. 08± 0. 82　　 5. 25± 0. 77　　 0. 75± 0. 53　 3. 48± 0. 68　　 3. 74± 0. 74　　

Scald ed 20 0. 41± 0. 24* 0. 99± 0. 49** 1. 09± 0. 33** 0. 49± 0. 25* 0. 96± 0. 32** 1. 35± 0. 41**

△: unit: fmo l 32 P /mg pro min- 1; * : P < 0. 05, ** : P < 0. 01 vs contr ol

3　讨论

　　胰岛素受体信号偶联系统是胰岛素发挥生物学功

能的基础。胰岛素受体 β -亚基自身磷酸化激发受体内

在性 TPK活性 ,由此启动诸如骨骼肌及脂肪细胞对

葡萄糖转运体 4( Glu T4 )由细胞内向质膜转移和肝脏

糖原合成等的信号传递。大量研究证明糖尿病出现高

血糖症主要原因与胰岛素受体自身磷化和受体 TPK

活性降低有关。对于创伤后出现高血糖高胰岛素反应

是否亦与胰岛素受体信号系统偶联障碍有关 ,国内外

未见有报道。为了弄清创伤后胰岛受体信号传递缺陷

及其机理 ,我们首先用 WGA-Sepharose 4B亲和层析
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方法纯化大鼠肝脏和肌肉细胞膜胰岛素受体 ,直接用

于受体信号传递变化的研究。通过蛋白磷酸化和放射

自显影方法 ,证明凝胶相应于 94× 10
3
u位置出现自显

影斑点 ,并呈胰岛素刺激剂量依赖关系 ,表明为胰岛素

受体 β -亚基自身磷酸化。有关受体磷酸化放射自显影 ,

大多数作者使用特异性的抗受体抗体或抗磷酸酪氨酸

抗体以提高灵敏度和特异性。然而上述两种抗体价格

比较昂贵 ,而且不易得到。我们在实验中采取适当加大

受体蛋白用量和延长爆光时间 ,同样得到比较满意的

实验结果 ,为受体放射自显影研究提供了有益的经验 ,

在国内未见有报道。

　　创伤后胰岛素抵抗是以肝脏葡萄糖生成和输出增

多 (肝糖分解和糖异生增强 )而外周组织 (肌肉和脂肪 )

胰岛素依赖的葡萄糖摄取减少 ,以及组织对葡萄糖彻

底氧化障碍为主要特征的糖代谢紊乱。本研究结果表

明 ,严重烧伤后由于肝和肌肉胰岛素受体 β -亚基自身

磷酸化能力下降由此影响受体 TPK活性 ,其结果可

引起由 T PK到肝糖原合成以及肌肉等葡萄糖跨膜转

运体 ( Glu T)由细胞内向质膜转移的胰岛素刺激效应

障碍相吻合 [3 ]。

　　严重烫伤后胰岛素受体自身磷酸化和 IR-TPK活

性降低的机理目前尚不清楚。然而创 (烧 )伤后机体应

激反应 ,儿茶酚胺 ,胰高血糖素和糖皮质激素水平升

高 ,细胞内蛋白激酶 A、蛋白激酶 C都可受到激活而

引起胰岛素受体的 Ser /Thr残基磷酸化 ,由此抑制 β-

亚基酸 Tyr残基磷酸化 ,导致 TPK活性降低 [7 ] ,从而

干扰胰岛素受体信号系统偶联 [8 ]。 最近大量报道肥胖

机体脂肪细胞 TN Fα超表达 ,引起胰岛素受体自身磷

酸化障碍和 T PK活性下降是胰岛素抵抗的重要原

因
[9 ]
。创伤后特别是内毒素血症 , TN Fα水平明显升

高 ,可能对创伤性胰岛素受体信号传导缺陷起着重要

的作用 ,值得深入研究。
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Study of the mechanism of insulin resistance af ter severe scalding in rats
Zhang Bo , Xu Linshui , Wu Xigui ( Depar tment of Bio chemistry , Third M ilitar y Medical Univ er sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: T o cla rify the mechanism and mo lecular basis of insulin resistance a fter sev ere

sca lding. Methods: In the ra ts inflicted w ith 30% TBSA sca lding , th e insulin r ecepto rs on th e cell membrane

of the liv er and skeletal muscle w ere par tially purified with WGA-Sepharo se 4B affinity ch romatog raphy and

then the changes of autopho spho ry la tion o f insulin r ecepto r β-subunit and the activity o f ty rosine pr otein ki-

na se insulin r ecepto rs ( TR-TPR) were observ ed with SDS-PAGE auto radiog r aphy of phsopho rylation o f in-

sulin r ecepto rs and phospho ry la tion o f exogenous subst rate. Results: The deg r ee o f autophospho la tion o f in-

sulin recepto r β -subunit and the activity of IR-T PR and its sensitivity to insulin stimula tion in the liv er and

skeletal muscle w ere ma rkedly decreased a s compa red with the contr ol. Conclusion: The defect of insulin r e-

cepto r signal transduction may be the mo lecula r mechanism of insulin resistance afte r therma l injury.

　　 Key words　 burns; receptor; insulin; ty ro sine pr o tein kina se

6 　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 19卷


