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胰岛素受体酪氨酸蛋白激酶在重度烫伤大鼠胰岛素抵抗中作用的研究

’

毛旭虎
. ’

许霖水 (第三军医大学基础部生物化学教研室 ) 重庆
,
6 3。。 3 8

提 要 以 30 %体表面积背部皮肤全层烫伤大鼠为模型
,

通过建立肝细胞膜和骨骼肌细胞膜外源性底

物磷酸化的分析方法
.

观察烫伤后 3 d 胰岛素刺激的胰岛素受体酪氨酸蛋白激酶活性的改变
,

探讨创伤后胰

岛素抵抗的分子机理
.

结果表明
:

烫伤早期大鼠表现胰岛素抵抗
,

肝细胞和骨骼肌细胞膜刺激外源性底物磷

酸化的基础值增高而胰岛素刺激胰岛素受体酷氨酸蛋白激酶的 反应能力则明显减退
。

提示 烫伤后胰岛素受

体酷氮酸蛋白激酶对胰岛素刺激的反应性的降低
,

可能影响了胰岛素受体信号的传导
,

从而引起由酩氨酸蛋

白激酶介导的胰岛素刺激的葡萄糖跨膜转运和糖原合成等信号偶联通路发生障碍 导致胰岛素抵杭
.

关键词 灼伤
.

受体
,

胰岛素
;
酷氨酸蛋白激酶

.
胰岛素抵抗

中图法分类号 R 6 4 4 ; Q 5 7 s

胰岛素对靶细胞的作用首先是与细胞膜上专一性

的胰岛素受体结合
.

胰岛素受体是 由
。
和 p两种亚基

组成的四聚体糖蛋白
,

其中 Q 亚基能与胰 岛素结合
,

p

亚基具有特异的酪氨酸蛋白激酶 ( t y r o s i n e p r o t e i n k i
-

an se
,

T PK )活性川
.

当胰岛素与其受体的
。
亚基结合

后 可引起 日亚基的 自身磷酸化
,

并 使 日亚 基 内在 的

T P K 活性激活
.

现已证实
,

胰岛素受体内在 T P K 活性

的激活是胰岛素受体跨膜信号传导的重要环节 〔’ 〕
。

激

活的胰岛素受体 T P K 能通过磷酸化细胞 内一些 内源

性生理底物
,

介导糖代谢等多向生物学效应
。

动物模型

和临床资料证明
,

创伤后机体表现胰 岛素抵抗
,

胰岛素

刺激肌肉组织摄取和处理葡萄糖的能 力下降
,

可能涉

及胰岛素受体 T P K 活性的改变
。

本研究以 30 % T B s A

, 度烫伤大鼠为模型
,

通过建立肝细胞膜和肌肉细胞

膜保温系统对外源性底物磷酸化的分析方法
,

观察伤

后胰岛素刺激的胰岛素受体 T P K 活性的变化
,

以阐

明酪氨酸蛋白激酶在严重烫伤引起胰岛素抵抗中的作

用
,

为临床创伤性糖尿病的治疗提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1 主要试 剂

[ y 一
’ .

P j一 A T P ( 比活度 > 5 0 0 0 c i / m m o
l ) (北京福瑞公

司 )
.

H is t o n e I B
、

p o ly G l u
·

T y r ( 4 : 一)
、

单 组 份胰 岛素

(S i g m a)
.

血糖测定试剂盒 (保定长城临床检验试剂公司 )
.

胰岛

·
国家自然科学基金资助项目

,

N
o

.

3 9 0 7 0 8 1 9

“ 现在医学检验系临床生物化学教研室 重庆
,
6 3 0 0 3 8

素测定试剂盒 (华西糖尿病研究所 )
.

其它试剂均为分析纯
。

1
.

2 动物模型

w i s t a r
雄性大 鼠

,

体重 1 8 0 ~ 2 5 0 9
,

随机分为烫伤 3 d 组

和正常对照组
,

烫伤模型按本室建立方法山制作
。

1
.

3 细 胞膜的制备

肝细胞的分离采取不连续蔗糖密度梯度离心法进行
,

骨骼

肌细胞膜的制备参阅 OB ne
n
等方法略加修改后进行

.

细胞膜的

鉴定包括膜结构的电境观察和 5
’

一 核昔酸酶活性的测定
。

膜蛋

白的定量采用 L o w yr 法
.

1
.

4 外源性底物磷酸化试验及 胰 岛素 刺激 的 T P K

活性 .m] 定

外源性底物磷酸化分析方法参考 H
a ar dl 等 L’ 〕结合本室

条件略加修改
.

反应体系含终浓度为 50 m m ol /L T ir s 一 H CI
,

p H 7
.

4
,

5 0 m m o
l / L M g C I

: ,
5 m m

o l / L M
n C I

: ,

1 nr g / m l H is t o n e

一 B
,

加入膜酶后 以 5 0 尸m o
l / L 口一 ” p 〕一 A T p ( 0

.

2 产 e i /
n rn o

l )

启动反应
,

反应总体积为 50 川
,

25 ℃保温 15 m in
,

置冰浴并加

入终浓度为 50 m m ol / L 未标记 A T P 终止反应 (对照管终止反

应后加入 膜酶 )
。

取 定量反应液点于双 层滤 膜
,

10 %三氯醋酸

( T C A )抽洗
,

8。 ℃干燥
,

加入闪烁液后计数
.

T P K 活性以每毫

克膜酶每分钟催化
, ,

P 转移到 H is t o n e I B 上 的 f m
o
l数表示

,

胰岛素刺激的 T P K 活性测定
:

先将膜酶与不 同浓度 (0
、

1 0
一 ’ 、

1 0
一 ’ 、

1 0
一 ’

m
o
l / L )的胰岛素于 2 5℃保温 4 0 m in

,

然后按

外源性底物磷酸化的分析方法进行反应
,

测定磷酸化反应量
。

胰岛素刺激的胰 岛素受体 T P K 活性 以胰 岛素刺激的细 胞膜

T P K 活性减去基础状态下细胞膜 T P K 活性的差值表示
.

1
.

5 其它方法

血糖测定采用葡萄糖氧化酶法
,

胰岛素测定采用放射免疫

法
,

数据处理采用标准 t 检验进行分析
.
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结果

烫伤后血糖和血浆胰岛素水平的变化 ( 见表 l)

L
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表 1 烫伤后大民血糖和血浆胰岛素水平变化

T a b I C加 n g es o f P l as m a l e v e l o f g l u e o s e a n d i n s u l i n

a f et
r s e a l d i n g 罗

1
.

.0

.三遏裔
阅í士;一甘.吕ó卜

G or u P
B IO司 g l u e o s e

( m m o l / L )

P l a s m a i n s u ! i n

( m U / L )

C o n t r o l 4
。

9 1士 0
.

8 0 ( 月 = 6 ) 15
.

76士 4
.

3 7 ( 月 = 7 )

反
a ld i n g 6

.

6 4士 0
.

4 8 ( . = 5 )△ 2 5
.

65士 6
.

6 0 ( ” = 5 ) △

C

:/
1

.

L一 蕊

△ :
P < 0

.

0 5 刀 5 e o n t r o
l

图 2

2
.

2 烫伤后细胞膜基础 T P K 活 性的改变

采用肝细胞和肌肉细胞膜与外源性底物温育
,

刺激 iH
s -

ot ne I B 磷酸化
,

结果表明在未加胰岛素刺激的基础状态下
,

烫

伤后肝细胞膜和肌肉细胞膜 T P K 活性增强 ( 尸 < 。
.

0 5 ) (见

表 2 )
。 .

F i g Z

骨骼肌细胞膜胰岛素受体 T P K 对胰岛紊的反应

E f fe e t o f i sn u li n o u T P K a c ti v i t y o f I sn u l in er e e Pot r

i n s k e l e t a l m us
e le m

e m b r a n e

, :

P ( 0
.

0 5
, , , :

P < 0
.

0 1 u s e o n t r o l

表 2 墓础状态下 T P K 活性的变化

T a b 2 C h a n g e s o f T P K a e t i v i t y i n t h e b as
a l e o n d i t i o n (了士 s )

G r o u P

C o n t r o l

H e p a r oc y t e m e m b r a n e S k e l e t a l m u s e l e m e m b r a n e

3
.

2 4士 1
.

10 1
.

4 1士 0
.

4 6

反 a ld i n g 6
.

0 2士 3
.

0 5
’

2
.

3 5士 0
.

3 5
.

1
.

T h e d a t a a r e e x p r e s s e d a s t h e a
m

o u n t o f P
, , i n e o r p o r a t e d

H i s t o n e 1 B p e r
m i n u t e p e r

m g m e m b r a n e p r o t e in
. v a

l
u e s

a r e m e a n s 士 s : o f f iv e i n d iv id u a
l

e x p e r im
e n t s ; 2

.

, :

P <

0
.

0 5 v ` e o n t r o l

2
.

3 伤 后胰 岛素 受体 T P K 对胰岛素刺激 反 应性 的

变化

从图 1和图 2可以 看出
,

胰岛素对正 常大 鼠胰岛素受体

T P K 活性有明显的刺激作用
,

而烫伤后胰岛素受体 T P K 活性

对胰岛素刺激的反应能力显著降低
.

ǎ。一.名ó̀;含
.

7层日、一昌弋)
台兹。吕ó三工neu
二
。合ù卜一妇。-踌山1

1 0一 ,

C . / rn 。卜 L一 压

图 1 肝细胞膜胰岛素受体 T P K 对胰岛素的反应

F l g 1 E f f ec t o f I sn u l l n o n T P K a c t i v i t y o f i n s u l in r e e e P t o r

i n h e P a t oc y t e m
e m b r a n e

, :

P < 0
.

0 5
, , , :

P ( 0
.

0 1 u s e o n t r o l

3 讨论

对创伤胰 岛素耐受的机理 已有不少研究
。

一般认

为由于创伤后细胞膜上胰岛素受体数 目 (结合容量 )的

减少以及受体后的缺陷所致
。

胰 岛素受体数 目的减少

可能与创伤后高血糖和高胰岛素血症引起的受体下向

调节有关
.

由于细胞膜上存在有
“
闲置

”

受体 s( p a er er
-

ce tP or )
,

胰岛素受体数 目的减少并不是引起胰岛素抵

抗的直接原因
。

烫伤后胰岛素抵抗主要原 因可能涉及

受体信号传导缺陷所致
。

近来大量实验证明
,

胰岛素受

体 p亚基内在的酪氨酸蛋白激酶活性在胰岛素受体的

信号传递与表现中发挥着重要作用
,

许多胰 岛素的信

号传递途径及生物学效应的发挥依赖于受体的酪氨酸

蛋白激酶活性
,

激活的受体酪氨酸蛋 白激酶可通过磷

酸化其它细胞内的生理性底物如胰岛素受体底物一 1

( i n s u l i n r e e e p t o : s u b s t r a t e 一 1
,

I R S一 l )
,

P P 1 5 等介导

包括葡萄糖转运
、

糖原合成等信号传递途径 sj[
。

胰岛素

受体酪氨酸蛋白激酶跨膜信号的改变
,

是肥胖和 N I D
-

D M 出现胰岛素抵抗的直接原因
〔`〕 。

烫伤后大鼠表现

高血糖和高胰 岛素血症反应
,

而靶细胞对升高的胰岛

素反应性降低
,

是否亦与调节葡萄糖代谢的胰岛素受

体 T P K 活性的跨膜信号改变有关? 未见有文献报道
。

为此我们通过观察胰岛素受体 T P K 活性 以及对外源

性底物 (主要是酩蛋白
、

组蛋 白 )某些 T yr 残基磷酸化

刺激的跨膜信号途径作用的变化
,

来探讨创伤后胰岛

素抵抗可能涉及的受体信号传递的分子基础
。

本实验证明在未加胰 岛素刺激的基础状态下
,

烫

伤后肝细胞和肌肉细胞膜 T P K 活性增强
。

这可能是

由于烫伤应激反应
,

儿茶酚胺
、

胰高血糖素和搪皮质激
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素作用加强
,

可引起细胞内
。 A M P 增加

,

通过蛋 白激

酶 A 系统
,

刺激外源性底物磷酸化加强
; 另一方面

,

烫

伤后可引起某些细胞因子 (如 T N F Q ,

I L 一 1 等 ) 刺激

蛋白激酶 C
,

促使外源性底物磷酸化增强
;
或者是烫伤

后胰岛素受体 T P K 本身被激活而引起外源性底物磷

酸化增加
。

由于烫伤后胰岛素受体 T P K 活性增强
,

有

可能对烫伤基础葡萄糖摄取增强起重要作用川
.

然而
,

关于烫伤后基础胰岛素受体 T P K 活性是否增强及其

意义有待进一步研究
。

胰岛素受体 T P K 活性是在胰

岛素受体与胰岛素结合后受体的自身磷酸化而被激活

的
,

而丝 /苏氨酸的磷 酸化对 T P K 活性亦 有调节 作

用
。

胰岛素对正常大鼠胰岛素受体 T P K 活性有 明显

的刺激作用
,

而烫伤后胰岛素受体 T P K 活性对胰岛

素刺激的反应能力显著降低
,

与在肥胖
、

糖尿病等表现

胰岛素抵抗的大鼠中观察到的结果一致
。

导致这一现

象的原因还不清楚
,

可能与胰岛素受体在伤后的磷酸

化状态改变有关
.

烫伤后蛋白激酶 C 活性增加以及胰

岛素对腺昔酸环化酶抑制作用的降低 引起的细胞 内
c A M P 浓度升高

〔. 〕
,

均可能抑制了胰岛素受体 T yr 残

基的自身磷酸化
,

使胰岛素受体 T P K 表现 出对胰岛

素的反应性降低
.

近来有作者观察到肿瘤坏死因子
Q

( T N F a) 也能够通过降低胰岛素受体的自身磷酸化抑

制胰岛素刺激受体 T P K 活性的能力图
。

伤后 T N F a
水

平的增加是否也参与作用
,

有待进一步证实
。

对比目鱼肌整体和离体的实验中都证实烫伤后胰

岛素刺激的葡萄糖摄取能力明显减退
〔 ,

’
7 〕 、

唐仲进等利

用葡萄糖固定技术也证实烫伤后胰岛素刺激的葡萄糖

处置显著低于正常
〔 , 。〕

.

这些结果提示伤后胰岛素刺激

的葡萄糖转运以及糖的利用等信号传导通路的偶联环

节可发生障碍
,

伤后胰岛素刺激 T P K 活性 能力的下

降可能会影响胰岛素受体信号的向下传递
,

使由受体

T P K 介导的葡萄糖转运
、

糖原合成等信号途径发生障

碍
,

胰岛素调节的细胞葡萄糖代谢
、

利用能力下降
,

机

体出现高血糖
、

高胰岛素血症反应为特征的胰岛素抵

抗
。

本研究结果表明胰岛素刺激胰岛素受体 T P K 活

性能力的下降
,

可能是引起烫伤后胰岛素抵抗的重要

原因
.
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论文手商要

肿瘤标志物在胰腺癌组织中表达的实验研究
`

E x P e r im e n t a l s t u d y o f e x P r e s s i o n o f t u m o r m a r k e r s i n P a n c r e a t i e c a r c i
-

n o m a t o u s t i S S u e

赵晓姜 刘为纹 .. 于世远 (第三军医大学附属新桥医院医院消化内科 ) 重庆
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胰腺癌是消化道较为常见的恶性肿瘤之一
,

其发病率有逐

年上 升的趋势
,

其诊断 问题是 目前研究的焦点
。

本 研究 用大鼠

胰 腺癌及人 胰 导管腺癌组织标本应 用 oS
。 t卜e r n

b ! ot
、

P C R
-

A S O 探针技术及免疫组织化学等方法
,

初步探讨肿瘤标志物

与胰腺癌的关系
,

主要结果如下
:

( 1) 本研究在 国内首次利用重

氮丝氨酸成功地诱发出同代纯系 w is t a :

大鼠原发性胰腺癌动

物模型
,

总发生率为 1 3
.

3 %
,

组织学均 为中分化腺泡细 胞癌
,

对

致癌过程诸多因素动态观察
,

发现对大鼠胰腺具有 相对 特异性

的致癌剂重氮丝氨酸是动物模型成功的必 要条件
,

生大豆粉和

高不饱和脂肪酸饮食是动物模型的促发因素
,

能 促进胰 腺嗜酸

性腺泡细胞结节 a( A A C N )的形 成和转化
,

并 发现动 物模 型中

伴有大量肿瘤血管的生成
,

其增 生程度与
a
A A C N 的增生 程度

相一致
.

提出胰腺
a AA CN 是重氮丝氨酸诱发大鼠原发性胰腺

癌的癌前病变
.

致癌剂加促癌因素刺激大鼠胰腺
a A A C N 的形

成与增生
、

并伴新生血管的形成
,

最后形成实体胰腺癌为本动

物模型的癌变过 程
。

( 2) 利用 P C R
一

A S O 探针技术及免皮组织

化学方法观察了大鼠胰腺癌及人胰导管腺癌
c 一

iK
一 r 。 5

癌 基因

第12 位密码子点突变及其基 因产物 p ZI 蛋 白的变化 规律
.

发现

重氮丝氨酸诱发 w is at r
大鼠原发性胰腺癌不具 备

c 一

iK
一

ar s
癌

基 因及产 物的变化
。 c 一

iK
一

ar s
癌基 因第 12 位密 码子 及其 产物

p 21 蛋白的阳性表达是 国 人胰导管腺癌的主要表达 形式
,

点突

变率及 PZ I蛋 白的 阳性表达率分别 为 97 %和 83 %
,

两者 阳性吻

合率达 93 %
,

提示两项指标检测存在显著的正相关 性
.

其点突

变谱变化规律示 G ~ T 突变率为 63 %
,

G ~ A 变突率为 34 %
,

G

~ C 突变率为 8
.

6%
,

提出
c 一

iK
一 r a s

癌基 因及其产物 p 21 蛋白在

胰腺癌组织的高表达率可望成为今后胰腺癌主要 的基 因诊断

形式
.

本研究应用 oS
u t h

e
nr bl ot 及免疫组织化学的方法对比研

究癌基 因及产 物 p 53 蛋 白的及以癌基 因产物
n
m 2 3

, c ~

m y c
蛋

白
、

及
。
*

r
b B

一
2蛋白的表达

,

除
。一 r bB

一
2在正常胰腺及大鼠腺泡

细 胞增生结节中有低频率的表达外
,

其余均在肿瘤组织中表

达
,

表达率 20 环~ 63 %
,

提示这些基因产物不能单独作为胰腺

癌基 因诊断形式
.

( 3) 应用免疫组织化学的方法对 比研究了大

鼠原发性胰腺癌及 人胰导管腺癌组织 中细胞周期监控指标

( P C N A )
,

碳水化合物抗原 ( C A 一9
一
9 )及粘蛋白抗原 ( T

n , s
T

n 、

c E A
,

S aP -n 1) 的变化
.

结果表明 P C N A 标记指数在大鼠胰腺癌

变过程 中有显著性变化
,

伴随着癌变的进程
,

其 P C N A 标记指

数逐步增加
.

人胰导管腺癌 CP
N A 标记指数为 。

.

48 士 0
.

20
,

而

正常胰腺呈阴性反应
,

提示 P C N A 是反映细胞增生及恶性转化

的良好指标
.

T
n
及

s
T

n
在胰腺癌组织呈同步表达的特点

,

与正

常胰腺组织的差异有显 著性
,

是反映恶性疾病的 良好指标之

一 c E A
、

c A 1 9
一
9及 s aP

n 一
l是 目前研究较多的胰腺癌肿瘤标志

物
,

本研究结果示胰腺癌阳性率为” %~ 89 %
.

并与肿瘤的病

理分期抑或临床分期 有一定关系
,

但都不是癌前病变的指标
,

仅能作为病理诊断的辅 助指标之一 ( 4) 本研究还应用显 微分

光光度计进行了大鼠癌变过程 及人胰导管腺癌组织中 D N A 含

量及其倍体变化
,

结果表明癌变过程中 D N A 含量与 a A A C N

的增 生及 恶性转化是呈一致性关系
.

其倍性变化由正常向非整

倍体过 渡
,

间接说明
a
A A C N 是重氮丝氨酸诱发 W ist a r

大鼠原

发性胰腺腺泡细胞癌的癌前病变
。

人胰导管腺癌的 D N A 变异

与多数肿瘤变化规律一致
,

并与其病理分期有明确的关系
.
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