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严重烫伤肌肉葡萄糖摄取障碍机理的研究
`

许霖水 吴喜贵 (第三军医大学基础部生物化学教研室 ) 重庆
,

6 3 0 0 3 8

…: ;:吕:论著

提 要 观察 30 %体表皮肤全层烫伤大鼠骨骼肌细胞膜葡萄糖转运体位点的动态变化以阐明严重烫伤

后肌肉葡萄糖摄取障碍的原因
.

结果显示
,

严重烫伤后肌 肉总葡萄糖转运体结合位点变化不 明显 ( 尸 >

。
.

0 5 )
,

但细胞内膜葡萄搪搪转运体位点向质膜转移的胰岛素刺激效应比对照组明显降低 ( P < 0
.

0 5 )
。

提示

严重烫伤后葡萄糖转运体向细胞质膜转移减少是肌肉荀萄糖摄取障碍的直接原 因
,

可能亦是胰岛素抵抗的

重要环节
。

关键词 灼伤 ,葡萄糖转运体
.
胰岛素抵抗

中图法分类号 Q 5 3 2
.

3 ,
R 6 4 4

创伤性糖尿病和胰岛素抵抗是创伤后代谢改变的

重要指征
,

其详细机理一直不清楚
。

越来越多的证据表

明
,

糖尿病尤其是 l 型 ( N ID D M )前期肌肉对胰岛素刺

激葡萄糖摄取反应障碍的胰岛素抵抗是代谢性 内分泌

紊乱和 N I D D M 发病 的重要原因
,

可能与胰岛素受体

酪氨酸激酶 ( T K )信号途径偶联异常引起葡萄糖转运

体
一

4 ( g l u e o s e t r a n s p o r t e r 一 4
,

G l u T
一

4 )转移和活性改变

有关 .l[
’ 〕 。

我们在对严重烫伤大鼠肌肉葡葡糖摄取研究

时同样证明烫伤大鼠无论是整体或离体比 目鱼肌对胰

岛素刺激葡萄糖摄取的反应性均明显降低
〔 ,

·
` 〕 。

其原因

是否与细胞质膜 G lu T
一

4 减少有关未见有文献报道
。

笔者 利 用 D
一

[ U
一 “ C 〕葡萄 糖结 合试验 并 通过

S o a ct h a r d 公式计算细胞膜葡萄糖转运体结合位点
。

观

察细胞亚组分葡萄糖转运体动态变化
,

探讨严重烫伤

大鼠葡萄糖摄取障碍与葡萄糖转运体转移变化之间的

关系
,

以阐明严重烫伤后胰岛素抵抗发生机理
。

结果总

结如下
:

材料与方法

室条件操作
:

肌肉剪碎用 高还分散 器 4 x 10
s

捣碎
,

20 目筛过

滤
.

用玻璃匀 浆低速匀 浆
,

2 00 目尼龙布过滤
。

滤液 1
,

10

( w / V )稀释
,

搅拌 s m i n ,
4 ,C

,

7 0 0 0 只 g 离心 l o m in ,

上清液再

l 0 0 0 0 0 x 9 4 ℃离心 l o m in 。

沉淀 (粗膜 )作蔗糖梯度
,

同样条件

离心 90 im
n .

收集 25 %和 35 %蔗 糖 的膜 组分
,

分 别用 10

m m ol / L N a H C O ,

稀释并离心得沉淀为细胞质膜和细胞内膜

( m ie r o s o m e ) [ , J 。

膜组分悬浮 于 K r e b s 一
R in g e r

磷 酸盐缓冲液

( K R P B )
,

p H 7
.

4
,

并作成 6 0 0 产 g 蛋白 / m l
,

用 于
’ `

e 葡萄糖结合

试验
。

1
.

2
.

3 D
一

[ U
一 , `

C 〕葡萄糖结合试验 参照 L u
d

v i g s e n
C 等方

法川
,

适 当修改
:

取不 同量 (见 图 1
、

2 ) D
一

〔U
一 , `

C」葡萄搪与粗膜

( 1 0 0 尸g / 5 0 拜] )或亚 组分膜 ( 3 0 科g / 5 0 卜l )在 1 rn m
o l / L D

一

葡萄

糖存在下
,

总体积 20 。 川
,

30 ℃振摇 10 m in
,

立即加入等体积的

10 %三氯醋酸终止反应
。

充分混 匀
,

静置 5 m in
.

于 1 70 0 火 g 离

心 10 m in
。

去净液体部分
,

沉淀用 1 00 川热水 ( 80
`

C )溶 解
,

2
.

0 m l无水 乙醇助溶
,

用 p o p o p / 甲苯进行液闪测定
。

以加热变

性膜放射性作非特异性结合 ( N S B )
,

各浓度点平行 3 管
,

取扣

除 N S B 后的平均值计算特异性结合率 ( B ) 以 B / F 对
’ `

C
一

葡萄

糖结合量进行 cS
a t hc

a
dr 作图分析

,

求 出肌肉细胞膜葡萄搪转

运体结合位点
。

以 n m ol
’ `

C 葡萄糖 / m g 蛋白膜表示
。

1
.

1 材料

猪胰岛素注射液 ( 40 U / m l
,

上海生化制药厂 )
,

D
一

【U
一 ’ `

C 〕

葡萄糖 ( 2 4 8 m iC / m m ol
,

中科院放射医学研 究所
,

天津 )
.

其余

试剂为 A
·

R 级
.

w is at
r

大鼠由本校动物中心提供
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 实验动物处理 体重 18 。士 20 9 雄性大鼠按前法川

制作 3 0 %体表皮肤全层 烫伤模型
,

自由摄食
.

伤后 3 d 注射胰

岛素 (4 U / k g 体重
,

腹腔 )
,

对照动物注射生理盐水
。

hl 后断头

活杀
。

1
.

2
.

2 细胞膜及亚组分制备 大鼠断头放血后取后腿肌肉

在冰浴上去脂肪与结缔组织
.

称重后按 lK i p A 等法川结合本

国家自然科学基金资助项 目
,

N .o 3 9 0 7 0 8 1 9

0 6 1
.

0

仆 [ U
一 ,

弋 ] g lu c o , ( A /鞠
·

L一 , )

ǎ66
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图 I D
一

【U
一 ’ `

c ]葡萄糖与肌肉细胞膜结合

F ig 一 B i n d i n g o f D
一

[ U
一 ’ `

C 」g l u e o s e o n c e
川

m
e m b r a n e o f m u s e l e

T B
:

T o t a l b i n
d in g o

f
’ `

C
一

g l
u e o s e ;

N S B
: n o n s p e e i f ie

b i n
d i n g o f

’ `
C

一
g l

u e o s e
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3 讨论

细胞对血循环中葡萄糖摄取的速率是糖在细胞内

代谢的限速步骤
。

而肌肉是胰岛素刺激的葡萄糖消耗

的主要器官
。

肌肉对葡萄糖摄取是由葡萄糖转运体 4

( G lu T
一

4) 易化扩散介导的
,

后者对胰岛素敏感
,

严格

受其调节
.

基础状态 G lu T
一

4 合成后主要停留在沿肌

原纤维排列的膜性小泡
,

质膜上的 lG
u T

一

4 含量 明显

低于细胞内库川
.

胰岛素刺激肌肉组织对葡萄糖摄取

的信号是通过胰岛素底物
一

1 信号系统 ( IR s
一

1 iS gn
a !

-

in g S ys et m )直接促进细胞 内 G lu T
一

4 由细胞 内库 向质

膜转移
,

增加细胞质膜上 lG
u T

一

4 的数量与活性 l0[ 〕
.

因

此测定细胞膜 G lu T
一

4 的动态变化
,

特别是对胰岛素

刺激的反应性变化对研究肌 肉葡萄糖摄取障碍的机制

可以提供有用的信息
。

目前对细胞膜 G lu T
一

4 性质的

研究方法有三
:

①用放射性标记葡萄糖 (及其衍生物 )

作 V m a x 和 K m 动力学测定
〔` 〕 ;②用 [

,
H工松弛素 B 作

D
一

窗萄 糖 p r
ot

e lb e 结 合 位 点 测 定川
; ③ 用 高 效 的

G lu T
一

4 单克隆抗体放射 自显影测定
。

后两种方法虽然

精度和特异性高
,

但亦存在不同程度的试剂来源和价

格昂贵而限制应用和开展的问题
。

本文作者的实验应用 D
一

〔U
一 “ C〕葡萄糖结合试验

确定葡萄糖转运体 ( G lu T
一

4 )
,

其饱和曲线性质和胰岛

素刺激效应与【
,

H } 松弛素 B 的结合结果一样
「5

· ’ 」 ,

并

采取 S o a t c h a r d 公式作图
,

直接计算葡萄糖转运 体结

合位点
.

结果表明
,

严重烫伤大鼠肌肉细胞葡萄糖转运

体转移的胰岛素刺激效应与正常大 鼠比较明显降低
,

这一改变与肌肉葡萄糖摄取障碍直接相关
,

可能是创

伤后血糖升高和胰岛素抵抗的重要原因
。

关于创伤后

肌肉葡萄糖摄取障碍的信号传递及其意义有待进一步

研究
。
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