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严重烫伤大鼠肝细胞跨膜信号传导的研究
`

徐爱民 许霖水 董燕麟 (第三军医大学基础部生物化学教研室 ) 6 3 0 0 3 8

提 要 本文研究 30 %体表皮肤全层烫伤大鼠的肝细胞膜胰岛素受体结合性质变化和对肝细胞膜腺昔

酸环化酶活性调节
,

探讨跨膜信号传导在烫伤后胰岛素抵抗中的作用
.

结果证明烫伤后肝细胞膜胰岛素受体

结合容量降低
,

胰岛素对腺昔酸环化酶抑制的敏感性下降
。

提示烫伤后肝膜信号传递障碍可能影响糖代谢异

常和引起胰岛素抵抗
。

关键词 灼伤
;
受体

,

胰岛素
.
腺昔酸环化酶类

;
胰岛素抗药性

中图法分类号 R 6 4 4 ,Q 5 7 s

肝脏是糖代谢的重要器官又是胰岛素作用的敏感

靶组织
。

胰岛素通过特异的膜受体将信号传到细胞内

影响胞内 c A M P 含量而调节糖代谢某些关链酶
,

控制

血糖恒定
。

烧伤存在葡萄糖代谢障碍
〔 ,

, ’ 习,

可能涉及某

些信号跨膜传导异常
。

本文 以 30 %背部皮肤全层烫伤

大鼠为模型观察胰岛素对特异膜受体结合和对腺昔酸

环化酶 ( A C ) 活性调节
,

从信号跨胰传递水平探讨伤后

胰岛素抵抗发生机制
。

总结如下
。

1 材料与方法

1
.

1 主要试 剂

葡萄糖氧化酶
、

胰高血糖素
、

A T P 为 is g m
a
产 品

。 ’
H

-

c A M P 药盒
, ” ,

I
一
N a
为中国原子能研究院产品

。

其它试剂为 B R

级
。

1
.

2 实验动物

按文献 s[] 建立 30 % B S A 烫伤模型
,

分笼喂养
。

1
.

3 肝细 胞膜制备

按华西 医科大学生化教研 室介绍方法
,

采用不连续蔗糖梯

度离心
。

收集 37 % ~ 41 %蔗糖界面膜组分
,

一 20 ℃ 保存备用
。

膜

蛋白及标志酶测定按前法川
。

1
.

4 肝细胞膜胰岛素受休结合

参考严孝强方法
,

膜蛋白 80 拜 g /管
, ” ,

l
一

胰岛素 。
.

15
n g /

管
。

总体积 250 川
,
4℃ 育温 24 h

,

聚 乙二醇一 6 0 0 0 作沉淀剂
。

测

定系列浓度胰岛素最大结合容量
。

1
.

5 胰岛素对睬普酸环化酶的调 节

参考 G
a w le

r

等方法 .j[ 测定肝膜 A C 活性
.

酶促底物混合

液 (含 A T P 1
.

5 m m o
l / L

,
N a F 1 0 m m o

l /L
,

G T P 0
.

1 m m o l /

L
,

M gOS
;

5 m m
o
l / L

,

茶碱 1 0 m m o
l / L

,

磷酸肌酸 7
.

4 m g /m l
,

肌酸激酶 1 m g / m l )与 2 0 ~ 4 0 拜g 膜蛋白 (酶 )在终浓度为 5 拜m

高血糖 素刺激后再用不同浓度 ( I J
’ ` ,

10
一 ’ “ ,

I J
’ ,

1丁
吕 ,

1--0
’

m o
l / L )胰岛素抑制

。

总体积为 1 0 0 产 l
,
3 0 ℃ 反应 1 0 m in

.

煮沸
、

冷却用氧化铝吸附
,

离心
.

取 40 川 上清液用蛋白激酶竞争法测

定
e
A M P 生成量

。

以 p m
o
l

e
A M P /m g 蛋白

·

m in 表示酶活性
。

1
.

6 血糖及血浆胰岛素含量测定

按文献 a[J 方法进行
。

2 实验结果

2
.

1 血糖及血 浆胰 岛素水平的 变化

正常及烫伤大鼠血糖和血浆胰岛素水平的变化见表 1
.

烫

伤后 3 d 和 s d 血糖分别升高 47
.

5%和 30
.

1%
。

血浆胰岛素水平

分别升高 105 %和 84 %
.

表 1 烫伤大鼠血糖与血桨胰岛素水平的变化 ( I 士 , )
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m
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.
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d w i t h t h

a t o f t h
e e o n t r o l

国家自然科学基金资助课题
,

N o
.

3 9 0 7 0 8 1 9

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1994. 05. 003



3 2 0 第 三 军 医 大 学 学 报 第 16卷

2
.

2 肝细胞膜胰岛素受休的改变

肝细胞膜胰岛素受体结合的 反 at hc ar d 作图得一凹面向上

曲线
,

见图 1
.

曲线向右延伸与横轴交点 (截距 )为最大结合容量

( B m ax )
。

正常大 鼠肝膜胰岛素受体最大结合容量为 1
.

39 士

。
.

15 pm ol /m g 蛋白
.

与文献报道结果相似
.

烫伤后 3 d 和 s d 组

分别为 0
.

7 7 士 0
.

1 2 p m o
l / m g 蛋白和 0

.

7 3士 0
.

0 7 p m o l / m g 蛋

白
,

与正常组比较差异非常显著 ( 尸 < 。
.

。。 l )
.

烫伤后受体亲和

力 (曲线斜率 )升高
,

但最大结合率差异不显著 ( 尸 > 0
.

0 5 )
。

2
.

3 胰岛素对肝细胞膜 A C 活性调 节的变化

结果见表 2
.

从表 2中看 出
,

用 5 拌m ol / L 胰高血糖素刺激

时
,

烫伤大鼠 A C 活性升高程度明显低于正常鼠
.

在所给剂 量

范围 ( 1 0 一 ” ~ 1 0 一 ’ m o l / L )为 2 4%左右
.

与 G a
w le r [ ` 〕结果相似

.

但在低剂量胰岛素作用下 ( 10 ” ~ 10 ” ’ mol L/ )烫伤组 A C 抑

制效应明显低于正常组 (图 2所示 )
.

抑制曲线右移
,

E D的增大
.

衰 2 胰岛素对肝细胞膜 A C 调节的改变

T a b 2 C han g e s o f a d e n y la t e c y e l as e a ct i讨 ty in h e P a to c yt e m e m b r an e

nI
s u l in e o n e e n t r a t i o n

( 牙 士 s )
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G r o u Ps N o
.

1 0一 1 , 1 0一 1 0 1 0 一 , 1 0一 8 1 0一 ,

C o n t r o l 9 3 18
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1 7
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1 9 x
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.
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( 2
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2 4 6
.
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.

9士 1
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.
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( 7
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.
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.
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图 1

F ig l

大鼠肝细胞膜胰岛素受体 Sca tcb ar d 作图

B in d in g c a P a e i t y o f i n s u l in r e c P e t o r s i n h e P a to e y t e

m e m b r 肠 n e

图 2 胰岛素对肝细胞膜 A C 抑制曲线

F ig 2 I n s u l in i n h i b i ti o n o n g l u e a g o n 一 s t im u l a te d a d e n y l a t e

e y c l a s e

3 讨论

已知烧伤
、

感染和包 括大手术的不 同创伤条件下

机体往往 出现高血糖和高胰岛素反应
。

我们的实验结

果也证实这一现象
,

但对 于创伤后高血糖的原因仍不

清楚
。

最近的临床研究和动物实验均证 明创伤后糖代

谢障碍
。

J a m e s
等

〔 , 〕和 J
e e v a n a n d a m 等 〔 , 〕利用 同位素

标记的葡萄糖对不同部位严重创伤病人示踪研究证明

创伤高代谢期机体耗 0
2

量增加
,

血 中葡萄糖氧化速率

下降
,

被摄取的葡萄糖氧化百分 比明显降低而葡萄糖

生成则 明显增加
。

来自葡萄糖的 C O
Z

生成量低于正常

对照
,

但血中乳酸水平没有差别
。

认为创伤后高血糖的

主要原因是糖异生 ( c or i 氏循环 )作用加强
。

唐仲进
〔5〕

用真实血糖固定术研究烧伤大 鼠葡萄糖代谢
,

证 明烧

伤后葡萄糖置换率明显降低
,

认为与胰岛素受体后缺

陷 (代谢障碍 )有关
。
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本研究企图观察烫伤对肝细胞胰岛素受体结合行

为的影响及对腺昔酸环化酶调节的改变从受体信号传

导水平上了解创伤条件下糖代谢障碍和产生胰岛素抵

抗的基础
。

结果证明严重烫伤早期肝细胞胰岛素受体

结合容量减少
,

亲和力升高
。

最大结合率正常
。

这些改

变可能是烫伤后应急激素 (高血糖素等 )增加
,

促进糖

原分解或 /和糖异生使血糖升高而出现高胰岛素反应
。

后者诱发胰岛素受体内吞的下 向调节使膜上受体减

少
。

这一改变与 D e s b q u io s
等

「6〕用放射配基 ( ”
5
1
一

胰岛

素 )诱导大鼠肝细胞表面受体内吞的结果相一致
。

细胞

膜上受体内吞后
,

密度稀疏
,

结果负协同效应减弱使受

体亲和力升高
。

由于受体数 目的下向调节和应激激素

升高
,

可能通过对胰岛素受体的异种失敏
〔, 〕 ,

因此当生

理 剂量 ( 1 0 ”
`
一 10 一 ’

m ol / L ) 胰岛素作用时腺昔酸环

化酶对胰岛素抑制的反应其敏感性降低
。

但是由于
“

闲

置
”

受体的存在
,

当有超生理剂量胰岛素存在时 ( 1 0
“ ’

~ 1 0一 7
m ol / L )腺昔酸环化酶的最大反应效应仍可正

常
。

表明创伤后肝膜胰岛素受体信号传导敏感性降低
,

加之应激激素 (胰高血糖素和 肾上腺素等 )的作用
,

肝

细胞内
c A M P 水平升高

〔“一 ’ “ 」 ,

通过影响糖代谢某些关

链酶活性
,

使糖原分解加强
,

糖原合成减少
,

及糖异生

增强或糖有氧氧化障碍
〔`

, ’ 〕
。

这可能是创伤后高血糖和

胰岛素抵抗的重要原因
。
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