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胰岛素介体对烫伤大鼠
C A MP 磷酸二醋酶的调节

’

许霖水 吴喜贵 (第三军医大学基础部生物化学教研室 )6 30 0 8 3

提 要 由经胰岛素诱导的大鼠肝细胞质膜分离出一种分子量为 3一 3
.

5 kD 的胰岛素化学介体
,

可以刺

激大鼠脂肪细胞的
C A M P 依赖的磷酸二酷酶 (c A M P

一

P D E )
。

刺激作用呈剂量依赖关系
。

这种胰岛素介体刺激

正常大 鼠
。 A M P

一
P D E 活性升高 6 倍

,

但对烫 伤大鼠
c A M P

一

P D E 活性只增加 1
.

24 倍
.

两者差异 明显
。

表明烫

伤大鼠
c A M P

一
P D E 对胰岛素介体刺激的反应性降低可能涉 及胰 岛素抵抗的受体后信号传递缺陷

。
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从大 鼠肌 肉分离一种

经胰岛素诱导的小分子糖肤可模仿胰岛素刺激糖原合

成酶的能力
,

称之为
“

胰岛素化学介体
”

( I n s ul in c he m
-

i e a l m e d ia t o r )
。

随后 S a l t ie l 等
` ” 从大 鼠肝

、

脂肪细胞膜

分离 出经胰岛素 /或磷脂酶 C 诱导 的肌醇磷酸糖脂也

能刺激大鼠丙酮酸脱氢酶和磷酸二酷酶活性
。

国内也

有报道
` ,

’
` , ,

胰岛素介体能抑制大 鼠腺昔酸环化酶
,

调

节细胞内
。 A M P 和脂肪合成

。

经证明在糖尿病中起作

用
。

关于
“

胰岛素介体
”
对创伤性糖尿病的影响未见有

报道
。

本文利用正常大 鼠肝细胞质膜经胰 岛素诱导产生

的胰 岛素介体对烫伤 (4 d) 大鼠脂肪细胞
。 A M P

一

P D E

活性调节的研究
,

旨在探讨创伤后胰岛素抵抗的受体

后缺陷可能机制
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 实验动物
:

按本室
` ” 建立的大鼠烫伤模型 方法

,

制作

30 %体表面积皮肤全层烫伤
。

1
.

1
.

2 试剂
:

猪结晶胰 岛素 (国家标准 品
,

27 U / m g )
,

8
一 3

H
-

e A M P ( ) 2 2 C i / m m o
l

,

上海原子核开发公司 )
。

胶原酶 ( t y p e

I
,

S ig m
a )

,
D o

w
e x 1 X S C I

一

( 2 0 0 ~ 4 0 0 m e s h
,

S e r v a )
,

其余试剂

为 A R 级
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 肝细胞粗质膜制备
:

参考 aS ilt el 方法 “ ’ ,

大鼠肝脏 用适

量 l m m o
l / L N a

H C O
。

( p H 7
.

5 )捣碎
,

过滤
,

1 0倍 ( W / V ) 稀释
.

5 0 0 0 0 丫 9 4
一

C离心 2 5 m i n
。

沉淀溶 于少量上述的 N a
H C O

。 ·

用

玻璃匀浆器匀浆
,

1 0倍 ( V / V )稀 释再 1 1 0 0 又 g 离心 l o m in
。

上

清液 再 ( 3 0 0 0 0 火 9 2 5 m in ) 离心 得沉淀 用 1 0 m m
o l / L 磷酸盐

(钾 ) p H 7
.

4) 悬浮
,

最后作成 10 m g / m ! 的粗膜蛋 白悬浮液备用
。

1
.

2
.

2 胰 岛素介体分离
、

纯化
:

参考张世荣方法
`” .

取肝粗膜

悬 浮 液置于小瓶 中加 ( 或不 加 ) 终浓度为 Z n m ol / L 的胰 岛素

3 7 C 水浴振摇 1 5 m in ,

立即离心 ( 3 0 0 0 0 丫 g
.

4 C
.

2 5 m i : : ) 得上

清液于 S
e p h a

d
e x

G 2 5柱 ( l 又 3 5 C
m )层析

,

以 1 0 m m o
l / L 磷酸盐

( P B ) p H 7
.

4洗脱
.

流速 1 nr l / 1 0 m in
。

在 2 3 0 n
m 波长监 N1J 下 收集

各组 分
。

冻干后 残渣用 2
.

0 m] P B 溶解作
c

A M P
一

P D E 激 活试

验
。

1
·

2
·

3 c A M P
一

P D E 制备及活性测定

1
.

2
.

.3 1 按 R
o ib ns

o n ` ”
方法

.

大鼠附辜脂肪垫去血管后剪碎
,

置 于 含 z % B S A / K r e
b

s 一

R in g e r B i e a r
b

o n a t
缓冲液 p H 7

.

4 的小

瓶中加终浓度为 l m g / m l 胶原酶制备脂肪细胞
。

分离 的脂 肪细

胞用 0
.

2 5 m
o

l / L 蔗糖 / 5 0 m m o
] / L T r i s 一 H C I p H 7

.

5
.

洗 涤 2

次
。

以 5倍 ( v / V )体积稀释并匀浆 ( 20 C )
.

离心 ( 20 0 00 丫 9
.

4
一

C
,

1 0 rn i n )
,

取油层下液体再离心 ( 4 8 0 0 0 丫 9
.

3 0 m in ) 得沉淀 ( p
Z

)

为 P D E
。

用 1 0 m m o
l / L T r i s 一 H C I p H 7

.

4溶解并作成 6 0 0 拜g 蛋

白 / m ! 的酶悬浮液
,

一 20
一

C备 用
。

1
.

2
·

3
·

2 c
A M P

一
P D E 活性测 定

:

参考张林华方法
` ” ,

取不 同稀

释 浓度 ( l
,

一
:

1 0
.

1
:

1 0 0
,

1
:

2 0 0 0 )的胰 岛素介体各 5 0 严l 与 5 0 拜 1

( 3 0 拜 g 酶 蛋白 ) P D E 悬浮液和 0
.

1 拜rn o
l / L (含

’
H 一 e A M P 1 0 一

1 5 x l o
, e p m )的

e A M P 一0 0 拼 l 在 s m m o
l / L M g S O

,

存在下 3 O C

温育 1 0 m i n
。

经两步 iffl] 定
’

H 一 腺普 叩m
。

以 p m
o

l
e

A M P 水解
厂`

m g 蛋白
·

m in
’

表示酶 活力
。

`
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2结果

2
.

1 胰岛素介体的分 离与鉴定

用 Z nm o l/ L (3 0 0拜U /m l)胰岛素与 i o m g /m l大 鼠肝粗膜

3 7℃温育 1 5 m i n后经 Se p ha
d

e x
G 5 2柱层析

,

在 2 5 0 n m 监测下

得到两个洗脱峰 ( p e a
k z和 p e a

k Z ) (见附图 )
.

第一个峰 ( p e a
k l )

洗脱体积约 n m l
,

文献报道
` ’ , ”
证明为一些大分子膜蛋白和胰

岛素的洗脱峰
。

(我们用标准胰岛紊校正证明胰岛素单独洗脱

为 s m l 左右 )
.

第二个峰 ( p ae k 2) 经用胰岛素和溶菌酶等校正初

步确定分子量为 3 ~ 3
.

5 k D
,

与文献
` ,

· ’ 0) 结果相符
。

确定为经胰

岛素诱导产生的化学介体
。

收集第一和第二峰对脂肪 细胞

c
A M P

一
P D E 激活试验

,

结果第二峰可使
c A M P

一
P D E 活性提高

5
.

2倍
,

而第一峰只提高 0
.

67 倍
.

未加胰岛素温育的肝质膜也可

得到 2个相应的峰 (未画出 )
,

但第二峰只提高 P D E 活性 1
.

2倍

左右
.

表明肝粗质膜经胰岛素刺激后可诱导模仿胰岛素作用的

化学介体生成
。

p e a k l

p e a k Z

e l u a t e
( m l )

附图 大鼠肝细胞质膜胰岛紊介体洗脱曲线

F ig S e P h ad
e x

G 2 5 e h r o m a t o g r a p h y o f i n s u l i n e h e m i c a l

m e d i a to r f r o m h e P a t ie P l as 砌 m e m b r a n e o f r a
st

p e a
k l

:

f r a e t i o n o
f h

e p a t ie p l
a s m a m e

m b r a n e a n
d i n -

s u
l in ; p e a k Z

:

f
r a e t i o n o

f i n s u l in e
h

e m ie a
l m e

d ia t o r

包括多种途径
。

其确切机理虽不完全清楚
。

近 10 多年来

有许多报道证明胰 岛素与靶细胞或靶细胞质膜育温可

诱导产生称为
“

介体
”
的第二信使物质

。

甚至用高纯化

的磷脂酶 C 与靶细胞质膜温育可释放具有胰岛素样

作用的化学活性物质
。

我 们用 2 n m ol / L (生理剂量范

围 )胰岛素诱导大鼠肝质膜产生的
“
介体

”
刺激脂肪细

胞 。 A M P
一

P D E 活性使 之提高 6倍左右
。

与前文
` 5 )

用 2

n m ol / L 胰岛素直接刺激
。 A M P

一

P D E 活性提高 1
.

6倍

相 比较
,

胰岛素经过它的化学介体 (第二信使 ) 的介导

可使生理作用放大近 1 50 倍
。

目前对胰岛素化学介体的本质虽然 尚未定论
,

但

比较一致的看法认 为它是 一种含磷酸肌醇的聚糖 (不

是 I P
3

) “
“ , 。

其分子量大小
,

文献报道不一致
,

可能与各

实验室 的操作条件 不 同
,

所得 不 同糖脂 (肤 ) 片段有

关
` 6 ’ 。

我们采用张世荣等方法
` ” 得到的介体在 3一 3

.

5

k D 之间结果相 符
。

所能刺激脂肪细胞
。 A M P

一

P D E 活

性又与 S a l t i e l 的结果相同
` ’ ) 。

目前对胰 岛素化学介体研究报道虽多
,

但主要在

于其性质和生理作用的研究
,

而对其病理条件的意义

报道则少
“ , 。

特别是对创伤条件 下的意义更未见有报

道
。

本研究观察肝细胞膜胰 岛素化学介体刺激烫伤大

鼠脂 肪细胞 。 A M P
一

P D E 活性
,

这是对 创伤 胰岛素抵

抗发病机理探讨的有益尝 试
。

结果证明烫伤早期脂肪

细胞 。 A M P
一

P D E 对胰岛素化学介体刺激的反应性明

显降低
。

提示
,

严重烫伤引起
“
创伤性糖尿病

”
类似内分

泌失常 引起的糖尿病
,

不仅 涉及胰 岛素受体 水平降

低
` 5’ ,

同时涉及受体信号偶联等胰岛素介体释放和生

物效应降低
“

·

’
·

川 的受体后事件缺陷
。
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讨论

绿脓杆菌性角膜溃疡是配戴角膜接触镜最严重的并发症
。

起病急
,

发展快
,

常致角膜穿孔及视功能毁坏
。

以往 治愈后也常

留角膜大白斑严重影响视力
。

近年研究表 明
.

自由基 及其代谢

产物是角膜溃疡病理损害因素之一
,

抗氧化剂治疗可减轻角膜

损害
` ” 。

本例患者经大剂量抗生素及抗氧化剂 ( v it
、

C
、

E
、

肝素 )

治疗
,

很快控制炎症并短期内溃疡修复
。

并见痊 愈后 角膜仅留

薄云衣
,

保存了一定的有用视力
。

通过本例患者治疗
.

我们认

为
:

( 1) 配戴角膜接触镜要严格卫生条件
.

不要 延时配戴
.

有不

适要暂停戴镜
,

点抗生素眼 液或及早就医 防止严重并发症 发

生
。

( 2 ) 对于角膜溃疡的治疗除抗生素外
.

辅以抗氧化剂可减轻

溃疡损害
,

加速溃疡修复
。

关键词 角膜溃疡
.

角膜接触镜
’

中图法分类号 R 77 2
.
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