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严重烫伤大鼠脂肪组织胰岛素抵抗机制的研究
`

许 霖水 吴喜贵 (第三军医大学基础部生化教研室 ) 63 0 0 3 8

提 要 3 0 %T s BAI
。

烫伤大鼠
,

伤后第 4 天
,

脂肪组织胰岛素受体最大结合容量明显减

少
.

胰岛素敏感的低 K m 值
c
A M P

一

磷酸二酷酶 ( P D E )对胰岛素激活的敏感性降低
;
最大反应性

正常
,

但反应剂量曲线右移
,

E D
S。

增大
。

脂肪细胞 F F A 和
c
A M P 含量变化不明显

,

超生理剂量

( 3 On
M )胰岛素抗脂解效应存在

。

关键词 灼伤
;
胰岛素抗药性

;
受体

,

胰岛素
;
磷酸二酷酶类

已知肥胖和链脉佐菌素 (S T Z )致糖尿病

大 ( 小 ) 鼠脂肪组织存在胰 岛素抵抗
,

其对胰

岛素敏感性的变化与胰岛素受体结合的改变

相平衡
` ,

,
2 , 。

严重创伤的
“

创伤性糖尿病
”
可催

及这一胰岛素敏感的靶组织
。

本文以 30 %体

表皮肤 全层 ( 30 % B S A I
。

) 烫伤大 鼠为模

型
,

观察伤后第 4 天脂肪组织胰岛素受体和

胰岛素敏感的磷酸二醋酶 (低 K m 值
C A M P

-

P D E ) 活性
,

脂肪细胞 的
c A M P 和 游离脂酸

( F F A )含量变化
。

了解烫伤对脂肪代谢影响

以探讨胰岛素抵抗发生机制
。

材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 动物模型
:

体重 1 5 0 ~ 2 0 0 9 雄性 W is t a r
大

鼠按文献 (3) 方法致 30 % BS A I
“

烫伤
,

自由摄食
,

伤

后第 4天检测
。

1
.

1
.

2 试剂
: ” , I

一
N a , ’

H
一 c A M P 放免 药盒 (中国原

子能研究院 )
, 3

H
一c
A M P

,

比活性 ) 20 居里 /毫克分

子 〔上 海 原 子 核 技 术开 发公 司 )
,

胶 原酶 l 型

( S ig m a )
,

OD w
e x l 又 8 C l

一

型
,
2 0 0 ~ 4 0 0 目 ( S e r v a )

,

其余试剂为 A R 级
。

1
.

2 方法
少

1
`

2
`

1 脂肪组织胰岛素敏感磷酸二酷酶测定

1
.

2
.

1
.

1 脂肪组织育温及低 K m c AM P
一
P D E 制

备
“ ,

s ’ :

取大鼠附皋脂肪垫
,

去血管后剪碎 (小米粒大

小 )用含 2 %牛血清白蛋白 (贺 A )的克雷布 一林格碳

酸 盐 缓 冲 液 ( K r e
b

s 一
R i n g e : B ie a r

b
o n a t B u

f fe : ,

K R B B )
,
p H 7

.

4洗涤组织 ( 2 0 0 又 g 离心 Zm in )
。

称取

脂 肪组织 0
.

5一 1
.

0 9 盛于 有 5
.

o m l (含 2% B S A
,

s nr m o l / L G S ) K R B B 的小瓶中
,

供氧
,

振摇 ( 3 0次 /

rn in ) 预温 3 0 m i n
,

于相应瓶内加终浓度为
:
o

、
o一

、

0
.

3
、
1

.

0
、
3

.

0
、
1 0

、
3 0 n m o

l / L 胰岛素
,

继续温育 1 5

m in
。

用长针头吸弃下层保温介质
。

用 B
u ff er A (含

0
.

2 5m o l / L 蔗糖的 s o m m o l / L T r
i
s 一H C I

,
p H 7

.

5 )洗

涤 2次
。

以 5倍体 积 (w /V ) B u
f f

e r
A 匀 浆

,
2 0 0 0 火

9 4℃离心 I O m in
,

取出油层下液体于另外离心管
,

4 8 0 0 0 只 g 离心 3 o nr i n
,

得沉淀 ( P
Z

)洛于 l o m m o
l / L

T r is
一

H C I pH 7
.

5
,
L o w r y 法定蛋白 ( B S A 作标准 )

,

稀释成 30 。产g 蛋白 / m l悬浮液
,

进行酶活性测定
。

1
.

2一 2 低 K m 值
。
A M P

一

P D E 活性测定
( 6 r :

取 P
Z

部分 的膜 制 剂 1 0 0拜 l ( 3 0陀 蛋 白 ) 与 0
.

1科m o
l / L

( 含
,

H
一 e

A M P 1 0 ~ 1 5 只 1 0
` e p m ) 的

e A M P 在

4 m m
o
l /L M g S O

;

存 在 的 s o m m o
l /L T r i s

一

H C I
, p H

7
.

5
,

总体积 2 0 0拜1
,
3 0℃ 准确保温 1 0m in

。

煮沸 9 05
,

冷

却后加入 5 0 “ 1 ( l nr g / m l 蒸馏水 )蛇毒
。

混匀后 3 7℃继

续保 温 1 5m i n
,

再 煮沸
。

冷却后 加入 0
.

3m l ( l
,
3 )

oD w e x l 只 8 / 3 m m
o
l / L H A C 的悬浮液

,

加 5 0拜l

( 1 0m m ol / L ) 腺 普 作 载 体
,

充 分 混 匀 s m in 并 于

Z 0 0 0 r p m 离心 s m i n
。

取 2 0 0产 l 上清液作液 1习测定放射

性
。

以 p m ol
c A M P 水解 / m g 蛋 白

·

m in
一 ’

表示酶活

性
。

1
.

2
.

2 脂肪组织胰岛素受体结合试验

按文献
` 3 ’

制备 ” 5
1
一

胰岛素及受体结合试验
。

取大

鼠附皋脂肪垫
,

去血管并 剪碎
。

用含 2% B S A 的

K R B B
,
pH 7

.

4洗涤组织
。

制成 1 9 组织 / m l 的悬浮

液
。

每管 0
.

2 9 组织
, 。

.

3 n g
’ 25 1

一

胰岛素
,

总体积

0
.

5 m l 2 3 ℃振摇 3 o nr i n
,

吸出保温介质并用 0
.

s m l x

2的2 % B S A K R B B 洗 2次以去除未结合的胰岛素
。

组织吸干后进行 Y
一

计数
。

1
.

2
.

3 脂肪组织
c
A M P 和 F F A 含量测定
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1
.

2
.

3
.

1 脂肪组织
c

A M P测定
` ” :

中国原子能研究

院
。 A M P放免药盒

,

蛋 白激酶结合法
,

煮沸变性直

接测定组织
c A M P 含量

。

以 p m ol /m g 组织表示
。

1
.

2
.

3
.

2 脂肪细胞 F F A 测定
:

大鼠附辜脂肪垫经

胶原酶 ( I 型
,
l ~ Zm g / m l )消化制备脂肪细胞

。

移取
z o o m g 细胞于 2

.

5m l 含 1% B S A 的 K R P B
,
p H 7

.

4

J/ 瓶 中加 /或 不加 肾上腺 素 ( 1。拌m ol / L )
、

胰 岛素

( 3 0 n m o
l / L ) 5 7 ℃振摇 s o m i n

。

于育温后样 品中加入

2
.

s m l oD le 氏液抽提 F F A
。

用一次提取法
`8) 和二苯

卡 巴 踪 /二 苯 卡 巴 麟 作 显 色 剂 测 定 F F A
。

以

拜m
o
l F F A / g 细胞 / 3 0

: n i n 表示
。

2 结果

从图 l结果看出
,

烫伤后大鼠脂肪组织低 K m 值
c A M P

一

P D E 活性低于正常对照组
。

这一结果与肥胖

性糖尿病大鼠情况相似
` , , 2 ’ ,

胰岛素能激活正常和烫

伤脂肪组织此酶活性
。

但是它们对胰岛素刺激的

反应剂量曲线不同
,

正常大鼠最大反应剂量为 1
.

0

n m ol / L
,

烫伤大鼠为 3
.

on m ol / L
。

当以最大反应百分

数作图 (见图2)
,

烫伤大鼠低 K m 值
c
A M P

一

P D E 的

剂量曲线明显右移
,
E D

S。

增大
。

表明烫伤后大 鼠脂肪组织 低 K m 值
c
A M P

-

P D E 对胰 岛素刺激的敏感性降低
,

但最大效应 (反

应性 )没有变化
。

这与肥胖性和遗传性糖尿病大鼠胰

岛素抵抗特征一样
七” ’ ·

”
。

州。.}勺月工的二u一工。已lx̀已冶。比目ù口。。ó.d

2
.

1 烫伤 后 脂 肪组 织 c A M P
一

P D E 对胰 岛

素反应的变化

文献证明
` , , ” ` ’

s ,

脂肪细胞存在胞浆和膜结合两

种形式的
c A M P

一
P D E

。

其中膜结合的 P D E 为低 K m

值
c
A M P

一

P D E 又寸胰 岛素敏感
。

用 。
.

25 m ol /L 蔗糖

(等渗 )制备时 90 % 以上活性停留于 微粒体粗膜 ( P Z

部分 )
。

正常和烫伤大鼠脂肪组织与不同浓度胰岛素

保温
,

该酶由胰岛素激活结果见图 1
。

.
~

、 、 ,

. . . ~ . . . . . C o n t r o l

. . . ~ . . . . . S e a Zd e d

0 0 0
.

1 、 系 0
’

1 0 3 0

宝n一 u l i n n m o l / L

0
.

1 U
.

3 3 0

In 、 u l白 n m o l / L

图 2 烫伤大鼠脂肪组织低 K m 值
c A M P

一
P D E

对胰岛素反应最大效应百分数

F 19 2 P e r e e n t a g e o f m a x i m a l i n s u l in e f f e c t o
f

l o w e A M I
, 一
P D E i n a d i P o s e t is s u e o f

s c a l d e d r a t s

、。扎北葬筋抓钾ó服ù
、毛

图 1 烫伤大鼠脂肪组织低 K m 值
c A M P

一
P D E

对胰岛素反应曲线

F i g 1 R e s P o n s e e u r v e o f s t im
u l a t i o n o f i n s u l i n

i几 a d i P o s e t is s u e o f s e a l d e d r a t s

2
.

2 烫伤后 脂肪组织胰岛素受体变化

大 鼠脂 肪 组 织 胰 岛 素 受 体 结 合 试 验 经

cS
a t c ha dr 作图得一条凹面向上的曲线

。

见图 3
。

这与

其它组织受体结合性质一样
〔 3 ’

。

正常组脂肪组织胰

岛素受体最大结合容量 ( B m a x 为 143
.

35 士 4 6P m ol /
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B/F

I

0
.

09从
.冲

一
.

-
曰 .

Cn o tr o

Sa e l de d

07

份

0
.

0 1
.

2 2 2 02 2 13 2
、

24 25

`n s u l in bo un dp mo l/ g

图3 烫伤大 鼠脂肪组织 胰岛素 受体结合

c S
a t e

h
ar

d作图

F i3 g Sea t e har dP lo to
f in s u l ir n ec eP tor in

a P d is o et is s uo ef s a e l de dr a ts

g湿重组织
,

亲和力为 0
.

71 土 0
.

l lP m ol /L
一 ` 。

烫伤组

为 7 1
.

2 9 士 33 p m ol / g 湿重组织
,

亲和力 0
.

79 士

.0 07 p m ol /L
一 ` 。

结果表明
,

烫伤后大鼠脂肪组织胰

岛素受体数 目明显减少 ( 尸 < 。
.

00 1 )
。

2
.

3 烫伤后 c A M P 和 F F A 含量变化

本实验用蛋白激酶结合法和热变性直接测定组

织中
c
A M P 含量处于标准曲线敏感区

,

且线性 良

好
,

同时操作简单
,

避免干扰因素
。

脂肪细胞 F F A 含量测定选用二苯卡巴踪 /二苯

卡巴腆为显 色剂
,

提高灵敏度
。

其结果见附表
。

烫伤

后大鼠脂肪组织
c A M P 含量变化不 明显

。

正常与烫

伤大鼠脂肪细胞内基础 F F A 含量也基本一样
。

肾上
s .

w 腺素 ( 1 。“ m ol / L )能够升高正 常和 烫伤大鼠脂肪细

胞中 F F A 含量 (促脂解作用 )
,

大剂量 ( 3 0n m ol / L )

胰岛素可对抗肾上腺素的作用 (抗脂解作用 )
。

这种

效应与文献
` , 、
报道一致

。

大剂量胰岛素的抗脂解作

用与正常大鼠比较差别不明显
,

这与
c
A M P 水平变

化相一致
。

附表 大鼠脂肪组织
c A M P 和 F F A 含量

T a b C h a n g e s o f b o t b e AM P a n d F F A i n a d i P o s e t is s u e o f s e a l d e d r a t s

F F A (拼 m o l / 9 t i
s s u e ,

S
.

W )

B a s a
l△ E p i n e p h

r i o e
( 10林m o l / L 卫 p i n o p卜

r i n e
( 1 0拜rn o l / L ) + I

n s u
l i n ( 3 (》

n
rn o l / L )

e A M P

( p m o l / m g t 飞s s u e
)

C o n t r o l ( 1 6 ) 4
.

0 7士 1
.

1 1 1 5
,

29土 4
.

1 9 去 8
.

3 3士 3
.

1 2 杏 今

0
.

3 9士 0
.

1 1

cS
a ld e d ( 9 ) 4

.

6 1士 1
.

14 1 6
.

06 士 5
、

5 0 奋 9
.

1 9士 2
.

7 8
奋 备 0

.

4 0士 0
.

1 7

△ n o a dd e
d h o r m o n e ;

令

P < 0
.

0 0 1 v s B a s i s 奋 小

P < 0
.

0 1 v s
E p i n e P h

r in e
.

3 讨论

脂肪组织是能源物质主要贮藏场所
,

代

谢十分活跃
。

严重创伤后机体高代谢期脂肪

代谢变化 直接影响 能量代 谢而 受到 关注
。

R i e h a r d 等
“ o ,

( 1 9 8 2 )对 2 5名烧伤面积 3 5%一

95 %患者脂动员 研究证 明
,

患者血 中 F F A
,

甘油和甘油三醋明显升高
,

酮体保持正常
。

他

们认 为 F F A 主 要 用 于 再脂 化
。

最近 杨青

等
“ ` ’
和 C h i o l e r o

等
` , ”
分别报道严重烫伤大

鼠和头颅 合并伤的人体血浆 F F A 保持正常

或稍降低
。

对于创伤后脂肪组织代谢有何改

变及其机理有待进 一步研究
。

早期对遗传和

肥 胖鼠胰岛素抵抗研究
“ 3 ,

证 明脂肪组织对

激素敏感性降低
,

胰岛素受体结合
,

葡萄糖转

运和氧化存在障碍
。

胰岛素对脂肪组织代谢

调节主要是抗脂解作用
。

本文通过观察 30 %

B S A m
。

烫伤大 鼠脂肪组织胰岛素敏感的磷

酸二酷酶活性变化和胰岛素受体
,

了解到伤

后脂肪组织对胰岛素的反应性
。

结果表明严

重烫伤后脂肪组织低 K m 值
c A M P

一

P D E 对

胰岛素敏感性降低
,

最大反应能力不变
,

但最

大反应剂量曲线右移
。

这种敏感性降低与同

一模型肝细胞膜和骨骼肌细胞膜腺昔酸环化
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酶系统的抑制特征相 一致 (待发表 )
。

这种以

敏感性降低的胰岛素抵抗现象与受体减少有

关
` ,

,

” 。

由于
“
闲置

”

受体存在
,

烫伤后大剂量

胰岛素作用最大反应性正常
,

所 以胰岛素抗

脂解效应 ( F F A 水平 )与正常对 照组无 明显

差别
。

对于严重创伤应激状况 (脂解激素升高 )

下血浆 F F A 不升高有三种解释
:

①烧伤后机

体 F F A 氧化加强
。

②创伤时血浆白蛋白降低

故 F F A 运出减少
。

③创伤高代谢期
“

底物循

环
”
加强

,

F F A 用于再醋化
。

我们的研究结果

直接证明严重烫伤时脂肪细胞 内 F F A 基础

水平不升高
。

说明此时由胰岛素对磷酸二醋

酶和腺昔酸环化酶的最大反应性正常
。

两者

保持动态平衡
, 。 A M P 水平恒定

,

脂解与抗脂

解 (月旨肪合成 )达到平衡
,

但底物循环加强
,

机

体大量能量则被 消耗
。

it s e a t a ly t ie d
o
m in f

r o m r a t a
d ip

o e y t e s
.

众
a b e t e s ,

1 9 8 6 拼3 5
:
6 9 8

5
.

R o
b i

n s o n FW
,

S m i t h C J
,
F la n a g a n E F

.

e
G M P

-

d
e p e n

d
e n t s t im

u
l
a t io n o

f t h
e m e m b r a n e 一

b
o u n

d in
-

s u
l i

n 一 s e n s i t iv e e A M P p h
o s P h

o
d i

e s t e r a s e f r o m r a t

a d ip o e y t e s
.

J B io l C h
e n ,

1 9 8 9 ; 2 6 4
:
1 6 4 5 8

6
.

K o n o
T

,

R
o b in s o n F W

,

S
a r v e r JA

.

I
n s u

l i
n 一s e n -

s i t iv e p h
o s p h

o d ie s t e r a s e
.

J B io l C h e m
,
1 9 7 5 ; 2 5 0

:

7 8 2 6

7
.

陈海鑫 李振甲
。
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大剂量冲击化疗引起消化道反应的防治

岳旭 丽 刘 爹琴 (第三军医大学西南医院肿瘤科 ) 6 3 0 0 3 8

域共共 对
: 丫汗牡封井 汀 装 丫

个案
:

与短篇

消化道反应是抗肿瘤化疗常见的副反应之一
,

常影响病人继续治疗
。

自1 9 9 1年初起
,

我们采用大剂

量冲击化疗综合治疗恶性肿瘤病人
,

收到 了 明显疗

效
,

报道如下
:

临床资料与治疗方法

71t 例恶性肿瘤住院患者
,

男 44 例
、

女 3 。例
;
年龄

为 7 ~ 6 0岁
,

平均 4 7岁
。

其中食 i兰癌分例
,

肺癌 2 0例
,

恶

性淋巴瘤 6例
,

乳睬癌 l 峨例
,

胃窦癌 14 例
,

结肠癌 17 例

和 肾癌 1例
。

随机分为综合治疗组 40 例和对照组 3 4

例
。

手术后半月至半年内开始化疗
,

均采用大剂量冲

击化疗
,

如第一天 JM
一
8 4 0 0m g

、

C T x 6 0 0 m g
,

第 1天

和 第 s 天 5
一
F u 7 5 0m g

,
1 ~ 2

个月 为一个疗 程
, JM

一
8 4 0 0 m g

,

M M C Z o m g ,

5
一
F 。

75 o m g 四周一疗程
,

均为静脉给药
。

综合治疗

组在化疗前交待可能出现的副反应
。

化疗当天禁食

早餐和午餐
。

根据病人具体病情
,

营养状况等分别给

予输入脂肪乳氨基酸
、

葡萄糖或全血
、

血浆等
。

液体

输完后继续卧床休息 Z h 以上
,

晚餐可进少量清淡饮

食
。

综合治疗第 2天起逐渐增加食 品的种类和 数量
。

对照组为大剂量化疗后给予胃复安 20 m g 肌注
,

同时

不限制病人进食
。

级
;

呕吐难以控制
。

综合治疗组病人 消化道副反应显著低于对照组

( p < 。
.

05 )
,

综合 治疗组 。级反应为 65 %
,

对照组

为 2 9 %
;
两组病人 食欲恢复情况相 差非常显 著

(尸 < 。
.

0 1 )
,

综合治疗组平均为 3
.

d6
,

对照组为

7
.

3 5 d
.

综合治疗组 明显优于对照组
。

化疗病人 的恶心呕吐是化疗药物对 胃肠道粘膜

上皮细胞的生长抑制 及直接刺激引起的 川
。

化疗药

物还可以刺激传入神经至植物神经系统兴奋第四脑

室底部的化学感受 区
,

引起不同程度的胃肠道反应
,

对病人在禁食前提下辅以静脉营养
,

在血药浓度高

峰期使胃肠道处于休息状态
,

减少消化道受化疗药

物
,

食物及消化液的刺激从而减轻胃肠道副反应
,

促

进病人食欲早 日恢复
,

该方法使用简单
,

止吐效果达

到并超过大剂量胃复安及联合止 吐用药
` 2 , ,

同时也

消除了反复用药及药物的副作用给病人带来的痛

苦
,

病人愿意接受
,

尤其适用于经过多疗程化疗
,

消

化道反应较重的病人
。

关键词 恶心
;
呕吐

;
抗肿瘤药 /副作用
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