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四种不同动物红细胞胰岛素受体测定

许霖水 吴喜贵 董燕麟

(生化教研室 )

提 婆

本文介绍用少量血样品 以 Nor m l a缓冲溶液为介质在 4℃过夜保温条件下红细胞胰岛素受体测

定方法
。

红细胞胰岛素受体与 1 2 ` I
一

胰岛素结合的竞争抑制曲线和 S o t ac hr ad作图性质 与文献报导

结果相同
。

对人
、

家兔
、

狗和大鼠四种不同种属的红细胞胰岛素受体测定最大结合 率 (B/ T% )在

10 一 1 5%范围
。

非专一性结合平均为3
.

5%左右
。

用 Nor 血 l a缓冲溶液代 替 Bf uf e r G作保温介质同

样能得到较好结果
。

四种不同种属红细胞胰岛素受体数 目有差异
,

依次是狗 > 兔 > 大鼠> 人
。

低温

(4 ℃ )条件下结合试验可减少胰岛素
一

受体复合物的降解速度
。

本方法适合于临床胰岛素受体测定
。

严重创伤代谢发生改变 “ ) , 出现糖耐量

降低和胰岛素抵抗 (“ )
。

为 了 探 讨 其发病原

因
,

对胰岛素受体在严重创伤时的动态变化

的研究是十分必要的
。

利用肝或脂肪细胞为

研究材料限制了 临 床 应 用范围
。

G a m b ih

( 1 9 7 8年 ) ( “ )建立了人红细胞胰岛素受体测

定方法
。

随后 l( 9 79 年 ) 进一步提出
,

人红

细胞胰岛素受体测定可以作为反映机体组织

对胰岛素敏感性的一种指标 (` )
。

在生理和病

理条件下红细胞受体变化与单核细胞相同
。

为此
,

我们探讨了用 N or m al 缓 冲溶液

为保温介质
,

在低温 ( 4 ℃ ) 条件下保温测

定人
、

兔
、

狗和大鼠的红细袍胰岛素受体的

方法
。

材料与方法

一
、

试剂

结晶猪胰岛素
,

27 单位 /m g (国家标准

品
,

北京药品生物制品检定所 )

, “ “
I
一
N a

(北京原子能研究所 )

氯胺
一
T (松江

,

佘山化 工厂 )

邻苯二 甲酸二丁酷 (重 庆 东 方 红试剂

厂 )

N o r m a l 缓冲溶液含 N a C I 1 4 8 m M
,

K C I 5 m M
,
T r i s 1 7 m M

, p H 7
.

4
。

标准胰岛素溶液
:
精确称取结晶猪胰岛

素 (毫克 )
,

用 o
.

0 3N H C I溶解
,

加入 N o r m a l

缓冲溶液配制成 5 00 !:灯 m l
。

分 装置冰箱冻

结器备用
。

临用前用 N O r m “ l缓冲溶液按需要

浓度进行稀释为应用液
。

二
、 ` 2 ”

r
一

旅易素脚备

采用氯胺
一
T法进行标记

。

按上海生化所

等《’ )方法加 以调整后操作
:
胰岛素 5卜g八。以

,

氯胺
一
T 20 雌 /20 时

,

用含 6%牛血清白蛋 白的
o

.

I M磷酸盐缓冲溶液洗脱
,

收集
` “ “

I
一

胰岛

素
。

分装并置冰箱 冻 结 器 储存
。

比活性为

1 0 0一 1 3 0协e
/件g

三
、

红细胞制奋

取全血 5 m l (大鼠断头放血 )
。

肝素抗

凝
,

迅速用 3 0 00 转 /分钟离心 5分钟
。

分离血

浆后
,

`

红细胞沉淀加 2 一 3倍体积 的 预冷生理

盐水洗涤
,

依 上法离心
。

吸弃上清液和红细

胞层上面的白色绒状复 盖 物
,

重复洗涤两

次
。

吸尽上清液后 用 2 一 3 倍 体积 的
一

预冷

N or m al 缓冲溶液
,

轻 轻混匀
。

用 3 50 。转 /分

钟离心 10 分钟
。

吸净上清液
,

向细胞层加入

等体积的冷 N“ r m “ 1缓冲溶液
,

作成 红细胞
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悬浮液
。

同时进行红细胞计数和细胞涂片检

查有核细胞
。

上 述细胞悬浮液浓度在 3
.

5一

4
.

0 x 1 0 。

个 /m l可见到极少数有 核细胞
。

必

要时用锥兰染色检查细胞成活率
。

四
、

结合试验

按照张新堂等 ( 6 )介绍方法作适当调整后

操作
:

在置于冰浴上的聚苯乙烯小试管 (1 0

x 4 0m m ) 内加入预冷N r om al缓冲溶液 1 0 0林1

( 空白管加2 0 0林l )
。

用微量注射 器 准确加

入。一 5 0 0协 g/m l不同浓度的天 然胰岛素溶液

各 1 0 0协1 (平行 3管 )
,

守昆匀
。

于 各管加入
` 艺 5

1
一

胰岛素 2 0 0件1 (相当于 0
.

3一 0
。

s n g /管 )
,

充分混匀
。

置 Y 一

计数器测定总放射 性 ( T )
。

然后于各管加入红细胞悬浮液 (充分混匀 )

20 。衅
,

总体积为 0
.

5 0 1
。

振摇 2分钟后置 4℃

冰箱过夜
。

保温儿小 时以 上
。

用 0
.

5 m l 冷

N or m al 缓冲液终止 反 应
,

同 时 各 管 加入

1
.

。。 l冷邻苯二甲酸二丁醋
。

用 3。。。转 /分钟

离心 5 分钟
。

溶液分三层
。

用吸液器小心吸

净上两层液体
,

留细胞层进行红细胞结合放

射性测定
。

五
、

计算

1
.

以加入 50 ;` g /管天然胰岛 素管的放

射性作为非专一性结合 ( ’ )( 。 )
。

各管结合之放

射性减去非专一性结合为各管专一性结合
,

并按下式计算红细胞胰岛素受体结合的百分

数 (结合率 )
。

结合率 ( B / T % )

结果与讨论

应用我们制备的
` “ 。
卜胰岛 素 在上述保

谧条件下红细胞胰岛素受体饱和试验所得结

果如图 1 。

结果与文 献 报导 (8) 一样
, ` 2 6

1
-

胰岛素与红细胞结合是可被饱和的
。

ǎd日
J
,。工xà喇如织械四矍

·

1
.二

, 2 , I
一

胰岛素加入量 ( x 1 0 ` C P m )

图 1 ’ 2 `
I
一

胰岛素饱和曲线

测定 6 例定常人 (男 4
,

女 2 , 年龄 20 一

58 岁 ) 红细胞胰岛素 受 体 最 大 结 合率 为
17

.

5 3士 3
.

4 6% (示踪物为 A ; 4 一〔 ` “ ` I〕
一

单碘

胰岛素 ) , 3只家兔为 1 3
.

60 士 1
.

75 % , 5只正

常四川地区杂种狗为 12
.

30 士 1
.

81 % ; 4只大

鼠为 1 0
.

5 0士 2
.

1 4% ,如图 2所示
` 艺 ”

I
一

胰岛素

结合抑制曲线性质与 文 献 结 果 ( 3 )( 。 )( 7 )相一

致
。

B / T%

\

. . . 盛

* 旧臼二

_ e p m (样品 )
一 e p m (非专一性 )

e p m (加入总放射性 )
x 1 0 0%

2
.

S c a t e h a r d作图分析

以B / F为纵座标对应结合 胰岛素浓度为

横座标作图 (” ) , 得到一条凹面向上的曲线
。

B 为
` “ 6 1

一

胰岛素在红细胞上的结合量
,
F为

未结合 (游离 )
’ 么“

I
一

胰岛素的量
。

由 横座标

截距
,

按下式计算每个红细胞的受体数目
。

每个红细胞受体数

气
0

.

0 1 . r. ,
·
o 名0 生o 、 1。

,
1。 `

每立升胰岛素结合的克分子数
每立升细胞数

x 6 , 0 2 3 X

10
2 a

胰岛素浓度 (鳍 /m l)

图 2 对四只大鼠
、

五只狗之红细胞结合抑制曲线



利用四川医学院附属医院同

位素室供应 的 A
;` 一

〔 ’ “5
1〕一单碘

胰岛素对四种不 同生物红细胞在B / F

同一条件下进行结合试验最大结

合率分别为
:

人 17
.

1 9%
,

家 兔

1 9
.

1%
,

狗 2 7
.

2%
,

大鼠 2 5
.

0%
,

见图 3
。

仍然是狗的红细胞最大结

合率大于大鼠
。

但家兔红细胞最

大结合率则小于前两者
。

比较两

种示踪物的最大 结 合 率 可看出

A ; ` 一
〔 ’ 2 “ I〕

一

单碘胰 岛素的结合
胰岛素结合量 x l o

一 。
M

图 5 五只狗红细胞 S e a t e h a r d图

B / T %

胰岛素浓度 ( 。 g / m l)

图 3 四种不同红细胞与A : 一〔二名` I〕
-

单碘胰岛素结合抑制曲线

B / F

图 4

活性高于
’ 2 “

I
一

胰岛素
,

这与文献 ( ’ 2》报导相

符合
。

前一种标记物生物活性认为 1 00 %
,

而

后一种标记物属
“ 混合性

”

碘标记物
,

一般只

有原型胰岛素的 50 一 70 %
。

但 我们 制 备的
, 2 “

I
一

胰岛素最大结合率 在 10 一 15 %之间
,

而且非专一性结合占总结合的 3
.

5 % 左右可

满足实验要求
`
祠时

’ 2 6
1
一

胰 岛 素 制 备简

单
,

产品获得率高
。

比较两种标记物对相应

红细胞结合的 S o at c h ar d图
,

可看到其截距很

接近
。

见图 4
、

图 5
、

图 6 和 图 7
。

同时用

A
: ` 一

〔
` “ “

I〕
一

单l碘 胰岛素对人和 家兔 红 细

胞受体最大结合率与陈曼玲等〔’ )结果一样
,

证明我们的实验方法是可靠的
。

在红细胞数基本相同
,

加入相同浓度的

天然胰岛素的取代 结 合 试 验 经 S ca ct h ar d

作图分析结果 (图 4 ) 司见

四种不同种属红细胞胰岛素

受体结合容量是不同的
,

其

二之汤一一
, 压 4 .

胰岛素结合量 x l 。一 , M

四种不同红细胞与人 1一 〔 1 2 . 1〕
一

单碘胰岛素结合 S o at hc ar d图

顺序
:

狗 > 兔> 大鼠> 人
。

每个红细胞表面胰岛素受体

数目分别是 人 2 8 6。
,

大 鼠

3 0 1 9
,

兔 3 7 7 9
,

狗 5 3 0 0 (位点 /

细胞 )
。

我们的结果偏高
。

但 从 已 :报告文献 ( 3 、 ( 4 、 ( “ “ “ )

结 果 看 其 数 值 差 别 也较

大
。

其原因可能与实验试剂

如标记物
、

标准品等有关
。

K “
PP y (

’ )认为使用标记物浓



B / F

}

卜 ~
胰岛素结合量 x1 0

一 。M

图 6 6 例企常人红细胞 Se at e h ard 图

B / F

胰岛素结合量 x1 0
一 。M

图 7四只大鼠红细胞 Sca t ch rad 图

度过大
,

其非专一性结合增高
,

可能使计算

最大结合容量出现误差
。

我们比较N o r m a l缓冲溶液与 B u f f e r G缓

冲溶液两种保温介质的红细胞胰岛素受体测

定结果
,

证明两种保温介质都能得到较高的

结合率
。

但N o r m a l介质配制简单
,

而 B o f f e r G

所需试剂价格较贵
。

用 N or m al 缓冲溶液代

替 B诚 fe
r
G

。

试剂来源方便
,

无 需 H E P E S

( N
一
2
一

经乙基呱嗓
一

N
产一 2

一

乙烷磺酸 ) 可大大

节约费用
,

何样得到满意结果
。

另外直接用

冷生理盐水洗涤红细胞代替用白细胞分离液

妞 i叻11
一
H夕钾 q此溶液 ) 制备的 红细胞悬浮

液
,

能得到比较纯净的红细胞制剂
,

完全能满

足实验要求
,

不受试剂来源困难的限制又能

进行多样品工作开展
。

同时我们减少红细胞

的加样体积
,

由0
.

4 m l ( 1
·

7 6 x 1 0 。
细胞 /管 ) ( “ )

减少为办
`
2 m l ( 0

.

7 一 o
.

s x l o 。
细胞 /管 )这就

减少了血样品的用量 (从 10 m l全血减为 5 m l

全血 )
,

扩大了临床研究工作范围
,
尤其是

小儿胰岛素受体的测定 (。 )
。

我们采用 4℃过夜保温
。

低温结合达到平

衡的需要时间较长 《3 ) , 但 低温胰岛素
一

受体

离解和胰岛素降解速度相 应 减 慢
。

o az ik

等(“ )用胎盘膜受体与 ” ’
I
一

胰岛素 在 4℃保



盯

温
,

最大效应时间为3 6小时
,

但4 8小时后胰岛

素
一

受体复合物才开始降解
。

相反
,

24 ℃保温

1小时达高峰
,

但以后逐渐降低
。

陈曼玲等 ( 7 )

报导 3公℃保温 30 分钟
、
结合迅速发生

,

90 分钟

逐渐下降
。

我们在 (室温 ) 冰浴上操作后置
4 ℃冰箱

,

由 30 分钟开始连续测定结合率
,

反应达平衡后其结合率在 24 小 时 内变化很

小
。

虽然 15 ℃
,

3
.

5小时可 以得到较好的平衡

曲线《 3 ) `已’ ,

但在高温季节
,

水温超过 15 ℃后恒

温设备要求高
。

低温过夜保温在高温地区和

季节非常便于开展工作
。

凤时低温晓岛素及

受体降解速度凰 为大量样品实验赢得足够

时间
,

适合于临床研究工作
。
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I
一
i n s u l i n w a s t e s t e d

.

T五e h i g h e s t b i n d i n g r a t e s ( B / T % )
o f t h e e r y t h r o e y t e s f r o m h u m a n b e i n g s

, r a
bb i t

s ,

d o g s a n d r a t s w e r e w i t h i n t h e r a n g e f r o m 1 0% t o 1 5% a n d t h e a v e r a g e o f n o n s p e e i f i e

b i n d i n g r a t e s w a s 3
.

5%
.

I n d i f f e r e n t a n i m a l s
, t h

e n u m b e r o f e r y t h
r o e y t i e i n s u

l i
n

r e e e p t o r s w a s a l s o d i f f e r e n t
,

w il i
e
h w a s t五e l a r g e s t i n d o g s , t h e n i n r a bb i t

s a n d

i n r a t s , a n d t h e s m a
l l

e s t i n h u m a n b e i n g s
.

T旋
e o m p e t i t i o n i n h i b i t i o n e u r v e o f

t h e b i n d i n g o f t h e e r y t h r o e y t i e i n s 住 l i n r e e e p t o r s w i t h 1 2 ` I
一
i n s u l i n a e e o r d e d w i t h

t h e n o n l i n e a r
S
e a t e h

a r d p l
o t s a n d w a s s i m i l

a r t o t h e r e s u l t
s r e p o r t e d b y

一

o t h e r

a u t h o r s
.

O
u r e x p e r i m e n t s h o w e d t h a t g o o d r e s u l t s e o u l d a

l
s o b e o b t a i n e d i f N o r m a l B u -

f f e r w a s u s e d o t s u b s i t u t e B u f f e r G a s t il e i n e u b a t i o n m e d i u m
.

M o r e o v e r , t h
e d e -

g r a d a t i o n r a t e o f i n s u l i n
一 r e e e p t o r

C
o m p l e x e o u ld b e r e d u e e d w h e n t il e t e s t w a s

e a r r i e d o u t a t 4℃
, 5 0 t h i s m e t h o d w o u

l d b e u s e f u l t o a s s a y t h e e r y t h r o e y t i e i n s u
l i

n

r e e o p t o r s i n e l i n i e a l p r a e t i e e
.


