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胰岛素受体底物 1 在烧伤后胰岛素抵抗中的作用
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[摘要 ]　目的: 观察烧伤后胰岛素受体底物 1 ( IR S21) 及其丝氨酸307和酪氨酸磷酸化的变化, 探讨烧伤后胰岛素抵抗的分子

机制。方法: 6 周龄 SD 大鼠 (体质量 160～ 170 g)随机分为假烫伤组 (n= 8)和烫伤组 (n= 8) , 烫伤组大鼠制成烧伤面积为 30%

的Ë 度烫伤模型, 伤后第 4 天, 禁食 5 h 后的大鼠, 进行正常血糖高胰岛素钳夹技术实验, 实验后颈动脉放血处死, 立即采集肌

肉和脂肪标本, 采用免疫沉淀和免疫印迹方法分析 IR S21 及其丝氨酸307和酪氨酸磷酸化的变化情况。结果: 烫伤后肌肉和脂

肪组织中 IR S21 上丝氨酸307磷酸化水平显著升高 [假烫伤组光密度值设定为 1, 进行对照比较; 骨骼肌: (3. 78±1. 58) vs

(1. 00±0. 16) , P < 0. 01; 脂肪组织: (2. 09±0. 44) vs (1. 00±0. 18) , P < 0. 05 ], 而 IR S21 上酪氨酸磷酸化水平显著降低[骨骼

肌: (0. 66±0. 32) vs (1. 00±0. 34) , P < 0. 05; 脂肪组织: (0. 62±0. 27) vs (1. 00±0. 24) , P < 0. 05 ]。烫伤后 IR S21 含量无显著

性改变[肌肉组织: (0. 87±0. 05) vs (1. 00±0. 17) , P > 0. 05; 脂肪组织: (0. 93±0. 01) vs (1. 00±0. 16) , P > 0. 05 ]。结论: 烧

伤后 IR S21 丝氨酸307磷酸化升高和酪氨酸磷酸化降低可能是烧伤后胰岛素抵抗发生的重要分子机制之一。
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Role of in sul in receptor substra te 1 in in sul in resistance af ter burn

CH EN X in2L ong, X IA Zhao2Fan3 ,W E I D uo, T IAN J ian2Guang, HUAN J ing2N ing, LU W ei, TAN G Hong2T ai, ZHU Sh i2H ui

(D epartm en t of Burns, Changhai Ho sp ita l, Second M ilitary M edical U n iversity, Shanghai 200433, Ch ina)

[ABSTRACT ]　Objective: To invest igate the changes of in su lin recep to r substra te 1 ( IR S21) , Serine307 and tyro sine pho spho2
rylat ion of IR S21 after bu rn, p roviding info rm ation fo r the mo lecu lar m echan ism of in su lin resistance after bu rn. M ethods:

Sp rague2D aw ley rats w ere random ized in to bu rn group (n= 8) : 30% TBSA fu ll th ickness bu rn in ju ry and con tro l group (n=

8) : sham burn traum a. IR S21, pho spho2Serine307 and pho spho2tyro sine of IR S21 in skeleta l m uscles and fat t issues after Eug2
lycem ic2H yperin su linem ic gluco se clamp s in v ivo w ere determ ined by imm unop recip ita t ion andW estern b lo t analysis. Results:

T he level of IR S21 Serine307 pho spho rylat ion in bo th skeleta lm uscles and fat t issues increased sign ifican tly in bu rn group com 2
pared w ith that in con tro l group (Skeleta l m uscle: 3. 78±1. 58 vs 1. 00±0. 16, P < 0. 01; Fat t issue: 2. 09±0. 44 vs 1. 00±

0. 18, P < 0. 05) ,w h ile in su lin2induced tyro sine pho spho rylat ion of IR S21 decreased sign ifican tly in bu rn group compared w ith

that in con tro l group (Skeleta l m uscle: 0. 66±0. 32 vs 1. 00±0. 34, P < 0. 05; Fat t issue: 0. 62±0. 27 vs 1. 00±0. 24, P <

0. 05). Bu t quan tit ies of IR S21 w ere no t sign ifican tly differen t betw een 2 group s (Skeleta l m uscle: 0. 87±0. 05 vs 1. 00±

0. 17, P > 0. 05; Fat t issue: 0. 93±0. 01 vs 1. 00±0. 16, P > 0. 05). Conclusion: T h is study indicates that Serine307 hyper2pho s2
pho rylat ion and tyro sine hypo2pho spho rylat ion of IR S21 in v ivo m ay be an impo rtan t mo lecu lar m echan ism of in su lin resis2
tance after bu rn.
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Ξ 　 严重烧伤引起糖代谢异常和胰岛素抵抗[ 1 ]。

Ikezu 等[ 2 ]发现胰岛素受体后信号转导机制的改变

导致烧伤后胰岛素抵抗的发生。但烧伤后胰岛素抵

抗的分子机制仍未阐明。胰岛素受体底物蛋白

( IR S) 是介导胰岛素代谢作用的关键信号分子[ 3 ]。

A gu irre 等[ 4 ]采用培养和杂交的多种类型细胞证实,

丝氨酸307磷酸化不仅干涉 IR S21 与胰岛素受体的相

互作用, 而且阻碍 IR S21 酪氨酸磷酸化作用, 从而影

响胰岛素信号向下游传导。 IR S21 上丝氨酸307邻近

磷酸化酪氨酸结合区段 (PTB ) , 磷酸化丝氨酸307在

介导胰岛素负反馈调节方面起重要作用[ 4 ]。本研究

采用分子生物学技术观察烧伤后第 4 天肌肉和脂肪

组织中 IR S21、IR S21 上磷酸化酪氨酸和磷酸化丝氨

酸307 含量变化, 探讨烧伤后胰岛素抵抗的分子

机制, 为进一步纠正烧伤后胰岛素抵抗提供分子靶
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点。

1　材料和方法

1. 1　材料和试剂　抗 IR S21, IR S21 磷酸化酪氨酸

和磷酸化丝氨酸307抗体及 10×细胞裂解液 (Cell

Signa ling T echno logy Inc. ) ; 辣根过氧化物酶标记

的二抗 (Calb iochem ) ; ECL (U p sta te Cell Signa l2
ing So lu t ion s) ; BCA 蛋白质定量试剂盒 (p ierce

chem ica l Co. ) ; 其他化学试剂 (Sigm a ) ; 匀浆器

(F luko Equ ipm en t of Shanghai Co. )。

1. 2　烫伤动物模型的制备　16 只 SD 大鼠 (本校实

验动物中心提供) , 6 周龄, 体质量 160～ 170 g, 雌雄

不拘, 随机分为烫伤组 (n= 8)和假烫伤组 (n= 8) , 自

由进食水。采用 2% 戊巴比妥钠 (40 m gökg) 腹腔注

射麻醉, 背部剔毛; 烫伤组大鼠背部置于 100℃沸水

中烫 12 s, 制成烫伤面积为 30% 的Ë 度烫伤模型

(病理证实) , 伤后腹腔立即注射乳酸钠林格注射液

5 m l 进行液体复苏; 假烫伤组置于 28～ 30℃温水中

假烫 12 s。

1. 3　肌肉和脂肪标本的采集　采用 F isher 等[ 5 ]的

方法进行正常血糖高胰岛素钳夹实验。烧伤后第 4

天, 禁食 5 h 后的大鼠腹腔注射 2% 戊巴比妥钠 (40

m gökg)麻醉, 沿颈部正中切口, 分离出颈静脉, 采用

一次性使用静脉留置针穿刺、插管、固定。一次性使

用静脉留置针预先注入少量稀释的肝素钠溶液, 接

通静脉输液装置, 然后连接微量输液泵。沿大鼠大腿

前内上方行纵形切口, 分离出股静脉, 采用同样方法

留置静脉插管, 连接到同一微量输液泵上。由静脉留

置针注入少量稀释的肝素钠溶液, 预防血栓形成。稳

定 80 m in 后, 尾静脉采血测定基础血糖值。采用微

量输液泵通过股静脉插管恒速输注生理盐水稀释的

胰岛素溶液[ 20 mU ö(kg·m in) ]; 通过颈静脉插管

输注 10% 葡萄糖溶液。通过尾静脉采血, 用手握型

电子血糖仪测定血糖浓度, 根据血糖浓度调整葡萄

糖总输注率 (G IR ) , 以维持血糖浓度稳定在5. 5～

6. 0 mm o löL。血糖浓度持续稳定 30 m in 后, 间隔 10

m in 测定血糖值, 计算 5～ 6 次平均 G IR。实验结束

后, 将大鼠颈动脉放血处死, 即刻分离腓肠肌和腹部

脂肪组织, 并放置于液氮中保存备用。取出肌肉和脂

肪标本, 加于 1×细胞裂解液 (1∶10,W öV ) 在冰上,

采用匀浆器匀浆, 4℃下 15 000 röm in 离心 20 m in,

将上清液- 20℃保存备用。样本中蛋白质的定量采

用BCA 法, 用小牛血清作为标准品, 调整样本中蛋

白质的浓度。

1. 4　 IR S21、IR S21 磷酸化酪氨酸和磷酸化丝氨

酸307检测　采用免疫沉淀与免疫印迹方法[ 2 ] , 应用

8% 分离胶, 蛋白质的上样量均为 60 Λg。图像分析

采用N IH 图像仪 (N at iona l In st itu tes of H ealth,

Bethesda) , 将假烫伤组光密度值设定为 1, 进行对

照比较。

1. 5　统计学处理　数据均以 xθ±s 表示, 采用 SPSS

11. 0 软件进行 t 检验。

2　结　果

2. 1　烧伤后第 4 天正常血糖高胰岛素钳夹检测结

果　烫伤后第 4 天, 烫伤组 10% 葡萄糖总输注率

(G IR ) 显著低于假烫伤组 (6. 74±0. 20 vs 12. 14±

0. 30, P < 0. 01)。

2. 2　肌肉和脂肪组织中 IR S21、IR S21 上磷酸化酪

氨酸和磷酸化丝氨酸307含量变化　结果见表 1。烫

伤组肌肉和脂肪组织中 IR S21 上磷酸化酪氨酸含量

显著低于对照组 (P < 0. 05) , 而肌肉和脂肪组织中

IR S21 上磷酸化丝氨酸307含量显著高于对照组 (P <

0. 05) , 但肌肉和脂肪组织中 IR S21 含量两组无显著

性差异 (P > 0. 05)。

表 1　大鼠烫伤后肌肉和脂肪组织中 IRS-1、IRS-1 上磷酸化酪氨酸和磷酸化丝氨酸307含量

Tab 1　IRS-1, IRS-1 phospho- tyrosine and phospho-Ser307 in skeleta l m uscles and fa t tissues in burned ra ts
(n= 8, xθ±s)

Index
M uscle

Contro l Burn

Fat

Contro l Burn

IRS21 1. 00±0. 17 0. 87±0. 05 1. 00±0. 16 0. 93±0. 01

Pho spho2tyro sine 1. 00±0. 34 0. 66±0. 323 1. 00±0. 24 0. 62±0. 273

Pho spho2Ser307 1. 00±0. 16 3. 78±1. 583 1. 00±0. 18 2. 09±0. 443

　3 P < 0. 05 vs contro l group
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3　讨　论

IR S21 在传递胰岛素信号中起中心作用[ 6, 7 ]。在

胰岛素刺激下, IR S 蛋白质丝氨酸ö苏氨酸磷酸化在

下调胰岛素信号上是一种敏感性调控机制, IR S 蛋

白质丝氨酸ö苏氨酸基础水平的磷酸化在胰岛素和

IGF2I 受体激酶刺激引起继发的酪氨酸磷酸化作用

中起重要的正性调节作用[ 8 ]。但 IR S 蛋白质丝氨

酸ö苏氨酸磷酸化作用的增加将削弱 IR S 与胰岛素

受体的相互作用[ 9 ]。IR S 丝氨酸ö苏氨酸磷酸化作用

在调节胰岛素和 IGF2I起始阶段信号转导过程中起

双向调控作用, IR S 蛋白质丝氨酸ö苏氨酸基础水平

的磷酸化是胰岛素和 IGF2I 信号转导过程所必需

的, 而 IR S 蛋白质丝氨酸ö苏氨酸磷酸化升高对于

IR S 酪氨酸磷酸化作用起负反馈调节作用[ 8 ]。但是

并非所有的 IR S 丝氨酸ö苏氨酸起相同的作用,

IR S21 Ser307 紧紧靠近磷酸化酪氨酸结合区段

(PTB ) , Ser307磷酸化升高将阻碍 IR S 与胰岛素受体

的相互作用并且削弱 IR S 酪氨酸磷酸化作用[ 4 ]。包

括胰岛素、葡萄糖、TN F2Α等多种物质均可刺激

IR S21 Ser307磷酸化[ 10, 11 ]。严重烧伤可引起 TN F2Α、

胰岛素、葡萄糖、促炎症细胞因子等不同程度升高,

严重烧伤早期可通过这些物质诱导 IR S21 Ser307磷

酸化升高而引起胰岛素抵抗的发生。目前认为 Ser307

对 IR S21 负性调节作用是胰岛素信号转导途径中普

遍存在的一种负反馈调控机制, 是多种刺激所致的

应激反应诱导的胰岛素抵抗的重要机制之一。

本研究的结果显示烧伤后 IR S21 Ser307磷酸化

作用显著升高而酪氨酸磷酸化作用显著降低, 但

IR S21 含量却无显著性变化, 说明严重烧伤后早期

IR S21 出现了功能变化而非含量改变。本研究显示

严重烧伤后 IR S21 Ser307磷酸化增强并伴随 IR S 酪

氨酸磷酸化作用的减弱, 至少部分揭示了严重烧伤

后胰岛素抵抗的分子基础, 为烧伤后胰岛素抵抗的

发病机制找到一个合理的解释。然而 IR S21 Ser307磷

酸化作用可以通过不同的应激激化的激酶途径包括

JN K、m TOR 等激活[ 11 ]。在体外实验中发现 JN K、

m TOR 等可被 TN F2Α等激活[ 12 ]。烧伤后胰岛素抵

抗的发生是否通过 TN F2Α等激活 JN K、m TOR 而

引起 IR S21 Ser307磷酸化升高值得进一步探讨。
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