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c—Jun氨基末端激酶抑制剂减轻烫伤后 

胰岛素抵抗的实验研究 

陈新龙 夏照帆 韦多 贲道锋 唐洪泰 葛绳德 

【摘要】 目的 探讨 c—Jun氨基末端激酶(JNK)抑制剂 SP600125对烫伤后胰岛素抵抗的作用 

及机制。 方法 24只 SD大 鼠以表格随机法分 为假伤组 、烫伤 对照组和烫 伤 +SP600l25组 。将大 

鼠制成 30％TBSAⅢ度烫伤模 型(其 中假伤组 以常温模拟 烫伤过 程 )。伤 后第 4天 进行葡萄糖 钳夹 实 

验(烫伤 +SP600125组在实验开始前 2 h给予拮抗剂 SP600125)，检测肌肉组织胰岛素受体底物 

(IRS)l磷 酸化丝氨酸 307(Ser )和 酪氨酸 的活性变 化 ，并 比较 各组磷 酸化 JNK表 达水平 。结果 

(1)葡萄糖钳夹实验 ：假伤组 、烫伤对照组和烫伤 +SP600125组 100 g／L葡萄糖输 注率分别为 (12 33± 

0．42)、(6．6l±0．27)、(11．1l±0．68) g·kg～ ·min～，各组 间 比较 ，差 异 有 统 计学 意义 (P < 

0．01)。(2)烫伤对照组与假 伤组 比较 ，肌 肉组 织 IRS一1磷 酸化 Ser3 和磷 酸化 JNK活 性 明显 升高 ， 

IRS·l磷酸化酪氨酸活性明显降低(P<0．05)。烫伤 +SP600125组与烫伤对照组 比较，肌肉组织中 

IRS—l磷酸化 Ser 和磷酸化 JNK活性 降低而 IRS—l磷 酸化 酪氨酸 活性增 加 。 结论 SP600l25通 

过抑 制 JNK磷酸化而降低 IRS—l磷酸化 Ser 活性 ，可部分减轻烫 伤后胰 岛素抵抗 发生。 

【关键词】 烧伤； 高胰岛素血症 ； 受体，胰岛素； 丝氨酸； JNK丝裂原活化蛋白激酶类 
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【Abstract】 0bjective To investigate the role and mechanism of c·Jun N·terminal kinase(JNk)in— 
hibitor(SP600 1 25)in amelioration of insulin resistance after scald． Methods Twenty—four Sprague—Daw— 

ley rats were randomized into sham (the process of scald was mimicked by water at room temperature)， 

scald，scald and SP600 1 25 groups．The rats were inflicted with 30％ TBSA fu11．thickness scald in the latter 

two groups． Euglycemic—hyperinsulinemic glucose clamp experiment was carried out 4 days after scald． 

SP600125 was administered to the rats in scald and SP600125 2 hrs before Euglycemic—hyperinsulinemic glu— 

cose clamp was performed．Changes in the phospho—Sefine 。 and phospho—tyrosine of IRS一1 activity
． as well 

as expression of phospho·JNK in muscles were determined． Results Euglycemic·Hyperinsulinemic Glu． 

cose Clamps experiment showed that the infusion rate of 100 g／L glucose in sham ， scald， scald and 

SP600125 groups were(12．33 4-0．42)，(6．61 4-0．27)，(11．11 4-0．68)mg．kg～．min～，respectively 

(P <0．01)．The level of IRS一1 Sefine phosphorylation and JNK activity in muscles were significantly in． 

creased，while insulin—induced tyrosine phosphorylation of IRS·1 decreased markedly aflter scald．Compared 

with scald group．the level of IRS一1 Serine phosphorylation and JNK activity in scald and SP600125 group 

were decreased but tyrosine phosphorylation was elevated． Conclusion SP600125 can partially ameliorate 

insulin resistance after scald by inhibition of JNK activation，and decrease the level of IRS·1 phospho—ser． 

ine ． 
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· 论 著 · 

如丝裂原活化蛋 白激酶(MAPK)家族 中的成员 

c·Jun氨基末端激酶(JNK)参与磷酸化级联反应 ，在 

细胞应激信号传递过程 中可使细胞核和非细胞核蛋 

白质磷酸化⋯。近年的研究显示 ，JNK依赖 的胰岛 

素受体底物(IRS)1丝氨酸 (Ser)磷酸化的作用具有 

负性调节胰岛素受体的功能。严重烧伤后肿瘤坏死 
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因子(TNF)Ot等炎性介质水平 明显升高 ，可令 IRS-1 

丝氨酸 307(Ser )磷酸化作用显著增强 。 

IRS．1 Ser 磷酸化阻止 IRS．1酪氨酸结合域与 

胰岛素受体 B亚基相连接，从而阻止了 IRS一1与胰 

岛素 受 体 结 合 ，继 而 影 响 1一磷 脂 酰 肌 醇 3-激 酶 

(PI3K)的活化 。与 JNK-1 小鼠相比，JNK一1一 

小鼠不仅 IRS．1 Ser 磷酸化水平较低 ，且血液循环 

中胰岛素水平和葡萄糖浓度也明显降低 。 

笔者在上述研究基础上开展本实验 ，目的是通 

过观察 JNK抑 制 剂 SP600125对 于 烧 伤 后 IRS一1 

Ser 磷酸化作用和胰岛素抵抗 的影响，探讨 JNK在 

烧伤后胰 岛素信号转 导途径障碍 中所 起 的调控作 

用 ，为临床上纠正烧伤后葡萄糖代谢异常和胰岛素 

抵抗寻找新的途径。 

材料与方法 

1．材料来 源：抗 IRS-1磷酸 化 酪氨酸 、磷 酸化 

Ser 、JNK和磷 酸化 JNK抗体及 10倍 细胞裂解液 

(厦门世德行实业有限公 司)；SP600125和辣根过氧 

化物酶标记的二抗(美国 Calbiochem公司 )；强化化 

学发光 (ECL)试剂盒(美 国 Upstate公司)；4，4 一二 

羧酸-2，2 一二喹啉 (BCA)蛋 白质定量试剂盒 (美国 

Pierce公司)；其他化学试剂 (美 国 Sigma公 司 )；匀 

浆器(上海弗鲁克流体机械制造有限公 司)，图像仪 

(美 国国立卫生研究 院)，GL一20G—II高速冷 冻离心 

机 (上海精密仪器仪表有限公司)。 

2．动物分组及处理 ：SD大鼠(本校实验动物 中 

心)24只，体重 160～170 g，雌雄不拘 ，按表格随机 

化方法分为假伤组(8只)、烫 伤对 照组 (8只)和烫 

伤 +SP600125组(8只)，自由进食 、饮水 。(1)大 鼠 

腹腔注射 20 g／L戊巴比妥钠 (40 mg／kg)麻 醉后背 

部剃毛，将烫伤对照组和烫伤 +SP600125组 大鼠背 

部置于 100 cI=沸水中浸烫 12 S，制成 30％TBSA llI度 

烫伤模型(经病理切片证实 )，伤后立 即腹腔注射乳 

酸钠林格液 5 ml复苏。假伤组大 鼠背部置于 28～ 

30 cI=温水 中模拟烫伤 12 S。烫伤 +SP600125组 大 

鼠于进行正常血糖高胰岛素钳制实验前 2 h静脉注 

射含 SP600125(5 mg／kg)的二 甲亚砜 (DMSO)250 

l，其余两组 同时静脉注射 DMSO 250 l。(2)正常 

血糖高胰岛素钳制实验 ：各组大 鼠烫伤后第 4天，均 

禁食 5 h，之后同法麻醉按文献[5]方法操作。 

3．标本采集 ：正常血糖高胰岛素钳制实验结束 

后 ，将各组大鼠经颈动脉放血处死，即刻分离腓肠肌 

组织并放 置于 液氮 中保 存。取 出肌 肉标本 ，加 于 

100 g／L细胞裂解液中，冰浴 、匀浆，4 cI=、25 480 g 

离心 20 min，取上清液于 一20 cI=保存备用。 

4．检测 IRS．1磷酸化酪氨酸 、磷酸化 Ser 、JNK 

和磷酸化 JNK水平 ：烫伤后第 4天 ，采用免疫沉淀和 

免疫印迹技术检测 ，结果采用 图像仪进行分析 ，并用 

吸光度(A)值表示。 

5．免疫组织化学检测 ：从液氮 中再取部分肌 肉 

标本放置于体积分数 10％ 甲醛中固定 ，按相关试剂 

盒说明书操作 ，并以二氨基联苯胺(DAB)显色，检测 

JNK和磷酸化 JNK表达水平。 

6．统计 学处理 ：数据 以 x±s表示 ，采用 SPSS 

11．0统计软件进行方差分析。 

结 果 

1．正常血糖高胰 岛素钳制实验 ：假伤组 、烫伤对 

照组和烫伤 +SP600125组大鼠 100 g／L葡萄糖输注 

率分另0为(12．33±0．42)、(6．61±0．27)、(1 1．11± 

0．68)mg·kg～ ·min。。，假伤组与烫伤对 照组 、烫 

伤对照组与烫伤 +SP600125组 比较 ，差异均有统计 

学意义(P <0．01)。 

2．各组肌肉组织 中 IRS．1磷酸化酪氨酸表达水 

平 ：假伤组 、烫伤 对照组和烫伤 +SP600125组大 鼠 

检测结果 为 ：1．00±0．35、0．53±0．21和 0．89± 

0．13，假 伤组与烫伤 对照组 、烫 伤对照组 与烫 伤 + 

SP600125组 比较 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义 (P < 

0．05)。 

3．各组肌 肉组织 中 IRS一1磷酸化 Ser 表达水 

平 ：烫伤 后第 4天，假 伤组 、烫 伤对 照组 和烫 伤 + 

SP600125组大 鼠检测结果 为：1．O0±0．24、3．10± 

1．90和 1．11±0．54，假伤组 与烫伤对照组 、烫伤对 

照组与烫伤 +SP600125组比较 ，差异均有统计学意 

义(P <0．05)。 

4．各组肌 肉组织 中 JNK和磷酸化 JNK表达水 

平 ：假伤组 、烫伤 对照组 和烫伤 +SP600125组 JNK 

水平分别为 ：1．0±0．4、0．9±0．4和 0．9±0．4，各组 

之间比较，差异均无统计学意义 (P >0．05)。此时 

相点下 ，假伤组 、烫 伤对照组 和烫伤 +SP600125组 

磷酸 化 JNK水 平 为：1．00±0．29、1．61±0．32和 

1．04±0．30，假伤组与烫伤对照组 、烫伤对照组与烫 

伤 +SP600125组之 间 比较 ，差 异均 有统计 学 意义 

(P <0．05)。 

5．经免疫组织化学检测 ，烫伤对照组大 鼠肌 肉 

组织中磷酸化 JNK表达水平较假伤组 明显升高 ，烫 

伤 +SP600125组的升高趋势不明显 (图 1)。 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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讨 论 

严 审烧 伤 机 体⋯现葡萄 精代 谢异常 l胰岛 素 

抵抗 烧 伤后胰 岛索抵抗 的发 机 制在 于胰岛素 受 

体后 情号 f々导 曼捌 词 柠 IRs I功 能有 2种 方 

式 ，一是』血过 l】{s I Set 磷 酸化 作 用 ，其 一 是湎 J 

IRS J蛋门质降 僻途 径 胰 岛 亲刺 激后 ，IRS-I Set／ 

苏氨融磷 酸化是 种域感件 的下捌 胰舟 索信号传 导 

的机制 IRS I蛋门质 Set／ 氨酸磷酸化作用 胰岛 

索 i膝 岛素样牛托因子l( F-I)信号传 导 期 步骤中 

作 为般向敏感调样 机制 ； {i：lj状 况 下 IRS一】Set／苏 氨 

瞎适 当的磷酸 化作用 对丁胰岛素 和 IG$ l蹙体 澈酶 

摄仕 磷酸 化作 H1是 必需 的；然 而 IRS一1蛋 质 Ser／ 

苏氨酸过度的磷艘化作用对T[RS-1酪氨酸磷随化 

作 用起着 负忡渊 拧作用 正 性 IRS-l酪氨酸磷 酸 

Ik1~-币 负性 IRS-1噩 白质 s r的磷陵 化作 之间的 

精 确半衡可能是桶节 IRS-1功能 的晕要机 制 ，E依辅 

于激惦的胰 岛誊受 体数 量的 多少 确 定 IRS-1酯 白 

匝Set残摹位点时丁充分埋解臃岛素的作用和脯岛 

素 抵抗可能 至荚 重 ． 斯这 位点 的 Set参 与 r 

基 础和过度 的 IRS—l磷 随 化作 用．它们 的磷 酸化 作 

丹I对十 fRS—I构 及 苴与姨 岛素受 体 和 他墨 白匝 

的梢 日．作 用起着重 要的作 用 fits-I Ser 磷酸 化作 

用对丁[RS—I的鲍性调节作州足胰岛索俯号传导过 

程_{I曹遍存 在的负 反馈 柠机制 我 们 往 的研究 

结果 ，严重 烧伤 后 1itS-J Set 磷 酸化 作开j 著 

地增强 ．Ill】￡【IRS—I酪 氟 醴磷 睫化 作 崩 明显 降 低 

MAPK家旅 巾的成 员 J K与 IRS一1 Set 磷酸 化作用 

有荚或者 直接 参 IRS—I Set 磷限 化作 用 ；JNK 

抑制剂或者 lRS一【蛋门质 JNK结 合 的突变将 降低 

IRS—l Set川磷 酸化作 用 与 JNK1 比较 ，JNKI剔 

l缘的小 鼠循环F}r 0 岛 素和葡 萄精 浓艟 Ⅲj显 地 Fj铎 

上上]RS-I s r’ 磷 睢化作 电显著性 降低 本研究 

结 盟示 ，严重烧 伤后 第 4天肌 肉绢织 磷酸 化 JNK 

活性显著 地增 加：JNK抑制 削 SP60OI25 仅 抑制 I 

『NK的磷酸 化．同叫 电降低 丁 IRS—I磷醢 化 Set“ 插 

性，增加 r IRS l酷钮酸磷 瞎化作用 ．凹 改善了严重 

烧伤 葡萄 糖代 _射芹常 和脯岛 素抵抗 怕 度 奉研 

究的结粜 与 (； 等 均研 究结果丰I]一致 ．他们 观察刊 

J N ．ⅡH需 要 5 ruin即 川引起 3T3珂Ⅱ胞 HIS-i磷酸化 

Set” 升 高3～10倍 ．随j 连渐 F降 SI 60(I1 25 l T明显 

降低 rN 一Ⅱ引起的 1RS一】Set ”磷酸 化作H{并 碱轻 丁 

胰 岛索抵抗 的程度 

综 上所主￡．严重烧 伤后早 州 IRS J磷 隘化 Set 

活 眭增强 ．磷 艘化酪 氨酸 性 下降 甘致 胰 岛素抵抗 ： 

烧伤 IRS—J Set川过崖磷酸 化皿胰 岛索抵抗 与 JNK 

的 活化密 切中n荧 ，是严 畦烧 伤屙 忱岛 素抵 抗发 的 

嗣控 机制之 

其他应 擞激 化的激 酶!【l1段闻于 抑制 蛋 白激 酶 

细胞外 的信号 酬 悟激酶 等妊甭 参与烧伤 后葡萄糖 代 

谢 异常和胰 岛素抵抗 的发 伉得进 探讨 
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