
第１６卷第７期
２００７年７月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
Ｖｏｌ．１６　Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．　２００７

　　文章编号：１００５－６９４７（２００７）０７－０６５３－０４
·基础研究·

胰升血糖素样肽 －１对肝切除后肝细胞胞浆
游离钙影响的实验研究

贾乾斌，彭兵，刘自明，吴红斌，李双庆，吴言涛

（四川大学华西医院 普通外科，四川 成都 ６１００４１）

　　摘要：目的　探讨胰升血糖素样肽 －１（ＧＬＰ１）对肝切除后肝细胞胞浆游离钙的影响。方法　将
大鼠随机分 ２组，Ａ组不切肝，Ｂ组切肝 ６５％。于术后第 １，３，５天收集血标本 ５ｍＬ测定血糖、ＧＬＰ１、
胰岛素（Ｉｎ）和胰升血糖素（Ｇ１）。同时用酶法分离制备肝细胞悬液。以 Ｆｕｒａ２／ＡＭ荧光指示剂，用荧
光分光光度仪检测肝切除后肝细胞的荧光强度及 ＧＬＰ１对荧光强度的影响。结果　Ｂ组肝切除术后
血糖明显增高（Ｐ＜０．０５），血浆 ＧＬＰ１也明显高于 Ａ组（Ｐ＜０．００１），尤以术后第 １天更显著；Ｉｎ则
明显下降（Ｐ＜０．００１），而 Ｇ１手术后升高，但差异无显著性（Ｐ＞０．０５），术后 Ｉｎ／ＧＬ值明显下降
（Ｐ＜０．０５）。所测正常肝细胞［Ｃａ２＋］ｉ为（７０７．４６±１２２．５９）ｎｍｏｌ／Ｌ，肝切除术后第 １，３，５天肝细胞
［Ｃａ２＋］ｉ较正常肝细胞略降低（Ｐ＞０．０５）；加入 ＧＬＰ１后肝细胞［Ｃａ２＋］ｉ略有升高（Ｐ＞０．０５）。
结论　大鼠肝切除术后存在明显胰岛素抵抗，主要系因胰岛素水平明显下降，致 Ｉｎ／Ｇ１值也明显降低
的结果；ＧＬＰ１的拟胰岛素作用并非通过增加肝细胞［Ｃａ２＋］ｉｎ而实现的。
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　　外科手术与创伤应激后葡萄糖代谢紊乱很常
见，其原因主要是周围组织葡萄糖利用障碍，即胰

岛素（ｉｎｓｕｌｉｎ，Ｉｎ）抵抗。Ｄｏｎｍｏｙｅｒ等［１］的研究表

明，肝组织的胰岛素抵抗较其他组织如肌肉组织、

脂肪组织更明显。近来的研究［２］发现，胰升血糖

素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，ＧＬＰ１）在胰腺
外组织中具有拟胰岛素（ｉｎｓｕｌｉｎｏｍｉｍｅｔｉｃ）作用，而
并不引起细胞内 ｃＡＭＰ增加。因此，ＧＬＰ１可能是
通过与腺苷酸环化酶活化无关的特异性受体结合

发挥其作用。钙离子是细胞内重要的第二信使，

对维持细胞的各种代谢过程极为重要。但 ＧＬＰ１
是否像胰岛素那样诱导肝细胞钙离子内流［３］，目

前还不清楚，本实验拟对此进行初步探讨。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
Ｆｕｒａ２／ＡＭ购于 Ｓｉｇｍａ公司，用二甲亚砜（ＤＭ

ＳＯ，Ｓｉｇｍａ公司产品）配成 ０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ储存液，
－２０℃避光保存。小牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、Ⅳ型
胶原酶、抑肽酶购于 Ｓｉｇｍａ公司，ＤＭＥＭ购于 Ｇｉｂｃｏ
公司，ＧＬＰ１购于 ＰｅｎｉｎｓｕｌａＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司。恒温
振荡水浴箱、ＲＦ５３０１ＰＣ荧光分光光度仪带恒温
水浴及微混悬器购于日本岛津公司。

１．２　动物分组及实验方法
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大 鼠 ２４只，雌 雄 不 拘，体 重

２２０～２５０ｇ，由四川大学实验动物中心提供，符合
二级实验动物标准，称重后随机分为对照组和实

验组。

１．２．１　Ａ组（对照组，ｎ＝６）　实验前禁食 １２ｈ，
用 ５％氯醛（按３００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，从腔静
脉采集血标本约 ５ｍＬ，同时参照徐勇等［４］法分离

纯化肝细胞。肝门静脉插管，用 ３７℃无钙灌流液
以 ４０～５０ｍＬ／ｍｉｎ流速原位灌注肝脏，并迅速剪
开下腔静脉建立流出道；灌流 ２～４ｍｉｎ后分离肝
周韧带，将肝脏移至平皿内，立即用 ３７℃ ０．０５％
Ⅳ型胶原酶灌流液以 ４０～５０ｍＬ／ｍｉｎ流速灌注

１０～１５ｍｉｎ，待肝脏肿大变软，肝被膜出现裂纹时
中止灌流；将肝脏置于 ＤＭＥＭ平皿中，用眼科剪、
眼科镊撕去肝被膜，小心梳理，振荡，搅拌等使肝

细胞分散脱落。将细胞悬液收集在锥形瓶中，

３７℃振荡培养 １５ｍｉｎ，冰上冷却 １０ｍｉｎ，２００目滤
网过滤。２００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，去上清液，以清洗
液反复清洗离心 ３次，去上清液后以含 ２％ ＢＳＡ
ＤＭＥＭ １０ｍｌ重 悬 为 ２×１０６／ｍＬ肝 细 胞 悬 液。
０．４％台盼蓝与肝细胞悬液 １∶１混合，光镜下计数
拒染色细胞的百分率，即细胞活率 ＞８０％才适
合实验要求。

１．２．２　Ｂ组（实验组，ｎ＝１８）　按 Ｈｉｇｇｉｎｓ等［５］法

切除肝左外叶、左中叶及中叶（约 ６５％），于术后
第 １（ｐｏｄ１），３（ｐｏｄ３），５（ｐｏｄ５）天上午按 Ａ组方
法收集血标本及制备肝细胞悬液。

１．２．３　血糖、胰岛素、胰升血糖素（ｇｌｕｃａｇｏｎ，Ｇ１）
和 ＧＬＰ１的测定　血糖用 ＯｎｅＴｏｕｃｈＢａｓｉｃ血糖仪
（美国强生公司产品）测定；Ｉｎ，Ｇ１和 ＧＬＰ１用放
射免疫分析法测定［６］。

１．３　肝细胞胞浆游离钙浓度测定［７］

１．３．１　Ｆｕｒａ２／ＡＭ 负载　分别取肝细胞悬液
２００μＬ于 ＤＭＥＭ中，加入终浓度为 ５μｍｏｌ／Ｌ的
Ｆｕｒａ２／ＡＭ，３７℃恒温振荡水浴孵育 ３０ｍｉｎ，并向
试管内通入９５％ Ｏ２和５％ＣＯ２混合气体（６０个气
泡／ｍｉｎ）。Ｂ组的 １，３，５ｄ组分别加入终浓度为
０．０１ｎｍｏｌ／ＬＧＬＰ１及抑肽酶（２μｇ／ｍＬ），反应总
体积为１ｍＬ。将负载后的肝细胞悬液用 Ｈａｎｋｓ液
（含０．２％ＢＳＡ）洗涤３次后悬浮于４ｍＬ测定液中。
１．３．２　荧光测定　将仪器比色池恒温在 ３７℃，
首先以光谱方式测定 Ｆｕｒａ２／ＡＭ标准液和负载液
的激发光谱（图 １），可见最大激发波长从 ３８０ｎｍ
移至 ３４０ｎｍ，说明 Ｆｕｒａ２负载入肝细胞内。其后
以时间方式测定（激发波长 ３４０ｎｍ，发射波长
５００ｎｍ）肝细胞悬液（自发荧光）和 Ｆｕｒａ２负载液
（Ｆ）及加入 ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｆｍａｘ）和 ＥＧＴＡ（Ｆｍｉｎ）等
的荧光强度（图 ２）。按公式计算出［Ｃａ２＋］ｉ：
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［Ｃａ２＋］ｉ（ｎｍｏｌ／Ｌ）＝ＫｄＦ－ＦｍｉｎＦｍａｘ－Ｆ
Ｋｄ为 Ｆｕｒａ２与 Ｃａ２＋反应的解离常数，３７℃时

为 ２２４ｎｍｏｌ／Ｌ。测定值减去自发荧光后再代入公
式进行计算。
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图１　Ｆｕｒａ２／ＡＭ标准液及负载液的激发光谱图 图２　肝细胞悬液和Ｆｕｒａ２负载液的荧光强度图

１．４　统计学处理
资料结果用 ｘ±ｓ表示，统计采用 ＳＰＳＳ软件

进行。

２　结　果

２．１　肝切除术后血糖与激素的变化
肝切 除 术 后 血 糖 明 显 增 高 （Ｆ＝７．１７８，

Ｐ＜０．０５），而 血 浆 ＧＬＰ１也 明 显 高 于 Ａ 组
（Ｆ＝１７．８６９，Ｐ＜０．００１），尤于术后第 １天更为显
著；Ｉｎ则明显下降（Ｆ＝１４．８８９，Ｐ＜０．００１），而
Ｇｌ手术后升高，但差异无显著性（Ｆ＝２．２２６，
Ｐ＞０．０５），致 手 术 后 Ｉｎ／Ｇ１ 值 明 显 下 降

（Ｆ＝８．４５６，Ｐ＜０．０５）（附表）。

附表　肝切除术后血糖与激素的变化（ｘ±ｓ）

分组 ｎ
血糖

（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＧＬＰ１

（ｐｍｏｌ／Ｌ）

胰岛素

（ｎｍｏｌ／Ｌ）

胰升血糖素

（ｎｍｏｌ／Ｌ）
Ｉｎ／Ｇｌ值

Ａ　 ６ １２．９０±１．１７ ５．０５±２．４０ １１．０１±４．４ ９４．１１±２５．１７ ０．１３±０．０７

Ｂ　 １８

　Ｐｏｄ１ ６ １３．２０±１．２７ ８５．２０±４０．０２ １０．８２±３．４３ １４６．２９±２６．６３ ０．０７±０．０３

　Ｐｏｄ３ ６ １４．３０±１．１４ ７０．９８±１７．４５ ２．３３±０．１８ １１６．４８±４６．６９ ０．０２±０．０７

　Ｐｏｄ５ ６ １５．７０±１．０４ ２３．６０±５．５４ ４．５９±０．２２ １４６．１７±５８．２９ ０．０３±０．０２

Ｆ值 ７．１７８ １７．８６９ １４．８８９ ２．２２６ ８．４５６

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．００１ ＜０．００１ ＞０．０５ ＜０．０５

２．２　ＧＬＰ１对肝切除术后肝细胞胞浆游离钙
（［Ｃａ２＋］ｉ）的影响

正常肝细胞［Ｃａ２＋］ｉ为（７０７．４６±１２２．５９）
ｎｍｏｌ／Ｌ，肝切除术后第 １，３，５天肝细胞［Ｃａ２＋］ｉ

分别为（４４９．５０±１８１．４８）ｎｍｏｌ／Ｌ，（６５２．４３±
２７０．２４）ｎｍｏｌ／Ｌ和（６２５．４３±９９．４０）ｎｍｏｌ／Ｌ，较
正常肝细胞略降低（Ｆ＝２．４０６，Ｐ＞０．０５）；体外
实验中加入 ＧＬＰ１后肝细胞［Ｃａ２＋］ｉ略有升高，
分别为（８５８．０８±２９４．０７）ｎｍｏｌ／Ｌ，（６６０．０８±
１９２．１９）ｎｍｏｌ／Ｌ和（８５９．７±１９０．６１）ｎｍｏｌ／Ｌ，但
差异无显著性（Ｐ＞０．０５）（图 ３）。
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图 ３　ＧＬＰ－１对胞浆钙的影响

３　讨　论

手术后血糖升高是机体的应激反应之一，也

是机体内分泌代谢紊乱的结果。本实验的结果

也说明了这一观点。究其原因主要是周围组织

对葡萄糖的利用障碍，即胰岛素抵抗，其中肝脏

较肌肉组织和脂肪组织的作用更明显［１］。Ｒｅｄｏｎ

ｄｏ等［２］研究发现，ＧＬＰ１在胰腺外组织中具有拟

胰岛素作用，可能是通过与腺苷酸环化酶活化无

关的特异性受体结合，激活蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ），磷

脂酰肌醇 ３激酶（ＰＩ３Ｋ），蛋白磷酸酶１（ＰＰ１）

５５６
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等而使糖原合成酶 α活化，增加肝脏葡萄糖摄取
或抑制葡萄糖产生，促进肝糖元合成，从而发挥

其改善糖代谢的作用。ＧＬＰ１还可通过胰岛细胞
膜上 Ｇ蛋白偶联的特异性受体结合，引起 ｃＡＭＰ
依赖性胞浆钙浓度增加，刺激胰岛素分泌增加，

抑制胰升血糖素分泌；还可增加胰岛 β细胞的数
量［８］。但 ＧＬＰ１并 不 引 起 肝 细 胞 内 ｃＡＭＰ增
加［２］。本实验发现，肝叶切除术后血浆 ＧＬＰ１水
平明显升高（Ｐ＜０．００１），而肝细胞［Ｃａ２＋］ｉ则略
有下降（Ｐ＞０．０５）；体外实验中，ＧＬＰ１也无明
显增加肝细胞［Ｃａ２＋］ｉ的作用（Ｐ＞０．０５）。因此
认为，ＧＬＰ１对肝叶切除术后肝细胞［Ｃａ２＋］ｉ无
明显影响。说明 ＧＬＰ１的拟胰岛素作用不是通
过改变肝细胞［Ｃａ２＋］ｉ而实现的，它可能系通过
第二信使肌醇磷脂糖苷分子（ｉｎｏｓｉｔｏｌｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃａｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，ＩＰＧｓ）途经来调节糖代谢［９］。

本实验还发现，肝切除后血浆 ＧＬＰ１水平明
显升高，而胰岛素水平却明显下降，致 Ｉｎ／Ｇ１值
也明显下降。说明在应激状态下，内源性 ＧＬＰ１
刺激胰岛素分泌的作用减弱，若此时补充大剂量

外源性 ＧＬＰ１，仍可增加 Ｉｎ的分泌，改善机体对
葡萄糖的利用［１０］。导致肝切除术后 ＧＬＰ１升高
的原因目前还不清楚。创伤（包括外伤、手术、烧

伤等）、感染等导致机体产生应激反应，也可通过

激活交感肾上腺素系统和下丘脑 －垂体 －肾上
腺皮质轴，触发促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）增加，
导致血中儿茶酚胺、皮质激素、生长激素、胰升血

糖素、神经肽如 Ｐ物质和胃泌素释放肽等的增
加，从而引起以糖代谢紊乱为突出表现的一系列

内分泌代谢改变［１１］。神经肽（特别是 Ｐ物质和胃
泌素释放肽）是一类强力促进 ＧＬＰ１分泌的神经
递质［１２－１４］。这可能是肝切除术后 ＧＬＰ１升高的
原因之一。
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