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他克莫司对大鼠肝脏组织蛋白磷酸酶 ２Ａ 和
Ｐ⁃ＡＫＴ 表达的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过观察他克莫司对大鼠血糖、胰岛素水平、肝脏组织蛋白磷酸酶 ２Ａ 和磷酸化 ＡＫＴ 表达的

影响，进一步探究他克莫司导致血糖升高的机制。 方法　 将 ６０ 只雄性 ＳＤ 大鼠（８９􀆰 ８３ ± ４􀆰 ４４） ｇ 随机均分为 ２ 组，
他克莫司组（ｎ ＝ ４０），每日空腹（禁食水 ８ ｈ）灌胃给药，剂量为 ４ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；对照组（ｎ ＝ ２０），每日空腹灌胃给予等

量生理盐水，每月测量大鼠体重、空腹血糖。 ５ 个月后处死大鼠，心脏穿刺取血，取胰腺组织和肝脏组织，测大鼠血

清胰岛素水平，行胰腺组织病理组织学观察，并对肝脏行组织处理和免疫组织化学技术检测肝细胞质中蛋白磷酸

酶 ２Ａ 和磷酸化 ＡＫＴ 的表达。 结果　 用药 ２ 个月后，他克莫司组大鼠的血糖水平明显高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），他克

莫司组大鼠的胰岛素分泌指数、胰岛素敏感指数均明显低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；胰岛素抵抗指数明显增高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 他克莫司组大鼠与对照组相比，其肝细胞质内 ＰＰ２Ａ 表达明显增加，磷酸化的 ＡＫＴ 表达明显减少。 结论　
他克莫司导致胰岛细胞坏死，胰岛细胞数量减少，胰岛素的分泌降低、胰岛素敏感性下降、胰岛素抵抗增加，从而导

致大鼠血糖升高。 他克莫司增加大鼠肝脏组织 ＰＰ２Ａ 的表达，减少肝脏组织磷酸化的 ＡＫＴ 的表达，可能通过 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号转导途径参与胰岛细胞凋亡和胰岛素抵抗，引起血糖的升高。

【关键词】 　 移植后糖尿病；大鼠；他克莫司；磷酸化⁃ＡＫＴ；蛋白磷酸酶 ２Ａ
【中图分类号】 Ｑ９５⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７（２０１６）０３⁃０２６２⁃０６
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５ － ４８４７􀆰 ２０１６􀆰 ０３􀆰 ００９

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２Ａ ａｎｄ
Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

ＮＩＵ Ｙｕ⁃ｊｉａｎ１， ＷＡＮＧ Ｄｅ⁃ｅｎ２， ＹＡＮＧ Ｌｉｕ２， ＣＨＥＮ Ｘｉｎ⁃ｇｕｏ１， ＷＡＮＧ Ｈｏｎｇ⁃ｙｕ２， ＸＵ Ｃｈｕｎ２∗

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｒｇａｎ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ， ２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ， ｔｈｅ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ ｔｈｅ
Ａｒｍｅｄ Ｐｏｌｉｃｅ Ｆｏｒｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００３９， Ｃｈｉｎａ）

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ｉｎｓｕｌｉｎ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔａｓｅ ２Ａ ａｎｄ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉｃ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｉｘｔｙ
ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ （ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ８９􀆰 ８３ ± ４􀆰 ４４ ｇ） ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ （ｎ ＝ ４０） ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｎ
＝ ２０）． Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ４ ｍｇ ／ ｋｇ ｄａｉｌｙ． Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｗａｔｅｒ ｄａｉｌｙ． Ｔｈｅ ｒａｔ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｂｌｏｏｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｍｏｎｔｈｌｙ． Ａｌｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ａｔ ５ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａ⁃
ｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｉｎｓｕｌｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＰ２Ａ ａｎｄ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｆｔｅｒ ｔｗｏ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ｉｎ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆ⁃



中国实验动物学报 ２０１６ 年 ６ 月第 ２４ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２４ Ｎｏ． ３

ｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ＩＳＩ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｉｓｌｅｔ ｃｅｌｌｓ， ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｓｌｅｔ
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ， ｄｅｃｅａｓｅ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｉｎｓｕｌｉｎ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｉｎｓｕｌｉｎ， ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅ⁃
ｍｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ； Ｒａｔ； Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ； Ｐ⁃ＡＫＴ； Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２Ａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　 ａｕｔｈｏｒ： ＸＵ Ｃｈｕｎ， Ｅｍａｉｌ： ｗｊｘｕｃｈｕｎ＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ

　 　 随着科学技术以及医疗水平的不断改进，合理

选择器官移植术后免疫抑制的治疗方案是手术成功

的重要环节，其中钙调磷酸酶抑制剂（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒｓ， ＣＮＩ）的代表药物为环孢素 Ａ（ ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ
Ａ，ＣｓＡ）和他克莫司（Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ），它们明显减少排

斥反应的发生率，提高患者的存活率。 随着器官移

植术后患者生存期延长和生活质量的提高，与免疫

抑制药物相关的并发症，尤其是移植后糖尿病（ｐｏｓｔ⁃
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＰＴＤＭ）的发生越来

越多地引起了人们的重视。 大量临床研究表明钙调

磷酸酶抑制剂可导致移植后糖尿病的发生［１］，他克

莫司比环抱素更容易导致 ＰＴＤＭ［２］。 他克莫司引起

糖代谢异常的机制十分复杂，至今尚未完全阐明。
目前研究发现，他克莫司引起糖代谢异常的机制主

要包括胰岛素分泌减少和胰岛素抵抗［３］，他克莫司

通过诱导人类胰岛 β 细胞凋亡［４］。 大量研究证实，
胰岛细胞凋亡和胰岛素抵抗与 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号传导

通路密切相关，ＡＫＴ 处于 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号传导通路

的中心位置。 蛋白磷酸酶 ２Ａ （ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
２Ａ， ＰＰ２Ａ）是一种丝氨酸 ／苏氨酸（Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ）蛋白磷

酸酶， 使蛋白质 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 残基脱磷酸化，ＰＰ２Ａ 使磷

酸化 Ａｋｔ 脱磷酸化而失去活性，因此是胰岛素信号

通路的负调节因子，ＰＰ２Ａ 的异常激活 ／高表达或异

常低活性 ／低表达都将严重干扰胰岛素信号通路。
钙调神经磷酸酶又称蛋白磷酸酶 ２Ｂ （ＰＰ２Ｂ），是另

一种类型的 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 磷酸酶，与 ＰＰ２Ａ 同属于磷酸化

蛋白磷酸酶，它是一类 Ｃａ２ ＋ 、钙调素激活的蛋白磷

酸酶。 ＰＰ２Ｂ 同样也对 ｐ⁃Ａｋｔ 脱磷酸化， ＰＰ２Ｂ 的脱

磷酸化作用可以使 ｐ⁃Ａｋｔ 耗竭而影响它的核转位，
因此， ＰＰ２Ｂ 与 ＰＰ２Ａ 共同影响着 Ａｋｔ 磷酸化水

平［５］。 由此推测：钙调神经磷酸酶抑制剂（ＰＰ２Ｂ 抑

制剂）他克莫司干扰了 ＰＰ２Ａ 进而影响胰岛素信号

通路包括 Ｐ⁃ＡＫＴ 脱磷酸化，导致糖代谢的异常。 本

研究试图以 ＰＰ２Ａ 为桥梁，探讨钙调神经抑制剂他

克莫司导致血糖升高的机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ６０ 只，体重（８９􀆰 ８３ ± ４􀆰 ４４）
ｇ。 来源于军事医学科学院实验动物中心 【 ＳＣＸＫ
（军） ２０１４ － ００３】，组织取材于武警总医院医学实验

中心进行。
１􀆰 ２　 分组

将大鼠按随机数字表法均分为两组（他克莫司

组和对照组），苦味酸染色标记。 他克莫司组（４０
只），每日空腹（禁食、水 ８ ｈ）灌胃给药，剂量为 ４
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）；对照组（２０ 只），每日空腹灌胃给予等

量生理盐水，两组大鼠均在用药 １ ｈ 后再行喂食。
实验过程中他克莫司组因灌胃损伤致死 ５ 只。
１􀆰 ３　 试剂

他克莫司胶囊、４％多聚甲醛、二甲苯、柠檬酸修

复液、石蜡、蛋白甘油、苏木素、伊红、苦味酸、１０％的

水合氯醛、生理盐水、蒸馏水、乙醇、免疫组化检测

盒、抗 Ｐ⁃ＡＫＴ 抗体、抗 ＰＰ２Ａ 抗体。 血清胰岛素放免

检测试剂盒。
１􀆰 ４　 数据测定

每月测量大鼠体重，断尾取血，用快速干化学法

测定空腹血糖。
每月末将他克莫司组在空腹状态下处死随机处

死 ５ 只大鼠，心脏穿刺取血 ２ ｍＬ，并置于常温凝固，
以 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 速度离心 １５ ｍｉｎ 后取血清，用化学发

光法测定他克莫司血药浓度。
用药 ５ 个月后，全部大鼠在空腹状态下处死，心

脏穿刺取血 ２ ｍＬ，并置于常温凝固，以 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ
速度离心 １５ ｍｉｎ 后取血清，采用放射免疫分析法测

定血清胰岛素（ ＩＮＳ）水平，用化学发光法测定他克

３６２
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莫司血药浓度。
１􀆰 ５　 胰腺组织的病理学检查

１􀆰 ５􀆰 １　 制备石蜡切片

（１）将切块的胰腺组织浸渍于 ４％ 多聚甲醛固

定液中固定；（２）流水冲洗固定好的胰腺组织；（３）
梯度乙醇脱水；（４）二甲苯透明胰腺组织；（５）浸蜡；
（６）包埋；（７）切片。
１􀆰 ５􀆰 ２　 染色

（１）贴片与烤片；（２）二甲苯透明剂切片脱蜡；
（３）梯度乙醇水化；（４）染色；（５）梯度乙醇切片脱

水；（６）透明和封片。
１􀆰 ６　 肝脏组织 ＰＰ２Ａ 和 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达

１􀆰 ６􀆰 １　 制备肝脏组织石蜡切片

过程同胰腺组织。
１􀆰 ６􀆰 ２　 免疫组织化学检测 ＰＰ２Ａ 和 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达

（１）贴片与烤片；（２）二甲苯透明剂切片脱蜡；
（３）梯度乙醇水化；（４）蒸馏水洗 ５ ｍｉｎ；（５）抗原修

复；（６）蒸馏水洗 ５ ｍｉｎ；（７） ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次各 ５
ｍｉｎ；（８）３％ Ｈ２Ｏ２ ＰＢＳ 溶液阻断内源性过氧化物酶

１０ ｍｉｎ；（９）ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次各 ５ ｍｉｎ；（１０）将一抗

滴加，并置于 ３７°Ｃ 下孵育 ６０ ｍｉｎ。 在实验对照组中

用 ＰＢＳ 代替一抗，重复以上步骤；（１１）ＰＢＳ 洗 ３ 次，
每次各 ５ ｍｉｎ；（１２）将山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体⁃ＨＲＰ 多聚

体滴加，并置于 ３７°Ｃ 下孵育 ４０ ｍｉｎ；（１３）ＰＢＳ 洗 ３
次，每次各 ５ ｍｉｎ；（１４）ＤＡＢ 显色液显色 ３ ｍｉｎ，显微

镜下控制反应，并用自来水冲洗终止反应； （１５）
Ｈａｒｒｉｓ 苏木素液复染细胞核 １ ｍｉｎ；（１６）切片脱水；
（１７）透明和封片；（１８）镜下观察结果。
１􀆰 ６􀆰 ３　 阳性标记的形态特征和判断

免疫组化结果分析①将每一视野下阳性细胞按

照百分比（％ ）分 ５ 成级。 ０ 分为：无阳性细胞为。 １
分为：阳性细胞≤１０％ 。 ２ 分为：１１％ ～ ５０％ 。 ３ 分

为：５１％ ～ ７５％ 。 ４ 分为： ＞ ７５％ 。 ②将每个细胞的

着色强度分为 ４ 级。 ０ 分为无色。 １ 分为淡黄色。 ２

分为棕黄色。 ３ 分为棕褐色。 ③标本的阳性细胞百

分比积分乘以颜色的强度积分 ＞ ３ 分可确定为阳

性。
１􀆰 ７　 统计学处理

利用空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＦＢＧ）和空

腹胰岛素（ ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ ｉｎｓｕｌｉｎ， ＦＩＮＳ），稳态模型

法计算胰岛素分泌指数（ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓ⁃
ｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ， ＨＯＭＡ⁃β）值、胰岛素敏感

指数（ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎｄｅｘ， ＩＳＩ）和胰岛素抵抗指

数（ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）。 ｌｎ 为自然

对数，胰岛素单位为 ｍＵ ／ Ｌ （１ ｍＵ ／ Ｌ ＝ ２５ ｎｇ ／ ｍＬ），
血糖单位为 ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 ＨＯＭＡ⁃β ＝ ２０ × ＦＩＮＳ ／ （ＦＢＧ⁃
３􀆰 ５）；ＩＳＩ ＝ ｌｎ （１ ／ ＦＢＧ × ＦＩＮＳ）；ＨＯＭＡ⁃ＩＲ： ＦＢＧ ×
ＦＩＮＳ ／ ２２􀆰 ５。 数据均采用均值 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，
使用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件对数据进行统计整合分析。
（１）两组大鼠的体重、血糖以及胰岛素分泌指数、胰
岛素敏感指数和胰岛素抵抗指数的比较采用独立样

本 Ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 为差

异有显著性；（２）两组大鼠 Ｐ⁃ＡＫＴ 表达强度结果比

较采用 χ２ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１
为差异有显著性统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 两组大鼠体重的比较

他克莫司组与对照组大鼠的体重均呈持续增

长，在第 １、２ 月时，两组大鼠体重差异无显著性（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５），第 ３、４、５ 个月时，他克莫司组大鼠的体重

明显低于对照组，且两者的差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见表 １。
２􀆰 ２　 两组大鼠血糖水平的比较

大鼠于空腹状态行尾静脉穿刺取血测定血糖水

平。 在用药后第 ３ 个月末，他克莫司组大鼠血糖水

平 ＞ ７􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，成功诱导出糖尿病。

　 　 表 １　 用药期间每月末两组大鼠体重的比较 ／ ｇ
　 　 Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

１ 月末
Ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ
１ ｓｔ ｍｏｎｔｈ

２ 月末
Ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ
２ｎｄ ｍｏｎｔｈ

３ 月末
Ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ
３ ｒｄ ｍｏｎｔｈ

４ 月末
Ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ
４ ｔｈ ｍｏｎｔｈ

５ 月末
Ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ
５ ｔｈ ｍｏｎｔｈ

他克莫司组
Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ １３４􀆰 ４７ ± ５． ６８ １８５􀆰 ６４ ± １４． ３７ ２５０􀆰 １３ ± １８． ７２∗ ２５８􀆰 ６３ ± ２３． ８６∗ ２７８􀆰 ３６ ± ２２． ８１∗

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １２７􀆰 ３５ ± ６． ４２ １７８􀆰 ６５ ± １８． ９５ ２６２􀆰 ６４ ± ２７． ８９ ２９１􀆰 １３ ± １４． ３８ ３１１􀆰 ７７ ± １４． ０２

注：∗与对照组相比，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗ ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
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　 　 他克莫司组大鼠血糖水平呈现明显上升趋势。
在用药第 １、２ 个月，他克莫司组与对照组两组的空

腹血糖水平无显著差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；第 ３、４、５ 月时，

他克莫司组大鼠的空腹血糖水平明显高于对照组，
且差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（见表 ２）。

　 　 表 ２　 用药期间每月末两组大鼠血糖的比较（单位：ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
　 　 Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

１ 月末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
１ ｓｔ ｍｏｎｔｈ

２ 月末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
２ｎｄ ｍｏｎｔｈ

３ 月末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
３ ｒｄ ｍｏｎｔｈ

４ 月末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
４ ｔｈ ｍｏｎｔｈ

５ 月末
Ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ
５ ｔｈ ｍｏｎｔｈ

他克莫司组
Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ４． ６１ ± ０． ２９ ５． ４６ ± ０． ２９ ８． １３ ± ０． ６７∗ ８． ３７ ± ０． ７８∗ ８． ９６ ± ０． ８０∗

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４． ５３ ± ０． ５６ ５． ２０ ± ０． ４７ ４． ７６ ± ０． ２７ ４． ９９ ± ０． ２９ ５． ２５ ± ０． ３１

注：∗与对照组相比，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

２􀆰 ３　 大鼠他克莫司血药浓度的测定

每月测定他克莫司组大鼠他克莫司的血药浓

度，浓度值维持在（８􀆰 ５９ ± ０􀆰 ５９） ｎｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ４　 两组大鼠胰岛素分泌指数、胰岛素敏感指数和

胰岛素抵抗指数的比较

用药 ５ 个月后，于空腹状态下处死全部大鼠，采
用放射免疫分析法测定 ＩＮＳ 水平，结合空腹血糖分

别计算两组大鼠的胰岛素分泌指数、胰岛素敏感指

数和胰岛素抵抗指数。 利用 ＳＰＳＳ 软件分析示：他克

莫司组大鼠的胰岛素敏感指数和胰岛素抵抗指数均

明显低于对照组，且差有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），胰岛素

分泌指数也低于对照组，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
（见表 ３）。

　 　 表 ３　 两组大鼠胰岛素敏感指数、
分泌指数和抵抗指数的比较

　 　 Ｔａｂ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ， ＨＯＭＡ⁃β ａｎｄ
ＩＳＩ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

抵抗指数 分泌指数 敏感指数

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ∗ ＨＯＭＡ⁃β＃ ＩＳＩ∗

他克莫司组
Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ５９ ４６􀆰 １６ ０􀆰 ２２

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３􀆰 ３７ １６４􀆰 ６９ １􀆰 ００

注：∗与对照组相比， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃与对照组相比，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． ∗ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃ｖｓ． ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，Ｐ ＜
０􀆰 ０５．

２􀆰 ５　 大鼠胰腺病理学改变

用 ４０ 倍光学显微镜观察两组大鼠胰腺病理切

片：对照组大鼠胰腺导管清楚可见，腺泡细胞罗列整

齐，细胞基底可见明显的等大的细胞核，核仁清晰，
胰岛细胞染色较浅，染色均匀（见图 １）；他克莫司组

大鼠胰腺导管不清，腺泡细胞罗列整齐，胰岛细胞数

量显著减少，细胞胞质内存在多数不等的空泡，细胞

核染色欠匀称，部分细胞胞核消失，可见坏死细胞

（见图 ２）。
２􀆰 ６　 大鼠肝脏 ＰＰ２Ａ 和 Ｐ⁃ＡＫＴ 表达水平

他克莫司组大鼠肝脏标本中 ＰＰ２Ａ Ｃ 阳性率为

８０％ ，对照组 ＰＰ２Ａ Ｃ 阳性率为 １０％ ， χ２ ＝ １７􀆰 ０７０７
（Ｐ ＜ ０􀆰 ００５），两组差异有显著性 （图 ３，４）。 他克莫

司组 Ｐ⁃ＡＫＴ 的阳性率为 １０％ ，对照组为 １００％ ， χ２

＝ ３２􀆰 ７２７，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，差异有显著性（图 ５，６）。

３　 讨论

本研究将他克莫司组的大鼠血液药物浓度控制

在 ６ ～ １０ μｇ ／ Ｌ 之间，这是目前临床维持免疫抑制作

用最有效药物浓度，我们观察到他克莫司组大鼠空

腹血糖水平上升，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 上升，ＩＳＩ 下降，提示长

期服用他克莫司可以引起血糖升高，胰岛素分泌不

足和胰岛素抵抗同时存在于他克莫司引起的糖尿病

模型中。 这与我们以往的研究结果相同［６，７］。 关于

他克莫司引起胰岛素分泌不足的机制已有很多研

究，一致的观点是：他克莫司对胰岛 β 细胞具有直

接损害，使胰岛 β 细胞发生凋亡、胞质空泡形成和

坏死。 他克莫司在转录水平抑制胰岛素的合成， 在

转录后水平抑制胰岛素释放。 他克莫司导致胰岛素

抵抗的机制尚不清楚。 导致机体发 ＩＲ 的原因有：肥
胖、炎症反应、氧化应激、线粒体功能障碍、微量元素

缺乏、丙型肝炎等。 高脂饮食喂养的胰岛素抵抗大

鼠，其内脏脂肪细胞的 ＰＰ２Ａ 的表达明显增加，Ｐ⁃
ＡＫＴ 和 ＩＲＳ⁃１ 明显的减少［８］。 众多的研究发现在上

述引起胰岛素抵抗的情况下， 均有 ＰＰ２Ａ 的参

与［９⁃１２］。 本研究提示他克莫司引起肝脏组织中

ＰＰ２Ａ Ｃ 表达水平的增加，说明 ＰＰ２Ａ 在 ＰＰ２Ｂ 抑制

剂（钙调磷酸酶抑制剂）导致的糖代谢紊乱的过程

中起一定的作用。
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　 　 图 １　 对照组大鼠胰腺的组织学形态（ＨＥ 染色）
　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｓ ｏｆ ａ

ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

　 　 图 ３　 对照组大鼠肝脏组织 ＰＰ２Ａ 的表

达（ＳＰ 免疫组化染色）
　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｉｎ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＳＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

　 　 图 ５　 对照组大鼠肝脏组织 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达

（ＳＰ 免疫组化染色）
　 　 Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ．

Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＳＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

　 　 图 ２　 他克莫斯组大鼠胰腺的病理学改变（ＨＥ 染色）
　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｎｃｒｅａｓ ｉｎ ａ

ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

　 　 图 ４　 对照组大鼠肝脏组织 ＰＰ２Ａ
的表达（ＳＰ 免疫组化染色）

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｉｎ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ．
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＳＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

　 　 图 ６　 他克莫斯组大鼠肝脏组织 Ｐ － ＡＫＴ
的表达（ＳＰ 免疫组化染色）

　 　 Ｆｉｇ． ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＡＫＴ ｉｎ ａ ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｒａｔ
ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＳＰ ｓｔａｉｎｉｎｇ．
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　 　 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号转导通路是脂肪、肝脏、骨骼肌

等胰岛素靶组织维持正常糖代谢的重要调节通路，
丝 ／苏氨酸激酶（ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ， ＡＫＴ）与 ＩＲ
的发生发展密切相关［１３］，且在胰岛 β 细胞的生存和

复制过程中至关重要［１４］。 研究证实，ＡＫＴ 通过多种

方式来发挥调控血糖的作用。 （１）与胰岛 β 细胞凋

亡的关系。 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号转导通路作为胰岛素的

主要下游分子通路，它具有抗凋亡和促凋亡的双重

调节作用，其中以抗细胞凋亡作用为主［１５］。 （２）与
胰岛素抵抗的关系。 在 ＩＲ 状态时，胰岛素刺激对

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号传导通 路 的 作 用 明 显 下 调［１６］。
Ｊｏａｎｎｅ 等研究敲除 ＡＫＴ２ 基因的小鼠，发现其肝脏

和骨骼肌等胰岛素靶器官对胰岛素的反应较正常小

鼠存在不同程度的减弱，提示了 ＡＫＴ２ 是正常糖代

谢平衡所必需的基因［１７］。 （３）与胰岛素分泌的关

系。 对剔除胰岛素受体的大鼠给予葡萄糖刺激，发
现大鼠无法做出有效应答，随着大鼠的年龄增长，胰
岛体积、β 细胞数量和胰岛素分泌水平同时降低。
由此可见，ＡＫＴ 在调节血糖水平的过程中至关重

要。 本研究发现他克莫司组大鼠肝脏组织磷酸化

ＡＫＴ 表达明显受到抑制。 试验推断，他克莫司可能

是通过促进 ＰＰ２Ａ 的表达，使 ＡＫＴ 去磷酸化失活，
从而阻断胰岛素信号通路（ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号传导通

路），导致高血糖的发生。
他克莫司导致胰岛细胞坏死、空泡样变，减少胰

岛素的分泌、降低胰岛素敏感性、增加胰岛素抵抗，
导致大鼠血糖升高。 他克莫司导致大鼠肝脏 ＰＰ２Ａ
的表达，使 ＡＫＴ 去磷酸化而失活，阻断 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
信号的转导，导致胰岛细胞凋亡和胰岛素抵抗的发

生。
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［１５］ 　 Ｄｕｄｅｋ Ｈ， Ｄａｔｔａ ＳＲ， Ｆｒａｎｋｅ ＴＦ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｒｏｎａｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｂｙ ｔｈｅ ｓｅｒｉｎｅ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＡＫＴ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ，
１９９７， ２７５（５３００）： ６６１ － ６６５．

［１６］ 　 Ｃｕｓｉ Ｋ， Ｍａｅｚｏｎｏ Ｋ， Ｏａｍａｎ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎ⁃
ｔｉａｌｌｙ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ＰＩ３⁃ｋｉｎａｓｅ⁃ａｎｄ ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｕｓｃｌｅ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０００，１０５（３）： ３１１ － ３２０．

［１７］ 　 Ｃｈｏ Ｈ， Ｍｕ Ｊ， Ｋｉｍ ＪＫ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ａ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ ｌｉｋｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ｌａｃｋｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＡＫＴ２
（ＰＫＢ ｂｅｔａ） ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００１， ２９２（５５２２）： １７２８ － １７３１．

［收稿日期］ 　 ２０１６⁃０１⁃０６

７６２




