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􀦋􀦋研究报告

硫辛酸合成酶在 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ 小鼠肝肾中的表达
彭强，赵英政，闫婷婷，翟晓楠，张旭旭，易宪文，张合喜∗，徐光翠∗

（新乡医学院公共卫生学院，河南 新乡　 ４５３００３）

　 　 【摘要】 　 目的　 检测瘦素受体缺陷的 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠体内肝、肾中硫辛酸合成酶（ＬＩＡＳ）的表达。 方法　 分别选

取 １０ 周龄 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 与 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ雄性小鼠各 ８ 只，禁食 ８ ｈ 后，测量两组小鼠体重及空腹血糖（ＦＰＧ）；用乙醚麻醉动物，
经腹主动脉采血，处死动物，取肝、肾并称重。 取肝右叶和左肾经 ４％ 多聚甲醛固定，进行肝、肾组织病理学检查。
分离血清，用试剂盒检测血清中 ＣＨＯ、ＴＧ、ＨＤＬ、ＬＤＬ 含量。 应用线粒体分离试剂盒分离肝、肾组织线粒体，提取总

蛋白，采用 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 ＬＩＡＳ 蛋白的表达。 结果 　 组织病理观察，发现 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠肝肾结构完整，而
Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠肝细胞出现脂肪变性，肾小球肥大，基底膜增厚，系膜区增宽；与 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠比较，Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠体重、
ＧＬＵ、ＣＨＯ、ＴＧ、ＬＤＬ 及 ＡＳＴ 明显增高，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；与 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠比较，Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠肝肾线粒体内

ＬＩＡＳ 蛋白表达量均增高，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 瘦素受体缺陷的 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠存在糖脂代谢紊乱、肝肾

细胞损伤、肝肾组织线粒体 ＬＩＡＳ 蛋白的表达增高。
【关键词】 　 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠；硫辛酸；肝；肾；瘦素
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ （ＬＩＡＳ） ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ

ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｌｅｐｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｅｉｇｈｔ １０⁃ｗｅｅｋ ｏｌｄ ｍａｌｅ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ． Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ． Ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ （ＦＰＧ） ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌｏｏｄ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐｓ ｆｏｒ ａｌｌ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｆａｓｔｉｎｇ ｆｏｒ ８ ｈｏｕｒｓ． Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔａ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｎｉｍａｌｓ ｗｅｒｅ ｓａｃｒｉｆｉｃｅｄ． Ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｗｅｒｅ ｗｅｉｇｈｅｄ． Ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｌｏｂｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｋｉｄｎｅｙ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｆｉｘｅｄ
ｉｎ ４％ ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｆｏｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｒｅｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＣＨＯ，
ＴＧ， ＨＤＬ ａｎｄ ＬＤＬ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｋｉｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＡＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　
Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ｍｉｃｅ ｈａｖｅ ｉｎｔａｃｔ ａｎｄ ｃｌｅａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｂｕｔ
ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ｆａｔｔｙ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅ ｓｈｏｗｅｄ ｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ， ｂａｓｅｍｅｎｔ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ， ｍｅｓａｎｇｉａｌ ａｒｅａ ｗｉｄｅｎｅｄ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍｅｓａｎｇｉａｌ ｍａｔｒｉｘ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ＧＬＵ，
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ＣＨＯ， ＴＧ， ＬＤＬ ａｎｄ ＡＳＴ ｏｆ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ｍｉｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ｍｉｃｅ， ｔｈｅ ＬＩＡＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
ｏｆ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｔｈｅ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ
ｄｅｆｅｃｔ ｌｅｐｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＩＡＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ
Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ｍｉｃｅ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ； ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄ； ｌｉｖｅｒ； ｋｉｄｎｅｙ； ｌｅｐｔｉｎ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ： Ｗｅ ｄｅｃｌａｒｅ ｔｈａｔ ｗｅ ｈａｖｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ．

　 　 肥胖和糖尿病严重威胁人类健康，２０１６ 年的一

项研究显示我国肥胖人口数全球第一， １８ 岁及以

上成年人中糖尿病患病率高达 １１􀆰 ６％ ［１ － ２］。 瘦素

受体缺陷的 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠由于阻断了其瘦素信号通

路，使食物摄入量增加，产热量下降，导致小鼠肥

胖，其发病过程与人类的 ２ 型糖尿病的发生过程类

似［３］。 硫辛酸（ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄ）是一种强抗氧化剂，临床

上已用于防治糖尿病周围神经病变。 硫辛酸是在

线粒体内由硫辛酸合成酶 （ ｌｉｐｏｉｃ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＬＩＡＳ）合成，其作用与硫辛酸合成酶的表达密切相

关。 目前关于瘦素和硫辛酸合成酶的作用关系还

不清楚，Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠体内 ＬＩＡＳ 蛋白表达的研究尚

未见报道。 本实验通过检测 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠糖脂代谢

相关指标及肝、肾中 ＬＩＡＳ 蛋白的表达，探讨阻断瘦

素信号通路导致的小鼠糖脂代谢紊乱是否与 ＬＩＡＳ
蛋白的表达量相关，为明确硫辛酸在调控糖脂代谢

中的作用机理，探索肥胖和糖尿病的防治新策略提

供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 及 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ 小鼠来自 Ｊａｃｋｓｏｎ 实

验室（北卡罗来纳大学易宪文教授赠送）。 动物饲

养于 ＳＰＦ 级动物房【ＳＹＸＫ（豫） ２０１４ － ０００５】，自由

摄食（上海斯莱康 ＳＰＦ 级小鼠专用饲料）和饮水，室
温 ２０ ～ ２５℃，相对湿度 ６０％～７０％ ，昼夜明暗交替时

间 １２ ｈ ／ １２ ｈ。 所有动物实验操作将遵守新乡医学

院实验动物伦理管理条例。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂和仪器　

总胆 固 醇 试 剂 盒 （ 南 京 建 成， 中 国， 批 号

２０１７０７０８）、甘油三脂试剂盒（南京建成，中国，批号

２０１７０７０８）、高密度脂蛋白试剂盒（南京建成，中国，
批号 ２０１６１２２９）、低密度脂蛋白试剂盒（南京建成，
中国，批号 ２０１６１２２８）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ） 试剂盒

（南京建成，中国，批号 ２０１７０７１９）、谷草转氨酶

（ＡＳＴ）试剂盒（南京建成，中国，批号 ２０１７０７１９），磷
酸酶抑制剂、ＲＩＰＡ 裂解液、线粒体分离试剂盒、ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天，中国），蛋白质

ｍａｒｋｅｒ （北京全式金，中国），兔多抗 ＬＩＡＳ 抗体

（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，美国），兔多抗 ＧＡＰＤＨ 抗体（杭州贤

至，中国）；强生稳豪型血糖仪 （强生，美国），低温

离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国，５４２４Ｒ），电泳仪（北京六

一，中国，ＪＹ３００Ｃ），多功能酶标仪（ Ｔｈｅｒｍｏ，美国，
ＥｎＳｐｉｒｅＴＭ ２３００）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 线粒体的制备

选取 １０ 周龄的 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 及 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ雄性小鼠各 ８
只，即为 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 组和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ组。 禁食 ８ ｈ 后，测量

两组小鼠体重，同时，采用强生稳豪型血糖仪测定

小鼠空腹血糖（ ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＰＧ）。 经乙

醚麻醉，腹主动脉采血后，处死动物，分离肝、肾并

称重。 取肝右叶及左肾组织于 ４％ 多聚甲醛固定，
其余肝、肾组织 － ８０℃保存。 取 ２００ ｍｇ 肝、肾组织，
用玻璃匀浆器于冰水浴中匀浆 ２０ 次。 用线粒体分

离试剂盒采用差速离心法提取肝、肾组织线粒体。
１􀆰 ２􀆰 ２　 肝肾组织病理学检查

组织固定 ２４ ｈ 后，酒精梯度脱水，常规石蜡包

埋，切片（４ μｍ），苏木素 － 伊红（ＨＥ）染色，封片后

光镜下观察两组肝、肾组织病理变化并拍照。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清生化指标检测

分离血清，按试剂盒说明书进行操作，采用酶

标仪检测血清中总胆固醇（ＣＨＯ）、甘油三酯（ＴＧ）、
高密度脂蛋白（ＨＤＬ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ），谷丙

转氨酶（ＡＬＴ），谷草转氨酶（ＡＳＴ）含量。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝、肾组织线粒体内

ＬＩＡＳ 蛋白的表达

取已制备的线粒体，加入 ２００ μＬ 临用前添加了

苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）（终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的线粒

体裂解液。 裂解后的蛋白样品采用 ＢＣＡ 法进行蛋

白定量。 参照解现星等［４］ 的方法检测肝、肾组织线

粒体内 ＬＩＡＳ 蛋白。 蛋白变性后，采用 ＳＤＳ⁃聚丙烯
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酰胺凝胶电泳分析。 用电转膜仪转到 ＰＶＤＦ 膜上，
用含 ５％ 脱脂奶粉的封闭液（ＴＢＳＴ）室温封闭 ２ ｈ，
按 １∶ ２０００ 加入 ＬＩＡＳ 抗体，按 １∶ １０００ 加入 ＧＡＤＰＨ
抗体，４℃ 孵育过夜。 ＴＢＳＴ 充分洗涤 ＰＶＤＦ 膜，按
１∶ ８０００的稀释倍数加入二抗，３７℃孵育 ２ ｈ，再次用

ＴＢＳＴ 洗涤，用 ＥＣＬ 显色并曝光，采用 ＢａｎｄＳｃａｎ 分

析胶片灰度值。
１􀆰 ３　 统计学处理　

实验数据以均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，应用

ＳＰＳＳ２１􀆰 ０ 软件包进行统计分析，检验水准为双侧 α

＝ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ 小鼠体重及其脏器系数

比较

与 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠比较，Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠体重、肝重、肝
器系数及肾重均明显升高，而肾器系数降低，差异

有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见表 １。

表 １　 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠体重、肝肾重量及其脏器系数比较（ｎ ＝ ８， 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｌｉｖｅｒ， ｋｉｄｎｅｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｏｒｇａｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ａｎｄ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂｍｉｃｅ（ｎ ＝ ８， 􀭰ｘ ± ｓ ）

动物组
Ｇｒｏｕｐｓ

体重（ｇ）
Ｗｅｉｇｈｔ

肝重（ｇ）
Ｌｉｖｅｒ ｗｅｉｇｈｔ

肝器系数（％ ）
Ｌｉｖｅｒ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

肾重（ｇ）
Ｋｉｄｎｅｙ ｗｅｉｇｈｔ

肾器系数（％ ）
Ｋｉｄｎｅｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 组 ２３􀆰 ３３ ± １􀆰 ９２ １􀆰 ０６ ± ０􀆰 １５ ４􀆰 ５２ ± ０􀆰 ４６ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 ０２ １􀆰 ３７ ± ０􀆰 １８
Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ组 ５０􀆰 １７ ± ５􀆰 １４∗ ２􀆰 ８３ ± ０􀆰 ４３∗ ５􀆰 ７４ ± １􀆰 １９∗ ０􀆰 ４２ ± ０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ９６ ± ０􀆰 ２２∗

　 　 注：∗与 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
　 　 Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ｍｉｃｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

２􀆰 ２　 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠肝肾组织病理学观察

由图 １ 可见，对照组 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠肝、肾组织结

构完整，无明显病理学改变；而 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠肝细胞

出现脂肪变性，肾小球肥大，基地膜增厚，系膜区增

宽，系膜细胞和系膜基质增多等病理学改变。

２􀆰 ３　 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠生化指标的测定

表 ２ 可见，空腹血糖 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ 小鼠明显高于

Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠，两者相比较差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠比较，Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ 小鼠 ＣＨＯ、ＴＧ、ＬＤＬ，
ＡＬＴ 均明显升高差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

图 １　 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ两组小鼠肝、肾细胞形态病理观察（ＨＥ 染色， × １００）
Ｆｉｇ． １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｆｒｏｍ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ

Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ａｎｄ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂｍｉｃｅ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × １００）

表 ２　 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠糖、脂代谢及肝 ＡＳＴ、ＡＬＴ 酶活性相关生化指标比较（ｎ ＝ ８， 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ，
ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ＡＳＴ， ＡＬＴ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ａｎｄ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂｍｉｃｅ（ｎ ＝ ８， 􀭰ｘ ± ｓ ）

动物组
Ａｎｉｍａｌ ｇｒｏｕｐｓ

空腹血糖
ＦＰＧ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

总胆固醇 ＣＨＯ
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

甘油三脂 ＴＧ
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

高密度脂
蛋白 ＨＤＬ
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

低密度脂
蛋白 ＬＤＬ
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

谷草转氨酶
ＡＳＴ

（Ｕ ／ Ｌ）

谷丙转氨酶
ＡＬＴ

（Ｕ ／ Ｌ）

Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 组 ５􀆰 ６３ ± １􀆰 ６１ ２􀆰 ５６ ± ０􀆰 ５４ ０􀆰 ７０ ± ０􀆰 １９ ３􀆰 ３６ ± ０􀆰 ４２ ０􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０３ ２４􀆰 ８３ ± ９􀆰 ２９ １２􀆰 ６６ ± ４． ３９
Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ组 １４􀆰 ４２ ± ４􀆰 ６０∗∗ ４􀆰 ８９ ± １􀆰 ２９∗ １􀆰 ４３ ± ０􀆰 ３１∗ ２􀆰 ９１ ± ０􀆰 ４３ １􀆰 ３５ ± ０􀆰 ６１∗ ２５􀆰 ４７ ± ５􀆰 ７７ ５０􀆰 ２０ ± １６． ５２∗∗

　 　 注：与 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 组比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ｍｉｃｅ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ｍｉｃｅ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠

肝肾线粒体中 ＬＩＡＳ 蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠在肝肾

线粒体中 ＬＩＡＳ 蛋白表达量均高于 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠，差
异均有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 见图 ２、３。
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注：∗与 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 下图同。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠肝线粒体中 ＬＩＡＳ 蛋白表达

Ｎｏｔｅ． ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ Ｆｉｇ

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＬＩＡＳ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ａｎｄ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠肾线粒体中 ＬＩＡＳ 蛋白表达

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＬＩＡＳ ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ａｎｄ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ ｍｏｕｓｅ ｒｅｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

３　 讨论

随着生活水平的提高，饮食过剩和运动不足使

肥胖成为全球性流行病，而肥胖容易引起胰岛素抵

抗，导致糖尿病［５］。 糖尿病是以慢性高血糖为特征

的一种代谢性疾病，其中 ２ 型糖尿病占该病的

９５％ ，已成为严重威胁人类健康的常见慢性疾病，在
全世界范围内的发病率呈现逐年增长趋势。 对肥

胖、糖尿病及其并发症的研究已成为生物医学研究

的热点。
Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠是 ｌｅｐｔｉｎ 受体基因缺陷导致先天肥

胖并呈现 ２ 型糖尿病特征的模型动物。 该小鼠位于

４ 号染色体的瘦素受体基因发生突变，主要表现为

下丘脑缺陷，对饱感物质（瘦素） 缺乏反应，具有高

血糖、高胰岛素血症、糖代谢异常等特征，与人类 ２
型糖尿病临床症状极为相似，是研究人类 ２ 型糖尿

病良好的动物模型［６］。
实验动物脏器重量和脏器系数是鉴定动物遗

传质量的重要依据，反应了模型动物的生物学特性

及相应脏器的损害［７］。 本研究结果显示，Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小
鼠体重、肝、肝器系数及肾重量明显大于 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 组
小鼠，而肾器系数小于 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 组小鼠，与吕晶晶

等［９］研究结果一致［８］。 ２ 型糖尿病动物模型会出现

胰岛增生肥大的病理改变，糖尿病肾病是典型的糖

尿病并发症，也是造成慢性肾功能衰竭的常见原

因。 本研究发现 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠血清 ＡＳＴ 明显升高。
ＡＳＴ 主要分布在肝细胞浆和肝细胞线粒体中，是反

映肝损伤的一个重要指标，它的升高提示肝细胞损

伤达到了细胞器水平。 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠出现了糖尿病

发展过程中肝、 肾的典型病理改变， 镜下可见

Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠肝细胞出现脂肪变性，肾小球肥大，基
底膜增厚，系膜区增宽，包括系膜细胞和系膜基质

增多等形态学改变。
血糖是评价糖尿病的重要指标，高血糖是由于

对胰岛素作用的抵抗以及胰岛素分泌代偿不足造

成的。 ２ 型糖尿病是一种机体对胰岛素抵抗而引起
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的病变，而胰岛素抵抗常引起脂质代谢异常。 因为

胰岛素有促进脂蛋白分解的作用，当胰岛素抵抗

时，富含甘油三酯的脂蛋白在血中堆积，包括乳糜

微粒、极低密度脂蛋白、中密度脂蛋白等，导致患者

血液中的甘油三酯明显升高，同时，低密度脂蛋白

胆固醇、极低密度脂蛋白胆固醇也会不同程度的升

高。 脂肪代谢紊乱对糖尿病及其并发症的发生有

着重要的作用。 本研究结果显示 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠空腹

血糖明显高于 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠，Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠 ＣＨＯ、ＴＧ、
ＬＤＬ 均明显升高，这与文献报道结果一致［８，１０］。

硫辛酸是由线粒体中硫辛酸合成酶 （ＬＩＡＳ）产
生的强抗氧化剂，可以清除体内多种自由基并能还

原其他抗氧化剂，在体内抗氧化系统调控中发挥重

要作用［１１ － １３］。 由于其在线粒体内生成，可通过抗氧

化而发挥保护线粒体作用，同时参与能量代谢，是
几种线粒体酶如丙酮酸脱氢酶复合酶的辅酶，因而

硫辛酸合成酶对糖尿病及其慢性并发症发挥重要

调控作用［１４］。 本研究利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠肝肾线粒体中 ＬＩＡＳ 蛋白表

达，发现 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠的肝肾线粒体中 ＬＩＡＳ 蛋白表

达量均高于 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠，差异有显著性，表明 ＬＩＡＳ
蛋白在 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ 小鼠和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠中有着不同表

达，其在瘦素受体缺陷导致的糖脂代谢紊乱中可能

发挥调节作用。
综上，瘦素受体缺陷的 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠存在糖脂代

谢紊乱，肝、肾细胞病理损伤；Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠肝、肾线

粒体中 ＬＩＡＳ 蛋白表达明显高于 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠。 提示

对 ＬＩＡＳ 蛋白表达的调控有望成为防治肥胖和糖尿

病的新策略。
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