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杨丹ꎬ 姚衢ꎬ 张晗ꎬ 等. 内脂素通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ 信号通路对糖尿病 ＫＫＡｙ 小鼠骨骼肌糖脂代谢及胰岛素抵抗的影响 [Ｊ].
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨内脂素对糖尿病 ＫＫＡｙ 小鼠骨骼肌糖脂代谢及胰岛素抵抗的影响ꎬ初步分析其通过

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ 途径对糖尿病小鼠骨骼肌组织可能的作用机制ꎮ 方法　 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠随机分为普食

(ＮＤ)组、普食＋内脂素(ＮＤ＋Ｖ)组、高脂(ＨＦＤ)组和高脂＋内脂素(ＨＦＤ＋Ｖ)组ꎬ同周龄雄性 ＫＫＡｙ 小鼠成模后随机

分为糖尿病(ＤＭ)组和糖尿病＋内脂素(ＤＭ＋Ｖ)组ꎬ其中 ＮＤ＋Ｖ 组、ＨＦＤ＋Ｖ 组和 ＤＭ＋Ｖ 组连续 ３ ｄ 腹腔注射内脂素

重组蛋白ꎮ 检测各组小鼠空腹血糖(ＦＢＧ)、餐后血糖(ＰＢＧ)、总胆固醇(ＴＣ)、甘油三酯(ＴＧ)、游离脂肪酸(ＦＦＡ)及
空腹胰岛素(ＦＩｎｓ)ꎬ并进行葡萄糖耐量实验(ＧＴＴ)、胰岛素耐量实验( ＩＴＴ)ꎬ计算曲线下面积(ＡＵＣ)及稳态模型评

估的胰岛素抵抗指数(ＨＯＭＡ￣ＩＲ)ꎻＲＴ￣ｑＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测磷脂酰肌醇 ３ 激酶(ＰＩ３Ｋ)、蛋白激酶 Ｂ(Ａｋｔ)、叉
头框转录因子 １(ＦｏｘＯ１)、丙酮酸脱氢酶激酶 ４(ＰＤＫ４)和磷酸烯醇丙酮酸羧激酶(ＰＥＰＣＫ)等相关分子的表达水

平ꎮ 结果　 分别与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组小鼠的体重、摄食、ＦＢＧ、ＰＢＧ、ＴＣ、ＴＧ、ＦＦＡ、ＦＩｎｓ、ＡＵＣＧＴＴ、ＡＵＣＩＴＴ及

ＨＯＭＡ￣ＩＲ 水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＤＭ 组相比ꎬＤＭ＋Ｖ 组 ＦＢＧ、ＴＣ、ＴＧ、ＡＵＣＧＴＴ、ＡＵＣＩＴＴ及 ＨＯＭＡ￣ＩＲ 水平均显

著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 分别与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ而
ＦｏｘＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＤＭ 组比较ꎬＤＭ＋Ｖ 组ＰＩ３Ｋ 及 Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ 表达均显著增高ꎬＦｏｘＯ１
的 ｍＲＮＡ 表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＮＤ 组比较ꎬＤＭ 组 ＰＩ３Ｋ１１０α、ｐ￣Ａｋｔ 蛋白表达水平显著降低ꎬＦｏｘＯ１、ｐ￣ＦｏｘＯ１ 和

ＰＤＫ４ 的蛋白表达水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬＤＭ 组的 ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ＦｏｘＯ１ 的蛋白表达水平均显著降低ꎬ
ＦｏｘＯ１、ＰＤＫ４ 和 ＰＥＰＣＫ 的蛋白表达水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＤＭ 组比较ꎬＤＭ＋Ｖ 组中 ＰＩ３Ｋ１１０α、ｐ￣Ａｋｔ 及 ｐ￣ＦｏｘＯ１
的蛋白表达均显著增高ꎬ而 ＦｏｘＯ１、ＰＤＫ４ 和 ＰＥＰＣＫ 的蛋白表达水平均显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 内脂素可能通过

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ 途径下调糖尿病小鼠骨骼肌 ＰＤＫ４ 的表达ꎬ发挥改善糖脂代谢和胰岛素抵抗的作用ꎮ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｖｉｓｆａｔｉｎ ｏｎ ｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ＫＫＡｙ ｍｉｃｅꎬ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１
ｐａｔｈｗａｙ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｅｉｇｈｔ￣ｗｅｅｋ￣ｏｌｄ ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｎｏｒｍａｌ ｄｉｅｔ (ＮＤ) ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｎｏｒｍａｌ
ｄｉｅｔ＋Ｖｉｓｆａｔｉｎ (ＮＤ＋Ｖ) ｇｒｏｕｐꎬ ａ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ (ＨＦＤ) ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ａ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ＋Ｖｉｓｆａｔｉｎ (ＨＦＤ＋Ｖ) ｇｒｏｕｐ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ
ｇｅｎｅｒａｔｅｄꎬ ｍａｌｅ ＫＫＡｙ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｇｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ (ＤＭ) ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ ＋ Ｖｉｓｆａｔｉｎ (ＤＭ＋Ｖ) ｇｒｏｕｐ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｔｈｅ ＮＤ＋Ｖꎬ ＨＦＤ＋Ｖ ａｎｄ ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｖｉｓｆａｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｒ ３ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ. Ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＦＢＧ)ꎬ ｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ(ＰＢＧ)ꎬ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ (ＴＣ)ꎬ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ (ＴＧ)ꎬ ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ(ＦＦＡ) ａｎｄ ｆａｓｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ(ＦＩｎｓ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ.
Ｔｈｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ (ＧＴＴ) ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ (ＩＴＴ) ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄꎻ ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ (ＡＵＣ)
ａｎｄ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｆｏｒ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ (ＨＯＭＡ￣ＩＲ) ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ. Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ (ＰＩ３Ｋ)ꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ (Ａｋｔ)ꎬ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １ (ＦｏｘＯ１)ꎬ ｐｙｒｕｖａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ４ (ＰＤＫ４)ꎬ ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ (ＰＥＰＣＫ) ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＤ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅꎬ
ＦＢＧꎬ ＰＢＧꎬ ＴＣꎬ ＴＧꎬ ＦＦＡꎬ ＦＩｎｓꎬ ＡＵＣＧＴＴꎬ ＡＵＣＩＴＴ ａｎｄ ＨＯＭＡ￣ＩＲ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<
０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ＦＢＧꎬ ＴＣꎬ ＴＧꎬ ＡＵＣＧＴＴꎬ ＡＵＣＩＴＴꎬ ａｎｄ ＨＯＭＡ￣ＩＲ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＤ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐ１３Ｋ ａｎｄ Ａｋｔ ｉｎ ｔｈｅ
ＤＭ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｏｘＯ１ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５).
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ Ｐ１３Ｋ ａｎｄ Ａｋｔ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０１). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ＰＩ３Ｋ１１０α ａｎｄ ｐ￣Ａｋｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ＤＭ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｏｘＯ１ꎬ ｐ￣ＦｏｘＯ１ ａｎｄ ＰＤＫ４ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｐ￣ＦｏｘＯ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｏｘＯ１ꎬ ＰＤＫ４
ａｎｄ ＰＥＰＣＫ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｗｈｉｌｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ＰＩ３Ｋ１１０αꎬ ｐ￣Ａｋｔ ａｎｄ ｐ￣ＦｏｘＯ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦｏｘＯ１ꎬ ＰＤＫ４ ａｎｄ ＰＥＰＣＫ ｗｅｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０􀆰 ０５).
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｖｉｓｆａｔｉｎ ｍａｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ ＰＤＫ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｉｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
ＦｏｘＯ１ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｈａｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｇｌｕｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｖｉｓｆａｔｉｎꎻ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ꎻ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎻ ＫＫＡｙ ｍｉｃｅ

　 　 内脂素(Ｖｉｓｆａｔｉｎ)是一种主要表达于内脏脂肪

组织和(或)巨噬细胞的脂肪因子[１]ꎬ可增加骨骼肌

细胞中葡萄糖的转运ꎬ促进葡萄糖摄取[２]ꎮ 研究表

明 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 在葡萄糖代谢和胰岛素敏感性方面发挥

作用ꎬ 可能参与了 ２ 型糖尿病 ( ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬ Ｔ２ＤＭ)、胰岛素抵抗 ( ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ
ＩＲ)、肥胖、代谢综合征和多囊卵巢综合征等疾病的

发生发展[３－５]ꎮ 叉头框转录因子 １ ( ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １ꎬ ＦｏｘＯ１)在骨骼肌中高表达ꎬ当
蛋白激酶 Ｂ(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂꎬ ＰＫＢ / Ａｋｔ)磷酸化后ꎬ
ＦｏｘＯ１ 的乙酰化以及泛素化等其他翻译后修饰与磷

酸化相互作用ꎬ从而影响其转录[６]ꎮ 丙酮酸脱氢酶

激酶 ４( ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ４ꎬ ＰＤＫ４)是

ＦｏｘＯ１ 的下游靶基因ꎬ能够调控糖酵解和糖异生途

径ꎮ 研究证实 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 可通过调控 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号途

径下游分子糖原合成酶激酶 ３β 和葡萄糖转运体 ４
的活性而促进细胞对葡萄糖的摄取ꎬ改善糖脂代谢

和 ＩＲ[７－８]ꎬ但 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 是否能作用于 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 下游

ＦｏｘＯ１ / ＰＤＫ４ 通路而在糖脂代谢及 ＩＲ 中发挥作用ꎬ
目前鲜有报道ꎮ 因此ꎬ本研究拟探讨 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 在

ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１ 信号通路中对糖脂代谢及胰岛素

敏感性的影响ꎬ旨在为防治糖尿病及 ＩＲ 相关疾病提

供新的研究思路ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 １０ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＫＫＡｙ 小鼠ꎬ体重为

３０􀆰 ０ ｇ 左右ꎬ２０ 只同周龄 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小
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鼠ꎬ体重为(２０􀆰 ０±２􀆰 ０)ｇꎬ连同高脂饲料均购于北京

华阜康有限公司[ＳＣＸＫ(京)２０１９￣０００８]ꎬ普通饲料

由重庆腾鑫公司提供ꎬ喂养于重庆医科大学实验动

物中心[ＳＹＸＫ(渝)２０１８￣０００３]ꎬ给予充足饲料和自

由饮水ꎬ环境温度(２３±２)℃ꎬ湿度 ４０％ ~ ６０％ꎬ控制

光照时间 ８:００~ ２０:００ꎮ 动物实验经遵义医科大学

附属医院动物实验伦理委员会审核批准 (ＫＬＬＹ￣
２０１８￣０７５)ꎬ并严格遵循实验动物使用的 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 重组蛋白(以色列 ＰＲＯＳＰＥＣ 公司)ꎻ蛋
白浓度测定试剂盒、蛋白裂解液及磷酸酶抑制剂

(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ脱脂奶粉、兔抗 ＰＩ３Ｋ１１０α 抗

体、兔抗 Ａｋｔ 抗体、兔抗 ｐ￣Ａｋｔ( Ｓｅｒ４７３)抗体、兔抗

ＦｏｘＯ１ 抗体、兔抗 ｐ￣ＦｏｘＯ１ ( Ｓｅｒ２５６) 抗体及兔抗

ＧＡＰＤＨ 抗体(美国 ＣＳＴ 公司)ꎻ兔抗 ＰＤＫ４ 抗体、兔
抗 Ｇ６Ｐａｓｅ 抗体及兔抗 ＰＥＰＣＫ 抗体(美国 ａｂｃａｍ 公

司)ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液(５×)及 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
凝胶配制试剂盒(江苏碧云天生物公司)ꎻ诺和灵 Ｒ
(丹麦诺和诺德)ꎻＤＥＰＣ 水(生工生物工程(上海)
股份有限公司)ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻｃＤＮＡ
逆转录试剂盒和 ２ ×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
(美国 Ｂｉｍａｋｅ 公司)ꎻ戊巴比妥钠(美国 Ｓｉｇｍａ 公

司)和胰岛素试剂盒 (江苏博深生物科技有限公

司)ꎻ胶成像系统(德国 Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ 公司)ꎻ电泳槽

及转移槽(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司)ꎻ核酸蛋白浓度测

定仪(杭州 ＡＬＬＳＨＥＮＧ 公司)ꎻ雅培血糖仪及配套试

纸 ( 英 国 Ａｂｂｏｔｔ 公 司 )ꎻ 全 自 动 生 化 仪 ( 日 本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 造模及分组　
　 　 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠按照随机数字表分为普通饲料

组和高脂饲料组ꎬ喂养 ８ 周后ꎬＣ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠普通

饲料组随机分为普食(ＮＤ)组和普食＋内脂素(ＮＤ＋
Ｖ)组ꎬ高脂饲料组随机分为高脂(ＨＦＤ)组和高脂＋
内脂素(ＨＦＤ＋Ｖ)组ꎻＫＫＡｙ 小鼠给予高脂饲料喂养

８ 周后ꎬ连续 ２ 次空腹血糖(ＦＢＧ)≥１３􀆰 ９ ｍｍｏｌ / Ｌ 定

义为糖尿病模型[９]ꎬ成模后的 ＫＫＡｙ 小鼠随机分为

糖尿病(ＤＭ)组和糖尿病＋内脂素(ＤＭ＋Ｖ)组ꎻＮＤ＋
Ｖ 组、ＨＦＤ＋Ｖ 组和 ＤＭ＋Ｖ 组连续 ３ ｄ 腹腔注射重组

内脂素蛋白(６ μｇ / ｋｇ) [８]ꎬ其余各组腹腔注射等量

生理盐水ꎬ并于注射前后测定相关指标(ｎ＝ ５)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 葡萄糖耐量实验(ＧＴＴ)和胰岛素耐量实验

(ＩＴＴ)
　 　 ＧＴＴ:将小鼠禁食 １２ ｈꎬ测定 ＦＢＧ 后腹腔注射

２ ｇ / ｋｇ的 ２０％葡萄糖溶液ꎬ于注射后 １５、３０、６０、９０、
１２０ 和 １８０ ｍｉｎ 尾静脉取血测血糖ꎬ并计算 ＧＴＴ 曲

线下面积(ＡＵＣＧＴＴ) [１０]ꎮ ＧＴＴ 实验结束间隔 １ 周后

行 ＩＴＴ:将小鼠禁食 ６ ｈꎬ然后腹腔注射 ０􀆰 ７５ Ｕ / ｋｇ 的

０􀆰 １ Ｕ / ｍＬ 胰岛素溶液后ꎬ测定 ６ 个时间点(０、１５、
３０、６０、９０ 和 １２０ ｍｉｎ)血糖水平并计算 ＡＵＣＩＴＴ

[１１]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 标本的采集　
　 　 小鼠禁食后按 ５０ ｍｇ / ｋｇ 体重腹腔注射戊巴比

妥钠溶液麻醉ꎬ取血ꎬ室内静置 ３０ ｍｉｎꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎꎬ移液器吸取上清于 ＥＰ 管中ꎬ－８０℃超

低温冰箱保存ꎮ 打开胸腹腔ꎬ用预冷的生理盐水心

脏灌注ꎬ直至肝变白为止ꎬ游离后肢骨骼肌组织ꎬ生
理盐水洗净ꎬ滤纸吸干后存放于冻存管ꎬ于液氮中

保存ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 基础指标的测定　
　 　 每周定期测定各组小鼠体重和摄食ꎻ采用血糖

仪测定 ＦＢＧ(禁食 ６ ｈ)和餐后血糖(ＰＢＧ)ꎻ采用全

自动生化仪检测小鼠血清中的甘油三酯(ＴＧ)、总胆

固醇(ＴＣ)以及游离脂肪酸(ＦＦＡ)ꎻ采用酶联免疫吸

附实验测定小鼠空腹血清胰岛素(ＦＩｎｓ)ꎻ并计算稳

态模型评估胰岛素抵抗指数(ＨＯＭＡ￣ＩＲ)ꎬ公式为

(ＦＢＧ×ＦＩｎｓ) / ２２􀆰 ５ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应　
　 　 用 ＴＲＩｚｏｌ 提取骨骼肌组织总 ＲＮＡꎬ逆转录合成

ｃＤＮＡꎬＳＹＢＲ￣Ｇｒｅｅｎ 荧光染料 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测骨骼肌

组 织 的 ｍＲＮＡ 表 达ꎮ ＰＩ３Ｋ 上 游 引 物 ５ ’￣
ＣＣＣＡＴＧＧＧＡＣＡＡＣＡＴＴＣＣＡＡ￣３ ’ꎬ 下 游 引 物 ５ ’￣
ＣＡＴＧＧ ＣＧＡＣＡＡＧＣＴＣＧＧＴＡ￣３’ꎻＡｋｔ 上游引物 ５’￣
ＴＣＡＧＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣＡＧＣＧＡＧＡ￣３’ꎬ 下 游 引 物 ５ ’￣
ＣＴＧＣＡＧＧＣＡＧＣＧＧＡＴＧＡＴＡＡ￣３’ꎻ ＦｏｘＯ１ 上游引物

５’￣ＡＧＡＧＴＴＡＧＴＧＡＧＣＡＧＧＣＴＡＣＡＴ￣３’ꎬ 下游引 物

５’￣ＣＣＧＣＴＧＴＴＧＣＣＡＡＧＴＣＴＧＡ￣３’ꎻβ￣ａｃｔｉｎ上游引物

５’￣ＧＧＴＧＧＧＡＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧ￣３’ꎬ下游引物 ５’￣
ＡＧＧＴＣＴＣＡＡＡＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴ￣３’ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　
　 　 各组取适量骨骼肌组织置于冰上的匀浆器中ꎬ
加入蛋白裂解液和蛋白磷酸酶抑制剂(１００ ∶１)充分

研磨ꎬ直至乳糜状后转移到 ＥＰ 管中ꎬ每隔 ５ ｍｉｎ 振

荡 １ 次ꎬ共 ３０ ｍｉｎꎬ４℃离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取上清测定总

蛋白浓度ꎮ 另取上清与 ５×ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白上样缓

冲液混合后沸水变性 ５ ｍｉｎꎬ按照每孔４０ μｇ蛋白上

样进行电泳分离ꎬ转膜ꎬ５％ 脱脂奶粉封闭ꎬ一抗(浓
度为 １ ∶１０００~１ ∶２０００)４℃孵育摇床过夜ꎬＴＢＳＴ 溶液
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洗膜 ３ 次ꎬ加入二抗(浓度为１ ∶１００００)室温孵育１ ｈꎬ
洗膜后用 ＥＣＬ 曝光显影ꎬＶｉｓｉｏｎＷｏｒｋｓ 软件进行分析

条带的灰度值ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法　
　 　 所有数据用平均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ用 ＳＰＳＳ
２５􀆰 ０ 软 件 进 行 分 析ꎬ 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 和

Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ 软件进行作图ꎮ 多组间比较用单因素方

差分析ꎬ两组间比较方差齐时用 ＬＳＤ 检验ꎬ方差不

齐时用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 造模 ８ 周后各组小鼠的体重、摄食和血糖

　 　 在喂养 ８ 周后ꎬ与 ＮＤ 组比较ꎬＨＦＤ 组和 ＤＭ 组

小鼠体重显著增高ꎬＤＭ 组小鼠的摄食显著增高ꎻ与
ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组小鼠体重和摄食均显著增高

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组的 ＦＢＧ
和 ＰＢＧ 显著增高(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 见表 １ꎮ
２􀆰 ２　 干预后各组小鼠的相关指标

２􀆰 ２􀆰 １　 血清生化指标

　 　 与 ＮＤ 组比较ꎬＨＦＤ 组小鼠 ＴＣ 和 ＦＦＡ 水平显

　 　 　表 １　 喂养 ８ 周后三组小鼠的体重、摄食及血糖(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ

ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ８ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｆｅｅｄｅｄ
指标
Ｉｎｄｅｘ

普食组
ＮＤ ｇｒｏｕｐ

高脂组
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ

糖尿病组
ＤＭ ｇｒｏｕｐ

体重(ｇ)
Ｂｏｄｙ ｗｉｇｈｔ ２４􀆰 ９０±０􀆰 ８７ ３０􀆰 ５７±１􀆰 １１ａ ４１􀆰 １２±１􀆰 ５８ｂｃ

摄食(ｇ / ｄ)
Ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ２􀆰 ５１±０􀆰 ２７ ２􀆰 ２２±０􀆰 １７ ７􀆰 ０５±０􀆰 ３６ｂｃ

空腹血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＦＢＧ ５􀆰 ７６±０􀆰 ９２ ７􀆰 ６０±１􀆰 ０３ ２５􀆰 ６８±６􀆰 ４１ｂｃ

餐后血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＰＢＧ ７􀆰 ６０±０􀆰 ８８ ９􀆰 ０２±０􀆰 ７３ ３１􀆰 １６±４􀆰 ２８ｂｃ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０１ꎬｂＰ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ< ０􀆰 ０１ꎬｂ Ｐ< ０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ００１.

表 ２　 六组小鼠血清生化指标(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｒｕｍ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ

指标
Ｉｎｄｅｘ

普食组
ＮＤ ｇｒｏｕｐ

普食＋内脂素组
ＮＤ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

高脂组
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ

高脂＋内脂素组
ＨＦＤ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

糖尿病组
ＤＭ ｇｒｏｕｐ

糖尿病＋内脂素组
ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

空腹血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)ＦＢＧ ６􀆰 ４２±０􀆰 ６２ ６􀆰 ４７±０􀆰 ６５ ９􀆰 ３６±０􀆰 １６ ７􀆰 ５９±１􀆰 １０ １８􀆰 ７０±３􀆰 １８ａｃ １２􀆰 ６３±７􀆰 ０６ｄ

总胆固醇(ｍｍｏｌ / Ｌ)ＴＣ １􀆰 ６３±０􀆰 ４５ １􀆰 ４１±０􀆰 ０８ ３􀆰 ２９±０􀆰 ５１ｂ ３􀆰 ２０±０􀆰 ３６ ７􀆰 １９±０􀆰 ４７ｂｃ ４􀆰 ７８±０􀆰 ６３ｅ

甘油三酯(ｍｍｏｌ / Ｌ)ＴＧ ０􀆰 ６２±０􀆰 ２９ ０􀆰 ５２±０􀆰 １３ ０􀆰 ４０±０􀆰 １３ ０􀆰 ４０±０􀆰 ２５ ２􀆰 ３１±０􀆰 ３０ｂｃ １􀆰 ６５±０􀆰 ３１ｅ

游离脂肪酸(ｍｍｏｌ / Ｌ)ＦＦＡ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０１ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０４ ０􀆰 ４６±０􀆰 １４ｂ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０８ｂｃ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０２

空腹胰岛(ｍＵ / Ｌ)ＦＩｎｓ ７􀆰 ６８±１􀆰 ４２ ７􀆰 １７±０􀆰 ２４ ９􀆰 ２９±０􀆰 ４８ １０􀆰 ６０±０􀆰 ６２ １５􀆰 ３８±０􀆰 ７４ｂｃ １４􀆰 ７１±３􀆰 ８７

胰岛素抵抗指数 ＨＯＭＡ￣ＩＲ ２􀆰 １６±０􀆰 １８ ２􀆰 ０６±０􀆰 １３ ３􀆰 ８７±０􀆰 １５ ３􀆰 ５６±０􀆰 ３６ １２􀆰 ７８±２􀆰 ２４ｂｃ ７􀆰 ４７±１􀆰 ９５ｅ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ０１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬｄＰ<０􀆰 ０５ꎬｅＰ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ｄＰ<０􀆰 ０５ꎬ ｅＰ<０􀆰 ０１.

著增高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬ与 ＮＤ
组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 小鼠 ＦＢＧ、ＦＩｎｓ、ＴＣ、ＴＧ、ＦＦＡ
和 ＨＯＭＡ￣ＩＲ 水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＤＭ 组

相比ꎬＤＭ＋Ｖ 组的 ＦＢＧ、ＴＣ、ＴＧ 和 ＨＯＭＡ￣ＩＲ 显著降

低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见表 ２ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 葡萄糖耐量实验和胰岛素耐量实验

　 　 在 ＧＴＴ 实验中ꎬ注射葡萄糖后 １５ ｍｉｎ 时ꎬＮＤ
组、ＮＤ＋Ｖ 组、ＨＦＤ 组和 ＨＦＤ＋Ｖ 组的血糖浓度均上

升到最大值ꎬ之后开始下降直到 １８０ ｍｉｎ 时血糖浓

度恢复到注射前左右ꎻ而 ＤＭ 组小鼠在注射后 ９０
ｍｉｎ 时血糖才达到峰值ꎬ之后开始下降ꎻＤＭ＋Ｖ 组在

ｔ ＝ ３０ ｍｉｎ 时血糖升高到峰值ꎬ在 ｔ ＝ １８０ ｍｉｎ 血糖回

归到 ０ 点左右ꎮ 与 ＮＤ 组比较ꎬＨＦＤ 组和 ＤＭ 组

ＡＵＣＧＴＴ显著增高(Ｐ<０􀆰 ０１ 或 ０􀆰 ００１)ꎻ与 ＨＦＤ 组比

较ꎬＤＭ 组 ＡＵＣＧＴＴ 显著增高(Ｐ< ０􀆰 ００１)ꎻ与 ＤＭ 相

比ꎬＤＭ＋Ｖ 组 ＡＵＣＧＴＴ显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 见图 １ꎮ
ＩＴＴ 实验中ꎬＮＤ 组、ＮＤ＋Ｖ 组、ＨＦＤ 组、ＨＦＤ＋Ｖ

组和 ＤＭ＋Ｖ 组的血糖均在 １５ ~ ６０ ｍｉｎ 时降至最低

点ꎬ而 ＤＭ 组血糖先升高后下降ꎬ６０ ｍｉｎ 时降至最

低ꎮ 分别与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组 ＡＵＣＩＴＴ均

显著增高 ( Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎻ和 ＤＭ 组相比ꎬＤＭ ＋Ｖ 组

ＡＵＣＩＴＴ显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 见图 ２ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 及 ＦｏｘＯ１ 的 ｍＲＮＡ
表达

　 　 分别与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ
的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著降低 ( Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎬ而

ＦｏｘＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与
ＮＤ 组相比ꎬＮＤ＋Ｖ 组 ＦｏｘＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达显著降

低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＨＦＤ 组比较ꎬＮＤ 组 Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ
表达组显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＤＭ 组比较ꎬＤＭ＋Ｖ
组 ＰＩ３Ｋ 及 Ａｋｔ 的 ｍＲＮＡ 表达均显著增高ꎬＦｏｘＯ１ 的

ｍＲＮＡ 表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 见表 ３ꎮ

９１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



２􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路及

其下游相关分子的蛋白表达

注:与 ＮＤ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 葡萄糖耐量实验和曲线下面积

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ａｎｄ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ

图 ２　 胰岛素耐量实验和曲线下面积

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｎｓｕｌｉｎ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ ａｎｄ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ

表 ３　 各组小鼠骨骼肌 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 和 ＦｏｘＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达(􀭰ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＩ３Ｋꎬ Ａｋｔ ａｎｄ ＦｏｘＯ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ａｍｏｎｇ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

基因
Ｇｅｎｅｓ

普食组
ＮＤ ｇｒｏｕｐ

普食＋内脂素组
ＮＤ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

高脂组
ＨＦＤ ｇｒｏｕｐ

高脂＋内脂素组
ＨＦＤ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

糖尿病组
ＤＭ ｇｒｏｕｐ

糖尿病＋内脂素组
ＤＭ＋Ｖ ｇｒｏｕｐ

ＰＩ３Ｋ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ １􀆰 ０９±０􀆰 ０５ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０９ ０􀆰 ９５±０􀆰 １５ ０􀆰 ４８±０􀆰 １１ｂｅ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０４ｆ

Ａｋｔ １􀆰 ００±０􀆰 １１ １􀆰 １６±０􀆰 １４ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０８ａ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０７ｃ ０􀆰 ３３±０􀆰 １０ｂｅ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０５ｈ

ＦｏｘＯ１ ０􀆰 ５３±０􀆰 １４ ０􀆰 ３２±０􀆰 １６ａ ０􀆰 ４３±０􀆰 １２ ０􀆰 ４１±０􀆰 １４ ０􀆰 ７２±０􀆰 １６ａｄ ０􀆰 ２６±０􀆰 １０ｈ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬａＰ<０􀆰 ０５ꎬｂＰ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬｃＰ<０􀆰 ０５ꎬｄＰ<０􀆰 ０１ꎬｅＰ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬｆＰ<０􀆰 ０１ꎬｈＰ<０􀆰 ００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ａＰ<０􀆰 ０５ꎬ ｂＰ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ｃＰ<０􀆰 ０５ꎬ ｄＰ<０􀆰 ０１ꎬ ｅＰ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ｆＰ<
０􀆰 ０１ꎬ ｈＰ<０􀆰 ００１.

与 ＮＤ 组比较ꎬＤＭ 组 ＰＩ３Ｋ１１０α、ｐ￣Ａｋｔ 蛋白表达

水平显著降低ꎬＦｏｘＯ１、ｐ￣ＦｏｘＯ１ 和 ＰＤＫ４ 的蛋白表

达水平均显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＮＤ 组比较ꎬＨＦＤ
组 ＦｏｘＯ１ 的蛋白表达显著降低ꎬ而 ｐ￣ＦｏｘＯ１ 的蛋白

表达显著增高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＮＤ＋Ｖ 组 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达

水平较 ＮＤ 组显著降低(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 与 ＨＦＤ 组相

比ꎬＤＭ 组的 ｐ￣Ａｋｔ、ｐ￣ＦｏｘＯ１ 的蛋白表达水平均显著

降低ꎬＦｏｘＯ１、ＰＤＫ４ 和 ＰＥＰＣＫ 的蛋白表达水平均显

著增高 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＤＭ 组比较ꎬ ＤＭ ＋ Ｖ 组中

ＰＩ３Ｋ１１０α、ｐ￣Ａｋｔ 及 ｐ￣ＦｏｘＯ１ 的蛋白表达均显著增高ꎬ
而 ＦｏｘＯ１、ＰＤＫ４ 和 ＰＥＰＣＫ 的蛋白表达水平均显著

降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ３~６ꎮ
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注:与 ＮＤ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 各组小鼠骨骼肌组织 ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ 的活性蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｃｔｉｖｅ ｐｎｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ Ａｋｔ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ４　 各组小鼠骨骼肌组织 ＦｏｘＯ１ 的蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ
∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦｏｘＯ１ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:与 ＮＤ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎮ

图 ５　 各组小鼠骨骼肌组织 ＰＤＫ４ 的蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＤＫ４ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注:与 ＨＦＤ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 各组小鼠骨骼肌组织 Ｇ６Ｐａｓｅ 和 ＰＥＰＣＫ 的蛋白表达

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＤＭ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｇ６Ｐａｓｅ ａｎｄ ＰＥＰＣＫ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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３　 讨论

　 　 Ｔ２ＤＭ 是一种多基因遗传的慢性代谢紊乱综合

征ꎬ主要以糖脂代谢紊乱和胰岛素作用受损、同时

靶细胞或靶器官对胰岛素刺激的反应能力减弱为

特征[１２－１３]ꎮ 近年来研究发现 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 可作用于胰岛

素受体ꎬ使胰岛素受体底物酪氨酸磷酸化以激活下

游 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 等信号通路ꎬ具有与胰岛素类似的功

能[１４]ꎮ 前期研究也发现 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 可以通过ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ
信号途径上调其下游糖原合成酶激酶 ３β 和葡萄糖

转运体 ４ 的活性ꎬ下调 ＦｏｘＯ１ 的表达ꎬ增加 Ｌ６ 骨骼

肌细胞和 ＫＫＡｙ 小鼠骨骼肌组织对葡萄糖的摄取ꎬ
改善 ＩＲ[７－８ꎬ１５]ꎬ并且 ＦｏｘＯ１ 与 ＦＢＧ、ＴＧ 和 ＨＯＭＡ￣ＩＲ
呈正性相关[１６]ꎮ

骨骼肌是调节糖脂代谢的关键外周组织ꎬ
Ｖｉｓｆａｔｉｎ 还可影响骨骼肌的胰岛素敏感性ꎬ维持葡萄

糖稳态[４]ꎮ 临床研究表明 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 血浆浓度与人体

内脏脂肪量密切相关ꎬ在肥胖和 Ｔ２ＤＭ 人群中

Ｖｉｓｆａｔｉｎ 浓度明显升高ꎬ提示其可能参与肥胖相关的

ＩＲ 和糖尿病的发生[１７]ꎮ ＦｏｘＯ１ 是能量稳态的关键

转录因子ꎬ能直接上调骨骼肌组织 ＰＤＫ４ 的表达ꎬ减
少葡萄糖的利用[１８－１９]ꎬ本实验中 ＫＫＡｙ 糖尿病小鼠

的体重、摄食和血糖显著增高ꎬ出现典型的糖代谢

紊乱特征[２０]ꎬ分别与 ＮＤ 组和 ＨＦＤ 组比较ꎬＤＭ 组

ＦＢＧ、ＴＣ、ＴＧ、ＦＦＡ、ＦＩｎｓ、ＡＵＣＧＴＴ、ＡＵＣＩＴＴ及 ＨＯＭＡ￣ＩＲ
水平均显著增高ꎬＨＦＤ 组小鼠 ＴＣ 和 ＦＦＡ 水平较 ＮＤ
组均显著增高ꎬ而注射 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 重组蛋白后ꎬＤＭ＋Ｖ
组的 ＦＢＧ、ＴＣ、ＴＧ、ＨＯＭＡ￣ＩＲ、ＡＵＣＧＴＴ和 ＡＵＣＩＴＴ水平

显著降低ꎬ提示 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 可改善糖尿病小鼠的胰岛素

敏感性及糖脂代谢ꎮ 糖尿病小鼠骨骼肌 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ
的基因及蛋白活性表达较 ＮＤ 和 ＨＦＤ 组显著降低ꎬ
而 ＦｏｘＯ１ 及 ＰＤＫ４ 的基因和蛋白表达水平较 ＮＤ 组

和 ＨＦＤ 组均明显增高ꎻ注射内脂素后 ＤＭ 组骨骼肌

ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 的基因和蛋白活性表达均显著增高ꎬ而
ＦｏｘＯ１ 及 ＰＤＫ４ 基因和蛋白表达水平均显著降低ꎮ
本实验证实 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 下调了骨骼肌 ＦｏｘＯ１ 和 ＰＤＫ４
的表达ꎬ但 ＨＦＤ 组及 ＤＭ＋Ｖ 组 ＦｏｘＯ１ 与ｐ￣ＦｏｘＯ１蛋
白水平表达结果不一致ꎬ我们推测:(１)ＦｏｘＯ１ 不仅

由磷酸化修饰ꎬ可能还与泛素化及乙酰化等其他蛋

白翻译后修饰作用有关ꎬ从而影响 ＦｏｘＯ１ 的表达ꎻ
(２)ＦｏｘＯ１ 包含三个由 Ａｋｔ 控制的磷酸化位点ꎬ即
Ｔｈｒ２４、 Ｓｅｒ２５６ 和 Ｓｅｒ３１９ꎬ 而 本 实 验 中 只 检 测 了

ＦｏｘＯ１ 蛋白磷酸化位点其中之一ꎬ不能完全代表

ｐ￣ＦｏｘＯ１蛋白水平的表达ꎮ
ＦｏｘＯ１ 可诱导其下游靶点 ＰＤＫ４ 的转录激活ꎬ

同时ꎬＰＤＫ４ 可使丙酮酸脱氢酶复合物磷酸化失活ꎬ
减少丙酮酸进入三羧酸循环ꎬ从而调节糖异生和糖

酵解途径ꎬ而葡萄糖￣６￣磷酸酶(Ｇ６Ｐａｓｅ)和磷酸烯醇

丙酮酸羧激酶 ( ＰＥＰＣＫ) 是催化糖异生的关键

酶[１９ꎬ２１]ꎮ 研究发现通过诱导 ＰＤＫ 基因ꎬ过氧化物

酶体增殖物激活受体 γ 激活因子 １α 将促进丙酮酸

代谢为乙酰辅酶 Ａꎬ进入糖异生途径ꎻ相反ꎬ抑制

ＰＤＫ４ 基因后ꎬ可降低血糖、改善 ＩＲ[２２]ꎮ 在肥胖小

鼠和 ＩＲ 的肝细胞中 ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐａｓｅ 表达明显增

加ꎬ而抑制 ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐａｓｅ 的表达可通过减少肝

糖异生从而逆转 ＩＲ[２３－２４]ꎮ 本实验中 ＤＭ＋Ｖ 组小鼠

骨骼肌中 ＰＥＰＣＫ 蛋白表达明显低于 ＤＭ 组小鼠ꎬ与
上述研究结果一致ꎬ但 Ｇ６Ｐａｓｅ 蛋白表达无明显差

异ꎬ可能是实验中注射 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 的时间较短所致ꎮ 因

此ꎬ进一步构建 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 过表达腺相关病毒载体ꎬ拟
研究长时间持续作用的 Ｖｉｓｆａｔｉｎ 对糖脂代谢相关分

子基因和蛋白表达的影响ꎬ有待于更进一步证实

Ｖｉｓｆａｔｉｎ 在糖尿病及 ＩＲ 中的作用ꎮ
总之ꎬ在 ＫＫＡｙ 糖尿病小鼠骨骼肌组织中ꎬ

Ｖｉｓｆａｔｉｎ 可能通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 途径下调 ＦｏｘＯ１、ＰＤＫ４
的表达ꎬ发挥改善糖脂代谢和 ＩＲ 的作用ꎮ 本研究也

存在一定的局限性ꎬ后续将继续完成过表达腺相关

病毒实验ꎬ同时用腺相关病毒干扰 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＦｏｘＯ１
信号通路后观察 ＦｏｘＯ１ 及其下游分子的表达变化ꎬ
以期为糖尿病和 ＩＲ 防治提供潜在的视点ꎮ
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