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&&!摘&要"&目的&研究宫内生长受限$[WdK% 成年子鼠肝脏中受体后胰岛素信号传导通路分子的表达变化&

探讨[WdK个体发生 # 型糖尿病的分子机制' 方法&通过低蛋白饮食法建立大鼠[WdK模型&采用g.D-.4* R6,-检

测雄性子鼠$: 周%基础状态下肝脏中胰岛素受体底物$[Kc%#)磷酸肌醇P"P激酶$1[P"h%)糖原合成酶激酶$dch%

"

(

的蛋白表达水平&以及胰岛素刺激后蛋白激酶a$1ha%的磷酸化水平变化' 结果&基础状态下&[WdK成年子鼠

肝脏[KcP# 的蛋白表达与正常对照差异无显著性&1[P"h的催化亚单位 0!!$ 的蛋白表达比对照组明显降低#而

dchP"

(

蛋白含量比对照组明显增加&差异均有显著性$!C$7$!%' 基础状态和胰岛素刺激状态下&[WdK组肝脏

1ha和磷酸化的1haPc.4@A" 表达水平都明显低于对照组$!C$7$!%&胰岛素刺激后&对照组肝脏磷酸化的 1haP

c.4@A"表达明显增加&是基础状态的 !:#H$!C$7$!%&而 [WdK组肝脏磷酸化的 1haPc.4@A" 的增加幅度较小&仅

是基础状态的 !#"H$!C$7$=%' 结论& 宫内蛋白营养不良造成的[WdK鼠机体胰岛素抵抗的发生可能与肝脏中

1[P"h和其下游靶蛋白1ha的表达和活性降低&以及dchP"

(

的表达增高有关'
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Q6F+I2C43+P6&H+@D& L/63D23: !!$$$@& $/+32 $-+L,1& (A2+C* C+HTLIA.#/=I9A%

&&;<1.*-4.* =<>+4.0?+&T,2.-.4/)*.-(./,6.EO634/.E(3*)D/D6)*S)*?)*-43O-.4)*.?4,G-( 4.D-4)E-),* $[WdK% -,

32O6--M0.# 2)3R.-.D/.66)-OD& -(..FF.E-,F[WdK,* -(.(.03-)E0,D-P4.E.0-,4)*DO6)*PD)?*36)*?03-(G3MG3D)*Q.D-)?3-.2 )*

-(.32O6-,FFD04)*?7@+.75A1&T(.[WdK/,2.6G3D04.034.2 RM/3-.4*3604,-.)*P/36*O-4)-),*7g.D-.4* R6,--)*?3*36MD)D

G3DO*2.4-3S.* -,3DD.DD(.03-)E.N04.DD),* ,F)*DO6)* 4.E.0-,4DORD-43-.$[KcP#%& 0(,D0(,)*,D)-,6"PS)*3D.$1[P"h%&

04,-.)* S)*3D.a$1ha%& 0(,D0(,4M63-.2 1haPc.4@A" 3*2 ?6ME,?.* DM*-(3D.S)*3D.$dch% " )* :PG..SP,62 /36.[WdK

43-D7B+1C/.1&T(.R3D366.Q.6D,F1[P"h04,-.)* 2.E4.3D.2 )* [WdK43-DE,/034.2 G)-( *,4/36E,*-4,6D$!C$7$!%&

G(.4.3DdchP"

(

04,-.)* 6.Q.6D)?*)F)E3*-6M)*E4.3D.2 )* [WdK43-D$!C$7$!%7a,-( 1ha3*2 0(,D0(,4M63-.2 1haPc.4@A"

04,-.)* 6.Q.6DD)?*)F)E3*-6M2.E4.3D.2 )* -(.6)Q.4,F[WdK43-DE,/034.2 G)-( *,4/36E,*-4,6D$!C$7$!%%7<F-.4)*DO6)*

32/)*)D-43-),*& 0(,D0(,4M63-.2 1haPc.4@A" D)?*)F)E3*-6M)*E4.3D.2 -,!:#H ,FR3D366.Q.6)* E,*-4,643-D$!C$7$!%#

B,G.Q.4& 0(,D0(,4M63-),* ,F1haG()E( 4.D0,*2.2 -,)*DO6)* G3D/34S.26MR6O*-.2 )* [WdK43-DE,/034.2 G)-( E,*-4,6D

3*2 ,*6M)*E4.3D.2 -,!#"H ,FR3D366.Q.6$!C$7$=%7D5,4/C105,1&T(.6.Q.6,F1[P"h3*2 1ha3*2 0(,D0(,4M63-.2

1haPc.4@A" .N04.DD),* 2.E4.3D.2 )* -(.6)Q.4,F[WdK43-D& G(.4.3D-(.6.Q.6D,FdchP"

(

04,-.)* )*E4.3D.27[-/3M

E,*-4)RO-.-,-(.03-(,?.*.D)D,F)*DO6)* 4.D)D-3*E.)* -(.[WdK43-D7

!D70,E D5,.+F6)+A0-.*& !""#& $$ $%%*!!$ '!!I"

&&G+8 :5*A1*&[*-43O-.4)*.?4,G-( 4.D-4)E-),*# [*DO6)* 4.D)D-3*E.# c)?*36-43*D2OE-),*# 1(,D0(,)*,D)-,6"PS)*3D.# K3-D

&&代谢综合征的发生在全球范围内呈逐年上升的

趋势&胎儿宫内生长受限 $)*-43O-.4)*.?4,G-( 4.D-4)EP

-),*& [WdK% 是成年胰岛素抵抗和 # 型糖尿病等代

谢综合征的重要的危险因素&阐明其发生的机制有

可能对[WdK进行早期干预&减少其成年期代谢性

疾病的发生' 胰岛素抵抗是指机体组织或靶细胞对
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胰岛素的敏感性和反应性降低&目前研究表明&受体

后缺陷1胰岛素与受体结合后信号传导过程障碍&

是胰岛素抵抗的主要发生机制!!"

' 肝脏中磷酸肌

醇P"P激酶$0(,D0(,)*,D)-,6"PS)*3D.&1[P"h%信号通路

是实现胰岛素代谢效应的主要途径& 该通路任何一

个环节出现异常&都可以出现葡萄糖转运和代谢的

异常&导致胰岛素抵抗的发生!#"

' 本课题采用母鼠

低蛋白饮食法制作大鼠[WdK模型&以成年$: 周%雄

性子鼠为研究对象&检测肝脏中 1["Ph信号通路分

子包括胰岛素受体底物$)*DO6)* 4.E.0-,4DORD-43-.D&

[Kc%#)1[P"h)蛋白激酶 a$04,-.)* S)*3D.a&1ha%)

糖原合成酶激酶$?6ME,?.* DM*-(3D.S)*3D.&dch% "

等的蛋白表达和磷酸化水平变化&探讨 [WdK个体

发生胰岛素抵抗的分子机制'

$H材料与方法

$7$H实验药品与试剂

组织蛋白提取试剂盒购自南京凯基生物公司&

抗[KcP#)1[P"h0!!$ 和 dchP"

(

的 [?d$c3*-3'4OZ&

美国%&1ha和磷酸化 1ha$ c.4@A"%兔抗小鼠 [?d

$'.66c)?*36)*?T.E(*,6,?M&美国%&碱磷酶标记的山

羊抗兔[?d)马抗小鼠 [?d$c)?/3&美国%&短效胰岛

素诺和灵K$诺和诺得&丹麦%'

$7!H实验动物与分组

清洁级雌性 g)D-34大鼠 !> 只$中国医科大学

实验动物中心提供%&体重 #"$ I#:$ ?&按 @v! 雌雄

比合笼后&次日晨阴道涂片镜检&发现精子为妊娠第

! 天&孕鼠随机分为两组&每组 : 只' 正常对照组孕

鼠饲以标准饲料$蛋白质 #"H%&[WdK组孕鼠自受

孕第 ! 日饲以同热卡的低蛋白饲料$蛋白质 :H%直

至自然分娩!""

' 每窝超过 !$ 只者舍弃部分鼠仔&使

控制在 : I!$ 只' 分娩后母鼠都饲以标准饲料&满

" 周断乳&子鼠饲以标准饲料' : 周龄时空腹 !# (

后&两组各自取 !> 只雄性子鼠随机分为基础状态

$[8c ;%和胰岛素刺激状态$[8c k%两组&[8c k组

腹腔注射稀释好的胰岛素溶液 : W_S?&#$ /)* 后

处死&取肝脏液氮中速冻后于 ;A$t保存' [8c ;

组腹腔注射同样剂量的生理盐水后&进行相同的

处置'

$7%H肝脏胰岛素信号传导分子的蛋白表达检测

!7"7!&肝组织总蛋白提取&&按照试剂盒说明操

作' 取样品 #$

&

\采用 \,G4M法进行蛋白定量&以

浓度最低管为基准&调节蛋白浓度' 取 =$

&

?蛋白

样品&加入 !$

&

\的 = j样品缓冲液&!$$t煮沸

@ /)* 待用'

!7"7#&g.D-.4* R6,-检测&&采用 =HcbcP1<d̂

浓缩胶电泳 ! (&再经不同浓度$>H I!$H%的分离

胶电泳分离蛋白条带&然后 !$$ 5电压转印 @$ I%$

/)*&用 =H牛血清白蛋白室温封闭 8'膜# (&洗膜

后 在 针 对 各 个 蛋 白 的 特 异 性 的 一 抗

$!v!$$ I!v#$$%溶液中 @t过夜杂交&再将 8'膜

转移到碱性磷酸酶标记的与一抗种属对应的二抗溶

液$!v! $$$ I!v# $$$%中杂交反应 # (&加入新鲜配

制的显色液显色至条带清晰呈现后终止染色&用

d[cP#$#$ 数码图像分析软件分析图像&检测蛋白条

带密度'

$7IH统计学分析

数据结果用均数 n标准差$UnH%表示&采用

c1cc !!7$ 软件对数据进行分析&均数比较采用@检

验&!C$7$= 为差异具有显著性意义'

!H结果

!L$H肝脏PBSK!#)PK%G和TSGK%

!

的蛋白表达变化

g.D-.4* R6,-结果显示&: 周时 [WdK组大鼠肝

脏[KcP# 的蛋白表达密度值与正常对照组差异无显

著性' 1[P"h的催化亚单位 0!!$ 的蛋白表达明显

降低&与对照组比较差异有显著性 $@J=7#!A&

!C$7$!%' 与之相反&[WdK组大鼠肝脏中 dchP"

(

的蛋白表达增加&与对照组比较差异有显著性意义

$@J=7@:>&!C$7$!%' g.D-.4* R6,-结果见图 !&统

计分析结果见图 #'

!

" #

$

%&'("

)%(#*

+'*(#,

&&图 $HX+1.+*,</5.检测肝脏 )PK%G等蛋白的表达H

从左至右*! I# 对照组#" I@ [WdK组'

(###(
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&&图 !H肝脏 PBSK!#)PK%G和 TSGK%

!

的蛋白表达H

3*与对照组比较&!C$7$!'

!L!H肝脏)GM的蛋白表达及磷酸化水平的变化

: 周时在基础状态$[8c ;%下&[WdK组与对照

组相比&肝脏中 1ha和磷酸化的 1haPc.4@A" 蛋白

表达都明显降低&其中1ha蛋白表达量&[WdK组仅

是对照组的 =#H$@J!$7"A#&!C$7$!%&磷酸化的

1haPc.4@A" [WdK组约是对照组的 ":H$@J>7>:%&

!C$7$!%' 胰岛素刺激状态$[8c k%下&与对照组

相比&[WdK组肝脏磷酸化的 1haPc.4@A" 的表达轻

度增加&仅是基础状态下的 !#"H $@J#7#>#&

!C$7$=%#而对照组肝脏磷酸化的 1haPc.4@A" 表

达明显增加&是基础状态下的 !:#H $@J=7>!&

!C$7$!%' [WdK组肝脏磷酸化的 1haPc.4@A" 的

表达始终低于对照组&胰岛素刺激状态下是对照组

的 #=H$@J:7"%%&!C$7$!%' g.D-.4* R6,-结果见

图 "&统计分析结果见图 @'

! " # $

%&'

()%&'

&&图 %HX+1.+*,</5.检测肝脏)GM及6K)GM蛋白的表

达H从左至右*!7对照组 [8cP# #7[WdK组 [8cP# "7对照组 [8c k#

@7[WdK组[8c k

!
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&&图 IH肝脏)GM和磷酸化)GMKS+*IJ% 的蛋白表达H

3*与对照组比较&!C$7$!'

%H讨论

不利的子宫环境如孕期蛋白营养不良)吸烟)酗

酒和饥饿等是引起[WdK的重要因素' 流行病学和

动物实验均证明[WdK可引起成年胰岛素抵抗和 #

型糖尿病的发生!@&>"

' 本研究采用妊娠期蛋白质营

养不良法建立大鼠 [WdK模型' 研究发现 [WdK子

鼠成年后$: 周%空腹血清胰岛素浓度升高&胰岛素

抵抗指数增加&证实蛋白营养不良造成的 [WdK大

鼠机体存在胰岛素抵抗!A"

' 胰岛素抵抗与其信号

转导和效应的各个环节的多种基因的遗传变异和功

能改变相关' 胰岛素信号转导主要有 " 条途径&分

别是1[P"h途径)丝裂原激活蛋白激酶$/)-,?.* 3EP

-)Q3-,404,-.)* S)*3D.&9<1h%途径和'<1_'R!_TE!$

途径' 其中1[P"h途径是实现胰岛素代谢效应的主

要信号通路&胰岛素受体激活后&可使[Kc !_# 的酪

氨酸残基磷酸化&磷酸化 [Kc 与 1[P"h的 0:= 亚单

位结合并激活 1[P"h的 0!!$ 亚单位&活化的 1[P"h

可通过一系列级联反应激活 1ha&1ha激活后使肝

脏中糖原合成酶激酶 $dch% " 丝氨酸残基磷酸化而

失活&加速糖原合成&从而调节葡萄糖的代谢!:&%"

'

[Kc 家族在肝脏中发挥生理效应上的主要是

[KcP#&研究发现在 # 型糖尿病模型鼠的肝脏中&

[KcP# 的蛋白含量和活性显著降低#[KcP# 基因敲除

的小鼠也出现中重度胰岛素抵抗&表现出明显糖尿

病症状!!$&!!"

' 本实验结果显示[WdK鼠肝脏的[KcP

# 的蛋白含量与对照组无明显差别' 可能 [KcP# 不

参与[WdK机体胰岛素抵抗&有必要进一步研究[Kc

家族其他成员的变化'

1[P"h与胰岛素抵抗密切相关&在肥胖)胰岛素

抵抗和糖尿病状态下&1[P"h活性及含量均有改变'

本研究结果显示 [WdK鼠肝脏的 1[P"h的蛋白含量

与对照组比较明显降低&并对其下游靶蛋白1ha的

表达和活性产生影响' 基础状态下&[WdK大鼠肝

脏1ha蛋白含量明显降低&仅是对照组的 =#H#磷

酸化的 1ha的水平也明显降低&约是对照组的

":H#胰岛素刺激后&[WdK组肝脏磷酸化的1ha增

加幅度明显低于对照组' 以上结果说明&[WdK大

鼠肝脏中 1[P"h和1ha的含量和活性均降低&并对

胰岛素刺激的敏感性降低'

胰岛素刺激糖原合成主要是由 dchP" 介导的'

dchP" 可抑制糖原合成酶的活性&还能调节糖异生

途径中的限速酶磷酸烯醇丙酮酸羧激酶 $ 0(,DP

0(,.*,6P0M4OQ3-.E34R,NMS)*3D.& 1̂1'h%和葡萄糖 >

("##(
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磷酸酶 $?6OE,D.P>P0(,D0(3-3D.& d>13D.%的基因表

达&所以dchP" 可以从糖原合成和糖异生等多个方

面影响胰岛素的作用&参与胰岛素抵抗!!#&!""

' 动物

实验已证实选择性抑制 dchP" 可降低糖尿病小鼠

的血糖&促进组织中糖原合成&改善糖耐量 !!@"

' 本

研究发现&[WdK大鼠肝脏中dchP"

(

的蛋白含量明

显增加&作为胰岛素作用的负性调控因子&它的表达

增高可导致肝脏糖原合成酶磷酸化增加而失活&从

而抑制肝糖原合成!!="

'

综上所述&宫内蛋白营养不良造成大鼠肝脏中

1[P"h的蛋白表达下降&引起其下游靶蛋白 1ha的

表达水平和活性降低&进而对 dchP"

(

的抑制作用

减弱&dchP" 表达增高可抑制肝糖原的合成&增加肝

葡萄糖输出&促进空腹血糖升高' 1[P"h信号传导

通路的分子异常可能构成了[WdK大鼠肝脏胰岛素

抵抗的分子基础'
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