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糖尿病是一种常见的以糖代谢紊乱、血糖水平

增高为特征的代谢内分泌疾病`4a。&%b的糖尿病是 5

型糖尿病，其特征是胰岛素抵抗`!a，通过非胰岛素依

赖途径提高组织器官对葡萄糖的摄取是预防和治

疗 5 型糖尿病的关键。单磷酸腺苷激活蛋白激酶

（)*+,）是细胞能量变化的感受器`5a，当 )*+, 被激

活，通过调节下游的信号通路，例如，直接磷酸化乙

酰]3?) 羧化酶（)33）和 1]羟基]1]甲基戊二酰辅

酶 ) 还原酶（c*03-），能抑制合成代谢并促进分解

代谢。激活 )*+,能增加骨骼肌对葡萄糖的摄取，增

强胰岛素敏感性`1a，运动d肌肉收缩可激活 )*+,

`(a。

6@34A4 和 6@34A(（又称 )74e%）是小 0 蛋白 -./

的 06+ 酶活化蛋白（-./]0)+），通过调节其下游

的 -./ 参与 0EM6( 从细胞内储存囊泡到细胞膜的

转位`C]'a。6@34A4 和 6@34A( 都包含一个 -./]0)+

结构域和多个磷酸化位点。迄今发现 6@34A4 的磷

酸化位点有 79<#1'、79<#e1、79<C%'、79<CeC、6B<C&%

和 6B<C&e

"̀a，6@34A(的磷酸化位点有 79<14"、79<1(4、

79<C'%、79<C""、79<C&4、79<eee、79<'%(、79<'C4、6B<e

(#、6B<e(&èa。运动收缩激活)*+,，磷酸化 6@34A4 和

6@34A(，促进骨骼肌细胞葡萄糖转运蛋白 (

（0EM6(）向细胞膜转位转运葡萄糖进入细胞`'，&a，但

)*+, 是否位于 6@34A4 和6@34A( 的上游，直接

调节它们的磷酸化，特别是 )*+, 对 6@34A4

6B<C&% 和 6@34A( 79<14" 的调节作用尚不清楚。本

研究应用激活型 )*+, 腺病毒（)2])*+,]3)）感

染骨骼肌细胞，检测 )*+, 对 6@34A4 6B<C&% 和

6@34A( 79<14" 的直接作用，明确它们之间的上下

游关系。

D rstVc

4Z4 "#$% 小鼠骨骼肌细胞株 3#34#（美国

)633 公司），cN,#&1!C 细胞和激活型 )*+, 腺病

毒重组质粒（)2])*+,]3)）由厦门大学林圣彩教

授实验室赠与，A*N* 培养基（美国 0F@3G 公司），

胎牛血清（以色列 @I?I=2 公司），抗磷酸化 )33、

6@34A4、6@34A( 和 !].W;I= 抗体（美国 376 公司），

偶联 c-+ 的山羊抗兔抗体（美国 H.W[:?=FSSU=?
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!"#"$%&' 公司），增强化学发光底物检测试剂盒（美

国 ()**)+,% 公司），-./,/01233 化学发光成像系统

（北京原平皓生物技术有限公司）。

452 !"#$

45254 6786(9:0;6 扩增和提取 将 <=:2>? 细

胞接种在 @ 孔板中，待细胞密度长至 A3BCD3B，加

入含腺病毒的上清液，感染 EDCA2 '，出现细胞变

圆、漂浮、破裂的病变现象。当孔底只剩下 F3B贴附

细胞时，收集细胞，液氮速冻后 ?A !水浴溶解，反复

操作 ? 次，离心收集上清，分装冻存于8D3 !。

45252 细胞培养 ;2;42 小鼠骨骼肌细胞分别用

含 43B胎牛血清和 4B双抗的 G(=( 高糖培养基

接种于 @ 孔板中，在 ?A !，FB;H

2

培养箱中培养。

待细胞密度达 433B时分别加入 3、E3、D3、4@3、?23、

AF3 !I 的腺病毒，孵育 42 ' 后弃去培养基，加入新

鲜的含 43B胎牛血清和 4B双抗的 G(=( 高糖培

养基分别孵育 3、2E、ED、A2 '。

4525? 细胞内荧光分布检测 细胞成像系统对

;2;42 小鼠骨骼肌细胞进行荧光检测分析，确定腺

病毒在细胞内表达。

4525E (JK 实验 检测 3、E3、D3、4@3、?23、AF3 !I

的腺病毒作用于 ;2;42 细胞 ED ' 对细胞生存率的

影响，(JK 法测定细胞生存率的改变。

4525F L"#M"%/ N*,M 检测蛋白磷酸化 用含蛋白酶

抑制剂（4 OO,*PI Q.

?

RH

E

，35F OO,*SI Q.T，233 !O,*SI

9(UT，4 !O,*SI 9V;）的细胞裂解液裂解细胞后，E !

42 333 %SO)/ 离心 23 O)/，收集上清。按照 W;6

9%,M")/ 6##.X :)M 说明书测定蛋白浓度，再与 F"IUW

缓冲液按 E#4 的比例混合，沸水浴 F O)/，43B（YSY）

UGU896Z= 电泳分离蛋白样品，转到 9RGT 膜上，用

FB牛奶蛋白封闭 4[F '，再分别用各自一抗 E !孵

育过夜，二抗使用偶联 <!9 的山羊抗兔 V\Z 孵育

45F '，蛋白条带用增强化学发光法检测。"8.&M)/ 为

内参，VO.\" ] 软件定量。

45? %&'#$ 采用 Z%.+'9.7 9%)#O@ 统计软件

进行统计学分析，实验数据均以 !! "

!

表示，多组间比

较采用单因素方差分析（H/"8L.X 6QHR6），#^3[3F

为差异有统计学意义。

) ./

2[4 ()*+,-./0 ;2;42123,45 腺

病毒质粒中带有绿色荧光蛋白 ZT9，可通过细胞成

像系统检测腺病毒在 ;2;42 细胞的表达。分别加入

3、E3、D3、4@3、?23、AF3 !I 的腺病毒感染 ;2;42 细

胞 ED '。如图 4 所示，腺病毒均在 ;2;42 中表达，说

明腺病毒已转染到 ;2;42 细胞中。

2[2 67()89:-./0 ;2;42 1;3,<

5 加入 D3 !I 的腺病毒分别感染 ;2;42 细胞 3、

2E、ED、A2 '。如图 2 所示，在 ;2;42 细胞中，腺病毒

均有表达，ED ' 达高峰，A2 ' 后减弱。

3 !I E3 !I

4@3 !ID3 !I

?23 !I AF3 !I

! ) ()(!)01 "#$"%&'$("23456'()7+,-

*+, ) -./0122+342 35 "# $"%&' $(" +4 #+5510146 6+:1 85610

+45176+34 +4 ()(!) 71992

3 ' 2E '

ED ' A2 '
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!"# $%&!"#$%&''!'(!()*+,-. 分

别加入 )*、+*、,-*、#!*、./* !0 的腺病毒感染 '!'

,!细胞 )+1。如图 #所示，)*、+*、,-*、#!*、./*!0处理

组的细胞存活率分别为对照组（*!0）的 ,**"2/3、

2)4!#3 、2*5-)3（! 6*5*,）、2#5!/7（! 6*"*/）、++"/-3

（!6*"**,），说明腺病毒在 ,-*、#!*、./* !0 时对

'!',! 细胞具有明显的细胞毒性，而在低于 +* !0

时则未表现出细胞毒性，后续实验应用 +* !0 腺病

毒感染细胞 )+ 1。

!") 89:;9<= >?@; "# A'' &.2 /01 通过检

测 A$BC 下游蛋白分子 A'' 的磷酸化明确 A$BC

的活性。如图 ) 所示，+* !0 ADEA$BCF'A 感染细

胞 )+ 1 后，感染效率约为 2G7，A'' 磷酸化水平升

至对照组的（,522!*5#,）倍（H!6*"*/），表明腺病毒发

挥作用。

!"/ 89:;9<= >?@; "# %I',J, 2 %I',J) ,/

01 如图 / 所示，+* !0 ADFA$BCF'A 感染 )+ 1

后，%I',J, %1</2* 和 %I',J) &9<#,+ 分别升至对

照组的（,5-+!*5*,）倍和（,5.,!*5,,）倍 ，表明 A$BC

可以直接磷酸化这两个 KL>FMAB。

! !"

A$BC 是丝氨酸N苏氨酸激酶，其信号通路是治

疗 ! 型糖尿病的靶点O,*F,,P。A$BC 包括 "、# 和 $ #种

亚基，# 和 $ 亚基起调节作用，% 亚基起催化作用，

主要代表 A$BC 的活性。" 亚基又分为 ", 和 "! 两

个亚型，", 亚型广泛表达，"! 亚型高表达于肝脏、

骨骼肌和心肌细胞中O,!P。A$BC 在不同组织中的调

节方式不同，在骨骼肌等外周组织，A$BC 激活后，

通过增加葡萄糖摄取降低血糖；在肝组织中，激活

的 A$BC 主要通过抑制肝脏葡萄糖的异生和脂质

的合成，促进脂质氧化而降低血糖；在脂肪组织中

激活 A$BC 减少脂质生成。总之，A$BC 在上述不

同的组织中均广泛表达，降低了机体中葡萄糖和脂

肪酸水平，减少了脂质过度堆积，从而改善骨骼肌、

脂肪和肝脏的胰岛素抵抗，提高胰岛素敏感性O,#P。

A$BC 感受细胞能量的变化，细胞内 A$B 浓度升高

激活 A$BC，本实验通过检测 A$BC 下游信号分子

A'' 的磷酸化判断 A$BC 的活性。

小 M 蛋白 KL> 是一类 M%B 酶，有与 M%B 结合

的活化形式和与 MJB 结合的失活形式，作用于特定

细胞器使囊泡依次出芽、移动，然后与细胞膜融合

等，调节囊泡内吞和外排。%I',J, 和 %I',J) 是

图中数据以 !"#表示，)*、+*、,-*、#!*、./* !0处理组的细胞存活率分

别为对照组的（,**52/!#5)-、2)5!#!/5)*、2*5-)!,5.)、2#5!/!/5-*、++5/-!

#52)）倍。H!6*5*/，HH!6*5**/，HHH!6*5**,

# ! "#$"%&'$("$ ()(*+%&'()*+,

,-. ! /01 122134 52 "#$"%&'$(" 56 401 7-89-:-4; 52 (+(*+ 31::<

# = (+(*+%- "((*./0

,-. = &05<>05?;:84-56 52 "(( -6 (+(*+ 31::<

HH!6*5*,QRRRR!6*"***,

# @ (+(*+%- /A(*B*1 /A(*B=*./0

,-. @ &05<>05?;:84-56 52 /A(*B* 86# /A(*B= -6 (+(*+ 31::<

细
胞
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力
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比
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,!*
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-*

)*

!*

*
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!"# 的 $%& 酶激活蛋白，其主要功能为通过调节

!"# 的活性调节 $'(%) 囊泡向细胞膜的转位，调节

骨骼肌细胞葡萄糖转运*+, -.。%/0123 和 %/032) 磷

酸化水平升高，其 45& 活性被抑制，相关的 !"#6 被

解除抑制，从而促进 4'(%) 转位。%/0323 和

%/032) 有多个磷酸化位点。

胰岛素和运动是促进葡萄糖转运的两个重要

生理因素*3).。%/0323 和 %/032) 受胰岛素调节，参

与 4'(%) 转位。%/032) %789):、;<8=)3、;<8+>) 位

点在运动和胰岛素作用下均能被磷酸化*3?.。5@&A

是运动的信号分子，很多研究显示运动B骨骼肌收缩

激活5@&A 是引起 %/032) 磷酸化的重要中间信号

分子 *39C3+.。小鼠离体骨骼肌收缩可导致 %/032)

;<8?DD、;<8?-3、%789): 磷酸化水平升高*3D.。有研究

者提出，5@&A 可能是 %/0323 磷酸化的触发器，磷

酸化的 %/0323 通过加强与 3)C=C= 蛋白结合使

!"#C45& 活性下降，从而导致 4'(%) 转位*3-.。本研

究发现，激活型 5@&A 直接磷酸化 %/0323 %78?-E

和 %/032) ;<8=3D， 提 示 5@&A 是 %/0323 和

%/032) 的上游激酶，可调节 %/0323 %78?-E 和

%/032) ;<8=3D。

综上所述，5@&A 是两个 !"#C45&（%0/323

和 %0/32)）的上游激酶，可直接磷酸化 %/0323 和

%/032)。
!"#$%

*3. /8!F6 0G 48HFF<I ' 4J @K0L5MN;@; NM KM2O0!NMO'O4PQ

6R<S<I"S TH6US< SVWXIXYVUVIZ VF VF6HSVF 8<6V6I"FU< "F[ IZW< :

[V"#<I<6Q " U"H6"S T<U7"FV6T X8 "F VFFXU<FI #Z6I"F[<8*\.J KH8 \

KF[XU8VFXS G :E3+G 3+9]:^Q !9+

*:. _8"##< _ ;G MV<S6<F 5 !G _8X`7C@"[6<F !G <I "SJ /8"VFC[<8Va<[

F<H8XI8XW7VU b"UIX8 ]/2Mc^ "F[ IZW< : [V"#<I<6 *\.J 2V"#<IXSX`V"G

:EE+G ?E]:^Q )=3

*=. 刘 倩，胡 芳，牛文彦"5@&_ 腺病毒载体在小鼠骨骼肌中的表达

和作用*\."天津医科大学学报，:E39G ::（3）：3

*). OF7 @G @6 \ ;G 0d 2 \J 5@& C"UIVa"I<[ W8XI<VF RVF"6< ]5@&A^

#<I"3#<I": TH6US< FHSS TVU< 8<a<"S "F <66<FIV"S 8XS< bX8 5@&A VF

T"VFI"VFVF` TVIXU7XF[8V"S UXFI<FI "F[ `SHUX6< HWI"R< [H8VF`

<Y<8UV6<*\.J &8XU M"IS 5U"[ ;UV ( ; 5G :E33G 3ED]=D^Q 39E-:

*?. &<UR 4 !G 07"a<e \ 5G !X"U7 f 4G <I "SJ NF6HSVF g6IVTHS"I<[

W7X6W7X8ZS"IVXF Xb I7< !"# 4%&"6< C"UIVa"IVF` W8XI<VF %/0323

8<`HS"I<6 4'(%) I8"F6SXU"IVXF *\.J \ /VXS 07<TG :EE-G :D) ]))^Q

=EE39

*9. !X"U7 f 4G 07"a<e \ 5G @VVF<" 0 &G <I "SJ ;H#6I8"I< 6W<UVbVUVIZ "F[

<bb<UI XF 4'(%) I8"F6SXU"IVXF Xb I7< !"# 4%&"6<C"UIVa"IVF` W8XI<VF

%#U3[3*\.J /VXU7<T \G :EE+G )E=]:^Q =?=

*+. 'V hG PH< PG LH cG <I "SJ KS<UI8VU"S WHS6< 6IVTHS"IVXF VF[HU<6

4i(%) `SHUX6< I8"F6WX8I<8 I8"F6SXU"IVXF VF 0:03: TZXIH#<6 I7"I

[<W<F[6 XF !"#D5G !"#3= "F[ !"#3)*\.J 5T \ &7Z6VXS KF[XU8VFXS

@<I"#G :E3+G *KWH# "7<"[ Xb W8VFI.

*D. 07<F ;G @H8W7Z \G %XI7 !G <I "SJ 0XTWS<T<FI"8Z 8<`HS"IVXF Xb

%/0323 "F[ 5;39E #Z `8XjI7 b"UIX86G VF6HSVF "F[ 5@&A "UIVa"IX86

*\.J /VXU7<T \G :EEDG )E-]:^Q ))-

*-. 王 倩，傅 力"%/0323k) 在有氧运动促进骨骼肌细胞葡萄糖转运

中的作用*\."中国运动医学杂志，:E39G =?（D）：++E

*3E. 07<F @ /G @U"VFU7 5 \G @"U"HS"Z ; iG <I "SJ NTW"V8<[ "UIVa"IVXF Xb

5@& CRVF"6< "F[ b"IIZ "UV[ XYV["IVXF #Z `SX#HS"8 "[VWXF<UIVF VF

UHSIH8<[ 7HT"F 6R<S<I"S TH6US< Xb X#<6< IZW< : [V"#<IVU6*\.J \ 0SVF
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