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胰岛素抵抗是 & 型糖尿病和其他多种代谢性

疾病病因，其特点为胰岛素靶组织对胰岛素敏感性

降低，导致胰岛素促进外周组织如骨骼肌摄取葡萄

糖减少从而血糖升高^'_。葡萄糖转运子 (（[:MN;65

78.96J;758 (，[BGS(）是骨骼肌中的胰岛素信号分

子，胰岛素通过 C-<C-,<`C1a<bY7<b,'?%<-./0 信

号通路促进 [BGS( 从胞浆转位到细胞膜上转运葡

萄糖，[BGS(与 &型糖尿病相关^&_。胰岛素抵抗状态

下，胰岛素促进 [BGS( 从胞内储存囊泡到细胞膜的

转位作用减弱^1_。-./ 蛋白属于小 [ 蛋白家族，其主

要作用是调节细胞内囊泡运输，如内吞、膜循环和

分泌途径。-./0 是胰岛素促进 [BGS( 从胞内转位

到细胞膜上的关键蛋白^(_，诱导型一氧化氮合酶胰岛

素抵抗时 -./0的水平变化未见报道。巨噬细胞在炎

症期间产生诱导型一氧化氮合酶（)9RM./:5 9)78)N

;c)R5 6H97O.65，)*+,）^d_，)*+, 的表达是炎症反应的

重要部分之一，)*+, 引起线粒体损伤和线粒体呼吸

抑制等，是影响细胞的生存和细胞转导的关键蛋白 ?̂_。

肥胖表现为慢性炎症，炎症是肥胖诱发骨骼肌及周

身胰岛素抵抗的重要因素。胰岛素抵抗时，)*+, 是

否调节 -./0 未见报道。本研究应用全身敲除 )*+,

的 )*+,

<=<小鼠，高脂饮食诱导胰岛素抵抗，探讨

)*+, 对 -./0 的调节与高脂诱导的骨骼肌胰岛素

抵抗的关系。

@ qrstu

'>' "#$% 野生型小鼠（军事医学科学院实验

动物中心），)*+,<=<小鼠（天津医科大学胡立志教授

赠送），高脂饲料和普通饲料（美国 -565.8NO I)576

公司），血糖仪、血糖试纸（瑞士 -;NO5 公司），-./0

和 [b`ID 抗体（美国 V,S 公司）。
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'>&>' 小鼠喂养 ,`e 级 ? 周龄雄性野生型小鼠

'% 只，经适应性饲养 d R 后随机分为高脂饮食组
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（!"，#$%，!&'）和普通饮食组（!"，()*+，!&'）；

,-$ 级 . 周龄 /01,

232小鼠 45 只经适应性饲养 ' 6

后随机分为高脂饮食组（/01,

782，#$%，!&'）和普通

饮食组（/01,

282，()*+，!&'）。分别用高脂饲料和普

通饲料喂养 49 周，小鼠自由地摄食摄水。饲养温度

为（99!9）"，湿度（''!45）:，49 ) 照明3非照明循环

房间。

4;9;9 腹腔注射葡萄糖耐量实验 小鼠经 49 周的

普通饲料和高脂饲料喂养以后，饥饿 . ) 后，腹腔注

射葡萄糖 9 <8=<，测定注射葡萄糖后 5、>5、.5、?5、

495 @/A 的血糖浓度。

4;9;> 胰岛素耐量实验 小鼠经 49 周普通饲料和

高脂饲料喂养以后，饥饿 49 ) 后，腹腔注射胰岛素

5;B' CD3=<，测定注射胰岛素后 5、>5、.5、?5、495 @/A

的血糖浓度。

4;9;E 测量小鼠体质量和附睾脂肪质量 处死小

鼠后取双侧附睾脂肪，观察其形态，称重并记录。

4;9;' !FGHFIA JK*H 向新鲜提取的骨骼肌组织加

入含有蛋白酶抑制剂（4 @@*K8L 0M

>

N1

E

，5;' @@*K8L

0M$，955 !@*K8L -O,$，4：'55 加入 -C(）的 PC-Q 裂

解液，使用组织匀浆仪将组织制备成匀浆，立即置

于 E "垂直旋转仪旋转 95 @/A，使蛋白充分裂解。

E "，49 555 I8@/A，离心 95 @/A，收集上清。R(Q

-I*HF/A QGGMS T/H 测定蛋白浓度后再与 '#L,R 缓冲

液按 E $4 的比例混合，沸水浴 4' @/A，45:（U8U）

,%,7-QVW 电泳分离蛋白样品，转到 -N%$ 膜上，用

> :牛奶封闭 9 )，再分别用各自一抗 E "孵育过

夜，二抗使用偶联 #P- 的山羊抗兔 C<V 孵育 9 )，蛋

白条带用增强化学发光法检测。VQ-%# 为内参，

C@M<F X 软件定量。

4;> !"#$% 采用 VIMY) -M6 -I/G@ 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（1AF7!MS Q01NQ），"Z5;5'

为差异有统计学意义。

! !"

9;4 &'()*+,-./)* 普通饮食组野

生型小鼠与 /01,

787小鼠体质量分别为（>9;9>%9;?9）<

和（>5;9E!4;.?）<，两组没有显著差异（"&5;>4）；附睾

脂肪质量分别为（5;>>!5;5B）< 和（5;E?!5;9>）<，两组

没有显著差异（"&5;5'>）。高脂饮食组两种小鼠体质

量分别为（E.;5.!>;9E）< 和（>';B5!4;.9）<，附睾脂肪

质量分别为（5;[.!5;45）< 和（5;'B!5;4E）<，均显著高

于各自的普通饮食组（均 "Z5;554）。高脂饮食喂养

的 /01,

787小鼠与野生型小鼠相比体质量、附睾脂肪

质量明显减轻（均 "Z5;554），见图 4。

9;9 01234567*89:6;< 普通饮

食组野生型小鼠注射葡萄糖后各个时间点的血糖

水平 5 @/A 为（E;>5!4;4B）@@*K8L，>5 @/A 为（4E;''!

4;?[）@@*K8L，.5 @/A 为（45;EE!4;.9）@@*K8L，?5 @/A

为（.;E9!4;4[）@@*K8L，495 @/A 为（E;9!4;9'）@@*K8L，

普通饮食组 /01,

787小鼠注射葡萄糖后各个时间点

的血糖水平 5 @/A 为（E;E!5;4[）@@*K8L，>5 @/A 为

（4E;[.!9;5B）@@*K8L，.5 @/A 为（?;B9!4;>'）@@*K8L，

?5 @/A 为 （.;[4!5;4?）@@*K8L，495 @/A 为（E;54 !

4;>'）@@*K8L，两组各个时间点均无显著性差异。

高脂饮食组野生型小鼠注射葡萄糖后各个时间点

的血糖水平 5 @/A 为（';?!4;E'）@@*K8L，>5 @/A 为

（9>;E!4;??）@@*K8L，.5 @/A 为（4?;9!9;5.）@@*K8L，

?5 @/A为（4E;B!4;'9）@@*K8L，495 @/A 为（?;>!4;.9）

@@*K8L，高脂饮食组 /01,

787小鼠注射葡萄糖后各个

时间点的血糖水平 5 @/A 为（.;9!4;>'）@@*K8L，

>5 @/A 为（4.;?!4;E'）@@*K8L，.5 @/A 为（44;[!4;.9）

@@*K8L，?5 @/A 为（?;95!9;5.）@@*K8L，495 @/A 为

（.;[5!4;5?）@@*K8L，高脂饮食组 /01,

787小鼠各个

时间点血糖显著低于野生型小鼠（"Z5;554），下降

较野生型小鼠更迅速。高脂饮食组各组小鼠各个

时间点的血糖水平均显著高于各自的普通饮食组

（"Z5;554），见图 9。
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! ! "#$%&'()*+,-./*01

"#$ ! %#&' ()*++ $,-&./' ,'0',

!"# !"#$%&'()*+ 普通饮食组野生

型小鼠注射胰岛素后各个时间点的血糖水平 $ %&'

为（()"*)!(+*#）%%,-./，#) %&' 为（0+1(!!+2*）%%,-3/，

*) %&' 为（!+1!!(+45）%%,-./，1) %&' 为（0+*2!(+2*）

%%,-./，(!) %&' 为（2+!!!+)4）%%,-./，普通饮食组

&678

9.9小鼠注射胰岛素后各个时间点的血糖水平 )

%&' 为（()+2!(+0*）%%,-./，#) %&' 为 （0+0!!!+)4）

%%,-./，*) %&' 为 （#+(! !(+)*）%%,-./，1) %&' 为

（0+!!!!+)(）%%,-./，(!) %&' 为（0+0(!(+22）%%,-./，

两组各个时间点均无显著性差异。高脂饮食组野生型

小鼠注射胰岛素后各个时间点的血糖水平 ) %&' 为

（(!+)(!(+0*）%%,-./，#) %&' 为（4+5)!(+*2）%%,-./，

*) %&' 为（*+4(!!+(2）%%,-./，1) %&' 为（4+!#!!+45）

%%,-./，(!) %&' 为（4+2!!(+54）%%,-./，高脂饮食组

&678

9.9小鼠注射胰岛素后各个时间点的血糖水平

) %&' 为（((+5*!(+1*）%%,-./，#) %&' 为（2+!)!!+)(）

%%,-./，*) %&' 为 （0+#( !(+!2）%%,-./，1) %&' 为

（2+))!!+(!）%%,-./，(!) %&' 为（2+0)!(+)*）%%,-./，

高脂饮食组 &678

9.9小鼠相较于野生型小鼠血糖值

下降快，降幅大，各个时间点血糖显著低于野生型

小鼠（!:)+))(）。高脂饮食组相较于普通饮食组血糖

值下降缓慢，降幅小，各组小鼠各个时间点血糖显著

高于普通饮食组（!:)+))(），见图 #。

!+0 ,-. ;<=5 /0*+ 普通饮食组野生型与

&678

9.9小鼠骨骼肌的 ;<=5 蛋白水平无差异。高脂饮

食组两种小鼠 ;<=5 蛋白水平均显著低于各自的普

通饮食组（!:)+))) (），高脂饮食组的 &678

9.9小鼠

;<=5 蛋白水平显著高于野生型小鼠（!:)+))) (），

见图 0。

1 23

骨骼肌组织表达 # 种一氧化氮合酶（678）即神

经型一氧化氮合酶（'678）、内皮型一氧化氮合酶

（>678）和诱导型一氧化氮合酶（&678）?4@。在生理条

件下，'678 和 >678 产生低水平的 67，而 &678 仅

在病理生理条件下显著增加?5@，故而普通饮食组的

两种小鼠骨骼肌中 ;<=5 没有显著性差异。肌肉低

水平 67 对于维持代谢完整性至关重要，而高 67

水平被认为破坏细胞组分并干扰代谢过程?1@。! 型糖

尿病患者骨骼肌大量表达 &678，而在健康的人群中

无此现象 ?($@，! 型糖尿病与骨骼肌中 67 代谢的改

变相关?((@。笔者用高脂饮食诱导小鼠胰岛素抵抗，发

现 &678

939小鼠体质量和附睾脂肪质量显著低于野

生型小鼠，且 &678

939小鼠胰岛素抵抗的改善情况也

显著优于野生型小鼠，提示 &678 参与胰岛素抵抗

的发生和发展，敲除 &678 可改善糖脂代谢和胰岛

素抵抗。

骨骼肌是摄取膳食葡萄糖的主要组织，受胰岛

素调节，维持血糖稳态?(!@。骨骼肌摄取葡萄糖由细胞

膜上的 A/BC0 转运，A/BC0 处于从胞浆胞吐到细

胞膜上和从细胞膜上内吞到胞浆的动态过程?(#@，胰
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岛素主要通过促进携带 !"#$% 囊泡的胞吐，从而增

加细胞膜上 !"#$% 的数量，转运更多的葡萄糖进入

细胞，达到降血糖的作用&'%(。)*+ 蛋白是调节细胞内

囊泡运输的重要分子开关，胰岛素激活的 )*+, 将

!"#$% 囊泡动员至细胞膜&'-.'/(。本研究发现高脂饮

食诱导的野生型胰岛素抵抗小鼠骨骼肌 )*+, 蛋白

水平显著低于普通饮食喂养的小鼠，这与胰岛素促

进 !"#$% 转位到细胞膜上的作用减弱，摄取葡萄糖

减少导致的胰岛素抵抗现象一致&'0(，提示 )*+, 参与

肥胖诱导的骨骼肌胰岛素抵抗。本研究还发现高脂

饮食诱导胰岛素抵抗时，1234.5.小鼠骨骼肌的 )*+,

蛋白水平显著高于野生型小鼠，提示更多的!"#$%

转位至细胞膜，转运葡萄糖进入细胞，起到了缓解

胰岛素抵抗的作用。综上所述，1234 参与胰岛素抵

抗的发生，其机制可能涉及下调胰岛素信号分子
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