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高脂饮食抑制胰岛素受体和胆囊收缩素受体在小鼠
肝脏中的表达
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胰岛素是胰岛 ! 细胞分泌的肽类激素_&`

a分泌后

经门静脉进入肝脏b与肝细胞表面的胰岛素受体（<B$

S=O<B JHMHYLNJ，./）结合，促进肝细胞葡萄糖和脂类

的利用_!`。持续高脂饮食（E<IE VAL K<HL，+,-）的摄入

能导致肝脏发生胰岛素抵抗，继发肝细胞内脂肪堆

积，引发非酒精性脂肪肝炎、肝硬化等_)`。食物中的

脂肪和蛋白分解物经上段小肠时会刺激黏膜内的 .

细胞向血中分泌胆囊收缩素（MENOHMTSLNZ<B<Bb001）_'`

继而引发胆囊收缩和胆汁与胰液的外分泌，有助于

蛋白和脂肪的消化与吸收_%`。作为胆汁生成的器官，

肝脏的细胞能表达 001受体（MENOHMTSLNZ<B<B JHMHY$

LNJ，001/）。研究表明，该受体的表达异常参与了多

个肝脏疾患的发生、发展_#c*`。

001 和胰岛素是组成内分泌系统肠$胰轴的重

要激素_:`，协调食物的消化吸收_d`，并与肥胖和肝病

的发生密切相关_)，*`。研究表明，肥胖小鼠的胰岛 !

细胞不仅分泌胰岛素，还产生 001，并刺激胰岛素

分泌，促进 ! 细胞增殖，保护细胞免于凋亡。胰岛素

和 001 的这种异常分泌是对肥胖的适应性改变_&"`。

而肝脏作为胰岛素和 001的靶器官，其 ./ 和 001/

如何对 +,- 作出应答还未被阐明。此次，笔者在进

食 +,- 的小鼠中研究了其肝脏中 ./ 和 001/ 的

表达，胰腺中 ! 细胞群落和胰岛素储量的变化。

C >?@,-

&9& "#$%& '# 只雄性 "AOU3M 小鼠和普通小

天津医科大学学报
eN=JBAO NV P<AB><B QHK<MAO ?B<RHJS<LT

第 !#卷 #期
("!" 年 && 月

-./0 !#1 2.0 #

CNR9 ("!"

%&"



鼠饲料购自中国北京华阜康生物科技有限公司，该

饲料含碳水化合物（!"# $%$）、粗蛋白提取物（&'# $%

$）和粗脂肪提取物（!# $%$），其脂肪含量为 !#，并

在实验 & 周前用于全部小鼠，也作为对照饲料（()*!

+,)- ./0+，12）在实验中用于对照组小鼠。向研磨成

粉的 12 中加入 &!#和 34#的猪油，制得两个

562，压缩成形并消毒后储存于 7"备用。

!8+9:9-/* 抗体购自 ;<*+< 1,9= 公司（7>>>?），

@A抗体购自 B:(<C公司（<:"'!4?），11DA抗体购自

BEE/*/+F 公司（267'&7），辣根过氧化物酶标记的山

羊抗兔抗体和山羊抗鼠抗体购自上海良森生物科

技有限公司，鼠源胰岛素单克隆抗体购自上海西格

玛奥德里奇贸易有限公司。卵白素8生物素8酶复合

物（BG1）染色法试剂盒购自美国 H0(+), 公司，二氨

基联苯胺（2BG）法显色试剂盒购自于美国 I/--/J),0

公司，酶联免疫吸附试验（KL@;B）试剂盒购于武汉

伊莱瑞特生物科技股份有限公司，二喹啉甲酸

（G1B）蛋白定量试剂盒购于美国 MN0,C) 公司，放射

免疫（A@B）试剂盒购自上海信帆生物科技有限公司。

为准备实验所用的血液容器，向 KO 管中加入 &4 "L

K2MB（&!#）溶液，并随即烘干备用。

&PQ !"#$ 小鼠抵达时 7#!周龄，体重 &7#&" R。

饲养于南开医院动物实验中心 ;O6 级动物房，&Q N%

&Q N 循环光照，所有实验小鼠自由摄食和饮水。小鼠

适应性喂养 12 & 周后，按随机数字表法分为 3 组：

对照餐组 &" 只，进食含有 &!#脂肪的 562 组（&!#

562 组）&! 只，进食含有 34#脂肪的 562 组（34#

562 组）&! 只。每周监测小鼠体重，而每日进食量

在众多文献中已有清楚记载S&&8&QT，故不赘述，共饲养

&Q 周。

用外周和门静脉两次取血的方法获得了测定

胰岛素和 11D所需的血浆。为此，在第 &4周时使用毛

细管行内眦采血（Q!4 "L），3 444 ,%C/* 离心 &! C/*，

吸取上层血浆，置于8?4"冰箱保存备用。第 &Q周末，

用三溴乙醇和叔戊醇混合物按 &Q! CR%UR腹腔注射麻

醉动物，剖开腹腔，暴露门静脉，用采血针（4P!! CC$

&' CC）取门脉血，同前法获取血浆置于8?4"冰箱

保存备用。快速取胰腺组织平分两份，一份放入福

尔马林中，另一份于8?4"冰箱保存备用。快速取肝脏、

腹股沟棕色脂肪组织（/*R9/*<- :,)$* <./J)V0 +/VV90，

#BM）和附睾白色脂肪组织（0J/./.FC<- $N/+0 <./J)V0

+/VV90，WBM）称重，并将肝脏放入8?4"冰箱保存备用。

&P3 %&'( 所用的蛋白印迹法和免疫组化法

详见参考文献S&38&7T。在免疫组化中，每组含至少 ! 只

小鼠胰腺，每张切片至少随机获取 3 个视野，通过

显微镜（744$）摄取影像，! 细胞内胰岛素呈棕黄色，

胞核呈蓝色。用镂空方格法计算胰岛素阳性的 ! 细

胞面积，及其在胰岛总面积中的占比。

胰腺内胰岛素测定：用预冷的 OG;（J5>P7）冲洗

胰腺组织，将剪碎的组织与对应体积的 OG;（含蛋

白酶抑制剂）在冰上进行超声破碎，! 444 ,%C/* 离心

&4 C/* 后取上清。按 KL@;B试剂盒说明书的步骤测

定胰岛素含量。血浆中胰岛素水平用同一 KL@;B 试

剂盒测定。按 A@B 试剂盒说明书的步骤操作，测定

血浆 11D 的浓度。

&P7 )*+,$ 应用统计分析软件 ;O;; &>P4 进

行统计分析，符合正态分布的计量数据以 !"!

!

表

示，两组间比较采用 " 检验，多组间比较采用单因素

方差分析，组间多重比较采用 #$%&" 检验。'X4P4!

为差异有统计学意义。

! !"

QP& 562 -./01234567829:78;

<= 与对照餐组相比，&!#562 组及 34#562 组

小鼠体重均增加（'X4P4&）（图 &B）。此外，含34#

562 组小鼠的肝脏质量（图 &G）和两处脂肪组织的

质量（图 &1 和 &2）增加（'X4P4&）。

QPQ 562 >./9: @A ? 11D&A ;<= 与对

照餐组相比，&!#562 组及 34#562 组小鼠肝脏@A

的表达水平均下降（'X4P4&）（图 QB）。34#562组肝

脏中 11D&A 表达水平也较对照餐组下降（'X4P4!）

（图 QG）。

# " #$%$%&'()*+,-./)01./234

$&' " ())*+,- .) #$% ./ 0.12 3*&'4,5)5, ,&--6* 3*&'4, 5/1 7&8*9

3*&'4, &/ :&+*

注：3 组小鼠分别进食含有 !#脂肪的对照餐（()*P，(Y&"）、&!#

脂肪的高脂餐（&!#，(Y&7）和 34#脂肪的高脂餐（34#，(Y&!），&Q 周后

处死小鼠；B：小鼠体重；G：肝脏质量；1：附睾白色脂肪组织（WBM）；

2：腹股沟棕色脂肪组织（GBM）；Z'X4P4!，ZZ'X4P4&

()*P &!# 34#
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注：! 组小鼠分别进食含有 "#脂肪的对照餐（$%&'，!()*）、)"+

脂肪的高脂餐（)"#，!(),）和 !-#脂肪的高脂餐（!-#，!()"），). 周

后处死小鼠；/0 胰腺组织中胰岛素浓度，$%&'（!(1），)"+（!(1），!-+

（!(2）；30外周血（表示为白色）和门脉血（表示为黑色）血浆中胰岛

素浓度，!().；4"5-'-"，66"5-'-)

! ! "#$"#$%&'()%*+,-.%*+/01

%&' ! ())*+,- .) "%$ ./ &/-01&/ +./,*/,- &/ 23/+4*3,&+ ,&--0* 3/5

&/ 213-63

.'! 789 !"#$%&$'()*+ )":789

组和 !-+789 组小鼠胰腺内 ! 细胞面积与对照餐

组相比逐渐上升，差异有统计学意义（"5-'-)）（图 !）。

此外，当用 ;<=>/ 直接检测胰腺组织中胰岛素

的含量时，也发现了和免疫组化实验相似的趋势，

即 )":789 组和 !-:789 组小鼠胰腺内胰岛素含

量与对照餐组相比呈上升趋势，并在 !-:789 组呈

现显著差异（"5-?-)）（图 ,/）。

.?, 789 ,"#-.$'(/ @@A 0*+ !-:

789 组门脉胰岛素浓度较对照餐组升高，较同组小

鼠外周血的胰岛素浓度也升高（"5-?-)）（图 ,3）。

高脂饮食不影响小鼠门脉血和外周血 @@A 浓

度，两组间比较差异无统计学意义（"B-?-"，结果未

展示）。
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肥胖在起源上是多因素的，但在许多情况下，

肥胖是由于进食过多的高脂饮食而引起的，不同的

脂肪含量和脂肪类型对胰岛素的敏感性有不同的

影响C)"D。含有大量饱和脂肪如猪油、牛脂、椰子油的

饮食更易诱发肥胖和胰岛素抵抗，而含有不饱和脂

肪酸的饮食如鱼油和来自各种种子的油却可能对

胰岛素敏感性产生有益的作用C)*D。本研究结果也再

次证明了摄入过量猪油会诱发肥胖这一事实。高脂

饮食时，! 细胞通过多种方式增强胰岛素的分泌能

力，包括加快细胞增殖和抑制细胞凋亡C)2D。=E 介导

肝脏对胰岛素的利用C!D。胰岛素抵抗时，一个重要特

注：! 组小鼠分别进食含有 ":脂肪的对照餐（$%&?，!()*）、)":

脂肪的高脂餐（)":，!(),）和 !-:脂肪的高脂餐（!-:，!()"），). 周

后处死小鼠；/：肝脏中胰岛素受体（=E）的表达；3：肝脏中胆囊收缩

素 ) 型受体（@@A)E）的表达；6"5-?-"，66"5-?-)
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征就是肝脏胰岛素清除率随 !" 表达水平的降低而

降低#$%&。本研究结果显示，随脂肪浓度的增加，小鼠

胰腺内胰岛素浓度逐渐增加而肝脏内的 !" 表达水

平降低，表明高胰岛素血症可能是胰腺高分泌和肝

脏胰岛素清除率降低共同作用的结果，胰岛素代谢

的这种适应性变化可能参与了 '() 导致的肥胖和

胰岛素拮抗时的代谢再平衡#*&。

脂质饮食可以提高 ++, 基因在 ++, 生成细胞

（! 细胞）中的表达#-.&，这与脂质刺激人类 ++, 分泌

增加的结果一致#/0&。++, 与 ++,1" 相互作用介导

摄食调节，具有 ++,-" 亚型特异性的拮抗剂被证明

可增加食物的摄入量#23&。本研究结果显示肝脏中++,-"

表达随着膳食脂肪浓度的增加而逐渐降低，这与 !"

结果具有一致性，可能提示肝脏 ++,-" 和 !" 表达

水平均与脂肪浓度密切相关，但相关机制仍需进一

步研究。胰岛素和 ++, 在生理情况下对肝脂肪代

谢有协同作用，而病理情况下则相互影响以适应肥

胖导致的变化#4516&。本研究同时检测肝 !" 和 ++,"，

发现二者均随脂肪浓度的增加逐渐降低，这为临床

上通过肝 !" 和 ++,1" 制定新的药物靶点来预防

肥胖症和相关肝病提供了数据支持。

综上所述，肥胖症作为全身性疾病，能同步降

低肝脏 !" 和 ++,1" 以及增加胰腺胰岛素储量。但

在肥胖条件下，肠7胰轴中胰岛素和 ++, 间的相关

作用机制仍有待深入研究。本研究的新颖性在于：

（3）同时检测肝 !" 和 ++," 表达水平。（/）用外周

血和门静脉血胰岛素水平反映胰岛素敏感性。从

这一模型中得到的结果，如 '() 可同时下调肝 !"

和 ++," 表达等，也将会对肥胖症和肝病的相关研

究产生影响。
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