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磷脂酰肌醇3激酶及葡萄糖转运蛋白4

在巴马小型猪2型糖尿病模型中的表达
于健1 邹迪莎2叶瑶2谢梦婷2于萍1

(1．桂林医学院附属医院内分泌科，广西壮族自治区桂林54100l；2．桂林医学院研究生院，

广西壮族自治区桂林541001)
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-论著-

【摘要】目的观察高脂高糖饮食联合链脲佐菌素(sTz)多次注射诱导巴马小型猪2型糖尿病(T2DM)

模型糖脂代谢情况以及骨骼肌、肝脏、胰腺组织磷脂酰肌醇3激酶(P13一K)及葡萄糖转运蛋白4(GLuT4)的

表达变化，探讨该模型的特征。方法10只健康雄性巴马小型猪，按随机数字表法分为对照组和糖尿病模型

组，每组5只。T2DM模型组用高脂高糖饲料(蔗糖37％、猪油10％、胆固醇2％、普通饲料5l％)喂养，11个

月初腹腔注射STz 100 m眺g，l周后重复1次；对照组喂养普通饲料，同时腹腔注射等量柠檬酸一柠檬酸钠
缓冲液。两组实验期为12个月。检测两组动物空腹血糖(FPG)、空腹胰岛素(FINs)及血脂水平，采用胰岛

素抵抗指数(HOMA—IR)评价胰岛素抵抗(IR)情况，并检测骨骼肌、肝脏及胰腺组织P13一K及GLuT4的表

达水平。结果给予高脂高糖饲料后模型组小型猪FPG、FINS、HOMA—IR、三酰甘油(Tc)、总胆固醇(Tc)、

低密度脂蛋白胆固醇(LDL—c)水平较对照组明显升高，注射sTZ后，模型组动物FPG较对照组明显升高

(mmol／L：11．46±1．64比4．64±0．47)，FINs水平较对照组明显降低(“u／mL：6．57±0．33比8．1l±o．28)，差异均

有统计学意义(均P<0．01)。模型组骨骼肌、肝脏及胰腺组织P13一K、GLuT4蛋白表达水平较对照组明显降低

[骨骼肌：P13一K为(6．55±1．81)％比(13．16±3．66)％，CLuT4为(42．34±10．62)％比(116．10±15．57)％，肝脏：

P13一K为(6．79±1．73)％比(14．17±3．73)％，GLUT4为(40．35±16．81)％比(126．17±13．73)％，胰腺：P13一K

为(5．7l±1．51)％比(10．39±2．57)％，GLuT4为(38．90±16．69)％比(73．4l±16．39)％，尸<0．05或P<0．01]。

结论采用高脂高糖饲料联合s‘rZ多次注射可以成功诱导巴马小型猪1、2DM模型，模型组小型猪存在明显IR

及糖脂代谢紊乱，且模型组骨骼肌、肝脏及胰腺组织P13一K、GLuT4蛋白表达水平降低。

【关键词】巴马小型猪；2型糖尿病；磷脂酰肌醇3激酶； 葡萄糖转运蛋白4
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【Abstract】 objective To estahlish a Bama miniature pig model with type 2 diaheles mellitus(T2DM)using
a high—fat and high—sugar diet comhined with sn-eptozotocin(STZ)injection fhr many times to ohsenre the changes of

animal glucolipid metabolism as well as the expressions of ph05phatidylinositol 3一kinase(P13一K)and glucose transporter

4(GLUT4)in skeletal muscle，liver and pancreatic tissues，and t0 discuss fhe model characterⅫcs． Methods A total
of 10 healthy male Bama minialure pigs were randomly divided into two groups：a control gmup and a diahetic model

gmup(each n=5)．The diahetic model gmup was fed with a high—fat and high—sugar diet(cane sugar 37％，lard oil 10％，
cholesteml 2％，normalfodder 5l％)，and acceptedintrape“tonealilljection ofSTZ 100mg／kg atthe heginning ofthe llth

month，and 1 week later the i11jection was repeated；while the conn．0l gInup was fbd with a normal dieI，and at the same

time accepted intraperitoneal i11jection of equal Volume of citric acid and sodium cin‘ate hufkr．The experjmental period

was 1 2 months in hoth gmups．The levels of fasting plasma gluPose(FPG)，fasting insulin(FINS)and senJm lipids，as well

as fhe P13一K and CLUT4 expressions in the skeletal muscle，liver and pancreatic tissues of two gmups were detected，

and the insulin resistance index(HOMA—IR)was applied t0 evaluate the insulin resistance(IR)． ResuIts After

feeding with high—fat and high—sugar diet，the FPC，FINS，HOMA—IR，triglycerides(TG)，fotal rh01esterol(TC)，and

low—density 1ipoprotein cholesteml(LDL—C)levels of the miniature pigs in the model gmup were signi6cantly higher than

those in the control gmup．After injection of STZ，the FPG level in the model gmup was ohviously higher than those in

the contml group(mmol／L：l 1．46±1．64 vs．4．64±0．47)，and the FINS level was markedly lowered(斗U／mL：6．57±0．33
vs．8．1 1±0．28)，the di“brenres heing stalistically signi“cant(hoth P<0．01)．The P13一K and GLU7r’4 expression

levels of the skeletal muscle，liver and pancreas in the model group were statistically lower“1an those in control gmup

【skeletal muscle：P13一K was(6．55±1．81)％vs．(13．16±3．66)％，GLU‘14 was(42．34±10．62)％vs．(116．10±15．57)％；
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liveT：P13一K was(6．79±1．731％vs．(14．17±3．73)％，GLUT4 was(40．35±16．81)％vs．(126．17±13．73)％；pancreas：

P13一K was f5．71±1．51)％vs．(10．39±2．57)％，GLU7r4 was(38．90土16．69)％vs．(73．4l±16．39)％，P<O．05 or

P<0．011． Conclllsions 7rhe high—fat and high—sugar diet combined with STZ injection{br many“mes can success{hlly

estahlish a Bama miniature pig model wilh T2DM．The miniature pigs in the model group show signincant IR and

glucolipid metaholism disorder，and the levels of P13一K and GLUT4 protein expressions in the skeletal muscle，liver and

pancreatic Iissues of the miniature p培s in the model group were reduced．

【Key words】 Bama miniature pig； Type 2 diabetes meIlitus；I’hosphatidyIinositoI 3一kinase； GIucose

目前，糖尿病(DM)已成为继肿瘤、心脑血管疾

病之后第3位严重威胁人类健康的主要慢性非传

染性疾病，其中约95％为2型糖尿病(T2DM)。至

今T2DM确切的发病机制仍不明确，其中胰岛素抵

抗(IR)是T2DM的主要病理机制。建立真实模拟

人类T2DM的动物模型对深入研究T2DM的发生发

展、慢性并发症的转归及防治措施意义重大。小型

猪的生理解剖结构、糖脂代谢、血液生化指标和疾病

发生机制与人类都很相似，被广泛应用于医学领域

的研究¨‘4 o。因此，本研究选用体型小、容易饲养、

抗病力强的巴马小型猪，应用高脂高糖饮食联合链

脲佐菌素(STz)多次注射复制巴马小型猪T2DM模

型，观察小型猪骨骼肌、肝脏及胰腺组织中胰岛素信

号通路的两个关键分子磷脂酰肌醇3激酶(P13一K)、

葡萄糖转运蛋白4(GLuT4)的表达水平，探讨该模

型特征。

1材料与方法

1．1主要药品及试剂：纯化的STZ购自美国Sigma

公司；胰岛素放射免疫分析试剂盒购自北京北方生

物技术研究所；RIPA裂解液购自碧云天生物技术

公司；P13一K一抗购自美国Santa Cmz公司；GLUT4

一抗购自英国Ahcam公司。

1．2动物分组：选择10只健康雄性广西巴马小型

猪，2～3月龄，体质量10～20 kg。小型猪适应性喂

养1周后，按随机数字表法分为两组。对照组(n=5)

采用普通饲料喂养；T2DM模型组(n=5)采用高脂

高糖饲料喂养(高脂高糖饲料配方为：蔗糖37％、

猪油10％、胆固醇2％、普通饲料5l％)。实验期为

12个月。

1．3 T2DM模型制备：参照本课题组前期制模方

法¨。复制T2DM小型猪模型，根据动物体质量称

取适量STz溶于柠檬酸一柠檬酸钠缓冲液(pH值

4．2～4．5)中，浓度为10 g，L。分2次给禁食过夜的

模型组小型猪注射sTZ溶液：11个月初腹腔注射
STz 100 m∥kg，1周后重复注射1次。对照组腹腔

注射等剂量柠檬酸一柠檬酸钠缓冲液。成模标准：

参照1999年世界卫生组织(wHO)糖尿病诊断标准。

1．4伦理学：本实验中动物处置方法符合动物伦理

学标准。

1．5观察指标及方法

1．5．1胰岛素、血脂水平检测：小型猪禁食经前腔

静脉取血，采用瑞士罗氏公司7600型全自动生化分

析仪检测生化指标，葡萄糖氧化酶法检测空腹血糖

(FPG)，胰岛素放射免疫分析试剂盒检测空腹胰岛

素(FINS)水平；甘油磷酸氧化酶一过氧化物酶法

(GPO—POD)检测三酰甘油(TG)，胆固醇氧化酶法检

测总胆固醇(Tc)，表面活性剂清除法(suR)检测低

密度脂蛋白胆固醇(LDL—C)。

1．5．2胰岛素抵抗的评价：利用胰岛素抵抗指数

(HOMA—IR)评价胰岛素抵抗情况：HOMA—IR=

FPG×FINS／22．5。

1．5．3 P13一K及GLuT4蛋白表达水平检测：实

验结束时(12个月末)，麻醉动物后股动脉放血处

死，取胰腺、肝脏和骨骼肌组织置于一70℃冰箱保

存，采用蛋白质免疫印迹试验(Western Blot)检测

P13一K及GLuT4的蛋白表达。RIPA裂解液裂解得

到的组织总蛋白，使最终上样总蛋白为50 pg，以预

染Marker作为蛋白质分子质量的标记。十二烷基

硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE，浓缩

胶80V，分离胶120V恒压电泳)，电泳完毕后以湿

转移的方法(恒流250 mA，p肌动蛋白(p—actin)
60 min、P13一K 100 min、GLUT4 60 min]将分离的蛋

白条带转移至(0．45“m)聚偏二氟乙烯(PvDF)膜

上。使用5％牛血清白蛋白(BsA)室温封闭2 h。

l：l 000稀释B—actin鼠抗以及P13一K、GLUT4兔

单克隆抗体，4℃冰箱缓慢摇动孵育过夜。三羟甲

基氨基甲烷缓冲液(TBST)洗膜3次，每次10 min，

加入稀释好的二抗，室温在摇床上缓慢摇动孵育
1 h，TBST洗膜3次，每次10 min，使用suDer EcL

Plus超敏发光液进行显影。用Image Lab 3．0软件

分析各条带面积灰度值，以目的条带与内参照条带

的比值×100％代表目的蛋白的表达水平。

1．6统计学处理：使用sPSs 19．0软件进行数据分

析，所有数据行正态分布检验，对于符合正态分布的

万方数据



中国中西医结合急救杂志2016年7月第23卷第4期chin JTcMwMcri【(㈨h川?201 6_．!t，1墨!，塑墨 ’423’

计量资料以均数±标准差(孑±s)表示，两样本均数

比较采用￡检验；P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 高脂高糖诱导后动物FPG、FINS、HOMA—IR

及血脂水平的变化(表1)：用高脂高糖饲料喂养

10个月后，模型组动物FPG、兀Ns、HOMA—IR、TG、

TC、LDL—C水平较对照组明显升高(均P<0．01)。

表l 高脂高糖诱导后小型猪生化指标、

FINS及HOMA—IR的变化(i±s)

2．2注射sTz后动物FPG、FINS的变化比较(表2)：

模型组动物FPG较对照组明显升高，FINs较对照

组明显降低(均P<o．01)。

2．3两组动物骨骼肌、肝脏、胰腺组织P13一K、

GLuT4蛋白表达水平比较(图1—2)：模型组骨骼

肌、肝脏及胰腺组织P13一K和GLuT4蛋白表达水平

较对照组明显降低，差异有统计学意义(P<0．05或

P<0．01)。

i对照组比较．。P<0．O

竺竺坠 竺竺 坚坚 fH对分
对照鲥模型组刘照}ll模，l【』组 时照组模型组子质量阿冰嘲嶝冁-●⋯。

阳t nr，———■——，■-●■◆。3Ⅲ砌
图l 模型组与对照组骨骼肌、肝脏及胰腺

P13一K的蛋白表达比较

表2注射STz后小型猪FPG、FlNS的变化比较(i±s)

3讨论

目前T2DM糖尿病的发病机制仍未完全阐明，

其中IR是T2DM的主要病理机制。胰岛素的代谢

功能和血糖调节主要受胰岛素受体、胰岛素受体底

物1、P13一K、下游的蛋白激酶B(PKB)及GLUT4

等信号通路的影响，所以当路径中任何一个信号

分子及环节发生异常均可导致机体对葡萄糖摄取

和利用障碍，引起IR，从而导致糖尿病的发生。其

中P13一K是调节葡萄糖转运信号转导的关键蛋白，

P13一K途径是葡萄糖吸收与利用、调节血糖平衡的

主要转导途径。研究发现，P13一K抑制剂渥曼青霉

素和LY294002可完全抑制胰岛素刺激的GLuTl／4

的转运，降低葡萄糖摄取，从而证实P13一K是胰岛

素刺激葡萄糖转运和摄取的重要介导分子¨J。还

有研究发现，T2DM大鼠骨骼肌、脂肪组织及IR细

胞模型P13一K含量均显著降低，激活P13一K通路可

以改善IR，提示P13一K与IR关系密切r卜9|。

本研究选用巴马小型猪建立T2DM模型，主要

基于以下优势：小型猪的胰岛素肽链氨基酸组成与

人类最相近，只相差1个氨基酸(B链第30位氨

骨骼肌 肝脏 胰腺

注：与对照组比较，“．p<O．0I，’P<0．05

竺塑竖 竺竺 堕堡 相对分

对照组模型组刘照组模)魁箜【 对照组模】{l!』组f质量

I姒T4●—，’一●—◆·一一一-●·-～45 000

p—I⋯—_—●●——■——●■—一●—一43I)f)o
图2模型组与对照组骨骼肌、肝脏及胰腺

GLUT4的蛋白表达比较
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基酸，猪是丙氨酸，人是苏氨酸)，小型猪的血生化

指标与人类接近，便于与人类病理生理改变进行比

较¨0。；还有研究显示，巴马小型猪对高脂高糖饲料

诱导DM模型比较敏感，表现为体型肥胖、高胰岛素

血症、糖脂代谢紊乱等¨¨。

NataI．aian等¨刘报道，采用高脂高糖饲料联合

sTZ(50 m班g，连续3 d)诱导约克郡小型猪，出现
高血糖、高三酰甘油血症及高胆固醇血症。本实

验采用在高糖高脂饮食基础上联合多次STZ(STz

100 mg／蚝，共用2次)注射成功诱导巴马小型猪

T2DM动物模型，该模型接近人类T2DM发病特点，

且多次小剂量注射STZ可以大大降低sTz的毒副

作用，与文献[13]报道一致。

另外，本研究还采用westem Blot检测两组小

型猪骨骼肌、肝脏及胰腺组织P13一K和GLuT4的蛋

白表达水平，结果发现，模型组骨骼肌、肝脏及胰腺

组织P13～K和CLuT4蛋白表达水平均明显低于对

照组，提示出现了IR倾向，与其他研究结果¨4—5 o相

一致。

综上所述，采用高脂高糖饲料联合sTz多次注

射可以成功诱导巴马小型猪T2DM动物模型，且模

型组骨骼肌、肝脏及胰腺组织P13一K和GLUT4蛋白

表达水平明显降低，该模型具有与人类T2DM相似

的症状及病理机制，操作方法简便、易于掌握，且模

型安全性好。该模型可用于糖、脂代谢紊乱等相关

代谢疾病的研究，为相关药物新靶点发现及临床前

药效学评价等生物医学研究提供了良好的载体和可

靠的研究模型。
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