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·基础研究·

罗格列酮和二甲双胍治疗对胰岛素抵抗KKAy糖尿病
小鼠肝及横纹肌组织PTEN蛋白表达的影响

曾静波，李玉秀，孙琦，王短

【摘要】 目的 观察罗格列酮和二甲双胍治疗后胰岛素抵抗KKAy糖尿病小鼠肝及横纹肌组织PTEN蛋白表

达的变化。方法KKAy小鼠制备糖尿病模型后随机分为未治疗组、罗格列酮治疗组及二甲双胍治疗组。C57BL

小鼠普通饲料喂养，为对照组。4周后处死小鼠，Western blot检测肝及横纹肌PTEN蛋白、胰岛素刺激后磷酸化

473Akt的表达并进行定量分析。结果罗格列酮及二甲双胍处理后KKAy糖尿病小鼠肝及横纹肌组织磷酸Akt

升高倍数与KKAy糖尿病小鼠相比均无明显变化(P>0．05)，罗格列酮和二甲双胍处理后肝及骨骼肌PTEN蛋白

表达与糖尿病未治疗组相比差异没有统计学意义(P>0．05)。结论罗格列酮和二甲双胍不会影响P13k—Akt通路

活性及PTEN蛋白的表达，两者改善血糖和胰岛索抵抗可能与胰岛素敏感组织PTEN蛋白的表达无关。
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Effects of rosiglitazone and metformin on PTEN protein expression in

liver and skeletal muscles of insulin resistant diabetic KKAy mice

ZENG Jingbo，LJ Yuxiu，SUN Qi，et al

Department o}Enaocri孔0￡ogy，Fuxing Hospital Af}iliated to Capital University of Medical

Sciences，Beij ing 1 00038，China

[Abstract】Objeetive To detect the effects of rosiglitazone and metrormin on phosphatase and tension homologue

deleted on chromosome 10(PTEN)protein expression in liver and skeletal muscle tissues of insulin resistant diabetic

KKAy mice．Methods KKAy mice were fed high fat diet for 4 weeks tO prepare diabetic models，which were then

randomly divided into 3 groups：diabetic group，rosiglitazone treatment group[12．5 mg／(kg·d)3，and metformin

treatment group[3 g／(kg·d)3．C57BL mice of 16一week old，fed normal diet。served as control group．After 4

weeks。the mice were sacrificed．Expressions of PTEN protein and phosphoserine Akt in liver and skeletal muscle

tissues were determined by Western blot and analyzed quantitatively by gel image analysis instrument．Results Insulin-

induced phosphoserine Akt increase in liver and skeletal muscle tissues was not significantly different among rosiglita—

zone treatment group，metformin treatment group，and KKAy diabetic mice(P>O．05)．PTEN protein expression in

liver and skeletal muscle tissues was without significant difference among rosiglitazone treatment group，metformin

treatment group，and KKAy diabetic mice(P>O．05)．Conclusion Rosiglitazone and metformin may not exert any

effeCt on the activity of P13K—Akt pathway and PTEN protein expression．Their roles in improving insulin resistance

and decreasing glucose may be not related with the PTEN expression in insulin sensitive tissue．

[Key words】KKAy mice；insulin resistance；PTEN；P13K—Akt}rosiglitazone；metformin

三磷酸肌醇激酶(P13K)／蛋白激酶B(Akt)通

路为胰岛素主要信号传导通路，发生胰岛素抵抗

时，P13K—Akt通路的活性降低‘1’2‘。PTEN(phos—

phatase and tension homologue deleted on chromo—

some lo，染色体10删除的强力同系物的物磷酸酶)

为一种脂质磷酸酶，是一个很有效的P13K—Akt通

路的负性调节因子‘3‘5]。我们已有的研究结果表明

胰岛素抵抗糖尿病KKAy小鼠肝及横纹肌组织

PTEN蛋白的表达增Nc引。Lo等r73研究了肥胖

Zucker大鼠比目鱼肌PTEN的表达，发现胰岛素抵
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抗时PTEN的表达明显增加，但其机制不详。罗格

列酮及二甲双胍均可改善胰岛素敏感性m9‘。罗格

列酮可以快速上调细胞中PTEN mRNA水平和蛋

白水平的表达Ll0|。目前尚无罗格列酮及二甲双胍

在组织水平对PTEN表达影响的报道。本研究通

过观察胰岛素抵抗KKAy糖尿病小鼠罗格列酮和

二甲双胍治疗后P13K—Akt通路活性及PTEN表

达的变化，探讨降糖治疗以及改善胰岛素敏感性

对肝及横纹肌组织PTEN表达的影响。

先后与一抗抗体、过氧化物酶标志的二抗及显色底物

孵育后显色。显色条带照相，并用凝胶图像分析仪

(GAS7001B，英国，UⅥ；成像软件UVIPhoto，分析软

件为UVISoft UVIB and Application V97．04)灰度扫

描定量分析，每个组织的测定值均为两次结果平

均值。

1．5统计学处理采用SPSSl3．0软件包，实验数据

以孟±s表示，多组比较采用方差分析，组间比较采用q

检验。

1材料与方法 2结果

1．1 实验动物分组及标本采集 实验动物均为雄

性小鼠，购自中国医学科学院实验动物所，饲养在

室温22～25℃、湿度约50％的动物房中，每昼夜给

予12 h光照和12 h黑暗。分为对照C57BL／6 J小

鼠组和KKAy小鼠组，C57BL／6 J小鼠普通饲料喂

养至16～18周龄，处死取材；KKAy小鼠普通饲料

喂养至12周龄，随后高脂饲料(1．5％胆固醇和5％

动物油)喂养4周，测定尾静脉血糖(罗氏爱康全血

糖仪)，连续两次随机血糖大于16．7 mmol／L诊断为

糖尿病。KKAy糖尿病小鼠随机分为3组，一组不

经任何处理，一组给予罗格列酮(4 rag／片，葛兰素

史克公司赠送)12．5 mg／kg bid灌胃，一组给予二

甲双胍(粉剂，施贵宝公司赠送)3 g／kg bid灌胃，治

疗4周。实验动物均在处死前空腹12 h，每组动物

分别随机分为未用胰岛素处理组及胰岛素处理组，

未用胰岛素处理组小鼠尾静脉血测空腹血糖(fast—

ing blood glucose，FBG)，眼内疵静脉取血，留眦取

血清ELISA法测定血胰岛素后处死；胰岛素处理组

胰岛素处理前后尾静脉取血测血糖，腹腔注射胰岛

素(5 mU／g)后10 min处死小鼠。各组小鼠在处死

后即取肝组织、股四头肌。

1．2 试剂 小鼠胰岛素检测ELISA试剂盒购自

Linco公司，PTEN单克隆抗体及Phospho—Akt

(Ser473)多克隆抗体均购自Cell Signaling公司。

辣根酶标记的抗IgG抗体购自北京中杉金桥生物

技术公司。

1．3组织蛋白提取及定量 50 mg样本加组织裂

解液，肝组织在Polytron 15 000 r／min冰上匀浆

1 min，肌肉组织匀浆1．5 min，两种匀浆液分别

14 000×g离心10 min，取上清一70℃保存，并用

Bradford法测组织蛋白浓度。

1．4 SDS-PAGE制备lO％的分离胶及5％的浓缩

胶，取冻存肝、横纹肌及脂肪组织上清各20肛l及蛋白

相对分子质量标准上样电泳。采用半干式电转移法，

将蛋白转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上，PVDF膜

2．1 二甲双胍和罗格列酮对KKAy糖尿病小鼠血

糖和胰岛素水平的影响 糖尿病组小鼠胰岛素和

血糖水平显著高于对照组小鼠，经过二甲双胍和罗

格列酮处理后血糖较未处理的KKAy小鼠显著降

低；处理后血清胰岛素水平较未处理KKAy小鼠显

著下降，但仍高于正常对照组(表1)。

表1各组小鼠血糖和胰岛素水平

注：与C57BL小鼠比较，’P<0．05，一P<0．001；与

KKAy小鼠未处理组比较，。P<0．05，“P<0．001

2．2肝组织胰岛素刺激后磷酸化Akt及PTEN蛋

白的表达 KKAy糖尿病小鼠肝组织胰岛素刺激

后磷酸化Akt升高的倍数较C57BL／6J小鼠显著降

低(P<O．001)；KKAy糖尿病小鼠经罗格列酮及二

甲双胍治疗后磷酸化Akt升高倍数与KKAy糖尿

病小鼠相比均无明显变化(P>0．05；图1，表2)。

KKAy糖尿病小鼠PTEN蛋白较C57BL／6J小鼠

显著升高，约1-24倍(P<0．001)；KKAy糖尿病小

鼠经罗格列酮及二甲双胍治疗后，PTEN蛋白表达

无明显变化(P>O．05；图2，表2)

2．3 横纹肌组织胰岛素刺激后磷酸化Akt及

PTEN蛋白的表达 KKAy糖尿病小鼠横纹肌组

织胰岛素刺激后磷酸化Akt升高的倍数较

C57BL／6J小鼠显著降低(P<0．001)。KKAy糖

尿病小鼠经罗格列酮及二甲双胍治疗后横纹肌组

织磷酸化Akt升高倍数与KKAy糖尿病小鼠相比

均无明显变化(P>0．05；图3，表3)。KKAy糖尿
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3讨论

KKAy小鼠是目前研究伴随肥胖＆胰岛亲抵

抗的一种较好的z型糖尿病动物模型．本研究中

KKAy糖强病小鼠空腹血糖升高的同时伴随明显

的商胰岛素血症．因此存在胰岛索抵抗．

胰岛索刺澈可以激活P13K Akt通路．其中

Akt Ser473的磷酸化为P13K激括后Akt的主要磷

酸化形式。E有研究表明，投生胰岛素抵抗时
P13K Akt通路的活性降低““．我们的研究结果娃

示脾岛索帮』澈后肝厦脂肪组织Akt Ser473磷醢化

升高水平较C57BI。小鼠普通饲料喂养组及高脂喂
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养组均显著降低，说明此种糖尿病小鼠肝及横纹肌

组织P13K—Akt通路的活性显著降低。KKAy糖尿

病小鼠经罗格列酮及二甲双胍治疗4周后，胰岛素

敏感性得到了一定的改善，但肝及横纹肌组织已

经表达增加的PTEN蛋白水平以及降低的胰岛素

刺激后Akt Set 473磷酸化水平均无显著性变化。

Kanoh等[11’12]观察了GotcrKakizaki糖尿病大鼠在

给予罗格列酮处理10～14 d后脂肪组织及股外侧

肌P13K及Akt活性的变化，结果显示，罗格列酮

不会引起胰岛素刺激后GK大鼠P13K以及Akt

Ser473磷酸化水平的变化，这与我们的结果是一

致的，表明罗格列酮及二甲双胍可能不会影响胰

岛素抵抗时的P13K—Akt通路活性。

细胞培养方面的实验结果表明罗格列酮通过

激动PPAR7可以快速上调PTEN mRNA水平和

蛋白水平的表达[13’1“，同时伴随P13K依赖性信号

通路的下调。这与我们的研究结果不一致。其原

因可能在于：(1)KKAy糖尿病小鼠发生胰岛素抵

抗后，PTEN已经处于过度表达状态，因此虽然罗

格列酮为PPAR7激动剂，可以上调PTEN的表

达，但是对于已经处于过度表达状态的PTEN的

表达不再有影响；(2)可能存在导致PTEN持续表

达的因素，虽然对KKAy糖尿病小鼠用罗格列酮

治疗了4周，但是引起PTEN表达的凶素可能一

直未能去除且持续存在。

发生胰岛素抵抗的KKAy糖尿病小鼠在应用

二甲双胍治疗后，空腹血糖及胰岛素均显著下降，

但已经表达增加的肝及横纹肌组织PTEN蛋白水

平在治疗后无变化，已经降低的胰岛素刺激后Akt

磷酸化水平亦无显著变化，表明二甲双胍的降糖

机制可能与PTEN无关。

因此，罗格列酮及二甲双胍治疗后胰岛素抵

抗KKAy糖尿病小鼠在胰岛素抵抗改善的情况

下，肝及横纹肌组织胰岛素刺激后P—Akt及PTEN

表达无显著变化，说明两者降糖途径可能均为非

P13K—Akt途径，并且不会影响PTEN蛋白的表

达。PTEN有可能作为改善胰岛素抵抗的一个新

靶点，从而为研究开发新的改善胰岛素抵抗的药

物提供基础理论依据。
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