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氯沙坦通过s曾Dil葡萄糖转运蛋白4膜转位
改善2型糖尿病大鼠胰岛素抵抗

闫朝丽 王慧 孟兴凯 苏秀兰 张嘉玲 胡康洪

【摘要】 目的研究2型糖尿病(T2DM)SD大鼠血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂(ARB)是否改善胰

岛素抵抗及对IRSI磷酸化、P13K途径中Akt磷酸化及GLUT4转位的影响。方法42只sD大鼠分

别给予高脂高糖饮食／链脲佐菌素(STZ)或普通饮食喂养，当空腹血糖(FPG)I>7．8 mmol／L且伴有胰

岛素抵抗者为成模T2DM大鼠20只，正常组20只；分为正常不干预组(A组)、正常干预组(B组)、

T2DM不干预组(c组)及T2DM干预组(D组)，每组10只。B组及D组给予氯沙坦(4 mg·kg～·

d“)，干预6周后计算胰岛素敏感指数(ISI)，取腓肠肌备用。通过免疫组织化学(IHC)及Western

bloting检测IRSl／P'jr_IRSl、Akt／P”⋯‘一Akt及GLUT4蛋白表达。结果 (1)成功制备了T2DM大鼠模

型。IHC结果示C、D组较A、B组P“‘IRSl、P“⋯3一Akt蛋白表达减少；Western bloting结果示P“。，

IRSl、GLUT4膜蛋白表达减少(P<0。05)。(2)氯沙坦干预后，D组FBG(mmoL／L)、FINS(p．，U／M1)

(18．8±4．1，27±5)较C组(19．7±3．7，27±6)降低，IsI升高(D组一6．18±0．08，c组一6．18±

0．08，P<0．05)；IHC示P“。一IRSl蛋白表达升高(P<0．05)；Western bloting示GLUT4膜蛋白、P“。一

IRSI上升(P<0．05)，P”⋯。一Akt蛋白的表达无差异(P>0．05)。结论氯沙坦通过增加骨骼肌组织

中GLUT4的转位而改善T2DM大鼠的胰岛素抵抗。

【关键词】2型糖尿病大鼠；氯沙坦；葡萄糖转运蛋白4；胰岛素抵抗
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【Abstract】 Objective An animal model for type 2 diabetes nlellitus(T2DM)was developed for

studying improvment of anigotensin lI receptor blocker on insulin resistance(IR)and influence 013 insulin

receptor substrate 1(IRSl)and Akt phosphorylation of phosphatidylinositol 3-kinase(P13 K)pathway and

translocation of glucose transporter-4 f GLU7114 1．Methods Twenty of 42 male SD rats were randomly fed

with high·-fat／high-·sugar diet and treated with Streptozotozin for type 2 diabetic model and other 20 for normal

control group fed with standard diet．Rats with FPG 1>7．8 mmol／L accompanied by IR were considered as

T2DM models．Rats were randomly divided into control group A，control treated group B，T2DM control group

C and T2DM treated group D(n=l 0 in each group)，rats in group B and D were treated with losartan．Six

weeks later，blood samples were measured to calculate ISI(insulin—sensitivity index)．Skeletal muscles were

removed fr(，m hind legs and siored． Expressions of IRSI／P”'-IRSl， Akt／P‘8—73一Akt an(1 GLU’114 protein

detected by Immunohistochemistry(IHC)and Western bloting．Results (1)Models of T2DM rats were

successfully induced．Compared with group A and B．expressions of p,yr_IRSl．P”⋯3一Akt in group C and D

bv IHC and expressions of Ply r-IRSl and membrane GLUT4 by Western bloting reduced significantly f P<

0．05)．(2)The value of FPG(mmoL／L)，FINS(IxU／M1)of T2DM rats decreased in Group D(18．8±

4．1，27±5)compared with group C(】9．7±3．7，27-4-6)，while ISI increased(D group一6．18±0．08，C

group一6．18±0．08，P<0．05)，the expression of P“’一IRSl increased(P<0．05)(IHC)，expression of

membrane GLUT4 and吵一IRSI increased(P<0．05)(Western bloting)，there was no difference of P”⋯3一
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Akt expression in both ways．Conclusion

tissues to improve IR status of T2DM rats．

【Key words】Type 2 diabetic rats；

Losartan can increase the translocation of GLUT4 in muscle

Losartan； Glucose transporter 4； Insulin resistance

胰岛素抵抗是2型糖尿病(T2DM)发生的启动

因素。血管紧张素II(Ang II)是肾素一血管紧张素

系统(RAS)的重要效应分子，激活的RAS改变了胰

腺血流、加重炎症反应及氧化应激，使胰岛形态和功

能受损并使肌肉及脂肪功能受损导致胰岛素抵

抗’1o。因此抑制RAS是针对T2DM的胰岛素抵抗

的重要靶点。研究显示AngⅡ受体拮抗剂(ARB)类

药物可改善胰岛素抵抗’2 J。与阿替洛尔相比，氯沙

坦可使新发糖尿病发生率下降25％；缬沙坦较那格

列奈能降低糖尿病的累积发病率旧j。在胰岛素信

号转导途径中，磷脂酰肌醇3激酶(P13K)／丝氨酸／

苏氨酸激酶(Akt)是经典的下游通路，胰岛素受体

底物1(IRSl)磷酸化即pty‘-IRSl，再与P13K的P85

调节亚基结合，激活Akt，促使葡萄糖转运蛋白4

(GLUT4)由胞浆转移至胞膜，使组织有效利用葡萄

糖。对于ARB改善胰岛素抵抗是否通过P13K．Akt

及GLUT4途径，目前仍有争议。本实验旨在研究氯

沙坦对T2DM大鼠骨骼肌IRSl、ptyr_IRSl、Akt、

P”⋯3-Akt及GLUT4表达的影响。

材料与方法

一、材料

雄性SPF级SD大鼠[北京维通利华实验动物

中心，动物许可证号为SCXK(京)2006-0009]，高脂

高糖动物饲料(北京鸿润宝顺科技有限公司)，链脲

佐菌素(STZ，美国Sigma公司)，氯沙坦(杭州默沙

东制药有限公司)，碘125胰岛素放射免疫分析药盒

(解放军总医院科技开发中心放射免疫所)。

二、方法

1．造模：6周龄健康雄性SD大鼠42只，体重

180～200 g，适应性喂养1周后，按随机数字表法分

为正常组(绝=20)和造模组(，z=22)。正常组给予

普通饲料喂养(热量组成：碳水化合物62％、蛋白质

26％、脂肪12％)，造模组给予高糖高脂饲料喂养

4周末禁食18 h，造模组给予一次性腹腔注射1％

STZ溶液30 mg／kg；正常组腹腔注射同剂量

0．1 mol／L柠檬酸一柠檬酸钠缓冲液；2周后禁食(不

禁水)12 h，上午8时断尾取血检测空腹血糖

(FPG)、空腹胰岛素(FINS)，计算胰岛素敏感指数。

FPG I>7．8 mmol／L且伴有胰岛素抵抗者为造模成

功。3 o。分为正常不干预组(A组)、正常干预组(B组)、

糖尿病不干预组(C组)和糖尿病干预组(D组)，均

10只。B组及D组给予氯沙坦4 mg·kg～·d。1 H1干

预6周，A组及C组给予等量生理盐水。

2．标本采集：药物干预6周后禁食18 h，称体

重麻醉，取下40只老鼠腓肠肌(在注射5 U／kg胰岛

素15 rain后”1)，置于液氮冷冻固定，储存于

一80℃备用。

3．指标检测：观察行为、皮毛、饮食饮水量、小

便、体重等。检测FPG、FINS(放免法)，计算胰岛素

敏感指数(ISI)=In[1／(FPG×FINS)]。

4．ptyr_IRSl、pse“173_Akt蛋白的表达(S-P法)：操

作步骤按说明书，一抗为ptyr_IRSl(1：50)，P”m3．

Akt(1：50)。光镜下每张切片随机选取5个视野，

通过Smart Scape图像系统分析计算其平均灰度值。
5．Western bloting检i贝0 GLUT4、IRSl、tyr_IRSl、

Akt、pse”473_Akt的表达：提取蛋白，配制18％SDS．

PAGE分离胶溶液，分别取80¨g蛋白量的组织总

蛋白样品上样，采用半干电转移仪将蛋白质转移至

PVDF膜，用5％TBS—T脱脂奶粉封闭，室温振荡
60 rain。一抗(总蛋白GLUT4为1：1000，膜蛋白

GLUT4 1：500，IRSl 1：1000，P'Y’-IRSl 1：1000，Akt

1：1000，P”m3_Akt 1：1000)，封口4℃孵育过夜；二

抗(内参B．肌动蛋白actin为1：2000)，37 cC振荡
60 rain；避光显影，用IPP图像分析软件对目的条带

进行分析，计算其平均灰度值。

三、统计学处理

采用SPSS 13．0统计学软件，指标数据以元4-s

表示，组间比较采用单因素方差分析，进行方差齐性

检验，组间两两比较采用SNK检验。检验水准d=

0．05，P<0．05有统计学意义。

结 果

一、T2DM大鼠模型制备及一般情况

T2DM成模大鼠20只，死亡2只；正常组20

只。成模大鼠表现为少动、拱背扎堆、眯眼、精神萎

靡；进食、饮水及小便量增加，毛发暗淡少毛、刺毛。

尾部个别出现少许溃烂、褐斑。喂养4周末，与正常

组(A组284 4-58、B组279-4-49)比较，C组(399 4-

44)、D组(392 4-30)体重增加(P<0．01)，FPG水平
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无差异(P>0．05)。实验6周末结果见表1，氯沙坦

干预6周后结果见表2。

二、IHC结果

表1基线时大鼠一般情况(面±s，n=10)

注：FPG：空腹血糖；FINS：空腹胰岛素；IS!：胰岛素敏感指数；与

A组比较，8P<O．05；与B组比较，“P<O．05

表2氯沙坦干预后大鼠一般情况(元±s，n=10)

注：FPG：空腹血糖；FINS：空腹胰岛素；ISI：胰岛素敏感指

数；与A组比较，8P<0．05；与B组比较,bp<0．05；与C组比较，

。P<0．05

1．p'yr_IRSl蛋白的表达：结果(灰度值)显示，与

A组(0．65±0．18)、B组(0．63±0．17)相比，C组

(0．82±0．14)表达下降(P<0．05)，D组(0．79±

0．1)表达升高(P<0．05)，见图1。

2．P”m3_Akt蛋白的表达：C组(0．81±0．10)与

A组(0．70±0．09)、B组(0．68±0．12)相比表达下

降(P<0．05)，D组(0．82±0．12)与C组相比表达

无差异(P>0．05)，见图2。

三、Western bloting结果(见图3)

1．GLUT4表达：GLUT4总蛋白质水平(元±s)

(／p-Actin)(A组0．65±0．14，B组0．64 4-0．10，C

组0．63±0．12，D组0．64±0．09)没有差异(P>

0．05)。GLUT4膜蛋白C组(0．64±0．06)、D组

(0．67±0．09)与A组(0．71±0．10)、B组(0．70±

0．07)相比降低(P<0．05)。D组较C组表达增加

(P<0．05)。

2．IRSl及P时。一IRSl蛋白表达：IRSl蛋白的表达

(元±s)(／B-Actin)在4组中没有差异(A组0．71±

0．02，B组0．66±0．03，C组0．73±0．09，D组O．69

±0．05，P>0．05)。P睁7一IRSl蛋白C组(0．95±

O．03)与A组(1．37±0．10)、B组(1．38±0．08)相

比下降(P<0．05)，D组(1．09±0．12)较C组表达

增加(P<0．05)。

3．Akt、P”m3一Akt蛋白表达：Akt蛋白(面±s)

注：1 a：lli常1；r预约I：lb：正常干预组；1-2型帕尿痫(’12DM)小干预组；ltI：T21)M t二预纠

图1 plj r_II=ISl蛋f’I表达低倍放大(箭头示I”、。一II_{SI蛋rl表达阳性)

2a：JI：常不Fj页组；2b：正常干预组；2【．2型精尿病(7r2DM)不干预组；2ll：T2DM于预组

图2 P““”．Akt蛋¨表达低f疗放大(箭头爪P”⋯3．Akt篮t'1表达阳性)

点^鼍
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图3各组人鼠骨骼肌组织中蚩H表达L n=10)

注：A：正常不干预组；B：正常干预组；C：2型糖尿病

(T2DM)不干预组；D：T2DM干预组；GLUT4：葡萄糖转

运蛋白4；IRSl：胰岛素受体底物l；P‘yr_IRSI：胰岛素受

体底物l酪氨酸磷酸化；Akt：丝氨酸／苏氨酸激酶；

P”⋯3-Akt：丝氨酸激酶磷酸化

(／13一Actin)表达在4组中(A组0．72±0．02，B组

0．63±0．03，C组0．71 4-0．1l，D组0．62±0．05)没

有差异(P>0．05)。ps”473．Akt C组(0．98±0．28)与

A组(1．37 4-0．30)、B组(1．52±0．39)相比表达下

降(P<0．05)，D组(0．97±0．03)与C组相比差异

无统计学意义(P>0．05)。

讨 论

伴胰岛素抵抗的T2DM大鼠造模方法一直在探

索中旧剖。高脂高糖饮食／d,剂量STZ大鼠模型缩

短了造模时间，是研究T2DM胰岛素抵抗的理想模

型。本文以血糖>7．8 mmol／L伴胰岛素敏感性降

低为T2DM大鼠成模标准”J。本研究成功地建立了

T2DM动物模型，大鼠FPG和FINS水平增高。氯沙

坦干预后FPG及FINS水平下降，ISI上升，改善了

胰岛素抵抗。与厄贝沙坦的研究结果相似一o，该研

究在胰岛素抵抗的ZK大鼠及L6成肌细胞中证实

厄贝沙坦促进了GLUT4的转位。胰岛素信号转导

途径包括P13K、有丝分裂原活化蛋白激酶(MAPK)

及CAP．Cbl。有研究在胰岛素抵抗大鼠的心肌细胞

中发现ARB改善胰岛素抵抗通过P13K—Akt途

径‘8|。

本研究Western bloting结果显示IRSl、Akt蛋白

表达没有差别，二者为非活性形式，因此不能说明问

题。T2DM组ptyr_IRSl、P”m3_Akt蛋白表达较正常

组下降，氯沙坦干预后P5町473．Akt水平并没有变化。

在胰岛素抵抗患者的骨骼肌中P13K活性降低，但仍

能使Akt正常激活【9j。P13K的下游靶分子除Akt

之外，还有非典型PKC异型体‘和入(PKC∈／k)¨0|。

Jiang等¨¨研究表明，使用PDK抑制剂

(wortmannin)能阻断GLUT4转位，而当加入PI．3类

·45·

似物后，该抑制剂并不能阻断脂肪细胞对葡萄糖摄

取的增加，提示从IRS磷酸化到Akt的激活缺陷可

能并不是T2DM胰岛素抵抗的唯一途径。

本研究中氯沙坦干预后GLUT4膜蛋白表达有

差异，表明它可促进骨骼肌细胞膜GLUT4的易位，

这与其他研究一致”1。GLUT4是主要的葡萄糖运

载体，其充分转位需p38 MAPK或其下游信号分子

的磷酸化激活，GLUT4磷酸化或构象改变，从而介

导胰岛素调节GLUT4的活性¨2|。近期研究表明胰

岛素还可通过CAP／Cbl通路促使GLUT4转位¨3I。

但氯沙坦是否通过p38 MAPK调节GLUT4活性或

通过CAP—Cbl途径影响葡萄糖的转运还有待探索。

[2]
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