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P\7"1 在糖皮质激素联合高脂喂养

大鼠胰岛素抵抗中的作用

孙红爽!乜春城!朱小丽!马红芳!陈赫军!种宝贵

!!!摘要"!目的!通过糖皮质激素联合高脂喂养建立胰岛素抵抗动物模型$探讨 11

$

P羟类固醇脱

氢酶 1!11

$

P\7"1"在该模型中的表达和意义# 方法!)& 只雄性f>BCEL大鼠$按体重随机区组法分为

对照组&地塞米松组&高脂饮食组&高脂i地塞米松组!\]"i"aj组"$每组 $ 只# 对照组和地塞米

松组喂以普通饲料$高脂饮食组和\]"i"aj组喂以高脂饲料$$ 周后地塞米松组和 \]"i"aj组

辅以地塞米松刺激$1& 周后进行胰岛素耐量试验$检测血糖&血脂&血胰岛素及皮质酮水平$计算肝指

数&内脏肥胖指数及稳态模型评估P胰岛素抵抗!\̂ XRP_#"指数$检测11

$

P\7"1基因及蛋白表达情

况# 结果!与对照组相比$其余 ) 组均出现胰岛素抵抗$表现为%胰岛素耐量试验不敏感!注射胰岛

素 )0 J>?后对照组&高脂饮食组&地塞米松组和 \]"i"aj组血糖值分别下降了**-1(3$&$-1*3$

)&-($3$1)-()3"&高血糖&高胰岛素血症&血脂紊乱!总胆固醇&甘油三酯及游离脂肪酸升高$高密

度脂蛋白P胆固醇降低"&\̂ XRP_#指数&肝指数及内脏肥胖指数升高$且\]"i"aj组各项指标变化

幅度最大!4+10-$24&1)-&0$//0-0(或//0-01"# 另外$与对照组相比$其余 ) 组内脏脂肪组织

11

$

P\7"1基因及蛋白表达水平也明显升高$且 \]"i"aj组明显高于高脂饮食组及地塞米松组

!4+)&-%*411%-00$ /均/0-01"# 结论!地塞米松联合高脂饮食喂养可成功建立大鼠胰岛素抵抗

模型$内脏脂肪组织中11

$

P\7"1基因及蛋白表达升高$可能与胰岛素抵抗的发生密切相关#
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!!胰岛素抵抗!_#"是糖尿病&高血压&肥胖&非酒

精性脂肪性肝病&心脑血管疾病等的重要发病因素$

对于其发病机制的研究已成为国内&外热点# 糖皮

质激素是一种胰岛素的反向调节激素$可对抗胰岛

素的降血糖作用$无论是内源性糖皮质激素增多$还

是长期使用糖皮质激素类药物$均会导致机体出现

_## 11

$

P羟类固醇脱氢酶!11

$

P\7""1在体内具有

脱氢和还原双重作用$催化糖皮质激素从无活性的

可的松转化为有活性的氢化可的松$继而与糖皮质

激素受体结合$发挥生物学效应$因此又被称为糖皮

质激素的放大器# 目前 _#的动物模型建立多通过

高脂饲料喂养完成$笔者前期研究发现慢性应激结

合高脂饲料喂养可起协同作用$恶化高脂饮食导致

的_#&脂质紊乱等-1P&.

# 本研究在原有造模方式上

进行改进$通过高脂喂养联合糖皮质激素建立大鼠

_#模型$并分析11

$

P\7"1在地塞米松恶化高脂喂

养大鼠_#&血脂紊乱中的作用$为 _#及其相关疾病

的药物治疗确立新靶点#

@6材料与方法

1-1!实验动物与分组!雄性 f>BCEL大鼠 )& 只$由

河南实验动物中心提供$体重1$0 4&&0 D$清洁级$

生产许可证号% 76j9!豫" &00(P0001$动物批号%

*1011%# 适应性喂养 1 周后$)& 只大鼠按体重随机

区组法分成 * 组%对照组&地塞米松组&高脂饮食组&

高脂i地塞米松组!\]"i"aj组"$每组 $ 只# 对

照组和地塞米松组喂以普通饲料$高脂饮食组和

\]"i"aj组喂以自制高脂饲料!配方为%&(3猪

油$(3糖$&3胆固醇$&3食盐$%%3基础饲料"'

$ 周后地塞米松组和 \]"i"aj组再辅以地塞米

松刺激$每天 $%00 及 &0%00 皮下注射地塞米松

0-1 JD̀WD# 动物单笼饲养在恒温-!&) d&"m.&恒

湿-!%0 d("3.环境中$明暗周期1& F$自由取食饮

水# 每周称量体重&进食量$实验进行 1& 周后测量

相关指标#

1-&!试剂与仪器!游离脂肪酸!]]R"测定试剂盒

!南京建成生物工程研究所$&0020(1&"'甘油三酯&

总胆固醇&高密度脂蛋白P胆固醇!\"gP6"测定试剂

盒!长春汇力生物技术有限公司$&00201*"'胰岛

素&皮质醇放射免疫分析药盒!北京北方生物技术

研究所$&0020(&0"'地塞米松注射液!天津金耀氨

基酸有限公司$批号%020$01&$规格%1 JGo( JDl10

盒"'两步法#<PZ6#试剂盒!<EWELE公司"'11

$

P\7"1

抗体!7E?CE6LSU公司"'7SLA7CAI ZGSB稳步倍加型血

糖仪!美国强生公司"'<%紫外分光光度计!北京普析

通用仪器有限责任公司"'XP2%型 1%管手动放射免疫

!

计数器!合肥众成生物工程设备有限公司"'实时定

量Z6#仪!美国Xb#ABAELOF 公司"'fABCAL?PKG=CC>?D

仪!美国Y>=P#EN公司"#

1-)!实验指标的检测

1-)-1!胰岛素耐量试验!1& 周后$进行胰岛素耐

量试验$方法参照文献-).

#

1-)-&!肝指数及内脏肥胖指数的测定!大鼠称重$

&03乌拉坦!0-( JG̀100 D"腹腔注射$麻醉# 颈动

脉插管取血$血样) (00 L̀J>?!L+% OJ"离心10 J>?

获得血清$于,&0m保存$待测# 开腹腔取出肝脏及

内脏脂肪!睾丸脂肪垫 i双侧肾周脂肪 i反折腹膜

处的脂肪"$分别计算肝指数及内脏肥胖指数# 肝

指数 +

肝脏重量

体重
l1 000' 内 脏 肥 胖 指 数 +

内脏脂肪重量

体重
l1 000#

1-)-)!血液学指标的测定!血清总胆固醇&甘油三

酯&\"gP6及]]R用比色法检测$检测方法详见试

剂盒说明书# 血清胰岛素及皮质酮用"]XP2%型 1%

管放射免疫
!

计数器检测$检测方法详见试剂盒说

明书# 计算稳态模型评估P胰岛素抵抗指数

!\̂ XRP_#"%\̂ XRP_#+

空腹胰岛素l空腹血糖

&&-(

#

1-)-*!内脏脂肪组织11

$

P\7"1基因表达!每组取

*(1*国际内分泌代谢杂志 &01% 年 1 月第 )% 卷第 1 期!_?Cba?N=OL>?=GXACEK$bE?SELQ&01%$c=G-)%$'=-1



) 只动物冻存脂肪组织各100 JD$于磷酸盐缓冲液

中漂洗$除去淤血$迅速置于 ,$0m冻存$用于

11

$

P\7"1 J#'R表达量的检测# 11

$

P\7"1引物%

上游 (p:6R:R:6:R<<<:<<:<<)p$下游 (p<:<6P

<R<:RR:66:R::R)p$扩增产物 1(& KI'

$

PEOC>?引

物%上游 (p6R<6R66R<::6RR<:R:6::)p$下游

(p<:6::<66R6:R<::R::::66 )p$ 扩增产物

(%2 KI# Z6#反应条件为 2*m预变性)0 B$2*m变

性* J>?$*$m退火1-( J>?$.&m延伸& J>?$运行 )0

个循环$最后 .&m延伸 10 J>?# Z6#产物于 &3

琼脂糖凝胶电泳$结束后于全自动凝胶成像分析

系统进行灰度扫描$并计算各组相对灰度$以排除

各组上样误差# 计算公式如下% 相对灰度 +

各组泳道灰度

对应泳道内参灰度
#

1-)-(!内脏脂肪组织11

$

P\7"1蛋白表达!每组取

) 只动物的冻存脂肪组织$提取组织蛋白进行

fABCAL?印迹检测# 上样量10

"

G$1*-.3分离胶&(3

浓缩胶$%0 c电泳后转膜& F$室温封闭& F$以兔抗

小鼠11

$

P\7"1多克隆抗体为一抗!1o&00稀释"$*m

过夜$以羊抗兔_D:P\#Z抗体为二抗!1o$00稀释"$

室温作用& F$a6g检测# 实验所得条带在YE?NBOE?

分析软件中测得各自的总灰度值$进行定量分析$并

用自身
$

PEOC>?灰度值校正#

1-*!统计学处理!采用 7Z77 1)-0 统计学软件包$

正态分布的计量资料以Kd,表示$多组间比较采用

单因素方差分析!R=0VR"及 (!:检验'评价高脂饲

料与糖皮质激素两因素的协同作用采用 & l& 方差

分析# //0-0(为差异有统计学意义#

A6结果

&-1!各组体重变化!高脂饲料喂养可使大鼠体重

增加更明显$从第 10 周开始高脂饮食组体重明显高

于对照组!//0-0("'地塞米松刺激可使大鼠体重

增加缓慢$但地塞米松组与对照组及 \]"i"aj组

与高脂饮食组之间差异均未见统计学意义!图 1"#

&-&!各组进食量变化!高脂饲料喂养使大鼠单位

体重的进食量明显减少$从第 $ 周开始高脂饮食组

及 \]"i"aj组进食量明显低于对照组 !//

0-01"'与高脂饮食组比较$地塞米松刺激 & 周后

\]"i"aj组进食量增加!//0-0("$* 周后增加

更明显!//0-01"$见图 &#

&-)!各组胰岛素耐量试验情况!高脂饮食组与

\]"i"aj组的基础血糖!0 J>? 时血糖值"与对照

组相比升高!//0-01"# 腹腔注射胰岛素 )0 J>?

后$与基础血糖值相比$对照组&高脂饮食组&地塞米
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!!注%O=?CL=G%对照组'\]"%高脂饮食组'"aj%地塞米松组'

\]"i"aj%高脂i地塞米松组'与对照组相比$

E

//0-0(

图 @6* 组f>BCEL大鼠体重变化情况!Kd,$ ' +$"
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!!注%O=?CL=G%对照组'\]"%高脂饮食组'"aj%地塞米松组'

\]"i"aj%高脂 i地塞米松组'与对照组相比$

E

//0-0('与

\]"组相比$

K

//0-0($

O

//0-01

图 A6* 组f>BCEL大鼠进食量变化情况!Kd,$ ' +$"

松组 和 \]" i"aj 组 分 别 下 降 了 **-1(3$

&$-1*3$)&-($3$1)-()3# ) 组曲线下面积与对

照组相比均显著升高!/均/0-0("$且 \]"i"aj

组升高最明显!//0-01"$见图 )#

&-*!各组肝指数及内脏肥胖指数比较!与对照组

相比$其余 ) 组肝指数及内脏肥胖指数均明显增加

!/均/0-0("$且以 \]"i"aj组最为明显$见图

*# & l&方差分析结果显示$高脂饮食和地塞米松刺

激对肝指数及内脏肥胖指数增加均有明显影响

!//0-01"'且两因素对内脏肥胖指数升高有协同

作用!4+*-$$$ //0-0("#

&-(!各组血液生化指标比较!与对照组相比$其余

) 组血糖&胰岛素及\̂ XRP_#均明显升高!/均/

0-01"$且\]"i"aj组明显高于高脂饮食组及地

塞米松组!/均/0-01"# & l&方差分析结果显示$

高脂饮食& 地塞米松刺激对血糖& 胰岛素及

\̂ XRP_#的升高均有明显影响!//0-01"$两因素

对\̂ XRP_#的升高有明显协同作用 !4+10-0($

//0-01"$见表 1#

与对照组相比$其余 ) 组血液皮质酮水平均明

显升高!//0-01" $地塞米松组高于高脂饮食组

*%1* 国际内分泌代谢杂志 &01% 年 1 月第 )% 卷第 1 期!_?Cba?N=OL>?=GXACEK$bE?SELQ&01%$c=G-)%$'=-1
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!!注%R%不同时间点血糖水平'Y%曲线下面积'O=?CL=G%对照

组'\]"%高脂饮食组'"aj%地塞米松组'\]"i"aj%高脂 i地

塞米松组'Re6%曲线下面积'与对照组相比$

E

//0-0($

K

//

0-01'与\]"组相比$

O

//0-01'与地塞米松组相比$

N

//0-01

图 B6* 组f>BCEL大鼠胰岛素耐量的比较!Kd,$' +$"

!//0-01"$而\]"i"aj组高于地塞米松组!//

0-01"# & l&方差分析结果显示$高脂饮食&地塞米

松刺激对皮质酮的升高有明显影响!//0-01"$且

两因素存在协同作用!4+(-*($ //0-0("#

与对照组相比$其余 ) 组总胆固醇&甘油三酯及

游离脂肪酸均明显升高!/均/0-01"$\"gP6明显

下降!//0-01"$且以 \]"i"aj组最为明显#

& l&方差分析结果显示$高脂饮食&地塞米松刺激对

总胆固醇&甘油三酯及游离脂肪酸升高和\"gP6下

降均有明显影响!//0-01"'两因素对\"gP6下降

有明显协同作用!4+).-%2$//0-01"$对总胆固醇

及游离脂肪酸升高也有协同作用!4+%-%1$ //

0-0('4+*-.&$ //0-0("#

&-%!各组内脏脂肪组织11

$

P\7"1基因及蛋白表达

比较!与对照组相比$其余 ) 组内脏脂肪组织

11

$

P\7"1 J#'R表达均明显升高$且 \]"i"aj

组明显高于高脂饮食组及地塞米松组!//0-01"$
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!!注%O=?CL=G%对照组'\]"%高脂饮食组'"aj%地塞米松组'

\]"i"aj%高脂i地塞米松组'与对照组相比$

E

//0-0('

K

//

0-01'与\]"组相比$

O

//0-01'与"aj组相比$

N

//0-01

图 C6* 组f>BCEL大鼠肝指数及内脏肥胖指数比较!Kd,$ ' +$"

表 @6* 组f>BCEL大鼠的血液指标情况!Kd,$' +$"

组别 例数 血糖!JJ=G̀g" 胰岛素!J_èg" \̂ XRP_# 皮质酮!

"

D̀g"

对照组 $ *-%0 d0-&1 1*-)0 d1-)$ &-2& d0-)& %-0& d0-2(

高脂饮食组 $

(-02 d0-12

E

&$-1. d)-(0

E

%-). d0-$*

E

!2-&& d1-&(

E

地塞米松组 $

*-21 d0-&%

E

&0-)( d&-(&

E

*-*) d0-(1

E

!11-2* d1-*1

EK

\]"i"aj组 $

!(-.0 d0-&)

EKO

!).-2) d)-($

EKO

!2-%) d1-1%

EKO

!1%-2% d0-%%

EKO

4值 )*-)* !100-)0 !110-*0 !1*0-$0

/值 0-000 ! !0-000 ! !0-000 ! !0-000

组别 例数 总胆固醇!JJ=G̀g" 甘油三酯!JJ=G̀g" 高密度脂蛋白P胆固醇!JJ=G̀g" 游离脂肪酸!

"

J=G̀g"

对照组 $ 1-1* d0-0$ 0-(2 d0-0. 1-1% d0-11 .&1-*% d(&-2(

高脂饮食组 $

1-$$ d0-1*

E

0-2$ d0-11

E

0-.. d0-02

E

1 *%0-&% d%2-(.

E

地塞米松组 $

!1-() d0-1%

EK

0-21 d0-10

E

!0-%$ d0-0%

EN

!2$)-.* d%&-%$

EK

\]"i"aj组 $

!&-01 d0-1$

EO

!1-12 d0-1(

EKO

!0-%( d0-0.

EN

! 1 $%(-%1 d1(&-0%

EKO

4值 (.-(. )2-0$ %1-2. &).-.0

/值 0-000 0-000 0-000 ! 0-000

!!注%与对照组相比$

E

//0-01'与高脂饮食组相比$

N

//0-0($

K

//0-01'与地塞米松组相比$

O

//0-01'\]"i"aj组%高脂 i地塞米松

组'\̂ XRP_#%稳态模型评估P胰岛素抵抗指数

*.1*国际内分泌代谢杂志 &01% 年 1 月第 )% 卷第 1 期!_?Cba?N=OL>?=GXACEK$bE?SELQ&01%$c=G-)%$'=-1



见图 (# & l&方差分析结果显示$高脂饮食&地塞米

松刺激对内脏脂肪组织 11

$

P\7"1 J#'R表达均有

明显影响!//0-01"$且两因素存在协同作用!4+

$-%2$ //0-0("#
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!!注%O=?CL=G%对照组'\]"%高脂饮食组'"aj%地塞米松组'

\]"i"aj%高脂 i地塞米松组'11

$

P\7"1%11

$

P羟类固醇脱氢

酶 1'与对照组相比$

E

//0-01'与 \]"组相比$

K

//0-01'与

"aj组相比$

O

//0-01

图 D611

$

P\7"1 基因在 * 组f>BCEL大鼠内脏脂肪组织中的

表达!Kd,$ ' +)"

!!与对照组相比$其余 ) 组内脏脂肪组织

11

$

P\7"1蛋白表达均明显升高$且 \]"i"aj组

明显高于高脂饮食组及地塞米松组!//0-01"$见

图 %# & l&方差分析结果显示$高脂饮食&地塞米松

刺激对内脏脂肪组织11

$

P\7"1 J#'R表达均有明

显影响!//0-01"$两因素不存在协同作用!4+

&-(.$/k0-0("#

B6讨论

目前关于_#及其动物模型的研究很多$多数通

过单纯高脂饲料喂养使动物产生_#$笔者前期研究

发现$慢性应激结合高脂饲料喂养可起协同作用$恶

化高脂饮食导致的 _#&血脂紊乱等-1P&.

# 慢性应激

是一种对长期精神紧张的模拟$如快速生活节奏&工

作压力导致的长期精神紧张$可通过激活下丘脑P垂

体P肾上腺轴$导致体内糖皮质激素水平升高$从而

发挥作用# 也有部分研究采用药物与高脂饮食相结

合的方式造模# 张小华等-*.通过高脂喂养结合地

塞米松隔日腹腔注射的方式 $ 周后造模成功$但是

报道中注射地塞米松动物的死亡率较高$达&034

)03# 因此本研究对原有高脂饲料配方及地塞米松

刺激方式做了改进$高脂饲料中增加了胆固醇的含
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!!注%O=?CL=G%对照组'\]"%高脂饮食组'"aj%地塞米松组'

\]"i"aj%高脂 i地塞米松组'11

$

P\7"1%11

$

P羟类固醇脱氢

酶 1'与对照组相比$

E

//0-0($

K

//0-01'与 \]"组相比$

O

//

0-01'与"aj组相比$

N

//0-01

图 H611

$

P\7"1 蛋白在 * 组f>BCEL大鼠内脏脂肪组织中的

表达!Kd,$' +)"

量$地塞米松刺激改为每天皮下注射 * 周# 本次研

究结果显示$长期高脂饲料喂养可引起一定程度的

_#$具体表现为%血脂紊乱&高血糖&高胰岛素血症&

肝指数及内脏肥胖指数增加等$胰岛素耐量试验也

显示动物处于_#状态# 皮下注射地塞米松可进一

步恶化高脂饮食引起的_#$各相关指标变化更加明

显$且高脂饮食和地塞米松对血脂&血皮质酮&

\̂ XRP_#及内脏肥胖指数存在协同作用# 表明本

研究采用皮下注射地塞米松联合高脂饮食的方式建

立大鼠_#模型成功# 另外$本研究结果显示皮下注

射地塞米松后大鼠体重增加缓慢$进食量增加$血液

皮质酮水平升高$与现有报道一致-(P%.

#

本次研究结果显示$与对照组相比$其余 ) 组内

脏脂肪组织11

$

P\7"1基因及蛋白表达均升高$且

\]"i"aj组升高最明显$这种变化趋势与各组动

物的_#状态相吻合# 11

$

P\7"1是糖皮质激素代谢

的关键酶$催化其从无活性的可的松转化为有活性

的氢化可的松$继而与糖皮质激素受体结合$对抗胰

岛素的降血糖作用-..

# 除此之外$其还可以直接影

响胰岛素的分泌-$.

# 11

$

P\7"1在体内分布广泛$主

要在肝脏&脂肪组织&中枢神经系统和血管平滑肌等

糖皮质激素的靶器官表达# 局部组织内11

$

P\7"1

的活化以及调节作用异常$是 _#的重要发病机制#

敲除11

$

P\7"1基因后$小鼠体内 11P脱氢皮质酮不

*$1* 国际内分泌代谢杂志 &01% 年 1 月第 )% 卷第 1 期!_?Cba?N=OL>?=GXACEK$bE?SELQ&01%$c=G-)%$'=-1



能转化为皮质酮$糖异生关键酶磷酸烯醇式丙酮酸

羧激酶及葡萄糖P%P磷酸酶的活性降低$从而避免饮

食所引起的肥胖及其他代谢综合征的表现$如_#及

高血糖-2.

# ŴEUEW>等-10.研究发现$在 & 型糖尿病

小鼠模型中给予选择性11

$

P\7"1抑制剂能够降低

空腹血糖及胰岛素水平$减少肝糖输出$增加胰岛素

敏感性# 由此推测下调 11

$

P\7"1 表达或敲除

11

$

P\7"1基因对于_#的高危人群有保护作用#

由于11

$

P\7"1非选择性抑制剂可同时抑制肾

脏中11

$

P\7"&的活性$可引起高血压&低钾性碱中

毒等不良反应-11.

# 因此$目前对于11

$

P\7"1抑制

剂的研究主要集中在选择性11

$

P\7"1抑制剂# 芳

基磺酰噻唑衍生物包括 Yc<-(&$&Yc<-1*&&( 和

c<-&.))$前两者能够有效抑制人11

$

P\7"1水平$后

者能 抑 制 鼠 11

$

P\7"1 水 平-1&.

# 研 究 发 现$

Yc<-&.))能够降低磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶和葡

萄糖 %P磷酸酶J#'R水平$降低血糖及胰岛素的浓

度$改善_#

-1).

#近些年研究发现的_'6YP1).)2以及

"_̂P20&$作为新型11

$

P\7"1选择性抑制剂$已进入

临床试验阶段# 这两种药物除了降低血糖&改善 _#

之外$还能够有效降低血压&血脂$减轻体重-1*P1(.

#

另外$近期有研究发现某些中草药也具有选择性抑

制11

$

P\7"1的作用# 大黄素是大黄和虎杖的提取

物$是一种11

$

P\7"1的强效选择性抑制剂$可以抑

制糖皮质激素的作用$改善糖尿病患者的血糖水平

和_#状态-1%.

# 苦瓜提取物也具有选择性抑制

11

$

P\7"1活性$可用于治疗 & 型糖尿病-1..

#

综上所述$本文采用高脂饲料喂养结合皮下注

射地塞米松的方式成功诱导实验大鼠出现_#$为该

病的发病机制研究及药物试验提供一种可靠而简便

的动物模型# 本研究还发现$内脏脂肪组织中

11

$

P\7"1的表达水平 与 _# 状 态 呈 正 相 关$

11

$

P\7"1可能作为_#及其相关疾病治疗的新靶

点$但是11

$

P\7"1在_#发病中的具体作用通路有

待进一步研究#
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