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摘要：目的　观察糖尿病大鼠肝脏和骨骼肌中细胞因子信号转导抑制因子 ３（ＳＯＣＳ３）、胰岛素受体底物 １
（ＩＲＳ１）及丝氨酸磷酸化胰岛素受体底物１（ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７）水平，探讨其在胰岛素抵抗发生中的机制。方法　将４０
只雄性ＳＤ大鼠按随机数字表法分为对照组（２０只）和糖尿病组（２０只）。对照组大鼠予以普通饲料喂养，糖尿病
组大鼠予以高糖高脂饲料喂养４周后腹腔注射链脲霉素，其中１６只大鼠制成２型糖尿病模型。采用实时荧光定
量ＰＣＲ法检测大鼠肝脏和骨骼肌中ＳＯＣＳ３、ＩＲＳ１ｍＲＮＡ水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测大鼠肝脏和骨骼肌中ＳＯＣＳ３、
ＩＲＳ１、ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７蛋白水平。应用ｔ检验及Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关进行数据分析。结果　①与对照组相比，糖尿病组大
鼠肝脏和骨骼肌ＳＯＣＳ３ｍＲＮＡ显著升高（Ｐ＜０．０５），ＩＲＳ１ｍＲＮＡ显著降低（Ｐ＜０．０５）；糖尿病组大鼠肝脏和骨
骼肌ＳＯＣＳ３和ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７蛋白显著升高（Ｐ＜０．０５），ＩＲＳ１蛋白显著降低（Ｐ＜０．０５）；②糖尿病组大鼠肝脏和骨
骼肌ＳＯＣＳ３蛋白与 ＩＲＳ１蛋白呈负相关（ｒ＝－０．８６５、－０．７５６，Ｐ＜０．０５），与 ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７蛋白呈正相关（ｒ＝
０．６７８、０．６６３，Ｐ＜０．０５）。结论　糖尿病大鼠可能通过上调 ＳＯＣＳ３基因，增加 ＩＲＳ１丝氨酸磷酸化水平和降低
ＩＲＳ１表达，诱发胰岛素抵抗。
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　　胰岛素抵抗是２型糖尿病发病机制的核心［１］。胰

岛素受体底物１（ＩＲＳ１）是调节胰岛素信号通路的关
键分子，当ＩＲＳ１表达或其磷酸化水平异常时，将影响
胰岛素在细胞内的正常水平，导致胰岛素效能下降，诱

发胰岛素抵抗［２］。ＳＯＣＳ３是由多种细胞因子和激素
诱导产生的负性调节蛋白，对细胞因子和激素的信号

转导途径具有抑制性调节作用，其过度表达与胰岛素

抵抗及２型糖尿病的发生密切相关［３］。本研究通过建

立２型糖尿病大鼠模型，观察其肝脏和骨骼肌中细胞

基金项目：浙江省科技厅公益性技术应用研究计划项目（２０１３
Ｃ３７０２８）

通信作者：吴鸣，Ｅｍａｉｌ：ｊｘｅｙｅｋ＠１２６．ｃｏｍ

因子信号转导抑制因子３（ＳＯＣＳ３）、胰岛素受体底物
１（ＩＲＳ１）、丝氨酸磷酸化胰岛素受体底物 １（ＰＩＲＳ
１Ｓｅｒ３０７）的变化，探讨糖尿病胰岛素抵抗的发生机制。

１　材料与方法
１．１　实验动物　体质量为１８０～２２０ｇ的 ＳＰＦ级雄性
ＳＤ大鼠４０只，购自上海斯莱克实验动物中心，许可证
号：ＳＣＸＫ（沪）２０１２０００２。普通饲料和高脂高糖饲料，
购自南通特洛菲饲料有限公司。

１．２　实验试剂　链脲佐菌素（美国 Ｓｉｇｍａ），动物总
ＲＮＡ快速提取试剂盒（上海捷瑞），荧光定量 ＰＣＲ试
剂盒（北京天根），ＳＯＣＳ３、ＩＲＳ１、βａｃｔｉｎ引物由上海
生工合成，ＥＣＬＰｌｕｓ发光试剂盒、ＢＣＡ蛋白浓度测定
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试剂盒（上海碧云天），ＲａｂｂｉｔＩＲＳ１ａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｒａｂｂｉｔ
ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７（美国 ＣＳＴ），ＧｏａｔＳＯＣＳ３ａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｒａｂｂｉｔ
βａｃｔｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ），ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉｇｏａｔ
ＩｇＧＨＲＰ、ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧＨＲＰ（美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ）。
１．３　造模方法和分组　将４０只 ＳＤ大鼠普通饲料适
应性喂养１周后，采用随机数字表法将大鼠分为对照
组和糖尿病组，每组各２０只。对照组给予普通饲料喂
养，糖尿病组给予高脂高糖饲料喂养。４周后，糖尿病
组大鼠夜间禁食 １２ｈ后，单次腹腔注射新鲜配制的
１％链脲佐菌素（ＳＴＺ，３０ｍｇ／ｋｇ）。５ｄ后连续３次经
尾静脉采血测随机血糖，血糖值 ＞１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ者确
定为２型糖尿病大鼠模型。共１６只大鼠造模成功，成
模率８０％。所有大鼠均每２只一笼饲养于２０～２５℃、
昼夜交替环境中，期间自由摄取饲料和饮水。

１．４　标本收集与处理　大鼠术前禁食１２ｈ，用１０％
水合氯醛（３．５ｍｌ／ｋｇ）腹腔内注射，麻醉后心脏取血５
ｍｌ，离心后收集血清。采集肝脏和右后腿骨骼肌组织，
用预冷的生理盐水洗净，于液氮冷冻后转移至 －７０℃
冰箱保存。

１．５　肝脏和骨骼肌ＳＯＣＳ３ｍＲＮＡ、ＩＲＳ１ｍＲＮＡ表达
检测　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取组织总 ＲＮＡ，严格按照试剂
说明书操作。用 ＭｅｒｉｎｔｏｎＳＭＡ４０００分光光度仪检测
ＲＮＡ纯度和含量。ＳＯＣＳ３引物（Ｆｏｒｗａｒｄ５’ＧＧＧＧＣ
ＣＣＣＴＴＣＣＴＴＴＴＣＴＴＴＡ３’，Ｒｅｖｅｒｓｅ５’ＣＧＡＣＡＡＡＧＡＴ
ＧＣＴＧＧＡＧＧＧＴ３’），ＩＲＳ１引物（Ｆｏｒｗａｒｄ５’ＣＣＴＧＡ
ＣＡＴＴＧＧＡＧＧＴＧＧＧＴＣ３’，Ｒｅｖｅｒｓｅ５’ＴＴＡＣＣＡＣＣＡＣ
ＣＧＣＴＣＴＣＡＡＣ３’），内参 βａｃｔｉｎ引物（Ｆｏｒｗａｒｄ５’
ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ３’，Ｒｅｖｅｒｓｅ５’ＴＴＴＡＡＴ
ＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３’）。在ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ
Ｓｙｓｔｅｍ实时荧光定量ＰＣＲ仪上进行ＰＣＲ，ＰＣＲ反应参
数为：９５℃，１０ｓ；６０℃，２０ｓ；７２℃，３０ｓ，共４０个循
环。用２－△△ｃｔ法分析ＳＯＣＳ３、ＩＲＳ１ｍＲＮＡ的表达量。

１．６　肝脏和骨骼肌 ＳＯＣＳ３、ＩＲＳ１、ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７蛋白表
达检测　用 ＲＩＰＡ裂解液提取组织总蛋白，ＢＣＡ法测
定蛋白浓度，按每泳道３０μｇ蛋白上样，进行聚丙烯酰
胺凝胶电泳及转膜。将 ＰＶＤＦ膜浸入含５％脱脂奶粉
的封闭液中，室温密闭１ｈ后分别加入一抗４℃孵育
过夜，洗膜后加入辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵

育２ｈ，加入ＥＣＬ发光试剂盒液体，置凝胶成像仪中曝
光显影。ＳＯＣＳ３、ＩＲＳ１、ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７蛋白表达水平以其
与βａｃｔｉｎ的比值表示。
１．７　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统
计分析，相关分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析，实验数
据用 ｘ±ｓ表示，２组间均数差异比较用 ｔ检验。Ｐ＜
０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果
２．１　２组大鼠 ＳＯＣＳ３、ＩＲＳ１ｍＲＮＡ表达水平的比
较　糖尿病组大鼠肝脏和骨骼肌 ＳＯＣＳ３ｍＲＮＡ表达
水平明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），ＩＲＳ１ｍＲＮＡ表达水
平明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　２组大鼠肝脏和骨骼肌ＳＯＣＳ３、ＩＲＳ１ｍＲＮＡ
表达水平的比较（ｘ±ｓ）

组别 例数
ＳＯＣＳ３

肝脏 骨骼肌

ＩＲＳ１
肝脏 骨骼肌

对照组 ２０ ０．６７±０．２２ １．８０±０．５２ １．１３±０．２３ １．２５±０．２５
糖尿病组 １６ ２．２６±０．４０ａ４．２６±０．８０ａ ０．６４±０．１３ａ０．７４±０．１８ａ

ｔ值 －１５．３０ －１１．７２ ８．０８ ６．９０
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５。

２．２　２组大鼠 ＳＯＣＳ３、ＩＲＳ１、ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７蛋白表达水
平的比较　与对照组比较，糖尿病组大鼠肝脏和骨骼
肌ＳＯＣＳ３、ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜
０．０５），ＩＲＳ１蛋白表达显著下降（Ｐ＜０．０５），见表２、
图１。

表２　２组大鼠肝脏和骨骼肌ＳＯＣＳ３、ＩＲＳ１、ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７蛋白表达水平的比较（ｘ±ｓ）

组别 例数
ＳＯＣＳ３

肝脏 骨骼肌

ＩＲＳ１
肝脏 骨骼肌

ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７

肝脏 骨骼肌

对照组 ２０ ０．４４±０．１２ １．０３±０．２１ ０．５２±０．１４ ０．６７±０．１６ ０．１２±０．０４ ０．１６±０．０７
糖尿病组 １６ ０．７６±０．１５ａ １．５１±０．２４ａ ０．２７±０．１０ａ ０．４０±０．１２ａ ０．２５±０．０９ａ ０．４６±０．１２ａ

ｔ值 －６．８６ －６．６０ ５．９２ ５．６８ －５．２５ －８．３６
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５。

２．３　糖尿病组大鼠 ＳＯＣＳ３蛋白与 ＩＲＳ１、ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７

蛋白水平的相关性分析　Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析结果
显示，糖尿病组大鼠肝脏和骨骼肌ＳＯＣＳ３蛋白水平与
ＩＲＳ１存在高度负相关（ｒ＝－０．８６５、－０．７５６，Ｐ＜
０．０５），而与 ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７呈显著正相关（ｒ＝０．６７８、
０．６６３，Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论
　　糖尿病是全球最主要的流行病之一，其中２型糖
尿病占糖尿病患者的９５％左右。胰岛素抵抗是２型
糖尿病的重要病理生理特征。细胞膜上的胰岛素受体

与胰岛素结合后，激活自身的β亚基酪氨酸蛋白激酶，
后者诱导胰岛素受体底物（ＩＲＳ）酪氨酸磷酸化，磷酸
化的ＩＲＳ能被胞浆内含有 ＳＨ２结构域的磷脂酰肌醇
３激酶（ＰＩ３Ｋ）识别并结合，继而产生生物学效应。
ＩＲＳ／ＰＩ３Ｋ途径是最主要的胰岛素信号传导通路。
ＩＲＳ１是调节胰岛素信号传导途径的重要细胞内分子，
主要存在于骨骼肌、胰腺、脂肪、肝脏等组织中，其蛋白

表达量及酪氨酸磷酸化水平是胰岛素信号传导的基

础［４］。胰岛素抵抗动物模型肝细胞中ＩＲＳ１表达水平
显著降低［５］，敲除 ＩＲＳ１基因的小鼠可导致胰岛素抵
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抗［６］。研究发现，ＩＲＳ１丝氨酸位点过度磷酸化可阻
止ＩＲＳ１与胰岛素受体结合，进而抑制其酪氨酸位点
磷酸化，阻断胰岛素信号转导［７８］，导致胰岛素抵抗。

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５。

图１　２组大鼠肝脏和骨骼肌 ＳＯＣＳ３、ＩＲＳ１、ＰＩＲＳ１Ｓｅｒ３０７蛋白
表达

　　本研究结果显示，糖尿病大鼠肝脏和骨骼肌 ＩＲＳ
的表达显著低于对照组，而 ＩＲＳ１丝氨酸磷酸化水平
明显升高，表明糖尿病大鼠存在胰岛素受体后信号传

导的缺陷，ＩＲＳ１表达下降及其磷酸化异常可能是引起
胰岛素抵抗的重要机制。ＳＯＣＳ３由细胞因子和激素
诱导产生，通过负反馈抑制细胞因子或激素与其受体

结合后的信号转导，减弱其生理作用。ＳＯＣＳ３是胰岛
素信号传导通路中的重要负性调节因子，可通过多种

途径介导胰岛素抵抗。我们前期研究发现胰岛素抵抗

的肥胖大鼠体内ＳＯＣＳ３基因表达上调，基因敲除技术
证实ＳＯＣＳ３缺陷可阻止胰岛素抵抗的发生［９］。目前

研究认为２型糖尿病是慢性炎症性疾病，炎症因子在
糖尿病大鼠体内表达增加［１０１１］，进而诱导 ＳＯＣＳ３的
过度表达［１２］。ＩＲＳ１与ＳＯＣＳ３结合后发生泛素化，从
而被蛋白酶体降解［１３］，抑制 ＩＲＳ／ＰＩ３Ｋ途径。此外，
ＳＯＣＳ３还可通过促进 ＩＲＳ１丝氨酸磷酸化，减少酪氨
酸磷酸化，导致胰岛素抵抗［１４］，干预 ＩＲＳ１丝氨酸位
点磷酸化可以改善ＳＯＣＳ３诱导的胰岛素抵抗［１５］。因

此推测ＳＯＣＳ３促进 ＩＲＳ１丝氨酸位点异常磷酸化是
胰岛素抵抗的原因之一。本研究发现糖尿病大鼠肝脏

和骨骼肌 ＳＯＣＳ３表达均显著上升，ＩＲＳ１、ＩＲＳ１丝氨
酸磷酸化水平与ＳＯＣＳ３水平呈显著相关性，与国外报
道一致［１４，１６］，提示 ＳＯＣＳ３的过度表达会增加 ＩＲＳ降

解及促进ＩＲＳ１丝氨酸磷酸化，导致胰岛素抵抗。
综上所述，本研究结果证实ＳＯＣＳ３参与了ＩＲＳ降

解及ＩＲＳ１丝氨酸磷酸化过程，ＳＯＣＳ３可能与 ＩＲＳ相
互影响，共同作用于胰岛素抵抗的发生，但其详细机制

尚需进一步研究。
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［１６］　ＢｒｏｈｏｌｍＣ，ＢｒａｎｄｔＣ，ＳｃｈｕｌｔｚＮＳ，ｅｔａｌ．Ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｍｕｓｃｌｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌｓｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｔｙｐｅ２ｄｉ
ａｂｅｔｅｓ［Ｊ］．ＡｍＰｈｙｓｉｏｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，２０１２，３０３（２）：Ｅ２８３
Ｅ２９２．

　　　（本文编辑：谢飞凤） 收稿日期：２０１５０８０５
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