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ＳＲＥＢＰ１ｃ表达水平对肠道糖异生的影响
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　　［摘要］　目的　研究固醇调节元件结合蛋白 １ｃ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｃ，
ＳＲＥＢＰ１ｃ）对肠道糖异生的调控作用。方法　饥饿处理 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠、ＳＲＥＢＰ１ｃ纯合敲除型
（ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ）和同窝野生型（ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ）小鼠，通过 ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测糖异生途径限速酶葡
萄糖６磷酸酶（ｇｌｕｃｏｓｅ６ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｃａｔａｌｙｔｉｃ，Ｇ６ＰＣ）和磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ
ｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ１，ＰＣＫ１）在肝脏、空肠和回肠组织中的表达水平；在肠上皮细胞 ＣａＣｏ２中过表达或敲低
ＳＲＥＢＰ１ｃ，检测细胞内Ｇ６ＰＣ和ＰＣＫ１表达水平。结果　饥饿处理后，Ｃ５７ＢＬ／６小鼠空肠、回肠组织中
Ｇ６ＰＣ、ＰＣＫ１和ＳＲＥＢＰ１ｃ表达水平均显著增加（Ｐ＜０．０５）。ＳＲＥＢＰ１ｃ基因敲除后，小鼠空肠、回肠组织
中由饥饿诱导的糖异生限速酶Ｇ６ＰＣ和ＰＣＫ１的表达明显下调（Ｐ＜０．０５）。在肠上皮细胞 ＣａＣｏ２中过
表达ＳＲＥＢＰ１ｃ，可显著上调糖异生途径关键酶 Ｇ６ＰＣ和 ＰＣＫ１的表达，促进细胞内葡萄糖的产生（Ｐ＜
０．０５）；反之，敲低ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达，可明显下调Ｇ６ＰＣ和 ＰＣＫ１，抑制细胞内葡萄糖的产生（Ｐ＜０．０５）。
结论　饥饿状态下，ＳＲＥＢＰ１ｃ可调控肠上皮细胞中糖异生限速酶Ｇ６ＰＣ和ＰＣＫ１的表达，进而影响葡萄
糖的生成，表明ＳＲＥＢＰ１ｃ可能参与肠道糖异生的调控，机制有待进一步探索。
　　［关键词］　 ＳＲＥＢＰ１ｃ；糖异生；肠上皮；Ｇ６ＰＣ；ＰＣＫ１
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ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧ６ＰＣａｎｄＰＣＫ１ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧ６ＰＣ，ＰＣＫ１，
ａｎｄＳＲＥＢＰ１ｃｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｊｅｊｕｎｕｍａｎｄｉｌｅｕｍｔｉｓｓｕｅｓｏｆＣ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅａｆｔｅｒｆａｓｔｉｎｇ
（Ｐ＜０．０５）．ＩｎＳＲＥＢＰ１ｃＫＯｍｉｃｅ，ｆａｓｔｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｄｕｃｅｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧ６ＰＣａｎｄ
ＰＣＫ１ｉｎｔｈｅｊｅｊｕｎｕｍａｎｄｉｌｅｕｍｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０５）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＲＥＢＰ１ｃｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＧ６ＰＣａｎｄＰＣＫ１，ａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅｉｎＣａＣｏ２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙ，ｋｎｏｃｋｉｎｇＳＲＥＢＰ１ｃｄｏｗｎｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＧ６ＰＣａｎｄＰＣＫ１ａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓｅｉｎＣａＣｏ２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｕｎｄｅｒｆａｓｔｉｎｇ，ＳＲＥＢＰ１ｃｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＧ６ＰＣａｎｄＰＣＫ１ｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｕｓａｆｆｅｃｔｓｇｌｕｃｏｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．Ｉｔｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｔｈａｔＳＲＥＢＰ１ｃｍｉｇｈｔｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｎｅｅｄｓ

３０４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（５）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ｆｕｒｔｈｅｒｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＳＲＥＢＰ１ｃ；ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ；Ｇ６ＰＣ；ＰＣＫ１

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２３７０８１５），ｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆ
Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ（ｃｓｔｃ２０２１ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ０４６５），ａｎｄｔｈｅＩｎｃｕｂａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＹｏｕｎｇＤｏｃｔｏｒａｌＴａｌｅｎｔＰｒｏｇｒａｍｏｆｔｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（２０２２ＹＱＢ０５７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ：ＬＩＡＯＸｉａｏｙｕ，Ｅｍａｉｌ：ｌｉａｏｘｉａｏｙｕ２０１０＠１６３．ｃｏｍ

　　糖异生是将非糖化合物转变为葡萄糖或糖原的过
程，是机体内源性葡萄糖的主要来源，对维持血糖平衡

有着重要作用。越来越多的研究证实，除了肝脏，在饥

饿或糖尿病状态下，小肠能利用谷氨酰胺、甘油合成葡

萄糖，如链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱导的糖尿
病小鼠处于饥饿状态时，小肠组织的葡萄糖６磷酸酶
（ｇｌｕｃｏｓｅ６ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ｃａｔａｌｙｔｉｃ，Ｇ６ＰＣ）基因表达可
上调６～８倍［１］。肠上皮细胞通过糖异生产生的葡萄

糖，通过门静脉的葡萄糖感受器，将信号经迷走神经传

入并激活下丘脑相应功能区域，抑制食欲，减少肝脏糖

异生，提高肝脏对胰岛素的敏感性［２］。近年研究发现肠

道菌群可通过影响宿主肠道基因表达［３］，以及肠道代谢

物水平［４］，调控肠道糖异生，从而影响宿主糖代谢稳态。

　　固醇调节元件结合蛋白１ｃ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｃ，ＳＲＥＢＰ１ｃ）是细胞内脂质合成代谢的
关键调控基因。ＦＯＸＯ１是糖异生途径限速酶磷酸烯醇
式丙酮酸羧激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ１，
ＰＣＫ１）和Ｇ６ＰＣ的重要转录调控因子之一 ［５］，有研究

发现 ＳＲＥＢＰ１ｃＣＲＹ１可通过促进 ＦＯＸＯ１降解，从而
抑制肝脏内葡萄糖生成［６］。此外，在原代肝细胞中，

过表达ＳＲＥＢＰ１ｃ可导致 ＰＣＫ１的转录缺失 ［７］。鉴于

ＳＲＥＢＰ１ｃ在肝脏糖异生中的调控作用，课题组在之前
的研究中还发现 ＳＲＥＢＰ１ｃ基因缺失可影响小鼠肠道
菌群组成 ［８］，而肠道菌群已被发现参与机体的糖脂代

谢调控 ［９］，因此，本研究拟通过对 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠和
ＳＲＥＢＰ１ｃ基因缺失小鼠进行饥饿处理，分析 ＳＲＥＢＰ１ｃ
与肠道糖异生的关系；同时还通过在肠上皮细胞

ＣａＣｏ２中过表达或敲低 ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达，初步探索
ＳＲＥＢＰ１ｃ在肠道糖异生中的调控作用。

１　材料与方法

１．１　实验小鼠与鉴定
　　Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠（ｎ＝１０）购买于江苏集萃药康
生物科技有限公司，８～９周龄，体质量１９．０～２２．０ｇ。
ＳＲＥＢＰ１ｃ杂合缺失型小鼠（ＳＲＥＢＰ１ｃ＋／－）受赠于重庆
医科大学第二附属医院杨刚毅教授 ［１０］。小鼠饲养于

ＳＰＦ级动物房，动物房温度 ２５℃，湿度 ４０％～６０％，
１２ｈ昼夜更替。ＳＲＥＢＰ１ｃ＋／－小鼠通过杂交后获得
ＳＲＥＢＰ１ｃ野生型（ＳＲＥＢＰ１ｃ＋／＋，ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ）、杂合
型 （ＳＲＥＢＰ１ｃ＋／－，ＳＲＥＢＰ１ｃＨｅｔ）和 纯 合 敲 除 型

（ＳＲＥＢＰ１ｃ－／－，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ），小鼠基因鉴定参考课
题组之前的研究 ［８］。

１．２　小鼠饥饿处理与组织样本收集
　　８～９周龄的Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠适应性喂养１周，
匹配体质量后分为２组，对照组和饥饿处理组，每组各
５只。对照组正常进食，饥饿组禁食处理 ４８ｈ。１１～
１２周龄的 ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ和同窝 ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ雄鼠各
５只，饥饿处理 ４８ｈ。各组小鼠处理结束后，行安乐
死，收集血清、肝脏及小肠组织，于液氮中速冻后再冻

存于－８０℃冰箱，用于后续实验。
　　本研究经陆军军医大学实验动物福利伦理审理委
员会审核，符合动物伦理和动物福利要求（ＡＭＵＷＥＣ
２０２１１４２５）。
１．３　细胞培养
　　肠癌细胞 Ｃａｃｏ２（＃ＣＬ００５０）购自武汉普诺赛生
命科技有限公司，用含１０％胎牛血清（ＦＢＳ，ＬＯＮＳＥＲＡ，
＃Ｓ７１１００１Ｓ）、１％青霉素链霉素（Ｈｙｃｌｏｎｅ，＃ＳＶ３００１０）
的ＭＥＭ（上海源培生物科技有限公司，＃Ｌ５５０ＪＫ）完全
培养基，培养于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱内。
　　细胞处理：Ｃａｃｏ２细胞铺于 ６孔板中，饥饿处理
（１％、２％ＦＢＳ）２４ｈ后，直接收集细胞，提取总 ＲＮＡ和
蛋白；或转染 ＳＲＥＢＰ１ｃ过表达质粒或干扰片段 ２４ｈ
后，再饥饿处理（１％ＦＢＳ）２４ｈ，收集细胞，提取总 ＲＮＡ
和蛋白。

１．４　载体构建与转染
　　ＰＣＲ扩增 ＳＲＥＢＰ１ｃ基因编码区 ３５３４ｂｐ（ＮＭ＿
００１００５２９１），并通过核酸内切酶酶切位点ＡｓｃＩ和ＭｌｕＩ
克隆到过表达载体 ｐＥＮＴＥＲ（山东维真生物科技有限
公司，＃ＣＨ８００５９３）。构建的过表达载体 ｐＥＮＴＥＲ
ＳＲＥＢＰ１ｃ通过酶切、核酸电泳筛选阳性克隆后，再采
用Ｓａｎｇｅｒ测序鉴定。ＳＲＥＢＰ１ｃ干扰片段购自广州锐
博生物技术有限公司，片段 １：５′ＣＣＡＣＴＣＣＡＴＴＧＡＡ
ＧＡＴＧＴＡ３′；片段 ２：５′ＣＧＧＡＧＡＡＧＣＴＧＣＣＴＡＴＣＡＡ
３′；片段 ３：５′ＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴＣＴＡＣＣＡＴＡＡ３′。利用试
剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ３０００（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，＃
２５３３４７６）和 ＲＮＡｉＭＡＸ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，＃
２３２０８１５）分别转染过表达质粒和ｓｉＲＮＡ片段。
１．５　荧光定量ＰＣＲ检测
　　组织与细胞 ＲＮＡ提取采用 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂
（ＴａＫａＲａ，＃９１０９），ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

４０４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ，ＴａＫａＲａ，＃ＲＲ０４７Ａ）后，采用荧光定量
ＰＣＲ（ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，ＴａＫａＲａ，＃ＲＲ８２０Ａ）检
测靶基因表达量，检测基因表达的引物序列见表１。

表１　ＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′→３′）

ｍＳＲＥＢＰ１ｃ
上游：ＣＡＣＴＴＣＴＧＧＡＧＡＣＡＴＣＧＣＡＡＡＣ
下游：ＡＴＧＧＴＡＧＡＣＡＡＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣ

ｍＧ６ＰＣ
上游：ＧＣＧＣＴＴＧＧＡＴＴＣＴＡＣＣＴＧＣＴ
下游：ＧＡＧＧＣＴＧＧＣＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＧ

ｍＰＣＫ１
上游：ＧＧＧＴＧＧＡＡＧＧＴＣＧＡＡＴＧＴＧＴ
下游：ＴＣＴＴＣＡＣＴＧＡＧＧＴＧＣＣＡＧＧＡ

ｍＧＡＰＤＨ
上游：ＴＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧ
下游：ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧ

ｈＳＲＥＢＰ１ｃ
上游：ＣＡＧＧＡＣＡＧＧＣＡＧＡＧＧＡＡＧＡＣ
下游：ＴＧＡＧＧＡＣＡＧＣＡＡＧＧＣＡＡＡＧ

ｈＧ６ＰＣ
上游：ＡＧＣＧＴＣＣＡＴＡＣＴＧＧＴＧＧＧＴＴＴ
下游：ＧＧＴＣＧＧＣＴＴＴＡＴＣＴＴＴＣＣＣＴＧ

ｈＰＣＫ１
上游：ＴＴＧＡＧＡＡＡＧＣＧＴＴＣＡＡＴＧＣＣＡ
下游：ＧＡＴＧＡＣＧＴＡＣＡＴＧＧＴＧＣＧＡＣ

ｈＧＡＰＤＨ
上游：ＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣ
下游：ＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴ

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　Ｃａｃｏ２细胞处理结束后，使用裂解液 ＲＩＰＡ（上海
碧云天生物技术有限公司，＃Ｐ００１３Ｂ）于冰上裂解细
胞，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的一抗信
息如下：ａｎｔｉＧ６ＰＣ（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，＃６６８６０１Ｉｇ，１∶１０００），
ａｎｔｉＰＣＫ１（ａｂｃａｍ，＃ａｂ２８４５５，１∶１０００）；ａｎｔｉＳＲＥＢＰ１
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，＃ｓｃ３６５５１３，１∶１０００）。

１．７　细胞内葡萄糖水平检测
　　Ｃａｃｏ２细胞转染 ＳＲＥＢＰ１ｃ过表达质粒或 ｓｉＲＮＡ
２４ｈ后，再饥饿处理（１％ＦＢＳ）２４ｈ，细胞内葡萄糖含
量检测采用氧化酶法测定试剂盒（北京普利莱基因技

术有限公司，＃Ｅ１０１１）。利用标准曲线计算裂解液中
葡萄糖摩尔浓度，并以每克蛋白浓度校正葡萄糖含量。

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，２组比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　饥饿状态下，小鼠肠道糖异生增加，小肠中
ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达水平增加

　　为了检测小鼠糖异生水平，将 ９～１０周龄的
Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠禁食４８ｈ，检测小鼠肝脏糖异生途
径关键基因表达变化。如图１Ａ所示，与对照组相比，
饥饿处理组小鼠肝脏中糖异生途径关键限速酶 Ｇ６ＰＣ
和ＰＣＫ１表达水平明显上调，而 ＳＲＥＢＰ１ｃ表达显著降
低（Ｐ＜０．０１）。与此同时，饥饿组小鼠空肠组织中Ｇ６ＰＣ
和ＰＣＫ１基因ｍＲＮＡ表达水平显著上调（Ｐ＜０．０１，图
１Ｂ），其蛋白表达量也明显增加（图 １Ｃ），回肠组织中
也观察到相似结果（图１Ｄ、Ｅ）。与肝脏组织中不同的
是，空肠、回肠组织中 ＳＲＥＢＰ１ｃ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达
水平明显增加（Ｐ＜０．０５，图 １Ｂ～Ｅ），与糖异生水平变
化趋势一致，表明饥饿状态下，ＳＲＥＢＰ１ｃ表达水平可
能和肠道糖异生调控有关。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与对照组比较
Ａ：饥饿处理组和对照组小鼠肝脏组织中糖异生调控基因Ｇ６ＰＣ、ＰＣＫ１和ＳＲＥＢＰ１ｃ表达水平检测；Ｂ、Ｃ：小鼠空肠
组织中Ｇ６ＰＣ、ＰＣＫ１和ＳＲＥＢＰ１ｃ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平检测；Ｄ、Ｅ：小鼠回肠组织中Ｇ６ＰＣ、ＰＣＫ１和ＳＲＥＢＰ１ｃ
的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平检测

图１　饥饿处理诱导小鼠肝脏和肠道糖异生增加（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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２．２　敲除基因ＳＲＥＢＰ１ｃ可抑制小鼠肠道糖异生途径
关键酶的表达

　　如图２Ａ、Ｂ所示，ＳＲＥＢＰ１ｃ＋／－小鼠通过配对繁殖
获得ＳＲＥＢＰ１ｃ野生型和纯合敲除型，即 ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ
和 ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ。在常规饮食喂养下，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ
小鼠的体质量、空腹血糖与同窝野生型小鼠无明显差

异（图２Ｃ、Ｄ）。为了检测ＳＲＥＢＰ１ｃ敲除后对小鼠肠道
糖异生水平的影响，将１１～１２周龄的ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ和
ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ雄性小鼠禁食４８ｈ，检测小鼠肠道中糖
异生途径关键限速酶的表达变化。如图２Ｅ～Ｈ所示，
与野生型小鼠相比，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ组小鼠小肠组织中
ＳＲＥＢＰ１ｃ的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著降低；与此一
致的是，空肠、回肠中糖异生关键调控基因 Ｇ６ＰＣ和
ＰＣＫ１ｍＲＮＡ表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５），其蛋白表
达量也明显减少，表明敲除ＳＲＥＢＰ１ｃ基因可抑制小鼠

肠道糖异生。以上结果表明，ＳＲＥＢＰ１ｃ可能参与肠道
糖异生的调控。

２．３　过表达 ＳＲＥＢＰ１ｃ可上调糖异生关键酶的表达，
促进细胞内葡萄糖的产生

　　为了在体外细胞模型中检测ＳＲＥＢＰ１ｃ对肠道糖异
生的调控作用，首先饥饿处理肠上皮细胞ＣａＣｏ２。结果
显示，饥饿处理４８ｈ后，ＣａＣｏ２细胞中糖异生关键酶
Ｇ６ＰＣ和 ＰＣＫ１，以及 ＳＲＥＢＰ１ｃ表达均显著增加（Ｐ＜
０．０５，图 ３Ａ、Ｂ）。利用过表达质粒 ｐＥＮＴＥＲＳＲＥＢＰ１ｃ
转染ＣａＣｏ２细胞２４ｈ后，再饥饿处理２４ｈ，收集细胞检
测各目的基因表达水平。如图 ３Ｃ、Ｄ所示，过表达
ＳＲＥＢＰ１ｃ后，ＣａＣｏ２细胞中糖异生关键酶 Ｇ６ＰＣ和
ＰＣＫ１表达均显著上调（Ｐ＜０．０５），同时细胞内葡萄糖含
量也明显增加（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｅ），表明饥饿状态下，过
表达ＳＲＥＢＰ１ｃ可促进肠上皮细胞的糖异生水平。
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Ａ：小鼠鉴定电泳图　Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～３：ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ小鼠基因组ＤＮＡ扩增产物电泳条带（５３０ｂｐ）；４～６：ＳＲＥＢＰ１ｃ
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（１７０ｂｐ）；Ｂ：ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ和ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ２组小鼠肝脏中ＳＲＥＢＰ１ｃ表达水平检测；Ｃ：２组小鼠体质量比较；Ｄ：２组小
鼠过夜饥饿（１２ｈ）后的空腹血糖比较；Ｅ、Ｆ：饥饿处理４８ｈ后，２组小鼠空肠组织中 ＳＲＥＢＰ１ｃ、Ｇ６ＰＣ和 ＰＣＫ１表达水平
检测；Ｇ、Ｈ：饥饿处理后，２组小鼠回肠组织中ＳＲＥＢＰ１ｃ、Ｇ６ＰＣ和ＰＣＫ１表达水平检测

图２　敲除基因ＳＲＥＢＰ１ｃ可抑制小鼠肠道糖异生关键酶的表达（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与对照组或ｖｅｃｔｏｒ组比较
Ａ、Ｂ：饥饿处理ＣａＣｏ２后，细胞内糖异生调控基因及ＳＲＥＢＰ１ｃ表达水平检测；Ｃ、Ｄ：细胞ＣａＣｏ２过表达ＳＲＥＢＰ１ｃ
后，饥饿诱导下糖异生调控基因表达水平检测　ｖｅｃｔｏｒ：空载体；Ｅ：细胞 ＣａＣｏ２过表达 ＳＲＥＢＰ１ｃ后，饥饿诱导下
细胞内葡萄糖含量检测

图３　过表达ＳＲＥＢＰ１ｃ可促进肠上皮细胞内的糖异生水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．４　敲低 Ｃａｃｏ２细胞中 ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达可下调糖
异生关键酶表达水平，减少细胞内葡萄糖的产生

　　ＣａＣｏ２细胞转染靶向基因 ＳＲＥＢＰ１ｃ合成的 ３条
ｓｉＲＮＡ片段，２４ｈ后收集细胞，检测 ＳＲＥＢＰ１ｃ表达水
平。如图４Ａ所示，３号干扰片段敲低效率最高，因此
后续实验均采用 ３号干扰片段。ＣａＣｏ２细胞转染
ｓｉＳＲＥＢＰ１ｃ２４ｈ后，再饥饿处理 ２４ｈ，收集细胞检测
各目的基因表达水平。结果显示，敲低ＳＲＥＢＰ１ｃ，ＣａＣｏ２
细胞中糖异生关键酶Ｇ６ＰＣ和 ＰＣＫ１表达均显著下调
（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ、Ｃ），同时细胞内葡萄糖含量也明显降
低（Ｐ＜０．０１，图４Ｄ），表明饥饿状态下，敲低 ＳＲＥＢＰ１ｃ
可抑制肠上皮细胞的糖异生。以上结果表明，

ＳＲＥＢＰ１ｃ参与肠道上皮细胞的糖异生调控。

３　讨论

　　糖异生主要用于维持血糖稳定，满足组织、细胞对
葡萄糖的需求 ［１１］。在禁食前期（６～２４ｈ），内源性葡
萄糖生成主要来源于肝脏，肠道和肾脏生成的葡萄糖

占比很少，对平衡血糖的贡献作用不大 ［１２］；但在长期

禁食状态下，肝脏糖异生作用逐渐减弱，肠道和肾脏糖

异生作用逐渐增强，对机体血糖调节有着非常重要的

作用 ［１２－１３］。与肾脏糖异生不同的是，小肠产生的葡萄

糖释放到门静脉不仅参与维持长时间禁食的血糖平衡，

还可通过门静脉感受器传导中枢信号，抑制肝脏糖异

生，提高肝脏的胰岛素敏感性，改善机体的糖稳态［１４］。

　　有研究发现，通过重组腺病毒在ＳＴＺ诱导的糖尿
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｓｉＮＣ组比较
Ａ：ＳＲＥＢＰ１ｃ干扰片段的敲低效率检测；Ｂ、Ｃ：细胞ＣａＣｏ２敲低ＳＲＥＢＰ１ｃ后，饥饿诱导下糖异生调控基因表达水
平检测；Ｄ：细胞ＣａＣｏ２敲低ＳＲＥＢＰ１ｃ后，饥饿诱导下细胞内葡萄糖含量检测

图４　敲低ＳＲＥＢＰ１ｃ可抑制肠上皮细胞内的糖异生水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

７０４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（５）



病小鼠肝脏中过表达 ＳＲＥＢＰ１ｃ，可诱导葡萄糖激酶、
脂肪生成酶基因的表达，并抑制ＰＣＫ１表达，以致糖尿
病小鼠血糖降低 ［１５］。在小鼠原代肝细胞中过表达

ＳＲＥＢＰ１ｃ，可促进 ＦＯＸＯ１的泛素化降解，抑制 Ｇ６ＰＣ
和ＰＣＫ１表达，从而减少肝细胞内糖异生，以改善糖尿
病小鼠的糖稳态 ［６］。总而言之，在肝细胞中，ＳＲＥＢＰ１ｃ
可能直接抑制糖异生关键酶ＰＣＫ１的转录表达，也可能
通过ＣＲＹ１ＦＯＸＯ１信号轴抑制Ｇ６ＰＣ和ＰＣＫ１的表达，
从而抑制肝糖异生。本研究报道了ＳＲＥＢＰ１ｃ参与肠道
糖异生的调控：饥饿状态下，过表达ＳＲＥＢＰ１ｃ可促进肠
上皮细胞内葡萄糖的生成，这与其在肝细胞中对糖异

生的调控作用相反。课题组在之前的研究中发现，相

较于野生型小鼠，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠肠道的厚壁菌门
（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）与拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）比值上升，理研
菌属（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａ）相对丰度显著减少［８］。据报道，厚壁

菌门和拟杆菌门可发酵膳食纤维产生短链脂肪酸

（ｓｈｏｒｔｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＳＣＦＡｓ）［１６］，而理研菌属也是
ＳＣＦＡｓ产生菌［１７］。ＳＣＦＡｓ可促进肠道糖异生，通过肠
脑轴途径抑制肝脏内源性葡萄糖产生，改善小鼠糖耐

量和胰岛素抵抗［１８］。因此，我们推测肠道中ＳＲＥＢＰ１ｃ
的表达变化，可能通过影响肠道菌群组成及其代谢物

水平，从而调控肠道糖异生，这也可能是 ＳＲＥＢＰ１ｃ在
肠道与肝脏中作用的不同之处。另一方面，ＳＲＥＢＰ１ｃ
作为转录因子，也可能通过转录调控直接影响肠道中

糖异生途径相关基因的表达。因此，在后续的研究中，

可考虑利用肠特异性敲除ＳＲＥＢＰ１ｃ的小鼠模型，结合
代谢组检测与转录组检测，深入探索ＳＲＥＢＰ１ｃ调控肠
道糖异生的具体分子机制。

　　饥饿处理时，肝脏中ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达水平明显降
低。有研究显示，Ｃ５７ＢＬ／６小鼠饥饿 ２４ｈ后再进食，
肝脏中ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达水平明显增加；用胰岛素处理
小鼠原代肝细胞，细胞中 ＳＲＥＢＰ１ｃ表达也显著增加，
表明肝细胞中ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达可能受胰岛素调控［６］。

在饥饿时，空肠、回肠中ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达却升高，表明
肠道中ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达可能受其他因素的调控，比如
肠道菌群或其衍生代谢物（如丙酸盐）［１９］。此外，肠道

菌群组成变化也能影响 ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达。抗生素处
理高脂喂养小鼠，导致肝脏中 ＳＲＥＢＰ１ｃ表达降低，脂
合成减少［２０］。然而，无菌（ｇｅｒｍｆｒｅｅ，ＧＦ）小鼠接受菌
群移植后，肝脏中 ＳＲＥＢＰ１ｃ表达增加，促进肝脏中脂
质沉积 ［２１］。由此说明，肠道菌群与 ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达
可能存在相互影响的关系，而肠道菌群和ＳＲＥＢＰ１ｃ可
能都参与肠道糖异生的调控，其具体调控关系与机制，

值得进一步深入探索。

　　此外，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ与 ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ小鼠的空腹
血糖没有显著差异，其原因可能包括：①检测小鼠空腹
血糖时，采取的是过夜禁食，时长大约 １２ｈ，而检测
ＳＲＥＢＰ１ｃ缺失对小鼠肠道糖异生的影响时，采取的是
４８ｈ饥饿处理；②在本研究中，实验小鼠除了饥饿处
理外，并未构建病理模型，比如 ＳＴＺ诱导糖尿病，或高
脂喂养（ｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔ，ＨＦＤ）诱导糖脂代谢紊乱。因
此，在后续研究中，可考虑构建ＳＴＺ小鼠或ＨＦＤ小鼠，
结合特异性敲除肠上皮细胞中 ＳＲＥＢＰ１ｃ，深入探索
ＳＲＥＢＰ１ｃ通过调控肠道糖异生对机体糖稳态的影响，
探讨其成为糖代谢紊乱干预靶点的可能性。

　　综上所述，饥饿状态下，ＳＲＥＢＰ１ｃ可调控肠上皮
细胞中糖异生限速酶 Ｇ６ＰＣ和 ＰＣＫ１的表达，进而影
响葡萄糖的生成，表明ＳＲＥＢＰ１ｃ可能参与肠道糖异生
的调控，具体机制有待进一步探索。
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