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2型糖尿病患者脂肪细胞胰岛素抵抗与微炎症的研究 
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【摘 要】目的：观察2型糖尿病患者脂肪细胞内胰岛素信号转导蛋白：胰岛素受体底物 一1(Insulin receptor substrate一1，IRS一1) 

酪氨酸磷酸化及蛋白激酶 B(Protein kinase B，PKB／AKT)Ser473磷酸化水平以及微炎症因子白细胞介素 6(Interleukin一6，IL_6) 

的表达。方法：取 2型糖尿病患者(2型糖尿病组)及非糖尿病患者(非糖尿病对照组)腹部皮下脂肪组织原代培养，用免疫沉淀 

法及蛋白印迹法(Western blot)检测两组脂肪细胞内胰岛素刺激后 IRS一1酪氨酸磷酸化及 AKT—Ser473磷酸化程度 ，酶联免疫 

吸附法检测脂肪细胞培养液中 IL一6蛋白的水平。结果：(1)2型糖尿病组脂肪细胞内胰岛素刺激后 IRS一1酪氨酸磷酸化及 

AKT—Ser473磷酸化水平明显低于非糖尿病对照组 ，差异有统计学意义(P<0．05)；(2)2型糖尿病组脂肪细胞培养液中IL一6蛋 

白的水平明显高于非糖尿病对照组 ，差异有统计学意义(P<0．05)。结论：2型糖尿病患者脂肪细胞存在胰岛素抵抗和微炎症状 

态。 
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【Abstract]Objective：to investigate the insulin signal transduction 

protein in the adipocytes of Type 2 diabetics：Insulin Receptor 

Subs~ate一1(IRS一1)tyrosine phosphorylation and Protein Kinase 

B (PKB／AKT)Ser473 phosphorylation level and expression of 

基金项目：重庆市卫生局科研基金资助项目(04—2—080)。 microinnammatorycytokineinter1eukin一6(IL一6)
． Methods：Using 
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primary cell cuhure，adipocytes from abdominal subcutaneous adipose tissue ofType 2 diabetics(Type 2 diabetes group)and non—diabetics 

(non—diabetes control group)were cultured．IRS-1 tyrosine phosphorylation and AKT—Ser473 phosphorylation level in the adipocytes ofthe 

two groups with insulin stimulation was detected by the Immnnoprecipitation and western blot．IL一6 level in adipocytes culture supernatant 

was evaluated by ELISA．Results：(1)The IRS-1 tyrosine phosphorylation and AKT-Ser473 phosphorylation level in the adipocytes with 

insulin stimulation ofType 2 diabetes group were significantly lowerthan that ofthe non-diabetes control group(P<0．05)；(2)The IL一6 

protein level in the adipocytes medium of Type 2 diabetes group was significantly higher than that of the non—diabetes control group (P< 

0．05)．Conclusion：The adipocytes ofType 2 diabetics present insulin resistance and microinflammatory states． 

【Key words】Diabetes，type 2；Adipocytes；Insulin resistance；Microinflammation 

糖尿病是一种最常见的内分泌代谢疾病，胰岛 

素抵抗和 B细胞分泌缺陷是 2型糖尿病发病机制 

的两个主要环节。研究表明，胰岛素信号传导途径 

的异常是造成胰岛素抵抗的重要因素，随着对信号 

转导异常与胰岛素抵抗研究的不断深入，人们越来 

越认识到 2型糖尿病的胰岛素抵抗涉及信号转导 

各个环节，可能是各个环节信号转导细微变化叠加 

的后果【”。胰岛素抵抗主要发生在肝脏 、骨骼肌及脂 

肪组织。现有研究表 明，胰岛素抵抗与全身炎症反 

应有关，炎症因子可以通过影响胰岛素受体后信号 

转导从而导致胰岛素抵抗 。通过对 2型糖尿病患 

者腹部皮下脂肪细胞的胰岛素受体后信号转导分 

子 IRS一1及 AKT磷酸化以及微炎症因子 IL一6表达 

水平的观察，拟了解 2型糖尿病患者脂肪组织的胰 

岛素抵抗及微炎症状态，从而为通过减轻低度炎症 

逆转胰岛素抵抗来治疗 2型糖尿病提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 对象 

选择本院行胆囊切除术的 2型糖尿病患者 10例及非糖 

尿病患者 10例，糖尿病患者平均年龄(45±6．8)岁，性别为 6 

例女性及 4例男性 ，血压水平为(105～130)／(65～88)mmHg， 

BMI(24．56±3．62)kg／m ，糖尿病病程为(8．64±3．25)年，空腹 

血糖水平为(8．8±2．44)mmol／l，H bAlc为 7．8％-4-0．88％，非 

糖尿病患者平均年龄(46 4-3．8)岁，性别为 5例女性及 5例 

男性 ，血压水平为 (95～135)／(68—82)mmHg，BMI(21．43 4- 

3．58)kg／m ，空腹血糖水平为(4．2±0．85)mmol／1，H bAlc为 

4．9％±0．82％，无活动性肝病、心肌损害 、肾脏病 、感染性疾 

病、肿瘤、冠心病、脑血管疾病等其他动脉硬化性疾病史，取 

腹部皮下脂肪组织约 5 g。 

1．2 主要试剂 

DMEM／FI2培养基(1：1)，胎牛血清为 Hyclone公司产 

品，牛血清白蛋 白购 自Roche公司，Ⅱ型胶原酶 ，氢化可的 

松，胰岛素，转铁蛋白，生物素，泛酸盐，三碘甲状腺原氨酸， 

3一异丁基 一1一甲基黄嘌呤均系 Sigma公司产品，抗 IRS一1， 

抗磷酸化酪氨酸抗体，抗磷酸化 AKT(Ser473)抗体为美国 

cell signaling公司产品，ECL化学发光试剂盒购自美国 Santa 

Cruz公司，ELISA试剂盒购自美国 ADL公司。 

1．3 方法 

1．3．1 人腹部皮下前脂肪细胞的分离和培养口] 无菌条件 

下取人腹部皮下脂肪组织放于加有两种抗生素(青霉素 100 

U／ml，链霉素 100 g／m1)的 PBS缓冲液中，经 PBS漂洗数次 

后用眼科剪剪碎组织至 lmm。的小块 ，并仔细剔除血管及纤 

维条索状结缔组织，置于 0．2％Ⅱ型胶原酶(含 5％牛血清白 

蛋白)中消化 1．5 h(37℃水浴振荡 )，过滤 ，转入离心管中 

1 000 r／min，离心 10 min，弃去上层悬浮脂肪细胞，用 PBS洗 

涤并离心，沉积的细胞用含 10％胎牛血清的 DMEM／F12培养 

基调至密度为 2 X 10 个 ／cm：接种于 50ml培养瓶中，每 2～ 

3 d换液 1次，培养至长满 80％后常规传代，实验所用细胞为 

3—4代内。 

1．3．2 人腹部皮下前脂肪细胞的分化及鉴定 取生长状况良 

好的前脂肪细胞，常规消化传代接种于6孔板内。待每孔细 

胞贴壁生长至覆盖孔板面积 70％左右 ，将完全培养基弃去， 

PBS洗涤 1次 ，加入无血清诱导培养基诱导分化(氢化可的松 

100 nmol／1，胰岛素 60 nmol／1，三碘甲状腺原氨酸 0．2 nmol／1，生 

物素 33~mol／l，泛酸盐 17 p,mol／l_，转铁蛋 白 10 Ixg／ml，Hepes 

15mmol／l，青霉素 100U／ml，链霉素 100I．zg／ml，培养前 3 d加 

用 3一异丁基 一1一甲基黄嘌呤 0．25 mmol／1)，每 2～3 d换液 1 

次。培养至 16d诱导完毕后，弃去培养孔内培养基，用 PBS缓 

冲液漂洗 2遍，加入 10％甲醛固定 20 min，PBS洗 1次 ，60％ 

异丙醇洗 1次，油红 O工作液加入培养板孔中染色 30 min， 

PBS洗 2次，显微镜下观察 ，油红 O将脂滴染为红色。 

1．3．3 蛋白印迹法(Western blot)检测 AKT—Ser473磷酸化程 

度 (1)体外培养的脂肪细胞蛋白质的提取 ：取分化成功的 

脂肪细胞 ，用 100 nmol／L胰岛素刺激 15 min后吸去培养液， 

用冷 PBS洗涤细胞 3次后加入适量蛋 白提取液 RIPA及 

PMSF，短暂孵育后用细胞刮子刮下细胞，将细胞碎片及裂解 

液移人 1．5 ml EP管中，冰上孵育 30 min，旋涡振荡 3次 ，于 

4℃离心 12 000 r／min X 5 min，将上清转移至干净的 EP管内， 

用考马斯亮兰蛋白定量试剂盒测定各组样本蛋白质浓度 ，分 
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装后 置 于 一 8 0
~

C 冰箱 保存 。 ( 2 )取 蛋 白样 品 4 0 “ g 进 行 S D S —

P A G E 电泳 ， 然后 转移 至 硝 酸 纤 维 素膜 ， 用 含 5 ％ 脱 脂 奶 封 闭

液 封 闭 该 膜 2 h ， 再 加 入 鼠抗 人 磷 酸 化 A K T ( S e r 4 7 3 )抗 体 孵

育 。 ( 3 )洗 涤后 加入 辣根 过 氧化酶标记 的羊抗 鼠二 抗孵 育 2 h ，

将膜 用 T B S T 缓 冲液洗 涤 3 次后 加 入 E C L 化 学 发 光 试 剂 ， 曝

光 ， 成 像 。 ( 4 )用 Qu a n t i t y o n e 分析 软件 测 定 各条带 光 密度 值 ，

结果 用 目的条带 的光 密度值 ／B —

a c t i n 条带 的光密度值表示 。

1 ． 3 ． 4 免疫 沉 淀法 检 测 I R S — l 酪 氨酸 磷 酸化 程 度 ( 1 )脂 肪

细胞 蛋 白的提 取 及 浓 度测 定 方 法 同前 。 ( 2 )准 备 A 蛋 白 一 S e p

h a r o s e 珠 ：P B S 洗 2 遍 珠 子 ， 再 用 P B S 配 制 成 5 0 ％ 浓 度 ， 减 掉

枪 尖 ， 避 免在 涉 及 琼 脂 糖珠 的操 作 中破 坏 琼 脂 糖 珠 。 ( 3 )准备

A 蛋 白 一 S e p h a r o s e 珠 一 I R S 一 1 抗 体 复 合物 ：按 每 5 0 “ l A 蛋

白 一 S e p h a r o s e 珠 中加 入 1 0 ¨ l I R S 一 1 抗 体 ， 4 ℃ 孵育 1 h ， 8 0 0 0

转离 心 5 m i n ， P B S 洗 涤 3 次 ， 加 5 0 IX I P B S 。 ( 4 )取 10 0 斗 g 总

蛋 白 ， 加入 5 0 ¨ l A 蛋 白 ～ S e p h a r o s e 珠 一 I R S 一 1 抗 体 复合 物 ，

4
~

C 轻 摇 2 h ， P B S 洗 涤 3 次 ， 之 后 加 人 5 0 ¨ J 1 × S D S 凝 胶 上

样缓 冲液 ， 1 0 0
0

c 变性 3 ra i n ， 以 游 离 抗 原 、 抗 体 、 珠 子 ， 8 0 0 0 r

室 温 离 心 5 m i n ， 蛋 白上 清 储 于 一 2 0 0E 备 用 ， 按 前 述 方 法 电

泳 、 转膜 、 封 闭 ， 加 鼠抗 人 磷 酸 化 酪 氨酸抗 体 ， 洗膜 ， 加 辣 根 过

氧化 酶 标记 的羊抗 鼠二 抗 。 ( 5 )曝 光 ， 成像 ， 分 析方 法 均 同上 。

1 ． 3 ． 5 酶 联 免疫 吸 附法 检 测 I L 一 6 的水 平 吸 取 培 养 细 胞 上

清 液 ， 4 ℃ 温 度 下 以 3 0 0 0 r ／m i n 离 心 5 m i n ， 去 除 细 胞 碎 片 收

集 上 清 液 ， 采 用 酶 联 免疫 吸 附法 ( E L I S A )检 测 脂 肪 细胞 培 养

液 中 I L 一 6 水 平 ， 严 格 按 试 剂 盒 和 酶 标 仪 说 明 书 提 示 的步 骤

进 行 操作 。 I L 一 6 的浓 度 单位为 n g ／L ， 每份样 品均设 复孔 。

1 ． 4 统 计 学分 析

所 有 数 据 均 以 互- 1 -

S 表 示 ， 两 组 之 间 比较 采 用 ￡检 验 ， 以

P ≤ 0 ． 0 5 为 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ， 所 有 数 据 统 计 分 析 应 用

S A S 统计软件 完成 。

2 结 果

2 ． 1 2 型 糖 尿 病 组 及 非 糖 尿 病 对 照 组 腹 部 皮 下 脂

肪 细 胞 内 I R S 一 1 酪 氨 酸 磷 酸 化 水 平 表 达 的 比 较 ( 见

表 1 ， 图 1 )

2 型 糖 尿 病 组 脂 肪 细 胞 内胰 岛 素 刺 激 后 I R S 一 1

酪 氨 酸 磷 酸 化 水 平 明 显 低 于 非 糖 尿 病 对 照 组 ( P <

0 ． 0 5 ) 。

2 ． 2 2 型 糖 尿 病 纽 及 非 糖 尿 病 对 照 组 腹 部 皮 下 脂

肪 细 胞 内 A K T - S e r 4 7 3 磷 酸 化 水 平 表 达 的 比 较

见 表 1
， 图 2 。 2 型 糖 尿 病 组 脂 肪 细 胞 内胰 岛 素

表 1 两 组 脂 肪 细 胞 内 I R S 一 1 及 A K T — S e r 4 7 3 磷 酸化 水 平 ( 光 密 度 。；± s )

注 ：与对 照 组 比较 ， P < 0 ． 0 5

2 3 4 5 6

' ● ' p ' ， ■ ◆ — - — ，
— — — — ◆ I R S 一 1 酪 氨 酸磷 酸 化

I ～ 3 为 非糖 尿 病 对 照 组 ；4 — 6 为 2 型 糖 尿 病组

图 1 2 型 糖 尿 病 组 及 非 糖 尿 病 对 照 组 腹 部 皮 下 脂 肪 细 胞 内 I R S 一 1 酪 氨 酸磷 酸 化 水 平

2 3 4 5 6

1 — 3 为非糖 尿病对 照组 ；4 — 6 为 2 型 糖尿 病组

图 2 2 型 糖尿 病 组 及 非 糖尿 病 对 照 组 腹部 皮 下 脂 肪细胞 内 A K T - S e r 4 7 3 磷 酸化 水 平
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注：与对照组比较， <0．05 

刺激后 AKT—Ser473磷酸化水平明显低于非糖尿 

病对照组(P<0．05)。 

2．3 2型糖尿病组及非糖尿病对照组腹部皮下脂 

肪细胞培养液中IL一6水平的比较 

见表 2。 

3 讨 论 

胰岛素抵抗是 2型糖尿病的主要特征之一。现 

有的资料表明 ，胰岛素调节血糖主要通过 IR／IRS— 

I／PI3K／PDKI／AKT／GLUT4信号通路 ，当这些信号通 

路中一个或多个信号分子或环节发生异常时，均可 

导致胰岛素抵抗，从而导致糖尿病的发生l5'61。其中 

IRS一1是胰岛素受体酪氨酸激酶的一个主要底物。 

IRS一1与胰岛素受体的 B亚单位结合，在受体酪氨 

酸激酶作用下，IRS一1的酪氨酸磷酸化，分子构型改 

变 ，出现 多个 能 与 Src同源 区 2(Src homology 2， 

SH2)结合的位点。因此当 IRS一1活性降低，可直接 

降低胰岛素的信号转导，导致胰岛素抵抗的发生[71。 

磷脂酰肌醇 3一激酶(Phosphatidyli—nositol 3一ki． 

nase．PI3一K)途径是胰岛素作用主要的信号转导途 

径之一 ，作为 PI3一K下游激酶的 AKT是这一途径 

中重要的丝氨酸／苏氨酸激酶，可使磷脂果糖激酶一2 

活化 ，糖酵解增强 ；使糖原合成激酶 3(Glycogen 

synthase kinase 3，GSK3)失活 ，糖原合成增加 ；活化 

的AKT还可导致葡萄糖转运体 4(GLUT4)的合成 、 

分泌、移位等发生变化；因此 AKT活性的降低在糖 

尿病的发生 、发展 中起重要作用[81。 

本研究通过对糖尿病脂肪组织的 IRS一1与 

AKT磷酸化水平的研究发现，在 2型糖尿病患者的 

脂肪组织中IRS一1与AKT磷酸化水平较非糖尿病 

组都明显降低，与 Storgaard等[91的研究结果类似。这 

一 结果表明 2型糖尿病患者脂肪组织存在胰岛素 

抵抗 。 

近年来，大量人群的研究显示胰岛素抵抗与全 

身炎症反应有关。IL一6是由内皮细胞、纤维母细胞、 

脂肪细胞等产生的一种多功能的细胞因子，它作为 

急性炎症的始发因子，在炎症反应 中发挥重要作 

用。我们观察了2型糖尿病脂肪细胞培养液中微炎 

症因子 IL一6蛋白的水平．结果发现2型糖尿病组明 

显高于非糖尿病对照组。表明 2型糖尿病脂肪细胞 

存在胰岛素抵抗和微炎症 ，而微炎症可能在胰岛素 

抵抗的发生、发展过程中起重要作用n01。这一结果为 

我们下一步实验通过采取措施抑制炎症反应以减 

轻脂 肪细胞胰 岛素抵抗程度来治疗 2型糖尿病提 

供了依据。 
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