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抵抗素对肝细胞葡萄糖激酶和磷酸烯醇式 

丙酮酸激酶活性的影响 

李超林 ，龚 明 ，肖 谦 ，黄昶全 ，彭惠民 

(1．重庆医科人学附属第一 院老年科；2．重庆医科大学基础医学院生物教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察抵抗素(Rc~sistin)对刖：细胞糖代谢关键酶葡萄糖激酶(GK)和磷酸烯醇式丙酮酸激酶(PEPCK)活性的影响 

及剂量效应。方法：正常大鼠的肝细胞，以不加 Resistin与加不同剂量的 Resistin培养 24h，用 6一磷酸葡萄糖脱氢酶偶联比色 

法、乳酸脱氢酶偶联比色法检测小M剂 Resistin对 GK和 PKPCK的影响。结果：Resistin浓度为 10nM／L、50nM／L时，GK 

活性与卒白对照组无明 差异，PEl K活性明显升高(P<0．05)；当Resistin浓度上升为 100nmol／1 后，GK活性较空白对照 

组明显下降(P<0．【)1)，而 PEPCK活件．rt‘高更明显(P<0．01)。结论：抵抗素浓度升高使大鼠肝细胞 GK活性下降，PEPCK 

活性升高，从而抑制糖酵解促进糖异 ，升高血糖。上述两种酶的活性与抵抗素浓度旱现不同的剂量依赖关系。 
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Effect of resistin on activity of glucoskinase and 

phOsphOenOIpyruVate carbOxykinase in cultured I iver cel Is 
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(Department oj’geriatrics，the f Affiliated Hospital，Ckongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：3"0 observe the effect of resistin on activity of glucc~skinase(GK)and phosphoenolpyruvate carboxykinase 

(PEPCK)in cultured rat liver cells．Met&~Is：Rat liver cells were incubated with resistin of different dcxs~ (ranging from 10nM／L tO 

100nM／I )．Controlect liver cells were invubated without msistin．Glucose一6一ph(xsphate dehydrogen&se couple chromatometry and 

lactate dehydrogenase couple chromatometry were used tO determine activity of GK and PEPCK．Results：Compared with the control 

group，treated with resistin of 10nM／I and 50nM／L for 24h had no significant effect on activity of GK，but activity of PKPCK in— 

creased significantly(P<0．05)．At the d(xse of 100nM／L，resistin inhabited activity of GK markedly(P<0．01)，while activity of 

PKPCK increased more significantly(P<0()1)．Conclusi(m：The increase of Resistin leads tO the decrease of activity of GK and in— 

crease of activity of PEPCK in rat liver cells，hence inhabite glycolysis and promote glyconeogenesis and increa~ blood glucose as wel1． 

The activity of two enzyme~shows dose dependent relation with resistin． 

【Key words】Liver cells；Glucoskinase；Phc,sphoemolpyruvate carboxykinase；Resistin 

胰岛素抵抗是 2型糖尿病最显著的病理特征， 

也是肥胖、心血管疾病的重要发病机制。最近研究 

证实，发生胰岛素抵抗的患者血中的抵抗素水平明 

显升高。但是抵抗素参与胰岛素抵抗发生发展的机 

制尚不明了，是目前研究的重点课题之一。肝脏胰 

岛素抵抗是胰岛素抵抗的重要组成部分，本文拟通 

过抵抗素对肝细胞糖代谓}关键酶一葡萄糖激酶和磷 
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酸烯醇式丙酮酸激酶活性的影响，并初步探讨抵抗 

素对肝脏糖代谢的影响。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料与试剂 

正常大鼠肝细胞株 BRL(上海细胞研究所 )，RPMI1640 

培养基(Gibcol BRI 公司；抵抗 素(Americo)；NADP、ATP、6 
一 磷酸葡萄糖脱氢酶、三乙醇胺(TEA)、ADPNa2、NADH、丙 

酮酸激酶、乳酸脱氢酶、肌苷、草酰乙酸，均购 自Sigma公司： 

cca孵箱(美国 Napco公司)超速低温离心机，7520型分光光 
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度计 。 

1．2 肝细胞的培养与处理 

J 常大鼠肝细胞株 BRI ，f禽 10 }6小牛血清(BSA)、1％ 

双抗(青 素、链霭素)的 RI MI1640培养液中，在 5％( ， 

37℃条件下，于(X 培养箱川六孔板 { 逃行培养。每 2天换 

液 1次 选择生长良好的细胞进行如 F实验：细胞分不加抵 

抗素( 对照组)、加终浓度分别为 10nmol／L、50nmol／[ 、 

100nmoi／I 的抵抗素处理，每种条件 霞复 3次以上，于堵养 

24h后榆测酶活性的变化 

1．3 样 品的处理 

吸⋯待检测细胞的培养液，川 I)I~S洗细胞两次。250t4 

匀浆缓冲液( l'ris—I4(；1 0．1mol／I ，pH ff{7．5；EDTA 5mmol／ 

L；Mg(：l2 5nunol／1；KC1 0．15mmol／1 )削细胞至微量离心管 

内，超卢破膜 30s(保持标本 冰 卜)，l1O00r／min，4℃ 离心 

15min，取 L清液 50#1加入酶反J 体系 

1．4 葡萄糖激酶活性测定 

GK活性测定采取 6一磷酸葡萄糖脱氢酶偶联比色法。 

反碰体秘 3m[，最终含 ：Tris—H(、I 100ntmot／L，pH值 7．5； 

NADP 0．2mmol／[ ；ATI 5mmol／1[ ；M 、l2 5mmol／L；6一磷 

酸葡萄糖脱氢酶 0．2U；每次设定高糖测定管(葡萄糖终浓度 

为 100rmnol,／I )和低糖测定管(葡笱糖终浓度为 0．5mmol／ 

L)。上述溶液混匀后置 30℃颅温 5rain，冉加肝细胞上清液 

50t4反 。用蒸馏水凋零 ，存波长 340nm 处测吸光度，每 

30s记录 1次，连续记录 3min?测出每分钟光密度的增加 

值，并从高糖管测得值中减去低糖管洲彳导值 

1．5 磷酸烯醇式丙酮酸激酶活性测定 

PEPCK活性测定采用乳酸脱氢酶偶联比色法。测定 

管：肝细胞 清液 50t4，加入基质缓冲液 1ml，置 37"C水浴孵 

育 5min，加入 1．5mmol／L的草酰乙酸 5() l，混匀。空白管： 

蒸馏水5()／~ti，力lI入基质缓冲液 Ira!，置 37℃水浴孵育 5min，加 

入 1．5mmol／L的草酰乙酸 50／d，混匀 选定 340nm光波。用 

蒸馏水凋零，分别读取空 J管和测定管吸光值。每 30s记录 

一 次，连续记录 3min，H】 白管的吸光值减去测定管。 

1．6 其它 

上述两种酶的活性的比活性 的公式计算 ：吸光度变化／ 

min×l／6 22(NADPH吸光系数)×V媳／vt ×1000／蛋白质 

浓度(g／I )。蛋Fj值的测定以牛血清闩蛋r J为标准，按考马 

斯亮兰法进行测定。酶比活性 的单位表示为 mU／min／mg 

protein。 

1．7 统计学处理 

数据以均数 ±标准差( ± )表示 两组数据问比较采 

用 t检验。 

2 结 果 

2．1 不同浓度的抵抗素对肝细胞葡萄糖激酶活性 

的影 响 

分别用 10nmol／L、50nmol／L、100nmol几 的抵 

抗素处理正常大鼠的肝细胞 24h，用 6一磷酸葡萄糖 

脱氢酶耦联比色法测定空白对照组(不加任何处理 

因素)和三个浓度组的葡萄糖激酶活性的变化。实 

验发现抵抗素浓度为 10nmol／L和 50nmol／L时，葡 

萄糖激酶的活性与对照组相比虽有所下降，但并无 

统计学意义。当抵抗素浓度上升为 100nmol／L时， 

葡萄糖激酶的活性较对照组明显下降(P<0 01)， 

见表 1。 

2 2 不同浓度的抵抗素对肝细胞磷酸烯醇式丙酮 

酸激酶的影响 

分别用 10nmol／L、50nmol几 、lOOnmol／L的抵 

抗素处理正常大鼠的肝细胞 24h，用乳酸脱氢酶偶 

联比色法检测空白对照组(不加任何处理因素)和三 

个浓度组的磷酸烯醇式丙酮酸激酶活性的变化。实 

验发现抵抗素浓度为 10nmol／L和 50nmol／L时，磷 

酸烯醇式丙酮酸激酶活性明显较对照组明显升高 

(P<0．05)，当抵抗素浓度上升为 100nmol／L时，磷 

酸烯醇式丙酮酸激酶活性升高更明显(P<0．01)， 

见表 2。 

表 1 不同浓度的抵抗素对肝细胞葡萄糖激酶活性的影响 

组别 葡萄糖激酶的活性 

(mlU／min／mg protein) 

对照组 

抵抗素 1 0nmol／L 

抵抗素 50nmol／L 

抵抗素 l OOnmol／L 

3．63±0．76 

3．37±0．70 

3．31±0．65 

1．56±0．11 

：与正常对照组比较 P<0．【)l 

表 2 不同浓度的抵抗素对肝细胞 

磷酸烯醇式丙酮酸激酶的影响 

组别 磷酸烯醇式丙酮酸激酶活性 

(mIU／min／mg protein。) 

对照组 

抵抗素 lOnmol／L 

抵抗素 50nmo[／L 

抵抗素 1O0nmol／L 

26．58±2．62 

31．76±2．38 

31．98±2．30 

40．37±1．52 

：与正常对照组比较 P<0．05．一 ：P<0．01 

3 讨 论 

抵抗素是近年发现的由脂肪细胞特异分泌的一 

种多肽类激素，所以又称为脂肪组织特异分泌因子， 

它可能导致胰岛素抵抗，是联系肥胖和 2型糖尿病 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 662 一 重庆医科大学学报2005年第 30卷第 5期 (Journal of Chongqing Medical University 2005．Vo1．30№ ．5) 

的重要信号分子。已有研究证实遗传性和饮食诱导 

的肥胖小鼠，血浆抵抗素水平均升商，而给予抵抗素 

抗血清使胰岛素敏感性增加，血糖改善。用罗格列 

酮处理体外培养的 3T3一L1细胞，发现抵抗素 mR— 

NA表达明显减低，4d后抵抗素赁白分泌量减少 。 

也有研究发现，给小鼠腹腔注射纯化抵抗素后，小鼠 

血糖较埘照组升高 28 c％，且血胰岛素水平也升高， 

提示抵抗素导致糖耐量损害，不是体内胰岛素的分 

泌减少，而是与胰岛素抵抗有关 抵抗素可能通过 

抑制胰岛素介导的葡萄糖摄取，而引起糖耐量减 

低 2。也有研究证实剔除抵抗素基因的小鼠的空 

腹血糖低于正常小鼠的 20 c圯～30 c 。提示抵抗素 

可以明显损害肝脏的胰岛素敏感性，促进肝糖原的 

输出，升高血糖_4 J。以上结果 示抵抗素参与胰岛 

素抵抗的形成，与 2型糖尿病的关系十分密切。但 

其详细的机制尚不明了。 

肝脏是物质代谢最活跃的场所，它可使过多的 

血糖迅速转化为糖原及进行氧化的利用，并通过糖 

异生和糖原分解补充血糖的不足，在维持血糖浓度 

的稳定中起关键作用。许多激素均通过影响肝脏的 

糖代谢过程发挥对血糖的调节．．葡萄糖激酶和磷酸 

烯醇式丙酮酸激酶分别为肝内糖酵解和糖异生的关 

键酶，通过观察抵抗素对这两种糖代谢关键酶活性 

的影响，初步探讨抵抗素对血糖代谢的影响，以明确 

起其在胰岛素抵抗中的作用。本研究发现 lOnmol／ 

L、50nmol／L的抵抗素对葡萄糖激酶的活性无明显 

影响，当浓度上升到 1O0nmol／l 时，抵抗素则明显 

抑制葡萄糖激酶的活性。但 l0nmol／L、50nmol／L 

的抵抗素则可以明显增强磷酸烯醇式丙酮酸激酶的 

活性，l00nmol／L的作用更明显 但上述作用产生 

的机制还不清楚，目前尚没有关于抵抗素在肝脏是 

否有受体的报道，但是不能排除这种可能性。也有 

报道认为抵抗素可能通过 AMPK(磷酸腺苷激活蛋 

白激酶)途径影响酶的活性，也可能通过影响胰岛素 

受体或受体后作用而发挥作用l3， 。 

目前抵抗素参与胰岛素抵抗的机制还存在争 

议，许多资料的研究报道差异比较大。本文观察抵 

抗素对肝细胞糖代谢关键酶 活性 的影响，发现 

100nmol／L的抵抗素使大鼠肝细胞 GK活性下降， 

10nmol／L、50nmol／L、100nmol／L,的 抵 抗 素 使 

PEPCK活性升高。从而抑制糖酵解促进糖异生，升 

高血糖。而且两种酶的活性与抵抗素浓度呈现不同 

的剂量依赖关系。以上结果提示抵抗素水平的异常 

升高可影响糖代谢。本实验从一个方面证实了抵抗 

素在胰岛素抵抗患者糖代谢异常中的作用，有助于 

更全面的了解抵抗素在胰岛素抵抗发生发展中作用 

机制。 
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