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脂联素对大鼠肝细胞葡萄糖激酶与磷酸烯醇式 

丙酮酸羧激酶活性影响的研究 

龚 明，李超林，肖 谦 ，黄昶荃 

(重庆医科大学附属第一医院老年病科内分泌组，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨脂联素对体外培养大鼠肝脏细胞葡萄糖激酶与磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶活性影响，及其在胰岛素抵抗中 

的意义。方法：以BRL肝脏细胞株为细胞模型，分别用 10／~g／ml、30~g／ml、50~g／ml脂联素处理细胞，用 6一磷酸葡萄糖脱氢酶 

偶联比色法 、乳酸脱氢酶偶联 比色法检测人鼠肝脏细胞葡萄糖激酶与磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶活性。结果：与对照组比较， 

磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶在脂联素处理 24h后活性明显降低，且随脂联素浓度升高作用越明显，P<0．05。葡萄糖激酶在脂 

联素处理 24小时后，活性与x4．N,组比较没有显著性差异，P>0．5。结论：脂联素对葡萄糖激酶无明显的调节作用，而对于磷 

酸烯醇式丙酮酸羧激酶具有显著的抑制作用。脂联素通过对肝细胞磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶活性的凋节 ，降低肝脏葡萄糖 

异生，减少肝糖输出，改善胰岛素抵抗。 
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Study on the effect of adiponectin on enzymatic activity of glucokinase and 

phOSphOenOIpyruVate carboxykinase in cultured rat’S liver cells 

GONG M ing，et al 

(Department Gerontology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of adiponectin on enzymatic activity of glucokin&se and ph(xsphoenolpymvate carboxyk— 

in&se in cultured rat’S liver cells．Meth<xts：The BRL was used as cell mode1．The rat liver cells were incubated with adiponectin of 

three different concentrations(10tLg／ml，307g／ml and 50~g／m1)．Controlled cells were incubated without adiponectin．Enzymatic ac— 

tivity of GK was investigated by using a standard G6P—coupled aasay．Enzym atieal activity of PEPCK was asse by using a stan— 

dam LDH—coupled aasay．Results：Compared with the control group，treated group with adiponectin of all concentrations for 24h had 

no significant effect Oil enzyrrmtic activity of glueokina~．Enzym atic activity of phosph(xmolpymvate earboxykinase was significantly 

decreased even in the lowest concentration of adiponectin，and along with increased in adiponectin concentration enzym atic activity of 

phosphoenolpymvate car~)xykinase decreased more sign ificantly．Conclusion：Adilxmectin has no sign ificant effect on ezymatic activity 

of glucokinase．However adiponectin decreases enzym atic activity of ph(xsphoenolpymvate carboxykinase significantly
． Through this ef— 

feet，adiponectin decrea~s liver glucose prod uction and improves insulin resistance
．  

【Key words】Adiponectin；Glucokinase；Ph(xsphoenolpymvate；Carboxykinase：Insulin resistance 

近年来的研究发现，脂肪组织除储存甘油三酯 

外，尚具有活跃的内分泌功能，其分泌的多种激素与 

细胞因子参与神经、内分泌与免疫网络的调节，尤其 

是对于能量代谓 的调节具有重要的作用。 

脂联素(adiponectin，APN)亦称 Acrp30、Apml、 
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主要研 究方向：糖尿病及其慢性并发症。 
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AdipoQ及 GBP28，是脂肪组织分泌的肽类激素之 
一

，具有增强胰岛素敏感性、抗高血糖的作用 ，目前 

认为脂联素是一种改善胰岛素抵抗的激素⋯1。多 

项研究发现Pima印第安人、高加索人及日本人血浆 

脂联素水平与空腹和餐后血糖、空腹和餐后胰岛素 

水平成负相关，与胰岛素敏感性成正相关[2--4]。但 

对于脂联素抗高血糖、增强胰岛素敏感性的机制仍 

不明确，为此本研究通过采用不同浓度的脂联素处 

理体外培养的大鼠肝脏细胞，考察处理前后细胞葡 
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萄糖 激酶 (GK) 磷 酸烯 醇 式丙 酮 酸羧 激 酶 

(PEPCK)活性的变化，从能量代谢调节途径探讨脂 

联素改善胰岛素抵抗的作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

1．1．1 细胞株 BRL一大鼠肝脏细胞株 ，购自中科院细胞 

库。 

1．1．2 实验试剂与设备 脂联素购 自美国 BioVendor公 

司，6一磷酸葡萄糖脱氢酶(G6PDH)、烟酸胺腺嘌呤二核苷 

酸磷酸(NADP )、三磷酸腺苷 (ATP)、■磷酸腺苷(ADP)、 

肌苷、草酰乙酸、乙二胺 四乙酸(ED'I、A)均购 自Sigma公司。 

RPMI1640购自Gibcol BRI 公司。( )’孵箱(美国 Napco公 

司)、超声破膜仪 、高速低温离心机 (Sigma公司)、紫外分光 

光度计。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 细胞培养 BRL细胞用含 l0％新生小 牛血清、 

100Ku／L青霉素、100Ku／L链霉素的 RPMI1640培养液，置 

于5％ )2、37℃孵箱内进行培养。每天换液、隔 日传代，选 

取生长良好的细胞种植于24孔板。 

1．2．2 实验分组 把培养的 BRL细胞随机分为空白对照 

组和脂联素(实验)组，在实验组根据不同脂联素终浓度又分 

为 lO,ug／ml、30t~g／ml及 50t~g／ml三个组，每组样本量为 3孑L 

细胞。 

1．2．3 GK活性测定 把 BRL细胞种植于24孑L板，待细胞 

贴壁生长达孔底 80％左右时，在实验组加入脂联素分别达 

到 10t~g／ml、30t~g／ml及 50t~g／ml终浓度，对照组不加脂联 

素。继续培养24h后 ，吸出待检测细胞的培养液 ，用 PBS洗 

细胞两次 2501A匀浆缓冲液 (Tris—HC1 0．1mol／L，pH值 

7．5；EDTA 5mmol／L；MgCl2 5mmol／1；KC1 0．15nmad／L)刮 

细胞至微量离心管 内；住 l0磅强度超声下 30s破碎细胞； 

4℃ 、12000r／min低温离心 15min获取细胞上清液用于酶活 

性测定。 

C,K活性测定采取 6一磷酸葡萄糖脱氢酶偶联比色法。反 

应体系 3ml，其中含 Tfis tFA 100rrrml／L，NADP 0．2mrml／L， 

ATP 5nm~ol／L，MgCI 5mmol／L，O6PD 0．2U，pH为 7．5。每 

次测定设高糖管(葡萄糖终浓度为 lOOrrm~ol／L)和低糖管(葡 

萄糖终浓度为 0．5nmaol／L)。反应体系充分混匀后 3012水 

浴 5min，再加 入肝细胞 上清液 50t~l进行反应。反 应 中 

NADP 被还原生成 NADPH，其产量与样品中GK活性呈正 

相关。NADPH在 340nm处有一吸收峰，故通过吸光度的增 

加可间接反应酶活性。用蒸馏水调零，在 340nm处读取吸 

光度的变化，每 30s记录 1次，连续记录3min，测出每分钟光 

密度的增加值，根据以下公式计算酶活性 ：酶活性(U／m1)= 

吸光度变化(／min)／6．22(NADPH吸光系数) 

其中高糖管测得的是样品中总己糖激酶活性，低糖管测 

得的是低 Km己糖激酶活性 ，高糖管减去低糖管就得到样品 

的 GK活性。然后用考马斯亮兰法测定上清液中蛋白质含 

量，并计算酶比活性。 

1．2．4 PEPCK活性测定 用 f 述方法处理并获得肝细胞 

上清液。PEPCK活性测定采用乳酸脱氢酶偶联 比色法。测 

定管：肝细胞 卜清液 50t~l，加入基质缓冲液 lml，置 37℃水浴 

孵育5min，加入 1．5mmol／L的草酰乙酸50~，充分混匀。空 

白管：蒸馏水 50tA，加入基质缓冲液 lml，置 37℃水浴孵育 

5min，加入 1．5mmol／L的草酰乙酸 50t~l，充分混匀。反应中 

NADPH被氧化生长 NADP ，其减少的量与样品中 PEPCK 

的活性呈正相关 ，故通过 NADPH在340nm处吸光度的减少 

可间接反应酶活性。用蒸馏水调零，在 340nm处读取吸光 

度的变化 ，每 30s记录 1次，连续记录 3min，测出每分钟光密 

度的增加值 ，酶活性计算公式同前。最后用考马斯亮兰法测 

定上清液中蛋白质含量，并计算酶比活性。 

1．3 统计学处理 

计量资料的表示采用( ±5)，统计学处理运用 SAS 8．0 

统计软件 ，各组之问比较采用单因素方差分析，P<0．05具 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 脂联素对PEPCK活性的影响(结果见表 1) 

不同浓度的脂联素处理 BRL细胞 24h后，检测 

PEPCK活性。与对照组比较，可见较低浓度(10t~g／ 

m1)脂联素对 PEPCK活性即存在显著的抑制作用， 

P<0．05。且随着脂联素浓度的提高，对 PEPCK活 

性的抑制效应增强，50／ag／ml脂联素对PEPCK抑制 

作用最强，P<0．01。 

表 1 脂联素对 PEPCK活性的影响 

表 2 脂联素对 GK活性的影响 

2．2 脂联素对 GK的影响(结果见表 2) 

不同浓度的脂联素处理 BRL细胞 24h后，检测 

GK活性。与对照组比较，可见不同浓度的脂联素 

对 GK活性稍有增高，但增高没有显著性差异，P> 
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0．5。 

3 讨 论 

胰岛素抵抗(insulin resistance IR)足 2型糖尿 

病、代谢综合征、高』lfL 、多囊卵巢综合征等多种疾 

病共同的病理生理 础。IR主要表现为外周组织 

(骨骼肌、肝脏与脂肪组织)对胰岛素敏感性降低，在 

肌肉组织主要表现为骨骼肌对葡萄糖摄取利用减 

少；而在肝脏则表现为基础状态下肝脏葡萄糖的生 

成与输出增多。『1前普遍认为 IR形成是遗传与环 

境因素共问作用的结果，但是对于 IR形成的具体 

机制仍未完全明了。新近发现脂肪组织分泌的一种 

肽类激素 脂联素具有提高腆岛素敏感性、抗高m 

糖的作H{，但其具体机制仍 完令清楚。 

最近的研究发现，脂肪组织分泌的多种激素与 

细胞 子 能量代谢的渊 【1】j r 婴的意义。脂 

联素是脂肪组织分泌的 一种肤类激索，由244个氨 

基酸组成 ，约【0 m清总 f'I的 0．0l t％，在结构 卜 j 

肿瘤坏夕匕凶子(TNF) a J 仃岛度的l叫源性_5一。近 

米对脂联索 剔除动物模型、2 糖尿病患者及 

其一级康属的研究农叫，脂联索 j IR的发生l具有 

高度的相关性l 3 6 。但是，脂联索提高胰岛素敏感 

性的具体机制仍不十分清楚。肝脏是体内物质代谢 

最活跃的脏器，亦是胰 ％素的莆要靶器官，在维持咀 

糖浓度稳定 _．j IR形成IfJ具有 要的地位。GK与 

PEPCK分别是葡萄精酵解 糖 途径中两个重 

要的关键嗨，其活性的改变对于肝脏葡萄糖代谢的 

调节具有重要的意义，可能足肝脏 IR形成的靶点。 

正常大鼠血浆脂联素水平约为 30／~g／ml，在 IR 

时血浆脂联素水平降低。我们在实验中，分别采用 

终浓度为 10ptg／ml、30f,g／ml与 50l,g／ml脂联素，模 

拟低浓度、正常浓度与高浓度水平脂联素。在实验 

中发现，用 同浓度脂联素处理培养的 BRL细胞 

24h后，_卜对照组比较，PEPCK酶活性 著降低；且 

随脂联素水平升高，其对 PEPCK酶活性的抑制作 

用愈显著，各组问有显著性差异。这与国外采用高 

浓度水平脂联素，在大鼠体内的实验结果相似[ 。 

在实验中同时发现，不同浓度脂联素处理 BRL细胞 

24h后，与对照组 比较，GK酶活性尤显著性改变。 

我们的实验结果证实脂联素 叮直接抑制肝细胞 

PEPCK酶活性，但其作用机制不明了。国外的研究 

提示，PEPCK活性调节主要是化于 冈转录水平， 

我们的实验结果足存脂联索处理 BRL细胞 24h 

后，这可g日匕a~-l -足脂联素抑制 PEPCK 因转录表达、 

酶蛋白翻译合成的结果 、 Tfj{素足否通过以 七途径 

抑制 PEPCK酶活性，仍 进一步的研究。 

正常生理情况下，脂联素通过抑制 PEPCK酶 

活性，降低 础状态肝脏糖l异 作用，从 减少肝脏 

葡萄糖的牛长 L—j输出，提高胰岛素敏感性。如m浆 

脂联素水平降低，其对肝脏 PEPCK酶活性抑制作 

用减弱，基础状念下肝脏糖 生作用增强，肝脏葡萄 

糖生成 输f 曾多，从而降低肝细胞胰岛素敏感性、 

引起 IR形成 我们的实验结果提示，脂联素可能 

在抑制或延缓 IR形成巾具有最要的作用。 

综J 所述，脂联索可能通过抑制肝脏 PEPCK 

活性、降低肝脏糖异 作川、减少 础状态下肝脏葡 

萄糖的牛成 输tP,，从_『『l『减轻 IR 我们的实验同时 

发现脂联索刈‘于J】f：脏GK的活 Vl-b!~J兀明 的调节作 

j十J，叮能需 作进一步的研究。 
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