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慢性炎症加重肥胖小鼠肝糖代谢紊乱机制初探 

罗 旋，谭 伟，刘 军，杜琳敏，陈压西，阮雄中，杨 萍 

(重庆医科大学脂糖代谢性疾病重庆市重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨慢性炎症是否可加剧肥胖状态小鼠糖代谢紊乱，及是否影响肝脏糖异生及相关机制。方法：野生C57BL／6J 

小鼠随机分为正常饮食组、高脂饮食组、高脂饮食合并炎症组(高脂饮食加酪蛋白注射组)。小鼠巨噬细胞标志物F4／80免疫组 

化染色检测肝脏巨噬细胞浸润情况，实时荧光定量PCR检测单核细胞趋化蛋白一1(Mcp1)，糖异生相关基因葡萄糖一6一磷酸酶 

(G-6一pase)和磷酸烯醇式丙酮酸(Pepck)mRNA相对表达量．过碘酸一希夫染色和蒽酮法检测肝脏糖原含量，蛋白免疫印迹法 

检测肝脏组织叉头框蛋白O1(FoxO1)，蛋白激酶 B(Akt)及其磷酸化蛋白表达。结果：高脂饮食加酪蛋白注射组较高脂饮食组肝 

脏组织炎症明显升高(P=-0．000)，且空腹血糖及胰岛素耐量曲线下面积均明显升高(P=O．040，P=O．025)，肝脏糖原积聚亦明显增 

加(P=O．ooo)，肝糖异生相关基因G一6一pase、Pepck mRNA表达明显升高(P=0．001，P=0．001)，而肝脏 Akt及FoxO1蛋白磷酸化 

程度均明显下降(尸=0．021，P=-0．003 o高脂饮食组较正常饮食组肝脏Akt、FoxO1蛋白磷酸化降低，糖异生基因表达增加，但血糖 

仍维持在正常水平。结论：慢性炎症可进一步加剧肥胖小鼠肝糖代谢紊乱．诱导肥胖小鼠高血糖。 
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Chronic infIammatjOn aggravates hepatic glucose metabolism disorder 

ln oDese m lCe 

Luo Xuan，Tan Wei，Liu Jun，Du Linmin，Chen Yaxi，Ruan Xiongzhong，Yang 

(Chongqing Key Laboratory of Lipid and Glucose Metabolism，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate whether inflammation plays a role in accelerating glucose metabolism disorder in obese mice and 

whether the mechanism is regulated by liver gluconeogenesis．Methods：The C57BU6J mice were randomly divided into normal chaw 

diet group，high fat diet group，high fat diet with chronic inflammation group(high fat diet with casein injection group)．The macrophage 

infi ltration in the liver was detected by F4／80 Staining．The mRNA relative expression levels of Mcpl，G-6-pase and Pepck were ex- 

amined using real—time quantitative PCR．Th e liver glycogen content was detected qualitatively by Periodic acid-Schiff staining and 
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quantitatively by anthrone—suⅡ_uric acid method．The FoxO l and 

Akt protein levels were analyzed by Western blot．Results： 

Casein injection induced obvious liver inflammation in high fat 

diet—fed mice(P=0．000)．The fasting blood glucose levels and 

the area under the insulin tolerance curve were higher in the 

casein～injected mice(P=O．040，P=0．025)．The liver glycogen 

content and the gluconeogenesis related gene G-6-pase and 

Pepck expression were also increased significantly(P=0．001． 
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0．001)，while the phosphorylation of Akt and FoxO1 in the liver decreased obviously(P=0．021，P=O．003)after casein injection．High 

fat diet alone resulted in higher expression of gluconeogenesis genes(G一6-pase，Pepck)，while the blood glucose levels maintained in 

the normal range．Conclusion：Chronic inflammation can exaeerbate glucose metabolism disorder in obese mice fed with high fat diet， 

resulting in hyperglycemia．It suggests that chronic inflammation may increase the risk of obese patients developing into type 2 dia— 

betes，which provides clinical implications for the obese patients to prevent type 2 diabetes． 

【Key words]chronic inflammation；obesity；liver gluconeogenesis 

肥胖与糖代谢紊乱及 2型糖尿病的发生密切 

相关。尽管如此，有的肥胖并不存在内分泌紊乱或 

代谢障碍，又称单纯性肥胖。据报道在中国仅 14％ 

20％的肥胖者罹患 2型糖尿病lll，故并非所有肥胖均 

会导致糖尿病，而能够发展为糖尿病的肥胖患者可 

能比单纯性肥胖患者多具备其余危险因素。研究发 

现，体内炎症因子水平升高往往存在于胰岛素抵抗 

与糖尿病患者中[21，故本研究推测炎症可能升高肥 

胖人群患糖尿病的风险。肝脏是最大的糖代谢器 

官，其糖异生增加可使血糖升高、肝糖原累积，长期 

过高的血糖可导致糖耐量受损，胰岛素敏感性降低， 

2型糖尿病的发生 叉头框蛋白 O1(forkhead box 

protein O1，FoxO1)是核转录因子．也是肝脏糖异生 

信号通路中的重要蛋 白．可与葡萄糖一6一磷酸酶 

(glucose 6-phosphatase，G一6一pase)、磷酸烯醇式丙酮 

酸 (phosphoenolpyruvate carboxykinase，Pepck)启 动 

子结合 ，促进糖异生l 4_5_。FoxO1上游为蛋白激酶 B 

(protein kinase B。Akt)，Akt丝氨酸磷酸化以后可激 

活 FoxO1磷酸化 ，FoxO1降解，从而减少肝脏糖异 

生[61。本研究旨在利用动物模型，探讨慢性炎症是否 

作为危险因素促进肥胖小鼠糖尿病的产生，及其是 

否通过影响肝脏糖异生及相关分子机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 动物模型的建立 选择 6周龄雄性野生 C57BL／6J小 

鼠共 18只，随机分为正常饮食组(正常组 )、高脂饮食组(高 

脂组)、高脂饮食合并炎症组(高脂炎症组)即高脂饮食加酪 

蛋白注射组，最后一组皮下注射 500 p．L 10％酪蛋白，隔 日注 

射，前两组皮下注射等量生理盐水作为对照。每组 6只，一共 

喂养 14周后 ，以 10％水合氯醛约 200 txL腹腔注射小 鼠进 

行麻醉 ，解~lJ／b鼠，灌注后取肝组织迅速冻于液氮后转移 

至一80℃冰箱保存。小鼠由重庆医科大学实验动物中心提 

供 ，高脂饮食含 60％能量脂肪，购于美 国Harlan Laboratories 

公司，酪蛋白购于美国Sigma公司。 

1_1．2 实验试剂 抗鼠 F4／80抗体购于美 国 Biolegend公 

司．Trizol RNA提取试剂、逆转录试剂盒及 SYBER Premix购 

于日本 Takara公司，PCR引物由北京六合华大基因科技公 

司合成。血糖试纸及血糖检测仪购于Roche公司，糖原 PAS 

染色液及糖原含量试剂盒购于索莱宝公司。兔多克隆抗体 

FoxO1、p-FoxO1(Ser319)购于美国Abcam公司，兔单克隆抗 

体 Akt、P—Akt(Ser473)购于美国Cell Signaling公司，兔单克 

隆抗体 8一Actin购于美国 Proteintec公司，二抗辣根过氧化 

物酶标记山羊抗兔 IgG购于美国 Bioworld公司。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 F4／80免疫组化染色检测肝脏巨噬细胞浸润情况 小 

鼠肝脏组织经多聚甲醛固定，乙醇脱水 ，二甲苯透明后石蜡 

包埋，后经脱蜡、水化 、抗原修复，抗鼠F4／80(mouse EGF—like 

module—containing mucin—like hormone receptor—like 1)抗体作 

为一抗(稀释浓度 1：100)，设置阴性对照，按照免疫组化常规 

步骤染色，于显微镜下观察拍照。 

1．2．2 qRT—PCR检测相关基因mRNA表达含量 小鼠肝脏 

组织经匀浆后加入 Trizol裂解液裂解，提取总RNA，微量分光 

光度计检测 RNA含量与纯度，于 20 逆转录体系中各加 

1 000 ng RNA逆转录为 cDNA。然后取 1 L eDNA于 25 

扩增体系中进行实时荧光定量 qRT—PCR，加入上下游引物 

各 0．25 jxL(25 pmol／L)，SYBER Green mix 12．5 ，超纯水补 

齐至总反应体系25 ，于 Bio-Rad PCR仪中扩增。以B—Actin 

为内参，用△△ct来计算基因的表达水平，计算公式如下：实 

验组相对于对照组基因表达的水平的倍数=2_ ，其中△A Ct= 

实验组△Ct一对照组 △Ct，ACt=目的基 因 Ct—B—Actin基因 

Ct。PCR引物由qPrimerDepot设计，NCBI Primer—Blast验证 ， 

序列见表 1 

表 1 qRT—PCR引物序列 

Tab．1 PrImer sequences for real-time PCR 

基因 引物 

Mcpl 反义链
：5，一CCTGCTGTYCACAGTTGCC一3， 

一  ．  

正义链 ：5’一ATCTCCTTI'GGAAGCGGATATG一3 
Pepck 反义链

：5，一cGcAAcGcAAAGcA_rI『rc rIT一3， 

一 一 一  

正义链 ：5’一TCGGCCTATCTCGGGTCTT一3’ 
G-6-tSase 

反义链 ：5，一GCCGCCCAACACTFGGT一3， 

一  

正义链 ：5’一ATGGAGGGGAATACAGCCC一3’ 
[5-actin 反义链

：5，一TTCTITGCAGCTCCTTCGT一3， 
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1．2．3 小姒卒腹m糖 、胰岛粜咐{ 检测 小鼠喂养 l4周 

时禁食 l 2 h后经心脏采I『IL后仃m清q二化 榆测空腹 糖值．． 

腴岛索耐量实验则通过禁食 4 h，经腹 注射胰岛素 1 n u，g 

怵质 采血记录 0 rain( 射前)、l5 mill、30 lni·1、60 min、 

1 20 lllin fil1．糖伉 检测并绘制 糖一It．JfH]rill线 ，通过近似梯形 

汁 线下 积 ，具体计算 下：}f1I线下而积=i／2xI( ．+ 

Cl5 ̈ )xl5 rain+(C1 +C30min)Xl5 rain+(C ．㈨，+Cm )x30 n1_l卜 

( +C )x60 rain]，C代表m糖浓度、 

1．2．4 过碘酸一希犬(periodic acid—s( hifl。，PAS)染色检测肝 

脏栅原含量 肝脏组织 蜡切片脱蚶 、水化后f~-iJm 0．5％过碘 

酸液，染色 10 m-J1'蒸馏水冲洗 滴』JJ】st hiff液．染色 J5 m 

卉st hiff液，滴加0．5％偏承 硫酸钠液等待 2 niin．冲洗后 

．)j：小精染色 l lllin，冲洗．十燥，巾悱树胶封片，丁5【l!_做镜下观 

察 、糖原 示为紫红色 

1．2．5 蒽酮法检测肝脏糖原 lIi L 称取小 鼠肝脏组织 200 

Ilig，JJIJ入 4 ml _= 醋酸．匀浆 1 illill，匀浆液 3 000 r／IDin离 

心 15 Illin，取上清至另一 EP竹 ．J fjc淀II1 I4I．次加入 4 fT】T ■ 

醋酸．冉次离心得 』 清于 ·次 I 消液混 ，按照厂家说 

明 I州J蒽 法丁620 nn 波长处测定I』殷)匕度，计箅肝糖原含量 、 

】．2．6 蛋 门免疫印迹检测肝脏组织 表达 称取等量肝 

组织 ，Jju入 RIPA裂解液 ．匀浆离心收 1：77i，冰 f 裂解约 30 

illili，离心取 I 清 ，}H BCA法测定货rI 并标化 加入上样 

缓 液 ，煮沸，保存于一20 q【： 、{呼次 f 样约 50 g，于 SDS— 

I'AGE凝胶 【}1电泳分离 ，转移 I'VI)b’膜 ，以 3％BSA封闭， 

一 抗 4℃过夜孵育，二抗 37 ：、l h孵 育．·抗分圳为兔多克 

隆抗体 FoxO1、p-FoxO1(Sel·319)(1：500稀释)，兔单克隆抗 

体 Akt(I：l 000稀释)、p-Aki(Ser473)(1：j 000稀释)，及兔 

隆抗体 B—actin(1：3 000稀释)，jt：巾 B—aelin为内参蛋白， 

■抗为II1羊抗兔辣根过氧化物 杯i lgG(1：4 000稀释)，采 

川 ECI 光化 法 影并拍照 

1．3 统计学处理 

应川 Gi·aphpadprism5．0软什统汁处胛 ，汁 资料采川均 

数±杯准 ( ± )表示 、3组 比较采』{jl l 素方差分析，组 

I舨j 比较采j{j Tt rkev’s多弧比较愉验，检验水件 a=0．05 

2 结 果 

2．1 酪 蛋白注射 可诱导肥胖小鼠肝脏 炎症反应产生 

F4／80染色盯脏组织r 噬细胞(棕色)提示高脂饮食组较 

Il ’饮食绀无明 lj噬细胞 }nJ}fl,fm， 高脂饮食加酪 I t 

}i-：g,j’绀较高脂饮食组p-噬细胞 {1IIjI ．I-~')JJll( 1A)、定量 

PCI／检测肝组织炎症因 f 恢细胞趋化赁f —1(inO1]Ocyle 

(．heniolarti(· 1itein 1．Mcp1)inRNA 达水 平提示高脂饮食 

』J』1酪蚩f 注射组 Mt、p1表达 尚 ： 纯岛脂饮食组 (I岛脂 

炎症组 vs．高脂组， =I2．oIO，P=0．000)(【皋】1B)、、 1说明高 

脂饮食小鼠注射酪蛋白后肝Ⅱn 炎 州 增JJ『I，提示小鼠炎症 

模 建 成功 

【l 常组 高脂组 『岛H 炎 

离脂炎症绀 高脂绀l七较，P<O．05 

B．qRT—P(：FI榆测各组肝脏 M c 【l1 tuRNA li} 

图 1 各组 mRNA表达比较 

Fig．1 F4／80 staining of the liver tissue(400 x)and comparison of 
mRNA levels of inflamation marker Mcpl among each group 

2．2 慢性 炎症加剧肥胖 小鼠糖代谢 紊乱 

小鼠 版 糖lI：常饮食组为(6．800±0．327)nlmol／I ，高 

脂饮食绀为(7．500±0．204)mmol／L，高脂饮食合计炎症绀为 

(10．1 30±0．933)n,nol／1 ．高脂饮食组较 lli常饮食组卒腹 

糖兀统汁 ’ 肄．而高脂饮食合并炎 审腹 糖水 明 

I 】： 纯高脂饮食绀(q=5．210．P=O．04)(『皋l 2A)l、胰岛素耐带 

线i 『 高脂饮食合并炎疗组较高脂饮食~lPi'l‘升高趋铸，于 

15 nlin处最lj月 (q=5．2l2，P=O．032)( 2B)，i L下降趋势虹 

』Jl1趋一r 绥，计算胰岛素耐量}甫线下而积后liiJ J~lJ‘饮食合并炎 

7ii!-fll亦明 升高(q=5．135，P=O．025)(『皋I 2C) 高脂饮食组 

胰岛素耐 线下而积较正常饮食组彳『所月高似尤统计学 

砖蚌(I割2(：) 、 2说明高脂饮食可轻 损 胰岛索耐 ，但 

m特仍处丁代偿范嗣内，然而高脂饮食合Jl：炎症后糖耐量受 

Jblhii J,(0．腴％素敏感性降低．血糖调节火代偿i⋯{j观高【血糖 

15 
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2．3 慢性 炎症 促进 肥胖 小鼠肝脏糖异 生 

M 染色(糖原染勾紫红色)可见高脂合并炎症 【糖原 

I『J】 『岛r 纯高脂饮食 ( 3A)。 蒽酮法检测J̈：组织糖 

禽 川样口J‘ 高脂饮食合J{ 炎症组明 升离(q=l4．080． 

P=0．000)( 3B) 定 F'CR榆测提永单纯舟脂饮食籽j}异生 

J． (；-6一pase
、Pepck较J 常细有升高(q=I1．8l0，P=O．000； 

q=23．360，P=O．004)，In 脂饮食合Ji：炎症较高脂饮食 进一 

步仆舟(q=6．799， 0．OO1；q=8．9I7，P=-O．O01)(I冬1 3(：) I 3说 

例 圩饮食小鼠本身 特 基 表 常， f 月 饮食 
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图 3 各组肝脏糖原含量测定与肝脏糖异生基因mRNA水平检测 

Fig 3 PAS staining of the liver tissue and comparison 

of liver glycogen and PEPCK and G一6pase mRNA 

levels among each group 
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p-I lx()I、p-Akt蛋 达较 i 常饮食组均有下降，1n 商脂饮 

食介 i炎症组 降更 菁(1皋1 4A) 蛋白表达耿瞍 卡̈对定 

1 }p-Akt／Ak【值：IE常 VS．高脂组，q=l5．900，P=O 000： 

『 脂 v ．高脂炎症绀 ，q=2．980，P=O．021；p-F、(Jx()l， xO1值： 

If l vs．高脂绀 ，q=l2．480，P=0．031；高脂组 vs．高Jj}彳炎症 

AK。。。I／、KI 【J—r(J ()】／F’() 

a：f岛；1l-I~1【 _l 带‘组比较，，J<()05； 

} ：I岛Jj旨炎j11： I J高脂 【E较．P<O，05 

R．蛋I 1&达耿}笾值~Lfff 尺【￥l 

图4 各组Akt、Foxol磷酸化蛋白表达比较 

Fig．4 Comparison of Akt and Foxol phospharylated protein 

expression levels among each group 

3 讨 论 

ltUff-可引起糖代谢紊乱、2型糖尿病发， I．饮 

食过越是肥胖常见原 之 临床 【 许仆所仃肥胖 

患肯都会发展为糖尿病，In 发展为糖尿病t9IiII?-患 

者体内 往存在着慢性炎 『夫】子的异常 多数研究 

表明慢性炎症可增加普通人群糖球病发 危险 ． 

针对肥胖人群研究其对糖尿病发生的影响较少． 

故研究慢性炎症 肥胖患者发展为 2 糖 痫过 

程巾扮演的作用十分必要 、 

术试验中通过高脂饮食喂养诱导小鼠肥胖模 

型，小鼠体质量重于正常饮食小鼠约 20％，腹 内 

脏脂肪明显增多，且l0I‘中脂质含量，J]；明 升高．- 之 

前文献报道相符 但单纯高脂饮食喂养斤术引起 

小鼠全身性慢性炎症反 ： 叮见脂肪组织 Ⅱ≈l 胞 
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少量浸润，但血清及肝脏炎症因子仍处于正常水平 

(结果未显示)，与相关文献报道相符{ u。小鼠酪蛋 

白注射被常用于建立体内慢性炎症模型【切。而本研 

究中通过高脂饮食喂养联合酪蛋白注射可使血清 

TNF—a、SAA、Mcp等炎症因子表达均升高(结果未显 

示)，肝脏可见巨噬细胞浸润。提示小鼠已产生慢性 

系统性炎症。实验结果显示单纯的高脂饮食可引起 
一 定程度的糖代谢紊乱包括糖耐量轻度受损，胰岛 

素敏感性轻度下降，肝脏糖异生增加，血清胰岛素 

含量增力Ⅱ[(276．6±97．5)pg／mL vs．(322．4士86．9) 

pg／mL]，暗示单纯肥胖的确存在轻度胰岛素抵抗但 

仍可使血糖维持在正常范围。提示单纯肥胖可通过 

胰岛细胞代偿分泌胰岛素使空腹血糖处于代偿范 

围内，与前期文献报道相符【9，131。尽管有文献报道慢 

性炎症与糖尿病有关嗍，但我们的前期研究发现单 

纯的注射酪蛋白诱导慢性炎症小鼠的空腹血糖基 

本处于正常水平翻，暗示单纯炎症亦不足以引起糖 

尿病。然而在本研究中肥胖小鼠合并慢性炎症以后 

无论空腹血糖、胰岛素耐量都明显超出正常范围。同 

时肝脏糖原含量明显储积，糖异生明显增加 ，提示 

慢性炎症能够促进肥胖小鼠糖尿病的发生和进展。 

单纯高脂饮食及高脂饮食合并炎症小鼠肝脏 

中FoxO1蛋白磷酸化水平均显著低于正常饮食组． 

且高脂饮食合并炎症后 FoxO1磷酸化表达较单纯 

高脂饮食组进一步下降，而FoxO1磷酸化减少可使 

FoxO1降解减少。从而不断刺激 G一6一pase、Pepck而 

促进糖异生。Akt作为FoxO1上游分子，其磷酸化可 

以促进 FoxO1磷酸化，在高脂饮食及高脂饮食合并 

炎症小鼠中Akt磷酸化也是降低的，说明FoxO1磷 

酸化的减弱依赖于Akt磷酸化的降低。同FoxO1一 

样，高脂饮食合并炎症小鼠的Akt磷酸化是进 步 

下降的，以上提示慢性炎症会进一步损害肥胖小鼠 

Akt／FoxO1信号通路进而影响肝脏糖异生。 

综上所述，在肥胖状态下，炎症会进一步降低 

肝脏 Akt、FoxO1蛋白磷酸化水平．促进肝脏糖异生 

和肝糖原累积．加重糖代谢紊乱，从而加速2型糖 

尿病的发生。本研究提示慢性炎症状态可能增加肥 

胖人群患2型糖尿病风险。而文献报道久坐、压力 

应激均可引起机体慢性炎症【 堋。而运动锻炼可减 

轻或预防机体慢性炎症fl61．故本研究为肥胖患者预 

防2型糖尿病提供了一定的临床价值。 
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