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葡萄糖的利用障碍和生成增加导致 2 型糖尿
病的发生，胰岛素介导下的葡萄糖转运蛋白，尤其

是葡萄糖转运蛋白 4（GluT-4）作为葡萄糖进入组
织细胞的关键因素， 与葡萄糖的摄取障碍和胰岛

素受体后缺陷疾病密切相关。 我们通过实验观察

大黄素对 2 型糖尿病大鼠皮下脂肪组织细胞膜上
GluT-4 表达的影响，探讨其降血糖的作用机制。

1 实验材料

1.1 动物 SPF 级健康雄性 Wistar 大鼠 30 只 ，
体质量 180～220 g，3 月龄，购自上海斯莱克动物
实验有限公司，许可证号：SCXK（沪）2012-0002。
1.2 药物 大黄素购自陕西森弗生物技术有限
公司，纯度≥98%，批号：20111120006。
1.3 主要试剂和仪器 链脲佐菌素 （STZ）（美国
Sigma 公司）； 细胞膜蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂
盒（中国碧云天生物技术研究所）；兔抗鼠多克隆

GluT-4 抗体 （英国 Abcam 抗体公司 ）；ChemiDoc
XRS+凝胶成像系统 （美国 Bio-rad 公司）；HM325
石蜡切片机 （美国 Thermo Fisher 公司 ）；LSM710
激光共聚焦显微镜（德国 Zeiss 公司）。

2 实验方法

2.1 大鼠模型的建立与分组 SPF 级健康雄性大
鼠 30 只，适应性喂养 1 周后，随机分为正常对照
组 10 只、造模组 20 只。 正常对照组给予基础饲料
喂养，自由摄水；造模组给予高脂高糖饲料（饲料

组成 ：15％蔗糖 、10％猪油 、4％胆固醇 、10％蛋黄
粉、0.3％胆酸盐、60.7％基础饲料）喂养。 喂养 6 周
后造模， 造模前禁食不禁水 12 h， 造模组大鼠按
25 mg ／ （kg ／m2）（＞200 g 部分按体表面积计算）腹

腔注射 1% STZ；正常对照组腹腔注射同等量的生
理盐水。72 h 后造模组大鼠尾静脉采血，用罗氏血
糖仪检测空腹血糖值 （FBG），96 h 后检测随机血
糖值 （RBG）。 以 FBG≥7.8mmol ／ L 和 RBG≥16.7
mmol ／ L 为 2 型糖尿病大鼠成模标准。 有 4 只大鼠
血糖未达标，舍去，成功复制模型大鼠 16 只。 将造
模成功的大鼠随机分为模型组 8 只，给药组 8 只。
2.2 给药方法 给药组灌胃 100 mg ／ kg 大黄素
混悬液（用 0.5%羧甲基纤维素钠溶液配制），模型
组和空白对照组灌胃等量的 0.5%羧甲基纤维素
钠溶液。每日 1 次，连续 4 周后处死。实验期间，自
由饮水，每周检测空腹血糖。

2.3 标本收集 大鼠禁食不禁水 12 h，称体质量
后， 按 1 mL ／ 100 g 腹腔注射 0.3%异戊巴比妥钠
麻醉，腹主动脉采血，收集血标本 4 000 r ／min 离
心 10 min，取上清液存于-80℃冰箱。 迅速取皮下
脂肪组织置于冷冻管中，投入液氮暂时保存，取材

结束后转移至-80℃冰箱保存；皮下脂肪组织切成
1 cm×1 cm×0.2 cm 小块，置于 4%多聚甲醛溶液
中固定，进行免疫荧光实验。

2.4 检测指标与方法 血糖用罗氏血糖仪测定；
胰岛素用 125I 放射免疫分析试剂盒测定。
2.5 GluT-4 蛋白表达的检测 固定后皮下脂肪
组织经酒精梯度脱水、浸透、石蜡包埋、切片、按常

规免疫荧光法染色，用兔抗鼠多克隆 GluT-4 抗体
作为一抗（稀释倍数 1 ∶100），加羊抗兔 IgG-FIFC
二抗进行荧光染色， 用 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚
（DAPI）染核。每张切片染色后，用激光共聚焦显微
镜观察、拍照。

2.6 GluT-4 蛋白表达的检测 用细胞膜蛋白与
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细胞浆蛋白抽提试剂盒提取皮下脂肪组织的细胞

膜蛋白，将蛋白样品定量，变性；进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳；转膜、碧云天封闭液封闭 2 h；洗膜，用
兔抗鼠多克隆 GluT-4 抗体作为一抗（稀释倍数 1∶
1 000），4 ℃孵育过夜， 以考马斯亮蓝染色作为膜
蛋白内参（细胞膜上无内参蛋白）。 加入辣根过氧

化物酶标记的二抗（稀释倍数 1∶1 000）后，室温孵
育 2 h，然后用 TBS 缓冲液洗膜。 加入 1∶1 的 ECL
发光液，用凝胶成像系统进行曝光，计算目标条带

的灰度值。

3 实验结果

3.1 3 组大鼠空腹血糖 （FBG）、 空腹胰岛素
（FINS）、胰岛素抵抗指数（HOMA-IR）检测 结果

见表 1。 HOMA-IR 采用 Homa Model 公式［1］计算：

HOMA-IR＝FBG（mmol ／ L）×FINS（μIU ／mL）
／ 22.5

表 1 3 组大鼠 FBG、FINS、HOMA－IR 检测结果（x±s）

组 别

正常对照组

模 型 组

给 药 组

n
10
8
8

FBG ／ （mmol ／ L）
5.7±0.17

13.55±1.00
8.79±1.431）

FINS ／ （μIU ／mL）
25.83±2.85
45.21±4.27
20.89±2.262）

HOMA-IR
6.54±1.25
27.23±3.26
8.16±1.371）

注：与模型组比较，1） P＜0.05，2） P＜0.01。

3.2 GluT-4 蛋白表达的检测 结果见图 1。

模型组 给药组

图 2 大鼠皮下脂肪组织细胞膜 GluT-4 蛋白表达图

细胞膜 GluT-4

考马斯亮蓝染色

免疫荧光染色后，GluT-4 呈现 FIFC 绿色荧
光标记，细胞核呈现 DAPI 蓝色荧光标记。 结果显
示，给药组大鼠皮下脂肪细胞膜上 GluT-4 荧光强
度明显较模型组强， 表明给药组大鼠皮下脂肪细

胞膜上 GluT-4 蛋白表达量较模型组高。
3.3 western blot 检测皮下脂肪组织细胞膜 GluT-

4 蛋白的表达 结果图 2。

图 1 大鼠皮下脂肪组织细胞膜 GluT-4 蛋白表达图（×400）
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与模型组相比， 大黄素能明显增加 T2DM 大
鼠皮下脂肪组织细胞膜 GluT-4 表达水平。

4 讨 论

4.1 葡萄糖转运子 （glucose transporter， GluT）是
受胰岛素特异性调节的葡萄糖摄取的效应蛋白，

哺乳类动物细胞中现发现 6 种葡萄糖转运子，分

别是 GluT-1～5 和 7。 其中 GluT-4 主要分布于细
胞内，在肌肉和脂肪组织中转运葡萄糖，它对胰岛

素反应敏感而迅速。 当胰岛素与靶细胞表面的胰

岛素受体 α 亚基结合后， 诱发 β 亚基的酪氨酸残
基磷酸化，并激活酪氨酸激酶，引起胰岛素受体底

物-1 磷酸化。 胰岛素受体底物蛋白的多个酪氨酸
磷酸化后，与磷脂酰肌醇 3 激酶（phosphatidylinos-
itol 3-kinase，PI3K）亚单位 p85 结合，导致 p110 亚
单位被激活 。 PI3K 被激活后 ， 导致蛋白激酶 B
（PKB）磷酸化。磷酸化的 PKB 激活 GluT-4 由细胞
质移位至细胞膜，引起肝脏、脂肪和骨骼肌组织对

葡萄糖的摄取、胞内糖原的合成，并抑制肝脏葡萄

糖异生及输出 ［2］。

4.2 大黄素是从大黄属、蓼属、鼠李属和番泻叶

中分离出来的主要有效单体， 其化学名为 1'3'8-
三羟基-6-甲基蒽醌， 化学结构属于羟基蒽醌类。
大黄素药理作用广泛，主要表现为抗肿瘤、抗菌消

炎、抑制细胞增殖、提高免疫、保肝、抗肾纤维化等
［3］。 研究发现，大黄素是过氧化物酶体增殖物激活

受体的配体，能促进脂肪细胞分化，抑制前脂肪细

胞增殖，促进脂肪细胞的葡萄糖转运 ［4］，提示大黄

素在治疗糖尿病方面具有潜在作用。

4.3 本研究结果显示， 大黄素能显著降低 T2DM
大鼠空腹血糖、空腹胰岛素及胰岛素抵抗指数，提

示大黄素能够增强 T2DM 大鼠胰岛素敏感性。 免
疫荧光 western blot 结果显示，大黄素能显著上调
T2DM 大鼠皮下脂肪组织细胞膜上 GluT-4 蛋白的
表达。 研究结果提示，大黄素能降低 T2DM 大鼠血
糖并且改善胰岛素抵抗， 其作用机制可能与上调

皮下脂肪组织细胞膜上 GluT-4 蛋白表达，进而促
进脂肪组织对葡萄糖的摄取有关。 大黄素是一种

极具研究和开发价值的药物， 可能会为以改善胰

岛素抵抗为靶点防治糖尿病及其并发症开辟新的

途径。
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刘献祥副校长到附属第二人民医院指导科研课题设计

8 月 19 日下午，为提高医院临床科研课题设计水平，进一步加强医院科研课题申报工

作，刘献祥副校长应邀到附属第二人民医院作题为“科研选题的方向、范围、原则与方法”

的科研讲座，医院科研骨干人员 200 多人参加，部分在医院实习的研究生也聆听了讲座。

附属第二人民医院
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