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抵抗素在肥胖小鼠脂肪组织中的表达及其对小鼠肌肉组织葡萄糖摄取

率的影响
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［摘要］　目的：观察抵抗素基因（Ｒｅｔｎ基因）在肥胖小鼠脂肪组织中的表达，及其蛋白（ｒｅｓｉｓｔｉｎ蛋白）对小鼠肌肉组织葡萄糖

摄取率的影响，探讨肥胖、抵抗素与胰岛素抵抗可能的相关性。方法：用高脂肪和高能量型的小鼠饲料喂养Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，

诱导其产生肥胖伴胰岛素抵抗模型，２２周后测定小鼠的Ｌｅｅ’ｓ指数（即体质指数，ＢＭＩ）以及血糖和血浆胰岛素的浓度，然后进

行葡萄糖耐量试验，并与正常小鼠作对照，以评价肥胖小鼠是否出现了胰岛素抵抗和葡萄糖耐量损伤。实时荧光定量ＲＴ

ＰＣＲ比较肥胖组小鼠（ｎ＝１０）与正常组小鼠（ｎ＝５）白色脂肪细胞Ｒｅｔｎ基因的表达。最后将抵抗素蛋白与小鼠骨骼肌细胞共

培养，测定其对肌肉组织葡萄糖摄取率的影响。结果：采用高脂饲料成功地诱导出了肥胖伴胰岛素抵抗的小鼠模型；肥胖小

鼠的白色脂肪组织内Ｒｅｔｎ基因的表达显著高于正常小鼠（Ｐ＜０．０１）；将抵抗素蛋白与小鼠肌肉组织在体外共培养，不论是否

有胰岛素刺激，均能显著抑制小鼠肌肉组织对葡萄糖的摄取率（Ｐ＜０．０５）。结论：肥胖小鼠体内Ｒｅｔｎ基因的高表达可能是导

致骨骼肌对葡萄糖的摄取率降低，进而诱发胰岛素抵抗的因素之一。
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　　抵抗素（ｒｅｓｉｓｔｉｎ）是一种脂肪细胞因子，属于Ｃ
末端富含半胱氨酸的分泌型蛋白家族的成员之

一［１，２］。有研究［３～５］表明抵抗素与胰岛素抵抗和血

浆葡萄糖水平升高相关。但是抵抗素到底是通过增
加肝葡萄糖的生成还是通过抑制骨骼肌对血糖的摄

取而达到诱导胰岛素抵抗的，目前尚不清楚。为此，

本研究根据国际哺乳动物饲料标准配方配置了一种

高脂肪、高能量型的小鼠饲料，并给小鼠喂饲该饲料
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制备肥胖小鼠模型，检测小鼠各种血液生化指标，分
析胰岛素抵抗情况。同时采用常规及实时荧光定量

ＲＴＰＣＲ比较该肥胖小鼠与正常小鼠体内Ｒｅｔｎ基
因表达的差异；提取抵抗素蛋白，将其与小鼠肌肉组
织共培养，观察其对肌肉组织葡萄糖摄取能力的影
响，探讨胰岛素抵抗与抵抗素蛋白的相关性。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；胰岛素、地塞米松、３甲基异丁基

黄嘌呤（ＩＢＭＸ）、ＦｌａｇＡｇｒｏｓｅ购自Ｓｉｇｍａ公司；小

牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；谷氨酰胺购自上海生工

生物工程有限公司；ＲＮＡ抽提试剂盒购自上海华舜

生物工程有限公司；血浆胰岛素试剂盒购自上海生

物制品研究所；２脱氧Ｄ［１３Ｈ］葡萄糖（２ｄｅｏｘｙＤ
［１３Ｈ］ｇｌｕｃｏｓｅ，３ＨＤＧ）购自 ＡｍｅｒｓｈａｍＬｉｆｅＳｃｉ

ｅｎｃｅ公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自ＢＭ 公司；Ｒｅ

ａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＲＴＰＣＲ特异性引物和探针由上海ＣＡＳＡＲ

ＲＡＹ公司合成。

１．２　小鼠肥胖模型的制备

１．２．１　小鼠的喂养　４０只清洁级健康雄性断乳

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，平均体质量为（１４．１１±３．８５）ｇ，由

第二军医大学实验动物中心提供。小鼠采用昼夜交

替１２ｈ 饲养。饲养环境平均温度为 （２２．５±

５．０）℃，平均相对湿度为（４５±５）％，每日光照１０ｈ，

小鼠自由取食和饮水。所有的小鼠先给予正常膳

食，４～５ｄ后将小鼠随机分为肥胖组（ｎ＝３０）和正常

对照组（ｎ＝１０），肥胖组饲以高脂饲料，正常对照组

饲以含正常脂肪量的饲料。共喂饲２２周，小鼠自由

饮水和采食，每周称量体质量（Ｗ）、体长（Ｈ）和进食

量，按公式计算Ｌｅｅ’ｓ指数（Ｗ／Ｈ２），Ｈ 为从小鼠鼻

尖至尾尖的长度（ｃｍ），放血后剥离腹腔内全部脂肪

称湿重。

　　高脂肪膳食和正常脂肪量膳食配方中只有淀粉

量（分别为２３７和４３５ｇ／ｋｇ）和猪油量（分别为１９８
和０ｇ／ｋｇ）不同，其余营养素含量（ｇ／ｋｇ）相同（酪蛋

白２００，蛋氨酸３，麦芽糊精１２０，蔗糖１００，大豆油

４５，纤维素５０，氯化胆碱２，复合无机盐３５，复合维生

素１０）。高脂肪膳食组中脂肪占总热能的４５．３％，

碳水化合物占３７．９％，蛋白质占１６．８％，热能４．８３

ｋｃａｌ／ｇ。正常脂肪量膳食组中脂肪占总热能的

１０．６％，碳水化合物占６８．３％，蛋白质占２１％，热能

３．８４ｋｃａｌ／ｇ（１ｃａｌ＝４．１８７Ｊ）。

１．２．２　葡萄糖耐量试验　在连续饲养２１周后，按

照２ｇ／ｋｇ剂量注射葡萄糖溶液（实验前禁食１２ｈ），

然后分别测定０、３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ时的血糖水平。

１．２．３　生化指标测定　全部实验鼠饲养２２周后禁

食过夜，断头取血，用于检测血浆胰岛素、血糖指标。

采用双抗体放射免疫分析法测定血浆胰岛素（上海

生物制品研究所提供试剂盒），所有操作均按试剂盒

说明书进行。用罗氏公司 ＡＣＣＵＣＨＥＫＡＤＶＡＮ

ＴＡＧＥ血糖仪测定血浆葡萄糖。

１．３　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ测定肥胖小鼠白色脂

肪组织Ｒｅｔｎ基因的表达　按常规方法抽提小鼠白

色脂肪组织的总ＲＮＡ（上海华舜生物工程有限公司

生产的试剂盒），然后采用Ｒｅａｌｔｉｍｅ荧光ＲＴＰＣＲ
分析其中Ｒｅｔｎ基因的表达。Ｒｅｔｎ基因上游引物为

５′ＣＣＴＴＧＣＡＣＡＣＴＧＧＣＡＧＴＧＡＣＡ３′，下游

引物为５′ＣＣＡＧＡＡＧＧＣＡＣＡＧＣＡＧＴＣＴＴＧ

３′，ＴａｑＭａｎ探针为５′ＴＧＴＧＧＣＴＣＧＴＧＧＧＡＣ

ＡＴＴＣＧＴ ＧＡＡ Ｇ３′。ＰＣＲ 反应条件：９２℃ ２

ｍｉｎ，１个循环；９２℃１５ｓ，６５℃，１ｍｉｎ，４０个循环；

４０℃５ｓ，１个循环。计算５０ｎｇ总ＲＮＡ中Ｒｅｔｎ基

因ｍＲＮＡ的拷贝数，每个反应重复３次，取平均数。

１．４　小鼠抵抗素重组蛋白的表达纯化　将高表达

小鼠Ｒｅｔｎ基因的３Ｔ３Ｌ１细胞系［６］复苏，培养于含

３Ｔ３Ｌ１生长培养基的培养皿内，当细胞生长至

１００％汇合时，继续培养２ｄ，然后置换含有１０％胎

牛血清、２ｍｍｏｌ／ＬＬ谷胺酰胺、１０μｇ／ｍｌ胰岛素、

０．５ ｍｍｏｌ／ＬＩＢＭＸ、０．２５μｍｏｌ／Ｌ 地塞米松的

ＤＭＥＭ分化培养基中诱导分化，经过８～１４ｄ的诱

导后３Ｔ３Ｌ１细胞便完全分化为脂肪细胞。分批收

集已经分化为脂肪细胞的培养液，用ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳进行鉴定，用ＦｌａｇＡｇａｒｏｓｅ法常规纯化 ＨｉｓＲｅ

ｓｉｓｔｉｎ融合蛋白，定量后冻存备用。

１．５　抵抗素蛋白对小鼠骨骼肌葡萄糖摄取率的影

响　按照文献［７，８］所述的方法分离肥胖组和正常组

小鼠的比目鱼肌，分别测定其对葡萄糖的摄取率。

即分别将１０只实验组肥胖小鼠和１０只对照组小鼠

饥饿１２ｈ后断头处死，分离出小鼠的比目鱼肌，并

去除血管、神经和筋膜成分，肌肉撕分至１００ｍｇ作

为一个肌肉样本，每只小鼠取４个肌肉样本分别放

入每孔盛有１ｍｌＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ磷酸盐缓冲液（含

１％ＢＳＡ和２ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸，ｐＨ７．３）的２４孔板
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的相应孔内，并在其中的５个对照组小鼠的肌肉样

本中分别加入６００ｎｇ抵抗素重组蛋白，放入含９５％

Ｏ２和５％ＣＯ２的孵箱中３７℃孵育３０ｍｉｎ。然后吸去

缓冲液，分别加入１ｍｌ新鲜的ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ磷酸盐

缓冲液和０．５μＣｉ（１Ｃｉ＝３．７×１０
１０Ｂｑ）２脱氧Ｄ

［１３Ｈ］葡萄糖（ｐＨ７．３），每只小鼠的两个样本孔内

分别加入终浓度为１７４ｎｍｏｌ／Ｌ的胰岛素，而另外两

个样本孔则不加。再放入含９５％Ｏ２和５％ＣＯ２的孵

箱中３７℃继续孵育３０ｍｉｎ。最后取出肌肉样本经

过ＰＢＳ清洗以后分别放入到液闪瓶中，加高氯酸和

双氧水８０℃消化３～４ｈ至液体清亮，室温冷却，再

在各管中加入助溶剂（乙二醇乙醚）和闪烁液（０．５

ｇ／ＬＰＰＯ＋２００ｍｇ／ＬＰＯＰＯＰ，甲苯为溶剂），暗室

过夜后离心，取上清液８００μｌ用全自动液闪仪测定

放射性，同时取２０μｌ孵育液和７８０μｌ蒸馏水做对

照。

１．６　统计学处理　采用ｔ检验进行组与组之间的

比较分析，Ｐ＜０．０５时差异具有统计意义。

２　结　果

２．１　小鼠肥胖模型的建立情况

２．１．１　身体指数指标测定　实验结束时，正常组小

鼠存活１０只，肥胖组存活２６只。在１～９周内肥胖

组和对照组小鼠体质量增加无显著差异；第１０周开

始，肥胖组小鼠体质量逐渐高于对照组小鼠，并达到

统计显著性差异（Ｐ＜０．０１）；１９周后肥胖组小鼠体

质量增长趋势逐渐稳定。以超重（与对照组比）２０％
作为肥胖标准，成活下来的２６只小鼠中有２４只为

肥胖小鼠，肥胖小鼠诱导的成功率为９２％。然后随

机抽取的其中的１０只肥胖小鼠和５只对照组小鼠

在体质量、体脂质量、体长、尾长和Ｌｅｅ’ｓ指数等方

面的比较结果见表１。由表１可见，肥胖小鼠的平

均体质量是正常对照组小鼠平均体质量的１．６倍，

平均体脂质量是正常组小鼠的４．１倍，Ｌｅｅ’ｓ指数

比正常组小鼠高５２．５％，而体长和尾长与正常对照

组没有明显的区别。

表１　２２周两组小鼠体质量、体脂重、体长、尾长和Ｌｅｅ’ｓ指数的比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ｆａｔｗｅｉｇｈｔ，ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ，ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ，ａｎｄＬｅｅ’ｓｉｎｄｅｘｉｎ２ｇｒｏｕｐａｆｔｅｒ２２ｗｅｅｋｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｎ Ｂｏｄｙｍａｓｓ
（ｍＢ／ｇ）

Ｆａｔｍａｓｓ
（ｍＢ／ｇ）

Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ
（ｌ／ｃｍ） Ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ（ｌ／ｃｍ） Ｌｅｅ’ｓｉｎｄｅｘ

Ｏｂｅｓｅ １０ ４６．６±２．５６ ３．８９４±０．２８ １７．３９±０．５０ ７．６８±０．３７ ０．１５４±０．００９

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５ ２８．７±２．１１ ０．９５８±０．１４ １６．８０±０．５８ ７．６８±０．４１ ０．１０１±０．００９

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．１．２　小鼠血糖测定和葡萄糖耐量实验结果　２２
周时随机抽取１０只肥胖组小鼠和５只对照组小鼠
测定血糖、血浆胰岛素水平，结果发现肥胖组小鼠血
糖水平（ｍｇ／Ｌ）高于对照组（１００．０±１．９ｖｓ５２．８±
５．４，Ｐ＜０．０５），血浆胰岛素水平也显著高于对照组
（６３．２５７±４．３５８ｖｓ２７．２５１±６．８６９，Ｐ＜０．０１）。而
葡萄糖耐量实验表明肥胖组小鼠注射葡萄糖１２０
ｍｉｎ后，血糖仍未恢复到正常值，说明肥胖组小鼠的
糖耐量出现损伤（图１）。

２．２　小鼠白色脂肪组织中Ｒｅｔｎ基因 ｍＲＮＡ表达
水平的测定　本研究对１０只肥胖组小鼠和５只对
照组小鼠的脂肪组织中Ｒｅｔｎ基因ｍＲＮＡ表达水平
进行了实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ分析。结果表明对
照组小鼠 Ｒｅｔｎ基因 ｍＲＮＡ 的拷贝数的均值为
（４５５０±３１１）个／５０ｎｇ，而肥胖组小鼠 Ｒｅｔｎ基因

ｍＲＮＡ的拷贝数的均值为（１５２４０±４８２）个／５０ｎｇ，
为对照组的３．３５倍（Ｐ＜０．０１）。结果表明，肥胖小

鼠脂肪组织内Ｒｅｔｎ基因的表达显著上调。

图１　小鼠葡萄糖耐量实验

Ｆｉｇ１　Ｍｏｕｓｅｇｌｕｃｏｓｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｅｓｔ

ｎ＝１０（ｆａｔｇｒｏｕｐ）ｏｒｎ＝５（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ），珚ｘ±ｓ

２．３　肥胖和抵抗素蛋白对小鼠肌肉组织摄取葡萄
糖的影响　为了分析肥胖和抵抗素蛋白是否会影响
小鼠肌肉组织对葡萄糖摄取的影响，本研究对基础
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状态和加胰岛素时１０只肥胖组小鼠和５只对照组
小鼠肌肉组织的葡萄糖摄取率进行了分析比较。结
果（图２）表明，在不加胰岛素时对照组和肥胖组小
鼠的肌肉组织葡萄糖摄取率（ｐｍｏｌ·ｍｇ－１·ｍｉｎ－１）
的均值分别为（４８８０±２２２）和（３３２０±１７６），肥胖组
小鼠肌肉组织的葡萄糖摄取率显著低于对照组

（Ｐ＜０．０１）；加入胰岛素后，两组小鼠肌肉组织的摄
取率均升高，但肥胖组仍显著低于对照组（５２３０±
２８７ｖｓ７６８０±３２６，Ｐ＜０．０１）。

图２　基础状态及胰岛素刺激下
小鼠肌肉组织对葡萄糖的摄取率

Ｆｉｇ２　Ｇｌｕｃｏｓｅｕｐｔａｋｅｏｆｍｏｕｓｅｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ
ｕｎｄｅｒｂａｓｅｌｉｎｅｓｔａｔｅａｎｄｉｎｓｕｌｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ
ｎ＝１０（ｆａｔｇｒｏｕｐ），ｎ＝５（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ），珚ｘ±ｓ

　　进一步观察抵抗素蛋白对正常小鼠肌肉组织的
葡萄糖摄取率（ｐｍｏｌ·ｍｇ－１·ｍｉｎ－１）的影响，基础
状态下３４１０±１８１，基础状态＋抵抗素蛋白２８６０±
１２６，添加胰岛素５１４０±２６９，添加胰岛素＋抵抗素
蛋白４２６０±１９７。结果表明不论是否有胰岛素刺
激，抵抗素蛋白均能够显著地抑制正常小鼠肌肉组
织对葡萄糖的摄取率（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

３．１　肥胖小鼠的制备　喂饲高脂肪和高能量饲料
是诱导肥胖小鼠常用的方法之一。本实验根据国际
哺乳动物饲料标准配方给小鼠饲以高脂肪和高能量

饲料，结果表明实验结束时肥胖组小鼠的平均体质
量是正常对照组小鼠的１．６倍，平均体脂质量是对
照组小鼠的４．１倍，而体长和尾长上没有明显的区
别。这说明肥胖组小鼠体质量的增加与其体长和尾
长没有关系，而是由于其体内脂肪的大量累积产生
肥胖的结果。为验证所获得的肥胖小鼠体内是否出
现了胰岛素抵抗，本研究进一步检测了小鼠血糖、血
浆胰岛素浓度，并进行了葡萄糖耐量实验。结果表
明与正常组相比，肥胖组小鼠血糖浓度高１．９倍，血

浆胰岛素浓度高２．３倍；肥胖组小鼠口服葡萄糖耐
量实验２ｈ后，血糖未恢复至正常。因此，可以认为
该肥胖小鼠体内已经出现了胰岛素抵抗。

３．２　抵抗素对小鼠骨骼肌葡萄糖摄取率的影响　
体外研究表明抵抗素蛋白的表达可以导致脂肪细胞

出现胰岛素抵抗，导致脂肪细胞的葡萄糖摄取率降
低。为探讨在肥胖小鼠模型体内出现胰岛素抵抗是
否与抵抗素的高表达有关，本研究测定了肥胖小鼠
体内Ｒｅｔｎ基因的表达水平，然后分析了Ｒｅｔｎ基因的
表达变化是否与该肥胖小鼠肌肉组织的葡萄糖摄取

率的改变相关。结果发现，肥胖组小鼠脂肪组织内

Ｒｅｔｎ基因的 ｍＲＮＡ表达水平是对照组小鼠的３．３５
倍，而肥胖小鼠骨骼肌对葡萄糖的摄取率则显著地低
于对照组。这表明Ｒｅｔｎ基因的过表达与肥胖小鼠骨
骼肌对葡萄糖摄取率的降低有一定的相关性。

　　为了解抵抗素能否直接影响肌肉组织对葡萄糖
的摄取，本研究利用抵抗素重组蛋白处理正常小鼠
的骨骼肌组织，然后观察这些骨骼肌组织对葡萄糖
的摄取率的变化。结果发现抵抗素重组蛋白与小鼠
的骨骼肌共同孵育（３０ｍｉｎ）导致小鼠骨骼肌细胞对
葡萄糖摄取能力的显著下降。

　　综上所述，肥胖小鼠可能由于其Ｒｅｔｎ基因和抵
抗素蛋白过表达，降低了骨骼肌组织对葡萄糖的摄
取率，从而发生了胰岛素抵抗。
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