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腺相关病毒介导的腺苷激酶过表达减轻高脂饮食诱导的小鼠葡萄糖耐量
异常与肝脏脂肪变性
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［摘要］ 目的　探讨特异性上调肝细胞中腺苷激酶（ADK）表达对高脂饮食诱导的小鼠葡萄糖耐量异常与肝脏

脂肪变性的影响。方法　20 只雄性 C57BL/6J 小鼠随机分为 2 组，每组 10 只，其中 1 组通过尾静脉注射将携带甲状

腺素结合球蛋白（TBG）启动子驱动表达 ADK 的腺相关病毒（AAV8-TBG-ADK）注入小鼠体内（AAV8-TBG-ADK
组），另 1 组注射对照腺相关病毒 AAV8-TBG（AAV8-TBG 组）。上述 2 组小鼠接受腺相关病毒注射后，再分别随

机分为 2 个亚组，每亚组 5 只，分别给予 8 周普通饮食或高脂饮食。造模过程中检测各组小鼠体质量变化。造模结束

后处死小鼠，采用蛋白质印迹法与 qRT-PCR 检测各组小鼠肝脏 ADK 表达，葡萄糖耐量试验检测小鼠葡萄糖耐量情况，

H-E 染色、油红 O 染色检测肝组织病理改变及脂滴沉积，qRT-PCR 检测小鼠肝组织中糖异生相关基因［葡萄糖 -6- 磷
酸酶（G6P）、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（PEPCK）］和脂肪生成相关基因［胆固醇调节元件结合蛋白 1（SREBP-1）、

乙酰辅酶 A 羧化酶 1（ACC-1）、脂肪酸合成酶（FAS）、硬脂酰辅酶 A 脱氢酶 1（SCD-1）］的 mRNA 水平。 

结果　与普通饮食饲喂小鼠相比，高脂饮食可导致小鼠体质量增加、葡萄糖代谢紊乱和肝脏脂质沉积。与注射

AAV8-TBG 的小鼠相比，注射 AAV8-TBG-ADK 特异性上调小鼠肝脏 ADK 的表达后，对普通饮食和高脂饮食饲喂的

小鼠体质量均无明显影响，但可减轻高脂饮食导致的葡萄糖耐量异常和肝脏脂质沉积（P 均＜0.05），并可抑制高

脂饮食饲喂小鼠肝脏糖异生与脂肪生成相关基因的表达（P 均＜0.05）。结论　利用腺相关病毒特异性上调肝细胞

ADK 表达可改善高脂饮食导致的小鼠葡萄糖耐量异常与肝脏脂肪变性。
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Overexpression of adeno-associated virus-mediated adenosine kinase ameliorates high fat diet-induced glucose 
intolerance and hepatic steatosis in mice
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［Abstract］ Objective To explore the effects of hepatocyte-specific overexpression of adenosine kinase (ADK) on 
glucose intolerance and hepatic steatosis induced by high fat diet in mice. Methods Twenty C57BL/6J male mice were 
randomly divided into two groups (n＝10): the mice in one group were injected through tail vein with adeno-associated virus 
vector carrying thyroxine-binding globulin (TBG) promotor driven expression of ADK (AAV8-TBG-ADK group), while 
those in the other group were injected with control vector AAV8-TBG (AAV8-TBG group). After adeno-associated virus 
administration, the mice in the two groups were randomly divided into two subgroups (n＝5) to receive normal or high fat 
diet for the following 8 weeks, and changes in mice body weight were recorded. Mice were sacrificed after modeling. The 
expressions of ADK in the liver were determined by Western blotting and quantitative real-time polymerase chain reaction 
(qRT-PCR). The glucose homeostasis was assessed by glucose tolerance test. The pathological changes and lipid deposition 
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of liver tissues were detected by Hematoxylin-Eosin (H-E) staining and oil red O staining, respectively. The mRNA levels 
of gluconeogenesis related genes (glucose-6-phosphatase ［G6P］ and phosphoenolpyruvate carboxykinase ［PEPCK］) and 
fatty acid synthesis related genes (sterol-regulatory element binding protein-1 ［SREBP-1］, acetyl-CoA carboxylase-1 

［ACC-1］, fatty acid synthase ［FAS］ and stearoyl-CoA desaturase-1 ［SCD-1］) in liver tissues were analyzed by qRT-PCR. 
Results Compared with the normal diet subgroup, high fat diet induced weight gain, glucose intolerance and hepatic 
steatosis. There was no significant difference in the body weight between the AAV8-TBG and AAV8-TBG-ADK groups  
(P＞0.05). Compared with the AAV8-TBG group, AAV-TBG-ADK mediated ADK overexpression significantly ameliorated 
high fat diet-induced glucose intolerance and hepatic steatosis (all P＜0.05), and significantly reduced the mRNA levels of 
gluconeogenesis related genes and fatty acid synthesis related genes in liver tissues (all P＜0.05). Conclusion Hepatocyte-
specific overexpression of ADK can improve high fat diet-induced glucose intolerance and hepatic steatosis in mice.

［Key words］ adenosine kinase; high fat diet; glucose intolerance; non-alcoholic fatty liver
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2020, 41(7): 769-774］

腺苷是三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，

ATP）的核心构成分子，与多种能量代谢过程密切

相关，如葡萄糖稳态及脂肪分解等［1］。腺苷激酶

（adenosine kinase，ADK）是一种磷酸转移酶，

其功能是将腺苷进行磷酸化修饰生成一磷酸腺苷

（adenosine monophosphate，AMP）［2］，在腺苷系

统的调节中起着核心作用。ADK 是细胞内清除腺

苷的主要途径之一，抑制 ADK 可提高细胞内腺苷

水平并增强腺苷的生物学作用［3］。ADK 在哺乳动

物肝脏、肾脏等多个器官表达［4］。目前，ADK 及

腺苷代谢通路已被证实在多种肿瘤生长、心血管功

能调节及炎症反应中扮演了重要角色［5］。然而，

ADK 在高脂饮食诱导的糖耐量异常与肝脏脂肪变

性过程中的作用尚未见报道。

甲 状 腺 素 结 合 球 蛋 白（thyroxine-binding 

globulin，TBG）是哺乳动物体内成熟肝细胞的特

异性标记蛋白［6］。研究证实，携带 TBG 启动子和

内含子的腺相关病毒可启动下游基因在成熟肝细胞

中特异性表达［7］。本研究在高脂饮食诱导的小鼠

糖耐量异常与非酒精性脂肪肝模型中，利用腺相关

病毒特异性上调肝细胞 ADK 表达，观察 ADK 表达

对高脂饮食相关的糖耐量异常与非酒精性脂肪肝的

影响。

1 材料和方法

1.1 实验动物、病毒与试剂 12 周龄雄性健康

C57BL/6J小鼠购自北京维通利华公司［动物生产许

可证号：SCXK（京）2019-0009］，饲喂于 SPF 级

洁净动物房。普通及高脂饲料均购自美国 Research 

Diet 公司。利用携带 TBG 启动子的腺相关病毒载

体 pENN-AAV8-TBG-RBG 构建特异性上调肝细胞

ADK 表达的腺相关病毒，腺相关病毒的包装与纯

化均委托汉恒生物科技（上海）有限公司完成。H-E

染液与油红 O 染液购自美国 Sigma-Aldrich 公司。

TRIzol 试剂购自美国 Invitrogen 公司。反转录 PCR

试剂盒与 SyBR Green PCR 试剂盒购自北京康为世

纪生物科技有限公司。ADK 兔多克隆抗体与β-actin

兔单克隆抗体购自美国 Cell Signaling Technology

公司。三酰甘油定量检测试剂盒购自英国 Abcam

公司。

1.2 腺相关病毒注射与高脂饮食模型构建 将 20 只

小鼠随机分为 AAV8-TBG 组与 AAV8-TBG-ADK 组

（每组 10 只），分别通过尾静脉注射 AAV8-TBG

或AAV8-TBG-ADK 病毒，剂量为 2×1011 vg/ 只（vg

为 viral genome）。经尾静脉注射病毒 3 d 后，将每

组小鼠再分别随机分为 2 个亚组（每组 5 只），分

别接受普通饮食或 60% 热量来自于脂肪的高脂饮

食，饲喂 8 周。

1.3 葡萄糖耐量试验 小鼠禁食 12 h后称体质量，

并按照 1.5 g/kg 的剂量腹腔注射质量分数为 50%

的葡萄糖溶液。分别于注射后 0、30、60、90 和 

120 min 剪尾取血，使用 OneTouch Ⅱ血糖仪检测血

糖水平。

1.4 蛋白质印迹分析 处死小鼠，取肝组织。将肝

组织裂解后经 BCA 法进行蛋白定量。将蛋白样本

行 SDS-PAGE，采用电转膜法将蛋白转移至 NC 膜

上。采用 5% 脱脂牛奶封闭 1 h 后，分别加入 ADK

和 β-actin 一抗 4 ℃孵育过夜，之后加入二抗室温孵
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育 1 h。经显影后定量分析蛋白条带光密度值。

1.5 qRT-PCR 将液氮冷冻的小鼠肝组织研磨后

用 TRIzol 试剂提取组织总 RNA，使用反转录 PCR

试剂盒合成 cDNA。采用 SyBR Green PCR 试剂

盒检测样本中糖异生相关基因葡萄糖 -6- 磷酸酶

（glucose-6-phosphatase，G6P）、磷酸烯醇式丙

酮酸羧激酶（phosphoenolpyruvate carboxykinase，
PEPCK），以及脂肪酸合成相关基因胆固醇调节

元件结合蛋白 1（sterol-regulatory element binding 

protein-1，SREBP-1）、 乙 酰 辅 酶 A 羧 化 酶 1

（acetyl-CoA carboxylase-1，ACC-1）、脂肪酸合

成酶（fatty acid synthase，FAS）与硬脂酰辅酶 A

脱 氢 酶 1（stearoyl-CoA desaturase-1，SCD-1） 的

mRNA 表达水平。以 β-actin为内参，计算目的基

因的相对表达水平。引物均由 TaKaRa 公司合成，

具体序列见表 1。

表 1 qRT-PCR 检测使用的引物序列

Tab 1 Primer sequences for qRT-PCR
Gene Forward (5'-3') Reverse (5'-3')

G6P GTGTCCGTGATCGCAGACC GACGAGGTTGAGCCAGTCTC
PEPCK CTCACGGTTCTGCACTCCAG ATCCTCATCGGGGATGTAGC
SREBP-1 GCAAGGCCATCGACTACATT GGTCAGTGTGTCCTCCACCT
ACC-1 ACCTGTGGGAGTAGTTGCTG ATTAGAGGTAGCCCTTCACG
FAS TGTGAGGCTGAGGCTGAGA CTGTGGATGATGCTATGATGG
SCD-1 CGGTTCATCCCATCGCCTGCTCT GTAGGCGAGTGGCGGAACTGC
β-actin GACCCAGATCATGTTTGAGACC ATCTCCTTCTGCATCCTGTCG

qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain reaction; G6P: Glucose-6-phosphatase; PEPCK: Phosphoenolpyruvate 
carboxykinase; SREBP-1: Sterol-regulatory element binding protein-1; ACC-1: Acetyl-CoA carboxylase-1; FAS: Fatty acid synthase; 
SCD-1: Stearoyl-CoA desaturase-1

1.6 肝脏组织学检查及三酰甘油测定 肝组织经

4% 多聚甲醛溶液固定过夜，石蜡包埋，用切片机

切为 3 μm 厚的切片，贴附于载玻片上，使用 H-E

染色法进行染色。肝组织经冰冻切片机切片并贴附

于载玻片上，使用油红 O 染色法进行染色。染色后

在光学显微镜下观察肝脏的组织形态和肝组织的脂

滴沉积情况。使用三酰甘油定量检测试剂盒检测肝

组织中三酰甘油的含量。

1.7 统计学处理 利用 GraphPad Prism 6 软件进行

统计学分析和绘图。所有实验数据均以 x±s 表示，

两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用

单因素方差分析（两两比较采用 Bonferroni 检验）。

检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 AAV8-TBG-ADK 特异性上调肝细胞 ADK 表

达水平 经尾静脉注射 AAV8-TBG 或 AAV8-TBG-

ADK 腺相关病毒后，取小鼠肝组织，采用蛋白质

印迹法和 qRT-PCR 检测 ADK 蛋白与 mRNA 表达

水平。结果显示，肝组织 ADK 蛋白和 mRNA 表达

水平均较 AAV8-TBG 组上调，差异有统计学意义 

（P＜0.05，图 1）。

2.2 特异性上调肝细胞 ADK 表达对小鼠葡萄

糖耐量异常与体质量的影响 小鼠经尾静脉注

射 AAV8-TBG 腺相关病毒后再以高脂饮食饲喂 

图 1 AAV8-TBG-ADK 上调小鼠肝脏 ADK 表达

Fig 1 Hepatic overexpression of ADK mediated by 

AAV8-TBG-ADK in mice
A: Hepatic ADK protein expression levels were determined 

by Western blotting; B: Hepatic ADK mRNA levels were 

determined by qRT-PCR. AAV: Adeno-associated virus; TBG: 

Thyroxine-binding globulin; ADK: Adenosine kinase. *P＜0.05 

vs AAV8-TBG group. n＝5, x±s
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8 周，葡萄糖耐量较饲喂普通饮食组出现明显异常 
（P＜0.05，图2A），体质量也明显增加（P＜0.05，
图 2B）。注射 AAV8-TBG-ADK 特异性上调 ADK
表达后再以高脂饮食饲喂的小鼠葡萄糖耐量较注射

AAV8-TBG 后再以高脂饮食饲喂的小鼠明显改善 
（P＜0.05，图 2A），然而注射 AAV8-TBG-ADK

的小鼠与注射 AAV8-TBG 的小鼠经高脂饮食饲喂

后体质量差异无统计学意义（P＞0.05，图 2B）。

上述结果提示 ADK 过表达不影响高脂饮食导致的

小鼠体质量改变，但可改善高脂饮食诱导的小鼠葡

萄糖耐量异常。

图 2 特异性上调肝细胞 ADK 表达对高脂饮食导致的小鼠葡萄糖耐量异常及体质量的影响

Fig 2 Effects of hepatocyte-specific ADK overexpression on high fat diet induced glucose intolerance and body weight in mice
A: Glucose homeostasis was assessed by glucose tolerance test; B: Body weight. AAV: Adeno-associated virus; TBG: Thyroxine-

binding globulin; ADK: Adenosine kinase; ND: Normal diet; HFD: High fat diet. *P＜0.05 vs ND＋AAV8-TBG group; △P＜0.05 vs 

HFD＋AAV8-TBG group. n＝5, x±s

2.3 特异性上调肝细胞 ADK 表达对高脂饮食诱

导的小鼠非酒精性脂肪肝的影响 小鼠经尾静脉

注射腺相关病毒后再以高脂饮食饲喂 8 周，H-E
染色结果显示小鼠肝脏出现明显的脂质沉积（图

3A），油红 O 染色结果显示小鼠肝脏脂质含量明

显增加（图 3B）。注射 AAV8-TBG-ADK 特异性

上调 ADK 表达后，高脂饮食饲喂小鼠的肝脏脂滴

较 AAV8-TBG 组明显减少（图 3A、3B）。肝脏三

酰甘油定量检测发现，AAV8-TBG-ADK 上调 ADK
表达后可减少高脂饮食导致的肝脏三酰甘油沉积

（图 3C）。上述结果提示 ADK 过表达可减轻高脂

饮食诱导的小鼠肝脏脂肪变性。

图 3 特异性上调肝细胞 ADK 表达对高脂饮食导致的小鼠非酒精性脂肪肝的影响

Fig 3 Effects of hepatocyte-specific ADK overexpression on high fat diet induced non-alcoholic fatty liver in mice
A: Representative images of Hematoxylin-Eosin (H-E) staining; B: Representative images of oil red O staining; C: Hepatic 

triglyceride content was quantified by the commercial kit. ADK: Adenosine kinase; ND: Normal diet; HFD: High fat diet; AAV: 

Adeno-associated virus; TBG: Thyroxine-binding globulin. Scale bar＝100 μm (A, B). *P＜0.05 vs ND＋AAV8-TBG group; △P＜0.05 

vs HFD＋AAV8-TBG group. n＝5, x±s
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2.4 特异性上调肝细胞 ADK 表达对小鼠肝脏糖

异生与脂肪酸合成相关基因表达的影响 qRT-PCR 
结果显示，高脂饮食上调了小鼠肝脏糖异生关键酶

G6P 与 PEPCK 的 mRNA 表 达 水 平（P＜0.05，
图 4A），也 上 调 了 脂 肪 酸 合 成 的 关 键 基 因

SREBP-1、ACC-1、FAS 与 SCD-1 的 mRNA 表达水

平（P＜0.05，图 4B）。利用 AAV8-TBG-ADK 上

调 ADK 表达后可降低高脂饮食导致的肝脏糖异生

与脂肪酸合成关键基因的表达水平（图 4A、4B， 

P＜0.05）。上述结果提示 ADK 过表达改善高脂饮

食诱导的葡萄糖耐量异常与肝脏脂肪变性可能是通

过抑制肝脏糖异生和脂肪酸合成实现的。

图 4 特异性上调肝细胞 ADK 表达对小鼠肝脏糖异生与脂肪酸合成相关基因表达的影响

Fig 4 Effects of hepatocyte-specific  ADK overexpression on mRNA expression levels of  

gluconeogenesis and fatty acid synthesis-related genes in mice
A: The mRNA levels of gluconeogenesis related genes (G6P and PEPCK) in liver tissues were analyzed by qRT-PCR; B: The 

mRNA levels of fatty acid synthesis related genes (SREBP-1, ACC-1, FAS and SCD-1) in liver tissues were analyzed by qRT-PCR.  

ADK: Adenosine kinase; ND: Normal diet; HFD: High fat diet; AAV: Adeno-associated virus; TBG: Thyroxine-binding globulin; 

G6P: Glucose-6-phosphatase; PEPCK: Phosphoenolpyruvate carboxykinase; SREBP-1: Sterol-regulatory element binding protein-1; 

ACC-1: Acetyl-CoA carboxylase-1; FAS: Fatty acid synthase; SCD-1: Stearoyl-CoA desaturase-1. *P＜0.05 vs ND＋AAV8-TBG 

group; △P＜0.05 vs HFD＋AAV8-TBG group. n＝5, x±s

3 讨 论

肥胖、胰岛素抵抗、葡萄糖耐量异常及非酒

精性脂肪肝等代谢性疾病严重威胁着我国居民健 
康［8］。肝脏是机体调节营养物质代谢和能量稳态

的中心器官，高脂饮食导致的肝脏糖异生与脂质新

生异常增高是造成肥胖相关的葡萄糖耐量与肝脏脂

肪变性的重要原因，有效抑制肝脏糖异生与脂质新

生被认为是改善肥胖个体葡萄糖与脂肪酸代谢紊乱

的新的治疗策略［9］。然而，肥胖情况下肝脏糖异生

与脂质新生增强的分子机制尚未完全阐明。

ADK 是一种受细胞内能量状态调节的代谢 
酶［10］。它在生物体内普遍存在并高度保守，其蛋

白相对分子质量约为 22 000～26 000［11］。ADK 在

调节蛋白磷酸化网络、心肌细胞能量代谢平衡、神

经元分化与成熟、线粒体稳态及肿瘤发生与发展等

多种生物学过程中扮演了极其重要的角色［12-15］。

ADK 在肝脏、骨骼肌等多种代谢性器官中高表 
达［16］，可能在多种器官中发挥糖脂代谢调节作用，

影响机体糖脂代谢的稳态。Boison 等［17］发现 ADK
全身敲除小鼠在幼年时期表现为严重的自发性肝

脏脂肪变性。Annes 等［18］发现使用 ADK 特异性抑

制剂抑制其活性可促进胰岛 β 细胞复制和胰岛素分

泌。Flückiger-Isler 和 Walter［19］发现阻断 ADK 活

性会刺激肝糖原的合成与释放。Zhang 等［20］发现

ADK 敲除可以阻断巨噬细胞胆固醇外排而减轻高

脂饮食导致的动脉粥样硬化。上述研究结果均提示

ADK 可能是一个重要的机体糖脂代谢调节分子。

然而，ADK 是否调节高脂饮食导致的葡萄糖耐量

异常及非酒精性脂肪肝尚未见报道。本研究利用肝

细胞特异性表达的腺相关病毒载体特异性地上调小

鼠肝细胞中 ADK 表达水平，观察 ADK 过表达对高

脂饮食诱导的肥胖小鼠葡萄糖耐量和肝脏脂肪变性

的影响。研究结果表明，ADK 过表达可减轻肥胖

小鼠的葡萄糖耐量异常与肝脏脂肪变性等糖脂代谢

紊乱，并且该作用独立于体质量的变化，这揭示了

肝脏 ADK 在肥胖等代谢性疾病中发挥保护作用。

肝脏糖异生与脂质新生异常增高可导致葡萄糖

耐量异常与肝脏脂肪变性［21］。本研究发现，肝脏

ADK 过表达可抑制高脂饮食诱导的肝脏糖异生关键

酶 G6P 与 PEPCK mRNA 表达，也可抑制肝脏脂质

新生关键酶 SREBP-1、ACC-1、FAS 和 SCD-1 mRNA

第 7 期．吴 越，等．腺相关病毒介导的腺苷激酶过表达减轻高脂饮食诱导的小鼠葡萄糖耐量异常与肝脏脂肪变性
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的表达。这些结果表明，肝脏 ADK 过表达减轻肥

胖小鼠葡萄糖耐量异常与肝脏脂肪变性很可能是通

过抑制肝脏糖异生与脂质新生过程而实现的。

综上所述，本研究发现小鼠肝脏过表达 ADK
可阻断肝脏糖异生与脂质新生关键酶表达，抑制高

脂饮食导致的肝脏糖异生与脂质新生，减轻肥胖相

关的葡萄糖耐量异常与肝脏脂肪变性。这些结果提

示 ADK 在肥胖相关的葡萄糖耐量异常与肝脏脂肪

变性过程中发挥保护性作用，可望成为防治肥胖相

关糖脂代谢紊乱的新靶点。关于 ADK 过表达如何

抑制肝细胞糖异生与脂质新生关键酶的表达、哪些

转录因子或细胞内信号在这个过程发挥调节作用等

问题，有待后续工作进一步阐明。
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