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ＮＦκＢ诱捕分子在２型糖尿病患者脂肪组织胰岛素抵抗中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）患者脂肪细胞内异常胰岛素信号转导与核因子（ＮＦ）κＢ活化的关系；研究

ＮＦκＢ靶向诱捕分子（ＮＦκＢｄｅｃｏｙ）在体外对胰岛素抵抗的作用。方法　取Ｔ２ＤＭ 患者及非糖尿病患者腹部皮下脂肪组织
进行原代培养，用免疫沉淀法及蛋白质印迹法检测两组脂肪细胞内胰岛素刺激后胰岛素信号转导分子胰岛素受体底物

（ＩＲＳ）１酪氨酸磷酸化及ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化程度，用电泳迁移率变动分析（ＥＭＳＡ）测定两组脂肪细胞内ＮＦκＢ的活性；脂质体

瞬时转染法将ＮＦκＢｄｅｃｏｙ分子转入Ｔ２ＤＭ患者脂肪细胞内，再检测转染后上述胰岛素信号分子及 ＮＦκＢ的活性。结果　
Ｔ２ＤＭ患者脂肪细胞内ＩＲＳ１酪氨酸磷酸化及ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化水平明显低于非糖尿病患者（Ｐ＜０．０５），ＮＦκＢ的活性明显

高于非糖尿病患者（Ｐ＜０．０１）；转染ＮＦκＢｄｅｃｏｙ分子后Ｔ２ＤＭ患者脂肪细胞内ＮＦκＢ的活性较转染前明显降低（Ｐ＜０．０５），

ＩＲＳ１酪氨酸磷酸化及ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化水平较转染前有明显升高（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｔ２ＤＭ患者的腹部皮下脂肪细胞存
在胰岛素抵抗（ＩＲ）和ＮＦκＢ过度活化；ＮＦκＢ靶向诱捕分子体外能部分逆转胰岛素抵抗作用。

　　［关键词］　２型糖尿病；ＮＦκＢ；诱捕分子；脂肪组织；胰岛素抵抗
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　　胰岛素抵抗和Ｂ细胞分泌缺陷是２型糖尿病
（Ｔ２ＤＭ）发病机制的两个主要环节。涉及胰岛素抵
抗的机制有很多，近１０年来，针对大量人群的研究

将胰岛素抵抗与全身炎症联系起来［１２］。炎症介质
通过不同途径激活一些Ｓｅｒ／Ｔｈｒ蛋白激酶，妨碍正
常的酪氨酸磷酸化过程，从而影响胰岛素信号转导
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通路［３４］。核因子（ＮＦ）κＢ作为调控炎症的重要核
转录因子在体内各组织细胞中广泛存在，参与转录
调控多种细胞因子、炎性介质、酶、黏附分子等基因
的表达。而近年来的研究显示诱捕寡核苷酸可以抑
制ＮＦκＢ的活性［５］。

　　本研究通过对Ｔ２ＤＭ患者腹部皮下脂肪细胞内
胰岛素受体后信号转导分子胰岛素受体底物

（ＩＲＳ）１、Ａｋｔ磷酸化水平及 ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合活
性的观察，拟了解脂肪细胞内胰岛素信号转导的异
常与炎症状态；并在此基础上，合成ＮＦκＢ靶向诱捕
分子，用阳离子脂质体将其导入患者脂肪细胞，通过
电泳迁移率变动分析（ＥＭＳＡ）研究其对ＮＦκＢ的抑
制作用及对胰岛素抵抗的逆转，为胰岛素抵抗的治
疗提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　研究对象　选择重庆医科大学附属第二医院

行胆囊切除术的Ｔ２ＤＭ 患者及非糖尿病患者各１０
例，均签署知情同意书。糖尿病患者女性６例、男性

４例，年龄（４５±６．８）岁，收缩压（１１６±１５）ｍｍＨｇ（１

ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）、舒张压（７５±１３）ｍｍＨｇ，ＢＭＩ
（２４．５６±３．６２）ｋｇ／ｍ２，空腹血糖（８．８±２．４４）

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨｂＡ１ｃ（７．８±０．８８）％，糖 尿 病 病 程

（８．６４±３．２５）年。非糖尿病患者女性５例、男性５
例，年龄（４６±３．８）岁，收缩压（１１２±１８）ｍｍＨｇ、舒

张压（７３±１２）ｍｍＨｇ，ＢＭＩ（２１．４３±３．５８）ｋｇ／ｍ２，

空腹血糖（４．２±０．８５）ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨｂＡ１ｃ（４．９±

０．８２）％，无活动性肝病、心肌损害、肾脏病、感染性

疾病、肿瘤，无冠心病、脑血管意外等动脉硬化性疾

病史。所有患者取腹部皮下脂肪组织约５ｇ。

１．２　主要试剂　牛血清白蛋白购自Ｒｏｃｈｅ公司，Ⅱ
型胶原酶、氢化可的松、胰岛素、转铁蛋白、生物素、

泛酸盐、三碘甲状腺原氨酸、３异丁基１甲基黄嘌呤

均系Ｓｉｇｍａ公司产品，抗ＩＲＳ１、抗磷酸化酪氨酸抗

体、抗磷酸化 Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
公司，ＥＣＬ化学发光试剂盒购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，

脂质体２０００转染试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＮＦκＢ
探针由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成及生物素标记。

１．３　方法

１．３．１　人腹部皮下前脂肪细胞的分离和培养［３］　
无菌条件下取人腹部皮下脂肪组织，剪碎，消化，过

滤，６００×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集细胞用ＤＭＥＭ／Ｆ１２培

养液调至２×１０４／ｃｍ２密度，接种于５０ｍｌ培养瓶中，

至长满８０％后常规传代，实验所用细胞为３～４代内。

１．３．２　人腹部皮下前脂肪细胞的分化及鉴定　取
生长状况良好的前脂肪细胞，接种于６孔板内。加
入无血清诱导培养液，培养至１６ｄ，弃去培养液，漂
洗，１０％甲醛固定，６０％异丙醇漂洗，油红Ｏ染色。

１．３．３　蛋白质印迹法检测 ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化　
（１）体外培养的脂肪细胞蛋白质的提取：取分化成功
的脂肪细胞，用胰岛素刺激，洗涤细胞，加入 ＲＩＰＡ
及ＰＭＳＦ，刮下细胞，冰上孵育，旋涡振荡４℃离心，
上清移至ＥＰ管内，考马斯亮蓝蛋白定量试剂盒测定
各组样本蛋白质浓度，分装置于－８０℃冰箱保存。
（２）取蛋白样品４０μｇ进行ＳＤＳＰＡＧＥ，转膜，５％脱
脂奶封闭２ｈ，加入鼠抗人磷酸化Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）抗体
孵育，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗孵育２
ｈ，ＴＢＳＴ缓冲液洗涤３次，加入ＥＣＬ化学发光试剂，
曝光，成像。Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ分析软件测定各条带光
密度值，结果用目的条带的光密度值／βａｃｔｉｎ条带的
光密度值表示，实验重复２次。

１．３．４　免疫沉淀法检测ＩＲＳ１酪氨酸磷酸化程
度　（１）脂肪细胞蛋白的提取及浓度测定方法同前。
（２）ＰＢＳ洗涤Ａ蛋白Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ珠，按每５０μｌＡ蛋
白Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ珠中加入１０μｌＩＲＳ１抗体，４℃孵育，
离心，ＰＢＳ洗涤，加５０μｌＰＢＳ制成 Ａ 蛋白Ｓｅｐｈａ
ｒｏｓｅ珠ＩＲＳ１抗体复合物。取按上述方法获得的蛋
白样品１００μｇ，加入５０μｌＡ 蛋白Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ珠
ＩＲＳ１抗体复合物，４℃轻摇２ｈ，ＰＢＳ洗涤，加入５０

μｌ１×ＳＤＳ凝胶上样缓冲液，１００℃变性，离心，蛋白
上清储于－２０℃备用。上清液按前述方法电泳、转
膜、封闭，加鼠抗人磷酸化酪氨酸抗体，洗膜，加辣根
过氧化物酶标记的羊抗鼠二抗，曝光，成像，分析方
法均同上，实验重复２次。

１．３．５　ＥＭＳＡ检测ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合活性　（１）
脂肪细胞核蛋白的提取：收集细胞，加４００μｌ预冷的
核蛋白提取Ａ液，超声粉碎，冰浴，加入１０％ＮＰ４０
３３μｌ剧烈振荡，离心，加５０μｌ预冷核蛋白提取Ｂ液
重悬沉淀，４℃剧烈摇荡，离心，上清为核蛋白，分装
冻存于－８０℃待用。（２）ＤＮＡ结合反应体系：核蛋
白提取物２μｌ，加入１μｌ生物素标记的ＮＦκＢ寡核
苷酸探针，探针序列为：５′ＡＧＴＴＧＡ ＧＧＧ ＧＡＣ
ＴＴＴＣＣＣＡＧＧＣ３′，２μｌ５×结合缓冲液，用去离
子水定容至１０μｌ，取标记好的５根ＥＰ管，实验分５
组。在室温下反应３０ｍｉｎ，加入１μｌ１０×上样缓冲
液，上样至６．５％非变性ＰＡＧＥ、转膜，使膜上条带发
光，并曝光至胶片，观察结果，实验重复２次。

１．３．６　ＮＦκＢｄｅｃｏｙ及ｄｅｃｏｙ对照的合成　ＮＦκＢ
ｄｅｃｏｙ的序列为：５′ＣＣＴ ＴＧＡ ＡＧＧ ＧＡＴ ＴＴＣ
ＣＣＴＣＣ３′，３′ＧＧＡ ＡＣＴ ＴＣＣＣＴＡ ＡＡＧ ＧＧＡ
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ＧＧ５′；ｄｅｃｏｙ对照：５′ＴＴＧＣＣＧＴＡＣＣＴＧＡＣＴ
ＴＡＧＣＣ３′，３′ＡＡＣＧＧＣＡＴＧ ＧＡＣＴＧＡ ＡＴＣ
ＧＧ５′，经过全硫代磷酸化修饰，部分在５′端作荧光

ＦＩＴＣ标记，由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．３．７　ＮＦκＢｄｅｃｏｙ的转染　转染按脂质体２０００
转染说明书进行。先将４．０μｇＤＮＡ与１０μｌ脂质
体分别溶于２５０μｌＯＰＴＩＭＥＭ中，两者混合。弃去

６孔板中的旧培养液，用无血清培养液清洗，加入２
ｍｌ无血清培养液。逐滴加入５００μｌ脂质体／ＤＮＡ
混合物到每孔中，轻轻混匀，在３７℃、５％ＣＯ２孵箱中
孵育４ｈ后更换培养液，２４ｈ后在荧光显微镜下观
察转染效果。未做荧光标记的ＤＮＡ转染后２４ｈ进
行以下实验。

１．３．８　Ｔ２ＤＭ 患者脂肪细胞转染后ＡｋｔＳｅｒ４７３磷
酸化及ＩＲＳ１酪氨酸磷酸化程度的检测　方法同

１．３．３与１．３．４，实验重复２次。

１．３．９　Ｔ２ＤＭ患者脂肪细胞转染后ＮＦκＢ的ＤＮＡ
结合活性的检测　方法同１．３．５，实验重复２次。

１．４　统计学处理　所有数据均以珚ｘ±ｓ表示，两组
之间比较采用ｔ检验，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计
学意义，所有数据统计分析应用 ＳＡＳ统计软件
完成。

２　结　果

２．１　脂肪细胞的鉴定　生长状况良好的３～４代人
腹部皮下前脂肪细胞，经诱导分化后，进行油红Ｏ染
色，可见被油红Ｏ染为红色的脂滴（图１）。

图１　人腹部皮下前脂肪细胞诱导成熟后

细胞内脂肪颗粒油红Ｏ染色

Ｆｉｇ１　Ｏｉｌｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｆａｔ

ｄｒｏｐｌｅｔｓｉｎｍａｔｕｒｅｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　ＩＲＳ１酪氨酸磷酸化及 ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化水
平　Ｔ２ＤＭ组脂肪细胞经胰岛素刺激后，ＩＲＳ１酪氨
酸磷酸化水平（４３．１７±１４．２３）及 ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸
化水平（０．５０±０．０９）均明显低于非糖尿病对照组
（３４６．８３±１３．９３，１．４０±０．２６），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图２）。

图２　两组患者腹部皮下脂肪细胞内

ＩＲＳ１酪氨酸磷酸化与ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化水平

Ｆｉｇ２　ＩＲＳ１ｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｎｄＡｋｔｓｅｒ４７３

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
１３：ＮｏｎＤＭｇｒｏｕｐ；４６：Ｔ２ＤＭｇｒｏｕｐ

２．３　两组患者腹部皮下脂肪细胞内ＮＦκＢ的ＤＮＡ
结合活性的比较　结果见图３，Ｔ２ＤＭ 组 ＮＦκＢ的

ＤＮＡ结合活性为１１９．１２±８．６８，明显高于非糖尿病

组的４４．６７±３．１６，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图３　两组患者腹部皮下脂肪细胞内ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合活性

Ｆｉｇ３　ＮＦκＢＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｏｆｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
１：Ｔ２ＤＭ ＋ｌａｂｌｅｄｐｒｏｂｅｓ；２：Ｔ２ＤＭ＋ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｐｒｏｂｅｓ；３：Ｎｏｎ

ＤＭ＋ｌａｂｌｅｄｐｒｏｂｅｓ；４：ＮｏｎＤＭ＋ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｐｒｏｂｅｓ；５：Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｏｎｌｙｗｉｔｈｌａｂｌｅｄｐｒｏｂｅｓ）

２．４　转染效果的观察　用脂质体瞬时转染法将

ＦＩＴＣ标记的双链ｄｅｃｏｙ分子转染入细胞后２４ｈ，在

荧光显微镜下观察ｄｅｃｏｙ分子已进入细胞核（图４），

表明用脂质体瞬时转染法能成功地将ｄｅｃｏｙ分子转

染入脂肪细胞。

图４　转染后脂肪细胞荧光图

Ｆｉｇ４　ＡｄｉｐｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｄｅｃｏｙ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００
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２．５　转染后脂肪细胞内胰岛素刺激后ＩＲＳ１酪氨
酸磷酸化及 ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化水平比较　结果见
表１、图５。Ｔ２ＤＭ患者脂肪细胞＋脂质体＋ＮＦκＢ
ｄｅｃｏｙ组脂肪细胞内胰岛素刺激后ＩＲＳ１酪氨酸磷
酸化及ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化水平明显高于 Ｔ２ＤＭ 患

者脂肪细胞对照组（Ｐ＜０．０５）。Ｔ２ＤＭ 患者脂肪细
胞＋脂质体组及 Ｔ２ＤＭ 患者脂肪细胞＋脂质体＋
ｄｅｃｏｙ对照组脂肪细胞内胰岛素刺激后ＩＲＳ１酪氨
酸磷酸化及 ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化水平较 Ｔ２ＤＭ 患者
对照组差异无统计学意义。

表１　各组脂肪细胞内ＩＲＳ１及ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化水平

Ｔａｂ１　ＩＲＳ１ｔｙｒｏｓｉｎｅａｎｄＡｋｔＳｅｒ４７３ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＩＲＳ１
ｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

ＡｋｔＳｅｒ４７３
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

ＮＦκＢＤＮＡ
ｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｔ２ＤＭ ２１０．６７±８．５５ ０．３８０±０．０１９ ４４．６８±２．７１
Ｔ２ＤＭ＋ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０８．８３±１３．２９ ０．３７７±０．０１６ ４３．６８±２．５９
Ｔ２ＤＭ＋ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ＋ｄｅｃｏｙｃｏｎｔｒｏｌ ２０４．６７±８．５５ ０．３７３±０．０１５ ４４．５８±２．２５
Ｔ２ＤＭ＋ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ＋ＮＦκＢｄｅｃｏｙ ３２０．８３±９．３７ ０．５７６±０．３０４ ２４．５０±１．３４

　Ｐ＜０．０５ｖｓＴ２ＤＭｇｒｏｕｐ

图５　各组脂肪细胞内胰岛素刺激后ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化水平

Ｆｉｇ５　ＡｋｔＳｅｒ４７３ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌ

ｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｗｉｔｈｉｎｓｕｌｉｎｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ
１２：Ｔ２ＤＭ ｇｒｏｕｐ；３４：Ｔ２ＤＭ＋ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ；５６：Ｔ２ＤＭ＋ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ＋ｄｅｃｏｙｃｏｎｔｒｏｌ；７８：Ｔ２ＤＭ＋ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ＋ＮＦκＢｄｅｃｏｙ

２．６　转染后各组脂肪细胞内 ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合
活性的比较　结果见表１、图６。Ｔ２ＤＭ 患者脂肪细
胞＋脂质体＋ＮＦκＢｄｅｃｏｙ组脂肪细胞内ＮＦκＢ的

ＤＮＡ结合活性明显低于Ｔ２ＤＭ 患者脂肪细胞对照
组，也低于 Ｔ２ＤＭ 患者脂肪细胞＋脂质体组及

Ｔ２ＤＭ患者脂肪细胞＋脂质体＋ｄｅｃｏｙ对照组（Ｐ＜
０．０５），其余３组间差异无统计学意义。

３　讨　论

　　胰岛素抵抗是 Ｔ２ＤＭ 的主要特征之一。现有
的资料表明［６］，胰岛素调节血糖主要通过ＩＲ／ＩＲＳ
１／ＰＩ３Ｋ／ＰＤＫ１／Ａｋｔ／ＧＬＵＴ４信号通路，当这些信号
通路中一个或多个信号分子或环节发生异常时，均
可导致胰岛素抵抗，从而导致糖尿病的发生［７８］。其
中ＩＲＳ１是胰岛素受体酪氨酸激酶的一个主要底
物。ＩＲＳ１与胰岛素受体的β亚单位结合，在受体酪
氨酸激酶作用下，ＩＲＳ１的酪氨酸磷酸化，分子构型
改变，出现多个能与Ｓｒｃ同源区２（Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙ２，

ＳＨ２）结合的位点。因此当ＩＲＳ１活性降低，可直接
降低胰岛素的信号转导，导致胰岛素抵抗的发生［９］。

图６　各组脂肪细胞内ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合活性

Ｆｉｇ６　ＮＦκＢＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ

ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
１：Ｔ２ＤＭ ＋ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ＋ ＮＦκＢ ｄｅｃｏｙ＋ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｐｒｏｂｅｓ；

２：Ｔ２ＤＭ＋ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ＋ＮＦκＢｄｅｃｏｙ＋ｌａｂｅｌｅｄｐｒｏｂｅｓ；３：Ｔ２ＤＭ＋

ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ＋ｄｅｃｏｙｃｏｎｔｒｏｌ＋ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｐｒｏｂｅｓ；４：Ｔ２ＤＭ＋ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ＋ｄｅｃｏｙｃｏｎｔｒｏｌ＋ｌａｂｅｌｅｄｐｒｏｂｅｓ；５：Ｔ２ＤＭ＋ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

＋ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｐｒｏｂｅｓ；６：Ｔ２ＤＭ＋ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ＋ｌａｂｅｌｅｄｐｒｏｂｅｓ；７：

Ｔ２ＤＭｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ＋ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｐｒｏｂｅｓ；８：Ｔ２ＤＭｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ＋

ｌａｂｅｌｅｄｐｒｏｂｅｓ；９：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｏｎｌｙｗｉｔｈｌａｂｅｌｅｄｐｒｏｂｅｓ）

　　磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉ
ｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）途径是胰岛素作用主要的信号转导途径
之一，作为ＰＩ３Ｋ下游激酶的 Ａｋｔ是这一途径中重
要的丝氨酸／苏氨酸激酶，可使磷脂果糖激酶２活
化，糖酵解增强；使糖原合成激酶３（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎ
ｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３，ＧＳＫ３）失活，糖原合成增加；活化的

Ａｋｔ还可导致葡萄糖转运体４（ＧＬＵＴ４）的合成、分
泌、移位等发生变化；因此Ａｋｔ活性的降低在糖尿病
的发生、发展中起重要作用［１０］。

　　有关胰岛素抵抗的机制有很多，已有的研究显
示与免疫炎症明显有关。炎症因子可活化胰岛素信
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号转导途径中的丝氨酸激酶，导致ＰＩ３Ｋ通路中胰
岛素底物（ＩＲＳ）和ＰＩ３Ｋ亚单位中丝／苏氨酸残基磷
酸化，阻碍胰岛素刺激下的ＩＲＳ与ＰＩ３Ｋ的蛋白酪
氨酸磷酸化，使胰岛素信号转导受阻，导致胰岛素抵
抗［１１１２］。ＮＦκＢ可高效诱导多种细胞因子、黏附分
子和急性期反应蛋白的表达，同时这些靶基因又进
一步活化 ＮＦκＢ，并形成反馈调节，使炎症不断放
大。阻断ＮＦκＢ的活性理论上优于单独阻断每一
个不同的炎性介质。因此阻断 ＮＦκＢ与其靶基因
的结合可能是逆转胰岛素抵抗的方法之一。

　　诱捕策略是在信号转导的终点对基因的表达进
行干预，与其他的基因治疗策略相比较，诱捕策略具
有高效、特异的特点，并且诱捕分子易于设计合成、
无须表达即可发挥拮抗作用。

　　我们通过对糖尿病患者脂肪组织的ＩＲＳ１与

Ａｋｔ磷酸化水平及ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合活性的研究
发现，在Ｔ２ＤＭ患者的脂肪组织中ＩＲＳ１与Ａｋｔ磷
酸化水平较非糖尿病组都明显降低（Ｐ＜０．０５），表
明Ｔ２ＤＭ 患者脂肪细胞存在多环节的胰岛素信号
通路的异常，这些异常的信号通路导致胰岛素作用
的降低、胰岛素抵抗的发生。同样在Ｔ２ＤＭ 患者的
脂肪组织中ＮＦκＢ的ＤＮＡ结合活性较非糖尿病组
明显增高（Ｐ＜０．０１），表明Ｔ２ＤＭ 患者的脂肪组织
中转录因子 ＮＦκＢ处于不适当激活状态，激活的

ＮＦκＢ能启动与免疫和炎症有关的基因，这些基因
的转录，在炎症和自身免疫反应中起重要作用［１３］，
诱发和加重脂肪组织内的微炎症。炎症因子即作为
新的ＮＦκＢ激活剂，进一步使ＮＦκＢ持续活化又诱
导相应基因持续转录，引起低度炎症反应的放大及
恶性循环［１４１５］。

　　为了解胰岛素抵抗是否可能与 ＮＦκＢ这一在
许多慢性炎症疾病中起主要调控作用的因子有关，
我们通过脂质体将与顺式元件相一致的双链寡聚脱

氧核苷酸ＮＦκＢｄｅｃｏｙ转染入Ｔ２ＤＭ患者脂肪细胞
内，ＥＭＳＡ结果发现转染后ＮＦκＢ与ＤＮＡ结合活
性明显较转染前降低（Ｐ＜０．０５），表明ＮＦκＢｄｅｃｏｙ
能够竞争性抑制转录因子与 ＤＮＡ 顺式元件的结
合，干扰转录因子的ＤＮＡ结合及下游基因的表达，
同时通过对转染后 Ｔ２ＤＭ 患者脂肪细胞内胰岛素
刺激后ＩＲＳ１酪氨酸磷酸化及 ＡｋｔＳｅｒ４７３磷酸化
水平的观察，发现转染后Ｔ２ＤＭ 患者脂肪细胞内胰
岛素刺激后ＩＲＳ１酪氨酸磷酸化及 ＡｋｔＳｅｒ４７３磷
酸化水平较转染前明显增高（Ｐ＜０．０５），胰岛素抵
抗程度明显减轻，这提示ＮＦκＢ确实可以影响胰岛
素信号途径，利用ＮＦκＢｄｅｃｏｙ抑制ＮＦκＢ活性的
方法能减轻胰岛素抵抗程度。

　　总之，本研究结果显示Ｔ２ＤＭ 患者脂肪细胞内
存在ＮＦκＢ过度活化，抑制ＮＦκＢ的过度活化可以
部分逆转胰岛素抵抗，从而为治疗胰岛素抵抗提供
一定的理论基础。
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