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从干预 SIRT1表达探究急性应激影响糖尿病小鼠葡萄糖代谢
和脂肪代谢的机制 *
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摘要 目的：从干预组蛋白去乙酰化酶（Sirtuin1, SIRT1）表达探究急性应激影响糖尿病小鼠葡萄糖代谢和脂肪代谢的机制。方法：

以 30只 C57BL/6小鼠为研究对象，通过高脂饮食和链脲佐菌素腹腔注射诱导的 T2DM模型小鼠，然后随机分为对照组（正常小

鼠 +柠檬酸盐缓冲液灌胃）、糖尿病组（糖尿病小鼠 +柠檬酸盐缓冲液注射）和 SIRT1干预组（糖尿病小鼠 +SRT1720的载体缓冲

液灌胃）。通过血糖仪和胰岛素 ELISA试剂盒分别检测小鼠空腹血糖、胰岛素水平。使用血液化学自动分析仪检测小鼠血清甘油

三酯、总胆固醇、低密度脂蛋白（LDL）-胆固醇和高密度脂蛋白（HDL）-胆固醇水平。收集小鼠白色脂肪组织冲洗并称重比较。通

过 RT-PCR分析脂肪生成转录因子 PPAR酌和 SREBP-1c、脂肪酸合成因子 Fas和 Ap2、脂肪酸分解因子 Hsl的 mRNA表达。通过

蛋白印迹分析 AMPK-SIRT1-PGC-1通路蛋白的表达。结果：糖尿病组较对照组空腹血糖、胰岛素水平升高（P<0.05），SIRT1干预
组较糖尿病组空腹血糖、胰岛素水平降低（P<0.05）。糖尿病组较对照组血清甘油三酯、总胆固醇、HDL-胆固醇和 LDL-胆固醇升

高（P<0.05）。糖尿病组较对照组附睾、腹膜后、肠系膜和腹股沟脂肪的重量升高（P<0.05），SIRT1干预组较糖尿病组的白色脂肪重
量降低（P<0.05）。SIRT1干预组较糖尿病组降低（P<0.05）。糖尿病组较对照组的血糖水平在 30、60和 120分钟时升高（P<0.05），
SIRT1干预组较糖尿病组各时间点血糖水平降低（P<0.05）。糖尿病组较对照组 PPAR酌、SREBP-1c、Fas、Ap2的 mRNA表达升高

（P<0.05），HslmRNA 降低（P<0.05），SIRT1 干预组较糖尿病 PPAR酌、SREBP-1c、Fas、Ap2 的 mRNA 表达升高，HslmRNA 降低

（P<0.05）。糖尿病组较对照磷酸化 AMPK、SIRT1和 PGC-1的表达降低（P<0.05），SIRT1干预组较糖尿病组磷酸化 AMPK、SIRT1

和 PGC-1的表达升高（P<0.05）。结论：调控 SIRT1高表达可激活糖尿病小鼠 AMPK/PGC-1琢信号通路，同时促进脂肪分解和抑制
脂肪合成而表现出抗肥胖作用。
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Exploring the Mechanism of Acute Stress Affecting Glucose and Fat

Metabolism in Diabetic Mice from the Intervention of SIRT1 Expression*

To explore the mechanism of acute stress affecting glucose and fat metabolism in diabetic mice from the in-

tervention of histone deacetylase (Sirtuin1, SIRT1) expression. Thirty C57BL/6 mice were used as research objects. T2DM

model mice were induced by high-fat diet and intraperitoneal injection of streptozotocin. Then they were randomly divided into control

group (normal mice + citrate buffer solution gavage), diabetes group (diabetic mice + citrate buffer injection) and SIRT1 intervention

group (diabetic mice + SRT1720 carrier buffer gavage). The fasting blood glucose and insulin levels of mice were detected by blood glu-

cose meter and insulin ELISA kit respectively. An automatic blood chemistry analyzer was used to detect serum triglyceride, total choles-

terol, low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol and high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol levels. Collect mouse white adipose tis-

sue for washing and weighing for comparison. The mRNA expression of lipogenic transcription factors PPAR酌 and SREBP-1c, fatty acid
synthesis factors Fas and Ap2, fatty acid decomposition factor Hsl was analyzed by RT-PCR. The expression of AMPK-SIRT1-PGC-1

pathway protein was analyzed by Western blot. Compared with the control group, the diabetes group had higher fasting blood

glucose and insulin levels(P<0.05), and the SIRT1 intervention group had lower fasting blood glucose and insulin levels than the diabetes
group (P<0.05). Compared with the control group, the diabetes group had higher serum triglycerides, total cholesterol, HDL-cholesterol

and LDL-cholesterol (P<0.05). The weight of epididymis, retroperitoneum, mesenteric and inguinal fat in the diabetic group was higher
than that in the control group (P<0.05), and the weight of white fat in the SIRT1 intervention group was lower than that in the diabetic
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group (P<0.05). The SIRT1 intervention group was lower than the diabetes group (P<0.05). The blood glucose level of the diabetes group
was higher than that of the control group at 30, 60 and 120 minutes (P<0.05), and the blood glucose level of the SIRT1 intervention group
was lower than that of the diabetes group at each time point(P<0.05). Compared with the control group, the mRNA expression of PPAR酌,
SREBP-1c, Fas, and Ap2 in the diabetes group was increased(P<0.05), and HslmRNA was decreased (P<0.05). Compared with the con-
trol group, the mRNA expression of PPAR酌, SREBP-1c, Fas, and Ap2 in the SIRT1 intervention group was higher Increased, HslmRNA
decreased (P<0.05). Compared with the control group, the expression of phosphorylated AMPK, SIRT1 and PGC-1 was lower in the dia-

betes group (P<0.05), and the expression of phosphorylated AMPK, SIRT1 and PGC-1 in the SIRT1 intervention group was higher than

that in the diabetes group(P<0.05). Regulating the high expression of SIRT1 can activate AMPK/PGC-1琢 signaling pathway

in diabetic mice, and at the same time promote lipolysis and inhibit fat synthesis, thus exhibiting anti-obesity effects.

SIRT1; Acute stress; Glucose metabolism; Lipolysis; Diabetes

前言

2型糖尿病 (Type 2 diabetes，T2DM)是一种慢性代谢性疾

病，主要以胰腺茁细胞功能障碍和靶器官胰岛素抵抗引起的相
对胰岛素缺乏为特征[1,2]。肝脏是控制血糖的一个特别重要的代

谢器官，约 90%的内源性葡萄糖由肝脏系统产生，其可通过调

节糖异生、糖原分解、糖原等多种途径来维持血糖平衡[3,4]。研究

表明，抑制肝脏糖异生可以改善 T2DM患者的血糖[5,6]。虽然胰

岛素抵抗的确切发病机制仍然不明确，但已经提出有几个因素

在这一过程中起作用，例如脂肪因子、胰岛素信号通路缺

陷 [7-9]。此外，已有研究证实：SIRT1表达或活性的降低可能与胰

岛素抵抗相关疾病的发病机制有关，可对葡萄糖稳态和胰岛素

敏感性产生有益影响[10,11]。另外，SIRT1调节许多参与代谢过程

的基因表达，如糖异生、脂肪酸氧化和线粒体功能，控制肝脏中

的脂质和葡萄糖代谢以及脂肪生成 [12,13]。活化蛋白激酶

（AMP-activated protein kinase，AMPK）通过增加细胞内 NAD+

来增强 SIRT1活性，并控制 SIRT1介导的去乙酰化及其代谢

作用 [14-16]。本研究通过高脂肪饮食 / 链脲佐菌素诱导小鼠

T2DM模型，使用 SIRT1激活剂 SRT1720调控 SIRT1高表达，

探讨对 T2DM模型小鼠葡萄糖代谢和脂肪代谢的机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验小鼠 30只 C57BL/6小鼠（雄性，5~6周龄，20± 2

g）购自斗冶生物科技有限公司（韩国首尔）。所有小鼠饲养在

25± 2℃、12/12 h光 /暗循环的恒定环境下。

1.1.2 模型建立及分组 适应一周后，通过持续 4周饲喂含

60%kcal脂肪的高脂饮食建立 T2DM的 C57BL/6小鼠模型，同

时注射链脲佐菌素（25 mg/kg溶于 100 mM柠檬酸盐缓冲液

（pH 4.4），每隔一天腹腔注射（ip）一次。对照组给予相同体积的

载体柠檬酸盐缓冲液。STZ注射后 2周，将成功建立的动物模

型（空腹血糖≥ 200 mg/dL或≥ 11.1 mmol/mL）随机分为糖尿病

组（n=10）和 SIRT1 干预组（n=10）。对于 SIRT1 干预组，

SRT1720在载体（2% HPMC + 0.2% DOSS）中以 10 mg/kg的指

定剂量通过口服管饲法施用于 C57BL/6雄性小鼠，每天一次，

持续三周。实验结束时，所有小鼠禁食 16小时，用叔戊醇稀释的

三溴乙醇麻醉。从眼眶静脉收集血液，通过在 4℃下以 3,000 rpm

离心 20 min获得血清。脂肪组织被迅速切除、冲洗并称重。

1.2 实验方法

1.2.1 血糖、胰岛素和口服葡萄糖耐量测试 药物治疗的最后

一周，前一天晚上动物禁食过夜（12 h)，第二天早上测量血糖浓

度，并从尾静脉在肝素化毛细管中采集血样。该样品在 13,000

rpm下离心 5分钟，血浆储存在 -80℃下用于分析。使用血糖仪

（购自江苏鱼跃医疗设备股份有限公司）测量空腹血糖水平。通

过胰岛素 ELISA试剂盒（购自武汉华美生物工程有限公司）检

测血浆胰岛素水平。小鼠禁食过夜 12h后 30min内用 50%2g/kg

葡萄糖灌胃进行口服葡萄糖耐量试验（OGTT）。在葡萄糖负荷

后 0.5、1或 2 h测定血糖水平。

1.2.2 血清生化分析 甘油三酯、总胆固醇、低密度脂蛋白

（LDL）-胆固醇和高密度脂蛋白 (HDL)-胆固醇的血清水平，用

血液化学自动分析仪（型号：KoneLab 20XT，厂家：美国赛默飞

世尔科技公司）。

1.2.3 定量逆转录 PCR (RT-qPCR) 根据制造商的说明，使用

Trizol从附睾脂肪组织中提取总 RNA。使用微量分光光度计测

量 RNA含量和纯度。然后使用 Rotor-Gene 3000仪器和 Rotor-

GeneTM SYBR Green试剂盒进行 RT-qPCR。热循环为：94℃

3分钟、95℃ 10秒、60℃ 15秒和 72℃ 20秒的 40个循环。使

用 Rotor-Gene 6000系列系统软件程序第 6版分析结果，并将

目标 mRNA水平标准化为 3-磷酸甘油醛脱氢酶的水平。

1.2.4 蛋白质印迹分析 附睾脂肪组织制备为组织匀浆，并用

于蛋白质印迹分析。使用 BCA蛋白质测定试剂盒测量裂解物

的蛋白质含量，并按照常规步骤进行蛋白质印迹分析。针对抗

p-AMPK-琢（1:1000）、抗 SIRT1（1:1000）、抗 PGC-1琢（1:1000）、
茁-肌动蛋白、抗兔 IgG HRP 和抗小鼠 IgG HRP均购自美国

Cell Signal Technology。使用 HRP 底物检测印迹。使用 Im-

ageQuantTM LAS 500成像系统观察并计算蛋白相对表达。

1.3 统计分析

所有结果均表示为平均值± 标准差。使用 STATA 14.0通过

单向方差分析确定组间统计显著性，统计显著性设置为 P<0.05。

2 结果

2.1 SIRT1过表达对空腹葡萄糖和胰岛素的影响

糖尿病组较对照组空腹血糖、胰岛素水平升高，SIRT1干

预组较糖尿病组空腹血糖、胰岛素水平降低（P<0.05）。（表 1）。
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2.2 SIRT1过表达对血清脂质水平的影响

糖尿病组较对照组血清甘油三酯、总胆固醇、HDL-胆固醇

和 LDL-胆固醇升高，SIRT1干预组较糖尿病组降低（P<0.05）。
（表 2）。

表 1 小鼠空腹血糖和胰岛素检测

Table 1 Detection of fasting blood glucose and insulin in mice

Groups FBG（mmol/L） Insulin（mlU/L）

Control group 6.45± 0.48 0.34± 0.02

Diabetes group 14.26± 1.14 0.55± 0.03

The SIRT1 intervention group 9.10± 1.16 0.40± 0.03

F 11.439 9.123

P ＜0.001 ＜0.001

表 2 血清生化分析

Table 2 Serum biochemical analysis

Groups TG(mg/dL) TC(mg/dL) HDL-C(mg/dL) LDL-C(mg/dL)

Control group 35.72± 5.27 96.33± 11.59 63.25± 7.33 25.24± 6.31

Diabetes group 72.38± 8.62 127.96± 22.35 88.30± 13.44 37.56± 5.17

The SIRT1 intervention group 53.47± 6.45 105.83± 13.19 79.52± 8.44 24.82± 4.39

F 9.103 11.273 14.068 13.117

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.3 SIRT1过表达对脂肪组织重量的影响

糖尿病组较对照组附睾、腹膜后、肠系膜和腹股沟脂肪的

重量升高，SIRT1 干预组较糖尿病组的白色脂肪重量降低

（P<0.05）。（表 3）。

表 3 SIRT1过表达对脂肪组织重量的影响

Table 3 Effects of SIRT1 overexpression on the weight of fatty tissue

Groups Andidymal fat(g) Retroperitoneal fat(g) Enterenteric fat(g) Ggroin Fat(g)

Control group 0.94± 0.37 0.55± 0.14 0.71± 0.18 0.35± 0.12

Diabetes group 2.53± 0.34 1.59± 0.19 1.89± 0.37 0.59± 0.08

The SIRT1 intervention group 2.13± 0.21 1.05± 0.08 1.05± 0.18 0.36± 0.71

F 13.131 9.398 10.642 9.543

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.4 葡萄糖耐量试验

口服葡萄糖后，对照组的血糖水平在灌胃后 30 min达到

最大值，然后逐渐下降，糖尿病组较对照组的血糖水平在 30、

60和 120 min时升高，SIRT1干预组较糖尿病组各时间点血糖

水平降低（P<0.05）。（表 4）。

2.5 SIRT1过表达对脂肪生成和脂肪氧化关键因子表达的影响

糖尿病组较对照组 PPAR酌、SREBP-1c、Fas、Ap2的 mRNA

表达升高，HslmRNA 降低（P<0.05），SIRT1 干预组较糖尿病
PPAR酌、SREBP-1c、Fas、Ap2的 mRNA表达升高，HslmRNA降

低（P<0.05）。（表 5）。

表 4 OGTT试验

Table 4 The OGTT test

Groups 0（min） 30（min） 60（min） 120（min）

Control group 11.36± 2.25 17.49± 2.73 9.10± 1.77 7.78± 1.36

Diabetes group 13.18± 2.68 28.16± 3.24 25.13± 2.46 23.05± 2.60

The SIRT1 intervention group 12.39± 2.24 21.75± 2.83 19.55± 2.33 16.57± 1.61

F 5.412 11.521 14.231 13.321

P 0.024 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001
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2.6 蛋白印迹分析 AMPK-SIRT1-PGC-1通路

糖尿病组较对照磷酸化 AMPK、SIRT1 和 PGC-1 的表达

降低，SIRT1 干预组较糖尿病组磷酸化 AMPK、SIRT1 和

PGC-1的表达升高（P<0.05）。（表 5）。

表 5 RT-PCR分析脂肪代谢因子的 mRNA表达

Table 5 RT-PCR analyzed the mRNA expression of fat metabolic factors

Groups PPAR酌 SREBP-1c Fas Ap2 Hsl

Control group 1.03± 0.03 1.12± 0.04 1.15± 0.07 1.05± 0.02 1.97± 0.13

Diabetes group 2.15± 0.22 2.05± 0.19 1.89± 0.17 2.12± 0.24 1.14± 0.06

The SIRT1

intervention group
1.28± 0.15 1.24± 0.17 1.23± 0.12 1.11± 0.32 1.85± 0.15

F 10.622 9.195 12.326 13.561 10.827

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 6 AMPK-SIRT1-PGC-1通路蛋白表达

Table 6 Expression of the AMPK-SIRT1-PGC-1 pathway protein

Groups SIRT1 p-AMPK PGC-1

Control group 1.82± 0.167 1.96± 0.17 1.95± 0.16

Diabetes group 1.13± 0.12 1.06± 0.09 1.03± 0.07

The SIRT1 intervention group 2.16± 0.32 2.05± 0.19 1.93± 0.16

F 9.613 11.125 13.379

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

3 讨论

高脂肪饲养会增加小鼠血糖，而调控 SIRT1高表达后会降

低血糖，SIRT1的这些降血糖作用已在其他研究中报道[17,18]。研

究中同时发现，SIRT1高表达也抑制了高脂肪诱导引起的血清

甘油三酯、总胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇水平的升高。SIRT1

是一种 NAD+依赖性蛋白质脱乙酰酶，已成为各种代谢组织

中的关键代谢调节剂，包括脂肪储存、糖异生、脂肪酸氧化、脂

肪生成、胰岛素分泌等[19,20]。

相关研究显示：FaS是脂肪生成的关键酶，当被激活时，它

会增加脂肪组织中的脂肪酸合成和胰岛素抵抗[21]。Ap2也称为

脂肪酸结合蛋白，被用作代谢综合征的早期生物标志物，阻断

这种蛋白质可以治疗各种慢性疾病，包括心脏病、糖尿病和肥

胖症[22,23]。在本研究中，SIRT1升高抑制了糖尿病小鼠 PPAR酌和
SREBP-1c mRNA表达的增加，且 SIRT1干预组抑制了高脂肪

诱导的 Fas和 Ap2 mRNA表达的增加，减少脂肪酸生物合成，

并且抑制了高脂肪诱导的 Hsl mRNA的减少，SIRT1高表达促

进了脂肪组织中脂肪酸氧化和脂肪分解，结合 Furukawa N[24]和

Abduraman MA[25]的研究分析其原因在于：SIRT1基因可改善

肥胖大鼠和肥胖人类的血脂水平，其可调控脂肪组织的代谢，

具有有效的抗肥胖作用。

在禁食后期，Crtc2（即 torC2）的失活和降解抑制了糖异

生，SIRT1 则通过其脱乙酰酶活性参与了这一过程，因此，

SIRT1激活剂介导的抑制糖异生的机制可能反映了在禁食晚

期，SIRT1对糖异生的抑制作用[26,27]。进一步的体内研究表明，

SIRT1是维持肝脏葡萄糖和脂质稳态所必需的。肝脏特异性抑

制 SIRT1不仅会增加全身葡萄糖和胰岛素敏感性，还会增加肝

脏游离脂肪酸和胆固醇水平。然而，SIRT1的过度表达会刺激

培养的肝细胞和小鼠中的基础 AMP活化蛋白激酶肝脏，可防

止由高血糖引起的脂肪酸合酶诱导和脂质积累。因此，SIRT1

的中度过度表达可能会防止由高脂肪饮食引起的代谢紊乱和

肝脂肪变性，其作用的基础是抗氧化蛋白线粒体超氧化物歧化

酶和 NRF-1的表达增加，以及通过下调 NF资B活性降低促炎细
胞因子的表达，与上述研究结果一致。

AMPK属于 RD（Arg-Asp）激酶，它被称为丝氨酸 /苏氨酸

激酶，作为细胞内能量传感器，参与调节葡萄糖和脂肪酸代谢，

并在维持能量稳态和对能量应激的适应性反应中起着重要作

用，在低能量条件下，AMPK磷酸化特定的酶和生长控制节点，

以增加 ATP生成并减少 ATP消耗[28,29]。ATP水解为 ADP为驱

动几乎所有与活细胞相关的过程提供能量。维持充足的能量供

应是生存的必要条件。AMPK在维持真核细胞的能量稳态方面

起着重要作用。通过激活 AMPK，该通路可以改善 2型糖尿病

的症状，目前 SIRT1通过增强 AMPK介导的信号传导活性来

增强胰岛素敏感性。SIRT1即组蛋白去乙酰化酶，其通常在多

种生物代谢过程机制中过度表达，是包括肝脏在内的多个器官

炎症的主要抑制因子[30]。SIRT1作用于 AMPK通路，调节糖原

合成和糖异生，PGC-1琢是 SIRT1的直接底物，通过调节参与

葡萄糖代谢的基因的转录来维持血糖浓度和胰岛素敏感性。最

近来自不同体内转基因模型的见解清楚地表明，AMPK、SIRT1

和 PGC-1a可能充当协调网络以改善代谢健康，这些途径的失

调将导致代谢疾病，如 T2DM和肥胖症。

综上所述，当前的研究证明，SIRT1 过度表达可以降低
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T2DM小鼠体内的空腹血糖水平，增加胰岛素敏感性，促进脂

肪分解和抑制脂肪合成表现出抗肥胖作用。
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