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环孢素 Ａ 对肝细胞中磷酸化 ＡＫＴ 蛋白表达的影响

杨　 柳１， 刘晓军２，王宏宇１， 曹　 永１，马永华１，徐　 春１

（武警总医院内分泌科，北京　 １０００３９；２． 武警总医院药剂科，北京　 １０００３９）

　 　 【摘要】 　 目的　 观察环孢素 Ａ（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ Ａ， ＣｓＡ）对肝细胞磷酸化 ＡＫＴ （ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＫＴ， Ｐ⁃ＡＫＴ）表达

的影响，探讨 ＣｓＡ 导致胰岛素抵抗的机制。 方法　 本研究分两部分：（１）体外研究：用不同浓度 ＣｓＡ（０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ、１
μｍｏｌ ／ Ｌ、５ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用于人肝细胞（ＨＬ７７０２ 细胞）４８ ｈ，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白的表达水平。 （２）体
内研究（动物实验）：建立环孢素 Ａ 诱发的大鼠糖尿病模型，用免疫组化方法分析 Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白在糖尿病大鼠肝细胞

中的表达水平。 结果　 （１）各浓度（０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ、５ μｍｏｌ ／ Ｌ）ＣｓＡ 组与对照组相比，ＨＬ７７０２ 肝细胞中的 Ｐ⁃
ＡＫＴ 蛋白的表达呈现逐渐下降趋势，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５、Ｐ ＜ ０􀆰 ０１、Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （２）环孢素 Ａ 引起大鼠血

糖升高，在服用环孢素 Ａ 的第 ５ 个月， 大鼠平均血糖为 ９􀆰 ２８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，说明环孢素 Ａ 诱导的糖尿病大鼠模型建立成

功，糖尿病大鼠肝细胞中 Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白的表达明显低于服药前和正常对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 服用治疗剂量的环

孢素 Ａ 导致大鼠血糖升高，环孢素 Ａ 抑制大鼠肝细胞中 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达，环孢素 Ａ 抑制人肝细胞 ＨＬ７７０２ 中 Ｐ⁃ＡＫＴ
的表达，提示影响 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路可能是环孢素 Ａ 导致胰岛素抵抗的机制之一。

【关键词】 　 环孢素 Ａ；胰岛素抵抗；移植后糖尿病；ＡＫＴ；Ｐ⁃ＡＫＴ
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　 　 移植术后糖尿病 （ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＰＴＤＭ） 作为器官移植术后最为常见和最

为严重的并发症之一， 受到人们的广泛关注。
ＰＴＤＭ 的高发病率（２％ ～ ５３％ ）以及带来的一些诸

如术后反复感染、移植物失活、心脑血管疾病发生

率增加等问题，显著影响移植后患者的愈合、生活

质量和长期存活率。 大量临床数据和研究表明年

龄、性别、种族、家族史、术后急性排斥反应、免疫抑

制剂、病毒感染等都是导致 ＰＴＤＭ 的危险因素，其中

年龄、性别、种族和家族史等因素都是不可控的，而
免疫抑制剂作为一个可调控的独立危险因素就显

得尤为重要［１，２］。 器官移植患者术后使用的免疫抑

制剂主要可分为糖皮质激素和钙调磷酸酶抑制剂

（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ＣＮＩ）两大类。 目前认为糖皮

质激素主要是通过促进肝糖原异生和加重外周胰

岛素抵抗导致血糖升高，而 ＣＮＩ 导致血糖升高的机

制尚不清楚，目前的研究提示，ＣＮＩ 导致胰岛 β 细胞

损伤、凋亡，减少胰岛素（ ｉｎｓｕｌｉｎ， Ｉｎｓ）的合成和分

泌，产生胰岛素抵抗 （ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ＩＲ） ［３ － ８］。
胰岛素受体后水平信号传导障碍是 ＩＲ 发生最常见

和最重要的环节， 胰岛素主要是通过磷酯酰肌醇 ３
激酶 ／蛋白激酶 Ｂ（ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ Ｂ， ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ） 途径行使调控糖代谢的功

能［９，１０］。 因此，ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的传导障碍应是

ＩＲ 发生的主要原因。 ＡＫＴ 是一种丝 ／苏氨酸激酶

（ｓｅｒｉｎｅ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ），因与蛋白激酶 Ａ 和蛋白激

酶 Ｃ 有很高的同源性， 故又称为蛋白激 酶 Ｂ
（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＰＫＢ），其处于 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通

路的中心环节，通过磷酸化和去磷酸化来控制反应

进行，主要负责由 ＰＩ３Ｋ 始动的生物信息的传导，在
细胞代谢、细胞周期、细胞生长、细胞凋亡、胰岛素

分泌等多种生理过程中起着重要作用［１１ － １３］。 我们

曾经用临床剂量的环孢素 Ａ（ＣＮＩ 的代表药之一）喂
大鼠， 在服药 ３ 个月后出现血糖的升高，环孢素 Ａ

诱发的糖尿病大鼠表现出胰岛素 Ｂ 细胞的坏死和

胰岛素的抵抗［５］。 为进一步研究环孢素 Ａ 导致胰

岛素抵抗的机制，本研究 １． 通过体外细胞培养，分
析环孢素 Ａ 对正常人肝细胞（胰岛素主要靶细胞之

一）中磷酸化 ＡＫＴ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＫＴ， Ｐ⁃ＡＫＴ）和
ＡＫＴ 表达的影响，２． 通过动物实验，分析环孢素 Ａ
诱发的糖尿病大鼠肝脏组织 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达，获得环

孢素 Ａ 干扰胰岛素信号传导的证据，揭示钙调磷酸

酶抑制剂升高血糖的机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞培养部分：环孢素 Ａ（ ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ Ａ，
ＣｓＡ） 购自上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司， 人正常肝细胞⁃
ＨＬ７７０２ 细胞系，购自于上海中科院细胞所。 兔来源

ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＡＫＴ （ Ｓｅｒ４７３） 多克隆抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，兔来源 ＡＫＴ 多克隆抗体

购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。
１􀆰 １􀆰 ２　 动物实验部分：
１􀆰 １􀆰 ２􀆰 １　 动物：ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性 ４ 周大鼠 ２０ 只，体
重（２００􀆰 ０ ± １０􀆰 ０）ｇ，来源于军事医学科学院实验动

物中心【ＳＣＸＫ（军） ２０１４ － ００５】。 大鼠饲养在相同

的鼠隔离系统内，居住环境经过无菌处理，温度

２２℃ ±３℃；１２ ｈ 白天，１２ ｈ 夜晚（早 ７：００ 开灯）。
标准的鼠粮：含钙 ０􀆰 ９８％ ，含磷 ０􀆰 ７５％ ，含维生素

Ｄ３ １５００ ＩＵ ／ ｋｇ，含镁 ０􀆰 ３％ ；自来水。 组织取材于武

警总医院医学实验中心进行。
１􀆰 １􀆰 ２􀆰 ２　 药物： 环孢素（ＣｓＡ）由诺华公司提供。
将药品用蒸馏水溶解，稀释至 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ，备喂养用。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 通过细胞培养观察不同浓度的环孢素 Ａ 对

人肝细胞（ＨＬ７７０２ 细胞）表达磷酸化 ＡＫＴ 和 ＡＫＴ
的影响：
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 １　 药物浓度及实验分组：实验分为对照组、
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ＤＭＳＯ 组和实验组。 对照组仅加细胞培养液。 实验

组加入不同浓度的 ＣｓＡ（０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ、 ｌ μｍｏｌ ／ Ｌ、５
μｍｏｌ ／ Ｌ）。 因 ＣｓＡ 粉剂不溶于水，根据 ＣｓＡ 粉剂说

明书，采用 ＤＭＳＯ 溶解，需增加 ＤＭＳＯ 组，ＤＭＳＯ 组

只加细胞培养液和 ＤＭＳＯ， 由于 ＣｓＡ 各组 （ ０􀆰 １
μｍｏｌ ／ Ｌ、ｌ μｍｏｌ ／ Ｌ、５ μｍｏｌ ／ Ｌ），分别含 ＤＭＳＯ 的浓度

为 ０􀆰 ００１‰、０􀆰 ０１‰、０􀆰 ０５‰，故 ＤＭＳＯ 组中 ＤＭＳＯ
的浓度最终稀释至 ０􀆰 ０５‰。
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２　 细胞蛋白的提取和蛋白浓度的测定：将
ＨＬ７７０２ 细胞接种于六孔培养板中， 置入三气组织

培养箱中培养 ２４ ｈ。
吸取原培养液，每孔加入含不同浓度 ＣｓＡ（０􀆰 １

μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ、５ μｍｏｌ ／ Ｌ）的培养液、单纯培养

液或含 ＤＭＳＯ 的培养液 ２ ｍＬ，继续培养 ４８ ｈ。 去除

六孔板培养液，ＰＢＳ 洗涤两遍。 加入 ８０ μＬ 裂解液，
充分裂解 １０ ｍｉｎ。 １０ ０００ ～ １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ～
１５ ｍｉｎ，取上清液，得到 ＨＬ７７０２ 细胞蛋白。 将浓度

为 １ μｇ ／ μＬ 的 ＢＳＡ 按 ０、１、２、４、８、１２、１６、２０ μＬ 分

别加入 ＥＰ 管中，补加高纯水到 ２０ μＬ。 将每蛋白样

品取 ５ μＬ 加入 ＢＣＡ 工作液，在水浴箱（６０℃），３０
ｍｉｎ。 在酶标仪上测定 ５６２ ｎｍ 波长的吸光度值，计
算蛋白浓度。
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测 Ｐ⁃ＡＫＴ 和 ＡＫＴ 蛋

白的表达：（１） ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳：在加样孔内点入上

样蛋白（取细胞蛋白 ５０ μｇ，与等体积 ２ × ＳＤＳ 上样

缓冲液混合，沸水中加热变性 ５ ｍｉｎ，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ）和标准蛋白 Ｍａｒｋｅｒ ５ μＬ， ５０ Ｖ 电压 ３０
ｍｉｎ，待溴酚蓝到达分离胶与浓缩胶交界处时，更换

电压至 ９０ Ｖ，继续电泳 ９０ ｍｉｎ。 （２）转膜。 （３）封

闭。 （４）免疫反应：① 取出已封闭的膜，浸于一抗

（抗 Ｐ⁃ＡＫＴ 抗体或抗 ＡＫＴ 抗体）稀释液中，过夜，用
ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 ② 将膜再浸于 １ ∶ ５０００
二抗稀释液中，室温孵育 １ ｈ，然后用 ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，
每次 ５ ｍｉｎ。 （５）Ｏｄｙｓｓｅｙ 双色红外荧光成像系统扫

膜，并分析数据。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物实验：
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 环孢素 Ａ 诱发的糖尿病大鼠模型的建

立：经过 １ 周的适应生活，将大鼠随机分 ２ 组，每组

１０ 只，对照组：蒸馏水 １ ｍＬ ／ （ｋｇ． ｄ），环孢素 Ａ 组：
环孢素 Ａ ２５ ｍｇ ／ （ｋｇ． ｄ）。 均经胃管灌注给药，根据

我们以往实验的结果，设计本实验用药时间为 ５ 个

月，在实验结束时环孢素 Ａ 组大鼠因灌胃给药损伤

死亡 ２ 只。 测定两组给药前及给药第 ５ 个月的空腹

血糖，用放射免疫分析法测定血清胰岛素（ ＩＮＳ）水

平，根据以下公式计算胰岛素抵抗指数（ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）
和胰岛素敏感指数（ＨＯＭＡ⁃β）： ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ＝ 空腹胰

岛素 × 空腹血糖 ／ ２２􀆰 ５，ＨＯＭＡ⁃β ＝ ２０ × 空腹胰岛

素 ／ （空腹血糖 － ３􀆰 ５），其中空腹胰岛素单位为 ｍＵ ／
Ｌ，空腹血糖单位为 ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 用免疫组化方法测定大鼠肝细胞 Ｐ⁃ＡＫＴ
的表达：制备肝脏组织石蜡切片，进行 Ｐ⁃ＡＫＴ 的免

疫组化染色。
１􀆰 ２􀆰 ３　 统计学方法：采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行统计学分

析，计量资料采用均数士标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。 给药

前两组大鼠的血糖、胰岛素分泌指数、胰岛素抵抗

指数的比较采用独立样本 ｔ 检验；给药后两组大鼠

的血糖、胰岛素分泌指数、胰岛素抵抗指数的比较

采用协方差分析，以给药前水平作为协变量，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。 大鼠 Ｐ⁃ＡＫＴ 表达强度

比较采用 χ２ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
人肝细胞（ＨＬ７７０２ 细胞）磷酸化 ＡＫＴ 的表达强度比

较采用单因素方差进行分析， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为差异有

统计学意义。 组间的两两比较采用 ＬＳＤ 法，Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 认为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 不同浓度的环孢素 Ａ 对 ＨＬ７７０２ 细胞中 ＡＫＴ
和 Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白表达的影响

不同浓度的环孢素 Ａ 作用 ４８ ｈ 后， 通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 ＨＬ７７０２ 肝细胞中 ＡＫＴ 和 Ｐ⁃
ＡＫＴ 蛋白的表达结果，如表 １ 所示：在 ＡＫＴ 蛋白的

表达中，各浓度 ＣｓＡ 组分别与对照组相比，均无明

显差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 在 Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白的表达中，０􀆰 １
μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｓＡ 组分别与对照

组相比，Ｐ⁃ＡＫＴ 蛋白的表达呈现逐渐下降趋势，差
异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５、Ｐ ＜ ０􀆰 ０１、Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 环孢素 Ａ 对大鼠血糖、胰岛素抵抗指数、胰岛

素敏感指数的影响

给药前两组大鼠空腹血糖差异无显著性（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 实验过程中环孢素 Ａ 组大鼠因灌胃给药损

伤死亡 ２ 只。 给药 ５ 个月后环孢素 Ａ 组剩余 ８ 只大

鼠空腹血糖均大于 ７􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，平均血糖为 ９􀆰 ２８
ｍｍｏｌ ／ Ｌ，糖尿病发生率为 １００％ ，糖尿病模型建立。
协方差分析结果显示：给药 ５ 个月后与对照组相比，
环孢素组血糖显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），给药前的血糖

对给药后血糖无显著影响；给药 ５ 个月后与对照组
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相比，环孢素组胰岛素抵抗指数显著增高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５），给药前胰岛素抵抗指数对给药后胰岛素抵

抗指数无显著影响；给药 ５ 个月后与对照组相比，环
孢素组胰岛素敏感指数显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），给药

前胰岛素敏感指数对给药后胰岛素敏感指数无显

著影响（表 ２）。
２􀆰 ３　 环孢素 Ａ 对大鼠肝脏 Ｐ⁃ＡＫＴ 表达的影响

分别在 １００ 倍和 ２００ 倍光学显微镜下观察两组

大鼠肝脏组织中 Ｐ⁃ＡＫＴ 的免疫组化表达，阳性细胞

内可见褐黄色颗粒散在分布。 通过 χ２ 检验，得出 Ｐ
＜ ０􀆰 ００１，差异有统计学意义（表 ３）。

表 １　 不同浓度的环孢素 Ａ 作用肝细胞 ＨＬ７７０２ 后，Ｐ⁃ＡＫＴ、ＡＫＴ 蛋白的表达 （􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ⁃ＡＫＴ ａｎｄ ＡＫＴ ｏｆ ＨＬ７７０２ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ａｆｔｅｒ ＣＳＡ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（􀭰ｘ ± ｓ）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＡＫＴ ／ ＡＣＴＩＮ Ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＣＴＩＮ Ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＡＫＴ
对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ４０７ ± ０􀆰 ０５６ ０􀆰 ４１４ ± ０􀆰 ０４７ ０􀆰 ２９４ ± ０􀆰 ０２３
０􀆰 ０５‰ ＤＭＳＯ １􀆰 ４１２ ± ０􀆰 ０４５△ ０􀆰 ４１１ ± ０􀆰 ０４３△ ０􀆰 ２９１ ± ０􀆰 ０２１△

０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＳＡ １􀆰 ４１４ ± ０􀆰 ０５２△ ０􀆰 ３０３ ± ０􀆰 ０６０∗ ０􀆰 ２１４ ± ０􀆰 ０３６＃

１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＳＡ １􀆰 ３９１ ± ０􀆰 ０４０△ ０􀆰 ２０５ ± ０􀆰 ０４５＃ ０􀆰 １４７ ± ０􀆰 ０２８＃

５ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＳＡ １􀆰 ４０３ ± ０􀆰 ０６３△ ０􀆰 ２００ ± ０􀆰 ０６３＃ ０􀆰 １４２ ± ０􀆰 ０３９＃

注：与对照组比较，△Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，△Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ２　 给药前后血糖、胰岛素抵抗指数、胰岛素敏感指数的比较
Ｔａｂ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｓｕｇａｒ， ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

空腹血糖 ＦＢＧ 胰岛素抵抗指数 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 胰岛素敏感指数 ＨＯＭＡ⁃β
前 Ｂｅｆｏｒｅ 后 Ａｆｔｅｒ 前 Ｂｅｆｏｒｅ 后 Ａｆｔｅｒ 前 Ｂｅｆｏｒｅ 后 Ａｆｔｅｒ

环孢素组 ＣＳＡ
（ｎ ＝ ８） ５􀆰 ２９ ± ０􀆰 ９７ ９􀆰 ２８ ± ２􀆰 １１∗⊿ ４􀆰 ２２ ± ０􀆰 ９３ ８􀆰 ２８ ± １􀆰 ９３∗⊿ ８􀆰 ８７ ± ２􀆰 １１ ５􀆰 ８７ ± １􀆰 ０１∗⊿

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ
（ｎ ＝ １０） ４􀆰 ９７ ± ０􀆰 ９９ ５􀆰 ０８ ± １􀆰 ０５ ３􀆰 ９７ ± ０􀆰 ９０ ４􀆰 ０８ ± ０􀆰 ９５ ８􀆰 １８ ± １􀆰 ９５ ８􀆰 ０８ ± １􀆰 ８７

注： 与治疗前比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与对照组比较，⊿Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｂｅｆｏｒｅ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，⊿Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ３　 磷酸化 ＡＫＴ 在大鼠肝脏组织中的免疫组化表达
Ｔａｂ． ３　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＡＫＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ 阴性 Ｎｅｇａｔｉｖｅ 阳性 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ 总计 Ｔｏｔａｌ
环孢素 Ａ 组 ＣＳＡ １６（８８􀆰 ９％ ） ２（１１􀆰 １％ ） １８（１００􀆰 ０％ ）
对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ １（５％ ） １９（９５􀆰 ０％ ） ２０（１００􀆰 ０％ ）

总计 Ｔｏｔａｌ １７（４４􀆰 ７％ ） ２１（５５􀆰 ３％ ） ３８（１００􀆰 ０％ ）
注：χ２ ＝ ２８􀆰 ９７，ν ＝ １，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１（双侧）。
Ｎｏｔｅ． χ２ ＝ ２８􀆰 ９７，ν ＝ １，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ （ｂｏｔｈ ｓｉｄｅｓ） ．

３　 讨论

环孢素 Ａ（ＣｓＡ）是一种由真菌代谢产生的含 １１
个氨基酸的环形多肽类物质，通过抑制神经钙蛋

白，作用于 Ｔ 细胞活化过程中的信号传导，抑制 Ｔ
细胞的增殖和分化，达到免疫抑制的效果，于 ２０ 世

纪 ８０ 年代起开始广泛应用于器官移植术后。 临床

数据显示环孢素 Ａ 可以增加器官移植术后糖尿病

的发生风险［１］，本研究给 ＳＤ 大鼠服用临床治疗剂

量的环孢素 Ａ，在服药 ５ 个月，大鼠血糖持续升高，
达到糖尿病的诊断标准，成功建立了环孢素 Ａ 诱发

的糖尿病大鼠模型，糖尿病大鼠的胰岛素抵抗指数

明显增加，说明环孢素 Ａ 具有增加胰岛素抵抗的

作用。
ＡＫＴ 是 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的关键环节，当被

激活后，可以活化多种底物，产生胰岛素的代谢效

应，ＡＫＴ 激活的主要机制是磷酸化，而它的磷酸化

和去磷酸化，需要 Ｔｈｒ３０８ 和 Ｓｅｒ４７３ 两个磷酸化位点

来调节。 Ｔｈｒ３０８ 位于 ＡＫＴ 的催化域，该位点的激活

只增加大约 １０％ 的 ＡＫＴ 激酶活性；而 Ｓｅｒ４７３ 位于

ＡＫＴ 的调节域，是 ＡＫＴ 完全磷酸化所必需的位

点［１４］。 当 Ｔｈｒ３０８ 和 Ｓｅｒ４７３ 两个位点的全都磷酸化

时，ＡＫＴ 达到最大激活状态。 本研究分析的是

Ｓｅｒ４７３ 磷酸化 ＡＫＴ。 当胰岛素通过血液循环到达

肝脏、骨骼肌、脂肪等靶组织后，作用于细胞膜上的

胰岛素受体，使胰岛素受体酪氨酸位点自磷酸化，
磷酸化激活的胰岛素受体使胰岛素受体底物⁃ １
（ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ １， ＩＲＳ⁃１） 发生磷酸化，

１２中国比较医学杂志 ２０１６ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１６，Ｖｏｌ． ２６． Ｎｏ． ６



ＩＲＳ⁃１ 上磷酸化的酪氨酸与磷脂酰肌醇⁃３ 激酶

（ＰＩ３Ｋ）结合，活化的 ＰＩ３Ｋ 再使 ４，５⁃二磷酸脂酰肌

醇（ＰＩＰ２）变为磷脂酰肌醇 ３，４，５⁃三磷酸（ＰＩＰ３），但
ＰＩＰ３ 并不能直接激活 ＡＫＴ，它仅可以使 ＡＫＴ 聚集

到靶细胞膜上，发生构象的改变，进而可以被磷酸

肌醇 依 赖 性 激 酶 １ （ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅ，ＰＤＫ１）激活，ＰＤＫ１ 可使 ＡＫＴ 的两个磷酸化

位点磷酸化，使 ＡＫＴ 完全激活，随后被磷酸化的

ＡＫＴ（Ｐ⁃ＡＫＴ）从细胞膜上释放出来，转移到胞浆内，
引起各底物的磷酸化反应，最后发挥胰岛素在靶组

织的生理学效应。
在环孢素 Ａ 诱发的糖尿病大鼠的肝细胞中，我

们发现 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达明显低于用药前和正常对照

组。 在体外培养的人肝细胞 ＨＬ７７０２ 中加入 ＣｓＡ，
我们同样发现肝细胞中磷酸化 ＡＫＴ（Ｐ⁃ＡＫＴ）蛋白

的表达降低，且随着 ＣｓＡ 浓度的增加，Ｐ⁃ＡＫＴ 的脱

磷酸化越来越明显。 提示 ＣｓＡ 是肝细胞 ＡＫＴ 磷酸

化的负调节因素，并且 ＡＫＴ 的磷酸化水平和 ＣｓＡ 的

浓度成反比。
磷酸化的 ＡＫＴ 主要通过以下五个底物途径参

与发挥胰岛素的代谢调节作用［１５，１６］：（１）使葡萄糖

转运体（主要是葡萄糖转运体 ４）从细胞内转移到细

胞膜，发挥转运葡萄糖的作用。 （２）使糖原合酶激

酶 ３（ＧＳＫ３）Ｓｅｒ 位点磷酸化，抑制 ＧＳＫ３ 活化，激活

糖原合成酶（ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ， ＧＳ ），活化的 ＧＳ
能够促进糖原合成、抑制糖异生。 （３）可使叉头转

录因子 Ｏ１ （ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏ１， ＦｏｘＯ１）磷酸化

后出核失活，解除对糖异生基因 ＰＥＰＣＫ 和 Ｇ６Ｐ 的

转录调控，抑制肝脏的糖异生。 （４） 使 ＰＤＥ３Ｂ 激

活，降低 ｃＡＭＰ 的水平，抑制 ＰＫＡ 对脂肪酶的激活，
抑制脂肪分解。 （５）使转录因子 ＰＧＣ⁃１ 磷酸化，抑
制肝细胞糖异生以及脂肪酸氧化。

本研究通过细胞培养和动物实验观察到环孢

素 Ａ 抑制肝细胞 Ｐ⁃ＡＫＴ 的表达，为揭示环孢素 Ａ 引

起胰岛素抵抗的机制提供了一条线索。
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