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摘 要:目的 研究铝暴露对大鼠肝脏葡萄糖转运蛋白4(GLUT4)表达的影响。方法 将30只大鼠随机分成两组,即
空白对照组(15只)和实验组(15只)。实验组予腹腔注射8mg/(kg·d-1)AlCl3 溶液(AlCl3 溶液用蒸馏水配制并高压

灭菌)制成铝暴露大鼠模型,对照组给予腹腔注射等体积生理盐水(2ml/只),连续注射3d,休息1d再注射,全程共30
d。于第10d、20d、30d取大鼠血清检测空腹血糖(FBG)、空腹胰岛素(FINS),采用稳态模式评估法(Homa)计算胰岛素

抵抗指数(HOMA-IR),采用实时荧光定量PCR技术检测肝脏组织中GLUT4mRNA的表达,免疫组化法检测肝脏组织

中GLUT4蛋白表达的情况。结果 与对照组比较,实验组的FBG于第10d、20d高于对照组(P<0.05);随着染铝时

间的延长,FINS表达呈下降趋势,于第10d、20d时明显高于对照组(P <0.05),第30d时反而低于对照组(P <
0.05)。实验组的 HOMA-IR随着暴露时间的延长,于第10d、20d时明显高于对照组(P<0.05),第30d时降低,与对

照组比较差异无统计学意义。与对照组比较,实验组各时点的GLUT4mRNA及蛋白表达量明显降低(P<0.05)。结

论 铝暴露可降低大鼠肝脏GLUT4的表达水平,影响机体血糖代谢。
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  Abstract: Objective Tostudytheinfluencesofaluminumexposureontheexpressionofglucosetrans-
porterprotein4inrat’sliver. Methods Totally30ratswererandomlydividedintotwogroups:thecontrol
group(15rats)andtheexperimentalgroup(15rats).Theratmodelsofaluminumexposureoftheexperimen-
talgroupwereestablishedbyintraperitonealinjectionwith8mg/(kg·d-1)AlCl3solution(AlCl3solutionwas
preparedwithdistilledwaterandsterilizedbyhighpressure).Everyratmodelofthecontrolgroupreceivedin-
traperitonealinjectionwithsamedosageof2mlNS.Thisexperimentlastedfor30days:continualinjectionfor
3days,rest1day,thenrepeatedinjection.Onday10,day20andday30,theratserumfastingblood-glucose
(FBG)andfastinginsulin(FINS)weremeasuredandtheinsulinresistanceindex(Homa-IR)wascalculated
andanalyzedwithHomeostasisModelAssessment(Homa).ThelevelofGLUT4mRNAinliverwasdetected
byReal-timeQuantitativePCRtechnique,andtheproteinexpressionofGLUT4wasdetectedbyImmunohisto-
chemistry. Results ThelevelsofFBGinexperimentalgroupratswerehigherthanthoseofthecontrolgroup
atday10andday20(P<0.05).ThelevelofFINSdecreasedwiththeprolongationoftheratsexposuretoa-
luminum.TheratFINSintheexperimentalgroupwassignificantlyhigherthanthoseofthecontrolgroupat
day10andday20(P<0.05),butlowerthanthatofthecontrolgroupatday30(P<0.05).HOMA-IRof
theexperimentalgroupwassignificantlyhigherthanthatofthecontrolgroupatday10andday20(P<0.05)
withtheprolongationofexposure,butitdecreasedatday30.Thedifferencesbetweenexperimentalgroupand
controlgroupwerenotstatisticallysignificant.TheexpressionlevelsofGLUT4mRNAandproteininrat’sliv-
erinexperimentalgroupateverytimepointweresignificantlylowerthanthoseincontrolgroup(P<0.05).
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Conclusion AluminumexposurecanreducetheexpressionlevelofGLUT4inrat’sliverandaffectbloodglu-
cosemetabolism.
  Keywords: aluminumexposure;insulinresistance;glucosetransportertype4

  机体糖代谢取决于细胞对葡萄糖的摄取,但葡萄

糖无法自由通过细胞膜脂质双层结构进入细胞,细胞

对葡萄糖的摄入需要借助细胞膜上的葡萄糖转运蛋白

(glucosetransporters,GLUT)转运功能才能得以实

现。目前 已 有 14 种 GLUT 被 鉴 定,分 别 命 名 为

GLUT1~14,其中GLUT4是胰岛素信号传递的重要

介质,在胰岛素信号转导途径中处于胰岛素受体后的

关键信号分子,是胰岛素信号向调节糖代谢方向转化

的关键蛋白,承载了体内大部分的葡萄糖转运量,对维

持机体血糖稳态发挥着重要作用。肝脏是调节血糖浓

度的主要器官,肝脏参与糖的代谢过程,在机体的贮

存、分布和血糖的调节上具有重要的意义。目前,随着

百色地区铝工业的发展,人们接触和摄入铝的机会也

在增多,越来越多的研究表明铝暴露可引起机体糖代

谢紊乱[1],但其机制尚未阐明。因此,我们推测,铝分

子可能通过影响GLUT4的表达,导致机体糖代谢紊

乱。本实验研究铝暴露对大鼠肝脏组织中GLUT4表

达的影响,探讨其影响血糖变化的部分机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 雄性 Wistar大鼠,体重180~225g,由
右江民族医学院动物实验中心提供,动物生产许可证

(SCXK桂2012-0003)和使用许可证(SYXK桂2011-
0010)。

1.1.2 试剂 GLUT4兔抗大鼠一抗购自Abcam生

物公司;生物素标记的羊抗兔二抗和兔SP试剂盒购

自中杉金桥生物技术有限公司;PCR相关试剂盒购自

天根生化科技(北京)有限公司;结晶氯化铝分析纯购

自广州和为化工有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 分组及造模 雄性 Wistar大鼠30只(体重

180~225g),大鼠分笼饲养,每笼5只,普通饲料喂

养,自由进食及饮水。适应性喂养1周后,随机分成2
组,即空白对照组(15只)和实验组(15只)。参照文献

的方法[2],实验组予8mg/(kg·d-1)AlCl3溶液进行

腹腔注射(AlCl3 溶液用蒸馏水配制并高压灭菌),对
照组给予腹腔注射等体积生理盐水(2ml/只)。连续

注射3d,休息1d再注射,全程共30d。

1.2.2 空腹血糖(fastingblood-glucose,FBG)、空腹

胰岛素(fastinginsulin,FINS)水平测定 建模结束后

用7%水合氯醛(0.30ml/100g)腹腔注射麻醉,待大

鼠镇静后开胸腹取血主动脉,取血量为3~4ml,置于

无抗凝剂生化管中,1h内送检验科测定FBG及FINS
水平,由检验科技术人员进行操作。采用稳态模式评

估法(Homa)计算胰岛素抵抗指数(insulinresistance
index,HOMA-IR),即(HOMA-IR=FBG×FINS/

22.5),及胰岛β细胞功能(Homabetacellfunction
index,HOMA-β),即 HOMA-β=20×FINS/(FBG-
3.5)。

1.2.3 实时荧光定量PCR技术检测GLUT4mRNA
表达 采用Trizol法提取肝脏组织总RNA,逆转录成

cDNA进行实时荧光定量PCR,引物序列:GLUT4上

游:5′-GCTTTGTGGCCTTCTTTGAG-3′;下游:5′-
AGGTCCAGTTGGAGAAACCA-3′。PCR总反应体

系为20μl,扩增条件:95℃,15min预变性,95℃,10
s变性,60 ℃,20s退 火/延 伸,共40个 循 环。以

GAPDH作为内参,所得结果用Ct值(Ct为循环数)
表示,根据Ct值依次计算基因的相对表达量,采用

2-△△Ct法计算结果。

1.2.4 免疫组织化学法检测肝脏GLUT4蛋白表达

 麻醉后取肝脏组织,福尔马林48h固定,常规石蜡

包埋,切片,脱蜡至水,采用生物素—链霉卵白素—过

氧化物酶复合物法进行染色,一抗为GLUT4,为兔多

克隆抗体(稀释浓度为1∶100),参照试剂盒具体步骤

进行,阴性对照以PBS缓冲液代替一抗。显色结果采

用Image-ProPlus6.0软件进行半定量分析,用平均

光密度值表示。在高倍镜视野(×400)下观察肝脏组

织中GLUT4蛋白表达,每张切片随机拍摄5张照片

进行分析,取每份标本的平均值进行统计分析。

1.2.5 统计学方法 采用SPSS19.0统计软件进行

统计分析,符合正态分布数据以(췍x±s)表示;两组比

较采用两样本t检验;各时点间比较采用单因素方差

分析(ANOVA)进行检验,以P<0.05表示差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 铝暴露对大鼠FBG、FINS、HOMA-IR水平的影

响 与对照组比较,实验组的FBG于第10d、20d高

于对照组(P<0.05);随染铝时间的延长,FINS表达

呈下降趋势,于第10d、20d时明显高于对照组(P<
0.05),第30d时反而低于对照组(P<0.05)。HO-
MA-IR随着暴露时间的延长,于第10d、20d时明显

高于对照组(P<0.05),第30d时降低,与对照组比

较差异无统计学意义,见表1。
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表1 各组大鼠FBG、FINS及 HOMA-IR检测结果 (췍x±s)

时间

FBG(mmol/L)

对照组

(n=15)
实验组

(n=15)

FINS(mIU/L)

对照组

(n=15)
实验组

(n=15)

HOMA-IR
对照组

(n=15)
实验组

(n=15)
第10d 6.74±0.44 11.42±1.99a 3.65±0.15 4.17±0.36a 1.10±0.11 2.10±0.24a

第20d 6.94±0.11 10.30±1.37a 3.64±0.06 3.88±0.09a 1.15±0.05 1.79±0.21a

第30d 7.62±0.29 9.40±1.87 3.86±0.11bc 3.07±0.28abc 1.31±0.08bc 1.28±0.22bc

  注:与对照组比较,a:P<0.05;与第10d比较,b:P<0.05;与第20d比较,c:P<0.05

2.2 各组大鼠肝脏组织GLUT4mRNA水平的比较

 与对照组比较,实验组各时点的GLUT4mRNA表

达量明显下降(P<0.05),且各时点比较差异均具有

统计学意义,即随着铝暴露时间的延长,GLUT4mR-
NA合成减少越明显。见表2、图1。

2.3 各组大鼠肝脏组织GLUT4蛋白表达水平比较

 GLUT4蛋白主要表达于细胞浆和细胞膜,呈棕色或

棕黄 色 颗 粒。与 正 常 对 照 组 比 较,实 验 组 各 时 点

GLUT4蛋白表达均明显降低(P <0.05),且随着时

间延长呈下降趋势,与第10d、20d比较,第30d
GLUT4蛋白表达水平降低,差异具有统计学意义(P
<0.05)。见表2和图1、图2所示。(因各时点的对照

组综合评分无差异,不再进行每个时点与对照组比

较)。

表2 各组大鼠肝脏组织GLUT4mRNA
及蛋白表达水平的比较 (췍x±s)

组别 GLUT4mRNA GLUT4蛋白

对照组 1.00±0.00 87.83±9.90
实验组

 第10d 0.82±0.04a 69.38±4.56a

 第20d 0.60±0.10ab 64.24±15.54a

 第30d 0.48±0.06abc 43.16±11.00abc

 注:与对照组比较,a:P<0.05;与第10d比较,b:P<0.05;

与第20d比较,c:P<0.05

图1 各组大鼠肝脏组织GLUT4mRNA及蛋白表达水平的比较

注:CON:对组组;Day10:第10d;Day20:第20d;Day30:第30d;与对照组比较,a:P<0.05;与第10d比较,b:P<0.05;与第20d
比较,c:P<0.05

图2 各组大鼠肝脏组织GLUT4蛋白表达水平的比较

注:A:对照组;B:第10d;C:第20d;D:第30d
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3 讨论

铝元素是地壳中含量最丰富的金属元素,但在体

内的含量小于0.01%体重,被称为微量元素。机体内

的铝主要来源于日常生活用水、食物、餐具等,其经过

呼吸道、消化道进入机体,在体内累积到一定量便对

肝、肾、骨组织及神经、免疫、血液系统等组织及系统造

成损害[3-5]。动物实验中发现铝离子可以拮抗胰岛素

促进葡萄糖的分解利用[6],临床调查发现,接触氧化铝

的退休工人糖尿病的发生率明显高于正常人群[7],我

们前期研究亦发现,生活于铝工业区特别是铝作业的

工人糖代谢紊乱发生率明显高于其它非铝工业区居

民[8]。
胰岛素抵抗(insulinresistance,IR)是胰岛素作用

的靶组织(肌肉、脂肪和肝脏)对胰岛素的敏感性降低,
导致正常量的胰岛素产生的生理效应不能满足需要,
是糖尿病的主要发病机制之一,并伴随着糖尿病发生、
发展的全过程。IR本质就是胰岛素的生物效应降低,
当机体血糖升高时,胰岛β细胞要产生多于正常量的

胰岛素才能发挥正常的降糖效能,从而表现为高胰岛

素血症。IR主要原因是胰岛素受体缺陷和信号传递

障碍,目前研究发现,与胰岛素信号途径相关的主要通

路有PI3K/AKT和 MAPK信号通路,而 GLUT4在

这些胰岛素信号转导途径中属于胰岛素受体后的关键

信号分子,是胰岛素信号向调节糖代谢方向转化的关

键蛋白,主要表达在骨骼肌、脂肪及心肌等对胰岛素较

敏感的组织,与GLUT 家族其他成员不同,在无胰岛

素刺激时,GLUT4分布在细胞胞浆中的囊泡内;当体

内胰岛素分泌增多,此时,胰岛素与其受体结合,囊泡

转移到表面与质膜融合,致使质膜上的GLUT4数目

增加,从而发挥胰岛素的生物活性,调节肝细胞、骨骼

肌细胞和脂肪细胞对葡萄糖的摄取,其表达和转运与

机体胰岛素抵抗及葡萄糖摄取障碍密切相关,在维持

机体血糖平衡中发挥着至关重要的作用[9-10]。
肝脏作为糖脂代谢的重要部位,同时也是糖尿病

慢性并发症经常累及的重要器官之一,由于自身代偿

能力较强以及早期症状不明显,以致发展到后期的不

可逆性损害。因此,探讨肝脏胰岛素信号转导途径中

关键因子的表达亦是研究的重点。本实验采用PCR
及免疫组化法检测铝暴露对肝组织中的GLUT4表达

的影响,并对相应时相大鼠胰岛素抵抗情况进行了测

定。结果说明,随着铝暴露时间的延长,IR于第10d、

20d时明显高于对照组,第30d时降低;随着铝暴露

时间的延长,大鼠肝组织内GLUT4的表达减少。在

早期,GLUT4的表达减少导致转运葡萄糖的能力下

降,肝细胞对葡萄糖摄取及利用发生障碍,致使机体血

糖升高,机体通过负反馈机制,使胰岛素分泌增加,在
第10d、20d时出现高胰岛素血症,引发胰岛素抵抗,
于第30d时,胰岛分泌反而减少。出现这种现象的原

因主要考虑为:①实验过程中发现,实验组大鼠每天进

食量少于对照组,而饮水量较多,第30d实验组大鼠

体重明显低于对照组,考虑铝分子可能与抑制机体新

陈代谢或降低营养吸收效率相关。②铝为金属元素,
性质比较活泼,易失去电子,从而易造成氧化应激[11],
且胰腺作为机体抗氧化能力最弱的组织,在应对应激

时受损最为严重,因此铝暴露可损伤胰腺组织,在早期

尚有代偿能力,表现为机体血糖升高时胰岛素应激分

泌增多,出现高胰岛素血症,但随着有害因素的持续作

用,胰岛细胞发生不可逆性损害,占胰岛细胞大部分的

β细胞分泌胰岛素能力下降,导致机体血糖紊乱,但此

机制仍需进一步研究。
本实验的研究结果显示,GLUT4通过对IR的影

响,在铝暴露对大鼠糖代谢影响过程中起到重要的作

用。鉴于铝对机体的不良影响,高铝地区监管部门应

做好监督和检测工作;铝工业应提高生产技术,减少冶

炼过程中废气废液的排放,同时居民们减少与铝的接

触,定期健康体检,做好防护。
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危险分层管理,控制糖化血红蛋白水平,警惕其心脑血

管不良事件发生。另一方面,本实验结果提示低密度

脂蛋白水平与颈动脉斑块积分呈负相关,提升了在降

低糖尿病相关大血管疾病风险的综合治疗中,降低低

密度脂蛋白治疗的重要性。
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