
科技导报 !"#$!!%"&!#科技导报 !&$$!!%"&!$科技导报 !&$$!!%%&!$

通过对雌性 !"#! 基因敲除纯合子小鼠"!"#!"’(’$$及野生型小鼠"!"#!")()$$基础指标&大体形态学指标&血清糖脂水平和

性激素水平等方面的评估!探讨 !"#! 基因缺失对糖脂代谢和卵巢功能影响’ 雌性 !"#!%)()#及 !"#!%*(*#小鼠各 #+只!行口服糖耐
量%,-..#实验%!/0120#!阴道涂片监测动情周期!于动情间期进行动力学实验!将纯合子和野生型小鼠分别随机分为空白组和刺
激组 ! 组!刺激组予 34-%人绝经期尿促性激素#%"567810#刺激 !9!空白组予等体积的生理盐水刺激 !9!检测各组小鼠体重&体内

脂肪重量&血脂&空腹胰岛素水平和生殖激素水平!卵巢常规病理检测各组小鼠卵巢形态学变化(结果发现!同野生型小鼠相比!纯合

子小鼠动情周期显著延长%$:&5&6#!随机血糖&&9 血糖&!9 血糖&空腹胰岛素水平和 3,4; 指数均显著升高%$:&5&6#!而血清甘油
三酯%.-#水平则显著降低%$:&5&6#)性激素检测发现纯合子小鼠血清 $< 羟孕酮%$<*,3=#&雌二醇%>!#&!#<?,3=&!>! 均显著

升高( 综上!本文认为 %"#!基因不仅可以影响机体糖脂代谢!同时也影响卵巢功能!说明胰岛素调节糖代谢的关键信号分子对卵巢
生殖功能同样具有重要的调节作用(

!"#! 基因敲除小鼠)动物模型)卵巢)生殖)多囊卵巢综合征
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多囊卵巢综合征!‘/L;"影响全世界 (de!#d的育龄期
女性f!&%g#其病因复杂#目前对其发病机制尚未完全明确 f)&$g$ 约

(#d的 ‘/L;患者存在外周胰岛素抵抗!-h" f"g#故很多学者认
为胰岛素抵抗是 ‘/L;发病的主要因素之一f7g$
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图 $ 小鼠动情周期阴道涂片"’(染色 )&!$
*+,- # (./012. 34356 78,+985 .:680. 1; :+36

<’( ./8+9+9, )&!=

体外研究显示胰岛素可以促进卵巢甾体激素的合成 !"#!

胰岛素主要通过 $%&’()*+, 通路调节能量代谢! *+,"属于丝
氨酸)苏氨酸激酶"在胰岛素刺激的葡萄糖摄取过程中起重要
作用!-./#! *+,存在三种亚型#*+,0"*+,1"*+,2$"*+,1缺失的小
鼠表现糖尿病样综合征 "包括空腹血糖的增高"肝糖原输出
的增高和外周胰岛素抵抗 !03#% 近期研究发现"人类 !"#1 基因
突变会引起胰岛素抵抗和糖尿病 !-#! 4+,1 可促进胰岛素作用
下的糖原合成!0#! 一些研究证明 5678女性存在 !"#1 基因多
态性!00901#! *+,1 在啮齿动物的脂肪"胰腺及卵巢组织中均有表
达"且参与胰岛素信号的调节"葡萄糖的摄取和胰岛素的分
泌"同时也参与卵巢细胞的增殖! 因此"认为 *+,1 和 5678 之
间存在密切联系! 本实验选择 !"#1 基因缺失小鼠"评估其内
分泌代谢情况和卵巢功能"探讨 !"#1基因缺失是否可以引起
类似 5678 生殖表型" 以期为 5678 病因学研究及治疗提供
良好的模型!

$ 材料与方法
$-$ 实验动物
雌性 !"#1&:):$和 !"#1&9)9$小鼠各 0; 只"体重&10<2=!

0>22$?)只% 由美国宾州大学医学院 @> A> 8BCDEE 教授提供"南
京大学模式动物中心保种’繁殖"后饲养于黑龙江中医药大
学实验动物中心"单笼饲养"控制饲养环境!

$-! 实验方法
$-!-$ 卵巢功能的监测

01 周龄性成熟后"每日 F-GFF"连续进行两个周期的阴道
涂片"观察动情周期变化!

$-!-! 随机血糖测定
自由摄食摄水" 晨 F-GFF 尾尖取血" 血糖仪&HCIJKLI

MKBICBEN"%BKOCPQ$测随机血糖!
$-!-> ?@AA 实验
观察了两个周期的阴道涂片后"将小鼠称重"于 13G33 禁

食未禁水"次日 3-G33 灌服 R3S葡萄糖溶液&1?)+? 体重$"灌
糖后 F’F>T’0>F’1>FJ尾尖取血"利用血糖仪测血糖值!
$-!-) 动力学实验
将 !"#1&:):$小鼠随机分为 * 组&!"#1&:):$空白组$和 U

组&!"#1&:):$VWM&人绝经期尿促性激素 $刺激组$"!"#1&9X
.$小鼠随机分为 6 组&!"#1&.).$空白组$和 Y 组&!"#1&.).$
VWM刺激组$"每组各 - 只! 当日 10GFF 时禁食未禁水"次日
晨 F-GFF 时 "’U’#’Y 组进行阴道涂片"以判断小鼠所处的生
殖周期"均于动情间期给予 VWM F>1IZ&F>T%[)?$&丽珠集团
丽珠制药厂产 F-0FF1$或 F>1IZ生理盐水"刺激 1J!
$-!-B 取材
动力学实验结束后取材"眶静脉取血"血液室温静置 1J"

低温 2FFFB)ILP 离心 0TILP"血清置.-F$冰箱中保存! 取血后
断头处死小鼠"迅速将卵巢’卵巢周围脂肪垫’子宫’子宫周
围脂肪垫和腹股沟旁脂肪垫取出"称重并记录!

$-!-C 血清内生殖激素&糖脂代谢指标和 ’?DE指数的测定
血清雌二醇&\1$’0] 羟孕酮&0].^V5$&天津协和生物医

药有限公司$及胰岛素&%_8(解放军总医院科技开发中心放免
研究所$在黑龙江省医院同位素科采用放免法测定"批内’批
间变异系数‘R3S% 总胆固醇 &6V^$’ 高密度脂蛋白胆固醇
&VYZ96$和甘油三脂&aM$在黑龙江中医药大学检验科测定"
全自动生化分析仪&VL,CbJL ];33$测定"批内’批间变异系数‘
R3S% V^W*指数c&空腹血糖%空腹胰岛素$X11<T%
$-!-F 卵巢形态学观察
取材后"部分卵巢用 R3S缓冲中性福尔马林固定 1=J 以

上"流水冲洗"过夜"脱水’透明’石蜡包埋"切片"苏木精9伊
红&V\$染色"光镜下观察卵巢形态%
#-!-G 统计学分析

所有数据均以均数士标准差&$!!%$表示"8588 R2<3 统计
软件进行统计分析% 组间差异采用双样本 #检验"&‘3<3T表示
具有统计学差异%

! 结果与分析
!-# 卵巢功能监测
连续进行 1 个周期的阴道涂片观察动情周期情况"发现

野生型小鼠 =&TQ 为一个周期"而纯合子动情期较长"动情周
期为 Td]Q% 阴道涂片结果如图 R所示%

!-! 随机血糖和 ?@AA 实验
随机血糖测定结果表明"!"#1&9X9$小鼠随机血糖水平显

"8$ 动情前期

<8= H016./02I.

"J$ 动情期

<J= (./02.

"3$ 动情后期
<3= D6/6./02.

"I$ 动情间期
<I= K+6./02.
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著高于 !"#!!"#""小鼠#$%&&检测发现 !"#!!’(’"小鼠灌糖后 )*及 !* 血糖水平均显著高于 !"#!!+(""小鼠!$,)-)."!图 !"$

图 ! 血糖测定结果
’()* ! +,-./0- 12 3/114 )/.51-, /,6,/-

注!/"与野生型相比具有差异性"$,)-).#

01234 /5 $,)-). 67 +(+-

!*7 体重与体内脂肪比较
纯合子小鼠与野生型小鼠相比#体重%卵巢周围脂肪垫

重量%子宫重量%子宫周围脂肪垫重量及腹股沟脂肪垫重量
均较低#卵巢重量较高#但均无统计学意义!表 8"$

表 # 小鼠体重和体内脂肪重量变化"!!!"$

893/, # :;9<), 12 314= >,();0 9<4 290 >,();0 (< ?(5, @!!!"A

体重(9 卵巢重量(:9 卵巢周围脂肪垫重量(:9 子宫重量(:9 子宫周围脂肪垫重量(:9 腹股沟脂肪垫重量(:9
%"#!+(+"
!"#!’(’"

!!-!;!8-<=
!8-!.!8-!>

?@<;!8-?;
?-?=!8->=

<8-88!88-==
=>-);!.-A;

<?-?8!;-A=
<=-!!!8=-=A

8A;-A>!=?-=;
8.;-<<!!A-)=

<?-<.!8A->8
<!-!=!8?-88

!*B 血脂水平的测定
血脂水平测定发现#B 组 &% 水平显著高于 C 组 !&,

)@)8"&DEFGC和 CD$在各组间无显著性差异!表 !"$

!*C 胰岛素水平和 DEFG指数
由表 = 可知#纯合子空白组空腹胰岛素水平显著高于野

生型空白组!&,)@)8"&且纯合子小鼠 D$HB 指数显著高于野
生型小鼠#存在胰岛素抵抗现象!&,)@)."$
!*H 血清生殖激素测定
血清生殖激素测定#由表 < 可知#与 B 组相比#I 组 8?G

$DJ水平显著升高!&,)@)."&与 C 组相比#E 组 8?G$DJ水平
显著升高!&,)@)."&! 值#即 DH% 刺激前后各激素水平的差
值’ 纯合子小鼠 K!%8?G$DJ的 !值均显著高于野生型小鼠
!图 ="$

注!/"与 B 组比具有显著性差异"&,)@)8#

01234 /5 67 9L1MN B5 &,)@)8@

表 ! 小鼠血脂水平"!!!"$

893/, ! +,-./0- 12 /(I(4 /,6,/- (< ?(5, @!!!"J

指标 B 组 I组 C组 E 组

DEFGC#!:1O(FG8"
&%#!:1O(FG8"
CD$#!:1O(FG8"

8@!;!)@8<
8@)8!)@!8
!@.!!)@=>

8@!A!)@!8
)@A=!)@88
!@.<!)@=A

8@!=!)@8!
)@?>!)@8!/
!@.>!)@!=

8@=<!)@!.
)@A)!)@8!
!@>=!)@<.

注!""与 B 组相比具有显著性差异"&,)@)#$/"与 %"#!%+#+&相比具有
显著性差异"&,)@).#

012374 "5 67 9L1MN B5 &,)@)#P /5 67 %"#! Q+(+R5 &,)-).-

表 7 小鼠空腹胰岛素和 DEFG 指数结果"!!!-$

893/, 7 ’9-0(<) (<-./(< 9<4 DEFG (<4,K (< ?(5, @!!!-J

B 组 I组 E 组
空腹胰岛

素(!:ST(
FG8"

8>-).!.-?? 8>-A!!?-88 =.-=?!8)-;;" !;-)!!88-.A

D$HB 指
数

?-)!!!-A8 8<-?)!.-A)/

C组指标
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注!!"与 ! 组相比具有显著性差异"!"#$#%#&"与 ’组相比具有显著性
差异"!"#$#%$

()*+,- !. /, 01)23 !. !"#$#%4 &. /, 01)23 ’. !"#$#%$

!’( 卵巢形态学观察
由图 5 可以看出!!组及 6 组卵巢大小正常! 细胞结构

完整!可见各级生长卵泡!颗粒细胞层次较多!黄体数目较多
"图 5"7#$"8%%&而 ’ 组和 9 组卵巢体积略增大!其内可见闭

锁卵泡!黄体数目较少!小卵泡数量增多!呈现类似人类多囊
卵巢形态的改变’图 5":%$";%%(

) 讨论
)’$ !"#!基因缺失与糖脂代谢异常的关系
磷酸肌醇依赖性的丝氨酸<苏氨酸蛋白激酶 !=*<>?6

">1)*+@A ?@A7,+ 6%是胰岛素信号通路上的重要分子( 胰岛素
和细胞膜上受体结合后!该通路上游信号逐级激活!磷酸化
!=* 的 BC1D#E 和 F+15GD 位点! 由胞膜脱落转至细胞质中!启
动其下游相关底物蛋白级联反应 !参与糖原合成 $葡萄糖转
运$糖酵解和糖异生抑制等作用 HIDJ( !=*<>?6 有三种亚型!分
别是 !=*I$!=*K$!=*D( !=*I与正常生长有关!!=*D 与大脑发
育有关!而 !=*K是维持葡萄糖稳态的关键因素 HI5LI%J!是调节胰
岛素介导葡萄糖摄取的关键信号传导分子HI#J( "#$K基因改变
可以引起糖耐量受损!"#$K"L<L%小鼠!胰岛素降糖能力明显
减低!表现为胰岛素抵抗和餐后高血糖症及高胰岛素血症!!
细胞肥大 !肝脏肌肉胰岛素功能缺陷 HIMJ( 本实验研究发现!

"#$K"L<L%小鼠餐后随机血糖$空腹血糖$糖后 KC 血糖$空腹
胰岛素水平及 NOP! 指数均显著高于 "#$K"Q<Q%小鼠!且有
统计学差异!说明 "#$K"L<L%小鼠存在糖代谢异常及胰岛素
抵抗!与报道结果相一致(

"#$K 基因缺失明显降低胰岛素介导的葡萄糖转运和肌
糖原的合成!引起胰岛素抵抗及高胰岛素血症!进而影响脂
肪代谢和肝脏脂肪合成功能!引起血脂紊乱( RS 对游离脂肪
酸的抑制作用减弱! 使餐后进入肝脏的游离脂肪酸增多!低
密度脂蛋白胆固醇"T9T%和 BU合成增加!同时脂蛋白脂酶和
肝脂酶的活性降低!肝脏对 T9T和 BU的清除率降低!从而导
致脂质异常更加明显(本研究中 "#$K基因缺失小鼠体重没有
增加!卵巢周围$子宫周围及腹股沟脂肪均减少!血脂水平也
无明显异常改变!与相关研究报道不符!可能是由于小鼠基
因背景不同而引起的(
综上!本研究结果说明 "#$K 基因缺失可以引起糖代谢异

常!产生胰岛素抵抗!但并不能够影响脂代谢(

)’! !"#!基因缺失与生殖异常的关系
卵巢内能量代谢与卵巢的生殖内分泌功能密切相关( 有

研究发现 %&’LK 基因敲除后! 小鼠表现明显的胰岛素抵抗!
同时卵巢内卵母细胞计数下降!促性腺激素促排卵后输卵管
内采卵数也减少 HIGJ( 胰岛素作用与甾体激素的合成也有密切
关系!在羊卵泡中!高胰岛素的环境可以促进雌激素的聚集HIEJ!
胰岛素可以通过 >RD?途径增强 V)1,=)W@A 刺激的 IG" 羟化酶
的活性HIXJ(

本实验组的前期工作对 "#$K 基因缺失小鼠生育力进行
了评估!发现 "#$K 基因缺失小鼠生育力降低"平均每胎产仔
数量)"#$K "L<L% 为 G$DI"I$5%!"#$K "Q<Q% 为 E$EG"I$M#!!"
#$#%%(本研究中发现!同野生型小鼠相比!纯合子小鼠动情周
期显著延长&卵巢闭锁卵泡较多!黄体和成熟卵泡数量明显

表 * 小鼠体内性激素水平的变化"$!!%$

+,-./ * 01,23/4 56 4/7 158952/ ./:/.4 ;2 9;</ =$!!4>
指标 #组 $组 % 组 & 组

YK<"3Z)W*
TLI%

G5$DK"IK$I# EI$GM"%$XX GM$DK"IX$I% XI$IK"IM$M%

IGLON>
<"ZZ)W*TLI%

I$%%"#$%# K$#G"#$#$DE[ I$I%"#$D5 K$MD"#$%G&

图 ) 各组 ?@A 刺激前后激素水平差值
B;3’ ) C;66/8/2</ -/658/ ,2D ,6E/8 ?@A 4E;9F.,E;52

注!!值\6 组L! 组"!值\9组L’ 组#&"与野生型相比具有差异性"

!"#$#%$

()*+,- ! /7W2+\U1)23 6LU1)23 !. ! /7W2+\U1)23 9LU1)23 ’4 !. /,
"#$%Q<Q&. !"#$#%$

=,> =->

图 * 卵巢形态学结果"*&"$
B;3’ * G/4F.E4 56 5:,8;,2 958H15.53I =*&">
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科技导报 !"#$!!%"&!#科技导报 !&$$!!%"&!$科技导报 !&$$!!%%&!$

减少!血清 !"#$%&水平显著升高"说明 !"#’ 基因缺失#可以
引起生殖功能的异常$进一步证实了能量代谢与生殖功能密
切相关$与上述研究报道结果相一致%
同时本研究中发现纯合子小鼠血清 !"#$%&&(’水平刺

激组与空白组之间的差值约为野生型差值的 ! 倍$说明纯合
子小鼠卵巢对 %)* 的反应性增强$与 &+$,患者卵巢对促性
腺激素的高反应性的特征相类似"

’ 结论
研究发现 !"#’’#-#(模型鼠不仅存在能量代谢异常$还

具有生殖功能的改变$其生殖表型与 &+$, 的月经稀发&卵巢
多囊改变&高雄及糖代谢异常等临床表型极为相似% 说明能
量与生殖之间存在密切联系$胰岛素调节糖代谢的关键信号
分子对卵巢功能具有重要的调节作用$同时该模型鼠为进一
步研究 &+$, 的病因及发病机制提供了良好的动物模型%
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!学术动态!

中国岩石力学与工程学会将于 !"#$ 年 $%月 $&!!$ 日在北京召开 "第十二届全国岩石动力学学术会议暨国际岩石动力学
专题研讨会#$ 会议主题%凝练创新&面向国际$
征文范围%岩体中应力波传播与衰减规律’岩石动态断裂机理与数值模拟’岩石洞(基(坡动态稳定性分析’岩石锚杆(锚索抗

动载效应’岩石爆破与技术’岩爆与冲击地压机理研究’岩石工程的安全与防护’岩石工程的监测与监控’岩石动力参数的测试新
技术与新方法’其他与岩石动力学相关的研究$
全文截稿日期%!%$$年 ’月 $% 日$
电子信箱%()*+,-./0*1234,545-$
会议网址% 0004521364573$

研究论文"/+01-2).$

3%

C MY K


