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［摘要］目的 研究高同型半胱氨酸血症中骨骼肌组织 PDK1的变化，探讨同型半胱氨酸对葡萄糖摄取的影

响．方法 20只 6周健康小鼠随机分为对照组（10只）和高同型半胱氨酸血症组（10只）．3个月饮水中加入蛋

氨酸（1.5%）复制高同型半胱氨酸血症模型，测定进食状态下血糖浓度．免疫组化检测骨骼肌细胞 PDK1、PDK1

磷酸化和 Akt磷酸化的改变．Western Blot检测骨骼肌细胞 PDK1与 PDK1磷酸化和 Akt与 Akt磷酸化的表达．结

果 与对照组比较，高同型半胱氨酸血症组进食血糖浓度增加（ ＜0.05），高同型半胱氨酸血症组骨骼肌细胞中

PDK1、p- PDK1（Ser-241）和 p-Akt（Thr-308）平均灰度值增加（ ＜0.05）；高同型半胱氨酸血症组骨骼肌组

织 PDK1、p- PDK1（Ser-241）和 p-Akt（Thr-308）蛋白质水平下调（ ＜0.05），Akt的表达无差异（ ＞0.05）．

结论 同型半胱氨酸可能通过降低骨骼肌组织 PDK1的表达和 PDK1磷酸化，抑制对葡萄糖的摄取．
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［Abstract］ Objective To investigate the expression of 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1

（PDK1） in skeletal muscle tissue of hyherhomocysteinemia animal model， to explore the effect of homocysteine on

glucose uptake．Methods Twenty healthy mice，six weeks of age，were randomly divided into control group（n =

10） and high hyperhomocysteinemia group（n =10）．Normal food was fed in control group；Normal food and 1.5 %

（mass fraction） methionine were fed in hyperhomocysteinemia group．After the feed in the hyperhomocysteinemia

group and the control group were fed for three months，the levels of blood glucose were determined in the feeding．
The variations of PDK1， phosphorylation of PDK1 and phosphorylation of Akt were observed with

Immunohistochemistry in skeletal muscle cells．The expressions of PDK1， phosphorylation of PDK1，Akt and

phosphorylation of Akt were determined with Western Blot in skeletal muscle tissue．Results The feeding plasma

glucose in the hyperhomocysteinemia group were higher than that in the control group（＜0.05）．The gray values of

PDK1， p- PDK1（Ser-241） and p-Akt（Thr-308） were increased in the herpyhomocysteinemia group with

Immunohistochemistry compared with the control group（ ＜0.05）．The levels of PDK1，p- PDK1（Ser-241）

and p-Akt（Thr-308） were the lower in the homocysteinemia group with Western Blot（ ＜0.05）．However，the
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expression of Akt protein was not difference between the homocysteinemia group and the control group（ ＞0.05）．

Conclusion Homocysteine may decrease the expression of PDK1 and phosphorylation of PDK1 in skeletal muscle

tissue，thus inhibits glucose uptake.

［Key words］ Hyperhomocysteinemia；Skeletal muscle tissue；3-phosphoinositide-dependent protein kinase

1；Akt

骨骼肌、肝脏和脂肪组织是维持体内葡萄糖

代谢平衡主要组织器官， PI3-K/Akt信号通路是摄
取葡萄糖的主要途径[1-3]．在该信号通路中，3-磷

酸肌醇依赖性蛋白激酶 -1（3-phosphoinositide-d－

ependent protein kinase-1，PDK1）是丝氨酸 -苏氨

酸激酶（serine/threonine kinase，Akt/PKB）的上游

激酶，可通过与 3，4，5-三磷酸磷脂酰肌醇激

活相邻的 Akt分子，启动 PI3-K/Akt信号通路，促

进对葡萄糖的摄取和利用 [4]．同型半胱氨酸

（homocysteine，Hcy）被认为是动脉粥样硬化的危

险因素之一，与多种疾病的发生密切相关．在果

糖诱导的胰岛素抵抗模型中，Hcy 的含量明显增

加，牛磺酸可以改善胰岛素抵抗，但不能降低 Hcy

的浓度，可能与牛磺酸的浓度和作用时间有关[5]．

在肝脏细胞，Hcy可通过蛋白激酶（protein kinase
A，PKA）通路刺激（phosphoenolpyruvate carboxy-

kinase，PEPCK）的表达，增加糖异生作用，使葡

萄糖的输出增多[6]．在脂肪组织细胞，Hcy抑制脂

肪组织的生成，可能影响对葡萄糖的摄取和利
用[7]．但在骨骼肌细胞中，Hcy是否通过改变 PDK1

的表达和磷酸化，影响 PI3-K/Akt信号通路对葡萄

糖摄取不清楚．本研究目的是在建立高同型半胱
氨酸血症 （herpyhomocysteinemia，HHcy） 的动物

模型基础上，研究骨骼肌细胞中 PDK1的表达和磷

酸化，探讨 PI3-K/Akt信号通路对葡萄糖摄取的影

响．

1 材料与方法

1.1 材料

蛋氨酸购自美国 Sigma公司，血糖测定试剂盒

和胰岛素测定试剂盒购自南京建成生物公司，兔
多隆抗体 PDK1 和 p- PDK1（Ser-241）购自北京

博奥森生物有限公司，兔多隆抗体 Akt 、p-Akt

（Thr-308）和 ECL化学发光试剂盒购自美国 Santa

Cruz公司．

1.2 HHcy动物模型建立
20只小鼠随机分为 HHcy组和对照组，各组

10 只．HHcy 在饮用水中加入蛋氨酸 （浓度为

1.5%），对照组正常饮食，3 个月后，取血测定

Hcy 的浓度，HHcy 组的浓度为 （51.68±1.80）
滋mol/L（>15 滋mol/L），模型建立成功．

1.3 血糖的测定

进食状态下，2 组分别从眼眶取抗凝血，4

000 r/min，离心 5 min，取血浆．根据葡萄糖氧化

酶法测定试剂盒的使用说明书，分别用血浆测定

血糖浓度．

1.4 免疫 组织 化 学检 测 PDK1、 p- PDK1
（Ser-241）、Akt和 p-Akt（Thr-308）的

表达

动物处死后，取部分骨骼肌组织放入 10%的

甲醛固定液，部分 -80℃保存备用．固定液中的

组织石蜡包埋，进行石蜡切片脱蜡水化，3%过氧

化氢封闭内源性过氧化物酶，微波热处理修复抗

原，正常小牛血清封闭非特异性抗原，分别加入

兔抗小鼠 PDK1、 p- PDK1（Ser-241） 和 p-Akt

（Thr-308） （1:100），4℃孵育过夜后加入生物素

化二抗，室温下孵育 30 min，滴加 DAB 显色液，

苏木素复染，常规脱水透明封片．用 PBS代替一

抗，做阴性对照，棕褐色为阳性着色，应用病理

图像分析软件进行平均灰度值扫描，每个切片随
机选取 10个视野．

1.5 Western Blot 检 测 PDK1 、 p- PDK1
（Ser-241）、Akt和 p-Akt（Thr-308）的

蛋白表达

取骨骼肌组织用组织细胞裂解液制作匀浆，

BCA 法测定蛋白质含量，取各样本 100μg 进行

SDS-PAGE电泳，半干转移法将蛋白转移至 PVDF

膜，5%的脱脂牛奶封闭后分别加入兔多隆抗体

PDK1 、 p- PDK1（ Ser-241）、 Akt 和 p-Akt

（Thr-308）一抗过夜孵育，洗膜后加入 HRP标记

的二抗孵育，洗涤后与 ECL反应，曝光洗片，描

图片后用 Quantity one 4.4.0计算各条带的荧光强度

值及其与 β-actin 的比值．每组实验至少重复 3

次．
1.6 统计学处理

采用 SPSS软件分析，计量资料用均数±标准

差（x±s）表示，组间比较采用配对 检验， ＜
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0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 同型半胱氨酸增加血糖浓度

通过氧化酶法测定进食状态下血糖浓度，在
HHcy 组中，血糖浓度明显增加，比正常组上升

1.30倍（见图 1）．结果提示，Hcy可能通过抑制胰

岛素信号通路，使骨骼肌对葡萄糖的摄取能力较

低，外周血糖浓度增加．

2.2 Hcy 诱导骨骼肌细胞的 PDK1 、p- PDK1
（Ser-241）和 p-Akt（Thr-308）的表达增

加

HHcy 组与对照组比较， PDK1 p- PDK1

（Ser-241）和 p-Akt（Thr-308）阳性细胞减少，平

均灰度值增加（见图 2～4、表 1）．结果提示，Hcy

影响骨骼肌细胞 PDK1的表达和磷酸化，降低 Akt

磷酸化，使骨骼肌细胞摄取葡萄糖的降低．

2.3 PDK1、p- PDK1（Ser-241）、Akt和 Akt
磷酸化表达水平

Western Blot 显示，与对照组比较，在 HHcy

图 1 两组小鼠血糖浓度比较

Fig. 1 Comparison of blood sugar concentration of

mice between two groups

与正常组比较，* ＜0.05.

组 PDK1、 p- PDK1（ Ser-241） 和 p-Akt

（Ser-308）蛋白质的表达明显下调（ ＜0.05），但

两组间的 Akt表达无明显差异调（ ＞0.05）．结果
提示，Hcy可能通过抑制 PDK1的表达和磷酸化，

下调 Akt308位点丝氨酸的磷酸化，影响 Akt的激

活，抑制 PI3-K/Akt信号通路使骨骼肌细胞对葡萄

糖的摄取减少（见图 5）.

图 2 小鼠骨骼肌横断面 PDK1的表达（SP×200）
Fig. 2 Expression of PDK1 in cross-section of skeletal muscle tissue of mice（SP×200）

A:对照组；B: HHcy组.

BA

图 3 小鼠骨骼肌纵断面 p- PDK1（Ser-241）的表达（SP×200）

Fig. 3 Expression of p- PDK1（Ser-241） in vertical section of skeletal muscle tissue of mice（SP×200）

A:对照组；B:HHcy组.

BA

Control HHcy
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3 讨论

在 PI3-K/Akt信号通路中，胰岛素通过与骨骼

肌细胞膜上的胰岛素受体结合，使由一个调节亚基

图 5 PDK1 、p- PDK1（Ser-241）Akt 和p-Akt（Ser－

308）在骨骼肌的表达水平

Fig. 5 Expression of PDK1，p- PDK1（Ser-241） Akt

and p-Akt（Ser-308） in skeletal muscle tissue

of mice

与对照组比较，* ＜0.05.

图 4 小鼠骨骼肌横断面 p-Akt（Thr-308）的表达 （SP×200）

Fig. 4 Expression of p-Akt（Thr-308） in cross-section of skeletal muscle tissue of mice

A:对照组；B: HHcy组.

BA

与对照组比较，* ＜0.05.

分 组 PDK1
p-PDK1

（Ser-241）

p-Akt

（Thr-308）

对照组 66.59±15.28 48.90±16.75 57.34±13.46

HHcy组 172.70±20.83* 176.60±20.58* 172.70±20.83*

表 1 HHcy组与对照组 PDK1、p- PDK1（Ser-241）和

p-Akt（Thr-308）平均灰度值比较（x±s）
Tab. 1 Comparison of PDK1, p- PDK1（Ser-241） and

p-Akt（Thr-308） expression between HHcy

group and control group（x±s）

（P85）和一个催化亚基组成的 PI3-K的 P85激活，

激活的 P85使 P110聚合到细胞膜附近，使膜内侧

的磷酸肌醇二磷酸（PI2P）生成磷脂酰肌醇三磷酸

（PI3P），PI3P招募 PDK1和 Akt到达细胞膜附近，

PDK1 的丝氨酸 241 位点被磷酸化激活后，促使

Akt308 位点的苏氨酸被磷酸化 [8]，同时当 Akt473

位点的丝氨酸磷酸化被 mTORC2 激活，就能使
GLUT4转移到细胞膜上促进对葡萄糖的摄取和利

用，降低血糖浓度[9]．所以，Akt308位点的苏氨酸

是否被磷酸化，关系到 Akt活性，而 PDK1的表达

和 PDK1的丝氨酸 241位点的磷酸化是关键因素.

Hcy是蛋氨酸代谢的中间产物，正常情况下体

内的含量较低，在血液中一般小于 15 滋mol/L，血

液中同型半胱氨酸增加称为 HHcy，大量的国内外

文献已经证实，HHcy是心脑血管及外周血管病变

的主要诱因 [10，11]．研究报道，HHcy也是 2型糖尿

病的发生的危险因素之一[12，13]．在脂肪组织，高同

型半胱氨酸可以通过上调抵抗素，抑制 PI3-K/Akt

信号通路，影响脂肪细胞对葡萄糖的摄取，诱导胰

岛素抵抗，使血糖浓度增加 [14]．在肝脏组织，高

Hcy可以诱导 TRB3表达，抑制 Akt磷酸化，使糖

原的合成减少；增加磷酸烯醇式丙酮酸羧酶的活

性，使糖异生作用增强，输出增多，导致外周血糖

增加[15]．但在 HHcy中，骨骼肌细胞的 PDK1的表
达和 PDK1 的磷酸化是否影响 PI3-K/Akt 信号通

路，减弱了骨骼肌细胞对葡萄糖的摄取仍然不清

楚．本研究在建立 HHcy的动物模型的基础上，发

现 HHcy组进食后的血糖明显增加，PDK1的表达、

PDK1的磷酸化和 Akt308位点的苏氨酸磷酸化在

HHcy组降低，抑制 PI3-K/Akt信号通路，减弱了

骨骼肌细胞对葡萄糖的摄取，可能与外周血糖浓度

增加有关．上述结果表明，Hcy 可能通过调节

PDK1的表达和 PDK1的磷酸化程度对血糖浓度进
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行的调节．
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