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［摘要］目的 在高同型半胱氨酸血症动物模型中，研究骨骼肌组织 TRB3的表达，探讨 TRB3与糖代谢的

关系．方法 20只小鼠随机分为正常对照组和高同型半胱氨酸血症组，每组 10只．含 1.5%的蛋氨酸饮水 3个月

制造高同型半胱氨酸血症模型．测定进食状态下血糖改变．HE 染色观察骨骼肌细胞结构， Western blot检测

TRB3、Akt和 p-Akt（Ser-473）蛋白质的表达水平．结果 高同型半胱氨酸血症组进食状态下血糖与正常对照组

比较增加（＜0.05）；HE染色骨骼肌细胞结构无明显异常；Western blot结果显示，高同型半胱氨酸血症组 TRB3

的表达增加（＜0.05），p-Akt（Ser-473）的表达减少（ ＜0.05）．结论 同型半胱氨酸可能通过诱导骨骼肌组织

中 TRB3的表达，抑制 PI3-K/Akt信号通路，导致糖代谢紊乱．
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［Abstract］ Objective To study expression of tribbles 3（TRB3） in the skeletal muscle tissue in herpyho-

mocysteinemia animal model， and explore the relationship between TRB3 and glycometabolism. Methods Twenty

mice， six weeks of age and healthy， were randomly divided into the control group（n =10） and the hyperhomo-

cysteinemia group （n = 10）．Normal food was fed in the control group; Normal food and 1.5%（mass fraction）

methionine were fed in the hyperhomocysteinemia group. After mice in the hyperhomocysteinemia group and the con-

trol group were fed for three months， the levels of blood glucose were determined in the feeding. The structure of

skeletal muscle cells was observed by HE staining. The levels of TRB3， Akt and p-Akt（Ser-473） were observed

with Western blot. Results The feeding blood glucose levels in the hyperhomocysteinemia group were higher than in

the control group（ ＜0.05） . The structure of skeletal muscle cells was not obvious anomaly by HE staining.The

levels of TRB3 protein in the hyperhomocysteinemia group were increased compared with the control group （ ＜
0.05），however， the expressions of the p-Akt（Ser-473） protein were decreased in the herpyhomocysteinemia
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group compared with the control group. The levels of Akt were not different in the herpyhomocysteinemia group com-

pared with the control group（ ＞0.05）．Conclusion Homocysteine may induce expression of TRB3 in skeletal

muscle tissue，resulting in inhibiting PI3-K/Akt signal pathway and leading to disturbance of glycometabolism.
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同型半胱氨酸 （homocysteine， Hcy） 是动脉

粥样硬化的危险因素之一，与心脑血管疾病的发

生密切相关[1，2]，同时也是糖尿病及其并发症发生

和发展的重要原因[3]．糖代谢紊乱是 2型糖尿病的

特点．在调节糖代谢中，无论在空腹和进食状态

下，骨骼肌通过 PI3-K/Akt信号通路摄取葡萄糖，

使血糖浓度降低是维持正常糖代谢的主要途径．

在 PI3-K/Akt 信号通路中，TRB3（tribbles 3） 对

Akt磷酸化抑制，将导致 PI3-K/Akt信号通路受阻，

影响葡萄糖的摄取．目前，在高同型半胱氨酸血

症 （hyperhomocysteinemia，HHcy） 的骨骼肌细胞

中，进食状态下，TRB3是否影响 Akt磷酸化，抑

制 PI3-K/Akt信号通路引起糖代谢紊乱的机制不清

楚．本研究建立高同型半胱氨酸动物模型，探讨

进食状态下，TRB3的表达对糖代谢的影响．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 雄性 6周龄昆明小鼠 20只，体

重 18～22 g（由昆明医科大学实验动物部提供）．

实验室适应性喂养 2周用于实验．

1.1.2 主要试剂 蛋氨酸购自美国 Sigma公司，血

糖测定试剂盒购自南京建成生物公司，兔多隆抗

体 TRB3、Akt、Akt磷酸化和 ECL化学发光试剂盒

购自美国 Santa Cruz公司．

1.2 方法

1.2.1 模型建立 20只小鼠随机分为 HHcy组和

正常对照组，各组 10只．HHcy组在正常饲料喂

养的基础上，饮用水中加入 1.5%蛋氨酸；正常对

照组正常饲料和饮用水喂养．3个月后，2组取血

测定 Hcy的浓度，HHcy组的浓度为正常对照组的

4.16倍，模型建立成功．

1.2.2 进食状态血糖的检测 饲养 3个月后，在

进食状态下，2组用 3.6%的水合氯醛麻醉，眼眶

取抗凝血，4 000 r/min，离心 5 min，取血浆利用

葡萄糖氧化酶法测定血糖．

1.2.3 骨骼肌的 HE染色 采血后，处死小鼠，取

骨骼肌组织，一部分 10%的甲醛固定，石蜡包埋；

一部分 -80℃保存备用．石蜡包埋组织切片后常

规进行 HE染色，观察骨骼肌的结构．

1.2.4 TRB3、Akt 和 p-Akt（Ser-473） 的检测

利用组织裂解液提取蛋白质，BCA法测定总蛋白

的含量，取各样本 80 滋g 进行 SDS-PAGE 电泳，

电转移法将蛋白转移至 PVDF膜，5%的脱脂牛奶

封闭后分别加入羊抗鼠的 TRB3、Akt 和 p-Akt

（Ser-473 1:1 000）过夜孵育，洗膜后加入 HRP标

记的兔抗羊二抗孵育后，充分洗涤与 ECL反应，

即刻以 Kodak底片曝光洗片．用 Quantity one 4.40

扫描各条带的灰度值，计算 p-Akt（Ser-473） 与

Akt和 TRB3与β-actin的比值．每组实验至少重

复 3次．

1.3 统计学处理

数据用均数±标准差 （x±s） 表示，采用
SPSS17.0 软件 One-Way ANOVA 分析法进行统计

分析， ＜0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 进食状态血糖的改变

HHcy组与正常对照组比较，血糖为 1.35倍．

差异具有统计学意义（ ＜0.05），提示 HHcy在进

食状态下可导致血糖浓度的增加，扰乱机体葡萄

糖的代谢（图 1）．

2.2 进食状态骨骼肌组织的 HE染色

正常对照组肌纤维呈带状，排列整齐，在肌纤

维的周边可见深蓝色的细胞核．HHcy组肌纤维的
间隙扩大，但见明显的肌纤维萎缩和坏死现象．

结果提示在 HHcy中，未出现糖尿病骨骼肌的病理

改变现象（图 2）．

2.3 TRB3、Akt、p-Akt（Ser-473） 的 Western

blot检测

与正常对照组比较，进食状态下 HHcy 组

TRB3 蛋白质的表达增加 （ ＜0.05）， p-Akt

（Ser-473）蛋白质表达降低（ ＜0.05），Akt的表

达在 2组之间差异无统计学意义（ ＞0.05）．结

果提示，进食状态下，Hcy 可能增加 TRB3 的表

达，抑制 Akt磷酸化程度，阻断 PI3-K/Akt信号通

路，使葡萄糖的摄取减少，是扰乱糖代谢的因素

之一（图 3）．
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图 1 血糖浓度
Fig. 1 Concentration of the blood glucose

与正常对照组比较，* ＜0.05.

图 2 小鼠骨骼肌组织（HE×400）
Fig . 2 HE staining of skeletal muscle tissue of mice

A:正常对照组；B:HHcy组.

图 3 TRB3、Akt和 p-Akt（Ser-473）在小鼠骨骼肌中的
表达

Fig 3 Expressions of Akt,TRB3 and p-Akt（Ser-473）
in mice skeletal muscle
与正常对照组比较，* ＜0.05.
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3 讨论

Hcy是蛋氨酸代谢的中间产物，在体内的含量

较低，一般小于 15 滋mol/L，Hcy 的增加可形成

HHcy．研究表明，在 2型糖尿病患者体内，血浆

Hcy的含量升高[4]，HHcy是 2型糖尿病及并发症发

生发展的危险因素之一[5-7]．因此，Hcy与 2型糖尿

病的发生密切相关．在 2型糖尿病中，餐后血糖

的明显增加是机体糖代谢紊乱的主要特点之一．

本研究发现，进食状态下，血糖浓度增加，这与

本室以前的研究结果一致[8]．同时，在胰岛素抵抗

的 2型糖尿病模型中，骨骼肌可出现肌纤维萎缩

变细，肌丝走行紊乱，部分区域坏死，核固缩等

病理现象．本研究在进食状态下对骨骼肌进行 HE

染色发现，可见肌纤维呈带状，长卵圆形核位于

肌纤维的周边，HHcy组中肌纤维间隙较正常对照
组增大，但未见明显的肌纤维萎缩和坏死现象，

这与本室在空腹状态下的报道是一致的[9]．

TRB3是一种参与体内细胞生长、应激反应和

代谢的假性激酶，最早在果蝇体内发现，在骨骼

肌、脂肪、肾脏、皮肤和肝脏等组织均有表达
[10-12]．研究表明，在糖尿病合并心肌病中，TRB3

的表示下调，可以恢复 Akt的磷酸化，改善糖代

谢，对糖尿病合并心肌症具有保护性效应 [13]．

TRB3通过抑制 PI3-K/Akt信号通路中 Akt的磷酸

化负性调控细胞对葡萄糖的摄取，影响糖代谢过

程[14]．因此，TRB3是骨骼肌和脂肪细胞等摄取葡

萄糖的一个重要的负性调控因子．然而，在进食

状态下，Hcy对骨骼肌组织 TRB3的表达及 Akt磷

酸化目前未见报道．本研究发现，在 HHcy的小鼠

动物模型中， TRB3 的表达明显增加， p-Akt

（Ser-473） 减低，提示 Hcy 可促进骨骼肌细胞

TRB3表达，抑制 Akt磷酸化，影响 PI3-K/Akt信

号通路，导致骨骼肌细胞对葡萄糖的摄取降低，

与糖代谢的紊乱相关．

总之，在 HHcy中，TRB3的表达上调，可能
是导致糖代谢紊乱的之一．
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