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　 　 【摘要】 　 目的　 观察利拉鲁肽对糖尿病小鼠肝糖异生关键酶葡萄糖-6-磷酸(G-6-Pase)及磷酸烯醇式丙酮

酸羧化酶(PEPCK)的表达影响及机制探讨。 方法　 动物实验设计分 3 组:正常对照组(雄性 C57 小鼠,n= 5),腹腔

注射生理盐水;模型对照组(雄性 KK-Ay 糖尿病小鼠,n= 5),腹腔注射生理盐水;利拉鲁肽干预组(雄性 KK-Ay 糖

尿病+药物干预小鼠,n= 5),腹腔注射利拉鲁肽。 3 组小鼠均在在相同的饲养环境下饲养。 干预 8 周,检测小鼠的

血糖,采用 Western blot 方法检测 FOXO1,隐花色素 1(cryptochrome 1, CRY1),E3 泛素蛋白酶 DDB1,糖异生关键酶

葡萄糖-6-磷酸酶(G-6-Pase)及磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(PEPCK)的表达情况。 结果　 与模型对照组相比,利拉

鲁肽干预组血糖显著下降;利拉鲁肽干预后糖尿病小鼠肝 DDB1,FOXO1,G6Pase 与 PEPCK 的表达减少,而隐花色

素 1(cryptochrome 1, CRY1)的表达增加。 结论　 利拉鲁肽可以下调糖尿病小鼠肝糖异生关键酶 G6Pase 及 PEPCK
的表达,其作用可能与下调 E3 泛素蛋白酶 DDB1 有关。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To observe the effect of liraglutide on the expression of glucose-6-phosphatase (G6pase)
and phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPCK) in the diabetic mouse liver and explore the underlying mechanisms of these
effects. Methods 　 Mice were divided into three groups: the normal control group (male C57 mice, n = 5) received
intraperitoneal injection of normal saline, the model control group (male KK-Ay mice, n = 5) received intraperitoneal
injection of normal saline, and the Liraglutide group (male KK-Ay mice+ drug intervention, n= 5) received intraperitoneal
injection of liraglutide. All three groups of mice were raised in the same feeding environment. After 8 weeks of intervention,



the blood glucose of mice was detected; the expression levels of the FOXO1, cryptochrome 1, the E3 ubiquitin ligase
DDB1, G6pase, and PEPCK in the liver were detected by Western blotting. Results 　 Compared with the model control
group, blood glucose was significantly reduced in the intervention group. The expression levels of DDB1, FOXO1, G6Pase
and PEPCK decreased in the intervention group, while the expression level of Cryptochrome 1 ( CRY1) increased.
Conclusions　 Liraglutide can downregulate the expression of G6Pase and PEPCK, key gluconeogenesis enzymes, in the
diabetic mouse liver; this may be related to downregulation of the E3 ubiquitin ligase DDB1.

【Keywords 】 　 Liraglutide; E3 ubiquitin ligase DDB1; FOXO1; glucose-6-phosphatase ( G-6-Pase );
phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPCK).

　 　 糖尿病作为慢性代谢性疾病,随其发病率的飙

升[1],已越来越受人们的关注,其发病病理生理机

制主要表现在胰岛素的缺乏和胰岛素抵抗两个方

面。 其中肝的胰岛素抵抗与 2 型糖尿病的发生发展

息息相关,肝糖代谢的紊乱主要通过肝糖原合成及

糖异生来影响葡萄糖代谢。 CUL4a—DDB1 连接酶

复合物是一类 E3 泛素连接酶复合物,可以通过对

底物进行泛素化修饰,从而改变蛋白功能或促进被

修饰蛋白的降解,DNA 损伤结合蛋白 1(DDB1)是

DDB1- cul4a 连接酶复合物的支架组分[2-4]。
本课题旨在探讨 GLP-1 受体激动剂利拉鲁肽

对糖尿病小鼠肝 E3 泛素蛋白酶 DDB1 及肝糖异生

的影响及可能的机制,为 GLP - 1 受体激动剂在

T2DM 等代谢性疾病治疗中的应用提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

SPF 级,雄性 KK-Ay 糖尿病小鼠 10 只,11 ~ 12
周,体重为 33~35 g;SPF 级,雄性 C57 小鼠 5 只 11
~12 周,体重为 26~28 g,均购自北京华阜康生物科

技股份有限公司[SCXK(京)2019-0008],实验在天

津南开大学医学部免疫实验组[ SYXK(津) 2017-
00005]进行。 实验经天津南开大学伦理管理委员

会审核(201907-001),对实验小鼠在实验过程中的

所有处置均按国家《实验动物管理条例》的规定执

行,并按实验动物使用的 3R 原则给予人道的关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

利拉鲁肽注射液购自诺和诺德制药有限公司;
RIPA 裂 解 液、 PMSF、 SDS-PAGE 制 胶 盒、 TBS
(20X)、TRIS Base、Glycine、SDS(十二烷基磺酸钠)、
Tween20、脱脂奶粉(Skim Milk)均购自索莱宝科技

(Solarbio); BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自中国

Beyotime Biotechnology 公司;ECL 显影液、PVDF 膜

购 自 美 国 Millipore 公 司; Anti-mouse IgG-HRP
antibody、Anti-Rabbit IgG-HRP antibody 购自北京中

杉金桥生物技术有限公司;Anti-IgG-DDB1 antibody
购 自 Abcam; Anti-IgG-G6pase antibody、 Anti-IgG-
PEPCK antibody 购 自 博 奥 森 ( Bioss ); Anti-
Cryptochrome I / CRY1 Antibody、Anti-FoxO1a Rabbit
Monoclonal Antibody 购自博士德;SDS-Loading Buffer
(5×)购自北京康润科技(Genstar);葡萄糖氧化酶试

剂盒购自上海荣盛。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验分组

取 11~ 12 周雄性 KK-Ay 糖尿病小鼠 10 只,单
笼饲养于屏障环境,温度:20℃ ~ 22℃,湿度:45% ~
55%,光照:12 h / 12 h 明暗循环,所有小鼠均予以常

规饮食。 小鼠适应环境 1 周后测量体重(35. 04 ±
0. 92)g,血糖>13. 9 mmol / L 的 KK-Ay 小鼠随机分

为 2 组,即利拉鲁肽干预组和模型对照组,每组 5
只。 另取同周龄体重(28. 02±2. 04)的雄性 C57 小

鼠 5 只作为正常对照,利拉鲁肽干预组每日腹腔注

射250 μg / kg利拉鲁肽,模型对照组和正常对照组每

日腹腔注射等量生理盐水,给药时间每日 16:00 ~
17:00,连续干预 8 周。
1. 3. 2　 动物处理与取样

在处死小鼠前,禁食 12 h,对小鼠进行眼眶取血;
取出眼眶血放于 EP 管中,然后将 EP 管置于 37℃水

浴锅孵育 30 min;3000 r / min 离心 10 min;取上清液

(即血清)转移到对应标记新的 1. 5 mL 离心管中;采
用葡萄糖氧化酶法测定血糖。 同时处死小鼠剖腹取

小鼠肝组织分装置于-80℃冰箱保存备用。
1. 3. 3　 Western blot 检测

取 0. 2 g 肝组织,加入提前配好的 RIPA 裂解液

800 μL(RIPA 裂解液+蛋白酶抑制剂 2%+磷酸酶抑

制剂 1%+PMSF 1%),超声波裂解肝组织,冰上静置

30 min, 12000 r / min 离心 30 min,取上清。 应用

BCA 法创建蛋白定量标准曲线,依据定量,计算各

肝标本中的总蛋白和蛋白浓度。 应用 10% SDS-
PAGE 分离胶胶对蛋白电泳分离约 1. 0 ~ 1. 5 h,在
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冰浴条件下转膜(湿转)约 120 min。 用 5%脱脂奶

粉溶液室温下封闭 2 h。 一抗(依据抗体说明书及

摸索的具体情况确定稀释比例,用 1×TBST 稀释)
4℃条件下摇床孵育过夜。 第 2 天将 PVDF 膜用 1×
TBST 洗涤 5 次,每次 6 min,二抗(依据说明书要求

的稀释比例,应用 1×TBST 稀释)室温孵育 2 h,洗涤

后在多功能成像仪暗室中曝光、成像、记录图像。
1. 4　 统计学方法

用 Image J 软件测定每个目标条带的灰度值,使
用 Graphpad 5. 0 进行统计学分析和作图。 实验数

据用平均数±标准差( 􀭰x ± s )表示,组间比较用 t 检
验,以 P<0. 05 为有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 对随机血糖的影响

三组小鼠血糖值差异具有统计学意义,模型对

照组血糖值(30. 84±1. 29)mmol / L 较正常对照组血

糖值(8. 88±0. 47)mmol / L 明显升高,差异有统计学

意义(P< 0. 01);利拉鲁肽干预组血糖值(23. 74 ±
2. 74)mmol / L 较模型对照组明显下降,差异具有统

计学意义(P<0. 05)。
2. 2　 对肝组织 E3 泛素蛋白酶 DDB1 表达的影响

Western blot 结果显示糖尿病小鼠肝内 E3 泛素

蛋白酶 DDB1 蛋白水平明显高于正常对照组(P<
0. 05),经利拉鲁肽干预处理后,糖尿病小鼠肝内

DDB1,CRY1 的表达均低于糖尿病对照组 ( P <
0. 05),见图 1、表 1。

图 1　 利拉鲁肽对糖尿病小鼠肝 E3 泛素蛋白酶 DDB1
蛋白表达水平的比较

Figure 1　 Comparison of the expression level of E3 ubiquitin
protease DDB1 in liver of diabetic mice with 1iraglutide

2. 3　 对小鼠肝组织 CRY1、FOXO1, 及糖异生关键

酶 PEPCK、G6pase 表达的影响

Western blot 结果显示糖尿病小鼠肝内 FOXO1,
PEPCK 及 G6pase 蛋白水平明显高于正常对照组(P
<0. 05), 经利拉鲁肽干预后, 糖尿病小鼠肝内

FOXO1,PEPCK 及 G6pase 的表达均明显低于模型

对照组 (P < 0. 05),见图 2,表 2。 糖尿病小鼠内

CRY1 蛋白表达水平明显低于正常对照组 ( P <

0. 05),利拉鲁肽干预处理后,表达量却明显上调(P
<0. 05),见图 2、表 2。

表 1　 5 组小鼠肝组织 E3 泛素蛋白酶 DDB1
蛋白表达水平的比较

Table 1　 Comparison of the expression level of E3 ubiquitin
protease DDB1 in liver tissues of five groups
组别 Groups DDB1

正常对照(n= 5)
Normol control 1. 052±0. 228

模型对照(n= 5)
Model control 1. 712±0. 109∗#

利拉鲁肽干预(n= 5)
Liraglutide group 0. 950±0. 110

注:与正常对照组比较,∗P<0. 05;与模型对照组比较, #P<0. 05。
Note. Compared with the normal control group, ∗P < 0. 05. Compared
with model control group, #P<0. 05.

图 2　 利拉鲁肽对小鼠肝 CRY1、FOXO1 及 PEPCK、
G6pase 蛋白表达水平的影响

Figure 2　 Effect of Lilarutin on CRY1、FOXO1 and
PEPCK、G6pase expression in mouse liver

3　 讨论

胰高血糖素样肽 - 1 ( glucagon like peptide-1,
GLP-1)主要由末端空肠、回肠和结肠中的 L 细胞

受到食物刺激后分泌[5],是一种肠内分泌源性肽,
通过刺激胰岛素分泌、抑制胰高血糖素释放、促进 β
细胞增殖、减少食物摄入等途径,起到抑制糖尿病

的作用[6],现已广泛应用于临床,主要用于改善 2
型糖尿病患者的胰岛素敏感性。 各项临床研究及

meta 分析都指出:GLP-1 及其类似物能够显著降低

2 型糖尿病患者的血糖及体重,改善胰岛素的敏感

性,可以改善心衰大鼠左心室的收缩和舒张功能袁

减轻心肌细胞的损伤,且独立于降糖机制[7]。 其中

利拉鲁肽(1iraglutide)属于长效的 GLP-1 类似物,
与人体天然的 GLP-1 氨基酸序列具有 97%的同源

性,于 2010 年由美国 FDA 批准用于临床,而目前主

要用于改善成人 2 型糖尿病患者的血糖控制[8],本
次实验结果提示模型对照组较正常对照组血糖明

显升高,而利拉鲁肽干预后,血糖明显下降,并具有

统计学意义。
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表 2　 5 组小鼠肝组织 CRY1、FOXO1、G6pase、PEPCK 蛋白表达水平的比较
Table 2　 Comparison of protein expression levels of CRY1, FOXO1, G6pase and PEPCK in five groups mouse liver

组别 Groups CRY1 FOXO1 G6pase PEPCK
正常对照(n= 5)
Normol control 2. 091±0. 274 0. 672±0. 126 0. 811±0 094 0. 883±0. 128

模型对照(n= 5)
Model control 0. 793±0. 180∗# 1. 838±0. 385∗# 2. 151±0. 267∗# 2. 909±0. 605∗#

利拉鲁肽干预(n= 5)
Liraglutide group 2. 132±0. 489 0. 742±0. 129 0. 838±0. 068 1. 284±0. 178

注:与正常对照组比较,∗P<0. 05;与利拉鲁肽干预组比较,#P<0. 05。
Note. Compared with the normal control, ∗P<0. 05.Compared with model control group, #P<0. 05.

　 　 泛素-蛋白酶体途径(UPS)是存在于真核细胞

中精确调控细胞质和细胞核内蛋白质有序降解的

途径,由泛素(Ub)、 泛素激活酶(E1)、 泛素结合酶

(E2)、 泛素连接酶(E3)、26S 蛋白酶体和去泛素化

酶(DUBs)组成[9]。 越来越多的研究证据表明 E3
泛素蛋白酶通过调节胰岛素信号传导中的关键分

子在胰岛素抵抗的发展中起着关键作用[10]:MG53
的过度表达可以触发肌肉胰岛素抵抗和代谢综合

征[11-12];膜相关环-CH-1(MARCH1)可以通过泛素

化负调节胰岛素受体的细胞表面水平[13];也有报道

称脂肪组织 E3 泛素蛋白酶 Pellino3 对胰岛素抵抗

却表现出保护作用[14]。 Xin 等人的研究表明,E3 泛

素蛋白连接酶 DDB1 可能是一种新型的糖原异生监

管因素,它主要通过介导 CRY1 蛋白的降解,进而推

动 FOXO1 介导的糖异生作用,同时也证实肝细胞

DDB1 缺乏不仅抑制空腹时糖原异生,并且可以保

护小鼠免受禁食高脂肪饮食引起的高血糖[15-16]。
本研究结果显示利拉鲁肽在肝内可作用于 E3 泛素

蛋白酶 DDB1,并下调它的表达,提示 GLP-1 及其

类似物在肝内可能通过下调 E3 泛素蛋白酶,进而

发挥抑制肝糖异生的作用,而其中的具体作用机制

尚有待进一步实验研究。
肝是糖脂代谢的重要器官,在糖尿病的发生发

展中起着至关重要的作用[17]。 在糖尿病患者中,肝
糖异生增加导致大量内源性葡萄糖产生,特别是增

加了空腹高血糖的发生[18],其中糖异生限速酶葡萄

糖-6-磷酸酶(G-6-Pase)和磷酸烯醇式丙酮酸羧化

酶(PEPCK)编码基因的多少是决定糖异生启动的

关键环节[19],故通过干预肝糖异生, 减少肝葡萄糖

生成, 将为改善肝胰岛素抵抗提供一个广阔前景。
而肝糖异生还受很多转录因子的调控,包括叉头盒

转录因子 O1(FoxO1)、CREB、 PGC-1α 等等,其中

FOXO1 被证实是肝用来监测脂质和葡萄糖代谢与

循环胰岛素水平的传感器,是肝糖异生关键酶调控

的上游靶点,主要促进空腹时肝糖异生, 增加肝糖

输出[20-21]。 Fan 等人[22] 发现 exendin-4 可增加幼鼠

肝 AKT 和 FOXO1 磷酸化,抑制葡萄糖-6-磷酸酶

(G6pase)和磷酸烯醇丙酮酸羧激酶(PEPCK)的表

达。 在本次研究中同样证实利拉鲁肽下调了肝糖

异生关键酶 PEPCK 及 G6pase 的表达,糖异生的上

游靶点 FOXO1 的表达也同样被下调,推测利拉鲁肽

抑制肝糖异生可能与部分下调 E3 泛素蛋白酶进而

抑制 FOXO1 有关,而其中的具体机制需要进一步去

验证。
隐花色素 1(cryptochrome 1,CRY1)表达蛋白是

生物钟的组成部分,经体液和神经途径送达效应

器,调节生理、生化和节律行为,肝糖异生也受昼夜

节律的调控,昼夜节律是协调葡萄糖代谢与外部环

境变化,研究发现 CRY1 可以通过作用于糖皮质激

素受体和胰高血糖素信号通路负调控 FOXO1 的表

达,抑制肝糖异生[23-25], Stojkovic 等[26] 人提出泛素

化是一个时钟蛋白修饰编码的关键因素,本研究发

现肝中 CRY1 的表达与 DDB1 呈负相关,这与之前

研究结果是相符的,故推测 CRY1 在肝可能是通过

泛素蛋白的泛素化来降解的,进而抑制肝糖异生,
但其中的具体机制仍需要进一步研究证实。

总之,利拉鲁肽降低糖尿病小鼠糖异生关键酶

PEPCK 及 G6pase 的表达,抑制了肝的糖异生,有效

控制糖尿病小鼠血糖。 同时利拉鲁肽可显著下调

糖尿病小鼠肝内 E3 泛素蛋白酶 DDB1 的表达水平,
揭示了利拉鲁肽调节肝糖异生可能存在的一种新

的通路,这同时也揭示了 E3 泛素蛋白酶可能成为

一种新的肝糖异生的负调控因子,有望成为治疗 2
型糖尿病的新的靶点。
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