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［摘 要］ 目的：探讨11β⁃羟基类固醇脱氢酶1（11β⁃hydroxysteroid dehydrogenase，11β/HSD1）对机体糖脂代谢异常的影响及

其在肥胖和胰岛素抵抗发生发展过程中的作用及机制。方法：首先构建脂肪组织特异性敲除11β/HSD1（Fabp⁃11β/HSD1-/-）小

鼠。然后选择5周龄Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠和正常C57BL/6小鼠各5只，建立高脂饮食诱导的肥胖（DIO）小鼠模型，分别在喂食

5周和6周时进行腹腔葡萄糖耐量试验（IPGTT）和胰岛素耐量试验（ITT），喂食12周后处死并称量皮下及内脏脂肪重量，采用

HE染色方法观察脂肪组织内脂肪空泡改变程度，取血检测血糖、甘油三酯、胆固醇、尿素、肌酐等血清生化指标，同时应用

Western blot与QRT⁃PCR方法检测脂肪组织中11β/HSD1表达和糖脂代谢相关转录因子的蛋白表达情况。结果：脂肪组织特异

性敲除11β/HSD1小鼠构建成功。高脂喂养12周后两组小鼠体重、内脏脂肪湿重没有明显差异。Fabp⁃11β/HSD1-/-组小鼠血

清空腹血糖明显低于正常组，其他生化指标没有明显改变，但Fabp⁃11β/HSD1-/-组小鼠脂肪组织HE染色可见脂肪空泡比正常

组小，且糖耐量和胰岛素敏感性明显高于对照组，Western blot与QRT⁃PCR结果显示Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠脂肪组织中 11β/
HSD1、PPAR⁃γ、C/EPB⁃α的蛋白表达量明显低于正常组。结论：在高脂饮食下脂肪组织内11β/HSD1表达的下调可减少脂肪细

胞内脂滴的沉积，一定程度上改善机体对胰岛素敏感性的下降。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of 11β⁃hydroxysteroid dehydrogenase1（11β / HSD1）on glycolipid abnormalities and
its role in the development and progression of obesity and insulin resistance. Methods：The adipocyte⁃specific⁃11β/HSD1 knockout
mice were constructed firstly. Five mice of 5 weeks⁃old adipocyte⁃specific⁃11β/HSD1 knockout mice and C57BL/6 mice were selected
separately to establish the model of obesity（DIO）induced by high ⁃ fat diet. After feeding 5 and 6 weeks，mice were processed
intraperitoneal glucose tolerance test（IPGTT）and insulin tolerance test（ITT），respectively. Mice were sacrificed after feeding 12
weeks，and the weight of body and visceral fat were measured，hematoxylin⁃eosin staining（HE）was subsequently used to assess the
degree of fat vacuoles change. The levels of blood glucose，triglyceride，cholesterol，urea and creatinine were also detected. Expression
of 11β/HSD1 and some markers associated with glycolipid metabolism were analyzed by Western blotting and quantitative real⁃ time
PCR. Results：The adipocyte⁃specific⁃11β/HSD1 knockout mice were constructed successfully. There was no significant difference in
body weight，visceral fat weight between the two groups，but the adipocyte⁃specific⁃11β/HSD1 knockout mice decreased concentrations
of serum glucose and size of adipocyte，and increased glucose tolerance and insulin sensitivity，compared with the control group. The
protein levels of 11β/HSD1 and transcription factors peroxisome proliferator ⁃ activated receptor gamma（PPAR ⁃ γ）and CCAAT
enhancer⁃binding proteins alpha（C/EPB⁃α）were obviously lower in the adipose tissues of adipocyte⁃specific ⁃ 11β/HSD1 knockout
mice than that of the control group. Conclusion：The down⁃regulation of 11β/HSD1 expression in adipose tissues can reduce the lipid
droplets deposition and improve the insulin sensitivity in DIO.
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代谢综合征由一组复杂的代谢紊乱症候群组

成，主要特征包括肥胖、高血糖、血脂异常、高血压

等，与心血管疾病、2型糖尿病的发病密切相关［1］。

肥胖又在其中扮演着格外重要的角色［2］。肥胖会诱

发血脂异常和胰岛素抵抗等，最终导致心血管疾病

和 2型糖尿病［3］。肥胖的主要表现为体内脂肪过

多，能量摄入与消耗不平衡。脂肪组织对于机体能

量平衡又极其关键［4］。

11β⁃羟基类固醇脱氢酶（11β⁃hydroxysteroid de⁃
hydrogenase，11β/HSD）是一种微粒体酶，主要作用

是糖皮质激素类及其代谢产物间的相互转换，分为

两种类型。11β/HSD1是一种低亲和力的烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸磷酸（NADP）依赖性酶，具有氧化和

还原两种作用，可以双重调节糖皮质激素类间的转

换。11β/HSD1在体内主要介导无活性的可的松、脱

氢皮质酮向有活性的皮质醇、皮质酮（糖皮质激素

类固醇）间的转换，而在体外则发挥双重作用来调

节糖皮质激素的代谢。11β/HSD2依赖于烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸（NAD），对底物亲和力高，只可单向

催化有活性的糖皮质激素转化为无活性的可的

松。在肝脏、脂肪组织、大脑、脉管系统中，主要是

11β/HSD1发挥作用［5-9］。脂肪、肝脏等一些组织糖皮

质激素代谢的改变对于代谢综合征的发生发展影响

很大［10］。所以，11β/HSD1与肥胖及代谢综合征其他

病症关系极为密切。因此11β/HSD1在治疗代谢综合

征包括肥胖、胰岛素抵抗方面显得尤为重要。

本课题组委托南京大学模式动物研究所构建

了 11β/HSD1基因脂肪组织特异性敲除（Fabp⁃11β/
HSD1-/-）的小鼠模型，为研究11β/HSD1在肥胖及胰

岛素抵抗中的生物学功能提供了良好的动物模型；

同时建立高脂饮食诱导的肥胖（DIO）小鼠模型来进

一步研究11β/HSD1在脂肪组织中的作用和相关生

理功能，有望为肥胖与胰岛素抵抗的防治提供新的

线索。

1 材料与方法

1.1 材料

C57BL/6J小鼠购自南京大学模式动物研究所，

Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠由南京大学模式动物研究所

构建。高脂饮食购自美国Research Diets公司；血糖

检测仪及试纸购自德国Bayer公司；11β/HSD1抗体

购自美国Abcam公司；过氧化物酶体增生物激活受

体⁃γ（PPAR⁃γ）抗体、CCAAT/增强子结合蛋白⁃α（C/
EPB⁃α）抗体购自美国CST公司；羊抗兔 IgG抗体购

自美国 Santa Cruz公司；β⁃actin抗体购自美国 Pro⁃
teintech公司；所用各种限制性内切酶、T4 DNA连接

酶、DNA 聚合酶、Taq 酶及其 PCR 相关试剂 SYBR
Premix主要购自日本TaKaRa公司；TRIzol购自美国

Invitrogen公司；蛋白酶K购自上海生工生物工程技

术服务有限公司；DNA Marker DL2000、RIPA蛋白裂

解液、PMSF蛋白酶抑制剂、5×电泳上样缓冲液购自

上海碧云天公司；BCA蛋白浓度测定试剂盒购自美

国 Thermo公司；蛋白marker购自美国 Fermentas公
司；PVDF膜购自美国Millipore公司。引物由上海

Invitrogen公司合成（表1）。

1.2 方法

1.2.1 小鼠基因型鉴定

PCR鉴定小鼠的基因型：剪取 14日龄小鼠鼠

尾，通过酚氯仿法提取基因组 DNA，ddH2O溶解，

4 ℃保存。普通 PCR及琼脂糖凝胶电泳鉴定其基

因型。PCR 引物为：HSD1（1）、HSD1（2）、HSD1
（3）、Cre⁃tF、Cre⁃tR，反应体系为 20 μL，反应条件：

95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 30 s，40个循环；72 ℃延伸 3 min，4 ℃保

存。PCR反应终产物 10 μL进行琼脂糖凝胶电泳

鉴定小鼠基因型。

QRT⁃PCR检测脂肪组织11β/HSD1 mRNA的表

达：随机选取8周龄PCR鉴定的Fabp⁃11β/HSD1-/-小

鼠及同窝阴性对照C57BL /6J小鼠，通过颈椎脱臼法

处死后，取其脂肪组织，做好标记，立即冻存于液氮

保存。每种基因型随机取3只采用TRIzol法提取总

RNA［D（260 nm）/D（280 nm）比值 1.8~2.0］，然后逆

转录合成cDNA，放于4 ℃保存。定量PCR检测脂肪

组织中 11β/HSD1基因的表达情况。PCR反应体系

20 μL，反应程序：95 ℃预变性10 min；95 ℃变性15 s、

表1 脂肪组织特异性敲除11β/HSD1小鼠鉴定引物序列

Table 1 Primer sequences specific for the identification
of adipocyte⁃specific⁃11β/HSD1 knockout mice

引物名称

HSD1（1）
HSD1（2）
HSD1（3）
Cre⁃tF
Cre⁃tR
11β/HSD1⁃F
11β/HSD1⁃R
GAPDH⁃F
GAPDH⁃R

引物序列（5′→3′）
CTGGGAGCTTGCTTACAGCATCA
CATTCTCAAGGTAGATTGAACTCTG
AGTCCATGCAATCAACTTCTCGTC
TGCCACGACCAAGTGACAGCAATG
ACCAGAGACGGAAATCCATCGCTC
AGGTCCCTGTTTGATGGCA
CTGGCAGTCAATACCACATGG
TGTGTCCGTCGTGGATCTGA
CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT
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55 ℃退火30 s、72 ℃延伸1 min，40个循环。反应结

束后得到CT值。

Western blot 检测小鼠 11β/HSD1 蛋白水平的

表达：提取 Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠及 C57BL/6J小鼠

脂肪组织蛋白质，BCA 法测定总蛋白浓度，再以

4∶1比例与 Buffer混合，95 ℃变性 10 min，常规行

10%SDS⁃PAGE凝胶电泳后转膜（95 V，90 min），用

5%脱脂奶粉的TBST室温振摇封闭 2 h。分别加入

一抗 11β/HSD1抗体、β⁃actin抗体，4 ℃过夜。TBST
洗涤，10 min × 3次，加入相应的二抗，室温振摇孵

育 2 h，TBST洗涤，10 min×3次。ECL化学发光法

曝光显色。

1.2.2 建立小鼠DIO模型

分别取 5只雄性 5周龄C57BL/6J小鼠和 5只雄

性5周龄Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠，给予12周高脂饮食

（HFD），饲养于江苏省动物实验中心，饲养条件符合

小鼠生活习性，每周称量体重，持续12周。

1.2.3 葡萄糖耐量试验（IPGTT）和胰岛素耐量实验

（ITT）
小鼠喂养 5周后，禁食过夜，第 2天进行 IPGTT

试验，经腹腔注射葡萄糖（20%，2 g/kg），分别于注射

前和注射后15、30、60和120 min用血糖仪经尾静脉

采血监测血糖变化。

小鼠喂养 6周后，禁食过夜，第 2天进行 ITT试

验，经腹腔注射胰岛素（1 U/kg），分别于注射前和注

射后15、30、60和120 min用血糖仪经尾静脉采血监

测血糖变化。

1.2.4 糖脂代谢指标测定

小鼠喂养 12周后，进行实验动物麻醉，眼球穿

刺取血，冰上静置 15 min，以 4 ℃，3 000 r/min离心

20 min后取上清，采用全自动生化分析仪，测定空腹

血糖（GLU）、甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、肌酐

（Cr）、尿素氮（BUN）等糖脂代谢相关指标。

1.2.5 脂肪组织相关处理

处死小鼠后取脂肪组织，标本分别做：①脂肪

组织称重；②石蜡切片 HE 染色；③QRT⁃PCR 和

Western blot检测PPAR⁃γ、C/EPB⁃α的表达。

1.3 统计学方法

所得数据均以均数±标准差（x ± s）表示。QRT⁃
PCR反应结束后通过分析CT值，所得值以内参GAP⁃
DH标化后计算 2-ΔΔCT 定量结果。输入 SPSS 22.0软

件进行数据分析。输入GraphPad Prism 5软件进行

作图。采用双侧 t检验和单因素方差分析，P ≤ 0.05
表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PCR鉴定脂肪组织特异性敲除11β/HSD1小鼠

基因型

剪取14日龄小仔鼠尾，通过酚氯仿法提取鼠尾

DNA进行鉴定（部分结果见图 1）。464、466、468、
469、471、472、474为 Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠，473为

Fabp⁃11β/HSD1+/-小鼠。

2.2 小鼠脂肪组织11β/HSD1基因的转录及其蛋白

水平的表达

提取小鼠脂肪组织的RNA和蛋白质，通过QRT
⁃ PCR 和 Western blot 技术鉴定脂肪组织中 11β/
HSD1的表达情况，可以看出Fabp⁃11β/HSD1+/-小鼠

11β/HSD1 表达明显少于对照的正常小鼠，Fabp⁃
11β/HSD1-/-小鼠11β/HSD1表达量非常少（图2）。
2.3 高脂饮食对两组小鼠体重及脂肪湿重的影响

称量两组小鼠的原始体重后分别开始喂食高

脂饮食，每周称重以观察体重变化（图 3A）。Fabp⁃
11β/HSD1-/-小鼠与正常对照小鼠体重变化无明显

差异。处死小鼠后，取腹部及皮下脂肪，称取其重

量。两组小鼠脂肪湿重也无明显差异（图3B）。

463 464 465 466 467 468 469 470 471 472 473 474 475 P B6 N

A
463 464 465 466 467 468 469 470 471 472 473 474 475 P B6 N

B
463 464 465 466 467 468 469 470 471 472 473 474 475 P B6 N

C
A：HSD1（2）+HSD1（3）引物（172 bp）可识别野生型（于138 bp处

出现单一条带）、纯合子（于172 bp处出现单一条带）、杂合子（于138
bp和 172 bp处同时出现两条条带）；B、C：HSD1（1）+HSD1（3）引物

（242 bp）及Cre引物（377 bp）可识别脂肪组织特异性敲除11β/HSD1
基因型小鼠。B6：阴性对照C57BL/6J，为B6基因组DNA；P：阳性对

照；N：空白对照。

图1 脂肪组织特异性敲除11β/HSD1小鼠PCR鉴定结果

Figure 1 PCR identification for adipocyte ⁃ specific ⁃ 11β/
HSD1 knockout mice

··466



2.4 高脂饮食对两组小鼠糖脂代谢相关生化指标

的影响

Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠空腹血糖明显低于对照

组，差异有统计学意义（P＜0.05）；而甘油三酯、总胆

固醇、尿素氮、肌酐各组无显著差异（P＞0.05，表2）。
2.5 高脂饮食诱导的肥胖对糖耐量及胰岛素敏感

性的影响

IPGTT结果表明腹腔注射高浓度葡萄糖溶液

后，正常C57BL/6小鼠血糖值在 30 min后达到血糖

高峰。但是，Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠在15 min达到血

糖高峰值后立刻下降（图4A）。ITT结果表明腹腔注

射胰岛素溶液后，两组小鼠血糖变化值没有明显差

异（图4B）。

2.6 高脂饮食下两组小鼠脂肪组织的病理学改变

通过对比两组小鼠脂肪组织的HE染色切片后

可以看出，脂肪组织特异性敲除 11β/HSD1小鼠的

脂肪空泡明显小于正常C57BL/6小鼠（图5）。
2.7 高脂饮食下两组小鼠脂肪组织中11β/HSD1及

糖脂代谢相关因子的蛋白表达情况

取脂肪组织，通过QRT⁃PCR和Western blot技

A：QRT⁃PCR检测脂肪组织中 11β/HSD1 mRNA相对表达量，与

C57BL/6J 小鼠比较，*P＜0.05（n=3）；B：Western blot检测脂肪组织蛋

白中11β/HSD1的表达。

图2 不同基因型小鼠脂肪组织11β/HSD1 mRNA相对表达

量及蛋白表达

Figure 2 The expression of 11β/HSD1 in adipocyte of dif⁃
ferent mice

C57BL/6J Fabp⁃11β/HSD1+/- Fabp⁃11β/HSD1-/-
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A：高脂饮食喂养下两种基因型小鼠体重的变化；B：高脂饮食喂

养下两种基因型小鼠脂肪湿重的变化（n=5）。
图3 高脂饮食对小鼠体重及脂肪湿重的影响

Figure 3 Effects of HFD on body weight and visceral adi⁃
pocyte lipid accretion
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表2 高脂饮食对糖脂代谢相关生化指标的影响

Table 2 Effects of HFD on glycolipid metabolism related
biochemical indicators

与C57BL/6J 小鼠比较，*P＜0.05（n=5）。

生化指标

空腹血糖

甘油三酯

胆固醇

尿素

肌酐

C57BL/6J
12.13 ± 0.90
01.18 ± 0.38
04.65 ± 1.15
07.62 ± 0.63
28.20 ± 3.27

Fabp⁃11β/HSD1-/-

09.14 ± 0.49*

01.35 ± 0.14*

05.63 ± 0.51*

06.96 ± 1.44*

25.00 ± 4.85

（mmol/L，x ± s）

A：小鼠喂养 5周后进行腹腔葡萄糖耐量试验（IPGTT），尾静脉

取血测血糖值，组间比较，*P＜0.05（n=5）。B：小鼠喂养6周后进行胰

岛素耐量试验（ITT），尾静脉取血测血糖值（n=5）。
图4 饮食诱导的肥胖对糖耐量及胰岛素敏感性的影响

Figure 4 Effects of DIO on IPGTT and IRT
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术检测脂肪组织中11β/HSD1 的表达情况。结果显

示，高脂饮食下 Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠的 11β/HSD1
表达量明显少于正常C57BL/6小鼠组；糖脂代谢相

关的重要转录因子PPAR⁃γ、C/EPB⁃α在脂肪组织中

的表达与11β/HSD1的变化趋势一致（图6）。
3 讨 论

许多代谢异常疾病如肥胖、高血压、高血脂、高

血糖等患者血中的糖皮质激素水平都很高［8］。常用

BA

50 kDa
30 kDa
32 kDa
43 kDa

C/EBP⁃α
PPAR⁃γ

11β/HSD1
β⁃actin

C57BL/6J Fabp⁃11β/HSD1-/-

A：QRT⁃PCR检测脂肪组织中 11β/HSD1、PPAR⁃γ、C/EPB⁃α mRNA相对表达量，*P＜0.05（n=3）；B：Western blot检测脂肪组织蛋白中 11β/
HSD1、PPAR⁃γ及C/EPB⁃α的表达。

图6 两组小鼠脂肪组织中11β/HSD1及糖脂代谢相关因子的蛋白表达情况

Figure 6 Expressions of 11β/HSD1，PPAR⁃γ and C/EPB⁃α in adipose tissue of DIO mice
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图5 DIO小鼠脂肪组织的病理学改变（×200）
Figure 5 HE staining of adipocyte from DIO mice（×200）

C57BL/6J（HFD） Fabp⁃11β/HSD1-/-（HFD）

糖皮质激素治疗炎症的患者也会产生许多像肥胖、

胰岛素抵抗、血脂异常等不良反应［11］。11β/HSD1在
体内的主要作用是将无活性的糖皮质激素激活使

其发挥作用，而改变糖皮质激素活性对影响脂肪组

织分布和胰岛素敏感性至关重要［12］。有活性的氢

化可的松能促进前体脂肪细胞分化、促进脂质在细

胞内聚集［13］。

脂肪组织堆积包括脂肪细胞体积增大和脂肪

细胞数量增多［14］。脂质的形成分细胞增殖和脂肪

细胞分化两个过程。脂肪细胞分化包含 3个阶段，

分别是前体脂肪细胞生长停滞后融合，诱导分化下

无性扩增以及终末分化。多种转录因子尤其是

PPAR⁃γ和C/EPB⁃α在脂肪细胞的分化过程中发挥

极其重要的作用，监控整个终末分化阶段［15-16］。

11β/HSD1 同样具有促进脂肪细胞分化的作

用［17］。PPAR⁃γ不仅可以调控细胞由增殖生长过程

向脂肪细胞分化过程转变，还可作为胰岛素抵抗的

标志基因［18-19］。已有文献报道在脂肪组织中，11β/
HSD1可以通过 JNK通路调控胰岛素抵抗［20］。C/
EPB家族的转录因子直接调控 11β/HSD1在体内的

转录，C/EPB⁃α可以促进 11β/HSD1 的表达［21- 22］。

从前体脂肪细胞分化为成熟脂肪细胞的过程中，

11β/HSD1的表达与 PPAR⁃γ和 C/EPB⁃α一样显著

增加［19］。高脂饮食是引起人类肥胖及产生胰岛素

抵抗的非常重要的原因，所以我们建立DIO模型观

察高脂饮食下两组小鼠糖脂代谢的变化情况。脂

肪细胞的体积是由前体脂肪细胞向成熟脂肪细胞

分化程度决定的。本实验中，Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠

脂肪细胞体积比正常 C57BL/6 小鼠组小。Fabp⁃
11β/HSD1-/-小鼠脂肪组织中PPAR⁃γ、C/EPB⁃α的表

达量均低于对照组。Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠的空腹

血糖和 IPGTT结果也表明该组小鼠的胰岛素敏感性

高于正常C57BL/6小鼠。结果说明，11β/HSD1通过

调控PPAR⁃γ和C/EPB⁃α参与调节脂肪细胞分化，从

而参与脂质形成和胰岛素抵抗。小鼠脂肪组织特

异性敲除11β/HSD1后，脂肪细胞变小，胰岛素抵抗

也得到了改善。Fabp⁃11β/HSD1-/-小鼠和C57BL/6J
小鼠在同时高脂喂养条件下，体重变化、脂肪湿重、

一些生化指标和 ITT无明显差异，可能是因为小鼠

只是脂肪组织特异性敲除了11β/HSD1，小鼠许多代

谢指标的改变受整个机体的影响，具体原因还有待

进一步分析。

综上所述，11β/HSD1对脂肪细胞的分化起到一

定作用，敲除 11β/HSD1可以对胰岛素敏感性产生

有益影响。11β/HSD1与肥胖及胰岛素抵抗更为深

层的分子机制仍有待具体研究。11β/HSD1有望为
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防治肥胖及胰岛素抵抗等更多代谢异常疾病提供

新思路。
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