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【摘 要】目的: 通过模式动物研究溶酶体膜蛋白 Sidt2 与糖代谢的关系。方法: 利用 LoxP-Flox-LoxP 系统，通过基因重组及打

靶技术获得 Sidt2 剔除小鼠模型。检测成年小鼠的空腹血糖及葡萄糖耐量，评估 Sidt2 基因剔除对小鼠糖代谢的影响。同时通

过 HE 染色观察 Sidt2-/-小鼠胰岛形态结构改变。结果: 通过对 Sidt2 剔除模型小鼠的 Sidt2 mＲNA 及蛋白水平鉴定，确定 Sidt2
基因剔除小鼠模型成功构建。对小鼠末梢血糖检测发现，Sidt2-/-成年小鼠表现出空腹血糖增高及糖耐量受损的糖尿病表现。
对 Sidt2-/-小鼠胰岛形态检测发现，其胰岛出现结构紊乱，胰岛空泡变性及部分细胞出现肥大等病理改变。结论: 溶酶体膜蛋

白 Sidt2 与糖代谢密切相关。
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Effects of lysosomal membrane proteins Sidt2 on glucose metabolism
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【Abstract】Objective: To discover the relationship between lysosome membrane protein Sidt2 and glucose metabolism through model animal． Methods:

Sidt2 knockout mouse models were obtained by using LoxP-Flox-LoxP system，which based on the technologies of genetic recombination and gene targeting．

By Fasting glucose and glucose tolerance test，the effects of Sidt2 deficiency on glucose metabolism were observed in Sidt2-/-mice． Furtherly，we analyzed

the morphology change in Sidt2-/-mice islets，by hematoxylineosin staining． Ｒesults: Sidt2 knockout mice were produced successfully and verified by the

analyzing the mＲNA and protein expression of Sidt2． By peripheral blood glucose detecting，adult Sidt2-/-mice showed increased fasting glucose and im-

paired glucose tolerance． The pathology changes including disorder structure itself，islet cavity change and hypertrophic islet cells were also shown in

Sidt2-/-deficiency mice at 12 months age，whereas the cotemporary controls showed normal islets． Conclusion: Lysosomal membrane protein Sidt2 is close-

ly related to the glucose metabolism．

【Key words】lysosome membrane proteins; Sidt2; glucose metabolism; diabetes mellitus

传统观点一直认为溶酶体只是细胞的垃圾处理

厂，参与细胞对老旧物质的消化和处理，并将处理后

产物重新输出，为细胞新陈代谢所用［1 － 2］。后来随

着对溶酶体认识的深入，我们发现溶酶体的作用远

不止如此，其还参与细胞的信号转导，参与细胞外膜

的修复，参与凋亡、自噬的调控［3］。但对于溶酶体

与糖尿病及胰岛 β 细胞的关系，一直少有人研究。
Sidt2( SID1 transmembrane family，member 2 ) 是我们

前期新发现的溶酶体膜蛋白［4］，对其功能一直不清

楚［5］。通过模式动物模型的建立，可以很好地去研

究某个蛋白质或基因的功能。本研究我们通过条件

性基因剔除技术，建立了 Sidt2 基因剔除小鼠模型，
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并发现作为溶酶体膜蛋白，Sidt2 与血糖代谢密切

相关。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 实验所用 129Sv 小鼠购自上海斯

莱德动物中心; Cre 小鼠购自南京大学模式动物研

究所。所有动物实验均得到皖南医学院弋矶山医院

动物伦理委员会的批准。
1． 2 Sidt2 剔除小鼠模型制备 小鼠 Sidt2 基因由

小鼠基因文库得到。其背景资料如下: Sidt2 Ensem-
bl Gene ID: ENSMUSG00000034908，http: / /www． en-
sembl． org / index． html。利 用 pBＲ322 质 粒 构 建

Sidt2-ABＲLFn-pBＲ322 打靶载体。打靶载体融合进

可被 Cre 酶识别的 LoxP-Flox-LoxP 系统 ( Flox 区为

Sidt2 基因 2 号外显子) ，经酶切分析和测序正确无

误后，将 Not Ⅰ线性化的载体电转化入小鼠胚胎干

细胞( ES，CJ17 ) 。挑选经 G418 和 Ganciclivor 筛选

的阳性克隆并经鉴定后，通过囊胚腔显微注射操作

制备嵌合体小鼠( 由上海南方模式动物中心协助完

成) 。嵌合雄鼠通过进一步繁育得到杂合子小鼠，

并通过与 Cre 小鼠交配可得到 Sidt2 基因 2 号外显

子缺失的杂合 Sidt2-/ + 小鼠，子代进一步繁育可得

Sidt2-/-纯合子小鼠，用于后续实验，鉴定至少用到 2
对引物。
1． 3 ＲNA 和蛋白水平检测 Sidt2 基因 mＲNA 水

平检测，通过 ＲT-PCＲ( 逆转录 PCＲ) 检测，方法参见

文献［4］。引物序列: 上游引物，5'-ATGTGGTGGTG-
GTAGTGAAG-3'; 下 游 引 物，5'-AGATACACCAC-
CACCATCAC-3'，退火温度 56°。Sidt2 蛋白水平检

测，利用特异性抗 Sidt2 的多克隆抗体( Abcam) 进行

western blotting 免疫印迹检测，方法参见文献［4］。
1． 4 胰岛 HE 染色 采用病理学常规石蜡切片，

同龄同窝出生野生小鼠为对照，染色方法参照常规

HE 染色步骤，具体参见文献［6］。
1． 5 小鼠末梢血糖监测及葡萄糖耐量实验 空腹

血糖检测: 小鼠第 1 晚 10 点后禁食，第 2 天上午 8
点，采用美国强生( 稳豪型) 血糖仪检测小鼠鼠尾末

梢血糖。空腹时间参照前述。IPGTT ( 经腹注射的

葡萄糖耐量实验) 在小鼠空腹 10 ～ 12 h 时进行，按

1． 5 g /kg，根据体质量给予腹腔注射葡萄糖，并分别

在注射后0 min、30 min、60 及 120 min 时间段检测鼠

尾末梢血糖。
1． 6 统计学分析 所有计量资料用均数 ± 标准差

表示。各组不同时点比较采用 F 检验，两组间同一

时点数据比较采用 t 检验。P ＜ 0． 05 表示统计学有

差异。

2 结果

2． 1 Sidt2 基因剔除小鼠模型构建 小鼠 Sidt2 基

因( Ensembl Gene ID: ENSMUSG00000034908) ，定位

于染色体 9A5． 2 区带，在哺乳动物中高度保守，有

26 个外显子，分别编码 853，832 个氨基酸残基的多

重跨膜蛋白质，其中 2 号外显子为两种可变剪切所

共有。所以本模型以 2 号外显子为剔除对象，利用

同源重组及基因打靶技术，在 2 号外显子两端插入

可被 Cre 酶特异性识别的 LoxP 序列图( 图 1A) ，得

到杂合子后，利用 Sidt2Flox /-小鼠与 Cre 小鼠交配，

得到 2 号外显子缺失的 Sidt2-/ + 杂合子小鼠，杂合

子小鼠之间雌雄相互交配可得到 Sidt2-/-纯合子剔

除小鼠。当 2 号外显子缺失后，会造成移码突变而

阻止 Sidt2 蛋白的翻译，达到基因敲除的目的。本研

究通过前面的技术成功构建了 Sidt2Flox /-模型小鼠

( 图 1B) ，并进一步通过 Cre 酶作用得到了 Sidt2-/ +
小鼠( 图 1B) ，在此基础上进一步利用 Sidt2-/ + 小

鼠互交得到子代 Sidt2-/-小鼠( 图 1C) 。经 ＲNA( 图

1D) 和蛋白质 ( 图 1E) 水平验证，Sidt2 基因剔除小

鼠模型成功建立。

A． 打靶载体构建策略; B． Sidt2Flox /-及 Sidt2 + /-尾基因型鉴定;

C． 纯合子 Sidt2-/-小鼠尾基因鉴定; D． ＲNA 水平验证; E． 蛋白质水

平验证

图 1 Sidt2 基因剔除小鼠模型建立及鉴定

Fig 1 Generation and verification of Sidt2 conditional knockout
mice

2． 2 Sidt2 剔除后对小鼠糖代谢的影响 Sidt2 基

因剔除小鼠获得后，我们进行了一系列的表型分析，

结果发现 Sidt2 剔除小鼠的一个重要特点是对糖代

谢的影响。我们通过末梢血糖检测，发现在 3 月龄

左右成年小鼠表现出明显的空腹血糖增高和葡萄糖

耐量减低，在雄性 Sidt2-/-小鼠，其空腹血糖为( 6． 06
± 0． 93) mmol /L，而对照组 Sidt2 + / + 小鼠为( 4． 90
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± 0． 48 ) mmol /L，差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( t =
－ 3． 023，P ＜ 0． 05 ) ，见图 2。同样通过经腹腔注射

葡萄糖负荷实验检测表明，在雄性 Sidt2-/-小鼠糖负

荷后 0 min、30 min、60 及 120 min 血糖分别为( 5． 82
± 1． 0 ) mmol /L、( 16． 9 ± 3． 13 ) mmol /L、( 13． 2 ±
2． 27) mmol /L 及( 9． 8 ± 1． 32 ) mmol /L( F = 35． 75，

P ＜ 0． 001) ，较对照的 Sidt2 + / + 小鼠组的( 4． 68 ±
0． 76 ) mmol /L、( 12． 1 ± 2． 28 ) mmol /L、( 9． 0 ±
1． 47) mmol /L 及( 6． 3 ± 1． 38) mmol /L( F = 30． 96，P
＜ 0． 001) 血糖水平均明显增高，差异具有统计学意

义( P ＜ 0． 05，或 P ＜ 0． 01) ，见表 1。

表 1 两组小鼠 IPGTT 糖负荷结果比较( mmol /L，n = 7)

Tab 1 The analysis of IPGTT in Sidt2-/-and Sidt2 + / + mice( mmol /L，n = 7)

组别 0 min 30 min 60 min 120 min F 值 P 值

实验组 5． 82 ± 1． 0 16． 9 ± 3． 13 13． 2 ± 2． 27 9． 8 ± 1． 32 35． 75 0． 000
对照组 4． 68 ± 0． 76 12． 1 ± 2． 28 9． 0 ± 1． 47 6． 3 ± 1． 38 30． 96 0． 000
t 值 2． 40 3． 27 4． 10 4． 90
P 值 0． 034 0． 007 0． 001 0． 000

与 sidt2 + / + 比较，* P ＜ 0． 05，＊＊ P ＜ 0． 01，n = 7

图 2 Sidt2 剔除小鼠的空腹末梢血糖分析( 3 月龄小鼠)

Fig 2 The analysis of fasting peripheral blood glucose in Sidt2
deficiency mice( three months age)

2． 3 Sidt2 基因剔除后胰岛形态变化 Sidt2 基因

剔除后，是否会对小鼠胰岛形态产生影响。为此我

们从 2 月龄开始分别检测了不同年龄 Sidt2-/-小鼠

胰岛 的 形 态 变 化，有 趣 的 是，在 早 期 3 ～ 6 月 龄

Sidt2-/-小鼠，胰岛形态主要表现出肥大 ( 结果另文

待发表) ，而对更年长的 12 月龄以上的小鼠胰岛观

察，结果发现 Sidt2-/-小鼠胰岛表现出形状欠规则，

结构紊乱。在 Sidt2-/-小鼠胰岛，可见外分泌腺向胰

岛内入侵增加，胰岛细胞排列紊乱，透明变性增加

( 三角箭头示，图 3B-1) ，并可见肥大的细胞( 图 3A-
1，箭头示) ，具体见图 3A-1、3B-1。而野生同龄对照

组小鼠则未发现上述改变( 图 3A-2、3B-2) 。

3 讨论

随着社会经济的发展，糖尿病的发病率正逐年

提高，据世界卫生组织不完全统计，截止到 2013 年，

全球已确诊糖尿病人数超过 3 亿人［7］，糖尿病已成

为仅次于肿瘤、心脑血管疾病之后，严重威胁人类健

康的第三大类疾病。目前对糖尿病的治疗，仍停留

在控制血糖，控制症状的三级治疗水平［8］，而且治

疗效果有时并不理想。因此如果想在糖尿病的治疗

领域有所突破，必须要深入了解糖尿病发病机制，从

而有可能为我们对糖尿病提出更为有效精准的分

型，以利于我们的精准化、个体化治疗，提高糖尿病

的综合治疗效果。

A． 小鼠胰岛 HE 染色 ( 1 为 Sidt2-/-小鼠，2 为 Sidt2 + / + 小鼠，×
200) ; B． 为局部放大的图片( × 400)

图 3 小鼠胰岛形态学检测

Fig 3 Morphological detection of mice islet

可喜的是，目前对糖尿病发病机制的研究已经

取得了一定的进展，其机制的研究已经深入到分子

和基因水平。现在，对部分类型糖尿病的发病机制

已经较为清楚，比如线粒体基因突变糖尿病［9 － 10］，

成人发病型糖尿病( maturity onset diabetes in young，

MODY) ［11］，但是对于 2 型糖尿病和 1 型糖尿病，其

发病机制仍未弄清。目前认为胰岛素抵抗和胰岛素

受体及受体后效应的缺陷可能是 2 型糖尿病的发病

主因。而受体前的研究却较少引人关注，这部分其

实包含了一个广阔的信号链，如胰岛素的合成，胰岛

素分泌颗粒( 分泌小泡) 的包装，分泌小泡与膜的融

合，胞吐等环节，上述环节的变化也会直接影响到胰

岛素分泌并导致血糖代谢紊乱。此外胰岛细胞自身

的凋亡、自噬也开始引起学界的关注，但仍缺乏系统
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性的阐述。
溶酶体作为细胞的亚细胞器，对细胞的代谢尤

为重要。传统的观念认为，溶酶体只是细胞处理废

弃物 的 一 个 垃 圾 场，对 其 作 用 的 重 要 性 有 所 忽

略［1］。其实越来越多的研究表明溶酶体不仅参与

细胞代谢废物的处置，也参与到细胞的信号转导、膜
的修复以及参与物质的交换。同样，溶酶体在糖尿

病中的作用，以及在胰岛 β 细胞功能中的作用也一

直被忽视。在形态上，溶酶体与胰岛分泌小泡 ( 胰

岛素分泌颗粒) 有着极高的相似性，比如他们都是

单层膜包绕，都需要酸性的 pH 值环境才能发挥作

用。在发生上，两者也都是从内质网出膜形成，更为

重要的是，它们都在细胞内参与了物质的运输。而

在糖尿病的发病机制研究中，溶酶体与胰岛素分泌

小泡的这种相似性却很少引起关注，溶酶体及溶酶

体相关膜蛋白与糖尿病的关系也被学界长期忽视。
事实上，已有研究表明，有溶酶体相关蛋白的功能障

碍会导致小鼠出现糖尿病［12 － 13］，这无疑提醒了我们

这两者之间可能存在的特殊关系。
Sidt2 是我们前期新发现的溶酶体膜蛋白，但对

于其功能一直不清楚［4］。本研究中，基于条件性基

因剔除技术［14 － 15］，我们通过基因打靶及同源重组获

得了 Sidt2Flox /-小鼠，并通过与 Cre 小鼠繁育得到

了 Sidt2 + /-杂合子小鼠，进一步通过子代繁育出

Sidt2-/-小鼠模型，并通过基因及蛋白质水平验证表

明 Sidt2 剔除模型成功建立。利用该模式小鼠，我们

发现 Sidt2 对血糖代谢尤为重要，在成年 Sidt2-/-小
鼠( 3 月龄左右) ，其血糖代谢明显受到影响，其空腹

血糖及糖负荷后血糖较同龄对照组小鼠明显增高

( 图 2、表 1) 。形态影响功能，既然 Sidt2-/-小鼠糖代

谢表现出异常，那么其胰岛是否有形态学的变化呢，

我们对此也做了观察，在早期 3 ～ 6 月龄，剔除小鼠

胰岛表现出肥大( 结果另文待发表) ，而在 12 月龄

以后，则表现出胰岛细胞的排列紊乱，空泡变性增

多，以及部分肥大的胰岛细胞( 图 3) ，这也正好解释

了 Sidt2-/-小鼠血糖升高的原因。因此，通过本研

究，我们可以看出作为一个新发现的溶酶体膜蛋白，

Sidt2 与糖代谢密切相关。而溶酶体及相关膜蛋白

与糖尿病及胰岛细胞的关系更需要我们进一步深入

发掘，这将为我们对糖尿病的发病机制研究增加新

的内容和活力，有利于从发病机制对糖尿病进行精

准的分型并指导治疗。
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