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摘要      糖尿病的关键特征是葡萄糖和脂质代谢紊乱。目前, 糖尿病已成为沉重的全球疾病负

担。越来越多的证据表明, 腺苷系统在调节胰岛素和葡萄糖平衡中发挥关键作用。腺苷是一种重

要的细胞代谢调节剂, 通过激活G蛋白偶联受体和核苷转运体参与能量代谢、免疫调节、氧化应

激等多个生理病理过程。然而, 腺苷在肝脏糖异生调控中的角色尚未被阐明。该文从多层面验证

了腺苷通过核苷转运体(equilibrative nucleoside transporter, ENT)转运入胞内后对胰高血糖素刺激

引起的肝脏糖异生通路的影响。结果显示, 在体内模型中, 外源性腺苷显著抑制小鼠血糖升高。在

细胞模型中, 腺苷以剂量依赖的方式抑制肝脏糖异生进而降低葡萄糖输出水平, 且无细胞毒性。肝

脏组织及细胞中ENT广泛表达, 其中1型核苷转运体(equilibrative nucleoside transporter 1, ENT1)介
导了腺苷抑制的肝糖输出。此外, 腺苷介导的糖异生抑制并非依赖于AMP依赖的蛋白激酶[adenos-
ine 5’-monophosphate (AMP)-activated protein kinase, AMPK]通路的激活。最后发现, 细胞外腺苷刺

激后, 细胞内的环磷酸腺苷(cyclic adenosine monophosphate, cAMP)浓度显著降低, 磷酸化蛋白激酶

A(phospho-protein kinase A, p-PKA)下游蛋白表达受抑制, 细胞糖输出能力显著下降, 该抑制作用可

被ENT抑制剂有效逆转, 但不能被AK抑制剂削弱。以上结果表明, 细胞外腺苷通过ENT1转移入胞

内后, 抑制AC活性, 从而抑制cAMP合成和p-PKA底物蛋白的表达, 抑制肝脏糖异生功能, 最终降低

糖输出水平。
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Abstract       Diabetes mellitus, which is characterized by disorders of glucose and lipid metabolism, has 
become a heavy global disease burden. Increasing evidences suggest that the adenosine system plays a key role in 
regulating insulin and glucose homeostasis. Adenosine is an important regulator of cellular metabolism and is in-
volved in several physiopathological processes such as energy metabolism, immune regulation, and oxidative stress 
through activation of G protein-coupled receptors and nucleoside transporters. However, the role of adenosine in the 
regulation of hepatic gluconeogenesis has not been elucidated. This article verified the regulatory effect of adenos-
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ine on glucagon stimulated hepatic gluconeogenesis pathway after its transfer into the cytosol via ENT (equilibrative 
nucleoside transporter) at multiple levels. The results showed that exogenous adenosine inhibited blood glucose 
elevation in mice. In a cellular model, adenosine inhibited hepatic gluconeogenesis and thereby reduced glucose 
output in a dose-dependent manner with minimal cytotoxicity. The ENT was widely expressed in liver tissues and 
cells, and the ENT1 mediated the hepatic glucose output inhibited by adenosine. Furthermore, adenosine-mediated 
inhibition of gluconeogenesis was not dependent on activation of the AMPK pathway. After extracellular adenosine 
stimulation, the intracellular cAMP concentration was significantly reduced, the expression of phosphorylated PKA 
downstream proteins was significantly inhibited, and the cellular glycolytic output capacity was significantly re-
duced, and this inhibition could be attenuated by ENT inhibitors but not by adenosine kinase inhibitors. The results 
showed that the transfer of extracellular adenosine into the cell via the nucleoside transporter ENT inhibited adenyl-
ate cyclase activity, which in turn inhibited cAMP synthesis and the expression of phosphorylated PKA substrate 
proteins, inhibited hepatic gluconeogenesis, and ultimately reduced glucose output.

Keywords       adenosine; hepatic gluconeogenesis; ENT; cAMP/PKA; adenylyl cyclase

2型糖尿病(diabetes mellitus type 2, T2DM)患病

率逐年攀升 , 是全球亟待解决的重要公共卫生问题 , 
预计到2050年, 全球糖尿病患者将达13.1亿 [1]。最近

的流行病学统计显示 , 有超过四分之一的糖尿病新

发病例和五分之一的糖尿病死亡病例发生在中国[2]。

2型糖尿病患者空腹状态的高血糖主要是由于肝脏

胰岛素抵抗引发糖异生增加所致[3]。其中 , 糖异生

是维持空腹血糖的关键一环 , 承担了禁食后60%以

上的肝糖输出[4]。糖异生指的是在空腹状态下 (即
低葡萄糖水平 ), 非碳水化合物的前体在一系列酶

连反应的精密调控下生成葡萄糖的关键能量代谢

过程 [5]。肝脏葡萄糖生成 (包括肝糖原分解与糖异

生)占内源性葡萄糖生成的90%, 而肝糖调节失衡与

T2D的发生发展密不可分[6]。因此, 解析肝糖异生调

控机制可能为研发有效的 2型糖尿病治疗手段提供

新策略。

腺苷 , 即腺嘌呤核苷 , 是一种在细胞内外广泛

分布的核苷复合物 , 在多种生理调节和病理过程中

扮演重要角色 , 参与多个组织的能量生成、神经元

信号调控、炎症和肿瘤免疫。腺苷既可通过激活位

于细胞表面且与G蛋白偶联的4种腺苷受体 , 包括腺

苷A1受体 (A1 adenosine receptor, A1AR)、腺苷A2a
受体(A2a adenosine receptor, A2aAR)、腺苷A2b受体

(A2b adenosine receptor, A2bAR)和腺苷A3受体 (A3 
adenosine receptor, A3AR)，在细胞外发挥作用 , 也
可以通过浓缩型核苷转运体(concentrative nucleoside 
transporter, CNT)和平衡型核苷转运体 (equilibrative 
nucleoside transporter, ENT), 精密调控细胞内外腺

苷浓度 , 直接参与腺苷代谢或间接影响腺苷受体的

活性及表达 , 继而影响多种能量代谢信号通路 [7-10]。

既往研究发现 , 腺苷受体通过调控脑交感神经等途

径参与脂肪生成、葡萄糖代谢等 [11-12], 而独立于腺

苷受体的ENT/CNT也在调控细胞代谢中发挥着关

键作用 [13]。然而 , 腺苷在肝脏糖异生中的调控作用

仍有待探索。本研究以原代小鼠肝细胞、人胚肾

细胞HEK293T和野生型小鼠为研究对象 , 探究细胞

外腺苷通过1型核苷转运体 (equilibrative nucleoside 
transporter 1, ENT1)/环磷酸腺苷 (cyclic adenosine 
monophosphate, cAMP)/磷酸化蛋白激酶A(phospho-
protein kinase A, p-PKA)信号轴对肝糖异生的影响

及分子机理。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验细胞株      人胚胎肾HEK293T细胞购自

中国科学院细胞库。

1.1.2   主要试剂      DMEM培养基、M199培养基、

胎牛血清、胰岛素、地塞米松等购自美国Thermo 
Fisher公司; Ⅳ型胶原酶、糖输出试剂盒、胰高血糖

素、丙酮酸、腺苷和8-环戊-1,3-二甲基黄嘌呤(8-cy-
clopentyl-1,3-dimethylxanthine, 8-CPT)购自美国Sig-
ma-Aldrich公司 ; 佛司可林 (Forskolin)、S-(4-硝基苄

基)-6-硫肌苷[S-(4-nitrobenzyl)-6-thioinosine, NBTI]、
二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO)、ABT 702
二盐酸盐(ABT 702 dihydrochloride, ABT 702)、9-(四
氢 -2-呋喃 )腺膘呤 [9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9h-purin-
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6-amine, SQ22.536]和双嘧达莫 (dipyridamole, Dipy)
购自美国Selleck公司; CCK-8试剂盒、RIPA裂解液、

PMSF蛋白酶抑制剂、BCA定量试剂盒、Cocktail蛋
白酶抑制剂和Trizol试剂购自上海碧云天生物技术

有限公司 ; D-Hanks、Hanks溶液购自北京索莱宝科

技有限公司; cAMP试剂盒购自美国R&D Systems公
司 ; Phospho-PKA Substrate一抗、辣根过氧化物酶

标记的羊抗鼠 /兔抗体购自美国Cell Signaling公司 ; 
AMPK、GAPDH一抗购自美国Abcam公司。

1.2   方法

1.2.1   RT-PCR      在各组培养的小鼠原代肝细胞中

加入1 mL Trizol试剂 , 充分混匀后于室温放置5 min, 
加入200 μL氯仿, 振荡至成乳浊液后, 静置10 min, 以
12 000 r/min于4 °C离心15 min。转移上层水相, 并加入

250 μL异丙醇, 上下颠倒混匀后静置10 min, 然后以12 
000 r/min于4 °C离心10 min, 弃去上清。加入1 mL 75%
乙醇溶液, 混匀后以12 000 r/min于4 °C离心5 min。弃

去上清后将RNA沉淀在空气中干燥5 min, 然后加入

50 μL DEPC水溶解, 此为提取的总RNA溶液。随后

用NanoDrop紫外分光光度仪检测RNA浓度。按照

说明书的操作步骤用HiScript II Q RT SuperMix逆转

录试剂盒将RNA逆转录为cDNA, 并进行PCR扩增。

将PCR产物在1.0%琼脂糖凝胶上以100 V于TAE缓
冲液中电泳30 min。随后将凝胶置于凝胶成像系统

拍照。引物序列如下(表1)。
1.2.2   细胞培养      将含 0.5 mL细胞冻存悬液的冻存

细胞于37 °C温水中水浴2 min至融化后, 转移至15 mL

离心管中并添加5 mL培养液, 于800 r/min离心5 min后, 
置于含10%胎牛血清、1%青霉素−链霉素的DMEM
培养基中, 在37 °C、5% CO2的条件下培养。 
1.2.3   小鼠原代肝细胞的分离与培养      取6~8周龄

雌性C57BL/6鼠 , 禁食禁水3 h后 , 予异氟烷吸入麻

醉。75%酒精对小鼠进行体表消毒后, 打开腹腔, 钝
性游离胃周结缔组织, 暴露门静脉后, 用留置针于门

静脉处穿刺 , 进针 , 固定 , 用D-Hanks溶液进行灌注 , 
直至将肝脏内血流完全灌净为止 , 灌注过程可断续

性用棉签按压下腔静脉离断处 , 以充分充盈肝脏。

换用25 mL Hanks液 (含0.025% IV型胶原酶 )对肝脏

进行原位灌注与消化5 min, 消化期间可继续用棉签

按压下腔静脉离断处 , 以充分消化各叶肝脏及观察

肝脏消化状态。小心分离肝脏与周围结缔组织 , 并
剪除胆囊。轻柔取下肝脏后置于预冷的D-Hanks液
中 , 轻轻清洗后 , 轻柔地钝性敲碎肝组织。40 μm滤

网过滤。500 r/min、4 °C离心5 min, 弃去上清, 4 °C
预冷PBS清洗1次后, 用M199完全培养基(37 °C预热)
重悬并计数, 将细胞稀释至5×105/mL铺板。37 °C、5% 
CO2培养3 h后, 镜下观察细胞形态, 圆形透亮为活性

较好的肝原代细胞。PBS清洗后用M199完全培养基

重悬, 按实验需求铺板, 培养8 h后, 用药物处理细胞。

本研究涉及的动物实验经过复旦大学实验动物科学

部伦理委员会审查(批准号: 2019华山医院JS-153)
1.2.4   细胞活力测定      将小鼠肝原代细胞或者

HEK293T细胞计数后以3 000/孔的细胞数铺于96孔
板 , 在37 °C细胞培养箱中孵育过夜。然后用腺苷以

表1   RT-PCR检测相关基因表达引物序列

Table 1   Primer sequences for RT-PCR detection of indicated genes expression
基因名称

Gene
上游引物(5′→3′)
Forward sequence (5′→3′)

下游引物(5′→3′)
Reverse sequence (5′→3′)

ADORA1 GTG ATT TGG GCT GTG AAG GT AGT AGG TCT GTG GCC CAA TG

ADORA2A TGC AGA ACG TCA CCA ACT TC CAA AAC AGG CGA AGA AGA GG

ADORA2B GGC TAT GAT TGT GGG CAT CT GAC AAC TGA ATT GGC GTG TG

ADORA3 TCC CTG ATT ACC ACG GAC TC TCC TTC TGT TCC CCA CAT TC

ENT1 CTT GGG ATT CAG GGT CAG AA ATC AGG TCA CAC GAC ACC AA

ENT2 CAT GGA AAC TGA GGG GAA GA GTT CCA AAG GCC TCA CAG AG

ENT3 TTG GGCT CTG TAT GGG ACT C TTC TTC AGG ATG GGT CCA AG

ENT4 CCT CCT CGC CTT GGG TCC CTT GCT C CTG ATG CCC ATT AGC AGC GAG AAG AC

CNT1 TTT GCA GGC ATC TGT GTG TTC CTT GGC CAT GAC AGA GGC TGC GAT TAA

CNT2 AGG CCTGGA GCT CAT GGA AGT C GGC TCC CAT GAA CAC CCT CTT AAG

CNT3 TTG CAT TTA AGA TCC TGC CC CCT ATG AGT TTG GCG ACCAT

GAPDH GTG GCA AAG TGG AGA TTG TTG CGT TGA ATT TGC CGT GAG TG
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浓度梯度 (0~10 mmol/L)处理6~24 h。吸去培养基 , 
每个孔用100 μL新鲜培养基和10 μL CCK-8检测试

剂在 37 °C细胞培养箱中孵育 2 h。之后用酶标仪

测定波长在 450 nm处的吸光度 (D)值 , 计算细胞活

力 , 细胞活力 (%)=(腺苷处理的细胞 /未给药对照细

胞)×100%。

1.2.5   丙酮酸耐受实验(pyruvate tolerance test, PTT)
和胰高血糖素刺激实验 (glucagon stimulation test, 
GST)      6至8周龄的C57/BL6雄性小鼠被随机分为

两组, 禁食12 h。首先给小鼠注射60 mg/kg腺苷, 然
后在1 h后给予丙酮酸1剂量 , 之后通过尾静脉采样 , 
在初始治疗后的0、30、60、90、120、150、180和
210 min测量血糖水平。对于胰高血糖素刺激实验 , 
小鼠禁食6 h, 首先注射60 mg/kg腺苷 , 然后1 h后给

小鼠注射2 mg/kg胰高血糖素, 再在初始治疗后的0、
30、60、70、80和90 min测量血糖水平。

1.2.6   糖输出水平检测      将小鼠原代肝细胞和

HEK293T细胞在含有糖异生底物乳酸钠(20 mmol/L)
和丙酮酸钠 (2 mmol/L)的Krebs-Henseleit-HEPES培
养液中于37 °C培养箱中孵育6 h, 按照实验计划分别

添加相应实验组所需的药物如腺苷、Dipy、NBTI、
8-CPT、Forskolin、SQ22.536、ABT702等后 , 收集

上清液。将梯度稀释试剂盒提供的标准浓度葡萄糖

液体用作标准曲线的测绘。每孔加入 50 μL葡萄糖

反应液, 避光37 °C温箱放置反应30 min, 每孔100 μL 
6 mol/L浓硫酸中止后于 Infinite200 Pro酶标仪检测

波长在570 nm处的吸光度 (D)值。计算样本上清液

糖浓度。参照未添加药物处理组的糖浓度对各组

进行百分比标化, 即可得到每组的相对糖输出量。

1.2.7   免疫印迹      细胞收集后添加含PMSF抑制剂

和Cocktail蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液于冰上裂解

30 min, 以13 000 r/min、4 °C离心10 min, 收集上清

液通过BCA试剂盒进行蛋白定量。蛋白质与5× 蛋白

质上样缓冲液混匀后于100 °C金属浴中加热15 min, 
取30 μg/孔总蛋白上样 , 120 V恒压电泳后将蛋白转

移至PVDF膜上, 以200 mA恒流转膜。以5%脱脂奶粉

室温封闭1 h, TBST清洗后加入一抗Phospho-PKA Sub-
strate(1000 1׃)、AMPK(1000 1׃)、GADPH(1000 5׃)于
4 °C孵育过夜, TBST清洗后二抗(1000 3׃)室温孵育2 h, 
利用ImageQuant LAS 4000mini化学发光成像系统检

测蛋白表达。

1.2.8   酶联免疫吸附实验 (ELISA)检测 cAMP浓度      

收集细胞沉淀 , 用预冷PBS清洗3次 , 以试剂盒中的

细胞裂解液重悬为1×107细胞/mL。以反复冻融的方

式裂解细胞, 700 r/min、4 °C离心10 min, 取上清液。按

照试剂盒说明书配制cAMP标准品和样品稀释液。每

个孔中加入50 µL中和缓冲液 (neutralizing buffer)。在

NSB(non-specific binding)孔和B0孔加50 µL 0.1 mol/L 
HCl。分别取50 µL各浓度标准品溶液和样品稀释液

至相应孔中 , 再取50 µL HRP标记的cAMP工作液至

各孔中。取50 µL抗cAMP单克隆抗体工作液至各孔

中。在室温下 , 500 r/min振荡孵育2 h。弃去液体后 , 
用检测缓冲液 (assay buffer)反复清洗所有孔4次。取

150 µL底物溶液至各孔中 , 室温静置10 min左右。加

入50 µL终止液后 , 使用Infinite200Pro酶标仪测量波

长在450 nm处的吸光度 (D)值 , 计算浓度 , 最后以对

照组进行百分比标化得到相应浓度。

1.2.9   统计分析      本研究采用GraphPad Prism 8.0.1
软件进行数据统计和图表绘制, 最终结果以平均值±
标准差(x

_
±s)表示。两组之间数据分析采用独立样本

t检验 , 多组间比较采用单因素方差分析 , P<0.05表
示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   细胞外腺苷对血糖水平的调控作用

丙酮酸耐受实验和胰高血糖素刺激实验都是

经典的评估糖异生能力的检测方法 [14]。我们检测

了细胞外腺苷对禁食后小鼠体内葡萄糖生成的影

响。结果显示 , 注射丙酮酸后 , 对照组小鼠的血糖

水平升高200%, 并在给药后2 h达到峰值, 腺苷治疗

组小鼠血糖升高幅度仅为对照组的66.7%。给药2 h
后 , 腺苷迅速抑制了糖异生底物丙酮酸注射后诱导

的血糖升高 (2.0 h、3.0 h)(P<0.05), 提示腺苷可能

抑制糖异生作用(图1A)。进一步探讨腺苷对空腹小

鼠胰高血糖素刺激状态的影响。结果同样显示 , 胰
高血糖素注射后对照组血糖升高了144%, 腺苷组血

糖上升了115%, 腺苷组血糖升高幅度仅为对照组的

62.5%。和对照组相比 , 腺苷处理显著抑制了胰高

血糖素刺激诱导的血糖水平升高 (80 min、90 min)
(P<0.05)(图1B)。
2.2   细胞外腺苷对肝糖输出的影响

肝脏是糖异生最主要的场所 , 提取小鼠原代肝

细胞进一步探究腺苷对肝糖输出的影响。结果显示, 
外源性腺苷能够显著降低小鼠原代肝细胞的糖输
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出水平 (P<0.05), 且其抑制效果呈现剂量依赖性 (图
1C)。同时, 在HEK293T细胞模型中也得到类似结果

(图1D)。CCK-8法检测细胞增殖活性发现 , 腺苷引

起的葡萄糖输出减少并非由细胞毒性所致 (图1E和
图1F)。由此可见 , 细胞外腺苷在体内和体外以剂量

依赖的方式抑制肝脏糖异生从而抑制葡萄糖输出 , 
且无细胞毒性。

2.3   腺苷受体及核苷转运体在小鼠原代肝细胞中

的表达情况

细胞外腺苷主要通过激活腺苷受体或经核苷

转运体进入胞内这两种途径调控下游信号通路 [15]。

为阐明腺苷在肝糖输出中发挥作用的可能作用途

径 , 通过RT-PCR检测了腺苷各个受体以及CNT和
ENT等转运体家族成员的表达情况。结果发现腺苷

受体A1AR微弱表达 , ENT1是小鼠原代肝细胞中唯

一高表达的转运体 , 其余腺苷受体和转运体几乎无

表达(图2A)。
2.4   核苷转运体ENT1介导腺苷抑制的肝糖输出

为明确腺苷调控血糖的作用途径 , 我们在腺

苷处理前用特异性A1AR拮抗剂 8-CPT预处理。结

A: 体内给予腺苷(60 mg/kg)对丙酮酸耐受实验(PTT)不同时间血糖水平的影响(对照组n=4只, 腺苷组n=6只); B: 体内给予腺苷(60 mg/kg)对胰高

血糖素刺激实验(GST)不同时间血糖水平的影响(n=4只/组); C: 不同浓度腺苷(0.1 mmol/L、0.5 mmol/L和1 mmol/L)作用下小鼠原代肝细胞葡萄

糖输出结果(n=3); D: 不同浓度腺苷(0.1 mmol/L、0.5 mmol/L和1 mmol/L)作用下HEK293T细胞葡萄糖输出结果(n=3); E: CCK-8检测不同浓度

腺苷作用下小鼠原代肝细胞活力(n=3); F: CCK-8检测不同浓度腺苷作用下HEK293T细胞活力(n=3); *P<0.05。
A: effect of in vivo administration of adenosine (60 mg/kg) on blood glucose levels at different times in the PTT (pyruvate tolerance test) (n=4 for 
vehicle group, n=6 for adenosine group); B: effect of in vivo administration of adenosine (60 mg/kg) on blood glucose levels at different times in the 
GST (glucagon stimulation test) (n=4 per group); C: glucose output results of primary mouse hepatocytes under the effect of different concentrations 
of adenosine (0.1 mmol/L, 0.5 mmol/L and 1 mmol/L) (n=3); D: HEK293T cell glucose output results under the effect of different concentrations of 
adenosine (0.1 mmol/L, 0.5 mmol/L and 1 mmol/L) (n=3); E: viability of mouse primary hepatocytes under the effect of different concentrations of ad-
enosine detected by CCK-8 (n=3); F: viability of HEK293T cells under the effect of different concentrations of adenosine detected by CCK-8 test (n=3); 
*P<0.05.

图1   腺苷抑制肝糖输出和胰高血糖素诱导的糖异生

Fig.1   Adenosine inhibited liver glucose output and glucagon-induced gluconeogenesis
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果显示 , 8-CPT处理后不影响腺苷诱导的糖输出抑

制 (图2A和图2B)。相反 , 用非特异性ENT抑制剂双

嘧达莫 (dipyridamole, Dipy)或选择性ENT1抑制剂

NBTI处理细胞可显著逆转腺苷诱导的糖输出减少

(P<0.05)(图2C和图2D)。以上结果提示 , 细胞外腺

苷降低肝糖输出水平的作用依赖于转运体ENT1, 而
非腺苷受体。

2.5   ENT1介导腺苷对胰高血糖素的调控作用

为明确ENT1在腺苷在胰高血糖素刺激的血糖

增高中的功能 , 我们这里采用了小鼠原代肝细胞和

人胚肾细胞HEK293T。
结果显示 , 胰高血糖素刺激可迅速增加小鼠

原代肝细胞的葡萄糖输出 , 而腺苷可以以剂量依

赖的方式显著抑制胰高血糖素诱导的高血糖效应

(P<0.05)(图 3A)。NBTI或Dipy预处理能够显著逆

转腺苷对肝糖输出的抑制作用 (P<0.05)(图3B)。在

HEK293T细胞中得到类似结果 (图3C和图3D)。以

上结果证实, 腺苷通过ENT1依赖的途径抑制胰高血

糖素诱导的肝糖输出。

2.6   腺苷下游的AMPK通路不参与腺苷抑制糖异

生的调节作用

细胞内腺苷可通过腺苷激酶 (adenosine kinase, 
AK)转化为单磷酸腺苷 (adenosine monophosphate, 
AMP), 进而激活AMP依赖的蛋白激酶 [adenosine 
5’-monophosphate (AMP)-activated protein kinase, 
AMPK]参与细胞能量平衡。为探究腺苷是否通过

A: RT-PCR定量腺苷受体和核苷转运体在小鼠原代肝细胞中的表达; B: 以8-CPT(20 μmol/L)预处理细胞1 h并加入腺苷(0.5 mmol/L)继续孵育6 h
后检测小鼠原代肝细胞葡萄糖输出(n=3); C: 以8-CPT(20 μmol/L)预处理细胞1 h并加入腺苷(0.5 mmol/L)继续孵育6 h后检测HEK293T细胞葡萄

糖输出(n=3); D: 以Dipy(10 μmol/L)或NBTI(10 μmol/L)分别预处理细胞1 h并加入腺苷(0.5 mmol/L)继续孵育6 h后检测小鼠原代肝细胞葡萄糖

输出(n=3); E: 以Dipy(10 μmol/L)或NBTI(10 μmol/L)分别预处理细胞1 h并加入腺苷(0.5 mmol/L)继续孵育6 h后检测HEK293T细胞葡萄糖输出

(n=3); 8-CPT: 特异性腺苷A1受体抑制剂;  Dipy: 非选择性ENT抑制剂; NBTI: 特异性ENT1抑制剂; nsP>0.05, *P<0.05。
A: RT-PCR quantification of adenosine receptors and nucleoside transporters expression in mouse primary hepatocytes; B: glucose output of mouse 
primary hepatocytes was measured by pretreating cells with 8-CPT (20 μmol/L) for 1 h and then adding adenosine (0.5 mmol/L) to continue incubation for 6 h 
(n=3); C: glucose output of HEK293T cells was measured by pretreating cells with 8-CPT (20 μmol/L) for 1 h and then adding adenosine (0.5 mmol/L) to con-
tinue incubation for 6 h (n=3); D: glucose output of mouse primary hepatocytes was detected after pretreating the cells with Dipy (10 μmol/L) or NBTI 
(10 μmol/L) for 1 h, respectively, and then adding adenosine (0.5 mmol/L) to continue the incubation for 6 h (n=3); E: glucose output of HEK293T 
cells was detected after pretreating the cells with Dipy (10 μmol/L) or NBTI (10 μmol/L) for 1 h, respectively, and then adding adenosine (0.5 mmol/L) 
to continue the incubation for 6 h (n=3); 8-CPT: selective adenosine A1 receptor antagonist; Dipy: non-selective ENT inhibitor; NBTI: specific ENT1 
inhibitor; nsP>0.05, *P<0.05.

图2   腺苷通过ENT相关途径发挥降血糖作用

Fig.2   Adenosine took hypoglycemic role through ENT related pathway
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AMPK信号调控糖异生 , 我们将AK抑制剂ABT702
与胰高血糖素和腺苷三者联合处理小鼠原代肝细

胞。有趣的是, ABT702单独使用或与Dipy联用并未

影响肝细胞葡萄糖输出 (图4A)。同样 , 腺苷单独处

理或和Dipy联用均不影响原代肝细胞中AMPK蛋白

的表达 (图4B)。同样地 , 在HEK293T细胞中得到类

似的验证 (图4C和图4D)。这些研究结果提示 , 腺苷

介导的糖异生抑制并非依赖于AMPK通路的激活。

2.7   cAMP/PKA通路在腺苷诱导的糖异生抑制中

的作用

胰高血糖素通过 cAMP/PKA信号调节肝脏糖

异生关键酶葡萄糖 -6-磷酸酶 (glucose-6-phosphatase, 
G-6-pase)和磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶 (phosphoenol-
pyruvate carboxykinase, PEPCK)的表达 [16]。近期的

研究相继报道 cAMP/PKA在肥胖和糖尿病中发挥

重要作用 [17-18]。我们进一步研究腺苷是否通过抑制

cAMP/PKA信号来抑制肝脏糖异生。在葡萄糖和腺

苷存在下 , 我们在小鼠原代肝细胞培养过程中同时

加入AC激动剂Forskolin和AC拮抗剂SQ22.136, 并
检测细胞的葡萄糖输出水平。结果显示 , Forskolin
显著抵抗腺苷对葡萄糖诱导的肝脏糖异生的抑制

作用 (P<0.05), 而SQ22.136进一步增强了这种抑制

作用 (P<0.05)(图5A)。同时我们利用酶联免疫吸附

实验和免疫印迹实验检测了小鼠原代肝细胞下游

cAMP和p-PKA的表达。结果显示, 葡萄糖诱导的细

胞内 cAMP和p-PKA水平的增加受到细胞外腺苷的

抑制, 这种效应可以部分被Dipy缓解(图5B和图5C)。
在HEK293T细胞中同样检测到相似的表达模式 (图
5D~图5F)。以上结果表明, 细胞外腺苷通过ENT1抑
制AC活性, 进而阻断了cAMP/p-PKA信号, 从而抑制

了葡萄糖诱导的糖异生。

3   讨论
肝脏糖异生主要受到激素调控 , 而胰高血糖素

A: 给予腺苷(0.1或0.5 mmol/L)孵育5.5 h, 实验组添加胰高血糖素(100 nmol/L)孵育0.5 h后检测小鼠原代肝细胞葡萄糖输出(n=3); B: 以Dipy(10 
μmol/L)或NBTI(10 μmol/L)分别预处理细胞1 h后加入腺苷(0.5 mmol/L)继续孵育5.5 h, 加入胰高血糖素孵育(100 nmol/L) 0.5 h检测小鼠原代肝

细胞葡萄糖输出(n=3); C: 给予腺苷(0.1或0.5 mmol/L)孵育5.5 h后, 实验组添加胰高血糖素(100 nmol/L)孵育0.5 h并检测HEK293T细胞葡萄糖输出

(n=3); D: 以Dipy(10 μmol/L)或NBTI(10 μmol/L)分别预处理细胞1 h并加入腺苷(0.5 mmol/L)继续孵育5.5 h后, 加入胰高血糖素(100 nmol/L)孵育0.5 h
检测HEK293T细胞葡萄糖输出(n=3); Glu: 胰高血糖素; Ade: 腺苷; *P<0.05。
A: after administration of adenosine (0.1 or 0.5 mmol/L) for 5.5 h of incubation, glucose output of primary mouse hepatocytes was measured in the 
experimental group by adding glucagon (100 nmol/L) for 0.5 h of incubation (n=3); B: detection of glucose output of mouse primary hepatocytes. 
Pretreated the cells with Dipy (10 μmol/L) or NBTI (10 μmol/L) for 1 h, then incubated with adenosine (0.5 mmol/L) for 5.5 h, followed by incuba-
tion with glucagon (100 nmol/L) for 0.5 h (n=3); C: after administration of adenosine (0.1 or 0.5 mmol/L) for 5.5 h of incubation, glucose output of 
HEK293T cells was measured in the experimental group by adding glucagon (100 nmol/L) for 0.5 h of incubation (n=3); D: detection of glucose output 
of HEK 293T cells. Pretreated the cells with Dipy (10 μmol/L) or NBTI (10 μmol/L) for 1 h, then incubated with adenosine (0.5 mmol/L) for 5.5 h, fol-
lowed by incubation with glucagon (100 nmol/L) for 0.5 h (n=3); Glu: glucagon; Ade: adenosine; *P<0.05.

图3   腺苷通过ENT相关途径调控胰高血糖素信号转导

Fig.3   Adenosine regulated glucagon signaling through ENT related pathways
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是其最重要的促进剂。大量研究从不同角度解析了

胰高血糖素介导的肝糖异生途径。研究表明 , 胰高

血糖素与细胞表面Gαs受体结合, 活化cAMP/PKA信

号 , 进而诱导 cAMP反应元件结合蛋白 (cyclic-AMP 
response binding protein, CREB)、IP3R等蛋白磷酸

化 , 上调糖异生基因表达 [19]。然而 , 胰高血糖素诱

导cAMP/PKA信号通路活化的上游调控机制仍有待

深入研究。本研究通过经典的糖异生评估实验 (丙
酮酸耐受和胰高血糖素刺激实验 )发现 , 腺苷显著抑

制糖异生引起的血糖升高。在小鼠原代肝细胞和

HEK293T细胞中 , 细胞外腺苷在短时间内即可迅速

抑制胰高血糖素诱导的cAMP增加, 并抑制PKA及其

下游蛋白磷酸化, 减少细胞糖输出。因此, 我们的研

究结果揭示了细胞外腺苷在糖异生调节网络中起着

关键作用, 是T2D的潜在治疗药物。

作为一种重要的内源性信号分子和临床用药

“多面手”, 腺苷能够诱导血管扩张, 调节交感神经系

统的活动, 具有抗血栓形成的特性, 并能降低血压和

心率 , 在临床上 (如治疗室上性心动过速、脑血管障

碍、原发性高血压等 )得到广泛应用 [20-22]。此外 , 腺
苷及其受体在糖脂代谢及糖尿病发生发展中的作

用也得到了广泛挖掘。研究发现 , 腺苷通过其膜受

体及转运体调节胰岛素分泌、葡萄糖释放和清除、

糖原分解和糖生成等过程 [23], 维持葡萄糖稳态。在

骨骼肌中, 腺苷刺激A1AR可促进糖摄入, 而A2bAR
激活则引起糖摄入减少 [24-25]。此外 , ARs的抗炎作

用能够保护胰腺 β细胞 , 提高 β细胞活力 [26]。然而 , 
腺苷对肝脏内糖异生调节及其作用机制未有定论。

本研究发现了外源性腺苷能够调控肝脏糖异生通

路的改变。在体内模型中 , 外源性腺苷显著抑制小

鼠血糖升高。在细胞模型中 , 腺苷以剂量依赖的方

式抑制肝脏糖异生进而降低葡萄糖输出水平 , 且无
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图4   腺苷通过独立于AMPK的途径抑制肝脏葡萄糖生成

Fig.4   Adenosine suppressed liver gluconeogenesis via a pathway independent of AMPK
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图5   腺苷通过ENT相关途径抑制腺苷酸环化酶活性

Fig.5    Adenosine inhibited adenylyl cyclase activity via equilibrative nucleoside transporter related pathways
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细胞毒性。 
ENTs主要包括1~4四种亚型。其中, ENT1广泛分

布于所有细胞和组织中 , 是最主要的核苷转运体 [27]。

既往关于转运体蛋白ENT的研究集中于神经细胞和

心肌细胞中对腺苷的双向转运 [28], 而在糖脂代谢器

官中的报道鲜见。有研究发现 , 敲除ENT1可导致肾

纤维化和肾上皮细胞的上皮−间质转化 , 诱发糖尿

病肾病 [29]。SUAREZ等 [30]发现, 胰岛素对ENT2活性

的调节不足与糖尿病肾小球病变密切相关。最近的

一项研究揭示 , ENT1参与了脂肪细胞产热程序激活

和白色脂肪“棕色化”, 而人类ENT1的突变与BMI明
显降低有关 [31]。在本研究中 , RT-PCR结果显示 , 肝
脏作为糖异生最主要的器官主要表达核苷转运体

ENT1。联合运用ENT抑制剂后 , 腺苷抑制糖异生的

作用显著减弱 , 这个现象提示腺苷对糖异生的调节

作用可能依赖于核苷转运体而非传统的腺苷受体。

上述结果表明 , ENT可能在肝脏糖异生的嘌呤能信

号调节中扮演关键角色 , 可能为腺苷的新药研发提

供新方向。

在肝脏中, 胰高血糖素激活了下游的AMPK和

cAMP/PKA信号通路 , 诱导糖异生 [32-33]。越来越多

的研究表明 , cAMP/PKA信号通路在调节多个系统

的能量平衡和糖脂代谢方面具有核心作用 , 如在棕

色脂肪细胞中 , 冷刺激等激活 cAMP/PKA通路 , 进
一步诱导脂肪产热增加 [34]。抑制PKA能够延缓结

肠癌小鼠的脂肪萎缩 [35]。在人类视网膜色素上皮

细胞 , 激活 cAMP/PKA信号通路 , 可以改善高葡萄

糖诱导的细胞炎症和凋亡 [36]。据报道 , AK抑制剂

ABT702可以抑制细胞内腺苷的再循环和AMP的
产生 , 进一步调节AMPK下游信号转导 [37]。有趣的

是, 本研究发现联合应用非选择性ENT抑制剂Dipy
和特异性ENT1抑制剂ABT 702后 , 细胞的糖异生

抑制并未受到影响 , 进一步提示转运进入细胞内的

腺苷直接影响了AC活性 , 调控了糖异生。膜结合

型AC可在胰高血糖素刺激下活化 , 诱导第二信使

cAMP的产生增加, 进一步磷酸化下游靶点PKA, 最
终激活肝脏糖异生 [38]。GNAD等 [39]发现 , 在脂肪细

胞中 , 胞外腺苷可能通过不同受体激活或抑制AC, 
调节cAMP/PKA信号。我们在细胞模型中发现 , 腺
苷显著降低细胞内的 cAMP水平 , 并抑制PKA的磷

酸化。本研究后续将进一步详细探究细胞外腺苷

如何影响AC的机制 , 以及下游糖异生转录因子的

调控。

综上所述, 细胞外腺苷通过转运蛋白ENT1进入

细胞, 抑制AC活性, 通过阻断cAMP积累和PKA磷酸

化 , 抑制肝脏糖异生 , 最终减少糖输出 (图6)。本研

外源性腺苷通过转运蛋白ENT1入胞内, 抑制胰高血糖素/cAMP/PKA信号通路, 进而减少肝糖输出。

Extracellular adenosine entered the cell via the adenosine transporter ENT1 and inhibited the glucagon/cAMP/PKA signaling pathway, resulting in he-
patic glucose output reduction.

图6   腺苷通过调控胰高血糖素/cAMP/PKA信号通路抑制葡萄糖生成的模式图

Fig.6   Schematic of adenosine inhibition on gluconeogenesis via glucagon/cAMP/PKA signaling pathway
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究初步揭示了细胞外腺苷调控体内外糖异生模型的

新机制 , 为腺苷治疗伴有糖异生异常型糖尿病提供

科学支撑。本研究后续将继续开展腺苷调控肝脏糖

异生的分子机制的积极探索 , 在糖尿病动物模型中

进一步验证腺苷对糖尿病潜在的治疗作用及 cAMP/
p-PKA信号在其中的效应及下游机理。
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