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生物素对 2 型糖尿病大鼠血糖的影响

向雪松 刘岩1 张雪松 张文众2 王竹3

中国疾病预防控制中心营养与健康所，北京 100050

摘要: 目的 探讨生物素对 2 型糖尿病大鼠血糖以及糖代谢关键限速酶葡萄糖

激酶( GCK) 和磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 1( PCK1) 基因表达的影响。方法 90 只健

康 Wistar 大鼠根据血糖随机分为 5 组( 正常对照组，模型组，生物素低、中、高剂量

组) 。正常对照组给予普通维持饲料，蒸馏水灌胃; 模型组给予高脂高糖饲料，蒸馏

水灌胃; 生物素各剂量组给予高脂高糖饲料同时分别给予生物素 0. 6、3. 0 和 6. 0 mg /
kg BW 灌胃。在高脂高糖饲料喂养 2 月后，应用小剂量链脲佐菌素腹腔注射的方法

建立 2 型糖尿病大鼠模型。于造模第 10 周进行 OGTT 实验后，处死大鼠。检测血

糖、血清胰岛素、肝糖原、肌糖原等指标，用 ＲT-PCＲ 方法检测糖代谢关键限速酶

GCK、PCK1 基因的表达。结果 与模型组相比，生物素各剂量组对空腹血糖、血清胰

岛素没有影响，但生物素高剂量组血糖曲线下面积明显下降( P ＜ 0. 05) ，餐后 30 min
血糖值也显著降低( P ＜ 0. 05) 。生物素中剂量组和高剂量组肌糖原含量明显下降( P
＜ 0. 05) 。生物素对糖代谢关键限速酶 GCK、PCK1 的表达有影响，分别出现了明显

的基因表达上调和下调( P ＜ 0. 05) 。结论 生物素可能通过影响糖代谢关键酶 GCK
和 PCK1 的活性，促进糖酵解和糖原合成而抑制糖异生，从而影响餐后血糖应答。
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Effects of biotin on blood glucose regulation in type 2 diabetes rat model

XIANG Xuesong，LIU Yan，ZHANG Xuesong，ZHANG Wenzong，WANG Zhu
National Institute for Nutrition and Health，Chinese Center for Disease Control and Prevention，Beijing 100050，China

Abstract: Objective To explore the effect of biotin on blood glucose regulation in
rats and its possible mechanism． Methods According to initial body weight and blood
glucose，we randomly divided the 90 Wistar rats into 5 groups: the normal control group，

model group，biotin low-dose group ( 0. 6mg /kg BW ) ，biotin medium-dose group ( 3. 0
mg /kg BW) and biotin high-dose group ( 6. 0 mg /kg BW) ． After 2 months，the rats with
HFS feed were injected with STZ ( 25 mg /kg BW) to manufacture diabetic rat model． After
the OGTT experiment at 10th week，the blood glucose，insulin，liver /muscle glycogen
and other biochemical indexes were detected． The GCK，PCK1 mＲNA expression were
measured with ＲT-PCＲ method． Ｒesults Biotin has a certain improvement on
postprandial glucose in diabetic rats． Compared with the model group，the AUC and the
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30min postprandial blood glucose of biotin high-dose group were significantly decreased
( P ＜ 0. 05 ) ． Biotin can affect some key enzyme gene in glucose metabolism，such as
GCK，PCK1． Conclusion The possible mechanism of the decreasing biotin blood sugar
in diabetic rats may by promoting the synthesis of glycogenand reducing gluconeogenesis．

Key words: biotin，blood glucose，type 2 diabetes，glucokinase，phosphoenolpyruvate
carboxylase 1

生物素作为人体必需的维生素是体内 4 种羧

化酶的辅酶，与糖脂代谢密切相关［1］。以往认为人

体可以通过肠内细菌合成产生生物素，除非存在先

天性基因缺陷，生物素缺乏在人群中非常少见，因

此有关生物素的研究相对较少。直到近 20 年，随

着分子生物学技术的提高，人们才逐渐发现生物素

可以通过组蛋白酶生物素化参与 2000 余个基因表

达及其下游调节，在细胞水平和组织水平证明补充

生物素可以影响胰岛素应答。近年研究表明在以

往生理需要量的基础上，给予几倍或几十倍的高剂

量生物素时，发现对糖脂代谢有较好的调节作用，

甚至能够改善胰岛素应答［2-3］。目前关于这方面的

研究证据尚不充分，机制尚不明确，存在不同的结

果［4］。本研究通过 2 型糖尿病大鼠模型，探讨大剂

量生物素对糖尿病大鼠血糖及其在糖代谢关键限

速酶 GCK、PCK1 基因表达的影响。

1 材料与方法

1. 1 实验动物

清洁级健康雄性 Wistar 大鼠 90 只，体重( 150
± 10) g，由中国医学科学院动物繁殖中心提供

［合格证号: SCXK( 京) 2009 － 0007］。饲养场所

为中国疾病预防控制中心职业卫生与中毒控制所

二级动物房［合格证号: SYXK( 京) 2014 － 0043］，

室温( 25 ± 2) ℃、相对湿度( 55 ± 5 ) %，12 h /12 h
光照，自由摄食和饮水。经中国疾病预防控制中

心实验动物福利伦理委员会通过。
1. 2 试剂与仪器

生物素( 协和药物研究所提供) ，血糖、甘油

三酯、总胆固醇等检测试剂盒( 北京中生北控生

物科技有限公司) ，胰岛素检测试剂盒( 北方生物

技术研究所) ，动物组织总 ＲNA 纯化试剂盒( 北

京博乐通生物科技有限公司) ，DNA 扩增试剂盒、
SYBＲ Green I 荧光定量 PCＲ 试剂盒( 美国 Bio-
rad 公司) 。

Synerg 4 多功能酶标仪( 美国 Biotek 公司) ，

ATC401 PCＲ 仪( 美国 Nyx 公司) ，DYY-6C 型电

泳仪( 北京市六一仪器厂) ，BIO-PＲOFIL 型凝胶

成像系统( 法国 VilberLourmat 公司) ，ABI 7500
ＲT-PCＲ( 美国 Applied Biosystems 公司) 。全自动

血生化仪( 日立 Hitachi 公司 7080 型) 。组合式 γ
计数仪( BH6020) 型。
1. 3 实验方法

1. 3. 1 动物分组 适应性喂养 5 天后，根据体重

和血糖值将 90 只大鼠随机分为 5 组: 正常对照

组、模型组、生物素低剂量组、生物素中剂量组和

生物素高剂量组。具体分组及喂养情况见表 1。
饲料由中国医学科学院实验动物中心配制，高脂

高糖饲料在普通维持饲料基础上添加 20% 脂肪

和 10%蔗糖，等质量替代部分玉米淀粉，其他成

分与普通饲料相同。饲料经干燥后采用 Co60 消

毒。实验期间大鼠自由进食、饮水。
表 1 实验大鼠分组及每日喂养情况

Table 1 Ｒat grouping and feeding conditions
组别 n 饲料 灌胃 剂量 / ( mg /kg BW)

正常对照组 10 普通维持饲料 饮用水

模型组 20 高脂高糖饲料 饮用水

生物素低剂量组 20 高脂高糖饲料 生物素 0. 6
生物素中剂量组 20 高脂高糖饲料 生物素 3. 0
生物素高剂量组 20 高脂高糖饲料 生物素 6. 0

1. 3. 2 2 型糖尿病大鼠模型的建立及干预 参

照本实验组以往方法，采用高糖高脂饲养联合小

剂量链脲佐菌素( STZ) 腹腔注射的方法建立 2 型

糖尿病大鼠模型［5］。在高脂高糖饲料喂养 2 月

后，除正常对照组外，各组大鼠空腹注射 STZ( 按

25 mg /kg BW［7］剂量给予) ，同时暂停灌胃，密切

观察大鼠进食、体重变化，待大鼠稳定 1 周后恢复

灌胃处理。生物素低、中和高剂量组，给予高脂高

糖饲料同时继续分别按照 0. 6、3. 0 和 6. 0 mg /kg
BW 剂量的生物素灌胃。于造模第 10 周取空腹
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血后进行 OGTT 实验，测定 FBG、PGB 水平，计算

血糖 AUC。
1. 3. 3 样本采集 最后一次 OGTT 实验后，大鼠

空腹过夜，称重后麻醉，经腹主动脉收集血样。分

离取血清，测量血生化指标。解剖取心脏、肝脏和

肾脏称重，计算脏体比; 取肝脏和肌肉于 － 20℃保

存，用于测量肝糖原和肌糖原; 另取肌肉和肝脏放

入液氮速冻，并于 － 80℃ 保存，用于 GCK、PCK1
基因的 PCＲ 实验。
1. 4 生化分析

常规生化指标采用全自动血生化仪，参照试

剂盒说明书进行测定: 血糖采用葡萄糖氧化酶

( GOD) 法进行测定; TC、TG ( 酶比色法) 、LDL-C
( 聚乙烯硫酸沉淀法) 、HDL-C ( 磷钨 酸-镁 沉 淀

法) 。血清胰岛素测定采用放免法。肝 / 肌糖原

测定采用硫酸苯酚法。
1. 5 GCK、PCK1 基因水平表达的检测

采用实时荧光定量 PCＲ 方法检测糖代谢关

键限速 酶 GCK、PCK1 的 表 达。取 肌 肉 组 织 50
mg，用动物组织总 ＲNA 纯化试剂盒提取总 ＲNA，

以蛋白核酸分析仪测定 ＲNA 浓度; 用 cDNA 合成

试剂 盒 将 上 述 提 取 出 来 的 总 ＲNA 逆 转 录 为

cDNA。最后用 ＲT PCＲ Master Mix 进行非特异性

的 PCＲ 扩增，每个样品均设 3 个重复孔。PCＲ 反

应体系如下: SYBＲ Green I Mixture 7. 5 μl，上游

引物( 1 μmol /L) 1 μl，下游引物( 1 μmol /L) 1 μl
( 引物序列见表 2 ) ，cDNA 1 μl，加双蒸水补足至

15 μl。使用 Ｒeal-time PCＲ 仪，第一阶段 50℃ 温

浴 2 min，第二阶段 95℃ 预变性 5 min，第三阶段

94 ℃变性 30 s，退火( 温度见表 2) 30 s，72 ℃延伸

40 s，共 40 个循环，在延伸步骤收集荧光信号。反

应结束后，得到基因扩增曲线，并自动计算出各管

DNA 的 Ct 值。

表 2 各种基因的详细信息

Table 2 Details of various genes
引物 基因登录号 序列( 5' － 3') 退火温度 /℃
PCK1 NM_198780. 3 上游: GACAAATCCGAACGCCATTA 55. 5

下游: TTCCTCATCCTGTGGTCTCC
GCK J04218. 1 上游: TCACCTTCTCCTTCCCTGTG 56. 3

下游: ACTGTGTCGTTCACCATTGC

1. 6 统计分析

采用 SPSS 16. 0 软件进行数据分析，实验数

据以珋x ± s 表示，组间比较采用 one-way ANOVA 方

差分析，任意两组间比较如方差齐性采用 LSD
法; 方 差 不 齐，同 时 参 考 Tamhane’s T2 和

Dunnett’s T3 法判断结果。P ＜ 0. 05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2. 1 生物素对糖尿病大鼠存活情况和体重的

影响

造模后各组大鼠的存活情况: 模型组、生物素

低、中剂量组各死亡 2 只大鼠，生物素高剂量组死

亡 1 只大鼠。正常对照组无死亡。
与正常对照组相比，大鼠腹腔注射 STZ 造模

后，即出现多饮、多尿、体重下降等典型的糖尿病症

状，各组大鼠体重有明显的下降趋势( P ＜ 0. 05) 。
由表 3 可见，模型组大鼠体重在造模后前 3 周持续

下降，从造模第 4 周开始稳定，在之后的几周内几

乎维持在一个水平。和模型组相比，生物素高剂量

组大鼠的体重在造模后第 2 周开始有小幅的回升，

在第 4 周即开始有显著性差异( P ＜0. 05) 。
2. 2 生物素对糖尿病大鼠糖耐量的影响

由表 4 可见，与正常对照组比较，模型组无论

空腹血糖还是各时间点血糖均明显升高 ( P ＜
0. 05) 。随着生物素灌胃剂量的增加，大鼠各个

时间点的血糖值都随之下降，且存在剂量反应关

系。与模型组相比，生物素高剂量组大鼠血糖曲

线下面积明显下降( P ＜ 0. 05) ，餐后 30 min 血糖

值也显著降低( P ＜ 0. 05) 。
表 3 各组大鼠造模后体重变化情况

Table 3 Weekly body weight of rats after modeling (珔x ± s) g
组别 0 周 1 周 2 周 3 周 4 周 6 周 8 周 10 周 12 周

正常对照组 487 ± 41 498 ± 45 516 ± 48 522 ± 47 529 ± 48 543 ± 57 546 ± 57 564 ± 62 577 ± 65
模型组 548 ± 60 513 ± 55 511 ± 58 496 ± 61 488 ± 67 490 ± 82 497 ± 94 496 ± 98 499 ± 107
生物素低剂量组 555 ± 58 508 ± 47 496 ± 46 480 ± 46 468 ± 47 443 ±57( 1) 432 ±75( 1) 426 ±88( 1) 428 ±93
生物素中剂量组 566 ± 68 525 ± 63 526 ± 67 516 ± 71 512 ± 76 509 ± 84 506 ± 95 506 ± 103 507 ± 92
生物素高剂量组 562 ± 52 527 ± 41 531 ± 40 528 ± 40 527 ±46( 1) 534 ±63( 1) 539 ±88( 1) 541 ±91( 1) 542 ±95( 1)

注: ( 1) 与模型组比较，P ＜ 0. 05
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表 4 造模 10 周后的 OGTT 实验

Table 4 Glucose levels in each group after modeling 10 weeks(珔x ± s) mmol /L
组别 n 0 min 30 min 60 min 120 min AUC
正常对照组 10 5. 9 ± 0. 9 11. 4 ± 1. 8 10. 4 ± 1. 1 9. 8 ± 1. 1 19. 9 ± 2. 2
模型组 18 17. 0 ± 8. 6 ( 1) 34. 2 ± 11. 2 ( 1) 35. 9 ± 9. 6 ( 1) 28. 1 ± 7. 2 ( 1) 62. 3 ± 17. 6 ( 1)

生物素低剂量组 18 21. 1 ± 11. 1 ( 1) 33. 1 ± 12. 7 ( 1) 34. 6 ± 10. 6 ( 1) 28. 2 ± 11. 0 ( 1) 61. 8 ± 21. 7 ( 1)

生物素中剂量组 18 13. 8 ± 8. 6 ( 1) 28. 9 ± 9. 3 ( 1) 32. 2 ± 8. 6 ( 1) 25. 5 ± 8. 5 ( 1) 54. 8 ± 16. 7 ( 1)

生物素高剂量组 19 13. 4 ± 8. 1 ( 1) 27. 2 ±12. 4 ( 1，2) 30. 2 ± 11. 9 ( 1) 23. 3 ± 10. 6 ( 1) 51. 2 ± 21. 8 ( 1，2)

注: ( 1) 与正常对照组比较，P ＜ 0. 05; ( 2) 与模型组比较，P ＜ 0. 05

2. 3 生物素对糖尿病大鼠空腹血糖、胰岛素、肝 /
肌糖原的影响

由表 5 可见，与正常对照组相比，模型组大鼠

空腹 血 糖、肝 糖 原、肌 糖 原 都 明 显 升 高 ( P ＜
0. 05) ，出现糖代谢紊乱。与模型组大鼠相比，3

个生物素剂量组空腹血糖值均无统计学差异。生

物素对血清胰岛素没有影响，但是随着生物素剂

量增加相应组别胰岛素含量也升高。生物素中剂

量组和高剂量组大鼠肌糖原含量明显下降( P ＜
0. 05) 。

表 5 糖尿病大鼠各组血糖、胰岛素、肝 /肌糖原含量

Table 5 The level of GLU，serum insulin，liver glycogen and mucle glycogen in different groups(珔x ± s)
组别 n 血糖 / ( mmol /L) 胰岛素 / ( mIU /L) 肌糖原 / ( mg /g) 肝糖原 / ( mg /g)

正常对照组 10 10. 36 ± 4. 14 65. 54 ± 25. 21 0. 29 ± 0. 13 0. 49 ± 0. 23
模型组 18 21. 74 ± 7. 56 ( 1) 26. 42 ± 13. 54 ( 1) 0. 50 ± 0. 22 ( 1) 4. 92 ± 1. 58 ( 1)

生物素低剂量组 18 19. 90 ± 6. 49 ( 1) 26. 75 ± 7. 19 ( 1) 0. 46 ± 0. 12 4. 80 ± 1. 56 ( 1)

生物素中剂量组 18 18. 57 ± 5. 10 ( 1) 32. 57 ± 18. 14 ( 1) 0. 31 ± 0. 09 ( 2) 4. 31 ± 1. 48 ( 1)

生物素高剂量组 19 20. 67 ± 4. 710 ( 1) 31. 97 ± 20. 76 ( 1) 0. 35 ± 0. 14 ( 2) 4. 58 ± 1. 33 ( 1)

注: ( 1) 与正常对照组比较，P ＜ 0. 05; ( 2) 与模型组比较，P ＜ 0. 05

2. 4 生物素对大鼠肝组织 GCK mＲNA 的影响

由表 6 可见，与模型组比较，各生物素剂量组

大鼠 GCK 基因表达的结果都大于 1，基因表达上

升。其中生物素高剂量组肝 GCK mＲNA 的表达

为模 型 组 的 2 －△△Ct = 3. 36 倍，即 表 达 量 上 调

236%，有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
2. 5 生物素对大鼠肌肉组织 PCK1 mＲNA 的

影响

由表 7 可见，与模型组比较，各生物素剂量组

大鼠 PCK1 基因表达的结果都小于 1，表明 PCK1

表 6 各剂量组大鼠肝脏中 GCK 基因的

相对表达水平( 2 －△△Ct )

Table 2 The relative level of GCK in liver
△Ct △△Ct 2 －△△Ct

模型组 8. 29
生物素低剂量组 10. 04 1. 75 2. 62 ± 2. 17
生物素中剂量组 9. 7 1. 41 2. 65 ± 2. 10
生物素高剂量组 9. 37 1. 08 3. 36 ± 2. 45 ( 1)

注: ( 1) 与模型组比较，P ＜ 0. 05

基因表达下调。其中生物素中剂量组和生物素高

剂量组均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。

表 7 各剂量组大鼠肌肉中 PCK1 基因的相对表达水平( 2 －△△Ct )

Table 7 The relative level of PCK1 in muscle
Ct 值 模型组 生物素低剂量组 生物素中剂量组 生物素高剂量组

△Ct 1. 2 0. 77 0. 62 0. 51
△△Ct － 0. 43 － 0. 58 － 0. 69
2 －△△Ct 0. 74 ± 0. 35 0. 67 ± 0. 56 ( 1) 0. 62 ± 0. 47 ( 1)

注: ( 1) 与模型组比较，P ＜ 0. 05

3 讨论

生理浓度的生物素是糖代谢关键基因正常表

达和维持葡萄糖和血脂稳态所必须的。生物素代

谢的缺 陷 可 以 导 致 高 血 脂，促 进 糖 尿 病 的 发

生［6-7］。有报道显示，补 充 生 物 素，能 降 低 高 血

脂，逆 转 葡 萄 糖 不 耐 受，改 善 糖 尿 病 状 态。在

OLETF 小鼠［8］、KK 小鼠［9］、链脲霉素诱导的 1 型

糖尿病小鼠以及 1 型糖尿病患者或 2 型糖尿病患

者［4］中得到了证实。但是也有许多研究者认为

目前的研究证据还不够充分，在不同研究、不同实

验 动 物 或 者 不 同 人 群 中 得 出 的 结 论 存 在 不 一

致［10］。2010 年欧洲食品安全局 ( EFSA) 对有关

生物素健康声称的审批中，通过了生物素有利于

维持皮肤黏膜正常; 生物素有利于维持毛发正常
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的声称，但认为生物素防治高血糖和高血脂症的

证据还不充足。
出现以上争论的原因，可能有两个: 一是缺乏

生物素单独效应的研究，上述大多数研究都联合

铬或其他处理因素。二是缺乏生物素的有效剂量

的探讨，例如同样是人群实验，生物素补充剂量从

0. 5 ～ 16 mg /d 都有使用，在动物实验中生物素使

用剂量的变化就更大了。
本研究通过 2 型糖尿病大鼠模型，探讨了生

物素不同剂量( 0. 6 ～ 6 mg /kg BW) 的单独作用。
发现单独应用生物素，在高剂量生物素( 6. 0 mg /
kg BW) 水平时，虽然对空腹血糖无显著影响，但

较明显地延缓了餐后血糖水平的升高，降低血糖

峰值和 AUC 值，改善糖尿病大鼠的糖耐量。这与

FEＲNANDEZ-MEJIA 等［11］对糖尿病大鼠的研究

结果相近。本研究还探讨了不同剂量的生物素对

血糖的调节作用，证明 3. 0 mg /kg BW 是可观察到

的最低有效剂量，按照成人体重 60 kg，大鼠与人

体转换系数 20 进行计算，推算人体可能有效剂量

为 9 mg /d。
糖脂代谢是一个复杂的调节网络，需要多个

通路共同完成，如: 胰岛素通路、JAK /STAT 通路、
TOＲ 通路、脂肪细胞因子通路等。但目前对生物

素在分子调节机制方面的认识还较少，仅有少量

研究探讨了生物素对某些基因如 AMPK、SＲEBP-
1c、GLUT-4、PPAＲγ 等的调节作用［11-12］。本研究

发现生物素对糖代谢关键限速酶 GCK、PCK1 的

表达有影响，分别出现了明显的基因表达上调和

下调。其中 GCK 是糖酵解和糖原合成的关键酶，

它的表达上调有利于促进糖尿病大鼠的糖酵解和

糖原合成，从而降低血糖［13］。PCK1 是糖异生的

关键酶，它的表达下调有利于抑制糖异生而降低

血糖。该结果与之前所述的生化指标和组织形态

学等指标存在一致性。
本实验中未发现生物素对血脂的改善作用，

这与其他人的研究有出入［14］。可能与大鼠模型

有关，本实验大鼠未出现血脂异常，影响到生物素

功能的观察; 也可能由于实验时间较短，生物素的

作用尚未显现; 还可能是它本身并没有这一功能。
在后续的实验中，可尝试对这一问题进行更为全

面深入的研究。
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