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Abstract
AIM: To observe the correlation of peripheral 
mononuclear cells’ Rho-associated kinase activ-
ity in peripheral mononuclear cells with HOMA-
IR, HOMA-%S and HOMA-%B in patients with 
newly diagnosed type 2 diabetes (T2D) and 
healthy subjects. 

METHODS: For this study, 33 patients with T2D 
and 33 healthy participants were enrolled and 
evaluated for clinical and metabolic parameters. 
Biochemical quantifications and fasting plasma 
insulin measurement were performed with 
ROCHE DDP and E601 auto-analyzers, respec-
tively. Rho-associated kinase activity was evalu-
ated in peripheral mononuclear cells by West-
ern blot and defined as the ratio of phosphor 
myosin-binding subunit on myosin light chain 
phosphatase to total myosin-binding subunit. 
HOMA-IR, HOMA-%S and HOMA-%B were 
calculated with a HOMA2 calculator. 

RESULTS: The levels of total cholesterol, LDL-
cholesterol, triglycerides and fasting glucose 
were significantly raised (5.4 ± 0.8 vs 4.1 ± 0.6, 3.7 
± 0.8 vs 2.8 ± 0.6, 1.7 ± 0.3 vs 1.1 ± 0.2, 8.1 ± 0.9 vs 5.4 
± 0.4, all P < 0.001) and HDL-cholesterol signifi-
cantly decreased (0.7 ± 0.1 vs 1.2 ± 0.1, P < 0.001) 
in T2D subjects compared with healthy subjects. 
HOMR-IR significantly increased (4.3 ± 1.5 vs 2.4 
± 1.1, P < 0.001) and HOMA-%B and HOMA-%S 
significantly declined (95.5 ± 21.4 vs 118.2 ± 16.9, 
40.2 ± 11.9 vs 65.9 ± 7.7, both P < 0.001) in T2D 
subjects compared with healthy subjects. ROCK 
activity was more markedly raised in T2D sub-
jects than in healthy subjects (0.63 ± 0.15 vs 0.40 
± 0.12, P < 0.05). The expression of total MBS, 
ROCK1 and ROCK2 did not differ significantly 
between the two groups. In diabetic subjects, 
ROCK activity was positively correlated with 
HOMA-IR and negatively with HOMA-%B. 

CONCLUSION: Our findings suggest that pan-

■背景资料
R h o 相 关 激 酶
(Rho-associated 
kinases, ROCKs)
常用于预测心血
管疾病, 包括动脉
粥样硬化和心肌
缺血再灌注损伤. 
现在的观点认为
心血管疾病患者
若合并糖尿病, 心
血管事件的发生
率显著性上升. 
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creatic β-cell dysfunction and the development 
of type 2 diabetes are associated with ROCK ac-
tivity in peripheral mononuclear cells.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨外周单核细胞Rho相关激酶(Rho-
associated kinases, ROCKs)与胰岛素抵抗、胰
岛素β细胞功能的关系. 

方法: 研究对象来自于2010-10/2010-12被明
确诊断为糖尿病的门诊与体检患者, 受试者
均为采用空腹血糖检查和高效液相法测定糖
化血红蛋白水平. 应用Western blot检测新诊
断2型糖尿病患者外周单核细胞磷酸化肌球
蛋白亚基(phosphor-myosin-binding subunit, 
p-M B S)与总肌球蛋白亚基(t o t a l m y o s i n-
binding subunit, t-MBS)蛋白水平, 并借由两者
的比率反映ROCK活性, 分析其与稳态胰岛素
评价指数(HOMA-IR)、胰岛素分泌功能指数
(HOMA-%B)和胰岛素敏感指数(HOMA-%S)
间相关关系. 

结果: 与健康对照组相比, 糖尿病组总胆固
醇、低密度脂蛋白胆固醇、甘油三酯和空服
血糖水平显著升高(5.4±0.8 vs  4.1±0.6, 3.7±
0.8 vs  2.8±0.6, 1.7±0.3 vs  1.1±0.2, 8.1±0.9 
vs  5.4±0.4, P <0.001), 高密度脂蛋白胆固醇水
平则显著降低(0.7±0.1 vs  1.2±0.1, P <0.001); 
与健康对照组相比, 糖尿病组HOMA-IR显
著增高(4.3±1.5 vs  2.4±1.1, P <0.001), 而
HOMA-%B与HOMA-%S则显著降低(95.5±
21.4 vs  118.2±16.9, 40.2±11.9 vs  65.9±7.7, 
P <0.001); 糖尿病组与健康组相比ROCK活性
显著升高(0.63±0.15 vs  0.40±0.12, P <0.05); 
total-MBS、ROCK1和ROCK2表达水平两者
间无显著性差异; 在糖尿病患者中, ROCK
活性与HOMA-IR呈正相关、与HOMA-%B/
HOMA-%S则呈负相关. 

结论: 2型糖尿病的胰腺β-细胞功能障碍与

ROCKs活性密切相关. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 本研究结果提示在糖尿病患者中, Rho
相关激酶((Rho-associated kinases, ROCKs))与
HOMA-IR呈正相关、与HOMA-%B/HOMA-%S则

呈负相关. 我们认为2型糖尿病的胰腺β-细胞功能

障碍与ROCKs活性密切相关.
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0  引言

Rho相关激酶(Rho-associated kinases, ROCKs)属
于丝氨酸/苏氨酸激酶家族, 是小GTP酶RhoA下

游反应信号蛋白[1]. ROCKs在肌动蛋白细胞骨

架的组织起着重要的作用, 涉及范围广泛的基

本细胞功能, 如收缩, 黏附, 迁移, 增殖和基因

表达[2]. ROCKs有两个亚型, ROCK1和ROCK2, 
一般认为两个亚型为功能上基本一致, 依据是

两者具有类似的酶激动剂、高度同源结构域[3]. 
Liao等[4]证实化学抑制剂Y27632(法舒地尔, fa-
sudil)能够有效的抑制ROCK1和ROCK2. ROCKs
常用于预测心血管疾病, 包括动脉粥样硬化和

心肌缺血再灌注损伤. 现在的观点认为心血管

疾病患者若合并糖尿病, 心血管事件的发生率

显著性上升. 在糖尿病动物模型中ROCKs参与

了糖尿病所致的心脏损伤[5], 然而我们现在不

确定ROCKs活性变化是否在糖尿病发生早期出

现显著变化, 是否与胰岛素抵抗, 胰岛β-细胞功

能和胰岛素敏感性相关. 因此, 我们的目的是观

察初诊2型糖尿病的患者和正常健康志愿者外

周单核细胞ROCKs活性同HOMA-IR, HOMA-
%B(反映胰岛β细胞功能)与HOMA-%S(反映胰

岛素敏感性)等相关性, 以此为ROCKs激酶在2
型糖尿病患者糖尿病初诊后的治疗和病理生理

变化提供初步的研究结果. 

1  材料和方法

1.1 材料 2型糖尿病患者33例, 依照世界卫生组

织1999年诊断标准在四川大学华西医院内分泌

代谢科和华中科技大学同济医学院附属同济

■研发前沿
ROCKs活性的增
加可能抑制胰岛
β细胞功能和 /或
导致肝脏、骨骼
肌、脂肪组织、
血管和心脏等对
胰 岛 素 的 作 用
产生抵抗 .  然而 , 
ROCKs在糖尿病
临床诊断、治疗
方面的研究较少, 
是否可以作为诊
断生物标志物或
观察治疗效果的
靶点尚不确定.
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医院内分泌科确诊, 其中男17例, 女16例, 平均

年龄51.9岁±4.8岁, 体质量指数24.1 kg/m2±

4.2 kg/m2. 
正常对照组33名来自四川大学华西医院健

康体检中心, 与2型糖尿病患者年龄、性别匹配, 
其中男17名, 女16名, 年龄52.9岁±4.6岁, 体质

量指数23.8 kg/m2±3.3 kg/m2. 选自无糖尿病、

自身免疫性疾病及其相关家族史的体检志愿者. 
75 g OGTT空服血糖<5.6 mmol/L, 糖负荷2 h血
糖<7.8 mmol/L. 所有研究对象均知情同意. 

淋巴细胞分离液、DTT和蛋白酶抑制剂购

自Sigma-Aldrich公司; fasudil购自Asshi Chemi-
cal公司; M199培养基购自Life technology公司; 
phosphor-Thr853-MBS抗体、抗T-MBS抗体、

抗Tubulin抗体、ROCK1和ROCK2抗体购自Cell 
Signaling公司; 三氯乙酸购自国药集团化学试剂

北京有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 标本收集: 收集符合入选条件的正常对照

者和2型糖尿病患者外周血40-80 mL, 同时进行

详尽的病史采集、体格检查、实验室检查. 使
用淋巴细胞分离液, 其中加入10 nmol/L fasudil
并按照Fico l l-Hypaque密度梯度离心法分离

PBMC. 采用M199培养基重悬PBMC, 镜检后将

细胞稀释至5×106个/mL. 配制固定液(50%三氯

乙酸、50 mmol/L DTT和蛋白酶抑制剂)按比例

加入细胞悬液分装冻存于超低温冰箱(-80 ℃)[6], 
以备Western blot分析. 

1.2.2 p-MBS/t-MBS和ROCK1/ROCK2检测: 如
前所述进行Western blot分析, 使用phospho-
Thr853-MBS抗体或抗-MBS抗体、ROCK1和
ROCK2抗体[6]. NIH 3T3细胞裂解物用作阳性对

照. Rho激酶活性表示为: 
ROCK活性 = (Ap-MBS-样品/Ap-MBS-阳性

对照)/(At-MBS-样品/At-MBS-阳性对照), 其中A
为灰度扫描所得数值. 

统计学处理 采用SPSS13.0分析, 数据以

means±SE表示. 本研究所采用的统计方法: 两
组数据之间的比较采用独立样本t 检验 .  通过

Pearson相关分析ROCK激酶活性与HOMA-IR、
HOMA-%B、HOMA-%S(反映胰岛素敏感性)之
间的关系, P <0.05表示为统计学意义. 

2  结果

2.1 研究对象的一般情况 从表1可知, 与正常对

照组相比, 2型糖尿病患者收缩压和舒张压水

平则显著增高(P <0.001). 初诊2型糖尿病的患

者HbA1c%、总胆固醇、LDL-C、甘油三酯、

空服血糖、血浆胰岛素等水平显著高于正常

健康志愿者(P <0.001, 表1); HDL-C水平则显著

降低(P <0.001, 表1). 根据以上实验室指标计算

胰岛功能相关指数, 入选的33名健康志愿者的

HOMA-%B/HOMA-%S明显高于初诊的2型糖

尿病患者, 而2型糖尿病患者的HOMA-IR指数则

显著升高(P <0.001, 表1). 初诊为2型糖尿病的患

者与正常对照志愿者相比, 年龄、体质量指数

■相关报道
Soga等的研究提
示不断累积心血
管疾病的风险可
能会增加ROCK
活性、引起内皮
功能障碍, 导致严
重的心血管疾病
进 展 和 转 归 .  哈
佛大学学者发现
ROCKs活性的变
化可以用来判断
动脉粥样硬化患
者服用锐速伐他
汀和阿托伐他汀
的治疗效果; 日本
的研究小组则将
ROCKs作为诊断
血管痉挛性心绞
痛的实用型生物
标志物.

表  1  研究对象一般资料

     变量    健康人群 2型糖尿病患者  P值

年龄(岁)   52.9±4.6   51.9±4.8 >0.05

质量指数(kg/m2)   23.8±3.3   24.1±4.2 >0.05

腰围(cm)   81.2±8.1   82.3±8.7 >0.05

腰臀比   0.88±0.07   0.88±0.08 >0.05

收缩压(mmHg)    125±15    130±12 <0.001

舒张压(mmHg)      79±5      83±7 <0.001

糖化血红蛋白(%)     5.5±0.3     7.3±0.5 <0.001

总胆固醇(mmol/L)     4.1±0.6     5.4±0.8 <0.001

低密度脂蛋白-胆固醇(mmol/L)     2.8±0.6     3.7±0.8 <0.001

高密度脂蛋白-胆固醇(mmol/L)     1.2±0.1     0.7±0.1 <0.001

甘油三酯(mmol/L)     1.1±0.2     1.7±0.3 <0.001

空腹血糖(mmol/L)     5.4±0.4     8.1±0.9 <0.001

胰岛素(uIU/mL)   13.3±1.5   23.6±2.1 <0.001

胰岛素评价指数     2.4±1.1     4.3±1.5 <0.001

胰岛素分泌指数 118.2±16.9   95.5±21.4 <0.001

胰岛素敏感指数   65.9±7.7   40.2±11.9 <0.001
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■创新盘点
已有众多的基于
糖尿病动物模型
的 研 究 报 道 ,  但
将ROCKs用于预
测、判断和分析
其与初诊2型糖尿
病患者早期胰岛
素抵抗、胰岛功
能和胰岛素敏感
等指标的临床小
样本研究则相对
较少. 本研究提示
可进一步将其作
为早期糖尿病诊
断或相应治疗的
生物标志物.

(body mass index, BMI)、腰围和腰臀比等指标

均为无明显差异(P >0.05, 表1). 
2.2 初诊2型糖尿病组与正常对照组外周单核

细胞ROCK激酶活性比较 与正常对照组ROCK
活性(0.40±0.12)比较, 初诊2型糖尿病患者组

外周单核细胞ROCK活性(0.63±0.15)显著升高

(P <0.001, 图1), 而ROCK1与ROCK2蛋白表达水

平两者无明显差异(P >0.05, 图1). 
2.3 初诊2型糖尿病患者R O C K活性与胰岛相

关功能指数相关性分析 Pearson相关分析显示

(图2), 2型糖尿病患者外周单核细胞ROCK活性

与HOMA-IR呈正相关(r  = 0.730, P <0.001), 与
HOMA-%B、HOMA-%S呈负相关(r  = 0.535, 
P <0.001; r  = 0.268, P = 0.002). 

3  讨论

我们发现初诊为2型糖尿病的患者外周单核细

胞ROCK1与ROCK2蛋白表达水平并无明显差

异, 依此推测, ROCKs激酶蛋白表达水平与糖尿

病发生早期的胰岛功能的变化相关性不明显. 
然而, ROCK活性改变则显著升高, 导致其相关
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图  1  2型糖尿病患者与正常健康人外周单核细胞ROCK1、
ROCK2、P-MBS和T-MBS蛋白水平分析. A: Western blot分析

外周单核细胞ROCK1、ROCK2、P-MBS和T-MBS蛋白; 

B: ROCK活性分析; C: ROCK1表达水平分析; D: ROCK2

表达水平分析; 1: 2型糖尿病患者; 2: 正常健康人; aP<0.05 vs  

正常健康人. 
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图  2  ROCKs激酶活性与胰岛相关功能指数相关性分析. A: 

ROCKs活性与胰岛素抵抗评价指数相关性分析; B: ROCKs

活性与胰岛素敏感指数相关性分析; C: ROCKs活性与胰岛

素分泌指数相关性分析. 每名受试者(2型糖尿病患者)表示符

号(黑点), r  = 皮尔森相关系数, P<0.01为差异有统计学意义.
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信号通路变化, 从而引起胰岛素信号途径异常

或诱发炎症等. 本研究也证实, ROCK活性与胰

岛素抵抗指数明显呈正相关, 即胰岛素抵抗程

度愈严重, ROCK活性则愈强, 两者间相互作用

则进一步加重胰岛素抵抗, 导致糖尿病症状的

加重. ROCKs活性的增加则可能抑制胰岛β细胞

功能和/或导致肝脏、骨骼肌、脂肪组织、血管

和心脏等对胰岛素的作用产生抵抗. 
最近, Rho/Rho激酶信号通路吸引了大量的

关注并因此开展了众多糖尿病并发症的相关研

究[7]. 1型或2型糖尿病的动物模型与高浓度葡萄

糖刺激体外培养细胞等均发ROCKs的活性和基

因表达的上调[8-10]; 另一方面, Zucker肥胖型大

鼠在口服ROCKs抑制剂盐酸法舒地尔后可以显

著性抑制肌肉组织胰岛素受体底物-1丝氨酸磷

酸化从而改善胰岛素抵抗[11]. 同样的研究证据

亦显示糖尿病小鼠模型口服ROCKs抑制剂显

著改善糖尿病所致的肾小球基底膜增厚和保护

足细胞, 从而改善肾小球硬化和间质纤维化[12]. 
Chun等[13]的研究则提示健康人与肥胖人群肌肉

ROCK1活性变化与大剂量胰岛素刺激呈正相

关, 而2型糖尿病患者肌肉组织则恰好相反. 那
么, 是否可以认为2型糖尿病影响了体内胰岛素

对ROCKs相关激酶活性的调节, 导致ROCKs活
性发生缺陷? 这可能需要我们进一步提供相关

临床研究证据.
伴随对ROCKs的深入研究, 越来越多的研究

者将重点从剖析ROCKs的生物学功能转向其作

为临床治疗靶点、各类相关疾病生物标志物等

方面.哈佛大学医学院James和Liao等发现ROCKs
活性的变化可以用来判断动脉粥样硬化患者服

用锐速伐他汀和阿托伐他汀的治疗效果[14]; Ki-
kuchi等[15]则认为中性粒细胞ROCKs是作为诊断

血管痉挛性心绞痛的实用型生物标志物.
总之 ,  我们认为通过检测外周单核细胞

ROCKs活性变化可以来判断早期糖尿病治疗效

果. 我们进一步发现ROCK活性变化同胰岛素抵

抗指数HOMA-IR呈正相关、与胰岛素敏感指呈

负相关, 那么是否可以对注射不同类型胰岛素

或服用双胍类、磺脲类以及最近正在临床逐步

使用的GLP-1、DPP-4抑制剂等糖尿病患者, 检
测外周ROCK活性以判断该药物的使用情况和

状态. 将该指标纳入会更加有利于专科医师为

患者提供个体化治疗的方案. 我们相信ROCK
作为重要的角色作为2型糖尿病的病理生理研

究、诊断和治疗将愈加明显. 
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■同行评价
本 文 研 究 了 2 型
糖尿病患者外周
ROCK活性与胰
岛素抵抗及胰岛
细胞功能的关系,
具有一定的新颖
性及研究价值.
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