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二甲双胍对糖尿病大鼠脂肪组织ＡＭＰＫα２及氧化应激水平的影响
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　　［摘要］　目的　观察二甲双胍对２型糖尿病大鼠脂肪组织中腺苷酸活化蛋白激酶α２（ＡＭＰＫα２）表达及对氧化应激水平
的影响，探讨其改善血糖、氧化应激及胰岛素抵抗的可能机制。方法　３２只雄性ＳＤ大鼠随机分为正常对照组（ＮＣ，ｎ＝１２）、
糖尿病模型组（ＤＭ，ｎ＝１０）、二甲双胍治疗组（ＭＴ，ｎ＝１０）；后两组高脂饮食１个月后腹腔注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）３０ｍｇ／ｋｇ制

备２型糖尿病大鼠模型。造模成功后，ＭＴ组给予二甲双胍５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，ＮＣ组 、ＤＭ组给予同剂量０．５％羟甲基纤

维素钠溶液。测定大鼠治疗前后的体质量，并检测各组空腹血糖（ＦＢＧ）、空腹胰岛素（ＦＩＮＳ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘

肽（ＧＳＨ）、βＮ乙酰氨基葡萄糖苷酶（ＮＡＧ）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、丙二醛（ＭＤＡ）、单胺氧化酶（ＭＡＯ）、总胆固醇（ＴＣ）、三酰

甘油（ＴＧ）、高密度脂蛋白（ＨＤＬ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）水平，计算大鼠脂体比、胰岛素敏感指数（ＩＳＩ）。同时以半定量ＲＴＰＣＲ

检测脂肪组织ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ的表达。结果　与ＤＭ组比较，ＭＴ组脂肪组织ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ的表达及血清ＧＳＨ、ＳＯＤ、

ＩＳＩ、ＨＤＬ增高，ＦＩＮＳ、ＦＢＧ、ＮＡＧ、ＭＤＡ、ＭＰＯ、ＭＡＯ、ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　二甲双
胍调节２型糖尿病大鼠，糖脂代谢，改善胰岛素敏感性及氧化应激可能与脂肪组织ＡＭＰＫα２的表达增加有关。
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　　二甲双胍是治疗２型糖尿病的基础用药，在糖
尿病治疗中占据重要地位。近年研究显示，二甲双

胍具有独立于降糖作用之外的调节血脂作用，还具
有抗氧化、减轻过氧化氢对内皮细胞的氧化损伤作
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用，能够改善糖尿病患者的氧化应激指标水平，但具
体机制还有待于进一步研究［１］。

　　磷酸腺苷激活的蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是由α、β和γ３个亚单位组成
的异源三聚体蛋白，在细胞内行使能量代谢调节作
用。众多研究已证实 ＡＭＰＫ在糖尿病及肥胖症等
人类代谢性疾病的发病中发挥至关重要的作用［２４］。
以往对 ＡＭＰＫ 的研究多集中在肝脏、骨骼肌方
面［５］，在脂肪组织中的研究不多，结论亦不一致［６７］。
本研究旨在通过动物实验观察二甲双胍对糖尿病大

鼠脂肪组织ＡＭＰＫα２表达以及对糖、脂代谢和氧化
应激指标的影响，探讨其可能的分子机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及来源　羧甲基纤维素钠、链脲佐菌
素（ＳＴＺ）、柠檬酸及柠檬酸钠购于美国Ｓｉｇｍａ公司，
高脂饲料购于中国科学院，普通饲料购于第二军医
大学实验动物中心。旋涡振荡器（Ｖｏｒｔｅｘ）ＸＷ８０Ａ
（上海青浦泸西仪器厂），Ｒｅａｌｔｉｍｅ检测仪（７５００
ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ）ＡＢＩ７５００（美国），低温
冷冻离心机１１５Ｋ３Ｋ１５Ｓｉｇｍａ（美国），各种标本检测
试剂盒购于南京建成生物工程研究所。

１．２　动物分组及模型制备　雄性ＳＤ大鼠３２只，体
质量１８０～２００ｇ，由第二军医大学实验动物中心提
供，生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３；使用许可
证号：ＳＹＸＫ（沪）２００７０００３。ＳＰＦ环境饲养，温度

２０～２５℃，湿度５６％，自由饮水，１２／１２ｈ昼夜规律，
喂食时间为每日下午５：００至次日上午８：００。大鼠
适应性饲养２ｄ后随机分组，正常对照组（ＮＣ）１２只
给予普通饲料，糖尿病组２０只给予高脂饲料，均喂
养４周。诱发出胰岛素抵抗模型后一次性腹腔注射

ＳＴＺ（溶于ｐＨ４．３，０．１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸缓冲液）３０
ｍｇ／ｋｇ；ＮＣ组腹腔注射同剂量的柠檬酸缓冲液（ｐＨ
４．３，０．１ｍｏｌ／Ｌ）。模型验证：造模组继续高脂饮
食、对照组普食喂养２周（期间未给予药物干预）后
禁食８ｈ，按２ｇ／ｋｇ灌服２０％ Ｄ葡萄糖溶液，０ｍｉｎ
和１２０ｍｉｎ血糖分别大于７．０ｍｍｏｌ／Ｌ 和１１．０
ｍｍｏｌ／Ｌ者视为２型糖尿病造模成功。将成模大鼠
随机分为糖尿病模型组（ＤＭ）和二甲双胍治疗组
（ＭＴ），各１０只。ＭＴ组给予二甲双胍（溶于０．５％
羧甲基纤维素钠溶液）５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃，ＮＣ组
及ＤＭ组给予同剂量０．５％羟甲基纤维素钠溶液，持
续４周后处死。

１．３　检测指标及方法　测定大鼠治疗前后的体质
量。实验末各组大鼠腹腔麻醉，迅速行腹主动脉采
血６～８ｍｌ，将血液标本送上海达为科生物科技有限

公司，进行空腹血糖（ＦＢＧ）、空腹胰岛素（ＦＩＮＳ），总
胆固醇 （ＴＣ）、三 酰 甘 油 （ＴＧ）、高 密 度 脂 蛋 白
（ＨＤＬ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ），超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）、Ｎ乙酰βＤ氨基葡萄糖
苷酶 （ＮＡＧ）、髓 过 氧 化 物 酶 （ＭＰＯ）、丙 二 醛
（ＭＤＡ）、单胺氧化酶（ＭＡＯ）的检测。检测分别采
用优越型血糖仪（罗氏公司）、生化分析仪（Ｂｉｏｃｈｅｍｉ
ｃａｌＡｎａｌｙｚｅｒ）及酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法。采血后，快速取
出大鼠肾周及睾周脂肪组织，标记后立即置于液氮
中，于－８０℃冰箱中保存。并计算胰岛素敏感指数（

ｉｎｓｕｌｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＩＳＩ），ＩＳＩ为空腹血糖值与
空腹血胰岛素值乘积的倒数，呈非正态分布，分析
时取其自然对数值。

１．４　半定量ＲＴＰＣＲ测定大鼠脂肪组织ＡＭＰＫα２
ｍＲＮＡ表达　ＡＭＰＫα２上游引物：５′ＧＧＴＧＴＴ
ＡＴＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＣＴＴＣＴ３′，ＡＭＰＫα２下游
引物：５′ＴＧＴＣＴＴ ＴＧＡ ＴＡＧ ＴＴ２ＧＣＴＣＧＣ
ＴＴＣ３′，ＧＡＤＰＨ 上游引物：５′ＡＴＧ ＡＣＧ ＡＣＡ
ＴＣＡＡＡＡ ＧＧＴ ＧＧ３′，ＧＡＰＤＨ 下游引物：５′
ＧＧＧＡＴＧＧＡＡＡＣＴＧＴＧＡＡＧＡＧＧ３′。采用
两步法进行 ＲＴＰＣＲ。ＰＣＲ 反应条件：９６℃变性

１５ｓ，６０℃退火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，共４９个循环，
反应结束后确认ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ的扩增曲线和融解
曲线，进行ＰＣＲ半定量时制作标准曲线，分析结果：

ｍＲＮＡ相对表达量＝２－ΔＣｔ×１００％，ΔＣｔ＝目标基因

Ｃｔ值－内参Ｃｔ值。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据
分析，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验和
方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大鼠一般情况　ＮＣ组大鼠一般状态良好，实
验过程中饮食、饮水、尿量无明显变化。ＤＭ 组大鼠
消瘦，毛色杂乱无光泽，精神萎靡，行动迟缓，反应迟
钝，出现不同程度的多饮、多食、多尿症状。ＭＴ组
与ＤＭ组相比较，大鼠多饮、多食、多尿、消瘦症状在
治疗后明显减轻。由表１可见，与 ＮＣ组比较，ＤＭ
组大鼠体质量显著降低，ＭＴ组大鼠体质量显著升
高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＭＴ组与ＤＭ
组比较，ＭＴ组大鼠体质量明显升高，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），说明二甲双胍可以改善糖尿病大鼠
的消瘦症状。

２．２　各组指标比较　结果（表２）显示：与ＮＣ组相
比，ＤＭ组及 ＭＴ组大鼠ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ
水平均升高，ＨＤＬ水平均降低，差异均有统计学意
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义 （Ｐ＜０．０５）；ＭＴ组与 ＤＭ 组比较，ＭＴ组大鼠

ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ水平降低，ＨＤＬ升高，差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。表３列出了各组氧
化应激等相关指标的水平，结果显示：与 ＮＣ组相
比，ＤＭ 组及 ＭＴ 组大鼠 ＳＯＤ、ＧＳＨ 水平均降低
（Ｐ＜０．０５），ＮＡＧ、ＭＰＯ、ＭＤＡ及ＭＡＯ水平均升高
（Ｐ＜０．０５）；ＭＴ组与ＤＭ 组比较，ＭＴ组大鼠ＳＯＤ
及ＧＳＨ水平升高（Ｐ＜０．０５），ＮＡＧ、ＭＰＯ、ＭＤＡ及

ＭＡＯ水平均降低（Ｐ＜０．０５）。

表１　大鼠造模前后及治疗后体质量的比较

Ｔａｂ１　Ｂｏｄｙｍａｓｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｂｅｆｏｒｅ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ

Ａｆｔｅｒ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ

Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｗｉｔｈｍｅｔｆｏｒｍｉｎ

ＮＣ １２ １８９．０８±５．６５ ２５９．３８±６．４５ ３８５．７８±６．８５
ＤＭ １０ １８８．５８±６．１３ ５３４．９６±８．１９ ３０８．５３±９．０２

ＭＴ １０ １９０．９６±５．９９ ５３５．２６±８．５１ ４５２．０３±９．３２△

　ＮＣ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；ＤＭ：Ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；ＭＴ：Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ．
Ｐ＜０．０５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ

表２　各组大鼠血糖、ＩＳＩ、血脂等指标检测结果

Ｔａｂ２　ＦＢＧ，ＩＳＩａｎｄｓｅｒｕｍｌｉｐｉｄｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＦＢＧ
ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＦＩＮＳ
ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１

ＩＳＩ ＴＣ
ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＴＧ
ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＨＤＬＣ
ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＬＤＬＣ
ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮＣ １２ ５．６４±０．３１ ２１．８２±２．７８ －５．１５±０．２９ ２．２２±０．４１ ０．６３±０．５８ １．７０±０．１１ ０．３１±０．２７
ＤＭ １０ ３３．８９±５．７１ ３３．０１±４．１０ －８．５２±０．４３ ９．３７±０．３１ ４．０１±０．３４ ０．６８±０．１５ ４．８９±０．１５

ＭＴ １０ ７．３４±１．３８△２５．３２±２．８６△－５．７５±０．３７△５．７６±０．２１△ ２．１２±０．６１△ １．５３±０．１６△ ２．５６±０．１７△

　ＮＣ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；ＤＭ：Ｄｉａｂｅｔｉｃｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；ＭＴ：Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ．ＦＧＢ：Ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ；ＦＩＮＳ：Ｆａｓｔｉｎｇｉｎｓｕｌｉｎ；ＩＳＩ：Ｉｎｓｕｌｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ；ＴＣ：Ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＴＧ：Ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ；ＨＤＬＣ：Ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＬＤＬＣ：Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ．Ｐ＜０．０５

ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ

表３　各组大鼠氧化应激等相关指标比较

Ｔａｂ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｄｉｃｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＳＯＤ
ｚＢ／Ｕ·ｍｌ－１

ＧＳＨ
ρＢ／ｍｇ·Ｌ－１

ＭＤＡ
ｃＢ／ｎｍｏｌ·ｍｌ－１

ＮＡＧ
ｃＢ／ｎｍｏｌ·ｍｌ－１

ＭＰＯ
ｚＢ／Ｕ·Ｌ－１

ＭＡＯ
ｚＢ／Ｕ·ｍｌ－１

ＮＣ １２ ４３．２４±２．１２ ２１．７８±２．２６ １．３６±０．２２ １２．７４±１．７２ ２６．９８±８．８９ ３．３３±１．０５
ＤＭ １０ ７．８８±１．８６ ６．５６±１．００ ６．３２±０．６６ ４７．２０±１．８０ １６５．４０±１８．８０ １０．１２±１．７５

ＭＴ １０ １９．９３±３．２５△ １３．３２±１．７９△ ３．８９±０．７２△ ３０．９４±５．７２△ １００．１４±１９．５９△ ７．２２±２．０７△

　ＮＣ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；ＤＭ：Ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；ＭＴ：Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ．ＳＯＤ：Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＧＳＨ：Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ；ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ；

ＮＡＧ：ＮａｃｅｔｙｌｂｅｔａＤｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ；ＭＰＯ：Ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ；ＭＡＯ：Ｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＤＭ

ｇｒｏｕｐ

２．３　大鼠脂肪组织 ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ的表达　结
果（图１）表明：ＤＭ 组大鼠脂肪组织中 ＡＭＰＫα２
ｍＲＮＡ水平显著低于ＮＣ组和 ＭＴ组，差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０１），ＮＣ组与 ＭＴ组之间差异则无
统计学意义。

图１　脂肪组织ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ

ＮＣ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ；ＤＭ：Ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ；ＭＴ：Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ．
Ｐ＜０．０１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　本研究发现，糖尿病组大鼠出现多饮、多食、多
尿、消瘦症状，ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ水平升高，

ＨＤＬ水平降低，而经用二甲双胍治疗后上述症状及
指标均明显改善，表明二甲双胍能够调节糖、脂代谢
平衡，改善胰岛素敏感性。

　　ＮＡＧ是溶酶体中的一种酸性水解酶，研究发现

２型糖尿病患者中ＮＡＧ浓度升高，而且其浓度的升
高可以早期预测患者存在肾脏损害［８］。ＭＡＯ广泛
分布于体内各组织器官，其活性高低能反映肝纤维
化的程度，糖尿病可因合并脂肪肝、充血性心力衰
竭，或因肝淤血而继发肝硬化时，导致血 ＭＡＯ活性
升高。另有研究发现 ＭＡＯ抑制剂可以拮抗缺血引
起的氧化应激［９］。ＭＰＯ是中性粒细胞的功能标志
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和激活标志，主要功能是在吞噬细胞内杀灭微生物，
利用过氧化氢和氯离子产生次氯酸盐，并形成具有
氧化能力的自由基，研究发现其基因多态性与氧化
应激相关［１０１１］。本研究发现，糖尿病大鼠血 ＮＡＧ、

ＭＡＯ和 ＭＰＯ水平均升高，提示糖尿病大鼠组织器
官发生了一定程度的损伤。经二甲双胍治疗后，上
述指标均明显改善，提示二甲双胍具有广泛的药理
作用。

　　近年研究证实氧化应激参与了糖尿病的发生和
发展［１２］。胰岛素抵抗源于氧化应激，高游离脂肪酸
（ＦＦＡ）刺激的后果是高活性反应分子活性氧簇
（ＲＯＳ）和活性氮簇（ＲＮＳ）生成增多，从而启动了氧
化应激机制［１３］。本研究发现，与正常对照组相比，
糖尿病大鼠抗氧化酶ＳＯＤ、ＧＳＨ 水平均降低（Ｐ＜
０．０５），氧化损伤标志物 ＭＤＡ水平升高（Ｐ＜０．０５），
证实氧化应激确实在糖尿病病理过程中起着重要作

用。经二甲双胍治疗后，ＳＯＤ、ＧＳＨ 水平升高，

ＭＤＡ水平降低，说明二甲双胍减轻了糖尿病大鼠的
氧化应激反应。

　　ＡＭＰＫ是新近发现的一种细胞内能量代谢的
重要调节因子，其可感受胞质内ＡＴＰ水平的下降来
激活产能通路而抑制能量的消耗。除调节机体能量
代谢［１４］外，ＡＭＰＫ也参与机体胰岛素敏感型的调
节［１５］。胰岛素在人体内发挥作用的通路主要有两
条，一条通过磷酸肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）通路，可以发
挥降糖和激活一氧化氮合酶的作用；另一条通过丝
裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）通路，可以增加细胞生
长、增殖和分化，促进动脉粥样硬化。除传统的胰岛
素信号转导通路外，ＡＭＰＫ表达和活性的变化可能
是胰岛素抵抗发生的上游机制［１６］。ＡＭＰＫ在脂肪
组织中的研究很少，并且存在争议［６７］。本研究发
现，ＤＭ 组大鼠脂肪组织 ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ表达较

ＮＣ组明显降低。应用二甲双胍治疗后，ＡＭＰＫα２
ｍＲＮＡ表达较ＤＭ组明显升高，说明二甲双胍能够
上调糖尿病大鼠脂肪组织中 ＡＭＰＫα２的表达。提
示二甲双胍可能通过增加脂肪组织 ＡＭＰＫα２ｍＲ
ＮＡ含量来调节糖、脂代谢平衡，改善胰岛素敏感
性，抵抗氧化应激作用，但尚需进一步证实。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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