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饱和脂肪酸对AMPKa表达和活性的影响
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·论著·

【摘要】 目的探讨饱和脂肪酸对大鼠骨骼肌蛋白激酶(AMPKa)亚基表选及活性的影响，确定其在脂毒性发生中

的地位和作用，为有效预防和控制脂毒性提供科学依据。方法雄性Wistar大鼠腥机分为3组，每组10只，即对照组、高

脂组和高脂加AMPKa激活剂组[二甲双胍50ms／(kg-d)，n=10]。喂养20周后，测定大鼠空腹和服糖后2 b血糖；用体外

骨骼肌糖摄取试验评价大鼠骨骼肌胰岛素敏感性，Western blot法测定大鼠骨骼肌中AMPKa亚基和磷酸化AMPKa亚基蛋

白水平。结果(1)与对照组比较，高脂组大鼠空腹血糖增加21．5％(P<0．05)，服糖后2 h血糖增加28 3％(P(0 05)，

骨骼肌基础和胰岛素刺激后的糖摄取分别下降37．2％(P<0．05)和57．89％(P<0 01)；(2)高脂组大鼠骨骼肌P-AMPKa

和总AMPKa亚基蛋白水平分别下降46．1％(P<0．05)和79．4％(P<o 05)；(3)与高脂组比较：二甲双胍显著上调AMPKa亚

基的表达(P<o．05)和活性增加(P<O．05)。结论饱和脂肪酸通过降调AMPKa亚基表达和活性诱导大鼠胰岛素抵抗。
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【Abstract】Objective To study the role ofAMpKa in hi曲saturated fatty acid thet-indueed insulin resistunee．Methods Male

Wistar rats㈣randomly divided into three groups They Wele conⅡol group(Nc．n=10)，hi【gh-fat diet group(HF，n=10)and
mefformin-treated group(HF+Met．Ⅱ=10)．Mefformin was admlitistrated orally withthe dose of 50 mr／(kg．d)．AfterfeediⅡgfor 20

weeks．fasfing and glucose-loaded 2 h blood glucose levels w㈣md．The abihty of ghcose uptake of rat skeletal muscle WaS
detected．Protein levels of total AMPKa subunit 017 P-AMPKa subunit of mls’skeletal muscle were measured using Western blot Results

(1)Compared with control group，high—fat diet elevated both fasting and glucose—loaded 2 h blood glucose levels(P<0．05)，

aeeompsmed with decreased hasal(P<0 05)and insulin-stimulated(P<0．01)glucose uptake in isolated skeletal muscle．(2)Hi gII—

fat dietim删boththe protein expression(P<O．05)and activity(P<0 05)ofAMPKa subunit(3)Comparedwith HF group，
adminislrafion of metformin could increase both the expression and activity of AMPKa，accompanied with amelioration of insulin

sensitivity Condusion Hi曲saturated fatty acid diet impairs both the expression and activity of AMPKa．The alternations of AMPKa

expression and activity might contribute to，at least par【ly，the pathophysinlogy of insulin resistance
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高脂饮食是诱导胰岛素抵抗的独立危险因素，即

脂毒性。细胞内脂肪酸8氧化不足是脂毒性发生的重

要的病理生理基础“o，然而具体机制一直未能阐明。

AMP活化的蛋白激酶(AMPKa)是新近发现的一种脂肪

酸B氧化的调节因子，它可使乙酰辅酶A羧化酶

(ACC)失活，降调胞浆内丙二酰辅酶A的含量，促进细

胞内脂肪酸的B氧化”1。有研究证实，高糖环境诱导

的胰岛素抵抗伴有AMPKa活性的降低”1。高脂环境

是否会通过影响AMPKa的表达或活性，进而诱导胰岛

素抵抗发生目前还不清楚。本研究拟通过观察高脂饮

食对大鼠骨骼肌AMPKa的影响，探讨AMPKa在脂毒

性发生中的地位和作用。

l材料与方法

1．1实验动物雄性Wistar大鼠30只，体重180～

200 g，由山东省卫生防疫站提供。适应性饲养1周，

随机分为3组，每组10只。对照组：给予大鼠食用的

标准饲料；高脂组(Hr)和高脂加AMPKa激活剂组(二

甲双胍HF+Met)：给予高脂饮食，脂肪热卡占59％，以

饱和脂肪酸为主；各组大鼠每日膳食热量控制在310

kJ／只，喂养5个月。

1．2药品 AMPKa激活剂选用二甲双胍(剂量50

mg／(kg·d)；Real．Time PCR试剂盒购自大连宝生物

Qiagen公司；AMPKa和P．AMPKa一抗及相应二抗均购

自美国Cell Signaling公司；蛋白测定试剂盒购自美国

Bio．Rad公司；B，actln一抗购自美国Ambion公司。

1．3血糖和体重的监测 大鼠处死前，禁食、禁水12

h，测体重、断尾取血测空腹血糖后，经胃管灌人质量分

数为50％的葡萄糖(剂量1 g／kg)，测定2 h后血糖。

1．4体外骨骼肌糖摄取试验及内脏脂肪含量的测定

体积分数为10％的水合氯醛3 ml／kg腹腔内注射麻

醉大鼠，迅速分离腓肠肌进行体外骨骼肌糖摄取试验，

余腓肠肌迅速置于液氨中保存，用以Western blot。经

心脏取血处死大鼠，取附睾、肠系膜和反折腹膜处的脂

肪称重，并计算内脏脂肪重量占体重的百分比。骨骼

肌糖摄取能力测定方法如文献[4J所述。

1．5 Western blot方法液氮冻存的腓肠肌剪碎，裂

解，4屯，12 000 r／rain离心10 min，取上清，测定蛋白浓

度。变性，上样50“g，电泳3 h。转膜，封闭。分别加

入AMPKa和P．AMPKct一抗4℃振荡过夜，二抗常温振

荡孵浴1 h，ECL法显影，凝胶影像分析仪测定蛋白浓

度，计算各蛋白条带和内参的比值。Western blot参照

文献[5-6]进行。

1．6统计学方法上述各项试验至少重复2次。数

据用j±s表示，SPSS 10．0软件处理数据，组间比较采

用单因素方差分析。

2结果

2．1血糖及内脏脂肪含量高脂喂养5个月后，大鼠

空腹血糖、服糖后2 h血糖、体重和内脏脂肪占体重百

分比分别增加21．5％(P<0．05)、28．3％(P<0．05)、

51．1％(P<0．01)和106．6％(P<0．01)。与高脂组相

比，加用AMPKa激活剂二甲双胍可显著降低大鼠体重

(P<0．05)、内脏脂肪含量(P<0．05)和服糖后2 h血

糖(P<0．05)，而空腹血糖改变不明显(表1)。

表1喂养20周后，各组大鼠血糖、体重和

内脏脂肪含量(j±s)

高脂组与对照组比较，+P<O 05；商脂十二甲双胍组与高脂组比较．

+P(0 05m10。

2．2骨骼肌糖摄取变化由图1可见：高脂喂养5个

月后，大鼠骨骼肌基础状态下和胰岛素刺激后的糖摄

取分别下降37．2％(P<0．05)和57．8％(P<0．01)；与

高脂组相比，加用AMPKa激活剂二甲双胍使大鼠骨骼

肌基础状态和胰岛素刺激后的糖摄取分别增加

24 4％(P<0．05)和89．8％(P<0．01)。

与对照组比，+P<0．05：与高脂组比．6P<0，05

图1大鼠骨骼肌基础状态下和胰岛素

刺激后的糖摄取能力

2．3大鼠骨骼肌AMPKa表迭和活性的改变Western

blot分析胞浆内AMPKa活性形式即P．AMPKa蛋白水

平⋯1，同时测定胞浆总AMPKa表达水平。结果显示，

与对照组相比，高脂组大鼠P-AMPKa水平降低46．1％
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图2大鼠骨骼肌中P-AMPKa，AMPKa水平

(P<0．05)，总AMPKa蛋白水平降低79．4％(P<

0．05，图2)。二甲双胍显著上调AMPKa的活性(P<

0．05)与表达(P<0．05)。

3讨论

高脂饮食是诱导胰岛素抵抗和2型糖尿病的独立

危险因素之一⋯。我们的研究发现，高脂喂养5个月

后，大鼠体重和内脏脂肪含量显著增加，表现出明显糖

耐量异常，作为在体外较好评价胰岛素敏感性的骨骼

肌糖摄取能力显著下降。31，这与国内外的相关研究结

论是一致的。脂毒性的发生与脂肪酸在细胞内B氧化

不足有关“1。而脂肪酸的口氧化与胰岛素敏感性关系

密切：抑制脂肪酸B氧化的关键酶(CPTl)可诱导小鼠

胰岛素抵抗发生”o；而CPTl过表达的动物模型表现出

明显的胰岛素敏感性增强“J。研究证实，高脂环境可

抑制CPTI的活性”1。本研究用蛋白定量的方法发

现““：高脂喂养可显著降调大鼠骨骼肌AMPKa亚基

(催化亚基)的表达及活性，提示AMPKa亚基表达及活

性的下降是高脂环境下CPTl活性被抑制的可能机

制。 AICAR(5-Aminoimidazole-4一carboxamide．ribonucl．

eoside)和二甲双胍是目前已知的两种AMPKa的激活

剂””“．前者有较强的肝毒性不适用于长期的实验研

究。我们选用二甲双胍作为AMPKa的激活剂，首先验

证了其对AMPKa的激活作用。结果显示，大鼠服用剂

量50 ms／(kg·d)的二甲双胍5个月后，骨骼肌AMPKa

亚基的表达和活性显著增加。进一步我们发现与高脂

组相比．加用二甲双胍后，大鼠骨骼肌胰岛素刺激后糖

摄取能力显著增强，机体水平糖耐量改善，从而证实

AMPKa亚基表达和活性的降低至少部分地参与了脂

毒性的发生。

综上所述，高脂喂养诱导的大鼠胰岛素抵抗伴有

AMPKa亚基表达和活性的降低，AMPKa激活可上调

AMPKa表达和活性，显著改善胰岛素抵抗。提示

AMPKa参与了脂毒性的发生。
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