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吡格列酮对 2 型糖尿病大鼠骨骼肌脂联素受体 1 表达的影响

刘 洁1,2, 刘宽芝1,刘 琼1

(1. 河北医科大学第三医院内分泌科, 河北省石家庄市 050051; 2. 河北大学附属医院内分泌科, 河北省保定市 071000)

[关键词] 摇 脂联素;摇 脂联素受体 1;摇 吡格列酮;摇 骨骼肌;摇 2 型糖尿病

[摘摇 要] 摇 目的摇 观察吡格列酮对 2 型糖尿病大鼠血清脂联素以及骨骼肌脂联素受体 1(AdipoR1)表达的影响,
探讨吡格列酮对 2 型糖尿病胰岛素抵抗的改善作用及机制。 方法摇 40 只 8 周龄健康雌性 SD 大鼠,随机分为正常

对照组(n = 10)、糖尿病组(n = 15)及吡格列酮组(n = 15)。 用高糖高脂饲料加小剂量链脲佐菌素建立 2 型糖尿病

大鼠模型,成模后吡格列酮组给予 10 mg / (kg·d)吡格列酮灌胃,正常对照组和糖尿病组给予同体积生理盐水灌

胃,共 12 周。 3 个月后股静脉取血,酶联免疫吸附法(ELISA)测定血清脂联素水平,留取大鼠骨骼肌,光、电镜观察

骨骼肌结构,免疫组织化学染色法测定骨骼肌 AdipoR1 蛋白的表达。 结果摇 与正常对照组(1郾 73 依 0郾 32 mg / L)比

较,糖尿病组血清脂联素(1郾 01 依 0郾 27 mg / L)水平显著降低,而吡格列酮组(1郾 34 依 0郾 43 mg / L)较糖尿病组显著升

高,差异有统计学意义(P < 0郾 05)。 骨骼肌 AdipoR1 免疫组织化学染色正常对照组着色深且广泛,糖尿病组较正常

对照组染色浅,吡格列酮组较糖尿病组染色深,但较正常对照组浅。 光镜及电镜结果显示大鼠骨骼肌结构未见明

显异常。 结论摇 2 型糖尿病大鼠血清脂联素水平及骨骼肌 AdipoR1 表达降低并导致糖脂代谢紊乱及胰岛素抵抗。
吡格列酮可上调血清脂联素及骨骼肌 AdipoR1 的表达,从而调节糖脂代谢,改善胰岛素抵抗。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of pioglitazone on the expression of skeletal muscle AdipoR1 in type 2
diabetic rats, and explore the improvement effect and its mechanisms of pioglitazone on type 2 diabetes and insulin resist鄄
ance. 摇 摇 Methods摇 Forty healthy eight鄄week鄄old female Sprague Dawley(SD) rats were randomly divided into normal
control group(n = 10), diabetic group(n = 15), and pioglitazone group(n = 15). 摇 Type 2 diabetes rat model was repro鄄
duced by feeding a high鄄sugar鄄fat diet followed by an intraperitoneal injection of a low dose of streptozotocin (STZ). 摇 Rats
in pioglitazone group were laraged with pioglitazone 10 mg / (kg·d), while those in control group and diabetic group re鄄
ceived the same amount of normal saline for 12 weeks. 摇 After 3 months, blood was taken from femoral vein and serum adi鄄
ponectin was measured by enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA). 摇 The structure of skeletal muscle was observed
with light microscope and electron microscope. 摇 The protein expression of AdipoR1 in skeletal muscle was detected by im鄄
munohistochemical staining. 摇 摇 Results摇 Serum adiponectin (1郾 01 依 0郾 27 mg / L) in T2DM group was significantly de鄄
creased compared with normal control group (1郾 73 依 0郾 32 mg / L), but that of pioglitazone group (1郾 34 依 0郾 43 mg / L) was
significantly increased compared with T2DM group (P < 0郾 05). 摇 Immunohistochemical staining showed that the expression
of AdipoR1 in skeletal muscle was the most obvious in normal control group and was attenuated in T2DM group. 摇 The ex鄄
pression of AdipoR1 in skeletal muscle of pioglitazone group was more significant than that in T2DM group, but was weaker
than that in normal control group. 摇 Light microscope and electron microscope showed no obvious abnormalities in skeletal
muscle structure. 摇 摇 Conclusions摇 The levels of serum adiponectin and AdipoR1 in skeletal muscle decline in type 2 dia鄄
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betic rats. 摇 Pioglitazone can up鄄regulate the levels of serum adiponectin and AdipoR1 in skeletal muscle thus it can down鄄
regulate the circulating levels of glucose and lipids and improve insulin sensitivity.

摇 摇 近年来研究发现脂联素(adiponectin)是由脂肪

细胞分泌的惟一与体脂含量呈负相关的激素[1],除
具有改善胰岛素抵抗的作用外,还具有降糖、降脂、
抗高血压、抗炎、抗动脉粥样硬化等作用。 Yamauchi
等[2]于 2003 年 2 月首次克隆出人和小鼠的脂联素

受体(AdipoR)基因,有研究表明脂联素及其受体的

改变与 2 型糖尿病( type 2 diabetes mellitus,T2DM)
等代谢性疾病的发生发展密切相关。 吡格列酮是近

年来广泛应用的一种噻唑烷二酮类(TZD)胰岛素增

敏剂,是过氧化体增殖物激活型受体 酌(PPAR酌)的
特异性激动剂[3]。 本研究通过建立 T2DM 大鼠模

型,检测血清脂联素水平、骨骼肌 AdipoR1 的表达和

相关糖脂代谢指标,探讨吡格列酮改善胰岛素抵抗

的可能机制,为 TZD 类药物临床广泛应用提供实验

依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 40 只清洁级雌性 Sprague鄄Dawlay(SD)大鼠,8
周龄,体重 180 ~ 200 g,购自河北医科大学动物实验

中心。 大鼠脂联素 ELISA 试剂盒购自美国 BPB 生

物技术公司,兔抗大鼠 AdipoR1 多克隆抗体购自美

国 Phoenix 生物制剂公司,抗兔免疫组织化学试剂

盒购自深圳晶美生物工程有限公司,链脲佐菌素

(streptozotocin,STZ)为美国 Sigma 公司产品,吡格列

酮由日本武田公司赠送。
1郾 2摇 动物模型制备及分组

40 只雌性 SD 大鼠随机分为正常对照组( n =
10)、糖尿病组(n = 15)和吡格列酮组(n = 15)。 其

中正常对照组给予普通饲料,糖尿病组和吡格列酮

组大鼠给予高糖高脂饮食(普通饲料中加入 2郾 5%
胆固醇、20%蔗糖、15%熟猪油)。 4 周后,糖尿病组

和吡格列酮组腹腔内一次性注射小剂量 STZ(30
mg / kg,溶于 0郾 1 mol / L 枸橼酸缓冲液中,pH4郾 4),
正常对照组腹腔注射等体积的枸橼酸缓冲液。 2 周

后测空腹血糖( fasting plasma glucose,FBG)、空腹胰

岛素( fasting insulin, FINS),并计算胰岛素敏感性

指数,以空腹血糖大于正常对照组大鼠血糖x + 3s
(7郾 8 mmol / L)且伴有胰岛素敏感性降低者为造模

成功[4]。 吡格列酮组给予 10 mg / (kg·d)吡格列酮

灌胃,糖尿病组和正常对照组给予等量生理盐水灌

胃,共 12 周。 实验期间,所有大鼠可自由饮水,未使

用任何降糖药物。
1郾 3摇 标本采集

12 周后,于实验结束的前一天禁食 12 ~ 14 h,
10%水合氯醛(3 mL / kg)腹腔注射麻醉大鼠,股静

脉取血,迅速离心,留取血清标本, - 20益保存,待用

于生物化学指标及血清脂联素检测。 迅速取部分股

四头肌以 10%多聚甲醛固定,脱水,石蜡包埋,常规

切片,待光镜观察、免疫组织化学染色,部分以 4%
戊二醛固定,待电镜观察。
1郾 4摇 生物化学指标检测

FBG 以 Roch 血糖仪测定; FINS 采用双抗体放

射免疫分析法测定;血脂采用德国拜耳 1650 全自动

生物化学分析仪测定;胰岛素敏感指数( ISI)以公式

ISI = 1 / (FBG 伊 FINS)计算得出;血清脂联素采用酶

联免疫吸附法(ELISA)测定。
1郾 5摇 免疫组织化学法检测 AdipoR1 表达

石蜡切片常规脱蜡至水;胰蛋白酶 37益孵育 10
min 抗原修复;蒸馏水冲洗,磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗 1
次;3%过氧化氢孵育 15 min;蒸馏水冲洗, PBS 浸泡 5
min 伊3 次;不经水洗直接滴加 1颐 200 稀释的 AdipoR1
兔抗大鼠多克隆抗体,4益过夜; PBS 冲洗5 min 伊3 次;
滴加辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG,37益孵育 30
min;PBS 冲洗 5 min 伊3 次;显色剂显色;自来水充分冲

洗,苏木素复染,脱水,透明,封片;光镜下每张切片随

机选取 5 个视野,以病理图像分析系统处理,测定 Adi鄄
poR1 阳性表达的平均 IOD 值。
1郾 6摇 光镜、电镜观察

切片常规脱蜡至水,苏木素染色 5 min,自来水

洗 1 min,1%盐酸乙醇分化 20 s,自来水反蓝 5 min,
伊红染色 2 min,自来水洗 1 min,梯度乙醇脱水,二
甲苯透明,加拿大树胶封片,光镜观察。 骨骼肌组织

4%戊二醛前固定,1% 锇酸后固定,丙酮系列脱水,
EPON 812 包埋,超薄切片,铅铀双重染色,透射电镜

观察。
1郾 7摇 统计学处理

使用 SPSS 13郾 0 统计软件处理实验结果。 各组

数据均进行正态检验,正态分布的资料以x + s 表

示,偏态分布的资料以中位数(下四分位数,上四分

位数)[M(QL,QU)]表示。 各组数据比较前先进行

方差齐性检验,多组比较采用单因素方差分析,组间

比较采用 SNK鄄q 检验。 相关性分析使用 Pearson 直
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线相关性分析。 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 生物化学指标变化

摇 摇 糖尿病组大鼠 FBG、FINS 及甘油三酯(TG)、总
胆固醇(TC)、低密度脂蛋白胆固醇(LDLC)、极低密

度脂蛋白胆固醇(VLDLC)水平均高于正常对照组,
高密度脂蛋白胆固醇(HDLC)水平及 ISI 均低于正

常对照组,差异有统计学意义(均 P < 0郾 05);吡格列

酮组大鼠 FBG、FINS 和 TG、TC、LDLC、VLDLC 水平

均低于糖尿病组,但仍高于正常对照组,HDLC 水平

及 ISI 均高于糖尿病组,但仍低于正常对照组,差异

有统计学意义(均 P < 0郾 05;表 1)。

表 1. 大鼠生物化学指标变化

Table 1. Change of Biochemical parameters in rats

指摇 标 正常对照组 糖尿病组 吡格列酮组

FBG (mmol / L) 4郾 89 依 0郾 35 12郾 43 依 1郾 48a 9郾 01 依 1郾 14b

TG (mmol / L) 0郾 79 依 0郾 07 1郾 92 依 0郾 25a 1郾 17 依 0郾 14b

TC(mmol / L) 2郾 05 依 0郾 06 3郾 36 依 0郾 09a 2郾 78 依 0郾 08b

LDLC (mmol / L) 1郾 16 依 0郾 11 1郾 87 依 0郾 09a 1郾 57 依 0郾 07b

VLDLC (mmol / L) 0郾 32 依 0郾 03 0郾 90 依 0郾 07a 0郾 61 依 0郾 05b

HDLC (mmol / L) 0郾 94 依 0郾 04 0郾 57 依 0郾 03a 0郾 65 依 0郾 03b

FINS (mIU / L) 17郾 66(16郾 83,18郾 27) 20郾 95(19郾 81,22郾 11) 18郾 45(17郾 97,18郾 76)

ISI 0郾 0111(0郾 01041,0郾 0121) 0郾 0039(0郾 0036,0郾 0041) a 0郾 0065(0郾 0057,0郾 0069) b

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与糖尿病组比较。

2郾 2摇 血清脂联素水平

糖尿病组 (1郾 01 依 0郾 27 mg / L)、吡格列酮组

(1郾 34 依 0郾 43 mg / L)大鼠血清脂联素均低于正常对

照组(1郾 73 依 0郾 32 mg / L,P < 0郾 05)。 与糖尿病组比

较,吡格列酮组大鼠血清脂联素显著升高 (P <
0郾 01)。 相关分析表明大鼠血清脂联素水平与

FBG、FINS 和 LDLC 呈负相关( r 分别为 - 0郾 656、 -
0郾 359 和 - 0郾 637,均 P < 0郾 01),与 HDLC 和 ISI 呈
正相关( r 分别为 0郾 614 和 0郾 615,均 P < 0郾 01)。
2郾 3摇 骨骼肌 AdipoR1 表达

以出现棕黄色颗粒物质为阳性表现,正常对照

组大鼠骨骼肌可见大量棕褐色颗粒沉着。 糖尿病组

大鼠骨骼肌着色深度及范围较正常对照组明显减

轻。 吡格列酮组大鼠骨骼肌着色深度及范围较糖尿

病组增强,但仍少于正常对照组(图 1)。 糖尿病组

大鼠骨骼肌 AdipoR1 蛋白表达的 IOD 值(106郾 03 依
25郾 70)是正常对照组(224郾 81 依 58郾 19)的 47郾 2% ,
吡格列酮组(151郾 47 依 30郾 63)是糖尿病组的 1郾 43
倍,差异有统计学意义(均 P < 0郾 05)。 相关分析表

明大鼠骨骼肌 AdipoR1 表达水平与 FBG、FINS、LD鄄
LC 呈负相关 ( r 分别为 - 0郾 712、 - 0郾 437 和 -
0郾 763,均 P < 0郾 01),与 HDLC 和 ISI 呈正相关( r 分
别为 0郾 781 和 0郾 725,均 P < 0郾 01)。

图 1. 免疫组织化学染色法检测大鼠骨骼肌 AdipoR1 表达( 伊 200) 摇 摇 A 为正常对照组,B 为糖尿病组,C 为吡格列酮组。

Figure 1. Protein expression of AdipoR1 in skeletal muscle by immunohistochemical staining
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2郾 4摇 骨骼肌病理形态学改变

HE 染色显示各组大鼠骨骼肌纤维排列整齐,
胞浆着色均匀,细胞核形态正常,细胞间隙无增宽及

狭窄(图 2)。 透射电镜下可见各组大鼠骨骼肌细胞

中肌原纤维排列规则紧密,肌丝整齐,肌小节完整,
明暗带清晰,细胞核形态正常;线粒体为长椭圆形,
结构清楚,嵴较密、呈板层状;糖原含量正常,分布均

匀(图 3)。

图 2. 大鼠骨骼肌 HE 染色( 伊 200) 摇 摇 A 为正常对照组,B 为糖尿病组,C 为吡格列酮组。

Figure 2. Skeletal muscle HE staining in three groups rats

图 3. 电镜下大鼠骨骼肌超微结构摇 摇 A 为正常对照组( 伊 20000),B 为糖尿病组( 伊 20000),C 为吡格列酮组( 伊 6000)。

Figure 3. Skeletal muscle ultrastructure by electron microscope

3摇 讨摇 论

脂联素是一种由脂肪组织分泌的细胞因子,具
有显著改善胰岛素抵抗和抗动脉粥样硬化的生物效

应[5,6]。 研究发现 2 型糖尿病患者血清脂联素水平

明显降低,低脂联素血症是 2 型糖尿病独立预测指

标并可预测大血管病变的发生,补充脂联素可能为

胰岛素抵抗、2 型糖尿病的治疗提供全新的手段。
Hotta 等[7]对有胰岛素抵抗遗传倾向的恒河猴的研

究发现,在向 2 型糖尿病发展的过程中,血循环中脂

联素水平逐渐降低,且与胰岛素抵抗和 2 型糖尿病

的发展呈平行关系。 Weyer 等[8] 研究发现,脂联素

与空腹胰岛素浓度呈负相关,与胰岛素敏感指数呈

正相关,较其与肥胖和血糖的关系更为密切,提示 2
型糖尿病患者中脂联素水平下降主要归因于胰岛素

抵抗和高胰岛素血症。 本研究结果显示,2 型糖尿

病大鼠血清脂联素水平比正常对照组明显降低,并
与 FBG、FINS、LDLC 呈负相关,与 HDLC、ISI 呈正相

关,与上述研究结果一致。 提示在 2 型糖尿病发展

过程中,脂联素水平发生明显变化,其水平的下降导

致糖脂代谢紊乱、胰岛素敏感性下降。
新近发现的脂联素受体存在两种异构体,分别

称为 AdipoR1 和 AdipoR2,其中 AdipoR1 主要分布

于骨骼肌,AdipoR2 主要分布于肝脏。 Wang 等[9] 认

为 AdipoR1 基因可能是 2 型糖尿病和胰岛素抵抗的

候选基因,并提出 AdipoR1 基因或其附近的序列连

续改变增加了发生 2 型糖尿病和代谢综合征危险的

假说。 Civitarese 等[10] 研究报道,人骨骼肌中 Adi鄄
poR1 和 AdipoR2 的表达水平与胰岛素敏感性呈正

相关。 Inukai 等[11] 也认为,胰岛素对 AdipoR1 的表

达有抑制作用。 本实验结果显示,2 型糖尿病大鼠

骨骼肌 AdipoR1 的表达水平比正常对照组明显降

低,并与 FBG、FINS、LDLC 呈负相关,与 HDLC、ISI
呈正相关,说明 AdipoR1 表达水平下降与胰岛素抵

抗密切相关,这与上述研究结果相符,但与 Debard
等[12]和姚辉等[13]在 2 型糖尿病患者及大鼠骨骼肌

中脂联素受体的表达没有改变结论不同。 其原因可

能与动物模型的建立方法不同,动物对高糖高脂饲
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料的耐受性、体内糖脂代谢差异以及组织取材的部

位不同等有关。
脂联素与 AdipoR 之间的作用机制尚不清楚,本

研究结果显示 2 型糖尿病时,脂联素水平下降,同时

AdipoR1 表达减少,分析其原因可能为:淤脂联素降

低作用于 AdipoR,使其表达代偿性增加,但由于胰

岛素抵抗、高胰岛素血症、糖脂毒性、炎症因子等对

AdipoR 的抑制作用超过了其代偿作用,导致 AdipoR
表达水平下降;于 2 型糖尿病时存在脂联素基因单

核苷酸多态性及基因错义突变导致脂联素下降[14],
推测 2 型糖尿病时 AdipoR 可能也存在基因突变使

其表达下降;盂另外 AdipoR 不同于与 G 蛋白耦联

的受体,是一个新的受体家族,可能其与脂联素之间

的调节机制不同于其他激素与受体之间的作用机

制,即脂联素的下降可直接导致 AdipoR 表达的下

降。 但具体作用机制尚待进一步研究。
吡格列酮属于 TZD,是一类新型的胰岛素增敏

剂,能明显增强靶组织对胰岛素的敏感性,改善胰岛

素抵抗[15]。 新近研究发现,TZD 可通过 PPAR酌 以

剂量鄄时间依赖方式增强脂联素 mRNA 的表达和分

泌,提高胰岛素抵抗和糖尿病患者血浆脂联素浓

度[16],脂联素受体的表达也受 PPAR酌 和 PPAR琢 的

诱导,是 PPAR 作用的新靶点[17]。 本研究结果显

示,吡格列酮组大鼠脂联素水平和 AdipoR1 的表达

水平与 2 型糖尿病大鼠相比较明显升高,血糖、血脂

水平明显降低,胰岛素敏感性显著改善,说明吡格列

酮可增加血浆脂联素水平和上调 AdipoR1 的表达。
综上所述,脂联素及 Adipo R1 表达下降与胰岛

素抵抗及 T2DM 密切相关,罗格列酮能提高血清脂

联素水平及骨骼肌 Adipo R1 的表达,明显增强靶组

织对胰岛素的敏感性,改善胰岛素抵抗。 因此,研发

人类重组脂联素将为临床治疗胰岛素抵抗和糖尿病

提供新的理论依据,针对脂联素及脂联素受体基因

缺陷的基因治疗也将成为胰岛素抵抗和糖尿病防治

的新靶点。
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