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活化对慢性间歇缺氧大鼠胰岛素抵抗和炎症因子的影响"
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"摘要#
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目的
!

探讨单磷酸腺苷激活蛋白激酶"

H8Ea

%活化对慢性间歇缺氧大鼠胰岛素抵抗和炎症因子的作用及其机制&

方法
!

建立慢性间歇缺氧大鼠模型模拟阻塞性睡眠呼吸暂停综合征"

X9H9

%!将
')

只雄性
92

大鼠分为常氧对照组'

1

周间歇缺

氧组'

/

周间歇缺氧组&观察
H8Ea

激动剂和
H8Ea

抑制剂作用不同缺氧程度的大鼠体内炎症介质'血脂'脂联素'瘦素及胰岛

素抵抗水平!监测大鼠脂肪组织
H8Ea

'葡萄糖转运蛋白"

7<[?0

%水平!并进行统计学分析&结果
!

间歇缺氧大鼠总胆固醇'三

酰甘油'肿瘤坏死因子
.

)

"

?G:.

)

%'白细胞介素"

;<

%

.)

'

;<.1

'核因子
*

W

"

G:.

*

W

%'缺氧诱导因子"

>;:.$

%显著高于对照组"

!

$

%&%4

%$脂联素'瘦素及胰岛素抵抗指数显著低于对照组"

!

$

%&%4

%&使用
H8Ea

激活剂后的大鼠体内炎症因子释放减少!脂联

素'瘦素含量增加!血脂'胰岛素抵抗情况较前有改善!

7<[?0

水平增加&而使用
H8Ea

抑制剂处理后大鼠体内炎症因子'脂联

素'瘦素水平均上升!胰岛素抵抗更严重!

7<[?0

水平也进一步下降&结论
!

H8Ea

能够减少炎症介质的释放!促进脂联素'瘦素

的释放!增加
7<[?0

水平!改善胰岛素抵抗!从而调节能量代谢及炎症介质!为临床治疗
X9H9

相关疾病提供新的思路与靶点&
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阻塞性睡眠呼吸暂停综合征$

X9H9

&是一种发病率高*危

险性大的疾病'

$.1

(

)其主要病理生理变化是睡眠时反复出现的

呼吸暂停引起慢性间歇缺氧'

'

(

#此过程引起氧化应激活化#促

发炎症因子释放#影响脂肪代谢和糖代谢#可导致胰岛素抵抗

$

;D

&的发生)上述的发挥均有赖于单磷酸腺苷激活蛋白激酶

$

H8Ea

&的活化)

H8Ea

的活化在机体炎性反应和能量代谢

方面具有重要价值)为此#本文建立慢性间歇缺氧大鼠模型#

模拟
X9H>9

患者存在的缺氧"再复氧病理生理过程#观察大

鼠脂肪组织中
H8Ea

*炎症因子的变化和
;D

情况#探讨

H8Ea

活化对炎症介质和胰岛素抵抗的影响)

B

!

材料与方法

B&B

!

材料

B&B&B

!

动物及饲料
!

健康雄性
92

大鼠#

9E:

级#体质量

$

1%%_$%

&

I

#由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供)

大鼠普通饲料#由北京科奥协力饲料有限公司提供#合格证号

93ea

$京&

.1%%(.%%%/

)

1''0

重庆医学
1%$-

年
$$

月第
0)

卷第
'$

期

"

基金项目!湖北省自然科学基金面上项目$

dDT1%$0%%%())

&)作者简介!陈实$

$(/'S

&#硕士#主治医师#主要从事睡眠呼吸暂停疾病的

研究)

!

#
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通信作者#
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B&B&C

!

仪器与试剂
!

数字测氧仪$上海市嘉定学联仪表厂&%

全自动酶标仪$型号
8NFB#+RC,.8a'

#美国
?J@56"+=#@,B#L#=

公司&%酶联免疫吸附试验$

U<;9H

&试剂盒$伊莱瑞特生物科技

有限公司&%显微成像分析系统$日本
XF

M

6

O

N+

公司&*

<3.1%H

高效液相色谱仪$日本岛津公司&*

H8Ea

激活剂$

H;3HD

&*兔

抗大鼠
O

.H8Ea.

)

$

?J5$-1

&抗体*兔抗大鼠
H8Ea.

)

抗体购

自美国
3@FF9#

I

,CF#,

I

公司#

H8Ea

抑制剂$

3"6

O

"N,!3

&购自

德国
8@5=R

公司#小鼠抗大鼠甘油醛
.'.

磷酸脱氢酶$

7H2E>

&

抗体购自上海康成生物工程有限公司#小鼠抗大鼠
)

.C=B#,#,

抗

体*羊抗小鼠
;

I

7.

辣根过氧化物酶$

>DE

&及羊抗兔
;

I

7.>DE

购自武汉博士德生物工程有限公司#免疫印迹发光试剂盒购自

美国
8#FF#

O

"5@

公司)

B&C

!

模型制备及干预

B&C&B

!

动物分组
!

用随机数字表法将大鼠分为常氧对照组*

间歇缺氧
1

周组#间歇缺氧
/

周组#每组
$1

只)

B&C&C

!

慢性间歇缺氧大鼠模型的建立
!

参考文献'

0

(的方法#

自制密闭有机玻璃间歇缺氧箱#选用
066

厚有机玻璃制成
1/

=6]$4=6]$4=6

长方体舱#一端留孔加盖密封用于取放动

物#侧壁留两孔用于输入氮气与混合空气)缺氧过程中动物活

动自由#不进饮食)由进气孔向密闭缺氧箱内循环充入氮气和

压缩空气#每个循环过程为前
44+

充入氮气#后
44+

充入压缩

空气#总长
$$%+

#采用数字测氧仪检测缺氧箱中氧浓度#调节

气体流量#使每个循环缺氧箱内的最低氧浓度达到
-\

#

/\

#

然后逐渐恢复至
1$\

#每天持续
/J

)

B&C&D

!

干预处理
!

对已建立慢性间歇缺氧的大鼠模型使用

H;3HD

$含
H;3HD$66"F

"

<

&和
3"6

O

"N,!3

$含
3"6

O

"N,!

3$

"

6"F

"

<

&进行相应处理)为方便数据统计表达!用
G

代表

常氧对照组和未进行干预%

>

代表间歇缺氧#阿拉伯数字代表

持续间歇缺氧时间%

H

代表经过
H8Ea

特异性激动剂处理%

3

代表经过
H8Ea

特异性抑制剂处理)将实验大鼠分为上述
(

组#每组
0

只)干预
)J

后提取大鼠血清样品和脂肪组织#存

放待测)

B&C&E

!

血液样品的采集和处理
!

测定各组大鼠体质量)血样

采集前#所有大鼠禁食
$1J

#用
'\

戊巴比妥钠进行动物麻醉#

每千克体质量给药
$46

I

$

$46

I

"

R

I

&)动物麻醉后尾部取血

测血糖#沿腹中线切开皮肤#腹主动脉取血#置于肝素化的离心

管中#

'%%%5

"

6#,

离心
1%6#,

#分离出血浆#于
S1% Y

存放

待测)

B&C&F

!

脂肪组织的采集和处理
!

将所有处理后的大鼠麻醉

后#取各组大鼠肾周脂肪*肠系膜周脂肪#电子天平上准确称质

量后迅速放入
S/%Y

低温冰箱保存待测)

B&D

!

观察指标及方法

B&D&B

!

c@+B@5,QF"B

法半定量检测
H8Ea

*

7<[?0

的表

达
!

用
c@+B@5,QF"B

分析#加入各种抗体#利用
929.EH7U

电

泳#免疫印迹用增强化学发光法$

U3<

&显影*定洗片)结果用

凝胶成像软件量扫描条带灰度#以
O

.H8Ea

条带"
%

.C=!,

蛋白

条带值为
H8Ea

活化水平)采用
;EE)&%

以图像分析软件检

测)以
7HE2>

作为内参#以灰度比值表作为内参#表示所检

测蛋白质的相对含量'

4

(

)

B&D&C

!

血清胰岛素和胰岛素抵抗测定
!

采用放射免疫分析法

测定空腹胰岛素$

:;G9

&水平)采用稳态模型
;D

指数$

>X.

8H.;D

&作为
;D

评价指标'

)

(

!公式为
:W7]:;G9

"

11&4

#其中

空腹血糖单位为
66"F

"

<

#

:;G9

单位为
"

[

"

6<

)

B&D&D

!

血清炎症因子测定
!

采用
U<;9H

检测核因子
*

W

$

G:.

*

W

&*缺氧诱导因子$

>;:.$

&*脂联素*瘦素*白细胞介素
.$

$

;<.

$

&*白细胞介素
.)

$

;<.)

&*肿瘤坏死因子$

?G:.

)

&*脂联素*瘦

素)按试剂说明书进行)

B&E

!

统计学处理
!

采用
9E99$-&%

统计软件包进行数据处

理)计量资料以
0_A

表示#均经正态性检验#符合正态分布*

方差齐性#多组间均数比较采用单因素方差分析#两组间比较

采用
9Ga

检验)以
!

$

%&%4

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

不同程度慢性间歇缺氧大鼠和常氧对照组大鼠处理前炎

症因子和氧化应激因子比较
!

慢性间歇缺氧大鼠
G:.

*

W

*

>;:.$

*

;<.$

*

;<.)

*

?G:.

)

均高于常氧对照组$

!

$

%&%4

&#且缺

氧程度越重#炎症介质水平越高#差异有统计学意义$

!

$

%&%4

&)见表
$

)

C&C

!

不同程度慢性间歇缺氧大鼠经
H;3HD

和
3"6

O

"N,!3

处理后炎症因子和氧化应激因子比较
!

间歇缺氧大鼠经
H;3.

HD

处理后与处理前相比#其炎症因子$

;<.$

*

;<.)

*

?G:.

)

&和

氧化应激因子$

G:.

*

W

*

>;:.$

&均有所下降#而经过
3"6

O

"N,!

3

处理后指标有所上升$

!

$

%&%4

&)见表
1

)

表
$

!!

慢性间接缺氧大鼠和常氧对照组大鼠炎症因子和氧化应激因子比较&

0_A

'

指标 常氧对照组 间歇缺氧
1

周组 间歇缺氧
/

周组
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$
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"
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&
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&
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?G:.

)

$

OI

"
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&

11$&1'_'4&)$

"

'0-&$'_1$&'( 00%&/%_11&'/

G:.

*

W

$

,

I

"

6<

&

'&$$_%&'/

"

4&%)_%&'4 )&$'_%&1$

>;:.$

$

OI

"

6<

&
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慢性间歇缺氧大鼠经
H;3HD

和
3"6

O
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处理前后
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水平比较

C&D

!

不同程度慢性间歇缺氧大鼠和常氧对照组大鼠经
H;3.

HD

和
3"6

O

"N,!3

处理前后
;D

指数比较
!

/

周间歇缺氧组

大鼠的
;D

指数均高于
1

周间歇缺氧组大鼠及常氧对照组#差

异有统计学意义$

!

$

%&%4

&)见图
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C&E
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c@+B@5,QF"B

检测脂肪组织中
H8Ea

水平
!

c@+B@5,

QF"B

结果显示#与慢性间歇缺氧大鼠处理前比较#

H;3HD

组脂
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&#提示
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能激活脂肪细胞

H8Ea

#而
3"6
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激活)见图
1
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检测脂肪组织中
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水平
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结果显示#与慢性间歇缺氧大鼠处理前比较#
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组脂
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则抑制
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激活)见图
'

)

D

!

讨
!!

论

X9H9

是一种发病率高*危险性大的疾病)其主要病理生

理变化是患者睡眠时反复出现的呼吸暂停引起的慢性间歇缺

氧#导致低氧血症及高碳酸血症#从而导致高血压*冠心病*脑

卒中*代谢综合征等多种并发症'

-.$%

(

)本实验通过建立慢性间

歇缺氧大鼠模型#模拟
X9H9

)

慢性间歇低氧引起的机体持续增强的炎性反应在其中发

挥重要推动作用'

$$.$1

(

)反复发生缺氧"复氧过程引起氧化应

激活化
G:.

*

W

和
>;:.$

等信号途径#继而促发炎症因子的

?G:.

)

*

;<.$

和
;<.)

等的大量释放#本研究也发现慢性间歇缺

氧大鼠缺氧程度越重#体内炎症介质
G:.

*

W

*

>;:.$

*

;<.$

*

;<.

)

*

?G:.

)

释放量增加)这些过量释放的炎症因子导致各种脂

质代谢*瘦素*脂联素代谢紊乱而最终导致
;D

的发生'

$'

(

)有

研究发现#与健康人群相比#

X9H9

患者糖代谢异常的发病率

亦明显增加)

8@+F#@5

等'

$0

(研究
0(0

例男性
X9H9

患者#

1

型

糖尿病和糖耐量异常的发生率分别为
'%&$\

和
1%&%\

#血糖

水平与
X9H9

严重程度呈正相关#并认为
X9H9

是独立于年

龄*肥胖等因素之外与糖代谢异常相关的因素)本研究也发现

缺氧程度越重的大鼠体内
;D

的程度越重)

但慢性间歇缺氧介导的
X9H9

导致的全身炎症因子的改

变和代谢异常是通过什么信号通路传导#目前尚无相应研究)

H8Ea

是真核细胞生物中重要的丝氨酸"苏氨酸蛋白激

酶'

$4

(

)

H8Ea

可通过影响细胞物质代谢的多个环节维持细胞

能量供求平衡'

$)

(

)当细胞内三磷腺苷$

H?E

&减少时#

H8Ea

可通过抑制糖原*脂肪和胆固醇的合成#减少
H?E

的利用%另

外可通过促进脂肪酸氧化*葡萄糖转运等#增加
H?E

的产生)

因此#

H8Ea

被认为是调节细胞能量代谢的开关)研究表明

H8Ea

在缺乏胰岛素情况下
H;3HD

可促进葡萄糖的摄取#增

加
7<[?0

从微囊转位到质膜上从而促进葡萄糖摄取'

$-

(

)

0''0

重庆医学
1%$-

年
$$

月第
0)

卷第
'$

期



H8Ea

系统是一个新型的抗炎信号途径#

H8Ea

的活化

在治疗炎症性疾病中具有重要价值)

H8Ea

的激活减少

=H8E

介导的上皮氯化物的分泌#从而减轻炎性反应)有研究

显示#

H;3HD

抑制脂多糖诱导的致炎细胞因子$如
?G:.

)

*

;<.

$

和
;<.)

&及诱导型一氧化氮合酶的表达从而调节炎性

反应'

$/

(

)

本研究中#通过
H;3HD

和
3"6

O

"N,!3

干预慢性间歇缺

氧大鼠#观察不同缺氧程度的大鼠脂肪组织炎症因子水平#

H8Ea

及
7<[?0

的释放量#发现
H8Ea

激活后的大鼠体内

炎症因子释放减少#胰岛素抵抗情况较前有改善#

7<[?0

水

平增加)而抑制
H8Ea

活性后大鼠体内炎症因子水平均上

升#

;D

更严重#

7<[?0

水平也进一步下降)以上结果提示

H8Ea

能够减少炎症介质的释放#增加
7<[?0

水平#改善

;D

#从而调节能量代谢及炎症介质)

综上所述#本课题研究
X9H9

大鼠模型缺氧*炎症*能量代

谢与
H8Ea

的关系#发现
H8Ea

与
X9H9

的能量代谢和炎性

反应有关#其意义在于探讨
H8Ea

在
X9H9

中的发病机制#为

临床治疗
X9H9

相关疾病提供新的思路与靶点)

参考文献

'

$

(

:F@B=J@5U3&XQ+B5N=B#K@+F@@

O

C

O

,"@CC,!=C5!#"KC+=NFC5

!@CBJ

!

=CN+@.@LL@=B

'

`

(

&8",CF!#H5=J3J@+B2#+

#

$((4

#

4%

$

4

&!

'0%.'0$&

'

1

(

W5C!F@

M

?2&D#

I

JBC,!F@LBK@,B5#=NFC5LN,=B#",CF#6

O

C#5.

6@,BC,!+F@@

O

C

O

,@C

'

`

(

&3F#,3J@+B8@!

#

$((1

#

$'

$

'

&!

04(.0-(&

'

'

(

<N5#@H&XQ+B5N=B#K@+F@@

O

C

O

,@C#,C!NFB+

!

@

O

#!@6#"F"

IM

#

=F#,#=CF

O

5@+@,BCB#",

#

C,!B5@CB6@,B"

O

B#",+

'

`

(

&H!K3C5.

!#"F

#

1%$$

#

0)

$

$

&!

$.01&

'

0

(

G@NQCCN@5 H̀&EJ

M

+#"F"

I

#=CFC,!

I

@,"6#=3",+@

V

N@,=@+

"L#,B@56#BB@,BJ

MO

"A#C#,K#B@!5@K#@P

!

O

J

M

+#"F"

I

#=CF3",.

+@

V

N@,=@+"L#,B@56#BB@,BJ

MO

"A#C

!

+

M

+B@6#=QF""!

O

5@+.

+N5@

'

`

(

&̀ H

OO

FEJ

M

+#"F

#

1%%$

#

(%

$

0

&!

$4('.$4((&

'

4

(

D#@R[

#

9=J"FZD

#

a",C5@KE

#

@BCF&9B5N=BN5CF

O

5"

O

@5B#@+

"LH6

O

.H=B#KCB@!

O

5"B@#,R#,C+@

!

!#6@5#ZCB#",

#

6"F@=NFC5

+JC

O

@

#

C,!=JC,

I

@+N

O

",<#

I

C,!W#,!#,

I

'

`

(

&̀ W#"F3J@6

#

1%%/

#

1/'

$

1)

&!

$/''$&

'

)

(

8CBBJ@P+2D&;,+NF#,5@+#+BC,=@C,!Q@BC.=@FFLN,=B#",.C

=F#,#=CF

O

@5+

O

@=B#K@

'

`

(

&2#CQ@B@+ XQ@+ 8@BCQ

#

1%%$

#

'

$

9N

OO

F$

&!

1/.''&

'

-

(

E@

OO

C5!EU

#

T"N,

I

?

#

ECFBC8

#

@BCF&E5"+

O

@=B#K@+BN!

M

"L

BJ@C++"=#CB#",Q@BP@@,+F@@

O

.!#+"5!@5@!Q5@CBJ#,

I

C,!

J

MO

@5B@,+#",

'

`

(

&G U,

I

F` 8@!

#

1%%%

#

'01

$

$(

&!

$'-/.

$'/0&

'

/

(

8@+;#@5G

#

"NR+@F>

#

DC=#,@NA <̀&XQ+B5N=B#K@+F@@

O

C

O

.

,@C+

M

,!5"6@C,!=C5!#"KC+=NFC55#+R

'

`

(

&D@K G@N5"F

#

1%%$

#

$4-

$

$$

&!

901.904&

'

(

(

U,

I

F@6C,>8

#

a#,

I

+J"BBDG

#

8C5B#,9U

#

@BCF&3"

I

,#B#K@

LN,=B#",#,BJ@+F@@

O

C

O

,@C

"

J

MO

"

O

,@C+

M

,!5"6@

$

9H>9

&

'

`

(

&9F@@

O

#

1%%%

#

1'

$

0

&!

$%1.$%/&

'

$%

(

<NQ"+J#BZR

M

D

#

HK#KH

#

>@L@BZH

#

@BCF&2@=5@C+@!

O

#BN#.

BC5

M

.

I

",C!CF+@=5@B#",#,6@,P#BJ"Q+B5N=B#K@+F@@

O

C

O

,@.

C

'

`

(

&̀3F#,U,!"=5#,"F8@BCQ

#

1%%1

#

/-

$

-

&!

''(0.''(/&

'

$$

(

25C

I

@5<:

#

?"

I

@#5"98

#

E"F"B+R

M

bT

#

@BCF&XQ+B5N=B#K@

+F@@

O

C

O

,@C

!

C=C5!#"6@BCQ"F#=5#+R#,"Q@+#B

M

C,!BJ@6@B.

CQ"F#=+

M

,!5"6@

'

`

(

&̀ H63"FF3C5!#"F

#

1%$'

#

)1

$

-

&!

4)(.

4-)&

'

$1

(

9N5C,#9

#

9NQ5C6C,#C,9&ULL@=B"L=",B#,N"N+

O

"+#B#K@

C#5PC

MO

5@++N5@BJ@5C

OM

",

I

FN="+@=",B5"F

'

`

(

&c"5F!`

2#CQ@B@+

#

1%$1

#

'

$

0

&!

)4.-%&

'

$'

(

X

I

#JC5C?

#

H+C,"?

#

aCBC

I

#5#>

#

@BCF&XA#!CB#K@+B5@++

#,!N=@+#,+NF#,5@+#+BC,=@Q

M

C=B#KCB#,

I

BJ@,N=F@C5LC=B"5.

RC

OO

CQ

O

CBJPC

M

C,!!#+5N

O

B#,

I

,"56CF+NQ=@FFNFC5!#+B5#.

QNB#","L

O

J"+

O

JCB#!

M

F#,"+#B"F'.R#,C+@

'

`

(

&2#CQ@B"F"

I

#C

#

1%%0

#

0-

$

4

&!

-(0./%4&

'

$0

(

8@+F#@5G

#

7C

I

,C!"NA:

#

7#5CN!E

#

@BCF&;6

O

C#5@!

I

FN.

="+@.#,+NF#,6@BCQ"F#+6#,6CF@+P#BJ"Q+B5N=B#K@+F@@

O

C

O

,"@C+

M

,!5"6@

'

`

(

&UN5D@+

O

#5̀

#

1%%'

#

11

$

$

&!

$4).$)%&

'

$4

(

H5C!8

#

9@#!6C,3U

#

9@#!6C,̀ 7&H8E.C=B#KCB@!

O

5"B@#,

R#,C+@#,BJ@J@C5B.5"F@!N5#,

I

J@CFBJC,!!#+@C+@

'

`

(

&3#5=

D@+

#

1%%-

#

$%%

$

0

&!

0-0.0//&

'

$)

(蔡明春#黄庆愿#高钰琪
&H8Ea

与能量代谢'

`

(

&

重庆医

学#

1%%4

#

'0

$

$

&!

$1%.$11&

'

$-

(

a"#+B#,@,>H

#

7CFN+RC2

#

3J#QCF#,H&4.H6#,".;6#!CZ"F@

3C5Q"AC6#!@D#Q"+#!@#,=5@C+@+

I

FN="+@B5C,+

O

"5BC,!

=@FF.+N5LC=@7<[?0=",B@,B#,+R@F@BCF6N+=F@L5"6+NQ.

*

@=B+P#BJB

MO

@1!#CQ@B@+

'

`

(

&2#CQ@B@+

#

1%%'

#

41

$

4

&!

$%)).

$%-1&

'

$/

(

Ǹ,
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