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二甲双胍对 1型糖尿病幼鼠胰岛β细胞的作用机制研究

马梦瑾，罗臻臻，李志洁
（郑州大学第二附属医院社区及预防保健科，郑州 450000）

【摘 要】目的：探讨二甲双胍（metformin，Met）对 1型糖尿病（type 1 diabetes mellitus，T1DM）幼鼠胰岛 β细胞功能的影响及可
能的作用机制。 方法：将健康幼鼠分为对照组（Control组）12只、诱导 1型糖尿病模型组（T1DM model组）24只以及诱导 1型糖
尿病后 Met给药组（T1DM+Met组）24只。 采用葡萄糖耐量实验、胰岛素耐量实验及高葡萄糖钳夹技术检测胰岛功能；HE染色
观察胰岛形态；胰岛素和 Ki67免疫荧光双染法测 β细胞增殖率；TUNEL法检测 β细胞凋亡；Western blot检测胰腺组织中胰岛
素促进因子 1（pancreatic duodenal homeobox 1，PDX-1）、B淋巴细胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）及内质网应激相关因子的
蛋白水平；RT-qPCR检测胰腺组织中炎症相关因子的 mRNA水平。 结果：Met可降低 T1DM幼鼠空腹血糖和胰岛素水平，改善
糖耐量异常和胰岛素敏感性。 Met可使高葡萄糖钳夹实验中的葡萄糖输注速率（glucose infusion rate，GIR）、静脉葡萄糖刺激后
1 min的胰岛素分泌量和钳夹稳态时的胰岛 β细胞最大分泌能力明显增加。 Met可使胰岛形态在一定程度上得到恢复。 Met
可通过促进 PDX-1和 Bcl-2蛋白水平的表达进而促进 β细胞增殖，抑制其凋亡。 Met能明显下调磷酸化真核起始因子 2α
（eukaryotic initiation factor 2 alpha，eIF2α）、活化转录因子 4（activating transcription factor 4，ATF4）及 C/EBP同源蛋白（C/EBP-
homologous protein，CHOP）的表达（F=81.322、215.372、55.059，均 P=0.000），也能明显下调核因子-κB（nuclear factor κappa-B，
NF-κB）、白介素-6（interleukin 6，IL-6）及肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）的 mRNA水平（F=570.275、369.184、
474.006，均 P=0.000）。 结论：Met可通过促分化、抗凋亡、缓解内质网应激压力及降低炎症反应，进而改善 T1DM幼鼠胰岛 β细
胞的分泌功能，并能促进其增殖以及恢复胰岛形态。
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Mechanism of action of metformin on islet β cells in type 1 diabetic rats
Ma Mengjin，Luo Zhenzhen，Li Zhijie

（Department of Community and Preventive Health Care，The Second Affiliated Hospital of Zhengzhou University）
【Abstract】Objective：To investigate the effect of metformin（Met） on islet β-cell function in young rats with type 1 diabetes mellitus
（T1DM） and its possible mechanisms of action. Methods：Healthy young rats were recruited in this study，12 in Control group，24
in induced type 1 diabetes model（T1DM model） group，and 24 in Met administration group（T1DM+Met group） after induction of
T1DM. Glucose tolerance test，insulin tolerance test and high glucose clamp technique were used to detect islet function. The
morphology of islet was observed by hematoxylin-eosin（HE） staining. Insulin and Ki67 immunofluorescence double staining method
was used to determine the proliferation rate of β cells. Apoptosis of β cells was detected by terminal-deoxynucleoitidyl transferase
mediated nick end labeling（TUNEL） assay. Western blot was used to detect the protein levels of pancreatic duodenal homeobox 1
（PDX-1），B-cell lymphoma-2（Bcl-2） and endoplasmic reticulum stress-related factors in pancreatic tissue. Real-time quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction（RT-qPCR） was used to detect mRNA levels of inflammation-related factors in
pancreatic tissue. Results：Met could reduce the fasting blood glucose and insulin levels of T1DM young rats，and improve the abnormal
glucose tolerance and insulin sensitivity. Met significantly increased the glucose infusion rate（GIR） value，the insulin secretion 1 min
after intravenous glucose stimulation，and the maximum secretion capacity of islet β cells in the clamp steady state in the high glucose
clamp experiment. Met restored the islet morphology to a certain extent，promoted β cells proliferation and inhibited their apoptosis by
promoting the expression of PDX-1 and Bcl-2 protein levels. Met significantly down-regulated the expression of phosphorylated

eukaryotic initiation factor 2 alpha（eIF2α），eukaryotic initiation
factor 4（ATF4） and C/EBP-homologous protein （CHOP） （F=
81.322，215.372，55.059，all P =0.000），and also significantly
down -regulated the mRNA levels of nuclear factor κappa -B
（NF-κB），interleukin 6（IL-6） and tumor necrosis factor-α
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近年来，糖尿病的发病率随着人们经济和生活
水平的提高而不断升高，严重影响人类的健康和生
存。 因胰岛素分泌缺陷、脂肪代谢紊乱及生物学功
能障碍引起的以高血糖为特征的代谢性疾病即为
糖尿病，主要临床症状为三多一少，即多食、多饮、
多尿和消瘦。作为糖尿病的 4种类型之一，1型糖尿
病（type 1 diabetes mellitus，T1DM）通常被认为是在
T细胞介导下导致胰岛 β细胞出现特异性损伤，进
而使胰岛素的分泌绝对减少，且于青少年时期多发
的自身免疫疾病[1-2]。 β细胞在正常生理条件下仅于
胚胎期及新生儿发育期发生增殖、分化。 由于健康
成年个体的 β细胞寿命很长从而降低了其增殖水
平，当机体处于病理状态或遭受严重损伤时，β 细
胞能够重新获得增殖能力及通过其他细胞的分
化以补充有功能的胰岛 β细胞[3-4]。 目前，二甲双胍
（metformin，Met）是国内外公认的治疗 2 型糖尿病
（type 2 diabetes mellitus，T2DM）的一线口服药物，
能显著改善小鼠 β细胞功能紊乱和胰岛素分泌[5-6]。
尽管有关于Met治疗 T1DM的相关文献报道，但很少
有对 T1DM幼鼠胰岛 β细胞作用机制的报道。 因
此，本研究采用链脲佐菌素诱导 T1DM C57B/L6幼
鼠模型，以探讨 Met对其胰岛 β细胞的可能作用机
制，进而为临床合理用药提供可靠的理论指导。

1 材料与方法

1.1 实验动物、试剂及主要仪器
首次妊娠的 15~18日龄 SPF级 C57B/L6孕鼠，购自上海

斯莱克实验动物有限公司，于 20~24℃，50%～60%湿度的动
物房内饲养。给予普通饲料，让其自由饮水饮食。盐酸二甲双
胍片（0.5 g，批号 A114L）为澳大利亚艾华大药厂产品；胰岛
素（优泌林）为礼来制药公司产品；链脲佐菌素购自 Sigma，用
新配制的 0.1 mol/L 柠檬酸缓冲液将其溶解为 100 mg/kg、
pH=4.5 的溶液。小鼠抗胰岛素一抗（E11D7）、兔抗 Ki67 一抗
（#2382594）、Bcl-2 一抗（AB1722）均购自美国 Merck Milli－
pore；PDX-1一抗（2437）和 Phosphorylated eIF2α（Ser51，9721）
购自美国 Cell Signaling Technology；ATF4（sc-200）、CHOP

（sc-575）购自 Santa Cruz Biotechnology 公司；TRITC标记山
羊抗小鼠荧光二抗、FITC标记山羊抗兔荧光二抗均购自北
京中杉金桥；内参蛋白 β-actin购自 Abmartabcam公司；BCA
蛋白浓度测定试剂盒购于碧云天生物技术研究所；胰岛素
（INS）ELISA 试剂盒（c E90448Ra）购于武汉优尔生；一步法
TUNEL细胞凋亡原位检测试剂盒（KGA7071）购自江苏凯基。

所需仪器为 Leica石蜡切片机、Carl Zeiss AG激光共聚
焦显微镜、B. Braun Melsungen AG贝朗血糖仪、伯乐酶标仪、
ABI7000 PCR 仪、Sigma 3-18K 型低温高速离心机、 哈尔滨
东明医疗仪器厂 HZQ-C 空气浴震荡器。
1.2 实验动物模型建立

将出生后的健康幼鼠分为对照（Control）组、1型糖尿病
模型（T1DM model）组和 1 型糖尿病二甲双胍处理（T1DM+
Met）组，其中 Control组 12只，其余 2组每组 24只。 Control
组：建立 T1DM模型时，于相同时间采取相同方法注射等体
积枸橼酸缓冲液；T1DM model组：于幼鼠出生后 10 h内经腹
腔一次性注射配制好的链脲佐菌素溶液进行诱导；T1DM+
Met组：T1DM模型建立成功的幼鼠按照 0.2 g/kg 体质量的
剂量给予盐酸二甲双胍水溶液，其余 2组均给予等体积蒸馏
水，连续灌胃 12周，每天 1次。
1.3 葡萄糖耐量实验

给药第 35 天，实验幼鼠禁食 4 h，以 2.0 g/kg的负荷腹
腔注射葡萄糖，分别于糖负荷前 0 min，负荷后 30 min、60 min
和 120 min尾尖采血各 10 μL，采用葡萄糖氧化酶法进行血糖
值测定，并计算血糖曲线下面积。
1.4 胰岛素耐量实验

给药第 49天，实验幼鼠禁食 4 h，将常规胰岛素溶液以
0.4 U/kg进行皮下注射，分别于注射前 0 min，注射后 40 min、
90 min采集血样，对各时间点的血糖值进行测定，计算 40 min
血糖下降百分数和血糖曲线下面积。
1.5 高葡萄糖钳夹实验

给药第 70天，实验幼鼠禁食 6 h后，按照 80 mg/kg体质
量腹腔注射戊巴比妥钠进行麻醉，并于实验台固定。 高糖钳
夹实验开始前断尾采血备用，以测定空腹血清胰岛素（fasting
serum insulin，FINS）和血糖（fasting blood glucose，FBG）水平。
后行颈静脉插管手术以 100 mg/kg体质量的初始剂量输注葡
萄糖，分别于第 1 min、5 min、10 min及 15 min尾尖采血以测
定第一时相胰岛素水平，之后开启蠕动泵持续输入 10%葡萄
糖，使血糖水平处于钳夹稳态期，取 5个时间点的葡萄糖输
注速率（glucose infusion rate，GIR）平均值作为稳态期 GIR。

（TNF-α）（F=570.275，369.184，474.006，all P=0.000）. Conclusion：Met can improve the secretion function of islet β cells in type 1
diabetic rats by promoting differentiation，anti-apoptosis，relieving stress of endoplasmic reticulum stress and reducing inflammation，
thereby promoting its proliferation and restoring islet morphology in young rats with T1DM.
【Key words】metformin；type 1 diabetes mellitus；islet β cell；mechanism
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此外，分别于高糖钳夹实验开始后第 60 min、90 min、120 min
及 180 min采血，采用 ELISA法测定胰岛素分泌量并绘制曲
线。 胰岛 β 细胞的功能，即胰岛素的分泌能力和 β细胞对葡
萄糖的反应性用 GIR值进行判断，计算公式：GIR[mg/（kg·min）]
=葡萄糖输注速率（mL/min）× 100（mg/mL）÷体质量（kg）。
1.6 胰腺病理形态的观察

高葡萄糖钳夹实验结束后，将剩余实验动物处死，分离
出胰腺并用生理盐水冲洗，拭干后，用 Bourin’s 液固定胰尾
部分，常规石蜡包埋，连续 5 μm切片后采用 HE染色。
1.7 β细胞增殖率检测

将胰腺组织用 4%多聚甲醛于 4℃固定 24 h，流水冲洗后
依次梯度乙醇脱水、二甲苯透明、浸蜡、包埋，之后用切片机
进行切片，脱蜡，梯度乙醇水化，置于 0.01 mmol/L柠檬酸修
复液中进行微波修复，微沸起计时 10 min，冷却后再次修复，
1%牛血清白蛋白（albumin from bovine serum，BSA）的磷酸盐
缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）封闭液室温孵育 2 h
后，加小鼠抗胰岛素一抗和兔抗 Ki67一抗，均按 1∶1 000的
比例稀释到同一封闭液中，4℃过夜孵育，PBS洗涤干净后，
滴加稀释好的四甲基异硫氰酸罗丹明（tetramethyl rhodamine
isothiocyanate，TRITC）标记山羊抗小鼠荧光二抗和异硫氰酸
荧光素（fluorescein isothiocyanate，FITC）标记山羊抗兔荧光
二抗，室温孵育 2 h，PBS洗涤，甘油封片，置于荧光显微镜下
观察，并用 Image J软件计数荧光共染细胞。
1.8 β细胞凋亡率检测

石蜡切片常规脱蜡，梯度乙醇水合，PBS 洗涤，滴加
100 μL蛋白酶 K工作液至每个组织切片上，并于 37℃作用
30 min，取一张样本片滴加 100 μL配制好的脱氧核糖核酸
酶Ⅰ（deoxyribonuclease I，DNaseⅠ）反应液，37℃作用 30 min
后加 PBS洗涤干净。 避光加入 100 μL配制好的 TUNEL混
合反应液，37℃避光作用 30 min，同时采用小鼠抗胰岛素抗
体染色进行定位，加 PBS 洗涤，4’，6-二脒基-2-苯基吲哚
（4’，6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）复染细胞核，室温避
光 10 min，冲洗后封片，置于荧光显微镜下观察，并用 Image J
软件进行染色细胞计数。
1.9 胰腺组织中增殖、抗凋亡及内质网应激相关蛋白水平的
检测

采用英文特公司的动物细胞/组织总蛋白提取试剂盒收
集胰腺组织中总蛋白，以 BCA试剂盒测定蛋白含量，加上样
缓冲液煮沸制备蛋白电泳样品，之后进行十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-polyacrylamide gel electrophoresis，
SDS-PAGE），依次转膜，封闭，分别加稀释好的胰岛素促进因
子 1（pancreatic duodenal homeobox 1，PDX-1）一抗、B淋巴细
胞瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）一抗、真核起始因子 2α
（eukaryotic initiation factor 2 alpha，eIF2α）及活化转录因子 4
（activating transcription factor 4，ATF4）和 C/EBP同源蛋白（C/
EBP-homologous protein，CHOP）一抗，4℃冰箱孵育过夜，磷
酸盐吐温缓冲液（phosphate tween buffer，PBST）洗膜，干净后
再加相应的 HRP标记的二抗，室温孵育 2 h，PBST洗膜，加电
化学发光（electro-chemi-luminescence，ECL）液进行显色，暗
室曝光拍照，同时以 β 肌动蛋白（β-actin）作为内参蛋白。
1.10 胰腺组织中炎症相关因子 mRNA水平的检测

收集 3组幼鼠胰腺组织，每只各取约 100 mg，采用 Trizol
法提取各组织样本中的总 RNA，之后经逆转录获取 cDNA，
以得到的该 cDNA为模板，采用 RT-qPCR分别检测炎症通
路相关因子核因子-κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）、白介
素-6（interleukin 6，IL-6）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis
factor-α，TNF-α）的表达情况，同时以 β-actin作为内参基因。
每个样本每个指标均重复进行 3次实验。
1.11 统计学处理

采用 SPSS 20.0统计软件进行数据分析。 正态计量资料
采用均数±标准差（x±s）表示，单因素方差分析用于多组间
比较，独立 t检验用于 2组间比较；软件 Image J用于荧光统
计，Graph-Pad Prism 5用于作图。 检验水准 α=0.05。

2 结 果

2.1 Met对 T1DM幼鼠腹腔注射葡萄糖耐量的影响
方差分析 3组幼鼠空腹血糖、腹腔注射葡萄糖后 3个时

间点血糖水平以及血糖曲线下面积，差异均有统计学意义
（F=272.000、209.978、161.901、153.215、17.480，均 P=0.000）。
T1DM model 组相比 Control 组显著升高（t=28.596、25.481、
17.899、18.141、5.541，均 P=0.000），T1DM+Met 组明显低于
T1DM model 组（t=10.787、4.987、2.120、6.719、4.058，均 P=
0.000）（表 1）。
2.2 Met对 T1DM幼鼠胰岛素耐量的影响

方差分析 3组幼鼠空腹血糖、注射胰岛素后 2个时间点
血糖水平及血糖曲线下面积，差异均有统计学意义（F=
322.684、362.094、197.142、135.995，均 P=0.000）。 T1DM model

表 1 Met对 T1DM幼鼠腹腔注射葡萄糖耐量的影响

组别
葡萄糖/（mg·dL-1） 曲线下面积

/（mg·dL-1·h-1）0%min% 30%min% 60%min% 120%min

Control%组（n=12）

T1DM%model组（n=24）

T1DM+Met组（n=24）

116.2±10.5

315.4±30.8a

232.7±21.6ab

193.1±20.8

482.6±47.3a

419.5±40.1ab

154.3±16.4

328.7±31.5a

309.9±30.2ab

130.7±13.4

276.9±26.1a

227.5±24.8ab

583.2±60.6

719.8±73.7a

635.4±70.2ab

注：a，与 Control组比较，P<0.05；b：与 T1DM%model组比较，P<0.05
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组相比 Control组明显升高（t=26.307、21.226、17.423、14.258，
均 P=0.000），T1DM+Met组明显低于 T1DM model组（t=18.161、
19.600、12.371、11.231，均 P=0.000）。 胰岛素耐量试验中 40 min
血糖下降百分数 Control组约为 32.3%，T1DM model组降低
至 18.4%，而 T1DM+Met组升高至 25.7%（表 2）。
2.3 Met对 T1DM幼鼠糖刺激胰岛素分泌功能的影响

相比于 T1DM model组，T1DM+Met组幼鼠的 FBG、FINS
水平均降低，钳夹稳态时 GIR值升高，独立 t检验分析差异
均有统计学意义（t=15.669、25.858、20.889，均 P=0.000）（表3）。
在静脉输注葡萄糖的第一时相，T1DM model组幼鼠胰岛素
分泌明显缺失（0～10 min）（图 1A），给予 Met 后，T1DM+Met
组胰岛素分泌明显增强，葡萄糖刺激后的 1～15 min均高于
T1DM model组，独立 t检验分析差异有统计学意义（t=37.228、
33.797、8.836、40.643，均 P=0.000）；葡萄糖钳夹实验过程中
（60～180 min），T1DM+Met组最大胰岛素分泌量均高于T1DM
model组，独立 t检验分析差异有统计学意义（t=52.990、64.960、
72.650、61.443，均 P=0.000）（图 1B）。
2.4 Met对 T1DM幼鼠胰腺组织病理形态的影响

HE染色结果显示，Control组胰岛外周规则，边界清晰，

T1DM model组幼鼠胰岛边缘形态不规则，出现血肿、脂肪空
泡（图中蓝色箭头所指）及炎性浸润；T1DM+Met组胰岛形态
规则化，胰岛中血肿、囊肿明显减少，脂肪空泡缩小（图 2）。
2.5 Met对 T1DM幼鼠胰岛 β细胞增殖的影响

采用胰岛素和 Ki67对胰岛 β细胞进行免疫荧光共染，
以双阳性细胞数来反映细胞增殖情况。 Control 组、T1DM
model组及 T1DM+Met组细胞增殖率分别为（21.3±2.5）%、
（6.8±1.2）%、（17.9±1.9）%，方差分析 3组差异有统计学意
义（F=135.995，P=0.000）。 与 Control组相比，T1DM model组
双染细胞数明显降低（t=18.844，P=0.000），T1DM+Met组明显
高于 T1DM model 组，差异具有统计学意义（t=24.265，P=
0.000）（图 3）。
2.6 Met对 T1DM幼鼠胰岛 β细胞凋亡的影响

采用胰岛素和 TUNEL试剂盒对胰岛 β细胞进行免疫荧
光共染，以双阳性细胞数来反映细胞凋亡情况。 Control组、
T1DM model组及 T1DM+Met组细胞凋亡率分别为 （13.5±
3.3）%、（60.9±9.7）%、（35.5±6.2）%，方差分析 3组差异有统
计学意义（F=173.959，P=0.000）。 Control组胰岛体积较大，而
TUNEL荧光染色的胰岛 β细胞较少，T1DM model组共染细

表 2 Met对 T1DM幼鼠胰岛素耐量的影响

组别
葡萄糖/（mg·dL-1） 40%min血糖下降

百分数/%

曲线下面积

/（mg·dL-1·h-1）0%min% 40%min%% 90%min

Control组（n=12）

T1DM%model组（n=24）

T1DM+Met组（n=24）

126.4±11.5

308.6±29.7a

179.3±18.2ab

91.6±8.95

243.8±23.9*

132.1±14.5ab

112.9±11.6

235.3±22.8a

165.4±15.7ab

32.3

18.4a

25.7ab

229.4±23.7

406.7±39.5a

294.6±28.8ab

注：a，与 Control组比较，P<0.05；b：与 T1DM%model组比较，P<0.05

表 3 Met对 T1DM幼鼠 FBG、FINS、GIR值的影响

组别 FBG/（mg·dL-1） FINS/（ng·mL-1） GIR/（mg·kg-1·min-1）

T1DM%model组（n=24）

T1DM+Met组（n=24）

158.4±13.9

102.6±10.5b
6.1±0.7

2.2±0.2b
9.7±0.8

18.4±1.9b

注：a，与 Control组比较，P<0.05；b：与 T1DM%model组比较，P<0.05

A.%第一时相血清胰岛素水平 B.%整个葡萄糖钳夹实验过程中血清胰岛素水平

注：b，与 T1DM%model组比较，P<0.05

图 1 二甲双胍对高葡萄糖钳刺激 T1DM幼鼠胰岛素分泌的影响
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胞数明显增加（t=21.617，P=0.000），T1DM+Met组胰岛体积增
大，TUNEL荧光染色的胰岛 β细胞数明显回降，差异有统计
学意义（t=10.845，P=0.000）（图 4）。
2.7 Met对 T1DM幼鼠胰腺中 PDX-1和 Bcl-2蛋白表达的
影响

Control组、T1DM model组及 T1DM+Met组 PDX-1相对
表达量分别为 0.48±0.10、0.21±0.05、1.22±0.23，方差分析

3组差异有统计学意义（F=263.473，P=0.000）；Bcl-2相对表达
量分别为 0.54±0.12、0.28±0.07、1.10±0.18，方差分析 3组
差异有统计学意义（F=226.747，P=0.000）。相比 Control组，
T1DM model组中 2 种蛋白表达水平均明显降低（t=8.997、
6.894，均 P=0.000），T1DM+Met组 PDX-1和 Bcl-2蛋白水平
均升高，差异有统计学意义（t=20.964、20.493，均 P=0.000）
（图 5）。

图 2 Met对 T1DM幼鼠胰腺组织病理形态的影响

注：a，与 Control组比较，P<0.05；b：与 T1DM%model组比较，P<0.05

图 3 Met对 T1DM幼鼠胰岛 β细胞增殖的影响

注：a，与 Control组比较，P<0.05；b：与 T1DM%model组比较，P<0.05

图 4 Met对 T1DM幼鼠胰岛 β细胞凋亡的影响
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2.8 Met对 T1DM幼鼠胰腺内质网应激相关因子蛋白表达
水平的影响

Control组、T1DM model组及 T1DM+Met组磷酸化eIF2α
相对表达量分别为 0.48±0.10、1.14±0.18、1.01±0.14，方差
分析 3组差异有统计学意义（F=81.322，P=0.000）；ATF4相对
表达量分别为 0.76±0.12、1.32±0.24、0.34±0.05，方差分析3
组差异有统计学意义（F=215.372，P=0.000）；CHOP相对表达
量分别为 0.56±0.08、1.01±0.13、0.87±0.12，方差分析 3组
差异有统计学意义（F=55.059，P=0.000）。与 Control 组相比，

T1DM model 组均显著升高（t=14.608、9.398、12.653，均P=
0.000），T1DM+Met 组均回降，差异有统计学意义（t=2.695、
19.617、3.836，P=0.010、0.000、0.000）（图6）。
2.9 Met对 T1DM幼鼠胰腺炎症相关因子 mRNA表达水平
的影响

Control组、T1DM model组及 T1DM+Met组 NF-κB mRNA
相对表达量分别为 1.08±0.10、2.60±0.18、1.21±0.17，方差
分析 3组差异有统计学意义（F=570.275，P=0.000）；IL-6 mRNA
相对表达量分别为 0.99±0.10、2.61±0.23、1.49±0.17，方差分

注：a，与 Control组比较，P<0.05；b：与 T1DM%model组比较，P<0.05

图 5 Met对 T1DM幼鼠胰腺中 PDX-1和 Bcl-2蛋白表达的影响

注：a，与 Control组比较，P<0.05；b：与 T1DM%model组比较，P<0.05

图 6 Met对 T1DM幼鼠胰腺内质网应激相关因子蛋白表达水平的影响
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析 3 组差异有统计学意义（F=369.184，P =0.000）；TNF -α
mRNA相对表达量分别为 1.03±0.10、2.51±0.22、1.16±0.14，
方差分析 3 组差异有统计学意义（F=474.006，P=0.000）。 与
Control 组相比，T1DM model 组幼鼠胰腺中炎症相关因子
NF-资B、IL-6及 TNF-α的 mRNA表达水平均升高，差异有
统计学意义（t=33.250、29.149、27.533，均P=0.000），T1DM+
Met 组明显低于 T1DM model组（t=27.782、19.219、25.255，均
P=0.000）（图 7）。

3 讨 论

目前，胰岛素替代治疗仍是 T1DM的主要治疗
方法。 随着患者病程延长，胰岛素抵抗大大加重，糖
尿病微血管、大血管等并发症的风险也随之增加。
作为治疗 T2DM的一线口服药物，Met 很少引起低
血糖及体质量增加，且多次被报道对癌症、心血管疾
病、多囊卵巢综合征及非酒精性脂肪肝等有益处，
因此近年来逐渐用于 T1DM的治疗[7-8]。 早期多项研
究表明，Met可使 T2DM小鼠的胰岛 β细胞功能明
显改善，胰岛素分泌功能恢复[9]。 本研究采用链脲佐
菌素诱导 T1DM幼鼠模型，并给予 Met治疗。葡萄糖
耐量实验、胰岛素耐量实验及高葡萄糖钳夹实验结
果表明，Met 可使 T1DM C57B/L6 幼鼠胰岛 β 细胞
对葡萄糖的敏感性增加，反应性增强，对葡萄糖刺
激的胰岛素分泌发挥促进作用，胰岛 β细胞功能得
到明显改善。 胰腺 HE 染色结果提示，Met 可使
T1DM C57B/L6 幼鼠的胰岛形态得到一定程度的
恢复。

以往文献多关于 Met 对 T2DM 胰岛 β 细胞作
用机制的研究报道，且大量文献显示 Met可能是通

过促进胰腺增殖、降低炎症反应、改善脂质代谢及
缓解质网应激状态等，进而改善胰岛 β细胞功能，恢
复胰岛素分泌[10]。然而，关于 Met对 T1DM胰岛 β细
胞的作用机制报道较为少见，因此本研究将进一
步研究其可能的作用机制。 核蛋白 Ki67与核糖体
RNA转录相关，常被用作细胞增殖的标志[11]。本研
究采用胰岛素和 Ki67进行免疫荧光共染，以双阳性
细胞数占总 β细胞的比例来反映细胞增殖率，结果
提示Met能够促进胰岛 β细胞的增殖。 进一步采用
胰岛素和 TUNEL 试剂盒进行免疫荧光共染，以双
阳性细胞数占总 β细胞的比例来反映细胞凋亡情
况，结果提示 Met能够抑制胰岛 β细胞的凋亡。 胰
岛素启动因子 PDX-1是重要的调节因子，不仅参与
胰岛 β细胞的分化，还能促进 β细胞成熟及胰腺生
长发育。 有研究证实，大量凋亡的细胞中，PDX-1蛋
白和基因水平均明显降低[12]。 作为 B细胞淋巴瘤家
族中的成员，Bcl-2早已被证实具有明确的抗凋亡作
用[13]。 为探讨 Met是否通过调节 PDX-1和 Bcl-2的
表达而促进胰岛 β 细胞增殖，本研究采用 Western
blot检测 2种蛋白，结果表明 Met 能促进残存 β 细
胞的增殖、胰腺干细胞向 β 细胞转化及启动抗凋
亡机制，进而促进胰腺增殖。

PERK、IRE1α和 ATF6信号通路可在内质网应
激作用下被激活，短期的内质网应激对胞内错误折
叠蛋白堆积造成的压力可起到缓解作用，而内质网
应激状态时间过长则能诱导细胞凋亡。 eIF2α 在
PERK 形成二聚体后会发生磷酸化，进而使 eIF2/
GTP/Met-tRNAi翻译起始复合物的形成受阻， 从而
导致蛋白质的合成被抑制，内质网腔内堆积的蛋白
质随之减少，下游的 ATF4可在 eIF2α长期活化下被
激活，导致 CHOP 诱导的凋亡启动 [14]。 本研究经
Western blot检测 PERK信号通路中相关蛋白的表
达情况，结果提示 T1DM幼鼠胰岛 β细胞凋亡可能
与内质网应激激活的 PERK通路有关，而 Met则能
通过下调 PERK 信号通路及其下游蛋白 eIF2α-
ATF4-CHOP进而使 C57B/L6幼鼠胰岛 β细胞功能
得到改善。

通常情况下，被激活的 TLR4可使下游转录因子
NF-资B激酶被激活，活化后的 NF-资B则对下游相关
靶基因 TNF-α、IL等促炎症因子发挥调控作用，进
而引发活性氧物质、脂质、一氧化氮及细胞黏附分

注：a，与 Control组比较，P<0.05；b：与 T1DM%model组比较，P<0.05

图 7 Met对 T1DM幼鼠胰腺炎症相关因子

mRNA表达水平的影响
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子等中间介质的释放，最终诱导组织发生慢性炎症
和细胞损伤[15]。 陈致瑜等[16]早期研究发现，Met可一
定程度下调 T2DM KKAy 小鼠胰腺中 NF-κB 炎症
信号通路及其上下游因子的 mRNA表达水平。本研
究通过 RT-qPCR检测胰腺组织中炎症相关因子，
结果发现在 T1DM幼鼠模型中，Met能下调 NF-κB、
IL-6及 TNF-α的 mRNA表达水平。这与上述T2DM
的研究报道一致，提示 Met可通过改善胰腺组织的
炎症状态进而改善胰岛 β细胞功能。

综上所述，Met 可改善 T1DM C57B/L6 幼鼠胰
岛 β细胞对葡萄糖刺激的胰岛素分泌，增加胰岛素
分泌能力，恢复胰岛形态，促进 β细胞增殖而抑制
其凋亡。 其作用机制可能是通过促分化、抗凋亡、缓
解内质网应激压力及炎症状态来实现。 然而，关于
Met对 PDX-1和 Bcl-2、内质网应激通路及炎症通
路是直接作用还是间接作用，有待进一步研究。
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