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二甲双胍减轻脂多糖诱导的脓毒症小鼠脑损伤

田　径１，董　艳１，刘　刚２，张　力３，唐　玲１　　４０１３３１重庆，重庆医科大学附属大学城医院：神经中心１，急诊

科２；４０００１６重庆，重庆医科大学基础医学院病理生理学教研室３

　　［摘要］　目的　探讨二甲双胍对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的脓毒症小鼠脑损伤的作
用。方法　雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠１０４只采用随机数字表法分为４组，每组２６只，分别为对照组、单纯二甲
双胍组、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋二甲双胍组。腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ，２０ｍｇ／ｋｇ）诱发脓毒症建立模型。注射 ＬＰＳ
前３０ｍｉｎ予二甲双胍（４００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射，注射ＬＰＳ后１８ｈ时即观察终点取脑组织、血清进行检测：
ＨＥ染色观察脑组织形态学改变，ＥＢ染色法测定血脑屏障通透性；相应试剂盒测定脑组织 Ｃａｓｐａｓｅ３活
性、ＭＤＡ含量和ＩＬ６、ＴＮＦα、ＭＰＯ水平以及血清ＮＳＥ、Ｓ１００β水平。结果　海马ＣＡ１、ＣＡ３区和大脑皮
层形态学观察：ＬＰＳ组大量神经细胞变性，而 ＬＰＳ＋二甲双胍组神经元变性减轻。ＥＢ、ＮＳＥ、Ｓ１００β：ＬＰＳ
组较对照组升高（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ＋二甲双胍组较 ＬＰＳ组降低（Ｐ＜０．０５）。Ｃａｓｐａｓｅ３：ＬＰＳ组较对照组增
加（Ｐ＜０．０１）；ＬＰＳ＋二甲双胍组较ＬＰＳ组降低（Ｐ＜０．０５），较余两组升高（Ｐ＜０．０５）。ＩＬ６、ＴＮＦα、ＭＰＯ：
ＬＰＳ组较对照组增高（Ｐ＜０．０５），ＬＰＳ＋二甲双胍组较 ＬＰＳ组降低（Ｐ＜０．０５）。ＭＤＡ：ＬＰＳ组较对照组升
高（Ｐ＜０．０１），ＬＰＳ＋二甲双胍组较ＬＰＳ组降低（Ｐ＜０．０１）。结论　二甲双胍可以减轻脂多糖诱导的脓毒
症小鼠的脑损伤，其机制可能是保护血脑屏障、抑制凋亡、抗炎及减少氧化应激。二甲双胍对脓毒症诱

发的脑损伤有治疗价值。
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ｓａｍｐｌｅｓ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅ（ＮＳＥ）ａｎｄｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ１００β（Ｓ１００β）ｉｎｓｅｒｕｍｗｅｒｅ
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ｂｙｍｅｔｆｏｒｍｉｎ（Ｐ＜０．０５）．ＴｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｍｅｔｆｏｒｍｉｎｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｅｌｅｖａｔｉｏｎｏｆＮＳＥａｎｄＳ１００βｉｎ
ｔｈｅｓｅｒｕｍ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎＬＰＳｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｉｎＬＰＳ＋ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｇｒｏｕｐｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｉｎＬＰＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），
ｗｈｉｃｈｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｍｅｔｆｏｒｍｉｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｄ
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Ｌｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｔａｎｇｌｉｎｇ６４６３＠１６３．ｃｏｍ

　　脓毒症是宿主对感染反应失调而造成的严重威胁
生命安全的器官功能障碍［１］，发病率高、死亡率高，可

出现多种并发症，其中脓毒症相关性脑病（ｓｅｐｓｉｓａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＳＡＥ）发生率最高，是造成死亡
的主要并发症。ＳＡＥ是由脓毒症引起，全身炎症反应
综合 征 （ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＳＩＲＳ）诱导的弥漫性脑功能障碍，而中枢神经系统并
没有直接感染的证据，相关机制目前尚未阐明，但大量

研究表明其可能与血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，
ＢＢＢ）功能障碍、氧化应激和炎症因子的释放有
关［２－３］。动物实验结果显示在脓毒症发生的最初几个

小时内，ＢＢＢ就已经受损［４］。ＢＢＢ的渗透性增加将进
一步加剧脑内炎症，而炎症因子可促进一氧化氮

（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）和活性氧自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的合成和分泌。因此，抑制 ＢＢＢ损伤，
抗炎症及抗氧化应激反应是治疗脓毒症脑病的重要方

向。而寻找治疗 ＳＡＥ安全有效的药物并阐明其机制
对于改善脓毒症患者的预后具有重大临床意义。

　　二甲双胍是目前糖尿病的一线使用药物，研究表
明二甲双胍可通过肝激酶 Ｂ１（ｌｉｖｅｒｋｉｎａｓｅＢ１，
ＬＫＢ１）／ＡＭＰ依赖的蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）信号通路发挥抗炎作用，从而提高脓
毒症小鼠生存率［５］。本课题组前期研究发现，二甲双

胍能通过抑制炎症反应、降低肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦα）等减轻脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ
ｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导的肝炎并提高小鼠成活率［６］。此外，

体内外研究均表明二甲双胍可抑制内毒素诱导的大脑

血管内皮尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶（ＮＡＤＰＨ
ｏｘｉｄａｓｅ２，ｇｐ９１ｐｈｏｘ）的上调［７］，显示出抗氧化应激的效

应。在自体免疫性脑脊髓炎的动物实验中，二甲双胍

也显示出了在多发性硬化等神经系统的炎症性疾病中

的治疗作用［８］。可见，二甲双胍可能是有外周和中枢

抗炎、抗氧化应激作用。因此，本研究以 ＬＰＳ诱导的
脓毒症小鼠模型为对象，探讨二甲双胍对内毒素诱导

的脓毒症造成的脑损伤是否有改善作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
　　于重庆医科大学实验动物中心［动物生产许可
证：ＳＣＸＫ（渝）２０１２０００１；动物使用许可证：ＳＹＸＫ（渝）
２０１２０００１］购置出生后２１ｄ的ＳＰＦ级雄性ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠１０４只，体质量为１６～２５ｇ，饲养于 ＳＰＦ级动物房，
室温２４℃，相对湿度６０％，正常光照（８：００光照，２０：
００熄灯），４只／笼，自由饮水和进食，适应新环境１周
后进行动物实验，本研究获重庆医科大学生物医学伦

理委员会批准（２０１６０３０１），研究方案符合医学伦理
原则和赫尔辛基宣言的各项要求。实验结束后，小鼠

尸体交回重庆医科大学实验动物中心妥善处理。

　　采用随机数字表法将 １０４只小鼠分为 ４组（ｎ＝
２６）。对照组：先后予等二甲双胍和 ＬＰＳ用量体积的
生理盐水腹腔注射。单纯二甲双胍组：给予二甲双胍

（４００ｍｇ／ｋｇ）腹腔内注射［６］，放回笼中正常饲养３０ｍｉｎ
后，再给予等ＬＰＳ用量体积的０．９％的生理盐水腹腔注
射。ＬＰＳ组：给予等二甲双胍体积的生理盐水，放回笼
中正常饲养３０ｍｉｎ后，按ＬＰＳ（２０ｍｇ／ｋｇ）再予以该组小
鼠腹腔内注射，以建立脓毒症模型。ＬＰＳ＋二甲双胍组：
首先给予该组小鼠二甲双胍（４００ｍｇ／ｋｇ）腹腔内注射，
放回笼中正常饲养３０ｍｉｎ后，再予ＬＰＳ（２０ｍｇ／ｋｇ）腹
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腔内注射。密切观察小鼠一般情况，在给药后逐渐表

现脓毒症相关的症状如寒战、皮肤温度下降、身躯蜷

缩、竖毛、眼周分泌物、稀便等，行为活动表现出进食减

少、闭眼，则表示脓毒症小鼠造模成功［９］。

１．２　主要试剂
　　脂多糖（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，０５５：Ｂ５）购于美国Ｓｉｇｍａ
公司，二甲双胍购于上海碧云天有限公司。ＴＮＦα、
ＩＬ６、ＥＬＩＳＡ试剂盒均购于 Ｎｅｏｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ科技有限公
司。神经元特异性烯醇化酶（ｎｅｕｒｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｅｎｏｌａｓｅ，
ＮＳＥ）、中枢神经特异蛋白（Ｓ１００β）ＥＬＩＳＡ试剂盒均购
于上海信帆生物科技有限公司。髓过氧化物酶

（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）试剂盒均购于南京建成生物科技有限公司。含
半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ３）活性检测试剂盒购于
碧云天生物技术公司。

１．３　苏木精伊红染色法观察小鼠脑组织形态变化
　　采用随机数字表法取每组小鼠７只，在腹腔注射
ＬＰＳ１８ｈ后，用１０％水合氯醛腹腔注射０．１ｍＬ麻醉小
鼠，开胸暴露心脏，采用１００ｍＬ左右的生理盐水灌注
左心室，至肝色变浅且流出液变清后，停止灌注生理盐

水，改用４％多聚甲醛再灌注。断头取脑，去除嗅球、
小脑、脑干等部位保留端脑，４％多聚甲醛４℃浸泡后
依次经梯度乙醇脱水、石蜡包埋、组织切片、二甲苯脱

蜡后ＨＥ染色，光镜下观察病理变化。
１．４　伊文思蓝染色评价血脑屏障通透性
　　采用随机数字表法取每组小鼠７只，在腹腔注射
ＬＰＳ１７ｈ后，按４ｍＬ／ｋｇ剂量予以２％ＥＢ尾静脉注射。
腹腔内注射 ＬＰＳ１８ｈ后，予以 １０％水合氯醛 ０．１ｍＬ
腹腔注射麻醉小鼠，从左心室灌注生理盐水清除小鼠

血液中的ＥＢ染料，断头收集全脑标本，称质量后放入
盛有２ｍＬ二甲酰胺的ＥＰ管，于６０℃水浴２４ｈ，离心
１０ｍｉｎ（３０００ｒ／ｍｉｎ）后取上清液。采用分光光度计于
波长６３２ｎｍ处检测其光密度值［Ｄ（６３２）］。根据ＥＢ标
准曲线，计算ＥＢ浓度：ＥＢ浓度＝ＥＢ含量／脑组织质量。
１．５　ＥＬＩＳＡ测定小鼠血清中神经损伤标志物 ＮＳＥ和

Ｓ１００β含量
　　建模成功后，随机数字表法取每组小鼠６只，立即
置于乙醚罐中进行麻醉，快速夹去眼球取血液标本于

１ｍＬＥＰ管中，４℃离心 １５ｍｉｎ（３０００ｒ／ｍｉｎ），取上
清液，按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书测定 ＮＳＥ和 Ｓ１００β
含量。

１．６　测定Ｃａｓｐａｓｅ３活性
　　按Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒操作步骤进行。测

定ｐＮＡ标准曲线，随机数字表法取造模成功的每组小
鼠各６只的端脑组织用裂解缓冲液匀浆后离心（４℃，
１６０００×ｇ）１５ｍｉｎ收集上清液，立即测定 Ｃａｓｐａｓｅ３酶
的活性，同时取少量用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度。最
后将样本置于 ４０５ｎｍ荧光计中进行检测光密度值
［Ｄ（４０５）］。计算脑组织中Ｃａｓｐａｓｅ３活性。
１．７　测定炎症因子ＩＬ６、ＴＮＦα、ＭＰＯ
　　于－８０℃冰箱取出待测小鼠端脑组织标本每组
６份以制备匀浆液，经离心后取上清液，按试剂盒操作
步骤进行ＩＬ６、ＴＮＦα测定。制备１０％匀浆液，在温度
为４℃、转数为２５００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心１０ｍｉｎ，弃
沉渣取上清液，按照 ＭＰＯ试剂盒说明书测定波长为
４６０ｎｍ下的光密度值［Ｄ（４６０）］，进而测算ＭＰＯ活性。
ＭＰＯ活性计算公式：ＭＰＯ单位／Ｌ＝（测定光密度值－对
照光密度值）／１１．３／待测样本蛋白浓度（ｍｇ／ｍＬ）。
１．８　测定氧化应激指标ＭＤＡ
　　首先制备１０％匀浆液，取出待测小鼠端脑组织每组
６份，加入冰生理盐水，在温度为４℃、转数为２５００ｒ／ｍｉｎ
的条件下离心１０ｍｉｎ，弃沉渣取上清液，按照 ＭＤＡ试
剂盒说明书对 ＭＤＡ进行测定。组织中 ＭＤＡ含量
（ｍｍｏｌ／ｍｇ）＝（测定光密度值－对照光密度值）／（标准
光密度值－空白光密度值）×标准品浓度（１０ｎｍｏｌ／ｍＬ）／
待测标本蛋白浓度（ｍｇ／ｍＬ）。
１．９　统计学分析
　　所有实验结果均采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行分
析，对于符合正态分布资料采用 珋ｘ±ｓ描述其分布，多组
间的比较则采用双因素方差分析。对不符合正态分布

的数据，可采用中位数和四分位间距进行描述性分析，

组间比较采用秩和检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　小鼠脑组织形态学观察
２．１．１　小鼠皮层脑组织 ＨＥ染色　　对照组皮层神
经结构正常、边界清晰。ＬＰＳ组皮层神经元变性：神经
元核深染，细胞体回缩变小、形状不规则。经二甲双胍

治疗后，即ＬＰＳ＋二甲双胍组神经元形态异常改善，皮
层变性神经元数目也相对减少（图１）。
２．１．２　小鼠海马脑组织 ＨＥ染色　　对照组海马区
域及其神经元显示出正常的结构以及清晰的边界。

ＬＰＳ组小鼠海马 ＣＡ１区神经元丢失后形成的区域更
加松散、紊乱，且在海马 ＣＡ３区广泛存在稀疏呈回缩
状的不规则神经元。经二甲双胍治疗后，即ＬＰＳ＋二甲
双胍组神经元形态异常改善，海马变性神经元数目也

相对减少（图２）。
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Ａ：对照组；Ｂ：单纯二甲双胍组；Ｃ：ＬＰＳ组；Ｄ：ＬＰＳ＋二甲双胍组；红色箭头示变性神经元

图１　ＨＥ染色观察二甲双胍改善ＬＰＳ造成的小鼠大脑皮层病理变化
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红色箭头示变性、排列松散的神经元

图２　ＨＥ染色观察二甲双胍改善ＬＰＳ造成的小鼠海马ＣＡ１、ＣＡ３区域病理变化

２．２　小鼠ＢＢＢ通透性检测
　　小鼠脑组织ＥＢ染色剂含量：ＬＰＳ组小鼠脑组织中
萃取的ＥＢ含量显著高于对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）；与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋二甲双胍组小鼠脑组织
中的ＥＢ含量较低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。
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１：对照组；２：单纯二甲双胍组；３：ＬＰＳ组；４：ＬＰＳ＋二甲双胍
组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ＋二甲双
胍组比较

图３　二甲双胍对ＬＰＳ造成小鼠的血脑屏障的损伤的
治疗作用（ｎ＝７）

２．３　小鼠血清中的神经损伤标记物
　　小鼠血清中的 ＮＳＥ和 Ｓ１００β水平：与对照组相
比，ＬＰＳ组明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与
ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋二甲双胍组显著下降，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５，图４）。
２．４　小鼠脑组织Ｃａｓｐａｓｅ３水平测定
　　小鼠脑组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３水平：与对照组相比，
ＬＰＳ组明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；与
ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋二甲双胍组下降，差异有统计学意
义；与对照组和单纯二甲双胍组相比，ＬＰＳ＋二甲双胍
组升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图５）。
２．５　小鼠脑组织炎症因子水平测定
２．５．１　小鼠脑组织ＩＬ６、ＴＮＦα的水平　　与对照组
相比，ＬＰＳ组显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
相对于ＬＰＳ组，ＬＰＳ＋二甲双胍组下降，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５，图６）。
２．５．２　小鼠脑组织中ＭＰＯ的活性　　与对照组相比，
ＬＰＳ组较高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ＋二甲双
胍组较ＬＰＳ组低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图７）。
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１：对照组；２：单纯二甲双胍组；３：ＬＰＳ组；４：ＬＰＳ＋二甲双胍

组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ＋二甲双

胍组比较；Ａ～Ｂ：各组小鼠血清ＮＳＥ、Ｓ１００β蛋白表达

图４　二甲双胍降低ＬＰＳ引起小鼠血清中Ｓ１００β和

ＮＳＥ水平变化（ｎ＝６）
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１：对照组；２：单纯二甲双胍组；３：ＬＰＳ组；４：ＬＰＳ＋二甲双胍

组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ＋二甲双

胍组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与单纯二

甲双胍组比较

图５　二甲双胍降低ＬＰＳ导致增加小鼠脑组织中Ｃａｓｐａｓｅ３

水平变化（ｎ＝６）
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１：对照组；２：单纯二甲双胍组；３：ＬＰＳ组；４：ＬＰＳ＋二甲双胍

组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ＋二甲双

胍组比较；Ａ～Ｂ：各组小鼠脑组织中ＩＬ６、ＴＮＦα蛋白表达

图６　二甲双胍对ＬＰＳ诱导升高的脓毒症小鼠脑组织

炎症因子水平的影响（ｎ＝６）
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１：对照组；２：单纯二甲双胍组；３：ＬＰＳ组；４：ＬＰＳ＋二甲双胍

组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＬＰＳ＋二甲双

胍组比较

图７　二甲双胍对ＬＰＳ诱导升高的脓毒症小鼠脑组织

炎症因子水平的影响（ｎ＝６）
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２．６　小鼠脑组织中氧化指标测定
　　小鼠脑组织 ＭＤＡ含量：与对照组小鼠相比，ＬＰＳ
组较高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＬＰＳ＋二甲双胍
组较ＬＰＳ组低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图８）。
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１：对照组；２：单纯二甲双胍组；３：ＬＰＳ组；４：ＬＰＳ＋二甲双胍
组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＬＰＳ＋二甲双
胍组比较

图８　二甲双胍降低ＬＰＳ导致增加小鼠脑组织中
ＭＤＡ含量（ｎ＝６）

３　讨论

　　近年来脓毒症严重的脑并发症 ＳＡＥ逐渐得到重
视，寻找治疗ＳＡＥ安全有效的药物并阐明其机制意义
重大。本研究使用 ＬＰＳ注射制备脓毒症小鼠模型，模
拟临床中ＳＡＥ的病理生理特点。
　　本实验组织病理学分析结果显示，在注射 ＬＰＳ
后，ＬＰＳ组脓毒症小鼠大脑皮层和海马严重的神经元
变性：神经元呈现核深染，胞体萎缩、形状不规则，并广

泛分布在皮质区域及海马 ＣＡ１和 ＣＡ３区。类似的变
化也出现在由盲肠的结扎和穿刺的 ＳＡＥ模型中［１０］。

相较于ＬＰＳ组，二甲双胍有效地改善了 ＬＰＳ＋二甲双
胍组的脓毒症小鼠的神经元变性和数目的减少，说明

二甲双胍能减轻脓毒症小鼠大脑的病理损害，改善由

ＬＰＳ造成的大脑损伤，是二甲双胍起到神经保护作用
的有力证据，其具体机制我们也进行了初步探索。

　　ＢＢＢ功能障碍是脓毒症相关性脑病发生、发展的
关键过程［１１］。电子显微镜观察结果显示，ＬＰＳ诱导的
脓毒症小鼠的脑毛细血管内皮细胞肿胀和细胞膜破

裂［１２］。本研究采用 ＥＢ染色法检测脓毒症小鼠 ＢＢＢ
的通透性：在注射ＬＰＳ１８ｈ后，ＬＰＳ组小鼠端脑组织匀
浆中ＥＢ的浓度远高于对照组，然而ＥＢ属于大分子染
色剂，在正常情况下不能透过 ＢＢＢ，提示脓毒症小鼠
ＢＢＢ功能障碍。实验结果显示ＬＰＳ组血清ＮＳＥ、Ｓ１００β
水平较对照组明显升高。ＮＳＥ在大脑神经元和神经内

分泌细胞胞质中广泛以二聚体的形式特异性存在，血

液和脑脊液中含量较低，而在脑损伤的情况下，ＮＳＥ能
够通过破坏的血脑屏障释放入血，且血清中其水平与

脑损伤程度正相关。存在于血清中的可溶性 Ｓ１００β
蛋白由神经胶质细胞分泌，在神经组织中广泛分布，脑

损伤后其水平呈时间依赖性升高，也可反映血脑屏障

功能障碍。而ＬＰＳ＋二甲双胍组ＥＢ含量及ＮＳＥ、Ｓ１００β
水平较ＬＰＳ组明显降低，均提示二甲双胍可能通过保
护血脑屏障减轻内毒素诱导的脑损伤，其具体机制有

学者亦进行了相关探索：二甲双胍可通过激活 ＡＭＰＫ
信号通路下调细胞间黏附分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｃｅｌｌ
ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）、ｇｐ９１ｐｈｏｘ等下游产物
改善ＢＢＢ损伤［７，１３－１４］；也可通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号
通路保护因脓毒症受损的ＢＢＢ［１５］，且这一保护作用可
以被磷脂酰肌醇 ３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）抑制剂ＬＹ２９４００２逆转。
　　此外，在脊髓损伤的研究发现二甲双胍还可以通
过调节哺乳动物雷帕霉素靶蛋白／Ｐ７０Ｓ６激酶（ｍａｍ
ｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ／Ｐ７０Ｓ６ Ｋｉｎａｓｅ， ｍｔｏｒ／
ｐ７０ｓ６ｋ）信号通路抑制凋亡，从而保护受损的ＢＢＢ［１６］。
本实验我们也对内毒素诱导的脑损伤进行了凋亡水平

检测，结果显示Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡过程中最主要的
终末剪切酶，正常生理情况下高度保守，其活性与组织

细胞的凋亡水平正相关。我们发现 ＬＰＳ组小鼠脑组
织内Ｃａｓｐａｓｅ３活性明显升高，而 ＬＰＳ＋二甲双胍组脑
组织内Ｃａｓｐａｓｅ３活性较 ＬＰＳ组明显降低，表明二甲
双胍在一定程度上可抑制脓毒症小鼠脑组织中的凋

亡，这与既往研究类似：二甲双胍联合藏红花治疗１型
糖尿病大鼠能降低 Ｃａｓｐａｓｅ３水平［１７］；二甲双胍可通

过抑制细胞色素ｃ释放、Ｃａｓｐａｓｅ３的活化和丝裂原活
化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）
的磷酸化，显著降低谷氨酸处理的小鼠的小脑神经元

凋亡［１８］。在一项缺血再灌注脑损伤的研究中发现［１９］，

二甲双胍能促进蛋白激酶Ｂ１（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ１，Ａｋｔ１）
的活化，降低氨基末端激酶３（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ３，
ＪＮＫ３）的磷酸化以及 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达，而 ＰＩ３Ｋ抑制
剂则逆转这一保护作用，再次表明二甲双胍可能通过

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路减轻脂多糖诱导的脓毒症小鼠的
脑损伤。同时我们发现：与对照组和单纯二甲双胍组

相比，ＬＰＳ＋二甲双胍组的 Ｃａｓｐａｓｅ３水平仍然较高，说
明二甲双胍不能完全抑制脓毒症小鼠脑组织中的凋亡

水平，提示在内毒素诱导的脓毒症小鼠脑损伤病理生

理过程中还有其他因素参与。

　　炎性细胞因子的释放被认为是 ＳＡＥ的重要因素
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之一。我们观察到在ＬＰＳ注射１８ｈ后，ＬＰＳ组小鼠脑
组织的炎症因子如ＩＬ６、ＴＮＦα和ＭＰＯ水平明显增加。
ＩＬ６是炎症反应标志性因子，更是与脓毒症的严重程
度、并发症及预后密切相关［２０］。ＴＮＦα是炎症通路中
显著增加的炎性因子，可增加 ＢＢＢ通透性，引起脑组
织中性粒细胞浸润，还可直接损伤线粒体膜电位导致

大量氧自由基的产生，进而引发神经元细胞凋亡。ＭＰＯ
则广泛存在于中性粒细胞中促进炎症细胞的增殖与活

化，反映炎症程度。而二甲双胍能降低内毒素诱导的

脑组织中炎症因子水平：ＬＰＳ＋二甲双胍组较ＬＰＳ组脑
组织中ＩＬ６、ＴＮＦα和ＭＰＯ水平显著降低。我们发现
也与既往研究类似：ＣＨＥＮ等［２１］发现二甲双胍可通过

抑制氧化应激反应减轻哮喘模型小鼠的气道炎症、气

道重塑；ＹＵＡＮ等［６］的研究发现二甲双胍能缓解 ＬＰＳ
诱导的肝炎并提高小鼠成活率；文献［１７］报道二甲双
胍可减轻盲肠结扎穿孔法诱导的脓毒症大鼠肺组织炎

症反应；ＮＡＴＨ等［８］发现二甲双胍可改善自体免疫性脑

脊髓炎；ＺＨＵ等［２２］还发现二甲双胍能通过抑制 ＮＦκＢ
介导的炎症途径使慢性永久性脑缺血的大鼠受益。

　　如前所述，炎症因子还可诱导氧化应激，氧化应激
也是脓毒症的关键特性。我们的研究发现二甲双胍还

可能通过减少氧化应激减轻脂多糖诱导的脓毒症小鼠

的脑损伤：ＬＰＳ组的ＭＤＡ较对照组升高，经二甲双胍处
理后，ＬＰＳ＋二甲双胍组的ＭＤＡ水平降低。发生脓毒症
时，脂质过氧化可通过损伤细胞膜和线粒体膜导致细胞

凋亡和坏死［２３］。ＭＤＡ作为脂质过氧化反应的主要产
物，在氧化应激反应里被认为是重要的标志物，ＭＤＡ的
降低则表示脓毒症氧化应激的减轻［２４－２５］。我们的研

究结果与ＧＨＡＶＩＭＩ等［２６］的研究一致：二甲双胍可降

低盲肠结扎穿孔法诱导的脓毒症大鼠肺组织中 ＭＤＡ、
ＭＰＯ水平，起到抗氧化应激的作用。ＫＥＳＨＡＶＡＲＺＩ
等［２７］认为二甲双胍可能是通过激活环磷腺苷效应元

件结合蛋白／脑源性神经营养因子（ｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ／ｂｒａｉｎ
ｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＣＲＥＢ／ＢＤＮＦ）或 ＡＫＴ／糖原
合成酶激酶３（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３，ＧＳＫ３）信号
传导途径的蛋白表达，从而控制氧化应激反应，保护神

经系统。

　　综上，本研究发现二甲双胍可能通过保护血脑屏
障、抑制凋亡、抗炎及减轻氧化应激等多方面有效改善

ＬＰＳ诱导的小鼠脑损伤。为二甲双胍的使用提供了一
个新的视角，对防治脓毒症的严重并发症的用药的策

略提供了新证据。本研究仍存在不足，例如缺少脑功

能的实验结果进一步支持，而二甲双胍在保护脓毒症

相关性脑病的过程中具体通过哪些信号通路发挥保护

作用，也值得深入探索。
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ｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＩｎｔＩｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１２，１２（４）：６８２－
６８８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｎｔｉｍｐ．２０１２．０１．０１５．

［７］ＷＡＮＧＸＮ，ＸＵＥＧＸ，ＬＩＵＷＣ，ｅｔａｌ．Ｍｅｌａｔｏｎｉｎａｌｌｅｖｉ
ａｔｅｓｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｒｏｍｉｓｅｄｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆｂｌｏｏｄｂｒａｉｎ
ｂａｒｒｉｅｒｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｎｇＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｉｎｏｌｄ
ｍｉｃｅ［Ｊ］．ＡｇｉｎｇＣｅｌｌ，２０１７，１６（２）：４１４－４２１．ＤＯＩ：１０．
１１１１／ａｃｅｌ．１２５７２．

［８］ＮＡＴＨＮ，ＫＨＡＮＭ，ＰＡＩＮＴＬＩＡＭ Ｋ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｄｔｈｅａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｄｉｓｅａｓｅｏｆｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ
ｉｎａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，
２００９，１８２（１２）：８００５－８０１４．ＤＯＩ：１０．４０４９／ｊｉｍｍｕｎｏｌ．
０８０３５６３．

［９］张锟，李仁杰，刘涛，等．两种脓毒症小鼠模型的比较［Ｊ］．
中华临床医师杂志（电子版），２０１２，６（８）：１９９８－２００１．
ＤＯＩ：１０．３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４０７８５．２０１２．０８．００６．
ＺＨＡＮＧＫ，ＬＩＲＪ，ＬＩＵＴ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｗｏｄｉｓｔｉｎｃｔ
ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓｆｏｒｐｏｌｙｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｅｐｓｉｓｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ
Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（ＥｌｅｃｔｒＥｄ），２０１２，６（８）：１９９８－２００１．ＤＯＩ：１０．
３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４０７８５．２０１２．０８．００６．

９２４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）
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ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＢｅｈａｖＩｍｍｕｎ，２０１７，６０：
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ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｉｎｆｌａｍ，２０１４，１１（１）：１７７．
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ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１７，８（５８）：９７９７７－９７９８９．
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［１７］ＤＥＬＫＨＯＳＨＫＡＳＭＡＩＥＦ，ＦＡＲＳＨＩＤ ＡＡ，ＴＡＭＡＤＤＯＮ
ＦＡＲＤＥ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓａｆｒａｎａｌ，ａｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆｓａｆｆｒｏｎ，ａｎｄ
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ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒｇｒａｎｕｌｅｎｅｕｒｏｎｓａｇａｉｎｓｔｇｌｕｔａｍａｔｅｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕｒｏ
ｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓＢｕｌｌ，２０１６，１２１：２４１－２４５．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｂｒａｉｎｒｅｓｂｕｌｌ．２０１６．０２．００９．

［１９］ＧＥＸＨ，ＺＨＵＧＪ，ＧＥＮＧＤＱ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｐｒｏｔｅｃｔｓ
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Ａｋｔ１／ＪＮＫ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌＢｅｈａｖ，
２０１７，１７０：１１５－１２３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｐｈｙｓｂｅｈ．２０１６．１２．
０２１．

［２０］张莹，范霞，杨雪，等．吴茱萸碱对脓毒症小鼠急性肺损伤
的保护作用［Ｊ］．第三军医大学学报，２０１６，３８（２１）：２３０９－
２３１４．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１６０４１３８．
ＺＨＡＮＧＹ，ＦＡＮＸ，ＹＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅｐｒｏｔｅｃｔｓ
ｓｅｐｔｉｃｍｉｃｅａｇａｉｎｓｔａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＪＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄ
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ｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｐｒｏｖｉｄｅｓｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｖｉａｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＮＦκＢＭｅｄｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｐａｔｈｗａｙｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｐｅｒｍａ
ｎｅｎｔｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．ＭｏｌＮｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０１５，５２（１）：
３７５－３８５．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１２０３５０１４８８６６７．

［２３］ＡＮＲ，ＺＨＡＯＬ，ＸＩＣ，ｅｔａｌ．Ｍｅｌａｔｏｎｉｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓｓｅｐｓｉｓ
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ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＢａｓｉｃＲｅｓＣａｒｄｉｏｌ，２０１６，１１１（１）：８．ＤＯＩ：
１０．１００７／ｓ００３９５０１５０５２６１．

［２４］ＪＩＭＨ，ＸＩＡＤＧ，ＺＨＵＬＹ，ｅｔａｌ．Ｓｈｏｒｔａｎｄｌｏｎｇｔｅｒｍ
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ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ［Ｊ］．Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，２０１８，４１（２）：
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［２５］ＮＩＮＧＱ，ＬＩＵＺ，ＷＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｃｈａｎｇｅｓ
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ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎａｒｅｒｅｖｅｒｓｅｄｂｙｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎ
ｍｉｃｅ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｌＲｅｓ，２０１７，３９（４）：３５７－３６６．ＤＯＩ：１０．
１０８０／０１６１６４１２．２０１７．１２８１１９７．

［２６］ＧＨＡＶＩＭＩＨ，ＳＨＥＩＤＡＥＩＳ，ＶＡＥＺＨ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｄｓｅｐｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅｓ：ａｎｏｖｅｌｒｏｌｅｆｏｒ
ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ［Ｊ］．ＩｒａｎＪＢａｓｉｃＭｅｄＳｃｉ，２０１８，２１（５）：４６９－
４７５．ＤＯＩ：１０．２２０３８／ＩＪＢＭＳ．２０１８．２４６１０．６１２６．

［２７］ＫＥＳＨＡＶＡＲＺＩＳ，ＫＥＲＭＡＮＳＨＡＨＩＳ，ＫＡＲＡＭＩＬ，ｅｔａｌ．
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ａｇａｉｎｓｔｍｅｔｈａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ
ｉｎｄｕｃｅｄａｎｘｉｅｔｙ，ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔａｎｄ
ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｒａｔ：ＴｈｅｒｏｌｅｏｆＣＲＥＢ／ＢＤＮＦａｎｄＡｋｔ／
ＧＳＫ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２０１９，７２：
７４－８４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｒｏ．２０１９．０２．００４．

（收稿：２０１９０２２４；修回：２０１９０５０６）
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