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短链脂肪酸对 ()(!) 小鼠骨骼肌细胞 *+,- 的作用
研究
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糖尿病是因胰岛素绝对或相对不足以及靶组

织细胞对胰岛素敏感性降低引起的代谢综合征，高

血糖为其主要标志^!_。骨骼肌是机体摄取餐后葡萄

糖的主要器官，摄取 @&*餐后升高的血糖，对维持

血糖稳态发挥重要作用。运动时骨骼肌收缩，促进

葡萄糖摄取，增加胰岛素敏感性，改善胰岛素抵抗，

是预防和治疗 ) 型糖尿病的有效方式^)_。单磷酸腺

苷激活蛋白激酶 （*W59<6E95 `+%=<9<T1<6T1F75 %

FX7EYF75W T8<75E9 \E9F65，*+,-）是由一个催化亚基

（!）和两个调节亚基（"，#）组成的异三聚体酶，是细

胞能量感受器^/% _̀。运动时肌肉收缩消耗能量，激活

骨骼肌 *+,-，进而调节能量代谢^'_。近年来，肠道

菌群在肥胖、) 型糖尿病和非酒精性脂肪肝等代谢

疾病中的作用成为研究热点，已证实肠道菌群可通

过调节机体的能量代谢影响 ) 型糖尿病的发生发

展^A_。有报道产丁酸菌对胰岛素抵抗具有改善作用，

短链脂肪酸（61<87%X1FE9 UF77Q FXEW6，3([*6）是肠道

产丁酸菌的代谢终产物，其中乙酸、丙酸和丁酸占

"`*，短链脂肪酸在维持肠道水电解质平衡、调节肠

道的菌群平衡、改善肠道功能、抗肿瘤和调控基因

等方面发挥重要作用^0_。生理情况下，短链脂肪酸经

乙状结肠和直肠吸收，经下腔静脉到达全身循环，

作用于外周组织。短链脂肪酸也有改善机体葡萄糖

稳态和胰岛素敏感性的作用H 有助于预防肥胖及相

关代谢疾病的发生，但其对骨骼肌糖代谢的作用机

制仍需探究^0_。已有文献支持乙酸钠（KF*X5）、丙酸

钠（KF,8<）和丁酸钠（KFaN7）作用于 ()(!) 小鼠骨

骼肌细胞^@_，因此本研究分别应用乙酸钠、丙酸钠和

丁酸钠孵育 ()(!) 小鼠骨骼肌细胞，探讨短链脂肪

酸对 ()(!) 小鼠骨骼肌细胞 *+,- 的作用。

9 nopR_

!R! "#$% 小鼠骨骼肌细胞株 ()(!)（美国

*2(( 公司），S+b+ 培养基（美国 LOa(J 公司），
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789 试剂盒（美国 23.-,:) 公司），牛血清白蛋白

（中国鼎国生物技术公司），抗磷酸化 *72; 抗体

（美国 <98公司），抗 !=)+6>?抗体（中国 *@A>?公司），

偶联 BC2 的山羊抗兔抗体（美国 D)+EA.?F--5?.

C,A,)3+G 公司）。

!H$ !"#$

!I$I! 细胞培养 <$<!$ 细胞用含 !#J胎牛血清

（K49）的 L7M7 高糖培养基接种于板中，在 NO !，

"J<P

$

培养箱中培养。待细胞密度到 &#"时，用

!#"K49 L7M7 高糖培基分别配置 ! --./ 01，

$ --./01，% --./01，& --./01，!' --./01 的乙酸钠、

丙酸钠和丁酸钠，孵育 <$<!$ 细胞 $% G。

!I$I$ 789实验 分别用 #--./01，!--./01，$--./01，

% --./01，& --./01，!' --./01的乙酸钠、丙酸钠和丁

酸钠孵育 <$<!$细胞 $% G，789法检测细胞生存率。

!I$IN Q,A6,3? @/.6 配置 CF2* 裂解液（含蛋白酶

抑制剂 ()

N

RP

%

!--./01，()K #I" --./01，2F< !"-./01

和 279K $## "-./01）。弃去细胞上清液，用冷 !#249

缓冲液洗两次，用细头吸管吸净，加入 CF2* 裂解

液，置于冰上 $# ->?，并收集。预冷离心机至 % !，

!N ### 30->?，离心 $# ->?，取上清。将 "#194 缓冲液

与上清液按 !：%的比例混匀，金属浴 !##!煮 !#->?。

9L9 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白样品，转到

2RLK 膜上，用 NJ牛血清白蛋白封闭 $ G，孵育一抗

% !过夜，二抗使用偶联辣根过氧化物酶 BC2 的山

羊抗兔F:S 孵育 $ G，条带用 M<1 发光液孵育并用曝

光机检测。!=)+6>? 为内参，F-):, D软件定量分析。

!IN %&'() 采用 S3)TG2)U 23>A-' 统计软件

进行统计学分析，多组间比较采用单因素方差分析

（P?,=Q)V *(PR*），实验数据均以 -,)?$9M7 表

示，!W#I#" 为差异有统计学意义。

$ 89

$I! *+,-./01230145016 <$<!$

789:.;< 分别用不同浓度的乙酸钠、丙酸钠

和丁酸钠孵育<$<!$细胞 $%G。如图 !所示，!--./01，

$ --./01，% --./01，& --./01，!' --./01 的乙酸钠处

理后细胞存活率分别为对照组的 !##IONJ$#I#O、

X&IO'J $#I#N、!#!I!$J $#I#"、!#OI!"J $#I#" 和

!#N I!!J$#I#& 倍，与对照组相比均无统计学差异，

说明乙酸钠在浓度为 ! --./01，$ --./01，% --./01，

&--./01和 !'--./01时对 <$<!$细胞没有细胞毒性；

! --./01，$ --./01，% --./01，& --./01，!' --./01的丙

酸钠处理后细胞存活率分别为对照组的 !#$I&&J$#I#N、

! #%I!NJ $#I#$、!#$IO!J $#I#'、XXI""J $#I#$ 和

!#!I$NJ$#I#$ 倍，与对照组相比均无统计学差异，

说明丙酸钠在浓度为 ! --./01，$ --./01，% --./01，

& --./01 和 !' --./01 时对 <$<!$ 细胞没有细胞毒

性；! --./01，$ --./01，% --./01，& --./01，!' --./01

的丁酸钠处理后细胞存活率分别为对照组的

!#%I#"J $#I#"、!#$I!&J $#I#$、!#!IX!J $#I#"、

!#'I'#J$#I#N和 X"IN&J$#I#N倍，与对照组相比均无

统计学差异，说明丁酸钠在浓度为! --./01，$ --./01，

% --./01，& --./01 和 !' --./01 时对 <$<!$ 细胞

没有细胞毒性，均可用于后续实验。

$I$ /012=0145016 *72; .;< 用

不同浓度（# --./01，! --./01，$ --./01，% --./01，

& --./01，!' --./01）的乙酸钠、丙酸钠和丁酸钠分

别孵育 <$<!$ 细胞 $% G，Q,A6,3? @/.6 检测 *72;

磷酸化和总蛋白。以横坐标为乙酸钠、丙酸钠和丁

酸钠的浓度，以纵坐标为 T*72;0!=)+6>? 的比值，

如图 $所示，与对照组相比，! --./01 和 % --./01 乙
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酸钠孵育后，()*+ 磷酸化水平分别是对照组的

'$,-!%$%. 倍（!"%$%'）和 '$,%!%$%. 倍（!"%$%'），

()*+ 总蛋白没有变化；- //0123 丙酸钠孵育后，

()*+磷酸化水平是对照组的 '$4.!%$,%倍（!"%$%&），

()*+ 总蛋白没有变化；- //0123，. //0123 和

'4 //0123 丁酸钠孵育后，()*+ 磷酸化水平分别

是对照组的 '$&5!%$'' 倍（!"%$%'）、'$,-!%$'% 倍

（!"%$%'）和 '$&,!%$5% 倍（!"%$%&），()*+ 总蛋白没

有变化，提示乙酸钠、丙酸钠和丁酸钠均激活 ()*+

且不影响 ()*+总蛋白。

: +,

()*+ 是机体维持代谢平衡所需分子，其活化

在糖脂代谢方面发挥重要作用678。()*+ 在真核生

物中普遍表达，其 ! 亚基起催化作用，主要代表

()*+ 的活性，"和 # 亚基在维持三聚体稳定性和

作用底物特异性方面起重要作用，每个亚单位都存

在 59, 种基因所编码的异构体（!'，!5、"'，"5、#'，

#5，#,）6'%8。! 亚单位中的 . 个位点（苏氨酸 ':5、苏

氨酸5&. 和丝氨酸 -.& 等）均可被磷酸化，其中苏氨

酸 ':5 位点的磷酸化对 ()*+ 活性起重要作用，该

位点的磷酸化提示 ()*+ 的活化。()*+ 活性主要

受细胞中 ()*2(;* 比值的调节，生理情况下，为了

维持基本的代谢需要，细胞中维持着高浓度的 (;*

水平，运动时肌肉收缩，骨骼肌能量消耗增加可达

'%% 倍，(;* 转化为 ()*，()*2(;* 比值升高，

()*+ 被激活，促进葡萄糖转运6-< ''='58。

肠道菌群寄居于人胃肠道内，它们能抵御感染

和降低自体免疫疾病的患病风险，还能影响体重和

消化能力6',8。将健康人的肠道微生物群转移到代谢

综合征患者肠道内可提高代谢综合征患者的胰岛

素敏感性6:8。丁酸菌等肠道微生物群发酵食物时由

于缺乏合适的酶而不完全水解，产生短链脂肪酸，进

入体循环直接影响外周组织的代谢和功能6'-='&8。在肥

胖小鼠中，补充丁酸盐可增加胰岛素敏感性并减轻

体质量，可见短链脂肪酸在糖尿病等代谢疾病中发

挥作用6'48。在肝细胞和脂肪细胞中，乙酸钠、丙酸钠

和丁酸钠通过激活 ()*+ 防止高脂饮食诱导的肥

胖6.8。本研究发现，在小鼠骨骼肌细胞中，乙酸钠、丙

酸钠和丁酸钠均激活 ()*+，提示短链脂肪酸可通

过 ()*+ 信号通路促进骨骼肌葡萄糖摄取。有文献

报道，>*?-'（> 蛋白偶联受体 -'）和 >*?-,（> 蛋

白偶联受体 -,）是短链脂肪酸的受体，分布于骨骼肌

和肝脏等器官中，短链脂肪酸可能通过 >*?-'2

>*?-, 介导的机制增加骨骼肌葡萄糖摄取6:8。有研

究指出，丁酸改善大鼠骨骼肌线粒体功能，促进

*>@='!（过氧化物酶体增殖物激活受体 @ 辅助激

活因子='!）的表达，在能量代谢中发挥作用6':8，而增

加 *>@='! 的表达可激活小鼠骨骼肌 ()*+，推测

丁酸可能通过 *>@='! 途径激活 ()*+

6':8。

综上所述，笔者发现短链脂肪酸磷酸化小鼠骨

骼肌细胞 ()*+，有助于进一步研究其改善胰岛素

抵抗的详细机制，以及通过调节肠道菌群改善胰岛

素抵抗。
-./01

6'8 +ABACDACA * E< FAGHAI (< JKL M )< NO A1$ ?00O PAIQ NROIAGOB 0S )TIK"
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