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Abstract
AIM: To investigate the effects of long-term 
elevation of free fatty acids (FFA) on hepatic 
insulin resistance and hepatic oxidative stress.

METHODS: A total of 32 Wistar rats were di-
vided into two groups and given an intravenous 
infusion of intralipid plus heparin (IH) and saline 
(SAL), respectively. Two hours before the end 
of the infusion, a hyperinsulinemic-euglycemic 
clamp was performed to examine the ability of 
FFA to induce hepatic insulin resistance. After 
the clamp, liver tissue samples were taken to de-
termine the protein carbonyl content by DNPH 
(2,4-dinitrophenylhydrazine) colorimetry and the 
content of protein kinase C-δ by Western blot. 

RESULTS: Compared to SAL infusion, IH infu-

sion resulted in an increase in plasma FFA level 
by 4.3 folds (P < 0.001), hepatic protein carbonyl 
content by 3.2 folds, and the membrane/cytosol 
ratio of PKC-δ by 4.0 folds (P < 0.001). 

CONCLUSION: Long-term elevation of FFA in-
duces elevation of hepatic protein carbonyl con-
tent, PKC-δ translocation and insulin resistance, 
suggesting that PKC-δ plays an important role 
in FFA-induced hepatic insulin resistance. 
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摘要
目的: 研究游离脂肪酸(FFA)慢性升高对肝脏
胰岛素抵抗的影响, 探讨氧化应激在其中的
作用. 

方法: 给Wistar大鼠分别静脉输注脂肪乳加肝
素(IH组)和单纯输注生理盐水(SAL组)48 h, 在
输注的最后2 h, 清醒状态下行高胰岛素-正血
糖钳夹试验, 观察延时输注脂肪乳导致的高
FFA对葡萄糖利用率(葡萄糖输注率, GIR)的
影响, 并取肝组织测定羰基蛋白、肝细胞膜和
细胞质PKC-δ的含量.   

结果: 在高胰岛素-正血糖钳夹状态, IH输注组
与SAL组比较, 血清FFA增加4.3倍(P <0.001), 
羰基蛋白增加3 .2倍 ,  G I R下降58 . 6%(均
P <0.001); 48 h的IH输注使肝细胞膜的PKC-δ/
胞质PKC-δ比值增加4.0倍(P <0.001). 

结论: FFA慢性升高导致了肝脏GIR下降, 葡
萄糖的利用障碍, 肝脏的PKC-δ向细胞膜转位
增加, 说明在慢性高FFA导致的肝脏胰岛素抵
抗中, 氧化应激反应起了重要的作用. 

关键词: 游离脂肪酸; 胰岛素抵抗; 葡萄糖输注率; 

羰基蛋白; 蛋白激酶C-δ
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■背景资料
糖尿病已经成为
世界上继肿瘤、

心脑血管病之后
第3位严重危害人
类健康的慢性疾
病. 我国已成为糖
尿病发病的“重
灾区”, 目前国内
有糖尿病患者近
5000万, 是全球糖
尿病第2大国. 深
入了解糖尿病发
病机制, 对其进行
防治, 意义重大. 

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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0  引言

肝脏胰岛素抵抗(insulin resistance, IR)在2型糖

尿病的发生、发展过程中占重要地位. 大量研

究显示, 游离脂肪酸(free fatty acid, FFA)与IR互
为因果, 互相促进. Karlsson et al研究发现高脂

饮食后, 使葡萄糖转运子-4(glucose transporter-4, 
G l u T-4)向质膜转运受阻, 影响外周葡萄糖利

用, 导致胰岛素抵抗[1-2]; 另外FFA还可影响脂肪

细胞分泌的细胞因子如肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor-α, TNF-α)等的表达, 抑制外周组

织摄取葡萄糖, 使肝糖产生增加导致IR[3-4]. 韩萍 
et al [5-6]为大鼠输注脂肪乳7 h, 发现短时间输注

脂肪乳造成FFA升高, 已经导致了IR. 然而, 对于

延时输注多不饱和脂肪酸, FFA慢性升高对胰岛

素作用和葡萄糖调节影响的研究还很少, 因此

本研究旨在研究48 h FFA持续升高对活体胰岛

素作用的影响及脂毒性导致IR的发病机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 健康Wistar大鼠, ♂, 体质量250-300 g, 
在中国医科大学附属盛京医院动物室喂养. 接受

12 h光照/黑暗周期, 随意进基础饲料及饮水. 德
国Neker公司BIOSEN 5030快速生化血糖检测仪

测定血糖; 胰岛素放免试剂盒购自解放军总院科

技开发中心; FFA试剂盒购自南京建成生物工程

研究所; 南京凯基生物科技发展有限公司提供肝

细胞膜蛋白和胞质蛋白提取试剂盒; PKC-δ特异

性pAb购自Santa Cruz Biotechnology, INC. 
1.2 方法 
1.2.1 造模: 大鼠适应实验室环境3-5 d后, 用100 
g/L水合氯醛腹腔麻醉, 聚乙烯导管2根, 每根一

端接有一段3 cm长的硅胶管(内径0.05 cm)分别

置入右颈内静脉至右心房水平用于输液和左颈

动脉至主动脉弓水平用于采血, 导管均经皮下

从颈背部引出, 然后将导管内充入600 g/L聚乙

烯吡咯烷酮(PVP)和肝素(1000 kU/L), 保持导管

通畅. 大鼠术后恢复3-4 d进行实验.  
1.2.2 分组及给药: 大鼠隔夜禁食12 h, 以随机

数字表法分为2组, 每组16只. A组(IH组)脂肪乳

(200 g/L)+肝素(20 kU/L)5.5 μL/min), 肝素为脂

蛋白脂酶的刺激物, 他能使脂肪酸从脂肪乳中

释放出来; B组(SAL组)生理盐水5 μL/min. 每组
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再随机分为基础状态亚组和高胰岛素-正血糖钳

夹亚组, 各8只. 均输注相应液体48 h, 其中后12 
h禁食. 在钳夹亚组, 经颈静脉导管给大鼠输注

IH或SAL 48 h, 但在输液的最后2 h行钳夹试验, 
以5 mU/(kg·min)速度输注胰岛素同时输注11.1 
mmol/L葡萄糖, 每5 min测血糖1次, 以调整输液

速度将血糖浓度维持在5 mmol/L左右; 基础状态

亚组仅输注IH或SAL 48 h, 不行钳夹试验.  
1.2.3 采血: 所有实验组在输注液体的最后30 
min, 每10 min采血1次备测葡萄糖、胰岛素、

FFA. 整个实验每只大鼠基础状态组采血量约3.7 
mL, 钳夹试验组约4.5 mL. 分离血清备检, 然后

将红细胞用肝素盐水按1∶1稀释后回输, 保证

红细胞压积维持在正常范围. 
1.2.4 指标检测: 葡萄糖氧化酶法测定血糖; 放射

免疫法测定胰岛素; 比色法测定血清FFA; DNPH
比色法测定肝脏羰基蛋白含量[7-8]; Western blot方
法检测肝细胞膜和细胞质的蛋白激酶C-δ(protein 
kinase C-δ, PKC-δ)表达, PKC-δ特异性pAb, 浓度

为1∶1000, 胶片显影, 用激光扫描仪测定免疫印

记法获得的条带密度.  
统计学处理 所有数值用mean±SD表示, 对

于基础亚组和钳夹亚组的重复数据采用t检验比

较两组差别, 多组资料间比较采用单向方差分

析, 应用SPSS12.0软件进行的数据统计, P <0.05
表示有统计学意义. 

2  结果

2.1 2组血清葡萄糖、FFA及胰岛素水平 基础

状态IH组的FFA、胰岛素较SAL组增加了1.83
倍和1.40倍, 葡萄糖水平升高了0.85 mmol/L; 钳
夹状态下IH组较SAL组的血清FFA增高4.3倍
(P <0.001), 2组血糖均稳定在5.1 mmol/L左右(表
1). 
2.2 2组葡萄糖输注率(glucose infusion rate, GIR) 
IH亚组的GIR为3.65±0.41 mg/(kg·min), SAL亚
组的GIR为9.3±1.09 mg/(kg·min), 明显高于IH
组(P <0.001, 图1), 2组高胰岛素-正血糖钳夹试验

各时间点的GIR见图2. 
2.3 2组羰基蛋白含量 测定每毫克肝脏蛋白中羰

基含量, IH组为7.56±0.82 nmol,  SAL组为2.36
±0.54 nmol(P <0.001), 升高了3.2倍(图1). 
2.4 细胞膜与细胞质PKC-δ值 SAL组和IH组大

鼠肝脏细胞膜与细胞质PKC-δ值分别为55.12±
2.37, 49.37±1.96; 99.48±4.52, 21.64±0.83; 盐
水组与脂肪乳组肝脏胞膜PKC-δ/胞质PKC-δ比

www.wjgnet.com

■相关报道
Delarue et al 发现
血浆游离脂肪酸
的升高, 使脂质异
位 沉 积 ,  造 成 肌
肉、肝脏、脂肪
的胰岛素抵抗, 现
在普遍认为脂质
代谢紊乱和血浆
游离脂肪酸水平
的长期提高是2型
糖尿病发展中最
早出现的事件和
中心环节. 

■研发前沿
胰岛素抵抗和胰
岛β细胞功能缺陷
为2型糖尿病发病
的基本病理生理
机制. 近年来炎症
反应及氧化应激
在导致胰岛素抵
抗和胰岛β细胞功
能缺陷方面的作
用成为研究热点. 
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值分别为1.12, 4.60(P <0.001, 图3). 

3  讨论

肥胖患者, 尤其是腹型肥胖, 存在着脂肪分解

活跃, 脂肪细胞的FFA释放入血增多, 导致高

FFA血症[9], 甘油三脂转运障碍, 过多的FFA可

通过多种途径导致IR的发生. 肝脏是调节血糖

的重要器官, 脂肪在肝细胞沉积, 肝脏对脂肪

酸的β-氧化能力下降, 极低密度脂蛋白合成分

泌减少, 以及高FFA使胞质内长链脂肪酸辅酶

A(lithocholic acid-coenzyme A, LCA -CoA)水平

升高, 升高的LCA-CoA使丙二酰CoA对肉毒碱

脂酰转移酶-1(carnitine palmitoyltransferase-1, 
CPT-1)的抑制作用减弱, 肝内FFA的氧化作用

增强, 糖异生酶活性升高, 引起肝糖异生和肝糖

输出增加[10]. 高脂饮食制作的IR动物模型, 由于

在长期高脂喂养过程中大鼠代偿性增加胃肠激

素如抑胃肽[11]等因素, 难以保证实验动物的血

脂浓度, 影响高脂所致的胰岛素抵抗模型的稳

定性. 本实验模型是直接静脉输注脂肪乳, 导致

内源性FFA升高, 同时保证稳定的FFA浓度, 比
较直接的观察FFA对胰岛素作用的影响. 既往的

研究证明FFA对葡萄糖的抑制作用呈现时间[12]

和浓度[13]依赖性, 7 h输注脂肪乳造成急性脂毒

性, 而48 h输注脂肪乳则更好的模拟了长期内源

性、慢性脂毒性对IR的影响. 
本实验研究结果表明, 48 h输注脂肪乳显

著地增加了FFA水平, 同时循环胰岛素水平也

升高, 说明FFA增加了内源胰岛素的分泌, 钳夹

状态的血清FFA水平低于其基础状态水平, 可
能是由于高浓度胰岛素输注抑制了FFA从脂肪

组织中释放, 并增加了FFA脂化的缘故. 两组钳

夹亚组的血清葡萄糖维持在相对恒定水平, 说
明高胰岛素-正血糖试验成功, IH组的GIR低于

SAL组, 说明48 h输注脂肪乳造成了IR. 而且其

降低程度要高于我们以往7 h输注脂肪乳的动

物模型[5], 说明长时间的高FFA血症可导致更严

重的胰岛素抵抗. 
本实验结果发现肝脏羰基蛋白含量在IH输

注组显著高于SAL输注组, 而羰基蛋白的增高

是氧化应激增强的标志[14], 因此证明高FFA导致

了肝脏组织的氧化应激增强. 许多研究显示FFA
可以激活尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化

酶(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, 
N A D P H), 从而产生大量活性氧簇(r e a c t i v e 
oxygen species, ROS)导致IR[15], 而PKC同工酶的

激活又反过来促发了FFA诱导的IR. PKC-δ的激

活表现为从胞质到胞膜的转位[16], 激活的PKC-δ
可以使胰岛素受体和胰岛素受体底物-1(insulin 
receptor substrate 1, IRS-1)进行Ser/Thr磷酸化, 

表  1  两组血清葡萄糖、FFA及胰岛素比较 (mean±SD, 
n  = 8)

     
分组          葡萄糖(mmol/L)  胰岛素(pmol/L)   FFA(mmol/L)

基础状态

    SAL组      5.08±0.17      19.26±2.37    28.29±1.78

    IH组         5.93±0.44a     26.95±2.88b   51.63±2.05b

钳夹状态

    SAL组      5.02±0.22      56.80±3.28    21.71±1.31

    IH组         5.10±0.12      77.80±4.93b   43.44±2.37b

aP<0.05, bP<0.01 vs  同一状态SAL组.

■应用要点
本研究提示48  h
输注脂肪乳诱发
了氧化应激, 造成
的肝脏胰岛素抵
抗与PKC-δ转位
有关, 因此推测采
取降低PKC-δ水
平的治疗手段, 可
用于防治F FA造
成的氧化损伤及
胰岛素抵抗. 

■创新盘点
此研究直接静脉
输注脂肪乳48 h, 
导致内源性F FA
慢性升高, 同时保
证稳定的游离脂
肪酸浓度, 比较直
接的观察F FA对
胰岛素作用的影
响 ;  另 外 发 现 慢
性脂毒性诱发了
氧 化 应 激 ,  肝 脏
的胰岛素抵抗与
PKC-δ转位有关. 

图  3  2组细胞膜与细胞质PKC-δ蛋白表达. A: 细胞膜; B: 

细胞质; 1、3: IH组; 2、4: SAL组.
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使胰岛素受体和IRS-1的酪氨酸磷酸化降低, 导
致葡萄糖摄取或糖原合成下降, 使胰岛素作用

障碍, 而致胰岛素抵抗[17]. 本实验结果显示48 h
的脂肪乳输注诱发了PKC-δ从肝脏细胞质到细

胞膜的转位, 说明慢性脂毒性诱发了氧化应激, 
肝脏IR与PKC-δ转位有关. 

总之, 本实验证实: 48 h输注脂肪乳造成的

慢性FFA升高, 可引起IR, PKC-δ的激活与肝脏胰

岛素抵抗相关. 推测采取降低PKC-δ水平的治疗

手段, 可用于防治FFA造成的氧化损伤及IR[12]. 
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■同行评价
本研究选题较好,  
设计合理, 结果可
信, 具有较好的学
术价值.

■名词解释
胰 岛 素 抵 抗 :  体
内周围组织对胰
岛素的敏感性降
低, 组织对胰岛素
不敏感, 肝脏、肌
肉、脂肪对胰岛
素促进葡萄糖摄
取的作用发生了
抵抗. 
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