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Abstract
AIM: To investigate whether advanced glycation 
end products (AGEs) affect colonic motility and 
the expression of myosin light chain kinase in 
diabetic rats.

METHODS: Forty-eight SD rats were evenly and 
randomly divided into four groups: normal con-
trols, normal rats treated with aminoguanidine 
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糖基化终末产物影响结肠平滑肌肌球蛋白轻链激酶表达
在糖尿病大鼠结肠动力障碍中的作用

王庆娥, 王 云, 朱 滢, 孙晓萌, 林 琳
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■背景资料
糖尿病(diabetes 
mellitus, DM)胃
肠动力障碍主要
表现为胃肠排空
延迟, 胃肠自主神
经病变、Cajal间
质细胞丢失、平
滑肌病变等与之
相 关 .  平 滑 肌 细
胞保持正常收缩
功能是胃肠运动
的基础, 肌球蛋白
轻链激酶(myosin 
light chain kinase, 
MLCK)与平滑肌
收缩密切相关, 其
表达减少是本病
的病理基础之一. 

(AG, an inhibitor of AGEs), diabetic rats, and 
diabetic rats treated with AG. Diabetes mellitus 
(DM) was induced by a single intraperitoneal 
injection of streptozotocin (STZ) (60 mg/kg). AG 
was given in drinking water at a dose of 1 g/L 
after DM was induced. ELISA and Western blot 
were used to measure levels of AGEs in serum 
and the colonic muscle layer, respectively. Colon 
transit time was measured by plastic bead expul-
sion test, and the contractility of circular smooth 
muscle strips was tested using the MPA analysis 
system. The protein expression level of myosin 
light chain kinase (MLCK) was determined by 
Western blot.

RESULTS: Compared with the normal control 
group, the expression levels of AGEs in the 
colonic muscle layer and serum (3.00 μg/mL 
± 0.34 μg/mL vs 4.31 μg/mL ± 0.73 μg/mL, P 
< 0.01) were increased, colon transit time was 
delayed (209.50 min ± 48.88 min vs 297.00 min ± 
35.71 min, P < 0.01), the contractility of circular 
smooth muscle strips was weakened (2.17 g ± 0.57 
g vs 0.80 g ± 0.34 g, P < 0.01), and the expression 
of MLCK in the colonic muscle layer was lower 
(1.46 ± 0.11 vs 1.01 ± 0.08, P < 0.01) in the diabetic 
group. There was no significant change in blood 
glucose levels in rats treated with AG. Com-
pared with the diabetic group, DM rats treated 
with AG showed decreased levels of AGEs in 
the colon muscle layer and serum (4.31 μg/mL 
± 0.73 μg/mL vs 3.35 μg/mL ± 0.58 μg/mL, P < 
0.05), shortened colon transit time (297.00 min 
± 35.71 min vs 212.13 min ± 42.95 min, P < 0.01), 
enhanced contractility of circular smooth muscle 
strips (0.80 g ± 0.34 g vs 1.49 g ± 0.44 g, P < 0.01), 
and higher expression of MLCK in the colonic 
muscle layer (1.01 ± 0.08 vs 1.40 ± 0.09, P < 0.01).

CONCLUSION: AGEs might be involved in the 
pathogenesis of colonic motility dysfunction in 
diabetic rats via decreasing the expression of 
MLCK.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
糖基化终末产物
(advanced glyca-
tion end products, 
AGEs)在DM患者
血清及多种组织
中含量均显著升
高 ,  AGEs在DM
肾 病、D M 血 管
病变中的研究颇
多. 但其在DM结
肠平滑肌病变中
的作用鲜有报道.

Key Words: Advanced glycation end products; Co-
lonic motility; Myosin light chain kinase; Diabetes; 
Rat
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摘要
目的: 探讨糖基化终末产物(advanced glycation 
e n d p r o d u c t s, A G E s)对糖尿病(d i a b e t e s 
mellitus, DM)大鼠结肠动力及肌球蛋白轻链
激酶(myosin light chain kinase, MLCK)表达的
影响.  

方法:  S D大鼠4 8只 ,  随机均分为4组 ,  即
正常对照组、正常+ A G E s抑制剂氨基胍
(a m i n o g u a n i d i n e, A G)干预组、D M组、

DM+AG干预组. 单次腹腔注射链脲佐菌素
(streptozotocin, STZ)(60 mg/kg)构建DM大鼠
模型, 造模成功后, AG干预按1 g/L饮用水给
药, 持续至实验结束. ELISA、Western blot检
测大鼠血清及结肠肌层A G Es水平, 玻璃珠
排出法检测结肠转运功能, MPA分析系统检
测结肠环肌肌条收缩力, Western blot检测结
肠肌层肌球蛋白轻链激酶(myosin light chain 
kinase, MLCK)的表达. 各组间比较采用单因
素方差分析和成组t检验. 

结果: 与正常对照组相比 ,  D M大鼠结肠肌
层AGEs表达增多, 血清AGEs水平升高(3.00 
μg/mL±0.34 μg/mL vs  4.31 μg/mL±0.73 
μg/mL, P <0.01), 结肠转运时间延长(209.50 
min±48.88 min vs  297.00 min±35.71 min, 
P <0.01), 环肌肌条收缩力减弱(2.17 g±0.57 
g vs  0.80 g±0.34 g, P <0.01), 结肠肌层MLCK
蛋白表达减少(1.46±0.11 vs  1.01±0.08, P < 
0.01). AG干预不影响大鼠血糖水平, 但与DM
组相比, DM+AG组大鼠结肠AGEs表达减少, 
血清AGEs水平降低(4.31 μg/mL±0.73 μg/mL 
vs  3.35 μg/mL±0.58 μg/mL, P <0.05), 结肠转
运时间缩短(297.00 min±35.71 min vs  212.13 
min±42.95 min, P <0.01)、肌条收缩力增强
(0.80 g±0.34 g vs  1.49 g±0.44 g, P <0.01), 结
肠肌层MLCK蛋白表达升高(1.01±0.08 vs  
1.40±0.09, P <0.01).  

结论: AGEs可能通过减少结肠肌层MLCK蛋
白表达参与DM大鼠结肠动力障碍的发生.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究提示糖尿病(diabetes mellitus, 
D M ) 大 鼠 血 清 及 结 肠 肌 层 糖 基 化 终 末 产 物

(advanced glycation end products)的含量均上升, 
他可能是通过减少DM大鼠结肠肌层肌球蛋白轻

链激酶(myosin light chain kinase)表达参与其结肠

动力障碍的发生.  
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0  引言

结肠动力障碍是糖尿病(diabetic metabolism, DM)
患者常见的消化系并发症, 发病率约45%, 便秘

和腹泻为常见症状[1,2]. 发病机制尚不明确. 研究

认为高水平氧化应激、胃肠神经病变、Caja l
间质细胞丢失、平滑肌病变等与之相关[3-5]. 糖
基化终末产物(advanced glycation end products, 
AGEs)是由蛋白质、脂质或核酸等物质通过非

酶糖基化反应, 自发与葡萄糖或其他还原单糖

反应生成的稳定共价化合物[6], Nε-羧甲基赖氨酸

(Nε-carboxymethyllysine, CML)是AGEs重要组成

成分, 可用于反映体内AGEs的含量[6,7]. 氨基胍

(aminoguanidine, AG)是AGEs抑制剂, 用于DM
慢性并发症的许多研究中[8-10]. 本文探讨AGEs是
否影响DM大鼠结肠动力, 为DM胃肠动力障碍

的研究提供依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康8周龄♂SD大鼠(北京维通利华

实验动物技术有限公司)48只, 饲养于南京医科

大学动物中心(清洁级), 所有动物实验均遵循

南京医科大学动物伦理条例. 乙酰胆碱(Sigma-
Aldrich, 美国), 链脲佐菌素(Sigma-Aldrich, 美
国), 氨基胍(Sigma-Aldrich, 美国), CML ELISA
试剂盒(CircuLex公司, 日本), 肌球蛋白轻链激酶

(myosin light chain kinase, MLCK)抗体(Abcam, 
美国), RIPA裂解液(碧云天生物技术研究所, 中
国上海), MPA分析系统(上海奥尔科特生物技术

有限公司, 可用于记录分析胃电图、肠电图、

胃肠张力、活动节律等), 血糖仪(Roche, 瑞士), 
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■相关报道
Pengmin Chen等
学者报道AGEs或
其受体存在于DM
大鼠空肠、回肠
及结肠. Wenchao
等研究发现, DM
大 鼠 幽 门 、 回
肠 肌 球 蛋 白 轻
链 激 酶 ( m y o s i n 
light chain kinase, 
MLCK)表达下降
参与DM胃肠动力
障碍的发生.

余试剂均为市售分析纯.  
1.2 方法 
1.2.1 建立DM大鼠模型及AG给药干预: 48只SD
大鼠随机均分为4组, 分别为正常对照组、正常

+AGEs抑制剂氨基胍(aminoguanidine, AG)干预

组、DM组、DM+AG干预组. 所有大鼠禁食12 h
后, DM组给予单次腹腔注射链脲佐菌素(strep-
tozotocin, STZ)60 mg/kg造模, 对照组则给予等

体积柠檬酸溶剂腹腔注射. 3 d后尾静脉取血, 罗
氏血糖仪检测血糖, 血糖≥16.7 mmol/L且持续

1 wk, 认为DM模型建立成功. 造模成功后, 正常

+AG组及DM+AG组开始给予AG(1 g/L饮用水)
干预, 正常对照组及DM组则给予正常饮用水.  
1.2.2 ELISA检测大鼠血清中CML含量: 各组大

鼠于第16周时眼眶取血, 离心取血清, 按照CML 
ELISA试剂盒说明书, 将1∶4稀释的待检样品加

入已包被的反应孔中, 每个样本做双复孔, 室温

震荡孵育1 h; 洗涤4次, 加入二抗, 室温震荡孵育

1 h; 洗涤4次, 加入底物反应液, 避光、室温震荡

孵育20 min; 加入反应中止液, 将板置入酶标仪

内, 在450 nm波长下读板.  
1.2.3 玻璃珠排出法检测结肠转运功能[11,12]: 各组

大鼠饲养至第15周进行, 实验前禁食12 h, 乙醚

吸入短暂麻醉后, 用8号导尿管将直径5 mm的玻

璃珠自肛门推入3 cm深处, 缓慢退出导尿管, 使
玻璃珠滞留于结肠内. 置入玻璃珠的大鼠单独

饲养于一个笼子, 进食及饮水如常, 记录各实验

大鼠排出玻璃珠所需的时间, 即为结肠转运时

间. 饲养过程中DM组死亡4只大鼠, 因此其余各

组均随机选取8只大鼠进行实验. 
1.2.4 MPA分析系统检测肌条收缩功能: 各组

大鼠饲养至第16周时, 断颈处死, 取出距肛门

5 cm处结肠, 剪取约2 cm长结肠组织, 放入用

95%O2、5%CO2饱和过的Kreb's液中, 沿肠管横

轴剪取约2 mm×8 mm的肌条, 即为环肌肌条, 
丝线结扎肌条两端, 一端固定于组织固定器, 另
一端与传感器力臂相连, 记录肌肉收缩张力变

化. 待记录线稳定后, 予不同浓度的乙酰胆碱

(acetylcholine, Ach)促发肌条收缩, 观察肌条收

缩张力变化情况.  
1.2.5 Western blot检测结肠肌层CML及MLCK表

达: 结肠组织均于第16周时取自各组大鼠, 玻片

刮去黏膜层及浆膜, 加入液氮研钵中磨成粉状, 
RIPA裂解液提取肌层组织蛋白, BCA法测定蛋

白浓度, 十二烷基硫酸钠(SDS)-聚丙烯酰胺凝胶

恒流30 mA电泳, 恒压80 V转膜, 5%脱脂奶粉室

温封闭1.5 h, 加入稀释的CML一抗、MLCK一

抗或GAPDH一抗. 4 ℃过夜, TBST洗膜3次, 加
入二抗, 37 ℃温育2 h, 再用TBST洗膜3次, 加显

色液, 曝光显影, 以GAPDH为内参, 凝胶成像分

析系统处理数据.   
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件进行分

析, 所有数据以mean±SD表示, 各组间比较采用

单因素方差分析和成组t检验. P <0.05为差异有

统计学意义.   

2  结果

2.1 DM大鼠模型建立 在第0(造模前)、1、4、
8、16周时分别检测大鼠血糖、体质量, 结果

显示, 与正常对照组相比, D M大鼠血糖显著

升高、体质量逐渐下降 ,  持续至第16周(6.83 
mmol/L±0.87 mmol/L vs  29.35 mmol/L±1.97 
mmol/L; 484.20 g±43.63 g vs  261.30 g±18.26 g; 
均P <0.01). 给予AG干预后, DM大鼠仍保持较高

血糖水平, 亦持续至第16周(6.67 mmol/L±0.63 
mmol/L vs  29.52 mmol/L±2.87 mmol/L, P <0.01), 
且体质量并未上升(476.00 g±48.40 g vs  265.10 
g±14.91 g, P <0.01). 此结果说明, DM大鼠模型

构建成功, AG干预不影响大鼠血糖及体质量(图
1).  
2.2 各组大鼠血清及结肠肌层C M L含量的比

较 检测结果为, DM大鼠血清CML水平显著高

于正常对照组(3.00 μg/mL±0.34 μg/mL vs  4.31 
μg/mL±0.73 μg/mL, P <0.01). AG干预后, DM大

鼠血清中CML水平降低(4.31 μg/mL±0.73 μg/
mL vs  3.35 μg/mL±0.58 μg/mL, P <0.05)(图2A). 
Western blot检测各组大鼠结肠肌层CML的表达, 
其结果与血清CML水平一致(图2B). 所以, AG干

预可有效抑制DM大鼠血清及结肠组织中AGEs
的合成.  
2.3 各组大鼠结肠转运功能的检测 与正常对照

组相比, DM大鼠结肠转运时间明显延长(209.50 
min±48.88 min vs  297.00 min±35.71 min, 
P <0.01). 而DM+AG组结肠转运时间短于DM组

(212.13 min±42.95 min vs  297.00 min±35.71 
min, P <0.01)(图3).  
2.4 各组大鼠结肠环肌肌条收缩力比较 在10-1 
μmol/L及1 μmol/L浓度Ach的作用下, DM大鼠

肌条均表现为收缩能力减弱, AG干预后其收缩

能力有所提高(图4A). 在1 μmol/L Ach作用时, 
DM大鼠肌条的最大收缩张力较对照组明显降

低(2.17 g±0.57 g vs  0.80 g±0.34 g, P <0.01). AG
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■创新盘点
本文首次报道了
糖基化终末产物
(advanced glyca-
tion end products, 
A G E s ) 影 响 D M
大鼠结肠平滑肌
myosin light chain 
kinase, MLCK表
达在DM结肠动力
障碍中的作用, 为
DM胃肠动力障碍
的研究提供依据.

干预的DM大鼠肌条收缩能力较DM大鼠增强

(0.80 g±0.34 g vs  1.49 g±0.44 g, P <0.01)(图4B).  
2.5 各组大鼠结肠肌层MLCK的表达情况 与对

照组相比, DM大鼠结肠肌层MLCK表达下降, 
AG干预后其表达升高(1.46±0.11、1.01±0.08 
vs  1.40±0.09, 均P <0.01)(图5).  

3  讨论

AGEs是葡萄糖与蛋白质、脂质、核酸等物质

经非酶糖基化反应形成的一类复合物, 其生成

过程复杂, 主要包括3个步骤: 首先, 葡萄糖与上

述物质的氨基酸残基结合, 形成Schiff碱基, 若此

反应过程中葡萄糖浓度下降, 则该反应可逆; 然
后, Schiff碱基发生化学结构重组, 形成Amadori
产物; 第3阶段即Amadori产物持续堆积、经过

一系列化学结构重组并与蛋白质交联, 最终形

成稳定的AGEs, 该过程一般需数周. CML则是

AGEs的主要成分, 可反映AGEs含量, 其分子量

约10-12 kDa[13,14]. AG通过清除上述反应过程中

生成的羰基产物, 抑制AGEs合成[15]. 本研究中

DM大鼠高血糖持续16 wk, 足以形成不可逆的

AGEs.  研究结果也显示, DM大鼠血清、结肠肌

层AGEs水平均显著高于对照组, 但给予AG干预

后, AGEs水平明显降低, 提示本实验所采用的

AG剂量可有效抑制AGEs的形成.  
AGEs在组织和器官中的蓄积参与DM慢性

并发症的发生, 包括视网膜病变、肾脏病变、

动脉粥样硬化等[16-18]. 但其在DM胃肠病变中的

作用仅有部分报道. DM过程中, AGEs可引起小

肠刷状缘理化特征改变[19], 抑制肠神经元一氧化

氮合酶表达[20,21]. 亦有研究指出, AGEs或其受体存

在于DM大鼠(Wistar大鼠)  空肠、回肠及结肠[22]. 但
AGEs对DM结肠动力的影响尚未见报道. 本研

究发现, DM大鼠结肠转运时间较正常组明显延

长, 结肠环肌肌条收缩力降低, 提示DM大鼠存

图  2  各组大鼠血清及结肠肌层CML含量比较. A: 各组大

鼠血清CML含量ELISA结果; B: 各组大鼠结肠肌层CML表

达比较. aP<0.05, bP<0.01. DM: 糖尿病; AG: 氨基胍; CML: 

Nε-羧甲基赖氨酸. 
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在结肠动力障碍. 这些现象伴随着血清、结肠

肌层组织中AGEs水平的升高, 且给予AGEs抑制

剂AG后, 上述病变均得到有效改善. 提示AGEs
可能参与DM结肠动力障碍的发生.  

本研究还显示, DM大鼠结肠肌层MLCK表

达下降. MLCK是平滑肌收缩过程中的重要信号

分子[23]. 平滑肌细胞受到相应刺激(如细胞因子、

神经递质、胃肠激素等)后, 引起胞内钙离子浓

度升高, 钙离子和钙调蛋白结合, 此复合物结合

并活化MLCK, 继而磷酸化肌球蛋白轻链(myosin 
light chain, MLC), 促进肌球蛋白与肌动蛋白结合, 
产生横桥周期, 引起平滑肌收缩[24]. 所以, MLCK
表达下降可降低MLC磷酸化水平, 使平滑肌收

缩功能受损, 最终引起胃肠动力障碍. Hu等[25]亦

指出, DM大鼠幽门、回肠MLCK表达下降参与

DM胃肠动力障碍的发生. 本研究对DM大鼠给

予AG干预后, 其结肠动力有所恢复, MLCK表达

亦升高. 因此推测, AGEs可能下调MLCK表达而

影响DM结肠动力.  
总之, AGEs参与DM大鼠结肠动力障碍的发

生, MLCK表达下降是可能的机制之一. 研究报

道, AGEs可通过受体依赖型和非受体依赖型两

条通路参与DM合并症[26,27], 前者通过与细胞外

特异性受体结合激活胞内信号通路而改变细胞

功能, 后者通过非酶糖化反应、形成蛋白质交叉

连接改变细胞外基质的结构, 促进合并症的发

生[28,29]. 本研究未对SD大鼠结肠是否表达AGEs
受体进行探讨, 现有研究结果亦不能说明AGEs
通过何种途径影响DM大鼠的结肠动力. 因此, 
AGEs发挥作用的具体机制如何、AGEs对影响

平滑肌收缩的其他因素有何作用, 仍待研究.  
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                                                                                                                                • 消息 •

中国科技信息研究所发布《世界胃肠病学杂志 ( 英文版 )》
影响因子 0.873

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界胃肠病学杂志(英文版)》总被引频次6 979次, 影响因

子0.873, 综合评价总分88.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第1位、第3位、第1位, 分别位居1998种中国科技

核心期刊(中国科技论文统计源期刊)的第11位、第156位、第18位; 其他指标: 即年指标0.219, 他引率0.89, 引

用刊数619种, 扩散因子8.84, 权威因子2 144.57, 被引半衰期4.7, 来源文献量758, 文献选出率0.94, 地区分布数

26, 机构分布数1, 基金论文比0.45, 海外论文比0.71.

      经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界胃肠病学杂志(英文版)》再度被收录为“中国科

技核心期刊”(中国科技论文统计源期刊). 根据2011年度中国科技论文与引文数据库（CSTPCD 2011）统计

结果,《世界胃肠病学杂志（英文版）》荣获2011年“百种中国杰出学术期刊”称号. 


