
［收稿日期］　２０１８１００８　　　　　［接受日期］　２０１８１２２７

［基金项目］　上海市卫生和计划生育委员会（青年）基金（２０１４４Ｙ００７７）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＳｈａｎｇｈａｉＭｕｎｉｃｉｐａｌＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎｏｆＨｅａｌｔｈａｎｄ

ＦａｍｉｌｙＰｌａｎｎｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈ（Ｙｏｕｔｈ）Ｆｕｎｄ（２０１４４Ｙ００７７）．

［作者简介］　常　伟，硕士，主管药师．Ｅｍａｉｌ：２７３６３６５５５＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　　　　　闵智慧，硕士，工程师．Ｅｍａｉｌ：ｍｉｎ．ｚｈｉｈｕｉ＠ｚｓｈｏｓｐｉｔａｌ．ｓｈ．ｃｎ

△共同第一作者（Ｃｏｆｉｒｓｔａｕｔｈｏｒｓ）．

通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１６９７１９１９０３２０８；Ｅｍａｉｌ：ｍｅｎｓｈｉｓｈａｎ＠１２６．ｃｏｍ

ＤＯＩ：１０．１２０２５／ｊ．ｉｓｓｎ．１００８６３５８．２０１９．２０１８１１０２ ·短篇论著·

吡格列酮能部分抑制２型糖尿病大鼠肝脏微粒体细胞色素犘４５０活性

常　伟１△，闵智慧２△，程韵枫２，唐扣明１

１．复旦大学附属中山医院青浦分院临床药学室，上海　２０１７００

２．复旦大学附属中山医院临床研究院，上海　２０００３２

　　［摘要］　目的：探讨吡格列酮对糖尿病大鼠肝脏微粒体细胞色素Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）活性水平的影响。方法：４０只大鼠随机

均分为正常对照组、糖尿病组、低剂量（３ｍｇ／ｋｇ）吡格列酮组、高剂量（６ｍｇ／ｋｇ）吡格列酮组（狀＝１０）。除正常对照组外，其余各

组给予高脂饲料喂养４周，采用链脲佐菌素（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射建立糖尿病大鼠模型。造模成功后，低、高剂量吡格列酮组大

鼠给予相应剂量吡格列酮灌胃治疗２周，提取大鼠肝脏微粒体并检测ＣＹＰ４５０活性水平，同时进行大鼠体质量和血糖指标的检

测。结果：与正常对照组相比，糖尿病组大鼠血糖升高（犘＜０．０１），ＣＹＰ４５０活性水平升高（犘＜０．０５），体质量下降（犘＜０．０１）。

与糖尿病组相比，吡格列酮灌胃２周期间，大鼠血糖浓度随吡格列酮浓度升高显著降低（犘＜０．０１），低、高剂量吡格列酮组大鼠

肝微粒体ＣＹＰ４５０水平均明显降低（犘＜０．０１），体质量明显升高（犘＜０．０５）。相关分析显示，ＣＹＰ４５０活性水平与大鼠血糖正

相关（狉＝０．５９８，犘＜０．０１），而与大鼠体质量无明显相关性。结论：吡格列酮对糖尿病大鼠肝脏微粒体ＣＹＰ４５０酶活性有显著

抑制作用，能改善其高血糖状态，增加大鼠体质量。

　　［关键词］　吡格列酮；糖尿病；细胞色素Ｐ４５０；微粒体
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　　噻唑烷二酮类药物目前广泛应用于治疗２型糖

尿病，如吡格列酮（ｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅ，ＰＩＯ），可通过激活

过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）的转录

因子起到增强胰岛素敏感性和减轻胰岛素抵抗的

作用［１４］。文献证实口服吡格列酮主要经肝脏细胞

色素Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）酶系和ＡＴＰ结合盒超家族Ｂ１

（ＡＢＣＢ１）转运蛋白进行吸收和代谢
［５］，而且吡格列

酮的药代动力学和临床不良反应可能与其影响肝

脏ＣＹＰ４５０代谢水平有关
［６７］。但目前关于吡格列

酮对肝脏药物代谢酶影响机制的研究报道较少。

因此，本研究探讨吡格列酮对链脲佐菌素诱导的糖

尿病大鼠ＣＹＰ４５０活性的影响，为临床个体化合理

用药提供依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器　吡格列酮 （ｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅ，

ＰＩＯ）购于杭州中美华东制药有限公司。链脲佐菌

素 （ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ，批号Ｓ０１３０）购自Ｓｉｇｍａ

公司。微粒体分离试剂盒 （ＭｉｃｒｏｓｏｍｅＩｓｏｌａｔｉｏｎ

Ｋｉｔ，批号Ｋ２４９５０）购自美国ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ公司。大

鼠ＣＹＰ４５０ＥＬＩＳＡ试剂盒（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，批号

ＥＨ０５５２）购自上海威奥生物科技有限公司。

ＦｌｅｘＳｔａｔｉｏｎ３ 多 功 能 酶 标 仪 工 作 站 为 美 国

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ（ＭＤ）公司产品；ＯＮＥＴＯＵＣＨ

血糖仪购自强生公司；ＨｅｒａｅｕｓＭｕｌｔｉｆｕｇｅ高速低温

离心机、洗板机 Ｗｅｌｌｗａｓｈ４ＭＫ２为美国Ｔｈｅｒｍｏ

公司产品；高通量组织研磨器为宁波新芝有限公司

产品；数显隔水式电热恒温培养箱ＰＹＸＤＨＳ为上

海跃进医疗器械有限公司产品。

１．２　动物模型建立和分组　ＳＰＦ级６周龄雄性

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠４０只购自上海斯莱克实

验动物有限责任公司，体质量（１８０±２０）ｇ。大鼠一

般状态良好，反应灵敏，进食及活动正常。大鼠给

予基础饲料适应性饲喂１周后，随机取出１０只作为

正常对照组，给予基础饲料持续喂养。剩余３０只大

鼠为实验组，给予高脂饲料喂养４周后，保持大鼠空

腹１２ｈ以上，一次性腹腔注射５０ｍｇ／ｋｇＳＴＺ（使用

前以１％浓度溶解于新鲜配制的０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸

钠缓冲液中，ｐＨ４．２～４．５）；正常对照组腹腔注射

等量的柠檬酸钠缓冲液。注射ＳＴＺ３ｄ后，尾静脉

采血测定大鼠空腹血糖，以空腹血糖高于１６．７

ｍｍｏｌ／Ｌ为２型糖尿病大鼠模型成功判定的标准。

造模成功的大鼠随机均分为３组（狀＝１０）：糖尿

病组、３ｍｇ／ｋｇ吡格列酮组、６ｍｇ／ｋｇ吡格列酮组。

按照人与大鼠单位体表面积换算系数计算后得出

大鼠吡格列酮灌胃剂量，每天分别进行大鼠３ｍｇ／

ｋｇ吡格列酮和６ｍｇ／ｋｇ吡格列酮灌胃１次；糖尿病

组和正常对照组给予等量０．９％氯化钠溶液灌胃，

糖尿病组大鼠未给任何降糖药物。每天新鲜配制

灌胃药液，连续灌胃２周。期间大鼠每２ｄ称体质

量１次，每３ｄ大鼠尾静脉采血后用血糖检测仪（试

纸法）动态监测血糖变化。实验中糖尿病组大鼠由

于血糖过高死亡１只。整个过程都遵守动物伦理制

度，动物处死为安死术。

１．３　肝脏微粒体制备　大鼠在处死前禁食１２ｈ，

将大鼠颈椎脱臼处死并固定四肢，剪开腹腔进行肝

门静脉插管，用冷０．９％氯化钠溶液注射进肝门静

脉灌洗肝脏，同时将下腔静脉剪开一小口流出灌洗

液，反复灌洗数次直至肝脏呈土黄色时，剪下肝脏

用冷０．９％氯化钠溶液漂洗表面血液，再用滤纸吸

干称质量。称约５００ｍｇ肝组织置于ＥＰ管中，剪刀

剪碎组织，按照试剂盒说明书立即加入冷 Ｈｏｍｏ

ｂｕｆｆｅｒ５００μＬ，放入组织匀浆机中进行肝细胞破碎，

匀浆好后涡旋振荡３０ｓ，放置于冰上１ｍｉｎ，离心

（１００００×犵，４℃）１５ｍｉｎ。转移中间层至新的离心

管中，离心（２００００×犵，４℃）２０ｍｉｎ，弃上清，用

Ｈｏｍｏｂｕｆｆｅｒ５００μＬ再离心洗涤细胞沉淀１次，弃

上清，沉淀即为肝微粒体。重悬沉淀于５００μＬ冷

Ｓｔｏｒａｇｅｂｕｆｆｅｒ，－８０℃保存。

１．４　肝脏微粒体ＣＹＰ４５０检测　采用双抗体夹心

ＡＢＣＥＬＩＳＡ法，根据试剂盒说明书，微粒体用标本

稀释液作１∶２稀释，配好标准浓度溶液。在９６孔

酶标板中包被好抗大鼠ＣＹＰ４５０单抗，每孔各加入

标准品或待测样品１００μＬ，每个样本做３复孔，将

反应板充分混匀后在３７℃放置４０ｍｉｎ。再用洗涤

液将反应板充分洗涤４次，每次５ｍｉｎ，在滤纸上印

干。每孔加入蒸馏水和第一抗体工作液各５０μＬ

（空白孔除外），将反应板充分混匀后在３７℃放置２０

ｍｉｎ，再用洗涤液将反应板充分洗涤４次，每次５

ｍｉｎ，在滤纸上印干。每孔加酶标抗体工作液１００

μＬ。将反应板在３７℃放置１０ｍｉｎ，再用洗涤液将反

应板充分洗涤４次，每次５ｍｉｎ，在滤纸上印干。最

后每孔加入底物工作液１００μＬ，置于３７℃暗处反应

１５ｍｉｎ，每孔加入１００μＬ终止液混匀，３０ｍｉｎ内用
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酶标仪在４５０ｎｍ处测光密度（犇４５０）值。ＣＹＰ４５０

浓度与犇４５０值成正比，可通过绘制标准曲线求出标

本中ＣＹＰ４５０浓度。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，结

果以珔狓±狊表示，多组均数采用单因素方差分析

（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）方法比较；多组均数间两两比

较采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法；采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析法比

较两变量间的相关性，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　吡格列酮对大鼠血糖和体质量的影响　结果

（图１）表明：与正常对照组相比，糖尿病组动态血糖

均显著升高（犘＜０．０１），证实造模成功。与糖尿病

组比较，吡格列酮灌胃２周期间，大鼠血糖浓度随吡

格列酮浓度升高而降低。３ｍｇ／ｋｇ、６ｍｇ／ｋｇ吡格

列酮组在灌胃２周后血糖浓度均显著降低（犘＜

０．０１），但血糖并未降到正常范围；不同浓度吡格列

酮组间比较，血糖差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

大鼠灌胃２周期间，与正常对照组比较，糖尿病组体

质量呈显著下降趋势（犘＜０．０１）；不同浓度吡格列

酮组大鼠体质量也明显降低（犘＜０．０１），但比糖尿

病组体质量增高。两组吡格列酮组间体质量差异

无统计学意义（图２）。

图１　给药２周内各组大鼠血糖的动态变化

Ａ：给药２周内血糖的动态变化；Ｂ：给药２周后各组大鼠血糖浓度的比较．珔狓±狊

图２　不同组大鼠体质量动态变化

珔狓±狊

２．２　吡格列酮对大鼠ＣＹＰ４５０水平的影响　结果

（图３）表明：与正常对照组相比，糖尿病组大鼠

ＣＹＰ４５０水平明显升高，达到１６１２．１０ｐｇ／ｍＬ（犘＜

０．０５）；不同浓度吡格列酮灌胃后，ＣＹＰ４５０水平均

明显降低，分别为１０２３．９８、１０２０．７４ｐｇ／ｍＬ，两组

分别与糖尿病组差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。

３、６ｍｇ／ｋｇ吡格列酮组大鼠ＣＹＰ４５０水平差异无统

计学意义。

图３　不同组大鼠犆犢犘４５０水平的比较

狀＝３

２．３　ＣＹＰ４５０水平与大鼠血糖和体质量的相关分

析　相关分析结果显示：ＣＹＰ４５０与大鼠血糖显著

正相关（狉＝０．５９８，犘＝０．００５），ＣＹＰ４５０与大鼠体质

量间无明显相关性。

３　讨　论

流行病学调查［８］表明，随着人们生活方式的快

速改变，我国糖尿病发病率呈现逐年递增趋势，２０

岁以上人群中２型糖尿病患病率达９．７％，而这些
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患者中有６０．７％仍未确诊，因此糖尿病的诊疗已经

成为刻不容缓的挑战。吡格列酮作为临床常用的

治疗２型糖尿病的药物。目前学术界的共识是该药

作为胰岛素增敏剂和有效的降糖药物，主要靶向转

录因子ＰＰＡＲγ而改善胰岛素抵抗，同时促进葡萄

糖转运蛋白４合成，增强外周组织对葡萄糖的利用，

使血糖下降［９］。此外，吡格列酮还通过升高超氧化

物歧化酶和降低丙二醛等对抗氧化应激，减轻胰岛

β细胞损伤，从而降低糖化血红蛋白和血糖
［４，９］。临

床试验已经证实吡格列酮能有效控制糖尿病引起

的高血糖［１０］。与此同时，吡格列酮也出现了许多药

物不良反应，包括骨折、水肿、充血性心衰、膀胱癌

风险增加等［１１１２］。研究表明，细胞色素Ｐ４５０酶系

是肝微粒体中最重要的氧化酶，参与体内多种药物

的代谢转化反应，大多数肝脏细胞色素Ｐ４５０酶参

与吡格列酮的体内代谢过程，其中超过６０％是由

ＣＹＰ２Ｃ８和ＣＹＰ３Ａ４两个亚型代谢转化的
［１３］。而

且，吡格列酮的药代动力学和临床不良反应可能与

其诱导或抑制肝脏细胞色素Ｐ４５０酶活性有关
［１４］。

由于药物对细胞色素Ｐ４５０酶的诱导或抑制是临床

产生药物相互作用的重要原因，因此熟悉药物的肝

脏代谢情况有助于评价药物安全性和指导临床精

准合理的联合用药。

本实验结果显示，糖尿病组大鼠体质量呈显著

下降趋势，动态血糖呈显著升高趋势，与正常对照

组比较差异均有统计学意义，证明已成功复制了糖

尿病大鼠模型。临床糖尿病患者给予吡格列酮口

服推荐剂量为３０ｍｇ／６０ｋｇ，根据大鼠剂量换算后

为３ｍｇ／ｋｇ，因此本实验选择大鼠灌胃浓度分别为

３、６ｍｇ／ｋｇ。不同浓度吡格列酮灌胃后与糖尿病组

比较，大鼠体质量明显增加，血糖浓度随吡格列酮

浓度升高显著降低，但并未降到正常范围，可能与

用药时间较短有关。不同浓度吡格列酮组间体质

量无显著差异，而血糖有明显统计学差异。以上结

果表明吡格列酮能明显降低大鼠血糖，改善高血糖

状态，增加大鼠体质量，与相关文献［１５］报道一致。

结果还证明糖尿病大鼠细胞色素Ｐ４５０水平比正常

对照组升高，提示体内高糖状态时，肝脏细胞色素

Ｐ４５０酶被诱导而活性升高。当不同浓度吡格列酮

治疗２周后，两组大鼠细胞色素Ｐ４５０水平与糖尿

病组比较均明显降低，提示吡格列酮能显著抑制糖

尿病大鼠肝脏细胞色素Ｐ４５０酶活性。但３、６ｍｇ／

ｋｇ吡格列酮组间细胞色素Ｐ４５０水平差异无统计学

意义，提示临床推荐的吡格列酮常规口服剂量就能

有效下调细胞色素Ｐ４５０酶活性。

本实验相关分析显示，细胞色素Ｐ４５０与大鼠

血糖具有显著正相关性，相关系数为０．５９８（犘＜

０．０１），而Ｐ４５０与大鼠体质量间无明显相关性，提

示吡格列酮对糖尿病大鼠肝脏细胞色素Ｐ４５０水平

的抑制作用可能与血糖明显相关而与大鼠体质量

水平无关。有文献［１６］报道，肝脏Ｐ４５０酶活性下调

与血糖降低具有显著的相关性，而与血脂降低无明

显关系。同样ＣＹＰ２Ｅ１基因敲除鼠能明显抑制高

脂饮食诱发的肥胖和血糖升高，提高胰岛素对肝糖

原的分解能力［１７］，说明Ｐ４５０酶系与血糖间有相关

性。尽管吡格列酮疗效显著，但糖尿病患者往往还

合并其他疾病，患者在服用２种以上药物时，每种药

物对Ｐ４５０酶代谢活性的影响，可能导致某些药物

加快代谢速度或者代谢障碍，以及竞争结合Ｐ４５０

酶进而发生不良反应或导致药物无效。研究报道

肝脏细胞色素Ｐ４５０酶中ＣＹＰ２Ｃ８是主要代谢吡格

列酮的亚型，占３９％；而ＣＹＰ３Ａ４占１７％，ＣＹＰ２Ｃ９

和ＣＹＰ１Ａ２占较低的比例
［６］。最近临床研究表明，

与白种人和非洲人种有所不同，中国汉族人群主要

携带ＣＹＰ２Ｃ９３基因多态性变异，而不是ＣＹＰ２Ｃ８

基因多态性变异，前者作用主要促进吡格列酮的药

代动力学过程［１８］，但这个基因具体生物学功能还不

明确。相比之下，尤其是选择药物起始治疗剂量

时，了解患者的ＣＹＰ２Ｃ９表型差异可能有助于预测

用药疗效和避免药物之间竞争导致代谢活性下降。

综上所述，本实验结果表明吡格列酮能明显降

低大鼠血糖，有效抑制肝脏细胞色素Ｐ４５０酶活性，

改善高血糖状态，增加大鼠体质量，为进一步优化

吡格列酮治疗糖尿病的个体化用药和用药安全提

供了依据。随着药物基因组学的发展，在体内外研

究和验证吡格列酮肝代谢酶相关基因多态性和功

能引起的个体差异，能为指导临床精准合理用药奠

定基础。
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