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【摘要】 目的  探究二甲双胍处理对小鼠脑缺血的保护作用及其发生机制。方法  将30只C57/BL6

小鼠分为对照组和二甲双胍组，通过 MCAO 手术对小鼠进行脑缺血造模，在术后 1～7 d，二甲双胍组小

鼠腹腔给予 50 mg/kg 二甲双胍处理，对照组给予等量生理盐水。术后的第 1、3、5、7 天，采用神经系统

严重程度评分（NSS）量表进行神经功能评估，通过 Rotarod 检测脑缺血后小鼠在转棒上的停留时间；在

术后第 7 天，通过 Western blot 检测脑组织 pAMPK/AMPK、ALK1、HIF-1α 和 BCL-2 蛋白的表达水平，免

疫组织化学染色检测小鼠半暗带区域血管再生情况。结果  脑缺血后给予 50 mg/kg 二甲双胍处理，引

起的梗死体积相比对照组显著降低［（14.20±2.23）% 比（37.80±1.77）%］，在给予二甲双胍后，血管的

数量相比对照组显著增加［（103.60±1.66）条比（57.70±1.01）条］。给药第 7 天时，二甲双胍组小鼠的

NSS 评分显著低于对照组［（5.85±1.23）分比（3.33±0.57 分）］，其余时间点对比差异无统计学意义。二

甲双胍组的 pAMPK/AMPK 比值为（1.79±0.24），明显高于对照组（1.00±0.33）；对照组 ALK1 的表达水

平为（2.01±0.52），明显低于二甲双胍组的（3.09±0.64），差异均有统计学意义（P ＜ 0.05）。二甲双胍可

以显著增加 BCL-2 的表达［（1.06±0.25）比（0.53±0.07）］，降低 HIF-1α 蛋白表达水平［（0.71±0.12）比

（2.24±0.69）］。给药第7天结束后，二甲双胍组小鼠在转棒上的停留时间相比对照组显著增加（均P＜0.05）。

结论  二甲双胍可以降低脑梗死体积，改善神经功能症状和运动功能，促进血管再生，其机制可能与增

加 AMPK 磷酸化水平和 ALK1 表达有关。
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【Abstract】 Objective  To investigate the protective effect of metformin treatment on cerebral ischemia 
in mice and its mechanism. Methods  Thirty C57/BL6 mice were divided into control group and metformin 
group. Cerebral ischemia was modeled by MCAO surgery. 1-7 days after the surgery， mice in the metformin 
group were given metformin treatment at 50mg/kg intraperitoneally， while those in the control group were given 
the same amount of normal saline. On the 1st， 3rd， 5th and 7th day after surgery， the neurological function 
was assessed by Neurological severity scores （NSS） scale， and the residence time of mice on the rotating rod 
after cerebral ischemia was measured by Rotarod. On the 7th day after surgery， the expression levels of AMPK， 
pAMPK， HIF-1α， BCL-2 and ALK1 in the penumbra region of the two groups were detected by Western 
blot. On the 7th day after the operation， hemidark zone angiogenesis in the two groups of mice was detected by 
immunohistochemical staining. Results  After treatment with metformin （50 mg/kg） after cerebral ischemia， the 
volume of infarction caused by metformin was significantly lower than that of the control group ［（14.2±2.23）% 
vs （37.8±1.77）%］. After administration of metformin， the number of blood vessels increased significantly 
compared with the control group ［（103.6±1.66） vs （57.7±1.01）］. On the 7th day， the NSS of mice in metformin 
group was significantly lower than that of control group ［（5.85±1.23） vs （3.33±0.57）］. There was no significant 
difference at other time points. The pAMPK/AMPK ratio in the metformin group was （1.79±0.24）， and the 
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脑缺血因其复杂的病理过程和发病机制，目前

临床主要通过溶栓对其进行治疗，但是由于溶栓

的治疗时间窗较窄，脑缺血的治疗仍是临床一大难

题。有研究发现促进血管再生、增加微血管形成可

以促进脑缺血后的恢复过程［1］。二甲双胍是临床上

治疗 2 型糖尿病的一线口服药物［2］，有研究发现给

予二甲双胍还可以起到抗癌［3］、治疗神经疾病［4-5］

和心脑血管疾病等作用［6］。流行病学数据显示，二

甲双胍可以降低脑缺血的发生率及减缓脑缺血的

严重程度［7］。单磷酸腺苷活化蛋白激酶（AMPK）位

于二甲双胍的作用下游，它能调节细胞代谢、增殖

和迁移等过程［8］，有研究发现 AMPK 也参与调节血

管再生和内皮细胞的相关功能［9］，活化素样受体激

酶 1（ALK1）是转化生长因子（TGF）-β 的一类受体，

TGF-β-ALK1 信号通路可以调节多种细胞功能，在

肿瘤组织的血管中发现 ALK1 的表达增加，与肿瘤

的增殖密切相关［10］。本研究通过在脑缺血小鼠模

型上，检测二甲双胍对 ALK1 与 AMPK 的表达影响，

检测半暗带区域血管再生情况和小鼠在脑缺血后的

运动功能，发现二甲双胍促进脑缺血恢复，与其通

过 AMPK-ALK1 信号通路促进血管再生过程有关，

为临床上二甲双胍治疗脑缺血提供新的研究基础与

治疗依据。

一、材料与方法

1. 实验动物分组：所有实验均通过动物研究伦

理委员会和《中国实验动物管理条例》。从南京模

式生物有限公司购买 30 只 10 周大的 C57/BL6 雄鼠，

体重 20～25 g。将小鼠随机分为对照组、二甲双胍

组，每组各 15 只。

2. 脑缺血小鼠造模［11］：采用右侧颈总动脉结扎

（middle cerebral artery occlusion，MCAO）进行造模。

将小鼠用 10% 戊巴比妥钠麻醉后绑缚于解剖台上，

颈部备皮。剪开颈部正中皮肤，钝性分离气管前肌，

分离出颈总动脉并穿线以活结阻断血流；沿颈总动

脉向上分离颈外动脉，在颈外动脉的近心端另备一

活结，用眼科剪剪一小口，将线栓插入，将颈外动脉

近心端活结系紧固定线栓，揭开阻断颈总动脉的活

结，缝合并消毒，将小鼠置于恒温箱，至小鼠完全苏

醒后，放回原鼠笼。

3. 动物给药处理：购买二甲双胍（Sigma， 美国），

用 生 理 盐 水 作 为 溶 剂 溶 解，二 甲 双 胍 组 小 鼠 在

MCAO 后第 1 天至第 7 天连续每天给予腹腔注射

50 mg/kg 二甲双胍［11］；对照组小鼠在相同时间点给

予等量生理盐水腹腔注射。

4. 神经功能评估［12］：在 MCAO 手术后的第 1、3、

5、7 天，对对照组和二甲双胍组小鼠的神经功能进

行评估。采用神经系统严重程度评分（NSS）量表，

其中包含了一套涉及运动、感觉、反射和平衡相关的

测试。在测试中，神经功能评分范围为0～18分，0分

代表功能正常，18 分代表最大神经功能缺损得分。

5. TTC 染色分析脑梗死体积［13］：随机选取对照

组和二甲双胍组小鼠各 5 只，在第 7 天转棒实验结

束后，将小鼠用 10% 戊巴比妥钠麻醉，断头，在冰上

剥离脑组织并切片为 2 mm 后的冠状面切片，浸没

在 2% TTC（Sigma， 美国）溶液中，浸泡 20 min。在扫

描仪上进行扫描，用 Image J（NIH，美国）对梗死区域

进行体积统计分析。

6. Rotarod 检测脑缺血后小鼠在转棒上的停留

时间［14］：在进行 MCAO 手术前 5 d，连续每天对所有

小鼠进行 Rotarod 检测，所有小鼠均可在转棒上停留

5 min。在 MCAO 手术后的第 1、3、5、7 天，对照组和

二甲双胍组小鼠分别进行 Rotarod 检测。Rotarod 检

测参数如下：每次连续 5 轮，每轮 5 min，两轮之间休

息 15 min，转棒速度为 4 r/min 逐渐增加为 40 r/min。

记录每只小鼠在每轮训练中从转棒上掉落的时间。

7. Western blot 检 测 脑 组 织 pAMPK/AMPK、

ALK1、HIF-1α 和 BCL-2 蛋白的表达水平［15］：随机

选取对照组和二甲双胍组小鼠各 5 只，在第 7 天转

棒实验结束后，将小鼠用 10% 戊巴比妥钠麻醉，断

头，在冰上剥离脑组织并分离半暗带区域脑组织、

裂解，12 000×g 离心 10 min，用蛋白定量检测试剂

盒（Pierce， 美国）对总蛋白浓度进行定量分析。提

control group was normalized to （1.00±0.33）. The expression level of ALK1 was （2.01±0.52） in the control 
group， and （3.09±0.64） in the metformin group. Metformin could significantly increase the expression of BCL-2 

［（1.06±0.25） vs （0.53±0.07）］ and decrease the expression of HIF-1 α ［（0.71±0.12） vs （2.24±0.69）］. After 
the end of the 7th day of administration， the stay time of mice in the metformin group on the rod was significantly 
increased compared with that in the control group （all P ＜ 0.05）. Conclusions  Metformin can reduce the 
volume of cerebral infarction， improve neurological symptoms and motor function， and promote vascular 
regeneration， which may relate to the increase of AMPK phosphorylation and ALK1 expression.

【Key words】  Metformin；  Cerebral ischemia；  AMPK；  ALK1
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取 20 μg 蛋白样本用 SDS-PAGE 凝胶分离，转膜至

PVDF 膜（Bio-Rad，美国）上；将条带用 4% BSA 进行

封闭，一抗在 4 ℃孵育过夜，二抗室温 1 h，采用化

学发光仪（Tanon，中国）进行条带拍摄。AMPK（1∶ 

1 000，Cell Signaling Technology）；pAMPK（1∶2 000，

Cell Signaling Technology）；ALK1（1∶2 000，Abcam）；

GAPDH（1∶1 000，Cell Signaling Technolog）；BCL-2
和 HIF-1α 单 克 隆 抗 体（1∶500，Chemicon 公 司），

β-actin 单克隆抗体（1∶500，Sigma）为内参；荧光标

记的二抗 IgG-BCL-2 和 IgG-HIF-1α（1：200 000，

Takara）。检测 pAMPK/AMPK、ALK1、HIF-1α 和

BCL-2 蛋白的表达水平。

8. 免疫组织化学染色［16］：随机选取对照组和

二甲双胍组小鼠各 5 只，在第 7 天转棒实验结束后，

用生理盐水进行心脏灌流，用 4% 多聚甲醛在 4 ℃

固定过夜，30% 蔗糖溶液脱水沉底。用冰冻切片

机（Leica， 德国）将小鼠脑切为 30 μm 厚度切片，保

存于 -80 ℃。采用共聚焦（Olympus FV1000， 日本）

进行拍摄成像，每张脑片上随机拍摄 3 个半暗带区

域，统计不同组中血管的数量。所用一抗为 Lectin

（1∶400， Vector Laboratory， 美国）。

9. 统计学方法：所有数据均用均数 ± 标准差

（x±s）表示。采用 GraphPad Prism 5 统计软件进行单

因素方差分析（ANOVA）和重复测量的双向方差分

析（two-way ANOVA），确定结果测量的差异。采用

Tukey 单因素方差分析检验和重复测量方差分析检

验进行多重比较，P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果

1. 二甲双胍对脑缺血损伤、促进半暗带区域血

管再生的影响：见表 1。脑缺血后给予二甲双胍处

理，引起的梗死体积和 HIF-1α 蛋白表达水平相比

对照组显著降低，而血管的数量和 BCL-2 蛋白表达

水平相比对照组显著增加。

2. 二甲双胍对脑缺血后神经功能症状的影响：

见表 2。在给药第 7 天时，二甲双胍组小鼠的 NSS 显

著低于对照组，其余时间点对比差异无统计学意义。

3. 二甲双胍对 AMPK 蛋白磷酸化、ALK1 蛋白表

达水平的影响：见表 3。二甲双胍处理能显著增加

AMPK 的磷酸化水平。同时，对照组 ALK1 的表达水

平明显低于二甲双胍组，二甲双胍可以显著增加半

暗带区域 ALK1 的表达。

4. 二甲双胍对小鼠在转棒上的停留时间的影

响：见表 4。在给药第 7 天时，二甲双胍组小鼠在转

棒上的停留时间明显高于对照组，其余时间点对比

差异无统计学意义。

讨论  脑缺血是全球第三大成年人致死致残的

疾病，尽管最近几十年医疗技术已经有了显著提高，

但是对于脑缺血来说，只是降低了其死亡率，而存

活下来的患者并不能被完全治愈［14］。脑缺血会造

成沉重的社会经济负担，但是临床上目前仅有 t-PA

溶栓治疗获得 FDA 批准，由于其较短的时间窗，限

制了其应用。因此，亟需对脑缺血的发病机制进行

深入研究，寻找新的有效治疗方式。本研究通过对

MCAO 小鼠给予二甲双胍处理，检测 AMPK 和其磷

酸化的表达水平及血管再生的数量、运动功能恢复

情况等指标，探讨其可能的作用机制。

二甲双胍在临床上的应用已有五十余年，是2型

糖尿病的一线治疗药物［17］。由于二甲双胍被发现对

神经病理疾病、心血管疾病等均具有治疗效果［4-6］，

尽管糖尿病和高血糖也是诱发脑缺血的重要因素，

但是二甲双胍对脑缺血的保护作用并不依赖于其降

糖作用［6］。这些研究结果提示二甲双胍也可能成为

治疗脑缺血的有效药物。本研究结果显示，在给药

第 7 天时，二甲双胍组小鼠的 NSS 显著低于对照组，

二甲双胍组在转棒上的停留时间明显高于对照组，

表2  两组小鼠 MCAO 术后 NSS 评分情况（分，x±s）

组别 只数 术后 1 d 术后 3 d 术后 5 d 术后 7 d F 值 P 值

对照组 15 11.01±2.03 9.96±2.07 8.25±1.95 5.85±1.23 22.200 ＜ 0.001

二甲双胍组 15 10.20±2.05 9.65±2.01 7.01±1.88 3.33±0.57 78.806 ＜ 0.001

t 值 1.087 0.416 1.773 7.199

P 值 0.286 0.680 0.087 ＜ 0.001

表1  两组小鼠的脑梗死体积、BCL-2 及 HIF-1α 和血管再生

数量比较（x±s）

组别 只数
脑梗死

体积（%）
BCL-2 HIF-1α

血管再生

数量（条）

对照组 5 37.80±1.77 0.53±0.07 2.24±0.69 57.70±1.01

二甲双胍组 5 14.20±2.23 1.06±0.25 0.71±0.12 103.60±1.66

t 值 18.535 -4.565 4.885 -52.820

P 值 ＜ 0.001 0.007 0.007 ＜ 0.001
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其余时间点对比差异无统计学意义。说明二甲双胍

能够显著改善 MCAO 小鼠的神经功能症状以及运动

功能。

HIF-1α 和 BCL-2 与缺血性脑卒中可导致神经

元和星形胶质细胞缺血、缺氧有关，HIF-1α 蛋白表

达水平增加，BCL-2 蛋白表达水平下降时，神经元和

星形胶质细胞最终表现为坏死或凋亡，而这一系列

病理生理变化过程同样也是脑卒中后神经功能难以

恢复的最主要的原因。本研究结果显示，脑缺血后

给予二甲双胍处理，引起的梗死体积和 HIF-1α 蛋

白表达水平相比对照组显著降低，而血管的数量和

BCL-2 蛋白表达水平相比对照组显著增加，提示二

甲双胍能够显著降低 MCAO 小鼠的梗死体积，可能

与增加 BCL-2 蛋白表达，下调 HIF-1α 蛋白表达水

平有关。

二甲双胍的起效主要依赖于它可以激活 AMPK

信号通路［18］。AMPK 是 Ser/Thr 激酶家族中的一员，

在脑缺血中，可以通过增加分解代谢过程，对脑缺

血损伤起到保护作用［19］。ALK1 是 TGF-β 家族中

的一员，磷酸化的 ALK1 可以促进下游的 Smad1/5/8

磷酸化并活化，活化后的 Smad1/5/8 可与 Smad4 结合

形成复合物，此复合物可以进入细胞核，启动促血

管形成相关基因的表达［10］。本研究结果显示，二甲

双胍组的 AMPK 磷酸化水平、半暗带区域 ALK1 蛋

白水平增加，说明二甲双胍 MCAO 小鼠的神经功能

症状以及运动功能均得到了改善，其机制可能与增

加 AMPK 磷酸化水平和 ALK1 表达有关，同时 ALK1

表达与血管的发生及形成密切相关，血管再生是指

在原有毛细血管和（或）微静脉基础上通过血管内皮

细胞的迁移和增殖等过程，从现有血管处形成新的

以毛细血管为主的血管系统。研究发现，不论是在

脑缺血动物模型还是病患脑内，均发现在脑梗死的

半暗带区域有血管再生现象出现［20］。对脑缺血患

者进行深入研究发现，患者的存活率与血管形成的

数量之间呈正相关［21］。这些研究结果均表明，血管

再生是脑缺血的一项重要恢复手段，是提高患者预

后和生存质量的一个研究方向。在本研究中，通过

对半暗带区域的血管数量进行统计，发现二甲双胍

处理能显著增加半暗带区域的血管数量，提示二甲

双胍可以促进血管再生。本研究发现二甲双胍可以

通过上调 ALK1 在缺血半暗带区域的表达，而 ALK1

可以启动促血管形成相关基因的表达，在 MCAO 术

后可以显著促进半暗带区域的血管再生，这也提示

二甲双胍在调节血管形成方面具有双重作用，为临

床使用二甲双胍提供了研究基础。

但是本研究也存在一些不足之处，首先，在目

前的研究中，并没有对二甲双胍如何作用于 AMPK

进行深入研究，接下来的实验中，将会从这方面把

二甲双胍调节 AMPK-ALK1 信号通路的作用机制阐

述更为清晰；其次，在本实验中对于二甲双胍的给

药方式是缺血后连续给予二甲双胍处理 7 d，在第 7

天开始对小鼠的运动功能有显著保护作用，因此，

是否预给二甲双胍处理，以及何种剂量给药，能否

对脑缺血进行更早的干预和产生保护作用，也是下

一步的研究内容。

综上所述，二甲双胍可以降低脑梗死体积，改

善神经功能症状和运动功能，促进血管再生，其机

制可能与增加 AMPK 磷酸化水平和 ALK1 表达水平

有关。
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