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氧化三甲胺干扰胰岛素靶细胞胰岛素敏感性的作用和机制研究

孔丽娟, 姜晓静, 李平平*

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 天然药物活性物质与功能国家重点实验室, 北京 100050)

摘要: 肠源性菌群代谢物氧化三甲胺 (trimethylamine-N-oxide, TMAO) 与 2型糖尿病 (type 2 diabetes, T2DM) 相

关, 胰岛素敏感性下降是T2DM的一个重要发病原因。脂肪细胞、肌肉细胞和肝细胞是胰岛素的三大靶细胞, 本研

究旨在探讨TMAO对这些靶细胞胰岛素敏感性的作用和机制。研究结果表明, 在不同周龄 db/db糖尿病小鼠中, 血

浆TMAO水平升高, TMAO显著抑制胰岛素三大靶细胞的胰岛素信号通路, 降低 3T3-L1脂肪细胞和L6肌肉细胞的

葡萄糖摄取, 下调小鼠原代肝细胞糖异生相关基因的水平。此外, 对于胰岛素敏感性正常的小鼠, 通过使用皮下微

渗透泵将血浆TMAO水平升高至 db/db小鼠水平, 小鼠表现为糖耐量异常, 诱发高胰岛素血症。所有动物实验操作

均遵循中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所实验动物伦理与动物福利委员会的规定。机制研究表明, 

TMAO处理增加三大胰岛素靶细胞内质网应激相关蛋白的水平。综上, TMAO直接减弱胰岛素三大靶细胞的胰岛

素敏感性, 其作用机制可能是通过增强内质网应激。
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Abstract: Gut microbial metabolite trimethylamine-N-oxide (TMAO) is associated with type 2 diabetes 

(T2DM). Decreased insulin sensitivity is a significant etiological factor of T2DM. Adipocytes, myocytes, and 

hepatocytes are the three major target cells for insulin. This study aims to investigate the effects and mechanisms of 

TMAO on the insulin sensitivity of these target cells. Research results indicate that in different ages of db/db 

diabetic mice, plasma TMAO levels were increased. TMAO significantly inhibits the insulin signaling pathways in 

these three major insulin target cells, reduces glucose uptake in 3T3-L1 adipocytes and L6 myocytes and 

downregulates genes related to gluconeogenesis in primary mouse hepatocytes. Furthermore, in mice with normal 

insulin sensitivity, elevating plasma TMAO levels to those seen in db/db mice using a minipump results in 

impaired glucose tolerance and hyperinsulinemia. All animal experiments were carried out with approval of the 

Experimental Animal Welfare Ethics Committee of the Institute of Materia Medica (Chinese Academy of Medical 

Sciences and Peking Union Medical College). Mechanistic studies suggest that TMAO exposure increases the 

levels of endoplasmic reticulum stress-related proteins in these three major insulin target cells. In summary, TMAO 

directly attenuates insulin sensitivity in insulin target cells, and its mechanism of action may involve enhancing 
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endoplasmic reticulum stress.
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2型糖尿病的发生源于胰岛素抵抗和 β细胞功能

障碍。胰岛素抵抗是一种胰岛素敏感性降低的状态, 

即胰岛素无法有效地刺激肌肉和脂肪组织摄取葡萄

糖, 也无法有效地抑制肝脏产生葡萄糖, 从而导致血浆

葡萄糖水平升高[1,2]。在许多糖尿病前期的胰岛素抵

抗个体中, β细胞通常会过度分泌胰岛素, 以弥补胰岛

素抵抗的效应。因此, 尽管胰岛素敏感性持续下降, 这

些高胰岛素血症个体仍能保持正常或接近正常的血糖

水平。然而, 随着时间的推移, 胰岛素抵抗的逐渐增

加, 胰岛素分泌无法继续进行有效的补偿, 这导致进行

性高血糖的发展, 最终演变为2型糖尿病[3]。

内质网是合成各种分泌蛋白和膜蛋白的细胞器。

在内质网中, 伴侣分子正确折叠和组装蛋白质。在应

激条件下, 如错误折叠的蛋白质水平增加, 伴侣蛋白过

载, 内质网无法折叠和输出新合成的蛋白质, 就会发生

内质网应激。大量文献[4,5]报道肝脏、骨骼肌、脂肪组

织胰岛素抵抗的发生与内质网应激反应有关, 改善这

些组织的内质网应激水平可以相应改善组织胰岛素的

敏感性, 进而改善糖尿病时的血糖水平。

氧化三甲胺 (trimethylamine-N-oxide, TMAO) 是

一种肠道菌群代谢物, 主要由肠道菌群代谢饮食中的

胆碱和肉碱而产生。在肠道内, 肠道菌群将未被吸收

的胆碱或肉碱转化为三甲胺 (trimethylamine, TMA), 

随后TMA被吸收并进入循环系统, 通过门静脉输送到

肝脏 , 宿主的肝黄素单加氧酶 3 (flavin-containing 

monooxygenase 3, FMO3) 将其快速氧化成三甲胺 N-

氧化物 (TMAO)。TMAO被认为是一种重要的致动脉

粥样硬化和促血栓形成的化合物, 这促使心血管疾病

的发病[6,7], TMAO促进动脉粥样硬化的潜在机制包括

增加泡沫细胞的形成、减少反向胆固醇的运输和增加

血小板的聚集[8-10], 肠道菌群的 gbu基因簇负责将饮食

中的成分 L-肉碱代谢分解成TMAO, 从而增加了心血

管疾病的风险[11]。

随着研究的深入, 人们逐渐认识到在糖尿病中, 肠

道菌群相关的代谢产物 TMAO 扮演着重要的角色。

临床研究发现, 2型糖尿病患者的血浆 TMAO水平明

显升高, 并且这种升高与疾病的严重程度呈剂量依赖

关系[12]。动物实验中的研究发现, 在 12周龄的瘦素受

体缺陷的糖尿病 db/db 小鼠中 , 其 TMAO 水平 (大约

10 μmol·L-1) 比非糖尿病小鼠 (大约 1 μmol·L-1) 高

10倍[13]。胰岛素抵抗是糖尿病发生的重要原因之一。

在高脂饮食喂养的小鼠实验中 , 添加 TMAO (血

TMAO浓度约17 μmol·L-1) 加剧糖耐量受损、恶化胰岛

素抵抗, 并干扰肝脏中胰岛素的信号传导途径, 进一步

引发脂肪组织中的炎症反应[14]。研究还表明, TMAO

可以结合并激活蛋白激酶 R-样内质网激酶 (protein 

kinase R-like endoplasmic reticulum kinase, PERK), 从

而 促 使 叉 头 框 转 录 因 子 O 亚 族 1 (forkhead box 

transcription factor O1, FoxO1) 发生磷酸化和激活, 导

致胰岛素抵抗及其他代谢功能障碍的发生[15]。越来越

多的临床研究显示, TMAO水平与糖尿病及其并发症

密切相关[16], 最近的前瞻性研究表明高水平的膳食磷

脂酰胆碱与血浆中TMAO的升高密切相关, 而且与糖

尿病的风险独立相关。此外, TMAO的前体胆碱减少

与 2年内血糖水平和胰岛素抵抗的改善显著相关[17]。

因此, TMAO及其相关代谢产物的异常升高可能对血

糖水平和胰岛素抵抗产生不利影响, 并可能影响糖尿

病的发生。有文献报道表明, 产生TMAO的酶 FMO3

在胰岛素抵抗的小鼠和人类肝脏中上调 , 而减少

FMO3可以减轻胰岛素抵抗[18]。FMO3与肥胖相关, 抑

制 FMO3刺激白色脂肪棕色化, 可抵抗肥胖[12]。然而, 

目前尚未看到有关 TMAO 如何直接影响胰岛素靶细

胞敏感性的研究。

本研究对不同周龄的 db/db小鼠的血浆TMAO水

平进行了检测, 并评估了TMAO对 3T3-L1脂肪细胞、

L6肌肉细胞和原代肝细胞的胰岛素敏感性的影响, 发

现内质网应激是 TMAO 干扰胰岛素敏感性的重要

机制。

材料与方法

细胞与主要试剂 小鼠胚胎成纤维细胞 3T3-L1 

(清华大学馈赠), 大鼠成肌细胞 L6 (温州医科大学馈

赠); TMAO (317594)、胎牛血清 (Sigma 公司); DMEM

培养基、双抗、GlutaMAX (Gibco 公司); Western 及 IP

细胞裂解液 (Beyotime 公司 , P0013); 蛋白激酶 B 

(protein kinase B, Akt) 抗体 (4691)、p-Akt抗体 (4060)、

真核细胞翻译起始因子 2α (eukaryotic translation 

initiation factor 2α, eIF2α) 抗体 (5324)、p-eIF2α 抗体 

(3398)、剪接型 X-盒结合蛋白 1 (spliced X-box binding 

protein 1, Xbp1s) 抗体 (40435)、需肌醇酶 1 (inositol-
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requiring enzyme 1, IRE1) 抗体 (3294) (Cell Signaling 

Technology公司); 活化转录因子 6 (activating transcrip‐

tion factor 6, ATF6) 抗 体 (ab124945)、p-IRE1 抗 体 

(ab124945) (Abcam 公司); β -actin 抗体 (Proteintech 公

司 , 66009-1-Ig); 3H-2-脱氧 -D-葡萄糖 (PerkinElmer 公

司, NET549); Trizol (Invitrogen公司, 15596026CN); 反

转录试剂盒 (Applied Biosystems 公司 , 362271); 小鼠

胰岛素ELISA试剂盒 (ALPCO公司, 80-INSMSU-E-10); 

d9-TMAO (Cambridge Isotopes公司, DML-4779-1)。

实验仪器 质谱仪 (Waters公司); 化学发光成像

仪 (GE 公司 , AI600); qPCR 仪 (Applied Biosystems 公

司, QuantStudio 3); 血糖仪 (罗氏公司); 多功能酶标仪 

(Biotek公司, Synergy H1); 微渗透泵 (Alzet公司)。

细胞培养 小鼠胚胎成纤维细胞 3T3-L1、大鼠成

肌细胞L6和小鼠原代肝细胞均用含 10%胎牛血清和

GlutaMAX的DMEM培养基培养, 所有细胞培养基中

均加入 1%双抗, 置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养。

3T3-L1用分化培养基分化成脂肪细胞, L6用分化培养

基分化成肌肉细胞。

原代肝细胞的分离 将两管 50 mL Krebs-Ringer

碳酸氢盐缓冲液 (Krebs-Ringer bicarbonate HEPES 

buffer, KRG, NaCl 120 mmol·L-1, NaHCO3 20 mmol·L-1, 

glucose 20 mmol·L-1, HEPES 5 mmol·L-1, KCl 

4.8 mmol·L-1, MgSO4·7H2O 1.2 mmol·L-1, KH2PO4 

1.2 mmol·L-1) 预热至 37 ℃, 使用时, 一管加入 100 μL 

50 mmol·L-1 EGTA, 另一管加入 100 μL 1 mol·L-1 CaCl2

和 1 mL 25 mg·mL-1胶原酶 IV。小鼠称重后腹腔注射

三溴乙醇麻醉, 打开腹腔暴露肝脏、门静脉和下腔静

脉; 将静脉留置针插入门静脉, 打开输液阀, 随后剪断

下腔静脉, 使用含有 EGTA 的 KRG 缓冲液灌注肝脏。

待血液冲洗干净后, 使用含有胶原酶和 CaCl2的 KRG

缓冲液继续灌注肝脏; 待肝脏变大变疏松时, 剪下肝脏

置于 10 cm 细胞培养皿中 , 加入管中剩余约 20 mL 

KRG缓冲液。撕碎并吹打肝组织使肝细胞充分释放, 

用 70 μm 细胞筛过滤至 50 mL离心管中, 加满 4 ℃预

冷的DMEM培养基, 4 ℃、50 ×g离心5 min, 弃上清, 重

复上述步骤 3次, 使用含 10% FBS的DMEM培养基悬

浮细胞, 以合适的密度接种到细胞培养板中。

实验动物 雄性db/db小鼠, 购自江苏集萃药康有

限公司 , 许可证编号为 SCXK (苏) 2023-0009; 雄性

C57BL/6J小鼠, 购自北京维通利华实验动物技术有限

公司, 许可证编号为 SCXK (京) 2021-0006, 均饲养于

中国医学科学院药物研究所SPF级动物房。动物实验

操作获得中国医学科学院药物研究所实验动物管理与

动物福利伦理委员会批准 (批准号00005082)。

TMAO测定 标准曲线建立: TMAO以纯净水溶

解, 并稀释成浓度为0.2、0.5、1、5、10、20、50、100 μmol·L-1

工作液 , 不同浓度 TMAO 工作液 10 μL 加入含内标 

(d9-TMAO, 50 ng·mL-1) 乙腈 40 μL, 混旋后取上清液

3 μL进行液相色谱−串联质谱 (liquid chromatography-

tandem mass spectrometry, LC/MS/MS) 分析。血浆样

品处理 : 血浆样品 10 μL 加入含内标 (d9-TMAO, 

50 ng·mL-1) 乙腈 40 μL, 混旋后离心 (14 000 r·min-1×

5 min) 两次, 取上清液5 μL进行LC/MS/MS分析, 超标

线样品稀释 100倍后进行测定。LC/MS/MS条件色谱

柱: Zorbax C18 (100 mm×2.1 mm, 3.5 μm); 柱温: 37 ℃, 

流动相: 乙腈/水 (含0.1%甲酸) 梯度; 流速: 0.2 mL·min-1; 

多反应检测 (multiple reaction monitoring, MRM) 正离

子方式检测m/z 76→58 (TMAO), m/z 85→85 (内标 d9-

TMAO)。

Western blot 将细胞接种于 24 孔板中 , 3T3-L1

脂肪细胞、L6 肌肉细胞和小鼠原代肝细胞均用

DMEM/0.25% fatty acid free BSA培养基饥饿过夜, 同

时给予不同浓度 TMAO 处理 18 h, 加入胰岛素刺激

30 min。收集细胞, 裂解, 进行 SDS-PAGE 凝胶电泳。

湿转法将目的蛋白转移到PVDF膜上, 然后将膜在 5%

脱脂奶粉的 TBS-T 中室温封闭 1 h。随后加入一抗 , 

4 ℃孵育过夜, 二抗孵育后进行显色。

实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR, 

qPCR) 将小鼠原代肝细胞接种于 6 孔板中 , 用

DMEM/0.25% fatty acid free BSA培养基饥饿过夜, 同

时给予不同浓度 TMAO 处理 18 h, 加入胰岛素刺激

30 min。收集细胞, 用Trizol提取细胞总RNA, 反转录

成 cDNA 后 , 采用 SYBR Green 法进行实时荧光定量

PCR, 条件为: 95 ℃预变性 5 min; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 30 s, 

72 ℃ 30 s, 共40个循环。引物设计如表1。

葡萄糖摄取 将细胞接种于 24孔板中, 3T3-L1脂

肪细胞和 L6 肌肉细胞用 DMEM/0.25% fatty acid free 

BSA培养基饥饿过夜, 同时给予不同浓度TMAO处理

18 h, 加入 100 nmol·L-1胰岛素刺激 20 min, 然后加入 
3H-2-脱氧-D-葡萄糖于 37 ℃孵育 10 min。冷 PBS 洗

Table 1　 The primer sequences for quantitative real-time PCR. 

Pepck: Phosphoenolpyruvate carboxykinase; G6pase: Glucose 6-

phosphatase

Gene

Pepck

G6pase

F (5′-3′)

R (5′-3′)

F (5′-3′)

R (5′-3′)

Primer

CTGCATAACGGTCTGGACTTC

CAGCAACTGCCCGTACTCC

CGACTCGCTATCTCCAAGTGA

GTTGAACCAGTCTCCGACCA
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4次, 弃净残留 3H-2-脱氧-D-葡萄糖, 1 mol·L-1 NaOH裂

解细胞, 测定细胞内 3H放射性值, 同时测定蛋白浓度

进行校正。

口服葡萄糖耐量 (oral glucose tolerance test, 

OGTT) 小鼠禁食 6 h, 口服葡萄糖剂量为 2 g·kg-1

体重 , 给葡萄糖 0、15、30、60、90、120 min 尾尖取血测

血糖。

血浆胰岛素测定 小鼠禁食 6 h, 尾尖取血, 4 ℃、

4 000 ×g离心 10 min, 上清即为血浆, ELISA试剂盒测

定胰岛素水平。

统计学处理 采用均数 ± 标准误 (mean ± SEM) 

表示 , 采用 t 检验进行显著性检验 , 使用 GraphPad 

Prism 8.0.2软件进行数据统计和计算。P < 0.05为差

异具有统计学显著意义。

结果

1　db/db糖尿病小鼠血浆TMAO水平升高

db/db小鼠是由于瘦素受体缺陷引起的先天性肥

胖型2型糖尿病模型, 其发病过程与人类2型糖尿病非

常相似, 因此是目前最为理想的 2型糖尿病动物模型

之一。与对照组小鼠相比, 7、9、11周龄的 db/db糖尿

病小鼠血浆中TMAO水平明显升高, 14周龄时也呈上

升趋势。不同周龄的对照组小鼠血浆中 TMAO 水平

相对稳定, 约在 2 μmol·L-1左右, 而 7周龄的 db/db小鼠

血浆中 TMAO 水平可达到 13.5 μmol·L-1, 比对照组小

鼠增加了 4.7倍 (图 1)。这一结果表明, TMAO可能在

2型糖尿病的发病过程中发挥着重要作用。

2　TMAO激活内质网应激, 降低 3T3-L1脂肪细胞的

胰岛素敏感性

胰岛素抵抗即胰岛素敏感性下降, 是 2型糖尿病

的一个主要发病原因。鉴于 2 型糖尿病小鼠的血浆

TMAO水平升高, 那么TMAO是否直接作用于胰岛素

靶组织。为此 , 本文研究了 TMAO 在 3T3-L1 脂肪细

胞、L6 肌肉细胞和原代肝细胞上的作用。当胰岛素

与胰岛素受体结合后 , 信号最终传递到 Akt, 从而促

进葡萄糖转运。用不同浓度 TMAO (0.01、0.1、1、10

和 100 nmol·L-1) 处理 3T3-L1 脂肪细胞 , 结果发现 , 

TMAO (100 nmol·L-1) 显著降低了胰岛素刺激下的

p-Akt蛋白水平 (图 2A), 表明TMAO抑制 3T3-L1脂肪

细胞内胰岛素信号通路的激活。与此一致, TMAO (10

和 100 nmol·L-1) 使 3T3-L1 脂肪细胞胰岛素诱导下的

葡萄糖摄取明显减少 (23%～26%, 图 2B)。由于

TMAO与内质网应激密切相关, 而内质网应激是胰岛

素抵抗和 2 型糖尿病的重要病理机制之一[4], 因此本

研究评价了 TMAO 对内质网应激的影响。TMAO

处理显著增加 3T3-L1 脂肪细胞内质网应激相关蛋

白 p-eIF2α/eIF2α、ATF6、Xbp1s、p-IRE1/IRE1 的水平 

(图2C)。以上结果提示, TMAO通过增强内质网应激直

接降低胰岛素靶细胞 3T3-L1 脂肪细胞的胰岛素敏

感性。

3　TMAO激活内质网应激, 降低L6肌肉细胞的胰岛

素敏感性

L6肌肉细胞中, 胰岛素刺激下的 p-Akt蛋白水平

大幅上升 , 与未加 TMAO 组相比 , 10 和 100 nmol·L-1 

TMAO组的p-Akt蛋白显著减少 (图3A)。100 nmol·L-1 

TMAO明显降低L6肌肉细胞胰岛素刺激的葡萄糖摄

取 (图 3B)。TMAO处理显著增加L6肌肉细胞内质网

应激相关蛋白 p-eIF2α/eIF2α、ATF6、Xbp1s、p-IRE1/

IRE1的水平 (图 3C)。以上结果提示, TMAO通过增强

内质网应激的方式直接降低胰岛素靶细胞L6肌肉细

胞的胰岛素敏感性。

4　TMAO激活内质网应激, 降低原代肝细胞的胰岛

素敏感性

在分离的小鼠原代肝细胞中, 胰岛素刺激后 p-Akt

蛋白水平上升 , TMAO (10 和 100 nmol·L-1) 处理 18 h

后, 胰岛素刺激的 p-Akt蛋白水平降低 (图 4A)。此结

果表明 , TMAO 干扰了原代肝细胞的胰岛素信号通

路, 导致胰岛素敏感性降低。糖异生是肝脏葡萄糖产

生的关键途径 , 磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 (phospho‐

enolpyruvate carboxykinase, Pepck) 和葡萄糖 -6-磷酸

酶 (glucose 6-phosphatase, G6pase) 是糖异生过程的重

要酶, TMAO (100 nmol·L-1) 处理 18 h后, 胰岛素刺激

条件下 , Pepck 和 G6pase 的 mRNA 水平被上调 (图

4B), 这表明 TMAO 促进原代肝细胞的糖异生过程。

TMAO 处理明显增加小鼠原代肝细胞中与内质网应

激相关蛋白 p-eIF2α/eIF2α、ATF6、p-IRE1/IRE1的水平 

(图 4C)。以上结果提示, TMAO通过增强内质网应激

的方式直接降低小鼠原代肝细胞的胰岛素敏感性。

Figure 1　Trimethylamine-N-oxide (TMAO) was elevated in 7, 9, 

11, 14-week-old diabetic mice. n = 3, mean ± SEM. *P < 0.05, 
**P < 0.01
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5　TMAO引起小鼠糖耐量异常

为了研究 TMAO 在动物体内的作用 , 本研究直

接使用皮下植入微渗透泵来持续注射 TMAO 给胰岛

素敏感性正常的小鼠。设计的 TMAO 注射剂量 

(100 mg·kg-1) 使血浆中TMAO水平升高到类似于db/db

糖尿病小鼠的水平 (约 10 μmol·L-1, 图 5A)。与体外细

胞实验的结果一致, 持续注射TMAO 15天后, 小鼠糖

耐量明显异常 (图 5B), 禁食 6 h的血胰岛素水平明显

升高 (图 5C)。以上结果表明, TMAO诱发小鼠葡萄糖

不耐受和高胰岛素血症。

Figure 2　TMAO reduced insulin sensitivity and increased ER stress in 3T3-L1 adipocytes. A, B: p-Akt protein levels (A) and glucose 

uptake (B) in 3T3-L1 adipocytes treated with or without TMAO (18 h) under basal or insulin conditions; C: ER stress related protein levels 

in 3T3-L1 adipocytes treated with or without TMAO (100 nmol·L-1, 10 days). n = 3−4, mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. ER: 

Endoplasmic reticulum; Akt: Protein kinase B; eIF2α: Eukaryotic translation initiation factor 2α; Xbp1s: Spliced X-box binding protein 1; 

IRE1: Inositol-requiring enzyme 1; ATF6: Activating transcription factor 6

Figure 3　TMAO reduced insulin sensitivity and increased ER stress in L6 myocytes. A, B: p-Akt protein levels (A) and glucose uptake (B) 

in L6 myocytes treated with or without TMAO (18 h) under basal or insulin conditions; C: ER stress related protein levels in L6 myocytes 

treated with or without TMAO (100 nmol·L-1, 10 days). n = 3−4, mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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在小鼠和人中, 糖尿病的发生与TMAO水平升高

相关[13,19], 在 STZ 小鼠和 ob/ob 小鼠的肝脏中 , FMO3 

mRNA 和蛋白表达都显著增加[18]。在糖尿病状态下, 

肠道微生态失调的特征是微生物组成发生变化, 比如

Lachnospiraceae 在 2 型 糖 尿 病 时 明 显 富 集[20], 而

Lachnospiraceae的增加与血浆高TMAO水平相关[10]。

因此, 高 FMO3和肠道菌群水平是TMAO浓度升高的

原因。

在体内 , TMAO 血浆水平呈现昼夜节律 , 在白天

相对低, 夜晚达到峰值[21]。本研究观察到, TMAO作用

是在 10或 100 nmol·L-1浓度范围, 作用时间为 18 h或

更长时间 (10天)。在这种情况下, TMAO浓度保持在

正常范围内, 但TMAO处理是持续存在的。这可能解

释了TMAO在低浓度下的有害作用。

有研究者指出 , TMAO 可以缓解内质网应激 , 发

挥有益作用, 但他们使用的浓度 (100 mmol·L-1, 通过皮

下泵达到 2.78 mmol·L-1) 远高于体内水平[22,23]。TMAO

已被证明可以通过影响水中的氢键来间接纠正蛋白质

折叠缺陷, 它增强了水−水氢键的强度, 最终稳定了蛋

白质中酰胺基团之间的氢键, 并有利于蛋白质折叠。

在 1 mol·L-1 TMAO模拟中, 约 54%的水位于TMAO的

空间影响范围内 , 这可以解释为什么只有高剂量的

TMAO对内质网应激有缓解作用。

本研究揭示了肠源代谢物 TMAO 对胰岛素的三

大靶细胞产生直接影响, 并提出内质网应激可能是介

导 TMAO 引起胰岛素抵抗的机制。随着对内质网应

激的深入认识, 发现内质网应激可诱导肝脏、肌肉和脂

肪组织的胰岛素抵抗的形成, 促进 2型糖尿病的发生。

在内质网应激条件下, 通过激活 JNK和 IKK, 促进形成

IRE1-TRAF2复合物, 间接促进 JNK的磷酸化和激活, 

促进胰岛素受体底物丝氨酸磷酸化, 从而降低Akt磷

酸化, 抑制胰岛素信号, 加重胰岛素抵抗[24,25]。本研究

发现填补了 TMAO 诱发胰岛素抵抗在体外细胞研究

Figure 5　TMAO promoted glucose intolerance. A: TMAO concentration after TMAO minipump treatment; B: Oral glucose tolerance test 

(OGTT) of vehicle and TMAO-treated mice; C: Fasting plasma insulin levels of vehicle and TMAO-treated mice. n = 6−8, mean ± SEM. 
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 4　TMAO reduced insulin sensitivity and increased ER stress in mouse primary hepatocytes. A, B: p-Akt protein levels (A) and 

gluconeogenesis genes mRNA levels (B) in mouse primary hepatocytes treated with or without TMAO (18 h) under basal or insulin 

conditions; C: ER stress related protein levels in mouse primary hepatocytes treated with or without TMAO (100 nmol·L-1, 2 days). n = 3−4, 

mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

·· 3642



孔丽娟等: 氧化三甲胺干扰胰岛素靶细胞胰岛素敏感性的作用和机制研究

方面的欠缺, 为开发以TMAO/FMO3为靶标的药物提

供了新的理论基础。

作者贡献: 孔丽娟负责实验部分、数据整理和论文撰写; 

姜晓静负责细胞培养和原代肝细胞的分离; 李平平指导实验

设计及论文修改。

利益冲突: 全体作者声明不存在任何利益冲突。

References

[1] Fujimoto WY. The importance of insulin resistance in the 

pathogenesis of type 2 diabetes mellitus [J]. Am J Med, 2000, 

108 Suppl 6a: 9S-14S.

[2] Uchiyama T, Ota H, Ohbayashi C, et al. Effects of intermittent 

hypoxia on cytokine expression involved in insulin resistance 

[J]. Int J Mol Sci, 2021, 22: 12898.

[3] Arner P. Insulin resistance in type 2 diabetes: role of fatty acids 

[J]. Diabetes Metab Res Rev, 2002, 18 Suppl 2: S5-S9.

[4] Ajoolabady A, Liu S, Klionsky DJ, et al. ER stress in obesity 

pathogenesis and management [J]. Trends Pharmacol Sci, 2022, 

43: 97-109.

[5] Salvadó L, Palomer X, Barroso E, et al. Targeting endoplasmic 

reticulum stress in insulin resistance [J]. Trends Endocrinol 

Metab, 2015, 26: 438-448.

[6] Brown JM, Hazen SL. Microbial modulation of cardiovascular 

disease [J]. Nat Rev Microbiol, 2018, 16: 171-181.

[7] Jonsson AL, Bäckhed F. Role of gut microbiota in atherosclerosis 

[J]. Nat Rev Cardiol, 2017, 14: 79-87.

[8] Wang Z, Klipfell E, Bennett BJ, et al. Gut flora metabolism of 

phosphatidylcholine promotes cardiovascular disease [J]. Nature, 

2011, 472: 57-63.

[9] Koeth RA, Wang Z, Levison BS, et al. Intestinal microbiota 

metabolism of L-carnitine, a nutrient in red meat, promotes 

atherosclerosis [J]. Nat Med, 2013, 19: 576-585.

[10] Zhu W, Gregory JC, Org E, et al. Gut microbial metabolite 

TMAO enhances platelet hyperreactivity and thrombosis risk [J]. 

Cell, 2016, 165: 111-124.

[11] Buffa JA, Romano KA, Copeland MF, et al. The microbial gbu 

gene cluster links cardiovascular disease risk associated with red 

meat consumption to microbiota L-carnitine catabolism [J]. Nat 

Microbiol, 2022, 7: 73-86.

[12] Schugar RC, Shih DM, Warrier M, et al. The TMAO-producing 

enzyme flavin-containing monooxygenase 3 regulates obesity 

and the beiging of white adipose tissue [J]. Cell Rep, 2017, 19: 

2451-2461.

[13] Dambrova M, Latkovskis G, Kuka J, et al. Diabetes is associated 

with higher trimethylamine N-oxide plasma levels [J]. Exp Clin 

Endocrinol Diabetes, 2016, 124: 251-256.

[14] Gao X, Liu X, Xu J, et al. Dietary trimethylamine N-oxide 

exacerbates impaired glucose tolerance in mice fed a high fat 

diet [J]. J Biosci Bioeng, 2014, 118: 476-481.

[15] Chen S, Henderson A, Petriello MC, et al. Trimethylamine 

N-oxide binds and activates PERK to promote metabolic dys‐

function [J]. Cell Metab, 2019, 30: 1141-1151.e5.

[16] Roy S, Yuzefpolskaya M, Nandakumar R, et al. Plasma 

trimethylamine-N-oxide and impaired glucose regulation: results 

from the oral infections, glucose intolerance and insulin 

resistance study (ORIGINS) [J]. PLoS One, 2020, 15: e0227482.

[17] Heianza Y, Sun D, Li X, et al. Gut microbiota metabolites, amino 

acid metabolites and improvements in insulin sensitivity and 

glucose metabolism: the POUNDS Lost trial [J]. Gut, 2019, 68: 

263-270.

[18] Miao J, Ling AV, Manthena PV, et al. Flavin-containing 

monooxygenase 3 as a potential player in diabetes-associated 

atherosclerosis [J]. Nat Commun, 2015, 6: 6498.

[19] Kalagi NA, Thota RN, Stojanovski E, et al. Plasma trimethyl‐

amine N-oxide levels are associated with poor kidney function in 

people with type 2 diabetes [J]. Nutrients, 2023, 15: 812.

[20] Qin J, Li Y, Cai Z, et al. A metagenome-wide association study 

of gut microbiota in type 2 diabetes [J]. Nature, 2012, 490: 

55-60.

[21] Schugar RC, Gliniak CM, Osborn LJ, et al. Gut microbe-targeted 

choline trimethylamine lyase inhibition improves obesity via 

rewiring of host circadian rhythms [J]. Elife, 2022, 11: e63998.

[22] Achard CS, Laybutt DR. Lipid-induced endoplasmic reticulum 

stress in liver cells results in two distinct outcomes: adaptation 

with enhanced insulin signaling or insulin resistance [J]. 

Endocrinology, 2012, 153: 2164-2177.

[23] Krueger ES, Beales JL, Russon KB, et al. Gut metabolite tri‐

methylamine N-oxide protects INS-1 β-cell and rat islet function 

under diabetic glucolipotoxic conditions [J]. Biomolecules, 

2021, 11: 1892.

[24] Fleifel AM, Soubh AA, Abdallah DM, et al. Preferential effect of 

montelukast on dapagliflozin: modulation of IRS-1/AKT/

GLUT4 and ER stress response elements improves insulin 

sensitivity in soleus muscle of a type-2 diabetic rat model [J]. 

Life Sci, 2022, 307: 120865.

[25] Zhao Y, Liu Y, Deng J, et al. Ginsenoside F4 alleviates skeletal 

muscle insulin resistance by regulating PTP1B in type II 

diabetes mellitus [J]. J Agric Food Chem, 2023, 71: 14263-

14275.

·· 3643


