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Abstract
Objective:To study the effect of metformin on lactate metabolism in hepatocytes in vitro under high glucose stress. Methods:LO2 he-
patocytes were cultured in vitro, and cells were randomly divided into blank control, 25 mmol/L glucose solution, 27 mmol/L glucose 
solution, 29 mmol/L glucose solution, 31 mmol/L glucose solution, 33 mmol/L glucose solution, 35 mmol/L glucose solution treatment 
groups, and then into blank control groups after determining the optimal concentration of 31 mmol/L and use 30 mmol/L metformin 
solution, and then divided into blank control group. The optimal concentration of glucose solution, normal liver cells+metformin solu-
tion normal liver cells, the optimal concentration of glucose solution normal liver cells+metformin solution respectively in the 12 h, 24 
h, 48 h on cell count plate to calculate the number of liver cells, and using lactic acid determination kit the optimal concentration of glu-
cose solution+normal liver cells and normal liver cells+the optimal concentration of glucose solution+metformin solution respectively 
in the 12h, 24h, 48h of cell cultures of lactic acid value.   Results:There was no significant change in the lactic acid concentration but 
significant increase in the number of surviving hepatocytes in the high-glycemic control group compared with that in the high-glycemic 
control group without metformin. Conclusion:Metformin has no significant effect on lactic acid metabolism of hepatocytes under high 
glucose stress in vitro, and has a protective effect on hepatocytes under high glucose stress. Based on this, it is preliminarily believed 
that metformin is not the direct factor leading to diabetic lactic acidosis. 
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摘　要

目的：研究二甲双胍对高糖胁迫下的体外肝细胞产生乳酸代谢的影响。方法：体外培养 LO2 肝细胞，细胞随机分为空白对照
组，25mmol/L 葡萄糖溶液、27mmol/L 葡萄糖溶液、29mmol/L 葡萄糖溶液、31mmol/L 葡萄糖溶液、33mmol/L 葡萄糖溶液、
35mmol/L 葡萄糖溶液处理组，确定最佳浓度为 31mmol/L 后，使用 30mmol/L 二甲双胍溶液，然后分为空白对照组。正常肝
细胞 + 最适浓度葡萄糖溶液、正常肝细胞 + 二甲双胍溶液、正常肝细胞 + 最适浓度葡萄糖溶液 + 二甲双胍溶液分别在 12h、
24h、48h 时用细胞计数板计算出肝细胞的数量，并运用乳酸试剂盒测定正常肝细胞 + 最适浓度葡萄糖溶液和正常肝细胞 +
最适浓度葡萄糖溶液 + 二甲双胍溶液分别在 12h、24h、48h 时的细胞培养液的乳酸值。结果：与未加入二甲双胍的高糖胁迫
肝细胞实验组相比，加入二甲双胍的高糖胁迫肝细胞实验组的乳酸浓度无显著变化，但存活的肝细胞数目显著增加。结论：
二甲双胍对高糖胁迫下的体外肝细胞产生乳酸代谢无明显影响，且对高糖胁迫下的肝细胞具有一定的保护作用。基于此，初
步认为二甲双胍并不是导致糖尿病患者相关性乳酸酸中毒的直接因素。　
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1 引言

随着人们生活方式和习惯的改变，糖尿病的发病率呈直

线上升趋势，目前中国每年新增糖尿病患者 101 万人。预测

在 2025 年达到 5900 万人，其中有 90％以上的患者为 II 型糖

尿病（T2MD）[1-3]，中国是糖尿病患者人数最多的国家 [4]。

因糖尿病发生发展涉及多种因素，发病机制较为复杂，而且

存在多种损伤机制相互作用，目前尚无法治愈。临床上传统
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降糖药物在控制血糖和延缓并发症发生方面发挥了不错的作

用，但是仍然存在一些局限性及不良反应。

二甲双胍是一种双胍类口服抗糖尿病药物，因其具有

显著的降糖作用及多方面的临床应用价值，在临床中被广

泛应用，国际上也将二甲双胍作为首选的降糖药物。HOME

和 DDP 实验研究表明了二甲双胍对糖尿病治疗的安全性和

有效性 [5]。然而，随着临床上二甲双胍的应用范围增大，

在其作为降糖药的使用过程中也逐渐显示出一些副作用，

其中乳酸酸中毒（LA）是临床医生一直担忧的问题。患者

服用二甲双胍引起的乳酸酸中毒，称为二甲双胍相关性乳

酸酸中毒（MALA），MALA 是使用二甲双胍治疗过程中

出现的少见且严重的不良反应，是由于二甲双胍阻碍了线

粒体中乳酸向葡萄糖转化的通路，引起体内乳酸生成过多

或清除过少，导致机体产生了代谢性疾患，这种疾病的致

死率非常高 [6-7]。

有研究表明二甲双胍导致乳酸酸中毒可能与糖尿病患

者自身具有严重疾病有关 [8]，其中主要与患者肾功能不全 

心功能不全、缺氧状态等有联系。基于此，论文针对二甲双

胍干预下体外高糖胁迫下正常肝细胞乳酸代谢的影响进行阐

述，进而探索二甲双胍对乳酸的代谢是否具有直接的关联

性，为临床上治疗糖尿病以及二甲双胍的合理使用提供参考

依据。

2 材料与方法

2.1 主要试剂与仪器 

试剂：细胞选取 LO2 肝细胞株、DMEM 培养基、胰酶、

青霉素—链霉素双抗混合溶液、二甲双胍、10% 胎牛血清、

乳酸测定试剂盒（均购于海口锐科生物科技有限公司）。

仪器：显微镜、超净生物台、CO2 细胞培养箱。

2.2 实验方法

2.2.1 细胞培养  

LO2 细胞使用 10% 胎牛血清的 DMEM 完全培养液，于

37℃、5%CO2 培养箱中培育，培养至细胞贴壁，进行常规的

细胞培养，1~2 天换液一次，当培养细胞覆盖率达 80%~90% 时，

进行传代培养，重复操作，将一瓶即将传代的细胞进行冻存，

以免发生意外导致缺少 LO2 肝细胞无法进行实验。

2.2.2 分组模型建立对照实验

（1）高糖模型的建立 

本实验开始前进行了高糖对 LO2 肝细胞的预处理，进

行了葡萄糖（Glucose，G）最适宜浓度实验，G 的浓度梯

度 设 为 0 mmol/L，25 mmol/L，27mmol/L，29mmol/L，31 

mmol/L，33 mmol/L，预实验得出 31 mmol/L 作为最适实验

浓度，并运用乳酸试剂盒测算乳酸含量。 

（2）二甲双胍模型的建立 

本实验使用盐酸二甲双胍药片稀释至 30mmol/L 至细胞

培养基，进行二甲双胍对 LO2 肝细胞的预处理，培养时间为

12h、24h 和 48h。

（3）干预模型的建立 

本实验将浓度为 30mmol/L 的盐酸二甲双胍培养液和浓

度为 31mmol/L 的葡萄糖溶液加入培养瓶，培养 12h、24h 和

48h 后运用乳酸试剂盒测算乳酸含量。

2.2.3 细胞计数法测定肝细胞增殖情况

用胰酶将细胞分解，消化一段时间后加入培养液终止消

化，再用移液枪移取培养液至计数板，严格按照细胞计数规

则计数细胞。

2.2.4 乳酸试剂盒法检测样本的乳酸情况

在加入二甲双胍溶液和高糖处理的细胞溶液放入二氧化

碳细胞培养箱中培养 12h、24h 和 48h，并分别运用乳酸试剂

盒测定细胞培养液中的乳酸值，从而判断二甲双股对高糖下

细胞的影响。

2.3 统计学方法

统计学分析采用 SPSS25.0 统计软件进行数据处理，样

本均数采用样本 t 检验，多样本均数采用单因素方差分析，

以 P ＜ 0.05 具有统计学意义。

3 结果与分析

3.1 探究最适宜高糖胁迫 LO2 肝细胞的 G 的浓度

在进行此实验后探究了最适宜高糖胁迫 LO2 肝细胞的 G

的浓度，根据表 1 得出这样的结论：当 G 浓度为 31mmol/L 时，

是最适宜的实验浓度。 
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表 1 选取最适合高糖浓度（正常肝细胞）

加入葡萄糖的
浓度（mmol/L）

25 27 29 31 33 35 0

存活肝细胞数
目 12h（个）

1.12×
10*7

1.06×
10*7

1.02×
10*7

0.98×
10*7

0.88×
10*7

0.40×
10*7

1.30×
10*7

存活肝细胞数
目 13h（个）

2.04×
10*7

1.97×
10*7

1.95×
10*7

1.92×
10*8

1.72×
10*8

1.25×
10*8

2.60×
10*7

存活肝细胞数
目 14h（个）

3.99×
10*7

3.92×
10*7

3.79×
10*9

3.76×
10*9

3.63×
10*9

3.19×
10*9

5.20×
10*7

存活肝细胞数
目 15h（个）

1.68
±0.29

2.46
±0.79

3.27
±1.38

3.48
±1.42

4.63
±1.63

5.34
±2.26 0

存活肝细胞数
目 16h（个）

3.89
±1.42

4.79
±1.68

5.24
±2.17

5.89
±2.64

6.23
±2.79

8.98
±2.86 0

存活肝细胞数
目 17h（个）

6.72
±2.33

8.43
±2.56

9.14
±2.99

9.28
±3.11

10.87
±3.34

11.27
±3.39 0

3.2 二甲双胍对高糖胁迫下正常肝细胞乳酸代谢的

影响

在培养基中配置 30mmol/L 二甲双胍，设置对照组与实

验组，分别设计了正常肝细胞、高糖 + 正常肝细胞、二甲双

胍 + 正常肝细胞、高糖 + 二甲双胍 + 正常肝细胞，在培养的

12h、24h、48h 所测得的乳酸浓度变化如表 2 所示。

表 2 二甲双胍对高糖胁迫下正常肝细胞乳酸代谢的影响

第一组（正常组肝细胞）第二组（正常组 + 高糖）

12h 24h 48h 12h 24h 48h
加入葡萄糖的浓

度 mmol/L / 31

加入二甲双胍浓
度（mmol/L）

/ /

乳酸浓度
（mmol/L）

0 0 0 3.48
±1.42

5.89
±2.64

9.28
±3.11

存活肝细胞数目
（个）

1.30×
10*7

2.60×
10*7

5.20×
10*7

0.98×
10*7

1.92×
10*8

3.76×
10*9

第三组（正常组 + 二甲
双胍）

第四组（肝细胞 + 高糖 +
二甲双胍）

12h 24h 48h 12h 24h 48h
加入葡萄糖的浓

度 mmol/L / 31

加入二甲双胍浓
度（mmol/L）

30 30

乳酸浓度
（mmol/L）

0 0 0 3.30
±1.39

5.83
±2.63

9.17
±3.08

存活肝细胞数目
（个）

1.30×
10*7

2.60×
10*7

5.20×
10*7

1.15×
10*7

2.24×
10*7

4.79×
10*7

根据此实验组与对照组可得出，二甲双胍本身并不会造

成肝细胞产生乳酸，在高糖环境下，根据二四组的实验结果

对比可知，在加二甲双胍前，高糖 + 正常肝细胞 12h 内培养

液中测得的乳酸浓度值从 1.42mmol/L 增长到 3.48mmol/L，

24h 后最高增加至 5.89mmol/L，48h 后细胞数量增加率开始

显著性下降，乳酸浓度也增加至 9.289mmol/L，在加入二甲

双胍后，从结果上看乳酸浓度和细胞数量与仅高糖胁迫下的

结果比较并无显著的变化。

4 讨论

大量研究表明，乳酸酸中毒是糖尿病患者一种少见而严

重的并发症，大多发生在使用双胍类药物并伴随有肝肾功能

不全、心力衰竭等患者中 [9,10]。近年研究认为，因使用正常治

疗剂量的二甲双胍导致的相关性乳酸酸中毒（Metformin Lac-

tate Acidosis，MALA）很罕见，但如果临床使用不当也可能

导致血浆乳酸含量升高，甚至导致乳酸酸中毒（Lactate Acido-

sis，LA）发生 [11]。肝脏是葡萄糖代谢的重要器官，肝脏能摄

取和利用葡萄糖降低血糖，并能将葡萄糖转化为肝糖原储存

起来。肝硬化的患者胰岛素抵抗加重，会影响糖代谢而引起

肝源性糖尿病。而糖尿病也会影响肝脏，尤其是 2 型糖尿病

患者，容易出现肝功能损害以及非酒精性脂肪肝 [12]。

二甲双胍作为传统的降糖药，能促进葡萄糖的代谢，增

加其无氧酵解，提高了乳酸水平从而导致乳酸酸中毒；此外

二甲双胍由于能抑制肝脏和肌肉对乳酸的利用，抑制糖异生，

从而减少葡萄糖的生产，进而使乳酸堆积增加了发生乳酸中

毒的风险 [13-15]。

本试验研究发现，二甲双胍对高糖环境下的肝细胞乳酸

代谢影响不大，实验组与对照组加入不同水平的二甲双胍后，

所测得的乳酸含量并无较大差异，但不同水平的二甲双胍可

促进细胞增殖。高糖环境能抑制肝细胞的增殖，其原因可能

是高糖诱导肝细胞中 STC2 表达，而过量表达的 STC2 能进

一步增强高糖所诱导的肝细胞增殖抑制能力 [16]。另外，也有

研究表明高糖能促进 TNF‐α、IL‐6、等炎性细胞因子分泌， 

调控凋亡相关分子 B 淋巴瘤 2 和 Bax 表达，从而诱导肝细胞

凋亡 [17]。二甲双胍能促进肝细胞增殖，可能是因为二甲双胍

可以通过 AMPK 依赖途径等途径， 抑制炎性细胞因子的分

泌及核转录因子 -κB （NF-κB） 活性，从而达到促进细胞

增殖的目的 [18]。

综上所述，二甲双胍对高糖环境下的肝细胞乳酸代谢情

况无太大影响，但不同浓度的二甲双胍对肝细胞有保护机制，

可以促进细胞增殖。
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