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摘= =要：目的= =观察丹酚酸 _ 对糖尿病血糖波动模型大鼠胰岛细胞的保护作用，并探讨其可能的作用机制。方法= =采用高

糖高脂饮食合并 ié 链脲佐菌素（pqw）的方法建立大鼠糖尿病模型，并在此基础上通过错时给予胰岛素或葡萄糖建立糖尿

病血糖波动模型，丹酚酸 _各组分别给予丹酚 _= NSM、UM= mgLkg。血糖波动 S周后，检测大鼠空腹血糖（c_d）、空腹胰岛

素（cfkp）和糖化血红蛋白（deb）水平，并检测大鼠血清和胰腺组织总抗氧化能力（qAC）、超氧化物歧化酶（pla）活

性和丙二醛（jaA）水平，eb染色法观察大鼠胰岛组织病理学改变，qrkbi染色法检测大鼠胰岛细胞凋亡情况，testern=

blotting 法检测胰腺组织胰十二指肠同源盒JN（mauJN）蛋白表达水平。结果= =糖尿病大鼠 c_d、deb 及血清和胰腺组织

jaA水平较对照组明显升高，而 cfkp水平及血清和胰腺组织 qAC、pla活性显著下降（m＜MKMN）。同时，糖尿病大鼠胰

岛数量减少，胰岛体积缩小，胰岛细胞凋亡明显增多（m＜MKMN），胰腺组织 mauJN 蛋白表达水平显著下降（m＜MKMN）。给

予丹酚酸 _= S周后，大鼠 cfkp水平，血清及胰腺组织中 qAC、pla活性均明显升高，而 c_d、deb、血清及胰腺组织中

jaA水平明显下降（m＜MKMR、MKMN）。丹酚酸 _明显改善大鼠胰岛病理学改变，减少胰岛细胞凋亡，增加 mauJN蛋白表达

水平（m＜MKMR、MKMN）。结论= =丹酚酸 _可明显减轻糖尿病血糖波动模型大鼠胰岛病变，改善胰岛功能，其作用机制可能与

改善氧化应激、上调 mauJN蛋白表达水平，进而抑制胰岛细胞凋亡有关。=
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AbstractW=lbjective= = qo=observe= tÜe=érotective= effect= of= s~lvi~nolic= ~cid=_= Ep~l=_F=on=é~ncre~tic= islet= cells= in=di~betic= r~ts=witÜ=

fluctu~ting=blood=glucose=~nd=tÜe=éossible=mecÜ~nisms=imélic~tedK=jethods= = ai~betes=model= in=r~ts=w~s=est~blisÜed=by=feeding=witÜ=

ÜigÜJsug~r=~nd=ÜigÜJf~t=diets=combined=witÜ=ié=injection=of=streétozotocin=EpqwFK=qÜen=tÜe=r~ts=were=subjected=to=ié=injection=of=insulin=

~ndLor=ig=~dministr~tion=of=glucose=~t=indic~ted=time=for=S=weeks=to=induce=blood=glucose=fluctu~tionI=witÜ=tÜose=in=p~l=_=groués=ig=

suéélemented= witÜ= p~l= _= NSM= or= UM=mgLkgK= qÜe= contents= of= f~sting= blood= glucose= Ec_dFI= f~sting= serum= insulin= EcfkpFI= ~nd=

glycosyl~ted= Üemoglobin= EdebF= ~nd= tÜe= levels= of= tot~l= ~ntiJoxid~nt= c~é~city= EqACFI= suéeroxide= dismut~se= EplaF= ~ctivityI= ~nd=

m~londi~ldeÜyde=EjaAF=in=botÜ=serum=~nd=é~ncre~tic=tissues=were=determined=witÜ=commerci~lly=~v~il~ble=kitsK=m~tÜologic~l=cÜ~nges=
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=

糖尿病是由于胰岛素分泌绝对或相对不足引

起的以高血糖为主要特征的代谢障碍性疾病。持续

高血糖一方面可引起多种并发症，另一方面可直接

损伤胰岛 β 细胞，导致胰岛素分泌进一步减少，此

即葡萄糖毒性作用。临床资料显示，由于受饮食、

用药等多种因素影响，糖尿病患者常出现明显血糖

波动，表现为餐后高血糖及使用降糖药后出现的低

血糖xNz。大量研究表明，血糖波动较持续性高血糖

更易诱导胰岛细胞损伤，加重胰岛功能障碍xOz，且

血糖波动幅度越大，糖尿病预后越差xPz。这些结果

显示，抑制血糖波动诱导的胰岛细胞损伤，可能是

保护胰岛功能、改善糖尿病预后的有效措施之一。=

丹酚酸_（p~l=_）是从唇形科植物丹参中提取的

水溶性成分，具有较强的抗氧化活性，对心、脑及血

管内皮等均具有明显保护作用xQz。既往研究表明，丹

酚酸 _ 可显著降低糖尿病动物血糖水平xRJSz，但其确

切机制尚未明确。本研究采用高糖高脂饮食合并 ié

链脲佐菌素（pqw）的方法建立大鼠糖尿病模型，并

在此基础上错时给予胰岛素或葡萄糖建立更符合临

床特点的糖尿病血糖波动模型，观察丹酚酸_对糖尿

病大鼠胰岛功能的影响，并探讨其可能的作用机制，

为临床应用丹酚酸_防治糖尿病提供依据。=

N= =材料=

NKN= =动物与饲料=

健康雄性pa大鼠 UM只（pmc级），体质量 OOM～

OQM=g，购于浙江省实验动物中心，许可证号 pCuh

（浙）OMNQJMMMN。高糖高脂饲料购自南京市青龙山

实验动物中心，含猪油 NMB、蔗糖 NMB、蛋黄粉 RB、

胆固醇 NB、普通饲料 TQB。=

NKO= =药物与试剂=

丹酚酸 _，质量分数 UMB，批号 ehOMNQNM，

西安文竹生物科技有限公司；pqw，美国 pigm~公

司；血糖仪、血糖试纸，长沙三诺生物传感技术有

限公司；普通胰岛素，江苏万邦生化医药股份有限

公司，批号 OMNQNM。大鼠胰岛素（fkp）酶联免疫

检测试剂盒，上海朗顿生物技术有限公司；糖化血

红蛋白（deb）测试盒，南京建成生物工程研究所；

qrkbi检测试剂盒，南京凯基生物科技发展有限公

司；胰十二指肠同源盒 N（mauJN）抗体，Cpq公司；

βJ~ctin 抗体、辣根过氧化物酶标记二抗、总抗氧化

能力（qAC）、超氧化物歧化酶（pla）、丙二醛

（jaA）、蛋白定量试剂盒均购于碧云天生物技术研

究所；其余试剂均为分析纯。=

NKP= =主要仪器=

RQOTo高速冷冻离心机，德国 bééendorf公司；

akjJVSMO型酶标仪，北京普朗新技术有限公司；

_uJQN 型奥林巴斯显微镜，日本 llyméus 公司；

mowerm~cPMM=型电泳仪、jini= molqbAk=转膜系

统，美国 _io=o~d公司；cluorCÜem=cCP=化学发光

凝胶成像系统，美国 mroteinpiméle公司。=

O= =方法=

OKN= =糖尿病大鼠血糖波动模型制备与给药xTz
=

健康雄性 pa大鼠 UM只，饲养温度（OO±O）℃，

湿度 SMB～SRB，光照周期 NO=Ü，自由进食及饮水。

适应性喂养 N 周后，随机选取 NM 只作对照组，喂

以普通饲料，其余大鼠给予高糖高脂饲料。Q周后，

禁食 NO=Ü，按 QM=mgLkg一次性 ié=pqw（pqw溶于滤

过除菌的 MKN= molLi= ée= QKR的柠檬酸缓冲液，配成

NB的溶液），注射 pqw=TO=Ü后尾静脉取血测其空腹

血糖（血糖仪最大血糖显示值为 OTKU=mmolLi，超出

量程仪器显示为 eigÜ，这种情况血糖值被认为是

OTKU=mmolLi），造模 T=d待血糖稳定后以随机血糖≥

NSKT=mmolLi为造模成功。将造模成功的大鼠随机分

为模型组、丹酚酸 _高剂量（NSM=mgLkg）组及丹酚

酸 _低剂量（UM= mgLkg）组。模型组和丹酚酸 _各

组继续喂饲高脂饲料，并于每日 U︰00及 NU︰00检

测血糖值，并根据血糖水平，选择 sc普通胰岛素 P～

V=r（随机血糖≥NSKT=mmolLi）或 ig葡萄糖 O=gLkg

（随机血糖＜NSKT=mmolLi），造成 N=d之内血糖水平

大幅度波动模型。丹酚酸 _ 各组同时 ig 给予丹酚

酸 _=NSM=和 UM=mgLkg，连续 S周。实验过程中每周

称体质量 N次，并根据体质量调整给药剂量。=
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OKO= =各组大鼠 N=d内 R个时间点血糖波动水平检测=

在给予胰岛素或葡萄糖诱导血糖波动后，每

周二分别于 U︰MM、NM︰MM、NS︰MM、NU︰MM 和

OM︰MM测定大鼠随机血糖水平，描绘大鼠 N=d内 R

个时间点血糖波动趋势。各组大鼠分别于给药 M、O、

Q、S周检测空腹血糖（c_dF。=

OKP= =血生化指标检测=

末次给药后，大鼠禁食 NO=Ü，尾静脉取血测其空

腹血糖。ié戊巴比妥钠（PM=mgLkg）麻醉，腹主动脉

取血后分离血清，按试剂盒说明书检测大鼠空腹胰岛

素（cfkp）、qAC、pla活性及jaA水平，留取部

分全血分离红细胞制备溶血液，检测大鼠deb水平。=

OKQ= =胰腺组织病理学观察及 qrkbi染色=

取胰尾组织，多聚甲醛固定，常规石蜡切片（R=

μm），eb染色观察病理学改变。qrkbi染色按试

剂盒说明书进行操作，以细胞核为深棕色判断为凋

亡细胞，每只大鼠染色切片随机选取 R个区域进行

拍照分析，用 fm~geJéro= élus 图像分析软件分析胰

岛细胞凋亡水平，以 R个视野平均凋亡率作为每只

大鼠胰岛细胞凋亡率。=

OKR= =胰腺组织生化指标检测=

取胰腺组织，用 m_p制成 NMB组织匀浆，按试

剂盒说明书测定qAC、pla活性及jaA水平，_CA

法测定蛋白浓度。=

OKS= =胰腺组织 mauJN蛋白表达检测=

取胰腺组织，ofmA裂解液裂解组织，NO=MMM×

g、Q=℃离心 NM=min，收集上清液，_CA法测定蛋

白浓度，聚丙烯酰胺凝胶电泳（mAdb）分离蛋白，

转膜、封闭后加入 mauJN和 βJ~ctin抗体 Q=℃孵育

过夜，q_pq 洗涤后加入辣根过氧化物酶标记的二

抗，室温孵育 O= Ü，bCi发光显色，凝胶图像分析

仪分析目的条带吸光度值，结果以 mauJN与 βJ~ctin
条带吸光度比值表示。=

OKT= =统计学处理=

采用 aAp= NKM 统计软件进行分析，计量资料以

±x s表示，组间比较采用单因素方差分析和ipa法。=

P= =结果=

PKN= =各组糖尿病大鼠 N=d内 R个时间点血糖变化=

图 N所示为建立血糖波动模型第 N周日内随机

血糖波动情况。对照组大鼠 R个检测时间点血糖水

平基本稳定，日内血糖水平无明显波动。与之相反，

糖尿病造模大鼠在各时间点血糖水平均显著高于

对照组。由于在 U︰MM 和 NU︰MM 分别注射了胰岛=

=

=

=

图N= =糖尿病大鼠N=d内R个时间点血糖变化趋势= E ±x s I=n=Z=NMF=

cigK=N= = fntraday=variation=of=blood=glucose=in=diabetic=rats=in=

five=time=points=for=N=d=E ±x s I=n=Z=NMF=

素，糖尿病大鼠 NM︰MM和 OM︰MM血糖水平较其他

时间点出现明显下降，这些结果提示，糖尿病大鼠

血糖波动模型建立成功。=

PKO= =丹酚酸 B对糖尿病大鼠 cBd的影响=

由图 O可见，糖尿病大鼠 c_d水平在整个实验

过程中均显著高于对照组（m＜MKMN），提示大鼠已形

成稳定的糖尿病模型。给予丹酚酸 _ 治疗后，糖尿

病大鼠 c_d出现下降趋势，至实验结束时其水平显

著低于模型组（m＜MKMR、MKMN），提示丹酚酸 _可明

显降低糖尿病血糖波动模型大鼠 c_d水平。=

PKP= =丹酚酸 B对大鼠 cfkp及 deb的影响=

与对照组比较，模型组大鼠 deb 水平明显升

高，cfkp水平显著降低（m＜MKMN）。给予丹酚酸Ｂ

后大鼠 deb水平明显下降，而 cfkp水平显著升高

（m＜MKMR），见表 N，提示丹酚酸 _可明显改善糖尿

病血糖波动模型大鼠胰岛功能。=
=

=

=
与对照组比较：GGm＜MKMN；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN，下同=
GGm=Y=MKMN=vs=control=grouéX=@m=Y=MKMR= = @@m=Y=MKMN=vs=model=grouéI=
s~me=~s=below=

图 O= =丹酚酸 B对糖尿病大鼠 cBd的影响= E x±sI=n===NMF=

cigK=O= =bffect=of=pal=B=on=cBd=in=diabetic=rats=E x ±sI=n=Z=NMF=
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表 N= =丹酚酸B对大鼠 cfkp和deb的影响= E x±sI=n===NMF=

qable=N= =bffect=of=pal=B=on=cfkp=and=deb=levels=E x ±sI=n=Z=NMF=

组别= 剂量L=

Emg·kg−NF=

cfkp=L=

(μU·mL−NF=

debL=

E吸光度值·NM=g−NF=

对照= —= OMKOM±OKUP ORKRT± PKPR 

模型= —= NMKTM±NKVSGG RRKMP±NOKQNGG 

p~l=_= = NSM= NRKPQ±PKPU@ PVKPU± VKUV@ 

psl=_= = UM= NPKPV±NKSO@ QNKQS± SKQQ@ 

=

PKQ= =丹酚酸 B对大鼠胰岛病理改变的影响=

由图 P可见，对照组大鼠胰腺内胰小叶密集，

胰岛呈圆形，边界清晰，细胞核大而圆，胰岛内细

胞数量较多，形状规则，排列整齐，分布均匀。而

模型组大鼠胰岛数量明显减少，边界模糊，分布稀

疏，纤维增生，胰岛细胞肿胀、坏死，细胞核固缩，

细胞内有大量炎症细胞浸润，破坏严重。丹酚酸 _

各组胰岛细胞明显增多，胰岛体积增大，胰岛细胞

形态较模型组明显改善，提示丹酚酸 _对糖尿病大

鼠胰岛细胞具有明显的保护作用。=

PKR= =丹酚酸 B对大鼠胰岛细胞凋亡的影响=

由图 Q 可见，对照组大鼠胰岛细胞很少出现凋

亡，而模型组大鼠胰岛内出现大量凋亡细胞，细胞

凋亡率较对照组明显升高（m＜MKMN），给予丹酚酸 _

后胰岛细胞凋亡率显著降低（m＜MKMR、MKMN），提示

丹酚酸 _ 可有效抑制糖尿病大鼠胰岛细胞凋亡。=
=

=

对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = = = =

=

= = = = = = = = = p~l=_=NSM=mg·kg
−N
= = = = = = = = = = = = = = p~l=_=UM=mg·kg

−N
=

图 P= =丹酚酸 B对大鼠胰岛病理改变的影响=

cigK=P= =bffect=of=pal=B=on=pathological=changes=in=pancreatic=

tissues=of=diabetic=rats= =

=

=

对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = =

=

= = = = = = = = p~l=_=NSM=mg·kg
−N
= = = = = = = = = = = = = = = p~l=_=UM=mg·kg

−N
=

=

= = = = = =

=

图 Q= =丹酚酸 B对大鼠胰岛细胞凋亡的影响=

cigK=Q= =bffect=of=pal=B=on=pancreatic= islet= cell=apoptosis= in= =

diabetic=rats= =

PKS= =丹酚酸 B对大鼠血清及胰腺组织 qAC、pla

活性和jaA水平的影响=

与对照组比较，模型组大鼠血清及胰腺组织中

qAC、pla 活性均显著降低，jaA 水平明显升高

（m＜MKMN），给予丹酚酸 _ 可明显提高大鼠血清及

胰腺组织 qAC、pla活性，降低jaA水平（m＜
MKMR、MKMN），提示丹酚酸 _可明显改善糖尿病大鼠

氧化应激状态，见表 O和 P。=

PKT= =丹酚酸 B对大鼠胰腺组织 mauJN蛋白水平的

影响=

与对照组比较，模型组大鼠胰腺组织 mauJN

蛋白水平显著降低（m＜MKMN），给予丹酚酸 _可明

显提高大鼠胰腺 mauJN蛋白水平（m＜MKMR、MKMN），
这一结果与丹酚酸 _减少胰岛细胞凋亡、改善胰岛

功能作用一致，提示丹酚酸 _可能通过上调 mauJN

蛋白表达而发挥胰岛细胞保护作用，见图 R。=

对照= = = = = = = =模型= = = = = = = = NSM= = = = = = = = = UM= =

p~l=_LEmg·kg
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表 O= =丹酚酸 B对大鼠血清 qAC、pla活性及jaA水平=

的影响= E x±sI=n=Z=NMF=

qable=O= =bffect=of=pal=B=on=levels=of=qACI=plaI=and=jaA=in=

serum=of=ratsE x±sI=n=Z=NMF=

组别= 剂量LEmg·kg−NF= qACLEmmol·i−NF= plaLEr·mi−NF= jaALEnmol·mi−NF=

对照= —= MKTM±MKMQ UQKSQ±OQKRO ONKSV±RKRT 

模型= —= MKPR±MKNMGG PRKRT± SKMUGG QVKMV±VKUVGG 

p~l=_= = NSM= MKRU±MKMT@@ ROKSQ± VKUP@@ OVKPN±RKON@@ 

psl=_= = UM= MKRT±MKMT@@ RNKVO±NPKVV@ PQKOV±VKOP@ 

表 P= =丹酚酸 B 对大鼠胰腺组织 qAC、pla 活性及 jaA=

水平的影响= E x±sI=n===NMF=

qable=P= =bffect=of=pal=B=on=levels=of=qACI=plaI=and=jaA=in=

pancreatic=tissue=of=rats=E x ±sI=n=Z=NMF=

组别=
剂量L=

Emg·kg−NF=

qJAlCL=

(μmol·mg−NF=

plaL=

Er·mg=−1F=

jaAL=

Enmol·mg−NF=

对照= —= TPKPT±NQKNM NNKSS±OKRM OKUN±MKUP 

模型= —= OUKNQ± SKORGG PKUU±MKRTGG RKRU±MKTQGG 

p~l=_= = NSM= RRKNT±NOKOT@@ TKQU±OKVV@ PKOO±MKRT@@ 

p~l=_= = = UM= RPKRP±NNKPP@@ SKPT±NKTT@ QKPN±MKUO@ 

=

=

=

=

图 R= =丹酚酸 B 对大鼠胰岛组织 mauJN 蛋白水平的影响=

E x±sI=n=Z=QF=

cigK=R= =bffect=of=pal=B=on=levels=of=mauJN=protein=in=pancreatic=

tissues=of=rats=E x ±sI=n=Z=QF=

Q= =讨论=

高血糖是糖尿病最主要的临床特征，长期高血

糖既是糖尿病各种并发症的元凶，更是糖尿病患者

胰岛功能进行性减退的主要诱因之一。因此，降血

糖历来是糖尿病治疗的最主要措施。然而，近年来

研究发现，糖尿病并发症及预后除与血糖水平有

关，还与血糖波动性密切相关，血糖波动幅度越大，

糖尿病并发症越严重，预后越差。因此，jonnier

等xUz提出了“血糖四分体”的概念，即糖尿病血糖

控制要关注 deb、c_d、餐后血糖和血糖波动四位

一体，这对糖尿病血糖控制提出了更严格的要求。

然而，由于受饮食及治疗依从性等多方面因素的影

响，糖尿病患者常难以有效控制血糖波动。因此，

积极防治血糖波动所致的胰岛功能损伤就成为防

治糖尿病并发症、改善预后的重要措施之一。本研

究采用高糖高脂饮食合并 ié= pqw 的方法建立大鼠

糖尿病模型，并通过错时给予胰岛素或葡萄糖建立

更符合临床特征的糖尿病血糖波动模型。研究结果

显示，糖尿病大鼠血糖波动 S周后，大鼠胰岛细胞

凋亡率明显增加，胰岛数量减少，体积缩小，fkp

分泌能力明显下降，同时大鼠 c_d、deb水平明显

升高，提示大鼠胰岛功能出现明显损伤，其机制可

能与胰岛细胞凋亡增加有关，这一结果与文献报道

相一致xVz。给予丹酚酸 _治疗 S周后，糖尿病大鼠

胰岛细胞凋亡率显著下降，胰岛数量增加，体积增

大，同时胰岛素分泌功能明显改善，c_d 及 deb

水平明显降低，提示丹酚酸 _可明显减轻糖尿病血

糖波动所致的大鼠胰岛损伤，改善胰岛功能，其机

制可能与丹酚酸 _抑制胰岛细胞凋亡有关。=

氧化应激是机体或细胞内自由基的产生与清

除失衡，导致活性氧和活性氮在体内或细胞内蓄积

而引起氧化损伤。大量研究表明，高血糖尤其是波

动性高血糖可损伤机体抗氧化系统，增加活性氧产

生，诱导氧化应激状态xNMz。由于胰岛 β 细胞内抗氧

化物酶活性较低，故 β 细胞更易受到氧化损伤，并

在活性氧诱导下发生凋亡，导致胰岛素分泌功能进

一步障碍，这可能是糖尿病患者胰岛功能进行性减

退的主要原因之一。本研究显示，糖尿病大鼠血糖

波动持续 S 周后，大鼠血清及胰腺组织 pla 活性

和 qAC均显著降低，而脂质过氧化产物jaA水平

明显升高，这一结果与文献报道基本一致xNNz，提示

糖尿病血糖波动诱导了氧化应激状态，产生了明显

氧化损伤。给予丹酚酸 _=S周后，大鼠血清及胰腺

组织 qAC明显升高，jaA水平显著下降，这一结

果与丹酚酸 _抑制胰岛细胞凋亡、改善胰岛功能作

用一致，提示丹酚酸 _对糖尿病血糖波动模型大鼠

胰岛保护作用与其提高抗氧化能力、抑制胰岛细胞

凋亡有关。=

mauJN是胰岛 β 细胞特异表达的转录因子，在

胰腺发育分化、胰岛素基因表达和胰岛素释放中均

mauJN=

=
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MKS=
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发挥重要作用，是维持胰岛 β 细胞正常形态和胰岛

素分泌的必要条件xNOz。此外，mauJN 还可促进胰岛

β 细胞增殖，抑制 β 细胞凋亡xNPz，在胰岛 β 细胞新

陈代谢中发挥重要调节作用。既往研究表明，mauJN

表达减少是胰岛细胞凋亡增加的主要原因之一，而

增加 mauJN 表达则可通过上调抗凋亡基因 _clJO 和

_clJxi 表达抑制胰岛细胞凋亡xNQJNRz。活性氧可明显

抑制 mauJN表达，诱导胰岛 β 细胞凋亡，并可降低

mauJN 与胰岛素基因启动子结合活性，从而导致胰

岛素合成和释放减少xNSz，这也是高血糖尤其是波动

性高糖诱导胰岛功能损伤的机制之一。本研究结果

显示，给予丹酚酸 _ 可明显上调糖尿病大鼠胰腺组

织 mauJN蛋白表达水平，这一结果与丹酚酸 _减少

胰岛细胞凋亡、改善胰岛功能作用相一致，提示丹

酚酸 _ 对糖尿病血糖波动模型大鼠胰岛细胞的保护

作用与上调 mauJN表达、抑制胰岛细胞凋亡有关。=

综上所述，丹酚酸 _可明显减轻糖尿病血糖波

动模型大鼠胰岛病理改变，改善胰岛功能，其机制

可能与改善氧化应激、上调 mauJN蛋白表达，进而

抑制胰岛细胞凋亡有关。=
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