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摘 � 要:目的 � 观察齐墩果酸对糖尿病小鼠胰岛损伤的保护作用, 并探讨其作用机制。方法 � 建立链脲佐菌素
( STZ) 诱导的糖尿病小鼠模型, ig 给予齐墩果酸 3周。实验期间监测小鼠体质量、血糖的变化, 实验结束后检测小

鼠血清胰岛素浓度以及血清和胰腺中超氧化物歧化酶 ( SOD)、过氧化氢酶 ( CAT ) 的活性以及丙二醛 ( MDA ) 的

量。通过胰腺 HE 染色和胰岛素免疫组化分析胰岛的病理变化, 应用 Western blotting 法检测胰腺组织中 NF��B
p65 和 I�B�蛋白表达量的变化。结果 � 齐墩果酸能增加糖尿病小鼠的体质量,降低糖尿病小鼠的空腹血糖,升高

血清中的胰岛素浓度,显著提高血清和胰腺中 SOD 和 CAT 的活性, MDA 水平显著降低。HE 染色等形态学检测

显示齐墩果酸能减轻小鼠胰岛萎缩,增加胰岛 细胞的数目。Western blo tting 结果显示齐墩果酸增加胰腺组织内

I�B�的表达,降低 NF��B p65 蛋白表达。结论 � 齐墩果酸能减轻 STZ 诱导的胰岛损伤,可能是通过减轻氧化应激

水平,减弱胰岛内 NF��B 信号通路的过度激活而发挥保护作用。
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� � 齐墩果酸 ( o leanolic acid, OA ) 是一种五环三

萜类化合物,广泛分布于自然界植物中,具有广泛的

药理作用, 如保肝、抗氧化、抗肿瘤、抗 HIV 等作

用
[ 1�2]
。中药单体成分在降血糖和降血脂方面的研

究已有报道 [ 3]。有文献报道齐墩果酸具有抗糖尿病

的作用[ 4�5] , 体外试验发现其能促进胰岛素的释

放[ 6]。本实验拟通过观察其对链脲佐菌素 ( STZ)

诱导的糖尿病小鼠胰岛功能和形态的影响, 进一步

阐明齐墩果酸的抗糖尿病作用机制。此外, 本研究

也对齐墩果酸的新用途提供一定的实验依据, 有助

于拓展其临床应用的适应症。

1 � 材料与方法
1� 1 � 药品与试剂:齐墩果酸片 (江苏鹏鹞药业有限

公司,批号 0701061) ,临用前用 2% 聚山梨酯 80配

制成所需的浓度, 4  冰箱保存备用; 格列喹酮

( Gliquidone, 北京万辉双鹤药业有限公司, 批号

070322) ; 超氧化物歧化酶 ( SOD)、丙二醛 ( MDA)、

过氧化氢酶 ( CAT) 试剂盒 (南京建成生物工程研

究所) ;胰岛素放射免疫分析测定试剂盒 (北京北方

生物技术研究所产品, 批号 060514) ; 抗胰岛素抗体

(福建迈新公司) ; NF��B p65 和 I�B�抗体 ( Santa

Cr uz 公司)。

1� 2 � 实验仪器:稳豪型 Onetouch 血糖仪 (强生公

司) , Western blo tt ing 电泳转膜装置 ( BIO�RAD 公

司, M ini型) , SN ! 682 型放射免疫 !计数仪 (中国

科学院原子核研究所日环仪器厂)。

1� 3 � 实验动物分组及处理: 雄性 ICR 小鼠 70 只,

由南通大学实验动物中心提供 (动物使用许可证号

SYXK 苏 200220022) , 随机分为 2 组, 对照组 ( 15

只) 和造模组 ( 55 只)。造模组小鼠禁食 12 h 后,

按 160 mg/ kg 一次性 ip STZ。72 h 后测空腹血糖

值,血糖值大于 11� 1 mmol/ L 者为造模成功小鼠。

取造模成功小鼠 48 只再随机分为模型组、格列喹

酮组 0� 2 g/ kg 和齐墩果酸组 0� 1 g / kg, 对照组和

模型组小鼠 ig 2% 聚山梨酯 80, 各组给药容量为

0� 1 mL/ 10 g,连续 ig 3 周,实验期间每周监测体质

量和血糖的变化。在预实验中, 采用 0� 1 g/ kg 和

0� 2 g / kg 的齐墩果酸进行研究, 发现低剂量已能产

生明显的降血糖效应和改善一般症状。因此,本实

验采用 0� 1 g / kg 单剂量的齐墩果酸进行研究。实

验结束后颈静脉取血离心, 血清 - 20  保存, 并剪

取胰腺组织, 4  PBS 清洗 3次,取小块胰尾部组

织置于 4% 多聚甲醛固定,用于苏木精�伊红 ( HE)

染色和免疫组化分析, 其余胰腺组织迅速放入液氮

中保存。

1� 4 � 血液生化检测:小鼠血糖尾静脉取血后血糖仪

即刻测定;血清胰岛素应用放免法测定; 血清 SOD、

CAT 及 MDA 按试剂盒说明书步骤测定。
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1� 5 � 胰腺组织 SOD、CAT 及 MDA 的测定: 取胰

腺,用 PBS 洗去血液, 滤纸吸干, 称质量。剪碎后置

于匀浆器中, 加入 4 倍体积的 PBS 缓部液充分匀

浆,匀浆液 3 000 r / min 离心 10 m in, 取上清液, 按

照试剂盒说明书要求测定。

1� 6 � 胰腺组织 HE 染色和胰岛素免疫组化分析:

胰腺组织经过 4% 多聚甲醛固定, 在 24 h内石蜡包

埋,常规切片, 片厚 4 ∀m。每只小鼠胰岛各切片 5

张,行 HE 染色和胰岛素免疫组分染色 (一抗稀释

比例 1% 400) ,观察胰岛的形态, 并计算胰岛的平均

面积;胰岛素免疫组化染色后, 随机选取 6~ 8 个视

野采用 Image�proplus 4. 0 计算视野内所有阳性细

胞反应强度,进行积分吸光度分析。

1� 7 � 胰腺组织中 I�B�、N F��B p65 蛋白表达分析:

取 100 mg 胰腺组织置入 RIPA 蛋白裂解液 0� 25
mL 匀浆, 4  、12 000 & g 离心 2 m in, 取上清测蛋

白浓度。取 30 ∀g 蛋白煮沸 5 min 后, 经 10%

SDS�PA GE 电泳, 恒流 350 mA 2 h 湿性转移至

PVDF 膜上, 在 5% 脱脂奶粉 PBST 溶液室温下封

闭 1 h, 洗膜后加入 N F��B p65 或 I�B�抗体 4  

过夜,再与 HRP 标记的二抗杂交, 洗膜后在暗室中

加 ECL, X光胶片曝光后显影、定影。 �act in 作为
对照,得到各组蛋白表达相对量,取均值。

1� 8 � 统计学处理:实验数据采用 Stata 10. 0 统计

软件进行 t 检验和单因素方差分析, 各组数据以

x ∋ s 表示。

2 � 结果

2� 1 � 小鼠体质量变化情况:对照组小鼠外观状态良

好, 动作自如, 体质量增加。模型组小鼠一般情况

差,饮水量、尿量明显增多, 食量增加,形体消瘦, 倦

缩懒动,皮志杂乱无光泽,表现出典型的#三多一少∃

的症状,实验过程中死亡 2只。齐墩果酸和格列喹

酮均能减轻小鼠的糖尿病症状,增加小鼠体质量, 但

齐墩果酸的作用较格列喹酮更为显著, 体质量变化

见图 1。

2� 2 � 齐墩果酸对糖尿病小鼠空腹血糖和胰岛素分

与模型组比较: # P< 0� 05; 与格列喹酮组比较: * P < 0� 05
# P < 0� 05 v s model group; * P < 0� 05 v s Gliquidone group

图 1 � 各组小鼠体质量的变化

Fig. 1� Change of body weight of mice in every group

泌的影响:模型组小鼠在 3周的实验期间血糖维持

在高水平( > 11. 1 mmol/ L ) ,齐墩果酸和格列喹酮

组小鼠 1 周后血糖显著低于模型组 ( P< 0� 05) , 3
周末血清胰岛素水平较模型组显著升高 ( P< 0� 05) ,
格列喹酮组与齐墩果酸组相比,血糖降低幅度和血清

胰岛素升高幅度更为明显 ( P< 0� 05)。结果见表 1。

2� 3 � 齐墩果酸对糖尿病小鼠血清和胰岛中 SOD、

CAT、MDA 的影响: 与对照组小鼠相比, 模型组小

鼠血清和胰岛中 SOD、CAT 活性降低, M DA 水平

升高 ( P< 0� 01) , 齐墩果酸组小鼠较模型组 SOD

和 CAT 的活性增加, M DA 水平降低 ( P< 0� 01) ,
格列喹酮组小鼠除 SOD 活性增加外, CAT 活性和

MDA 水平均无显著变化。结果见表 2。

2� 4 � 齐墩果酸对糖尿病小鼠胰岛形态的影响: 对照

组小鼠胰岛为圆形或椭圆形细胞团, 分布于胰腺腺

泡之间,境界清, 胰岛细胞胞浆丰富, 红染,核圆形,

细胞间血窦丰富。与对照组相比, 模型组小鼠胰岛

明显萎缩,分布稀疏,细胞有退行性变表现:细胞肿

胀,胞浆淡染,均质状, 核固缩,染色质分布不均,部

分细胞细胞核缺失。齐墩果酸组小鼠胰岛萎缩和胰

岛退行性变程度明显好转。结果见图 2。

2� 5 � 齐墩果酸对糖尿病小鼠胰岛中胰岛素表达量
的影响:与对照组相比,模型组小鼠胰岛胰岛素表达

明显减少,齐墩果酸治疗组小鼠胰岛素表达较模型

组显著提高。结果见图 3和表 3。

表 1 � 齐墩果酸对糖尿病小鼠血糖和血清胰岛素浓度的影响 ( x∋ s)

Table 1� Effect of OA on concentration of blood glucose and serum insulin in diabetic mice ( x ∋ s)

组 � 别
剂量/

( g ∀ kg - 1 )

动物/

只

血糖/ ( mmo l∀ L- 1 )

0 1 周 2 周 3周
胰岛素/ ( mIU ∀ L- 1 )

对照 - 15 8� 21 ∋ 0� 55 8� 62 ∋ 0� 64 8� 41∋ 0� 65 8� 84∋ 0� 46 12� 68∋ 2� 78
模型 - 14 12� 56 ∋ 0� 78 ( 19� 45 ∋ 2� 23 ( 20� 23∋ 2� 59( 20� 34∋ 2� 56( 5� 53∋ 1� 45(

格列喹酮 0� 2 16 12� 34 ∋ 1� 45 15� 67 ∋ 2� 58# 12� 34∋ 3� 98# 10� 35∋ 3� 93# 10� 23∋ 1� 89#

齐墩果酸 0� 1 16 13� 12 ∋ 1� 24 16� 73 ∋ 3� 76# 15� 34∋ 3� 89# * 13� 68∋ 2� 87# * 8� 56∋ 2� 12# *

� � 与对照组比较: (P< 0�05; � 与模型组比较: # P < 0� 05; � 与格列喹酮组比较: * P< 0� 05;表 2同

� � ( P< 0� 05 v s con tr ol group; � # P < 0� 05 v s model group; � * P < 0� 05 v s Gliqu idone group; Table 2 is same
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表 2� 齐墩果酸对糖尿病小鼠血清和胰腺中 SOD 和 CAT的活性及 MDA 水平的影响 ( x ∋ s)

Table 2� Effect of OA on SOD and CAT activity and MDA level in blood serum and pancreas in diabetic mice ( x ∋ s)

组 � 别
剂量/

( g∀ kg
- 1

)

动物/

只

血 � 糖

SOD/ ( U ∀ mL- 1 ) CAT/ ( U ∀ mL- 1 ) M DA/ ( nmol ∀ L- 1)

胰 � 腺

SOD/ ( U∀ mg- 1) CA T/ ( U∀ mg- 1) MDA/ ( nmol∀ mg- 1)

对照 - 15 156. 24 ∋ 20. 37 19. 87 ∋ 4. 29 11. 56 ∋ 3. 12 189. 43 ∋ 23. 36 34. 43 ∋ 4. 98 17. 65 ∋ 3. 32

模型 - 14 86� 96 ∋ 19� 24( 9� 56 ∋ 1� 91( 20� 34 ∋ 3� 86( 96� 56 ∋ 17� 95( 11� 36 ∋ 1� 78( 27� 92 ∋ 4� 32(

格列喹酮 0� 2 16 100� 89 ∋ 12� 87# 11� 75 ∋ 3� 65 18� 34 ∋ 2� 64 121� 12 ∋ 16� 57
# 13� 56 ∋ 2� 13 25� 67 ∋ 3� 95

齐墩果酸 0� 1 16 138� 25 ∋ 25� 88# * 16� 35 ∋ 3� 86# * 14� 26 ∋ 3� 25# * 157� 32 ∋ 19� 46# * 25� 26 ∋ 3� 44# * 21� 33 ∋ 2� 45# *

图 2� 齐墩果酸对糖尿病小鼠胰岛形态的影响

Fig. 2� Effect of OA on pancreatic histopathology of diabetic mice

图 3� 齐墩果酸对糖尿病小鼠胰岛中胰岛素表达的影响

Fig. 3 � Effect of OA on insulin expression in pancreatic islet of diabetic mice

表 3� 各组小鼠胰岛面积和胰岛素免疫组化的量化指标

( x ∋ s, n= 8)

Table 3� Islet area and integrated optical density of insulin

immunohistochemistry in pancreas of diabetic mice

( x ∋ s, n= 8)

组 � 别 剂量/ ( g ∀ kg - 1 ) 胰岛面积/ ( & 103 ∀m2 ) 胰岛素表达量

对照 - 64� 34 ∋ 10� 14 896� 34∋ 69� 21

模型 - 27� 45 ∋ 7� 56( 89� 23∋ 19� 59 (

格列喹酮 0� 2 38� 32 ∋ 7� 32 152� 31∋ 23� 58

齐墩果酸 0� 1 43� 28 ∋ 8� 44# ( 235� 21∋ 25� 48# (

� � 与模型组比较: # P< 0�01; � 与对照组比较: (P < 0� 01

� � # P< 0� 01 v s model group; � ( P< 0� 01 v s cont rol group

2� 6 � 齐墩果酸对糖尿病小鼠胰腺组织 I�B�和 NF�
�B p65 表达的影响: Wester n blo tt ing 结果显示, 模

型组小鼠胰腺组织中 NF��B 的抑制性蛋白 I�B�较

对照小鼠表达显著降低(可能与其降解增加有关) ,

而 NF��B 的活性片段 p65蛋白表达显著增加 ( P<

0� 05) ; 齐墩果酸组小鼠胰腺内的 I�B�表达较模型

组显著升高, NF��B p65 蛋白明显降低 ( P< 0� 05)。

结果见图 4。

3 � 讨论

� � 胰岛  细胞功能损害在糖尿病的发生发展中起

着十分重要的作用
[ 7]

, 胰岛 细胞功能障碍是 1型

糖尿病的主要病理机制。对于 2 型糖尿病,虽然胰

岛素抵抗是 2型糖尿病发病的始动因素, 但  细胞

功能受损是 2型糖尿病的决定因素[ 8]。因此维持胰

腺组织中残存的  细胞的功能及数量, 对阻止糖尿

病的病情的进展具有重要的意义。目前临床尚无直

接针对保护胰岛 细胞的功能的药物,因此, 对其进

行药物研究具有重要的现实意义。齐墩果酸作为临

床用于保肝的药物, 存在于许多抗糖尿病的中药之

中。本课题组曾对山茱萸醇提液进行研究, 表明其
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� � 与对照组比较: # P < 0�05; 与模型组比较: * P< 0� 05

� � # P< 0� 05 v s con tr ol group; * P < 0� 05 v s model group

图 4� 齐墩果酸对糖尿小鼠胰腺中 I�B�

和 NF��B p65 蛋白表达的影响

Fig. 4� Effect of OA on protein expression of I�B�

and NF��B p65 in pancreas of diabetic mice

对 2型糖尿病具有治疗作用, 与其促进胰岛增生的

作用有关[ 9] 。文献报道山茱萸中抗糖尿病的主要活

性成分为齐墩果酸、熊果酸和没食子酸等有机酸类

物质
[ 10�12]

。齐墩果酸的降血糖作用机制研究较少,

结合其保护肝脏和抗氧化作用(氧化应激被认为是引

起 细胞功能破坏及其数量减少的重要病理机制之

一) ,推测其可能具有保护胰岛损伤的作用。本实验

选择齐墩果酸进一步研究其对胰岛损伤的保护作用。

本研究采用注射 ST Z 来诱导糖尿病模型,结果

表明小鼠注射 STZ 后胰岛破坏严重,  细胞数量明

显减少,出现多饮、多尿、多食及体质量下降等典型

症状,实验期间血糖维持高水平,血清胰岛素显著减

少。齐墩果酸和格列喹酮均能改善其症状, 降低血

糖,增加血液内胰岛素的水平。形态学研究显示, 齐

墩果酸能明显增加胰岛的面积,表明其能够保护  

细胞,促进其修复。虽然有体外研究表明齐墩果酸也

能够促进胰岛细胞释放胰岛素[ 6] ,但由于血清胰岛素

的浓度低于格列喹酮组,说明其促进胰岛素释放的作

用较弱,以修复胰岛,减轻 STZ 对其损伤为主。

大量的研究表明,自由基代谢异常与糖尿病发

生发展有密切关系
[ 13�14]

。与其他组织相比, 胰岛内

的抗氧化酶系统的活性最低, 且胰岛又是富含膜结

构的组织,膜结构的多不饱和脂肪酸极易受自由基

的攻击。因此胰岛对氧化应激损伤的防御能力较

差。ST Z 诱导的糖尿病模型中, STZ 选择性的进入

 细胞促进其产生释放 ROS、NO 等自由基,使细胞

的 DNA 断裂,  细胞受损[ 1 5]。现已证实 SOD、

CAT 是生物体内重要的氧自由基清除剂,活性高低

可间接反映机体的抗氧化能力, MDA 是氧自由基

攻击细胞膜多不饱和脂肪酸所形成的脂质过氧化

物,间接反映自由基生成的量,代表着自由基对机体

组织损伤的程度。本研究显示 STZ 诱导的糖尿病模

型中血清和胰岛中的抗氧化酶 ( SOD、CAT ) 活性均

显著降低, MDA 水平高于正常值,应用齐墩果酸治疗

3周后,胰岛和血清内的 SOD、CAT 活性增强, 说明

齐墩果酸修复胰岛与抗氧化应激作用有关。

在氧化损伤诱导胰岛 细胞损伤的多种信号途

径中, 核因子 NF��B 的活化引起广泛关注[ 16�17]
。

NF��B 是一种多效转录因子, 通常 NF��B 为 p50�
p65 的二聚体,其与抑制蛋白 ( I��B) 结合存在于胞

浆中处于失活状态。细胞因子、自由基等刺激可诱

导 I��B 磷酸化并降解, 使其与 p50�p65 解离而致
NF��B 活化后转位于胞核内, 与靶基因结合, 发挥

基因转录调节的作用。本研究结果表明 STZ 诱导

的糖尿病小鼠胰腺内 NF��B 中的活性片段 p65 表

达增加,同时 I��B 蛋白表达降低 (与其降解增加有

关) ,对 NF��B 的抑制作用减弱, 本实验虽未直接检

测细胞核内 p65的表达以及与靶基因结合能力,但

因 I��B 降解增加,对 NF��B 抑制作用减弱, 且细胞

内总 p65 蛋白表达增加,可以推测 STZ 诱导的糖尿

病模型 NF��B 激活, 这与文献报道相一致
[ 16]
。应用

齐墩果酸后胰腺内的 I�B�表达较糖尿病组显著升

高, NF��B p65 蛋白明显降低,表明齐墩果酸能够抑

制 NF��B 的激活,可能与其发挥胰腺保护作用有关。

综上所述,齐墩果酸可能通过抗氧化作用降低

体内氧化应激水平, 抑制 NF��B 的过度激活, 从而

起到减轻胰岛损伤,改善胰岛 细胞功能的作用。
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建一流研究中心,加快中医药产业发展

! ! ! 甘肃道地中药材当归、黄芪等加工炮制及种植研究中心挂牌仪式举行

� � 2010年 9月 13日, #甘肃道地中药材当归、黄芪等加工炮制及种植研究中心∃挂牌仪式在甘肃岷县工业
开发区岷归中药材有限公司举行。国家中医药管理局原副局长、中国中药协会会长房书亭,南京中医药大学

副校长段金廒教授, 甘肃中医学院副院长郑贵森教授, 中国药材集团公司科技研发部经理、)中国现代中药∗
主编赵润怀主任药师,香港科技大学生物系主任、中药研发中心主任詹华强博士、教授,天津药物研究院信息

中心主任、)中草药∗执行主编陈常青研究员, 德国高级专家组织乌利齐∀瑞舒卡博士等专家和省发改委高新
技术产业处处长徐生云、副处长唐清君,定西市政府王向机副市长、市药监局陈奋旗局长,市科技局马志忠局

长,岷县四大班子主要领导陈国栋、郭永龙、杨水涛及分管领导许树德、王永录、王引权、黄玉生,岷县发改局、

招商局、中小局、农业局、药监局、质监局、科技局、扶贫办、药材局等部门负责人, 岷县岷海制药、顺兴和、康

达、当归城、岷归、天容、岷当、草春堂、永康泰、金当归及兰州大得利等公司负责人及社会各界共 500 余人参

加了挂牌仪式。

仪式由岷县县委许树德副书记主持,县委书记陈国栋致词, 甘肃省发改委高新处处长徐生云宣读省发改

委)关于组建甘肃道地中药材当归黄芪等加工炮制及种植研究中心的批复∗并授牌,定西市政府副市长王向

机和研究中心主任何子清发表讲话。仪式结束后,在甘肃道地中药材当归、黄芪等加工炮制及种植工程研究
中心会议室举行了专家、省市县领导、县直属部门负责人、公司负责人参加的岷县中医药产业发展情况座谈

会,会上为工程中心专家委员会专家颁发了聘书, 与会专家就建设一流研究中心,加快推进岷县中医药产业

的发展踊跃发言,提出许多好的建议。

岷县是#中国当归之乡∃, 盛产当归、黄芪、红芪、党参、大黄、贝母等中药材 238种, 享有#千年药乡∃之美
誉。当归种植历史长达 1 700 多年,素称#岷归∃, 因品质优良而驰名中外, 被欧洲誉为#中国妇科人参∃。全
县年种植中药材 1� 7 & 104 km2以上,产量 5万吨以上,其中当归 6 & 103 km2 ,产量 2� 1万吨。甘肃道地中药
材当归、黄芪等加工炮制及种植研究中心设在甘肃岷归中药材有限公司,该公司是由兰州大得利生物化学制

药有限公司出资组建的一家招商引资企业, 2005年 11月在岷县西寨镇上三族完成当归 GAP 认证, 2009年

完成了中药材 GMP 饮片生产线认证, 2010年与甘肃中医学院、岷县中药材技术指导站等科研技术单位合

作,建成禾驮乡千亩当归育苗基地、秦许乡当归药源基地,开展了当归种质材料遗传多样性分析试验、当归种

质材料成药期比较试验、当归 3414肥料试验及淫羊藿野生抚育等试验研究。甘肃道地中药材当归、黄芪等
加工炮制及种植研究中心的成立, 为岷县中药材提供了开发研究平台,将大大加快岷县中医药产业、陇药产

业发展。

(本刊讯)
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