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　　摘　要　目的　观察槲皮素对２型糖尿病大鼠血糖的影响，并探讨其可能的机制。方法　利用链脲佐菌素
制备大鼠２型糖尿病模型。将ＳＤ大鼠随机分为对照组、模型组和槲皮素组，每组１０只。取尾静脉血测各组大
鼠的血糖，经心脏取血测定各组血清ＭＤＡ含量和ＳＯＤ活性，取肝脏测定各组丙酮酸激酶活性，取胰腺组织，以
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｇ法测定各组Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达情况。结果　以高脂饲料喂养４周后，一次性腹腔注射链脲佐菌
素可成功复制大鼠２型糖尿病模型，其血糖值高于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组相比，槲
皮素组大鼠血糖水平明显降低，ＭＤＡ含量降低，ＳＯＤ活性升高，肝脏中丙酮酸激酶活性升高，胰腺组织中 Ｂｃｌ２
的表达水平显著增加，Ｂａｘ的表达水平显著降低，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　槲皮素治疗能降低
２型糖尿病大鼠的血糖，其机制可能与其降低机体氧化应激水平，抑制胰岛细胞凋亡及增强肝脏丙酮酸激酶活
性有关。
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　　糖尿病是一组以高血糖为特征的代谢性疾病，
高血糖则是由于胰岛素分泌缺陷或其生物作用受

损，或两者兼有引起。氧化应激是指机体或细胞内

的活性氧化物产生增多和抗氧化系统的清除能力

降低，引起组织细胞损伤的一种病理状态，主要通

过氧化修饰ＤＮＡ碱基、氨基酸及脂质过氧化反应
等参与糖尿病的发生、发展［１］。研究表明，糖尿病

患者体内可能存在不同程度的氧化应激紊乱［２］，

胰岛β细胞抗氧化酶的含量及活性相对较低，因
而对活性氧产物介导的损害非常敏感，活性氧可直

接损伤胰岛 β细胞，还可通过影响胰岛素合成和
分泌的信号转导通路间接损伤胰岛 β细胞的功
能。降低糖尿病患者体内的氧化应激水平，防止氧

化应激对胰岛细胞的进一步损伤，或许对降低糖尿

病的高血糖水平有一定作用。槲皮素是具有多种

生物活性的黄酮类化合物，广泛存在于蔬菜、水果、

酒和茶叶中。多项研究发现槲皮素对人体起着重

要的保护作用，包括抗氧化及清除自由基作用、抗

炎及心血管保护和血糖调节作用［３６］。本文在高脂

饲料喂养的基础上，以链脲佐菌素腹腔注射制备大

鼠２型糖尿病模型，旨在观察槲皮素对２型糖尿病
大鼠的血糖水平、体内氧化应激水平及对胰岛组织

中凋亡相关蛋白的表达情况，以及对糖代谢限速酶

丙酮酸激酶活性的影响，探索槲皮素对２型糖尿病
的降糖作用及其机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
健康雄性ＳＤ大鼠，５０只，体重（２２０±２０）ｇ，由

济宁医学院动物中心提供。实验前尾静脉采血测

定大鼠空腹血糖，选取血糖在３．０～５．０ｍｍｏｌ／Ｌ者
进入本研究。

１．２　试剂及仪器
槲皮素（Ｓｉｇｍａ公司）；链脲佐菌素（Ｓｉｇｍａ公

司）；丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧
化酶（ＳｕｐｅｒｏｘｉｄｅＤｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）；丙酮酸激酶检
测试剂盒（南京建成生物工程有限公司）；Ｂａｘ抗体
（ｓｃ６２３６，ｓａｎｔｃｒｕｚｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；Ｂｃｌ２抗体（ｓｃ
５６０１５，ｓａｎｔｃｒｕｚｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；ＧＡＰＤＨ抗体（ｓｃ
２９３３３５，ｓａｎｔｃｒｕｚｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；抗兔ＩｇＧＨＲＰ（ｓｃ
２３７０，ｓａｎｔｃｒｕｚｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）。血糖仪及试纸（强
生医疗器械有限公司）；酶标仪（Ｐｒｏｍｅｇａ）；半干式
碳板转印电泳仪；双垂直电泳槽（北京六一生物科

技有限公司）。

１．３　方法
１．３．１　２型糖尿病大鼠模型制备　适应性喂养大
鼠１周后，以高脂高糖饲料喂养４周。以０．１ＭｐＨ
４．０的柠檬酸／柠檬酸钠缓冲液配制链脲佐菌素溶
液；取大鼠，称重，按４５ｍｇ／ｋｇ的剂量腹腔注射链
脲佐菌素。７２ｈ后，取尾静脉血测随机血糖，血糖
值＞１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ者，视为２型糖尿病大鼠模型复
制成功。

１．３．２　实验分组　将 ＳＤ大鼠随机分为对照组、
模型组和槲皮素组，每组１０只。模型组给予１ｍｌ
生理盐水灌胃，槲皮素组按 ５ｍｇ／ｋｇ槲皮素配成
１ｍｌ溶液灌胃，对照组以１ｍｌ生理盐水灌胃，时间
为３周。
１．３．３　血糖测定　实验分组后，每周一次取大鼠
尾静脉血，以血糖仪及试纸测定血糖，共３次。
１．３．４　血清ＭＤＡ含量、ＳＯＤ活性的测定　灌胃３
周后，取大鼠心脏血液，１０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，取血
清，按试剂盒说明书测定各组大鼠血清中 ＭＤＡ的
含量和ＳＯＤ的活性。
１．３．５　肝脏丙酮酸激酶的测定　灌胃３周后，取
大鼠肝脏，匀浆，３０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，取上清，按试
剂盒说明书测定各组大鼠肝组织中丙酮酸激酶的

活性。

１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｇ法测定胰腺组织中凋亡相
关蛋白 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的表达　灌胃 ３周后，取对照
组、模型组和槲皮素组各６只大鼠胰腺组织３０ｍｇ，
置于液氮中冷冻，研磨，加入１００ｕｌ组织细胞裂解
液，吹打均匀；１２０００ｒｐｍ，４℃离心 １０ｍｉｎ，取上清。
以ＢＣＡ法进行蛋白定量。加入上样缓冲液，制备
电泳蛋白样本；进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后转膜，以
脱脂奶粉封闭，分别以 Ｂａｘ抗体、Ｂｃｌ２抗体和
ＧＡＰＤＨ抗体（内参）孵育，４℃过夜，以 ＴＢＳＴ洗涤
后，以辣根过氧化物酶标记的二抗（抗兔 ＩＧｇ
ＨＲＰ）室温孵育１ｈ，以ＴＢＳＴ洗涤；以化学发光法显
影定影，拍照。

１．４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１３．０对数据进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ

表示，对血糖数据，采用重复测量数据的方差分析，

组间两两比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔ检验；其他指标的各组
比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用ＬＳＤ
检验，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。
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２　结果

２．１　槲皮素对２型糖尿病大鼠血糖的影响
模型复制成功后，模型组各周测定的血糖值都

显著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
３周后，槲皮素组大鼠的血糖值显著低于模型组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　３组ＳＤ大鼠血糖水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
血糖值／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

０周 １周 ２周 ３周

对照组　 ４．３±０．５ ４．５±０．４ ４．１±０．３ ４．２±０．４

模型组　 ２３．１±１．９＃ ２５．３±１．７＃ ２２．１±２．９＃ ２３．８±２．２＃

槲皮素组 ２３．４±１．８ ２３．２±２．４ ２２．３±２．３ １９．９±１．６

Ｆ区间值 ２６．９８

Ｐ ＜０．０５

　　注：与对照组相比，＃Ｐ＜０．０５；与模型组相比，Ｐ＜０．０５

２．２　槲皮素对２型糖尿病大鼠血清 ＭＤＡ含量和
ＳＯＤ活性以及肝脏丙酮酸激酶活性的影响

模型组大鼠血清中 ＭＤＡ含量显著高于对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＳＯＤ活性显著
低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），肝脏
中丙酮酸激酶活性低于对照组，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），槲皮素组大鼠血清中 ＭＤＡ含量低于
模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），血清中
ＳＯＤ活性高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．
０５），肝脏中丙酮酸激酶活性都高于模型组，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　３组ＳＤ大鼠血清ＭＤＡ含量、ＳＯＤ活性以及
肝脏丙酮酸激酶活性水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
ＭＤＡ含量
／ｎｍｏｌ·ｍｌ－１

ＳＯＤ活性
／Ｕ·ｍｌ－１

丙酮酸激酶活性

／Ｕ·Ｌ－１

对照组　 １０．２±３．９ ９０．７±１３．１ ４５２．９±２３．１

模型组　 ２１．９±５．３＃ ７６．９±１１．３＃ ４１２．６±１９．７＃

槲皮素组 １７．４±４．８ ８２．９±１４．６ ４３２．８±２０．２

Ｆ值 ５４．３２ ６２．６６ ７６．２０

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　注：与对照组相比，＃Ｐ＜０．０５；与模型组相比，Ｐ＜０．０５

２．３　槲皮素对２型糖尿病大鼠胰腺组织中凋亡相
关蛋白Ｂｃｌ２和Ｂａｘ表达的影响

与对照组相比，模型组大鼠胰腺组织中抗凋亡

蛋白Ｂｃｌ２表达量显著减少，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５）；槲皮素组Ｂｃｌ２表达量高于模型组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图１）；模型组大鼠胰腺
组织中促凋亡蛋白Ｂａｘ表达量显著高于对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；槲皮素组Ｂａｘ表达量
低于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图
２。

注：各组间比较，Ｆ＝７８．８２，Ｐ＜０．０５，

与对照组相比，Ｐ＜０．０５；

与模型组相比，＃Ｐ＜０．０５，ｎ＝６

图１　３组大鼠胰腺组织中Ｂｃｌ２的表达

注：各组间比较，Ｆ＝１４０．２２，Ｐ＜０．０５；

与对照组相比，Ｐ＜０．０５；

与模型组相比，＃Ｐ＜０．０５，ｎ＝６

图２　３组大鼠胰腺组织中Ｂａｘ的表达

３　讨论

氧化应激在糖尿病及其并发症的发生、发展过

程中起了重要作用，抗氧化治疗可以减轻氧化应

激，从而阻止或延缓糖尿病及其慢性并发症的发

生、发展。因此，深入研究氧化应激与糖尿病之间

的相互关系，不仅有助于了解糖尿病及其并发症的

发病机制，而且将为糖尿病及其并发症的治疗提供

了一个新的策略。

本文采用高脂高糖饲料喂养４周后，以链脲佐

·７３１·
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菌素一次腹腔注射法制备大鼠２型糖尿病模型［７］，

所用剂量为 ４５ｍｇ／ｋｇ体重，模型复制成功率达
８５％，且模型稳定性好，３周时动物的血糖仍处于
较高水平，且死亡率低。本型糖尿病大鼠，由于长

期血糖处于较高水平，体内氧化应激水平高［８］。

ＭＤＡ是膜脂过氧化最重要的产物之一，可通过
ＭＤＡ了解膜脂过氧化的程度，以间接测定膜系统
受损程度。ＳＯＤ生物体内重要的抗氧化酶，能清
除氧自由基，降低机体氧化应激水平。本研究中所

制备的２型糖尿病大鼠的血清中ＭＤＡ含量高于对
照组，ＳＯＤ活性低于对照组，说明其氧化应激水平
较高。已有研究证实槲皮素具有较好的抗氧化作

用，对于调节体内氧化应激水平具有重要的意义，

本研究中采用槲皮素治疗后，大鼠体内氧化应激水

平有所下降，血清中 ＭＤＡ含量与模型组相比有所
下降，ＳＯＤ活性也比模型组有所升高。因氧化应
激可降低外周组织对胰岛素的敏感性，故本研究中

槲皮素减轻了糖尿病大鼠体内的氧化应激水平，使

外周组织对胰岛素的敏感性有所增加，可能是其降

低血糖的一个机制。丙酮酸激酶是调节糖酵解的

关键酶之一。丙酮酸激酶被激活，加速葡萄糖的分

解；反之，通过糖酵解的葡萄糖就减少。糖酵解作

为葡萄糖分解代谢的初始阶段，其流量的变化对于

组织对能量的需求有着重要影响。由此可以看出，

丙酮酸激酶所调节的糖酵解是糖代谢的重要一环，

酶活性的高低对于血糖水平起着重要作用［９］。本

研究还发现糖尿病模型组大鼠肝脏中丙酮酸激酶

活性低于对照组，而给予槲皮素治疗后能增加丙酮

酸激酶活性，同时也使得血糖有所降低，故推测槲

皮素升高糖尿病大鼠的丙酮酸激酶活性，也可能是

其降低血糖的机制之一。另外，由于复制本糖尿病

模型的原理为链脲佐菌素损伤胰岛细胞，从而导致

胰岛素的分泌绝对不足，而随之而来的高血糖也会

使机体氧化应激水平进一步升高，可使胰岛细胞凋

亡增加；本研究中使用槲皮素治疗后之所以能表现

出降糖作用，可能与其降低机体氧化应激水平，使

抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达增加，而促凋亡蛋白 Ｂａｘ表
达减少，从而减轻氧化应激所致的胰岛细胞的凋

亡，而在胰岛细胞再生的作用下，胰岛素的分泌有

所增加，从而发挥出了降糖作用，但其是否确实能

保护胰岛细胞，尚需进一步进行胰岛组织学的研究

及体外培养胰岛细胞进行观察。
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