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基于 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 通路探究芪地降糖汤对 ２ 型糖尿病大鼠胰岛细胞凋亡的
影响
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摘要： 目的　 探究芪地降糖汤对 ２ 型糖尿病 （Ｔ２ＤＭ） 大鼠胰岛细胞凋亡的作用。 方法　 ＳＤ 大鼠随机分为对照组、 模

型组、 二甲双胍组 （２００ ｍｇ ／ ｋｇ） 和芪地降糖汤组 （７􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ）， 采用链脲佐菌素 （ＳＴＺ） 结合高脂高糖喂养诱导建立

大鼠 Ｔ２ＤＭ 模型， 给药干预 ８ 周。 给药结束后， 测定大鼠空腹血糖 （ＦＢＧ）、 餐后 ２ 小时血糖 （ＰＧ２ｈ）、 口服葡萄糖耐

量实验的曲线下面积 （ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ） 和体质量； 采用生化试剂盒检测大鼠血清中糖化血清蛋白 （ＧＳＰ）、 糖化血红蛋

白 （ＨｂＡ１ｃ）、 丙二醛 （ＭＤＡ） 水平和总超氧化物歧化酶 （Ｔ⁃ＳＯＤ） 活性； 采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测大鼠血清胰岛素

（ＩＮＳ）、 Ｃ 肽 （Ｃ⁃Ｐ） 并计算胰岛素抵抗指数 （ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）； ＨＥ 染色观察胰岛形态结构变化； ＴＵＮＥＬ 染色观察胰岛细

胞凋亡情况； 免疫荧光法检测胰岛 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 蛋白表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与模型组比

较， 芪地降糖汤组 ＦＢＧ、 ＰＧ２ｈ、 ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ、 ＧＳＰ、 ＨｂＡ１ｃ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 和 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 体质

量、 Ｃ⁃Ｐ、 ＩＮＳ 水平和 Ｔ⁃ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 胰岛形态结构和细胞凋亡程度得到改善； 胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 芪地降糖汤可通过调节内源性细胞凋

亡途径改善胰岛细胞损伤。
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ｗｅｒｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔｓ， ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｖｉａ ｔｈｅ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
（ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）． Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｉｓｌｅｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ （ ＨＥ）
ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｗｈｉｌｅ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｉｓｌｅｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｉｓｌｅｔｓ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２， Ｂａｘ，
ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２， Ｂａｘ， ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ． ＲＥＳＵＬＴＳ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
Ｑｉｄｉ Ｊｉａｎｇｔａｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｒｅｄｕｃｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＢＧ，
ＰＧ２ｈ， ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ， ＧＳＰ， ＨｂＡ１ｃ， ＨＯＭＡ⁃ＩＲ， ａｎｄ ＭＤＡ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， Ｃ⁃Ｐ，
ＩＮＳ， ａｎｄ Ｔ⁃ＳＯＤ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）； ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｉｓｌｅｔ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｂａｘ， ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； ａｌｔｅｒｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ Ｂａｘ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 Ｑｉｄｉ Ｊｉａｎｇｔａｎｇ
Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｍａｙ ｍｉｔｉｇａｔｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｉｓｌｅｔ ｃｅｌｌ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｑｉｄｉ Ｊｉａｎｇｔａｎｇ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； Ｔ２ＤＭ； ｉｓｌｅｔ ｃｅｌｌ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ； Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ ｐａｔｈｗａｙ；
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

　 　 糖尿病 （ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＤＭ） 是一种以高血

糖为特征的代谢性疾病， 全球 ２０ ～ ７９ 岁成年人中

约有 ５􀆰 ８９ 亿患者， 预计到 ２０５０ 年将增至 ８􀆰 ５３ 亿。
２ 型糖尿病 （ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， Ｔ２ＤＭ） 占糖

尿病的 ９０％ 以上［１⁃２］。 其发病机制主要涉及胰岛素

抵抗和胰岛 β 细胞功能受损， 后者是 Ｔ２ＤＭ 进展

的核心环节［３⁃５］。 胰岛 β 细胞数量逐渐减少、 功能

衰竭与细胞凋亡密切相关。 因此， 保护胰岛细胞成

为研究 Ｔ２ＤＭ 的重要突破点。
细胞凋亡主要通过死亡受体介导的外源性途

径、 线粒体内源性途径和颗粒酶 Ｂ 途径发生［６⁃７］。
在 Ｔ２ＤＭ 中， 线粒体途径起关键作用： 促凋亡蛋白

（如 Ｂａｘ） 与抗凋亡蛋白 （如 Ｂｃｌ⁃２） 失衡导致线粒

体膜通透性改变， 细胞色素 Ｃ 释放并激活 Ｃａｓｐａｓｅ
级联反应， 最终引发细胞凋亡［８⁃９］。 胰岛 β 细胞对

促凋亡刺激高度敏感， 因此该过程在 Ｔ２ＤＭ 发生发

展中至关重要。 氧化应激也是导致 β 细胞损伤的

重要因素［１０⁃１１］。 活性氧 （ＲＯＳ） 不仅直接破坏细胞

结构， 还间接抑制胰岛素 （ ｉｎｓｕｌｉｎ， ＩＮＳ） 分泌功

能， 造成血糖波动加剧， 加速 Ｔ２ＤＭ 的进展［１２⁃１３］。
１５９３
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芪地降糖汤由黄芪、 生地、 葛根、 丹参等多味

药材组成， 具有益气养阴、 生津化痰、 活血通络之

效。 研究表明， 其有效成分如黄芪多糖、 葛根素、
小檗碱和梓醇等具有防治 Ｔ２ＤＭ 的潜力［１４⁃１７］。 本

研究通过建立 Ｔ２ＤＭ 大鼠模型， 探讨芪地降糖汤对

胰岛细胞凋亡的影响， 从而阐明其治疗 Ｔ２ＤＭ 的潜

在机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠 ４０ 只， ６ 周龄，
体质量 （１８０±１０） ｇ， 购自华阜康生物有限公司

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０２０⁃０００４］，
饲养于华北理工大学实验动物中心 ［实验动物使

用许可证号 ＳＹＸＫ （冀） ２０２０⁃００７］。 本动物实验

经华北理工大学实验动物伦理委员会审批通过

（伦理审批号 ＬＡＥＣ⁃ＮＣＳＴ⁃２０２０２０２３０）， 实验全程

遵守 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 黄芪、 生地、 葛根、 丹参、 苍

术、 玄参、 黄连、 肉桂、 厚朴、 莱菔子 （批号分

别 为 Ｃ３０１２００９００４、 ２０１８０１０５４、 ２０１９１７０７、
２０２１１６０２、 Ｃ４２２２０１８００２、 ２０２１１８０５、 ２０２１０１２７０、
２０１７０１０５４、 ２０１７０１２２４、 ２０１８１７０１） 购自北京同仁

堂股 份 有 限 公 司。 链 脲 佐 菌 素 （ ＳＴＺ， 批 号

Ｂ９１７６１） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 盐酸二甲双胍片

（批号 ＡＡＷ６１４９） 购自中美上海施贵宝制药有限

公司； 糖化血清蛋白 （ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＧＳＰ）、 糖化血红蛋白 （ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，
ＨｂＡ１ｃ）、 丙二醛 （ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ）、 总超

氧化物歧化酶 （ ｔｏｔａｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， Ｔ⁃ＳＯＤ）
检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ２０２１０８０９、 ２０２１０７０４、
２０２１０７０６、 ２０２１０８０４） 购自南京建成生物工程研究

所有限公司； Ｃ 肽 （Ｃ⁃ｐｅｐｔｉｄｅ， Ｃ⁃Ｐ）、 ＩＮＳ 检测试

剂盒 （批号 ２０２１０８、 ２０２１０７） 购自江苏酶联生物

技术有限公司； β⁃ａｃｔｉｎ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃７
一抗 （货号 ＡＣ０２６、 Ａ２８４５、 Ａ１２００９、 Ａ１５２４） 购

自武汉爱博泰克生物科技有限公司； ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 一抗、 辣根氧化酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ
（货号 ＡＦ７０２２、 Ｓ０００１） 购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司； 新

型快速 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒、 彩色预染蛋白

质中分子量标准 （货号 ＺＤ３０４Ｃ、 ＺＤ１１３） 购自北

京庄盟国际生物基因科技有限公司。
１􀆰 ３　 仪器 　 血糖仪 （三诺生物传感股份有限公

司， 仪器编码 １ＯＨ５５ＩＨ１５３８）； 低速冷冻离心机

（上海利鑫坚离心机有限公司， 型号 Ｌ⁃８００Ｒ）； 组

织脱 水 机、 切 片 机 （ 德 国 Ｌｅｉｃａ 公 司， 型 号

ＴＰ１０２０、 ＲＭ２２４５）； 生物组织包埋机 （上海精学

科 学 仪 器 有 限 公 司， 型 号 ＪＫ⁃ＦＥＣ⁃６Ｌ ）；
ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ＋ Ｓｙｓｔｅｍ （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 型

号 ７２１ＢＲ０８４５５）； 酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司， 型号

Ｍ２００ＰＲ０）； 正置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司， 型

号 ＤＰ８０）。
２　 方法

２􀆰 １　 药物制备　 芪地降糖汤中按 １５ ∶ １０ ∶ ６ ∶ ６ ∶
６ ∶ ６ ∶ １０ ∶ ６ ∶ ６ ∶ １０ 比例称取黄芪、 生地、 葛根、
丹参、 苍术、 玄参、 黄连、 肉桂、 厚朴、 莱菔子，
加 １０ 倍量 ９０％ 乙醇浸泡， ５０ ℃超声提取 ２ 次， 每

次 １ ｈ； 超声提取结束后， 所有药渣加水常规煎煮

２ 次， 每次 １􀆰 ５ ｈ。 将乙醇超声提取的滤液和水煎

液混合， 浓缩制成质量浓度为 ０􀆰 ９ ｇ ／ ｍＬ 的混悬液。
２􀆰 ２　 模型建立　 大鼠适应饲养 １ 周后， 随机选择

８ 只喂食维持饲料作为对照组， 其余 ３２ 只喂食高

脂饲料 （蛋白质 ２０％ 、 碳水化合物 ３５％ 、 脂肪

４５％ ） ３０ ｄ 后， 腹腔注射 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ ＳＴＺ 以建立

Ｔ２ＤＭ 大鼠模型， ７２ ｈ 后， 检测大鼠空腹血糖

（ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＦＢＧ） ≥１１􀆰 １ ｍｍｏＬ ／ Ｌ， 餐

后血糖 （ｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＰＢＧ） ≥１６􀆰 ７
ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 视为造模成功［１８⁃１９］。
２􀆰 ３　 给药　 造模后有 ３ 只大鼠未成模， ２ 只大鼠

因血糖过高被剔除。 将剩余 ２７ 只大鼠随机分为模

型组、 二甲双胍组和芪地降糖汤组， 每组 ９ 只， 在

给药过程中模型组、 二甲双胍组和芪地降糖汤组各

死亡 １ 只， 最终纳入统计的大鼠每组 ８ 只。 对照组

和模型组灌胃给予 ０􀆰 ９％ 氯化钠溶液 （４ ｍＬ ／只），
二甲双胍组灌胃给予 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 二甲双胍溶液 （二
甲双胍片混悬于纯水中）， 芪地降糖汤组灌胃给予

７􀆰 ３ ｇ ／ ｋｇ 芪地降糖汤混悬液 （前期预实验探究得

出该剂量效果最佳）。 给药 ５６ ｄ 后收集大鼠血液和

胰腺组织进行分析。
２􀆰 ４　 血糖及血清生化检测 　 大鼠尾尖采集血液，
用血糖试纸检测 ＦＢＧ、 餐后 ２ ｈ 血糖 （ ２⁃ｈｏｕｒ
ｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＰＧ２ｈ） 值， 进行口服葡

萄糖耐量试验并计算口服葡萄糖耐量试验的曲线下

面积 （ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｏｒａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ
ｔｅｓｔ， ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ）。 取腹主动脉血， 于１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
条件下离心 １０ ｍｉｎ， 按试剂盒说明书检测血清中

ＨｂＡ１ｃ、 ＭＤＡ、 ＧＳＰ、 ＩＮＳ、 Ｃ⁃Ｐ 水平和 Ｔ⁃ＳＯＤ 活

性， 计算 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ。
２􀆰 ５　 ＨＥ 染色观察胰岛结构 　 切取适当大小的胰

腺组织， 置于包埋槽内并于多聚甲醛中固定， 用流
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水冲洗过夜， 将组织脱水、 包埋、 切片， 脱蜡至

水， 苏木精染色， 水洗， 盐酸分化， 返蓝， 伊红染

色， 脱水封片， 于显微镜下观察， 采集图像， 观察

胰岛结构。
２􀆰 ６　 ＴＵＮＥＬ 染色检测胰腺组织凋亡情况　 取胰腺

组织石蜡切片， 脱蜡至水后加蛋白酶 Ｋ 孵育， ＰＢＳ
洗涤后按照 ＴＵＮＥＬ 试剂盒说明书进行染色， ＰＢＳ
洗涤后用抗荧光淬灭封片。 于荧光显微镜下观察，
采集图像， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析并计算绿色荧光

凋亡细胞数量。
２􀆰 ７　 免疫荧光法检测胰腺组织 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
表达　 取胰腺组织石蜡切片， 经脱蜡、 ＥＤＴＡ 高压

抗原修复后， 加入 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体 （ １ ∶
２００） ４ ℃ 孵育过夜， 加荧光二抗 ３７ ℃ 孵育 ３０
ｍｉｎ， 滴加 ＤＡＰＩ 染核， 用奥林巴斯 ＤＰ８０ 进行拍

照， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析并计算蛋白荧光表达。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 胰 腺 组 织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃７、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达 　 取 ５０ ｍｇ
胰腺组织， 加入裂解液和蛋白酶抑制剂进行匀浆，
离心后取上清液， 即为总蛋白。 ＢＣＡ 试剂盒测定

蛋白浓度， 制备各组蛋白样本， 蛋白上样， 通过

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 电转到 ＰＶＤＦ 膜， 封闭后加

一抗 Ｂｃｌ⁃２ （ １ ∶ １ ０００ ）、 Ｂａｘ （ １ ∶ １ ０００ ）、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ （ １ ∶ １ ０００ ）、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （ １ ∶
７００） 和 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ ８０ ０００） 抗体 ４ ℃孵育过夜，
次日加二抗 （山羊抗兔， １ ∶ １０ ０００） 孵育 ２ ｈ，
ＥＣＬ 法显影。 最后通过 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件分析蛋白条

带灰度值。
２􀆰 ９ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 胰 腺 组 织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达　 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取胰腺组织

总 ＲＮＡ， 将其反转录为 ｃＤＮＡ， 通过 ＰＣＲ 扩增反应

检测胰腺组织凋亡相关因子 （Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３） 表达。 反应条件为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ， ９５ ℃变性

５ ｓ， ６０ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ２０ ｓ， 共 ４５ 个循环。
使用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ｍＲＮＡ 相对表达。 引物购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 序列见表 １。
２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以平均数±标准差 （ ｘ± ｓ） 表示， 多

组间比较采用单因素方差分析， 若方差齐采用 ＬＳＤ
检验方法， 若方差不齐则采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ ｓ 检验方

法， 多组间不同时间点的比较采用重复测量方差分

析， 球形假设通过 Ｍａｕｃｈｌｙ’ ｓ 检验评估， 若不满

足， 采用 Ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ⁃Ｇｅｉｓｓｅｒ 校正。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差

异具有统计学意义。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 引物序列（５′→３′）
Ｂｃｌ⁃２ 正向 ＣＴＧＡＡＣＣＧＧＣＡＴＣＴＧＣＡＣＡＣ

反向 ＴＧＡＧＣＡＧＣＧＴＣＴＴＣＡＧＡＧＡＣＡ
Ｂａｘ 正向 ＣＧＴＣＴＧＣＧＧＧＧＡＧＴＣＡＣＧ

反向 ＡＧＣＣＡＴＣＣＴＣＴＣＴＧＣＴＣＧＡＴ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 正向 ＡＴＧＧＡＧＡＡＣＡＡＣＡＡＡＡＣＣＴＣＡＧＴ

反向 ＴＴＧＣＴＣＣＣＡＴＧＴＡＴＧＧＴＣＴＴＴＡＣ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴＡＣＧＡ

反向 ＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣ

３　 结果

３􀆰 １　 芪地降糖汤对 Ｔ２ＤＭ 大鼠体质量的影响　 对

照组大鼠精神状态良好， 体质量逐渐增加； 与对照

组比较， 模型组表现出典型的三多一少症状， 且大

鼠体质量下降 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双

胍组和芪地降糖汤组大鼠体质量均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠体质量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ２　 芪地降糖汤对 Ｔ２ＤＭ 大鼠 ＦＢＧ 和 ＰＧ２ｈ 水平

的影响　 与对照组比较， 模型组大鼠 ＦＢＧ 和 ＰＧ２ｈ
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双胍组

和芪地降糖汤组大鼠 ＦＢＧ 和 ＰＧ２ｈ 水平均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠 ＦＢＧ 和 ＰＧ２ｈ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＦＢＧ ａｎｄ ＰＧ２ｈ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
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３􀆰 ３　 芪地降糖汤对 Ｔ２ＤＭ 大鼠 ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ、 ＧＳＰ
和 ＨｂＡ１ｃ 水平的影响 　 与对照组比较， 模型组大

鼠 ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ、 ＧＳＰ 和 ＨｂＡ１ｃ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；

与模型组比较， 二甲双胍组和芪地降糖汤组大鼠

ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ、 ＧＳＰ 和 ＨｂＡ１ｃ 水 平 均 降 低 （ Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ３。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠 ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ、 ＧＳＰ 和 ＨｂＡ１ｃ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ， ＧＳＰ ａｎｄ ＨｂＡ１ｃ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ４ 　 芪 地 降 糖 汤 对 Ｔ２ＤＭ 大 鼠 Ｃ⁃Ｐ、 ＩＮＳ 和

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 水平的影响 　 与对照组比较， 模型组大

鼠血清 ＩＮＳ 和 Ｃ⁃Ｐ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＨＯＭＡ⁃
ＩＲ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双

胍组和芪地降糖汤组大鼠血清 ＩＮＳ 和 Ｃ⁃Ｐ 水平升高

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 表明芪地降糖汤减轻了 Ｔ２ＤＭ 大鼠胰岛 β
细胞功能的损伤， 见图 ４。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组大鼠血清 Ｃ⁃Ｐ、 ＩＮＳ 和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ Ｃ⁃Ｐ， ＩＮＳ ａｎｄ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ５　 芪地降糖汤对 Ｔ２ＤＭ 大鼠血清 ＭＤＡ 水平和

Ｔ⁃ＳＯＤ 活性的影响　 与对照组比较， 模型组大鼠血

清 ＭＤＡ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｔ⁃ＳＯＤ 活性降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双胍组和芪地降

糖汤组大鼠血清 ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｔ⁃
ＳＯＤ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明芪地降

糖汤可以减轻 Ｔ２ＤＭ 大鼠氧化应激， 见图 ５。
３􀆰 ６　 芪地降糖汤对 Ｔ２ＤＭ 大鼠胰岛细胞结构的影

响　 正常组大鼠胰岛细胞呈椭圆形细胞团， 边界清

楚， 胞浆丰富； 模型组大鼠胰岛形态不规则， 部分

胰岛细胞萎缩， 核边缘化， 胞浆空泡化； 二甲双胍

组和芪地降糖汤组大鼠胰岛细胞数量增加， 形态改

善， 见图 ６。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组大鼠血清ＭＤＡ 水平和 Ｔ⁃ＳＯＤ 活性比较 （ｘ±ｓ，
ｎ＝８）

Ｆｉｇ􀆰 ５ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ Ｔ⁃ＳＯＤ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
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图 ６　 各组大鼠胰腺组织 ＨＥ 染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００）

３􀆰 ７　 芪地降糖汤对 Ｔ２ＤＭ 大鼠胰岛细胞凋亡的影

响　 对照组胰岛细胞中少见凋亡细胞； 与对照组比

较， 模 型 组 大 鼠 凋 亡 胰 岛 细 胞 增 多， ＴＵＮＥＬ
　 　 　

阳性表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双

胍组和芪地降糖汤组大鼠凋亡胰岛细胞数量减少

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组大鼠胰岛细胞凋亡情况比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｉｓｌｅｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ８　 芪地降糖汤对 Ｔ２ＤＭ 大鼠胰腺组织 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达的影响 　 与对照组比较， 模型

组大鼠胰腺组织 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性表达增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双胍组和芪地降

糖汤组大鼠胰腺组织 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 阳性表达减

少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。
３􀆰 ９　 芪地降糖汤对 Ｔ２ＤＭ 大鼠胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２、
Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 蛋白表达的影

响　 与对照组比较， 模型组大鼠胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和

Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明内源性

凋亡途径被激活； 与模型组比较， 二甲双胍组和芪

地降糖汤组大鼠胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜

０􀆰 ０５）， Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明芪地降糖汤可

通过调节凋亡相关蛋白表达保护胰岛细胞， 见

图 ９。
３􀆰 １０　 芪地降糖汤对 Ｔ２ＤＭ 大鼠胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２、
Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与对照组比

较， 模型组大鼠胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双胍组和芪地降糖汤

组大鼠胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １０。
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组大鼠胰腺组织 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ９　 各组大鼠胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃７蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２， Ｂａｘ， ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １０　 各组大鼠胰腺组织 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２， Ｂａｘ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

４　 讨论

胰岛细胞功能受损和凋亡是 Ｔ２ＤＭ 发病的关键

因素。 本研究表明， 芪地降糖汤能降低 Ｔ２ＤＭ 大鼠

的 ＦＢＧ、 ＧＳＰ 及其他相关指标， 抑制胰岛细胞凋

亡， 可用于预防和治疗 ＤＭ。 进一步研究表明， 芪

地降糖汤抑制胰岛细胞凋亡可能是通过调节内源性

凋亡途径实现的。
血糖升高是诊断 Ｔ２ＤＭ 的主要依据， 也是判断

糖尿病病情和控制情况的主要指标。 ＧＳＰ 可与葡

萄糖发生糖化反应， 其生成量与血糖浓度和持续时

间有关。 因此， ＧＳＰ 也常被用作 Ｔ２ＤＭ 患者的近期

疾病监测指标［２０］。 Ｃ⁃Ｐ 和 ＩＮＳ 是从胰岛素原分裂

而成的等分子肽类。 由于 Ｃ 肽不容易被肝脏降解，
所以测量 Ｃ⁃Ｐ 可评估 ＩＮＳ 水平， 准确反映胰岛 β
细胞的分泌功能［２１⁃２２］。 ＯＧＴＴ 也是评价胰岛功能的

一个常用指标。 本研究发现， 模型组大鼠 ＦＢＧ、
ＰＧ２ｈ、 ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ、 ＧＳＰ、 ＨｂＡ１ｃ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 水平

升高， Ｃ⁃Ｐ、 ＩＮＳ 水平降低， 表明 Ｔ２ＤＭ 大鼠体内

存在糖代谢紊乱、 胰岛细胞功能受损； 给予二甲双

胍和芪地降糖汤干预可改善上述指标， 表明芪地降

糖汤能有效保护胰岛细胞功能， 改善糖代谢异常。
高血糖是发生氧化应激的主要原因， 葡萄糖毒

性在胰岛功能障碍中起着关键作用［２３⁃２４］。 Ｔ２ＤＭ 大

鼠的高血糖会诱导氧化应激， 产生氧自由基， 引发

脂质过氧化， 并可导致胰岛细胞功能受损［２５］。
ＭＤＡ 反映了机体脂质过氧化和自由基攻击的严重

程度。 ＳＯＤ 反映了机体消除氧自由基的能力。 本研

究发现， 模型组大鼠血清 ＭＤＡ 水平升高， Ｔ⁃ＳＯＤ 活

性降低， 表明大鼠体内存在氧化应激； 而给予二甲

双胍和芪地降糖汤干预均可改善高血糖引起的氧化

应激。 ＨＥ 染色显示， 模型组大鼠的胰岛细胞受损，

部分胰岛细胞萎缩甚至空泡化； ＴＵＮＥＬ 染色显示模

型组凋亡的胰岛细胞数量增加。 而芪地降糖汤干预

可改善由氧化应激引起的胰岛细胞形态损伤。
在 Ｔ２ＤＭ 中， 细胞凋亡导致胰岛细胞功能障

碍， 造成 ＩＮＳ 分泌不足。 因此， 抑制胰岛 β 细胞

过度凋亡， 维持胰岛细胞再生和细胞死亡的平衡，
是治疗糖尿病的关键因素［２６⁃２７］。 在细胞稳态中，
Ｂａｘ 是 Ｂｃｌ⁃２ 家族中最重要的凋亡诱导基因。 Ｂａｘ
在凋亡信号诱导后很快迁移到线粒体， 呈现高度分

散的亚细胞定位。 当细胞发生凋亡时， Ｂａｘ 可以引

起线粒体通透性改变， 开放线粒体通透性转换孔

道， 形成 ＣｙｔＣ⁃Ａｐａｆ⁃１⁃Ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ⁃９ “凋亡体” ［２８⁃２９］。
启动了与 Ｃａｓｐａｓｅ 相关的凋亡级联， 同时抑制了

Ｂｃｌ⁃２ 的抗凋亡作用， 从而导致细胞凋亡。 内在凋

亡途径进而激活下游的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃７， 它

们是最关键的凋亡执行者， 在细胞凋亡过程中发挥

关键作用［３０⁃３１］。 本研究结果显示， 模型组 Ｂｃｌ⁃２ 和

Ｂａｘ 之 间 的 平 衡 被 打 破， ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和

Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 表达增加， 表明凋亡途径被激活； 而芪

地降糖汤的干预增加了 Ｂｃｌ⁃２ 表达， 抑制了 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 表达， 表明其可通过

调节线粒体凋亡途径抑制胰岛细胞的凋亡。
综上所述， 芪地降糖汤能改善 Ｔ２ＤＭ 的糖代谢

紊乱和氧化应激引起的胰岛细胞损伤， 这可能与调

节线粒体凋亡途径， 抑制胰岛细胞凋亡有关。
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