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摘要： 目的　 探讨翻白草水提液对大鼠胰岛细胞脂毒性损伤的影响。 方法　 棕榈酸诱导 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠原代胰岛细胞凋亡

模型后， ＦＤＡ ／ ＰＩ 双染和流式法检测细胞凋亡， ＥＬＩＳＡ 法测定 ＧＳＩＳ 水平， ｑＰＣＲ 检测 ＦＡＳ、 ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＡＭＰＫ 蛋白表达， 硫代巴比妥酸法测定细胞内丙二醛 （ＭＤＡ） 活性， 分光光度计法测定细胞还原型谷胱甘肽

（ＧＳＨ） 活性。 结果　 与对照组比较， 棕榈酸组 ＧＳＨ 活性、 ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ 表达、 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达显著降低， ＭＤＡ 含

量、 ＦＡＳ ｍＲＮＡ 表达显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而翻白草水提液＋棕榈酸能明显逆转棕榈酸组上述作用。 与翻白草水提液＋
棕榈酸组比较， ＢＭＬ⁃２７５ （ＡＭＰＫ 选择性抑制剂） 组 ＧＳＨ 活性、 ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ 表达显著降低， ＭＤＡ 活性、 ＦＡＳ ｍＲＮＡ
表达显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 翻白草水提液可能通过激活 ＡＭＰＫ， 抑制脂肪酸合成， 促进脂肪酸 β 氧化， 从而抑

制氧化应激所致胰岛细胞脂性凋亡， 最终改善胰岛素分泌功能。
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　 　 以高血糖为标志的糖尿病是重要慢性病之一，
迄今高血糖发生机制基本环节中胰岛 β 细胞衰竭

仍是主要因素， 而 β 细胞凋亡在其功能衰竭的发

生中起着决定性作用［１⁃２］。 研究表明， β 细胞长期

暴露在高游离脂肪酸环境中可激活其线粒体氧化应

激途径， 诱导细胞脂性凋亡， 胰岛素合成和分泌减

少， 从而导致 β 细胞功能衰退［３⁃４］。
翻白草为蔷薇科委陵菜属植物翻白草 Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａ

ｄｉｓｃｏｌｏｒ Ｂｇｅ． 的带根全草， 具有降糖、 降脂等多种

生物活性， 但其具体作用机制尚不明确， 目前鲜有

关注它对胰岛细胞功能的直接影响。 黄酮、 萜类作

为翻白草的主要活性成分， 具有抗氧化应激作

用［５］， 由此假设翻白草可通过抗氧化作用减轻胰

岛细胞脂性凋亡， 从而改善胰岛素分泌功能。 本实

验采用体外培养的Ｗｉｓｔａｒ 大鼠原代胰岛细胞， 棕榈

酸处理以建立脂毒性损伤细胞凋亡模型， 并用翻白

草水提液作为干预因素， 旨在探讨该药材对胰岛细

胞脂毒性损伤的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ２ 月龄健康雄性清洁级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３０
只， 购自兰州大学实验动物中心， 实验动物生产许

可证号 ＳＣＸＫ （甘） ２０１７⁃０００３。
１􀆰 ２　 试剂　 翻白草采于甘肃省定西市， 经甘肃中

医药大学药学院专家鉴定为正品。 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ
试剂盒， 购自南京凯基公司； 胶原酶 Ｐ， 购自瑞士

Ｒｏｃｈｅ 公司； 大鼠胰岛素 ＥＬＩＳＡ 试剂盒， 购自美国

Ｒ＆Ｄ 公司； Ｆｉｃｏｌｌ ４００， 购自美国 Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公司；
棕榈酸、 牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）， 购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司； ＢＭＬ⁃２７５ （ＡＭＰＫ 选择性抑制剂）， 购自美

国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司； 兔抗 ＡＭＰＫ （Ｔｈｒ⁃１７２） 抗体、
鼠抗胰岛素抗体， 购自美国 ＣＳＴ 公司； ｑＰＣＲ 试剂

盒， 购自日本 ＴａＫａＲａ 公司； 还原型谷胱甘肽

（ＧＳＨ）、 丙二醛 （ＭＤＡ） 试剂盒， 购自南京建成

生物研究所。
１􀆰 ３　 仪器　 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪 （美国 ＢＤ 公

司）； 全自动激光共聚焦显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司）； 凝胶成像系统、 实时定量 ＰＣＲ 系统 （美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 翻白草水提液制备［５］ 　 将全草烘干粉碎， 加

水煎煮 ３ 次， 加水量分别为生药体积的 １０、 １０、 ８
倍量， 煎煮时间分别为 １􀆰 ５ ｈ、 １􀆰 ５ ｈ、 ４０ ｍｉｎ， 过

滤， 合并滤液， 蒸发浓缩， ７０ ℃真空干燥， 粉碎，
过 ８０ 目筛， ｌ ｇ 提取物相当于生药 ６ ｇ。 称定提取

物 ６２􀆰 ５ ｍｇ， 溶于 ５ ｍＬ ＤＭＳＯ 中， 配制成 １２􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ
的母液， 实验时吸取 １６ μＬ 母液加到 ２ ｍＬ 培养基

中， 配成 １０ ｍｇ ／ Ｌ 含药培养基。
２􀆰 ２　 胰岛分离和纯化　 大鼠以 １０％ 水合氯醛腹腔

注射麻醉， 消毒后从下腹作 Ｖ 型切口， 胆总管插

管， 破心放血后， 经胆总管逆行注入胶原酶 Ｐ 溶

液， 摘除完整胰腺， ３７ ℃水浴消化 １１ ｍｉｎ， Ｈａｎｋ’ｓ
液终止消化， 沉淀物加 ４ ｍＬ２５％ Ｆｉｃｏｌｌ 混匀， 再加

入 ２３％ 、 ２０％ 、 １１％ Ｆｉｃｏｌｌ 液 和 Ｈａｎｋ ’ ｓ 液 各

２ ｍＬ， １ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２５ ｍｉｎ， 收集 ２３％ →２０％ 、
２０％ →１１％ 界面上细胞层， 纯化的胰岛悬液接种于

ＲＰＭＩ １６４０ 培养液， 细胞铺展贴壁后进行分组

培养。
２􀆰 ３　 胰岛染色　 将胰岛制备物与双硫腙混合后孵

育 １０ ｍｉｎ， 倒置显微镜下计数双硫腙细胞团数

（胰岛细胞为猩红色， 非胰岛细胞不着色）。
２􀆰 ４ 　 分组 　 ①对照组， 培养在 ０􀆰 ５％ ＢＳＡ 中；
②棕榈酸组， 剂量 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ③翻白草水提液＋
棕榈酸组， 剂量分别为 １０ ｍｇ ／ Ｌ、 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 共

同孵育； ④ＢＭＬ⁃２７５ 组， 含 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 棕榈酸＋
１０ ｍｇ ／ Ｌ 翻白草水提液 ＋ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＢＭＬ⁃２７５，
ＢＭＬ⁃２７５ 预处理胰岛细胞 １ ｈ 后再与翻白草水提

液、 棕榈酸共同孵育。 胰岛细胞均孵育 ２４ ｈ。
２􀆰 ５　 ＦＤＡ ／ ＰＩ 荧光双染 　 双醋酸荧光素 （ ＦＤＡ）
可侵入活细胞发出绿色荧光， 而活细胞对 ＰＩ 染料

拒染， ＰＩ 与死亡细胞的核酸结合， 发出红色荧光。
吸尽 ６ 孔板中旧培养基， 取适量 ＦＤＡ ／ ＰＩ 荧光染

液， 与胰岛制备物混合 ５ ～ １０ ｍｉｎ， 在共聚焦显微

镜下检测。
２􀆰 ６　 细胞凋亡率检测 　 胰岛以 ０􀆰 ０５％ 胰酶⁃ＥＤＴＡ
消化分散成单细胞悬液后， 接种于 ６ 孔板， 待细胞

贴壁生长稳定后按 “２􀆰 ４” 项下不同干预措施孵育

２４ ｈ。 收集细胞， 多次离心、 洗涤后依次加入

１０ μＬ ＦＩＴＣ 标记的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ， 轻轻混匀， 避光

１５ ｍｉｎ后再加入 ３００ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 和 ５ μＬ 碘化

丙啶 （ＰＩ）， 避光反应 ５ ｍｉｎ 后上机检测。
２􀆰 ７　 胰岛素分泌功能检测　 计数大鼠胰岛， 换算

为相当于直径 １５０ μｍ 的胰岛当量 （ ＩＥＱ）， 于

１５ ｃｍ培养皿中接种 ３０ ＩＥＱ ／皿。 干预 ２４ ｈ 后， 每

组收集 １５ 个胰岛， ＰＢＳ 洗涤， 加入含 ３􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
葡萄糖 ＫＲＢＨ 培养液缓冲 ３０ ｍｉｎ 后， 分别在含

３􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （低糖）、 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （高糖） 葡萄糖

的 ＫＲＢＨ 培养液中培养 １ ｈ， 上清液与－２０ ℃冰箱

中保存， ＥＬＩＳＡ 检测基础胰岛素分泌 （ＢＩＳ）、 葡
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萄糖刺激的胰岛素分泌 （ＧＳＩＳ）， 计算刺激指数

（ＳＩ）， 公式为 ＳＩ ＝ＢＩＳ ／ ＧＳＩＳ。
２􀆰 ８　 免疫荧光检测 　 胰岛细胞接种于载玻片上，
相应干预后 ４％ 多聚甲醛固定， 封闭后， 兔抗

ＡＭＰＫ （腺苷酸激活的蛋白激酶） 抗体和鼠抗胰岛

素抗体过夜孵育， ＤＡＰＩ 染色， 封片， 激光共聚焦

下观察。
２􀆰 ９　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 检测 　 Ｔｒｉｚｏｌ 裂
解后抽提细胞总 ＲＮＡ， 逆转录生成 ｃＤＮＡ， ｑＰＣＲ 检

测目的基因 ｍＲＮＡ 表达水平， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，
２－ΔΔＣｔ计算其相对表达量。 引物序列如表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 引物序列

ＦＡＳ
正向 ５′⁃ＣＴＡＧＧＴＴＴＧＡＴＧＣＣＴＣＣＴＴＣＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＡＴＧＧＣＴＴＣＡＴＡＧＧＴＧＡＣＴＴＣＣ⁃３′

ＣＰＴ⁃１
正向 ５′⁃ＴＡＴＧＧＴＣＡＡＧＧＴＣＣＴＣＴＣＡＧＧＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＡＡＧＡＣＧＡＡＴＧＧＧＴＴＴＧＡＧＴＴＣ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ
正向 ５′⁃ＧＡＴＣＧＧＣＧＧＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣ⁃３′

２􀆰 １０　 蛋白免疫印迹检测　 抽提总蛋白， 测定蛋白

量后常规 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳转膜， ５％ 脱脂奶粉封闭，
依次加入稀释的相应一抗、 二抗反应， 并依次洗

脱， ＥＣＬ 显影曝光， Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件进行图像灰

度值分析， 以条带灰度值之比计算目的蛋白相对表

达量。
２􀆰 １１　 氧化应激指标检测 　 收集各处理组胰岛细

胞， 硫代巴比妥酸法检测丙二醛 （ＭＤＡ） 活性，
分光光度计法检测还原型谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 活性，
具体操作步骤按试剂盒说明书进行。
２􀆰 １２　 统计分析 　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理，
数据用 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析， 两样本均数比较采用 ｔ 检验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异有显著性意义。
３　 结果

３􀆰 １　 胰岛分离及胰岛 β 细胞原代培养　 纯化的大

鼠胰岛细胞培养在含 １０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０
培养基中 １８ ～ ２４ ｈ， 可见贴壁生长。 图 １ 显示，
ＤＴＺ 染色后大鼠胰岛呈现细胞团样结构， 猩红色，
圆形或椭圆形， 包膜不明显， 折光性较强， 直径

５０ ～ ３００ μｍ 不等， 而其他外分泌细胞、 成纤维细

胞未见红染。 本实验分离大鼠胰岛细胞纯度为

（８９􀆰 ２３±２􀆰 ９）％ ， 每只可分离 （８２３±２４） 个胰岛，
细胞存活率在 （９３􀆰 １±３􀆰 １）％ 以上。

图 １　 大鼠胰岛 ＤＴＺ 染色

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＤＴＺ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｉｓｌｅｔｓ

３􀆰 ２　 翻白草水提液对棕榈酸诱导胰岛细胞凋亡的

抑制作用 　 ＦＤＡ ／ ＰＩ 双染后共聚焦显微镜 （图 ２）
显示， 对照组很少见到死亡细胞； 棕榈酸组红色荧

光的死亡细胞， 明显多于对照组； 翻白草水提液干

预后死亡细胞明显少于棕榈酸组， 细胞存活率明显

更高。 ＡｎｎｅｘｉｎＶ ／ ＰＩ 双染流式细胞术 （图 ３） 显示，
对照组细胞凋亡率为 （１１􀆰 ３５±０􀆰 ８０）％ ； 棕榈酸持

续作用于胰岛细胞 ２４ ｈ 后， 凋亡率显著升高

［ （３６􀆰 ３５±１􀆰 ５５）％ ， Ｐ＜０􀆰 ０１］； 翻白草水提物＋棕
榈酸组细胞凋亡率显著降低 ［ （２０􀆰 ４７±０􀆰 ８４）％ ，
Ｐ＜０􀆰 ０１］。

注： ＰＡ 为棕榈酸， ＰＤＢ 为翻白草水提液

图 ２　 大鼠胰岛细胞 ＦＤＡ ／ ＰＩ 双染

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＦＤＡ ／ ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｉｓｌｅｔ ｃｅｌｌｓ

注： ＰＡ 为棕榈酸， ＰＤＢ 为翻白草水提液。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与棕榈酸组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 翻白草水提液对大鼠胰岛细胞脂毒性凋亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａｅ ｄｉｓｃｏｌｏｒｉｓ Ｈｅｒｂａ ｏｎ ｌｉｐｏｔｏｘｉｃｉｔｉｃ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｉｓｌｅｔ ｃｅｌｌｓ
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３􀆰 ３　 翻白草水提液对 ＧＳＩＳ 的影响　 低糖、 高糖溶

液中胰岛素分泌量分别为 （５􀆰 ９７±０􀆰 ３１）、 （２１􀆰 ０３±
１􀆰 １１） μＩＵ ／ ｍＬ， ＳＩ 为 ３􀆰 ５２， 表明正常情况下胰岛

β 细胞分泌功能良好。 图 ４ 显示， 与对照组比较，
棕榈酸组胰岛细胞 ＧＳＩＳ 显著减少 ［棕榈酸组

（１１􀆰 ６２ ± ０􀆰 ５８） μＩＵ ／ ｍＬ， 对照组 （２１􀆰 ０３ ± １􀆰 １１）
μＩＵ ／ ｍＬ， Ｐ＜０􀆰 ０１］； 与棕榈酸组比较， 翻白草水

提物＋棕榈酸组 ＧＳＩＳ 显著增加 ［翻白草水提物＋棕
榈 酸 组 （ １７􀆰 ２８ ± ０􀆰 ８６ ） μＩＵ ／ ｍＬ， 棕 榈 酸 组

（１１􀆰 ６２±０􀆰 ５８） μＩＵ ／ ｍＬ， Ｐ＜０􀆰 ０１］。

注： ＰＡ 为棕榈酸， ＰＤＢ 为翻白草水提液。 与对照组比较，∗∗ Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与棕榈酸组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 翻白草水提液对 ＧＳＩＳ 的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａｅ ｄｉｓｃｏｌｏｒｉｓ
Ｈｅｒｂａ ｏｎ ＧＳＩＳ

３􀆰 ４　 翻白草水提液对 ＦＡＳ、 ＣＰＴ⁃１、 ＡＭＰＫ 表达的

影响　 表 ２、 图 ５Ａ 显示， 与对照组比较， 棕榈酸

组 ＦＡＳ ｍＲＮＡ 表达显著升高， ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ、 ｐ⁃
ＡＭＰＫ 蛋白表达显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与棕榈酸组

比较， 翻白草水提物＋棕榈酸组中 ＦＡＳ ｍＲＮＡ 表达

显著下降， ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ 表达、 ｐ⁃ＡＭＰＫ 表达显著

升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 图 ５Ｂ 显示， 棕榈酸处理后 ｐ⁃
ＡＭＰＫ 免疫荧光强度较对照组明显减弱； 与棕榈酸

组比较， 翻白草水提物＋棕榈酸组其荧光染色明显

增强。

表 ２　 翻白草水提液对 ＦＡＳ、 ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ 表达的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３０）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａｅ ｄｉｓｃｏｌｏｒｉｓ

Ｈｅｒｂａ ｏｎ ＦＡＳ ａｎｄ ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ （ｘ±
ｓ， ｎ＝３０）

组别 ＦＡＳ ＣＰＴ⁃１

对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００

棕榈酸组 ２􀆰 ５１±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０５∗

翻白草水提物＋棕榈酸组 １􀆰 ７２±０􀆰 ３５＃ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０８＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与棕榈酸组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

３􀆰 ５　 翻白草水提液对 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平的影响　 表

３ 显示， 与对照组比较， 棕榈酸组 ＧＳＨ 水平显著

降低， ＭＤＡ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与棕榈酸

组比较， 翻白草水提物＋棕榈酸组前者水平显著升

高， 后者水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 图 ５Ａ 为免疫印迹法， 图 ５Ｂ 为双重免疫荧光染色。 ＰＡ 为棕榈酸， ＰＤＢ 为翻白草水提液。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与棕

榈酸组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ５　 翻白草水提液对 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａｅ ｄｉｓｃｏｌｏｒｉｓ Ｈｅｒｂａ ｏｎ ｐ⁃ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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表 ３　 翻白草水提液对 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝
３０）

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｐｏｔｅｎｔｉｌｌａｅ ｄｉｓｃｏｌｏｒｉｓ
Ｈｅｒｂａ ｏｎ ＧＳＨ ａｎｄ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３０）

组别
ＧＳＨ ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＭＤＡ ／

（ｎｍｏｌ·ｍｇ ｐｒｏｔ－１）
对照组 ２０８􀆰 ５±１０􀆰 ６３ ０􀆰 ７５±０􀆰 １３
棕榈酸组 １５１􀆰 ０±１０􀆰 ３９∗ ２􀆰 ２０±０􀆰 ２２∗

翻白草水提物＋棕榈酸组 １７９􀆰 ８±１１􀆰 ０３＃ １􀆰 ３７±０􀆰 １２＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与棕榈酸组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

３􀆰 ６ 　 ＢＭＬ⁃２７５ 对 ＦＡＳ、 ＣＰＴ⁃１、 ＡＭＰＫ 表 达 及

ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平的影响 　 ＢＭＬ⁃２７５ 预处理胰岛细

胞 １ ｈ 后， 再加入翻白草水提液和棕榈酸共同孵

育 ２４ ｈ， 结果见表 ４、 图 ６。 由此可知， 与翻白草

水提物＋棕榈酸组比较， ＢＭＬ⁃２７５ 组 ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ
表达、 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达、 ＧＳＨ 水平显著降低，
ＦＡＳ ｍＲＮＡ 表 达、 ＭＤＡ 水 平 显 著 升 高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

表 ４　 ＢＭＬ⁃２７５ 对 ＦＡＳ、 ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ 表达及 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３０）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＭＬ⁃２７５ ｏｎ ＦＡＳ， ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ａｎｄ ＧＳＨ， ＭＤＡ ｌｅｖｅｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３０）
组别 ＦＡＳ ＣＰＴ⁃１ ＧＳＨ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ·ｍｇ ｐｒｏｔ－１）

对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ ２１２􀆰 ５±１４􀆰 ６０ ０􀆰 ６５±０􀆰 １２
棕榈酸组 ２􀆰 ６２±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０７∗ １４５􀆰 ５±１２􀆰 ４８∗ ２􀆰 ０７±０􀆰 １４∗

翻白草水提物＋棕榈酸组 １􀆰 ７４±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ８３±０􀆰 ０３＃ １８７􀆰 ３±９􀆰 ２１＃ １􀆰 ３４±０􀆰 １１＃

ＢＭＬ⁃２７５ 组 ２􀆰 ０２±０􀆰 １０＆ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０６＆ １６２􀆰 ６±５􀆰 ９８＆ １􀆰 ７０±０􀆰 １０＆

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与棕榈酸组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与翻白草水提物＋棕榈酸组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５

注： ＰＡ 为棕榈酸， ＰＤＢ 为翻白草水提液。 与对照组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５； 与棕榈酸组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与翻白草水提物＋棕榈酸组比

较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ６　 ＢＭＬ⁃２７５ 对 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＢＭＬ⁃２７５ ｏｎ ｐ⁃ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

４　 讨论

游离脂肪酸长期升高可使胰岛 β 细胞凋亡、
数量减少、 功能衰竭， 称为 “脂性凋亡”。 本实验

采用胰岛原代细胞培养、 ＦＤＡ ／ ＰＩ 双染、 ＡｎｎｅｘｉｎＶ ／
ＰＩ 双染流式定量方法， 观察棕榈酸对胰岛细胞凋

亡的影响， 发现该成分可诱导胰岛细胞凋亡， 降低

细胞存活率， 然后检测大鼠胰岛细胞 ＢＩＳ ／ ＧＳＩＳ 水

平， 发现它对胰岛细胞 ＢＩＳ 水平无显著影响， 但能

抑制 ＧＳＩＳ 水平， 表明它损伤了 β 细胞分泌功能。
ＧＳＩＳ 损害是 ２ 型糖尿病早期特征之一， 由于脂肪

酸诱导 β 细胞死亡、 数量减少及其导致的胰岛素

分泌功能受损， 至少有一部分归因于脂毒性凋亡，
故推测防止 β 细胞脂性凋亡可能有益于预防或治

疗 Ｔ２ＤＭ。
萜类、 黄酮是翻白草主要化学成分， 其中后者

能有效地调节糖脂代谢［６⁃９］， 但其具体降糖机制尚

未阐明。 韩永明等［１０］ 报道， 翻白草能有效保护胰

岛 β 细胞； 邹志坚等［１１］ 通过大鼠腹腔注射四氧嘧

啶建立糖尿病模型， 分为高、 中、 低 ３ 个剂量组，
连续给予黄酮提取物 １４ ｄ 后发现， 胸腺指数、 超

氧化物歧化酶活性明显上升， 血清丙二醛水平明显

下降， 表明该成分对糖尿病大鼠有治疗作用， 可能

是通过提高抗氧化能力和增强免疫力来实现的； 本

实验发现， 翻白草水提液处理后胰岛细胞凋亡率较

棕榈酸明显下降， 而细胞存活率、 ＧＳＩＳ 明显升高，
表明它可抑制胰岛细胞脂性凋亡， 改善 β 细胞已

受损的分泌功能。 胰岛细胞中抗氧化酶水平很低，
易受氧化应激损伤， 而长期暴露在高游离脂肪酸环

境下可使线粒体活性氧簇生成增加， 氧化应激激

活， 线粒体功能发生障碍， 诱导细胞凋亡， 从而损

害 β 细胞的合成与分泌功能， 故氧化应激毒性是

导致胰岛细胞脂性凋亡的直接原因［１２］。 本实验发

现， 棕榈酸处理后胰岛细胞内脂质过氧化产物

ＭＤＡ 水平明显升高， 非酶性抗氧化物 ＧＳＨ 水平明

显降低， 提示游离脂肪酸的负载引起胰岛细胞氧化

与抗氧化系统失衡， 导致胰岛细胞氧化应激； 翻白

草水提液干预后可降低胰岛细胞 ＭＤＡ 水平， 升高

ＧＳＨ 水平， 表明它可缓解游离脂肪酸诱导的胰岛

细胞氧化应激反应。
ＡＭＰＫ 是细胞内的能量和代谢感受器， 由 α、

β、 γ 三个亚单位构成的三聚体， 前者 α 亚基是

ＡＭＰＫ 的主要催化亚基， 当其 （Ｔｈｒ１７２ 位点） 磷

酸化后可激活 ＡＭＰＫ， 从而参与调节细胞内糖、 脂

肪酸和能量代谢［１３］， 而 ＡＭＰＫ 对脂质代谢的影响

是通过抑制乙酰辅酶 Ａ 羧化酶、 ＦＡＳ 等脂肪酶的
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活性抑制脂肪合成， 同时增加 ＣＰＴ⁃１ 活性以促进脂

肪酸氧化［１４］。 本实验发现， 棕榈酸可明显抑制胰

岛细胞中 ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达， 增加其下游靶基因

ＦＡＳ ｍＲＮＡ 表达， 减少 ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ 表达， 表明它

能抑制 ＡＭＰＫ 通路激活； 翻白草水提液处理后，
能缓解棕榈酸对 ＡＭＰＫ 通路的抑制作用， 上调 ｐ⁃
ＡＭＰＫ 蛋白表达及其靶基因 ＣＰＴ⁃１ ｍＲＮＡ 表达， 并

下调了 ＦＡＳ ｍＲＮＡ 表达， 但 ＡＭＰＫ 特异性抑制剂

ＢＭＬ⁃２７５ 则衰减了这一作用， 表明翻白草水提液减

轻脂毒性的作用至少有一部分依赖于其对 ＡＭＰＫ
通路的调节。

研究表明， ＡＭＰＫ 激活后可抑制 ＮＡＤＰＨ 氧化

酶的胞质内亚基 ｐ４７ｐｈｏｘ、 ｐ６７ｐｈｏｘ表达， 从而缓解高

糖诱导的血管内皮细胞的氧化应激［１５］， 它可通过

激活核因子 Ｅ２ 相关因子 ２ （Ｎｒｆ２） 介导的抗氧化信

号通路， 上调肝细胞抗氧化酶 （如超氧化物岐化

酶， 过氧化氢酶、 谷胱甘肽过氧化物酶） 表达，
从而减轻氧化应激反应［１６］； 同时还能增加 ＮＡＤＰＨ
数量， 减少 ＮＡＤＰＨ 消耗， 减轻成骨细胞氧化应激

反应， 从而调节骨代谢平衡［１７］。 本实验发现，
ＢＭＬ⁃２７５ 组胰岛细胞中 ＭＤＡ 水平较翻白草水提

物＋棕榈酸组明显升高、 ＧＳＨ 水平明显降低， 表明

ＡＭＰＫ 活性的抑制减缓了翻白草水提物对棕榈酸诱

导胰岛细胞氧化应激反应的缓解作用。
综上所述， 在脂肪酸诱导的胰岛细胞脂性损伤

模型中， 翻白草水提液可能通过激活 ＡＭＰＫ 通路，
抑制脂肪酸合成， 促进脂肪酸 β 氧化， 减轻脂毒

性， 缓解细胞氧化应激反应， 从而减轻细胞脂性凋

亡， 最终改善胰岛细胞结构和功能的损伤， 这将为

该药材及其有效成分治疗 ２ 型糖尿病提供新的理论

依据。 今后， 将进一步观察和探索翻白草在体内的

功能和调节机制， 以期更有力地证实本实验结果。
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ｂｒｉｄｉｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ａｄｉｐｏｓｉｔｙ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｏｂｅｓｉｔｙ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｌｉｐｉｄ Ｒｅｓ， ２０１２， ５３（７）： １２７７⁃１２８６．

［１５］ 　 梁　 斌， 袁　 松， 刘艳敏， 等． 二甲双胍激活 ＡＭＰＫ 对高糖

诱发内皮细胞氧化应激的影响［Ｊ］ ． 中国组织化学与细胞化

学杂志， ２０１５， ２４（４）： ３０２⁃３０６．
［１６］ 　 Ｗｕ Ｐ， Ｙａｎ Ｙ， Ｍａ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ

ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ａ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｏｎ

ｄｉａｂｅｔｅｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ａｎｄ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ

Ｃｈｅｍ， ２０１６， ２９１（４２）： ２２２８８⁃２２３０１．

［１７］ 　 李　 钺， 谢炜星， 晋大祥， 等． 激活 ＡＭＰＫ 保护氧化应激条

件下成骨细胞的作用机制［ Ｊ］ ． 中国骨质疏松杂志， ２０１７，

２３（３）： ４０７⁃４１０．
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