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丹蛭降糖胶囊联合运动对糖尿病大鼠胰腺
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表达水平的影响
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摘要$目的$探讨益气养阴活血方丹蛭降糖胶囊联合运动对糖尿病大鼠胰腺烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷
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#氧化酶亚单位
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J!!JC/K

#蛋白

表达水平的影响$ 方法$雄性
*>ML,O

大鼠
4"

只"分为正常组%模型组%运动组%丹蛭降糖胶囊组!简称中药

组#及丹蛭降糖胶囊加运动组!简称中药加运动组#"用小剂量链脲佐菌素!

P)Q

#联合高脂饲料的方法建立

糖尿病大鼠模型"用免疫组化法检测大鼠胰腺组织中
J!!JC/K
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检测各组
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表达水平$ 结果$模型组
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的表达水平明显高于正常组"差异有统计学意义!
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#"免疫组化观察到
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主要在胰

岛细胞胞浆中表达"中药%运动能明显降低
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水平!
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#"运动与中药联用对降低

J!!JC/K

%

3

#

R5FS

水平有协同作用!
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#$ 结论$运动%丹蛭降糖胶囊及两者联用能降低
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化酶的表达"减少氧化应激的来源"从而保护胰岛
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$$胰岛
!

细胞功能缺陷在糖尿病发病机制中的作

用正日益受到重视!其发病机制迄今尚未完全阐明(

近来有学者提出)氧化应激学说*!认为糖尿病胰岛
!

细胞功能的减退与活性氧簇$

O:,GL>]: /K-A:@ MJ:

#

G>:M

!

VRP

%产生过多或代谢障碍形成的氧化应激有

关+

#

,

( 组织细胞中
VRP

的生成与线粒体中电子传递

链密切相关!糖尿病过多的葡萄糖能激活电子传递链

复合物尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸$
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%氧化酶!

促进
VRP

产生增多!导致
!

细胞损伤( 因此!抗氧化

治疗已是保护糖尿病胰岛功能的积极手段( 研究表

明!运动能抑制氧化应激!改善
!

细胞功能+

!

,

!而中药

复方亦能从多环节-多靶点上整体治疗糖尿病!将中药

复方与运动合用!理论上能起到协同治疗糖尿病的优

化效应( 本实验以氧化应激作为中西结合研究的切入

点!拟通过观察中药复方丹蛭降糖胶囊与运动联合干

预对胰腺内
28HI5

氧化酶表达水平的影响!探讨其

对糖尿病的作用效果及可能机制(

材料与方法
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$动物$
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雄性大鼠
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只!体重$
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%
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!购于南京医科大学实验动物中心!许可证号

P&`7

$苏%
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$药物$丹蛭降糖胶囊#由太子参
# """ A

$生

地黄
3"" A

$丹皮
3"" A

$菟丝子
9"" A

$泽泻
4"" A

水蛭
#"" A

等加工配制而成!安徽省中医院药物制剂

中心生产$批号#

!""4#!#%

%!

"

!

9 Aa

粒!相当于生药

"

!

% A

!成人每日用量
4 A

(

$

$试剂及仪器$链脲佐菌素$

P)Q

%购自美国

P>A=,

公司&兔抗鼠
28HI5

氧化酶亚单位
!! NH

多

肽$

J!!JC/K

%-

3

"羟基脱氧鸟苷$

3

#
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#

!

#

F:

#

,K-AD,@>@:

!

3

#

R5FS

%多克隆抗体购自美国
P,@L,

公

司&

!

#

,GL>@

抗体-辣根过氧化物酶$

5VI

%标记羊抗兔

(AS

均购自北京中杉金桥生物公司&免疫组化试剂盒-

H8\

显色试剂盒购自北京中杉金桥生物公司&

\&8

蛋

白定量试剂盒购自北京赛驰生物公司&增强化学发光法

$

<&[

%试剂盒购自美国
P,@L,

公司&聚偏二氟乙烯

$

I.HZ

%膜购自美国
+>00>J/O:

公司& "

3"

&低温冰箱

$日本
P82XR

公司%&亚鹏
)P

#

#!8

生物组织自动脱水

机$湖北孝感宏业医用器材有限公司%&

V+ !#$%

石蜡

切片机$德国
[:>G,

公司%&转移脱色摇床$海门其林贝

尔仪器制造有限公司%&垂直电泳槽-转移电泳槽$美国

\>/

#

V,F

公司%&

\` %#

正置显微镜及其处理系统$日

本
R0-=JDM

公司%&凝胶成像系统$美国
W.I

公司%(

9

$造模及分组方法$随机选取
#!

只大鼠作为

正常组!喂以普通饲料( 其余大鼠作为造模组!参照文

献+

$

,高脂喂饲联合小剂量
P)Q

的方法制作糖尿病大

鼠模型( 其中高脂饲料以基础料加胆固醇
%b

-猪油

#"b

-蔗糖
%b

-蛋黄粉
#"b

-牛胆盐
"

!

!b

自行配制(

9

周后按
!% =AaNA

体重的剂量给造模组大鼠一次性

腹腔内注射
P)Q !% =AaNA

$用
"

!

# ==/0a[

-

J5 9

!

9

的枸橼酸缓冲液溶解!配成
!b

浓度现用%!正常组腹

腔注射等体积枸橼酸缓冲液(

6! C

后禁食
#! C

!按

! AaNA

体重灌喂
!"b

葡萄糖溶液做糖耐量实验!

"

-

! C

血糖分别
c6

!

" ==/0a[

及
##

!

# ==/0a[

!即为模

型成功!造模成功率约
6%b

( 将造模成功的
4"

只大

鼠按血糖值
c$" ==/0a[

-

!"

_

d$" ==/0a[

-

##

!

# d

!" ==/0a[

分层随机分为模型组-运动组-丹蛭降糖胶

囊组$简称中药组%-丹蛭降糖胶囊加运动组$简称中

药加运动组%(

%

$运动与给药方法$造模后!运动组-中药加运

动组进行有氧运动训练!参照改良的
I0/DA )

等+

9

,的

方法进行游泳训练( 每周
%

次!共训练
3

周( 第
#

周

每次游泳
9% =>@

!第
!

周以后则在体重
%b

的负荷下

每次游泳
# C

!水温约
$! d$3

&!水深约
%" G=

!水池

平均表面积
!"" G=

!

a

大鼠( 中药组-中药加运动组按

人与大鼠单位体重折算系数给予丹蛭降糖胶囊灌胃!

大鼠$

!"" A

%与人$

6" A

%比较!折算系数为
"

!

"#3

!以

体重
4" NA

成人每日丹蛭降糖胶囊用量
4 A

计算!丹

蛭降糖胶囊灌胃剂量为
"

!

4$ Aa

$

NA

"

F

%&模型组-运

动组-正常组灌胃等体积生理盐水( 给药
3

周( 实验

末次给药后禁食
#! C

!各组大鼠均以戊巴比妥钠溶液

腹腔麻醉!腹主动脉抽血!每组随机取
4

只大鼠!将部

分胰腺组织经
#"b

中性甲醛液固定!常规石蜡包埋!

9 "=

切片!进行免疫组化检测( 其余组织置入

"

3"

&冰箱保存!用于
*:ML:O@ T0/L

检测(
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$指标观察及检测方法

4

!

#

$免疫组化染色$将各组胰腺切片脱蜡至

水!浸入
$b5

!

R

!

溶液
!" =>@

以封闭内源性过氧化

物酶( 再以枸橼酸缓冲液沸水浴 $约
;! d ;%

&%

#% =>@

修复抗原( 滴加兔抗鼠
J!!JC/K

-

3

#

R5FS

多

克隆抗体$

#

'

#""

%!

9

&过夜( 然后依次滴加聚合物

辅助剂和
5VI

标记山羊抗兔
(AS

!分别
$6

&孵育

$" =>@

(

H8\

显色
6 =>@

!苏木素轻度复染!酒精脱

水!二甲苯透明!中性树胶封片( 每组设阴性对照!以

I\P

代替一抗进行孵育!细胞核和$或%胞浆呈现棕黄

色为阳性细胞( 染色标本每组随机选
%

张切片!每张

切片选
%

个视野进行观察( 用日本
R0-=JDM \`%#

正置显微镜及其处理系统分析切片!测定胰岛内棕黄

色颗粒的平均光密度值(

4

!

!

$

*:ML:O@ T0/L

检测$每组随机取
9

只大鼠!

每只取胰腺组织约
!"" =A

!充分剪碎加入
V(I8

裂解

液!组织匀浆器匀浆!

#! """ Oa=>@

!

9

&离心
#" =>@

!

静置取上清备用!

\&8

比色法定量( 将待测蛋白加热

变性后按序加样!

#"b PHP

聚丙烯酰胺凝胶$

PHP

#

I8S<

%电泳!

4% . 9

&转移至
I.HZ

膜上!

%b

脱脂牛

奶
$6

&封闭
# C

!滴加一抗
J!!JC/K

$

#

'

# """

%
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&孵

育过夜!

5VI

标记的羊抗兔二抗$

#

'

$ """

%常温孵育

# C

(
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化学发光曝光
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!由美国
W.I

凝胶成像

系统采集图像!用美国
W.I

分析仪器读取各个目的蛋

白条带的校正积分光密度值!以
!

#

,GL>@

作为内参照!

J!!JC/K

蛋白含量用
8

J!!JC/K

a8

!

#

,GL>@

表示(

6

$统计学方法$采用
PIPP #$

!

"

软件进行统

计!计量资料用
K

%

M

描述( 数据行正态分布检验!多

样本均数比较用单因素方差分析!并进行方差齐性分

析!方差齐用
[PH

检验!方差不齐用
),=C,@:

(

M L

!

检验!组间交互作用用析因分析!

I U"

!

"%

为差异有

统计学意义(

结$$果

#

$各组大鼠
3

#

R5FS

阳性细胞表达比较 $图
#

!

表
#

%$胰腺
3

#

R5FS

的阳性染色主要位于胰岛细胞浆

中!亦散见于胰腺外分泌腺中( 与正常组比较!模型组

胰腺
3

#

R5FS

阳性表达明显增高!差异有统计学意义

$

I U"

!

"#

%&中药组-运动组-中药加运动组与模型组比

较!

3

#

R5FS

在胰腺的阳性表达显著降低$

I U"

!

"#

%&

析因分析提示运动-中药联用对大鼠胰腺
3

#

R5FS

表达

水平降低有协同作用$

Z

交互
e4

!

;

!

I U"

!

"%

%(

!

$各组大鼠
J!!JC/K

阳性细胞表达比较 $图

!

!表
#

%$胰腺
J!!JC/K

的阳性染色主要位于胰岛细

图
#

$

%

组大鼠胰腺中
3

#

R5FS

表达比较

$

PI

染色! )

9""

%

图
!

$

%

组大鼠胰腺中
J!!JC/K

表达比较

$

PI

染色! )

9""

%

胞浆中!亦散见于胰腺外分泌腺中( 与正常组比较!模

型组胰腺
J!!JC/K

阳性表达明显增高!差异有统计学

意义$

I U"

!

"#

%&中药组-运动组-中药加运动组与模

型组比较!

J!!JC/K

在胰腺的阳性表达显著降低$

I U

"

!

"#

%&析因分析提示运动-中药联用对大鼠胰腺
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J!!JC/K

表达水平降低有协同作用$

Z

交互
e#"

!

6$

!

I U"

!

"#

%(

表
#

$各组大鼠胰腺
3

#

R5FS

及
J!!JC/K

的

变化比较$$

K

%

M

%

组别
@ 3

#

R5FS J!!JC/K

正常
4 "

*

##6

%

"

*

""# "

*

#$4

%

"

*

""4

模型
4

"

*

!33

%

"

*

"#9

!

"

*

!;$

%

"

*

"#4

!

中药
4

"

*

#63

%

"

*

""%

"

"

*

#33

%

"

*

"#9

"

运动
4

"

*

!#!

%

"

*

"!4

"

"

*

!9$

%

"

*

"#"

"

中药加运动
4

"

*

#43

%

"

*

"!#

"

"

*

#33

%

"

*

"#$

"

$$注#与正常组比较!

!

I U"

*

"#

& 与模型组比较!

"

I U"

*

"#

$

$各组大鼠胰腺组织
J!!JC/K

蛋白表达量比较

$图
$

%$模型组胰腺组织中
J!!JC/K

蛋白的表达水

平明显高于正常组!差异有统计学意义$

I U "

!

"#

%(

中药组-运动组-中药加运动组与模型组比较!胰腺组

织中
J!!JC/K

蛋白表达水平降低!差异有统计学意义

$

I U"

!

"#

%( 析因分析提示运动-中药联用对大鼠胰

腺中
J!!JC/K

表达水平降低有协同作用$

Z

交互
e

4

!

9$

!

I U"

!

"%

%(

$$注#

8

#正常组&

\

#模型组&

&

#中药组&

H

#运动组&

<

#中药加运

动组&与正常组比较!

!

I U"

!

"#

& 与模型组比较!

"

I U"

!

"#

图
$

$

J!!JC/K

蛋白在胰腺组织中的表达

讨$$论

目前!氧化应激在糖尿病中的作用日益受到医学

者的重视!已被公认为糖尿病统一机制的启动环

节+

%

,

( 它是指体内具有较强氧化作用的
VRP

产生过

多或发生代谢障碍!超过了内源性抗氧化防御系统的

消除能力!从而导致细胞脂质过氧化并诱导溶酶体-线

粒体损伤(

!

细胞因其本身的抗氧化酶表达相对较

低!常常成为氧化应激最易攻击的靶点之一( 因此积

极拓展延缓氧化应激!保护
!

细胞功能的有效途径是

糖尿病治疗的重要任务( 近年来!中医多层次-多靶点

的整体治疗在应对糖尿病复杂病机中凸显优势!糖尿

病属中医学)消渴*范畴!在气虚阴亏的基础上往往兼

夹血瘀痰湿之患( 复方丹蛭降糖胶囊针对病机!以太

子参-生地黄-菟丝子补气养阴&丹皮-水蛭活血通瘀&

泽泻清热化痰!全方标本同治!能够有效改善糖尿病患

者糖脂紊乱-胰岛细胞功能和血管内皮氧化应激+

4

!

6

,

(

运动亦是延缓氧化应激!保护
!

细胞功能的重要手段(

&/MND@ R

等+

3

,研究发现轻中重度等不同强度运动

中!中等强度的运动在改善胰腺氧化应激!保护胰岛功

能方面最强( 复方中药与适量运动联合应用!具有不

良反应少!作用全面!相互补充的诸多优势!理论上说

应是较为合理的治疗措施(

活性氧无论是内源性的还是外源性的!一旦产

生都可以攻击在活细胞中的脂肪-蛋白质-核酸(

3

#

R5FS

作为核和线粒体
H28

中的一种氧化核苷

酸!是检测
H28

氧化损伤最常用的指标!

PC>@ &P

等+

;

,通过检测发现
!

型糖尿病患者血清
3

#

R5FS

的

含量明显高于健康人(

7D XI

等+

#"

,用免疫组化观

察
P)Q

诱导的糖尿病大鼠胰岛内
3

#

R5FS

水平在注

射
P)Q

后
# C

变化最大!而后与胰岛细胞的形态破

坏呈平行趋势下降!提示
H28

氧化损伤的增加可能

参与诱导糖尿病的发生( 本研究以高脂饲料联合小

剂量
P)Q

腹腔注射造成糖尿病模型!通过对糖尿病

大鼠胰腺
3

#

R5FS

的测定分析!发现其比正常组水平

显著升高( 而前期实验发现糖尿病大鼠存在糖代谢

紊乱和
!

细胞分泌功能受损!推测升高的血糖参与

了自由基的形成!从而引起氧化应激导致
!

细胞受

损&给予运动-丹蛭降糖胶囊及两者联用后!大鼠糖

代谢紊乱-

!

细胞分泌功能受损和氧化应激状态得到

改善+

##

,

( 本实验通过免疫组织化学检测又发现!运

动-中药组大鼠胰腺
3

#

R5FS

表达明显降低!且运动

加中药在降低胰腺
3

#

R5FS

表达上有协同作用!提示

运动-中药可有效改善糖代谢紊乱引起的氧化应激!

两者联用有增效效应(

近年来认为!线粒体中电子传递链是高糖引起

VRP

生成过多的主要途径+

#!

,

!

28HI5

氧化酶的激

活是其关键!

28HI5

氧化酶是细胞膜上一类特殊的

电子传递链复合物!由多个亚基组成!

J!!JC/K

是

28HI5

氧化酶分布于膜表面细胞色素的轻链亚基!

胞质因子通过与
J!!JC/K

亚单位结合激活细胞色素!

将电子从
28H5a28HI5

运输到血管内或细胞外的
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氧原子!从而形成超氧阴离子$

R

"

!

%及其衍生物等活

性氧簇( 可见!

J!!JC/K

亚单位与
28HI5

氧化酶的

活性密切相关+

#$

!

#9

,

( 体内葡萄糖过多!线粒体氧化代

谢就会增加!线粒体内
28H5

和胞浆
28HI5

随之增

多!

28HI5

氧化酶催化底物
28H5a28HI5

!使

VRP

产生增多( 临床研究表明糖尿病患者单核细胞

中
VRP

增多!存在
J!!JC/K

上调和
J96JC/K

易位的

28HI5

氧化酶高度活化现象!且
J!!JC/K

和
+H8

水平与葡萄糖含量呈明显的正相关( 在体外实验也表

明!葡萄糖能以
28HI5

氧化酶依赖的方式刺激
VRP

的产生+

#%

,

( 上述研究证实了糖尿病的确存在
28H

#

I5

氧化酶依赖的氧化应激(

WGC>B/@/ X

等+

#4

,发现

J!!JC/K

在胰岛
!

细胞亦有表达( 长期高糖条件下

!

细胞过度暴露给
VRP

!不仅自身会遭受氧化损伤而

过度凋亡!同时也可在动力学和活性氧物种差异下与

28HI5

氧化酶形成异构体!调节胰岛素分泌和存

活+

#6

,

( 本实验研究通过免疫组化证实了
J!!JC/K

在

胰岛
!

细胞中确有表达!比较糖尿病与正常大鼠胰腺

J!!JC/K

的蛋白水平!发现糖尿病大鼠
J!!JC/K

的

含量明显高于正常组!给予丹蛭降糖胶囊-运动及两者

联用均能明显抑制
J!!JC/K

表达水平( 提示运动及

丹蛭降糖胶囊可明显改善糖尿病大鼠胰腺
J!!JC/K

蛋白表达水平!且两者联用有协同作用(

综上所述!本研究显示了糖尿病大鼠存在氧化应

激!提示应积极给予抗氧化治疗以保护胰岛功能( 丹

蛭降糖胶囊与适量运动能降低胰腺
3

#

R5FS

和

J!!JC/K

表达含量!起到了治疗氧化应激的良好作

用!分析可能是通过降低氧化应激上游因子
28HI5

氧化酶
J!!JC/K

亚基的表达水平从而改善胰岛微环

境!减轻氧化应激损伤!保护胰岛
!

细胞的!但两者联

用增效的具体作用机制尚不明了!有待于进一步研究(
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