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基金项目#国家自然科学基金资助项目$
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"
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"

635 7#9"%%!8

%&福建省科技社会发展重点项目$
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建省卫生厅中医药科研重点研究室基金$

635<=>? !"#%"9

%&陈可冀中西医结合发展基金资助项目$

635&@'!""8""9

%&福建中医药大学重点学科

专项$

635A!"#9"%$

%

作者单位#

#5

福建中医药大学附属人民医院 福建省人民医院内分泌科 $福州
%:"""9

%&

!5

福建中医药大学中西医结合研究院 $福州

%:"#!!

%&

%5

福建中医药大学附属人民医院药学部$福州
%:"""9

%&
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福建中医药大学生理学教研室$福州
%:"#!!

%

通讯作者#衡先培"

)-4

#

#%#"#9!9"7!

"

B

"

/CD4

#

E-?FGDC?H-DIE3>/CD45.3/

!现在广州中医药大学第二临床医学院$广州
:#""""

%

,J(

#

#"

!

$KK#LM

!

.MD/

!

!"#$":!%

!

#"%

丹瓜方对
NH3B

#

L

#糖尿病模型小鼠脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白及
P.4

"

!

'

PCG /Q6N

表达水平的影响

陈依楚# !

$李$亮#

$衡先培#

$王志塔#

$黄苏萍!

$杨柳清#

单$丽%

$颜群芳#

$庄怀山!

$陈$玲9

$姚淑红#

$张治三#

摘要$目的$研究丹瓜方对糖尿病模型
NH3 B

#

L

#小鼠糖脂代谢"脑组织胱冬肽酶 #

%

#

&COHCO-

"

%

$蛋

白表达及
!

淋巴细胞瘤基因#

!

#

P.4

"

!

$"

PCG /Q6N

表达水平的影响% 方法$采用链脲佐菌素#

O>1-H>3

"

=3 >3.D?

&

R)S

$注射法对
NH3 B

#

L

#小鼠制备糖尿病模型% 将成模后的
%!

只小鼠按体重分层&再按血糖水平

排序&采用随机数字表分为模型组 '无菌水 #

R*

$&

#: /TL

#

UF

!

V

$("丹瓜方组 '丹瓜方 #

,WQ

$&

#: /TL

#

UF

!

V

$("联合组'吡格列酮#

XW

$

9

!

% /FL

#

UF

!

V

$ %

,WQ #: /TL

#

UF

!

V

$(及吡格列酮组'

XW

&

9

!

% /FL

#

UF

!

V

$(&每组
7

只% 另选血糖正常的
7

只同龄同品系
&:$

小鼠作为对照组% 灌胃干预
#!

周%

监测空腹血糖#

YCO>D?F 0433V F4Z.3O-

&

[PW

$&测定血清
)&

"

T,T

"

&

水平)实时荧光定量
X&Q

#

\X&Q

$法检

测
NH3 B

#

L

#小鼠脑组织
P.4

"

!

"

PCG /Q6N

表达&采用
*-O>-1? 043>

法测定脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白表达

水平% 结果$与对照组比较&模型组
NH3 B

#

L

#小鼠血清
[PW

"

)&

"

T,T

"

&

及脑组织
&COHCO-

"

%

表达水平

升高#

X ]"

!

"#

$)与模型组比较&丹瓜方组
[PW

"

)&

及
T,T

"

&

水平降低&

P.4

"

!

"

PCG /Q6N

水平升高#

X ]

"

!

"#

&

X ]"

!

":

$% 丹瓜方组
&COHCO-

"

%

蛋白表达水平低于模型组"联合组及吡格列酮组各组#

X ]"

!

"#

$)

联合组
P.4

"

!LPCG

比值高于模型组#

X ]"

!

":

$&丹瓜方组高于吡格列酮组#

X ]"

!

"#

$% 结论$丹瓜方可调

节糖尿病糖脂代谢及脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白及
P.4

"

!

"

PCG /Q6N

表达&可能对糖尿病造成的脑组织细胞

凋亡有一定的防治作用%

关键词$丹瓜方)糖尿病)脑损害)糖脂代谢

BYY-.> 3Y ,C?FZC Q-.DH- 3? BGH1-OOD3? T-^-4O 3Y &COHCO-

"

% X13>-D?

"

P.4

"

! C?V PCG /Q6N D?

P1CD? )DOOZ- 3Y NH3B

#

L

#

,DC0->-O +3V-4 +D.-

$

&_B6 ;D

"

.EZ

#

"

T( TDC?F

#

"

_B6W ADC?

"

H-D

#

"

*N6W

SED

"

>C

#

"

_`N6W RZ

"

HD?F

!

"

;N6W TDZ

"

\D?F

#

"

R_N6 TD

%

"

;N6 aZ?

"

YC?F

#

"

S_`N6W _ZCD

"

OEC?

!

"

&_B6 TD?F

9

"

;NJ REZ

"

E3?F

#

"

C?V S_N6W SED

"

OC?

#

$

# ,-HC1>/-?> 3Y B?V3.1D?343Fb

"

X-3H4-

&

O _3OHD

"

>C4 NYYD4DC>-V >3 [ZMDC? `?D^-1OD>b 3Y )1CVD>D3?C4 &ED?-O- +-VD.D?-

"

[Z=E3Z

$

%:"""9

%&

! [ZMDC? (?O>D>Z>- 3Y

(?>-F1C>-V &ED?-O- C?V *-O>-1? +-VD.D?-

"

[ZMDC? `?D^-1OD>b 3Y )1CVD>D3?C4 &ED?-O- +-VD.D?-

"

[Z=E3Z

$

%:"#!!

%&

% [C.Z4>b 3Y XEC1/C.b

"

NYYD4DC>-V X-3H4-

&

O _3OHD>C4

"

[ZMDC? `?D^-1OD>b 3Y )1CVD>D3?C4 &ED?-O-

+-VD.D?-

"

[Z=E3Z

$

%:"""9

%&

9 ,-HC1>/-?> 3Y XEbOD343Fb

"

[ZMDC? `?D^-1OD>b 3Y )1CVD>D3?C4 &ED?-O- +-VD

"

.D?-

"

[Z=E3Z

$

%:"#!!

%

NPR)QN&)

%

J0M-.>D^-

%

)3 30O-1^- >E- -YY-.>O 3Y ,C?FZC Q-.DH-

$

,WQ

%

3? F4b.34DHDV /->C03

"

4DO/

"

&COHCO-

"

% H13>-D? -GH1-OOD3?

"

C?V /Q6N -GH1-OOD3? 4-^-4O 3Y P.4

"

! C?V PCG D? 01CD? >DOOZ- 3Y

>1C?OF-?D. NH3B

&

L

&

/3V-4 /D.-5 +->E3VO

%

,DC0->-O /3V-4 <CO H1-HC1-V 0b H-1D>3?-C44b D?M-.>D?F O>1-H>3

"
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=3>3.D?

$

R)S

%

>3 NH3B

&

L

&

/D.-5 )3>C44b %! OZ..-OOYZ44b /3V-4-V /D.- <-1- O>1C>DYD-V 0b 03Vb <-DFE>

"

C?V >E-?

O31>-V 0b 0433V F4Z.3O- 4-^-4 Y13/ 43< >3 EDFE5 )E-b <-1- 1C?V3/4b VD^DV-V D?>3 >E- /3V-4 F13ZH

(

+J,

"

Y-V

<D>E O>-1D4- <C>-1

$

R*

%"

C> >E- VCD4b V3O- 3Y #: /TLUF

)"

>E- ,WQ F13ZH

$

C> >E- VCD4b V3O- 3Y #: /TLUF

%"

>E-

.3/0D?C>D3? F13ZH

(

&J+

$

Y-V <D>E ,WQ C> >E- VCD4b V3O- 3Y #: /TLUF

%

C?V HD3F4D>C=3?-

$

C> >E- VCD4b V3O- 3Y

9

'

% /FLUF

%)"

C?V >E- HD3F4D>C=3?- F13ZH

$

XW

"

C> >E- VCD4b V3O- 3Y 9

'

% /FLUF

%

C..31VD?F >3 1C?V3/ ?Z/0-1 >C

"

04-

"

7 D? -C.E F13ZH5 P-ODV-O

"

C?3>E-1 7 -ZF4b.-/DC &:$ /D.- 3Y >E- OC/- CF- C?V O>1CD? <-1- 1-.1ZD>-V CO

>E- .3?>134 F13ZH5 )E- D?>-1^-?>D3? 4CO>-V Y31 #! <--UO 0b FCO>13FC^CF-5 [CO>D?F 0433V F4Z.3O-

$

[PW

%

<CO /3

"

?D>31-V5 T-^-4O 3Y >3>C4 .E34-O>-134

$

)&

%

C?V 43<

"

V-?OD>b 4DH3H13>-D? .E34-O>-134

$

T,T

"

&

%

<-1- V->-.>-V CO <-445

/Q6N -GH1-OOD3?O 3Y P.4

"

! C?V PCG D? 01CD? >DOOZ- <-1- V->-.>-V 0b Q-C4

"

>D/- Y4Z31-O.-?> \ZC?>D>C>D^- X&Q

$

\X&Q

%

5 &COHCO-

"

% H13>-D? -GH1-OOD3? 4-^-4 D? 01CD? >DOOZ- <CO V->-.>-V 0b *-O>-1? 043>5 Q-OZ4>O

%

T-^-4O 3Y

O-1Z/ [PW

"

)&

"

T,T

"

&

"

C?V &COHCO-

"

% -GH1-OOD3? D? 01CD? >DOOZ- <-1- EDFE-1 D? >E- +J, F13ZH >EC? D? >E-

.3?>134 F13ZH

$

X ]"

'

"#

%

5 T-^-4O 3Y [PW

"

)&

"

T,T

"

& <-1- 43<-1 D? >E- ,WQ F13ZH >EC? D? >E- +J, F13ZH

"

<ED4-

/Q6N -GH1-OOD3?O 3Y P.4

"

! C?V PCG <-1- EDFE-1 D? >E- ,WQ F13ZH >EC? D? >E- +J, F13ZH

$

X ]"

'

"#

"

X ]"

'

":

%

5

&COHCO-

"

% -GH1-OOD3? 4-^-4 <CO 43<-1 D? >E- ,WQ F13ZH >EC? D? >E- 3>E-1 F13ZHO

$

X ]"

'

"#

%

5 P.4

"

!LPCG 1C>D3

<CO EDFE-1 D? >E- &J+ F13ZH >EC? >E- +J, F13ZH

$

X ]"

'

":

%

5 P.4

"

!LPCG 1C>D3 <CO EDFE-1 D? >E- ,WQ F13ZH >EC?

>E- XW F13ZH

$

X ]"

'

"#

%

5 &3?.4ZOD3?O

%

,WQ .3Z4V 1-FZ4C>- F4b.34DHDV /->C034DO/

"

-GH1-OOD3?O 3Y &COHCO-

"

%

H13>-D? C?V P.4

"

!LPCG /Q6N5 (> /DFE> H3OOD04b H4Cb -YY-.>D^- 134-O D? H1-^-?>D?F C?V >1-C>D?F VDC0->-O D?VZ.-V

CH3H>3ODO 01CD? >DOOZ- .-44O5

@B;*JQ,R

%

,C?FZC Q-.DH-

&

VDC0->-O

&

01CD? VC/CF-

&

F4b.34DHDV /->C034DO/

$$高浓度葡萄糖具有显著细胞毒性(

#

)

* 高糖通过

干扰线粒体功能"产生大量的自由基并发生氧化应激"

从而导致细胞凋亡(

!

)

"是糖尿病发生慢性并发症的重

要原因* 细胞凋亡包括死亡受体途径和线粒体途径*

线粒体途径的细胞凋亡起源于渗透性转运孔$

H-1/-

"

C0D4D>b >1C?OD>D3? H31-

"

X)Q

%的开放和膜电位的降

低"从而释放多种死亡诱导因子"其中以半胱天冬酶

$

&COHCO-

%最为关键"启动级联反应*

X)Q

的亚基与

多个
P

淋巴细胞瘤 #

!

$

P.4

"

!

%家族成员结合"调控

X)X

的通透性*

P.4

"

!

通常与其家族中的
PCG

形成二

聚体而发挥作用"二者的动态平衡决定
X)Q

的通透性"

因而是启动线粒体凋亡的关系因素* 丹瓜方是福建中

医药大学附属人民医院内分泌科基于前人经验结合糖

尿病临床工作经验而创设之方* 该方由四物汤和瓜蒌

薤白半夏汤化裁而来"由丹参'瓜蒌'川芎'郁金'薤白'

赤芍'僵蚕及半夏组成* 前期研究表明"丹瓜方具有清

除
QJR

'抗氧化应激'抗细胞毒性'保护血管内皮细胞

及防治糖尿病多器官血管并发症的作用(

#

"

%

#

K

)

* 本研究

通过观察丹瓜方对载脂蛋白
B

$

NH3B

%基因敲除$

NH3

B

#

L

#

%糖尿病模型小鼠脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白及
P.4

"

!

'

PCG /Q6N

表达水平的影响"探讨其对
NH3 B

#

L

#小

鼠脑组织细胞凋亡途径的影响*

材料与方法

#

$动物$

K"

只
7

周龄雄性
NH3 B

#

L

#小鼠"

RX[

级"体重$

!#

'

!

%

F

"为美国
'C.UO3?

实验室引进"购

自北京大学医学部* 同时购入与上述小鼠同品系'同

周龄'同性别的
&:$

小鼠
#:

只"体重$

!!

'

!

%

F

* 动

物许可证编号#

R&A@

$京%

!"##

#

""#!

* 全封闭状态

下小鼠于
RX[

级动物房喂养
#!

周* 常规饲料由福建

省医学科学研究所实验动物中心提供"并经高温消毒

与辐射照射处理* 自由饮用清洁自来水* 环境温度#

$

!!

'

#

%(* 环境湿度#

:"c

'

:c

* 每日更换鼠笼的

敷料以保持其干燥* 每日光照与黑夜
#! E

交替
#

次*

实验操作均于超净工作台内进行"专人负责动物常规

管理*

!

$ 药 物 与 试 剂 $ 丹 瓜 方 由 丹 参
#: F

瓜蒌
#: F

$川芎
#" F

$赤芍
#" F

$郁金
#" F

$薤白

#" F

$僵蚕
K F

$法半夏
K F

组成"由福建中医药大学

附属人民医院药剂科生产"浓度为
! FL/T

"批号#

#!"8!7

* 盐酸吡格列酮"每片
#: /F

"由日本武田药

品工业株式会社生产'天津武田药品有限公司分装"批

号#

#:%P

* 链脲佐菌素 $

R)S

"

RD/FC

公司"批号#

R7":"

%&

,BX&

水$北京鼎国昌盛生物技术有限公

司"批号#

)_BQJ##

#

#

%&

Q)

试剂$

Q-^-1NVD [D1O>

R>1C?V .,6N Rb?>E-ODO @D>

"批号#

@#K!!

%及
+CGD

"

/C R;PQ W1--?LQJA \X&Q +CO>-1 +DG

$

!A

% $批

号#

@"!!#

%均购于
)E-1/3 R.D-?>DYD.

公司&反转录

试 剂 $

X1D/-R.1DH> Q) 1-CF-?> @D>

" 批 号#

,QQ"%$N

%购于
)N@NQN

公司*

)PR

购于北京康
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#!

为世纪生物科技有限公司$批号#

&*""9!

%"

)PR)

及

XPR)

均为北京康为世纪生物科技有限公司产品$批

号分别为#

&*""9%

"

&*""9#

%* 一抗#

&COHCO-

"英

国
N0.C/

公司 $货号#

C0:8%77

%* 二抗羊抗兔

$

,dP

"型号#

RX

"

8""#

%*

Q-O>31- *-O>-1? P43>

R>1DHHD?F PZYY-1

"美国
XD-1.-

公司$批号#

!#":8

%*

*-O>-1?P1--=- *COE R34Z>D3?

$

#KA

%" 美国
4DY-

)-.E?343Fb

公司$批号#

*P$""%

%*

%

$仪器$微量血糖测试仪 $拜耳公司"型号#

&Q!"%!

%"全自动高压灭菌锅$山东新华医疗器械股

份有限公司"型号#

T+a5&7"B

%"可见分光光度计$上

海精密科学仪器有限公司"型号#

$!!W

%"荧光定量

X&Q

仪$美国
NP(

公司"型号#

$:""

%"微量紫外分光

光 度 计 $

)E-1/3 R.D-?>DYD.

公 司" 型 号#

6C?3,13H!""".

%"台式高速冷冻离心机 $

)E-1/3

R.D-?>DYD.

公司"

_-1C-ZO +Z4>DYZF- A#Q

%"凝胶成像

系统$伯乐公司"型号#

(+NWBa`N+)9""

%*

9

$模型制备$连续称量小鼠空腹时体重
%

天"以第

%

天体重为准"按
9" /F LUF

计算
R)S

用量"于清晨时空

腹腹腔注射"连续注射
%

天(

$

"

7

)

* 分别于最后一次注射后

97

'

$! E

测空腹血糖值$

YCO>D?F 0433V F4Z.3O-

"

[PW

%"

选出两次血糖值均
"##

!

# //34LT

者" 其余小鼠再连续

两日 注 射
R)S

并 测 定 血 糖" 选 出 两 次
[PW "

##

!

# //34LT

的小鼠视为糖尿病成模鼠* 将成模鼠适应

性灌胃并观察
#

周"以减少分组后灌胃失败所致的动物

减员*

#

周后再连续
!

天测定成模鼠
[PW

"以这两次血

糖的均值作为基础血糖* 造模成功小鼠共
%!

只"适应性

灌胃期间有
!

只小鼠因灌胃失败而死亡*

:

$分组及干预方法$在测定基础血糖次日称量

糖尿病成模鼠空腹时体重"以体重分层"再依据血糖水

平由高至低排序"以随机数字表法分为模型组(无菌

水$

R*

%"

#: /TL

$

UF

!

V

%)'丹瓜方组 (丹瓜方

$

,W

%"

#: /TL

$

UF

!

V

%)'联合组(吡格列酮$

XW

%

9

!

% /FL

$

UF

!

V

% %

,W #: /TL

$

UF

!

V

%)"吡格列酮

组(

XW

"

9

!

% /FL

$

UF

!

V

%)"每组
7

只* 用药剂量均

由
K" UF

成人每日常规剂量换算"动物剂量
e

$动物

体重
L

人体重% )人用药剂量 )

7

!

K:

*

#:

只
&:$

小鼠

连续测定
[PW

"选出
7

只血糖正常的小鼠作为对照

组* 均以常规饲料喂养*

K

$样本采集$每
!

周称量小鼠空腹体重"测量

摄食量'饮水量等*

#!

周后禁食
#! E

"摘除右眼球取

血"小鼠取血后迅速拉尾断颈处死"置于冰上操作"腹

侧朝向施术者"用眼科剪开颅"暴露脑组织"用眼科镊

去除脑膜与血管"再用眼科镊迅速取出全部脑组织"立

即盛于
#

!

: /T

离心管并放入液氮冻存备用*

$

$观察指标及检测方法

$

!

#

$血糖及血脂检测$每
!

周采用血糖仪测

#

次
[PW

* 第
#!

周后"禁食不禁水
#! E

* 取血后"以

美国贝克曼公司全自动生化仪检测
)&

及
T,T

"

&

*

$

!

!

$脑组织
P.4

"

!

及
PCG /Q6N

表达检测$采

用实时荧光定量
X&Q

$

\X&Q

%法* 将脑组织置于研钵

中"加入液氮研磨成粉末"

)Q(=34

提取总
Q6N

* 同时测

定总
Q6N

浓度"根据
"e!K" ?/

和
"e!7" ?/

处
N

值

N

!K"

和
N

!7"

确定
Q6N

纯度及浓度"确定
N

!K"

LN

!7"

在

#

!

7 f!

!

"

* 逆转录及
X&Q

操作步骤参照说明书* 内参

引物
+3ZO- !

"

C.>D?

# 上游#

:

&"

W)&&&)&N&&&)&

"

&&NNNNW

"

%

&& 下 游#

:

&"

W&)W&&)&NN&N&&)

"

&NN&&&

"

%

&* 引物长度#

!KK 0H

*

P.4

"

!

#上游#

:

&"

NW

"

WNW&NWW)W&&)N&NNWN

"

%

&&下游#

:

&"

W&N))))&

"

&&N&&N&)W)&)

"

%

&* 引物长度#

!%" 0H

*

PCG

#上游#

:

&"

NWWNW&NWW)W&&)N&NNWN

"

%

&& 下 游#

:

&"

W&N))))&&&N&&N&)W)&)

"

%

&" 引物长度#

!%" 0H

*

引物委托北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司合成'纯

化* 于八联管中依次加入#

+CGD/CR;PQ W1--?LQJA

\X&Q +CO>-1 +DG #!

!

: #T

"上'下游引物各
"

!

$: #T

"

.,6N ! #T

"

6Z.4-CO-

"

Y1-- *C>-1

加
8 f!: #T

* 以迷

你离心机混匀"于
NP($:""

型荧光定量
X&Q

仪上扩增*

通过扩增曲线得出
&>

值* 计算相对于对照样本量*

$

!

%

$脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白表达检测$采用

*-O>-1? 043>

法* 将脑组织$

#"" /F

%提取蛋白后"

以
P&N

检测定量"计算上样量* 进行凝胶电泳"转膜*

取出转移膜置于
)PR)

中"室温'摇床上缓慢摇动状态

下封闭
# E

* 将一抗用封闭液稀释&将封闭后的膜直接

放入一抗工作液中"

9

(孵育过夜* 将反应膜放入平皿

中"用
)PR)

洗涤
%

次"室温下缓慢摇动洗涤"每次

#" /D?

"洗净未结合的一抗* 再将洗涤后反应膜放入二

抗工作液中"室温下在摇床上作用
# E

* 将反应膜用

)PR)

洗涤"将
N

和
P

两种试剂在保鲜膜上等体积混

合
# /D?

后"根据凝胶成像系统调整位置"用
NP

混合

液均匀滴在其表面"并采用
PD3

"

(/CF- N?C4bODO RbO

"

>-/

$

PD3QCV

"

_-1.Z4-O

"

&N

"

`RN

%显影成像与分析*

条件设置为曝光
# /D?

"

&&,

自动获取图片结果* 蛋

白表达值用条带的灰度值除以
!

"

C.>D?

来校正*

7

$统计学方法$采用
RXRR !"

!

"

统计软件进

行分析"正态分布的计量资料以
G

'

O

表示"多样本均

数比较采用单因素方差分析"方差齐采用
TR,

法* 方

差不齐者经对数转换"使方差齐后再用
TR,

比较*

X ]"

!

":

为差异有统计学意义*
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#!

!!"#)%!

表
#

%各组小鼠
[PW

'

)&

及
T,T

"

&

水平比较$$

//34LT

"

G

'

O

%

组别
?

干预前
[PW

干预后
[PW )& T,T

"

&

对照
7 K

*

99

'

#

*

%8 7

*

79

'

#

*

%K #

*

7:

'

"

*

$% "

*

#K

'

"

*

":

模型
7

#%

*

%K

'

#

*

99

##

#K

*

!9

'

!

*

KK

##

#%

*

$"

'

#

*

#9

#

#"

*

8#

'

#

*

K7

#

丹瓜方
7 #!

*

99

'

#

*

%$

##

*

"#

'

!

*

$9

!!

#!

*

%"

'

"

*

7$

!

7

*

78

'

#

*

8"

!

联合
7 #!

*

$%

'

#

*

:K

##

*

K"

'

%

*

%$

!!

#!

*

7"

'

#

*

7$ #"

*

#%

'

#

*

K7

吡格列酮
7 #!

*

7%

'

#

*

"8 #%

*

!7

'

9

*

7$

#9

*

#"

'

#

*

%!

$

##

*

%:

'

!

*

#$

$$

$$注#与对照组比较"

#

X ]"

!

":

"

##

X ]"

!

"#

&与模型组比较"

!

X ]"

!

":

"

!!

X ]"

!

"#

&与丹瓜方组比较"

$

X ]"

!

":

"

$$

X ]"

!

"#

结$$果

#

$各组小鼠
[PW

'

)&

及
T,T

"

&

水平比较

$表
#

%$与对照组比较"模型组干预前后
[PW

'

)&

及

T,T

"

&

水平均升高$

X ] "

!

"#

"

X ] "

!

":

%&与模型组

比较"丹瓜方组及联合组干预后
[PW

水平降低$

X ]

"

!

"#

%* 与模型组比较"丹瓜方组
)&

'

T,T

"

&

水平降

低$

X ]"

!

":

%&丹瓜方组
)&

及
T,T

"

&

水平低于吡格

列酮组$

X ]"

!

":

"

X ]"

!

"#

%*

!

$各组小鼠脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白表达水平比较

$表
!

'图
#

%$与对照组比较"模型组
&COHCO-

"

%

蛋白表

达水平升高$

X ]"

!

"#

%&与模型组比较"丹瓜方组与其余

各治疗组
&COHCO-

"

%

蛋白表达水平降低 $

X ]"

!

"#

%&丹

瓜方组低于吡格列酮组和联合组$

X ]"

!

"#

%*

表
!

%各组小鼠脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白

表达水平比较$$

G

'

O

%

组别
? &COHCO-

"

%

蛋白

对照
7 "

*

9$

'

"

*

:%

模型
K

"

*

88

'

"

*

77

#

丹瓜方
7

"

*

97

'

"

*

78

!

联合
7

"

*

KK

'

"

*

9%

!$

吡格列酮
7

"

*

K8

'

"

*

7"

!$

$$注#与对照组比较"

#

X ] "

!

"#

&与模型组比较"

!

X ] "

!

"#

&与丹瓜

方组比较"

$

X ]"

!

"#

$$注#

N

为对照组&

P

为模型组&

&

为丹瓜方组&

,

为吡格列

酮组&

B

为联合组

图
#

%各组小鼠脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白电泳图

%

$各组小鼠脑组织
P.4

"

!

'

PCG /Q6N

表达及

P.4

"

!LPCG

比值比较$表
%

%$与模型组比较"丹瓜方

组
P.4

"

!

'

PCG /Q6N

表达升高$

X ] "

!

"#

%&丹瓜方

组
P.4

"

! /Q6N

表达水平较吡格列酮组高 $

X ]

"

!

":

%"

PCG /Q6N

水平亦高于联合组及吡格列酮组

$

X ]"

!

"#

%* 与模型组比较"联合组
P.4

"

!LPCG

比值

升高$

X ]"

!

":

%"吡格列酮组比值降低$

X ]"

!

"#

%*

表
%

%各组
P.4

"

!

'

PCG /Q6N

及
P.4

"

!LPCG

比值比较$$

G

'

O

%

组别
? P.4

"

! /Q6N PCG /Q6N P.4

"

!LPCG

对照
7

+ + +

模型
K "

*

:K

'

"

*

!K "

*

$K

'

"

*

#K #

*

!!

'

"

*

%$

$$

丹瓜方
7

9

*

!8

'

#

*

K"

##

%

*

$K

'

#

*

#9

##

!

*

#"

'

"

*

$$

联合
7 #

*

!#

'

"

*

:"

"

*

$"

'

"

*

!7

!!

%

*

"#

'

#

*

$%

#

吡格列酮
7

"

*

K:

'

"

*

!7

!

#

*

#K

'

"

*

:7

!!

"

*

98

'

"

*

%%

##!!

$$ 注# 与模型组比较"

#

X ] "

!

":

"

##

X ] "

!

"#

& 与丹瓜方组比较"

!

X ]"

!

":

"

!!

X ]"

!

"#

讨$$论

!

型糖尿病是一种以糖'脂代谢紊乱为特征"累及

全身多脏器的疾病* 脑是其靶器官之一"其受累程度

不亚于心血管系统* 高血糖引发的脑细胞凋亡与阿尔

兹海默症'帕金森病呈正相关(

8

)

* 高血糖'高血脂干

扰线粒体功能之余"使氧化应激加剧"从而导致细胞凋

亡(

#"

)

* 糖尿病患者罹患脑功能障碍疾病的风险显著

增加(

8

"

#"

)

* 寻求既能调节糖'脂代谢"又可干预因糖尿

病导致的脑损害是当前研究的重点之一* 本实验以细

胞凋亡为切入点"观察
NH3B

#

L

#小鼠糖尿病模型的糖

脂代谢'脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白表达水平及
P.4

"

!

'

PCG /Q6N

表达水平*

细胞凋亡"又名程序性细胞死亡$

H13F1C/-V .-44

V-C>E

"

X&,

%"是细胞主动死亡过程"与线粒体的正常

运作及线粒体膜的通透性有密切关联* 细胞凋亡是细

胞内促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白之间平衡失调的结果*

P.4

"

!

家族蛋白是线粒体凋亡途径的中心"在细胞凋亡

过程中扮演重要的角色(

!

)

* 其家族中
P.4

"

!

和
PCG

是

一组调节细胞凋亡的关键蛋白质"两者通过形成同源或

异源二聚体发挥其作用"研究发现二者间的动态平衡调

节着细胞的存亡* 在细胞发生凋亡的过程中"

P.4

"

!

表

达下调"

PCG

表达上调"导致
P.4

"

!LPCG

比值下降(

##

)

*

P.4

"

!

家族是参与细胞凋亡调控的蛋白家族"其

中抑制凋亡的
P.4

"

!

能降低线粒体外膜的通透性"抑

制细胞色素
&

$

&b> &

%向胞浆的释放"从而抑制细胞
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!

#!

凋亡(

#!

)

* 同源的
PCG

蛋白水平升高则促进细胞凋

亡* 糖'脂紊乱环境下"氧化应激加剧"损伤线粒体并

改变外膜通透性"促进
&b> &

释放入胞浆"以上即为

细胞凋亡的线粒体途径"线粒体的功能失调和损伤是

导致细胞凋亡的重要因素*

X&,

在糖尿病脑损害的发病中有着极其重要的

位置*

!

型糖尿病病程中"糖'脂代谢障碍加剧氧化应

激及线粒体膜功能失调"促进中枢神经系统的细胞凋

亡"造成血管及脑萎缩等病理改变"终致脑缺血性损

伤'痴呆'抑郁症等疾病"严重影响和威胁糖尿病患者

的生活质量* 神经细胞凋亡与线粒体功能失调相关"

是促进糖尿病脑损害发生与发展的重要因素(

#%

)

"也与

高血糖'高血脂'胰岛素抵抗及胰岛素信号通路障碍相

关(

#9

)

* 高血糖是氧化应激及糖基化终产物 $

CV

"

^C?.-V F4b.C>D3? -?V H13VZ.>O

"

NWBO

%的元凶*

研究证明"

&COHCO-

"

%

在发生中枢神经细胞的死亡与

受伤 的 海 马 区 表 达 升 高(

#:

)

* 在 高 糖 环 境 下"

&COHCO-

"

%

表达上升"

P.4

"

!

表达下降"而控制血糖则

可分别降低及升高以上两者的表达(

#K

)

*

本研究实验结果提示"丹瓜方组小鼠血糖'血脂代

谢紊乱得到改善"脑组织抗凋亡
P.4

"

! /Q6N

表达水

平上升"同时促凋亡的
&COHCO-

"

%

蛋白表达水平下

降* 既往研究表明"

P.4

"

!

与
PCG

为拮抗细胞凋亡的

一对蛋白"双方比值情况可反映该组织细胞是否趋于

凋亡* 当
P.4

"

!LPCG

水平比值
g#

时"表示细胞凋亡

受到一定抑制" 细胞趋向存活&而
P.4

"

!LPCG ] #

时"

细胞趋向凋亡(

#$

)

* 吡格列酮组小鼠脑组织
P.4

"

!

与

PCG

比值
]#

"模型组小鼠脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白水

平低于对照组"反映了吡格列酮及模型组小鼠在糖尿

病病程中皆存在不同程度及倾向的脑细胞凋亡* 此

外"丹瓜方'吡格列酮和联合组小鼠脑组织
&COHCO-

"

%

蛋白水平均低于模型组"而丹瓜方组该蛋白水平较其

余治疗组更低* 结合上述指标可知"丹瓜方与吡咯列

酮的干预结果有异甚而殊途"前者对小鼠脑组织细胞

凋亡可有保护作用"而后者可能有促凋亡作用"联合用

药可能体现一定的互为拮抗效应*

高糖毒性促进线粒体凋亡的发生"脂质紊乱同样促

进凋亡"脂质堆积加重胰岛素抵抗"将影响血糖调控*

吡格列酮组干预后血糖水平与模型组比较"差异无统计

学意义* 可能原因在于其调控脂质功能与干预细胞凋

亡作用有限"不能全面地干预糖尿病糖'脂紊乱*

中医学认为"

!

型糖尿病病程后期"多有痰瘀互

结'酝酿成毒"痹阻血管之势* 痰浊与瘀血阻滞气机"

使肝失调达"清阳不升"又阻滞血络"使神明之府失却

濡养* 研究表明"

!

型糖尿病的痰'瘀病理状态下"氧

化应激的发生亦相对增高"故调整糖'脂代谢"采用痰

瘀同治法对
!

型糖尿病造成的细胞凋亡有一定的拮抗

作用(

#7

#

!#

)

"其防治脑损害的机制有可能与丹瓜方本

有的抗氧化应激'升高脂联素受体水平减少脂质堆积"

拮抗糖尿病糖脂代谢异常造成的病变相关*

丹瓜方对糖尿病病程发生的血糖'

)&

'

T,T

"

&

异

常有较好的调控作用"对脑组织细胞凋亡可有一定的

防治作用* 因本次实验未对小鼠脑组织氧化应激'

&b> &

水平及其余参与细胞凋亡途径的因子进行检

测"因此尚不能肯定丹瓜方是通过抑制氧化应激而阻

断脑组织线粒体凋亡* 今后研究将逐步检测脑损害相

关指标"观察脑组织病理变化"深入评估丹瓜方对脑组

织损害的防治作用*
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