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糖尿病作为威胁人类生命的重要疾病之一，其

发病率逐年上升。2 型糖尿病（Type 2 Diabetes，
T2DM）的发生，占整个糖尿病的 90%以上，其发病
机制主要是胰岛素分泌功能受损和胰岛素抵抗。胰

岛素抵抗是胰岛素作用的靶器官对胰岛素作用的敏

感性减低。而胰岛素分泌功能受损主要表现在胰岛

β细胞的分泌功能下降及其凋亡所造成的 β细胞数
量的减少 [1]。研究证实在 T2DM发病过程中，胰岛 β
细胞数量呈进行性减少 [2]。动物实验和人类尸检研

究显示，T2DM发病过程中胰岛 β细胞的数量减少
可达到 60%-80%，而正常人切除 50%胰腺，其胰岛
素分泌功能就会出现异常 [3,4]。另一研究发现 T2DM
患者因胰岛素抵抗，会发生脂质长期过载于细胞内

而引起氧化应激导致胰岛 β细胞的功能衰退 [5]。在

发病初期，胰岛素抵抗及 β细胞分泌功能上的改变
极为重要，而凋亡所致的 β细胞数量减少却在整个
T2DM发病过程中起着关键作用。因此，保护胰岛 β
细胞、预防并延缓 β细胞凋亡及进程、阻止其功能衰
退成为治疗 T2DM整个发病过程的关键 [6]。
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摘  要：目的：探讨糖耐康干预 2型糖尿病大鼠（ZDF）胰岛 β细胞凋亡的作用及机制。方法：6只雄
性 ZDF（fa/+）大鼠设为正常对照组，雄性 ZDF（fa/fa）大鼠 30只设为 2型糖尿病成模组。根据体质量及
随机血糖将成模组大鼠随机分为 5组，即模型组、二甲双胍组、糖耐康高、中、低剂量组。给药前测大鼠空腹
血糖值及血清胰岛素值；给药 6周再次检测大鼠空腹血糖值及血清胰岛素值并进行比较。采用 HE染色观
察胰岛形态结构的改变；采用 TUNEL法检测各组大鼠胰腺组织中胰岛 β细胞凋亡情况；免疫组织法观察
细胞死亡信号转导效应酶 Caspase-3在胰岛中表达情况。结果：给药 6周后，糖耐康高、中、低剂量组均可
显著改善 ZDF大鼠空腹血糖（P<0.01）；糖耐康高、中、低剂量组血清胰岛素值较模型组均有所升高，其中，
高、低剂量组有显著性差异（P<0.05）；给药组胰岛素抵抗指数较模型组均有所下降，其中，糖耐康高剂量组
及二甲双胍组有极显著性差异（P<0.01）。HE染色显示给药组的胰岛细胞形态、结构较模型组有所改善。
TUNEL结果显示 ZDF（fa/fa）大鼠胰腺组织内均可见胰岛细胞凋亡改变，与模型比，给药组 TUNEL阳性表
达率均显著性减少（P<0.05）。免疫组化结果显示给药组 Caspase-3蛋白表达下降（P<0.05）。结论：糖耐
康能有效降低 ZDF大鼠胰岛 β细胞的凋亡，即对胰岛 β细胞有一定的保护作用。
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论结合多年临床经验及现代药理研究成果研制出

中药复方——糖耐康，既往动物和临床试验均表明

其能有效调节血糖、血脂，改善胰岛素抵抗 [7，8]。本

研究旨在观察糖耐康对自发性 2型糖尿病大鼠模
型——ZDF大鼠胰岛 β细胞是否存在保护作用，以
进一步探讨其作用机制。

1  材料及方法

1.1  材料

1.1.1  实验动物

雄性 ZDF（fa/fa）大鼠 35 只及 ZDF（fa/+）大
鼠 6 只（购自北京维通利华实验技术有限公司，许
可 证 号：SCXK 京 2012-0001），6-7 周 龄，体 质 量
200±20 g。大鼠在 SPF级条件下饲养，由中国中医
科学院中医基础理论研究所实验动物中心饲养（实

验动物使用许可证：SYXK京 2010-0032），标准屏障
系统。饲养条件：温度 21±2℃、湿度 60±10%，12 h/  
12 h光照黑暗循环，自由摄食饮水。
1.1.2  仪器及试剂

BX53F型光学显微镜及其成像系统（日本奥林
巴斯公司）、ZDP-A2080A恒温箱（上海智城公司）、
高速低温离心机（美国 Sigma 公司，型号 / 货号 / 批
号： 3K15/10797/9001678）、小型染色缸、湿盒、吸
管、各种规格的加样器及枪头等。TUNEL试剂盒（美
国 Roche 公 司，批 号：11684817910）、Caspase-3
兔抗大鼠抗体（活化半胱氨酸蛋白酶蛋白 -3 抗体，
北京博奥森公司，批号：bs-0081R）、山羊血清及羊
抗兔二抗（北京博奥森公司，批号：SP-0023）、胰岛
素放免试剂盒（北京中生北控科技股份有限公司，

批号：HY-10069）、葡萄糖测试盒（北京中生北控
科技股份有限公司，批号：SHPTT60110）、糖耐康
（3g/ 袋，北京中医药大学药厂制备，组方由人参、
女贞子、夏枯草、三白草、番石榴叶组成。每克颗

粒相当于 3.61 g 生药。实验前用蒸馏水配制后超
声半小时，4℃保存）、盐酸二甲双胍片（0.5g/ 片，
中美上海施贵宝，批号：国药准字 H20023370）、
DAB 工作液（北京博奥森公司，批号：AE111701/
C-0010）、Proteinase K 工作液（德国默克公司，批
号：1245680100）、苏木素（北京索莱宝公司，批号：
G1140）、伊红（北京索莱宝公司，批号：G1100）、
PBS、双蒸水、二甲苯、梯度乙醇（100%、95%、90%、
80%、70%）等。

1.2  方法

1.2.1  动物造模及分组

将大鼠适应性喂养 1周后，雄性 ZDF（fa/+）大
鼠作为正常组，给予普通饲料喂养；雄性 ZDF（fa/fa）
大鼠给予上海介宏贸易有限公司生产的 PMI Labdiet 
5008饲料诱导 4周，选不同日两次随机血糖水平均
值≥ 11.1 mmol·L-1者，为成模大鼠，共 30只。按体
质量及随机血糖分层随机分为 5组：二甲双胍组（6
只，二甲双胍片 0.18 g·kg-1），糖耐康低剂量组（6只，
糖耐康 0.81 g·kg-1），糖耐康中剂量组（6只，糖耐康
1.62 g·kg-1），糖耐康高剂量组（6只，糖耐康3.24 g·kg-1）。

给药组均按每天 0.01 mL·g-1的体质量标准灌胃给

药 1 次，正常组和模型组则给予相同剂量的生理盐
水灌胃，连续 6周。各组大鼠均自由取食、饮水。
1.2.2  血糖及胰岛素监测

给药前，禁食不禁水 10 h后，目内眦取血测空腹
血糖（Fasting Plasma Glucose，FPG）及血清胰岛素
值（Serum Insulin，INS）。
1.2.3  胰岛素抵抗指数（HOMA-IR）

给药前及给药后，禁食不禁水 10小时，大鼠目
内眦取血，所测得 FPG及空腹血清胰岛素（Fasting 
Serum Insulin，FINS）。胰岛素抵抗指数 =空腹血糖
值（FPG）×空腹胰岛素值（FINS）/22.5。
1.2.4  取材

第 6周，末次给药后禁食不禁水 10 h，予 1%戊
巴比妥钠（0.04 mL·kg-1）麻醉成功后，腹主动脉取

血，静置 3 h后 3 500 r·min-1分离血清，-80℃保存，
测 FPG。分离胰腺，部分组织置于 4%多聚甲醛固定
24 h，制备石蜡切片。
1.2.5  HE 染色

常规石蜡切片经过二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水，

苏木素、伊红染色，脱水、二甲苯透明后，中性树胶封

片。光学显微镜下观察。

1.2.6  TUNEL
常规石蜡切片先经二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水，

随后给予 Proteinase K工作液进行细胞通透，在恒温箱
孵育 30 min后加 TUNEL反应液（处理组用 50 μL 1号
液 +450 μL 2号液的混匀液；而阴性对照组仅加 50 μL 
2号液，阳性对照组先加入 100 μL DNase 1 50 μL 1号
液 +450 μL 2号液的混匀液），期间予以 PBS反复冲洗，
加 converter-POD，与底物 DAB反应显色，梯度乙醇脱
水、二甲苯透明后，中性树胶封片。计算各组细胞凋
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亡指数（AI）[9]的值：每只大鼠取胰组织切片 5张，每
张切片在光镜下随机观察 5个胰岛，计数每个胰岛中
的凋亡细胞（呈棕黄色）及正常细胞。按以下公式计算：

细胞凋亡指数（AI）=凋亡细胞数/(凋亡细胞数+正
常细胞数)。
1.2.7  免疫组化 

常规石蜡切片经过二甲苯脱蜡、梯度乙醇脱水，

Triton细胞通透后，微波炉加热抗原修复，滴加正常
山羊血清封闭液，加入一抗 Caspase-3（活化）（1:100
稀释）后，置于 4度冰箱过夜。第 2天，经 PBS冲洗
后，加入羊抗兔二抗（生物素标记二抗工作液），DAB
显色后，苏木素复染，自来水冲洗，梯度乙醇脱水、二

甲苯透明后，中性树胶封片。各组胰岛细胞浆中具

有活性的 Caspase-3表达率的计算是每只大鼠取胰
腺组织切片 5张，每张切片在光镜下随机观察 5个
胰岛，使用 Image-Pro Plus 6.0图像处理软件，计算
平均光密度值公式：平均光密度值 =光密度值 /胰岛
总面积。

1.2.8  统计学方法

本实验所得数据均以 SPSS 17.0统计软件处理，各
组数据以均数±标准差（x-±s）形式表示；组间比较
用单因素方差分析，以 P<0.05为有显著统计学差异。

2  结果

2.1  糖耐康对大鼠 FPG 的影响

给药前及给药 6 周后，各组大鼠取血测 FPG。
给药前，模型组及各给药组大鼠与正常组大鼠相比，

FPG值显著升高（P<0.01）；各给药组大鼠与模型组
相比，FPG值无显著差异（P>0.05）。给药后，模型组
及各给药组大鼠与正常组大鼠相比，FPG值显著升
高（P<0.01）；各给药组大鼠与模型组相比，FPG值
均显著下降（P<0.01）。结果见表 1。
2.2  糖耐康对大鼠 INS 的影响

给药前及给药 6周后，各组大鼠取血测 INS。给
药前，模型组及各给药组大鼠与正常组大鼠相比，

INS值有极显著差异（P<0.01）；各给药组大鼠与模
型组相比，INS 值无显著差异（P>0.05）。给药后，
模型组及各给药组大鼠与正常组大鼠相比，INS值
显著升高（P<0.01）；给药组与模型组相比，二甲双
胍组、糖耐康高剂量组及低剂量组 INS值均显著升
高（P<0.05），糖耐康中剂量组大鼠 INS值有所升高
（P>0.05），但无统计学差异。结果见表 2。

2.3  糖耐康对 HOMA-IR 的影响

给药前及给药 6 周后，计算各组大鼠 HOMA-
IR。给药前，模型组及各给药组大鼠与正常组大鼠相
比，HOMA-IR有极显著差异（P<0.01）；各给药组大
鼠与模型组相比，HOMA-IR无显著差异（P>0.05）。
给药后，模型组及各给药组大鼠与正常组大鼠相比，

HOMA-IR显著升高（P<0.01）；给药组与模型组相
比，二甲双胍组、糖耐康高剂量组 HOMA-IR均极显
著降低（P<0.01），糖耐康中、低剂量组大鼠 HOMA-
IR有所降低（P>0.05），但无统计学差异。结果见表 3。

表 1  ZDF 大鼠 FPG 值测定结果

组别 给药前 FPG/mmol·L-1 给药后 FPG/mmol·L-1

正常组 3.70±0.46 4.02±0.48

模型组 25.25±6.68** 24.87±4.62**

二甲双胍组 18.50±8.09** 10.02±1.99**##

糖耐康高剂量组 24.97±6.83** 13.38±6.05**##

糖耐康中剂量组 26.40±8.49** 18.97±2.23**##

糖耐康低剂量组 19.88±3.93** 15.98±2.77**##

注：与正常组比，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比，#P<0.05，
##P<0.01。

表 2  ZDF 大鼠 INS 值测定结果

组别 给药前 INS/µIU·mL-1 给药后 INS/µIU·mL-1

正常组 15.39±1.30 15.03±2.22

模型组 23.58±4.36** 18.66±1.31*

二甲双胍组 21.50±3.12** 23.34±3.33**#

糖耐康高剂量组 21.95±3.05** 23.74±3.47**##

糖耐康中剂量组 21.00±2.45** 21.26±1.58**

糖耐康低剂量组 23.67±4.19** 22.95±4.89**#

注：与正常组比，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比，#P<0.05，
##P<0.01。

表 3  ZDF 大鼠 HOMA-IR 结果

组别 给药前HOMA-IR 给药后HOMA-IR

正常组 2.498±0.316 2.446±0.217

模型组 26.708±8.820** 20.739±4.806**

二甲双胍组 17.990±8.177** 10.390±2.432**##

糖耐康高剂量组 24.413±7.304** 13.447±3.733**##

糖耐康中剂量组 25.089±9.654** 17.579±2.410**

糖耐康低剂量组 20.971±9.816** 16.439±5.026**

注：与正常组比，*P<0.05，**P<0.01；与模型组比，#P<0.05，
##P<0.01。
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2.4  大鼠胰腺组织 HE 染色结果

正常组胰岛细胞，边界整齐，胰岛 β细胞聚集分
布；模型组胰岛细胞边界不整齐，胰岛 β细胞肿胀，
大小不等，排列紊乱，胰岛细胞内结构模糊（图 1）。

正常组

正常组

模型组

模型组 二甲双胍组

糖耐康高剂量组 糖耐康中剂量组 糖耐康低剂量组

图 1  镜下观察 ZDF 大鼠胰岛细胞形态结构（HE 染色 ×400）

图 2  镜下观察 ZDF 大鼠胰腺组织 TUNEL 染色情况（TUNEL×400）

2.5  大鼠胰腺组织 TUNEL 检测结果

正常组大鼠胰岛边界清楚，胰岛 β 细胞分布
正常，几乎未见棕黄色的阳性细胞；模型组胰岛边

界模糊，胰岛 β细胞分布异常，可见大量的棕黄色
阳性细胞。统计结果显示，与正常组相比，糖耐康

中、低剂量组及模型组可见棕黄色阳性细胞显著增

多（P<0.01），糖耐康高剂量组及二甲双胍组均无
显著性差异（P>0.05）；与模型组相比，各给药组棕
黄色阳性细胞显著减少（P<0.01）均有统计学意义
（P<0.01）。与二甲双胍组相比，糖耐康高剂量组无
统计学差异（P>0.05），糖耐康中剂量组（P<0.05）及
糖耐康低剂量组（P<0.001）均显著增多（P<0.05）。
结果见表 4、图 2。
2.6  大鼠胰腺组织 Caspase-3 蛋白表达结果

正常组大鼠胰岛边界清楚，胰岛 β 细胞分布
正常，细胞浆内 Caspase-3 蛋白阳性表达（棕黄色
着色区）较少；模型组胰岛内可见大量的棕黄色

Caspase-3 蛋白表达。与正常组比，各给药组及模
型组棕黄色阳性蛋白表达显著增多（P<0.01）；与
模型组相比，给药组棕黄色阳性蛋白表达显著减少

（P<0.01）。与二甲双胍组比，糖耐康高剂量组无统
计学差异（P>0.05），糖耐康中剂量组（P<0.001）及
糖耐康低剂量组（P<0.001）显著增多（P<0.01）。结
果见图 3、表 5。

表 4  各组大鼠胰岛细胞 AI 值（n=6）

组别 凋亡指数 /%

正常组 7.4±2.6

模型组 38.9±6.2**##

二甲双胍组 11.2±4.5##

糖耐康高剂量组 14.6±4.4##

糖耐康中剂量组 19.9±3.9**##

糖耐康低剂量组 27.6±8.5**##

注：与正常组比，**P<0.01；与模型组比，##P<0.01。
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正常组 模型组 二甲双胍组

糖耐康高剂量组 糖耐康中剂量组 糖耐康低剂量组

3  讨论

细胞凋亡（Apoptosis）概念于 1972年由 Kerr等
首次提出，是由基因控制的细胞的自然死亡过程，现

在普遍认为细胞的凋亡也可能是由半胱氨酸蛋白酶

Caspase级联反应调控的结果。Caspase-3是半胱氨
酸蛋白酶家族中重要的一员，最初从人类的 Jurkat-T
淋巴细胞中克隆出。作为细胞凋亡中的关键蛋白酶，

其以酶原形式存在，是整个凋亡级联反应的关键调

节点。正常情况下，Caspase-3以休眠的酶原形式
存在，在 T2DM的发展过程的早期，胰岛 β细胞具有
一定的代偿能力，发挥分泌胰岛素的正常功能；当其

失代偿时，胰岛素分泌减少，则会表现出空腹血糖升

高，未加控制则见糖毒性、脂毒性。长期的高糖或游

离脂肪酸等的增高、氧化应激的自由基产生增加，胞

内细胞色素 C（Cyt-C）会从线粒体内膜分离下来释
放到胞浆中，从而激活 Caspase 路径；Caspase-3 活
化后，导致细胞凋亡级联反应的发生，胰岛 β细胞损
害、衰竭，甚至凋亡，以致胰岛 β细胞的胰岛素分泌
彻底消失 [10-12]。

实验采用的 ZDF大鼠，是从具有“肥胖基因”并
出现糖尿病表型的大鼠中筛选出的高胰岛素血症肥

胖模型，表现为糖耐量异常、高胰岛素血症、高脂血

症和胰岛素抵抗 [13]，与人的非胰岛素依赖型糖尿病

具有相似改变等特点。该大鼠由于瘦素受体突变

使得瘦素对食欲控制及产热作用受损，最终导致多

食、明显肥胖、血糖、血脂异常，其病情发展复制了

人类糖尿病的进程 [14，15]。以往研究发现，在 T2DM
自发型动物模型 ZDF(fa/fa) 大鼠体内，胰岛 β 细胞
数量明显减少，提示胰岛 β 细胞的凋亡有可能参与
T2DM的发病过程。因此，本实验选用此糖尿病大鼠
模型 [16]。

糖耐康主要由人参、女贞子、夏枯草、三白草、番

石榴叶组成，具有清热生津、益气养阴的功效，既往

研究显示其可有效调控 T2DM动物或患者的血糖。

图 3  镜下观察 ZDF 大鼠胰岛 Caspase-3 表达情况 ( 免疫组化 ×400）

表 5  各组大鼠胰岛细胞 Caspase-3 平均光密度值（n=6）

组别 Caspase-3平均光密度值

正常组 0.032 4±0.003 7

模型组 0.089 3±0.003 0**##

二甲双胍组 0.048 6±0.002 1**##

糖耐康高剂量组 0.051 3±0.001 9**##

糖耐康中剂量组 0.066 8±0.004 0**##

糖耐康低剂量组 0.068 7±0.003 8**##

注：与正常组比，**P<0.01；与模型组比，##P<0.01。
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The Mechanism Behind the Anti-Apoptotic Effects of TNK on Islet β Cell in Type 2 Diabetic ZDF Rats
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据现代药理学研究显示，方中的人参皂苷也具有明

显地阻止胰岛 β细胞凋亡的功能 [17]。本实验中模型

组 INS值较给药前明显下降，提示该组胰岛 β细胞
不断凋亡，胰岛素的分泌下降；糖耐康高、中剂量组、

二甲双胍组血清胰岛素值有所上升，糖耐康低剂量

组 INS值稍有下降，提示糖耐康可改善胰岛 β细胞
凋亡，使得胰岛素分泌恢复正常。给药后 ZDF大鼠
的 FPG值较给药前明显下降，可能是由于糖耐康改
善胰岛 β细胞凋亡情况，胰岛素正常分泌以降低体
内葡萄糖浓度。结合给药后，给药组 HOMA-IR均有
所降低，可见其能改善胰岛素抵抗；其中，血清胰岛

素本应在胰岛素抵抗改善后降低，而本实验中给药

组血清胰岛素却有所升高。在 T2DM过程中，同时
存在胰岛素抵抗及胰岛 β细胞凋亡，实验中 HOMA-
IR降低的同时血清胰岛素却有所升高这可能提示

糖耐康在改善胰岛素抵抗的同时减少胰岛 β细胞的
凋亡，使胰岛素得以正常分泌。TUNEL实验观察糖
耐康干预 ZDF大鼠胰岛 β细胞凋亡情况，发现糖耐
康给药组的胰岛 β细胞凋亡水平均明显下降；免疫
组化结果显示，糖耐康给药组均可下凋亡相关基因

Caspase-3蛋白表达水平，抑制整个凋亡级联反应的
下调，从而减少胰岛 β细胞凋亡，恢复分泌胰岛素的
功能有关。

由此可见，糖耐康调节 2 型糖尿病大鼠血糖
作用，可能与其改善胰岛素抵抗的同时通过调控

Caspase-3，抑制凋亡级联反应，减少胰岛 β细胞的凋
亡相关。而从整个实验结果来看，糖耐康各组与西

药二甲双胍对胰岛 β细胞凋亡的干预作用结果一致，
究其具体机制我们将做进一步的蛋白及基因水平研

究以验证。
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Abstract: This study aimed to investigate the anti-apoptotic effects of Tangnaikang (TNK) on islet β cells in 
Zucker diabetic fatty (ZDF) rats. Six male fa/+ ZDF rats were took as the control group, while other thirty male fa/
fa ZDF rats were divided into five groups at random: the model group, the metformin group, the high-, medium- 
and low-dose TNK groups, depending on their body weight and random blood glucose. Prior to the administration, 
fasting blood glucose and fasting insulin were measured by drawing blood with inner canthusl. Materials were 
prepared when administered for six weeks. Fasting blood glucose and fasting insulin were detected again. When 
the sections of the rat pancreatic tissue were embedded, the morphological changes of the islet were observed 
via HE staining, and the apoptosis of islet β cell were observed using TUNEL. Positive expression of Caspase-3, 
the transduction enzyme of cell death signal, was tested by immunohistochemical method. It was found that the 
fasting blood glucose of the (fa/fa) ZDF rats in the high-, medium- and low-dose TNK group was significantly 
improved after administration (P < 0.01). The serum insulin of rats in the high-, medium- and low-dose TNK 
group arised compared with the model group, while the high- and low-dose TNK group showed differences in 
a statistical sense. Compared with the model group, the HOMA-IR of all the treatment group decreased, while 
significant difference was presented between the high-dose TNK group and the metformin group. HE staining 
showed that the morphology of the islet β cell of the rats in all the treatment group was improved. The results of 
TUNEL showed significantly apoptotic changes on islet β cell of the fa/fa ZDF rats. Compared with the model 
group, the positive expression of TUNEL in the metformin group and the high-dose TNK group were significantly 
reduced (P < 0.05). The result of immunohistochemistry method showed that the protein levels of Caspase-3 in 
the metformin group and the high-dose TNK group decreased (P < 0.05). In conclusion, it was demonstrated that 
TNK effectively reduced the apoptosis of islet β cells in fa/fa ZDF rats, which presented a protective effect.
Keywords: Tangnaikang, islet β cells, Zucker diabetic fatty rats, hematoxylin-eosin staining, terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling assay, caspase-3

（责任编辑：董晓娜，责任译审：朱黎婷）


