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摘 要：【目的】探讨白茅苷对链脲佐菌素（STZ）诱导的 I型糖尿病幼龄鼠肝损伤、过氧化应激和免疫应答的影

响。【方法】50只BALB/c幼龄鼠分为健康对照组、模型组、模型+3 mg/kg白茅苷组、模型+6 mg/kg白茅苷组、模型+12
mg/kg白茅苷组（n=10）。糖耐量实验检测各组小鼠空腹血糖、血清胰岛素和肥胖指数，自动生化分析仪测定血清中

高密度脂蛋白、低密度脂蛋白、甘油三酯、总胆固醇含量，苏木精-伊红染色观察肝损伤程度，末端标记染色观察细

胞凋亡情况，试剂盒检测超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA）含量水平，免疫印迹法检测线粒体中Bax/Bcl-2、
cleaved cas3/cas3、c-Myc表达水平，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清中白介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α
（TNF-α）、白介素-1β（IL-1β）含量。【结果】与模型组相比，6 mg/kg和 12 mg/kg白茅苷治疗后，I型糖尿病小鼠空腹

血糖［平均差值 5.3 mmol/L，95%置信区间（4.5，6.1）mmol/L］、血清胰岛素［平均差值 13.2 μU/L，95%置信区间（10.6，
15.8）μU/L］和肥胖指数［平均差值 2.3 kg/m2，95%置信区间（2.1，2.5）kg/m2］均降低，血脂四项水平降低，肝损伤得到

缓解，肝细胞凋亡降低，SOD含量增加（P＜0.05），MDA含量减少（P＜0.05），Bax/Bcl-2、cleaved cas3/cas3表达水平下

调（P＜0.05），c-Myc水平上调（P＜0.05），IL-6、TNF-α和 IL-1β含量降低（P＜0.05）。【结论】白茅苷能够缓解STZ诱
导的 I型糖尿病幼龄鼠肝损伤、过氧化反应和免疫应答。
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Abstract：【Objective】To investigate the effect of imperatorin on liver damage，peroxidative stress and immune re⁃
sponse in young rats with type I diabetes induced by streptozotocin（STZ）.【Methods】Totally 50 BALB/c juvenile mice
were equally divided into healthy control group，model group，model plus+3 mg/kg Imperatorin group，model+6 mg/kg Im⁃
peratorin group，and model+12 mg/kg Imperatorin group. Glucose tolerance test was used to detect fasting blood glucose，
serum insulin and obesity index of mice in each group. Automatic biochemical analyzer was used to determine serum HDL，
LDL，TG，TC content. HE staining was used to observe the degree of liver damage. TUNEL staining was used to observe
cell apoptosis. SOD and MDA levels were detected by Kit，Box/Bcl-2，cleaved cas3/cas3，c-Myc expression levels in mi⁃
tochondria by Western blot，and serum IL-6，TNF- α，IL-1β levels by ELISA.【Results】Compared with the model
group，12 mg/kg Imperatorin significantly reduced fasting blood glucose［mean difference 5.3 mmol/L，95% confidence in⁃
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terval（4.5，6.1）mmol/L］，serum insulin［mean difference 13.2 μU/L，95% confidence interval（10.6，15.8）μU/L］and
obesity index［average difference 2.3 kg/m2，95% confidence interval（2.1，2.5）kg/m2］all decreased. The content of SOD
increased（P<0.05），while the content of MDA was reduced（P<0.05）. The expression level of Bax/Bcl-2，and cleaved
cas3/cas3 was down-regulated（P<0.05），while the level of c-Myc was up-regulated（P<0.05），and the content of IL-6，
TNF-α and IL-1β was reduced（P<0.05）.【Conclusion】Imperatorin can alleviate the liver damage，peroxidation and im⁃
mune response in young rats with STZ-induced type I diabetes.

Key words：imperatorin；diabetes mellitus type 1；oxidative stress；immune response
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（2）：218-225］

I型糖尿病又称为胰岛素依赖性糖尿病，是指

体内胰岛素缺乏导致葡萄糖、蛋白质、脂肪代谢紊

乱，血糖水平持续升高，并最终形成糖尿病［1］。该

病多发于儿童和青少年，起病迅速，长时间的胰岛

素不足容易造成酮症酸中毒，严重威胁人类生命健

康。据统计，我国 I型糖尿病全年龄段发病率为

1.01/10万人，由于人们的不重视及生活习惯差等

因素，近几年发病率呈逐年递增的趋势［2］。目前，

临床上针对 I型糖尿病的治疗方案主要有胰岛移

植、基因治疗及外源性补充胰岛素，但需要患者长

期坚持以及良好的生活习惯［3］。白茅苷是白芷根

的活性成分之一，具有除湿止痛、消肿排脓、抗炎

症、抗肿瘤等功效［4］。有研究报道，白茅苷已被用

于高血压、心血管及急性肝损伤等疾病中［5-7］。但

白茅苷在 I型糖尿病中的研究鲜见报道，因此，本研

究通过建立链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）诱导的

I型糖尿病幼鼠模型，探讨白茅苷对 I型糖尿病幼鼠

肝损伤、过氧化应激和免疫反应的影响，为白茅苷

的临床应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 药物、试剂和仪器

白茅苷（纯度≥98%）购自上海源叶生物科技有

限公司（货号 B20929），链脲佐菌素购自（纯度≥
98%）购自北京索莱宝科技有限公司（货号 S8050），

HE染色试剂盒、TUNEL试剂盒和ELISA试剂盒均

购自北京索莱宝科技有限公司，超氧化物歧化酶

（SOD）和丙二醛试剂盒购自上海碧云天生物技术

公司，BCA蛋白浓度测定试剂盒和ECL化学发光试

剂购自美国 Sigma公司，兔单克隆抗体及HRP标记

的对应二抗均购自美国Abcam公司，酶标仪（Ray⁃
to，RT6100），台式高速离心机（大龙，D3024R，最大

离心力 21 380×g），成像系统（上海天能科技公司，

Tanon-1600R），光学显微镜（日本尼康 ，Nikon
Eclipse E100）。全自动生化分析仪（日本 HI-
TACH，7600）。

1.2 动物分组、建模及给药

无特殊病原菌（SPF）级BALB/c雄性幼龄鼠（1~
2周龄，体质量 15~20 g）购自北京维通利华实验动

物技术有限公司，生产许可证号 SCXK（京）2016-
0008，使用许可证号 SYXK（京）2017-0022，健康状

况良好，实验动物使用过程中严格遵守 3R原则，并

通过河西学院动物实验中心伦理委员会审核批准。

动物饲养条件：每只幼鼠给予 24 h昼夜灯光照射控

制及严格、规范的卡片登记管理，24 ℃条件下封闭

群养。建模：参照文献［8］建立 I型糖尿病幼鼠模型，

健康对照组幼鼠进行正常喂食饮水，模型组和模型

加药组禁食不禁水，12 h后模型组进行腹腔注射

60 mg/kg的链脲佐菌素诱导 I型糖尿病幼鼠模型，

幼鼠出现多饮、多食、多尿等症状时表明造模成功，

造模成功后，模型加药组幼鼠参照文献［9］分别灌胃

给药 3、6和 12 mg/kg的白茅苷，72 h后测定空腹血

糖、血清胰岛素、肥胖指数，采用全自动生化分析仪

测量血脂四项，处死小鼠，收集肝脏组织和主动脉

血进行后续实验。

1.3 HE染色观察肝损伤

取幼鼠肝组织，用 40 g/L多聚甲醛固定幼鼠肝

组织，石蜡包埋切片，经乙醇脱水，二甲苯透明，石

蜡包埋后，二甲苯脱蜡，行HE染色，脱水透明并封

片后，在光镜下观察拍照并记录组织学形态变化。

1.4 TUNEL染色观察细胞凋亡

取各组幼鼠肝组织，用 40 g/L多聚甲醛固定，

石蜡切片脱蜡至水，经组织修复、阻断内源性过氧

化物酶和室温平衡后，加入反应液按 TUNEL试剂

盒说明书进行染色。细胞核被染成蓝色或蓝紫色，

阳性细胞被染成棕黄色或褐色。

219



第42卷中山大学学报（医学科学版）

1.5 Western blot检测线粒体损伤标记蛋白表达

水平

取各组幼鼠肝组织，预冷的 PBS洗涤 2~3次，

然后用手术剪成小块并置于匀浆研磨仪中研磨，研

磨均匀后用RIPA蛋白裂解液于冰上提取总蛋白，

12 000 r/min（离心机半径为 84.993 mm）离心 15 min
取上清，用 BCA蛋白浓度测定试剂盒测定组织蛋

白浓度，每孔上样 15~20 μg，经 SDS-PAGE凝胶电

泳、转膜、脱脂奶粉封闭后，加入一抗（1：500），4℃
摇床孵育过夜，回收一抗并加入HRP标记的对应

二抗（1：4 000），室温孵育 2 h。采用ECL化学发光

试剂于暗室下曝光显影。将胶片进行扫描存档，经

PS整理去色，Alpha软件分析光密度值，计算各组

幼鼠中 Bax、Bcl-2、caspase-3和 c-Myc蛋白相对表

达量（内参ACTIN），结果以目标条带与内参比值表

示，独立进行试验3次，最终结果取平均值。

1.6 ELISA检测炎症因子水平

收集各组幼鼠主动脉血，3 000 r/min（r=84.993
mm）4 ℃条件下离心 10 min，取血清样本，按ELISA
试剂盒操作说明书进行检测各组幼鼠血清中 SOD、
MDA、IL-6、TNF-α和 IL-1β的含量水平。

1.7 统计学分析

使用 SPSS17.0和GraphPad Prism6.0软件分析，

符合正态分布的计量资料表示为均数±标准差（x̄ ±
s）。多组数据比较采用单因素方差分析，方差分析

有统计学意义时，两两比较采用 Sidak法，以 P＜
0.05为组间差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 白茅苷对 I型糖尿病幼龄鼠血清胰岛素和血

糖水平的影响

采用糖耐量实验（OGTT）检测各组小鼠血糖和

空腹血清胰岛素水平，并测量各组小鼠肥胖指数，

经单因素方差分析，五组间肥胖指数、空腹血清胰

岛素水平（μU/L）和空腹血糖水平（mmol/L）差异具

有 统 计 学 意 义（F=47.262、94.570、119.696，P=
0.000、0.000、0.000），采用 Sidak法进一步作两两比

较，发现模型组与 3 mg/kg白茅苷组比较差异无统

计学意义（P=0.997、1.000、0.999），而与 6 mg/kg白
茅苷组比较差异具有统计学意义（P=0.000、0.000、
0.000），与 12 mg/kg白茅苷组比较差异具有统计学

意义（P=0.000、0.000、0.000；图1）。

2.2 白茅苷对I型糖尿病幼龄鼠血脂水平的影响

自动生化分析仪检测各组小鼠血清中总胆固

醇（TC，mmol/L）、甘油三酯（TG，mmol/L）、高密度脂

蛋白（HDL，mmol/L）、低密度脂蛋白（LDL，mmol/L）
水平，经单因素方差分析，五组间 TC、TG、LDL、
HDL水平差异具有统计学意义（F=95.474、27.156、
42.704、153.816，P=0.000、0.000、0.000、0.000），采

用 Sidak法进一步作两两比较，发现模型组与 3 mg/
kg白茅苷组比较差异无统计学意义（P=1.000、
1.000、1.000、0.989），而与 6 mg/kg白茅苷组比较差

异具有统计学意义（P=0.000、0.007、0.000、0.000），

与 12 mg/kg白茅苷组比较差异具有统计学意义（P=
0.000、0.000、0.000、0.000，图2）。

A: Obesity index model group; B: Fasting serum insulin (μIU/L);
C: Fasting glucose (mmol/L). 1: healthy control group, 2: model group,
3: model+3 mg/kg Imperatorin group, 4: model+6 mg/kg Imperatorin
group, 5: model +12 mg/kg Imperatorin group. One-way ANOVA was
conducted for differences among the five groups (F=47.262, 94.570,
119.696, P<0.05). 1) P<0.05 vs healthy control group, 2) P<0.05 vs
model group. Data were expressed as mean±SD, n=10.

图1 小鼠肥胖指数、空腹血清胰岛素和血糖指标

Fig. 1 Obesity index，fasting serum insulin and fasting
glucose in mice
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2.3 白茅苷对I型糖尿病幼龄鼠肝损伤的影响

HE染色观测 I型糖尿病小鼠肝损伤程度。健

康对照组小鼠肝组织形态正常，排列规则，无炎性

浸润等病变情况。模型组小鼠肝组织紊乱，无完整

肝小叶结构，肝细胞胞质疏松、弥漫性水肿，汇管区

可见炎性细胞浸润和纤维组织增生。低剂量组（3
mg/kg白茅苷组）小鼠肝组织结构紊乱，可见少量正

常的肝小叶结构，仍然可见大量炎性细胞浸润。中

高剂量组（6和 12 mg/kg 白茅苷组）小鼠肝组织结

构趋于正常，肝小叶结构排列规则，汇管区未见炎

性细胞浸润，肝细胞索以中央静脉为中心呈辐射状

排列（图3）。

2.4 白茅苷对I型糖尿病幼龄鼠肝细胞凋亡的影响

TUNEL染色观测各组小鼠肝细胞凋亡情况。

健康对照组小鼠肝组织中未见凋亡细胞，肝组织结

构正常。模型组小鼠肝组织中可见大量凋亡细胞，

组织结构紊乱。低剂量组（3 mg/kg白茅苷组）小鼠

肝组织中仍可见大量凋亡细胞，组结构紊乱。中高

剂量组（6和 12 mg/kg白茅苷组）小鼠肝细胞凋亡数

目明显减少，组织结构趋于正常（图4）。

2.5 白茅苷对 I型糖尿病幼龄鼠血清中氧化应激

指标的影响

SOD和MDA试剂盒检测各组小鼠血清中 SOD
（U/mL）和MDA（mmol/mL）含量水平，经单因素方

差分析，五组间 SOD和MDA含量差异具有统计学

意义（F=26.216、24.309，P=0.000、0.000），采用 Si⁃
dak法进一步作两两比较，发现模型组与 3 mg/kg白
茅苷组比较差异无统计学意义（P=1.000、1.000），

而与 6 mg/kg白茅苷组比较差异具有统计学意义（P
=0.068、0.022），与 12 mg/kg白茅苷组比较差异具有

One-way ANOVA was conducted for differences among five
groups（F=95.474，27.156，42.704，153.816，P<0.05）. 1）P<0.05 vs
healthy control group，2）P<0.05 vs model group. Data were expressed
as mean±SD，n=10.

图2 血脂四项检测

Fig. 2 Four items of blood lipid tests

HE staining to observe the degree of liver damage in type I diabetic mice（400×）; A: healthy control group, B: model group, C: model +3 mg/kg im⁃
peratorin group, D: model +6 mg/kg Imperatorin group, E: model +12 mg/kg imperatorin group.

图3 肝组织病理染色图

Fig. 3 Pathological staining image of liver tissue

TUNEL staining observes liver cell apoptosis in type I diabetic mice, brown/brown represents apoptotic cells（400×）; A: healthy control group, B:
model group, C: model +3 mg/kg Imperatorin group, D: model +6 mg/kg Imperatorin group, E: model +12 mg/kg Imperatorin group.

图4 肝组织凋亡染色图

Fig. 4 Staining image of liver tissue apoptosis
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统计学意义（P=0.001、0.001；图5）。

2.6 白茅苷对I型糖尿病幼龄鼠线粒体损伤的影响

Western blot检测各组小鼠线粒体中 Bax/Bcl-
2、caspase-3和 c-Myc蛋白表达水平，经单因素方

差分析，五组间 Bax/Bcl-2、caspase-3、c-Myc差异

具有统计学意义（F=255.894、42.415、159.547，P=
0.000、0.000、0.000），采用 Sidak法进一步作两两比

较，发现模型组与 3 mg/kg白茅苷组间差异无统计

学意义（P=0.991、0.998、1.000），而与 6 mg/kg白茅

苷组比较差异具有统计学意义（P=0.000、0.000、
0.000），与 12 mg/kg白茅苷组比较差异具有统计学

意义（P=0.000、0.000、0.000；图6）。

2.7 白茅苷对 I型糖尿病幼龄鼠血清中炎症因子

水平的影响

ELISA检测各组小鼠血清中 IL-6（pg/mL）、

TNF-α（pg/mL）和 IL-1β（pg/mL）含量水平，经单因

素方差分析，五组间 IL-6（F=15.893，P=0.000）、

TNF-α（F=48.912，P=0.000）、IL-1β（F=25.166，P=
0.000）含量差异具有统计学意义，采用 Sidak法进

一步作两两比较，发现模型组与 3 mg/kg白茅苷组

比较差异无统计学意义（P=1.000、1.000、1.000），而

与 6 mg/kg白茅苷组比较差异具有统计学意义（P=
0.017、0.007、0.003），与 12 mg/kg白茅苷组比较差

异具有统计学意义（P=0.007、0.000、0.001；图7）。

3 讨 论

I型糖尿病是自身异常免疫应答破坏胰岛B细

胞，从而引起的一种自身免疫代谢性疾病，胰岛 B
细胞的损伤与多种免疫细胞和炎症因子有关，如 T
淋巴细胞、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白介素（IL）
等［10-12］。STZ是一种天然的化学物质，能特异性的

A: SOD; B: MDA; One-way ANOVA was conducted for differences
among five groups (F=26.216, 24.309, P<0.05). 1)P<0.05 vs healthy
control group, 2) P<0.05 vs model group. Data were expressed as mean±
SD, n=3.

图5 SOD、MDA含量水平

Fig. 5 SOD and MDA content levels
One-way ANOVA was conducted for differences among five

groups（F=255.894，42.415，159.547，P<0.05）. 1）P<0.05 vs healthy
control group，2） P<0.05 vs model group. Data were expressed as
mean±SD，n=3.
图6 Bax/Bcl-2、cleaved cas3/cas3和 c-Myc蛋白表达水平

Fig. 6 Bax/Bcl-2，cleaved cas3/cas3 and c-Myc protein
expression levels
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破坏分泌胰岛素的胰岛B细胞，由于其诱导的 I型
糖尿病动物模型临床表现与人的组织病理表现极

为相似，且导致 I型糖尿病产生自身免疫反应及氧

化应激等，因此，STZ诱导的 I型糖尿病动物模型常

被用于实验研究［13］。本研究利用STZ诱导 I型糖尿

病动物模型，观测白茅苷对 I型糖尿病模型幼鼠肝

损伤、过氧化应激及免疫应答的影响，结果发现，白

茅苷能够缓解 STZ诱导的 I型糖尿病模型幼鼠肝损

伤，降低过氧化应激反应，调控免疫应答等。

本研究结果显示，经白茅苷给药治疗后，I型糖

尿病幼鼠肥胖指数、空腹血糖、空腹血清胰岛素和

血脂四项水平均明显降低，结果提示，白茅苷在 I型
糖尿病幼鼠胰岛功能中具有调节作用，为明确白茅

苷调节 I型糖尿病胰岛功能的作用机制，我们还检

测了幼鼠肝损伤、细胞凋亡、过氧化应激指标和炎

症因子的水平。

I型糖尿病发生时，由于胰岛素分泌不足或相

对缺乏会使肝脏脂代谢紊乱，严重时发生酮症酸中

毒，引起肝脏肿大，脂肪组织浸润，最终导致肝组织

功能损伤［14］。因此，增加 I型糖尿病患者体内胰岛

素分泌的同时，还应防止肝功能受损。本研究结果

显示，白茅苷显著改善 I型糖尿病幼鼠肝组织病理

损伤，抑制肝细胞凋亡，结果进一步提示白茅苷在 I
型糖尿病幼鼠胰岛功能和肝功能中的具有调控

作用。

氧化应激也是胰岛 B细胞受损的重要因素之

一，超氧化物歧化酶（SOD）是氧自由基清除酶，能

够清除细胞内过氧化产物保护细胞免受氧化和过

氧化产物的损害［15］。丙二醛（MDA）是脂质过氧化

产物，机体内大量产生或积累MDA会破坏细胞膜

结构，并导致细胞代谢紊乱，从而影响细胞正常功

能［16］。研究发现，STZ诱导的 I型糖尿病小鼠 SOD
水平均有明显降低，MDA明显增高，且MDA和 SOD
含量能间接的反应细胞损伤程度和氧化应激反

应［17］。本研究结果显示，经白茅苷给药治疗后，

STZ诱导的 I型糖尿病幼鼠 SOD含量明显增高，

MDA含量明显降低。结果提示，白茅苷通过调节 I
型糖尿病幼鼠氧化应激水平缓解幼鼠胰岛功能和

肝功能损伤。

线粒体是机体有氧代谢和能量转换的主要场

所，与 I型和Ⅱ型糖尿病发病机制密切相关。I型糖

尿病发生时，机体内胰岛素分泌异常导致细胞能量

代谢紊乱，引起线粒体通透性转换（MPT）孔开放，

使线粒体中促凋亡蛋白的大量释放并最终导致细

胞死亡［18］。Bax/Bcl-2、caspase-3和 c-Myc是线粒

体损伤标志物，同时也是凋亡标记蛋白。Bax/Bcl-
2和 caspase-3高表达预示线粒体功能损伤严重，凋

亡细胞增多［19］。而 c-Myc则与之相反，在 I型糖尿

病幼鼠中，c-Myc能够激活分泌胰岛素的胰岛素基

因转录表达［20］。本研究结果显示，经白茅苷给药治

疗后，I型糖尿病幼鼠线粒体中 Bax/Bcl-2和 cas⁃
pase-3蛋白表达明显降低，c-Myc表达增高，结果

提示，白茅苷对 I型糖尿病幼鼠线粒体功能也具有

调节作用。

前文提到 I型糖尿病是由于机体自身异常免疫

反应导致胰岛 B细胞受损的代谢性疾病，因此，检

测 I型糖尿病幼鼠免疫反应调节因子水平能够间接

明确幼鼠胰岛功能，而白细胞介素 6（IL-6）、TNF-α
和白介素-1β（IL-1β）是重要的炎症和免疫调控因

子。研究表明，在 I型糖尿病发生过程中，巨噬细胞

通过释放 IFN-γ激活并释放 IL-6、IL-1β和 TNF-α
等，导致胰岛B细胞损伤甚至死亡［21-22］。研究结果

发现，经白茅苷给药治疗后，I型糖尿病幼鼠 IL-6、
TNF-α和 IL-1β含量均有明显降低，结果提示，白

茅苷通过调节 I型糖尿病幼鼠免疫炎症因子水平缓

解幼鼠因过度免疫反应引起的胰岛功能损伤。

综上所述，白茅苷在 STZ诱导的 I型糖尿病幼

鼠肝功能、胰岛功能和线粒体功能中具有调节作

用，其机制与降低幼鼠肝细胞凋亡、过氧化应激反

应和免疫反应有关。

One-way ANOVA was conducted for differences among five groups
（F=15.893，48.912，25.166，P<0.05）. 1） P<0.05 vs healthy control
group，2）P<0.05 vs model group. Data were expressed as mean±SD，n=
3.

图7 IL-6、TNF-α和 IL-1β含量水平

Fig. 7 Content levels of IL-6，TNF-α and IL-1β
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