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异搏定通过抑制 ＴＸＮＩＰ介导的细胞凋亡和炎症减轻
高脂喂养小鼠的糖尿病前期神经病变
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摘　要　目的　探究异搏定对糖尿病小鼠前期神经病变的影响及机制。方法　３０只 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分为对照组、模型组和

异搏定组，模型组和异搏定组高脂喂养构建糖尿病前期神经病变模型，给药治疗 ３０天，给药期间监测血糖变化；给药结束后检测

各组小鼠坐骨神经传导速度；ＨＥ染色观察坐骨神经组织病理变化；Ｅｌｉｓａ和 ＲＴ－ｑＰＣＲ分别检测小鼠血清和坐骨神经组织中

ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６表达水平；原位缺口末端转移酶标记法（ＴＵＮＥＬ）检测各组小鼠坐骨神经细胞凋亡；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各

组小鼠坐骨神经组织 ＴＸＮＩＰ和 ＮＬＲＰ３表达水平。结果　相比于模型组，异搏定组小鼠给药期间血糖水平显著下降（Ｐ＜０．０５），

坐骨神经组织病变显著改善，血清和坐骨神经组织中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６表达水平显著下降（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率显著下

降（Ｐ＜０．０５）；ＴＸＮＩＰ和 ＮＬＲＰ３表达显著下调（Ｐ＜０．０５）。结论　异搏定能够缓解高脂喂养小鼠的糖尿病前期神经病变，其机

制为抑制 ＴＸＮＩＰ的表达而调控炎性反应及细胞凋亡。
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　　糖尿病是一种由于胰岛素分泌异常而引起高血
糖的代谢性疾病，是并发症最多的一种疾病，主要症

状为多饮、多食、多尿、体重下降，长期高血糖会导致

严重的心脏、脑、肾脏、眼以及神经系统的病变
［１］
。

糖尿病患者中约有１０％在初次诊断时就已经伴有神
经损伤，包括触觉、温觉、痛觉等损伤

［２］
。并且已有

研究表明糖尿病前期也会出现神经病变
［３］
。但是临

床上并没有有效的方式来治疗糖尿病前期神经病变，

因此寻找有效的糖尿病前期神经病变治疗药物对于

糖尿病的治疗至关重要。异搏定又称维拉帕米是用

于治疗心血管疾病的有效药物，目前已有临床研究表

明异搏定能够增强胰岛素的分泌，或可用于糖尿病的

治疗
［４］
。但其对糖尿病前期神经病变的影响及机制

尚未报道。本研究探究了异搏定对高脂喂养小鼠的

糖尿病前期神经病变的影响，旨在为糖尿病前期神经

病变治疗提供帮助。
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材料与方法

１．材料：Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，高脂饲料（卡文斯实验
动物有限公司）；链脲佐菌素（ＳＴＺ）（索莱宝生物科技
有限公司）；维拉帕米片（广东华南药业集团有限公

司）；ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６检测试剂盒（福麦斯生
物技术有限公司）；ＡＣＣＵ－ＣＨＥＫＡｄｖａｎｔａｇｅ血糖仪、
血糖试剂条（德国罗氏公司）；ＴＵＮＥＬ凋亡试剂盒（美
国 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；反转录试剂盒、ｑＰＣＲ检测试剂盒
（爱必梦生物技术有限公司）；ＧＡＰＤＨ、ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３
抗体、山羊抗兔二抗（武汉三鹰生物技术有限公司）。

２．糖尿病前期神经病变小鼠造模及给药：４周龄
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分为对照组、模型组和异搏定组，对照
组给予正常饮食，模型组和异搏定组小鼠给予高脂饮

食，每两周尾静脉采血，利用血糖仪检测血糖变化；

与对照组比较，模型组和异搏定组小鼠首次出现显

著高血糖时检测模型组小鼠坐骨神经传导速度，选

定神经传播速度显著降低的小鼠作为糖尿病前期

神经病变模型。对照组选用 １０只健康的 Ｃ５７ＢＬ／
６，模型组和异搏定组各选 １０只糖尿病前期神经病
变小鼠，异搏定组小鼠灌胃给予异搏定，剂量为

０５ｇ／ｋｇ，２次／天，对照组和模型组小鼠给予等体积
的 ０．９％氯化钠溶液，给药 ３０天，每 ５天检测各组
小鼠血糖水平。

３．坐骨神经传导速度的测定：给药结束后，腹腔
注射水合氯醛麻醉小鼠，使用生理记录仪检测坐骨神

经传导速度（ＭＮＣＶ），在右侧坐骨切迹插入刺激电
极，在踝部（远端）和左足底第 ２趾间分别插入记录
电极，记录双通道复合动作电位，以两对记录电极间

距离 Ｓ（ｍｍ）除以两通道复合动作电位潜伏期之差
△ｔ（ｍｓ）来计算 ＭＮＣＶ。每间隔 １ｍｉｎ，重复电刺激 ３
次，取其平均值，计算 ＭＮＣＶ。

４．ＨＥ染色检测各组小鼠坐骨神经病理变化：给
药结束后，解剖小鼠取坐骨神经组织，于组织固定液

中固定２４ｈ，固定后将组织用梯度乙醇脱水、透明、石
蜡包埋后制成组织切片，然后将石蜡切片进行透明水

化，经过苏木精 －伊红染色、封片后于显微镜下拍照，
观察组织病理变化。

５．Ｅｌｉｓａ检测各组小鼠血清炎性因子 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１β、ＩＬ－６水平：给药结束后，各组小鼠眼眶取
血，室温静置 １ｈ后，３５００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心 １５ｍｉｎ，取上
层血清，按照 Ｅｌｉｓａ试剂盒方法检测血清炎性因子
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６水平，主要步骤为铺好一抗的
９６孔板内加入４０μｌ待测样品和 １０μｌ生物素标记抗

体后，再加入 １００μｌ辣根过氧化物酶标记抗体，３７℃
孵育７５ｍｉｎ，清洗９６孔板后加入显色剂显色，终止后
于４５０ｎｍ波长处测吸光度，根据标准曲线计算血清
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６含量。

６．原位缺口末端转移酶标记法（ＴＵＮＥＬ）检测各
组小鼠坐骨神经细胞凋亡：给药结束后，解剖小鼠取

坐骨神经组织，于组织固定液中固定２４ｈ后制备石蜡
切片，将制备好的石蜡切片经常规二甲苯及各梯度乙

醇脱蜡至水，然后蒸馏水水化 ５ｍｉｎ后，用 ０．１ｍｏｌ／Ｌ
枸橼酸缓冲液（ｐＨ６．０）中进行热修复，分别经过 ３％
Ｈ２Ｏ２ 甲 醇 液、０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、２０％ 牛 血 清、
ＴＵＮＥＬ反应混合液、ＰＯＤ转化剂孵育及ＰＢＳ冲洗后，
ＤＡＢ溶液显色，并在显微镜下观察，终止后用迈耶苏
木精染核，ＰＢＳ冲洗后，甘油封片剂封片，显微镜下观
察并计算坐骨神经凋亡细胞数目。

７．ＲＴ－ｑＰＣＲ检测各组小鼠坐骨神经组织中
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６表达：给药结束后，取各组小
鼠坐骨神经组织，立刻置于液氮中保存。取液氮保存

小鼠坐骨神经组织加入 Ｔｒｉｚｏｌ研磨至组织完全裂解，
取研磨液加入 ２００μｌ氯仿，静置 ５ｍｉｎ后，于 １２０００×
ｇ，４℃离心 １５ｍｉｎ，转移上层水相，加入 ５００μｌ异丙
醇，１２０００×ｇ，４℃离心 １０ｍｉｎ，去上清，１ｍｌ７５％乙醇
清洗 ＲＮＡ沉淀后，２０μｌＲＮＡ－ｆｒｅｅ水重悬 ＲＮＡ沉
淀，５５℃水浴１０ｍｉｎ，即为总 ＲＮＡ。使用 ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉ
ｅｒ５．０软件设计 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６引物，按照
ｃＤＮＡ合成试剂盒和 ＲＴ－ｑＰＣＲ试剂盒进行反转录
和 ＲＴ－ｑＰＣＲ，采用 ΔΔＣＴ法计算 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、
ＩＬ－６表达量。

８．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组小鼠坐骨神经组织
ＴＸＮＩＰ和 ＮＬＲＰ３表达水平：取各组小鼠坐骨神经组
织，加入 Ｔｒｉｚｏｌ研磨均匀，然后加入 １．５ｍｌ的异丙醇，
１２０００×ｇ，４℃离心 １０ｍｉｎ，去上清，用蛋白清洗液清
洗３次后，用１％的 ＳＤＳ溶液重悬沉淀，即为总蛋白。
ＢＣＡ蛋白定量后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳，转膜，
用５％的脱脂牛奶对 ＰＶＤＦ膜封闭 ２ｈ，然后以稀释后
的 ＧＡＰＤＨ、ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３一抗 ４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ
洗膜后二抗室温孵育 １．５ｈ，再用 ＴＢＳＴ洗膜后按照
ＥＣＬ试剂盒说明书配置发光液，并将 ＰＶＤＦ膜浸入发
光液中反应 ０．５ｍｉｎ，曝光并拍照，用 ＩｍａｇｅＪ软件曝
光结果进行定量分析。

９．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析，所有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，多组间差异使用方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），两
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组间比较采用 ＬＳＤ法，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

结　　果
１．给药期间各组小鼠血糖变化：模型组小鼠血糖

水平显著高于对照组小鼠血糖水平（Ｐ＜０．０５），异搏
定组小鼠血糖水平显著低于模型组小鼠血糖水平（Ｐ
＜０．０５），详见图１。

图 １　给药期间各组小鼠血糖变化

与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

２．异搏定对糖尿病前期神经病变小鼠坐骨神经
传导速度的影响：给药后各组小鼠坐骨神经传导速度

检测结果详见表 １，与对照组比较，模型组小鼠坐骨
神经传导速度显著下降（Ｐ＜０．０５）；而异搏定组小鼠
坐骨神经传导速度显著高于模型组（Ｐ＜０．０５）。

表 １　给药后各组小鼠 ＭＮＣＶ检测结果（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＭＮＣＶ（ｍ／ｓ）
对照组 ３８．５４±０．９２
模型组 ２８．８６±１．１６

异搏定组 ３４．９２±１．５５＃

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５

　　３．异搏定对糖尿病前期神经病变小鼠坐骨神经
组织病理变化影响：根据 ＨＥ染色结果，对照组小鼠
坐骨神经纤维排列整齐，组织结构完整，纤维形状

规则，髓鞘颜色均匀，没有病理变化；模型组小鼠坐

骨神经结构紊乱，纤维细胞排列不均匀，髓鞘显著

变薄且分布不均匀，轴索变细甚至收缩，病理变化

显著；异搏定组小鼠坐骨神经组织病变显著缓解，

纤维细胞排列较整齐，组织结构损伤显著缓解，髓

鞘颜色均匀（图 ２）。

图 ２　各组小鼠坐骨神经组织 ＨＥ染色结果（×２００）

　

　　４．异搏定对糖尿病前期神经病变小鼠血清炎性
因子的影响：Ｅｌｉｓａ检测各组小鼠血清炎性因子结果
显示，模型组小鼠血清炎性因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、
ＩＬ－６显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；而与模型组比较，
异搏定组小鼠血清炎性因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６
显著下降（Ｐ＜０．０５，表２）。

表 ２　给药后各组小鼠血清炎性因子 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１β、ＩＬ－６水平比较（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
ＴＮＦ－α相对

表达量

ＩＬ－１β相对

表达量

ＩＬ－６相对

表达量

对照组 １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００
模型组 ８．１４±０．７２ ５．９９±０．３５ ８．８９±０．６３

异搏定组 ４．０８±０．６４＃ ２．６５±０．４６＃ ３．７４±０．４８＃

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５

　　５．异搏定对糖尿病前期神经病变小鼠坐骨神经
细胞凋亡的影响：ＴＵＮＥＬ法检测各组小鼠坐骨神经
组织细胞凋亡结果显示，与对照组比较，模型组小鼠

坐骨神经细胞凋亡显著增加（Ｐ＜０．０５）；与模型组比
较，异搏定组小鼠坐骨神经细胞凋亡显著缓解（Ｐ＜
０．０５，表３）。

表３　给药后各组小鼠坐骨神经细胞

凋亡率比较（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 细胞凋亡率（％）

对照组 １６．８８±１．００

模型组 ３０．０３±１．４８

异搏定组 ２３．８０±１．９５＃

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５
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　　６．异搏定对糖尿病前期神经病变小鼠坐骨神经
组织炎性因子表达影响：ＲＴ－ｑＰＣＲ检测结果显示，
与对照组比较，模型组小鼠坐骨神经组织中 ＴＮＦ－
α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６表达水平显著上调（Ｐ＜００５）；与模
型组比较，异搏定组小鼠坐骨神经组织中 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－１β、ＩＬ－６表达水平显著下调（Ｐ＜００５，表４）。

表 ４　给药后各组小鼠坐骨神经组织炎性因子 ＴＮＦ－α、

ＩＬ－１β、ＩＬ－６表达水平比较（ｘ±ｓ，ｎ＝１０，ｎｇ／Ｌ）

组别 ＴＮＦ－α ＩＬ－１β ＩＬ－６
对照组 ６．４６±０．４６ ３．７０±０．３７ １．９９±０．２１
模型组 １５．９６±１．００ ７．４８±０．４４ ５．８０±１．０１

异搏定组 ９．８２±０．９３＃ ５．１０±０．４７＃ ３．８６±０．２９＃

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５

　　７．异搏定对各组小鼠坐骨神经组织 ＴＸＮＩＰ、ＮＬ
ＲＰ３表达影响：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，模型组
小鼠坐骨神经 ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３表达量显著上升（Ｐ＜
０．０５），而异搏定组小鼠坐骨神经组织 ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３
表达量显著降低（Ｐ＜０．０５，图３，表５）。

图 ３　各组小鼠坐骨神经组织 ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３表达结果
　

表 ５　各组小鼠坐骨神经组织 ＴＸＮＩＰ、ＮＬＲＰ３

表达水平比较（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＴＸＮＩＰ相对表达量（％） ＮＬＲＰ３相对表达量（％）
对照组 ３９．５４±２．１２ ３０．４０±１．９４
模型组 ８２．３１±７．６８＃ ７１．０７±４．８４＃

异搏定组 ５５．９８±５．６２＃ ４４．２９±３．９１＃

　　与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０．０５

讨　　论
糖尿病是一种由于胰岛素分泌缺陷或胰岛素作

用障碍所致的代谢性疾病，并且长期高血糖会引发多

种糖尿病并发症，导致多器官衰竭及糖尿病晚期神经

系统严重病变，发生率可达 ８５％，主要临床表现为肢
端麻木、感觉异常、痛觉过敏、触觉异常、腱反射减弱

或消失等
［５，６］
。目前临床上的治疗方法主要为控制

血糖、阵痛治疗以及提供神经营养物质等，但治疗效

果并不显著。近年来，逐渐有研究表明，糖尿病在发

病初期就已经伴随着神经病变
［７］
。若在糖尿病发病

初期就能采取治疗，抑制神经病变的发展，对于糖尿

病并发症的治疗至关重要。异搏定是一种用于心血

管疾病治疗的药物，但是逐渐有研究报道异搏定可用

于糖尿病的预防和治疗
［８］
。然而异搏定对糖尿病前

期神经病变的影响尚无明确报道，本研究通过构建糖

尿病前期神经病变小鼠模型，发现异搏定能够显著缓

解糖尿病小鼠高血糖以及坐骨神经损伤。

炎性反应与糖尿病密切相关
［９］
。“糖尿病炎症

学说”认为，糖尿病患者中的胰岛素分泌缺陷和胰岛

素抵抗是由组织炎症所引起的
［１０］
。并且大部分糖尿

病患者均伴有体内严重的炎性反应
［１１］
。有研究指出

控制体内炎症可缓解糖尿病的进程，并且炎性反应也

会引起神经系统结构的破坏，神经组织炎性因子浸润

会引起剧烈疼痛，尽管糖尿病前期神经病变不严重，

但经过长期的积累会造成严重的神经组织病变，从而

加重糖尿病并发症
［１２，１３］

。所以在糖尿病前期治疗过

程中，神经系统炎性反应的控制也是至关重要的。本

研究发现，异搏定能够显著减低糖尿病小鼠血清中的

炎性因子以及坐骨神经组织中炎性因子的表达，说明

异搏定能够通过抑制炎性反应来控制糖尿病以及糖

尿病前期神经病变。

神经细胞凋亡是糖尿病前期神经病变的主要病

理特征之一，神经细胞凋亡是引起神经系统病变的主

要因素
［１４］
。细胞凋亡受多种基因共同调控，在糖尿

病发病过程中，各器官组织均高表达 ＴＸＮＩＰ［１５］。并
有研究表明，高血糖和高游离脂肪酸均能够引起 ＴＸ
ＮＩＰ的高表达。ＴＸＮＩＰ在病理刺激下会与 ＮＬＲＰ３炎
性小体结合促进 ＩＬ－１β分泌增多，加重炎性反应，进
而导致细胞凋亡增加

［１６，１７］
。本研究发现，糖尿病前

期神经病变小鼠坐骨神经组织中 ＴＸＮＩＰ和 ＮＬＲＰ３表
达量显著上调，并且坐骨神经组织中细胞凋亡率显著

上升，说明糖尿病前期神经病变与神经组织炎症和细

胞凋亡密切相关，而异搏定给药后小鼠坐骨神经组织

中 ＴＸＮＩＰ和 ＮＬＲＰ３表达量显著下调，且凋亡率显著
下降，说明异搏定能够通过抑制神经组织 ＴＸＮＩＰ的
表达而缓解糖尿病前期神经病变。

综上所述，异搏定能够显著缓解糖尿病小鼠前期

神经病变，其机制可能是通过抑制 ＴＸＮＩＰ的表达而
减轻炎症和细胞凋亡。
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粉防己碱对人视网膜母细胞瘤细胞株 Ｓ０－Ｒｂ５０
增殖凋亡影响的可能机制研究

马高恩　焦云娟　贺　琳　刘向玲

摘　要　目的　观察粉防己碱（ｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ，Ｔｅｔ）通过磷脂酰肌醇 －３激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）通路对人视网膜母细胞

瘤细胞株 Ｓ０－Ｒｂ５０增殖及凋亡的影响。方法　对数期生长 Ｓ０－Ｒｂ５０细胞分为 ４组，即对照组、Ｔｅｔ低、中、高剂量组，分别用 ０、

２．５、５．０、１０．０μｍｏｌ／ＬＴｅｔ处理，观察干预 ２４ｈ细胞形态学变化；ＭＴＴ法检测干预 ２４、４８、７２ｈ时各组吸光度（Ａ）值；流式细胞术检

测干预 ２４ｈ各组细胞周期及细胞凋亡率；实时荧光定量 ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测干预 ２４ｈ各组细胞 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、Ｂ淋巴细胞瘤 －

２基因（Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）ｍＲＮＡ和蛋白表达量及裂解的含半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶 ３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３）

蛋白表达量。结果　倒置相差显微镜观察发现，对照组细胞形态规则、融合成片，不同干预组细胞随 Ｔｅｔ浓度升高细胞体积逐渐

减小、核质比例减小，不能融合成片，视野内漂浮细胞或细胞崩解碎片增多。与对照组比较，Ｔｅｔ高剂量组干预 ２４ｈ时 Ａ值较低，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），Ｔｅｔ各剂量组干预 ４８、７２ｈ时 Ａ值均较低，且随干预剂量升高呈降低趋势，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。对照组 ＭＴＴ试验 Ａ值随干预时间的延长呈升高趋势（Ｐ＜０．０５），Ｔｅｔ高剂量组 ＭＴＴ试验 Ａ值随干预时间的延长无

明显变化（Ｐ＞０．０５）。与对照组比较，Ｔｅｔ各剂量组 Ｇ０／Ｇ１、Ｓ期细胞占比、ＰＩ３Ｋ、Ｂｃｌ－２ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量及 ｐＡｋｔ／Ａｋｔ较

低，且随干预剂量升高呈降低趋势，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与对照组比较，Ｔｅｔ各剂量组 Ｇ２／Ｍ期细胞占比、凋亡率、Ｂａｘ

·７１１·

　　医学研究杂志　２０２０年 ４月　第 ４９卷　第 ４期 ·论　　著·　


