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【摘 要】目的：研究巴马汀对糖尿病小鼠主动脉的保护作用并探讨其机制。方法：8周龄 db／db小鼠32只随机分为糖尿病模型 

组、巴马汀低剂量组[75 mg／(kg·d)】、中剂量组[15o m~(kg·d)l、高剂量组[300 m~(kg·d)l，并以8只db／m小鼠作为对照组。各组 

小鼠经灌胃给药 12周，糖尿病模型组和对照组小鼠给予等量的生理盐水。通过 HE染色观察各组小鼠主动脉组织病理变化情 

况；通过透射电镜检测各组小鼠主动脉超微结构变化；检测各组小鼠空腹血糖(fasting blood glucose，FBG)和血脂(总胆固醇和 

甘油三脂)；并检测各组小鼠血清中总抗氧化力(total antioxidant capacity，T—AOC)、丙二醛(malondialdehyde，MDA)、活性氧(re— 
active oxygen species，ROS)和超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)的水平；通过 Western blot检测各组小鼠主动脉组织 

中血红素加氧酶 1(heme oxygenase一1，HO一1)和核因子E2相关因子2(nuclear factor E2一related factor 2，Nrf2)的表达。结果：HE 

染色结果表明巴马汀治疗后的小鼠主动脉组织病变程度明显降低；透射电镜结果表明巴马汀治疗后的小鼠主动脉组织超微结 

构损伤显著减轻；与糖尿病模型组小鼠相比，巴马汀治疗后的小鼠空腹血糖和血脂均显著降低(P=O．000，P=0．000)；血清 MDA 

和 ROS水平均明显降低(Pl_0．000，P=O．000)，而SOD活性和T—AOC则均显著增强(P=0．000，P=0．000)，主动脉组织中Nrf2和 

HO一1蛋白的表达水平明显提高(P如．000，P=0．000)，并且各剂量组间差异均显著(P=0．000，P=-0。000，P=0．000，P=-0．000，P=O．000， 

P=O．000，P=-O．000，P=O．000)。结论：巴马汀可以有效保护db／db小鼠主动脉组织，其机制可能与降低糖尿病小鼠的空腹血糖和血 

脂含量，激活 Nrt2／HO一1信号通路并减轻氧化应激反应有关。 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect and mechanism of palmatine on diabetic mouse aorta．Methods：Totally 32 db／db mice 

(8 weeks old)were randomly divided into diabetic model group，low-dose palmatine group[75 mg／(kg·d)l，medium-dose group[150 

mg／(kg·d)】and high—dose group[300 mg／(kg·d)1．Eight db／m mice were used as control group．The palmatine was administered by 

oral gavage for 12 weeks．The diab etic model group and control group mice were given the same volume of saline．Then，HE staining 

was used to determine the pathological changes of the thoracic aorta tissues．Electron microscope was used to observe the uhrastruc— 

tural changes of the thoracic aorta tissues．The fasting blood glucose(FBG)and lipids(total cholesterol，TC；triglyeeride，TG)were 

analyzed by an automatic biochemical analyzer．The serum total antioxidant capacity(T-AOC)，malondialdehyde(MDA)，reactive oxy— 

gen species(ROS)and superoxide dismutase(SOD)were measured by commercial ELISA kit．Western blot was used to determine the 

expression of the nuclear factor E2-related factor 2(Nrf2)and heme oxygenase-1(HO-1)protein in the thoracic aorta．Results：HE 

staining results indicated that the thoracic aorta lesions were significantly reduced in the groups after palmatine treatment． Electron 

microscope results indicated that the thoracic aorta damage under ultrastructural observ ation was also significantly reduced in the 

groups after palmatine treatment．Compared with those of diabetic model group，the levels of blood FBG and lipids were significantly 

repressed，and the levels of serum MDA and ROS were significantly decreased．but the activity of serum SOD and T—AOC was signifi— 

cantly increased．Western blot results showed that Nrf2 and HO一1 protein expressions were significantly increased in the groups af- 

ter palmatine treatment．Meanwhile，there were significantly differences among palmatinedose groups(P=O．000，P=O．000，P=O．000， 
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P=0．000，P=O．O00，P=O．000，P=O．000，P=O．000)．Conclusion： 

Palmatine effectively protects diabetic mouse aorta tissues， 

which may be achieved by decreasing blood FBG and lipids， 

inducing Nff2／HO-1 signaling and repressing oxidative stress． 

【Key words]palmatine；oxidative stress；diabetes mellitus；aorta 
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目前，全球糖尿病的发病率正在逐年增加，到 

2030年在成年人中的发病率将达到7．7％。将有4．39 

亿成年人患病，成为全球关注的重大健康问题口-2]。 

而大血管并发症是糖尿病的重要并发症之一，是糖 

尿病致死、致残的首要原因[31。因此，预防和治疗大 

血管并发症对于降低糖尿病导致的致死、致残具有 

重要意义。 

研究报道。高血糖会增加氧化应激。而氧化应 

激的增强是导致血管并发症的主要原因 。因此，有 

效降低血糖和氧化应激对于预防和治疗糖尿病血 

管并发症具有重要作用。巴马汀(palmatine)是一种 

季铵盐异喹啉生物碱，又名黄藤素，是中国自行研 

制的纯天然植物药。具有降血糖等多种药学功效[51。 

我们推测巴马汀可能具有改善糖尿病大血管并发 

症的作用。但是，目前尚未见相关报道。本研究拟通 

过db／db小鼠主动脉病变模型，从氧化应激角度，探 

讨巴马汀对糖尿病小鼠主动脉的保护作用及其可 

能机制。 

1 材料与方法 

1．1 动物与饲料 

8周龄雄性小鼠共40只，其中db／db小鼠32只及同窝 

的db／m小鼠8只．均购自南京大学模式动物研究所。小鼠以 

标准颗粒饲料分笼喂养。自由饮食。动物房内通风良好，温度 

2O℃～24℃．相对湿度5O％～60％。 

1．2 主要试剂 

巴马汀标准品由西南大学药学院惠赠；血糖试纸和血脂 

试剂盒购 自罗氏生物技术有限公司：糖化血红蛋白试剂盒购 

自上海德赛诊断用品有限公司；总抗氧化力(total antioxidant 

capacity，T—AOC)、丙二醛(malondialdehyde，MDA)、活性氧 

(reactive oxygen species，ROS)和超氧化物歧化酶(superoxide 

dismutase，SOD)均购自南京建成生物工程研究所；兔抗红素 

加氧酶 1(heine oxygenase一1，HO一1)抗体和兔抗核因子 E2相 

关因子 2(nuclear factor E2一related factor 2，Nrf2)抗体购 自 

Abeam：mouse anti—GAPDH抗体购 自Santa Cruz；goat anti— 

rabbit二抗和 goat anti—mouse二抗均购自武汉博士德生物工 

程有限公司。 

1．3 方法 

1．3．1 动物分组与用药 所有小鼠在适应性喂养 1周后进 

行实验。其中，8只db／m小鼠作为正常对照组 con组)，32只 

db／db小鼠随机分成4组：糖尿病组(D组)和巴马汀低剂量 

组[75 mg／(kg·d)】(D+LP组)、中剂量组[150 mg／(kg·d)】(D+ 

MP组)、高剂量组[300 mg／(kg·d)(D+HP组)。其中，糖尿病 

组(D组)灌胃蒸馏水 500 p,L，其他各组小鼠根据体重称取相 

应重量的巴马汀并溶于500 蒸馏水中。然后，参考朱家颖 

等同巴马汀小鼠灌胃的剂量和方法持续灌胃l2周。实验过程 

中．所有小鼠不进行任何降糖药物治疗。 

1．3．2 标本采集与处理 各组小鼠每4周尾静脉取血后测 

空腹血糖(fasting blood glucose，FBG)1次，持续 16周。灌胃 

12周后，小鼠禁食不禁水 12 h。然后采用 10％水合氯醛 350 

mg／kg麻醉后，下腔静脉取血处死。在 3 000 r／rain条件下将 

全血离心 15 min。吸取血清．分装后于一2O。c冰箱中保存。处 

死小鼠后，剪开胸骨暴露心脏，经左心室插管进入升主动脉， 

剪开右心房，用250 mL生理盐水快速灌注心脏以冲出血液。 

然后，从头臂干到髂动脉分叉处留取主动脉组织，分成 3段， 

其中一段置于 10％甲醛溶液中，以备 HE染色：一段用 PBS 
将血液冲出后放入 3％戊二醛固定液中，2～3 后将样品修．

min 

整为 1 mm。大小组织块。并于3％戊二醛固定液中再次固定， 

以备电子透射镜检测；剩余小鼠主动脉用冰生理盐水冲洗， 

放入液氮中冻存后于一80℃低温冰箱保存，以备蛋白质印迹 

试验。 

1．3．3 HE染色 将前期置于 10％甲醛溶液中固定的主动脉 

组织取出，通过酒精进行脱水，利用二甲苯进行透明，然后进 

行组织的石蜡包埋和切片，在60℃下烤片5 h，二甲苯脱蜡， 

乙醇脱水。然后进行苏木素和伊红染色．最后利用中性树胶 

封片。 

1．3-4 透射电镜实验 将前期置于2．5％的戊二醛中固定的 

主动脉组织取出．通过 l％浓度的锇酸再次固定。用浓度为 

30％的酒精处理 10 min，然后置于50％的酒精中处理 l0 

rain，随后再依次置于70％、80％、90％、100％的酒精中各处理 

9 min，最后用 3％醋酸铀一枸橼酸铅双染色超薄切片，通过电 

镜观察主动脉组织超微结构的变化。 

1．3．5 血清指标检测 通过全自动生化分析仪来检测血清 

中甘油三酯(t~islycefide，TG)和总胆固醇(total cholesterol， 

TC)的含量；采用硫代巴比妥酸分光光度法检测 T—AOC水平 

和MDA：采用化学荧光法检测ROS水平；采用黄嘌呤氧化酶 

法间接测定 SOD活性 ：采用比色法检测糖基化血红蛋白 

(glyeosylated hemoglobin lc，HbAlc)。 

1．3．6 Western blot检测 Nrf2和 HO一1蛋白的表达 从一80℃ 

低温冰箱中取出保存的主动脉片段。加入组织裂解液并匀浆， 

在5 000 drain条件下离心20 rain，吸取上清至新 EP管中， 

使用BCA法测定个样品中蛋白含量。然后，加入 1／4体积的 

5×Buffer SDS上样缓冲液于沸水中煮 10 min。配置浓缩胶 

和分离胶，在 100 V恒定电压下进行 SDS—PAGE凝胶电泳， 

电泳完成后将蛋白转移至 PVDF膜上，利用 5％脱脂奶粉在 

室温条件下封闭1 h。在4 oC条件下一抗孵育过夜，在室温条 

件下二抗作用 1 h．最后通过化学发光底物进行显影。 

1．4 统计学方法 

实验数据通过 SPSS 19．0软件进行分析，数据以均数± 

标准差(x±s)表示，空腹血糖数据进行重复测量方差分析， 

时间点上的组间比较进行 Bonferroni校正，其他指标两两比 

较采用 LsD—t或 Tamhane’S T2。 

2 结 果 

2．1 巴马汀对db／db小鼠主动脉组织形态学的影响 

通过HE染色观察小鼠主动脉组织形态学变化，结果表 
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明：con组动脉壁层次清晰，细胞排列正常；D组主动脉壁较 

COn组明显增厚 ，内膜增生明 (图 1箭头所指位置 )；D+LP 

组动脉壁与 D组相比没有明显的变化，而 D+MP和 D+HP组 

内膜增生明显减轻。 

D组 D+I P组 

D+MP组 D+HP组 

图 1 db／db小鼠主动脉组织 HE染色(400×) 

Fig．1 db／db mouse thoracic aorta tissue HE staining(400 X) 

2．2 巴马汀对 l{h／db小鼠主动脉组织超微结构的影响 

电镜(图2)观察发现：con组小鼠主动脉内皮细胞形态 

和结构均正常。D组小鼠主动脉内皮细胞中可见大量空泡堆 

积，说明细胞损伤明显。D+LP组小鼠主动脉内皮细胞中仍然 

可见大量空泡堆积，D+MP和 D+HP两组小鼠主动脉内皮细 

胞中空泡堆积明 减少。 

D组 D+LP组 

’ 

D+MP组 D+HPf~ 

图2 电镜观察各组小鼠主动脉内皮细胞超微结构(8 000X) 

Fig．2 Ultrastructure of aortic endothelial cells under electron 

microscope(8 000×) 

2．3 巴马汀对 db／db小鼠空腹血糖的影响 

空腹血糖检测结果表明：D组小鼠空腹血糖浓度明显高 

于 COl3组；与 D组小鼠空腹血糖浓度相比，D+LP组、D+MP组、 

D+HP组小鼠空腹血糖浓度随着给药时间的不断增加而明显 

降低，并且给药剂量越高血糖浓度下降越明显。她表 1。 

2．4 巴马汀对 db／db小鼠血脂和 HbA1( 影响 

与 c ，n组相比．D组小鼠血清 TG和TC的含量明显升高 

(t=l3．481，P=-O．000；t=16．524，P'=-0．ooo)；与 D组小鼠相比，D+ 

MP组和D+HP组小鼠血清TG和代 的含量也明显降低；与 

D+LP组相比．D+MP组和 D+HP组小鼠血清 TG和 TC的含 

量明显降低：与 D+MP组相比，D+HP组小鼠血清TG和 TC的 

含量明显降低(P=0．040，P=O．O10)，说明血脂含量随着巴马汀 

剂量的增加而降低。与con组相比，D组小鼠HbAlc的含量 

明显升高(c=7．380，P=0．000)；与 D组小鼠相比，D+MP组和 

D+HP组小鼠 HbAlc含量明显降低(P=-O．000，P=-0．000)：与D+ 

LP组相比．D+MP组和 D+HP组小鼠 HbAlc含量出明显降 

低(P=0．013，P=0．002)，说明HbAlc含量也随着巴马汀剂量 

的增加而降低。见表 2。 

表 1 巴马汀对 db／db小鼠空腹血糖的影响(x±S，n=8) 

Tab．1 The effects of paimatine on db／db mouse fasting blood 

glucose(x±S，n=8) 

组别 — —  
4 

时间(周 ) 

8 12 l6 

con组 

D组 

D+LP组 

D+MP组 

4．59 4-0．62 4．40±0．57 4．49±0．60 4．19 4-0．67 

21．26±3．13 22．94±3．2l 2l，08±2．4 23．83±2．9l“ 

21．27±3．3l n I7．72±1．60 16．05±0．98 14．86±l。l2 

20．85±2．08 l5．63±1．0O ’l2．70±1．23 10．60±l_06 

D+HP组 19．89 4-3．50 14．49±1．I8 11．70±I．1I 9．65 4-1．64 r 

洼：a，与“m组相比较，P<0．O1．h：与D组相比较，P<0．Ol：P：与 D+ 

LP组相比较，P<0．0l 

表 2 巴马汀对 db／db小鼠血脂和 HbA1c水平的影响(x±S，n=8) 

Tab．2 The effects of palmatine on db／db mouse serum lipid and 

HbA1C(X±s，n=8) 

注：a， con相比较 ，P<O．0l；h：与 D组相比较 ，P<O．OI；c：与 D+LP组 

相比较 ，P<0．05；d：与 D+LP组相比较，P<0．01；e：与D+MP组相比较， 
P<0．05 

2．5 巴马汀对 db／db d、鼠血清 MDA、SOD、ROS和 T—AOC 

含量的影响 

与 COIl组相比．D组小鼠血清 MDA和 ROS的含量明显 

升高( 12．973，P=0．000；t=21．033，P=0．000)；与 D组小鼠相 

比．D+MP组和 D+HP组小鼠血清 MDA和 ROS的含量明显 

降低；与D+LP组相比，D+MP组和D+HP组小鼠血清MDA和 

ROS的含量也明显降低(P<0．01)；与 D+MP组相比，D+HP组 

小鼠血清 ROS的含量明显降低 (P=0．006)，说明小鼠血清 

MDA和ROS含量随着巴马汀剂量增加而降低。与con组相比． 

D组小鼠I血清SOD和T—AOC的含量明显降低 (￡=一7．912．|p= 

0．000；￡一 l1．843，P=-0．000)；与糖尿病组(D组)小鼠相比，D+ 

HP组小鼠血清 SOD和T—AOC的含量呈现出明显的升高： 
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与D+LP组相比，D+MP组和D+HP组小鼠血清T—AOC的含 

量也明显升高(p-0．000，P=O．000)；与D+MP组相比．D+HP组 

小鼠血清T—AOC的含量明显升高(JP=O．006)，说明小鼠血清 

SOD和T—A0C含量随着巴马汀剂量的增加而升高。见表3。 

2．6 巴马汀对 db／db小鼠主动脉组织中Nrf2和 H0—1蛋 白 

表达的影响 

与con组相比，D组中小鼠主动脉中Nff2核蛋白和HO—l 

蛋白相对表达量明显降低( =一20．104，P=0．000；t=7．260，P． 

0．002)：与 D组小鼠相比．D+MP组和 D+HP组小鼠Nff2核蛋 

白明显升高(尸 ．001，P=0．000)，D+MP组和 D+HP组小鼠HO一1 

蛋白明显升高( O．002，P=-0．ooo)；与 D+LP组相比，D+MP组 

和 D+HP组小鼠 Nrf2核蛋白和 HO—l蛋白相对表达量也明 

显升高：与D+MP组相比．D+HP组小鼠HO一1蛋白相对表达 

量也明显升高(P=0．000)。说明小鼠Nri2核蛋白和HO：I蛋 

白相对表达量随着巴马汀剂量的增加而增加。见图3、4。 
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B．Nrf2蛋白表达定量分析结果 

a，与 COIl相比较，P<0．05Ib：与 D组相比较，P<O．01； 
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图3 巴马汀对 db／db小鼠主动脉组织中N 蛋白表达的影响 

( ±S，n=3) 

Fig．3 The effects of palmatine on Nrf2 protein in db／db mouse 

thoracic aorta tissues(i± 。n=3) 
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A．HO一1蛋白表达 
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B．HO一1蛋白表达定量分析结果 

a，与 con相比较，P<O．05．b：与 D组相比较 ，P<0．01；c：与 D+LP 

组相比较，P<0．01；d：与 D+MP组相比较，P<0．05 

图4 巴马汀对 db／db小鼠主动脉组织中 HO一1蛋白表达的影响 

( ±S，n=3) 

Fig．4 The effects of palmatine O1"1 HO一1 protein in db／db mouse 

thoracic aorta tissues(i± 。n=3) 

3 讨 论 

大血管病变是糖尿病最常见的并发症之一。据 

报道，糖、脂代谢紊乱以及氧化应激是导致糖尿病 

大血管病变发生和发展的重要因素 。因此，有效 

调节糖尿病患者的糖脂代谢紊乱和氧化应激有望 

成为防治糖尿病大血管病变的重要途径。现代药理 

研究表明，黄连具有抗炎、降血糖、降血脂、抗肿瘤 

等广泛作用 ，其主要活性成分为生物碱，而巴马汀 

是其主要生物碱之一。但目前巴马汀在糖尿病大血 

管病变中的作用尚未见到相关报道。本研究采用 

表 3 各!$idx鼠血清 MDA、SOD、ROS和T—AOC含量(i± ，n=8) 

Tab．3 Levels of MDA、SOD、ROS and T—AOC in each group(i±s。n=8) 

注：a，与con相比较，P<0．05．b：与D组相比较，尸<0．01；c：与D+LP组相比较，P<O．01；d：与D+MP组相比较，P<0．01 
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db／db糖尿病小鼠作为 2型糖尿病模型．模拟临床 

糖尿病患者高血糖、高血脂等特征。结果表明，db／db 

糖尿病小鼠空腹血糖、血脂和HbAlc水平均明显高 

于db／m正常小鼠，并且通过电镜和HE染色可以发 

现糖尿病小鼠主动脉血管病变特征明显．这为后续 

实验验证巴马汀的主动脉保护作用提供了保证。db／ 

dh糖尿病小鼠经过巴马汀灌胃治疗后，db／db糖尿 

病小鼠空腹血糖、血脂和HbAlc水平均明显降低，且 

糖尿病小鼠主动脉血管病变特征减弱。朱家颖等[61 

也发现巴马汀能够降低糖尿病小鼠空腹血糖，与本 

研究结果一致。上述结果表明，巴马汀能够改善糖 

尿病小鼠主动脉血管病变。其机制可能是通过降低 

血糖和血脂来实现的。 

据报道，氧化应激是糖尿病并发症发作的上游 

因子【 n】。在糖尿病患者机体中，MDA和ROS水平 

往往异常升高，引起血管内皮损伤，是衡量机体氧 

化水平的指标。可以反映组织损伤程度：而SOD和 

T—AOC则往往异常降低，导致抗氧化应激损伤作用 

减弱 。本研究发现：与正常小鼠相比，db／db糖尿病 

小鼠MDA和ROS明显升高，SOD和 T—AOC水平 

明显降低。与db／db糖尿病小鼠相比，经过巴马汀治 

疗后的db／db糖尿病小鼠MDA和ROS明显降低． 

SOD和T—AOC水平明显升高。上述结果说明巴马 

汀能够明显降低糖尿病小鼠体内的氧化应激水平． 

这可能是其改善糖尿病小鼠主动脉血管病变的重 

要机制之一。 

Nrf2是氧化应激的效应器。在氧化应激条件 

下，会诱导Nrf2通路激活进而导致下游HO一1等抗 

氧化蛋白的表达，然后通路能够通过减少活性氧的 

产生和改善糖尿病机体中高糖因素导致的组织细 

胞生化机能紊乱来发挥其抗氧化应激、抗慢性炎症 

反应的细胞保护功能，在糖尿病大血管、微血管并 

发症的防御机制中起着非常重要的作用【l3～61。而本 

研究中发现：与正常小鼠相比，db／db糖尿病小鼠主 

动脉组织中Nrf2和HO一1蛋白的表达明显降低。与 

db／db糖尿病小鼠相比。经过巴马汀治疗后．db／db糖 

尿病小鼠主动脉组织中Nrf2和HO一1蛋白的表达 

明显升高。上述结果说明巴马汀能够明显激活 Nrf2／ 

HO一1通路，这可能是其抑制氧化应激进而改善糖尿 

病小鼠主动脉血管病变的重要机制。 

综上所述，本研究发现巴马汀能够明显改善db／ 

db糖尿病小鼠主动脉组织病变，且该效应可能与降 

低糖尿病小鼠的空腹血糖和血脂含量、激活 Nrf2／ 

HO一1信号通路活性、抑制糖尿病小鼠主动脉组织 

氧化应激反应有关。 
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