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摘要:目的 考察红景天苷的降糖功效及其对胰岛β细胞的保护作用。方法 采用C57BL/6小鼠一次性注射链脲佐菌素

(STZ)150mg/kg建立小鼠糖尿病模型,红景天苷剂量为100mg/kg,每日1次灌胃给药,每5日检测小鼠空腹血糖,30d后检

测小鼠胰岛素水平并进行口服糖耐量实验(OGTT)。同时分离正常小鼠胰岛培养3d后,通过Ki67免疫荧光染色及TUNEL
染色方法考察红景天苷(50μmol/L)对胰岛β细胞增殖与凋亡的作用。通过RTPCR方法检测β细胞增殖相关基因insulin、

Pdx1、GLP1R、IL1β转录水平变化。结果 与STZ组相比较,红景天苷组(STZ/Sal)能够有效降低小鼠空腹血糖,并表现出

胰岛素水平增加的趋势,其OGTT实验也得到显著改善。而小鼠胰岛染色实验表明,红景天苷可以明显促进β细胞增殖,减

少高糖诱导的β细胞凋亡。并且红景天苷促进insulin、Pdx1、GLP1R等基因的 mRNA水平升高,降低炎症因子IL1β的

mRNA水平。结论 本研究证实红景天苷有效保护胰岛β细胞,促进β细胞增殖并抑制其凋亡,从而实现降低血糖的作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toinvestigatethehypoglycemicactionandβcellprotectiveeffectofsalidrosideinstreptozotocin

 STZ induceddiabeticmiceandculturedmouseislets METHODS C57BL 6Jmicewereinjectedwithasingledoseof150
mg kgfreshlypreparedSTZwithcitratebufferascontrol Thesalidrosideinterventionwithadosageof100mg kg dwasini-
tiatedonthe8thdayafterSTZinjectionandconductedfor30d Fastingbloodglucoselevelsweremeasuredeveryfivedays 
After30dtreatment theoralglucosetolerancetest OGTT wasperformed andbloodsampleswerecollectedtodetectplas-
mainsulinconcentrations Theisolatedmouseisletswereculturedwithsalidroside 50μmol L orDMSOfor3d Ki67stai-
ningandTUNELassaywereperformedtoinvestigatetheeffectsofsalidrosideonβcellproliferationandapoptosis Mean-
while themRNAlevelsofinsulin Pdx1 GLP1RandIL1βinisletsweredetectedbyRTPCR RESULTS Comparedwith
theSTZgroup salidrosidedisplayedsignificantlyhypoglycemiceffects togetherwithincreasedplasmainsulincontentsaswell
asimprovedOGTT TheKi67staininginculturedisletsshowedtheproliferationofβcellwasremarkablyincreasedbysalidro-
side whiletheβcellapoptosisinducedbyhighglucosewasstronglyinhibitedbysalidroside Moreover themRNAlevelsof
insulin Pdx1andGLP1Rwereupregulatedbysalidrosidesignificantly However themRNAlevelofIL1βwhichisacyto-
kineinvolvedinβcellapoptosiswasdownregulatedbysalidroside CONCLUSION Thepresentstudydemonstratesthatsali-
drosidecanamelioratethehyperglycemiainSTZdiabeticmicebyprotectingβcellsurvivalwithincreasedβcellproliferation
anddecreasedβcellapoptosis 
KEYWORDS salidroside diabetes pancreaticβcell proliferation apoptosis
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  β细胞衰竭是糖尿病致病机制的核心环节,是
糖尿病发生、发展的病理生理基础这一理念目前已

为人们普遍接受。基于β细胞衰竭是引起糖尿病的

重要病因,促进糖尿病状态下β细胞生存及再生已

成为新的治疗策略之一,为糖尿病治疗带来了新的

思路和希望[1]。
近年来,研究发现降糖中药在改善胰岛β细胞

功能,维持胰岛β细胞数量方面具有一定的功效。
例如,苦瓜伤流汁可以明显增加链脲佐菌素(STZ)
诱导的糖尿病小鼠胰岛β细胞的数量,表明苦瓜治

疗糖尿病的机制与促进胰岛β细胞增生或修复受损

的β细胞相关[2]。
中药红景天的应用历史悠久,药理作用广泛。

红景天对四氧嘧啶、肾上腺素和葡萄糖引起的小鼠

高血糖均有抑制作用[3],然而其是否能够对β细胞

产生直接的作用尚不明确。本实验以分离培养的小

鼠胰岛为研究对象,考察了红景天苷对高糖环境下

胰岛β细胞的保护作用,初步阐明其降糖作用可能

的新机制。

1 材料

1.1 实验动物

C57BL/6小鼠购自上海斯莱克实验动物有限

责任公司,由江苏省中医药研究院实验动物中心饲

养。

1.2 主要仪器

生物安全柜(LabconcoPurifierClassⅡ Bio-
safetyCabinet);CO2培养箱(ThermoElectrom 公

司);XDS1B倒置显微镜(重庆光电仪器总公司);
微量移液器(Eppendorf,德国),AnkeTDL40B型

低容量多管离心机(上海安亭科学仪器厂);高速冷

冻离心机(Beckman,美国);荧光定量PCR循环仪

(ABI,美国);IX51型荧光倒置显微镜(Olympus,日
本);Nanodrop1000 微 量 紫 外 分 光 光 度 计(瑞 士

METTLERTOLEDO公司);微血糖测量仪及试纸

(德国罗氏诊断有限公司)。

1.3 药品和试剂

红景天苷 (南京泽朗医药科技有限公司,纯度

98%);葡萄糖、链脲佐菌素(STZ)(美国Sigma公

司);胰岛素放射免疫试剂盒(北京北方生物技术研

究所);Trizol与逆转录试剂盒 (南京诺唯赞生物科

技有限公司);CYBRGreenPCRMasterMix荧光

定量PCR试剂盒(美国 ABI公司);Insulin与Ki67
一抗,及荧光二抗购自 Abcam公司;TUNEL染色

检测试剂盒(InSituCellDeathDetectionKit,罗氏

公司);DAPI甘油封闭液 (VectorLabs)。

2 方法

2.1 动物模型的建立

对C57BL/6J小鼠进行一次性注射链脲佐菌素

(STZ)150mg/kg[4]构建小鼠糖尿病模型。

2.2 实验分组与处理

建模1周后,以空腹血糖≥11.1mmol/L作为

模型成功。将动物分为正常对照组(con),模型组

(STZ)、红景天苷治疗组(Sal),每组10只。红景天

苷剂量为100mg/kg[5],每日1次灌胃给药,每5日

检测小鼠空腹血糖,30d后进行口服糖耐量实验

(OGTT)并分离小鼠血浆检测胰岛素水平。

2.3 小鼠口服糖耐量(OGTT)的测定

在末次给药后,禁食12h,各组小鼠口服给予

25%葡萄糖(2g/kg)溶液,于口服前及口服后30、

60、90、120min尾静脉取血测定血糖。

2.4 小鼠胰岛分离培养

对小鼠行腹腔注射戊巴比妥钠进行麻醉 (60
mg/kg)。75%乙醇消毒皮肤,无菌剖腹,暴露胰腺

及胆总管。从胆总管进针,逆行缓慢注入4℃预冷

的胶原酶P(0.8g/L),2mL,使胰腺充分膨胀。剪

心放血处死小鼠,剪除胃与横结肠之间的大网膜及

脾脏,沿十二指肠边缘自十二指肠向小肠方向剥离

胰腺组织。剩余部分沿胰腺边缘完整取出,完整胰

腺入含有3mL4℃预冷胶原酶P的50mL离心试

管中。37℃水浴消化13~17min,振荡使其呈细砂

状,加入4℃含10%新生牛血清(NBS)的Hanks液

10mL,终止消化,孔径600μm不锈钢滤网筛过滤,

1500r/min离心2min,弃去上清,4℃含10%NBS
的Hanks液重新清洗离心1遍,收集沉淀。胰岛采

用6孔板培养,每孔放置25~30个胰岛。加入33.3
mmol/L葡萄糖模拟高糖环境,红景天苷剂量为50

μmol/L
[5]。培养3d后进行染色处理或提取RNA。

RNA提取与逆转录实验参照诺唯赞公司试剂盒说

明书进行。

2.5 小鼠胰岛Ki67染色

经4%中性甲醛固定的胰腺组织常规脱水、透
明、包埋、制成厚4μm切片。取切片脱蜡,梯度乙

醇水化,PBS洗涤后,滴加封闭血清在湿盒中室温

封闭30min。加适宜浓度的一抗置湿盒中4℃孵育

过夜,PBS洗涤后加入不同荧光二抗,置湿盒中室

温避光孵育1h。最后用含蓝色荧光核染料(DAPI)
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的甘油封片。保存切片于暗盒中,800倍荧光显微

镜下观察。

2.6 小鼠胰岛TUNEL染色

胰腺切片脱蜡,梯度乙醇脱水,PBS洗涤,3%
乙酸37℃处理,Proteinase消化,TBS洗涤,标本加

标记液37℃,标记2h,生物素化抗地高辛抗体孵

育,37℃反应60min,TBS洗涤,SABCAP抗体孵

育,37℃反应60min,TBS洗涤,滴加显色液显色

37℃,30min后充分水洗,0.1%核固红复染0.5~1
min,洗净,封裱剂封片,光镜下观察组织病理变化

并拍照。

2.7 RTPCR
引物 序 列 如 下:insulin:5'TTCTTCTACA-

CACCCA3'(Forward),5'CTAGTTGCAGTAGT-
TCT3'(Reward);IL1β:5'GACCTTCCAGGAT-
GAGGACA3'(Forward),5'AGCTCATAT-
GGGTCCGACAG3'(Reward);PDX1:5'GAG-
GACCCGTACTGCCTACA3'(Forward),5'
CGGGGTCCCGCTACTACGTT3'(Reward);

TCF7L2:5'CAGGGAAGAACAGGCAAAAT3'
(Forward),5'GGGGGAGGCGAGTCTAGTAA3'
(Reward);GLP1R:5'CCTGAGGAACAGCTC-
CTGTC3'(Forward),5'GGATGCAAACAGGT-
TCAGGT3'(Reward);tubulin:5'GTTGGCCAG-
GCTGGTGTCCAG3'(Forward),5'CTGTGAT-
GAGCTGCTCAGGGTGG3'(Reward)。

2.8 统计学分析

数据用x±s表示,采用SPSS16.0统计软件进

行方差分析,组间比较采用t检验。

3 结果

3.1 红景天苷对STZ糖尿病小鼠的空腹血糖水

平、口服糖耐量实验(OGTT)及胰岛素水平的调节

结果见图1。

注:与STZ比较,*P<0.05,**P<0.01。

图1 红景天苷对STZ小鼠空腹血糖的调控作用

如图1所示,与正常对照组(con)比较,STZ造

模成功后小鼠FBG有显著的升高(P<0.01)。而

红景天苷组给药5d后,与STZ模型组相比,红景天

苷(Sal)治疗组小鼠血糖水平明显开始呈现降低趋

势(P<0.05),并且在整个30d的给药疗程中,降糖

作用一直持续。
在30d治疗结束时作者进行了小鼠口服糖耐

量实验(OGTT)。模型组小鼠的 OGTT中各时间

点的血糖值均显著高于正常组,表明小鼠糖耐量异

常。而红景天苷组小鼠各时间点的血糖值明显均低

于模型组(P<0.05),提示红景天苷能够有效改善

糖尿病小鼠的糖耐量(图2)。

注:与STZ比较,*P<0.05,**P<0.01。

图2 红景天苷对STZ小鼠OGTT实验的影响

而血浆胰岛素检测结果显示(图3),与对照组

比较,由于STZ对胰岛β细胞特异性细胞毒作用,β
细胞死亡数量显著减少,造成STZ组小鼠的胰岛素

水平明显降低(P<0.05)。而红景天苷治疗组的胰

岛素水平表现出有效的升高(P<0.05),提示红景

天苷可能具有保护胰岛β细胞的作用。

注:与con比较,*P<0.05;与STZ比较,#P<0.05。

图3 红景天苷对STZ小鼠血浆胰岛素水平的作用

3.2 高糖环境下红景天苷对β细胞的保护作用

为进一步考察证实红景天苷对β细胞是否具有

保护作用,我们通过分离培养的小鼠胰岛进行β细

胞增殖与凋亡检测。
如图4所示,Ki67是细胞分裂增殖的核蛋白标

志物(红色),高糖对照组(左列33.3glu)中β细胞增

殖受到抑制,未观察到Ki67表达阳性β细胞。而右

列红景天苷组(33.3glu/salidroside)能够观察到明

显的Ki67表达阳性β细胞。Ki67阳性β细胞计数

结果表明,高糖显著抑制β细胞增殖,而红景天苷能

够有效增加β细胞的增殖比例(图5)。而图4中所
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示TUNEL染色结果(细胞凋亡检测方法,图4中黑

点),可见高糖对照组细胞 TUNEL染色阳性细胞

显著增加,表明高糖对β细胞的损害作用,而红景天

苷能显著降低β细胞的凋亡比率,提示其对胰岛细

胞生存的保护作用,计数结果如图5。

3.3 红景天苷调控β细胞生存相关基因insulin、

Pdx1、TCF7L2、GLP1R、IL1β表达变化

RTPCR实验结果显示(图6),红景天苷可以

显著降低小鼠β细胞中的白介素1β(IL1β)mRNA
水平。IL1β是T2DM中诱导β细胞凋亡的主要炎

症因子,有观点认为糖尿病从根本上说也属于一种

慢性炎症性疾病[6]。这一发现提示红景天苷抑制β
细胞凋亡的作用可能与其抗炎作用相关。

与对照组相比,红景天苷显著上调β细胞insu-
lin、Pdx1、TCF7L2及GLP1R基因 mRNA水平,
提示红景天苷可能通过激活 Wnt通路与 GLP1R
通路,从而实现促进β细胞增殖的作用。

注:insulin.绿色;Ki67.红色;TUNEL.黑色。

图4 染色实验显示红景天苷对β细胞的保护作用

注:与DMSO比较,*P<0.05,**P<0.01。

图5 红景天苷对高糖诱导的β细胞凋亡和增殖作用

注:与con比较,*P<0.05,**P<0.01。

图6 红景天苷对胰岛β细胞生存相关基因的表达调控

4 讨论

中医药治疗糖尿病历史悠久,传统中医文献中

记载能治疗消渴,即为中医理论的糖尿病的中药为

数众多。而近年来,具有降糖功效的植物来源天然

化合物的研究也受到人们越来越多的重视[7]。
红景天有效成分红景天苷(Salidroside)在改善

胰岛素抵抗方面的作用机制已有报道。例如最新发

表在BritishJ.Pharmacology杂志的研究表明,红
景天苷能够通过激活线粒体相关的 AMPK/PI3K/

Akt/GSK3β通路改善胰岛素抵抗[5]。另有研究表

明,红景天提取物能够通过激活AMPK信号通路抑

制肝糖异生作用,从而实现降糖功效[8]。然而红景

天苷对β细胞是否具有直接作用尚不明确。
在本研究中,我们通过分离培养的小鼠胰岛增

殖与凋亡检测方法,考察了红景天苷对β细胞的直

接保护作用,发现红景天苷可以有效促进β细胞的

增殖,同时抑制由高糖诱导的β细胞凋亡,显示出保

护胰岛β细胞的作用。
进一步,我们检测了红景天苷对β细胞生存密

切相关的基因表达的调控作用。RTPCR实验表

明,具有促进β细胞增殖与胰岛素合成的基因如in-
sulin,Pdx1在红景天苷组都得到显著升高。并且

我们观察到红景天苷上调 GLP1R和 TCF7L2的

作用。

GLP1R是重要的肠促胰素:胰高血糖素样肽1
(GLP1)的受体,诸多研究证实GLP1R信号通路

激活能够增强胰岛素的分泌,并且具有促进β细胞

增殖保护β细胞生存的作用[9]。基于GLP1开发

的新型降糖药物,例如二肽基肽酶4(DPP4)抑制

剂、GLP1类似物、GLP1受体激动剂等已经在国

内外得到广泛应用。红景天苷能够显著上调GLP
1R的mRNA水平,提示其对GLP1R通路的潜在

作用,值得我们今后进一步的深入探讨。
转录因子TCF7L2在β细胞生存中的重要作用

也在我们之前的研究中得到证实[10]。TCF7L2为

经典 Wnt信号通路中的重要转录因子,与βcatenin
形成转录复合物起始下游基因的转录,共同调控细

胞分化再生过程。Wnt通路在降糖中药作用机制

中的研究正被人们所重视[11]。
已有研究表明T2DM 体内存在由高糖高脂所

诱导的一种炎症环境[12],炎症细胞因子表达水平的

增加对胰岛β细胞产生多种不利影响,而白介素1β
(IL1β)是其中诱导β细胞凋亡的主要炎症因子。
阻断IL1β通路、抗炎药物是近年来2型糖尿病治

疗领域的新策略。IL1β抗体成为目前2型糖尿病

治疗药物研发的一个颇具前景方向[13]。我们的研
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究显示,红景天苷可以显著降低由高糖诱导的小鼠

胰岛中IL1βmRNA的升高,提示红景天苷能够通

过降低IL1β水平从而抑制β细胞的凋亡。
综上所述,本研究考察了红景天苷对β细胞生

存的直接影响,证实其能够促进β细胞增殖并抑制

β细胞凋亡,从而保护β细胞生存,进而实现改善机

体糖尿病状态。同时我们初步探讨了其作用可能与

激活经典 Wnt通路以及GLP1R通路,抑制IL1β
表达相关,其分子作用机制有待我们进一步的研究。
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