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!!&摘要'!目的!探究芦丁对链脲佐菌素!):O"诱导的"型糖尿病小鼠肝功能及肝脏组织形态的影响(方法!

雄性昆明小鼠!#只#选出".只作为正常组#余下小鼠腹腔注射):O#连续给药G=#建立"型糖尿病小鼠模型(成

模小鼠随机划分为模型组与芦丁低*高剂量组(正常组与模型组给予羧甲基纤维素钠溶液#芦丁低*高剂量组分别

按小鼠体质量予芦丁G#'H.MH*"##'H.MH灌胃#给药R周#每日"次(测定给药第$周#第R周小鼠餐后随机血

糖#血清中丙氨酸氨基转移酶!TZ:"*天门冬氨酸氨基转移酶!T):"*乳酸脱氢酶!ZV;"*总蛋白!:*"和白蛋白

!TZ["的含量(通过 ;I*(C&&74染色及透射电镜观察肝组织形态(结果!与正常组比#模型组小鼠血糖上升

!3$#a#""#血清中TZ:*T):*ZV;含量增高#:**TZ[含量降低!3$#F#G#3$#F#""+与模型组比#芦丁组小鼠

给药第$周血糖降低!3$#F#G"#给药第R周血清TZ:*T):*ZV;含量下降#:**TZ[含量升高#其中高剂量组作

用更明显!3$#F#G#3$#F#""(形态学结果显示#模型组肝细胞增大变形#肝索排列紊乱#肝组织纤维化程度较

高+芦丁低*高剂量组小鼠肝组织形态有所改善#高剂量组作用更明显(结论!芦丁可改善):O诱导的"型糖尿病

小鼠的肝功能#缓解糖尿病小鼠肝脏组织的损伤程度(

&关键词'!芦丁!"型糖尿病!肝功能!形态学
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!!"型糖尿病是由#细胞受损所引起胰岛素绝对

缺乏的自身免疫性疾病#伴有多种并发症#糖尿病性

肝病属于其慢性并发症(据报道#糖尿病人群中肝

病发病率约G#̀
,"-(由于肝脏代偿作用较强#早期

糖尿病并发肝损伤不明显#其累积效应会导致肝功

能丧失而危及生命
,.-(中医研究表明"型糖尿病并

发症病机在于素体阴虚#厥阴生热#引起五脏亏

虚
,Q-+现代医学研究表明糖尿病性肝病病因与高糖

诱导的氧化应激异常有关
,$-#引起机体特异性免疫

反应#以致糖脂代谢紊乱*微血管病变及微循环障

碍(目前临床只能通过注射胰岛素缓解高糖及其并

发症#尚无有效治疗药物(

芦丁!又名芸香苷*紫槲皮苷#络通"是槐米*荞

麦等黄酮类药用植物主要活性成分
,G-#5齐民要术杂

说6中对其活性有所记载#可清肝泻火#健胃顺气,!-#

现代研究证实芦丁具有消除氧化自由基*抗炎*舒张

血管*参与调节血糖血脂及免疫反应等多种药理活

性
,U "#-#这为"型糖尿病性肝病的防治提供了研究

思路(但目前对芦丁相关治疗作用的研究#尚无文

献报道(本课题组建立了"型糖尿病小鼠模型#通

过对肝功能指标及肝脏形态组织的观察#探究芦丁

对"型糖尿病性肝病肝损伤的改善作用#发掘芦丁

在此临床应用的新领域(

1!材料与方法

1F1!实验材料

1F1F1!实验动物!雄性昆明小鼠!#只#)*8级#体

质量!QGe"#"H#购自军事医学科学院卫生学环境

医学研究所#合格证号$####Q$S(

1F1F/!实验仪器!%B1'3CA.$#型全自动生化分

析仪#美国+CA27公司生产+[P/GQ型光学显微镜#

日本EZh(*9)公司制造+低温高速离心机#德国

I,,14=73K公司制造+;N:T%;N;/U!G#透射电子

显微镜#日本;N:T%;N公司制造++(..$G型全自

动石蜡切片机#德国ZI%NT公司制造(

1F1F5!实验试剂!链脲佐菌素!):O#Z72D7F

0P[%#$UU-"#德国 -I:I%公司生产+羧甲基纤

维素钠!Z72D7F.#"$#".."#国药集团化学试剂有

限公司生产+芦丁试剂!Z72 +̂"SR..R/."#英国

T5?C'公司生产+(C&&74 三色染色试剂盒!Z72

D7F.#""#QGU"#北京)76C35<7公司生产(

1F/!方法

1F/F1!模型建立及分组给药!小鼠进行适应性饲

养"周后#随机挑选出".只作为正常组#余下小鼠

按小鼠体质量腹腔注射):O!.FG'H.!MH%="#连

续给药G=(U.B后尾静脉取血#采用血糖仪测定#

视血糖浓度+"!F!''76.Z的小鼠为成功模型(

造模成功后#将成模小鼠随机分为模型组#芦丁低*

高剂量组#每组".只(正常组与模型组以"#'H.

MH给予羧甲基纤维素钠溶液!"H.Z"灌胃#芦丁低*

高剂量组分别以G#'H.MH*"##'H.MH芦丁灌胃#

每日"次#连续给药R周(

1F/F/!标本处理及生化指标检测!给药前及给药

后第$周*R周尾静脉取血#测定各组小鼠餐后随机

血糖(R周给药完成后#各组小鼠禁食".B#用恩氟

烷麻醉后#眼内眦取血#所取血液进行 $ _ 下

"#'<4#Q###3.'<4离心#取上清进行血生化分析#

分别检测血清中丙氨酸氨基转移酶!TZ:"*天门冬

氨酸氨基转移酶!T):"*乳酸脱氢酶!ZV;"*总蛋

白!:*"和白蛋白!TZ["的含量(颈椎脱臼法处死

小鼠#取下肝脏#冰上洗净去筋膜#取肝组织小米粒

大小浸入戊二醛!电镜专用#.G'6.Z"#$_保存#供

电镜观察+余下部分浸入$#'6.Z多聚甲醛保存#供

切片备用(

1F/F5!切片的制备*染色及形态观察!取$_甲醛

保存$RB后的组织#置流水下冲洗!B后依次进行

梯度酒精脱水#二甲苯透明#浸蜡#包埋#随后制作

G&'石蜡切片(各组切片脱蜡后分别进行 ;I染

色及 (C&&74三色染色#树胶封固干燥后置光镜下

观察染色结果(取出$_下.G'Z.Z戊二醛保存

的肝组织#通过透射电镜观察各组肝脏超微结构(

1F/F3!统计学方法!数据结果均以&Me-来表示(

采用TDE-T!单因素方差分析"进行多组间差异

比较#采用'检验进行两组间比较#3$#F#G为差异

有统计学意义(

/!结果

/F1!给药前后各组小鼠血糖值变化

正常组给药前及给药第$周*第R周血糖值均

正常+与正常组比较#模型组小鼠血糖于给药第$

周*第R周后均明显增高!3$#F#""+与模型组比

较#给药第$周芦丁低*高剂量组小鼠血糖均降低

!3$#F#G"#但低*高剂量组间差异无统计学意义

!3'#F#G"#给药第R周低*高剂量组与模型组比较

血糖差异均无统计学意义#低*高剂量组间差异亦无

统计学意义!3'#F#G"(见表"(

/F/!芦丁对各组小鼠肝功能指标的影响

与正常组相比#模型组血清中 TZ:*T):*

GRQ
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ZV;的含量均增加!3 $#F#G#3$##""#而:**

TZ[的含量下降!3$#F#G"+与模型组相比#给药第

R周后#芦丁低*高剂量组各指标含量均有不同程度

改善!3$#F#G#3$#F#""+与芦丁低剂量组比较#芦

丁高剂量组对ZV;*:*的作用更显著!3 $#F#G"#

见表.(

表1!给药前后各组小鼠血糖值变化"!NN<D"Y"#Ac1/

P'BD,1!P%,$%'(T,;<>BD<<-TD&$<;,#(,'$%TA<&@B,><A,'(-'>=,A'-N#(#;=A'=#<("!NN<D"Y"#Ac1/

3̂7>, #J11M $J11M& RJ11M&

D73'C6?742376 UF$"e#F"" GF".e#FR# !FRRe"FG#

(7=16 ..FU$eGFSQ" .GF#UeQF.Q" .$F$#e.F!Q"

Z7J/=7&13>2<4 "SFG!e.FQ$" "SF$Ue.FGR"## ."F!$e"F$Q"

;<HB/=7&13>2<4 "RFRUeGFRR" "SFSRe.FR!"## ..F"#e"FUQ"

!!" 3$#a#"#L&F473'76?742376H37>,+#3$#F#G#L&F'7=16H37>,

表/!芦丁对各组小鼠肝功能指标的影响"!)"Y"#Ac1/

P'BD,/!.>>,$=<>A&=#(<(=%,A,('D>&($=#<(#(-,?<>N#$,"!)"Y"#Ac1/

3̂7>, TZ: T): ZV; :* TZ[

D73'C6?742376 $QF!e""F" "#RFUe"!FS "S$F"eQGF. G.F$eQF! Q!FQe"FR

(7=16 R!FSe"UF$"" .G#F.eQ.FR"" QQ!FGe"#GFQ"" $.FUe.FQ" Q#F"e"F."

Z7J/=7&13>2<4 !UFQe"QF!"## "GUF$e.#F$"### Q#UFGeS.FQ""## $!F.e$F$"## Q.FGe"F.

;<HB/=7&13>2<4 !!FUe"#FU"## "G$FRe"!F""### .!RFQeURFG""####, $SF"e"F$##, QQFRe"FQ#

!!"3$##G#"" 3$##"#L&F473'76?742376H37>,+#3$#F#G###3 $#F#"#L&F'7=16H37>,+,3 $#F#G#L&F67J/=7&13>2<4

H37>,FTZ:$T6C4<41C'<723C4&K13C&1+T):$T&,C32C21C'<4723C4&K13C&1+ZV;$ZC?2<?=1BA=37H14C&1+:*$:72C6,3721<4+TZ[$T65>'<4

/K5!Q.染色下观察肝脏组织形态改变

!!给药R周后各组肝脏组织 ;I染色#见图"(

正常组肝脏组织结构清楚#细胞大小正常#胞核明

显#肝门静脉*肝汇管及肝血窦清晰可见#肝索排列

整齐+与正常组相比#模型组肝细胞肿大#肝血窦扩

张#肝索排列紊乱+而芦丁低*高剂量组上述情况均

明显改善(

/K3!+';;<(染色下观察肝脏组织纤维化程度

给药R周后各组肝脏组织 (C&&74染色#见图

.(正常组小鼠肝门静脉清晰#肝脏汇管处仅有少量

纤维化#纤维化程度极低+与正常组相比#模型组小

鼠肝脏汇管区可见明显胶原纤维增生#组织纤维化

1A 1B 1C 1D

2A 2B 2C 2D

图1!给药2周后下肝脏组织的形态(Q.染色![300!!!图/!给药2周后肝脏组织的 +';;<(染色([300

S#T1!+<A@%<D<TC<>D#*,A=#;;&,;'=2J,,Z;KQ.;='#(#(T![300!!!S#T/!+';;<(;='#(#(T<>D#*,A=#;;&,;'=2J,,Z;K[300

T$D73'C6?742376H37>,+[$(7=16H37>,+%$Z7J/=7&13>2<4H37>,+V$;<HB/=7&13>2<4H37>,

!RQ
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程度严重+与模型组比较#芦丁低*高剂量组小鼠纤

维化程度均有不同程度的改善(

/FM!电镜下肝脏组织超微结构观察

给药R周后各组肝脏组织超微结构#见图Q(正

常组小鼠肝细胞大小正常#线粒体形态正常#组织内

无明显纤维化现象+与正常组比较#模型组小鼠出现

肝脏纤维化的病理变化$肝血窦边缘及肝汇管区胶原

纤维增生#汇管区血管内皮细胞线粒体肿胀*嵴模糊

缺失#线粒体空泡样变#间质胶原纤维增多+与模型组

相比#芦丁低*高剂量组上述现象均不同程度改善(

A B C D
2 mμ 2 mμ 2 mμ2 mμ

图5!给药2周后透射电镜下肝脏组织的超微结构([10000

S#T5!)D=A';=A&$=&A,;<>D#*,A=#;;&,;&(-,A=A'(;N#;;#<(,D,$=A<(N#$A<;$<@CK[10000

T$D73'C6?742376H37>,+[$(7=16H37>,+%$Z7J/=7&13>2<4H37>,+V$;<HB/=7&13>2<4H37>,

5!讨论

糖尿病本身危害有限#但长期高血糖导致的相

关并发症是影响患者生存质量的主要原因#各种肝

病在糖尿病中有较高发病率(肝脏作为血糖累积的

靶器官#代偿力较强#早期病变不明显#继而发展为

非酒精性肝病*肝纤维化最终导致肝硬化而危及生

命(其机制与糖尿病高糖诱导氧化应激异常相关#

导致糖脂代谢紊乱并引起微血管病变及微循环障

碍(芦丁作为黄酮类典型成分#广泛存在于槐米*荞

麦等药用植物中#其抗氧化*调节糖脂代谢及血管保

护作用的优势#为糖尿病肝病的防治提供了思路(

本实验研究了芦丁对"型糖尿病小鼠肝功能及肝形

态学改变的影响(

本实验"型糖尿病小鼠模型通过连续G=腹腔

注射小剂量的 ):O建立
,""-#成模率高达SR̀ (

):O能在葡萄糖转运蛋白.!̂Z9:."转运作用下#

特异性地作用于胰岛#细胞#导致其结构破坏,".-(

而小剂量的):O可通过改变胰岛#细胞表面抗原#

引起自身免疫应答损伤胰岛#细胞#从而形成"型

糖尿病(

成模小鼠因高血糖并发一系列疾病#其中包括

糖尿病性肝损伤(结果显示#芦丁给药$周后小鼠

血糖较模型组降低!3$#F#G#3$#F#""#但在给药

后R周差异无统计学意义#表明芦丁在"型糖尿病

早期具有一定的降糖作用(糖脂代谢紊乱诱发肝糖

原堆积及微血管病变#表现为肝脏功能学及组织形

态学的异常(肝细胞受损时#细胞中存在的 TZ:*

T):*ZV;含量迅速增加并进入血清#可根据其含

量判断肝细胞受损程度+当肝脏合成功能下降时#

:**TZ[合成减少#在血清中的含量也下降#其降

低程度与肝脏合成功能损害程度呈正相关(实验结

果显示#与正常组相比#模型组TZ:*T):*ZV;含

量升高而:**TZ[含量均有所下降!3$#a#G"#标

志着肝损伤的发生+而芦丁组的上述各项指标与模

型组比较均有改善!3$#F#G#3$#F#""#提示芦丁

对肝功能具有保护作用(这与 (E;T(IV 等
,"Q-

报道的芦丁对大鼠的肝损害具有保护作用相一致(

形态学改变是组织受损病变最直观的体现#本实验

通过;I染色及经典 (C&&74三色染色观察肝组织

基本形态及纤维化情况#透射电镜观测肝组织超微

结构变化(与正常组相比#;I染色下可清晰观察

肝细胞结构#模型组肝细胞肿大#肝血窦扩展#肝索

排列紊乱+(C&&74染色观察到小鼠肝脏纤维化程

度#模型组小鼠的纤维化尤为明显#大量的蓝色纤维

充斥于肝汇管内与肝门静脉附近+在电镜超微结构

下#可观察到模型组小鼠肝血窦边缘及肝汇管区胶

原纤维的增生#汇管区血管内皮细胞线粒体肿胀*空

泡样变+芦丁低*高剂量组上述形态均有所改善#其

中高剂量组改善作用更为明显(表明芦丁可改善高

糖引发的肝组织的形态病变(

综上表明#芦丁可降低"型糖尿病小鼠血糖水

平#改善肝功能及肝组织形态#降低肝组织纤维化程

度#抑制"型糖尿病小鼠肝损伤进 !下转第$.$页"

URQ
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程#从而对糖尿病肝损伤具有保护作用(该研究主

要从肝功能指标及组织形态学方面初步考察了芦丁

对糖尿病肝病小鼠的保护作用#下一步将进行其分

子机制的研究(
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