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依折麦布对 db / db 糖尿病小鼠胰岛分泌功能的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨依折麦布对 db / db 小鼠胰岛分泌功能的作用。 方法摇 将 8 周龄的 db / db 小鼠随机分为 2
组,分别给予 6 周依折麦布或安慰剂灌胃治疗,同周龄的 db / m 小鼠作为非糖尿病对照。 投药 6 周后行糖耐量试验

后取胰腺,进行胰岛素免疫组织化学检测,另采用离体胰岛灌流系统测定胰岛素第一时相的分泌。 结果摇 依折麦

布组治疗 6 周后空腹血糖显著下降,同时总胆固醇及低密度脂蛋白胆固醇低于对照组(P < 0. 05)。 糖负荷 120 min
后葡萄糖曲线下面积低于 db / db 对照组(P < 0. 05),AUCINS0鄄30 高于对照组(P < 0. 05)。 离体胰岛灌流结果显示依

折麦布组胰岛第一时相分泌得到改善。 胰岛内胰岛素表达强度依折麦布组明显高于对照组。 结论摇 依折麦布能

改善糖耐量,恢复胰岛第一时相分泌,保护 茁 细胞功能。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 The aim of this study was to investigate whether ezetimibe has a protective effect on 茁鄄cell
function in diabetic state. 摇 摇 Methods摇 8鄄week鄄old db / db mice were randomized to ezetimibe 10 mg / (kg·d), or place鄄
bo. 摇 The age鄄matched nondiabetic littermates db / m mice were treated with placebo as the controls. 摇 After 6 weeks爷 treat鄄
ment, intraperitoneal glucose tolerance test and immunohistochemical staining for insulin were performed. 摇 Islet perifusion
were performed to evaluate kinetics of insulin release by using islet perfusion system. 摇 摇 Results摇 Fasting blood glucose
(FBG), total cholesterol (TC), low density lipoprotein cholesterol (LDLC) were lower in ezetimibe group than that in db /
db group after 6 weeks爷 treatment. 摇 Ezetimibe provided an improvement of glucose tolerance and greatly rescued islet 茁鄄
cell mass. 摇 Ezetimibe treatment also improved first鄄phase insulin response. 摇 摇 Conclusion摇 Ezetimibe treatment effec鄄
tively improved glucose tolerance and 茁鄄cell function by significantly restored first鄄phase insulin secretion on db / db mice.

摇 摇 2 型糖尿病患者常合并有脂代谢异常,单纯控制

血糖不能完全消除糖尿病患者发生冠心病等大血管并

发症,因此,在控制血糖的同时,必须进行调脂治疗。
一项发表在 JAMA 的 Meta 分析显示,与中等剂量他汀

治疗相比,大剂量强化他汀治疗增加新发糖尿病风

险[1]。 CORALL 研究[2]也表明在合并血脂代谢异常的

2 型糖尿病患者中,大剂量他汀药物治疗可能会影响患

者的血糖控制。 依折麦布作为第一种选择性胆固醇吸

收抑制剂,可单独或与他汀类药物联合用于治疗 2 型

糖尿病合并高脂血症。 临床研究表明依折麦布不仅可

降低血脂,同时可以改善 2 型糖尿病患者的糖代谢紊

乱[3]。 动物实验发现依折麦布可以降低胰岛素抵抗肥

胖大鼠空腹胰岛素水平及改善高脂诱导的糖耐量异

常,但机制尚不完全明确[4]。 本研究通过依折麦布干

预对 db / db 糖尿病小鼠胰岛分泌功能的影响,探讨依

折麦布对胰岛的保护作用。
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1摇 材料与方法

1郾 1摇 动物及材料

摇 摇 40 只 8 周龄清洁级雄性 db / db 小鼠,来自南京军

区南京总医院比较医学科实验动物房,体重约 35 ~48
g,随机分为 2 组,每组 20 只,分别给予 6 周的依折麦布

(益适纯,MSP SINGAPORE COMPANY LLC)10 mg / (kg
·d)(db / db 依折麦布治疗组,简称依折麦布组)和安

慰剂(5%阿拉伯胶;db / db 安慰剂对照组,简称 db / db
对照组)。 20 只同周龄同窝出生的 db / m 小鼠为非糖

尿病对照(db / m 非糖尿病对照组,简称 db / m 对照

组)。 动物的处置均遵循实验动物看护原则。
1郾 2摇 生理生化指标检测

每周监测体重和血糖,投药前和 6 周后测定空

腹血糖( fasting blood glucose,FBG)、空腹总胆固醇

( total cholesterol,TC)、低密度脂蛋白胆固醇 ( low
density lipoprotein cholesterol, LDLC)、空腹胰岛素

( fasting serum insulin,FSI),血浆胰岛素测定使用小

鼠胰岛素 ELISA 试剂盒 (Morinaga,Yokohama, Ja鄄
pan)。 胰岛素敏感指数 ( insulin sensitivity index,
ISI)的计算采用公式:ISI = ln1 / (FBS 伊 FSI)。
1郾 3摇 腹腔葡萄糖耐量试验

投药 6 周后,每组随机选取 10 只小鼠行腹腔葡萄

糖耐 量 试 验 ( intraperitoneal glucose tolerance test,
IPGTT)。 AUC鄄insulin 评价胰岛分泌功能,AUCINS0鄄30评

价早期相的胰岛素分泌,计算公式:AUCINS0鄄30 = (INS30

- INS0) 伊15。
1. 4摇 使用离体胰岛灌流系统对胰岛功能进行评价

胰岛分离:每组剩余 10 只小鼠苯巴比妥麻醉

后,夹闭胆总管十二指肠乳头开口,胆总管穿刺注

射 1 g / L 郁型胶原酶 2 mL,迅速分离胰腺置于含郁
型胶原酶的 Hank爷 s 平衡液中消化 40 min,振荡洗

涤后分离胰岛。 胰岛灌流采用我们创建的离体胰

岛灌流系统进行,留取灌流液测定胰岛素浓度并绘

制胰岛素第一相分泌曲线。
1. 5摇 免疫组织化学测定

苯巴比妥钠麻醉后剥离胰腺后置于 4%多聚甲

醛 4 ~ 6 h,石蜡包埋,利用 ABC 法检测胰岛素表达。
茁 细胞胰岛素阳性染色区域为深棕色。
1. 6摇 胰岛测量分析

采用 Image鄄Pro Plus 5. 01 分析,胰岛 茁 细胞含

量(mg) =胰岛 茁 细胞面积 / 胰腺面积 伊胰腺重量。
1. 7摇 统计学处理

采用 SPSS 11. 0 统计软件,结果以均数 依 标准

差(x 依 s)表示;多组间均数比较采用单因素方差分

析,两两比较采用 LSD 检验,实验前后的资料比较

用配对 t 检验。 P < 0. 05 有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 生理生化指标

摇 摇 基线时,依折麦布组和 db / db 对照组的 FBG、
FSI、TG、LDLC 均无明显差异。 在 8 周龄,db / db 小

鼠的空腹血糖均已超过 15 mmol / L。 依折麦布组在

治疗 6 周后开始出现高血糖进展速度的减缓,6 周

末时血糖显著低于 db / db 对照组(P < 0. 05)。 6 周

末时,依折麦布组 TG、LDLC 明显低于 db / db 对照组

(P < 0. 05)。 ISI 在基线时依折麦布组和 db / db 对

照组无明显差异,投药 6 周后 ISI 显著高于 db / db
对照组(P < 0. 05)(表 1)。

表 1. 各组基线及终点时糖、脂代谢指标比较(x 依 s)
Table 1. Physiological and metabolic parameters (x 依 s)

分摇 组 鼠数 体重(g) FBG(mmol / L) FSI(滋g / L) TC(mmol / L) LDLC(mmol / L) ISI

db / m 对照组 基线 20 29. 10 依 0. 33a 5. 51 依 0. 53a 2. 43 依 0. 23a 2. 65 依 0. 41a 1. 65 依 0. 22a - 2. 58 依 0. 15
终点 20 35. 80 依 0. 54a 5. 71 依 0. 63a 2. 63 依 0. 31a 2. 55 依 0. 53a 1. 79 依 0. 27a - 2. 69 依 0. 19

db / db 对照组 基线 20 41. 20 依 3. 18 17. 30 依 3. 99 8. 51 依 1. 26 5. 14 依 0. 80 3. 88 依 0. 44 - 4. 95 依 0. 32
终点 20 50. 20 依 4. 32 25. 9 依 2. 00 9. 55 依 1. 20 5. 86 依 0. 85 4. 91 依 0. 37 - 5. 49 依 0. 20

依折麦布组 基线 20 40. 92 依 2. 84 18. 37 依 4. 25 9. 01 依 1. 37 5. 30 依 0. 77 3. 69 依 0. 74 - 5. 07 依 0. 34
终点 20 45. 40 依 3. 81a 18. 82 依 3. 99a 7. 58 依 0. 67a 4. 21 依 0. 63a 2. 78 依 0. 62a - 4. 38 依 0. 24

a 为 P < 0. 05,与 db / db 对照组比较。

2. 2摇 依折麦布对 db / db 小鼠 IPGTT 的影响

糖负荷后 120 min,依折麦布组的血糖显著降低

(P < 0. 05),葡萄糖曲线下面积低于 db / db 对照组

(P < 0. 05),同时在 30 min 时血浆胰岛素水平升高,
且 AUCINS0鄄30高于 db / db 对照组,提示依折麦布能改

善糖耐量及早期相胰岛素分泌(图 1)。
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图 1. 依折麦布对 db / db 糖尿病小鼠 IPGTT 的影响摇 摇 A 为 db / m 对照组,B 为 db / db 对照组,C 为依折麦布组。 a 为 P < 0. 05,与db / db
对照组比较。

Figure 1. The impact of ezetimibe on IPGTT of db / db control mice

2. 3摇 依折麦布对 db / db 小鼠胰岛第一时相分泌的

影响

与 db / db 对照组比较,依折麦布组在低糖灌流

时胰岛素分泌无明显升高,而给予 16. 7 mmol / L 高

糖刺激 1 min 后胰岛素分泌明显升高,提示依折麦

布组胰岛第一时相分泌得到改善,但仍然低于 db / m

对照组(图 2)。
2. 4 摇 依折麦布对 db / db 小鼠胰岛 茁 细胞含量的

影响

投药 6 周后,定量分析表明 db / db 对照组的胰

岛 茁 细胞含量相当低,依折麦布治疗极为显著地减

少了胰岛 茁 细胞的丢失(图 3)。

图 2. 依折麦布组、db / db 对照组及 db / m 对照组离体胰岛灌流的结果摇 摇 A 为 db / db 对照组,B 为 db / m 对照组,C 为依折麦布组。

Figure 2. Result of islet perifusion in three groups

3摇 讨摇 论

依折麦布是全球第一种选择性胆固醇吸收抑

制剂,作用于小肠细胞的刷状缘,通过抑制 NPC1Ll
(Niemann鄄Pick C1 like 1 protein)转运蛋白活性,选
择性地抑制膳食和胆汁中的胆固醇跨小肠壁转运

到肝脏中,使得肝脏胆固醇储存减少,导致肝脏 LDL
受体合成增加,加速 LDL 代谢,使血浆 LDLC 水平降

低[5]。
目前研究发现依折麦布作用位点 NPC1L1 转运

蛋白不仅在小肠表达,在肝脏、胰腺、胆囊、睾丸、胃
亦有表达[6]。 Chan 等[7] 研究发现在非酒精性脂肪

肝患者中,依折麦布不仅能减少肝内甘油三酯含

量,降低血浆超敏 C 反应蛋白(high鄄sensitive C鄄reac鄄
tive protein,hs鄄CRP)、白细胞介素 6 ( interleukin鄄6,
IL鄄6)、视黄醇结合蛋白 4( retinol binding protein鄄4,
RBP鄄4)水平,同时增加脂联素水平,从而改善肝脏

的脂肪变性、炎症反应和脂质代谢异常,增加胰岛

素敏感性。 Nomura 等[8] 研究表明依折麦布通过抑

制肝脏 NPC1L1 转运蛋白活性,减少活性氧族物质
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图 3. 各组大鼠胰腺胰岛素染色及胰岛 茁 细胞含量、染色强度摇 摇 A 为 db / m 对照组,B 为 db / db 对照组,C 为依折麦布组。 a 为 P <
0. 05,与 db / db 对照组比较。

Figure 3. Insulin immunohistochemical staining and 茁 cell amount and stain intensity in three groups

的生成,抑制 c鄄Jun 氨基末端激酶( c鄄Jun amino鄄ter鄄
minal kinase,JNK)的活性,降低未折叠或错误折叠

的蛋白质引起内质网应激,促进胰岛素信号通路中

PI鄄3K / AKT 的磷酸化水平,从而改善肝脏胰岛素抵

抗。 虽然目前对肝胰岛素抵抗的研究关注较多,但
依折麦布对胰岛的作用目前国内外报道甚少。
Yang 等[9]在糖尿病合并高脂血症的小鼠模型研究

中证实,长期(20 周)服用依折麦布后可增加 茁 细胞

数量及胞浆中胰岛素的含量。 本研究首次在国内

采用 db / db 2 型糖尿病小鼠模型,通过依折麦布干

预后发现,依折麦布在降低血脂的同时,可以降低

血糖,改善葡萄糖耐量及胰岛第一时相分泌,提高

胰岛素敏感性,减少胰岛内 茁 细胞的丢失,保护 茁
细胞功能。

第一时相胰岛素分泌异常是胰岛 茁 细胞功能

缺陷的早期表现。 目前国内采用的评价方法多反

映胰岛素分泌总量,而不能同时反映胰岛素在分泌

时相和分泌数量方面的变化。 本研究在国内首次

采用离体胰岛灌流系统[10],评估依折麦布干预后

db / db 小鼠胰岛 茁 细胞第一时相分泌的变化,结果

表明依折麦布组在低糖灌流时胰岛素分泌无明显

升高,而给予 16. 7 mmol / L 高糖刺激 1 min 后胰岛

素分泌明显升高,提示依折麦布改善了 db / db 小鼠

胰岛第一时相分泌,推断依折麦布对血糖的作用可

能得益于第一时相的改善。

依折麦布改善糖尿病状态下的糖代谢机制未

完全明确,其机制可能与改善外周胰岛素抵抗和调

节信号通路有关。 血浆中游离脂肪酸 ( free fatty
acid,FFA)持续升高可引起肌肉及肝脏胰岛素抵

抗,糖异生增加,肌肉摄取糖减少;相反,持续降低

体内 FFA 的含量,可改善糖耐量并提高外周胰岛素

敏感性[11]。 依折麦布可直接抑制胆固醇吸收,降低

体内 FFA 水平,改善胰岛素抵抗,降低血糖。 另外,
依折麦布通过抑制肝脏 NPC1L1 转运蛋白活性,抑
制 JNK 激酶的活性,促进胰岛素信号通路中 PI鄄3K /
AKT 的磷酸化水平[8],改善肝胰岛素抵抗,但依折

麦布对胰岛自身胰岛素信号通路的影响还有待

研究。
综上所述,依折麦布能够改善胰岛 茁 细胞第一

时相分泌,降低血糖,提高胰岛素的敏感性,保护 茁
细胞功能,为临床糖尿病合并高脂血症及动脉粥样

硬化提供新的治疗思路。
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