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高胆固醇血症对兔胰岛 茁 细胞的影响及阿托伐他汀的干预作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究高胆固醇血症对兔胰岛 茁 细胞的影响及阿托伐他汀的干预作用。 方法摇 24 只新西兰白兔

随机分为正常对照组、高胆固醇组及阿托伐他汀组。 饲喂 6 周后,测空腹血脂、血糖、胰岛素浓度;行口服葡萄糖耐

量试验(OGTT);取胰腺组织用免疫组织化学法观察胰岛形态;实时荧光定量 PCR 检测胰腺胰岛素原 mRNA 的表

达;分光光度法测定丙二醛(MDA)、还原型谷胱甘肽(GSH)含量。 结果摇 高胆固醇组糖负荷后 30、60 min 血糖值、
葡萄糖曲线下面积及胰岛素抵抗指数(HOMA鄄IR)升高,胰岛素敏感指数( ISI)、茁 细胞功能指数(HBCI / IR)降低;茁
细胞增生肥大,胰岛素阳性表达明显增多;胰岛素原 mRNA 表达上调;MDA 吸光度值明显增高,GSH 则降低。 与高

胆固醇组比较,阿托伐他汀组 茁 细胞增生有所改善;MDA 吸光度值降低,GSH 则升高;胰岛素原 mRNA 表达、OG鄄
TT、HOMA鄄IR、HBCI / IR、ISI 无显著差异。 结论摇 高胆固醇通过诱导胰腺氧化鄄抗氧化失衡导致胰岛 茁 细胞形态与

功能受损,阿托伐他汀减轻了胰岛细胞的氧化应激,但并未改善高胆固醇诱发的糖代谢紊乱。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the influence of high鄄cholesterol to islet beta cell and intervention effect of atorvasta鄄
tin. 摇 摇 Methods摇 Twenty鄄four New Zealand white rabbits were randomly divided into control group, cholesterol group and
atorvastatin group, with eight rabbits in each group. 摇 After feeding for six weeks, the empty stomach blood were collected for
inspected fasting blood鄄 glucose (FBG), insulin (FINS), total cholesterol (TC), low density lipoprotein cholesterol (LD鄄
LC) and triglyceride(TG); The oral glucose tolerance test (OGTT ) were examined; The pancreatic tissue was taken to ob鄄
serve islet morphology and insulin positive cells by immunohistochemical method, to detect proinsulin mRNA expression by
RT鄄PCR, to measure oxidative stress index: malondialdehyde (MDA) and reducing glutathione (GSH) by spectrophotome鄄
try. 摇 摇 Results摇 In cholesterol group after sugar load of 30 and 60 min, the blood glucose, the date of aera鄄under鄄curve
(AUC) and the insulin resistance index (HOMA鄄IR) was increased (P < 0郾 05), and insulin sensitive index (ISI), beta
cell function index (HBCI / IR) was lower than control group (P <0郾 05); A great deal of beta cell hypertrophy and arrange鄄
ment disorder were observed in the cholesterol group,in addition,insulin positive expression was increased; The proinsulin
mRNA was over鄄active(P <0郾 05); MDA absorbance value was higher than that of the control group (P < 0郾 05), and GSH
absorbance value was just the opposite (P < 0郾 05). 摇 In atorvastatin group insulin positive expression decreased compared
with high cholesterol group, MDA absorbance value was lower (P < 0郾 05), and GSH absorbance value was just the reverse
(P <0郾 05). 摇 Then, fasting gloucose, blood glucose after sugar load of 120 min, HOMA鄄IR, HBCI / IR, ISI and proinsulin
mRNA express had no significant difference. 摇 摇 Conclusions摇 Hypercholesterolemia may induce pancreas oxidation鄄antioxi鄄
dation system imbalance, finally lead to islet beta cell morphology and function damage. 摇 Atorvastatin can significantly re鄄
duce pancreatic tissue oxidative stress, but can not improve the sugar metabolic disorders induced by high cholesterol.
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摇 摇 研究证实,高脂血症可诱导氧化应激和炎症反

应,导致胰岛素抵抗和代谢综合征。 近年来,在 2 型

糖尿病的发生机制中提出了脂毒性的概念。 高胆

固醇血症是动脉粥样硬化和冠心病的独立危险因

素,一直是国内外研究的焦点[1]。 但高胆固醇血症

在脂毒性学说中所起的作用,相关研究较少。 他汀

类药物可以通过降脂以及降脂以外的作用产生心

血管保护作用[2]。 然而,阿托伐他汀在防治动脉粥

样硬化的同时对血糖的影响目前仍存在争议[3]。
因此,高胆固醇对胰岛 茁 细胞有何影响、他汀类药

物在抑制胆固醇合成的同时是否对 茁 细胞产生负

面影响仍有待研究。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 药物及主要试剂

摇 摇 胆固醇由成都科龙化工试剂厂生产;阿托伐他

汀由大连辉瑞制药有限公司生产;反转录试剂盒

(K1622)购自 Fermentas 公司,PCR 试剂盒购自 Re鄄
che 公司;Insulin 多克隆抗体购自上海生物工程有

限公司,生物素化山羊抗兔 IgG 和 DAB 试剂盒购自

北京中山生物技术有限公司;血脂、血糖检测试剂

盒及丙二醛(MDA)、还原型谷胱甘肽(GSH)检测试

剂盒均购自南京建成生物医学工程研究所;胰岛素

试剂盒为北京生物技术研究所生产。
1郾 2摇 动物分组与模型的制作

24 只健康新西兰大白兔,兔龄为 3 个月,体重

(2郾 0 依 0郾 2) kg,购自山西省农业科学院畜牧兽医研

究所。 采用单笼饲养,自由饮水。 适应性喂养 1 周

以后,用随机数字法将兔分为正常对照组、高胆固

醇组及阿托伐他汀组,每组 8 只兔。 正常对照组每

日给予普通颗粒兔饲料 100 g / d;高胆固醇组每日给

予普通颗粒兔饲料 100 g + 1% 胆固醇[4];阿托伐他

汀组每日给予普通颗粒兔饲料 100 g + 1%胆固醇 +
阿托伐他汀(2郾 5 mg / kg) [5];分别于 0、6 周末化验

血脂水平,确定成模。
1郾 3摇 血糖、血脂及胰岛素的检测

分别于 0 周、6 周末在清醒状态下经兔耳缘静

脉取空腹血标本约 5 mL,3000 r / min 离心 10 min
(离心半径为 5 cm),留取血清冻存( - 20益)。 血浆

葡萄糖测定采用葡萄糖氧化酶法,血脂各项指标测

定采用酶法,血脂、血糖均在日立 7100 全自动生化

分析仪上测定,胰岛素测定采用放射免疫法,使用

酌鄄911 全自动放免计数仪。 血脂、胰岛素成批送检,
血糖抽取后立即送检。

1郾 4摇 口服葡萄糖耐量试验检测

第 6 周末,各组兔禁食 12 h,称重后进行口服葡

萄糖耐量试验(OGTT)。 将兔固定后,撬开兔嘴,将
润湿的导胃管插入胃内,然后按 10 mL / kg 注入

25%葡萄糖,分别于糖负荷后 0、30、60、120 min 取

耳缘静脉血 1 ~ 2 mL,即刻送检。 采用近似梯形法

计算葡萄糖曲线下面积(GAUC),即 GAUC = 1 / 4(0
h 血糖值 + 0郾 5 h 血糖值) + 1 / 4(0郾 5 h 血糖值 + 1 h
血糖值) + 1 / 2(1 h 血糖值 + 2 h 血糖值)。
1郾 5摇 免疫组织化学染色观察胰岛 茁 细胞

取胰腺组织在 10%中性甲醛中固定,24 h 内石

蜡包埋,切片厚 5 滋m,免疫组织化学染色采用 His鄄
tostainTM鄄SP 法,具体步骤按试剂盒说明书进行。 显

示棕褐色颗粒者为阳性细胞,光学显微镜下观察胰

岛形态。
1郾 6摇 胰腺组织胰岛素原 mRNA 检测

第 6 周末,用空气栓塞的方法处死全部动物,打
开腹腔取出胰腺,切取胰腺组织置于 - 70益 保存。
采用 RT鄄PCR 测定胰腺内胰岛素原 mRNA 的表达,
采用 Trizol Reagent 总 RNA 提取试剂盒推荐的方法

提取胰腺组织总 RNA,胰岛素原基因(proinsulin)和
内对照基因(茁鄄actin)引物序列由上海生工生物有

限公司进行合成。 胰岛素原基因上游引物为 5忆鄄
TTC GTC AAC CAG CAC CTG T鄄3忆,下游引物为 5忆鄄
GCT GGT AGA GCG AGC AGA TG鄄3忆;内参基因上

游引物为 5忆鄄CAG CAG TCG TTG GAG CGA GCA T鄄
3忆,下游引物为 5忆鄄TCA CAT GGC ATC TCA CGA
TAT TTG G鄄3忆。 反应体系 20 滋L。 循环条件为 94益
10 min,94益15 s、60益60 s 伊 45 个循环,使用 TL988
荧光定量 PCR 分析仪进行扩增及定量分析,反应结

束后确认 Real鄄time PCR 的扩增曲线和溶解曲线,读
取 Ct 值,利用 2 -吟吟Ct [6]方法进行目的基因表达的定

量分析。
1郾 7摇 分光光度法测定胰腺组织丙二醛、还原型谷胱

甘肽的含量

取胰腺组织 100 mg 加 9 倍的等渗盐水制成

10%的组织匀浆,3000 r / min 离心 10 min,取上清

液。 采用 721 分光光度计测定胰腺组织 MDA、GSH
的含量 (具体步骤按说明书进行),结果以 A 值

表示。
1郾 8摇 胰岛素抵抗指数、胰岛素分泌指数及胰岛素敏

感指数的计算

采用稳态模型评估法[7],胰岛素抵抗指数(HO鄄
MA鄄IR) =空腹血糖(FPG) 伊 空腹胰岛素(FINS) /
22郾 5;胰岛素分泌指数(HBCI) = (20 伊 FINS) / (FPG
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- 3郾 5);校正后胰岛素分泌指数(HBCI / IR) = (20
伊 FINS) / (FPG -3郾 5) / HOMA鄄IR[8],胰岛素敏感指

数( ISI) = ln1 / (FPG 伊 FINS)。
1郾 9摇 统计学分析

采用 SPSS16郾 0 统计软件对数据进行处理。 所

有数据以x 依 s 表示,经检验各组方差齐,多组间比

较用单因素方差分析,两组比较用两样本 t 检验,P
< 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 血脂检测结果

摇 摇 喂养胆固醇之前各组兔血清总胆固醇(TC)、低
密度脂蛋白胆固醇(LDLC)、甘油三酯(TG)水平差

异无统计学意义(P > 0郾 05)。 6 周后,高胆固醇组

血清 TC、LDLC、TG 水平较正常对照组升高(P <
0郾 01);与高胆固醇组比较,阿托伐他汀组 TC、LDLC
水平降低(P < 0郾 05),而 TG 差异无统计学意义(P
> 0郾 05;表 1)。 根据动物模型判定标准[9]:兔血清

TC < 3 mmol / L 为正常, > 10 mmol / L 为高胆固醇

血症。
2郾 2摇 血糖、胰岛素水平

喂养胆固醇之前各组兔 FPG、FINS 水平差异无

统计学意义(P > 0郾 05)。 6 周后,与正常对照组相

比,高胆固醇组 FINS 水平升高(P < 0郾 05);与高胆

固醇组相比,阿托伐他汀组 FINS 水平差异无统计学

意义(P > 0郾 05),三组间 FPG 均无统计学差异(P >
0郾 05;表 1)。

表 1. 6 周后 TC、LDLC、TG、FPG、FINS 水平

Table 1. The TC, LDLC, TG, FPG and FINS concentra鄄
tion in different groups after six weeks

指摇 标 正常对照组 高胆固醇组 阿托伐他汀组

TC(mmol / L) 1郾 88 依 0郾 29 12郾 74 依 1郾 20a 8郾 61 依 1郾 30ab

LDLC(mmol / L) 0郾 60 依 0郾 17 9郾 38 依 0郾 56a 7郾 04 依 1郾 38ab

TG (mmol / L) 1郾 23 依 0郾 25 2郾 68 依 0郾 42a 2郾 35 依 0郾 45a

FPG(mmol / L) 6郾 69 依 0郾 40 7郾 20 依 0郾 45 7郾 13 依 0郾 34
FINS(mU / L) 17郾 64 依 1郾 89 21郾 67 依 4郾 31a 22郾 51 依 3郾 76a

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与高胆固醇组比较。

2郾 3摇 口服葡萄糖耐量试验检测结果

与正常对照组相比,髙胆固醇组糖负荷后 30、60
min 血糖浓度、GAUC 显著增高(P < 0郾 05),两组 0、
120 min 血糖差异无统计学意义(P > 0郾 05);与高胆

固醇组比较,阿托伐他汀组 0、30、60、120 min 血糖浓

度及 GAUC 差异均无统计学意义(P >0郾 05;表 2)。

表 2. 高胆固醇饮食对兔糖耐量的影响

Table 2. Impact of high cholesterol on glucose tolerance in rabbit

分摇 组
血糖(mmol / L)

0 min 30 min 60 min 120 min
GAUC

正常对照组 6郾 37 依 0郾 53 9郾 27 依 0郾 36 8郾 60 依 0郾 46 6郾 62 依 0郾 64 319郾 36 依 21郾 19

高胆固醇组 6郾 63 依 0郾 46 10郾 50 依 1郾 00a 10郾 47 依 0郾 84a 7郾 08 依 1郾 06 369郾 43 依 25郾 91a

阿托伐他汀组 6郾 34 依 0郾 54 10郾 56 依 1郾 34a 10郾 37 依 1郾 05a 7郾 14 依 0郾 78 368郾 57 依 29郾 13a

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较。

2郾 4摇 胰岛 茁 细胞免疫组织化学染色结果

免疫组织化学染色后标本在 400 倍光镜下可见

正常对照组胰岛 茁 细胞为棕褐色的免疫反应阳性

细胞,免疫反应阳性物质分于胞质内,排列紧密、分
布均匀,多数呈圆形或椭圆形,呈颗粒状即胰岛素

分泌颗粒。 与正常对照组比较,高胆固醇组胰岛内

免疫反应阳性细胞数量明显增多,茁 细胞增生明显,
细胞质内分泌颗粒显著增多,着色深。 阿托伐他汀

组 茁 细胞数量较多,胞质内免疫反应阳性颗粒明显

增多,着色较深,与高胆固醇组比较有所改善,但排

列较紊乱,分布不均(图 1)。

2郾 5摇 胰岛素原 mRNA 表达水平

与正常对照组比较,高胆固醇组胰岛素原 mR鄄
NA 表达显著上调,差异有统计学意义(P < 0郾 01),
阿托伐他汀组与高胆固醇组相比差异无统计学意

义(P > 0郾 05;表 3)。
2郾 6摇 丙二醛和还原型谷胱甘肽含量

与正常对照组比较,高胆固醇组 MDA 含量显

著升高,GSH 显著减低,差异有统计学意义 ( P <
0郾 01);与高胆固醇组相比,阿托伐他汀组 MDA 含

量降低、GSH 则升高,差异有统计学意义(P < 0郾 05;
表 3)。
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图 1. 胰岛细胞免疫组织化学染色图片( 伊 400) 摇 摇 左为正常对照组,中为高胆固醇组,右为阿托伐他汀组。

Figure 1. The picture of islet beta cell in different groups by immunohistochemistry ( 伊400)

表 3. 胰腺组织胰岛素原 mRNA 表达及 MDA、GSH 含量

Table 3. The levels of proinsulin mRNA expression and
contents of MDA, GSH in different groups

分摇 组
胰岛素原
mRNA

MDA
(滋mol / mg) GSH(mg / g)

正常对照组 1郾 22 依 0郾 13 10郾 10 依 0郾 10 323郾 78 依 28郾 60

高胆固醇组 1郾 78 依 0郾 17a 14郾 64 依 1郾 30a 218郾 38 依 21郾 43a

阿托伐他汀组 1郾 77 依 0郾 18a 11郾 92 依 1郾 35ab 289郾 01 依 21郾 60ab

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与高胆固醇组比较。

2郾 7摇 胰岛素抵抗指数、校正后胰岛素分泌指数和胰

岛素敏感指数

与正常对照组比较,高胆固醇组 HOMA鄄IR 增

高,HBCI / IR、ISI 降低(P < 0郾 05);与高胆固醇组比

较,阿托伐他汀组 HOMA鄄IR、HBCI / IR 和 ISI 差异均

无统计学意义(P > 0郾 05;表 4)。

表 4. 各组 HOMA鄄IR、HBCI / IR 和 ISI 比较

Table 4. The HOMA鄄IR, HBCI / IR, ISI results in different
groups

分摇 组 HOMA鄄IR HBCI / IR ISI

正常对照组 1郾 07 依 0郾 09 106郾 04 依 14郾 42 - 4郾 75 依 0郾 15

高胆固醇组 1郾 28 依 0郾 20a 93郾 42 依 6郾 52a - 5郾 02 依 0郾 24a

阿托伐他汀组 1郾 27 依 0郾 18a 91郾 51 依 9郾 26a - 5郾 02 依 0郾 23a

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组比较。

3摇 讨摇 论

体外研究报道,LDLC 作用于胰岛 茁 细胞后产

生氧化应激,可能在 茁 细胞损伤机制中起到重要作

用[10]。 本研究同样发现高胆固醇可能通过诱导氧

化应激引起胰岛 茁 细胞形态和功能受损。

本研究以 OGTT、HOMA鄄IR、HBCI / IR 和 SI 做

为评价 茁 细胞功能及胰岛素抵抗程度的指标,据早

期研究[5]结果,HOMA鄄IR 与评价胰岛素抵抗的金标

准正葡萄糖钳夹技术所反映的胰岛素抵抗( IR)密

切相关,传统 HBCI 主要反映基础状态的胰岛分泌

功能,为排除 IR 的影响,对 HBCI 分析的同时进行

了胰岛素抵抗指数的校正[6]。 因此,使用以上指标

来反映 茁 细胞的功能及胰岛素抵抗程度较为可靠。
实验中,单纯胆固醇饲养兔 6 周后,血 TC 显著增

高,TG 仅轻度升高,同时,糖负荷后 30、60 min 血糖

值及 GAUC 明显高于正常对照组,表明高胆固醇兔

对葡萄糖的处理能力下降,而 FPG 和糖负荷后 120
min 完全正常,FINS、HOMA鄄IR 增高,说明胰岛 茁 细

胞分泌更多的胰岛素来维持血糖正常,此时胰岛素

生理作用降低,胰岛素敏感性下降,出现胰岛素抵

抗和高胰岛素血症。
为了维持血糖的正常,除了增加胰岛素的分泌

外,茁 细胞常通过增生来代偿外周胰岛素抵抗[11]。
胰岛素原是胰岛素合成的最初产物,胰岛素原 mR鄄
NA 表达量在一定程度上反映了胰岛素合成水平。
临床实验[12]证实高胰岛素血症人群虽然胰岛素分

泌绝对值增加,实际上胰岛功能正在减退。 胰岛素

原 mRNA 表达常作为 茁 细胞早期损伤的标志基因。
据本实验结果,高胆固醇组胰岛素原 mRNA 表达上

调,茁 细胞增生肥大,胰岛素阳性表达明显增多,提
示高胆固醇血症可促使 茁 细胞结构损伤,并参与形

成高胰岛素血症,而高胰岛素血症的发生会进一步

恶化胰岛素抵抗,随着胰岛素抵抗的加重,茁 细胞合

成及分泌功能将会呈现下降趋势,最终导致 2 型糖

尿病。
高胆固醇诱发胰岛素抵抗、损伤 茁 细胞的机制

尚不清楚。 据文献报道,胰岛 茁 细胞与其它组织相

比,抗氧化能力较弱,对活性氧自由基( ROS)更为
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敏感[13]。 本实验选择性质较为稳定的 MDA、GSH
作为氧化、抗氧化指标。 实验结果证实,高胆固醇

可诱导胰腺氧化鄄抗氧化失衡,而氧化应激与胰岛素

抵抗发病密切相关,可能机制为氧化应激产生活性

氧和活性氮,通过干扰细胞胰岛素信号转导,导致

胰岛素抵抗[14]。
本研究还发现,阿托伐他汀可以减轻高胆固醇

所致的胰岛细胞氧化应激,部分改善其结构损伤,
可能与阿托伐他汀抗氧化作用有关。 有研究表明,
他汀类可以抑制 LDL 氧化、阻止巨噬细胞产生超氧

阴离子,抑制巨噬细胞表达清道夫受体及组织因

子,减少氧化型低密度脂蛋白胆固醇(ox鄄LDL)的生

成和摄取[15],从而减轻 茁 细胞氧化损伤。 但并未减

轻胆固醇对 茁 细胞功能的损害,可能与阿托伐他汀

在抑制胆固醇合成的同时抑制辅酶 Q10 的生成

有关[16]。
大量流行病学研究证据表明,糖代谢异常和冠

心病发病机制具有共同基础,即 “共同土壤冶 学

说[17]。 高胆固醇血症可能是糖代谢异常的始动因

素,针对高胆固醇血症的早期干预,其获益远大于

单纯降脂产生的效应。 阿托伐他汀降脂疗效确切,
可以改善胰岛细胞结构损伤及胰腺氧化应激,但并

未因此改善 茁 细胞功能、延缓高胰岛素血症的发

生,其机制有待进一步研究。
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