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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究原花青素(procyanidins,PC)对糖尿病大鼠血管内皮细胞的作用,并在三种凋亡相关蛋白水

平探讨作用机制。 方法摇 雄性 SD 大鼠,尾静脉注射链脲佐菌素(STZ)30 mg / kg 造成 1 型糖尿病动物模型,随机分

为糖尿病模型组,50 mg / kg 原花青素治疗组和 100 mg / kg 原花青素治疗组,每组 8 只,另选 8 只健康雄性大鼠为正

常对照组。 各组大鼠灌服给药 12 周后,用血糖仪及专用血糖试纸现场检测各组大鼠空腹血糖;采用放射免疫分析

仪检测血清内皮素 1(ET鄄1)和前列环素(PGI2)水平;采用比色法检测血管内皮组织 MDA 含量和 SOD 活性;采用

常规免疫组织化学染色方法对血管内皮细胞三种凋亡相关蛋白 Caspase鄄3、Bax 和 Bcl鄄2 的表达进行检测;用 Olym鄄
pus 成像分析系统高倍镜( 伊 400)下观察和采集显微图像,采用美国显微镜图像分析测量软件 Image鄄Pro Plus 6郾 0
采集整个视野黄染灰度值并自动转化为光密度值,计算出单个内皮细胞平均光密度值(mean鄄density),分析三种凋

亡相关蛋白的表达情况。 结果摇 糖尿病模型组大鼠,与正常对照组比较,大鼠空腹血糖水平明显增高,血清 ET鄄1
含量增高和 PGI2 含量降低(P < 0郾 01),血管内皮组织 MDA 含量提高(P < 0郾 01),血管内皮组织 SOD 活性降低(P
< 0郾 01),血管内皮 Caspase鄄3 和 Bax 蛋白表达均增强(P < 0郾 01),Bcl鄄2 蛋白表达及 Bcl鄄2 和 Bax 蛋白表达比值

(Bcl鄄2 / Bax)均减弱(P < 0郾 01);50 mg / kg 原花青素治疗组和 100 mg / kg 原花青素治疗组,与糖尿病模型组比较,大
鼠空腹血糖水平不同程度减低(P < 0郾 05 和 P < 0郾 01),血清 ET鄄1 含量降低和 PGI2 含量升高(P < 0郾 01),血管内皮

组织 MDA 含量降低(P < 0郾 01),血管内皮组织 SOD 活性提高(P < 0郾 05 和 P < 0郾 01),血管内皮 Caspase鄄3 和 Bax 蛋

白表达均减弱(P < 0郾 01),Bcl鄄2 蛋白表达及 Bcl鄄2 和 Bax 蛋白表达比值(Bcl鄄2 / Bax)均提高(P < 0郾 01),SOD 含量均

高于糖尿病模型组。 结论摇 原花青素对糖尿病大鼠血管内皮分泌功能和氧化性损伤有调节保护作用,同时可抑制

血管内皮 Caspase鄄3 和 Bcl鄄2 蛋白表达水平,促进 Bcl鄄2 表达,提高 Bcl鄄2 和 Bax 蛋白表达比值。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of Procyanidins on vascular endothelial cell in diabetic rats and discuss
the possible mechanism. 摇 摇 Methods摇 Male SD rats were injected streptozotocin ( STZ, 30 mg / k g ) by tail intravenous
for establishing the type I diabetes animal model,randomly divided into diabetes model group,50 mg / kg procyanidins treat鄄
ment group and 100 mg / kg procyanidins treatment group,and other 8 healthy male SD rats were included into the control
group. 摇 The rats took medicine by irrigation stomach for 12 weeks, rat fasting blood glucose was detected with glucose me鄄
ter and special in鄄situ;serum ET鄄1 and PGI2 level were detected with radiation immunity analyzer;MDA and SOD in vascu鄄
lar endothelial cell were detected by the methods of ELISA; Caspase鄄3 ,Bax and Bcl鄄2 in vascular endothelial cell were de鄄
tected by the conventional immunohistochemical treatment and dyeing methods;vascular endothelial cell microscopic image
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was observed and collected with being future鄄proof imaging analysis system ( 伊 400) at high magnification;Caspase鄄3 ,
Bax and Bcl鄄2 in vascular endothelial cell were analysed by mean鄄density using the microscope Image analysis software Im鄄
age 鄄 Pro Plus 6郾 0 in yellow. 摇 摇 Results摇 Compared with the normal control group, in Diabetes model rats, rat fasting
blood glucose level increased, serum ET鄄1 level increased and PGI2 level reduced (P < 0郾 01), MDA in vascular endothe鄄
lial cell increased(P < 0郾 01),SOD in vascular endothelial cell reduced(P < 0郾 01),Caspase鄄3 and Bax in vascular endo鄄
thelial cell increased(P < 0郾 01); Bcl鄄2 and Bcl鄄2 / Bax in vascular endothelial cell reduced(P < 0郾 01);In 50 mg / kg pro鄄
cyanidins treatment group and 100 mg / kg procyanidins treatment group, rat fasting blood glucose level decreased (P <
0郾 05,P < 0郾 01),serum ET鄄1 level reduced and PGI2 level increased(P < 0郾 01), MDA in vascular endothelial cell re鄄
duced (P < 0郾 01),SOD in vascular endothelial cell increased (P < 0郾 05,P < 0郾 01), Caspase鄄3 and Bax in vascular en鄄
dothelial cell reduced (P < 0郾 01); Bcl鄄2 and Bcl鄄2 / Bax in vascular endothelial cell increased (P < 0郾 01). 摇 摇 Conclu鄄
sion摇 Procyanidins has protective effect on diabetic rats vascular endothelial cell secretion function and oxidative damage,
meanwhile can inhibit Caspase鄄3 and Bax ,induce Bcl鄄2 and Bcl鄄2 / Bax of diabetic rat vascular endothelial cell.

摇 摇 糖尿病血管病变通常是糖尿病最早出现的病

理过程,可能会累及视网膜、肾脏、肢体或主要脏器

血管以及血压等组织器官功能变化,严重影响糖尿

病患者的生活质量,提高多种并发症的发生率。 因

此,糖尿病治疗过程应尽早采取防治糖尿病血管病

变的药物,但目前可供临床选用的有确切疗效的药

物非常有限,研究开发安全有效防治糖尿病血管病

变的药物备受重视。 有资料显示[1鄄2],高糖和糖基

化血红蛋白均可引起血管内皮细胞凋亡和功能减

退,在糖尿病血管病变中产生重要作用。 保护血管

内皮细胞功能在防治糖尿病血管并发症过程中可

能有重要价值。 原花青素(procyanidins,PC)是一大

类聚多酚类混合物,植物界分布广泛,如葡萄、银
杏、山楂和松树皮等[3]。 目前已有多位学者研究报

道了原花青素对糖尿病动物模型的保护作用,多项

研究显示,原花青素在糖尿病及其并发症的防治上

可能有应用价值[4鄄7]。 同时,原花青素对血管内皮

细胞的保护作用,十多年来也不断有学者研究报道
[8鄄12]。 我们也研究报道了原花青素对血管内皮细胞

的保护作用,并提出机制可能与抗氧化和凋亡有关
[13鄄14]。 但原花青素对糖尿病血管内皮细胞保护作

用目前尚未见报道。 我们采用大鼠尾静脉注射链

脲佐菌素(STZ)造成 1 型糖尿病动物模型,研究原

花青素对糖尿病大鼠血管内皮细胞功能、氧化性损

伤和凋亡相关蛋白表达的影响,为原花青素防治糖

尿病的作用和机制提供新的实验依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验动物

摇 摇 SD 大鼠 40 只,雄性,体重 180 ~ 220 g,购于辽

宁医学院实验动物中心。

1郾 2摇 主要药物、试剂和器械

原花青素(PC),天津市尖峰天然产物研究开发

有限公司提供,纯度逸95% ,批号 1006007鄄10。 链脲

佐菌素(STZ),美国 sigma 公司产品。 丙二醛(ma鄄
londialdehyde,MDA)和超氧化物歧化酶( superoxide
dismutase,SOD)试剂盒,南京建成生物工程研究所

产品。 7郾 5% EDTA鄄Na2,北京普尔伟业生物科技有

限公司产品。 消炎痛鄄EDTA鄄Na2,北京普尔伟业生

物科技有限公司产品。 抑肽酶(4 万 KIu / mL),北京

普尔伟业生物科技有限公司产品。 6鄄酮鄄PGF1a(前
列环素)试剂盒和内皮素 1(ET鄄1)试剂盒,均为北京

普尔伟业生物科技有限公司产品。 二步法非免疫

血清、生物素二抗、辣根酶标记的链酶亲和素试剂

盒(PV6001)、DAB 显色试剂盒、兔抗大鼠 Bcl鄄2 抗

体、Bax 单克隆抗体,均为中山杉生物技术公司提

供。 生物素化二抗试剂盒(SP0023)和 Caspase鄄3 单

克隆抗体,均为北京博奥森公司产品。 DP72 型光学

成像分析系统,为日本 OLYMPUS 产品。 GC鄄911 r鄄
放射免疫计数器,中国科大中佳公司生产。 京都 II
型血糖检测仪,日本 ARKRAY,Inc 株式会社产品。
TGL鄄168 高速台式离心机,上海安亭科学仪器厂生

产。 IU400 自动血生化仪,日本 Olympus 公司生产。
600 型电热恒温三用水箱,北京市永光明医疗器械

厂产品。 DY89鄄II 型电动玻璃匀浆机,宁波新芝生

物科技股份有限公司生产。 LEICA鄄RM2135 石蜡切

片机,德国莱卡公司产品。 DNM鄄9602G 酶标分析

仪,北京普朗新技术有限公司生产。
1郾 3摇 动物分组与处理

SD 大鼠 40 只,雄性,随机选取其中 8 只作为正

常对照组,其余 32 只尾静脉注射 30 mg / kg STZ(柠
檬酸盐缓冲液配制而成,pH 4郾 5),正常对照组大鼠

同等体积的缓冲液作对照。 造模后 3 天,禁食 12 h
后剪大鼠尾尖部取血,血糖仪现场测定血糖浓度,28
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只大鼠血糖均高于 16郾 7 mmol / L,显示 1 型糖尿病

造模成功。 然后将造模成功的 28 只大鼠随机选取

24 只,随机分为糖尿病模型组 50 mg / kg PC 治疗组

和 100 mg / kg PC 治疗组,每组 8 只。 连续每日灌胃

给药 12 周,正常对照组和糖尿病模型组大鼠每日灌

服等量蒸馏水。 每间隔 2 周测定大鼠体重调整给药

剂量 1 次。 实验结束时,首先将各组大鼠禁食水 12
h,然后按随机实验顺序,依次采用 5 % 水合氯醛腹

腔麻醉,剪大鼠尾尖部取血,血糖仪现场测定血糖

浓度,然后心室内相继取血 2 次。 第一次取血 3
mL,注入含有抑肽酶 40 滋L 和 7郾 5 % EDTA 二钠 30
滋L 的试管中,混匀,4益、3000 r / min,10 min,留取血

浆, - 20益 冰柜存放待测内皮素。 第二次取血 3
mL,注入装有 0郾 2 mL 消炎痛鄄EDTA、Na2 液试管中

混匀,4益、3500 r / min, 离心 15 min,留取血浆, -
20益存放待测前列环素。 取血后迅速取出胸主动

脉,以冰盐水冲洗,剪取主动脉一块放入 10 % 中性

甲醛内,24 h 后石蜡包埋;另一块动脉纵向剖开,在
冰盒上剥离的血管内皮,立即在冰冷生理盐水中漂

洗,滤纸吸干并称重,置 - 80益冰箱中保存。 测定指

标时将所有标本取出,用移液管吸取生理盐水(按 4
mL / 1 mg),加入有组织的塑料离心管,用眼科小剪

尽快将血管内皮组织块剪碎,然后用捣碎机将组织

捣碎,3000 r / min 离心 10 min,取上清液,用于测定

SOD 和 MDA。
1郾 4摇 血液和血管内皮指标检测

用血糖仪及专用血糖试纸现场检测大鼠血糖。
前列环素和内皮素测定均利用液相竞争抑制原理,
采用非平衡法进行血液样品放射性测定,结合标准

曲线,测定浓度。 血管内皮组织 MDA 含量的测定

采用硫代巴比妥酸(TBA)比色法测定,通过黄嘌呤

及黄嘌呤氧化酶反应法测定 SOD 活力。
1郾 5摇 HE 染色和免疫组化染色

HE 染色:主动脉组织石蜡包埋,进行 5 滋m 系

列切片,常规 HE 染色,中性树胶封片。
免疫组织化学染色:主动脉石蜡包埋块常规切

片、脱蜡和高压修复抗原;3% 过氧化氢溶液处理以

去除内源性过氧化物酶;滴加 1颐 100 稀释的滴加第一

抗体(bcl鄄2、bax),4益过夜;滴加辣根酶标记羊抗兔 Ig
G 多聚体(PV 6001),37益孵育 30 min;滴加生物素化

第二抗体,37益 20 min;滴加辣根酶标记链霉亲和素

工作液,37益 20 min;使用 DAB 显色试剂盒 1 mL 蒸

馏水加显色剂 A、B、C 各一滴,混匀,加至标本上,显
色 6 min,充分水洗;苏木素复染细胞核 1 min,充分水

洗、1%盐酸酒精分化、1% 胺水反蓝、充分水洗、经乙

醇逐级脱水、二甲苯透明,最后中性树脂封片。
Caspase鄄3 检测:一抗洗涤后,滴加生物素化羊抗兔

IgG(SP0023),37益孵育 30 min;滴加试剂 SP,37益孵

育 30 min;DAB 显色。 其余步骤同上。
1郾 6摇 量化分析

Olympus 成像分析系统高倍镜下观察和采集显

微图像,采用美国显微镜图像分析测量软件 Image鄄
Pro Plus 6郾 0 量化分析单个内皮细胞平均光密度值

(mean鄄density),黄色为阳性表达,逐项分析 Caspase鄄
3、Bcl鄄2 以及 Bax 的表达情况。 分析时,每个切片随

机选取 5 个视野,每视野采集单个内皮细胞的棕黄色

灰度值并自动转化成光密度值,计算 5 个视野平均光

密度值的平均值,以此作为该切片的蛋白表达值。 每

只大鼠取 3 张连续切片完成量化分析,将 3 张切片的

平均值作为该大鼠的实验数据。
1郾 7摇 统计学处理

采用 SPSS13郾 0 软件完成实验数据的统计分析。
实验数据均以x 依 s 表示。 采用单因素方差分析及

LSD 法对计量资料组间差异进行分析和比较,P <
0郾 05 组间差异统计学意义显著。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 原花青素对糖尿病大鼠空腹血糖水平和体重

的影响

糖尿病模型组大鼠空腹血糖水平显著高于正常

对照组(P < 0郾 01);低剂量原花青素保护组,糖尿病

大鼠空腹血糖水平略低于糖尿病模型组(P < 0郾 05);
高剂量原花青素保护组,糖尿病大鼠空腹血糖水平明

显低于糖尿病模型组(P < 0郾 01)。 结果表明,低和高

剂量原花青素对糖尿病大鼠空腹血糖增高有抑制作

用。 糖尿病模型组大鼠体重显著低于正常对照组(P
<0郾 01);低剂量原花青素保护组和高剂量原花青素

保护组,糖尿病大鼠体重与糖尿病模型组比较,组间

差异均无统计学意义(P <0郾 05;表 1)。
2郾 2摇 原花青素对糖尿病大鼠血管内皮细胞分泌功

能和氧化性损伤的影响

糖尿病模型组大鼠血清 PGI2 含量显著低于正常

对照组(P < 0郾 01),ET鄄1 含量高于正常对照组(P <
0郾 01);低剂量和高剂量原花青素组,大鼠血清 PGI2
含量均高于糖尿病模型组(P < 0郾 01)大鼠血清 ET鄄1
含量均低于糖尿病模型组(P < 0郾 01)。 表明低和高

剂量原花青素对糖尿病大鼠血管内皮细胞分泌功能

有调节作用。 糖尿病模型组大鼠血管内皮组织 MDA
含量明显高于正常对照组(P < 0郾 01);低和高剂量原
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花青素组,大鼠血管内皮组织 MDA 含量均低于糖尿

病模型组(P < 0郾 01)。 表明低和高剂量原花青素对

糖尿病大鼠血管内皮细胞脂质过氧化有保护作用。
糖尿病模型组大鼠血管内皮组织 SOD 含量明显低于

正常对照组(P < 0郾 01);低和高剂量原花青素组,大
鼠血管内皮组织 SOD 含量均高于糖尿病模型组(P <
0郾 05 和 P <0郾 01;表 2)。

表 1.原花青素对糖尿病大鼠空腹血糖水平和体重的影响(x 依 s,n = 8)
Table 1. The influence of Procyanidins on fasting blood glucose level and body weight in diabetic rats

项摇 目 正常对照组 糖尿病模型组 50 mg / kg PC 治疗组 100 mg / kg PC 治疗组

空腹血糖 (mmol / L) 5郾 38 依 0郾 94 18郾 6 依 3郾 92a 15郾 2 依 1郾 20b 12郾 7 依 1郾 73c

大鼠体重(g) 409郾 6 依 39郾 9 191郾 9 依 35郾 8a 196郾 1 依 10郾 9 208郾 1 依 42郾 0

a 为 P < 0郾 01,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与糖尿病模型组比较。

表 2郾 原花青素对糖尿病大鼠血管内皮细胞分泌功能和氧化性损伤的影响(x 依 s,n = 8)
Table 2郾 The influence of Procyanidins on secretion function and oxidative damage of vascular endothelial cell in diabetic rats

分摇 组 ET鄄1 (ng / L) PGI2 (ng / L) MDA (mmol / L) SOD (kU / L)
正常对照组 58郾 7 依 8郾 99 825郾 8 依 36郾 2 1郾 57 依 0郾 12 44郾 8 依 5郾 54
糖尿病模型组 95郾 8 依 14郾 9a 280郾 4 依 55郾 6a 5郾 95 依 0郾 87a 26郾 8 依 6郾 49a

50 mg / kg PC 治疗组 74郾 9 依 5郾 28c 410郾 4 依 47郾 3c 4郾 53 依 0郾 93c 33郾 3 依 4郾 85a

100 mg / kg PC 治疗组 68郾 9 依 6郾 08c 740郾 3 依 70郾 3c 3郾 62 依 1郾 09c 37郾 9 依 3郾 14c

a 为 P < 0郾 01,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与糖尿病模型组比较。

2郾 3摇 原花青素对糖尿病大鼠血管内皮细胞凋亡相

关蛋白表达的影响

糖尿病模型组,大鼠血管内皮 Caspase鄄3 和 Bax
蛋白表达均强于正常对照组(P < 0郾 01),同时 Bcl鄄2
蛋白表达,及 Bcl鄄2 和 Bax 蛋白表达比值 ( Bcl鄄2 /

Bax)均弱于正常对照组(P < 0郾 01);低剂量和高剂

量 PC 治疗组,血管内皮 Caspase鄄3 和 Bax 蛋白表达

均弱于糖尿病模型组(均 P < 0郾 01), 同时 Bcl鄄2 蛋

白表达,及 Bcl鄄2 / Bax 均弱于糖尿病模型组 (P <
0郾 01;表 3 和图 1)。

图 1. 原花青素对糖尿病大鼠血管内皮细胞凋亡相关蛋白表达的影响( 伊 400)
Figure 1. The influence of Procyanidins on apoptosis related protein expression of vascular endothelial cell in diabetic
rats ( 伊 400)
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表 3. 原花青素对糖尿病大鼠血管内皮细胞凋亡相关蛋白表达(平均光密度值)的影响(x 依 s,n = 8)
Table 3. The influence of Procyanidins on apoptosis related protein expression( mean鄄density)of vascular endothelial cell in
diabetic rats

分摇 组 Caspase鄄3 Bax Bcl鄄2 Bcl鄄2 / Bax

正常对照组 0郾 47 依 0郾 06 0郾 59 依 0郾 11 1郾 82 依 0郾 16 3郾 16 依 0郾 66
糖尿病模型组 0郾 97 依 0郾 14a 0郾 98 依 0郾 09a 0郾 68 依 0郾 08a 0郾 71 依 0郾 11a

50 mg / kg PC 治疗组 0郾 73 依 0郾 09b 0郾 70 依 0郾 08b 1郾 08 依 0郾 18b 1郾 56 依 0郾 33b

100 mg / kg PC 治疗组 0郾 56 依 0郾 11b 0郾 64 依 0郾 07b 1郾 26 依 0郾 18b 1郾 98 依 0郾 28b

a 为 P < 0郾 01,与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与糖尿病模型组比较。

3摇 讨摇 论

内皮素(ET鄄1)和前列环素(PGI2)是血管内皮

细胞产生和分泌的重要活性因子,分别具有收缩和

舒张血管等生物活性,是研究检测血管内皮细胞功

能的主要指标[15鄄17]。 本实验中,糖尿病大鼠血 ET鄄1
浓度增高而 PGI2 浓度降低,反映血管内皮细胞分泌

收缩性活性因子占优势,而 50 mg / kg 和 100 mg / kg
原花青素对糖尿病大鼠血管内皮细胞分泌 ET鄄1 和

PGI2 功能有调节作用,抑制 ET鄄1 分泌同时促进

PGI2 分泌,这有利于降低血管的收缩性。
糖尿病血管内皮细胞分泌功能紊乱,氧化性损

伤可能是重要原因,因为血液中高糖、糖基化血红

蛋白、氧化性低密度脂蛋白等都可引起[18]。 此外,
血管内皮细胞内系列抗氧化酶活性下降,也有助于

氧化性损伤的发生。 本试验中 50 mg / kg 和 100 mg /
kg 原花青素对糖尿病大鼠血管内皮细胞脂质过氧

化损伤指标 MDA 有抑制作用,对主要抗氧化酶

SOD 有保护作用,显示原花青素对糖尿病大鼠血管

内皮细胞氧化性损伤有抑制作用,这可能是其调节

血管内皮分泌功能的原因之一。
糖尿病发病过程,高糖和糖基化血红蛋白等诸

多因素还可调控多系列凋亡相关基因促进血管内

皮细胞凋亡过程,降低内皮细胞功能,在血管性疾

病的发生和发展过程中发挥着重要作用[19鄄20]。 现

代研究认为,细胞在接受凋亡信号后凋亡调控蛋白

间发生相互作用,促使蛋白水解酶的活化,引起细

胞膜、线粒体和染色体结构改变等一系列连续反应

过程,导致细胞凋亡,因此,Caspase鄄3 等多种蛋白水

解酶的表达增强常作为启动凋亡的重要标志[21]。
Bcl鄄2 和 Bax 蛋白就是一对重要的凋亡调控蛋白,它
们分别与凋亡呈负相关和正相关,Bcl鄄2 / Bax 比值也

被许多学者作为评价凋亡调控的重要指标[20]。 本

实验糖尿病大鼠血管内皮细胞 Caspase鄄3 和 Bax 表

达均增强,而 Bcl鄄2 表达减弱,Bcl鄄2 / Bax 比值降低,

表明凋亡启动信号明显,50 mg / kg 和 100 mg / kg 原

花青素可抑制 Caspase鄄3 和 Bax 表达,提高 Bcl鄄2 表

达,并提高 Bcl鄄2 / Bax 比值。 这表明原花青素可通

过提高 Bcl鄄2 / Bax 比值,抑制 Caspase鄄3 引发凋亡,
抑制糖尿病血管内皮细胞细胞凋亡过程。 这可能

也是原花青素调节保护血管内皮细胞功能的原因

之一。
目前研究表明,高血糖在糖尿病氧化性损伤和

凋亡过程中发挥关键的促进作用。 本实验 50
mg / kg和 100 mg / kg 原花青素对糖尿病大鼠空腹血

糖增高有抑制作用,也可能是其对抗血管内皮细胞

氧化性损伤和凋亡的重要因素。
原花青素对糖尿病血管内皮细胞的调节保护

作用,使我们有理由相信,原花青素在糖尿病血管

并发症形成过程中可能有进一步研究和开发价值。
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