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白藜芦醇通过缓解内质网应激治疗小鼠糖尿病
秦德哲  何晨  李巴仑  杨泓  何文来  孙静  张慧敏  彭莎*

(西北农林科技大学动物医学院, 咸阳 712100)

摘要      该研究利用链脲佐菌素(streptozotocin, STZ)建立糖尿病小鼠模型, 2周后成模, 将小鼠

随机分为3组: 0 μmol白藜芦醇组(DD)、10 μmol白藜芦醇组(DR-10)、100 μmol白藜芦醇组(DR-100), 
白藜芦醇腹腔注射给药。制作胰腺组织切片, 之后进行HE和胰岛素免疫荧光染色, 观察胰腺胰岛

的体积及形态变化; 利用血糖仪检测血糖的变化; qRT-PCR检测胰腺组织中内质网应激相关基因的

变化; Western blot检测内质网应激相关蛋白的变化。结果表明, 白藜芦醇腹腔注射3周后, 模型小鼠

的体质量没有发生明显的变化, 而DR-10组和DR-100组的血糖水平有所下降, 同时胰岛素的分泌量

有所增加。通过分析小鼠胰腺组织的HE切片发现, DR-10和DR-100组胰岛中的细胞损伤降低。对

小鼠胰腺组织切片进行免疫荧光染色发现, DR-10和DR-100组中分泌胰岛素的细胞数量明显增多。

白藜芦醇促进了胰岛素、胰高血糖素、PDX1、C-Myc和Bcl-2基因的表达, 降低了Grp78、CHOP
以及Caspase 3基因的表达。综上所述, 白藜芦醇通过缓解糖尿病模型小鼠胰腺的内质网应激, 进而

改善糖尿病小鼠的高血糖症状。
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Resveratrol Treats Diabetes in Mice by Relieving 
Endoplasmic Reticulum Stress
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Abstract       In this study, STZ (streptozotocin) was used to create a diabetic mouse model, which was mod-
eled two weeks later. The mice were randomly divided into three groups, including 0 μmol resveratrol group (DD), 
10 μmol resveratrol group (DR-10), and 100 μmol resveratrol group (DR-100). Resveratrol was given by intra-
peritoneal injection. HE and insulin immunofluorescence stainings of pancreatic tissue sections were performed to 
observe the changes in the volume and morphology of pancreatic islets. Using a blood glucose meter, the change 
of blood glucose was detected. Using qRT-PCR, the changes of endoplasmic reticulum stress-related genes in pan-
creatic tissues were measured. Western blot detected the changes of endoplasmic reticulum stress-related proteins. 
The results showed that after three weeks of intraperitoneal injection of resveratrol, the body masses of the model 
mice did not change significantly, the blood glucose levels of DR-10 and DR-100 groups decreased, and the amount 
of insulin secretion increased. Analysis of HE slices revealed that the cell damage in the pancreatic islets of DR-10 
and DR-100 decreased. Immunofluorescence staining of mouse pancreas tissue sections revealed that the number 
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of cells secreting insulin in DR-10 and DR-100 groups increased significantly. Resveratrol promotes the expres-
sion of insulin, glucagon, PDX1, C-Myc and Bcl-2, and reduces the expression of Grp78, CHOP and Caspase 3. In 
summary, resveratrol can alleviate the endoplasmic reticulum stress in the pancreas of diabetic model mice, thereby 
improving the symptoms of hyperglycemia in diabetic mice.

目前, 糖尿病已经严重威胁到人类健康, 成为

引起人类死亡的十大疾病之一。到2015年, 全球约

有4.15亿糖尿病患者, 每年约500万人死于糖尿病。

预计到2046年, 糖尿病患病人数将达到6.42亿。糖

尿病根据病因主要被分为1型糖尿病和2型糖尿病, 
1型糖尿病主要是由于自身免疫系统对β细胞的攻

击, 造成β细胞的损伤, 进而产生糖尿病; 而2型糖尿

病主要是由于机体的胰岛素耐受而致使机体持续的

高血糖。在糖尿病研究中, 一般选择用链脲佐菌素

(streptozotocin, STZ)人工诱发的1型糖尿病模型小鼠

作为研究对象。STZ是一种具有抗菌、抗肿瘤作用

的广谱抗生素, 可以破坏胰岛的形态, 并且使β细胞

肿胀、退变和凋亡, 进而诱发小鼠产生1型糖尿病的

症状, 形成1型糖尿病模型[1]。此外, 也有研究表明, 
STZ可通过引起β细胞的内质网应激进而造成β细胞

的损伤[2-3]。

白藜芦醇(resveratrol, Res; 分子量为228.24 kDa)
是存在于葡萄酒、花生、虎杖等植物中的一种多酚

类化合物, 具有重要的抗氧化和抗炎特性[4]。有研究

表明 , 白藜芦醇可以通过减弱内质网应激而缓解由

败血症引起的肾损伤 , 以及由多柔比星引起的心脏

中毒 [5]。另外 , 白藜芦醇可通过激活沉默信息调节

因1(silent information regulator 1, Sirt1)、叉头框转

录因子O亚族1(forkhead box transcription factor O1, 
Foxo1)信号增加患有2型糖尿病的猕猴胰腺中β细胞

的数量 , 缓解高血糖症 [6], 并且提高糖尿病大鼠移植

治疗的成功率。此外 , 白藜芦醇可以减少造模过程

中STZ对胰岛的损伤, 减少β细胞的凋亡[7-8]。而白藜

芦醇发挥作用主要是缓解胰腺的氧化应激及病理性

免疫反应[9-11]。

在正常情况下, 内质网应激调控蛋白的合成、折

叠和成熟。有研究表明 , 内质网应激与人机体各种生

理性疾病的发生相关, 如糖尿病、肥胖症、动脉硬化、

癌症、神经退行性疾病以及炎症的诱发等[12-14]。线粒

体损伤、内质网应激以及Ca2+紊乱是造成β细胞损伤

的原因[15]。丁酸钠通过抑制内质网应激的蛋白激酶R

样内质网激酶(protein kinase R-like endoplasmic reticu-
lum kinase, PERK)-C/EBP同源蛋白(C/EBP homologous 
protein, CHOP)途径缓解糖尿病 [16]。所以内质网应激

与糖尿病的发生存在着密切联系。

已有研究表明 , 白藜芦醇可以缓解糖尿病的症

状 , 但其和内质网应激之间的关系还不是很清楚。

而我们当前的研究发现 , 白藜芦醇可以缓解糖尿病

小鼠胰腺的内质网应激 , 对损伤的胰岛具有一定的

修复作用, 使小鼠体内胰岛素的分泌增加, 进而缓解

糖尿病症状。总而言之 , 我们的研究为将来白藜芦

醇在糖尿病临床治疗中的应用提供了理论依据。

1   材料与方法
1.1   材料

实验小鼠为昆明白色小鼠品系SCXK(川)2018-026, 
雄性, 10周龄, 25~30 g。实验小鼠购自第四军医大

学。

1.2   试剂及仪器

STZ(Sigma-Aldrich, 0130)购自北京市博爱港科

贸有限责任公司 ; 白藜芦醇 (R5010)、Hochest33342
购自Sigma公司; Trizol(9753A)购自TaKaRa公司; 反
转录试剂盒(K1622)购自Thermo Scientific公司; Real 
Time PCR试剂盒 (BSB03L1)购自Bioer公司 ; anti-
insulin(05-1007)购自Millipore公司 ; RIPA裂解液

(P0013B)购自上海碧云天生物技术有限公司 ; BCA
蛋白浓度试剂盒 (JC-PD002)购自西安晶彩生物科技

有限公司 ; 二抗 (anti-Rabbit)购自上海碧云天生物技

术有限公司 ; anti-Grp78 Rabbit pAb购自沈阳万类生

物科技有限公司; anti-β-actin mouse pAb购自北京博

奥森生物技术有限公司; anti-Glut-2 Rabbit pAb购自

沈阳万类生物科技有限公司 ; 二抗m488购自ZSGB-
BIO公司。

1.3   STZ造模及给药方法  
将STZ粉剂避光溶入pH4.2~4.5的柠檬酸钠和柠

檬酸混合液中 , 选择体质量为25~35 g的雄性小鼠, 购
买后正常饲养2周, 以使小鼠适应新的环境, 禁食12 h

Keywords        resveratrol; diabetes; endoplasmic reticulum stress



1572 · 研究论文 ·

后 , 按照0.15 mg/g的剂量进行腹腔注射 , 注射30 min
后喂食 , 连续注射2天。2周后进行血糖测试 , 空腹血

糖>10单位视为造模成功。将造模成功的小鼠随机分

为3组 : 0 μmol白藜芦醇组(DD)、10 μmol白藜芦醇组

(DR-10)、100 μmol白藜芦醇组 (DR-100), 用DMSO溶

解白藜芦醇, 每天在固定时间给药, 连续给药3周。同

时以正常未造模雄性小鼠作为对照组。所有动物实

验方案均严格按照《实验动物的护理和使用指南》(中
华人民共和国科学技术部 , 第2006398号政策)的道德

标准执行 , 并已通过西北农林科技大学伦理委员会审

查与批准。

1.4   血糖和胰岛素的测定  
每周检测小鼠的血糖, 观察小鼠血糖的变化。测

定血糖之前禁食12 h, 尾静脉采血, 用怡成血糖仪和血

糖试纸进行血糖测试。将小鼠脱颈处理后 , 进行心脏

采血, 血液于4 °C静置过夜, 取上清, 送往陕西杨凌示

范区医院进行胰岛素测定。

1.5  实时荧光定量PCR(quantitative real-time PCR, 
qRT-PCR)

采用qRT-PCR检测相关基因的表达情况。PCR
反应液体系(15 μL)如下: 2× SYBR Mix(with 4.0 mmol 
Mg2+), 7.5 μL; PCR forward primer (10 μmol), 0.3 μL; 
PCR reverse primer (10 μmol), 0.3 μL; Taq DNA poly-
merase, 0.1 μL; ddH2O, 5.6 μL; cDNA 模板, 1.2 μL。反

应程序如下: 94 °C 2 min; 94 °C 10 s, 60 °C 15 s, 72 °C 
30 s, 40个循环。荧光采集信号设置在72 °C。引物序

列见表1。
1.6   Western blot  

将采集的小鼠胰腺在液氮中研磨, 研磨后加入适

量的RIPA裂解液, 加入1/5体积的5× 蛋白上样缓冲液, 
于100 °C加热10 min。并利用BCA蛋白浓度试剂盒测

定定蛋白浓度。配制12%的SDS-PAGE(sodium dodec-
yl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis), 每孔加入

30 μg蛋白 , 恒压 (80 v) 90 min。利用湿转转膜法将蛋

白转到0.22 μm的PVDF膜上, 恒流(200 mA) 150 min。
用8%脱脂奶粉室温封闭3 h, 一抗 (anti-Grp78 Rabbit 
pAb, 1:500; anti-β-actin mouse pAb, 1:1 000; anti-Glut-2 
Rabbit pAb, 1:500)于4 °C孵育过夜 , 用TBST(Tris-
buffered saline with Tween 20)洗3次, 每次10 min。二抗

(anti-Rabbit, 1:3 000)于37 °C孵育1 h。TBST洗3次, 利
用Tanon-4200曝光成像。

1.7   石蜡切片的免疫荧光染色  
采集小鼠胰腺末端 , 用4%多聚甲醛于4 °C固定

24 h, 进行石蜡包埋、切片后, 于60 °C烘片5 h, 用二甲

苯脱蜡15 min, 期间适度振荡, 用二甲苯II脱蜡10 min, 
随后进行酒精复水, 用100%的酒精处理5 min, 95%的

酒精处理5 min, 75%的酒精处理5 min, 在摇床上使用

蒸馏水清洗2 min, 洗2次。切片置于柠檬酸钠抗原修

复液中 , 中火加热10 min至微沸 , 自然冷却30 min, 用
PBS(phosphate buffer saline)浸洗2 min, 共浸洗2次。向

切片上滴加BSA, 于37 °C湿盒中封闭1 h。将anti-insu-
lin按1:100稀释, 滴加适量的抗体, 于4 °C孵育过夜, 用
PBS浸洗3次, 每次5 min。随后滴加二抗(m488, 1:500), 
于室温湿盒中孵育1 h。滴加Hochest33342, 于室温孵

育5 min, 浸洗2次, 每次5 min。最后用指甲油进行封片, 
并在短时间内用荧光显微镜进行拍照。

1.8   苏木精–伊红(hematoxylin-eosin, HE)染色

石蜡切片酒精复水后 , 用蒸馏水洗2 min, Harris

表1   qRT-PCR的引物序列

Table 1   The primer sequences used for qRT-PCR

基因

Gene
上游引物(5ʹ→3ʹ)
Forward primer (5ʹ→3ʹ)

下游引物(5ʹ→3ʹ)
Reverse primer (5ʹ→3ʹ)

C-Myc CCT AGT GCT GCA TGA GGA GA TCT TCC TCA TCT TCT TGC TCT TC

Caspase 3 ATG GAG AAC AAC AAA ACC TCA GT TTG CTC CCA TGT ATG GTC TTT AC

PDX1 GAG AGC CGT CCC TAC TAC TTC GTT CTC TAC TGG GGG CGT TTC

Bcl-2 GTC GCT ACC GTC GTG ACT TC CAG ACA TGC ACC TAC CCA GC

β-actin GAT TCT GGC GAT GGT GTA ACT CA AGA TTC CAT ACC AAT GAA AGA GGG

Insulin CGA GGC TTC TTC TAC ACA CC GAG GGA GCA GAT GCT GGT

Grp78 AGA AAC TCC GGC GTG AGG TAG A TTC CTG GAC AGG CTT CAT GGT AG

CHOP AGC TGG AAG CCT GGT ATG AGG A AGC TAG GGA CGC AGG GTC AA

Glucagon CCA CTC ACA GGG CAC ATT CA GTC CCT GGT GGC AAG ATT GT
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苏木素染色15 min, 蒸馏水洗2次, 每次5 min, 用1%的

盐酸酒精分化30 s, 蒸馏水浸洗2次, 每次5 min, 洗涤

蓝化。用1%的伊红水溶液染色10 min, 蒸馏水浸洗

2次, 每次2 min。随后, 进行酒精脱水, 用75%的酒精

处理1 min, 95%的酒精处理1 min, 100%的酒精处理

1 min。用二甲苯I处理10 min, 二甲苯II处理10 min。
最后用中性树胶进行封片。

1.9   数据统计

每次样本量≥3, 运用GraphPad Prism 6.0进行数

据分析, 数据采用均值±标准差(x
_
±s)表示。显著检验

方法采用t检验, P<0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   白藜芦醇对糖尿病小鼠体质量、血糖和胰

岛素分泌量的影响

注射STZ 2周后 , 糖尿病小鼠的血糖水平均在

11 mmol以上, 高于正常血糖水平4.5~7.0 mmol, 且出

现多饮、多食、多尿和体质量减少的“三多一少”症
状。通过对小鼠的胰腺组织石蜡切片进行HE染色

发现 , 胰岛细胞出现细胞核肿大、胰岛缩小等现象

(图1A)。胰岛素免疫荧光染色发现 , STZ处理后 , 胰

岛素阳性细胞减少 , 甚至消失 (图1B)。通过对小鼠

血清进行胰岛素测定发现 , 血清胰岛素含量以及体

质量显著降低 , 血糖含量显著提高 (图1C~1E); 通过

糖耐受实验发现 , 造模组小鼠葡萄糖代谢水平出现

异常(图1F)。腹腔注射白藜芦醇3周后, DR-10、DR-
100 2组与DD组相比, 胰岛素分泌量明显升高, 血糖

水平明显降低 , 但是体质量没有显著性差异 (图2A~
图2C)。结果表明, 白藜芦醇增加了糖尿病小鼠胰岛

素的分泌量, 改善了小鼠的“三多”症状。

2.2   白藜芦醇增加了糖尿病小鼠胰腺中β细胞的

数量

通过以上研究发现, 白藜芦醇使小鼠血清中胰

岛素的分泌量增加, 并且降低了血糖的含量。由此

我们推测, 白藜芦醇可能改善了小鼠的胰腺的状况, 
使胰腺中分泌胰岛素的β细胞的数量增加。通过HE
染色发现, DR-10和DR-100 2组胰岛中细胞的肿胀

现象有所缓解, 胰岛的面积增大(图2D)。随后对胰

腺的胰岛素进行免疫荧光染色和统计发现, DR-10
和DR-100 2组的胰岛素阳性细胞率高于DD组(图2E
和图2F), 说明白藜芦醇增加了胰岛中胰岛素分泌细

胞的数量, 即促进了β细胞的再生。

A: MN(正常小鼠)和MD(用SZT给药2周的小鼠)的胰腺组织的HE染色图像。带黄线的圆圈部分表示胰岛。B: 胰腺组织中胰岛素的免疫荧光图。

带黄线的圆圈部分表示胰岛。C: MN和MD组小鼠的体质量统计, n=30。D: MN和MD组的血糖统计, n=10。E: MN和各组的血液胰岛素统计, 
n=10。F: MN和MD组的葡萄糖耐量统计, n=10。*P<0.05, **P<0.01。
A: the HE stains images of the pancreatic tissue in MN (normal mouse) and MD (mouse treated with SZT for two weeks) groups. The circled part with 
the yellow line indicated islets. B: the insulin immunofluorescence images of the pancreatic tissue. The circled part with the yellow line indicated islets. 
C: the statistics of body masses in mice of MN and MD groups, n=30. D: the blood glucose statistics of MN and MD groups, n=10. E: the blood insulin 
statistics of MN and MD groups, n=10. F: the statistics of glucose tolerance of MN and MD groups, n=10. *P<0.05, **P<0.01.

图1   使用STZ诱导糖尿病小鼠模型

Fig.1   Mouse model of diabetes induced by STZ
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2.3   白藜芦醇通过抑制内质网应激促进β细胞的

再生

通过qRT-PCR结果发现 , STZ注射2周后 , 小鼠

胰腺中葡萄糖调节蛋白78(glucose-regulated protein 
78, Grp78)和CHOP 2个基因的表达明显升高(图3A), 
说明STZ引起了小鼠胰腺的内质网应激。白藜芦醇

注射3周后 , Grp78、CHOP的表达显著性下调 , 这表

明白藜芦醇缓解了小鼠胰腺的内质网应激 (图 3B、

图4B和图4C)。调控凋亡的基因Caspase 3的表达明

显降低 , 而B细胞淋巴瘤 -2(B-cell lymphoma-2, Bcl-
2)的表达明显升高 ; 胰–十二指肠同源框1(pancreatic 
and duodenal homeobox 1, PDX1)和细胞增殖相关的

基因C-Myc的表达出现了明显的升高 , 故白藜芦醇

促进了胰腺中细胞的增殖能力 ; 并且 , Insulin和Glu-

cagon的表达明显升高(图4A)。另外 , 葡萄糖转运蛋

白-2(glucose transporter-2, Glut-2)的表达也显著性的

升高 (图4B和图4C)。由此说明 , 白藜芦醇通过缓解

受损胰腺的内质网应激 , 进而缓解STZ对β细胞造成

的损伤 , 增加了 Insulin和Glucagon的表达以及对葡

萄糖的转运能力。

3   讨论
糖尿病已经严重威胁到人类生命健康, 目前对

糖尿病的治疗方法仅限于使用降糖药物和胰岛素注

射。不断攀升的糖尿病发病率及目前使用的治疗药

物的副作用使得人们寻找新型降糖药物成为必然。

糖尿病患者由于胰岛素分泌不足或者胰岛素耐受而

引发机体血糖代谢异常、血糖升高, 同时伴随“三多
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图2   白藜芦醇增加了小鼠胰腺中胰岛素阳性细胞的数量

Fig.2   Resveratrol increases the number of insulin-positive cells in the mouse pancreas
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A: 通过qRT-PCR检测MN、DD、DR-10、DR-100组胰腺中Bcl-2、Caspase 3、C-Myc、PDX1、胰岛素、胰高血糖素的相对mRNA水平。B: 
MN、DD、DR-10、DR-100组中胰腺的Grp78和Glut-2的蛋白质印迹分析。C: 图B中Grp78、Glut-2表达的相应定量结果。n.s.: 无显著差异。

*P<0.05, **P<0.01。
A: the relative mRNA levels of Bcl-2, Caspase 3, C-Myc, PDX1, insulin, glucagon were detected in pancreas of MN, DD, DR-10, DR-100 groups by 
qRT-PCR. B: Western blot analysis of Grp78 and Glut-2 of pancreas in MN, DD, DR-10, DR-100 groups. C: the corresponding quantification results of 
Grp78, Glut-2 expression in figure B. n.s.: no significant difference. *P<0.05, **P<0.01.

图4   白藜芦醇减轻 STZ引起的小鼠胰腺内质网应激

Fig.4   Resveratrol relieved the endoplasmic reticulum stress of the mouse pancreas caused by STZ
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图3   白藜芦醇降低内质网应激相关分子的表达

Fig.3   Resveratrol reduces the expression of endoplasmic reticulum stress-related molecules
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一少”的症状, 即多饮、多食、多尿和体质量减少。

所以在该研究中, 我们选择血糖、血清中的胰岛素

和体质量作为检测指标来评价模型成功与否及白藜

芦醇对糖尿病的治疗作用。

白藜芦醇是一种天然化学分子, 通过缓解胰腺

的氧化应激进而对糖尿病发挥一定的治疗作用。另

外, 白藜芦醇还通过抑制细胞的氧化应激, 抑制细胞

的死亡[17]。胰岛中β细胞的功能损伤是糖尿病的症

结所在。有研究表明, 内质网应激能造成β细胞的

凋亡, 进而引发胰岛的功能损伤[18-19]。那么, 白藜芦

醇在治疗糖尿病的过程中是否调控胰腺的内质网应

激, 这个问题目前还不清楚。Grp78被发现于20世纪

80年代, 作为内质网应激发生的分子伴侣, 是调控内

质网应激的重要蛋白[20]。CHOP是调控内质网应激

的另一种蛋白, 参与调控内质网应激所诱导的细胞

凋亡[21]。我们用STZ处理小鼠, 建立胰岛β细胞损伤

模型, 发现胰岛中分泌胰岛素的细胞数量减少, 血清

中胰岛素含量明显下降, 血糖升高, 小鼠体质量逐渐

下降(图1)。同时发现胰腺的Grp78和CHOP的表达

显著性上调(图3A), 所以我们猜测, STZ引发了胰腺

的内质网应激, 造成胰岛内细胞发生损伤。

我们的研究表明 , 用白藜芦醇处理糖尿病模型

小鼠后, 小鼠的血糖水平有一定的下调, 血清中胰岛

素的含量升高 (图2B和图2C)。胰岛素是由β细胞分

泌的, 所以我们推测腹腔注射白藜芦醇后, 小鼠胰腺

中β细胞的数量增加。白藜芦醇处理3周后, Grp78和
CHOP的表达下调 , C-Myc和Bcl-2的表达上调 , Cas-
pase 3的表达下调(图4)。其中, C-Myc是一种原癌基

因 , 可促进细胞的增殖 [22]; Bcl-2也是一种致癌基因 , 
负调控细胞凋亡[22]; Caspase 3促进细胞的凋亡, 可作

为细胞凋亡的标志 [23]。以上结果说明 , 白藜芦醇缓

解了小鼠胰腺内质网应激并抑制了胰腺内细胞的凋

亡。Insulin的分泌量是评价胰腺功能的一个重要的

指标 , 我们的研究发现 , 经白藜芦醇处理后 , 小鼠胰

腺中的 Insulin表达升高 , 并且血清中胰岛素含量升

高 , 说明白藜芦醇增加了β细胞的数量。同时 , 通过

对胰腺的免疫荧光染色发现胰岛中分泌胰岛素的细

胞的阳性率升高, 以此我们推测白藜芦醇增加了β细
胞的再生能力。Glut-2是一种葡萄糖跨膜转运蛋白 , 
位于β细胞的细胞膜上 , 感受葡萄糖的变化 [24-25]。我

们发现白藜芦醇处理后, 胰腺中Glut-2的表达显著升

高 , 所以白藜芦醇增加了受损胰腺对葡萄糖的转运

能力。

综上所述, 本研究通过使用不同浓度的白藜芦

醇对1型糖尿病模型小鼠进行治疗, 发现其可通过抑

制胰腺的内质网应激促进β细胞的再生、抑制β细胞

凋亡。10 μmol和100 μmol的处理浓度对STZ造成的

胰腺损伤均具有缓解作用, 但二者的效果没有明显

差异, 所以最优的白藜芦醇使用浓度还需要进一步

探究。本研究丰富了白藜芦醇对糖尿病治疗效果及

作用机制的理论依据, 为临床上应用白藜芦醇治疗

糖尿病奠定了理论基础。
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