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摘要： 目的　 研究参芪复方对 ２ 型糖尿病大鼠骨骼肌细胞凋亡的调节作用及其对 Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白表达的影响。 方法　
３０ 只雄性自发性 ２ 型糖尿病 ＧＫ 大鼠， 给予高脂饲料喂养， 连续 ３ ｄ 检测随机血糖≥１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 即确认造模成功。
造模成功后， 将 ２ 型糖尿病大鼠模型随机分为模型对照组、 参芪复方组、 罗格列酮组， 每组 １０ 只； 另取 １０ 只雄性

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠作为正常对照组， 普通饲料喂养。 参芪复方组灌胃给予参芪复方浸膏 （１４􀆰 ３３ ｇ ／ ｋｇ）， 罗格列酮组灌胃给予

罗格列酮混悬液 （０􀆰 ６７ ｍｇ ／ ｋｇ）， 模型对照组和正常对照组均给予等体积生理盐水灌胃， 每天 １ 次， 连续给药 ８ 周。
采用 ＴＵＮＥＬ 法荧光染色观察骨骼肌细胞凋亡情况， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测骨骼肌组织中 Ｂａｄ、 Ｂａｋ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、
Ｂｃｌ⁃ｘＬ ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果　 参芪复方可降低模型大鼠骨骼肌细胞凋亡率 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 下调 Ｂａｋ ｍＲＮＡ 表达与

Ｂａｄ、 Ｂａｘ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并上调 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 参芪复方可通

过抑制 ２ 型糖尿病大鼠骨骼肌细胞凋亡， 从而改善糖尿病骨骼肌病变， 其机制与调控 Ｂａｋ、 Ｂａｄ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 的表达密

切相关。
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　 　 糖尿病骨骼肌病变由糖尿病状态下高血糖持续对骨骼

肌及相应血管神经的损害而引发， 是 ２ 型糖尿病 （Ｔ２ＤＭ）
的常见并发症之一， 临床主要表现为肌无力， 肌肉萎缩

等［１⁃２］ 。 参芪复方由人参、 黄芪、 山药、 山茱萸、 生地、 天

花粉、 丹参、 制大黄组成， 具有益气健脾、 清热生津、 活

血化瘀的功效， 临床观察该方可明显改善糖尿病患者的肌

肉萎软无力、 疼痛、 萎缩等症状。 前期实验研究表明［３］ ，
参芪复方可改善 ２ 型糖尿病大血管病变模型小鼠的糖脂代

谢和血管损害， 减轻模型动物的骨骼肌细胞萎缩、 水肿、
断裂和炎症状况， 对糖尿病小鼠的骨骼肌具有保护作用。
但其作用机制尚不明确。

许多研究表明， 肌纤维细胞凋亡在肌肉萎缩中起重要

作用［４⁃６］ ， 且以线粒体功能障碍而激发的细胞凋亡为主要贡

献者［７⁃１０］ ， 而 Ｂｃｌ⁃２ 家族是介导线粒体损伤引起细胞凋亡的

重要成员。 因此， 本研究拟从骨骼肌线粒体相关凋亡蛋白

切入， 进一步探究参芪复方对糖尿病骨骼肌细胞凋亡的影

响及作用机制。

１　 材料

１􀆰 １　 动物及饲料　 ３０ 只自发性 ２ 型糖尿病 ＧＫ 大鼠， ＳＰＦ
级， 雄性， ８ 周龄， 体质量 （２１０± １０） ｇ； １０ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大

鼠， ＳＰＦ 级， 雄性， ８ 周龄， 体质量 （２１０±１０） ｇ， 均购自

常州卡文斯实验动物有限公司， 动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（苏） ２０１６⁃００１０。 普通饲料和高脂饲料 （基础饲料 ５５％ ，
脂肪 １０％ ， 胆固醇 １０％ ， 糖 ２０％ ， 奶粉 ５％ ， 另加少量微

量元素） 均由恩施维尔公司提供。
１􀆰 ２　 药物　 参芪复方水煎液由成都中医药大学附属医院药

剂科提供 （批号 ２０１９０４２０）， 所用药材均由成都中医药大

学黄巍教授鉴定为正品。 罗格列酮 （批号 １９０３０４， 成都恒

瑞制药有限公司）。
１􀆰 ３　 试剂　 蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合物 （货号 Ｐ１０５０）、
ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒 （货号 Ｐ００１０）、 ＲＩＰＡ 裂解液

（货号 Ｐ００１３Ｂ）、 ＰＭＳＦ （货号 ＳＴ５０６） 均购于上海碧云天

生物技术有限公司； Ｂａｋ 抗体 （货号 １２１０５， 美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）； Ｂａｄ 抗体 （货号 ａｂ３２４４５）、 Ｂａｘ
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抗体 （货号 ａｂ３２５０３）、 Ｂｃｌ⁃２ 抗体 （货号 ａｂ１９６４９５）、 Ｂｃｌ⁃
ｘＬ 抗体 （货号 ａｂ１７８８４４）、 Ｐｒｉｓｍ Ｕｌｔｒａ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌａｄｄｅｒ （货
号 ａｂ１１６０２８ ）、 Ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ ） Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
Ａｎｔｉｂｏｄｙ ＨＲＰ （ 货 号 ａｂ２０５１１８ ）、 Ａｎｔｉ⁃ＣＯＸ Ⅳ ａｎｔｉｂｏｄｙ
（ＨＲＰ） （货号 ａｂ２０９９５８） 均购于英国 Ａｂｃａｍ 公司； 大鼠

ＡＣＴＢ 内参引物 （货号 Ｂ６６１２０２）、 大鼠 ＲＰＳ１８ 内参引物

（货号 Ｂ６６１２０１） 均购于生工生物工程上海 （股份） 有限

公司； ＲＴ Ｅａｓｙ Ⅱ （ 货号 ＲＴ⁃０１０２３）、 Ａｎｉｍａｌ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ （货号 ＲＥ⁃０３０１１） 均购于成都福际生物技术有

限公司； ＳｓｏＡｄｖａｎｃｅｄ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ （货号

１７２５２７１）、 Ｃｌａｒｉｔｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ＥＣＬ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ （货号 １７０⁃５０６０）
均购于美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
１􀆰 ４　 仪器　 ＴＳＪ⁃Ⅱ型全自动封闭式组织脱水机、 ＢＭＪ⁃Ⅲ型

包埋机、 ＰＨＹ⁃Ⅲ型病理组织漂烘仪均购于常州中威电子仪

器有限公司； 转轮式切片机 （德国徕卡公司）； ＤｅａｄＥｎｄ
ＴＭ 荧光测定 ＴＵＮＥＬ 系统 ［普洛麦格 （北京） 生物技术有

限公司］； 血糖仪 （美国 Ａｂｂｏｔｔ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｃａｒｅ 公司）； 电泳

仪、 荧光定量 ＰＣＲ （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 酶标仪 （美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司）； 超微量核酸分析仪 （德国 ＩＭＰＬＥＮ 公

司）； 基因扩增仪 （杭州朗基科学仪器有限公司）； 全自动

化学发光凝胶成像系统 （北京赛智创业科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 药液制备 　 参芪复方水煎液制备工艺， 称取人参

１５ ｇ、 黄芪 １５ ｇ、 山药 １０ ｇ、 山茱萸 １０ ｇ、 生地 １０ ｇ、 天花

粉 １０ ｇ、 丹参 １０ ｇ、 酒制大黄 ６ ｇ， 加入 １０ 倍量水， 浸泡

３０ ｍｉｎ， 煎煮 ３０ ｍｉｎ， 滤过， 收集滤液； 再加入 ８ 倍量水，
煎煮 ３０ ｍｉｎ， 滤过， 合并 ２ 次滤液， 减压浓缩至含生药量

２ ｇ ／ ｍＬ。 参芪复方受试药液配制， 取参芪复方水煎液

３０ ｍＬ， 加生理盐水 １０ ｍＬ， 配制成 １􀆰 ５ ｇ ／ ｍＬ 混悬液备用。
罗格列酮混悬液配制， 取罗格列酮 １ 粒， 碾碎后加入生理

盐水 ５７􀆰 １ ｍＬ， 配制成 ０􀆰 ０７ ｍｇ ／ ｍＬ 混悬液备用。
２􀆰 ２　 造模方法　 将 ２ 型糖尿病模型大鼠适应性饲养 １ 周

后， 换以高脂饲料喂养， 每周监测随机血糖， 连续 ３ ｄ 检

测随机血糖≥１１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 视为造模成功。 造模 ３７ ｄ， 给

药期间同时给予高脂饲料喂养。
２􀆰 ３　 分组及干预　 课题组前期实验研究发现， 参芪复方临

床等效剂量的 １０ 倍剂量对 ２ 型糖尿病动物模型的血糖、 血

脂代谢紊乱和骨骼肌病变的改善作用最佳［１］ ， 因此本实验

选择了 １０ 倍剂量的参芪复方作为中药组。 造模成功后， 将

２ 型糖尿病大鼠模型随机分为 ３ 组， 即模型对照组、 参芪

复方组、 罗格列酮组， 每组 １０ 只， 另取 １０ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠

为正常对照组。 参芪复方组灌胃给予 １４􀆰 ３３ ｇ ／ ｋｇ 参芪复方

混悬液， 罗格列酮组灌胃给予 ０􀆰 ６７ ｍｇ ／ ｋｇ 罗格列酮混悬

液， 正常对照组、 模型对照组均灌胃等体积生理盐水。 每

天 １ 次， 连续给药 ８ 周， ８ 周后处死大鼠。
２􀆰 ４　 标本采集　 实验结束后， 标本采集处死前 １２ ｈ 禁食

不禁水， 以 ２％ 戊巴比妥 （４５ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉后置于冰盘上，
迅速剥离腓肠肌， 并切成 １ ｃｍ×１ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ 的小块以 １０％

的多聚甲醛固定， 剩余腓肠肌组织分装至 ＥＰ 管并标记后

投入液氮中， 于－８０ ℃冰箱保存待测。
２􀆰 ５　 骨骼肌细胞凋亡率检测　 将 １０％ 多聚甲醛固定的腓肠

肌组织制成石蜡切片， 切片常规脱蜡至水， 以水浸泡 ５ ～
１０ ｍｉｎ， 浸入 ＰＢＳ 漂洗 ２ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 制备 ＴＵＮＥＬ 反

应混合液， 孵育 ８ ～ １０ ｍｉｎ， 避光将切片浸入 ＰＢＳ 漂洗 ３
次， 每次 ５ ｍｉｎ， 甘油封片， 荧光显微镜检测， 每张切片随

机选取 ３ 个视野， 进行凋亡细胞分析。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测骨骼肌组织中目的基因表达 　 用液氮

将大鼠腓肠肌组织研磨成粉末状， 按 Ａｎｉｍａｌ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 说明书提取 ＲＮＡ， 微量核酸分析仪检测 ＲＮＡ
质量浓度和纯度， 将样本 ＲＮＡ 质量浓度调整为 ８４ ｎｇ ／ μＬ，
ＲＴ ＥａｓｙⅡ试剂盒将 ｍＲＮＡ 样本逆转录为 ｃＤＮＡ （２×ＲＴ ＯＲ⁃
ＥａｓｙＴＭ Ｍｉｘ 溶液 １０ μＬ， 样本 １０ μＬ； ４２ ℃ １５ ｍｉｎ 逆转录，
８５ ℃ ５ ｍｉｎ 失 活）， ＳｓｏＡｄｖａｎｃｅｄ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｓｕｐｅｒｍｉｘ 试剂盒检测目标 ｍＲＮＡ 相对表达量， 以 ＡＣＴＢ 和

ＲＰＳ１８ 作为归一化内参基因。 ＰＣＲ 反应体系 （２０ μＬ） 为

２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｍｉｘｔｕｒｅ １０ μＬ， 正反向引物各 ０􀆰 ８ μＬ， ｃＤＮＡ
１ μＬ， ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ７􀆰 ４ μＬ； 进行 ４０ 个 ＰＣＲ 循环， 循

环后进行熔解曲线实验， 观察扩增产物有无非特异性扩增

及扩增片段长度。 ＰＣＲ 引物序列见表 １。
表 １　 基因引物序列

基因名称 引物碱基序列 ５′→３′ 产物长度 ／ ｂｐ
Ｂｃｌ⁃２ 正向 ＡＣＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧＧＡＡＣＴＣＴＴＣＡＧ １６８

反向 ＧＧＴＧＴＧＣＡＧＡＴＧＣＣＧＧＴＴＣＡＧ
Ｂｃｌ⁃ｘＬ 正向 ＧＧＴＣＧＣＡＴＴＧＴＧＧＣＣＴＴＣＴＴＣＴＣ １５１

反向 ＡＧＣＣＧＣＣＧＴＴＣＴＣＣＴＧＧＡＴＣ
Ｂａｘ 正向 ＣＣＡＧＧＡＣＧＣＡＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧ １３８

反向 ＧＣＴＧＣＣＡＣＡＣＧＧＡＡＧＡＡＧＡＣＣ
Ｂａｋ 正向 ＡＡＴＴＣＡＣＴＧＡＴＡＧＣＡＧＴＴＣＣＴＧＣＣ １２９

反向 ＴＧＴＣＡＣＣＴＧＣＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣ
Ｂａｄ 正向 ＣＧＴＡＣＡＧＣＧＴＴＧＡＧＴＴＣＣＴＴＣＣＧ １７２

反向 ＣＣＡＧＧＡＣＴＣＧＣＡＡＣＴＴＡＧＣＡＣＡＧ

２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测骨骼肌组织中目的蛋白表达 　 剪取

１００ ｍｇ大鼠腓肠肌组织， 加入含蛋白酶和磷酸化酶抑制剂

的 ＲＩＰＡ 混合裂解液， 冰上匀浆， ４ ℃ 裂解 １ ｈ 后离心

（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ５ ｍｉｎ）， 收集上清液， ＢＣＡ 法检测总蛋白

浓度， 每孔以 ２０ μｇ 蛋白上样， １００ Ｖ 电泳， １００ Ｖ 湿转，
５％ 脱脂牛奶封闭 ２ ｈ， 加入相应一抗， ４ ℃孵育 １６ ｈ， 二抗

室温孵育 ２ ｈ， ＥＣＬ 试剂盒显影， 化学发光成像系统曝光拍

摄， 凝胶分析系统分析条带净光密度值。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ３ 软件进行处理，
计量资料以 （ ｘ± ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 分析， 组间两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验，
方差不齐采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ Ｔ３ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 参芪复方对大鼠骨骼肌细胞凋亡的影响　 与正常对照组

比较， 模型对照组大鼠骨骼肌细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
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与模型对照组比较， 罗格列酮组与参芪复方组大鼠骨骼肌

细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 罗格列酮组与参芪复方组比

较大鼠骨骼肌细胞凋亡率无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １、
表 ２。

注： 绿色荧光标示凋亡细胞， 蓝色荧光标示细胞核。

图 １　 各组大鼠骨骼肌细胞凋亡情况 （ＴＵＮＥＬ 荧光染

色， ×４００）

表 ２　 各组大鼠骨骼肌细胞凋亡率 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 平均凋亡率 ／ ％

正常对照组 ２􀆰 ２３±２􀆰 ７４
模型对照组 １２􀆰 ５８±３􀆰 ９１∗∗

罗格列酮组 ６􀆰 ９６±２􀆰 ６４∗△

参芪复方组 ７􀆰 ０８±１􀆰 ９０∗△

　 　 注：与正常对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型对照组比

较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 参芪复方对大鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ、 Ｂａｋ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、
Ｂｃｌ⁃ｘＬ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与正常对照组比较， 模型对照

组大鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃ｘＬ
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型对照组比较， 罗格列

酮组大鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 参

芪复方组大鼠骨骼肌组织 Ｂａｋ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）、
Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ３。
３􀆰 ３　 参芪复方对大鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ、 Ｂａｋ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、
Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋白表达的影响　 与正常对照组比较， 模型对照组

大鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ、 Ｂａｘ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型对照组比较， 罗格列酮组大鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ、 Ｂａｘ
　 　 　表 ３　 各组大鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ、 Ｂａｋ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ ｍＲＮＡ 表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 Ｂａｄ Ｂａｋ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ Ｂｃｌ⁃ｘＬ
正常对照组 １􀆰 ０９±０􀆰 １１ １􀆰 ０５±０􀆰 ０６ １􀆰 １０±０􀆰 １３ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０４ １􀆰 ００±０􀆰 ０４
模型对照组 １􀆰 ４８±０􀆰 ２２∗ １􀆰 ０７±０􀆰 １８ １􀆰 １６±０􀆰 １７ ０􀆰 ８８±０􀆰 １５ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０５∗

罗格列酮组 １􀆰 １０±０􀆰 ０６△ ０􀆰 ９３±０􀆰 １４ １􀆰 ０３±０􀆰 ０８ １􀆰 ０６±０􀆰 １３ ０􀆰 ９２±０􀆰 １２
参芪复方组 １􀆰 ２３±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６９±０􀆰 ００△∗ ０􀆰 ８９±０􀆰 ００ １􀆰 ２０±０􀆰 ０５△ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０８

　 　 注：与正常对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型对照组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５。

蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 参芪复方组大鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ、 Ｂａｘ 蛋白表

达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ２、 表 ４。

图 ２　 各组大鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ、 Ｂａｋ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋白条带图

表 ４　 各组大鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ、 Ｂａｋ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 Ｂａｄ Ｂａｋ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ Ｂｃｌ⁃ｘＬ

正常对照组 ０􀆰 ９８±０􀆰 １０ １􀆰 １０±０􀆰 １０ １􀆰 ０８±０􀆰 １２ １􀆰 ０６±０􀆰 ０６ １􀆰 ２０±０􀆰 １８
模型对照组 １􀆰 ５５±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ９９±０􀆰 １７ １􀆰 ４６±０􀆰 １８∗ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ８０±０􀆰 １１∗

罗格列酮组 １􀆰 ０９±０􀆰 １１△△ ０􀆰 ７６±０􀆰 １２∗ １􀆰 ０７±０􀆰 １０△ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０４∗∗△ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０８∗∗

参芪复方组 ０􀆰 ９３±０􀆰 １３△△ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０４ １􀆰 ０７±０􀆰 １１△ ０􀆰 ９４±０􀆰 ０３∗△△ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０５∗∗

　 　 注：与正常对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型对照组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５，△△Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

骨骼肌是全身葡萄糖吸收的重要组织之一， 也是胰岛

素作用的主要靶组织之一， 对维持机体葡萄糖动态平衡具

有关键性作用。 长期处于高血糖环境下的骨骼肌易受损害，

其中以氧化型肌纤维受损最为突出， 在光镜下主要表现为

肌纤维萎缩［１１］ 。 研究发现， 其发病机制可能与线粒体损伤
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引起的细胞凋亡有关。 Ｋｅｌｌｅｙ 等［１２］ 在 ２ 型糖尿病患者的肌

肉中观察到线粒体破裂。 蒙碧辉等［１３］ 发现， 树鼩糖尿病模

型的肌组织中存在明显的线粒体损伤和细胞凋亡前状态，
提示细胞凋亡可能与糖尿病骨骼肌病变相关。 本实验骨骼

肌组织 ＴＵＮＥＬ 荧光染色显示， 模型对照组大鼠骨骼肌细胞

凋亡率高于正常对照组， 这进一步说明骨骼肌细胞凋亡可

能参与糖尿病骨骼肌病变的发生； 参芪复方组与罗格列酮

组大鼠骨骼肌细胞凋亡率低于模型对照组， 提示参芪复方

可改善 ２ 型糖尿病大鼠模型的骨骼肌细胞凋亡现象。
Ｂａｄ、 Ｂａｋ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 蛋白共属于 Ｂ 细胞淋巴

瘤 （Ｂｃｌ） ⁃２ 家族， 其中 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 属于抗凋亡成员，
Ｂａｄ、 Ｂａｋ、 Ｂａｘ 属于促凋亡成员。 Ｂｃｌ⁃２ 家族在调节细胞凋

亡信号上起重要作用， 可结合相关蛋白调节线粒体的稳态，
参与线粒体外膜孔道的形成， 与线粒体外膜通透性有

关［１４］ 。 细胞色素 Ｃ （Ｃｙｔ Ｃ） 是一种细胞色素氧化酶， 位于

线粒体内膜外侧， 是线粒体呼吸链的重要组成部分， 也是

一种重要的细胞凋亡调控因子［１５］ 。 Ｂｃｌ⁃２ 家族中 Ｂｃｌ⁃２、
Ｂｃｌ⁃ｘＬ 等抗凋亡成员可抑制线粒体释放 Ｃｙｔ Ｃ， Ｂａｋ、 Ｂａｄ、
Ｂａｘ 等促凋亡成员则促进线粒体释放 Ｃｙｔ Ｃ。 在细胞内凋亡

刺激因子作用下， 促凋亡蛋白 Ｂａｋ、 Ｂａｘ 等在线粒体外膜上

形成线粒体内部通向胞质的孔道， 使得 Ｃｙｔ Ｃ 得以通过线

粒体外膜进入细胞质， 并在 ＡＴＰ 的作用下与凋亡酶激活因

子 （Ａｐａｆ⁃１）、 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃９ （ ｃａｓｐａｓｅ⁃９） 组

成凋亡小体， 引起下游与细胞生命相关蛋白的降解， 最终

引起细胞凋亡［１６⁃１７］ 。
本实验研究发现， 与正常对照组比较， 模型对照组大

鼠骨骼肌组织 Ｂａｄ ｍＲＮＡ 表达升高、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ ｍＲＮＡ 表达降

低， 而 Ｂａｄ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂｃｌ⁃ｘＬ 的蛋白表达均有明显的改

变， 证实 Ｂｃｌ⁃２ 家族参与了 ２ 型糖尿病大鼠模型的骨骼肌细

胞凋亡过程； 与模型对照组比较， 参芪复方组大鼠骨骼肌

Ｂａｋ ｍＲＮＡ 表达与 Ｂａｄ、 Ｂａｘ 蛋白表达均降低， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ
及蛋白表达均升高。 提示参芪复方可影响 ２ 型糖尿病大鼠

模型骨骼肌细胞 Ｂｃｌ⁃２ 家族中促凋亡成员 Ｂａｋ、 Ｂａｄ、 Ｂａｘ 以

及抗凋亡成员 Ｂｃｌ⁃２ 的表达。
综上所述， 参芪复方可通过调控 Ｂａｋ、 Ｂａｄ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃

２ 的表达， 减少 ２ 型糖尿病大鼠模型骨骼肌细胞凋亡， 从

而发挥改善糖尿病骨骼肌病变的作用。
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２００５， ４５０（６）： ４３７⁃４４６．

［ ６ ］ 　 Ｓｉｕ Ｐ Ｍ， Ｐｉｓｔｉｌｌｉ Ｅ Ｅ， Ａｌｗａｙ Ｓ Ｅ． Ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ
ｈｉｎｄｌｉｍｂ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｏｃｎｅｍｉｕｓ ｍｕｓｃｌｅｓ ｆｒｏｍ ｙｏｕｎｇ ａｄｕｌｔ
ａｎｄ ａｇｅｄ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｇｕｌ Ｉｎｔｅｇｒ Ｃｏｍｐ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
２００５， ２８９（４）： Ｒ１０１５⁃Ｒ１０２６．

［ ７ ］ 　 Ｃｈｅｅｍａ Ｎ， Ｈｅｒｂｓｔ Ａ， ＭｃＫｅｎｚｉｅ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｍｅｄｉａｔｅ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｆｉｂｅｒ ｌｏｓｓ ｉｎ ａｇｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ［ Ｊ］ ． Ａｇｉｎｇ Ｃｅｌｌ， ２０１５，
１４（６）： １０８５⁃１０９３．

［ ８ ］ 　 Ｊｉ Ｌ Ｌ， Ｙｅｏ Ｄ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅ ｄｉｓｕｓｅ
ａｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］ ． Ｆ１０００Ｒｅｓ， ２０１９， ８： １６２１．

［ ９ ］ 　 Ｊｉ Ｌ Ｌ， Ｙｅｏ Ｄ， Ｋａｎｇ Ｃ． Ｍｕｓｃｌｅ ｄｉｓｕｓｅ ａｔｒｏｐｈｙ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
ｄｉｓｃｏｒｄ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ａｎｔｉｏｘｉｄ Ｒｅｄｏｘ Ｓｉｇｎａｌ，
２０２０， ３３（１１）： １⁃４４．

［１０］ 　 Ｐｏｗｅｒｓ Ｓ Ｋ， Ｗｉｇｇｓ Ｍ Ｐ， Ｄｕａｒｔｅ Ｊ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｄｉｓｕｓｅ ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂ， ２０１２， ３０３（１）： Ｅ３１⁃Ｅ３９．

［１１］ 　 蒙碧辉． 糖尿病骨骼肌病变［Ｊ］． 国外医学 （内分泌学分册），
２００２， ２２（５）： ３３６⁃３３８．

［１２］ 　 Ｋｅｌｌｅｙ Ｄ Ｅ， Ｈｅ Ｊ， Ｍｅｎｓｈｉｋｏｖａ Ｅ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ［ Ｊ］ ．
Ｄｉａｂｅｔｅｓ， ２００２， ５１（１０）： ２９４４⁃２９５０．

［１３］ 　 蒙碧辉， 刘　 红， 梁　 莹， 等． １ 型糖尿病树鼩骨骼肌病

变及其发病机制［ Ｊ］ ． 中华糖尿病杂志， ２００５， １３（ ４）：
２９０⁃２９２．

［１４］ 　 Ｋｉｒａｚ Ｙ， Ａｄａｎ Ａ， Ｙａｎｄｉｍ Ｋ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍａｊｏｒ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｔｕｍｏｕｒ Ｂｉｏｌ，
２０１６， ３７（７）： ８４７１⁃８４８６．

［１５］ 　 鲁翠芳， 李世英． 论细胞色素 Ｃ、 细胞凋亡诱导因子与细

胞凋亡的关系［ Ｊ］ ． 求医问药 （下半月）， ２０１３， １１（１１）：
３７⁃４０．

［１６］ 　 吴宗盛， 卢中秋， 姚咏明． 线粒体融合蛋白 ２ 与细胞凋亡

［Ｊ］ ． 医学研究杂志， ２０１２， ４１（１）： １２⁃１６．
［１７］ 　 Ｚｈｏｕ Ｆ Ｆ， Ｙａｎｇ Ｙ， Ｘｉｎｇ Ｄ． Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃ｘＬ ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ

ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ［ Ｊ ］ ．
ＦＥＢＳ Ｊ， ２０１１， ２７８（３）： ４０３⁃４１３．

３６５
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