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鲨肝刺激物质对四氧嘧啶诱发的小鼠糖尿病的保护作用
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【摘　要】　目的:研究鲨肝刺激物质对四氧嘧啶诱发的小鼠糖尿病的保护作用。方法:尾静脉注射四氧嘧

啶造小鼠糖尿病模型 ,观察鲨肝刺激物质对糖尿病小鼠糖代谢(空腹血糖 , 糖化血红蛋白)、脂代谢(甘油三酯 ,胆

固醇 ,游离脂肪酸)、抗氧化(超氧化物歧化酶 ,丙二醛)及胰岛损伤程度的影响。结果:鲨肝刺激物质显著降低糖

尿病小鼠空腹血糖 、糖化血红蛋白 、甘油三酯 、胆固醇 、游离脂肪酸和丙二醛含量 ,提高超氧化物歧化酶活性 , 减

轻四氧嘧啶对胰岛 β 细胞的损伤。结论:鲨肝刺激物质对四氧嘧啶诱发的小鼠糖尿病具有显著的保护作用。
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　　1975年 , LaBrecque 等
[ 1]
首先从初断乳大鼠肝

脏提取出一种能刺激肝细胞有丝分裂和 DNA合成

的促肝再生活性物质 ,命名为肝刺激物质(hepatic

stimulator substance ,HSS)。国内研究人员又之称为

肝刺激因子 、肝细胞生长素 、肝细胞裂解物等 。

HSS存在于肝实质细胞胞浆 ,非肝细胞中未发现 ,

从人 、狗 、猪 、牛 、兔 、大鼠和小鼠等的新生肝和再生

肝中提取才有活性 ,成熟肝则无活性 ,分子量 12 ～

18 kDa ,内含约 16 种氨基酸残基(碱性氨基酸较

多),耐热(95 ℃, 15 min),耐酸碱(pH 2 ～ 9),可被

酒精沉淀而不失活性 ,属非糖蛋白 ,对蛋白酶(胰蛋

白酶 ,糜蛋白酶 ,蛋白酶K)敏感 ,核糖核酸酶 、神经

氨酸酶及二硫键和三级结构的破坏不影响其活性 。

HSS生物学活性表现为选择性作用于肝细胞(肝细

胞膜上有相应的受体),促肝细胞 DNA合成 、增殖 ,

参与肝细胞再生调控 ,有效保护肝脏免受四氯化

碳 、D-半乳糖胺的进一步损伤 ,抑肝纤维化 ,抗肝

炎病毒等 ,具有显著的组织特异性 ,一直是肝炎治

疗 、肝细胞调控的研究热点。临床用于重型肝炎 、

乙肝 、丙肝 、戊肝及肝硬化的治疗[ 2-4] 。目前 ,国内

外尚无研究 HSS对糖尿病作用的报道。本文用鲨

(体重小于 50 kg)肝提取的肝刺激物质(shark hepat-

ic stimulator substance , sHSS)[ 5] ,在四氧嘧啶诱发的

小鼠糖尿病实验中首次发现 sHSS显著降低糖尿病

小鼠高血糖 ,并进一步研究了 sHSS 对四氧嘧啶诱

发的小鼠糖尿病的保护作用 。

1　材　料

1.1　药　品

鲨肝刺激物质(sHSS),中国药科大学生物化学

教研室提供;胰岛素(lot:20020404),南京新天生物

化学制药有限公司;四氧嘧啶(alloxan monohydrate ,

ALX),美国 Sigama 公司产品;2-硫代巴比妥酸

(TBA),纯度 98%,北京欣经科生物技术公司;氯化

硝基四氮唑蓝(NBT),AR ,上海试剂二厂;葡萄糖试

剂盒 (lot:20020302)、甘 油三 酯试剂 盒(lot:

20020402)、总胆固醇试剂盒(lot:20020103)、SOD试

剂盒(lot:20020518)均购自南京建成生物工程研究

所;其它试剂均为市售国产分析纯 。

1.2　仪　器

721型分光光度计 ,上海第三分析仪器厂;80-1

离心机 ,上海手术器械厂;H.H.S 电热恒温水浴

锅 ,上海浦东跃欣科学仪器厂;电光分析天秤 ,上海

第二天平仪器厂。

1.3　动　物

昆明种小白鼠 ,雌雄兼用 ,(24±2)g ,由中国

药科大学动物中心提供 。

2　方　法

2.1　分组与给药
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98只小鼠 ,雌雄各半 ,饲以高热量饲料[ 6] ,按

体重随机均分 7组(14只/组):正常对照组与模型

组 ,给生理盐水(ip ,0.2ml/10 g);阳性对照组 ,给胰

岛素(ip , 6 U/kg);预防高剂量组 , 给 sHSS(ip , 10

mg/kg);预防低剂量组 ,给 sHSS(ip , 3 mg/kg);治疗

高剂量组 ,给 sHSS(ip ,10 mg/kg);治疗低剂量组 ,

给 sHSS(ip , 3 mg/kg)。实验过程中模型组小鼠死

亡2只 ,预防低剂量组死 1只 ,治疗高 、低剂量组各

死1只 。

2.2　方案与造模

方案　从糖代谢 、脂代谢 、抗氧化及组织形态

学4个方面探讨 sHSS 对糖尿病小鼠的保护作用 ,

实验时间共 5周 , sHSS 给药分为预防给药和治疗

给药 ,以显著降低血糖血脂 、改善糖脂代谢的胰岛

素为阳性对照药 。预防给药:四氧嘧啶造模前 4天

开始给药 , 1次/日 ,共 5 周。治疗给药:四氧嘧啶

造模成功后即给药 ,1 次/日 ,共 4 周;胰岛素给药

同 sHSS治疗给药 。造模后第 0 ,1 ,2 , 3 ,4周测小鼠

空腹血糖(Fasting plasma glucose , FPG),第 4周测糖

化血红蛋白(Glycohemoglobin-A1 , GHbA1), 总胆固

醇(Cholesterol ,CHOL)、甘油三酯(Triglyceride , TG)、

游离脂肪酸(Free fatty acid ,FFA),超氧化物歧化酶

(Superoxide dismutase , SOD), 丙二醛(Malondial-

dehyde ,MDA)。

造模
[ 7]
　小鼠隔夜禁食 12 h ,不禁水 ,除正常组

外均尾静脉一次性快速注入四氧嘧啶(60mg/kg),72 h

后(禁食10 h)眼内眦取血测 FPG ,FPG>11.1 mmol/L

者(正常组 、预防给药高低剂量组除外)选用。

2.3　测定方法

各组小鼠禁食过夜 ,于给药后 2 h 取血测各项

血液生化指标 。一次提取比色法[ 8]测 FFA;化学比

色法[ 9]测 GHbA1;氰化高铁血红蛋白法[ 10]测 Hb;

TBA法[ 11]测 MDA;葡萄糖氧化酶法测 FPG ,CHOD-

PAP;终点比色法测 CHOL;甘油磷酸氧化酶-过氧

化物酶法测TG;黄嘌呤氧化酶法测 SOD;均按试剂

盒说明操作 。脱颈椎处死小鼠 , 钝性摘除胰腺 ,

10%甲醛固定行病理组织学光镜检查 。

2.4　数据处理

所有数据均用 x ±s表示 ,采用组间 t检验。

3　结　果

3.1　sHSS对糖尿病小鼠糖代谢的影响

结果见表 1。 sHSS预防给药高 、低剂量均显著

抑制静注四氧嘧啶后小鼠血糖的升高 ,尤其是预防

给药高剂量组 ,试验结束时其血糖均值接近于正常

组。 sHSS 治疗给药高 、低剂量显著降低糖尿病小

鼠的高血糖。糖化血红蛋白是血红蛋白糖基化反

应的产物 ,结构稳定 ,不易降解 ,反映患者 1 ～ 2月

内血糖控制水平 ,其测定不受进食 、胆红素 、尿酸 、

肌酐等因素的影响[ 12] ,是反映血糖长期控制情况

及糖毒性的可靠指标 ,各组实验结果与 FPG 结果

相一致 ,进一步表明 sHSS 具有显著的降低糖尿病

小鼠高血糖的作用 ,改善糖尿病小鼠高血糖引起的

糖代谢紊乱。

Tab 1.Effect of sHSS on glycometabolism in diabetic mice(x±s)

Groups
Dose

(mg/ kg)
n

FPG(mmol/ L)

0　　 1　　 2　　 3　　 4 week　

GHbA1

(%)

Normal 14 8.66±1.98＊＊＊ 8.23±2.04＊＊＊ 8.45±1.76＊＊＊ 8.51±1.64＊＊＊ 8.63±2.52＊＊＊ 6.83±1.63＊＊＊

Model 12 37.46±9.17 435.24±5.13 33.30±5.72 30.29±6.75 26.52±4.13 16.25±3.31

INS(6U/ kg) 14 35.82±7.10 4.31±1.23＊＊＊ 4.56±1.19＊＊＊ 4.69±1.34＊＊＊ 5.08±0.86＊＊＊ 6.08±2.18＊＊＊

Pretreat 10 14 18.10±6.41＊＊ 17.15±3.98＊＊ 12.29±3.38＊＊＊ 11.09±3.17＊＊＊ 9.56±2.57＊＊＊ 7.08±2.07＊＊＊

(sHSS) 3 13 22.05±6.66＊ 20.14±4.36＊ 17.26±3.52＊＊ 15.87±3.79＊＊ 11.01±2.87＊＊＊ 7.85±2.41＊＊＊

Treat 10 12 35.28±5.55 19.77±3.87＊■■ 19.03±4.32＊■■ 18.52±4.24＊■■ 14.46±2.78＊＊＊■■■ 8.58±2.35＊＊

(sHSS) 33 12 34.67±8.02 21.61±4.64＊■ 19.56±4.17＊■■ 18.94±4.10＊■■ 15.42±3.23＊＊■■ 8.83±2.58＊＊

＊P<0.05, ＊＊P<0.01, ＊＊＊P<0.001 vs Model;■P<0.05 , ■■P<0.01 , ■■■P<0.001 vs 0 w

3.2　sHSS对糖尿病小鼠脂代谢的影响

结果见表 2。 sHSS 预防给药和治疗给药均显

著降低糖尿病小鼠血液 FFA 、TG 和 CHOL ,尤其是

预防给药高剂量组 ,血脂水平降至正常组以下。试

验结果表明 , sHSS 的降脂作用显著。糖尿病高血

脂可造成胰岛 β细胞功能的衰竭 、胰岛素抵抗的产
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Tab 2.Effect of sHSS on lipometaboli sm in diabetic mice(x±s)

Groups
Dose

(mg/kg) n TG(mmol/L) CHOL(mmol/ L) FFA(mmol/L)

Normal 14 0.86±0.20＊ 1.88±0.46＊ 0.76±0.15＊＊＊

Model 12 1.41±0.22 2.61±0.62 1.54±0.32

INS(6U/ kg) 14 0.73±0.19＊ 1.87±0.33＊ 0.54±0.13＊＊＊

Pretreat 10 14 0.44±0.13＊＊＊■■ 1.15±0.30＊＊■△ 0.51±0.12＊＊＊■

(sHSS) 3 13 0.58±0.15＊＊ 1.55±0.36＊＊ 0.54±0.11＊＊＊

Treat 10 12 0.55±0.14＊＊■ 1.68±0.45＊ 0.57±0.16＊＊＊

(sHSS) 3 12 0.66±0.18＊ 1.72±0.49＊ 0.67±0.17＊＊＊

＊P<0.05, ＊＊P<0.01, ＊＊＊P<0.001 vs Model;■P<0.05 , ■■■P<0.01 vs Normal;△P<0.05 vs INS

生 、组织细胞摄取利用葡萄糖的抑制
[ 13]
, sHSS的降

脂作用减轻高 FFA 、TG 及 CHOL 介导的脂毒性 ,改

善糖尿病小鼠的脂质代谢紊乱 。

3.3　sHSS对糖尿病小鼠抗氧化能力的影响

结果见表 3。 sHSS 预防给药和治疗给药均显

著升高糖尿病小鼠超氧化物歧化酶活性 ,降低丙二

醛含量 ,表明 sHSS可显著增强小鼠的抗氧化能力 。

在测定SOD活性时发现模型组血红蛋白含量异常

升高 ,显著高于其它各组 ,可能是四氧嘧啶在体内

经酶促或非酶促反应产生自由基引发生物大分子

的破坏 、加快修复系统运转 、提高机体耗氧量而导

致Hb代偿性增高[ 14] ,这在另一角度反映了 sHSS

预防给药和治疗给药显著抑制四氧嘧啶引起的氧

化损伤。

Tab 3.Antioxidative effect of sHSS on alloxan-induced diabetes in mice(x±s)

Groups
Dose

(mg/kg) n SOD(Nu/ gHb) MDA(nmol/ml) Hb(g/dl)

Normal 14 16016.02±3750.81＊ 1.89±0.23＊＊＊ 13.54±1.51＊

Model 12 11412.15±2621.83 3.56±0.45 17.11±3.09

INS(6U/ kg) 14 24159.11±4160.46＊＊＊ 2.05±0.35＊＊ 11.3±2.72＊＊

Pretreat 10 14 17325.41±4083.07＊＊ 2.22±0.34＊＊＊ 11.70±2.26＊＊

(sHSS) 3 13 16115.45±4000.57＊ 2.31±0.28＊＊ 12.77±2.32＊

Treat 10 12 15976.97±3576.24＊ 2.24±0.35＊＊ 12.62±2.28＊

(sHSS) 3 12 15143.09±2990.15＊ 2.39±0.32＊＊ 13.20±2.58＊

＊P<0.05, ＊＊P<0.01, ＊＊＊P<0.001 vs Model

3.4　组织形态学检查

10%甲醛固定胰腺 ,每组选六例标本 ,石蜡包

埋切片 ,H.E染色 ,结果如图 1所示 。正常组(A)

胰岛结构清晰 ,边缘界限清晰整齐 ,细胞分布均匀 ,

细胞核大小均一 ,胰岛内充满均匀分布的胰岛素分

泌颗粒 。模型组(B)胰岛结构紊乱 ,边缘不清 ,细

胞变性坏死 ,淀粉样物质沉积 ,细胞数目减少 ,大部

分细胞核固缩变小 ,脱颗粒明显 。胰岛素组(C)胰

岛边缘游离 ,结构不清晰 ,细胞核大小不一 、部分核

固缩变小 ,损伤程度较模型组轻 ,较正常组损伤程

度大 。预防高剂量组(D)胰岛结构清晰 , 边缘整

齐 ,细胞分布均匀 ,胰岛内充满均匀分布的胰岛素

分泌颗粒 ,细胞核略有缩小 ,基本接近于正常组 。

预防低剂量组(E)胰岛边缘不清 ,细胞核明显固缩

变小 ,脱颗粒不明显 ,病变程度轻于模型组。治疗

高剂量组(F)胰岛结构不清晰 ,部分细胞核固缩 ,

未见其它明显病变 ,损伤程度较模型组轻。治疗低

剂量组(G)胰岛结构不清 ,边缘界限游离不清 ,细

胞核固缩变小程度高 ,脱颗粒明显 ,未见明显变性

坏死现象 ,病变程度较模型组轻。组织形态学检查

结果表明 sHSS 给药各组均不同程度地减轻四氧嘧

啶对胰岛的选择性损伤 ,其中以预防高剂量组的保

护作用最明显 ,胰岛损伤程度较小 ,接近于正常组 。

4　讨　论

四氧嘧啶在体内经酶促或非酶促反应产生超

氧自由基 ,与生物膜上不饱和脂肪酸作用 ,产生过

氧化脂质 ,破坏细胞膜和亚细胞膜的结构与功能 ,

选择性作用于胰岛 β细胞 ,损伤细胞内 DNA
[ 15]
, β

细胞合成前胰岛素减少 ,导致胰岛素缺乏 ,糖 、脂 、
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Fig 1.Islet histological findings indicate that alloxan induced islet lesions could be ameliorated by sHSS in mice

A.Saline alone(×200);B.Alloxan+Saline(×200);C.Alloxan+Insulin(×200);D.sHSS(10 mg/kg)+Alloxan(×200);E.sHSS(3 mg/ kg)+Al-

loxan(×200);F.Alloxan+ sHSS(10 mg/ kg)(×200);G.Alloxan+ sHSS(3 mg/ kg)(×200)

蛋白质代谢紊乱 ,引发糖尿病。Kamata 等[ 16]研究

指出血糖的升高可引起蛋白质糖化的增强 ,糖的自

身氧化与糖化蛋白质又可引起体内自由基产生增

加和抗氧化能力下降 ,形成恶性循环。SOD是机体

清除氧自由基的主要抗氧化酶之一 ,反映机体清除

自由基能力的高低。MDA则是氧自由基与生物膜

多聚不饱和脂肪酸反应生成的过氧化脂质的分解

产物 ,反映氧自由基水平及机体脂质过氧化的速率

和强度[ 17] 。sHSS 显著降低 MDA 含量 ,提高 SOD

活性 ,增强糖尿病小鼠清除自由基的能力 ,抑制自

由基损伤引起的 Hb 代偿性增高 ,减轻自由基对胰

岛 β细胞的损伤 ,促进胰岛 β细胞的修复与再生 ,

提高胰岛素水平 ,进而降低血糖 ,抑制糖化蛋白的

生成 ,降低胰岛素缺乏所致的血脂异常升高 ,改善

糖尿病小鼠的糖脂代谢 ,减轻糖脂毒性 ,延缓胰岛

β细胞功能衰竭[ 18] 。 sHSS的抗自由基氧化作用是

其保护胰岛 、改善糖脂代谢的机制之一 ,是否通过

刺激胰岛素分泌 、增强胰岛素样作用 ,或与 TNF-α、

TNF-β 、Leptin等因子相互作用 ,或通过作用于肝细

胞的糖原合成 、肌细胞糖原生成及糖酵解等途径而

发挥其糖尿病保护作用尚待进一步研究。
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Protective Effects of Shark Hepatic Stimulator Substance on

Alloxan-induced Diabetes in Mice
HONG Gang ,WU Guan-Zhong ,LIU Guo-Qing
Department of Pharmacology , China Phamaceutical Univercity ,Nanjing 210009 , China

【ABSTRACT】　AIM:To study the protective effects of Shark Hepatic Stimulator Substance(sHSS)on alloxan-in-

duced diabetes in mice.METHOD:An experimental diabetes model was produced by intravenous injection of alloxan.

The effects of sHSS on diabetes mice were investigated by observing the change of glycometabolic index(fasting plasma

glucose , glycohemoglobin-A1), lipometabolic index(triglyceride , cholesterol , free fatty acid), antioxidative index(su-

peroxide dismutase ,malondialdehyde)and the injured degree of β cell in pancreatic islet.RESULT:sHSS markedly

decreased the level of fasting plasma glucose , glycohemoglobin-A1 , triglyceride , cholesterol , free fatty acid and mal-

ondialdehyde , increased the activity of superoxide dismutase and attenuated the injured degree of β cell in pancreatic

islet.CONCLUSION:sHSS has a significantly protective effect on alloxan-induced diabetes in mice.

【KEY WORDS】　Shark Hepatic Stimulator Substance;Alloxan;Diabetes;Protective effect
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