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化合物A34对糖尿病小鼠的降糖作用及机制探讨
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摘 要:为研究一种新型可溶性环氧化物水解酶(soluble
 

epoxide
 

hydrolase,sEH)抑制剂(A34)对
糖尿病小鼠的降糖作用,探讨其作用机制,连续5天给小鼠腹腔注射链脲佐菌素(streptozotocin,

STZ,50
 

mg/(kg·d),诱导1型糖尿病(type
 

1
 

diabetes
 

mellitus,T1DM)小鼠模型。通过饮水给

药,考察A34对糖尿病小鼠饮水摄食量、非禁食血糖、空腹血糖、葡萄糖耐量和血浆胰岛素水平的

影响,研究A34的降糖作用;通过研究胰岛中sEH表达水平、胰岛形态变化及血浆中细胞因子干

扰素-γ(INF-γ)和白介素-4(IL-4)的含量,分析A34降糖的作用机制。结果表明:与模型组相比,

A34有效改善了糖尿病小鼠多饮、多食症状及葡萄糖耐量情况(p<0.01),降低了空腹血糖和非禁

食血糖(p<0.01),提高了血浆胰岛素水平(p<0.05);小鼠胰岛中sEH表达量降低(p<0.01),胰
岛受损减轻,血浆中IFN-γ与IL-4含量比值降低(p<0.05)。A34可能通过调控促炎和抗炎细胞

因子的动态平衡,保护胰岛β细胞免受损伤,从而改善小鼠胰岛β细胞功能,发挥降糖作用。
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

detemine
 

the
 

anti-diabetic
 

effect
 

and
 

potential
 

mechanism
 

of
 

a
 

novel
 

soluble
 

epoxide
 

hydrolas
 

inhibitor
 

(A34)
 

on
 

diabetic
 

mice.
 

Type
 

1
 

diabetes
 

mellitus
 

(T1DM)
 

mice
 

were
 

induced
 

by
 

streptozotocin
 

(50
 

mg/ (kg·d)
 

for
 

5
 

days,
 

ip.)and
 

the
 

hypoglycemic
 

effect
 

of
 

A34
 

were
 

evaluated
 

by
 

water
 

and
 

food
 

intake,
 

non-fasting
 

and
 

fasting
 

blood
 

glucose,
 

glucose
 

tolerance
 

and
 

plasma
 

insulin
 

level
 

in
 

diabetic
 

mice
 

after
 

water
 

administration.The
 

underlying
 

mechanism
 

was
 

explored
 

via
 

measuring
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

sEH
 

in
 

islets,
 

the
 

morphological
 

change
 

of
 

islets
 

and
 

the
 

concerntration
 

of
 

cytokines
 

INF-
γ

 

and
 

IL-4
 

in
 

plasma.
 

Compared
 

with
 

diabetic
 

model
 

group,
 

the
 

water
 

and
 

food
 

intake(p<0.01,
 

p<0.05),
 

blood
 

glucose
 

(p<0.01),
 

glucose
 

tolerance
 

(p<0.01)
 

and
 

plasma
 

insulin
 

level
 

(p<0.05
 

)
 

were
 

improved
 

in
 

A34
 

group.
 

Additionally,
 

A34
 

could
 

protect
 

pancreatic
 

islet
 

morphology,
 

suppress
 

sEH
 

expression
 

in
 

islet
 

(p<0.01),
 

reduce
 

the
 

ratio
 

of
 

INF-γ
 

to
 

IL-4
 

in
 

plasma(p<0.05
 

).
 

These
 

results
 

showed
 

that
 

A34
 

prevents
 

hyperglycemia
 

and
 

β-cell
 

dysfunction
 

through
 

regulating
 

the
 

dynamic
 

balance
 

of
 

pro-inflammatory
 

and
 

anti-inflammatory
 

cytokines
 

in
 

diabetic
 

mice.
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  可溶性环氧化物水解酶(soluble
 

epoxide
 

hydrolase,sEH)是一种以环氧脂肪酸为底物的酶,能够将多不

饱和脂肪酸的CYP450酶活性代谢产物———环氧脂肪酸水解成活性较低的二羟基脂肪酸[1]。环氧脂肪酸具

有抗炎、抗氧化作用,在预防和治疗代谢性疾病和神经系统疾病中发挥着重要作用[2-3]。sEH在人体广泛分

布,通过抑制sEH活性可以减少环氧脂肪酸的降解,起到治疗疾病的作用。近年来,多个sEH的小分子抑

制剂被设计合成出来,并在多种疾病模型中表现出良好的治疗效果[4-5]。研究表明,患糖尿病时sEH在胰

岛[6]、心脏[7]、视网膜[8]、肝脏[9]、脑血管[10]等的表达和活性升高,使用sEH抑制剂或基因敲除能够缓解高

血糖症状,提高对胰岛素的敏感性,预防和治疗糖尿病及其并发症[11-12]。sEH的抑制剂GSK2256294已完

成Ⅱ期临床研究,肥胖患者用药后可抑制其体内sEH活性,降低氧化应激[13]。

图1 A34的化合物结构

Fig.1 Chemical
 

structure
 

of
 

A34

1型糖尿病(type
 

1
 

diabetes
 

mellitus,T1DM)的发病与自身免疫

缺陷相关,β细胞的自身免疫性破坏导致胰岛素分泌不足,血糖升

高[14]。尽管sEH 抑制剂能够通过多种作用途径发挥降血糖的作

用[15-17],但其对 T1DM 中自身免疫反应的影响尚不明确。化合物

N-(4-氯苯基)-4-(3-(4-氯苯基)-1-(2-吗啉代乙基)脲基)-3-甲基苯甲

酰胺(A34)是本研究团队设计合成的新型sEH 抑制剂,其结构见

图1。

A34在体外具有良好的sEH抑制活性(IC50 为0.04
 

nmol),在
体内也表现出良好的抗炎活性[18]。目前,国内外尚无sEH抑制剂类

药物上市。本文通过考察A34对T1DM的治疗作用,初步探讨其对

免疫平衡的影响,为sEH抑制剂的研发提供实验依据,为糖尿病的治疗提供新的思路。

1 实验材料

1.1 主要药品及试剂
 

A34,由沈阳药科大学合成;链脲佐菌素,STZ,Sigma公司提供;超敏小鼠胰岛素试剂盒,易致生物科技

有限公司提供;HE染色试剂盒,Sigma公司提供;干扰素-γ(INF-γ)、白介素-4(IL-4)检测试剂盒,南京建成

生物工程研究所提供;兔SP试剂盒、DAB显色试剂盒,北京中杉金桥生物技术有限公司提供;Tris-EDTA
抗原修复液、EPHX2兔多克隆抗体,Proteintech中国公司提供。

1.2 主要仪器

酶标仪,美国伯腾(BioTek)仪器有限公司提供;血糖测试仪,罗氏诊断产品有限公司提供;组织病理切

片机,金华市华速科技有限公司提供;快速混匀器,常州博远实验分析仪器厂提供;生物显微镜,徕卡公司提

供;电子天平,型号AL204、XP205,梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司提供;高速冷冻离心机,安徽中科中

佳科学仪器有限公司提供。

1.3 实验动物

SPF级雄性Balb/c小鼠(6~8周,体质量18~20
 

g),购自河北伊维沃生物科技有限公司,合格证编号

084
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为SCXK(冀)2020-002。将小鼠于室温(22
 

±
 

2)℃、相对湿度55%±5%,以及12
 

h/12
 

h明暗交替环境下

饲养。

2 实验方法

2.1 动物分组、造模及给药

将小鼠适应性喂养1周后,随机分为3组,正常对照组(Con组)、模型组(Mod组)和给药组(A34
组)[19],其中正常对照组6只,模型组和给药组均12只,每笼6只进行喂养。模型组和给药组连续5

 

d按

50
 

mg/kg剂量腹腔注射STZ的柠檬酸缓冲溶液(0.1
 

mol/L,pH值为4.5)进行造模;正常对照组注射同等

剂量的柠檬酸盐缓冲液。实验期间,正常对照组饮用蒸馏水,模型组饮用2.5%羟丙基-β-环糊精水溶液,给
药组造模前2天开始饮用2.5%羟丙基-β-环糊精增溶的质量浓度为0.025

 

mg/mL的A34水溶液,直至6周

实验结束。

2.2 动物实验方案

每周测定小鼠饮水摄食量、非禁食血糖及空腹血糖;分别于造模第4周和第6周进行葡萄糖耐量实验;
第6周糖耐量实验结束后第2天,采血分离小鼠血浆,测定血浆中胰岛素、INF-γ和IL-4含量,将小鼠胰腺

组织制成石蜡切片,HE染色观察胰腺病理形态,通过免疫组织化学染色检测胰腺组织中sEH表达情况。

2.3 血糖检测

每周一上午9:00,对小鼠尾静脉采血,采用血糖测定仪测定小鼠非禁食血糖,随后禁食6
 

h(自由饮水),
于下午15:00测定空腹血糖。

2.4 腹腔注射葡萄糖耐量实验(IPGTT)
将小鼠禁食6

 

h(9:00~15:00,自由饮水),测定空腹血糖,记为0
 

min血糖值,随后根据小鼠体质量按

1
 

g/kg剂量腹腔注射葡萄糖液,分别于糖负荷后的15、30、60、120
 

min尾静脉采血,测定血糖值,并计算时

间血糖值曲线下面积AUC(min·mmol/L):

AUC=15×(BG0+BG15)/2+15×(BG15+BG30)/2+30×(BG30+BG60)/2+
60×(BG60+BG120)/2

 

。
 

(1)

  式中:BG0、BG15、BG30、BG60、BG120 分别代表0、15、30、60、120
 

min的血糖值。

2.5 血浆样品制备
 

从小鼠眼球取血,放入EDTA-K2抗凝管中,于室温、4
 

000
 

r/min条件下离心15
 

min,分离血浆,分装后

于-20
 

℃保存。

2.6 胰腺石蜡切片制备

采用颈椎脱臼方法,从小鼠腹腔剪取胰尾部分组织,用生理盐水冲洗干净后,置于4%多聚甲醛固定液

中,于4
 

℃条件固定24
 

h,用流水冲洗后,常规石蜡包埋,5
 

μm切片。

2.7 ELISA实验

参照各检测试剂盒说明书,检测各组小鼠血浆样品中胰岛素、IFN-γ和IL-4的含量。

2.8 HE染色

参照HE染色试剂盒说明书,石蜡切片脱腊水化后,用苏木素染色5
 

min,分化液分化30
 

s,用自来水冲

洗2
 

min,伊红染色10
 

s,脱水透明封片,在生物显微镜下观察获得的图像。

2.9 免疫组织化学检测

参照兔SP试剂盒说明书,石蜡切片脱腊水化后,进行常规抗原修复、阻断、封闭操作。每个样本滴加适

量稀释后的一抗,于37
 

℃孵育1
 

h,PBS冲洗20
 

min,滴加生物素标记山羊抗兔lgG,室温孵育13
 

min,PBS
冲洗20

 

min,再滴加辣根酶标记链酶卵白素工作液,室温孵育13
 

min,PBS冲洗20
 

min,DAB显色,苏木素

复染细胞核,脱水封片,显微镜下观察采集的图像。采用Image-Pro
 

Plus软件分析免疫组化图像,根据积分

光密度(IOD)计算染色强度。

2.10 统计学处理

数据以均数±标准差(x±s)表示,采用SPSS统计软件进行数据处理。2组比较采用t检验,多组比较

采用单因素方差分析(one-way
 

ANOVA),两两比较分析采用Bonferroni法。假设检验水准按α=0.05判

184
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定,p<0.05为差异有统计学意义。

3 实验结果

3.1 A34对糖尿病小鼠饮食量的影响

在整个实验周期内,正常对照组小鼠饮水量和摄食量维持在初始水平;造模3周后,与正常对照组相比,
模型组小鼠饮水量和摄食量逐渐增加(p<0.01);与模型组相比,给予A34干预后,糖尿病小鼠饮水量和摄

食量均降低(p<0.01,p<0.05),表明A34改善了糖尿病小鼠“多饮多食”的症状。结果见图2。

图2 A34对糖尿病小鼠饮水量和摄食量的影响

Fig.2 Effects
 

of
 

A34
 

on
 

water
 

and
 

food
 

intake
 

in
 

diabetic
 

mice

3.2 A34对糖尿病小鼠血糖的影响

如图3所示,实验期间,正常对照组小鼠非禁食血糖和空腹血糖保持平稳。模型组小鼠非禁食血糖和空

腹血糖均随造模时间延长逐渐升高,并分别于造模1周、2周后明显高于正常对照组(p<0.01,p<0.05);

A34组非禁食血糖和空腹血糖随造模时间延长亦有升高趋势,但升高程度低于模型组,分别于造模4周、2
周后显著低于模型组(p<0.01)。结果表明,A34能够缓解糖尿病小鼠的非禁食血糖和空腹血糖的升高,具
有降糖作用。

图3 A34对糖尿病小鼠非禁食血糖和空腹血糖的影响

Fig.3 Effects
 

of
 

A34
 

on
 

non-fasting
 

and
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

in
 

diabetic
 

mice

3.3 A34对糖尿病小鼠葡萄糖耐量的改善作用

葡萄糖耐量实验是评价机体葡萄糖代谢能力的经典方法。分别于小鼠造模4周和6周时进行葡萄糖耐

量实验,结果见图4。给予葡萄糖后,正常对照组小鼠血糖15
 

min达到峰值并于120
 

min时恢复至初始水

平;模型组小鼠血糖30
 

min到达峰值,120
 

min时未恢复至初始水平;A34组小鼠血糖30
 

min达到峰值并于

120
 

min时恢复至初始水平;与模型组相比,A34组注射葡萄糖后,血糖值与血糖曲线下面积均明显低于模

型组(p<0.01)。结果表明:正常对照组小鼠胰岛功能良好,给予葡萄糖后,能迅速释放胰岛素调节血糖的

稳态;模型组小鼠胰岛功能明显受损,胰岛素分泌延迟且不足。A34能够减轻STZ诱导的胰岛损伤,改善糖

尿病小鼠对葡萄糖的调控能力,保护胰岛功能。
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图4 A34对糖尿病小鼠葡萄糖耐量的改善作用

Fig.4 Effects
 

of
 

A34
 

on
 

glucose
 

tolerance
 

in
 

diabete
 

mice

图5 A34对糖尿病小鼠血浆胰岛素

水平的影响

Fig.5
 

 Effects
 

of
 

A34
 

on
 

plasma
 

insulin
 

level
 

in
 

diabetic
 

mice

3.4 A34对糖尿病小鼠血浆胰岛素水平的影响

采用ELISA法测定血浆胰岛素含量,结果如图

5所示。
由图5可知:正常对照组小鼠血浆胰岛素含量

维持在较高水平((0.69±0.20)ng/mL),STZ能够

破坏胰岛细胞,影响胰岛素分泌功能,导致模型组血

浆胰岛素水平显著降低((0.24±0.10)ng/mL)
(p<0.01);A34干预后,缓解了STZ造成的胰岛素

缺乏((0.39±0.11)ng/mL)(p<0.05),保护了胰

岛细胞功能。

3.5 A34对糖尿病小鼠胰岛形态的影响

HE染色结果如图6所示。
由图6可以看出:正常对照组小鼠的胰岛呈椭

圆形,结构完整、边缘清晰,胰岛内β细胞大小均匀、
饱满充盈、排列紧密;模型组小鼠的胰岛萎缩变形,
边缘不清,结构紊乱,胰岛内β细胞肿胀、变形;与模型组相比,A34组小鼠胰岛形态结构较完整,β细胞肿

胀、变形情况减轻。结果表明,A34能够缓解STZ诱导的胰岛萎缩变形和β细胞肿胀情况。

3.6 A34对糖尿病小鼠胰腺sEH表达量的影响

采用免疫组织化学染色考察胰岛中sEH的表达情况。结果如图7所示。
由图7可知:胰腺中sEH主要在胰岛细胞中表达,与正常对照组相比,模型组小鼠胰岛中sEH表达量

明显增多(p<0.01);与模型组相比,给药组小鼠胰岛中sEH表达量明显降低(p<0.01)。结果表明,STZ
诱导的糖尿病小鼠模型中,胰岛中sEH表达升高,A34能够降低糖尿病小鼠胰岛中sEH的表达量。

3.7 A34对糖尿病小鼠炎症因子IFN-γ与IL-4的影响

糖尿病是由T细胞介导的自身免疫性疾病,涉及慢性炎症过程。本研究采用ELISA法测定了小鼠

血浆中促炎因子IFN-γ与抗炎因子IL-4水平,结果见表1。其中:正常对照组,n=6;模型组和 A34组,

n=9。
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图6 A34对糖尿病小鼠胰腺形态的影响

Fig.6 Effects
 

of
 

A34
 

on
 

histopathological
 

morphology
 

of
 

the
 

pancreas
 

in
 

diabetic
 

mice

图7 胰岛中sEH的免疫组织化学染色

Fig.7 Immunohistochemical
 

staining
 

for
 

sEH
 

in
 

islet

表1 A34对糖尿病小鼠炎症因子IFN-γ与IL-4的影响

Tab.1 Effects
 

of
 

A34
 

on
 

inflammatory
 

factors
 

IFN-γ
 

and
 

IL-4
 

in
 

diabetic
 

mice

组 别    INF-γ/(pg·mL-1)    IL-4/(pg·mL-1)  INF-γ/IL-4  
正常对照组 186.9±61.4 34.9±8.9 5.8±2.9
模型组 343.5±99.51) 35.2±9.5 10.2±3.71)

A34组 309.9±108.7 51.8±8.33) 6.2±2.52)

       注:与正常对照组相比,1)p<0.05;与模型组相比,2)p<0.05,3)p<0.01。

由表1可知:与正常对照组相比,模型组小鼠血浆IFN-γ水平、IFN-γ/IL-4比值均增高(p<0.05);与模

型组相比,A34组小鼠血浆IL-4水平增高(p<0.01),IFN-γ/IL-4比值降低(p<0.05),INF-γ水平比较差

异无统计学意义。这表明A34能够调控糖尿病小鼠血浆细胞因子水平,降低促炎因子和抗炎因子的比例,
改善由细胞因子失衡导致的β细胞的炎性损伤。据有关文献报道,sEH抑制剂可以通过抑制NF-κB活化发

挥抗炎作用[20]。根据本研究结果推测,A34可能是通过抑制NF-κB信号通路,减少机体炎症反应,降低胰

岛β细胞凋亡,从而保护胰岛细胞功能,发挥降糖作用。

4 讨 论

T1DM是一种T细胞介导的自身免疫性疾病[21],其发病过程有多种免疫细胞参与,其中CD4+T淋巴

细胞扮演了很重要的角色。CD4+T细胞根据分泌的细胞因子不同可分为T辅助细胞1(Th1)和T辅助细

胞2(Th2)2种细胞亚群。在体内,Th1细胞主要分泌IFN-γ、TNF-α等促炎因子,Th2细胞主要分泌IL-4、

IL-10等抗炎因子。正常机体内,Th1和Th2细胞亚群互相制约,达到平衡,维持机体免疫平衡。当平衡被
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破坏,Th1细胞亚群占优势时,就会诱发一系列炎症反应,炎症因子与免疫系统相互作用,引起胰岛β细胞结

构与功能障碍[22],导致T1DM发生。

sEH是环氧脂肪酸的主要代谢酶,在多种疾病中sEH表达量增高、活性增强,而sEH抑制剂或者基因

敲除sEH能够在疾病控制方面发挥重要作用。sEH抑制剂在胃肠道炎症模型小鼠中抑制了sEH活性,与
模型组小鼠相比,sEH抑制剂治疗组显著减少了炎性细胞浸润,降低了促炎细胞因子IFN-γ和TNF-α的水

平,下调了LTB4和5-HETE炎症介质,降低了活动性溃疡的发生率,延缓了疾病进展[23]。在蛙皮素或精氨

酸诱导的小鼠急性胰腺炎模型中,胰腺中sEH表达量和活性均增强,而进行sEH基因敲除或使用sEH抑

制剂TPPU之后,抑制了NF-κB炎症信号通路,减少了细胞死亡,改善了胰腺炎症状[24-25]。sEH抑制剂还

能有效改善类风湿性关节炎[26]、牙周炎[27]等炎症性疾病。此外,在高脂饮食诱导的2型糖尿病小鼠模型及

糖尿病患者中,胰岛β细胞中sEH表达量显著升高,而基因敲除sEH或者抑制sEH活性,减轻了胰岛β细

胞氧化应激、细胞凋亡及去分化,改善了糖尿病症状[3]。在STZ诱导的T1DM 小鼠模型中,基因敲除sEH
或者通过sEH抑制剂治疗之后,能够减少胰岛细胞凋亡,增强胰岛β细胞葡萄糖刺激胰岛素分泌功能,改善

胰岛素的敏感性,降低血糖[28-29]。

5 结 语

1)本文以新型sEH抑制剂A34作为药物,通过多参数考察验证了其对T1DM 小鼠的降糖作用机制。
结果表明,A34通过调控促炎和抗炎细胞因子的动态平衡,保护胰岛β细胞免受损伤,改善T1DM 小鼠多

饮、多食状况,缓解T1DM小鼠血糖的增长,提高糖尿病小鼠血浆胰岛素水平及对血糖的调控能力,具有显

著的降血糖作用。

2)A34能够降低T1DM小鼠血浆IFN-γ/IL-4比值,这表明胰岛β细胞保护功能可能是通过调控淋巴

细胞因子的释放、调节Th1/Th2
 

失衡状态以及减轻STZ所起的炎症免疫反应实现的。本研究的发现提示,

A34可能对与炎症反应相关的一些其他疾病也有一定的治疗作用。
本研究仅对A34的降糖机制进行了初步探索,尚有不足之处。例如:未进行A34在体内对sEH抑制作

用的研究;未明确A34的降糖作用是否通过抑制sEH、提高或维持环氧脂肪酸的水平来实现。后续还需通

过体外细胞实验、基因敲除或过表达、液质联用技术等多种手段确认A34的降糖机制。
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