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雌二醇和黄体酮联用对 STZ所致卵巢切除

小鼠糖尿病发生的预防作用研究

中文摘要

目的：雌激素和孕激素与糖尿病发生关系密切，其在糖尿病发生发展过程中

的作用与机体所处的生理状态及血中雌、孕激素水平有关，而且二者联用作用如

何还不完全清楚。因此，本文通过腹腔注射链脲佐菌素（Streptozotocin, STZ），

建立小鼠 1型糖尿病模型，探讨雌、孕激素在糖尿病发生发展中的相互作用和关

系，为糖尿病诊治及性激素在糖、脂代谢中的作用提供理论依据。

方法：购买雌性昆明小鼠，切除卵巢，术后恢复一周，随机分为 11组，分

别为：①卵巢切除组（OVX），②卵巢切除+腹腔注射 STZ（OVX+STZ），③

卵巢切除+腹腔注射 STZ+皮下注射 0.01mg/kg 体重 17β-雌二醇（E0.01），④卵

巢切除+腹腔注射 STZ+皮下注射 0.1mg/kg体重 17β-雌二醇（E0.1），⑤卵巢切

除+腹腔注射 STZ+皮下注射 1mg/kg体重 17β-雌二醇（E1），⑥卵巢切除+腹腔

注射 STZ+皮下注射 0.1mg/kg体重黄体酮（P0.1），⑦卵巢切除+腹腔注射 STZ+

皮下注射 2mg/kg体重黄体酮（P2），⑧卵巢切除+腹腔注射 STZ+皮下注射 8mg/kg

体重黄体酮（P8），⑨卵巢切除+腹腔注射 STZ+皮下合并注射 0.1mg/kg体重雌

二醇和 0.1mg/kg体重黄体酮组（EP0.1），⑩卵巢切除+腹腔注射 STZ+皮下合并

注射 0.1mg/kg 体重 17β-雌二醇和 2mg/kg 体重黄体酮（EP2），⑪卵巢切除+腹

腔注射 STZ+皮下合并注射 0.1mg/kg 体重 17β-雌二醇和 8mg/kg 体重黄体酮

（EP8）。STZ按每天 50mg/kg体重的剂量连续腹腔注射 5天，同时隔天皮下注

射黄体酮、17β-雌二醇或联合注射 17β-雌二醇和黄体酮。每周测血糖和体重 1次。

给药五周后，进行糖耐量和胰岛素抵抗实验，同时部分小鼠摘眼球采血后颈椎脱

臼处死，分别冻存和固定组织，采用 HE染色对胰岛细胞进行观察，利用化学发

光法和 Elisa技术检测血清中黄体酮、17β-雌二醇、C肽（C-Peptide）及胰岛素

（ Insulin）水平，通过 RT-PCR 及免疫荧光技术检测骨骼肌糖转运蛋白 4

（GLUT4），肝脏糖转运蛋白 2（GLUT2），葡萄糖激酶（Gck），葡萄糖-6-

磷酸酶（G-6-P），磷酸烯醇式丙酮酸羧基酶（PCK）及胰岛素受体（Insulin receptor，

IR）的表达水平。
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结果：STZ所致的 1型糖尿病小鼠血糖明显升高，体重下降，出现糖尿症；

糖耐量明显受损，胰岛细胞萎缩，C肽和胰岛素分泌明显减少；骨骼肌 GLUT4

和肝脏 Gck表达下调，肝脏 GLUT2、G-6-p和 PCK表达明显上调，但无明显的

胰岛素抵抗，胰岛素受体表达也无明显变化。

中剂量（0.1mg/kg 体重）和大剂量（1mg/kg 体重）17β-雌二醇可明显延缓

STZ所致小鼠 1型糖尿病的发生，使其血糖降低；低剂量（0.01mg/kg体重）17β-

雌二醇无明显影响。中剂量（0.1mg/kg 体重）的 17β-雌二醇还可改善糖耐量，

保护胰岛细胞，使 C肽和胰岛素分泌增加，骨骼肌 GLUT4和肝脏 Gck表达上调，

肝脏 GLUT2、PCK和 G-6-P 表达显著下调。

中剂量（2mg/kg体重）黄体酮单独给药可明显延缓 STZ所致小鼠 1型糖尿

病的发生，保护胰岛细胞，使 C肽和胰岛素分泌增加，降低血糖；黄体酮还可

使骨骼肌 GLUT4和肝脏 Gck表达上调，肝脏 GLUT2、PCK和 G-6-P 表达显著

下调，但剂量不同，作用效果不同，且不表现剂量效应关系，对糖耐量也无明显

改善作用。

低剂量（0.1mg/kg 体重）和中剂量（2mg/kg 体重）黄体酮与 17β-雌二醇

（0.1mg/kg体重）联合给药对 STZ所致小鼠 1型糖尿病发生的延缓作用、胰岛

细胞的保护作用、C肽和胰岛素的分泌及血糖降低作用均具有一定的协同效应；

但对于骨骼肌 GLUT4 及肝脏 GLUT2、Gck、PCK 和 G-6-P 的表达，低剂量

（0.1mg/kg体重）和大剂量（8mg/kg体重）黄体酮与 17β-雌二醇 0.1mg/kg体重

联用主要表现出拮抗效应，而中剂量（2mg/kg体重）黄体酮与 0.1mg/kg体重 17β-

雌二醇联用主要表现出协同效应。

结论：

1. 17β-雌二醇和黄体酮单独给药均可延缓 STZ所致小鼠 1型糖尿病的发生，

但不表现剂量效应关系；皮下注射中剂量的 17β-雌二醇（0.1mg/kg 体重）和黄

体酮（2mg/kg体重）可使血药浓度达到生理剂量范围，可明显抑制 STZ所致小

鼠血糖的升高。

2. 17β-雌二醇和黄体酮延缓糖尿病发生机制是多方面的，可能与其保护胰岛

细胞、促进胰岛素释放、改变骨骼肌葡萄糖转运及肝脏糖代谢有关。

3. 生理剂量的黄体酮与 17β-雌二醇联用对 17β-雌二醇延缓糖尿病的发生及

影响糖转运和糖代谢具有一定的协同效应，可加强 17β-雌二醇对糖尿病的预防

作用。

关键词：17β-雌二醇，黄体酮，1型糖尿病，胰岛素抵抗，糖耐量，葡萄糖

转运体 2、4，磷酸烯醇式丙酮酸羧基酶，葡萄糖激酶，葡萄糖 6-磷酸酶
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The study of preventative effects of estradiol combined with

progesterone on streptozotocin-induced diabetes in

ovariectomized mice

Abstract

Objective: Estrogen and progesterone are closely related to the occurrence of

diabetes. Their role in the development of diabetes is related to the physical state of

the body and the levels of estrogen and progesterone in the blood. It is not entirely

clear how the estrogenic and progestogenic effects are combined. Therefore, the

present study was to establish a model of type 1 diabetes mellitus in mice by

intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ) to investigate the interaction and

relationship between estrogen and progesterone in the development of diabetes

mellitus, and to provide a theoretical basis for the diagnosis and treatment of diabetes

and the role of sex hormones in glucose and lipid metabolism.

Methods: Female Kunming mice were purchased and their ovaries were

removed and recovered for one week. They were randomly divided into 11 groups: ①

ovariectomy group (OVX), ② ovariectomy + intraperitoneal injection of STZ

(OVX+STZ), ③ ovariectomy + intraperitoneal injection of STZ + subcutaneous

injection of 17-β estradiol at the dose of 0.01 mg/kg body weight (E0.01), ④

ovariectomy + intraperitoneal injection of STZ + subcutaneous injection of 17-β

estradiol at the dose of 0.1 mg/kg body weight (E0.1), ⑤ variectomy + intraperitoneal

injection of STZ plus subcutaneous injection of 17-β estradiol at the dose of 1 mg/kg

body weight (E1), ⑥ ovariectomy + intraperitoneal injection of STZ + subcutaneous

injection of progesterone at the dose of 0.1 mg/kg body weight (P0.1),⑦ ovariectomy

+ intraperitoneal injection of STZ + subcutaneous injection of progesterone at the

dose of 2 mg/kg body weight (P2), ⑧ Ovariectomy + intraperitoneal injection of STZ

+ subcutaneous injection of progesterone at the dose of 8 mg/kg body weight (P8), ⑨

ovariectomy + intraperitoneal injection of STZ + subcutaneous injection of 17-β

estradiol at the dose of 0.1 mg/kg body weight and progesterone at the dose of 0.1

mg/kg body weight (EP0.1), ⑩ Ovariectomy + intraperitoneal injection of STZ +

subcutaneous injection of 17-β estradiol at the dose of 0.1 mg/kg body weight and
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progesterone at the dose of 2 mg/kg body weight (EP2), ⑪ Ovariectomy +

intraperitoneal injection of STZ + subcutaneous injection of 17-β estradiol at the dose

of 0.1 mg/kg body weight and progesterone at the dose of 8 mg/kg body weight (EP8).

STZ was continuously administered intraperitoneally at the dose of 50 mg/kg body

weight per day for 5 days, while progesterone, 17-β estradiol, or a combination of

17-β estradiol and progesterone was injected subcutaneously on alternate days. Blood

glucose and body weight were measured once a week. Five weeks after administration

of sex hormone, glucose tolerance and insulin resistance tests were performed. At the

same time, the blood was taken from the eyeball of some mice and then the other mice

were dissociated and killed, and their tissues were frozen and fixed respectively. HE

staining was used to observe the islet cells; Chemiluminescence and Elisa

techonology were used to detect the serum levels of 17β-estradiol, progesterone, C

peptide and insulin; RT-PCR and immunofluorescence techniques were used to detect

the expression levels of skeletal muscle glucose transporter 4 (GLUT4), liver glucose

transporter 2 (GLUT2), glucokinase (Gck), Glucose-6-phosphatase (G-6-P),

phosphoenolpyruvate carboxylase (PCK) and insulin receptor (IR).

Results: The blood glucose was significantly increased, the body weight

increased slowly and there appeared obvious glucosuria in STZ-induced type 1

diabetic mice; Glucose tolerance was significantly impaired, the number of islet cells

was decreased, the blood concentrations of C-peptide and insulin were also

significantly reduced; skeletal muscle GLUT4 and liver Gck expressions were

decreased and the expressions of GLUT2, G-6-P and PCK in liver were significantly

up-regulated, but there were no obvious change in insulin resistance and insulin

receptor expression between the groups of OVX+STZ and OVX .

Medium-dose (0.1mg/kg body weight) and high-dose (1mg/kg body weight)

17β-estradiol could significantly delay the development of type 1 diabetes mellitus in

mice caused by STZ. Meanwhile, the value of blood glucose was markedly declined;

low dose (0.01mg/kg body weight) 17β-estradiol showed no significant effect on

blood glucose. Medium-dose (0.1mg/kg body weight) 17β-estradiol also improved

glucose tolerance, protected islet cells, promoted C-peptide and insulin secretion,

increased skeletal muscle GLUT4 and liver Gck expressions, significantly

down-regulated the liver GLUT2, PCK, and G-6-P mRNA expressions.

Administration of moderate dose (2mg/kg body weight ) of progesterone alone

could effectively decrease the glucose level in STZ-induced diabetes mice, protected
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islet cells, increased the level of C-Peptide and insulin; progesterone could also

up-regulate the mRNA expressions of GLUT4 in skeletal muscle and Gck in liver,

down-regulate the expressions of GLUT2, PCK, and G-6-P mRNA in the liver. The

different administration doses showed the different effects on STZ-induced diabetes

mice. There was no dose dependent effect and also had no apparent improvement in

glucose tolerance.

The combination of low dose (0.1mg/kg body weight) or moderate dose (2mg/kg

body weight) of progesterone with 0.1 mg/kg 17β-estradiol delayed the development

of type 1 diabetes in mice induced by STZ, protected islet cells, promoted C-peptide

and insulin secretion, decreased the level of blood glucose, and showed a certain

synnergistic effects; but for the expressions of skeletal muscle GLUT4 as well as the

liver GLUT2, Gck, PCK and G-6-P mRNA, when the low dose (0.1mg/kg body

weight) or high dose (8mg/kg body weight) progesterone respectively combined with

0.1 mg/kg body weight 17β-estradiol there were apparent the antagonistic effects.

However, the combination of medium dose (2 mg/kg body weight) progesterone and

0.1 mg/kg body weight17β-estradiol showed a synergistic effect.

Conclusion:

1. Estradiol and progesterone alone can delay the occurrence of type 1 diabetes

in mice caused by STZ, but there is no the dose-response relationship; the middle dose

of estradiol (0.1mg/kg body weight) and progesterone (2mg/kg body weight) injected

subcutaneously can make the plasma concentration of estradiol and progesterone

reach the physiological dose range, which shows significant inhibitory effect in the

increase of mice blood glucose induced by STZ.

2. The mechanisms of estradiol and progesterone in delaying diabetes mellitus

are various, which probably relate to the protection of islet cells, the promotion of

insulin release and the changes of skeletal muscle glucose transport and liver glucose

metabolism.

3. The physiological dose of progesterone combined with estradiol has a certain

synergistic effect on the delaying effect of diabetes and the changes of glucose

transport and glucose metabolism caused by estradiol in STZ-induced diabetes, and

can enhance the preventive effect of estradiol on diabetes.

Key words: 17β-estradiol, progesterone, type 1 diabetes, insulin resistance,

glucose tolerance, glucose transporter 2 and 4, phosphoenolpyruvate carboxylase,

glucokinase, glucose 6-phosphatase
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兰州大学研究生硕士学位论文

雌二醇和黄体酮联用对 STZ所致卵巢切除小鼠糖尿病发生的预防作用研究

1

第一章 前 言

1.1雌激素及其作用机制

1.1.1雌激素的来源

17β-雌二醇（17β-estradiol, E2或 E），是循环雌激素最丰富的形式，是女性的主

要激素，主要由绝经前妇女的卵巢合成和分泌。是由卵巢雄烯二酮的芳构化的雌酮

（Estrone, E1）转化产生。在月经周期正常的女性中，E2作为一种内分泌激素，作用

于远处的靶组织。另外两种天然存在形式的丰度较低，雌酮（Estrone, E1）和雌三醇

（Estriol, E3），而第三种形式雌四醇（Estetrol, E4）仅在怀孕期间产生[1]。少量 E2

也可由其他组织产生，包括脂肪、脑和骨组织以及血管内皮和主动脉平滑肌细胞[2]。

然而，绝经后妇女的卵巢不能产生 E2。男性自然低循环水平的 E2，不能作为循环激

素发挥作用。绝经期女性体内的 E2在性腺以外的组织，如乳腺、脑、肌肉、骨骼和

脂肪组织中作为旁分泌或内分泌因子局部作用合成[3]。因此，在绝经后的女性和正常

男性体内，E2不是起主要作用的循环雌激素。E2功能依赖于来自雄激素循环源的雌

激素生物合成。因此，在这些个体中，E2作用的主要驱动因素是雄激素对雌激素的

芳构化。因此，E2的组织代谢或失活也是控制细胞雌激素作用的基本参数[4]。组织雌

激素磺基转移酶（Estrogen sulfotransferase, EST）是雌激素作用的关键介质。EST是

一种胞质酶，通过将磺酸基与雌激素结合[5]，从而阻止与雌激素受体的结合并增强尿

中激素的排泄，在靶细胞中提供分子开关，从而抑制雌激素活性。

1.1.2雌激素受体作用机制

对雌激素生殖行为的早期研究建立了经典的雌激素受体（Estrogen receptor, ER）

作为配体激活的转录因子的范例[6]。ER调节基因转录是一个高度动态的过程。 ER

以两种主要形式存在，即 ERα和 ERβ，它们各自具有多种亚型，并显示出不同的组织

表达模式和功能[7]。ER 作用的典型“基因组”机制通常在数小时内发生，引起靶基因

的激活或抑制。在这个典型的信号通路中，配体激活的 ER从其分子伴侣热休克蛋白

中解离出来，并作为二聚体直接结合到靶基因启动子中的雌激素应答元件（Estrogen

response element, ERE）上，或间接结合到激活蛋白 1或与特异性蛋白 1 应答元件的

DNA结合[5]。与 ER二聚体和辅因子（共激活剂或共抑制剂）相互作用以调节基因表

达。而作用于不同反应元素的 ERs会产生不同的生理作用。例如，当通过激活蛋白 1

位点连接时，ERα表现出 E2依赖性转录的激活，而 E2结合 ERβ对转录没有影响[8]。

另外，根据配体的特性和浓度，形成 ERα-ERα同源二聚体，ERβ-ERβ同源二聚体或
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ERα-ERβ异二聚体，其中 ERα在异二聚体形成中起主导作用[5]。当这些受体单独存在

于细胞中，E2结合的 ERα和 ERβ有重叠结合位点。当两种 ER都存在时，ERα和 ERβ

之间的共享点却很少。每个 ER会限制另一个 ER结合位点的占用率[9]。配体激活的

ER以循环方式促进转录。只要 E2存在，ER转录复合物似乎不停地与目标启动子结

合、分离，并在两种状态之间来回转换。ER转录复合体的定期循环可能代表了一种

机制，可以持续评估和适应外部环境[6]。

虽然生殖功能主要通过经典的核 ER作为配体激活的转录因子介导，但与能量代

谢有关的 ER作用的大部分还涉及核外 ERs，间接调节基因表达或独立于核发挥作用。

E2 可以通过核外和膜相关形式的 ER 在数秒或数分钟内快速激活信号发挥作用[9]。

ERα和 ERβ定位于小窝穴，与其他信号分子聚集在一起，从而促进相互作用和快速的

细胞内信号。这些信号蛋白包括 G蛋白、生长因子受体、酪氨酸激酶（Src）、连接

蛋白（Selective estrogen receptor modulator, MNAR）和 G蛋白偶联受体。这种多蛋白

复合物为膜 ER 提供必要的相互作用以激活生长因子受体和 G 蛋白。反过来，这些

E2诱导的快速信号通过磷酸化修饰蛋白质功能。它们也可以调节基因表达，从而调

节蛋白质的产生。在心血管系统中，骨、神经系统和胰腺β细胞的核外 ER激活磷酸

化转录因子的蛋白激酶，促进 ERs的核移位和随后的靶基因的激活[10]。

1.2雌激素与能量代谢

1.2.1雌激素在下丘脑能量平衡中的作用

随着女性进入更年期，循环雌激素水平下降，伴随能量平衡的改变，导致腹内脂

肪增加[11]。动物卵巢切除（Ovariectomy, OVX）会导致肥胖症[12,14]，雌激素替代治疗

可以预防肥胖[15]。尽管 OVX诱发的啮齿动物食物摄入量暂时增加[16,17]，E2替代可减

少食物摄入量，但食欲过盛并不能完全解释 OVX后代谢和肥胖的变化[14]。事实上，

在两性小鼠中并不是食欲过盛或能量消耗减少，而由芳香酶失活引起 E2合成减少促

进了肥胖症的发生[18]。同样，雄性和雌性小鼠的 ERα缺乏症通过减少能量消耗和轻

微增加食物摄入量，导致体重增加引起肥胖[19,20]。内源性 E2通过增加能量消耗来促

进体重动态平衡，外源性雌激素可通过影响能量摄入和能量消耗来促进能量平衡[21]。

下丘脑是中枢神经系统中控制食物摄入，能量消耗和体重稳态的一个区域。所有这些

特征的显著变化可以通过损伤特定的下丘脑细胞核，如腹内侧下丘脑（Ventromedial

hypothalamus, VMH）[22,23]或下丘脑外侧[24,25]区域来诱导。ERα在啮齿动物大脑中的腹

内侧核（Ventromedial nucleus, VMN）、弧形核（Arcuate nucleus, ARC）、内侧视前

区和室旁核[26,27]大量表达。ERβ也在下丘脑细胞核中表达，但 ERβ表达相对于 ERα很

少。E2对能量平衡的影响主要由 ERα介导。ERα基因突变引起雌性小鼠肥胖[19,28]，小
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鼠 ERα的缺失可阻断雌激素替代的抗肥胖作用。ERβ在介导雌激素的生理抗肥胖作用

方面效果较差，因为与 ERα不同，ERβ的缺失不会促进肥胖[28]或与肥胖相关的任何代

谢症状。这一区别与药理学研究结果一致，表明选择性 ERα激动剂丙基吡唑三醇

（Propylpyrazole triol, PPT）可抑制去卵巢小鼠的食物摄入量，但选择性 ERβ激动剂

二芳基丙腈在任何剂量下均未影响摄食行为[29,30]。然而，E2还通过 ERβ抑制食物摄

入，因为雌性大鼠共同注射 ERβ反义寡核苷酸可阻断脑室注射 E2的厌食作用[31]。另

外，高脂饮食（High fat diet, HFD）喂养的雌性小鼠使用 ERβ选择性激动剂可增加棕

色脂肪组织中产热解偶联蛋白-1 的表达，缓解肥胖[32]。因此，在特定情况下，ERβ

的激活可以抑制食物摄入并增加能量消耗。雌激素 G蛋白耦联受体（G protein-coupled

ER, GPER）在体重调节中的作用仍然需要验证。在一项缺乏 GPER的雌性小鼠的研

究中，有 4只 GPER突变小鼠，其中 1只出现了肥胖表型[33]。

1.2.2雌激素与瘦素的相互作用

瘦素已被证明是一种强大的分解代谢信号，能够抑制食物摄入并增加能量消耗。

这些效应通过长型瘦素受体（leptin receptor, leprb）介导[34-36]。Leprb定位于包括 VMN

和 ARC在内的多个脑区域，并且 leprb与几种参与调节食物摄取和生殖的神经肽共定

位[37,38]。据报道，ARC中的 leprb表达与 ERα共定位[39]。此外，据报道雌激素可能通

过瘦素受体基因上的 ERE下调 ARC[40]中 leprb mRNA的表达[41]。这两种受体广泛的

下丘脑共定位，表明这些外周信号之间紧密耦合，相互作用，调节能量代谢。雌激素

可能是大脑中瘦素分解代谢作用的调节剂。事实上，更高水平的 E2与啮齿动物中枢

瘦素敏感性增加有关[42,43]。尽管在发情周期中循环瘦素水平没有明显变化，但 ARC

leprb表达在发情期最高，与神经肽 YmRNA表达呈负相关[40]。卵巢切除使中枢瘦素

敏感性降低，这种缺陷可以通过 E2 替代治疗恢复。同样，给雄性大鼠使用外源 E2

会增加中枢对瘦素的敏感性[43]。在 leprb转录和翻译的下游，中枢瘦素敏感性差异与

雌激素的存在与否相关。因此，可能有一个阈值，超过该阈值，雌激素会增强对瘦素

的中枢敏感性，通过减少食物摄入并增加能量消耗，达到减轻体重的作用[16]。

1.2.3雌激素与神经肽 Y的相互作用

神经肽 Y（Neuropeptide Y, NPY）NPY 是一种影响合成代谢的肽。NPY 中枢给

药可使食物摄入量大幅增加，并减少能量消耗和脂肪氧化[44-47]。ARC神经元共表达

NPYmRNA和 leprb蛋白。瘦素缺乏或瘦素抵抗会增加 NPY（和 AgRP）mRNA。因

此，瘦素是 ARC NPY功能的关键决定因素[46]。下丘脑中的 NPY神经元不仅影响摄

食，而且影响生殖。因此，E2可以通过调节 NPY基因表达来调节神经内分泌系统的

功能。E2刺激 NPY和 NPYY1受体 的表达和 NPY的释放[48,49]。
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1.3雌激素与糖尿病

1.3.1糖尿病概述

糖尿病（Diabetes mellitus, DM）是一种影响全球数百万人的以高血糖症为特征的

复杂的慢性代谢疾病。已经确定有多种形式的糖尿病，包括 1型，2型，3型，新生

儿和妊娠糖尿病[5]。糖尿病患者通常并发多种代谢疾病。而大多数糖尿病患者在发病

早期却未得到及时确诊。糖尿病患者的血糖水平通常会随年龄增长而增加，并导致心

血管疾病、中风、慢性肾衰竭、足部溃疡和眼睛受损。全球糖尿病患病率在 2000年

为 2.8％，预计到 2030年将增至 4.4％。全球糖尿病患病人数估计将从 2000年的 1.71

亿增加到 2030年的 3.66亿[5]。糖尿病导致的急性并发症包括糖尿病酮症酸中毒，这

是一种危及生命的疾病，特别是 1型糖尿病患者，细胞由于胰岛素分泌不足而无法获

得机体所需的能量。当血液中的葡萄糖不能进入细胞。肾脏滤过血液中的一些糖，并

通过尿液除去。但当细胞不能利用糖所提供的能量时，身体便通过分解脂肪来获取能

量。这通常会使分解产生的脂肪酸进入血液，引起代谢失衡，危及生命的糖尿病酮症

酸中毒。糖尿病引起的另一种急性并发症是非酮症性高渗性昏迷，当血糖水平升高时，

身体试图通过将糖排入尿液来排除血液中多余的糖，最初导致排尿增加。然而，在后

期阶段，排尿减少，口渴增加。机体缺乏足够的液体维持正常的生命活动，脱水可能

进一步导致癫痫，昏迷，甚至死亡。

糖尿病治疗和诊断面临诸多困难，其多种急、慢性并发症风险等给临床和公共卫

生带来了很大的负担。在美国，糖尿病是导致残疾的第六大原因，是导致死亡的第七

大原因。在 20岁及以上的美国成年人，糖尿病在疾病医疗保健支出中位居前列，2013

年糖尿病的诊断和治疗在医疗支出上高达 1014亿美元[5,50]。

血液中的葡萄糖水平决定了糖尿病的严重程度，但糖尿病发病的年龄通常决定了

其类型。1型糖尿病发病早，患者年龄通常在 30岁以下。1型糖尿病患者占糖尿病总

患病人数的 5％。早发型 1型通常伴有遗传基因突变。1型糖尿病也被称为胰岛素依

赖性糖尿病，患者通常通过注射胰岛素控制过高的血糖水平。1型糖尿病（DM1）是

由自身免疫选择性破坏胰腺β细胞引起的一种多因素疾病，此病特征在于胰腺中的β

细胞自身免疫性破坏导致胰岛素绝对缺乏，多饮、多尿、体重减轻和高血糖症[51]。1

型糖尿病患者后期完全依赖非内源性胰岛素控制血糖。对于真正的 1型糖尿病，必须

及时监测血糖水平，并通过胰岛素水平的个体化维持葡萄糖稳态[5]。

2型糖尿病是一种迟发型疾病，多发生在年龄超过 30岁的人群中。2型糖尿病占

糖尿病人口的 90％以上[52]。患者不能调节血液中的糖水平。遗传和环境的相互作用

以及高卡路里饮食（高脂肪饮食）和缺乏运动等因素都会诱发胰岛功能异常，胰岛β

细胞不能产生胰岛素或调节胰岛素抵抗，最终导致迟发型 2型糖尿病[53]。
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3型糖尿病已被确定为阿尔茨海默病（Alzheimer disease, AD）的一种可能形式。

3型糖尿病患者会出现认知功能障碍和氧化应激，这些都会影响葡萄糖代谢。同时，

也是 AD患者胰岛素抵抗和线粒体功能障碍的特征性表现。已有多项研究发现 AD患

者和 3型糖尿病患者代谢变化（碳水化合物、脂质和蛋白质）和脑功能障碍之间潜在

的联系[5]。

新生儿糖尿病是一种发生在六个月以内的单基因疾病。平均每 10万-50万新生儿

就有一例此病患者。糖尿病新生儿也是由于胰岛素分泌不足而导致高血糖，这种情况

经常与 1型糖尿病混淆[54,55]。

妊娠糖尿病是妊娠期母亲发作的糖尿病，通常发生在孕后期并伴随着碳水化合物

的不耐受。以下情况与妊娠母亲的妊娠糖尿病有关：1）25岁或以上，2）超重母亲，

体重指数高于 30，3）母亲患有多囊卵巢综合症，4）葡萄糖耐受不良，5）服用糖皮

质激素等药物治疗哮喘或自身免疫性疾病，6）服用高血压β受体阻滞剂的孕妇或抗精

神病药物[56-58]。

目前，世界各地的基础科学，制药公司和临床医生正致力于改善糖尿病患者胰岛

素抵抗和胰岛素缺乏的靶点研究。已有几种食品药品监督管理局（Food and drug

administration, FDA）批准的靶向糖尿病治疗药物，包括二甲双胍[59]，捷诺维（Januvia）

和α-葡萄糖苷酶抑制剂药物[60]，如奥利司他（Orlistat）[61]。由于糖尿病是一种多基因

疾病，研究人员正在尝试基于糖尿病个体特定遗传基因差异的个性化基因组治疗方

法，而不是让基因组成不同的众多患者共用一套治疗方案。临床医生通过增加日常锻

炼，无糖、低脂和新鲜水果蔬菜的饮食，从有助于糖尿病患者维持正常血压和血糖水

平的生活方式着手，预防和控制该病的发生和发展。由于大多数糖尿病患者在患病早

期未得到及时诊断和治疗，加强糖尿病教育，提高人们对疾病的认识，通过合理膳食

和运动可在一定程度上达到预防疾病发生发展的目的。

1.3.2雌激素和胰岛素敏感性

胰岛素抵抗是 2型糖尿病的关键发病机制。它也是代谢综合症的一个特征。与同

龄男性相比，月经史正常的绝经前妇女体重正常，胰岛素敏感性较强，是女性绝经前

2型糖尿病发病率低的原因之一[62,63]。在高脂喂养的雄性小鼠中观察到胰岛素介导的

葡萄糖利用减少 40-50％[64,65]，而体内 E2含量正常的女性和雌性啮齿动物葡萄糖的利

用没有发生减少，并且在正常含量的 E2保护下不会出现高脂饮食和急性脂肪酸诱导

的胰岛素抵抗[66,67]。更年期或 OVX后，胰岛素敏感性急剧下降与脂肪量增加并伴随

循环炎症标志物、低密度脂蛋白（Low-density lipoprotein, LDL）、甘油三酯和脂肪

酸升高[11,68,69]。卵巢切除的小鼠和大鼠会出现胰岛素抵抗，运动刺激时葡萄糖在肌肉

中的利用受限[70]，并且更容易受到 HFD 或脂质过量供应的有害影响。在恢复 E2到
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生理浓度可维持正常的胰岛素作用和葡萄糖耐量[71]。生理和遗传证据都表明，当 E2

浓度紧密保持在的生理浓度范围内时，E2 和 ER有利于啮齿动物和人的胰岛素敏感

性。相反，E2在超生理水平或 ER过度刺激时，可诱导继发于高胰岛素血症后的肝

脏胰岛素抵抗或肌肉总葡萄糖转运蛋白 4（Glucose transporter 4, GLUT4）表达减少

[48,49]。此外，有 2项研究前瞻性报道认为，绝经后妇女 E2水平下降与 2型糖尿病风

险增加有关[73,74]。很明显，为了更好地理解类固醇激素（包括 E2, 睾酮和孕酮）对葡

萄糖代谢和胰岛素的调节作用，需要对啮齿动物和人类进行额外剂量反应策略研究。

已证明在高血糖和 2型糖尿病的胰岛素受体敲除组织中，肝胰岛素抵抗的主要作

用与骨骼肌胰岛素抵抗不同[75]。然而，由于 E2缺乏或 E2抵抗引起的肝脏对胰岛素

抵抗的直接作用还不清楚。在一项研究中，全球缺乏 ERα的雌性小鼠在骨骼肌中没有

表现出胰岛素抵抗，但是在血糖正常的高胰岛素条件下，他们的确表现出胰岛素控制

肝脏葡萄糖产生（HGP）的作用下降[76]。这些表明 ERα缺乏可导致肝脏胰岛素抵抗。

然而，Ribas等[20]报道，ERα缺陷的雌性小鼠在正常血糖和高胰岛素条件下会出现肝

脏胰岛素敏感性的轻微改变。E2可抑制 HFD 小鼠[77]和抗瘦素雌性小鼠[78]脂肪生成基

因表达，防止甘油三酯的积累和肝脂肪的变性。虽然 ERα激动剂 PPT不能复制这种

效应[79]。然而，这种效应可由新型 ERβ激动剂复制[32]。尽管如此，E2和 PPT治疗仍

然通过依赖部分 ERα的途径[78,79]，改善 HFD 雌性小鼠[77,80]和具有遗传瘦素抗性的肥

胖雌性小鼠[78]的胰岛素抵抗。然而，ERα在肝脏中的直接作用尚不清楚。总之，这些

数据表明 ERα（和可能的 ERβ）激活通过预防肝脏中的异位脂质蓄积（脂毒性）来防

止肝胰岛素抵抗。ERα缺乏会影响啮齿动物的骨骼肌和肝脏的脂质稳态，从而降低胰

岛素抑制 HGP的能力并促进骨骼肌葡萄糖利用。因此，HFD期间 ERα的活化和遗传

瘦素抵抗改善了由骨骼肌中异位脂质积聚诱导的胰岛素抵抗[77,79,80]。而 ERα通过中枢

机制介导胰岛素敏感性的作用仍有待确定。

1.3.3雌激素与胰岛β细胞功能的关系

在啮齿动物模型的研究中，E2治疗可以保护胰腺β细胞免受 T1DM和 T2DM 相

关的各种损伤。包括氧化应激，淀粉样多肽毒性，脂毒性和细胞凋亡[81]。已经在啮齿

动物和人类β细胞中鉴定了三种 ERs-ERα，ERβ和 GPER。与在乳房或子宫细胞中充

当配体激活的转录因子的经典核 ER不同，β细胞 ER主要在核外。它们通过与激酶如

Src，ERK 和 AMPK（AMP-activated protein kinase, AMPK）的胞质相互作用或通过

STAT家族的转录因子发挥作用[81-83]。ERα的激活通过涉及 Src，ERK 和刺激核易位

并结合 NeuroD1（一种促胰岛素转录因子）的胰岛素启动子途径[82]，增强葡萄糖刺激

后胰岛素的生物合成[82,84]。这种作用可以通过增强胰岛素生物合成来帮助胰岛适应妊

娠代谢需求的增加。ERα的激活减少了过量胰岛素从头合成脂肪酸和脂肪生成以及毒
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性脂质中间体的积累[83,85]。这种抗脂肪作用至少涉及 2条途径。首先，核外 ERα激活

并促进信号转导和转录激活因子 3（Signal transducer and activator of transcription 3,

STAT3）的核易位，这导致脂肪生成的主调节因子，肝 X受体（Liver X receptor, LXR）

β及其转录靶标（Sterol regulatory element-binding protein 1c, SREBP -1c）和碳水化合

物应答元件结合蛋白。抑制 LXRβ和 SREBP-1c mRNA，可能通过与质膜相关的一系

列 ERα介导，并激活由 STAT3 介导的 Src[83]。在β细胞中，慢性 LXR激活导致过量

的脂肪生成，其又与脂毒性和细胞凋亡相关[86]。因此，β细胞中与 LXR mRNA表达

有关的 ER抑制可以减少脂肪生成和预防胰岛脂毒性[83]。在第二条途径中，ERα的激

活诱导 AMPK抑制 SREBP-1c基因和蛋白质的表达[83]。ERβ的激活似乎主要通过导致

心房钠尿因子受体激活，ATP敏感性钾通道关闭的膜通路[87]增强葡萄糖刺激的胰岛

素分泌[90,91]。然而，GPER的激活保护了β细胞免受脂质积聚[74]的影响并促进其生存

[90,91]。尽管 GPER 对胰岛素生物合成没有影响，但是通过激活表皮生长因子受体和

ERK[92]，GPER 的激活也增强了葡萄糖刺激后的胰岛素分泌[90,92]。然而，已经提出

GPER诱导 ERα36的表达，ERα36是 ERα经典长亚型 ERα66的一个短亚型[93]。ERα66

和 ERα36都在β细胞中表达[85]。因此，目前尚不清楚 GPER介导的β-细胞效应是由于

内在的 GPER作用，还是由于 GPER与膜表面的 ERα36相互作用。重要的是，上述

ER配体对β细胞存活，功能和β细胞营养稳态的有益作用都有在人类β细胞中观察到

[81,85,91,94]。1型糖尿病肥胖女性相对于健康女性表现出 E2缺陷[95]。因此，接受胰岛移

植的 1型糖尿病女性可能已经丧失了部分内源性 E2相关的胰岛保护，并且可能受益

于短期补充的 E2。从治疗的角度来看，激素依赖性癌症的风险使雌激素普通疗法作

为糖尿病β细胞衰竭的慢性治疗方法让患者望而生畏。为了使 E2与靶向β细胞优先结

合发挥有益作用，而没有一般雌激素治疗的不良影响，DiMarchi 和合作者[96]构建了

一种在单个分子中结合胰高血糖素样肽-1（Glucagon-like peptide-1, GLP-1）和 E2的

新型融合肽。通过结合 GLP-1和 E2的药理学作用，利用同时表达 ER和 GLP-1受体

（胰高血糖素样肽-1受体）的胰腺β细胞，以及促胰岛素和抗细胞凋亡活性对β细胞功

能和存活的协同作用。合成两种与 GLP-1稳定结合的 E2缀合物，该缀合物可以避免

E2在循环过程提前释放作用于非靶细胞带来的副作用，使 E2尽可能多地与靶细胞如

胰腺β细胞结合。与E2稳定连接的两种融合肽，是E2分别和激动剂GLP-1（aGLP1-E2）

和非活性 GLP-1（iGLP1-E2）结合形成的两种缀合物，而与非活性 GLP-1（iGLP1-E2）

缀合物通常与 GLP-1R（GLP-1 receptor）结合，其在药理学上虽不能激活 GLP-1R信

号传导，但它可有效将 E2运送至β-细胞。Tiano等人[97]在由多次低剂量注射 STZ诱

导的β细胞破坏模型中测试了 GLP1-E2缀合物在预防胰岛素缺陷型糖尿病的效率。他

们观察到 iGLP1-E2耦联物会改善 STZ诱导的胰岛素缺陷型糖尿病，由此证明，失活

的 GLP-1 能够结合 GLP-1R 并将 E2 导向β细胞同时起到保护作用。最重要的是，
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aGLP1-E2偶联物比 GLP-1激动剂和 iGLP1-E2单独预防 STZ诱导的糖尿病更有效。

与一般 E2疗法相比，所有缀合物没有产生 E2在妇科方面的其他副作用[97]。这些观

察结果提供了在单个分子中结合 GLP-1和 E2的概念的证据，两者的协同作用可以保

护β-细胞，而没有一般雌激素疗法相关的副作用。

1.4雌激素疗法与应用前景

雌激素（Estrogen, E）类型和给药方法影响着其临床使用效果。在安慰剂对照实

验中，如女性健康倡议（Women’s health initiative, WHI）只使用共轭马雌激素

（Conjugated equine estrogen, CEE）和孕激素。然而，雌激素的生理形式是 E2，并且

可用的是一些口服制剂以及用于透皮或透皮吸收的贴剂、乳膏和凝胶。与口服 HRT

（Hormone replacement therapy, HRT）相比，经皮给药避免药物的肝脏代谢，从而保

持更稳定的血清水平[98]。用透皮 E2治疗会比相应剂量的 CEE法导致相对更高的血清

E2、E1和 E1硫酸盐水平[99]，更年期妇女 E2透皮给药是一种安全有效的方法模拟生

理条件将激素输入机体循环[100]，而没有口服 CEE治疗引起的代谢并发症[101]。有报

道表明口服 E2可能加剧胰岛素抵抗和增加脂肪细胞，加重心血管风险[102]。然而，透

皮 E2对胰岛素抵抗的影响很小，导致脂联素水平升高。这表明与代谢综合征的肥胖

妇女口服 CEE相比，透皮 E2可能是更好的治疗方法。另外，口服雌激素与增加的促

炎症因子（基质金属肽酶 9）相关，这种副作用是透皮用药中未观察到的[103]。对绝

经后妇女进行的 100多项随机实验，分析了 HRT对代谢综合征的影响[104]。作者得出

结论：在非糖尿病女性中，口服和透皮雌激素（含或不含孕激素）能减轻体重；减少

腹部脂肪，改善胰岛素抵抗，降低低密度 /高密度脂蛋白胆固醇比值和降低血压[104]；

在糖尿病妇女中，口服和透皮雌激素（含或不含孕激素）均能降低空腹血糖，改善胰

岛素抵抗，并降低低密度 /高密度脂蛋白胆固醇比值。雌激素对代谢的有益作用是剂

量依赖性的，并且通过加入孕激素而减少[103]。这些雌激素对代谢综合征临床特征的

有益影响，可能是年轻女性进行 HRT时死亡率和心血管疾病减少的原因[104,105]。口服

雌激素疗法，特别是 CEE导致更强的有益代谢作用。如先前在啮齿动物模型中所讨

论的，口服治疗对血糖更强的作用可能是首先经肝代谢而导致更好地抑制肝胰岛素抵

抗的结果[76]。然而，口服雌激素治疗也与甘油三酯升高、炎症标志物如 C-反应蛋白

和凝血抑制剂如蛋白 S[104]相关。这可能增加心血管和血栓形成风险，并可能导致年

长妇女开始 HRT时心血管风险增加的原因[106-108]。相反，透皮雌激素对甘油三酯或炎

症和凝血因子没有不良影响[104,109]。进一步的研究有助于确定透皮雌激素治疗是否可

以安全降低绝经后妇女的心血管疾病发病率。选择性雌激素受体调节剂和芳香酶抑制

剂对代谢的影响有助于确定经皮雌激素治疗是否可以安全降低绝经后妇女的心血管

疾病发病率。

万方数据



兰州大学研究生硕士学位论文

雌二醇和黄体酮联用对 STZ所致卵巢切除小鼠糖尿病发生的预防作用研究

9

雌激素为药物干预提供了抗糖尿病和肥胖的可能性。靶向雌激素作用的优点在于

E2和 SERM生物学和临床用药效果和毒理知识的掌握，这些知识已经从临床前模型

和人体内数十年的体内研究积累起来。E2促进能量平衡，改善体内脂肪分布，改善

胰岛素抵抗（或增强胰岛素敏感性），改善β细胞功能并减少炎症。然而，雌激素所

面临的挑战是，作为药物长期给药时，它们的治疗指数相对较窄。因此，糖尿病和肥

胖症治疗基本进展虽然在啮齿动物中取得成功，但在扩展到临床实践时仍存在问题。

然而，WHI在 10年后不恰当地得出结论，激素治疗的风险超过了其益处，并夸大了

乳腺癌、冠心病、中风和肺栓塞与雌激素-孕激素治疗的风险。北美更年期协会指出：

HRT在更年期症状的短期治疗中发挥明显的有益作用[106,110]。因此，至少在这段时间

内，可以缓解由 E2缺陷引起的代谢功能障碍。

由于近年来肥胖和代谢综合征的急剧增加，出现了很多重要的临床问题，其中最

主要的是如何增强 E2在代谢性疾病预防和慢性疗法中的作用。显然，针对参与能量

平衡和葡萄糖体内平衡的 ER，并开发雌激素样药物，使其仅产生代谢益处而没有其

他副作用。这可以通过组织靶向融合蛋白的方法实现，通过使用融合肽[96,97]或通过将

GLP-1介导的 E2递送给具有高密度 GLP-1Rs的组织，以最小化其带来的毒副作用，

SERMs将保持 E2在所需组织中的有益代谢作用，同时拮抗乳房和子宫中的 ER。了

解 E2及其 ER在胰岛细胞、骨骼肌、肝脏和脂肪组织中的功能和分子机制可为雌激

素有益作用提供新的药理靶点。
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第二章 材料和方法

2.1实验动物

雌性昆明小鼠(25±5g) 购于兰州大学实验动物中心。

2.2实验仪器

仪器名称 销售公司

电子天平 CP114

pH计 Delta320

PCR扩增仪

Western blot 转膜仪

Western blot 电泳仪

Odyssey 双色红外荧光成像系统

凝胶成像仪

高速离心机

水平 DNA电泳仪

4 ℃恒温冰箱

－80℃超低温冰箱

－20℃低温冰箱

制冰机

烘箱

摇床

酶标仪

恒温培养箱

水浴锅

罗氏血糖仪

荧光显微镜

空调

奥豪斯仪器（上海）有限公司

梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司

Thermo公司

Bio-rad公司

Bio-rad公司

美国 LI-COR公司

美国 UVP

德国 Eppendorf

Bio-rad公司

美国 Thermo

美国 Thermo

中科美菱

中科美菱

上海恒科

德国 IKA

Thermo公司

上海精宏设备公司

上海科伟

爱尔兰罗氏

日本 Olympus

广东格力

万方数据



兰州大学研究生硕士学位论文

雌二醇和黄体酮联用对 STZ所致卵巢切除小鼠糖尿病发生的预防作用研究

11

2.3实验试剂

试剂名称 销售公司

链脲佐菌素（STZ）

17β-雌二醇

DAB 显色试剂盒

预染 Marker

PVDF 膜

甲叉双丙烯酰胺

甘氨酸

丙烯酰胺

beta-actin 一抗

TEMED

PCR MIX

引物

Gelred

PMSF

琼脂糖

过硫酸铵

cDNA反转录试剂盒

Tris 碱

RIPA裂解液

Tween-20

4x蛋白上样缓冲液

山羊血清

脱脂牛奶

荧光二抗

胰岛素

Iusulin receptor一抗

DAPI

抗荧光衰减封片剂

酪蛋白

Trizol试剂

Sigma公司

Sigma公司

碧云天

Thermo公司

Millipore公司

Amresco公司

Solarbio公司

Amresco 公司

Cst公司

Sigma公司

Promega生物公司

Takara公司

Biotium公司

Solarbio公司

Invitrogen公司

Sigma公司

Promega 公司

Solarbio生物公司

Solarbio生物公司

Sigma公司

Solarbio公司

北京中杉金桥

BD公司

LI-COR公司

诺和锐公司

Abcam公司

Sigma 公司

Solarbio公司

Solarbio公司

Invitrogen公司
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2.4实验方法

2.4.1动物实验

（1）将购买的小鼠适应性喂养（室温 23 ± 2℃）一周后，禁食 12h后称重，通

过小鼠尾静脉（剪刀剪去尾尖端，弃掉第一滴血）测量术前血糖，0.3%戊巴比妥钠麻

醉后行卵巢切除手术（OVX），结扎输卵管后切除卵巢，缝合时先缝内层肌肉，后

缝外皮层。手术前后用碘伏棉球消毒手术部位，所有器械经高压灭菌或 75%酒精浸泡

消毒后使用。

（2）术后小鼠恢复一周，禁食不禁水 12h，称重测血糖，随机分为以下 11组（6-12

只/组）。

Groups Abbreviation

卵巢切除组

OVX后注射 STZ组

OVX后注射 STZ 和 0.01 mg/kg体重 17β-雌二醇

OVX后注射 STZ 和 0.1 mg/kg体重 17β-雌二醇

OVX后注射 STZ 和 1 mg/kg体重 17β-雌二醇

OVX后注射 STZ 和 0.1 mg/kg体重黄体酮

OVX后注射 STZ 和 2 mg/kg体重黄体酮

OVX后注射 STZ 和 8 mg/kg体重黄体酮

OVX后注射 STZ 和 0.1 mg/kg体重 17β-雌二醇+0.1 mg/kg 体重黄体酮

OVX后注射 STZ 和 0.1 mg/kg体重 17β-雌二醇+2 mg/kg 体重黄体酮

OVX后注射 STZ 和 0.1 mg/kg体重 17β-雌二醇+8 mg/kg 体重黄体酮

OVX

OVX+STZ

E0.01

E0.1

E1

P0.1

P2

P8

EP0.1

EP2

EP8

（3）小鼠 OVX手术一周后，开始造模，禁食不禁水 12h，连续 5天腹腔注射链

脲佐菌素（STZ，50mg/kg体重），同时按分组隔天皮下注射雌二醇和黄体酮，给药

5周，每周称重测血糖。

（4）给药五周后进行葡萄糖耐量和胰岛素抵抗实验，腹腔注射葡萄糖（1.5g/kg

体重）和胰岛素（1U/kg体重）分别在 0min，30min，60min，90min，120min测血糖。

葡萄糖耐量实验前小鼠禁食不禁水 12h，胰岛素抵抗实验前小鼠禁食不禁水 4h。

（5）动物实验结束后，将小鼠摘眼球采血 （血样室温静置 1-2h，4℃，3000r/min

离心取上层血清备用），颈椎脱臼处死，快速取肝脏、骨骼肌、胰腺等组织，液氮速

冻后－80℃冰箱保存。

（6）动物实验试剂配制方法：

戊巴比妥钠（0.3%）：称取 0.3g戊巴比妥钠，加入 100mL无菌蒸馏水，搅拌溶
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解；

STZ缓冲液：称柠檬酸 2.1g加入 100mL无菌蒸馏水配成 A液，称柠檬酸钠 2.94g

加入 100mL 无菌蒸馏水配成 B 液，使用时将 A、B 液按 1:1.32 的比例混合，调节

pH=4.2-4.5即可；

STZ注射液：按体重（空腹，50mg/kg 体重）称取 STZ，溶于 STZ 缓冲液，避

光冰浴，30min以内注射完毕；

雌二醇注射液：按体重（空腹）称取雌二醇加入少量酒精吹打（难溶）溶解后，

加入芝麻油混匀，4℃保存；

黄体酮注射液：按体重（空腹）称取黄体酮直接加入芝麻油，搅拌加速溶解， 4℃

保存；

胰岛素注射液：按体重（空腹，1U/kg体重）调节胰岛素注射笔至所需单位胰岛

素，注入一定体积的生理盐水中，混匀即可，4℃保存；

葡萄糖注射液：按体重（空腹，1.5g/kg 体重）称取葡萄糖溶于灭菌水中，搅拌

溶解。

2.4.2胰岛细胞计数

取小鼠胰腺组织用 4%的多聚甲醛固定，石蜡包埋切片后进行 HE染色，利用光

学显微镜和图像分析系统对不同处理组小鼠胰岛细胞进行观察，在 10倍光镜下随机

选取 3-5个视野，利用图像分析系统对胰岛细胞进行计数，取平均值。

2.4.3 ELISA实验

取出血清室温解冻，按照 C肽和胰岛素试剂盒说明书配制试剂加入反应后置于

酶标仪 450nm波长下测定 OD值，通过标准曲线计算 C肽和胰岛素浓度。

2.4.4 RT-PCR实验

（1）RNA提取

实验前清洗匀浆器、研钵，器械高压灭菌烘干备用。购买无酶枪头和离心管。使

用 75%酒精棉球擦拭桌面及移液枪等相关器械。提取 RNA的关键是要抑制细胞中的

RNA分解酶和防止所用器具及试剂中的 RNA分解酶的污染。因此，操作者在实验中

需配戴一次性干净手套和口罩。在操作过程中避免在敞口的试剂上空来回移动，所用

试剂取完及时封口等等。尽可能减少空气及唾液中的 RNA 分解酶的污染。尽量使用

一次性无酶塑料器皿，若用玻璃器皿，应在使用前，干热灭菌（280℃，120 min），

0.1% DEPC（焦碳酸二乙酯）水溶液在室温浸泡处理 12小时。然后在灭菌锅中于 120℃

高压灭菌 20分钟以除去残留的 DEPC（DEPC在高温高压后分解为二氧化碳和水）。
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提取过程中使用的无菌水需用 0.1%的 DEPC处理后进行高温高压灭菌。RNA提取实

验所用的试剂、无菌水、器具和仪器都应专用，避免与其他实验混用后交叉污染。

1）取出冻存的组织，快速称取 （50 -100mg）后置于研钵中，加入适量液氮，

待其挥发殆尽时，组织冻脆，研磨效果最佳，迅速研磨转移至提前加入 1mL预冷 trizol

的离心管中振荡，使沉在管底的组织悬浮，转移至玻璃匀浆器，置于冰上匀浆。组织

无大颗粒时即可，转移匀浆液至原来的离心管室温静置待其裂解 5min后，转移到冷

冻冰箱，待所有样本研磨匀浆完毕后，同时进行萃取；

2）加入 200μL（200μl/mLTrizol）三氯甲烷（CHCl3），立即用力振荡 15s，室温

静置萃取 3min左右，12000g，4℃离心 15min；

3）吸取上层水相于 1.5mL新离心管中，按（0.5mL/mLTrizol）加入 0.5mL异丙

醇，室温静置 10min，12000g，4℃离心 10min；

4）弃掉管内液体，此时可肉眼观察到沉在管底白色的 RNA团，按（1 mL 75%

乙醇 /mLTrizol）加入无水乙醇，涡旋振荡仪震起管底的 RNA，8000 g，4℃离心 5min；

5）弃掉液体，室温干燥 RNA，按 RNA沉淀体积大小加入适量无酶水（Rnase-free

water）将其溶解，必要时分装，分别用于测量 RNA浓度、纯度和逆转录。

（2）cDNA合成

选择 OD值 260/280在 1.8-2.0之间的样本，用无酶水将 RNA浓度调整到 1μg/μL，

按照反转录试剂盒说明书规范操作，合成 cDNA。

1）去除基因组 DNA反应

按下表中所列试剂在冰上配制反应所需预混液，为了保证反应液配置的准确和简

便，可按照所有待反应样本数+2的量加入试剂 1和 2配成 Master Mix，然后再分装

到每个反应管中，后加入 RNA样品，反应终体积 10μL。

试剂 使用量

1. 5xgDNA Eraser Buffer
2. gDNA Eraser
3. Total RNA (1.0μg/μL)
4. Rnase-free Water

2.0μL
1.0μL
1.0μL
6.0μL

加好上述溶液离心混匀后，于 PCR仪上 42℃反应 2 min，然后取出置于冰上。

2）逆转录反应

按下表中列出的试剂在冰上配制反应预混液。同样可先按样本反应数+2 的量加

入下表中的 2、3、4、5试剂，配制 Master Mix，然后再分装 10μL到每个反应管中。
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试剂 使用量

1. 步骤 1的反应液

2. PrimeScript RT Enzyme Mix 1
3. RT Primer Mix
4. 5×PrimeScript Buffer 2（for Real Time）
5. Rnase-free Water
6. Total

10.0μL
1.0μL
1.0μL
4.0μL
4.0μL
20.0μL

于微型离心机离心混匀后，立即置于 PCR仪进行逆转录反应。设置运行程序为

37℃ 15 min，85℃ 5 sec，逆转录体系可以根据个人实验的实际需要做相应调整（可

扩大比例进行逆转录反应）。合成的 cDNA 需要长期保存时，于-20℃或更低温度保

存，必要时分装保存，以避免反复冻融带来的负面影响。

3）特异性扩增

将反转录后得到的 cDNA样品用无酶水稀释 3倍，按照引物说明书用无酶水稀释

引物，按下表的试剂冰上配制反应混合液。为了保证反应液配制的准确，反应时，可

按反应数+2 的量加入下表中的 1、2、3、5配制 Master Mix，然后再分装 24μL到

每个反应管中。

试剂 使用量

1. PCR GoTaq ® Green Master Mix (2X)
2. PCR Forward Primer（10 μmol/L）
3. PCR Reverse Primer（10 μmol/L）
4. cDNA template（<200ng）
5. Rnase-free Water

12.5μL
1.0μL
1.0μL
1.0μL
9.5μL

加好以上试剂，在引物适宜的退火温度和循环数条件下进行特异性扩增，新买的

引物可根据引物说明书的退火温度摸最适温度和最佳循环数，温度可在 Tm以下 3℃

起递增，循环数一般在 25times开始。

4）使用 Image J 软件对条带进行灰度分析，将分析所得灰度值通过 SPSS21.0 软

件进行统计学意义分析，组间比较采用 t检验分析。最后根据灰度平均值、标准差以

及显著性 P 值作图，数据均以均数±标准差（ x ±SD）表示。

万方数据



兰州大学研究生硕士学位论文

雌二醇和黄体酮联用对 STZ所致卵巢切除小鼠糖尿病发生的预防作用研究

16

引物序列

Gene name sequence(5,- 3, ) Tm(℃) Cycles
Actin –R GCCACGATGGAGACATAGC

60 29
Actin– F CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC

GLUT4 –R ATGGAGCCACCGATCCACA
65 26

GLUT4 –F GACGGACACTCCATCTGTTG

GLUT2 –F TTCCACACACACACAATGTCAGAAG
65 33

GLUT2 –R TTGATCACACCGATGTCATAGCC

Gck –F AGTACGACCGGATGGTGGATG
65 28

Gck –R TTGAGCAGCACAAGTCGTACCAG

G-6-P –F CAGCAACAGCTCCGTGCCTA
65 32

G-6-P –R ATCCCAACCACAAGATGACGTTC

PCK –F TCTTTGGTGGCCGTAGACCTG
65 30

PCK –R GCCAGGTATTTGCCGAAGTTGTAG

2.4.5免疫荧光

1）将新鲜或冻存的组织按照单位面积细胞密度的大小，选择合适的切片厚度进

行切片，若对细胞密度不了解，可查阅文献或通过预实验确定最佳的切片厚度，避免

因切片不当影响实验结果；

2）切片风干后立即用 4℃预冷的无水甲醇固定 10min；

3） 加入 5%山羊血清（与二抗来源一致，PBS液稀释），将切片置于有水的湿

盒中，于室温封闭 1h左右（封闭的目的是防止样本内源性非特异性蛋白抗原的结合）；

4）倾去封闭液也可用干净的吸水纸轻柔吸取，不要过干，保证整个实验过程中

组织的湿润，加入一抗稀释液（具体稀释比例按照抗体效价和蛋白表达丰度摸索），

不要加太多，最好从组织中间开始滴加至液体刚好覆盖整个组织块即可，此时可形成

一圈较厚的覆盖层，否则抗体太多易流走，其结果使组织覆盖的液体很薄，容易干片

而无法保证一抗孵育的有效性。加好一抗后将湿盒置于 4℃冰箱过夜，次日取出，在

室温或 37℃恒温箱复温 1h左右；

5）轻柔甩去一抗，PBS溶液洗涤 3次（5min/次），干净的吸水纸吸去多余的液
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体，组织依然保持湿润，滴加稀释好的荧光二抗溶液至组织完全覆盖，室温（25℃）

反应 1h或 37℃孵育 45min左右；

6）干净的吸水纸吸去二抗不用洗涤，直接滴加 DAPI溶液（1μg/mL），在室温

条件避光孵育 10min，PBS溶液洗涤 3次（5min/次）；

7）加入一滴抗荧光衰减封片剂，轻轻盖上盖玻片，避免多次来回移动盖玻片而

导致气泡产生。为防止盖玻片滑动，可在封片后的盖玻片周围平均等距离滴 3 ~ 4小

滴无色指甲油，风干后可起到固定盖玻片的作用；

8）荧光显微镜下观察抓取图片，此切片也可 4℃避光保存一周左右。

2.4.6 Western Blot实验

（1）提取小鼠肝脏组织蛋白：

1） 快速称取 0.1g左右在-80℃冰箱冻存的组织，将组织放入培养皿中剪碎，用

预冷的 0.9%的氯化钠溶液清洗三遍，肝脏组织细胞含血量高，剪碎清洗可去除肝组

织大部分血细胞，避免血细胞蛋白影响实验结果。洗完的组织除去多余的液体，转移

至玻璃匀浆器，提前加入 1mL 预冷的 RIPA 蛋白裂解液和 10 微升蛋白酶抑制剂

（PMSF，1mmol/L，异丙醇配制，避光保存，剧毒），在冰上匀浆（肝组织酥软易

碎无需液氮研磨），每半小时补加 PMSF一次；

2）将匀浆结束后的组织液转移至 1.5mL离心管，于 4℃，12000rpm/min，离心

15min；

3）吸取上清液，分装一小部分用于测定蛋白浓度，另一部分保存在超低温冰箱。

（2）蛋白含量测定（BCA法）

测量前，仔细阅读试剂盒配套说明书上的操作步骤和注意事项，按要求配制反应

试剂，于酶标仪 570nm波长测吸光值。根据标准曲线计算蛋白含量，为了使结果可

靠，设置 3-5个复孔。

（3）蛋白变性：若蛋白浓度过高，变性前可用RIPA裂解将其浓度稀释至30μg/μL

左右，按要求加入蛋白上样缓冲液，混匀离心后于 100℃水浴或 PCR仪煮沸 5min，

取出冰浴 5min，变性三次后，-80℃冰箱保存。

（4）SDS-PAGE 主要试剂配置：

1）30%丙烯酰胺母液：称 1g亚甲双丙烯酰胺和 29g丙烯酰胺于烧杯中，加入约

60mL 热蒸馏水，搅拌溶解后，定容至 100mL，过滤后 4℃避光保存；

2）10%过硫酸铵溶液：每次实验前称取 0.005g APS加入 500μL蒸馏水溶解；

3）Tris 电泳缓冲液：称甘氨酸 14.4g、Tris碱 3g、SDS 1g 于烧杯，加入 800mL

左右蒸馏水溶解后，定容至 1L，可重复使用 3次左右；

4）Tris-HCl（pH8.8）：称 18.172g Tris，80mL蒸馏水溶解，用 pH 计将 pH 调
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至 8.8，定容至 100mL；

5）Tris-HCl（pH6.8）：称量 12.118g Tris，用 80mL蒸馏水溶解，调 pH至 6.8，

定容至 100mL；

6）转膜缓冲液：称量 Gly 5.75g，Tris 1.2g，300mL 蒸馏水溶解后，加入 100mL

甲醇，定容至 500mL，4℃预冷一小时左右，现用现配。

（5）SDS-PAGE

1）准备工作

将制胶所用的玻璃板，梳子，烧杯清洗干净，烘干，制胶前装配好灌胶装置；

2）分离胶配置

按照蛋白分子量选择并配置适宜浓度的分离胶，加好分离胶后（预留好浓缩胶空

间）用无水酒精封住液面，室温待其凝固，可根据烧杯中剩余分离胶来判断其是否凝

固（半小时左右）；

3）配置浓缩胶

分离胶凝好后，配制浓缩胶，先不要加 APS和 TEMED，分离胶凝固后倾去上面

的酒精液面，用蒸馏水冲洗 4至 5次后，用干净的滤纸吸去多余的水分，不要触碰胶

面，所有操作都要注意保护好分离胶自身的完整性，最后加入 APS和 TEMED 快速

搅匀浓缩胶溶液后，将其加在分离胶上，立即插好梳子，避免产生气泡，室温待凝；

4）上样

安装好电泳装置，电泳槽倒好电泳液，提前将冻存的蛋白取出，室温融解后，上

样前 90℃，煮沸 3min，冰浴 2min，离心后再上样。调内参前，在 20-40μg之间选一

蛋白质量计算各样本上样体积，检测目的蛋白相对表达时，按照内参条带一致时的上

样体积加样；

5）电泳

设置电泳电压和时间，浓缩胶 70V，分离胶 110V，待接近目的蛋白分子量的

Marker条带分离时停止跑胶。

（6）转膜

1）可在电泳快结束前，裁好 PVDF膜（左上角剪去一角，以示正面），用无水

甲醇活化 15s，蒸馏水浸泡 2min，转移至含转膜缓冲液的培养皿中平衡 5min，转膜

所用的滤纸也应在含转膜缓冲液的容器中平衡 5min；

2）半干转膜时，上下三层滤纸的中间分别是 PVDF膜和含目的蛋白的分离胶，

膜在下，胶在上。恒流转膜，具体转膜电流，时间根据 PVDF膜说明书和蛋白分子量

来确定。

（7）免疫杂交反应：

1）转膜结束，取出 PVDF膜，于 5%的牛奶在摇床上（60 rpm/min）室温封闭 1h；
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2）封闭后，将 PVDF膜放在含一抗稀释液的离心管中，要保证膜始终浸泡在液

体中，置于加入碎冰的泡沫盒（将碎冰压实，否则冰块融化，表面塌陷，引起液面倾

斜，导致一抗孵育不均匀），摇床上（60 rpm/min）孵育过夜，若目的蛋白表达丰度

低或抗体效价不高时，可适当提高抗体稀释比例或额外在室温孵育 1h左右；

3）将 PVDF 膜取出放在含 TBST 的培养皿中，于摇床（设置摇床转速为 80

rpm/min）上洗涤 3次（10min/次）；

4）荧光二抗按照说明书推荐的稀释比例配制，将洗完一抗的膜转移至含二抗稀

释液的离心管中室温避光孵育 1h；

5）将 PVDF 膜取出放在含 TBST 的培养皿中，于摇床（设置摇床转速为 80

rpm/min）上避光洗涤 3次（10min/次）；

6）使用 Odyssey 双色红外荧光成像系统扫描 PVDF膜，显影；

7）数据分析：

使用 Image J 软件对条带进行灰度值测定。

2.4.7 数据统计分析

将分析所得灰度值多组间比较采用 SPSS21.0进行统计学意义分析，两组间比较

采用 t 检验分析。最后根据灰度平均值、标准差以及显著性 P 值作图，所有数据均

以均数 ± 标准差（ x ±SD）表示，P<0.05，认为有显著性差异。

万方数据
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第三章 结 果

3.1 1型糖尿病小鼠的建立

腹腔注射 STZ的模型组小鼠与 OVX对照组相比，体重增长缓慢，且在术后第四

周、第五周和第六周末体重明显低于 OVX组（Fig. 1A）；血糖在术后第二周至第六

周末（也就是造模第一周至第五周末）显著升高（P<0.001）（Fig. 1 B）；胰岛素抵

抗实验结果并无显著性差异（Fig. 2）。

Fig. 1 The fasting weight (A) and fasting plasma glucose (B) of type 1 diabetes mice

图 1 1型糖尿病小鼠空腹体重和血糖

Fasting weight (FW) and Fasting plasma glucose (FPG) in ovariectomized mice (OVX) and in
ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ). The results represent
means±SD (n=12). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 versus OVX.

万方数据
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Fig. 2 The insulin resistance experiment of type 1 diabetes mice

图 2 1型糖尿病小鼠胰岛素抵抗实验

Insulin resistance test in ovariectomized mice (OVX) and in ovariectomized streptozotocin-induced

diabetes mice (OVX+STZ). The plasma glucose (PG) changes after insulin injection (A), Percentage

change in plasma glucose at different time points after insulin injection relative to the plasma glucose

level before administrtion insulin (B). The results represent means±SD (n=6).

万方数据
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3.2 17β-雌二醇对糖尿病小鼠空腹体重和血糖的影响

如 Fig. 3所示，与模型组 OVX+STZ相比，三种剂量（0.01、0.1和 1mg/kg体重）

17β-雌二醇使 STZ所致糖尿病小鼠体重有升高趋势（P >0.05）（Fig. 3A）；其中 0.1

和 1mg/kg体重的雌二醇给药时，小鼠在术后第二周末（也就是给药第一周末）空腹

血糖明显下降（P <0.01），在术后第三周、第四周、第五周末（也就是给药第二周、

第三周和第四周末）血糖下降更为显著（P <0.001）（Fig. 3B）。

Fig. 3 Effects of 17β-estradiol on fasting body weight (A) and plasma glucose (B) in diabetic mice

图 3 17β-雌二醇对糖尿病小鼠空腹体重和血糖的影响

Fasting weight (FW) and Fasting plasma glucose (FPG) in ovariectomized mice (OVX), in
ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized and
streptozotocin-induced diabetes mice treated with 17β-estradiol at the dose of 0.01mg/kg body weight
(E0.01), 0.1mg/kg body weight (E0.1) and 1mg/kg body weight (E1) . The results represent means±SD.
(n=12). **P<0.01, ***P<0.001 versus OVX; ##P<0.01, ###P<0.001 versus OVX+STZ.

万方数据
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3.3 黄体酮对糖尿病小鼠空腹体重和血糖的影响

与模型组相比，黄体酮给药组（0.1、2和 8mg/kg体重）体重增加均快于模型组，

黄体酮（2mg/kg 体重）对 1型糖尿病小鼠体重的影响在术后第五周和第六周末（也

就是给药第四周和第五周末）具有显著性差异（P<0.05）（Fig. 4A）；黄体酮给药组

血糖在术后第四周后（也就是给药第三周后）均低于模型组，但 2mg/kg体重黄体酮

给药组在术后第四周、第五周和第六周末（也就是给药第三周、第四周和第五周末）

血糖下降具有显著性差异（P<0.001）（Fig. 4B）。

Fig. 4 Effects of progesterone on fasting weight (A) and fasting plasma glucose (B) in diabetic mice

图 4 黄体酮对糖尿病小鼠空腹体重和血糖的影响

Fasting weight (FW) and Fasting plasma glucose (FPG) in ovariectomized mice (OVX), in
ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized and
streptozotocin-induced diabetes mice respectively treated with progesterone at the dose of 0.1mg/kg
body weight (P0.1), 2mg/kg body weight (P2) or 8mg/kg body weight (P8). The results represent
means±SD. (n=12). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 versus OVX; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 versus
OVX+STZ.

万方数据
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3.4 17β-雌二醇和黄体酮联用对体重和血糖的影响

与模型组（OVX+STZ）相比，17β-雌二醇（0.1mg/kg体重）单独给药使体重变

化有升高趋势；17β-雌二醇和黄体酮联合组（EP0.1、EP2、EP8）体重增长也较快，

但与 17β-雌二醇单独给药组相比，联用时体重变化并无显著性差异（Fig. 5A）；17β-

雌二醇（0.1mg/kg体重）单独给药使糖尿病小鼠的血糖在术后第三周、第四周、第五

周和第六周末（也就是给药第二周、第三周、第四周和第五周末）显著下降（P<0.001）；

17β-雌二醇和黄体酮联合组（EP0.1、EP2、EP8）血糖相对模型组（OVX+STZ）始终

处于较低水平，且 EP0.1和 EP2组与 E0.1组相比在术后第五和第六周末（也就是给

药第四和第五周末）具有显著性差异（P<0.01）（Fig. 5B）。

Fig. 5 Effects of 17β-estradiol and progesterone combination on fasting weight (A) and fasting
plasma glucose (B) in diabetic mice

图 5 17β-雌二醇和黄体酮联用对 STZ所致糖尿病小鼠空腹体重和血糖的影响

Fasting weight (FW) and Fasting plasma glucose (FPG) in ovariectomized mice (OVX), in
ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized and
streptozotocin-induced diabetes mice treated with 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol (E0.1), or treated
with the combination of 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol and 0.1mg/kg body weight progesterone
(EP0.1), 2mg/kg body weight progesterone (EP2), or 8mg/kg body weight progesterone (EP8). The
results represent means±SD. (n=6). #P<0.05, ###P<0.001 versus OVX+STZ; &&P<0.01 versus E0.1.

万方数据
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3.5 17β-雌二醇和黄体酮对糖尿病小鼠糖耐量的影响

如图 Fig. 6所示，给药干预五周后，禁食不禁水 12h，进行葡萄糖耐量实验，腹

腔注射葡萄糖（1.5g/kg体重），分别在注射葡萄糖后的 0min、30min、60min、90min、

120min测血糖，模型组与对照组相比，糖耐量受损且具有显著性差异（P<0.001），

三种剂量的黄体酮对 1型糖尿病小鼠的糖耐量损伤无明显改善；而 0.1mg/kg体重 17β-

雌二醇及 17β-雌二醇和黄体酮联用，其中 EP2联用组糖耐量损伤有一定改善改善，

在注射葡萄糖后的 90min达到显著水平（P<0.05）。

Fig. 6 Effects of 17β-Estradiol and progesterone on glucose tolerance in diabetic mice

图 6 17β-雌二醇和黄体酮对糖尿病小鼠糖耐量的影响

Glucose tolerance test (GTT) in ovariectomized mice (OVX), in ovariectomized and
streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized and streptozotocin-induced
diabetes mice treated with 0.1mg/kg body weight progesterone (P0.1), 2mg/kg body weight
progesterone (P2), 8mg/kg body weight progesterone (P8), 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol (E0.1)
or treated with the combination of 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol and 0.1mg/kg body weght
progesterone (EP0.1), 2mg/kg body weight progesterone (EP2) or 8mg/kg body weight progesterone
(EP8). The results represent means±SD. (n=6 ). ***P<0.001 versus OVX; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001
versus OVX+STZ.

万方数据
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3.6 17β-雌二醇和黄体酮对糖尿病小鼠胰岛的影响

胰岛苏木精—伊红染色（Hematoxylin-eosin staining, HE）结果如 Fig. 7 所示，

模型组胰岛细胞和对照组相比，形态不规则，萎缩严重，胰岛细胞数量减少，而给药

组胰岛形态变化趋向于规整，胰岛细胞数量有所增加（Fig. 8）。

OVX OVX+STZ E0.1

P0.1 P2 P8

EP0.1 EP8EP2

Fig. 7 The picture of Islets morphology

图 7 胰岛形态图

Effects of 17β-estradiol and progesterone on pancreas were visualized by hematoxylin-eosin (HE)
staining in ovariectomized mice (OVX), in ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice
(OVX+STZ), in ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice treated with 0.1mg/kg body
weight 17β-estradiol (E0.1), 0.1mg/kg body weight progesterone (P0.1), 2mg/kg body weight
progesterone (P2), 8mg/kg body weight progesterone (P8), or treated with the combination 0.1mg/kg
body weight 17β-estradiol and 0.1mg/kg body weight progesterone (EP0.1), 2mg/kg body weight
progesterone (EP2), or 8mg/kg body weight progesterone (EP8) (n=3).

万方数据
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Fig. 8 The number of islet cells

图 8 胰岛细胞数量

Effects of 17β-estradiol and progesterone on pancrea islet cell numbers, the number of islet cells were
counted by hematoxylin-eosin (HE) staining in ovariectomized mice (OVX), in ovariectomized and
streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized and streptozotocin-induced
diabetes mice treated with 0.1mg/kg body weight progesterone (P0.1), 2mg/kg body weight
progesterone (P2), 8mg/kg body weight progesterone (P8), 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol (E0.1)
or treated with the combination of 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol and 0.1mg/kg body weight
progesterone (EP0.1), 2mg/kg body weight progesterone (EP2), or 8mg/kg body weight progesterone
(EP8)(n=3). The results represent means±SD. (n=6). **P<0.01 versus OVX; #P<0.05 versus OVX+STZ.
&P<0.05 versus E0.1.

万方数据
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3.7血清性激素及 C肽和胰岛素水平检测

给药 5周后，眼球采血收集小鼠血清、化学发光法检测血清中 17β-雌二醇和黄体

酮的含量，Elisa法检测血清中 C肽和胰岛素水平。从 Table 1和 Table 2 中可以看出

模型组小鼠 C肽和胰岛素含量均比对照组显著减少；而 0.1mg/kg体重 17β-雌二醇和

2mg/kg体重黄体酮单独给药，血清 C肽和胰岛素水平明显提高；17β-雌二醇和黄体

酮联用，血清 C肽和胰岛素含量均有所增加，但低剂量（0.1mg/kg体重）黄体酮有

协同作用，大剂量（8mg/kg体重）有拮抗作用（Table 2）。

Table 1 Plasma concentrations of sex hormone C-Pepitide and insulin
表 1 不同组小鼠血清性激素及 C肽和胰岛素水平

Plasma concentrations of 17β-estradiol, progesterone, C-Pepitide and insulin in ovariectomized mice
(OVX), in ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized
and streptozotocin-induced diabetes mice treated with 0.1mg/kg body weight progesterone (P0.1),
2mg/kg body weight progesterone (P2), 8mg/kg body weight progesterone (P8). The results represent
means±SD. (n=6). *P<0.05, ***P<0.001 versus OVX; #P<0.05 versus OVX+STZ.

Table 2 Plasma concentrations of sex hormone C-Pepitide and insulin
表 2 17β-雌二醇和黄体酮联用组小鼠血清性激素及 C肽和胰岛素水平

Plasma concentrations of 17β-estradiol, progesterone, C-Pepitide and insulin in ovariectomized mice
（OVX), in ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized
and streptozotocin-induced diabetes mice treated with 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol (E0.1), or
treated with the combination of 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol and 0.1mg/kg body weight
progesterone (EP0.1), 2mg/kg body weight progesterone (EP2), or 8mg/kg body weight progesterone
(EP8). The results represent means±SD. (n=6). #P<0.05, ###P<0.001versus OVX+STZ; &P<0.05,
&&&P<0.001 versus E0.1.

万方数据
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3.8 17β-雌二醇和黄体酮对糖尿病小鼠胰岛素受体表达的影响

如 Fig. 9所示，肝脏胰岛素受体 mRNA（Fig. 9 A和 B）和蛋白（Fig. 9 C和 D）

表达在模型组（OVX+STZ）、对照组（OVX）以及给药组之间无显著性差异。如 Fig.

10所示，免疫荧光检测显示肝脏和骨骼肌胰岛素受体表达在模型组（OVX+STZ）与

对照组（OVX）之间也无明显差异。

Fig. 9 The expressions of liver insulin receptor

图 9 肝脏胰岛素受体表达

Effects17β-estradiol and progesterone on liver insulin receptor mRNA (A, B) and protein (C, D)
expressions in ovariectomized mice (OVX), in ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes
mice (OVX+STZ), in ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice treated with 0.1mg/kg
body weight progesterone (P0.1), 2mg/kg body weight progesterone (P2), 8mg/kg body weight
progesterone (P8), 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol (E0.1) or treated with the combination of
0.1mg/kg body weight 17β-estradiol and 0.1mg/kg body weight progesterone (EP0.1), 2mg/kg body
weight progesterone (EP2) or 8mg/kg body weight progesterone (EP8). The results represent means±SD.
(n=3).

万方数据
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Fig. 10 Immunofluorescence detection of insulin receptor expression in liver and seletal muscle

图 10 免疫荧光法检测肝脏和骨骼肌胰岛素受体表达

Liver (A) and skeletal muscle (B) insulin receptor expressions in ovariectomized (OVX) and in
ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ) were visualized by
immunofluorescent staining using anti-insulin receptor (fluorescein, red) antibody and DAPI staining
for visualizing nuclei (blue) (n=3).

万方数据
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3.9 17β-雌二醇和黄体酮对 GLUTmRNA表达的影响

3.9.1 17β-雌二醇和黄体酮对骨骼肌 GLUT4 mRNA表达的影响

如 Fig. 11 所示，模型组（OVX+STZ）骨骼肌 GLUT4 mRNA 表达相比对照组

（OVX）显著降低（P<0.001），17β-雌二醇和黄体酮单独给药可以上调模型组骨骼

肌 GLUT4 mRNA 的表达，P0.1 和 P2 组上调明显，E0.1 组上调作用具有显著性

（P<0.001）；0.1mg/kg 体重 17β-雌二醇与 2mg/kg 体重黄体酮可显著增强 17β-雌二

醇的上调作用（P<0.001），具有协同作用，但 0.1和 8mg/kg体重黄体酮对 17β-雌二

醇的作用具有拮抗效应。

Fig. 11 Effects of 17β-estradiol and progesterone on GLUT4 mRNA expression in skeletal muscle

图 11 17β-雌二醇和黄体酮对骨骼肌 GLUT4 mRNA表达的影响

The GLUT4 mRNA expressions of skeletal muscle in ovariectomized mice (OVX), in ovariectomized
and streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized and streptozotocin-induced
diabetes mice treated with 0.1mg/kg body weight progesterone (P0.1), 2mg/kg body weight
progesterone (P2), 8mg/kg body weight progesterone (P8), 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol (E0.1)
or treated with the combination of 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol and 0.1mg/kg body weight
progesterone (EP0.1), 2mg/kg body weight progesterone (EP2) or 8mg/kg body weight progesterone
(EP8). The results represent means±SD. (n=3). ***P<0.001 versus OVX; ##P<0.01, ###P<0.001 versus
OVX+STZ; &P<0.05, &&&P<0.001 versus E0.1.

万方数据
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3.9.2 17β-雌二醇和黄体酮对肝脏 GLUT2 mRNA表达的影响

如 Fig. 12所示，模型组（OVX+STZ）肝脏 GLUT2 mRNA 表达相比对照组（OVX）

明显增加（P<0.001）；17β-雌二醇和黄体酮单独给药可以下调模型组肝脏 GLUT2

mRNA的表达，P2、P8和 E0.1 组下调作用明显（P<0.001）；17β-雌二醇和黄体酮

联用时，同样下调其表达，但与单独 17β-雌二醇给药组相比无显著性差异。

Fig. 12 The expressions of liver GLUT2 mRNA

图 12 肝脏 GLUT2 mRNA表达

The liver GLUT2 mRNA expression in ovariectomized mice (OVX), in ovariectomized and
streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized and streptozotocin-induced
diabetes mice treated with 0.1mg/kg body weight progesterone (P0.1), 2mg/kg body weight
progesterone (P2), 8mg/kg body weight progesterone (P8), 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol (E0.1)
or treated with the combination of 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol and 0.1mg/kg body weight
progesterone (EP0.1), 2mg/kg body weight progesterone (EP2) or 8mg/kg body weight progesterone
(EP8). The results represent means±SD. (n=3). ***P<0.001 versus OVX; ###P<0.001 versus OVX+STZ.

万方数据
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3.10 17β-雌二醇和黄体酮对肝脏糖代谢酶表达的影响

3.10.1 17β-雌二醇和黄体酮对肝脏 Gck mRNA表达的影响

如 Fig. 13所示，模型组肝脏 Gck mRNA表达相比 OVX组显著减少（P<0.001）；

17β-雌二醇和黄体酮单独给药组可以上调肝脏 Gck mRNA 表达，0.1 和 2mg/kg 体重

黄体酮及 0.1mg/kg体重 17β-雌二醇上调作用显著（P<0.001）；17β-雌二醇和黄体酮

联用组同样上调 Gck mRNA表达，但低剂量（0.1mg/kg体重）和大剂量（8mg/kg体

重）黄体酮与 17β-雌二醇（0.1mg/kg 体重）联用可明显拮抗 17β-雌二醇的上调作用

（Fig. 13B）。

Fig. 13 The expressions of liver Gck mRNA

图 13 肝脏 Gck mRNA表达

The effects of progesterone and 17β-estradiol on liver Gck mRNA expression in ovariectomized mice
(OVX), in ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized
and streptozotocin-induced diabetes mice treated with 0.1mg/kg body weight progesterone (P0.1),
2mg/kg body weight progesterone (P2), 8mg/kg body weight progesterone (P8), 0.1mg/kg body weight
17β-estradiol (E0.1) or treated with the combination of 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol and
0.1mg/kg body weight progesterone (EP0.1), 2mg/kg body weight progesterone (EP2) or 8mg/kg body
weight progesterone (EP8). The results represent means±SD. (n=3). ***P<0.001 versus OVX;
###P<0.001 versus OVX+STZ; &&P<0.01, &&&P<0.001 versus E0.1.
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3.10.2 17β-雌二醇和黄体酮对肝脏 G-6-P 和 PCK mRNA表达的影响

如 Fig. 14所示，模型组（OVX+STZ）肝脏 G-6-P和 PCK mRNA 表达相比对照

组（OVX）明显提高（P<0.05）；17β-雌二醇和黄体酮单独或联合给药时均可显著下

调肝脏 G-6-P mRNA 表达（P<0.001），也可下调 PCK mRNA表达，但不同剂量的

黄体酮与 17β-雌二醇联用，对 17β-雌二醇下调 G-6-PmRNA（Fig. 14B）和 PCK mRNA

（Fig. 14D）作用无明显影响。

Fig. 14 The expressions of liver G-6-P and PCK mRNA

图 14 肝脏 G-6-P 和 PCK mRNA的表达

The effects of progesterone and 17β-estradiol on liver G-6-P and PCK mRNA expressions were
measured by RT- PCR in ovariectomized mice (OVX), in ovariectomized and streptozotocin-induced
diabetes mice (OVX+STZ), in ovariectomized and streptozotocin-induced diabetes mice treated with
0.1mg/kg body weight progesterone (P0.1), 2mg/kg body weight progesterone (P2), 8mg/kg body
weight progesterone (P8), 0.1mg/kg body weight 17β-estradiol (E0.1) or treated with the combination of
0.1mg/kg body weight 17β-estradiol and 0.1mg/kg body weight progesterone (EP0.1), 2mg/kg body
weight progesterone (EP2) or 8mg/kg body weight progesterone (EP8). The results represent means±SD.
(n=3). *P<0.05, **P<0.01 versus OVX; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 versus OVX+STZ.
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第四章 讨 论

糖尿病（Diabetes mellitus，DM）是由遗传和环境等多种因素的共同作用引起，

并且会导致多器官病变而严重危害患者健康的慢性疾病。1型糖尿病患者的胰岛细胞

因自身免疫性破坏，胰岛素绝对缺乏，血糖波动较大。流行病学调查显示[111]，约有

44％的绝经期女性存在胰岛素抵抗，绝经期女性与正常未绝经妇女相比，存在糖耐量

受损，空腹血糖和胰岛素水平明显升高等现象，在对其进行雌激素替代治疗后，可增

加其胰岛素分泌，降低血糖，改善糖耐量。已有动物实验证实[112]，雌性大鼠在卵巢

切除后胰岛素敏感性、摄取葡萄糖和合成糖原的能力均降低，生理剂量的雌激素能够

增强胰岛素的敏感性，而过高或过低剂量都会引起胰岛素抵抗。因此认为，雌激素可

能在维持胰岛素正常敏感性方面起到一定的作用，但剂量效应关系和机制还不完全清

楚。尽管较多的研究资料表明雌二醇（17β-estradiol，E）和黄体酮（Progesterone，P）

可改善胰岛素抵抗，降低糖尿病的发病率，然而文献[113]报道妊娠期妇女体内相对较

高水平的雌、孕激素可诱导机体产生胰岛素抵抗。可见雌激素和孕激素与糖尿病发生

的关系与机体所处的生理状态及血中雌、孕激素水平有关。

4.1小鼠 1型糖尿病模型

1型糖尿病是慢性疾病，其病因涉及遗传倾向以及促进疾病发展和发病的多种环

境因素。1型糖尿病的特征在于 T细胞介导的β细胞自身免疫性破坏，胰岛素分泌不

足[114]，临床治疗主要依赖外源性胰岛素，虽然 1型糖尿病患者占糖尿病患者人数的

比例不到 10%，但该病发病机制复杂且伴随多种并发症，严重影响患者的身体状况和

生活质量。因此，对该病进行相关的研究对于预防和治疗此病具有重要意义。利用

STZ造模是一种普遍使用的传统造模方法，STZ能够选择性破坏胰岛β细胞，大剂量

注射时可造成 1型糖尿病模型[115,116]。本文通过腹腔注射 STZ，建立 1型糖尿病模型，

并根据 1型和 2型糖尿病的区别，通过胰岛素抵抗实验，来区别鉴定所建立糖尿病模

型类型。结果表明，本文采用的建模方法可导致正常小鼠血糖升高，体重减轻，尿液

明显增加，且与 OVX正常组相比没有出现胰岛素抵抗，初步的实验结果符合 1型糖

尿病“三多一少的”基本表现，模型组血清 C肽和胰岛素水平明显下降。说明该模型也

符合 1型糖尿病胰岛素分泌不足的本质特征。且本方法具有造模周期短，成模率高，

可操作性强和重复性高，死亡率低（5.6%）等优点。

4.2雌二醇对 STZ所致小鼠 1型糖尿病发生的延缓作用

雌激素通过雌激素受体（ER）可以保护胰腺β细胞并调节其功能，促进胰岛素分

泌，提高胰岛素敏感性，改善肝脏、脂肪和骨骼肌等组织细胞的糖代谢功能，加强组
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织细胞对血液中葡萄糖的摄取和利用[117-118]。De Lauzon-Guillain[119]等人研究报道绝经

后雌激素治疗能够降低女性糖尿病的发病率，本文通过腹腔注射 0.01、0.1和 1mg/kg

体重的雌二醇，并检测血清中 17β-雌二醇和血糖含量，结果统计分析显示：低剂量

（0.01mg/kg体重）17β-雌二醇对糖尿病小鼠血糖没有明显的改善作用，0.1和 1mg/kg

体重的 17β-雌二醇可明显降低糖尿病小鼠血糖，皮下注射 17β-雌二醇 0.1mg/kg体重

可以使小鼠血清雌二醇浓度达到生理浓度（186.53±66.11.3pg/mL）范围。

4.3黄体酮对 STZ所致小鼠 1型糖尿病发生的延缓作用

黄体酮可能通过促进胰腺胰岛素的分泌，预防胰腺胰岛素合成受到损害而引起的

1型糖尿病患者的血糖波动。有实验表明，对非孕妇给予黄体酮，能增加胰岛素分泌

和糖原合成。孕妇易出现糖耐量异常或糖尿病已为临床所证实，且与孕妇体内雌激素、

黄体酮、绒毛生长激素、肾上腺皮质激素抗胰岛素的分泌有关[119]。本文通过皮下注

射 0.1、2和 8mg/kg体重黄体酮，同时检测其血清含量，结果发现可使血清含量达到

生理范围内的黄体酮（黄体酮给药剂量 2mg/kg 体重时测得小鼠血清黄体酮含量为

1.77±1.3ng/mL，正常未切除卵巢小鼠血清黄体酮含量约为 4.3ng/mL，孕晚期小鼠血

清黄体酮含量约为 20.08ng/mL）可以明显降低糖尿病小鼠的血糖。

4.4 17β-雌二醇和黄体酮联用对STZ所致小鼠1型糖尿病发生的延缓作用

雌激素和黄体酮低剂量联合治疗对胰岛素敏感性具有协同作用，其机制与促进

GLUT4的易位，胰岛素与膜胰岛素受体（IR）的结合，与激活受体自磷酸化和受体

酪氨酸激酶活性，胰岛素受体底物（IRS）的酪氨酸磷酸化有关，并能够改善胰岛素

抵抗，降低糖尿病的发病率[120-123]，且联合时黄体酮可以降低雌激素治疗时女性患子

宫内膜癌的风险[124-126]。本文将 0.1mg/kg体重 17β-雌二醇分别与 0.1、2和 8mg/kg体

重的黄体酮联合给药，结果显示低剂量和高剂量黄体酮与 17β-雌二醇联用时主要表现

拮抗作用，而生理剂量的 17β-雌二醇与黄体酮联用可以协同保护胰岛β细胞，促进胰

岛素分泌，改善尿糖现象，明显降低糖尿病小鼠血糖。

4.5 17β-雌二醇和黄体酮延缓糖尿病发生与胰岛β细胞的保护有关

17β-雌二醇能够保护胰岛β细胞，抑制其凋亡并促进胰岛素分泌，改善葡萄糖耐

受和胰岛素抵抗[127]。Khoo[128]等人研究报道雌激素替代疗法可以控制高血糖并降低绝

经后女性 2型糖尿病的发病率。本文通过观察胰岛β细胞的 HE染色，结果发现 17β-

雌二醇和黄体酮能够保护腹腔注射 STZ所引起的胰岛β细胞的损伤，促进其修复，增

加胰岛β细胞的数量。同时，黄体酮、17β-雌二醇单独或二者联用可促进血清中 C肽

和胰岛素分泌，其中 2mg/kg 体重黄体酮，0.1mg/kg 体重 17β-雌二醇以及 0.1mg/kg
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体重 17β-雌二醇分别与 0.1和 2mg/kg体重黄体酮联用时促进 C肽和胰岛素分泌的作

用明显增强。通过胰岛素抵抗实验发现，糖尿病模型组小鼠与 OVX对照组胰岛素抵

抗和胰岛素受体表达无显著性差异。而糖耐量实验结果中，17β-雌二醇以及 17β-雌二

醇和黄体酮联用可改善糖尿病小鼠糖耐量。因此，雌二醇和黄体酮通过保护胰岛β细

胞，促进内源性胰岛素分泌，从而改善葡萄糖耐量，降低糖尿病小鼠血糖。

4.6 17β-雌二醇和黄体酮延缓糖尿病发生与促进糖转运有关

葡萄糖转运体 4（GLUT4）主要在骨骼肌（Skeletal muscle, SM）和白色脂肪组

织(White adipose tissue, WAT)中表达，其表达、易位或对膜的锚定出现异常可导致胰

岛素抵抗，扰乱葡萄糖稳态。当胰岛素与 SM和WAT细胞膜上的受体结合时，可以

启动磷酸化级联传导信号，使含有葡萄糖转运蛋白 GLUT4的囊泡易位并锚定至细胞

膜，从而将血液中的葡萄糖转运至细胞内供机体代谢利用。有研究发现骨骼肌 GLUT4

表达与雌激素受体 ERα和 ERβ相关，且两种雌激素受体对 GLUT4调节作用相反。在

SM中，ERα是 GLUT4 表达的正调控因子，而 ERβ具有抑制作用，雌激素的净效应

取决于两种受体亚型之间的平衡[129]。

GLUT2分布于肝细胞、胰岛细胞、肠上皮细胞基底外侧膜和肾小管上皮细胞。

GLUT2是一种低亲和力但具有很高转运能力的膜蛋白。在肝细胞中，GLUT2具有双

向转运葡萄糖的作用[130]，生理条件下，葡萄糖可经 GLUT2转运进入细胞内，该蛋白

与葡萄糖激酶共同形成葡萄糖感受器，GLUT2与所处环境周围的葡萄糖浓度相适应，

从而促进细胞膜两侧糖浓度的快速平衡。当血糖浓度发生变化时，GLUT2能及时感

应，从而对葡萄糖的转运也随之增加，在肝细胞和β细胞中 GLUT2和高 kｍ值的Ⅳ型

葡萄糖激酶相配合，起葡萄糖感受器的作用。而 GLUT2的转运速度往往高于葡萄糖

激酶的反应速度，在肝细胞和β细胞中葡萄糖激酶是葡萄糖摄入的限制酶[131,132]。

本文中糖尿病小鼠模型组骨骼肌 GLUT4 mRNA表达下调，肝脏 GLUT2 mRNA

表达上调，黄体酮、17β-雌二醇或二者联合均可促进骨骼肌 GLUT4表达，下调肝脏

GLUT2 mRNA表达。单独给药时，2mg/kg 体重黄体酮和 0.1mg/kg 体重 17β-雌二醇

可显著上调骨骼肌 GLUT4 mRNA的表达，下调肝脏 GLUT2 mRNA表达，二者联合

时 2mg/kg 体重黄体酮协同 17β-雌二醇促进 GLUT4 mRNA 的表达，而对 GLUT2

mRNA表达表现出拮抗效果，但与 0.1mg/kg体重 17β-雌二醇相比无显著性差异；0.1

和 8mg/kg体重的黄体酮拮抗 17β-雌二醇对 GLUT4 mRNA表达的上调作用。因此，

17β-雌二醇、黄体酮及二者联合后降低血糖、延缓糖尿病发生的机制可能与其促进骨

骼肌糖的利用和肝脏糖的储存有关。
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4.7 17β-雌二醇和黄体酮延缓糖尿病发生与肝脏糖代谢限速酶表达有关

葡萄糖激酶（Glucokinase , Gck）是肝细胞内主要的葡萄糖磷酸激酶，是一种 50kD

的单体代谢酶蛋白。Gck主要在肝细胞和胰腺β细胞中表达，是糖酵解关键酶，催化

葡萄糖磷酸化为葡萄糖-6-磷酸。参与糖酵解和糖原合成的第一步。在肝脏和胰腺β细

胞中， Gck 是葡萄糖的传感器 [126,128] 。磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（ Phos

phoenolpyruvatecarboxykinase , PCK）是催化糖异生限速步骤，将草酰乙酸转化为磷

酸烯醇式丙酮酸的限速酶，而糖异生关键酶葡萄糖-6-磷酸酶（Glucose-6-phosphatase,

G-6-P）催化糖异生的最后一步，使葡萄糖 6磷酸转化为葡萄糖。

本实验结果中模型组肝脏 PCK 和 G-6-P比对照组表达明显升高，而两者的高表

达可扰乱整个糖脂稳态，诱导葡萄糖失耐受、空腹高血糖和外周胰岛素抵抗。由于

STZ建立的 1型糖尿病可以直接或间接的影响肝脏糖异生关键酶 G-6-P 和 PCK 及

糖酵解关键酶 Gck mRNA 的表达[ 130-133] 。为进一步探讨黄体酮、17β-雌二醇及二者

联合对糖尿病模型的影响，我们检测了肝脏 Gck、G-6-P 和 PCK mRNA 表达水平。

本文中糖尿病模型组小鼠肝脏 Gck 表达显著下调，G-6-P 和 PCK表达显著上调，部

分给药组可上调 Gck表达，下调 G-6-P表达，其中 0.1和 2mg/kg体重黄体酮，0.1mg/kg

体重 17β-雌二醇显著上调 Gck，联合时 2mg/kg体重黄体酮协同 17β-雌二醇上调 Gck

的表达，0.1和 2mg/kg体重黄体酮显著拮抗 17β-雌二醇对 Gck表达的上调作用。0.1、

2 和 8mg/kg 体重黄体酮及 0.1mg/kg 体重 17β-雌二醇均可下调 G-6-P 表达，联合时

2mg/kg体重黄体酮协同 17β-雌二醇下调 G-6-P的表达，0.1和 8mg/kg体重黄体酮拮

抗 17β-雌二醇对 G-6-P表达的下调作用。0.1mg/kg体重 17β-雌二醇可显著下调 PCK

表达，而黄体酮单独给药或 17β-雌二醇与黄体酮联合时对 PCK表达无显著性差异。

因此，17β-雌二醇和黄体酮可能通过影响肝脏糖代谢酶 Gck、G-6-P、PCK表达，促

进肝糖原合成、抑制糖异生、影响肝脏糖代谢，降低血糖，延缓糖尿病的发生。

综上所述，17β-雌二醇和黄体酮单独给药均可延缓 STZ所致小鼠 1型糖尿病的发

生，剂量不同作用表现不同，但不表现剂量效应关系。中剂量的 17β-雌二醇（0.1mg/kg

体重）和黄体酮（2mg/kg体重）可使血药浓度达到生理剂量范围，其作用效果最佳；

17β-雌二醇和黄体酮延缓糖尿病发生的机制是多方面的，可能与其保护胰岛细胞、促

进胰岛素释放、改变骨骼肌葡萄糖转运及肝脏糖代谢有关；生理剂量的黄体酮与 17β-

雌二醇联用对 17β-雌二醇延缓糖尿病的发生及影响葡萄糖转运蛋白和肝脏糖代谢限

速酶的表达具有一定的协同效应，可加强 17β-雌二醇对糖尿病的预防作用。
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第六章 结 论

1. 17β-雌二醇和黄体酮单独给药均可延缓 STZ 所致小鼠 1型糖尿病的发生，但

不表现剂量效应关系；皮下注射中剂量的 17β-雌二醇（0.1mg/kg 体重）和黄体酮

（2mg/kg体重）可使血药浓度达到生理剂量范围，可明显抑制 STZ所致小鼠血糖的

升高；

2. 17β-雌二醇和黄体酮延缓糖尿病发生机制是多方面的，可能与其保护胰岛细

胞、促进胰岛素释放、改变骨骼肌葡萄糖转运及肝脏糖代谢有关；

3. 生理剂量的黄体酮与 17β-雌二醇联用对 17β-雌二醇延缓糖尿病的发生及影响

糖转运和糖代谢具有一定的协同效应，可加强 17β-雌二醇对糖尿病的预防作用。
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专业词汇英汉对照表

英文缩写 英文全称 中文

AMPK

ARC

C-P

CEE

E1

E2 or E

E3

E4

ER

ERE

EST

GLUT2

GLUT4

Gck

G-6-P

GLP-1

GLP-1R

GPER

HFD

HGP

HRT

INS

IR

LDL

Leprb

LXR

NPY

OVX

P

AMP-activated protein kinase

Arcuate nucleus

C-Peptide

Conjugated equine estrogen

Estrone

17-β estradiol

Estriol

Estetrol

Estrogen receptor

Estrogen response element

Estrogen sulfotransferase

Glucose transporter type2

Glucose transporter type4

Glucokinase

Glucose 6-phosphatease

Glucagon-like peptide-1

GLP-1 receptor

G protein-coupled ER

High fat diet

Hepatic glucose production

Hormone replacement therapy

Insulin

Insulin Receptor

Low-density lipoprotein

Leptin receptor

Liver X receptor

Neuropeptide Y

Ovariectomy

Progesterone

AMP 蛋白激酶

弓形核

C肽

共轭马雌激素

雌酮

17-β 雌二醇

雌三醇

雌四醇

雌激素受体

雌激素反应元件

雌激素磺基转移酶

葡萄糖转运蛋白 2

葡萄糖转运蛋白 4

葡萄糖激酶

葡萄糖-6 -磷酸酶

胰高血糖素样肽-1

GLP-1受体

G蛋白耦联 ER

高脂肪饮食

肝葡萄糖生产

激素替代疗法

胰岛素

胰岛素受体

低密度脂蛋白

瘦素受体

肝 X受体

神经肽 Y

卵巢切除

黄体酮
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PCK

PPT

SERM

SREBP-1c

STZ

VMH

VMN

WAT

Phos phoenolpyruvatecarboxykinase

Propylpyrazole triol

Selective estrogen receptor modulator

Sterol regulatory element-binding protein 1c

Streptozotocin

Ventromedial hypothalamus

Ventromedial nucleus

White adipose tissue

磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶

丙基吡唑三醇

选择性雌激素受体调节剂

固醇调节元件结合蛋白 1c

链脲佐菌素

腹内侧下丘脑

腹内侧核

白色脂肪组织
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