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［摘要］　目的：观察抗氧化剂褪黑素对糖尿病大鼠氧化应激指标及下丘脑垂体肾上腺轴功能的影响，探讨褪黑素对糖尿病

大鼠保护作用的可能机制。方法：雄性ＳＤ大鼠随机分为正常对照组（ｎ＝６）、糖尿病组（ＤＭ，ｎ＝７）、糖尿病褪黑素治疗１组

（ＤＭ＋Ｍｅｌ１，ｎ＝６）和糖尿病褪黑素治疗２组（ＤＭ＋Ｍｅｌ２，ｎ＝６）。腹腔注射链脲佐菌素（６５ｍｇ／ｋｇ）制备糖尿病大鼠模型，

ＤＭ＋Ｍｅｌ１组给予１０ｍｇ／ｋｇ褪黑素灌胃，ＤＭ＋Ｍｅｌ２组给予０．２ｍｇ／ｋｇ褪黑素灌胃，正常对照组和ＤＭ组每天灌胃等体积的

２％乙醇溶液。１２周后检测各组大鼠血糖、体质量、双侧肾上腺质量／体质量值，比色法检测血丙二醇（ＭＤＡ）含量，酶学法检测

血总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）含量，放射免疫法检测血促肾上腺皮质激素释放激素（ＣＲＨ）、促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）、

皮质酮（ＣＯＲＴ）含量。结果：与正常对照组相比，ＤＭ 组大鼠血糖水平、双侧肾上腺质量／体质量、ＭＤＡ、ＴＣ、ＴＧ 、ＣＲＨ、

ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ水平显著升高（Ｐ＜０．０１），体质量明显减轻（Ｐ＜０．０１）；与ＤＭ 组相比，ＤＭ＋Ｍｅｌ１组和ＤＭ＋Ｍｅｌ２组大鼠血

糖、双侧肾上腺质量／体质量、ＭＤＡ、ＴＣ、ＴＧ显著降低（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５），体质量明显升高（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５），ＤＭ＋

Ｍｅｌ１组大鼠血ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ水平显著降低（Ｐ＜０．０１），ＤＭ＋Ｍｅｌ２组大鼠血ＣＯＲＴ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），ＤＭ＋

Ｍｅｌ２组大鼠血ＣＲＨ、ＡＣＴＨ水平没有明显改变。结论：褪黑素可以降低糖尿病大鼠氧化应激水平，改善糖、脂肪代谢紊乱，

抑制下丘脑垂体肾上腺轴功能，对实验性糖尿病具有保护作用。
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　　既往研究［１２］表明，糖尿病长期高血糖状态下，
机体下丘脑垂体肾上腺皮质轴和交感肾上腺髓质
轴过度激活，升糖激素水平增加，进一步加重高糖损
伤。近年来，氧化应激在糖尿病慢性并发症发生、发
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展中的作用日益受到重视。动物实验［３］表明抗氧化

剂可以降低氧化应激水平，改善糖、蛋白质、脂肪代
谢紊乱，对实验性糖尿病具有保护作用。但抗氧化
剂对糖尿病下丘脑垂体肾上腺轴的影响研究不
多，且结果并不一致。褪黑素（Ｍｅｌ）是松果体分泌
的强抗氧化剂，研究表明褪黑素可以降低应激时血
皮质酮浓度［４］，减弱下丘脑垂体肾上腺轴对应激的
应答［５］，但其作用机制仍不清楚。本研究拟观察褪
黑素对糖尿病大鼠氧化应激指标及下丘脑垂体肾
上腺轴的影响，以进一步探讨褪黑素对糖尿病大鼠
代谢紊乱保护作用的可能机制。

１　材料和方法

１．１　材料　褪黑素、链脲佐菌素（ＳＴＺ）购自美国

Ｓｉｇｍａ公司，促肾上腺皮质激素释放激素（ＣＲＨ）放
射免疫试剂盒、促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）放射免
疫试剂盒由第二军医大学基础部神经生物学教研室

提供，皮质酮（ＣＯＲＴ）放射免疫试剂盒购自美国

ＤＳＬ公司，丙二醛（ＭＤＡ）、总胆固醇（ＴＣ）、三酰甘
油（ＴＧ）测定试剂盒购自南京建成公司。血糖测定
仪购自罗氏公司。

１．２　动物分组及处理　雄性ＳＤ大鼠３０只，体质
量１４０～１７０ｇ，由上海中国科学院实验动物中心提
供。大鼠适应性饲养５ｄ后按随机数字表法分为４
组：正常对照组６只，糖尿病组（ＤＭ）、糖尿病褪黑素
治疗１组（ＤＭ＋Ｍｅｌ１）、糖尿病褪黑素治疗２组
（ＤＭ＋Ｍｅｌ２）各８只。后３组大鼠一次性给予ＳＴＺ
（６５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射［ＳＴＺ用前以０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬
酸盐缓冲液（ｐＨ４．５）新鲜配制］，１周后尾静脉采血
测血糖，以血糖大于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ确定为糖尿病模
型。褪黑素用前溶于２％乙醇溶液中，ＤＭ＋Ｍｅｌ１
组每天灌胃１０ｍｇ／ｋｇ褪黑素，ＤＭ＋Ｍｅｌ２组每天
灌胃０．２ｍｇ／ｋｇ褪黑素，正常对照组和ＤＭ 组每天

灌胃等体积的２％乙醇溶液。所有大鼠自由饮水，
给予正常大鼠饲料，每周测量体质量和血糖。

　　持续给药１２周后测大鼠血糖、体质量，上午

８：００～１０：００空腹麻醉下腹主动脉留取血标本，用于
检测血 ＭＤＡ、ＴＣ、ＴＧ、ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ水平，
迅速取出肾上腺，称双侧肾上腺质量，计算双侧肾上
腺质量／体质量。

１．３　血 ＭＤＡ含量的测定　按照 ＭＤＡ试剂盒说
明书操作，用比色法测定。

１．４　血ＴＣ、ＴＧ含量的测定　按照ＴＣ、ＴＧ试剂盒
说明书操作，用酶学法测定。

１．５　血ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ含量的测定　ＣＲＨ、

ＡＣＴＨ采血管中预先加入０．３ｍｍｏｌ／Ｌ己二胺四乙
酸二钠溶液（每毫升全血２０μｌ）和抑肽酶（每毫升全
血５００Ｕ），预冷准确采集全血４ｍｌ，轻缓混匀，迅速
在低温（４℃）下离心，取血浆低温保存。ＣＯＲＴ采血
管中预先不加抗凝剂，预冷准确采集全血１ｍｌ，低温
（４℃）离心，取血清低温保存。检测步骤严格按照

ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ试剂盒说明书操作。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，实验
数据用珚ｘ±ｓ表示，各组间数据差异显著性均采用ｔ
检验处理。

２　结　果

２．１　糖尿病模型的制备情况　２４只大鼠制备糖尿
病模型，成模１９只，１９只大鼠至实验结束全部存活。
与正常对照组相比，ＤＭ 组、ＤＭ＋Ｍｅｌ１组和ＤＭ＋
Ｍｅｌ２组大鼠血糖水平显著升高（Ｐ＜０．０１），体质量明
显减轻（Ｐ＜０．０１），ＤＭ组双侧肾上腺质量／体质量显
著升高（Ｐ＜０．０１）；与ＤＭ组相比，ＤＭ＋Ｍｅｌ１组和

ＤＭ＋Ｍｅｌ２组大鼠血糖水平、双侧肾上腺质量／体质
量显著降低（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５），体质量明显升高
（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠血糖、体质量、双侧肾上腺质量／体质量检测结果

Ｔａｂ１　Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ａｎｄＡＷ／ＢＷｉｎｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ
（ｃＢ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ
（ｍ／ｇ）

ＡＷ／ＢＷ
（×１０－４）

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ６ ５．７±０．７ ５４１．３±３７．７ １．２６±０．３４
ＤＭ ７ ３０．０±３．０ ３３９．６±４１．０ ２．０４±０．３６

ＤＭ＋Ｍｅｌ１ ６ ２２．３±３．２△△ ４５５．３±１９．３△△ １．３２±０．２７△△

ＤＭ＋Ｍｅｌ２ ６ ２５．４±３．７△△ ３８２．３±２２．５△ １．５８±０．４０△

　ＡＷ：Ａｄｒｅｎａｌｇｌａｎｄｗｅｉｇｈｔ；ＢＷ：Ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ．Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ

２．２　血 ＭＤＡ、ＴＣ、ＴＧ检测结果　与正常对照组 相比，ＤＭ 组大鼠血 ＭＤＡ、ＴＣ、ＴＧ水平显著升高
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（Ｐ＜０．０１）；与ＤＭ 组相比，ＤＭ＋Ｍｅｌ１组和ＤＭ＋
Ｍｅｌ２组大鼠血 ＭＤＡ、ＴＣ、ＴＧ水平显著降低（Ｐ＜

０．０１或Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　各组大鼠血丙二醛、三酰甘油和总胆固醇含量的检测结果

Ｔａｂ２　ＢｌｏｏｄＭＤＡ，ＴＣ，ａｎｄＴＧｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（珚ｘ±ｓ，ｃＢ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＭＤＡ ＴＣ ＴＧ

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ６ ５．３３±２．００ １．３６±０．２７ ２．１０±０．６１
ＤＭ ７ １５．０６±５．０９ ２．６５±０．６０ ５．６０±２．１０

ＤＭ＋Ｍｅｌ１ ６ ８．５８±４．３１△ １．５７±０．４５△△ ２．８３±０．９０△△

ＤＭ＋Ｍｅｌ２ ６ ８．８２±４．４３△ １．９２±０．４７△ ３．１６±１．０４△△

　ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；ＴＣ：Ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＴＧ：Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓ

ＤＭｇｒｏｕｐ

２．３　血ＣＲＨ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ检测结果　与正常对
照组相比，ＤＭ 组、ＤＭ＋Ｍｅｌ２ 组大鼠血 ＣＲＨ、

ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ 水平显著升高（Ｐ＜０．０１或 Ｐ＜
０．０５）；与ＤＭ 组相比，ＤＭ＋Ｍｅｌ１组大鼠血ＣＲＨ、

ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ 水平显著降低（Ｐ＜０．０１），ＤＭ＋
Ｍｅｌ２组大鼠血ＣＯＲＴ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），

ＤＭ＋Ｍｅｌ２组大鼠血ＣＲＨ、ＡＣＴＨ 水平没有明显
改变。见表３。

表３　各组大鼠血促肾上腺皮质激素释放激素、促肾上腺皮质激素、皮质酮含量检测结果

Ｔａｂ３　ＢｌｏｏｄＣＲＨ，ＡＣＴＨ，ａｎｄＣＯＲＴｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（珚ｘ±ｓ，ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＣＲＨ ＡＣＴＨ ＣＯＲＴ

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ ６ １２．８３±３．４３ １８９．６０±６４．８２ ５１８．０１±１９５．１１
ＤＭ ７ ３１．５２±７．３３ ３５９．５６±７１．９２ １３００．２７±２８２．８６

ＤＭ＋Ｍｅｌ１ ６ １９．１９±５．３８△△ ２０８．９３±７６．３３△△ ６８０．５５±２２０．０５△△

ＤＭ＋Ｍｅｌ２ ６ ２６．０３±５．５５ ２７８．６２±６７．６３ ８８２．７９±３２９．０３△

　ＣＲＨ：Ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｎ－ｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ；ＡＣＴＨ：Ａｄｒｅｎｏ－ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｈｉｃｈｏｒｍｏｎｅ；ＣＯＲＴ：Ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＤＭｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　肾上腺增大作为慢性应激的标志之一得到证
实［６］，故双侧肾上腺质量／体质量可反映糖尿病大鼠
的应激状态。本研究表明，糖尿病时双侧肾上腺质
量／体质量升高，褪黑素可以明显降低双侧肾上腺质
量／体质量，提示褪黑素可以改善糖尿病大鼠的应激
水平。

　　ｌａＦｌｅｕｒ等［７］研究认为褪黑素在维持血糖内环

境稳定中发挥作用。但Ｙａｖｕｚ等［８］应用外源性褪黑

素腹腔注射糖尿病大鼠４周，并没有发现褪黑素对
糖尿病大鼠血糖有降低作用。本研究表明，褪黑素
治疗可以部分降低糖尿病大鼠血糖水平，但不能使
血糖水平恢复正常。究其原因，可能由于本实验设
计为１２周，周期较长，褪黑素部分恢复了胰岛Ｂ细
胞的分泌活性。

　　糖尿病时氧化应激水平升高，本实验观察到，糖
尿病组血脂质过氧化产物 ＭＤＡ水平升高，褪黑素

治疗可以显著降低血 ＭＤＡ水平，与既往研究［８］结

果一致。本研究还发现褪黑素可以显著降低糖尿病
时升高的血总胆固醇、三酰甘油水平，改善糖尿病时
脂肪代谢紊乱。

　　神经、内分泌、免疫系统之间存在着复杂的相互
调节。应激时感染和炎症等因素刺激免疫系统，产
生ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦα、β内啡肽等细胞因子，激活下
丘脑垂体肾上腺轴引起ＣＲＨ、ＡＶＰ释放，进一步
导致下游的 ＡＣＴＨ、ＧＣ释放增加。Ｂａｒｒｉｇａ等［９］体

外培养吞噬细胞于药理浓度的褪黑素溶液中，发现
吞噬细胞的活性下降，同样的结果亦在松果体切除
后的动物模型中观察到。提示褪黑素与免疫系统间
存在相互作用。

　　既往多数研究结果显示，褪黑素对于应激状态下
下丘脑垂体肾上腺轴具有抑制作用。Ｓａｉｔｏ等［４］比

较了新生ｂｒｏｉｌｅｒｓ小鸡和对应激更易感的ｌａｙｅｒｓ小鸡
脑组织褪黑素浓度，发现ｂｒｏｉｌｅｒｓ组夜间脑组织中褪
黑素浓度远远高于ｌａｙｅｒｓ组，进一步研究还发现褪黑
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素脑室内注射可以降低ｌａｙｅｒｓ组应激时升高的血皮
质酮浓度。Ｂａｒｒｉｇａ等

［１０］研究了肢体制动模型鸽子血

褪黑素和皮质酮浓度，发现应激时随着血皮质酮浓度
的升高，血褪黑素浓度亦相应升高，认为应激时褪黑
素释放增加拮抗了糖皮质激素对器官的不良作用。

Ｓａｃｃｏ等［１１］给予大鼠致死剂量的脂多糖，发现血中

ＴＮＦα、ＩＬ１水平增加，外源性的褪黑素降低了血

ＴＮＦα水平，但并没有降低血皮质激素水平。

　　糖尿病时机体的神经、内分泌、免疫系统间的相
互调节更加复杂多样。有学者观察到，糖尿病时肾
上腺酪氨酸羟化酶ｍＲＮＡ水平下降，而海马盐皮质
激素受体ｍＲＮＡ水平升高［２］，下丘脑室旁核和视上
核ＣＲＨｍＲＮＡ表达增加［１２］。最新研究［１３］发现，褪
黑素受体 ＭＴ１亚型在下丘脑和垂体广泛存在，这些
发现为褪黑素参与下丘脑、垂体各种功能活动提供
了神经生物学基础，ＭＴ１受体亚型和ＣＲＨ的共区
域化提示褪黑素可能在下丘脑室旁核直接调节

ＨＰＡ轴活性。

　　本研究显示，褪黑素可以降低糖尿病时升高的
血ＣＲＨ、ＡＣＴＨ和ＣＯＲＴ水平，抑制下丘脑垂体
肾上腺轴功能，但机制尚不清楚。可能的机制：褪黑
素降低了应激时细胞因子的水平；部分恢复胰岛β
细胞的分泌活性；改善糖、蛋白质、脂肪代谢紊乱；强
大的抗氧化作用，减少氧自由基的生成；通过其在下
丘脑和垂体广泛存在的 ＭＴ１受体直接调节下丘脑
垂体肾上腺轴活性等。

　　综上所述，本研究结果显示褪黑素降低了糖尿
病大鼠血糖、血脂和 ＭＤＡ水平，抑制下丘脑垂体
肾上腺轴功能，且大剂量褪黑素效果优于小剂量褪
黑素，对糖尿病时急性代谢紊乱具有保护作用。鉴
于其对于神经、内分泌、免疫系统的复杂调节，抗氧
化应激可能不是其保护糖尿病代谢紊乱的唯一机

制，具体机制尚有待于进一步研究。
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