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丹瓜方对
K/5 >

#

J

#糖尿病模型小鼠糖脂代谢及血管

细胞黏附分子"

#

及
1L8K

表达水平的影响

衡先培#

$李$亮!

$黄苏萍&
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$庄怀山!
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$陈依楚!

$蓝元隆!

$王志塔!

$姚淑红!

$张治三!

摘要$目的$研究丹瓜方对载脂蛋白
>

基因敲除!

K/5>

#

J

#

"小鼠复合糖尿病模型糖脂代谢指标#血管

细胞黏附分子"

#

!

M?NFO6?3 F.66 ?PA.N@5B 156.FO6.

"

#

$

4'K,

"

#

"及其
1L8K

表达水平的影响$探讨丹瓜

方防治糖尿病合并血管病变的部分机制% 方法$

K/5 >

#

J

#小鼠皮下注射链脲佐菌素!

-*Q

"制备糖尿病模

型% 将
&!

只成模鼠按照体重分层$再按血糖水平以随机数字表法分为模型组&无菌水!

-+

"$

#= 1RJ

!

SC

'

P

"(#丹瓜方组&丹瓜方!

GT

"$

#= 1RJ

!

SC

'

P

"(#联合用药组&吡格列酮!

UT

"$

$

!

& 1CJ

!

SC

'

P

"加
GT

#= 1RJ

!

SC

'

P

"(#吡格列酮组&

UT

$

$

!

& 1CJ

!

SC

'

P

"($每组
9

只% 选血糖正常的
9

只同龄同品系
' =:

小鼠作为对照组% 灌胃干预
#!

周% 监测各组小鼠空腹血糖!

VWT

"#体重#摄食量及饮水量)测量皮温及鼠

尾长度$并通过肉眼观察肝脂肪变程度)测定各组小鼠血清
X2K#F

#

*'

#

RGR

"

'

水平$采用放射免疫法测定

>*

"

#

$生化法*硝酸还原酶法测定
8H

$

>R)-K

法测定
4'K,

"

#

$应用实时荧光定量
U'L

!

YU'L

"检测肾组

织
4'K,

"

# 1L8K

表达% 结果$与对照组比较$模型组小鼠体重及摄食量减少$饮水量增加!

U Z"

!

"=

"$

且血糖值曲线全程高于对照组!

U Z"

!

"#

"% 与模型组比较$丹瓜方组小鼠体重增量#

X2K#F

#

*'

#

RGR

"

'

#

>*

"

#

#

4'K,

"

#

水平显著降低$皮温升高!

U Z"

!

"=

或
U Z"

!

"#

"% 与吡格列酮组比较$丹瓜方组小鼠体重#

体重增量#

VWT

#

*'

及
RGR

"

'

水平降低 !

U Z "

!

"=

或
U Z "

!

"#

"#饮水量和摄食量增加$鼠尾较长

!

U Z"

!

"#

")各组小鼠
8H

水平比较$差异无统计学意义% 与对照组比较$模型组肝脂肪变程度较重!

U Z

"

!

"=

")与模型组及吡格列酮组比较$丹瓜方组脂肪变程度明显减轻!

U Z"

!

"=

$

U Z"

!

"#

"$吡格列酮组肝脂

肪变程度重于模型组!

U Z"

!

"#

"$而联合用药组肝脂肪变程度处于丹瓜方组和吡格列酮组之间% 丹瓜方组

4'K,

"

# 1L8K

的表达显著低于模型组!

U Z"

!

"#

"$且低于联合用药组和吡格列酮组!

U Z"

!

"=

"% 结论

丹瓜方对自发性动脉粥样硬化和高脂血症的
K/5>

#

J

#转基因小鼠的复合糖尿病模型有降低血糖#血脂及抗

脂肪肝作用$并可减轻吡格列酮致脂肪肝不良作用$降低
>*

"

#

#

4'K,

"

#

及其
1L8K

的表达$表现出综合调

控糖脂代谢#改善血管功能的效果$有助于防治糖尿病血管病变%

关键词$丹瓜方)糖尿病)血管病变)高糖无害化)糖脂代谢
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>
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K/5>

#
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#

%小鼠是具有自

发高血脂和动脉粥样硬化的转基因鼠"被广泛用于

动脉粥样硬化的研究' 糖尿病患者的心血管风险是

非糖尿病人群的
! c&

倍"平均寿命比非糖尿病患者

短
I

年"其主要原因在于动脉粥样硬化(

#

)

'

L@PP6.

,'

等(

!

)及
K''HLG

研究组(

&

#

=

)的研究结果表明"

现代医学所有干预措施"包括更加理想的血糖*血

脂*血压控制"都不能使糖尿病患者进一步获益"为

此提出+高糖无害化,干预策略"即通过多层次和多

靶点干预高血糖引发慢性并发症尤其是动脉硬化的

中间环节"以使糖尿病患者最终净获益的策略"有助

于解决上述困境以提高糖尿病血管病变的防治效

果(

I

"

:

)

' 糖尿病是动脉粥样硬化的独立危险因素"是

冠状动脉粥样硬化性心脏病的等危症' 糖尿病动脉

硬化病变涉及全身多器官的大小血管"包括心*脑*

肾等"显著影响靶器官的结构与功能"是糖尿病患者

致残*致命的主要原因'

!J&

的冠心病患者具有糖代

谢异常(

I

)

' 以
K/5 >

#

J

#转基因鼠塑造糖尿病模型

是比较理想的研究复合性血管病变的模型"目前相

关研究开展较少' 高浓度葡萄糖的毒性是糖尿病产
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生危害的原因' 既往研究表明"高糖无害化干预策

略是消除糖尿病危害的有益途径(

#

)

' 基于痰瘀同治

法的中药复方丹瓜方具有良好的消除高糖毒性的作

用(

9

)

"可保护血管内皮细胞周期及细胞骨架(

%

"

#"

)

"抑

制糖尿病氧化应激(

:

)

"并对高脂饲养的自发性糖尿

病鼠$

T505

"

S?S@b?S@

"

T<

%的动脉粥样硬化有防治

作用(

##

)

"从多角度显示出良好的消除高糖毒性的效

果' 本研究进一步探讨丹瓜方对
K/5 >

#

J

#转基因小

鼠复合糖尿病模型糖脂代谢的影响"并借助
YU'L

等新技术观察所伴随的血管功能变化'

材料与方法
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级"

共
I"
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"购于北京大学医学部"系美

国
(?FSN5B

实验室引进' 并同时购入与上述小鼠同

品系的同龄* 同性别的
'=:

小鼠
#=

只" 体重

$

!!

&

!

%

C

' 动物许可证编号#

-'^<

$京%

!"##

#

""#!

' 分笼饲养于独立的通气笼具' 自由摄取常规

饲料$由福建省医学科学研究所实验动物中心提供%"

并经高温消毒与辐射照射处理' 自由饮用清洁自来

水' 环境温度#$

!!

&

#

% '' 环境湿度#

="d

&

=d

'

每日更换鼠笼的垫材木屑以保持干燥' 每日光照与黑

夜
#! A

交替
#

次' 实验操作均在超净工作台内进行"

动物常规管理由专人负责'

!

$药物及试剂$丹瓜方由丹参*栝蒌*川芎*郁

金*薤白*赤芍*白僵蚕等组成' 制剂由福建中医药

大学附属人民医院药剂科生产"原生药
! CJ1R

药液

$生产批号#

#!"%!9

%' 链脲佐菌素$

-*Q

%购自
-@C

"

1?

公司$生产批号#

-9"="

%' 盐酸吡格列酮由日本

武田药品工业株式会社生产"天津武田药品有限公

司分装$批号#

#=& W

%' 拜安时糖化血红蛋白测试

卡$干化学检测法%"

857 ;QWJ_-K #::9

#

!"##

'

糖化血红蛋白 $

X2K#F

% 稀释液"

857 ;QLJ_-K

#:9"

#

!"##

' 磷酸盐缓冲液"赛默飞世尔生物化学

制品$北京%有限公司' 无水乙醇购自天津达森化工

产品销售有限公司 $批号#

!"#!##"&

%'

G>U'

水

$

*X>LH##

"

#

%购自北京鼎国昌盛生物技术有限公

司' 异丙醇购自广东光华化学厂有限公司$批号#

!"#""!#I

%' 氯仿*柠檬酸钠购自国药集团化学试

剂有限公司' 柠檬酸购自西陇化工股份有限公司

$批号#

#!"="= !

%' 内皮素$

>*

%放免试剂盒*抑肽

酶
e >G*K

"

!8?

#解放军总医院东亚免疫技术研究

所"生产批号#

!"#&

#

"$

#

#=

'

8H

试剂盒$生化法

#硝酸还原酶法%# 南京建成科技有限公司$批号#

!"#&"$#I

%' 血管细胞黏附分子"

#

$

M?NFO6?3 F.66

?PA.N@5B 156.FO6.

"

#

"

4'K,

"

#

% 酶联免疫法试剂

盒"上海西唐生物科技有限公司' 裂解液 $

*3@b56

L.?C.B0

%" 美 国
)BM@035C.B

公 司'

L*

试 剂

$

L.M.3KP@ V@3N0 -03?BP FG8K -\B0A.N@N <@0

%

$

<#I!!

% 和
,?D@1? -;WL T3..BJLH^ YU'L

,?N0.3 ,@D

$

!^

% $

<"!!#

%"

*A.315 -F@.B0@[@F

公

司' 反转录试剂 $

U3@1.-F3@/0 L* L.?C.B0 <@0

%

$

GLL"&:K

%购自
*K<KLK

公司'

&

$主要仪器$拜安时糖化血红蛋白仪"产品标准

编号#

;QWJ_-K #$$!

#

!"##

' 皮温测定仪$

)L

"

,O6

"

0@-F?B *A.3151.0.3

%"型号#

G.6]?

"

-0?3 UFF565

"

!

&

G^' 9""

自动生化仪检测仪$美国贝克曼公司%&

'L!"&!

微量血糖测试仪 $拜耳公司%&

,@66@

"

` KP

"

M?B0?C. K#"

超纯水系统$美国
,)RR)UHL>

公司%&

T'

"

#!"""

全自动放免分析仪$中国科技大学科技实

业总公司中佳光电仪器分公司%&

+X

"

#

微型涡旋混合

仪$上海沪西分析仪器厂%&

:!!T

可见分光光度计$上

海精密科学仪器有限公司%&

V531? %"=

超低温冰箱

及
X.3?.ON ,O60@[OC. ^#L

台式高速冷冻离心机购

于
*A.315 -F@.B0@[@F

公司'

>R^9""

全自动酶标仪

$美国
W@5*.S

公司%&

:=""

型荧光定量
U'L

仪$美

国
KW)

公司%&

8?B5G35/ !"""F

微量紫外分光光度

计$

*A.315 -F@.B0@[@F

公司%'

$

$造模方法$参考文献(

#!

"

#&

)"连续称取小

鼠空腹状态下的体重
&

天"以第
&

天体重为准"按每

千克体重
$" 1C -*Q

量"于清晨空腹腹部皮下注射"

连续
&

天' 最后一次注射后
$9

*

:! A

分别测定空腹

血糖$

VWT

%"选出两次
VWT

均
!##

!

# 1156JR

的小

鼠"余下小鼠再同法注射两日
-*Q

并测定血糖"选出

全部
!

次
VWT!##

!

# 1156JR

的
K/5 >

#

J

#小鼠视

为糖尿病成模鼠' 为减少分组后灌胃失败所导致的

动物减员"将成模鼠适应性灌胃观察
#

周'

#

周后再

次测定糖尿病成模鼠
VWT

连续
!

天"以两次血糖的

均值作为基础血糖' 适应性灌胃期间有
!

只鼠因灌

胃失败死亡'

=

$分组及干预方法$在测定
VWT

次日测定糖

尿病成模鼠空腹状态下的体重"按体重进行分层"再

根据
VWT

水平"按照随机数字表法将小鼠分为模型

组(无菌水$

-+

%"

#= 1RJ

$

SC

!

P

%)*丹瓜方组(丹

瓜方$

GT

%"

#= 1RJ

$

SC

!

P

%)*联合用药组(吡格列

酮$

UT

%

$

!

& 1CJ

$

SC

!

P

% 加
GT #= 1RJ

$

SC

!

P

%)*吡格列酮组 (

UT

"

$

!

& 1CJ

$

SC

!

P

%)"每组

9

只'以上用药量均以
I" SC

成人每日常规用药量为



中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

-./0.12.3 !"#$

"

4567 &$

"

85

!

%

!!"#)%!

参照"按照小鼠用药量公式 ($动物体重
J

人的体

重% (成人剂量 (

9

!

I=

) 计算得出(

#$

)

'

#=

只
'=:

小鼠连续测定
VWT !

天"计算
!

次
VWT

的平均值"

选出
VWT

值正常的
9

只小鼠作为对照组"以常规饲

料喂养' 根据前期预实验干预
#!

周后"禁食不禁水

#! A

取标本' 摘除右眼球取血"一部分置于
#

!

= 1R

离心管中"室温静置
# A

"

& """ 3 J1@B

离心
#" 1@B

"

取上层血清" #

9"

'冰箱保存待测' 另一部分置于

预先加入含
#"d >G*K

"

!8?

和抑肽酶的
#

!

= 1R

离心管"取血后颠覆混匀"

$

'放置
# A

后"离心及保

存同前' 小鼠取血后迅速拉尾断颈"置冰上操作"开

腹肝脏照相及采摘右肾等' 取右肾上
#J!

盛于

#

!

= 1R

离心管并放入液氮冻存备用'

I

$检测指标及检测方法

I

!

#

$观察小鼠皮毛整洁程度*垫料湿度*活动情

况及精神状态$与
VWT

测定同步"每
!

周称取小鼠空

腹体重"并测量摄食量及饮水量'

I

!

!

$皮温与尾长测量$小鼠右后肢足掌面"以

:=d

乙醇棉球清洁*消毒"待乙醇自然挥发"晾干' 以

皮温剂测试端置于足心$相当于涌泉穴%"测量皮肤温

度
!

次"间隔
= 1@B

' 取两次皮温平均值$

!

%' 鼠尾

长度主要取决于断尾的情况"但以实际测量长度为准'

具体方法如下#一人固定小鼠"将测量尺起始端置于鼠

尾体毛际"以刚接触体毛尖端为合适"摆直鼠尾"记录

测量值$

F1

%'

I

!

&

$糖脂代谢指标检测$自基础
VWT

开始"每

!

周以拜安时电脑微量血糖仪检测
#

次
VWT

' 第
#!

周后"禁食不禁水
#! A

"小鼠尾端以
:=d

乙醇棉球消

毒"晾干"采血针取微量血"以拜安时糖化血红蛋白仪

测定
X2K#F

' 采用美国贝克曼公司全自动生化仪检

测
*'

及
RGR

"

'

'

>*

"

#

采用放射免疫法"以全自动放

免分析仪测定放射性计数$

F/1

%'

8H

采用生化法-

硝酸还原酶法"以可见分光光度计测定
K

值"再根据

K

值计算浓度'

I

!

$

$肝脂肪变观察$沿小鼠腹中线剖腹"充分

暴露肝脏"观察肝脏形态及色泽并照相留存"同时对

肝脂肪变程度进行分级$如图
#

%'

K

#整体+白肝,"

质地变韧"可伴各肝叶不均衡增大或相邻肝叶融合"

甚至伴脾大"提示肝重度脂肪变&

W

#+次白肝,"整肝

白变呈淡白红色"色泽鲜艳光亮"质地稍韧"可有各

肝叶不均衡增大"提示肝中度脂肪变&

'

#+部分白

肝,"淡白红色肝与紫肝交错相嵌"提示肝轻度脂肪

变&

G

#正常肝质地柔软"色泽均一正常"无脂肪变

迹象'

$$注#

K

为整体+白肝,&

W

为+次白肝,&

'

为+部分白肝,&

G

为正常肝组织

图
#

%小鼠肝脂肪变肉眼观察

I

!

=

$

4'K,

"

#

检测$采用
>R)-K

法' 冰上操

作"取待检肾组织"滤纸吸干"称取
=" 1C

"剪碎放入

匀浆器"按
#

)

%

的比例根据组织量加入
"

!

%d

氯化钠

溶液"冰上研磨
9 1@B

"

$

'

#" """ 3 J1@B

离心

#" 1@B

"吸取上清
#" #R

$余量上清置 #

9"

'冰箱分

装保存%"移入
#

!

= 1R

离心管"加入标本稀释液

# =%" #R

$稀释
#I"

倍%待测' 在
%I

孔酶标包被板上

分别设空白孔*标准孔及待测样品孔' 其中
K#

为空

白孔$不加入酶标试剂及样品%"

W#

*

X#

为标准孔

$加入按比例稀释的标准品液
#"" #R

%"

K!

*

X!

$

K

"

X

共
9

个孔%*

K&

*

X&

*

K$

*

X$

*

K=

*

X=

*

KI

*

XI

为

待测样品孔"在各待测样品孔中加入已稀释的待测样

品
#"" #R

' 用封板膜封板后置
&:

'温育
$" 1@B

'

轻轻揭掉封板膜"弃液体"甩干"每孔加满洗涤液"静置

&" N

后弃去"如此重复
=

次"用滤纸吸干$洗板%"每孔

加入蒸馏水及一抗各
=" #R

$空白除外%"将反应板充

分混匀"置
&:

'温育
!" 1@B

' 再次洗板后"用滤纸吸

干"每孔加入酶标试剂
#"" #R

"置
&:

'温育
#" 1@B

'

第
&

次洗板"滤纸印干"每孔先加入底物工作液

#"" #R

"置
&:

'暗处反应
#= 1@B

后"每孔加终止液

#"" #R

混匀以终止反应' 以空白孔调零"

$=" B1

波

长依序测量各孔吸光度$

K

值%'

I

!

I

$实时荧光定量
U'L

$

YU'L

%检测
4'K,

"

#

1L8K

表达$ $

#

%提取总
L8K

#冰上称取肾组织

=" 1C

"剪碎后在加有液氮的研钵中研磨至细粉末状"

迅速加入到盛有
*3@b56 # 1R

试剂的匀浆管中"上下颠

倒
#"

次混匀"使粉末浸没在
*3@b56

中形成混悬液' 按

# 1R *3@b56

加入
"

!

! 1R

氯仿"盖上离心管"颠倒
#"

次混匀' 室温放置
= 1@B

后"

$

'

#! """ 3J1@B

离心
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!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

-./0.12.3 !"#$

"

4567 &$

"

85

!

%

#= 1@B

' 小心吸上清约
$"" #R

至
G>U'

处理过的

#

!

= 1R

离心管中"加入
$"" #R

异丙醇沉淀
L8K

"室温

静置
!"

*

&" 1@B

"

$

'

#! """ 3J1@B

离心
#" 1@B

'

弃上清"加入
# 1R

预冷的
:=d

乙醇$以
G>U'

水配

制%"混匀"

$

'

: ="" 3J1@B

离心
= 1@B

' 小心吸弃上

清乙醇"室温置
=

*

#" 1@B

"待
L8K

团干后"加入

G>U'

水
$" #R

溶解" #

9"

'分装冻存备用' 同时测

定总
L8K

浓度"根据
$f!I" B1

和
$f!9" B1

处

HG

值
K

!I"

和
K

!9"

确定
L8K

纯度及浓度"确定
K

!I"

JK

!9"

在
#

!

9 c!

!

"

' $

!

%逆转录合成
FG8K

#于
"

!

! 1R U'L

管中"按
U'L

反应体系依次加入
*50?6 L8K ="" BC

"

H6@C5

$

P*

%

/3@1.3 # #R

"

=

(第一链合成缓冲液
$ #R

"

L?BP51 I 1.3N # #R

"

U3@1.-F3@/0 L* >Bb\1. ,@D

%# #R

"

8OF6.?N.

"

V3.. +?0.3

加至
!" #R

"在迷你离

心器上混匀' 于
U'L

仪中
&:

'孵育
#= 1@B

"于
9=

'

加热
= N

终止反应' $

&

%设计合成引物#从
T.BW?BS

中查询"获得目的基因
1L8K

的全长序列"通过引物设

计软件
U3@1.3 /3.1@.3 =

!

"

设计上*下游引物序列#

内参引物
,5ON. &

"

?F0@B

#上游#

=

%

T*'''*'K'

"

''*'''KKKKT&

%&下游#

=

%

T'*T''*'KK'K''*

"

'KK'''&

%'

4'K,

"

#

#上游#

=

%

K****'*TTTT'K

TTKKT**&

%&下 游#

=

%

K'T*'KTKK'KK''TKK*

''&

%' 将设计引物序列输入
8'W)

+

WRK-*

,中比对"

匹配率
#""d

' 引物委托北京鼎国昌盛生物技术有限

责任公司合成*纯化' $

$

%荧光定量
U'L

反应#于八联

管中依次加入#

,?D@1?-;WL T3..BJLH^ YU'L

,?N0.3 ,@D #!

!

= #R

"上游引物
"

!

:= #R

"下游引物

"

!

:= #R

"

FG8K ! #R

"

BOF6.?N.

"

[3.. +?0.3

加
% #R

至
!= #R

' 盖上管盖"轻敲混合后"迷你离心机混匀"于

KW) :=""

型荧光定量
U'L

仪上扩增' 循环程序#

="

'

! 1@B

$

_GT

孵育%"

%=

'

#" 1@B

$预变性%&

%=

'

#= N

"

I"

'

&" N

"

:!

'

&" N

"

$"

个循环' 每个

样品平行做
&

个复孔' 通过扩增曲线得出
'0

值' 计算

相对于对照样本$

'=:

%的量'

:

$统计学方法$采用
-U-- #:

!

"

统计学软件

进行数据分析"计量资料属正态分布者以
D

&

N

表示"

多样本均数比较采用单因素方差分析"方差齐者两两

比较采用
R-G

法&方差不齐者经对数转换"方差齐后

再用
R-G

比较' 计数资料先进行非参数检验$

V@NA.3

精确检验%"再进行
'

! 分割分析'

U Z"

!

"=

为差异有

统计学意义'

结$$果

#

$各组小鼠一般情况*摄食*饮水量*右后肢皮温

及体重比较$图
!

"表
#

*

!

%

#

!

#

$造模前后各组小鼠一般情况比较$造模前

小鼠一般情况良好"被毛整洁"活动敏捷' 干预第
!

周

模型组
#

只小鼠出现脱肛' 第
$ c =

周"模型组和吡

格列酮组小鼠开始有断尾"吡格列酮组小鼠摄食量和

饮水量有减少趋势'

#"

周后"模型组和吡格列酮组小

鼠体毛整洁度较其他组差"反应下降"活动减少"尾尖

干燥' 后期各组小鼠都有不同程度的断尾"但模型组

和吡格列酮组断尾现象更明显"且被毛枯槁"喜卷卧'

分组后各组动物均未发生减员'

#

!

!

$各组小鼠摄食及饮水量比较$干预
#!

周后

各组小鼠摄食量比较"差异有统计学意义$

U f"

!

"""

%'

与对照组比较"各组
K/5 >

#

J

#小鼠摄食量均减少' 吡

格列酮组摄食量少于模型组及丹瓜方组$

U Z"

!

"#

%'

各组小鼠饮水量比较"差异有统计学意义$

U f"

!

""#

%'

与对照组比较"模型组小鼠饮水量增多$

U Z"

!

"#

%' 与

模型组比较"吡格列酮组饮水量显著减少$

U Z"

!

"#

%"

其饮水量也明显少于丹瓜方组$

U Z"

!

"=

%'

#

!

&

$各组小鼠鼠尾长度比较$干预
#!

周后各

组小鼠鼠尾长度比较"差异有统计学意义 $

U f

"

!

"&%

%' 丹瓜方组小鼠鼠尾长度明显长于模型组

$

U Z"

!

"=

%"吡格列酮组鼠尾明显短于对照及丹瓜

方组$

U Z"

!

"=

%'

#

!

$

$各组小鼠皮温及体重比较$与模型组比

较"丹瓜方组皮温明显增高$

U Z"

!

"#

%' 干预前各组

K/5 >

#

J

#小鼠体重比较"差异无统计学意义 $

U g

"

!

"=

%"均显著轻于对照组小鼠$

U Z "

!

"#

%' 干预结

束时各组小鼠体重比较"差异有统计学意义 $

U f

"

!

""#

%"模型组小鼠体重仍显著轻于对照组 $

U Z

"

!

"#

%"与丹瓜方组比较"差异无统计学意义 $

U g

"

!

"=

%' 但联合用药组及吡格列酮组体重与对照组的

差异减小$

U Z"

!

"=

%"吡格列酮组小鼠体重较丹瓜方

组明显增加$

U Z"

!

"=

%' 各组小鼠干预前后自身对照

比较"体重均明显增加$

U Z"

!

"#

%"吡格列酮组体重增

量多于丹瓜方组$

U Z"

!

"=

%'

图
!

%各组小鼠体重随时间变化趋势
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& 与模型组比较"
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&与丹瓜方组比较"
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表
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%各组小鼠体重及体重增量比较%$
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$$注#与本组干预前比较"

"

U Z "

!

"#

&与对照组比较"

#

U Z "

!

"#

&与

丹瓜方组比较"

$

U Z"

!

"=

!

$各组小鼠
VWT

及
X2K#F

水平比较$图
&

"

表
&

%$对照组
VWT

曲线全程低于其他组
K/5 >

#

J

#

鼠
VWT

"但随着实验时间的延长"

VWT

水平呈逐渐上

升的趋势' 除对照组外"其他各组
K/5 >

#

J

#鼠干预前

$基础%

VWT

比较"差异无统计学意义' 干预
$

周后"

其他
$

组
K/5 >

#

J

#鼠
VWT

均较干预前稍有降低且水

平较接近' 之后模型组
VWT

渐趋升高"且其曲线始终

维持高于其他各组
VWT

曲线' 其他给药干预的
&

组

K/5 >

#

J

#小鼠的
VWT

在第
$

*

9

周均有较大波动'

但在第
9

周后出现稳定变化的趋势"丹瓜方组及联合

用药组
VWT

渐趋稳定"而吡格列酮组
VWT

趋于升高'

第
:

次
VWT

各组间比较"差异有统计学意义 $

U f

"

!

""#

%"模型组明显高于对照组$

U Z "

!

"#

%"丹瓜方

组和联合组明显低于模型组$

U Z"

!

"#

%&而吡格列酮

组
VWT

与 模 型 组 比 较" 差 异 无 统 计 学 意 义

$

U g"

!

"=

%' 各组小鼠
X2K#F

水平比较"差异有统计

图
&

%各组小鼠
VWT

随时间变化趋势

表
&

%各组小鼠
VWT

及
X2K#F

水平比较$$

D

&

N

%

组别
B

干预前
VWT

$

1156JR

%

干预后
VWT

$
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%

X2K#F

$

d
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$$注#与对照组比较"

"

U Z"

!

"#

&与模型组比较"

)

U Z"

!

"#

学意义$

U f "

!

""=

%"模型组明显高于对照组$

U Z

"

!

"#

%&各治疗组
K/5 >

#

J

#鼠
X2K#F

水平比较"差异

无统计学意义"且均明显低于模型组$

U Z"

!

"#

%'

&

$各组小鼠
*'

*

RGR

"

'

*

8H

*

>*

"

#

水平及肝脂

肪病变程度比较$表
$

*

=

%$灌胃
#!

周后"各组小鼠

*'

*

RGR

"

'

比较"差异有统计学意义$

U f "

!

"""

%'

与对照组比较"各组
K/5 >

#

J

#小鼠
*'

*

RGR

"

'

水平

均显著升高$

U Z"

!

"#

%&与模型组比较"丹瓜方组
*'

*

RGR

"

'

水平呈明显降低$

U Z"

!

"=

%& 吡格列酮组
*'

*

RGR

"

'

水平明显高于丹瓜方组 $

U Z "

!

"=

"

U Z

"

!

"#

%' 各组小鼠
>*

"

#

水平比较"差异有统计学意义

$

U f"

!

""#

%"模型组明显高于对照组$

U Z "

!

"#

%"

&

组药物治疗组
>*

"

#

水平均明显低于模型组 $

U Z

"

!

"#

%' 各组
8H

水平比较"差异无统计学意义$

U f

"

!

=#:

%' 各组间肝脂肪变程度比较"差异有统计学意

义$

V f"

!

""!

%' 与对照组比较"模型组肝脂肪变程度

明显加重$

U Z"

!

"=

%' 与模型组比较"丹瓜方组脂肪

肝程度明显减轻$

U Z"

!

"=

%"吡格列酮组脂肪肝程度

较丹瓜方组显著加重$

U Z"

!

"#

%'

$

$各组小鼠
4'K,

"

#

水平及
4'K,

"

# 1L8K

表达比较$表
I

"图
$

*

=

%$各组
4'K,

"

#

水平比较"差

异有统计学意义$

U f"

!

"!9

%' 与对照组比较"模型组

虽有升高"但差异无统计学意义$

U g"

!

"=

%&与模型组

比较"丹瓜方组
4'K,

"

#

水平显著降低$

U Z "

!

"#

%&

与丹瓜方组比较"联合组
4'K,

"

#

水平升高 $

U Z

"

!

"=

%' 各组
4'K,

"

# 1L8K

水平以对照值作为参
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&与丹瓜方组比较"

$

U Z"

!

"=

"

$$
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表
=

%各组小鼠肝脏脂肪病变程度比较%$例%

组别
B

重度

脂肪肝

中度

脂肪肝

轻度

脂肪肝

无脂

肪肝

对照
9 " " ! I

模型
9 " ! = #

丹瓜方
9 " " # :

联合用药
9 " ! & &

吡格列酮
9 ! $ ! "

照"组间
4'K,

"

# 1L8K

相对含量比较"差异有统计

学意义$

U f"

!

"""

%' 与模型组比较"丹瓜方*吡格列

酮及联合用药组
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相对含量均降低$

U

Z"
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"

U Z"

!
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%"吡格列酮组和联合用药组均明显

高于丹瓜方组$
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%各组小鼠
4'K,

"

#

及
4'K,

"

# 1L8K

表达水平比较$$

D

&

N

%

组别
B 4'K,

"

#

$

BCJ1R

%

4'K,

"

# 1L8K

对照
9 !$9

+

==

&

="

+

#9

-

模型
9 !=9

+

!:

&

I#

+

%# &

+

$#

&

"

+

9"

丹瓜方
9

#:&

+

%9

&

I"

+

$:

""

"

+

$9

&

"

+

$!

""

联合用药
9

!$"

+

=$

&

I#

+

9#

#

!

+

!!

&

#

+

#$

"##

吡格列酮
9 !#&

+

#9

&

&$

+

=!

#

+

I$

&

"

+

$%

""#

$$注#与模型组比较"

"

U Z "

!

"=

"

""

U Z "

!

"#
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注#

K

#

X

至为
%I

孔板上一行中
9

个孔样本&图
=

同

图
$

%

4'K,

"

# 1L8K

实时定量基因扩增曲线

图
=

%

4'K,

"

# 1L8K

在
YU'L

中的溶解曲线

讨$$论

近年来"糖尿病防治已经从简单的血糖达标发展

到糖脂代谢及血压*体重的全面控制(

#=

)

"并正从单纯

追求患者有限的生存期延长"过渡到更加重视生活质

量的提高(

I

)

' 糖尿病治疗的获益主要通过血管的获

益体现' 糖尿病的血管病变具有泛发的特点"不同器

官的大*小血管的基本病理相近' 高糖毒性和氧化应

激损伤血管内皮细胞"重塑血管结构和功能"进而发生

动脉硬化' 糖尿病患者绝大多数最终因血管病变而致

残致命"包括心*脑*肾*眼等多器官的大小血管(

I

)

'

同时这些血管病变也是决定患者生活质量的关键因

素"如冠心病所致胸闷*胸痛"脑卒中所致四肢失能或

生活自理能力下降甚至丧失"糖尿病视网膜病变所致

视力受损"以及糖尿病肾病*糖尿病周围血管病变等"

是危害糖尿病患者健康的主要原因' 高糖无害化干预

策略"通过多层次*多渠道综合调节"有效地保护血管"

是糖尿病患者寿命和生活质量获益的共同核心'

丹瓜方由丹参*栝蒌*法半夏*薤白*郁金*赤芍*川

芎*僵蚕等组成"功效清润活血*化痰通络"并兼有实脾

之效"痰瘀同治' 其中丹参性味苦*微寒"活血化瘀兼

养营血&栝蒌味甘*性寒而润"利气化痰而能降浊' 二

者为君药"活血化痰"凉润而不伤阴' 郁金性寒而味

辛*苦"能活血*行气解郁*凉血清心&赤芍性微寒而味
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苦"功能清热凉血并活血祛瘀&法半夏*川芎均性温而

味辛"具有芳香走串之性"消痰活血*通络化痰之力强'

此
$

味药为臣"寒温并用"通而不伤阴"凉而不留邪'

薤白为佐"性味辛温"既助君药之力又防其寒而留邪'

僵蚕为使"引诸药入络通达' 高糖毒性通过生瘀*生痰

阻塞经络"损伤气血津液的正常敷布' 丹瓜方痰瘀同

治"直接针对了高糖毒性的病机'

本研究表明"丹瓜方具有与吡格列酮同等的改善

糖代谢作用"且丹瓜方对
*'

及
RGR

"

'

也有明显的调

节作用' 尤其是对内脏脂肪"丹瓜方干预使脂肪肝患

者显著获益' 但吡格列酮对于血脂及脂肪肝是负得

益"与同为
*QG

类的罗格列酮作用相似(

#I

)

' 据文献

报道"高脂饮食可以成功复制大鼠非酒精性脂肪性肝

病$

B5B

"

?6F5A56@F [?00\ 6@M.3 P@N.?N.

"

8KVRG

% 模

型"该模型大鼠肝脏
UUKL

"

"

表达增强(

#:

)

' 过度激活

肝脏
UUKL

"

"

则促进肝脏脂肪变及脂肪肝的形成(

#9

)

"

与本研究结果一致' 研究表明"虽然丹瓜方和吡格列

酮都可通过单磷酸腺苷活化蛋白激酶$

K,U<

%途径

调控血糖"但吡格列酮促进
K,U<

的磷酸化"这一作

用会打破腺苷酸代谢池的平衡"从而影响肝细胞膜上

的
U

受体"在能量过剩等情况下增加肝细胞的
*T

堆

积(

#%

)

' 本研究表明"吡格列酮组摄食量*饮水量均明

显减少"体重则明显重于丹瓜方组"提示吡格列酮可能

抑制能量消耗"促进热量贮存' 在脂联素缺乏时"罗格

列酮促进脂酰辅酶
K

脱氢酶的堆积"从而影响脂肪酸

的
&

氧化(

!"

)

' 研究表明
K/5>

#

J

#小鼠脂联素水平显

著不足(

!#

)

' 临床流行病学调查显示"在肥胖*高脂*代

谢综合征* 糖尿病患者中"

8KVRG

患病率高达

="d

*

99d

(

!!

"

!&

)

' 吡格列酮显著增加体重"也可能与

增加脂肪肝发病有关' 但由于脂肪肝本身的发病机制

仍不明确(

!$

)

"因此
*QG

类与脂肪肝的关系也有待进

一步的深入研究' 本课题组既往研究表明"丹瓜方主

要通过增加
K,U< 1L8K

表达"而不影响
/K,U<J

K,U<

的比例(

!=

)

"从而在调节血糖的同时使腺苷酸

代谢池保持常态' 丹瓜方在有效调节糖*脂代谢的同

时"不影响摄食量和饮水量"但相对减轻体重"可能与

其增加
K,U< 1L8K

表达从而促进分解代谢有关'

超重和肥胖都被认为是心血管病变的危险因素(

!I

)

'

丹瓜方则能适度地控制体重' 丹瓜方调节糖脂代谢的

这些特点"有助于带来其心血管的综合获益"与化学药

物的治疗显著不同' 本研究结果还表明"丹瓜方可减

轻联合应用的吡格列酮所带来的肝脏脂肪沉积"减轻

吡格列酮增加脂肪肝风险和增加体重的不良作用'

高糖无害化可弥补降糖治疗防治糖尿病的重要缺

陷(

I

)

"其机制除抗高糖所致氧化应激外(

:

)

"保护血管

内皮细胞*维护血管功能甚为关键' 前期研究表明"丹

瓜方具有抗糖尿病动脉粥样硬化的作用(

##

)

"本文则进

一步研究了丹瓜方对血管功能的调控'

8H

*

>*

"

#

及

4'K,

"

#

均为血管内皮细胞分泌的血管活性因子'

其中
8H

和
>*

"

#

相互拮抗"前者舒张血管"后者收缩

血管"二者的相互制衡对于器官血供和氧化应激介导

的动脉硬化的发生发展"都具有重要影响(

!:

)

'

>*

"

#

本身是致
K-

炎性细胞因子(

!9

)

"并且是加重内质网应

激的因素(

!%

)

' 糖尿病患者
>*

"

#

水平升高且与
'

反

应蛋白$

'LU

%相关(

&"

)

' 丹瓜方降低
>*

"

#

水平"对于

解除血管痉挛"保持血管的良好状态"维持器官的正常

供血具有重要意义' 阻断核因子"

*W

$

8V

"

*W

%可降低

>*

"

#

水平(

!9

)

"前期研究已表明丹瓜方显著降低
8V

"

*W

水平及基因表达(

:

)

'

4'K,

"

#

即
'G#"I

"属
)C-V

成员"配体为
+$&#

$

4RK

"

$

%和
+$&:

"属于不良刺激

的慢性信号反应"其与
4RK

"

$

相互作用"参与白细胞

穿越血管壁到达炎症部位(

&#

)

' 糖皮质激素诱导的肿

瘤坏死因子$

*8V

%受体家族相关的配体"通过上调

4'K,

"

#

促 进 白 细 胞 的 黏 附(

&!

)

' 丹 瓜 方 降 低

4'K,

"

#

水平及其
1L8K

表达"表明丹瓜方可能阻断

动脉粥样硬化斑块的形成' 前期研究发现"丹瓜方降

低血糖控制不良糖尿病患者血清
*8V

"

+

(

&&

)

"保护血管

内皮细胞(

9

"

%

)

"与本研究结果相一致'

本研究还表明"丹瓜方显著改善肢体远端皮温"减

少实验小鼠断尾以维持鼠尾的长度"提示丹瓜方改善糖

尿病个体外周血流供应"显示其宏观的血管保护效果"

支持了丹瓜方的微观血管保护的众多机制' 糖尿病患

者因血管病变常发生四肢远端的缺血性改变"常表现为

肢端厥冷*麻木*疼痛*皮肤发绀"重者出现间隙性跛行*

缺血性溃疡和坏死$糖尿病足%等"甚至导致截肢"严重

降低了患者的生活质量' 丹瓜方改善糖尿病外周血管

供血"有助于提高患者的生活质量"改善其生存状态'

本研究证据表明"痰瘀同治丹瓜方可助减少热量

摄入和贮存"降低体重"调节糖脂代谢并显著防治肝脏

脂肪变"这对糖尿病的治疗具有重要意义' 同时"丹瓜

方抗自由基"抑制氧化应激"消除代谢性炎症以降低部

分炎性细胞因子(

:

"

&$

)

"无疑对
!

型糖尿病$

*!G,

%胰

岛素抵抗和胰岛功能有利' 降低
>*

"

#

水平和血管益

处提示丹瓜方可能有助于血压控制' 降低
*8V

"

+

*

AN'LU

*

8V

"

*W

等多种有害细胞因子(

:

"

&&

)

"并增加脂

联素(

&=

)等多种有益细胞因子"保护细胞周期(

9

)及细胞

骨架(

#"

)

"改善血管内皮细胞功能"抑制多种动脉粥样

硬化斑块形成机制"并降低尿微量白蛋白(

&I

)等多种心
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血管风险预测因子"可从复杂的中间环节带来血管获

益' 动物实验证实了丹瓜方抗动脉粥样硬化的效

果(

##

)

' 通过高糖无害化带来多途径血管得益"同时也

带来糖尿病生活质量的提高"有效地弥补了现代医学

和化学药物的不足"提示通过高糖无害化干预策略来

改善糖尿病预后和提高生活质量"具有可行性' 提示

进一步明确丹瓜方调节糖脂代谢*抗脂肪肝的内在机

制"及这一作用在早期防治
*!G,

中的意义"实现一

药多效多防"可能带来代谢性疾病防治的重大进展'

更加深入和广泛的研究势在必行'
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