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第
!%;

号) 高脂饲料由北京华阜康生物科技股份有限公

司提供!配方#猪油
#"c

*蛋黄粉
#"c

*普通饲料
;"c

)

小鼠自由摄食及饮水!饮用水为灭菌水!每天更换水瓶!定

期更换垫料)

!

$药物$降糖消脂片干粉!

<

!

8 T

生药
HT

粉!由

中国中医科学院西苑医院基础医学研究所药化研究室

提供$批号#

!"#""%";

%) 盐酸吡格列酮片由北京太

洋药业有限公司提供$批号#

"7"7"#

%)

%

$试剂与仪器$

(4R

试剂盒#解放军总医院科技

开发中心放免所生产$批号#

!"#""":!"

%&

)&

试剂盒

$批号#

""##;:

%及
)X

试剂盒$批号#

"";8<"

%均为日

本和光纯药工业株式会社产品&一抗购自北京智旋宏

达科技有限责任公司!

(4R

*

(EDP

由
JV.,>

公司生产

$货号分别为
JV<!#:$

!

JV%!%<#

%) 二抗 $

Y0

#

:"""

%通用型二步法免疫组化检测试剂盒及
FJW

试

剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司) 兔抗

(PR

#

#

$

F!%X#!

%单克隆抗体*兔抗
(EDP!

抗体购自

&922 R?TE,2?ET

公司& 鼠抗
XJYFO

单克隆抗体

和
OPY

标记的羊抗兔*羊抗鼠
(TX

抗体购自
R?T>,

公司) 乐康全活力型血糖仪$德国罗氏诊断有限公

司%&血糖试纸'德国罗氏公司生产!批号#

!%8"$:%!

!

罗氏诊断产品$上海%有限公司分装(&

RE

#

:7#<W

型

免疫计数器$上海核所日环光电仪器有限公司%&

]JV

#

RY=&) ""%

型全自动生化分析仪$日本日立公司%&

JEK>?.-1 FRR

型图像分析仪$北京裕天世纪伟业科

技有限公司%&

&/9>?.F1. 6PR e (>,T9 ],V

凝胶

图像分析管理系统$

W?1

#

P,M

公司%)

8

$糖尿病肥胖小鼠模型制备$

<<

只
II

#

J

K转

基因小鼠!每只单笼饲养!避免互相撕咬) 在中国医学

科学院实验动物研究所高脂饲料喂养
#!

周!诱发糖

尿病伴肥胖'

!

(

) 在实验动物中心适应性饲养
#

周后!

称体重!尾尖取血!用血糖仪测定随机血糖$

-,EM1>

V211M T2@.1D9

!

PWX

%!筛选体重达标且
PWX [

#%

!

7 >>12H]

作为模型成功小鼠)

<

$动物分组及给药$采用随机数字表法将成模

的
<<

只
II

#

J

K糖尿病肥胖小鼠分为模型组*吡格咧

酮组*降糖消脂片高*中*低剂量组!每组
##

只) 吡格

列酮组以
; >THUT

吡格列酮片水溶液灌胃给药!降糖

消脂片高*中*低剂量组分别给予降糖消脂片溶液

$

#"

*

<

*

!

!

< T

生药
HUT

!分别相当于临床用药的
!"

*

#"

*

<

倍%灌胃给药!正常对照组$同龄雄性
&

<$

W]H:'

小鼠%和模型组灌等体积灭菌水!每日
#

次!连续灌胃

给药
;

周)

:

$观察指标及检测方法

:

!

#

$体重测定$于给药前及给药后
;

周!采用

电子秤进行体重测定)

:

!

!

$

PWX

测定$禁食
% /

!将小鼠尾尖用酒精

棉擦净!再用纱布擦干) 将罗康全活力型血糖仪处于

准备状态!将血糖试纸插入仪器中!尾尖取血!取约

! "]

血滴于血糖试纸上!

#" D

后记录血糖值)

:

!

%

$血清
)&

*

)X

及
(4R

水平测定$小鼠眼静

脉丛取血!离心分离血清!采用
]R)

#

""%

型全自动生

化分析仪测定血脂$

)&

采用胆固醇氧化酶#

O++YR

法!

)X

采用
XGY

#

O++YR

去游离甘油法%) 采用
RE

#

:##"

型免疫计数器测定
(4R

$平衡放射免疫分析法%)

OG+J

#

(P

及
(R(

计算公式如下#

OG+J

#

(P b PWX

$

>>12H]

% '

(4R

$

@(_ H >]

%

H !!

!

<

!

(R( b ]E

'

# H

$

(4R

'

PWX

%()

:

!

8

$胰腺形态学观察$各组小鼠解剖取胰腺!

#"c

甲醛固定*乙醇脱水*石蜡包埋*切片*

O=

染色!

光镜下进行胰腺形态学观察)

:

!

<

$胰腺免疫组化检测$胰腺用
#"c

中性甲醛

固定!脱水*透明*浸蜡*包埋*制片) 按常规免疫组化

方法操作!采用免疫组化
Y0:"""

二步法染色!封片后

采集图像!进行
(4R

及
(EDP

图像分析)

(4R

及
(EDP

阳性信号为棕褐色颗粒!表达于细胞胞浆!高倍镜下每

组计数
%"

个视野!进行免疫组化阳性信号累积光密度

$

(GF

%分析!以
(GF

值作为组织表达的定量标准!

(GF

值越高其表达越强)

(GF

(平均光密度$

JGF

% '阳

性面积$

J

%)

:

!

:

$胰腺组织
(PR

#

#

及
(EDP!

蛋白水平检测

采用
*9DL9-E V21L

法检测) 胰腺组织制备匀浆!离心

收集上清$胞浆蛋白%!测定其含量进行
(PR

#

#

检测) 管

底沉积为胞膜蛋白!重悬于溶解缓冲液中!测定其含量
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!

%

进行
(EDP!

检测) 聚丙烯胺凝胶电泳$

S12K,.-K2,>

#

?M9 T92 929.L-1S/1-9D?D

!

YJX=

%!采用相关抗体进行

增强化学发光$

9E/,E.9M ./9>?2@>?E?D.9E.9

!

=&]

%

显色!底片曝光) 比较各泳道
(PR

#

#

和
(EDP!

显色深

浅!颜色越深提示表达水平越高)

$

$统计学方法$采用
RYRR #:

!

"

统计学软件

进行数据分析!计量资料以
B

%

D

表示!多组间比较采

用单因素方差分析!

Y Z"

!

"<

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组造模情况$高脂饲料喂养后!造模各组小

鼠体重明显增加!

PWX

升高 $

Y Z "

!

"#

%!提示造模

成功)

!

$各组小鼠给药前后体重水平比较$表
#

%$给

药
;

周后!与正常对照组比较!模型组小鼠体重明显增

加&与模型组比较!降糖消脂片各剂量组小鼠体重明显

减轻$

Y Z"

!

"#

%& 降糖消脂片各剂量组小鼠体重与吡

格列酮组比较!差异无统计学意义$

Y ["

!

"<

%)

表
#

#各组小鼠给药前后体重水平比较#$

T

!

B

%

D

%

组别
E

体重

给药前 给药
;

周

正常对照
## !<

)

#$

%

"

)

:# !7

)

<7

%

"

)

:7

模型
##

%<

)

;$

%

#

)

$!

!

88

)

$%

%

!

)

"#

!

吡格列酮
## %<

)

%7

%

#

)

;:

8#

)

7:

%

%

)

$7

"

降糖消脂片

$高剂量
## %<

)

;!

%

#

)

::

8"

)

87

%

#

)

7;

""

$中剂量
## %8

)

8<

%

#

)

8:

8"

)

7;

%

!

)

<;

""

$低剂量
## %8

)

%8

%

#

)

;"

%7

)

8#

%

#

)

7$

""

$$注#与正常对照组比较!

!

Y Z "

!

"#

& 与模型组比较!

"

Y Z

"

!

"<

!

""

Y Z"

!

"#

%

$各组小鼠
PWX

及血脂水平比较 $表
!

*

%

%$

高脂饲料喂养后!与正常对照组比较!模型组小鼠

PWX

明显增高$

Y Z"

!

"#

%) 给药
;

周后!与模型组比

较!降糖消脂片高剂量组
PWX

明显下降$

Y Z"

!

"#

%!

但其降糖效果弱于吡格列酮组$

Y Z"

!

"<

%)

表
!

#各组小鼠给药前后
PWX

水平比较

$

>>12H]

!

B

%

D

%

组别
E

给药前 给药
;

周

正常对照
## ;

)

":

%

#

)

!# :

)

%$

%

"

)

;!

模型
##

!%

)

$#

%

8

)

<8

!

!%

)

$:

%

!

)

77

!

吡格列酮
## !%

)

!;

%

8

)

:7

#8

)

8:

%

%

)

;!

"

降糖消脂片

$$高剂量
## !%

)

8#

%

8

)

"!

#;

)

<:

%

8

)

<"

"#

$$中剂量
## !%

)

%7

%

8

)

!< !!

)

:8

%

<

)

!$

$$低剂量
## !%

)

$;

%

%

)

:% !%

)

""

%

8

)

!<

$$注#与正常对照组比较!

!

Y Z"

!

"#

&与模型组比较!

"

Y Z"

!

"#

& 与

吡格列酮组比较!

#

Y Z"

!

"<

与正常对照组比较!模型组小鼠
)&

及
)X

水平明

显增高$

Y Z"

!

"#

%) 给药
;

周后!降糖消脂片各剂量

组小鼠
)X

水平明显降低$

Y Z"

!

"#

%!与吡格列酮组

比较!差异无统计学意义$

Y ["

!

"<

%&与模型组比较!

降糖消脂片各剂量组
)&

水平差异无统计学意

义 $

Y ["

!

"<

%)

表
%

#各组小鼠给药后血脂水平比较#$

>>12H]

!

B

%

D

%

组别
E )& )X

正常对照
## !

)

:;

%

"

)

%7 "

)

78

%

"

)

!:

模型
##

$

)

7%

%

"

)

77

!

##

)

8:

%

:

)

8<

!

吡格列酮
## $

)

%%

%

#

)

8<

8

)

!%

%

!

)

:!

"

降糖消脂片

$$高剂量
## ;

)

":

%

!

)

<!

%

)

7%

%

#

)

;$

"

$$中剂量
## $

)

88

%

"

)

7;

8

)

!$

%

#

)

7$

"

$$低剂量
## $

)

<:

%

#

)

%#

%

)

7$

%

!

)

!<

"

$$注#与正常对照组比较!

!

Y Z"

!

"#

&与模型组比较!

"

Y Z"

!

"#

8

$各组小鼠
(4R

*

OG+J

#

(P

及
(R(

水平比较

$表
8

%$与正常对照组比较!模型组
(4R

*

OG+J

#

(P

明显升高!

(R(

明显降低$均
Y Z "

!

"#

%&与模型组比

较!降糖消脂片各剂量组
(4R

及
OG+J

#

(P

明显降低

$

Y Z"

!

"<

!

Y Z"

!

"#

%!降糖消脂片高*低剂量组
(R(

水平均明显升高$

Y Z"

!

"<

!

Y Z"

!

"#

%!降糖消脂片

高剂量组
(R(

水平与吡格列酮组比较!差异无统计学

意义$

Y ["

!

"<

%)

表
8

#各组小鼠
(4R

*

OG+J

#

(P

及
(R(

水平比较$$

B

%

D

%

组别
E (4R

$

@(_ H >]

%

OG+J

#

(P (R(

正常对照
## !8

)

%%

%

#8

)

<% :

)

$:

%

8

)

"<

"

8

)

;;

%

"

)

<<

模型
##

:<

)

#$

%

$

)

8$

!

:7

)

#"

%

#%

)

<%

!

"

$

)

%%

%

"

)

#7

!

吡格列酮
##

<$

)

88

%

;

)

;#

"

%:

)

;8

%

##

)

!"

""

"

:

)

:;

%

"

)

%"

""

降糖消脂片

$高剂量
##

<<

)

;%

%

#"

)

!%

"

8<

)

;%

%

#%

)

#7

""

"

:

)

;7

%

"

)

%!

""

$中剂量
##

<<

)

;!

%

$

)

;!

"

<:

)

"<

%

#8

)

<8

"

"

$

)

#"

%

"

)

%!

$低剂量
##

<:

)

7<

%

;

)

;$

"

<$

)

<#

%

##

)

!%

"

"

$

)

#<

%

"

)

!#

"

$$注# 与正常对照组比较!

!

Y Z"

!

"#

&与模型组比较!

"

Y Z"

!

"<

!

""

Y Z"

!

"#
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$$

<

$各组小鼠胰腺病理形态观察$图
#

%$

O=

染

色结果显示!正常对照组$图
#J

%胰岛数目较多!胰岛

界限清楚!无包膜!细胞团大小不一!细胞数量较多!排

列紧密!胞浆丰富!核呈圆形!细胞间可见丰富的毛细

血管) 模型组$图
#W

%胰岛萎缩!数目明显减少!分布

稀疏!胰岛密度减低!胰岛细胞数减少!胰岛细胞代偿

性肥大!空泡变性!并可见凋亡细胞!表现为胞浆肿胀!

核固缩) 吡格咧酮组$图
#&

%胰岛数目明显增多!胰

岛分布略稀疏!胰岛密度较低!胰岛细胞以轻度变性为

主!凋亡细胞少见) 降糖消脂片高剂量组$图
#F

%胰

岛数目明显增多!胰岛分布略稀疏!胰岛密度较低!胰

岛细胞以轻度变性为主!凋亡细胞少见) 降糖消脂片

中剂量组$图
#=

%胰岛数目略减少!胰岛分布稀疏!胰

岛密度较低!胰岛细胞以轻度变性为主!凋亡细胞少

见) 降糖消脂片低剂量组$图
#f

%胰岛数目减少!胰岛

分布稀疏!胰岛密度低!胰岛细胞以轻*中度变性为主!

凋亡细胞可见)

$$注#

J

为正常对照组&

W

为模型组&

&

为吡格咧酮组&

F

为降

糖消脂片高剂量组&

=

为降糖消脂片中剂量组&

f

为降糖消脂片

低剂量组&箭头所示为病理变化&图
!

同

图
#

#给药
;

周各组胰腺病理形态观察$$

O=

染色! '

8""

%

:

$各组小鼠胰腺组织
(4R

及
(EDP

蛋白表达水

平比较 $表
<

%$免疫组化结果显示!与正常对照组比

较!模型组小鼠胰腺组织
(4R

及
(EDP (GF

值明显降

低$

Y Z"

!

"#

%&与模型组比较!降糖消脂片各剂量组

(4R

及
(EDP (GF

值明显增加$

Y Z"

!

"<

!

Y Z"

!

"#

%)

表
<

#各组小鼠胰腺组织
(4R

及
(EDP

蛋白

表达水平比较$$免疫组化法!

B

%

D

%

组别
E (4R (EDP

正常对照
%" ! :$:

)

;%

%

8#:

)
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$

! 78!

)

%$

%
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)
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模型$$
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)

%"

%

<!8

)

%"

!

# 77<

)

#$

%

88;

)
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!

吡格列酮
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! 8<$

)

"%

%
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)

!$

""

! :"$

)

%"

%

8<!

)

7!

""

降糖消脂片

$高剂量
%"

! <<$

)

#$

%

%:7

)

;:

""

! %::

)

<%

%

<#7

)

"#

""

$中剂量
%"

! 8%#

)

7$

%

%"%

)

:8

""

! %!%

)

8$

%

87:

)
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""

$低剂量
%"

! %;!

)

7$

%

8;8

)

#"

"

! !%%

)

!$

%

%8;

)

;#

"

$$注#与正常对照组比较!

!

Y Z "

!

"#

&与模型组比较!

"

Y Z"

!

"<

!

""

Y Z"

!

"#

$

$各组小鼠胰岛
!

细胞
(4R

及
(EDP

抗体阳性

细胞表达水平比较$图
!

*

%

%$

(4R

主要由胰岛
!

细胞

分泌!棕褐色颗粒为阳性表达的细胞) 正常对照组胰

岛形状规则!棕褐色的阳性细胞较多!细胞间界限清晰

$图
!J

%&模型组胰岛形状不规则!阳性细胞数量明显

减少!细胞间界限不清!细胞脱颗粒!染色较浅

$图
!W

%&吡格咧酮组$图
!&

%及降糖消脂片各剂量组

$图
!F

*

=

*

f

%阳性细胞数较模型组明显增加!细胞分

布较密集)

图
!

#各组胰岛
!

细胞
(4R

阳性表达细胞比较

$$$

Y0:"""

二步法染色! '

8""

%

(EDP

抗体着色主要表达于胰岛周边!棕黄色颗粒

为阳性表达的细胞) 正常对照组胰岛边缘有很明显的

棕黄色阳性细胞$图
%J

%&模型组几乎看不出胰岛的

轮廓!棕黄色颗粒极少$图
%W

%&吡格咧酮组胰岛周边
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!

%

可见少量棕黄色颗粒$图
%&

%!降糖消脂片各剂量组

胰岛阳性细胞数较模型组有所增加 $图
%F

*

=

*

f

%!但

染色较浅!且明显少于正常对照组及吡格列酮组)

图
%

#各组胰岛
!

细胞
(EDP

阳性表达细胞水平比较

$

Y0:"""

二步法染色! '

8""

%

;

$各组小鼠
(EDP!

及
(PR

#

#

表达水平比较

$图
8

*

<

%$与正常对照组比较!模型组
(EDP!

及

(PR

#

#

表达水平明显降低$

Y Z"

!

"<

%&与模型组比较!

降糖消脂片各剂量组
(EDP!

及
(PR

#

#

表达水平明显

增高$

Y Z"

!

"<

%!其与吡格列酮组比较!差异无统计学

意义$

Y ["

!

"<

%)

$$注#

#

为对照组!

!

为模型组!

%

为吡格列酮组!

8

为降糖消脂片

高剂量组!

<

为降糖消脂片中剂量组!

:

为降糖消脂片低剂量组

图
8

#各组小鼠胰腺组织
(EDP!

及
(PR

#

#

蛋白表达电泳图$

E b%

%

讨$$论

)

!

F+

的主要发病机理为
(P

及
H

或
(4R

分泌不

足!国内多采用高糖高脂饮食联合
R)5

注射的方法制

$$注#与正常对照组比较!

!

Y Z"

!

"<

& 与模型组比较!

"

Y Z"

!

"<

图
<

#各组胰腺组织
(EDP!

和
(PR

#

#

表达定量分析$$

E b%

%

备
)

!

F+

动物模型!其不足之处在于无法体现遗传因

素的作用!且成模个体差异大)

II

#

J

K小鼠是一种自

发的
)

!

F+

小鼠!具有肥胖*高血糖*血脂异常*高胰岛

素血症等特征!其个体差异小!实验重复性好!与人类

)

!

F+

的发病过程极其相似) 这种转基因技术与自发

性动物模型结合制备的动物模型!是目前研究
)

!

F+

及其并发症较为理想的动物模型)

胰岛素信号传递受阻或减弱是导致
(P

的根本原

因!胰岛素受体是胰岛素信号转导的起始部位!胰岛素

到达相应靶组织后!与
(EDP#

亚单位相结合!激活
!

亚单位使
(EDP

自动磷酸化) 磷酸化的
(EDP

一方面

为其他信号分子提供结合位点!另一方面使
(PR

#

#

磷

酸化)

(PR

与
S;<

调节亚基结合!激活
Y(

#

%I

!进而激

活葡萄糖转运因子
8

$

X]_)8

%!最终促进糖的转运

活动'

7

!

#"

(

)

降糖消脂片以益气养阴*行气通络为组方原则!方

中女贞子滋补肝肾为君药!黄芪补中益气!黄连清热解

毒!姜黄活血行气!共为臣药!附有荔枝核行气通络等

佐药!全方以扶正为主!祛邪为辅) 本研究中模型组小

鼠明显肥胖!与正常对照组比较!血糖*血脂明显升高!

并出现高胰岛素血症!

OG+J

#

(P

明显升高!

(R(

降低!

提示模型组存在明显的
(P

) 经过
;

周连续给药!降糖

消脂片各剂量组
(4R

及
OG+J

#

(P

水平降低!

(R(

升

高) 免疫组化结果显示!降糖消脂片组胰岛
!

细胞

(4R

阳性颗粒较模型组明显增加!细胞分布较密集&

*9DL9-E V21L

结果显示!降糖消脂片组胰腺组织

(EDP!

及
(PR

#

#

表达水平亦较模型组明显增高) 提示

降糖消脂片有一定的改善
(P

作用!其作用可能是通过

提高胰岛细胞
(EDP!

及
(PR

#

#

表达水平!促进
(4R

与

受体的结合!改善糖*脂代谢和
(P

状态)
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肥胖和
)

!

F+

之间有着内在的联系!肥胖是公认

的发生
(P

最常见的危险因素) 肥胖可造成代谢紊乱!

近年来!炎症在
(P

形成过程中的作用越来越受到人们

的重视!研究认为
(P

是一个慢性亚临床炎症过程'

#

(

)

由于
II

#

J

K小鼠取血量有限!故本研究仅测定血糖*

血脂*

(4R

等指标!未能测定其他与
(P

相关的脂肪因

子!如视黄醇结合蛋白
8

$

PWY8

%*脂联素$

JY4

%&与

(P

相关的炎症因子!如
)4f

#

#

*

(]

#

:

等) 另外!脂肪组

织是
(4R

作用的外周靶组织!也是糖*脂代谢进行交

叉作用的主要场所!其中分布于脂肪细胞中对糖代谢

和脂肪细胞分化均具有重要调节作用的过氧化物酶体

增殖物激活受体
$

$

YYJP

#

$

%是当前研究
(P

的集中

关注点!具有高位调控作用!可通过多个环节改善
(P

!

这为探讨药物的作用机制提供了另一条思路!需在后

续工作中采用肥胖大鼠模型进行降糖消脂片作用机理

的进一步研究)
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