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型糖尿病患者因糖脂代谢紊乱"血液游离脂肪

酸$
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%形成增多"进入肝脏的脂

肪酸增加"使肝脏内甘油三酯$
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%形成增多"所以

容易形成非酒精性脂肪肝'
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) 非酒精性脂肪肝是代

谢综合征的肝脏表现"它与
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型糖尿病和脂代谢紊

乱关系密切'
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"且糖尿病是非酒精性脂肪肝发生的

独立危险因素'
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) 临床研究显示"糖尿病患者中非

酒精性脂肪肝的患病率高达
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) 所以"寻找

治疗
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型糖尿病患者非酒精性脂肪肝的药物靶标是

当前科学研究中的重要任务)

盐诱导激酶
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"近期研究发现
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#"

(

) 贞

清方是临床验方"由女贞子*地龙和山药等组成"笔

者前期研究发现贞清方能有效降低
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型糖尿病大鼠

糖脂水平"改善
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表达"而贞清方是否
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表达而影响
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尚不明确) 因此"笔者通过建立
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型糖尿病大鼠非

酒精性脂肪肝影响及可能机制)

材料与方法
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$药物$贞清方由女贞子*地龙和山药组成$武

汉龙泰药业有限责任公司%"中药女贞子和山药采用水

煮醇沉法"提取液经过滤浓缩"真空干燥后"其提取干膏

收率约为
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&且以女贞子主要成分齐墩果酸含量$
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$

$模型建立*分组及用药方法$

$4

只雄性
+<C

#

D6N

大鼠普通饲料适应性喂养
#

周后"采用随机数字

表法分组"取
7

只大鼠作为正常对照组"喂以常规饲

料"其余用于建立
!

型糖尿病非酒精性脂肪肝模型"给

予高脂饲料$

5 d

蔗糖"

#" d

猪油"

# d

胆固醇"

5 d

蛋

黄粉"

"

!

# d

胆酸盐"

%7

!

8 d

常规饲料%喂养
$

周后"

给予
L*T

亚致病剂量$

&5 :@IK@

%

#

次性腹腔注射"正

常组仅注射等体积柠檬酸"柠檬酸钠缓冲液)

&

天后

尾静脉采血测空腹血糖"每周测
!

次"以空腹血糖

$

UQV

%

e##

!

# ::1.IX

为标准判定为
!

型糖尿病模

型) 共有
!$

只成模"将成模大鼠随机分为糖尿病模

型组*贞清方组和二甲双胍组"各组均为
7

只"继续予

以高脂饲料喂养"为
!

型糖尿病非酒精性脂肪肝模型)

贞清方组给予贞清方每日
#! @

生药
IK@

灌胃"二甲双

胍组给予二甲双胍混悬液每日
#5" :@IK@

灌胃"正常

组及模型组以等体积蒸馏水灌胃) 持续治疗
#!

周"

每周称重
#

次"根据体重变化调整给药剂量)

5

$观察指标及方法

5

!

#

$一般情况$观察实验过程中大鼠一般精神

状态*皮毛光泽程度*活动情况及死亡情况)

5

!

!

$肝重指数的测定$实验结束"称大鼠体重)

给予戊巴比妥钠麻醉"灌流后"摘除肝脏称重"用于计

算肝重
I

体重比"即肝重指数)

5

!

&

$大鼠生化指标及肝
*V

含量的测定$所有

大鼠治疗
#!

周后大鼠尾静脉采空腹血"分离血清"用

葡萄糖氧化酶法测定
UQV

"用比色法测定
UUW

"全自

动生化仪测定
*V

*

*'

*

WX*

*

WL*

) 用
VRH

#

RWR

比

色法测定肝
*V

含量)

5

!

$

$肝脏组织病理学观察$取肝右叶相同部位

肝组织"经
#" d

的福尔马林液固定
!$ B

"脱水*常规

石蜡包埋*脱蜡*切片"行
Y9

染色) 光镜下观察肝脏

组织形态学改变)

5

!

5

$大鼠肝组织中
L)M#

表达的测定$采用免

疫组织化学法检测
L)M#

在肝组织中的表达) 免疫组

化采用
9>]<C<1>

两步法"

GWQ

显色"以
"

!

"# :1.IX

磷酸盐缓冲液作阴性对照"以细胞质或$和%细胞核中

出现棕色颗粒状物质为阳性) 免疫组化图像的分析采

用同济医学院病理学系
Y,)WL

#

! """

型全自动医学

彩色图像分析系统"分析图像经标准灰度校正后"每张

切片随机选择
5

个高倍视野"在同等条件下测定每个

视野
L)M#

的平均光密度值$

HG

%"取其平均值进行统

计学分析)

5

!

4

$大鼠肝组织中
L)M#

和
LP9QR

#

#F :P3W

的表达$采用
P*

#

R'P

法测定肝脏中
L)M#

和

LP9QR

#

#F :P3W

的表达) 取
#"" :@

肝脏组织"用

*N<S1.

试剂提取大鼠肝脏总
P3W

"其
W

!4"

IW

!7"

值在

#

!

7

%

!

!

"

范围内为合格标本) 分别取样本
5 "@

"反转

录制备
FG3W

) 具体引物序列及扩增长度见表
#

)

L)M#

*

LP9QR

#

#F

及
!

#

;FD<>

扩增条件为#

8$

&预变

性
5 :<>

"

8$

&变性
$5 C

"

5%

&退火
# :<>

"

%!

&延伸

# :<>

"

&5

次循环后"再行
%!

&延伸
% :<>

)

R'P

反

应后"取扩增产物
% "X

于
! d

琼脂糖凝胶中电泳"

(L

#

&""

凝胶图像分析系统测定特异性条带的光密度比值)

表
#

$

L)M#

*

LP9QR

#

#F

*

!

#

;FD<>

引物序列及扩增长度

基因名称 引物序列
扩增长度

$

JO

%

L)M#

上游引物#

5

'"

***V'VV'*W***W'*W''*

"

&

'

下游引物#

5

'"

V'*VWWV'VWW'*V*VVWVW*

"

&

'

!5&

LP9QR

#

#F

上游引物#

5

'"

VVWV''W*VVW**V'W'W**

"

&

'

下游引物#

5

'"

WVVWWVV'**''WVWVWVVW

"

&

'

#8#

!

#

;FD<>

上游引物#

5

'"

'V**VW'W*''V*WWWVW''*'

"

&

'

下游引物#

5

'"

*WVVWV''WVVV'WV*WW*'*

"

&

'

##"

5

!

%

$大鼠肝组织中
L)M#

和
LP9QR

#

#F

蛋白表

达$取
#"" :@

肝脏组织" 提取肝脏组织总蛋白"每

个样品取等量蛋白
5" "@

"进行
#! d LGL

聚丙烯酰

胺凝胶电泳后分离的蛋白质转移到
R0GU

膜)

5 d

QLW

室温下封闭
! B

"分别加入羊抗大鼠
L)M#

$稀释

比例
#

(

5""

%*小鼠抗大鼠
LP9QR

#

#F

$稀释比例
#

(

5""

%*小鼠抗大鼠
!

#

;FD<>

$稀释比例
#

(

# """

% 一

抗"

$

)

'

孵育过夜) 洗膜后辣根过氧化物酶标记的二
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抗羊抗兔
)@V

或羊抗小鼠
)@V

$稀释比例
#

(

5 """

%"

室温孵育
! B

)

*QL*

洗膜后加
9'X

试剂"显影成像)

用美国
_0R

公司
X;J+1NKC$

!

5

软件对
+6CD6N>

J.1D

条带进行定量分析)

4

$统计学方法$应用
LRLL #%

!

"

统计软件进

行统计分析"数据均以
?

*

C

表示" 多组间比较采用

单因素方差分析方法"

R Z "

!

"5

为差异有统计学

意义)

结$$果

#

$一般情况$正常对照组大鼠生长发育良好"体

力充沛"活泼好动"毛色光滑"食欲正常) 模型组大鼠

生长发育迟缓"反应迟钝"毛凌乱无光泽"并出现多饮*

多尿*多食*消瘦等症状) 用药各组大鼠均有不同程度

的上述改变"但较模型组轻) 实验过程中"模型组*贞

清方组和二甲双胍组大鼠因灌胃各死亡
!

只)

!

$各组大鼠体重*肝湿重及肝重指数的比较

$表
!

%$与正常对照组比较"模型组体重明显下降"肝

湿重及肝重指数明显升高"差异有统计学意义$

R Z

"

!

"#

%) 与模型组比较"贞清方组和二甲双胍组大鼠

体重明显增高$

R Z"

!

"5

%"贞清方组肝湿重及肝重指

数明显降低$

R Z"

!

"5

"

R Z"

!

"#

%)

表
!

$各组大鼠体重*肝湿重及肝重指数的比较$$

?

*

C

%

组别
>

体重$

@

% 肝湿重$

@

% 肝重指数$

d

%

正常对照
7 5!$

+

#

*

#8

+

4 !&

+

44

*

!

+

&& $

+

5#

*

"

+

&!

模型$$

4

&77

+

5

*

#$

+

$

"

&"

+

&7

*

&

+

5&

"

%

+

7"

*

"

+

44

"

贞清方$

4

$&#

+

5

*

#7

+

8

#

!5

+

#"

*

!

+

8&

#

5

+

7!

*

"

+

47

##

二甲双胍
4

$#!

+

&

*

#%

+

&

#

!4

+

85

*

!

+

#5 4

+

5&

*

"

+

5#

$$注#与正常对照组比较"

"

R Z "

+

"#

&与模型组比较"

#

R Z "

+

"5

"

##

R Z"

+

"#

&

$各组大鼠
UQV

*

UUW

*

*V

及
*'

水平比较

$表
&

%$与正常对照组比较"模型组大鼠
UQV

*

UUW

*

*V

及
*'

均显著升高$

R Z"

!

"#

%&与模型组比较"贞

清方组和二甲双胍组大鼠
UQV

*

UUW

*

*V

*

*'

均明显

降低$

R Z "

!

"#

%&与二甲双胍组比较"贞清方组大鼠

UQV

*

*V

和
*'

明显降低$

R Z"

!

"5

%)

表
&

$各组大鼠
UQV

*

UUW

*

*V

及
*'

水平

比较$

::1.IX

"

?

*

C

%

组别
> UQV UUW *V *'

正常对照
7 $

+

55

*

"

+

$5 #

+

"4

*

"

+

## #

+

"$

*

"

+

#" #

+

47

*

"

+

!#

模型$$

4

!4

+

$#

*

!

+

54

"

&

+

4&

*

"

+

!%

"

!

+

"8

*

"

+

!!

"

$

+

#%

*

"

+

#5

"

贞清方$

4

8

+

!8

*

!

+

&7

#$

#

+

%#

*

"

+

!%

#

#

+

&!

*

"

+

#8

#$

&

+

%5

*

"

+

#5

#$

二甲双胍
4

#!

+

8$

*

!

+

%7

#

#

+

8%

*

"

+

$7

#

#

+

%%

*

"

+

#5

#

&

+

8&

*

"

+

#"

#

$$注#与正常对照组比较"

"

R Z "

+

"#

&与模型组比较"

#

R Z "

+

"#

&与

二甲双胍组比较"

$

R Z"

+

"5

$

$各组大鼠
WX*

*

WL*

及肝
*V

含量比较

$表
$

%$与正常对照组比较"模型组
WX*

*

WL*

和肝

*V

含量升高"差异有统计学意义$

R Z"

!

"#

%&与模型

组比较"贞清方组和二甲双胍组大鼠
WX*

*

WL*

和肝

*V

含量下降"差异有统计学意义 $

R Z "

!

"5

"

R Z

"

!

"#

%&与二甲双胍组比较"贞清方组大鼠肝
WX*

*

WL*

*肝
*V

含量下降明显$

R Z"

!

"5

%)

表
$

$各组大鼠
WX*

*

WL*

及肝
*V

含量比较$$

?

*

C

%

组别
> WX*

$

_IX

%

WL*

$

_IX

%

肝脏
*V

含量

$

:@I#"" :@

肝脏组织%

正常对照
7 5"

+

#7

*

5

+

!& #%%

+

$#

*

#"

+

%& "

+

"!8

*

"

+

""$

模型$$

4

#%"

+

8"

*

#"

+

5%

"

&""

+

87

*

#4

+

!#

"

"

+

"4!

*

"

+

""4

"

贞清方$

4

88

+

"&

*

7

+

5%

##$

#8$

+

7"

*

#!

+

"!

##$

"

+

"$!

*

"

+

""$

##$

二甲双胍
4

#!!

+

%&

*

8

+

!8

##

!!%

+

4#

*

#4

+

$!

##

"

+

"$7

*

"

+

""$

#

$$注#与正常对照组比较"

"

R Z "

+

"#

&与模型组比较"

#

R Z "

+

"5

"

##

R Z"

+

"#

&与二甲双胍组比较"

$

R Z"

+

"5

5

$各组大鼠肝脏组织病理变化$图
#

%$肝脏组

织切片光镜下可见正常对照组肝组织肝小叶结构正

常"肝细胞形态大小均匀一致" 肝细胞分界清" 肝细胞

以中央静脉为中心向四周呈放射状整齐排列) 模型组

肝小叶结构明显紊乱" 肝细胞索模糊" 肝窦消失"肝细

胞高度气球样变" 以大泡性为主的脂肪变性"为重度

脂肪肝改变"贞清方和二甲双胍组治疗组大鼠肝细胞

索模糊" 肝窦狭窄"肝细胞内脂滴减少" 以大*小泡性

混杂为主"为中度脂肪肝改变)

$$注#

W

为正常对照组&

Q

为模型组&

'

为贞清方组&

G

为二甲

双胍组

图
#

$各组大鼠肝脏组织病理变化$$

Y9

" ,

!""

%

4

$各组大鼠肝组织中
L)M#

表达比较$表
5

"图

!

%$正常对照组大鼠肝组织
L)M#

蛋白在肝细胞胞质

表达"细胞核无表达) 与正常对照组比较"模型组肝脏

L)M#

蛋白表达明显减少"细胞核也无表达"且差异有
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%

表
5

$各组大鼠肝脏组织
L)M#

表达水平比较$$

?

*

C

%

组别
> L)M#

正常对照
7 "

+

84

*

"

+

##

模型
4

"

+

4&

*

"

+

"&

"

贞清方
4

#

+

$8

*

"

+

"&

##$

二甲双胍
4

#

+

"%

*

"

+

#4

#

$$注#与正常对照组比较"

"

R Z "

+

"#

&与模型组比较#

#

R Z "

+

"5

"

##

R Z"

+

"#

&与二甲双胍组比较"

$

R Z"

+

"5

$$注#

W

为正常对照组&

Q

为模型组&

'

为贞清方组&

G

为二甲

双胍组

图
!

$各组大鼠肝脏组织
L)M#

免疫组化结果

$

9>]<C<1>

染色" ,

$""

%

统计学意义$

R Z"

!

"#

%&与模型组比较"贞清方组和二

甲双胍组肝脏
L)M#

蛋白表达升高"差异有统计学意

义$

R Z"

!

"#

"

R Z "

!

"5

%&与二甲双胍组比较"贞清方

组肝脏
L)M#

蛋白表达升高"且细胞核有表达"差异有

统计学意义$

R Z"

!

"5

%)

%

$各组大鼠肝组织中
L)M#

及
LP9QR

#

#F :P

#

3W

表达水平比较$表
4

"图
&

%$与正常对照组比较"模

型组
L)M# :P3W

表 达 显 著 降 低 $

R Z "

!

"#

%"

LP9QR

#

#F

表达显著升高$

R Z"

!

"#

%&与模型组比较"

贞清方组和二甲双胍组
L)M# :P3W

表达显著升高$

R

Z"

!

"#

%"

LP9QR

#

#F

表达显著降低$

R Z"

!

"#

%&与二甲

双胍组比较"贞清方组肝脏
L)M#

的
:P3W

表达显著

升高"

LP9QR

#

#F

表达显著降低$均
R Z"

!

"5

%)

表
4

$各组大鼠肝组织
L)M#

及
LP9QR

#

#F :P3W

表达的比较$$

?

*

C

%

组别
> L)M# LP9QR

#

#F

正常对照
7 "

+

4!

*

"

+

"5 "

+

$4

*

"

+

"%

模型$$

4

"

+

&4

*

"

+

"7

"

#

+

$!

*

"

+

#7

"

贞清方$

4

"

+

77

*

"

+

"8

#$

"

+

7%

*

"
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4
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"

+
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#
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#

$$注#与正常对照组比较"

"

R Z "

+

"#

&与模型组比较"

#

R Z "

+

"#

&与

二甲双胍组比较"

$

R Z"

+

"5

&下表同

$$注#

,

为
,;NK6N

"

W

为正常对照组&

Q

为模型组&

'

为贞清

方组&

G

为二甲双胍组

图
&

$各组大鼠肝组织
L)M#

及
LP9QR

#

#F :P3W

表达电泳图

7

$各组大鼠肝组织
L)M#

及
LP9QR

#

#F

蛋白表

达比较 $表
%

"图
$

%$与正常对照组比较"模型组

L)M#

蛋白表达水平降低显著$

R Z"

!

"#

%"

LP9QR

#

#F

蛋白表达表达显著升高$

R Z"

!

"#

%&与模型组比较"贞

清方组和二甲双胍组
L)M#

蛋白表达水平显著升高

$

R Z"

!

"#

%"

LP9QR

#

#F

蛋白表达水平显著降低$

R Z

"

!

"#

%&与二甲双胍组比较"贞清方组肝脏
L)M#

的蛋白

表达显著升高"而
LP9QR

#

#F

表达下降$

R Z"

!

"5

%)

表
%

$各组大鼠肝脏组织
L)M#

*

LP9QR

#

#F

蛋白表达水平比较$$

?

*

C

%

组别
> L)M#I!

#

;FD<> LP9QR

#

#FI!

#

;FD<>
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模型$$
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%#

*
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*
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+

#&

#

$$注#

W

为正常对照组&

Q

为模型组&

'

为贞清方组&

G

为二甲双

胍组

图
$

$各组大鼠肝脏组织
L)M#

和
LP9QR

#

#F

蛋白表达电泳图
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讨$$论

贞清方是笔者在临床上治疗糖尿病的一个经验

方"有很好的降糖降脂作用"前期研究发现"贞清方能

改善糖尿病大鼠的胰岛素抵抗'

#!

(

"对糖尿病大鼠肾脏

有保护作用'

#&

(

) 本实验进一步研究贞清方对
!

型糖

尿病大鼠非酒精性脂肪肝的治疗作用及可能作用

机制)

前期实验显示应用高糖高脂饮食结合小剂量
L*T

腹腔注射建立的
!

型糖尿病大鼠模型会并发非酒精性

脂肪肝'

#$

(

"这与其他研究者的报道一致'

#5

(

) 本研究

也成功建立
!

型糖尿病大鼠非酒精性脂肪肝模型"进

一步研究贞清方对
!

型糖尿病大鼠非酒精性脂肪肝的

治疗作用) 贞清方灌胃治疗
#!

周后"糖尿病大鼠血

糖*血脂水平显著降低"肝功能有好转&另外"肝湿重*

肝重指数和肝脏
*V

含量明显减少"

Y9

染色显示肝脏

脂肪变性减轻"表明贞清方能有效降低
!

型糖尿病大

鼠的血糖*血脂"减轻糖尿病大鼠的非酒精性脂肪肝

病变)

糖脂代谢紊乱在
!

型糖尿病患者并发非酒精性脂

肪肝的发生发展中发挥着重要作用'

#4

(

"

L)M#

是一种

丝氨酸
I

苏氨酸激酶"在肝组织中表达升高可抑制空腹

糖异生"而过表达
L)M#

可使转基因糖尿病小鼠$

EJI

EJ

%空腹血糖恢复正常'

#%

(

) 最新研究发现
L)M#

能影

响
LP9QR

#

#F

的表达而调节肝脏脂质合成"小鼠肝脏

过表达
L)M#

抑制生脂基因的表达和肝
*V

的积累&反

之"特异性下调肝脏
L)M#

的表达可导致
LP9QR

#

#F

目的基因的表达增强'

%

"

#7

(

) 本实验结果显示
L)M#

:P3W

和蛋白在模型组大鼠肝脏的表达低于正常组"

而肝脏
LP9QR

#

#F :P3W

和蛋白在模型组的表达高

于正常组" 且模型组大鼠肝脏
*V

含量比正常组高"这

与体外研究特异性下调肝脏
L)M#

的表达引起

LP9QR

#

#F

目的基因的表达增强而导致肝脏脂质合

成增多是一致的'

%

(

) 本实验结果进一步证实"

L)M#

是调节内生性脂肪酸合成基因表达的关键"即
L)M#

影响
LP9QR

#

#F

的表达而调控肝脏脂质代谢) 因此"

可通过
L)M#

通路来控制
LP9QR

#

#F

的表达"即用药

物上调
L)M#

来调节糖尿病患者非酒精性脂肪肝的肝

脏脂质代谢) 本实验显示糖尿病大鼠给予贞清方治疗

后"糖尿病大鼠肝脏
L)M# :P3W

和蛋白的表达升高"

肝脏
LP9QR

#

#F :P3W

和蛋白的表达降低"肝重指

数和肝脏
*V

含量降低明显) 本文第一次报道实验性

!

型糖尿病大鼠
L)M#

的表达降低"贞清方能上调肝脏

L)M#

表达"从而抑制
LP9QR

#

#F

表达"改善
!

型糖尿

病大鼠肝脏脂质代谢)

二甲双胍是临床上治疗
!

型糖尿病的一线药物"

主要通过改善肝脏胰岛素抵抗"抑制肝脏糖原异生"降

低肝糖输出达到降糖效果'

#8

(

) 有研究显示二甲双胍

对非酒精性脂肪肝有治疗作用'

!"

(

"可能是通过
XMQ#

信号通路参与调节
W,RM

的激活'

!#

(

"而
L)M#

属于

W,RM

家族) 本实验结果显示二甲双胍降低
!

型糖

尿病大鼠血糖*血脂水平和肝脏
*V

含量"上调肝脏

L)M# :P3W

和蛋白的表达"降低肝脏
LP9QR

#

#F

:P3W

和蛋白表达"说明二甲双胍也能上调肝脏

L)M#

的表达"对
!

型糖尿病大鼠非酒精性脂肪肝病变

有治疗作用) 但贞清方组与二甲双胍组比较"血糖*血

脂水平和肝脏
*V

含量降低更明显"肝脏
L)M# :P

#

3W

和蛋白的表达更高"肝脏
LP9QR

#

#F :P3W

和蛋

白表达更低"说明贞清方对
!

型糖尿病大鼠非酒精性

脂肪肝病变有更好的治疗作用) 但免疫组化显示

L)M#

蛋白在贞清方组肝脏中细胞核也有表达"其具体

机制有待于进一步研究)

总之"贞清方能显著降低血糖血脂"改善肝功能"

减轻
!

型糖尿病大鼠非酒精性脂肪肝病变"其机制与

其上调肝脏
L)M#

"而
L)M#

抑制
LP9QR

#

#F

的表达"

调控肝脏脂质代谢有关)
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全国西医学习中医班!西苑班"招生通知

中国中医科学院西苑医院系集医疗$科研$教学于一体的三级甲等中医医院!自
#854

年开始!受

中华人民共和国卫生部委托!开办'全国西医学习中医班(!为国内外培养了大批中西医结合骨干% 现

第十七期'全国西医学习中医班(开始招生!将于
!"#$

年
8

月正式开学% 本班学制二年"全日制#!由

长期从事临床并具有多年教学经验的专家系统讲授
#5

门中医课程!一年理论课!一年在本院临床实

习% 课程考试和实习合格者颁发中国中医科学院西医学习中医班毕业证书% 西医院校毕业的医务人

员及中医药工作者均可报名参加% 欲报名者请向西苑医院教育处函索招生简章!也可通过中国中医

科学院西苑医院网下载招生简章和报名表% 通讯处)北京海淀区中国中医科学院西苑医院教育处!邮

编)

#"""8#

!电话)"

"#"

#

4!77%8%&

或
4!7&5"&%

!网址)

===2?/B1CO<D;.2F1:

%


