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目的
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可以改善
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大鼠的糖代谢紊乱!可能与其促进

葡萄糖的利用!减轻炎性反应和改善胰岛素抵抗有关$
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随着社会经济的发展#人们的饮食结构发生改变#加之不

健康的生活方式#我国糖尿病患病率迅速上升#糖尿病及其并

发症已经成为严重的社会公共卫生问题)其中#
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)目前广泛应用的口
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症归于+消渴,+消瘅,等范畴#认为其形成机制以阴虚为本#燥

热为标#并有血瘀贯穿病程的始终&
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的作用机制#为
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>

!

材料与方法

>&>

!

材料

>&>&>

!

实验动物
!

健康无特殊病原体$

35;

%级雄性
36

大鼠

-%

只#体质量
$/%

#

11%

7

#由湖北省疾病预防控制中心提供

&合格证号!

3JZG

$鄂%

1%%/.%%%K

')高脂饲料由北京华阜康生

''%0

重庆医学
1%$-

年
$%

月第
0)

卷第
1(

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

/$K%'$0)

%(武汉市卫生计生委中医药类重点课题资助项目$

WU$K@%$

%)

!

作者简介$程静

$

$(/'[

%#主管药师#硕士#主要从事中药药理学研究)

!

#

!

通信作者#

I.QH#M

!

3",

7

O",

7E

#,

7$

$1)&A"Q

)



物科技股份有限公司提供)

>&>&?

!

实验药物
!

2345

$中山市中健药物研究所有限公司#

含量
K%Y

#

)%Y

#批号!

$%%/1/

%(葡萄糖粉$重庆和平制药有

限公司#批号!

$0%$%(

%(胰岛素$江苏万邦生化医药有限公司#

批号!

$0%K1%1

%(盐酸二甲双胍片$中美上海施贵宝制药有限公

司#批号!

$0%'$$'

%)链脲佐菌素$

32U

%$美国
3#

7

QH

公司#批

号!

3%$'%

%(胰岛素试剂盒$德国西门子医学诊断公司#批号!

'-%'-$10

%(糖化血红蛋白$

>?

%

$A

%$美国
<#".:H!

公司实验

室#批号!

)0%%$/-'

%)抗葡萄糖
.).

磷酸酶$

=.).5H+D

%一抗$北

京博奥森生物技术有限公司%*抗磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶

$

5I5JG

%一抗$美国
@?AHQ

公司%)白细胞介素$

9B

%

.$

*肿瘤

坏死因子
.

"

$

2C;.

"

%酶联免疫吸附试验$

IB93@

%试剂盒$武汉

伊莱瑞特生物科技股份有限公司#批号!

@G%%$03I5$1%%$

%)

游离脂肪酸$

;;@

%*丙酮酸激酶$

5G

%*己糖激酶$

>G

%*葡萄糖

激酶$

=G

%*瘦素$

BD

E

F#,

%*考马斯亮蓝试剂盒$南京建成生物

工程研究所#批号!

1%$'$%%(

*

1%$'%($)

*

1%$'$$%)

*

1%$'$$1%

*

1%$'$%11

*

1%$'$$1(

%(

=.).5H+D

*果糖
.$

#

).

二磷酸酶试剂盒$上

海宝曼生物科技有限公司#批号!

1%$'$1$%

*

1%$'$$1/

%)

>&>&@

!

实验仪器
!

拜安康血糖仪及试纸$拜耳医药保健有限

公司%#

<#".:H!6.$%

型血液分析仪*电泳仪*转移电泳仪槽*蛋

白电泳转膜装置*

=DM6"A1%%%

型凝胶成像分析系统$美国
<#".

:H!

公司%)

>&?

!

方法

>&?&>

!

2345

提取&

-

'

!

取南苜蓿干燥全草#粉碎#

K%Y

乙醇提

取
1

次#合并提取液#过滤#滤液回收溶剂#浓缩得浓缩液)将

一次浓缩液加入大孔树脂$

@<./

型大孔树脂%#水
.

乙醇洗脱#

收集乙醇洗脱液#回收乙醇#得二次浓缩液)减压干燥#过筛#

得总皂苷#含量
K%Y

#

)%Y

)

>&?&?

!

动物分组及处理&

/

'

!

-%

只雄性
36

大鼠中#挑选
$%

只

作为对照组#始终饲以基础饲料(其他大鼠给予高脂饲料喂养

0

周#大鼠禁食不禁水
$1O

后#按体质量腹腔注射
32U

溶液
'%

Q

7

"

8

7

#

-1O

后经尾静脉采血测空腹血糖$

;<=

%#

;<=

%

$$&$

QQ"M

"

B

为糖尿病诊断标准)对照组腹腔注射同等体积的枸

橼酸缓冲液)将成模的
2164

大鼠
0%

只分为
2345

高剂量

组$

$&0

7

"

8

7

%*

2345

低剂量组$

%&-

7

"

8

7

%*二甲双胍组$

%&1

7

"

8

7

%*模型组$等量
%&KY

羧甲基纤维素钠%#各
$%

只)此时

更换为正常饲料#同时开始灌胃#每天
$

次#连续给药
0

周)期

间每周测
$

次血糖)

>&?&@

!

指标检测

>&?&@&>

!

血液指标及肝糖原
!

给药结束后#禁食
$1

#

$)O

#乌

拉坦$

$%%Q

7

"

8

7

%腹腔注射麻醉#下腔静脉取血测定胰岛素抵

抗指数$

9:9

%*

;<=

*

>?

%

$A

*

9B.$

!

*

2C;.

"

*

;;@

及
BD

E

F#,

水

平)测定肝糖原水平)

>&?&@&?

!

糖代谢相关酶活性
!

处死大鼠后#立即解剖分离取

得肝脏#在冰冷的生理盐水中漂洗#除去血液#剥掉结缔组织表

面的脂肪)剪碎结缔组织#用生理盐水反复洗涤至无血色为

止#再加生理盐水少许#用组织匀浆器做成匀浆#以
'%%%

N

"

Q#,

离心
$%Q#,

后#取上清液测定
5G

*

>G

*

=G

*

=.).5H+D

及

果糖
.$

#

).

二磷酸酶的活性)

>&?&@&@

!

肝脏组织中
=.).5H+D

*

5I5JG

蛋白的表达
!

采用试

剂盒提供的方法#冰上操作#从肝脏组织中提取蛋白样品)然

后以二喹啉甲酸$

<J@

%法测定各样品中蛋白质水平#

[1%\

保存)采用蛋白质印迹法$

WD+FDN,?M"F

%分别检测蛋白样品中

=.).5H+D

*

5I5JG

蛋白的表达)

>&@

!

统计学处理
!

采用
3533$'&%

统计软件进行统计分析#

各检验指标以
>]:

表示#多组间比较采用单因素方差分析

$
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"

*

;;@

*

BD

E

F#,

水平均明

显升高$

!

$

%&%K

%)治疗后#与模型组比较#

2345

高剂量组

大鼠的
9B.$

!

*

2C;.

"

*

;;@

*

BD

E

F#,

水平均明显降低$

!

$

%&%K

%#见表
1

)

表
$

!!

各组大鼠
9:9

%

;<=

%

>?@$A

及肝糖原水平比较&

% $̀%

'

>]:

(

组别
;<=

$

QQ"M

"

B

%

治疗前 治疗后
9:9 >?

%

$A

$

7

"

B

% 肝糖原$

Q

7

"

7

%
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!

%
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%
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各组大鼠
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二磷酸酶及
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活性比较&
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Q
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%
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"

Q
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%
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%
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#
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二磷酸酶
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a

"
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%
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"
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%
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&
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!

!
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各组大鼠
5G

*

>G

*

=.).5H+D

*果糖
.$

#

).

二磷酸酶及
=G

活性比较
!

与对照组比较#模型组大鼠的
5G

*

>G

*

=G

活性均

下降$

!

$

%&%K

%#

=.).5H+D

*果糖
.$

#

).

二磷酸酶活性均上升

$

!

$

%&%K

%)治疗后#与模型组比较#

2345

高剂量组大鼠的

5G

*

>G

*

=G

活性均上升$

!

$

%&%K

%#

=.).5H+D

*果糖
.$

#

).

二磷

酸酶活性均下降$

!

$

%&%K

%#见表
'

)

?&A

!

各组大鼠肝脏组织中
=.).5H+D

与
5I5JG

蛋白表达
!

给

药
0

周后#与模型组比较#

2345

高剂量组大鼠
=.).5H+D

与

5I5JG

蛋白表达水平均降低$

!

$

%&%K

%#见图
$

)

!!

$

!对照组(

1

!模型组(

'

!

2345

低剂量组(

0

!

2345

高剂量组(

K

!二

甲双胍组(

"

!

!

$

%&%K

#与模型组比较

图
$

!!

WD+FDN,?M"F

测定肝脏组织中
=.).5H+D

及
5I5JG

蛋白表达

@

!

讨
!!

论

!!

本研究以高脂饲料喂养加
32U

诱导
2164

大鼠模型#观

察
2345

的降血糖作用#并探讨其可能的作用机制)实验结

果提示#

2345

干预后能有效地降低
2164

大鼠的
;<=

*

>?@$A

水平#升高肝糖原水平#增强葡萄糖在细胞内转化为糖

原的储存形式而降低血糖)

2164

中大多存在胰岛素抵抗*

;;@

升高及
BD

E

F#,

抵抗

等#导致或参与炎性反应#进而影响肝脏*肌肉和脂肪细胞等胰

岛素敏感细胞磷酸化#使胰岛素信号转导受阻#进而诱发胰岛

素抵抗&

(

'

)

;;@

是脂肪代谢的中间产物#是机体主要的能量

来源#升高的
;;@

可以使胰岛素受体底物的丝氨酸残基磷酸

化作用增强#影响胰岛素介导的葡萄糖转运#导致糖代谢障

碍&

$%

'

)

BD

E

F#,

在脂肪细胞和胰岛素之间起负反馈的信号传递

作用&

$$

'

)炎性因子通过炎症信号通路中介的激活参与肝脏和

肌肉组织对胰岛素敏感性的影响#最终导致胰岛素的信号转导

障碍#从而产生胰岛素抵抗&

$1

'

)实验发现模型组大鼠
9B.$

!

*

;;@

*

2C;.

"

及
BD

E

F#,

水平均明显升高#而
2345

能有效降低

2164

大鼠的
9B.$

!

*

;;@

*

2C;.

"

*

BD

E

F#,

水平及
9:9

)

2345

可能通过降低
;;@

水平#调节胰岛素介导的葡萄糖转运#改善

糖代谢障碍(还可能减轻炎性反应和降低
BD

E

F#,

水平#从而缓

解胰岛素抵抗作用)

肝脏通过血糖氧化分解*糖异生和肝糖原合成或分解对血

液葡萄糖水平起到重要的调节作用)本实验对肝脏产生和消

耗葡萄糖的关键酶进行研究)其中#

>G

参与葡萄糖分解过

程#

5G

催化糖酵解#

=G

参与葡萄糖代谢过程#果糖
.$

#

).

二磷

酸酶参与糖异生途径#

=.).5H+D

是催化葡萄糖
.).

磷酸水解为

葡萄糖的关键酶)糖尿病状态中这些酶活性失衡#

>G

*

5G

*

=G

活性降低#

=.).5H+D

*果糖
.$

#

).

二磷酸酶活性升高#导致血

糖升高&

$'

'

)本实验结果显示#

2345

使
2164

大鼠肝脏组织

中
>G

*

5G

*

=G

活性升高#

=.).5H+D

*果糖
.$

#

).

二磷酸酶活性

下降#降低血糖#提示
2345

可以改善
2164

大鼠肝脏内糖代

谢紊乱#可能通过促进葡萄糖氧化代谢和抑制糖异生#减少葡

萄糖生成#进而改善糖尿病)

胰岛素抵抗状态下#糖代谢紊乱#糖异生过度活跃#导致大

量肝糖输出#血糖水平持续上升#从而产生
2164

)其中
=.).

5H+D

和
5I5JG

是肝脏糖异生中两个关键的限速酶#抑制它们

的表达水平能有效阻止肝脏糖异生#减少内源性葡萄糖生成#

这是其治疗
2164

的重要机制&

$0

'

)本实验结果显示#

2345

可降低
2164

大鼠肝脏糖异生限速酶
=.).5H+D

和
5I5JG

的

蛋白表达水平#抑制肝脏糖异生#减少葡萄糖生成#从而降低

血糖)

综上所述#

2345

可以改善
2164

大鼠的糖代谢紊乱状

态#其机制可能是促进肝细胞合成糖原#促进葡萄糖的利用并

减少葡萄糖的生成#减轻炎性反应#改善胰岛素抵抗#从而达到

对
2164

的治疗效应)
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3̂ 6

是生物体内重要的抗氧化酶#也称为自由基清除剂#它

可以对抗*阻断自由基对各种细胞的损伤#及时修复受损细胞)而

=3>.5Z

为生物体内广泛存在的重要的过氧化物分解酶#可以使

由活性氧和羟基诱发的脂质过氧化物还原成无毒的羟基化合物#

从而保护细胞膜结构及其功能的完整性)因此#

3̂ 6

和
=3>.5Z

构成了生物体内的抗氧化防御系统&

)

'

)

46@

是大量高活性自由

基作用于脂质#发生过氧化反应而生成的过氧化终产物#可引起大

蛋白质*核酸等大分子交联聚合#产生细胞毒性#

46@

水平反映了

体内脂质过氧化损伤程度&

-./

'

)本实验结果显示#抗氧化指标
3̂ 6

和
=3>.5Z

活性降低#氧化终产物
46@

水平增加#提示仔鼠肝细

胞内
3̂ 6

*

=3>.5Z

消耗增加#活性降低#导致氧化应激#与本课题

组前期研究结果相同#也与本次病理切片显示的结果一致!对照组

肝脏组织结构正常#低剂量染毒组仔鼠肝窦轻度扩张#中剂量染毒

组仔鼠肝脏轻度炎性细胞灶性浸润#高剂量染毒组仔鼠肝脏中度

炎性细胞灶性浸润#并有脂滴存在#说明染毒组仔鼠肝脏发生了脂

质代谢紊乱和炎性损伤)

Jb50K%

在肝脏中最丰富#参与广泛的内外源性化合物的合

成代谢#可被多种内外源化合物诱导和抑制#从而影响其对特异性

底物的催化作用&

(

'

)目前人类确定的
Jb50K%

同工酶有
1%

多种#

Jb51I$

是最主要的同工酶#在肝脏中占肝细胞色素酶总量的

-Y

#参与许多低分子有机化合物及药物的体内代谢#并能催化多

种前致癌物和前毒物的活化过程&

$%.$$

'

)

Jb51I$

可引起许多毒物

的代谢和激活#催化产生活性氧$

:̂ 3

%#如超氧阴离子基团和过氧

化氢等#与氧化应激关系密切&

$1

'

)由氧化应激产生的过多的
:̂ 3

会增强脂质过氧化程度#从而损伤细胞生物膜功能#并通过协同细

胞因子及肝细胞凋亡使肝细胞产生炎症*坏死#肝纤维化加重)根

据文献报道#肝细胞内
Jb51I$

表达增加是
:̂ 3

产生的主要原

因&

$'.$0

'

)

综上所述#母鼠孕期和哺乳期暴露
C5

#其仔鼠肝脏过氧化损

伤程度随染毒剂量增加而加重#且中*高剂量染毒组
Jb51I$

Q:C@

和蛋白表达较对照组明显上调#说明
Jb51I$

参与了肝脏

脂质过氧化损伤#其上调可能会进一步加剧肝脏脂质代谢紊乱)
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