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摘要： 目的　 探讨四君子颗粒对大鼠糖尿病前期的改善作用。 方法　 采用高糖高脂饮食建立糖尿病前期大鼠模型， 随

机分为正常组、 模型组、 四君子颗粒高、 低剂量组 （１０􀆰 ５０、 ５􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）， 连续灌胃 １０ 周。 分别于第 ２、 ４、 ６、 ８、 １０
周末检测 ＦＢＧ、 ＦＩＮＳ、 ＧＨｂ 水平并计算 Ｈｏｍａ⁃ＩＲ， 第 １０ 周末采用 ＴＵＮＥＬ 染色法检测胰岛细胞凋亡水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测胰腺组织 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ 蛋白表达。 结果　 糖尿病前期大鼠 ＦＢＧ、 ＧＨｂ、 ＦＩＮＳ 水平及 Ｈｏｍａ⁃
ＩＲ 均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 胰岛中凋亡细胞增多， 胰腺组织 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 给予四君子颗粒后， 血清 ＦＢＧ、 ＧＨｂ、 ＦＩＮＳ 水平和 Ｈｏｍａ⁃ＩＲ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 胰岛细胞凋亡减少，
同时， 胰腺组织 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ 蛋白表达下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 四君子颗粒可明显改善

大鼠糖尿病前期状态， 其机制可能与减轻糖尿病前期大鼠胰岛素抵抗、 抑制内质网应激诱导的胰岛细胞凋亡有关。
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　 　 糖尿病前期是糖代谢稳态与糖尿病之间的过渡

状态， 其血糖虽出现异常， 但尚未达到糖尿病诊断

标准， 主要表现为空腹血糖升高和糖耐量降低。 虽

然糖尿病前期无明显临床症状， 但它是糖尿病的高

危因素， 许多心脑血管并发症在此阶段也已发

生［１］。 中国是糖尿病大国， 成年人糖尿病患病率

为 １１􀆰 ６％ ， 处于糖尿病前期的人群比率更是高达

５０􀆰 １％ ， 如不及时采取积极有效的防控措施， 糖尿

病发病率将迅速上升， 糖尿病防治形势异常

严峻［２］。
糖尿病前期是糖尿病发生发展的必经阶段， 是

一种可逆状态［３］。 临床资料显示， 控制饮食、 增

加运动等生活方式干预可明显降低糖尿病前期发展

为 ２ 型糖尿病的风险［４］。 然而， 由于大多数患者对

生活方式干预依从性较差， 尤其是部分高危人群，
亟需采取更为有效的干预措施， 以延缓或阻止 ２ 型

糖尿病的发生发展。 中医药在糖尿病防治方面具有

丰富的理论基础和临床经验， 尤其是糖尿病前期，
更是中医药发挥作用的关键阶段。 临床实践表明，
脾虚是糖尿病前期的基本病机， 益气健脾可有效改

善糖尿病前期状态， 预防糖尿病发生发展［５］。 本

研究依据文献方法采用高糖高脂饮食诱发大鼠糖尿

病前期［６］， 观察益气健脾经典方药四君子汤对糖

尿病前期的改善作用并探讨其可能机制， 以为临床

应用益气健脾方药防治 ２ 型糖尿病提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠， 体质量（２００±２０） ｇ，
购于浙江省实验动物中心， 生产许可证号 ＳＣＸＫ
（浙 ） ２０１４⁃０００１， 使 用 许 可 证 号 ＳＹＸＫ （ 浙 ）
２０１４⁃０００８。 普通大鼠饲料和高糖高脂饲料 （普通

饲料 ７４％ ， 猪油 １０％ ， 蔗糖 １０％ ， 蛋黄粉 ５％ ， 胆

固醇 １％ ） 购于南京市江宁区青龙山实验动物繁殖

中心。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 四君子颗粒 （批号 ２０１８０５１６）
购自李时珍医药集团有限公司。 血糖仪及血糖试纸

（批号 ２０１７０３０３） 购自三诺生物传感股份有限公

司； 血清胰岛素 （批号 ２０１８０９０５）、 糖化血红蛋白

（ｇｌｙｃａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ， ＧＨｂ， 批号 ２０１８０９０６） 测定

试剂盒购自南京建成生物工程研究所； ＴＵＮＥＬ 细

胞凋亡检测试剂盒 （批号 ２０１８１１３０） 购自南京凯

基生物科技发展有限公司； ＲＩＰＡ 裂解液 （批号

０５１０１８１８０７１７）、 蛋白酶和磷酸酶抑制剂 （批号

０５１０１８１８０６３５ ）、 蛋 白 测 定 试 剂 盒 （ 批 号

１０１５１８１８１１１３ ）、 ＧＲＰ７８ 抗 体 （ 批 号

１２０６１７１８０３１３）、 ＡＴＦ４ 抗体 （批号 ０１１０１８１８０６０６）
购自碧云天生物技术有限公司； ｐ⁃ＰＥＲＫ （批号

８６ｗ３３６１）、 ＰＥＲＫ （批号 ６６ｒ８８５３）、 ＣＨＯＰ 抗体

（批号 ５７ｃ６８０７） 购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公

司； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （批号 ２０１８０９２６） 购自博士德生

物 工 程 有 限 公 司； ＥＣＬ 发 光 试 剂 盒 （ 批 号

２０１８０８２２） 购自上海天能科技有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｉｎｆｉｎｉｔｅ ２００ ＰＲＯ 酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公

司）； 高速冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；
ＤＹＹ⁃６Ｃ 型电泳仪 （北京六一仪器厂）； Ｍｉｎｉ ＰＲＯ⁃
ＴＥＡＮ 转膜仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｆｌｕｏｒ ｃｈｅｍ ＦＣ３
化学发光凝胶成像系统 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｉｍｐｌｅ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 给药　 ＳＤ 大鼠适应性喂养 １ 周， 随机

分为正常组、 模型组、 四君子颗粒高、 低剂量组

（１０􀆰 ５、 ５􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）。 正常组喂饲普通饲料， 其余

各组给予高糖高脂饲料， 四君子颗粒各组每天灌胃

给予相应剂量四君子颗粒， 正常组和模型组灌胃等
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体积蒸馏水， 连续灌胃 １０ 周。 其间每周称定大鼠

质量， 并根据其体质量调整给药量。
２􀆰 ２　 生化指标检测 　 分别在给药的第 ２、 ４、 ６、
８、 １０ 周末， 禁食 １２ ｈ， 眼眶静脉丛采血， 测定空

腹血糖 （Ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ， ＦＢＧ） 和糖化血红

蛋白 （ ｇｌｙｃａｔｅｄ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ， ＧＨｂ） 水平。 分离血

清， ＥＬＩＳＡ 法 测 定 空 腹 胰 岛 素 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｓｅｒｕｍ
ｌｉｓｕｌｉｎ， ＦＩＮＳ ） 水 平， 计 算 胰 岛 素 抵 抗 指 数

（Ｈｏｍａ⁃ＩＲ ） ＝ ［ ＦＢＧ （ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ） × ＦＩＮＳ （ ｍＵ ／
Ｌ） ］ ／ ２２􀆰 ５。
２􀆰 ３　 胰岛细胞凋亡检测　 第 １０ 周末， 腹腔注射戊

巴比妥钠 （３０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉， 取大鼠胰腺， 留取

部分胰尾组织用 ４％ 多聚甲醛固定， 其余胰腺组织

用生理盐水漂洗， 滤纸吸干水分， 放入－８０ ℃冰箱

冻存， 用于免疫印迹检测。 取 ４％ 多聚甲醛固定的

胰腺组织， 梯度酒精脱水， 常规石蜡包埋、 切片乙

醇 （５ μｍ）， 按照试剂盒说明书进行 ＴＵＮＥＬ 染色，
显微镜下观察、 拍照， 细胞核呈棕色为凋亡阳性

细胞。
２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 取胰腺组织， ＲＩＰＡ 裂解

液 （ 含 蛋 白 酶 和 磷 酸 酶 抑 制 剂 ） 冰 浴 裂 解，
１２ ０００ ｇ、 ４ ℃离心 １５ ｍｉｎ， 收集上清液， ＢＣＡ 法

测定蛋白浓度。 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白、 转

膜， ５％ 脱脂牛奶封闭 ２ ｈ 后， 分别放入抗 ＧＲＰ７８、
ＰＥＲＫ、 ｐ⁃ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 ４ ℃
孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤后加入二抗， 室温孵育 ２ ｈ，
ＥＣＬ 发光液显色， 凝胶图像分析系统拍照并分析

条带 光 密 度， 结 果 以 ＧＰＲ７８ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、 ＡＴＦ４ ／ β⁃
ａｃｔｉｎ、 ＣＨＯＰ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、 ｐ⁃ＰＥＲＫ ／ ＰＥＲＫ 表示蛋白表

达相对量。
２􀆰 ５　 统计学分析 　 采用 ＤＡＳ１􀆰 ０ 统计软件进行分

析， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单

因素方差分析， 组间两两比较采用 ＳＮＫ 法。 以Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 四君子颗粒对糖尿病前期大鼠 ＦＢＧ、 ＧＨｂ、
ＦＩＮＳ 和 Ｈｏｍａ⁃ＩＲ 的影响　 如图 １ 所示， 喂饲高糖

高脂饲料 ６ 周后， 大鼠 ＦＢＧ、 ＧＨｂ、 ＦＩＮＳ 水平和

Ｈｏｍａ⁃ＩＲ 升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 提示大鼠已

进入糖尿病前期状态， 并伴有明显胰岛素抵抗。 同

时给予四君子颗粒后， 大鼠 ＦＢＧ、 ＧＨｂ、 ＦＩＮＳ 水

平和 Ｈｏｍａ⁃ＩＲ 低于模型组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
提示四君子颗粒可显著改善高糖高脂饲料诱发的大

鼠糖尿病前期， 减轻胰岛素抵抗。

注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 四君子颗粒对糖尿病前期大鼠 ＦＢＧ、 ＧＨｂ、 ＦＩＮＳ 水平及 Ｈｏｍａ⁃ＩＲ 的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｉｊｕｎｚｉ Ｇｒａｎｕｌｅｓ ｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＢＧ， ＧＨｂ， ＦＩＮＳ ａｎｄ Ｈｏｍａ⁃ＩＲ ｉｎ ｐｒｅｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝７）
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３􀆰 ２　 四君子颗粒对糖尿病前期大鼠胰岛细胞凋亡

的影响　 由图 ２ 所示， 正常组大鼠胰岛极少出现

ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞， 而喂饲高糖高脂饲料 １０ 周

后胰岛染色阳性细胞明显增加， 提示胰岛细胞凋亡

增加。 给予四君子颗粒的大鼠胰岛染色阳性明显减

少， 提示四君子颗粒可明显减轻高糖高脂饲料诱发

的大鼠胰岛细胞凋亡。

图 ２　 四君子颗粒对糖尿病前期大鼠胰岛细胞凋亡的影响 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｉｊｕｎｚｉ Ｇｒａｎｕｌｅｓ ｏｎ ｉｓｌｅｔ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｐｒｅｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ （×４００）

３􀆰 ３　 四君子颗粒对胰腺组织内质网应激相关蛋白

表达的影响　 如图 ３ 所示， 喂饲高糖高脂饲料 １０
周后， 大鼠胰腺组织内质网应激标志蛋白 ＧＲＰ７８
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＥＲＫ 蛋白磷酸化及其下游

因子 ＡＴＦ４ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示高糖高

脂饮食诱发了明显内质网应激状态。 同时， 作为内

质网应激途径诱导细胞凋亡的关键因子 ＣＨＯＰ 表

达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）。 给 予 四 君 子 颗 粒 可 降 低

ＧＲＰ７８ 蛋白、 ＰＥＲＫ 蛋白磷酸化和 ＡＴＲ４、 ＣＨＯＰ
蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示四君子颗粒

可有效抑制高糖高脂饮食诱发的内质网应激状态，
这可能是其减少糖尿病前期大鼠胰岛细胞凋亡的机

制之一。
４　 讨论

糖尿病前期是 ２ 型糖尿病发生发展过程中的必

经阶段， 表现为空腹血糖升高和糖耐量降低。 由于

肥胖等多种因素的影响， 机体对胰岛素的敏感性降

低， 致使血糖水平升高。 高血糖进一步诱发胰岛素

分泌增加， 出现以高血糖、 高胰岛素血症等为特征

的胰岛素抵抗状态。 中医学认为， 糖尿病的发生发

展与脾胃关系密切， “脾虚致消” “健脾愈消” 理

论在 ２ 型糖尿病的治疗中发挥重要作用［７］。 本研究

依据 “脾虚致消” 理论， 采用高糖高脂饮食喂饲

大鼠， 以达 “过食肥甘， 损伤脾胃” 之目的， 以

建立大鼠糖尿病前期模型。 至 ６ 周末， 大鼠空腹血

糖水平和空腹胰岛素水平均明显升高， 但尚未达到

糖尿病诊断标准， 胰岛素抵抗指数也显著升高， 提

示大鼠已进入糖尿病前期状态。 随着喂饲时间的延

长， 大鼠糖尿病前期状态更为明显。 给与四君子颗

粒可显著减轻高糖高脂饮食诱发的空腹血糖升高和

糖耐量降低， 改善胰岛素抵抗， 说明四君子颗粒可

明显改善大鼠糖尿病前期状态。
在糖尿病前期阶段， 由于机体对胰岛素敏感性

下降， 血糖水平明显升高， 进一步刺激胰岛 β 细

胞分泌胰岛素， 加重 β 细胞负担。 长期高负荷分

泌胰 岛 素 可 诱 发 胰 岛 β 细 胞 内 质 网 应 激［８］。
ＧＲＰ７８ 是重要的内质网分子伴侣， 生理情况下，
ＧＲＰ７８ 与内质网应激信号感受器 ＩＲＥ１、 ＰＥＲＫ 和
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 四君子颗粒对胰腺组织内质网应激相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｉｊｕｎｚｉ Ｇｒａｎｕｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

ＡＴＦ６ 蛋白结合， 使其处于失活状态［９］。 当胰岛素

合成大量增加时， 超过内质网加工能力， 激发未折

叠蛋白反应， 后者可诱导 ＧＲＰ７８ 蛋白表达代偿性

增加， 这是内质网应激的标志性事件［１０］。 本研究

结果显示， 糖尿病前期大鼠胰腺组织 ＧＲＰ７８ 蛋白

表达显著增加， ＰＥＲＫ 蛋白磷酸化水平明显升高，
同时其下游转录因子 ＡＴＦ４ 表达水平也显著上调，
提示糖尿病前期大鼠胰腺组织细胞发生内质网应

激。 给予四君子颗粒可显著减少糖尿病前期大鼠胰

腺组织 ＧＲＰ７８ 蛋白表达水平， 下调 ＰＥＲＫ 磷酸化

及 ＡＴＦ４ 蛋白表达水平， 提示四君子颗粒可有效改

善糖尿病前期大鼠胰腺组织细胞内质网应激状态，
抑制 ＰＥＲＫ 信号通路的激活。

ＣＨＯＰ 是内质网应激特异性转录因子。 当发生

内质网应激时， ＰＥＲＫ、 ＩＲＥ１ 和 ＡＴＦ６ 信号途径的

激活均可诱导 ＣＨＯＰ 表达上调， 其中 ＰＥＲＫ⁃ｅＩＦ２α⁃
ＡＴＦ４ 通 路 是 ＣＨＯＰ 蛋 白 表 达 的 主 要 调 节 途

径［１１⁃１２］。 ＣＨＯＰ 可通过多种途径诱导细胞凋亡［１１］。
本研究结果显示， 糖尿病前期大鼠胰腺组织 ＣＨＯＰ
表达显著升高， 同时胰岛细胞凋亡也明显增加， 这

一结果与胰腺组织内质网应激 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 信号通

路的激活一致， 提示糖尿病前期大鼠胰岛细胞凋亡

增加与内质网应激有关。 给予四君子颗粒可明显抑

制 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４ 信号通路激活， 下调 ＣＨＯＰ 蛋白表

达水平， 减少胰岛细胞凋亡， 提示四君子颗粒减少

胰岛细胞凋亡与抑制内质网应激信号 ＰＥＲＫ⁃ＡＴＦ４⁃

ＣＨＯＰ 信号通路有关。
综上所述， 益气健脾方药四君子颗粒可有效改

善大鼠糖尿病前期状态， 降低空腹血糖水平， 提高

葡萄糖耐量， 其机制可能与四君子颗粒改善糖尿病

前期大鼠胰岛素抵抗、 抑制内质网应激及其诱导的

胰岛细胞凋亡有关。
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摘要： 目的　 研究天棘膏对小鼠抗疲劳的影响。 方法　 将小鼠随机分为空白组、 洋参含片组 （洋参含片 ０􀆰 ２３４ ｇ ／ ｋｇ）
及天棘膏低、 中、 高剂量组 （天棘膏 ５􀆰 ８５、 １１􀆰 ７０、 １７􀆰 ５５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １２ 只， １ 次 ／ ｄ， 连续灌胃给药 １５ ｄ。 末次给药

１ ｈ 后， 各组小鼠负重游泳， 并记录力竭的时间； 无负重游泳 ９０ ｍｉｎ 后， 测定血清中 Ｇｌｕ、 ＢＬＡ、 ＴＧ、 ＴＣ、 ＢＵＮ 水平，
肝脏中 ＳＯＤ， ＧＳＨ⁃Ｐｘ， ＭＤＡ 及肌肉 Ｇｌｙ 水平。 结果　 与空白组比较， 天棘膏组低、 中、 高剂量组小鼠负重游泳时间

延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｇｌｕ、 Ｇｌｙ 水平上调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＢＬＡ、 ＢＵＮ 的水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 高剂量组 ＴＧ、 ＴＣ 的水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 此外， 天棘膏中、 高剂量组小鼠肝组织中 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 上调， 而 ＭＤＡ 的水平下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　
天棘膏具有抗疲劳作用， 通过调节氧化系统， 增强体内抗氧化酶的活性， 促进自由基的清除， 减少自由基引起的脂质

过氧化反应， 减少氧化损伤。
关键词： 天棘膏； 抗疲劳； 游泳
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０􀆰 ０５）， ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｇｌｕ ａｎｄ Ｇｌｙ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＢＬＡ ａｎｄ ＢＵＮ （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ａｎｄ ｔｈｅ

５１６

２０２０ 年 ３ 月

第 ４２ 卷　 第 ３ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ３


