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摘要： 目的　 研究左归丸对妊娠糖尿病 （ＧＤＭ） 孕鼠胎盘外泌体分泌及外泌体 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达的影响。 方法　 ＳＤ 大

鼠以雌雄 ２ ∶ １ 同笼结合链脲佐菌素腹腔注射的方法复制 ＧＤＭ 大鼠模型， 造模成功后， 空白组和模型组给予生理盐水

灌胃， 胰岛素组给予甘精胰岛素 ２０ Ｕ ／ ｋｇ 皮下注射， 左归丸组给予左归丸 （４􀆰 ５、 ９、 １８ ｇ ／ ｋｇ） 灌胃给药。 于受孕第 ３
天 （Ｅ３ｄ）、 Ｅ６ｄ、 Ｅ１８ｄ 及 Ｅ２１ｄ 记录随机血糖情况； Ｅ６ｄ、 Ｅ１８ｄ、 Ｅ２１ｄ 记录体质量情况。 Ｅ２１ｄ 时， 检测孕鼠血清

ＦＢＧ、 ＦＩＮＳ， 并计算 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 值； 超速离心提取羊水胎盘外泌体并用透射电镜、 ＮＴＡ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法鉴定后检测其

含量， ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术检测胎盘外泌体中 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达， ＨＥ 染色观察胎盘组织病理变化。 结果 　 Ｅ６ｄ， 与空白组比

较， 模型组血糖升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｅ２１ｄ， 与空白组比较， 模型组血清 ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＦＩＮｓ、
羊水胎盘外泌体、 ＰＬＡＰ 与 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 的表达量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组和左归丸各剂量组血清

ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＦＩＮｓ、 羊水胎盘外泌体及 ＰＬＡＰ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与胰岛素组比较， 左归丸各剂量组血清 ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＬＡＰ 及 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 模型组胎盘较空白组病理性改变严重； 左归丸干预后胎盘病变略有减轻， 中剂量组减轻较多； 胰岛

素组病变相对最轻。 结论　 左归丸通过促进 ＧＤＭ 孕鼠胎盘外泌体分泌， 提高 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达， 改善胎盘病理病变。
关键词： 左归丸； 妊娠糖尿病； 葡萄糖稳态； 胎盘外泌体； ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ
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　 　 妊娠糖尿病 （ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＧＤＭ） 指妇

女在妊娠期间出现的血糖异常升高的现象， 会导致流产、
死胎、 滑胎等不良妊娠结局［１］ 。 胎盘外泌体是妊娠期间参

与母体生理功能和胎儿生长发育的主要外泌体。 正常情况

下， 胎盘外泌体通过调节母体葡萄糖稳态及胰岛素抵抗促

进其营养物质的合理分配， 调节子代的正常发育。 而在

ＧＤＭ 中， 对母体的调节能力减弱可引起子代代谢疾病的发

生［２⁃３］ ， 且 ＧＤＭ 会改变胎盘的糖原细胞积累， 增加其氧化

应激反应， 损害胎盘血管形成。 据报道， 哺乳动物 ｍｉＲＮＡ
能够促进胎盘滋养层的形成， 增强胎盘免疫功能， 促进胎
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盘血管生成［４⁃７］ 。 其中， ｍｉＲ⁃３７１⁃３ｐ 作为维持胎盘生理结构

的主要 ｍｉＲＮＡ 是本研究的主要指标之一［８］ 。
妊娠糖尿病属于中医 “消渴” 范畴， 其病机本质为肾

精不足。 左归丸由熟地、 山药、 枸杞、 山茱萸、 川牛膝、
菟丝子、 鹿角胶、 龟板胶 ８ 味中药组成， 是 《景岳全书》
中培补左肾之元阴， 纯补无泻的主要方剂［９］ 。 课题组前期

研究发现， 左归丸可通过改善母体葡萄糖稳态及胎盘病理

结构提升子代胰腺发育基因的表达［１０］ ， 但该作用是否与胎

盘外泌体相关， 目前尚不明确。 故本实验预通过左归丸干

预 ＧＤＭ 孕鼠， 研究其能否通过胎盘外泌体调控 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ
改善母体葡萄糖稳态维持胎盘生理功能与结构。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠， 雌性 ９０ 只， １１ 周龄， 体

质量（２６０±２０） ｇ； 雄性 ４５ 只， ８ 周龄， 体质量（２００±２０） ｇ，
购自北京维通利华实验动物技术有限公司湖北分公司 ［实
验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鄂） ２０２２⁃００３０］， 饲养于山西

中医药大学科研楼动物房 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（晋） ２０２０⁃０００６］， 饲养环境温度 （２０ ± ２）℃， 相对湿度

（５０±１０）％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 交替光照， 实验期间保持大鼠自由

饮水、 摄食。 本实验获得山西中医药大学实验动物伦理委

员会批准 （批准号 ２０２２ＤＷ１２５）。
１􀆰 ２　 药物　 熟地黄、 麸炒山药、 菟丝子 （安国市荣华本草

中 药 材 有 限 公 司， 批 号 Ｇ１７７２３０９０１、 Ｃ０１４２３０９０１、
Ｃ１９６２２０３０３）； 枸杞子、 山萸肉 （安国市祁澳中药饮片有

限公司， 批号 ２３１１３４６１３５、 ２３０９８１１１７１）； 川牛膝 （河北胡

氏宇博药业有限公司， 批号 Ｃ２１２２２０８０１）； 龟甲胶、 鹿角

胶 （湖南爱敬堂制药有限公司， 批号 ２００８０９、 ２０１００８），
中药饮片均购自山西中医药大学国医堂。 饮片分别以药物

总重量 ８ 倍、 ４ 倍的水煎煮制备质量浓度为 ０􀆰 ９４５ ｇ ／ ｍＬ 的

药液并混合， 将龟甲胶、 鹿角胶烊化兑入混合后的药液中，
将配制好的药液于 ４ ℃冰箱保存备用， 临用前取出回温并

充分摇匀。
１􀆰 ３　 试剂 　 链脲佐菌素 （ＳＴＺ， 北京索莱宝科技有限公

司， 批号 ２２３１１１６００８）； 甘精胰岛素注射液 ［赛诺菲 （北
京） 制药有限公司， 批号 ＤＢＪＬ０５８］； 异氟烷 （瑞沃德生

命科技有限公司， 批号 ２０２３０９０２）； 胎盘碱性磷酸酶

（ｐｌａｃｅｎｔａｌ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ＰＬＡＰ） 抗体 （武汉三鹰生

物技术有限公司， 批号 １０００２１０８）； ＢＣＡ 蛋白浓度测定试

剂盒 （ 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司， 批 号

０６１２２３２３１１０１）； ｍｉｒＶａｎａ ｍｉＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ （美国 Ａｍｂｉｏｎ
公司， 批号 ７Ｅ１６２０Ｇ４）； ＮＥＢＮｅｘｔ Ｓｍａｌｌ ＲＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ
Ｓｅｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ 试剂盒 （美国 ＮＥＢ 公司， 批号 １７５０４０１２７）。
１􀆰 ４　 仪器 　 ２０１６ 型转轮式切片机、 ＤＦＣ４５０Ｃ 型显微镜

（德国徕卡公司）； ＪＴ⁃１２Ｓ 型自动脱水机 （武汉俊杰电子有

限公司）； ＢＭＪ⁃Ａ 型组织包埋机、 ＰＨＹ⁃Ⅲ型病理组织漂烘

仪 （常州市中威电子仪器有限公司）； ＢＡ２１０ 型数码三目

摄像显微镜 （麦克奥迪实业集团有限公司）； ７７００ 型透射

电镜 （日本 ＨＩＴＡＣＨＩ 公司）； 纳米颗粒跟踪分析仪 （德国

Ｐａｒｔｉｃｌｅ Ｍｅｔｒｉｘ 公司）； ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ ３０００ ｍｉｎｉ 型化学发光凝

胶成像系统 （上海勤翔科学仪器有限公司）； ＧＡ⁃３ 型血糖

仪 （三诺生物传感股份有限公司）； 双垂直 ＤＹＣＺ⁃２４ＤＮ 型

电泳仪及转印电泳仪 （北京六一生物科技有限公司）；
Ｉｍａｇｅ Ｑｕａｎｔ ＬＡＳ ５００ 型化学发光仪 （美国 Ａｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ 公

司）； Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 和 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪 （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 分组及给药 　 大鼠适应性喂养 １ 周后开始造

模， 下午 ５： ００ 将雌雄大鼠按 ２ ∶ １ 比例同笼饲养， 于次日

上午 ８： ００ 取雌鼠进行阴道涂片， 镜下观察见精子者确定

为受孕第 ０ 天 （记为 Ｅ０ｄ）， 受孕成功的孕鼠在 Ｅ３ｄ 时腹腔

注射 ＳＴＺ ３３ ｍｇ ／ ｋｇ， 制备 ＧＤＭ 模型［１１］ 。 ７２ ｈ 后检测孕鼠

空腹血糖 （ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＦＢＧ） 及随机血糖， 依据

中国 ２ 型糖尿病防治指南 （２０１７ 年版） ［１２］ ， 以 ＦＢＧ≥１１􀆰 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 或随机血糖≥１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 者视为造模成功。 将未

受孕雌鼠按上述方法继续同笼饲养， 直到受孕造模成功为

止。 由于大鼠受孕时间不同， 按照分批造模的方式， 除去

各组中死亡孕鼠外， 造模成功 ６０ 只。
Ｅ３ｄ 时， 应用随机数字表法从正常受孕的雌鼠中随机

选择 １２ 只作为空白组； 将 ＧＤＭ 模型制备成功的孕鼠随机

分为模型组、 胰岛素组和左归丸低、 中、 高剂量组。 胰岛

素组皮下注射 ２０ Ｕ ／ ｋｇ 甘精胰岛素， 根据 《实验动物学》
实验动物与人给药换算关系［１３］ ， 左归丸低、 中、 高剂量组

分别灌胃给予 ４􀆰 ５、 ９、 １８ ｇ ／ ｋｇ 左归丸药液， 空白组和模型

组灌胃给予等体积生理盐水， 每天 １ 次， 连续 １５ ｄ （Ｅ６ｄ
至 Ｅ２１ｄ）。
２􀆰 ２　 一般情况观察　 每日观察并记录孕鼠的活动、 精神、
毛发及死亡情况， 于 Ｅ３ｄ、 Ｅ６ｄ、 Ｅ１８ｄ 以及 Ｅ２１ｄ 记录随机

血糖变化情况， 于 Ｅ６ｄ、 Ｅ１８ｄ、 Ｅ２１ｄ 记录体质量变化。
２􀆰 ３ 　 ＦＢＧ、 空 腹 胰 岛 素 （ ＦＩＮＳ） 及 胰 岛 素 抵 抗 指 数

（ＨＯＭＡ⁃ＩＲ） 检测　 分别于 Ｅ３ｄ、 Ｅ６ｄ、 Ｅ１８ｄ、 Ｅ２１ｄ 前， 各

组孕鼠禁食 １２ ｈ， 用灭菌手术剪剪去孕鼠少量尾尖， 擦拭

第 １ 滴血液， 检测孕鼠 ＦＢＧ 值并记录。 Ｅ２１ｄ， 每组随机选

取 ６ 只孕鼠杀检， 其余孕鼠正常生产， 用于后期子代胰腺

发育的研究， 禁食 １２ ｈ 后取材， 次日清晨检测大鼠 ＦＢＧ
后， 予以异氟烷麻醉， 腹主动脉取血， 离心半径 ８ ｃｍ，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 分离血清， 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说

明书步 骤 操 作， 检 测 大 鼠 空 腹 胰 岛 素 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｓｅｒｕｍ
ｉｎｓｕｌｉｎ， ＦＩＮＳ） 水平。 胰岛素抵抗指数 （ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ） ＝ ＦＩＮＳ ×
ＦＢＧ ／ ２２􀆰 ５。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察大鼠胎盘组织病理学改变　 大鼠麻醉后

分离胎盘组织， 放入 ４％ 多聚甲醛液中进行固定， 进行常规

脱水、 透明、 石蜡包埋， 切成 ３ μｍ 切片， 烘干后经二甲苯

脱蜡、 乙醇梯度脱水、 ＨＥ 染色、 乙醇梯度脱水、 二甲苯透

明、 梯度乙醇水化和中性胶封片后， 于光学显微镜下观察

胎盘病理形态结构。
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２􀆰 ５　 胎盘外泌体的分离与鉴定

２􀆰 ５􀆰 １　 胎盘外泌体分离　 大鼠麻醉后分离子宫并收集羊水，
将羊水放置于 １３ ｍＬ 的离心管内， ４ ℃、 ２ ０００×ｇ 离心 ３０
ｍｉｎ， 将上清液移至新的离心管中， ４ ℃、 １００ ０００×ｇ 离心 ４５
ｍｉｎ， 以去除较大的囊泡； 取上清， 经 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤，
收集过滤液； 将过滤液移至新的离心管中， ４ ℃、 １００ ０００×ｇ
离心 ７０ ｍｉｎ； 去除上清， 用 １０ ｍＬ 预冷的 １×ＰＢＳ 重悬后，
４ ℃、 １００ ０００×ｇ 离心 ７０ ｍｉｎ； 去除上清， 用 １５０ μＬ 预冷的

１×ＰＢＳ 重悬， 取 ２０ μＬ 于电镜下观察， １０ μＬ 用于粒径分析，
５０ μＬ 用于蛋白提取， 剩余外泌体于－８０ ℃保存［１４⁃１５］。
２􀆰 ５􀆰 ２　 胎盘外泌体电镜观察及纳米颗粒追踪分析 　 取 ２０
μＬ 外泌体置于铜网上沉淀 １ ｍｉｎ 后， 滤纸吸去浮液后， 滴

加醋酸双氧铀 １０ μＬ 于铜网上沉淀 １ ｍｉｎ， 滤纸吸去浮液，
干燥后 １００ ｋＶ 进行电镜检测成像， 获得透射电镜成像结

果。 １０ μＬ 外泌体样本用 １×ＰＢＳ 稀释后注射入样品室， 在

ＰＭＸ１２０ 型号纳米颗粒跟踪分析仪上进行纳米颗粒追踪分

析 （ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＮＴＡ）。
２􀆰 ５􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测外泌体 ＰＬＡＰ 蛋白表达 　 取 ５０
μＬ 外泌体， 加入 １０ 倍体积的 ＲＩＰＡ 裂解液， 混匀后在冰上

裂解 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清

液， 即为总蛋白溶液， ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测总蛋白

浓度。 蛋白溶液加入 ５×还原型蛋白上样缓冲液， 金属浴

９５ ℃加热变性 １０ ｍｉｎ。 配制 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳胶， 加

样， 电泳后转膜， 封闭， 加入稀释后的 ＰＬＡＰ、 β⁃ａｃｔｉｎ 一

抗溶液， ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ， 加入

二抗孵育， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ， 采用 ＥＣＬ 法显影

成像， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 计算 ＰＬＡＰ 蛋白相对表达量。
２􀆰 ６　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 法检测胎盘外泌体中 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达　 收集

胎盘外泌体， 按照 ｍｉｒＶａｎａ ｍｉＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒说明

书提供的方法提取总 ＲＮＡ。 使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 和 Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００ 生物分析仪分别对 ＲＮＡ 的总量和完整性进行评估。
每个样品取 １ μｇ 总 ＲＮＡ， 按照 ＮＥＢＮｅｘｔ Ｓｍａｌｌ ＲＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ
Ｐｒｅｐ Ｓｅｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ 试剂盒构建小 ＲＮＡ 文库， 高通量测序

后进一步对低质量的 ｒｅａｄｓ 进行过滤， 得到 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ。 对

ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 在参考基因组中的长度分布， 然后用 Ｂｏｗｔｉｅ 软

件将序列与 Ｒｆａｍ ｖ１０􀆰 １ 数据库进行比对， 注释出 ｒＲＮＡ、
ｓｃＲＮＡ、 Ｃｉｓ⁃ｒｅｇ、 ｓｎＲＮＡ、 ｔＲＮＡ 等序列并做过滤处理， 随

后用 Ｂｏｗｔｉｅ 软件再依次和 ｃＤＮＡ 序列、 物种重复序列库

Ｒｅｐｂａｓｅ 数据库、 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库进行比对注释去除降解的

转录本序列和重复序列， 并实现对已知 ｍｉＲＮＡ 的鉴定和注

释， 同时对品中已知的 ｍｉＲＮＡ 表达模式进行分析并检测

ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达量。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行处理， 符合正

态分布的实验数据以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 非正态分

布的数据以中位数 （四分位数） ［Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５） ］ 表示。
数据先进行正态分布和方差齐性检验， 若数据符合正态分

布， 组间比较采用单因素方差分析， 两两比较采用最小显

著性差异法 （ＬＳＤ） 检验， 多组间多因素分析采用双因素

方差分析法； 若数据不符合正态分布， 采用非参数检验

（Ｋｒｕｓｋａｌ⁃ｗａｌｌｉ 检验）。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 孕鼠一般情况　 空白组孕鼠精神状态良好， 腹部体积

增大， 体型呈 “鸭梨形”， 精力充沛， 毛发致密有光泽，
摄食量及饮水量正常； 模型组孕鼠精神不佳， 成皮包骨样，
活动减少， 毛发暗淡无光泽， 但摄食与饮水量增加， 为正

常组的 ２ 倍以上； 胰岛素组孕鼠精神略欠佳， 活动较空白

组少， 毛发稍欠光泽， 饮水与摄食量较模型组略有减少，
但比正常组多， 为其 １􀆰 ２ 倍左右； 左归丸各剂量组孕鼠精

神状态一般， 与模型组比较明显好动， 毛发整齐有光泽，
各组孕鼠均无死亡与流产情况。
３􀆰 ２　 左归丸对 ＧＤＭ 孕鼠体质量的影响 　 Ｅ６ｄ， 各组孕鼠

体质量无显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 Ｅ１８ｄ、 Ｅ２１ｄ， 与空白组比较，
模型组孕鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛

素组及左归丸各剂量组孕鼠体质量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与胰

岛素组比较， 左归丸高剂量组孕鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结果见表 １。

表 １　 各组孕鼠体质量比较 （ｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
组别 Ｅ６ｄ Ｅ１８ｄ Ｅ２１ｄ

空白组 ２９２􀆰 ８５±２２􀆰 １４ ３１８􀆰 ８５±２６􀆰 ０７ ３１３􀆰 ６５±１４􀆰 ４４
模型组 ２８１􀆰 ４５±１３􀆰 ４０ ２８４􀆰 ９５±１３􀆰 ３２∗∗ ２６７􀆰 ９５±１７􀆰 ２５∗∗

胰岛素组 ２８６􀆰 ４５±２０􀆰 ４８ ３２７􀆰 ５０±１０􀆰 ７９＃＃ ３１５􀆰 ４５±１６􀆰 ６３＃＃

左归丸低剂量组 ２８３􀆰 ４５±１８􀆰 ７８ ３１２􀆰 ３５±１７􀆰 ９２＃＃ ３０５􀆰 ９５±９􀆰 ４２＃＃

左归丸中剂量组 ２８３􀆰 ６５±１９􀆰 １３ ３１７􀆰 ４５±１２􀆰 ５４＃＃ ３０７􀆰 ８５±１２􀆰 １１＃＃

左归丸高剂量组 ２９６􀆰 ３５±１７􀆰 ５７ ３０３􀆰 ２５±１８􀆰 ３８＃＃▲ ２９２􀆰 ４５±１６􀆰 ４５＃＃▲▲

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 左归丸对 ＧＤＭ 孕鼠随机血糖的影响 　 Ｅ３ｄ， 空白组、
胰岛素组、 模型组及左归丸各剂量组间随机血糖无显著性

差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 Ｅ６ｄ， 与空白组比较， 模型组孕鼠随机血

糖升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组及左归丸各

剂量组孕鼠随机血糖无显著性差异 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 Ｅ１８ｄ、
Ｅ２１ｄ， 与空白组比较， 模型组孕鼠随机血糖升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组及左归丸各剂量组孕鼠血

糖降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与胰岛素组比较， 左归丸中剂量组孕

鼠血糖降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｅ２１ｄ， 与胰岛素组比较， 左归丸

各剂量组孕鼠血糖升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结果见表 ２。
３􀆰 ４ 　 左归丸对 ＧＤＭ 孕鼠 ＦＢＧ、 ＦＩＮＳ 及 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 的影

响　 与空白组比较， 模型组孕鼠 ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＦＩＮＳ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组及

左归丸各剂量组孕鼠 ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
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ＦＩＮＳ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与胰岛素组比较， 左归丸各剂量组

孕鼠 ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＦＩＮＳ 无显著差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ３。

表 ２　 各组孕鼠随机血糖比较 （ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝１２）
组别 Ｅ３ｄ Ｅ６ｄ Ｅ１８ｄ Ｅ２１ｄ

空白组 ５􀆰 ５７±０􀆰 ４５ ５􀆰 ９５±０􀆰 １０ ７􀆰 ２７±０􀆰 ３７ ５􀆰 ３５±０􀆰 ３０
模型组 ５􀆰 １５±０􀆰 ４２ １７􀆰 ４５±０􀆰 ６５∗∗ ２４􀆰 ５５±０􀆰 ８０∗∗ １８􀆰 ８７±０􀆰 ７１∗∗

胰岛素组 ５􀆰 ４３±０􀆰 ５０ １７􀆰 ４７±０􀆰 ２９ １３􀆰 ２３±０􀆰 ３９＃＃ ７􀆰 １２±０􀆰 ３６＃＃

左归丸低剂量组 ５􀆰 １８±０􀆰 ５０ １７􀆰 ６７±０􀆰 ５７ １３􀆰 ６３±０􀆰 ６９＃＃ ９􀆰 ７８±０􀆰 ３７＃＃▲▲

左归丸中剂量组 ５􀆰 １２±０􀆰 ４０ １７􀆰 ３０±０􀆰 ３７ １１􀆰 ０７±０􀆰 ４３＃＃▲▲ ８􀆰 ７２±０􀆰 ４９＃＃▲▲

左归丸高剂量组 ５􀆰 １０±０􀆰 ５９ １７􀆰 ６８±０􀆰 ５７ １３􀆰 ３８±０􀆰 ７２＃＃ ９􀆰 ８５±０􀆰 ４９＃＃▲▲

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ３　 各组孕鼠 ＦＢＧ、 ＦＩＮＳ 及 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＦＢＧ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＦＩＮＳ ／ （ｍＵ·ｍＬ－１） ＨＯＭＡ⁃ＩＲ

空白组 ５􀆰 ７６±０􀆰 ４９ ２５􀆰 ６４±０􀆰 ７７ ６􀆰 ５５±０􀆰 ４１
模型组 ２５􀆰 ０４±０􀆰 ６９∗∗ １７􀆰 ７６±０􀆰 ２５∗∗ ７５􀆰 ４２±２􀆰 ３４∗∗

胰岛素组 ７􀆰 ２７±１􀆰 ０２＃＃ ３６􀆰 ４２±２􀆰 ０７＃＃ １８􀆰 ２２±２􀆰 ４７＃＃

左归丸低剂量组 １５􀆰 ２９±０􀆰 ５１＃＃▲▲ ４０􀆰 ８８±３􀆰 ５６＃＃ ４１􀆰 ４０±２􀆰 ３１＃＃▲▲

左归丸中剂量组 １０􀆰 ９７±０􀆰 ４０＃＃▲▲ ４６􀆰 ９４±５􀆰 １７＃＃ ２７􀆰 ７８±３􀆰 ０８＃＃▲▲

左归丸高剂量组 １４􀆰 １４±０􀆰 ４２＃＃▲▲ ３７􀆰 ２７±４􀆰 ２３＃＃ ３６􀆰 ０２±３􀆰 １２＃＃▲▲

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 左归丸对 ＧＤＭ 孕鼠胎盘重量的影响　 与空白组比较，
模型组孕鼠胎盘平均质量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
胰岛素组及左归丸各剂量组孕鼠胎盘平均质量降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与胰岛素组比较， 左归丸低、 高剂量组孕鼠胎盘平

均质量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中剂量组孕鼠胎盘平均质量无显

著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １。
３􀆰 ６　 胎盘外泌体鉴定 　 透射电镜观察到各组胎盘外泌体

均呈现具有明显边界的杯托状脂质双分子膜结构， 内含低

密度物质， 直径在 １３０ ｎｍ 左右， 符合国际公认的外泌体标

准， 见图 ２。
各组胎盘外泌体 ＰＬＡＰ 高度表达， 提示提取外泌体为

胎盘外泌体。 与正常组比较， 模型组孕鼠胎盘外泌体 ＰＬＡＰ
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组及左

归丸各剂量组孕鼠胎盘外泌体 ＰＬＡＰ 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与胰岛素组比较， 左归丸各剂量组孕鼠胎盘外泌体

ＰＬＡＰ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３。

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素

组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组孕鼠胎盘质量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

图 ２　 各组孕鼠胎盘外泌体形态 （透射电镜， ×６０ ０００）
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注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与胰岛素

组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组孕鼠胎盘外泌体 ＰＬＡＰ蛋白表达比较（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ７　 左归丸对 ＧＤＭ 孕鼠羊水中胎盘外泌体的纳米颗粒跟

踪分析　 通过纳米颗粒跟踪技术检测各组外泌体粒径及浓

度， 发现各组胎盘外泌体粒径分布集中在 １００～ １５０ ｎｍ。 与

空白组比较， 模型组孕鼠羊水中胎盘外泌体浓度降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组及左归丸各剂量组孕鼠胎

盘外泌体浓度升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与胰岛素组比较， 左归丸

各剂量组胎盘外泌体浓度降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 见

表 ４。
表 ４　 各组孕鼠羊水中胎盘外泌体粒径及浓度比较 （ｘ±ｓ，

ｎ＝６）
组别 粒径 ／ ｎｍ 浓度 ／ （ ×１０６ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ·ｍＬ－１）

空白组 １３３􀆰 ６０±８􀆰 ４０ ５􀆰 ３３±０􀆰 ４８
模型组组 １３５􀆰 ０８±１０􀆰 １３ ２􀆰 ５３±０􀆰 ２２∗∗

胰岛素组 １３１􀆰 ７３±９􀆰 ９４ ４􀆰 ４７±０􀆰 ４２＃＃

左归丸低剂量组 １２８􀆰 １３±１３􀆰 ４２ ３􀆰 ４７±０􀆰 ２６＃＃▲▲

左归丸中剂量组 １２４􀆰 ３０±５􀆰 ５７ ４􀆰 ０３±０􀆰 ２９＃＃▲

左归丸高剂量组 １３９􀆰 ４３±５􀆰 ７０ ３􀆰 ５５±０􀆰 ２４＃＃▲▲

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

胰岛素组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ８　 左归丸对 ＧＤＭ 孕鼠胎盘外泌体中 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达的

影响　 与空白组比较， 模型组孕鼠胎盘外泌体中 ｍｉＲ⁃１２７⁃
３ｐ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组及左归

丸各剂量组孕鼠胎盘外泌体中 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与胰岛素组比较， 左归丸各剂量组孕鼠胎盘外泌体

中 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。
３􀆰 ９　 左归丸对 ＧＤＭ 孕鼠胎盘生理结构的影响 　 空白组大

鼠胎盘组织结构完整， 各层分界清晰， 蜕膜带为胶原纤维

和成纤维样细胞交错排列组成， 巨细胞滋养层紧邻蜕膜带

为体积较大的单核细胞， 形态不一， 胞质弱碱性， 海绵滋

养层由细胞滋养层、 糖原细胞及母体血窦组成， 细胞滋养

层细胞胞体较大， 呈多边形， 多为单核， 偶见双核， 细胞

排列成条索状并交织成网。 与空白组比较， 模型组见明显

病理改变， 胎盘局部海绵滋养层坏死， 坏死组织结构不清，
正常海绵滋养层被纤维素样物质和坏死细胞碎片所替代，
迷路滋养层为吻合成网的血管， 血管外覆盖少量间充质及

２～３ 层的滋养层细胞。 与模型组比较， 胰岛素组迷路滋养

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；

与胰岛素组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组孕鼠胎盘外泌体中 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

层细胞变性坏死程度明显减轻； 左归丸低剂量组迷路滋养

层细胞变性坏死、 迷路滋养层血管数量减少、 炎性细胞浸

润； 左归丸中剂量组迷路滋养层细胞变性坏死、 炎性细胞

浸润程度减轻； 左归丸高剂量组迷路滋养层细胞变性坏死、
迷路滋养层血管数量减少。 结果见图 ５。
４　 讨论

ＧＤＭ 作为妊娠期的常见并发症， 属于中医 “消渴” 的

范畴， 中医认为其根本病机为肾精不足。 作为填补肾之真

阴的常用方剂， 左归丸中熟地、 枸杞子、 龟板胶滋肾益精，
鹿角胶温补肾阳以阳中求阴， 菟丝子平补肝肾， 佐以山茱

萸、 山药、 牛膝肝脾肾并补， 以达滋肾填精， 育阴潜阳之

效［１６］ 。 胎盘外泌体作为调节 ＧＤＭ 对子代作用的载体， 在

调节母体葡萄糖代谢和胰岛素抵抗， 维持胎盘生理结构方

面发挥重要作用。 课题组前期也证实了左归丸对调控葡萄

糖稳态有调节作用［１７⁃１９］ ， 但其调节作用是否与外泌体的分

泌有关， 目前研究尚不明确， 故本实验对此进行研究。
妊娠后期， 胎盘激素的增加会促进胰岛素抵抗的产

生［２０］ ， 而孕妇对该抵抗的适应性调节是维持葡萄糖稳态及

胎儿生长发育的主要环节。 本研究发现， 经雌雄同笼联合

ＳＴＺ 腹腔注射造模后， 孕鼠阴道涂片见大量精子， 血糖升

高， 且造模后孕鼠精神及体态欠佳， 成皮包骨样， 摄食与

饮水量明显增加， 符合 ＧＤＭ 模型标准。 ＧＤＭ 孕鼠血清

ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 升高， ＦＩＮＳ 降低， 说明 ＧＤＭ 孕鼠胰岛功

能降低， 胰岛素分泌减少， 胰岛素抵抗增加； 经左归丸干

预后， ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 降低， ＦＩＮＳ 升高， 说明左归丸能改

善胰岛素抵抗， 这与课题组前期研究结果相符。 本研究还

发现， 左归丸通过提升 ＰＬＡＰ 表达促进胎盘外泌体的分泌，
且随外泌体分泌增加， 孕鼠胰岛素抵抗改善情况越好， 说

明左归丸可通过促进胎盘外泌体的分泌降低胰岛素抵抗以

维持 ＧＤＭ 孕鼠的葡萄糖稳态。
妊娠过程中， 胎盘的正常生理结构是保证子代营养的
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注： 红色箭头指示海绵滋养层坏死， 黑色箭头指示迷路滋养层细胞变性坏死， 绿色箭头指示迷路滋养层血管数量减少。

图 ５　 各组孕鼠胎盘组织病理变化 （ＨＥ 染色， ×１００）

前提， 而维持葡萄糖稳态、 改善高糖环境对 ＧＤＭ 孕鼠胎盘

的发育至关重要。 滋养层⁃子宫螺旋动脉相互调节是胎盘适

应环境应激源的关键组成部分。 胎盘外泌体可通过促进血

管平滑肌细胞迁移参与螺旋动脉重铸［２１］ 。 这一过程又需要

其诱导的滋养细胞的侵袭和分化［２２］ ， 说明胎盘外泌体的分

泌有助于胎盘结构的形成。 本研究发现， ＧＤＭ 孕鼠的胎盘

生理结构损害严重； 经左归丸干预后， 胎盘病理结构明显

改善， 且胎盘外泌体分泌增加， 推测左归丸可能通过促进

胎盘外泌体的分泌改善 ＧＤＭ 孕鼠胎盘的病理结构。 而胎盘

生理结构的形成与 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 的表达关系密切。 有研究表

明， 小鼠 ｍｉＲ⁃１２７ ／ ｍｉＲ⁃１３６ 簇调控胎盘迷宫区胎儿毛细血

管形成［２３］ 。 Ｉｔｏ 等［２４］ 研究发现， ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 的增加能抑制

Ｒｔｌ１ 表达以缩小 ｍｉＲ⁃１２７ 基因敲除小鼠胎盘体积， 导致胎

儿体质量减轻。 本研究发现， 模型组 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达降低，
孕鼠单个胎盘平均质量异常升高， 约为空白组的 ２ 倍， 其

胎盘组织迷路滋养层细胞变性坏死、 迷路滋养层血管数量

明显减少； 经左归丸干预后， 随着胎盘外泌体分泌的增加，
ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达升高， 左归丸组的胎盘质量越接近于空白

组， 各药物组孕鼠胎盘病理性改变好转， 说明左归丸可通

过促进胎盘外泌体的分泌提升 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达， 改善胎盘

病理结构。
综上所述， 左归丸可能通过促进胎盘外泌体的分泌，

降低胰岛素抵抗以提升 ＧＤＭ 孕鼠的葡萄糖稳态与 ｍｉＲ⁃１２７⁃
３ｐ 表达， 改善孕鼠胎盘病理结构， 提高其子代的发育质量。
然而， ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 与 ＧＤＭ 宫内葡萄糖稳态的关系， 目前尚

没有明确定论， 需要在今后的课题中进一步研究。
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摘要： 目的　 探究养荣润肠舒合剂对肠燥津亏型便秘大鼠的影响。 方法　 ＳＤ 大鼠随机分为对照组、 模型组、 养荣润

肠舒合剂低、 中、 高剂量组、 麻仁软胶囊组， 每组 １６ 只。 采用持续毛果芸香碱注射复合大黄酸灌胃的 “汗下复合法”
造模方法构建肠燥津亏型便秘大鼠模型， 对照组、 模型组大鼠灌胃生理盐水， 养荣润肠舒合剂低、 中、 高剂量组分别

灌胃养荣润肠舒合剂 １１􀆰 ４、 ２２􀆰 ８、 ４５􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ， 麻仁软胶囊组灌胃麻仁软胶囊 ０􀆰 ６ ｇ ／ ｋｇ， 每天 １ 次， 连续给药 １４ ｄ。 观

察大鼠排便总粒数及粪便质量， ＨＥ 染色观察大鼠结肠组织病理变化， ＴＵＮＥＬ 法观察大鼠结肠组织细胞凋亡情况，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠结肠组织 ＡＱＰ３、 ＡＱＰ８ 及 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路蛋白表达情况。 结果　 与对照组比较， 模型组大

鼠结肠组织杯状细胞数量减少， 结肠组织细胞凋亡率增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 排便粒数及粪便质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＡＱＰ３、
ＡＱＰ８ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 养荣润肠舒合剂各剂量组以及

麻仁软胶囊组杯状细胞数量增加， 结肠组织细胞凋亡率减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 排便的总粒数及粪便质量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＡＱＰ３、 ＡＱＰ８ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 养荣润肠舒合剂能够减少肠燥

津亏型便秘大鼠的结肠损伤， 增加排便的总粒数及粪便质量， 其机制可能与 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路的激活相关。
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　 　 肠燥津亏型便秘是指由于大肠阴津亏虚， 传导不利，
以大便燥结、 排便困难为主证的症候［１⁃２］ 。 多因素导致体阴

亏， 或年老阴血不足， 或吐泻、 久病、 温热病后期等耗伤

阴液， 或因失血、 妇女产后出血过多， 以致阴血津液亏虚，
大肠失于濡润所致。 临床上通常表现为大便干燥、 口干咽

燥等［３⁃５］ 。 目前治疗肠燥津亏型便秘的药物有增液承气汤、
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