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［摘　要］　目的　探讨化浊解毒方改善脂代谢异常伴胰岛素抵抗（ＩＲ）的作用机制。 方法　３０只ＳＤ大鼠随机选取１０只为

空白对照组，其余大鼠采用一次性尾静脉注射小剂量链脲佐菌素加高脂饲料诱导脂代谢异常伴ＩＲ模型，将造模成功的１６只

大鼠随机分为模型组、化浊解毒方组各８只；化浊解毒方组给予化浊解毒颗粒３ｇ生药／（ｋｇ·ｄ），空白对照组与模型组给予等

量生理盐水，各组均连续灌胃８周。８周后检测各组大鼠空腹血糖（ＦＢＧ）、血中胰岛素（ＦＩＮＳ）、甘油三酯（ＴＧ）、总胆固醇
（ＴＣ）、游离脂肪酸（ＦＦＡ），采用实时定量ＰＣＲ检测模型组和化浊解毒方组大鼠肝脏二酰基甘油酰基转移酶２（ＤＧＡＴ２）ｍＲ－
ＮＡ表达。 结果　与空白对照组比较，模型组ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＴＧ、ＴＣ、ＦＦＡ均明显升高（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，化浊解毒方组

ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＴＧ、ＴＣ、ＦＦＡ均显著下降（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；化浊解毒方组ＤＧＡＴ２ｍＲＮＡ表达较模型组显著降低（Ｐ＜０．０１）。

结论　化浊解毒方可抑制脂代谢异常伴ＩＲ大鼠肝脏ＤＧＡＴ２ｍＲＮＡ表达，可能是其改善脂代谢异常伴ＩＲ的机制之一。
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　　胰岛素抵抗（ＩＲ）是２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）发生发
展的主要因素之一，导致ＩＲ的机制复杂，研究发现
脂质代谢异常及其脂毒性既是ＩＲ的结果，又是ＩＲ
的重要致病因素［１］。二酰基甘油酰基转移酶
（ＤＧＡＴ）作为甘油三酯（ＴＧ）的合成限速酶，与脂质
代谢异常及ＩＲ具有密切关系［２］。研究认为浊毒是

Ｔ２ＤＭ发病的重要因素，浊毒与现代医学糖尿病脂

毒性密切相关，并贯穿糖尿病病变全过程［３－５］。本
研究观察化浊解毒方对肝脏ＤＧＡＴ２ｍＲＮＡ表达
的影响，探讨其对脂代谢异常伴ＩＲ的作用机制。

１　材料

１．１　动物及饲料
雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠３０只，体重１５０～１８０ｇ，

由中国医学科学院医学动物研究所提供，动物许可
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证号：ＳＹＸＫ（京）２０１０－００３０。高脂饲料依照文献
［６］配制，即普通饲料中加入２０％脂肪（５０％猪油和

５０％蛋黄粉）和２０％蔗糖，由中国医学科学院医学
实验动物研究所提供。

１．２　药物及试剂
化浊解毒方颗粒（组成：黄连１５ｇ、大黄６ｇ、僵

蚕６ｇ、枳实２０ｇ、清半夏１０ｇ、柴胡１５ｇ、黄芩１５ｇ、
干姜５ｇ、佩兰２０ｇ）由天津中医药大学第一附属医
院药厂制备，批号１０１００３，每克相当于生药１．５７ｇ；
链脲佐菌素（ＳＴＺ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，批号：Ｓ－
０１３０；血清胰岛素（ＦＩＮＳ）试剂盒购自中国原子能科
学研究院同位素研究所，批号：２０１０１３；总ＲＮＡ快速
提取试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司，批
号：ＲＰ１２０２；Ｐｒｉｍｅ　Ｓｃｒｉｐｔ?ＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ试剂盒（批号：

ＤＲＲ０３７Ａ）、ＳＹＢＲ?Ｐｒｅｍｉｘ　ＥｘＴａｑ　ＴＭⅡ试剂盒（批号：

ＤＲＲ０８１）均购自宝生物工程（大连）有限公司。

１．３　主要仪器

Ｏｎｅ　ＴｏｕｃｈⅡ型微量血糖仪，美国强生公司；

７１００全自动生化分析仪，日立公司；ＢＳｌｌ０Ｓ电子天
平，上海Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；ＡＬＬＥＧＲＡ６４Ｒ台式高速
离心机，美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司。

２　方法

２．１　造模及分组
建立脂代谢异常伴ＩＲ大鼠模型［６］，适用性喂养

１周，采用随机数字表法选取１０只为空白对照组，
以普通饲料喂养；高脂饲料组２０只，高脂饲料喂养

８周后，按２５ｍｇ／ｋｇ一次性尾静脉注射ＳＴＺ（溶于

０．１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液，ｐＨ４．４）。造模成功的
标准：７２ｈ后禁食１２ｈ，用２０％葡萄糖溶液２ｇ／ｋｇ
灌胃，灌胃后和 １２０ｍｉｎ 血糖分别大于 ７．０ 和

１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ。造模成功１６只，采用随机数字表法
分为模型组、化浊解毒方组各８只。

２．２　给药方法
化浊解毒方组给予化浊解毒方颗粒按生药３ｇ／

（ｋｇ·ｄ）灌胃，空白对照组及模型组灌服等体积生
理盐水，各组均连续灌胃８周。进入统计的各组动
物数为：空白对照组８只，化浊解毒方组６只，模型
组６只。

２．３　检测指标及方法
麻醉动物，腹主动脉取血。空腹血糖（ＦＢＧ）、

ＴＧ、总胆固醇（ＴＣ）、游离脂肪酸（ＦＦＡ）采用全自动
生化分析仪检测；ＦＩＮＳ采用放射免疫法测定。

ＤＧＡＴ２ｍＲＮＡ的表达采用 ＲＴ－ＰＣＲ法。实
验结束时处死大鼠，按总ＲＮＡ快速提取试剂盒说
明书提取肝脏组织总ＲＮＡ。以组织总 ＲＮＡ为模
板，严格按Ｐｒｉｍｅ　Ｓｃｒｉｐｔ?ＲＴ　ｒｅａｇｅｎｔ试剂盒说明书
进行逆转录。引物的设计根据基因特异性ｃＤＮＡ
序列由宝生物工程（大连）有限公司设计。ＤＧＡＴ２
引物序列：上游５＇－ＣＣＴ　ＧＧＣ　ＡＡＧ　ＡＡＣ　ＧＣＡ　ＧＴＣ
ＡＣ－３＇，下游５＇－ＧＧＧ　ＣＧＡ　ＡＡＣ　ＣＡＡ　ＴＡＴ　ＡＣＴ
ＴＣＴ　ＧＧＡ－３＇；内参甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）
引物序列：上游 ５＇－ＧＧＣ　ＡＣＡ　ＧＴＣ　ＡＡＧ　ＧＣＴ
ＧＡＧ　ＡＡＴ　Ｇ－３＇，下游５＇－ＡＴＧ　ＧＴＧ　ＧＴＧ　ＡＡＧ
ＡＣＧ　ＣＣＡ　ＧＴＡ－３＇。ＤＧＡＴ２与ＧＡＰＤＨ基因体外
扩增，按ＳＹＢＲ?Ｐｒｅｍｉｘ　ＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒说明书
进行，反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃
４５ｓ，７２℃３０ｓ，共３０个循环，４℃保存。检测３个复
孔，取平均值，同时做１组负对照。１％琼脂糖凝
胶电 泳 分 析 ＰＣＲ 产 物，进 行 △△ＣＴ 法 分 析。

△△ＣＴ＝（实验组目的基因ＣＴ值－实验组内参基
因ＣＴ值）－（对照组目的基因ＣＴ值－对照组内参
基因ＣＴ值），相对拷贝数为２－△△ＣＴ。

２．４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１５．０统计学软件处理，计量资料以均

数±标准差（珔ｘ±ｓ）表示，多组间均数比较采用方差分
析，配对样本比较采用ｔ检验；计数资料用χ

２ 检验。

３　结果

３．１　各组大鼠ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＴＧ、ＴＣ、ＦＦＡ比较
表１示，与空白对照组比较，模型组 ＦＢＧ、

ＦＩＮＳ、ＴＧ、ＴＣ、ＦＦＡ均明显升高（Ｐ＜０．０１）；与模
型组比较，化浊解毒方组ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＴＧ、ＦＦＡ均
明显降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

３．２　化浊解毒方组与模型组ＤＧＡＴ２ｍＲＮＡ表达
水平比较
表２示，与模型组比较，化浊解毒方组ＤＧＡＴ２

ｍＲＮＡ表达明显被抑制（Ｐ＜０．０１）。
表１　各组大鼠ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＴＧ、ＴＣ、ＦＦＡ比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ＦＢＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＦＩＮＳ（μＩＵ／ｍｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＦＦＡ（μｍｏｌ／Ｌ）

空白对照组 ８　 ５．２２±０．７３　 １２．０４±２．１０　 １．５８±０．４６　 １．６５±０．２５　 ４２８．２１±１９．９７
模型组 ６　 １４．２８±１．１５＊ ３２．０２±１．３２＊ ４．８４±０．５４＊ ２．８９±０．２９＊ ６７５．３１±２１．４２＊

化浊解毒方组 ６　 ９．７８±０．８６△△ ２３．０１±１．８２△△ ２．３３±０．２７△△ ２．２８±０．２４△ ４６７．８１±２２．３２△△

　　注：与空白对照组比较，＊Ｐ＜０．０１，与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１
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表２　化浊解毒方组与模型组ＤＧＡＴ２ｍＲＮＡ

　　表达水平比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 ＤＧＡＴ２ｍＲＮＡ

模型组 ６　 １
化浊解毒方组 ６　 ０．０３１±０．００９＊

　　注：与模型组比较，＊Ｐ＜０．０１

４　讨论

ＤＧＡＴ是脂肪细胞中控制ＴＧ合成的限速酶，
在细胞甘油脂类的代谢中起着重要作用，使二酰基
甘油（ＤＡＧ）加上脂肪酸酰基形成 ＴＧ。ＤＧＡＴ有

ＤＧＡＴ１和ＤＧＡＴ２两种类型。研究表明，ＤＧＡＴ２
过度表达使组织三酰甘油（ＴＡＧ）合成增多，过多的

ＴＡＧ在胰岛中堆积会对胰岛β细胞产生毒性作用，
引起继发性的胰岛素分泌障碍，降低了其他组织对
胰岛素的敏感性，进而导致糖尿病、肥胖等［２］。小鼠
胰岛素样受体底物－２基因敲除后，ＤＧＡＴ２基因上
调表达［７］；当用反义核苷酸抑制ＤＧＡＴ２表达时，可
以明显改善饮食诱导的ＩＲ［８］。
我们认为糖尿病脂代谢紊乱是因脾虚不能散

精，升清降浊失司，水谷精微壅滞，血浊内蕴进而由
浊致毒的过程，并于实践中总结出化浊解毒法，临床
观察表明化浊解毒颗粒在对抗糖、脂毒性相关ＩＲ
方面疗效确切［９］，清代医家杨栗山谓升降散“盖取僵
蚕、蝉蜕，升阳中之清阳；姜黄、大黄，降阴中之浊阴，
一升一降，内外通和，而杂气之流毒顿消矣”。化浊
解毒方更以黄连清胃肠之热，合大黄为君清热解毒，
荡涤浊邪；加柴胡、黄芩为臣清利少阳，泻肝胆而疏
理脾胃；白芍柔肝敛阴，辅佐以不伤阴；枳实理气导
滞行浊，清半夏降浊合黄连辛开苦降，疏畅中焦，佩
兰和胃化浊消脾瘅，干姜辛温以暖中焦，两者相合亦
制他药之苦寒。全方共奏化浊解毒、清肝和胃之功。
本实验结果表明，化浊解毒方可下调脂代谢异

常伴ＩＲ大鼠ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＴＧ、ＦＦＡ水平（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１），提示经化浊解毒方治疗后，脂代谢异
常伴ＩＲ大鼠糖代谢及脂代谢均有明显改善；化浊
解毒方能显著下调脂代谢异常伴ＩＲ 大鼠肝脏

ＤＧＡＴ２ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０１），化浊解毒方可能
通过抑制 ＤＧＡＴ２ｍＲＮＡ 表达，降低 ＴＧ、ＴＣ及

ＦＦＡ，从而改善ＩＲ。
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