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归龙汤对糖尿病血管病变大鼠免疫机制的影响
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摘要　目的：探讨归龙汤对糖尿病血管病变大鼠免疫的影响。方法：将８０只大鼠随机分为空白对照组、模型对照组、西洛他唑
组、归龙汤（低、中、高）剂量组，并造糖尿病血管病变大鼠模型。空白对照组和模型对照组的大鼠每日喂饲蒸馏水；西洛他唑组

每日喂饲西洛他唑片１６７ｍｇ／ｋｇ；归龙汤组予以不同剂量的归龙汤灌胃。用药５６ｄ后，牺牲实验大鼠，测定大鼠血清中血糖及
免疫指标的水平，同时取大鼠主动脉弓下段２～３ｃｍ主动脉，在光镜下观察主动脉粥样硬化病变及其程度。结果：糖尿病血管
病变大鼠的免疫指标中ＩｇＭ、ＩｇＡ和Ｃ３升高，ＩｇＧ降低。低、中、高剂量的归龙汤均能使糖尿病血管病变大鼠的免疫指标恢复正
常。结论：归龙汤能够有效调节糖尿病血管病变大鼠免疫失衡状态。
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　　糖尿病足是糖尿病的严重并发症，具有患病率高、
危害性大、可防难治的特点，加强对糖尿病足的早期干

预有着非常重要的现实意义［１］。大量的研究表明糖尿

病及糖尿病足与免疫密切相关［２－４］，因此，通过调节糖

尿病足患者的免疫状态，是防治该病的途径之一。为

此，本研究建立糖尿病血管病变大鼠动物模型，用具有

温阳养血活血作用的归龙汤对糖尿病血管病变大鼠进

行干预，观察大鼠免疫相关指标：ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、Ｃ３、Ｃ４
的水平变化，探讨归龙汤对糖尿病血管病变大鼠免疫

因素的影响及可能机制。

１　材料与方法
１１　实验动物　由广州中医药大学实验动物中心提
供。ＳＰＦ级ＳＤ大鼠８０只，雌雄各半，体质量１５０～１８０
ｇ，鼠龄６～８周。
１２　药物与制剂　
１２１　西洛他唑片　规格：５０ｍｇ／片（国药准字
Ｈ２００４０５７９号，西安大恒制药生产）。
１２２　归龙汤　组成：当归尾１０ｇ，赤芍１５ｇ，桂枝１０
ｇ，地龙１２ｇ，路路通１２ｇ，细辛６ｇ，银杏叶１２ｇ。制法：
由广州市中医医院煎药室浓缩煎煮成汤剂，再分别配
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成含生药浓度为４ｇ／ｍＬ煎剂作归龙汤高剂量，含生药
浓度为２ｇ／ｍＬ煎剂作归龙汤中剂量，含生药浓度为１
ｇ／ｍＬ煎剂作归龙汤低剂量，然后放入４℃冰箱备用。
１３　方法
１３１　实验动物分组　分为空白对照组（ｎ＝１０），模
型对照组（ｎ＝１０），西洛他唑组（ｎ＝１５）、归龙汤低剂
量组（ｎ＝１５）、归龙汤中剂量组（ｎ＝１５）、归龙汤高剂
量组（ｎ＝１５）。
１３２　糖尿病血管病变大鼠模型制备　随机抽取７０
只大鼠给予高糖高脂饲料（普通饲料 ６７５％、蔗糖
２０％，精炼猪油１０％、胆固醇２０％、猪胆盐０３％，丙
基硫氧嘧啶０２％），并给予１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）一氧化氮
合成酶（ＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅｓｖｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）抑制剂 －Ｎ－硝基
－Ｌ－精氨酸甲醋（Ｌ－ＮＡＭＥ）灌胃；其余１０只大鼠作
为空白对照组予普通饲料饲养；每只大鼠共饲养２８ｄ。
第２９ｄ，所有高糖高脂饮食大鼠禁食≥１０ｈ后腹腔注
射ＳＴＺ２５～３０ｍｇ／ｋｇ，空白对照组大鼠注入同体积的
柠檬酸钠缓冲液。注射后７２ｈ，测各鼠 ＦＢＧ或 ＯＧＴＴ
－２ｈＢＧ。ＦＢＧ≥７８ｍｍｏｌ／Ｌ或 ２ｈＢＧ≥１１１ｍｍｏｌ／Ｌ
的提示糖尿病大鼠造模成功。糖尿病大鼠按体重和血

糖值分入模型对照组、西洛他唑组、归龙汤低、中、高剂

量组，继续喂饲高糖高脂饲料及 Ｌ－ＮＡＭＥ灌胃，连续
２８ｄ，翌日检测所有大鼠的空腹血糖，同时抽取２只模
型对照组大鼠并处死，取主动脉弓下段２～３ｃｍ主动
脉，用于观察主动脉粥样硬化病变及其程度，判断糖尿

病血管病变大鼠是否成模。

１３３　糖尿病血管病变大鼠成模标准　从以下两方
面判定糖尿病血管病变大鼠模型是否成功。１）血糖：
ＦＢＧ≥７８ｍｍｏｌ／Ｌ或２ｈＢＧ≥１１１ｍｍｏｌ／Ｌ。２）取实验
大鼠主动脉弓下段２～３ｃｍ主动脉，主动脉于１０％中
性甲醛溶液中固定４８ｈ后进行脱水、石蜡包埋后切片
作常规ＨＥ染色，在光镜下观察主动脉粥样硬化病变
及其程度。光镜下如可见内皮细胞肿胀，其下聚集大

量泡沫细胞，平滑肌细胞排列紊乱，弹力纤维断裂，血

栓形成，证实动脉内膜粥样硬化典型病变。

１３４　给药方法　糖尿病血管病变大鼠成模后，空白
对照组和模型对照组每日喂饲蒸馏水，西洛他唑组每

日喂饲西洛他唑片１６７ｍｇ／ｋｇ，归龙汤高、中、低剂量
组每日分别给予高、中、低剂量的归龙汤４ｍＬ灌胃，共
用药５６ｄ。
１３５　血清标本采集和检测　给药至第５６天禁食≥
１０ｈ，第５７天用血糖仪测全血 ＦＢＧ后，对照组和药物
组分别静脉注射２７８ｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液或葡萄糖 －
药物混合液 ２０ｍＬ／ｋｇ后 ２ｈ，测 ２ｈＢＧ，随后喂食至

２２：００。全部实验动物禁食≥１０ｈ，翌日取血，血标本
于１ｈ内以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取血清保存于 －
２０℃冰箱内待测，所有标本收集完成后同批测定以减
少批间差异。采用常规生化、ＥＬＩＳＡ或 ＲＩＡ方法检测
各组大鼠ＦＢＧ，ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、Ｃ３、Ｃ４。
１３６　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１１５数据统计软件
进行数据处理，计量资料分别采用配对 ｔ检验和组间 ｔ
检验或方差分析；计量资料采用 χ２检验；等级资料采
用秩和检验，分别统计实验数据的统计学意义。

２　结果
２１　糖尿病血管病变大鼠造模成功后大鼠存活情况

按照实验设计，造模前，空白对照组和模型对照组

分别入选１０只，其他４组各入选１５只。但由于本实
验在糖尿病血管病变大鼠成模前未对高血糖等因素予

以干预，在糖尿病大鼠或糖尿病血管病变大鼠成模前，

除空白对照组外，其余５组均有实验大鼠死亡或被处
死，故实际用药大鼠相应减少。实验不同阶段大鼠的

数量详见表１。

表１　实验不同阶段各组内大鼠的数量（只）

组别 造模前预设
糖尿病血管病变

大鼠成模时
实验结束时

空白对照组 １０ １０ １０
模型对照组 １０ ８ ７
西洛他唑组 １５ １５ １３

归龙汤低剂量组 １５ １３ １２
归龙汤中剂量组 １５ １４ １１
归龙汤高剂量组 １５ １３ １３

表２　糖尿病大鼠成模时各组空腹血糖水平的比较（ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别 只数 空腹血糖

空白对照组（Ｓ１） １０ ５９５±０２４
模型对照组（Ｓ２） ８ ２５６±２８６

西洛他唑组（Ｓ３） １５ ２３６±３０９

归龙汤低剂量组（Ｓ４） １３ ２５５８±１５７

归龙汤中剂量组（Ｓ５） １４ ２４５５±２２７

归龙汤高剂量组（Ｓ６） １３ ２３９６±２９４

　　注：与空白对照组比较，Ｐ＜００５。

图１　主动脉血管内皮细胞　图２　主动脉内血栓形成　
肿胀增生　　　　　　　　　　　
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表３　用药前后各组糖尿病血管病变大鼠空腹血糖
水平的比较（ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别
糖尿病血管病变

大鼠成模功时ＦＢＧ
用药结束后ＦＢＧ

空白对照组 ５５６±０４４ ５４８±０５５
模型对照组 ２６９９±３２５ ２５０５±２１９

西洛他唑组 ２５２１±３５８ ２４７９±３６５

归龙汤低剂量组 ２６４６±２３５ ２５９２±３３９

归龙汤中剂量组 ２６６５±３３０ ２４５１±２３１

归龙汤高剂量组 ２５８５±３１６ ２４３７±３２２

　　注：与空白对照组比较，Ｐ＜００５。

２２　糖尿病血管病变大鼠模型评价
２２１　血糖水平评价　模型对照组、西洛他唑组、归
龙汤低剂量组、归龙汤中剂量组、归龙汤高剂量组的空

腹血糖均大于７８ｍｍｏｌ／Ｌ，与空白对照组比较，明显
升高，差异有统计学意义，但这５个组之间的空腹血糖
差异无统计学意义，见表２。
２２２　主动脉粥样硬化病变及其程度　光镜下观察
大鼠主动脉标本，可见内皮细胞肿胀增生，主动脉内血

栓形成（见图１和图２），说明造模成功。
２３　归龙汤对糖尿病血管病变大鼠 ＦＢＧ的影响　表
３提示与空白对照组相比，其他各组在用药前和用药
后的空腹血糖均明显升高，且有统计学意义，但西洛他

唑组及归龙汤低、中、高剂量组的组内空腹血糖在用药

前后差异无统计学意义，说明西洛他唑片和归龙汤都

不具降血糖作用。

２４　归龙汤对糖尿病血管病变大鼠免疫指标的影响
表４中模型对照组、西洛他唑组及归龙汤低、中、

高剂量组与空白对照组的免疫指标比较后提示，糖尿

病血管病变大鼠存在 ＩｇＭ、ＩｇＡ和 Ｃ３升高，ＩｇＧ降低，
Ｃ４变化不明显，大部分免疫指标的变化，说明糖尿病
血管病变大鼠的机体存在免疫异常。经使用归龙汤

后，归龙汤低、中、高剂量组的ＩｇＭ、ＩｇＧ、ＩｇＡ和Ｃ３与空
白对照相应的免疫指标的水平无统计学意义，说明低、

中、高剂量的归龙汤均能使糖尿病血管病变大鼠的免

疫指标恢复正常。使用低、中、高剂量的归龙汤均能降

低ＩｇＭ，这３组的ＩｇＭ水平较模型对照组低，且差异有
统计学意义。低、中、高剂量的归龙汤组均能升高ＩｇＧ，
与模型对照组的ＩｇＧ比较，归龙汤中、高剂量组更为明
显，且差异有统计学意义。归龙汤的不同剂量组均能

降低糖尿病血管病变大鼠的 ＩｇＡ和 Ｃ３，在降低 ＩｇＡ方
面，与模型对照组比较有差异，且有统计学意义，但不

同剂量的归龙汤３组间无统计学意义；与模型对照组
比较，只有中、高剂量的归龙汤能够有效降低 Ｃ３。与
模型对照组比较，西洛他唑组的ＩｇＡ有降低，且比较有
统计学意义，但不能降低 ＩｇＭ、Ｃ３或升高 ＩｇＧ，说明西
洛他唑片不能从总体上改善糖尿病血管病变大鼠免疫

异常状态。

表４　各组用药后免疫指标水平的比较（ｇ／Ｌ）

组别 只数 ＩｇＭ ＩｇＧ ＩｇＡ Ｃ３ Ｃ４

空白对照组 １０ １７２±０３８ １３０２±２３７ １７９±０６２ ０９７±０１６ ０２３±０１１
模型对照组 ７ ２５７±０４６ １０５４±２２６ ２８６±０５９ １２３±０２７ ０３１±０１３
西洛他唑组 １３ ２４３±０５１ １０２９±２１５ ２３８±０６４△ １２７±０２４ ０２９±０１６

归龙汤低剂量组 １２ １９７±０３９△▲ １２２４±２４６▲ ２０３±０５２△ １１６±０２８ ０２７±０１２
归龙汤中剂量组 １１ １８３±０４２△▲ １３１７±２３２△▲ １７４±０５８△ ０９４±０１３△▲■ ０２４±０１５
归龙汤高剂量组 １３ １７８±０３６△▲ １３０６±２２４△▲ １８３±０６７△ ０９８±０１６△▲■ ０２３±０１４

　　注：与空白对照组比较，Ｐ＜００５；与模型对照组比较，△Ｐ＜００５；与西洛他唑组比较，▲Ｐ＜００５；与归龙汤低剂量组比较，■Ｐ＜００５。

３　讨论
糖尿病与免疫的关系已有诸多的研究，免疫调节

异常可能在糖尿病发生发展过程中起核心作用［５－７］。

近来年随着对糖尿病足研究的深入，大量的研究表明

糖尿病的血管病变与周围神经病变均与免疫密切相

关［８－１０］。糖尿病足患者可能存在免疫系统的损害，其

表现为一种渗出性和坏死性炎症，全身及局部可能存

在免疫失衡［１１］。徐冬岩［１２］研究显示单纯糖尿病组和

糖尿病足部感染组血清 ｌｇＧ较健康老年人组明显下
降，且以单纯糖尿病组下降更为显著，ＩｇＡ和 ＩｇＭ水平
在３组间无统计学意义。本课题组在前期研究中也发
现：与单纯糖尿病患者及健康人比较，０级糖尿病足患

者存在明显的免疫失衡状态［１３］。这些研究提示我们

改善糖尿病患足者免疫失衡状态，可以早期干预糖尿

病足和预防糖尿病足溃疡的发生。

中医学认为阳气损伤是糖尿病足形成的重要病

机［１４］。归龙汤为当归四逆汤加味而成，其中当归四逆

汤出自张仲景的《伤寒论》，当归四逆汤具有温经散

寒、养血通脉功效［１５］。归龙汤在当归四逆汤的基础上

加银杏叶、地龙、路路通，去木通、甘草、大枣组成，诸药

合用，活血通络而无伤阴之弊，寒温并用既不温燥耗

津，又不寒凉留滞，共奏温阳养血，活血通络之功。

本研究证实具有温阳养血活血作用的归龙汤能够

（下接第１５２７页）
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靶点、多途径、多作用的结果。温病湿热模型的湿与热

偏重不同［１２］也影响着 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β的含
量［１３］。有报道表明在轮状病毒感染时宿主发生特异

性和非特异性免疫反应，而ＩＬ－６、ＩＬ－１β以及 ＴＮＦ－
α是感染早期非特异性及随后发生的抗原特异性免疫
间的功能性桥梁，在不同时期其含量也不同［１４］。实验

药物的剂量对中医药治疗疾病也有重要影响［１５］。

通过实验可以认定王氏连朴饮加滑石、黄芩；茵达

日－４味汤在解除湿热症状上有切实可靠的作用。对
腹腔炎性反应引起的发热及炎性反应，在动物模型治

疗后期各项体征监测都有好转。中药治疗组对温病发

热炎性反应模型血清 ＴＮＦ－α检测 Ｐ值 ＜００１，有明
显统计学意义，蒙药治疗组对温病发热炎性反应模型

血清ＴＮＦ－α、ＩＬ－６比较可看出Ｐ＜００１、Ｐ＜００５，有
显著统计学意义。此结果进一步揭示了王氏连朴饮加

滑石、黄芩；剂茵达日 －４味汤在抗炎中分子生物学的
作用机制。中药治疗组对温病发热炎性反应模型血清

ＩＬ－１β、ＩＬ－６检测Ｐ＞００５，无统计学意义；蒙药治疗
组对温病发热炎性反应模型血清 ＩＬ－１β，Ｐ＞００５不
具有统计学意义，推测这可能与ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＴＮＦ－
α在机体中作用时间、在血清中存在时段不同有关，或
药物达到预定效果治疗时间不够等有关。
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降低糖尿病血管病变大鼠的 ＩｇＭ、提升其 ＩｇＧ，有效调
节了糖尿病血管病变大鼠免疫状态。
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