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摘要　目的：比较石斛合剂等降糖中药方对衰老糖尿病模型大鼠胰岛细胞增殖凋亡相关因子ＰＣＮＡ、ＮＦκＢｐ６５的影响，以
遴选出保护胰岛细胞功能、防治老年糖尿病的方药。方法：采用 Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠制备衰老 ＤＭ模型大鼠，随机分为：衰老
对照组、衰老ＤＭ模型组、衰老ＤＭ石斛合剂组、衰老ＤＭ生脉散组，并给予药物治疗４周后，检测血清ＦＢＧ、ＧＳＰ等浓度；
免疫组化法检测胰腺组织中ＰＣＮＡ和ＮＦκＢｐ６５的表达。结果：与衰老 ＤＭ模型组相比：石斛合剂组大鼠 ＦＢＧ与 ＧＳＰ显
著降低（Ｐ＜００５～００１），生脉散组亦降低；且治疗组之间差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；石斛合剂组胰腺 ＰＣＮＡ表达非
常显著（Ｐ＜００１），生脉散组表达亦增加（Ｐ＜００５），２个治疗组之间比较差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；但治疗组该２项
指标均未达到衰老对照组水平。各组胰岛内ＮＦκＢｐ６５表达由多到少顺序依次如下：石斛合剂组 ＞衰老 ＤＭ模型组 ＞生
脉散组＞衰老对照组。结论：与生脉散相比，石斛合剂能够更明显地改善衰老ＤＭ大鼠血糖；二者均能促使ＤＭ大鼠胰腺
组织ＰＣＮＡ表达，提示其可促使胰腺细胞增殖，改善被破坏的内环境稳态，呈现石斛合剂 ＞生脉散的趋势。各组胰岛内
ＮＦκＢｐ６５表达由多到少顺序依次如下：石斛合剂组＞衰老ＤＭ模型组＞生脉散组＞衰老对照组。推测：患ＤＭ后，机体产
生应激反应，石斛合剂可以促使ＮＦκＢ参与应激反应，调动了机体潜力；生脉散则减弱 ＮＦκＢ参与应激反应。在防治老
年糖尿病方面，石斛合剂较生脉散更具优势。
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　　我国 ２０１０年大规模人群的糖尿病（Ｄｉａｂｅｔｅｓ
Ｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）研究表明，糖尿病及糖尿病前期患病
率分别为１１６％和５０１％［１］，国外流行病学研究显

示，６５～７４岁之间，糖耐量异常，加之未诊断的和确
诊的 ＤＭ患者可高达 ４０％［２］。据联合国估计，到

２０２５年，全世界６０岁以上的老年人将达１１亿，占总
人口的１３７％，我国将达２０％，约有２８亿老年人，
随之老年糖尿病患病率将大幅度增加。国内外均在

积极研究防治老年糖尿病的药物和方法。目前临床

研究已证明石斛合剂、生脉散等中药方对老年 ＤＭ
有一定疗效，本研究拟从胰岛细胞增殖、凋亡相关重

要因子ＰＣＮＡ、ＮＦκＢｐ６５表达的情况对上述２方进
行比较，以遴选出保护胰岛细胞功能、防治老年糖尿

病的方药。

１　材料与方法
１１　实验动物　清洁级健康Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠７８只
（体重１４０～１６０ｇ／只，３个月龄），购自上海斯莱克
实验动物有限公司（批号０００８１３１）。动物饲养于福
建中医药大学动物实验中心，室温２０～２３℃，空气
流通，相对湿度５５％ ～７０％，１２ｈ光照维持，昼夜循
环。以福建中医药大学动物中心提供的颗粒饲料及

自制高脂高糖饲料进行喂养，自由摄食、饮水，保持

垫料干燥，每日定时更换。

１２　试剂　Ｄ半乳糖（上海试剂二厂），胆酸钠、胆
固醇（武汉亚法生物技术有限公司），链脲佐菌素

（ＳＴＺ）（美国 ＡＬＥＸＩＳ公司），ＰＣＮＡ、ＮＦκＢｐ６５（武
汉博士德生物工程有限公司），血糖、ＧＳＰ（南京建成
生物工程研究所）。

１３　石斛合剂　各中药方煎后均经过滤，浓缩至流
浸膏，乙醇醇提，滤过，回收乙醇，最终滤液加水分别

调至含生药量石斛合剂 ６４ｇ／ｍＬ、生脉散 ５５ｇ／
ｍＬ，分装灭菌，１００ｍＬ／瓶。
１４　分组及给药方法　根据国家卫生部关于中药
新药治疗ＤＭ的临床指导原则［３］，参考《中药药理研

究方法学》（人民卫生出版社，１９９４版）、孙敬方主编
《动物实验方法学》及有关文献［４６］，选用课题组前

期研究造模方法［７］制备衰老 ＤＭ模型大鼠，实验分
组如下：衰老对照组（Ａ）：腹腔注射 Ｄ半乳糖（５０
ｍｇ／ｋｇ体重）４２ｄ并给予普通饲料和 ＮＳ灌胃（１０
只）；衰老 ＤＭ糖尿病模型大鼠：腹腔注射 Ｄ半乳糖
（５０ｍｇ／ｋｇ体重）连续４２ｄ，从第１３ｄ起给予高脂高
糖饲料灌胃，连续３０ｄ后腹腔注射 ＳＴＺ（体重 ＜２００

ｇ者按３０ｍｇ／ｋｇ体重计算，体重≥２００ｇ者按体表面
积计算）。将衰老糖尿病大鼠按体重、血糖随机分为

衰老ＤＭ模型组（Ｂ）（１２只）、衰老 ＤＭ石斛合剂组
（Ｃ）（１２只）、衰老ＤＭ生脉散组（Ｄ）（１２只）中药灌
胃量均为１ｍＬ／１００ｇ（给药量按大鼠与人体表比换
算法计算，相当于临床用量１０倍），２次／ｄ，连续治
疗４周。每日观察大鼠精神状态、毛色、活动情况、
饮水量及进食量（测每组饮水、进食的总量，再以平

均值作为每只的进食、饮水量），每周测１次体重。
药物治疗结束后，戊巴比妥钠麻醉，腹主动脉取血，

离心制备血清，－２０℃保存待测。并取胰尾保存于
Ｌｉｌｌｅ液中，以行免疫组化。

注：因课题组前期实验已证实石斛合剂与生脉

散中剂量组效果优于高、低剂量组，故本实验不设

高、低剂量组，所用剂量为中剂量。且目前未发现有

明显疗效的抗衰老糖尿病的西药或中成药，故不设

阳性对照组。

１５　指标观察
１５１　血清学指标　采用葡萄糖氧化酶法测定空
腹血糖（ＦＢＧ），果糖胺法测定糖化血清蛋白ＧＳＰ。
１５２　免疫组织化学法检测　胰腺组织中增殖细
胞核抗原（ＰＣＮＡ）与 ＮＦκＢ亚基 ｐ６５的表达：采用
卵白素—生物素—辣根过氧化物酶复合物———Ａｖｉ
ｄｉｎＢｉｏｔｉｎＣｏｍｐｌｅｘ简称 ＡＢＣ法。ＰＣＮＡ观察：细胞
核棕染的为阳性细胞，高倍镜下选５个视野计数单
位面积胰腺组织中阳性细胞个数，取平均值；ＮＦκＢ
亚基ｐ６５观察：胞浆棕染为阳性细胞。高倍镜下选５
个胰岛摄像，采用ＣＭＩＡＳ型彩色病理图像分析仪计
算ＮＦκＢ亚基ｐ６５表达的积分光密度（Ａ）值。
１６　统计方法　所有资料均采用 ＳＰＳＳ１１５统计
软件包进行统计。数据结果以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，各组间比较采用单因素方差分析。计量资料

间比较用ｔ检验和ｔ检验。
２　结果
２１　各组大鼠一般情况及各中药方对其血清ＦＢＧ、
ＧＳＰ的影响　衰老对照组大鼠饮食饮水（饮水量４３
ｍＬ／只·ｄ，进食量１５ｇ／只·ｄ）及大小便正常，活动
较正常，体毛浓密有泽，体重增长明显。衰老 ＤＭ模
型组大鼠多饮、多尿、活动减少，体毛松散无泽等症

状未缓解，体重明显降低，精神萎靡，死亡３只；各治
疗组大鼠三多症状均有一定程度改善（饮水量 ６２
ｍＬ／只·ｄ，进食量１８ｇ／只·ｄ），较衰老 ＤＭ模型组
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活跃、体重呈有一定程度增加，各治疗组之间无明显

区别（Ｐ＞００５）。石斛合剂（Ｃ）组大鼠 ＦＢＧ与 ＧＳＰ
显著降低（见表１）。各治疗组比较，石斛合剂（Ｃ）
组与生脉散（Ｄ）组之间有统计学意义（Ｐ＜００１），可
见，石斛合剂降糖疗效（数据参考已发表文章［８］较生

脉散更明显，但未达到衰老对照组大鼠水平（Ｐ＜
００１）。

表１　各组大鼠空腹血糖（ＦＢＧ）、糖化血清蛋白
（ＧＳＰ）的变化（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 ＦＢＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＧＳＰ（ｍｇ／ｍＬ）

Ａ １０ ３５７±１０６１ ０１５５±００４０
Ｂ １２ ２４２±５０４２ ０２３４±００６０

Ｃ １２ ８４９±１９７３△△ ０１８６±００３４△

Ｄ １２ ２０６±３２８１△ ０１９３±００５１

　　注：表示与Ａ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５），表示与

Ａ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；△表示与Ｂ组比较差异有统

计学意义（Ｐ＜００５），△△表示与 Ｂ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜

００１）。

２２　各中药方对大鼠胰腺组织中 ＰＣＮＡ表达的影
响　由图１可知，衰老对照 （Ａ）组可观察到大片
核着棕褐色的ＰＣＮＡ阳性细胞。衰老ＤＭ对照 （Ｂ）
组只见极少数核着棕褐色的ＰＣＮＡ阳性细胞。各治
疗组可见到核着棕褐色的ＰＣＮＡ阳性细胞，石斛合
剂 （Ｃ）组可见到大量 ＰＣＮＡ阳性细胞，较衰老
ＤＭ对照组增加，但未及衰老对照 （Ａ）组阳性细
胞数。生脉散 （Ｄ）组可见少量的 ＰＣＮＡ阳性细
胞。由表 ２可知，关于 ＰＣＮＡ：与衰老对照 （Ａ）
组比较，衰老ＤＭ模型 （Ｂ）组 ＰＣＮＡ阳性细胞个
数明显减少 （Ｐ＜００１）。经治疗后，与衰老 ＤＭ
模型 （Ｂ）组相比，石斛合剂可非常显著地促进胰
腺组织中 ＰＣＮＡ表达 （Ｐ＜００１），生脉散也可促
其表达 （Ｐ＜００５）。２治疗组之间比较差异有统计
学意义 （Ｐ＜００１），因此可见，石斛合剂较生脉
散疗效更明显，但未达到衰老对照组大鼠水平 （Ｐ
均＜００１）。中药方石斛合剂与生脉散能促使衰老
ＤＭ大鼠胰腺组织中 ＰＣＮＡ表达，提示二者可促使
胰腺细胞增殖，但其疗效是石斛合剂＞生脉散。
２３　各中药方对大鼠胰岛中ＮＦκＢｐ６５表达的影响
　　由图２可知，免疫组化染色胞浆中着棕黄色片
状者为ＮＦκＢ亚基ｐ６５阳性。衰老对照 （Ａ）组胰
岛可见少量胰岛细胞胞浆棕染。与衰老对照 （Ａ）
组比较，各治疗组均比衰老对照 （Ａ）组阳性细胞
多；其中石斛合剂 （Ｃ）组胰岛内胞浆棕染细胞最
多。生脉散 （Ｄ）组中可见到较少量的阳性细胞。
与衰老ＤＭ模型 （Ｂ）组相比，石斛合剂 （Ｃ）组

所含阳性细胞数增多 （Ｐ＜００１），但生脉散 （Ｄ）
组则较少 （Ｐ＜００５）。由表２可知，与衰老对照
（Ａ）组比较，衰老 ＤＭ模型 （Ｂ）组、石斛合剂
（Ｃ）组及生脉散 （Ｄ）组均差异均有统让学意义
（Ｐ均＜００１）；与衰老 ＤＭ模型 （Ｂ）组比较，石
斛合剂 （Ｃ）组表达非常明显增加 （Ｐ＜００１），但
生脉散 （Ｄ）组表达明显减少 （Ｐ＜００５）。各组胰
岛内ＮＦκＢｐ６５表达由多到少顺序依次如下：石斛
合剂 （Ｃ）组 ＞衰老 ＤＭ模型 （Ｂ）组 ＞生脉散
（Ｄ）组＞衰老对照 （Ａ）组。推测：患ＤＭ后，机
体产生应激反应，石斛合剂可以促使 ＮＦκＢ参与
应激反应，调动了机体潜力；生脉散则减弱 ＮＦκＢ
参与应激反应。

图１　各组大鼠胰腺组织中ＰＣＮＡ表达观察
（免疫组化图片）

图２　各组大鼠胰岛中ＮＦκＢ亚基 ｐ６５表达观察
（免疫组化图片）
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表２　各组大鼠胰腺组织ＰＣＮＡＳ和ＮＦκＢ亚基
ｐ６５表达变化的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 只数 ＰＣＮＡ阳性细胞数 ｐ６５阳性目标积分光密度

Ａ ８ １６８３２±２１３ ０２５２±００１６
Ｂ ８ １４２９４±３１９ ０４１８±００８１

Ｃ ８ １６２２８±２６８△△ ０５２４±０１２１△△

Ｄ ８ １４６８０±２７７△ ０３０９±００８３△

　　注：表示与Ａ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５），表示与

Ａ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；△表示与Ｂ组比较差异有统

计学意义（Ｐ＜００５），△△表示与 Ｂ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜

００１）。

３　讨论
胰岛β细胞功能失调和胰岛素抵抗是老年糖尿

病的２个重要发病机制。研究表明，患 ＤＭ后，胰岛
素抵抗不再继续加重，而胰岛β细胞数量减少、功能
衰竭，成为ＤＭ进展的驱动力。结合老年病学研究：
老年人随着年龄增长，各组织器官发生衰老性形态

结构改变及生长停滞，神经内分泌免疫调控功能退

化或紊乱［９］，进而势必影响细胞增殖与凋亡因子的

表达，使衰老机体胰岛细胞易发生分化增殖下降、凋

亡增加、乃至二者失衡的内环境紊乱现象。我国临

床长期使用的降糖西药，显示出对机体有较大的损

害作用，尤其对器官、功能逐渐衰退的老年人，不良

反应更多。已有报道提出，磺脲类优降糖在降低血

糖的同时，可促使大鼠和人的胰岛细胞凋亡，无法根

本遏制β细胞功能进行性衰竭。
中医学中ＤＭ属于“消渴病”范畴，老年 ＤＭ呈

现阴阳失调、气血亏虚、脏腑虚衰且夹瘀等特点。大

量研究表明，中药方石斛合剂、生脉散等均有治疗

ＤＭ及预防、治疗或减轻 ＤＭ患者慢性并发症的作
用。本研究从调控胰岛细胞增殖、凋亡相关因子表

达的角度，遴选出保护胰岛细胞功能、防治老年糖尿

病的有效方药。

石斛合剂是以滋阴、益气、活血治则所立之方。

本课题组经近３０年临床基础临床研究发现，石斛
合剂能显著降低高血糖大鼠空腹及自由进食血糖，

降低胰高血糖素、升高和调节胰岛素、Ｃ肽的分泌，
升高胰岛素／Ｃ肽比值，降低 ＦＦＡ、ＴＮＦα水平，抑制
α葡萄糖苷酶；促进胰岛增大及胰岛β细胞增殖，作
用尤为明显，显著优于优降糖和二甲双胍以及中药

玉泉丸；另外，尚有降低三酰甘油、胆固醇，改善血黏

度及血小板功能，调整和提高免疫功能，升高 ＳＯＤ，
降低ＬＰＯ，延缓衰老等作用。临床应用发现，该方降
糖疗效稳定，且可预防、减轻糖尿病并发症［１０１１］。本

试验的研究进一步提示石斛合剂能从保护胰岛细胞

功能角度防治糖尿病，具有重要理论和实际指导意

义。

生脉散主要功效为益气养阴、生津止渴。能滋

补老年人的肺阴及心阴，具有多途径调节糖基化代

谢紊乱的作用。现代药理研究证明：人参所含人参

皂苷及人参多糖有刺激胰岛素分泌，激活、致敏胰岛

素受体，降低血糖水平。临床观察证实，源于古方生

脉散的参麦注射液有很好的降糖作用，还能清除

ＬＰＯ、恢复ＳＯＤ活性并改善机体微循环、脂质代谢及
组织缺氧的功能。加用参麦注射液的治疗组在改善

空腹血糖、餐后血糖及促进胰岛素的基础分泌方面

均优于对照组，体现出参麦注射液对ＮＩＤＤＭ的临床
治疗确有较好的运用价值［１２］。

国外已有研究表明：ＤＭ动物表现为胰腺细胞
增殖下降，凋亡增加，如细胞凋亡因子 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ
３表达增加［１３１４］，而抑制细胞凋亡、促进细胞增殖的

因子Ｂｃｌ２、ＰＣＮＡ表达下降。涉及胰岛细胞增殖、凋
亡的因素众多，在基础状态下，其抑制凋亡的作用可

能通过ＮＦκＢ和ｃＡＭＰＰＫＡ途径共同调节；在应激
状态下（如创伤、氧化损伤、高脂高糖等），增殖和凋

亡可能主要通过ＮＦκＢ途径调节［１５］，即通过 ＮＦκＢ
结合活性加强，促使其下游的 ｉａｐ２（凋亡蛋白２抑
制物基因）及ｂｃｌ２表达增强来抑制凋亡。因此，ＮＦ
κＢ在介导ＤＭ胰岛细胞的增殖、凋亡中至关重要。
但ＮＦκＢ与胰岛细胞增殖、凋亡的关系还不是很明
确，仍存在争议。而课题组前期研究已观察了石斛

合剂对Ｂａｘ、Ｂｃｌ２表达的影响［１６］，对 Ｃａｓｐａｓｅ３表达
的影响课题组其他人员正在研究，故本研究选取

ＰＣＮＡ、ＮＦκＢ的亚基ｐ６５作为指标行胰腺组织免疫
组化观察。

ＰＣＮＡ———增殖细胞核抗原，其表达与 ＤＮＡ复
制及细胞分裂增殖活性有关。已有研究发现 ＤＭ可
使小鼠睾丸组织中 ＰＣＮＡ表达下降［１７］，而 ＤＭ肾病
大鼠肾小球基底膜细胞ＰＣＮＡ表达增强。本实验结
果：中药方石斛合剂与生脉散能促使衰老 ＤＭ大鼠
胰腺组织中 ＰＣＮＡ表达，提示二者可促使胰腺细胞
增殖，但其疗效是石斛合剂 ＞生脉散。各组胰岛内
ＮＦκＢｐ６５表达由多到少顺序依次如下：石斛合剂
（Ｃ）组＞衰老 ＤＭ模型（Ｂ）组 ＞生脉散（Ｄ）组 ＞衰
老对照（Ａ）组。推测：患 ＤＭ后，机体产生应激反
应，石斛合剂可以促使 ＮＦκＢ参与应激反应，调动
了机体潜力；生脉散则减弱ＮＦκＢ参与应激反应。

综合上述结果分析，石斛合剂较生脉散在控制

衰老 ＤＭ模型大鼠血糖、糖化血清蛋白和促进胰岛
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细胞增殖等方面效果更佳，为石斛合剂临床有效防

治老年糖尿病、延缓其并发症的发生、发展进一步提

供理论依据。

为深入明确石斛合剂防治老年糖尿病的作用机

制，尚需在其他信号途径及上述指标的基因水平做

进一步研究。
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