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益消方对自发糖尿病小鼠血清和心肌组织

ＩＧＦ１表达的影响

吴淑馨　孙宏峰　龙泓竹　张　力　田文杨　白　颖　丛佳林　杨晓晖
（北京中医药大学东方医院内分泌科，北京，１０００７８）

摘要　目的：观察益消方对ＫＫＡｙ糖尿病小鼠血清和心肌组织ＩＧＦ１表达的影响，探讨其对糖尿病心肌保护的可能机制。
方法：选用ＫＫＡｙ小鼠及Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，随机分为正常组、模型组和中药组，分别灌服蒸馏水及益消方中药，在实验的４、
８、１２周取材后，运用ＥＬＩＳＡ的方法检测血清中ＩＧＦ１的表达，运用实时定量 ＰＣＲ的方法检测心肌组织 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表
达。结果：在实验的不同阶段，与正常组相比，ＫＫＡｙ糖尿病小鼠模型组的血清及心肌组织中ＩＧＦ１的表达明显降低（Ｐ＜
００１），而与模型组相比，中药组的血清ＩＧＦ１在第８周和第１２周表达明显升高（Ｐ＜００５）。心肌组织的ＩＧＦ１ｍＲＮＡ在
第１２周表达有升高的趋势。结论：益消方可通过改善血清及心肌组织中ＩＧＦ１的表达，从而对自发糖尿病小鼠的心肌具
有一定的保护作用。
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　　糖尿病心肌病（ＤｉａｂｅｔｉｃＣａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）
是糖尿病的心血管并发症之一，是独立于高血压、心

脏瓣膜疾病、冠心病及其他心脏病因素所导致的心

脏结构和功能异常［１］。大量研究表明糖尿病心肌病

是影响糖尿病患者生活质量和危害生命的最重要并

发症之一，已成为糖尿病患者的主要死亡原因之

一［２］，因此，早期干预显得尤为重要。糖尿病心肌病

在中医学属于“消渴病心病”范畴，其基本病理基础

是无形之痰与瘀血相互胶结所致的心内微型结，

杨晓晖教授以“益气消散结”为治则，创制“益消

方”，该方在临床上对改善糖尿病心肌病患者的症状

有一定的作用。本研究试图通过观察该方对自发糖

尿病小鼠血清及心肌组织 ＩＧＦ１表达的影响，探讨
其对糖尿病动物心肌保护的可能机制。

１　材料与方法
１１　动物及分组　健康雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠４０只
及ＫＫＡｙ小鼠８０只，均为１０～１２周龄（许可证号：
ＳＣＸＫ京２００９０００７及 ＳＣＸＫ京２００９０００４），购自中
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国医学科学院实验动物研究所。饲养环境为室温

（２１±１）℃、相对湿度３０％ ～４０％，通风自然，自由
饮水，适应性饲养１周后，测血糖，８０只 ＫＫＡｙ小鼠
测随机血糖均≥１３９ｍｍｏｌ／Ｌ，符合糖尿病的诊断标
准。

将８０只 ＫＫａｙ小鼠随机分为模型组和中药组，
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠为正常对照组，各组小鼠均为４０只。
１２　给药方法　分组后给药，灌胃量根据人与小鼠
间的体表面积折算系数计算，经计算，小鼠给药剂量

为２０２ｇ／ｋｇ体重，即中药组予２０２ｇ／ｋｇ体重灌服
“益消方”中药，模型组及正常组予２０２ｇ／ｋｇ体重
的剂量灌服蒸馏水，每组分别在４、８、１２周末取材１０
只小鼠。留取血清做 ＥＬＩＳＡ，留取心肌组织做 ＲＴ
ＰＣＲ。
１３　药物及试剂　益消方处方由黄芪等中药组成，
方中药材购自东方医院中药房。ＩＧＦ１ＥＬＩＳＡ检测
试剂盒（美国 ａｂｃａｍ公司，批号 ａｂ１００６９５）；ＲＴＰＣＲ
试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，批号Ｍ６１０１）
１４　血清中 ＩＧＦ１的测定　采用酶联免疫吸附法
（ＥＬＩＳＡ法），分别设空白孔、待测样品孔。在酶标包
被板上待测样品孔中先加样品稀释液４０μＬ，然后
再加待测样品１０μＬ，经过温育、洗涤、加酶、再次温
育、洗涤、显色，４５０ｎｍ波长依序测量各孔的吸光度
（ＯＤ值）。
１５　心肌组织 ＩＧＦ１的测定　采用实时定量 ＰＣＲ
方法检测心肌组织 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达。取约 ５０
ｍｇ心肌组织使用Ｔｒｉｚｏｌ法提取心肌组织总 ＲＮＡ，测
定总 ＲＮＡ的浓度和纯度。引物设计后由上海生工
生物公司合成引物。见表１。ＲＴ总体积：２０μＬ，反

应条件：７０℃预变性５ｍｉｎ，２５℃退火５ｍｉｎ，４２℃
延伸６０ｍｉｎ，７０℃失活５ｍｉｎ，ＰＣＲ总体积：２０μＬ，
反应条件：９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，６０℃
退火１ｍｉｎ，延伸７２℃３０ｓ共４０个循环；７２℃终延
伸５ｍｉｎ。计算ＩＧＦ１与βａｃｔｉｎｍＲＮＡ比值。

表１　ＩＧＦ１与βａｃｔｉｎ引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ 序列（５，ｔｏ３，） 碱基数

ＩＧＦ１ 上游：ＴＣＴＣＴＴＣＴＡＣＣＴＧＧＣＧＣＴＣＴ ２０
下游：ＡＣＴＧＡＡＧＡＧＣＡＴＣＣＡＣＣＡＧＣ ２０

βａｃｔｉｎ 上游：ＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴＧ ２０
下游：ＴＧＧＣＧＴＧＡＧＧＧＡＧＡＧＣＡＴＡＧ ２０

１６　统计学方法　对实验数据均采用 ＳＰＳＳ１６０
统计软件分析。计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，多组样本
间差异的比较用单因素方差分析的方法，组间比较

采用ＬＳＤ法，Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。
２　结果
２１　各组小鼠一般情况的观察　实验期间，与正常
组小鼠相比，ＫＫＡｙ小鼠的体型较大，体重增加明显，
饮水饮食较多，呈腹型肥胖，慵懒迟钝，对抓取反抗

不明显，多次尾尖测血糖法测定血糖均 ＞１３９
ｍｍｏｌ／Ｌ，在１２周的实验期内，血糖水平持续高于
１３９ｍｍｏｌ／Ｌ，符合２型糖尿病的特征及血糖标准。
２２　各组小鼠血清中 ＩＧＦ１的检测结果　如表 ２
所示，与正常组比较，从第４周开始，模型组及中药
组小鼠血清 ＩＧＦ１水平已明显降低，在实验的各个
阶段（第 ４、８、１２周）差异均有统计学意义（Ｐ＜
００１），在第８周和第１２周时，中药组与模型组ＩＧＦ
１的差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；在第４周时，２
组相比无统计学意义（Ｐ＞００５）。

表２　各组小鼠血清ＩＧＦ１的比较

分组 鼠数 ４周 鼠数 ８周 鼠数 １２周

正常组 ８ ３０６８±３８６ ９ ３０３２±０９２ ９ ３０１６±１２２
模型组 １０ １８７６±０８３ ８ １５３５±０８３ ９ １５８７±０７４

中药组 ６ ２０００±０８３ ６ ２３９７±０４９△ ７ ２５９１±０６４△

　　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。

表３　各组小鼠心肌组织ＩＧＦ１与βａｃｔｉｎｍＲＮＡ比值的比较

分组 鼠数 １２周

正常组 ６ １３５±１０４
模型组 ７ ０９５±０８２
中药组 ７ １０８±０９８

２３　实验末（第１２周）各组小鼠心肌组织中 ＩＧＦ１
ｍＲＮＡ的检测结果　由表３中可看出，在实验的第
１２周，各组相比，心肌组织的 ＩＧＦ１无统计学意义
（Ｐ＞００５），但从均数可看出，中药组与模型组相

比，有一定的上升趋势。

３　讨论
糖尿病心肌病的发生和发展是多因素所致，以

舒张功能不全为主要表现，由于舒张功能障碍和心

肌硬度增加最终可导致心力衰竭［３］，其主要病理特

点是心肌间质及血管周围纤维化。心肌间质纤维化

是指心肌成纤维细胞过度增生从而导致细胞外基质

（ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＭａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）大量沉积而形成的病理
演变。胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）是胰岛素家族
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的分子量大约为 ７５００ｋＤａ的一类多肽，在心、肾、
脑、肺等都可合成并分泌，主要由肝脏合成，其主要

作用是促进组织生长发育和参与机体代谢活动，

ＩＧＦ１在心脏等多个器官中有表达，对于心脏生长、
发育和舒缩功能的调节都有重要作用，还参与了新

生心肌纤维的增殖，在成熟心肌细胞中也具有加强

心肌纤维生长、促进发育的功能［４］。ＩＧＦ１还可以
通过多种信号转导通路影响血管张力，特别是交感

神经系统和ＲＡＳ系统的相互作用［５］。ＩＧＦ１通过减
弱Ｐ５３功能，可以减少 ＡｎｇＩＩ产生及其受体 ＡＴｌ的
激活，阻止心肌细胞死亡［６］，给予外源性 ＩＧＦＩ治疗
可以改善糖尿病动物的心肌细胞收缩障碍，ＩＧＦＩ在
糖尿病心肌病的心肌纤维化和发展中起着重要的作

用［７］，糖尿病小鼠在造模成功后的第３０天就可以有
心肌细胞的凋亡，ＩＧＦ１是降低的［８］，可以说 ＩＧＦ１
是心血管的一个保护因子。ＩＧＦ１具有抑制细胞凋
亡、促进心肌细胞增殖、增加心肌细胞数目、抗心肌

纤维化从而起到对心脏的保护作用［９］，还可能影响

到心肌细胞膜上钙离子通道，改变细胞内钙的浓度

而改善心脏收缩功能［１０］。血糖控制和 ＩＧＦ１之间
亦存在密切关系，血糖控制越差，ＩＧＦ１水平越
低［７］。

中医药防治 ＤＣＭ具有优势，并有显著的疗效，
中医认为本病属于“消渴病心病”范畴。在古代文

献、临床观察和现代实验研究的基础上，杨晓晖教授

提出了“心络微型瘕”理论，认为糖尿病心脏并发

症是在气血阴阳失调基础上，出现心气、心阴、心血、

心阳不足和虚衰，导致气滞、血瘀、痰浊、寒凝等痹阻

心脉，瘀、痰、浊日久化热，形成痰郁热瘀，并相互胶

结，阻于心之络脉，初聚在气，为聚散无常之“瘕”，

久积在血，积而不散，瘀结于络脉，为有形可征之

“”，形成心络微型瘕。其基本病机是气阴两

虚、痰瘀互结、心脉痹阻。无形之痰与瘀血相互胶结

于心之络脉是心内微型结的病理基础，针对“心

络微型瘕”这一关键病机，以“益气消散结”为

治则，创制“益消方”，益消方在治疗 ＤＣＭ有明显疗
效，前期实验研究发现，早期使用“益消方”可降低

血糖、纠正脂肪代谢紊乱、改善微循环，减轻糖尿病

动物的心肌坏死程度，缩小坏死范围，减轻心肌纤维

间ＲＡＳ阳性物质的沉积，减轻心肌细胞超微结构的
损伤［１１］。

本研究使用 ＥＬＩＳＡ法检测了糖尿病小鼠血清
中ＩＧＦ１的表达，从实验结果可看出，在不同时间点
（实验的第４周、８周和１２周），模型组和中药组的

ＩＧＦ１水平与正常组相比均具有统计学意义（Ｐ＜
００１），从整体趋势看，ＩＧＦ１水平均有随着时间而
增长的趋势，但模型组增幅更加明显，在第 ８周和
１２周，模型组和中药组的 ＩＧＦ１水平相比较差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），均较模型组有明显下降。
使用实时定量 ＰＣＲ的方法检测了糖尿病小鼠心肌
组织中ＩＧＦ１ｍＲＮＡ的表达，在实验的第１２周，各组
相比，心肌组织的 ＩＧＦ１无统计学意义（Ｐ＞００５），
但从均数可看出，中药组与模型组相比，有一定的上

升趋势。通过该研究我们发现，益消方可通过改善

血清及心肌组织中 ＩＧＦ１的表达，对自发糖尿病小
鼠的心脏具有一定的保护作用，为临床使用该方干

预糖尿病心肌病提供了实验依据。
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