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摘要　目的：观察降糖消渴颗粒对实验性糖尿病大鼠心肌病理形态及丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路的影响，研
究其对糖尿病心肌病的作用及机制。方法：ＳＤ大鼠高脂饲料喂养４周后结合腹腔注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）３０ｍｇ／ｋｇ，建立２
型糖尿病大鼠模型，将成模的大鼠按血糖随机分为模型组、阳性对照组（吡格列酮片１５ｍｇ／ｋｇＢＷ）、降糖消渴颗粒组（９
ｇ生药／ｋｇＢＷ），并设正常对照组。干预４周后，检测各组大鼠心脏质量指数；心肌组织切片并用ＨＥ染色，观察药物对糖
尿病大鼠心肌组织病理形态的影响；应用ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测心肌ＭＥＫ１／２，ｐ３８ＭＡＰＫ，ｐｐ３８ＭＡＰＫ的蛋白表达情况。结
果：降糖消渴颗粒组大鼠心脏质量指数明显低于模型组（Ｐ＜００５），降糖消渴颗粒对实验性糖尿病大鼠心肌组织的病理
改变有改善作用，同时能下调糖尿病大鼠心肌组织 ＭＥＫ１／２，ｐ３８ＭＡＰＫ总蛋白表达，且能减少 ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白量（Ｐ＜
００５），提示其对糖尿病大鼠心肌ＭＡＰＫ信号通路具有抑制作用。结论：降糖消渴颗粒能够通过调节心肌组织ＭＡＰＫ信号
通路，改善心肌纤维化及心肌细胞凋亡，从而实现延缓糖尿病心肌病进展的作用。
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　　糖尿病心肌病（ＤｉａｂｅｔｉｃＣａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＤＣＭ）
是糖尿病的重要并发症之一，亦是导致糖尿病患者

死亡的主要原因［１］。其主要病理改变包括微血管病

变、心肌纤维化、心肌肥厚等［２］，以上病理改变与糖

尿病时长期高血糖、高血脂状态导致氧化应激，线粒

体功能障碍导致的炎性反应、纤维化及局灶性细胞

死亡密切相关［３］。丝裂原活化蛋白激酶（Ｍｉｔｏｇｅｎ
ａｃｔｉｖａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）是一组能被不同的

细胞外刺激，如细胞因子、神经递质、激素、应激等激

活的促分裂原活化蛋白激酶，对细应激调节、炎性反

应等多种生命过程发挥着调节作用。ＭＡＰＫ通路参
与了氧化应激和炎性反应等 ＤＣＭ最重要的病理过
程［４］，故抑制心肌组织ＭＡＰＫ通路对于ＤＣＭ的早期
防治具有非常重要的意义。

降糖消渴颗粒是在肝脾肾三脏同调法治疗

Ｔ２ＤＭ脏腑辨证新模式［５］的指导下创制的治疗２型
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糖尿病最常用的方剂之一［６］。前期研究显示该方具

有较好的抗糖尿病及抗氧化作用［７］，然而该复方对

ＤＣＭ的作用尚不清楚。本研究拟用降糖消渴颗粒
干预实验性糖尿病大鼠，通过观察其对心肌 ＭＡＰＫ
信号通路的影响探讨其治疗的ＤＣＭ机制，亦为寻找
ＤＣＭ的有效治疗药物提供实验依据。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　雄性ＳＤ大鼠，体重１８０～２００ｇ，购自
北京维通利华实验动物中心，合格证号 ＳＣＸＫ（京）
２０１２０００１。饲养于北京中医药大学屏障环境动物
实验室，合格证号ＳＣＸＫ（京）２０１１００２４，室温２０℃，
相对湿度４５％左右，光暗周期（１２ｈ／１２ｈ），实验期
间，动物自由进食水。普通饲料及高脂饲料（２０％蔗
糖、２５％胆固醇、１０％猪油、１％胆酸钠、６６５％基础
饲料），购于北京科澳协力饲料有限公司，合格证号

ＳＣＸＫ（京）２００９００１２。
１１２　药物　降糖消渴颗粒及制备方法同前期文
献报道［７］。吡格列酮片由北京太洋药业有限公司生

产。

１１３　试剂与仪器　链脲佐菌素（ＳＴＺ，ＳＩＧＭＡ公
司，美国，以０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ４５柠檬酸缓冲液溶解，
新鲜配制而成），ＭＥＫ１／２（ＭＡＰＫ激酶）、ｐ３８ＭＡＰＫ、
ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫ、ＧＡＰＤＨ一抗（均购自于 ＣＳＴ公
司，美国）；辣根过氧化物酶标记二抗（ＧＢＩ公司，美
国）。光学显微镜为日本奥林帕斯产品。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　雄性ＳＤ大鼠４５只，适应
性饲养１周，随机抽取１０只作为正常组，普通饲料
喂养；其余３５只大鼠采用高脂饲料喂养４周后，高
脂饲料喂养组禁食 １２ｈ，链脲佐菌素（ＳＴＺ）按 ３０
ｍｇ／ｋｇ腹腔注射大鼠。普通饲料喂养组同期注射同
体积的柠檬酸柠檬酸钠缓冲液。３ｄ后检测禁食１６
ｈ后血糖，以空腹血糖＞１６７ｍｍｏｌ／Ｌ为糖尿病造模
成功标准［８］。将符合要求的大鼠３０只，按血糖、性
别随机分组，糖尿病模型组 １０只，吡格列酮组 １０
只，降糖消渴颗粒组１０只。
１２２　给药方法　降糖消渴颗粒以生药量计为９
ｇ／ｋｇ（为人用日剂量的１０倍），阳性药物组予吡格列
酮片，给药量为 ５ｍｇ／ｋｇ（相当于临床人用量 １０
倍），模型组及正常组等量纯净水灌胃。实验期间继

续原喂养方式，共给药４周。该实验方案经北京中
医药大学动物伦理委员会审核通过。

１２３　检测指标与方法

１２３１　心脏重量指数检测　末次给药后，大鼠禁
食１２ｈ，称量大鼠体重。戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ体
重）麻醉，下腔静脉取血处死，冰上分离整个心脏，称

重，计算心脏重量指数＝心脏重量／体重。
１２３２　病理学观察　剪取心脏左心室的小块组
织，１０％中性甲醛固定，石蜡包埋，切片厚度４μｍ，
进行苏木素伊红（ＨＥ）染色，光镜观察其病理学改
变，摄片并进行图像分析。

１２３３　 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法检测 ＭＥＫ１／２、ｐ３８
ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达　剪取心肌组织块，
加入预冷的含１％ＰＭＳＦ的ＲＩＰＡ裂解液低温裂解心
肌组织，离心，提取总蛋白，按 ＢＣＡ试剂盒说明操
作，进行蛋白含量测定，配制 ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶、浓
缩胶，进行电泳、转膜、封闭，分别将 ＰＶＤＦ膜用稀释
好的 ＭＥＫ１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ（１∶１０００，
５％脱脂奶粉稀释）进行孵育，４℃摇荡过夜，再用荧
光二抗（１∶５０００稀释）室温孵育１５ｈ。ＥＣＬ发光
显色，凝胶成像仪曝光成像。ＩｍａｇｅＪ软件分析条带
灰度，并进行半定量分析处理。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０软件进行数据
处理分析，所有计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采
用单因素方差分析，进而采用ＬＳＤ或Ｄｕｎｃａｎ′ｓ法进
行两两比较。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组大鼠心脏质量指数的比较　与正常大鼠
比较，糖尿病大鼠心脏质量指数显著升高（Ｐ＜
００５），提示该实验性糖尿病大鼠存在糖尿病导致的
心肌病变。与模型组大鼠比较，降糖消渴颗粒组与

吡格列酮组大鼠心脏质量指数明显下降，差异有统

计学意义（Ｐ＜００５），说明降糖消渴颗粒可能具有
改善ＤＣＭ的作用。见图１。

图１　各组大鼠心脏质量指数的比较
　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，与模型组比较，＃Ｐ＜
００５

２２　各组大鼠心肌病理形态学的比较　正常组心
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肌细胞排列有序，血管周围无炎性细胞浸润。模型

组心肌细胞体积增大，心肌间隙增宽，并可见部分心

肌轻度变性并断裂及少量坏死的心肌细胞；心肌细

胞动脉血管周围少量慢炎性细胞浸润，并可见散在

少量纤维结缔组织。与模型组比较降糖消渴颗粒组

与吡格列酮组的心肌组织病理改变有所改善，具体

表现为脂肪变性减少，心肌间隙变窄，炎性细胞浸润

减轻，心肌轻度变性缓解。见图２。

图２　各组大鼠左室心肌组织ＨＥ染色

２３　各组大鼠心肌 ＭＥＫ１／２的比较　与正常组比
较，模型组大鼠心肌组织 ＭＥＫ１／２蛋白表达量明显
升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），吡格列酮与降
糖消渴颗粒给药４周后能够降低ＭＥＫ１／２蛋白表达
量，但与模型组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
见图３。

图３　各组大鼠心肌ＭＥＫ２／ＭＥＫ１蛋白的表达情况

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５

２４　各组大鼠心肌ｐ３８ＭＡＰＫ，ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的
比较　与正常组比较，模型组大鼠心肌 ｐ３８ＭＡＰＫ，

ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白表达量明显升高，组间差异有统计
学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比较，吡格列酮组与降
糖消渴颗粒组大鼠心肌 ｐ３８ＭＡＰＫ，ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋
白表达量均显著降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。ｐｐ３８ＭＡＰＫ／ｐ３８ＭＡＰＫ结果显示，糖尿病
大鼠心肌组织内 ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化程度明显升高，
说明糖尿病心肌组织 ｐ３８ＭＡＰＫ激活，诱导心肌细
胞凋亡，降糖消渴颗粒能够减少 ｐ３８ＭＡＰＫ的磷酸
化水平，抑制ｐ３８ＭＡＰＫ活性，从而对糖尿病心肌损
伤起到保护作用。见图４。

图４　各组大鼠心肌ｐ３８ＭＡＰＫ，ｐｐ３８ＭＡＰＫ
蛋白的表达情况

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，与模型组比

较，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１
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３　讨论
ＤＣＭ是作为独立于冠心病、高血压等的一类特

异性心肌病，与糖尿病时高血糖及胰岛素抵抗状态

密切相关［９］，其发病机制复杂，包括氧化应激和炎性

反应的异常造成的心肌细胞凋亡或心肌间质纤维化

等心脏结构的损伤；微血管病变等心肌组织微循环

的改变；心肌细胞物质和能量代谢障碍等［１０］。临床

上早期以左心室舒张功能障碍，晚期以收缩功能障

碍为主，可诱发心力衰竭、心源性休克和猝死［１１］。

ＤＣＭ病理改变及临床特点的特异性决定了能够降
血糖，改善胰岛素抵抗的药物具有潜在的治疗 ＤＣＭ
的作用。我们前期研究发现，基于肝脾肾同调治疗

糖尿病的复方降糖消渴颗粒显示了良好的抗糖尿病

的作用，为其在干预和治疗ＤＣＭ方面奠定了良好的
基础。本研究应用高脂饮食联合ＳＴＺ诱导实验性糖
尿病大鼠模型，结果证实降糖消渴颗粒具有减轻大

鼠心脏重量指数，改善局灶性心肌细胞凋亡坏死，并

减轻慢性炎细胞浸润，减轻心肌间质纤维化的的作

用，与文献报道类似［１２］。

ＭＡＰＫ是丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，其激活途径
为三级酶促级联反应。其中 ｐ３８ＭＡＰＫ是 ＭＡＰＫ通
路中重要的信号转导分子，广泛参与多种细胞功能

的调控，是细胞信号传递的交汇点。与上述ＤＣＭ的
主要病理机制中的氧化应激、炎性反应及心肌细胞

凋亡有着密不可分的关系［１３１４］。有文献报道糖尿病

时诸多因素如高血糖、胰岛素抵抗、高胰岛素血症、

氧化应激、炎性反应和细胞因子等都可以诱导

ｐ３８ＭＡＰＫ的活化，激活的 ｐ３８ＭＡＰＫ通路启动线粒
体凋亡途径造成糖尿病心肌损伤［１５］。有研究显示

在千金藤素导致的凋亡的心肌细胞中，ｐ３８ＭＡＰＫ
磷酸化水平增强。此外，ｐ３８ＭＡＰＫ亦可通过影响单
核巨噬细胞、血管内皮细胞和血管平滑肌细胞等参
与ＤＣＭ微血管病变［１０］，从而导致心肌纤维化、左心

室肥大、左心室收缩及舒张功能减退。

许多药物可通过下调 ｐ３８ＭＡＰＫ抑制心肌细胞
凋亡及心室重塑［１６１７］。本研究显示高血糖状态下，

ｐ３８ＭＡＰＫ总蛋白表达升高，磷酸化 ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白
增加，提示糖尿病时 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路激活，
ｐ３８ＭＡＰＫ上游蛋白ＭＥＫ１／２亦有增加的趋势，降糖
消渴颗粒能够减少ｐ３８ＭＡＰＫ总蛋白的表达，同时降
低了ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化程度，抑制ｐ３８ＭＡＰＫ的激活，
阻断了ｐ３８ＭＡＰＫ信号途径，从而发挥了对心肌细胞
的保护作用。总之，降糖消渴颗粒对糖尿病大鼠的

心脏具有一定的保护作用，这可能与抑制心肌组织

ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路有关，该实验结果为研发早期防
治ＤＣＭ的药物提供了实验依据。
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