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摘要　目的：观察推拿对２型糖尿病（Ｔｙｐｅ２ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）大鼠腹直肌组织腺苷酸活化蛋白激酶α２（ＡＭＰＫα２）、

核因子κＢ（ＮｕｃｌｅａｒＦａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）及白细胞介素６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）基因转录及蛋白表达的影响，探讨其改善Ｔ２ＤＭ
大鼠代谢性炎性损伤的分子机制。方法：选取４０只Ｗｉｓｔａｒ大鼠，随机取出６只为空白组，其余高脂高糖饮食联合低剂量
（３５ｍｇ／ｋｇ）链脲佐菌素腹腔注射建立Ｔ２ＤＭ模型，成模大鼠３２只随机分入模型组、西药组、推拿组及西药推拿组。空白
组及模型组每日灌胃蒸馏水，西药组每天以２５０ｍｇ／ｋｇ标准进行二甲双胍灌胃１次，推拿组每日给予推拿手法治疗１次，
西药推拿组在相同给药标准基础上每日加用推拿治疗１次。共干预８周，分别记录第２、４、８周的空腹血糖（ＦａｓｔＢｌｏｏｄ
Ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）值，并运用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定腹直肌 ＡＭＰＫα２、ＮＦκＢ及 ＩＬ６基因转录，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定腹直肌 ＡＭＰＫα２及
ＮＦκＢ蛋白含量，ＥＬＩＳＡ测定ＩＬ６蛋白含量。结果：与模型组比较，西药组及西药推拿组ＦＢＧ在第２、４、８周时显著下降，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），推拿组ＦＢＧ在第４、８周时显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与西药组比
较，西药推拿组在第４周降糖效果更为显著，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与推拿组比较，西药推拿组在第４、８周时降糖
效果更为显著，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与０周时比较，各观察组ＦＢＧ在第２、４、８周时，均显著降低，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。与空白组比较，模型组ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ转录及蛋白表达均下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
与模型组比较，西药组、推拿组、西药推拿组ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ转录及蛋白表达均升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与空
白组比较，模型组ＮＦκＢｍＲＮＡ转录显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），蛋白表达升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与模型组比较，西药组ＮＦκＢｍＲＮＡ转录下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组比较，推拿组 ＮＦκＢｍＲＮＡ
转录及蛋白表达均下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组比较，西药推拿组 ＮＦκＢｍＲＮＡ转录和蛋白表达显著下
降，差异有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；与空白组比较，模型组ＩＬ６ｍＲＮＡ转录升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），
蛋白表达显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比较，西药组、推拿组及西药推拿组 ＩＬ６基因转录均显著下
降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），蛋白表达均显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。结论：推拿可改善
Ｔ２ＤＭ大鼠的空腹血糖，并通过上调骨骼肌ＡＭＰＫα２基因转录与蛋白表达，下调ＮＦκＢ、ＩＬ６基因转录与蛋白表达，发挥其
改善糖脂代谢性炎性损伤的手法效应。

关键词　推拿；２型糖尿病；ＡＭＰＫ；代谢性炎性损伤；分子机制
ＳｔｕｄｙｏｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＴｕｉｎａｉｎＩｍｐｒｏｖｉｎｇＧｌｕｃｏｓｅａｎｄＬｉｐｉｄＭｅｔａｂｏｌｉｃ

ＩｎｄｕｃｅｄＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙＩｎｊｕｒｙｉｎＴ２ＤＭ Ｒａｔｓ
ＷａｎｇＫａｎｇ１，ＭｅｎｇＦｅｎｇｘｉａｎ１，ＮｉｕＹａｎ２，ＸｕｅＴｉａｎｊｕｅ３，ＧｕｏＳｈｅｎｇ１，ＳｈｅｎＱｉａｎ１，ＷｅｉＰｅｉｄｏｎｇ１，ＦｕＧｕｏｂｉｎｇ１

（１ＤｏｎｇｆａｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００７８，Ｃｈｉｎａ；２ＴｈｉｒｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＢｅｉｊｉｎｇ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００２９，Ｃｈｉｎａ；３ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００２９，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴｕｉｎａｏｎｔｈｅｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ５′ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅα２（ＡＭＰＫα２），ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ（ＮＦκＢ）ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ６）ｉｎｒｅｃｔｕｓａｂｄｏｍｉｎｉｓｍｕｓｃｌｅｏｆｔｙｐｅ２ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｌｌｉｔｕｓ
（Ｔ２ＤＭ）ｒａｔｓ．ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＴｕｉｎａｏｎｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｉｎｊｕｒｙｉｎＴ２ＤＭ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ａ
ｔｏｔａｌｏｆ６Ｗｉｓｔａｒｒａｔｓｏｕｔｏｆ４０ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ（ＣＯＮ）．Ｏｔｈｅｒｓｗｅｒｅｆｅｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈｆａｔａｎｄｈｉｇｈｓｕｇａｒｄｉ
ｅｔｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｌｏｗｄｏｓｅ（３５ｍｇ／ｋｇ）ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａＴ２ＤＭｍｏｄｅｌ．Ａｔｏｔａｌｏｆ３２ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｍｏｄｅｌｅｄｒａｔｓｗｅｒｅ
ｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＭＯＤ），ｗｅｓｔｅｒｎｍｅｄｉｃｉｎｅｇｒｏｕｐ（ＭＥＴ），ａｎｄＴｕｉｎａｇｒｏｕｐ（ＴＮＡ）ａｎｄｗｅｓｔｅｒｎｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｃｏｍｂｉｎｅｄＴｕｉｎａｇｒｏｕｐ（ＭＩＸ）．ＴｈｅＣＯＮａｎｄｔｈｅＭＯＤｗｅｒｅｐｅｒｆｕｓｅｄｗｉｔｈｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒｄａｉｌｙ．ＴｈｅＭＥＴｗａｓｄａｉｌｙｇｉｖｅｎａｄｏｓｅｏｆ
２５０ｍｇ／ｋｇｆｏｒｍｅｔｆｏｒｍｉｎ，ａｎｄｔｈｅＴＮＡｗａｓｇｉｖｅｎｄａｉｌｙｆｏｒｍａｎｕａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅＭＩＸｗａｓｇｉｖｅｎｂｏｔｈｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｆｒｏｍＭＥＴ
ａｎｄＴＮＡ．Ａｆｔｅｒ８ｗｅｅｋｓｏｆｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｖａｌｕｅｓｏｆｆａｓｔｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ（ＦＢＧ）ａｔ２ｎｄ，４ｔｈ，ａｎｄ８ｔｈｗｅｅｋｗｅｒｅｒｅｃｏｒｄｅｄ，ａｎｄｒｅａｌ

·８０１３· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｄｅｃｅｍｂｅｒ．２０１８，Ｖｏｌ．１３，Ｎｏ．１２



ｔｉｍｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＡＭＰＫα２，ＮＦκＢ，ａｎｄＩＬ６ｉｎｔｈｅｒｅｃｔｕｓａｂｄｏｍｉｎｉｓ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄ
ｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＭＰＫα２ａｎｄＮＦκＢｉｎｔｈｅｒｅｃｔｕｓａｂｄｏｍｉｎｉｓｍｕｓｃｌｅ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＬ６ｗａｓｄｅ

ｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＭＯＤ，ｔｈｅＦＢＧｏｆｔｈｅＭＥＴａｎｄｔｈｅＭＩＸｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔｔｈｅ２ｎｄ，４ｔｈ，ａｎｄ
８ｔｈｗｅｅｋ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ａｎｄｔｈｅＦＢＧｏｆｔｈｅＴＮＡｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔｔｈｅ４ｔｈａｎｄ８ｔｈｗｅｅｋ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅＭＥＴ，ｔｈｅＭＩＸｈａｄａｍｏｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃｅｆｆｅｃｔａｔｔｈｅ４ｔｈｗｅｅｋ（Ｐ＜００５），ａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＴＮＡ，ｔｈｅ
ＭＩＸｈａｄａｍｏｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃｅｆｆｅｃｔａｔｔｈｅ４ｔｈａｎｄ８ｔｈｗｅｅｋ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｗｅｅｋｓ，ＦＢＧｏｆｅａｃｈｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｔｔｈｅ２ｎｄ，４ｔｈ，ａｎｄ８ｔｈｗｅｅｋ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣＯＮ，ｔｈｅｍＲＮＡａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＭＰＫα２ｉｎｔｈｅＭＯＤｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＭＯＤ，ｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＡＭＰＫα２ｉｎｔｈｅＭＥＴ，ｔｈｅＴＮＡａｎｄｔｈｅＭＩＸｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣＯＮ，ｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＮＦκＢ
ｍＲＮＡｉｎｔｈｅＭＯＤｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅＭＯＤ，ｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｍＲＮＡｉｎｔｈｅＭＥＴｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＭＯＤ，ｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆ
ＮＦκＢｍＲＮＡｉｎｔｈｅＭＥＴｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣＯＮ，ｔｈｅＩＬ６ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＭＯＤｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＭＯＤ，ｔｈｅＩＬ６ｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｉｎｔｈｅＭＥＴ，ｔｈｅＴＮＡａｎｄｔｈｅＭＩＸｗａｓａｌｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓａｌｓｏｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｕｉｎａｃａｎｉｍ
ｐｒｏｖｅｔｈｅＦＢＧｏｆＴ２ＤＭｒａｔｓ，ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＭＰＫα２ｉｎｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅ，ｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦκＢａｎｄＩＬ６，ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｄａｍａｇｅｃａｕｓｅｄｂｙｇｌｙ
ｃｏｌｉｐｉｄｔｏｘｉｃｉｔｙ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　Ｔｕｉｎａ；Ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ；ＡＭＰＫ；Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｉｎｊｕｒｙ；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍ
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　　随着社会发展和人民生活水平的提高，２型糖
尿病（Ｔｙｐｅ２ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）已成为继心脑
血管疾病、肿瘤之后另一个严重危害人民健康的慢

性非传染性疾病。我国糖尿病的患病率近年来呈快

速上升趋势，成人糖尿病患病率达 １１６％，糖尿病
前期患病率更高达５０１％［１］。既往普遍认为，ＩＲ和
胰岛β细胞功能衰竭是 Ｔ２ＤＭ的２个主要发病机
制，但随着近年来研究的不断深入，相继发现糖脂毒

性、慢性炎性反应、微循环功能异常及胰岛β细胞去
分化等因素也与Ｔ２ＤＭ的发病关系密切［２］。其中改

善糖脂毒性并控制其引起的慢性炎性损伤已成为

Ｔ２ＤＭ的临床治疗的核心［３］。因此，骨骼肌 ＡＭＰＫα２
以其对糖脂代谢及炎性反应的强大调控能力成为了

近年来学术界研究的热门靶点，ＡＭＰＫα２的激活不仅
可通过调控ＧｌｕＴ４、ＡＣＣ１／２等分子改善机体糖脂代
谢，还可抑制ＮＦκＢ信号途径介导机体的慢性炎性
反应，从而缓解糖脂毒性对机体的损伤［４］。

近年来，推拿已广泛应用于Ｔ２ＤＭ的临床治疗，
且随着大量临床研究的开展，已基本明确了推拿的

临床疗效，但对于手法作用机制的研究当前仍处于

起步阶段，本团队在前期研究中已发现推拿可通过

调节ＡＭＰＫ／Ｇｌｕｔ４信号链改善 Ｔ２ＤＭ大鼠的糖代谢
水平［５］。因此，本次研究继续对推拿在抑制 Ｔ２ＤＭ
慢性炎性反应中发挥的手法效应机制进行了分子层

面的深入探索。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　４周龄 ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ４０
只，体重（１００±１０）ｇ，由北京维通利华实验动物技术
有限公司提供。

１１２　药物　Ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ（ＳＩＧＭＡ，美国，Ｓ０１３０
１００），盐酸二甲双胍（源叶生物，１１０５７０４）
１１３　试剂及仪器　超纯 ＲＮＡ提取试剂盒（康为
世纪生物），ＨｉＦｉＭＭＬＶｃＤＮＡ第一链合成试剂盒
（康为世纪生物），ＳＹＢＲＦＡＳＴｑＰＣＲＫｉｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（２×）Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ（ＫＡＰＡＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国），ＡＭＰＫα２抗
体（Ａｂｃａｍ，英国，ａｂ３７６０）、ＮＦκＢｐ６５抗体（Ａｂｃａｍ，
英国，ａｂ１６５０２），大鼠ＩＬ６Ｅｌｉｓａ试剂盒（Ｍｕｌｔｉｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ）。全自动多功能酶标仪（ＭＵＬＴＩＳＫＡＮＭＫ３，
Ｔｈｅｒｍｏ，美国），荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩ７５００，美国），
凝胶成像仪（Ｔａｎｏｎ６６００，中国）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将４０只大鼠适应性喂养
于北京中医药大学东方医院实验动物中心ＳＰＦ级动
物房，温度１８～２２℃，相对湿度４０％～６０％，自由进
食和饮水。１周后随机取出６只作为空白组，其余
３４只给予高脂饲料（７０％普通饲料、１０％蔗糖、１０％
猪油、１０％蛋黄粉，由北京华阜康生物科技股份有限
公司提供）喂养４周后，禁食１２ｈ，按３０ｍｇ／ｋｇ一次
性腹腔注射１％浓度 ＳＴＺ。空白对照组腹腔注射相
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同剂量柠檬酸缓冲液。３ｄ后，以空腹血糖（ＦＢＧ）≥
１１１ｍｍｏｌ／Ｌ，视为造模成功。将成模大鼠随机分为
模型组、推拿组、西药组及西药推拿组。剔除造模失

败及干预中死亡的大鼠，最终各组取材大鼠分别为

６只。
１２２　干预方法　空白对照组（ＣｏｎｔｒｏｌＧｒｏｕｐ，
ＣＯＮ）：相同饲养条件下不做任何处理，但在其他组
进行干预时，给予相同的鼠袋固定１５ｍｉｎ，固定后给
予１ｍＬ蒸馏水灌胃，１次／ｄ，共８周。疾病模型组
（ＭｏｄｅｌＧｒｏｕｐ，ＭＯＤ）：干预方法同空白对照组。西
药观察组（ＤｒｕｇＧｒｏｕｐ，ＭＥＴ）：将配置好的二甲双胍
水溶液，按照２５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃给药，并在灌胃
给药结束后用相同鼠袋进行固定，１次／ｄ，共干预８
周。推拿观察组（ＴｕｉｎａＧｒｏｕｐ，ＴＮＡ）：将大鼠用鼠袋
套住头及胸部（黑暗环境有利于实验大鼠状态平静，

治疗依从性高），然后给予推拿干预。具体操作如

下：以神阙为中心顺时针揉腹５ｍｉｎ，三指振腹法于
小鼠关元、神阙、天枢区域施术５ｍｉｎ，频率（２４０±
１０）次／ｍｉｎ，行弹拨法于大鼠双侧梁丘血海５ｍｉｎ，频
率（１２０±１０）次／ｍｉｎ。整套手法共计１５ｍｉｎ，手法结
束后给予 １ｍＬ蒸馏水灌胃，１次／ｄ，共干预 ８周。
西药推拿组（ＣｏｍｂｉｎｅｄＧｒｏｕｐ，ＭＩＸ）：首先给予推拿
组相同的手法干预，然后给予西药组相同标准的二

甲双胍灌胃，１次／ｄ，共干预８周。
１２３　组织标本采集及处理　大鼠在末次干预结
束当天晚上９点，禁食不禁水 １２ｈ后，依次按 ０７
ｍＬ／ｋｇ的剂量腹腔注射 ５％的水合氯醛腹腔麻醉，
腹主动脉取血后处死，冰浴下（４℃冰盘），取腹直肌
并快速去除多余脂肪和结缔组织后，放入冻存管内，

投入液氮保存，处死动物。随后将动物组织置于

－８０℃超低温冰箱保存。
１２４　指标检测与方法　１）ＲＴＰＣＲ方法检测
ＡＭＰＫα２、ＮＦκＢ及ＩＬ６的 ｍＲＮＡ转录水平 Ｔｒｉｚｏｌ法
提取大鼠腹直肌总 ＲＮＡ，取１μｇ继续反转录程序，
得到ｃＤＮＡ溶液，存于 －２０℃备用。引物序列及产
物长度见表１，以 ｃＤＮＡ做模板，应用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
仪进行扩增，采用熔解曲线分析方法，首先对基因进

行ＰＣＲ扩增循环，待扩增循环完成后，依据熔解曲
线对产物进行分析，以确定产物纯度。采用相对定

量法，以ＧＡＰＤＨ作为内参基因，△△Ｃｔ＝（Ｃｔ目的基
因－Ｃｔ内参基因）实验组 －（Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内参
基因）对照组。

　　２）ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ测定ＡＭＰＫα２及ＮＦκＢ蛋白表达
水平取各组大鼠腹直肌组织，加入 ＲＩＰＡ裂解液，彻

底混匀。冰上孵育２０ｍｉｎ后，１３０００ｒ／ｍｉｎ（４℃）离
心２０ｍｉｎ。取上清，用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋
白浓度上样，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜后，抗体孵育，
ＥＣＬ显色，胶片曝光。最后，采用凝胶图像分析系统
对ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白杂交条带进行扫描，并用Ｉｍａｇｅｓ
ｙｓｔｅｍ４００软件对图像进行灰度分析。相对含量的
变化＝目的蛋白灰度／ＧＡＰＤＨ。

表１　各引物序列及扩增产物大小

引物名称 引物序列（５′ｔｏ３′） 扩增产物大小（ｂｐ）

ＡＭＰＫα２
ＡＣＧＡＣＡＴＴＡＴＧＧＣＧＧＡＧＧＴＧ
ＧＣＴＧＧＡＡＴＣＧＡＣＡＣＴＴＧＡＣＣ

２７８

ＩＬ６
ＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＧＣ
ＡＧＴＣＴＣＣＴＣＴＣＣＧＧＡＣＴＴＧＴ

８５

ＮＦκＢｐ６５
ＡＡＣＧＣＧＴＣＣＡＡＣＣＴＧＡＡＧＡＴ
ＴＧＴＣＴＧＴＧＡＡＣＡＴＣＣＧＴＧＧＧ

１８８

ＧＡＰＤＨ
ＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＣＣＧＴＡ
ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＣＣＧＴ

２０８

　　３）ＥＬＩＳＡ测定 ＩＬ６含量取各组大鼠腹直肌组
织，具体步骤按照试剂盒说明书进行。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１０统计软件对数
据进行统计学分析，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡ），方差齐时两两比较用ＬＳＤ方法，方差不齐
时用ＧａｍｅｓＨｏｗｅｌｌ法，以 Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果
２１　对 Ｔ２ＤＭ大鼠 ＦＢＧ水平的影响　干预前，模
型组、西药组、推拿组、西药推拿组与空白组比较，

ＦＢＧ值显著高于空白组，差异有统计学意义；西药
组、推拿组、西药推拿组与模型组比较，差异无统计

学意义。与模型组比较，西药组 ＦＢＧ值在第２、４、８
周时均显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１），推拿组ＦＢＧ在第４、８周时显著下降，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），西药推拿组 ＦＢＧ在第２、４、
８周时均显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ
＜００１）；与西药组比较，西药推拿组在第４周时对
ＦＢＧ调节效应更为显著，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与推拿组比较，西药推拿组在第４、８周时对
ＦＢＧ调节效应更为显著，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与０周时比较，各观察组在第２、４、８周时，均
可显著降低ＦＢＧ，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１）。见表２。
２２　对 Ｔ２ＤＭ大鼠腹直肌 ＡＭＰＫα２、ＮＦκＢ、ＩＬ６
ｍＲＮＡ转录及蛋白表达的影响　与空白组比较，模
型组ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ转录及蛋白表达均下降，差异有
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表２　各组大鼠不同时段空腹血糖值（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６，ｍｍｏｌ／Ｌ）

０周 第２周 第４周 第８周

空白组 ５６８±０５２ ５３８±０６２ ５６５±０７９ ５９１±０７４
模型组 ２６９８±３７０ ２６２７±４８７ ２５１５±４２９ ２７１３±２４６

西药组 ２６８７±２１４ ２０７３±３７８△■ ２０３８±２５９△■■ １８６６±２８０△△■■

推拿组 ２６２７±２２６ ２２０３±３０３■ ２１３５±２６６△■■ ２１９６±４４３△■

药推组 ２６４２±５１９ １８０８±４６３△■ １６５５±３８７△△■■▲□ １６４７±４３０△△■■□

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００１，△△Ｐ＜００１；与西药组比较，▲Ｐ＜００５，▲▲Ｐ＜００１；与推拿组比

较，□Ｐ＜００５；与０周比较，■Ｐ＜００５，■■Ｐ＜００５

图１　各组不同时期ＦＰＧ水平比较

表３　各组大鼠腹直肌ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ转录

及蛋白表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
ＡＭＰＫα２

ｍＲＮＡ转录 蛋白表达

空白组 １１０±００９ ０６２±００３
模型组 ０６２±０１３ ０３１±００１

西药组 ０７８±０１０△ ０４６±００２△

推拿组 ０７１±００５△ ０５０±００７△

药推组 ０９０±０１０△ ０５０±００６△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ

＜００１，△△Ｐ＜００１

图２　推拿对各组腹直肌组织ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ转录（Ａ）、
蛋白表达（Ｂ）及电泳结果（Ｃ）的影响

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１

统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组比较，西药组、推
拿组、西药推拿组ＡＭＰＫα２ｍＲＮＡ转录及蛋白表达均
升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与西药组及推

拿组比较，西药推拿组的 ＡＭＰＫα２基因转录有升高
趋势，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表３、图２。

表４　各组大鼠腹直肌ＮＦκＢｍＲＮＡ转录
及蛋白表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
ＮＦκＢ

ｍＲＮＡ转录 蛋白表达

空白组 １０３±００４ ０２７±００７
模型组 １７９±０１３ ０５１±００６

西药组 １３８±０１７△ ０４８±００４
推拿组 １４０±０１５△ ０３０±００９△

药推组 １２２±０１４△△ ０３３±００９△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ

＜００１，△△Ｐ＜００１

图３　推拿对各组腹直肌组织中ＮＦκＢｍＲＮＡ转录（Ａ）、
蛋白表达（Ｂ）及电泳结果（Ｃ）的影响

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１

　　与空白组比较，模型组 ＮＦκＢｍＲＮＡ转录显著
升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），蛋白表达升
高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与模型组比较，
西药组ＮＦκＢｍＲＮＡ转录下降，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；与模型组比较，推拿组 ＮＦκＢｍＲＮＡ转
录及蛋白表达均下降，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与模型组比较，西药推拿组 ＮＦκＢｍＲＮＡ转
录显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），蛋白表
达下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与西药组及
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推拿组比较，西药推拿组 ＮＦκＢｍＲＮＡ转录有下降
趋势，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表４、图３。
　　与空白组比较，模型组 ＩＬ６ｍＲＮＡ转录升高，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），蛋白表达显著升高，
差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比较，西药
组、推拿组及西药推拿组 ＩＬ６基因转录均显著下
降，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），蛋白表
达均显著下降，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；西药
推拿组较其他两观察组对 ＩＬ６ｍＲＮＡ转录及蛋白
表达的调节效应更为显著。见表５、图４。

表５　各组大鼠腹部脂肪ＩＬ６基因转录水平比较
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别
ＩＬ６

ｍＲＮＡ转录 蛋白表达（ｐｇ／ｍｇ）

空白组 １０１±００９ ４２７４±１０５８
模型组 １６１±０２２ ９６６８±９６６

西药组 １３４±０１５△ ７８８８±９８０△△

推拿组 １４３±０２０△ ７０８５±４８５△△

药推组 １３１±００５△△ ６１３４±９５０△△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ

＜００１，△△Ｐ＜００１

图４　推拿对各组腹部脂肪组织ＩＬ６ｍＲＮＡ转录
和蛋白表达的影响

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ

＜００１

３　讨论
中医理论认为，脾在体合肌肉、主四肢，因此，我

国历代医家尤其重视推拿与导引在“脾失健运”相

关疾病中的防治作用，本次研究中运用到的核心手

法———振腹法主要作用为培元固本，补益肝肾；辅以

揉摩天枢以调畅气机，沟通上下；点按梁丘、血海以

健脾清胃，化痰降浊。近年来，推拿治疗的疾病谱逐

渐由原先的骨伤类疾病向内科慢病的方向回归，在

我国 Ｔ２ＤＭ的防治领域推拿有着广阔的应用前景。
然而，国内外对于推拿改善 Ｔ２ＤＭ的生物学机制研
究尚处于起步阶段，急需相应的基础研究为推拿的

临床应用提供现代科学的理论依据。

近年来研究发现，慢性炎性反应参与了整个

Ｔ２ＤＭ的发病过程，其程度与ＩＲ及β细胞损伤呈正
相关。糖毒性不仅可直接引起外周组织慢性炎性反

应，还可通过糖基化终末产物（ＡｄｖａｎｃｅｄＧｌｙｃａｔｉｏｎ
ＥｎｄＰｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）、ＵＰＲ、己糖胺途径（Ｈｅｘｏｓａｍｉｎｅ
Ｐａｔｈｗａｙ）、胰脏淀粉酶沉积、β细胞去分化等途径间
接引发组织慢性炎性反应［６］。而脂质的异位沉积

引发的脂毒性，可招募炎性细胞浸润，诱导 ＯＳ、ＥＲＳ
及线粒体功能障碍等病理损伤也被认为是机体慢性

炎性反应引起ＩＲ及Ｔ２ＤＭ发生发展的重要机制［７］。

ＮＦκＢ作为与免疫调控、介导炎性反应密切相
关的核因子，广泛分布于真核生物细胞中，细胞在静

息状态下 ＮＦκＢ的 ｐ５０／ｐ６５亚基与抑制蛋白 ＩκＢ
以三具体形式存在于细胞质中。当受到 ＴＮＦα、ＩＬ
１β、ＩＬ６及 ＦＦＡ等细胞因子或信号分子刺激后，与
其抑制因子ＩκＢ解离，继而进入细胞核与相应靶基
因结合，发挥转录调节作用。在复杂的炎性反应细

胞因子网络中，ＮＦκＢ的活化或是其中的一个中心
环节，调控着大量细胞因子之间的相互作用［８］。

当前，围绕推拿的免疫调节机制方面的研究正

呈现上升趋势。有研究发现按摩可显著提高小鼠的

胸腺及脾脏的Ｔ淋巴细胞数量，并认为其可作为免
疫缺陷相关疾病的辅助治疗方法［９］。亦有学者在

治疗肥胖型２型糖尿病的临床研究中，发现推拿联
合药物治疗可进一步改善血清炎性反应因子 ＩＬ６、
ＴＮＦα及 ＣＲＰ水平，使炎性反应水平得到控
制［１０１１］。本研究从基因与蛋白的层面均反映出了

推拿对骨骼肌ＡＭＰＫα２、ＮＦκＢ及 ＩＬ６的调节作用，
且其对ＩＬ６蛋白的抑制作用可在与二甲双胍联用
后进一步加强。尽管有研究［１２］表明二甲双胍可通

过肝脏ＡＭＰＫ途径抑制ＩＫＫα和ＩＫＫβ表达，调节相
关炎性反应因子，但在本研究中，二甲双胍对骨骼肌

ＮＦκＢ蛋白表达的抑制作用并不显著。而推拿干预
对骨骼肌ＮＦκＢｍＲＮＡ转录及蛋白表达有显著的抑
制作用，且在２种干预方式联用的情况下仍存在这
一效应。ＡＭＰＫ作为细胞能量代谢的“开关”，不仅
能够调节糖脂代谢，在抑制炎性反应中同样扮演重

要角色［１３］。而推拿抗炎效应的产生是否由ＡＭＰＫα２
信号网络介导，有待进一步实验验证；如果存在相关

性，则推拿很有可能通过ＡＭＰＫα２的下游分子 ＳＩＲＴ１
而对ＮＦκＢ合成产生抑制效应［１４１５］。总之，当前的

实验结果为解释推拿在大量 Ｔ２ＤＭ临床研究［１６１８］

中体现出的抗炎效应机制提供了重要的科学依据。

此外，从对ＦＢＧ的调节程度来看，与单纯西药
或推拿组比较，西药联合推拿组在整个干预周期内

体现了更稳定的血糖调控效应。推拿组自身对照显

示降糖效应在４周时效果最好，在第８周时血糖值
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再次升高，这一现象或与老鼠的整体状况随病情进

展而恶化有关，提示了推拿的独立降糖能力有限，或

更适用于轻、中度 Ｔ２ＤＭ患者的临床治疗。但与模
型组的比较仍可以看出，其改善机体炎性反应，减缓

Ｔ２ＤＭ病情进展的作用是可以肯定的。
然而，本次研究仍存在一定的不足之处，如仅对

ＡＭＰＫα２与ＮＦκＢ的总蛋白表达进行了测定，在后
续研究中应补充对其磷酸化蛋白水平的测定，以便

于进一步明确推拿手法对这２个信号分子的活性是
否存在调节作用。此外，Ｉｒｉｓｉｎ［１９２０］、ＬＰ、ＡＤＰ、
Ｃｈｅｍｅｒｉｎ［２１２２］等肌肉及脂肪因子均存在对 ＡＭＰＫα２
与ＮＦκＢ的上游调节作用，对这些因子的筛选，也
将有利于完善推拿改善Ｔ２ＤＭ代谢性炎性损伤机制
的科学假说。

综上所述，本研究初步揭示了推拿可改善

Ｔ２ＤＭ大鼠的 ＦＢＧ水平，增强骨骼肌 ＡＭＰＫα２基因
转录与蛋白表达，同时降低骨骼肌炎性因子 ＮＦκＢ
及ＩＬ６的基因转录与蛋白表达，其与二甲双胍联用
可体现较好的协同降糖与抗炎效应。但 ＮＦκＢ、ＩＬ
６与ＡＭＰＫα２三者间的关联性，仍有待进一步探索。
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