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【摘　要】　目的:观察人参白虎汤不同配伍组别及活性部位对链脲佐菌素(STZ)诱导的糖尿病大鼠肥大心

肌中葡萄糖转运蛋白 4(Glu T4)基因表达的影响。方法:雄性 SD大鼠 , 除正常对照组外 , 其余大鼠 ip STZ(60 mg/

kg)造成糖尿病模型后 , 随机分为 9组 , 治疗组用人参白虎汤不同配伍组别及活性部位治疗共 75 d。动物处死后

取心肌组织 , 提取心肌组织总 RNA ,逆转录得到 cDNA第一链 ,以此为模板进行 PCR扩增 , 利用聚丙烯酰胺凝胶

电泳和DNA银染技术分析心肌组织中 Glu T4的基因表达。结果:与正常对照组相比 , STZ诱导的糖尿病大鼠肥大

心肌中 ,Glu T4 基因表达下调。经人参白虎汤不同配伍组别(除人参知母组外)及其活性部位治疗后 , 心脏指数

和心室指数与模型组相比均明显下降 , Glu T4 mRNA表达上调。结论:人参白虎汤及其活性部位能上调 STZ 诱导

的糖尿病大鼠心肌中Glu T4 mRNA表达 ,防止糖尿病心肌病变的发生。
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　　糖尿病(diabetes mellitus ,DM)是一种慢性代谢

障碍性疾病。由于体内胰岛素缺乏或相对缺乏 ,形

成持续性的高血糖病症 。这种持续性的高血糖症

可以导致一些组织器官的代谢异常 ,继而产生功能

障碍及形态上的改变 ,最容易受到损害的是视网

膜 、肾脏 、心血管及神经系统。自 1974年 Hamby首

次提出了糖尿病心肌病变(diabetic cardiomyopathy ,

DC)的概念以来 ,人们日益重视对其进行深入细致

的研究。目前认为 ,糖尿病心肌病变是原发于 DM

而引起的心肌组织代谢和结构紊乱 ,而非继发于冠

状动脉供血不足 ,以心肌细胞和微血管病理改变为

主 ,主要表现为心脏舒张和收缩功能障碍 ,为 DM

患者易发心功能不全的病理生理基础[ 1 ,2] 。参与

糖尿病心肌病变发生的因素很多 ,目前对葡萄糖转

运蛋白4(glucose transporter 4 ,Glu T4)在糖尿病心肌

病变发生中的作用已引起人们越来越广泛的重视 。

Glu T4主要分布于脂肪细胞和肌肉细胞 ,Glu T4在

棕色脂肪中含量最高 ,其次是心肌 、骨骼肌 、平滑肌

和白色脂肪[ 3] 。其主要功能是负责胰岛素增高条

件下葡萄糖摄入的迅速增加 ,在整个机体的葡萄糖

利用中非常重要 。研究发现 ,Glu T4 在糖尿病模型

大鼠心肌细胞中的表达下调 ,从而减少葡萄糖的跨

膜转运 ,影响心肌细胞的能量代谢过程 ,最终引起

糖尿病心肌病[ 4] 。因而 ,从心肌局部Glu T4和葡萄

糖转运研究其病理生理机制 ,对防治糖尿病心肌病

变具有重要意义。

人参白虎汤又名白虎加人参汤 , 出自张仲景

《伤寒论》 。原方由知母 、石膏 、甘草(炙)、粳米 、人

参等组成 。功用:清热 ,益气 ,生津 。为中医治疗消

渴症(现代医学之糖尿病)的著名方剂。本实验室

前期研究结果表明 ,人参白虎汤全方及部分配伍组

别和提取所得的活性部位具有显著的降低糖尿病

模型大鼠血糖 、降低饮食饮水量 、增加体重及改善

血液有关生化指标的作用。提示该方对糖尿病及

其并发症有一定的防治作用 。因此 ,本研究从心肌

局部 Glu T4 基因的表达探讨该方对糖尿病大鼠心

肌病变的作用机制 。

1　材料和仪器

1.1　仪　器

PCR仪(Eppendrof 产品);GDS 8000 White/Ul-

traviolet Transilluminator(UVP 公司);ONE TOUCH

BASIC Plus(血糖测定仪 ,美国理康公司);751分光

光度计(上海第三分析仪器厂);低温冷冻离心机

(Eppendrof产品);电泳槽(北京六一仪器厂)。

1.2　药材和药品

生晒参 、知母 、石膏 、炙甘草均购自南京市医药

股份公司 ,粳米购于市场 。经南京中医药大学中药
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鉴定教研室吴启南教授鉴定知母为百合科多年生

草本植物知母 Anemarrhena asphodeloides Bge.的干

燥根茎;生晒参为五加科多年生植物人参 Panax

ginseng C.A.Mey.的干燥根;石膏为单斜晶系含水

硫酸钙的矿石;炙甘草为豆科植物甘草 Glycyrrhiza

uralensis Fisch.的干燥根及根茎的炮制品;粳米为

禾本科植物稻(粳稻)Oryza sativa L.的种仁 。

链脲佐菌素(STZ ,美国Sigma 公司),M-MLV逆

转录酶 、RNase-free DNase(Promega 公司), Taq DNA

聚合酶 、Rnasin和 Random Primer(上海生物工程技

术服务有限公司),试验所用其它试剂均为分析纯 。

1.3　引　物

葡萄糖转运蛋白 4引物序列为:上游引物 5′

AGCCAGCCTACGCCACCATA 3′, 下游引物 5′GGA

CCCATAGCATCCGCAAC 3′,内参照 β-actin 的引物

序列为:上游引物 5′TTCCAGCCTTCCTTCCTGG 3′及

下游引物 5′TTGCGCTCAGGAGGAGCAAT 3′,均由

上海申友生物技术有限责任公司合成 。

1.4　动　物

SD大鼠 ,雄性 ,由中国科学院上海实验动物中

心提供 ,合格证:中科动管第 003号 。

2　实验方法

2.1　水煎液制备及人参 、知母多糖和皂苷提取

2.1.1　水煎液制备　《伤寒论》中人参白虎汤原方

剂量为知母六两 ,石膏一斤 ,甘草(炙)二两 ,粳米六

合 ,人参三两 。根据汉代计量单位与公制单位换算

规律确定人参白虎汤原方现代剂量为:知母 18 g ,

石膏 48 g ,炙甘草 6 g ,粳米 57.6 g ,人参 9 g 。按照

各配伍组别剂量称取药物 ,电热套内加热 ,水煎 2

次 ,每次 1 h ,加水量分别为 15 、12 倍量 ,合并 2 次

水煎液 ,浓缩成1 g(生药)/ml或 2 g(生药)/ml。各

组药物组成见表 1。

Tab 1.Ingredients of each group

Groups Ingredients Contents(g/ml)

Radix Ginseng and Gypsum f ibrosum Radix Ginseng 9 g , Gypsum fibrosum 48 g 1.0

Radix Ginseng and Rhizoma anemarrenae Radix Ginseng 9 g , Rhizoma anemarrenae 18 g 1.0
Radix Ginseng , Rhizoma anemarrenae and Gypsum fibrosum Radix Ginseng 9 g , Rhizoma anemarrenae 18 g , Gypsum fibrosum 48 g 1.0

The complete formula Rhizoma anemarrenae 18 g , Gypsum fibrosum 48 g , the roasted Radix
Glycyrrhizae 6 g , Semen Oryzae Sativae 57.6 g , Radix Ginseng 9 g 2.0

2.1.2　人参 、知母总多糖和总皂苷提取[ 5]

2.1.2.1　人参 、知母总多糖提取　取人参 、知母粗

颗粒 ,于索氏提取器中加 10倍量石油醚 ,回流脱脂

2h ,药渣挥尽石油醚后 , 90 ℃水浸提 2次 ,加水 10

倍量 ,每次 2.5 h ,合并 2次水提液 ,过滤 ,减压浓缩

至一定体积 ,Sevag法脱蛋白12次(氯仿-正丁醇 4∶

1混合),水相用95%乙醇使含醇量达 70%,所得沉

淀分别用无水乙醇 、丙酮各洗涤 2次以脱水 ,最后

真空干燥(55 ℃)得人参 、知母总多糖(人参总多糖

得率为15%、知母总多糖得率为 8%)。

2.1.2.2　人参(知母)总皂苷提取　取人参(知母)

粗颗粒 ,加 6倍量 70%乙醇回流提取 2次 ,每次 2

h ,合并提取液 ,浓缩挥尽乙醇 ,滤除沉淀后 ,水层用

无水乙醚除去脂溶性杂质 ,再用1∶1的水饱和正丁

醇萃取3次 ,合并正丁醇相 ,减压浓缩至小体积 ,水

浴蒸干 ,真空干燥(55 ℃)得人参 、知母总皂苷(人

参总皂苷得率为 5%、知母总皂苷得率为7%)。

2.2　糖尿病大鼠模型的建立

2.2.1　模型的复制　取雄性 SD大鼠 ,体重 180 ～

220 g ,禁食 12 h后按文献方法
[ 6]
并略作改进 ,一次

性腹腔注射STZ 60 mg/kg 。2周后禁食 6 h ,取尾静

脉血用血糖仪测血糖值 ,若血糖值≥16.7 mmol/L

者纳入为糖尿病大鼠。

2.2.2　分组　取造模成功的糖尿病大鼠 ,随机分

为:模型组 ,人参多糖组(0.1 g/kg),人参皂苷组

(0.1 g/kg),知母多糖组(0.1 g/kg), 知母皂苷组

(0.1 g/kg),人参知母组(2.5 g/kg), 人参石膏组

(5.0 g/kg),人参知母石膏组(5.0 g/kg), 全方组

(12.5 g/kg)。另取同期大鼠作为正常对照组。

2.2.3　给药方法　腹腔注射 STZ 2周后 ,按上述各

组剂量分别进行灌胃给药。正常组和模型组给予等

体积水。各组每日灌胃给药1次 ,连续给药 75 d。

2.3　血糖测定

取尾静脉血 ,用美国理康公司生产的血糖测定
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仪测定血糖值。

2.4　血清胰岛素含量测定

给药 75 d后 ,禁食 12 h ,戊巴比妥钠 40 mg/kg

腹腔注射麻醉 ,颈动脉取血 ,分离血清 ,放免法测定

血清胰岛素含量 。

2.5　心脏指标测定

给药 75 d后 ,禁食 12 h ,每只动物称取体重

后 ,戊巴比妥钠 40 mg/kg腹腔注射麻醉 ,解剖后迅

速取出心脏 , 称心脏(HW)和左心室(含室间隔

LVW)重量。以 HW/BW 为心脏指数 ,LVW/BW为

心室指数 ,标本称量后迅速置于液氮中 ,速冻后放

入-70 ℃低温冰箱保存 ,备用。

2.6　总 RNA的提取及逆转录(RT)

总 RNA 提取参照 Chomezynski报道的酸性异

硫氰酸胍一步法[ 7] ,以无 RNase 的 DNase消化去除

总 RNA 中残余的 DNA 后 ,测定总 RNA 的 OD260/

OD280以判断总 RNA 的纯度 ,以 OD260计算总 RNA

含量 ,并通过甲醛凝胶电泳鉴定其完整性;逆转录

体系总体积比为 20∶1。0.2 μg/μl Random Primer及

总 RNA 5 μg ,经 70 ℃水浴 10 min热变性后立即放

入0 ℃5 min ,加入 1.0 μl Rnasin(40 U/μl)、1.0μl

M-MLV(200 U/μl)、2.0 μl dNTP(10 mmol/L)、4.0μl

5×RT buffer ,用 DEPC处理水补至 20μl ,37 ℃温育

1.5 h ,沸水浴10 min以灭活逆转录酶 , -20 ℃冻存

备用 。

2.7　聚合酶链式反应(PCR)

PCR扩增体系(20 μl)包含:2.0 μl 10×PCR

buffer、2.0 μl MgCl2(25 mmol/L)、1.0 μl dNTP(10

mmol/L)、Glu T4上 、下游引物(25 mmol/L)及 β-actin

上 、下游引物(25 mmol/L)各 0.5μl 、0.3 μl Taq DNA

聚合酶 、1.0μl RT Product ,用 DEPC处理水补至 20

μl ,94 ℃热变性 3 min 后进入 PCR循环 ,PCR扩增

参数如下:94 ℃变性 30 s ,62 ℃退火 30 s ,72 ℃延

伸 30 s ,共 25个循环 ,最后于 72 ℃延伸 10 min。

2.8　聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染

扩增后的 PCR产物用 6%变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳检测[ 8] ,凝胶板大小为 160 mm×160 mm ,胶

厚度为 1 mm;上样前预电泳 30 min ,取 PCR产物 8

μl ,加入 loading buffer 2.0 μl ,上样后以 150 V 电泳

至二甲苯青到达凝胶 3/4处终止电泳;将聚丙烯酰

胺凝胶用重蒸水洗涤后 ,置于 10%乙酸中固定 20

min ,重蒸水洗涤 3 次后 ,加入染色液(1.0% Ag-

NO3/0.0555%甲醛)染色 30 min , 重蒸水洗涤 20 s

后加入显色液(3.0%Na2CO3 ,0.0555%甲醛 , 2.0×

10
-6
%Na2S2O3)显色直至有清楚的条带出现后 ,用

10%乙酸终止反应;用凝胶图象分析系统对电泳结

果进行扫描分析。结果以Glu T4/β-actin的比值来

表示 Glu T4 mRNA的相对表达水平。

2.9　统计学处理

数据均以 x ±s表示 ,数据采用组间配对 t 检

验的方差分析 。

3　结　果

3.1　对 STZ所致的化学性糖尿病大鼠血糖的影响

给药 75 d 后 ,人参白虎汤全方及部分配伍组

别和提取所得的活性部位具有显著的降低糖尿病

模型大鼠血糖作用 ,与药前和模型组比较均有显著

性差异。结果见表 2。

Tab 2.Influence of medicines on the blood glucose in STZ-induced diabetic rats(x±s)

Groups n
Dose

(g/ kg)

Blood glucose(mmol/ L)

Before medication 75 d

Normal 8 - 2.6±0.5 3.2±0.5

Model 8 - 19.0±1.8 17.4±2.1

Polysaccharides of Radix Ginseng 7 0.1 18.6±1.3 11.4±2.2■■■###

Ginsenosides 7 0.1 18.8±1.6 12.2±2.0■■■###

Polysaccharides of Rhizoma anemarrenae 7 0.1 19.0±1.8 11.5±2.4■■■###

Saponins of Rhizoma anemarrenae 7 0.1 18.8±1.7 11.8±3.1■■■##

Radix Ginseng and Rhizoma anemarrenae 8 2.5 19.2±1.7 14.2±2.3■■■#

Radix Ginseng and Gypsum fibrosum 8 5.0 19.1±1.5 12.1±2.1■■■###

Radix Ginseng , Rhizoma anemarrenae and Gypsum fibrosum 7 7.0 18.8±1.6 12.5±2.9■■■##

The complete formula 8 12.5 19.2±1.6 10.6±2.8■■■###

■■■P<0.001 vs before medication;#P<0.05 , ##P<0.01 , ###P<0.001 vs model group

462 中 国 药 科 大 学 学 报 　 J China Pharm Univ 35卷



3.2　对STZ 所致的化学性糖尿病大鼠血清胰岛素

的影响

STZ 造模 75d后 ,模型大鼠血清胰岛素含量显

著降低。给药后各组动物血清胰岛素含量升高 ,除

人参知母组外 ,余下各给药组与模型组比较均有显

著差异性 。说明人参白虎汤全方和部分配伍组别

以及提取所得的活性部位都有一定的升高糖尿病

模型大鼠血清胰岛素含量的作用 。结果见表3。

Tab 3.Influence of medicines on insulin contents of STZ-induced diabetic rats(x±s)

Groups n Dose(g/ kg) Insulin contents(mU/ml)

Normal 8 - 9.13±1.21

Model 8 - 4.73±0.96＊＊＊

Polysaccharides of Radix Ginseng 7 0.1 6.56±1.33＊＊#

Ginsenosides 7 0.1 5.95±0.77＊＊＊#

Polysaccharides of Rhizoma anemarrenae 7 0.1 6.46±1.13＊＊#

Saponins of Rhizoma anemarrenae 7 0.1 6.08±0.83＊＊＊#

Radix Ginseng and Rhizoma anemarrenae 8 2.5 5.79±0.90＊＊＊

Radix Ginseng and Gypsum fibrosum 8 5.0 5.90±0.90＊＊＊#

Radix Ginseng , Rhizoma anemarrenae and Gypsum fibrosum 7 7.0 6.03±0.83＊＊＊#

The complete formula 8 12.5 6.24±1.09＊＊＊#

＊＊P<0.01 , ＊＊＊P<0.001 vs normal group;#P<0.05 vs model group

3.3　对STZ 所致的化学性糖尿病大鼠心脏指数及

心室指数的影响

与正常组相比 ,模型组大鼠体重显著下降 ,心

脏重量 、左心室重量显著增加 ,心脏指数 、心室指数

显著增大 。给予人参白虎汤及活性部位治疗 75 d

后 ,除人参知母组 ,余下各给药组与模型组相比 ,体

重明显上升 ,心脏指数和心室指数均显著下降。结

果见表 4。

Tab 4.Influence of medicines on the indexes of heart and ventricle in STZ-induced diabetic rats(x±s)

Groups n Dose(g/kg) BW(g) HW/ BW(mg/ g) LVW/ BW(mg/g)

Normal 8 - 456.4±47.7 2.93±0.22 2.08±0.24

Model 8 - 192.3±14.6＊＊＊ 4.08±0.33＊＊＊ 3.13±0.26＊＊＊

Polysaccharides of Radix Ginseng 7 0.1 253.7±15.2＊＊＊### 3.49±0.37＊＊## 2.61±0.20＊＊＊##

Ginsenosides 7 0.1 226.7±33.1＊＊＊# 3.57±0.15＊＊## 2.65±0.28＊＊##

Polysaccharides of Rhizoma anemarrenae 7 0.1 250.8±32.6＊＊＊### 3.55±0.26＊＊＊## 2.63±0.20＊＊＊##

Saponins of Rhizoma anemarrenae 7 0.1 227.3±29.8＊＊＊# 3.55±0.25＊＊＊## 2.72±0.21＊＊＊##

Radix Ginseng and Rhizoma anemarrenae 8 2.5 220.0±43.2＊＊＊ 3.74±0.29＊＊＊ 2.84±0.27＊＊＊

Radix Ginseng and Gypsum f ibrosum 8 5.0 227.5±33.7＊＊＊# 3.69±0.21＊＊＊# 2.78±0.26＊＊＊#

Radix Ginseng , Rhizoma anemarrenae and Gypsum fibrosum 7 7.0 222.3±22.8＊＊＊# 3.61±0.20＊＊＊# 2.75±0.24＊＊＊#

The complete formula 8 12.5 248.2±32.6＊＊＊### 3.49±0.31＊＊## 2.53±0.26＊＊##

＊＊P<0.01 , ＊＊＊P<0.001 vs normal group;#P<0.05 , ##P<0.01 , ###P<0.001 vs model group

3.4　RT-PCR结果

与正常组相比糖尿病心肌病变大鼠心肌中

Glu T4 mRNA表达明显下降 ,给予人参白虎汤及其

活性部位治疗后 Glu T4 的基因表达显著上调 。结

果见图1 、表 5。

4　讨　论

本研究表明 ,STZ 造模 75 d后 ,血糖持续保持

高水平状态 ,空腹血清胰岛素水平显著降低 ,心脏/

体重比值增加 ,表明该模型引起的 DM 为胰岛素缺

乏所致 ,且模型大鼠的心肌重量增加 ,产生了心肌

肥厚的病变 ,符合糖尿病心肌病变的特征 ,与已有

报道相符[ 9] 。

给予人参白虎汤及其活性部位治疗 75 d后 ,

除人参知母组外 ,余下各组药物均可使心脏/体重

比值下降 ,表明人参白虎汤及其活性部位对 DM 早

期心脏肥大和重量增加有对抗作用。
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Fig 1.The expression level of Glu T4 and β-actin gene of rats in each group

1.normal;2.model;3.the complete formula;4.polysaccharides of Radix

Ginseng;5.ginsenosides;6.polysaccharides of Rhizoma anemarrenae;7.

Saponins of Rhizoma anemarrenae;8.Radix Ginseng , Rhizoma anemarrenae

and Gypsum fibrosum;9.Radix Ginseng and Gypsum fibrosum ;10.Radix

Ginseng and Rhizoma anemarrenae;11.marker

Tab 5.Expression level of Glu T4 and β-actin gene of rats in each group(x

±s , n=4)

Groups Glu T4/β-actin

Normal 0.76±0.16

Model 0.36±0.12＊＊

Polysaccharides of Radix Ginseng 0.63±0.09#

Ginsenosides 0.59±0.08#

Polysaccharides of Rhizoma anemarrenae 0.60±0.11#

Saponins of Rhizoma anemarrenae 0.57±0.10#

Radix Ginseng and Rhizoma anemarrenae 0.46±0.16＊

Radix Ginseng and Gypsum fibrosum 0.54±0.08＊#

Radix Ginseng , Rhizoma anemarrenae 0.56±0.10#

　and Gypsum fibrosum

The complete formula 0.66±0.11##

＊P<0.05 , ＊＊P<0.01 vs normal group;#P<0.05 , ##P<0.01 vs

model group

葡萄糖是各种细胞的最重要的能量来源 ,大多

数组织细胞以易化扩散的方式顺浓度梯度摄入细

胞外的葡萄糖 ,这一转运过程不消耗能量。而负责

这一转运过程的分子是与细胞膜结合的葡萄糖转

运蛋白(Glu Ts)家族 。在机体组织细胞的葡萄糖转

运过程中 ,Glu T4是一种重要的葡萄糖转运蛋白 ,

主要分布于脂肪细胞和肌肉细胞 ,能在胰岛素的刺

激下迅速提高对葡萄糖的摄入量[ 10] 。有实验表

明 ,糖尿病大鼠心肌细胞Glu T4 mRNA表达量明显

减少
[ 4]
。采用基因敲除方法在小鼠心肌中去除

Glu T4的表达 ,结果导致了心脏肥大及心脏的形态

学改变[ 11] 。提示 Glu T4与糖尿病心肌病的发生密

切相关 。心肌局部Glu T4 表达障碍导致葡萄糖转

运异常 ,引起心脏能量代谢障碍 ,糖代谢低下 ,从而

导致心脏结构和功能受损 ,可能是糖尿病心肌病变

心肌重构的重要原因。本研究结果表明 ,糖尿病模

型大鼠心肌细胞中的 Glu T4 mRNA 表达量显著降

低 ,提示其心肌细胞中 Glu T4 基因表达受到抑制 。

人参白虎汤及其活性部位治疗后可使糖尿病大鼠

心肌细胞 Glu T4 mRNA 表达量明显升高 。由此推

测 ,人参白虎汤在基因转运水平通过上调 Glu T4

mRNA的表达 ,促进心肌细胞对葡萄糖的转运 ,改

善了心肌细胞的能量代谢 ,从而达到对抗高血糖所

致的心肌细胞损害的作用。
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Influence of Renshenbaihu Decoction on the Level of mRNA

Expression of Glu T4 in Streptozotocin Induced Diabetic Rats'
Hypertrophic Myocardium
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(
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【ABSTRACT】　AIM:To observe the effects of different compatible groups and some active parts from Renshenbaihu

Decoction on the level of mRNA expression of Glu T4 gene in diabetic rats' hypertrophic myocardium induced by strep-

tozotocin.METHOD:Male Sprague-Dawley diabetic rats induced by streptozotocin were randomly divided into nine

groups.They were treated with different compatible groups , and some active parts from Renshenbaihu Decoction for 75

days.Total RNA was extracted from myocardium tissue of rats and the gene of Glu T4 and β-actin were amplified by

RT-PCR.Silver staining and polyacrylamide gels were used to detect the level of mRNA expression of Glu T4 gene in

myocardium tissue.RESULT:The level of mRNA expression of Glu T4 gene in hypertrophic myocardium tissue induced

by STZ was downregulated.After being treated with different compatible groups(except the group of Rhizoma anemar-

rhenae compatible with Radix Ginseng)and some active parts from Renshenbaihu Decoction , the indexes of heart and

ventricle were lowered and the level of mRNA expression of Glu T4 gene was upregulated.CONCLUSION:Renshen-

baihu Decoction and its active parts have the effects to upregulate the level of mRNA expression of Glu T4 gene in dia-

betic rats' hypertrophic myocardium induced by streptozotocin.

【KEY WORDS】　Renshenbaihu Decoction;Diabetes mellitus;Glu T4;Cardiomyopathy
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