参藻合剂对2型糖尿病大鼠糖脂代谢的影响 
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【摘 要】  目的:探讨参藻合剂对2型糖尿病大鼠糖脂代谢水平的影响。方法:采用高糖高脂饲料结合链脲佐菌素制备2型糖尿病大鼠模型，给药四周后，观察参藻合剂对2型糖尿病大鼠24h摄食、饮水及尿量的影响，检测糖化血红蛋白及肝糖原含量，全自动生化仪检测血清中TG及HDL-C含量，并观察其对胰腺及肾组织病理形态的影响。结果:与模型组相比，参藻合剂中、高剂量组动物24h饮水量、肝糖原含量显著降低（P＜0.05）；高剂量组动物24h摄食量显著降低（P＜0.05）；中剂量组HDL-C显著升高（P＜0.05）；各剂量组动物糖化血红蛋白及TG含量均显著降低（P＜0.01），胰腺及肾组织的病理形态显著改善。结论:参藻合剂对2型糖尿病大鼠具有显著的调节作用。
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[Abstract] Object :To explore the influence of the Mixture about Stichopus japonicus and Laminaria japonicaon on the type 2 diabetic (T2DM)rats. Method :Preparation T2DM rat model by high fat feed combined with streptozocin (STZ) inducing ,and then study the effects of the Mixture about Stichopus japonicus and Laminaria japonicaon by observed the 24h feeding and water intake, urine volume, HbA1c, liver glycogen in T2DM rats, testing the content of TG and HDL-C content in serum by automatic biochemical and the effect on the pathological morphology of pancreatic and renal tissue through HE staining.Result: Compared with the model group,middle、 high dose group animals 24h drinking water, glycogen content was significantly reduced;high dose group animals 24h food intake was significantly lower (P <0.05); HDL-C dose group was significantly higher (P <0.05); each dose group were significantly lower in glycated hemoglobin and TG levels (P <0.01), and regulated the pathological pancreas and kidney tissue significantly . Conclusion :The Mixture about Stichopus japonicus and Laminaria japonicaon  has significant regulatory role in T2DM rats.
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     海参(Stichopus japonicus)与海带( Laminaria japonica )均为重要的海生资源，其食用及药用价值很早就广为人知。现代研究表明，海参及海带具有调血脂、降血糖的作用，再次受到广泛的关注[1-2]。参藻合剂为海带( Laminaria japonica Aresch )、海参(sea cucumber, Ludeigothurea grisea)提取复合物，主要成分为多糖及多肽，本研究采用高糖高脂饲料结合链脲佐菌素复制2型糖尿病大鼠模型，观察参藻合剂对2型糖尿病的影响。
1 材料

1.1 动物

SPF级SD大鼠，雄性，体质量180-220g，购自广州中医药大学实验动物中心，合格证号：SCXK（粤）2008-0020。

1.2 药物与试剂

    罗格列酮片（爱能）（成都恒瑞制药有限公司，国药准字H20030569）；

参藻合剂（自制，由海参和海带经提取复配制成。含海参肽1.89g/100mL，海带多糖66mg/100mL。成人用量：口服，90mL/人/天，分3次服用。动物试验时将合剂浓缩3倍给药，动物给药量按临床成人用量的5倍、10倍、20倍设置） ；

Streptotozotocin(STZ)（Sigma，S0130）；柠檬酸（天津市福晨化学试剂厂，批号00116）；柠檬酸三钠（天津市大茂化学试剂厂，批号00110）；游离脂肪酸酶联免疫分析试剂盒（批号140010602）；肝糖原检测试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号20140103）；糖化血红蛋白检测试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号20140110）。
1.3仪器

电子分析天平（梅特勒—托利多仪器有限公司，型号EL204）；移液枪（赛默飞世尔仪器有限公司，型号ZX57486）；罗氏活力型血糖仪及配套试纸（ACCU-CHEK ACTIVE，型号GC14926924)；RODZ-50（H）-RE纯水机（锐思捷）；HVE-50高温灭菌柜（HIRAYAMA 公司）；7180型生化分析（日本日立）酶标仪（skan GO ，型号1510）；低温离心机（Thermo）。

2 方法

2.1 动物模型制备    

SD雄性大鼠，适应性饲养3天后开始实验。实验动物按体质量随机分为正常组和T2DM组，正常组给予普通饲料，模型组给予高糖高脂饲料，定量饮食，自由饮水。高脂饲料造模4周后，动物禁食不禁水12h，模型组动物按40mg•kg-1剂量一次性腹腔注射1%STZ溶液，正常对照组腹腔注射等体积的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液。于STZ造模72h后，动物禁食不禁水12h，尾尖采血，血糖试纸检测空腹血糖（fasting blood glucose,FBG），以FBG≥11.1mmol•L-1为T2DM模型建立成功的标准。

2.2 指标检测

将建模成功的T2DM大鼠随机分为5组，分别为模型组，罗格列酮组（2mg•kg-1•d-1），参藻合剂低（2.5mL•kg-1•d-1）、中（5.0mL•kg-1•d-1）、高剂量组（10.0mL•kg-1•d-1），另设正常组。正常组及模型组给予等体积的蒸馏水，每天1次，连续4周。给药期间，模型组及各给药组饲以高脂饲料，正常组饲以普通饲料。末次给药后，检测动物24h摄食、饮水及尿量；眼眶取血于抗凝管，离心弃上清留沉淀血细胞，检测糖化血红蛋白含量，取血清，全自动生化仪检测甘油三脂（TG）；高密度脂蛋白（HDL-C）。

2.3 病理形态观察

脱颈椎处死动物，解剖取肝组织，测定肝组织中的糖原含量，取胰腺及肾脏组织，大小约为2cm*2cm左右，10%甲醛溶液固定，常规石蜡包埋切片，HE染色，显微镜下观察并拍照。

2.4 统计学处理

采用SPSS19.0软件对实验数据进行分析，每组实验数据均以
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表示，多组间比较采用单因素方差分析，以P＜0.05判断具有统计学差异。

3 结果

3.1 参藻合剂对2型糖尿病大鼠24h摄食、饮水及尿量的影响

    表1结果显示，动物给药4周后，与正常组相比，模型组动物24h摄食、饮水、尿量显著增加（P＜0.01）。与模型组相比，参藻合剂高剂量组动物摄食量显著改善降低（P＜0.05）；中、高剂量组动物饮水量亦有显著降低的作用（P＜0.05）。

表1 参藻合剂对2型糖尿病大鼠24h摄食、饮水、尿量的影响

	      组  别
	摄食（g）
	饮水(mL)
	尿量(mL)

	正常组
	53.26±1.70
	53.33±3.33
	4.44±0.65

	模型组
	76.2±4.10 ▲▲
	273.25±24.87▲▲
	179.78±24.93▲▲

	罗格列酮组
	61.44±5.81 *
	170.00±37.98 *
	103.75±28.01 *

	参藻合剂低剂量组
	68.24±4.32
	187.50±34.27
	137.33±22.96

	参藻合剂中剂量组
	62.53±7.24
	177.50±40.92 *
	120.25±34.28

	参藻合剂高剂量组
	58.84±6.36 *
	165.50±44.43 *
	124.67±33.78


    注：与正常组相比，▲▲表示模型组P＜0.01，▲表示模型组P＜0.05；与模型组相比，**各给药组P＜0.01，*各给药组P＜0.05。

3.2 参藻合剂对2型糖尿病大鼠糖化血红蛋白及肝糖原的影响

表2结果显示，与正常组相比，模型组大鼠糖化血红蛋白及肝糖原水平均显着升高（P＜0.01或0.05）；与模型组相比，参藻合剂各剂量组糖化血红蛋白水平均显著降低（P＜0.01），中、高剂量肝糖原含量亦显着降低（P＜0.05）。

	   表2 参藻合剂对2型糖尿病大鼠糖化血红蛋白、肝糖原的影响

	组别
	糖化血红蛋白
	肝糖原(mg/g)

	正常组
	16.72±0.51 
	15.39±1.41

	模型组
	24.69±1.77 ▲▲
	24.81±4.85▲

	罗格列酮组
	16.63±0.63 **
	18.85±2.18

	参藻合剂低剂量组
	13.85±2.90 **
	19.09±2.38

	参藻合剂中剂量组
	14.32±4.54 **
	17.11±2.61*

	       参藻合剂高剂量组
	13.27±1.08 **
	15.58±1.85*


    注：与正常组相比，▲▲表示模型组P＜0.01，▲表示模型组P＜0.05；与模型组相比，**各给药组P＜0.01，*各给药组P＜0.05。

3.3参藻合剂对2型糖尿病大鼠TG、HDL-C的影响

表3结果显示，与正常组相比，模型组动物TG升高、HDL-C降低（P＜0.05）；与模型组动物相比，参藻合剂各剂量组TG水平显著下降（P＜0.01）；中剂量组HDL-C显著升高（P＜0.05）。

表3 参藻合剂对2型糖尿病大鼠血清中TG、HDL-C 的影响

	组别
	甘油三酯(TG)
	高密度脂蛋(HDL-C)

	正常组
	0.61±0.13
	0.45±0.01

	模型组
	0.77±0.08 ▲
	0.29±0.04 ▲

	罗格列酮组
	0.61±0.13 *
	0.32±0.02

	参藻合剂低剂量组
	0.52±0.05 **
	0.39±0.03

	参藻合剂中剂量组
	0.53±0.05 **
	0.44±0.09 *

	   参藻合剂高剂量组
	0.51±0.03 **
	0.33±0.02


    注：与正常组相比，▲▲表示模型组P＜0.01，▲表示模型组P＜0.05；与模型组相比，**各给药组P＜0.01，*各给药组P＜0.05。

3.5 参藻合剂对2型糖尿病大鼠胰腺组织病理形态的影响

图1结果显示，HE染色各组胰腺组织，观察可见：正常组大鼠的胰岛形态完整，胰岛与外分泌腺间界限清晰，胰岛内细胞数目较多且排列紧密均一；模型组大鼠的胰岛形态极不规则，胰岛面积减小，数量减少，胰岛与外分泌腺间的界限模糊，胰岛内细胞胞浆减少，部分胰岛细胞胞浆内有空泡变性的现象；参藻合剂各剂量组动物的胰岛形态完整，胰岛面积较模型组明显增大，数量有所增加，胰岛与外分泌腺间的界限清晰，胰岛细胞内胞浆较模型组增加，低剂量组胞浆内有空泡变性的现象，中高剂量组未见空泡变性现象。
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            A:空白组                            B:模型组                  
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              C：罗格列酮组                D：参藻合剂低剂量组
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        E：参藻合剂中剂量组              F：参藻合剂高剂量组

图1 参藻合剂对2型糖尿病大鼠胰腺病理形态的影响

Fig1  Influences of HSK on the pathological morphology of pancreatic tissue 

 in the type 2 diabetic rats
3.6 参藻合剂对2型糖尿病大鼠肾组织病理形态的影响

    图2结果显示，HE染色各组肾组织，观察可见：正常组大鼠的肾小球形态完整，轮廓清晰，排列规则，肾小管未见异常；模型组大鼠的肾小囊腔变窄，肾小管结构模糊紊乱；参藻合剂低剂量组大鼠的肾小囊腔较窄，肾小管结构较模糊，排列紊乱；中、高剂量组大鼠的肾小球形态完整，轮廓清晰，排列规则，肾小管结构较清晰。
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            A:空白组                            B:模型组 
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C：罗格列酮组                D：参藻合剂低剂量组
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E：参藻合剂中剂量组              F：参藻合剂高剂量组

 图2 参藻合剂对2型糖尿病大鼠肾组织病理形态的影响
Fig2 Influences of HSK on the pathological morphology of kidney tissue 

 in the type 2 diabetic rats
4 讨论
T2DM是由遗传因素或环境因素共同作用导致的多因素综合代谢性疾病，可诱发各个脏器不可逆的功能性和器质性改变[3-4]。

临床上T2DM患者常伴有“三多一少”的症状，即多食、多尿、多饮、体质量下降。本研究在成功模拟T2DM大鼠的基础上，观察到参藻合剂可降低T2DM大鼠多食、多尿、多饮的现象，改善其“三多一少”的症状。

糖化血红蛋白是血液葡萄糖在非酶条件下，通过细胞膜与红细胞内血红蛋白-链颉氨酸结合形成的产物，其合成速率与红细胞所处环境中血糖的浓度成正比，并因其形成后即不可逆，不受进食时间以及短期生活方式的改变而影响，可反映短时间内平均血糖浓度，且其操作简单易行，结果稳定，是评估血糖的控制情况不可或缺的实验室指标。肝脏是机体糖代谢的重要场所，肝糖原与机体血糖有着密切的联系[5-6]。前期诸多研究结果显示，DM模型组大鼠的空腹血糖显著高于正常组，且其餐后血糖升高和葡萄糖耐量减低，与糖化血红蛋白及肝糖原有着密不可分的联系[7]。本研究结果显示提示，与模型组动物相比，参藻合剂显著T2DM大鼠糖化血红蛋白、肝糖原含量（P＜0.01-0.05）。

现代研究表明，胰岛素抵抗与脂毒性具有密切联系，在2型糖尿病患者中，多存在脂代谢紊乱，升高的游离脂肪酸和组织内甘油三脂堆积导致外周组织和肝脏对胰岛素的敏感性下降[8-9]。其血脂异常常以甘油三脂、低密度脂蛋白、游离脂肪酸升高，高密度脂蛋白降低为特征。本次研究结果显示参藻合剂显著降低T2DM大鼠血清中TG含量、升高HDL-C含量（P＜0.01-0.05）。

相比于正常人胰岛及肾小球形态完整，轮廓清晰，排列规则，与周围组织界限清晰，T2DM患者常出现胰腺组织中胰岛形态极不规则，面积减小，数量减少，与外分泌腺间的界限模糊，胰岛内细胞胞浆减少，浆内有空泡变性的现象，出现退行性病变，肾脏出现肾小管上皮细胞明显水肿、肾小囊腔变窄，肾小管结构模糊紊乱等异常[10]。本研究采用HE染色发现，参藻合剂可显著改善T2DM大鼠胰腺组织及肾组织病理形态的损伤。

综上所述，参藻合剂对T2DM大鼠有显著的改善作用，具有改善糖脂代谢的作用。
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