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新葛根芩连汤对糖尿病大鼠海马 ＺＯ－１
及 ＪＩＡＭ－１蛋白表达的影响

袁有才１　魏光明２

（１．陕西中医药大学，陕西咸阳 ７１２０４６；２．空军军医大学第二附属医院，陕西 西安 ７１００３８）

摘　要：目的 观察新葛根芩连汤对糖尿病大鼠海马区 ＺＯ－１及 ＪＩＡＭ－１蛋白表达的影响。方法 大鼠随机

分为空白组，高脂饮食组，高脂饮食组高脂造模，１月后腹腔注射链脲佐菌素建立糖尿病模型，存活大鼠分为模型

组、对照组、新葛根芩连汤大、中、小剂量组，给予相应药物治疗，８周后检测海马区ＺＯ－１及ＪＩＡＭ－１蛋白。结果

与空白组比较，模型组大鼠海马区ＺＯ－１明显减低（Ｐ＜０．０１）、ＪＩＡＭ－１明显增高（Ｐ＜０．０１）。与模型组比较，各

治疗组均有不同程度改善，新葛根芩连汤中剂量组效果最明显（Ｐ＜０．０１）。结论 新葛根芩连汤促可进紧密连接

蛋白ＺＯ－１及ＪＩＡＭ蛋白的表达，从而保护血脑屏障。
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　　糖尿病常引起全身多系统损害，近年来糖尿
病脑损害逐渐受到重视，糖尿病不仅易引起脑卒

中，而且易导致记忆力减退等高级皮层功能障碍。

其发生的原因涉及高血糖、血管因素、自由基、神

经元变性等多种因素，其核心病理因素仍不明。

而本课题组发现新葛根芩汤对糖尿病脑损害有一

定的防治作用，其原因可能与保护血脑屏障有

关［１］，本研究进一步从紧密连接蛋白揭示其作用

机理。

１　材料
１．１　动物　从西安交通大学实验动物中心购入
雄性ＳＰＦ级ＳＤ大鼠１２０只，体重２００ｇ±２０ｇ，合格
证书号ＳＣＸＫ（陕）２０１２－００３。
１．２　试剂　试验药物 ＺＯ－１抗体、ＪＩＡＭ抗体 购
自ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ公司。链尿佐菌素（ＳＴＺ），１ｇ／
支，购自Ｓｉｇｍａ公司；浙江大冢制药有限公司生产
的西洛他唑片：（５０ｍｇ／片，批号：１３０９０１Ｐ）。在陕
西中医药大学附属医院中草药房购入新葛根芩连

汤饮片，由粉葛根１２ｇ、熊胆粉１．５ｇ、川黄连６ｇ、黄
芩９ｇ、草石斛 １２ｇ、云南三七粉 ３ｇ组成。药液制

备：葛根、黄连、黄芩、石斛按３９ｇ生药加水４００ｍｌ
煎煮２小时，浓缩为含生药 ０．６５ｇ／ｍｌ的水煎剂，
４℃冰箱冷藏。灌胃时取预计量的水煎剂加热，溶
入相应比例的熊胆粉、三七粉制成含生药０．７２５ｇ／
ｍｌ的新葛根芩连汤混悬液灌胃，中小剂量按比例
稀释。

１．３　实验仪器　蛋白垂直电泳槽、蛋白湿转仪，
均为产自Ｂｉｏｒａｄ公司；血糖仪产自德国拜耳公司；
电子天平 ＢＳＩ２４Ｓ是北京赛多利仪器系统有限公
司产品。

２　方法
２．１　动物模型建立及给药方法　大鼠适应性喂
养３天，随机分出１５只作为空白对照组（第１组，
纯净水１ｍｌ／１００ｇ灌胃），给予普通基础饲料喂养；
其余１０５只作为２型糖尿病造模组给予高糖高脂
饲料喂养（７７．５％基础饲料、１０％猪油、２．５％ 胆固
醇、１０％蔗糖），４周后一次性腹腔注射链尿作菌素
４５ｍｇ／ｋｇＳＴＺ（溶于０．１ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐缓冲液，
ｐＨ＝４．２），７２ｈ后尾静脉采血测血糖达到１６．７
ｍｍｏｌ／Ｌ的大鼠认为糖尿病模型建立成功［２］，继续
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分为模型组（第２组，纯净水１ｍｌ／１００ｇ灌胃）、新
葛根芩连汤大剂量组（第３组，０．７２５ｇ／ｍｌ／１００ｇ灌
胃）、中剂量（第４组，０．３６３ｇ／ｍｌ／１００ｇ灌胃）、小剂
量组（第５组，０．１８３ｇ／ｍｌ／１００ｇ灌胃）、西洛他唑对
照组（第６组，１．６７ｍｇ／ｍｌ／１００ｇ灌胃），每组１９只。
造模后７天再次测血糖，血糖仍达标者进入药物干
预，连续８周。
２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测紧密连接蛋白 ｚｏ－１／ＪＩ
ＡＭ表达　每组取６只大鼠尾静脉采血后脱臼处
死，迅速断头取脑，冰盘分离海马组织液氮罐冷冻

（左右侧分别放入不同冻存管），采集结束后移入

－８０℃冰箱，用２０倍体积蛋白抽提液，冰上匀浆，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分离上层溶液，ＢＣＡ蛋白定
量试剂盒测定样品的蛋白浓度，１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
胶分离后，电转移至 ＰＶＤＦ膜，加入一抗、二抗孵
育，ＥＣＬ法显色，凝胶成像分析系统摄像分析。
２．３　统计方法　数据均以ｘ±Ｓ表示，数据处理采
用中文 ｓｐｓｓ１７．０软件，组间比较采用单因素方差
分析，Ｐ＜０．０５为差异有显著性。
３　结果
３．１　新加葛根芩连汤对 ＺＯ－１表达的影响　与
空白组比较模型组 ＺＯ－１表达明显减少（Ｐ＜０．
０１）；与模型组比较各干预组ＺＯ－１表达均明显增
强（Ｐ＜０．０１），其中新加葛根芩连汤中、小剂量组

表达增强最明显（Ｐ＜０．０１）。
注：※与１组比较Ｐ＜０．０１，△与２组比较Ｐ＜０．０１，

１组：空白组；２组：模型组；３组中药大剂量组；

４组：中药中剂量组；５组：中药小剂量组；６组：西药组。

图１　大鼠海马中ＺＯ－１表达比较图

３．２　新加葛根芩连汤对ＪＡＭ－１表达的影响　与
空白组比较，模型组大鼠海马ＪＡＭ－１表达明显升
高（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，经药物治疗各组
ＪＡＭ－１表达均不同程度减低，以新加葛根芩连汤

中剂量组表达最显著（Ｐ＜０．０１），西药对照组无明
显差异（Ｐ＞０．０５）。

注：※与１组比较Ｐ＜０．０１，△与２组比较Ｐ＜０．０１，

１组：空白组；２组：模型组；３组：中药大剂量组；

４组：中药中剂量组；５组：中药小剂量组；６组：西药组。

图２　大鼠海马中ＪＡＭ－１表达比较图

４　讨论
血脑屏障损害是糖尿病脑损害的重要靶点，

微血管损害是糖尿病脑损害的重要部分，其特点

是由血管内皮细胞与紧密连接组成血脑屏障的第

一道屏障。紧密连接是脑微血管内皮细胞间的特

殊连接结构，一般由三种跨膜蛋白、胞浆粘附蛋

白、细胞骨架蛋白和胞质信号组成，在脑微血管内

皮细胞间形成致密的连接结构，有物理屏障和电

子屏障作用。胞浆粘附蛋白是最早被发现的紧密

连接粘附蛋白，分为 ＺＯ－１，ＺＯ－２，２Ｏ－３等３种
亚型，相互协同组成紧密连接的脚手架平台，是紧

密连接的支持结构基础。连接黏附分子是发现较

晚的一个糖基化的跨膜免疫球蛋白，由胞外的两

个免疫球蛋白样区域、一个跨膜区域、胞浆区的一

个Ｃ端区域组成。分为 ＪＡＭ－１，ＪＡＭ－２和 ＪＡＭ
－３等３种亚型，可直接与ＺＯ－１连接。研究显示
绝大部分内皮细胞表面均有 ＪＡＭ表达，ＪＡＭ的主
要功能是调节血脑屏障的渗透性。所以 ＺＯ－１、
ＪＡＭ－１在血脑屏障中起重要作用。

本次研究显示糖尿病模型大鼠８周时，大鼠海
马区ＺＯ－１降低和ＪＡＭ－１升高，药物干预后降低
的ＺＯ－１蛋白表达明显增强，ＪＡＭ－１表达降低，
因此推论糖尿病脑损害模型中血脑屏障损害与紧

密连接蛋白的异常表达有关。已有研究显示新加

葛根芩连汤可以改善糖尿病血脑（下转第９１页）
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管内皮素（ＥＴ）水平［１６］，增加脑血流量［１７］。因此，

以上诸穴合用，能够从多个方面改善脑供血情况，

保护脑神经，提高脑能量代谢，从而改善后循环缺

血所致的眩晕和其他神经症状。

本研究属于单中心研究，且由于设备技术以

及经费的限制，观察指标比较单一，观察时间偏

短，结果有可能会有一定偏倚，尚有待多中心、大

规模的临床试验来进一步证实。
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（上接第７９页）屏障的损害［１］，本次研究综合显示

新加葛根芩连汤中剂量组对 ＺＯ－１和 ＪＡＭ－１表
达调节最有效。另外，因 ＪＡＭ－１主要是电荷屏
障，可能是糖尿病大鼠血脑屏障破坏时对其他跨

膜蛋白减少的代偿性增高。

葛根芩连汤是经典方，近年研究显示对糖尿

病有较好的效果［３－４］。课题组在此基础上加入石

斛、熊胆粉、三七形成新加葛根芩连汤，增强养阴

活血开窍功能，更适于糖尿病脑病的治疗，前期研

究有较好的临床效果［５］，药理研究显示对糖尿病

大鼠血糖、体重、ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ通路、血脑屏障等有
明确效应［６－７］，本次研究进一步明确新加葛根芩连

汤对紧密连接蛋白 ＺＯ－１和 ＪＡＭ－１表达调节具
有较好的调节作用。
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