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摘　要　为了弄清复方山药-苦瓜的醇提取物的降血糖作用，本研究通过2型糖尿病大鼠模型探讨复方山药-苦瓜的醇提物降糖作用的机制。我们选用48只SD 大鼠(美国Sprague Dawley农场用Wistar大鼠培育而成, 故得名SD大鼠)，采用高脂饮食配合注射小剂量链脲菌素(STZ)培养成2型糖尿病(NIDDM)模型，随机分为6组：模型对照组、正常对照组、山药-苦瓜水提取物高剂量治疗组、山药-苦瓜醇提取物高剂量治疗组、山药-苦瓜醇提取物中剂量治疗组以及山药-苦瓜醇提取物低剂量治疗组。各治疗组分别灌胃给予上述提取物，模型对照组和正常对照组给予生理盐水，上述各组均灌胃28 d。在灌胃结束后，禁食12 h后各测定一次空腹血糖(FBG)，尾静脉取血测定血清中甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)、高密度脂蛋白(HDL)各指标值。结果表明：模型组TG (甘油三酯)、TC (总胆固醇)水平比正常对照组高，说明STZ可使小鼠血糖升高的同时，升高TG、TC水平；山药-苦瓜醇提取物能不同程度改善TG、TC水平且效果明显优于山药-苦瓜水提取物；对于HDL (高密度脂蛋白)，模型对照组与空白对照组之间的差异不明显。我们认为山药-苦瓜醇提取物治疗2型糖尿病效果优于山药-苦瓜水提取物，可能与山药-苦瓜醇提取物降低TG和TC含量有关。
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Abstract　In order to clarify the hypoglycemic effect of ethanol extract of compound yam-bitter guard, we used the type 2 diabetic rat model to explore the hypoglycemic mechanism of the alcohol extracts. In this study we employed 48 Sprague Dawley (SD) rats treated with high-fat diet plus small dose injection of chain urea cephalosporins (STZ) to develop a type 2 diabetes mellitus model (NIDDM), which were randomly divided into 6 groups as follows: Model control group, normal control group, high dose treating group with the water extract compound, high dose treating group with the alcohol extract compound, low dose treating group with the water extract compound, and low dose treating group with the alcohol extract compound. All treating groups were orally treated with the extract compound, while the model control group and normal control group were given physiological saline water. The  gastric gavage was performed by 28 days. The determination of fasting blood glucose (FBG) was conducted in the end of gastric gavage and after fasting for 12 h, respectively, and The tail vein blood was sampled in the end of gastric gavage and after fasting for 12 h to determine the index of triglyceride (TG), total cholesterol (TC), and high-density lipoprotein cholesterol (HDL). The results showed that the level of TG and TC in the model control group was higher than that of the normal control group, indicating that STZ could increase mice blood glucose as well as elevate the level of TG and TC. The alcohol extract compound can improve the level of TG and TC with being obviously superior to the water extract compound; whereas there was no obvious difference in level of high-density lipoprotein cholesterol (HDL) between model control group and normal control group. We thought that the effect of the alcohol extract compound to cure type 2 diabetes would be is better than than that of the water extract compound, which might be due to reduce the content of TG and TC with the treatment of the alcohol extract compound.
Keywords　Yam (Dioscorea opposita Thunb.); Bitter gourd (Momordica charantia L.); Alcohol extract; Type 2 diabetes; Blood sugar; Plasma lipids

糖尿病这种慢性非传染性疾病的发病率呈逐年增加的趋势且越来越年轻化，现已排在肿瘤、心脑血管疾病之后位居第3位。糖尿病是一种慢性代谢紊乱疾病, 世界范围内约有1.7亿患者，预计2030年，此数字将翻倍(Fazio and Linton, 2001)。 据不完全统计，我国糖尿病患者总数约占世界患者总数的四分之一，其中约有3 800万左右为2型糖尿病病人。为此，糖尿病的治疗不得不被提上日程，其中，糖尿病治疗的关键在于纠正代谢紊乱，促进胰岛分泌，避免产生并发症状。长期服用西药成分的降糖药物会导致胰腺等器官钝化甚至耐药，大大降低治疗效果，服药患者的血糖稳定性差，波动无常更严重的会引发一系列副反应。而中药以治本为目的，作用条件柔和，在研究糖尿病防治的取得较大进展，特别是在减少副反应和消除并发症方面功效突出，成为医学界的研究重点，同时广大患者也青睐于中药降糖。

葫芦科苦瓜属植物苦瓜(Momordica charantia L.)的果实-苦瓜。被博大的中医看作清热解毒、滋养强壮的佳品。在降糖、调脂、抗病毒性感染、增强机体免疫力等方面有显著效果(杨恩昌等, 2009; 胡怡秀等, 2010)。药材山药取自植物薯蓣( Dioscorea opposita Thunb.)的新鲜块茎(赵国华等, 2002)。是近年来国内外研究的热点之一。本项目以血液生化分析法为研究手段检测糖尿病大鼠的血液指标，探讨醇提取物发挥降糖作用的机制。

1结果与分析
1.1链脲菌素(STZ)对糖尿病大鼠一般状况的影响
模型组大鼠在28 d的喂养过程中，饮水量明显多于正常组大鼠；尿量也比正常组大鼠多；体重增加明显，毛色大部分正常，鲜有部分发黄，多数懒散少动，表现出典型的糖尿病症状(表1)。

表1 STZ对糖尿病大鼠一般状况的影响

Table 1 Effect of STZ on the general status of diabetic rats

	观察指标

Observing Index
	正常对照组(n=8)

Normal control group (n=8)
	模型对照组(n=40)

Model control group (n=40)

	体重(g)

Body weight (g)
	233±25
	235±23

	毛色

Hair color
	淡白色有光泽

Light white and shiny
	淡白色有光泽

Light white and shiny

	饮水量(mL)

The amount of drinking water (mL)
	35
	75

	尿量(mL)

Urine volume (mL)
	20
	27

	精神状态

Mental status
	较好

Active
	懒散

Sluggish


1.2山药-苦瓜醇提取物对2型糖尿病大鼠血糖的影响

正常对照组与模型对照组之间血糖差异明显(表2)，说明大鼠模型建立成功。山药-苦瓜醇提取物降血糖疗效随剂量增大，效果增强。

表2山药-苦瓜醇提取物对2型糖尿病大鼠血糖的影响(x±s)

Table 2 The effect of the ethanol extract compound on blood sugar in type 2 diabetic rats (x±s)

	组别

Group category
	例数

Case numbers
	治疗前(mmol/L)

Before treatment (mmol/L)
	治疗后(mmol/L)

After treatment 

(mmol/L)

	正常对照

Normal control group
	8
	3.95±1.02
	3.99±1.66

	模型对照组

Model control group
	8
	19.11±2.12
	19.00±2.57

	山药-苦瓜醇提取物高剂量治疗组

High dose treating group with the alcohol extract compound
	8
	18.80±2.15Δ
	15.87±1.60

	山药-苦瓜醇提取物中剂量组治疗

Alcohol extract middle-dose group
	8
	19.96±2.02*
	18.89±2.05

	山药-苦瓜醇提取物低剂量治疗组

Low dose treating group with the alcohol extract compound
	8
	19.02±2.34
	18.76±3.34

	山药-苦瓜水提取物高剂量治疗组

High dose treating group with the water extract compound
	8
	19.47±3.26*
	18.20±2.54


注: 前后自身对照; *p<0.05; Δp<0.01

Note: Before and after the self-control; *p<0.05; Δp<0.01

1.3山药-苦瓜醇提取物对2型糖尿病大鼠血脂的影响
模型对照组TG、TC水平比正常对照组高，说明STZ可使大鼠血糖升高，同时也升高了TG、TC水平。山药-苦瓜醇提取物能不同程度改善TG、TC水平且效果明显优于山药-苦瓜水提取物；对于HDL，模型对照组与正常对照组之间的差异不明显(表3)。

表3山药-苦瓜乙醇提取物对2型糖尿病大鼠血脂的影响(x±s)

Table 3 The effect of the ethanol extract compound on Plasma lipids in type 2 diabetic rats (x±s)

	组别

Group category
	例数

Case numbers
	TG
	TC
	HDL-C

	正常对照

Normal control group
	8
	0.77±0.11
	4.53±0.48
	2.37±0.09

	模型对照组

Model control group
	8
	2.31±0.33
	7.21±0.27
	2.02±0.13

	山药-苦瓜醇提取物高剂量治疗组

High dose treating group with the alcohol extract compound
	8
	1.22±0.18*Δ
	5.96±0.44*ΔΔ
	2.29±0.19Δ

	山药-苦瓜醇提取物中剂量治疗组

Alcohol extract middle-dose group
	8
	1.58±0.14*Δ
	6.59±0.28*ΔΔ
	2.20±0.14

	山药-苦瓜醇提取物低剂量治疗组

Low dose treating group with the alcohol extract compound
	8
	1.97±0.17*Δ
	6.75±0.54*Δ
	2.04±0.15*

	山药-苦瓜水提取物高剂量治疗组

High dose treating group with the water extract compound
	8
	1.86±0.16*Δ
	6.82±0.49*
	2.14±0.10


注: 以上指标单位均为mmol/L; 与正常组相比*p<0.05; 与模型组相比Δp<0.05, ΔΔp<0.01
Note: The above indicators are in mmol/L; Compare to the normal control group, *p<0.05; compare to the model control group, Δp<0.05, ΔΔp<0.01
1.4山药-苦瓜醇提取物对2型糖尿病大鼠胰腺病理变化的影响
胰腺样本经HE染色后镜检表明(图1)：正常对照组：细胞形态呈叶状，上皮细胞及胰岛组织细胞没有变形、坏死，间质、导管完好。而模型对照组：胰岛细胞结构破坏严重边缘不清晰，数目减少，大部分细胞变形死亡(++++)；胰腺腺泡细胞及间质、导管鲜有见炎症病灶出现。山药-苦瓜醇提取物高剂量治疗组：组织细胞结构边缘清晰可分，细胞少有变形死亡(+)。山药-苦瓜醇提取物中剂量治疗组：胰腺组织内胰岛细胞结构大体清晰，较多细胞呈中度变性状态(++)，有少量胰腺细胞变性不明显。山药-苦瓜醇提取物低剂量治疗组：胰腺组织内胰岛细胞结构不清晰，数目减少，细胞严重变性(+~++)，仅剩空腔。山药-苦瓜水提取物高剂量治疗组：胰腺组织内胰岛细胞结构不清，数目减少，细胞变性(+~++)，胰腺腺泡及间质、导管等均未见炎症性病变；总体效果要好于山药-苦瓜水提取物高剂量治疗组。


[image: image14]
图1胰腺样本经HE染色后镜检

注: A: 正常组; B: 模型组; C: 水提物高剂量组; D: 醇提物高剂量组; E: 醇提物高剂量组; F: 醇提物低剂量组

Figure 1 Microscopic examination of Pancreas samples after HE staining 

Note: A: normal; B: modle; C: Aqueous extract high-dose; D: Alcohol extract high-dose; E: Alcohol extract middle-dose group; F: Alcohol extract low-dose
2讨论
已有印度学者Dixit等(1987)从苦瓜中提取到了和胰岛素作用大致相同的物质。我国学者盛清凯和姚惠源(2005a; 2005b)在2005年再次鉴定并印证了印度学者的观点。柴瑞华等(2008)在2008采用大孔树脂胶分离得到了高纯度苦瓜总皂苷,同时验证其降糖效果优越。苦瓜多肽一P 于2005年被同时纯化得到，同样有降糖作用。苦瓜粗多糖是一种有降血糖活性物质(郑子新等, 2005)。山药其多糖, 可增强免疫系统的功能(石坚, 1993, 天津中医, (2): 20; 苗明三, 1997)。靳光荣采用增敏降糖汤(黄芪、黄连、桑叶、葛根、积雪草、山药、黄精等)煎汤口服。治疗36例2型糖尿病IR患者，临床症状均明显改善，病例的83.4%患者血糖正常且平稳；总体77.8%的患者高糖症状基本治愈(靳光荣, 2010)。通过本实验研究可以看出：山药-苦瓜醇提取物能够降低2型糖尿病大鼠空腹血糖，调节2型糖尿病大鼠甘油三酯、总胆固醇及高密度脂蛋白水平。HE染色结果证实：山药-苦瓜醇提取物可以通过调控糖脂代谢，减轻糖脂毒性，保护2型糖尿病大鼠胰岛细胞。

3材料与方法
3.1实验材料及药品与试剂
大鼠(SD) 60只，雄性，体重(240±20) g，清洁级，由遵义医学院实验动物中心提供(注: 因防止实验过程中大鼠意外死亡故选用数量为6*10=60只大于实际分组用大鼠数量为6*8=48只)。

山药(Dioscorea opposita Thunb.)药材购自广东省珠海市源春林大药房，并经生药学鉴定为薯蓣科植物薯蓣(Dioscorea opposita Thunb.)的块茎；苦瓜(Momordica charantia L.)药材购自广东省珠海市源春林大药房，并经生药学鉴定为葫芦科苦瓜属植物苦瓜(Momordica charantia L.)的未成熟果实；无水乙醇：广州化学试剂厂(批号20130603-2)；生理盐水：四川科伦药业股份有限公司(国药准字H51021157)。STZ：美国Sigma公司生产；TG试剂盒、TC试剂盒、HDL-C试剂盒：购于南京建成生物工程研究所。

电子天平(LG-PABER)；血糖检测仪(美国强生公司)；酶标仪(Bio-rad680)；高速离心机(ThermoFisherD-37520)。

3.2供试品制备
取山药、苦瓜各100 g，捣碎，浸泡于10倍量体积份数的热水中，煮沸提取3次，每次2 h，合并滤液，减压真空干燥得山药-苦瓜水提取物粉末，备用，取10 g加入10 mL生理盐水中溶解，即1 g/mL。

取山药、苦瓜各100 g，捣碎，浸泡于10倍体积份数为80%乙醇溶液中，静置过夜，加热，回流提取3次，每次2 h，合并3次滤液，干燥得山药-苦瓜醇提取物粉末，备用，取10 g加入10 mL生理盐水中溶解，即1 g/mL。按此法依次配制0.5 g/mL、0.25 g/mL的药液备用。

3.3 2型糖尿病大鼠模型的建立

取SD大鼠，雄性，60只，随机抽取8只为正常对照组，其余作为2型糖尿病模型组。2型糖尿病模型组首先用高脂饲料喂养(在标准全价混合饲料的基础上添加蔗糖, 炼猪油和蛋黄, 热能含量21. 6 kJ/kg)，整月后，视情况注射STZ 65 mg/kg突击法造模，一周后检测其血糖值>16.7 mmol/L的大鼠视为模型成功。同时，正常对照组大鼠正常喂养，一月后注射等体积柠檬酸钠缓冲液。

3.4大鼠分组及给药方法
从上述造模的52只大鼠中随机选取2型糖尿病模型大鼠40只(多余舍弃)，按血糖值、质量随机分成5组：模型对照组、山药-苦瓜水提取物高剂量治疗组、山药-苦瓜醇提取物高剂量治疗组、山药-苦瓜醇提取物中剂量治疗组以及山药-苦瓜醇提取物低剂量治疗组；上述5组同正常对照组共6组。

各治疗组按1.0 mL/100 g的剂量口服给药28 d，正常组无任何治疗，阴性治疗组分别给予生理盐水，口服连续给药28 d。过程中，各实验组继续喂养相应的饲料。

3.5样本的采集及指标的测定
3.5.1一般状况观察

观察项目，包括大鼠的精神状态、体质量、饮水量、食量、大小便。

3.5.2血糖测定

实验末禁食后断尾取血，采用强生血糖检测仪进行FBG检测。

3.5.3血脂测定

准备血脂测定前一天起大鼠禁食12 h，7%水合氯醛按5 mL/kg腹腔注射麻醉大鼠，取血，留取血清，酶标仪进行血脂相关指标的测定。

3.6统计学方法
所测得的实验数据采用SPSS15.0统计软件进行双样本t检验及单因素方差分析，实验数据以x±s表示。p<0.05有统计学意义。
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图1-4 醇提物高剂量组 Alcohol extract high-dose 





图1-3  水提物高剂量组 Aqueous extract high-dose 





图1-5 醇提物中剂量组 Alcohol extract middle-dose group








图1-6醇提物低剂量组 Alcohol extract low -dose 
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