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·研究论文·
青砖茶水提物对糖尿病模型大鼠肝脏组织

对氧磷酶３和鸢尾素表达的干预作用
刘云涛①②，曾钰钦②，何建刚①，潘敬芳②，吴　娇②

　　［摘　要］　目的　观察青砖茶水提物对糖尿病模型大鼠肝脏对氧磷酶３、鸢 尾 素 表 达 的 干 预 作 用。方 法　ＳＤ大 鼠 随 机

分为正常对照组（ＮＣ组）、糖尿病组（ＤＭ组）、青砖茶组（Ｔ＋ＤＭ组），每组２０只。Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测 肝 脏 组 织 对 氧 磷 酶３、鸢

尾素、磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）、过 氧 化 物 酶 体 增 殖 活 化 受 体γ共 激 活 因 子－１α（ＰＧＣ－１α）的 蛋 白 表 达，ＲＴ－
ＰＣＲ测对氧磷酶３、鸢尾素、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＰＧＣ－１αｍＲＮＡ的表达，观察青砖茶的干预作用。结果　（１）ＤＭ组、Ｔ＋ＤＭ组ＦＰＧ、

ＦＩｎｓ、ＴＧ、ＨＯＭＡ－ＩＲ、白细胞介素－６（ＩＬ－６）、丙二醛（ＭＤＡ）水平较 ＮＣ组高（Ｐ ＜０．０５或Ｐ ＜０．０１），Ｔ＋ＤＭ 组较ＤＭ 组 低

（Ｐ ＜０．０５或Ｐ ＜０．０１）；（２）肝脏对氧磷酶３、鸢尾素、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＰＧＣ－１α的表达依次为ＮＣ组、Ｔ＋ＤＭ组、ＤＭ组（Ｐ ＜０．０５
或Ｐ ＜０．０１）。结论　对氧磷酶３、鸢尾素在糖尿病大鼠肝脏的表达降低，青砖茶水提物通过调控糖 尿 病 大 鼠 肝 脏 鸢 尾 素、对

氧磷酶３的表达可能是其改善胰岛素抵抗、糖脂代谢的部分机制。
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　　国外学者研究发现黑茶提取物可促进糖尿病大

鼠受损胰岛细胞的增殖，并且其抗氧化应激作用也

对胰岛β细胞发挥了保护作用［１］。实验还发现黑茶

中的代表性茶叶青砖茶水提物可抑制α－淀粉酶、抗

氧化应激，其降低血糖的作用可能使其成为糖尿病
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的辅助性治疗措施［２］。同时，黑茶还可减少高 脂 饲

养大鼠的内脏脂肪［３］。这些说明黑茶在糖、脂 代 谢

紊乱发挥了重要的保护作用。但其确切机制尚未阐

明。对氧 磷 酶３（Ｐａｒａｏｘｏｎａｓｅ－３，ｐｏｎ３）、鸢 尾 素 在

糖、脂 代 谢 中 发 挥 了 重 要 作 用［４，５］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、

ＰＧＣ－１α可分别调控Ｐｏｎ３、鸢尾素的表达［６，７］。而有

研究发现茶 多 糖、儿 茶 素 没 食 子 酸 酯（ＥＧＣＧ）分 别

对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＰＧＣ－１α的 表 达 有 影 响 作 用［８，９］。推

测茶叶 可 能 通 过 影 响ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＰＧＣ－１α的 表 达，
从而对ｐｏｎ３、鸢尾素产生影响，进而在糖、脂代谢发

挥了作用。湖北长盛川青砖茶是在古峡州茶区三峡

地区 特 有 的 黑 茶。本 研 究 观 察 糖 尿 病 大 鼠 肝 脏

ｐｏｎ３、鸢尾 素 的 表 达 及 该 青 砖 茶 水 提 物 的 干 预 作

用，从而探讨ｐｏｎ３、鸢尾素在糖尿病发生中发 挥 的

作用以及该青砖茶对糖、脂代谢影响的机制。

１　材料与方法

１．１　试药　链尿佐菌素（ＳＴＺ，购自 美 国Ｓｉｇｍａ公

司）。ｐｏｎ３、鸢 尾 素、ＰＧＣ－１α、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ引 物 由 武

汉博士德生物工程有限公司设计合成。一抗（购自

武汉三鹰生物技术有限公司）、二抗（武汉博士德生

物 工 程 有 限 公 司）。逆 转 录 试 剂 盒 （购 自 美 国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｇ公司）。丙 二 醛（ＭＤＡ）检 测 试 剂 盒（购

自南京建 成 试 剂 公 司）。ＩＬ－６试 剂 盒（购 自 武 汉 赛

培生物科技有限公司），青 砖 茶（规 格：１５ｇ，湖 北 长

盛川青砖 茶 研 究 所）。青 砖 茶 水 提 物 的 制 备：按 照

１∶１５的茶水比例，将 青 砖 茶 在１００℃沸 水 中 浸 提

４次，每次持续１０ｍｉｎ；将４次的提取液合并后，用

脱脂棉滤过，最后将滤液冷冻干燥，得到青砖茶水提

物粉末，并将其置于４℃冰箱保存待用。

１．２　仪器　血糖仪（美国强生公司），Ｃ８０００全自动

生化分析仪（美国雅培公司）。Ｃｏｂａｓｅ４１１全自动电

化学发光分析仪（德 国 罗 氏 公 司）。ｗｅｉＢｉｏＴｅｋＣｅｒｅ
酶标仪（上海闪谱生物科技有限公司）。

１．３　动 物　６３只 雄 性 ＳＤ 大 鼠，体 质 量１８０～
２１０ｇ，ＳＰＦ级〔购 自 武 汉 大 学 实 验 动 物 中 心，动 物

合格证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０１７－００１２。饲 养 于 三 峡 大 学

附属仁和医院实验动物实验中心，适应性喂养７ｄ〕。

１．４　分组给药与造模　将实验大鼠６３只随机分为

对照组（ＮＣ组）２０只，实验组４３只。对照组给予普

通饲料喂养，实 验 组 高 脂 饲 料 喂 养４周 后，ＳＴＺ　４０
ｍｇ·ｋｇ－１１次性腹腔注射，７２ｈ后测尾静脉血糖，以

≥１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１为造模成功。实 验 组 有４０只 大

鼠造模成功。继续高脂饲养４周后随机分为２组：

糖尿病组（ＤＭ组）和青砖茶水提物组（Ｔ＋ＤＭ组）。

Ｔ＋ＤＭ组给予青砖茶水提物１．０ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１（根据

体质量６０ｋｇ成人每日茶饮用量１０ｇ为 标 准 以 及

提取过程中的水浸出物百分含量换算所得，计算公

式：大 鼠 的 剂 量＝１０ｇ×０．０１８／（０．２ｋｇ）≈１．０
ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１），经口灌胃４周，用蒸馏 水 稀 释。另 外

２组每日给予等体积蒸馏水经口灌胃。

１．５　标本采集　第１２周末禁食１２ｈ，戊巴比妥麻

醉，腹主动脉取血，－８０℃保存备用。采血后立即

取出大鼠肝脏组织，标记后放于－８０℃冰箱保存。

１．６　ＲＴ－ＰＣＲ 检 测 大 鼠 肝 脏 组 织 ｐｏｎ３ 鸢 尾 素

ＰＧＣ－１αＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ　核酸蛋白测定仪测定ＲＮＡ浓

度，取等量ＲＮＡ逆转录得到ｃＤＮＡ。取适量ｃＤＮＡ
进行扩增。引物序列：ｐｏｎ３上游引物５′－ＣＴＣＧＴＣ－
ＣＡＣＣＴＧＡＡＡＡＣＣＡＴ －３′， 下 游 引 物 ５′－
ＧＡＡＧＴＣＣＡＧＴＧＡＧＧＧＴＣＣＡＡ－３′。鸢尾素 上游

引物：５′－ＧＡＴＣＡＴＣＧＴＣＧＴＧＧＴＣＣＴＣＴＴ－３′，下

游 引 物 ５′－ＡＴＧＣＡＣＴＣＴＴＧＧＴＴＴＴＴＴＣＣＴＴ －
３′。ＰＧＣ－１α上游引物５′－ＡＡＧＧＴＣＣＣＣＡＧＧＣＡＧ－
ＴＡＧＡＴ－３′，下 游 引 物５′－ＴＴＣＡＧＡＣＴＣＣＣＧＣＴ－
ＴＣＴＣＡＴ －３′。ＰＩ３Ｋ 上 游 引 物 ５′－ ＧＣＡＡ－
ＣＡＡＧＴＣＣＴＣＴＧＣＣＡＡＡ－３′，下游引物５′－ＡＣＧ－
ＴＡＡＴＡＧＡＧＧＡＧＣＴＧＧＧＣ －３′。Ａｋｔ上 游 引 物

５′－ＧＣＴＣＴＴＣＴＴＣＣＡＣＣＴＧＴＣＴＣＧ－３′，下游引物

５′－ＣＡＣＡＧＣＣＣＧＡＡＧＴＣＣＧＴＴＡ －３′。用 Ｔｒｉｚｏｌ
提取肝脏组 织 中 总 ＲＮＡ（按 Ｔｒｉｚｏｌ说 明 书 操 作）。
按试剂盒方法（ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭ，Ｔａｋａｒａ）
进行 ＲＴ－ＰＣＲ，分别检测肝脏组织中ｐｏｎ３、鸢尾素、

ＰＧＣ－１α、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ　ｍＲＮＡ。ＲＴ－ＰＣＲ 反 应 条 件：
预变性９５℃１０ｍｉｎ，变 性９５℃１０ｓ。退 火５８℃
１５ｓ，延伸７２℃２０ｓ，４０个循环。

１．７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ测 定 ｐｏｎ３ 鸢 尾 素 ＰＧＣ－１α
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ蛋 白 水 平　从 肝 脏 组 织 中 提 取 总 蛋 白

质，用含有５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－Ｈｃｌ的溶解缓冲液中

１％ ＮＰ －４０，１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ，０．１％ ＳＤＳ，１
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＭＳＦ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ｎａ３ｖｏ４的裂解液提

取。以牛血清白蛋白为标准，用ＢＣＡ试剂盒检测蛋

白质浓度。

　　将等量的蛋白质（５０μｇ）加入１２％的ＳＤＳ聚丙

烯酰胺凝胶，并转移到ＰＶＤＦ膜。用抗体ＧＡＰＤＨ
作为内 部 对 照，对 膜 进 行 检 测。用 增 强 化 学 发 光

（ＥＣＬ）检测系统显示辣根过氧化物酶偶联抗体产生

的信号，在柯达Ｘ胶片上曝光。用ｂａｎｄｓｃａｎ　４．３软

件进行密度分析，确定蛋白质水平作为频带强度的
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集成区域（像素）。蛋白质带强度的数值随ＧＡＰＤＨ
带的值进行校正。

１．８　统计学方法　统计学 检 验 采 用ＳＰＳＳ　１７．０统

计软件进行分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，各组间差异采

用单因 素 方 差 分 析，两 两 比 较 采 用 ＬＳＤ－ｔ检 验，

Ｐ ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各 组 相 关 代 谢 指 标 的 比 较　ＤＭ 组、Ｔ＋ＤＭ
组ＦＰＧ、ＦＩｎｓ、ＴＧ、ＴＣ、ＨＯＭＡ－ＩＲ、ＩＬ－６、ＭＤＡ较

ＮＣ组高（Ｐ ＜０．０５或Ｐ ＜０．０１），Ｔ＋ＤＭ 组 上 述

指标和ＴＣ较ＤＭ 组 低（Ｐ ＜０．０５或Ｐ ＜０．０１）。
见表１。

２．２　 各 组 肝 脏 组 织 ｐｏｎ３ 鸢 尾 素 ＰＩ３Ｋ／

Ａｋｔ　ＰＧＣ－１α的 表 达 结 果　 肝 脏 ｐｏｎ３、鸢 尾 素、

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＰＧＣ－１α的表达水平依次为ＮＣ组、Ｔ＋
ＤＭ组、ＤＭ组（Ｐ ＜０．０５或Ｐ ＜０．０１）。见表２。

３　讨论

　　本文发现青砖茶水提物组大鼠ＦＰＧ、ＦＩｎｓ、ＴＧ、

ＴＣ、ＨＯＭＡ－ＩＲ明显下降，说明青砖茶水提物对胰岛

素抵抗、糖脂代谢发挥了重要作用。研究证实ｐｏｎ３
与胰岛素抵抗关系密切［４］，ｐｏｎ３可能在２型糖尿病

及其并发症的发生中发挥了保护作用［１０，１１］。我们前

期研究发现糖尿病大鼠脂肪组织ｐｏｎ３表达下降，低
水平的ｐｏｎ３参与了糖尿病的发生［１２］。本研究发现

糖尿病大鼠肝脏组织ｐｏｎ３的表达降低，进一步证实

低水平的ｐｏｎ３参 与 了 胰 岛 素 抵 抗、糖 尿 病 的 发 生。
新近研究发现ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ能上调ｐｏｎ３的表达［６］。我

们前期研究也发现上调ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ能增加糖尿病大

鼠脂肪组织ｐｏｎ３的表达［１２］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ是胰岛素发

挥生理作用的主要通路，参与胰岛素对葡萄糖代谢的

调控。研 究 证 实 茶 多 糖 能 上 调 糖 尿 病 大 鼠 肝 脏

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ的表达从而改善胰岛素抵抗［８］。本研究也

发现长盛川青砖茶组肝脏ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ的表达较糖尿

病组增加，同时伴有ｐｏｎ３表达增加。青砖茶水提物

可能通过上调ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ的表达，从而对ｐｏｎ３的 表

达产生了影响。本研究发现给予长盛川青砖茶灌胃

后ｐｏｎ３的表达增加，胰岛素抵抗、糖代谢改善。可能

长盛川青砖茶改善胰岛素抵抗、糖代谢部分通过上调

ｐｏｎ３的表达完成。

　　鸢 尾 素 是 新 近 发 现 的 一 种 细 胞 因 子，与 糖、
脂 代 谢 相 关［５］。鸢 尾 素 能 通 过 增 加 ＡＭＰＫ的 磷

酸 化 调 控 葡 萄 糖 摄 取 从 而 改 善 胰 岛 素 抵 抗［１３］。
已 证 实，低 水 平 的 鸢 尾 素 参 与 了 胰 岛 素 抵 抗 的 发

生［１４］。而 本 研 究 发 现 糖 尿 病 大 鼠 肝 脏 鸢 尾 素 表

达 降 低。这 也 进 一 步 证 实 低 水 平 的 鸢 尾 素 参 与

了 胰 岛 素 抵 抗、糖 尿 病 的 发 生。鸢 尾 素 受 ＰＧＣ－
１α的 调 控，ＰＧＣ－１α对 鸢 尾 素 的 分 泌 发 挥 了 重 要

的 促 进 作 用［７］。实 验 发 现 茶 叶 中 的 ＥＧＣＧ能 增

加ＰＧＣ－１α的 表 达［９］。而 本 研 究 发 现，给 予 青 砖

茶 水 提 物 灌 胃 后ＰＧＣ－１α的 表 达 增 加，同 时 鸢 尾

素 的 表 达 亦 增 加。提 示 青 砖 茶 水 提 物 可 能 通 过

上 调ＰＧＣ－１α的 表 达 而 影 响 了 鸢 尾 素 的 表 达。本

研 究 发 现 给 予 青 砖 茶 水 提 物 灌 胃 后 鸢 尾 素 的 表

达 增 加，胰 岛 素 抵 抗、糖 代 谢 改 善。可 能 青 砖 茶

水 提 物 改 善 胰 岛 素 抵 抗、糖 代 谢 部 分 依 赖 上 调 鸢

尾 素 的 表 达 完 成。

表１　各组大鼠相关代谢指标的比较（珚ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

组别
ＦＰＧ／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１
Ｆｉｎｓ／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＩＬ－６／

ｐｇ·ｍｌ－１
ＭＤＡ／

ｎｍｍｏｌ·ｍｌ－１
ＴＣ／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＴＧ／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＨＤＬ／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＬＤＬ－Ｃ／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＨＯＭＡ－ＩＲ

ＮＣ　 ４．７７±１．０９　１０．２４±１．１３　２９．１３±１０．２４　１．５０±０．３３　 １．４８±０．２０　 ０．５３±０．３５　 ０．８８±０．８５　 ０．４７±０．２９　 ３．２４±０．２４

ＤＭ　 １８．８９±５．７９　１８．６３±１．７８ｃ　４０．６２±１０．９８ｃ　２．７３±０．３８ｃ　 １．７６±０．２８ｂ　 ０．８１±０．２５ｃ　 ０．７２±０．６５ｂ　 ０．６１±０．３１ｂ　 ６．７８±０．４６ｃ

Ｔ＋ＤＭ　 ８．９７±０．９８　１４．５６±１．２７ｂｆ３４．２３±１０．９６ｂｆ　２．３７±０．３６ｂｆ　 １．５１±０．２３ｆ　 ０．６４±０．２７ｆｂ　０．７５±０．７９ｂ　 ０．５８±０．２６ｂ　４．１２±０．３７ｂｇ

　　注：与ＮＣ组比较，ｂ　Ｐ ＜０．０５，ｃ　Ｐ ＜０．０１；与ＤＭ比较，ｆ　Ｐ ＜０．０５，ｇ　Ｐ ＜０．０１。

表２　各组大鼠肝脏组织ｐｏｎ３ 鸢尾素 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ　ＰＧＣ－１α的ｍＲＮＡ及蛋白水平比较（珚ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

组别 Ｐｏｎ３ 鸢尾素 ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ　 ＰＧＣ１α
ｍＲＮＡ

Ｐｏｎ３ 鸢尾素 ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ　 ＰＧＣ１α

ＮＣ ０．６７７±０．１２４ ０．７３５±０．１４３ ０．７８５±０．２７１ ０．７２４±０．１８１ ０．８９±０．１３９ １．０６１±０．１３２ １．０４７±０．２６４ １．１０２±０．３３１ １．０７１±０．５１１ １．０１５±０．２１１

ＤＭ ０．３８５±０．０８７ｃ　０．３９６±０．１０３ｃ　０．３４３±０．１９８ｃ　０．３１５±０．１７８ｃ　０．４１±０．１２７ｃ　０．５７１±０．１２５ｃ　０．５２１±０．２１３ｃ　０．５１２±０．１７８ｃ　０．４３２±０．２１１ｃ　 ０．３２７±０．１２３ｃ

Ｔ＋ＤＭ ０．５１３±０．１０４ｂｆ　０．５７８±０．１０７ｂｆ　０．５８６±０．２１４ｂｆ　０．５６２±０．１７９ｂｆ　０．６３±０．１５２ｂｆ　０．７２３±０．１１８ｂｆ　０．７１２±０．２１２ｂｆ　０．７５２±０．１２５ｂｆ　０．７２３±０．２５６ｂｆ　０．６４７±０．１７８ｂｆ

　　注：与ＮＣ组比较，ｂ　Ｐ ＜０．０５，ｃ　Ｐ ＜０．０１；与ＤＭ组比较，ｆ　Ｐ ＜０．０５。
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　　本研究发现糖尿病大鼠肝脏ｐｏｎ３、鸢尾素表达

降低。低水平的ｐｏｎ３、鸢尾素对炎症因子的抑制作

用减弱可能参 与 了 本 研 究 中 糖 尿 病 大 鼠ＩＬ－６水 平

增加。实验发现黑茶可抑制高脂饲养大鼠炎症因子

的 作 用［３，１５］。本 研 究 发 现 青 砖 茶 水 提 物 治 疗 组

ｐｏｎ３、鸢尾素表达较糖尿病组增加，ＩＬ－６水平下降。
认为青砖茶水提物的抗炎作用部分通过上调ｐｏｎ３、
鸢尾素的表达完成。

　　本研究发现，青砖茶水提物组ｐｏｎ３、鸢尾 素 表

达较糖尿病组增加，ＭＤＡ水平 下 降。认 为 青 砖 茶

水提物的抗氧化应激作用部分依赖于其上调ｐｏｎ３、
鸢尾素的表达。青砖茶通过增加ｐｏｎ３、鸢尾素的表

达抑制炎症、氧化应激是其改善胰岛素抵抗、糖代谢

的重要机制。

　　我们前期临床研究也发现鸢尾素与血脂有显著

相关性［１３］。这 些 提 示ｐｏｎ３、鸢 尾 素 与 脂 质 代 谢 密

切相关。我们 认 为，本 研 究 中ｐｏｎ３、鸢 尾 素 的 表 达

降低参与了脂质代谢紊乱。本研究发现给予青砖茶

水提物灌胃后ｐｏｎ３、鸢尾素的表达增加，脂质 代 谢

改善。青砖茶水提物通过对ｐｏｎ３、鸢尾素的影响可

能是其改善脂代谢的机制之一。其具体机制有待进

一步研究。
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