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振腹推拿对 T2DM 大鼠骨骼肌 AMPK / Glut 4
信号链的影响

王康摇 国生摇 钮妍摇 沈潜摇 薛恬珏摇 孟凤仙

揖摘要铱 摇 目的摇 观察振腹推拿对 2 型糖尿病( type 2 diabetes mellitus,T2DM)大鼠腓肠肌及腹

直肌组织 AMPK 及 Glut4 基因转录及蛋白表达的影响,探讨其改善 T2DM 糖代谢的作用机制。 方法

摇 24 只 Wistar 大鼠随机取出 6 只为空白组,其余高脂高糖饮食联合低剂量(35 mg / kg)链脲佐菌素

腹腔注射建立 T2DM 模型,成模大鼠随机分为模型组、西药对照组及西药推拿组。 空白对照组及模

型组每日灌胃蒸馏水,西药对照组每日以 250 mg / kg 标准进行二甲双胍灌胃一次,西药推拿组在相

同给药标准基础上每日加用振腹推拿治疗一次。 分别在干预第 0、2、4、8 周测定大鼠 FBG 水平,干
预 8 周后,测定腓肠肌与腹直肌 AMPK琢2、Glut4 基因转录与蛋白表达。 结果摇 与空白组比较,模型组

FBG 值在第 0、2、6、8 周时均显著上升,干预 8 周后,腹直肌 AMPK琢2及 Glut4 基因转录及蛋白表达均

显著下降,腓肠肌 AMPK琢2基因转录及蛋白表达均显著下降,腓肠肌 Glut4 蛋白表达显著下降。 与模

型组比较,西药组及西药推拿组 FBG 值在第 2、6、8 周时均显著下降,西药组腹直肌 AMPK琢2基因转

录显著上升,Glut4 基因转录及蛋白表达显著上升,西药推拿组腹直肌 AMPK琢2及 Glut4 基因转录及

蛋白表达均显著上升,腓肠肌 AMPK琢2基因转录及蛋白表达均显著上升。 结论摇 在二甲双胍常规治

疗基础上,联合振腹推拿可进一步改善 T2DM 大鼠的 FBG 水平,其对糖代谢的改善机制与调控骨骼

肌 AMPK / Glut4 信号链有关。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To observe the influence of Zhenfu Tuina treatment on AMPK and Glut4
gene transcription and protein expression in gastrocnemius and rectus abdominis tissues in rats with type 2
diabetes mellitus(T2DM), so as to investigate the mechanism of improving glycometabolism in T2DM.
Methods摇 6 Wistar rats were used as control group(C), 6 Wistar rats were given high鄄fat and high鄄sugar
diets combined with intra鄄peritoneal injection with low dose (35 mg / kg) of streptozotocin to establish
T2DM rat models. After successful established rat models, the rats were randomly divided into model group
(M), western medication group(WM) and western medication combined with Tuina group(WT). Rats in
C and M were given daily intragastric administration of distilled water while rats in WT were given
metformin (250 mg / kg), once per day. On the basis of WM group, Zhenfu Tuina was added in the WT
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group. All rats were sacrificed after 8 weeks of intervention, and the level of FBG and gene transcription
and protein expression of AMPK and Glut4 in gastrocnemius and rectus abdominis muscles was detected.
Results摇 Compared with C group, level of FBG in M group was significant increase at 2, 6 and 8 week,
gene transcription and protein expression of AMPK琢2 and Glut4 in rectus abdominis were significant
decrease, gene transcription and protein expression of AMPK琢2 in gastrocnemius was significant decrease
and the protein expression of Glut4 in gastrocnemius was decrease. Compared with M group, level of FBG
was significant decrease of WM group and WT group at 2, 6 and 8 week. Compard wiht M group, AMPK琢2

gene transcription and protein expression of Glut4 in the rectus abdominis of WM was significant increase.
Compared with M group, gene transcription and protein expression of AMPK琢2 and Glut4 in rectus
abdominus of WT was significant increase. Conclusion 摇 On the basis of conventional treatment of
metformin, combined with Zhenfu Tuina can further improve the FBG level in T2DM rats, and the
mechanism is related to the improvement of glucose metabolism and the regulation of AMPK / Glut4 signaling
chain in skeletal muscle.

揖Key words铱摇 Zhenfu Tuina;摇 Type 2 diabetes mellitus;摇 Adenosine 5忆鄄mon鄄 ophosphate(AMP)鄄
activated protein kinase;摇 Glucose transporter type 4

摇 摇 据世界卫生组织统计,2005 到 2015 年间中国

由于糖尿病及相关心血管疾病导致的经济损失达

5577 亿美元,糖尿病患者数量从 1980 年的 1. 08 亿

增加到 2014 年的 4. 22 亿[1]。 2016 年国家卫计委

调查显示,中国糖尿病患者已达到 1 亿,其中约

95%为 2 型糖尿病( type 2 diabetes mellitus,T2DM)
患者,儿童青少年 T2DM 发病人数近年来迅速上

升[2]。 不断加深对 T2DM 发病机制的认识,积极寻

找及推广符合中国国情与文化现状的治疗方式,对
T2DM 的早期防治有着积极的意义。

振腹推拿作为推拿学的一个重要流派,有其完

整的理论体系和传承脉络,其临床特点是以松振法

为核心的一系列手法作用于腹部经络腧穴,在内科

病的防治中体现了环保与舒适的优势,与针灸、中
药相辅相成,为西医控制不理想的内科疾病提供了

互补性的治疗措施。 近年来,振腹推拿广泛应用于

T2DM 的临床防治,并发挥了较好的临床疗效,但其

作用机制的相关研究较少,本研究以细胞糖代谢的

关键信号分子腺苷酸活化蛋白激酶[ adenosine 5忆鄄
mon鄄 ophosphate ( AMP )鄄activated protein kinase,
AMPK]与葡萄糖转运蛋白 4(glucose transporter type
4,Glut4)为切入点,从分子生物学的角度,初步揭示

了振腹推拿改善 T2DM 糖代谢紊乱的作用机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

健康雄性 SPF 级 Wistar 大鼠 30 只,4 周龄,体
重(100依10)g,由北京维通利华实验动物技术有限

公司提供,饲养于北京中医药大学东方医院实验动

物中心 SPF 级动物房,温度 18 ~ 22益,相对湿度

40% ~60% ,自由进食和饮水。
1. 2摇 试剂及仪器

链脲佐菌素(streptozocin,STZ)(美国 SIGMA 公

司),超纯 RNA 提取试剂盒(康为世纪生物),HiFi鄄
MMLV cDNA 第一链合成试剂盒(康为世纪生物),
SYBR Green PCR Mixture (康为世纪生物),大鼠

AMPK琢2 Elisa 试剂盒(华美生物工程有限公司),大
鼠 GLUT鄄4 Elisa 试剂盒(华美生物工程有限公司)。
全自动多功能酶标仪(MULTISKAN MK3,Thermo,
USA),荧光定量 PCR 仪 ( ABI7500),凝胶成像仪

(Tanon鄄6600 天能公司),高速冷冻离心机(Hettich
德国),电热恒温培养箱(DH4000A 天津泰斯特),
分光光度计(UV鄄2000 上海尤尼柯公司)。
1. 3摇 模型建立与分组

将 30 只大鼠适应性喂养 1 周后随机取出 6 只

作为空白组,其余 24 只给予高脂饲料喂养 4 周后

禁食,按 30 mg / kg 一次性腹腔注射 1% 浓度 STZ,
STZ 配制过程避光并在冰浴中进行,15 分钟内使

用。 空白对照组腹腔注射相同剂量柠檬酸缓冲

液。 3 天 后,以 空 腹 血 糖 ( fasting blood glucose,
FBG)逸11. 1 mmol / L,视为造模成功。 将造模成功

的 18 只大鼠随机分为模型组、西药组、西药推拿

组,每组 6 只。
1. 4摇 干预方案

于造模后进行干预,西药组给予二甲双胍灌

胃,250 mg / kg,每日一次,共干预 8 周。 西药推拿组

在同样剂量药物基础上给予推拿手法干预,行拿揉

法于大鼠双侧梁丘、血海二穴 5 分钟,频率(100 依
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10)次 /分钟;拇食二指拿揉双侧天枢穴 5 分钟;三
指振腹法于小鼠神阙穴区域,施术 5 分钟,频率

(200依20)次 /分钟;手法合计 15 分钟,每日一次,共
干预 8 周。 空白组及模型组每日仅用鼠袋固定 15
分钟,不进行任何干预。
1. 5摇 组织标本采集及处理

大鼠在末次干预结束后,禁食 12 小时,第二天

依次按 50 mg / kg 的剂量腹腔注射 2% 的戊巴比妥

腹腔麻醉,腹主动脉取血后处死,冰浴下(4益冰盘)
取右侧腓肠肌及腹直肌。 快速去除多余脂肪和结

缔组织后,放入液氮保持,之后置于-80益超低温冰

箱保存,待测。
1. 6摇 指标检测

1. 6. 1 摇 RT鄄PCR 方法检测 AMPK琢2 及 GLUT4 的

mRNA 转录水平摇 经典 Trizol 法提取大鼠腓肠肌与

腹直肌总 RNA,按 3 滋g RNA 逆转录合成 cDNA。 引

物序列及产物长度见表 1。 以 cDNA 作模板,应用

real鄄time PCR 仪进行扩增,并计算相对 2-驻驻Ct。

表 1摇 各引物序列及扩增产物大小

引物名称及方向

Primer orientation
引物序列(5忆to 3忆)

Sequence

扩增产物大小

(碱基对)
Length(bp)

AMPK2a鄄F AAAGTCCGTGTCGTCCCTTC

AMPK2a鄄R GTGAAAGCCGTTTGGCACAT
385

Glut鄄4 F GCTGGGCTGATGTGTCTGAT

Glut鄄4 R CACACCAGCTCCTATGGTGG
248

GAPDH F CAGTGCCAGCCTCGTCTCAT

GAPDH R AGGGGCCATCCACAGTCTTC
595

1. 6. 2 摇 ELISA 方法测定腓肠肌 AMPK琢2 及 GLUT4
含量摇 选取大鼠腹直肌与腓肠肌组织进行检测,严
格按照 ELISA 试剂盒说明书检测 GLUT4 及 AMPK琢2

的蛋白表达。
1. 6. 3摇 空腹血糖摇 强生稳豪快速血糖仪于造模成

功后的第 0、2、4、8 周后分别测定各组大鼠 FBG。
1. 7摇 统计学处理

采用 SPSS 20. 0 进行数据统计,计量资料以均

数依标准差( x依s)表示,采用单因素方差分析比较,
方差齐时两两比较应用 LSD 方法,方差不齐时用

Games Howell 法。 以 P < 0. 05 为差异有统计学

意义。

2摇 结果

2. 1摇 对 T2DM 大鼠 FBG 水平的影响

干预前,模型组、西药组、西药推拿组与空白组

比较,FBG 值显著高于空白组,差异有统计学意义

(P<0. 05);西药组、西药推拿组与模型组比较,差异

无统计学意义(P>0. 05),说明模型均一。
干预开始后的第 2、4、8 周,模型组 FBG 值高于

空白组,差异有统计学意义(P<0. 05);西药组、西药

推拿组与模型组比较,FBG 值下降,差异有统计学

意义(P<0. 05);与干预前相比,西药组与西药推拿

组在干预开始后的第 2、4、8 周,FBG 值均下降,差异

有统计学意义(P<0. 05),见表 2。

表 2摇 各组大鼠干预前后 FBG 值比较(x依s,n=6,mmol / L)

组别 0 周 2 周 4 周 8 周

空白组 5. 85依0. 29 5. 22依0. 39 6. 12依0. 54 5. 87依0. 58

模型组 26. 48依5. 43a 26. 27依4. 87a 24. 79依4. 50a 28. 38依4. 06a

西药组 24. 46依3. 30a 18. 93依5. 20abc 16. 91依4. 32abc19. 38依3. 30abc

西药推拿组26. 43依5. 19a 18. 09依4. 63abc 15. 38依4. 07abc16. 47依4. 30abc

注: 与空白组比较,a P<0. 05;与模型组比较,b P<0. 05;与 0 周比

较,cP<0. 05。

2. 2摇 对 T2DM 大鼠腹直肌 AMPK琢2及 Glut4 mRNA
转录的影响

与空白组相比,模型组腹直肌 AMPK琢2及 Glut4
mRNA 表达下降,差异有统计学意义(P<0. 05);与
模型组比较,西药组及西药推拿组 AMPK琢2及 Glut4
mRNA 表达上升,差异有统计学意义(P<0. 05);西
药推拿组较西药组对腹直肌 AMPK琢2 mRNA 表达的

影响更为显著,与空白组水平更为接近,见表 3。

表 3摇 各组大鼠腹直肌 AMPK琢2及 Glut4 mRNA
转录水平的比较(x依s)

组别 n AMPK琢2 Glut4

空白组 6 2. 32依0. 89 1. 29依0. 54

模型组 6 0. 89依0. 07a 0. 78依0. 11a

西药组 6 1. 22依0. 14b 1. 20依0. 31b

西药推拿组 6 2. 25依0. 89b 1. 21依0. 37b

注: 与空白组比较,aP<0. 05;与模型组比较,bP<0. 05。

2. 3摇 对 T2DM 大鼠腹直肌 AMPK琢2及 Glut4 蛋白表

达的影响

与空白组相比,模型组腹直肌 AMPK琢2及 Glut4
蛋白表达下降,差异有统计学意义(P<0. 05);与模

型组相比,西药组 Glut4 蛋白表达上升,差异有统计

学意义(P<0. 05),西药推拿组 AMPK琢2 及 Glut4 蛋

白表达上升,差异有统计学意义(P<0. 05);西药推

拿组较西药组对腹直肌 AMPK琢2的蛋白表达的影响

更为显著,见表 4。
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表 4摇 各组大鼠腹直肌 AMPK琢2及 Glut4 蛋白

表达水平的比较(x依s)

组别 n AMPK琢2 Glut4

空白组 6 9. 44依2. 08 1. 02依0. 29

模型组 6 6. 05依1. 63a 0. 32依0. 13a

西药组 6 7. 48依2. 71 0. 57依0. 23b

西药推拿组 6 8. 44依2. 67b 0. 79依0. 35b

注: 与空白组比较,aP<0. 05; 与模型组比较,bP<0. 05。

2. 4摇 对 T2DM 大鼠腓肠肌 AMPK琢2及 Glut4 mRNA
转录的影响

与空白组相比,模型组腓肠肌 AMPK琢2 mRNA
表达下降,差异有统计学意义(P<0. 05);与模型组

相比,西药推拿组腓肠肌 AMPK琢2 mRNA 表达上升,
差异有统计学意义(P<0. 05);西药推拿组较西药组

对腓肠肌 AMPK琢2 mRNA 表达的影响更为显著,接
近空白组水平,见表 5。

表 5摇 各组大鼠腓肠肌 AMPK琢2及 Glut4 mRNA
转录水平的比较(x依s)

组别 n AMPK琢2 Glut4

空白组 6 2. 57依0. 57 1. 71依0. 34

模型组 6 1. 50依0. 60a 1. 37依0. 58

西药组 6 1. 88依0. 36 1. 45依0. 08

西药推拿组 6 2. 60依0. 92b 1. 81依0. 53

注:与空白组比较,aP<0. 05; 与模型组比较,bP<0. 05。

2. 5摇 对 T2DM 大鼠腓肠肌 AMPK琢2及 Glut4 蛋白表

达的影响

与空白组相比,模型组腓肠肌 AMPK琢2及 Glut4
蛋白表达下降,差异有统计学意义(P<0. 05);与模

型组比较,西药推拿组 AMPK琢2蛋白表达上升,差异

有统计学意义(P<0. 05),见表 6。

表 6摇 各组大鼠腓肠肌 AMPK琢2及 Glut4 蛋白

表达水平的比较(x依s)

组别 n AMPK琢2 Glut4

空白组 6 9. 43依3. 42 0. 94依0. 38

模型组 6 6. 29依1. 36a 0. 49依0. 27a

西药组 6 7. 80依2. 73 0. 66依0. 50

西药推拿组 6 8. 59依2. 80b 0. 62依0. 38

注: 与空白组比较,aP<0. 05; 与模型组比较,bP<0. 05。

3摇 讨论

AMPK 在进化上高度保守,是生物能量调节的

关键分子,广泛表达于各种代谢相关的器官中,不

同的组织和细胞中存在不同的同型异构体,分布在

骨骼肌、心脏和肝脏的主要为 琢2 亚型。 它不仅作

为调控糖脂代谢的重要激酶,同时也是参与炎症及

自噬信号传导通路的关键蛋白[3]。
在 T2DM 患者、肥胖患者及相应的动物模型中发

现肝脏、脂肪和肌肉等外周组织中的 AMPK 活性均下

降,这一现象,被称为 AMPK 失调[4鄄5],研究发现恢复

AMPK 信号网络的生理功能可从糖脂代谢、炎症反应

及自噬等多途径改善 T2DM 的临床症状。 其中,
AMPK琢2 / Glut4 信号链是该网络调控骨骼肌糖代谢关

键通路,由于机体 90%以上的葡萄糖代谢发生在骨

骼肌内,因而恢复骨骼肌内 AMPK琢2 / Glut4 信号链的

功能,对 T2DM 的血糖控制有着十分重要的意义。
近年来,随着国人疾病谱的改变,推拿运用到

内、妇、儿科疾病的比率逐年上升。 多项围绕 T2DM
的临床研究[6鄄9]指出,推拿联合常规降糖药物干预 2
型糖尿病患者,可减轻患者体重,并对血糖、糖化血

红蛋白、甘油三酯、胆固醇、游离脂肪酸及胰岛素抵

抗指数等水平具有较好的调节作用,同时改善胰岛

素抵抗及血小板活化状态,且疗效优于单独应用西

药,但对手法的效应机制尚缺乏深入的研究。
团队在前期工作中发现推拿手法对骨骼肌细

胞 AMPK琢2含量有特异性调节作用,结合本次研究

的结果,发现了在对 T2DM 大鼠模型进行干预时,在
二甲双胍常规干预基础上加上振腹推拿,可提升大

鼠血糖控制的稳定性及持续性;同时,使二甲双胍

对 AMPK琢2 / Glut4 信号链的激活能力得到了一定程

度的提升,表明振腹推拿可直接或间接上调骨骼肌

AMPK琢2的基因转录与蛋白表达,在腹直肌内可进一

步表现出对 AMPK琢2 / Glut4 信号链的激活效应,从而

达到稳定血糖与调节糖代谢的作用。
而振腹推拿在腓肠肌未能表现出对 Glut4 基因

及蛋白的调控,其原因有以下几点:(1)手法操作范

围:腹部操作范围较大,以面为主,腿部操作范围较

小,以点为主;(2)肌肉被动运动方式:腹部操作以

振法为主,肌纤维的运动是以整体的上下移动为

主,力量柔和,腿部操作以拨法为主,肌纤维的运动

则是以局部的左右摆动为主,力量偏强;(3)手法操

作的时间:手法在腹部的操作时间是在腿部的两

倍,导致一些时效性差异的出现;(4)与病变器官的

相对距离:腹部操作的时候作用部位除骨骼肌外,还
有胰脏、肝脏、腹部脂肪等组织器官,之间可能存在交

互作用。 由此可见,这一结果也从实验的角度说明了
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腹部手法的应用在 T2DM 的临床治疗中的重要性。
从胰岛素抵抗、炎症反应、氧化应激到线粒体

功能障碍、自噬等,可以看出 T2DM 的发病机制是多

方面的,因此推拿手法对其发挥的作用机制也将不

是单一通路的,骨骼肌仅是手法作用的靶点之一,
脂肪、肠系膜、腹腔脏器等组织器官也是手法的作

用部位。 本次研究结果初步揭示了振腹推拿干预

T2DM 的部分作用机制,发现手法可通过激活腹直

肌 AMPK琢2 / Glut4 信号链发挥调控机体糖代谢的作

用,四肢部的手法效应或通过其他途径发挥。 今后

的研究应在神经—体液—内分泌的大网络下,进一

步研究推拿在靶组织、靶器官中产生的生物学效

应,并探索其间的联系,方能更全面地揭示推拿手

法的作用机制。
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当归芍药散对动脉粥样硬化小鼠的干预
作用及 DNA 甲基转移酶 1 和 PPAR鄄酌
表达的影响

任攀摇 康群甫摇 周明学摇 张蕾摇 李思耐摇 刘卫红

揖摘要铱 摇 目的 摇 研究当归芍药散对载脂蛋白 E 基因敲除(ApoE- / - )小鼠主动脉粥样硬化

(atherosclerosis, As)斑块的干预作用及 DNA 甲基转移酶 1(DNMT1)和 PPAR鄄酌 表达的影响。 方法

摇 将 30 只 8 周龄雄性 ApoE- / -小鼠西方类型膳食喂养 9 周,随机分为模型组、立普妥组(阳性对照

组)和当归芍药散组(n=10),药物干预 9 周后,检测血清总胆固醇( total cholesterol, TC)、甘油三酯

(triglyceride, TG)、低密度脂蛋白胆固醇(low density lipoprotein cholesterol,LDL鄄C)、高密度脂蛋白胆

固醇(high density lipoprotein cholesterol,HDL鄄C)、血清 DNA 甲基化水平及 DNMTs 水平。 行苏木

素鄄伊红染色(hematoxylin and eosin staining, HE),采用 IPP 图像分析软件测量小鼠主动脉 As 斑块面

积。 免疫组化法检测各组小鼠主动脉 As 斑块内 DNA 甲基化转移酶 1(DNMT1)和过氧化物酶体增

殖物活化受体 酌(PPAR 酌)的表达。 结果摇 与模型组相比,当归芍药散组和立普妥组小鼠血清 TC、


