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• 药理与临床 • 

灵芝多糖联合二甲双胍对糖尿病大鼠胸主动脉晚期糖基化终末产物与结缔
组织生长因子的干预作用 
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摘  要：目的  观察灵芝多糖和二甲双胍联用对糖尿病大鼠胸主动脉晚期糖基化终末产物（AGEs）和结缔组织生长因子（CTGF）
表达的影响。方法  SD 大鼠采用高能量饮食 4 周加 ip 小剂量链脲佐菌素（STZ）30 mg/kg 建立 2 型糖尿病模型。成模后随机

分为模型组、灵芝多糖（600 mg/kg）组、二甲双胍（600 mg/kg）组及联合用药组（灵芝多糖 300 mg/kg＋二甲双胍 300 mg/kg），
另设对照组。给药治疗 12 周末测定大鼠空腹血糖、血浆胰岛素、血清 AGEs；测定血清过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化

物酶（GSH-Px）活性；电镜超微结构观察胸主动脉病理改变；免疫组化和蛋白印记法检测胸主动脉 AGEs 及 CTGF 蛋白的表

达。结果  联合用药组能显著降低糖尿病大鼠空腹血糖，升高血浆胰岛素水平，降低血清 AGEs 的量及升高血清 CAT、GSH-Px
活性，减少胸主动脉 AGEs 及 CTGF 的表达，减轻胸主动脉病变过程。结论  灵芝多糖联合二甲双胍可能通过抑制主动脉氧化

应激、降低血清 AGEs 水平以及下调主动脉 AGEs、CTGF 的表达，从而对糖尿病大鼠主动脉起到保护作用。 
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Intervention of Ganoderma lucidum polysaccharide combined with metformin 
on AGEs and CTGF in thoracic aorta of diabetic rats 
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Abstract: Objective  To study the effects of Ganoderma lucidum polysaccharides (GLPs) and metformin (Met) on the expression of 
advanced glycosylation end products (AGEs) and connective tissue growth factor (CTGF) in thoracic aorta of diabetic rats. Methods  
SD rats were fed with high fat diet for 4 weeks, and injected with streptozotocin (STZ, 30 mg/kg) to establish type 2 diabetic model. The 
diabetic rats were randomly divided into diabetes group, GLPs group (600 mg/kg), Met group (600 mg/kg), combination group (GLPs 300 
mg/kg + Met 300 mg/kg), and normal control group. After 12 weeks’ treatment, the levels of fasting serum glucose, insulin in plasma, AGEs 
in serum, the activity of catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) were detected. The pathological changes of thoracic aorta 
were examined by electron microscope. Immunohistochemical and Western blotting methods were used to detect AGEs and CTGF protein 
expression in thoracic aorta. Results  Combination group could lower the fasting blood glucose significantly, raise the insulin level in 
plasma, improve the activity of CAT and GSH-Px in myocardium, decrease the concentration of AGEs in serum, reduce the expression 
of AGEs and CTGF in thoracic aorta, and relieve the pathological change process of thoracic aorta. Conclusion  GLPs combined 
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with Met shows the protective effect on the thoracic aorta in diabetic rats. The possible mechanism may be related to inhibit the 
oxidative stress of thoracic aorta, lower AGEs level in serum, and do some down regulation of AGEs and CTGF in thoracic aorta. 
Key words: Ganoderma Lucidum polyccharides; metformin; diabetes mellitus; thoracic aorta; AGEs; CTGF; oxidative stress 
 

糖尿病（diabetes mellitus，DM）是危害人类健

康的常见病。其中晚期易并发动脉粥样硬化、高血

压等血管疾病，严重危害人体的健康，影响人们的

生活质量，成为糖尿病患者致死致残的主要原因。

晚期并发症的发生主要与大血管和微血管病变及

血管外组织的损伤有关。其大血管病变主要与糖基

化终末产物（AGEs）所致血管内皮功能损伤有关[1]。

灵芝多糖为多孔菌科真菌灵芝 Ganoderma lucidum 
(Leys. ex Fr.) Karst 中提取出的以 β (1→3) 糖苷键

为主链的杂多糖[2]。笔者证实灵芝多糖可有效抑制

血清 AGEs 及增强体内过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘

肽过氧化物酶（GSH-Px）活性来保护主动脉内皮功

能[3]。二甲双胍（metformin）为临床常用降血糖药

物之一，具有明显降血糖和改善胰岛素抵抗的作

用，近年来研究证实其具有一定的防治糖尿病血管

并发症和保护心血管的作用[4]。灵芝多糖与二甲双

胍联合应用治疗糖尿病心血管疾病具有某些理论

上的优点，在降低血糖的同时抑制体内氧化应激水

平和 AGEs 水平。联合应用这 2 种药物其疗效是否

优于单用，尚未见相关报道。本实验建立 2 型糖尿

病大鼠模型，观察灵芝多糖和二甲双胍联用对糖尿

病大鼠胸主动脉 AGEs 和结缔组织生长因子

（CTGF）的抑制作用，初步探讨其作用机制，为临

床应用提供理论基础。 
1  材料和方法 
1.1  药品与试剂 

链脲佐菌素（STZ，Sigma 公司），使用前用 0.1 
mol/L 柠檬酸缓冲液配成 1% STZ 溶液；灵芝多糖

（江苏安惠生物科技有限公司，质量分数 74.03%，

批号 100601）；二甲双胍（上海信谊天平药业有限

公司，批号 67100507）；胰岛素放射免疫分析测定

试剂盒（北京北方生物技术研究所）；GSH-Px 试剂

盒、CAT 试剂盒（南京建成生物工程研究所）；第 2
代免疫组化 Elivision TM plus 广谱试剂盒（福州迈

新生物技术开发有限公司）；BCA 蛋白浓度测定试

剂盒（碧云天生物技术研究所）；兔抗 AGEs、CTGF
多克隆抗体（武汉博士德生物工程有限公司）；小

鼠抗 β-actin 多克隆抗体、辣根过氧化物酶（HRP）
标记的羊抗兔及羊抗小鼠 IgG（上海康成生物工程

有限公司）；预染蛋白 Marker（相对分子质量 6.5×
103～1.75×105，New England Biolabs）。 
1.2  实验仪器 

One Touch 血糖仪（强生公司）；BH—NIC—B
型倒置显微镜（Olympus 公司）；蛋白电泳仪

（Bio-Rad 公司）；SH—100 型凝胶图像分析仪（上

海复旦四星高科技技术公司）。 
1.3  实验动物分组及处理 

SD 大鼠 80 只，雌雄各半，体质量 160～180 g，
由南通大学实验动物中心提供，使用许可证号

FYXK（苏）2007-0021。80 只分笼喂养，分为对照

组和造模组。对照组 10 只，给予普通饲料喂养；

造模组 70 只给予高脂饮食（基础饲料 70%、脂肪

20%、蛋黄粉 5%、奶粉 5%），喂养 4 周后禁食 12～
14 h，ip 给予 STZ 30 mg/kg，1 周后空腹血糖值≥

11.1 mmol/L 的大鼠即为造模成功，继续高脂饮食。

取 40 只成模大鼠随机分为 4 组：模型组、灵芝多

糖（600 mg/kg）组、二甲双胍组（600 mg/kg）、联

合用药组（灵芝多糖 300 mg/kg＋二甲双胍 300 
mg/kg），各组每日上午 11︰00 时 ig 给药 1 次，对

照组和模型组 ig 生理盐水，连续给药 12 周。 
1.4  空腹血糖和血浆胰岛素的测定 

持续给药 12 周，禁食 14～16 h，经尾静脉取

血测空腹血糖，并经颈动脉采血 1.5 mL，分离血浆

样本，采用胰岛素放射免疫分析测定试剂盒测定胰

岛素水平。 
1.5  血清 AGEs 定量测定 

取 0.2 mL 血清用双蒸水稀释 10 倍，稀释成 2 
mL 放入比色皿中，设置荧光分光光度计激发光波

长 370 nm，发射光波长 440 nm，狭缝间隙 3 nm，

测定荧光强度。AGEs 定量以每毫升样品中所含荧

光强度为 1 个单位（U/mL）。 
1.6  血液生化检测 

血清 CAT、GSH-Px 按试剂盒说明书步骤操作

测定。 
1.7  电镜超微结构观察 

每组随机取大鼠 1 只，开胸取同一部位胸主动

脉约 1 cm，放置通以 95% O2＋5% CO2 混合气体的

K-H 液中，迅速清除管腔内血液，置于 4%戊二醛
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前固定，再用 1%锇酸后固定，经系列丙酮脱水，

Epon812 包埋，半薄切片 1 μm，甲苯胺蓝染色后，

以光镜定位，超薄切片机切片 70 nm，醋酸铀-柠檬

酸铅双重染色，透射电镜观察并摄像。 
1.8  免疫组化检测主动脉 AGEs 和 CTGF 的表达 

取部分胸主动脉，常规固定，石蜡包埋。采用

免疫组织化学法检测胸主动脉中 AGEs、CTGF 的

量，具体操作按照试剂盒说明书进行。各抗体按 1∶
50 的方法稀释，以磷酸盐缓冲液（PBS）替代一抗

作为阴性对照，将切片置于高倍镜下（×200），每

张切片随机选取 10 个视野，细胞胞膜和胞浆内棕

黄色颗粒即为阳性信号。采用 JEDA801D 型形态学

图像分析软件测定阳性信号所占面积及平均灰度，

二者乘积（积分光密度值）越大表明组织中该抗原

量越高。 
1.9  免疫印迹检测 AGEs 和 CTGF 蛋白的表达 

取胸主动脉 100 mg，加入组织裂解液（含有蛋

白酶抑制剂）提取蛋白，BCA 法进行蛋白定量。8%
的 SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白，电流 100 V、300 
mA 转膜 150 min；含有 5%脱脂奶粉 TBST 室温封

闭 1 h，分别加入 AGEs、CTGF 和 β-actin 抗体 4 ℃
过夜。滴加相应的二抗室温反应 1 h，扫描结果用

四星图像处理系统测定各组目的蛋白表达量与内

参肌动蛋白（β-actin）表达量的比值。 
1.10  统计学处理 

采用 Stata 7.0 统计软件分析处理数据，计量资

料以 ±x s 表示，比较采用单因素方差分析及 q 检验。 
2  结果 
2.1  大鼠一般情况观察 

对照组大鼠外观状态良好，行动自如。模型组

大鼠一般情况差，饮水、饮食量、尿量明显增多，

体型消瘦，懒动倦缩，皮毛杂乱无光泽，表现出典

型的“三多一少”的症状，实验过程中死亡 3 只大

鼠。灵芝多糖和二甲双胍均能减轻大鼠的糖尿病症

状，联合用药组较单独用药组大鼠一般情况改善更

为显著。 
2.2  大鼠空腹血糖和血浆胰岛素 

模型组大鼠空腹血糖水平高于对照组，差异非

常显著（P＜0.01）。用药组空腹血糖水平均显著低

于模型组（P＜0.01），其中联合用药组空腹血糖显

著低于单独用药组（P＜0.05）。与模型组相比，二

甲双胍组血浆胰岛素未见明显升高，灵芝多糖组与

联合用药组血浆胰岛素水平较模型组明显升高（P＜
0.01）。结果见表 1。 
2.3  大鼠血清 AGEs 水平比较 

模型组大鼠血清 AGEs 的量明显高于对照组

（P＜0.01），灵芝多糖组和二甲双胍组大鼠血清

AGEs 的量较模型组明显下降（P＜0.05），联合用

药组血清 AGEs 的量明显低于模型组和单独用药组

（P＜0.01），结果见表 2。 

表 1  各组大鼠空腹血糖及胰岛素水平比较 ( ±x s ) 
Table 1  Fasting blood glucose and insulin in rats 

of each group ( ±x s ) 

组别 
剂量 / 

(g·kg−1)

动物 / 

只 

血糖 / 

(mmol·L−1) 

胰岛素 / 

(mU·L−1) 

对照 — 10 3.51±0.25 35.34±2.43 

模型 —  8 19.13±0.81△△
 15.23±1.56△△

二甲双胍 600  9 11.16±0.33## 19.16±1.38 

灵芝多糖 600 10 13.77±0.57## 25.23±1.76##

联合用药 300＋300 10 7.35±0.64##* 28.19±1.65##

与对照组比较：
△△P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01；与单独

用药组比较：*P＜0.05 
△△P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group; *P < 0.05 vs 
Met or GLPs group 

表 2  各组大鼠血清 AGEs 水平和 CAT、GSH-Px 活性比较 ( ±x s ) 
Table 2  AGEs levels and activities of CAT and GSH-Px in serum of rats in each group ( ±x s ) 

组别 剂量 / (g·kg−1) 动物 / 只 AGEs / (kU·L−1) CAT / (U·mL−1) GSH-PX / (kU·g−1) 

对照 — 10 14.34±1.23 14.21±2.15 2 598.13±126.75 

模型 —  8 34.52±1.31△△
 4.24±0.51△△

 1 321.12±108.17△△
 

二甲双胍 600  9 27.54±1.65## 7.15±1.47# 1 680.43±135.15# 

灵芝多糖 600 10 26.92±1.01## 8.12±1.23# 1 759.52±152.16# 

联合用药 300＋300 10 19.03±1.82##** 12.19±1.18##* 2 212.43±178.41##* 

与对照组比较：
△△P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与单独用药组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

△△P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs Met or GLPs group 
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2.4  大鼠血清 CAT、GSH-Px 活性比较 
与对照组相比，模型组大鼠血清 CAT、GSH-Px

活性降低（P＜0.01），用药组大鼠血清 CAT、GSH-Px
活性有不同程度的升高（P＜0.05），其中联合用药组

升高 为明显（P＜0.01），且高于单独用药组（P＜
0.05），结果见表 2。 
2.5  电镜超微结构观察 

对照组大鼠主动脉血管内皮完整，呈扁平状，内

皮细胞下间隙有少量间质，内弹力板平直，厚薄一致，

中膜平滑肌细胞整齐排列并与内膜平行，细胞间连接

紧密，细胞器较少，细胞核完整；模型组大鼠主动脉

血管部分内皮细胞隆起，内皮细胞质膜向外突出或破

损及形成不规则形状的质泡膜，胞内空泡轻度增多，

内膜下间隙明显变窄或消失，形状不规则，多个胞突

形成，中膜平滑肌细胞增生、排列紊乱；用药组病变

不同程度减轻，其中联合用药组病变程度 轻，可见

内皮细胞较完整，细胞扁平，覆盖于内膜表面，细胞

连接较好，中膜平滑肌细胞突起明显减少，排列基本

整齐，核形状较规则。结果见图 1。 
2.6  免疫组化检测胸主动脉中 AGEs、CTGF 的表达 

与对照组相比，模型组大鼠主动脉 AGEs、
CTGF 表达明显增强（P＜0.01）。与模型组相比，

各给药组 AGEs 和 CTGF 的表达显著降低（P＜
0.05），其中联合用药组的 2 种蛋白表达 低（P＜
0.01），且低于单独用药组（P＜0.05）。结果见图 2
和表 3。 

 

     
对照                     模型                   灵芝多糖                  二甲双胍                 联合用药 

图 1  各组大鼠胸主动脉超微结构 
Fig. 1  Ultrastructural organization of thoracic aorta in rats of each group 

     

     
对照                    模型                  二甲双胍                灵芝多糖                 联合用药 

图 2  各组大鼠胸主动脉免疫组化图 
Fig. 2  Immunohistochemistry in thoracic aorta of rats in each group 

表 3  各组大鼠胸主动脉 AGEs 和 CTGF 蛋白表达 ( ±x s ) 
Table 3  Expression of AGEs and CTGF protein in thoracic aorta of rats in each group ( ±x s ) 

AGEs CTGF 
组别 剂量 / (g·kg−1) 

免疫组化 蛋白印迹 免疫组化 蛋白印迹 
对照 — 0.31±0.14 0.27±0.02 0.32±0.11 0.29±0.01 
模型 — 3.56±0.23△△ 0.96±0.02△△

 3.64±0.22△△
 0.97±0.02△△

二甲双胍 600 2.15±0.19# 0.72±0.02# 2.15±0.23# 0.75±0.01# 

灵芝多糖 600 2.24±0.27# 0.75±0.01# 2.36±0.43# 0.78±0.02# 

联合用药 300＋300 0.76±0.09##* 0.49±0.03##* 0.69±0.11##* 0.53±0.01##*

与对照组比较：
△△P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01；与单独用药组比较：*P＜0.05 

△△P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group; *P < 0.05 vs Met or GLPs group 

AGEs 

CTGF 
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2.7  蛋白印记检测胸主动脉中 AGEs、CTGF 的表达 
β-actin（相对分子质量 4.2×104）作为内参，

在各组中有均一的表达，AGEs 和 CTGF 在各组中

的蛋白条带深浅不一。结果见图 3。用四星图像处

理系统测出各组AGEs和CTGF蛋白表达量与β-actin
的表达量，并计算出其比值。与对照组相比，模型组

大鼠主动脉 AGEs、CTGF 表达明显增强（P＜0.01）。
与模型组相比，各给药组的 2 种蛋白表达均下调

（P＜0.05），联合用药组组下调 为明显（P＜0.01），
且低于单独用药组（P＜0.05）。结果见表 3。 

 

 

对照     模型   二甲双胍  灵芝多糖  联合用药 

图 3  各组大鼠胸主动脉 AGEs 和 CTGF 蛋白印迹图像 
Fig. 3  Western blotting of AGEs and CTGF protein in 

thoracic aorta of rats in each group 

3  讨论 
大量研究证实灵芝多糖具有多种生物活性和

药理作用，除了主要的免疫调节和抗肿瘤作用外，

Zhao 等[5]报道灵芝多糖可以通过抑制氧化应激减

少大鼠皮层原代神经元缺氧/复氧损伤，Yang 等[6]

也发现灵芝多糖肽对人脐静脉内皮有抗氧化损伤

作用。二甲双胍作为传统的降糖药，除具有良好的

降糖效果外，已经英国前瞻性糖尿病研究（UKPDS）
证明还有扩血管、增加灌注、改善内皮功能、降低

微血管病发生的作用[7]。本实验选择这两种药物进

一步研究其联合使用的效果以及联用是否优于单

独用药。 
AGEs 是蛋白质、脂质和核酸等大分子的游离

氨基与还原性单糖的醛基反应所生成的稳定的共

价化合物，在体内的积累是导致糖尿病及其并发症

的关键因素。AGEs 可直接或间接地对机体产生致

病作用。目前 AGEs 抑制剂特别是某些中药在治疗

AGEs 引起的疾病方面研究进展迅速，主要通过降

低体内 AGEs 水平、减少 AGEs 交联、抗氧化、阻

断与相关受体的结合等途径来干预 AGEs 的合成、

代谢和受体后效应[8]。糖尿病血管病变的发病机制目

前较公认的主要有 AGEs 学说和氧化应激学说等[9]。

体内持续高血糖是产生糖尿病血管病变的始动因

素，葡萄糖与蛋白质的氨基基团发生非酶促糖化反

应，形成 AGEs 直接改变蛋白质结构，使其丧失正

常功能[10]。AGEs 是体内蛋白质中赖氨酸的氨基部

分、脂类或核酸与还原糖的羰基在无酶的条件下发

生反应，形成 Schiff 碱，经 Amadori 反应重排后形

成的相对稳定的糖基化产物[11]。AGEs 的大量产生

与积聚是糖尿病进行性血管病变的重要原因[12]。

AGEs 的形成又称为非酶糖基化反应，是指体内蛋

白质自发地与葡萄糖或其他还原单糖反应生成稳

定的共价化合物。该过程主要分为 3 个步骤：首先

是游离氨基与糖分子中的醛基反应形成 Schiff 碱，

然后 Schiff 碱发生重排产生可逆的早期糖基化产物 
Amadori 产物， 后 Amadori 产物再发生复杂的分

子重排，形成不可逆的糖基化终末产物[13]。证据表

明，体内糖基化终末产物的不断累积与心血管疾病

的发生发展关系密切[14]。本研究通过高脂饮食配合

注射 STZ 诱导 2 型糖尿病模型。结果显示糖尿病组

大鼠出现多饮、多尿、多食及体型消瘦等症状，实

验期间血糖维持高水平，血浆胰岛素显著减少。灵

芝多糖能明显降低血糖和血浆胰岛素水平（P＜
0.01），二甲双胍在改善血浆胰岛素水平方面效果不

明显。联合用药组对降低血糖和血浆胰岛素水平要

优于单独用药组（P＜0.01）。 
大量研究表明糖尿病动物模型和糖尿病病人

血中糖基化终末产物的量明显升高[15]。本研究中糖

尿病组大鼠血清 AGEs 较对照组明显升高，研究结

果证实灵芝多糖联合二甲双胍抑制血清 AGEs 的量

和降低主动脉 AGEs 的表达，并且在同等剂量条件

下，联合使用 2 种药物效果优于单独用药组（P＜
0.01）。 

CTGF 是一种属于 CCN 家族的生长因子，是与

组织纤维化密切相关的促纤维化细胞因子。正常生

理情况下，其在维持正常细胞和结缔组织功能中具

有至关重要的作用，它还在一些疾病引起的组织损

伤修复及血管形成中起重要作用[16]。病理情况下，

CTGF 过度表达与某些增生性或纤维化疾病的发生

发展密切相关[17]。CTGF 能有效促进血管生成、细

胞趋化及诱导细胞外基质生成，在多种组织细胞都

有其表达，其中包括血管内皮细胞、血管平滑肌细

胞及成纤维细胞。有研究表明，CTGF 可参与血管

的损伤修复，可直接诱导结缔组织细胞增殖和细胞

外基质合成，与血管纤维化密切相关[18]。CTGF 过

度表达可刺激血管平滑肌细胞发生增殖、细胞外基

CTGF
 
AGEs
 
β-actin
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质形成，血管内膜明显增生，发生趋化的单核细胞

吞噬脂质进入内膜下，形成 AS 斑块[19]。本实验观

察到，糖尿病大鼠主动脉组织较对照组出现内膜增

生、平滑肌细胞增殖并迁移，以及血管中层结构紊

乱。糖尿病大鼠血管病变的同时伴随 CTGF 蛋白表

达的上调，证实 CTGF 与糖尿病血管病变有密切关

系。联合用药治疗后，大鼠主动脉 CTGF 的表达明

显下降（P＜0.01），同时电镜超微结构显示主动脉病

变程度减轻。在同等剂量条件下，联合用药对大鼠

主动脉 CTGF 的抑制作用要强于单独用药组（P＜
0.05）。其机制可能是 CTGF 促进外周单核细胞与血

管内皮细胞黏附，并通过与单核细胞表面硫酸类肝

素蛋白聚糖类相互作用，呈剂量依赖性诱导单核细

胞迁移至血管损伤处，形成泡沫细胞，参与早期脂

质沉积过程而有利于斑块形成[20]。 
在高糖环境下，机体一方面清除氧自由基的酶

（CAT、GSH-Px）活性降低，另一方面体内的氧化

应激作用增强，造成了体内大量活性氧自由基的积

聚，导致活性氧连锁反应，从而促进糖尿病心脑血

管以及其他一系列并发症的发生和发展[21]。本研究

中，糖尿病组大鼠胸主动脉 CAT 和 GSH-Px 活性明

显降低（P＜0.01）。联合用药组的 CAT 和 GSH-Px 活

性显著升高（P＜0.01），效果优于单独用药组（P＜
0.05），提示灵芝多糖和二甲双胍联合使用能更好的

增强主动脉抗氧化能力。 
综上所述，在 2 型糖尿病大鼠模型中，联合应

用灵芝多糖和二甲双胍在改善主动脉病变程度效

果优于单药使用。其机制可能与调节机体氧化应

激、降低血清 AGEs、下调主动脉病变过程中 AGEs
和 CTGF 的表达有关。有关 AGEs 和 CTGF 的表达

是否为血管病变的决定因素、联合用药的适宜剂量

分配以及不良反应在今后将做进一步研究。 
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