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糖尿病在蒙医学书籍中记载为“希克日西精

病”、“宝浪贺日病”，蒙医治疗糖尿病以病因为本，

注重整体观念，同时以蒙医“通治四则”（饮食、起

居、药物、疗术）的要点进行综合治疗。蒙药哈利雅

素是蒙医药在长期实践中发现的动物源药材，具有

一定的调节血糖、降血脂功效[1]。为进一步对哈利

雅素进行全面的药效学评价并深入研究其作用特

点，我们考察了哈利雅素对糖尿病遗传鼠db/db小

鼠糖脂代谢和免疫系统紊乱的干预作用，以及对摄

食量、肥胖的影响，以期为哈利雅素作为治疗糖尿

病的新药研发提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验药物

哈利雅素（HLYS）原料药：选用经卫生检验合

格的健康妊娠的骆驼胎盘，剔除异常胎盘以及胎盘

表面粘附的异物、杂质、脂肪等杂质。将胎盘置于

45℃的恒温无菌烤箱中烘干24h以上至恒重，将彻

底风干的胎盘放入粉末破碎机中进行打碎，随后快

速分装，并密封备用。临用前按每1g哈利雅素用

1mL生理盐水溶解的比例配制成相应溶液。根据

预实验结果，拟设置4、8、12g/kg/天三个给药剂量。

二甲双胍：Metformin（MET），原料药纯品，

D150959-5G，购自美国Sigma公司。

1.2 主要试剂和仪器

葡萄糖、总胆固醇试剂盒、直接低密度脂蛋白

试剂盒（购自北京中生北控有限公司），甘油三酯试

剂盒（购自温州东瓯津玛生物科技有限公司），37℃

恒温箱（Napco2200，Napco公司），POLARstar Galaxy

多功能酶标仪，全自动生化分析仪（日立7060，德国

BMG公司），FACSCalibur流式细胞仪（BD 公司，美

国），MicroBeta 液闪计数仪（Perkin Elmer 公司，美

国），微量多头细胞收集仪（Tomtec公司，美国）。

1.3 实验动物

BKS.Cg-m +/+ Leprdb/J小鼠：即db/db小鼠，4号

染色体瘦素受体基因敲除，雄性，体重45～50g，9周

龄，SPF级，南京大学模式动物研究所引进。动物合

格证号：SCXK（苏）2010-0331。

野生型BKS小鼠：即正常对照组小鼠，雄性，体

重18～20g，9周龄，SPF级，南京大学模式动物研究

所引进。

1.4 动物分组和给药

实验动物于 12h 光照/12h 黑暗，室温 23℃ ~
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25℃，相对湿度50% ~70%，自由摄食和饮水。过夜

禁食12h后检测空腹血糖（FBG）、总胆固醇（TC）、甘

油三酯（TG）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）和体重

（Body weight），成模条件为db/db小鼠的FBG高于

11.1 mM，上述实验结果记为第0周。将成模动物根

据第0周的Body weight、FBG、TC、TG、LDL-C随机平

均分为五个组：模型组（Model）、MET、HLYS（4、8、12

g/kg），野生型BKS小鼠作为正常对照组（Normal con-

trol），每组8只。动物分组后分别灌胃给予生理盐

水、MET或HLYS，每天给药1次，连续给药8周。实

验期间每天监测24h摄食量并计算摄入热量。

1.5 血清生化指标的测定

实验中每2周采血，采血前小鼠禁食 12h后眼

眶静脉采血，随后4℃，5000 r·mim-1离心10 min分

离血清，按试剂盒说明书测定血清中FBG、TC、TG、

LDL-C含量。

1.6 内脏脂肪组织的采集及处理

8周给药结束后处死小鼠，自睾丸上方打开腹

腔，迅速取内脏脂肪，用滤纸将表面的液体吸干后称

重检测小鼠的VFM，并通过脂肪重量/体重计算VFC%。

1.7 免疫系统实验

1.7.1 脾淋巴细胞增殖反应检测 每组随机选取4

只小鼠，眼眶取血致死后，无菌条件下快速取出脾

脏，制备5×109L-1的细胞悬液，取0.1 mL细胞悬液与

等体积的RPMI 1640液或刀豆蛋白A（Con A）（终浓

度为2.5 μg/mL）或脂多糖（LPS）（终浓度为25 μg/mL）

加入96孔培养板内，每样品设3复孔，在37℃，5%

CO2的饱和湿度的培养箱中培养54 h，加入[3H]TdR

（82.5KBq/孔），继续培养至72 h后用多头细胞收集仪

收集细胞，静置过夜后液体闪烁计数仪测定cpm值。

1.7.2 CD4+和CD8+ T细胞亚群的测定 小鼠眼眶

采血，EDTA抗凝制备血浆。首先，每个流式管中加

入2 mL 含1% FBS的PBS溶液，然后取100μL抗凝

血加入到样品管中，单标管即FITC-Anti-CD3、PE-

Anti-CD4、Cy5-Anti-CD8和空白管加入100μl对照

组小鼠抗凝血。振荡混匀，300 g离心5min，小心去

上清。单标管中加入相应荧光标记抗体，样品管中

加入全部荧光标记抗体，混匀避光反应20 min。加

入2 mL含有1% FBS的PBS离心，洗细胞1次，小心

去上清，加入1mL含有1% FBS的PBS混匀，流式细

胞仪检测CD4+、CD8+淋巴细胞分布情况，每个样本

检测10000个细胞。

1.8 统计学方法

统计学方法使用 SAS 8.1 软件进行统计学分

析，以x±s表示计量资料，两组间比较用独立样本t
检验，多组间比较用单因素方差分析。检验水准为

α=0.05，P < 0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 哈利雅素对db/db小鼠24h摄食量的影响

db/db小鼠主要表现为下丘脑缺陷，由于瘦素

受体缺失，因此形成瘦素抵抗，小鼠摄食增多同时

耗能减少。本研究结果表明，在8周的给药周期内，

模型小鼠摄食量高于对照组，两者差异有统计学意

义（P < 0.05）；二甲双胍对摄食量无明显影响，三个

剂量的哈利雅素均可降低动物摄食量，两者差异有

统计学意义（P < 0.05），进而减少摄入热量，降低食

欲（见表1）。

2.2 哈利雅素对db/db小鼠肥胖的影响

db/db小鼠由于瘦素受体缺失，摄食量增加，其

Body weight、VFM和VFC %均升高，与对照组相比

两者差异有统计学意义（P < 0.05），同时呈现出整体

型肥胖和腹型肥胖。与模型组比较，二甲双胍和哈

利雅素 8g·kg-1、12g·kg-1均可降低VFC%，两者差异

有统计学意义（P < 0.05），改善腹型肥胖（见表2）。

Tab.1 Effect of HLYS on Appetite of db/db mice

Group

Normal control

Model

MET

HLYS

Dose/ g·kg-1

0.2

4

8

12

Food intake/ g

3.00±0.20

6.50±0.60*

6.00±0.80

5.70±0.70#

5.50±0.90#

5.20±0.80#

Calorie intake/
Kcal

10.00±0.90

20.10±1.90*

19.20±2.30

18.30±2.30#

17.90±2.80#

17.10±2.10#

x±s，n = 8. *P < 0.05，compared with normal control group；
#P < 0.05 compared with model group.

Tab.2 Effect of HLYS on Obesity formation of db/db mice

Group

Normal
control

Model

MET

HLYS

Dose/
g·kg-1

0.2

4

8

12

Body weight/ g

22.70±0.80

50.90±7.10*

48.50±7.00

47.80±8.50

49.10±9.30

48.20±0.30

VFM/ g

0.24±0.06

5.05±0.79*

4.51±1.00

4.95±1.35

4.45±1.41

4.23±0.27#

VFC/ %

1.03±0.21

9.98±0.50*

8.75±0.91#

9.88±1.68

8.63±1.05#

8.24±0.66#

x±s，n = 8. *P < 0.05，compared with normal control group；
#P < 0.05 compared with model group.
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2.3 哈利雅素对db/db小鼠糖脂代谢的影响

2.3.1 哈利雅素对 db/db 小鼠血糖水平的影响

db/db小鼠由于瘦素抵抗和胰岛素抵抗，与对照组

相比空腹血糖升高，两者差异有统计学意义（P <

0.05），且随着时间的延长由于食欲逐渐增加，高血

糖呈现出进行性恶化的趋势。与模型组比较，二甲

双胍和哈利雅素 4、8、12 g·kg-1 口服4 ~8周可降低

空腹血糖，两者差异有统计学意义（P < 0.05），改善

血糖代谢紊乱（见表3）。

Tab.3 Effect of HLYS on FBG of db/db mice

Group

Normal control

Model

MET

HLYS

Dose/
g·kg-1

0.2

4

8

12

周

FBG/ mM

0

4.25±1.13

24.82±4.15*

24.26±4.31

24.37±3.88

24.59±4.04

24.81±4.75

2

4.35±0.69

30.96±6.52*

26.19±5.13#

28.61±4.48

29.20±5.15

28.95±6.02

4

4.74±0.97

34.79±7.03*

28.45±6.40#

27.99±5.51#

26.92±5.11#

25.05±6.84#

6

4.65±0.82

36.71±7.25*

27.87±6.59#

26.57±3.71#

25.28±5.62#

26.17±5.88#

8

4.89±0.93

38.86±5.18*

25.85±4.89#

25.22±3.63#

25.90±6.84#

25.36±5.28#

x±s，n = 8. *P < 0.05，compared with normal control group；#P < 0.05，compared with model group.

Tab.4 Effect of HLYS on TC of db/db mice

Group

Normal control

Model

MET

HLYS

Dose/
g·kg-1

0.2

4

8

12

周

TC/ mM

0

2.16±0.21

3.42±0.33*

3.40±0.42

3.38±0.26

3.48±0.45

3.44±0.41

2

2.23±0.22

3.62±0.22*

3.59±0.36

3.66±0.32

3.50±0.33

3.40±0.54#

4

2.24±0.21

3.67±0.34*

3.15±0.32#

3.50±0.41

3.46±0.42

3.19±0.29#

6

2.19±0.19

3.79±0.30*

2.95±0.21#

3.14±0.18#

2.96±0.23#

2.70±0.21#

8

2.29±0.25

3.88±0.24*

2.82±0.33#

3.05±0.44#

2.91±0.35#

2.85±0.40#

x±s，n = 8. *P < 0.05，compared with normal control group；#P < 0.05，compared with model group.

2.3.2 哈利雅素对db/db小鼠血清总胆固醇的影

响 与对照组相比，模型组血清总胆固醇升高，两

者差异有统计学意义（P < 0.05），呈现出严重的脂代

谢紊乱。与模型组相比，二甲双胍在4~8周可降低

总胆固醇，哈利雅素4、8 g·kg-1在6 ~8周，12 g·kg-1

在4~8周亦可降低总胆固醇，两者差异均有统计学

意义（P < 0.05）。实验结果表明，哈利雅素对总胆固

醇代谢紊乱发挥了良好的改善和调节作用（见表4）。

Tab.5 Effect of HLYS on TG of db/db mice

Group

Normal control

Model

MET

HLYS

Dose/
g·kg-1

0.2

4

8

12

周

TC/ mM

0

1.11±0.22

1.69±0.35*

1.63±0.31

1.66±0.41

1.62±0.36

1.64±0.37

2

1.16±0.22

1.81±0.48*

1.30±0.30#

1.83±0.46

1.80±0.18

1.34±0.09#

4

1.22±0.26

1.85±0.28*

1.26±0.29#

1.32±0.37#

1.30±0.28#

1.14±0.21#

6

1.13±0.14

1.82±0.36*

1.10±0.18#

1.28±0.20#

1.14±0.25#

1.12±0.15#

8

1.13±0.16

1.90±0.34*

1.07±0.20#

1.20±0.23#

1.18±0.18#

1.09±0.17#

x±s，n = 8. *P < 0.05，compared with normal control group；#P < 0.05，compared with model group.

2.3.3 哈利雅素对db/db小鼠血清甘油三酯的影

响 与对照组相比，模型组甘油三酯水平升高，两者

差异有统计学意义（P < 0.05）。与模型组相比，二甲

双胍在2~8周，哈利雅素4、8 g·kg-1在4~8周，12 g·

kg-1在2~8周在可降低总胆固醇，两者差异有统计学

意义（P < 0.05），提示哈利雅素对模型动物高甘油三

酯血症发挥了一定的改善作用（见表5）。
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2.3.4 哈利雅素对db/db小鼠血清LDL-C的影响

与对照组相比，模型组LDL-C水平明显升高（P <

0.05）。与模型组相比，二甲双胍在 6~8 周降低

LDL-C，哈利雅素4、8 g·kg-1在8周，12 g·kg-1在6~8

周可降低总胆固醇，两者差异有统计学意义（P <

0.05）。本研究结果提示哈利雅素进一步表现出其

在调节脂代谢紊乱方面的优势和特点（见表6）。

Tab.6 Effect of HLYS on LDL-C of db/db mice

Group

Normal control

Model

MET

HLYS

Dose/
g·kg-1

0.2

4

8

12

周

LDL-C/ mM

0

0.28±0.04

0.63±0.03*

0.62±0.06

0.64±0.07

0.65±0.08

0.63±0.05

2

0.31±0.02

0.62±0.04*

0.57±0.10

0.59±0.07

0.61±0.10

0.60±0.08

4

0.29±0.05

0.65±0.06*

0.56±0.09

0.61±0.05

0.59±0.09

0.56±0.10

6

0.30±0.03

0.70±0.08*

0.50±0.04#

0.63±0.06

0.51±0.08#

0.45±0.06#

8

0.32±0.05

0.74±0.07*

0.51±0.03#

0.55±0.09#

0.52±0.09#

0.42±0.07#

x±s，n = 8. *P < 0.05，compared with normal control group；#P < 0.05，compared with model group.

Tab.7 Effect of HLYS on Splenic lymphocyte proliferation test of db/db mice

Group

Normal control

Model

MET

HLYS

Dose/ g·kg-1

0.2

4

8

12

RPMI-1640

136±18

141±31

110±34

163±12

139±35

160±27

3H-TdR (cpm)

ConA

17134±683

12355±1543*

12638±1293

16438±591#

18102±2017#

19377±1129#

LPS

18756±811

7892±926*

11129±1560#

12479±887#

12031±963#

14857±1002#

x±s，n = 4. *P < 0.05，compared with normal control group；#P<0.05，compared with model group.

2.4 哈利雅素对db/db小鼠免疫功能的影响

2.4.1 哈利雅素对db/db小鼠脾淋巴细胞增殖反应

的影响 本研究结果显示，与对照组相比，模型组

ConA和LPS诱导的脾细胞增殖反应均降低，两者差

异有统计学意义（P < 0.05），db/db小鼠同时出现细

胞和体液免疫抑制。二甲双胍可改善LPS诱导的脾

细胞增殖反应的下降，差异有统计学意义（P <

0.05）。哈利雅素可提高ConA和 LPS诱导的脾细胞

增殖反应的下降，两者差异有统计学意义（P < 0.05），

可同时改善细胞免疫能力和体液免疫能力（见表7）。

Tab.8 Effect of HLYS on T lymphocyte subsets in peripheral blood of db/db mice

Group

Normal control

Model

MET

HLYS

Dose/ g·kg-1

0.2

4

8

12

CD3+ (%)

39.42±8.84

35.28±6.32

37.28±6.48

40.23±4.59

38.81±4.19

39.55±7.12

CD4+CD8- (%)

25.82±5.92

23.41±4.19

25.13±4.66

26.67±3.57

27.39±3.42

27.88±2.81

CD4-CD8+ (%)

14.02±3.86

14.11±4.02

13.95±3.56

14.43±2.15

14.01±2.02

13.84±1.79

CD4+/CD8+ (%)

1.89±0.21

1.41±0.25*

1.69±0.27#

1.76±0.30#

1.83±0.24#

1.91±0.22##

x±s，n = 8. *P < 0.05，compared with normal control group；#P < 0.05，compared with model group.

2.4.2 哈利雅素对db/db小鼠外周血T淋巴细胞亚

群的影响 各组小鼠外周血CD4+和CD8+ T细胞亚

群的分布情况测定结果显示，与对照组相比，模型

组外周血CD4+/CD8+ T细胞的比值降低，两者差异有

统计学意义（P < 0.05），提示db/db小鼠呈现出细胞

免疫抑制。二甲双胍和哈利雅素升高CD4+/CD8+ T

细胞比值，两者差异有统计学意义（P < 0.05），改善

细胞免疫抑制（见表8）。
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db/db小鼠是从C57BL/6J小鼠中筛选出的突变

系，因瘦素受体缺失，从而产生瘦素抵抗和早发型

肥胖。其主要表现为下丘脑缺陷，出现摄食量增多

同时耗能减少、体重持续增加，导致肥胖和严重的

糖尿病[2]。与经典的化学损伤糖尿病动物模型常伴

有死亡率高、相关指标个体差异大等缺点[3]相比，该

类小鼠基因靶点明确、病情稳定、发病机制中包含

遗传因素，与人类T2DM极为相似，因此本研究以

db/db小鼠对哈利雅素治疗糖尿病的作用特点进行

了全面系统的药效学评价。

本研究结果发现，哈利雅素可明显降低小鼠的

摄食量，抑制食欲，但二甲双胍暂未观察到这一作

用，提示哈利雅素可能在改善机体食欲方面具有一

定优势。小鼠因摄食量增加逐渐发展成整体型肥

胖和腹型肥胖，其中腹型肥胖已成为重要的危险因

素，较整体型肥胖其代谢障碍和心血管疾病发生率

较高[4，5]。哈利雅素 8、12 g·kg- 1 可以显著降低

VFC%，改善腹型肥胖。因瘦素抵抗和胰岛素抵抗，

db/db小鼠表现出以FBG、TG、TC、LDL-C升高为代

表的严重的糖脂代谢紊乱并呈现出进行性加重的

趋势。哈利雅素口服4~8周可明显降低空腹血糖，

趋势同二甲双胍基本类似。临床研究表明，合理稳

定的控制血糖对T2DM患者糖耐量损害和胰岛素抵

抗的改善具有极其重要的意义，是减少糖尿病并发

症的关键因素[6]。哈利雅素对脂代谢紊乱的调节作

用尤其明显：自2周起，哈利雅素即开始显著降低

TC和TG，6~8周明显降低LDL-C。随着给药周期的

延长，药效更加趋于明显和稳定，至实验结束哈利

雅素8、12 g·kg-1剂量组的TG和LDL-C基本接近正

常组的水平。此外哈利雅素改善脂代谢紊乱还呈

现出一定的剂量依赖性。本研究结果亦发现，ConA

诱导的脾脏T淋巴细胞增殖能力和LPS诱导的脾脏

B淋巴细胞增殖能力均较对照组明显降低，提示db/

db小鼠T细胞和B细胞数量和功能的下降，呈现出

细胞免疫抑制和体液免疫抑制。哈利雅素给药8周

后能明显提高脾脏T、B细胞的增殖能力和功能状

态，同时提高细胞免疫能力和体液免疫能力。有研

究表明，T2DM患者因中性粒细胞的吞噬、游走和杀

菌能力下降，可表现出T细胞的数量减少[7]以及增殖

抑制[8]。此外，因免疫球蛋白减少、补体活性降低亦

可导致体液免疫抑制[9]。CD4+/CD8+ T细胞比值是反

映T淋巴细胞活性的重要指标，正常情况下其比值

稳定，调节正常免疫功能和维持免疫的自稳。db/db

小鼠外周血CD4+/CD8+ T细胞比值显著降低，呈现出

细胞免疫抑制，与上述临床研究结果一致。哈利雅

素能明显提高外周血CD4+/CD8+比值，增强小鼠低

下的细胞免疫能力。上述研究结果提示，哈利雅素

对db/db小鼠T、B 细胞的数量功能以及T细胞亚群

的平衡都具有明显调节作用，从而改善db/db小鼠

的免疫功能。

上述研究结果表明，蒙药哈利雅素具有整体调

节的特点，可同时改善食欲和腹型肥胖并显著降低

血糖、血脂水平，改善糖尿病模型动物的内分泌和

免疫功能紊乱，发挥多环节、多靶点的治疗作用，具

有进一步深入研究开发的价值。
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