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型糖尿

病发生和发展的关键驱动性因素#也是引起一系列

代谢疾病如冠心病%高脂血症%高血压等共同的病

理生理基础./0

& 其主要表现为靶细胞对胰岛素的敏

感性和 !或" 反应性降低# 即正常剂量的胰岛素
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" 产生低于正常生物学效应的一种状

态#主要发生在肝脏%骨骼肌和脂肪组织#在肝脏中

通过抑制糖原分解和糖异生来降低肝脏葡萄糖输

出的能力#在脂肪%骨骼肌组织中表现为摄取葡萄

糖并将其利用或存储的能力下降.1230

& 其中人体
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的葡萄糖消耗和摄取是通过骨骼肌#是葡萄糖

代谢过程中最为重要的组织#目前认为游离脂肪酸
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肌细胞建立胰岛素抵抗细胞模型作为体外

评价手段&

滇结香花!
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属于瑞香科%结香属植物#俗称绿萝花#多分布在西

藏%云南等地区#是西藏地区的民族特色习用药材#

泡水饮用可治疗糖尿病%冠心病%高血压%高血脂等

疾病.H0

& 据国内外文献报道#从滇结香花中分离出的

化合物主要有香豆素类%黄酮类%挥发油类%有机酸

类及甾类等#具有抗菌%消炎%镇痛%降血糖及降血

脂等功效.IJK0

& 目前有研究表明#滇结香花水提物%有

机溶剂提取物在体内% 外均具有较好的降血糖活

性#因此#利用滇结香花治疗糖尿病具有良好的研

究价值及应用前景&

作者所在课题组前期发现滇结香花正己烷提

取物在体内%外均能有效改善
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肌细胞建立胰岛素抵抗

细胞模型评价其体外降血糖活性# 检测
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相关信

号通路中基因%蛋白质的表达水平#探究其作用机
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后过滤得澄清滤液&滤渣再重复浸提两次&合并

滤液&采用旋转蒸发去除正己烷后得到滇结香花正

己烷提取物
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(利用中低压柱层析仪分离上述

提取物&填料为硅胶&采用正己烷#乙酸乙酯为流动

相进行梯度洗脱&流速
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&检测波长为
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细胞传代$细胞贴壁生长&至
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时进行

胰酶消化& 终止消化后加生长培养基悬浮细胞&接

种传代(

细胞分化$细胞贴壁生长&至
VKP

左右&换为分
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&隔天换液&
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胞
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法检测
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作用
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胞活力的影响 将对数生长期的
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细胞以
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8个
O

孔的密度铺于
QM

孔板&细胞长至
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后换为

分化培养基培养
JWU <

&隔天换液&待细胞分化为肌

细胞后&换含
&PI49

的无酚红高糖
R@?@

培养基

培养
!& =

& 换以含不同浓度
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& 吸去培养基& 加入
!JK "N

二甲基亚砜

!

R@4E
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反应
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值&计算各组葡萄糖消耗量
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&确定最佳造模浓度(选用最佳造模浓度分别作用
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#
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&每组
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个平行&取上清培养液

检测不同作用时间各组葡萄糖消耗量&与阳性对照

组比较&确定最佳作用时间&按照公式!
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::1+ON

"

#

!

ER样品管值2ER空白管值"

ER标准管值2ER空白管值

!

&

"

!"$"& &2GIR7

法检测
H9

诱导
%&%!&

肌细胞产生

'3

对葡萄糖摄取量的影响 将对数生长期的

%&%!&

细胞以
J#!K

8个
O

孔的密度铺于
QM

孔黑色荧

光板&细胞长至
VKP

后换为分化培养基培养
JWU <

&

隔天换液&待细胞分化为肌细胞后&换含
&PI49

的

无酚红高糖
R@?@

培养基培养
!& =

&换含有不同浓

度
H9

!

K$&J

#

K$J

#

K$UJ

#

! ::1+ON

"的
&PI49

的无酚

红高糖
R@?@

培养基培养
!M =

&每组
M

个平行&

!KK

(:1+ON '()

作用
CK :,(

后& 每孔加入终浓度为
JK

":1+ON

的
&2GIR7

孵育
! =

&

RHI4

漂洗细胞三遍

后&换
&PI49

的无酚红高糖
R@?@

培养基于激发

波长
8VJ (:

#发射波长
JCK (:

处测定荧光值X!!Y

&与

阳性对照组比较&确定最佳作用浓度( 选用最佳造

模浓度作用细胞
V

#

!M

#

&8

#

C& =

& 每组
M

个平行&测

定不同时间的葡萄糖摄取量& 确定最佳作用时间&

按照公式!

C

"进行计算(

()
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="-1 >?@4ABC

!

DE @5

"

$AD5B4F@EBGD "HHDIEJ 4H .F@IEB4C 9 HF4A E?D .54KDF

4H !"#$%&'()*+ #+'",$'*

#

L@556

$

=DBJC 4C (CJM5BC

!DJBJE@CID 4H %:%9: %D55J

葡萄糖摄取率!

!

"

"

#$ 样品管值%#$ 空白管值

#$ 对照管值%#$ 空白管值

!&''!

!

(

"

!"#"$ )**

法检测
+,-&

作用
./.&/

肌细胞后对细

胞活力的影响 将对数生长期的
./.&/

细胞以
0!

&'

1个
2

孔的密度铺于
34

孔板#细胞长至
5'!

后换为

分化培养基培养
067 8

#隔天换液#待细胞分化为肌

细胞后#换含
/!9:;

的无酚红高糖
$)<)

培养基

培养
&/ =

# 换以含不同质量浓度
+,-&

!

&/-0

$

/0

$

0'

$

&'' !>2?@

" 及含
& A?BC2@ DAE

$

'-70 ??BC2@ F;

的

/!9:;

无酚红高糖
$)<)

培养基培养
&4 =

# 每组

4

个平行#检测方法同
&-/-(

%

!"#"%

葡萄糖氧化酶法检测
+,-&

改善
./.&/2DG

对

葡萄糖消耗的影响 培养方法同
&-/-4

#检测方法同

&-/-1

%

!"#"& /%H9$I

法检测
+,-&

改善
./.&/2DG

对葡萄

糖摄取的影响 将对数生长期的细胞以
0!&'

1个
2

孔

的密度铺于
34

孔黑色荧光板# 细胞长至
5'!

后换

为分化培养基培养
067 8

#隔天换液#待细胞分化为

肌细胞后#换含
/!9:;

的无酚红高糖
$)<)

培养

基培养
&/ =

# 换以含不同质量浓度
+,-&

!

&/-0

$

/0

$

0'

$

&'' !>2?@

" 及含
'-70 ??BC2@ F;

的
/!9:;

无

酚红高糖
$)<)

培养基培养
&4 =

# 每组
4

个平行#

&'' A?BC2@ DAE

作用
(' ?JA

后#检测方法同
&-/-0

%

!"#"'

实时荧光定量
F.G

!

G*%F.G

"检测
DG

相关

基因的表达 采用苯酚抽提法提取细胞总
GH;

#逆

转录得到
K$H;

# 采用荧光染料
+LEM:ML,M NAJOP,ELC

:Q9G I,PPA )LEMP,

!

G#R

" 进行荧光定量
F.G

反

应#用
/

%!!M 法 S&/T对
DGE

$

DG:%&

$

ICUM1

$

FD(V

$

;)FV"

?GH;

的表达水平进行相对定量#采用的引物见表
&

%

!"#"!(

蛋白质免疫印迹法!

WPEMP,A 9CBM

"检测
DG

相关蛋白质的表达 细胞加药作用后 # 预冷的

$F9:

漂洗细胞# 每皿加入
&'' !@

蛋白质裂解液

!含蛋白酶及磷酸酶抑制剂"# 在冰上裂解
(' ?JA

#

将细胞刮下收集于
&-0 ?@

离心管中#

&/ ''' !

$

1 "

离心
&' ?JA

# 取蛋白质上清液#

9.;

试剂盒测样品

的蛋白质浓度%经
&'!

的
:$:%F;I<

电泳湿法转膜

至
FX$+

膜上#

0!

脱脂牛奶封闭后#

1 "

过夜孵育

一抗#常温孵育二抗
& =

#显色拍照#通过
D?L>P Y

软

件分析蛋白质条带# 定量检测
Z%DGE

$

Z%DG:%&

S&'T

$

ICUM1

S&(T以及
;V*

S&1T

$

;)FV

S&(T信号通路蛋白质的表达%

表
! )*

相关基因序列

+,-./ ! 0/12/34/5 67 )* 89:;/95

!<#"!!

数 据 统 计 实 验 结 果 通 过
#AP %WL[

;H#X;

进行统计学分析#数据用平均值
#

标准偏差

表示#

" \ '-'0

#与阳性对照组相比#极显著水平表

示为 ]]]

" \ '-''&

#与模型组相比#极显著水平表示

为 ^^^

" \ '-''&

S&&T

%

#"!

棕榈酸%

=>

&诱导
?#?!#

肌细胞建立胰岛素

抵抗细胞模型

组织或细胞产生
DG

会降低其对胰岛素的敏感

性#造成血糖代谢紊乱#所以作者采用检测葡萄糖

消耗量和摄取量来反应
DG

的程度%

/%H9$I

是
/%

脱氧葡萄糖的荧光类似物#通过识别细胞膜上的葡

萄糖转运体进入细胞中#因其无放射性危害#易于检

测且分辨率高#已广泛用于糖摄取及糖代谢的研究S&&T

%

如图
&

!

L

"所示#在无细胞毒性!

'-/06& ??BC2@

"

的
F;

作用浓度范围内# 通过检测细胞葡萄糖消耗

量$葡萄糖摄取量两个指标选择建立胰岛素抵抗细

胞模型的最佳作用剂量及作用时间% 如图
&

!

9

"所

示# 与阳性对照组相比# 不同浓度
F;

!

'-/0

$

'-0

$

'-70

$

& ??BC2@

"作用于
./.&/

肌细胞后#

'-70 ??BC2@

F;

组葡萄糖消耗量有极显著的下调!

]]]

" \ '-''&

"&

采用
/%H9$I

法检测不同浓度作用下各组葡萄糖

摄取量#如图
&

!

8

"所示#

'-70 ??BC2@ F;

诱导肌细

胞后葡萄糖摄取量有显著的降低!

]]]

" \ '-''&

"% 如

图
&

!

K

$

P

"所示#选择最佳作用浓度
'-70 ??BC2@ F;

基因名称 引物序列!

0$%($

"

#$%&' *I;.;;*I;II;;*I*IIII;.

#(%&( III.;;;.***.*I;.;;*I;.*I

)(*+,&- .*..*I.*;;.;*..;..**IX

)$*&,&$ ;I.*.I.*;;.*I;I;*;I*.;*

./012+- I*I;.*II;;.;.*II*..*;

./012+( ..;I..;.I**I.;**I*;I

3#45+- ...;.*;.*I*;I..;;.;;.

3#657$ .I*;..;;;;;II*...;*.;

893:!+- I*.;;;I..I;...;;*I;*;

893:!+( .I*;.;.I.;;;*;;*;IIII**

"+;<1=>?7- II.*I*;**....*..;*.I

"7;<1=>?7( ..;I**II*;;.;;*I..;*I*

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
::::

:

N8
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!

#

"#$!

$对
%&%!&

肌细胞胰岛素抵抗的改善作用

图
! "#"!$

胰岛素抵抗细胞模型的构建

%&'( ) *+,-./&+0123, 45 &3+6/&3 72+&+,-382 82// 1492/ &3 "#")# 82//+

15

10

5

0葡
萄
糖
消
耗
量
/(
m
m
o
l
/
L
)

8          16           24         32

与
%&%!&

肌细胞共同孵育
'

!

!(

!

&)

!

*& +

"与阳性对

照组相比"

,$-. //0123 45

作用细胞
!( +

后" 其葡

萄糖消耗能力及摄取能力大大减弱 #

666

! 7 ,$,,!

$%

因此"选择
,$-. //0183 45

作用
%&%!&

肌细胞
!( +

作为最佳建模条件&

#:$ %7(!

体外降糖活性评价

$($(! "#$!

对
%&%!&

肌细胞活力的影响 将不同

质量浓度的
"#$!

#

!&$.

'

&.

!

.,

!

!,, !98/3

$与
%&%!&

肌细胞共孵育
!( +

"利用
:;;

法检测细胞存活率(

如图
&

所示"

"#$!

在低于
!,, !98/3

作用质量浓度

时对
%&%!&

肌细胞无明显毒性" 细胞存活率均在

<,=

以上(

"#>!

与
?@A

)

! @/0123

$'

45

)

,>-. //0123

$

共同作用细胞
!( +

后" 在
!,, !92/3

的
"#>!

作用

下"

"#>!

对
%&%!&

肌细胞的生长有
!&=

的抑制率(

因此"选择
"#>!

作用质量浓度在
!&>.B!,, !92/3

时

与
%&%!&

肌细胞共孵育
!( +

进行后续研究(

$($($ "#>!

对
%&%!&2?C

葡萄糖消耗量及摄取量的

影响 通过检测细胞对葡萄糖的消耗量及摄取量"

考察
"#>!

)

!&>.

'

&.

'

.,

'

!,, !92/3

$的降糖活性( 如

图
*

)

D

$ 和
*

)

E

$ 所示" 与阳性对照组相比"

,>-.

//0123 45

诱导后" 细胞对葡萄糖的消耗量及摄取

量显著降低)

666

! 7 ,>,,!

$"而在
"#>!

作用
%&%!&2?C

后显著提高)

FFF

! 7 ,>,,!

$"且具有明显的剂量依赖

关系"

!,, !92/3 "#>!

与模型组相比"葡萄糖消耗量

提高
()><=

"葡萄糖摄取量提高
(,>)=

(

图
$

不同质量浓度的
%7(!

对
"$"!$

肌细胞存活率的影响

%&'( $ *5528,+ 45 9&552723, 843823,7-,&43+ 45 %7(! 43 82//

;&-.&/&,< &3 "$"!$ 82//+

$(= %7(!

改善
"$"!$

肌细胞
>?

作用机制初步探讨

骨骼肌是利用葡萄糖的主要外周组织"葡萄糖

进入骨骼肌细胞需要细胞膜上的
G1HI)

直接参与"

促进
G1HI)

转运从而提高细胞对葡萄糖的摄取主要

是通过
4?*J25J;

和蛋白激酶
5:4J

两条信号转导

途径来实现(

4?*J25J;

信号传导通路的阻滞是外

($
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"

$AD5B4F@EBGD "HHDIEJ 4H .F@IEB4C 9 HF4A E?D .54KDF

4H !"#$%&'()*+ #+'",$'*

#

L@556

$

=DBJC 4C (CJM5BC

!DJBJE@CID 4H %:%9: %D55J

图
! "#$%

对
&'&%'()*

葡萄糖消耗及摄取的影响

"+,- ! .//012 3/ 4+//0#052 1351052#62+357 3/ "#$% 35

135789:2+35 654 8:26;0 3/ ,<81370 +5 &'&%'=)*

周组织
!"

发生最基本的机制之一!胰岛素在
!"#

的

介导下"使
!"$%&

的酪氨酸磷酸化"通过酪氨酸位

点与
'!()

结合使其下游
*+,

磷酸化蛋白增加"促

进
-./,0

转运增加其葡萄糖摄取率1&23

!

*4')

信号通

路在增加骨骼肌对葡萄糖的摄取#增强胰岛素敏感

性# 增加脂肪酸氧化等方面发挥重要作用! 激活

*4')

是通过非胰岛素途径促进
-./,0

的表达和转

位"从而提高骨骼肌细胞对葡萄糖的摄取"进一步

改善
!"

1&53

!乙酰辅酶
*

羧化酶$

*66

%被认为是
*4')

活化的标志"

*4')

可以直接磷酸化
*66

的
$7859

位点"从而激活
*4')

信号通路1&:3

! 作者通过对
!"

相关基因及蛋白质水平的检测"初步探讨
;8<&

改善

6=6&=

肌细胞
!"

的作用机制!

'$!$% ;8<&

对
6=6&=

肌细胞
!"

相关基因表达的影

响 采用
>"?%'6"

技术进一步检测
;8<&

对
'*

诱

导
6=6&=

肌细胞产生
!"

相关基因表达水平的影

响"结果见图
0

!

@<52 AAB.CD '*

诱导
6=6&=

肌细胞

产生
!"

后"

!"#

#

!"$%&

#

'()*+

#

,!-.

#

/0,.!

转录水

平显著降低$

EEE

1!@<@@&

%!

;8<&

$

&=<2

#

=2

#

2@

#

&@@ !FC

AD

% 作用
6=6&=C!"

后显著上调基因的表达 $

GGG

1!

@<@@&

%"且具有剂量相关性!

'$!$' ;8<&

对
6=6&=

肌细胞
!"

相关蛋白质表达的

影响 通过
H7#,78I J.B,

法检测在
@<52 AAB.CD '*

的诱导下" 不同质量浓度
;8<&

作用于
6=6&=C!"

后

细胞中
K %!"#

#

K %!"$ %&

#

-./,0

及
K %*4')"

#

K %

*66

#

K%*)?

的表达! 如图
2

$

L

% 所示"

'*

作用于

6=6&=

肌细胞后相对于阳性对照组可显著降低
K%

!"#

#

K%!"$%&

蛋白质的表达 $

EEE

1 M @<@@&

%" 而
2@

#

&@@ !FCAD

的
;8<&

作用于细胞后"

!"#

#

!"$

磷酸化

蛋白质的表达显著升高$

GGG

1 M @<@@&

%&

-./,0

是骨骼

肌细胞协助葡萄糖转运的主要蛋白质"如图
2

$

J

%所

示 "

6=6&=C!"

细胞
-./,0

的表达显著下降 $

EEE

1 M

@<@@&

%"与阳性对照组相比下调了
09<2N

"

2@ !FCAD

;8<&

作用后使
-./,0

的表达上调
20<0N

" 从而达到

改善
!"

的效果!

'*

可以通过抑制
*4')

#

*)?

的信号通路从

而产生
!"

导致糖尿病! 如图
2

$

O

%所示"产生
!"

后

*4')"

磷酸化水平明显下降$

EEE

1 M @<@@&

%"

2@

#

&@@

!FCAD

的
;8<&

作用于细胞后"

*4')"

#

*66

磷酸化

蛋白质的表达水平升高$

PGG

1 M @<@@&

%"表明
;8<&

可

以激活
*4')

信号通路! 如图
2

$

Q

%所示"模型组

*)?

$

$7805(

%磷酸化水平下降"给予
;8<&

处理后"明

显提高了
*)?

$

$7805(

% 磷酸化蛋白质的表达水平

$

GGG

1 M @<@@&

%" 说明
;8<&

组分可以激活
'!()C*)?

胰岛素信号通路! 综上所述"

;8<&

通过调控多个
'*

诱导的信号通路中的蛋白质表达水平改善
!"

!

张琨1&R3

#张晓英1&93等发现滇结香花石油醚#乙酸

乙酯提取物具有良好的治疗糖尿病肾病的疗效! 钟

国跃1=@3

#

ST7 -LB

等1=&3人发现滇结香花有机溶剂提取

物通过激活
''*"

靶点作为治疗糖尿病的受体激动

图
> "#-%

组分对
!"#

%

!"$%&

%

'()*+

%

,!-.

%

/0,.!

基因相

对表达量的影响

"+,- > .//012 3/ "#-% 35 2?0 0@:#077+35 3/ !"#

%

!"$ %&

%

'()*+

%

,!-. 654 /0,.! 9*AB +548104 CD EB

结结结结结 语语语语语
7777

7

N;
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孟照敏!等" 滇结香花提取物组分
!

#

"#$!

$对
%&%!&

肌细胞胰岛素抵抗的改善作用

图
! "#$%

对
&'&%'()*

细胞
+,)*-

!

+,)*.,%

!

/0123

!

+,4567!

!

+,4&&

!

+,478

蛋白质表达的影响

"9:$ ! ;<<=>2 ?< "#@% ?A =B+#=--9?A ?< +,)*-

!

+,)*.,%

!

/0123

!

+,4567!

!

+,4&&

!

+,478 9A &'&%'C)*

剂!耿燕'&&(等研究表明"滇结香花提取物对酵母和大

鼠来源的
!)

葡萄糖苷酶均具有较好的体外抑制活

性!

*+,

等'&-(发现滇结香花乙酸乙酯提取物通过调

节
./01

信号通路抑制脂肪细胞的分化" 从而调节

脂质代谢!王赛'&2(等通过建立高脂#高糖大鼠动物模

型证明滇结香花具有降血糖#降血脂的功效! 综合

以上研究发现"滇结香花有机溶剂提取物具有良好

的降血糖活性"并且这一发现多数是利用体外抑制

活性筛选模型"目前对滇结香花利用细胞模型评价

药效及机制来改善
34

的研究甚少" 因此对滇结香

花通过改善
34

达到治疗
"

型糖尿病的研究是非常

必要的!

作者通过
0.

诱导
%&%!&

肌细胞建立胰岛素

抵抗细胞模型"运用此模型研究了滇结香花正己烷

提取物
"#$!

的体外降糖活性! 结果表明"

"#$!

可促

进
%&%!&534

对葡萄糖的消耗和提高对葡萄糖的摄

取! 通过对
34

相关基因及蛋白质表达的检测"发现

"#$!

可显著增加胰岛素与
346

结合来磷酸化
347)!

的酪氨酸位点"从而激活
03-1

"

03-1

又激活蛋白激

酶
.18

"最终激活葡萄糖转运体
*9:;2

!

"#$!

亦可上

调
<)./01!

及
<).%%

蛋白质的表达" 从而促进

*9:;2

的转位!

"#$!

通过激活
03-15.18

和
./01

两

条信号通路增强了细胞周围的葡萄糖转运水平"起

到改善
34

的效果!

后期需要对滇结香花提取物
"#$!

进一步分离纯

化"分析鉴定
"#$!

中主要活性物质"同时结合体内#

体外模型" 进一步研究其治疗
"

型糖尿病的作用机

制"为民族特色习用药材治疗糖尿病提供理论依据!

('
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