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摘要:目的 研究葛根芩连汤对高脂诱导胰岛素抵抗小鼠SIRT1/FoxO1信号通路的影响,探讨其在改善肝脏胰岛素抵抗的

效果和作用机制。方法 雄性C57BL/6J小鼠成模后,分为正常组,高脂模型组,葛根芩连汤高、低剂量组,吡格列酮组及联合

用药组。正常组和高脂模型组予等体积的灭菌水,其余各组予对应药物,连续灌胃8周。期间观察小鼠体质量、血糖、甘油三

酯,并计算 HOMA􀆼IR变化情况;肝脏组织 HE染色,评估脂质沉积情况;Westernblot检测SIRT1/FoxO1信号通路中各蛋白

表达程度;qPCR检测肝脏组织SIRT1、FoxO1的 mRNA的表达。结果 同高脂模型组相比,葛根芩连汤各剂量组小鼠的体

质量、甘油三酯、胰岛素水平及 HOMA􀆼IR均显著降低(P<0.01);肝脏病理切片显示,葛根芩连汤各剂量组和吡格列酮组肝

脏空泡变性明显降低;葛根芩连汤各剂量组及吡格列酮组SIRT1mRNA表达较高脂模型组明显增加(P<0.05);与正常对照

组相比,高脂模型组SIRT1、PPARγ蛋白表达水平明显降低(P<0.05~0.01),acely􀆼FoxO1、FABP4蛋白表达水平升高(P<
0.01),药物干预后,各组SIRT1、PPARγ蛋白表达水平明显升高(P<0.05~0.01),acely􀆼FoxO1、FABP4蛋白表达降低(P<
0.05~0.01)。结论 葛根芩连汤可以通过上调SIRT1表达,减少FoxO1乙酰化水平,改善肝脏胰岛素抵抗。
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ABSTRACT OBJECTIVE TostudytheinfluenceofGegenQinlianDecoction GGQLD onSIRT1 FoxO1signalingpathway
inhigh􀆼fat􀆼inducedinsulinresistancemiceanditsmechanisminimprovinghepaticinsulinresistance METHODS Exceptthose
inthenormalgroup maleC57BL 6Jmicewithinsulinresistancewereestablishedbyfeedinghighfatdiet Thenmicewere
randomlydividedintofivegroups highfatdietgroup andthefourgroupstreatedwithlowdoseofGGQLD highdoseof
GGQLD positivemedicine Pioglitazone  GGQLDcombinedwithPioglitazone respectively Thecontrolgroupwasgivene-
qualvolumeofsterilizedwater andtheothersweregivencorrespondingdrugsfor8weeks Animalswereexaminedforweight
gain bloodglucoseandtriglyceride HOMA􀆼IRwascalculated ThelipiddepositioninlivertissuewasdetectedbyHEstai-
ning TheproteinexpressionofSIRT1 FoxO1signalingpathwayweredetectedbyWesternblot SIRT1andFoxO1mRNA
expressionweredetectedbyqPCR RESULTS Comparedwiththehighfatdietgroup thebodyweight triglyceride insulin
levelandHOMA􀆼IRofeachgroupweresignificantlylower P<0 01  Liverpathologyshowedthatthelivervacuolationof
variousdosesofGegenQinlianDecoctiongroupsandpioglitazonegroupdecreasedsignificantly ThemRNAexpressionof
SIRT1inthesetreatmentgroupswerehigherthanthoseinthehighfatdietgroup P<0 05  Comparedwiththecontrol
group theproteinexpressionofSIRT1andPPARγinthehighfatdietgroupwassignificantlydecreased P<0 05 P<0 01 
andtheproteinexpressionofacely􀆼FoxO1andFABP4increased P<0 01  Aftertreatment theproteinexpressionofSIRT1
andPPARγincreasedsignificantly P<0 05 P<0 01  andtheproteinexpressionofacely􀆼FoxO1andFABP4decreased P
<0 05 P<0 01  CONCLUSION GegenQinlianDecoctioncaninhibitacely􀆼FoxO1andimprovehepaticinsulinresistance
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  胰岛素抵抗是指各种原因导致肝脏、肌肉、脂肪

等组织摄取和利用葡萄糖的能力下降,是2型糖尿

病发生的始动因素[1]。肝脏是摄取和处理葡萄糖的

主要器官,内源性葡萄糖的产生主要来自肝脏,肝脏

先于其他靶组织发生胰岛素抵抗。目前肝脏胰岛素

抵抗的发病机制多认为与多元醇通路、糖基化终末

产物 累 积、炎 症、氧 化 应 激 等 因 素 密 切 相 关。

SIRT1/FoxO1信号通路被认为具有调控细胞增殖

和氧化应激作用。本文通过研究葛根芩连汤对高脂

诱导肝脏胰岛素抵抗小鼠SIRT1/FoxO1信号通路

的作用,为探求中医药治疗肝脏胰岛素抵抗及2型

糖尿病的特色及优势,提供科学依据。

1 材料

1.1 动物

C57BL/6J小鼠72只,雄性,SPF级,12周龄,
购自上海斯莱克实验动物有限责任公司,许可证号:

SCXK(沪)2012􀆼0002,由江苏省中医药研究院动物

实验中心饲养,高脂饲料购自南通特洛菲饲料科技

有限公司(批号:2017416),配方为60%高脂模型饲

料。

1.2 药品与试剂

葛根芩连汤由葛根、黄芩、黄连和甘草4味药物

组成,比例为8∶3∶3∶2,中药饮片购自南京中医

药大学附属中西医结合医院,采用传统水煎法提取

后浓缩,制成每1mL含生药量分别为0.78、1.56g
的葛根芩连汤溶液。盐酸吡格列酮(MCE,批号:

10107)配置成浓度为2mg/mL的混悬液。各药4
℃保存备用,给药前复温至25~28℃。胰岛素

ELISA试剂盒(AIPCO,批号:06069),Trizol提取

试剂 盒(ambion,批 号:149010),逆 转 录 试 剂 盒

(TAKARARR036A,批号:711000),SYBR􀅹 Green
RealtimePCR Master Mix(TOYOBO,批 号:

731600),SIRT1、FoxO1、Acetylated􀆼LysineAnti-
body、FABP4、PPARγ及β􀆼actin抗体购自CST(批
号:9475,2880,9441,3544,2443,4970),二抗抗兔

(CST,批号:7074),ProteinA+G Agarose(碧云

天,批号:121817180308),BCA蛋白浓度测定试剂

盒(碧云天,批号:040717170810),SDS􀆼PAGA凝胶

配制试剂盒(碧云天,批号:041117170411)。

2 方法

2.1 肝脏胰岛素抵抗小鼠模型制备

72只C57BL/6J小鼠在江苏省中医药研究院

动物实验中心适应性喂养1周后,称体质量,尾尖取

血,用血糖仪测定随机血糖,按随机数字表法分为正

常组(12只)和高脂组(60只)。喂养6周,诱发胰岛

素抵抗肥胖。

2.2 动物分组及给药

采用随机数字表法将成模的60只C57BL/6J
胰岛素肥胖小鼠分为高脂模型(HFD)组、葛根芩连

汤高(GGQLH)、低(GGQLL)剂量组、吡格列酮

(PIO)组、葛根芩连汤联合吡格列酮组(联合用药

组,GP),每组12只。正常(Control)组和 HFD组

予等体积的灭菌水,GGQLL组和GGQLH 组分别

予葛根芩连汤10、20g/kg,PIO组予盐酸吡格列酮

20mg/kg,GP组予葛根芩连汤(10g/kg)和盐酸吡

格列酮(20mg/kg)。每日1次,连续灌胃8周。灌

胃过程中,因每组小鼠均有损耗,故而实验结束时,
每组小鼠实际存活数为10只。末次给药12h后,
颈椎脱位法处死小鼠,心脏穿刺取全血标本,离心后

将血清储存于-20℃保存,留取肝脏组织冻存于液

氮中。

2.3 观察指标

2.3.1 一般情况 每天观察小鼠精神、皮毛、粪便

性状、活动、饮食、存活等情况,每周称取小鼠体质

量。

2.3.2 肝脏病理形态学观察 肝脏用10%福尔马

林固定,常规石蜡包埋,切片,HE染色。

2.3.3 血清生化指标检测 空腹血糖(FBG)、总胆

固醇(TC)、甘油三酯(TG)使用日本日立公司7600
型自动生化仪检测。快速血糖使用鱼跃301血糖仪

检测(葡萄糖氧化酶法)。采用ELISA法检测胰岛

素。采用稳态模型评估胰岛β细胞功能,HOMA􀆼
IR=FPG×FINS/22.5。

2.3.4 腹腔注射葡萄糖耐量实验(IPGTT) 给药8
周后,小鼠禁食12h,腹腔注射50%葡萄糖,剂量为

2.0g/kg,分别于0、15、30、60、90、120min尾静脉测

血糖。按时间􀆼血糖作曲线,根据近似积分计算

AUC。

2.3.5 qPCR法检测小鼠肝脏组织SIRT1、FoxO1
mRNA的水平 取各组肝脏组织,用Trizol试剂和

研磨仪提取组织总RNA,核酸蛋白定量分析仪测

D260、D280,根据D260/D280值,判断RNA纯度。按逆
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转录试剂盒说明书操作要求将总RNA逆转录合成

cDNA;以此为模板,采用SYBR法进行qPCR检测

肝脏组织中SIRT1、FoxO1mRNA表达水平。

2.3.6 Westernblot检测小鼠肝脏组织SIRT1、

FoxO1、acetyl􀆼FoxO1、FABP4、PPARγ蛋白的表达

 取约100mg肝脏组织按全蛋白提取试剂盒说明

书操作要求提取总蛋白,用蛋白定量仪进行蛋白浓

度测定后,用抗FoxO1抗体免疫共沉淀,洗脱免疫

复合物,进行SDS电泳,用抗FoxO1抗体和抗赖氨

酸乙酰化多克隆抗体免疫印迹检测FoxO1乙酰化

水平,采用凝胶成像分析系统检测各蛋白条带。

2.4 统计学方法

采用SPSS22.0统计软件处理,正态计量资料

以􀭺x±s表示,2组间均数比较使用独立样本t检

验,多组计数资料采用one􀆼wayANOVA。P<0.05
为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 一般状态

正常组小鼠一般状况良好,高脂模型组小鼠体

质量增加明显,懒动喜卧,毛色泛出油光。各治疗组

在实验过程中,一般情况较高脂模型组好。

3.2 造模前后体质量、血糖及胰岛素水平比较

如表1所示,高脂喂养后,小鼠体质量、血糖及

胰岛素水平较正常组明显升高,差异有统计学意义

(P<0.05)。

表1 造模前后体质量、血糖及胰岛素水平比较(􀭺x±s)

组别
造模前

体质量/g 血糖/(mmol·L-1)
造模后

体质量/g 血糖/(mmol·L-1)胰岛素/(mU·L-1) HOMA􀆼IR
Control组 20.10±0.87 7.71±1.18 26.73±0.78 7.35±0.88 19.17±3.16 5.98±1.13
HFD组 20.19±0.90 7.73±1.15 34.95±3.43* 9.67±1.53* 60.51±19.22* 26.36±9.23*

  注:与Control组比较,*P<0.05。

3.3 各组给药后体质量、血糖、甘油三酯、胰岛素及

HOMA􀆼IR变化

见表2。给药8周后,与正常组相比较,高脂喂

养的小鼠体质量明显增加(P<0.01),高脂模型组胰

岛素、HOMA􀆼IR明显升高(P<0.01);与高脂模型

组比较,葛根芩连汤各剂量组、吡格列酮组及联合用

药组小鼠体质量和甘油三酯均有下降(P<0.05),葛
根芩连汤各剂量组、吡格列酮组及联合用药组胰岛

素及HOMA􀆼IR明显降低(P<0.01)。

表2 各组给药前后体质量、血糖、甘油三酯、胰岛素水平及 HOMA􀆼IR比较(􀭺x±s)

组别 n 体质量/g 血糖/(mmol·L-1)TG/(mmol·L-1)胰岛素/(mU·L-1) HOMA􀆼IR
Control组 10 29.62±0.45 7.20±1.13 0.95±0.14 15.02±7.05 5.01±2.88
HFD组 10 50.02±4.02** 10.26±0.83 2.78±0.34** 81.97±30.39** 37.92±15.81**

GGQLL组 10 44.04±2.70## 9.13±1.67 1.13±0.20## 33.49±9.25## 13.56±3.58##

GGQLH组 10 43.34±3.33## 8.95±1.61 1.32±0.48## 39.90±13.31## 15.69±5.88##

PIO组 10 44.13±4.07## 8.94±0.76 1.18±0.15## 39.65±10.61## 17.95±4.63##

GP组 10 43.14±2.56## 8.42±2.06# 1.12±0.17## 37.57±16.06## 17.33±7.51##

  注:与Control组比较,**P<0.01;与 HFD组比较,#P<0.05,##P<0.01。

3.4 各组IPGTT及AUC结果比较

腹腔注射葡萄糖后,与高脂模型组比较,葛根芩

连汤各剂量组、吡格列酮组及联合用药组0~120
minAUC明显降低(P<0.01),详见表3和图1。

表3 IPGTT后各组血糖变化(􀭺x±s)

组别 n 0min 15min 30min 60min 90min 120min
Control组 10 7.21±1.25 19.53±3.07 16.32±2.76 11.70±0.92 10.26±0.73 8.73±1.02
HFD组 10 10.28±0.91** 31.00±3.89** 30.33±4.66** 27.29±3.61** 26.64±4.66** 25.47±7.04**

GGQLL组 10 8.70±1.40 31.90±2.26 26.69±4.36 20.68±3.14# 17.23±2.17## 13.99±1.63##

GGQLH组 10 8.80±1.50 31.50±3.26 27.55±3.92 22.92±4.32## 20.69±5.38## 20.23±7.91
PIO组 10 8.95±0.80 29.21±3.91 24.43±3.59# 17.90±2.77## 15.72±3.16## 12.76±2.08##

GP组 10 8.60±2.22 30.86±3.56 22.9±2.88## 17.55±2.55## 14.85±1.44## 13.12±1.07##

  注:与Control组比较,**P<0.01;与 HFD组比较,#P<0.05,##P<0.01。
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注:与Control组比较,**P<0.01;与 HFD组比较,##P<0.01。

图1 各组AUC结果比较

3.5 各组小鼠肝脏病理结果比较

高脂模型组小鼠可观察到肝脏明显脂质沉积,
汇管区周围、中央静脉周围可见大量肝细胞空泡变

性及水样变性,淋巴细胞浸润,少量肝细胞点状坏

死。而葛根芩连低剂量组、吡格列酮组和联合用药

组肝脏空泡变性明显降低。见图2。

Control组     HFD组    GGQLDL组

GGQLDH组     PIO组     GP组 

图2 肝脏组织病理变化(HE,×200)

3.6 各组小鼠SIRT1、FoxO1mRNA含量

如图3中qPCR检测结果显示,与正常组比较,
高脂模型组小鼠SIRT1表达水平明显降低(P<
0.05);与高脂模型组比较,葛根芩连汤各剂量组及

吡格列酮组SIRT1的 mRNA表达较高脂模型组明

显增加(P<0.05)。

注:与Control组比较,**P<0.01;与 HFD组比较,#P<0.05,
##P<0.01。

图3 各组SIRT1、FoxO1mRNA的表达

3.7 各组小鼠SIRT1/FoxO1信号通路相关蛋白表

达水平比较

如图4所示,与正常组比较,高脂模型组SIRT1
表达水平明显降低(P<0.05),acely􀆼FoxO1表达明

显升高(P<0.05);与高脂模型组比较,葛根芩连汤

各剂量组、吡格列酮组及联合用药组SIRT1表达水

平明显增高(P<0.05~0.01),acely􀆼FoxO1表达明

显降低(P<0.05)。

注:与Control组比较,*P<0.05,**P<0.01;与 HFD组比较,
#P<0.05,##P<0.01。

图4 SIRT1/FoxO1信号通路中各指标相关蛋白的表达

4 讨论

2型糖尿病在中医理论中可归属于“消渴”“脾
瘅”等范畴,胰岛素抵抗作为2型糖尿病的主要发病

机制,在古代中医文献中并无此相似的概念,近些年

来我国学者在中医基础理论结合临床观察的基础

上,逐步阐明了胰岛素抵抗的中医病因病机。脏象

学说称脾脏包含现代医学的脾和胰腺,胰腺的功能

与脾主运化相一致,因此学者们认为胰岛素抵抗与

脾脏密切相关[2]。肝失疏泄,脾运失司,湿邪内停,
郁而化热,湿热之邪,灼伤阴津,正津不布,以致消

渴,可见“肝失疏泄”也是胰岛素抵抗的病因之一。
葛根芩连汤出于《伤寒论》,由葛根、黄连、黄芩、甘草

4味药组成,从成方结构来看,具有清热生津的功效,
正好切中糖尿病胃肠湿热、燥热伤津的病机。仝小

林教授运用中医异病同治的思想,以葛根芩连汤清

肠燥湿的功效治疗肥胖型2型糖尿病的早期患者,
临床效果明显[3]。因而,在中华医学会糖尿病学分

会颁布的《中国2型糖尿病防治指南(2017版)》中明

确指出,2型糖尿病早中期肠道湿热证,建议口服葛
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根芩连汤[4]。
现代药理研究发现,葛根芩连汤能够提高血清

NO含量[5],减轻机体氧化反应,降低肥胖2型糖尿

病大鼠胰腺中 TNF􀆼α、IL􀆼6水平[3],通过 NF􀆼κB/

IRS2信号通路改善胰腺胰岛素抵抗[6]。另外,有学

者通过 体 外 实 验 证 明,葛 根 芩 连 汤 能 通 过 激 活

PPARγ,上调ADPN和GLUT4,改善脂肪细胞的胰

岛素抵抗[7]。本研究中,高脂喂养的小鼠与正常组

比较,体质量、血糖、胰岛素水平明显升高,HOMA􀆼
IR提示高脂模型组存在明显的胰岛素抵抗。经过8
周连续给药,葛根芩连汤各剂量组小鼠胰岛素水平

及HOMA􀆼IR明显降低(P<0.01),表明胰岛素抵

抗状态得到改善。同时,葛根芩连汤各剂量组小鼠

甘油三酯水平明显低于高脂模型组(P<0.01),结合

肝脏病理可见葛根芩连汤各剂量组小鼠肝脏空泡变

性明显降低,脂质沉积减少,证明葛根芩连汤能有效

地改善脂肪肝。PPARγ参与不饱和长链脂肪酸及

花生四烯酸的转运,具有调节脂质分布、胰岛素敏感

性和巨噬细胞功能的作用,脂肪细胞型脂肪酸结合

蛋白(FABP4)在PPARγ调节转录中起关键作用。
高脂状态下,小鼠肝脏PPARγ蛋白表达明显降低

(P<0.01),FABP4蛋白表达明显升高(P<0.01),
表明存在胰岛素抵抗。经过给药治疗后,各给药组

PPARγ蛋白表达明显升高(P<0.05),FABP4蛋白

表达降低(P<0.01),表明葛根芩连汤能有效地改善

肝脏胰岛素抵抗。
沉默信 息 调 节 因 子 2 相 关 酶 1(SIRT1)是

NAD+依赖性蛋白脱乙酰酶,SIRT1与胰岛素抵抗

的多个病理环节关系密切,激活SIRT1可以直接增

加肝脏中的胰岛素敏感性[8]。一方面,高表达的

SIRT1可通过抑制线粒体解偶联蛋白2的表达,调
控ATP通道中K+的敏感性,从而发挥调节胰岛素

分泌的作用。另一方面,STRT1可以通过去乙酰化

作用调节FoxO1活性。FoxO1是受胰岛素信号负

性调节的转录因子,在胰岛素抵抗的条件下,FoxO1
的磷酸化水平降低,转录活性增强。研究发现在高

脂诱导的胰岛素抵抗模型中,抑制FoxO1的表达可

以改善肝脏胰岛素敏感性[9]。本实验中,高脂诱导

的胰岛素抵抗小鼠肝脏中SIRT1mRNA表达较正

常组明显降低(P<0.05),经过葛根芩连汤治疗后,
各治疗组肝脏SIRT1mRNA水平明显升高(P<
0.05)。从 结 果 中 我 们 还 可 以 发 现,各 组 肝 脏 中

FoxO1mRNA差异不明显,考虑与SIRT1乙酰化

调控有关,因而以免疫沉淀法测定各组肝脏组织中

乙酰化FoxO1蛋白的表达。Westernblot结果显

示,在高脂模型状态下,小鼠肝脏SIRT1蛋白表达

水平较正常组明显降低(P<0.05),acely􀆼FoxO1表

达明显升高(P<0.01),予不同剂量的葛根芩连汤干

预8周后,各组肝脏SIRT1蛋白的表达明显升高(P
<0.01),acely􀆼FoxO1的表达明显降低(P<0.01),
提示葛根芩连汤可以通过对SIRT1/FoxO1信号通

路的调控,改善肝脏胰岛素抵抗和糖脂代谢。
综上所述,葛根芩连汤能够有效地改善高脂诱

导胰岛素抵抗小鼠的肝脏胰岛素抵抗,其作用可能

与升高SIRT1的表达且降低FoxO1的乙酰化表达

有关。鉴于中药复方多作用靶点的特点,可能还有

其他有效途径,值得进一步研究。
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