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摘要： 目的　 研究黄芩⁃黄连药对对胰岛素分泌的调节作用及其对甜味受体信号通路相关蛋白表达的影响。 方法　 体

内实验， 采用高糖高脂饮食建立糖尿病前期大鼠模型， 黄芩⁃黄连药对干预 １４ ｄ 后进行口服糖耐量实验 （ＯＧＴＴ） 及测

定 ＯＧＴＴ 各时间点血清胰岛素水平， 采用稳态模型法计算大鼠胰岛素抵抗 （ ＩＲ） 指数； ＨＰＬＣ 测定血清中 ３⁃脱氧葡萄

糖醛酮 （３ＤＧ） 含量； 蛋白质印迹法检测大鼠胰腺组织甜味受体信号通路蛋白表达。 体外实验， 采用 ＭＴＴ 法检测大

鼠血清对 ＩＮＳ⁃１ 细胞活性的影响， 通过 ３ＤＧ 诱导建立胰岛功能受损的 ＩＮＳ⁃１ 细胞模型， 黄芩⁃黄连药对含药血清进行干

预， 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＩＮＳ⁃１ 细胞在低糖和高糖刺激下的胰岛素分泌量； 蛋白质印迹法检测 ＩＮＳ⁃１ 细胞甜味受体信号

通路蛋白表达。 结果　 体内实验， 与正常组比较， 模型组 ＦＢＧ 值、 ＦＩＮＳ 值、 ＩＲ 指数、 糖负荷后各时间点血糖值均提

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 糖负荷 ３０ ｍｉｎ 血清胰岛素值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 糖负荷 ６０ ｍｉｎ 血清胰岛素值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
血清 ３ＤＧ 含量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 胰腺组织甜味受体信号通路 Ｔ１Ｒ２、 Ｔ１Ｒ３、 ＰＬＣβ２ 和 ＴＲＰＭ５ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黄芩⁃黄连组上述指标均有改善 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 体外实验， １０％ 和 ２０％ 黄芩⁃黄连药对

含药血清对 ＩＮＳ⁃１ 细胞活性无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与正常组比较， 模型组细胞在低糖刺激下胰岛素分泌增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 高糖刺激下减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 细胞 Ｔ１Ｒ２、 Ｔ１Ｒ３、 ＰＬＣβ２ 和 ＴＲＰＭ５ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 黄芩⁃黄连组上述指标均有改善 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 黄芩⁃黄连药对对胰岛素分泌紊乱的调节作用与其调

控 β 细胞甜味受体信号通路有关。
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　 　 糖尿病前期 （ｉｍｐａｉｒｅｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ＩＧＲ） 是发展

为糖尿病必经且可逆的阶段， 表现为糖耐量受损和 （或）
空腹血糖异常。 根据美国糖尿病协会标准推测我国 ＩＧＲ 患

病率约占总人口的三成， 若不加以任何干预， ２０ 年内将有

超过九成的 ＩＧＲ 人群最终会发展成糖尿病［１］ 。 在经典医著

中， 黄芩和黄连是中医治疗糖尿病最常用药对［２］ 。 且文献

研究发现， 黄芩⁃黄连配伍的方剂具有良好的降血糖、 改善

胰岛素抵抗 （ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ＩＲ）、 保护修复损伤胰岛 β
细胞及促进胰岛素分泌的作用［３⁃７］ 。

胰腺甜味受体 （ ｓｗｅｅｔ ｔａｓｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＳＴＲ） 除了存在

于口腔感知味觉外， 在机体胰腺和胃肠道等组织中均有表

达， 调控着胰岛素、 胰高血糖素样 肽⁃１ （ ｇｌｕｃａｇｏｎ⁃ｌｉｋｅ
ｐｅｐｔｉｄｅ １， ＧＬＰ⁃１） 等激素的分泌［８⁃９］ 。 研究发现剔除 ＳＴＲ
基因导致小鼠胰岛素分泌紊乱、 糖耐量受损， 而 ＳＴＲ 被激

活后可以调控胰岛 β 细胞分泌胰岛素［１０⁃１１］ 。 因此， 本研究

探索了黄芩⁃黄连对改善糖尿病前期 （ ＩＧＲ） 症状、 调节胰

岛素分泌是否与其调控 ＳＴＲ 信号通路有关。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠， 体质量 １８０～２２０ ｇ， 购自

昭衍 （苏州） 新药研究中心有限公司 ［实验动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （ 苏） ２０１８⁃０００６， 实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （苏） ２０１７⁃００４３］。 本实验得到了苏州市中医医院地

方伦理委员会的批准 （２０１９ 伦动批 ００６）。
１􀆰 ２　 细胞　 ＩＮＳ⁃１ 细胞购自中国医学科学院基础医学院研

究所， 用含 １０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基常规培养。
１􀆰 ３　 药物与试剂 　 黄芩 （产地山西， 批号 ２００１１８）、 黄连

（产地四川， 批号 ２００６０１） 均购自苏州市春晖堂药业有限

公司， 经苏州市中医医院沈多荣药师鉴定， 均为 《中国药
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典》 项下规定的药材品种。 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基 （货号

３１８００⁃０１４） 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； 胎牛血清 （货号 １１０１１⁃
８６１１） 购自浙江天杭生物科技股份有限公司； 脱脂奶粉

（货号 ６Ｈ２ＥＨ０１０６） 购自内蒙古伊利实业集团股份有限公

司； 胰岛素 ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （货号 ＢＹＥ８０１３６） 购自上海邦

奕生物科技有限公司； Ｔ１Ｒ２ 抗体 （货号 ＮＢ１１０⁃７４９２０）、
Ｔ１Ｒ３ 抗 体 （ 货 号 ＮＢ１００⁃９８７９２ ） 均 购 自 美 国 Ｎｏｖｕｓ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ 公司； ＰＬＣβ２ 抗体 （ 货号 ３１４４９） 购自美国

Ｓｉｇｎａｌｗａｙ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 公司； ＴＲＰＭ５ 抗体 （货号 ａｂ１５４７８８） 购

自 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司； β⁃ａｃｔｉｎ 抗 体 （ 货 号 ４２０８１２ＮＪ⁃
Ｉ４２０２０１６）、 Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ 二 抗 （ 货 号 ＡＴ００９７）、
Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ 二抗 （货号 ＡＴ００９８） 均购自美国

Ｅｎｇｉｂｏｄｙ 公司； Ｃ１８色谱柱 （货号 Ｅ３２２３０４０） 购自大连依利

特分析仪器有限公司； ＨＰＬＣ 对照品均购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司。
１􀆰 ４　 仪器 　 电子天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公司）； 普通

天平 （美国双杰有限公司）； 超低温冰箱 （日本 ＳＡＮＹＯ 公

司）； 高速冷冻离心机 （北京白洋医疗器械有限公司）； 稳

豪倍优型血糖仪 （中国强生医疗器材有限公司）； Ｃｏｕｎｔ
ｓｔａｒ 细胞计数仪 （上海睿钰生物科技有限公司）； ５％ ＣＯ２
细胞培养箱 （美国 Ｋｅｎｄｒｏ 公司）； 酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； 细胞培养皿 （无锡耐思生命科技股份有限

公司）； ６、 ２４、 ９６ 孔细胞培养板 ［康宁生命科学 （吴江）
有限公司］； １１００ＬＣ 高效液相色谱仪 （ＤＡＤ 检测器， 美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 体内实验

２􀆰 １􀆰 １　 药液制备　 黄芩和黄连按照半夏泻心汤全方中的比

例 （３ ∶ １） 称取， 药材用 ４ 倍量蒸馏水浸泡 ３０ ｍｉｎ 后， 以

６ 倍量的蒸馏水加热回流提取 ３０ ｍｉｎ， 过滤收集煎液； 再

加 ６ 倍量的蒸馏水于药渣中， 继续加热回流 ３０ ｍｉｎ， 过滤

收集煎液， 合并 ２ 次煎液， 于旋转蒸发仪中浓缩至实验用

剂量， 即生药量 １ ｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 黄芩⁃黄连药对水煎液的成分分析 　 用 ＨＰＬＣ 法测

定黄芩⁃黄连药对水煎液中主要活性成分， 流动相 ０􀆰 １％ 甲

酸水⁃甲醇梯度洗脱； 检测波长 ２７５ ｎｍ； 柱温 ３０ ℃； 进样

量 １０ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ３　 模型建立、 分组及给药 　 结合文献 ［１２⁃１３］ 报道

方法， 大鼠自由进食高糖高脂饲料 １０ 周进行造模， 根据空

腹血糖和糖耐量值筛选出造模成功的 ＩＧＲ 大鼠。 将造模成

功的 ＩＧＲ 大鼠随机分为模型组和黄芩⁃黄连组， 同时设置正

常组， 每组 ７ 只。 正常组和模型组大鼠灌胃蒸馏水， 黄芩⁃
黄连组大鼠每天灌胃 １０ ｍＬ ／ ｋｇ （按人与大鼠临床等效剂量

换算所得） 黄芩⁃黄连药对水煎液， 连续灌胃 １４ ｄ。 其中正

常组自由进食标准饲料， 而模型组和黄芩⁃黄连组大鼠自由

进食高糖高脂饲料。
２􀆰 １􀆰 ４　 大鼠 ＩＲ 指数测定 　 给药结束后， 大鼠禁食不禁水

１８ ｈ， 尾静脉取血， 用血糖试纸测定大鼠 ＦＢＧ［１２］ ； 眼眶取

血， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 分离血清， 按照大鼠胰

岛素试剂盒说明书检测大鼠 ＦＩＮＳ 水平［１２］ ； 参照文献 ［５］
报道方法， 采用稳态模型法计算大鼠 ＩＲ 指数， 公式为 ＩＲ
指数＝ ［ＦＢＧ×ＦＩＮＳ］ ／ ２２􀆰 ５。
２􀆰 １􀆰 ５　 大鼠血糖和血清胰岛素水平检测　 给药结束后， 大

鼠禁食不禁水 １８ ｈ， 灌胃 ５０％ 葡萄糖 （２ ｇ ／ ｋｇ）， 分别在 ０、
３０、 ６０、 １２０ ｍｉｎ 尾静脉采血， 用血糖试纸测定大鼠血糖

值， 其中 ０ ｍｉｎ 血糖值作为空腹血糖值［１３］ ； 眼眶取血，
４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 分离血清， 按照大鼠胰岛素

试剂盒说明书检测大鼠血清胰岛素值， 其中 ０ ｍｉｎ 血清胰

岛素值作为空腹血清胰岛素值［１３］ 。
２􀆰 １􀆰 ６　 ＨＰＬＣ 法检测大鼠血清中 ３ＤＧ 含量　 给药结束后，
大鼠禁食不禁水 １８ ｈ， 取腿部大动脉血， 分离血清。 用

ＨＰＬＣ 法测定血清中 ３ＤＧ 含量， 流动相为 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸

盐溶液， 激发波长 ２７１ ｎｍ， 发射波长 ５０３ ｎｍ［１４］ 。
２􀆰 １􀆰 ７　 蛋白质印迹法检测大鼠胰腺组织甜味受体信号通路

蛋白表达　 各组大鼠口服糖耐量实验结束后断髓解剖取

材［１５］ 。 将各组大鼠胰腺组织剪块、 称重后置于离心管中，
加入 ＲＩＰＡ 裂解液制成组织匀浆， 在 ４ ℃冰箱中裂解 ３０ ｍｉｎ
后， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 吸取上清并测定总蛋白浓

度， 加入 ５×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混匀， 沸水浴加热 １０ ｍｉｎ 使蛋白

质变性。 参照文献 ［１０］ 报道方法进行上样、 电泳以及转

膜， 用 ５％ 脱脂奶粉溶液常温封闭 ２ ｈ， 加一抗 ４ ℃孵育过

夜， 加二抗常温孵育 ２ ｈ， 参照 ＥＣＬ 试剂盒说明书使蛋白

显影， 拍摄保存。 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算各蛋白条带灰

度值。
２􀆰 ２　 体外实验

２􀆰 ２􀆰 １　 含药血清制备　 ２０ 只正常 ＳＤ 雄性大鼠随机分为 ２
组［１６］ ， 空白组灌胃蒸馏水， 黄芩⁃黄连组灌胃每天 １０ ｍＬ ／
ｋｇ 黄芩⁃黄连药对水煎液， 连续 ７ ｄ。 于第 ７ 天末次给药 ２ ｈ
后腹主动脉取血， 静置 ２ ｈ 后 ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５
ｍｉｎ， 分离血清。 混合同组大鼠血清， ５６ ℃ 水浴灭活 ３０
ｍｉｎ， 无菌过滤分装后于－８０ ℃保存备用。
２􀆰 ２􀆰 ２　 细胞造模、 分组与给药 　 取对数生长期 ＩＮＳ⁃１ 细

胞， 用含 １０％ 胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基培养 ２４ ｈ。 设

置不同组别， 正常组加入含 １０％ 空白血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培

养基培养 ２４ ｈ， 模型组加入含 ３００ μｇ ／ Ｌ ３ＤＧ 和 １０％ 空白血

清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基培养 ２４ ｈ， 黄芩⁃黄连对照组（仅

ＭＴＴ 实验） 分别加入含 ５％ 、 １０％ 、 ２０％ 黄芩⁃黄连药对含

药血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基培养 ２４ ｈ， 黄芩⁃黄连组 （仅
ＥＬＩＳＡ、 蛋白质印迹实验） 加入含 ３００ μｇ ／ Ｌ ３ＤＧ 和 １０％ 黄

芩⁃黄连药对含药血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基培养 ２４ ｈ。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＭＴＴ 法检测 ＩＮＳ⁃１ 细胞活性 　 取对数生长期 ＩＮＳ⁃１
细胞接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １× １０４ 个细胞， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２”
项下分组处理， 干预 ２４ ｈ 后弃上清， 每孔加入 ２００ μＬ ０􀆰 ５
ｇ ／ Ｌ ＭＴＴ 溶液培养 ４ ｈ， 弃上清， 每孔加入 １５０ μＬ 二甲基

亚砜， 于摇床上振荡 １０ ｍｉｎ 后用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处测

定吸光度值［１７］ ， 计算细胞活性。
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２􀆰 ２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＩＮＳ⁃１ 细胞胰岛素分泌量　 取对数生

长期 ＩＮＳ⁃１ 细胞接种于 ２４ 孔板中， 每孔 ２×１０５ 个细胞， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下分组处理， 干预 ２４ ｈ 后弃上清， 用无糖 ＫＲＢ
缓冲液洗涤 ２ 次， 加含 ５􀆰 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖的 ＫＲＢ 缓冲液

孵育 １􀆰 ５ ｈ 后弃上清， 再分别用低糖 （５􀆰 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 和高

糖 （２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＫＲＢ 缓冲液孵育 １􀆰 ５ ｈ 后收集上清。 按照

大鼠胰岛素酶联免疫分析试剂盒说明书检测胰岛素值， 计

算胰岛素分泌量的差异倍数， 公式为差异倍数 ＝每孔胰岛

素值 ／正常组胰岛素均值［１５］ 。
２􀆰 ２􀆰 ５　 蛋白质印迹法检测 ＩＮＳ⁃１ 细胞 ＳＴＲ 信号通路蛋白表

达　 取对数生长期 ＩＮＳ⁃１ 细胞接种于 ６ 孔板中， 每孔 ４×１０５

个细胞， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下分组处理， 干预 ２４ ｈ 后弃上清，

用提前预冷的 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ２ 次， 消化并收集细胞， 加

入含磷酸酶抑制剂和 ＰＭＳＦ 的 ＲＩＰＡ 裂解液［１５］ ， 按照

“２􀆰 １􀆰 ７” 项下方法进行蛋白质印迹实验。
２􀆰 ３　 统计学分析 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行处理，
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 两组间比较采用配对 ｔ 检验。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 体内实验

３􀆰 １􀆰 １　 黄芩⁃黄连药对水煎液成分分析 　 如图 １ 所示， 黄

芩⁃黄连药对水煎液中主要活性成分为黄连碱、 小檗碱、 黄

芩苷、 汉黄芩苷。

１． 黄连碱　 ２． 小檗碱　 ３． 黄芩苷　 ４． 汉黄芩苷

注： Ａ 为黄连碱、 小檗碱、 黄芩苷、 汉黄芩苷对照品的 ＨＰＬＣ 色谱图， Ｂ 为黄

芩⁃黄连药对水煎液的 ＨＰＬＣ 色谱图。

图 １　 黄芩⁃黄连药对水煎液的 ＨＰＬＣ 色谱图

３􀆰 １􀆰 ２　 黄芩⁃黄连药对对 ＩＧＲ 大鼠 ＦＢＧ、 ＦＩＮＳ 和 ＩＲ 指数的

影响　 如表 １ 所示， 与正常组比较， 模型组大鼠 ＦＢＧ、
ＦＩＮＳ、 ＩＲ 均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黄

芩⁃黄连组大鼠 ＦＢＧ、 ＦＩＮＳ、 ＩＲ 均降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。
表 １　 黄芩⁃黄连药对对 ＩＧＲ 大鼠 ＦＢＧ、 ＦＩＮＳ 和 ＩＲ 指数的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）
组别 ＦＢＧ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＦＩＮＳ ／ （μｇ·ｍＬ－１） ＩＲ 指数

正常组 ４􀆰 ７０±０􀆰 ６８ ４􀆰 ８４±０􀆰 ９３ １􀆰 ０１±０􀆰 ２２
模型组 ７􀆰 １３±１􀆰 ２５∗∗ ６􀆰 ０６±０􀆰 ９９∗ １􀆰 ９１±０􀆰 ４１∗∗

黄芩⁃黄连组 ５􀆰 ４０±０􀆰 ７４＃＃ ４􀆰 ９７±０􀆰 ７２＃ １􀆰 １８±０􀆰 １４＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 １􀆰 ３　 黄芩⁃黄连药对对 ＩＧＲ 大鼠血糖的影响 　 如图 ２ 所

示， 与正常组比较， 模型组大鼠各个时间段血糖值均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黄芩⁃黄连组大鼠各个时间段血

糖值均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明黄芩⁃黄连药对能改

善 ＩＧＲ 大鼠的糖耐量。
３􀆰 １􀆰 ４　 黄芩⁃黄连药对对 ＩＧＲ 大鼠血清胰岛素水平的影

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 黄芩⁃黄连药对对 ＩＧＲ 大鼠血糖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

响　 如图 ３ 所示， 与正常组比较， 模型组大鼠糖负荷 ３０
ｍｉｎ 血清胰岛素水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 糖负荷 ６０ ｍｉｎ 血清

胰岛素水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黄芩⁃黄连组

大鼠糖负荷 ３０ ｍｉｎ 血清胰岛素水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 糖负

荷 ６０ ｍｉｎ 血清胰岛素水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明黄芩⁃黄连

药对能恢复 ＩＧＲ 大鼠的胰岛素分泌规律。
３􀆰 １􀆰 ５　 黄芩⁃黄连药对对 ＩＧＲ 大鼠胰腺组织 ＳＴＲ 信号通路
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注： 与 正 常 组 比 较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 模 型 组 比 较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 黄芩⁃黄连药对对 ＩＧＲ 大鼠血清胰岛素水平的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝７）

　 　 　 　 　

相关蛋白表达的影响　 如图 ４ 所示， 与正常组比较， 模型

组大鼠胰腺组织中 Ｔ１Ｒ２、 Ｔ１Ｒ３、 ＰＬＣβ２ 和 ＴＲＰＭ５ 蛋白表

达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黄芩⁃黄连组大鼠胰

腺组织中 Ｔ１Ｒ２、 Ｔ１Ｒ３、 ＰＬＣβ２ 和 ＴＲＰＭ５ 蛋白表达均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明黄芩⁃黄连药对能恢复受损的 ＩＧＲ
大鼠胰腺 ＳＴＲ 信号通路相关蛋白表达， 其可能通过调控

ＳＴＲ 信号通路改善胰岛素分泌紊乱。
３􀆰 １􀆰 ６　 ＩＧＲ 大鼠血清中 ３ＤＧ 含量的变化　 正常组大鼠血清

３ＤＧ 含量为 （８􀆰 ７４±５􀆰 ３３） μｇ ／ Ｌ； 模型组大鼠血清 ３ＤＧ 含

量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 为 （１７􀆰 ９６±５􀆰 ４２） μｇ ／ Ｌ。 结合课题组

前期研究发现 ３⁃ＤＧ 是 ＩＧＲ 的独立致病因素［１８⁃２０］ ， ３ＤＧ 可

能为 ＳＴＲ 信号通路的致病因子， ３ＤＧ 含量可能影响 ＳＴＲ 信

号通路蛋白表达。 因此， 后续体外实验使用 ３ＤＧ 建立细胞

　 　 　 　

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 黄芩⁃黄连药对对 ＩＧＲ 大鼠胰腺组织 Ｔ１Ｒ２、 Ｔ１Ｒ３、 ＰＬＣβ２ 和 ＴＲＰＭ５ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

模型。
３􀆰 ２　 体外实验

３􀆰 ２􀆰 １　 黄芩⁃黄连药对含药血清对 ＩＮＳ⁃１ 细胞活性的影

响　 如表 ２ 所示， 与正常组比较， １０％ 和 ２０％ 黄芩⁃黄连药

对含药血清对 ＩＮＳ⁃１ 细胞活性无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 因此

后续实验选用 １０％ 黄芩⁃黄连药对含药血清。
表 ２　 不同浓度黄芩⁃黄连药对含药血清对 ＩＮＳ⁃１ 细胞活性

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

组别 细胞活性

正常组 １􀆰 ００±０􀆰 ０３

５％ 黄芩⁃黄连药对含药血清组 ０􀆰 ９１±０􀆰 ０８∗

１０％ 黄芩⁃黄连药对含药血清组 ０􀆰 ９６±０􀆰 ０４

２０％ 黄芩⁃黄连药对含药血清组 ０􀆰 ９９±０􀆰 ０４

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２􀆰 ２　 黄芩⁃黄连药对含药血清对胰岛功能受损的 ＩＮＳ⁃１ 细

胞胰岛素分泌的影响　 如表 ３ 所示， 与正常组比较， 模型

组 ＩＮＳ⁃１ 细胞在 ５􀆰 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖刺激下胰岛素分泌增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 在 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖刺激下胰岛素分泌减少

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 黄芩⁃黄连组 ＩＮＳ⁃１ 细胞在 ５􀆰 ６
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖刺激下胰岛素分泌减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 在 ２５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖刺激下胰岛素分泌增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明黄

芩⁃黄连药对含药血清能恢复胰岛功能受损的 ＩＮＳ⁃１ 细胞的

胰岛素分泌。

表 ３　 黄芩⁃黄连药对含药血清对 ＩＮＳ⁃１ 细胞胰岛素分泌的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

组别
胰岛素分泌（差异倍数）

５􀆰 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖

正常组 １􀆰 ００±０􀆰 １１ １􀆰 ００±０􀆰 ０５
模型组 １􀆰 ５１±０􀆰 １０∗∗ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０６∗

黄芩⁃黄连组 １􀆰 ０９±０􀆰 ２１＃＃ １􀆰 ０４±０􀆰 ０５＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
３􀆰 ２􀆰 ３　 黄芩⁃黄连药对含药血清对胰岛功能受损的 ＩＮＳ⁃１ 细

胞 ＳＴＲ 信号通路蛋白表达的影响　 如图 ５ 所示， 与正常组

比较， 模型组 Ｔ１Ｒ２、 Ｔ１Ｒ３、 ＰＬＣβ２ 和 ＴＲＰＭ５ 蛋白表达均

降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 黄芩⁃黄连组 Ｔ１Ｒ２、
Ｔ１Ｒ３ 和 ＰＬＣβ２ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＲＰＭ５ 蛋白

表达有升高趋势， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 表明

黄芩⁃黄连药对能恢复受损的 ＩＮＳ⁃１ 细胞 ＳＴＲ 信号通路相关

蛋白表达， 可能通过调控 ＳＴＲ 信号通路改善胰岛素分泌紊

乱现象。
４　 讨论

３ＤＧ 是生成晚期糖基化终产物 （ＡＧＥｓ） 的中间体， 课

题组前期研究发现 ３ＤＧ 是 ＩＧＲ 的独立致病因素， 可引起其

胰岛 β 细胞功能紊乱。 本研究通过喂养高糖高脂来建立

ＩＧＲ 大鼠模型， 发现模型大鼠血清中 ３ＤＧ 含量高于正常组，
故以 ３ＤＧ 诱导建立胰岛功能受损的 ＩＮＳ⁃１ 细胞模型。

半夏泻心汤被 ＩＧＲ 中医药循证临床实践指南收录， 临
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 黄芩⁃黄连药对含药血清对 ＩＮＳ⁃１细胞 Ｔ１Ｒ２、 Ｔ１Ｒ３、 ＰＬＣβ２ 和 ＴＲＰＭ５ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

床疗效确切， 具有改善糖尿病小鼠糖代谢、 保护胰岛 β 细

胞、 促进胰岛素分泌的作用， 但其作用机制研究滞后［２１⁃２３］ 。
“药对” 是中药治法方药配伍和效应机制研究的最小研究对

象， 同时黄芩⁃黄连药对相比单味药， 其水煎液中黄芩苷、
小檗碱含量更高， 药效更优［２４］ 。 黄芩⁃黄连药对比例主要为

３ ∶ ２～１ ∶ ３［２５］ ， 黄芩的活性成分能干预血糖、 ＩＲ 及保护胰

岛 β 细胞， 进而抗糖尿病［２６］ 。 故本研究基于半夏泻心汤

３ ∶ １ 的黄芩⁃黄连比例进行实验。 高血糖、 胰岛素抵抗及胰

岛素分泌异常是 ＩＧＲ 中相互影响的指标， 黄芩⁃黄连药对具

有良好的降血糖作用， 能改善胰岛素抵抗， 促进胰岛素分

泌［２７⁃２８］ 。 本研究体内实验验证了此结果， 且 ＯＧＴＴ 各时间

点的血糖与胰岛素分泌相一致。 β 细胞以胰岛的形式聚集，
β 细胞之间的交流抑制基础胰岛素分泌， 增强葡萄糖刺激

的胰岛素分泌， 从而有助于维持禁食和进食期间的葡萄糖

稳态。 在糖尿病发生发展过程中， β 细胞功能会呈现进行

性下降［２９］ 。 体外实验发现， 对于胰岛素分泌异常的细胞，
黄芩⁃黄连药对能减少其低糖刺激下的胰岛素分泌， 增加其

高糖刺激下的胰岛素分泌， 改善损伤的胰岛 β 细胞功能。
ＳＴＲ 是由味觉受体第一家族中的 Ｔ１Ｒ２ 和 Ｔ１Ｒ３ 形成的

二聚 体， 可 通 过 干 预 Ｇβγ 亚 基 激 活 磷 脂 酶 Ｃ⁃β２
（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｃ⁃β２， ＰＬＣβ２） 及阳离子通道 ＴＲＰＭ５， 进而

参与调控葡萄糖刺激的胰岛素分泌［１０⁃１１］ 。 生理状态下， β
细胞 ＳＴＲｓ 感应血糖， 触发一个时间依赖的、 可逆的信号通

路， 抑制胰岛素分泌。 ＳＴＲｓ 信号受损的小鼠胰岛在短期空

腹血糖浓度下表现出胰岛素高分泌， 同时 β 细胞 ＳＴＲｓ 表达

下调可引起餐后胰岛素分泌减少。 ３ＤＧ 会降低 β 细胞 ＳＴＲ
蛋白表达， 损伤生理胰岛素分泌功能［１５，３０⁃３２］ 。 研究发现，
糖尿病大鼠胰腺组织 ＳＴＲ 信号通路中的 Ｔ１Ｒ２、 Ｔ１Ｒ３ 和

ＴＲＰＭ５ 蛋白表达量减少， 黄芪多糖可以增加 ２ 型糖尿病大

鼠胰腺 ＧＬＰ⁃１ 和 ＳＴＲ 信号分子表达， 促进胰岛素分泌， 减

轻 ２ 型糖尿病大鼠症状［３３］ ； 葛根芩连汤通过调控苦味受体

信号通路 （包括 ＰＬＣβ２、 ＴＲＰＭ５ 蛋白表达） 诱导小鼠

ＧＬＰ⁃１ 分泌［３４］ 。 由此推测黄芩⁃黄连药对有可能通过调控

ＳＴＲ 信号通路来达到干预血糖、 胰岛素分泌的效果。 本研

究发现黄芩⁃黄连药对能够增加大鼠胰腺和 ＩＮＳ⁃１ 细胞 ＳＴＲ
信号通路蛋白表达， 提示黄芩⁃黄连药对可能通过调控胰岛

β 细胞甜味受体通路改善胰岛素分泌紊乱， 为糖尿病防治

药物的研发提供了新思路。
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