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摘要： 目的　 探讨葛根芩连汤通过调控肝脏叉头框蛋白 Ｏ１ （ＦｏｘＯ１） ／膜相关环状蛋白 １ （ＭＡＲＣＨ１） 通路对高脂饮

食诱导的小鼠胰岛素抵抗的影响。 方法　 小鼠给予高脂饲料喂养 １２ 周建立胰岛素抵抗模型， 将 ３０ 只造模成功小鼠随

机分为模型组、 葛根芩连汤组 （１５ ｇ ／ ｋｇ）、 吡格列酮 （阳性药） 组 （２０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 另取 １０ 只正常小鼠给

予普通饲料喂养为正常组， 连续给予相应药物灌胃 ８ 周， 记录各组小鼠体质量。 全自动生化分析仪检测检测甘油三酯

（ＴＧ）、 总胆固醇 （ＴＣ）、 低密度脂蛋白胆固醇 （ＬＤＬ⁃Ｃ） 水平， ＥＬＩＳＡ 法检测空腹血清胰岛素 （ＦＩＮＳ） 水平并计算稳

态模型胰岛素抵抗指数 （ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）， 检测腹腔内葡萄糖耐量 （ＩＰＧＴＴ） 并计算葡萄糖曲线下面积 （ＡＵＣ）， ＨＥ 染色

观察肝组织病理学改变， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肝组织 ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１、 ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ１ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组

织 ＦｏｘＯ１、 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１、 ＩＮＳＲα、 ＩＮＳＲβ、 ＩＲＳ１、 ｐ⁃ＩＲＳ１ 蛋白表达。 结果 　 与正常组比较， 模型组小鼠体质

量、 ＦＩＮＳ、 ＴＧ、 ＴＣ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ、 ＡＵＣ 均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝组织细胞结构紊乱， 边界轮廓不清， 排列散乱，
细胞肿大且大小不一， 肝细胞内可见大量脂质空泡， 少量肝细胞出现点状坏死， 肝组织 ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝组织 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１、 ＩＮＳＲα 蛋白表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＦｏｘＯ１、 ＩＮＳＲβ、 ＩＲＳ１、 ｐ⁃ＩＲＳ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 葛根芩连汤组小鼠 ＦＩＮＳ、 ＴＧ、 ＴＣ、
ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ、 ＡＵＣ 均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝组织细胞形态趋于正常， 脂质空泡数目明显减少， 肝组织 ＦｏｘＯ１、
ＭＡＲＣＨ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 肝组织 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦｏｘＯ１、 ＩＮＳＲβ、 ＩＲＳ１、 ｐ⁃ＩＲＳ１ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＩＮＳＲα 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）。 结论　 葛根芩连汤可以减轻肝脏脂肪变性， 改善胰岛素抵抗， 其机制可能与抑制 ＦｏｘＯ１ ／ ＭＡＲＣＨ１ 通路， 增加

胰岛素受体及胰岛素受体底物的表达有关。
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　 　 中国心脏代谢疾病及肿瘤队列研究显示， ２ 型糖尿病

（ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， Ｔ２ＤＭ） 患者最重要的发病机制是

在 β 细胞功能缺陷的基础上合并胰岛素抵抗 （ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ＩＲ）， 而 ＩＲ 是 Ｔ２ＤＭ 发生的始动因素， 并贯穿

整个自然病程［１］ 。 研究显示， 当机体胰岛素受体 （ ｉｎｓｕｌｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＩＮＳＲ） 数目减少后， 会出现胰岛素对细胞的生物

效应下降， 葡萄糖分解利用率降低， 引起 ＩＲ 和高血糖的发

生［２⁃４］ 。 膜相 关 环 状 蛋 白 １ （ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｙｃｌｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＭＡＲＣＨ１） 是一种跨膜 Ｅ３ 泛素连接酶， 主要表

达于肝脏、 脾脏等免疫器官的抗原递呈细胞［５］ 。 ＭＡＲＣＨ
作为是胰岛素信号传导的一个重要负性调控因子， 可以靶

向作用于 ＩＮＳＲ， 影响 ＩＮＳＲ 的稳定性和功能， 导致胰岛素

信号通路受损， 引起 ＩＲ［６⁃７］ 。
葛根芩连汤善于清利胃肠湿热， 具有清热燥湿功效，

临床上被广泛用于 Ｔ２ＤＭ 的治疗［８⁃９］ 。 前期研究已证实， 葛

根芩连汤可以抑制肝脏叉头框蛋白 Ｏ１ （ ｆｏｒｋ ｆｒａｍｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｏ１， ＦｏｘＯ１） 的表达， 改善 ＩＲ［１０］ 。 通过生物信息学分析，
本课题组发现 ＭＡＲＣＨ１ 启动因子区域存在 ＦｏｘＯ１ 的结合位

点［１１］ 。 而最近的研究表明， ＦｏｘＯ１ 可以通过调节 ＭＡＲＣＨ１
的转录水平影响 ＩＮＳＲ 的稳定性和功能［７］ 。 但葛根芩连汤

是否可以调控 ＦｏｘＯ１ ／ ＭＡＲＣＨ１ 通路改善 ＩＲ 尚不得而知。
因此， 本研究以高脂诱导 ＩＲ 小鼠为模型， 观察葛根芩连汤

对肝脏 ＦｏｘＯ１ ／ ＭＡＲＣＨ１ 信号通路中相关基因和蛋白表达的

影响， 进一步探讨其作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物与饲料 　 ５０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， 雄性， ６ ～ ８ 周

龄， 体质量 ２０ ～ ２５ ｇ， 购自北京唯尚立拓科技有限公司

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （京） ２０１６⁃０００９］， 饲养于
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江苏省中医药研究院动物实验中心， 环境相对湿度 ５０％ ～
６０％ ， 自由摄食进水。 ６０％ 高脂饲料及标准饲料均购买自

南通特洛菲饲料科技有限公司。 本次动物实验通过南京中

医药大学附属中西医结合医院实验动物伦理委员会批准

（伦理号 ＡＥＷＣ⁃２０１９０８１４⁃８１）。
１􀆰 ２　 药物 　 将葛根、 黄连、 黄芩、 灸甘草以 ８ ∶ ３ ∶ ３ ∶ ２
的比例配制， 所有药材均由南京中医药大学附属中西医结

合医院提供， 并经南京中医药大学附属中西医结合医院中

药制剂室吴军教授鉴定均为正品。 经传统水煎后浓缩， 制

成最佳质量浓度为生药量 １􀆰 ５６ ｇ ／ ｍＬ 的葛根芩连汤溶液

（参考课题组前期研究［１０］ ）。 盐酸吡格列酮片 （规格 １５
ｍｇ ／片， 批号 Ｈ２０１１００４７） 购自江苏德源药业股份有限公

司， 将 ４ 片药物研磨粉碎后， 用超纯水配制成 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的

混悬液备用。 药物均于 ４ ℃冰箱保存备用， 给药前复温至

２５～２８ ℃。
１􀆰 ３　 试剂　 小鼠胰岛素 ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 ０７７４０） 购自

美国 Ａｌｐｃｏ 公司； 小鼠甘油三酯 （ＴＧ）、 总胆固醇 （ＴＣ）、
低密度脂蛋白胆固醇 （ ＬＤＬ⁃Ｃ） 试剂盒 （批号 Ａ１１０⁃１⁃１、
Ａ１１１⁃１⁃１、 Ａ１１３⁃１⁃１） 均购自南京建成生物工程研究所有

限公司； Ａｎｔｉ⁃ＭＡＲＣＨ１ （批号 ＳＡＢ２１０１４３２⁃１００ μＬ） 购自

德国 Ｓｉｇｍａ 公司； Ａｎｔｉ⁃Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、 Ａｎｔｉ⁃ＦｏｘＯ１、 Ａｎｔｉ⁃ＩＲＳ１、
Ａｎｔｉ⁃ｐ⁃ＩＲＳ１、 Ａｎｔｉ⁃Ｉｎｓｕｌｉｎ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ β （ＩＮＳＲβ）、 二抗羊抗兔

ＩｇＧ、 羊抗鼠 ＩｇＧ （批号 ９４４１、 ２８８０、 ２３８２、 ２３８４、 ３０２０、
７０７４、 ７０７６） 均购自美国 ＣＳＴ 公司； Ａｎｔｉ⁃Ｉｎｓｕｌｉｎ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ α
（ＩＮＳＲα， 批号 ｓｃ⁃５７３４４） 购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司； Ａｎｔｉ⁃
β⁃ａｃｔｉｎ （批号 ８２２６） 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司； ＢＣＡ 蛋白浓度

测 定 试 剂 盒、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝 胶 配 制 试 剂 盒 （ 批 号

０４０７１７１７０８１０、 ０４１１１７１７０４１１） 均购自上海碧云天生物技

术有限公司。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｍｏｄｅｌ３７１ ＣＯ２ 培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； Ｂｉｏｓｐｅｃｔｒｕｍ 凝胶成像系统、 １６４５０５０ 蛋白

电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｓｙｎｅｒｇｙ２ 超微量多功能酶标

仪、 Ｍｏｎｏ４２２ 酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； ＧｅｎｅＡｍｐ Ｐ９７００
ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）； ＴＤ５Ｍ⁃ＷＳ 离心机 （德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ
公司）； Ａｃｃｕ⁃Ｃｈｅｋ Ｐｅｒｆｏｒｍａ 血糖仪 （瑞士罗氏公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模与给药　 ５０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠适应性

饲养 １ 周后， 随机分为正常组 （ １０ 只） 和造模组 （ ４０
只）， 正常组予标准饲料喂养， 造模组予高脂饲料喂养 １２
周， 制备胰岛素抵抗小鼠模型。 从高于正常组体质量平均

值 ２０％ 的 ３０ 只小鼠中随机取 ３ 只检测其葡萄糖输注率

（ＧＩＲ）。 具体方法为腹腔麻醉后分别行颈静脉、 颈动脉置

管， 静脉置管用于胰岛素和葡萄糖的输入， 动脉置管用于

采血； 先输注胰岛素溶液 ［速率为 １０ ｍＵ ／ （ ｋｇ·ｍｉｎ）］，
每 １０ ｍｉｎ 测定血糖， 根据血糖水平调节葡萄糖 （２０％ ） 的

输入速率； 若连续 ３ 次血糖数值在目标范围内则认为达到

稳态， 以稳态期的血糖值和葡萄糖输入速率计算 ＧＩＲ。 若

所测小鼠的 ＧＩＲ 小于正常组 ２０％ ， 则认定造模成功。 将造

模成功的 ３０ 只小鼠随机分为模型组、 葛根芩连汤组和吡格

列酮组， 每组 １０ 只。 正常组和模型组予等体积的灭菌水

（１０ ｍＬ ／ ｋｇ）， 葛根芩连汤组予葛根芩连汤 （１５ ｇ ／ ｋｇ）， 吡

格列酮组予吡格列酮 （２０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每天灌胃 １ 次， 连续 ８
周。 每组自由进水， 保持相同温、 湿度， １２ ｈ 交替照明。
每周称 １ 次小鼠体质量， 调整给药剂量。
２􀆰 ２　 取材　 末次给药后， 小鼠禁食不禁水 １２ ｈ 后眼眶取

血， ４ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液置于－２０ ℃冰箱保

存备用； 脱颈处死小鼠后迅速取肝脏， 以 ４ ℃ ＰＢＳ 缓冲液

清洗残血， 剪取部分肝组织固定于 ４％ 多聚甲醛溶液中， 置

于－２０ ℃冰箱保存备用， 剩余肝脏组织放入冻存管中， 置

于－８０ ℃冰箱保存。
２􀆰 ３　 血糖测定 　 每周于固定时间测定空腹血糖 （ＦＰＧ），
取尾尖血， 采用血糖仪及配套试纸进行检测。
２􀆰 ４　 血清生化指标测定　 取出于－２０ ℃冻存的血清， 冰水

浴解冻， 采用全自动生化分析仪检测 ＴＧ、 ＴＣ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 水

平； 按 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测空腹血清胰岛素 （ＦＩＮＳ）
水平， 并计算稳态模型胰岛素抵抗指数 （ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）， 公

式为 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ＝空腹血清葡萄糖×空腹血清胰岛素 ／ ２２􀆰 ５。
２􀆰 ５　 腹腔注射葡萄糖耐量实验 （ ＩＰＧＴＴ） 　 末次给药后，
各组小鼠禁食不禁水 １２ ｈ， 次日予腹腔注射 ５０％ 葡萄糖注

射液 （按 ２ ｇ ／ ｋｇ 剂量给药）， 分别于注射后 ３０、 ６０、 ９０、
１２０ ｍｉｎ 时取尾尖血测定血糖值， 并计算葡萄糖曲线下面积

（ＡＵＣ）。
２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察肝组织病理变化 　 取出于 ４％ 多聚甲醛

溶液中固定的肝组织， 经梯度乙醇脱水、 石蜡包埋、 切片、
脱蜡、 苏木素和伊红染色、 封片， 于 ２００ 倍光镜下观察肝

组织病理变化。
２􀆰 ７ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 肝 组 织 ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１、 ＩＮＳＲ、
ＩＲＳ１ ｍＲＮＡ 表达 　 取各组肝组织适量， ＴＲＩｚｏｌ 法提取总

ＲＮＡ， 测定 ＲＮＡ 浓度； 按逆转录试剂盒说明书将总 ＲＮＡ
转录为 ｃＤＮＡ， 采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光技术进行 ＰＣＲ 扩增，
反应条件为 ９５ ℃ ３０ ｓ， ９５ ℃ ５ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。
采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因的相对表达量。 参照 ＧｅｎＢａｎｋ
中小鼠的基因序列合成目的基因引物， 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
ＦｏｘＯ１ 正向 ＡＣＡＴＴＴＣＧＴＣＣＴＣＧＡＡＣＣＡＧＣＴＣＡ

反向 ＡＴＴＴＣＡＧＡＣＡＧＡＣＴＧＧＧＣＡＧＣＧＴＡ
ＭＡＲＣＨ１ 正向 ＣＡＧＡＴＧＡＣＣＡＣＧＡＧＣＧＡＡＡＧ

反向 ＡＡＧＡＣＧＡＧＡＣＣＴＣＣＣＧＴＧＡＡ
ＩＮＳＲ 正向 ＧＡＴＴＴＣＣＣＣＡＡＣＧＴＧＴＣＣＴＣＴＡＣ

反向 ＣＡＡＴＧＣＧＧＴＡＣＣＣＡＧＴＧＡＡＧＴＧ
ＩＲＳ１ 正向 ＧＣＧＣＡＧＧＣＡＣＣＡＴＣＴＣＡＡＣＡＡＣＣ

反向 ＧＣＡＣＧＣＡＣＣＣＧＧＡＡＧＧＡＡＣＣ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＣＣＡＴＴＣＴＣＧＧＣＣＴＴＧＡＣＴ

反向 ＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧ

２􀆰 ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 肝 组 织 ＦｏｘＯ１、 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、
ＭＡＲＣＨ１、 ＩＮＳＲα、 ＩＮＳＲβ、 ＩＲＳ１、 ｐ⁃ＩＲＳ１ 蛋白表达 　 取各
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组肝组织适量， 加入 ＲＩＰＡ 裂解液匀浆， ４ ℃、 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ， 提取组织总蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋白浓

度。 各组取 ５０ μｇ 蛋白进行 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳， 转

膜， ＢＳＡ 室温封闭 ２ ｈ， 加入相应一抗 （ＦｏｘＯ１、 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、
ＭＡＲＣＨ１、 ＩＮＳＲα、 ＩＮＳＲβ、 ＩＲＳ１、 ｐ⁃ＩＲＳ１ 和 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体）
４ ℃孵育过夜； 次日洗涤后加入二抗室温孵育 ２ ｈ， 再次洗

涤后加入 ＥＣＬ 发光液显影， 采用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 凝胶成像系统进

行图像分析。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用 ｔ 检验， 多样本均数比较采用

单因素方差分析； 当数据符合正态分布及方差齐性时采用

ＬＳＤ 检验， 若数据不符合正态分布或方差不齐时采用非参

数检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 各组小鼠一般情况　 正常组小鼠一般状况良好， 毛色

正常， 活泼好动； 模型组小鼠体质量增加， 懒动喜卧， 毛

发油腻； 与模型组比较， 葛根芩连汤组和吡格列酮组小鼠

精神状态、 体质量明显改善。
３􀆰 ２　 葛根芩连汤对 ＩＲ 小鼠体质量、 血糖、 血脂、 胰岛素

及 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠体质量、
血糖、 血脂、 胰岛素水平和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 葛根芩连汤组和吡格列酮组体质量无明显

变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 血糖、 血脂、 胰岛素水平和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 均

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。
表 ２　 葛根芩连汤对 ＩＲ 小鼠体质量、 血糖、 血脂、 胰岛素及 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 体质量 ／ ｇ ＦＢＧ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
胰岛素 ／

（μＩＵ·ｍＬ－１）
ＨＯＭＡ⁃ＩＲ

ＴＧ ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＴＣ ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＬＤＬ⁃Ｃ ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
正常组 ２９􀆰 ９７±０􀆰 ８６ ６􀆰 ３０±０􀆰 ２０ １１􀆰 ２３±０􀆰 ８２ ４􀆰 ３９±０􀆰 ８７ １􀆰 ０２±０􀆰 １１ ７􀆰 ８１±０􀆰 ６４ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０５
模型组 ４７􀆰 ７３±２􀆰 ３５∗∗ １１􀆰 ５３±１􀆰 ３３∗∗ ３７􀆰 ７９±１􀆰 ５１∗∗ １３􀆰 ２０±２􀆰 １２∗∗ ２􀆰 ００±０􀆰 ０７∗∗ ２８􀆰 ０８±１􀆰 ０７∗∗ ４􀆰 ６６±０􀆰 ６０∗∗

葛根芩连汤组 ４４􀆰 ３３±４􀆰 １６ ７􀆰 ５０±０􀆰 ２６＃＃ １４􀆰 ３０±１􀆰 ７４＃＃ ５􀆰 ９４±０􀆰 ５９＃＃ １􀆰 １２±０􀆰 ２７＃＃ １３􀆰 ２３±０􀆰 ４２＃＃ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０１＃＃

吡格列酮组 ４５􀆰 ２３±３􀆰 ７５ ６􀆰 ９３±０􀆰 ７２＃＃ １５􀆰 １３±２􀆰 ０１＃＃ ３􀆰 ８８±０􀆰 ９３＃＃ １􀆰 １９±０􀆰 １１＃＃ １３􀆰 ９９±０􀆰 ６１＃＃ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０７＃＃

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

３􀆰 ３　 葛根芩连汤对 ＩＲ 小鼠 ＩＰＧＴＴ 后血糖变化及 ＡＵＣ 的影

响　 腹腔注射葡萄糖 ３０ ｍｉｎ 后， 各组小鼠血糖迅速升高达

到峰值， 然后逐渐降低， 见表 ３。 与正常组比较， 模型组

ＡＵＣ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 葛根芩连汤组 ＡＵＣ
降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １。

表 ３　 葛根芩连汤对 ＩＲ 小鼠 ＩＰＧＴＴ 后血糖变化的影响 （ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ０ ｍｉｎ ３０ ｍｉｎ ６０ ｍｉｎ ９０ ｍｉｎ １２０ ｍｉｎ

正常组 ６􀆰 ３６±０􀆰 ３８ １８􀆰 １５±３􀆰 ７６ １１􀆰 ０７±１􀆰 ９２ ９􀆰 ２６±１􀆰 １５ ７􀆰 ７１±０􀆰 ９４
模型组 １１􀆰 １９±０􀆰 ８２∗∗ ３１􀆰 ９７±６􀆰 ２５∗∗ ２６􀆰 ２９±３􀆰 ７７∗∗ ２４􀆰 ６２±４􀆰 １６∗∗ ２２􀆰 ４７±３􀆰 ７０∗∗

葛根芩连汤组 ７􀆰 ０５±０􀆰 ３４＃＃ ２８􀆰 ４３±４􀆰 ３６ １９􀆰 ９２±２􀆰 ５５＃＃ １５􀆰 ２３±２􀆰 ３８＃＃ １３􀆰 ７６±２􀆰 ８６＃＃

吡格列酮组 ６􀆰 ９２±０􀆰 ６８＃＃ ２８􀆰 ０９±４􀆰 ２７ ２０􀆰 ６０±３􀆰 ４９＃＃ １４􀆰 ８５±２􀆰 １２＃＃ １２􀆰 ９７±２􀆰 ０７＃＃

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

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

图 １　 葛根芩连汤对 ＩＲ 小鼠 ＩＰＧＴＴ 后 ＡＵＣ 的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ４　 葛根芩连汤对 ＩＲ 小鼠肝组织病理学的影响　 正常组

小鼠肝组织细胞形态正常， 大小均匀， 排列规则， 边界清

晰， 细胞核显像清晰； 模型组小鼠肝组织细胞结构紊乱，
边界轮廓不清， 排列散乱， 细胞肿大且大小不一， 肝细胞

内可见大量脂质空泡， 淋巴细胞浸润及纤维组织增生， 少

量肝细胞出现点状坏死； 葛根芩连汤组及吡格列酮组小鼠

肝组织细胞形态趋于正常， 脂质空泡数目明显减少， 淋巴

细胞浸润减轻， 见图 ２。
３􀆰 ５ 　 葛 根 芩 连 汤 对 ＩＲ 小 鼠 肝 组 织 ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１、
ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ１ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与正常组比较， 模型组小

鼠肝组织 ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
　 　 　 　 　 　

图 ２　 葛根芩连汤对 ＩＲ 小鼠肝组织病理学的影响 （×２００）
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葛根芩连汤组小鼠肝组织 ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 见

图 ３。

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

图 ３　 葛根芩连汤对 ＩＲ 小鼠肝组织 ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１、 ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ１ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ６　 葛 根 芩 连 汤 对 ＩＲ 小 鼠 肝 组 织 ＦｏｘＯ１、 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、
ＭＡＲＣＨ１、 ＩＮＳＲα、 ＩＮＳＲβ、 ＩＲＳ１、 ｐ⁃ＩＲＳ１ 蛋 白 表 达 的 影

响　 与 正 常 组 比 较， 模 型 组 小 鼠 肝 组 织 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、
ＭＡＲＣＨ１、 ＩＮＳＲα 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， ＦｏｘＯ１、
ＩＮＳＲβ、 ＩＲＳ１、 ｐ⁃ＩＲＳ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 葛根芩连汤组小鼠肝组织 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦｏｘＯ１、 ＩＮＳＲβ、 ＩＲＳ１、 ｐ⁃ＩＲＳ１ 蛋白

表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＩＮＳＲα 蛋白表达无明显变化 （Ｐ
＞０􀆰 ０５）， 见图 ４。
４　 讨论

诸多研究均显示， 早期干预胰岛素抵抗可有效延缓

Ｔ２ＤＭ 的发生发展［１］ 。 近年来， 中医药改善胰岛素抵抗及

防治糖尿病得到广泛关注， 其多成分、 多靶点、 多途径特

征下的作用机制具有巨大研究潜力。 在前期研究的基础上，
本研究采用高脂饲料喂养 １２ 周诱导胰岛素抵抗模型， 并选

择葛根芩连汤最佳剂量 １５ ｇ ／ ｋｇ 干预， 同时设立吡格列酮

２０ ｍｇ ／ ｋｇ 作为对照。 给药 ８ 周后发现， 与模型组比较， 葛

根芩连汤组小鼠体质量无明显变化， 但空腹血糖、 胰岛素、
ＨＯＭＡ⁃ＩＲ、 ＴＧ、 ＴＣ 及 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平均降低。 多项研究均证

实， 葛根芩连汤能改善糖尿病小鼠的血糖及炎症水平， 减

轻肝脏和胰腺的组织损伤［１２⁃１４］ 。 本研究发现， 模型组小鼠

肝组织可见肝细胞结构紊乱， 边界轮廓不清， 排列散乱，
细胞肿大且大小不一， 肝细胞内可见大量脂质空泡， 淋巴

细胞浸润及纤维组织增生； 葛根芩连汤干预后， 可以显著

改善肝脏病变情况， 肝细胞脂肪变性减轻， 淋巴细胞浸润

及纤维组织增生减少， 提示葛根芩连汤可以显著改善胰岛

素抵抗小鼠的肝细胞脂肪变性和炎症反应， 与 Ｙｉｎｇ 等［１５］ 研

究结果一致。
ＦｏｘＯ１ 是一种重要的转录因子， 参与了多种生理和病

理过程， 包括胰岛素信号通路调控。 课题组前期研究已证

实， 葛根芩连汤可以通过乙酰化调控 ＦｏｘＯ１， 改善肝脏胰

岛素抵抗［１０，１６］ 。 最近的研究表明， ＦｏｘＯ１ 可以通过调节

ＭＡＲＣＨ１ 信号通路来调节胰岛素受体的稳定性和功能［７］ 。
本研究显示， 葛根芩连汤可以下调高脂饮食诱导的 ＩＲ 小鼠

肝组织 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ ／ ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１ 表达， 提示葛根芩连汤

可能通过抑制 ＦｏｘＯ１ 乙酰化及入核， 进而抑制 ＭＡＲＣＨ１ 的

启动转录， 恢复胰岛素信号通路， 改善胰岛素抵抗。 研究

证实， ＭＡＲＣＨ１ 可以通过将泛素分子连接到胰岛素受体的

细胞膜部分， 从而导致胰岛素受体的内吞和降解， 降低了

细胞对胰岛素的敏感性， 从而促进胰岛素抵抗的发生［１７］ 。
本研究发现， 模型组 ＭＡＲＣＨ１ 表达升高， ＩＮＳＲ 表达降低，
而葛根芩连汤可以有效改善高脂饮食诱导的 ＩＲ 小鼠的

ＭＡＲＣＨ１ 和 ＩＮＳＲ 表达。
ＩＮＳＲ 是胰岛素信号通路中的关键蛋白， 在调节葡萄糖

稳态方面发挥着关键作用。 虽然目前还没有直接的研究证

实葛根芩连汤对胰岛素受体抗体的调控作用， 但是已有一

些研究表明， 葛根芩连汤中各药物单体成分可以通过调节

ＩＮＳＲ 来改善肝脏胰岛素抵抗。 本研究发现， 葛根芩连汤干

预后小鼠肝组织乙酰化 ＦｏｘＯ１ 及 ＭＡＲＣＨ１ 蛋白表达降低，
ＩＮＳＲβ、 ＩＲＳ１ 及磷酸化 ＩＲＳ１ 蛋白表达升高， 这进一步印证
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注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 葛根芩连汤对 ＩＲ 小鼠肝组织 ＦｏｘＯ１、 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、 ＭＡＲＣＨ１、 ＩＮＳＲα、 ＩＮＳＲβ、
ＩＲＳ１、 ｐ⁃ＩＲＳ１ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

了葛根芩连汤可能通过抑制 ＦｏｘＯ１ 乙酰化， 下调 ＭＡＲＣＨ１
蛋白表达， 从而促进胰岛素信号通路的恢复， 进而改善胰

岛素抵抗。 但是， 本研究还发现， 虽然葛根芩连汤可以上

调 ＩＲ 小鼠肝组织 ＩＮＳＲβ 蛋白表达， 但是对 ＩＮＳＲα 却无明

显调控作用。 ＩＮＳＲ 在肝细胞中的表达主要分布在肝细胞的

细胞膜上， 其中 α 亚基位于受体的外侧， 负责胰岛素的结

合， 而 β 亚基则贯穿细胞膜， 通过酪氨酸激酶活性调节信

号传导［１８］ 。 推测葛根芩连汤的作用靶点可能集中在对酪氨

酸激酶活性调节信号的传导。

综上所述， 葛根芩连汤可以改善胰岛素抵抗小鼠的糖

脂代谢， 减轻胰岛素抵抗， 其机制可能与抑制 ＦｏｘＯ１ 乙酰

化， 靶向下调 ＭＡＲＣＨ１， 上调 ＩＲＳ１、 ｐ⁃ＩＲＳ１ 及 ＩＮＳＲβ 蛋

白表达， 促进胰岛素信号通路的恢复， 改善胰岛素抵抗

有关。
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