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摘要： 目的　 探讨四君子颗粒含药血清对棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞凋亡的影响。 方法　 ＳＤ 大鼠灌胃给予四君子颗粒

（１０􀆰 ５、 ５􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ） ７ ｄ， 制备四君子颗粒含药血清。 四君子颗粒含药血清预处理 ＭＩＮ６ 细胞 ２４ ｈ 后， 加入 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
棕榈酸孵育 ＭＩＮ６ 细胞 ２４ ｈ。 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力， 流式细胞术检测细胞凋亡， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、
ＣＨＯＰ、 ｐ⁃ＰＥＲＫ 蛋白表达。 结果　 四君子颗粒含药血清减轻了棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞损伤和凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 下调内质网应激相关蛋白 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ 蛋白表达， 降低 ＰＥＲＫ 蛋白磷酸化 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 四君子颗粒含药血清可有效减轻棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞损伤和凋亡， 其机制可能与抑制内质网应激相关的信

号通路有关。
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　 　 ２ 型糖尿病是一种以胰岛素抵抗、 高血糖和胰

岛 β 细胞功能障碍为特征的代谢性疾病， 其病因

复杂， 其中肥胖是最主要危险因素之一［１］。 大多

数肥胖人群血浆游离脂肪酸水平明显升高， 高水平

脂肪酸对胰岛 β 细胞可产生明显毒性作用， 并可

诱导机体发生胰岛素抵抗［２］。 短期暴露于高浓度

游离脂肪酸， 可使胰岛素分泌代偿性增加， 而时间

过长则导致胰岛 β 细胞功能损伤， 甚至发生凋

亡［３］。 胰岛 β 细胞数量减少及功能损伤是发生糖

尿病的主要机制之一［４］。 因此抑制游离脂肪酸诱

导的胰岛功能损伤和 β 细胞凋亡是防治 ２ 型糖尿

病的重要措施之一。
糖尿病属于中医 “消渴” 范畴， 其发生发展

与脾胃关系密切， 其中脾气亏虚是糖尿病发病的重

要病机， “脾虚致消” “健脾愈消” 已成为中医治

疗糖尿病的重要理论依据之一， 临床以益气健脾方

治疗 ２ 型糖尿病也取得较好疗效［５⁃６］。 四君子汤是

益气健脾的经典方剂， 由党参、 白术、 茯苓和甘草

组成， 临床用于治疗糖尿病取得了良好的效果［７］，
但对其改善 ２ 型糖尿病的确切机制， 目前仍不清

楚。 前期研究［８］ 发现， 四君子颗粒可明显改善高

糖高脂饮食诱导的大鼠糖尿病前期状态， 减少胰岛

细胞凋亡。 本研究采用体外培养的小鼠胰岛 β 细

胞株 （ＭＩＮ６ 细胞）， 应用血清药理学方法观察四

君子汤对棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞损伤和凋亡的影

响， 并从内质网应激角度探究其可能机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ３０ 只 ＳＤ 大鼠购于浙江省实验动物中

心， 生产许可证号 ＳＣＸＫ （浙） ２０１４⁃０００１。

１􀆰 ２　 药物与试剂　 四君子颗粒 （李时珍医药集团

有限公司， 批号 ２０１８０５１６）； ＭＩＮ６ 细胞株 （上海

博古生物科技有限公司）； ＤＭＥＭ 培养基 （批号

ＡＤ１２８５４２６３）、 胎牛血清 （批号 ＭＫＦ０６０２） 购自

美 国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公 司； 棕 榈 酸 钠 （ 批 号

ＳＬＢＱ０２４２Ｖ）、 β⁃巯基乙醇 （批号 ＳＴＢＪ３７４７） 购自

美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 细胞凋亡检测试剂盒 （货号

ＢＢ１８０６１）、 细胞增殖与细胞毒性检测试剂盒 （货
号 ＢＢ１８０６１Ｘ） 购自上海贝博生物科技有限公司；
葡 萄 糖 调 节 蛋 白⁃７８ （ ＧＲＰ７８， 批 号

１２０６１７１８０３１３）、 ＡＴＦ４ 抗体 （批号 ０１１０１８１８０６０６）
购自碧云天生物技术有限公司； ＰＥＲＫ （批号

６６ｒ８８５３）、 ｐ⁃ＰＥＲＫ 抗体 （批号 ８６ｗ３３６１） 购自美

国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司； ＣＨＯＰ 抗体 （ 批号

５７ｃ６８０７） 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；
β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 （批号 ２０１８０９２６） 购自博士德生物工

程有限公司； ＥＣＬ 发光试剂盒 （批号 ２０１８０８２２）
购自上海天能科技有限公司。
１􀆰 ３　 仪器 　 二氧化碳细胞培养箱 （美国 ＳＩＭ 公

司）； 超净工作台 （苏州安泰空气技术有限公司）；
高速冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ＤＹＹ⁃６Ｃ
型电泳仪 （北京六一仪器厂）； Ｍｉｎｉ ＰＲＯＴＥＡＮ 转

膜仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｆｌｕｏｒ ｃｈｅｍ ＦＣ３ 化学

发光凝胶成像系统 （美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｉｍｐｌｅ 公司）；
Ｉｎｆｉｎｉｔｅ ２００ ＰＲＯ 酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； 手持

式细胞计数仪 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； 流式细胞仪

（美国 ＢＤ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 含药血清制备　 ３０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为正常
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对照 组 及 四 君 子 颗 粒 高、 低 剂 量 组 （ １０􀆰 ５、
５􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 除正常对照组， 其余 ２
组分别灌胃给予高、 低剂量四君子颗粒 （１０􀆰 ５、
５􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）， 连续给药 ７ ｄ。 末次给药 ２ ｈ 后， 戊巴

比妥钠麻醉， 腹主动脉取血， 无菌条件下分离血

清， ５６ ℃水浴灭活 ３０ ｍｉｎ， －８０ ℃冰箱保存备用。
２􀆰 ２　 ＭＩＮ６ 细胞培养　 将 ＭＩＮ６ 细胞培养于含 １０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液中 （含 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ β⁃巯
基乙醇）， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２、 饱和湿度培养箱

中， 待细胞生长至近融合时， 用 ０􀆰 ２５％ 胰酶消化

后传代培养。
２􀆰 ３　 ＭＩＮ６ 细胞活力检测　 将 ＭＩＮ６ 细胞用 ０􀆰 ２５％
胰酶消化后， 制备单细胞悬液， 以 ２×１０４ ／孔接种

于 ９６ 孔培养板， ２４ ｈ 后弃培养液， ＰＢＳ 洗涤后加

入新的培养液， 细胞随机分为对照组、 模型组、 空

白血清组及四君子颗粒高、 低剂量组。 四君子颗粒

高、 低剂量组分别加入相应的含药血清， 空白血清

组加入空白对照组血清， 使血清终浓度为 １０％ ，
孵育 ２４ ｈ； 除 对 照 组 外， 其 余 各 组 更 换 含

０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的棕榈酸培养基， 孵育 ２４ ｈ， ＣＣＫ⁃８ 法

检测细胞活性。
２􀆰 ４　 ＭＩＮ６ 细胞凋亡检测 　 取生长状态良好的

ＭＩＮ６ 细胞， ０􀆰 ２５％ 胰酶消化后制备单细胞悬液，
接种于 ６ 孔培养板， ２４ ｈ 后更换新鲜培养液。 按

“２􀆰 ３” 项下分组及药物处理。 弃培养液， ＰＢＳ 洗

涤后 ０􀆰 ２５％ 胰酶消化收集细胞， 预冷 ＰＢＳ 洗涤 ２
次。 用 ４００ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 结合液悬浮细胞， 在细胞

悬液中加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 染色液， 轻轻混

匀后于 ４ ℃避光孵育 １５ ｍｉｎ， 然后加入 １０ μＬ ＰＩ
染色液轻轻混匀， ４ ℃避光孵育 ５ ｍｉｎ， 流式细胞

仪检测细胞凋亡水平 （激发波长 ４８８ ｎｍ， 发射波

长 ５２５ ｎｍ）。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达　 细胞接种于 ６
孔培养板， 按 “２􀆰 ３” 项下分组及药物处理。 弃培

养液， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 加入 ０􀆰 ２５％ 胰酶消化收集细

胞， ＰＩＰＡ 裂解液 （含磷酸酶和蛋白酶抑制剂） 冰

浴裂解细胞。 １２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ， 收集上清液，
ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

蛋白并转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂牛奶封闭 ２ ｈ。 分

别加入 β⁃ａｃｔｉｎ、 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ、 ｐ⁃ＰＥＲＫ、
ＰＥＲＫ 抗体， ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤后加入辣根

过氧化物酶标记的二抗， 室温孵育 ２ ｈ， 滴加 ＥＣＬ
发光液显色， 凝胶图像分析系统拍照并分析条带光

密 度， 结 果 以 ＧＰＲ７８ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、 ＡＴＦ４ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、

ＣＨＯＰ ／ β⁃ａｃｔｉｎ、 Ｐ⁃ＰＥＲＫ ／ ＰＥＲＫ 表示。
２􀆰 ６　 统计学分析 　 采用 ＤＡＳ１􀆰 ０ 统计软件进行分

析， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素

方差分析， 组间两两比较采用 ＬＳＤ 法， 以Ｐ＜０􀆰 ０５
为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 四君子颗粒对 ＭＩＮ６ 细胞活力的影响　 由图 １
可见， ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 棕榈酸孵育 ＭＩＮ６ 细胞 ２４ ｈ 后

可以诱导 ＭＩＮ ６ 细胞损伤 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 四君子颗粒

含药血清预孵 ２４ ｈ 可减轻棕榈酸诱导的细胞损伤

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 空白血清组

ＭＩＮ ６ 细胞活力差异无统计学意义。 提示四君子颗

粒可有效改善棕榈酸诱导的细胞损伤。

注： 与 对 照 组 比 较， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 模 型 组 比 较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 四君子颗粒对棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞损伤的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＧｓ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ⁃

ｉｎｄｕｃｅｄ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 四君子颗粒对 ＭＩＮ６ 细胞凋亡的影响 　 正常

培养条件下， ＭＩＮ６ 细胞凋亡率很低， ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
棕榈 酸 诱 导 ２４ ｈ 后， ＭＩＮ６ 细 胞 凋 亡 率 升 高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表现为凋亡早期和凋亡晚期的细胞均

增加； 四君子颗粒含药血清预孵 ２４ ｈ 可降低棕榈

酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞凋亡 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 而空白对照

血清对棕榈酸诱导的细胞凋亡无明显影响， 见

图 ２。 提示四君子颗粒可有效抑棕榈酸诱导的

ＭＩＮ６ 细胞凋亡。
３􀆰 ３ 　 四君子颗粒对 ＭＩＮ６ 细胞 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、
ＣＨＯＰ、 ｐ⁃ＰＥＲＫ 表达的影响 　 由图 ３ 可知， 正常

培养条件下， ＭＩＮ６ 细胞 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４ 及 ＣＨＯＰ
蛋白 表 达 较 低， ＰＥＲＫ 蛋 白 磷 酸 化 也 较 低；
０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 棕 榈 酸 诱 导 ２４ ｈ 后， ＭＩＮ６ 细 胞

ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ、 ｐ⁃ＰＥＲＫ 蛋 白 表 达 升 高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 四君子颗粒含药血清预孵 ２４ ｈ 可降低
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 四君子颗粒对棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＧｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

细胞内 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ、 ｐ⁃ＰＥＲＫ 蛋白表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而空白对照血清对 ＧＲＰ７８、
ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ 及 ｐ⁃ＰＥＲＫ 蛋白表达均无明显影响，
提示四君子颗粒含药血清可明显减轻棕榈酸诱导的

ＭＩＮ６ 细胞内质网应激， 这一作用与其抑制细胞凋

亡作用一致， 四君子颗粒抑制棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６
细胞凋亡与抑制内质网应激 ＰＥＲＫ⁃ ＡＴＦ４⁃ＣＨＯＰ 信

号通路有关。
４　 讨论

流行病学资料显示， 肥胖是 ２ 型糖尿病最主要

危险因素之一， 糖尿病患者除表现为高血糖外， 还

普遍存在脂代谢紊乱， 表现为血浆三酰甘油

（ＴＧ）、 极低密度脂蛋白 （ＶＬＤＬ） 和游离脂肪酸等

水平显著升高［９］。 大量研究显示， 高水平游离脂

肪酸一方面可干扰胰岛素信号转导， 引起胰岛素抵

抗， 另一方面可诱导胰岛 β 细胞凋亡， 导致胰岛

功能受损， 诱发 ２ 型糖尿病。 因此， 抑制高浓度游

离脂肪酸诱导的胰岛 β 细胞损伤和胰岛素抵抗是

防治肥胖相关 ２ 型糖尿病的有效途径之一。 本研究

采用血清药理学方法， 观察四君子颗粒对 ＭＩＮ６ 小
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注： Ａ～Ｅ 分别为对照组、 模型组、 空白血清组、 四君子颗粒高剂量组、 四君子颗粒低剂量组。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型

组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 四君子颗粒对棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞 ＧＲＰ７８、 ＡＴＦ４、 ＣＨＯＰ、 ｐ⁃ＰＥＲＫ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＧｓ ｏｎ ＧＲＰ７８， ＡＴＦ４， ＣＨＯＰ ａｎｄ ｐ⁃ＰＥＲＫ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＭＩＮ６ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ，
ｎ＝４）

鼠 胰 岛 β 细 胞 的 保 护 作 用。 结 果 显 示，
０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 棕榈酸孵育 ２４ ｈ 后， ＭＩＮ６ 细胞活力

明显受损， 细胞凋亡明显升高， 这一结果与文献报

道一致［１０］。 四君子颗粒含药血清预孵 ２４ ｈ， 棕榈

酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞损伤减轻， 细胞凋亡也显著下

降， 而空白对照血清对棕榈酸诱导的细胞损伤和凋

亡无明显影响， 提示四君子颗粒含药血清可有效改

善棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞损伤和凋亡。
游离脂肪酸可刺激胰岛 β 细胞合成与分泌胰

岛素， 而长期暴露于高浓度游离脂肪酸则会加重 β
细胞胰岛素分泌负荷［１１］。 当胰岛素合成大量增加

时， 作为细胞内蛋白质合成与翻译后加工重要场所

的内质网负担加重， 大量未折叠或错误折叠蛋白在

内质网腔内积聚， 诱发内质网应激 （ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ， ＥＲＳ） ［１２］。 一旦发生内质网应激，
细胞首先启动未折叠蛋白反应 （ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅ⁃
ｓｐｏｎｓｅ， ＵＰＲ） 以缓解内质网应激， 恢复内质网稳

态。 ＧＲＰ７８ 合成增加是 ＵＰＲ 标志性事件之一［１３］。
本研究结果显示， 暴露于棕榈酸 ２４ ｈ 后， ＭＩＮ６ 细

胞 ＧＲＰ７８ 蛋白表达显著升高， 说明棕榈酸诱发了

明显的内质网应激。 四君子颗粒含药血清预孵 ２４ ｈ
后可明显下调细胞内 ＧＲＰ７８ 蛋白表达， 而空白对

照血清对 ＧＲＰ７８ 表达无明显影响， 提示四君子颗

粒含药血清可有效改善棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞内

质网应激。
生理条件下， ＧＲＰ７８ 与内质网应激感受蛋白

肌 醇 需 求 酶 １α （ ｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃ｒｅｑｕｉｒｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ １α，
ＩＲＥ１α）、 活化转录因子 ６ （ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ６， ＡＴＦ６） 和 ＲＮＡ⁃依赖的蛋白激酶样内质网

激酶 （ＰＲＫ ｌｉｋｅ ＥＲ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ， ＰＥＲＫ） 结合

而使后者处于无活性状态。 当大量未折叠蛋白在内

质网腔内积聚时， 一方面细胞代偿性合成 ＧＲＰ７８
增加； 另一方面， 结合于 ３ 种膜蛋白上的 ＧＲＰ７８
解离， 转而去结合未折叠蛋白， 游离出的 ＩＲＥ⁃１α、
ＰＥＲＫ、 ＡＴＦ６ 进而诱发内质网应激下游信号传递

及相关基因表达［１３］。 通过上述信号通路， ＵＰＲ 可

改变细胞代谢方式， 促使细胞存活。 但当内质网应

激过于强烈或持续时间过久， ＵＰＲ 无法使内质网

恢复稳态时， 则可诱导细胞凋亡。 ＩＲＥ⁃１α、 ＰＥＲＫ
和 ＡＴＦ６ 通路的活化均可上调 ＣＨＯＰ 蛋白表达， 诱
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导细胞凋亡， 其中 ＰＥＲＫ 途径在内质网应激诱导细

胞凋亡中发挥主要作用［１４］。 本研究结果显示， 与

棕榈酸孵育 ２４ ｈ 后， ＭＩＮ６ 细胞内 ＡＴＦ４ 蛋白、 磷

酸化 ＰＥＲＫ 及其下游蛋白 ＣＨＯＰ 表达均显著升高，
而与四君子颗粒含药血清预孵可明显抑制上述蛋白

表达， 这一作用与四君子颗粒含药血清抑制 ＭＩＮ６
细胞凋亡作用一致， 提示四君子颗粒含药血清抑制

棕榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞凋亡与抑制细胞内质网应

激及 ＰＥＲＫ 相关凋亡信号通路有关。
综上所述， 四君子颗粒含药血清可有效抑制棕

榈酸诱导的 ＭＩＮ６ 细胞凋亡， 其机制与抑制内质网

应激 ＰＥＲＫ 信号通路有关。 该研究结果提示， 四君

子颗粒防治 ２ 型糖尿病可能与保护胰岛 β 细胞、
改善胰岛功能有关。
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