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摘要： 目的　 通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１ 信号传导通路探讨大黄酸对链脲佐菌素诱导的 ２ 型糖尿病大鼠肾脏损伤的作用。
方法　 通过高脂饮食＋小剂量 ＳＴＺ （３５ ｍｇ ／ ｋｇ） 造模， 将 ２ 型糖尿病大鼠随机分为大黄酸低、 高 （７５、 １５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 剂

量组， 二甲双胍组 （３００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 模型组， 另设正常对照组。 连续给药 １２ 周后， 检测各组大鼠的血糖、 体质量、 肾

脏指数、 ＭＤＡ 水平、 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性， ＨＥ 染色观察各组大鼠肾组织病理形态学改变， Ｍａｓｓｏｎ 三色染色观察胶原

表达， 免疫组化法与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠肾脏 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 与 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达。 结果　 与正常组比较， 模型组大鼠

体质量、 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性、 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 血糖、 肾脏指数、 肾组织 ＭＤＡ 水平和 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋
白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肾脏有明显病变损伤； 与模型组比较， 大黄酸各剂量组体质量、 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性、 ＦｏｘＯ１
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 血糖、 肾脏指数、 肾组织 ＭＤＡ 水平和 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肾脏病理损

伤得到改善。 结论　 大黄酸对 ２ 型糖尿病大鼠肾脏有保护作用， 其机制可能与减轻肾脏氧化应激及调节肾脏 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１ 信号转导通路有关。
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　 　 糖尿病肾病是糖尿病患者容易发生的并发症之一， 是

发展为终末期肾病的主要病因， 也是糖尿病患者致死的重

要原因之一， 大约有 ３０％ ～ ４５％ 的糖尿病患者会出现糖尿

病肾病［１⁃２］ 。 糖尿病肾病在临床上缺少有效的治疗方法， 至

今为止， 其发病机制尚不清楚。 中药单体在糖尿病肾病的

治疗中发挥一定作用， 如姜黄素、 丹酚酸 Ｂ 等［３⁃６］ 。 大黄

蒽醌类化合物大黄酸在降血糖、 抗氧化、 抗炎、 抗癌等方

面有重要作用［７⁃８］ 。 大黄酸已被证实可通过 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ
信号转导途径对糖尿病肾病大鼠肾脏发挥保护作用［９］ ， 本

研究基于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１ 信号转导通路， 通过构建 ＳＴＺ 诱

导的 ２ 型糖尿病大鼠模型， 从氧化应激指标、 肾组织病理

形态学及目标蛋白表达等情况， 进一步探讨大黄酸对糖尿

病肾病大鼠肾脏的保护作用。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物 　 大黄酸购自上海笛柏生物科技有限公

司， 纯度＞９８􀆰 ０％ ， 批号 ＤＫ０５， 用含 ０􀆰 ５％ 羟甲基纤维素钠

（ＣＭＣ） 的 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液配置成相应剂量的混悬液； 阳性

对照药二甲双胍购自上海信宜天平药业有限公司， 批号

６７１００５０７。 链脲佐菌素 （ＳＴＺ） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 临用

前用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸缓冲液配置成 １％ 溶液； 丙二醛

（ＭＤＡ） 试剂盒、 超氧化物歧化酶 （ＳＯＤ） 试剂盒、 谷胱

甘肽过氧化物酶 （ＧＳＨ⁃Ｐｘ） 试剂盒购自南京建成生物工程

研究所； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自上海康成生物工程有限公司；
ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＦｏｘＯ１ 抗体购自美国 ＣＳＴ 公司； 预染蛋白

Ｍａｒｋｅｒ 购自美国 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公司； 蛋白浓度测定

试剂盒购自海门碧云天生物技术有限公司。
１􀆰 ２　 仪器　 Ｏｎｅ Ｔｏｕｃｈ 血糖仪 （美国强生公司）； ＢＨ⁃ＮＩＣ⁃
Ｂ 型倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 蛋白电泳仪 （美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＳＨ⁃１００ 型凝胶图像分析仪 （上海复旦高技

术公司）。
１􀆰 ３　 动物　 成年 ＳＤ 大鼠 ７０ 只， 雌雄各半， 体质量 １６０ ～
１８０ ｇ， 饲养于南通大学实验动物中心， 实验动物生产许可

证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０１８⁃００１， 分笼饲养， 每笼 ４ 只， 环境温

度 ２４～２６ ℃， 相对湿度 ５５％ ～６０％ ， 饲料与水充足。
２　 方法

２􀆰 １　 造模、 分组与给药 　 随机取 １０ 只大鼠为正常组， 其

余 ６０ 只为造模组。 正常组大鼠给予普通饲料， 造模组大鼠

先给予高脂饮食 （普通饲料 ７０％ 、 蛋黄粉 ５％ 、 奶粉 ５％ 、
脂肪 ２０％ ） ４ 周后， 在其胰岛素抵抗后禁食 １２ ｈ， 给予小

剂量 ＳＴＺ （３５ ｍｇ ／ ｋｇ） 腹腔注射。 １ 周后， 大鼠空腹血糖值
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大于 １１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 提示造模成功。 取 ４８ 只造模成功的大

鼠随机 分 为 模 型 组， 大 黄 酸 高、 低 剂 量 组 （ １５０、 ７５
ｍｇ ／ ｋｇ）， 二甲双胍组 （３００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 １２ 只， 继续给予

高脂饮食， 每天给药 １ 次， 正常组与模型组大鼠给予 ０􀆰 ９％
ＮａＣｌ 灌胃， 持续 １２ 周。
２􀆰 ２　 血糖测定　 给药 １２ 周末， 各组大鼠禁食 １２ ～ １４ ｈ 后

经尾静脉取血测空腹血糖。
２􀆰 ３　 体质量与肾脏指数测定 　 给药 １２ 周末， 取肾脏， 用

０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 溶液冲洗， 滤纸吸干， 称重并计算肾脏指数， 肾

脏指数＝双侧肾脏质量 ／大鼠体质量×１００％ 。
２􀆰 ４　 肾组织 ＭＤＡ 水平和 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性检测　 按照试

剂盒说明检测各组大鼠肾脏组织中 ＭＤＡ 水平和 ＳＯＤ、
ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性。
２􀆰 ５　 肾组织病理形态学观察　 取肾脏置于 ４％ 多聚甲醛中

固定 ２４ ｈ， 石蜡包埋， 切片， 行 ＨＥ 与 Ｍａｓｓｏｎ 染色， 通过

光镜观察肾组织病理形态学变化， 拍照， 每只大鼠选取 ５
个典型视野进行统计分析， 以系膜基质百分比为依据进行

肾小球损伤评分。
２􀆰 ６　 免疫组化法检测 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达　 组织切片后进行脱

蜡， 使用柠檬酸缓冲液进行抗原修复， ３％ 双氧水灭活，
ＦｏｘＯ１ （１ ∶ ２００） ４ ℃孵育过夜， ３７ ℃复温 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗

涤， 二抗 （１ ∶ １ ０００） ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ， 洗涤， ＤＡＢ 显

色， 苏木素复染， 透明， 封片， 采用 ＪＥＤＡ８０１Ｄ 型形态学

软件测定阳性信号的面积与平均灰度。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 与 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达 　
取 １００ ｍｇ 肾组织， 组织裂解液提取蛋白， ＢＣＡ 法进行蛋白

定量。 用 ８％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白， 随后转移至

ＰＶＤＦ 膜上， 置于 ５％ 脱脂牛奶 ＴＢＳＴ 溶液中室温封闭 ２ ｈ，

分别加入一抗与 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体 ４ ℃摇床孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗

涤 ２ 次， 加二抗室温反应 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ２ 次后于暗室加

入 ＥＣＬ 试剂， Ｘ 线胶片曝光显影定影， 测定各组蛋白与内

参 （β⁃ａｃｔｉｎ） 条带灰度值的比值， 取平均值。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 各组大鼠空腹血糖变化　 与正常组比较， 模型组大鼠

空腹血糖升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 大黄酸高剂量

组与二甲双胍组大鼠空腹血糖降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 １。
表 １　 各组大鼠空腹血糖比较 （ｘ±ｓ）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 动物数 ／ 只
空腹血糖 ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
正常组 — １０ ４􀆰 ３７±０􀆰 ２６
模型组 — １２ ２０􀆰 ５４±０􀆰 ８４∗∗

二甲双胍组 ３００ １２ １４􀆰 ５４±０􀆰 ３１＃

大黄酸高剂量组 １５０ １２ １２􀆰 ８９±０􀆰 ７２＃

大黄酸低剂量组 ７５ １２ １７􀆰 ５５±０􀆰 ６８

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

３􀆰 ２　 各组大鼠一般状态、 体质量与肾脏指数变化　 正常组

大鼠活动状态良好， 行动灵敏， 外表毛发整齐； 模型组与

大黄酸低剂量组大鼠多数安静不动， 外表毛发脏乱； 大黄

酸高剂量组与二甲双胍组大鼠活动状态良好， 行动灵敏，
毛发色泽较光亮。 与正常组比较， 模型组大鼠体质量下降，
肾脏指数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 大黄酸高剂量

组与二甲双胍组大鼠体质量升高， 肾脏指数下降 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见表 ２。

表 ２　 各组大鼠体质量与肾脏指数比较 （ｘ±ｓ）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 动物数 ／ 只 体质量 ／ ｇ 肾脏指数 ／ （ｇ·ｋｇ－１）

正常组 — １０ ３９８􀆰 ５７±３５􀆰 ４１ ２􀆰 ９８±０􀆰 ２５
模型组 — １２ ２２４􀆰 ３３±２０􀆰 １７∗ ６􀆰 ５４±０􀆰 ７８∗

二甲双胍组 ３００ １２ ２８９􀆰 ４４±２１􀆰 ７４＃ ４􀆰 ５５±０􀆰 ３３＃

大黄酸高剂量组 １５０ １２ ３０５􀆰 ２７±２３􀆰 ４９＃ ４􀆰 ０２±０􀆰 ４７＃

大黄酸低剂量组 ７５ １２ ２５５􀆰 ６１±２１􀆰 ４５ ６􀆰 ０６±０􀆰 ６１

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

３􀆰 ３　 各组大鼠肾脏 ＭＤＡ 水平和 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性变化　
与正常组比较， 模型组大鼠肾脏组织 ＭＤＡ 水平升高，
ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ） ； 与模型组比较，

大黄酸各剂量组与二甲双胍组大鼠肾组织 ＭＤＡ 水平降

低， ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性升高 （ Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１） ， 见

表 ３。
表 ３　 各组大鼠肾脏 ＭＤＡ 水平和 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性比较 （ｘ±ｓ）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 动物数 ／ 只 ＭＤＡ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍＬ－１） ＧＳＨ⁃Ｐｘ ／ （ｋＵ·ｍＬ－１）
正常组 — １０ ４􀆰 １０±０􀆰 ２１ １１６􀆰 ３２±６􀆰 ２５ １０􀆰 ７７±０􀆰 ４１
模型组 — １２ ８􀆰 ６２±０􀆰 ５５∗∗ ６０􀆰 ０８±４􀆰 ０４∗∗ ５􀆰 １３±０􀆰 ２２∗∗

二甲双胍组 ３００ １２ ６􀆰 ０４±０􀆰 ３５＃＃ ９８􀆰 ６３±５􀆰 ８８＃＃ ８􀆰 ０８±０􀆰 ２０＃＃

大黄酸高剂量组 １５０ １２ ５􀆰 ８７±０􀆰 ３２＃＃ １０１􀆰 ７４±５􀆰 ３１＃＃ ８􀆰 ５４±０􀆰 ２５＃＃

大黄酸低剂量组 ７５ １２ ７􀆰 ５８±０􀆰 ４６＃＃ ７０􀆰 ５８±５􀆰 ０９＃＃ ５􀆰 ３６±０􀆰 １９＃

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

３􀆰 ４　 各组大鼠肾组织病理形态学变化　 肉眼观察正常组大

鼠肾脏表面颜色为暗红色， 包膜清晰易剥离； 模型组大鼠肾

脏体积较大， 颜色较正常组苍白； 其余给药组大鼠肾脏外观

性状介于正常组与模型组之间。 ＨＥ 染色显示， 正常组大鼠
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肾脏结构清晰， 间质无炎症细胞浸润； 模型组大鼠肾组织增

生明显， 细胞外基质增多； 各给药组大鼠上述病变均有不同

程度改善， 部分肾小球增大、 系膜细胞增生等均可见不同程

度改善。 通过肾小球损伤指数分析， 与正常组比较， 模型组

大鼠肾组织损伤加重 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 大黄酸各

剂量组肾组织损伤减轻 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 １～２、 表 ４～５。

图 １　 各组大鼠肾脏 ＨＥ 染色图 （×１００）

图 ２　 各组大鼠肾脏 Ｍａｓｓｏｎ 染色图 （×４００）

表 ４　 各组大鼠肾组织 ＨＥ染色肾小球损伤指数比较 （ｘ±ｓ）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 动物数 ／ 只 肾小球损伤指数

正常组 — １０ ２􀆰 １８±０􀆰 ２３
模型组 — １２ ８􀆰 ５６±１􀆰 １２∗∗

二甲双胍组 ３００ １２ ４􀆰 ６９±０􀆰 ５４＃＃

大黄酸高剂量组 １５０ １２ ４􀆰 ２７±０􀆰 ７２＃＃

大黄酸低剂量组 ７５ １２ ６􀆰 ３４±０􀆰 ６０＃＃

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

表 ５　 各组大鼠肾组织Ｍａｓｓｏｎ染色肾小球损伤指数比较 （ｘ±ｓ）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 动物数 ／ 只 肾小球损伤指数

正常组 — １０ ２􀆰 ０９±０􀆰 ２１
模型组 — １２ ８􀆰 ３７±１􀆰 １５∗∗

二甲双胍组 ３００ １２ ４􀆰 ８８±０􀆰 ６１＃＃

大黄酸高剂量组 １５０ １２ ４􀆰 ４２±０􀆰 ５５＃＃

大黄酸低剂量组 ７５ １２ ６􀆰 ５７±０􀆰 ５４＃＃

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

３􀆰 ５　 各组大鼠肾组织 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达变化 　 与正常组比

较， 模型组肾组织 ＦｏｘＯ１ 表达增多 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组

比较， 大黄酸高剂量组与二甲双胍组 ＦｏｘＯ１ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ３、 表 ６。

图 ３　 各组大鼠肾组织 ＦｏｘＯ１ 蛋白免疫组化染色图 （×４００）

表 ６　 各组大鼠肾组织 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 动物数 ／ 只 ＦｏｘＯ１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ

正常组 — １０ ０􀆰 ０８±０􀆰 ０２
模型组 — １２ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０５∗∗

二甲双胍组 ３００ １２ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０２＃＃

大黄酸高剂量组 １５０ １２ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０３＃＃

大黄酸低剂量组 ７５ １２ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０２＃＃

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

３􀆰 ６　 各组大鼠肾组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达变化 　
与正常组比较， 模型组大鼠肾组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＦｏｘＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组

比较， 大黄酸高剂量组与二甲双胍组大鼠肾脏组织 ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， ＦｏｘＯ１ 蛋 白 表 达 降 低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ４、 表 ７。

注： １ 为正常组， ２ 为模型组， ３ 为二甲双胍组， ４ 为大黄酸高剂量

组， ５ 为大黄酸低剂量组。

图 ４　 各组大鼠肾组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＦｏｘＯ１ 蛋白条带图

４　 讨论

糖尿病肾病是糖尿病人群较重要的并发症之一， 慢性

高血糖及肾小球滤过增高导致的蛋白尿是其主要的临床表
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　 　 　 　 　 表 ７　 各组大鼠肾组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 动物数 ／ 只 ＰＩ３Ｋ ／ β⁃ａｃｔｉｎ Ａｋｔ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ＦｏｘＯ１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ

正常组 — １０ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０６ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０５ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０１
模型组 — １２ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０１∗∗ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０２∗∗ ０􀆰 ９１±０􀆰 ０５∗∗

二甲双胍组 ３００ １２ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０２＃＃

大黄酸高剂量组 １５０ １２ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０３＃＃

大黄酸低剂量组 ７５ １２ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０１ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０４＃＃

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

现， 严重者甚至引起肾衰竭， 危及生命。 微量白蛋白尿是

诊断糖尿病肾病的标志［９］ 。 中草药在糖尿病治疗中的运用

逐年增多， 在治疗由糖尿病引起的各种并发症方面有着独

特的疗效。 大黄酸对糖尿病大鼠的肾脏病变具有预防和保

护作用［１０⁃１４］ 。 本实验结果显示， 模型组大鼠的高血糖状态

直接影响了其肾脏的功能。 氧化应激指标检测发现， 模型

组大鼠肾组织ＭＤＡ 水平均升高， ＳＯＤ 与 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性降低，
提示模型大鼠肾脏可能处于氧化应激损伤的状态， 导致肾

脏损害。 给药干预 １２ 周后， 大黄酸高剂量组肾脏组织 ＭＤＡ
水平降低， ＳＯＤ 与 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性升高， 提示大黄酸可减轻糖

尿病对肾脏带来的损害。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１ 信号转导通路是胰岛素信号转导的主

要途径， 是生物体内调控血糖的主要信号转导通路［１５］ ， 其

通过减轻高脂、 高能量饮食带来的胰岛素抵抗， 促进外周

组织对葡萄糖的摄取。 ＦｏｘＯ１ 为一种多功能的蛋白， 它是

Ｆｏｒｋｈｅａｄ 大家族中的一个蛋白亚群， 在胰腺 β 细胞与肝细

胞中均有表达。 ＦｏｘＯ１ 可以抑制 α 细胞向 β 细胞转化， 保

护 β 细胞免受氧化应激损伤， 维持 β 细胞终末分化状态以

及抑制胰腺祖细胞分化为 β 细胞［１６］ 。 Ａｋｔ 是胰岛素信号传

导途径中一个重要的下游分子， 活化状态的 Ａｋｔ 可促进机

体葡萄糖转运与糖原合成， 提高机体对胰岛素的敏感， 发

挥降糖作用。 同时， 活化的 Ａｋｔ 使 ＦｏｘＯ１ 磷酸化而失去活

性， 降低糖异生基因 Ｇ６Ｐ 及 ＰＥＰＣＫ 水平， 从而减少糖异

生， 使血糖降低［１７］ 。 当 ２ 型糖尿病患者体内胰岛素受体表

达降低， 干扰 ＰＩ３Ｋ 活化， 间接影响 Ａｋｔ 的活化， 出现血糖

升高。 当 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１ 信号通路上任何一个因子代谢出

现异常均可导致体内的胰岛素抵抗， 极有可能诱发 ２ 型糖

尿病［１８⁃１９］ 。 通过肾组织病理形态学观察， 模型组大鼠肾组

织增生明显， 细胞外基质增多； 而各给药组大鼠肾小球增

大、 肾小球系膜细胞增生等病变有所改善， 其中以大黄酸

高剂量组最为明显。 大黄酸高剂量组与二甲双胍组大鼠肾

脏组织 ＰＩ３Ｋ 与 Ａｋｔ 表达升高， ＦｏｘＯ１ 表达降低， 表明其可

能通过干预肾脏 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦｏｘＯ１ 信号转导通路， 降低血

糖， 保护肾脏。
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ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｒｅｓ， ２０１７，
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２０１７： ６７２６９０１．
［１７］ 　 周　 琦， 朱向东， 仝小林， 等． 葛根芩连汤对 ２ 型糖尿病

模型大鼠胰岛细胞 ＩＲＳ⁃２ ／ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路的影响［Ｊ］ ． 中医杂

志， ２０１８， ５９（１１）： ９７３⁃９７７．
［１８］ 　 杜立娟， 孙　 敏， 谈钰濛， 等． 半夏泻心汤对过氧化氢叔

丁醇诱导的 ＭＩＮ６ 细胞凋亡及 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ＦＯＸＯ１ 信号通路

的影响［Ｊ］ ． 中医杂志， ２０２０， ６１（１）： ６３⁃６７．
［１９］ 　 Ｗａｎｇ Ｑ， Ｈｕ Ｊ， Ｌｉｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｅｒｏｂｉｃ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｉｍｐｒｏｖｅｓ

ｓｙｎａｐｔｉｃ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＦＯＸＯ１ ／
ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇ
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，
２０１９， ６９（１）： ２８⁃３８．

基于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ 法及网络药理学预测紫红参质量标志物

林　 源１， 　 朱雪艳２， 　 黄豆豆３， 　 黄宝康２， 　 王宏瑞２， 　 卜其涛２∗， 　 张成中２∗

（１． 温岭市中医院， 浙江 温岭 ３１７５００； ２． 中国人民解放军海军军医大学药学系， 上海 ２００４３３； ３． 上海

中医药大学中药研究所， 上海 ２０１２０３）

收稿日期： ２０２２⁃０５⁃１５
基金项目： 温岭市科技局社会性项目 （２０２０Ｓ００１００２１）； 海军院校建设项目 （ＸＬＴＪ２０１８００９）
作者简介： 林　 源 （１９８４—）， 男， 主管中药师， 从事中药炮制与调剂研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ６１０４６８８８＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 卜其涛 （１９８５—）， 女， 硕士， 讲师， 从事药用植物与鉴定研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｂｕｊｅｎｎｙ＠ １６３􀆰 ｃｏｍ

张成中 （１９８４—）， 男， 博士， 讲师， 从事中药炮制与调剂研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｃｈｚｈ０９＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 基于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ 法及网络药理学预测紫红参潜在的质量标志物。 方法　 基于 ＵＰＬＣ⁃Ｑ ／ ＴＯＦ⁃ＭＳ 法研究紫红

参中人参皂苷类成分的变化， 运用多元统计分析解析炮制前后差异化合物， 运用多种数据库通过网络药理学的方法构

建 “紫红参⁃成分⁃靶点⁃通路” 网络关系， 预测潜在的质量标志物。 结果　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ 检测发现， 紫红参含有较多其原

药材不具有的稀有皂苷， 根据其质谱特征鉴定出 ７ 个稀有皂苷类化合物， 结合数据库文献分析， 选择紫红参中皂苷类

差异性化合物， 通过网络药理学预测发现这些成分具有较好的药理活性， 是紫红参潜在的质量标志物。 结论　 基于

ＵＰＬＣ⁃ＭＳ 及网络药理学预测发现人参皂苷 Ｒｇ５、 Ｒｋ１、 Ｒｈ３、 ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｋ 等是紫红参中的差异性化合物， 与 ＥＧＦＲ、
ＶＥＧＦＡ、 ＪＵＮ、 Ａｋｔ、 ＰＩＫ３ＣＡ、 ＭＡＰＫ、 ＭＴＯＲ、 ＳＴＡＴ 等关键指标相关， 可作用于癌症通路、 糖尿病并发症中的 ＡＧＥ⁃
ＲＡＧＥ 信号通路等信号通路， 发挥抗癌、 降糖等多种药理作用， 这些差异性化合物可作为紫红参潜在的质量标志物。
关键词： 紫红参； 质量标志物； 多元统计分析； 网络药理学； ＵＰＬＣ⁃Ｑ ／ ＴＯＦ⁃ＭＳ
中图分类号： Ｒ２８４􀆰 １； Ｒ９６６　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２３）０２⁃０６１３⁃０７
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２３􀆰 ０２􀆰 ０４９

　 　 人参 Ｐａｎａｘ ｇｉｎｓｅｎｇ Ｃ． Ａ． Ｍｅｙｅｒ 是传统的名贵补益中

药， 始载于 《神农本草经》， 其炮制方法及炮制工艺众多，
形成生晒参、 红参、 糖参等。 紫红参又称黑参， 其制备工

艺主要有生物发酵法和多次蒸晒法［１⁃２］ ， 在加工炮制过程

中， 其有效成分人参皂苷等发生水解、 脱羧、 异构化等［３］

变化。 经测定， 生人参中含量较高的人参皂苷 Ｒｂ１、 Ｒｇ１、
Ｒｅ 等在紫红参中无法检出或含量降低［４］ ， 稀有皂苷如人参

皂苷 Ｒｇ３、 Ｒｇ５、 Ｒｇ６ 等含量升高［５⁃７］ 。 研究发现， 紫红参

相比生晒参、 红参具有更好的降血糖［８］ 、 降血脂［９］ 、 减

肥［１０］ 、 抗癌［１１］ 、 保肝［１２］ 、 抗病毒［１３］ 等作用。 中药炮制

“生熟异用”， 紫红参与生晒参、 红参在化学成分及药理作

用上具有差异， 其质量控制、 药理作用也应有别于红参等。
目前， 紫红参的炮制工艺尚无统一标准， 质量控制、 活性

成分、 药理作用等方面尚有较大的研究空间［１４］ 。 刘昌孝院

士提出中药质量标志物 （Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ） 的新概念［１５］ ， 中药 Ｑ⁃
ｍａｒｋｅｒ 从生源途径、 化学物质基础、 炮制加工过程、 药效

研究、 中医理论等层面， 将中药物质基础、 有效性、 质量

控制密切关联。 本实验采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ ／ ＴＯＦ⁃ＭＳ 法测定紫红

参及其原料药人参之间的化合物差异， 通过多元统计分析

解析炮制对人参皂苷种类的影响， 鉴定紫红参中差异性稀

有皂苷， 基于网络药理学［１６］ 与分子对接［１７］ 技术对所鉴定

的差异化合物进行验证， 研究紫红参差异化合物的药理活

性及其作用机制， 预测紫红参潜在 Ｑ⁃ｍａｒｋｅｒ， 以期为紫红

参后续研究奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 １２９０ ＵＰＬＣ 型液相色谱仪串联 ６５３０ Ｑ ／ ＴＯＦ 型

高分辨质谱 （美国安捷伦公司）； ＳＫ７２００Ｈ 型超声波清洗

器 （上海科导超声仪器有限公司）； ＲＨ⁃６００Ａ 型高速多功

能粉碎机 （江苏荣洁医疗科技有限公司）； ＸＳ１０５ＤＵ 型电

子天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公司）； Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８１０Ｒ 型高

速台式冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； 电蒸锅 （浙江

苏泊尔股份有限公司）； 鼓风式干燥箱 （上海般诺生物科
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