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摘要： 目的　 基于网络药理学方法预测葛连调糖丸对 ２ 型糖尿病 （Ｔ２ＤＭ） 的潜在靶点与信号通路， 并应用分子对接

和体外实验验证。 方法　 通过 ＴＣＭＳＰ 数据库检索葛连调糖丸药材成分， ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库预测 Ｔ２ＤＭ 的疾病靶点，
Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 获取葛连调糖丸与 Ｔ２ＤＭ 的交集靶点， ＳＴＲＩＮＧ 数据库获取蛋白质相互作用网络， 运用 Ｒ 语言软件对核心

靶点进行 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析， Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件构建 “药材⁃活性成分⁃靶点” 及 “关键活性成分⁃核心

靶点⁃通路” 网络， 利用 Ｐｙｍｏｌ 软件进行分子对接。 将 ２０ 只大鼠随机分为空白血清组和葛连调糖丸含药血清组， 每组

１０ 只， ＣＣＫ⁃８ 法筛选不同浓度含药血清对 ＨｅｐＧ２ 细胞活力的影响。 采用含生理浓度葡萄糖 （５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 或高糖

（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 培养液孵育 ２４ ｈ， 诱导建立胰岛素抵抗细胞模型， 将对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞随机分为正常组、 模型

组、 葛连调糖丸组、 ＲＡＧＥ 激动剂 （Ｄ⁃Ｒｉｂｏｓｅ） 组、 葛连调糖丸＋ＲＡＧＥ 激动剂组。 收集细胞培养上清， ＣＣＫ⁃８ 法检测

ＨｅｐＧ２ 细胞活力， ＴＵＮＥＬ 法检测 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡情况， 免疫荧光法检测 ＡＧＥ 蛋白表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞

ＲＡＧＥ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达。 结果　 葛连调糖丸抗 Ｔ２ＤＭ 的活性成分有 ２００ 个， 其中有

１８ 个关键活性成分， １６ 个核心靶点； ＧＯ 功能富集分析得到 ７５ 个生物过程； ＫＥＧＧ 富集分析得到 １５７ 条信号通路， 其

作用机制可能与糖尿病并发症中的 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路、 ＩＬ⁃１７ 信号通路、 内分泌抵抗等通路相关。 分子对接结果表

明， 关键活性成分与核心靶点均可自发结合。 细胞实验表明， １０％ 葛连调糖丸含药血清干预成模后的 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４
ｈ， 能提高细胞活力 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抑制细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 升高 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 降低 ＡＧＥ、 ＲＡＧＥ、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 而 ＲＡＧＥ 激动剂可逆转葛连调糖丸含药血清对胰岛

素抵抗细胞模型中 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 Ｂａｘ 蛋白表达的改变 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 葛连调糖

丸具有多成分、 多靶点和多途径协同缓解 Ｔ２ＤＭ 的特点， 其作用机制可能与抑制 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路， 促进细胞增

殖， 降低细胞凋亡， 减轻胰岛素抵抗相关。
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　 　 ２ 型糖尿病 （ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， Ｔ２ＤＭ） 是一种

以胰岛素抵抗和血糖水平升高为特征的慢性代谢性疾

病［１］ 。 研究已证实， Ｔ２ＤＭ 会对眼、 足、 口、 心脏等多个

器官造成损伤， 严重威胁患者生命健康［２⁃４］ 。 中药复方药物

活性成分复杂， 具有多成分、 多靶点、 多途径协同起效的

作用特点， 广泛应用于 Ｔ２ＤＭ 的临床治疗。 葛连调糖丸是

天水市中医医院的院内制剂， 基于 《伤寒论》 经方葛根芩

连汤加减而成， 组方包括葛根、 黄芩、 黄连、 天花粉、 山

药、 黄芪、 茯苓、 西洋参、 三七、 干姜、 知母、 水蛭、 僵

蚕、 苦瓜 １４ 味药材。 该方是利用传统中药炮制理念与现代

制药工艺相结合， 优化制备而成的水丸， 临床用于治疗湿

热内蕴型 Ｔ２ＤＭ 及相关并发症， 疗效明确。 纵观全方， 态

靶结合， 标本兼治， 共奏清热化浊、 益气养阴、 活血通络

的功效， 然而该方对 Ｔ２ＤＭ 的分子机制尚未阐明。
基于课题组前期临床试验结果提示［５］ ， 已经证实葛连

调糖丸对湿热内蕴型 Ｔ２ＤＭ 疗效明确， 尚需进一步探讨该

方发挥缓解 Ｔ２ＤＭ 的作用机制， 故本研究运用网络药理学

方法预测葛连调糖丸干预 Ｔ２ＤＭ 的潜在机制， 并通过体外

细胞实验对功能富集程度较强的关键信号通路进行验证，
以期为该方防治 Ｔ２ＤＭ 的临床应用与推广提供实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 数 据 库 　 ＴＣＭＳＰ 数据库［６］ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｃｍｓｐｗ． ｃｏｍ ／
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ｔｃｍｓｐ． ｐｈｐ ）、 ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ 数 据 库［７］ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｎｅｔ．
ｎｃｐｓｂ． ｏｒｇ． ｃｎ ／ ｂａｔｍａｎ⁃ｔｃｍ ／ ）、 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数 据

库［８］ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）、 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数

据库［９］ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． Ｕｎｉ Ｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ）、 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据

库［１０］ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）、 ＯＭＩＭ 数据库［１１］

（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ）、 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０［１２］ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｌｉｕｘｉａｏｙｕｙｕａｎ． ｃｎ ／ ）、 ＳＴＲＩＮＧ 数据库［１３］ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）、 ＰｕｂＣｈｅｍ 数 据 库［１４］ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）、 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ （ＰＢＤ）
数据库［１５］ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ）。
１􀆰 ２　 细胞与动物 　 人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２ 细胞购于中国科

学院细胞库。 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， １０ ～ １２ 周龄， 体质量

２００～２２０ ｇ， 由兰州大学实验动物中心提供 ［动物质量合格

证号 ６２０００８０００００４７６， 实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （甘）
２０２３⁃０００３］， 饲养于兰州大学 ＳＰＦ 级动物实验室， 温度

２０～２６ ℃， 相对湿度 ４０～ ７０％ ， 换气≥１５ 次 ／ ｈ， 噪声≤６０
分贝。 研究所涉及的动物实验经甘肃中医药大学实验动物

伦理委员会审查批准 （伦理审查号 ２０２３⁃５８８）。
１􀆰 ３　 试剂与药物　 葛连调糖丸由天水市中医医院药剂科提

供 （批号 ２３０５１５１６， 规格 ６ ｇ×９ 袋）。 ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛

血清 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 １００９９⁃１４１、 １００９９⁃１４１）；
ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （美国 ＡＰＥｘＢＩＯ 公司， 批号 Ｋ１０１８）； Ｄ⁃
Ｒｉｂｏｓｅ 试 剂 （ 上 海 翊 圣 生 物 科 技 有 限 公 司， 批 号

６０６０８ＥＳ５０ ）； ＡＧＥ 抗 体、 ＲＡＧＥ 抗 体、 Ｂｃｌ⁃２ 抗 体、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗 体、 Ｂａｘ 抗 体 （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 批 号

ａｂ１７６１７３、 ａｂ２１６３２９、 ａｂ３２１２４、 ａｂ３２３５１、 ａｂ３２５０３ ）； β⁃
ａｃｔｉｎ 抗体 （美国 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公司， 批号 ＹＭ３０２８）。
１􀆰 ４　 仪 器 　 ＳＫＹＪＨ⁃１１１２ 二氧化碳细胞培养箱 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳

仪 （武汉赛维尔生物科技有限公司）； ｉＭａｒｋ 酶标仪、 核酸

蛋白检测仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃ⁃ＩＴ６１０ 化学发

光成像系统 （美国 ＵＶＰ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 葛连调糖丸中药活性成分与相关靶点筛选 　 通过

ＴＣＭＳＰ 数据库检索葛连调糖丸 （天花粉、 山药、 黄芪、 茯

苓、 西洋参、 三七、 葛根、 黄连、 黄芩、 干姜、 知母、 水

蛭、 僵蚕、 苦瓜） 相关化学成分， 获得葛连调糖丸活性成

分及其作用的蛋白靶点。 其中未在 ＴＣＭＳＰ 数据库收集到的

中药水蛭、 僵蚕、 苦瓜， 则通过 ＢＡＴＭＡＮ⁃ＴＣＭ 数据库、 化

源网、 文献收集其活性成分， 通过 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数

据库， 选择物种 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 条件设置为 “Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ＞
０􀆰 ３”， 进行 ＡＤＭＥ 筛选水蛭、 僵蚕、 苦瓜的有效活性成分

和对应的蛋白靶点。 合并药物靶点， 去除重复。 通过

Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库， 物种设置为 “Ｈｏｍｏ Ｓａｐｉｅｎｓ” 为提取规则，
将靶基因注释标注。
２􀆰 ２　 葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 作用靶点筛选 　 通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
数据库查找 ２ 型糖尿病的靶点数据， 以 “Ｔ２ＤＭ” “ ｔｙｐｅ ２
ｄｉｅｂｅｔｅｓ” “ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ” 为关键词检索疾病相关

靶点， 以 Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ＞２ 作为 Ｔ２ＤＭ 有效靶点的筛选条

件。 通过 ＯＭＩＭ 数据库查找 Ｔ２ＤＭ 的靶点数据。 合并疾病

靶点， 删去重复。 将在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库中检索得到的

Ｔ２ＤＭ 靶点与葛连调糖丸候选靶点在 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 中生成韦

恩图， 映射筛选出共同靶点。
２􀆰 ３　 葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ “药材⁃活性成分⁃靶点” 网络构

建　 将 “药材⁃活性成分” “活性成分⁃靶点” 的相互对应关

系， 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件中， 构建葛连调糖丸对

Ｔ２ＤＭ 的 “药材⁃活性成分⁃靶点” 相互作用网络图， 通过

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件的 Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 工具进行拓扑参数分析，
筛选获得葛连调糖丸复方核心的活性成分。
２􀆰 ４　 ＰＰＩ 网络构建及核心靶点筛选　 使用韦恩图确定葛连

调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 的主要靶点， 将交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数

据库， 物种设置为 “Ｈｏｍｏ Ｓａｐｉｅｎｓ”， 进行蛋白质相互作用

（ＰＰＩ） 网络分析， 设定置信度为 ０􀆰 ９， 隐藏游离靶标， 利

用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件的 Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅ 进行拓扑参数分析， 并

运用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件绘制核心交集基因网络图。
２􀆰 ５　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 运用 Ｒ 语言软件对

葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 的核心交集靶点分别进行基因本体

（ＧＯ） 功能注释和京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ）
通路富 集 分 析， 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｑ ＜ ０􀆰 ０５ 为 富 集 的 筛 选

阈值［１６］ 。
２􀆰 ６　 葛连调糖丸 “关键活性成分⁃核心靶点⁃通路” 网络构

建　 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件中的 Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 插件对

“２􀆰 ３” 项下筛选获得葛连调糖丸复方核心活性成分进行拓

扑分析， 构建 “关键活性成分⁃核心靶点⁃通路” 网络图。
２􀆰 ７　 分子对接验证 　 运用分子对接模拟软件 ＡｕｔｏＤｏｃｋ
Ｖｉｎａ １􀆰 １􀆰 ２ 对 “２􀆰 ５” 项下中 ＫＥＧＧ 富集分析结果中与糖尿

病相关通路中的基因， 以及 “２􀆰 ３” 项下得到的葛连调糖

丸复方核心活性成分进行受体⁃配位对接模拟计算。 关键活

性成分作为小分子配体， 通过 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库搜索关键活

性成分 ＣＡＳ 号， 从 Ｃｈｅｍ３Ｄ１９􀆰 ０ 中导出， 对其执行能量最

低计算保存为 ｍｏｌ２ 格式。 核心靶点作为受体， 从 Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｄａｔａ Ｂａｎｋ （ＰＢＤ） 数据库下载核心靶点蛋白的 ＰＤＢ 格式三

维结构。 利用 Ｐｙｍｏｌ 软件对核心靶点蛋白进行去水、 加氢

处理， 分别与关键活性成分做分子对接。 利用 ＧｒａｐｈＰａｄ 软

件用热图表示分子对接结果， 利用 ＬｉｇＰｌｕｓ 和 ＰｙＭＯＬ 软件

分别对分子对接结果绘制 ２Ｄ 和 ３Ｄ 相互作用图。
２􀆰 ８　 体外实验验证

２􀆰 ８􀆰 １　 含药血清制备　 取 ２０ 只雄性 ＳＤ 大鼠， 随机分为空

白血清组和葛连调糖丸含药血清组， 每组 １０ 只， 适应性喂

养 ７ ｄ， 实验前禁食不禁水 １２ ｈ， 葛连调糖丸组灌胃给予

２􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ 葛连调糖丸混悬液 （按照正常成年人体质量 ７０ ｋｇ
计算， 相当于临床等效剂量的 ２ 倍）， 给药体积 １０ ｍＬ ／ ｋｇ，
每天 １ 次， 连续 ７ ｄ， 空白组灌胃给予等体积蒸馏水。 于末

次给药 １ ｈ 后， 腹主动脉采血， 放置于 ＥＤＴＡ 抗凝管中，
静置 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液，
分装于 ＥＰ 管中， 于－８０ ℃冰箱保存备用。
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２􀆰 ８􀆰 ２　 细胞培养与传代　 ＨｅｐＧ２ 细胞复苏后， 加入配制好

的完全培养基 （高糖 ＤＭＥＭ 培养基＋１０％ 胎牛血清＋１％ 青

链霉素）， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培养 ２４ ｈ。 待

细胞贴壁长满至 ９０％ ， 用 ０􀆰 ２５％ 胰酶消化传代， 取对数生

长期的细胞用于实验。
２􀆰 ８􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法筛选含药血清浓度　 取对数生长期 ＨｅｐＧ２
细胞接种到 ９６ 孔板中， 在培养箱中培养 ２４ ｈ 后加入不同

浓度的含药血清， 分组为对照组 （１０％ 空白血清）、 ５％ 、
１０％ 、 １５％ 、 ２０％ 、 ２５％ 、 ３０％ 含药血清组， 每组设置 ３ 个

复孔， 培养 ２４ ｈ 后， 加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂， 孵育 １ ｈ， 用

酶标仪检测各组 ４５０ ｎｍ 波长处吸光度值， 筛选出适宜的含

药血清浓度。
２􀆰 ８􀆰 ４　 ＨｅｐＧ２ 胰岛素抵抗细胞模型建立　 参考文献 ［１７］
报道建立胰岛素抵抗细胞模型， 取对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细

胞， 按每孔 １×１０６ 个的密度接种于 １２ 孔板中， 于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中培养， 待细胞贴壁后， 吸弃上清培养基，
加入无血清培养基饥饿培养 １２ ｈ， 吸弃上清培养基， ＰＢＳ
洗涤 ２ 次， 分别用含生理浓度葡萄糖 （５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 或高

糖 （３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 培养液孵育 ２４ ｈ， 建立高糖诱导的 ＨｅｐＧ２
胰岛素抵抗细胞模型。
２􀆰 ８􀆰 ５　 细胞分组与干预 　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞分成正常组、 模

型组、 葛连调糖丸组、 ＲＡＧＥ 激动剂组、 葛连调糖丸 ＋
ＲＡＧＥ 激动剂组。 除正常组外， 其余各组以 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 高

糖干预 ２４ ｈ 进行造模， 正常组和模型组加入 １０％ 空白血

清； 葛连调糖丸组加 １０％ 葛连调糖丸含药血清； ＲＡＧＥ 激

动剂组加 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ⁃Ｒｉｂｏｓｅ、 葛连调糖丸＋ＲＡＧＥ 激动剂

组分别用 １０％ 含药血清和 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ⁃Ｒｉｂｏｓｅ 进行处理，
于培养箱中培养 ２４ ｈ。
２􀆰 ８􀆰 ６　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＨｅｐＧ２ 细胞活力 　 细胞按 “２􀆰 ８􀆰 ５”
项下分组处理后， 弃去培养基， ＰＢＳ 清洗 １ 次， 每孔加入

含 １０％ ＣＣＫ⁃８ 的培养基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中

培养 ２ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长处检测吸光度， 计算细胞存活率。
２􀆰 ８􀆰 ７　 ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡情况　 细胞按 “２􀆰 ８􀆰 ５” 项

下分组处理后， 各组细胞爬片用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 每次 ５
ｍｉｎ， ４％ 多聚甲醛固定细胞 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ， 加入 ＴＵＮＥＬ 检测

液， ３７ ℃下避光孵育 ６０ ｍｉｎ。 将细胞爬片浸入 ＰＢＳ 中， 室

温放置 ５ ｍｉｎ， 重复洗涤 ３ 次， 用抗荧光淬灭封片液封片后

于荧光显微镜下观察细胞凋亡情况。
２􀆰 ８􀆰 ８　 免疫荧光法检测细胞 ＡＧＥ 蛋白表达 　 细胞按

“２􀆰 ８􀆰 ５” 项下分组处理后， 各组细胞爬片 ＰＢＳ 清洗细胞 ３
次， ４％ 多聚甲醛室温固定 １０～ ２０ ｍｉｎ， 弃去多聚甲醛， 加

入 １ ｍＬ ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次， 每孔加入 １ ｍＬ ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃
１００， 室温静置 １０ ｍｉｎ， 加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 封闭。
向爬片上滴加 ＡＧＥ 一抗 （１ ∶ ２００）， 置于 ４ ℃ 孵育过夜，
加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 清洗细胞 ５ 次， 加封闭液二抗 （１ ∶ ４００） 室

温避光孵育 １ ｈ， 加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 清洗细胞 ５ 次， ＤＡＰＩ 染

色， 于激光显微镜下随机选取每张切片 ３ 个视野， 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析阳性面积比。

２􀆰 ８􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＲＡＧＥ、 Ｂｃｌ⁃２、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达　 细胞按 “２􀆰 ８􀆰 ５” 项下分

组处理后收集各组细胞， 用含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的

ＲＩＰＡ 缓冲液裂解细胞， 提取蛋白， ＢＣＡ 法进行蛋白定量，
加入蛋白上样缓冲液后变性， 冷冻保存备用。 制备聚丙烯

酰胺凝胶， 各组取等量蛋白上样， 电泳， 湿转法转移至

ＰＶＤＦ 膜， ５％ ＢＳＡ 室温封闭 １ ｈ， 分别加入 ＲＡＧＥ、 Ｂｃｌ⁃２、
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗 体 （ １ ∶
１ ０００）， ４ ℃孵育过夜， 次日加二抗 （１ ∶ ４ ０００） 室温孵育

２ ｈ， 使用化学发光图像分析系统显影， 用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｎｅ 图

像分析软件进行扫描分析， 读取条带的灰度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ
为内参， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算蛋白相对表达量。
２􀆰 ８􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 计

量资料以 （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 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计

学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ “药材⁃活性成分⁃靶点” 网络构

建　 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件处理得到 “药材⁃活性成分⁃
靶点” 网络， 见图 １。 运用 Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅｒ 计算该化合物⁃
靶点网络分析， 该网络有 １ ０１２ 个节点， ４ １２８ 条边， 各节

点表示药材、 成分、 靶点， 各节点间的边代表 “药材⁃成
分” “成分⁃靶点” 之间的对应关系， 网络中平均相邻节点

数为 ６􀆰 ８３６， 网络密度 ０􀆰 ００７， 网络异质性为 ２􀆰 ２０２， 网络

中心度 ０􀆰 １３８。 结果表明葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 的作用是基于

多成分、 多靶点的复杂协同调控。

图 １　 葛连调糖丸 “药材⁃活性成分⁃靶点” 网络

３􀆰 ２　 葛连调糖丸中药材活性成分与相关靶点筛选　 ＴＣＭＳＰ
数据库检索得到葛连调糖丸中天花粉 ２ 个活性化合物， ５
个有效靶点； 山药 １２ 个活性化合物， １２４ 个有效靶点； 黄

芪 １６ 个活性化合物， ４１６ 个有效靶点； 茯苓 ６ 个活性化合

物， ２７ 个有效靶点； 西洋参 ７ 个活性化合物， ６９ 个有效靶

点； 三七 ７ 个活性化合物， ２２７ 个有效靶点； 葛根 ３ 个活

性化合物， ８２ 个有效靶点； 黄连 １１ 个活性化合物， ２６３ 个

有效靶点； 黄芩 ３２ 个活性化合物， ４３１ 个有效靶点； 干姜

５ 个活性化合物， ３５ 个有效靶点； 知母 １２ 个活性化合物，
１７１ 个有效靶点。 利用 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库进行活
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性成分靶点预测， 发现水蛭 ３９ 个有效成分， １ １２９ 个有效

靶点； 僵蚕 ２０ 个有效成分， ４８０ 个有效靶点； 苦瓜 ２８ 个有

效成分， ４９８ 个有效靶点。 复方共计检索获得 ２００ 个活性

化合物， 合并药物靶点， 去除重复， 共得到 ８２３ 个药物

靶点。
３􀆰 ３　 葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 作用靶点筛选　 在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数

据库中检索 Ｔ２ＤＭ 的靶点数据， 共得到 １５ ８３４ 个相关靶标，
以大于 ２ 倍疾病相关系数进行筛选共得到 ２ ０３６ 个有效疾

病靶点。 在 ＯＭＩＭ 数据库中查找 Ｔ２ＤＭ 的靶点数据， 共得

到 ５１８ 个相关靶标。 合并疾病靶标， 删去重复， 共检索获

得 ２ ３９６ 个疾病靶标基因。 将在 Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ 数据库中检索得

到的 Ｔ２ＤＭ 靶点与葛连调糖丸全方候选靶点在 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０
中生成韦恩图， 映射筛选出 ３５７ 个共有靶点， 作为葛连调

糖丸对 Ｔ２ＤＭ 的主要作用靶点， 见图 ２。

图 ２　 葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 靶点的 Ｖｅｎｎ 图

３􀆰 ４　 ＰＰＩ 网络构建及核心靶点筛选　 对 ３５７ 个核心靶点进

行 ＰＰＩ 网络分析， 发现此网络共有 ３５５ 个节点， ２０ ４５６ 条

边， 节点代表靶点， 每条边则代表靶点互作关系， 节点的

大小与颜色代表靶点的度值， 节点越大， 颜色越深， 表明

作用越关键， 见图 ３。 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件对 ３５７ 个交集基

因进行拓扑参数分析， 根据大于连接度 （Ｄｅｇｒｅｅ） 的中位

数 ２３２， 来分析筛选出 ３８ 个核心交集基因， 并绘制核心交

集基因网络图， 见图 ４。 ３８ 个核心交集基因在葛连调糖丸

对 Ｔ２ＤＭ 的作用靶点中处于核心位置， 可能在葛连调糖丸

对 Ｔ２ＤＭ 中起到重要作用， 见表 １。
３􀆰 ５　 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 运用 Ｒ 语言软件对

３８ 个核心交集基因进行 ＧＯ 富集分析， 得到 ７５ 个生物过

程， 选取 Ｐ 值最小的前 １０ 个 ＧＯ 条目作图。 富集的基因数

排名靠前主要包括为细胞因子受体结合、 磷酸酶结合、 蛋

白磷酸酶结合、 细胞因子活性、 蛋白酶结合、 生长因子受

体结合、 泛素样蛋白连接酶结合、 核激素受体结合、 ＲＮＡ
聚合酶Ⅱ转录因子结合。 生物过程、 细胞成分、 分子功能

按 Ｐ 值排序， 选取排名前十的项目进行可视化展示， 绘制

ＧＯ 功能注释分析， 见图 ５。
运用 Ｒ 语言软件对 ３８ 个核心交集基因进行 ＫＥＧＧ 富集

分析， 通过分析得到 １５７ 条信号通路， 其中与 Ｔ２ＤＭ 有关

的通路主要为糖尿病并发症中的 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路、 ＩＬ⁃
１７ 信号通路、 内分泌抵抗等通路。 其中， ＴＮＦ、 ＡＫＴ１、 ＩＬ⁃
６、 ＩＬ⁃１β、 ＳＴＡＴ３、 ＪＵＮ、 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ＢＣＬ２、 ＭＡＰＫ３、

图 ３　 葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 交集靶点 ＰＰＩ 网络图

图 ４　 葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 的潜在靶点图

图 ５　 葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 的核心靶点的 ＧＯ 富集分析

ＴＧＦβ１、 ＦＮ１、 ＣＣＬ２、 ＣＣＮＤ１、 ＣＸＣＬ８、 ＳＴＡＴ１、 ＩＣＡＭ１、
ＭＭＰ２、 ＩＬ⁃１α 出现在葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 的糖尿病并发症

中的 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路中， 见图 ６， 推测在葛连调糖丸

对 Ｔ２ＤＭ 中可能发挥重要作用。 选取排名前二十的项目进

行可视化， 绘制 ＫＥＧＧ 功能注释分析直方图， 见图 ７。
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表 １　 葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 的核心交集靶点

靶点 度值 中间值 亲密值 靶点 度值 中间值 亲密值

ＴＮＦ ４６２ ５ １７５􀆰 ５２６ ０􀆰 ７４２ ＰＴＥＮ ３１６ １ １１４􀆰 ３４２ ０􀆰 ６３８
ＡＫＴ１ ４５８ ４ ７１５􀆰 １６８ ０􀆰 ７３９ ＦＮ１ ３１４ １ ２９３􀆰 ５７７ ０􀆰 ６３７
ＩＬ⁃６ ４５８ ４ ４９７􀆰 ８９６ ０􀆰 ７３８ ＨＳＰ９０ＡＡ１ ３１２ １ ２６２􀆰 ８９３ ０􀆰 ６３７
ＴＰ５３ ４１６ ２ ９４９􀆰 ５３５ ０􀆰 ７０４ ＥＧＦ ３１２ １ ２５０􀆰 ６２２ ０􀆰 ６３４
ＩＬ⁃１β ４０６ ２ ８５６􀆰 ４００ ０􀆰 ７００ ＩＦＮＧ ３１２ １ ００７􀆰 ４５６ ０􀆰 ６３４
ＥＧＦＲ ３９２ ３ ０４４􀆰 ９５５ ０􀆰 ６９１ ＦＯＳ ２９６ １ ４７２􀆰 ４７０ ０􀆰 ６２９
ＳＴＡＴ３ ３７８ １ ４７６􀆰 １５２ ０􀆰 ６８１ ＩＬ⁃１０ ２９４ ８２０􀆰 ４２３ ０􀆰 ６２４
ＳＲＣ ３７４ ４ ２１６􀆰 ５３９ ０􀆰 ６７７ ＥＲＢＢ２ ２９０ ６６３􀆰 ２７６ ０􀆰 ６２３
ＪＵＮ ３５８ １ ６９９􀆰 ４３０ ０􀆰 ６６７ ＣＣＬ２ ２８２ １ １１０􀆰 ２４８ ０􀆰 ６２０

ＣＡＳＰＡＳＥ３ ３５８ １ ３０７􀆰 ２８８ ０􀆰 ６６５ ＭＴＯＲ ２８０ ５７８􀆰 ３２８ ０􀆰 ６２０
ＢＣＬ２ ３５６ １ ４０３􀆰 ９８８ ０􀆰 ６６４ ＣＣＮＤ１ ２７６ ５１４􀆰 ００４ ０􀆰 ６１４
ＨＩＦ１α ３５２ １ ２６４􀆰 ００９ ０􀆰 ６６４ ＣＸＣＬ８ ２７２ ８０２􀆰 ７０８ ０􀆰 ６１４
ＥＳＲ１ ３４８ ２ ８５０􀆰 ５７３ ０􀆰 ６６０ ＧＳＫ３β ２６４ １ １８２􀆰 ２７１ ０􀆰 ６１１

ＰＰＡＲＧ ３４４ ２ ９０３􀆰 １８４ ０􀆰 ６５８ ＳＴＡＴ１ ２５８ ４７９􀆰 ３０７ ０􀆰 ５９９
ＭＡＰＫ３ ３３４ １ ７９８􀆰 ９２４ ０􀆰 ６５０ ＩＣＡＭ１ ２５６ ４６６􀆰 ８６２ ０􀆰 ６０５
ＭＭＰ９ ３３４ １ ２７９􀆰 ３５５ ０􀆰 ６４７ ＳＩＲＴ１ ２４８ ７４４􀆰 ４２７ ０􀆰 ６０２
ＭＹＣ ３３２ １ ２９０􀆰 ９７７ ０􀆰 ６４８ ＭＭＰ２ ２４８ ４４３􀆰 ７９ ０􀆰 ６００
ＰＴＧＳ２ ３２４ ２ ２８３􀆰 ８０２ ０􀆰 ６４６ ＣＹＣＳ ２３６ ２ ２０１􀆰 ９０１ ０􀆰 ５９５
ＴＧＦβ１ ３２０ ９７０􀆰 ２６４ ０􀆰 ６４２ ＩＬ⁃１α ２３６ ３８７􀆰 ８１９ ０􀆰 ５９３

图 ６　 葛连调糖丸对 Ｔ２ＤＭ 的并发症中的 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路

３􀆰 ６　 葛连调糖丸 “关键活性成分⁃核心靶点⁃通路” 网络构

建　 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件构建 “关键活性成分⁃靶点⁃
通路” 网络图， 并将结果可视化， 网络中共有 １５９ 个节点，
７０９ 条边。 运用 Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｚｅ 插件进行拓扑分析， 该网络

中平均相邻节点数为 ７􀆰 ６１０， 网络密度为 ０􀆰 ０４８， 网络异质

性为 １􀆰 ２２５， 网络中心度为 ０􀆰 ４５８， 网络结果显示存在 １ 个

分子与多个核心靶点蛋白的相互作用， 也存在不同分子作

用于同 １ 个靶点蛋白的现象， 同时也显示了 １ 个核心靶点

可对应多条信号通路， 表明葛连调糖丸可能通过多成分、
多靶点、 多通路防治 Ｔ２ＤＭ， 初步阐释了葛连调糖丸对

Ｔ２ＤＭ 的主要药效物质基础和作用机制， 见图 ８。
３􀆰 ７　 分子对接验证　 利用 ＰｙＭＯＬ 软件对核心靶点蛋白进

行去水、 加氢处理， 分别与关键活性成分做分子对接。 葛

连调糖丸的核心活性成分包括苦楝酸、 含苦木西碱 Ａ、 苦

瓜素 Ｉ、 苦木西碱 Ｓ、 水黄皮次素、 表黄连碱、 黄芩素、 丁

香酚、 菠菜甾醇、 龙舌兰素、 槲皮素、 水杨酰苯胺、 山柰

酚、 六角黄素、 β⁃谷甾醇、 ５⁃羟基色胺、 黄芪素、 水胺硫磷

和富集在糖尿病并发症中的 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路中的 １６ 个

核心 交 集 基 因 （ ＡＫＴ１、 ＳＴＡＴ３、 ＪＵＮ、 Ｂｃｌ２、 ＭＡＰＫ３、
ＴＧＦβ１、 ＣＣＮＤ１、 ＣＸＣＬ８、 ＳＴＡＴ１、 ＩＣＡＭ１、 ＭＭＰ２、 ＩＬ⁃１α、
ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ、 ＦＮ１、 ＣＣＬ２） 进行分子对接并绘制图形， 结

果显示 ＩＬ⁃１β 与表黄连碱的分子结合能最小， 为－７􀆰 ５３１ ２
ｋＪ ／ ｍｏｌ， ＭＡＰＫ３ 与苦瓜素Ⅰ的分子结合能最大， 为－５６􀆰 ０６５ ６
ｋＪ ／ ｍｏｌ。 配体和受体结合能越低， 结合越稳定， 发生作用

的可能性越大。 如图 ９ 所示， １８ 种关键活性成分与 ＡＧＥ⁃
ＲＡＧＥ 信号通路中的 １６ 个核心交集基因均可自发结合。 选
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图 ７　 ＫＥＧＧ 富集分析结果直方图

注： 黄色为关键活性成分， 绿色为核心靶点， 紫色为通路。

图 ８　 “关键活性成分⁃核心靶点⁃通路” 网络图

　 　 　 　

取 ６ 种关键活性成分与各自对应打分最高的核心蛋白可视

化， 其结合模式见图 １０。

注： 从浅色到深色代表分子对接结合能的不断升高。

图 ９　 分子对接结合能的热图分析

３􀆰 ８　 体外实验验证结果

３􀆰 ８􀆰 １　 不同体积分数含药血清对 ＨｅｐＧ２ 细胞活力的影响　
与对照组比较， ５％ 、 １０％ 含药血清对细胞活力的影响无明

显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 随着含药血清药物体积分数的升高，
细胞活力逐渐升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 由于对照组培养液中胎牛

血清的体积分数为 １０％ ， 为避免血清体积分数不同带来的

影响， 故后续实验以 １０％ 含药血清作为干预浓度， 见表 ２。

图 １０　 关键活性成分与核心靶点分子对接图

表 ２　 不同体积分数含药血清对ＨｅｐＧ２ 细胞活力的影响 （ｘ
±ｓ， ｎ＝３）

组别 细胞活力
对照组 １􀆰 ０００±０􀆰 ０４０

５％ 含药血清组 ０􀆰 ９８４±０􀆰 １４７
１０％ 含药血清组 １􀆰 ００５±０􀆰 ０４２
１５％ 含药血清组 １􀆰 １０４±０􀆰 ０４５∗

２０％ 含药血清组 １􀆰 １０９±０􀆰 ０３１∗

２５％ 含药血清组 １􀆰 １５０±０􀆰 ０８２∗

３０％ 含药血清组 １􀆰 １１３±０􀆰 １２４∗

　 　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ８􀆰 ２　 葛连调糖丸含药血清对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞活力

的影响　 与正常组比较， 模型组细胞活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 葛连调糖丸组细胞活力升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
ＲＡＧＥ 激动剂组细胞活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与葛连调糖丸组

比较， 葛连调糖丸 ＋ＲＡＧＥ 激动剂组细胞活力降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见表 ３。
３􀆰 ８􀆰 ３　 葛连调糖丸含药血清对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡

的影响　 与正常组比较， 模型组细胞凋亡升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
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　 　 　 　表 ３　 葛连调糖丸含药血清对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞活力

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 细胞活力

正常组 １􀆰 ０００±０􀆰 ０４６
模型组 ０􀆰 ７０６±０􀆰 ０５４＃＃

葛连调糖丸组 ０􀆰 ８９３±０􀆰 ０７０∗∗

ＲＡＧＥ 激动剂组 ０􀆰 ５３０±０􀆰 ０６０∗∗

葛连调糖丸＋ＲＡＧＥ 激动剂组 ０􀆰 ８１６±０􀆰 ０３０▲

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

葛连调糖丸组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５。

与模型组比较， 葛连调糖丸组细胞凋亡降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
ＲＡＧＥ 激动剂组细胞凋亡升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与葛连调糖丸组

比较， 葛连调糖丸 ＋ＲＡＧＥ 激动剂组细胞凋亡升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ４、 图 １１。
表 ４　 葛连调糖丸含药血清对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 细胞凋亡

正常组 ７􀆰 ０００±１􀆰 ０９７
模型组 ２８􀆰 ０００±１􀆰 ８４６＃＃

葛连调糖丸组 １６􀆰 ５００±１􀆰 ４２５∗∗

ＲＡＧＥ 激动剂组 ３８􀆰 ４００±２􀆰 ６９６∗∗

葛连调糖丸＋ＲＡＧＥ 激动剂组 ２６􀆰 ４００±３􀆰 ４５７▲▲

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

葛连调糖丸组比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 各组细胞凋亡情况 （×２００）

３􀆰 ８􀆰 ４　 葛连调糖丸含药血清对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞中

ＡＧＥ 蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组 ＡＧＥ 蛋白表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 葛连调糖丸组 ＡＧＥ 蛋

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５、 图 １２。
３􀆰 ８􀆰 ５　 葛连调糖丸含药血清对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞中

ＲＡＧＥ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达

的影响 　 与正常组比较， 模型组细胞 ＲＡＧＥ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋

　 　 　

表 ５　 葛连调糖丸含药血清对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞中

ＡＧＥ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＡＧＥ

正常组 １􀆰 ０００±０􀆰 １２７
模型组 ３􀆰 ０６７±０􀆰 ２２１＃＃

葛连调糖丸组 １􀆰 ７８０±０􀆰 １２６∗∗

ＲＡＧＥ 激动剂组 ３􀆰 １２２±０􀆰 ２１３
葛连调糖丸＋ＲＡＧＥ 激动剂组 １􀆰 ７８０±０􀆰 １２６

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

图 １２　 各组细胞 ＡＧＥ 蛋白表达情况 （免疫荧光染色， ×２００）

白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 葛连调糖丸组细

胞 ＲＡＧＥ、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），

ＲＡＧＥ 激动剂组 ＲＡＧＥ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５），
Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与葛连调糖丸组
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比较， 葛连调糖丸＋ＲＡＧＥ 激动剂组 ＲＡＧＥ 蛋白表达无明显

变化 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ６、 图 １３。

表 ６　 葛连调糖丸含药血清对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＲＡＧＥ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＲＡＧＥ Ｂｃｌ⁃２ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｂａｘ

正常组 ０􀆰 ４４３±０􀆰 ０３２ １􀆰 ３０５±０􀆰 ０７０ ０􀆰 ５０１±０􀆰 ０１９ ０􀆰 ３４５±０􀆰 ０１４ ０􀆰 ２２０±０􀆰 ０２７
模型组 １􀆰 ２１９±０􀆰 ０６２＃＃ ０􀆰 ８６９±０􀆰 ０２６＃＃ ０􀆰 ７７６±０􀆰 ０３４＃＃ ０􀆰 ５１８±０􀆰 ００８＃＃ ０􀆰 ７３２±０􀆰 ０３９＃＃

葛连调糖丸组 ０􀆰 ６７６±０􀆰 ０２４∗∗ １􀆰 １３７±０􀆰 ０４６∗∗ ０􀆰 ６７７±０􀆰 ０１１∗ ０􀆰 ４３７±０􀆰 ０１３∗ ０􀆰 ４５６±０􀆰 ０７３∗∗

ＲＡＧＥ 激动剂组 １􀆰 １１１±０􀆰 ０７０ ０􀆰 ６４９±０􀆰 ０４２∗ １􀆰 １００±０􀆰 ０２１∗∗ ０􀆰 ６７７±０􀆰 ０５７∗∗ １􀆰 １２５±０􀆰 ０４７∗∗

葛连调糖丸＋ＲＡＧＥ 激动剂组 ０􀆰 ６４３±０􀆰 ０２８ ０􀆰 ８２２±０􀆰 ０３３▲▲ ０􀆰 ８２７±０􀆰 ０１８▲ ０􀆰 ５３９±０􀆰 ０２５▲ ０􀆰 ７３７±０􀆰 ０４９▲▲

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与葛连调糖丸组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为葛连调糖丸组， Ｄ 为 ＲＡＧＥ
激动剂组， Ｅ 为葛连调糖丸＋ＲＡＧＥ 激动剂组。

图 １３ 　 各组细胞 ＲＡＧＥ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白条带图

４　 讨论

Ｔ２ＤＭ 发病机制复杂， 胰岛素抵抗是其发生和发展的核

心机制之一［１８］ 。 胰岛素是一种由胰腺 β 细胞产生的主要合

成代谢激素， 通过促进细胞对葡萄糖的摄取和利用来降低

血糖水平［１９］ 。 胰岛素抵抗造成细胞对胰岛素的反应降低，
尤其是肝脏、 肌肉和脂肪细胞［２０］ 。 本研究以 ＨｅｐＧ２ 细胞为

研究对象， 采用含生理浓度葡萄糖 （５􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 或高糖

（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 培养液孵育 ２４ ｈ， 能成功诱导 ＨｅｐＧ２ 胰岛素

抵抗细胞模型， 结果显示 １０％ 葛连调糖丸含药血清能使胰

岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞活力增强。
ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路是 ＫＥＧＧ 功能富集分析程度较高

的通路， 糖基化终产物 （ＡＧＥｓ） 是一类由蛋白质、 脂质和

核酸等分子与还原糖类反应形成的化合物［２１］ 。 ＡＧＥｓ 的积

累被认为是糖尿病及其并发症、 动脉粥样硬化等疾病的重

要因素［２２］ 。 高糖基化终产物受体 （ＲＡＧＥ） 是一种跨膜受

体蛋白， 主要存在于多种细胞表面［２３］ 。 ＲＡＧＥ 可以与其配

体 ＡＧＥｓ 相结合， 形成 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 复合物， 激活细胞内的

信号传导通路［２４］ 。 当 ＡＧＥｓ 与 ＲＡＧＥ 结合时， 能触发一系

列信号传导， 激活炎症、 氧化应激和凋亡等细胞反应［２５⁃２６］ 。
糖尿病与糖尿病并发症会导致 ＡＧＥ 水平升高， 氧化应

激反应增加及 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号传导促进的促炎通路被激

活， ＲＡＧＥ 基因的多态性可能会影响 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 相互作用

及其下游信号传导， 这在糖尿病及其并发症的疾病进展中

至关重要［２７］ 。 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路的激活可进一步引起细

胞凋亡［２８］ 。 因此， 本研究在胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞模型中

运用 ＲＡＧＥ 通路的激动剂 Ｄ⁃核糖， 确证葛连调糖丸通过调

控 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路防治 Ｔ２ＤＭ 的作用机制。 结果发现，
１０％ 葛连调糖丸含药血清能够促进细胞增殖， 降低凋亡水

平， 而 Ｄ⁃核糖可逆转葛连调糖丸含药血清诱导的胰岛素抵

抗 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖和凋亡抵抗。 本研究进一步检测了 ＡＧＥ⁃
ＲＡＧＥ 信号通路及其下游凋亡相关因子水平。 结果表明，
葛连调糖丸含药血清能够升高 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 降低 ＡＧＥ、
ＲＡＧＥ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达， Ｄ⁃核
糖可逆转葛连调糖丸含药血清对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞中

Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋白表达的改变。
以上结果提示， 葛连调糖丸可以调控凋亡相关因子升高

Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 降低 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂａｘ 蛋

白表达， 抑制 ＡＧＥ ／ ＲＡＧＥ 信号通路， 诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞发生

凋亡， 减轻胰岛素抵抗进而延缓 Ｔ２ＤＭ 的疾病进展。
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