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黄连解毒汤对胰岛素抵抗大鼠骨骼肌 ���
一

�表达

及酪氨酸磷酸化水平的影响

叶爱丽
“

陆付耳
‘

徐丽君
“

丁 来标
‘

摘要 目的
�

观察黄连解毒汤对大 鼠骨骼肌胰岛素受体底物 �����
一

��表达及其磷酸化水平的影响
，

探讨其改善胰岛素抵抗的

分子机制
。

方法
�

采用小剂量链脉佐菌素尾静脉注射加高糖高脂饲料喂养方法建立 ����
��大 鼠胰岛素抵抗模型

�

以黄连解毒

汤干预治疗 �� 周
，

检测血糖和血清胰岛素
，

用免疫沉淀和 ����
�
� 印迹方法检测黄连解毒汤治疗后胰岛素抵抗大鼠骨骼肌组

织内���
一
�蛋白表达水平和酪氨酸磷酸化水平的改变

。

结果
�

黄连解毒汤治疗后
，

胰岛素抵抗大鼠肌肉组织内���
一

�表达较模

型组增加
，

���
一

�酪氨酸磷酸化水平较模型组显著增加
。

结论
�

黄连解毒汤提高胰岛素抵抗大鼠骨骼肌组织 ���
一

�蛋白表达和

酪氨酸磷酸化水平
，

这可能是其降血糖并改善组织胰岛素敏感性的机制之一
。
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随着现代社会人们生活方式和饮食结构的变化
，
�

型糖尿病的患病率仍在以较快的速度增长
。

胰岛素抵

抗 ����是 �型糖尿病的显著特征
。

现代研究表明
，

中医

药治疗糖尿病有较好的降糖作用
，

在改善症状和防治

并发症上有一定的优势
，

并提示其治疗作用是多途径

多环节的
。

如何发挥中医药优势
，

寻求既能有效改善胰

岛素抵抗
，

而又无不 良反应的单味中药或复方
，

是现代

科学的重要研究方向
。

本研究所曾报道黄连解毒汤及

其有效成分小粟碱具有显著的改善胰岛素抵抗
、

良好

降糖和调节脂肪代谢的作用川 �本实验 旨在探讨黄连

基金项 目
�

国家自然科学基金资助项 目�������� �、

华中科技大学同济医学院附属 同济医 院中西医结合研究

所
，

湖北省武汉市解放大道 ����号��������

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

解毒汤改善胰岛素抵抗的作用机制
，

观察黄连解毒汤

对胰岛素抵抗大 鼠骨骼肌组织 内胰岛素受体底物 �

����
一

��蛋白表达和酪氨酸磷酸化水平的影响
。

� 材料与方法

�
�

� 药物与试剂
�

黄连解毒汤 由黄连
、

黄芬
、

黄柏
、

桅

子按 � ， � ， � ， �比例组成
，

其药材均购于武汉 同济医

院药剂科
，

按文献��二方法煎煮浓汁
，

浓缩成浸膏���

浸膏相当于 �
�

�� 黄连解毒汤生药�
。

取浸膏送武汉药

品检验所 以薄层扫描方法测得其所含盐酸小璧碱为

������
，

黄连解毒汤 临用前 以 ��梭 甲基纤 维素的

���溶液����
�

��配成含盐酸小璧碱 �
�

������
洲 〔�。的混

悬液 �黄连素片为黑龙江百泰药业有限公司生产
，

同法

制成含盐酸小聚碱 �
�

������
一

的混悬液 �阿司 匹林片
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由石家庄神威药业股份有限公司生产
，

配制成含阿司

匹林 �����
一

的混悬液刃
。

血清胰岛素 �����放免试剂

盒购于北方生物技术矿究所
，

链脉佐菌素为 ����。
公

司产品
。

一抗为 ������户公司产品
，

二抗购于中山生物

技 术 有 限公 司
，
��� 试 剂 盒 为 美 国 ������ 公 司

产品
。

�
�

� 动物分组及处理
�

健康雄性清洁级 ������ 大 鼠

��� 只
，

约 �个月龄
，

体重 ���。 士 ����
，

购于湖北省防

疫站
。

动物先普食适应性喂养 �周后
，

随机取 �� 只大

鼠按 �������体重剂量尾静脉注射链脉佐菌素
，

普食

喂养 �周后
，

做 口服糖耐量试验 ������筛选糖耐量

异常者共 �� 只
，

随机分成 �组
。

黄连解毒汤组 �����

组�
�

�� 只
，

按 ��������川体重剂量给大鼠灌服上述黄

连解毒汤浸膏悬液
，

每 日灌胃 �次�以下各组灌服药液

容积及次数与此同��黄连素组 ���� 组 �
�

�� 只
，

灌服

盐酸小聚碱悬液 �阿司匹林组 ����组�
�

�� 只
，

灌服阿

司匹林悬液 �模型组���� 组�
�

�� 只
，

灌服含 ��梭甲

基纤维素的 ���溶液
。

以上 �组在治疗期间喂高糖高

脂饮食�蔗糖
�

猪油
�

奶粉
�

鸡蛋
�

普通饲料 一 ��
�

��
， � ， � ， ���

。

另 ��只大鼠不做任何处理
，
以普通饲

料喂养
，

作为正常对照组���� 组�
。

大鼠给药 �� 周
，

末次给药后禁食 �� 小时作 ���� 试验
，

大鼠灌服葡

萄糖��
·

������前及后 �
、

�小时分别经断尾采血
，

测其

空腹血糖�����
，

空腹胰岛素������
，

葡萄糖负荷后 �

小 时血糖���
一

���
，
�小时血糖 ���

一

���
。

���� 试验

结束后继续饲养 �周
，

禁食 �� 小时
，

用 �������戊 巴

比妥钠腹腔注射麻醉
，

门静脉推注胰岛素 �����
，

注

射 �� 秒取附肇脂肪组织
，
��� 秒取后肢骨骼肌

，

迅速

冻存于液氮中
，

然后 一��℃保存
。

�
·

� 生化指标的检测
�

检测 ���
、

��
一

�� 及 ��
一

�� 和

����
。

血糖仪为强生医疗器材有限公司产品
，

血糖试纸

为该公司 ������即 型
。

血清胰岛素用放免法测定
，

严格

按试剂盒说明书进行
。

�
·

� ���
一

�蛋 白表达和酪氨酸磷酸化水平的检测
�

采

用免疫沉淀和 ����
�
� 印迹方法

，

取各组大鼠胰岛素

刺激前后 的肌肉组织用组织裂解液裂解并匀浆 �然后

在 ��以 �����转�分钟离心 �� 分钟
，

取上清作样本
，

并用考马斯亮蓝 �
一

��� 蛋白定量测定其蛋 白浓度
，

然

后 一�� �保存
。

取各样品蛋白质 ���
，

加 �样�抗 ���
一

�

抗体 �℃过夜后加人蛋 白 �
一

琼脂 �������� �
一�������

��孵育 �小时
。

洗涤免疫沉淀复合物后加人 ������

上样缓冲液煮沸 �分钟
，
�����

一

���� 分离蛋 白
，

电

转移法使 蛋 白质转移到硝酸纤 维 素膜 上
，

用 含 ��

��� 的 ���� 溶液 �含 �
�

��������一

������封膜 �

小时后
，

分别加人用封闭液稀释的抗 ���
一

�抗体和抗

磷酸酪氨酸抗体����。 ���过夜
。

洗膜后加人用辣根

过氧化物酶标记的二抗
，

室温轻摇 �小时
，

洗膜后用增

强化学发光法 �����显像曝光
，

应用光密度扫描仪测

各条带密度
。

�
�

� 统计学方法
�

应用 ����软件的 �检验进行统计

学分析
，

数据以 王士
�
表示

。

� 结果

�
�

� 各组大鼠体重变化 比较
�

各组大鼠在基础状态时

体重无明显差异
，

但在喂养 �� 周后
，

黄连解毒汤组和

阿司匹林组体重低于正常组和模型组
，

见表 �
。

表 � 各组大鼠体重变化比较��
，
牙士 、�

组别

���

���

����

���

���

鼠数 基础体重 ��周时体重

��

��

��

��

��

���
�

��士��
�

��

���
�

��士 ��
�

��

���
�

��士��
�
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�
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�
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��士 ��
�
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���
�

��士 ��
�

��

���
�

��士 ��
�

��
苦

���
�

��士 ��
�

��

���
�

��士 ��
�

��
书

与 ��� 组比较
， � ���

�

��

�
�

� 各 组 大 鼠 ���
、

���� 及 糖 耐 量 比较
�

模 型 组

���
、

��
一

�� 及 ��
一

�� 均 显 著 高 于 正 常组 �均 ��

�
�

���
，
���� 低于正常组 ����

�

����与模型组 比较
，

黄

连 解 毒 汤 组 ���
、

���� 及 ��
一

�� 均 降低 �均 ��

。
�

���
，

黄连素组 ���� 显著低于模型组 �尸� 。
�

���
，

阿

司匹林组 ���
、

���� 及 ��
一

�� 水平较模型组降低 ��

��
�

���
，

见表 �
。

�
�

� 各组大 鼠骨骼肌组织中 ���
一

�蛋 白表达和酪氨

酸磷酸化水平的比较
�
���肌肉组织 ���

一

�蛋白表达水

表 � 各组大鼠 ���
、

����及糖耐量 比较�至士
，�

组别

���

���

����

���

���

鼠数 ����������� �������� ��� ��
一
����������� ��

一

����������

��

��

�
�

��士�
�

��

�
�

�� 士 �
�

��
苍

�
�

��士 �
�

��△

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��△

��
�

��士 �
�

��

��
�

��士 �
�

��
褂

��
�

三�士 �
�

��乙

��
�

��士 �
�

��△

��
�

��士 �
�

��△

�
�

��士�
�

��

��
�

��士 �
�

��
爸

�
�

��士 �
�

��乙

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��△

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��
铃

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

与 ��� 组 比较
， 、 ���

�

���与 ��� 组 比较
，△����

��
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�

其 ����� 蛋 白电泳条带经光密度扫描
，

在胰岛素

刺激前后分别为正常组 ��
�

�� 与 ��
�

��
，

模型组 ��� ��

与 ��
�

��
，

黄连解 毒汤组 ��
�

��与 ��
�

��
，

黄连素组

��
�

��与 ��
�

��
，

阿司匹林组 ��
�

��与 ��
�

��
。

模型组

胰岛素刺激前后 ���
一

�蛋 白表达无显著性差异
，

各治

疗组胰岛素刺激后 ���
一

�蛋白表达均接近正常组
。

���

肌肉组织 ���
一

�酪氨酸磷酸化水平
�

其 ����� 蛋白电

泳条带经光密度扫描
，

在胰岛素刺激前后分别为正常

组 �
�

�� 与 ��
�

��
，

模型组 �
�

�� 与 �
�

��
，

黄连解毒汤组

�
�

�� 与 ��
�

��
，

黄连素组 �
�

�� 与 �
�

��
，

阿 司匹林组

�
�

��与 �
�

��
。

模型组胰岛素刺激后 ���
一

�酪氨酸磷酸

化水平较刺激前减少
，

正常组及各治疗组胰岛素刺激

后 ���
一

�酪氨酸磷酸化均显著增加
，

且黄连解毒汤组

和阿司匹林组接近正常组
。

� 讨论

根据中医学理论及临床经验
，

我们曾提出糖尿病

从
“
毒

”
论治的假说川

。

糖尿病的
“
毒源

”
有三

�

过食肥甘

致 胃肠积热为毒 �七情不畅
，

气滞血痕转为热毒
�外感

六淫入里化为热毒
。

毒在糖尿病 中的核心机制是
“
热

毒
” ，

其上灼肺津
，
中劫胃液

，

下耗肾水
。

胰岛素抵抗是

�型糖尿病的重要生理机制之一 �具有清热解毒作用

的方药是否能改善胰岛素抵抗值得探讨
。

黄连解毒汤

是清热解毒的经典代表方剂
，

余秀惠等川曾报道黄连

解毒汤治疗糖尿病有一定的疗效
。

代培 良等川用黄连

解毒汤治疗四氧嚓陡诱导的糖尿病小 鼠
，

发现其能明

显降低 四氧嚓陡小鼠的空腹血糖
。

我们的前期实验工

作也证明黄连解毒汤能降低实验性 �型糖尿病大鼠的

血糖和血脂
。

本实验进一步探讨其改善胰岛素抵抗的

作用机理
。

胰岛素抵抗形成的机制十分复杂
，

多在遗传的基

础上由各种环境因素诱导而产生
。

研究表明
，

胰岛素刺

激包括骨骼肌在内的靶组织摄取利用葡萄糖是通过受

体
、

���
一

�
、

���� 和 ���� 等一系列信号转导过程完

成的川
，

此信号转导过程的任何环节障碍均可引起胰

岛素抵抗
。

现已明确
，

胰岛素经血液循环到达靶组织
，

并与其上的胰岛素受体
�
亚单位结合

，

激活胰岛素受

体 俘亚单位从而发生 自磷酸化
。

被激活的胰岛素受体 俘

亚单位进一步磷酸化细胞内信号分子 ���
一

�
，

后者被

磷酸化后表现出一种特异性结合位点
，

能募集并激活

下游含有 ���区域的蛋 白质
，

使得信号以激酶链式反

应下传
。

���
一

�作为胰岛素受体信号转导起始的一个

重要信号分子
，

其蛋 白表达及酪氨酸磷酸化程度的降

低可引起胰岛素生物效应的减弱
，

最终引起胰岛素抵

抗
。

近年的研究也表明
，

肥胖伴胰岛素抵抗患者的骨骼

肌在接受胰岛素刺激后
，
���

一

�的酪氨酸磷酸化水平

较正常人低
，
���

一

�的含量也降低川
。

本实验采用小剂量 ���尾静脉注射加高糖高脂

饲料喂养的方法建立胰岛素抵抗模型
，

观察黄连解毒

汤对 �� 大鼠血糖和血清胰岛素的影响
，

从 �� 大鼠骨

骼肌组织 ���
一

�在胰岛素刺激前后的蛋白表达及酪氨

酸磷酸化水平的角度来探讨其作用机制
。

结果表明
，

与

正常组 比较
，

模型组大鼠的 ���
、

��
一

��
、

��
一

�� 均升

高
，

提示本实验所用动物模型基本符合 �� 的特征和要

求
。

与模型组比较
，

黄连解毒汤组 ���
、

��
一

�� 显著降

低
，

���� 水平也降低
，

提示黄连解毒汤能有效改善 ��

大鼠的糖耐量异常
，

提高胰岛素的敏感性
。

采用免疫沉

淀和 ������ 印迹方法对各组大鼠肌肉组织胰岛素刺

激前后的 ���
一

�蛋白表达和酪氨酸磷酸化水平的变化

进行检测
，

通过对 ���
一

�的蛋 白和酪氨酸磷酸化蛋白

进行电泳分析
，

扫描其条带的光密度
。

结果显示
，

黄连

解毒汤能有效改善肌肉组织中 ���
一

�的蛋白表达和酪

氨酸磷酸化水平
，

从而改善肌肉组织 中胰岛素受体后

信号传导
，

防治胰岛素抵抗
。

本实验初步阐明了黄连解

毒汤通过改善胰岛素信号转导而防治胰岛素抵抗的作

用机理
，

为临床应用清热解毒法防治胰岛素抵抗提供

了理论依据
。
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