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摘要：目的 观察黄芪散有效部位群（HQS）对Ⅱ型糖尿病大鼠肝脏糖原含量及糖异生酶的影响。方法: 采用小剂量链脲佐菌素腹腔注射联合高脂饲料喂养建立Ⅱ型糖尿病大鼠模型，造模同时给予HQS灌胃给药连续16周，观察空腹血糖、胰岛素水平、胰岛素抵抗指数、口服葡萄糖耐量、肝脏系数和肝脏组织结构、肝糖原含量以及磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（PEPCK）、葡萄糖-6-磷酸酶（G6Pase）基因表达等指标变化。结果 HQS明显降低Ⅱ型糖尿病大鼠空腹血糖（P < 0.001）、空腹胰岛素水平（P < 0.05）和胰岛素抵抗指数（P < 0.001）；降低糖耐量试验中0，60，120 min血糖及AUC 值（P < 0.01）；显著降低模型大鼠的体重、肝脏质量及脏器系数（P < 0.001），同时减少肝脏组织结构病变，减少脂肪变性；此外，过碘酸-希夫（PAS）染色及肝组织糖原测定结果均显示，HQS可显著增加肝脏糖原含量（P < 0.01）；qPCR结果显示HQS明显降低肝脏PEPCK基因表达水平（P < 0.01），对G6Pase基因表达未有显著影响，但仍表现出下调的趋势。结论：HQS通过增加肝脏糖原合成，下调糖异生酶的表达，抑制糖异生，从而改善Ⅱ型糖尿病大鼠肝脏胰岛素抵抗。 
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ABSTRACT：Objective To research the effect of Huangqi San effective fractions (HQS) on hepatic glycogen content and gluconeogenesis enzyme in type 2 diabetes mellitus (T2DM) rats. Methods A model of T2DM rats was established by intraperitoneal injection of low-dose streptozotocin and feeding with high-fat diet. At the same time, rats were intragastric administration with HQS for 16 weeks. Observed the changes of various indexes like fasting blood glucose, insulin levels, insulin resistance index, oral glucose tolerance, liver coefficient and liver tissue structure, liver glycogen content, phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) and the gene expression of glucose-6-phosphatase (G6Pase). Results HQS significantly reduced the indexes of fasting blood glucose (P <0.001), fasting insulin (P <0.05) and insulin resistance index (P <0.001) in T2DM rats, also decreased the blood glucose of  0, 60, 120 min in glucose tolerance test and the value of AUC (P＜0.01). Notably reduced body weight, liver mass and organ coefficient (P <0.001) in model rats, while reducing liver tissue structure lesions, reducing steatosis. In addition,   the results of periodic acid Schiff reaction (PAS) staining and glycogen determination of liver tissue showed that HQS could significantly increase the content of liver glycogen (P <0.01).While the results of qPCR showed that HQS significantly reduced the expression of PEPCK gene (P <0.01), but had no significant effect on G6Pase gene expression, but still showed a downward trend. Conclusion HQS shows the effect on improving the hepatic insulin resistance in T2DM rats by increasing liver glycogen synthesis, downregulating the expression of gluconeogenesis enzyme and inhibiting gluconeogenesis.
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胰岛素抵抗是糖尿病重要的发病机制之一，同时也是导致糖尿病并发症的“动力”根源。胰岛素抵抗是指外周组织对胰岛素的敏感性降低，作为胰岛素作用的靶器官，肝脏、肌肉、脂肪均可发生胰岛素抵抗，其主要表现为外周的葡萄糖摄取和利用能力降低，外周组织胰岛素抵抗促使胰岛细胞代偿性分泌胰岛素增多，当胰岛β细胞功能逐渐衰竭，分泌胰岛素失代偿时，胰岛素分泌减少导致糖耐量异常和糖尿病的发生[1]。肝脏是糖代谢的核心器官，它能通过糖异生作用调节血糖输出。其中肝脏糖异生紊乱导致的肝糖输出增多是肝脏胰岛素抵抗发生的重要诱因[2,3]。因此，有效抑制肝脏过度糖异生，减少内源性葡萄糖生成，是防治胰岛素抵抗的重要环节。 

黄芪散是治疗消渴病的古方，源自北宋《圣济总录》，全方由葛根、黄芪、桑白皮 3 味药按质量比2:1:1的比例组成，原文记载“治三消渴疾”，益气健脾，生津止渴，三消共治。本研究在前期制备工艺基础上结合药效配伍研究结果对黄芪散提取物进行进一步精制，制备符合质量要求的黄芪散有效部位群（HQS），并对其进行药效和机制研究。前期药理研究结果显示，黄芪散提取物均能显著改善多个糖尿病动物模型的胰岛素敏感性，改善糖代谢，并具有调节内外源性脂代谢紊乱作用[4-6]，其对糖代谢的改善作用是否与促进肝脏内糖原合成和抑制糖异生有关仍不明确。本研究采用低剂量STZ联合高脂饲料诱导的Ⅱ型糖尿病大鼠，对HQS改善糖代谢的药理作用进行验证，并对肝脏糖原水平和糖异生进行了初步研究，为黄芪散的临床应用和进一步机制研究提供重要的依据。

1 材料与方法

1.1 动物与饲料

7 周龄 SPF 级雄性健康 SD 大鼠 30 只，体质量 200 ( 20  g，购于广东省医学实验动物中心，饲养于广东药科大学实验动物中心 SPF 级动物实验室，许可证号：SYXK（粤）2012-0125，饲养环境符合医学实验动物环境设施要求。 SPF 级饲料、高脂纯化饲料由广东省医学实验动物中心提供，其质量分数配比为：蔗糖 20  %、猪油 15  %、胆固醇 1.2  %、胆酸钠 0.2  %、酪蛋白 10  %、磷酸氢钙 0.6  %、石粉 0.4  %、预混料 0.4  %、基础饲料 52.2  %。

1.2  主要仪器与试剂

1.2.1 仪器  1-15k 型冷冻离心机，美国 Sigma 公司；Rayto RT-2100C 型自动酶标仪，美国雷杜公司；LEICA RM2015 型切片机，德国徕卡；BX51 型光学显微，日本奥林巴斯株式会社；CFX96TM Real-Time PCR仪，美国伯乐公司。

1.2.2 试剂  链脲佐菌素（STZ），美国 Sigma 公司，批号：B0013K030100；糖原试剂盒，Sigma公司，批号：B2B220646V；葡萄糖（Glu）试剂盒，上海荣盛生物药业有限公司，批号：20160402147；胰岛素 ELISA 检测试剂盒，中国武汉华美生物科技有限公司，批号：B24010053；总 RNA Trizol提取试剂盒、逆转录试剂盒、扩增试剂盒，日本 TaKaRa 公司，批号：AKA4501，AK3902，AK8104；阿拉伯树胶粉，天津市大茂化学试剂厂，批号：20160512 ；磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（PEPCK）mRNA（NM 198780.3）、葡萄糖-6-磷酸酶（G6Pase）mRNA（NM 013098.2）引物由生工生物工程（上海）股份有限公司设计与合成。

1.3 药物制备

黄芪、葛根、桑白皮药材，均购自广州中医药大学大药房有限公司，经广州中医药大学新药中心高英教授鉴定:黄芪为豆科植物蒙古黄芪Astragalus membranaceus ( Fisch.) Bge. var. Mongholicus (Bge.) Hsiao的干燥根；葛根为豆科植物野葛 Pueraria lobata( Willd．) Ohwi的干燥根；桑白皮为桑科植物桑 Moru salba L．除去栓皮的干燥根皮。HQS 制备参考文献[7]方法委托河北省邯郸市晨光生物科技集团股份有限公司一次性制备，以桑根酮D、桑根酮C、葛根素、毛蕊异黄酮葡萄糖苷、黄芪甲苷、1-脱氧野尻霉素（DNJ）以及各有效部位（异戊烯基总黄酮、异黄酮、总皂苷、总生物碱）质量分数作为内在质量控制指标，临用前用取适量混悬于 0.5  %的阿拉伯树胶溶液中，备用。

表1 黄芪散有效部位群中各类成分及部位质量分数（%）
Table 1  The content of various components and effective fractions in extract of HQS（%）

	方剂
	桑根酮D
	桑根酮C
	异戊烯基黄酮（以桑根酮D计）
	葛根素
	毛蕊异黄酮葡萄糖苷
	异黄酮（以葛根素计）
	黄芪甲苷
	总皂苷（以黄芪甲苷计）
	DNJ
	总生物碱（以DNJ计）

	黄芪散
	2.56
	0.20
	24.51
	6.91
	0.04
	39.86
	0.03
	2.53
	0.21
	7.62


1.4 分组、模型制备及给药[8]  

SD 大鼠基础饲料适应性喂养 3 d 后，禁食不禁水 12~14  h，按照 37  mg·kg-1的剂量一次性腹腔注射 STZ 柠檬酸缓冲液（正常组大鼠，腹腔注射等体积的柠檬酸缓冲液)。3 周后待大鼠血糖稳定，眼底静脉丛取血测空腹血糖（FBG）和糖耐量，选择糖耐量异常（2  hBG ≥ 7.8  mmol·L-1）大鼠及正常大鼠随机分成 3组，每组 6 只，即正常对照组（CON）、模型组（MOD）、黄芪散提取物组（HQS   2.96  g·kg-1），剂量设置参考前期研究基础[7]。除正常组大鼠喂养基础饲料外，其余大鼠均喂养高脂饲料，连续灌胃给药 16 周，每日 1 次，其中正常组与模型组灌服 0.5 % 阿拉伯树胶溶液。

1.5 指标检测

（1）糖代谢指标: 给药 12 周，进行口服葡萄糖耐量实验（OGTT）: 大鼠禁食不禁水 16  h后，灌胃 2  mg·mL-1的葡萄糖溶液，分别于 0、20、60、120 min，眼底静脉丛取血以葡萄糖氧化酶法测定各时间点血糖浓度，并计算血糖-时间曲线下面积（AUC）[9] 。给药 14 周后，大鼠禁食不禁水 16  h，乙醚麻醉，眼底静脉丛取血测定 FBG 、空腹胰岛素（FINS），并计算胰岛素抵抗指数（HOMA-IR）。 

（2）体重及肝系数: 称取体质量后处死大鼠，迅速于冰上分离肝脏，用冰生理盐水漂洗，滤纸吸干并称重。以肝与体质量比值作为肝系数，比较各组大鼠的肝系数大小。

（3）肝糖原含量的测定：取新鲜肝脏迅速置于液氮中保存， 24  h内参考sigma试剂盒说明书进行标准曲线制定和样本测定。
（4）肝组织病理学检查: 取部分新鲜肝脏，置中性甲醛中固定，进行 HE 染色检查肝脏组织和细胞结构，并进行过碘酸-希夫染色（PAS）观察肝细胞糖原颗粒[10]。糖原为深紫红色，细胞核为蓝色。

（5）qPCR 检测 PEPCK 和 G6Pase mRNA表达  用 Trizol 提取肝脏组织总RNA，用微量紫外分光光度计测定其浓度及纯度，然后逆转录成 cDNA 。以 18 S为内参，PCR反应体系为: cDNA 2  μL，上下游引物（10  µM）各 0.6  μL、SYBR® Premix Ex TaqⅡ（Tli RNaseH Plus）10.0  μL、dH2O 6.8  μL，总体积 20  μL；反应步骤为（1）95  ℃预变性 5 s；（2） 95  ℃变性 5 s， 55  ℃退火 30 s， 72  ℃延伸 30 s，40 次循环；（3）溶解曲线分析：60-95  ℃ 15 s。结果用Ct值表示，采用 2-ΔΔCt 法对目的基因进行相对定量分析。

表2  qRT-PCR引物序列

Table 2  Primer sequence for real-time RT-PCR

	基因
	引物序列
	扩增长度

	18s rRNA
	上游 5'- GCTTGCTCGCGCTTCCTTACCT -3'
	96 bp

	
	下游 5'- TCACTGTACCGGCCGTGCGTA -3'
	

	PEPCK
	上游 5'- AGCCTTTGGTCAACAACTGG -3'
	119 bp

	
	下游 5'- CTTCCCAAGCAGTGAGTTCC -3'
	

	G6Pase
	上游 5'- AGTCGACTCGCTACCTCCAA -3'
	115 bp

	
	下游 5'- TGGAACCAGATGGGAAAGAG -3'
	


1.6 统计学分析  所有数据均以平均值±标准差表示，采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，若方差齐，两组间比较用 LSD 法；若方差不齐，两组间比较用 Dunnett’s 法，以 P < 0.05 为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 HQS对Ⅱ型糖尿病大鼠 FBG 、FINS 和 HOMA-IR 的影响  

    如图1所示，与正常组比较，模型组大鼠FBG、FINS、HOMA-IR水平均显著升高（P < 0.001），提示该模型存在高血糖、高胰岛素血症及胰岛素抵抗；与模型组比较，HQS可明显降低 FBG（P < 0.001 ）、FINS（P < 0.05），同时显著降低 HOMA-IR （P < 0.001），以上结果提示 HQS 可以有效降低空腹血糖，降低血浆胰岛素水平，改善胰岛素抵抗。

 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



注：与模型组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001
图1  各组大鼠血浆 FBG、FINS 和 HOMA-IR 的比较

Figure 1  Comparison of plasma FBG，FINS and HOMA-IR in each group rats

2.2 HQS对Ⅱ型糖尿病大鼠 OGTT 的影响  

如图2所示，口服葡萄糖后，各组大鼠各时间点血糖值明显升高，除模型组大鼠外，其余各组大鼠在30 min均达到血糖峰值，而模型组大鼠血糖峰值延后至60 min。与正常组比较，模型组大鼠各时间点血糖值均显著提高（P < 0.01），且 AUC 也具有显著性差异（P < 0.001），表明该模型糖耐量异常；与模型组相比，HQS 可明显降低第0，60，120 min血糖及 AUC 值（P < 0.01），以上结果提示 HQS在降低空腹血糖同时改善Ⅱ型糖尿病大鼠糖耐量。
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 
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注：与模型组比较，**P < 0.01，***P < 0.001
图2  各组大鼠葡萄糖耐量和曲线下面积的比较

Figure 2  Comparison of OGTT and AUC in each group rats

2.3 HQS 对Ⅱ型糖尿病大鼠肝脏糖原含量的影响  

如图 3 PAS染色结果所示，正常组肝脏细胞结构致密完整，排列较整齐，无裂隙，细胞间、细胞内 PAS 染色明显饱满、均匀；模型组细胞形态变形，排列紊乱，见大量空泡（脂滴），细胞间、细胞内 PAS 染色相对单薄，呈不均匀样；HQS 组与模型组相比细胞形态排列尚好，间质裂隙相对模型组较小，仍可见部分空泡，细胞间、细胞内 PAS 染色较单薄，不均匀。进一步对肝脏组织进行糖原含量测定，结果如图 4 所示，与正常组比较，模型组大鼠肝脏糖原含量明显下降（P < 0.01），而与模型组比较，HQS 组肝脏糖原含量升高（P < 0.01），以上病理及生化结果提示，HQS 可显著增加Ⅱ型糖尿病大鼠肝脏糖原含量。
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A. CON                  B. MOD                C.HQS 

图3  PAS染色观察肝脏组织糖原颗粒（40 ×）

Figure 3  Glycogen granule in hepatic tissues observed by PAS staining（40 ×）
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注：与模型组比较，**P < 0.01
图 4  各组大鼠肝糖原含量的比较

Figure 4  Comparison of the liver glycogen content in each group rats 

2.4 HQS 对Ⅱ型糖尿病大鼠体重、肝脏质量、肝脏系数的影响

如图 5 所示，给药 16 周后，模型大鼠体重、肝脏质量以及肝脏系数与正常组相比，均有显著升高（P < 0.05），而 HQS 可以显著降低模型大鼠的体重，肝脏质量及脏器系数（P < 0.001），提示 HQS 具有减轻Ⅱ型糖尿病大鼠体重和肝脏质量的作用。
 SHAPE  \* MERGEFORMAT 



注：与模型组比较，**P < 0.01，***P < 0.001
图5  各组大鼠体重、肝脏质量和肝脏系数的比较

Figure 5  Comparison of the body weight, liver weight and liver coefficient in each group rats

2.5 HQS对Ⅱ型糖尿病大鼠肝脏组织结构的影响  

HE 染色结果如图 6 所示，正常组大鼠肝小叶中央静脉周围肝板结构排列规则，肝索间可见肝窦，肝细胞未见肿胀及脂肪变性等改变，肝小叶结构完整，未见破坏及硬化等改变。模型组大鼠肝小叶中肝细胞发生明显的小泡样脂肪变性，部分肝细胞中脂滴融合成大的脂肪空泡，小叶中可见点状坏死，周围有炎性细胞浸润，小叶结构完整，未见假小叶形成。HQS 组大鼠肝小叶肝细胞有轻微的脂肪变性，细胞中可见少量脂肪小泡，病变不严重，小叶结构较完整，未见假小叶形成。
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A. CON                 B. MOD                C. HQS 

图6  HE染色观察肝脏组织结构病变（ 20 ×）

Figure 6　Pathological changes of hepatic tissues by HE staining( 20 ×)

2.4 HQS 对Ⅱ型糖尿病大鼠肝脏糖异生酶 PEPCK 和 G6Pase mRNA 表达的影响
如图 7 所示，与正常组相比，模型组大鼠肝脏中 PEPCK 和 G6Pase mRNA 表达水平明显升高（P < 0.05）。与模型组相比，HQS 组大鼠肝脏 PEPCK mRNA表达明显下降（P < 0.05）， G6Pase mRNA 表达未有显著性差异，但仍表现出明显下降的趋势。
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注：与模型组比较，*P < 0.05
图7  各组大鼠肝脏组织 PEPCK 、G6Pase mRNA相对表达量的比较

Fig7  Comparison of the relative expression of hepatic tissues PEPCK and G6Pase mRNA in each group rats

4 讨论

糖尿病发病机制复杂，临床治疗强调联合用药，然而防治糖尿病的多靶点化药开发具有较大的难度，并伴有较多副反应。在此背景下，中药复方在防治糖尿病及其并发症方面积累了丰富的理论和实践经验，往往能够达到标本兼治的目的。但目前临床应用多为传统中药复方，中药配伍停留在饮片层次，存在物质基础不明及制剂质量可控性、稳定性较差等问题。在面临中药现代化和国际化的情形下，符合传统中医药理论、临床疗效确切的中药复方有效物质群体——“有效部位群”概念的提出，不仅体现了中药复方“多成分、多靶点、多效应”的现代理论、提高中药及复方作用强度，而且增加了制剂技术含量和质控水平。特别是根据中医药配伍理论结合现代药效学筛选组成的中药有效部位或有效部位群或组分配伍复方制剂，能够更好地发挥中医药的特点与优势，将是今后中药创新药物研发的主要方向[11]。

黄芪散为宋·《圣济总录》治“三消渴疾”方，由黄芪、葛根、桑白皮以1:2:1组方。三药相伍，共奏益气健脾，滋阴清热，生津止渴，三消并治，标本兼顾之效。方中各药前期均有较多有关制剂、化学成分、有效部位或成分、药理作用及临床应用等方面的文献，其药效物质已基本明确，葛根素[12]、黄芪黄酮[13]、桑白皮黄酮[14] 等黄酮类成分均能显著改善胰岛素抵抗，且具有协同作用[15]，另外课题组前期的研究表明，黄芪散在降脂、改善胰岛素抵抗方面作用优于黄芪葛根药对（除去桑白皮）[5,16]，且桑白皮总生物碱、总黄酮、异戊烯基黄酮部位均具有较好的降糖、降脂作用[17,18]。以上结果提示，桑白皮在黄芪散整体调节糖、脂代谢及胰岛素抵抗方面具有不可忽视的作用。因此，课题组在前期制备工艺基础上结合药效配伍研究结果对黄芪散提取物进行进一步精制，富集以异戊烯基黄酮、异黄酮、总皂苷、总生物碱等多部位为组成的有效部位群，并使其符合有效部位群的质量要求（各部位质量分数总和大于总提取物质量的50%），同时，在质控方面，采用多指标成分联合控制以保证黄芪散有效部位群的质量稳定性。

药效学筛选结果显示，HQS 对STZ联合高脂饲料所诱导的Ⅱ型糖尿病大鼠具有明显的改善糖、脂代谢的作用。多元回归分析结果表明，黄酮类成分、皂苷类成分、生物碱类成分对血糖、血脂的影响为正相关，其中各部位成分对GLU、TG作用贡献的大小顺序为：异黄酮＞总皂苷＞异戊烯基黄酮＞总生物碱，对TC的影响作用顺序为：异戊烯基黄酮＞异黄酮＞总皂苷＞总生物碱，其中桑白皮的加入增加了复方的疗效，上述研究进一步验证了黄芪散复方的药效物质基础，初步阐明了方中各药的配伍规律[7]。结合前期黄芪散不同粗提取物的药效和机制研究结果[19-20,5]，推测 HQS 可能通过多靶点发挥改善胰岛素抵抗作用，其具体机制有待于深入研究。

胰岛素抵抗在Ⅱ型糖尿病的发生和发展过程中起着核心的作用。肝脏是机体调节糖脂代谢的主要器官，也是首先发生胰岛素抵抗的外周靶器官，当机体处于空腹或饥饿状态下，通过增加肝脏糖异生和糖原分解来维持血糖水平的稳定[21]。而肝脏发生胰岛素抵抗，则表现为胰岛素抑制肝糖输出的能力减弱，其最明显的病理生理特点就是糖异生和糖原分解功能发生紊乱导致肝糖输出增多[2,3]。 G-6-Pase 和 PEPCK 是肝脏糖异生信号传导通路中的关键酶，是糖异生途径的限速酶，其表达可受到胰岛素信号途径的抑制。

肝脏中，胰岛素与其受体结合可通过胰岛素受体底物（IRS）调控磷脂酰肌醇激酶（PI3K）活性，使蛋白激酶B （PKB/Akt） 磷酸化，进而使糖原合成酶激酶-3（GSK-3）发生磷酸化，促进糖原合成[22]。糖尿病大鼠普遍存在胰岛素抵抗，最终影响糖原合成的信号通路。本研究中，STZ联合高脂饮食喂养14 周的大鼠表现出高胰岛素血症，且空腹血糖升高，肝糖原水平下降，胰岛素抵抗指数升高，其原因可能是由于肝脏对胰岛素的敏感性下降，过多的胰岛素分泌以维持正常的血糖水平[23-25]，而此时，胰岛素减少肝脏糖异生和促进糖原合成的能力减弱，使得肝糖输出增多，空腹血糖升高。口服葡萄糖刺激后，模型组大鼠表现为显著负荷后高血糖，且血糖峰值延迟，这反映了模型组大鼠在急性糖负荷之后的糖调节能力明显受损。同时，qPCR结果显示，模型组大鼠肝脏 G6Pase、PEPCK mRNA的表达显著上调，使肝脏糖异生增加。以上结果说明，该模型大鼠表现出明显的肝脏胰岛素抵抗症状。HQS能明显降低模型大鼠的空腹血糖、血胰岛素水平和胰岛素抵抗指数，提高糖耐量水平，表明其对模型大鼠整体外周胰岛素抵抗具有明显治疗作用。同时，在不影响动物进食量的情况下，大鼠体重、肝脏质量和肝脏指数得到有效控制，肝脏组织脂肪变性明显减轻，说明HQS 具有一定的降脂、减肥作用。另外，HQS在显著增加模型大鼠肝脏糖原水平的同时，明显降低肝脏中PEPCK基因的表达量，对G6Pase基因的表达也有一定的抑制作用，表明HQS可以促进肝脏糖原的合成，减少糖异生，在一定程度上改善了肝脏胰岛素抵抗，从而解释了黄芪散对禁食血糖控制的内在机制。

总之，上述研究结果证实了结合药效筛选所进一步精制的HQS对Ⅱ型糖尿病大鼠具有较好的治疗作用，其机制与促进肝糖原合成、抑制肝糖异生，改善肝脏胰岛素抵抗有关，该作用是否与影响肝脏胰岛素信号传导通路又或者与肝脏脂代谢有关仍需进一步的研究。
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