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黄连对2型糖尿病大鼠胰腺脂毒性及内质网应激相关蛋白表达的影响
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摘要：【目的】观察中药黄连对高糖高脂饮食诱导的2型糖尿病大鼠胰腺脂毒性的调控作用及探讨相关内质网应激的作用机

制。【方法】从100只Wistar大鼠中随机选取20只作为正常组给予普通饲料喂养，其余80只大鼠采用高脂高糖饲料喂养联合

链脲佐菌素（STZ）注射方法建立 2型糖尿病模型。将成模后的 60只大鼠随机分为模型组、黄连组、二甲双胍组，每组各

20只。黄连组、二甲双胍组大鼠分别对应灌胃给药5周，同期正常组和模型组给予相同体积的蒸馏水。5周后取血，分别测

定大鼠空腹血糖（FBG）、甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）及低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、

游离脂肪酸（NEFA）水平，采用免疫组织化学法检测胰腺组织中葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）、C/EBP 同源蛋白（CHOP）、

活化转录因子 4（ATF4）的表达。【结果】 与正常组比较，模型组的 FBG、TG、TC、LDL-C、NEFA 水平明显升高（P＜

0.05），HDL-C水平明显下降（P＜0.05），GRP78、CHOP、ATF4蛋白表达水平均明显升高；与模型组比较，黄连组和二甲双

胍组FBG、TG、TC、LDL-C、NEFA水平明显下降（P＜0.05），HDL-C水平明显升高（P＜0.05），GRP78、CHOP、ATF4蛋白

表达水平均显著降低。【结论】中药黄连能够降低2型糖尿病大鼠的血糖和血脂，有效改善大鼠糖脂代谢紊乱，减轻胰腺脂毒

性程度，降低内质网应激GRP78、CHOP、ATF4蛋白的表达。
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Effects of Rhizoma Coptidis on Lipotoxicity and Expression of
Endoplasmic Reticulum Stress-Related Proteins in Pancreas

from Rats with Type 2 Diabetes Mellitus
ZHAN Mei-Qi1， ZHOU Shan-Shan2， WANG Xiao-Gang3
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2. Hubei University of Chinese Medicine，Wuhan 430065 Hubei，China；3. The First Affiliated Hospital，

Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China）
Abstract： Objective To observe the effects of Chinese herbal medicine Rhizoma Coptidis on regulating and
controlling pancreatic lipotoxicity in rats with type 2 diabetes mellitus induced by high-sugar and high-fat diet and
to explore the endoplasmic reticulum stress-related mechanism. Methods Twenty rats were randomly selected from
100 Wistar rats as normal group，the other 80 rats were induced into type 2 diabetes mellitus model by feeding with
high- fat， high- sugar diet and injection of streptozotocin（STZ）. And then 60 successful modeling rats were
randomly divided into model group，Rhizoma Coptidis group，Metformin group，20 rats in each group. Rhizoma
Coptidis group and Metfeormin group were given intragastric administration of corresponding medicine for 5
weeks， and the normal group and model group were given intragastric administration of the same volume of
distilled water during the same period. After 5 weeks of treatment， the levels of fasting blood glucose（FBG），

triglyceride（TG）， total cholesterol（TC）， high density lipoprotein- cholesterol（HDL- C）， low density
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lipoprotein- cholesterol（LDL-C）， nonesterified fatty acid（NFFA）in serum were determined. The expression
levels of glucose-regulated protein 78（GRP78），C/EBP homologous protein（CHOP）and activating transcription
factor 4（ATF4）in the pancreas were determined by immunohistochemical method. Results Compared with the
normal group，the levels of FBG，TG，TC，LDL-C and NEFA were increased in the model group，HDL-C level
was decreased，expression levels of GRP78，CHOP and ATF4 were increased；Compared with the model group，
the levels of FBG， TG， TC， LDL- C，NEFA were decreased in the Rhizoma Coptidis group and Metformin
group，HDL-C level was increased，expression levels of GRP78，CHOP and ATF4 were decreased（P＜0.05）.
Conclusion Chinese herbal medicine Rhizoma Coptidis is effective for lowering blood glucose and lipids in type 2
diabetes mellitus rats， improving glucose and lipid metabolism disorder， reducing pancreatic lipotoxicity，and
decreasing the expression of endoplasmic reticulum stress-related protein GRP78，CHOP and ATF4.
Keywords：Rhizoma Coptidis；type 2 diabetes mellitus；lipotoxicity；endoplasmic reticulum stress；rats

肥胖已成为 2型糖尿病发病的危险因素之一。

肥胖导致脂肪组织中脂肪含量增加、游离脂肪酸

（NEFA）清除率降低，从而促使机体循环中的

NEFA浓度升高[1]，长期高水平的NEFA在非脂肪组

织（如胰腺、骨骼肌、肝脏）中对葡萄糖稳态的毒

害作用被称为脂毒性 [2]。已有越来越多的研究表

明，脂毒性参与2型糖尿病的发病机制，并与大血

管相关的糖尿病并发症（如冠心病、中风等）密切

相关 [3]。中药黄连运用于治疗糖尿病（消渴）已有

1 400多年历史[4]，既往临床研究亦证明了黄连具有

改善糖脂代谢紊乱的作用 [5- 6]。现代药理研究报

道，在中药黄连中已发现 100多种有效成分[7]，其

中，小檗碱[8-9]、黄连碱[10]、黄连多糖[11]等能通过多

种信号通路改善2型糖尿病糖脂代谢紊乱，减轻糖

毒性作用，但黄连对于脂毒性的作用机制尚不明

确。为此，本研究通过建立高脂高糖饲料喂养联

合腹腔注射链脲佐菌素（STZ）建立 2型糖尿病大鼠

模型，研究黄连对2型糖尿病大鼠胰腺脂毒性的调

控作用，并探讨其相关内质网应激机制，现将研

究结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 实验动物 SPF级健康雄性Wistar大鼠100只，

体质量（140 ± 20）g，购于湖北省实验动物研究中

心，许可证号：SCXK（鄂）2015-0018。饲养在湖

北中医药大学 SPF级动物实验室内，室温为（25 ±
3）℃，相对湿度为（55 ± 5）℃，12 h光照周期，自

由进食饮水。本实验获得湖北中医药大学动物伦

理委员会批准。

1. 2 药物 取黄连药材2 kg（购于广州中医药大学

第一附属医院药剂科，经万晓刚教授鉴定为正

品，产地四川，批号：160201），加 8倍蒸馏水浸

泡时间达 1 h，煎煮 3次，混匀后用旋蒸仪将煎煮

物浓缩成膏状，再将其冷冻为干燥粉末。1 g黄连

可提取0.23 g黄连药粉，密封冷藏保存。盐酸二甲

双胍片，购于中美上海施贵宝制药有限公司，批

号：H20023370。
1. 3 试剂 STZ（美国 Sigma公司）；NEFA、甘油

三酯（TG）、总胆固醇（TC）、总低密度脂蛋白胆固

醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）等检

测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；多聚甲醛、

苏木素染色液（武汉阿斯本生物技术有限公司）；

活化转录因子 4（ATF4）抗体、葡萄糖调节蛋白

78（GRP78）抗体（上海艾博抗贸易有限公司）；

C/EBP同源蛋白（CHOP）抗体（美国CST公司）。

1. 4 仪器 JPS-5血糖仪和试纸（北京怡成生物电

子技术股份有限公司）；DR-200Bs酶标仪（无锡华

卫德朗仪器有限公司）；TGL16c台式离心机（上海

安亭科学仪器厂）；TGL-16冷冻离心机（湖南湘仪

实验室仪器）；计数仪（中国科技大学中佳科技实

业有限公司）；JT-12K 脱水机、JB-P5 包埋机、

JB-L5冷冻台、JK-5摊片机（武汉俊杰电子有限公

司）；RM2016切片机（上海徕卡仪器有限公司）；

DHG-9123A 烘干箱（上海一恒科学仪器有限公

司）；CX-21光学显微镜（深圳奥林巴斯工业有限

公司）。

1. 5 造模、分组及给药 将 100只Wistar大鼠随

机抽取 20只设为正常组，其余 80只设为造模组。
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正常组给予普通饲料喂养 10周。造模组给予高脂

高糖饲料（其成分按质量分数配比：10%猪油、

20%蔗糖、2%胆固醇、1%胆酸盐、67%普通饲料）

喂养10周后，禁食不禁水12 h，一次性给予大鼠腹

腔注射STZ 30 mg/kg[12]。造模5 d后尾静脉采血检测

空腹血糖（FBG），重复测定3次FBG ≥ 11.1 mmol/L
的大鼠即判断为糖尿病大鼠。成功造模大鼠共

60 只。按血糖值随机分为 3组，分别为模型组、

黄连组和二甲双胍组。分组后次日起所有大鼠称

质量后给药。黄连组：根据《中药药理研究方法

学》[13]及相应临床研究用量总结[14]评估，60 kg成人

的黄连给药用量为10 g/d，大鼠的用药剂量等于标

准体质量与人使用剂量相乘，经过前期预实验研

究探索，取预实验的中剂量，即成人与大鼠的折

算系数为10，按60 kg成人的每日用药剂量计算得

大鼠黄连粉灌胃剂量为 0.4 g·kg-1·d-1；二甲双胍

组：剂量参照具有较好的降糖降脂作用的相应研

究 [15]，给予盐酸二甲双胍 0.2 g·kg-1·d-1灌胃给药；

模型组和正常组：给予等体积蒸馏水灌胃。每日

1次，灌胃 5周。干预期间均采用普通饲料喂养，

自由进食饮水。

1. 6 标本采集 首次给药前空腹 12 h，尾静脉采

血测 FBG。灌胃期间每周尾尖采血测一次 FBG并

称质量。5周后，空腹 12 h，20 g/L戊巴比妥钠腹

腔麻醉，腹主动脉采血制备血清标本，静置 2 h，
以 3 000 r/min离心 15 min，所得血清用于测定血

脂，剩余血清-80 ℃冰箱冻存待测。将大鼠仰卧固

定，沿腹中线剪开，取出各组大鼠胰腺。

1. 7 血清生化指标检测 将离心所得血清采用全

自动生化分析仪测定 TC、TG、HDL-C、LDL-C、
NEFA的浓度，操作方法同说明书。

1. 8 免疫组织化学法检测大鼠胰腺CHOP、ATF4、
GRP78蛋白的表达 将胰腺组织切片进行脱蜡，

置于四乙铵二乙酸钠（EDTA）缓冲液中修复，后在

室温下放置于体积分数 3%过氧化氢溶液避光孵

育。用体积分数5%牛血清白蛋白（BSA）封闭20 min。
用一抗（CHOP 1∶50，ATF4 1∶50，GRP78 1∶300稀
释）50 μL覆盖组织4 ℃过夜。隔天给予相应的二抗

50 ~ 100 μL 37 ℃覆盖50 min。予50 ~ 100 μL新鲜

配制的3，3’-二氨基联苯胺（DAB）溶液显色，苏木

素复染，体积分数1%盐酸酒精分化1 s，自来水冲

洗，氨水返蓝，流水冲洗。乙醇脱水干燥，二甲

苯透明，中性树胶封固，进行采图。使用软件

Image-Pro Plus对光密度值进行分析。

1. 9 统计方法 采用SPSS 20.0统计软件进行数据

分析，计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表示。先对

计量资料进行正态分布检验，如符合正态分布，

多样本组间差异的分析方法选用单因素方差分

析，进一步两两比较，数据方差齐者使用 LSD
法，方差不齐者釆用Dunnett’s T3法；若不符合正

态分布，则采用非参数秩和检验Kruskal-Wallis检
验。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠灌胃前后体质量和 FBG值的比较

表1结果显示：治疗前，3组糖尿病大鼠体质量均

低于正常组（P＜0.05），FBG值均高于正常组（P＜

0.05）。治疗后，3组糖尿病大鼠体质量仍有不同程

度的下降。与正常组比较，模型组大鼠体质量明

显下降，FBG值明显升高，差异均有统计学意义

（P＜0.05）；与模型组比较，黄连组体质量上升，

二甲双胍组体质量下降，差异均有统计学意义

（P＜0.05），黄连组、二甲双胍组 FBG值均下降

（P＜0.05）。
2. 2 各组大鼠治疗后血清 TG、TC、HDL-C、
LDL-C、NEFA水平的比较 表 2结果显示，与正

表1 各组大鼠治疗前后体质量、空腹血糖（FBG）值比较

Table 1 Comparison of body mass and FBS value in various groups before and after treatment （x ± s）

组别

正常组

模型组

黄连组

二甲双胍组

鼠数（只）

20
20
20
20

体质量（g）
治疗前

541.42 ± 34.78
357.19 ± 32.73①

326.12 ± 40.64①

292.92 ± 25.92①

治疗后

571.05 ± 40.75
261.84 ± 42.09①

282.20 ± 59.57①②

243.87 ± 39.30①②

FBG（mmol·L-1）

治疗前

6.49 ± 0.56
19.04 ± 5.36①

16.84 ± 5.61①

23.52 ± 4.20①

治疗后

6.91 ± 0.29
24.53 ± 3.80①

17.52 ± 6.47①②

18.07 ± 4.10①②

①P < 0.05，与正常组比较；②P < 0.05，与模型组比较
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常组比较，模型组大鼠血清 TG、TC、LDL-C、
NEFA水平明显上升（P＜0.05），HDL-C水平明显

下降（P＜0.05），表明模型组大鼠表现为高血脂；

与模型组比较，黄连组血清 TG、TC、LDL-C、
NEFA水平下降（P＜0.05），HDL-C水平升高（P＜

0.05），二甲双胍组血清 LDL-C、NEFA水平下降

（P＜0.05），HDL-C水平升高（P＜0.05），且2个治

疗组之间比较，差异均无统计学意义（P > 0.05）。
2. 3 各组大鼠胰腺组织中GRP78、CHOP、ATF4
蛋白表达水平的比较 图 1 ~ 4结果显示，与正常

组比较，模型组大鼠胰腺组织中GRP78、CHOP、
ATF4蛋白表达水平均显著升高（P < 0.01）；经黄连

和二甲双胍干预后，大鼠胰腺组织中的 GRP78、
CHOP、ATF4蛋白表达水平均明显下降（P < 0.01），
且 2 个治疗组之间比较，差异均无统计学意义

（P > 0.05）。

表2 各组大鼠治疗后血清TG、TC、HDL-C、LDL-C、NEFA水平的比较

Table 2 Comparison of serum TG，TC，HDL-C，LDL-C and NEFA in various groups after treatment（x ± s，mmol·L-1）

组别

正常组

模型组

黄连组

二甲双胍组

鼠数（只）

20
20
20
20

TG
0.65 ± 0.09
1.14 ± 0.10①

0.86 ± 0.10①②

0.66 ± 0.10②

TC
1.62 ± 0.19
2.23 ± 0.20①

1.60 ± 0.21②

1.99 ± 0.25①

HDL-C
1.27 ± 0.14
0.63 ± 0.10①

0.91 ± 0.12①②

1.03 ± 0.27①②

LDL-C
0.40 ± 0.07
1.40 ± 0.16①

1.00 ± 0.17①②

0.66 ± 0.17①②

NEFA
0.54 ± 0.09
1.02 ± 0.09①

0.74 ± 0.09①②

0.66 ± 0.09①②

①P < 0.05，与正常组比较；②P < 0.05，与模型组比较

图1 各组大鼠胰腺GRP78的表达分布

（免疫组织化学法，×200）
Figure 1 Comparison of distribution of GRP78

expression in pancreas of rats from various groups
（by immunohistochemical method，×200）

a. 正常组 b. 模型组

c. 黄连组 d. 二甲双胍组

a. 正常组 b. 模型组

c. 黄连组 d. 二甲双胍组

图2 各组大鼠胰腺CHOP的表达分布

（免疫组织化学法，×200）
Figure 2 Comparison of distribution of CHOP

expression in pancreas of rats from various groups
（by immunohistochemical method，×200）

a. 正常组 b. 模型组

c. 黄连组 d. 二甲双胍组

图3 各组大鼠胰腺ATF4的表达分布

（免疫组织化学法，×200）
Figure 3 Comparison of distribution of NEFA

expression in pancreas of rats from various groups
（by immunohistochemical method，×200）
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3 讨论

在现今许多2型糖尿病患者中，多数都处于超

重或肥胖状态，经常可见高血脂与高血糖并存[16]。

这些患者体内长期存在脂质稳态失衡（以 TG、

LDL-C升高和HDL-C降低为特征）[17]，会加快动脉

粥样硬化的形成，显著增加糖尿病相关的心、脑

血管风险。本研究采用的高糖高脂饮食合STZ注射

诱导的2型糖尿病大鼠模型[18]，模拟了糖脂代谢紊

乱的环境，能有效地构建与人发病时相同的模

型，利于观察与干预。祖国医学将2型糖尿病纳入

“消渴”范畴，中药黄连在消渴中的运用历史悠

久，历代医家皆认为黄连是治疗消渴之良药，单

用有效。《名医别录》记载黄连“止消渴”，《肘后

备急方》用一味黄连蜜丸治消渴尿多，《千金要

方》《普济方》《外台秘要》等均有关于黄连治疗

消渴的记载。现代医家中，仝小林[19]、闫镛[20]等均

有使用黄连治疗糖尿病的经验。根据最新药理研

究，中药黄连能有效改善肝脏脂毒性[21]，但对胰腺

脂毒性的研究尚未明确。因此，本研究使用中药

黄连进行干预，探讨黄连对2型糖尿病大鼠胰腺脂

毒性的作用。

众所周知，β细胞功能障碍是2型糖尿病发病

机制之一，而糖脂毒性能加重β细胞功能障碍。加

拿大1项为期6年的随访研究中[22]显示，血清NEFA
水平与胰岛 β 细胞功能之间存在负相关性，且

NEFA的血清浓度是预测β细胞功能降低的有力指

标。同时，许多体外研究也证明，高脂状态不仅

减少机体循环中NEFA的清除率，同时还释放更多

的NEFA进入循环中[23]，而高糖状态也会刺激β细

胞内脂解，促使NEFA直接在胰腺中生成并蓄积，

对胰岛β细胞产生脂毒性作用，加重胰岛β细胞功

能障碍[24]。本研究通过构建以高糖高脂饮食诱导的

2 型糖尿病大鼠模型，结果发现模型组的血清

FBG、TG、TC、LDL-C和NEFA水平显著高于正

常组，HDL-C水平低于正常组，而二甲双胍组血

清中 FBG、TG、TC、LDL-C和NEFA水平较模型

组明显下降，HDL-C水平较模型组升高，以上结

果表明经高糖高脂饮食诱导的2型糖尿病大鼠存在

血糖和血脂代谢紊乱，且模型组NEFA水平较正常

组上升，也证实了NEFA引起的脂毒性对2型糖尿

病发病机制的影响。而应用中药黄连灌胃后，糖

尿病大鼠血清FBG、TG、TC、LDL-C和NEFA水平

显著下降，HDL-C水平显著升高，这提示黄连能

够有效地改善2型糖尿病大鼠血糖及血脂水平，并

降低循环中NEFA水平，减轻脂毒性的作用。

目前，脂毒性作用影响2型糖尿病加剧发生发

展的机制较为复杂，主要与炎症反应[25]、线粒体功

能障碍[26]、内质网应激[25]和氧化应激[27]相关。越来

越多的证据表明，内质网应激在2型糖尿病的发病

机制中占据重要位置，并与糖脂毒性有关[28]。内质

网在脂质生物合成以及分泌蛋白的合成和折叠中

起着核心作用。正常生理状态下的胰岛β细胞通过

信号转导促使内质网折叠合成胰岛素原，但在糖

脂毒性的激发下，内质网腔中容易积累未折叠或

者错误折叠的蛋白质，这种未折叠的蛋白反应

（UPR）即是内质网应激中的一种表现。UPR有3条
经典信号转导通路，研究较多的是蛋白激酶RNA
样内质网激酶（PERK）通路。GRP78是内质网中的

分子伴侣，是内质网应激激活的标志物[29]。当内质

网出现应激反应时，PERK蛋白磷酸化，介导转录

因子ATF4翻译增加，当ATF4进入细胞核内，激

活下游相关因子，促使CHOP蛋白的表达[30]，进而

导致细胞走向凋亡进程。本研究结果显示，模型

组大鼠胰腺中GRP78、CHOP、ATF4蛋白的表达

水平较正常组显著上升，这提示2型糖尿病大鼠内

质网应激状态已被激活；而经黄连灌胃后的大鼠

①P < 0.01，与正常组比较；②P < 0.01，与模型组比较

图4 各组大鼠胰腺GRP78、CHOP、ATF4蛋白表达水平比较

Figure 4 Comparison of expression levels of GRP78，CHOP，ATF4 proteins in pancreas of rats from various groups
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胰腺GRP78、CHOP、ATF4蛋白的表达水平较模

型组均明显下降，表明黄连组可改善内质网应激

状态。因此，推测中药黄连对胰腺脂毒性的调控

作用可能通过改善内质网应激机制减少NEFA在胰

腺细胞中的堆积来实现。

综上所述，应用中药黄连进行干预后可有效

改善高糖高脂饮食诱导的2型糖尿病大鼠糖脂代谢

紊乱，减轻胰腺脂毒性程度，且其作用机制可能

与减轻内质网应激，进一步减少胰岛细胞走向凋

亡有关。本研究的意义在于初步探讨了中药黄连

对高糖高脂饮食诱导的2型糖尿病大鼠胰腺脂毒性

的调控作用及内质网应激相关蛋白表达的影响，

这为黄连的临床应用提供良好的实验证据。但本

研究仍存在一定的不足，今后有待深入分析内质

网应激凋亡途径中的ASK1/JNK及Caspase-12的激

活途径、就中药黄连中具体哪一有效部分对血脂

有切实改善作用进行有效验证、就中药黄连的有

效成分如何进入细胞影响内质网应激通路进行研

究，等等。
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肾气丸对膝骨性关节炎模型大鼠炎症因子和软骨基质的影响

李梓灏 1， 黄刚 2， 严伟健 1， 胡赢 1， 谢家豪 1

（1. 广州中医药大学第二临床医学院，广东广州 510006；2. 南方医科大学中西医结合医院，广东广州 510000）

摘要：【目的】探讨肾气丸对膝骨性关节炎的治疗作用和机制。【方法】采用膝关节腔内注射木瓜蛋白酶方法建立膝骨性关节

炎大鼠模型，将造模成功的27只大鼠随机分为模型组、中药组和西药组，每组各9只，另取正常大鼠10只为正常组。中药

组给予肾气丸水煎剂11.55 g·kg-1·d-1灌胃，西药组给予氨基葡萄糖生理盐水溶液157.5 g·kg-1·d-1灌胃，正常组和模型组给予

等体积的生理盐水灌胃，灌胃8周。8周后测量大鼠的膝关节宽度、膝关节被动活动度、滑膜厚度、压痛阈值、热痛阈值，

酶联免疫吸附分析（ELISA）检测关节液中的肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介素1β（IL-1β）、白细胞介素9（IL-9）、基质金

属蛋白酶3（MMP-3）、基质金属蛋白酶9（MMP-9）、Ⅱ型胶原、雌二醇（E2）含量。【结果】与正常组比较，模型组大鼠的膝关

节宽度和滑膜厚度增加，膝关节被动活动度、压痛阈值、热痛阈值减小，关节液中的TNF-α、IL-1β、IL-9、MMP-3、MMP-9
含量升高，Ⅱ型胶原、E2含量降低（均P < 0.05）；与模型组比较，中药组、西药组大鼠的膝关节宽度和滑膜厚度减小（P <
0.05），膝关节被动活动度、压痛阈值、热痛阈值增加，关节液中的TNF-α、IL-1β、IL-9、MMP-3、MMP-9含量降低，Ⅱ
型胶原、E2含量升高（均P < 0.05），且2个治疗组比较，差异无统计学意义（P > 0.05）。【结论】肾气丸可以抑制膝骨性关节炎

大鼠关节内炎症反应，抑制关节软骨降解，修复软骨损伤，改善膝关节功能。

关键词：肾气丸；膝骨性关节炎；炎症因子；软骨降解；大鼠
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