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摘要 目的 探讨黄芪甲苷(AS-Ⅳ) 对糖尿病大鼠肝脏损

伤的保护作用及其可能机制。方法 采用腹腔注射链脲佐

菌素诱导建立糖尿病大鼠模型。将造模成功的糖尿病大鼠

随机分为对照组、模型组、罗格列酮组(1. 25 mg /kg)、AS-Ⅳ
组(20、40、80 mg /kg)。连续灌胃给药 6 周，于给药前测空腹

血糖，处死，取肝脏，称肝湿重，计算肝脏指数;采用 ELISA 法

测定各组大鼠血清中丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨酸

氨基转移酶(AST)活性;试剂盒检测肝脏组织中谷胱甘肽过

氧化物酶(GSH-Px)、总超氧化物歧化酶(T-SOD) 和丙二醛

(MDA)含量变化;HE 染色观察肝组织病理形态学变化;免

疫组化法检测肝脏组织中胰岛素受体底物 2( IＲS-2) 的表

达;Western blot 法检测磷脂酰肌醇-3-激酶(PI3K)、磷酸化蛋

白激酶 B(p-AKT) 和葡萄糖转运蛋白 4(GLUT4) 的表达水

平。结果 与对照组相比，模型组大鼠肝脏指数、空腹血糖、
空腹血清胰岛素、血清 AST 、ALT、三酰甘油、总胆固醇、高密

度脂 蛋 白 水 平、肝 脏 组 织 中 MDA 含 量 均 明 显 升 高 (P ＜
0. 01)，T-SOD 与 GSH-Px 降低(P ＜ 0. 01)，肝病理损伤明显，

同时肝组织中 IＲS-2、PI3K、p-AKT、GLUT4 蛋白表达减少。
与模型组相比，AS-Ⅳ(20、40、80 mg /kg) 组能明显改善上述

指标 的 变 化，使 肝 组 织 损 伤 减 轻，并 增 加 IＲS-2、PI3K、p-
AKT、GLUT4 蛋白表达。结论 AS-Ⅳ对糖尿病大鼠肝损伤

有保护作用，其机制可能与抗氧化、上调肝脏 PI3K /AKT 信

号通路有关。
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糖尿病是一种以慢性高血糖为主要特征的代谢

紊乱综合征，可导致全身多个器官的损害，肝损伤就

是其中之一。高血糖是引起糖尿病肝损伤的主要原

因之一。研究
［1］

表明糖尿病肝损伤时出现非酒精

性脂肪肝是 2 型糖尿病(T2DM) 最常见的慢性肝

病，而 1 型糖尿病(T1DM) 也同样能增加慢性肝损

伤，其中就包括和 T2DM 类似的非酒精性脂肪肝改

变，以及其他特殊类型的肝损伤。目前推测糖尿病

肝损伤与胰岛素抵抗、氧化应激和内质网应激有

关
［2］。

黄芪甲苷(astrological Ⅳ，AS-Ⅳ)是从中药黄芪

中提取皂苷的一种有效生物学活性成分，具有抗糖

尿病、抗纤维化、抗炎、抗氧化应激、免疫调节和心脏

保护等多种药理作用
［3］。前期研究

［4］
证实，AS-Ⅳ

通过降低糖尿病大鼠血糖水平，提高抗氧化能力发

挥对实验性糖尿病模型动物心肌的保护作用。目

前，关于糖尿病肝损伤的研究较少，其发病机制也尚

未明确。该研究通过观察 AS-Ⅳ对糖尿病大鼠肝脏

形态学改变，并测定胰岛素信号转导通路中关键蛋

白，如胰岛素受体底物 2( insulin receptor substrate 2，

IＲS-2)、磷脂酰肌醇-3-激酶 ( phosphatidylinositol 3-
kinase，PI3K)、磷 酸 化 蛋 白 激 酶 B ( phosphorylated
protein kinase B，p-AKT)磷酸化和葡萄糖转运蛋白 4
(glucose transporter 4，GLUT4) 的表达水平，旨在进

一步探讨其对糖尿病大鼠肝脏的影响及作用机制。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 药品与试剂 AS-Ⅳ(南京泽朗生物科技有

限公司，纯度≥98% );盐酸罗格列酮( rosiglitazone，

ＲOG)(江苏黄河药业股份有限公司);链脲佐菌素

(美国 Sigma 公司);柠檬酸、柠檬酸钠(国药集团化

学试剂有限公司);羧甲基纤维素钠 ( 美国 Sigma-
Aldrich 公司);兔抗 IＲS-2、PI3K、p-AKT、GLUT4 多

克隆抗体(英国 Abcam 公司);山羊抗兔、山羊抗小

鼠二抗、β-actin 抗体( 北京中杉金桥生物技术有限

公司); 天 门 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶 ( aspartate amin-
otransferase，AST)、丙氨酸氨基转移酶(alanine amin-
otransferase，ALT)、总超氧化物歧化酶( total superox-
ide dismutase，T-SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(gluta-
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thione peroxidase，GSH-Px) 活性、丙二醛(malondial-
dehyde，MDA)试剂盒(南京建成生物工程研究所);

胰岛素放射免疫分析试剂盒(北京北方生物技术研

究所)。
1． 1． 2 仪器 One Touch Ultra 血糖仪(美国强生公

司);Spectra Max 190 全波长酶标仪(美国 Molecular
Devices 公司);BM-II 型病理组织包埋机( 安徽电子

科学研究所);ASP-300 型全自动脱水机、ＲM2135 型

石蜡切片机(德国莱卡公司);FA1004 电子天平( 上

海天平仪器厂)。
1． 1． 3 动物 雄性 SD 大鼠 60 只，清洁级，220 ～
250 g，购自安徽医科大学实验动物中心。在温度控

制在 20 ～ 25 ℃、湿度 40% ～ 70%、12 h 昼夜节律、
每笼 5 只的环境下适应性饲养 1 周后进行实验。试

验期间普通饲料喂养，所有动物自由摄食，进水。
1． 2 方法

1． 2． 1 糖尿病大鼠模型的制备、分组与给药 采用

一次性腹腔注射 60 mg /kg 链脲佐菌素溶液(用 pH
4. 2，0. 1 mmol /L 柠檬酸钠缓冲液溶解，现配现用，

保证在 30 min 内注射完毕)。72 h 后，尾静脉取血

测空 腹 血 糖 ( fasting blood glucose ，FBG)，FBG≥
11. 1 mmol /L 确定为糖尿病造模成功大鼠。将造模

成功的大鼠随机分为模型组、AS-Ⅳ组(20、40 和 80
mg /kg)和 ＲOG 组(1. 25 mg /kg)另设对照组，每组 8
只。各组药物均用 0. 5%的羧甲基纤维素钠溶液溶

解，对照组和模型组给予等体积溶媒，每天灌胃给药

一次，治疗 6 周。
1． 2． 2 标本收集 治疗 6 周后收集标本。大鼠空

腹 12 h 后，尾静脉取血测 FBG;在 10% 水合氯醛

0. 3 ml /100 g 体重剂量腹腔注射麻醉下行腹主动脉

插管收集血标本，4 ℃、1 500 r /min 离心 15 min，取

血浆保存在 － 20 ℃ 待测 AST、ALT、三酰甘油( tri-
glyceride，TG)、总胆固醇( total cholesterol，TC)、高密

度脂蛋白(high density lipoprotein，HDL)、低密度脂

蛋白( low density lipoprotein，LDL)、空腹血清胰岛素

( fasting insulin，FINS) 水平。通过腹主动脉插管注

入 4 ℃的生理盐水，反复灌注直到肝脏颜色变为苍

白后取出肝脏，置于冰上，取部分肝组织待 测 T-
SOD、GSH-Px、MDA 试剂盒;取 8 mm × 8 mm 大小肝

组织置于 10% 中性福尔马林溶液中固定，常规脱

水、浸蜡、包埋，制成 4 μm 厚的切片，用于 HE 染色

及免疫组化检测;剩余肝组织迅速存放于 － 80 ℃冰

箱，用于 Western blot 试验。
1． 2． 3 空腹血糖及胰岛素水平检测 各组大鼠分

别于给药时和给药第 6 周，用 One Touch Ultra 血糖

仪测定各组大鼠空腹血糖;放射免疫法测定 FINS 水

平，然后计算胰岛素抵抗指数 ( homeostasis model
assessment，HOMA-IＲ) = (FINS × FBG /22. 5)、胰

岛素敏感指数( insulin sensitivity index，ISI) = LN
(1 /FBG × FINS)。
1． 2． 4 体重、肝重、肝脏指数、ALT、AST、TG、TC、
LDL、HDL 的测定 分离摘取肝脏组织，用滤纸吸干

肝脏表面的血液后称重，计算肝重指数［肝重(g) /
体重(g) × 100%］;采用 ELISA 法检测各组大鼠血

清 ALT 和 AST 活性;全自动生化分析仪测定血清

TG、TC、LDL、HDL 水平。
1． 2． 5 肝脏组织中 T-SOD、MDA、GSH-Px 含量测定

采血完毕后，取出肝脏组织，用生理盐水冲洗干

净，剪碎加入裂解液进行手动匀浆，制备 10% 肝匀

浆，3 000 r /min 离心 10 min，取上清液，严格按照试

剂盒说明书步骤进行操作，用紫外 － 可见分光光度

计平行测定各组大鼠肝脏组织中 T-SOD、GSH-Px 和

MDA 含量。
1． 2． 6 肝脏组织病理学改变观察 取肝左叶部分

组织置于 10% 中性福尔马林溶液中固定、乙醇脱

水、石蜡包埋、切片、HE 染色，显微镜下观察。
1． 2． 7 免疫组织化学法检测肝脏 IＲS-2 蛋白表达

上述石蜡切片严格按照免疫组化试剂盒说明书操

作。用自动图像分析系统进行半定量扫描分析，以

阳性表达信号单位面积平均颜色强度为指标，每个

切片由左向右取 6 个视野，取其平均光密度值作为

量化的指标，进行统计学分析。
1． 2． 8 Western blot 法检测肝脏组织 PI3K、p-AKT、
GLUT4 蛋白表达 取大鼠肝脏组织，提取总蛋白，

BCA 法蛋白定量，电泳并湿转至 PVDF 膜上。在室

温条件下用 5%的脱脂奶粉将膜封闭 1 h，TBST 洗 3
次，分别加入到 IＲS-2、PI3K、p-AKT、GLUT4 和 β-ac-
tin 一抗稀释液中，4 ℃孵育过夜，TBST 洗 3 次，用辣

根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 2 h，TBST 洗 3
次，加 ELC 显色，发光，用 Image 图像分析软件进行

条带分析，检测条带的平均光强度。计算目的条带

和 β-actin 的比值，值越大说明蛋白表达越多。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析。
结果以 珋x ± s 表示，组间比较采用单因素方差分析。
各实验均独立重复 3 次，检验水准 α = 0. 05，以 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 AS-Ⅳ对糖尿病大鼠 FBG、FINS、HOMA-IＲ
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表 1 AS-Ⅳ对糖尿病大鼠 FBG、FINS、HOMA-IＲ 和 ISI 的影响(珋x ± s，n = 8)

组别 FBG(mmol /L) FINS(nmol /L) HOMA-IＲ ISI
对照 5． 20 ± 0． 36 23． 57 ± 4． 21 5． 72 ± 1． 20 － 4． 84 ± 0． 21
模型 18． 45 ± 2． 70＊＊ 76． 07 ± 13． 51＊＊ 57． 89 ± 12． 27＊＊ － 7． 15 ± 0． 21＊＊

AS-Ⅳ(mg /kg)

20 14． 05 ± 2． 45# 61． 42 ± 14． 68# 37． 23 ± 9． 89## － 6． 70 ± 0． 27##

40 11． 78 ± 1． 71## 48． 30 ± 9． 76## 24． 86 ± 9． 08## － 6． 26 ± 0． 42##

80 10． 58 ± 2． 37## 34． 95 ± 6． 36## 16． 22 ± 3． 61## － 5． 88 ± 0． 22##

ＲOG(1． 25 mg /kg) 11． 55 ± 2． 99## 96． 34 ± 15． 80# 48． 79 ± 11． 33 － 6． 98 ± 0． 25

与对照组比较:＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较:#P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

表 2 AS-Ⅳ对糖尿病大鼠体重、肝重、肝功能及血脂的影响(珋x ± s，n = 8)

项目 对照组 模型组 AS-Ⅳ (20 mg /kg) AS-Ⅳ (40 mg /kg) AS-Ⅳ(80 mg /kg) ＲOG(1． 25 mg /kg)

体重(g) 436． 24 ± 49． 94 345． 82 ± 28． 93＊＊ 370． 38 ± 22． 31 385． 35 ± 35． 19# 400． 73 ± 28． 58## 408． 46 ± 39． 75##

肝重(g /100 g) 2． 53 ± 0． 16 3． 97 ± 0． 46＊＊ 3． 42 ± 0． 28# 3． 16 ± 0． 12## 2． 99 ± 0． 19## 3． 29 ± 0． 48##

ALT(U /L ) 44． 67 ± 7． 12 74． 84 ± 19． 85＊＊ 66． 16 ± 5． 12 50． 17 ± 10． 21# 49． 50 ± 8． 96## 58． 33 ± 15． 64#

AST(U /L) 73． 67 ± 13． 46 133． 83 ± 18． 45＊＊ 110． 33 ± 15． 56# 102． 17 ± 21． 21## 80． 17 ± 15． 89## 107． 83 ± 20． 61#

TG(mmol /L) 0． 46 ± 0． 18 3． 86 ± 0． 57＊＊ 1． 90 ± 0． 61## 1． 24 ± 0． 41## 1． 03 ± 0． 19## 1． 96 ± 0． 52##

TC(mmol /L 1． 54 ± 0． 39 2． 67 ± 0． 43＊＊ 1． 91 ± 0． 16## 1． 81 ± 0． 18## 1． 78 ± 0． 21## 1． 96 ± 0． 20##

HDL(μmol /L) 1． 46 ± 0． 20 1． 07 ± 0． 16＊＊ 1． 12 ± 0． 14 1． 17 ± 0． 13 1． 30 ± 0． 12## 1． 13 ± 0． 13
LDL (mmol /L) 0． 34 ± 0． 09 0． 37 ± 0． 10 0． 30 ± 0． 07 0． 28 ± 0． 06 0． 29 ± 0． 08 0． 31 ± 0． 05

与对照组比较:＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较:#P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

和 ISI 的影响 与对照组相比，模型组大鼠血中

FBG、FINS、HOMA-IＲ 均明显升高，ISI 明显降低(P
＜ 0. 01); 与模型组相比，AS-Ⅳ给药组和 ＲOG 组

FBG、FINS、HOMA-IＲ 均 明 显 降 低 ( F = 9. 649、
20. 587、18. 348，P ＜ 0. 01 )，ISI 明 显 升 高 ( F =
20. 403，P ＜ 0. 01)，提示 AS-Ⅳ能明显改善糖尿病大

鼠的高血糖状态和胰岛素抵抗。见表 1。
2． 2 AS-Ⅳ对糖尿病大鼠体重、肝重、肝功能及血

脂含量的影响 与对照组相比，模型组大鼠肝重、血
清 ALT、AST、TG 和 TC 均明显升高(P ＜ 0. 01)，而

HDL 和体重明显降低(P ＜ 0. 01);与模型组相比，

AS-Ⅳ(40、80 mg /kg) 组和 ＲOG 1. 25 mg /kg 组肝

重、血清 ALT、AST、TG、TC 含量均有不同程度的降

低 (F = 7. 839、3. 870、6. 631、32. 038、15. 506，P ＜
0. 01)，体重和 HDL 明显增加(F = 3. 785、P ＜ 0. 01，

F = 3. 254、P ＜ 0. 05)，而 AS-Ⅳ对 LDL 水平无明显

影响。见表 2。
2． 3 AS-Ⅳ对 糖 尿 病 大 鼠 肝 脏 组 织 中 T-SOD、
MDA、GSH-Px 含量的影响 与对照组比较，模型

组糖尿病大鼠肝脏 T-SOD 和 GSH-Px 含量显著降

低、MDA 含量显著升高(P ＜ 0. 01);与模型组比较，

AS-Ⅳ(40、80 mg /kg)和 ＲOG 1. 25 mg /kg 组肝组织

中 T-SOD 和 GSH-Px 含 量 显 著 增 加 ( F = 17. 86、
4. 769，P ＜ 0. 01)，MDA 含量显著降低(F = 15. 484，

P ＜ 0. 01)，见表 3。

表 3 AS-Ⅳ对糖尿病大鼠肝脏组织中 T-SOD、MDA、
GSH-Px 含量的影响(珋x ± s，n = 8)

组别
T-SOD

(U /mg prot)

MDA

(nmol /mg prot)

GSH-Px

(U /mg prot)
对照 215． 34 ± 22． 99 4． 65 ± 1． 25 52． 21 ± 8． 01
模型 102． 25 ± 28． 73＊＊ 11． 81 ± 2． 21＊＊ 29． 36 ± 8． 96＊＊

AS-Ⅳ(mg /kg)

20 133． 14 ± 24． 79 9． 26 ± 2． 51 34． 73 ± 6． 54
40 149． 11 ± 35． 42# 8． 18 ± 2． 12# 41． 29 ± 9． 32#

80 184． 49 ± 21． 94## 7． 33 ± 1． 85## 50． 29 ± 10． 92##

ＲOG(1． 25 mg /kg) 151． 80 ± 22． 09# 8． 05 ± 1． 94## 47． 36 ± 7． 88##

与对照组比较:＊＊P ＜0. 01;与模型组比较:#P ＜0. 05，##P ＜0. 01

2． 4 AS-Ⅳ对糖尿病大鼠肝脏病理组织形态学变

化的影响 HE 染色结果显示，对照组大鼠肝小叶

结构清晰，肝细胞呈放射状规则排列，无变性、坏死

及炎性细胞浸润。模型组肝细胞索结构紊乱，可见

明显的肝细胞肿胀，变性、坏死，局部有炎症细胞浸

润。与模型组相比，AS-Ⅳ(20、40、80 mg /kg) 组能

不同程度减轻大鼠肝脏病理改变，特别是 AS-Ⅳ 80
mg /kg 和 ＲOG 1. 25 mg /kg 组，可明显改善大鼠肝细

胞损伤状态。见图 1。
2． 5 AS-Ⅳ对糖尿病大鼠肝脏 IＲS-2 蛋白表达的影

响 如图 2 所示:IＲS-2 阳性染色颗粒呈黄褐色，定

位于胞质，对照组肝脏 IＲS-2 大量表达，模型组肝脏

IＲS-2 表达明显减少，AS-Ⅳ(20、40、80 mg /kg) 组

IＲS-2 的蛋白表达有升高作用，AS-Ⅳ 80 mg /kg 组作

用 更 明 显 (图 2E)。采 用 Image-Pro Plus 6. 0 图 像
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图 1 肝脏 HE 染色结果 × 100

A:对照组; B:模型组;C:AS-Ⅳ 20 mg /kg 组;D:AS-Ⅳ 40 mg /kg

组;E:AS-Ⅳ 80 mg /kg 组;F:ＲOG 1. 25 mg /kg 组

图 2 免疫组化法检测大鼠肝脏中 IＲS-2 蛋白表达 LSAB × 50

A:对照组;B:模型组;C:AS-Ⅳ 20 mg /kg 组;D:AS-Ⅳ 40 mg /kg

组;E:AS-Ⅳ 80 mg /kg 组;F:ＲOG 1. 25 mg /kg 组

分析软件半定量检测各组 IＲS-2 蛋白含量，用平均

吸光度值表示。结果显示，对照组免疫组化平均光

密度值 明 显 高 于 模 型 组 (0. 297 6 ± 0. 032 1 vs
0. 086 5 ± 0. 008 7，P ＜ 0. 01);AS-Ⅳ (20、40、80
mg /kg)和 ＲOG 1. 25 mg /kg 组肝组织中 IＲS-2 表达

明显高于模型组(0. 105 4 ± 0. 009 3 vs 0. 173 2 ±
0. 018 1 vs 0. 200 4 ± 0. 020 9 vs 0. 223 7 ± 0. 024 8 vs
0. 086 5 ± 0. 008 7，F = 57. 942，P ＜ 0. 01)，差异有统

计学意义。
2． 6 AS-Ⅳ对各组大鼠肝组织中 PI3K、p-AKT、
GLUT4 蛋白表达的影响 Western blot 法结果显

示，与对照组 比 较，模 型 组 大 鼠 肝 脏 组 织 中 PI3K
p85、p-AKT、GLUT4 蛋白表达显著降低(P ＜ 0. 01);

与模型组比较，AS-Ⅳ(20、40、80 mg /kg) 和 ＲOG
1. 25 mg /kg 组大鼠肝脏组织中 PI3K p85、p-AKT、
GLUT4 蛋白表达显著升高(P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01)。见

图 3。

3 讨论

肝损伤是糖尿病常见的慢性并发症之一，肝脏

作为胰岛素作用的主要靶器官，在葡萄糖和脂质代

谢调节过程起非常重要的作用
［5］。研究

［6］
显示糖

尿病通过影响糖原和脂质代谢，导致肝脏结构性和

功能异常。当糖尿病合并肝损伤时，肝脏出现糖脂

代谢紊乱、脂肪变性进而加重肝细胞损伤，从而影响

胰岛素在外周的利用，使血糖进一步升高，并由此形

成恶性循环。因此，降低糖尿病患者血液葡萄糖水

平是改善肝脏脂肪变性等病理形态学变化的有效方

式。在本实验中，AS-Ⅳ能够调节糖尿病肝脏中糖脂

代谢，预防脂质积聚，减少 TC、TG 和脂肪沉积，改善

脂肪变性，减轻糖尿病引起的肝损伤。
糖尿病大鼠出现明显的肝损伤，主要表现在

ALT 和 AST 的增加，扰乱大鼠肝重和体重比，通过

HE 染色确认糖尿病大鼠存在肝损伤。血清 ALT 和

AST 活性的增加被认为是肝细胞功能障碍肝胰岛素

敏感性降低
［7］。本实验研究显示，糖尿病大鼠血清

ALT 和 AST 活性水平明显升高，给予 AS-Ⅳ干预后，

可以降低 ALT 和 AST 活性，从而减轻肝损伤。
研究

［8］
显示脂质过氧化是参与氧化应激诱导

的细胞损伤的基本机制之一。在肝脏中，其是肝细

胞膜损伤的早期特征，随后增加的肝毒性向血液循

环中释放。AS-Ⅳ增加糖尿病大鼠循环和抗氧化能

力，显 著 降 低 糖 尿 病 大 鼠 的TC、TG、HDL、MDA含
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图 3 通过 Western blot 法观察 AS-Ⅳ对链脲佐菌素诱导的

糖尿病大鼠肝脏 PI3K /AKT 信号通路的影响

A:PI3K p85 蛋白的表达;B:p-AKT 蛋白的表达;C:GLUT 4 蛋白

的表达;1:对照组;2:模型组;3:AS-Ⅳ 20 mg /kg 组;4:AS-Ⅳ 40 mg /

kg 组;5:AS-Ⅳ 80 mg /kg 组;6:ＲOG 1. 25 mg /kg 组;与对照组比较:

＊＊P ＜ 0. 01;与模型组比较:#P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

量，升高肝脏 T-SOD、GSH-Px 活力，表明 AS-Ⅳ可降

低大鼠血脂和脂质沉积，提高肝脏抗氧化能力，具有

保护肝脏的作用。此外，通过对糖尿病肝脏病理形

态学观察显示 AS-Ⅳ改善肝肿大，减轻肝细胞肿胀、
炎症浸润、变性坏死，改善肝组织学，因此，AS-Ⅳ作

为抗氧化剂可能具有在高血糖环境中对肝损伤保护

的作用。
PI3K /AKT 信号传导途径是肝脏胰岛素信号传

导中 的 主 要 通 路，参 与 了 体 内 糖 代 谢 的 生 理 机

制
［9］。活化的胰岛素受体使胰岛素受体底物的酪

氨酸位点 － 1 /2 磷酸化后( 肝脏的胰岛素代谢作用

主要是由于 IＲS-2)，然后激活 PI3K;活化的 PI3K 可

催化 4，5-2 磷脂酰肌醇磷酸(PIP2) 并产生 PIP3，其

可作为第二信使激活 Akt，并且活化的 Akt 通过调

节发挥代谢生物学作用下游分子。正常生理状态

下，胰岛素与胰岛素受体结合，导致下游 IＲS-1、IＲS-
2 等不同底物的磷酸化，进而启动胰岛素信号通路，

调节下游分子产生生物效应和维持血糖平衡
［10］。

因此，任何沿 PI3K /AKT 信号通路出现异常都会影

响胰岛素信号的转导，导致葡萄糖转运和代谢的异

常，促进胰岛素抵抗发展以及糖尿病的发生。
Norquay et al［11］

研究表明，IＲS-2 水平增加可促

进胰岛 β 细胞的生长，提高其功能并维持其生存，

从而改善胰岛素抵抗。Hennige et al［12］
发现增加

IＲS-2 的表达可以促进 β 细胞存活和免于糖尿病。
研究

［13］
显示敲除 IＲS-2 基因的大鼠表现为外周胰

岛素抵抗和 β 细胞功能障碍，出现严重的糖尿病症

状。研究结果都证实 IＲS-2 增加将促进 β 细胞的生

存和功能，对改善胰岛素抵抗及糖尿病具有积极的

影响。本研究利用免疫组化法检测不同组大鼠肝脏

组织中 IＲS-2 蛋白的表达，结果显示模型组 IＲS-2
表达明显减少，AS-Ⅳ各给药组 IＲS-2 表达明显增

加，提示 AS-Ⅳ通过增加 IＲS-2 蛋白的表达增加胰岛

素敏感性，减轻胰岛素抵抗，发挥对糖尿病肝损伤的

保护作用。
最近的研究

［14］
显示大鼠肝细胞 PI3K 的 p85 亚

基在糖尿病中表达明显下降。激活的 PI3K-Akt 的

磷酸化水平指标主要反映 Akt 通路的活性，其中

Akt Ser473 是 Akt 在 PI3K 被激活后形成磷酸化的

主要形式。在糖尿病状态下，Akt Ser473 的磷酸化

水平降低，胰岛素信号转导下沉
［15］。因此，为进一

步探讨 AS-Ⅳ对糖尿病肝损伤保护作用的机制，本

研究观察了糖尿病肝组织中胰岛素受体后 PI3K /
AKT 信 号 传 导 途 径 相 关 蛋 白 的 表 达，结 果 显 示

PI3K、p-AKT、GLUT4 表达明显降低，糖尿病大鼠给

予 AS-Ⅳ治疗 6 周后，PI3K p85、p-AKT、GLUT4 蛋白

的表达明显上调，同时氧化应激水平也明显改善，表

明 PI3K /AKT 信号通路可能参与了糖尿病肝损伤过

程中脂肪肝的发生及机体氧化应激损伤程度，提示
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AS-Ⅳ可能通过激活 PI3K /AKT 信号通路，改善胰岛

素抵抗和刺激肝脏中葡萄糖摄取，并减轻由链脲佐

菌素诱导的糖尿病大鼠肝脏中的氧化应激使血糖恢

复到正常水平，进而达到对损伤组织保护作用，从而

减轻肝损伤程度。但其确切机制仍需要通过进一步

研究来阐明。
综上所述，AS-Ⅳ可以降低血清葡萄糖水平，改

善血脂，减轻氧化应激和肝脏组织病理形态学损伤，

对糖尿病大鼠肝损伤具有明显的保护作用，其作用

机制可能与抗氧化，减轻肝脏中氧化应激损伤，上调

PI3K /AKT 信号通路，改善胰岛素抵抗有关。
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Protective effects of astragaloside Ⅳ on liver injury
in diabetic rats and its mechanism

Xu Yuan，Huang Cundong，Li Zhuqing，et al
(Dept of Pharmacology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the protective effect of astragaloside Ⅳ (AS-Ⅳ) on liver injury in diabetic
rats and its potential mechanism． Methods Diabetic rats model was established by intraperitoneally injecting strep-
tozotocin． The diabetic rats were randomly divided into control group，model group，rosiglitazone group(1. 25 mg /
kg)and AS-Ⅳ groups (20，40，80 mg /kg) ． Intragastric administration for 6 weeks，measured fasting blood glucose
before dosing，then executed the rats，take the liver，weighed the liver wet weight，calculated the liver index． The
levels of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) in the serum were detected by en-
zyme-linked immunosorbent assay． The active of Glutathione peroxidase (GSH-Px) ，total superoxide dismutase (T-
SOD) and malondialdehyde (MDA) in liver tissue were detected according to the kit instructions． According to the
kit instructions． The pathological changes of liver tissue in rats were observed by hematoxylin and eosin staining．
The protein expression level of insulin receptor substrate 2 ( IＲS-2) in liver tissue was detected by immunohisto-
chemistry method． The protein expression levels of PI3K，p-AKT and GLUT4 by Western blot analysis． Ｒesults
Compared with the normal group，the model group liver index，fasting blood glucose，fasting insulin，serum AST，
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ALT，triglyceride，total cholesterol，highdensity lipoprotein and the content of MDA in liver tissue were significantly
increased (P ＜ 0. 01)，T-SOD and GSH-Px were decreased (P ＜ 0. 01) ． Liver pathological injury was obvious and
the protein expression levels of IＲS-2，PI3K，p-AKT，GLUT4 in liver tissue were decreased． Compared with the
model group，AS-Ⅳ(20，40，80 mg /kg)group significantly improved the above indexes，reduced the injury of liver
tissue and increased the protein expression levels of IＲS-2，PI3K，p-AKT and GLUT4． Conclusion AS-Ⅳ has pro-
tective effect on liver injury in diabetic rats and the mechanism underlying． And the mechanism underlying may be
related to anti-oxidative and up-regulation of PI3K / AKT signal pathway in liver．
Key words astragaloside IV;diabetes mellitus;liver;PI3K /AKT signaling pathway
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β-葡聚糖抑制大鼠硅肺纤维化损伤的机制研究
王 路，孙 悦，刘嘉祺，彭子荷，郝小惠，徐 洪，刘和亮

摘要 目的 探讨 β-葡聚糖通过对氧化应激的调节，抑制

大鼠硅肺纤维化的作用及其机制。方法 采用动式染尘法

制作大鼠硅肺模型，实验分组为:对照组、模型组、β-葡聚糖

前处理组、β-葡聚糖后处理组。HE 染色观察肺组织病理形

态，检测各组大鼠肺组织及血清的丙二醛(MDA) 表达、过氧

化氢酶(CAT)以及还原型谷胱甘肽(GSH) 表达;采用 West-
ern blot 法检测肺组织内 I 型胶原、α-平滑肌肌动蛋白 (α-
SMA)、硫氧还蛋白-1(TＲX-1) 的表达。结果 与对照组相

比，模型组有典型的矽结节形成，α-SMA 阳性染色明显，而

β-葡聚糖前、后处理组均能够显著抑制大鼠肺纤维化程度。
与对照组相比，模型组肺组织、血清中 MDA 含量明显上调，

而血清中 CAT 及肺组织中 GSH 含量增高，同时伴有 I 型胶

原、α-SMA 蛋白水平的上调和 TＲX-1 蛋白水平的下调(P ＜
0. 05);而予以 β-葡聚糖前处理和后处理，均能够显著抑制

二氧化硅引起的上述病变，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)。
结论 β-葡聚糖可能通过上调 TＲX-1 表达，拮抗氧化应激损

伤，从而抑制硅肺纤维化的发生与发展。
关键词 β-葡聚糖;氧化应激;硫氧还蛋白-1;硅肺
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硅肺病是我国最严重的职业病，其发病机制复

杂。近来研究
［1 － 2］

显示，氧化应激损伤在硅肺纤维

化发生、发展中起到了重要的调控作用，可能是治疗

硅肺纤维化的一个潜在靶向。β-葡聚糖是许多植

物、细菌和真菌细胞壁的主要多糖成分，具有抗氧化

应激损伤、降血脂、降血糖、提高机体免疫力等多种

生物活性作用
［3］。研究

［4］
表明，β-葡聚糖能有效抑

制博来霉素诱导的早期肺纤维化病变，而对硅肺纤

维化是否具有抑制作用还未见报道。该研究拟通过

动式染尘构建硅肺大鼠模型，观察 β-葡聚糖通过对

氧化应激损伤的调控，抑制硅肺大鼠肌成纤维细胞

转化和胶原沉积的作用，为将 β-葡聚糖开发为一种

新的抗硅肺纤维化的药物提供一定的理论和实验依

据。

1 材料与方法

1． 1 材料 SiO2(99% 粒径 ＜ 5 μm)、β-葡聚糖(β-

1，3-Glucan)、硫氧还蛋白( thioredoxin，TＲX)-1 一抗

( 美 国 Sigma 公 司 ); 丙 二 醛 ( malondialdehyde，

MDA)、过氧化氢酶(catalase，CAT) 试剂盒、还原型

谷胱甘肽( reduced glutathione，GSH) 试剂盒( 南京

建成生物有限公司);α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth
muscle actin，SMA)一抗(美国 abcam 公司);I 型胶

原、GAPDH(武汉博士德生物有限公司)。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 实验动物及模型制作 SPF 成年雄性 Wist-
ar 大鼠 40 只，购自北京华阜康生物科技股份有限公

司(SCXK 京 2009-0004)，180 ～ 220 g，于华北理工大

学动物实验中心屏障实验室(SYXK 冀 2010-0038)

·9281·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Dec; 52( 12)


