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补肾通脉方对胰岛素抵抗大鼠胰岛素

信号转导的影响!
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摘要 目的：观察补肾通脉方对高脂饮食诱导的胰岛素抵抗（?@）模型大鼠肌肉和脂肪组织中胰岛素刺

激后的胰岛素受体（?>A@）和胰岛素受体底物$!（?@B$!）酪氨酸磷酸化的影响。方法：雄性C5A81D大鼠随机分

为正常组、模型组和治疗组，治疗组以纯中药制剂补肾通脉方进行干预；模型组和治疗组大鼠均用脂肪占总

热卡含量%!E的高脂饲料饲养#周，正常组喂以普通饲料；常规测定空腹血糖（0FG）及葡萄糖负荷后!、-:
血糖（FG$!:，FG$-:），以放射免疫法测定空腹血清胰岛素（05>A）；采用免疫沉淀及C+A8+D>H,I8技术测其肌

肉及脂肪组织中胰岛素刺激后的?>A@和?@B$!酪氨酸磷酸化水平。结果：与模型组比较，治疗组0FG虽无

明显变化，但05>A显著降低（!")J)!），因而胰岛素敏感指数（?B?）明显升高（!")J)!）；治疗组FG$!:和

FG$-:水平较模型组明显降低（!")J)/，!")J)!）；治疗组大鼠肌肉和脂肪组织中?>A@"亚单位和?@B$!
酪氨酸磷酸化蛋白电泳条带密度明显增加。结论：补肾通脉方对大鼠?@有显著的改善作用，其机制可能与

提高?@大鼠肌肉和脂肪组织中?>A@和?@B$!在胰岛素刺激后的酪氨酸磷酸化水平，改善胰岛素信号转导

等环节有关。
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随着人们生活水平的不断提高和生活方式的改

变，糖尿病、肥胖、高血压等疾病的患病率日益升高。

现代医学研究表明，上述疾病的发病机制中有一个共

同的病理生理学基础———胰岛素抵抗（!"#$%!"&’#!#(
)*"+’，,-），主要表现为高脂血症、高胰岛素血症、高血

糖或糖耐量降低等。改善,-、增强胰岛素敏感性是治

疗上述疾病的共同环节。新近研制上市的第二代胰岛

素增敏剂噻唑烷二酮类能有效改善,-，但价格极为昂

贵，远期疗效尚待评价。如何发挥我国中医学优势，寻

求能有效改善,-而又无明显不良反应的单味中药或

复方是现代科学研究的重要课题。我们的前期工作表

明，补肾通脉方临床治疗.型糖尿病有较好疗效，并证

实该方能改善实验动物胰岛素抵抗〔/〕。为进一步探讨

其改善,-的作用机理，本实验观察了补肾通脉方对

高脂饲料喂养诱导的,-大鼠肌肉和脂肪组织中胰岛

素刺激后的胰岛素受体（!"#$%!"&’+’0)1&，,"#-）和胰岛

素受体底物(/（!"#$%!"&’+’0)1&#$2#)&*)’(/，,-3(/）酪氨

酸磷酸化的影响。现报告如下。

材料与方法

/ 实验动物及饲料 /45!.556的雄性 7!#)*&
大鼠，购自湖北省卫生防疫站动物中心，均单笼饲养，

明暗周期为/.8／/.8，自由摄食、饮水。基础饲料购自

同济医学院实验动物中心，高脂饲料依文献资料〔.〕略

加改动后自行配制，其中脂肪类（以饱和脂肪酸为主）

占总热卡含量的9/:，蛋白质占/;:，碳水化合物占

.5:。

. 药物及试剂 补肾通脉方（由黄芪、何首乌、肉

苁蓉、丹参、三七、生地等组成）按水煎醇沉的工艺路线

提取浸膏，由同济医院中西医结合研究所制备，浓度为

/55:（/6生药／<%）。甘油三酯（=>）、总胆固醇（=?）

试剂盒购自温洲东欧生物工程有限公司；胰岛素放免

试剂盒购自武汉亚法生物技术有限公司；各种抗体均

购自3@A=@?-BC公司；化学发光试剂盒购自美国

D,E-?E公司。

F 动物分组及处理 动物先普食适应性喂养.
周后，随机分为正常组、模型组和治疗组。正常组喂以

普通饲料，模型组、治疗组喂以高脂饲料，喂养时间为

G周；治 疗 组 同 时 每 天 灌 服 补 肾 通 脉 浸 膏

（/.H.46·I6J/·KJ/），模型组和正常组灌服等容量蒸

馏水。末次给药后禁食/.8作葡萄糖耐量试验（6%$(
+1#’)1%’&*"+’)’#)，>==），腹腔注射葡萄糖（.6·I6J/）

前及后/、.8分别经断尾采血，测其空腹血糖（LM>）、

空腹胰岛素（N*#)!"6!"#$%!"，L!"#）、葡萄糖负荷后/8血

糖（M>(/8）、.8血糖（M>(.8），并计算胰岛素敏感性指

数（!"#$%!"#’"#!)!O!)P!"K’Q，,3,），后者采用李光伟等〔F〕

提出的方法：%"〔/／（LM>RL!"#）〕。>==结束后，继续

饲养大鼠/周，禁食/.8后从门静脉推注胰岛素（剂量

为/5J4<<1%·I6J/），注射后/55#取副睾旁脂肪组织，

/.5#取大腿肌肉组织，迅速冻存于液氮中，留以待测

,"#-和,-3(/的酪氨酸磷酸化水平。

S 检测指标及方法

SH/ 生化指标的检测 血糖用T"’=1$+8"血

糖仪测定，血清胰岛素用放免法测定，血清甘油三酯、

总胆固醇为酶法测定，均严格按试剂盒说明书进行。

SH. ,"#-和,-3(/的酪氨酸磷酸化水平的检测

采用免疫沉淀和7’#)’&"2%1)方法观察各组大鼠脂肪

及肌肉组织中,"#-和,-3(/酪氨酸磷酸化水平。胰

岛素刺激前后的肌肉及脂肪组织匀浆后提取蛋白质，

考马斯亮蓝法测其蛋白浓度。取各样本蛋白质.<6，

分别加入抗胰岛素受体抗体和抗,-3(/抗体，SU冰箱

内放置过夜后加入蛋白@(琼脂（0&1)’!"@(*6*&1#’），继

续SU冰 箱 内 放 置.8。 洗 涤 免 疫 沉 淀 物 后 加 入

V*’<<%!上样缓冲液，煮沸F<!"，WH4:和9:的3X3(
D@>E分离蛋白，电转移法使蛋白质转移到硝酸纤维

膜上，以含F:牛血清白蛋白的=M3=溶液（含5H54:
=Y’’".5）封膜后，加入抗磷酸酪氨酸抗体，室温下轻

摇.8。洗膜后加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温

轻摇/8，洗涤后用增强化学发光法（E?V）显像曝光，

应用激光扫描仪测各条带光密度。

4 统计学处理 应用!检验进行统计学分析，数

据以!"Z#表示。

结 果

/ 各组体重情况 见表/。各组在基础状态时

体重无明显差异，但在喂养G周后，模型组与正常组体

重无明显差别，治疗组体重明显低于模型组与正常组

（均$"5H5/）。

表! 补肾通脉方对,-大鼠体重的影响 （6，!"Z#）

组别 % 基础体重 喂养G周后体重

正常 ; .F5HG;ZWHGS F49HFFZWH/W
模型 ; .F;HG;ZWHGW FSFH49ZWH95
治疗 ; ..9H9WZ4H9/ F/.H9WZ4H4S#$

注：与正常组比较，#$"5H5/；与模型组比较，$$"5H5/

. 各组LM>、L!"#、,3,及糖耐量比较 见表.。

各组LM>变化差异无显著性；模型组空腹L!"#、M>(/8
及M>(.8水平均显著高于正常组（均$"5H54），,3,
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表! 补肾通脉方对!"大鼠#$%、#&’(、!(!及糖耐量的影响 （!!)"）

组别 #
#$%

（**+,／-）

#&’.
（*/／-）

!(!
$%012

（**+,／-）

$%032
（**+,／-）

正常 4 5678)869: 346;53)16;1: <76915)86118 76:78)867;5 56355)863;9
模型 4 569:)86=8 7;6;7:)96=;=" <961=8)86158" ;6558)86::;" 96733)86577"
治疗 4 56:3)86:; 356311)36=;=## <76358)861:9## :65:=)86957"# 76:11)86595##

注：与正常组比较，"$$8689；与模型组比较，#$$8689，##$$8681

显著低于正常组（$$8689）；与模型组比较，治疗组

#&’.、$%012及$%032水平均明显降低（$$8689或$
$8681），而!(!则显著升高（$$8681）；治疗组除$%0
12较正常组增高（$$8689）外，其他各项指标与正常

组比较差异均无显著性。

5 各组血脂比较 见表5。模型组与治疗组血

清>%均显著高于正常组（均$$8681），治疗组与模

型组之间差异无显著性；各组血清>?水平差异无显

著性。

表" 补肾通脉方对!"大鼠血脂的影响 （**+,／-，!!)"）

组别 # >% >?
正常 4 1688)861= 1645)868:
模型 4 36=;)8653" 3671)861:
治疗 4 363=)861;" 1644)8618

注：与正常组比较，"$$8681

7 各组脂肪及肌肉组织中!’."和!"(01酪氨酸

磷酸化水平比较 正常组及治疗组脂肪组织在胰岛素

刺激后的!’."酪氨酸磷酸化的49@A蛋白电泳条带，

经光密度扫描分别为156:;和1;61:，而各组胰岛素

刺激前及模型组胰岛素刺激后的酪氨酸磷酸化水平均

未测出，见图1。

图! 脂肪组织胰岛素!亚单位的酪氨酸磷酸化

注：B为正常组，C为治疗组，D为模型组（下图同）

肌肉组织!’."酪氨酸磷酸化49@A蛋白电泳条

带经光密度扫描，在胰岛素刺激前后正常组（18618与

1:64=）和治疗组（1965:与3767=）约分别增加了:;E
和9465E，模 型 组（1564;与156;:）无 显 著 变 化，

见图3。

脂肪组织!"(01酪氨酸磷酸化的1;9@A蛋白电

泳条 带 经 光 密 度 扫 描，在 胰 岛 素 刺 激 前 后 正 常 组

（38659与546;9）、治疗组（;65=与59617）及模型组

（1564;与34654）分别增加了496;E、5146;E和

图" 肌肉组织胰岛素受体!亚单位的酪氨酸磷酸化

11863E，虽模型组与正常组!"(01酪氨酸磷酸化水平

增加幅度无显著差异，但治疗组则显著增加；此外，模

型组刺激后的!"(01酪氨酸磷酸化水平低于正常组及

治疗组，而治疗组则接近正常组，见图5。

图# 脂肪组织!"(01的酪氨酸磷酸化

肌肉组织!"(01酪氨酸磷酸化水平，其1;9@A蛋

白电泳条带经光密度扫描，在胰岛素刺激前后正常组
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（!"#$%与&"#’’）、治疗组（("#(%与%)#!(）及模型组

（%#*) 与 !%#+*）分 别 增 加 了 ($%#*,、"&#+, 和

("&#(,，但模型组胰岛素刺激前后的-./0!酪氨酸磷

酸化水平均显著降低，而治疗组则接近正常，见图&。

图! 肌肉组织-./0!的酪氨酸磷酸化

讨 论

根据中医学理论，笔者曾提出关于-.形成的肾

虚血瘀的病因病机理论〔&〕。胰岛素抵抗综合征包括高

脂血症、高血压病、高胰岛素血症、糖尿病或糖耐量降

低等病症，以代谢紊乱和（或）退行性病变为其特征；该

类病症均以虚为本，虽然病变可累及五脏，但五脏皆源

于肾，故以肾虚为关键病机。久病必瘀，故肾虚日久，

还可兼有血瘀。根据-.的中医肾虚血瘀理论组方，

具有补肾益气、活血化瘀作用的补肾通脉方在临床上

治疗该类病症效果良好，且我们在前期实验工作中证

实补肾通脉方确能有效改善高脂高热卡饲料喂养动物

诱发的-.，本研究进一步探讨其改善-.的作用机理。

-.形成的机制十分复杂，多在复杂的遗传背景基

础上由各种环境因素诱导而产生，其中胰岛素信号转

导障碍是多因素导致-.形成的共同重要环节。胰岛

素经血液循环到达靶组织，并与其上的胰岛素受体!
亚单位相结合，激活胰岛素受体"亚单位的内在激酶

活性。被激活的胰岛素受体"亚单位进一步磷酸化细

胞内信号分子-./0!，后者被磷酸化后即表现出一种

特异性结合位点，能募集并激活含有/1(区域的蛋白

质，使得信号以激酶链式反应下传。-23.和-./0!作

为胰岛素受体信号转导的两个起始而重要的信号分

子，其磷酸化水平和激酶活性降低可引起胰岛素生物

效应减弱，并最终导致-.形成。近来研究发现，-.状

态时肌肉和脂肪组织中-23.和-./0!在胰岛素刺激

后的酪氨酸磷酸化水平降低〔"，’〕，胰岛素信号转导减

弱。因此，从胰岛素信号转导途径入手将有助于阐明

药物或其他干预因素改善-.的分子机制。

本实验采用高脂高热卡饲料喂养大鼠建立-.模

型，观察补肾通脉方对-.大鼠糖和脂肪代谢的影响，

从-.大鼠肌肉和脂肪组织-23.和-./0!在胰岛素刺

激下的酪氨酸磷酸化水平，探讨其作用机理。结果表

明：模型组大鼠虽456无明显升高，但4723水平显著

升高，-/-显著降低，且在葡萄糖负荷后!8、(8血糖均

显著高于正常组，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，治疗组4723水平

显著降低，-/-明显升高，葡萄糖负荷后!8、(8血糖均

显著降低，提示补肾通脉方能有效减轻或延缓高脂高

热卡饮食导致的糖耐量异常、高胰岛素血症，改善或预

防胰岛素抵抗的形成。采用 9:3;:<2=>?;技术，分别

对各组大鼠肌肉和脂肪组织在胰岛素刺激前后的-20
3.和-./0!的酪氨酸磷酸化水平及其变化进行检测，

通过对-23.之)"@A和-./0!之!*"@A的酪氨酸磷

酸化蛋白进行电泳分析，扫描其条带之光密度，结果显

示，补肾通脉方能有效改善-23.和-./0!的酪氨酸磷

酸化水平，从而改善肌肉和脂肪组织中胰岛素受体信

号转导，防治胰岛素抵抗。本实验初步阐明了补肾通

脉方通过改善胰岛素信号转导、增强胰岛素敏感性而

防治胰岛素抵抗的作用机理，为临床应用中医补肾化

瘀法防治胰岛素抵抗综合征提供了理论依据。
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