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和厚朴酚纳米混悬剂抑制肝脏糖异生改善高脂饮食

小鼠血糖水平的研究

王佳黎, 姚继红, 宁 青, 沈宏雪, 张振海*, 舒 娈*

(南京中医药大学附属中西医结合医院, 江苏 南京 210028)

摘要: 本文拟考察和厚朴酚纳米混悬剂在高脂饮食 (high fat diet, HFD) 诱导的糖尿病小鼠模型中的降糖疗效,

并开展初步机制探讨。动物实验已获得南京中医药大学附属中西医结合医院动物伦理委员会批准。实验分为: 正

常组 (ND)、高脂组 (HFD)、高脂/和厚朴酚羧甲基纤维素钠混悬组 (100 mg·kg-1, HFD/Hono-CMC)、高脂/和厚朴酚纳

米混悬剂组 (80 mg ·kg-1, HFD/Hono-Nano)、高脂/二甲双胍组 (200 mg ·kg-1, HFD/Met)。连续灌胃给药 30天后, 与

HFD组相比, HFD/Hono-Nano与HFD/Met组小鼠体重与空腹血糖均显著降低, 且小鼠口服葡萄糖耐量 (oral glucose

tolerance test, OGTT) 得到有效改善 (P<0.05)。HFD/Hono-CMC组体重、血糖虽有降低趋势但无显著差异,而OGTT

表现出改善作用 (P<0.05)。3个给药组的血清胰岛素水平与HFD组比较均无显著性差异, 而给药组的胰高血糖素

水平均表现出显著性降低 (P<0.05)。Western blot结果显示, 和厚朴酚能够有效激活肝组织中AMPK分子 (P<0.05),

并抑制转录因子FOXO1活性 (P<0.05), 降低糖异生关键酶PEPCK的表达水平 (P<0.05)。综上所述, 和厚朴酚纳米

混悬剂的综合降糖疗效优于和厚朴酚羧甲基纤维素钠混悬液, 和厚朴酚的降糖机制可能与抑制肝脏糖异生作用

相关。
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Beneficial effects of nanosuspensions of honokiol in mice on high fat

diet through suppression of hepatic gluconeogenesis
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(Affiliated Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Nanjing University of Chinese Medicine,

Nanjing 210028, China)

Abstract: To investigate the potential hypoglycemic effect of nanosuspensions of honokiol and explore the

underlying mechanisms, a high fat diet (HFD) was studied in C57BL/6J mice divided into five groups: normal diet

(ND), HFD, HFD/honokiol-sodium carboxymethyl cellulose (CMC-Na) (Hono-CMC, 100 mg·kg-1), HFD/honokiol-

Nano (Hono-Nano, 80 mg·kg-1), HFD/metformin (HFD/Met, 200 mg·kg-1). Fasting blood glucose (FBG) and body

weights (BW) of mice were measured every seven days. After 30-day treatment, an oral glucose tolerance test

(OGTT) was performed, and blood and tissue samples were collected for analysis. All animal experiments were

approved by the Research Animal Care Committee of Affiliated Hospital of Integrated Traditional Chinese and

Western Medicine, Nanjing University of Chinese Medicine. The data showed Hono-Nano and metformin reduced

FBG, BW, and markedly improved OGTT of mice compared to HFD group (P<0.05). Hono-CMC produced

nonsignificant impact on FBG, BW of mice, while OGTT of mice was improved by Hono-CMC (P<0.05).
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Meanwhile, none of these treated groups showed significant effects on regulating serum insulin levels, but all

of them exhibited decreased serum glucagon levels notably compared to the HFD group (P<0.05). Western blot

analysis revealed that honokiol up-regulated levels of p-AMPK and p-FOXO1 in liver tissue of HFD mice

(P<0.05), which resulted in activation of AMPK and inhibition of FOXO1. Moreover, the expression of PEPCK

(a key enzyme of gluconeogenesis) was decreased by honokiol (P<0.05). Taken together, our findings demonstrate

that nanosuspension of honokiol is more effective than CMC-Na-suspension of honokiol on blood glucose

controlling in HFD mice. The hypoglycemic effects of honokiol might rely on suppressing hepatic gluconeogenesis

via activating AMPK and inhibiting FOXO1.
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和厚朴酚 (honokiol) 是传统中药厚朴 (Magnoliae

officinalis) 的主要有效成分之一, 具有抗炎、抗肿瘤、

抗氧化等多重活性[1,2]。但和厚朴酚水溶性极差, 口服

生物利用度很低 ,一定程度上限制了其应用与开发。

纳米混悬剂 (nanosuspension) 具有粒径小、制备方法简

单和载药量高等优势, 在提高难溶药物的溶解度和溶

出速率等方面具有重要作用[3], 能够显著增加和厚朴

酚的口服生物利用度与疗效[4,5]。

近年研究发现, 和厚朴酚能够降低糖尿病模型动

物血糖水平, 其可能的作用机制包括抗氧化应激[6], 激

活转录因子 PPARγ[7], 抑制 PTP1B活性[8]等, 从多途径

改善胰岛素抵抗实现降糖作用。胰高血糖素分泌与肝

脏糖异生失衡, 导致肝脏葡萄糖过量输出, 造成空腹与

餐后血糖升高, 是 2型糖尿病的病理特点, 也是降糖药

物研发的新靶点之一。本研究采用Bottom up法制备

和厚朴酚纳米混悬剂, 比较其与和厚朴酚混悬液降糖

疗效的差异, 并进一步考察和厚朴酚对胰高血糖素与

肝脏糖异生是否具有调节作用, 为其有效开发利用奠

定实验基础。

材料与方法

药品与试剂 盐酸二甲双胍缓释片 (格华止), 中

美上海施贵宝制药有限公司; 和厚朴酚原料药 (纯度>

98%, 批号 : JZ15031502), 南京景竹生物科技有限公

司; 羧甲基纤维素钠 (CMC-Na)、葡萄糖 , Sigma公司;

甲醇、无水乙醇, Greagent公司; 胰岛素与胰高血糖素

放射免疫试剂盒, 北京北方生物技术研究所; 泊洛沙姆

407 (F127, 批号 WPAJ508B), 北京风礼精求商贸有限

责任公司; 泊洛沙姆 188(F68, 批号 20140501), 南京威

尔化工有限公司; RIPA蛋白裂解液, 碧云天生物技术

有限公司; 蛋白酶抑制剂与磷酸酶抑制剂, Med Chem

Express公司; BCA蛋白定量试剂盒、ECL化学发光显

色液 , 南京诺唯赞公司 ; p-AMPK、AMPK、p-GSK3β、

GSK3β、p-FOXO1、FOXO1、PEPCK1抗体, Cell Signaling

公司; PVDF膜、血糖仪试纸, 德国罗氏公司。

实 验 仪 器 AT201 十 万 分 之 一 天 平 , 瑞 士

METTLER公司; 85-1型磁力搅拌器, 金坛市医疗仪器

厂; RV10型旋转蒸发仪, 德国 IKA公司; Milli-Q型纯水

机, 美国Millipore公司; JEM-2100型透射电子显微镜,

日本 JEOL 公司 ; 马尔文粒径分析仪 , 英国 Zetasizer

Nano-ZS 公司; 高速冷冻离心机 , 美国 Beckman公司;

Western blot 凝胶电泳转膜系统 , 美国 Bio-Rad 公司 ;

化学发光凝胶成像系统 , 上海 Tanon 天能公司 ;

ACCU-CHEK血糖仪, 德国罗氏公司。

实验动物 4 周龄正常雄性 C57BL/6J 小鼠 , 购

自上海斯莱克实验动物有限责任公司, 许可证编号为

SCXK (沪) 2017-0005。饲养于南京中医药大学附属中

西医结合医院SPF级动物中心。动物实验获得南京中

医药大学附属中西医结合医院动物伦理委员会批准。

适应性喂养 1周, 参照文献[9]建立高脂诱导的 2型糖尿

病小鼠模型。高脂饲料, 上海斯莱克公司 (p1004f) 持

续喂养 10周, 小鼠出现多饮、多食、多尿症状, 检测小

鼠空腹血糖均值为 8.78 mmol ·L-1, 而正常饲料喂养对

照组小鼠空腹血糖均值为 5.88 mmol ·L-1, 确认糖尿病

模型成功。动物实验方案如下: 正常饮食组 (normal

diet, ND); 高脂饮食组 (high fat diet, HFD); 高脂/和厚

朴酚CMC钠混悬液组 (100 mg·kg-1, HFD/Hono-CMC,

采用 0.5% CMC-Na溶解制备和厚朴酚混悬液)、高脂/

和厚朴酚纳米混悬剂组 (80 mg · kg-1, 为预实验给药

14 天有效降糖剂量 , HFD/Hono-Nano)、高脂/二甲双

胍组 (200 mg · kg-1, HFD/Met)。连续灌胃给药 30 天 ,

ND与HFD组以生理盐水为对照。每 7天检测小鼠空

腹 体 重 (body weight, BW) 与 血 糖 (blood glucose,

BG)。给药结束后 , 进行空腹葡萄糖耐量实验 (oral

glucose tolerance test, OGTT)。小鼠禁食 12 h, 口服葡

萄糖 2 g · kg-1, 于糖负荷前的 0 min, 糖负荷后的 30、

60、90、120 min尾尖采血测定血糖。并计算血糖曲线

下面积 (AUC, h·mmol·L-1):

AUC=0.5×(1/2×BG0+BG30+BG60+BG90+1/2×BG120)

Western blot 实验 取小鼠肝脏组织约 100 mg,
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1∶6加入RIPA蛋白裂解液, 超声匀浆, 充分裂解, 冰浴

放置 30 min。离心后取上清 , 获得总蛋白样品 , 采用

BCA法蛋白定量。进行SDS-PAGE 电泳及转膜, 蛋白

上样量为 30 μg。 PVDF 膜用含有 5% 脱脂奶粉的

TBST溶液室温封闭 2 h, 加入一抗 (1∶1 000稀释), 4 ℃
孵育过夜。TBST 洗膜 3次, 每次 5 min, 加入辣根过氧

化物酶标记的二抗 (1∶4 000 稀释), 室温孵育 1 h,

TBST洗涤 3次, 滴加ECL 化学发光显色, 天能化学发

光凝胶成像系统采集图像并进行分析。

和厚朴酚羧甲基纤维素钠混悬液配置 取100 mL

双蒸水 , 置于磁力搅拌器均匀加热至 50～60 ℃, 称

取 0.5 g CMC-Na, 分批加入水中, 磁力搅拌器加热搅

拌 5～6 h, 直至溶液澄清, 趁热脱脂棉过滤, 冷却即得

0.5% CMC-Na溶液。取适量 CMC-Na溶液加入和厚

朴酚, 磁力搅拌混匀, 配置成浓度为 10 mg ·mL-1和厚

朴酚羧甲基纤维素钠混悬液, 每日给药前混匀。

和厚朴酚纳米混悬剂制备工艺 参照文献[4,5]采

用Bottom up法制备纳米混悬剂。通过预实验, 确定制

备方法如下: 称取 36 mg泊洛沙姆F127与 9 mg泊洛沙

姆 F68 (F127 与 F68 的质量比为 4∶1) 于烧杯中 , 加入

5 mL水, 搅拌至全部溶解, 形成水相。称取15 mg和厚

朴酚溶解于 2 mL无水乙醇中, 形成含药有机相。将有

机相在磁力搅拌下快速注入水相中形成初悬液, 通过

旋转蒸发除去乙醇, 即得和厚朴酚纳米混悬剂。

和厚朴酚纳米混悬剂的形态观察、粒径分布和载

药量测定 取厚朴酚纳米混悬剂稀释后滴加于铜网

上, 吸去多余液体, 自然晾干, 透射电镜下观察其形态

并拍照。采用马尔文激光粒度测定仪测定粒径分布和

多分散指数 (polydispersity index, PDI)。采用高效液

相色谱法 (HPLC) 测定载药量, 色谱条件: Alltima C18

色谱柱 (4.6 mm×250 mm, 5 µm), 流动相为甲醇-0.1%

磷酸水 (体积比 75∶25), 流速 1 mL · min-1, 检测波长

290 nm, 柱温 30 ℃ , 进样量 10 µL, 线性范围为 0.5～

100 µg ·mL-1; 将和厚朴酚纳米混悬剂冻干, 精密称量

冻干粉的质量为M1, 用适量甲醇溶解, HPLC测定冻干

粉中和厚朴酚的质量为M2, 按照如下公式计算载药量

(DL): DL=(M2/M1)×100%。

统计学分析 数据用 mean ± SEM 表示 , 采用

SPSS 16.0 统计软件进行方差分析 , 组间比较采用 t

检验。

结果

1 和厚朴酚纳米混悬剂的形态观察、粒径分布和载

药量

透射电镜下观察和厚朴酚纳米混悬剂中粒子呈类

球形, 与文献[4,5]报道一致, 如图 1中黑色小球。并通过

动态光散射法 (马尔文粒径分析仪) 测得其平均粒径

大小为 (37.53 ± 0.49) nm, PDI 值为 (0.095 ± 0.001), 表

明厚朴酚纳米混悬剂粒径较小、尺寸分布均匀。HPLC

测定其载药量为28.93%, 与理论值29.41%接近。

2 和厚朴酚对HFD小鼠空腹体重与血糖的影响

与正常饮食 (ND) 组小鼠相比 , 长期高脂饮食

(HFD) 诱发小鼠体重增加与血糖升高。自给药 7天开

始, 与HFD模型组小鼠相比, 和厚朴酚纳米混悬剂组

小鼠空腹体重、血糖都显著性降低 (图 2A、B)。阳性对

照药二甲双胍也能够有效调节小鼠体重与血糖。而在

Figure 2 The fasting body weights (A) and blood glucose levels

(B) of mice were measured every seven days. Hono-CMC: 100

mg · kg-1; Hono-Nano: 80 mg · kg-1; Met: 200 mg · kg-1. n = 6−8,

mean ± SEM. *P<0.05 vs HFD. HFD: High fat diet; ND: Normal

diet; CMC: Sodium carboxymethyl cellulose; Met: Metformin

Figure 1 Transmission electron microscope images of nanosus‐

pensions of honokiol (Hono-Nano)
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30天的给药周期中, 和厚朴酚 CMC混悬液组小鼠体

重、血糖虽然也都有下降趋势, 但是与HFD模型组小

鼠相比较, 未见显著性差异 (图 2A、B)。结果提示, 和

厚朴酚纳米混悬剂的降糖效果优于和厚朴酚混悬液。

3 和厚朴酚对HFD小鼠OGTT的影响

小鼠给药 30天后, 进行OGTT实验。如图 3所示,

各给药组小鼠在 60、90和 120 min时间点的血糖水平

均低于 HFD 模型组小鼠 (图 3A), 并且各给药组血糖

AUC也显著小于 HFD组 (图 3B), 表明各给药组小鼠

葡萄糖耐受能力均得到有效改善, 和厚朴酚纳米混悬

剂效果略微优于和厚朴酚混悬液。

4 和厚朴酚对HFD小鼠胰岛素与胰高血糖素水平的

调控作用

小鼠血清胰岛素 (图 4A) 与胰高血糖素 (图 4B) 检

测结果显示, 与HFD模型组相比, 和厚朴酚与二甲双

胍对HFD小鼠血清胰岛素水平没有显著性影响, 但是

小鼠胰高血糖素水平均有显著性降低, 且和厚朴酚给

药组与二甲双胍给药组相比, 胰高血糖素值更低, 提示

和厚朴酚的降糖效应可能与其参与调控糖异生作用

相关。

5 和厚朴酚对肝脏糖异生相关分子的调节作用

基于和厚朴酚抑制胰高血糖素水平的结果, 本研

究进一步考察了其对肝脏糖异生信号通路的作用。

Western blot 显示 , 和厚朴酚能够改变糖异生重要调

控分子腺苷酸激活蛋白激酶 (AMP-activated protein

kinase, AMPK)、糖 原 合 成 激 酶 (glycogen synthase

kinase 3b, GSK3b) 及 Forkhead转录因子 (forkhead box

protein O1, FOXO1) 的激活状态 , 并降低磷酸烯醇式

丙 酮 酸 羧 化 酶 (phosphoenolpyruvate carboxykinase,

PEPCK1) 的表达水平 (图5)。

AMPK是糖异生作用的负调控因子, 而FOXO1与

Figure 5 The regulating effects of honokiol on hepatic gluconeo‐

genesis. A: Western blot; B: All the bands were quantified by

densitometry and are presented as fold change compared with ND.

n = 3, mean ± SEM. *P<0.05 vs HFD

Figure 3 The results of oral glucose tolerance test (OGTT, A)

and area under curve (AUC, B) were shown. n = 6 − 8, mean ±

SEM. *P<0.05 vs HFD

Figure 4 The effects of honokiol on serum insulin (A) and

glucagon (B) levels of HFD mice were shown. n = 6−8, mean ±

SEM. *P<0.05 vs HFD
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GSK3b则相反, 是糖异生的正向调控因子。如图 5A、

B所示, HFD组与ND组相比较, p-AMPK水平降低, 表

明 AMPK 的活性被抑制; 而 p-FOXO1 与 p-GSK3b 的

条带减弱, 则表明FOXO1与GSK3b的活性增强, 提示

HFD小鼠肝脏糖异生增强。研究检测到, 和厚朴酚显

著增加 p-AMPK的水平, 激活 AMPK分子。同时, 和

厚朴酚上调转录因子FOXO1的磷酸化水平, 表明其有

效抑制 FOXO1的活性。并且和厚朴酚对GSK3b活性

也表现出一定的抑制作用, 但与HFD对照组相比, 没

有显著性差异。PEPCK1是肝脏糖异生过程中的关键

限速酶之一, 其在HFD组中表达水平升高, 而和厚朴

酚有效降低其表达水平。以上结果提示和厚朴酚能够

有效抑制HFD小鼠肝脏糖异生过程, 从而降低HFD小

鼠血糖水平。

讨论

肝脏是机体代谢与能量平衡调控的重要器官, 肝

脏糖代谢异常是 2型糖尿病的主要病理特征, 表现在

糖异生与糖原合成功能紊乱, 尤其是糖异生作用的增

强[10]。因此, 有效抑制肝脏过度的糖异生作用, 能够降

低内源性葡萄糖生成导致的血糖升高, 是治疗 2型糖

尿病的有效策略。

本研究初步表明, 和厚朴酚通过抑制肝脏糖异生

途径实现其降糖疗效的潜在作用机制。AMPK作为细

胞内主要“能量感受器”, 是肝脏糖代谢平衡的重要调

控分子[11]。二甲双胍、降糖中药红景天和小檗碱, 均能

够激活AMPK通路抑制肝糖异生[12-14]。本研究观察到

和厚朴酚也能够有效激活 AMPK 分子 , 与报道相一

致[15]。同时证实, 和厚朴酚对转录因子FOXO1及糖异

生关键限速酶 PEPCK具有抑制作用。FOXO1是促进

糖异生作用的重要调控因子之一, 参与PEPCK的基因

转录表达[16]。2 型糖尿病胰岛素抵抗造成 FOXO1 持

续激活[17], 而和厚朴酚对 FOXO1活性及 PEPCK表达

的抑制能够有效降低肝脏糖异生作用。GSK3b也参

与了 PEPCK的表达调控[18]。GSK3b使肝脏糖原合成

酶磷酸化失活, 糖原合成减少, 其功能失衡将造成血糖

升高。和厚朴酚能够在一定程度上抑制HFD小鼠肝

脏组织GSK3b的活性, 但作用没有显著性差异。

生物医药纳米技术近年得到飞速发展, 其在药物

递送、生物成像和生物传感器等方面具有巨大应用前

景, 尤其对于改善难溶性药物的溶解度与生物利用度

极具产业化应用与发展潜力[19]。Bottom up法是一种

常用纳米混悬剂制备技术, 通过将难溶性药物溶解, 再

将其滴入反溶剂中, 使药物达到饱和而析出结晶。本

研究采用Bottom up法制备和厚朴酚纳米混悬制剂, 其

在HFD糖尿病小鼠模型中所表现出的降糖与减重疗

效, 均优于和厚朴酚羧甲基纤维素钠混悬液。推测和

厚朴酚难溶于水, 纳晶能够改善其溶解度、润湿性和溶

出速度, 增加其与生物膜的黏附性, 延长其在胃肠道中

的滞留时间, 从而提高口服生物利用度和药效[3]。本

研究结果为难溶性药物和厚朴酚的开发应用奠定实验

基础, 后续工作将围绕进一步的机制阐明与和厚朴酚

纳米混悬剂制备方法的优化展开。
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