
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(6): 1209 −1213

艾塞那肽促进葛根素改善高脂饮食糖尿病模型小鼠糖代谢作用的研究

姚继红, 汪 晶, 胡子奇, 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: 前期研究发现葛根素通过上调胰岛 β细胞GLP-1R (GLP-1 receptor) 的表达保护 β细胞, 但葛根素综合降

糖作用是否受到GLP-1R激活调控, 尚未验证。本文采用GLP-1R激动剂艾塞那肽 (exendin-4, Ex4) 与GLP-1R拮抗

剂毒蜥外泌肽 9-39 (exendin 9-39, Ex9-39), 以高脂饮食 (high-fat diet, HFD) 诱导小鼠糖尿病模型, 实验分为对照组、

高脂组、高脂/葛根素组 (300 mg·kg-1·d-1)、高脂/葛根素/Ex9-39 组 (Ex9-39: 10 nmol·kg-1·d-1)、高脂/葛根素/Ex4 组

(Ex4: 10 nmol·kg-1·d-1)。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 (AEWC-025)。

葛根素灌胃给药, Ex9-39与Ex4腹腔注射给药。给药10天, 考察小鼠空腹血糖及口服葡萄糖耐量 (oral glucose toler‐

ance test, OGTT), 测定血清胰岛素等指标, 检测肝脏AKT及 FOXO1的变化。与高脂组相比, 葛根素组小鼠空腹血

糖与OGTT均得到有效改善, 血清胰岛素水平升高, 而胰高血糖素、甘油三酯及总胆固醇均显著降低 (P<0.05)。Ex4

对葛根素综合降糖的多项指标具有显著增强作用, 而Ex9-39明显抑制葛根素的作用 (P<0.05), 提示葛根素作用依赖

于GLP-1R激活。Western blotting分析显示, 葛根素有效激活肝组织中AKT分子, 并抑制转录因子FOXO1活性, 其

作用同样被Ex4有效促进, 而被Ex9-39显著抑制。本研究表明, 葛根素可通过激活GLP-1R通路改善HFD糖尿病小

鼠的糖代谢, 为葛根素的开发应用提供实验支撑。
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Exendin-4 promotes the anti-diabetic effects of puerarin in

high fat diet diabetic mice
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(Affiliated Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine, Nanjing University of Chinese Medicine,

Nanjing 210028, China)

Abstract: Our previous report demonstrated puerarin protected β cells by up-regulating the expression of

glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptor (GLP-1R). However, whether the anti-diabetic effects of puerarin in vivo

depend on GLP-1R activation has not been clarified. In this study, the GLP-1R agonist exendin-4 (Ex4) and the

GLP-1R antagonist exendin 9-39 (Ex9-30) were used. Type 2 diabetes was induced in C57BL/6J mice by a high fat

diet (HFD) and divided into the following groups: control, HFD, HFD/puerarin (300 mg·kg-1·d-1), HFD/puerarin/

exendin 9-39 (Ex9-39: 10 nmol·kg-1·d-1), and HFD/puerarin/exendin-4 group (Ex4: 10 nmol·kg-1·d-1). Animal exper‐

iments were approved by the Research Animal Care Committee of Affiliated Hospital of Integrated Traditional

Chinese and Western Medicine, Nanjing University of Chinese Medicine (AEWC-025). Puerarin was administered

orally, Ex9-39 and Ex4 were administered by intraperitoneal injection for 10 days. Compared with HFD group,

after 10-day treatment, the fasting blood glucose and oral glucose tolerance test (OGTT) of diabetic mice were

effectively improved by puerarin (P<0.05). Meanwhile, serum insulin levels were increased by puerarin, and levels
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of glucagon, triglycerides, and total cholesterol were significantly reduced (P<0.05). Importantly, Ex4 significantly

enhanced the anti-diabetic effects of puerarin in HFD mice, while Ex9-39 markedly inhibited the effects of puerarin

(P<0.05), which indicates that the effects of puerarin depend on GLP-1R activation. Furthermore, results of

Western blotting of liver tissue showed puerarin effectively activated AKT and inhibited FOXO1, which relied on

GLP-1R activation as well. Taken together, our findings demonstrate that puerarin ameliorates glucose homeostasis

in HFD mice and is dependent on GLP-1R activation. This study provides experimental support for the potential

application of puerarin.
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2019世界糖尿病联盟公布的最近数据显示, 全球

糖尿病患者人数高达 4.63亿, 已成为当今世界性公共

健康问题 [1], 而中国糖尿病患者人数排名第一, 约为

1.164亿人, 糖尿病的防治形势尤为严峻。

胰高血糖素样肽-1 (glucagon-like peptide-1, GLP-1)

是一种具有葡萄糖浓度依赖性的肠促胰素[2], 通过与

GLP-1受体 (GLP-1R) 结合发挥作用。GLP-1具有促进

胰岛素分泌、抑制胰高血糖素水平、增强胰岛素敏感性、

保护胰岛 β细胞等多重功效[3-5]。因此, GLP-1/GLP-1R

成为近年来倍受关注的降血糖药物靶点与研究热点, 相

关药物如艾塞那肽、利西拉来、利拉鲁肽等陆续获批上市。

传统中药葛根临床应用广泛, 葛根素是其主要有

效成分, 具有多种药理作用, 包括降血糖、改善胰岛素

抵抗、降血脂、抗氧化、改善微循环等[6,7]。前期研究发

现, 葛根素通过上调胰岛 β细胞GLP-1R的表达, 激活

GLP-1R通路, 实现保护胰岛 β细胞生存的作用[8]。而

GLP-1R拮抗剂毒蜥外泌肽9-39 (exendin 9-39, Ex9-39),

能够抑制葛根素对胰岛 β细胞的保护作用[8,9]。但

GLP-1R激动剂是否能够协同促进葛根素的综合降糖

作用, 尚未进行探讨。本研究将采用GLP-1R激动剂艾

塞那肽 (exendin-4, Ex4) 及 GLP-1R拮抗剂 Ex9-39, 综

合评价其对葛根素降糖作用的影响, 论证 GLP-1R是

葛根素降糖功效中的关键性调控分子, 为葛根素的潜

在应用奠定实验基础。

材料与方法

药品与试剂 Ex4 (货号E7144, 规格为 0.1 mg, 纯

度>97%)、Ex9-39 (E7269, 规格为 0.1 mg, 纯度>95%)、

葡萄糖 (货号G7021, 纯度>99.5%) 和羧甲基纤维素钠

(CMC-Na, 货号C5678), 均购自美国Sigma公司; 葛根素

(货号 P111270, 纯度>96%), 中国泽朗医药科技有限公

司; 甘油三酯与总胆固醇检测试剂盒, 中国建成生物工

程研究所; 胰岛素与胰高血糖素放射免疫试剂盒, 中国

北方生物技术研究所; 蛋白酶抑制剂 (货号HY-K0010,

能够同时抑制半胱氨酸蛋白酶、丝氨酸蛋白酶、天冬

氨酸蛋白酶及氨肽酶) 和磷酸酶抑制剂 (货号 HY-

K0021, 能够同时抑制碱性磷酸酶、丝氨酸/苏氨酸磷酸

酶及蛋白磷酸酶 PP1 和 PP2A 的活性), 美国 Med

Chem Express公司; RIPA蛋白裂解液, 中国碧云天生物

技术有限公司; BCA蛋白定量试剂盒和ECL化学发光

显色液, 中国诺唯赞公司; GAPDH抗体 (货号 2118)、p-

Akt抗体 (货号 9271)、p-FOXO1抗体 (货号 9461)、Akt

抗体 (货号 9272)、FOXO1抗体 (货号 2880), 美国 Cell

Signaling公司; PVDF膜、血糖仪试纸, 德国罗氏公司。

实验仪器 血糖仪 , 型号 ACCU-CHEK, 德国罗

氏公司 ; Western blotting 凝胶电泳转膜系统 , Mini-

PROTEAN Tetra System, 美国Bio-Rad公司; Milli-Q型

纯水机 , 美国 Millipore 公司 ; 高速冷冻离心机 , 型号

5430R, 美国 Beckman 公司 ; 化学发光凝胶成像系统 ,

型号5200, 上海Tanon天能公司。

实验动物模型建立与分组给药 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 (批准号AEWC-025)。4周龄雄性C57BL/6小鼠购

自上海斯莱克实验动物有限责任公司, 共50只, 许可证

编号为SCXK (沪) 2017-0005。小鼠饲养于本单位SPF

级实验动物中心 , 室温 23～25 ℃ , 湿度适宜 , 且保持

12 h昼夜循环。小鼠适应性饲养一周后, 10只小鼠以普

通饲料喂养作为对照组, 40只小鼠以高脂饲料 high-fat

diet (HFD) (上海斯莱克公司, p1400f) 喂养建立小鼠糖

尿病模型, 造模过程中, 小鼠自由摄食饮水。持续喂养

12周后, 检测小鼠空腹血糖水平, 空腹血糖>8 mmol·L-1

则认为糖尿病模型造模成功。将高脂造模成功的小鼠

随机分为 4组, 平均每组 8只。分组给药方案如下: 对

照组 (普通饲料喂养, con), 生理盐水灌胃; 高脂组 (高

脂饲料喂养, HFD), 生理盐水灌胃; 高脂/葛根素给药组

(HFD/pue), 采用 0.5%的CMC钠溶解制备葛根素混悬

液 , 300 mg·kg-1·d-1, 灌胃给药; 高脂/葛根素/Ex9-39组

(H/pue/Ex9-39),葛根素300 mg·kg-1·d-1,灌胃给药, Ex9-39

10 nmol·kg-1·d-1, 腹腔注射给药 ; 高脂/葛根素/Ex4 组

(H/pue/Ex4), 葛根素 300 mg·kg-1·d-1, 灌胃给药 , Ex4
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10 nmol·kg-1·d-1, 腹腔注射给药。连续给药 10天后, 继

续相关检测。

空腹体重和血糖检测 小鼠禁食 12 h, 不禁水, 分

别测量各组小鼠的空腹体重 (fasting body weights), 采用

ACCU-CHEK血糖仪测空腹血糖 (fasting blood glucose)。

口服葡萄糖耐量实验 (oral glucose tolerance test,

OGTT) 给药结束后, 小鼠禁食12 h, 灌胃葡萄糖2 g·kg-1

进行OGTT实验。分别测量糖负荷前 0 min, 糖负荷后

30、60、90和 120 min的小鼠血糖值, 计算时间血糖值

曲线下面积: AUC (h·mmol·L-1) = 0.5×(1/2×BG0+BG30+

BG60+BG90+1/2×BG120)。

血清样品生化分析 小鼠摘眼球取血, 静置分层,

室温离心, 3 000 r·min-1, 15 min, 取上层血清。参照检

测试剂盒说明书, 检测小鼠胰岛素与胰高血糖素, 以及

甘油三酯和总胆固醇水平。

Western blotting 实验 称取小鼠肝脏组织约

80 mg, 加入 RIPA裂解液 (组织/裂解液=1∶8), 同时按

比例加入蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂, 充分匀浆裂

解, 冰上静置 30 min后 12 000 r·min-1, 4 ℃离心 30 min,

取上清即得总蛋白, 用BCA法测定蛋白浓度。取蛋白

样品 30 μg进行 SDS-PAGE凝胶电泳及转膜, 用 5%脱

脂奶粉 TBST 溶液封闭 1.5 h, 加一抗 (1∶1 000 稀释)

4 ℃孵育过夜。TBST溶液洗膜 3次, 每次 6 min, 加辣

根过氧化物酶标记二抗 (1∶2 000稀释), 室温孵育 1 h,

TBST洗 3次, 每次 10 min, 最后加ECL发光液, 采用化

学发光凝胶成像系统, 进行图像采集并分析。

统计学分析 数据用Mean ± SE表示, 采用 SPSS

16.0统计软件进行统计分析, 组间比较采用 t检验。

结果

1 Ex4与Ex9-39对葛根素改善HFD小鼠空腹血糖的

影响

如图 1所示, 高脂喂养显著增加小鼠空腹血糖 (图

1B) 与体重 (图 1A), 而葛根素有效降低HFD小鼠的空

腹血糖, 体重无显著性影响。GLP-1R激动剂Ex4有效

增强葛根素的降糖作用 (图 1B), 并且两者联用能够降

低 HFD 小鼠体重 (图 1A)。而 GLP-1R 拮抗剂 Ex9-39

对葛根素的降糖作用表现出显著抑制作用 (图 1B), 对

小鼠体重无影响。以上结果表明, GLP-1R激活能够促

进葛根素的降糖效果, 而阻断GLP-1R通路, 葛根素的

降糖作用被抑制。

2 Ex4 与 Ex9-39 对葛根素改善 HFD 小鼠 OGTT 的

影响

给药结束后, 对各组小鼠进行OGTT (图2A), 并计

算时间血糖值曲线下面积AUC (图 2B)。HFD糖尿病

小鼠的糖耐量曲线异常升高, 糖耐量受损, 而葛根素能

够有效改善HFD小鼠糖耐量。葛根素与GLP-1R激动

剂 Ex4 联用 , 对 OGTT 改善效果未见显著性差异 (图

2B)。而 GLP-1R 拮抗剂 Ex9-39 显著抑制葛根素对

OGTT的改善作用 (图2B)。

Figure 1 The fasting body weights (A) and blood glucose levels (B) of mice after 10 days treatment. n = 6-8,
-
x ± s. *P<0.05 vs Con;

#P<0.05 vs HFD saline; ^P<0.05 vs HFD/pue. HFD: High fat diet; Ex9-39: Exendin 9-39; Ex4: Exendin-4; pue: Puerarin

Figure 2 The results of oral glucose tolerance test (OGTT) (A) and area under curve (AUC) (B) after 10 days treatment. n = 6-8,
-
x ± s.

*P<0.05 vs Con; #P<0.05 vs HFD saline; ^P<0.05 vs HFD/pue
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3 Ex4与Ex9-39对葛根素调节HFD小鼠血清胰岛素

与胰高血糖素的影响

小鼠血清胰岛素 (图 3A) 与胰高血糖素 (图 3B) 测

试结果表明, 葛根素能够上调胰岛素水平而抑制胰高

血糖素。与Ex4的联用, 能有效增强葛根素的促胰岛

素作用, 但对胰高血糖素没有显著性影响 (图 3A), 而

与Ex9-39联用时, 葛根素对胰岛素及胰高血糖素的调

节效果均减弱, 提示葛根素可能通过激活 GLP-1R通

路从而调节胰岛素和胰高血糖素的释放。

4 Ex4与Ex9-39对葛根素降脂作用的影响

本实验采用高脂喂养诱导肥胖糖尿病小鼠模型,

小鼠体重显著增加, 进而对小鼠常规脂代谢指标血清

甘油三酯 (serum triglycerol, TG) 和总胆固醇 (serum

cholesterol, CHO) 也进行了检测。结果如图 4A、4B所

示 , HFD 组小鼠血清 TG 和 CHO 均显著高于对照组 ,

葛根素能够显著降低血清甘油三酯和总胆固醇水平,

且其降脂作用同样受到GLP-1R激活调控, 被GLP-1R

激动剂 Ex4所增强, 而与GLP-1R拮抗剂 Ex9-39联用,

其降脂作用被减弱。

5 Ex4与Ex9-39对葛根素胰岛素增敏作用的影响

进一步, 通过Western blotting实验检测了葛根素对

小鼠肝脏胰岛素信号通路的调节作用。AKT是一种丝

氨酸/苏氨酸蛋白激酶 , 又被称为蛋白激酶 B (protein

kinase B, PKB), 是胰岛素信号通路中的重要分子 ,

AKT磷酸化后被激活, 调控下游多个靶蛋白, 发挥促

进糖原合成、抑制糖异生、维持机体血糖平衡等多重效

应[10]。而转录因子 FOXO1 (Forkhead box protein O1)

具有促进糖异生升高血糖的作用, 其活性可受 PI3K/

Akt信号通路调节, 被AKT磷酸化后失活[11]。

结果如图 5所示, 与对照组相比较, 高脂组 p-AKT

与 p-FOXO1 水平均显著降低 , 而葛根素能够上调 p-

AKT与 p-FOXO1水平, 证实葛根素对胰岛素敏感性具

有改善作用。与之前结果相类似, 也观察到Ex4显著

增强葛根素对 p-AKT和 p-FOXO1的调控作用, 而葛根

素的作用被 Ex9-39有效阻断, 提示GLP-1R是葛根素

胰岛素增敏作用中的关键调控分子。

讨论

胰高血糖素样肽GLP-1是由肠道L细胞分泌的一

类肽激素 , 通过与 GLP-1受体 GLP-1R 结合激活下游

信号通路, 发挥多重生理效应, 维持机体能量稳态, 是

近年来 2型糖尿病治疗与药物研发的重要靶点[12,13]。

GLP-1R是一种G蛋白偶联受体, 在胰岛、脑和肠中都

有表达[14]。GLP-1作用于胃肠道和脑, 延缓胃排空, 抑

制食欲[15], 增加饱腹感 , 减少食物摄入 , 控制体重[16]。

GLP-1与胰岛 β细胞表面GLP-1R结合, 可激活 β细胞

中GLP-1R通路, 增加胰岛素释放, 保护 β细胞的生存,

抑制 β细胞的凋亡 , 促进胰岛 β细胞再生[17,18]。天然

GLP-1半衰期非常短, 无法作为药物应用, 对GLP-1结

Figure 3 The impacts of puerarin, Ex9-39 or Ex4 on serum in‐

sulin (A) and glucagon (B) levels of mice after 10 days treatment.

n = 6-8,
-
x ± s. *P<0.05 vs Con; #P<0.05 vs HFD saline; ^P<0.05 vs

HFD/pue

Figure 4 The effects of puerarin, Ex9-39 or Ex4 on the lipid

metabolism of HFD mice. (A) Levels of serum triglycerol (TG),

and (B) levels of serum cholesterol (CHO) of mice after 10 days

treatment. n = 6-8,
-
x ± s. *P<0.05 vs Con; #P<0.05 vs HFD saline;

^P<0.05 vs HFD/pue

Figure 5 Results of Western blotting assays (A) and comparing

changes (B) of p-AKT and p-FOXO1 in liver samples of mice. (A)

The representative pictures of Western blotting assays were shown.

(B) All bands were quantified by densitometry and were presented

as fold change compared with con. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05 vs Con; #P<

0.05 vs HFD saline; ^P<0.05 vs HFD/pue
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构进行修饰与优化, 是降糖新药研发的有效策略[19]。

但研究也发现, 在糖尿病模型动物及体外细胞实验中,

高糖能够显著抑制GLP-1R的表达[20,21]。因此, 糖尿病

环境下 GLP-1R表达的降低, 可能在一定程度上影响

GLP-1R激动剂类药物的疗效。

本课题组前期研究报道了中药葛根活性成分葛根

素降糖作用的新机制[8]。发现葛根素能够上调胰岛 β

细胞GLP-1R的表达, 进而增强GLP-1R通路激活, 实

现保护胰岛 β细胞, 促进胰岛素分泌, 降低糖尿病小鼠

血糖的作用。本研究在其基础上, 进一步通过HFD糖

尿病模型小鼠实验, 综合评价了葛根素与 GLP-1R激

动剂 Ex4或 GLP-1R 拮抗剂 Ex9-39的联合给药效果。

结果表明, 葛根素有效降低HFD糖尿病小鼠空腹血糖

与血脂水平, 改善HFD小鼠的口服葡萄糖耐受, 上调

血清胰岛素水平而下调胰高血糖素水平。而葛根素对

小鼠糖脂代谢的改善作用, 受到GLP-1R激活的显著

性影响 , 其作用被 Ex4 增强 , 而被 Ex9-39 有效阻断。

此外, 葛根素能够上调HFD小鼠肝脏组织中 p-AKT和

p-FOXO1的水平, 增强胰岛素敏感性, 此作用同样受

到GLP-1R激动剂与GLP-1R拮抗剂的调控。

综上所述, 本研究提示GLP-1R是葛根素降糖功效

中的关键性调控分子, 葛根素能够通过上调GLP-1R的

表达, 增强GLP-1R的激活效应。葛根素的这一独特作

用机制, 有望改善糖尿病环境下GLP-1R的低表达, 从而

协同促进GLP-1R激动剂类药物的治疗效果, 为葛根与

GLP-1R激动剂类药物联合应用的可能提供实验支撑。
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