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半夏泻心汤体内外保护糖尿病前期胰岛 β细胞功能
及对 ＧＲＫ２／ＳＴＲ信号通路的影响

殷美琦，宋秀道
（南京中医药大学附属苏州市中医医院，江苏 苏州 ２１５００９）

　　摘要：探讨半夏泻心汤体内外保护糖尿病前期胰岛β细胞功能及对 Ｇ蛋白偶联受体激酶２（Ｇｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅ２，ＧＲＫ２）／甜味受体（ｓｗｅｅｔｔａｓｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＳＴＲ）信号通路的影响，为临床应用半夏泻心汤防治糖尿病前期提
供参考。方法 应用６０％高脂饲料诱导制备肥胖糖尿病前期小鼠模型，将小鼠随机分为正常对照组、模型组和半夏泻心
汤组，连续给药治疗４周后，检测各组小鼠口服葡萄糖耐量（ｏｒａｌｇｌｕｃｏｓｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｅｓｔ，ＯＧＴＴ）各时间点血糖、空腹胰岛素
水平，石蜡切片苏木素－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色镜下观察小鼠胰腺组织胰岛形态，免疫荧光共定位染色检测
胰腺组织β／α细胞数量，免疫组化检测胰腺组织甜味受体亚基味觉１受体成员３（ｔａｓｔｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｍｂｅｒ３，ＴＡＳ１Ｒ３）表
达，免疫荧光双染色法检测ＧＲＫ２表达，并进行ＧＲＫ２和胰岛素（ｉｎｓｕｌｉｎ）共定位分析；蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）
和实时定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）法分别检测胰腺组织甜味受体
亚基ＴＡＳ１Ｒ３和ＧＲＫ２蛋白和ｍＲＮＡ表达；运用胰岛β细胞株ＩＮＳ－１，半夏泻心汤含药血清干预高糖（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）处理
的细胞２４ｈ，酶联免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测低糖和高糖刺激下胰岛素分泌，ＷＢ检
测细胞ＴＡＳ１Ｒ３和ＧＲＫ２蛋白表达。结果 与模型组相比，半夏泻心汤组减重效果明显（Ｐ＜０００１）；与正常对照组比较，
模型组小鼠ＯＧＴＴ各时间点血糖及血糖曲线下面积、空腹胰岛素水平均显著升高（Ｐ＜００１）；胰岛体积明显增大，胰岛
中β／α比例明显降低；甜味受体表达显著下调，ＧＲＫ２表达显著上调。半夏泻心汤给药治疗后小鼠ＯＧＴＴ各时间点血糖
及血糖曲线下面积、空腹胰岛素水平均显著下降（Ｐ＜００１）；胰岛形态和结构较规整，胰岛体积明显减小，胰岛细胞数量
接近正常胰岛；半夏泻心汤干预恢复了甜味受体表达，并下调ＧＲＫ２的表达。体外实验亦显示，半夏泻心汤可以恢复高
糖诱导的ＩＮＳ－１β细胞胰岛素分泌紊乱，上调甜味受体的表达，下调ＧＲＫ２的表达。结论 半夏泻心汤可以有效调节血

糖，保护胰岛β细胞功能，治疗糖尿病前期，作用机制可能与其调控β细胞甜味受体信号通路有关。
　　关键词：半夏泻心汤；糖尿病前期；β细胞功能；甜味受体；ＧＲＫ２
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ｔｒｅａｔｐｒｅｄｉａｂｅｔｅｓ．Ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｃｔｉｏｎｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｗｅｅｔｔａｓｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｆβｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＢａｎｘｉａＸｉｅｘｉｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎ（半夏泻心汤）；ｐｒｅｄｉａｂｅｔｅｓ；ｐａｎｃｒｅａｔｉｃβ－ｃｅｌｌｓ；ｓｗｅｅｔｔａｓｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＧＲＫ２

　　糖尿病前期是介于正常血糖和糖尿病之间的中间阶段，全
球患病人数约有７．２亿［１］，而且随着高脂高糖等饮食方式常态

化，人数还在不断增长，预计到２０４５年将增加到１０．５亿［２］。

糖尿病前期的出现标志着未来发生２型糖尿病、心血管疾病、
肿瘤、抑郁等疾病的风险增高［１，３］。如何有效干预糖尿病前期

以减缓并逐步从根本上遏止２型糖尿病流行是全球迫切需要
解决的关键科学问题。

胰岛β细胞功能障碍是糖尿病前期发生发展的关键［４］。

半夏泻心汤是源于《伤寒论》的经典名方。临床研究证实，半

夏泻心汤能够改善胰岛 β细胞功能，具有降糖减重降脂作
用［５－６］；已被收入《糖尿病前期中医药循证临床实践指南》［７］。

本课题组前期研究亦发现，半夏泻心汤能增加胰高糖素样肽－
１（ｇｌｕｃａｇｏｎ－ｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ－１，ＧＬＰ－１）水平、改善肠道葡萄糖吸
收、调节肠道菌群、降低体内炎症水平和蛋白质羰基化水平，从

而有效治疗糖尿病前期［８－１０］。然而其改善糖尿病前期胰岛 β
细胞功能的确切机制仍有待进一步阐明。

自甜味受体（ｓｗｅｅｔｔａｓｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＳＴＲｓ）在胰腺中被发现
以来，大量研究证实，β细胞 ＳＴＲｓ（ＴＡＳ１Ｒ２－ＴＡＳ１Ｒ３）参与胰
岛素分泌调控，进而在调节糖脂代谢稳态中起重要作用［１１－１３］。

本研究拟以高脂诱导的肥胖糖尿病前期小鼠和高糖诱导的

ＩＮＳ－１β细胞为研究对象，探讨半夏泻心汤体内外保护糖尿病
前期胰岛β细胞功能及对甜味受体信号通路的影响，为临床
应用半夏泻心汤防治糖尿病前期提供科学依据。

１　材料
１．１　细胞株

胰岛β细胞株ＩＮＳ－１，购自厦门逸漠生物科技有限公司。
１．２　动物

ＳＰＦ级健康６～８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体质量２０～２２
ｇ，购于昭衍（苏州）新药研究中心有限公司，实验动物生产许
可证ＳＣＸＫ（苏）２０１８－０００６，实验动物使用许可证 ＳＹＸＫ（苏）
２０１７－００４３。所有动物均分笼饲养于标准环境，自由进食饮
水，光暗周期１２ｈ／１２ｈ，温度（２２±２）℃，湿度４０％ ～６０％。
高脂饲料购自 ＲｅｓｅａｒｃｈＤｉｅｔｓ公司（６０％脂肪，２０％碳水化合
物，２０％蛋白质）。实验通过南京中医药大学苏州附属医院伦
理审查，审查号：２０２０伦动批０２７。

１．３　药物
半夏泻心汤（法半夏１２ｇ，酒黄连３ｇ，黄芩９ｇ，干姜９ｇ，

党参９ｇ，炙甘草９ｇ，大枣３６ｇ），购自南京中医药大学苏州附
属医院中药房，由全国中药特色技术传承人沈多荣主任中药师

鉴定符合２０２０版《中华人民共和国药典》规定。
１．３．１　半夏泻心汤提取物制备　称取药材适量，参考文献［１４］

方法制备半夏泻心汤，加入３倍量冷水浸泡３０ｍｉｎ，加热回流
提取６０ｍｉｎ，趁热过滤上清液；滤渣中再加３倍量水，加热回流
提取３０ｍｉｎ，趁热过滤上清液；合并２次得到的上清液，减压浓
缩至１．０ｇ·ｍＬ－１冷藏备用。
１．３．２　半夏泻心汤含药血清制备　８０ｇ生药／ｋｇ半夏泻心汤
提取物灌胃给予ＳＤ大鼠，１次／ｄ，连续７ｄ，末次给药２ｈ后，腹
腔麻醉，腹主动脉采血，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，分离血清，灭
活，过滤，－８０℃冰箱保存。
１．４　试剂

小鼠胰岛素酶联免疫吸附实验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒ
ｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自优尔生（货号：ＣＥＡ４４８Ｍｕ）；大鼠
胰岛素ＥＬＩＳＡ试剂盒购自联科生物（货号：Ａ３２２０２０４３４）；味觉
１受体成员３（ｔａｓｔｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｍｂｅｒ３，ＴＡＳ１Ｒ３）抗体购自Ｎｏ
ｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司（货号：ＮＢ１００－９８７９２）；Ｇ蛋白偶联受体激
酶 ２（Ｇｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅ２，ＧＲＫ２）Ａｎｔｉｂｏｄｙ
（３Ｆ８）抗体购自ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司（货号：ＮＢＰ２－３７６１１）；
β－ａｃｔｉｎ抗 体 购 自 Ｅｎｇｉｂｏｄｙ公 司 （货 号：４２０８１２ＮＪ－
Ｉ４２０２０１６）；山羊抗兔 ＩｇＧ二抗购自 Ｅｎｇｉｂｏｄｙ公司（货号：
ＡＴ００９７）；山羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗购自 Ｅｎｇｉｂｏｄｙ公司（货号：
ＡＴ００９８）；抗胰岛素（Ｉｎｓｕｌｉｎ）抗体购自 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司（货号：
ＧＢ１２３３４）；抗胰高血糖素（ｇｌｕｃａｇｏｎ）抗体购自 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司
（货号：ＧＢ１１３４９６）；ＤＡＰＩ染色试剂购自 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司（货号：
Ｇ１０１２）；ＲＮＡ提取液购自Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司（货号：Ｇ３０１３）。
１．５　仪器

ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ型ＰＣＲ仪（美国Ｂｉｏ－ｒａｄ公司）；蛋白印迹电
泳系统、全自动凝胶成像仪（美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ公司）；多功能
酶标仪（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司）；光学显微镜（日本 Ｏ
ＬＹＭＰＵＳ公司）；高速冷冻离心机（德国Ｚ－３２０Ｋ）；稳悦血糖仪
及配套血糖检测试纸［强生（中国）医疗器械有限公司］。

３６
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２　方法
２．１　动物实验
２．１．１　造模与分组　将雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠适应性喂养１周
后，正常对照组持续予以普通饲料和纯净水喂养，造模组给予

６０％高脂饲料和纯净水喂养造成肥胖糖尿病前期小鼠模
型［１５］，共喂养１２周，按照血糖值随机分为两组，每组６只，分
别为模型组和半夏泻心汤组。

２．１．２　给药　模型小鼠建立并完成分组后，正常对照组：继续
予普通饮食和纯净水喂养；模型组：予６０％高脂饮食和纯净水
喂养；半夏泻心汤组：予普通饮食和纯净水喂养，同时给予半夏

泻心汤提取物（剂量：１１．３１ｇ生药／ｋｇ），１次／ｄ；正常对照组和
模型组予等体积灭菌水灌胃，连续给药４周。
２．１．３　一般情况评价　给药期间每周测量体质量、空腹血糖；
给药４周后行口服葡萄糖耐量试验（ｏｒａｌｇｌｕｃｏｓｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｅｓｔ，
ＯＧＴＴ），在０、３０、６０、１２０ｍｉｎ尾静脉采血，用血糖试纸测定小
鼠血糖值，并采用近似梯形法计算曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒ
ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ），计算公式如下：ＡＵＣ＝０．２５×（ＢＧ０ｍｉｎ＋ＢＧ３０
ｍｉｎ）＋０．２５×（ＢＧ３０ｍｉｎ＋ＢＧ６０ｍｉｎ）＋０．５×（ＢＧ６０ｍｉｎ＋
ＢＧ１２０ｍｉｎ），其中ＢＧ为血糖。
２．１．４　标本收集　实验结束，各组小鼠禁食不禁水１８ｈ后摘
眼球，用含ＥＤＴＡ的抗凝血管，于４℃，２５００～３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ分离血浆，保存于 －８０℃冰箱备用，用于胰岛素测定。
开腹后分离胰腺组织，部分放入４％多聚甲醛中固定，部分保
存于－８０℃冰箱。
２．２　细胞实验

（１）细胞培养及分组干预 ＩＮＳ－１β细胞用含１０％胎牛血
清的ＲＰＭＩ－１６４０培养基培养，待细胞长到 ７０％ ～８０％，用无
血清培养基（５．６ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）预处理后培养６ｈ，使其处于
同步化状态，分为正常对照组、模型组和半夏泻心汤组。正常

对照组：ＲＰＭＩ－１６４０Ｐ培养基培养；模型组：给予含２５ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖培养基培养处理２４ｈ；半夏泻心汤组：给予含１０％半夏
泻心汤含药血清、２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖、ＲＰＭＩ－１６４０培养基培
养，干预２４ｈ后收集细胞裂解用于蛋白质分析。

（２）用５．６ｍｍｏｌ／Ｌ糖浓度的ＫＲＢ缓冲液孵育１．５ｈ后弃
上清，再分别用低糖（５．６ｍｍｏｌ／Ｌ）和高糖（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）ＫＲＢ缓
冲液孵育１．５ｈ后收集上清，ＥＬＩＳＡ法测定胰岛素含量。
２．３　观察指标与检测方法
２．３．１　胰岛素水平检测　酶联免疫法检测胰岛素水平，检测
过程严格按照试剂盒说明进行。

２．３．２　胰腺形态学观察　胰腺组织经４％多聚甲醛固定后，
石蜡包埋切片，进行苏木素 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染
色。显微镜下观察胰腺组织形态变化并在不同视角下采集

图像。

２．３．３　免疫组织化学和免疫荧光染色　（１）免疫组织化学：
将石蜡切片脱蜡并洗涤。然后，将切片放入微波炉中修复抗

原。冷却至室温后，将切片放入３％Ｈ２Ｏ２中３０ｍｉｎ。用 ＰＢＳ
清洗后，用１０％山羊血清封片１ｈ。加入一抗并在４℃孵育１４
ｈ，加入二抗并孵育１ｈ。用ＤＡＢ显色，然后用苏木精进行核染
色，显微镜采集图像。

（２）免疫荧光染色：将分离的胰岛组织进行固定，石蜡切
片脱蜡至水，并用ＥＤＴＡ抗原修复液（ｐＨ８．０）进行抗原修复。

修复完成后，自然冷却，再滴加 ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ；之后向切片
加入一抗，切片平放于湿盒内４℃孵育过夜，然后用ＣＹ３标记
山羊抗小鼠ＩｇＧ二抗和Ｆｌｕｏｒ４８８标记山羊抗兔ＩｇＧ二抗避光
室温孵育５０ｍｉｎ进行染色。再加ＤＡＰＩ染色试剂，避光室温孵
育１０ｍｉｎ，进行细胞核复染。接着使用正置荧光显微镜（日本
尼康，ＮＩＫＯＮＥＣＬＩＰＳＥＣ１）对组织切片进行观察和成像。使用
ＩｍａｇｅＪ软件进行定量分析。
２．３．４　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）　各组小鼠断髓解
剖取材。将各组小鼠胰腺组织剪块、称重后置于离心管中，加

入配置好的ＲＩＰＡ裂解液，在４℃冰箱中裂解３０ｍｉｎ制成组织
匀浆，后于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，小心吸取上清测定总蛋白
浓度，剩余上清按比例加入５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混合均匀，将混合
液置恒温水浴锅内沸水水浴加热１０ｍｉｎ使蛋白质变性。参照
文献［１３］的方法进行上样、电泳以及转膜，用５％的脱脂奶粉常
温封闭２ｈ，于４℃冰箱中孵育一抗过夜，常温下孵育二抗２ｈ，
参照ＥＣＬ试剂说明书使蛋白显影拍摄保存。用 ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ
２２００软件计算各蛋白条带灰度值。
２．３．５　实时定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）　取４～１０ｇ胰岛组织加入
ＲＮＡ提取液，加入氯仿于４℃ 下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，得
到上层液相，加入异丙醇离心，得到白色沉淀。用乙醇洗涤沉

淀物，然后用ＲＮＡ溶解液溶解。反转录后，按照 ＰＣＲ反应体
系加入试剂和样本 ｃＤＮＡ，于荧光定量 ＰＣＲ仪（北京东胜创新
生物科技有限公司，ＥＴＣ８１１）上完成扩增。引物序列列于表
１中。

表１　相关基因引物信息

基因名称 引物序列（５＇－３＇） 产物长度／（ｂｐ）

ＴＡＳ１Ｒ３ Ｆ：ＡＴＡＧＴＧＣＣＡＧＣＡＴＧＧＡＴＣＧＧ ２８０
Ｒ：ＡＧＴＡＣＡＴＣＣＡＧＣＡＣＣＴＴＧＣＣ

ＧＲＫ２ Ｆ：ＧＣＡＧＣＧＧＣＧＡＴＡＣＴＴＣＴＡＣＴＴ １９５
Ｒ：ＡＣＣＡＧＣＴＣＴＧＧＡＴＣＡＣＴＡＴＣＡＣＡ

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ １３３
Ｒ：ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ

２．４　统计学方法
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行统计分析。计量资料以均

数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间的比较采用单因素方差分析和
Ｔｕｋｅｙ＇ｓ多重比较。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果
３．１　半夏泻心汤改善高脂诱导的肥胖糖尿病前期小鼠体质
量、糖代谢和空腹胰岛素水平

单纯高能饲料喂养诱导的高血糖肥胖小鼠作为成熟的糖

尿病前期动物模型，用于探索半夏泻心汤对其糖代谢水平的影

响。经过１２周高脂饲料喂养及４周干预后，与模型组相比，半
夏泻心汤组有明显的减重效果（插页Ⅴ图１Ａ）；ＯＧＴＴ各时间
点血糖（插页Ⅴ图１Ｂ）及血糖曲线下面积（插页Ⅴ图１Ｃ）模型
组均高于正常对照组（Ｐ＜００１），特别是空腹血糖（插页Ⅴ图
１Ｂ）更加明显（Ｐ＜０００１）；给予半夏泻心汤干预后，与模型组
相比，小鼠空腹血糖（插页Ⅴ图１Ｂ）显著降低（Ｐ＜０００１），糖
负荷后各时间点血糖（插页Ⅴ图１Ｂ）及血糖曲线下面积（插页
Ⅴ图１Ｃ）均有明显改善（Ｐ＜００１），整体曲线接近于正常对照
组。为评估半夏泻心汤对胰岛素分泌的影响，进行了空腹胰岛
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素水平的测定。与正常对照组相比，模型组空腹胰岛素水平

（插页Ⅴ图１Ｄ）显著升高（Ｐ＜００１），半夏泻心汤治疗后小鼠
空腹胰岛素水平（插页Ⅴ图１Ｄ）明显下降（Ｐ＜００１）。
３．２　半夏泻心汤改善糖尿病前期小鼠胰岛细胞的形态和数量

采用ＨＥ染色法观察小鼠胰岛的形态，与正常对照组小鼠
相比，模型组小鼠胰岛体积明显增大，半夏泻心汤组干预后胰

岛形态和结构较规整，胰岛体积明显减小（插页Ⅴ图２）。用胰
高血糖素和胰岛素标记α细胞和β细胞进行免疫荧光共定位
染色。结果显示，与正常对照组比较，模型组胰岛中 β／α细胞
比例明显降低，半夏泻心汤给药治疗后改善了这一趋势，恢复

了胰岛α与β细胞数量，改善胰岛细胞功能（插页Ⅵ图３）。
３．３　半夏泻心汤恢复甜味受体表达

在小鼠胰岛中，β细胞表面 ＳＴＲｓ主要是 ＴＡＳ１Ｒ３［１６］。采
用免疫组化法检测胰腺组织甜味受体亚基ＴＡＳ１Ｒ３表达水平，
与正常对照组相比，模型组小鼠胰岛 ＴＡＳ１Ｒ３表达显著减少；
半夏泻心汤处理上调了甜味受体 ＴＡＳ１Ｒ３的表达（插页Ⅵ图
４）。通过ＷＢ检测小鼠胰腺组织ＴＡＳ１Ｒ３蛋白水平，与正常对
照组相比，模型组小鼠胰腺组织中ＴＡＳ１Ｒ３蛋白表达量显著降
低；与模型组相比，半夏泻心汤干预后，胰腺ＴＡＳ１Ｒ３表达显著
增加（插页Ⅵ图５）。采用ＲＴ－ｑＰＣＲ检测胰腺组织ＴＡＳ１Ｒ３的
ｍＲＮＡ水平，同样地，与正常对照组相比，模型组小鼠胰腺组织
中ＴＡＳ１Ｒ３ｍＲＮＡ表达量显著降低；与模型组相比，半夏泻心汤
干预后，胰腺ＴＡＳ１Ｒ３ｍＲＮＡ表达显著增加（插页Ⅶ图６Ａ）。
３．４　半夏泻心汤抑制ＧＲＫ２表达

采用ＷＢ检测小鼠胰腺组织ＧＲＫ２蛋白表达水平，统计分
析显示，模型组 ＧＲＫ２蛋白表达水平明显高于正常对照组
（Ｐ＜００５），经半夏泻心汤治疗后 ＧＲＫ２蛋白水平显著下降
（Ｐ＜００１）（插页Ⅶ图５）；免疫荧光双染色法检测ＧＲＫ２表达，
并进行ＧＲＫ２和Ｉｎｓｕｌｉｎ共定位分析也有同样发现（插页Ⅶ图
７）。ｍＲＮＡ转录水平上，与正常对照组相比，模型组小鼠胰腺
组织ＧＲＫ２ｍＲＮＡ水平显著升高（Ｐ＜００１），半夏泻心汤治疗
抑制了ＧＲＫ２ｍＲＮＡ的表达（插页Ⅶ图６Ｂ）。
３．５　半夏泻心汤恢复高糖诱导的ＩＮＳ－１β细胞胰岛素分泌紊
乱，上调甜味受体的表达，下调ＧＲＫ２的表达

大鼠胰岛细胞瘤细胞ＩＮＳ－１保留了正常β细胞的生理特
征。与正常对照组相比，高糖诱导２４ｈ后的模型组ＩＮＳ－１细
胞低糖（５．６ｍｍｏｌ／Ｌ）刺激胰岛素分泌增加，高糖（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）
刺激胰岛素分泌减少，半夏泻心汤含药血清加入体外培养的高

糖诱导的ＩＮＳ－１细胞２４ｈ后，高糖刺激的胰岛素分泌显著增
加，低糖刺激的胰岛素分泌显著减少（Ｐ＜００５）（插页Ⅷ图
８Ａ）。然后，采用ＷＢ法检测３组细胞甜味受体亚基 ＴＡＳ１Ｒ３
以及 ＧＲＫ２的蛋白含量，经统计，模型组 ＴＡＳ１Ｒ３表达下降
（Ｐ＜０００１），ＧＲＫ２表达增加（Ｐ＜００１）；与模型组相比，给予
半夏泻心汤含药血清干预后，ＴＡＳ１Ｒ３表达增加（Ｐ＜０００１），
ＧＲＫ２表达下降（Ｐ＜００５）（插页Ⅷ图８Ｂ、８Ｃ）。
４　讨论

糖尿病前期属于中医“脾瘅”“食郁”等范畴。半夏泻心汤

以辛温之半夏、干姜与苦寒之黄连、黄芩为主组成，“辛以开

之，苦以降之”，“辛、苦”并用升清降浊，调畅中焦大气，宣泄三

焦气机，具有寒热平调，消痞散结，补泻同施的功用，切中糖尿

病前期脾失健运、脾虚湿热、虚实错杂之病机［７］，从理论上为

运用半夏泻心汤治疗糖尿病前期提供了依据。课题组前期通

过文献调研及实验研究充分证实半夏泻心汤具有良好的降糖

减重疗效，能够恢复代谢平衡，可通过多环节、整体调控防治糖

尿病前期［６，１０，１７－１８］。本实验结果与以往研究结果一致，糖尿病

前期模型组小鼠体质量明显上升，出现糖代谢异常；经半夏泻

心汤治疗后，小鼠体质量减轻，糖代谢明显改善。此外，我们还

观察到模型组空腹胰岛素水平升高，小鼠胰岛体积明显增大，

免疫荧光检测可见胰岛 β／α细胞比例明显降低；与模型组相
比，半夏泻心汤组空腹胰岛素水平下降，胰岛形态和结构较规

整，胰岛体积明显减小，胰岛中β／α细胞比例接近正常。细胞
实验结果显示，与正常对照组相比，高糖诱导２４ｈ后的模型组
ＩＮＳ－１细胞低糖（５．６ｍｍｏｌ／Ｌ）刺激胰岛素分泌增加，高糖（２５
ｍｍｏｌ／Ｌ）刺激胰岛素分泌减少，半夏泻心汤含药血清处理后的
ＩＮＳ－１细胞，高糖刺激的胰岛素分泌显著增加，低糖刺激的胰
岛素分泌显著减少。提示半夏泻心汤可以有效调节血糖，治疗

糖尿病前期，这与其调控β细胞胰岛素分泌，保护胰岛 β细胞
的功能有关。

众所周知，胰岛素分泌的调节是由参与葡萄糖代谢的信号

介导的。葡萄糖通过葡萄糖转运蛋白２进入β细胞，并通过糖
酵解途径进行代谢，其下游信号传导途径诱导胰岛素分泌［１９］。

新近研究发现，β细胞中的葡萄糖感应受体亦参与调节葡萄糖
对胰岛素分泌的影响［１１］。ＳＴＲｓ是由 Ｇ蛋白偶联受体家族的
两个成员味觉 １受体成员 ２（ｔａｓｔｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｍｅｍｂｅｒ２，
ＴＡＳ１Ｒ２）和ＴＡＳ１Ｒ３形成的异二聚体［２０］。当β细胞中ＳＴＲｓ被
糖分子激活时，Ｇ蛋白偶联受体（α－ｇｕｓｔｄｕｃｉｎ、Ｇβ３和 Ｇγ１３）
解离，随后这些亚基分别激活下游信号通路［２１－２２］，并介导胰岛

素分泌，恢复生理血浆葡萄糖水平。甜味受体及其信号传导功

能失调可以导致肥胖和２型糖尿病［２３］。β细胞 ＳＴＲｓ表达下
调可致葡萄糖刺激的胰岛素分泌减少［１６，２４－２５］；ＳＴＲｓ表达下调
的小鼠胰岛，空腹血糖波动可引起胰岛素高分泌［１２］，甜味受

体表达减少增强基础胰岛素分泌在饮食诱导的肥胖野生型小

鼠的胰岛中业已得到证实［１２，２３］。可见，β细胞 ＳＴＲｓ表达下调
可以引起空腹胰岛素高分泌和葡萄糖刺激的胰岛素分泌减少，

进而有助于产生高胰岛素血症，这种以“高胰岛素血症”为表

征的胰岛素分泌紊乱与糖尿病前期 β细胞功能障碍的特征是
一致的。课题组前期研究也证实：糖尿病前期独立致病因子

３－脱氧葡萄糖醛酮（３－ｄｅｏｘｙｇｌｕｃｏｓｏｎｅ，３ＤＧ）诱导 ＳＴＲｓ表达
下调的ＩＮＳ－１细胞和３ＤＧ诱导急性糖不耐受性大鼠的胰岛，
均在低糖刺激下胰岛素分泌增加和高糖刺激下胰岛素分泌降

低［１３］。本研究体内外实验结果均显示模型组 β细胞 ＴＡＳ１Ｒ３
表达下调，半夏泻心汤干预可以上调 ＴＡＳ１Ｒ３表达，改善 β细
胞胰岛素分泌紊乱。由此可见，半夏泻心汤可以调控 β细胞
甜味受体，增强β细胞甜味受体的生理功能，这也可能是其恢
复脾胃运化，助脾散精，调节糖代谢紊乱的重要机制之一。

ＳＴＲｓ是 Ｇ蛋白偶联受体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＧＰＣＲｓ）的一种类型。ＧＰＣＲｓ在特异性配体持续的过度刺激下
发生同源脱敏，从而致 ＧＰＣＲ蛋白／ｍＲＮＡ表达下调［２６］。受体

的磷酸化是同源脱敏的关键，主要受 ＧＰＣＲ激酶（ＧＰＣＲＫｉｎａ
ｓｅｓ，ＧＲＫｓ）调控。其中丝氨酸／苏氨酸激酶 ＧＲＫ２因其在
ＧＰＣＲ调节中的作用而闻名。ＧＲＫ２在人类和小鼠胰岛中表
达，并且相对于其他 ＧＲＫ亚型，它在胰岛中表达丰富［２７］。
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ＧＲＫ２参与β细胞ＧＰＣＲ同源脱敏，通过下游或胰岛素受体水
平上发生的不同机制在胰岛素信号传导调节中发挥着关键作

用［２７－２９］。最近的一项蛋白组学研究表明，ｄｂ／ｄｂ２型糖尿病小
鼠模型中胰岛 ＧＲＫ２蛋白水平呈动态变化：高血糖状态下
ＧＲＫ２表达上调，血糖正常时ＧＲＫ２表达水平下调［３０］。有趣的

是，课题组小鼠胰岛免疫荧光染色发现胰腺中 ＧＲＫ２蛋白的表
达仅限于胰岛，且糖尿病前期模型小鼠胰腺及高糖诱导的

ＩＮＳ－１细胞实验均发现模型组 ＧＲＫ２蛋白表达上调，ＴＡＳ１Ｒ３
表达下调，半夏泻心汤干预下调了 ＧＲＫ２蛋白表达水平，上调
了ＴＡＳ１Ｒ３表达水平。提示 ＧＲＫ２表达上调可能是 β细胞甜
味受体表达下调的原因。低水平的 ＧＲＫ２可增强体内和离体
胰岛细胞胰岛素分泌；ＧＲＫ２＋／－小鼠在随意喂养和 ＯＧＴＴ后，
表现为胰岛素分泌的早期而非晚期胰岛素释放增加。这更增

加了 β细胞甜味受体受ＧＲＫ２水平调节的可能性［２７］。

总之，我们在体内证实了半夏泻心汤具有有效调节血糖，

保护胰岛β细胞功能，治疗糖尿病前期的作用，进而通过体内
外实验表明这种作用机制可能与其调控 β细胞甜味受体信号
通路有关。但半夏泻心汤通过影响 ＧＲＫ２进而调控 β细胞甜
味受体表达的具体机制有待进一步深入研究。本研究为半夏

泻心汤保护胰岛 β细胞功能防治糖尿病前期提供了科学依
据，丰富了中医药从脾论治糖尿病前期理论，为从甜味受体角

度防治胰岛β细胞的功能障碍提供新的思路和方向。
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（Ｓｕｐｐｌ３）：１６－２１．

［５］　赵昱，周丽波，董柳，等．辛开苦降法治疗肥胖２型糖尿病的临床
研究［Ｊ］．中华中医药学刊，２００７，２５（１２）：２５７５－２５７８．

［６］　杜立娟，逄冰，吴倩，等．半夏泻心汤从脾论治糖尿病的理论基础
及临床应用特点［Ｊ］．辽宁中医杂志，２０２１，４８（８）：５８－６１．

［７］　方朝晖，仝小林，段俊国，等．糖尿病前期中医药循证临床实践指
南［Ｊ］．中医杂志，２０１７，５８（３）：２６８－２７２．

［８］　陆荣欣，周梁，宋秀道，等．半夏泻心汤对３－脱氧葡萄糖醛酮诱
导的糖尿病前期大鼠小肠葡萄糖吸收功能及胰岛素信号通路的

影响［Ｊ］．中国医院药学杂志，２０２４，４４（１）：２３－２８．
［９］　杨海梅，李杰，宋秀道，等．半夏泻心汤对３－脱氧葡萄糖醛酮致

糖尿病前期大鼠保护作用研究［Ｊ］．中国临床药理学杂志，２０２２，
３８（１１）：１２１１－１２１４．

［１０］　顾雯，宋秀道，周梁，等．半夏泻心汤剂对３－脱氧葡萄糖醛
酮诱导的糖尿病前期大鼠的影响［Ｊ］．中国临床药理学杂志，
２０２２，３８（１９）：２３２０－２３２３．

［１１］　ＫＯＪＩＭＡＩ，ＭＥＤＩＮＡＪ，ＮＡＫＡＧＡＷＡＹ．Ｒｏｌｅｏｆｔｈｅｇｌｕｃｏｓｅ－ｓｅｎｓ
ｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔｅｓＯｂｅｓＭｅｔａｂ，２０１７，１９
（Ｓｕｐｐｌ１）：５４－６２．
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［１４］　汪健，朱阳，许恒，等．ＨＰＬＣ同时测定半夏泻心汤中８种成分
［Ｊ］．安徽科技学院学报，２０１８，３２（５）：５３－５７．

［１５］　王景霞，姜斯佳，刘双巧，等．糖尿病前期及其中医证候动物模
型的构建策略［Ｊ］．中草药，２０２４，５５（１）：２９７－３０６．

［１６］　ＭＥＤＩＮＡＡ，ＮＡＫＡＧＡＷＡ Ｙ，ＭＡ Ｊ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ
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［１７］　杜立娟，孙敏，王凡，等．半夏泻心汤对胰岛 β细胞凋亡及氧化
应激的影响［Ｊ］．中华中医药杂志，２０２０，３５（９）：４３９０－４３９４．

［１８］　杨茂艺，胡志鹏，岳仁宋，等．半夏泻心汤通过调控“肠道菌群－
宿主”代谢对２型糖尿病大鼠胰岛功能的影响［Ｊ］．中华中医药
杂志，２０２１，３６（４）：２０２５－２０３２．
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β－ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２０１５，２２６（１）：５７－６６．
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ＧＲＫ２ｒｅｇｕｌａｔｅｓＧＬＰ－１Ｒ－ｍｅｄｉａｔｅｄｅａｒｌｙｐｈａｓｅｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
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６６



第４３卷　第１０期
２０２５年１０月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０２５

Ⅴ

半夏泻心汤体内外保护糖尿病前期胰岛β细胞功能
及对ＧＲＫ２／ＳＴＲ信号通路的影响

（正文见６２－６６页）

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５；与正常对照组比较，Ｐ＜００１；与正常对照组比较，Ｐ＜０００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；
＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；＃＃＃与模型组比较，Ｐ＜０００１。

图１　半夏泻心汤对高脂诱导肥胖糖尿病前期小鼠体质量、口服葡萄糖耐量、空腹胰岛素的影响

图２　半夏泻心汤对糖尿病前期各组小鼠胰腺组织病理形态的影响（ＨＥ染色，×３００）



第４３卷　第１０期
２０２５年１０月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０２５

Ⅵ

注：与正常对照组比较，Ｐ＜０００１；＃＃＃与模型组比较，Ｐ＜０００１。
图３　半夏泻心汤对糖尿病前期各组小鼠胰岛免疫荧光染色的影响（×３００）

图４　半夏泻心汤对糖尿病前期小鼠胰岛ＴＡＳ１Ｒ３表达的影响（免疫组织化学染色，×５００）

注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５；与正常对照组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。
图５　半夏泻心汤对糖尿病前期小鼠甜味受体及ＧＲＫ２表达的影响



第４３卷　第１０期
２０２５年１０月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０２５

Ⅶ

注：与正常对照组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。
图６　半夏泻心汤对糖尿病前期小鼠胰腺ＴＡＳ１Ｒ３、ＧＲＫ２ｍＲＮＡ表达的影响

注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。
图７　半夏泻心汤对糖尿病前期小鼠胰岛ＧＲＫ２表达的影响（免疫荧光双染，×３００）



第４３卷　第１０期
２０２５年１０月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．１０
Ｏｃｔ．２０２５

Ⅷ

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５；与正常对照组比较，Ｐ＜００１；与正常对照组比较，Ｐ＜０００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５；
＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；＃＃＃与模型组比较，Ｐ＜０００１。

图８　半夏泻心汤对高糖诱导的ＩＮＳ－１β细胞胰岛素分泌、甜味受体及ＧＲＫ２表达的影响

苍附导痰汤通过ＩＲＳ１／ＧＬＵＴ４通路改善ＰＣＯＳ－ＩＲ大鼠卵巢功能的作用机制

（正文见７６－８０页）

注：与空白组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。
图１　苍术导痰汤对ＰＣＯＳ－ＩＲ大鼠体质量变化的影响（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

图２　苍术导痰汤对ＰＣＯＳ－ＩＲ大鼠动情周期变化的影响（ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）


