
第４４卷　第８期
２０２６年 ８月

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

Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．８
Ａｕｇ．２０２６

ＤＯＩ：１０．１３１９３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３７７１７．２０２６．０８．０２４

生地黄中梓醇和地黄苷 Ａ通过激活
胰岛 β细胞自噬抑制凋亡发挥抗２型糖尿病作用

胡楠１，孟祥龙１，２，３，４，李鸿昌２，张朔生１，２，３，４

［１．山西中医药大学中药与食品工程学院，山西 晋中 ０３０６１９；２．山西中医药大学中药炮制山西省
重点实验室，山西 晋中 ０３０６１９；３．山西中医药大学中药材加工炮制传承与创新重点研究室，山西 晋中 ０３０６１９；

４．中药炮制技术传承基地（山西中医药大学），山西 晋中 ０３０６１９］

　　摘要：目的 探讨中药地黄的两种环烯醚萜类成分梓醇（Ｃａｔａｌｐｏｌ）及地黄苷 Ａ（ＲｅｈｍａｎｎｉｏｓｉｄｅＡ，ＲｅＡ）对过氧化氢
（Ｈ２Ｏ２）诱导胰岛β细胞损伤的保护作用，以及在治疗２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）中的分子机制。方法
通过应用Ｈ２Ｏ２诱导大鼠胰岛细胞瘤细胞（Ｒａｔｉｎｓｕｌｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ，ＩＮＳ－１）及小鼠胰岛 β细胞（Ｍｏｕｓｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃβｃｅｌｌｓ，
ＭＩＮ６）损伤模型，评价梓醇和地黄苷Ａ对细胞活力及增殖的影响，并结合流式细胞术、细胞免疫荧光、蛋白免疫印迹等方
法，检测细胞自噬、凋亡及相关蛋白表达。结果 梓醇和地黄苷Ａ能够明显提升Ｈ２Ｏ２诱导的ＩＮＳ－１及ＭＩＮ６细胞存活
率（Ｐ＜００１）；显著提升细胞的增殖活力（Ｐ＜００１）；有效降低细胞的凋亡率（Ｐ＜００１）；细胞中微管相关蛋白轻链３
（Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）蛋白相对荧光强度显著增强（Ｐ＜００１）；上调细胞Ｂｃｌ－２同源结构域
蛋白１（Ｂｅｃｌｉｎ１）、ＬＣ３ＢⅡ、自噬相关蛋白７（Ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄ７，ＡＴＧ７）、自噬相关蛋白５（Ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄ５，ＡＴＧ５）、Ｂ淋
巴细胞瘤－２蛋白（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）、半胱天冬酶－９（Ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９，Ｃａｓｐａｓｅ－９）、
半胱天冬酶－３（Ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３，Ｃａｓｐａｓｅ－３）、聚腺苷二磷酸核糖聚合酶１（ＰｏｌｙＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅ１，ＰＡＲＰ１）蛋白表达（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；下调细胞选择性自噬接头蛋白（Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１，Ｐ６２）、Ｂｃｌ－２相关 Ｘ
蛋白（Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）蛋白表达（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论 梓醇和地黄苷Ａ通过增强胰岛β细胞自噬
活性，减少因氧化损伤导致的细胞凋亡，改善胰岛β细胞的活力与增殖，最终发挥抗Ｔ２ＤＭ的作用。
　　关键词：梓醇；地黄苷Ａ；胰岛β细胞；细胞自噬；细胞凋亡
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基金项目：国家自然科学基金面上项目（８１６７３６０１）；国家中医药管理局中药炮制技术传承基地项目（２０２２年）；山西省应用基础研究计划项目
（２０２１０３０２１２４６９４）；山西省教育厅项目（２０２１Ｌ３６４，２０２３Ｌ１８９）；山西省中医药管理局科研项目（２０２３ＺＹＹＡ２０１２）；山西省留学人员科技活
动择优项目（重点项目）（２０２３００３４）；山西省筹资金资助归国留学人员科研项目（２０２３－１５６）；山西中医药大学博士科研启动基金项目
（２０２３ＢＫ３８）；山西中医药大学科技创新能力培育计划（太行本草专项）项目（２０２２ＰＹ－ＴＨ－０２）；山西中医药大学基础与临床合作专项
（２０２４ＰＹ－ＪＬ－７－０２）

作者简介：胡楠（１９９０－），女，山西临汾人，实验师，硕士，研究方向：中药药效分子机制。
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ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅＳｈｅｎｇｄｉｉｈｕａｎｇ（ＲｅｈｍａｎｎｉａｅＲａｄｉｘ），ａｇａｉｎｓｔｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ（Ｈ２Ｏ２）－ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｊｕｒｙｏｆｐａｎｃｒｅ
ａｔｉｃβ－ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ，ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｉｒｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ（Ｔ２ＤＭ）．ＭｅｔｈｏｄｓＢｙｕ
ｔｉｌｉｚｉｎｇａｎＨ２Ｏ２－ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｊｕｒｙｍｏｄｅｌｏｆｒａｔｉｎｓｕｌｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ（ＩＮＳ－１）ａｎｄｍｏｕｓｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃβ－ｃｅｌｌｓ（ＭＩＮ６），ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ｃａｔａｌｐｏｌａｎｄＲｅＡｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄ．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ｃｅｌｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｕｔｏｐｈａｇｙ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ．ＲｅｓｕｌｔｓＣａｔａｌｐｏｌａｎｄ
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ＲｅＡｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨ２Ｏ２－ｉｎｄｕｃｅｄＩＮＳ－１ａｎｄＭＩＮ６ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００１），ｍａｒｋｅｄｌｙｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｖｉｔａｌｉｔｙ（Ｐ＜００１），ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００１），ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＭｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３（ＬＣ３）ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００１），ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｓｏｆＢｅｃｌｉｎ１，ＬＣ３ＢⅡ，Ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄ７（ＡＴＧ７），Ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄ５（ＡＴＧ５），Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２（Ｂｃｌ－２），Ｃｙｓｔｅｉ
ｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９（Ｃａｓｐａｓｅ－９），Ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３（Ｃａｓｐａｓｅ－３），ＰｏｌｙＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１（ＰＡＲＰ１）ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）ａｎｄｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＳｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１（Ｐ６２）ａｎｄ
Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ）ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＣａｔａｌｐｏｌａｎｄＲｅＡｅｘｅｒｔｔｈｅｉｒａｎｔｉ－Ｔ２ＤＭ
ｅｆｆｅｃｔｓｂｙｅｎｈａｎｃｉｎｇａｕｔｏｐｈａｇｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ，ｒｅｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｃａｕｓｅｄｂｙｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅ，ａｎｄｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｐｒｏ
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃβ－ｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃａｔａｌｐｏｌ；ｒｅｈｍａｎｎｉｏｓｉｄｅＡ；ｐａｎｃｒｅａｔｉｃβ－ｃｅｌｌｓ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）是一种与体内
葡萄糖代谢异常相关的严重疾病［１］。国际糖尿病联盟（Ｉｎｔｅｒ
ｎａｔｉｏｎａｌｄｉａｂｅｔｅｓｆｅｄｅｒａｔｉｏｎ，ＩＤＦ）发布的第１０版《全球糖尿病地
图》报告显示，２０２１年全球约有５．３７亿成年人患有 Ｔ２ＤＭ，预
计到２０４５年这一数字将上升至７．８３亿人［２］。胰岛 β细胞功
能受损是Ｔ２ＤＭ发病机制的一个重要因素，这种损伤涉及β细
胞数量、形态结构和功能的改变，进而影响胰岛素的分泌［３－４］。

氧化、内质网及线粒体功能障碍等应激条件可能破坏 β细胞
的稳态，导致细胞功能障碍和凋亡［５－８］。有研究表明，自噬对

维持胰岛β细胞活力和适当的胰岛素分泌方面意义重大，激
活自噬能通过对抗糖脂毒性损伤、改善氧化损伤及抑制细胞凋

亡等途径发挥改善 Ｔ２ＤＭ症状的作用［９－１０］。因此，对于能够

激活胰岛β细胞自噬，抑制细胞过度凋亡药物的研究成为治
疗Ｔ２ＤＭ的一种思路。

地黄为玄参科地黄属植物地黄的根，最早载于《神农本草

经》，是一味用于治疗糖尿病的传统中药，具有长达千年的应

用历史［１１－１２］。地黄根据不同的炮制方法可分为鲜地黄、生地

黄和熟地黄［１２］。在中医传统理论中，生地黄被赋予了清热凉

血、养阴生津等功效，这使得生地黄在治疗热病口渴、内热消渴

等症状方面展现出独特的效果。现代药理学研究表明，地黄在

内分泌系统及葡萄糖代谢、心血管系统、中枢神经系统等多个

方面展现出显著的药理作用，其应用范围还扩展至抗肿瘤、抗

菌、延缓衰老等多个领域［１３－１５］。随着对生地黄研究的不断深

入，越来越多的活性成分被发现，如环烯醚萜类、紫罗兰酮类、

苯乙醇类等化合物。其中，环烯醚萜类成分是生地黄的主要活

性成分［１６］。课题组前期对生地黄化学成分进行剖析，并辨识

了其对Ｔ２ＤＭ的入血／入胰腺药效成分。结果显示，梓醇及地
黄苷Ａ是生地黄治疗Ｔ２ＤＭ的主要药效成分［１７－１９］。

梓醇和地黄苷Ａ皆属于环烯醚萜类化合物。梓醇具有多
种生物活性，包括降血糖、免疫调节、抗炎、抗肿瘤和抗细胞凋

亡等［２０］；地黄苷 Ａ结构比梓醇更稳定，其具有抗氧化、抗炎等
药理作用［２１］。近年来，关于梓醇治疗 Ｔ２ＤＭ的研究主要集中
于其对肝脏、骨骼肌胰岛素抵抗的机制上［２２－２３］，对胰岛 β细
胞功能的干预研究相对较少。地黄苷 Ａ抗 Ｔ２ＤＭ的研究则鲜
有报道。基于此，本实验采用体外研究方法，利用胰岛细胞瘤

细胞（Ｒａｔｉｎｓｕｌｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ，ＩＮＳ－１）及胰岛 β细胞（Ｍｏｕｓｅｐａｎ
ｃｒｅａｔｉｃβｃｅｌｌｓ，ＭＩＮ６）细胞构建氧化损伤模型，旨在探讨生地黄
中的两种单体成分梓醇和地黄苷Ａ对胰岛β细胞的保护作用
及可能的分子机制，为进一步揭示生地黄药理作用及对 Ｔ２ＤＭ
的潜在治疗机制提供研究基础及科学依据。

１　材料
１．１　细胞　大鼠胰岛细胞瘤细胞 ＩＮＳ－１及小鼠胰岛 β细胞
株ＭＩＮ６均购于海星生物科技有限公司（货号：ＴＣＲ－Ｃ６０８；
ＴＣＭ－Ｃ７８７）。
１．２　药物与试剂　地黄苷 Ａ（纯度 ＞９８％，货号：ＡＢ３３４８，成
都埃法生物）；梓醇（纯度９９．９８％，货号：ＨＹ－Ｎ０８２０）、氯喹
（Ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ）（纯度：９９．８２％，货号：ＨＹ－１７５８９Ａ）、雷帕
霉素（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ）（纯度：９９．９４％，货号：ＨＹ－１０２１９）（美国
ＭＣＥ公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基（货号：１０４９１）、ＤＭＥＭ高糖培养
基（货号：Ｄ５１９４）（北京索莱宝科技有限公司）；胎牛血清（货
号：ＦＣＳ５００，依科赛科技有限公司）；０．２５％胰酶 －ＥＤＴＡ消化
液（货号：ＭＡ０２３２）、青链霉素溶液（货号：ＭＡ０１１０）（大连美仑
生物技术有限公司）；ＣＣＫ－８检测试剂盒（货号：Ｃ００３８）、
ＥｄＵ－４８８细胞增殖检测试剂盒（货号：Ｃ００７１Ｓ）、ＡｎｎｅｘｉｎＶ－
ＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒（货号：Ｃ１０６２Ｌ）、ＢＣＡ蛋白浓度测
定试剂盒（货号：Ｐ００１２）、超敏 ＥＣＬ化学发光试剂盒（货号：
Ｐ００１８Ｓ）、４％多聚甲醛固定液（货号：Ｐ００９９）、免疫染色通透液
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（货号：Ｐ００９６）、微丝绿色荧光探针（货号：
Ｃ２２０１Ｓ）、ＲＩＰＡ裂解液（货号：Ｐ００１３Ｂ）、蛋白酶／磷酸酶抑制剂
（货号：Ｐ１０５１）（上海碧云天生物技术有限公司）；Ｂｃｌ－２同源
结构域蛋白１（Ｂｅｃｌｉｎ１）、自噬相关蛋白５（Ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄ５，
ＡＴＧ５）、自噬相关蛋白 ７（Ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄ７，ＡＴＧ７）、ＬＣ３Ｂ、
Ｐ６２（Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１，Ｐ６２）、Ｂｃｌ－２相关 Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄＸ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂ淋巴细胞瘤 －２蛋白 （Ｂ－ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）、半胱天冬酶 －３（Ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅ
ｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３，Ｃａｓｐａｓｅ－３）、半胱天冬酶 －９（Ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓ
ｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９，Ｃａｓｐａｓｅ－９）、聚腺苷二磷酸核糖
聚合酶１（ＰｏｌｙＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１，ＰＡＲＰ１）、β－ａｃｔｉｎ、
ＨＲＰ山羊抗兔二抗、Ｃｙ３山羊抗兔二抗（货号：Ａ２１１９１、
Ａ１９６７７、Ａ１９６６５、Ａ２１８９５、Ａ１９７００、Ａ１９６８４、Ａ１８４１５、Ａ２５３０９、
Ａ１８６７６、Ａ１９５９６、ＡＣ０３８、ＡＳ０１４、ＡＳ００７，武汉爱博泰克生物科
技有限公司）。

１．３　仪器　细胞培养箱（型号：３１３１－ＧＰ）、全自动细胞计数
仪（型号：Ｃｏｕｎｔｅｓｓ３）（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；荧光倒置显
微镜（型号：Ｄ－３５５７８Ｗｅｔｚｉａｒ，德国 Ｌｅｉｃａ公司）；酶标仪（型
号：ｉＭａｒｋ１６８１１３０）、电泳仪（型号：ＰｏｗｅｒＰａｃ１６４５０５０）、凝胶成
像系统（型号：ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋）（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；流式
细胞仪（型号：ＮｏｖｏＣｙｔｅＱｕａｎｔｅｏｎ，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。
２　实验方法
２．１　细胞培养与氧化损伤模型的建立　ＩＮＳ－１细胞使用含

２１１
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１０％ＦＢＳ、１％青链霉素、０．０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１β－巯基乙醇的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基，在３７℃、５％ＣＯ２条件下培养。ＭＩＮ６细胞使
用含１０％ＦＢＳ、１％青链霉素、０．０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１β－巯基乙醇的
ＤＭＥＭ高糖培养基，培养方法同上所述。

将对数生长期的 ＩＮＳ－１、ＭＩＮ６细胞，分别以 １×１０５·
ｍＬ－１的密度接种于９６孔板中培养４８ｈ。之后将细胞分为正
常组和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）不同浓度组（１０、２５、５０、１００、２００、４００
μｍｏｌ·Ｌ－１），每组设 ６个复孔，Ｈ２Ｏ２处理细胞 ２ｈ后，采用
ＣＣＫ－８试剂盒检测细胞活力，并使用显微镜观察各组细胞形
态变化，由此确定氧化损伤模型的最佳诱导浓度。

２．２　细胞活力及 ＥｄＵ法细胞增殖能力检测　取对数生长期
的ＩＮＳ－１与ＭＩＮ６细胞，分别以１×１０５·ｍＬ－１密度接种于９６
孔板中培养２４ｈ。将细胞分为正常组和药物组（地黄苷 Ａ和
梓醇浓度梯度：１０、２０、４０、８０、１６０、３２０、６４０μｍｏｌ·Ｌ－１），每组６
个复孔，药物干预２４ｈ后，采用ＣＣＫ－８法检测细胞活力，用以
确定不影响正常细胞活力的药物浓度范围。同样采用上述操

作，将细胞分为正常组、模型组及药物干预组。模型组为细胞

培养４８ｈ后，加适宜浓度Ｈ２Ｏ２处理２ｈ，以模拟氧化损伤；药
物组的细胞则在培养２４ｈ后，分别接受不同浓度地黄苷 Ａ和
梓醇处理２４ｈ，随后同样以适宜浓度Ｈ２Ｏ２处理２ｈ，以评估药
物对细胞氧化损伤的保护效果。通过测定各组细胞活力，最终

确定地黄苷 Ａ和梓醇在改善细胞氧化损伤方面的有效浓度
范围。

采用上述操作，将两种细胞分为正常组、模型组、药物组

（低、高剂量），根据ＥｄＵ细胞增殖检测试剂盒说明书方法，对
细胞ＤＮＡ合成期间 ＥｄＵ的掺入进行分析。用５０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＥｄＵ孵育细胞２ｈ后离心收集，ＰＢＳ洗涤细胞１次，甲醇固定细
胞３０ｍｉｎ。在摇床中用０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００裂解细胞膜。将
染色反应液加入细胞中并避光培养３０ｍｉｎ。细胞核用Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２染色５ｍｉｎ，后通过荧光显微镜拍照并测定掺入 ＥｄＵ的
细胞比例。

２．３　细胞凋亡检测　分组及药物干预同２．２项，将细胞分为
正常组、模型组、药物组（低、高剂量）。按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－
ＦＩＴＣ／ＰＩ染色检测试剂盒说明书，用０．２５％不含ＥＤＴＡ胰酶消
化收集细胞，ＰＢＳ清洗后，加入染料及缓冲液避光孵育，混匀后
上机检测细胞凋亡情况。

２．４　细胞免疫荧光分析　将细胞分为正常组、模型组及药物
组（低、高剂量）。收集细胞并用 ＰＢＳ洗涤，４％多聚甲醛固定
细胞２０ｍｉｎ，后用ＴｒｉｔｏｎＸ－１００通透细胞１５ｍｉｎ［２４］。２％ＢＳＡ
室温封闭１ｈ后，将细胞与一抗ＬＣ３Ｂ（１∶２００稀释）室温孵育２
ｈ，然后与Ｃｙ３荧光二抗（１∶５００稀释）及微丝绿色荧光探针
（１∶１００稀释）共同室温避光孵育１ｈ。ＴＢＳＴ洗涤细胞后加入
ＤＡＰＩ复染细胞核，用荧光显微镜拍照，ＩｍａｇｅＪ软件计算相对
荧光强度。

２．５　细胞自噬及凋亡相关蛋白表达的测定　检测细胞自噬相
关蛋白，将细胞分为正常组、模型组以及不经 Ｈ２Ｏ２处理的药
物组（低、高剂量）、阳性药物对照组（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ，２ｎｍｏｌ·
Ｌ－１）。检测细胞凋亡相关蛋白，将细胞分为正常组、模型组、
ＣＱ＋模型组、ＣＱ＋药物组（低、高剂量）。弃培养基并用 ＰＢＳ
洗涤，加入含有蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂解液，冰上
裂解细胞３０ｍｉｎ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１４℃离心３０ｍｉｎ取上清则为

细胞总蛋白。按照ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒说明检测样品总
蛋白浓度。蛋白变性后上样，经１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳分
离后，２５０ｍＡ，１ｈ湿转至 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭后，加
入相应的一抗溶液（１∶１０００稀释）４℃过夜封闭。ＴＢＳＴ洗膜３
次后加入二抗溶液（１∶３０００稀释）孵育１ｈ，洗膜后加入 ＥＣＬ
发光液，凝胶成像仪采集蛋白条带［２５］。以β－ａｃｔｉｎ作为内参，
使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析各组 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＡＴＧ５、ＡＴＧ７、ＬＣ３Ｂ、Ｐ６２、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃａｓｐａｓｅ－３、Ｃａｓｐａｓｅ－９、ＰＡＲＰ１蛋白相对表达量。
２．６　统计分析　采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０软件对各个实验数
据进行统计分析并完成作图，所有数据均以均值 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示。组间差异比较用单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）和ｔ检验分析。Ｐ＜００５表示差异具有统计学意义。
３　结果
３．１　Ｈ２Ｏ２对细胞活力的影响　为建立优化 Ｈ２Ｏ２诱导细胞
氧化损伤模型，并确定适宜的损伤浓度，本研究采用梯度浓度

（１０、２５、５０、１００、２００、４００μｍｏｌ·Ｌ－１）的 Ｈ２Ｏ２对细胞进行２ｈ
处理。结果显示，与正常组相比，随着 Ｈ２Ｏ２浓度的增加，
ＩＮＳ－１和ＭＩＮ６细胞的活力呈现出先上升后逐渐下降的趋势。
具体表现为，ＩＮＳ－１细胞在 Ｈ２Ｏ２浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ

－１和２５
μｍｏｌ·Ｌ－１时活力增强，而随着浓度的进一步增加，其活力逐
渐减弱；ＭＩＮ６细胞则在１０μｍｏｌ·Ｌ－１至１００μｍｏｌ·Ｌ－１的浓
度范围内活力上升，随后在更高浓度下呈现出活力下降的趋

势。为确保细胞氧化损伤程度适中，在后续实验中，对于ＩＮＳ－
１细胞，本研究选择了 ５０μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｈ２Ｏ２浓度，而对于
ＭＩＮ６细胞，则选用了２００μｍｏｌ·Ｌ－１的浓度，均干预２ｈ，细胞
存活率分别为６７．１３％和５４．７５％。显微镜下观察细胞形态发
生明显改变，细胞变圆，体积增大，细胞间隙增宽及折光率

降低。

３．２　梓醇和地黄苷 Ａ对氧化损伤细胞活力及增殖能力的影
响　本研究首先通过梯度浓度的梓醇和地黄苷 Ａ分别处理
ＩＮＳ－１、ＭＩＮ６细胞２４ｈ，以评估其对正常细胞活力的潜在影
响。结果显示，当给药组浓度达到６４０μｍｏｌ·Ｌ－１时，两种细胞
的活力均下降，而较低浓度（１０、２０、４０、８０、１６０、３２０μｍｏｌ·
Ｌ－１）对细胞活力无明显影响。因此，后续研究中梓醇和地黄
苷Ａ的浓度被限定在不超过３２０μｍｏｌ·Ｌ－１的范围内。

在成功建立稳定的 Ｈ２Ｏ２损伤模型并确定安全给药剂量
后，本研究进一步探究了梓醇和地黄苷 Ａ对细胞的保护作用。
以１０、２０、４０、８０、１６０、３２０μｍｏｌ·Ｌ－１浓度的梓醇和地黄苷Ａ分
别干预两种细胞２４ｈ后，再使用 Ｈ２Ｏ２诱导细胞损伤２ｈ。与
模型组相比，两种细胞在不同浓度药物处理后均表现出活力上

升趋势。特别是ＩＮＳ－１细胞在地黄苷 Ａ（２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）
和梓醇（４０、８０μｍｏｌ·Ｌ－１）处理后，细胞活力显著提升，差异具
有统计学意义（Ｐ＜００１）。同样，ＭＩＮ６细胞在地黄苷 Ａ（８０
μｍｏｌ·Ｌ－１）及梓醇（４０、８０μｍｏｌ·Ｌ－１）处理后，细胞活力也呈
现显著提升（Ｐ＜００１）（见插页ⅩⅩ图１）。该结果为后续实验
选择合适的药物浓度提供了重要依据。

在细胞增殖阶段，ＥｄＵ作为一种胸腺嘧啶核苷类似物能够
掺入正在复制的ＤＮＡ分子，进而通过检测ＥｄＵ标记的ＤＮＡ来
评估细胞的增殖状态。实验数据显示，ＩＮＳ－１细胞中正常组
阳性细胞占比达到６１．３１％，而模型组仅占１０．１９％；地黄苷 Ａ
２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１浓度组阳性细胞百分比分别为 ２１．４６％和
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２９．１３％，梓醇４０、８０μｍｏｌ·Ｌ－１浓度组的阳性细胞百分比分别
为１９．２５％和２７．０４％，与模型组比较，药物组细胞增殖活力均
显著提高（Ｐ＜００１）。ＭＩＮ６细胞中，正常组阳性细胞占比为
５６．２４％，而模型组则降低至１３．２６％；地黄苷 Ａ４０、８０μｍｏｌ·
Ｌ－１浓度组阳性细胞百分比分别为 １７．１９％和 ３３．７８％（Ｐ＜
００１），梓醇４０、８０μｍｏｌ·Ｌ－１浓度组的阳性细胞百分比分别
为１８．１５％和３２．０２％（Ｐ＜００１）（见插页ⅩⅪ图２）。以上数据
表明，梓醇和地黄苷Ａ均能以剂量依赖的方式有效缓解 Ｈ２Ｏ２
对细胞ＤＮＡ合成的抑制作用。
３．３　梓醇和地黄苷Ａ对Ｈ２Ｏ２诱导细胞凋亡的影响　本研究
采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染结合流式细胞检测技术，对梓
醇和地黄苷Ａ抑制Ｈ２Ｏ２诱导细胞凋亡的作用进行了定量评
估。结果显示，ＩＮＳ－１细胞正常组凋亡率（Ｑ２＋Ｑ３）为
４４１％，Ｈ２Ｏ２诱导的模型组凋亡率上升至３３．８０％；ＭＩＮ６细胞
对照组凋亡率为５．７１％，模型组凋亡率则高达５５．４７％。在两
种细胞中，与模型组相比，梓醇及地黄苷Ａ组的细胞凋亡率均
表现出明显的下降趋势（Ｐ＜００１）（见插页ⅩⅫ图３）。这提示
梓醇和地黄苷Ａ均能有效抑制Ｈ２Ｏ２诱导的细胞凋亡，发挥细
胞保护作用。

３．４　梓醇和地黄苷 Ａ对细胞自噬的影响　为探究梓醇和地
黄苷Ａ对细胞自噬的诱导作用，本研究通过免疫荧光法检测
ＩＮＳ－１、ＭＩＮ６两种细胞中ＬＣ３Ｂ蛋白的定位及相对荧光强度。
结果显示，与正常组相比，ＩＮＳ－１细胞经地黄苷 Ａ（２０、４０
μｍｏｌ·Ｌ－１）及梓醇（４０、８０μｍｏｌ·Ｌ－１）处理后，细胞质中
ＬＣ３Ｂ蛋白，即红色荧光亮度显著增强（Ｐ＜００１）。类似地，
ＭＩＮ６细胞经地黄苷 Ａ（４０、８０μｍｏｌ·Ｌ－１）及梓醇（４０、８０
μｍｏｌ·Ｌ－１）处理后，ＬＣ３Ｂ蛋白相对荧光强度也呈现出显著增
强的趋势（Ｐ＜００１），并且增强效果呈现出一定的剂量依赖
性，即高剂量组的效果优于低剂量组（见插页ⅩⅩⅢ图４）。以上
结果表明梓醇和地黄苷Ａ均能有效增强ＩＮＳ－１和ＭＩＮ６两种
细胞中ＬＣ３Ｂ蛋白的表达，并表现出一定的剂量效应关系。
３．５　梓醇和地黄苷 Ａ对细胞自噬及凋亡相关蛋白表达的影
响　细胞自噬相关蛋白表达分析显示，在ＩＮＳ－１细胞中，与正
常组相比，地黄苷Ａ（２０、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）及梓醇（４０、８０μｍｏｌ·
Ｌ－１）组显著促进了Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３ＢⅡ蛋白的表达（Ｐ＜００５）；
ＡＴＧ７、ＡＴＧ５蛋白在地黄苷 Ａ（４０μｍｏｌ·Ｌ－１）及梓醇（４０、８０
μｍｏｌ·Ｌ－１）组中表达也显著上调（Ｐ＜００１）；而Ｐ６２蛋白则在
地黄苷Ａ（４０μｍｏｌ·Ｌ－１）及梓醇（８０μｍｏｌ·Ｌ－１）组中呈现表
达下调的趋势。此外，ＭＩＮ６细胞中的蛋白表达与ＩＮＳ－１细胞
类似，也呈现出同样的趋势（见插页ⅩⅩⅣ图５）。

细胞凋亡相关蛋白表达分析显示，在ＩＮＳ－１细胞中，相较
于Ｈ２Ｏ２＋ＣＱ组，经梓醇（４０、８０μｍｏｌ·Ｌ

－１）处理的 Ｈ２Ｏ２＋
ＣＱ组显著下调了 Ｂａｘ蛋白的表达（Ｐ＜００１）；同时经药物处
理的Ｈ２Ｏ２＋ＣＱ组中 Ｂｃｌ－２、Ｃａｓｐａｓｅ－９、Ｃａｓｐａｓｅ－３、ＰＡＲＰ１
蛋白表达均有不同程度的上调。这一趋势在 ＭＩＮ６细胞中亦
得到了相似的体现，各蛋白表达呈现出与 ＩＮＳ－１细胞相同的
趋势（见插页ⅩⅩⅣ图６）。
４　讨论

Ｔ２ＤＭ是一种复杂的代谢紊乱性疾病，通常伴随有胰岛素
功能抵抗和胰岛β细胞分泌功能缺陷［２６］。细胞自噬被认为是

参与再循环变性蛋白质或功能失调细胞器的重要过程，已有研

究揭示了自噬在维持胰岛 β细胞的结构、功能和质量方面的
重要作用。自噬缺陷的小鼠表现出高血糖、低胰岛素血症以及

β细胞增殖显著减少和细胞质量下降等细胞形态学改变，这些
变化均导致胰岛素分泌的显著减少［６］。具体而言，自噬能诱

导胰岛β细胞代偿性增生，并通过降解再利用受损细胞器来
维持其结构和功能，进而保持胰岛 β细胞的稳态［２７］。另有研

究表明，在Ｔ２ＤＭ胰岛素分泌功能失调的发展过程中，β细胞
自噬的上调可以平衡胰岛素的过量产生［７］。这也意味着，在

Ｔ２ＤＭ患者胰岛素分泌受损的背景下，自噬能够作为一种代偿
机制来调节胰腺激素含量。基于此，通过药物调节将细胞自噬

恢复到正常水平，从而保护胰岛 β细胞免于凋亡，可能成为一
种预防或治疗Ｔ２ＤＭ的新思路。

生地黄性味甘、寒，清热凉血，养阴生津，是极具防治

Ｔ２ＤＭ中医临床用药历史的典型药物。文献调研地黄在Ｔ２ＤＭ
方剂中的出现频率得出，生地黄以其“清／凉”之效，常用于阴
虚燥热和阴虚热盛型 Ｔ２ＤＭ治疗方剂中；常见知柏地黄丸、玉
泉丸、四物汤、增液汤、六味地黄丸、参芪地黄汤、知柏地黄汤、

杞菊地黄汤和当归六黄汤等配伍生地黄的组方治疗 Ｔ２ＤＭ及
其并发症的研究报道［２８］。然生地黄以梓醇及地黄苷Ａ为药效
物质并发挥“清／凉”之效治疗 Ｔ２ＤＭ作用机制有待深入研究。
现代药理研究也证实，“清／凉”之效的中药见长于调节细胞或
组织炎症应激、氧化应激，以维持自噬和凋亡的平衡稳态，并确

保发挥其相应生理学功能。

本研究采用Ｈ２Ｏ２诱导胰岛β细胞氧化损伤模型，系统性
评估梓醇和地黄苷Ａ对细胞活力、增殖能力、自噬及凋亡的影
响，旨在探讨这两种化合物对胰岛 β细胞的潜在保护作用。
实验数据揭示，梓醇及地黄苷Ａ均对Ｈ２Ｏ２诱导的胰岛β细胞
氧化损伤及凋亡具有保护作用，其机制可能是通过调节自噬和

凋亡相关蛋白，在增强胰岛 β细胞活力与增殖的同时降低凋
亡率，从而维持细胞自噬与凋亡的平衡。梓醇和地黄苷 Ａ通
过上调Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白的表达，从而增强细胞自噬。作为细胞
自噬启动的关键调控因子之一，Ｂｅｃｌｉｎ－１可被多种Ｃａｓｐａｓｅ剪
切，经剪切的Ｂｅｃｌｉｎ－１丧失其原有的自噬调控功能，转而启动
细胞凋亡程序［２９］。同时，这两种化合物还能不同程度地降低

ｐ６２的表达，而ｐ６２水平升高通常被认为是自噬活性受到抑制
的标志［３０］。此外，自噬形成时，ＬＣ３ＢＩ转化为 ＬＣ３ＢⅡ，并随
着自噬体的增加，ＬＣ３ＢⅡ的表达量也会相应增加。在梓醇和
地黄苷Ａ处理的细胞中表现出ＬＣ３ＢⅡ表达上调的现象，这说
明两种化合物能够诱导胰岛β细胞自噬体的形成。

为深入探究梓醇和地黄苷Ａ对细胞自噬 －凋亡关系的调
控，本实验引入自噬抑制剂 ＣＱ联合处理。ＣＱ通过中和溶酶
体ｐＨ抑制自噬体与溶酶体融合，从而抑制自噬过程［３１］。

Ｂｃｌ－２蛋白作为抗凋亡家族的重要成员，可以通过抑制Ｂａｘ蛋
白从而抑制细胞凋亡［３２］。实验中观察 Ｈ２Ｏ２＋ＣＱ组，当细胞
自噬过程受到抑制时，Ｂｃｌ－２表达受到抑制，而 Ｂａｘ表达有所
上调，这提示细胞凋亡水平增加；而梓醇和地黄苷 Ａ处理组则
逆转这一趋势，即Ｂｃｌ－２上调／Ｂａｘ下调，这表明梓醇和地黄苷
Ａ具有抑制细胞凋亡的潜力。Ｂａｘ激活后可诱导Ｃａｓｐａｓｅ级联
反应，促使Ｃａｓｐａｓｅ－９及 Ｃａｓｐａｓｅ－３活化并剪切 ＰＡＲＰ１等底
物，从而推动细胞凋亡进程［３３］。相较于Ｈ２Ｏ２＋ＣＱ组，梓醇和
地黄苷Ａ处理组中 Ｃａｓｐａｓｅ－９、Ｃａｓｐａｓｅ－３及 ＰＡＲＰ１的表达
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水平均有不同程度的升高，这进一步证实了两者的抗细胞凋亡

作用。

综上，这两种单体成分，梓醇及地黄苷 Ａ作为生地黄发挥
治疗Ｔ２ＤＭ的重要物质基础，可有效缓解ＩＮＳ－１和ＭＩＮ６细胞
的氧化损伤，其作用机制涉及自噬及凋亡关键蛋白的表达调

控，即通过Ｂｅｃｌｉｎ－１／Ｂｃｌ－２通路发挥激活自噬抑制凋亡的作
用，进而保护胰岛β细胞，实现对Ｔ２ＤＭ的治疗作用。
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生地黄中梓醇和地黄苷Ａ通过激活胰岛β细胞自噬抑制凋亡发挥抗Ｔ２ＤＭ作用

（正文见１１１－１１５页）

注：Ｐ＜００１。
图１　梓醇、地黄苷Ａ对Ｈ２Ｏ２诱导的ＩＮＳ－１及ＭＩＮ６细胞存活率的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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注：Ｐ＜００１。比例尺＝１００μｍ。
图２　梓醇、地黄苷Ａ对Ｈ２Ｏ２诱导的ＩＮＳ－１及ＭＩＮ６细胞增殖活力的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ⅩⅫ

注：Ｐ＜００１。
图３　梓醇、地黄苷Ａ对Ｈ２Ｏ２诱导的ＩＮＳ－１及ＭＩＮ６细胞凋亡的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．８
Ａｕｇ．２０２６

ⅩⅩⅢ

　　注：Ｐ＜００１。红色荧光表示ＬＣ３Ｂ在细胞质中的表达，ＤＡＰＩ的蓝色荧光表示细胞核，鬼笔环肽的绿色荧光表示细胞骨架。比例
尺＝２５μｍ。

图４　梓醇、地黄苷Ａ对ＩＮＳ－１及ＭＩＮ６细胞自噬的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．８
Ａｕｇ．２０２６

ⅩⅩⅣ

注：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。
图５　梓醇、地黄苷Ａ对ＩＮＳ－１及ＭＩＮ６细胞自噬相关蛋白表达的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

注：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。
图６　梓醇、地黄苷Ａ对ＩＮＳ－１及ＭＩＮ６细胞凋亡相关蛋白表达的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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