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摘要: 目的 探讨黄连－大黄改善 2 型糖尿病( T2DM) 肝脏胰岛素抵抗的作用机制。方法 将符合

成模标准的 30 只 T2DM 大鼠随机分为模型组、二甲双胍组 ( 0. 10 g /kg)、黄连－大黄低剂量组

( 1. 18 g /kg)、黄连－大黄中剂量组( 2. 36 g /kg)、黄连－大黄高剂量组( 4. 72 g /kg) ，每组 6 只，随机选

取 6 只正常 Wistar 大鼠为正常组，连续干预 8 周。生化法检测大鼠空腹血糖( FBG) ; 酶联免疫吸附

测定法检测大鼠空腹血清胰岛素( FINS) 及肝脏组织白细胞介素-1β( IL-1β)、白细胞介素-18( IL-
18)、白细胞介素-10( IL-10) 水平; 计算胰岛素抵抗指数; HE 染色法观察大鼠肝脏病理变化，油红 O
染色法观察肝脏脂质异位沉积情况; Western blotting 法检测肝脏组织中核苷酸结合寡聚化结构域

样受体蛋白 3( NLＲP3)、凋亡相关斑点样蛋白( ASC)、半胱天冬酶 1( Caspase 1)、胰岛素受体底物 2
( IＲS2)、磷酸化胰岛素受体底物 2( p-IＲS2Ser731)、蛋白激酶 B( Akt)、磷酸化蛋白激酶 B( p-Akt) 的蛋

白表达。结果 与模型组比较，二甲双胍组及黄连－大黄中、高剂量组大鼠的 FBG 水平及HOMA-IＲ
均降低( P＜0. 05，P＜0. 01) ，仅二甲双胍组及黄连－大黄中剂量组 FINS 水平升高 ( P＜ 0. 05，P＜
0. 01) ; 与二甲双胍组比较，黄连－大黄低剂量组 FBG 水平升高 ( P＜ 0. 01) ，FINS 水平降低 ( P＜
0. 05)。HE 染色显示二甲双胍组大鼠肝脏肝索排列相对整齐，可见少量炎性细胞浸润; 黄连－大黄

低剂量组大鼠肝索排列欠规则，可见炎性细胞浸润，较多肝细胞空泡变性; 黄连－大黄中剂量组大

鼠肝索排列较整齐，散见点灶状炎性细胞浸润; 黄连－大黄高剂量组大鼠肝索排列相对整齐，少量

炎性细胞浸润及肝细胞空泡变性。油红 O 染色显示，与模型组比较，二甲双胍组与黄连－大黄中、
高剂量组平均光密度降低( P＜0. 05，P＜0. 01)。与模型组比较，二甲双胍组与黄连－大黄中、高剂量

组 IL-1β、IL-18 水平降低( P＜0. 05，P＜0. 01)。与模型组比较，二甲双胍组大鼠肝脏组织 NLＲP3、
ASC 和 Caspase 1 的蛋白表达均降低( P＜0. 05) ，黄连－大黄中、高剂量组 NLＲP3 与 Caspase 1 蛋白表

达降低( P＜0. 05) ; 与二甲双胍组比较，黄连－大黄低剂量组 ASC 蛋白表达水平升高( P＜0. 05)。与模

型组比较，二甲双胍组与黄连－大黄中、高剂量组大鼠 p-IＲS2Ser731 / IＲS2 值降低( P＜0. 05) ，p-Akt /Akt
值升高( P＜0. 05)。结论 黄连－大黄可以有效改善 T2DM 肝脏胰岛素抵抗，抑制 NLＲP3 炎性小体活

化介导的炎症反应，减轻脂肪异位沉积，进而改善胰岛素信号传导可能是其潜在作用机制之一。
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Abstract: Objective We aimed to explore the effects of Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale on hepatic
insulin resistance in type 2 diabetes mellitus ( T2DM) ．Methods Wistar rats with T2DM were randomly
divided into the following five groups: the model group，the metformin group ( 0. 10 g /kg) ，the Coptidis
Ｒhizoma-Ｒheum Officinale low-dose group ( 1. 18 g /kg) ，the Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale mid-dose
group( 2. 36 g /kg) ，and the Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale high-dose group( 4. 72 g /kg) ，with six rats
in each group．Moreover，a normal group was included( n= 6) ．The intervention lasted for 8 weeks．Fasting
blood glucose( FBG) was detected in rats by a biochemical method，and ELISA was used to detect fasting
serum insulin( FINS) and liver IL-1β，IL-18，and IL-10 levels．The insulin resistance index( HOMA-IＲ)

was calculated．HE staining was used to observe the pathological changes of rat livers．Oil red O staining
was used to observe ectopic fat deposition in the liver．The protein expression levels of NLＲ family pyrin-
domain containing protein 3 ( NLＲP3 ) ，apoptosis-associated speck-like protein containing a CAＲD
( ASC) ，cysteinyl aspartate-specific proteinase 1( Caspase 1) ，insulin receptor substrate 2( IＲS2) ，phos-
phorylated IＲS2( p-IＲS2Ser731 ) ，protein kinase B ( Akt ) ，and p-Akt in liver tissues were detected by
Western blotting．Ｒesults FBG and HOMA-IＲ levels were lower in the metformin group and the mid-
dose and high-dose groups( P＜0. 05，P＜0. 01) and the FINS level was higher in the metformin group and
the mid-dose group( P＜0. 05，P＜0. 01) compared with the model group．The FBG level was higher( P＜
0. 01) and the FINS level was lower ( P ＜ 0. 05 ) in the low-dose group compared with the metformin
group．HE staining showed that hepatic cords were arranged relatively neatly，and few inflammatory cells
were observed in the metformin group． In the low-dose group，the hepatic cord arrangement was not regu-
lar，and inflammatory cell infiltration and hepatic cell vacuolation were observed．The hepatic cords of the
rats in the mid-dose group were arranged neatly，and infiltration of focal inflammatory cells was observed．
The hepatic cords of rats in the high-dose group were arranged relatively neatly，and few infiltrated in-
flammatory cells and vacuolated hepatic cells were observed．Oil red O staining showed that the average
density was lower in the metformin and the mid-dose and high-dose groups compared with the model group
( P＜0. 05，P＜0. 01) ． The levels of IL-1β and IL-18 were lower in the metformin and the mid-dose and
high-dose groups compared with the model group( P＜0. 05，P＜0. 01) ． The protein expression levels of
NLＲP3，ASC and Caspase 1 in the liver were lower in the metformin group( P＜0. 05) ，and the protein
expression levels of NLＲP3 and Caspase 1 were lower in the mid-dose and high-dose groups( P＜0. 05)

compared with the model group．The ASC protein expression level was higher in the low-dose group com-
pared with the metformin group( P＜0. 05) ． The p-IＲS2Ser731 / IＲS2 ratio was lower( P＜0. 05) and the p-
Akt /Akt ratio was higher( P＜0. 05) in the metformin and the mid-dose and high-dose groups compared
with the model group．Conclusion Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale can effectively improve hepatic in-
sulin resistance，inhibit the NLＲP3 inflammatory vesicle activation-mediated inflammatory response，re-
duce ectopic fat deposition，and thus improve insulin signaling in T2DM rats．
Keywords: type 2 diabetes mellitus; Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale; NLＲP3 inflammasome; insulin
resistance; rats
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目 前，全 球 范 围 内 糖 尿 病 ( diabetes mellitus，
DM) 的患病人数逐渐增多，形势日益严峻，尤其是

发展中国家，发病率逐年上升，已成为严重威胁公众

健康的慢性代谢性疾病。我国成年人群 DM 患病率

已从 1980 年的 0. 67%上升至当前的 11. 2%，对我国

公共卫生管理构成重大挑战，2 型糖尿病( type 2 di-
abetes mellitus，T2DM) 的患病人数占所有类型糖尿

病患者的 90%以上［1］。而胰岛素抵抗( IＲ) 是 T2DM
发病机制中一个重要特征，也是诸多降糖药物干预

的关 键 靶 标，中 医 药 在 改 善 IＲ 方 面 有 独 特 的 优

势［2-3］。2 型糖尿病属于中医学“消渴病”范畴，中医

学认为脾胃功能失调与消渴病的发病密切相关［4］，

结合当 前 西 医 学 关 于 T2DM 的“代 谢 性 炎 症”学

说［5］，本团队在长期临床实践基础上提出了胃肠积

热的 T2DM 病机观［6］，据此确立清热逐浊法，并将体

现此治法的有效药物组合———黄连－大黄应用于临

床治疗，具有较好的降糖作用［7］，为进一步探究其

作用机制，本研究拟基于核苷酸结合寡聚化结构域

样受体蛋白 3( NLＲP3) 炎性小体－胰岛素信号转导

途径研究黄连－大黄对 T2DM 大鼠肝脏 IＲ 的影响，

以期 为 黄 连 － 大 黄 防 治 T2DM 提 供 可 靠 的 证 据

支持。
1 材料

1. 1 动物

GK 大鼠 40 只，SPF 级，雄性，9 周龄，体质量
250～275 g，购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司，生产许可证号: SCXK ( 沪) 2017-0005; Wistar 大

鼠 8 只，SPF 级，雄性，9 周龄，体质量 200～238 g，购

自成 都 达 硕 生 物 科 技 有 限 公 司，生 产 许 可 证 号:

SCXK( 川) 2015-030。分笼饲养于成都中医药大学

中医脏腑病证实验室大鼠房。温度 ( 22±2) ℃，湿

度 40%～60%，所有大鼠自由摄食、饮水。
1. 2 伦理审查

本研究经成都中医药大学动物伦理委员会审核

批准，批号: 2018-13。
1. 3 药物

黄连 30 g、大黄 15 g，制成配方颗粒，由四川新

绿色药业科技发展有限公司提供。以 180 mL 沸水

冲泡颗粒剂，充分搅拌确保完全溶解，合生药含量

0. 25 g /mL，静置备用。按照人和动物体表面积折算

的等效剂量比率表换算高、中、低剂量分别为 4. 72、
2. 36、1. 18 g /kg，分别相当于 60 kg 成人临床用量的

1、0. 5、0. 25 倍。盐酸二甲双胍片( 规格500 mg /片，

国药准字 H20023370，批号: 14030657，中美上海施

贵宝制药有限公司) ，药片研磨为细粉状后加 50 mL
生理盐水配制成 10 g /L 混悬液备用。
1．4 主要试剂及仪器

白细胞介素-1β ( IL-1β ) 、白 细 胞 介 素-10 ( IL-
10) 、胰岛素 ( INS ) 酶联免疫吸附测定 ( ELISA ) 试

剂盒( 上 海 茁 彩 生 物 科 技 有 限 公 司，批 号: ZC-
36391、ZC-36379、ZC-37507 ) ，白 细 胞 介 素-18 ( IL-
18) ELISA 试剂盒( 上海酶联生物科技有限公司，批

号: ml002816) ，苏木素染液 ( 珠海贝索生物技术有

限公司，批号: BA-4097) ，油红 O 染液 ( 美国 Sigma
公司，批 号: S2255 ) ，Laemmli Sample Buffer、Clarity
Western ECL Substrate、ProteOn Ｒunning Buffer Bottle
( 美 国 Bio-Ｒad 公 司，批 号: 1610737、1705061、
1762700) ，NLＲP3 抗 体、凋 亡 相 关 斑 点 样 蛋 白

( ASC) 抗体、半胱天冬酶 1( Caspase 1) 抗体、磷酸化

胰岛素受体底物 2( p-IＲS2Ser731 ) 抗体、胰岛素受体底

物 2( IＲS2) 抗体( 北京博奥森生物技术有限公司，批

号: bs-10021Ｒ、bs-6741Ｒ、bs-0169Ｒ、bs-10998Ｒ、bs-
0173Ｒ) ，蛋白激酶 B( Akt) 抗体、磷酸化蛋白激酶 B
( p-Akt) 抗体、β-actin 单抗、BCA 蛋白定量试剂盒、
ＲIPA 裂解液、显影定影试剂盒、SDS-PAGE 凝胶制

备试剂盒( 杭州联科生物技术股份有限公司，批号:

70-ab31498-050、70-ab30164-050、70-ab30165-100、
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70-PQ0011、70-WB020、70-XY01、70-WP002 ) ，HＲP
标记的山羊抗兔 IgG ( 武汉赛维尔生物科技有限公

司，批号: GB23303) ，无水乙醇( AＲ 级，江苏海兴化

工有限公司，批号: GB678-90) ，二甲苯( AＲ 级，天津

致远化学试剂有限公司，批号: 20180110) ，盐酸( AＲ
级，成都市科龙化工试剂厂，批号: 20180118) ，中性

树胶、多聚甲醛 ( 国药集团化学试剂有限公司，批

号: 20171009、20180112) ，异丙醇( 上海生物工程技

术有限公司，批号: 20170723) 。
Multlskan Mk3 酶标仪( 美国赛默飞世尔科技公

司) ，PHY-Ⅲ型病理组织漂烘仪( 常州中威电子仪器

有限公司) ，JY92-IIN 台式高速冷冻离心机［力新仪

器( 上海) 有限公司］，TSJ-Ⅱ型全自动封闭式组织

脱水机( 常州中威电子仪器有限公司) ，BMJ-Ⅲ型包

埋机( 常州中威电子仪器有限公司) ，LS-2900 半自

动冷冻切片机( 沈阳龙首电子仪器有限公司) ，Che-
miScope 6100 化学发光成像系统( 上海勤翔科学仪

器有限公司) ，Mini-PＲOTEANⓇ Tetra 电泳槽( 美国

Bio-Ｒad 公司) ，BA400Digital 数码三目摄像显微镜

( 麦克奥迪实业集团有限公司) ，Image Pro Plus 6. 0
( 美国 Media Cybernetics 公司) 。
2 方法

2．1 造模

40 只 GK 大鼠为自发性动物模型，故本研究对

GK 大鼠适应性喂养 2 周后进行模型评判，以空腹

血糖( FBG) ≥7. 0 mmol /L［8］及随机血糖 ( ＲBG) ≥
11. 1 mmol /L［9］作为 T2DM 成模标准，并剔除不符合

成模标准的大鼠 10 只。
2．2 分组及给药

将符合成模标准的 30 只 T2DM 大鼠按随机数字

表法分为模型组，二甲双胍组，黄连－大黄低、中、高剂

量组，每组各 6 只; 并任取 6 只正常 Wistar 大鼠作为

正常组。
黄连－大黄低、中、高剂量组灌胃剂量分别为

1. 18、2. 36、4. 72 g /kg，盐酸二甲双胍片给药 量 为

0. 10 g /kg，按 10 mL /kg 灌胃，正常组与模型组大鼠

给予同体积的生理盐水灌胃，各组每日灌胃 1 次，连

续 8 周。
2. 3 指标检测

2. 3. 1 FBG、空腹胰岛素( FINS) 及胰岛素抵抗指数

( HOMA-IＲ) 测定

干预 8 周结束后，大鼠过夜禁食不禁水 12 h 后

股动脉采血 10 mL，4 ℃ 4 000 r /min 离心 15 min 取血

清。生化法检测各组大鼠 FBG。ELISA 法测定各组

大鼠 FINS 水平，步骤如下: 将试剂平衡至室温，标准

品孔加入标准品50 μL，辣根过氧化物酶 100 μL，待测

样品孔加入大鼠血清 50 μL，辣根过氧化物酶 100 μL，

盖上封板膜，轻轻振荡混匀，37 ℃温育60 min。弃去液

体，甩干，每孔加满洗涤液，静置 1 min 后弃去，如此重

复 5 次，拍干。每孔加入底物液 A、B 各 50 μL 振荡混

匀，37 ℃避光显色 15 min。取出酶标板，迅速加入 50
μL 终止液后立即测定结果，在 450 nm 波长处测定各

孔 的 吸 光 度。并 计 算 HOMA-IＲ，HOMA-IＲ= FINS
( mU/L) × FBG ( mmol /L) /22. 5。
2. 3. 2 HE 染色法观察大鼠肝脏组织病理形态学

变化

股动脉取血后迅速剪取大鼠肝脏组织，4%多聚

甲醛溶液固定，乙醇脱水后石蜡包埋、切片，将切片

脱蜡至水后先后入苏木素及伊红染液染色，封片后

经 BA400Digital 数码三目摄像显微镜镜检，图像放

大 100 倍进行肝脏组织形态学分析。
2. 3. 3 油红 O 染色法观察大鼠肝脏组织脂质异位

沉积情况

将甲醛固定的大鼠肝脏组织切片行蒸馏水及

60%异丙醇浸洗后入油红 O 染液，并经苏木精复染，

甘油明胶封固后采集图像，每张切片先于 40 倍下观

察全部组织，再放大 400 倍随机选取 3 个区域采集

图像，采用 Image Pro Plus 6. 0 软件测定每个区域的

光密度，取其平均值即为平均光密度。
2. 3. 4 ELISA 法检测肝脏组织炎性细胞因子水平

变化

称取 适 量 肝 脏 组 织，制 备 10% 的 组 织 匀 浆，

14 000 r /min 低 温 离 心 10 min，留 取 上 清，使 用

ELISA 试剂盒分别检测肝脏 IL-1β、IL-18、IL-10 水

平，步骤如 2. 3. 1。
2. 3. 5 Western blotting 法检测肝脏组织 NLＲP3 炎

性小体及胰岛素信号通路相关蛋白表达

取肝脏组织( 约 5 mg) 提取总蛋白，BCA 蛋白测

定法测定各样品中的蛋白浓度，用 10% SDS 聚丙烯酰

胺凝胶( SDS-PAGE) 负载蛋白，然后将其转移至聚偏二

氟乙烯( PVDF) 膜，5%脱脂牛奶进一步封闭 PVDF 膜，

膜 与 特 异 性 一 抗 NLＲP3、ASC、Caspase 1、IＲS2、
p-IＲS2Ser731、Akt、p-Akt，4 ℃ 杂交过夜，用 TBST 洗

后把 PVDF 膜放入装有 HＲP 标记的羊抗兔二抗的

15 mL离心管中，摇床上杂交 1 h，取出 PVDF 膜，

用 TBST 洗 3 次，每次 5 min; 倒掉洗膜液，吸去多

余液体，将显色底物均匀滴在 PVDF 膜上，反应 1 ～
2 min，压片显示，在 ChemiScope 6100 化学发光成
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像系统 下 采 集 图 像，并 使 用 Image J 软 件 进 行 分

析，蛋白表达量以目的蛋白灰度值与 β-actin 灰度

值的比值表示。
2. 4 统计方法

本实验使用 SPSS 24. 0 软件进行数据处理，符

合正态分布的计量资料以均值±标准差( �x±s) 表示。
多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ( One-way
ANOVA) ，组间两两比较选用 Tukey 法。如不符合

正态分布则采用非参数检验。以 P＜0. 05 为差异具

有统计学意义。

3 结果

3. 1 FBG、FINS 及 HOMA-IＲ 结果

模型组与正常组比较，模型组大鼠 FBG 水平、
HOMA-IＲ 升 高 ( P ＜ 0. 01 ) ，FINS 水 平 降 低 ( P ＜
0. 01) ; 与模型组比较，二甲双胍组及黄连－大黄中、
高剂量组大鼠的 FBG 水平及 HOMA-IＲ 均降低( P ＜
0. 05，P ＜0. 01) ，仅二甲双胍组及黄连－大黄中剂量组

大鼠 FINS 水平升高( P ＜0. 05，P ＜0. 01) ; 与二甲双胍

组比较，黄连－大黄低剂量组大鼠 FBG 水平升高( P＜
0. 01) ，FINS 水平降低( P＜0. 05) 。结果见表 1。

表 1 各组大鼠 FBG、FINS 和 HOMA-IＲ ( �x±s; n= 6)

Table 1 Fasting blood glucose ( FBG) ，fasting serum insulin ( FINS) ，and insulin resistance index ( HOMA-IＲ)
in rats in each group ( �x±s; n= 6)

组别 Group 剂量 Dose( g /kg) FBG( mmol /L) FINS( mU/L) HOMA-IＲ
正常组 Normal group 4. 43±0. 21▲▲ 6. 04±0. 43▲▲ 1. 19±0. 13▲▲

模型组 Model group 14. 57±0. 74 4. 66±0. 27 3. 01±0. 04
二甲双胍组 Metformin group 0. 10 10. 68±1. 06▲▲ 5. 83±0. 67▲▲ 2. 74±0. 05▲▲

黄连－大 黄 低 剂 量 组 Coptidis Ｒhizoma-
Ｒheum Officinale low-dose group 1. 18 13. 20±1. 52## 4. 97±0. 34# 2. 90±0. 17

黄连－大 黄 中 剂 量 组 Coptidis Ｒhizoma-
Ｒheum Officinale mid-dose group 2. 36 11. 42±1. 22▲▲ 5. 53±0. 47▲ 2. 80±0. 07▲

黄连－大 黄 高 剂 量 组 Coptidis Ｒhizoma-
Ｒheum Officinale high-dose group 4. 72 12. 20±1. 33▲ 5. 26±0. 56 2. 82±0. 10▲

F 61. 600 7. 237 257. 700
P ＜0. 001 ＜0. 001 ＜0. 001

注: 与模型组比较，▲P＜0. 05，▲▲P＜0. 01; 与二甲双胍组比较，#P＜0. 05，##P＜0. 01。
Note:▲P＜0. 05，▲▲P＜0. 01 compared with the model group; #P＜0. 05，##P＜0. 01 compared with the metformin group．

3. 2 肝脏组织病理形态学情况

正常组大鼠肝脏组织内肝索排列整齐，未见

明显炎性细胞浸润以及肝细胞空泡与脂肪变性，

门管区及胆管结构完整清晰。模型组大鼠肝脏组

织内肝索排列紊乱，可见较多炎性细胞浸润，大量

肝细胞空泡及脂肪变性，门管区可见细胞变性坏

死。二甲双胍组大鼠肝脏组织内肝索排列相对整

齐，可见少量炎性细胞浸润及肝细胞空泡与脂肪

变性，偶见肝细胞片状坏死。黄连－大黄低剂量组

大鼠肝脏组织内肝索排列欠规则，中央静脉周围

可见炎性细胞浸润，较多肝细胞空泡变性。黄连－
大黄中剂量组大鼠肝脏组织内肝索排列较整齐，

散见小叶间呈点灶状炎性细胞浸润，少量肝细胞

不同程度空泡变性。黄连－大黄高剂量组大鼠肝

脏组织内肝索排列相对整齐，中央静脉周围及肝

窦内少 量 炎 性 细 胞 浸 润，少 量 肝 细 胞 空 泡 变 性。
结果见图 1。
3. 3 肝脏组织脂质异位沉积情况

模型组与正常组比较，模型组大鼠肝脏组织中

橘红色脂滴增多，平均光密度升高( P＜0. 01) ; 与模

型组比较，二甲双胍组与黄连－大黄中、高剂量组平

均光密度降低 ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。结果见图 2、
表 2。
3. 4 肝脏组织炎性细胞因子表达水平

模型组与正常组比较，模型组大鼠肝脏组织中

IL-1β、IL-18 水平升高 ( P ＜ 0. 01 ) ，IL-10 水平降低

( P＜0. 05) ; 与模型组比较，二甲双胍组与黄连－大

黄中、高剂量组 IL-1β、IL-18 水平降低( P＜0. 05，P＜
0. 01) 。结果见表 3。
3. 5 肝脏组织 NLＲP3 炎性小体蛋白表达水平

模型组与正常组比较，模型组大鼠肝脏组织

NLＲP3、ASC 和 Caspase 1 的蛋白表达水平均升高

( P＜0. 01) ; 与模型组比较，二甲双胍组大鼠肝脏组

织 NLＲP3、ASC 和 Caspase 1 的蛋白表达水平均降

低( P＜ 0. 05 ) ，黄连 －大黄中、高剂量组 NLＲP3 与

Caspase 1 蛋白表达水平降低 ( P＜0. 05) ; 与二甲双

胍组比较，黄连－大黄低剂量组 ASC 蛋白表达水平

升高( P＜0. 05) 。结果见图 3、表 4。
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A: 正常组; B: 模型组; C: 二甲双胍组; D: 黄连－大黄低剂量组; E: 黄连－大黄中剂量组; F: 黄连－大黄高剂量组。标尺= 100 μm。
A: Normal group; B: Model group; C: Metformin group; D: Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale low-dose group; E: Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Of-
ficinale mid-dose group; F: Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale high-dose group．Scale = 100 μm．

图 1 各组大鼠肝脏组织病理图( HE 染色，×100)
Fig．1 Liver histopathology of rats in each group( HE staining，×100)

A: 正常组; B: 模型组; C: 二甲双胍组; D: 黄连－大黄低剂量组; E: 黄连－大黄中剂量组; F: 黄连－大黄高剂量组。标尺= 10 μm。

A: Normal group; B: Model group; C: Metformin group; D: Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale low-dose group; E: Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Offici-

nale mid-dose group; F: Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale high-dose group．Scale = 10 μm．

图 2 各组大鼠肝脏组织图( 油红 O 染色，×400)

Fig．2 Liver tissues of rats in each group( Oil red O staining，×400)

表 2 各组大鼠肝脏组织油红 O 染色平均光密度 ( �x±s; n= 6)

Table 2 Mean density values of oil red O staining in the liver tissues of rats in each group ( �x±s; n= 6)

组别 Group 剂量 Dose( g /kg) 平均光密度 Mean density
正常组 Normal group 20. 61±0. 48▲▲

模型组 Model group 28. 90±0. 46
二甲双胍组 Metformin group 0. 10 22. 53±1. 00▲▲

黄连－大黄低剂量组 Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale low-dose group 1. 18 26. 63±1. 53
黄连－大黄中剂量组 Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale mid-dose group 2. 36 24. 61±0. 44▲

黄连－大黄高剂量组 Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale high-dose group 4. 72 23. 41±3. 27▲

F 10. 850
P ＜0. 001

注: 与模型组比较，▲P＜0. 05，▲▲P＜0. 01。
Note:▲P＜0. 05，▲▲P＜0. 01 compared with the model group．
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表 3 各组大鼠肝脏组织炎性细胞因子水平 ( ng /L; �x±s; n= 6)

Table 3 Inflammatory cytokine levels in liver tissues of rats in each group ( ng /L; �x±s; n= 6)

组别 Group 剂量 Dose( g /kg) IL-1β IL-18 IL-10

正常组 Normal group 3. 51±0. 10▲▲ 102. 70±6. 87▲▲ 8. 90±1. 28▲

模型组 Model group 5. 08±0. 42 165. 60±21. 97 6. 95±1. 39

二甲双胍组 Metformin group 0. 10 4. 14±0. 62▲▲ 124. 70±20. 08▲▲ 8. 59±0. 88

黄连－大 黄 低 剂 量 组 Coptidis Ｒhizoma-
Ｒheum Officinale low-dose group 1. 18 4. 73±0. 19 144. 20±17. 91 7. 48±0. 77

黄连－大 黄 中 剂 量 组 Coptidis Ｒhizoma-
Ｒheum Officinale mid-dose group 2. 36 4. 30±0. 38▲ 137. 20±10. 75▲ 8. 29±0. 63

黄连－大 黄 高 剂 量 组 Coptidis Ｒhizoma-
Ｒheum Officinale high-dose group 4. 72 4. 21±0. 61▲ 131. 10±13. 69▲ 8. 01±0. 50

F 9. 343 10. 100 3. 354

P ＜0. 001 ＜0. 001 0. 016
注: 与模型组比较，▲P＜0. 05，▲▲P＜0. 01。
Note:▲P＜0. 05，▲▲P＜0. 01 compared with the model group．

1: 正常组; 2: 模型组; 3: 二甲双胍组; 4: 黄连－大黄低剂量组;

5: 黄连－大黄中剂量组; 6: 黄连－大黄高剂量组。
1: Normal group; 2: Model group; 3: Metformin group; 4: Coptidis
Ｒhizoma-Ｒheum Officinale low-dose group; 5: Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum
Officinale mid-dose group; 6: Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale high-
dose group．

图 3 各组大鼠肝脏组织 NLＲP3 炎性小体蛋白印迹图

Fig．3 Western blotting bands of NLＲP3 inflammasome
in rat liver tissue in each group

3. 6 肝脏组织 IＲS2 /Akt 胰岛素信号通路蛋白表达

水平

模型组与正常组比较，模型组大鼠肝脏组织

p-IＲS2Ser731 / IＲS2 值升高( P＜0. 01) ，p-Akt /Akt 值降

低 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与 模 型 组 比 较，二 甲 双 胍 组 与 黄

连－大黄中、高剂量组 p-IＲS2Ser731 / IＲS2 值降低( P＜
0. 05) ，p-Akt /Akt 值升高 ( P＜0. 05) 。结果见图 4、
表 5。
4 讨论

当前全球 T2DM 患病人数逐渐上升，与之伴随

的是心脑血管等大血管疾病和糖尿病肾病等微血管

疾病的发病率升高［10］，对于公众健康构成了重大威

胁和挑战。因此，如何更好地防治 T2DM 是亟须解

决的一个重要公共卫生问题。IＲ 是 T2DM 特征性

表 4 各组大鼠肝脏组织 NLＲP3 炎性小体蛋白表达水平 ( �x±s; n= 3)

Table 4 NLＲP3 inflammasome protein expression levels in liver tissue of rats in each group ( �x±s; n= 3)

组别 Group 剂量 Dose( g /kg) NLＲP3 ASC Caspase 1
正常组 Normal group 1. 20±0. 08▲▲ 0. 97±0. 16▲▲ 0. 48±0. 11▲▲

模型组 Model group 3. 55±0. 40 2. 51±0. 19 2. 95±0. 31
二甲双胍组 Metformin group 0. 10 2. 45±0. 48▲ 1. 88±0. 11▲ 1. 91±0. 33▲

黄连－大 黄 低 剂 量 组 Coptidis Ｒhizoma-
Ｒheum Officinale low-dose group 1. 18 3. 11±0. 08 2. 42±0. 12# 2. 49±0. 40

黄连－大 黄 中 剂 量 组 Coptidis Ｒhizoma-
Ｒheum Officinale mid-dose group 2. 36 2. 61±0. 35▲ 2. 36±0. 19 2. 12±0. 25▲

黄连－大 黄 高 剂 量 组 Coptidis Ｒhizoma-
Ｒheum Officinale high-dose group 4. 72 2. 54±0. 42▲ 2. 32±0. 30 1. 98±0. 30▲

F 16. 180 28. 630 23. 790
P ＜0. 001 ＜0. 001 ＜0. 001

注: 与模型组比较，▲P＜0. 05，▲▲P＜0. 01; 与二甲双胍组比较，#P＜0. 05。
Note:▲P＜0. 05，▲▲P＜0. 01 compared with the model group; #P＜0. 05 compared with the metformin group．
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1: 正常组; 2: 模型组; 3: 二甲双胍组; 4: 黄连－大黄低剂量组; 5: 黄

连－大黄中剂量组; 6: 黄连－大黄高剂量组。

1: Normal group; 2: Model group; 3: Metformin group; 4: Coptidis Ｒhi-

zoma-Ｒheum Officinale low-dose group; 5: Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Offi-

cinale mid-dose group; 6: Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale high-dose

group．

图 4 各组大鼠肝脏组织 IＲS2 /Akt 胰岛素信号

通路蛋白印迹图

Fig．4 Western blotting bands of IＲS2/Akt insulin signaling
pathway proteins in liver tissues of rats in each group

的病理变化［11］，由于肝脏在糖脂代谢中的重要作

用，肝脏 IＲ 被认为是全身 IＲ 发生的关键危险因

素［12］，同时也是双胍类、二肽基肽酶 4 抑制剂、胰高

糖素样肽-1 受体激动剂等降糖药物的有效治疗靶

点。中医药以其有效性及安全性在 T2DM 的防治中

发 挥 重 要 作 用，其 中 尤 以 苦 寒 类 中 药 多 被

使用［13-14］。
黄连－大黄作为苦寒清热的代表性药物，基于

中医“火热致消”理论，两者配伍可以调节血糖［7］，

《素问·阴阳别论篇》“二阳结谓之消”，指出阳邪

( 热) 留结胃肠与消渴病密切相关，王冰注曰:“二阳

结，谓胃及大肠俱热结也，肠胃藏热，善消水谷。”基

于此 并 结 合 长 期 临 床 实 践，本 团 队 认 为 胃 肠 是

T2DM 的重要起病与传变之所，而积热乃其始动及

助推之因，故提出胃肠积热是 T2DM 的关键病机，并

确立清热逐浊的治疗方法［15］。黄连为苦寒之最，善

清胃肠之热，自古即是“止消渴”要药［16］; 大黄涤荡

表 5 各组大鼠肝脏组织 p-IＲS2ser731 / IＲS2、p-Akt /Akt 蛋白相对表达水平( �x±s; n= 3)

Table 5 Expression of proteins p-IＲS2ser731 / IＲS2、p-Akt /Akt in liver tissue of rats in each group ( �x±s; n= 3)

组别 Group 剂量 Dose( g /kg) p-IＲS2Ser731 / IＲS2 p-Akt /Akt
正常组 Normal group 0. 42±0. 10▲▲ 0. 97±0. 11▲▲

模型组 Model group 0. 85±0. 11 0. 51±0. 07
二甲双胍组 Metformin group 0. 10 0. 58±0. 07▲ 0. 83±0. 13▲

黄连－大黄低剂量组
Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale low-dose group 1. 18 0. 69±0. 04 0. 62±0. 09

黄连－大黄中剂量组
Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale mid-dose group 2. 36 0. 62±0. 09▲ 0. 82±0. 08▲

黄连－大黄高剂量组
Coptidis Ｒhizoma-Ｒheum Officinale high-dose group 4. 72 0. 60±0. 03▲ 0. 85±0. 14▲

F 9. 483 7. 707
P ＜0. 001 ＜0. 001

注: 与模型组比较，▲P＜0. 05，▲▲P＜0. 01。
Note:▲P＜0. 05，▲▲P＜0. 01 compared with the model group．

肠胃，推陈致新，走而不守，可助黄连导火热、浊邪外

出，两药配伍共清阳明积热，逐糖脂郁浊。本研究结

果显示，黄连－大黄中、高剂量组可以降低 T2DM 大

鼠的 FBG 水平，并升高 FINS 水平，由于 T2DM 常表

现为 IＲ 情况下的胰岛素分泌缺陷，GK 大鼠作为公

认的自发性 T2DM 模型，兼具 IＲ 与胰岛 β 细胞功能

障碍等特点［17］，故模型组大鼠在 FBG 升高的同时

伴有 FINS 降低，而药物干预有效调节了这一变化，

黄连－大黄中、高剂量组大鼠 HOMA-IＲ 降低，表明

黄连－大黄具有改善 T2DM IＲ 的作用。
胰岛素 调 节 体 内 脂 肪 储 存 与 分 解 代 谢 的 平

衡［18］，其功能受损可导致膳食脂肪由脂肪组织“溢

出”到非脂肪组织中沉积，研究发现在 IＲ 或肥胖个

体中脂质的异常积累增多［19］。胰岛素敏感靶器官

肝脏的 IＲ 即与异位脂肪沉积密切相关［20］，有研究

表明，二甲双胍降糖、改善 IＲ 作用的发挥可能与其

激活肝脏腺苷酸活化蛋白激酶进而减少肝脏脂质积

累及脂肪变性有一定相关性［21］。本研究经 HE 与油

红 O 染色发现，在给予二甲双胍和黄连－大黄干预后

T2DM 大鼠肝组织中脂滴数量减少，脂肪变性减轻。
炎症驱动了包括 T2DM 在内的许多疾病的发

生，炎症在 T2DM 及其相关并发症发病机制中的作

用也已得到证实［22-23］，因此，T2DM 被认为是一种以

慢性低度炎症为特征的代谢性疾病［5］。慢性低度
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炎症在诱发 IＲ 中起到重要作用［24］，高血糖及肝脏

脂肪沉积导致肝脏组织分泌的促炎细胞因子如 IL-
1β、IL-18 参与其中。有研究证实，在 T2DM 大鼠肝

脏组织中 IL-1β 与 IL-18 水平升高，这一改变导致了

胰岛素敏感性的下降［25］。NLＲP3 炎性小体是一种

多聚体蛋白复合物，被认为是 IL-1β、IL-18 成熟和分

泌的调节因素，其通过响应多种危险相关的分子模

式如高血糖、胰岛淀粉样多肽、游离脂肪酸、活性氧、
脂多糖等而被激活［26］，一旦 NLＲP3 炎性小体被激

活，IL-1β 和 IL-18 被活性 Caspase 1 剪切以活性形

式释放，从而诱发并增强炎症反应。基于此，抑制

NLＲP3 炎性小体激活可能是改善 T2DM IＲ 的重要

靶点。有研究显示，NLＲP3 敲除可以降低糖尿病小

鼠上述促炎细胞因子水平［27］，保护小鼠免受饮食诱

导的 IＲ 和全身性炎症。临床试验中使用重组人白

细胞 介 素-1 受 体 拮 抗 剂 阻 断 IL-1β 亦 起 到 治 疗

T2DM 作用［28］。本团队认为糖尿病状态下 NLＲP3
炎性小体激活所诱发的炎症反应即是中医胃肠积热

的生物学表现，而炎症启动后所释放的促炎细胞因

子 IL-1β、IL-18 等作为新生之浊邪会再次激发炎症

级联反应，形成恶性循环，因此有效截断这一病理环

节是改善 T2DM IＲ 的关键。在研究中本团队发现，

高脂饮食诱导下的 T2DM 大鼠肝脏组织发生炎性细

胞浸润，IL-1β、IL-18 及 NLＲP3、ASC、Caspase 1 的蛋

白表达水平升高，而抗炎因子 IL-10 水平降低，黄

连－大黄干预减少了炎细胞的肝脏浸润，并通过抑

制 NLＲP3 炎性小体的活化降低了 IL-1β、IL-18 水

平，其中以黄连－大黄中、高剂量组效果更为明显，

但各剂量组对降低 ASC 蛋白表达水平、升高 IL-10
水平的作用有限，尚有待进一步实验验证。

IＲ 是 T2DM 发病的核心机制，表现为胰岛素激

活胰岛素信号通路的能力降低，肝脏脂肪变性、慢性

炎症是导致胰岛素信号传导途径受损的常见原因。
在正常生理条件下，胰岛素与肝脏中的胰岛素受体

结合使受体自磷酸化，进而激活胰岛素受体底物蛋

白发挥代谢调节作用，IＲS2、Akt 是这一信号传导中

的关键节点，其活化状态与 IＲ 密切相关。本研究检

测 T2DM 大鼠肝脏 IＲS2、Akt 及其磷酸化蛋白表达

水平，结果显示黄连－大黄中、高剂量组有效降低了

T2DM 大鼠肝脏 p-IＲS2Ser731 / IＲS2 蛋白表达水平，升

高了 p-Akt /Akt 的蛋白表达水平，提示黄连－大黄可

通过调节 IＲS2 /Akt 信号通路转导而改善 T2DM 大

鼠的肝脏 IＲ。
本研究结果显示，虽然黄连－大黄中、高剂量组

大鼠肝脏 IＲ 相关指标的改善优于低剂量组，但组间

比较差异无统计学意义，这不排除与本研究观察样

本数量有限相关，需要我们在今后的研究中继续探

讨黄连－大黄改善 T2DM IＲ 的量效关系。
综上，本实验研究证实，清热逐浊中药———黄

连－大黄可以有效改善 T2DM 大鼠肝脏 IＲ，这可能

与抑制肝脏 NLＲP3 炎性小体活化介导的炎症反应，

减轻肝脏脂肪异位沉积，进而改善其胰岛素信号传

导有关。本研究结果为中医胃肠积热视角下的清热

逐浊法治疗 T2DM 提供了一定的实验证据支撑。然

而，参与调控的具体分子机制尚有待阐明，需要后续

进一步的深入研究。
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