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摘要　目的：观察糖脂平对胰岛素抵抗大鼠骨骼肌ＩＲＳ１磷酸化及ＧＬＵＴ４分布的影响。方法：将２４只清洁级 ＳＤ大鼠随
机分为对照组、模型组、中药组和西药组，采用高糖高脂饲料喂养方法造模成功后，分别给予生理盐水、糖脂平和二甲双胍

灌胃，给药８周后，用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法检测大鼠骨骼肌酪氨酸磷酸化ＩＲＳ１和磷酸化Ａｋｔ的含量，用免疫荧光法观察大鼠
骨骼肌ＧＬＵＴ４的分布情况。结果：实验末，与对照组比较，模型组大鼠骨骼肌酪氨酸磷酸化ＩＲＳ１和磷酸化Ａｋｔ含量明显
降低，中药组和西药组大鼠的骨骼肌酪氨酸磷酸化ＩＲＳ１和磷酸化Ａｋｔ含量与模型组比较均明显升高，差异有统计学意义
（Ｐ＜００１），中药组和西药组的组间差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。对照组 ＧＬＵＴ４分布于骨骼肌肌膜表面，模型组
ＧＬＵＴ４膜分布明显减少，出现胞质分布，中药组和西药组 ＧＬＵＴ４的膜分布较模型组明显改善。结论：糖脂平通过促进
ＩＲＳ１的酪氨酸磷酸化，激活其下游ＰＩ３Ｋ，增加磷酸化Ａｋｔ含量，进而使胞质内ＧＬＵＴ４膜转位增加，从而改善胰岛素抵抗。
关键词　胰岛素抵抗；糖脂平；骨骼肌；胰岛素受体底物１；葡萄糖转运体４
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　　胰岛素抵抗（ＩｎｓｕｌｉｎＲｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ）是多种代谢
疾病发生发展的共同的病理生理学基础。ＩＲ的发
生主要涉及肝脏、骨骼肌和脂肪组织，其中骨骼肌是

葡萄糖代谢过程中最为重要的组织，所以有关骨骼

肌ＩＲ的研究抗越来越受到重视，甚至有人认为骨骼
肌胰岛素抵抗的发生早于其他组织，是外周胰岛素

抵抗的主要靶位［１］。糖脂平是我们在临床上干预糖

调节受损和早期糖尿病的经验方药，具有确切的临
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床疗效［２３］。本研究通过观察糖脂平对ＩＲ大鼠骨骼
肌细胞受体后信号转导通路中胰岛素受体底物 １
（ＩｎｓｕｌｉｎＲｅｃｅｐｔｏｒＳｂｓｔｒａｔｅ１，ＩＲＳ１）的酪氨酸磷酸化
及葡萄糖转运体 ４（ＧｌｕｃｏｓｅＴｒａｎｓｐｏｒｔｅｒＴｙｐｅ４，
ＧＬＵＴ４）在骨骼肌细胞膜分布的影响，从而探究糖脂
平改善ＩＲ的作用机制。
１　材料
１１　实验动物　清洁级雄性 ＳＤ大鼠２４只，体重
１８０～２００ｇ，采购自北京大学医学部实验动物中心。
１２　动物饲料　基础饲料购自北京科澳协力饲料
有限公司；高脂高盐饲料是在基础饲料的基础上加

猪油２１％、胆固醇１５％、食盐２％制成，热量比为碳
水化合物占２０％，脂肪占５９％，蛋白质占２１％，购自
北京科澳协力饲料有限公司。

１３　实验药品与试剂　糖脂平由丹参、泽泻、鬼箭
羽、黄连等组成，由北京中医药大学东方医院制剂中

心加工，制成２ｇ生药／ＭＬ的药液；盐酸二甲双胍片
购自北京中医药大学东方医院药房，中美上海施贵

宝制药有限公司生产；裂解缓冲液；蛋白标准品；

１∶２００ｐＩＲＳ１抗体（兔来源）；１∶２００ＩＲＳ１抗体（兔
来源）１∶２００ｐＡｋｔ抗体（兔来源）；１∶２００Ａｋｔ抗体
（兔来源）；１∶２００羊抗兔二抗；２０％马血清封闭液；
ＧＬＵＴ４抗体（羊来源１∶１００）；兔抗羊ＦＩＴＣ标记的荧
光二抗（１∶４００）；ＥＣＬ发光液。
１４　实验仪器　稳压稳流电泳仪：ＤＹＹ６Ｂ型，中国
北京六一仪器厂生产；图像分析系统：５５０ＩＷ型，德
国ＬＥＩＣＡ公司生产；紫外／可见分光光度计：Ｂｉｏｐｈｏ
ｔｏｍｅｔｅｒ型，德国ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ公司生产；激光共聚焦
扫描显微镜：ＴＣＳＳＰ２型，Ｌｅｉｃａ公司生产；低温台式
离心机：５４１７Ｒ型，德国ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ公司生产。
２　方法
２１　建立模型　采用高脂高盐饲料喂养方法造
模［４］。用基础饲料适应性饲养１周后的 ＳＤ大鼠被
随机分为４组：对照组、模型组、中药组、西药组，对
照组继续用基础饲料喂养，另３组改用高脂高盐饲
料喂养，自由摄食、饮水，明暗周期１２／１２ｈ。第九周
末空腹断尾采血测血糖（ＦＰＧ）和胰岛素（ＦＩＮＳ），计
算胰岛素作用指数［ＩＡＩ＝ｌｎ（ＦＰＧ×ＦＩＮＳ）］，以对照
组ＩＡＩ的均数减２个标准差为标准，低于该值的大
鼠为造模成功。

２２　分组处理　造模成功的大鼠从第１０周开始按
不同组别给药，西药组给予盐酸二甲双胍２００ｍｇ／
（ｋｇ·ｄ）灌胃；中药组给予糖脂平１０ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）
［生药２０ｇ／（ｋｇ·ｄ）］灌胃；模型组和对照组灌服等

量的蒸馏水。各组大鼠喂养饲料和条件不变，连续

给药观察８周。
２３　取材与组织准备　禁食１２ｈ后处死，迅速取
腓肠肌于－７０℃冻存备用。
２４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测酪氨酸磷酸化ＩＲＳ１的含量
提取骨骼肌总蛋白，并用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ’ｓ法测定所提蛋
白质浓度。使用ＴｒｉｓＨＣｌ／ＳＤＳ进行聚丙烯酰胺凝胶
电泳，然后采用湿法电转印将蛋白转到硝酸纤维素

膜上。硝酸纤维素膜在５％脱脂奶粉中室温温育２
ｈ后，加入封闭液和１∶２００ｐＩＲＳ１抗体（一抗），４℃
孵育过夜。用１×ＰＢＳＴ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次，然后
加入１∶２００二抗，３７℃孵育２ｈ后用１×ＰＢＳＴ洗膜
３次，１０ｍｉｎ／次。用化学发光法检测条带（ｐＩＲＳ
１）。洗膜后重复上述操作，一抗改为非磷酸化ＩＲＳ１
抗体，用化学发光法检测条带（总 ＩＲＳ１）。各样本
光密度值经非磷酸化 ＩＲＳ１的光密度值校正后，以
对照组为１００％，计算其余各组的相对值。
２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测磷酸化 Ａｋｔ的含量　实验方
法同２４，一抗分别改为１∶２００ｐＡｋｔ抗体和１∶２００
非磷酸化 Ａｋｔ抗体。各样本光密度值经非磷酸化
Ａｋｔ的光密度值校正后，以对照组为１００％，计算其
余各组的相对值。

２６　观察大鼠骨骼肌 ＧＬＵＴ４膜转位情况　制作７
μｍ骨骼肌组织冰冻切片后用冷丙酮固定，ＰＢＳ洗涤
后马血清室温封闭１０ｍｉｎ，滴加抗 ＧＬＵＴ４的抗体，４
℃湿盒内孵育过夜。ＰＢＳ冲洗后滴加 ＦＩＴＣ标记的
二抗，室温孵育１ｈ。ＰＢＳ洗涤，甘油封片，立即在激
光共聚焦扫描显微镜下观察。

２７　数据处理　所有数据录入 ＳＰＳＳ１８０统计分
析软件包并进行数据分析，计量资料以均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）表示。组间比较采用单因素方差分析。Ｐ
＜００５表示差异具有统计学意义。
３　结果
３１　各组大鼠骨骼肌酪氨酸磷酸化 ＩＲＳ１含量的
变化情况　实验末，与对照组比较，模型组大鼠骨骼
肌酪氨酸磷酸化 ＩＲＳ１含量明显降低，中药组和西
药组大鼠的骨骼肌酪氨酸磷酸化 ＩＲＳ１含量与模型
组比较均明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），
中西药组的组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。
３２　各组大鼠骨骼肌磷酸化Ａｋｔ含量的变化情况
实验末，与对照组比较，模型组大鼠骨骼肌磷酸化

Ａｋｔ含量显著降低，中药组和西药组大鼠的骨骼肌
磷酸化 Ａｋｔ含量与模型组比较均升高，升高幅度差
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异有统计学意义（Ｐ＜００１），中西药组的组间比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

表１各组大鼠骨骼肌酪氨酸磷酸化ＩＲＳ１含量的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 灰度值（％）

对照组 ６ １００
模型组 ６ ４３４４±３３０
中药组 ６ ７７２８±６１０▲

西药组 ６ ７８３８±９２８▲

　　注：▲与模型组比较，Ｐ＜００１。

图１
　　注：１．对照组，２．模型组，３．中药组，４．西药组。

表２　各组大鼠骨骼肌磷酸化Ａｋｔ含量的比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 灰度值（％）

对照组 ６ １００
模型组 ６ ６１０１±１０１２
中药组 ６ ８４７４±１２３６▲

西药组 ６ ８２２５±８７８▲

　　注：▲与模型组比较，Ｐ＜００１。

图２
　　注：１．对照组，２．模型组，３．中药组，４．西药组。

３３　各组大鼠骨骼肌 ＧＬＵＴ４膜转位的情况　结果
见图３，从图中可以看出，对照组ＧＬＵＴ４分布于骨骼
肌肌膜表面，模型组 ＧＬＵＴ４膜分布明显减少，且荧
光强度减弱，出现胞质分布，中药组和西药组ＧＬＵＴ４
表现为膜分布增多，较模型组明显改善。

４　讨论
ＩＲ是指骨骼肌、肝脏和脂肪等外周组织对胰岛

素作用的敏感性和反应性下降，进而出现正常胰岛

素水平产生低于正常生物学效应的一种病理状态。

临床研究证实，肥胖和２型糖尿病人群普遍存在胰
岛素抵抗，且贯穿于２型糖尿病的整个发生发展过
程中；胰岛素抵抗与脂代谢紊乱、高血压病、冠心病、

脑卒中以及微量白蛋白尿有关，是导致这些疾病共

同的病理生理学基础［５］。胰岛素抵抗的发生机制极

为复杂，涉及骨骼肌、肝脏和脂肪等多个组织和器

官，至今仍不能完全明了。由于骨骼肌是人体内葡

萄糖代谢最重要的组织，所以骨骼肌ＩＲ越来越引起
专家学者的重视，甚至有人认为骨骼肌胰岛素抵抗

的发生早于其他组织，是外周胰岛素抵抗的主要靶

位［１］。

图３　各组大鼠骨骼肌ＧＬＵＴ４的膜分布情况

　　骨骼肌细胞线粒体功能障碍导致的肌细胞内脂
质蓄积是引发胰岛素受体后信号转导通路缺陷的重

要因素［６］。线粒体是脂肪酸 β氧化的重要场所，当
骨骼肌线粒体生物合成减少或氧化磷酸化能力下降

时，线粒体内脂肪酸的氧化利用减少，导致胞质内长

链脂酰基辅酶Ａ及二酰基甘油（ＤＧ）堆积，后者可激
活新型 ＰＫＣ（ｎＰＫＣ），ｎＰＫＣ能促进 ＩＲＳ１的丝氨酸
位点发生磷酸化，继而干扰胰岛素刺激下 ＩＲＳ１的
酪氨酸位点磷酸化，使其对下游磷脂酰肌醇３激酶
（ＰＩ３Ｋ）的激活能力下降，胞质内 ＧＬＵＴ４膜转位减
少，阻碍胰岛素信号通路的正常转导，进而导致胰岛

素抵抗的发生［７］。

通过参阅大量古今文献，结合证候学研究结果，

我们认为，ＩＲ的发生是在先天禀赋异常的基础上，
加之后天饮食不节，嗜卧少动，精神紧张，忧思过度

等多种因素共同作用的结果。饮食不节，过食肥甘，

五谷精微停聚内蕴，化生湿浊，凝结为痰，阻遏气机，

气机不畅，血运随之，而致气血壅滞，终致血瘀痰阻。

嗜卧少动，“形不动则精不流，精不流则气郁”，气郁

血停，津液不化，凝聚为痰，痰浊血瘀互结为患。精

神紧张，忧思过度，气机郁结不行，导致痰浊血瘀停
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滞互结。痰浊与血瘀，互为因果，相互影响，互为促

进，随着疾病的发展，痰瘀互结壅遏气机，影响到脏

腑功能，使五脏六腑功能失常，气血津液代谢失衡，

从而变证百出［８］。基于这一认识并结合大量临床资

料，我们提出ＩＲ发生的核心病机是痰瘀互阻，中医
药干预ＩＲ的基本治法应该是化痰活血，临床上我们
将糖脂平用于治疗痰瘀互阻型的早期糖尿病或糖尿

病前期，疗效显著［９］。我们前期完成的国家“十一

五”科技支撑计划课题和国家中医药管理局课题证

实，糖脂平可降低糖耐量低减患者发生糖尿病的危

险度，明显增加代谢综合征患者的胰岛素敏感性，纠

正糖脂代谢紊乱［２３］，并且可以抑制炎性反应因子的

分泌，改善血管内皮功能［１０１１］。我们在高脂喂养的

胰岛素抵抗大鼠模型上发现：糖脂平通过增加脂肪

组织ＰＰＡＲγ和脂联素的基因表达，抑制炎性反应
因子的分泌来改善胰岛素敏感性、纠正糖脂代谢紊

乱。

有氧运动能够使骨骼肌有氧代谢酶类浓度增

加，提高糖脂代谢能力，增加脂肪供能的比例和肌细

胞内线粒体的体积与数量，改善胰岛素抵抗。其作

用机制包括增加骨骼肌 ＩＲＳ１（Ｔｙｒ６１２）磷酸化和
ＧＬＵＴ４ｍＲＮＡ表达［１２］，增加骨骼肌中ＡＭＰＫ蛋白表
达［１３］，激活骨骼肌 ＡＭＰＫ／ＳＩＲＴ１／ＰＧＣ１α信号传导
通路，使线粒体生物合成和氧化能力提高［１４］。从以

往中医药干预胰岛素抵抗的实验研究来看，多种中

药成分及复方可以通过调节肝脏胰岛素信号转导通

路，从而改善实验性动物模型肝脏的胰岛素抵

抗［１５１７］，而关于骨骼肌胰岛素抵抗及其信号转导通

路的干预研究比较少。通过本研究的结果，我们发

现，采用高盐高脂饲料喂养的ＩＲ模型大鼠骨骼肌酪
氨酸磷酸化 ＩＲＳ１含量明显降低，中药干预后的酪
氨酸磷酸化 ＩＲＳ１含量较模型大鼠明显升高，进而
使磷酸化 Ａｋｔ水平升高，从而使 ＧＬＵＴ４在肌细胞膜
表面分布增加，增加骨骼肌细胞对葡萄糖的转运利

用，改善骨骼肌细胞的胰岛素抵抗。

综上所述，中药糖脂平通过改善降低的骨骼肌

酪氨酸磷酸化 ＩＲＳ１水平，从而改善 ＧＬＵＴ４肌细胞
膜表面分布状况，达到增加骨骼肌对葡萄糖的转运

和利用，改善胰岛素抵抗。
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