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黄芪注射液联合葛根素注射液对２型糖尿病动物
ＫＫＡｙ小鼠心脏组织 ＩＲＥ１α和 ＸＢＰ１表达的影响
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摘要　目的：探讨黄芪注射液联合葛根素注射液对２型糖尿病动物 ＫＫＡｙ小鼠的心脏保护作用机制，为中医药治疗糖尿
病心肌病提供实验依据。方法：将造模成功的ＫＫＡｙ小鼠按血糖随机分为模型组和观察组（黄芪注射液联合葛根素注射
液），同周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作为正常对照组，并于２０周龄、２４周龄、２８周龄分别处死小鼠。荧光定量ＰＣＲ测小鼠心
脏组织中ＩＲＥ１α、ＸＢＰ１Ｕ、ＸＢＰ１Ｓ的表达，蛋白免疫印迹检测小鼠心脏组织中 ＩＲＥ１α、ＸＢＰ１蛋白的表达。结果：模型组小
鼠２０、２４、２８周龄心脏组织ＩＲＥ１α的 ｍＲＮＡ和蛋白表达比正常组明显增加（Ｐ＜００１），观察组２０周龄ＩＲＥ１α蛋白表达较
正常组增加（Ｐ＜００１），但观察组各周龄ＩＲＥ１αｍＲＮＡ和蛋白表达均低于模型组（Ｐ＜００１或Ｐ＜００５）；模型组小鼠各周
龄ＸＢＰ１ＳｍＲＮＡ和ＸＢＰ１蛋白表达、２８周龄ＸＢＰ１Ｕ的 ｍＲＮＡ表达比正常组增加（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５），观察组各周龄
ＸＢＰ１蛋白表达和２０、２４周龄的ＸＢＰ１ＳｍＲＮＡ表达较模型组降低，而２８周龄ＸＢＰ１Ｓ和ＸＢＰ１Ｕ的ｍＲＮＡ表达均分别比模
型组和正常组增加（Ｐ＜００５）。结论：黄芪注射液联合葛根素注射液可在一定程度上抑制２型糖尿病动物 ＫＫＡｙ小鼠心
脏组织中内质网应激信号分子ＩＲＥ１α和ＸＢＰ１的表达，减轻内质网应激，保护２型糖尿病ＫＫＡｙ小鼠的心脏功能。
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　　我国２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）的发病率呈现逐年显
著升高的趋势。糖尿病心肌病是糖尿病的重要慢性

并发症之一，其发病与糖尿病的代谢紊乱密切相关。

患者心肌细胞出现细胞凋亡、心肌肥大和心肌纤维

化等原发性损伤，从而引起广泛的心肌结构异常，最

终可导致心肌收缩和（或）舒张障碍［１３］。目前研究
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显示，内质网应激（ＥｎｄｏｐｌａｓｍｉｃＲｅｔｉｃｕｌｕｍＳｔｒｅｓｓ，
ＥＲＳ）参与了糖尿病心脏病变的发生发展过程，并且
起着非常关键的作用［４６］。

黄芪注射液，是中药黄芪全提取物的水溶液，经

灭菌制成，主要成分有多糖、皂苷、黄酮、氨基酸及其

他微量元素。现代药理研究表明，黄芪可以增强免

疫功能，具有保肝、利尿；降压、调脂、降糖等作用。

葛根素是葛根注射液的有效成分，它是从葛根中分

离提取出来的一种异黄酮类单体化合物，据现代药

理研究发现，葛根素能改善微循环、心脑血管循环，

降血压，保护心肌细胞，抗血小板聚集等作用。中药

组方在防治糖尿病及其并发症方面具有很大优势，

有着标本兼顾的优势，已有许多中药组方成功开发

并应用于临床糖尿病的治疗，取得良好的效果［７］。

我们在前期研究中［８］，发现黄芪注射液联合葛根素

注射液对Ｔ２ＤＭ动物ＫＫＡｙ小鼠肾脏过强的ＥＲＳ反
应有很好的抑制作用，本研究以此小鼠为模型，探讨

黄芪注射液联合葛根素注射液对糖尿病心脏病变发

生发展过程中有关的ＥＲＳ有关因ＩＲＥ１α和ＸＢＰ１表
达的影响，为探讨黄芪葛根注射液通过ＩＲＥ１途径抵
抗ＥＲＳ，保护糖尿病心肌病小鼠心脏功能，为临床新
药的研发与应用提供新的思路和依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＰＦ级 ＫＫＡｙ小鼠和 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠，雄性，鼠龄８～１０周，体重２２～２５ｇ，购自中国医
学科学院实验动物研究所，动物合格证号：ＳＣＸＫ
（京）２０１３０００２，适应性饲养７ｄ，自由饮水和进食。
高脂饲料（１０％猪油 ＋２０％蔗糖 ＋２５％胆固醇 ＋
０５％胆酸钠＋６７％基础饲料）购自北京科澳协力饲
料有限公司，普通饲料购自中国医学科学院动物中

心。

１１２　药物　葛根注射液（批号：１００９０５６，成都地
奥九泓制药厂），黄芪注射液（批号：１４０４１６３，湖南五
洲通药业有限责任公司），ＴＲＩｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，反转录试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ生物技术有限公司，
ＰｏｗｅｒＳｙｂｒｇｒｅｅｎ购自 ＡＢＩ公司，引物设计应用 Ｐｒｉｍ
ｅｒ５软件设计并交由宝生物工程（大连）有限公司合
成；蛋白裂解液、电泳液，电转液等试剂购置北京普

利莱基因技术有限公司，兔抗 ＩＲＥ１α、ＸＢＰ１抗体购
自 Ａｂｃａｍ公司，二抗购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司。

１２　方法
１２１　Ｔ２ＤＭ动物ＫＫＡｙ小鼠模型的建立　用高脂

饲料喂养ＫＫＡｙ小鼠，用普通饲料喂养Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠，全部给予普通饮水。待１２周龄时，将随机血糖
≥１３９ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＫＫＡｙ小鼠视为糖尿病模型建立
成功［９］。

１２２　实验动物分组及给药　实验分为对照组、模
型组、观察组，将Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作为对照组，将造模
成功的ＫＫＡｙ小鼠按随机血糖随机分为模型组和观
察组，具体分组情况如下：对照组：Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，
１８只，给予普通饲料饲喂。模型组：ＫＫＡｙ小鼠，１８
只，给予高脂饲料饲喂，每日给予与观察组相同剂量

的生理盐水（４３ｍＬ／ｋｇ），腹腔注射。观察组：ＫＫＡｙ

小鼠，１８只，给予高脂饲料，每日腹腔注射黄芪注射
液（３ｍＬ／ｋｇ）和葛根素注射液（１３ｍＬ／ｋｇ），２种药
物先后注射。以上各组动物均为单笼饲养，均自由

饮食，普通饮水，每日换垫料，分别于２０周龄、２４周
龄、２８周龄各处死６只，检测相关指标。
１２３　心肌组织样品采集和制备　分别于 ２０周
龄、２４周龄、２８周龄时分批处死各组小鼠，用剪刀打
开小鼠胸腔，将心脏剪下，以冰生理盐水冲洗残留血

液，去除大血管，快速切留心尖组织，保存于液氮罐

中备用。

１２４　荧光定量ＰＣＲ检测　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取心
脏组织的 ＲＮＡ，反转录后，用荧光染料 ＰＯＷＥＲ
ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ进行实时荧光定量 ＰＣＲ实验，ＰＣＲ反
应体系为２０μＬ：其中 ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ１０μＬ、上游、下
游引物（１０μＭ）各０４μＬ，ｃＤＮＡ为反转录原液（２０
μｇＲＮＡ）稀释后２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７６μＬ。ＰＣＲ反应条
件如下：９５℃预变性１０ｍｉｎ，然后９５℃变性５ｓ，６０
℃退火３０ｓ（读取荧光数值），共４０个循环。熔解曲
线：扩增循环结束后，９５℃，１５ｓ，６０℃（读取荧光数
值），１ｍｉｎ，然后从６０℃至９５℃，每增加０３℃，读
取一次吸光值，最后９５℃，１５ｓ。读取 Ｃｔ值，计算
△Ｃｔ值（Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内参ａｃｔｉｎ）、△△Ｃｔ值（△Ｃｔ处理 －
△Ｃｔ对照）、２

－△△Ｃｔ值（相对表达量 ＲＱ，ＲｅｌａｔｉｖｅＱｕａｌｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ），并进行统计学分析。
１２５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测心脏组织 ＩＲＥ１α、ＸＢＰ１蛋
白的表达　提取心脏组织总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白
浓度，取等量变性蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，
１２０Ｖ，１００ｍｉｎ电泳，８０Ｖ，７０ｍｉｎ转膜，然后于５％
脱脂奶粉／ＴＢＳＴ中，室温封闭至少１ｈ，加入一抗稀
释液稀释的兔抗小鼠ＩＲＥ１α、ＸＢＰ１抗体（１∶１０００），
孵育、洗涤，再加入 ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶
２０００），于暗室中显影。胶片蛋白质条带用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ成像分析系统分析。以吸光度值代表蛋白的强
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度，以目的蛋白与内参照蛋白 βａｃｔｉｎ的吸光度值的
比值作为目的蛋白表达相对量。

１２６　统计学方法　各分组所得计量数据采用均
数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，用 ＳＰＳＳ１７０软件处理数
据，多组间差异采用方差分析。以 Ｐ＜００５表示差
异有统计学意义。

２　结果
２１　各组小鼠心脏组织中 ＩＲＥ１α、ＸＢＰ１Ｕ、ＸＢＰ１Ｓ
的 ｍＲＮＡ表达水平　ＩＲＥ１α的 ｍＲＮＡ表达，２０周
龄、２４周龄、２８周龄，模型组与正常组比较，均显著
增加，观察组比模型组明显减少，差异有统计学意义

（Ｐ＜００１）。ＸＢＰ１Ｕ的 ｍＲＮＡ表达，在 ２０周龄和
２４周龄，模型组与正常组无统计学意义，在２８周龄
时，模型组与正常组比较，表达明显增高，有统计学

意义（Ｐ＜００５）。在２０周龄、２４周龄、２８周龄时，
观察组比正常组、模型组都增加，都有统计学意义

（Ｐ＜００５）。ＸＢＰ１Ｓ的 ｍＲＮＡ表达，在２０周龄时，
模型组比正常组增加，有统计学意义（Ｐ＜００５），观
察组与正常组、模型组均无统计学意义；在２４周龄
时，模型组比正常组增加，有统计学意义（Ｐ＜
００１），观察组与正常组无统计学意义，比模型组明
显较少（Ｐ＜００１）；在２８周龄时，模型组与观察组
比正常组均显著增加（Ｐ＜００１），而观察组与模型
组比较表达显著增高（Ｐ＜００５）。

表１　２０周龄各组小鼠目的基因ｍＲＮＡ表达情况（珋ｘ±ｓ）

Ｎ＝３ ＩＲＥ１α ＸＢＰ１Ｕ ＸＢＰ１Ｓ

正常组 １０６±０４４ １０１±０２１ １０１±０１８
模型组 ３９９±０９６ ０６１±００８ ２９５±１１８

观察组 １４３±０２７▲▲ １４５±０３５▲ １６０±０２１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，▲Ｐ

＜００５，▲▲Ｐ＜００１

表２　２４周龄各组小鼠目的基因ｍＲＮＡ表达情况（珋ｘ±ｓ）

Ｎ＝３ ＩＲＥ１α ＸＢＰ１Ｕ ＸＢＰ１Ｓ

正常组 １０６±０３９ １０６±０３７ １０４±０３３
模型组 ３４７±０８２ １０９±０１２ ２８７±０７８

观察组 １２９±０１８▲▲ １７２±０１５▲▲１２５±０１０▲▲

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，▲Ｐ

＜００５，▲▲Ｐ＜００１

表３　２８周龄各组小鼠目的基因ｍＲＮＡ表达情况（珋ｘ±ｓ）

Ｎ＝３ ＩＲＥ１α ＸＢＰ１Ｕ ＸＢＰ１Ｓ

正常组 １０１±０１１ １０３±０２８ １０１±０１８
模型组 ３６９±０８５ １８１±００９ ２７９±０８７

观察组 ２５１±０２９▲ ２４６±０５１▲ ４１３±０２２▲

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与模型组比较，▲Ｐ

＜００５，▲▲Ｐ＜００１

２２　各组小鼠心脏组织中 ＩＲＥ１α、ＸＢＰ１蛋白的表
达情况　ＩＲＥ１α蛋白表达，２０周龄时，模型组和观
察组均比正常组显著增加（Ｐ＜００５），观察组比模
型组减少（Ｐ＜００５）。２４周龄、２８周龄，模型组与
正常组比较，均显著增加（Ｐ＜００１），观察组比模型
组明显减少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。ＸＢＰ１
蛋白表达，２０周龄时，模型组比正常组显著增加（Ｐ
＜００１），观察组与模型组比较无统计学意义；２４周
龄、２８周龄时，模型组比正常组显著增加（Ｐ＜
００１），观察组比模型组显著增加（Ｐ＜００１），但与
正常组比较无统计学意义。

图１　２０周龄、２４周龄、２８周龄各组小鼠目的
基因ｍＲＮＡ表达情况

图２　２０周龄、２４周龄、２８周龄各组小鼠目的蛋白表达情况

３　讨论
Ｔ２ＤＭ是一种由多种原因引起的糖、脂肪、蛋白

质代谢紊乱综合征，这种代谢的紊乱可引起心肌细

胞的能量代谢障碍，最终导致心脏功能和结构的异

常。ＫＫＡｙ小鼠是一种理想的人类Ｔ２ＤＭ动物模型。
实验中，经过高脂饲料喂养后，ＫＫＡｙ小鼠的血糖会
持续维持较高水平，表明了该动物模型的稳定性。

糖尿病心肌病变于１９７４年由 Ｈａｍｂｙ等首先提
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出，其作为糖尿病的一种独特的心脏并发症目前已

得到公认，其主要病理改变为心肌细胞肥大、凋亡、

坏死，肌丝纤维大量丢失，心肌细胞外间质有不溶性

胶原蛋白积聚和纤维化。代谢出现异常、左室增厚、

细胞外基质发生变化、心肌微血管的病变、氧化应激

反应、形成胰岛素抵抗、发生细胞凋亡均是重要的促

进因素，皆参与到了糖尿病心肌病变的发生、发展过

程。研究显示，ＥＲＳ参与了糖尿病心脏病变的发生
发展过程［１０１２］，并且起着非常关键的作用。ＥＲＳ主
要效应通路有 ＩＲＥ１通路、ＰＥＲＫ通路、ＡＴＦ６通路３
条［１３］，其中涉及到的因子更是繁多，共同调控 ＥＲＳ
介导的细胞凋亡过程。ＩＲＥ１α是一种转膜蛋白，未
折叠蛋白在内质网腔内积聚刺激 ＩＲＥ１α跨膜域寡
聚化及位于细胞质的 Ｃ端效应域自身磷酸化。活
化的 ＩＲＥ１α在哺乳动物中可以剪切 ＸＢＰ１的 ｍＲ
ＮＡ，ＩＲＥ１α通过降解自身 ＲＮＡ对其自身表达也有
调节作用。生理状态下，ＸＢＰ１蛋白与非折叠蛋白及
ＥＲＡＤ基因的促进子结合促进内质网稳态，具有保
护细胞，避免凋亡的作用。活化的ＩＲＥ１通过非常规
的剪接形式，切除非剪接型 ＸＢＰ１（ＸＢＰ１Ｕ）上２６个
核苷酸使之转化成剪接型 ＸＢＰｌ（ＸＢＰｌＳ）。ＸＢＰｌＳ是
ＸＢＰ１的活性形式，它可以进入细胞核内与未折叠蛋
白反应元件（ＵｎｆｏｌｄｅｄＰｒｏｔｅｉｎＲｅｓｐｏｎｓｅＥｌｅｍｅｎｔ，ＵＰ
ＲＥ）相结合，激活大量目的基因表达［１４１５］。有报道

称，许多基因是 ＸＢＰ１的目标基因，它们的表达是通
过细胞依赖方式或是条件依赖方式来调控的。这些

目标基因包括一系列与 ＤＮＡ损伤、修复有关（如氧
化还原动态平衡、氧化应激反应）的基因。有研究发

现，通过使ＸＢＰ１发生高表达［１６１７］，证实 ＸＢＰ１的下
游基因大多为内质网高尔基体系统组成部分、内质

网相关降解系统（ＥＲＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＤｅｇｒａｌｏｔｉｏｎ，ＥＲＡＤ）
或内质网分子伴侣。有研究发现，染色体上 ＸＢＰ１
的结合位点有４０７个，相关目的基因有５４５个，其中
大量基因与ＵＰＲ目的基因相关［１８］，因此说明 ＸＢＰ１
对恢复内质网功能和维持内质网的蛋白质折叠动态

平衡非常重要。

本研究ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测中扩增曲线与溶解
曲线显示，各个目标基因都进行了正常转录，Ｒｅａｌ
ＴｉｍｅＰＣＲ检测各目标基因的 ＲＱ值统计分析显示，
ＩＲＥ１α，２０周时，模型组比正常组显著增加，观察组
比正常组有所增加，但比模型组减少，有统计学意

义；２４周和２８周趋势与２０周一致，只是２８周观察
组与正常组比较，没有统计学意义。ＸＢＰ１Ｓ和
ＩＲＥ１α不同，它是 ＥＲＳ激发后继而活化的因子，它

们的ｍＲＮＡ的表达在２０周时，观察组与正常组和模
型组基本无统计学意义，说明药物在早期对 ＥＲＳ后
续因子的抑制作用不明显。早期主要是作用于

ＩＲＥ１α，从而抑制ＥＲＳ的发展。当２４周和２８周时，
观察组基因表达量相比模型组有了显著减少，说明

药物对ＸＢＰ１Ｓ也起到了很好的抑制作用，从而抑制
了ＥＲＳ，抑制细胞凋亡的发生。ＸＢＰ１Ｕ是ＸＢＰ１Ｓ的
前体形式，被 ＩＲＥ１α剪切之后形成 ＸＢＰ１Ｓ，当 ＥＲＳ
发生激烈时，ＸＢＰ１Ｕ大量转录，同时也大量被剪切，
所以基本与正常组水平无统计学意义，但当 ＩＲＥ１α
受到药物的抑制作用时，被剪切的前体就会减少，所

以，观察组的 ＸＢＰ１Ｕ就会增多，本实验结果数据也
显示如此。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ实验结果显示，各目标
基因的蛋白表达量与 ＰＣＲ结果完全吻合，ｍＲＮＡ表
达量增多／减少，蛋白的表达量也是增多／减少。

据以上讨论分析，本实验用实验数据证实在糖

尿病心脏病变过程中，发生了心肌细胞的凋亡，该凋

亡过程与 ＥＲＳ的发生与发展有关。黄芪注射液与
葛根素注射液联用可能通过抑制 ＥＲＳ从而抑制心
肌细胞的凋亡，进而减缓糖尿病心脏病变的发展。
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