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葛根素抑制钠J葡萄糖协同转运蛋白 O活性发挥促尿糖作用研究=
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摘  要：目的= =研究葛根素通过抑制钠J葡萄糖协同转运蛋白 O（pdiqO）发挥促尿糖、降血糖作用。方法= =同源模建获得

pdiqO 蛋白虚拟结构，以达格列净为阳性药，与葛根素进行分子对接，考察其分子结合强弱；采用能稳定表达人 pdiqO
（hpdiqO）蛋白的中国仓鼠卵巢（Cel）细胞、以 NQCJ甲基葡萄糖苷（xNQCzJAjd）为底物，评价葛根素体外抑制 pdiqO
的活性；以达格列净为阳性药，采用大鼠体内口服糖耐量试验（ldqq）和尿排泄糖试验（rdb）观察葛根素直接降血糖和

促尿糖活性。结果= =分子对接得分显示，葛根素是 pdiqO 的底物，总体作用强度不及达格列净；体外实验显示，葛根素可

较强抑制 hpdiqO，最大效应为 UQB左右，半数抑制浓度（fCRM）为 MKQM= μmçlLi；ldqq结果显示，葛根素 NM、PM、SM和
NOM=mgLkg剂量的抑糖率分别为 RKNB、SKRB、NSB和 OOB，呈剂量相关性；在 rdb实验中，随着葛根素剂量的增大，尿糖

量增加，与模型组比较，PM、SM和 NOM= mgLkg剂量组差异显著（m＜MKMR、MKMN）。结论 =葛根素具有抑制 hpdiqO、促尿糖

降低血糖的药理活性，有可能作为一类新型结构的 pdiqO抑制剂的先导化合物。=
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在正常的生理活动中，原尿 VVB的葡萄糖在肾

小管中会被肾脏钠 J葡萄糖转运蛋白（pçdáìmJ=
glìcçse=íranséçríers，pdiqs）——pdiqN和 pdiqO
介导重吸收入血，pdiqN分布在肠道、心脏和肾脏，

对葡萄糖和半乳糖均有较高的亲和力，完成 NMB肾

脏葡萄糖的重吸收；pdiqO 分布在肾脏的近曲小

管，其内源性底物只有葡萄糖，完成 VMB肾脏葡萄

糖的重吸收xNz，对机体血糖水平的调控有非常重要

的作用。抑制 pdiqO对肾脏葡萄糖的重吸收，可促

进尿糖，从而有效控制血糖水平，pdiqO抑制剂已

成为治疗 O型糖尿病的一种新型药物xOz。=
根皮苷（éhlçrázán，N）是报道的第一个具有抑

制 pdiqs 活性的天然 lJ苷化合物，同时对 pdiqN
和 pdiqO有抑制作用，胃肠道不良反应多，且易被

内源性水解酶代谢xPz；制药公司在此基础上进行结

构修饰，获得了 qNMVR，O（图 N），抑制 pdiqO的
活性大大增强，同时对 pdiqO的选择性也提高了 Q
倍，但是其代谢稳定性依然未能解决，半衰期过短，

未能成功上市xQz。=
为解决化合物的代谢稳定性，_jp公司在前

期研究基础上发现了达格列净（daéagláflçzán，P），
该化合物活性强，对 pdiqO 的半数抑制浓度

（fCRM）为 NKN=nmçlLixRz，OMNO年在欧洲上市，OMNQ
年在美国上市，OMNT 年 P 月 NP 日在中国上市。

达格列净的问世开创了 CJ芳基糖苷类 pdiqO 抑

制 剂 的 时 代 ， 陆 续 有 canagláflçzán ， Q ；

eméagláflçzán，R；lìseçgláflçzán，S；áéragláflçzán，
T上市。见图 O。=

= = = = = = = = = = = = = = =

图 N= = lJ芳基糖苷类 pdiqO抑制剂=
cigK=N= = lJaryl=glucosides=pdiqO=inhibitors=
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图 O= =葛根素与 CJ芳基糖苷类 pdiqO抑制剂的结构=
cigK=O= = jolecule=structure=of=CJaryl=glucosides=pdiqO=inhibitors=and=puerarin=

N=éhlçrázán= =
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随着CJ芳基糖苷类 pdiqO抑制剂的不断出现，

有学者发现天然 CJ二氢查尔酮糖苷类化合物（CJ=
glìcçsól= dáhódrçchalcçnes，U）具有很强的抑制

pdiqO的活性，体外 fCRM可达 V=nmçlLixSz。这类化

合物的发现，为我们在天然产物尤其是天然碳苷中

寻找新型结构的 pdiqO抑制剂提供了思路。葛根素

（mìerarán，V）为中药野葛的主要提取物，具有抗氧

化、改善微循环和降血糖的药理作用，可用于治疗糖

尿病并发症，如糖尿病肾病、糖尿病眼病等。作为黄

酮碳苷，葛根素与已经上市或在研的 pdiqO 抑制剂

具有非常相似的结构：（N）具有 CJ芳基JβJaJ糖苷结

构；（O）远端芳香环和葡萄糖环在近端芳香环可视为

间位取代，其他 pdiqO 抑制剂也为间位取代；（P）
远端芳香环有两个取代基，且呈对位取代。=

白玉蓉等在临床实践中多次发现葛根素可致使

高血压患者出现尿糖等不良反应xTz，这一现象与

pdiqO抑制剂的药理作用相近，然而当时国内对新

型降糖药 pdiqO抑制剂的研究尚未兴起，这一现象

能未引起学者的足够重视。jeezan等xUz认为葛根素

与根皮苷一样可抑制 pdiqs，在后续研究中发现葛

根素在肾脏大量蓄积，推断葛根素是肾脏 pdiqs的
底物xVz，并发现类似葛根素结构的根皮素碳苷具有

明确的抑制 pdiqN和 pdiqO的活性xNMz。=
本研究采用分子对接、体外抑制人 pdiqO

（hpdiqO）活性以及大鼠体内口服葡萄糖耐量试

验（ldqq）和尿糖排泄试验（rdb），初步阐述

葛根素通过抑制 pdiqO发挥促尿糖、降低血糖的

作用。=
N= =材料=
NKN= =药品及主要试剂=

葛根素（批号 OMNQNNNQMP）、达格列净（批号

OMNQNMOOMO），瀚香生物科技有限公司；葡萄糖测定

试剂盒（葡萄糖氧化酶法），长春汇力生物科技有限

公司，批号 OMNQNMOOMO；三诺血糖试纸，长沙三诺

生物传感技术股份有限公司，批号 ONOTkh；生理

盐水，四川科伦药业股份有限公司，批号

tONSMNNQMN；葡萄糖，重庆和平制药有限公司，批

号 OMNQMNNO；戊巴比妥钠（批号 mPTSN）、链脲佐

菌素（pqw），美国 págma公司；柠檬酸（分析纯，

批号 OMNQMPON）、柠檬酸钠（分析纯，批号

OMNQMSNO），天津市化学试剂厂；NQCJ甲基葡萄糖苷

（xNQCzJmeíhólJaJglìcçéórançsáde，xNQCzJAjd）美国

merkánblmer公司，批号 kbCSRVORMrC。=

NKO= =细胞=
能稳定表达 hpdiqO 蛋白中国仓鼠卵巢

（Chánese=hamsíer=çvaró，Cel）细胞，上海睿智化学

研究有限公司。=
NKP= =实验动物=

pmc级 pa雄性大鼠，体质量 OMM～ORM= g，由

西安交通大学医学部实验动物中心提供，许可证号

pChh（陕）OMNOJMMP，饲养于陕西省陕西中医药

大学中药药理实验室，环境温度（OO±O）℃，自由

采食饮水。=
NKQ= =仪器=

biuUMUJfr 酶联免疫检测仪，美国 _áçJqek公
司；_qOOQp 电子天平，德国赛多利斯科学仪器有

限公司；三诺安稳血糖仪，长沙三诺生物传感股份

有限公司。=
O= =方法=
OKN= =分子对接=

由于 hpdiqO目前尚无晶体结构，所以采用同

源模建（hçmçlçgó=mçdeláng）方法进行三维结构的

构建。从 kC_f（hííéWLLwwwKncbáKnlmKnáhKgçv）下载

pdiqO 序列（cçde：gáQRMTMPP）。以 vpdiqO 结构

（ma_= PaeQ）为模板蛋白，在 pchrödánger 软件中

用 mráme 模块进行序列比对及结构构建，得到目标

蛋白结构后在 jacrçjçdel 模块中用能量最小化方

法进行结构优化，得到 hpdiqO受体结构。=
将葛根素与上步所得 hpdiqO结构进行分子对

接，以达格列净为阳性对照。首先用 dláde 模块的

oeceéíçr=grád=generaíáçn生成格点文件，选定原配体

dAi 为中心产生格点盒子，盒子的大小设为 NKR=
nm，其他参数采用默认设置。然后在 pchrödánger
软件中绘制小分子化合物结构，并用 iágmreé 模块

进行配体处理。最后用 pchrödánger软件的 dláde模
块进行受体与配体的对接计算，所用力场为

lmip_OMMR，选用标准精度。=
OKO= =体外抑制 pdiqO的 fCRM活性实验=

采用能稳定表达 hpdiqO 蛋白的 Cel 细胞，

以xNQCzJAjd为底物评价葛根素体外抑制pdiqO的
活性。=

将葛根素用 ajpl 溶解，起始浓度为 OMM=
μmçlLi，Q 倍等比稀释，NM 个浓度梯度，以 R= μiL
孔分别加入到 VS 孔板上，然后以 QR= μiL孔加入含

OKR= μCáLmi= xNQCzJAjd 的缓冲液（包含有 NOM=
mmçlLi=kaCl、QKT=mmçlLi=hCl、NKO=mmçlLi=jgClO、
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OKO= mmçlLi= CaClO、NM= mmçlLi= ebmbp、N= mmçlLi=
qrás，ée= TKQ），得到不同浓度的葛根素JxNQCzJAjd
缓冲液，待用。=

培养 Cel 细胞株：采用含 NMB胎牛血清的

omjfNSQM 培养基，待细胞长到 UMB满的时候，加

入胰酶JbaqA 溶液，待细胞脱壁后吹成单细胞悬

液，调整细胞密度为 P×NMRLmi，按 NMM=μiL孔的量

接种到 VS孔的细胞培养板中，并在 PT=℃、RB=ClO
培养箱中培养 NO=h。用 NRM=μiL孔的 hoeJka＋裂解

液洗细胞一次，吸干，加入 RM=μiL孔对应浓度的葛

根素，振荡混合后，培养箱中培养 N=h，而后立即在

每个孔中加入 NRM= μiL孔冰冷的洗涤缓冲液x包含有

NOM= mmçlLi= kaCl、QKT= mmçlLi= hCl、NKO= mmçlLi=
jgClO、OKO=mmçlLi=CaClO、NM=mmçlLi=ebmbp、MKR=
mmçlLi=éhlçrázán（ée=TKQ=wáíh=N=mmçlLi=qrás）z以终

止吸收试验，清洗 P次。=
加入 RM= μiL孔的 iósás 缓冲液（NMM= mmçlLi=

kale），VMM=rLmán振荡 R=mán，加入 NRM=μiL孔的闪

烁液jácrçsáníQM到所有孔中，VMM=rLmán振荡 R=mán，
置于jácrç_eía=qrálìñ仪器上测定放射活性。收集数

据，用 pmpp= NVKM 软件计算葛根素抑制 pdiqO 的

fCRM，各浓度测定 P次，求取平均值。=
OKP= =大鼠糖尿病模型建立=

将 TM只雄性pa大鼠于pmc级实验室进行适应

性饲养 N周，造模前禁食 NO=h，自由饮水，取 U只
大鼠作为对照组，其余 SO只 áé链脲佐菌素（pqw，
SM=mgLkg）J柠檬酸钠缓冲液，TO=h后，除去死亡的

S只大鼠，其他大鼠尾尖取血，优选血糖值大于 NTKS=
mmçlLi的作为急性糖尿病模型大鼠，共 RS只，任

选其中的 QU只为实验用大鼠。=
OKQ= =大鼠 ldqq实验和 rdb实验=

将 QU只糖尿病模型大鼠随机分为 S组，每组

U 只，代谢笼中饲养，分别为模型组、达格列净

（阳性药，NM=mgLkg）组和葛根素 NM、PM、SM、NOM=
mgLkgxUI=VI=NNz剂量组。各组大鼠实验前禁食 NS=h，ág
给予葛根素和达格列净，对照组给予相同体积的生理

盐水，PM=mán后再 ág给予葡萄糖（O=gLkg）。断尾

采集 M、PM、SM、VM、NOM、NUM、OQM、PMM= mán
时的大鼠血液，葡萄糖测定试剂盒测定各时间点

的血糖值，记录血糖变化。化合物的降血糖活性

通过血糖抑制率来衡量。收集 OQ=h内大鼠尿液，

采用葡萄糖测定试剂盒测定尿液中葡萄糖的浓

度，计算每只大鼠的尿糖量。=
血糖抑制率＝（ArC 模型－ArC 葛根素L达格列净）L（ArC 模型－

ArC 对照）=
ArC为“血糖浓度J时间”曲线下的面积=

OKR= =统计学分析=
数据的统计分析采用 pmpp= NVKM软件，结果以

=sx ± 表示，组间比较采用 t检验。=
P= =结果=
PKN= =与 pdiqO蛋白的对接结果=

利用pchrödánger软件构建了 hpdiqO的三维结

构，并与葛根素进行分子对接，结果见表 N。葛根

素与达格列净的对接得分分别为－UKRV和－VKTV=

表 N= = pdiqO与不同化合物的对接结果=
qable=N= = qhe=molecule=docking=results=of=danpagliflozin=and=puerarin=on=pdiqO=receptor=

化合物= 对接分数=
能量LEkcal·mçl−NF=

氢键个数=
疏水作用= 范德华作用= 库伦作用= 总能量=

达格列净= －VKTV= －QKNP= －QNKON= －ONKRR= －SOKTS= R（AsnTR，dlìVV，AsnNMN，qréOVN）=
葛根素= －UKRV= －OKOQ= －PVKVU= －OOKVS= －SOKVQ= S（AsnTR，dlìVV，AsnNMN，qréOVN，AséOVQ）=
=

kcalLmçl，可见葛根素与 pdiqO的作用比达格列净

略差。二者的范德华作用和库伦作用相差不大，分

别在－QM和－OO=kcalLmçl左右，从而导致类似的结

合能。葛根素与 pdiqO的疏水作用弱于达格列净，

表明葛根素的疏水占据情况不如达格列净。葛根素、

达格列净分别与 pdiqO形成 S个和 R个氢键，这与

库伦作用结果相一致。=
图 P 为对接计算得到的葛根素、达格列净与

pdiqO 受体的作用模式图。由图可见 pdiqO 的活

性空腔组成包括AsnTR、eásUMéOUV、iósPON、perQSM、
dlnQRT等多个极性氨基酸残基，还包括含有苯环结

构的残基如 mheVU、qórNRM、qréOUV、qórOVM、qréOVN
及其他疏水残基如 AlaNMO、salNMR、ieìNQV、salOUS
等。其中极性氨基酸可以与小分子化合物形成氢键，

而含苯环的氨基酸除了满足小分子化合物的疏水占

据外，还可以与小分子化合物的苯环结构发生 πJπ
共轭作用，从而使得与 pdiqO的结合更为牢固。=

与达格列净类似，葛根素较好地占据了 pdiqO= =
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黄色碳骨架J葛根素；绿色碳骨架J达格列净；蓝色虚线J氢键=
óellçw=carbçn=scheme=J= éìerarán;=green=carbçn=scheme= J=daéagláflçzánX=
blìe=dçííed=láne=J=hódrçgen=bçnd= =

图 P= =葛根素和达格列净与 pdiqO的作用模式图=
cigK= P= = puperposition= of= puerarin= and= dapagliflozin= on=
pdiqO= =

受体的活性口袋，其六元糖环及相连的苯环与达格

列净叠合较好，糖环的 Q 个羟基分别与 AsnTR、
dlìVV、AsnNMN和 qréOVN形成 R个氢键。另外，葛

根素的末端苯环的羟基还与 AséOVQ 的羧基形成一

个氢键，这也使得葛根素与 pdiqO受体的静电作用

略强于达格列净。但由于葛根素的疏水占据情况不

如达格列净，使得葛根素与 pdiqO的总体作用强度

不及达格列净。=
PKO= =体外抑制 pdiqO对葡萄糖的重吸收作用=

如图 Q 所示，葛根素在体外可较强抑制

hpdiqO，最大效应为 UQB左右，抑制活性随着剂量

的增大而增大，呈现一定的正相关性，其 fCRM为 MKQM=
μmçlLi，与上市的达格列净（fCRM为 NKN=nmçlLixRz）
相比其活性仍有不如。=

=

      

 

图 Q= =葛根素体外抑制 hpdiqO活性( x±sI=n=Z=P)=
cigK=Q= = fnhibition=for=hpdiqO=of=puerarin=E x±sI=n=Z=PF=

PKP= =对大鼠口服糖耐量和尿糖的影响=
如表 O所示，葛根素在 rdb和 ldqq实验中

分别表现出良好的促尿糖活性和抑糖率。在 ldqq
实验中，葛根素的抑糖率呈现一定的剂量相关性，

在 NM和 PM=mgLkg时抑糖率只有 RKNB和 SKRB，变化

较小，当剂量增加至 SM和 NOM=mgLkg时，抑糖率增

至 NSB和 OOB，变化逐渐增大；在 rdb 实验中，

模型组则表现出较强的促尿糖活性，与对照组比较

差异显著（m＜MKMR）；随着葛根素剂量的增大，尿

糖量增强，与模型组比较，PM、SM和 NOM=mgLkg剂
量组差异显著（m＜MKMR、MKMN）。对比同一剂量下，

随着尿糖活性增强，葛根素的抑制率也增强，说明

葛根素可通过抑制肾脏 pdiqO的活性，促进尿糖，

从而降低血糖，但是葛根素各项活性数据都远远低

于达格列净（NM=mgLkg）。=

表 O= =葛根素和达格列净对大鼠 ldqq和 rcb的影响( x±

sI=n=Z=U)=
qable= O= = ldqq= and= rdb= for= puerarin= and= dapagliflozin=
E x±sI=n=Z=UF=

组别=
剂量L=

Emg·kg−NF=
抑糖率LB=

尿糖量L= =
ER×mg·kg−NF=

对照= —= L= SKQV±MKPR=
模型= —= L= ONKVO±OKOR△=
达格列净= NM= = ROKTV±QKRN= N=ORTKMP±SPKOTGG=
葛根素= NM= = RKNS±MKOP= OSKNQ±QKVU=
= PM= = SKRP±MKQM= RNKRT±UKPNG=
= SM= = NSKMU±OKPP= ORPKQT±OPKURGG=
= NOM= = OOKRT±PKUO= PNOKSV±QSKNRGG=

与对照组比较：△m＜MKMR；与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
△m Y=MKMR=vs=cçnírçl=grçìéX=Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs=mçdel=grçìé=

Q= =讨论=
pdiqO 可介导肾脏原尿中 VVB葡萄糖的重吸

收，对机体血糖水平有非常重要的影响，是治疗糖

尿病的一个新型靶标。pdiqO抑制剂主要通过抑制

大部分葡萄糖在肾近端小管的重吸收，使血液中的

葡萄糖排出体外，从而控制血糖水平。临床研究表

明，pdiqO抑制剂具有高效、安全和耐受的特点，

已成一种新的有效控制血糖水平的治疗方法，单独

使用或者联合其他降糖药使用时药效温和，耐受性

好，低血糖风险低，可降低体质量，不依赖胰岛素，

临床表现良好xNOJNPz。=
目前对葛根素的降糖作用机制有多种解释，如

葛根素可增加葡萄糖转运蛋白JQ（dirqJQ）在肌肉

MKMMMN= = MKMMN= = = MKMN= = = = MKN= = = = = N= = = = = NM= = = = NMM=

浓度LEμmçl·i−NF=

NMM=

UM=

SM=

QM=

OM=

M=

抑
制
率
LB
=
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等组织的表达 xNNz，或者下调肿瘤坏死因子 Jα
（qkcJα）及瘦素的水平，改善机体对胰岛素的敏感

性xNQz；或者上调 mmAoγ，增加葡萄糖的利用xNRz；然

而，葛根素与 pdiqO 抑制剂分子结构相似，属 CJ
芳基JβJaJ葡萄糖苷化合物。计算机模拟研究显示，

葛根素与模建的 pdiqO 受体的对接得分和作用模

式与达格列净类似，推测其可能具有抑制 pdiqO
的作用；体外抑制 hpdiqO的 fCRM为 MKQM=μmçlLi；
对 pqw诱导的糖尿病大鼠进行ldqq和rdb实验，

其中 ldqq 实验显示葛根素具有明显的降血糖作

用，rdb实验显示葛根素具有较强的促进葡萄糖排

泄作用，并且葛根素的降血糖作用和其促进尿糖排

泄作用基本呈正相关，故葛根素可能成为一类新型

结构的 pdiqO抑制剂的先导化合物。=
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