
  Drug Evaluation Research  第 40卷 第 10期  2017年 10月 

     

• 1408 • 

葛根素抑制钠-葡萄糖协同转运蛋白 2活性发挥促尿糖作用研究 

史永恒*，邓颖颖，刘继平，张恩户 
陕西中医药大学 药学院，陕西 咸阳  712046 

摘  要：目的  研究葛根素通过抑制钠-葡萄糖协同转运蛋白 2（SGLT2）发挥促尿糖、降血糖作用。方法  同源模建获得

SGLT2 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 SGLT2
（hSGLT2）蛋白的中国仓鼠卵巢（CHO）细胞、以 14C-甲基葡萄糖苷（[14C]-AMG）为底物，评价葛根素体外抑制 SGLT2
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（OGTT）和尿排泄糖试验（UGE）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 SGLT2 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 hSGLT2，最大效应为 84%左右，半数抑制浓度（IC50）为 0.40 μmol/L；OGTT结果显示，葛根素 10、30、60和
120 mg/kg剂量的抑糖率分别为 5.1%、6.5%、16%和 22%，呈剂量相关性；在 UGE实验中，随着葛根素剂量的增大，尿糖

量增加，与模型组比较，30、60和 120 mg/kg剂量组差异显著（P＜0.05、0.01）。结论  葛根素具有抑制 hSGLT2、促尿糖

降低血糖的药理活性，有可能作为一类新型结构的 SGLT2抑制剂的先导化合物。 
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Inhibition of puerarin on sodium-dependent glucose cotransporters 2 to promote 
urinary glucose excretion 
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Abstract: Objective  To study that puerarin can prevent the renal glucose reabsorbtion process and promote urinary glucose 
excretion by inhibiting sodium-dependent glucose cotransporters 2 (SGLT2) to reduce plasma glucose in diabetes rats. Methods  
Molecular docking was carried out on puerarin and the obtained SGLT2 complexes through homology modeling method with 
dapagliflozin as positive control. Chinese hamster ovary (CHO) cells stably expressing human SGLT2 and [14C]-Methyl- 
D-glucopyranoside ([14C]-AMG) as the substrate were used in vitro for the transport assays and IC50 for SGLT2. The 
antihyperglycemic activity of puerarin was operated by oral glucose tolerance test (OGTT) and urinary glucose excretion (UGE) test 
in rats. Results  Puerarin was identified as the substrate of SGLT2 through molecular docking, but the overall effect was not as 
strong asdapagliflozin. In vitro experiments showed that puerarin can strongly inhibit hSGLT2, the maximum effect was about 84% 
with the half inhibitory concentration (IC50) of 0.40 mol/L. OGTT results showed that glucose inhibition rates of puerarin 10, 30, 60 
and 120 mg/kg doses were 5.1%, 6.5%, 16%, and 22% respectively, in a dose-dependent manner. In the UGE experiment, the urine 
sugar increased with the increase of puerarin dose. Compared with model group, the 30, 60, and 120 mg/kg dose groups had 
significant difference (P < 0.05 and 0.01). Conclusion  Puerarin exhibited antiglycemic activity through inhibiting SGLT2 and was 
considered to be a new lead compound of SGLT2 inhibitors.  
Key words: puerarin; sodium-dependent glucose cotransporters 2; molecular docking; oral glucose tolerance test (OGTT); Urine 
glucose excretion test (UGE); dapagliflozin 
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在正常的生理活动中，原尿 99%的葡萄糖在肾

小管中会被肾脏钠 -葡萄糖转运蛋白（Sodium- 
glucose transporters，SGLTs）——SGLT1和 SGLT2
介导重吸收入血，SGLT1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 10%肾

脏葡萄糖的重吸收；SGLT2 分布在肾脏的近曲小

管，其内源性底物只有葡萄糖，完成 90%肾脏葡萄

糖的重吸收[1]，对机体血糖水平的调控有非常重要

的作用。抑制 SGLT2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，SGLT2抑制剂已

成为治疗 2型糖尿病的一种新型药物[2]。 
根皮苷（phlorizin，1）是报道的第一个具有抑

制 SGLTs 活性的天然 O-苷化合物，同时对 SGLT1
和 SGLT2有抑制作用，胃肠道不良反应多，且易被

内源性水解酶代谢[3]；制药公司在此基础上进行结

构修饰，获得了 T1095，2（图 1），抑制 SGLT2的
活性大大增强，同时对 SGLT2的选择性也提高了 4
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[4]。 
为解决化合物的代谢稳定性，BMS公司在前

期研究基础上发现了达格列净（dapagliflozin，3），
该化合物活性强，对 SGLT2 的半数抑制浓度

（IC50）为 1.1 nmol/L[5]，2012年在欧洲上市，2014
年在美国上市，2017 年 3 月 13 日在中国上市。

达格列净的问世开创了 C-芳基糖苷类 SGLT2 抑

制 剂 的 时 代 ， 陆 续 有 canagliflozin ， 4 ；

empagliflozin，5；luseogliflozin，6；ipragliflozin，
7上市。见图 2。 

               

图 1  O-芳基糖苷类 SGLT2抑制剂 
Fig. 1  O-aryl glucosides SGLT2 inhibitors 

  

O

OH
OH

OH

OH

Cl

O

3 Dapagliflozin

O

OH
OH

OH

OH

Cl

O

5 Empagliflozin

O

 

O

OH
OH

OH

OH

S F

4 Canagliflozin

 

  

  

S

OH
OH

OH

OH

OO

6 Luseogliflozin

 

 
 

  

  

 

 

O

OH
OH

OH

OH

F
S

7 Ipragliflozin
     

O

OH
OH

OH
OHO

O
OH

HO

 9  Puerarin
IC50(SGLT2) = ? nM

OH

OOH

OHHO

O

OH
OHHO

HO

8 C-glucosyl dihydrochalcones
   IC50(SGLT2) = 11.9 nM

 

图 2  葛根素与 C-芳基糖苷类 SGLT2抑制剂的结构 
Fig. 2  Molecule structure of C-aryl glucosides SGLT2 inhibitors and puerarin 
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随着C-芳基糖苷类 SGLT2抑制剂的不断出现，

有学者发现天然 C-二氢查尔酮糖苷类化合物（C- 
glucosyl dihydrochalcones，8）具有很强的抑制

SGLT2的活性，体外 IC50可达 9 nmol/L[6]。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 SGLT2抑制剂提供了思路。葛根素

（Puerarin，9）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 SGLT2 抑制剂

具有非常相似的结构：（1）具有 C-芳基-β-D-糖苷结

构；（2）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 SGLT2 抑制剂也为间位取代；（3）
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[7]，这一现象与

SGLT2抑制剂的药理作用相近，然而当时国内对新

型降糖药 SGLT2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。Meezan等[8]认为葛根素

与根皮苷一样可抑制 SGLTs，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 SGLTs的
底物[9]，并发现类似葛根素结构的根皮素碳苷具有

明确的抑制 SGLT1和 SGLT2的活性[10]。 
本研究采用分子对接、体外抑制人 SGLT2

（hSGLT2）活性以及大鼠体内口服葡萄糖耐量试

验（OGTT）和尿糖排泄试验（UGE），初步阐述

葛根素通过抑制 SGLT2发挥促尿糖、降低血糖的

作用。 
1  材料 
1.1  药品及主要试剂 

葛根素（批号 2014111403）、达格列净（批号

2014102202），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 2014102202；三诺血糖试纸，长沙三诺

生物传感技术股份有限公司，批号 2127NK；生理

盐水，四川科伦药业股份有限公司，批号

W216011401；葡萄糖，重庆和平制药有限公司，批

号 20140112；戊巴比妥钠（批号 P3761）、链脲佐

菌素（STZ），美国 Sigma公司；柠檬酸（分析纯，

批号 20140321）、柠檬酸钠（分析纯，批号

20140612），天津市化学试剂厂；14C-甲基葡萄糖苷

（[14C]-methyl-D-glucopyranoside，[14C]-AMG）美国

PerkinElmer公司，批号 NEC659250UC。 

1.2  细胞 
能稳定表达 hSGLT2 蛋白中国仓鼠卵巢

（Chinese hamster ovary，CHO）细胞，上海睿智化学

研究有限公司。 
1.3  实验动物 

SPF级 SD雄性大鼠，体质量 200～250 g，由

西安交通大学医学部实验动物中心提供，许可证号

SCKK（陕）2012-003，饲养于陕西省陕西中医药

大学中药药理实验室，环境温度（22±2）℃，自由

采食饮水。 
1.4  仪器 

ELX808-IU 酶联免疫检测仪，美国 Bio-Tek公
司；BT224S 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。 
2  方法 
2.1  分子对接 

由于 hSGLT2目前尚无晶体结构，所以采用同

源模建（homology modeling）方法进行三维结构的

构建。从 NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov）下载

SGLT2 序列（code：gi4507033）。以 vSGLT2 结构

（PDB 3DH4）为模板蛋白，在 Schrödinger 软件中

用 Prime 模块进行序列比对及结构构建，得到目标

蛋白结构后在 MacroModel 模块中用能量最小化方

法进行结构优化，得到 hSGLT2受体结构。 
将葛根素与上步所得 hSGLT2结构进行分子对

接，以达格列净为阳性对照。首先用 Glide 模块的

Receptor grid generation生成格点文件，选定原配体

GAL 为中心产生格点盒子，盒子的大小设为 1.5 
nm，其他参数采用默认设置。然后在 Schrödinger
软件中绘制小分子化合物结构，并用 LigPrep 模块

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

OPLS_2005，选用标准精度。 
2.2  体外抑制 SGLT2的 IC50活性实验 

采用能稳定表达 hSGLT2 蛋白的 CHO 细胞，

以[14C]-AMG为底物评价葛根素体外抑制SGLT2的
活性。 

将葛根素用 DMSO 溶解，起始浓度为 200 
μmol/L，4 倍等比稀释，10 个浓度梯度，以 5 μL/
孔分别加入到 96 孔板上，然后以 45 μL/孔加入含

2.5 μCi/mL [14C]-AMG 的缓冲液（包含有 120 
mmol/L NaCl、4.7 mmol/L KCl、1.2 mmol/L MgCl2、
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2.2 mmol/L CaCl2、10 mmol/L HEPES、1 mmol/L 
Tris，pH 7.4），得到不同浓度的葛根素-[14C]-AMG
缓冲液，待用。 

培养 CHO 细胞株：采用含 10%胎牛血清的

RPMI1640 培养基，待细胞长到 80%满的时候，加

入胰酶-EDTA 溶液，待细胞脱壁后吹成单细胞悬

液，调整细胞密度为 3×105/mL，按 100 μL/孔的量

接种到 96孔的细胞培养板中，并在 37 ℃、5% CO2
培养箱中培养 12 h。用 150 μL/孔的 KRH-Na＋裂解

液洗细胞一次，吸干，加入 50 μL/孔对应浓度的葛

根素，振荡混合后，培养箱中培养 1 h，而后立即在

每个孔中加入 150 μL/孔冰冷的洗涤缓冲液[包含有

120 mmol/L NaCl、4.7 mmol/L KCl、1.2 mmol/L 
MgCl2、2.2 mmol/L CaCl2、10 mmol/L HEPES、0.5 
mmol/L phlorizin（pH 7.4 with 1 mmol/L Tris）]以终

止吸收试验，清洗 3次。 
加入 50 μL/孔的 Lysis 缓冲液（100 mmol/L 

NaOH），900 r/min振荡 5 min，加入 150 μL/孔的闪

烁液Microsint40到所有孔中，900 r/min振荡 5 min，
置于MicroBeta Trilux仪器上测定放射活性。收集数

据，用 SPSS 19.0 软件计算葛根素抑制 SGLT2 的

IC50，各浓度测定 3次，求取平均值。 
2.3  大鼠糖尿病模型建立 

将 70只雄性SD大鼠于SPF级实验室进行适应

性饲养 1周，造模前禁食 12 h，自由饮水，取 8只
大鼠作为对照组，其余 62只 ip链脲佐菌素（STZ，
60 mg/kg）-柠檬酸钠缓冲液，72 h后，除去死亡的

6只大鼠，其他大鼠尾尖取血，优选血糖值大于 17.6 
mmol/L的作为急性糖尿病模型大鼠，共 56只，任

选其中的 48只为实验用大鼠。 
2.4  大鼠 OGTT实验和 UGE实验 

将 48只糖尿病模型大鼠随机分为 6组，每组

8 只，代谢笼中饲养，分别为模型组、达格列净

（阳性药，10 mg/kg）组和葛根素 10、30、60、120 
mg/kg[8, 9, 11]剂量组。各组大鼠实验前禁食 16 h，ig
给予葛根素和达格列净，对照组给予相同体积的生理

盐水，30 min后再 ig给予葡萄糖（2 g/kg）。断尾

采集 0、30、60、90、120、180、240、300 min
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 24 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＝（AUC 模型－AUC 葛根素/达格列净）/（AUC 模型－

AUC 对照） 
AUC为“血糖浓度-时间”曲线下的面积 

2.5  统计学分析 
数据的统计分析采用 SPSS 19.0软件，结果以

 sx ± 表示，组间比较采用 t检验。 
3  结果 
3.1  与 SGLT2蛋白的对接结果 

利用Schrödinger软件构建了 hSGLT2的三维结

构，并与葛根素进行分子对接，结果见表 1。葛根

素与达格列净的对接得分分别为－8.59和－9.79 

表 1  SGLT2与不同化合物的对接结果 
Table 1  The molecule docking results of danpagliflozin and puerarin on SGLT2 receptor 

化合物 对接分数 
能量/(kcal·mol−1) 

氢键个数 
疏水作用 范德华作用 库伦作用 总能量 

达格列净 －9.79 －4.13 －41.21 －21.55 －62.76 5（Asn75，Glu99，Asn101，Trp291） 
葛根素 －8.59 －2.24 －39.98 －22.96 －62.94 6（Asn75，Glu99，Asn101，Trp291，Asp294） 
 

kcal/mol，可见葛根素与 SGLT2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－40和－22 kcal/mol左右，从而导致类似的结

合能。葛根素与 SGLT2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 SGLT2形成 6个和 5个氢键，这与

库伦作用结果相一致。 
图 3 为对接计算得到的葛根素、达格列净与

SGLT2 受体的作用模式图。由图可见 SGLT2 的活

性空腔组成包括Asn75、His80p289、Lys321、Ser460、
Gln457等多个极性氨基酸残基，还包括含有苯环结

构的残基如 Phe98、Tyr150、Trp289、Tyr290、Trp291
及其他疏水残基如 Ala102、Val105、Leu149、Val286
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 π-π
共轭作用，从而使得与 SGLT2的结合更为牢固。 

与达格列净类似，葛根素较好地占据了 SGLT2  
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黄色碳骨架-葛根素；绿色碳骨架-达格列净；蓝色虚线-氢键 
yellow carbon scheme - puerarin; green carbon scheme - dapagliflozin; 
blue dotted line - hydrogen bond  

图 3  葛根素和达格列净与 SGLT2的作用模式图 
Fig. 3  Superposition of puerarin and dapagliflozin on 
SGLT2  

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 4 个羟基分别与 Asn75、
Glu99、Asn101和 Trp291形成 5个氢键。另外，葛

根素的末端苯环的羟基还与 Asp294 的羧基形成一

个氢键，这也使得葛根素与 SGLT2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 SGLT2的总体作用强度

不及达格列净。 
3.2  体外抑制 SGLT2对葡萄糖的重吸收作用 

如图 4 所示，葛根素在体外可较强抑制

hSGLT2，最大效应为 84%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 IC50为 0.40 
μmol/L，与上市的达格列净（IC50为 1.1 nmol/L[5]）
相比其活性仍有不如。 

 

      

 

图 4  葛根素体外抑制 hSGLT2活性( x±s, n = 3) 
Fig. 4  Inhibition for hSGLT2 of puerarin ( x±s, n = 3) 

3.3  对大鼠口服糖耐量和尿糖的影响 
如表 2所示，葛根素在 UGE和 OGTT实验中

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

在 10和 30 mg/kg时抑糖率只有 5.1%和 6.5%，变化

较小，当剂量增加至 60和 120 mg/kg时，抑糖率增

至 16%和 22%，变化逐渐增大；在 UGE 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（P＜0.05）；随着葛根素剂量的增大，尿

糖量增强，与模型组比较，30、60和 120 mg/kg剂
量组差异显著（P＜0.05、0.01）。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 SGLT2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（10 mg/kg）。 

表 2  葛根素和达格列净对大鼠 OGTT和 UFE的影响( x±

s, n = 8) 
Table 2  OGTT and UGE for puerarin and dapagliflozin 
( x±s, n = 8) 

组别 
剂量/ 

(mg·kg−1) 
抑糖率/% 

尿糖量/  
(5×mg·kg−1) 

对照 — / 6.49±0.35 
模型 — / 21.92±2.25△ 
达格列净 10  52.79±4.51 1 257.03±63.27** 
葛根素 10  5.16±0.23 26.14±4.98 
 30  6.53±0.40 51.57±8.31* 
 60  16.08±2.33 253.47±23.85** 
 120  22.57±3.82 312.69±46.15** 

与对照组比较：△P＜0.05；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
△P < 0.05 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 

4  讨论 
SGLT2 可介导肾脏原尿中 99%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。SGLT2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，SGLT2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[12-13]。 
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-4（GLUT-4）在肌肉
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等组织的表达 [11]，或者下调肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）及瘦素的水平，改善机体对胰岛素的敏感

性[14]；或者上调 PPARγ，增加葡萄糖的利用[15]；然

而，葛根素与 SGLT2 抑制剂分子结构相似，属 C-
芳基-β-D-葡萄糖苷化合物。计算机模拟研究显示，

葛根素与模建的 SGLT2 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 SGLT2
的作用；体外抑制 hSGLT2的 IC50为 0.40 μmol/L；
对 STZ诱导的糖尿病大鼠进行OGTT和UGE实验，

其中 OGTT 实验显示葛根素具有明显的降血糖作

用，UGE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 SGLT2抑制剂的先导化合物。 

致谢：感谢天津药物研究院有限公司天津市新

药设计与发现重点实验室孟凡翠博士在论文中对分

子对接部分的悉心指导。 
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