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小檗碱对胰岛素分泌缺陷型糖尿病大鼠葡萄糖激酶相关糖代谢的影响
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摘要：目的探讨小檗碱对胰岛素分泌缺陷型糖尿病大鼠肝脏葡萄糖激酶(GK)相关糖代谢的影响。方法 观

察小檗碱对实验性胰岛素分泌缺陷型糖尿病大鼠空腹血糖、血清胰岛素(INS)、糖原、肝脏乳酸(LA)、GK活性及

其蛋白表达的影响。结果与模型组比较，小檗碱组大鼠血清空腹血糖水平明显降低，而INS、肝脏LA无明显变

化，肝糖原合成增多、GK活性及其蛋白表达明显增高。结论小檗碱能调节胰岛素分泌缺陷型糖尿病大鼠糖代谢，

这可能与其促进GK活性及其蛋白表达有关。
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Effect of berberine on glucokinase and its related glucose metabolism

in rats with insulin—secretion deficiency
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Abstract：Objective To study the effect of berberine on glucose metabolism in rats with insulin—

secretion deficiency．Methods The fasting blood glucose(FBG)was observed before and after treatment，

insulin(INS)，hepatic glycogen，lactic acid(LA)，and the activity of hepatic glucokinase(GK)were

detected after two weeks of treatment．At the same time the protein expression of．hepatic GK was

determined using Western blotting．Results In comparison with the model control。the FBG 1evel of

berberine group was obviously lowered．and the levels of hepatic glycogen and GK significantly were

raised。while the leve】of INS and hepatic LA showed no evident difference．Conclusion It is suggested

that berberine has the significant effect on improving glucose metabolism in rats with insulin—secretion

deficiency，which might be closely correlated with the effects on activating the activity and the expression

of GK that is a key enzyme of glucose metabolism．
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小檗碱是传统中药黄连的主要有效成分。小檗

碱的抗菌、抗炎作用及其临床应用已经众所周知，随

着对小檗碱药理作用研究的不断深入，许多新的发

现见诸报道，尤其是小檗碱的降糖作用成为近来关

注的焦点[1]。国内外众多研究表明，小檗碱的降糖作

用主要在于改善胰岛素(INS)的敏感性[2矗3；本课

题组曾首次报道，小檗碱的抗糖尿病效应尚可通过

直接促进胰岛口细胞分泌INS而起作用[4]。胰岛p

细胞中的葡萄糖激酶(GK)受葡萄糖浓度调节，当

血糖升高时，该酶活性升高，葡萄糖代谢加速。而肝

脏中的GK受INS水平的调节，当血糖升高时，则

血浆INS水平相应升高，GK活性增强，糖原合成

增加[5]。如何解释小檗碱既有改善INS敏感性又有

促进INS分泌的作用，其靶点何在?笔者曾提出假

设，GK可能是小檗碱的作用靶点。为了验证这一假

设，本实验特选择INS分泌缺陷型大鼠为模型，探

讨小檗碱对其GK相关糖代谢的影响。

1材料与方法

1．1药物与试剂：盐酸小檗碱(常州亚邦制药有限

公司，质量分数99．3％)，临用前用含0．5％羧甲基

纤维素的PBS溶液(NaCl 136 mmol／L、KCL 2．7

mmol／L、Na2HPO。pH7．4)配成含盐酸小檗碱

28．125 g／L的混悬液；盐酸二甲双胍(中美上海施

贵宝制药有限公司生产)同法配制成含盐酸二甲双

胍9．175 g／L混悬液。血糖试剂盒(购于北京北化

康泰试剂有限公司)，乳酸(LA)测试盒(购于南京

建成生物工程研究所)，血清胰岛素放免测试盒(购

于中国原子能科学研究院)，链脲佐菌素

(Streptozotocin，STZ，为Sigma公司产品)。

1．2主要仪器：半自动化分析仪、紫外分光光度计、

DYCZ--24型垂直板电泳槽、BDF--1600型双恒电

流仪、DYY～7B型转移电泳仪、WD--9405B型

摇床。

1．3 动物分组与造模：健康雄性清洁级Wistar大

鼠46只，约2月龄，体重(200±20)g，购于湖北省

防疫站。动物先普食适应性喂养1周后，随机取38

只大鼠，尾iv STZ 65 mg／kg；普食喂养1周后，尾

静脉取血测空腹血糖，筛选空腹血糖≥16．65

mmol／L[63者32只，随机分成3组(模型组11只，

小檗碱组11只，二甲双胍组10只)。小檗碱组按

562．5 mg／(kg·d)给大鼠ig盐酸小檗碱混悬液，

每天早晨给药1次(以下各组给药体积及次数与此

相同)；二甲双胍组按184 mg／(kg·d)ig二甲双胍

混悬液；模型组ig含0．5％羧甲基纤维素的PBS

溶液[4]。以上3组在干预期间喂普通饲料，每天晚上

SC INS 1次(按16 U／kg SC常规INS)D,83。另取8

只大鼠不作任何处理，以普通饲料喂养，作为正常

组。各组大鼠干预2周(因实验过程中有动物死亡，

2周后各组大鼠均剩余8只)，末次给药后禁食12

h，尾静脉取血分离血清测其空腹血糖，再用戊巴比

妥钠60 mg／kg ip麻醉，腹主动脉取血，3 000 r／min

离心15 min，取上层血清分装，一20℃保存，待测

INS。同时迅速取出肝脏，用消毒过的锡箔纸包好，

放至一80℃冰箱中保存。

1．4空腹血糖和INS的检测：空腹血糖采用葡萄

糖氧化酶法测定，INS采用放射免疫法测定，均严格

按照相应试剂盒说明书进行操作。

1．5肝组织LA检测：严格按试剂盒说明操作。

1．6肝糖原检测：参照蒽酮法操作。准确称取肝组

织100 mg，加2 mL 5％三氯乙酸(TCA)，用电动

匀浆器匀浆，于4℃冰箱过夜，取出于低温离心机

在4℃、3 000 r／min条件下离心15 min，将上清液

转移至另一EP管，取上清液500弘L，于冷水浴中

加入1．5 mL蒽酮试剂(称取50 mg蒽酮，1 g硫

脲，加入到100 mL 72 oA的硫酸中)后摇匀，盖上试

管胶塞并刺上注射器针头，转移到沸水浴中煮沸10

min，再于自来水笼头下冲至室温，可见样品管及标

准管在沸水浴中变为蓝绿色，于620 nm波长处测

各管吸光度，空白管以5％TCA 500弘L，加蒽酮

1．5 mL同样本一同操作，作标准曲线，根据标准曲

线计算出各标本肝糖原值。

1．7肝脏GK活性检测：参考Davidson法[9]。取肝

组织100 mg，放入预冷的塑料试管中剪碎，后加入

1 mL组织匀浆液(pH 7．4，Tris·HCl 50 mmol／L，

Hepes 50 mmol／L，EDTA 1 mmol／L，MgCl2 5

mmol／L，KCl 100 mmol／L，DDT 2．5 mmol／L)，

用匀浆机制成10％组织匀浆。在4℃下以12 000

r／min离心15 min沉淀微粒，用吸管吸去上层的脂

肪层，吸10肛L上清液放入装有反应液(pH 7．4，

Tris·HCl 50 mmol／L，Hepes 50 mmol／L，NADH

0．5 mmol／L，MgCl2 7．5 mmol／L，KCl 100 mmol／

L，DDT 2．5 mmol／L，小牛血清白蛋白10 mg／mL)

的两个试管中，分别含100 mmol／L和0．5 mmol／L

葡萄糖，在37℃水浴锅中孵育10 min。然后用半自

动化分析仪在340 nm测定吸光度，加入G6PD和

ATP(含5 mmol／L)，然后每隔10 min测一次吸光

度(时间段中间放37℃水浴锅中孵育)，计算高糖

管与低糖管吸光度的差值，取各组平均值反映GK
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活性。

1．8肝脏GK的蛋白表达：用Western blotting方

法检测。取肝组织i00 mg加入1 mL三去污组织裂

解液，匀浆。在15 000 r／rain和4℃条件下离心30

min，取上清液以考马斯亮蓝试剂盒测蛋白浓度。各

组肝组织总蛋白上样量均为每孔100 tLg，2×上样

缓冲液(50 mmol／L Tris·HCl，4％SDS，0．2％

溴酚蓝，20％甘油，10％p巯基乙醇，pH 6．8)，沸水

中变性5 min，SDS胶110V恒压条件下电泳，200

mA恒流转膜4．5 h(不含SDS)。硝酸纤维素膜用

含5％牛奶的TBST(取5 mol／L NaCl 20 mL，1

mol／L Tris·HCl 10 mL，聚山梨酯一20 1 mL，pH

7．4，然后定容至l L)封闭。GK一抗以1：2 000

稀释，4℃孵育过夜，用TBST洗膜4次，每次15

min，再用兔抗山羊二抗1：3 300稀释，放室温在摇

床上孵育2 h，再用TBST洗膜4次，每次15 min。

在暗室中用ECL化学发光试剂盒进行检测。

1．9统计学方法：用SPSS软件进行方差分析。

2结果

2．1 各组大鼠干预前后空腹血糖和INS测定结

果：见表1。与正常组比较，其他3组空腹血糖显著

升高(P<o．01)，INS显著降低(P<o．01)；与模型

组比较，小檗碱干预组空腹血糖显著降低(P<

0．05)，提示小檗碱具有降低INS分泌缺陷型糖尿

病大鼠空腹血糖的作用。

表1小檗碱对INS分泌缺陷型糖尿病大鼠空腹血糖
一

和INS的影响(工±S，n一8)

Table 1 Effect of berberine on fasting blood glucose

and INS in dabetic rats with INS—secretion

deficiency(；±F，撑=8)

组别
剂量／ 空腹血糖／(mmol·L一1) INS／

(mg·kg 1) 给药前 给药后(mU·L一1)

正常 一 3．82±1．01 7．09土2．02 40．31士13-18

模型 一 23．76±2．36。。25．33士7．38。。13．02+3．78。。

二甲双胍184 25．06+3．10””25．32±9．24。+12．10i 5．18’+

尘茎堕 !!!：! !!：!!圭!：!!：：!!：!!圭!：!!：：三三!!：!!圭!：!!：：
与正常组比较：～P<O．01； 与模型组比较：△P<0．05

”。P<0．01口s normal group：△P<O．05口5 model group

2．2各组大鼠肝脏LA及糖原测定结果：见表2。

各组大鼠肝组织LA水平无明显变化；与模型组比

较，小檗碱组肝糖原明显增高(P<o．05)。

2．3各组大鼠肝脏GK活性的结果：见表2。与正常

组比较，模型组大鼠肝组织GK活性明显降低(P<

o．01)；而与模型组比较，小檗碱组肝组织GK活性

则明显升高(P<0．05)；提示小檗碱具有促进INS

分泌缺陷型糖尿病大鼠肝组织GK活性的作用。

表2小檗碱对INS分泌缺陷型糖尿病大鼠肝脏LA、

糖原及GK活性的影响(z±S，n一8)

Table 2 Effect of berberine on hepatic LA，glycogen，

and GK activity of diabetic rats with INS—

secretion deficiency(i±s，万一8)

剂量／LA／ 肝糖原／ GK活性／

组别(mg．kg-1)(mm。t．g-Z)(mg．g一1)(min．“g一1)

与正常组比较：’P<O．05 一P<0·01

与模型组比较：AP<0．05△AP<0．01

+P<0．05 。。P<0．01"US normal group

△P<0．05△△P<0．01 735 model group

2．4 各组大鼠肝脏GK的蛋白表达结果：对各组

大鼠肝脏GK的蛋白电泳条带进行扫描分析，结果

见图1。与正常组比较，模型组大鼠肝组织GK的

蛋白表达明显降低(P<o．01)；而与模型组比较，小

檗碱组肝组织GK的蛋白表达则明显升高(P<

O．05)；提示小檗碱具有促进INS分泌缺陷型糖尿

病大鼠肝组织GK的蛋白表达作用。

与模型组比较：。P<O．05 一P<O·Ol

‘P<O．05’’P<O．Ol口5 model group

图1各组大鼠肝脏GK的蛋白表达

Fig．1 Protein expression of hepatic GK

of rats among groups

3讨论

小檗碱是从小檗碱属植物黄连根茎中提取的一

种季胺类化合物，属异喹啉生物碱，近年来许多临床

和实验研究证实，它能降低血甘油三酯、总胆固醇和

载脂蛋白B水平；显著改善糖耐量和INS抵抗。陈

其明等m3用其干预四氧嘧啶诱导的糖尿病小鼠，发

现能明显降低小鼠的血糖。本实验室前期工作证明

小檗碱能降低实验性2型糖尿病大鼠的空腹血糖，

并能促进INS分泌‘3’41；从而证实小檗碱具有改善
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INS抵抗和改善INS分泌的双重作用，但是小檗碱

对糖代谢的具体环节或作用靶点需要进一步探讨。

血糖的调节非常精细而复杂，血糖升高，可以刺

激胰岛B细胞分泌INS；INS浓度升高，又可以降低

血糖。血糖稳态是保证器官组织生理功能正常的关

键，而GK对维持血糖稳态起着重要作用。GK是一

种己糖激酶，特异地存在于成熟肝细胞和胰岛B细

胞中；GK催化葡萄糖转变为6一磷酸葡萄糖，且不受

6一磷酸葡萄糖的反馈抑制，而此反应是葡萄糖在体

内代谢的第一步反应。胰岛B细胞中GK与肝脏中

的GK所发挥的作用显著不同。胰岛B细胞中的

GK受葡萄糖浓度调节，当血糖升高时，则该酶活性

升高，葡萄糖代谢加速。而肝脏中的GK受INS的

调节，当血糖升高时，则血浆INS水平相应升高，

GK活性增强，糖原合成增加[5]。由此可见，GK参与

了周围组织葡萄糖的利用，也与胰岛B细胞分泌

INS有关。根据前述小檗碱对糖代谢的作用特点，推

测GK可能是其重要的作用环节或作用靶点之一。

从小檗碱对INS分泌和肝细胞葡萄糖代谢有

良好的调节效应和对其下游环节的效应来看，小檗

碱与GK激动剂的活动与环节非常相似；因此，本

实验采用尾iv大剂量STZ的方法建立INS分泌缺

陷糖尿病大鼠模型，尽可能地切断胰岛p细胞分泌

INS而调节糖代谢这条途径，从而仅从观察小檗碱

对大鼠肝脏糖代谢及其对GK的影响人手，探讨其

作用机制。研究表明，造模大鼠空腹血糖明显升高，

2周后造模组INS较正常组明显降低，而各组间无

明显差异，提示本实验所用的动物模型符合INS分

泌缺陷模型的特征和要求。本实验结果表明，小檗碱

能显著降低INS分泌缺陷型糖尿病大鼠空腹血糖；

同时小檗碱能直接促进肝脏GK的活性和蛋白表

达，促进肝糖原的合成。肝脏GK不仅是糖代谢的

限速酶，而且把肝糖中间代谢产物与血糖波动偶联

起来，起着葡萄糖感受器的作用，其作用可能类似于

磷酸化酶a，可能激活糖原合成酶促进糖原合成。因

此与模型组比较，小檗碱组的糖原合成显著增加。而

正常组糖原偏低可能是因为其血糖偏低，底物少从

而激活肝GK发挥糖原合成的作用相对较弱。但这

并不意味着正常组GK活性不高(本实验中测得

GK活性数据也恰恰证明了这一点)，而是因为没有

高血糖的刺激，它的底物少，使得糖原合成少。而各

组大鼠肝组织LA水平无明显变化，应该是各组大

鼠主要是通过有氧氧化途径进行糖代谢，糖酵解途

径糖代谢相对很少，因而生成LA的量无明显差异。

本实验初步阐明了小檗碱可能通过促进肝脏GK

活性和蛋白表达而降低血糖的作用机制。有些专家

研究认为，1型糖尿病患者在应用胰岛素时，全身用

药并不能完全模拟胰岛p细胞功能正常时的门脉高

胰岛素血症，导致INS对肝脏的作用仍低于正常，

也就不能很好地刺激肝脏GK产生，使GK仍处于

低水平，不利于调节肝糖代谢。而小檗碱能直接促进

肝脏GK活性及蛋白表达，促进糖代谢，这就为临

床应用小檗碱治疗糖尿病和开发新药提供了理论依

据。当然小檗碱尚可以通过AMP—AMPK—p38途径

绕行INS信号途径和刺激糖的吸收，因此小檗碱的

降糖机制也有待进一步探讨。

References：

[1]Leng S H，Lu F E．Advances in the experimental study on

the role of berberin in the treatment of type 2 diabetes EJ]．

ChinJ Integr Tradit Chin West Med(中国中西医结合杂

志)，2002，22(10)：794—795．

[2]Gao C R，Zhang J Q，Huang Q L．Experimental study on

berberin raised insulin sensitivity in insulin resistance rat

models EJ]．Chin J Integr Tradit Chin West Med(中国中西

医结合杂志)，1997，17(3)：162-164．

E3]Lu F E，LengSH，TuQN，eta1．Comparative study onthe

effects of Huanglian Jiedu decoction and berberine on glucose

and lipid metabolisms in type 2 diabetic rats[J]．J

Huazhong Univ Sci Tech：Health Sci(ep中科技大学学报：

医学版)，2002，31(6)：662—665．

E4]Leng S H，Lu F E，Xu LJ．Therapeutic effects of berberine

in impaired glucose tolarance rats and its influence on insulin

secretion[J]．Acta Pharmacol Sin，2004，25(4)：496—502．

E5-1 Zheng H T，Deng H C．Progress in the relationship between

glucokinase and diabetes EJ]．Chin J Clin Rehabil(中国临床

康复)，2002，8(27)：5960—5961．

[6]Yu D M，Wu R，Yi W．A study on experimental diabetes

animal models induced by streptozotocin[J]．Chin JDiabetes

(中华糖尿病杂志)，1995，3(2)：105—109．

E7]Matsuzaka T，Shimano H，Yahagi N，et a1．Insulin—indepen—

dent induction of sterol regulatory element-binding protein—lc

expression in the livers of Streptozotocin—treated mice[J]．

D抽betes，2004，53：560—569．’

E8]Dong H J，Altomonte J，Morral N，et a1．Basal insulin gene

expression significantly improves conventional insulin therapy

in type 1 diabetic rats[J]．觑n6甜m 2002，51：130—138．

[9]Davison A， Arian W． Factors under!ying significant

underestimations of glucokinase activity in crude liver

extracts：physiological implications of higher cellular activity

[J]．Arch Biochem Biophys，1987，253：156—167．

[103 Chen Q M，Xie M Z．Study on the effects of Huanglian and

berberin in decreasing blood glucose EJ]．Acta Pharm Sin

(药学学报)，1986，21(6)：401—403．

  




