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黄连解毒汤对体内外晚期糖基化终产物形成的影响 
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摘  要：目的  探讨黄连解毒汤对体内外晚期糖基化终产物（AGEs）形成的影响。方法  链脲佐菌素（ip 给药）建立糖尿

病大鼠模型，以不同剂量（0.5、1.0 g/kg）黄连解毒汤 ig 给药 90 d 后，检测血糖、糖化血红蛋白，血浆和肾组织中的果糖

胺和 AGEs 水平。将不同浓度的黄连解毒汤与葡萄糖和牛血清白蛋白孵育 21 d，用荧光光度法测定 AGEs 的荧光值。结果  黄
连解毒汤能明显降低糖尿病大鼠的血糖和糖化血红蛋白水平（P＜0.01），抑制血浆和肾组织的果糖胺和 AGEs 的生成（P＜
0.01），并呈明显的剂量依赖性。黄连解毒汤对体外 AGEs 的生成也有明显的抑制作用，并有一定的剂量依赖性。结论  黄
连解毒汤对体内外 AGEs 的生成均有明显的抑制作用，这可能是黄连解毒汤治疗糖尿病并发症的机制之一。 
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糖尿病是一种常见的、严重危及人类健康的全

身性慢性代谢性疾病，根据世界卫生组织的数据统

计，全球现已有 2.46 亿糖尿病患者[1]。糖尿病的发

生发展往往伴随多种并发症，如心脑血管系统、肾、

视网膜及神经系统等慢性病变，严重影响患者的生

活，甚至威胁患者的生命。糖尿病肾病及血管病变

是糖尿病患者主要的致死、致残原因，其中血管

病变包括大血管病变和微血管病变[2]。大量研究表

明，晚期糖基化终产物（adavanced glycation end 
products，AGEs）是诱发糖尿病血管病变的重要致

病因素[3]。AGEs 是还原糖（如葡萄糖等）与蛋白质、

氨基酸、肽的游离氨基端通过非酶促糖化作用形

成的不可逆聚合物[4]。AGEs 与其受体晚期糖基化

终产物受体（receptor for advanced glycation end 

products，RAGE）结合后，可激活细胞内一系列信

号传导途径，如蛋白激酶 C（PKC）、核因子-κB
（NF-κB），导致其分泌大量致炎性因子如肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）、细胞黏附分子、白细胞介素等，

导致血管内皮细胞受损，进而导致糖尿病血管病变

的发生[5]。因此，抑制 AGEs 形成是预防和治疗糖

尿病血管病变及肾病等糖尿病并发症的重要环节。 
黄连解毒汤（Huanglian Jiedu Decoction，HJD）

出自《外台秘要》，由黄连、黄芩、黄柏和栀子 4
味中药组成，是中医清热解毒的经典方剂。具有泻

火解毒之功效，主治一切实热火毒、三焦热盛之证，

临床用于大热烦躁、口燥咽干、错语不眠、热病吐

衄、外科痈疽疔毒等。现代研究表明，黄连解毒汤

不但具有抗菌、抗炎作用，还具有降血糖、调血脂、 
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抗氧化和神经保护作用。研究发现黄连解毒汤对糖

尿病及其并发症具有较好的治疗效果[6-7]。为进一步

探讨黄连解毒汤治疗糖尿病并发症的机制，本实验

研究了黄连解毒汤对糖尿病大鼠体内晚期糖基化中

间产物血清果糖胺（fructosamine，FMN）和糖化血

红蛋白（GHb）水平以及 AGEs 在血清和肾中形成

的影响，并观察了黄连解毒汤对体外蛋白质非酶糖

基化的影响。 
1  材料与方法 
1.1  动物 

清洁级雄性 SD 大鼠，体质量为 180～220 g，
由湖南师范大学医学院实验动物中心提供，合格证

号：SCXK（湘）2007—0011。 
1.2  药品 

黄连、黄芩、黄柏和栀子均购于长沙市老百姓

大药房，符合《中国药典》2010 版一部有关规定，

经湖南师范大学医学院生药教研室牟玲丽博士鉴定

为毛茛科植物黄连 Coptis chinensis Franch 的干燥根

茎，唇形科植物黄芩 Scutellaria baicalensis Georgi
的干燥根，芸香科植物黄檗 Phellodenron amurense 
Rupr.除去栓皮的干燥树皮，茜草科植物栀子 Garde- 
nia jasminoides Ellis 的干燥成熟果实。黄连解毒汤

的制备方法：取黄连、黄芩、黄柏和栀子按 3︰2︰
2︰3 的比例混合，加 10 倍量水，煎煮 1 h，共煎 3
次。滤液合并，离心后浓缩干燥即得，收率为 20%
（含黄芩苷 58.39 mg/g，HPLC 测定）。体外试验用

的黄连解毒汤加一定量的水超声溶解，高速离心

（15 000 r/min），取上清液用于实验。 
1.3  试剂 

链脲佐菌素（Streptozotocin，STZ），Sigma 公

司，临用前用枸橼酸缓冲液配制；血糖测定试剂盒，

北京荣盛生物技术有限公司；小牛血清白蛋白

（BSA），Sigma 公司；NaN3，南京化学试剂一厂；

FMN、糖化血红蛋白试剂盒，南京建成生物工程研

究所；其余试剂均为分析纯；水为超纯水。 
1.4  仪器 

J68 型冷冻离心机，Beckman 公司；高速冷冻

离心机（Centrifuge 5417 CPR）；荧光分光光度计

（Spectra Max gemini，美国 MD 公司）；全波段酶标

仪（Type1500 Multiskcan Spectrum，Thermo 公司）；

721 型分光光度计（上海分析仪器厂）。 
1.5  造模与分组 

取健康雄性 SD 大鼠，禁食 12 h 后按文献方法[8]

并略作改进，一次性 ip STZ 50 mg/kg，对照组给予

等量的枸橼酸缓冲液，72 h 后眼底静脉丛取血，用

血糖试剂盒测定空腹血糖，血糖值≥11.1 mmol/L
的动物确定为糖尿病大鼠。将糖尿病大鼠按血糖值

范围随机分为黄连解毒汤高、低剂量（1.0、0.5 g/kg）
组和模型组，每组 8 只。黄连解毒汤组大鼠每日 ig
给药 1 次，连续 90 d。 
1.6  检测指标 
1.6.1  血糖测定  末次给药后禁食 12 h，眼眶取血

测空腹血糖（葡萄糖氧化酶法）。 
1.6.2  血浆及肾组织 FMN 测定  末次给药后大鼠

禁食 12 h，20%乌拉坦 ip 麻醉后，颈动脉取血 4 mL，
用肝素抗凝，分离血浆。取肾脏，在冰浴中研碎，

制成 100 g/L 肾组织匀浆，低温离心。取血浆及肾

匀浆上清，按试剂盒要求测定 FMN。肾组织匀浆用

考马斯亮蓝法进行蛋白定量。 
1.6.3  GHb 测定  常规制备溶血液后，GHb 试剂盒

测定 GHb 水平，以每 10 g 血红蛋白吸光度（A）值

表示。 
1.6.4  血浆及肾组织 AGEs 测定   参考文献方

法[9-10]，用荧光分光光度计测定血浆及肾组织匀浆

上清荧光强度，激发波长 370 nm，发射波长 440 nm，

狭缝 3 nm。考马斯亮蓝法进行样品蛋白定量。以含

BSA（1.0 g/L）的 PBS 的荧光值为 1 个自定义荧光单

位（arbitrary units of fluorescence，AUF），样品的 AGEs
生成量以此折算（即样品荧光值/PBS 荧光值）。 
1.7  黄连解毒汤体外抑制 AGEs 形成 

参照文献方法[11]，在 PBS 中加入 5 g/L BSA、

4.5 g/L 葡萄糖，加入 NaN3 防腐，再加入黄连解毒

汤，使其终浓度（以黄芩苷计）分别为 1、0.5、0.1 
μmol/L。以葛根素作为阳性对照药[10]。同时设对照：

①不加黄连解毒汤的完整糖基化系统（模型组）；②

加黄连解毒汤（1 μmol/L）但不含 BSA（无蛋白组）；

③加黄连解毒汤（1 μmol/L）但不含葡萄糖（无糖

组）。每组设 5 个复孔，糖基化和各对照体系均在

37 ℃恒温、密封条件下反应。21 d 后，测定各管的

糖化白蛋白的荧光值。 
1.8  统计学处理 

结果以均数 sx ± 表示，组间比较采用 t 检验。 
2  结果 
2.1  对血糖、GHb 及血浆、肾脏 FMN 的影响 

模型组大鼠血糖值、GHb、血浆及肾脏 FMN
均明显高于对照组（P＜0.01），说明糖尿病大鼠模
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型复制成功。与模型组相比，黄连解毒汤均能够明

显降低糖尿病大鼠的血糖和 GHb 水平（P＜0.05、
0.01），其中黄连解毒汤高剂量作用非常显著（P＜

0.01）。黄连解毒汤低剂量能显著降低血浆及肾脏

FMN 水平（P＜0.05），高剂量非常显著降低血浆及

肾脏 FMN 水平（P＜0.01），结果见表 1。 

表 1  黄连解毒汤对糖尿病大鼠血糖、GHb 以及血浆、肾脏中 FMN 的影响（ 8=± n , sx ） 
Table 1  Effects of HJD on blood glucose, GHb, and FMN in plasma and renal of diabetic rats ( 8=± n , sx ) 

FMN 
组  别 剂量/(g·kg−1 ) 血糖/(mmol·L−1) GHb/(AUF·mL−1) 

血浆/(mmol·L−1)   肾组织/(mmol·g−1) 

对照 － 5.43±0.48 20.88±3.56 1.81±0.37 0.31±0.06 

模型 － 23.67±1.89△ 38.73±3.47△ 4.52±0.28△ 0.77±0.16△ 

黄连解毒汤 0.5 19.77±3.80** 32.66±4.09** 3.83±0.31* 0.58±0.17* 

 1.0 14.31±3.16** 26.60±3.12** 2.91±0.26** 0.48±0.09** 

与对照组比较：
△P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，表 2 同 

△P<0.01 vs control group; *P<0.05  **P<0.01 vs model group, Table 2 is same 
 
2.2  对血浆及肾脏 AGEs 生成的影响 

模型组血浆及肾脏 AGEs 生成量均明显高于对

照组（P＜0.01）。黄连解毒汤对大鼠血浆及肾脏

AGEs 的生成均有明显的抑制作用，高剂量作用非

常显著（P＜0.01），结果见表 2。 

表 2  黄连解毒汤对糖尿病大鼠血浆和肾脏组织中 
AGEs 的影响（ 8=± n , sx ） 

Table 2  Effects of HLD on AGEs in plasma and renal 
of diabetic rats ( 8=± n , sx ) 

AGEs/(AUF·mL−1) 
组  别 

剂量/ 

(g·kg−1) 血浆 肾组织 

对照 － 2.28±0.53 6.03±0.98 

模型 － 5.89±0.76△ 15.68±2.41△ 

黄连解毒汤 0.5 4.82±0.73* 8.82±2.03** 

 1.0 3.69±0.52** 6.97±1.33** 
 
2.3  对体外 AGEs 生成的影响 

黄连解毒汤对体外非酶糖基化体系的荧光值具

有明显的降低作用（P＜0.01），1、0.5 μmol/L 黄连

解毒汤对蛋白质体外非酶糖基化反应具有明显的抑

制作用，作用与阳性药葛根素作用接近，结果见表 3。 
3  讨论 

AGEs 是由体内的葡萄糖、果糖及 6-磷酸葡萄

糖等酮糖与体内多种蛋白质，尤其是长寿命蛋白质

（如胶原蛋白、基质蛋白等）发生非酶催化的糖基化

作用而形成的，GHb 和 FMN 是 AGEs 形成过程中

产生的中间产物。AGEs 是公认的糖尿病血管病变

（包括大血管和微血管病变）的致病因子，大量研究

表明，糖尿病患者体内存在高水平 AGEs 或 AGEs
中间产物[12]。AGEs 在组织中形成和沉积后，引起 

表 3  黄连解毒汤对体外 AGEs 生成的影响（ 8=± n , sx ） 
Table 3  Effect of HJD on AGEs formation in vitro  

( 8=± n , sx ) 

组  别 加药量 荧光值 

无糖 － 198.29±28.53 

无蛋白 1.0 μmol·L−1 157.49±20.85 

模型 1.0 μmol·L−1 467.54±67.92△ 

黄连解毒汤 0.1 μmol·L−1 442.75±66.31 

 0.5 μmol·L−1 383.40±46.62**

 1.0 μmol·L−1 248.77±39.56**

葛根素 1 mg·mL−1 218.27±30.37**

与无糖组比较：
△P＜0.01；与模型组比较：**P＜0.01 

△P<0.01 vs sugar-free group; **P<0.01 vs model group 

组织的老化和功能衰退，在晶状体表现为白内障；

在结缔组织表现为组织弹性降低、硬度增加，血管

基底膜的糖基化则与老年性血管病变和糖尿病微血

管病变有关。AGEs 与血管壁中的蛋白形成共价交

联，导致血管结构和功能的损害[13]；同时，AGEs
还能促进血管内皮细胞膜上阴离子多糖蛋白的

降解，增加血管通透性，破坏血管内皮的屏障作

用[14-15]。低密度脂蛋白（LDL）的糖基化修饰与高

血脂症、糖尿病心血管并发症有密切关系。在糖尿

病患者，糖基化的速度与正常人相比大大加快，与

糖尿病微血管并发症密切相关[16]。因此 AGE 与糖

尿病心血管疾病的发生发展关系十分密切。本研究

检测了黄连解毒汤对糖尿病大鼠体内 AGEs 及其中

间产物（FMN，GHb）形成的影响，并研究黄连解

毒汤在体外对蛋白质非酶糖基化反应的抑制作用。 
本研究结果表明，黄连解毒汤能明显降低血糖、

抑制糖尿病大鼠体内 AGEs 及其中间产物 FMN 和
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GHb 的形成；黄连解毒汤在体外也能显著抑制蛋白

质的非酶糖基化，最终抑制 AGEs 的生成。大量研

究表明，许多具有抗氧化作用的天然药物成分，如

槲皮素、西红花酸、荞麦花黄酮等具有良好的抑制

AGEs 的作用，而且抑制 AGEs 是这些药物成分治

疗糖尿病并发症的主要机制之一[8-9, 11, 17]。黄连解毒

汤由黄芩、黄连、栀子和黄柏 4 味中药组成，黄芩

含有黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素和木蝴

蝶素等多种黄酮类成分；栀子含有西红花苷、西红

花酸和栀子苷等成分，其中的西红花酸和西红花苷

具有强大的抗氧化作用，而栀子苷也具有一定的抗

氧化作用。因此推测黄连解毒汤中大量的具有良好

的抗氧化作用的成分通过抑制糖尿病过程中 AGEs
的生成，从而发挥治疗糖尿病并发症的作用。黄连

解毒汤治疗糖尿病及其并发症的确切作用机制仍

有待深入研究。 
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