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补中益气丸对早期糖尿病大鼠肝氧化损害及肝糖原作用
的机制

刘晓秋, 李元滨, 吴 凌

®

■背景资料
肝 病 常 见 于 1 型
糖尿病, 并增加1
型糖尿病其他并
发症如肾病、眼
病、心血管病的
发病率, 亦与1型
糖尿病胰岛素抵
抗 显 著 相 关 .  氧
化应激和硝化应
激是独立于病因
的、参与从急性
肝炎到肝癌的所
有肝损害过程的
关 键 因 素 ,  同 时
氧化应激和硝化
应激也与糖尿病
的发生发展密切
相关.
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Abstract 
AIM: To evaluate the effect of Buzhong Yiqi 
Pill on the levels of ONOO-, malondialdehyde 
(MDA), and glycogen, and oxidative damage in 
the liver of early diabetic rats.

METHODS: Diabetes was induced by two in-
traperitoneal injections of streptozocin (STZ, 
55 mg/kg): one on day 1 and the other on day 
8. Diabetic rats were randomly divided into 
diabetes group (untreated) and Buzhong Yiqi 
Pill group (given Buzhong Yiqi Pill 8 g /kg, i.g. 
for 28 consecutive days). The concentrations of 
ONOO-, MDA, and glycogen in the liver were 

determined by colorimetric methods, and he-
patic pathology was evaluated by hematoxylin 
and eosin (HE) staining using a scoring system. 

RESULTS: Diabetic rats developed significant 
diabetes symptoms, and had obviously de-
creased  level of glycogen and increased levels of 
MDA and ONOO- in hepatic tissue. Treatment 
with Buzhong Yiqi Pill significantly increased 
the level of glycogen, decreased the levels of 
MDA and ONOO-, and improved diabetes 
symptoms and histological changes in the liver. 
A negative correlation was found between the 
level of glycogen and those of MDA/ONOO- 
and between the level of glycogen and the sever-
ity of diabetes symptoms.

CONCLUSION: Buzhong Yiqi Pill decreased the 
synthesis of free radicals in hepatic tissue possi-
bly by promoting the insulin signaling pathway 
to activate glycogen synthase, increase hepatic 
glycogen production and improve liver oxida-
tive metabolism and damage.

Key Words: Buzhong Yiqi Pill; Early diabetic rats; 
Liver glycogen; Oxidative stress; Liver damage
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摘要
目的: 研究补中益气丸对STZ糖尿病大鼠肝脏
NO3

-、ONOO-、MDA、糖原及肝损害的影响
及机制.

方法: 通过2次腹腔注射链脲佐菌素(STZ)制作
大鼠糖尿病模型, 第1次腹腔注射STZ 55 mg/
kg, 第8天行第2次腹腔注射同等剂量STZ. 每
周大鼠尾尖采血测空腹血糖值, 造模成功的
SD大鼠随机分为糖尿病组, 常规喂养4 wk; 补
中益气丸组给予补中益气丸水溶液, 每只大鼠
用量为8 g/kg, 每天1次, 连续28 d. 采用分光光
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■研发前沿
中草药的疗效与
其抗氧化作用密
切相关. 中药的抗
氧化作用是重要
的研究方向. 补中
益气汤是健脾益
气的代表方, 现代
药理研究亦显示, 
该方剂有抗氧化
和保肝作用. 然而
补中益气丸对糖
尿病大鼠肝氧化
损害的作用及机
制尚未见报道.

度法测定鼠肝脏ONOO-、MDA、糖原, 通过
HE染色病理检查和积分系统估计肝损害程度. 

结果: 糖尿病大鼠出现明显的糖尿病症状, 肝
病理检测发现肝细胞变小, 肝窦变窄, 肝细胞
核变小浅染, 肝小叶结构不清, 肝索结构紊乱, 
存在充血和少量炎性细胞浸润, 尤其在肝1区, 
肝组织MDA、ONOO-水平显著升高, 肝糖原
显著降低. 补中益气丸组大鼠肝细胞、肝细
胞核、肝窦、肝索、肝小叶异常及充血和炎
症明显改善, 糖尿病症状亦明显改善; 肝组织
MDA、ONOO-水平显著降低, 肝糖原显著升
高. 相关分析发现, 肝糖原与MDA、ONOO-、

肝细胞索结构紊乱、充血、炎症呈显著负相
关, 与肝细胞大小、肝细胞核大小、肝血窦大
小呈显著正相关; 肝组织MDA、ONOO-水平
与肝细胞大小、肝细胞核大小、肝血窦大小
呈显著负相关, 与肝细胞索结构紊乱、充血、

炎症呈显著正相关. 

结论: 补中益气丸可能通过改善STZ糖尿病大
鼠肝脏氧化应激, 改善胰岛素信号通路、激活
磷酸酶脱磷酸化活性, 进而升高糖原合成酶活
性和肝糖原含量, 改善肝氧化代谢和肝的氧化
损伤. 

关键词: 补中益气丸; 早期糖尿病大鼠; 肝糖原; 氧

化应激; 肝损害
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0  引言

肝病常见于1型糖尿病, 并增加1型糖尿病其他

并发症如肾病、眼病、心血管病的发病率[1-6], 
非酒精性脂肪肝病与1型糖尿病胰岛素抵抗显

著相关[7]. 从急性肝炎到肝癌的所有肝损害, 均
涉及肝细胞、枯否氏细胞、星状细胞和内皮细

胞的凋亡、坏死、炎症免疫反应、纤化、缺

血、基因表达改变和再生, 其中氧化应激和硝

化应激是独立于病因的、参与以上过程的关键

因素, 他们在肝病的诱导和进展中起关键作用, 
参与大量的细胞因子和生长因子激活和转录, 
后者又进一步促进氧化应激和硝化应激, 形成

恶性循环[8]. 同时氧化应激和硝化应激也与糖尿

病的发生发展密切相关[9-12]. 补中益气汤是健脾

益气的代表方, 现代药理研究亦显示, 该方剂有

抗氧化和保肝作用[13-17]. 因此, 本实验研究补中

益气丸对STZ糖尿病大鼠肝脏ONOO-、MDA、

糖原及肝损害的影响, 探讨相关的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 补中益气丸处方组成: 黄芪、党参、炙

甘草、炒白术、当归、升麻、柴胡、陈皮. 由
北京同仁堂科技发展股份有限公司制药厂出品, 
国药准字: Z11020244, 购于广州中医药大学第

一附属医院先烈东路门诊部. 将药丸打成细粉

末, 加蒸馏水, 按给药剂量8 g/kg调制成1.6 g/2 
mL水溶液. 37℃恒温箱, 数码相机(a Canon Eos 
350D digital camera), 高速冷冻离心机(型号: 
3K-302), UV-754紫外可见分光光度计, 722分光

光度计.
1.2 方法

1.2.1 造模及分组: 参照郭学军等实验模型的方

法[18], 选取体质量为170-200 g的SD大鼠30只, 随
机抽取10只为正常对照组, 剩余20只用于制作

糖尿病病理模型. 造模前先更换笼具, 禁食(不禁

水)12 h; 造模组动物腹腔注射新鲜配制1% STZ
液, 注射剂量为55 mg/kg, 第8天再行第2次腹腔

注射同等剂量1%STZ液, 正常组大鼠相应腹腔

注射0.1 mol/L柠檬酸缓冲液, 注射剂量为1 mL/
只. 各组大鼠尾尖采血测空腹血糖(FBG), 筛选

出FBG<16.7 mmol/L的大鼠行口服葡萄糖耐量

实验(OGTT), OGTT异常者与FBG≥16.7 mmol/
L一并确定为糖尿病动物模型. 将造模成功的糖

尿病大鼠再分为两组: 糖尿病组及补中益气丸

组. 糖尿病组常规喂养4 wk, 补中益气丸组给予

补中益气丸水溶液, 每只大鼠用量为8 g/kg, 每
天1次, 连续4 wk. 
1.2.2 动物处理: 造模满4 wk后, 处死正常组、

DM组大鼠, 剖腹取肝组织, 用0.9% NaCl溶液洗

去附着的血液并用滤纸吸干, 准确称取大鼠肝

组织用于指标测定. 补中益气丸治疗组灌服中

药结束后, 依前法处置剩余大鼠. 
1.2.3 肝脏的病理检查: 造模满4 wk后, 处死各组

大鼠, 剖腹取肝组织, 观察肝脏是否有病变, 并
用40 g/L甲醛将其固定、脱水、石蜡包埋, HE染
色. 肝脏划分为3个区域. 肝1区: 位于汇管区周

围, 含氧量较高, 肝3区:位于中央静脉周围, 含氧

量低, 肝2区: 位于两者之间, 含氧量一般. 肝脏

病理损害的积分: 分别显微镜下观察肝1区、肝

2区、肝3区肝细胞大小(由小到大积分0-4)、肝

细胞核大小(由小到大积分0-4)、肝血窦大小(由
小到大积分0-4)、肝细胞索结构紊乱(由轻到重
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■相关报道
研究显示, 肝病与
1型糖尿病胰岛素
抵抗显著相关, 在
损伤诱导的胰岛
素抵抗中, 氧化应
激起重要作用, 急
性心肌梗死后心
衰小鼠的骨骼肌
胰岛素抵抗是由
于氧化应激损害
引起.

表  1  补中益气丸对早期糖尿病大鼠肝病理损害的影响 (n  = 10, mean±SD)

     
分组 肝细胞大小 肝细胞核大小 肝血窦大小 肝索紊乱     充血     炎症

肝1区

    正常组 3.5±0.53 3.3±0.67 3.4±0.97 0.5±0.53 0.5±0.53 0.6±0.52

    糖尿病组 1.8±0.79b 1.6±0.70b 1.6±0.52b 3.3±0.82b 3.3±0.68b 1.9±0.88b

    补中益气丸组 2.9±0.74d 2.8±0.79d 2.9±0.88d 1.6±0.70d 1.4±0.70d 0.8±0.63d

肝2区

    正常组 3.4±0.52 3.2±0.63 3.3±0.95 0.6±0.52 0.4±0.52 0.5±0.53

    糖尿病组 2.3±0.68b 2.2±0.79b 1.7±0.48b 3.1±0.88b 3.1±0.74b 1.7±0.82b

    补中益气丸组 3.1±0.74c 3.0±0.94c 2.9±0.88d 1.7±0.68d 1.5±0.53d 0.8±0.63d

肝3区

    正常组 3.2±0.48 3.4±0.52 3.5±0.85 0.5±0.53 0.6±0.52 0.4±0.52

    糖尿病组 2.4±0.52b 2.3±0.68b 1.8±0.42b 3.2±0.79b 3.2±0.63b 1.6±0.70b

    补中益气丸组 3.0±0.67c 2.9±0.57c 3.0±0.82d 1.8±0.63d 1.6±0.52d 0.9±0.57c

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05, dP<0.01 vs  糖尿病组.

积分0-4)、充血(由轻到重积分0-4)、炎症(由轻

到重积分0-4). 
1.2.4 检测指标: 每日观察大鼠饮食、饮水、粪

便, 记录饮水量, 每周称体质量及尾尖采血测空

腹血糖(FBG). (1)肝组织匀浆和蛋白定量. 准确

称取大鼠肝组织0.4 g, 用5 mL匀浆液(5%三氯

乙酸)在玻璃匀浆器中制肝匀浆, 将匀浆液置低

温高速冷冻离心机, 离心15000 g, 10 min, 上清

液用于蛋白定量. 采用考马斯亮蓝G250显色法, 
牛血清白蛋白溶液为标准. 其余上清液用于以

下指标测定. (2)ONOO-分析. 按参考文献[19]方
法进行. 标本上清液中, 加入2.0 mL 55 mmol/L 
NaOH及2.0 mL 75 mmol/L ZnSO4去蛋白, 离心

后, 上清液ONOO-浓度通过紫外分光光度法测

定, 测302nm波长的吸光度, 以摩尔消光系数ε302 

= 1 670 mol/(L•cm)计算ONOO-浓度. (3)MDA测

定. 按硫代巴比妥酸比色[20]方法进行, 取带塞试

管2支, 分别为测定、空白管, 依次加入标本上

清液、蒸馏水各0.3 mL, 分别加入3 mL 0.05 mol/
L的盐酸, 涡旋混匀后, 再加入1 mL硫代巴比妥

酸试剂, 充分混匀, 加盖置100 ℃沸水浴中反应

40 min, 取出后流水冷却, 吸取上层液体, 于波长

为535 nm处, 以空白管调零点, 比色测定吸光度

值(A值), 查标准曲线得结果. (4)肝糖原测定. 准
确称取大鼠肝组织0.4 g, 用5 mL匀浆液(5%三氯

乙酸)在玻璃匀浆器中制肝匀浆, 将匀浆液置低

温高速冷冻离心机, 离心15 000 g , 10 min, 上清

夜用于糖原分析; 碘盐显色法测糖原, 按参考文

献[21]方法进行. 
统计学处理 所有数据用mean±SD表示, 统

计学显著性通过非配对学生t检验进行计算, 相
关系数被计算, P <0.05考虑为具有显著性差异, 
所有数据分析用Excel 2003统计软件.  

2  结果

2.1 一般情况 正常组大鼠饮食、体质量、精神

状态均正常、毛色光滑亮泽. 糖尿病组大鼠毛色

枯黄无光泽, 毛态竖立, 精神倦怠, 体型消瘦, 饮
水排尿增多, 抵抗减弱, 懒动, 以及尾尖采血测空

腹血糖异常; 补中益气丸组大鼠精神状态、活动

力、抵抗力及空腹血糖较糖尿病组显著改善. 
2.2 肝的病理检查 正常组SD大鼠肝细胞大小均

一, 可见双核肝细胞; 肝小叶结构完整, 肝索排

列整齐, 肝窦无扩张和变窄. 糖尿病组SD大鼠肝

细胞变小, 肝窦变窄, 肝细胞核变小浅染, 肝小

叶结构不清, 肝索结构紊乱, 存在充血和少量炎

性细胞浸润, 尤其在肝1区. 补中益气丸组SD大

鼠肝细胞、肝细胞核、肝窦、肝索、肝小叶异

常及充血和炎症明显改善(图1, 表1). 
2.3 肝脏ONOO-、MDA及糖原浓度 糖尿病组肝

组织MDA、ONOO-水平显著升高, 肝糖原显著

降低. 补中益气丸治疗组, 肝组织MDA、ONOO-

水平显著降低, 肝糖原显著升高(表2). 
2.4 肝糖原与肝MDA、ONOO-相关性 通过对

肝糖原与肝组织MDA、ONOO-水平相关系数

的计算及统计学分析显示 :  肝糖原与肝组织

MDA、ONOO-水平呈显著负相关(r 1 = -0.371, r 2 
= -0.377).   
2.5 肝病理与肝糖原及肝MDA、ONOO-相关性  
通过对肝细胞大小、肝细胞核大小、肝血窦
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■创新盘点
本实验研究补中
益气丸对STZ糖
尿 病 大 鼠 肝 脏
ONOO-、MDA、
糖原及肝损害的
影响, 探讨补中益
气丸通过改善肝
脏 氧 化 应 激 ,  改
善胰岛素信号通
路、糖原合成、
肝氧化代谢及肝
的氧化损伤的可
能机制.

大小、肝细胞索结构紊乱、充血、炎症与肝糖

原、肝组织MDA、ONOO-水平相关系数的计算

及统计学分析, 显示: 肝细胞大小、肝细胞核大

小、肝血窦大小与肝糖原呈显著正相关, 与肝

组织MDA、ONOO-水平呈显著负相关; 肝细胞

索结构紊乱、充血、炎症与肝糖原呈显著负相

关, 与肝组织MDA、ONOO-水平呈显著正相关

(表3). 

3  讨论 

本实验发现糖尿病大鼠出现明显的糖尿病症

状, 肝病理检测发现肝细胞变小, 肝窦变窄, 肝
细胞核变小浅染, 肝小叶结构不清, 肝索结构紊

乱, 存在充血和少量炎性细胞浸润, 尤其在肝1
区, 肝组织MDA、ONOO-水平显著升高, 肝糖原

显著降低. 补中益气丸组大鼠肝细胞、肝细胞

核、肝窦、肝索、肝小叶异常及充血和炎症明

显改善, 糖尿病症状亦明显改善; 肝组织MDA、

ONOO-水平显著降低, 肝糖原显著升高. 相关分

析发现, 肝糖原与MDA、ONOO-、肝细胞索结

构紊乱、充血、炎症呈显著负相关, 与肝细胞

大小、肝细胞核大小、肝血窦大小呈显著正相

关; 肝组织MDA、ONOO-水平与肝细胞大小、

肝细胞核大小、肝血窦大小呈显著负相关, 与
肝细胞索结构紊乱、充血、炎症呈显著正相关. 

肝1区细胞负责糖原的合成和分解, 蛋白代

谢和血浆蛋白的合成, 肝3区与糖原储存及脂类

和色素形成有关, 肝2区共享肝1区和肝3区的功

能[22], Herrman等[23]已报道糖尿病存在较小的肝

细胞; 细胞核负责RNA的产生和随后的蛋白质

合成, 细胞核大小与DNA含量和代谢活动密切

相关[24-27], 肝细胞核变小表明肝细胞代谢活动的

降低. 
胰岛素信号通路介导脱磷酸化反应, 激活

糖原合成酶, 合成糖原. Højlund等[28]已发现, 人
类糖尿病肌肉的糖原合成酶超磷酸化, 不能被

传统的胰岛素信号调节, 因而导致糖原合成受

阻. Bulum等[7]发现, 非酒精性脂肪肝病与1型糖

尿病胰岛素抵抗显著相关, 非酒精性脂肪肝病

指标ALT、AST、ALK、AST/ALT、铁与胰岛

素敏感性指标eGDR呈显著负相关[7]. Ohta等[29]

发现, 急性心肌梗死后心衰小鼠的骨骼肌胰岛

素抵抗是由于氧化应激损害引起. Zhai等[30]发

现, 在损伤诱导的胰岛素抵抗中, 氧化应激起

表  2  补中益气丸对早期糖尿病大鼠肝脏ONOO-、MDA及糖原浓度的影响 (n  = 10, mean±SD)

     
ONOO-[nmol/(L/mg·protein)] MDA[nmol/(L/mg·protein)] 糖原[μg/(mL·mg protein)]

正常组      153.525±73.863      3.997±1.030      634.893±181.639

糖尿病组      220.748±77.290b      6.153±2.199b      238.195±102.800b

补中益气丸组      151.403±58.981c      5.039±1.888a      475.746±136.334ac

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  糖尿病组.

A

B

C

图  1  补中益气丸对早期糖尿病大鼠肝病理损害的影响(HE
染色×200). A: 正常组: 肝细胞大小均一, 可见双核肝细胞; 

肝小叶结构完整, 肝索排列整齐, 肝窦无扩张和变窄; B:糖尿

病组: 肝细胞变小, 肝窦变窄, 肝细胞核变小浅染, 肝小叶结

构不清, 肝索结构紊乱, 存在充血和少量炎性细胞浸润, 尤

其在肝1区; C: 补中益气丸组: 肝细胞、肝细胞核、肝窦、

肝索、肝小叶异常及充血和炎症明显改善.
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重要作用. Deb等[31]发现, 氧化应激诱导的寡聚

化, 能抑制非受体酪氨酸磷酸酶的活性. Kuban-
Jankowska等[32]发现, 蛋白酪氨酸磷酸酶对氧化

高度敏感, 氧化应激产生的自由基能失活蛋白

酪氨酸磷酸酶. 
     以上表明补中益气丸可能通过改善STZ糖尿

病大鼠肝脏氧化应激, 改善胰岛素信号通路、

激活磷酸酶脱磷酸化活性, 进而升高糖原合成

酶活性和肝糖原含量, 改善肝氧化代谢和肝的

氧化损伤. 
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成恶性循环. 在这
一领域进行中药
作用机制的研究, 
对于中药的开发, 
有着重要实际应
用价值.

表  3  肝病理与肝糖原及肝MDA、ONOO-相关性 (n  = 30)

     
肝细胞大小 肝细胞核大小 肝血窦大小 肝索紊乱    充血    炎症

MDA -0.483b -0.545b -0.319a   0.334a   0.324a   0.431b

ONOO- -0.383a -0.473b -0.323a   0.311a   0.320a   0.314a

糖原   0.334a   0.308a   0.312a -0.516b -0.345a -0.352a

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组, 相关性系数显著性检验.
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