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痛泻要方合四逆散对糖尿病 KK-Ay小鼠胰岛素
抵抗及 PI3K/AKT/GSK-3β 通路的影响 *
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摘要：[目的] 观察痛泻要方合四逆散对 KK-Ay 小鼠胰岛素抵抗及磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B/糖原合成酶激

酶-3β（PI3K/AKT/GSK-3β）信号通路的影响。[方法] 采用雄性 6~8 周龄 KK-Ay 小鼠建立糖尿病模型，随机分为模型

组、中药低中高不同剂量组，另取同周龄 C57 BL/6J 小鼠作为正常组，干预 4 周后，检测小鼠空腹血糖，空腹胰岛素水

平及胰岛功能情况，并通过实时荧光定量反转录聚合酶链式反应（real time PCR），蛋白免疫印迹（Western Blot）等方法

检测小鼠肝脏中 PI3K、AKT、GSK-3β 的基因及蛋白磷酸化水平表达情况。[结果] 与正常组相比，模型组小鼠空腹血

糖和胰岛素抵抗指数明显升高（P＜0.05），而 PI3K、AKT、GSK-3β 的磷酸化蛋白水平及基因表达水平均明显降低（P＜
0.05）；与模型组相比，中药高剂量组空腹血糖和胰岛素抵抗指数明显降低（P＜0.05），而 PI3K、AKT、GSK-3β 的磷酸化

蛋白水平及基因表达水平均明显升高（P＜0.05）。[结论] 痛泻药方合四逆散可能通过影响 PI3K/AKT/GSK-3β 信号通

路改善 KK-Ay 小鼠的胰岛素抵抗。
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胰岛素抵抗是指胰岛素作用的靶器官对胰岛

素作用的敏感性下降，作为 2 型糖尿病的主要特征，

目前多认为其是 2 型糖尿病的始动因素[1]。肝脏与

胰岛素抵抗密切相关，肝脏是胰岛素从胰腺分泌后

到达的第一器官，肝脏根据人体对胰岛素的需求调

节葡萄糖的存储和处置，有多种调节肝脏胰岛素信

号传导的机制[2]。而肝和全身胰岛素抵抗形成代谢

综合征的核心，代谢综合征也与心血管异常，炎症

和血脂异常有关[1-2]。磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）、蛋
白激酶 B（AKT）、糖原合成酶激酶-3β（GSK-3β）是
胰岛素信号传导通路下游的几个关键蛋白，它们的

代谢改变可以影响胰岛素抵抗的发生[3]。研究发现

通过调节 PI3K/AKT/GSK-3β 信号通路可以明显改

善糖代谢并改善糖耐量[4-5]。痛泻药方合四逆散由炒

白术，白芍，陈皮，防风，柴胡等药物组成，为中医疏

肝健脾治法的代表方。临床上采用疏肝健脾治法在

改善糖尿病患者相关症状有较好的疗效，并具有一

定降糖作用[6]。前期亦有研究发现加味四逆散可以

有效改善糖尿病患者的血糖，降低低密度脂蛋白胆

固醇和三酰甘油水平，改善血脂紊乱[7]。同时降低丙

氨酸氨基转移酶、天冬氨酸氨基转移酶及总胆红素

水平，改善肝脏功能[8]。但是痛泻药方合并四逆散对

糖尿病胰岛素抵抗的影响及作用机制尚缺乏相关

研究。肥胖的 KK-Ay小鼠为自发性 2型糖尿病模型

小鼠，是研究胰岛素抵抗的理想动物模型。因此，研

究旨在通过动物实验观察痛泻药方合并四逆散对

KK-Ay小鼠胰岛素抵抗的影响，并阐明其通过 PI3K/
AKT/GSK-3β 信号通路发挥作用的具体机制。

1 材料与方法
1.1 材料

1.1.1 实验动物 雄性 SPF 级 KK-Ay 小鼠 24 只，

6~8 周龄，体质量（22±5）g，同龄 SPF 级雄性 C57BL/
6J 小鼠 6 只，均购于北京华阜康生物科技股份有限

公司，许可证号：SCXK（京）2014-0004。动物饲养于

北京中医药大学动物实验室，12/12 h 光照循环，自

由饮食水。

1.1.2 实验药物与主要试剂 痛泻要方合四逆散
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颗粒，组成：柴胡 12 g，白芍 12 g，枳壳 12 g，炒白术

18 g，陈皮 9 g，防风 6 g，甘草 6 g，由北京康仁堂有

限公司生产，实验前用蒸馏水配制成溶液，冰箱 4 ℃
保存。PI3K 磷酸化（P-PI3K）抗体（货号：ab278545），
AKT 磷酸化（P-AKT）抗体（货号：ab38449），GSK-
3β 磷酸化（P-GSK-3β）抗体（货号：ab68476），PI3K
抗体（货号：ab191606）、AKT 抗体（货号：ab8805），
GSK-3β 抗体（货号：ab280376）均购自美国 Abcam
公司。引物由上海生工合成，序列如下：PI3K-上游

引物：5’-AAA CAA AGC GGA GAA CCT ATT-3’；
PI3K-下游引物：5’-TAA TGA CGC AAT GCT TGA
CTT C-3’；Akt-上游引物：5’-TGC ACA AAC GAG
GGG AAT ATA T-3’；AKT-下游引物：5’-CGT TCC
TTG TAG CCA ATA AAG G-3’；GSK-3β-上游引物：

5’-AAC GGA TAG GGA GCA GAA ACC CAA-3’；
GSK-3β-下游引物：5’-GTG CAA AGG GTG AGT
GAG GCA TTT-3’；β-Actin -上游引物：5’-CGT
CTT CCC CTC CAT CGT-3’；β-Actin -下游引物：5’
-GGA GTC CTT CTG ACC CAT ACC-3’。
1.2 实验分组与给药剂量 雄性 6~8 周龄 KK-Ay
小鼠 24 只，适应性喂养 1 周后，剪尾取血，小鼠

随机血糖值≥13.9 mmol/L 为模型成功的标准，结

果显示 24 只小鼠随机血糖值均符合标准。按照

体质量随机分组，分为模型组 6 只，中药低剂量组

6 只、中剂量组 6 只、高剂量组 6 只。另取 6 只雄性

C57BL/6J 小鼠作为正常组。依照前期课题组预实

验结果，每日小鼠灌胃剂量分别为：中药低剂量组

[1.84 g/（kg·d）]，中药中剂量组[3.68 g/（kg·d）]，中药

高剂量组[5.52 g/（kg·d）]，中药剂量以痛泻要方合四

逆散颗粒生药量计算。正常组和模型组均给予相同

剂量的生理盐水，连续干预 4 周。

1.3 小鼠胰岛素耐量实验（ITT实验） 在给药第 4周

后，小鼠禁食不禁水 4 h，按 0.4 U/kg 剂量腹部皮

下注射胰岛素，尾静脉取血，测定 0、30、60、120 分

血糖（BG），计算曲线下面积（AUC）=0.5×（BG 0 分+
BG 30分）/2+0.5×（BG30分+BG60分）/2+1×（BG60分+
BG 120 分）/2。
1.4 胰岛素抵抗指数 末次给药后，对小鼠禁食不

禁水处理，8 h 后测定空腹血糖，并通过摘眼球取血，

经静置后取上层血清，采用放射免疫法测定空腹血

清胰岛素水平，然后计算胰岛素抵抗指数，计算方

法如下：胰岛素抵抗指数的计算方法：空腹血糖×空

腹血清胰岛素/22.5。
1.5 实时荧光定量反转录聚合酶链式反应（real
time PCR）检测小鼠肝脏组织 PI3K、AKT、GSK-3β 基

因的表达 用 RNA 试剂盒提取小鼠肝脏组织的总

RNA，在 260 nm，280 nm，320 nm 的不同吸光度值下

进行测量，然后根据吸光度值计算总 RNA的浓度，然

后将 RNA转录为 cDNA。最后使用 THUNDERBIRD
SYBR qPCR Mix 扩增靶基因，然后将所有配置好的

反应体系放入 Thermal Cycler Dice 中，循环设置如

下：95 ℃，30 s，1 个循环；95 ℃，5 s，60 ℃，30 s，40 个

循环，95 ℃，15 s，60 ℃，30 s，1 个循环。结果用 2-ΔΔCt

法分析。

1.6 蛋白免疫印迹法（Western Blot）检测小鼠肝脏

组织 PI3K、AKT、GSK-3β 蛋白的表达 小鼠的肝脏

组织使用 RIPA 裂解液提取总蛋白，使用 BCA 蛋白

质测定试剂盒（索莱宝公司）测定蛋白质浓度，通过

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）
分离不同分子量的蛋白质，然后将其转移到聚偏二

氟乙烯（PVDF）膜上，完成上述步骤后，然后分别将

PI3K、AKT、GSK-3β、P-PI3K、P-AKT、P-GSK-3β 的

一抗稀释液与 PVDF 封闭一起在 4 ℃下孵育过夜。

第二天用 TTBS 清洗 3 次，每次 10 min，随后在室温

下与二抗孵育 1h，将 PVDF膜分别用 TTBS洗涤 3次，

每次 10 min，室温下将配置好的 ECL 发光液滴在

PVDF 膜上，然后放入凝胶成像系统，图像结果使用

Image J 软件分析。

1.7 统计学方法 采用 SPSS 26.0 统计软件处理数

据，数据以均数±标准差（x±s）表示，多组间比较采用

单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD 法。P<
0.05 为差异有统计学意义。

2 实验结果
2.1 痛泻药方合四逆散对 KK-Ay 小鼠空腹血糖的

影响 与正常组比较，模型组小鼠血糖水平明显升

高，具有统计学差异（P<0.05）；与模型组相比，第 4 周

中药高剂量组小鼠血糖水平有所下降，差异有统计

学意义（P<0.05）；其他用药组及其他时间小鼠血糖

水平有下降趋势，但无统计学差异（P＞0.05）。见表 1。
2.2 痛泻药方合四逆散对 KK-Ay 小鼠空腹胰岛素

水平及胰岛素抵抗指数的影响 与正常组相比，模

型组小鼠空腹胰岛素水平及胰岛素抵抗指数均升

高，差异具有统计学意义（P<0.05）；与模型组相比，

中药中剂量和高剂量组小鼠空腹胰岛素水平及胰
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表 2 各组小鼠空腹胰岛素水平及胰岛素抵抗指数
比较（x±s）

Tab.2 Comparison of fasting insulin level and insulin
resistance index of mice among the groups（x±s）

胰岛素（ng/mL） 胰岛素抵抗指数

21.10±1.26 3.72±0.63

48.43±1.12* 33.31±5.13*

44.65±2.21 28.61±4.51

36.93±2.20# 22.25±5.53#

30.66±1.73# 17.26±2.45#

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

动物数

6

6

6

6

6

注：与正常组比较，*P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05。

表 3 各组小鼠胰岛素耐量实验结果比较（x±s）
Tab.3 Comparison of insulin tolerance test results of mice

among the groups（x±s）

0 分 30 分 60 分 120 分
AUC

（mmol/L）

6.13±0.59 3.13±0.52 4.55±0.77 5.20±0.75 9.11±0.82

16.45±1.28* 11.83±2.80* 8.93±1.70* 12.57±1.84* 23.12±2.14*

13.50±1.34# 9.28±1.88# 8.23±0.55# 10.73±1.90# 20.57±1.82#

12.75±1.54# 8.43±1.32# 7.28±1.05# 9.22±1.27# 17.63±1.48#

11.98±1.61# 5.27±1.33# 6.17±0.69# 7.62±1.23# 14.18±0.83#

组别 动物数

正常组 6

模型组 6

中药低剂量组 6

中药中剂量组 6

中药高剂量组 6

注：与正常组比较，*P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05。

表 4 各组小鼠 PI3K、AKT、GSK-3β 基因相对
表达水平比较（x±s）

Tab.4 Comparison of relative expression levels of PI3K，
AKT and GSK-3β mRNA of mice among the groups（x±s）

PI3K 基因 AKT 基因 GSK-3β 基因

1.01±0.18 1.03±0.32 1.01±0.19

0.14±0.04* 0.18±0.03* 0.17±0.02*

0.46±0.05# 0.41±0.06# 0.43±0.02#

组别

正常组

模型组

中药高剂量组

动物数

3

3

3

注：与正常组比较，*P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05。

表 5 各组小鼠 PI3K、AKT、GSK-3β 磷酸化蛋白相对表达
水平比较（x±s）

Tab.5 Comparison of relative expression levels of
phosphorylated proteins of PI3K，AKT and GSK-3β of

mice among the groups（x±s）

P-PI3K/PI3K P-AKT/AKT P-GSK-3β/ GSK-3β

0.94±0.07 0.91±0.09 0.95±0.11

0.47±0.11* 0.31±0.13* 0.41±0.10*

0.72±0.10# 0.58±0.12# 0.61±0.09#

组别

正常组

模型组

中药高剂量组

动物数

3

3

3

注：与正常组比较，*P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05。

岛素抵抗指数均有所降低，差异具有统计学意义

（P<0.05），而中药低剂量组有下降趋势，无统计学差

异（P＞0.05）。见表 2。

2.3 痛泻药方合四逆散对 KK-Ay 小鼠胰岛功能的

影响 与正常组相比，模型组小鼠 0 分、30 分、60 分

及 120分血糖明显升高（P<0.05），且曲线下面积（AUC）
升高，差异具有统计学意义（P<0.05）；与模型组小鼠

相比，中药低中高剂量组小鼠 0 分、30 分、60 分及

120 分血糖及 AUC 均有所下降，差异具有统计学意

义（P<0.05）。见表 3。

2.4 痛泻药方合四逆散对 KK-Ay 小鼠肝脏组织

PI3K、AKT、GSK-3β 基因表达的影响 与正常组比

较，模型组小鼠肝脏组织中 PI3K、AKT、GSK-3β 基

因表达水平均降低，差异具有统计学意义（P<0.05），
与模型组相比，中药高剂量组小鼠肝脏组织中 PI3K、
AKT、GSK-3β 基因表达水平均升高，差异具有统计

学意义（P<0.05）。见表 4。

2.5 痛泻药方合四逆散对 KK-Ay 小鼠肝脏组织

PI3K、AKT、GSK-3β 蛋白表达的影响 与正常组比

较，模型组小鼠肝脏组织中 PI3K、AKT、GSK-3β磷酸

化蛋白表达水平均降低，差异具有统计学意义（P<
0.05）；与模型组相比，中药高剂量组小鼠肝脏组织

中 PI3K、AKT、GSK-3β 磷酸化蛋白表达水平均升

高，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 5 和图 1。

3 讨论
糖尿病属中医“消渴”范畴，胰岛素抵抗作为消

渴病发病的重要机制，虽无具体的中医病名，但根

据其临床症状，可归属于消渴范畴。叶天士《临证指

南医案》中曾言“心境愁郁，内火自燃，乃消症大

病”，可见肝失疏泄与糖尿病密切相关。在益气养阴

的基础上，采用疏肝、健脾等方法能改善胰岛素抵

抗[9]。《伤寒论》经典方剂四逆散及《丹溪心法》中的

痛泻要方是其中的代表方。痛泻要方合四逆散由陈

皮、防风、白术、芍药、柴胡、枳实、甘草等药物组成。

方中柴胡疏肝解郁，白芍养血敛阴，陈皮与枳实行

气醒脾，条畅气机，白术燥湿健脾，防风补脾柔肝，

表 1 各组小鼠空腹血糖比较（x±s）
Tab.1 Comparison of fasting blood glucose of mice among

the groups（x±s）
0 周 1 周 2 周 3 周 4 周

3.52±0.37 3.82±0.51 4.10±0.40 3.78±0.29 3.97±0.61

9.08±0.80* 9.87±1.69* 11.07±1.24* 13.25±2.18* 15.47±2.34*

9.03±1.03 9.78±1.73 10.75±1.43 12.75±1.60 14.40±2.05

9.10±1.52 9.62±1.08 10.70±1.09 12.50±1.20 13.45±2.67

9.03±1.31 9.78±0.96 10.17±1.12 11.70±1.39 12.68±1.91#

组别

正常组

模型组

中药低剂量组

中药中剂量组

中药高剂量组

动物数

6

6

6

6

6

注：与正常组比较，*P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05。

mmol/L
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注：A.正常组；B.模型组；C.中药高剂量组。

图 1 各组小鼠 PI3K、AKT、GSK-3β 磷酸化蛋白相对表达
水平比较

Fig.1 Comparison of relative expression levels of
phosphorylated proteins of PI3K，AKT and GSK-3β of

mice among the groups

共奏调和肝脾，柔肝理脾之效。临床研究显示采用

疏肝健脾治法在改善糖尿病患者相关症状、血脂代

谢紊乱及肝功能异常方面有较好的疗效[6-8]。本研究

中，以肥胖的自发性 2 型糖尿病 KK-Ay 小鼠为研

究对象，以不同的中药剂量干预 4 周，并且通过观

察各组小鼠空腹血糖及胰岛素水平，胰岛素抵抗指

数和胰岛功能评估药物对小鼠胰岛素抵抗的作用

效果。结果显示，痛泻药方合四逆散能降低糖尿病

KK-Ay 小鼠的空腹血糖及胰岛素水平，改善胰岛素

抵抗指数和胰岛功能，且呈现剂量依赖性。

PI3K/AKT 信号通路在肝脏的葡萄糖合成，摄

取和糖异生中起重要作用，并且 PI3K/AKT 途径还

可以通过刺激胰岛素和调节脂肪的功能来促进脂

肪合成[10]，先前的研究表明，PI3K/AKT 信号通路在

肝脏中起着至关重要的作用，与肝脏胰岛素抵抗关

系密切[11]。GSK-3 主要有 GSK-3α 与 GSK-3β 两个

亚型，起主要作用的是 GSK-3β[12]。糖原合成酶可被

GSK-3β抑制从而减少糖原的合成，而 GSK-3β 的磷

酸化会使其自身失活，进而更多的肝糖原会被合成。

AKT 是 GSK-3β 上游调控的一个重要靶点[13]，磷酸

化的 AKT 可促使 GSK-3β 磷酸化而抑制糖异生。激

活 PI3K/AKT/GSK-3β 信号通路可以有效改善组织

中葡萄糖转运[14]。本研究发现中药高剂量组可以显

著增加小鼠肝脏中 PI3K、AKT、GSK-3β 的磷酸化

蛋白表达水平，提示痛泻药方合四逆散能激活PI3K/
AKT/GSK-3β 信号通路来发挥作用。

综上所述，痛泻要方合四逆散可以减轻 2 型糖

尿病 KK-Ay 小鼠胰岛素抵抗，其作用机制可能是

通过增加小鼠肝脏中磷酸化 PI3K、AKT 及 GSK-3β
蛋白表达水平实现的。关于胰岛素抵抗的发生机

制，还涉及多种信号通路，另外痛泻药方合四逆散

包含多种成份，其发挥作用可能是通过多靶点多层

次实现的。因此，未来还需进一步对其进行研究，以

期发现更多的作用靶点和机制，为中药防治 2 型糖

尿病胰岛素抵抗提供科学依据。
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天津市中医药标准化技术委员会正式成立

· · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · · ·

·消 息·

近日，天津市中医药标准化技术委员会（以下简称“中医药标委会”）成立大会在天津中医药大学召开。天津市政协副主席、

天津市卫生健康委员会党委书记王建国，天津中医药大学名誉校长、现代中医药海河实验室主任张伯礼出席会议。天津市市场

监管委、卫生健康委、教委、科技局、工业和信息化局、商务局、文化和旅游局、医保局、药监局和天津中医药大学相关负责同志及

中医药标委会委员参加成立大会。第一届标委会由来自天津市高等院校、医疗机构、科研机构、中医药企业的 34 名专家组成。张

伯礼院士任主任委员，郭义任常务副主任委员，李正任副主任委员，张俊华任副主任委员兼秘书长。秘书处设在天津中医药大

学，市卫生健康委负责日常管理和业务指导。

王建国在讲话中指出，“十四五”时期是天津在全面建成高质量小康社会基础上，开启全面建设社会主义现代化大都市新征

程的第一个五年，是推动中医药事业高质量发展、建设“健康天津”的关键时期。市委、市政府将中医药发展摆在了更加突出的位

置，中医药具有卫生、经济、科技、文化、生态五大资源属性已经得到行业内外的广泛认同，中医药事业进入了前所未有的战略机

遇期。希望中医药标委会高度重视中医药标准化工作，把标准化建设的重要意义落实在行动上，全方位加强天津市中医药标准

化工作，使中医药标准化工作实现新发展，迈上新台阶，助力中医药振兴。张伯礼在会上指出，中医药标准化是中医药事业发展

的基础性、战略性、全局性工作，也是推动中医药现代化、产业化、走向世界的必然要求。中医药标委会的成立，标志着天津中医

药标准化工作进入了一个新的发展阶段。通过制定一批具有地方特色的“天津标准”，将中医药的特色和优势固化下来，并传播

出去，以标准引领中医药传承创新发展。

Effects of Tongxie Yaofang and Sini Powder on PI3K/AKT/GSK鄄3β signal pathway and insulin resistance in KK鄄Ay mice
HU Hao1，JIA Xiaolei2

（1.Dongfang Hospital of Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100078，China；2. The Third Affiliated Hospital of Beijing
University of Traditional Chinese Medicine，Beijing 100029，China）

Abstract： [Objective] To observe the effects of Tongxie Yaofang and Sini Powder on PI3K/AKT/GSK鄄3β signal pathway and insulin
resistance in KK鄄Ay mice. [Methods] Male 6 to 8 week old KK鄄Ay mice were used to establish a diabetes model. They were randomly
divided into model group，and low，medium，high dosage groups of Chinese medicine. C57BL/6J mice of the same week were taken as the
normal group. After 4 weeks of intervention，fasting insulin levels，insulin and islet function of mice were detected，and the protein
phosphorylation and mRNA expression of PI3K，AKT and GSK鄄3β in mice liver were detected by real time PCR and Western blot.
[Results] Compared with the normal group，the fasting blood glucose and insulin resistance index of the model group mice were
significantly increased （P<0.05），while the phosphorylated protein levels and gene expression levels of PI3K，AKT，GSK鄄3βwere significantly
reduced （P<0.05）. Compared with the model group，the fasting blood glucose and insulin resistance index in the high dose group were
significantly reduced （P<0.05），while the phosphorylated protein levels and gene expression levels of PI3K，AKT，GSK鄄3β were significantly
increased （P<0.05）. [Conclusion] Tongxie Yaofang and Sini Powder may improve insulin resistance in KK鄄Ay mice by affecting PI3K/
AKT/GSK鄄3β signaling pathway.
Keywords：Tongxie Yaofang；Sini Powder；insulin resistance；PI3K/AKT/GSK鄄3β signaling pathway
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