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摘要： 目的　 探讨脾瘅方通过逆转自噬流阻滞改善 ２ 型糖尿病 （Ｔ２ＤＭ） 骨骼肌胰岛素抵抗 （ ＩＲ） 的作用。 方法　 选

取 ８ 只 ｄｂ ／ ｍ 小鼠作为对照组， 将 ４０ 只 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠随机分为模型组、 二甲双胍组 （０􀆰 ２６ ｇ ／ ｋｇ） 及脾瘅方低、 中、 高

剂量组 （５􀆰 ９８、 １１􀆰 ９６、 ２３􀆰 ９２ ｇ ／ ｋｇ）， 连续灌胃给药 ８ 周， 其间定期检测空腹血糖 （ＦＢＧ）、 口服葡萄糖耐量 （ＯＧＴＴ）
和体质量。 实验结束后， 取骨骼肌称定质量并计算脏器系数； 检测血清胰岛素 （ ＩＮＳ）、 Ｃ 肽 （Ｃ⁃Ｐ）、 糖化血清蛋白

（ＧＳＰ） 及血脂四项 （ＴＧ、 Ｔ⁃ＣＨＯ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＨＤＬ⁃Ｃ）， 计算胰岛素抵抗指数 （ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）； 采用 ＨＥ 染色、 Ｍａｓｓｏｎ 染

色和透射电镜观察骨骼肌病理变化； 免疫组化检测骨骼肌 ｐ６２ 蛋白表达； 免疫荧光观察骨骼肌溶酶体关联膜蛋白 ２
（ＬＡＭＰ２）、 线粒体外膜 ２０ 转位酶 （ＴＯＭＭ２０） 及微管相关蛋白轻链 ３Ⅱ （ＬＣ３Ⅱ） 表达与共定位； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检

测骨骼肌 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ｐ６２ 和 ＬＣ３Ⅱ ／Ⅰ蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 脾瘅方中、 高剂量组 ＩＮＳ、 Ｃ⁃
Ｐ、 ＧＳＰ、 ＴＧ、 Ｔ⁃ＣＨＯ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＨＤＬ⁃Ｃ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 骨骼肌结构完整， 纤维

化面积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 线粒体超微结构改善； ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ｐ６２ 和 ＬＣ３Ⅱ ／Ⅰ蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
线粒体⁃自噬体共定位增加， ＴＯＭＭ２０ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＡＭＰ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 自噬流阻滞得以

逆转。 结论　 脾瘅方可改善 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠糖脂代谢紊乱， 延缓糖尿病进展， 其机制可能与激活 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 信号通路、
增强线粒体自噬及溶酶体降解、 恢复自噬流， 从而改善骨骼肌胰岛素抵抗和线粒体稳态有关。
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ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｐｉｄａｎ Ｆｏｒｍｕｌａ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｉｎ ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ， ａｎｄ ｄｅｌａｙ
ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｅｓ． Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ，
ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｍｉｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ， ｒｅｓｔｏｒｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ｆｌｕｘ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｐｉｄａｎ Ｆｏｒｍｕｌａ； ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ （Ｔ２ＤＭ）； ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ； ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ＰＩＮＫ１ ／
Ｐａｒｋｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ； ｍｉｔｏｐｈａｇｙ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ

　 　 ２ 型糖尿病 （ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， Ｔ２ＤＭ）
患者数量庞大， 并发症严重， 已成为全球重大公共

卫生挑战［１］， 胰岛素抵抗 （ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ＩＲ）
作为其核心病理机制， 表现为靶器官对葡萄糖摄取

和利用障碍， 导致糖脂代谢紊乱［２］。 骨骼肌作为

胰岛素主要靶器官， 负责全身约 ８０％ 的葡萄糖代

谢［３］， 其 ＩＲ 被认为是 Ｔ２ＤＭ 高血糖的起始环

节［４］。 研究发现， 线粒体功能紊乱及质量控制失

调是骨骼肌 ＩＲ 发生与恶性循环的关键［５⁃６］， 在

Ｔ２ＤＭ 中呈 “双刃剑” 效应［７］， 即生理状态下维持

代谢稳态［８］， 病理状态下则因自噬流阻滞引发线

粒体堆积、 氧化应激和胰岛素信号抑制［９］。 另外，
骨骼 肌 中 微 管 相 关 蛋 白 轻 链 ３ （ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３， ＬＣ３）、 螯合体 １
（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ １， ＳＱＳＴＭ１ ／ ｐ６２） 蓄积伴随溶酶体稳

态失调是 ＩＲ 的重要分子基础［１０］， 但现有药物难以

全面恢复自噬流平衡［１１］， 亟需多靶点干预新策略。
Ｔ２ＤＭ 属中医 “脾瘅” 范畴［１２］， 认为其病机

关键为 “脾虚湿滞、 痰瘀化热”， 脾失健运则精微

不布［１３］， 其 “脾不散精、 中满内热” 状态与现代

医学中的代谢炎症及自噬失调高度吻合［１４］。 李继

安教授据施今墨之法， 以苍术⁃玄参药对创制脾瘅

方， 既承 “对药” 之旨， 又增活血通络之法［１５］，
但其是否调控线粒体自噬⁃溶酶体轴改善 ＩＲ 尚未明

确。 本研究基于 “脾主肌肉、 痰瘀阻络” 理论，
结合自噬流阻滞在骨骼肌 ＩＲ 中的作用， 探讨脾瘅

方通过修复 “线粒体⁃溶酶体轴” 功能耦合改善胰

岛素抵抗的机制， 以期为糖尿病防治提供新策略。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ８ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ｄｂ ／ ｍ 小鼠， 体

质量 １８ ～ ２１ ｇ； ４０ 只 ８ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ｄｂ ／ ｄｂ 小

鼠， 体质量 ３６～４５ ｇ， 均购自常州市卡文斯实验动

物有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏）
２０２１⁃００１３］， 饲养于华北理工大学实验动物中心屏

障实验室 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （冀）
２０２３⁃０１８］， 室温 ２１～２３ ℃， 相对湿度 ４０％ ～７０％ ，
１２ ｈ ／ １２ ｈ 光照 ／黑暗循环， 自由摄食进水。 动物实

验经华北理工大学实验动物伦理委员会审核通过

（批准号 ２０２４ＳＹ３０９０）。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 脾瘅方由苍术、 玄参、 白术、
瓜蒌、 枳实、 荷叶、 鬼箭羽、 黄连、 陈皮、 厚朴、
泽泻组成， 药材均购自于北京同仁堂天然药物（唐
山） 有限公司 （出库单号 ＬＳＤ１５３２０２３０９０１００４０）；
盐酸二甲双胍 （北京索莱宝科技有限公司， 批号

Ｄ９３５１）。 小鼠胰岛素 （ ｉｎｓｕｌｉｎ， ＩＮＳ）、 Ｃ 肽 （ Ｃ⁃
ｐｅｐｔｉｄｅ， Ｃ⁃Ｐ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司， 批号 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｍ１３８２、 Ｅ⁃ＥＬ⁃
Ｍ０３５４）； 糖化血清蛋白 （ ｇｌｙｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ ｐｒｏｔｅｉｎ，
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ＧＳＰ）、 总胆固醇 （ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， Ｔ⁃ＣＨＯ）、 甘油

三酯 （ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ， ＴＧ）、 低密度脂蛋白胆固醇

（ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＬＤＬ⁃Ｃ）、 高密度

脂蛋白胆固醇 （ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，
ＨＤＬ⁃Ｃ） 检测试剂盒 （南京建成生物工程研究所，
批 号 Ａ０３７⁃２⁃１、 Ａ１１１⁃１⁃１、 Ａ１１０⁃１⁃１、 Ａ１１３⁃１⁃１、
Ａ１１２⁃１⁃１）； Ｇｌｕｔａ 固定液 （电镜专用， ２􀆰 ５％ ） （北
京兰杰柯科技有限公司， 批号 ＢＬ９１１Ａ）； ＰＴＥＮ 诱

导激酶 １ （ＰＴＥＮ ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉｎａｓｅ １， ＰＩＮＫ１）、 帕金

森蛋白 ２ （ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ ／ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｉｇａｓｅ， Ｐａｒｋｉｎ ／ ＰＡＲＫ２ ）、 苄 氯 素 １ （ Ｂｅｃｌｉｎ１，
ＢＥＣＮ１） 抗体 （武汉三鹰生物技术有限公司， 批

号 ２３２７４⁃１⁃ＡＰ、 １４０６０⁃１⁃ＡＰ、 １１３０６⁃１⁃ＡＰ）； 线粒

体外膜转位酶 ２０ （ ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅ ｏｆ ｏｕｔｅｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ２０， ＴＯＭＭ２０）、 螯合体 １ （ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ⁃
１， ＳＱＳＴＭ１ ／ ｐ６２） 抗体 （杭州华安生物技术有限公

司， 批号 ＥＴ１６０９⁃２５、 ＨＡ７２１１７１）； 微管相关蛋白

１ 轻链 ３ ｂｅｔａ （ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ ３ ｂｅｔａ， ＬＣ３Ｂ） 抗体 （美国 ＧｅｎｅＴｅｘ 公司， 批

号 ＧＴＸ１２７３７５）； ＨＲＰ⁃羊抗兔 ＩｇＧ＋ＨＲＰ⁃羊抗小鼠

ＩｇＧ 抗体 （武汉博士德生物工程有限公司， 批号

ＢＡ１０５６）； 免疫荧光双标试剂盒 （湖南艾方生物科

技有限公司， 批号 ＡＦＩＨＣ０３３）。
１􀆰 ３　 仪器 　 Ｇｏｌｄ⁃Ａｃｃｕ 型金稳血糖仪 （长沙三诺

生物传感股份有限公司）； ＪＴ⁃１２Ｊ 型组织脱水机、
ＪＢ⁃Ｌ６ 型组织包埋机 （武汉俊杰电子有限公司）；
ＵＣ６ 型超薄切片机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； ＴｉｓｓｕｅＩｙｅｒ⁃
２４Ｌ 型样品组织研磨仪 （上海净信实业发展有限公

司）； ＨＩ⁃１６ＫＲ 型台式高速冷冻离心机 （湖南可成

仪器设备有限公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ３ 多功能微孔板

读板机 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； ＪＹ６００Ｅ 型

通用电泳仪、 垂直电泳槽 （北京君意东方电泳设

备有限公司）； ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ ＋型凝胶成像系统

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ｃｅｌｌＳｅｎｓ Ｅｎｔｒｙ 成像软件、
ＢＸ５３ 型荧光显微镜、 ＳＸＺ７１ 型荧光体式显微成像

系统 （日本奥林巴斯公司）； Ｈ⁃７６５０ 型透射电子显

微镜 （日本日立公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 脾瘅方制备　 苍术、 玄参、 白术、 瓜蒌、 枳

实、 荷叶、 鬼箭羽、 黄连、 陈皮、 厚朴、 泽泻按

９ ∶ １２ ∶ ９ ∶ １２ ∶ ６ ∶ ９ ∶ ９ ∶ ５ ∶ ９ ∶ ６ ∶ ６ 的比例称

取， 粉碎成粗粉， ７５％ 乙醇浸泡 １２ ｈ 后 ８０ ℃回流

提取 ３ 次， 每次 ２ ｈ， 合并醇提液， 残渣加 １０ 倍量

水浸泡 ２ ｈ 后煎煮 ２ 次， 每次 ２ ｈ， 过滤， 合并水提

液和醇提液， 浓缩至生药量 １０ ｇ ／ ｍＬ， 分装后保存

于－２０ ℃冰箱中， 临用前用纯净水制成所需剂量。
２􀆰 ２　 分组及给药　 小鼠适应性喂养 １ 周后， 检测

４０ 只 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠 ２ 次不连续的空腹血糖 （ ｆａｓｔｉｎｇ
ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ， ＦＢＧ） 水平， 若 ＦＢＧ 水平≥１１􀆰 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 视为模型小鼠［１６］。 将模型小鼠随机分为模

型组、 二甲双胍组 （０􀆰 ２６ ｇ ／ ｋｇ） 和脾瘅方低、 中、
高剂量组 （５􀆰 ９８、 １１􀆰 ９６、 ２３􀆰 ９２ ｇ ／ ｋｇ）， 对照组和

模型组灌胃给予 ５ ｍＬ ／ ｋｇ 生理盐水， 二甲双胍组和

脾瘅方各剂量组灌胃给予相应剂量药物， 每天 １
次， 持续 ８ 周后取材。
２􀆰 ３　 体质量、 ＦＢＧ、 口服糖耐量（ＯＧＴＴ） 测定　 从

给药当周开始， 每周测定 １ 次小鼠体质量和 ＦＢＧ
水平， 每 ２ 周进行 １ 次口服葡萄糖耐量 （ ｏｒａｌ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ， ＯＧＴＴ） 实验。 小鼠灌胃给予

２ ｇ ／ ｋｇ 葡萄糖， 检测空腹、 摄入葡萄糖后 ３０、 ６０、
１２０ ｍｉｎ 血糖水平， 计算曲线下面积 （ＡＵＣ）， 公

式为 ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ＝ ［ （空腹血糖水平＋葡萄糖负荷后

３０ ｍｉｎ 血糖水平） ×０􀆰 ５ ／ ２］ ＋ ［ （葡萄糖负荷后 ３０
ｍｉｎ 血糖水平＋葡萄糖负荷后 ６０ ｍｉｎ 血糖水平） ×
０􀆰 ５ ／ ２］ ＋ ［ （葡萄糖负荷后 ６０ ｍｉｎ 血糖水平＋葡萄

糖负荷后 １２０ ｍｉｎ 血糖水平） ×１􀆰 ０ ／ ２］。
２􀆰 ４　 取材　 给药 ８ 周后， 各组小鼠禁食 １２ ｈ， 腹

腔注射戊巴比妥钠麻醉， 摘除眼球取血， 血液静置

４ ｈ 后离心， 取上层血清， 置于－８０ ℃冰箱中保存。
取新鲜腓肠肌 （代表骨骼肌）， 称定并记录质量，
计算骨骼肌系数， 公式为骨骼肌系数＝ （小鼠骨骼

肌湿重 ／小鼠体质量） ×１００％ 。 每组随机选 ３ 只小

鼠骨骼肌， 取 １ ｍｍ×２ ｍｍ 大小组织， 浸入 ２􀆰 ５％
戊二醛中进行固定； 其余分成 ２ 份， 一份放入 ４％
多聚甲醛中固定， 另一份放入冻存管， 保存于

－８０ ℃冰箱中。
２􀆰 ５ 　 血 清 生 化 指 标 检 测 及 胰 岛 素 抵 抗 指 数

（ＨＯＭＡ⁃ＩＲ） 计算　 采用微板法检测小鼠血清 ＧＳＰ、
ＴＧ、 Ｔ⁃ＣＨＯ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平， ＥＬＩＳＡ 法检测

ＩＮＳ、 Ｃ⁃Ｐ 水平。 再计算胰岛素抵抗指数 （ｈｏｍｅｏｓｔａｔｉｃ
ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）， 公

式为 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ＝ （ＩＮＳ×ＦＢＧ） ／ ２２􀆰 ５。
２􀆰 ６　 透射电子显微镜观察骨骼肌组织超微结构　 取

出固定于 ２􀆰 ５％ 戊二醛中的骨骼肌组织， 漂洗后浸

入 １％ 四氧化锇进行二次固定， 乙醇梯度脱水， 丙

酮渗透， 包埋， 置于 ３７ ℃烘箱中过夜后制成超薄

切片， 铀、 铅各染色 １５ ｍｉｎ， 过夜干燥， 在透射电

子显微镜下观察。
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２􀆰 ７　 骨骼肌组织病理学检测 　 取出固定于 ４％ 多

聚甲醛中的骨骼肌组织， 流水冲洗过夜， ７０％ 、
８０％ 、 ９０％ 无水乙醇梯度脱水， 石蜡包埋， 切片，
烤片， 二甲苯脱蜡， 无水乙醇及 ９０％ 、 ８０％ 、 ７０％
乙醇 梯 度 复 水， 分 别 进 行 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 染 色，
７０％ 、 ８０％ 、 ９０％ 乙醇及无水乙醇梯度脱水， 中性

树胶封片， 在光学显微镜下观察。 其中， Ｍａｓｓｏｎ
染色后采用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析切片阳性面积， 并将

其导入 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行分析。
２􀆰 ８　 骨骼肌组织 ｐ６２ 蛋白免疫组化染色　 取骨骼

肌组织切片， 常规脱蜡水化后浸入抗原修复液， 微

波炉高火 ６ ｍｉｎ、 低火 ８ ｍｉｎ 进行抗原热修复， 滴

加 ３％ 过氧化氢阻断内源性过氧化物酶， 滴加无蛋

白快速封闭液， 室温封闭 ３０ ｍｉｎ 后去除封闭液，
滴加一抗， ４ ℃孵育过夜， 次日加二抗， 室温孵育

１ ｈ， ＤＡＢ 显色， 苏木素复染， 中性树胶封片后在

显微镜下观察， 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析染色强度。
２􀆰 ９　 骨骼肌组织 ＴＯＭＭ２０、 ＬＣ３Ⅱ免疫荧光共定

位染色　 按照免疫荧光三色试剂盒说明书， 对石蜡

切片进行烤片、 二甲苯脱蜡、 梯度乙醇复水， 微波

炉高火 ６ ｍｉｎ、 低火 ８ ｍｉｎ 进行抗原修复， ３％ 过氧

化氢阻断过氧化酶 ３０ ｍｉｎ， 滴加封闭液封闭 ３０
ｍｉｎ， 滴加 ＬＣ３Ⅱ抗体， ４ ℃孵育过夜， 滴加二抗

并结合 ＴＳＡ 染料， 再次进行抗原修复， 封闭后滴

加 ＴＯＭＭ２０ 抗体， ４ ℃孵育过夜， 采用含 ＤＡＰＩ 的
抗荧光淬灭封片剂进行封片， 在荧光显微镜下观

察， 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析荧光强度。
２􀆰 １０ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 骨 骼 肌 组 织 ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ｐ６２、 ＬＣ３Ⅱ蛋白表达 　 取冻存

骨骼肌组织约 ５０ ｍｇ， 加入含蛋白酶抑制剂的

ＲＩＰＡ 裂解缓冲液， 冰上研磨、 裂解后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液， 即为总蛋白， ＢＣＡ 法检测

浓度后上样， 电泳后转膜、 封闭， 加 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ｐ６２、 ＬＣ３Ⅱ、 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗， ４ ℃孵育过

夜， 次日孵育相应二抗， ＥＣＬ 超敏发光液进行曝

光， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件进行灰度值分析。 以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内参， 计算目的蛋白表达。
２􀆰 １１　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合正态分布者组

间比较采用单因素方差分析， 组间两两比较时方差

齐的采用事后分析 ＬＳＤ 检验， 方差不齐的采用

Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ 检验； 同组多时间点比较采用重复测量

方差分析， 若不满足球形检验则采用 Ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ⁃
Ｇｅｉｓｓｅｒ 法进行校正， 同组不同时间点比较采用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 脾瘅方对 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠体质量、 骨骼肌系数的

影响　 对照组小鼠活动自如， 精神状态良好， 反应

迅速灵敏， 毛发柔顺有光泽； 模型组小鼠活动迟

缓， 精神萎靡， 毛发粗糙并有脱落情况； 与模型组

比较， 二甲双胍组和脾瘅方各剂量组小鼠日常状

态、 毛发及活动情况均有所改善。 如图 １ 所示， 与

模型组比较， 从给药第 ６ 周开始， 脾瘅方高剂量组

小鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

注： 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 脾瘅方对 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠体质量的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｐｉｄａｎ Ｆｏｒｍｕｌａ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｄｂ ／ ｄｂ

ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

如图 ２ 所示， 给药 ８ 周后， 与对照组比较， 模

型组小鼠骨骼肌系数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 二甲双胍组和脾瘅方各剂量组小鼠骨骼肌系数

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠骨骼肌系数 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｆｏｒ ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ２　 脾瘅方对 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠 ＦＢＧ 水平和 ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ
的影响　 如表 １ 所示， 对照组小鼠血糖稳定； 与对

照组比较， 模型组小鼠 ＦＢＧ 水平随时间延长而升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ 增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 给药 ４ 周时， 二甲双胍组小鼠 ＦＢＧ 水
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平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 给药 ８ 周时， 二甲双胍组和脾

瘅方中、 高剂量组小鼠 ＦＢＧ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ 减小 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

表 １　 各组 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠 ＦＢＧ 水平和 ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ 比较 （ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＦＢＧ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ ｉｎ ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 给药当周时 给药 ４ 周时 给药 ８ 周时 ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ
对照组 ５􀆰 ３６±０􀆰 ３５ ５􀆰 １６±０􀆰 ４５ ５􀆰 ４０±０􀆰 ９３ １９􀆰 ９３±２􀆰 ２１
模型组 １６􀆰 ３８±１􀆰 ９５∗∗ ２５􀆰 ８９±５􀆰 ８３∗∗ ２９􀆰 ５３±３􀆰 ４３∗∗ ６４􀆰 ５４±１􀆰 ９５∗∗

二甲双胍组 １６􀆰 ６９±２􀆰 ０６ １１􀆰 ４１±１􀆰 ５５＃＃ １１􀆰 ８９±３􀆰 ８２＃＃ ５０􀆰 ５０±７􀆰 ３９＃

脾瘅方低剂量组 １７􀆰 ５５±３􀆰 ２１ ２０􀆰 ９９±５􀆰 ７５ ２５􀆰 ９８±５􀆰 １０ ６１􀆰 ００±４􀆰 ２６
脾瘅方中剂量组 １７􀆰 ０１±１􀆰 ６９ １９􀆰 １３±１􀆰 ２９ １４􀆰 ２９±１􀆰 ４９＃＃ ５４􀆰 ０８±６􀆰 ５６＃

脾瘅方高剂量组 １７􀆰 ８０±１􀆰 １８ ２０􀆰 ０９±２􀆰 ８９ １２􀆰 ３３±０􀆰 ９０＃＃ ５６􀆰 ７３±４􀆰 ４７＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 脾瘅方对 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠血清糖脂代谢的影响　 如

图 ３ 所示， 与对照组比较， 模型组小鼠血清 ＩＮＳ、
Ｃ⁃Ｐ、 ＧＳＰ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 Ｔ⁃ＣＨＯ 水平和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ
均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＨＤＬ⁃Ｃ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 二甲双胍组和脾瘅方各剂量组小鼠

血清 ＩＮＳ、 Ｃ⁃Ｐ、 ＧＳＰ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 Ｔ⁃ＣＨＯ 水平

和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 二甲双

胍组和脾瘅方中、 高剂量组 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ３　 各组 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠血清 ＩＮＳ、 Ｃ⁃Ｐ、 ＧＳＰ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 Ｔ⁃ＣＨＯ、 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｅｒｕｍ ＩＮＳ， Ｃ⁃Ｐ， ＧＳＰ， ＴＧ， ＬＤＬ⁃Ｃ， Ｔ⁃ＣＨＯ， ＨＤＬ⁃Ｃ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ｉｎ ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ４　 脾瘅方对 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠骨骼肌组织病理学变化

的影响　 ＨＥ 染色结果见图 ４Ａ， 可知对照组小鼠肌

肉细胞形态规则， 排列致密； 模型组小鼠肌束松

散、 杂乱， 纵截面可观察到明显的细胞核内移和肌

纤维萎缩、 变形； 二甲双胍组小鼠肌细胞形态结构

有一定的改善， 肌束排列较整齐， 肌纤维断裂较少；
脾瘅方各剂量组小鼠肌细胞形态明显改善， 仅可见

轻度的肌纤维变形、 断裂， 同时核内移大幅改善。
Ｍａｓｓｏｎ 染色结果见图 ４Ｂ ～ ４Ｃ， 可知与对照组

比较， 模型组小鼠骨骼肌胶原沉积增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 表明糖尿病诱导了早期纤维化， 以血管周

围、 肌束膜、 肌内膜局灶性沉积为主要特征； 与模

型组比较， 二甲双胍组和脾瘅方中、 高剂量组小鼠

骨骼肌胶原沉积减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： Ａ 为 ＨＥ 染色， Ｂ 为 Ｍａｓｓｏｎ 染色， Ｃ 为骨骼肌组织胶原容积分数。 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠骨骼肌组织病理学变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

３􀆰 ５　 脾瘅方对 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠骨骼肌细胞超微结构的

影响　 如图 ５ 所示， 对照组小鼠骨骼肌 Ｚ 线整齐，
线粒体结构较完整， 线粒体嵴排列分布正常、 形态

规则， 未观察到明显的自噬现象； 模型组小鼠骨骼

肌出现严重的线粒体损伤， 包括广泛空泡化 （每
个视野 ６０％ 以上线粒体受累）、 线粒体嵴结构断

裂、 大量线粒体自噬 （红色箭头）； 脾瘅方低剂量

组小鼠骨骼肌仍可观察到较多线粒体自噬和线粒体

结构紊乱； 脾瘅方中、 高剂量组及二甲双胍组小鼠

骨骼肌空泡化减少， 鲜见线粒体自噬， 线粒体结构

发生不同程度的改善。

图 ５　 各组 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠骨骼肌超微结构变化 （×１３ ０００）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×１３ ０００）

３􀆰 ６　 脾瘅方对 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠骨骼肌 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介

导的线粒体自噬相关蛋白表达的影响 　 如图 ６Ａ ～
６Ｆ 所示， 与对照组比较， 模型组小鼠骨骼肌

ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ｐ６２ 及 ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ蛋白表
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达均升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
脾瘅方中、 高剂量组小鼠骨骼肌 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ｐ６２ 及 ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ蛋白表达均降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脾瘅方低剂量组 ｐ６２ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 二甲双胍组 ＰＩＮＫ１、 ｐ６２ 蛋白表达

均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

另外， ＬＣ３Ⅱ ／ Ⅰ、 ｐ６２ 蛋白表达呈现同步升高

趋势， 这与经典线粒体自噬调控模式存在差异。 为

验证这一现象， 再通过 ｐ６２ 免疫组化染色 （图６Ｇ～
６Ｈ） 进行确认， 结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 一致， 提示自

噬体⁃溶酶体融合效率可能受损。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠骨骼肌组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 ｐ６２ 及 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ蛋白表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， ｐ６２ ａｎｄ ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｄｂ ／ ｄｂ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

（ｘ±ｓ， ｎ＝４）
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３􀆰 ７　 脾瘅方对 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠线粒体自噬流的影响　 如

图 ７Ａ～７Ｂ 所示， 与对照组比较， 模型组小鼠骨骼

肌 ＬＡＭＰ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 二甲双胍组和脾瘅方各剂量组小鼠骨骼肌

ＬＡＭＰ２ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 如图 ７Ｃ～ ７Ｄ 所

示， 与对照组比较， 模型组小鼠骨骼肌 ＴＯＭＭ２０

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二甲双胍组

和脾瘅方各剂量组小鼠骨骼肌 ＴＯＭＭ２０ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 各组 ＬＣ３ 表达趋势与 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 一致。 免疫荧光共定位显示， 与对照组比较，
模型组小鼠骨骼肌 ＴＯＭＭ２０ 与 ＬＣ３ 的结合共定位

较低， 而脾瘅方干预后可逆转此趋势。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠骨骼肌 ＬＡＭＰ２、 ＴＯＭＭ２０ 及 ＬＣ３ 免疫荧光染色 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＬＡＭＰ２， ＴＯＭＭ２０ ａｎｄ ＬＣ３ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｄｂ ／ ｄｂ

ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

４　 讨论

自噬流是维持细胞内稳态的核心调控机制， 涵

盖从自噬体形成、 底物识别至溶酶体降解的全过程

动态平衡， 在生理状态下， 线粒体自噬通过清除功

能失调的线粒体维持氧化磷酸化效率， 参与代谢调

控［１７］。 骨骼肌作为葡萄糖代谢的关键组织， 其脂
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代谢异常可导致线粒体功能障碍， 与 ＩＲ 密切相

关［１８］。 糖尿病状态下， 细胞通过上调自噬体生成

以应对线粒体损伤［１９］， 但因溶酶体组织蛋白酶活

性下降及酸化障碍导致降解能力不足， 引发转录因

子 ＥＢ （ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＥＢ， ＴＦＥＢ ） 介 导 的

ＬＡＭＰ２ 代偿高表达［２０］， 同时自噬体⁃溶酶体融合障

碍导致损伤线粒体积聚， 加剧炎症及 ＩＲ。 修复自

噬流可改善 ＩＲ， 如通过 ｍｉＲ⁃２７⁃３ｐ⁃Ｍｉｒｏ１ 轴缓解脂

毒性 ＩＲ［２１］， 增强自噬通量减轻棕榈酸诱导的胰岛

素信号障碍。 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠因 Ｌｅｐｒ 基因突变导致脂蛋

白脂肪酶活性降低［２２］， 高脂环境改变囊泡融合，
损害自噬体⁃溶酶体结合， 增加自噬空泡， 破坏自

噬多阶段稳态， 形成 “自噬代偿⁃失代偿” 的病理

过程［２３］。
ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路作为泛素依赖的线粒体自

噬经典通路， 在膜电位降低时 ＰＩＮＫ１ 在线粒体积

累并招募 Ｐａｒｋｉｎ， 激活自噬受体与 ＬＣ３ 结合引发线

粒体自噬［２４］。 ＬＣ３Ⅱ与自噬体数量正相关， ｐ６２ 积

累反映自噬流抑制， 两者同步升高为自噬流阻滞标

志， 与 ＩＲ 呈正相关［２５］。 二甲双胍激活 ＡＭＰＫ 促自

噬体生成［２６］， 雷帕霉素抑制 ｍＴＯＲ 增强溶酶体功

能［２７］， 却难以协同调控 “自噬体⁃溶酶体” 动态平

衡。 脾瘅方基于中医 “脾主肌肉、 痰瘀阻络” 理

论， 以健脾化痰、 活血通络为治则， 可多靶点干

预， 方中苍术、 玄参健脾清热， 白术、 枳实、 陈

皮、 厚朴理气化湿， 瓜蒌、 黄连清化痰热， 泽泻、
荷叶利湿， 鬼箭羽活血通络。 现代研究显示， 苍术

多糖、 玄参多糖通过调节肠道菌群改善胰岛素敏感

性［２８］； 白术多糖激活 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路并抑制过

度自噬， 保护线粒体稳态［２９］； 白术⁃枳实降低

ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ 过 度 表 达， 提 升 ｐ６２ ｍＲＮＡ 表

达［３０］； 小檗碱增强溶酶体活性突破降解瓶颈［３１］，
共同构成 “菌群⁃线粒体⁃溶酶体” 三级干预网络。

本研究结果显示， ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠出现糖脂代谢紊

乱、 ＩＲ 加重及骨骼肌萎缩纤维化， 伴 ＰＩＮＫ１ ／
Ｐａｒｋｉｎ 过度激活、 ＬＣ３Ⅱ与 ＬＡＭＰ２ 升高但 ＬＣ３⁃
ＴＯＭＭ２０ 共定位降低， 自噬体堆积 （ ｐ６２ 表达升

高） 及线粒体空泡受损； 脾瘅方干预后， 代谢指

标改善， 肌纤维结构修复， 线粒体嵴结构恢复， 自

噬体数量正常化， 并抑制 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路相关

蛋白过度激活， 提升 ＬＣ３⁃ＴＯＭＭ２０ 共定位， 降低

ＬＡＭＰ２、 ｐ６２ 表达， 重建自噬流。
综上所述， 本研究首次从线粒体⁃溶酶体轴”

功能耦合视角揭示脾瘅方改善糖尿病骨骼肌胰岛素

抵抗的机制， 一方面通过抑制 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 通路

过度激活， 精准提升线粒体靶向效率 （增加 ＬＣ３⁃
ＴＯＭＭ２０ 共定位）； 另一方面增强溶酶体降解效能

（降低 ＬＡＭＰ２ 无效代偿）， 从而突破自噬流阻滞瓶

颈， 重建代谢稳态， 这一发现不仅为中医 “脾主

肌肉， 痰瘀阻络” 理论提供了现代生物学诠释，
即 “脾不散精” 与 “线粒体能量代谢失衡”， 以及

“络阻” 与 “自噬流通量障碍” 的科学关联， 更凸

显了中药复方多靶点协同调控的独特优势。 相较于

二甲双胍单一激活自噬起始 （ＡＭＰＫ 依赖）， 脾瘅

方同步协调 “靶向识别⁃底物降解” 双环节， 为糖

尿病骨骼肌病变提供了更全面的干预策略。 未来可

进一步解析脾瘅方中调控溶酶体活性的关键药效成

分， 并探索其与线粒体自噬激动剂的联合应用潜

力， 为开发靶向 “自噬流再平衡” 的中医药精准

治疗糖尿病方案奠定基础。
利益冲突： 所有作者均声明不存在利益冲突。
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