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摘要： 目的　 探讨不同剂量加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞分化及 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ１ 糖脂代谢通路的影响。 方法　 ＣＣＫ⁃８
法筛选加味温胆汤含药血清浓度。 将从 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞诱导分化成的 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞分为空白组、 模型组、 罗格

列酮组 （１０ ｍｇ ／ Ｌ） 和加味温胆汤低、 中、 高剂量组 （５％ 、 １０％ 、 ２０％ ）， 给予不同浓度血清干预 ４８ ｈ 后收集样本。
油红 Ｏ 染色检测脂质积累， 葡萄糖氧化酶 （ＧＯＤ） 法检测细胞葡萄糖消耗量， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＩＲＳ⁃１、 ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、 ＧＬＵＴ４、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ⁃１、 ＰＩ３Ｋ⁃ｐ８５、 Ａｋｔ、 ＦＯＸＯ１、
ＧＬＵＴ４ 蛋白表达。 结果　 不同浓度加味温胆汤含药血清干预 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 对细胞活性无显著

影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞可在 １４ ｄ 内诱导为成熟脂肪细胞。 与模型组比较， 加味温胆汤各剂量组脂肪细

胞脂质积累减少， ＩＲＳ⁃１、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 加味温胆汤低剂量组 ＰＩ３Ｋ、 ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ⁃１、 ＰＩ３Ｋ⁃ｐ８５、 Ａｋｔ、 ＧＬＵＴ４ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 加味温胆

汤中剂量组 ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＮＳＲ、 ＦＯＸＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 加味温胆汤高剂量组干预

２４ ｈ 后， 脂肪细胞葡萄糖消耗量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＮＳＲ、 Ａｋｔ、 ＦＯＸＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 加

味温胆汤可减少脂肪细胞脂质积累， 激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ１ 信号通路， 调节糖脂代谢， 促进脂肪细胞代谢稳态。
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ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ Ｗｅｎｄａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ３Ｔ３⁃Ｌ１ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ； ｏｂｅｓｉｔｙ； ｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 随着人们生活水平的提高和生活方式的改变，
肥胖发病率也在逐年攀升， 预计到 ２０３０ 年全球范

围内将高达 ６０％ ［１］。 肥胖作为一种代谢性疾病，
可加重代谢紊乱， 在其微环境下人体脂肪组织代谢

稳态失衡， 进而损害胰岛素信号传导通路， 影响胰

岛素敏感性， 这与糖尿病 （ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＤＭ）
发生发展密不可分， 特别是 ２ 型糖尿病 （ ｔｙｐｅ ２
ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， Ｔ２ＤＭ） ［２⁃３］。 Ｔ２ＤＭ 占 ＤＭ 总发病

率的 ９０％ ［４］， 其中 ８０％ 的患者伴有肥胖或超重，
目前临床尚无根治药物， 患者需终身服药， 而且不

良反应较多［５］。
近年来， 关于中药治疗肥胖的研究逐渐增多，

疗效理想［６］。 加味温胆汤是国医大师段富津的经

验方， 根据肥胖 “虚、 痰、 瘀” 的病因病机， 在

《三因极一病证方论》 中温胆汤基础上加入黄芪、
白芥子、 丹参， 共奏健脾益气、 化痰逐瘀之功， 具

有抗营养性肥胖的作用［７⁃８］。 本研究拟探讨加味温

胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞糖脂代谢的影响， 以期为

临床预防肥胖相关 Ｔ２ＤＭ 提供实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， 体质量 （２２０±
２０） ｇ， 由江西中医药大学实验动物科技中心提供

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （赣） ２０２３⁃０００１］，
饲养于江西中医药大学动物房 ［实验动物使用许

可证号 ＳＹＸＫ （赣） ２０２２⁃０００２］。 本研究经江西中

医药大学实验动物伦理委员会审查批准 （伦理号

ＪＺＬＬＳＣ２０２４０５７０）。
１􀆰 ２　 细胞株　 小鼠胚胎成纤维细胞 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 细胞株

（批号 ＣＬ⁃１７３， 美国菌种保存中心）。
１􀆰 ３　 药物　 法半夏、 陈皮、 丹参 （安徽盛林国药

饮 片 有 限 公 司， 批 号 ｃｐ⁃４９８⁃２４０１０１、 ｃｐ⁃１２８⁃
２３０４０１、 ｃｐ⁃０４４⁃２１１２０１）； 竹茹 （安国市远光药业

有限公司， 批号 ３９６２２０６０１）； 枳实 （广东元德中

药饮片有限公司， 批号 ｃ⁃２４０００８）； 黄芪 （邵阳神

农中药科技发展有限公， 批号 ２４０１０３）； 茯苓 （湖
南神舟中药饮片有限公司， 批号 ２２０６０６）； 白芥子

（河北联康药业有限公司， 批号 ２３０４０１０１５３）； 炙

甘草 （ 山东万福堂中 药 饮 片 有 限 公 司， 批 号

２４０６０１）； 大枣 （四川秦巴本草药业有限公司， 批

号 ２４０７０１）。
１􀆰 ４　 试剂 　 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 细胞专用培养基、 人胰岛素

（武汉普诺赛生命科技有限公司， 货号 ＣＭ⁃０００６、
ＰＢ１８０４３２）； 胎牛血清 （广州互成技术有限公司，
货号 ＦＢＳ⁃ＳａＨｕ⁃５００）。 地塞米松 （上海皓元生物医

药科技有限公司， 批号 ＨＹ⁃１２３１８）； 罗格列酮 （美
国 Ｓｉｇｍａ 公司， 货号 Ｒ２４０８）。 油红 Ｏ 染色液 （北
京索莱宝科技有限公司， 货号 Ｇ１２６０）； ＣＣＫ⁃８ 试

剂 （深圳百凯美生物技术有限公司， 货号 ＢＫＭ⁃
ＣＫ）； 葡萄糖测定试剂盒 （上海荣盛生物药业股份

有限公司， 批号 ３６１５１０）； ＢＣＡ 试剂盒 （南京建成
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生物 工 程 研 究 所 有 限 公 司， 批 号 ＣＷ００１４５ ）；
ＧＡＰＤＨ 抗体 （上海埃必威生物技术有限公司， 货

号 ＡＢ００３７ ）； ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ⁃１、 ＰＩ３Ｋ⁃ｐ８５、 Ａｋｔ、
ＦＯＸＯ１ 抗体 （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， 货号

３０２５Ｓ、 ２３８２Ｓ、 ４２９２Ｓ、 ９２７２Ｓ、 ２８８０Ｓ ）； ＧＬＵＴ４
抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ＡＢ２１６６６１）。
１􀆰 ５　 仪器 　 二氧化碳细胞培养箱 ［艺斯高 （上
海） 贸易有限公司， 型号 ＣＬＭ⁃１７０Ｂ⁃８⁃ＣＮ］； 倒置

显微镜 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司， 型号 ＤＭｉ１）； 多功能酶

标 仪 （ 美 国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公 司， 型 号

ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ １９０）； 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪、 凝胶成

像分析系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 型号 ＣＦＸ ９６
Ｔｏｕｃｈ、 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ＋）； 高速冷冻离心机 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司， 型号 ５４３０Ｒ）。
２　 方法

２􀆰 １　 加味温胆汤及其含药血清制备

２􀆰 １􀆰 １　 原方　 加味温胆汤由半夏 １０ ｇ、 竹茹 １０ ｇ、
陈皮 １５ ｇ、 枳实 １０ ｇ、 黄芪 １５ ｇ、 茯苓 ７􀆰 ５ ｇ、 白

芥子 １０ ｇ、 丹参 １０ ｇ、 炙甘草 ５ ｇ、 生姜 ５ ｇ、 大枣

３ ｇ 组成， 将所有药材放入烧杯中， 加 １０ 倍量蒸馏

水浸泡 ３０ ｍｉｎ 后提取 ２ 次， 每次 ５０ ｍｉｎ， 合并 ２
次滤液， 浓缩至生药量 １ ｇ ／ ｍＬ， 即得， 放入 ４ ℃
冰箱中保存。
２􀆰 １􀆰 ２　 含药血清　 大鼠适应性喂养 １ 周后， 随机

分为空白组和加味温胆汤组， 每组 ２０ 只， 加味温

胆汤组按 ４􀆰 ５２ ｇ ／ ｋｇ （相当于 ７０ ｋｇ 成人等效量）
每天灌胃给药 ２ 次， 空白组给予等体积蒸馏水， 连

续 ７ ｄ。 末次给药 １ ｈ 后， 大鼠用戊巴比妥钠麻醉

后腹主动脉取血， 分离血清， 同组大鼠血清混匀、
灭活 （５６ ℃， ３０ ｍｉｎ）、 过滤除菌 （０􀆰 ２２ μｍ 多孔

滤膜） 后分装于冻存管中， 即得， 放入－８０ ℃冰箱

中保存。
２􀆰 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法筛选加味温胆汤含药血清浓度 　 取

对数生长期的 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞， 制成悬液， 调

整密度为 ５×１０３ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板上， 置于培养

箱中孵育 １２ ｈ。 将细胞分为空白组和加味温胆汤

组， 弃去旧培养液， 各组分别加入梯度 （ ５％ 、
１０％ 、 ２０％ ） 含药血清， 每个梯度均设置同等浓度

的空白血清作为对照， 每组设 ３ 个复孔， 分别培养

２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂，
３７ ℃孵育 １ ｈ， 通过酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 波长处吸

光度 （Ａ）。 细胞活性 ＝ ［ （ Ａ加味温胆汤组 －Ａ空白孔 ） ／
（Ａ空白组－Ａ空白孔） ］ ×１００％ 。
２􀆰 ３　 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞诱导分化 　 将 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前

脂肪细胞置于含 １０％ 胎牛血清的高糖 ＤＭＥＭ 培养

基中， 置于 ３７ ℃、 饱和湿度、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养， 常规换液传代后取对数生长期者， 按 １ ×
１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ６ 孔板， 待其密度达 ９０％ ～
１００％ 后换液， 接触抑制 ２ ｄ， 加入分化液Ⅰ （在含

１０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中添加 ０􀆰 ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＢＭＸ、 １􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＥＸ 和 １０ μｇ ／ ｍＬ 胰岛

素） 培养 ２ ｄ， 更换分化液Ⅱ （在含 １０％ 胎牛血清

的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中添加 １０ μｇ ／ ｍＬ 胰岛素） 培

养 ２ ｄ， 再用含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基

培养， 每 ２ ｄ 换液 １ 次， 直至 ９０％ 以上细胞呈脂肪

细胞表型为止， 采用油红 Ｏ 染色法鉴定， 用于后

续实验。
２􀆰 ４　 分组　 将 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞分为模型组 （２０％
空白血清）、 罗格列酮组 （２０％ 空白血清＋１０ ｍｇ ／ Ｌ
罗格 列 酮 ） 和 加 味 温 胆 汤 高、 中、 低 剂 量 组

（２０％ 、 １０％ 、 ５％ 含药血清）， 另以 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪

细胞 （２０％ 空白血清） 为空白组。
２􀆰 ５　 指标检测

２􀆰 ５􀆰 １　 油红 Ｏ 染色检测细胞脂滴积累情况　 待细

胞诱导分化至第 ８ 天， 按 “２􀆰 ４” 项下分组加入不

同含药血清干预 ４８ ｈ， 弃液， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， ４％
多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ， 加入 ６０％ 油红 Ｏ 染色液避

光染色 ２０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗， 于显微镜下观察并拍照

记录， 弃去液体， 加入异丙醇吹打细胞， 使得脂滴

充分溶解， 混匀， 通过酶标仪测定 ５１０ ｎｍ 波长处

光密度 （ＯＤ） 值。
２􀆰 ５􀆰 ２　 细胞上清液中葡萄糖含量测定 　 细胞按

“２􀆰 ４” 项下分组后给药干预 ２４、 ４８ ｈ， 收取上清

液， 采用葡萄糖测定试剂盒检测葡萄糖含量， 再检

测培养基中原始葡萄糖浓度， 计算消耗量。
２􀆰 ５􀆰 ３ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞 ＩＲＳ⁃１、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、
ＧＬＵＴ４、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达 　 细胞按

“２􀆰 ４” 项下分组后给药干预 ４８ ｈ， 收集， 采用总

ＲＮＡ 提取试剂提取 ＲＮＡ， 测定其浓度及纯度， 逆

转录为 ｃＤＮＡ， 按照 ２×Ｂｉｏ ＨｉＦｉ ＰＣＲ Ｍｉｘ 说明书进

行扩增反应， 通过 ＮＣＢＩ Ｐｒｉｍｅｒ Ｂｌａｓｔ 设计引物序

列， 由深圳华大基因股份有限公司合成， 引物序列

见表 １。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算各基

因表达。
２􀆰 ５􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ１
通路相关蛋白表达　 细胞按 “２􀆰 ４” 项下分组后给

药干预 ４８ ｈ， 收集， 采用 ＲＩＰＡ 裂解液提取细胞总

蛋白， 按照 ＢＣＡ 试剂盒说明书测定其浓度， 计算

４４２３

２０２５ 年 １０ 月

第 ４７ 卷　 第 １０ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． １０



　 　 　 表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 正向序列（５′→３′） 反向序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ
ＩＲＳ⁃１ ＧＧＡＧＴＴＧＡＧＴＴＧＧＧＣＡＧＡＡＴＡＧ ＧＣＴＴＴＧＡＣＧＡＧＧＡＣＡＡＣＣＴＡＴＣ １２６
ＰＩ３Ｋ ＣＡＴＡＡＣＣＴＧＣＡＡＡＣＡＣＴＧＣＣＣ ＡＴＣＣＴＧＣＡＡＧＧＡＣＡＴＡＴＴＧＴＴＧＴ ８７
Ａｋｔ ＡＴＧＡＡＣＧＡＣＧＴＡＧＣＣＡＴＴＧＴＧ ＴＴＧＴＡＧＣＣＡＡＴＡＡＡＧＧＴＧＣＣＡＴ １１６

ＧＬＵＴ４ ＣＧＡＧＣＴＧＧＡＣＧＡＣＧＧＡＣＡＣＴＣ ＡＧＡＣＡＴＡＧＣＴＣＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＣＣＣＧ １１５
ＩＬ⁃６ ＧＡＧＧＡＴＡＣＣＡＣＴＣＣＣＡＡＣＡＧＡＣＣ ＡＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＴＴＧＴＴＣＡＴＡＣＡ １４１

ＴＮＦ⁃α ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡ ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ １７５
ＩＬ⁃１β ＴＧＧＧＣＴＧＧＡＣＴＧＴＴＴＣＴＡＡＴＧ ＧＧＴＴＴＣＴＴＧＴＧＡＣＣＣＴＧＡＧＣ １３４
ＧＡＰＤＨ ＡＧＧＡＧＣＧＡＧＡＣＣＣＣＡＣＴＡＡＣＡ ＡＧＧＧＧＧＧＣＴＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴ ２４７

上样量， 加入适量蛋白上样缓冲液， 煮沸变性， 经

ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳、 转膜、 封闭、 ＴＢＳＴ 洗涤后

加一抗， ４ ℃孵育过夜， 再洗涤后加二抗， 室温孵

育 １ ｈ， 最后 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次， 加入 ＥＣＬ 化学发光

显影液， 置于凝胶成像系统中曝光显影， 采用

Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件分析条带灰度值。
２􀆰 ６ 　 统计学分 析 　 通过 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０、 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组

间比较采用单因素方差分析， 符合正态分布者组间

两两比较采用 ＬＳＤ 检验和 Ｔｕｋｅｙ 检验， 不符合正

态分布者组间两两比较采用非参数检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５

表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞活性的影

响　 如图 １ 所示， 与空白组比较， 不同浓度 （５％ 、
１０％ 、 ２０％ ） 含药血清分别干预 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细

胞 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 对细胞活性均无明显影响

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 其中 ４８ ｈ 时各组细胞存活率均在 ８０％
以上。 因此， 后续选择药物干预时间为 ４８ ｈ， 其中

５％ 、 １０％ 、 ２０％ 含药血清浓度分别作为加味温胆

汤低、 中、 高剂量。

图 １　 加味温胆汤含药血清对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ Ｗｅｎｄａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞诱导分化脂肪细胞　 未分

化的 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 前脂肪细胞呈不规则梭形， 内无脂滴；
加入分化液Ⅰ ２ ｄ 后， 细胞逐渐变大变圆； 加入分

化液Ⅱ ２ ｄ 后， 细胞开始出现小脂滴； 诱导分化到

第 ８ 天， 小脂滴增多并逐渐汇聚， 第 １４ 天时 ９０％
以上 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞呈 “戒环状”， 标志成熟脂

肪细胞诱导分化完成， 见图 ２。
３􀆰 ３　 加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞脂滴积累的影

响　 空白组无脂滴分布； 模型组脂滴数量较多， 并

以大脂滴为主； 各给药组以小脂滴聚集为主， 见图

３。 与空白组比较， 模型组脂质 ＯＤ 值升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 表明脂滴集聚增加； 与模型组比较， 加味

温胆汤各剂量组细胞脂滴集聚减少， 脂质 ＯＤ 值降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而罗格列酮组脂质 ＯＤ 值略下降，
但无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ４。

３􀆰 ４　 加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞葡萄糖摄取的

影响　 给药干预 ２４ ｈ 后， 与模型组比较， 加味温

胆汤高剂量组、 罗格列酮组脂肪细胞葡萄糖消耗量

增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 加味温胆汤低、 中剂量组脂肪细

胞葡萄糖消耗量无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 给药干预

４８ ｈ 后， 与模型组比较， 罗格列酮组脂肪细胞葡

萄糖消耗量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 加味温胆汤各剂量组

脂肪细胞葡萄糖消耗量无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见

表 ２。
３􀆰 ５　 加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞 ＩＲＳ⁃１、 ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、 ＧＬＵＴ４、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达的影

响 　 与空白组比较， 模型组细胞 ＩＲＳ⁃１、 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、 ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 罗格列酮组、 加味温胆汤各剂量组
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注： Ａ 为未分化前的细胞， Ｂ 为接触抑制 ２ ｄ 后的细胞， Ｃ 为

加入分化液Ⅰ ２ ｄ 后的细胞， Ｄ 为加入分化液Ⅱ ２ ｄ 后的细胞，
Ｅ 为诱导分化完成的细胞。

图 ２　 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 细胞诱导分化过程 （×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ｃｅｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

（×１００）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为罗格列酮组， Ｄ ～ Ｆ 分别为加

味温胆汤低、 中、 高剂量组。

图 ３　 加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞油红 Ｏ 染色的影响

（×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ Ｗｅｎｄａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ３Ｔ３⁃

Ｌ１ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇ （×１００）

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为罗格列酮组， Ｄ ～ Ｆ 分别为加

味温胆汤低、 中、 高剂量组。 与空白组比较，＃＃ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型

组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４ 　 加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞脂滴积累的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝４）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ Ｗｅｎｄａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｌｉｐｉｄ

ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

表 ２　 加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞葡萄糖摄取的影响

（ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ Ｗｅｎｄａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ

ｇｌｕｃｏｓｅ ｕｐｔａｋｅ ｉｎ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ２４ ｈ ４８ ｈ

模型组 ８􀆰 ６５±０􀆰 １６ １０􀆰 ９９±０􀆰 １５
罗格列酮组 １０􀆰 ５０±０􀆰 １８∗∗ １２􀆰 ５２±０􀆰 ２６∗∗

加味温胆汤低剂量组 ９􀆰 １２±０􀆰 ２９ １１􀆰 ３６±０􀆰 ２２
加味温胆汤中剂量组 ８􀆰 ５５±０􀆰 ３０ １１􀆰 １８±０􀆰 １８
加味温胆汤高剂量组 ９􀆰 ７４±０􀆰 ３４∗∗ １１􀆰 １４±０􀆰 ２４

　 　 注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

ＩＲＳ⁃１、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 罗格列酮组和加味温胆汤低、 中剂量组细

胞 ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
加味温胆汤低剂量组细胞 ＰＩ３Ｋ ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ３。

表 ３　 加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１脂肪细胞 ＩＲＳ⁃１、 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＧＬＵＴ４、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ Ｗｅｎｄａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＲＳ⁃１， ＰＩ３Ｋ， Ａｋｔ， ＧＬＵＴ４， ＩＬ⁃６， ＴＮＦ⁃α

ａｎｄ ＩＬ⁃１β ｉｎ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＩＲＳ⁃１ ＰＩ３Ｋ Ａｋｔ ＧＬＵＴ４ ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β

空白组 １􀆰 ０２±０􀆰 ２０ １􀆰 ００±０􀆰 １０ １􀆰 ０００±０􀆰 ０８０ １􀆰 ０１±０􀆰 １３ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ １􀆰 ０３±０􀆰 ２３ １􀆰 ００±０􀆰 ０９
模型组 ３􀆰 ５３±０􀆰 ３１＃＃ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ０１２±０􀆰 ００２＃ ０􀆰 １９±０􀆰 ０１＃＃ ４􀆰 ６２±０􀆰 ４２＃＃ ５􀆰 ９７±０􀆰 ６７＃＃ ４􀆰 ７０±０􀆰 ２１＃＃

罗格列酮组 １􀆰 ４３±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３ ０􀆰 ０６５±０􀆰 ００４ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０１∗ ２􀆰 ７９±０􀆰 ２４∗∗ ３􀆰 ４８±０􀆰 ０９∗∗ ３􀆰 １６±０􀆰 ２０∗∗

加味温胆汤低剂量组 ２􀆰 ３７±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ０５７±０􀆰 ００３ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０２∗ ２􀆰 ７３±０􀆰 ２６∗∗ ４􀆰 ２２±０􀆰 ２５∗∗ ３􀆰 ５９±０􀆰 １６∗∗

加味温胆汤中剂量组 ２􀆰 ０３±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 １７±０􀆰 ０３ ０􀆰 ０６５±０􀆰 ００２ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０２∗∗ １􀆰 ６１±０􀆰 １３∗∗ ３􀆰 ５３±０􀆰 ４９∗∗ ２􀆰 ９６±０􀆰 １６∗∗

加味温胆汤高剂量组 １􀆰 ３３±０􀆰 １０∗∗ ０􀆰 １３±０􀆰 ０３ ０􀆰 ０１０±０􀆰 ００３ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０１ １􀆰 ９５±０􀆰 １０∗∗ ４􀆰 １０±０􀆰 ３５∗∗ ２􀆰 ７０±０􀆰 ２３∗∗

　 　 注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
ＦＯＸＯ１ 信号通路相关蛋白表达的影响 　 与空白组

比较， 模型组细胞 ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ⁃１、 ＰＩ３Ｋ⁃ｐ８５、 Ａｋｔ、

ＧＬＵＴ４ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 加味温胆汤低剂量组细胞 ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ⁃
１、 ＰＩ３Ｋ⁃ｐ８５、 Ａｋｔ、 ＧＬＵＴ４ 蛋白表达升高 （ Ｐ＜
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０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 加味温胆汤中剂量组细胞 ＩＮＳＲ、
ＦＯＸＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 加味温胆汤高

剂量组细胞 ＩＮＳＲ、 Ａｋｔ、 ＦＯＸＯ１ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为罗格列酮组， Ｄ～Ｆ 分别为加味温胆汤低、 中、 高剂量组。 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 加味温胆汤对 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ１ 信号通路相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ Ｗｅｎｄａｎ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ⁃

ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ３Ｔ３⁃Ｌ１ ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

肥胖以内脏脂肪组织扩张为主要特点， 其过量

导致的微环境稳态失衡是多种代谢性疾病的独立危

险因素， 如糖尿病、 高血压、 心血管疾病等［９⁃１１］。
肥胖是 Ｔ２ＤＭ 的主要危险因素， 脂肪组织代谢调控

全身胰岛素敏感性， 脂质的过度积累导致微环境紊

乱， 干扰胰岛素信号通路， 降低葡萄糖摄取， 促进

ＩＲ， 诱导 Ｔ２ＤＭ［１２］。 因此， 立足于 “未病先防、
既病防变” 的 “治未病” 思想， 减少脂质积累，
调节脂肪组织代谢平衡， 是预防肥胖发展为 Ｔ２ＤＭ
的关键。

中医认为， 肥胖病机为 “虚， 痰， 瘀”， 脾虚

为本， 痰瘀为标。 温胆汤是临床治疗肥胖的经典

方［１３⁃１４］， 而加味温胆汤在原方基础上加入黄芪、

白芥子、 丹参， 全方益气健脾不助邪， 行气祛痰不

伤正， 课题组前期研究证实它可通过干预 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ 信号通路来对抗幼鼠营养性肥胖。 本研究为更

好地阐明加味温胆汤改善肥胖、 预防肥胖相关

Ｔ２ＤＭ 的作用， 以 ３Ｔ３⁃Ｌ１ 脂肪细胞为体外研究模

型， ＰＰＡＲ⁃γ 激动剂罗格列酮为阳性药物［１５］， 探讨

该方对脂肪细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ１ 糖脂代谢通路的

影响。
脂质的过度积累会诱发一系列代谢异常及炎症

反应， 降低葡萄糖消耗， 增加 Ｔ２ＤＭ 患病风险［１６］。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ１ 是胰岛素信号传导的经典通

路［１７］， 它作为调节糖脂代谢紊乱的重要靶点， 可

调控机体内葡萄糖转运， 调节胰岛素水平， 减少血

糖血脂沉积， 降低炎症反应， 胰岛素与其受体结合
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后激活 ＩＮＳＲ， 其中 ＩＲＳ⁃１ 是影响下游通路葡萄糖

的摄取的关键［１８］。 研究表明， 磷酸化的 ＩＲＳ⁃１ 募

集 ＰＩ３Ｋ， 进而激活 Ａｋｔ 异位质膜， Ａｋｔ 是诱导葡萄

糖转运的重要信号分子， 可直接调控 ＦＯＸＯ１ 蛋白；
ＦＯＸＯ１ 作为胰岛素信号级联的重要节点， 对抗氧

化应激和改善糖脂代谢紊乱有重要意义［１９⁃２０］；
ＧＬＵＴ４ 被激活后， 从胞内易位至胞膜， 可调节机

体对葡萄糖的摄取［２１］。 本研究结果显示， 不同剂

量加味温胆汤含药血清均能抑制脂肪细胞分化过程

中的脂滴积累， 增加细胞葡萄糖消耗量， 上调

ＩＮＳＲ、 ＩＲＳ⁃１、 ＰＩ３Ｋ⁃ｐ８５、 Ａｋｔ、 ＦＯＸＯ１、 ＧＬＵＴ４ 蛋

白表达， 激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ１ 通路的级联反应，
减少炎症因子 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 释放， 在一定

程度上提高脂肪细胞葡萄糖摄取能力， 其中低剂量

组效果最显著。
综上所述， 加味温胆汤可减少脂肪细胞脂质积

累， 调节葡萄糖代谢， 改善炎症反应， 其机制可能

与调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＦＯＸＯ１ 信号通路、 改善脂肪细胞

糖脂代谢相关， 具有改善肥胖、 预防肥胖向 ＩＲ 甚

至 Ｔ２ＤＭ 发展的潜力， 为临床相关防治提供了实验

依据。
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