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摘要:目的:开发刺梨作为功能性食品在医药、保健品方

面的产品.方法:高脂膳食诱导肥胖胰岛素抵抗大鼠模

型,设置正常对照组、模型组、阳性对照组、低剂量刺梨多

糖组(１００mg/kg)和高剂量刺梨多糖组(２００mg/kg).试

验前后记 录 大 鼠 体 质 量,测 定 大 鼠 血 清 氧 化 应 激 指 标

(SOD、MDA)、脂代谢指标(TG、TC)、空腹血糖(FBG)、
空腹胰岛素(FINS)含量,以及骨骼肌组织PI３K、GLUT４
mRNA和蛋白表达的水平.结果:与模型组相比,经刺梨

多糖干 预 后 的IR 大 鼠 的 体 质 量、血 清 MDA、TG、TC、

FBG、FINS、HOMAＧIR 降 低(P＜０．０１)、SOD 活 性 升 高

(P＜０．０１)、PI３K 和GLUT４ mRNA 和蛋白表达水平升

高(P＜０．０５).结论:刺梨多糖(PRRＧ３)具有抗氧化作用,
能够降低胰岛素抵抗大鼠体质量、调节糖脂代谢,改善肥

胖胰岛素抵抗,且存在量效关系,其机制可能是通过上调

PI３K/AKT/GLUT４信 号 通 路 中 的 PI３K、GLUT４ 蛋 白

的表达、提升 GLUT４转运来实现的.
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肌醇３激酶;葡萄糖转运蛋白４
Abstract:Objective:ThisstudyaimedtodevelopR．roxburghii
asfunctionalfoodinmedicineandhealthcareproducts．Methods:

HighＧfatdialＧinducedinsulinresistanceratmodelwasestablished．

Therewerenormalcontrolgroup,themodelgroup,thepositive

controlgroup,andthelowandhighdosegroupofR．roxburghii

polysaccharide(１００ mg/kgand２００ mg/kg)．Thebodyweight

wasrecorded before and afterthe experiment．The serum

oxidativestressindexes(SOD,MDA),lipidmetabolismindexes
(TG,TC),fastingbloodglucose (FBG)andfastinginsulin
(FINS)levels,aswellasthemRNAandproteinexpressionsof

PI３KandGLUT４ mRNAinskeletalmuscleweredetected．ReＧ

sults:Comparedwiththemodelgroup,thebodyweight,serum

MDA,TG,TC,FBG,FINS,HOMAＧIRweredecreased(P＜

０．０１),andtheSODactivityandthemRNAandproteinexpresＧ

sionlevelsofPI３KandGLUT４wereincreasedafterpolysacchaＧ

rideinterventioninIRratsafterR．roxburghiipolysaccharideinＧ

tervention(P＜０．０５)．Conclusion:R．roxburghiipolysaccharide
(PRRＧ３)hasantioxidanteffect,whichcanreducetheweightof

insulinＧresistantrats,regulateglucoseandlipidmetabolism,and

improveobesityinsulinresistance．ThereisadoseＧeffectrelationＧ

ship,whichmaybeachievedbyupＧregulatingtheexpressionof

PI３KandGLUT４proteinsinthePI３K/AKT/GLUT４signaling

pathwayandenhancingGLUT４transport．

Keywords:Rosaroxburghii polysaccharide;obesity;oxidative

stress;insulinresistance;phosphatidylinositol３kinase(PI３K);

glucosetransporter４(GLUT４)

肥胖是一种普遍存在且严重危害人类健康和生活质

量的疾病,可加剧胰岛素抵抗(IR)的产生[１],诱发２型糖

尿病(T２DM)的发生、发展[２],增加心血管系统疾病的危

险性[３].IR是许多内分泌代谢失调相关疾病的重要发病

基础,可引起 T２DM、高脂血症、动脉硬化等代谢失调性

疾病的发生、发展[４].刺梨(Rosaroxburghii)是蔷薇科

落叶灌木刺梨的果实,具有药食同源属性[５].刺梨多糖

(Rosaroxburghiipolysaccharide,PRR)是刺梨最主要的

活性成分之一[６],其抗氧化、降血糖等生理活性已被证

实,但具体作用机制还不够明确.研究拟采用高脂膳食

诱导大鼠肥胖胰岛素抵抗模型,通过补充不同剂量的
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PRR,观察PRR对模型大鼠体质量和血清生化指标的影

响,从PI３K/AKT/GLUT４信号通路方面探究 PRR改善

IR的作用机制,以期为刺梨作为功能性食品、医药、保健

品的进一步开发和利用提供参考.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

刺梨果粉:陕西盛恒生物有限公司;

SD雄性大鼠:SPF级,８周龄,体质量２１０~２２０g,河
南省实验动物中心;

西格列他钠:规格１６mg,成都微芯药业有限公司;
超氧化物歧化酶(SOD)、谷胱甘肽(GSH)、丙二醛

(MDA)检测试剂盒:南京建成生物工程研究所;
葡萄糖、胰岛素检测试剂盒:上海科顺生物科技有限

公司;
总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)检测试剂盒:北京索

莱宝科技有限公司;
磷脂酰肌醇３激酶(PI３K)检测试剂盒:合肥知恩生

物技术有限公司;
葡萄糖转运蛋白４(GLUT４)检测试剂盒:武汉科斯

坦生物科技有限公司;
超声波清洗机:JMＧ０３DＧ４０型,深圳洁盟清洗设备有

限公司;
紫外可见分光光度计:７２１N 型,上海仪电分析仪器

有限公司;
电子分析天平:FA２００４型,上海精密仪器仪表有限

公司;
血糖测定仪:GAＧ３型,上海聚慕医疗器械有限公司;
全自动生化分析仪:AU４８０型,贝克曼库尔特商贸中

国有限公司;

荧光定量 PCR 反应仪:HH２２２ＧLDＧPCR 型,山东莱

恩德智能科技有限公司;
转印电泳仪:DYCZＧ４０K型,北京六一生物科技有限

公司;
凝胶成像分析系统:WDＧ９４１３B型,北京六一生物科

技有限公司.

１．２　方法

１．２．１　刺梨多糖的提取和纯化　取刺梨果粉,参照唐健

波等[７]超声辅助提取法,液料比(m刺梨果粉 ∶V水 )为１∶
４０(g/mL),功率１２０W、温度８０℃、４０００r/min下离心

１０min,提取滤液,重复上述操作２次,合并３次提取液,
减压浓缩,用８０％的乙醇４℃下醇沉２４h,Sevag法除蛋

白(V氯仿 ∶V正丁醇 ＝４∶１)、ABＧ８ 大 孔 树 脂 脱 色 (６０~
１６目)、过滤收集滤液,上 DEAEＧ纤维素柱,依次用蒸馏

水和不同浓度梯度的 NaCl洗脱,用琼脂糖凝胶 CLＧ６B纯

化,洗脱液分部收集,再用０．２mol/LNaCl洗脱,经苯酚

硫酸法检测,收集多糖高峰部分,真空干燥得 PRRＧ１(蒸

馏水 洗 脱)、PRRＧ２ (０．１ mol/L NaCl 洗 脱)、PRRＧ３
(０．２mol/LNaCl洗脱)、PRRＧ４ (０．３mol/LNaCl洗脱)
等多糖干品.

１．２．２　刺梨多糖含量和相对分子量的测定

(１)刺梨多糖含量:采用苯酚—硫酸法[８],取刺梨纯

多糖各组分样品,溶于０．２mol/LNaCl中,上琼脂糖凝胶

CLＧ６B凝胶柱,分部收集,在紫外可见分光光度计上记录

４９１nm 处的 OD值,根据标准曲线计算刺梨多糖含量.
(２)相对分子量:采用凝胶渗透色谱法[９],以标准品

的相对分子质量对数为纵坐标,以洗脱体积为横坐标,对
曲线进行回归拟合得标准品分子量标准曲线,根据曲线

下的样品洗脱体积求刺梨多糖组分的相对分子量.

１．２．３　刺梨多糖溶液的配制　称取１g刺梨多糖溶于

２０mL去离子水中,配置质量浓度为５０mg/mL的刺梨

多糖溶液.

１．２．４　分组、建模与给药

(１)分组:按体质量大小采用区组化分组的方法,分
为正常对照组(NC)、模型组(M)、阳性对照组(PC)、低剂

量刺梨多 糖 组 (SM)、高 剂 量 刺 梨 多 糖 组 (HM),每 组

１０只.
(２)建模:参照张晓圆等[１０]高脂饲料诱导大鼠肥胖

胰岛素抵抗方法建模,以口服葡萄糖耐量试验(OGTT)
为基准,计算曲线下面积(AUC),以 AUC 高于 NC 组

AUC均值为IR造模成功的标准.
(３)给药:参照«实验动物学»中人与动物剂量的换算

标准,SM 组、HM 组分别以１００,２００mg/kg的剂量灌胃

刺梨混悬液,NC组、M 组以SM 组剂量灌胃０．９％ NaCl
溶液,PC组以０．１１g/kg的西格列他钠片(常人用量为

３２mg/d,通过体表面积法换算 SD 大鼠等效剂量约为

２．８２mg/d)溶解灌胃,每天１次,直至第１２周次末.

１．３　指标检测

１．３．１　大鼠体质量的测量　试验期间,每周专人定时用

分度值为０．１g秤称量大鼠体质量.

１．３．２　大鼠血清脂代谢指标和氧化应激指标的测定

１２周 末 大 鼠 禁 食 １２h,麻 醉 下 腹 部 主 动 脉 取 血

３mL,离心、分离血清,－２０ ℃冰箱保存.取待测血清,
比色法检测血清 TC、TG的含量、黄嘌呤氧化酶法测定血

清SOD的活性、微量酶标法测定血清 GSH 的浓度,硫代

巴比妥酸法测定血清 MDA含量.

１．３．３　大鼠血清葡萄糖、胰岛素含量的测定　取待测血

清,以葡萄糖氧化酶法测定空腹血糖(FBG)值,酶联免疫

吸附法检测空腹胰岛素(FINS)的含量,按试剂盒说明进

行测试.按式(１)[１１]计算胰岛素抵抗指数(HOMAＧIR).

HOMAＧIR＝FBG×FINS/２２．５, (１)
式中:

HOMAＧIR———胰岛素抵抗指数;

FBG———空腹血糖值,mmol/L;

５３
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FINS———空腹胰岛素含量,mU/L.

１．３．４　骨骼肌组织中PI３K、GLUT４蛋白表达的检测

采用蛋白免疫印迹(Westernblot)法.用含有蛋白酶

抑制剂的RIPA裂解液提取腓肠肌组织蛋白,二辛可宁酸

(BCA)法测各组待测液蛋白浓度,稀释到相同浓度,蛋白

定量后加上述混合液,按照分离胶为１２％、积层胶为４％
的 SDSＧPAGE 电 泳 (１２０ V,３５ min)、转 膜 (７０ V,

６０min),５％脱脂奶粉于３７℃封闭２h,置一抗稀释液中

４℃孵育２４h,TBST洗膜,滴加 HRP标记的二抗室温下

孵育１h,以增强型化学发光试剂曝光,在 WDＧ９４１３型凝

胶成像系统显影,测量目的蛋白条带的积分光密度.

１．３．５　骨骼肌组织PI３K、GLUT４ mRNA表达的检测

采用实时聚合酶链式反应(RTＧPCR)法.用含有蛋

白酶抑制剂的 RIPA裂解液提取腓肠肌组织蛋白,Trizol
法提取总的 RNA,单样本以２μgRNA作为初始模板,在
逆转录酶的作用下反转录成cDNA.参照魏祎[１２]设计的

基因引物序列(表１),按照试剂盒说明配置２０μL的反应

体系,每组样本检测３个复孔,进行实时荧光 PCR.预变

性９５℃、３０s,PCR９５℃、５s,６０℃、３０s,共４０个循环,
根据 各 反 应 孔 Ct值,以 ２－△△Ct法 分 析 基 因 的 相 对 表

达量.

１．４　数据处理与分析

试验数据以x±s表示,用SPSS２６软件进行统计学

分析,两组间比较采用独立样本t检验,三组间比较采用

单因素 方 差 分 析 (OnewayANOVA),多 重 比 较 采 用

Dunnett法.绘图在 GraphPadPrism８．０上进行.P＜
０．０５为差异有统计学意义.

２　结果与分析

２．１　刺梨多糖组分、含量和相对分子量

对多糖组分进行鉴定,经称量计算 PRRＧ１、PRRＧ２、

PRRＧ３、PRRＧ４的得率分别为 ９．３８％,６．５７％,２２．４１％,

２．９８％(粗多糖干重计),其中 PRRＧ３为分离纯化得到的

主要组分.根据单糖标准品确定的标准曲线方程,即Y＝
３．９５６x－０．００７８,R２＝０．９９９７,计算 出PRRＧ３总 糖 含 量

表１　实时PCR基因引物序列

Table１　GeneprimersequenceofrealＧtimePCR

基因 引物序列(５′Ｇ３′)
片段长度/

bp

βＧactin
F:５′ＧTGTGATGGTGGGTATGGGTAＧ３′

R:５′ＧAGGATGGCTCTCTTGCTCAGＧ３
２６５

GLUT４
F:５′ＧCCCACAAGGCACCCTCACTAＧ３′

R:５′ＧTGCCACCCACAGAGAAGATGＧ３′
２６８

PI３K
R:５′ＧAGAAGGGACAGTGGTATGAGＧ３′

R:５′ＧTGGAAGAGGTTTGGAGGTCAＧ３′
３２０

为８６．４％,且单糖组分主要为阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、

甘露糖、木糖等中性单糖.建立 PRRＧ３相对分子量与出

峰时间(x)之间的标准曲线,得标准曲线方程为 Mw ＝

－０．０００８x３＋０．０６９８x２ －２．１６９２x＋２７．９６３１,R２ ＝
０．９９７１,经 分 析 计 算 PRRＧ３ 的 相 对 分 子 量 大 小 为

５６．８kDa.由于PRRＧ３分离效果较好,且纯度较高,所以

后续以PRRＧ３为研究对象.

２．２　刺梨多糖PRRＧ３干预前后各组大鼠体质量和血清

脂代谢指标的变化

长期高脂膳食干扰脂质代谢、能量代谢及肠道微生

态,触发脂代谢异常,导致肥胖[１３].由图１、表２可知,各
组大鼠初始体质量无统计学差异(P＞０．０５),试验期间 M
组体质量均显著高于 NC组(P＜０．０１),经刺梨多糖干预

后,与 M 组相比,SM 组体质量显著下降(P＜０．０５),TG、

TC含量显著下降(P＜０．０５);HM 组体质量显著下降

(P＜０．０１),TG、TC含量显著下降(P＜０．０１),且 HM 组

疗效好于SM 组,接近于 PC组.已有研究[１４]表明,刺梨

多糖可通过降低全身低度系统性炎症,改善脂代谢紊乱,

减少脂肪的储存,降低体质量.试验中,不同剂量的刺梨

多糖干预后,各组大鼠均出现体质量和 TG、TC含量的下

降,且与阳性药物西格列他钠组具有相似的效果.西格

列他钠是中国新一代胰岛素增敏剂类候选药物、国家１类

新药,临床显现出良好的综合治疗效果及临床安全性特

征[１５].说明PRRＧ３能通过降低炎症从而调节脂代谢,减
少脂肪过多储存,有效降低IR大鼠体质量.

２．３　刺梨多糖 PRRＧ３干预后各组大鼠血清氧化应激

指标的变化

肥胖可触发代谢异常,引起免疫细胞激活和浸润,诱
发炎症,触发过氧化应激[１６].由表３可知,M 组与 NC组

相比具有显著性差异(P＜０．０１),经刺梨多糖干预后能显

著提高SOD的活性(P＜０．０１)、GSH的浓度(P＜０．０１)

∗∗与 NC组比较P＜０．０１;＃与 M 组比较P＜０．０５;＃＃与 M
组比较P＜０．０５

图１　各组大鼠体质量动态变化情况

Figure１　Dynamicchangesofbodyweightofratsin
differentgroups
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表２　各组大鼠体质量和血清脂代谢指标的变化†

Table２　Changesofbodyweightandserumlipidmetabolismindexesofratsindifferentgroups

组别 初始体质量/g １２周末体质量/g TG含量/(mmolL－１) TC含量/(mmolL－１)

NC组 ２１６．２１±１０．２３ ４６８．３６±１４．６７ ０．６３±０．０３ ０．８７±０．０４

M 组 ２１７．２８±１２．１４ ５９８．４５±１３．５４∗∗ １．１６±０．０７∗∗ １．３６±０．０３∗∗

SM 组 ２１６．５４±１１．７８ ５４０．２３±１３．２３＃ ０．８９±０．０５＃ １．０７±０．０２＃

HM 组 ２１７．１２±１２．０３ ４９１．１４±１３．２７＃＃△ ０．５７±０．０４＃＃△ ０．８６±０．０４＃＃△

PC组 ２１６．７１±１２．４５ ４７３．１４±１２．７８ ０．５９±０．０２ ０．８６±０．０３

　†　∗∗与 NC组比较P＜０．０１;＃与 M 组比较P＜０．０５,＃＃与 M 组比较P＜０．０１;△与SM 组比较

P＜０．０５.

和降低 MDA的含量(P＜０．０１),且存在剂量效应关系.

主要原因可能与多糖的结构成分有关.研究[１７]显示,植

物多糖结构多糖环上的羟基可与产生羟自由基等必需的

金属离子(Fe２＋ 、Cu２＋ )发生络合,使其不能产生启动脂质

过氧化的羟自由基或不能分解脂质过氧化产生的脂过氧

化物,抑制活性氧的生成,发挥抗氧化作用.PRRＧ３属于

植物多糖中的组分,具有植物多糖的结构成分,所以说

PRRＧ３也具有抗氧化作用.

２．４　刺梨多糖 PRRＧ３干预后各组大鼠血清葡萄糖、

胰岛素水平的变化

　　生理状态下,胰岛素可通过对葡萄糖的摄入和抑制

肝糖原的输出等措施调控血糖的稳定.由表４可知,M
组与 NC组相比,血糖水平、胰岛素含量和胰岛素抵抗指

数方面均有显著性差异(P＜０．０１).与 M 组相比,刺梨

多糖干预后的IR大鼠血清水平显著降低(P＜０．０１),胰

岛素含量显著降低(P＜０．０５或P＜０．０１),胰岛素抵抗指

数也显著降低(P＜０．０１),且组间呈剂量效应关系,效果

与阳性对照组相当.陈超等[１４]指出刺梨活性成分(刺梨

总多糖提取物)可通过调节胰岛素改善糖尿病小鼠糖代

谢紊乱.汪洋等[１８]采用体外化学和细胞试验评价了刺梨

多糖的降血糖活性.研究结果与陈超等[１４]和汪洋等[１８]

的具有一致性.PRRＧ３具有调控胰岛素分泌、调节血糖

表３　各组大鼠血清氧化应激指标的变化†

Table３　Changesofserumoxidativestressindicators

inratsofdifferentgroups

组别
SOD活性/

(Umg－１)
GSH 浓度/

(mmolL－１)
MDA含量/

(nmolmg－１)

NC组 １１０．１２±５．２１ ２４．７６±２．６５ ３．２３±０．４７

M 组 ７９．６９±４．２３∗∗ １５．３４±１．６２∗∗ ７．５４±０．３４∗∗

SM 组 ８６．８７±４．３１＃ ２０．１７±１．２３＃ ５．１６±０．３２＃

HM 组 ９６．３２±２．４１＃△ ２２．２１±２．１７＃＃△ ３．３７±０．２１＃＃△

PC组 ９９．６３±８．４７ ２３．１２±２．５８ ３．２９±０．０３

　†　∗∗与 NC组比较P＜０．０１;＃与 M 组比较P＜０．０５,＃＃
与 M 组比较P＜０．０１;△与SM 组比较P＜０．０５.

代谢异常等功能.其原因可能是PRRＧ３抗氧化作用减轻

胰腺组织炎症,提升了胰腺的调控能力,降低胰岛素的分

泌,增加胰岛素敏感性.

２．５　刺梨多糖 PRRＧ３干预后各组大鼠骨骼肌 PI３K、

GLUT４基因和蛋白相对表达的变化

　　PI３K 是骨骼肌介导葡萄糖进入肌纤维内的关键性

激酶,可 调 节 胰 岛 素 信 号 通 路 上 游 因 子,调 控 骨 骼 肌

GLUT４转运[１９].由图２、图３可知,M 组骨骼肌组织中

PI３K、GLUT４ mRNA 和蛋白表达与 NC组相比具有显

著差异(P＜０．０５或P＜０．０１).炎症是胰岛素抵抗发生

的重要原因之一,Rosca等[２０]指出炎性因子可通过自分

泌或旁分泌等方式影响核因子等信号途径,诱发胰岛素

抵抗加剧,与研究结果一致.经刺梨多糖干预后的大鼠

骨骼肌中PI３K、GLUT４ mRNA 和蛋白表达都升高,与

M 组相比有显著差异(P＜０．０５或P＜０．０１),与阳性药物

组作用相当,且效果存在剂量关系.说明 PRRＧ３可上调

IR大鼠骨骼肌组织中 PI３K、GLUT４ mRNA 和蛋白表

达,提升 GLUT４的合成和转运.

３　结论

刺梨多糖主要活性成分为０．２mol/L NaCl洗脱组

分,具有抗氧化作用,能够降低胰岛素抵抗大鼠体质量、

调节糖脂代谢,改善胰岛素抵抗,其机制可能是通过介导

表４　各组大鼠血清FBG、FINS和 HOMAＧIR的变化†

Table４　ChangesofserumFBG,FINSandHOMAＧIR
ofratsindifferentgroups

组别
FBG/

(mmolL－１)
FINS/

(mUL－１)
HOMAＧIR

NC组 ５．１７±０．７３ １３．３７±１．４１ ３．０７±０．２１

M 组 ７．４２±０．４４∗∗ ２４．３６±２．７８∗∗ ８．０３±０．９８∗∗

SM 组 ６．０４±０．３１＃ １６．７７±２．４１＃ ４．５１±０．７４＃

HM 组 ５．０４±０．２１＃＃△ １２．５７±１．３４＃＃△ ２．８１±０．２７＃＃△

PC组 ５．１１±０．２７ １２．９８±０．７３ ２．９７±０．７３

　†　∗∗与 NC组比较P＜０．０１;＃与 M 组比较P＜０．０５,＃＃
与 M 组比较P＜０．０１;△与SM 组比较P＜０．０５.
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∗与 NC组比较P＜０．０５;＃与 M 组比较P＜０．０５

图２　各组大鼠骨骼肌PI３K 基因和蛋白的变化

Figure２　ChangesofPI３K geneandproteininratskeletalmuscleofdifferentgroups

∗∗与 NC组比较P＜０．０１;＃与 M 组比较P＜０．０５,＃＃与 M 组比较P＜０．０１

图３　各组大鼠骨骼肌GLUT４ 基因和蛋白的变化

Figure３　ChangesofGLUT４geneandproteininratskeletalmuscleofdifferentgroups

磷脂酰肌醇３激酶/蛋白激酶 B/葡萄糖转运蛋白４信号

通路提升葡萄糖转运蛋白４实现的.试验中仅对刺梨多

糖进行了提取并测定其含量和分子量,未对０．２mol/L

NaCl洗脱组分的分子结构、构效关系及０．２mol/LNaCl
洗脱组分通过磷脂酰肌醇３激酶/蛋白激酶 B/葡萄糖转

运蛋白４信号通路提升葡萄糖转运蛋白４,转运改善胰岛

素抵抗的具体机制进行分析,这是后续将要研究的内容.
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