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[摘要] 　
 

对四味姜黄汤中超分子物质进行分离和表征,并探究其对 HepG2 细胞胰岛素抵抗(IR)的改善作用和机制。 采用离

心透析法制备分离四味姜黄汤的超分子物质,运用扫描电镜(SEM)和激光粒度仪进行形态学表征,采用超高效液相色谱-四极

杆静电场轨道阱质谱(UPLC-Q-Exactive
 

Orbitrap
 

MS)技术进行化学成分分析。 以葡萄糖胺诱导 HepG2 细胞建立 IR 模型。 以

细胞葡萄糖消耗量为评价指标,研究四味姜黄汤不同部位的药效差异。 采用蛋白质印迹法测定磷脂酰肌醇 3-激酶( PI3K) / 蛋
白激酶 B(Akt)信号通路相关蛋白的表达。 结果显示,四味姜黄汤中存在大小均一、呈球形的超分子纳米颗粒,平均粒径为

(436. 18±7. 68)nm。 超分子主要由小檗皮中的生物碱类,姜黄、余甘子中的多酚类,以及蒺藜中的黄酮类成分组成。 与模型组

相比,四味姜黄汤超分子物质能显著提高 HepG2 细胞的葡萄糖消耗量,可上调磷酸化 PI3K( p-PI3K) / PI3K 和磷酸化 Akt
(p-Akt) / Akt 的表达,并具有和原汤液相当的药效活性。 这些结果表明,超分子是四味姜黄汤改善 IR 的关键药效物质,其作

用机制与激活 PI3K / Akt 通路有关。
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[Abstract]　 The
 

supramolecular
 

substances
 

in
 

Siwei
 

Jianghuang
 

Decoction
 

were
 

isolated
 

and
 

characterized,
 

and
 

their
 

effects
 

and
 

mechanisms
 

in
 

improving
 

insulin
 

resistance
 

( IR)
 

in
 

HepG2
 

cells
 

were
 

investigated.
 

The
 

supramolecular
 

substances
 

were
 

prepared
 

using
 

centrifugal
 

dialysis,
 

and
 

their
 

morphology
 

was
 

characterized
 

by
 

scanning
 

electron
 

microscopy
 

( SEM)
 

and
 

laser
 

particle
 

size
 

analysis.
 

The
 

chemical
 

composition
 

of
 

supramolecular
 

substances
 

was
 

analyzed
 

using
 

ultra-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

coupled
 

with
 

quadrupole
 

exactive
 

Orbitrap
 

mass
 

spectrometry
 

( UPLC-Q-Exactive
 

Orbitrap
 

MS).
 

An
 

IR
 

model
 

was
 

established
 

in
 

HepG2
 

cells
 

by
 

induction
 

with
 

glucosamine.
 

Using
 

glucose
 

consumption
 

as
 

the
 

evaluation
 

index,
 

the
 

pharmacodynamic
 

differences
 

among
 

different
 

components
 

of
 

Siwei
 

Jianghuang
 

Decoction
 

were
 

assessed.
 

The
 

expression
 

of
 

proteins
 

related
 

to
 

the
 

phosphoinositide
 

3-kinase
 

(PI3K) / protein
 

kinase
 

B
 

(Akt)
 

signaling
 

pathway
 

was
 

determined
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

uniformly
 

sized,
 

spherical
 

supramolecular
 

nanoparticles
 

were
 

present
 

in
 

Siwei
 

Jianghuang
 

Decoction,
 

with
 

an
 

average
 

particle
 

size
 

of
 

(436. 18
 

±
 

7. 68)
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nm.
 

These
 

supramolecular
 

structures
 

were
 

mainly
 

composed
 

of
 

alkaloids
 

from
 

Berberidis
 

Cortex,
 

polyphenols
 

from
 

Curcumae
 

Longae
 

Rhizoma
 

and
 

Phyllanthi
 

Fructus,
 

and
 

flavonoids
 

from
 

Tribuli
 

Fructus.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

supramolecular
 

substances
 

significantly
 

increased
 

glucose
 

consumption
 

in
 

HepG2
 

cells
 

and
 

upregulated
 

the
 

expression
 

of
 

phosphorylated
 

PI3K
 

( p-PI3K) / PI3K
 

and
 

phosphorylated
 

Akt
 

(p-Akt) / Akt.
 

Moreover,
 

they
 

exhibited
 

pharmacological
 

activity
 

equivalent
 

to
 

that
 

of
 

the
 

original
 

decoction.
 

These
 

findings
 

suggest
 

that
 

the
 

supramolecular
 

substances
 

are
 

the
 

key
 

pharmacodynamic
 

components
 

of
 

Siwei
 

Jianghuang
 

Decoction
 

in
 

improving
 

IR,
 

and
 

their
 

mechanism
 

of
 

action
 

is
 

associated
 

with
 

activation
 

of
 

the
 

PI3K / Akt
 

signaling
 

pathway.
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resistance;
 

PI3K / Akt
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汤剂是藏族医(以下简称“藏医”)临床用药的

传统剂型之一,与其他剂型相比,汤剂具有吸收快、
作用强等特点。 现代研究表明,汤剂是真溶液、胶
体、混悬液和乳浊液的混合物[1-2] 。 近年来,有研究

表明汤剂起效不仅与其含有的化学成分有关,还与

成分的存在形式或物相状态有关[2-3] 。 如麻杏石甘

汤的抗菌活性被证明与多种成分互作形成的物理相

态有关,使用化学干扰剂破坏相态导致抗菌活性的

显著降低[3] 。 在汤剂煎煮过程中,不同药材的化学

成分之间可通过各种非共价键作用而自组装形成超

分子聚集体,从而引起相态的变化[4] 。 目前,在麻

杏石甘汤、芍药甘草汤、葛根芩连汤、黄连解毒汤、白
虎汤中已发现不同化学成分自组装形成的超分子物

质[5-6] 。 重要的是,这些自组装形成的超分子被证明

具有明显的生物活性,如从芍药甘草汤中分离出的

超分子可有效改善小鼠的银屑病,并且与全汤的药效

基本相同[7] 。 此外,葛根芩连汤中的聚集物颗粒被发

现具有和全汤相当的抗糖尿病活性[8] 。 由此可见,汤
剂中自组装形成的超分子是其重要的药效物质。

糖尿病是一种以高血糖为特征的慢性代谢性疾

病。 近年来,糖尿病的患病人数逐渐增多,其中超过

90%患者为 2 型糖尿病 ( T2DM) [9] 。 胰岛素抵抗

(IR)是 T2DM 的主要发病机制之一[10] 。 四味姜黄

汤又名“勇哇西汤”,始载于藏医经典著作《四部医

典》,由姜黄、小檗皮、余甘子、蒺藜 4 味药组成。 四

味姜黄汤是藏医治疗“京尼萨库”病(糖尿病)的常

用方剂,疗效确切,安全性好[11] 。 课题组前期研究

发现,四味姜黄汤煎煮后的水煎液呈浑浊状态,并存

在明显的丁达尔效应,初步推断 4 味药材在煎煮过

程中不同化学成分发生相互作用形成超分子物质。
故本文以四味姜黄汤为研究对象,对其超分子部位

进行分离和形态表征,并结合超高效液相色谱-四极

杆静电场轨道阱质谱 ( UPLC-Q-Exactive
 

Orbitrap
 

MS)分析技术和 HepG2 细胞实验,从超分子新视角

探究四味姜黄汤改善 IR 的药效物质及作用机制。
1　 材料

1. 1　 仪器

MS5S 型磁力搅拌器[群安科学仪器(浙江)有

限公司];JSM-IT700HR 型扫描电子显微镜(日本电

子株式会社);Litesizer
 

500 型激光粒度仪[安东帕

(上海)商贸有限公司];Sartorius
 

BSA124S 型电子天

平(德国 Sartorius 公司);TGL-16M 型高速冷冻离心

机(湘仪离心机仪器有限公司);VanquishTM 超高效

液相色谱仪 ( 美国 ThermoFisher
 

Scientific 公司);
Q-ExactiveTM

 

Orbitrap 高 分 辨 质 谱 仪 ( 美 国

ThermoFisher
 

Scientific 公司);ReadMax
 

1500 型光吸

收全波长酶标仪(上海闪谱生物科技有限公司);
UVP

 

ChemStudio 智能成像系统(德国 Analytikjena
公司);CO2 细胞培养箱、超净工作台(青岛海尔生

物科技有限公司)。
1. 2　 试剂

甲酸、甲醇为色谱纯(美国 ThermoFisher
 

Scien-
tific 公司)。 HepG2 细胞专用培养基 ( 货号 CM-
0103,武汉普诺赛生命科技有限公司);胰蛋白酶、
磷酸盐缓冲液( PBS) (货号 PYG0067、PYG0021,武
汉博士德生物工程有限公司);盐酸二甲双胍(货号

B25331,上海源叶生物科技有限公司);葡萄糖胺

(GlcN)(货号 S1635,上海碧云天生物技术有限公

司);葡萄糖测试盒(货号 A154-1-1,南京建成生物

工程研究所);细胞增殖与活性检测-8(CCK-8)试剂

盒(货号 BG0025,重庆葆光生物技术有限公司);磷
脂酰肌醇 3-激酶( PI3K)抗体(货号 A4992,武汉爱

博泰克生物科技有限公司);磷酸化 PI3K( p-PI3K)
抗体(货号 bs-3332R,北京博奥森生物科技有限公

司);蛋白激酶 B( Akt)抗体、磷酸化 Akt( p-Akt)抗

体(货号 H651500026、H651506050,杭州华安生物

技术有限公司);β-actin 抗体(货号 AC240505001,
武汉赛维尔生物科技有限公司)。 咖啡酸、槲皮素
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(批号 100081-200406、100081-200406,中国食品药

品检定研究院);柚皮素(批号 MUST-16032406,成
都曼斯特生物科技有限公司);木兰花碱、去甲氧基

姜 黄 素、 小 檗 碱、 小 檗 红 碱 ( 批 号 RFS-
M02602011005、 RFS-Q03511807019、 Y-035-150818、
X-061-181129,成都瑞芬思生物科技有限公司);药
根碱、巴马汀、没食子酸、柯里拉京、阿魏酸、芦丁、姜
黄素、 双去甲氧基姜黄素 ( 批号 DST220209-287、
DST221210-287、 DSTDM000802、 DST210311-012、
DSTDF008102、 DSTDL001702、 DSTDJ001401、
DSTDS002101,成都乐美天医药科技有限公司);以
上对照品纯度均≥98%。 姜黄、小檗皮、余甘子、蒺
藜药材由四川省德格县藏医院提供,由成都中医药

大学范刚教授鉴定为姜科植物姜黄 Curcuma
 

longa
 

L. 的干燥根茎,小檗科植物甘肃小檗 Berberis
 

kan-
suensis

 

Schneid. 的干燥茎皮或根皮,大戟科植物余

甘子 Phyllanthus
 

emblica
 

L.
 

的干燥成熟果实,蒺藜

科植物蒺藜 Tribulus
 

terrestris
 

L. 的干燥成熟果实。
2　 方法

2. 1　 四味姜黄汤超分子部位的制备分离

2. 1. 1　 四味姜黄汤溶液制备　 称取姜黄 15
 

g、小檗

皮 12. 5
 

g、余甘子和蒺藜各 25
 

g,制成粗粉(过 3 号

筛)。 加水煎煮 2 次,每次 1
 

h,合并煎液,滤过,取
上清液,即得。
2. 1. 2　 离心转速考察　 将得到的四味姜黄汤溶液

分别在 3
 

500、5
 

000、7
 

000
 

r·min-1的条件下离心 15
 

min,上清液装入 500
 

Da 透析袋,在室温(25±2)℃
下透析。 每 2

 

h 换一次液体,透析 6
 

h 后得到四味姜

黄汤溶液中的超分子部位,并将其冷冻干燥,扫描电

镜( SEM) 观察形态和粒径大小, 选择最佳离心

转速。
2. 1. 3　 透析袋规格考察　 按 2. 1. 2 项方法,在最佳

离心转速下,将离心后的上清液分别加入规格为

500、3
 

500、7
 

000
 

Da 的透析袋中进行透析,透析总

时间均为 6
 

h,通过 SEM 观察,选择最佳透析袋。
2. 1. 4　 透析时间考察　 按 2. 1. 2 项方法,在最佳离

心转速、透析袋规格条件下,分别透析 3、6、9
 

h,通过

SEM 观察,选择最佳透析时间。
2. 2　 四味姜黄汤超分子部位的形态表征

将超分子部位冷冻干燥,用超纯水稀释,超纯水

为对照,使用红外激光笔对溶液进行照射,观察溶液

中是否出现一条清晰光亮的通路,拍照记录。 将超

分子部位冻干粉用超纯水稀释,使用 SEM 对样品进

行图像采集,观察形态。
2. 3　 基于 UPLC-Q-Exactive

 

Orbitrap
 

MS 技术的四

味姜黄汤超分子部位的化学成分分析

2. 3. 1　 供试品溶液的制备　 取四味姜黄汤超分子

冻干粉约 0. 1
 

g,精密称定,置 50
 

mL 锥形瓶中,精密

加入纯甲醇 20
 

mL,密塞,称定质量,超声处理(功率

250
 

W,频率 40
 

kHz)30
 

min,放冷,用甲醇补足减失

的质量, 摇匀, 取上清液过 0. 22
 

μm 微孔滤膜,
即得。
2. 3. 2　 混合对照品的制备　 取适量木兰花碱、药根

碱、小檗碱、阿魏酸、巴马汀、姜黄素、双去甲氧基姜

黄素、去甲氧基姜黄素等对照品溶液,配制成各对照

品溶液质量浓度为 0. 5 ~ 0. 8
 

μg·mL-1的混合对照品

溶液,储存于 4
 

℃冰箱,备用。
2. 3. 3 　 色谱条件 　 色谱柱:ZORBAX

 

SB-C18 ( 2. 1
 

mm×150
 

mm,
 

1. 8
 

μm);流动相
 

0. 1%
 

甲酸水( A)-
甲醇( B),梯度洗脱(0 ~ 10

 

min,10% ~ 20%
 

B;10 ~
25

 

min,20% ~ 60%
 

B;25 ~ 40
 

min,60% ~ 90%
 

B;40 ~
50

 

min,90% ~ 10%
 

B);流速 0. 3
 

mL·min-1;柱温 30
 

℃ ;进样量 2
 

μL。
2. 3. 4　 质谱条件 　 采用加热电喷雾离子源( HE-
SI),正、负离子模式检测,正离子检测模式喷雾电压

为+3
 

500
 

V;负离子检测模式喷雾电压为-3
 

000
 

V;
鞘气流速 40. 0

 

arb;辅助气流速 15. 0
 

arb,毛细管温

度 350
 

℃ ;采用一级质谱全扫描结合自动触发二级

质谱扫描模式( Full
 

MS / dd-HRMS2 )扫描模式,Full
 

MS 分辨率 70
 

000,dd-HRMS2 分辨率 17
 

500,扫描范

围 m / z
 

100 ~ 1
 

500。
2. 3. 5　 数据处理　 将原始数据导入 Compound

 

Dis-
coverer

 

3. 0 软件,创建并启动分析工作流程,构建检

索数据库。 通过 Xcalibar
 

2. 0 软件确定分子的精确

质量(误差范围±5. 0×10-6 )。 此外,结合对照品比

对,确认未知化合物的分子式和结构,确定质谱裂解

路径,对分析的成分进行归属。
2. 4　 四味姜黄汤超分子部位改善 HepG2 细胞胰岛

素抵抗的药效研究

2. 4. 1　 溶液的制备　 按处方药量称取 4 味药材,加
水煎煮 2 次,每次 1

 

h,合并煎液,滤除药渣,得到四

味姜黄汤原汤液样品。 将原汤液样品经 5
 

000
 

r·
min-1离心 15

 

min,分离出沉淀,得到四味姜黄汤沉

淀样品。 取离心后的上清液装入 3
 

500
 

Da 透析袋
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中,再置于装有 1
 

000
 

mL 超纯水的烧杯中透析 6
 

h,
透析过程中用磁力搅拌器不断搅拌,每隔 2

 

h 更换

一次超纯水,分别收集透析袋中的液体及透析袋外

的液体,冷冻干燥,即得四味姜黄汤超分子部位样品

及真溶液样品。
称取 450

 

mg 葡萄糖,充分溶于 100
 

mL 专用培

养基中,制成葡萄糖浓度为 25
 

mmol·L-1的高糖培养

基,0. 22
 

μm 微孔滤膜过滤除菌,备用。
称取 GlcN 粉末 0. 215

 

g,充分溶于 1
 

mL
 

PBS
中,用高糖培养基配制成 1

 

mol·L-1的 GlcN 母液,用
0. 22

 

μm 的微孔滤膜过滤除菌,备用。
称取 0. 063

 

g 盐酸二甲双胍粉末,充分溶解于

10
 

mL
 

PBS 中,振荡混匀,制成 50
 

mmol·L-1浓度的

盐酸二甲双胍母液,0. 22
 

μm 微孔滤膜过滤除菌,分
装后 4

 

℃ 保存,临用时用培养基将浓度稀释为 10
 

mmol·L-1。
2. 4. 2　 细胞培养　 HepG2 细胞在专用培养基中于

37
 

℃ 、5%
 

CO2 培养箱中培养。 每 2
 

d 更换该培养

基,细胞达到 80% ~ 90%后,用 PBS 缓冲液清理,胰
蛋白酶消化进行传代培养,传代 2 ~ 3 次后的细胞用

于后续实验。
2. 4. 3　 CCK-8 法检测四味姜黄汤不同部位对细胞

活性的影响 　 将 HepG2 细胞(每孔 2 × 105 个,100
 

μL)接种于 96 孔板中,在细胞培养箱中孵育 24
 

h。
设置对照组和四味姜黄汤原汤液、超分子部位、真溶

液及沉淀的不同质量浓度组(1
 

600、800、400、200、
100、50

 

μg·mL-1)。 孵育 24
 

h,每组 6 个复孔,重复

3 次。 再去取出弃掉培养液,PBS 清洗 2 次,每孔加

入含 10%
 

CCK-8 的专用培养基溶液 100
 

μL,37
 

℃
培养 1

 

h 后,取出 96 孔板,用酶标仪测定各孔在波

长 450
 

nm 处的吸光度。
2. 4. 4　 建立 IR-HepG2 细胞模型　 将 HepG2 细胞,
放入 37

 

℃ ,5%
 

CO2 的培养箱中培养 24
 

h。 待细胞

贴壁后,弃去培养基,加入 9
 

mmol·L-1的 GlcN 溶液

造模,放于细胞培养箱孵育 24
 

h,加入高糖培养基继

续培养 24
 

h。
2. 4. 5　 四味姜黄汤不同部位对 IR-HepG2 细胞葡

萄糖消耗量的影响　 正常对照组加入专用培养基;
模型组加入 9

 

mmol·L-1 的 GlcN 溶液;阳性组加入

10
 

mmol·L-1盐酸二甲双胍;给药组为原汤液组、超
分子部位组、真溶液组、沉淀组,给药组的高、中、低
剂量按 2. 4. 3 项筛选确定;每组设置 3 个复孔。 药

物处理 24
 

h 后,计算各组葡萄糖的消耗量。
2. 4. 6　 蛋白质印迹法(Western

 

blot)分析相关蛋白

表达　 将 HepG2 细胞每孔以 6×105 个细胞接种在 6
孔板中,培养 24

 

h 后,正常组加入高糖培养基,模型

组、阳性组和给药组按 2. 4. 4 项建立 IR-HepG2 模

型。 培养 24
 

h 后,弃去培养基,正常组和模型组加

入高糖培养基,阳性组加入 10
 

mmol·L-1的盐酸二甲

双胍溶液,给药组加入的四味姜黄汤超分子部位溶

液(0. 4
 

mg·mL-1),培养 24
 

h 后收集细胞。 使用 RI-
PA 细胞裂解液与蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂提取

组织中的总蛋白,BCA 蛋白质试剂盒测定蛋白浓

度。 取蛋白样品 30
 

μg,通过十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳( SDS-PAGE)分离,然后转移到聚

偏二氟乙烯( PVDF)膜上。 使用含 5%牛血清白蛋

白( BSA) 的含聚山梨酯 20 的 Tris-盐酸缓冲液

(TBST)封闭 2
 

h,加入一抗 4
 

℃ 孵育过夜。 次日用

TBST 洗涤 5 次,每次 5
 

min,加入二抗,室温孵育 1
 

h,TBST 洗膜 5 次,每次 5
 

min。 最后采用增强型化

学发光剂( ECL)显色,以 β-actin 为内参,计算 Akt、
p-Akt、PI3K、p-PI3K 蛋白的表达量。 灰度值结果采

用 ImageJ 软件进行分析。
2. 5　 数据分析

采用 GraphPad
 

Prism
 

10. 1. 2 进行统计分析,组
间比较选用单因素方差分析( One-way

 

ANOVA),结
果以平均值±标准差( �x±s)的形式呈现,以 P<0. 05
作为显著性差异的标准。
3　 结果

3. 1　 四味姜黄汤超分子部位的制备分离

3. 1. 1　 离心速度考察　 SEM 图显示,3
 

500
 

r·min-1

离心 15
 

min 时,超分子的粒径差别较大;7
 

000
 

r·
min-1离心 15

 

min 时,超分子部位存在的纳米粒子较

少,且存在大量破碎颗粒;5
 

000
 

r·min-1离心 15
 

min
时,超分子部位粒径较为均一,且分布更加密集。 故

选择 5
 

000
 

r·min-1离心转速制备四味姜黄汤超分子

部位,见图 1。
3. 1. 2　 透析袋规格考察 　 SEM 图显示,经 500

 

Da
透析的超分子颗粒边缘模糊,7

 

000
 

Da 透析的超分

子粒径大小差异较大、存在大量不规则碎片,3
 

500
 

Da 透析的超分子粒径较为均一、边缘清晰。 故选择

3
 

500
 

Da 的透析袋对四味姜黄汤超分子部位进行制

备分离,见图 1。
3. 1. 3　 透析时间考察　 SEM 图显示,透析 3

 

h 得到
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图 1　 四味姜黄汤超分子部位制备的条件考察

Fig. 1　 Preparation
 

conditions
 

of
 

supramolecular
 

parts
 

of
 

Siwei
 

Jianghuang
 

Decoction

的超分子纳米粒呈现大量团聚状态,粒子间的间隙

模糊,难以辨别;透析 6、9
 

h 后超分子边缘清晰,但
透析 9

 

h 后部分超分子纳米粒呈现破碎状态。 故选

择透析 6
 

h 作为最佳透析时间,见图 1。
通过单因素考察,对四味姜黄汤超分子部位分

离方法进行优化,最终得到最佳条件:按处方药量称

取 4 味药材,加水煎煮 2 次,每次 1
 

h,合并煎液,滤
过,滤液经 5

 

000
 

r·min-1离心 15
 

min,取上清液装入

3
 

500
 

Da 透析袋中,再置于装有 1
 

000
 

mL 超纯水的

烧杯中透析 6
 

h,透析过程中用磁力搅拌器不断搅

拌,每隔 2
 

h 更换一次超纯水,收集透析袋中的液

体,冷冻干燥,即得。
3. 2　 四味姜黄汤中超分子部位的形态表征

丁达尔效应可用于表征超分子[12] 。 在暗室环

境下,四味姜黄汤水煎液经激光笔垂直照射后能观

察到明显的丁达尔现象(见本文增强出版附加材

料),表明可能存在超分子物质。 为了更直观地观

察形态结构,将超分子部位置于 SEM 下观察形态,
结果显示存在球形的超分子颗粒,见图 2。 此外,激
光粒度仪测得四味姜黄汤超分子的平均粒径为

(436. 18±7. 68)nm。
3. 3　 UPLC-Q-Exactive

 

Orbitrap
 

MS 技术的四味姜黄

汤超分子部位的化学表征

根据 2. 3 项测定方法对四味姜黄汤超分子部

图 2　 超分子部位的形态学表征

Fig. 2　 Morphological
 

characterization
 

of
 

supramolecular
 

parts

位进行化学成分分析, UPLC-Q-Exactive
 

Orbitrap
 

MS 正负总离子流图见图 3。 本研究共鉴定出 18
个化学成分,见表 1,其中生物碱类成分 6 个,酚类

成分 6 个,黄酮类成分 4 个,有机酸类成分 2 个,其
中 15 个化学成分由对照品比对鉴定。 生物碱类

成分主要来源于小檗皮,酚类成分主要来源于余

甘子和姜黄。

图 3　 四味姜黄汤超分子部位的 UPLC-Q-Exactive
 

Orbitrap
 

MS 正负总离子流图

Fig. 3　 UPLC-Q-Exactive
 

Orbitrap
 

MS
 

positive
 

and
 

negative
 

to-
tal

 

ion
 

chromatograms
 

of
 

supramolecular
 

fraction
 

of
 

Siwei
 

Jiang-
huang

 

Decoction

3. 4　 四味姜黄汤超分子部位改善 HepG2 细胞胰岛

素抵抗的药效评价及作用机制研究

3. 4. 1　 CCK-8 法检测不同部位药物对 HepG2 细胞

活性的影响 　 为筛选出四味姜黄汤的安全浓度范

围,运用 CCK-8 法对 HepG2 细胞活力进行测定,以
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　 　 　表 1　 四味姜黄汤超分子部位的化学成分分析

Table
 

1　 Chemical
 

composition
 

analysis
 

of
 

supramolecular
 

parts
 

of
 

Siwei
 

Jianghuang
 

Decoction

No. tR / min 分子式 离子模式 一级质谱 碎片离子 化合物 来源 类别

1 3. 39 C5 H11 NO2 [M+H] + 118. 086
 

3 118. 086
 

3,
 

59. 073
 

6,
 

58. 065
 

8
 

甜菜碱 小檗皮 生物碱类

2 9. 78 C7 H6 O5 [M-H] - 169. 013
 

7 169. 013
 

7,
 

125. 023
 

6,
 

107. 012
 

9,
 

97. 028
 

6,
 

81. 033
 

6
没食子酸1) 余甘子 酚类

3 10. 33 C13 H18 N2 O [M+H] + 219. 149
 

0 219. 149
 

0,
 

160. 075
 

5,
 

132. 080
 

7 蟾蜍特尼定 小檗皮 生物碱类

4 19. 01 C16 H20 O9 [M-H] - 355. 104
 

3 355. 104
 

3,
 

193. 050
 

2,
 

149. 060
 

1 　 阿魏酸-4-O-β-
D-吡喃葡萄糖苷

小檗皮 黄酮类

5 19. 98 C20 H23 NO4 [M] + 342. 169
 

6 　 342. 169
 

6,
 

297. 111
 

8,
 

282. 088
 

1,
 

265. 085
 

5,
 

237. 090
 

7,
 

219. 080
 

2,
 

191. 085
 

3
木兰花碱1) 小檗皮 生物碱类

6 22. 08 C27 H2 2 O18 [M-H] - 633. 073
 

5 633. 073
 

5,
 

463. 052
 

1,
 

300. 999
 

1,
 

169. 013
 

8 柯里拉京1) 余甘子 酚类

7 22. 13 C9 H8 O4 [M-H] - 179. 034
 

6 　 179. 034
 

6,
 

135. 044
 

4,
 

116. 968
 

6,107. 049
 

2,
 

89. 023
 

4
咖啡酸1) 余甘子 有机酸类

8 27. 11 C10 H10 O4 [M-H] - 193. 050
 

4 193. 050
 

4,
 

178. 026
 

6,
 

149. 060
 

2,
 

134. 036
 

4 阿魏酸1) 　 小檗皮、
蒺藜

有机酸类

9 28. 00 C20 H20 NO4 [M] + 338. 138
 

0 338. 138
 

0,
 

307. 083
 

6,
 

279. 088
 

4 药根碱1) 小檗皮 生物碱类

10 29. 27 C20 H17 NO4 [M] + 336. 122
 

6 336. 122
 

6,
 

320. 091
 

3,
 

292. 096
 

5,
 

278. 081
 

0 小檗碱1) 小檗皮 生物碱类

11 29. 59 C21 H22 NO4 [M] + 352. 153
 

8 　 352. 153
 

8,
 

337. 130
 

5,
 

336. 122
 

6,
 

308. 127
 

7,
 

292. 096
 

5
 

巴马汀1) 小檗皮 生物碱类

12 30. 45 C27 H30 O16 [M-H] - 609. 146
 

9 　 609. 1469,
 

301. 0353,
 

300. 0275,
 

271. 0254,
 

255. 0305,
 

227. 0359
芦丁1) 　 余甘子、

蒺藜

黄酮类

13 32. 22 C14 H6 O8 [M+H] + 303. 013
 

2 　 303. 013
 

2,
 

285. 002
 

6,
 

275. 018
 

4,
 

257. 007
 

8,
 

247. 023
 

5,
 

229. 013
 

2,
 

201. 018
 

2
鞣花酸1) 余甘子 酚类

14 32. 72 C15 H10 O7 [M+H] + 303. 049
 

4 303. 049
 

4,
 

257. 007
 

7,
 

229. 049
 

3,
 

153. 018
 

1 槲皮素1) 　 蒺藜、姜
黄

黄酮类

15 36. 57 C15 H12 O5 [M-H] - 271. 061
 

5 271. 061
 

5,
 

177. 018
 

9,
 

151. 003
 

1,
 

107. 013
 

0 柚皮素1) 余甘子 黄酮类

16 45. 22 C1 9 H16 O4 [M+H] + 309. 111
 

5 309. 111
 

5,
 

225. 090
 

1 　 双 去 甲 氧 基

姜黄1)

姜黄 酚类

17 45. 26 C20 H18 O5 [M+H] + 339. 122
 

2 339. 122
 

2,
 

255. 101
 

1,
 

177. 054
 

4 去甲氧基姜黄1) 姜黄 酚类

18 45. 54 C21 H20 O6 [M+H] + 369. 132
 

9 369. 132
 

9,
 

285. 111
 

8,
 

177. 054
 

5 姜黄素1) 姜黄 酚类

　 注:1) 与对照品比对。

细胞存活率 80%以上作为无毒剂量[13] 。 CCK-8 实

验结果见图 4,低浓度的四味姜黄汤原汤液、超分子

部位、真溶液及沉淀部分对 HepG2 细胞无毒。 当给

药浓度为 800、1
 

600
 

μg·mL-1,HepG2 细胞的存活率

均低于 80%。 因此选择 100、200、400
 

μg·mL-1质量

浓度进行后续实验。
3. 4. 2　 四味姜黄汤不同部位对 IR-HepG2 细胞葡

萄糖消耗量影响 　 为评价四味姜黄汤不同部位对

IR-HepG2 细胞葡萄糖消耗量的影响,选取 CCK-8
法确定的安全剂量(400、200、100

 

μg·mL-1 )作为评

价 IR-HepG2 细胞葡萄糖消耗量的给药浓度。 结果

见表 2,模型组的葡萄糖消耗相比于对照组显著降

低,说明 IR-HepG2 模型建立成功。 与模型组相比,

阳性组,原汤溶液组和超分子部位组的高、中、低剂

量组均可显著提高 IR-HepG2 细胞的葡萄糖消耗量

(P<0. 05),有改善 IR 的作用;而原汤液去除超分子

后的剩余部分(真溶液组、沉淀部位组)对葡萄糖消

耗量无显著影响,没有改善 IR 的作用。 这些结果表

明,四味姜黄汤中的超分子部位与原汤液改善 IR 的

作用相当。 且当超分子部位被移除后,改善 IR 的作

用消失,说明超分子是四味姜黄汤改善 IR 的关键药

效物质。
3. 4. 3　 四味姜黄汤超分子对 IR-HepG2 细胞 PI3K /
Akt 信号通路相关蛋白表达的影响 　 研究表明,
PI3K / Akt 信号通路是胰岛素通路的核心环节[14] 。
为进一步探究四味姜黄汤超分子对 IR-HepG2 细胞
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A. 原汤液组;B. 超分子部位组;C. 真溶液组;D. 沉淀部位组。 CON. 对照组。

图 4　 四味姜黄汤不同部位对 HepG2 细胞活力的影响( �x±s,n= 3)
Fig. 4　 Effects

 

of
 

different
 

parts
 

of
 

Siwei
 

Jianghuang
 

Decoction
 

on
 

HepG2
 

cell
 

viability( �x±s,n= 3)

表 2　 四味姜黄汤不同部位对 IR-HepG2 细胞葡萄糖消耗量

的影响( �x±s,
 

n= 3)
Table

 

2　 Effects
 

of
 

different
 

parts
 

of
 

Siwei
 

Jianghuang
 

Decoction
 

on
 

glucose
 

consumption
 

of
 

IR-HepG2
 

cells
 

( �x±s,
 

n= 3)

分组 剂量 / μg·mL-1 葡萄糖消耗量 / mmol·L-1

正常 - 10. 04±0. 083)

模型 - 3. 89±0. 35

阳性 - 9. 04±0. 213)

原汤液 400 6. 78±0. 063)

200 5. 97±0. 023)

100 4. 76±0. 163)

超分子部位 400 6. 81±0. 763)

200 5. 51±0. 093)

100 4. 98±0. 051)

真溶液 400 4. 56±0. 23

200 3. 69±0. 23

100 3. 51±0. 21

沉淀部位 400 4. 15±0. 07

200 2. 68±0. 19

100 2. 17±0. 02

　 注:与模型组比较1) P<0. 05,2) P<0. 01,3) P<0. 001(表 3 同)。

糖代谢的影响机制,本研究采用 Western
 

blot 法检测

IR-HepG2 细胞中 p-PI3K、PI3K、p-Akt 及 Akt 蛋白

的表达,结果见图 5、表 3。 与正常组相比,模型组的

p-PI3K / PI3K、p-Akt / Akt 比值的蛋白表达显著降

低,说明在 IR 状态下,PI3K / Akt 通路被抑制。 但四

味姜黄汤超分子处理后 p-PI3K / PI3K、p-Akt / Akt 比
值显著升高,表明 p-PI3K、p-Akt 蛋白表达量增加,
说明四味姜黄汤的超分子物质可激活 PI3K / Akt 通
路,改善 IR。

图 5　 超分子对 IR-HepG2 细胞 PI3K / Akt 通路相关蛋白影

响的电泳图

Fig. 5　 Electrophoretic
 

image
 

of
 

the
 

effect
 

of
 

supramolecules
 

on
 

PI3K / Akt
 

pathway-related
 

proteins
 

in
 

IR-HepG2
 

cells

表 3　 超分子对 IR-HepG2 细胞 PI3K / Akt 通路相关蛋白表

达的影响( �x±s,
 

n= 3)
Table

 

3　 Effects
 

of
 

supramolecules
 

on
 

PI3K / Akt
 

pathway-rela-
ted

 

protein
 

expression
 

in
 

IR-HepG2
 

cells
 

( �x±s,
 

n= 3)

分组 p-PI3K / PI3K p-Akt / Akt

正常 1. 22±0. 112) 0. 85±0. 141)

模型 0. 67±0. 10 0. 52±0. 08

阳性 0. 93±0. 11 0. 89±0. 111)

超分子部位 1. 13±0. 122) 0. 93±0. 092)

4　 讨论

汤剂是藏医临床常用的剂型。 现代研究表明,
汤剂在煎煮过程中不同药材含有的各类化学成分可

通过氢键、静电引力、疏水作用、π-π 堆积等非共价

键作用而自组装形成各种超分子聚集体[15-17] 。 近

年来,自组装形成的超分子物质被发现具有促吸收、
缓释 等 独 特 的 功 能, 并 展 现 出 明 显 的 生 物 活

性[18-19] ,这为揭示中药的药效物质基础、配伍机制

等提供了新的研究思路。 四味姜黄汤是藏医治疗糖

尿病的代表性方剂,有研究发现四味姜黄汤改善糖

尿病肾病的作用可能与其调节 PI3K / Akt 等通路有
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关[20] 。 本研究对四味姜黄汤的超分子部位进行分

离和表征,并探究其改善 IR 的药理活性及作用

机制。
本研究对四味姜黄汤中超分子物质的分离条件

进行了优化,发现超分子的粒径约为 436
 

nm。 通过

SEM 观察到超分子的大小均一、呈球形。 随后,采
用 UPLC-Q-Exactive

 

Orbitrap
 

MS 技术发现超分子主

要由小檗皮中的生物碱类(小檗碱、药根碱等),姜
黄和余甘子中的酚类(姜黄素、鞣花酸等),以及蒺

藜中的黄酮类(芦丁、槲皮素等)成分组成。 有研究

报道,生物碱类易与酸性或黄酮类成分发生分子自

组装形成超分子聚集体,如小檗碱与大黄酸[21] 、小
檗碱与马兜铃酸[22] 、小檗碱与黄芩苷[23] 。 本研究

结果证明,小檗皮药材中的生物碱类成分可与姜黄、
余甘子中的多酚类成分,以及蒺藜中的黄酮类成分

在煎煮过程中发生相互作用形成超分子纳米颗粒。
近年来,我国糖尿病患者人数逐年增加,其中

T2DM 占糖尿病患者总人数的 90% ~ 95%[24] 。 肝脏

是胰岛素作用的重要器官,其能量代谢失衡会导致

胰岛素抵抗,诱发 T2DM[25] 。 HepG2 细胞是来源于

人肝癌组织的肝胚胎肿瘤细胞系,与正常肝细胞具

有相同的脂质和葡萄糖代谢生理功能,被广泛用于

药物治疗糖尿病机制研究[26-27] 。 因此,本研究采用

HepG2 细胞探究超分子的药效作用及机制。 结果

显示,超分子部位可显著提高 HepG2 细胞的葡萄糖

消耗量,有改善 IR 的作用。 PI3K / Akt 通路与糖脂

代谢和胰岛素抵抗密切相关,对于调节葡萄糖稳态

至关重要[28-29] 。 PI3K 是一种细胞内信号转导酶;
Akt 是 PI3K 的下游靶标,是胰岛素信号转导代谢效

应的重要介质,可促进肝脏中葡萄糖的摄取和糖原

的合成[30] 。 因此,通过调节 PI3K / Akt 通路改善 IR
是治疗 T2DM 的有效策略。 p-PI3K 和 p-Akt 是

PI3K 和 Akt 的激活状态。 有研究发现,PI3K 和 Akt
的磷酸化蛋白在 IR 情况下表达量显著降低[31] 。 本

研究结果表明,IR-HepG2 细胞中 p-PI3K 和 p-Akt
蛋白的表达显著降低,而四味姜黄汤的超分子部位

可以显著上调其表达,表明其改善 IR 作用可能与激

活 PI3K / Akt 通路有关。
综上,本研究优化了四味姜黄汤中超分子物质

的提取分离条件,发现存在大小均一、呈球形的超分

子纳米颗粒。 超分子可明显改善 IR,其作用机制与

激活 PI3K / Akt 通路有关。 此外,本研究发现超分子

的药效与四味姜黄汤原汤溶液相当,而除去超分子

后无改善 IR 作用,表明超分子可能是四味姜黄汤改

善 T2DM 的关键药效物质。 然而,超分子具体的形

成机制尚不清楚,后续还需要进一步研究。 此外,本
研究仅从体外细胞实验探讨了超分子改善 IR 的作

用及机制,后续还需进行动物实验验证。
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