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芪姜益脉方调控 FGF21/AMPK 改善线粒体自噬延缓
2 型糖尿病大鼠血管衰老的机制
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［摘要］ 目的：观察芪姜益脉方对 2 型糖尿病（T2DM）大鼠血管衰老及成纤维细胞生长因子 21/腺苷酸活化蛋白激酶

（FGF21/AMPK）信号通路和线粒体自噬的影响。方法：48 只 SPF 级雄性 SD 大鼠，随机选取 8 只为空白组，其余 40 只采用高糖

高脂饮食联合小剂量链脲佐菌素（STZ）诱导法构建 T2DM 大鼠模型。将大鼠分为模型组，芪姜益脉方低、中、高剂量组（3.72、

7.44、14.88 g·kg-1），二甲双胍组（132.9 mg·kg-1），每组 8 只，并予相应剂量芪姜益脉方和二甲双胍灌胃，空白组和模型组予等体

积双蒸水灌胃，连续 8 周。苏木素-伊红（HE）染色观察血管组织病理形态改变，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清内皮微

颗粒（EMPs）和血管组织衰老相关分泌表型（SASP）水平，免疫组织化学（IHC）检测血管组织肿瘤蛋白 p53（p53）、细胞周期蛋

白依赖性激酶抑制剂 1A（p21）蛋白表达，蛋白免疫印迹法（Western blot）和实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）分别

检测 FGF21、成纤维细胞生长因子受体 1（FGFR1）、β-克劳托蛋白（KLB）、肝激酶 B1（LKB1）、磷酸化（p）-AMP 活化蛋白激酶

（AMPK）、AMPK、PTEN 诱导的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 1（PINK1）、E3 泛素连接酶（Parkin）、隔离体蛋白 1（p62）蛋白和 mRNA

表达水平。结果：与空白组比较，模型组大鼠颈总动脉血管组织形态学出现衰老病理改变，血清 EMPs 显著升高（P<0.01），血
管组织 IL-1β、IL-8、MMP-1、MMP-9 显著升高（P<0.01），p53、p21 蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01），FGF21、FGFR1、KLB、

LKB1、p-AMPK/AMPK、PINK1、Parkin 蛋白与 mRNA 表达显著降低（P<0.01），p62 蛋白与 mRNA 表达显著升高（P<0.01）；与模

型组比较，各治疗组大鼠颈总动脉血管组织衰老病理改变均出现不同程度改善，血清 EMPs 和血管组织 SASP 均显著降低

（P<0.01），p53、p21 蛋白表达均明显降低（P<0.05，P<0.01），FGF21、FGFR1、KLB、LKB1、p-AMPK、AMPK、PINK1、Parkin 蛋白

与 mRNA 表达均明显升高（P<0.05，P<0.01），p62 蛋白与 mRNA 表达均明显降低（P<0.05，P<0.01）。结论：芪姜益脉方能够干

预 T2DM 大鼠血管组织衰老和炎症损伤，其机制可能与上调 FGF21/AMPK 信号通路和改善线粒体自噬有关。
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diabetes mellitus （T2DM） rats， the fibroblast growth factor 21/adenosine monophosphate-activated protein kinase （FGF21/AMPK） 

signaling pathway， and mitophagy. Methods：： Eight rats were selected randomly from a total of 48 SPF-grade male SD rats as the 

blank group， while the remaining 40 rats were fed a high-sugar and high-fat diet combined with a low dose of streptozotocin （STZ） 

to establish a T2DM rat model. The rats were then divided into a model group， Qijiang Yimai prescription groups with low， 

medium， and high doses （3.72， 7.44， and 14.88 g·kg-1）， and a metformin group （132.9 mg·kg-1）， with eight rats per group. Rats 

in the treatment groups received corresponding doses of Qijiang Yimai prescription and metformin by gavage， while those in the 

blank and model groups were given an equivalent volume of double-distilled water for eight weeks consecutively. Hematoxylin-

eosin （HE） staining was performed to observe histopathological changes in vascular tissues. Levels of endothelial microparticles 

（EMPs） in serum and senescence-associated secretory phenotype （SASP） in vascular tissues were measured by enzyme-linked 

immunosorbent assay （ELISA）. The expressions of tumor protein p53 （p53） and cyclin-dependent kinase inhibitor 1A （p21） in 

vascular tissues were examined by using immunohistochemistry （IHC）. Western blot and real-time quantitative polymerase chain 

reaction （Real-time PCR） were employed to detect protein and mRNA expression levels of FGF21， fibroblast growth factor 

receptor 1 （FGFR1）， β -Klotho （KLB）， liver kinase B1 （LKB1）， phosphorylated AMP-activated protein kinase （p-AMPK）， 

AMPK， PTEN-induced serine/threonine kinase 1 （PINK1）， E3 ubiquitin ligase （Parkin）， and sequestosome-1 （p62）. Results：： 

Compared with those in the blank group， rats in the model group showed marked aging-related pathological alterations in the 

histomorphology of the carotid artery tissues， accompanied by significantly increased EMP levels in serum （P<0.01）. The levels of 

interleukin-1β （IL-1β）， IL-8， matrix metalloproteinase‑1 （MMP-1）， and MMP-9 in vascular tissues were also significantly 

elevated （P<0.01）. Protein expression levels of p53 and p21 were notably increased （P<0.01， P<0.05）. In contrast， the protein and 

mRNA expression levels of FGF21， FGFR1， KLB， LKB1， the p-AMPK/AMPK ratio， PINK1， and parkin were significantly 

reduced （P<0.01）， while the protein and mRNA expression levels of p62 were markedly upregulated （P<0.01）. Compared with 

those in the model group， the rats in all treatment groups exhibited varying degrees of improvement in aging-related pathological 

alterations of the carotid artery tissues. The levels of EMPs in serum and SASP in vascular tissues were reduced to different extents 

（P<0.01）. Expression levels of p53 and p21 were also decreased to varying degrees （P<0.05， P<0.01）. Meanwhile， the protein and 

mRNA expression levels of FGF21， FGFR1， KLB， LKB1， p-AMPK， AMPK， PINK1， and parkin were elevated to varying 

degrees （P<0.05， P<0.01）， whereas the protein and mRNA expression levels of p62 were reduced to varying degrees （P<0.05， 

P<0.01）. Conclusion：： Qijiang Yimai prescription can intervene aging and inflammatory injury in vascular tissues of T2DM rats， 

and its mechanism may be associated with upregulation of the FGF21/AMPK signaling pathway and enhancement of mitophagy.

［［Keywords］］ Qijiang Yimai prescription； type 2 diabetes mellitus； vascular aging； fibroblast growth factor 21； mitophagy

血管作为多种器官组织的重要组成部分，其衰

老是机体各系统功能衰退的重要病理生理基础［1］。

2 型糖尿病（T2DM）作为衰老的主要危险因素之一，

其全球发病率持续攀升，所引发的血管衰老相关疾

病已成为重大公共卫生问题［2］。在 T2DM 合并血管

衰老的早期阶段采取有效干预措施，调控潜在可逆

机制以延缓病情进展，对慢性病防控及应对日益严

峻的公共健康挑战具有重要意义。

在 T2DM 血管衰老进程中，炎症反应发挥核心

作用，可导致内皮功能紊乱、血管平滑肌细胞衰老

及细胞外基质重塑［3-4］。因此，降低血管组织局部炎

症水平已成为干预血管衰老的重要策略。近年来，

成纤维细胞生长因子 21（FGF21）及其下游信号通

路腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）在代谢和衰老调控

中的作用备受关注［5-6］。在糖尿病血管并发症领域，

FGF21/AMPK 信号通路轴通过促进脂质代谢、增强

抗氧化防御、缓解炎症反应，从而对糖尿病心肌病

发挥保护效应［7］。此外，线粒体自噬作为维持细胞

能量稳态的关键步骤，其受损被认为是衰老的重要

驱动因素［8］。高糖环境可能抑制线粒体自噬，导致

损伤线粒体堆积和活性氧簇（ROS）持续过量生成，

进而放大炎症反应，加速细胞衰老表型［9］。研究显

示，FGF21/AMPK 对高糖相关炎症反应和细胞功能

障碍具有显著保护作用，并通过抑制肿瘤蛋白 p53

及改善线粒体生物发生和恢复线粒体自噬效率来

改善血管衰老［10-11］。因此，FGF21/AMPK 信号通路

与线粒体自噬可能是连接代谢调控、炎症反应与血

管衰老的关键桥梁。

糖尿病血管病变的机制复杂性促使防治策略

逐渐转向多靶点干预模式。中医药具有整体调节、

多成分多途径的作用特点，使其能够针对多重机制

进行综合干预，显示出独特优势。例如，益气活血

方可能基于特定炎症通路，延缓血管平滑肌细胞衰

老［12］，此外，人参三七川芎提取物可能通过恢复血

管内皮细胞线粒体自噬能力，减少 ROS 生成，达到

延缓细胞衰老和血管衰老的作用，阐明了益气活血

药祛瘀生新、通脉活络的科学内涵［13］。团队基于前

期研究提出［14］，“气虚痰瘀”是 T2DM 伴血管衰老的

核心病机，并以益气化痰活血类中药为组成，拟定

“芪姜益脉方”（专利申请号 202511274773.3）进行干
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预，在临床实践中取得显著疗效。本研究拟通过体

内实验深入探讨芪姜益脉方干预 T2DM 血管衰老

的作用与分子机制，以期为该方的临证应用及中医

药防治血管衰老提供科学依据。

1 材料

1.1　 动 物     SPF 级 健 康 雄 性 7~8 周 龄 SD 大 鼠

48 只，体质量 180~220 g，购于北京华阜康生物科技

股份有限公司，合格证号 SCXK（京）2019-0008，饲

养于中国中医科学院中医基础理论研究所 SPF 级实

验动物室（符合国标 GB14925-2010）。饲养环境：温

度 17~23 ℃，日温差≤4 ℃，相对湿度 40%~70%，空

气清洁度 7 级，灯照周期为 12 h，自由进食和饮水。

1.2　伦理     本实验已通过中国中医科学院中医基

础理论研究所实验动物中心实验动物伦理（编号

IBTCMCACMSZI-2403-04）。
1.3　药物     芪姜益脉方购自中国中医科学院广安

门医院，由中国中医科学院广安门医院药剂科杨响

光副研究员鉴定，符合 2020 年版《中华人民共和国

药典》中饮片质检标准，药物组成：黄芪 30 g、丹参

15 g、山楂 20 g、姜黄 10 g、青蒿 9 g。采用传统水煎

法浓缩，药物饮片浸泡 30 min 后，以 10 倍药材质量

的双蒸水头煎，水沸后文火煎煮 30 min，后以 5 倍双

蒸水二次煎煮 20 min，滤过后合并，浓缩后生药质量

浓度为 2.2 g·mL-1。盐酸二甲双胍片（生产厂家为

中 美 上 海 施 贵 宝 制 药 有 限 公 司 ，国 药 准 字

H20023370，规格 0.5 g/片，批号），研磨成粉末状，用

双蒸水配置为质量浓度 20 g·L-1的药液。

1.4　试剂     链脲佐菌素（STZ）、苏木素 -伊红（HE）
染色试剂（美国 Sigma Aldrich 公司，批号分别为

S0130、H9627）；柠檬酸钠缓冲液（北京索莱宝科技

有 限 公 司 ，批 号 C1013）；AMPK 抗 体 、磷 酸 化

（p）-AMPK 抗体、隔离体蛋白 1（p62）抗体（江苏亲

科生物研究中心有限公司，批号分别为 AF6423、

AF3423、AF5384）；肝激酶 B1（LKB1）抗体、β-克劳

托蛋白（KLB）抗体、FGF21 抗体、成纤维细胞生长

因子受体 1（FGFR1）抗体、E3 泛素连接酶（Parkin）
抗体（北京博奥森生物技术有限公司，批号分别为

bs-3948R、 bs-2925R、 bs-23679R、 bs-0230R、 bs-

23687R）；肿瘤蛋白 p53（p53）抗体、细胞周期蛋白依

赖性激酶抑制剂 1A（p21）抗体、PTEN 诱导的丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶 1（PINK1）抗体（武汉三鹰生物

技术有限公司，批号分别为 21891-1-AP、28248-1-

AP、23274-1-AP）；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）
抗体、山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G、山羊抗小鼠 IgG、

山羊抗大鼠 IgG（美国 Abcam 公司，批号分别为

ab181602、ab205718、ab205719、ab205720）；TRIzol 

RNAiso Plus、PrimeScript ™ RT reagent Kit with 

gDNA Eraser、TB Green® Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒

（日 本 TaKaRa 公 司 ，批 号 分 别 为 9109、RR047B、

RR820A）；大鼠白细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介

素 -8（IL-8）、基质金属蛋白酶 -1（MMP-1）、基质金属

蛋白酶-9（MMP-9）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试
剂盒（上海科桥生物科技有限公司，批号分别为

KQ112342、KQ112356、KQ104419、KQ112501）；内
皮微颗粒（EMPs）ELISA 试剂盒（上海瑞番生物科技

有限公司，批号 RF10982）。
1.5　仪器     Tanon 1600 型凝胶成像系统（上海天能

科技有限公司）；QL-902 型涡旋振荡仪（海门市其林

贝尔仪器制造有限公司）；SN257300 型酶标仪（美国

BioTek 公司）；TG16W 型离心机（湖南湘仪离心机

仪器有限公司）；Leica RM 2016 型病理切片机（德国

Leica 公司）；JB-P5 型石蜡组织包埋机（武汉俊杰电

子有限公司）；Accu-Chek Guide 型血糖仪（瑞士罗氏

公司）；T100 型聚合酶链式反应（PCR）仪（美国 Bio-

Rad 公司）；ABI 7500 型实时荧光定量 PCR（Real-

time PCR）系统（美国 Applied Biosystems公司）。
2 方法

2.1　造模     所有 SD 大鼠适应性饲养 1 周。采用随

机数字表法将 48 只 SD 大鼠随机分为 2 组：空白组

8 只、模型组 40 只。模型组大鼠以高糖高脂饲料（北

京华阜康生物科技股份有限公司，货号 H10141）联
合小剂量 STZ 诱导法构建 T2DM 大鼠模型［15］。先

予高糖高脂饲料喂养 8 周，禁食不禁水 12 h，按照

30 mg·kg-1单次腹腔注射 1% STZ 缓冲液（采用柠檬

酸钠缓冲液现场配制）。空白组以标准维持饲料喂

养 8 周后，禁食不禁水 12 h，按照 30 mg·kg-1 单次腹

腔注射柠檬酸钠缓冲液。72 h 后尾静脉采血测血糖

水 平 ，定 义 连 续 3 次 随 机 血 糖 ≥16.7 mmol·L-1 为

T2DM 建模成功。诱导过程中大鼠无死亡，成模率

89.58%，未成模大鼠待血糖稳定后给予 STZ 补注

射，补注射后大鼠均成模。

2.2　分组及给药     根据建模后 T2DM 大鼠的体质

量与血糖水平，采用分层随机法将 40 只 T2DM 大鼠

分为 5 组：模型组，芪姜益脉方低、中、高剂量组，二

甲 双 胍 组 ，每 组 8 只 。 芪 姜 益 脉 方 成 人 用 量 是

84 g·d-1（生药量），按照 70 kg 成人与大鼠的临床等

效剂量的 0.5、1、2 倍分别折算成芪姜益脉方低、中、

高剂量组给药量（3.72、7.44、14.88 g·kg-1）。二甲双
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胍成人用量是 1.5 g·d-1，按照临床等效剂量的 1 倍折

算大鼠给药量 132.9 mg·kg-1。空白组与模型组给予

同等体积双蒸水。1 次/d，连续灌胃 8 周。饲养流程

及分组见增强出版附加材料。

2.3　样本采集及预处理     饲养 16 周后，各组大鼠

禁食不禁水 12 h，单次腹腔注射 3% 戊巴比妥钠溶

液进行麻醉，后通过腹主动脉采集 5 mL 全血，室温

静置 2 h，以 4 ℃ 3 000 r·min-1，离心 15 min（离心半

径 10 cm，下同），收集上清液，于−20 ℃保存 24 h，后

转移至−80 ℃保存备用。取大鼠颈总动脉、胸主动

脉、腹主动脉等血管组织，部分存于 4% 多聚甲醛溶

液以备后续病理染色与免疫组化检测；部分置于冻

存管，存于−80 ℃以备后续提取蛋白质和 RNA。

2.4　观察指标及检测方法     

2.4.1　HE 染色法观察大鼠血管组织的病理形态改

变     取固定好的血管组织标本，进行梯度乙醇脱

水、二甲苯透明，石蜡包埋后切成约 4 μm 切片，烤片

后二甲苯脱蜡、梯度乙醇复水，随后进行 HE 染色，

中性树胶封片后显微镜下观察血管组织病理变化。

2.4.2　ELISA 检测大鼠血清 EMPs 及血管组织中衰

老 相 关 分 泌 表 型（SASP）IL-1β、IL-8、MMP-1、

MMP-9 含量     实验严格按照相应试剂盒说明书操

作，在 450 nm 波长下测定各孔吸光度 A，并根据标

准曲线计算各指标含量。

2.4.3　免疫组化（IHC）法检测 p53、p21 蛋白表达     　

　血管组织经石蜡包埋并切片，常规脱蜡至水后进

行抗原修复。滴加 p53、p21（1∶1 000）一抗，于 4 ℃孵

育过夜，再加二抗（1∶10 000）于 37 ℃孵育 30 min。

DAB 显色后，经梯度乙醇脱水、二甲苯透明处理，用

中性树脂封片。显微镜下观察阳性表达，利用 Image 

J软件分析阳性染色面积比率，评价蛋白表达水平。

2.4.4　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 FGF21/

AMPK 信号通路及线粒体自噬相关蛋白表达     取

冻 存 的 血 管 组 织 ，裂 解 液 冰 上 裂 解 、以 4 ℃ 、

12 000 r·min-1 离心 10 min（离心半径 10 cm）获取蛋

白，用蛋白定量法（BCA）试剂盒检测蛋白浓度。凝

胶电泳后转膜，经 5% 牛血清白蛋白（BSA）封闭 1 h，

分别加一抗 FGF21、FGFR1、KLB、LKB1、p-AMPK、

AMPK、Parkin、p62（1∶1 000）、PINK1（1∶2 000）4 ℃

孵育过夜，再加二抗（1∶10 000）室温孵育 2 h，使用

增强化学发光法（ECL）化学液显影并使用 Image J

软件分析条带，计算目的蛋白表达量。

2.4.5　Real-time PCR 检测 FGF21/AMPK 信号通路

及线粒体自噬 mRNA 表达     血管组织总 RNA 采用

TRNzol 法提取 ，使用 PrimeScript™ RT reagent Kit 

with gDNA Eraser 进行反转录，获取 cDNA。配置

Real-time PCR 反应液，进行 Real-time PCR 反应，扩

增条件：95 ℃预变性 10 min，1 个循环；95 ℃ 15 s，

60 ℃ 60 s，40 个循环；95 ℃ 5 s，60 ℃ 1 min，95 ℃

（每秒上升 0.11 ℃），50 ℃ 30 s 熔解，完成扩增。目

标基因表达量采用 2-ΔΔCt法计算，PCR 引物由生工生

物工程（上海）股份有限公司设计合成，引物序列

见表 1。

2.5　统计学分析     采用 SPSS 26.0 统计软件，计量

资料用 x̄ ± s 表示。三组及以上组间比较，首先进行

正态性与方差齐性检验。符合正态分布且方差齐

的数据，采用单因素方差分析比较组间差异。不符

合正态分布的数据，采用 Kruskal-Wallis 检验进行组

间比较。所有检验均为双侧检验，P<0.05 为差异具

有统计学意义。

3 结果

3.1　芪姜益脉方对大鼠颈总动脉血管组织形态学

的影响     与空白组比较，模型组大鼠颈总动脉血管

组织出现衰老形态改变，表现为内皮细胞排列紊

乱，局部可见细胞脱落，内皮连续性受损；中膜平滑

肌细胞层次减少、细胞排列不规则、细胞间隙增宽；

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

FGF21

FGFR1

KLB

AMPK

LKB1

GAPDH

PINK1

Parkin

p62

序列（5′-3′）
上游 GCACACCGCAGTCCAGAAAGT

下游 ATCAAAGTGAGGCGATCCATAGAG

上游 ATGGTTGACCGTTCTGG

下游 ATCTGGCTATGGAAGTCG

上游 AAAGTCACCCACTACCAG

下游 CAGTCCTTCGCTCACCAC

上游 GAGTATCTCAACCGTTCTAT

下游 GAGGTAACTGGGCAAAT

上游 GGCTCTTGTGCCTATCCC

下游 GCCGTCCTCAATGTCAAAC

上游 CGTATCGGACGCCTGGTT

下游 AGGTCAATGAAGGGGTCGTT

上游 CAGATGTCGTCTCAAAGGGA

下游 TAGATGGATGGGCATAGGTAG

上游 TGTCCACGACGCTCAACT

下游 CACTCCTCGGCACCATAC

上游 CGACTGTGGTGGGTTCCG

下游 CCCGCTCTTTCAGCTTCATG

长度/bp

135

174

117

126

136

83

219

138

252

··4
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部分平滑肌细胞出现体积缩小、核固缩或染色加深

等退行性改变；弹性纤维排列紊乱，部分断裂或断

裂成碎片状，管壁结构完整性下降。与模型组比

较，各治疗组颈总动脉血管组织形态均出现不同程

度改善，芪姜益脉方高剂量组和二甲双胍组表现出

较为明显的改善趋势，见图 1。

3.2　芪姜益脉方对大鼠血清 EMPs的影响     与空白

组比较，模型组 EMPs 水平显著升高（P<0.01），提示

存在血管衰老；与模型组比较，芪姜益脉方高剂量

组和二甲双胍组 EMPs 水平显著降低（P<0.01），提
示芪姜益脉方与二甲双胍具有减轻血管衰老的作

用。见表 2。

3.3　芪姜益脉方对大鼠血管组织 SASP 的影响     与

空白组比较，模型组 IL-1β、IL-8、MMP-1、MMP-9 水

平显著升高（P<0.01），提示血管组织炎症状态和衰

老；与模型组比较，各治疗组 IL-1β、IL-8、MMP-1、

MMP-9 水平均显著降低（P<0.01）。见表 3。

3.4　芪姜益脉方对大鼠血管组织 p53、p21 蛋白表

达的影响     与空白组比较，模型组 p53、p21 蛋白表

达水平显著升高（P<0.05，P<0.01），提示血管衰老；
与模型组比较，各治疗组 p53、p21 蛋白表达水平均

明显降低（P<0.05，P<0.01）。见图 2、表 4。

3.5　芪姜益脉方对大鼠血管组织 FGF21/AMPK 信

号通路相关蛋白表达的影响     与空白组比较，模型

组 FGF21、FGFR1、KLB、LKB1、p-AMPK/AMPK 蛋

白表达显著降低（P<0.01）；与模型组比较，芪姜益脉

方高剂量组和二甲双胍组 FGF21、FGFR1、KLB、

LKB1、p-AMPK/AMPK 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高

（P<0.05，P<0.01），芪 姜 益 脉 方 中 剂 量 组 FGF21、

KLB、LKB1、p-AMPK/AMPK 蛋白表达水平显著升

高（P<0.01）。见图 3、表 5。

3.6　芪姜益脉方对大鼠血管组织 FGF21/AMPK 信

号通路相关 mRNA 表达的影响     与空白组比较，模

型组 FGF21、FGFR1、KLB、LKB1、AMPK mRNA 表

达水平显著降低（P<0.01）；与模型组比较，芪姜益脉

方 中 、高 剂 量 组 和 二 甲 双 胍 组 FGF21、FGFR1、

KLB、LKB1、AMPK mRNA 表 达 水 平 明 显 升 高

（P<0.05，P<0.01），芪 姜 益 脉 方 低 剂 量 组 FGF21、

FGFR1、KLB mRNA 表达水平明显升高（P<0.05，P<

0.01）。见表 6。

注：A.空白组；B.模型组；C.芪姜益脉方低剂量组；D.芪姜益脉方中剂量组；E.芪姜益脉方高剂量组；F.二甲双胍组（图 2-图 4 同）
图 1　芪姜益脉方对大鼠颈总动脉血管组织形态的影响  （HE，×200）
Fig. 1　Effect of Qijiang Yimai prescription on vascular tissue morphology of common carotid artery in rats （HE，×200）

表 2　芪姜益脉方对大鼠血清 EMPs 水平的影响  （x̄± s，n=8）

Table 2　 Effect of Qijiang Yimai prescription on serum EMPs in 

rats （x̄± s，n=8）

组别

空白组

模型组

芪姜益脉方低剂量组

芪姜益脉方中剂量组

芪姜益脉方高剂量组

二甲双胍组

剂量/g·kg-1

3.72

7.44

14.88

0.132 9

EMPs/μg·L-1

100.90±2.55

146.00±6.182）

126.20±2.95

117.80±1.85

107.20±3.394）

110.50±2.084）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3-表 8 同）

表 3　芪姜益脉方对大鼠血管组织 SASP 的影响  （x̄± s，n=8）

Table 3　Effect of Qijiang Yimai prescription on SASP in vascular tissue of rats （x̄± s，n=8）

组别

空白组

模型组

芪姜益脉方低剂量组

芪姜益脉方中剂量组

芪姜益脉方高剂量组

二甲双胍组

剂量/g·kg-1

3.72

7.44

14.88

0.132 9

IL-1β/ng·L-1

374.50±9.40

856.50±17.852）

815.50±7.424）

715.90±9.984）

510.90±11.114）

529.10±18.544）

IL-8/ng·L-1

318.90±7.90

502.10±8.262）

477.90±7.664）

437.00±6.634）

358.10±7.584）

370.10±6.974）

MMP-1/μg·L-1

21.27±1.58

33.24±1.002）

30.69±0.364）

28.20±0.314）

25.42±0.384）

25.47±0.454）

MMP-9/μg·L-1

83.85±5.10

179.50±6.812）

150.40±4.014）

127.30±3.804）

94.32±2.244）

94.08±2.484）

··5
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3.7　芪姜益脉方对大鼠血管组织线粒体自噬相关

蛋白表达的影响     与空白组比较，模型组 PINK1、

Parkin 蛋白表达水平显著降低（P<0.01），p62 蛋白表

达水平显著升高（P<0.01）；与模型组比较，芪姜益脉

方高剂量组和二甲双胍组 PINK1、Parkin 蛋白表达

水平显著升高（P<0.01），p62 蛋白表达水平显著降

低（P<0.01），芪姜益脉方中剂量组 Parkin 蛋白表达

水平显著升高（P<0.01），p62 蛋白表达水平明显降 低（P<0.05）。见图 4、表 7。

3.8　芪姜益脉方对大鼠血管组织线粒体自噬相关

mRNA 表 达 的 影 响     与 空 白 组 比 较 ，模 型 组

PINK1、Parkin mRNA 表达水平显著降低（P<0.01），
p62 mRNA 表达水平显著升高（P<0.01）；与模型组

比较，各治疗组 Parkin mRNA 表达水平明显升高

（P<0.05，P<0.01），芪 姜 益 脉 方 高 剂 量 组 PINK1 

mRNA 表达水平明显升高（P<0.05），p62 mRNA 表

达水平明显降低（P<0.05）。见表 8。

图 2　芪姜益脉方对大鼠血管组织 p53、p21 蛋白表达的影响  （IHC，×200）
Fig. 2　Effect of Qijiang Yimai prescription on p53 and p21 protein expression in vascular tissue of rats （IHC，×200）

图 3　大鼠血管组织 FGF21/AMPK 信号通路相关蛋白表达电泳

Fig. 3　Electrophoresis of expression on proteins related to FGF21/

AMPK signaling pathway in vascular tissues of rats

表 4　 芪 姜 益 脉 对 大 鼠 血 管 组 织 p53、p21 蛋 白 表 达 的 影 响  （x̄± s，

n=3）

Table 4　 Effect of Qijiang Yimai prescription on p53 and p21 

protein expression in vascular tissue of rats （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

芪姜益脉方低剂量组

芪姜益脉方中剂量组

芪姜益脉方高剂量组

二甲双胍组

剂量/g·kg-1

3.72

7.44

14.88

0.132 9

p53

2.64±0.22

13.20±0.592）

10.15±0.393）

7.63±0.234）

5.44±0.384）

5.56±0.244）

p21

2.66±0.07

14.39±0.961）

9.97±0.353）

7.36±0.583）

5.37±0.333）

5.58±0.374）

表 5　芪姜益脉方对大鼠血管组织 FGF21/AMPK 信号通路相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=4）

Table 5　Effect of Qijiang Yimai prescription on expression of proteins related to FGF21/AMPK signaling pathway in vascular tissues of rats

（x̄± s，n=4）

组别

空白组

模型组

芪姜益脉方低剂量组

芪姜益脉方中剂量组

芪姜益脉方高剂量组

二甲双胍组

剂量/g·kg-1

3.72

7.44

14.88

0.132 9

FGF21/GAPDH

1.00±0.00

0.20±0.072）

0.27±0.09

0.48±0.044）

0.71±0.084）

0.59±0.124）

FGFR1/GAPDH

1.00±0.00

0.26±0.122）

0.36±0.15

0.49±0.18

0.72±0.174）

0.59±0.143）

KLB/GAPDH

1.00±0.00

0.25±0.132）

0.48±0.16

0.63±0.124）

0.84±0.114）

0.71±0.094）

LKB1/GAPDH

1.00±0.00

0.19±0.042）

0.33±0.034）

0.52±0.064）

0.78±0.064）

0.65±0.054）

p-AMPK/AMPK

1.00±0.00

0.20±0.032）

0.29±0.07

0.52±0.034）

0.75±0.104）

0.59±0.074）
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4 讨论

《灵枢·经脉》云：“脉道相通，血气乃行”，血脉

通畅是机体气血正常运行、各脏腑维持生理功能的

根本条件。越来越多的证据表明，长期暴露于高糖

环境会促进血管衰老［16］，因此应及早干预，以延缓

衰老。T2DM 患者，阴液不充，气虚不行，使血行不

畅生瘀，津停不布为痰，痰瘀结聚（氧化应激、慢性

炎症），沉于脉壁，伏于脉中，阻塞脉道，损伤脉之功

能，促进脉管衰老［17］。糖尿病伴颈动脉内膜中层增

厚（血管衰老的典型特征之一）患者以气阴两虚最

为常见，而最易兼夹痰瘀之邪［14］。因此团队认为

“气虚痰瘀”是 T2DM 血管衰老的核心病机。益气

化痰活血类中药能有效改善氧化应激、炎症水平及

临床症状、延缓血管衰老［18］。导师基于数十年临床

经验，拟定芪姜益脉方以延缓 T2DM 血管衰老。君

药黄芪，益气补中以强生化之源，气旺则血行有力，

血充则脉道荣润。臣药姜黄，破血化痰行气，利脉

通络，解胶结之痰瘀，二者相伍，使气血充、脉络通。

佐以丹参，使瘀血祛而新血生，与黄芪配伍，行血而

表 6　芪姜益脉方对大鼠血管组织 FGF21/AMPK 信号通路相关 mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=4）

Table 6　Effect of Qijiang Yimai prescription on expression of mRNA related to FGF21/AMPK signaling pathway in vascular tissues of rats 

（x̄± s，n=4）

组别

空白组

模型组

芪姜益脉方低剂量组

芪姜益脉方中剂量组

芪姜益脉方高剂量组

二甲双胍组

剂量/g·kg-1

3.72

7.44

14.88

0.132 9

FGF21

1.06±0.06

0.19±0.022）

0.28±0.033）

0.40±0.024）

0.63±0.024）

0.54±0.044）

FGFR1

1.05±0.05

0.34±0.052）

0.45±0.044）

0.63±0.034）

0.83±0.014）

0.76±0.054）

KLB

0.98±0.04

0.34±0.032）

0.47±0.034）

0.60±0.064）

0.83±0.024）

0.74±0.034）

LKB1

1.01±0.02

0.15±0.032）

0.24±0.01

0.36±0.024）

0.78±0.074）

0.57±0.103）

AMPK

0.99±0.06

0.18±0.042）

0.26±0.03

0.44±0.054）

0.74±0.044）

0.66±0.024）

图 4　大鼠血管组织线粒体自噬相关蛋白表达电泳

Fig. 4　 Electrophoresis of expression on proteins related to 

mitophagy in vascular tissues of rats

表 7　芪姜益脉方对大鼠血管组织线粒体自噬相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=4）

Table 7　Effect of Qijiang Yimai prescription on expression of proteins related to mitophagy in vascular tissues of rats （x̄± s，n=4）

组别

空白组

模型组

芪姜益脉方低剂量组

芪姜益脉方中剂量组

芪姜益脉方高剂量组

二甲双胍组

剂量/g·kg-1

3.72

7.44

14.88

0.132 9

PINK1/GAPDH

1.00±0.00

0.17±0.042）

0.23±0.04

0.37±0.11

0.64±0.244）

0.55±0.213）

Parkin/GAPDH

1.00±0.00

0.26±0.052）

0.47±0.074）

0.65±0.054）

0.83±0.034）

0.70±0.044）

p62/GAPDH

1.00±0.00

3.62±1.122）

2.82±0.72

2.09±0.493）

1.12±0.164）

1.35±0.164）

表 8　芪姜益脉方对大鼠血管组织线粒体自噬相关 mRNA 表达的影响  （x̄± s，n=4）

Table 8　Effect of Qijiang Yimai prescription on expression of mRNA related to mitophagy in vascular tissues of rats （x̄± s，n=4）

组别

空白组

模型组

芪姜益脉方低剂量组

芪姜益脉方中剂量组

芪姜益脉方高剂量组

二甲双胍组

剂量/g·kg-1

3.72

7.44

14.88

0.132 9

PINK1

0.99±0.02

0.17±0.052）

0.26±0.05

0.39±0.06

0.81±0.023）

0.57±0.07

Parkin

1.01±0.02

0.15±0.012）

0.29±0.043）

0.44±0.063）

0.76±0.014）

0.62±0.034）

p62

0.96±0.10

6.54±0.342）

5.06±0.37

3.25±0.44

1.87±0.263）

2.82±0.26
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不耗气，补气而不滞，与姜黄共达血行痰化，脉络通

利之用。佐以山楂、青蒿，行气散瘀、化痰降浊，又

兼清久郁之热。全方祛邪扶正，痰瘀同调，补而不

滞，攻而不破，标本兼顾，诸药相配使正气以充、痰

瘀可散，脉络通利、脉衰得缓。

FGF21 能缓解高糖诱导的人脐静脉内皮细胞

损伤和内皮一氧化氮合酶的产生［5］，通过抑制 p53

活化和改善线粒体生物发生，以 AMPK 依赖性方式

阻止血管紧张素Ⅱ诱导的脑血管衰老［6-7］。研究发

现在心肌细胞中，使用重组 FGF21 治疗可抵消高糖

诱导的炎症状态与线粒体功能障碍，引起 AMPK 的

表达和活性增加，而 FGF21 的这些有益作用可能因

AMPK 的阻断而显著减弱［10］。表明 FGF21/AMPK

信号通路在内皮细胞衰老和衰老相关疾病中发挥

重要作用［19-20］。线粒体自噬是维持线粒体质量控制

和细胞稳态的核心机制。在体外实验中，高糖处理

的人脐静脉内皮细胞中线粒体自噬受到抑制，受损

线粒体过度积累，引起 ROS 生成过量、线粒体 DNA

外泄等，并激活 p53/p21 等衰老相关信号通路，直接

或间接诱导血管细胞衰老，而上调线粒体自噬则可

减 轻 高 糖 诱 导 的 损 伤［21-22］。 进 一 步 研 究 发 现 ，

FGF21 通过 AMPK 的激活不仅提高线粒体自噬效

率，还可促进受损线粒体的清除，从而降低 ROS 水

平、改善线粒体膜电位及呼吸链功能失调［11］。因

此，我们推测 FGF21/AMPK 信号通路信号轴可能通

过促进线粒体自噬，成为调控代谢稳态和保护血管

结构与功能的重要途径，为糖尿病及其血管并发症

的干预提供潜在靶点。

实验结果证明，模型组大鼠血管内皮细胞排列

紊乱，中膜平滑肌细胞排列不规则、细胞间隙增大，

弹性纤维排列紊乱、断裂，p53、p21 蛋白表达明显升

高，外周血 EMPs 显著增多，提示存在血管衰老。

EMPs 水平是衡量血管生物学年龄和健康风险的重

要指标，当血管内皮细胞发生衰老、处于应激或微

炎症状态时，EMPs 释放增加，其携带的促炎和促凝

物质还会进一步加剧内皮功能障碍、促进炎症，形

成加速血管老化的恶性循环。此外模型组大鼠血

管组织 SASP 分泌增多，既是促进血管衰老的因素，

也是血管衰老的重要表征。芪姜益脉方治疗组显

著改善血管组织病理形态，降低 p53、p21 蛋白表达

和循环 EMPs 水平，并降低 SASP 水平，减轻炎症负

荷，改善了血管衰老。模型组大鼠的 FGF21/AMPK

信号通路及线粒体自噬的相关蛋白和 mRNA 表达

受 到 抑 制 ，而 芪 姜 益 脉 方 则 明 显 上 调 了 FGF21/

AMPK 信 号 通 路 信 号 轴 及 PINK1、Parkin 蛋 白 和

mRNA 的表达水平，并降低了 p62 蛋白的积累。基

于上述研究结果，我们认为芪姜益脉方能有效延缓

T2DM 血管衰老，而这可能与上调 FGF21/AMPK 信

号通路，改善线粒体自噬状态，减轻炎症损伤有关，

见增强出版附加材料。中药复方具有多组分、多靶

点、综合调控的作用，在 T2DM 血管衰老防治上具

有较好优势。本团队将继续深入开展体外实验研

究，为 T2DM 血管衰老的临床防治提供更具体的策

略及分子靶点。
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