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基于 AMPK/mTOR/ULK1 自噬相关通路探讨左归降糖通脉方
对 AGEs合并缺糖缺氧星形胶质细胞炎性损伤的影响

李钰佳，李定祥，彭珣，邓奕辉*

（湖南中医药大学，长沙 410208）

［摘要］ 目的：探讨左归降糖通脉方对糖基化终末产物（AGEs）合并缺糖缺氧（OGD）损伤后星形胶质细胞（AS）的影响及

干预机制。方法：使用细胞增殖与活性检测试剂盒（CCK-8）确定 AGEs 作用浓度及 OGD 时间，选择左归降糖通脉方

（ZGJTTMP）含药血浆的作用浓度；将星形胶质细胞随机分为空白组、模型（AGEs+OGD）组、ZGJTTMP 组、腺苷酸活化蛋白激

酶（AMPK）抑制剂（Compound C）组、AMPK 激动剂（AICAR）组、ZGJTTMP+AICAR 组，倒置显微镜下观察各组细胞形态结

构，CCK-8 法检测各组细胞存活率，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测各组细胞中白细胞介素 -1β（IL-1β）、白细胞介素 -6

（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的含量；电镜下观察各组细胞内自噬小体的数目，免疫荧光染色法观察各组细胞中微管相关

蛋白 1 轻链 3（LC3）的表达情况，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测各组细胞 LC3、p62、磷酸化（p）-AMPK、AMPK、磷酸化

（p）-哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、mTOR、磷酸化（p）-UNC-51 样激酶 1（ULK1）、ULK1 蛋白的表达情况。结果：选择

AGEs 200 mg·L-1合并 OGD 6 h 作为最适造模条件，5% 作为 ZGJTTMP 含药血浆的最佳作用体积分数。倒置显微镜下见造模

后细胞受损严重，ZGJTTMP 组与 Compound C 组细胞损伤得到明显改善；ELISA 结果示模型组 IL-1β、IL-6、TNF-α的含量显著

增加（P<0.01），ZGJTTMP 组与 Compound C 组炎症因子含量显著下降（P<0.01）；电镜下可见模型组细胞内自噬小体数目明显

增多，免疫荧光结果示 LC3 荧光表达面积显著增加（P<0.01），ZGJTTMP 组与 Compound C 组细胞内自噬小体数目明显减少，

LC3 表达面积显著减少（P<0.01）；Western blot 结果显示，与空白组比较，模型组细胞 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、p-AMPK/AMPK 蛋白表达

显著升高（P<0.01），p62、p-mTOR/mTOR、p-ULK1/ULK1 显著下降（P<0.01），与模型组比较，ZGJTTMP 组与 Compound C 组细

胞内 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ、p-AMPK/AMPK 蛋白表达显著下降（P<0.01），p62、p-mTOR/mTOR、p-ULK1/ULK1 显著升高（P<0.01）。
结论：ZGJTTMP 对 AGEs 合并 OGD 炎性损伤的星形胶质细胞具有保护作用，这一作用是通过抑制了 AMPK/mTOR/ULK1 自

噬相关通路的激活，从而抑制了自噬的过度表达实现的。
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［［Abstract］］ Objective：：To explore the effect and mechanism of Zuogui Jiangtang Tongmai prescription

（ZGJTTMP）on astrocytes（ASs）injured by advanced glycation end products（AGEs）combined with oxygen-
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glucose deprivation（OGD）. Method：： Cell counting kit-8（CCK-8）was used to determine the optimal

concentration of AGEs and the action time of OGD，and the optimal blood concentration of ZGJTTMP was

selected for follow-up experiments. ASs were divided into normal group，model group（AGEs + OGD），

ZGJTTMP group，an adenosine 5'-monophosphate-activated protein kinase（AMPK）inhibitor（Compound C）
group，AMPK activator（AICAR）group，and combination group（ZGJTTMP + AICAR）. The morphological

changes in ASs in each group were observed under an inverted microscope. The cell survival rate in each group

was detected by CCK-8. The content of interleukin-1β（IL-1β），interleukin-6（IL-6），and tumor necrosis factor-α

（TNF- α）was detected by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. The number of autophagosomes in

each group was counted under an electron microscope. The expression of microtubule-associated protein light

chain 3（LC3）was observed by immunofluorescence. The protein expression of LC3，p62，p-AMPK，AMPK，

p-mammalian target of rapamycin（mTOR），mTOR，p-UNC-51 like kinase 1（ULK1），and ULK1 was detected

by Western blot. Result：：According to the results of cell survival rate，200 mg·L-1 AGEs and OGD for 6 h were

selected as the optimal modeling conditions for the model group，and 5% was selected as the optimal blood

concentration of ZGJTTMP. Under the inverted microscope，the cells were severely damaged after modeling，

but the cell injury in the ZGJTTMP group and the Compound C group was significantly improved. As revealed

by ELISA results，the content of IL-1β，IL-6，and TNF- α in the model group increased（P<0.01），and the

content of inflammatory factors in the ZGJTTMP group and the Compound C group decreased（P<0.01）. Under

the electron microscope， the number of autophagosomes in the model group increased significantly. The

immunofluorescence results showed that the expression area of LC3 increased in the model group（P<0.01），and

the ZGJTTMP group and the Compound C group showed decreased number of autophagosomes and reduced

expression area of LC3（P<0.01）. As demonstrated by the results of Western blot，compared with the normal

group，the model group showed increased expression of LC3Ⅱ/LC3Ⅰ and p-AMPK/AMPK（P<0.01）and

decreased p62， p-mTOR/mTOR， and p-ULK1/ULK1（P<0.01）. Compared with the model group， the

ZGJTTMP group and the Compound C group showed decreased expression of LC3Ⅱ/LC3Ⅰ and p-AMPK/

AMPK（P<0.01）and increased p62，p-mTOR/mTOR，and p-ULK1/ULK1（P<0.01）. Conclusion：：ZGJTTMP

possesses a protective effect on ASs with inflammatory injury by AGEs combined with OGD，which may be

achieved by inhibiting the activation of the AMPK/mTOR/ULK1 pathway related to autophagy，thus inhibiting

the overexpression of autophagy.

［［Keywords］］ astrocytes； autophagy； Zuogui Jiangtang Tongmai prescription； adenosine

5′-monophosphate-activated protein kinase（AMPK）；mammalian target of rapamycin（mTOR）；UNC-51 like

kinase 1（ULK1）

糖尿病是一种以血糖水平异常升高为特征的

慢性代谢疾病。据国际糖尿病联盟最新统计，2021

年全球约有 5.37 亿成人患有糖尿病［1］。我国成人糖

尿病的发病率为 11.28%，与十年前相比大约增加了

3.5 倍［2］。糖尿病患者通常承受比非糖尿病患者更

严重的脑部损伤，糖尿病患者发生脑缺血的危险性

是非糖尿病患者的 1.5~3 倍［3］。多种因素如炎症因

子、胰岛素抵抗、糖脂代谢紊乱等引起的脑血管损

伤是脑血管并发症发生的主要原因［4］。西医临床治

疗糖尿病多使用双胍类、噻唑烷二酮类等多种降糖

药物控制血糖，但药物相关性不良反应发生率较

高，且对糖尿病慢性并发症的控制不理想［5］。近年

来自噬与糖尿病及缺氧缺血性脑损伤疾病的关系

已成为研究热点［6-7］。当自噬作为一种生存反应被

激活时，能清除破坏受损的细胞器和突变蛋白，以

应对低于一定阈值的损伤；但当损伤超过这个阈值

时，自噬被过度激活，一些必不可少的细胞成分被

自我消化和降解，引起细胞程序性死亡［8-9］。自噬的

这种双向调节作用可作为糖尿病缺血性脑损伤疾

病治疗的潜在作用机制。星形胶质细胞是中枢神

经系统中最丰富的胶质细胞，是维持脑稳态和脑正

常功能的必需细胞，也是脑炎症的重要介质，能对

中枢神经系统的损伤作出迅速反应［10］。左归降糖

通脉方（ZGJTTMP）由左归丸加减化裁而来，是基于
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滋阴益气活血法而组成的治疗糖尿病并发脑梗死

的临床有效方剂，临床总有效率达 87.5%［11］。课题

组前期研究发现，ZGJTTMP 能明显降低血糖，抑制

糖尿病合并脑梗死大鼠炎症反应，降低大鼠血清中

炎性因子的含量，并通过改善血管内皮细胞的舒缩

功能保护血管内皮细胞［12-13］。本研究首次从自噬的

角度探讨 ZGJTTMP 对糖尿病合并脑梗死诱导的神

经保护机制，为该方的药理作用提供研究参考。

1 材料

1.1 细胞 大鼠原代神经星形胶质细胞（AS），购
自武汉普诺赛生命科技有限公司，货号 CP-R137。

1.2 动物 SPF 级雄性 SD 大鼠 16 只，体质量 200~

240 g，购自湖南斯莱克景达公司，动物合格证号

SCXK（湘）2019-0004，饲养于湖南中医药大学动物

实验中心。本实验所有操作均符合实验动物伦理

学要求，已通过湖南中医药大学实验动物中心伦理

审查（伦理审查批号 LL2020060301）。
1.3 药物 ZGJTTMP 由熟地黄 20 g，枸杞子 12 g，

山茱萸 12 g，黄芪 30 g，黄连 10 g，地龙 12 g，丹参

20 g，川芎 12 g，水蛭 8 g，石菖蒲 8 g 组成，共 144 g，

购自湖南中医药大学第一附属医院中药房，所用中

药经湖南中医药大学第一附属医院张志国主任药

师鉴定，均符合 2020 年版《中华人民共和国药典》性

状与外观。中药采用水煎法，药煎 2 次，第 1 次加入

4 倍于中药体积的水，煎 1 h 后滤出煎液，第 2 次加入

2 倍体积的水，煎 30 min，合并煎液，过滤浓缩至含

生药 2 g·mL-1。

1.4 试剂 大鼠神经星形胶质细胞完全培养基、

DMEM/F12高糖、无糖培养液、0.25% 胰蛋白酶（武汉

普诺赛生命科技有限公司，批号分别为 WH01112112

XP28、WH0021A281、WH0321K31、WH0621D181），
糖基化终末产物（AGEs）蛋白（北京博奥森生物技术

有限公司，批号 BA11057845），细胞增殖与活性检

测试剂盒（CCK-8，安徽白鲨公司，批号 21208262），
腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）抑制剂（Compound

C）、AMPK 激动剂（AICAR）（美国 MedChemExpress

公司，批号分别为 95584、97416），白细胞介素 -1β

（IL-1β）、白细胞介素 -6（IL-6）、肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（武

汉 Cusabio 公司，批号分别为 J23019018、J22019017、

J21019016），p62 一 抗（ 美 国 CST 公 司 ，批 号

23214S），微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）一抗、山羊抗

小鼠免疫球蛋白 G（IgG）二抗、山羊抗兔 IgG 二抗、

β-肌动蛋白（β-actin）一抗（美国 Proteintech 公司，批

号 分 别 为 14600-1-AP、SA00001-1、SA00001-2、

66009-1-Ig），AMPK、磷酸化（p）-AMPK、驴抗兔 IgG

（ 美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为 ab207442、

ab133448、ab150075），哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）、p-mTOR、UNC-51 样 激 酶 1（ULK1）、

p-ULK1（美国 CST 公司，批号分别为 2983、5536、

8054T、14202S），BCA 蛋白定量试剂盒（武汉伊莱瑞

特生物科技股份有限公司，批号 SANDB4UL18），
RIPA 裂 解 液 、SuperECL Plus 超 敏 发 光 液（中 国

Abiowell公司，批号分别为 AWB0136、AWB0005）。
1.5 仪器 CYTATION 3 型多功能酶标仪（美国

BioTek 公司），SDS-PAGE 电泳系统（美国 Bio-Rad

公司），IX51 型荧光倒置显微镜（日本 Olympus 公

司），Iamger.Z2 全景组织细胞定量分析系统（奥地利

Tissue Gnostics 公司），JEM1400 型透射电子显微镜

（日本电子公司），FRESCO 17 型微量高速冷冻离心

机（美国 Thermo Scientific公司）。
2 方法

2.1 含药血浆的制备 SD 大鼠按照随机数字表法

随机分为空白组、ZGJTTMP 组，每组 8 只。根据动

物体表面积剂量换算法［14］，以 60 kg 成人每日服用

药物剂量与 220 g 大鼠体表面积换算比值计算出大

鼠的等体积灌胃量。大鼠每天灌胃 2 倍等体积灌胃

药量，即 28 g·kg-1，1 次/d，连续 5 d。空白组予同体

积的蒸馏水灌胃。末次灌胃前禁食 12 h，待末次灌

胃 1 h 后，无菌条件下腹主动脉采血，使用含肝素钠

的抗凝采血管收集血清，4 ℃、3 000 r·min-1 离心

15 min（离心半径 17.8 cm），取上清，用 0.22 μm 微孔

滤膜过滤除菌，−80 ℃冰箱贮存备用。

2.2 AGEs 合并缺糖缺氧（OGD）模型的制备 取

生长良好的原代大鼠神经星形胶质细胞，待传代至

3~4 代且细胞密度为 70%~80%，加入胰蛋白酶消化

离心成细胞悬液，将细胞密度稀释至 1×104 个/孔接

种于 96 孔板中，继续培养 24 h 待细胞贴壁完全后，

分别向每组加入含 50、100、200、400 mg·L-1 AGEs

的 DMEM/F12 高糖培养液作用 24 h，弃去孔内培养

液，加入 DMEM/F12 无糖培养液，立即置于通以缺

氧混合气（95% N2+5% CO2）的三气培养箱，37 ℃饱

和湿度条件下培养，此时开始计算缺氧时间，分别

作用 2、4、6、8、12 h，选择最合适的 AGEs 作用浓度

及 OGD 时间进行后续实验。

2.3 ZGJTTMP 含药血浆浓度的确定 向细胞培养

液中分别加入体积分数为 2.5%、5%、10%、15%、

20% 的 ZGJTTMP 含药血浆及空白血浆作用 24 h，
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以未加入血浆的空白组作对照，CCK-8 法检测各组

含药血浆对细胞存活率的影响，确定含药血浆的最

佳作用浓度。使用酶标仪测定其在 450 nm 处的吸

光 度 A，计 算 各 组 细 胞 存 活 率 。 细 胞 存 活 率 =

（A 给药组-A 空白孔）/（A 空白组-A 空白孔）×100%。

2.4 对各组 AS 进行不同的药物处理 将 AS 完全

随 机 分 为 空 白 组（正 常 细 胞 + 空 白 血 浆）、模 型

（AGEs+OGD）组 、ZGJTTMP 组（AGEs+OGD+

ZGJTTMP 含 药 血 浆 ）、Compound C 组（AGEs+

OGD+空白血浆+Compound C）、AICAR 组（AGEs+

OGD+ 空 白 血 浆 +AICAR）、ZGJTTMP+AICAR 组

（AGEs+OGD+ZGJTTMP 含 药 血 浆 +AICAR）。

Compound C 与 AICAR 所 使 用 的 浓 度 分 别 为

5 μmol·L-1［15］、1 mmol·L-1［16］，作用 24 h。

2.5 指标检测

2.5.1 CCK-8 法检测不同药物对 AS 细胞存活率

将细胞以 1×104个/孔的浓度接种至 96 孔板，放入

37 ℃含 5% CO2的培养箱中继续培养 24 h。各组细

胞经不同药物处理作用后避光向每孔加入 CCK-8

溶液 10 μL，在培养箱内继续孵育 1 h，计算各组细

胞存活率。

2.5.2 倒置显微镜下观察细胞的形态变化 将各

组 AS 根据前期研究条件进行不同的药物处理后，

在倒置显微镜下观察各组细胞形态结构的改变并

进行组间比较。

2.5.3 ELISA 检测各组细胞上清液中 IL-1β、IL-6、

TNF-α因子的含量 收集各组细胞上清液，低温 2~

8 ℃转速 1 000×g 离心 15 min（离心半径 10 cm，下

同），取上清立即用于实验。根据试剂盒中说明书

的步骤严格操作，用酶标仪测量各孔的 A 并绘制标

准曲线，将 A 代入标准曲线得到各组样本炎症因子

的含量。

2.5.4 电镜下观察各组细胞胞内结构 各组细胞

经药物干预后，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗并用细胞

刮刀将细胞刮下，4 ℃、3 000 r·min-1离心 10 min，弃

去上清，加入电镜固定液，避光 4 ℃冰箱固定 1~2 d。

经过细胞固定、脱水、浸透、包埋、切片环节后使用

铅、铀进行染色，透射电镜下观察，并用数码相机记

录图像。

2.5.5 免疫荧光法检测各组细胞中 LC3 的表达

将无菌细胞爬片放入干燥的 24 孔板中，每孔加入

细胞悬液 300 μL，轻轻晃动孔板使细胞均匀覆盖爬

片。继续培养 24 h，待细胞充分贴壁后对各组细胞

进行模型及药物干预。反应结束后吸出细胞培养

液，PBS 冲洗后对细胞爬片进行固定、通透及封闭处

理，加入以 1∶200 比例稀释的 LC3 一抗，放入湿盒中

4 ℃过 夜 。 孵 育 结 束 后 ，避 光 滴 加 稀 释 比 例 为

1∶1 000 的荧光二抗，室温孵育 1 h，再避光加入

DAPI 进行染核，最后进行封片。使用全景组织细

胞定量分析系统进行拍片，Image J 软件对结果进行

分析。

2.5.6 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测自噬相

关蛋白 LC3、p62 及自噬信号调控分子 p-AMPK、

AMPK、p-mTOR、mTOR、p-ULK1、ULK1 蛋白表达

将经不同药物处理后的细胞用 PBS 洗涤 1 次，加

入 RIPA 裂解液冰上裂解 30 min 后用细胞刮刀刮

下 ，12 000 r·min-1 离 心 15 min，取 上 清 液 。 使 用

BCA 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，计算出各组样

品蛋白的上样量。配置 10%、12% 的分离胶，4.8%

的浓缩胶，电泳恒定电压 80 V，时间为 120 min，待

条带电泳至胶底部时终止电泳；以 300 mA 恒定电

流将蛋白条带转移至 PVDF 膜上。脱脂奶粉室温封

闭 1 h，TBST 漂洗后分别加入 LC3、p62、p-AMPK、

AMPK、p-mTOR、mTOR、p-ULK1、ULK1 及 β -actin

抗体，将膜与各一抗（1∶1 000）一起孵育，4 ℃过夜。

将二抗（1∶5 000）与膜 37 ℃恒温箱共同孵育 1 h 后，

加入配置好的显影液 1 mL，在化学发光凝胶成像仪

中显影。使用 Image J 软件计算各组条带的灰度值

并分析结果。

2.6 统计学分析 所有实验数据采用 SPSS 25.0 统

计软件进行分析，数据以 x̄ ± s 表示，数据符合正态

分布且方差齐，采用单因素方差分析，两两比较采

用最小显著性差异（LSD）-t 检验，方差不齐则用秩

和检验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 不同浓度 AGEs、不同时间 OGD 作用时间对

AS 细胞存活率的影响 与正常组比较，OGD 组、

AGEs 50、100、200、400 mg·L-1+OGD 组在 OGD 2、

4、6、8、12 h 后 AS 的存活率均明显降低（P<0.05，P<

0.01），且随着 AGEs 浓度升高、OGD 作用时间的延

长，细胞存活率的下降愈加明显；OGD 作用 6 h，

AGEs 质量浓度 200 mg·L-1 组细胞的存活率最接近

50%，故选择 AGEs 质量浓度 200 mg·L-1、缺糖缺氧

6 h 作为最佳浓度及时间点进行后续实验及指标检

测。见表 1。

3.2 倒置显微镜下观察模型组细胞形态结构 正

常 AS 呈单层贴壁生长，贴壁能力好，细胞间排列紧

密规整，胞体圆润，突起细长光滑，胞膜完整，细胞

··93



第 28 卷第 16 期
2022 年 8 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 16

Aug. ，2022

透 光 性 较 强；与 正 常 细 胞 相 比 较 ，加 入 AGEs

200 mg·L-1 作用 24 h+OGD 6 h 后，AS 镜下可见形态

结构变化明显，细胞间隙增宽细胞分离皱缩，胞体

变小胞间间距变大，细胞损伤明显。见图 1。

3.3 对 AS 细胞存活率的影响 与空白组比较，

10%、20% 空白血浆组与各浓度含药血浆组细胞存

活率均明显上升（P<0.05，P<0.01）；与同浓度空白血

浆组比较，5% 含药血浆组细胞存活率升高最明显

（P<0.05），且 5% 空白血浆对细胞存活率无明显影

响（P<0.05），故选择 5% ZGJTTMP 含药血浆浓度作

为中药最佳作用浓度进行后续实验及指标检测。

见表 2。

3.4 对 AS 形 态 结 构 的 影 响 与 模 型 组 比 较 ，

ZGJTTMP 组、Compound C 组细胞损伤程度得到明

显改善，细胞贴壁更紧密，胞体变圆润，胞间连接恢

复紧密，AICAR 组细胞损伤进一步加重，细胞皱缩

明 显 ，ZGJTTMP+AICAR 组 细 胞 恢 复 程 度 优 于

AICAR 组。见图 2。

3.5 对 AS 细胞存活率的影响 与空白组比较，其

余 5 组细胞存活率均显著下降（P<0.01）；与模型组

比较，ZGJTTMP 组、Compound C 组及 ZGJTTMP+

AICAR 组细胞存活率明显上升（P<0.05，P<0.01），
AICAR 组 细 胞 存 活 率 明 显 下 降（P<0.05）；与

ZGJTTMP 组、Compound C 组比较，AICAR 组细胞

存 活 率 显 著 下 降（P<0.01）；与 AICAR 组 比 较 ，

ZGJTTMP+AICAR 组 细 胞 存 活 率 显 著 升 高（P<

0.01）；ZGJTTMP 组与 Compound C 组间差异无统计

学意义。见表 3。

3.6 对各组细胞上清液中 IL-1β、IL-6、TNF-α含量

的影响 与空白组比较，模型组及 AICAR 组细胞上

清液中 IL-1β、IL-6、TNF-α含量显著升高（P<0.01）；
与模型组比较，ZGJTTMP 与 Compound C 组 IL-1β、

IL-6、TNF- α 的 含 量 显 著 降 低（P<0.01）；与

ZGJTTMP 组 和 Compound C 组 比 较 ，AICAR 组

IL-1β、IL-6、TNF-α含量明显升高（P<0.05，P<0.01）；
与 AICAR 组 比 较 ，ZGJTTMP+AICAR 组 细 胞

IL-1β、IL-6、TNF- α 的 含 量 明 显 降 低（P<0.05，P<

0.01）；ZGJTTMP 组与 Compound C 组之间比较差异

无统计学意义。见表 4。

3.7 对各组 AS 内自噬小体形成的影响 电镜下见

表 1 不同浓度 AGEs、不同时间 OGD作用时间对 AS细胞存活率的变化（x̄± s，n=6）

Table 1 Changes of different concentrations of AGEs and OGD treatment time on survival rate of AS（x̄± s，n=6） %

组别

正常组

OGD 组

AGEs+OGD 组

质量浓度

/mg·L-1

50

100

200

400

2 h

100.00±7.22

82.19±4.401）

74.15±13.182）

70.40±6.572）

74.90±4.912）

72.14±2.822）

4 h

100.00±3.31

71.90±3.162，4）

60.55±5.092，4）

59.32±2.332，4）

58.87±3.972，4）

58.83±4.742，4）

6 h

100.00±11.17

70.24±9.142）

69.50±8.302）

69.06±7.552）

53.64±4.292，4，5，6）

54.02±7.012，3，5，6）

8 h

100.00±5.75

68.41±8.512）

68.25±6.682）

64.36±9.182）

60.71±5.772）

56.33±5.822，3，5）

12 h

100.00±8.41

50.81±9.052）

49.16±3.882）

46.07±7.462）

45.93±7.462）

42.56±5.712）

注 ：与 正 常 组 比 较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 OGD 组 比 较 3）P<0.05，4）P<0.01；与 AGEs+OGD 50 mg·L-1 组 比 较 5）P<0.05；与 AGEs +OGD

100 mg·L-1组比较 6）P<0.05

注：A.正常细胞；B.AGEs+OGD 细胞

图 1 AS形态结构的改变（倒置显微镜，×100）
Fig. 1 Changes of AS morphology and structure（inverted

microscope，×100）

表 2 不同浓度血浆对细胞存活率的比较（x̄± s，n=6）

Table 2 Comparison of cell viability in different concentrations of

plasma（x̄± s，n=6）

组别

空白组

空白血浆组

含药血浆组

体积分数/%

2.5

5

10

20

2.5

5

10

20

存活率/%

100.00±1.94

121.37±7.03

117.48±1.82

117.70±3.282）

131.58±1.112）

133.08±11.451）

153.55±13.041，3）

151.29±7.742，3）

145.90±12.961）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与同浓度空白血浆组比

较 3）P<0.05
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空白组细胞保留有较完整的细胞结构，细胞核、线

粒体、溶酶体等细胞器清晰可见，自噬小体数目较

少；与空白组比较，模型组和 AICAR 组细胞内可见

大量自噬小体及自噬溶酶体的形成，细胞器结构破

坏 较 明 显 ，细 胞 内 出 现 空 泡；与 模 型 组 比 较 ，

ZGJTTMP 与 Compound C 组细胞结构损伤程度较

轻 ，自 噬 小 体 及 自 噬 溶 酶 体 数 目 有 明 显 减 少 ，

ZGJTTMP+AICAR 组相较于 AICAR 组细胞自噬小

体数目减少。见图 3。

3.8 对各组细胞 LC3 免疫荧光表达的影响 与空

白组比较，模型组及 AICAR 组的 LC3 免疫荧光强度

及 面 积 显 著 增 加（P<0.01）；与 模 型 组 比 较 ，

ZGJTTMP 组、Compound C 组与 ZGJTTMP+AICAR

组的 LC3 免疫荧光强度及面积显著降低（P<0.01）；
与 ZGJTTMP 组和 Compound C 组比较，AICAR 组

的 LC3 表达显著升高（P<0.01）；与 AICAR 组比较，

ZGJTTMP+AICAR 组细胞中 LC3 表达面积明显降

低，差异有统计学意义（P<0.05）；ZGJTTMP 组与

Compound C 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义 。 见

图 4、表 5。

注：A. 空白组；B. AGEs+OGD 组；C.ZGJTTMP 组；D.Compound

C 组；E.AICAR 组；F.ZGJTTMP+AICAR 组（图 3-图 6 同）
图 2 左归降糖通脉方（ZGJTTMP）对各组细胞形态结构的影响

（倒置显微镜，×100）
Fig. 2 Effect of Zuogui Jiangtang Tongmai prescription

（ZGJTTMP）on cell morphology and structure in each group

（inverted microscope，×100）

表 4 ZGJTTMP对各组细胞上清液中 IL-1β、IL-6、TNF-α含量的影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of ZGJTTMP on content of IL-1β，IL-6，TNF-α in cell supernatant of each group（x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

ZGJTTMP 组

Compound C 组

AICAR 组

ZGJTTMP+AICAR 组

浓度

5%

5 μmol·L-1

1 mmol·L-1

5% +1 mmol·L-1

IL-1β/μg·L-1

0.090±0.012

1.385±0.4211）

0.108±0.0222）

0.119±0.0192）

0.577±0.2471，2，4，6）

0.287±0.0662，7）

IL-6/ng·L-1

1.367±0.013

1.864±0.5001）

1.416±0.0242）

1.420±0.0382）

1.745±0.1231，2，4，6）

1.493±0.0181，2，8）

TNF-α/ng·L-1

1.689±0.499

19.490±3.8691）

3.519±1.0092）

3.436±0.4992）

9.924±1.1441，2，3，5）

4.850±0.5192，7）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01；与 ZGJTTMP 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与 Compound C 组比较 5）P<0.05，6）P<0.01；与

AICAR 组比较 7）P<0.05，8）P<0.01

表 3 ZGJTTMP对 AS细胞存活率的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of ZGJTTMP on survival rate of AS（x̄± s，n=6） %

组别

空白组

模型组

ZGJTTMP 组

Compound C 组

AICAR 组

ZGJTTMP+AICAR 组

浓度

5%

5 μmol·L-1

1 mmol·L-1

5%+1 mmol·L-1

细胞存活率

100.00±7.93

46.61±8.141）

68.92±6.931，3）

70.49±8.251，3）

30.54±9.771，2，4，5）

61.15±6.161，2，6）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；与 ZGJTTMP 组比较 4）P<0.01；与 Compound C 组比较 5）P<0.01；与 AICAR 组

比较 6）P<0.01
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3.9 对各组细胞 LC3、p62 蛋白表达的影响 与空

白组比较，模型组及 AICAR 组 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ显著升

高（P<0.01），p62表达水平显著下降（P<0.01）；与模型

组比较，ZGJTTMP 与 Compound C 组 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ

显 著 降 低（P<0.01），p62 表 达 水 平 显 著 升 高（P<

0.01）；与 ZGJTTMP 组 和 Compound C 组 比 较 ，

AICAR 组 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ显著升高，差异有统计学意

义（P<0.01），p62 表达水平显著下降，差异有统计学

意 义（P<0.01）；与 AICAR 组 比 较 ，ZGJTTMP+

AICAR 组 细 胞 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表 达 明 显 降 低（P<

0.05），p62 表达水平明显升高（P<0.05）；ZGJTTMP

组与 Compound C 组间比较差异无统计学意义。见

表 6、图 5。

3.10 对 各 组 细 胞 p-AMPK、AMPK、p-mTOR、

mTOR、p-ULK1、ULK1 蛋白表达的影响 与空白组

比较，模型组、AICAR 组及 ZGJTTMP+AICAR 组

p-AMPK/AMPK 表达显著升高（P<0.01），p-mTOR/

mTOR 及 p-ULK1/ULK1 表达明显降低（P<0.05，P<

0.01）；与模型组比较，ZGJTTMP 组及 Compound C

组 p-AMPK/AMPK 表 达 显 著 下 降（P<0.01），

p-mTOR/mTOR 及 p-ULK1/ULK1 表达显著升高（P<

表 5 ZGJTTMP对各组细胞 LC3免疫荧光表达面积的影响（x̄± s，

n=6）

Table 5 Effect of ZGJTTMP on LC3 immunofluorescence

expression area of cells in each group（x̄± s，n=6） %

组别

空白组

模型组

ZGJTTMP 组

Compound C 组

AICAR 组

ZGJTTMP+AICAR 组

浓度

5%

5 μmol·L-1

1 mmol·L-1

5%+1 mmol·L-1

荧光面积

0.037±0.021

2.307±0.6641）

0.245±0.0262）

0.132±0.0272）

2.162±1.6951，3，4）

0.514±0.1762，5）

注 ：与 空 白 组 比 较 1）P<0.01；与 模 型 组 比 较 2）P<0.01；与

ZGJTTMP 组 比 较 3）P<0.01；与 Compound C 组 比 较 4）P<0.01；与

AICAR 组比较 5）P<0.05

图 3 ZGJTTMP对自噬小体形成的影响（透射电镜，×10 000）
Fig. 3 Effect of ZGJTTMP on formation of autophagosome

（TEM，×10 000）

图 4 ZGJTTMP对各组细胞 LC3表达的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 4 Effect of ZGJTTMP on expression of LC3 in group（IF，×200）
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0.01）；与 ZGJTTMP 组 和 Compound C 组 比 较 ，

AICAR 组 p-AMPK/AMPK 表达显著升高（P<0.01），
p-mTOR/mTOR 及 p-ULK1/ULK1 表达显著降低（P<

0.01）；与 AICAR 组 比 较 ，ZGJTTMP+AICAR 组

p-mTOR/mTOR 及 p-ULK1/ULK1 表达明显升高（P<

0.05，P<0.01）；ZGJTTMP 组及 Compound C 组间差

异无统计学意义。见图 6、表 7。

4 讨论

AGEs 是蛋白质和脂类非酶糖基化反应启动后

的一系列化学反应的产物，这些化合物在组织中不

断积累损害细胞功能，诱发一系列疾病的产生［17］。

AGEs 可与 AGEs 受体的相互作用激活多个细胞信

号级联，促进如 IL6、IL1-β和 TNF-α等促炎因子的

分泌。有报道提出，经 AGEs 处理的细胞系可诱导

自噬的过度表达［18］。本研究在前期的研究基础之

上，合并 OGD 作为糖尿病合并脑梗死体外模型［19］。

自噬的全过程由多种自噬相关蛋白共同参与

完成的。自噬相关蛋白 LC3 通常以 LC3Ⅰ（胞浆型）
和 LC3Ⅱ（胞膜型）2 种形式存在于细胞内，LC3 首先

图 6 不同药物处理 AS 后 p-AMPK、AMPK、p-mTOR、mTOR、

p-ULK1、ULK1蛋白表达电泳

Fig. 6 Electrophoresis of p-AMPK，AMPK，p-mTOR，mTOR，

p-ULK1 and ULK1 in AS treated with different drugs in each

group

表 7 ZGJTTMP对 p-AMPK、AMPK、p-mTOR、mTOR、p-ULK1、ULK1蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of ZGJTTMP on expression of p-AMPK，AMPK，p-mTOR，mTOR，p-ULK1 and ULK1 in cells of each group（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

ZGJTTMP 组

Compound C 组

AICAR 组

ZGJTTMP+AICAR 组

浓度

5%

5 μmol·L-1

1 mmol·L-1

5%+1 mmol·L-1

p-AMPK/AMPK

0.13±0.01

0.84±0.052）

0.39±0.102，4）

0.38±0.102，4）

0.70±0.102，6，8）

0.55±0.142，4，5，7）

p-mTOR/mTOR

0.65±0.04

0.18±0.052）

0.53±0.064）

0.54±0.084）

0.22±0.072，6，8）

0.44±0.141，4，10）

p-ULK1/ULK1

0.66±0.18

0.19±0.032）

0.60±0.074）

0.63±0.104）

0.25±0.032，6，8）

0.43±0.081，3，7，9）

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；与 ZGJTTMP 组比较 5）P<0.05，6）P<0.01；与 Compound C 组比

较 7）P<0.05，8）P<0.01；与 AICAR 组比较 9）P<0.05，10）P<0.01

图 5 不同药物处理 AS后 LC3、p62蛋白表达电泳

Fig. 5 Electrophoresis of LC3 and p62 in AS treated with

different drugs in each group

表 6 ZGJTTMP对各组细胞 LC3、p62蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of ZGJTTMP on expression of LC3 and p62 in cells of each group（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

ZGJTTMP 组

Compound C 组

AICAR 组

ZGJTTMP+AICAR 组

浓度

5%

5 μmol·L-1

1 mmol·L-1

5%+1 mmol·L-1

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
0.29±0.17

4.78±0.722）

0.50±0.024）

0.44±0.084）

3.35±1.592，3，5，6）

1.71±0.194，7）

p62/β-actin

0.30±0.09

0.08±0.012）

0.25±0.034）

0.27±0.044）

0.12±0.022，5，6）

0.21±0.051，4，7）

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；与 ZGJTTMP 组比较 5）P<0.01；与 Compound C 组比较 6）P<0.01；与

AICAR 组比较 7）P<0.05

··97



第 28 卷第 16 期
2022 年 8 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 16

Aug. ，2022

被裂解形成 LC3Ⅰ，然后与磷脂酰乙醇胺（PE）偶联

形成 LC3-PE 结合物 LC3Ⅱ。LC3Ⅱ的形成是自噬

小体形成的必要条件，其表达水平与自噬水平呈正

相关［20］。自噬衔接蛋白 p62 是一种常见的自噬相关

蛋白，其在自噬过程中不断在溶酶体中被降解，因

此 p62 的 表 达 通 常 与 细 胞 自 噬 呈 负 相 关［21］。

AMPK、mTOR、ULK1 是自噬启动环节重要的分子

靶点，其构成的 AMPK/mTOR/ULK1 分子信号通路

是调控自噬的重要通路之一。由 ULK1/2、黏着斑

激酶家族相互作用蛋白 200（FIP200）、自噬相关基

因 13（Atg13）和 Atg101 组成的 ULK1 复合物是自噬

的起始物；mTOR 可形成两种功能不同的复合物：

mTOR 复 合 物 1（mTORC1）和 mTOR 复 合 物 2

（mTORC2）［22］，活化的 mTORC1 通过 RAPTOR（调

节 分 子）磷 酸 化 ULK1，使 ULK1 复 合 物 失 活 。

AMPK 可通过抑制 mTOR 的激活和直接磷酸化

ULK1 诱导自噬［23］。AMPK 直接磷酸化 mTOR 抑制

mTOR 的激活，失活的 mTOR 去除了对 ULK1 在丝

氨酸 757 位点（Ser757）的磷酸化抑制，提高了 ULK1

的活性促进自噬的启动，这是 AMPK 激活自噬的主

要机制［24］。

中医认为本病因阴虚燥热，炽盛伤血，内火上

炎，气血津液不布而生。王永炎教授提出了“毒损

脑络”的学说，认为“瘀毒”是引起该病的主要致病

因素［25］。瘀血化为毒邪蕴积于内损伤络脉，使脑髓

失养，神机失用。消渴病之阴虚、气虚是瘀血产生

的病理基础，脉、络瘀阻或损伤是血管并发症发病

的根本，滋阴益气、活血化瘀通络是本病的基本治

疗原则［26］。ZGJTTMP 即课题组前期研究的降糖通

脉方、滋阴益气活血方［27-28］，以熟地黄、枸杞子、山茱

萸滋阴为君，滋肝肾之阴；黄芪益气为臣，推动全身

气血运行；地龙善通十二经脉，与血中之气药川芎、

养血活血的丹参、通经搜络之水蛭共同为伍，共凑

活血通络之功，佐以石菖蒲活血化痰开窍，黄连清

热解毒；全方共奏滋阴益气活血解毒之功。

本研究以 AMPK 抑制剂 Compound C 及 AMPK

激动剂 AICAR 作为对照，探讨 ZGJTTMP 的作用机

制，结果发现 AGEs+OGD 造模后细胞存活率明显下

降，细胞中 IL-1β、IL-6、TNF-α含量明显升高，细胞

发生炎性损伤，自噬水平异常升高，AMPK/mTOR/

ULK1 通路被激活，细胞结构受损严重；与模型组结

果对比发现，ZGJTTMP 和 Compound C 能显著提高

AS 的存活率，抑制促炎因子的释放，并通过抑制

AMPK/mTOR/ULK1 通路的激活降低了自噬的过度

表 达 ；通 过 比 较 不 同 药 物 组 间 的 结 果 发 现 ，

ZGJTTMP 含药血浆与 AICAR 对 AS 的作用相反，

AICAR 能通过激活 AMPK/mTOR/ULK1 通路，使自

噬表达升高，而 ZGJTTMP 能抵消部分 AICAR 的作

用效果，这说明 ZGJTTMP 与 AICAR 的作用机制相

反，即通过抑制 AMPK/mTOR/ULK1 通路的激活，

抑制自噬的过度表达，减轻 AS 的炎性损伤。

综上所述，ZGJTTMP 对 AS 的炎性损伤具有保

护 作 用 ，这 一 作 用 是 通 过 抑 制 了 AMPK/mTOR/

ULK1 通路的激活，减少了自噬小体的形成，降低了

自噬的过度表达而实现的。本研究对 ZGJTTMP 的

药理研究和临床应用提供了新的思路和理论依据。
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