
Journal of China Pharmaceutical University 2022，53（2）：215 - 221
学 报

淫羊藿苷改善糖尿病小鼠血管功能的作用及其机制

王喜鸟，姚文慧，潘珍珍，董洁炎，刘 硕，丁选胜
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（中国药科大学基础医学与临床药学学院，南京 211198）

摘 要 为探讨淫羊藿苷（icariin，ICA）对四氧嘧啶诱导的糖尿病小鼠血管舒缩功能的影响及其分子机制，采用腹腔注射

200 mg/kg四氧嘧啶的方法诱导 1型糖尿病小鼠模型，连续 14 d灌胃给予 60，120 mg/kg ICA后，考察药物对糖尿病模型小鼠

血糖、体重、摄食量、饮水量的影响；分离各组小鼠的胸主动脉并检测其对乙酰胆碱（acetylcholine，Ach）、硝普钠（sodium
nitroprusside，SNP）诱导的血管环舒张反应和对苯肾上腺素（phenylephrine，Phe）、KCl诱导的血管环收缩反应，以评价 ICA对

各组小鼠离体胸主动脉血管环舒缩功能的影响。为进一步探讨 ICA改善血管功能的机制，采用高糖（35 mmol/L）诱导人脐

静脉内皮细胞（HUVECs）建立细胞模型，Western blot法检测 ICA对高糖诱导的HUVECs中 eNOS、p-eNOS、p38 MAPK和 p-

p38 MAPK蛋白表达的影响。结果显示，ICA显著改善糖尿病小鼠的体重下降和饮水量增多，对摄食量、血糖有一定改善作

用，但无统计学差异。离体胸主动脉血管环舒缩功能实验结果显示，ICA显著改善糖尿病小鼠胸主动脉环对Phe诱导的血

管环收缩和对Ach诱导的内皮依赖性血管环舒张，对KCl诱导的血管环收缩反应有一定改善但无显著性差异，对 SNP诱导

的非内皮依赖性血管环舒张无显著影响。Western blot实验结果显示，ICA显著抑制高糖诱导的HUVECs中 p-p38 MAPK表

达，促进 eNOS的磷酸化激活。以上结果提示 ICA可能通过抑制 p-p38 MAPK表达，促进 eNOS磷酸化激活，从而改善四氧嘧

啶诱导的糖尿病小鼠的血管内皮舒缩功能。
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Protective effects and mechanism of icariin against vascular function in dia⁃
betic mice
WANG Xiniao, YAO Wenhui, PAN Zhenzhen, DONG Jieyan, LIU Shuo, DING Xuansheng*
School of Basic Medicine and Clinical Pharmacy, China Pharmaceutical University, Nanjing 211198, China

Abstract To explore the effects and molecular mechanism of icariin on the vascular function of mice with type
1 diabetes induced by alloxan, type 1 diabetic mice model was established by intraperitoneal injection with 200
mg/kg alloxan. After oral administration with icariin (60, 120 mg/kg) daily for 2 weeks, blood glucose, body
weight, food intake and water intake were detected. To evaluate the impact of icariin on the function of isolated
vascular ring contraction and relaxation, thoracic aortas of mice were removed and the Ach-induced vascular ring
relaxation, Phe-induced vascular ring contraction, SNP-induced vascular ring relaxation and KCl-induced
vascular ring contraction response were detected. To further confirm the mechanism of icariin to improve vascular
function, human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were induced by high glucose (HG) in vitro. Western
blot was used to detect the effect of icariin on eNOS, p-eNOS, p38 MAPK and p-p38 MAPK expressions in HG-

induced human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). The results indicated that icariin significantly
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ameliorated the weight loss and dampened the increase in water intake of the diabetic mice. Meanwhile, icariin
had a certain ameliorative effect on blood glucose and food intake without significant difference. The results of
isolated thoracic aortas vascular rings contraction and vasodilation function indicated that icariin significantly
improved Phe-induced vascular contraction and Ach ⁃ induced vascular relaxation. Meanwhile, icariin had a
certain ameliorative effect on KCl-induced vascular contraction response without significant difference. However,
no significant change was observed on endothelium⁃independent vascular rings relaxation response induced by
SNP after treatment with icariin. Results of Western blot showed that icariin inhibited the expression of p-p38
MAPK and induced expression of p-eNOS in the high glucose-induced HUVECs cell model. Therefore, icariin
may attenuate alloxan-induced type 1 diabetic mice vascular diastolic function by inhibiting expression of p-p38
MAPK and inducing expression of p-eNOS.
Key words icariin; alloxan; diabetic mouse model; vascular endothelial function
This study was supported by the National Science and Technology Major Project-Major New Drug Innovation Foundation
(No. 2017ZX09301004) and the National Natural Science Foundation of China (No. 81873131)

糖尿病是以胰岛素分泌不足和糖脂代谢紊乱

为特征的异质性慢性代谢疾病，常伴随多种血管

并发症，具有高患病率、高致残率、高致死率的特

点。2020年中国成人糖尿病流行病学最新数据显

示［1］，中国大陆糖尿病患病率逐年增加，患者总数

约为 1. 298亿。糖尿病血管并发症是糖尿病患者

发病率、住院率和病死率增加的主要原因［2］。
淫羊藿苷（icariin，ICA）是从传统中药淫羊藿

中提取的淫羊藿总黄酮的主要有效成分之一，相

对分子质量为 676. 662，难溶于水。ICA具有多种

生物活性，如抗肿瘤［3］、抗骨质疏松［4］、抗抑郁症［5］、
改善阿尔茨海默病认知功能［6］等。此外，研究显示

ICA对糖尿病［7］及糖尿病并发症［8］、血管内皮功能

紊乱［9-10］均有一定疗效，但 ICA在糖尿病早期血管

功能障碍中的作用尚未有研究，其改善血管内皮

功能的分子机制尚未清楚阐明。因此，本实验主

要考察 ICA对四氧嘧啶诱导糖尿病小鼠的血管内

皮舒缩功能的保护作用及可能的分子机制，为揭

示糖尿病血管并发症的病理机制及创新药物研发

提供科学依据。

1 材 料

1. 1 药品及试剂

淫羊藿苷（icariin，ICA，纯度大于 98%，扬子江

药业集团有限公司，批号：18102102），ICA药液配

制方法：称取 ICA粉末 480 mg于研钵中研磨，使其

溶于 0. 5% CMC-Na 40 mL溶液中，即为 ICA高剂

量混悬液，取此混悬液 20 mL加入 0. 5% CMC-Na

溶液 20 mL稀释混匀即为 ICA低剂量混悬液。四

氧 嘧 啶（alloxan）、硝 普 钠（sodium nitroprusside，
SNP）、氯化乙酰胆碱（acetylcholine，Ach）（Macklin
公司）；盐酸去氧肾上腺素（phenylephrine，Phe，
Aladdin公司）；氯化钾（上海凌峰化学试剂有限公

司）；p38 MAPK、GAPDH抗体（Protein Tech公司）；

p-p38 MAPK抗体（美国Cell Signaling Technology公
司）；eNOS抗体（沈阳万类生物有限公司）；p-eNOS
抗体（百远生物科技有限公司）。其他试剂均为市

售分析纯。

1. 2 仪 器

SYC超级恒温水槽（南京科尔仪器设备公司）；

Medlab-U/4C501H生物信号采集处理系统（南京美

易科技有限公司）；EPS300电泳仪（上海天能科技

有限公司）。

1. 3 动物和细胞株

SPF级昆明种小鼠，雄性，体重（20 ± 2）g，由
北京斯贝福生物技术有限公司提供，许可证号：

SCXK（京）2019-0010。所有动物实验均符合动物

伦理委员会标准。

1. 4 细胞株

人脐静脉内皮细胞（HUVECs）购自美国模式

培养物集存库（ATCC），培养在含 10%胎牛血清的

RPMI 1640培养基中。

2 方 法

2. 1 四氧嘧啶诱导糖尿病小鼠模型的建立

雄性昆明种小鼠 24只，体重 18 ~ 22 g，适应性
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饲养 1周后随机挑选 6只小鼠作为正常对照组

（control），其余小鼠用于造模。造模方法：将所有

待造模小鼠禁食不禁水 12 h后，按 200 mg/kg的剂

量腹腔注射 2%四氧嘧啶溶液（将四氧嘧啶溶于无

菌生理盐水，现用现配），对照组小鼠注射等同体

积的生理盐水。造模 72 h后，将所有小鼠禁食不

禁水 8 h，取小鼠尾静脉血用血糖仪测定小鼠空腹

血糖，随即挑选血糖大于等于 11. 1 mmol/L的小鼠

纳入糖尿病模型［11］。
2. 2 动物分组及给药

将造模成功的糖尿病小鼠随机分为 3组：模型

组（model）、ICA低剂量组（ICA-L，60 mg/kg）和 ICA
高剂量组（ICA-H，120 mg/kg）。每日灌胃给药

1次，ICA的给药容积为 0. 1 mL/10 g体重，连续给

药2周。

2. 3 小鼠血糖、体重、摄食量及饮水量记录

分别于给药前、给药 2周后用血糖仪测定各组

小鼠的空腹血糖（fasting blood glucose，FBG）。每

日记录各组小鼠体重，计算各组小鼠的摄食量和

饮水量，观察各组小鼠的体重、摄食量和饮水量变

化情况。

2. 4 小鼠离体胸主动脉血管舒缩功能的测定

2. 4. 1 胸主动脉血管环的制备 各组小鼠脱颈

椎处死后，分离胸主动脉并立即置于预冷（4 ℃）的

K-H液中，去除外周结缔组织并分离周围脂肪后将

血管剪成 3 ~ 4 mm长的动脉环，小心地将其穿于 2
根不锈钢钩上，再悬挂于盛有K-H液的浴皿内，下

端钢丝用另一不锈钢钩固定，上端连接张力换能

器，浴皿中持续通入O2，气泡以每秒 3 ~ 5个为宜，

连接恒温水槽以保持（37 ± 0. 5）℃的恒温状态，将

张力换能器连接至多道生理记录仪，调节胸主动

脉血管环静息张力为 500 mg后，每隔 15分钟更换

一次 K-H液进行平衡，平衡 1 h后向浴皿中加入

Phe（1 × 10-6mol/L）预收缩两次，待洗脱至基线后

开始后续试验。

2. 4. 2 ICA对Ach诱导的糖尿病小鼠胸主动脉血

管环舒张效应的影响 各组小鼠动脉环平衡后，

向浴皿中加入Phe（1 × 10-6 mol/L）使动脉环收缩至

基线，再分别累计加入不同浓度的Ach，使浴皿中

Ach的终浓度分别为 1 × 10-9、1 × 10-8. 5、1 × 10-8、1 ×
10-7. 5、1 × 10-7、1 × 10-6. 5、1 × 10-6、1 × 10-5. 5、1 × 10-5

mol/L，记录血管舒张幅度。

2. 4. 3 ICA对 SNP诱导的糖尿病小鼠胸主动脉血

管环舒张效应的影响 各组小鼠动脉环平衡后，

向浴皿中加入Phe（1 × 10-6 mol/L）使动脉环收缩至

基线，再分别累计加入不同浓度的 SNP，使浴皿中

SNP的终浓度分别为 1 × 10-10、1 × 10-9. 5、1 × 10-9、
1 × 10-8. 5、1 × 10-8、1 × 10-7. 5、1 × 10-7、1 × 10-6. 5、1 ×
10-6 mol/L，记录血管舒张幅度。

2. 4. 4 ICA对 Phe诱导的糖尿病小鼠胸主动脉血

管环收缩效应的影响 各组小鼠动脉环平衡后，

分别累计加入不同浓度的 Phe，使浴皿中 Phe的终

浓度分别为 1 × 10-9、1 × 10-8. 5、1 × 10-8、1 × 10-7. 5、
1 × 10-7、1 × 10-6. 5、1 × 10-6、1 × 10-5. 5、1 × 10-5 mol/L，
记录血管收缩幅度。

2. 4. 5 ICA对KCl诱导的糖尿病小鼠胸主动脉血

管环收缩效应的影响 各组小鼠动脉环平衡后，

分别累计加入不同浓度的KCl，使浴皿中KCl的终

浓度分别为 10，20，40，60，80，100 mmol/L，分别记

录血管收缩幅度。

2. 5 Western blot法检测蛋白表达水平

选取对数生长期的HUVECs细胞，接种于 6孔
板中，贴壁后换为无血清的 RPMI 1640培养基饥

饿 24 h。细胞分为 4组：正常组（Control）、高糖组

（35 mmol/L 高糖，HG）、ICA-L（35 mmol/L HG +
10 μmol/L ICA）、ICA-H（35 mmol/L HG + 30 μmol/L
ICA），分别用高糖和 ICA处理 48 h后收集细胞，经

RIPA裂解液裂解细胞 15 min，12 000 r/min离心

10 min，吸取上清液，使用 BCA试剂盒进行蛋白

定量，根据蛋白定量结果将 4组细胞裂解液浓度

调至一致，分别加入 5 × SDS PAGE上样缓冲液，

涡旋混匀，金属浴 95 ℃煮 10 min。蛋白样本进行

SDS-PAGE凝胶电泳，通过湿转法将蛋白转移至

PVDF膜后置于 10%脱脂牛奶中室温封闭 2 h；
TBST洗去牛奶后，先后孵育抗 eNOS（1∶1 000）、p-

eNOS（1∶1 000）、p38 MAPK（1∶1 000）、p-p38
MAPK（1∶1 000）和 GAPDH（1∶1 000）抗体和辣根

过氧化物酶标记的二抗（1∶10 000）。用高敏 ECL
发光液孵育条带并显影，采集的图片采用 Image J
软件进行灰度分析。蛋白表达量采用灰度校正值

显示（各条带灰度/GAPDH灰度）。

2. 6 统计学方法

所有试验结果使用 GraphPad Prism 8. 0统计

软件进行统计学分析，两组数据间比较采用独立
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样本 t检验进行分析。P < 0. 05认为差异具有统计

学意义。结果以均值 ±标准差（x̄ ± s）表示，n表示

样本数。柱状图和折线图采用GraphPad Prism 8. 0
软件绘制。

3 结 果

3. 1 ICA对四氧嘧啶致糖尿病小鼠血糖、体重、摄

食量、饮水量的影响

与正常组小鼠相比，模型组小鼠的体重自给

药第 2天开始逐渐降低，给药 2周后较正常组极显

著性降低（P < 0. 001），ICA高低剂量组均明显抑制

小鼠体重减轻（P < 0. 001），结果见图1。
给药 2周后，与正常组相比，模型组小鼠的空

腹血糖、摄食量和饮水量均有明显增加。ICA-L和
ICA-H组可以显著改善糖尿病小鼠的饮水量增多，

对空腹血糖和摄食量有一定改善作用，但无统计

学差异，结果见表1。

3. 2 ICA对四氧嘧啶致糖尿病小鼠离体胸主动脉

血管环舒缩功能的影响

3. 2. 1 ICA对Ach诱导的糖尿病小鼠胸主动脉血

管环舒张效应的影响 与正常组相比，糖尿病小

鼠胸主动脉对Ach诱导的内皮依赖性舒张显著降

低（P < 0. 001）；与模型组相比，ICA（60 mg/kg）给

药后可以一定程度上提高Ach诱导的糖尿病小鼠

胸主动脉舒张率，但无统计学差异；ICA（120 mg/kg）
给药后显著改善Ach诱导的糖尿病小鼠胸主动脉

舒张反应（P < 0. 01），结果见图2。
3. 2. 2 ICA对 SNP诱导的糖尿病小鼠胸主动脉血

管环舒张效应的影响 ICA对 SNP诱导的小鼠胸

主动脉舒张试验结果显示，各组之间不同诱导剂

量的舒张率无显著性差异，说明四氧嘧啶诱导的

糖尿病小鼠血管非内皮依赖性舒张反应受损不明

显（P > 0. 05），结果见图3。
3. 2. 3 ICA对 Phe诱导的糖尿病小鼠胸主动脉血

管环收缩效应的影响 与正常组相比，模型组、

ICA-L和 ICA-H组小鼠随诱导剂量的增加收缩率逐

渐上升，差异具有极显著性（P < 0. 001）。与模型组

相比，ICA（60 mg/kg）给药后可以一定程度上降低

Phe诱导的糖尿病小鼠胸主动脉收缩率，但无统计

学差异（P > 0. 05）；ICA（120 mg/kg）给药后显著降

低 Phe 诱导的糖尿病小鼠胸主动脉收缩（P <

Figure 1 Effect of icariin on body weight in alloxan-induced diabetic
mice（x̄ ± s, n = 6）
ICA-L：60 mg/kg；ICA-H：120 mg/kg
*P < 0. 05, ***P < 0. 001 vs control group; ###P < 0. 001 vs model group

Table 1 Effects of icariin (ICA) on fasting blood glucose (FBG), food intake and water intake in alloxan-induced diabetic mice (x̄ ± s, n = 6)
Group
Control
Model
ICA-L
ICA-H

Dose/（mg/kg）
-
-
60
120

FBG/（mmol/L）
6.67 ± 1.76
24.95 ± 1.46***
23.38 ± 7.76**
19.52 ± 8.54*

Food intake/（g/10 g）
1.76 ± 0.28
2.40 ± 0.64**
2.12 ± 0.23**
2.24 ± 0.27***

Water intake/（mL/10 g）
3.05 ± 1.04
9.16 ± 2.34***
6.46 ± 0.99***###
7.69 ± 1.03***#$$

*P < 0. 05, **P < 0. 01, ***P < 0. 001 vs control group; #P < 0. 05, ###P < 0. 001 vs model group; $$P < 0. 01 vs ICA-L group

Figure 2 Effect of icariin on Ach induced vasodilation of aortas in
alloxan-induced diabetic mice（x̄ ± s, n = 6）
***P < 0. 001 vs control group; ##P < 0. 01 vs model group
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0. 05）；说明 ICA（120 mg/kg）可以改善糖尿病状态

下 Phe诱导的小鼠胸主动脉收缩，结果见图 4。

3. 2. 4 ICA对KCl诱导的糖尿病小鼠胸主动脉血

管环收缩效应的影响 ICA对KCl诱导的雄性小

鼠胸主动脉收缩效应的影响试验结果显示，与正

常组相比，模型组小鼠胸主动脉随KCl诱导剂量的

增加收缩率逐渐升高，呈极显著性差异（P <
0. 001）。ICA-L和 ICA-H组小鼠胸主动脉对KCl诱
导的收缩功能有一定改善作用，但无统计学差异

（P > 0. 05），结果见图5。

3. 3 ICA 对 高 糖 诱 导 的 HUVECs 细 胞 中 p38
MAPK/eNOS信号通路蛋白表达的影响

Western blot结果显示，各组之间 p38 MAPK和

eNOS的总蛋白含量无明显差异。与正常组比较，

高 糖 组 p-p38 MAPK 蛋 白 表 达 显 著 升 高（P <
0. 05），p-eNOS蛋白表达显著降低（P < 0. 05）；与

高糖组相比，ICA（10 μmol/L）给药组的 p38 MAPK
磷酸化水平有所降低，但无统计学差异（P >
0. 05），eNOS磷酸化水平上调（P < 0. 05）；ICA（30
μmol/L）给药组可以显著抑制高糖诱导的 p38
MAPK磷酸化（P < 0. 01），并且显著提高 eNOS的
磷酸化水平（P < 0. 001），结果见图6。

Figure 3 Effect of icariin on sodium nitroprusside (SNP) induced
vasodilation of aortas in alloxan-induced diabetic mice（x̄ ± s, n = 6）

Figure 5 Effect of icariin on KCl induced vascular contraction
response of aortas in alloxan-induced diabetic mice（x̄ ± s, n = 6）
***P < 0. 001 vs control group

Figure 6 Effect of icariin on p38 MAPK/eNOS signaling pathway in high glucose-induced HUVECs（x̄ ± s, n = 3）
*P < 0. 05 vs control group; #P < 0. 05, ##P < 0. 01, ###P < 0. 001 vs HG group

Figure 4 Effect of icariin on phenylephrine (Phe) induced vascular
contraction response of aortas in alloxan-induced diabetic mice（x̄ ±
s, n = 6）
***P < 0. 001 vs control group; #P < 0. 05 vs model group
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4 讨 论

糖尿病导致的微血管和大血管并发症是导致

糖尿病患者发病率和病死率升高的主要原因［12］。
糖尿病导致的内皮功能障碍是糖尿病血管并发症

发生的关键和起始因素［13］，是血管损伤的最早期

反应［14］。 ICA可以通过调节 PRMT/ADMA/DDAH
（蛋白质精氨酸甲基转移酶/不对称二甲基精氨

酸/二甲基精氨酸二甲基氨基水解酶）通路改善

ApoE（-/-）小鼠的内皮功能［15］，也可以改善高糖诱

导的内皮祖细胞功能障碍，与其抑制 p38/CREB通

路、激活Akt/eNOS/NO通路有关［10］。此外，研究表

明 ICA可以通过抗内皮细胞氧化应激改善糖尿病

肾病状态下Ach诱导的胸主动脉舒张和 Phe诱导

的收缩功能［9］。本研究通过一次性腹腔注射四氧

嘧啶破坏小鼠胰岛构建糖尿病模型，ICA灌胃给

药 2周后小鼠多饮、多食、体重下降等症状较模型

组有所改善。给药结束后取各组小鼠的胸主动

脉，通过离体血管灌流的方法检测 ICA对糖尿病小

鼠血管环舒缩功能的影响。实验结果发现，糖尿

病小鼠胸主动脉由 Phe、KCl诱导的收缩反应和由

Ach诱导的内皮依赖性舒张均受到明显损伤，而

ICA给药显著改善糖尿病小鼠 Phe诱导的收缩反

应和由Ach诱导的血管环舒张反应，对KCl诱导的

血管环收缩反应有一定改善作用，但无统计学差

异。与正常组相比，模型组对 SNP诱导的非内皮

依赖性舒张基本无变化，表明糖尿病早期，主要表

现为内皮功能障碍，平滑肌细胞受损程度较弱。

eNOS主要表达于内皮细胞，负责产生NO，扩
散至下层血管平滑肌细胞引起松弛效应［16］。eNOS
失调导致的NO生物利用度降低是导致内皮依赖

性血管舒张功能障碍的主要特征［17］。p38 MAPK
是MAPK家族的关键成员，是炎症和氧化应激的

重要参与者，在心血管疾病中起着重要作用［18］，
也参与内皮功能障碍的发展［19］。p38 MAPK的激

活会加速炎症和氧化应激的发生，进而导致内皮

功能障碍［20］。本研究通过体外高糖诱导HUVECs
构建细胞模型，发现高糖导致 HUVECs细胞中

eNOS的活化降低、p38 MAPK磷酸化水平升高，

ICA（30 μmol/L）可以逆转高糖诱导的变化，从而保

护内皮细胞。说明 ICA可能通过调节 p38 MAPK/
eNOS信号通路改善内皮功能障碍。

综上所述，ICA可能通过抑制 p-p38 MAPK表

达，提高内皮细胞中 eNOS的磷酸化水平，进而改

善糖尿病状态下小鼠胸主动脉的血管舒缩功能，

ICA有望成为治疗糖尿病血管病变的潜在药物。
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