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桑叶黄酮调控糖尿病模型小鼠心肌线粒体功能和纤维化进展的机制 *

曾志兰 周建寅△ 刘康华 朱立忠 庞 雁
（南京中医药大学附属中西医结合医院药学部 江苏南京 210000）

摘要目的：研究桑叶黄酮对糖尿病小鼠心肌线粒体功能和心肌纤维化的影响，并探讨其作用的具体分子机制。方法：45只 ICR小

鼠，随机分为 3组，即正常组、模型组和桑叶黄酮组。模型组和桑叶黄酮组通过腹腔注射四氧嘧啶生理盐水溶液建立糖尿病模型，

正常组小鼠腹腔注射生理盐水。桑叶黄酮组糖尿病小鼠在模型成功建立后灌胃给予桑叶黄酮（1.0 g/kg/天）治疗，正常组和模型组

给予等量生理盐水治疗。治疗 6周后，测定并比较三组小鼠血糖、血胰岛素、肝糖原、肝己糖激酶（HK）和丙酮酸激酶（PK）含量，心

肌线粒体谷胱甘肽（GSH）、超氧化物歧化酶（SOD）、总钙和 ATP含量，以及心脏 CD31、琢-SMA和 Collagen I mRNA表达。结果：

研究期间，模型组和桑叶黄酮组小鼠分别死亡 3只和 1只。经桑叶黄酮治疗 6周后，糖尿病小鼠血糖显著降低，血胰岛素水平、肝

糖原、肝 HK和肝 PK含量，心肌线粒体 GSH、SOD、总钙和 ATP含量均显著增高（P<0.05）。心肌纤维化指标：糖尿病小鼠心肌
CD31 mRNA表达水平经桑叶黄酮治疗后显著增高，而 琢-SMA和 Collagen I mRNA表达水平却显著降低（P<0.05）。结论：桑叶黄
酮可显著降低糖尿病小鼠血糖水平，改善其糖代谢和心肌线粒体损伤，延缓心肌纤维化进展。
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Mechanism of Mulberry Leaf Flavonoids Regulating Myocardial
Mitochondrial Function and Fibrosis Progression in Diabetic Model Mice*

To study the effect of mulberry leaf flavonoids on myocardial mitochondrial function and myocardial

fibrosis in diabetic mice, and to explore the specific molecular mechanism of its effect. 45 ICR mice were randomly divided

into 3 groups, namely normal group, model group and mulberry leaf flavonoid group. The model group and the mulberry leaf flavonoids

group were intraperitoneally injected with alloxan saline solution to establish a diabetic model, and the mice in the normal group were

intraperitoneally injected with saline. The diabetic mice in the mulberry leaf flavonoid group were treated with mulberry leaf flavonoids

(1.0 g/kg/day) by gavage after the model was successfully established, and the normal group and the model group were treated with the

same amount of normal saline. After 6 weeks of treatment, the levels of blood glucose, blood insulin, liver glycogen, liver hexokinase

(HK) and pyruvate kinase (PK), myocardial mitochondria glutathione (GSH) and superoxide were measured and compared among the

three groups of mice. Dismutase (SOD), total calcium and ATP content, and cardiac CD31, 琢-SMA and Collagen I mRNA expression.

During the study period, 3 mice in the model group and 1 mouse in the mulberry leaf flavonoid group died. After 6 weeks of

treatment with mulberry leaf flavonoids, the blood sugar of diabetic mice was significantly reduced, the blood insulin level, liver

glycogen, liver HK and liver PK content, and myocardial mitochondrial GSH, SOD, total calcium and ATP content were significantly

increased (P<0.05). Myocardial fibrosis indicators: the expression of CD31 mRNA in the myocardium of diabetic mice was significantly

increased after treatment with mulberry leaf flavonoids, but the expression of 琢-SMA and Collagen I mRNA was significantly decreased

(P<0.05). Mulberry leaf flavonoids can significantly reduce blood sugar levels in diabetic mice, improve their glucose

metabolism and myocardial mitochondrial damage, and delay the progression of myocardial fibrosis.
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前言
糖尿病是一种以血糖水平慢性增高为特征的代谢性疾病

群，包括 1型糖尿病和 2型糖尿病 [1，2]。根据国际糖尿病联盟
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Gene name Primer sequences

CD31
Forward: 5'-GACGTGCATTCCAACCAACC-3'

Reverse: 5'-GTGTGGGTGCAAGCAGAAAG-3'

琢-SMA
Forward: 5'-ACACTCCAGCTGGGCGGGGAC-3'

Reverse: 5'-TGGTGTCGTGGAGTCGGCTGC-3'

Collagen I
Forward: 5'-ACCCAGTTTCCACCATGATT -3'

Reverse: 5'-CCCAAAATGCAAGGAACACT-3'

PPAR酌
Forward: 5'-CGGGCCAAGAGTGTGCTAAA-3'

Reverse: 5'-TGACGATACCGGAGCCAATG-3'

NF-资B
Forward: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACAGT-3'

Reverse: 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

SIRT1
Forward: 5'-GCTGATGCCAGGGTCTTGAT-3'

Reverse: 5'-TGGTGTGTCCGTTGGAACTT-3'

茁-actin
Forward: 5'-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3'

Reverse: 5'-CCAGTTGGTAACAATGCCAGT-3'

表 1实时荧光定量 PCR法引物

Table 1 Primers were quantified by the real-time PCR method

（IDF）统计，2000年全球成人糖尿病患者为 1.51亿人，2019年

上升至 4.63亿人，增长了三倍多[3]。预计 2030年将有 5.78亿人

患糖尿病，2045年这一数字将突破 7亿。在中国，2019年糖尿

病患者总人数为 1.16亿人，是目前全球糖尿病患者数量最多

的国家，预计 2030年将有 1.41亿人患糖尿病[4，5]。糖尿病心脏

病是糖尿病患者最常见的并发症之一，其发病机制主要与氧化

应激、炎症和心肌纤维化有关，但具体分子机制尚不明确[6-8]。

桑叶黄酮是从桑叶中提取的芸香甙、槲皮素、异槲皮素以

及槲皮素 -3-葡萄糖甙等黄酮类化合物，含量约在 3%左右[9，10]。

研究显示[11，12]，桑叶黄酮具有较强的抗氧化功能、降血脂以及降

血糖功能。然而，目前关于桑叶黄酮对糖尿病小鼠心肌线粒体

功能和心肌纤维化的影响报道较少。因此，本研究通过腹腔注

射四氧嘧啶建立糖尿病小鼠模型，通过灌胃给予桑叶黄酮进行

治疗，以研究桑叶黄酮对糖尿病小鼠心肌线粒体功能和心肌纤

维化的影响，并探讨其作用的具体分子机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

45只 ICR小鼠（6-8 周龄，24~26 g，均为雌性），购买于上

海斯莱克实验动物有限责任公司（实验动物使用许可证号：

SCXK（沪）2021-0083）。随机数表法将 45只 ICR小鼠分为三

组，即正常组、模型组和桑叶黄酮组。

1.2 糖尿病小鼠模型[13，14]及治疗

模型组和桑叶黄酮组小鼠经腹腔注射 200 mg/kg四氧嘧

啶生理盐水（J44410，上海金穗生物科技有限公司）以建立糖尿

病小鼠模型，以空腹血糖 >10 mmol/L为标准表明糖尿病小鼠

模型建立成功。糖尿病小鼠模型建立成功后，桑叶黄酮组小鼠

每日灌胃给予 1.0 g/kg桑叶黄酮进行治疗，共治疗 6周；正常

组和模型组给予等量生理盐水灌胃。

1.3 观察指标

1.3.1 血液学指标 分别在治疗前、治疗后 2周、4周和 6周，

使用血糖仪（XB-XTY-580，广州翔博生物科技有限公司）测量

所有小鼠空腹血糖。桑叶黄酮治疗 6周后，安乐死小鼠，立即用

注射器插入小鼠心脏收集外周血，离心收集血清，使用小鼠胰

岛素（INS）检测试剂盒（XY-E82044M，上海信裕生物科技有限

公司）测定血胰岛素水平。

1.3.2 肝脏糖代谢指标 桑叶黄酮治疗 6周后，安乐死小鼠，

分离小鼠肝脏，使用组织匀浆器制备小鼠肝脏组织匀浆，离心

以收集肝脏组织匀浆上清，BCA试剂盒（P0012，上海碧云天生

物技术有限公司）测定肝脏组织匀浆上清蛋白浓度，使用小鼠

己糖激（Hexokinase，HK）ELISA试剂盒（QS43034，北京奇松生

物科技有限公司）测定小鼠肝脏 HK含量，使用小鼠丙酮酸激

酶（pyruvate kinase，PK）ELISA试剂盒测定小鼠肝脏 HK含量。

1.3.3 心肌线粒体功能指标 桑叶黄酮治疗 6周后，安乐死小

鼠，分离小鼠心脏，取一半小鼠心脏使用组织匀浆器制备小鼠

心脏组织匀浆，离心以收集心脏组织匀浆上清，BCA试剂盒

（P0012，上海碧云天生物技术有限公司）测定心脏组织匀浆上

清蛋白浓度，使用小鼠还原型谷胱甘肽（glutathione，GSH）

ELISA试剂盒（DG30156M，北京冬歌博业生物科技有限公

司）、小鼠鼠超氧化物歧化酶（superoxide dismutase, SOD）

ELISA试剂盒（DG30430M，北京冬歌博业生物科技有限公

司）、小鼠钙离子（Ca2+）ELISA试剂盒（FM-3431B，北京飞默生

物科技有限公司）和小鼠三磷酸腺苷（adenosine triphosphate,

ATP）ELISA试剂盒（北京奇松生物科技有限公司）分别检测小

鼠心肌线粒体 GSH、SOD、总钙以及 ATP含量。

1.3.4 CD31、琢-SMA、Collagen I、PPAR酌、NF-资B 和 SIRT1 mRNA

桑叶黄酮治疗 6周后，安乐死小鼠，分离小鼠心脏，取一半小鼠

心脏加入液氮研磨成粉状，立即价格 Triol提取小鼠心脏组织

总 RNA，然后使用实时荧光定量 PCR 法检测小鼠心脏组织

CD31、琢-SMA、Collagen I、PPAR酌、NF-资B和 SIRT1 mRNA相

对表达水平。实时荧光定量 PCR法引物见表 1。

1.4 统计学分析方法 研究数据使用 SPSS20.0进行记录统计学分析，单因素方

1235窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.7 APR.2022

表 4三组小鼠桑叶黄酮治疗后心肌线粒体 GSH、SOD、总钙和 ATP的变化

Table 4 Changes in total calcium and ATP of myocardial mitochondrial GSH, SOD, after mulberry progestin treatment in three groups of mice

Note: a versus normal group comparison, P<0.05; b compared with model group, P<0.05.

Groups n
GSH

(滋g/mg*pro)
SOD

(U/mg*pro)

TCa

(nmol/mg*pro)

ATP

(mg*pro/mL)

Normal group 15 5.92依0.22 4.52依1.13 24.89依9.32 0.23依0.05

Model group 12 4.56依0.29a 3.58依0.95a 15.38依8.64a 0.13依0.08a

The mulberry leaf

flavonoids group
14 5.12依0.39b 4.56依1.32b 20.39依7.67ab 0.19依0.07ab

F 3.532 2.829 13.258 12.007

P 0.038 0.043 <0.001 <0.001

表 3三组小鼠桑叶黄酮治疗后糖代谢指标比较

Table 3 Comparison of glucose metabolism indicators after mulberry leaf progesterone treatment in the three groups of mice

Note: a versus normal group comparison, P<0.05; b compared with model group, P<0.05.

Groups n
Insulin

(pg/mL)

Hepatic glycogen

(mg/g)

HK

(U/g(pro))

PK

(U/g(pro))

Normal group 15 25.42依2.44 8.92依2.53 15.42依3.81 340.21依56.93

Model group 12 17.56依6.02 a 4.53依0.68 a 8.89依4.35 a 322.32依74.1
The mulberry leaf

flavonoids group
14 21.22依3.68ab 8.05依2.65ab 13.86依4.82ab 318.62依70.84

F 7.682 9.532 13.527 1.035

P <0.001 <0.001 <0.001 0.135

表 2三组小鼠血糖变化比较（mmol/L）

Table 2 Comparison of blood glucose changes in the three mice (mmol/L)

Note: a versus normal group comparison, P<0.05; b compared with model group, P<0.05.

Groups n Prior treatment
Post-treatment

Two weeks Four weeks Six weeks

Normal group 15 6.35依0.83 6.42依0.99 6.50依0.98 6.43依0.79

Model group 12 16.23依3.84a 18.99依5.34a 19.68依5.11a 20.342依5.82a

The mulberry leaf

flavonoids group
14 16.55依3.92ab 15.15依4.02ab 11.28依3.56ab 9.83依4.13ab

F 19.536 11.238 13.481 10.952

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

差分析用于比较多组间数据差异，非配对 t检验用于比较两组

间数据差异。P<0.05表示差异显著具有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况

模型组和桑叶黄酮组糖尿病小鼠在造模成功后，小鼠出现

多饮、多食以及多尿等 "三多 "病情，但体重却减轻。随着实验

进程的进展，桑叶黄酮组组小鼠 "三多 "症状逐渐减轻。实验

完成后，模型组小鼠死亡 3只，而桑叶黄酮组死亡 1只，小鼠死

亡原因均为糖尿病，与灌胃治疗无关。

2.2 血糖变化

治疗前，模型组和桑叶黄酮组糖尿病小鼠血糖水平均显著

高于正常组小鼠（P<0.05），但模型组和桑叶黄酮组糖尿病小鼠
血糖水平比较无显著差异（P>0.05）；经桑叶黄酮治疗后，桑叶
黄酮组糖尿病小鼠血糖水平均显著低于模型组小鼠（P<0.05）。
如表 2。

2.3 糖代谢

糖尿病模型组小鼠血胰岛素水平、肝糖原、肝 HK和 PK

含量均低于正常组小鼠，差异显著具有统计学意义（P<0.05）；

经桑叶黄酮治疗 6周后，桑叶黄酮组糖尿病小鼠血胰岛素水

平、肝糖原、肝 HK和 PK含量均较模型组增高，差异均显著具

有统计学意义（P<0.05）。如表 3。

2.4 心肌线粒体功能

模型组糖尿病小鼠心肌线粒体 GSH、SOD、总钙和 ATP含

量均低于正常组小鼠，差异均显著具有统计学意义（P<0.05）；

经桑叶黄酮治疗 6周后，桑叶黄酮组糖尿病小鼠心肌线粒体

GSH、SOD、总钙和 ATP含量均较模型组小鼠升高，差异均显

著具有统计学意义（P<0.05）。如表 4。
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表 5三组小鼠桑叶黄酮治疗后心脏 CD31、琢-SMA和 Collagen I mRNA表达比较

Table 5 Comparison of cardiac CD31, 琢-SMA and Collagen I mRNA expression after mulberry leaf progesterone treatment in the three groups of mice

Groups n CD 31 琢-SMA Collagen I

Normal group 15 1.00依0.12 1.00依0.09 1.00依0.05

Model group 12 0.41依0.08a 2.03依0.14a 2.32依0.23a

The mulberry leaf flavonoids group 14 0.67依0.18ab 1.49依0.52ab 1.62依0.41ab

F 13.258 15.372 11.259

P <0.001 <0.001 <0.001

Note: a versus normal group comparison, P<0.05; b compared with model group, P<0.05.

表 6三组小鼠桑叶黄酮治疗后心脏组织 PPAR酌和 NF-资B通路表达比较
Table 6 Comparison of PPAR酌 and NF-资B pathway expression in heart tissue after mulberry leaf progesterone treatment of three groups of mice

Note: a versus normal group comparison, P<0.05; b compared with model group, P<0.05.

Groups n PPAR酌 NF-资B SIRT1

Normal group 15 1.00依0.09 1.00依0.11 1.00依0.08

Model group 12 0.35依0.12a 3.32依0.23a 0.41依0.12a

The mulberry leaf flavonoids group 14 0.68依0.15ab 2.09依0.35ab 0.72依0.21ab

F 13.827 11.653 12.981

P <0.001 <0.001 <0.001

2.5 心肌纤维化指标

模型组糖尿病小鼠心肌 CD31 mRNA表达水平低于正常

组小鼠，而琢-SMA和 Collagen I mRNA表达水平高于正常组小

鼠，差异均显著具有统计学意义（P<0.05）；经桑叶黄酮治疗 6

周后，桑叶黄酮组糖尿病小鼠心肌 CD31 mRNA表达水平较模

型组增高，而琢-SMA和 Collagen I mRNA表达水平较模型组降

低，差异均显著具有统计学意义（P<0.05）。见表 5。

2.6 PPAR酌和 NF-资B通路
模型组糖尿病小鼠心肌 PPAR酌 和 SIRT1 mRNA 表达水

平均低于正常组小鼠，而 NF-资B mRNA表达水平却高于正常

组，差异均显著具有统计学意义（P<0.05）；经桑叶黄酮治疗 6

周后，桑叶黄酮组糖尿病小鼠心肌 PPAR酌和 SIRT1 mRNA表

达水平较模型组增高，而 NF-资B mRNA表达水平较模型组降

低，差异均显著具有统计学意义（P<0.05）。见表 6。

3 讨论

现代药理学研究表明[15，16]，桑叶提取物在治疗糖尿病、高血

压、高血脂等症及抗衰老、抗病毒、抗炎等方面都具有良好的疗

效，这与桑叶中的黄酮、多糖和生物碱等有效成分密切相关，其

中桑叶黄酮的药理活性最为显著。因此，近年来人们已经开始

越来越多地关注到桑叶黄酮、多糖和生物碱等药用成分资源的

综合利用与开发。桑叶黄酮是指从桑叶中提取的懈皮素、懈皮

素 -3-葡萄糖甙以及槲皮素等黄酮类物质，约占桑叶提取物的

3%，不仅被证实具有降低血糖的作用，而且被发现具有强抗氧

化功能[17，18]。

四氧嘧啶是一种有机物，化学式为 C4H2N2O4，是嘧啶的一

种含氧衍生物，对胰岛的茁细胞具有特殊的破坏作用，终止胰
岛素的分泌，而引起动物实验性四氧嘧啶糖尿病[20]。目前，关于

腹腔注射四氧嘧啶诱导糖尿病动物模型的分子机制的研究已

十分清晰，即腹腔注射的四氧嘧啶在进入动物体内后被胰岛茁
细胞迅速吸收，形成氧自由基，降低机体内抗氧化剂（如超氧化

物歧化酶）的活性，诱发 茁细胞毒性导致茁细胞损伤甚至凋亡。
为研究桑叶黄酮对糖尿病小鼠体内抗氧化作用的影响，本研究

通过腹腔注射四氧嘧啶建立糖尿病小鼠模型，并比较桑叶黄酮

治疗对糖尿病小鼠模型心肌线粒体 GSH、SOD、总钙和 ATP含

量。谷胱甘肽是一种含 酌-酰胺键和巯基的三肽，由谷氨酸、半
胱氨酸及甘氨酸组成，存在于几乎身体的每一个细胞能帮助保

持正常的免疫系统功能，并具有抗氧化作用、整合解毒作用[21]。

超氧化物歧化酶（SOD）是生物体系中抗氧化酶系的重要组成

成员，广泛分布在微生物、植物和动物体内[22]。本研究发现，桑

叶黄酮治疗可显著升高四氧嘧啶诱导的糖尿病小鼠心肌线粒

体 GSH和 SOD，表明桑叶黄酮可显著增强糖尿病小鼠体内抗

氧化活性。另外，本研究发现，经桑叶黄酮治疗的糖尿病小鼠不

仅血糖水平显著降低，而且血胰岛素、肝糖原、肝 HK以及肝

PK等糖代谢指标显著升高，表明本研究使用的桑叶黄酮具有

降血糖的作用，与张立雯等人的研究结果一致。张立雯等人[19]

研究发现，经 0.6 g/kg/d灌胃治疗的 db/db糖尿病小鼠空腹血

糖水平显著低于未经治疗的糖尿病小鼠，表明桑叶黄酮可降低

糖尿病小鼠血糖水平。

线粒体的钙离子输送量是心脏工作强度，或是由能量带动

的心脏跳动强度的重要衡量指标 [23]。在高等动物机体的细胞

中，95%的 ATP来自其线粒体的氧化磷酸化过程，而有氧运动

所需的能量，几乎完全依赖线粒体这种 ATP产生的数量和速

率[24]。而本研究发现，桑叶黄酮治疗可显著升高四氧嘧啶诱导
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的糖尿病小鼠心肌线粒体总钙和 ATP含量均显著升高，表明

桑叶黄酮显著增强糖尿病小鼠线粒体功能；另外，桑叶黄酮治

疗可显著升高糖尿病小鼠心肌 CD31 mRNA表达水平，而显著

降低糖尿病小鼠心肌 琢-SMA和 Collagen I mRNA表达水平，

这与肖杨等[25]人的研究结果一致，即：经药物治疗的糖尿病动

物模型心肌 CD31 mRNA表达增高，而心肌 琢-SMA和 Colla-

gen I mRNA表达增高，表明药物干预有效降低糖尿病动物模

型心肌纤维化进程。结合本研究结果提示：桑叶黄酮可显著降

低糖尿病小鼠心肌纤维化。

PPAR酌通路在心脏组织中表达丰富，并且参与调控糖脂
代谢和多个器官纤维化进程[26，27]，而 SIRT1/NF-资B信号通路被
发现是心肌纤维化病变的核心调控信号通路[28，29]。本研究结果

显示：经桑叶黄酮治疗的糖尿病小鼠心肌 PPAR酌 和 SIRT1

mRNA表达水平显著增高，而 NF-资B mRNA表达水平显著降

低，这与张花治等[30]人的研究结果一致，该研究发现：红芪多糖

可改善 db/db小鼠糖尿病心肌病心肌纤维化，其机制与激活心

肌 PPAR酌信号通路和抑制 NF-资B信号通路有关。结合本研究
结果表明：桑叶黄酮可能通过激活心肌 PPAR酌信号通路和抑
制 NF-资B信号通路改善糖尿病小鼠心肌纤维化。然而，需要指
出的是，由于本次研究仅使用一个剂量的桑叶黄酮对糖尿病小

鼠进行治疗，并且未使用相关抑制剂或基因敲除小鼠，所以本

研究无法确认 PPAR酌和 SIRT1/NF-资B信号通路是桑叶黄酮
的作用靶点。

综上所述，桑叶黄酮可显著降低糖尿病小鼠血糖水平，改

善其糖代谢，增强糖尿病小鼠心肌线粒体功能和改善心肌纤维

化病情，其具体作用机制可能与激活心肌 PPAR酌信号通路和
抑制 NF-资B信号通路有关。
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