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双水杨酸酯通过抑制内质网应激缓解高脂饮食小鼠的高血糖状态
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[摘要]　目的　探讨双水杨酸酯（SAL）对高脂饮食喂养的小鼠血糖水平的影响。方法　高脂饮食联合 0.5% 
SAL（SAL组，n＝ 5）或联合生理盐水（对照组，n＝ 5）饲养 8 周龄 C57BL/6J 雄性小鼠 40 d，行胰岛素耐量试验（ITT）
和葡萄糖耐量试验（GTT），提取肝脏总 RNA 和蛋白，用 qPCR 和蛋白质印迹法检测内质网应激相关蛋白 CCAAT 
增强子结合蛋白同源蛋白（CHOP）、内质网 DnaJ 同系物 4（ERDJ4）、葡萄糖调节蛋白（GRP）78 和 GRP94 的表

达水平。结果　 SAL 组小鼠随机血糖水平低于对照组（P ＜0.05），并且 GTT 提示糖耐量更好，但 2 组空腹胰岛素

水平差异无统计学意义；ITT 提示 2 组胰岛素刺激后血糖变化未见明显差异。SAL 组小鼠肝脏组织 GRP78 和 GRP94 
的 mRNA 表达水平也均较对照组低（P 均＜ 0.05），SAL 组小鼠肝脏组织 CHOP、ERDJ4、GRP78 和 GRP94 的蛋

白表达水平均较对照组低（P ＜ 0.05 或 P ＜ 0.01）。结论　SAL 通过抑制内质网应激通路缓解高脂饮食小鼠的高血

糖状态，并且这一过程不依赖于胰岛素作用。
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Salsalate alleviates hyperglycemia by inhibiting endoplasmic reticulum stress in high fat diet induced obese mice
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[Abstract]　Objective　To explore the effect of salsalate on the glucose metabolism of obese mice induced with high 
fat diet (HFD). Methods　Eight week-old male C57BL/6J mice were fed with HFD in combination with 0.5% of salsalate 
(SAL group, n＝5) or normal saline (control group, n＝5) for 40 days. The effect of salsalate on serum glucose level was 
examined by glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT). The expressions of endoplasmic reticulumn 
related proteins, including CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein (CHOP), endoplasmic reticulum-
localized DnaJ 4 (ERDJ4), glucose regulated protein (GRP)78 and GRP94, were measured by qPCR and Western blotting.  
Results　The random blood glucose level of obese mice were significantly lower in the SAL group than that in the control 
group (P＜0.05), and GTT showed that the mice in the SAL group had better glucose tolerance. However, there was no 
significant difference in fasting insulin level between the two groups. ITT showed there was no difference in the change of 
blood glucose after insulin stimulation between the two groups. The mRNA expressions of GRP78 and GRP94 and protein 
expressions of CHOP, ERDJ4, GRP78 and GRP94 were significantly lower in the SAL group than those in the control group 
(P＜0.05 or P＜0.01). Conclusion　Salsalate can alleviate the hyperglycemia of obese mice induced with HFD by inhibiting 
endoplasmic reticulum stress, and the effect is independent of the insulin secretion.

[Key words]　diabetes mellitus; high fat diet; salsalate; endoplasmic reticulum stress; insulin; blood glucose

[Acad J Sec Mil Med Univ, 2018, 39(2): 220-225]

[收稿日期]　2017-07-21　　　　[接受日期]　2017-11-01
[基金项目]　国家自然科学基金(81471037), 江苏省南通市科技项目课题(MS22015126, MS22016071, HS2014036, HS2013024). Supported by 
National Natural Science Foundation of China (81471037) and Science and Technology Project of Nantong City of Jiangsu Province (MS22015126, 
MS22016071, HS2014036, HS2013024).
[作者简介]　袁心露，博士，讲师、副主任医师．E-mail: yuanxinlu1982@126.com
*通信作者(Corresponding author). Tel: 0513-81161907, E-mail: shiweicui911@126.com



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

· 221 ·

随着我国经济水平的飞速发展，饮食结构和

生活方式的改变导致肥胖、2 型糖尿病等代谢异常

疾病的发病率剧增[1]。截止到 2013 年我国糖尿病

患者已达到 1.14 亿[2]。有文献报道，肥胖引起的

慢性炎症在 2 型糖尿病的发生、发展中起到重要

作用[3]，而这种代谢性炎症可引起体内内质网应激

的发生，两者互为因果、互相促进[4]。双水杨酸酯

（salsalate，SAL）是水杨酸盐的前体物质，作为类固

醇消炎药治疗关节疼痛，研究表明其可缓解 2 型糖

尿病、肥胖、脂肪肝和代谢综合征等多种代谢性疾

病的糖脂紊乱[5-6]，但具体机制尚不完全明确。本

研究旨在探讨 SAL 对高脂饮食喂养的 2 型糖尿病

小鼠血糖水平的影响及其机制。

1　材料和方法

1.1　实验动物与分组　8 周龄的雄性 C57BL/6J 
SPF 级小鼠 20 只[购于南通大学实验动物中心，

实验动物使用许可证号：S Y K X（苏）2 0 1 2 -
0031），随机选取 10 只，分为 2 组：正常饮食

组（n＝5）和高脂饮食组（HFD 组，高脂饲料：

45% kcal 猪油来源；Research Diets[7]，n＝5），

共喂养 40 d， 观察高脂饮食糖尿病模型的建立情

况。另外 10 只小鼠随机分为 2 组：对照组（高脂

饮食和生理盐水混匀联合喂养，n＝5）和高脂联合

药物组[高脂饮食和 0.5%（质量比）SAL 混匀联合喂

养[7]，SAL 组，n＝5]，共喂养 40 d。所有动物实验

都遵从南通大学和江苏省动物伦理委员会的条例。

1.2　葡萄糖耐量试验（glucose tolerance test，
GTT）与胰岛素耐量试验（insulin tolerance test，
ITT） [7]　GTT：小鼠饥饿过夜后，经腹腔注射 
0.5 g/kg 的 D-葡萄糖，用血糖仪分别于注射后 0、
15、30、60、90、120 min 检测小鼠尾静脉血血糖

浓度。ITT：小鼠饥饿 6 h 后，经腹腔注射 0.75 U/
kg 重组人胰岛素，分别于注射后 0、15、30、60、
90、120 min 检测小鼠尾静脉血血糖浓度。

1.3　RNA 提取与 qPCR 检测　喂养 40 d 后处死小

鼠，用 TRIzol 试剂（Invitrogen 公司）抽提肝脏

总 RNA，用反转录试剂盒 iScript cDNA（Bio-Rad 
公司）将 RNA 反转录成 cDNA，以此 cDNA 为模

板，用 qPCR 检测内质网应激相关蛋白 CCAAT 增
强子结合蛋白同源蛋白（CCAAT/enhancer-binding 
protein homologous protein，CHOP）、内质网 DnaJ 

同系物 4（endoplasmic reticulum-localized DnaJ 4，
ERDJ4）、葡萄糖调节蛋白 78（glucose regulated 
protein 78，GRP78）和  GRP94。检测试剂：

FastStart Essential DNA Green master（Roche 公
司）；检测仪器：StepOne Real-Time PCR System
（Applied Biosystems 公司）。各检测基因引物序

列如下：CHOP 上游 5'-CTG GAA GCC TGG TAT 
GAG GAT-3'，下游 5'-CAG GGT CAA GAG TAG 
TGA AGG T-3'；ERDJ4 上游 5'-CCC CAG TGT 
CAA ACT GTA CCA G-3'，下游 5'-AGC GTT TCC 
AAT TTT CCA TAA ATT-3'；GRP78 上游 5'-TCA 
TCG GAC GCA CTT GGA A-3'，下游 5'-CAA CCA 
CCT TGA ATG GCA AGA-3'；GRP94 上游 5'-TCG 
TCA GAG CTG ATG ATG AAG T-3'，下游 5'-GCG 
TTT AAC CCA TCC AAC TGA AT-3'；内参基因 
18S 上游 5'-AGT CCC TGC CCT TTG TAC ACA-
3'，下游 5'-CGT TCC GAG GGC CTC ACT-3'。
1.4　蛋白质印迹法检测蛋白表达　处理结束后处

死小鼠，提取肝脏总蛋白。取总蛋白样品 50 μg 
进行 SDS-PAGE 分离（10% 分离胶和 4% 浓缩

胶），通过湿法转印法将分离胶中的蛋白转移至 
0.45 μm 的聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，
PVDF） 膜上，恒压 100 V 转膜 120 min。PVDF 膜
经封闭 1 h 后，加入一抗：兔单克隆抗体 CHOP、
GRP78、GRP94、β-actin（美国 Cell Signaling 
Technology 公司，1∶1 000 稀释）和 ERDJ4（英

国 Abcam 公司，1∶1 000 稀释）。4 ℃ 孵育过夜，

TBST 洗膜 4 次，每次 10 min。加入辣根过氧化

物酶标记的相应二抗工作液（美国 Cell Signaling 
Technology 公司，1∶10 000 稀释），室温摇动孵

育 1 h，TBST 洗膜 4 次，每次 10 min；ECL（美

国 Millipore 公司）化学发光，显影，拍照；蛋白

质印迹法检测条带用凝胶成像仪分析系统 Quantity 
One 软件扫描灰度值。计算目的蛋白与内参蛋白 
β-actin 灰度值的比值。

1.5　统计学处理　采用 SPSS 17.0 软件进行数据

分析，单因素组间数据（x±s）差异分析采用 t 检
验，检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　高脂饮食对小鼠血糖与胰岛素水平的影响　在高

脂饲料喂养  40  d  后，小鼠空腹血糖和胰岛素
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水平相比正常饮食小鼠均上升 [ ( 8 . 7 6±0 . 2 5 ) 
mmol/L vs (4.26±0.14) mmol/L，(1.08±0.05)  
ng/mL vs (0.22±0.02) ng/mL，t＝2.216、3.472，
P 均＜0.01]。GTT 和 ITT 结果提示，腹腔注射后 

0～120 min 内高脂饮食小鼠的糖耐量和胰岛素敏

感性均下降（P＜0.05 或 P＜0.01，图 1）。证明高

脂糖尿病模型建模成功。

图 1　高脂饮食对小鼠糖代谢的影响

A: 葡萄糖耐量试验; B: 胰岛素耐量试验．*P＜0.05, **P＜0.01 与高脂饮食组比较. n＝5, x±s

2 .2　SAL 对糖尿病小鼠血糖水平与葡萄糖耐

量的影响　与对照组相比，SAL 可降低糖尿病

小鼠的随机血糖水平 [ (8 .17±0.28)  mmol/L vs 
(11.69±0.23) mmol/L， t＝3.221，P＜0.01]。
GTT 结果（图 2）显示，SAL 组小鼠血糖水平在

注射葡萄糖后 0～120 min 内的各时间点均低于

对照组，并且在 0、30、60 min 这 3 个时间点 2 组血

糖水平差异均有统计学意义（P＜0.05 或 P＜0.01）。

图 2　双水杨酸酯对高脂饮食诱导的糖尿病小鼠 

糖代谢的影响
*P＜0.05, **P＜0.01 与对照组比较．n＝5, x±s

图 3　双水杨酸酯对高脂饮食诱导的糖尿病小鼠 

血胰岛素水平的影响

n＝5, x±s

2.3　SAL 对糖尿病小鼠空腹胰岛素水平与胰岛素耐

量的影响　与对照组相比，SAL 组小鼠的空腹胰岛

素水平下降，但 2 组差异无统计学意义[(0.98±0.04) 
ng/mL vs (1.07±0.03) ng/mL，t＝0.162，P＞0.05）。

ITT 结果（图 3）显示，SAL 对糖尿病小鼠的胰岛素

耐受能力没有影响（P＞0.05）。

2.4　SAL 对糖尿病小鼠肝组织内质网应激相关蛋

白 mRNA 表达的影响　与对照组相比，SAL 组小

鼠肝脏组织 CHOP、ERDJ4、GRP78 和 GRP94 的 
mRNA 表达水平均下调，2 组 GRP78 和 GRP94 
的 mRNA 表达差异有统计学意义（P 均＜0.05， 
图 4）。表明 SAL 可降低高脂饮食诱导的糖尿病

小鼠肝脏组织中的内质网应激，这可能是 SAL 调
节糖尿病小鼠糖代谢紊乱的机制之一。

2 .5　SAL 对糖尿病小鼠肝组织内质网应激相

关蛋白表达的影响　与对照组相比，SAL 组小

鼠肝脏组织 CHOP、ERDJ4、GRP78 和 GRP94 
的蛋白表达水平均下调，差异均有统计学意义 
（P＜0.05 或 P＜0.01，图 5）。表明 SAL 可改

善高脂饮食诱导的糖尿病小鼠肝脏组织中的内质

网应激。
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图 5　双水杨酸酯对 ERS 相关蛋白 CHOP、ERDJ4、

GRP78 和 GRP94 蛋白表达的影响

ERS: 内质网应激; CHOP: CCAAT增强子结合蛋白同源蛋

白; ERDJ4: 内质网 DnaJ 同系物 4; GRP: 葡萄糖调节蛋白.  
*P＜0.05, **P＜0.01 与对照组比较. n＝5, x±s

件的发生率大幅增高[12]。

水杨酸盐类由植物中提取，至今已有 3 500 年
的历史，主要用于镇痛和消炎，其作用机制和临

床应用仍在不断探索中[13]。100 年前就有文献报道

服用高浓度的水杨酸钠可减轻 2 型糖尿病患者的

症状，但是相关不良反应阻止了其临床应用。本

研究所使用的 SAL 是水杨酸盐的二聚体，进入体

内后在小肠中被分解为单体发挥作用，既往用于

治疗关节疼痛。研究表明，SAL 可以改善 2 型糖

尿病甚至糖尿病初期的血糖、血脂等多种代谢异 
常[14]。Goldfine 等[15]评价了 SAL 治疗 2 型糖尿病 
1 年后的有效性和安全性，发现与安慰剂组相比使

用 SAL 治疗 48 周后患者的糖化血红蛋白水平降低

了 0.37%，血循环中的白细胞、中性粒细胞和淋巴

细胞计数降低，尿酸、空腹血糖和三酰甘油水平降

低，脂联素水平增高，但尿白蛋白经过校正后肾

小球滤过率无明显改变。Salastekar 等[16]发现服用 
SAL 30 个月可改善罹患超重度心血管疾病患者的

糖代谢，这些患者同时还服用他汀类降脂药物。

SAL 改善糖代谢的机制尚未完全明了，研

究发现有以下几种：（1）激活棕色脂肪。SAL 
可选择性增加棕色脂肪中脂肪酸的摄取，减少

细胞内脂质沉积，提高直肠内温，从而减轻体

质量和改善糖耐量。体外实验发现  SAL 可以

上调棕色脂肪细胞中解偶联蛋白 1（uncoupling 
p ro te in  1，UCP1）的表达，并增强甘油的释 
放[7,17]。（2）通过下调脂肪组织中 11β-羟基类固

醇脱氢酶 1（11β-hydroxysteroid dehydrogenase 1，
11β-HSD1）的表达，提高胰岛素敏感性。Nixon 
课题组用水杨酸盐处理肥胖小鼠 4 周后，其糖耐量

及高胰岛素血症改善，脂肪组织中 11β-HSD1 基因

表达水平和酶活性下调，同时，服用水杨酸盐的

男性皮下脂肪中 11β-HSD1 表达下降，尿中皮质醇

代谢产物水平也下降[18]。（3）激活线粒体功能，

解偶联线粒体呼吸链，通过协助质子传递降低其

电导电位[19]。 Smith 等[17]发现 SAL 可以增加机体

耗氧量，降低血糖水平和肝脂肪含量。（4）本研

究首次发现内质网应激参与了 SAL 降低糖尿病小

鼠的血糖过程。本研究应用高脂饮食联合 SAL 共
同饲养雄性小鼠 40 d，发现小鼠随机血糖水平降

低、糖耐量更好，并且首次发现肝脏组织 CHOP、
ERDJ4、GRP78 和 GRP94 的 mRNA 和蛋白表达水

图 4　双水杨酸酯对 ERS 相关蛋白 CHOP、ERDJ4、

GRP78和 GRP94 mRNA 表达的影响

ERS: 内质网应激; CHOP: CCAAT 增强子结合蛋白同源蛋

白; ERDJ4: 内质网 DnaJ 同系物 4; GRP: 葡萄糖调节蛋白.  
*P＜0.05 与对照组比较. n＝5, x±s
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3　讨　论

1957  年，Reid  等 [8 ]提出炎症参与了胰岛

素抵抗过程，促进了  2 型糖尿病研究的发展。

Hotamisligil 等[9]发现脂肪组织中有高表达的肿瘤坏

死因子，并且其对胰岛素抵抗有着决定性作用，这

一假说得以证实。摄入能量多于消耗导致肥胖和 2 
型糖尿病的发生，脂肪沉积在肝脏及骨骼肌等外周

组织中引起系统性炎症[10-11]。先天性和获得性免疫

机制参与炎性细胞的黏附和迁移，促进脂肪斑块和

血小板在大血管内的聚集，从而导致心血管不良事
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平均较对照组低，高糖高脂毒性引起的内质网应激

得到缓解，上述结果提示 SAL 可通过减轻体内内

质网应激程度缓解高糖状态。内质网应激是 2 型糖

尿病发生、发展的重要机制，其是指内质网中蛋白

质合成、修饰和降解之间的平衡被细胞内外的环境

因素破坏后造成细胞内异常蛋白堆积或 Ca2＋ 超载或

缺氧，触发非折叠蛋白反应。高糖高脂引发体内内

质网应激时，内质网跨膜蛋白—蛋白激酶 R 样

内质网激酶通过寡聚化和自身磷酸化活化导致其

下游因子真核翻译起始因子 2α 亚单位（eukaryotic 

translation initiation factor 2α subunit，eIF2α）磷酸

化，磷酸化的 eIF2α 可直接抑制蛋白合成，致使新

生的多肽流出内质网减轻其负担，维持细胞内环境

平衡。而当刺激持续时，内质网应激将上调 CHOP 

等的表达诱导细胞凋亡[20]。本研究发现，SAL 导

致糖尿病小鼠肝脏内高表达的 CHOP 下调，从而

提示高糖高脂毒性导致的内质网应激缓解。同时，

ERDJ4、GRP78 和 GRP94 在本研究中也有类似的

趋势。在内质网中，新生蛋白的折叠和重组需要一

系列分子伴侣的参与，热休克蛋白 70 分子伴侣结

合免疫球蛋白（binding immunoglobulin protein，

BiP）就是其中一员，ERDJ 族蛋白可激活 BiP 的 

ATP 酶活性并稳定其与底物的结合。内质网应激发

生时 ERDJ4 表达上调，可参与协助清除内质网应

激所产生的错误折叠的蛋白质[21]。GRP94 和 BiP/

GRP78 是内质网应激发生时的“前哨兵”，其增

加表达、参与清除内质网中错误折叠蛋白质，当应

激缓解后其表达下调[22]，故给予 SAL 后这些重要

分子的表达下调预示着内质网内错误折叠蛋白的减

少和内质网应激的减轻。

对于 SAL 对血胰岛素的作用众说纷纭，很多

文献报道 SAL 可通过增加胰岛素敏感性达到降低

血糖的作用[5,13,23]，但更多的研究未发现其可增加

胰岛素的水平，本研究也得到了类似的结果。有

文献报道 SAL 治疗非糖尿病的肥胖和超重患者有

效，可减慢血胰岛素的廓清[24]。也有文献报道 SAL 

的实验浓度远低于引起血胰岛素变化的浓度[14]。

综上所述，本研究发现 SAL 可通过缓解糖尿

病小鼠肝脏内质网应激，增加糖耐量，降低血糖，

该研究为 SAL 治疗 2 型糖尿病奠定了理论基础。
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