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目前，国内外尚无苦参碱与hTERT基因的相

互关系报道。鉴于hTERT在肿瘤发生发展过程中

的重要性，结合苦参碱对肺腺癌A549细胞具有诱

导凋亡作用，研究hTERT在苦参碱诱导肺腺癌

A549细胞凋亡中的表达情况，必将有助于探讨苦

参碱抑制A549细胞生长的可能机制。

在本实验研究中，观察了苦参碱对肺腺癌

A549细胞的生长抑制与促进凋亡作用，并研究了

凋亡过程中端粒酶活性与hTERT mRNA表达量

的变化，探讨其可能的抗肿瘤机制。结果显示，电镜

下肺膑癌A549细胞经0．2 mg／mL苦参碱处理

48 h后，细胞表现凋亡细胞的特征性形态变化，细

胞体积缩小、细胞表面纤毛丧失、细胞质固缩。核碎

裂，可见凋亡小体形成。同时，经0．2 mg／mL苦参

碱作用后肺腺癌A549细胞DNA片断呈现典型的

梯状条带，进一步证实了苦参碱可诱导A549细胞

凋亡。端粒酶活性测定与hTERT mRNA表达量的

改变，则提示苦参碱可能通过下调肺腺癌A549细

胞hTERT基因表达，抑制端粒酶活性，破坏端粒酶

稳定性而促进肺癌细胞凋亡。

本研究提示，苦参碱抗肺腺癌A549细胞的可

能机制是通过下调hTERT基因的表达，抑制端粒

酶活性，破坏端粒稳定性而导致细胞凋亡的发生。抗

端粒酶治疗已成为从分子水平上治疗肺癌的一种新

手段，从天然中药库中筛选并制备有效的端粒酶抑

制剂将可能为肺癌的临床治疗开辟新的途径。
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小檗碱与梓醇及其配伍对胰岛素抵抗3T3一L1脂肪细胞

葡萄糖转运子4蛋白及C—Cbl相关蛋白表达的影响

陈 立，杨明炜‘，汪忠煜，刘艳娟，陆付耳，黄先英

(华中科技大学同济医学院附属同济医院中西医结合研究所．湖北武汉430030)

摘 要：目的 观察梓醇与小檗碱及其配伍对胰岛素抵抗3T3．L1脂肪细胞葡萄糖消耗及这一过程中葡萄糖转运

子4(Glut4)和C—Cbl相关蛋白(CAP)表达的影响。方法采用高糖联合高胰岛素诱导3T3一L1脂肪细胞产生胰

岛素抵抗(IR)，分别给予小檗碱、梓醇、小檗碱+梓醇、盐酸罗格列酮进行干预。以葡萄糖氧化酶法检测培养液中

葡萄糖消耗量．以Western Blotting法检凋Glut4和CAP蛋白的表达。结果与模型组相比，小檗碱能增加培养液

中葡萄糖的消耗。但对Glut4蛋白的表达无影响；梓醇、小檗碱+梓醇均能显著增加培养液中葡萄糖的消耗，并使

细胞中Glut4蛋白的表达增强．且小檗碱+梓醇组的效应优于梓醇组及小檗碱组；与模型组相比，小檗碱与梓醇及

其配伍对CAP的表达没有显著性影响。结论小粟碱、梓醇及其配伍能改善IR 3T3一L1脂肪细胞的胰岛紊活性，

其作用机制与罗格列酮不同。

关键词：梓醇I小襞碱，3T3一L1l葡萄糖转运子4(Glut4)l C—Cbl相关蛋白(CAP)
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Effect of catalpol，berberine。and their combination on expression of Giut4 protein

and C—Cbl associated protein in insulin resistant 3T3一L1 adipocytes

CHEN Li，YANG Ming—wei，WANG Zhong-yu，LIU Yan—juan，LU Fu—er，HUANG Guang—ying

(Institution of Integrated Chinese and Western Medicine，Affiliated Tongji Hospital，

Huazhong University of Science and Technology·Wuhan 430030，China)

Abstract：Objective To observe the effect of catalpol，berberine，and protein and C—Cb l associated

protein(CAP)on 3T3一L1 adipocytes induced with insulin resistance(IR)．Methods IR Model of

adipocyte was induced with the combination of high glucose and hyperinsulinism，ceils were treated with

rosiglitazone，catalpol，berberine，and combination of catapol and berberine．Glucose consumption of cells

incubated with corresponding medicine was assayed with glucose oxidase method，Glut4 protein and CAP

expression were detected with Western Blotting．Results Glucose consumption and Glut4 protein

expression were significantly increased in catalpol group and combination of berberine and catalpol group

compared to model group．At the same time。the capacity is more significant in the combination of

berberine and catapol group；Berberine group could improve glucose consumption，but it had no effect on

the expression of Glut4．compared with model group，these three groups had no significant effect on the

expression of CAP．Conclusion Berberine，catapol，and combination of berberine and catalpol could

improve the insulin sensity of 3T3一L1 adipocytes induced with IR．but the machanism might be different

from that of rosiglitazone．

Key words：catalpol；berberine；3T3一L1；Glut4；C—Cbl associated protein(CAP)

胰岛素敏感细胞对胰岛素介导的葡萄糖摄取和

利用的抵抗是2型糖尿病(diabetes mellitus，DM)

的主要病理特征之一。脂肪组织是机体能量调节器

官，近年来也发现它是机体重要的内分泌器官，在胰

岛素抵抗(insulin resistance，IR)和2型DM的发

病中起重要作用。本课题组前期实验发现，黄连活性

成分小檗碱、生地活性成分梓醇及其配伍可增加胰

岛素抵抗3T3一L1脂肪细胞的葡萄糖消耗，改善

IR[1]。本研究进一步观察小檗碱、梓醇及其配伍对胰

岛素抵抗3T3一L1脂肪细胞葡萄糖转运子4(Glut4)

和C—Cbl相关蛋白(CAP)表达的影响，以深入探

讨其改善IR的作用机制。

1材料

3T3一L1细胞株购自中国协和医科大学细胞

库；盐酸小檗碱、梓醇(质量分数99．9％)购自中国

药品生物制品检定所；罗格列酮盐酸盐购自北京高

盟化工有限公司；3一异丁基一1一甲基黄嘌呤

(IBMX)、地塞米松、胰岛紊购自Sigma公司；高糖

DMEM培养基(葡萄糖浓度为25 mmol／L)及低

糖DMEM培养基(葡萄糖浓度为5 mmol／L)购自

Gibco公司；胎牛血清购自杭州四季清公司；牛血清

白蛋白(BSA)购自Roche公司；Western及IP细

胞裂解液、PMSF购自碧云天生物技术研究所；单克

隆Glut4抗体购自R＆D Systems公司；多克隆

CAP抗体购自Santa Cruz公司；辣根过氧化物酶

标记兔抗山羊IgG、辣根过氧化物酶标记羊抗小鼠

IgG购自武汉博士德生物工程有限公司。

2方法

2．1 3T3一L1前脂肪细胞的培养和诱导分化：按文

献所述方法[2]，将3T3一L1前脂肪细胞置于含10％

胎牛血清的DMEM高糖培养基中，在37℃、5％

CO。饱和湿度下培养。细胞状态良好时接种于培养

板，待细胞融合2 d后，加含0．5 mmol／L IBMX，

0．25#mol／L地塞米松、1 mg／L胰岛素，10％胎牛

血清的DMEM高糖培养基培养48 h，换以含1

mg／L胰岛素的培养基再培养48 h，随后以含10％

胎牛血清的DMEM高糖培养基继续培养，2 d换培

养液1次，诱导分化8～12 d的细胞90％以上呈脂

肪细胞表型可用于试验。

2．2胰岛素抵抗细胞模型的建立：将诱导分化成熟

的3T3一Ll脂肪细胞换以含10％胎牛血清的

DMEM低糖培养基培养48 h，再换人无血清的

DMEM低糖培养基培养12 h，最后换人含100

nmol／L胰岛、10％胎牛血清的DMEM高糖培养基

干预30 rain从而完成胰岛素抵抗细胞模型的建立[3]。

2．3葡萄糖消耗试验：将96孔板中诱导分化成熟

并存在胰岛素抵抗的3T3一L1脂肪细胞换以含

0．5％BsA的培养基孵育12 h后，换以含或不含

10 nmol／L胰岛素的0．5％BSA及相应药物(罗格

列酮5 f．tmol／L、小檗碱5 gmol／L、梓醇5 pmol／L、

小檗碱5 ttmol／L+梓醇5 tumol／L)的培养基作用

24 h，以葡萄糖氧化酶法检测每孔培养液中葡萄糖
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的量，与未接种细胞的空白孔的糖质量分数均值相

减，计算葡萄糖的消耗量。

2．4 Western blotting法检测Glut4及C—Cbl相

关蛋白的表达

2．4．1 总蛋白的提取：细胞培养及药物处理同前。

去除培养基，用PBS将细胞洗3遍，按照6孔板每孔

加入100弘L裂解液的比例加入裂解液，吹打数下，

使裂解液和细胞充分接触。置冰上1 h，期间每隔10

min用振荡仪振荡1次。充分裂解后，12 000×g离

心10 min，取上清即为细胞总蛋白。用考马斯亮蓝

测定蛋白浓度。

2．4．2 Glut4蛋白表达的检测：依据蛋白质量浓度

取各组样品50 pg蛋白质，以12％SDS—PAGE胶

分离蛋白，然后湿转法(200 mA，3 h)将蛋白质转

移至PVDF膜上，再用含5％脱脂奶粉的TBST

(or 0．1％聚山梨酯20)室温下封闭2 h后加入一

抗，4℃过夜，液膜后和辣根过氧化物酶标记的二

抗，室温轻摇2 h，充分洗涤后用ECL显影曝光，洗

片后用激光扫描仪测各条带吸光度。

2．4．3 CAP蛋白表达的检测：依据蛋白浓度取各

组样品50 pg蛋白质，以8％SDS—PAGE胶分离蛋

白，然后湿转法(200 mA，295 min)将蛋白质转移

至PVDF膜上，再用含5％脱脂奶粉的TBST(Or

0．1％聚山梨酯20)室温下封闭2 h后加入一抗，

4℃过夜，洗膜后加辣根过氧化物酶标记的二抗，

室温轻摇2 h，充分洗涤后用ECL显影曝光，洗片

后用激光扫描仪测各条带光密度。

2．5统计学处理：数据以z士5表示，组间差异显著性

用多因素方差分析，数据统计用SPSSl3．0统计软件。

3 结果

3．1 对IR 3T3一L1脂肪细胞葡萄糖消耗的影响：

经双因素等重复试验方差分析，不同处理之间、胰岛

素存在与否以及不同处理和胰岛素的交互作用对脂

肪细胞葡萄糖消耗的作用差异均具有极显著意义

(F不同处套=130．818，P<O．01；Fm岛t=133．039，P<

0．01IF交互作用=18．156，P<O．01)。不同处理之间经

多重比较，模型组与其余各组差异均具有显著性意

义(P<0．01)；小檗碱组和梓醇组差异无统计学意

义，梓醇+小檗碱组与梓醇单药组、小檗碱组差异具

有显著性意义(P<O．01)。结果见表1。

3．2对脂肪细胞Glut4蛋白表达的影响：无论有无

胰岛素的参与，模型组Glut4蛋白表达水平均较对

照组明显降低(P<O．01)，小檗碱组Glut4蛋白的

表达与模型组相比无显著性差异(P>o．05)，梓醇

裹1各组3T3一L1脂肪细胞葡萄糖消耗(；土s。一=6)

Table 1 Glucose consumption of 3T3--LI Iipocytes

in each group(工士s，万=6)

cl
艄

(“moI．L一1)

葡萄糖消耗|／(retool·L-t)

含胰岛索 不含胰岛窘

与模型组比较：60P<0．01

与梓醇+小檗碱组比较：～P<0．01

△△P<0．01口5 model group

—P<O．01 w berberine+catalpol group

组Glut4蛋白的表达与模型组相比显著升高(P<

0．01)。在有胰岛素参与的情况下，小檗碱+梓醇组

Glut4蛋白的表达明显高于梓醇组(P<O．01)，但

低于罗格列酮组(P<O．05)。在无胰岛素参与的情

况下，小檗碱+梓醇组Glut4蛋白的表达高于梓醇

组(P<O．05)及罗格列酮组(P<0．01)。结果见图

l及表2。

3．3对脂肪细胞CAP蛋白表达的影响：无论有无

胰岛素的参与，模型组CAP蛋白的表达均较对照

组明显降低(P<o．01)；与模型组相比，3个中药组

CAP蛋白的表达无显著性差异(P>0．05)。在有胰

岛素参与的情况下，罗格列酮组CAP蛋白的表达

明显高于模型组(P<O．01)；在无胰岛素参与的情

况下，罗格列酮组CAP蛋白的表达与模型组无显

著性差异(尸>0．05)。结果见图2及表2。

1一对照组 2一模型组 3一小檗碱组4一梓醇组

5一梓醇+小檗碱组6·罗格列酮组

1·control group 2-model group 3-berberine group

4-catalpol group 5-berberine+catalpol group

6-rosiglitazone group

田1各组3T3一L1脂肪细胞Glut4蛋白的表达

Fig．1 Glut4 protein expression of 3T3．Ll

adipocytes in each group
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表2各组3T3．LI脂肪细胞Glut4及CAP蛋白表达的吸光度值(；土s。以=6)

Table 2 Optical density value of Glut4 and CAP protein expression of 3T3一LI adipocytes in each group(；士s，n=6)

与模型组比较：AAP<0．01I与梓醇+小粟碱组比较：‘P<0．05 ～P<0．01

△△P<0．01 qd$model group； ’P<0．05 ’。P<0．01 w berberine+catalpol group

岛素刺激的葡萄糖摄取和Glut4的转位[7]。现已证

明，胰岛素增敏剂噻唑烷二酮类药物(TZDs)可能

主要通过调控CAP基因的表达增加胰岛素的敏感

性，其作用依赖胰岛素的存在[8]。

脂肪组织是胰岛素作用的主要靶器官，在IR

和2型糖尿病的发病中起重要作用。3T3一L1前脂肪

细胞系，具有定向分化为成熟脂肪细胞的特性，是体

外研究IR发病机制和降糖药物作用机制的重要细

胞。本实验通过模拟IR病人体内高糖高胰岛素的

1．对照组2一模型组3_，J、集碱组4一梓醇组 环境，用高糖联合高胰岛素诱导3T3一L1脂肪细胞

5·梓醇小檗碱配伍组6-罗格列酮组 产生IR。结果显示：模型组细胞的葡萄糖消耗量明
卜。”仃01 g⋯9}mod叭g”“9}附be”。g∞up 显低于对照组细胞(P<O．01)，表明IR模型建立

4吼‘81p01 g。。。p 5。b。小。。i”8nd。8‘81p01。。“6i“8‘ion 8。。“9

成功。
6-rosiglitazone group

’’’’’。

圈2各组3T3-Ll脂肪细胞cAP蛋白的裹达
黄连丸源自孙思邈《备急千斤要方》，方中以黄

Fig．2 CAP Protein expression of 3T3一LI 连为君，生地为臣，相须为用，共奏滋阴清热之功效，

adipocytes in each gro叩 主治消渴。后世医家与现代临床也多以黄连、生地配

4讨论 伍加减治疗糖尿病，取得了良好的临床疗效，显示出

IR是2型糖尿病发生发展的中心环节，是糖尿 中医方剂配伍的独特优越性。小檗碱、梓醇分别是黄

病、肥胖、高血压病、高脂血症、冠心病等多种疾病的 连、生地的主要活性成分，能在一定程度上反映黄

共同病理生理学基础。脂肪组织是外周胰岛素敏感 连、生地的药理作用，《中国药典》明确指定小檗碱为

组织之一，在基础状态下，脂肪细胞主要通过Glutl 黄连的定性指标，梓醇为生地的定性指标。本研究以

转运葡萄糖，而在胰岛素刺激条件下，脂肪细胞主要 小檗碱、梓醇及其配伍来干预IR的3T3一L1脂肪细

由Glut4转运葡萄糖‘“，胰岛素结合于其受体后， 胞，通过观察胰岛素信号转导上主要蛋白表达的变

Glut4囊泡从细胞内池移动到细胞膜，然后与膜融 化，试图从分子水平揭示小檗碱、梓醇及其配伍改善

合、将Glut4分子固定在细胞膜上，从而发挥转运葡 IR的分子机制和黄连丸方剂配伍的科学内涵。本研

萄糖的作用‘引，胰岛素信号系统任何环节的异常均 究发现，无论有无胰岛素的参与，小檗碱均能增加

可导致1R。目前认为胰岛素主要通过二条途径促进 IR 3T3一L1脂肪细胞的葡萄糖消耗量，但对Glut4

葡萄糖转运：PI一3K／Akt和CAP／Cbl途径。Cbl是 蛋白的表达无影响，而梓醇不仅能增加细胞的葡萄

胰岛素受体底物之一，在胰岛素刺激下其酪氨酸残 糖消耗量并且能上调Glut4蛋白的表达，小檗碱与

基可被磷酸化，CAP是一种适配蛋白，可与Cbl形 梓醇配伍后，无论是细胞的葡萄糖消耗量还是

成复合体，协助转导胰岛素信号，为Glut4的转位提 Glut4蛋白的表达均较梓醇组显著上升，揭示配伍

供了与PI一3K途径相平行的第二个信号‘引。研究发 具有协同性，复方作用优于各单味药。无论有无胰岛

现，CAP的显性突变可显著减少酪氨酸磷酸化的 素的参与，小檗碱、梓醇、小檗碱配伍梓醇对CAP

Cbl在浆膜脂质支架亚结构域的定位，完全阻断胰 的表达均无影响，说明中药并非通过上调CAP的
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表达来上调Glut4的表达，完全不同于罗格列酮在

胰岛素的参与下上调CAP的表达从而促进Glut4

表达的作用机制。另外，还发现小檗碱能增加IR

3T3一L1脂肪细胞的葡萄糖消耗量，但对Glut4蛋

白的表达无影响，提示其改善IR的机制不同于梓

醇及罗格列酮通过上调Glut4蛋白的表达从而增加

细胞的葡萄糖消耗量。

本研究虽初步揭示了小檗碱、梓醇及其配伍改

善IR的部分机制，但值得提出的是，小檗碱不通过

上调Glut4的表达改善IR，梓醇通过何种途径上调

Glut4[9]，尤其是在没有胰岛素的情况下依然能上调

Glut4蛋白的表达该如何解释，均有待于做进一步

探讨。

参考文献：

Ell刘芳芳．杨明炜，王晓强，等．梓醇与小檗碱及其配伍对胰

岛素抵抗3T3一L1脂肪细胞的影响EJ3．中草药，2007，38

(10)：1523—1526．

E23 Anil Kumar K L．Marita A R．Troglitazone prevents and

ltverse$dexamethasone indUCed inaulin resistance on

glycogen synthesis in 3T3 adipocyte FJl．Br J PAaMo／，
2000，130l 35卜358．

E33 Baumann c A，Ribon V。Kanzaki M，et a／．CAP defines a

second signaling pathway required for insulin—stimulated

glucose transport口]．Nature，2000，407 I 202—207．

[4]Lienhard G E．Slot J W，James DE．et a1．How cells absorb

glucose?[J]．Sci Am．1992．266：86—91．

[5]Rea S，James D E．Moving GLUT4 I the biogenesis and

trafficking of GLUT4 storage vesicles口]．Diab眦s，1997，
46：1667一1677．

[63 Chiang S H，Baumann C A，Kanzaki M．盯a1．Insulin

stimulated GLUT4 translocation requires the CAP dependent

activation of TCl0口]．Nature，2001，410l 944—948．

[73 Pessin J E．Saltiel A R．Signaling pathways in insulin

action：molecular targets of insulin resisimnce[J]．Clin

Invest，2000，106：165—169．

Is]Baumann C A．Ribon V．Kanzaki M，et a1．CAP defines a

second signaling pathway required for insulin—stimulated

glucose transport[J]．Nature．2000．407 l 202·207．

[9]Ke Y F，Zheng R T．Antihyperglycernic action of catalpol

[A]．Dissertation o／Master Degree of Chenggong University

[D]．Taiwan：Chenggong University。2003．

补阳还五汤有效组分对血管内皮细胞抗血栓功能及蛋白激酶C的影响

欧明娥，唐利文，邓常清。

(湖南中医药大学中西医结合学院，湖南长沙410007)

擅要：目的探讨补阳还五汤及其有效组分生物碱、苷对凝血酶诱导的血管内皮细胞抗血栓功能改变及蛋白激

酶C(PKC)活化的影响。方法 以凝血酶(10 U／mL)作用于培养的人脐静脉内皮细胞(ECV304)，同时加入药

物，24 h后测定上清液中组织型纤溶酶原激活物(tPA)和纤溶酶原激活物抑制物一1(PAI一1)水平、细胞组织因子

(TF)、组织因子途径抑制物(TFPI)．、凝血酶调节蛋白(TM)mRNA表达及PKC。蛋白表达。结果凝血酶作用内

皮细胞后，tPA释放增加(尸<0．01)。，TF、TFPI mRNA表达增强(P<0．05)，而PAl一1释放及TM tuRNA表达无

显著性变化(P>O．05)；PKC。表达增强(尸<0．05)。补阳还五汤可抑制凝血酶诱导的tPA释放增加(P<O．01)。

生物碱对tPA释放增加无显著影响(P>0．05)l苷(1．25 mg／mL)可使凝血酶诱导的tPA分泌增加(尸<o．05)I

原方、生物碱(2 mg／mL)和苷(5 mg／mL)均可抑制内皮细胞分泌PAI一1(P<O．01)。原方、生物碱(1，2 mg／

mL)和苷均可抑制凝血酶诱导的TF mRNA表达增强；生物碱(O．5和1 mg／mL)可抑制TFPI mRNA表达

(尸<o．05)；各药对TM mRNA表达无显著影响；原方、生物碱和苷均可抑制凝血酶诱导的内皮细胞PKC。表达的

增强(P<0．01)。PKC激活剂佛波酯(PMA)刺激内皮细胞后，PKC。被激活(P<0．01)lPKC抑制剂H，作用于

PMA刺激的内皮细胞后，PKC。表达增强不明显，PAR一1受体抑制剂CATG作用于凝血酶刺激的ECV304细胞

后，PKC。表达显著抑制(P<0．05)。结论 凝血酶可诱导内皮细胞抗血栓性发生变化。补阳还五汤原方、生物碱和

苷对凝血酶诱导的血管内皮细胞抗凝、纤溶功能的改变具有调节作用，使血管内皮细胞的抗凝、纤溶作用趋于正

常，其作用可能主要是通过抑制凝血酶诱导的PKC。的激活而介导的。生物碱和苷类有效组分可能为该方抗血栓作

用的药效物质基础。

关键词：补阳还五汤l血管内皮细胞；组织型纤溶酶原激活物；纤溶酶原激活物抑制物一1；蛋白激酶C
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