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羁糖脂对 HepG2 胰岛素抵抗细胞葡萄糖代谢及相关蛋白表达的影响 

尹忞强，刘  溪，吴婷婷，张胜来，丁玉勇 

江苏食品药品职业技术学院，江苏 淮安  223002 

摘  要：目的  通过体外实验探讨羁糖脂改善 2 型糖尿病胰岛素抵抗（IR）的作用，并初步探明其作用机制。方法  采用 1×
10−7 mol/L 胰岛素诱导 HepG2 细胞，建立 IR 细胞模型；MTT 法检测羁糖脂对 HepG2 细胞的增殖抑制率；葡萄糖氧化酶-过
氧化物酶（GOD-POD）法检测羁糖脂对 HepG2 IR 细胞葡萄糖吸收的影响；Western blotting 法检测胰岛素受体底物 1 磷酸化

丝氨酸 p-IRS-1（Ser307）、磷酸酰肌醇-3-激酶（PI3K）、葡萄糖转运体-4（GLUT-4）的表达。结果  HepG2 细胞置于含 10−7

胰岛素培养液孵育 24 h，与对照组比较，葡萄糖吸收水平下降，表明建模成功；30～120 μg/mL 羁糖脂均能显著增加 IR 细

胞葡萄糖吸收率，显著上调 GLUT-4、PI3K 蛋白表达水平，显著下调 IRS-1 Ser307 磷酸化水平。结论  羁糖脂能有效增强

HepG2 IR 细胞对葡萄糖的消耗能力，推测与上调 GLUT-4、PI3K 蛋白表达，抑制 IRS-1 丝氨酸磷酸化相关。 
关键词：羁糖脂；胰岛素抵抗；HepG2 细胞；胰岛素受体底物 1 磷酸化丝氨酸 p-IRS-1（Ser307）；磷酸酰肌醇-3-激酶（PI3K）；

葡萄糖转运体-4（GLUT-4） 
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Effects of Ji Tang Zhi on glucose metabolism and related protein expression in 
insulin resistance HepG 2 cell line 

YIN Min-qiang, LIU Xi, WU Ting-ting, ZHANG Sheng-lai, DING Yu-yong 
Jiangsu food and pharmaceutical college, Huaian 223002, China 

Abstract: Objective  To evaluate the effect of Ji Tang Zhi on glucose metabolism in insulin resistance (IR) HepG 2 cell line, and to 
explore the related mechanism. Methods  The HepG2 cells were incubated in culture medium addition of 10−7 mol/L insulin for 24 
h to establish the IR cell model. Effect of Ji Tang Zhi on rate of glucose absorption in HepG2 cell was detected by the method of 
glucose oxidase - peroxidase (GOD - POD). We performed an MTT assay to determine cytotoxicity effects of Ji Tang Zhi on HepG2 
cell line. The expression of p-IRS-1 Ser307, PI3K and GLUT-4 were detected by Western blotting. Results  Incubated with 10-7 
mol/L insulin for 24 h, the insulin resistance cell model had been built. Compared with model group, the rate of glucose absorption of 
cell treated with JTZ (30 ~ 120 μg/mL) was significantly improved. According to model cells, the expression of GLUT-4 and PI3K 
decreased significantly compared to control cells. While the expression of p-IRS-1 Ser 307 was inhibited and GLUT-4 and PI3K 
expression were increased in IR cells after treated with JTZ (30 ~ 120 μg/mL). Conclusion  JTZ exert beneficial effects on 
hyperglycosemia in IR cell line possibly through regulating the levels of GLUT-4, p-IRS-1 Ser307 and PI3K in HepG2 cell.  
Key words: Ji Tang Zhi; Insulin resistance; HepG2 cell line; phosphorylation-Insulin Receptor Substrate 1 Serine 307, p-IRS-1 
Ser307; Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K); Glucose Transporter 4 (GLUT-4) 

 
羁糖脂为苏州太仓民间验方，在防治糖尿病、

高血压等疾病方面具有良好的作用，其组成药材包

括苦瓜、枸杞、南瓜花、金银花等。文献报道，苦

瓜皂苷[1]、枸杞多糖[2]、南瓜提取物[3]、金银花[4]对

2 型糖尿病模型动物发挥降糖作用，目前对该验方

降糖作用机制的研究文献极少。 
糖尿病是由于胰岛素分泌相对不足或胰岛素作

用障碍所致的以血糖升高为主要特征的一种代谢性

疾病，其中胰岛素抵抗（Insulin resistance，IR）是

2 型糖尿病（Type 2 Diabetes Mellitus，T2DM）的
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典型特征，也是 T2DM 的发病基础。目前用于 IR
模型建立的细胞主要包括脂肪细胞[5]、肌细胞[6]、

人源肝癌细胞[7]等。人源肝癌细胞保留了正常肝细

胞的基本特性，便于体外培养，排除了正常肝细胞

衰老现象，具有胰岛素受体和受体后功能缺陷，是

IR 的理想细胞模型。本实验体外建立 HepG2 细胞

IR 模型，评价该方对 IR 的改善作用，并通过

PI3K/Akt 信号通路探讨其可能的作用机制。 
1  材料 
1.1  细胞 

HepG2 细胞株，购自中国科学院上海细胞所，

本实验室自行保存传代备用。 
1.2  药物及主要试剂 

羁糖脂由苏州神良生物科技有限公司制备，批

号 20140327。实验用苦瓜、枸杞、金银花中药饮片，

均购自国大药房，南瓜花购自太仓市神英中草药专

业合作社，经江苏省植物研究所王年鹤研究员鉴定，

分别为苦瓜 Momordica charantia L.、枸杞 Lycium 
chinense Mill.、金银花 Lonicera japonica Thunb.以及

南瓜 Cucurbita moschata（Duch. ex Lam.）Duch. ex 
Poiret.的花。将各单味饮片剪碎，加入蒸馏水，

NaHCO3沸水提取 1.5 h，不停搅拌，纱布过滤，得

提取液；加入 1/4 体积氯仿，得最上层清液，加入

3 倍体积 95%乙醇，搅拌，得沉淀物；使用丙酮、

乙醇分别洗涤，干燥，得枸杞多糖、苦瓜皂苷、南

瓜多糖、金银花提取物，质量分数分别为 79.7%、

65.2%、80.6%、1.5%，根据羁糖脂验方配比混合，

临用前双蒸水溶解，紫外照射 12 h。 
DMEM 高糖培养基、胎牛血清（FBS），购自

Hyclone 公司；胰蛋白酶消化液、青霉素/链霉素（100 
U/mL 和 100 μg/mL）、SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液

（5×）、SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒，均购自上海碧

云天生物技术有限公司；MTT、DMSO，均购自

Sigma 公司；无水乙醇、氯化钠、十二水合磷酸二

氢钾、磷酸氢二钠，均购自中国国药集团上海化学

试剂公司；胰岛素注射液，购自于江苏万邦生化医

药股份有限公司，批号 21508212；葡萄糖测定试剂

盒，购自于南京建成生物工程研究所，批号

20150402147；胰岛素受体底物 1 磷酸化丝氨酸

（phosphorylation-Insulin Receptor Substrate 1 Serine 
307 ， p-IRS-1 Ser307 ）、磷酸酰肌醇 -3- 激酶

（Phosphatidylinositol-3-Kinase，PI3K）、葡萄糖转运

体-4（Glucose Transporter 4，GLUT-4）、GAPDH 兔

多克隆抗体，购自江苏凯基生物技术股份有限公司，

批号分别为 20151104、20151109、20151120；超敏

ECL 化学发光试剂盒，购自北京庄盟国际生物基因科

技有限公司；预染蛋白质 Marker，美国 Thermo 
Scientific，批号 00295962；其他试剂均为国产分析纯。 
1.3  主要仪器 

BS124S 电子天平，北京赛多利斯系统有限公

司；ELX-800VV 酶标仪、Synergy2 酶联免疫检测

仪，美国 Bio-TEK 公司；TDL-3 低速离心机、微量

加样器，美国 EPPENDORF 公司；脱色摇床，海门

其林贝尔仪器制造有限公司；PROTEAN 电泳槽、

Trans-Blot 电转移槽，美国 Bio-Rad 公司；制冰机，

日本 SANYO 公司；HH-420s 数显恒温水箱，金坛

市大地自动化仪器厂。 
2  方法 
2.1  对 HepG2 细胞增殖的影响 

将冻存的 HepG2 细胞放入 37 ℃水浴中融化复

苏，离心后弃上清液，加入含 10%FBS 的 DMEM
培养基，在 37 ℃、5% CO2 条件下传代培养。取处

于对数生长期的 HepG2 细胞加胰酶消化、均匀接种

于 96 孔板内（1×104/孔），待细胞贴壁后，弃去培

养基，羁糖脂组加入含药培养基，浓度分别为 62.5、
125、250、500、1 000 μg/mL，对照组加入等体积

的双蒸水，分别孵育 24、48 h，加入 MTT（5 mg/mL）
10 μL 孵育。4 h 后弃上清，加入 100 μL DMSO 溶

解蓝紫色结晶甲瓒，在酶联免疫检测仪 490 nm 处

测定各孔吸光度（A）值，计算细胞活力。 
细胞活力＝羁糖脂组 A 值/对照组 A 值 

2.2  HepG2 细胞 IR 模型的建立及鉴定 
将 HepG2 细胞加入含 10%FBS 的 DMEM 培养

基中，37 ℃、5% CO2 条件下传代培养。将对数生

长期的细胞消化后，用含 10%FBS 的 DMEM 培养

基稀释成 1×105/mL 细胞密度，接种于 96 孔板上，

每孔加 200 μL，在 37 ℃、5% CO2 条件下培养 24 h。
弃去培养基，对照组加入含 10%FBS 的 DMEM 培

养基；模型组加含 10 μg/mL 胰岛素的 DMEM 培养

基（不加 FBS）；另设空白孔，加入培养基，不接

种细胞；37 ℃、5% CO2条件下培养 24 h。 
采用葡萄糖氧化酶-过氧化物酶（GOD-POD）

法[8]测定培养液中的葡萄糖浓度，计算各孔的葡萄

糖吸收率： 
葡萄糖吸收率＝（空白孔葡萄糖浓度－各孔葡萄糖浓

度）/空白孔葡萄糖浓度 
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2.3  对 HepG2 IR 模型细胞葡萄糖消耗的影响 
将成模细胞分为模型组及羁糖脂组，对照组及

模型组加入不含羁糖脂的培养基，羁糖脂组分别加

入 120、60、30 μg/mL 的羁糖脂。在 37 ℃、5% CO2

条件下培养 24 h。GOD-POD 法测定培养液中的葡

萄糖浓度，计算各孔细胞的葡萄糖吸收率。 
2.4  对 HepG2 IR 细胞 GLUT-4、p-IRS-1 Ser307
及 PI3K 蛋白表达的影响 

将HepG2细胞接种到 96孔板在 37 ℃、5% CO2

条件下进行培养，每 24～48 h 传代一次，控制细胞

密度为 2×105/mL，加含药培养液（浓度分别为 120、
60、30 μg/mL），5% CO2条件下共孵育 48 h。将细

胞移至 1.5 mL 离心管内，加入细胞裂解液，提取细

胞总蛋白，BCA 法测定所得各组蛋白浓度。蛋白质

经 10% SDS-PAGE 电泳分离后转至硝酸纤维素膜，

置于摇床上，加入 3% BSA 封闭液，室温孵育 1 h。
弃去封闭液，分别加入 p-IRS-1 Ser307、PI3K、

GLUT-4、GAPDH 一抗（1∶200），4 ℃过夜。取

出硝酸纤维素膜，置于 TBST 溶液中，漂洗 5 次，

每次 10 min。将膜置于 3% BSA 中稀释，培养皿内

加入二抗稀释液（1∶1 000），放摇床上，室温孵育

2 h。取出硝酸纤维素膜，置于 TBST 溶液中，漂洗

3 次，每次 10 min。洗膜后，ECL 化学发光法检测

条带。使用 Gel-Pro 图像处理软件进行半定量分析。 
2.5  统计学方法 

采用 SPSS 20.0 统计软件，组间比较分析采用

单因素方差分析，两组间样本均数比较采用 t 检验。 
3  结果 
3.1  对 HepG2 细胞增殖的影响 

用 MTT 法检测羁糖脂对 HepG2 细胞的细胞毒

作用，如图 1 所示，62.5、125.0、250.0 μg/mL 羁糖

脂干预 24 h 对 HepG2 细胞增殖无显著影响，500、
1 000 μg/mL 的羁糖脂对 HepG2 细胞的促增殖作用

显著（P＜0.01）。羁糖脂 62.5、125.0、250.0 μg/mL
处理 48 h，对 HepG2 细胞增殖亦无显著影响，500、
1 000 μg/mL 的羁糖脂对 HepG2 细胞有显著的促增

殖作用（P＜0.01）。结果提示，羁糖脂 62.5、125.0、
250.0 μg/mL 对 HepG2 细胞增殖无显著影响，为安

全剂量范围。 
3.2  胰岛素诱导 HepG2 IR 细胞模型 

HepG2 细胞给予 10 μg/mL 胰岛素干预，细胞

对葡萄糖的吸收率低于对照组细胞，差异具有显著

性：（42.21±1.94）% vs（35.26±2.18）%（P＜0.05， 

 

 
 

 
与对照组比较：**P＜0.01 
**P < 0.01 vs control group 

图 1  羁糖脂对 HepG2 细胞增殖的影响( x ±s, n = 4) 
Fig. 1  Effects of Ji Tang Zhi on proliferation of HepG2 
cells ( x ±s, n = 4) 

n＝4）。结果提示，HepG2 细胞经高浓度胰岛素作

用后，对胰岛素的敏感性下降，IR 细胞模型建立  
成功。 
3.3  改善 HepG2 IR 细胞对葡萄糖的吸收 

与模型组比较，羁糖脂处理后，细胞对葡萄糖

的吸收显著增加，差异显著（P＜0.01），如图 2 所

示，羁糖脂对模型细胞葡萄糖吸收能力的影响呈剂

量相关性。 
 

 

 

与对照组比较：##P＜0.01  与模型组比较：**P＜0.01 
##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs model group 

图 2  羁糖脂改善 HepG2 IR 细胞的葡萄糖吸收率( x ±

s, n = 4) 
Fig. 2  Improvement of Ji Tang Zhi on rate of absorption 
glucose in HepG2 cell ( x ±s, n = 4) 
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3.4  对胰岛素抵抗细胞 IRS-1 Ser307 磷酸化、

PI3K、GLUT-4 水平的影响 
IRS-1 是一种亲水性蛋白质，不同部位的 IRS-1

磷酸化，可激活不同信号传导通路。酪氨酸磷酸化

是 IRS-1 正向信号传导的第一步，丝氨酸磷酸化可

发生抑制胰岛素信号传导的调节。在胰岛素抵抗或

糖尿病患者体内，丝氨酸磷酸化的发生亦可引发信

号传导系统之间信号串扰，以及骨骼肌、肝脏组织

发生胰岛素抵抗。因此本课题组研究羁糖脂对胰岛

素抵抗 HepG2 细胞中丝氨酸磷酸化水平的影响。与

对照组比较，模型组胰岛素抵抗细胞 p-IRS1-ser307
相对表达量显著增加（P＜0.01），增加 373.72%。

与模型组比较，羁糖脂可下调胰岛素抵抗细胞的

IRS1 Ser307 磷酸化水平（P＜0.05、0.01），以羁糖

脂 120 μg/mL 剂量组作用最强。 
与对照组比较，模型组 PI3K 蛋白表达水平受

明显抑制（P＜0.01），PI3K 表达量下降 82.64%。

与模型组比较，羁糖脂可以剂量依赖关系上调胰岛

素抵抗细胞 PI3K 表达（P＜0.05、0.01）。 
与对照组比较，模型组细胞 GLUT-4 表达水

平受到明显抑制（P＜0.01），抑制率达到 89.82%。

与模型组比较，羁糖脂可显著上调 GLUT-4 水平

（P＜0.01），其中 120 μg/mL 作用效果最显著，上调

634.02%。结果见图 3。 
 

       

 

 

与对照组比较：##P＜0.01  与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group 

图 3  羁糖脂对 HepG2 IR 细胞 p-IRS1、Ser307、PI3K 以及 Glut-4 表达的影响( x ±s, n = 4) 
Fig. 3  Effects of Ji Tang Zhi on expression of p-IRS1 Ser307, PI3K and Glut-4 in HepG2 IR cells ( x ±s, n = 4) 

4  讨论 
胰岛素抵抗存在组织器官特异性，不同组织胰

岛素抵抗的程度存在差异[9]。肝脏在糖代谢中发挥

重要作用，本实验使用高浓度胰岛素诱导人源肝癌

HepG2 细胞，构建胰岛素抵抗细胞模型，进而模拟

肝脏胰岛素抵抗的发生。 
胰岛素信号传导有酪氨酸磷酸化信号分子调

控，如胰岛素受体以及 IRS。磷酸化的胰岛素受体

底物可向下传递胰岛素信号，激活 PI3K 通路。胰

岛素受体底物丝氨酸磷酸化水平，可影响胰岛素的

信号传导，抑制机体对葡萄糖利用从而产成 IR[10]。

提高胰岛素受体底物丝氨酸残基磷酸化水平，可使

酪氨酸残基磷酸化及酪氨酸激酶活性降低，胰岛素

信号传导受抑制。结果显示，高浓度胰岛素诱导的

HepG2 胰岛素抵抗细胞模型 IRS-1 Ser307 磷酸化

水平升高，从而降低细胞代谢葡萄糖的能力。研究

结果提示，IRS-1 可能是羁糖脂发挥改善 IR 作用的

关键信号分子之一。 
葡萄糖转运家族有多种亚型，其中最为常见的

是 GLUT-4，它参与机体及细胞的葡萄糖稳态平衡

的调节[11]。GLUT-4 是由胰岛素调控的一种蛋白，

胰岛素增强肝脏细胞、骨骼肌中葡萄糖转运是通过

GLUT-4 转位实现的[12]。因此，本研究通过 Western 
blotting 方法对 HepG2 细胞进行半定量分析，结果

显示，羁糖脂显著上调细胞 GLUT-4 表达，增强细

胞对葡萄糖摄取能力，从而降低机体血糖水平。 
葡萄糖与脂肪的能量代谢主要靠胰岛素进行调

控，而胰岛素主要通过 PI3K/PKB 途径介导其代谢
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调节作用[13]。研究发现，在 2 型糖尿病患者以及肥

胖-非糖尿病患者体内，PI3K 通路发生严重的 IR，
而 MAPK 介导的信号传导则正常[14]。研究发现，

PI3K 通路下游信号分子 PKB 基因敲除小鼠的肝脏

以及脂肪等器官组织对胰岛素的敏感性显著低于正

常小鼠，其中肝糖原合成能力以及脂肪组织对葡萄

糖吸收能力减弱，表明 PKB 是糖代谢必需的基因，

通过靶基因剔除小鼠 PI3K 基因后，受试小鼠出现

不同程度的 IR 以及高血糖症 [15]。本研究通过

Western blotting 测定 HepG2 细胞 PI3K 蛋白表达水

平，结果发现羁糖脂有效上调 PI3K 表达，从而增

强下游 PDK 信号分子对胰岛素信号的传导，减少

糖异生、促进机体对葡萄糖利用。以上结果提示，

羁糖脂改善细胞及机体 IR 的可能机制是上调 PI3K
表达。 

综上，羁糖脂可有效抑制 IRS-1 丝氨酸磷酸化

水平，增强 GLUT-4 转位进而活化 PI3K，上调葡萄

糖消耗水平、促进细胞对葡萄糖的吸收，改善胰岛

素抵抗。 
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