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黑树莓花色苷对HepG2细胞胰岛素抵抗作用研究
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摘 要：目的 探讨黑树莓花色苷（ROAs）对HepG2细胞胰岛素抵抗（IR）的影响。方法 MTT法检测 3.75、7.50、15.00、

30.00、60.00 μg·mL−1的ROAs作用 24、48 h对HepG2细胞存活率的影响，确定ROAs的给药条件；含高糖（4.5 g·L−1）、高胰

岛素（1.0×10−7、1.0×10−6、1.0×10−5、1.0×10−4 mol·L−1）的DMEM培养基培养HepG2细胞 24或 48 h，采用葡萄糖氧化试剂盒检

测每孔上清液中葡萄糖水平，计算每孔细胞葡萄糖消耗量，确定 IR细胞模型的建立条件；HepG2 细胞分为对照组、模型组、

二甲双胍（阳性药，0.01 mol·L−1）组和 ROAs（7.5、15.0、25.0、30.0 μg·mL−1）组，除对照组外，各组细胞培养 24 h后建立 IR

模型，模型建立后药物处理 24 h，试剂盒法检测葡萄糖消耗量，HE染色评价细胞形态学改变。结果 选择 7.5、15.0、25.0、

30.0 µg·mL−1作为 ROAs 后续给药质量浓度，给药时间为 24 h；HepG2 细胞 IR 模型建立条件为：含高糖（4.5 g·L−1）、高胰岛

素（1.0×10−4 mol·L−1）的DMEM培养基培养24 h。与对照组比较，模型组细胞葡萄糖的消耗量明显降低，具有统计学差异（P＜

0.001）；与模型组比较，质量浓度为 15.0、25.0、30.0 µg·mL−1的ROAs组细胞葡萄糖消耗量均显著增加，具有统计学意义（P＜

0.05、0.001）。与对照组比较，模型组细胞的形态不固定，细胞核圆形，胞浆不成型，脂滴明显增多；ROAs对HepG2细胞的胞浆

形态有改善作用并且使脂滴明显减少。结论 ROAs能够改善高糖、高胰岛素诱导的HepG2细胞 IR。
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Abstract: Objective To investigate the effect of Rubus occidentalis anthocyanins (ROAs) on insulin resistance (IR) in HepG2 cells.

Methods MTT assay was used to detect the effects of ROAs of 3.75, 7.50, 15.00, 30.00, and 60.00 μg·mL−1 on the survival rate of

HepG2 cells for 24 and 48 h, and to determine the administration conditions of ROAs. HepG2 cells were cultured in DMEM

medium containing high glucose (4.5 g·L−1) and high insulin (1.0 × 10−7, 1.0 × 10−6, 1.0 × 10−5, 1.0 × 10−4 mol·L−1) for 24 or 48 h. The

glucose level in the supernatant of each well was detected by glucose oxidation kit, and the glucose consumption of cells in each

well was calculated, to establish the conditions of IR cell model. HepG2 cells were divided into control group, model group,

metformin (positive drug, 0.01 mol·L−1) group and ROAs (7.5, 15.0, 25.0, 30.0 μg·mL−1) group. Except for the control group, the IR

model was established after 24 h of cell culture. After the establishment of the model, cells were treated with drugs for 24 h, Glucose

consumption was detected by kit method, and morphological changes were evaluated by HE staining. Results 7.5, 15.0, 25.0,

30.0 µg·mL−1 were selected as the following concentrations of ROAs, and the administration time was 24 h. The IR model of HepG2
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cells was established under the following conditions: DMEM medium containing high glucose (4.5 g·L−1) and high insulin (1.0 ×

10−4 mol·L−1) for 24 h. Compared with the control group, the consumption of glucose in IR model group was significantly decreased

(P < 0.001). Compared with the model group, the glucose consumption of cells in the ROAs groups with concentrations of 15.0,

25.0, and 30.0 µg·mL−1 was significantly increased (P < 0.05, 0.001). Compared with control group, the morphology of IR model

cells was not fixed, the nucleus was round, the cytoplasm was not formed, and the lipid droplets increased significantly. ROAs could

improve the cytoplasmic morphology of HepG2 cells and significantly reduce lipid droplets. Conclusion ROAs can improve the

insulin resistance of HepG2 cells induced by high glucose and high insulin.

Key words: Rubus occidentalis anthocyanins; HepG2 cells; insulin resistance; glucose absorption; cell morphology

糖尿病是由于体内的胰岛素绝对或相对不足

而引起的糖、脂肪及蛋白质代谢紊乱的疾病，主要

分为胰岛素依赖型（1型）和非胰岛素依赖型（2型）。

1型糖尿病（T1DM）主要是由于体内胰岛 β细胞受

损从而导致体内胰岛素分泌不足所引起的。2型糖

尿病（T2DM）是胰岛素分泌正常甚至超过正常量，

但机体对其不敏感即产生了胰岛素抵抗（IR）而引

起的。

IR是指在人体体内胰岛素正常水平下，机体靶

组织对胰岛素不敏感或低于正常敏感反应的一种

病理性生理状态，是T2DM、高血压病、肥胖、动脉粥

样硬化等常见疾病的共同危险因素［1］。相关研究表

明［2-5］，IR是T2DM发病的显著特征和重要原因，同

时也是糖尿病各种并发症发病的共同根源。

黑树莓 Rubus occidentalis H. Lévl.为蔷薇科悬

钩子属植物空心莓组，黑树莓莓果中富含大量花色

苷，是近年来国内外兴起的第 3代“水果之王”［6-7］。

黑树莓具有丰富的生物活性，大量研究表明，其具

有抗肿瘤、抗氧化、抗炎、抗血管生成、修复DNA损

伤、降血脂、调节免疫等作用［8-9］。黑树莓提取物还

可作为天然色素添色剂，制成的饮品风味良好［10］，

已被列为天然绿色食品，具有重要的研究价值。花

色苷属黄酮类成分，分子中存在高度的共轭体系，

具酸碱两性基团，易溶于醇、酸等大极性溶剂中，颜

色随 pH值的改变而改变，pH值由小变大，花色苷颜

色由红色逐渐变浅，再变为蓝色，是天然的优质抗

氧化剂。近年来研究发现，花色苷在对抗心脑血

管、肿瘤、突变等方面展现出较强的作用［11-15］，是治

疗现代慢性疾病，包括糖尿病及其并发症在内的优

质天然候选药物。本研究体外培养HepG2细胞，采

用高糖、高胰岛素构建 IR 模型，探讨黑树莓花色

苷（Rubus occidentalis anthocyanins，ROAs）对 IR 的

影响。

1 材料

1.1 主要仪器

D-35578倒置生物显微镜（德国Leica公司）；超

净工作台（苏州净化设备有限公司）；二氧化碳培养

箱［赛默飞世尔科技（中国）有限公司］；KQ3200型

超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；脱色摇

床（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；3020-426

多功能全波长酶标仪（美国Thermo公司）；医用离心

机（湖南平凡科技有限公司）；电热恒温鼓风干燥

箱（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）；SHENAN

立式高压蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）；

KQ3200 型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公

司）；ME104/02型分析电子天平［梅特勒-托利多仪

器（上海）有限公司］；UPW型实验室专用纯水仪（成

都天莘宁科技有限公司）；700-SERIES 超低温冰

箱（Thermo SCIEMTIFIC）。

1.2 主要药品与试剂

黑树莓鲜果（吉林三莓种苗合作社提供），经贵

州医科大学药学院龙庆德副教授鉴定为蔷薇科悬

钩子属植物黑树莓 Rubus occidentalis H. Lévl.的成

熟果实，编号为 20200708；盐酸二甲双胍肠溶片（贵

州圣济堂制药有限公司，批号 20190224）；DMEM培

养基（美国Gibco公司）；二甲基亚砜（DMSO天津市

风船化学试剂科技有限公司，批号 20181106）；四甲

基 偶 氮 唑 盐（MTT，北 京 Solarbio 公 司 ，批 号

911L051）；牛胰岛素（上海翊圣生物科技有限公

司）；葡萄糖氧化试剂盒［葡萄糖氧化酶-过氧化物

酶（GOD-POD）微板法，合肥博美生物科技有限公

司］；0.25%胰酶、胎牛血清、双抗（美国Gibco公司）；

磷酸缓冲液（PBS，北京Solarbio公司）。

1.3 细胞

人源HepG2细胞购自中国科学院细胞库。

2 方法

2.1 ROAs的提取

将黑树莓鲜果及时采用真空冷冻干燥技术进

行冻干，准确称取黑树莓冻干果 20.00 g，加入 8倍量

的 75%乙醇超声提取，提取温度为 35 ℃，每次提取

时间为 1.5 h，重复 3次，提取功率为 300 W，合并滤

液，浓缩（38 ℃）；冻干处理，得到棕红色粉末状
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ROAs。采用 pH示差法测定ROAs中花色苷的质量

分数为24.9%。

2.2 ROAs对HepG2细胞活力的影响

采用PBS配制完全溶解后质量浓度为2 mg·mL−1的

ROAs母液（pH值为 7），后用DMEM培养基稀释成

ROAs 系列质量浓度为 3.75、7.50、15.00、30.00、

60.00 μg·mL−1的溶液。当 HepG2 细胞增殖到覆盖

培养瓶 85%～95%面积时，取对数生长期的细胞以

每孔 8×104的密度接种于 96孔板内，24 h后吸去旧

培养基，每孔加入含不同质量浓度ROAs的DMEM

培养基100 μL，对照组不加药，分别培养24、48 h。然后

每孔加入 20 μL、质量浓度为 5 mg·mL−1的 MTT 溶

液，放入 37 ℃、5% CO2培养箱继续培养 4 h，小心吸

弃上清液后，加入DMSO，每孔 150 μL，于脱色摇床

上振摇 10 min，至甲臜沉淀充分溶解后用多功能

酶标仪分析在 490 nm 处的吸光度（A）值，取均值

并绘制生长曲线。

2.3 IR模型的建立

取对数生长期的 HepG2 细胞以每孔 8×104个

均匀接种于 96孔板，每孔 100 μL，24 h后更换为含

高糖（4.5 g·L−1）、高胰岛素（1.0×10−7、1.0×10−6、

1.0×10−5、1.0×10−4 mol·L−1）的 DMEM 培养基培养

24 或 48 h，每孔 100 μL，采用葡萄糖氧化试剂盒检

测每孔上清液中葡萄糖水平，计算每孔细胞葡萄糖

消耗量，评价 IR细胞模型是否建立成功。

每孔细胞葡萄糖消耗量＝未接种细胞的空白孔中葡萄

糖含量－实验孔上清液中葡萄糖的含量

2.4 ROAs对胰岛素抵抗HepG2（IR-HepG2）细胞

葡萄糖消耗的影响

实验设置对照组、模型组、二甲双胍（阳性药，

0.01 mol·L−1）组和ROAs（7.5、15.0、25.0、30.0 μg·mL−1）

组。取对数生长期HepG2细胞以每孔 8×10−4个铺

于 96孔板中，每孔 100 μL，24 h后弃去旧培养基，更

换为含高糖（4.5 g·L−1）、高胰岛素（1.0×10−4 mol·L−1）的

DMEM 培养基培养 24 h，每孔 100 μL。ROAs组和

二甲双胍组分别给予 100 μL含药培养基，对照组与

模型组不加药。24 h 后吸去旧培养基，PBS 清洗 2

次，采用葡萄糖氧化试剂盒检测每孔细胞葡萄糖消

耗量。

2.5 苏木素-伊红（HE）染色评价细胞形态

实验设置对照组、模型组、二甲双胍（阳性药，

0.01 mol·L−1）组和 ROAs（15、25 μg·mL−1）组。取对

数生长期的 HepG2 细胞以每孔 2×105个均匀接种

于 24孔板中，每孔 300 μL，24 h后弃去旧培养基，更

换为每孔 300 μL 含高糖（4.5 g·L−1葡萄糖）、高胰岛

素（1.0×10−4 mol·L−1）的 DMEM 培养基培养 24 h。

ROAs 组和二甲双胍组分别给予 100 μL 含药培养

基，对照组与模型组不加药。24 h后吸去原培养基，

PBS清洗 2～3次，4%多聚甲醛固定 18 min，PBS清

洗 2～3 次，加入苏木素 300 μL，染色 1.5 min，迅速

吸净苏木素染液，用 PBS洗 2～3次，加入伊红染液

300 μL，染色 30 s，迅速吸净伊红染液，PBS洗 2～3

次，后加入300 μL PBS于倒置显微镜下观察，拍照。

2.6 统计学方法

采用 SPSS 19.0 统计软件及 GraphPad Prism 5

软 件 进 行 统 计 分 析 ，组 间 均 数 采 用 Two-Way

ANOVA 分 析 法 进 行 方 差 齐 性 分 析 ，并 结 合

Dunnett’s test（或 Turkey’s test）分析方法进行组间

比较。

3 结果

3.1 ROAs对HepG2细胞活力的影响

结果如图 1所示，与对照组比较，ROAs质量浓

度为 3.75、7.50、15.00 μg·mL−1处理细胞24、48 h后，细

胞存活率未出现显著降低，甚至 3.75 μg·mL−1 48 h

组细胞存活率显著增加（P＜0.05）；而质量浓度

为 60 μg·mL−1的ROAs处理细胞 24、48 h后、质量浓

度为 30 μg·mL−1的 ROAs 处理细胞 48 h 后，细胞存

活率显著下降（P＜0.05）。选择 7.5～30.0 µg·mL−1

作为ROAs后续给药浓度，给药时间为24 h。

3.2 IR模型的建立

如图 2 所示，与对照组比较，胰岛素浓度为

1.0×10−7、1.0×10−6、1.0×10−5、1.0×10−4 mol·L−1 作

用于细胞 24 h和 48 h后，葡萄糖消耗量无统计学差

与相同给药时间对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
*P < 0.05 *P < 0.01 vs control group with same administration time

图1 ROAs对HepG2细胞存活率的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 1 Effect of ROAs on HepG2 cell viability (x
—

±s，n=3)
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异，提示此浓度下 IR造模不成功。且胰岛素浓度为

1.0×10−7、1.0×10−6、1.0×10−5 mol·L−1 作用于细胞

24 h后，葡萄糖消耗逐渐增加，可能是由于一定浓度

的胰岛素可促进细胞对葡萄糖的消耗和吸收。而

浓度为 1.0×10−4 mol·L−1的胰岛素作用细胞 24 h和

48 h后，细胞葡萄糖消耗量低于对照组的 50%，且具

有统计学差异（P＜0.001），故此浓度下 IR模型造模

成功。各组 48 h 细胞葡萄糖消耗量比 24 h 增

加（P＜0.001），为保证细胞造模完全，选择造模时间

为 24 h。因此，本实验选择的胰岛素造模浓度为

1.0×10−4 mol·L−1，造模时间为24 h。

3.3 ROAs对 IR-HepG2细胞葡萄糖消耗的影响

如图 3所示，与对照组比较，模型组细胞葡萄糖

的消耗量明显降低，具有统计学差异（P＜0.001）。

与模型组比较，质量浓度为 15.0、25.0、30.0 µg·mL−1

的 ROAs 组细胞葡萄糖消耗量均显著增加，具

有统计学意义（P＜0.05、0.001）；二甲双胍组细

胞葡萄糖消耗量也显著增加（P＜0.01）。其中

15 µg·mL−1 ROAs对 IR的改善作用强于二甲双胍。

3.4 HE染色评价细胞形态

如图 4 所示，对照组细胞呈长条形，细胞核较

大，呈圆球形，易观察；与对照组比较，IR模型细胞

的形态不固定，细胞核圆形，胞浆不成型，脂滴明显

增多；与模型组比较，二甲双胍对胞浆的形态有改

善作用，且脂滴减少；质量浓度为 15、25 μg·mL−1的

ROAs对HepG2细胞的胞浆形态亦有改善作用并且

脂滴明显减少。

4 讨论

IR是T2DM的主要发病因素之一，有效改善 IR

可防治T2DM。胰岛素最主要的生物学活性是促进

机体组织细胞葡萄糖代谢，而 IR是指机体内的靶组

织对正常量的胰岛素的敏感性降低或不敏感。肝

脏作为胰岛素作用的主要器官，参与维持体内糖代

谢平衡。本研究选择 HepG2 细胞作为实验对象，

HepG2 细胞是一种来源于人体的肝胚胎肿瘤细胞

株，恶化程度高，其形态与肝细胞极为相似，是国内

外用于研究 IR机制最为常用的细胞之一。高浓度

与相同造模时间对照组比较：*P＜0.05 ***P＜0.001；与相同浓度造

模24 h比较：###P＜0.001
*P < 0.05 ***P < 0.001 vs control group with same modeling time；

###P < 0.001 vs same concentration of 24 h

图2 不同浓度胰岛素作用于HepG2细胞不同时间后对葡

萄糖消耗的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 2 Effects of different concentrations of insulin on glu‐

cose consumption in HepG2 cells at different time (x
—
±s，n=3)

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01
###P＜0.001

***P < 0.001 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 ###P < 0.001 vs

model group

图3 ROAs对 IR-HepG2 细胞葡萄糖消耗的影响（x
—
±s，n=3）

Fig. 3 Effect of ROAs on glucose consumption in IR-

HepG2 cells (x
—

±s，n=3)

图4 ROAs对高糖高胰岛素诱导下HepG2细胞形态的影响（×20）

Fig. 4 Effects of ROAs on morphology of HepG2 cells induced by high glucose and high insulin (×20)
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的胰岛素作用HepG2细胞，使得HepG2细胞表面的

胰岛素受体数目减少，且减少程度与胰岛素浓度及

其作用时间呈正相关［16］。

文献报道的造模方法繁多，本实验最终选用高

糖高胰岛素造模，经浓度筛选，确定胰岛素的造模

浓度为 1.0×10−4 mol·L−1，造模时间为 24 h。通常模

型组细胞胰岛素结合率和葡萄糖摄取能力低于对

照组细胞 50%，则认为模型成功，其中对照组与模

型组差值越大，IR效果越明显。另外造模的成功与

否还与接种的细胞密度有关，同浓度胰岛素对不同

细胞数造模所得结果也不同。

经葡萄糖消耗实验可知 ，ROAs 可以促进

IR-HepG2细胞的葡萄糖消耗量，与阳性药物二甲双

胍组比较，质量浓度为 15 µg·mL−1的 ROAs 组中细

胞葡萄糖消耗量高于阳性药物组，说明ROAs改善

HepG2细胞 IR的最佳质量浓度为 15 µg·mL−1左右。

邵江健［17］研究了HepG2细胞形成 IR模型时的细胞

状态，显微镜下可观察到脂滴增加。在本实验中，

HE 染色后，在显微镜下可观察到模型组细胞与对

照组比较脂滴明显增加，经过阳性药与ROAs处理

后，脂滴有一定减少，说明ROAs能改善HepG2细胞

的 IR。

将 HepG2 细胞置于高糖（4.5 g·L−1）、高胰岛

素（1.0×10−4 mol·L−1）的环境中 24 h，HepG2细胞可产

生 IR，即采用高糖高胰岛素诱导培养法可以复制得

到稳定的 HepG2 细胞 IR 模型。ROAs 在一定程度

上可以改善 IR。但本实验只进行了离体细胞研究，

没有在动物体内进行研究，存在不足。后续将采用

整体动物实验进行验证，并对ROAs促进 IR-HepG2

细胞的葡萄糖消耗量的机制进行研究。
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