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光甘草定通过调节 ERK/IRS-1 和 PI3K/Akt 信号通路改善 HepG2 细胞的
胰岛素抵抗  

李德锋，樊金玲*，杜  琳，任国艳 

河南科技大学食品与生物工程学院，河南 洛阳  471023 

摘  要：目的  探索光甘草定改善肝细胞胰岛素抵抗（insulin resistance，IR）的作用和机制。方法  通过高胰岛素诱导人肝

癌 HepG2 细胞建立 IR 模型，采用葡萄糖氧化酶法检测细胞的葡萄糖消耗量及生成；荧光标记法检测葡萄糖摄取量；蒽酮法

检测糖原含量；ELISA检测葡萄糖代谢关键酶的活性；Western blotting 检测磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（phosphatidylinositol 

3-kinase/protein kinase B，PI3K/Akt）、细胞外调节蛋白激酶/胰岛素受体底物-1（extracellular regulated protein kinase/insulin 

receptor substrate-1，ERK/IRS-1）信号通路相关蛋白以及葡萄糖转运蛋白 4（glucose transporter 4，GLUT4）的表达。采用分

子对接技术研究光甘草定和 ERK 分子间的相互作用。结果  光甘草定显著增加 IR-HepG2 细胞的葡萄糖消耗和摄取（P＜

0.05）；通过显著提高糖原合成酶（glycogen synthase，GS）、葡萄糖激酶（glucokinase，GCK）和丙酮酸激酶（pyruvate kinase，

PK）活性（P＜0.05、0.01），促进 IR-HepG2 细胞的糖原合成和糖酵解；通过显著减弱磷酸烯醇丙酮酸羧激酶

（phosphoenolpyruvate carboxykinase，PEPCK）和葡萄糖-6-磷酸酶（glucose-6-phosphatase，G6Pase）的活性（P＜0.05），抑

制 IR-HepG2 细胞的糖异生。IR-HepG2 细胞经光甘草定处理后，Akt、糖原合成酶激酶-3β（glycogen synthase kinase-3β，GSK-

3β）和叉头框蛋白 O1（forkhead boxing protein O1，FOXO1）的磷酸化水平得到显著恢复（P＜0.01），而这种作用被 PI3K 的

抑制剂 LY294002 所逆转（P＜0.01）。同时，光甘草定显著促进 GLUT4 向质膜的易位（P＜0.01）。光甘草定显著降低 IR-

HepG2 细胞的 ERK 和 IRS 的磷酸化水平（P＜0.01），还可作为 ERK 的 I1/2型抑制剂。结论  光甘草定通过抑制 ERK/IRS-1 通

路，激活 PI3K/Akt 信号通路，修复 IR-HepG2 细胞的糖代谢紊乱，缓解 IR 症状。 
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Glabridin ameliorates insulin resistance by regulating ERK/IRS-1 and PI3K/Akt 

signaling pathways in HepG2 cells 
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Abstract: Objective  To explore the effect and mechanism of glabridin on ameliorating insulin resistance (IR) in hepatocytes. 

Methods  IR model was established by high insulin-induced HepG2 cells. The cells were evaluated for glucose consumption and 

production by glucose oxidase assay; The glucose consumption and production of cells were detected by glucose oxidase method; 

Glucose uptake was detected by fluorescence method; The content of glycogen was detected by anthrone method; The activities of key 

enzymes in glucose metabolism was detected by ELISA; Western blotting was used to detect phosphatidylinositol 3-kinase/protein 

kinase B (PI3K/Akt), extracellular regulated protein kinase/insulin receptor substrate-1 (ERK/IRS-1) signaling pathway related protein 

and glucose transporter 4 (GLUT4) expressions. Molecular docking technique was used to study the interaction between glabridin and 

ERK molecules. Results  Glabridin significantly increased the glucose consumption and uptake of IR-HepG2 cells (P < 0.05); 

Glycogen synthesis and glycolysis of IR-HepG2 cells were promoted by significantly increasing the activities of glycogen synthase 
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(GS), glucokinase (GCK) and pyruvate kinase (PK) (P < 0.05, 0.01); The activities of phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) 

and glucose-6-phosphatase (G6Pase) were significantly decreased (P < 0.05), and gluconeogenesis of IR-HepG2 cells was inhibited. 

After IR-HepG2 cells were treated with glabridin, phosphorylation levels of Akt, glycogen synthase kinase-3β (GSK-3β) and forkhead 

boxing protein O1 (FOXO1) were significantly restored (P < 0.01), and this effect was reversed by PI3K inhibitor LY294002 (P < 

0.01). Meanwhile, glabridin significantly promoted the translocation of GLUT4 to plasma membrane (P < 0.01). Glabridin significantly 

reduced the phosphorylation levels of ERK and IRS in IR-HepG2 cells (P < 0.01), and could be used as I1/2 inhibitor of ERK. 

Conclusion  Glabridin can repair the sugar metabolism disorder of IR-HepG2 cells and relieve IR symptoms by inhibiting ERK/IRS-1 

pathway and activating PI3K/Akt signaling pathway. 

Key words: insulin resistance; ERK/IRS-1; PI3K/Akt; glabridin; HepG2 cells; glucose metabolism; glucose uptake 

2 型糖尿病（type 2 diabetes mellitus，T2DM）

是一种慢性疾病，以糖脂代谢紊乱为特征[1]。胰岛

素抵抗（insulin resistance，IR）是导致 T2DM 的主

要诱因。IR 发生时，肝脏相对其他靶器官更早呈现

IR 症状[2]，是受 IR 影响最严重的组织之一，表现为

胰岛素信号转导受损[主要是磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋

白 激 酶 B （ phosphatidylinositol-3-kinase/protein 

kinase B，PI3K/Akt）通路异常，PI3K/Akt 途径是介

导胰岛素刺激细胞摄取利用葡萄糖的主要途径[3]]，

一方面导致肝脏的葡萄糖摄取减少，另一方面导致

糖酵解和糖原合成能力减弱、肝糖原的分解和糖异

生加强，使得肝糖原输出增加；最终造成肝脏调节

血糖的能力减弱，血糖代谢出现紊乱。 

光甘草定是光果甘草 Glycyrrhiza glabra L.中特

有的疏水性异黄烷，具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤、

抗动脉粥样硬化、神经保护等多种生物活性[4]。研

究发现，光甘草定对动物模型表现出显著的降血糖

和抗糖尿病活性[5-6]，能够促进正常大鼠 L6 骨骼肌

细胞对葡萄糖的摄取，预防骨骼肌细胞的葡萄糖不

耐受[7]。研究者先后采用 MC3T3-E1 成骨细胞[8]、

J774A.1 小鼠巨噬细胞[9]、THP-1 人类白血病单核细

胞[10]、3T3-L1 前脂肪细胞[11]等探索了光甘草定抗糖

尿病的作用机制，目前还未发现关于光甘草定对肝

细胞糖代谢的影响及机制的报道。 

细胞外调节蛋白激酶（extracellular regulated 

protein kinase，ERK）是丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase，MAPK）家族最主

要的成员，主要调节细胞凋亡、增殖和分化[12]。研

究表明 ERK 信号通路与胰岛素信号级联和 T2DM

的发展密切相关[13-14]。过度激活的 ERK 可以诱导胰

岛素受体底物-1（insulin receptor substrate-1，IRS-1）

在 Ser307/612/632/636 处发生丝氨酸磷酸化[15-16]，

抑制其酪氨酸磷酸化，降低 IRS-1 的活性，阻断胰

岛素信号的转导，引起 IR 的发生[17]。ERK 信号通

路是胰岛素信号转导的途径之一。正常生理条件下，

胰岛素刺激可激活 PI3K/Akt 通路和 ERK 通路[18]，

前者调节葡萄糖代谢，包括葡萄糖摄取和糖生成[19]；

后者主要调节细胞的增殖和分化[20]，同时对胰岛素

激活 PI3K/Akt 途径起到负反馈调节的作用。ERK 途

径还受胰岛素以外的信号激活，如生长因子、细胞

因子、病毒、G-蛋白偶联受体配体、致癌物等[12]，

这些刺激物在病理条件下会使 ERK 过度激活，从

而损害胰岛素信号的转导。因此，PI3K/Akt 和 ERK

这 2 种信号途径的平衡被认为是胰岛素敏感性的关

键调控器[14,21]。本课题组前期采用网络药理学研究

了光甘草定改善T2DM潜在的作用机制，通过对“疾

病-靶点-通路”网络的拓扑分析筛选出 ERK2 是光

甘草定潜在的作用靶点之一。 

本研究通过高胰岛素诱导人肝癌 HepG2 细胞建

立 IR 模型，通过测定光甘草定对 HepG2 细胞胰岛

素抵抗（IR-HepG2）模型葡萄糖消耗和摄取、糖酵

解、糖原合成、糖异生以及糖代谢途径中关键酶的活

性，探讨光甘草定对肝细胞葡萄糖代谢紊乱的修复

作用；通过测定光甘草定对 ERK/IRS-1 和 PI3K/Akt

通路的关键信号节点和下游底物蛋白的表达及磷酸

化水平，探讨光甘草定修复肝细胞葡萄糖代谢紊乱

的调控途径；并采用分子对接技术研究光甘草定与

ERK 的分子间相互作用，旨在从分子水平揭示 ERK

作为光甘草定作用靶点的可能性。为进一步推动光

甘草定作为功能性降糖活性成分在功能食品、膳食

补充剂和药品中的应用提供实验依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

HepG2 细胞由陕西师范大学赠送。 

1.2  药品与试剂 

光 甘 草 定 （ 质 量 分 数 为 90% ， 批 号

GF2020071501）购自洛阳蓝斯利科技有限公司；

DMEM 高 糖 培 养 基 （ 25 mmol/L ， 批 号
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AG29714104）、DMEM 低糖培养基（5.5 mmol/L，

批号 AG29694193）购自美国 Hyclone 公司；DMEM

无糖培养基（批号 PM150270）购自武汉普诺赛生

命科技有限公司；南美胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS，批号 CCS30009）购自上海迪奥生物有限公司；

MTT（批号 298-93-1）购自上海蓝季生物公司；胰

岛素（批号 11061-68-0）购自美国 Sigma 公司；盐

酸二甲双胍（批号 1115-7-4）购自上海施贵宝制药

有限公司；荧光 D-葡萄糖类似物 2-NBDG（批号

M6327）购自美国 Abmole 公司；葡萄糖检测试剂盒

（批号 A154-1-1 ）、磷酸烯醇丙酮酸羧激酶

（phosphoenolpyruvate carboxykinase，PEPCK）测定

试剂盒（批号 A131-1-1）、丙酮酸激酶（pyruvate 

kinase，PK）测定试剂盒（批号 A076-1-1）购自南

京建成生物工程研究所有限公司；糖原合成酶

（glycogen synthase，GS）ELISA 试剂盒（批号 YB-

GS-Hu）、葡萄糖激酶（glucokinase，GCK）ELISA

试剂盒（批号 YB-GCK-Hu）、葡萄糖 -6-磷酸酶

（glucose-6-phosphatase，G6Pase）ELISA 试剂盒（批

号 YB-G6Pase-Hu）购自上海钰博生物技术有限公

司；糖原测定试剂盒（批号 BC0345）购自北京索乐

博科技有限公司；BCA 蛋白定量试剂盒（批号 E-

BC-K318-M）购自武汉精英生物科技有限公司；细

胞膜和细胞质蛋白提取试剂盒（批号 P0033）购自

上海碧云天生物技术有限公司；IRS-1 抗体（批号

AP70586）、Akt 抗体（批号 AP7028B）、磷酸化 Akt

（Ser473，phosphorylated Akt，p-Akt）抗体（批号

AP3434a）、糖原合成酶激酶-3β（glycogen synthase 

kinase-3β，GSK-3β）抗体（批号 AP60301）、磷酸化

GSK-3β（Ser9，phosphorylated GSK-3β，p-GSK-3β）

抗体（批号 AP67217）、叉头框蛋白 O1（forkhead 

boxing protein O1，FOXO1）抗体（批号 AP60814）、

磷酸化 FOXO1（Ser256，phosphorylated FOXO1，

p-FOXO1）抗体（批号 Ap67045）、葡萄糖转运蛋白

4（glucose transporter 4，GLUT4）抗体（批号

AP60050）、ERK 抗体（批号 AM2189b）购自美国

Abcepta 公司；磷酸化 IRS-1（Ser307，phosphorylated 

IRS-1，p-IRS-1）抗体（批号Ab5599）购自英国Abcam

公司；磷酸化 ERK（Thr202/Tyr204，phosphorylated 

ERK，p-ERK）抗体（批号 AF1015）购自美国 Affinity

公司；β-actin 抗体（批号 66009-1-lg）购自美国

Proteintech 公司；Na+, K+-ATPase 抗体（批号

ABL1141）购自美国 Abbine 公司；ERK 途径抑制

剂 PD98059（批号 HY-12028）、 PI3K 抑制剂

LY294002（批号 HY-10108）购自 Med Chem Express

公司；山羊抗小鼠二抗（批号 CW0102S）、山羊抗

兔二抗（批号 CW0103S）购自康为世纪生物科技股

份有限公司。 

1.3  仪器 

SW-CJ-2FD 型双人单面净化工作台（苏州净化

设备有限公司）；CO2培养箱（金西盟人工智能有限

责任公司）；UV-4800 型紫外可见分光光度计（上海

尤尼柯仪器有限公司）；倒置荧光显微镜（日本

Olympus 公司）；多功能酶标仪（美国 Bio-Rad 公

司）；DYY-6C 型稳压稳流电泳仪（北京六一仪器

厂）；5200 型 Multi 全自动化学发光成像分析系统

（上海天能科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养和 IR-HepG2 模型的建立 

HepG2细胞用含 10% FBS和 1%双抗的DMEM

低糖培养基，于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中培养；

用 0.25%胰蛋白酶进行消化、传代。取对数生长期

的细胞以 5×104 个/mL 接种于 96 孔板中，每孔 200 

μL，继续培养 24 h；用无血清的 DMEM 高糖培养

基替换 DMEM 低糖培养基再培养 12 h；弃去旧培

养基，用 PBS 冲洗细胞 3 次，然后用含有 5×10−6 

mol/L 胰岛素的 DMEM 高糖培养基（含 10% FBS）

培养 36 h；检测各孔细胞培养基上清液中葡萄糖含

量，计算葡萄糖消耗量。造模细胞的葡萄糖消耗量

显著低于正常细胞，则表明 IR 模型建立成功。 

2.2  IR-HepG2 模型的稳定时间 

模型建立成功后，将正常细胞组和模型组同时

置于不含胰岛素的 DMEM 高糖培养基中继续培养

24、36、48 h；检测各孔细胞培养基上清液中葡萄糖

含量，计算葡萄糖的消耗量。模型组细胞的葡萄糖

消耗量显著低于正常细胞，则表明 IR 模型在相应

的时间内保持稳定。 

2.3  细胞活力的测定 

取 HepG2 细胞和建模成功的 IR-HepG2 细胞，

用PBS清洗1～2次，然后每孔加入200 μL由DMEM

高糖培养基（含 10% FBS）配成的不同质量浓度的

光甘草定（0、0.1、0.5、1.0、5.0、10.0、15.0 μg/mL），

于 37 ℃、5% CO2细胞培养箱中孵育 24 h 后，用 PBS

冲洗细胞 1～2 次，采用 MTT 法测定细胞活性。 

2.4  糖代谢相关实验 

2.4.1  分组及处理  设置对照组、模型组及光甘草



·7754· 中草药 2022 年 12 月 第 53 卷 第 24 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 December Vol. 53 No. 24 

   

定低、中、高剂量（0.1、1.0、10.0 μg/mL）组和二

甲双胍（0.5 mmol/L）组。对照组细胞用不含胰岛素

的 DMEM 高糖培养基培养；模型组、光甘草定各剂

量组和二甲双胍组均按“2.1”项下方法诱导 IR。细

胞用 PBS 冲洗 3 次后，对照组和模型组加入 DMEM

高糖培养基，光甘草定各剂量组加入 DMEM 高糖

培养基配制的不同质量浓度的光甘草定溶液；二甲

双胍（0.5 mmol/L）组加入由 DMEM 高糖培养基配

制的二甲双胍溶液。各组均在 37 ℃、5% CO2细胞

培养箱中继续培养 24 h。 

2.4.2  葡萄糖消耗测定  96 孔板中（HepG2 细胞

5×104个/mL）进行“2.4.1”项下实验分组及处理，

并设置空白孔。处理结束后，收集每孔的培养液，

用葡萄糖检测试剂盒（葡萄糖氧化酶法）检测培养

液中的葡萄糖含量，计算各孔的葡萄糖消耗量。 

 葡萄糖消耗量＝空白孔葡萄糖含量－每孔葡萄糖含量 

2.4.3  葡萄糖摄取测定  24 孔板中（HepG2 细胞

1×105个/mL）进行“2.4.1”项下实验分组及处理，

其中光甘草定处理组只选取高剂量组。处理结束后，

弃去培养基，用 PBS 洗板 2 次；然后加入 50 μmol/L

的 2-NBDG 溶液，并在 37 ℃、5% CO2细胞培养箱

中孵育 30 min；弃去 2-NBDG 溶液，用冷 PBS 清洗

2～3 次；在倒置荧光显微镜下观察，获得荧光图像，

并利用 Image J 软件对荧光强度进行定量分析。 

2.4.4  糖原含量测定  6 孔板中（HepG2 细胞 5×

105 个/mL）进行“2.4.1”项下实验分组及处理，其

中光甘草定处理组只选取高剂量组。处理结束后，

收集细胞，然后按照糖原测定试剂盒（蒽酮法）中

的操作方法测定各组细胞中的糖原含量。 

2.4.5  葡萄糖生成测定  6 孔板中进行“2.4.1”项

下实验分组及处理，其中光甘草定处理组只选取高

剂量组。处理结束后，弃去培养基，用 PBS 洗板 2

次；加入含 2 mmol/L 丙酮酸钠和 20 mmol/L 乳酸钠

的无糖 DMEM 培养基，培养 4 h。然后收集各孔的

培养基和细胞，按照葡萄糖测定试剂盒（葡萄糖氧

化酶法）中的步骤检测各组葡萄糖含量，并将葡萄

糖含量标准化为细胞蛋白浓度。 

2.4.6  糖代谢关键酶活性测定   6 孔板中进行

“2.4.1”项下实验分组及处理，其中光甘草定处理组

只选取高剂量组。处理结束后，弃去培养基，用 PBS

洗板 2 次，收集细胞。按照 ELISA 试剂盒说明书分

别测定 GCK、GS 和 G6Pase 的活性，按照 PK 和

PEPCK 检测试剂盒说明书分别测定 PK 和 PEPCK

的活性。 

2.5  PI3K/Akt 和 ERK/IRS-1 途径中蛋白表达及磷

酸化的检测 

2.5.1  分组及处理  在 6 孔板中（HepG2 细胞 1×

106 个/mL）进行分组及处理。设置对照组、模型组、

光甘草定高剂量组、高剂量光甘草定＋LY294002 组

和 PD98059 抑制剂组。对照组用不含胰岛素的

DMEM 高糖培养基培养；模型组、光甘草定高剂量

组、高剂量光甘草定＋LY294002 组、PD98059 组均

按“2.1”项下方法诱导 IR。细胞用 PBS 冲洗 3 次

后，对照组、模型组、光甘草定高剂量组细胞的处

理方法同“2.4.1”项；高剂量光甘草定＋LY294002

组和 PD98059 组先用 DMEM 高糖培养基配成的

LY294002（10 μmol/L）或 PD98059（10 μmol/L）溶

液预处理细胞 1 h，然后加入 DMEM 高糖培养基配

成的光甘草定＋LY294002 样品液或 PD98059 溶液

处理 24 h。处理结束后，弃去培养基；各组均加入

含 100 nmol/L 胰岛素的 DMEM 高糖培养基，并在

培养箱中刺激 20 min；弃去培养基，然后用冷 PBS

洗板 1～2 次，收集细胞。 

2.5.2  PI3K/Akt 途径中蛋白表达及其磷酸化的检

测  对照组、模型组、光甘草定高剂量组和高剂量

光甘草定＋LY294002 组收集细胞后，通过 Western 

blotting 法检测 PI3K/Akt 信号通路中 Akt、GSK-3β

和 FOXO1 蛋白的表达及其磷酸化。 

2.5.3  GLUT4 易位的检测  对照组、模型组、光甘

草定高剂量组收集细胞后，根据细胞膜和细胞质蛋

白提取试剂盒中的步骤提取细胞膜蛋白和细胞质蛋

白，然后通过 Western blotting 法分别检测细胞膜和

细胞质中 GLUT4 的表达。 

2.5.4  ERK/IRS-1 途径中蛋白表达及其磷酸化的检

测  对照组、模型组、光甘草定高剂量组和 PD98059

抑制剂组收集细胞后，通过 Western blotting 法检测

ERK 和 IRS-1 蛋白表达及其磷酸化。 

2.5.5  Western blotting 分析  收集细胞后，用 RIPA

缓冲液裂解细胞，离心后取上清液，用 BCA 蛋白定

量试剂盒测量蛋白浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，用脱脂牛

奶封闭 1.5 h，加入一抗，4 ℃孵育过夜；用 TBST

缓冲液洗涤后，加入二抗，37 ℃孵育 2 h，使用全

自动化学发光成像分析系统进行化学发光成像，使

用成像仪自带图像分析软件 GIS 1D 对曝光结果进

行分析。 
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2.6  分子对接 

分别从 PDB 蛋白质结构数据库和 PubChem 数

据库中下载受体的晶体结构和配体的化学结构，

ERK2对应的PDB ID为 4ZZN，采用AutoDock Tools

工具对上述蛋白受体和配体进行常规处理，再用其

Autogrid 模块得到对接活性位点，运行程序进行分

子对接，并利用 Pymol 软件绘制光甘草定与 ERK2

分子对接图。 

2.7  数据统计分析 

数据用 x s 表示，所有数据均采用 SPSS 19.0

软件进行单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  光甘草定对 IR-HepG2 细胞葡萄糖消耗的影响 

葡萄糖的消耗是细胞摄取葡萄糖和外排葡萄糖

的净结果，直接反映细胞对外源葡萄糖的利用情况。

首先在 IR-HepG2 细胞模型建立并可在 48 h 内保持

稳定的基础上，分析光甘草定的细胞毒作用，测定

了光甘草定对 IR-HepG2细胞葡萄糖消耗量的影响，

如图 1-A 所示，当光甘草定质量浓度为 0.1～10.0 

μg/mL 时，HepG2 细胞和 IR-HepG2 细胞的存活率

均在 90%以上，表明光甘草定在此质量浓度范围内

对 HepG2 细胞和 IR-HepG2 细胞没有细胞毒性。选

取 0.1、1.0 和 10.0 μg/mL 光甘草定分别孵育 IR-

HepG2 细胞 24 h，如图 1-B 所示，3 个剂量的光甘

草定均不同程度地增加 IR-HepG2 细胞的葡萄糖消

耗，且呈剂量相关性，其中，光甘草定高剂量组的

细胞葡萄糖消耗量显著高于模型组（P＜0.05），与

二甲双胍阳性对照组（0.5 mmol/L）无显著差异，表

明 10 μg/mL 的光甘草定可有效改善 IR-HepG2 细胞

对外源葡萄糖的利用。后续实验的光甘草定质量浓

度均选取 10 μg/mL。 

3.2  光甘草定对 IR-HepG2 细胞葡萄糖摄取的影响 

 采用 2-NBDG 荧光标记物检测光甘草定对 IR-

HepG2 细胞摄取葡萄糖的影响，如图 2 所示，与对

照组比较，模型组 2-NBDG 摄取量显著降低（P＜

0.01）；光甘草定处理显著提高了 IR-HepG2 细胞的

葡萄糖摄取量（P＜0.05），效果与二甲双胍阳性对

照组（0.5 mmol/L）无显著差异。 
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与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below figures 

图 1  光甘草定对 IR-HepG2 细胞活力 (A) 和葡萄糖消耗 (B) 的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 1  Effect of glabridin on cell viability (A) and glucose consumption (B) in IR-HepG2 cells ( x s , n = 6)
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图 2  光甘草定对 IR-HepG2 细胞葡萄糖摄取的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect of glabridin on glucose uptake in IR-HepG2 cells ( x s , n = 3)

120 

 

100 

90 

80 
 

60 

 

40 

 

20 

 
0 

 

 
3.5 

 
3.0 

 
2.5 

 
2.0 

 
1.5 

 
1.0 

 
0.5 

 
0.0 

 

细
胞
存
活
率

/%
 

葡
萄
糖
消
耗
量

/(
m

m
o
l·

L
−

1
) 

0    0.1   0.5   1.0   5.0   10.0  15.0 

光甘草定/(μg·mL−1) 

对照 模型  0.1   1.0  10.0 二甲双胍 

光甘草定/(μg·mL−1) 

正常细胞 
模型 

 

* * 

# 

A                                                               B 

对照                 模型 

光甘草定             二甲双胍 

对照     模型   光甘草定 二甲双胍 

120 

 

100 

 

80 

 

60 

 

40 

 

20 

 

0 

 

2
-N

B
D

G
摄
取
量

 

(荧
光
强
度

) 

## 

 

* 
* 



·7756· 中草药 2022 年 12 月 第 53 卷 第 24 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2022 December Vol. 53 No. 24 

   

3.3  光甘草定对 IR-HepG2 细胞葡萄糖代谢的影响 

通过测定光甘草定对 IR-HepG2 细胞的糖原合

成量、葡萄糖生成量以及关键酶活性的影响，研究

光甘草定对发生 IR 的肝细胞中葡萄糖代谢的调节

作用。 

3.3.1  光甘草定促进 IR-HepG2 细胞的糖酵解  PK

和 GCK 是糖酵解途径中的 2 个关键限速酶。如图

3 所示，模型组 PK 和 GCK 的活性与对照组相比均

显著降低（P＜0.01）；而光甘草定处理显著提高了

IR 细胞的 PK 和 GCK 活性（P＜0.05、0.01），提示

光甘草定可以通过上调 IR-HepG2 细胞中 PK 和

GCK 的活性促进糖酵解。 

3.3.2  光甘草定提高 IR-HepG2 细胞的糖原合成  

IR 发生时，肝细胞的肝糖原合成受阻、而糖原分解

加快，是造成肝脏葡萄糖生成量增加的一个重要原

因。GS 是糖原合成的关键酶。如图 4 所示，模型组

的 GS 活性和糖原含量均显著低于对照组（P＜

0.01）；经光甘草定处理后，GS 活性和糖原含量均

显著提高（P＜0.05），表明光甘草定可以通过上调

IR-HepG2 细胞中 GS 的活性促进糖原合成。 

3.3.3  光甘草定抑制 IR-HepG2 细胞的糖异生  糖

异生是T2DM患者空腹肝葡萄糖生成增加的主要原

因[22]。PEPCK、G6Pase 是糖异生途径中的关键限速

酶。如图 5 所示，模型组 PEPCK、G6Pase 的活性

和葡萄糖的生成量均显著高于对照组（P＜0.05、

0.01）；而在光甘草定作用下，这种增加被显著抑制

（P＜0.05）。表明光甘草定可以通过下调 IR-HepG2

细胞的 G6Pase 和 PEPCK 的活性来抑制糖异生。 

3.4  光甘草定通过激活 PI3K/Akt 信号通路调节

IR-HepG2 细胞的葡萄糖代谢 

胰岛素信号转导受损，即 PI3K/Akt 通路异常是

肝脏发生 IR 导致葡萄糖代谢失衡的主要原因。通

过测定光甘草定对该通路的关键信号节点 Akt 以及

Akt 的下游底物 GSK-3β 和 FOXO1 的表达及磷酸

化水平，探讨光甘草定对 PI3K/Akt 通路的修复作用

以及调节糖原合成、葡萄糖生成的机制。如图 6 所

示，与对照组比较，模型组 Akt、GSK-3β 和 FOXO1

的磷酸化被显著抑制（P＜0.001），光甘草定处理则

显著提高了三者的磷酸化水平（P＜0.01），但这种

作用被 PI3K 抑制剂 LY294002 显著逆转（P＜0.01）。

表明光甘草定对 IR-HepG2 细胞葡萄糖代谢紊乱的

修复作用是由 PI3K 介导的，通过激活肝细胞中
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图 3  光甘草定对 IR-HepG2 细胞 PK 和 GCK 活性的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effect of glabridin on activities of PK and GCK in IR-HepG2 cells ( x s , n = 3)
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图 4  光甘草定对 IR-HepG2 细胞糖原合成和 GS 活性的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of glabridin on glycogen synthesis and GS activity in IR-HepG2 cells ( x s , n = 3)
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图 5  光甘草定对 IR-HepG2 细胞糖异生的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of glabridin on gluconeogenesis in IR-HepG2 cells ( x s , n = 3)
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与光甘草定组比较：&&P＜0.01 

&&P < 0.01 vs glabridin group 

图 6  光甘草定对 IR-HepG2 细胞中 PI3K/Akt 通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of glabridin on PI3K/Akt pathway related protein expressions in IR-HepG2 cells ( x s , n = 3)

PI3K/Akt 信号通路，一方面促进了 GSK-3β 的磷酸

化从而促进了糖原合成，另一方面增强了FOXO1的

磷酸化从而抑制了糖异生。 

3.5  光甘草定促进 IR-HepG2 细胞 GLUT4 的质膜

易位 

胰岛素通过增加 GLUT4 从细胞内的储存囊泡

到质膜的易位来促进葡萄糖摄取，是降低血糖水平

的主要机制之一[23]。为了确定光甘草定对 GLUT4

易位的影响，对光甘草定处理后的 IR-HepG2 细胞

进行质、膜组分的 Western blotting 检测，如图 7 所

示，β-actin 和 Na+, K+-ATPase 分别在质膜和细胞质

中几乎检测不到，表明质膜和细胞质成分分离较好。

与对照组比较，模型组细胞质膜上的 GLUT4 表达

显著降低（P＜0.001），而细胞质中 GLUT4 的表达

显著升高（P＜0.001）；光甘草定处理则显著提高了

GLUT4 在 IR-HepG2 细胞质膜中的表达（P＜0.01），

显著降低其在细胞质中的表达（P＜0.01）。表明光甘

草定可以显著促进细胞内储存 GLUT4 的囊泡向质 
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图 7  光甘草定对 IR-HepG2 细胞中 GLUT4 易位的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect of glabridin on GLUT4 translocation in IR-HepG2 cells ( x s , n = 3)

膜的易位，从而刺激 IR-HepG2 细胞的葡萄糖摄取。 

3.6  光甘草定对 IR-HepG2 细胞 ERK/IRS-1 信号

通路的影响 

过度激活的ERK可以诱导 IRS-1在Ser307/612/ 

632/636 处发生丝氨酸磷酸化[15-16]，阻断胰岛素信号

的转导。通过测定光甘草定对 ERK 和 IRS-1 的表达

及磷酸化水平，进一步探讨了光甘草定修复

PI3K/Akt 通路的途径，如图 8 所示，与对照组比较，

模型组 ERK 和 IRS-1 的磷酸化水平均显著升高（P＜

0.001）；PD98059 处理有效阻断了 ERK 的磷酸化

（P＜0.01），同时显著抑制了 IRS-1 的磷酸化（P＜

0.01）；与 PD98059 处理相类似，光甘草定处理同样

显著降低了 IR-HepG2 细胞中 ERK 和 IRS-1 的磷酸

化（P＜0.01）。表明在肝细胞发生 IR 时，光甘草定

可以通过抑制 ERK/IRS-1 通路的激活，修复

PI3K/Akt 途径的损伤，促进胰岛素信号的转导。 

3.7  光甘草定与 ERK2 的分子对接结果 

本课题组前期的网络药理学研究结果表明

ERK2 是光甘草定潜在的作用靶点之一。采用分子

对接技术研究光甘草定与 ERK 之间的分子相互作

用，旨在从分子水平揭示光甘草定作为 ERK 抑制

剂的可能性。 

ERK2 具有由 N 端和 C 端卷曲形成的双叶结

构。N 端主要由 5 个 β 折叠（β1～β5）、1 个 αC 螺

旋和 1 个甘氨酸富集环结构组成，它们对 ATP 的定

位具有重要作用。其中，β1 和 β2-折叠占据了部分 
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图 8  光甘草定对 IR-HepG2 细胞中 ERK/IRS-1 通路相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Effect of glabridin on ERK/IRS-1 pathway related protein expressions in IR-HepG2 cells ( x s , n = 3)
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腺嘌呤结合口袋；β3 折叠通常包含 1 个保守的 AXK

序列，其赖氨酸（Lys）将 ATP 的 α-和 β-磷酸盐耦

合到 αC-螺旋上；甘氨酸富集环位于 β1、β2-折叠之

间，是 N 端中最灵活的部分，有助于定位 ATP 的 β-

和 γ-磷酸盐以进行催化作用。β3-Lys 和 αC-谷氨酸

（Glu）之间形成的 1 个盐桥是激酶处于活性状态的

先决条件，称为 αCin构象；如果这种盐桥缺失，则

表明该激酶是非活性的，称为 αCout 构象。C 端主要

由 6 个 α 螺旋和 4 股较短的 β 折叠（β6～β9）组成，

在 β6～β9 折叠中包含了与 ATP 向 ERK1/2 底物磷

酸化转移有关的大部分催化残基。N 端和 C 端通过

一段柔性的铰链区连接，该铰链区域与 ATP 结合位

点部分重叠，也被称为“活化 loop”。“活化 loop”

一般由 20～30 个氨基酸残基组成，从保守的 DFG

基序（Asp-Phe-Gly）开始，以保守的 APE 序列（Ala-

Pro-Glu）结束。在活性蛋白激酶中，DFG-天冬氨酸

（Asp）侧链（ERK2 Asp165）靠近 ATP 结合位点，

称为 DFG-in 构象；在非活性蛋白激酶中，DFG-Asp

侧链远离 ATP 结合位点，称为 DFG-out 构象[24]。

DFG-in/αCin表示活性蛋白激酶；DFG-in/αCout、DFG-

out/αCin 和 DFG-out/αCout 表示非活性蛋白激酶[25]。

依据蛋白激酶的构象，将其抑制剂分为 I、II、I1/2 和

III 型[26-27]。I 型抑制剂与活性蛋白激酶的 DFG-in 构

象结合，可逆的结合到 ATP 结合位点；II 型抑制剂

与非活性的蛋白激酶的 DFG-out 构象结合；I1/2 型抑

制剂与非活性蛋白激酶的 DFG-in 构象结合（与 II

型抑制剂的 DFG-out 构象相反），占据了 ATP 部分

结合位点；III 型抑制剂与蛋白激酶的变构位点结

合，不影响 ATP 的结合。Liao[28]和 van Linden 等[29]

将蛋白激酶 N 端和 C 端之间的区域划分为“Front 

cleft”“Gate area”和“Back cleft”。“Front cleft”包

括铰链区部分残基、腺嘌呤结合口袋和甘氨酸富集

环；“Gate area”包括 N 端叶的 β3 折叠和“活化 loop”

的近端部分。 

 光甘草定与 ERK2 的结合能为−27.78 kJ/mol，

说明光甘草定与 ERK2 能自发且稳定地结合，具有

较好的亲和力。光甘草定结合在了 ERK2 的“Front 

cleft”和“Gate area”处。从图 9-A 中可以观察到

DFG-Asp165 靠近 ATP 结合位点；β3-Lys52 和 αC-

Glu69 之间没有形成盐桥，这表明与光甘草定结合

的 ERK2 具有 DFG-in/αCout 构象。因此，该激酶是

非活性状态。光甘草定的羟基分别与甘氨酸富集环

上 Ala33、αC 螺旋上 Tyr62 形成了氢键；与甘氨酸

富集环上 Tyr34、αC 螺旋上 Thr66 形成了极性键；

光甘草定还与 ERK2 中 β1 折叠上 Glu31、β2 折叠

上 Gly35、β3-折叠和 αC 螺旋之间的无规则卷曲区

域的 Ser55、Ile54 和 Pro56、αC 螺旋上的 Arg65、

β2L0 上的 Gln15 有许多疏水作用（图 9-B）。光甘草

定与 ERK2 的 β-折叠（β1～β3）、αC 螺旋及甘氨酸

富集环上氨基酸残基的相互作用在空间上阻止了

ATP 与激酶的结合。因此，光甘草定可以被归类为

ERK2 的一种 I1/2 型抑制剂。 

   

图 9  ERK2 结构图 (A) 及光甘草定与 ERK2 的分子对接图 (B) 

Fig. 9  Structure diagram of ERK2 (A) and molecular docking diagram of glabridin and ERK2 (B)

4  讨论 

光甘草定具有显著降低 IR-HepG2 细胞肝糖产

生的能力。肝糖的产生是糖酵解、糖原合成与分解、

糖异生过程的等过程的净结果，对血糖调节起得重

要作用。糖原在进食条件下是肝脏中葡萄糖的一种

重要储存形式；在禁食条件下，肝糖原分解产生的

游离葡萄糖释放到血液循环中，可随时为大脑和其

他神经组织提供葡萄糖。伴随禁食时间的延长，糖

异生逐渐取代糖原分解，成为肝脏葡萄糖生成的主

途径。例如在禁食 10 h 后，糖原分解只占肝脏葡萄

糖总产量的 30%，糖异生占肝脏葡萄糖总产量的

70%。糖异生也是 T2DM 患者空腹肝葡萄糖生成增

A B 
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加的主要原因[22]。发生 IR 时，肝脏的葡萄糖代谢失

衡，包括糖酵解和糖原合成能力减弱、肝糖原的分

解和糖异生加强，使得肝糖输出增加，最终造成肝

脏调节血糖的能力减弱，血糖代谢出现紊乱。本研

究表明，光甘草定通过上调 PK、GCK 和 GS 的活

性，使细胞的糖酵解和糖原合成能力显著增强；通

过下调 PEPCK 和 G6Pase 的活性，显著减弱了细胞

内糖异生的能力，降低肝糖的产生，进而减少肝糖

的输出。 

光甘草定显著提高了 IR-HepG2 细胞的葡萄糖

摄取能力。GLUT4 是葡萄糖转运蛋白中独特的亚

型，在介导胰岛素依赖性葡萄糖摄取和维持葡萄糖

平衡方面发挥着重要作用[30]。GLUT4 主要在脂肪细

胞、骨骼肌和心肌细胞中表达，当摄入碳水化合物

食物后，血液循环中的胰岛素水平上升；在胰岛素

作用下，细胞内的 GLUT4 转位到质膜上，从而增

加这些细胞的葡萄糖摄取和代谢，防止血糖水平的

长期升高。GLUT4 向质膜转移的缺陷被称为外周胰

岛素抵抗。虽然目前认为 GLUT2 是肝细胞中主要

的葡萄糖转运体，分别在进食和禁食状态下参与肝

细胞葡萄糖的摄取和释放[31]。但是，GLUT4 也在肝

脏中表达[31]，而且越来越多的体内外研究[17,32-35]表

明，肝脏中的 GLUT4 通过与脂肪细胞、骨骼肌和

心肌细胞中的 GLUT4 相同的机制，即通过胰岛素

调节的转位参与肝细胞对血液中的葡萄糖的摄取。

而当肝脏发生 IR 时，GLUT4 也同样表现出易位损

伤。GLUT4 的易位损伤或修复与肝细胞摄取葡萄糖

的能力密切相关。本研究结果显示，在高胰岛素诱

导的 IR-HepG2 细胞中，GLUT4 从细胞质向细胞膜

的迁移受到了显著抑制，而光甘草定处理后质膜中

GLUT4 的表达显著提高，而细胞质中 GLUT4 的表

达显著降低，表明光甘草定较好修复了 IR-HepG2细

胞的 GLUT4 的易位损伤。GLUT4 在肝脏中的表达

和功能以及对调节全身代谢方面的作用仍需进一步

深入探讨。 

PI3K/Akt 途径是胰岛素信号转导的主要途径，

在胰岛素的靶器官中负责调节葡萄糖摄取和代谢，

Akt 是该途径中的关键信号节点之一。在肝细胞中，

胰岛素与细胞表面胰岛素受体特异性结合后，使

IRS 活化，接着 IRS 通过 SH2 结构域招募 PI3K 的

p85 调节亚基促使 PI3K 的激活，然后 PI3K 磷酸化

脂质磷脂酰肌醇-4,5-二磷酸（phosphati-dylinositol-

4,5-bisphosphate，PIP2）产生磷脂酰肌醇-3,4,5-三磷

酸（phosphati-dylinositol-3,4,5-bisphosphate，PIP3）；

Akt 通过其 PH 结构域与 PIP3 结合，促进上游激酶

激活 Akt。GSK-3β、FOXO1 是 Akt 下游直接作用的

2 个靶点。GSK3β 被 Akt 磷酸化而降低活性，致使

GSK-3β 的下游蛋白 GS 磷酸化水平下降而激活，进

而促进糖原合成[36]。Akt 使 FOXO1 发生磷酸化后，

诱导 FOXO1 与 14-3-3 蛋白相互作用，使其发生核

外排，致使 FOXO1 失去 DNA 结合能力和转录活

性[37]，导致 PEPCK 和 G6Pase 的表达降低，从而抑

制糖异生[38]。当肝脏发生 IR 时，PI3K/Akt 途径受

损，Akt 的激活受到了抑制，使其对 GSK3β 磷酸化

的能力减弱，致使 GSK3β 通过磷酸化 GS 使其失

活，减少了糖原的合成[39]。同时，Akt 对 FOXO1 磷

酸化能力也被削弱，FOXO1 直接与 PEPCK 和

G6Pase 靶 DNA 序列结合，增加它们在肝脏中的表

达[40]，促进了肝糖异生。在本研究中，光甘草定显

著上调了Akt的磷酸化水平，致使GSK3β和FOXO1

的磷酸化水平也显著提高。前者导致 GS 的活性提

高，IR-HepG2 细胞的糖原含量也因此显著增加；后

者导致 PEPCK 和 G6Pase 的活性显著降低，IR-

HepG2 细胞的葡萄糖生成量也因此显著下降。当加

入 PI3K 抑制剂 LY294002 后，光甘草定对 Akt、

GSK3β 和 FOXO1 磷酸化水平的上调作用被显著逆

转。上述研究结果表明光甘草定改善 IR 的能力是

PI3K/Akt 途径依赖性的。 

几个关键的丝氨酸/苏氨酸激酶通过靶向胰岛

素信号传导 PI3K/Akt 途径的关键成分而成为重要

的负向调节因子[15,41]。其中，ERK 对 IRS 的丝氨

酸磷酸化与 IR 密切相关[17]。过度激活的 ERK 信

号通路对 PI3K/Akt 通路起负调节作用。在 IR 状态

下，ERK 激活后可以使 IRS-1 在 Ser307 等多个位

点发生磷酸化[15]，致使 IRS-1 与胰岛素受体的结合

受到抑制[42]，从而导致 PI3K/Akt 信号通路损伤和

胰岛素刺激的葡萄糖利用受损。因此，抑制 ERK

途径可能成为治疗糖尿病的又一有效手段。在

db/db 小鼠[21,43]、KKAy 小鼠[44]等动物模型和 3T3-

L1 脂肪细胞[21,43]、骨骼肌细胞[16]中发现，使用抑制

剂（PD184352、U0126、PD98059）或早期反应转录

因子-1（early growth response-1，Egr-1）抑制 ERK

途径后，可改善小鼠和细胞的胰岛素敏感性及 IR 症

状。近年来的研究表明，HepG2 细胞的 IR 可通过

核桃衍生肽[17]、姜黄素及其代谢产物[45]抑制ERK途

径得到显著改善。本研究发现，高胰岛素诱导的 IR-
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HepG2 细胞的 ERK 和 IRS-1 的磷酸化水平显著升

高，而这种升高分别被 ERK 通路的专一性抑制剂

PD98059 和光甘草定显著抑制。光甘草定与 ERK2

分子对接的结果进一步表明，光甘草定通过氢键、

极性键、疏水相互作用等作用力稳定结合在非活性

状态且具有 DFG-in 构象的 ERK2 的“Front cleft”

和“Gate area”位点，在空间上阻止了 ATP 与 ERK2

的结合。上述结果表明，光甘草定可作为 ERK2 的

一种 I1/2型抑制剂，通过抑制 IR-HepG2细胞中ERK/ 

IRS-1 途径的激活，修复 PI3K/Akt 途径的损伤。 

综上所述，光甘草定可作为 ERK 的 I1/2型抑制

剂，通过抑制 IR-HepG2 细胞的 ERK/IRS-1 通路、

激活 PI3K/Akt 信号通路，促进 GLUT4 向质膜的易

位，提高 IR-HepG2 细胞对葡萄糖的摄取量；增强

或抑制葡萄糖代谢关键酶的活性，促进 IR-HepG2细

胞的糖原合成和糖酵解，抑制糖异生；进而提高 IR-

HepG2 细胞对外源葡萄糖的利用、减少肝糖的产生

和外排，修复葡萄糖的代谢紊乱，缓解 IR 症状。 
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