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　 　 ［摘要］ 　目的 　探讨荔枝核皂苷 、荔枝核黄酮对胰岛素抵抗 HepG２细胞糖代谢的影响 。方法 　采用高浓度胰岛素培养

基诱导 HepG２细胞形成胰岛素抵抗模型 ，葡萄糖氧化酶法测定对照组 、荔枝核皂苷组 、荔枝核黄酮组 、罗格列酮组细胞培养上

清液中的葡萄糖含量 ，观察荔枝核皂苷 、荔枝核黄酮对 HepG２细胞胰岛素抵抗的作用 。结果 　 HepG２细胞在 １０
－ ６ mol／L 的

胰岛素中作用２４ h ，细胞对胰岛素的抵抗作用最为明显 。以此条件构建胰岛素抵抗细胞模型 ，对该模型给予荔枝核皂苷 、荔枝

核黄酮干预后 ，细胞培养上清液中葡葡糖含量未能显著降低 。结论 　本研究提示荔枝核皂苷 、荔枝核黄酮不能有效改善胰岛

素抵抗 。
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Effect of litchi saponin and litchi flavones on insulin resistance in HepG2 cells
XIAO Zhijun１ ，GUO Jiewen２ ，XU Feng１ （１ ．Department of Pharmacy ，Fengxian Central Hospital ，Shanghai ２０１４００ ，China ；
２ ．Guangzhou Hospital of T raditional Chinese Medicine ，Guangzhou ５１０１３０ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To study the effect of litchi saponin and flavones on glycometabolism in insulin resistance model of
HepG２ cells ．Methods 　 Using high insulin in HepG２ cells to establish a cell model of insulin resistance ．Cell model was treated
by litchi saponin ，litchi flavones and rosiglitazone ，respectively ．Glucose concentration of cell culture supernatant was detected
by glucose oxidase method ．Results 　 In the concentration of １０ － ６ mol／L insulin for ２４ hours ，HepG２ reached the highest level
of resistant to insulin ，which means a successful insulin resistance cell model was established ．However ，no significant decrease
in glucose concentration of cell culture supernatant was observed with litchi saponin and flavones ．Conclusion 　 This study sug唱
gests that litchi saponin and flavones have no effect to improve insulin resistance ．

　 　 ［Key words］ 　 litchi saponin ；litchi flavones ；insulin resistance ；HepG２ cells

　 　胰岛素抵抗（insulin resistance ，IR）是指胰岛素
敏感组织如肝 、脂肪 、骨骼肌等受胰岛素介导的葡萄

糖摄取和利用能力减弱的一种病理和生理状态［１］
。

IR是高血压 、２ 型糖尿病和脂肪肝 、肥胖等代谢性

疾病并发和相互联系的病理学基础 。中药具有多成

分 、多作用靶点的优势 ，可能通过不同的途径和环节

来改善 IR［２］
。因此 ，寻找 、研究改善 IR的中药日益

被重视 。

　 　荔枝核为无患子科植物荔枝（L itchi chinensis
Soon ．）的干燥成熟种子 ，其活性成分主要有总皂

苷 、黄酮 、多糖 、多酚等 。 本课题组前期研究表

明［３唱７］
，荔枝核水提取物对高糖 、高脂饮食加低剂量

链脲霉素诱导的 T２DM唱IR 动物模型 ，荔枝核总皂

苷对高糖 、高脂饮食诱导高脂血症唱IR唱脂肪肝与地
塞米松致 IR 两种动物模型均有显著的降糖 、调脂

和改善 IR作用 。

　 　因此 ，为深入研究荔枝核改善 IR的作用机制 ，

本实验拟采用超生理浓度的胰岛素刺激人肝癌细胞

HepG２ ，建立具有 IR特点的细胞模型 ，进一步观察

在细胞形成 IR 的情况下 ，荔枝核提取物皂苷和黄

酮能否有效改善 IR 细胞模型的葡萄糖利用和
摄取 。

1 　材料与方法

1 ．1 　 细胞株 　 HepG２ 细胞株购自中科院上海细
胞库 。

1 ．2 　药品与试剂 　 荔枝核皂苷和荔枝核黄酮由中

国热带农业科学院农产品加工研究所林丽静博士分

离并提供样品 。 DMEM 培养基（Gibco 公司） ，胎牛
血清（Biochrom 公司） ，０ ．２５％ 胰蛋白酶 、PBS 缓冲
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液 、青霉素唱链霉素混合液（Hyclone公司） ，胰岛素 、

罗格列酮标准品 、MTT 、DMSO （Sigma公司） ，葡萄

糖测定试剂盒（北京普利莱基因技术有限公司） 。

1 ．3 　 主要仪器 　 CO２细胞培养箱 （美国 Thermo
Scientific公司） ，超净工作台（上海新苗医疗器械制

造有限公司） ，酶标仪（美国 Biotek公司） ，倒置显微

镜（德国 Leica公司） ，高速离心机（德国 Eppendorf
公司） 。

1 ．4 　方法 　

1 ．4 ．1 　 细胞培养 　 人肝癌细胞 HepG２ 在添加
１０％ 胎牛血清和 １％ 青霉素唱链霉素混合液的

DMEM 高糖培养基中 ，于 ３７ ℃ 、５％ CO２条件下连

续培养 。 HepG２细胞为贴壁细胞 ，当细胞长满瓶底

后 ，弃培养基 ，用 PBS缓冲液洗 ２次 ，０ ．２５％ 胰蛋白

酶消化后 ，按 １ ∶ ３比例进行传代培养 ，取对数生长

期的细胞用于实验 。

1 ．4 ．2 　 HepG２胰岛素抵抗细胞模型的建立 　参考

文献［８］方法并加以改进 。 将处于对数生长期的细

胞消化后 ，用含 ２％ 胎牛血清的高糖 DMEM 培养基
调整细胞密度为 １ × １０

６
／L ，接入 ９６ 孔细胞培养板

中继续培养 ，分为对照组和模型组 。待细胞贴壁长

至 ８０％ 后 ，模型组加入新配制的含胰岛素浓度为

１０
－ ５

、１０
－ ６

、１０
－ ７

、１０
－ ８ mol／L 的培养基 ，对照组加入

正常培养基 ，于 ３７ ℃ 、５％ CO２培养箱中孵育 ３６ h
后 ，用葡萄糖氧化酶法测定细胞培养上清液中葡萄

糖含量 。计算对照组与不同胰岛素浓度组细胞的葡

萄糖含量消耗差值 ，选择葡萄糖消耗差值最大 ，即达

到胰岛素抵抗最高状态的胰岛素作用浓度为胰岛素

最佳浓度 。

　 　确定胰岛素最佳浓度后 ，重复上述方法 ，模型组

加入新鲜配制的含有胰岛素最佳浓度的培养基 ，分

别培养 １２ 、２４ 、３６和 ４８ h ，对照组加入正常培养基 。

计算对照组和模型组细胞的葡萄糖消耗量差值 。选

择葡萄糖消耗量差值最大 ，即达到胰岛素抵抗最高

状态的胰岛素作用时间为胰岛素作用的最佳时间 。

通过分别确定最佳胰岛素浓度和最佳作用时间后 ，

建立最适宜的胰岛素诱发的 HepG２ 胰岛素抵抗细
胞模型 。

1 ．4 ．3 　 MTT 法筛选荔枝核皂苷 、荔枝核黄酮工作

浓度 　建立 HepG２ 胰岛素抵抗细胞模型后 ，将细

胞接种于 ９６孔板 ，每孔约 ５ ０００个细胞 。实验设荔

枝核皂苷组 、荔枝核黄酮组 、对照组 。荔枝核皂苷

组 、荔枝核黄酮组分别加入浓度为 ０ ．０１ 、０ ．１ 、１ 、１０ 、

５０ 、１００ mg ／L的荔枝核皂苷和荔枝核黄酮 ，对照组

加入正常培养基 ，各实验组中 DMSO 的终浓度均 ＜

０ ．１％ 。于 ３７ ℃ 、５％ CO２培养箱中孵育２４ h后 ，每

孔加入 ２０ μl 浓度为 ５ mg ／ml 的 MTT 溶液 ，置培

养箱中继续孵育 ４ h 。 弃上清液 ，各孔分别加入

１００ μl的 DMSO ，微型振荡器振荡 １０ min ，酶联免疫
检测仪于波长 ４９０ nm 处测各孔吸光度（A ） 。细胞
存活率 ＝ （药物组 A ／对照组 A） × １００％ 。

1 ．4 ．4 　 荔枝核皂苷和荔枝核黄酮对胰岛素抵抗

HepG２细胞葡萄糖消耗量的影响 　建立 HepG２胰
岛素抵抗细胞模型后 ，将细胞接种于 ９６孔板 ，每孔

约 ５ ０００ 个细胞 。实验设 HepG２胰岛素抵抗细胞
模型组 、罗格列酮组（终浓度为 １０

－ ５mol／L） 、荔枝核
皂苷组和荔枝核黄酮组 。各组加入相应的药物后置

３７ ℃ 、５％ CO２培养箱中培养２４ h后 ，用葡萄糖氧化

酶法测定细胞培养上清液中葡萄糖含量 。

1 ．5 　统计学处理 　采用 SPSS １８ ．０软件进行统计

分析 ，数据以均数 ±标准差（珚x ± s）表示 ，多样本均数

差的多重比较采用单因素方差分析 ，以 P ＜ ０ ．０５为

差异有统计学意义 。

2 　结果

2 ．1 　不同胰岛素浓度对 HepG２ 细胞胰岛素抵抗
的影响 　从表 １可以看出 ，与对照组相比 ，胰岛素浓

度为 １０
－ ５

、１０
－ ６

、１０
－ ７ mol／L 时 HepG２细胞培养上

清液中葡萄糖含量增加（P ＜ ０ ．０５） 。且在胰岛素浓

度为 １０
－ ６mol／L 时葡萄糖含量最高 ，即葡萄糖消耗

量最小 ，达到最大胰岛素抵抗状态 。 因此 ，选择

１０
－ ６mol／L 为最佳胰岛素浓度 ，建立 HepG２胰岛素

抵抗细胞模型 。

表 1 　不同浓度胰岛素对 HepG2
细胞胰岛素抵抗的影响（n＝ ６ ，珚x ± s）

组别
胰岛素含量

（cB ／mol · L － １ ）

葡萄糖含量
（cB ／mol · L － １ ）

对照组 ０ #１９ 热．６９４ ± ０ ．６３２

胰岛素组 １０ － ５ ２１ 热．０９１ ± ０ ．２１５ 倡

１０ － ６ ２２ 热．４５９ ± ０ ．２４９ 倡

１０ － ７ ２０ 热．４０７ ± ０ ．２４５ 倡

１０ － ８ １９ 热．８８４ ± ０ ．２８０

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，与对照组比较

2 ．2 　胰岛素不同作用时间对 HepG２ 细胞胰岛素
抵抗的影响 　从表 ２可以看出 ，与对照组相比 ，胰岛

素作用时间为 ２４ 、３６ 、４８ h 时 ，HepG２ 细胞培养上
清液中葡萄糖含量增加（P ＜ ０ ．０５） 。在胰岛素作用

２４ h时 ，胰岛素抵抗与对照组比较差异显著 （P ＜

０畅０１） 。此外 ，随着培养时间的延长 ，细胞状态逐渐
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变差 。因此 ，选择 １０
－ ６ mol／L 胰岛素处理 HepG２

细胞２４ h为建模条件 ，建立胰岛素抵抗 HepG２细胞
模型 。

表 2 　胰岛素不同作用时间对 HepG2
细胞胰岛素抵抗的影响（n＝ ６ ，珚x ± s）

组别
葡萄糖含量（cB ／mol · L － １ ）

１２ h ２４ h ３６ h ４８ h
对照组

２１ 破．９５０ ±

０ ．５４９

１８ `．８８２ ±

０ ．０９７

１８ �．６９６ ±

０ ．１１１

１８ 敂．５８４ ±

０ ．１２４

１０ － ６mol／L 胰
　 岛素组

２２ 破．２６０ ±

０ ．１８５

２１ `．８５２ ±

０ ．６３４ 倡 倡

２０ �．４９３ ±

０ ．１９３ 倡

１８ 敂．８１５ ±

０ ．１６９ 倡

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，与对照组比较 ；倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与对照组比较

2 ．3 　 MTT 实验筛选荔枝核皂苷的工作浓度 　 由

图 １可知 ，HepG２细胞存活率随着荔枝核皂苷的浓
度增加而降低 ，当荔枝核皂苷浓度为 ５０ mg／L 时 ，

细胞存活率为（９９ ．４４ ± ５ ．６９２）％ ，表明此时当荔枝

核皂苷对 HepG２ 细胞生长开始产生抑制作用 ，为

了消除因抑制细胞生长而对葡萄糖消耗量产生的影

响 ，本实验选取 ５０ 、１０ 、１ mg／L为荔枝核皂苷的工作
浓度 。

图 1 　不同浓度荔枝核皂苷对 HepG2
细胞存活率的影响（n＝ ６ ，珚x ± s）

2 ．4 　 MTT 实验筛选荔枝核黄酮的工作浓度 　 由

图 ２可知 ，当荔枝核黄酮浓度为 ５０ 、１００ mg／L 时 ，

HepG２ 细胞存活率分别为 （１０１ ．９７ ± ７ ．９６３）％ 、

（８２ ．３８ ± ８ ．３７４）％ ，为了消除因抑制细胞生长而对

葡萄糖消耗量产生的影响 ，本实验选取 ５０ 、１０ 、

１ mg／L为荔枝核黄酮的工作浓度 。

2 ．5 　荔枝核皂苷对胰岛素抵抗 HepG２ 细胞葡萄
糖消耗量的影响 　由图 ３可知 ，与对照组相比 ，荔枝

核皂苷浓度为 ５０ mg／ L 时细胞培养上清液中葡萄
糖含量增加 ，两者差异有统计学意义（P ＜ ０ ．０５） 。

罗格列酮组能够提高葡萄糖消耗量 ，即具有降血糖

作用 。

2 ．6 　荔枝核黄酮对胰岛素抵抗 HepG２ 细胞葡萄

图 2 　不同浓度荔枝核黄酮对 HepG2
细胞存活率的影响（n＝ ６ ，珚x ± s）

图 3 　不同浓度荔枝核皂苷对胰岛素抵抗 HepG2
细胞葡萄糖消耗量的影响（n＝ ６ ，珚x ± s）

倡 P ＜ ０ ．０５ ，与对照组比较

糖消耗量的影响 　由图 ４可知 ，与对照组相比 ，经 ３

个浓度荔枝核黄酮处理后的细胞培养上清液中葡萄

糖含量有所降低 ，但差异均无统计学意义 。罗格列

酮能够显著提高胰岛素抵抗 HepG２ 细胞葡萄糖消
耗量 ，即有降血糖作用 。

图 4 　不同浓度荔枝核黄酮对胰岛素抵抗 HepG2
细胞葡萄糖消耗量的影响（n＝ ６ ，珚x ± s）

倡 P ＜ ０ ．０５ ，与对照组比较

3 　讨论

　 　 ２型糖尿病的发病机制主要是胰岛 β细胞功能

障碍和外周组织产生 IR ，改善 IR 是治疗 ２ 型糖尿

病的主要研究方向之一［９ ，１０］
。 肝脏是产生 IR 的主

要组织 ，胰岛素从胰岛细胞分泌后 ，经门静脉约一半

以上被肝摄取 。本实验采用的 HepG２细胞为人的
（下转第 ３５０页）
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律的学习和记忆 ，同时保持所有规律的唯一性 。
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肝胚胎瘤细胞 ，保留肝的一般生物学特性［１０］
。通过

采用高于生理浓度的胰岛素诱导 HepG２ 细胞 ，在

一定程度上模拟了 IR的自然发病过程 。本实验结

果提示 ，应用高胰岛素诱导培养法可使 HepG２ 细
胞胰岛素刺激的葡萄糖消耗量减少 ，即发生 IR 。

　 　本实验在成功建立 IR HepG２细胞模型基础上
进行 ，通过测定药物干预后细胞培养上清液中葡萄

糖含量来判定荔枝核皂苷和荔枝核黄酮改善

HepG２细胞 IR 的作用 。从实验结果来看 ，荔枝核

皂苷和荔枝核黄酮体外并无明显降糖作用 。

　 　以往的研究表明 ，荔枝核降糖的主要功效成分

为皂苷［５］
、多糖［１１］和氨基酸［１２］

。其中 ，荔枝核皂苷

主要是通过促进外周组织尤其是肌肉 、脂肪组织对

葡萄糖的摄取 、酵解和利用 ，提高对胰岛素的敏感

性 ，拮抗胰高血糖作用 ，从而产生降血糖作用［１３］
。

而本研究的结果却表明荔枝核皂苷体外并无明显降

糖作用 ，基于此 ，我们认为荔枝核皂苷改善 IR的作
用部位可能并非位于肝细胞 ，而是位于肌肉和脂肪

等其他外周组织 。

　 　本课题组一项对荔枝核有效部位群改善 ３T３唱
L１脂肪细胞 IR作用的研究表明 ，荔枝核有效部位

群能够显著改善 IR［１４］
。虽然本实验在进一步对荔

枝核化学成分进行细致研究发现 ，荔枝核皂苷不能

改善 IR ，荔枝核黄酮类改善 IR作用并不明显 ，但这

样的结果更加提示我们 ，中药材的药效恰恰是一个

整体的效应 ，正所谓“每一味中药都是一个小复方” 。

中药有效部位群的作用与进一步细分下去的化学成

分的作用可能难以完全一致 ，单一化学成分的药理

活性难以体现有效部位群的作用 ，与有效部位群的

功能主治也不尽相同 。构成有效部位群的每个化学

组分 ，若离开其所在的特定物质群或特定复方环境 ，

则失去其意义 。因此 ，对荔枝核降糖作用的研究 ，或

进一步推广到对中药的研究 ，应着眼于有效部位群 。
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