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摘要: 目的 观察黄秋葵醇提物中槲皮素和异槲皮苷对肝细胞糖异生及磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶 (PEPCK)、葡萄糖-
6-磷酸脱氢酶 (G6Pase) 的影响，并探讨其机制。方法 体外培养小鼠原代肝细胞，以乳酸和丙酮酸为糖异生底物。
予不同浓度槲皮素、异槲皮苷干预 24 h 后，葡萄糖氧化酶法测定培养液上清葡萄糖浓度，ＲT-PCＲ 法检测 PEPCK、
G6Pase、AMPKα mＲNA 表达，Western blot 法检测总 AMPKα、AMPKα Thr172 磷酸化水平。结果 与空白组比较，糖

异生诱导组上清葡萄糖浓度显著升高 (P ＜ 0. 01); 槲皮素和异槲皮苷干预后，80 μmol /L 槲皮素组、异槲皮苷组显著

低于糖异生诱 导 组 (P ＜ 0. 01); 糖 异 生 诱 导 组 PEPCK、G6Pase AMPKα mＲNA 相 对 表 达 显 著 升 高 (P ＜ 0. 01);

80 μmol /L槲皮素组、异 槲 皮 苷 组 PEPCK、G6Pase 表 达 显 著 低 于 糖 异 生 诱 导 组 (P ＜ 0. 05)。Western blot 显 示，

80 μmol /L槲皮素组、异槲皮苷组 AMPKα Thr172 磷酸化水平均较糖异生诱导组增加。结论 黄秋葵醇提物中槲皮素

和异槲皮苷呈剂量依赖性地抑制体外培养原代肝细胞糖异生及其关键酶基因转录，AMPKα Thr172 磷酸化可能与两者

抑制糖异生机制有关。
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2013 年糖尿病流行病学调查分析显示，有近 12% 的中

国成年人患有糖尿病，其前期患病率达 50%［1］。糖异生是

糖尿病发病的重要环节，在肝脏胰岛素抵抗时，肝细胞对

胰岛素调节糖代谢作用敏感性降低，升糖激素异常升高，

导致肝糖输出增多，是糖尿病及早期糖代谢紊乱的重要机

制，故有效抑制肝脏过度糖异生、减少内源性葡萄糖生成

是降 糖 治 疗 的 重 要 手 段。黄 秋 葵 Abelmoschus esculentus
(Linn． ) Moench 又名补肾草、秋葵、羊角豆等，为锦葵科

秋葵属一年生草本植物，可通过多种调节糖代谢机制改善

糖尿病患者血糖、防治早期糖代谢紊乱
［2-4］，但目前其降糖

机制，尤其是对肝脏葡萄糖代谢和糖异生的影响尚未明确。
因此，本实验观察黄秋葵醇提物槲皮素和异槲皮苷对肝细

胞葡萄糖产生的影响，并探讨其机制。
1 材料

雄性 C57 /BL 小鼠，体质量 18 ～ 20 g，购自上海斯莱克

动物实验中心，实验动物合格证号 SCXK ( 沪) 2012-0002。
无糖 DMEM 培养基、胎牛血清、IV 型胶原酶、无钙 hanks
购自美 国 Gibco 公 司; PBS 缓 冲 液、青 链 霉 素 混 合 液

(100 × ) 购自美国 Hyclone 公司。槲皮素、异槲皮苷、丙

酮酸、乳酸、环磷酸腺苷 (cAMP)、二甲双胍购自上海阿

拉丁生化科技股份有限公司; ＲIPA 裂解液、PMSF 蛋白酶

购自碧云天生物科技公司; PhosSTOP 磷酸酶抑制剂购自瑞

士罗氏公司; Trizol、TBST 溶液购自北京博凌科为生物科

技有限公司; PVDF 膜购自美国 Amersham 公司; 葡萄糖含

有量测试盒购自深圳子科生物技术有限公司; ＲT-PCＲ 及

逆转录 试 剂 盒 购 自 日 本 Takara 公 司; 总 AMPKα 抗 体、
AMPKα Thr172 磷酸化抗体 (pT172-AMPK)、内参抗体 β-
actin 购自英国 Abcam 公司。PEPCK、AMPKα 引物设计合

成由上海生物工程股份有限公司完成。
2 方法

2. 1 小鼠肝脏原代细胞分离 小鼠腹腔注射 1% 戊巴比妥

麻醉后，肌肉注射 0. 01 ～ 0. 02 mL 肝素钠抗凝，75% 乙醇

消毒皮肤，将静脉留置针插入肝门静脉并用丝线同定，在

体灌注 4 ℃预冷的无钙 Hanks 缓冲液后分离肝脏，缓慢离

体循环灌注 37 ℃ 预热含钙 Hanks 配置的 0. 05%Ⅳ型胶原

酶，分离 肝 细 胞 制 成 悬 液，100 μm 筛 网 过 滤，4 ℃、
500 r /min离心 5 min，弃上清，PBS 清洗细胞，再次低温离

心，取细胞重悬液，移入肝细胞培养液，以 5 × 105 ～ 1 ×
106 /mL 密度铺 6 孔板，24 h 后细胞贴壁。换成含 10%胎牛

血清和 1%青链霉素混合液的无糖 DMEM 培养基。
2. 2 肝细胞糖异生诱导和检测 小鼠原代肝细胞贴壁 24 h
后，无糖 DMEM 培养 24 h，以 10 mmol /L 乳酸 + 1 mmol /L
丙酮酸混合液为糖异生底物，同时加入 100 nmol /L 地塞米

松 + 100 μmol /L cAMP 的混合溶液作为糖异生诱导剂。根
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据培养基中是否同时加入槲皮素、异槲皮苷及二甲双胍，

分组为空白对照组、糖异生诱导组、40 μmol /L 槲皮素组、
80 μmol /L 槲皮素组、40 μmol /L 异槲皮苷组、80 μmol /L
异槲皮苷组、500 μmol /L 二甲双胍组，培养 24 h 后，取

200 μL 培养液上清，4 ℃、2 000 r /min 离心 10 min，取上

清，按葡萄糖含有量测试盒要求加入反应液，37 ℃ 水浴

20 min，在 550 nm 波长处检测吸光度 A，计算细胞葡萄糖

生成。
2. 3 糖异生基因 mＲNA 表达检测 小鼠肝原代细胞铺于 6
孔板，按上述条件诱导糖异生和分组处理，培养 24 h 后弃

去上清，PBS 清洗 2 遍，Trizol 法抽提总 ＲNA，测定总 ＲNA
水平，A260 /A280在 1. 8 ～ 2. 0 之间可视为 ＲNA 提取纯度高，

逆转录反应按照试剂说明书进行。以 GADPH 为内参校正。
引物 序 列 为 磷 酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 羧 激 酶 ( PEPCK)，正 向

5’-AGCATTCAACGCCAGGTTC-3’， 反 向 5’-CGAGTCT-
GTCAGTTCAATACCAA-3’; 葡 萄 糖 6 磷 酸 脱 氢 酶

(G6Pase)，正 向 5’-TACAGCAACACTTCCGTGCC-3’，反

向 5’-CGTAGTATACACCTGCTGTGCC-3’; AMPKα，正 向

5’-TCTGAGGGGCACCAAGAAAC-3’，反 向 5’-GTGGGT-
GTTGACGGAGAAGAG-3’; 以 GADPH 为 内 参，引 物 正 向

5’-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’。PCＲ 扩 增 条 件 为

94 ℃预变性 2 min，94 ℃ 30 s，57 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，30
个循环，72 ℃延伸 7 min，扩增完毕后，读取 Ct ( 扩增循

环) 值，根据目的基因和内参 Ct 值计算 2 － ΔΔCt，表示目的

基因 mＲNA 相对表达量。
2. 4 AMPK 蛋白及磷酸化水平检测 小鼠肝原代细胞铺于

6 孔板，按上述条件诱导糖异生和分组处理，培养 24 h 后

弃去上清，冰冷 PBS 清洗 2 遍，每孔加入 200 μL ＲIPA 裂

解液、100 μg PMSF 蛋白酶抑制剂、PhosSTOP 磷酸酶抑制

剂，静置冰上 5 min 后刮下细胞，移入 1. 5 mL 离心 管，

4 ℃、12 000 r /min 离心 15 min，取上清液，用考马斯亮蓝

G250 蛋白定量测定法测定其蛋白水平，于 － 70 ℃ 下保存。
灌制 6% 浓 缩 胶 和 12% 分 离 胶，经 湿 转 到 聚 偏 氟 乙 烯

(PVDF) 膜上，用含 5% 脱脂奶粉的 TBST 溶液在 37 ℃ 下

孵育 30 min，加入小鼠抗 T-AMPK、Thr172p-AMPKα 抗体

和小鼠抗 β-actin 抗体孵育 (1 ∶ 6 000)，4 ℃ 过夜。最后，

加入碱 性 磷 酸 酶 标 记 的 山 羊 抗 兔 IgG 和 马 抗 小 鼠 IgG
(1 ∶ 2 000)，37 ℃下孵育 l h，TBST 洗涤 3 次，β-萘酚磷

酸显色，分析图像。
2. 5 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，计量资

料以 x ± s 表示，多组间均数比较采用方差分析，组间两两

比较采用 LSD 检验。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。
3 结果

3. 1 对肝细胞葡萄糖生成和 PEPCK 的影响 培养 24 h 后，

糖异生诱导组较空白组上清葡萄糖浓度显著升高 (P ＜
0. 01); 槲皮素和异槲皮苷干预后，80 μmol /L 槲皮素组、
异槲皮苷组、二 甲 双 胍 组 显 著 低 于 糖 异 生 诱 导 组 (P ＜
0. 01)。同时，糖异生诱导组 PEPCK、G6Pase 表达较空白

组显著升高 (P ＜ 0. 01)，80 μmol /L 槲皮素组、异槲皮苷

组 PEPCK、G6Pase 表达较 糖 异 生 诱 导 组 明 显 下 降 (P ＜
0. 05)，二甲双胍组 PEPCK、G6Pase 表达较糖异生诱导组

明显下调 (P ＜ 0. 01)。各组 AMPKα mＲNA 表达无显著性

差异 (P ＞ 0. 05)。见表 1。

表 1 各组肝细胞葡萄糖生成和 PEPCK、G6Pase 表达比较 ( x ± s，n =8)

组别 葡萄糖生成 /(μmol·L －1) PEPCK( /GADPH) G6Pase( /GADPH) AMPKα( /GADPH)

糖异生诱导组 179. 50 ± 31. 85 31. 53 ± 2. 13 28. 41 ± 1. 68 22. 20 ± 0. 86
空白组 55. 17 ± 8. 03 15. 66 ± 3. 91 17. 44 ± 3. 40 23. 25 ± 0. 40
二甲双胍组 111. 50 ± 25. 42b 21. 00 ± 2. 30b 23. 05 ± 3. 40b 23. 58 ± 0. 68b

40 μmol /L 槲皮素组 177. 33 ± 20. 07 30. 27 ± 2. 17 28. 09 ± 2. 79 23. 06 ± 0. 59
80 μmol /L 槲皮素组 139. 50 ± 21. 29b 28. 21 ± 3. 21b 26. 58 ± 3. 31a 22. 52 ± 0. 99
40 μmol /L 异槲皮苷组 170. 75 ± 27. 29 29. 34 ± 1. 37 27. 87 ± 2. 24 22. 85 ± 0. 65
80 μmol /L 异槲皮苷 124. 62 ± 24. 33b 27. 07 ± 2. 13b 24. 94 ± 2. 23a 22. 83 ± 0. 75

注:与糖异生诱导组比较，aP ＜ 0. 05，bP ＜ 0. 01; 与空白组比较，dP ＜ 0. 01

3. 2 对肝细胞 AMPKα、AMPKα Thr172 磷酸化水平的影

响 80 μmol /L 槲皮素组、异槲皮苷、二甲双胍组 AMPKα
Thr172 磷酸化水平均较糖异生诱导组明显增加; 糖异生诱

导组 AMPKα蛋白、pT172-AMPK 表达均明显减少，其余各

组间无显著差异。见图 1。
4 讨论

糖尿病是由胰岛素分泌和 ( 或) 作用障碍引起的糖、
蛋白质、脂肪、水、电解质等代谢紊乱，长期慢性血糖可

导致心、脑、肾、视网膜、神经等慢性并发症。肝糖异生

增多是 2 型糖尿病发生的重要机制，其中糖异生是指非糖

前体 (乳酸、丙酮酸、氨基酸和甘油) 转变为葡萄糖的过

程，主要在肝脏内进行。减少异常活跃的肝糖异生，是糖
图 1 各组肝细胞 AMPKα、pT172-AMPKα水平比较
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尿病防治的重要靶标。由于糖尿病各种慢性并发症的发病

率、致残致死率逐年上升，而且发病机制复杂，当前大部

分降糖药物防治其并发症及降低死亡率的效果不理想，部

分口服降糖药甚至增加心力衰竭住院及心脑血管疾病风险。

近年来，具有降糖效应的药用植物备受关注，越来越多的

人致力于从中寻找安全有效的成分来治疗和控制糖尿病及

其并发症。

传统医学认为，糖尿病 ( 消渴) 的病机为阴虚燥热，

多见于肺、胃、肾，临床表现为多尿、多饮、多食、体质

量减轻、迁延日久、气阴两伤、阴损及阳、脉络瘀阻，最

终发展为各种并发症。具有降糖功效的天然植物多属寒凉

之品，具有益气养阴、生津润燥之效，或兼有活血化瘀之

功，如苦瓜、黄连、天花粉、百合、秋葵、桑叶等。现代

药理研究发现，桑叶
［5］

能降低胰岛素抵抗; 枸杞
［6］

可提高

新陈代谢，控制体重; 苦瓜
［7］

可促进胰岛素分泌，增强组

织对糖的摄取，抑制肠内葡萄糖吸收和肝糖异生; 秋葵
［8］

有强抗氧化能力，均具有降糖功效。其中，黄秋葵主要活

性成分为黄酮
［9］，包括芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷、棉皮

素-8-O-β-D-葡萄糖醛酸苷、杨梅素、槲皮素-3'-O-葡萄糖

苷、槲皮素
［10］。

已有研究证实，秋葵醇提物中槲皮素和异槲皮苷可降

低早期糖代谢紊乱患者血糖
［11］，其机制包括拮抗氧化应激

和胰岛素抵抗
［12］、抑制肠道 α-葡萄糖苷酶

［13］、升高内源

性胰高血糖素样肽-1 (GLP-1) 水平
［14］

等，表明两者具有

调节糖代谢、改善胰岛素分泌的作用。Zhou 等
［15］

研究发

现，异槲皮苷可增强 AMPK 的磷酸化; Ahn 等
［16］

发现，槲

皮素可上调磷酸化的 AMPK 及其底物乙酰辅酶 A 羧化酶

(ACC) 的水平; Babujanarthanam 等
［17］

报道，槲皮素可恢

复肝糖原含量和抑制糖异生关键酶 ( 葡萄糖-6-磷酸酶和果

糖 1，6-二磷酸酶) 的活性。然而，目前鲜有关于两者抑制

肝糖异生作用机制的研究。
肝脏是糖异生的主要器官，肝糖异生过程需要 4 个与

糖酵解过程不共用的关键酶催化，即 PEPCK、G6Pase、丙

酮酸羧化酶 (PC)、二磷酸果糖酶磷酸酶 (FbPase)，以上

关键酶的调节是通过 AMPK 影响下游多种细胞因子实现的。
AMPK 被称为 “能 量 感 受 器”，通 过 α-亚 基 苏 氨 酸 残 基

(Thr172) 磷酸化激活
［18］，阻止糖异生重要调节因子 CＲEB

辅激活物 2 (TOＲC2) 进入细胞核发挥作用，抑制多种激

活 PEPCK 与 G6Pase 的细胞因子，如过氧化物酶体增殖物 γ
协同刺激因子 α (PGC-1α)、叉头转录因子 O1 (FOXO1)、

肝细胞核因子 4α (HNF4α) 等，从而减少肝糖异生，降低

血糖水平
［19］。

前期研究发现，黄秋葵提取物可能通过促进 AMPK 转

录、抑制 PEPCK 基因转录
［20］

来改善胰岛素抵抗小鼠外周

胰岛素敏感性和糖异生，但其具体活性成分及机制尚需进

一步阐明。本实验发现，80 μmol /L 异槲皮苷组葡萄糖产

生较糖异生诱导组显著下降，提示肝糖异生减少，有降血

糖作用; 80 μmol /L 槲皮素、异槲皮苷组 AMPK αThr172 磷

酸化水平均较糖异生诱导组增加，但 PEPCK、G6Pase 表达

显著降低，提示两者可抑制体外培养原代肝细胞糖异生和

PEPCK 的 基 因 转 录，并 呈 剂 量 依 赖 性，其 机 制 可 能 与

AMPKαThr172 磷酸化有关。
然而，本研究仅为体外实验，还需进行体内实验以进

一步验证槲皮素和异槲皮苷对机体糖异生的影响。同时，

本实验还发现两者可促进肝细胞 AMPK 磷酸化调节，但其

是否会影响 AMPK 上游因子 ( 肝脏激酶 B1，LKB1) 及下

游信号 因 子 ( 如 FoxO1、CＲEB、TOＲC2、HNF-4α、PGC-
1α) 来调节肝糖异生尚有待深入考察。
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丹参注射液对 AngⅡ诱导 NＲK- 52E 细胞损伤的保护作用
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摘要: 目的 考察丹参注射液对血管紧张素Ⅱ (AngⅡ) 诱导肾小管上皮细胞 (NＲK-52E 细胞) 损伤的保护作用。
方法 将 NＲK-52E 细胞分为对照组、模型组 (AngⅡ)、丹参注射液组 (AngⅡ + 丹参注射液)，MTT 法检测其增殖，

免疫荧光法与 Western blot 法分别检测 PI3K、p-PI3K 蛋白表达。结果 与对照组比较，AngⅡ作用 24 h 后可显著抑制

细胞增殖及 PI3K、p-PI3K 蛋白表达，而丹参注射液均能加以恢复。结论 丹参注射液能减轻 AngⅡ对 NＲK-52E 细胞

的损伤作用，其机制可能与激活 PI3K /Akt 信号通路有关。
关键词: 丹参注射液; AngⅡ; NＲK-52E 细胞; PI3K; p-PI3K
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doi:10. 3969 / j． issn． 1001-1528. 2018. 05. 035

糖尿病肾病的发病机制相当复杂，其中肾素-血管紧张

素系统 (ＲAS) 的 激 活 是 导 致 其 发 生 与 发 展 的 重 要 原

因
［1-3］。大量研究表明，糖尿病患者肾脏局部 ＲAS 易被激

活而产生大量 AngⅡ，由于其与胰岛素之间具有共同的信

号通路，可通过激活 AT1 受体来抑制 PI3K /Akt 途径，影响

下游 PI3K、PKB 等信号蛋白的活性，从而启动胰岛素抵

抗，最终发展为糖尿病肾病
［4-5］。

丹参具有抗炎、抗氧化、抗凝血及免疫调节等药理作

用，同时丹参注射液单用及与其他药物联用在临床上治疗

糖尿病肾病方面取得了良好的效果
［6-9］，前期课题组研究表

明，它可有效改善糖尿病肾病大鼠肾小管结构和功能
［10］。

本实验将在细胞水平检测丹参注射液对 AngⅡ诱导 NＲK-

52E 细胞损伤的保护作用，并观察其对 PI3K 和 p-PI3K 表

达的影响，从而为相关临床研究提供理论基础。
1 材料

1. 1 细胞株 大鼠肾小管上皮细胞 (NＲK-52E 细胞) 购

于中国科学院生物化学与细胞生物学研究所。
1. 2 试药 丹参注射液 ( 生药量 2 g /mL，批号 1511101)

购于正大青春宝药业有限公司。血管紧张素Ⅱ (AngⅡ)

购于上海源叶生物科技公司; 四甲基偶氮唑 (MTT) 购于

美国 Sigma 公司; PI3K 鼠单克隆抗体、p-PI3K 兔多克隆抗

体购于美国 Santa Cruz Biotechnology 公司; 胎牛血清购于德

国 Serana 公司; DMEN 低糖培养基购于美国 Hyclone 公司。
1. 3 仪器 CO2 培养箱购于苏州贝茵医疗器械有限公司;
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