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大黄素、小檗碱对 HepG2细胞胰岛素
抵抗的预防作用研究

阴王 琦元 尹春梅 王慧莲
（山西医科大学附属第二临床医学院消化内科 太原 030001）

摘 要：目的：研究大黄素、小檗碱对 HepG2细胞产生胰岛素抵抗的预防作用及机制。方法：首先
用 MTT法筛选大黄素、小檗碱作用于 HepG2细胞的实验浓度，然后用软脂酸诱导 HepG2 细胞，同时
分别加入大黄素、小檗碱干预，并设正常组、对照组进行比较，通过葡萄糖氧化酶法、蒽酮法、RT-PCR
法，观察大黄素、小檗碱对 HepG2细胞上糖代谢及瘦素长型受体、短型受体 mRNA表达水平的影响。
结果：对照组成为具有胰岛素抵抗的 HepG2细胞，且细胞上瘦素长型及短型受体 mRNA 的表达水平
较正常组显著下降（P < 0.01）；而大黄素、小檗碱组培养液中葡萄糖含量、细胞内糖原含量以及细胞上
瘦素长型及短型受体 mRNA的表达水平较正常组无明显改变（P > 0.05）。结论：大黄素、小檗碱均能
预防 HepG2细胞产生胰岛素抵抗，这一作用与它们影响 HepG2细胞上糖代谢及瘦素受体 mRNA表
达水平有关。
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肝细胞大泡性脂肪变性的形成是由于甘油三酯

（triglyceride，TG）的蓄积、产生和转运之间不平衡造
成的，当 TG的形成超过其输出能力时，蓄积在肝内，
使体内和肝脏中游离脂肪酸（free fatty acids，FFA）显
著增多，脂肪酸代谢产物也大量增多，进而阻断了胰岛

素信号的传导[1]，产生胰岛素抵抗（insulin resistance，
IR）。IR 是非酒精性脂肪性肝病（nonalcoholic fatty
liver disease，NAFLD）发病的重要基础，贯穿其发生、
发展的整个过程，几乎所有的 NAFLD 患者均有 IR
现象[2]。通过大量动物实验研究，发现小檗碱及大黄
素具有减肥降糖，降低血胰岛素水平，改善脂代谢紊

乱及 IR等作用 [3~5]，但其作用机制尚不明确。
本实验采用高浓度软脂酸作用于 HepG2 细胞

（HepG2 细胞是一种表型与肝细胞极为相似的肝胚
胎瘤细胞，保留了肝细胞的许多生物学活性），同时

分别加入大黄素、小檗碱进行干预，通过观察它们对

HepG2细胞中糖代谢及细胞上瘦素受体 mRNA表达
水平的影响，研究其对 IR 的预防作用及机制，为临
床上预防 NAFLD提供理论依据。

一、材料和方法

1. 材 料

RPMI-1640 培养基购于美国 Gibco BRL 公司；
软脂酸、小檗碱、大黄素购于 Sigma公司；葡萄糖浓度
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测定试剂盒和蛋白质定量试剂盒及蒽酮试剂购于南

京建成公司；MTT购于北京夏斯生物技术有限公司；
RNA 提取试剂盒购于美国 Gentra 公司；PCR 反应试
剂盒购于美国 Promega公司。

2. 方 法

（1）HepG2细胞的培养。
在含 10% 胎牛血清的 RPMI1640 培养液中培养

HepG2细胞，将增殖状态良好的细胞用胰酶消化，对
其进行传代并置于 37益，5%CO2 饱和湿度的培养箱
中。

（2）药物作用浓度的筛选。
取大黄素和小檗碱浓度为 0.1滋mol·L-1、5滋mol·L-1、

10滋mol·L -1、15滋mol·L -1、20滋mol·L -1、25滋mol·L -1、
30滋mol·L-1 作用于 HepG2细胞，用 MTT 法分别于酶
标仪上检测 570nm、490nm吸光度 A值，计算细胞存
活率（细胞存活率 =实验组 A 值/对照组 A 值伊
100%），取细胞存活率约为 90%时的浓度为实验浓
度。

（3）实验分组。
实验分为四组：取 HepG2细胞作为正常组；单层

贴壁 HepG2 细胞用 0.40mmol·L-1 软脂酸培养 24h，
此为对照组；在单层贴壁 HepG2 细胞同时加软脂酸
及大黄素培养 24h，为大黄素组；在单层贴壁 HepG2
细胞同时加软脂酸及小檗碱培养 24h，为小檗碱组。
（4）培养液中葡萄糖含量和细胞内糖原含量的

测定。

葡萄糖含量的测定：取培养液用葡萄糖氧化酶

法测定葡萄糖含量（mg/mg·pro），裂解细胞后用考马
斯亮蓝法测定蛋白浓度。培养液中葡萄糖含量=样品
光密度值/标准光密度值伊标准品浓度（mg·mL-1）伊
1mL/蛋白含量（mg）。

细胞内糖原含量的测定：用蒽酮法测定细胞内

糖原含量（mg伊10-2/mg﹒pro）。糖原含量=样品光密度
值/标准光密度值伊标准品糖原含量（mg伊10-2）/蛋白
含量（mg）。

（5）瘦素受体 OB-Ra mRNA、OB-Rb mRNA表
达的确定及检测。

细胞总 RNA 的提取 TRIzol 一步法提取细胞总
RNA，操作按说明书进行，紫外分光光度仪测定 RNA
的 A260/A280值。

cDNA 第一链的合成逆转录反应体系为 20滋L，
其中 5伊逆转录缓冲液 4滋L，核糖核酸酶抑制剂

0.4滋L，10mmol·L-1 dNTP 2滋L，寡聚 T 引物 0.4滋L，细
胞总 RNA5滋g，M-MLV（逆转录酶）1滋L（200U），用
DEPC-双蒸水补充至 20滋L。反应条件为 42益水浴
1h，然后 70益水浴 10min以灭活逆转录酶。

RT -PCR OB -Ra、OB -Rb 的引物设计是根据
GenBank 库中 OB -Ra、OB -Rb 的 cDNA 序列进行，
OB -Ra 的上游引物：5’-ATGTTCCGAACCCCAA原
GAAT-3’，下游引物：5’-CAATAGTGGAGGGAGGGT原
CA -3’，扩增片断 221bp。OB-Rb的上游引物：

5’-CAGAAGCCAGAAACG TTTGAG -3’,下游引
物 5’-AGCCCTTGTTCTTCACCAGT-3’，扩增片段 344
bp； 内 参 照 为 GAPDH， 其 上 游 引 物 ：5’-
TGAACGGGAAGCTCACTGG-3’，下游引物：5’-TC原
CACCACCCTGTTGCTGTA-3’，扩增片断 307 bp。反应
体系 25滋L，其中 bufffer 20.5滋L，cDNA 1滋L，Taq DNA
聚合酶 1.5滋L（5U），0.2滋mol·L-1 上游引物及下游引
物各 1滋L。扩增条件：首次 95益预变性 2min，然后
95益变性 30s，60益退火 30s，72益延伸 45s，循环 35
次，最后 72益延伸 10min。取扩增产物 5滋L，用 2%的
琼脂糖凝胶（EB 浓度为 0.5滋g·mL-1）电泳，以 100bp
为分子量标准，在 300nm紫外光下摄影，通过图像分
析软件进行分析。内参照也采用上述同样的实验方

法进行分析。瘦素受体的表达水平用瘦素受体的平

均灰度值与内参的平均灰度值的比值表示。

（6）统计方法。
全部数据使用 SPSS13.0 统计软件进行数据处

理；每组数据以均数依标准差表示，进行单因素方差
分析，组间两两比较用 SNK 检验，取 琢=0.05 为显著
性检验水准，P<0.05有统计学意义。

二、结 果

1. 大黄素、小檗碱实验浓度的确定
MTT实验测得大黄素、小檗碱可抑制 HepG2 细

胞的生长，这一作用呈剂量依赖性。大黄素浓度为

10滋mol·L-1时，HepG2存活率为 90.8%，小檗碱浓度
为 10滋mol·L-1 时，HepG2存活率为 91.3%，故本实验
大黄素、小檗碱均采用 10滋mol·L-1作为实验浓度。

2. 培养液中葡萄糖含量和细胞内糖原含量的
测定

HepG2 细胞中加入 0.40mmol·L -1 软脂酸培养
24h 后（对照组），培养液中葡萄糖含量较正常组显著
增高，细胞内糖原量显著减少（P < 0.01）；大黄素、小
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图 1 HepG2细胞中 OB-Ra mRNA及 OB-Rb mRNA 的表达
（1正常组，2对照组，3大黄素组，4小檗碱组）

HepG2细胞上 OB-Ra mRNA的表达及其对应的内参照 GAPDH
HepG2细胞上 OB-Rb mRNA的表达及其对应的内参照 GAPDH

檗碱干预组培养液中葡萄糖含量较对照组显著下

降，细胞内糖原量较对照组显著增加（P < 0.01)，与正
常组相比无明显差别（P > 0.05）（见表 2）。

3. 瘦素受体 mRNA的表达
对照组中 HepG2 细胞上 OB-Ra mRNA、OB-Rb

mRNA 的表达的较正常组显著下降（P < 0.01)，大黄
素、小檗碱组 OB-Ra mRNA、OB-Rb mRNA 的表达较
对照组显著增高（P < 0.01)，与正常组相比无明显差
别（P > 0.05）（见图 1）。

三、讨 论

NAFLD常伴有 IR和高胰岛素血症，这一现象与
机体对瘦素的敏感性降低有关。IR是 NAFLD的独立
危险因素，IR可以通过促进脂肪细胞降解和高胰岛
素血症引起肝细胞内脂质沉积，以及改变肝内细胞

因子的表达，在肝炎、肝硬化等发生发展中起重要作

用。瘦素与胰岛素之间有双向调节作用[6]，研究表明，
在小鼠及人类的胰岛 茁 细胞上，存在有 OB-Ra 、
OB-Rb 两种受体，瘦素通过作用于 茁细胞上的特异
性受体，可通过外周和中枢两种途径抑制胰岛素的

分泌[7~9]。因此，预防 IR的发生为临床上 NAFI D的预
防提供了一种新的方法。

在本实验中我们观察到 HepG2 细胞上存在有
OB-Ra 、OB-Rb两种受体，且对照组培养液中葡萄
糖含量较正常组显著升高，细胞内糖原含明显降低，

细胞上瘦素短型受体 OB -Ra mRNA 及长型受体
OB-Rb mRNA的表达水平明显下调（P < 0.01）；而大
黄素、小檗碱组培养液中葡萄糖含

量较对照组明显降低，细胞内糖原

含量明显增高，细胞上瘦素受体

mRNA 的表达水平明显上调（P <
0.01），与正常组相比无明显差别（P
> 0.05），说明大黄素、小檗碱可以调
节培养液中葡萄糖含量、细胞内糖

原含量及细胞上瘦素受体 mRNA的
表达水平。

有人提出脂肪-胰岛素轴反馈
假说，正常情况下，脂肪堆积引起

瘦素分泌增加，抑制胰岛素分泌，

从而减少脂肪的合成与储存。病理

情况下，某种原因使瘦素受体敏感

性下降，而瘦素是与其受体结合后

才能发挥其生理作用，故此时对胰岛素的分泌抑制

作用减弱，正常的脂肪-胰岛素轴反馈机制被破坏，
高胰岛素血症、IR 随之出现。在本实验我们发现
FFA 可以通过增加培养液中葡萄糖含量、降低细胞
内糖原含量、抑制细胞上瘦素受体 mRNA 的表达水
平使 HepG2细胞产生 IR，而大黄素、小檗碱可通过
调节糖代谢及上调 HepG2 细胞瘦素受体的表达水
平，来增强瘦素对胰岛素的分泌抑制作用，抑制脂

肪细胞的合成代谢，促进其分解代谢，改善脂肪-胰
表 1 不同浓度大黄素、小檗碱对 HepG2存活率的影响（x依s）
分组（浓度）

细胞存活率

大黄素 小檗碱

0.1 1.116依0.053 1.032依0.050
5 0.986依0.031 0.972依0.028
10 0.908依0.035 0.913依0.024
15 0.882依0.024 0.887依0.033
20 0.806依0.048 0.811依0.055
25 0.670依0.032 0.671依0.030
30 0.491依0.021 0.512依0.047

浓度单位（滋mol·L-1），细胞存活率（%）
表 2 培养液中葡萄糖含量及细胞内糖原含量的变化（x依s）

组别
葡萄糖含量
（mg/mg·pro）

糖原含量
（mg伊10-2/mg·pro）

正常组 13.276依0.291元 12.428依0.254元
对照组 15.593依0.247+ 7.798依0.250+

大黄素组 12.997依0.252元 12.751依0.289元
小檗碱组 12.786依0.229元 13.011依0.265元
与正常组比较 +P < 0.01 与对照组比较元P < 0.01

M 1 2 3 4 M 1 2 3 4
OB-Ra

OB-Rb

GAPDH GAPDH
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Prevention effect of emodin and berberine on insulin resistance in HepG2 cells
Wang Qi，Yin Chunmei，Wang Huilian

（Department of Internal Medicine, Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, China）

Abstract：This work aimed to study the prevention effect of emodin and berberine on insulin resistance in HepG2
cells as well as its mechanism. The experimental concentrations of emodin and berberine for HepG2 cells were
screened by the MTT assay. The HepG2 cells were induced by free fatty acid, meanwhile emodin and berberine were
separately added for intervention. A normal group and a control group were established for comparison. The glucose
oxidase method, the anthrone method, the RT-PCR method were adopted to observe the effect of emodin and berberine
on on the medium glucose, cell glycogen level, and mRNA expression of long and short leptin receptors in HepG2
cells. For the control group, HepG2 cells became insulin-resistant, and the mRNA expressions of long and short leptin
receptors were significantly decreased（P> 0.05）. While for the experimental group, the medium glucose, cell glycogen
level and the mRNA expressions of long and short leptin receptors showed no significant change compared with the
normal group（P> 0.05）. The results show that both emodin and berberine may prevent FFA in HepG2 cells from in原
ducing insulin resistance, which is probably associated with the effect of emodin and berberine on the medium glucose,
cell glycogen level and mRNA expressions of long and short eptin receptors in HepG2 cells.
Keywords: emodin；berberine；free fatty acids (FFA)；insulin resistance (IR)；Leptin receptor

（责任编辑：王 瑀，责任译审：张立崴）

岛素轴的反馈机制，进而缓解高胰岛素血症，从而

改善 IR。
本实验通过研究发现，中药单体成分大黄素、小

檗碱可以通过增加培养液中葡萄糖的消耗、增加细

胞内糖原含量以及上调 HepG2 细胞上瘦素受体
mRNA的表达水平来预防 IR的发生，从而为临床上
预防 NAFLD提供理论依据。
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