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摘要:[目的]观察小檗碱对游离脂肪酸诱导的 HepG2细胞胰岛素抵抗模型AMPK信号通路蛋白及其下游糖

脂代谢关键蛋白表达的影响,探讨小檗碱改善胰岛素抵抗的分子机制。[方法]软脂酸诱导 HepG2细胞建立胰岛

素抵抗模型,予以不同浓度的小檗碱进行干预,同时以AICAR作为阳性对照,CompoundC作为阴性对照,用葡萄

糖氧化酶法检测葡萄糖消耗量,甘油三酯试剂盒检测细胞内的甘油三酯含量,Westernblot检测LKB1、AMPK、

TORC2、PEPCK、G-6-P、P-ACC、ACC、FAS蛋白表达。[结果]软脂酸作用24h使 HepG2细胞葡萄糖消耗量显著

下降,TG含量显著增加,LKB1、AMPK及P-ACC蛋白表达明显减少,TORC2、PEPCK、G-6-P、ACC、FAS蛋白表

达明显增加;而小檗碱或AICAR则可逆转上述效应。[结论]小檗碱可以有效改善软脂酸诱导的胰岛素抵抗,其分

子机制可能与小檗碱调控AMPK信号通路相关蛋白的表达有关。
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Abstract:[Objective]Torevealthemolecularmechanismofberberineonimprovinginsulinresistance
byobservingtheeffectsofberberineontheexpressionofAMPKsignalingpathwayanddownstreamglu-
colipidmetabolismrelatedkeyproteinsininsulin-resistantHepG2cellsinducedbyfreefattyacid.[Meth-
ods]HepG2cellsweretreatedwithpalmiticacidtoinduceinsulinresistanceandintervenedwithdifferent
concentrationsofberberine,meanwhile,AICARwasusedforpositivecontrolaswellasCompoundCused
fornegativecontrol.Glucoseconsumptionwasassayedthroughglucoseoxidasemethodandtheamountof
triglycerideswasmeasuredbyTriglycerideAssaykit.TheexpressionofLKB1,AMPK,TORC2,PEPCK,

G-6-P,P-ACC,ACC,FASproteinwasdetectedbyWesternblot.[Results]Treatmentwithpalmiticacid
for24hoursmadeglucoseconsumptionofHepG2cellssubstantiallyreducedandtriglyceridecontent
markedlyincreased.Besides,theexpressionofLKB1,AMPKandtheirprimarydownstreamtargetingen-
zymeP-ACCreducedobviously,whiletheexpressionofTORC2,ACC,FASandgluconeogeniclimiting
enzymesPEPCKandG-6-Pincreasedapparently.However,theaforementionedindiceswerereversedby



treatmentwithberberineorAICAR.[Conclusion]Berberinecaneffectivelyimprovetheinsulinresistance
inducedbypalmiticacidinHepG2cells.ItsmolecularmechanismmaybeassociatedwithregulatingAMPK
relatedsignalpathwayproteinsexpression.
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  糖尿病属于祖国医学“消渴”的范畴,自《黄帝内

经》就有记载。而关于消渴的治疗,传统中药有着得

天独厚的优势,这其中之一的黄连作为抗糖尿病药

物已有1500年历史。小檗碱(berberine,BBR),又
名黄连素,是黄连的主要活性成份,传统用药主要讲

黄连和小檗碱应用于治疗肠道感染性疾病,如腹泻,
细菌性痢疾等。自陈其明等[1]首先报道BBR具有

磺脲和双胍类化合物的药理作用以来,已有大量的

研究报道肯定了BBR对糖尿病的治疗作用。本课

题在发现并证实小檗碱具有促进胰岛素分泌,改善

胰岛素抵抗,促进肝细胞葡萄糖代谢,调节脂质代谢

等多重抗糖尿病功效的基础上,结合《Science》发表

的关于 LKB1-AMPK-TORC2信号网络调控异常

与T2DM的发病密切相关的文章[2-3],试图验证小

檗碱可能具有调控 LKB1-AMPK-TORC2信号网

络而改善胰岛素抵抗的功效与分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

小檗碱(纯度>98%),由四川蕲州市市郊植物

提制;软脂酸(PA)、胰岛素、牛血清白蛋白(BSA)、

CompoundC、DMSO(Sigma公司);AICAR、BCA
蛋白测定试剂盒(上海碧云天公司);HepG2细胞株

(华中科技大学同济医学院肝病研究所馈赠);高糖

DMEM(Hyclone,美国);胎牛血清(FBS,杭州四季

青公司);葡萄糖氧化酶法检测试剂盒、甘油三酯检

测试剂盒(长春汇力生物技术有限公司);LKB1、

AMPK、TORC2、PEPCK、G-6-P、P-ACC、ACC、

FAS、β-actin抗体(Abcam公司);荧光二抗(KPL公

司);其余试剂均为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及胰岛素抵抗模型的建立及分组

 HepG2细胞株用含10%FBS、1%青/链霉素的高

糖DMEM于37℃、5%CO2、相对湿度为95%的培

养箱中培养,取对数生长期的细胞用于实验,分为正

常组(Nor),模型组(Mod),小檗碱组(BBR),AIC-
AR组,CompoundC组,用含0.2% BSA 的高糖

DMEM培养12h后,Nor组换上含1nmol/LInsu-
lin,0.2%BSA的高糖DMEM,Mod组换上含0.25
mmol/LPA及1nmol/LInsulin,0.2% BSA的高

糖DMEM,药物干预组在 Mod组培养基基础上分

别加入5、10μmol/LBBR,0.5mmol/L AICAR,

10μmol/LCompoundC干预24h。

1.2.2 葡萄糖消耗实验 将HepG2细胞株接种至

96孔培养板继续培养,培养方式及实验分组同上并设

置空白对照孔。孵育24h后,用葡萄糖氧化酶法检测

培养液中的葡萄糖含量。葡萄糖消耗量=空白孔中葡

萄糖含量-测定孔中葡萄糖含量。考虑细胞增殖可能

对葡萄糖消耗造成影响,葡萄糖消耗检测完成之后,再
利用MTT法测定细胞存活率,具体方法参考文献[4]。

1.2.3 细 胞 内 甘 油 三 酯(TG)含 量 测 定  将

HepG2细胞株接种至6孔培养板继续培养,培养方

式及实验分组同上并设置空白对照孔。孵育24h
后,弃各孔培养液,萃取细胞内的TG,方法参考文

献[5]。收集的细胞裂解液上清利用甘油三酯检测试

剂盒测定细胞内的TG含量。

1.2.4 Westernblot 药物干预24h后的HepG2
细胞用细胞裂解液裂解后提取总蛋白,用BCA试剂

盒检测蛋白浓度。取等量蛋白样品50μg,经缓冲液

处理、蛋白变性、SDS-PAGE胶电泳分离后,采用湿

转法将蛋白转移至 NC膜上,用含5%脱脂奶粉的

TBST溶液室温封闭2h,封膜后加入抗相应蛋白的

抗体,4℃过夜,TBST洗膜3次后加入近红外荧光

标记的二抗,室温避光孵育1h。再次TBST洗膜3
次后用Odyssey双色红外荧光成像系统对目的条

带进行扫描,然后用ImageJ软件进行分析。

1.3 统计学处理

应用SPSS19.0软件进行统计学分析,计量资

料用x±s表示,多组间比较用ANOVA方差分析,
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小檗碱对软脂酸诱导的 HepG2胰岛素抵抗

细胞模型葡萄糖消耗量的影响

与Nor组比较,Mod组葡萄糖消耗量显著下降

(P<0.01);与 Mod组相比,BBR组、AICAR组葡

萄糖消耗量明显增加(P<0.01),而CompoundC
组无显著变化(表1)。

2.2 小檗碱对软脂酸诱导的 HepG2胰岛素抵抗

细胞模型TG含量的影响

与Nor组比较,Mod组TG含量明显增多(P<
0.01);与 Mod组相比,5BBR、CompoundC组TG
含量无显著变化;10BBR组和AICAR组TG含量

均明显减少(P<0.05,P<0.01)(表2)。
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表1 HepG2细胞各组的葡萄糖消耗量

x±s,n=6

组别
葡萄糖消耗

/(mmol·L-1)
吸光度/A 存活率/%

Nor组 3.11±0.28 0.67±0.03 100.00±0.00

Mod组 1.32±0.251) 0.62±0.03 93.32±0.18

5BBR组 2.25±0.482) 0.62±0.02 92.85±1.23

10BBR组 2.54±0.382) 0.60±0.02 90.53±1.07

AICAR组 2.70±0.282) 0.62±0.02 92.38±0.86

CompoundC组 1.40±0.27 0.61±0.02 90.67±0.42

  与Nor组比较,1)P<0.01;与 Mod组比较,2)P<0.01。

表2 HepG2细胞各组的TG含量 x±s,n=6

组别 细胞内TG含量/(mmol·L-1)

Nor组 0.10±0.01

Mod组 0.21±0.001)

5BBR组 0.19±0.01

10BBR组 0.18±0.022)

AICAR组 0.16±0.023)

CompoundC组 0.20±0.01

  与 Nor组 比 较,1)P<0.01;与 Mod组 比 较,2)P<

0.05,3)P<0.01。

2.3 小檗碱对软脂酸诱导的 HepG2胰岛素抵抗

细胞模型LKB1、AMPK蛋白表达的影响

与Nor组相比,Mod组LKB1、AMPK蛋白表

达减少(P<0.01);与 Mod组相比,BBR组LKB1、

AMPK表达增加(P<0.01),AICAR组LKB1表达

无显著变化,AMPK 表达增加(P<0.01),Com-
poundC组LKB1表达无显著变化,AMPK表达减

少(P<0.05)(图1、图2)。

与Nor组比较,1)P<0.01;与 Mod组比较,2)P<0.01。
图1 各组 HepG2细胞LKB1蛋白的表达

与Nor组比较,1)P<0.01;与 Mod组比 较,2)P<0.05,
3)P<0.01。

图2 各组 HepG2细胞AMPK蛋白的表达

2.4 小檗碱对软脂酸诱导的 HepG2胰岛素抵抗

细胞模型TORC2、PEPCK、G-6-P蛋白表达的影响

与Nor组相比,Mod组TORC2、PEPCK、G-6-
P蛋白表达增加(P<0.01或P<0.05),与 Mod组

相比,BBR和AICAR组TORC2、PEPCK、G-6-P蛋

白表达减少(P<0.01),CompoundC组TORC2蛋

白增加(P<0.01),PEPCK、G-6-P蛋白表达无显著

变化(图3、图4、图5)。

与Nor组比较,1)P<0.01;与 Mod组比较,2)P<0.01。
图3 各组 HepG2细胞TORC2蛋白的表达

与Nor组比较,1)P<0.01;与 Mod组比较,2)P<0.01。
图4 各组 HepG2细胞PEPCK蛋白的表达
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与Nor组比较,1)P<0.05;与 Mod组比较,2)P<0.01。
图5 各组 HepG2细胞G-6-P蛋白的表达

2.5 小檗碱对软脂酸诱导的 HepG2胰岛素抵抗

细胞模型P-ACC、ACC、FAS蛋白表达的影响

与Nor组比较,Mod组P-ACC蛋白表达减少

(P<0.01),ACC、FAS蛋白表达增加(P<0.01),
与 Mod组比较,BBR和AICAR组P-ACC增加(P
<0.01),ACC、FAS蛋白表 达 减 少(P<0.01),

CompoundC组P-ACC、ACC蛋白表达无显著变

化,FAS蛋白表达增加(P<0.05)(图6-8)。

与Nor组比较,1)P<0.01;与 Mod组比较,2)P<0.01。
图6 各组 HepG2细胞P-ACC蛋白的表达

与Nor组比较,1)P<0.01;与 Mod组比较,2)P<0.01。
图7 各组 HepG2细胞ACC蛋白的表达

与Nor组比较,1)P<0.01;与 Mod组比 较,2)P<0.05,
3)P<0.01。

图8 各组 HepG2细胞FAS蛋白的表达

3 讨论

本实验选择LKB1、AMPK、TORC2蛋白均表

达的HepG2细胞,确保了我们拟研究的信号通路

的完整性,主要从蛋白表达的角度探索了BBR如何

从AMPK信号通路途径发挥降糖、降脂的作用。以

0.25mmol/L软脂酸体外培养诱导建立肝脏IR细

胞模型,同时予AMPK的激动剂AICAR及抑制剂

CompoundC作为对照,结果显示,细胞对葡萄糖的

消耗能力下降,胞内 TG含量升高,符合肝脏细胞

IR的代谢特点,提示造模成功;予以BBR干预后,
葡萄糖的消耗显著增加,同时,调控糖异生的关键蛋

白TORC2及糖异生关键酶PEPCK和G-6-P表达

均减少;胞内 TG含量下降伴脂肪合成相关蛋白

FAS、ACC表达减少。

AMPK是一种异源三聚体蛋白,参与调控多种

代谢过程,被称为“细胞的能量感受器”[6],而细胞内

ACC磷酸化水平上调则被作为 AMPK活化的标

志[7]。因此,本实验虽未直接检测AMPK的磷酸化

水平,但从BBR上调 ACC磷酸化水平可以推断,

BBR可以激活AMPK,与已有文献报道[8]一致。

LKB1是人体的一个抑癌基因,编码的蛋白由

433个氨基酸组成,以LKB1/STRADα/MO25α三

聚体共存,其亚细胞定位是LKB1发挥激酶活性的

关键[9]。在LKB1-/-的HeLa细胞中,AMPK不能

被激活,而转染LKBl后,AMPK才可被激活[10];另
外,在LKB1-/- 的成年小鼠肝脏中亦发现 AMPK
活性几乎完全丧失[2],由此可见,LKB1是 AMPK
的重要上游激酶。本实验结果显示,BBR显著增加

LKB1蛋白的表达,提示BBR上调LKB1蛋白的表

达可能促进AMPK的活化。

TORC2是 环 磷 酸 腺 苷 反 应 元 件 结 合 蛋 白

(CREB)的辅激活物,其去磷酸化入核是CREB发

挥活性的基础[11]。TORC2在肝脏中高表达,同时
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受多种信号通路调控,胰高血糖素、胰岛素水平以及

细胞内的能量变化均会使TORC2做出相应的应答

反应[12],并且,胰岛素促进TORC2磷酸化,胰高血

糖素促进 TORC2去磷酸化,从而奠定了 TORC2
调控糖异生的关键“分子开关”作用[13]。另外,肝脏

TORC2过量表达可促使小鼠出现高血糖症,而利用

RNAi技术致使肝脏TORC2基因沉默,小鼠的高血

糖症状及胰岛素敏感性均明显改善[14],表明TORC2
的表达量亦能影响肝糖异生。结合本实验的结果,模
型组TORC2表达显著增加,而BBR干预组TORC2
表达显著下降,同时,肝脏糖异生的两个关键限速酶

PEPCK和G-6-P表达亦受到抑制,提示BBR可能通

过抑制TORC2及下游PEPCK和G-6-P表达而减少

肝脏糖异生。目前研究发现,TORC2可以被活化的

AMPK磷 酸 化 而 固 定 于 细 胞 质 中,已 被 认 为 是

AMPK信号通路的下游分子之一[15],而本实验未检

测TORC2的活性,因此,BBR对TORC2的作用是否

与AMPK有直接的关联还不得而知。
另外,IR状态的HepG2细胞TG含量增多,可

能与细胞对外环境中游离脂肪酸的摄取增多有关,
也可能是脂肪酸的重新合成增多,和/或细胞内脂质

的划分调节异常[16]。ACC是脂肪酸合成的限速

酶,活化的 AMPK促进 ACC磷酸化而发挥作用,
最终导致脂肪酸及 TG 合成减少[17],由此可见,

BBR抑制 HepG2细胞内 TG 含量 与 BBR 激 活

AMPK,上调 ACC 的磷酸化水平,抑制 ACC 和

FAS蛋白的表达有关。
综上所述,BBR改善 HepG2细胞的胰岛素抵

抗状态,无论是糖代谢还是脂代谢,其调控的关键分

子靶点均为 LKB1-AMPK-TORC2信号网络。由

此可见 LKB1-AMPK-TORC2信号网络调控异常

与T2DM 的发病密切相关,而小檗碱可能通过调

控LKB1-AMPK-TORC2信号通路相关蛋白有效

改善软脂酸诱导的胰岛素抵抗。
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