
! "

!"#$ !""#$%!&'

!

("!"

"

"#$"%&'$"'

衍生物 ()*$+, 的抗糖尿病作用及其作用机制研究
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糖尿病的发病原因错综复杂，但是临床上都具

有一个共同特征：血糖的病理性升高。慢性高血糖

症导致易感组织的病理损伤，并可能最终导致继发

性并发症，如视网膜病变、肾病和神经病变、心血管

疾病和卒中!"#$%。通常，胰岛素的释放减少和作用受

到抑制会导致糖异生作用增加，糖摄取降低，从而

导致血糖水平升高。肝脏在维持 & 型糖尿病的葡萄

糖稳态中起重要作用。当血糖升高时，肝脏会增强

肝脏对葡萄糖的吸收，吸收糖原存储，合成脂肪酸

并改善胰岛素敏感性。因此，改善肝葡萄糖代谢稳

态可能是治疗 & 型糖尿病的潜在策略。

$ #'#!（(）#)#（) #*+,-./01-+2）#&#.3.456 #$ #

1-#"#+2% 7,18/91:.2（;2,#<=）是委陵菜黄酮 >?2?:.!

@?A1的衍生物，通过激活BCD活化蛋白激酶（BCDE），

增强 F1/G& 细胞的葡萄糖消耗!)%。本课题组以高脂

饮食诱导的肥胖小鼠模型为研究对象，发现 ;2,#<=

不仅具有抗肥胖作用，而且可提高肥胖小鼠的胰岛

素敏感性!H%。糖尿病 <HIJKLE@M#A4NA4 小鼠是瘦素受

体基因突变导致的，是目前广泛应用于研究人类 &

型糖尿病的动物模型之一!HOP%。本研究旨在以 & 型糖

尿病模型 A4NA4 小鼠为研究对象，评价 ;2,#<= 对糖

代谢的调节作用及其机制。

! !"#$%

"Q" !"#$% ;2,#<= 化合物 ;2,#<= 的结构

（图 "）通过 "

F、"$

< =CR 和 &S =CR 波谱数据分析

确定，包括 <'TU、FTV<、FCJ< 和 R'(TU 光谱。通

过 FDK< 分析 ;2,#<= 的纯度!WH"。

"Q& &'() 人肝癌细胞株 F1/G& 细胞购自

美国模式培养物集存库 （B><<）。细胞培养于

"X"胎牛血清 "XX YZN8K 青霉素、XQ" 8[N8K 链霉

素的 !#C(C 培养基中，置 <'

&

培养箱中，于 $I#、

H\<'

&

条件下培养。在显微镜下观察、计数，根据实

验需要，调整细胞密度，接种于培养瓶或培养板中，

同样条件下继续培养，待细胞融合形成连续单层后

即可用于实验。

"]$ *+,-./0 取对数生长期的 F1/G& 细

胞接种于 P 孔板，细胞密度为 &$"X

H 个细胞N孔，培

养 &) 0 后，弃去原培养基，DJT 洗 & 次，更换为无

血清培养基，加入;2,O<=（"、&、H 和 "X "8.2NK）及二

甲双胍（" 88.2NK），同时设立空白对照组，孵育 &) 0。

用 DJT 洗涤两次以除去葡萄糖，然后更换葡萄糖生

成测定培养基（含有 " 88.2NK 丙酮酸钠，&X 88.2NK

乳酸钠和 "H 88.2NK F(D(T 的无葡萄糖和酚红的

SC(C），温育 ) 0

!IO %̂ 。使用 B8/213 R1A G25*.@1 L葡

萄糖氧化酶测定试剂盒（T?[8,，T6]K.5?@，ZTB），取上

清液用于测量葡萄糖浓度。通过 >01:8. T*?1-6?9?*

J<B 蛋白测定试剂盒测定细胞蛋白浓度。

"]) *+,12/0 取对数生长期 F1/G& 细胞

以 $$"X

H 个细胞L孔的密度接种到 P 孔板中，待 "& 0

贴壁后，加入不同浓度 ;2,O<=，预留空白对照组、

阳性对照组（Y-@ 组）。&) 0 后，DJT 洗 $遍，更换为无

糖无血清的 SC(C 培养基饥饿 $ 0，DJT 洗 & 遍，

每孔加入 $XX "K 的无糖无血清 SC(C 培养基，

同时加入 "]H "K 浓度为 &X 88.2LK 的 &O=JSG，

阳性对照组加入 "XX -8.2LK 短效人胰岛素，作用

$X 8?-。实验结束，消化细胞，收集细胞至 (/ 管中，

H XXX :L8?-（离心半径 P]& *8）)#离心 H 8?-，小心

吸弃上清液，同时加入 &XX "K DJT 重悬细胞沉淀，

于荧光酶标仪激发波L发射波为 )^^LH&X -8 的条件

下读取数值。

"]H ,345/0 将对数生长期 F1/G& 细胞接

种到 P 孔板中，待 "& 0 贴壁后，吸弃旧培养基，DJT

洗 & 遍，每孔分别加入无血清高糖 SC(C 培养基以

及 ;2,O<=（"、&、H和 "X "8.2LK）及胰岛素（"XX -8.2LK），

&) 0 后吸弃上清液，消化细胞，收集细胞，在 $X"

E'F中匀浆。将样品煮沸 &X 8?-，加入 "]H 8K乙醇，

然后以 "& XXX :L8?-（离心半径 P]& *8）离心 "H 8?-。将

沉淀物溶于 X]H 8K蒸馏水中，并加入 X]&"的蒽酮（用

W^"的硫酸稀释）稀释后煮沸 &X8?-。在 P&X -8处检测

并记录 'S 值，通过 >01:8. T*?1-6?9?* J<B 蛋白测

定试剂盒测定细胞蛋白浓度。

"]P 6%789 <HIJKLE@M OA4LA4 和 <HIJKL

E@MOA4L8 雄性小鼠 )& 只，TD; 级，P%^ 周龄，由南京

大学模型动物研究中心提供 !批号：T<_E（苏）

&X"^OXXX^%。小鼠饲养于天津市南开医院动物实验

中心 !饲养许可证号：TU_E（津）&X"HOXXXI%，按照

TD; 饲养标准适应性喂养 " 周，期间自由进食、进

水。" 周后称重并按照随机数字表法随机分组。以

<HIJKLE@MOA4L8 小鼠为对照组，灌胃给予生理盐

水（A4L8）。<HIJKLE@MOA4LA4 小鼠根据体重和血糖

水平按照随机数字表法随机分为不同的治疗组。为

期 ) 周的研究分组如下：A4LA4（生理盐水溶液）、;2,O

& ! "#$%&''()*+

"() ! *+, -+,.(-$# /012-021, 34 "#$%&'
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!" 高剂量组（#$%&'"(）、中剂量组（#$%&)"*）及低

剂量组（#$%+ !",），给药剂量分别为 -. /0120、3 /0420、

567 /0820，阳性对照组给予盐酸二甲双胍 -.9 /0820。

灌胃，每天 -次。在研究结束时，所有小鼠禁食 -5 :。

在处死之前收集空腹血液以测量空腹血糖。将组织

和血清保持在;39!直至进一步分析。

-6< !"#$%&'()*=>??+,-./012

&'()*@A@??+ 禁食过夜的动物在第 -5 周末通

过口服 5 0820 葡萄糖进行 =>??，固定小鼠，<.B医

用酒精对尾部消毒后，剪尾 9C. // 让血液自然滴于

血糖试纸上，测量空腹血糖水平，记为 =>?? 试验

9 /DE 血糖水平。给予 59B葡萄糖灌胃后，记录小鼠

在 79、F9、G9 和 -59 /DE 血糖水平，绘制血糖曲线，

计算血糖;时间曲线下面积。

@A@?? 在间隔 7 H 后进行。小鼠禁食 5 :，鼠尾

取血记录血糖水平，记为 9 /DE 血糖水平，腹腔注射

9C<. @I820 人短效胰岛素。胰岛素注射后记录 79、

F9、G9 和 -59 /DE 血糖浓度。绘制血糖曲线，计算血

糖;时间曲线下面积。

-C3 3456 细胞达到汇合后，将培养基替换为

补充有 9C5"JKL 的 M*N*。-5 : 后，除去培养基，

并加入含有不同浓度的 #$%;)" 和（或）59 !/O$4,

L@)LP 和（或）59 !/O$4, QO/ROSEH ! 的培养基。孵

育 5T : 后，使用蛋白质提取试剂盒提取总蛋白质和

核蛋白。将肝组织在含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑

制剂的冰冷 P@AL 缓冲液中匀浆。将组织匀浆离心

U-7 999 V1/DE（离心半径 FW5 Q/），59 /DE，T!X，并将

上清液用于蛋白质印迹分析。通过 ?:YV/O KQDYEZD[DQ

J)L 蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度。通过 -9"十二

烷基硫酸钠;聚丙烯酰胺凝胶电泳（KMK;AL>N）分

离蛋白质样品（F9!04泳道），并转移至 A\M#膜（*D$#

$DROVY，JYH[OVHW*L）。将膜用含 -9"脱脂奶粉的的

??JK 封闭 - :，并在 T!下与磷酸化 L*A]、磷酸化

乙酰辅酶 L 羧化酶（R;L))）、磷酸烯醇式丙酮酸羧

激酶（ANA)]），葡萄糖;F;磷酸酶（>FA%^Y）、过氧化物

酶体增殖物激活受体 " 协同刺激因子 _#（A>);_#）、

L*A] 和 $;肌动蛋白（$;%QZDE）孵育过夜。??JK 洗

7 次，每次 _` /DE。之后，辣根过氧化物酶耦联的二

抗孵育 - :。通过使用增强的化学发光 aY^ZYVE 印迹

检测系统（>N (Y%$Z:Q%VY ,D[Y KQDYEQY^，英国）对条

带进行可视化。应用 "@( @/%0Y b 软件分析，进行定

量分析。所有抗体均购自 )Y$$ KD0E%$DE0 ?YQ:EO$O0c。

-WG 789:; 所有数据均用 !"# 表示，数据由

>V%R: A%H AVD^/ F 软件统计分析，7 组或多组实验

数据均采用单因素方差分析（!"#$!）进行统计，

%d`W`. 为差异有统计学意义。

! !"

5W- #$%;)" <= (YR>5 >?%@ABCD 如

图 5L 所示，研究首先观察了 #$%;)" 对 (YR>5

细胞中葡萄糖摄取的影响。(YR>5 细胞分别与 #$%;

)"（-、5W.、.、-5W. !/O$1,）以及胰岛素（-`` E/O$1,）

孵育后，与对照组相比，.、-5W. !/O$1, 的 #$%;)"

以及胰岛素均显著增加了肝细胞对 5;"JM> 的摄

取（&e77W.`，%d`W`-）。

研究通过蒽酮法测定 (YR>5 细胞内糖原含量，

结果如图 5J所示，与对照相比，胰岛素刺激后(YR>5

细胞内的糖原含量显著增加。不同浓度的 f$%;)"

孵育的 (YR>5 细胞内糖原含量呈剂量依赖性增加，

其中浓度分别为 .、_5W. !/O$1,（&eG7WF7，%d`W`_）的

#$%;)" 明显提高细胞内的糖原含量。

#$%;)" 呈剂量依赖性的抑制肝葡萄糖产生

（&eTTW_G，%d`W`_，图 5)）。同时 #$%;)" 对 (YR>5

细胞内乳酸含量无显著影响（数据未显示）。

5W5 #$%;)"< 5E%FG Hg1HgHIJ-K%L!"

注：与空白组、对照组相比，hi%d9W9-j iii%d9C99-；L：f$%;)" 对肝细胞 (YR>5 细胞 5;"JM> 的摄取影响；J：f$%;)" 对肝细胞 (YR>5 细胞

内糖原含量的影响；)：f$%;)" 对肝细胞 (YR>5 细胞内葡萄糖生成的影响
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!"#$%&'"#()* 如图 !"所示，在实验结

束时，模型组 #$%#$ 小鼠的空腹血糖明显高于对

照组 #$%& 小鼠。与模型组相比，'()*+,- 组空腹

血糖水平显著降低（!.!/01!，"23431）。在 5677（图

!8）和 9:977（图!;）中，'()<+, 干预组各个时间点

血糖浓度均低于该时间点模型组的血糖浓度。在

5677 中，与#$%& 相比，模型组 #$%#$ 的曲线下面积

显著增加（!.=3>4?，"23433=）；而与 #$%#$ 组相比，

'()<+,- 组和二甲双胍组（#.@04>3，"23431）曲线下

面积则明显降低（图 !+、A）。

!1

!3

B1

B3

=1
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3
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血
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）
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3 !3 ?3 @3 =B3
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;
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3

B 133

B 333

= 133

= 333
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#$%& #$%#$ '()<+,C '()!+,D '()!+,- DEF

注：与 #$%& 组相比，JJ"2343=KJJJ"23433=L与 #$%#$ 组相比，M

"23/31，MM

"23/3=；"：'()<+, 对 B 型糖尿病 #$%#$ 小鼠空腹血糖的影响；8：'()<

+, 对 B 型糖尿病 #$%#$ 小鼠口服糖耐量的影响；+：'()<+, 对 B 型糖尿病 #$%#$ 小鼠糖耐量时间<血糖曲线下面积的影响；;：'()<+, 对 B 型糖

尿病 #$%#$ 小鼠胰岛素耐量的影响；A：'()<+, 对 B 型糖尿病 #$%#$ 小鼠胰岛素耐量时间<血糖曲线下面积的影响

! ! "#$%&'" (#$%& )*+)*'()*+,-./01,23456789%+,:;<=>-?@A2B456789%+,:;<=>CDE

",- ! .//0123 4/ "#$5&' 46 /$32,6- *#44) -#714308 49$# -#71430 24#09$610 $6) ,23 :;&8 ,637#,6 24#09$610 $6) ,23 :;& ,6 <,10

B/! '()<+, + B ,!-. #$%#$ /012$34

56 "D:N 789:)* 如图 > 所示，与 #$%#$

组相比，不同剂量 '()*+,均上调 #$%#$小鼠肝脏组织

和肌肉组织中磷酸化 "D:N蛋白表达，并呈现浓度依

赖性。同时，各给药组小鼠肝组织和肌肉组织中"D:N

的总水平没有显著变化。故与 B型糖尿病模型 #$%#$

组相比，肝脏组织 '()*+, 与二甲双胍治疗组的磷

酸化 "D:N%"D:N比例明显提高（#.=!>4O，"2343=），

在肌肉组织中也观察到 '()*+,与二甲双胍治疗组磷

酸化"D:N%"D:N比例显著提高（#.>34>O，"23431）。
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和 "D:N 磷酸化蛋白表达；"D:N："D: 活化蛋白激酶
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注：与 !"#$组相比，%!&'(')，%%%!&'*''+；与 !"#!"组相比，,!& '*')-

,,

!&'*'+，,,,

!&'*''+；.：肝组织中 /01234、15167 和 1/68+!蛋白表达；
9：:$2;4 <分析 /01234、15167 2=! 1/68+!蛋白相对表达量；/01234：

葡萄糖808磷酸酶；15167烯醇式丙酮酸羧激酶；1/68+!：过氧化物酶
体增殖物激活受体 "协同刺激因子8+!；.>17：.>1活化蛋白激酶
! ! "#$%&' " ( #$%& )*+)* '()*+,-./01

,-.$/01 .2.&3 $4) .,&56!2345678

"78 ! 2990:; <9 "#$5&' <4 ;=0 >?<;074 0@>?0//7<4 <9 ,-.$/01 .2.&3

$4) .,&A6! 74 ;=0 #7B0? <9 )*+)* C7:0

?*@ AB286C ! ? "#$% !"#!" &'()*+,

-./0 D43E4F= 印迹（图 )）结果显示，!"#!"组中

15167（"G)+*)H，!&'*''+）、/01234（"G+I*@J，!&'*''+）

的蛋白表达显著增加，1/68+! 的蛋白表达也明显

升高（"GH0*I)，!&'*''+）。而 AB286C 则明显抑制

15167（#G)@*?'，!&'*''+）、/01234（#GH0*JI，!&'*''+）

和 1/68+!（#G@@*JK，!&'*')）的蛋白表达。

?*) AB286C 12 .>17 3456+,7 为了确

认衍生物 AB286C 是否通过激活 .>17 调节糖异生

过程，实验采用 AB286C（+?*) #$LB#M）结合 .>17

抑制剂 6L$NLO=! 6（@ #$LB#M）和激活剂.:6.P

（'*+ $$LB#M）处理 Q4N/? 细胞。如图 0. 所示，AB28

6C 显著增加了 .>17 的磷酸化，这种作用被 6L$!

NLO=! 6 阻断。AB286C 和 .:6.P 都显著下调了

Q4N/? 细胞中 15167、/01234 和 1/68+! 的蛋白表

达。此外，与 AB286C 组相比，AB286C 和6L$NLO=! 6

共同孵育对 15167（"G?@*K?，!&'*'+）、/01234（"G

@*0JH，!&'*')）和 1/68+!（"G+'*)K，!&'*'+）的抑制作

用减弱。
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血糖稳态是机体通过调节内源性葡萄糖的产

生以及对胰岛素敏感的外周组织的葡萄糖摄取来

实现的。正常机体摄食后，胰岛素抑制肝脏中糖异

生和糖原分解，并增强周围组织对血液中葡萄糖的

利用，如糖原合成、糖酵解等。然而，在 ? 型糖尿病

患者体内，肝脏的糖异生明显增加、糖原合成降低；

血液中葡萄糖的摄取作为骨骼肌、肝脏等组织对葡

萄糖利用的起始，在机体胰岛素抵抗情况下受到抑

制W+'X。这些变化导致葡萄糖的生成率超过血液循环

中葡萄糖的清除率，引起血液循环中血糖升高W++X。近

年来，在对 ? 型糖尿病的药物研发中，寻找能够调

寇川，等*衍生物 AB286C 的抗糖尿病作用及其作用机制研究!
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节葡萄糖代谢、恢复血糖稳态的活性天然产物已经

成为治疗 ! 型糖尿病药物研发的热点。据报道，小

檗碱#$!%、山奈酚#$&%、人参皂甙#'($)%等能够抑制肝葡萄糖

生成，促进葡萄糖摄取而表现出降血糖的作用。本

研究发现，黄酮衍生物 *+,-./ 在一定浓度范围内能

够显著增加肝 0123! 细胞对葡萄糖的摄取，抑制糖

异生，促进糖原合成，提示 *+,-./ 在调节糖代谢中

具有重要作用。体内实验进一步显示，*+,-./ 能够

明显降低 ! 型糖尿病 45645 小鼠空腹血糖，改善 456

45 小鼠受损的糖耐量和胰岛素耐量，这些结果证明

*+,-./ 具有显著调节葡萄糖稳态，有效提高胰岛素

敏感性，改善胰岛素抵抗的作用。

789: 是一种丝氨酸6苏氨酸蛋白激酶，是由 !、

" 和 # 亚基组成的异源三聚体，能够维持细胞能量

平衡。外周组织如骨骼肌、肝脏和脂肪组织中

789: 的激活能够加快新陈代谢，改善胰岛素敏感

性，有利于 ! 型糖尿病的预防和治疗。789: 复合

物不仅可以感知细胞中 789 和 7;9 的比例，而且

细胞内糖原含量的改变可影响 789: 的活性，所以

789: 被认为是细胞能量代谢状态和能量储备状

态的感受器#$<%。骨骼肌是机体餐后摄取葡萄糖的主

要器官，能够摄取 =>!餐后升高的血糖，对维持血

糖稳态发挥重要作用。研究表明，葡萄糖的摄取必

须借助跨膜蛋白葡萄糖转运蛋白（3?@;）的转位来

完成。目前已经发现的 3?@; 有 $) 种，分别是

3?@; $"$)，这些 3?@;A 分布在机体不同组织。其

中由 B?.!7) 基因编码的 3?@;) 是细胞葡萄糖摄

取率的决定因素，它与 ! 型糖尿病的代谢异常密切

相关。激活的 789:可以导致其底物 7B$">磷酸化，

降低 7B$"> 的 C,5-3;9 酶活性，刺激 3?@;) 由细

胞内转位至细胞膜，促进葡萄糖的摄取#$"-$'%。降糖

药物二甲双胍作为临床一线药物，通过促进外周

组织对葡萄糖的摄取和利用，维持血糖稳定。研究

发现，二甲双胍是一种 789: 激动剂，主要通过激

活 789: 发挥其降糖作用#$=-$D%。本研究结果显示，

*+,-./ 处理后显著增加了糖尿病 45645 小鼠肝脏

和肌肉组织中 789: 的磷酸化，表明 *+,-./ 可能

通过激活 789: 促进葡萄糖摄取。

另一方面，肝脏中 789: 的激活可有效抑制糖

异生关键酶 9E9.: 和 3"9,A1 的表达，进而抑制肝

脏糖异生，降低葡萄糖生成#!>%。而肝 789: 特异性

敲除小鼠后显示糖耐量受损以及空腹高血糖，这可

能是由于 9E9.: 和 3"9,A1 活性增加，从而肝脏糖

异生增加#!$%。93.-$! 是一种转录共激活因子，参与

调节细胞能量代谢的多个方面，在 $ 型和 ! 型糖尿

病中，93.-$! 的基因表达水平均显著升高。由腺病

毒介导在大鼠肝脏过表达 93.-$!，其原代肝细胞

和禁食动物肝脏中观察到激活的 93.-$! 参与糖

异生的整个过程。重要的是，在原代肝细胞中观察

到葡萄糖分泌增加，而大鼠禁食后体内葡萄糖水平

升高#!!%。因此，肝脏中 93.-$! 活性升高很可能导致

糖尿病的高血糖症。最近的研究表明，93.-$! 也是

肝细胞核受体 )!（0/*)!）和叉头框蛋白 F$（*FG#

F$）的辅激活因子，调控糖异生关键酶 9E9.: 和

3"9,A1 的活性#!&-!<%。有研究报道，789: 可能导致共

激活因子 93.-$! 的表达下调，进而抑制 9E9.: 和

3"9,A1的表达#D%。在本研究中，!型糖尿病小鼠的肝组

织和 0123! 肝细胞中，*+,-./ 显著激活 789:，同

时抑制 9E9.:、3"9,A1 和 93.-$! 的表达，这可能

是 *+,-./ 降低 45645小鼠空腹血糖，抑制肝细胞糖

异生的作用机制。为了进一步证实 789:在 *+,-./

调节糖异生过程的作用，研究采用 789: 抑制剂

（.HI2HJK4 .）来阻断 *+,-./ 诱导的 789: 活化作

用。笔者发现 .HI2HJK4 .可以阻止 789:的活化，

并且削减了 *+,-./ 对 9E9.:、3"9,A1 和 93.-$!

蛋白表达的抑制作用，表明 789:在 *+,-./的调控

糖异生过程机制中起关键作用。

本研究表明，黄酮衍生物 *+,-./ 具有调节肝

0123! 细胞糖代谢的作用，并且能够显著降低 ! 型

糖尿病 45645 小鼠空腹血糖，改善其受损的糖耐量，

提高胰岛素敏感度。进一步研究显示，*+,-./ 可以

通过激活 789: 调节糖摄取和肝糖异生，从而发挥

抗糖尿病作用。
!"#$%
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