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摘 要: 以 α－葡萄糖苷酶和 HepG2 细胞作为体外受体模型，研究青钱柳多糖( Se－CPP)

体外降血糖活性，并与青钱柳多糖( CPP) 、CPP + 硒酵母、CPP + 亚硒酸钠复配物比较。

结果表明，Se－CPP 对 α－葡萄糖苷酶活性具有良好的抑制效果且呈现明显的剂量依赖性，

其半抑制浓度( IC50 ) 为 0.054 mg /mL，低于阿卡波糖、CPP、CPP + 硒酵母、CPP + 亚

硒酸钠复配物。适宜浓度的 Se－CPP 可促进胰岛素抵抗状态 HepG2 细胞对葡萄糖的消耗，

效果显著优于 CPP、CPP + 硒酵母、CPP + 亚硒酸钠复配物( p ＜ 0.05) 。关键词: 青钱

柳多糖，α－葡萄糖苷酶，降血糖，胰岛素抵抗，HepG2 细胞
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青钱柳( Cyclocarya paliurus( Batal) Ijinskaja) 又名青钱李、甜茶树，为我国特有珍

稀树种，系双子叶植物纲胡桃科青钱柳属落叶乔木，分布于湖南、湖 北、江西、贵州等地

区［1］。2014 年，青钱柳被批准为食品新资源，研究表明，青钱柳叶富含多糖、黄酮等代

谢 产 物，其 中，青 钱 柳 多 糖 ( Cyclocarya paliurus( Batal) Ijinskaja

polysaccharide，CPP) 具有降血糖、降血脂等生物活性［2－4］。硒为人体必需的一种微

量元素，具有降血糖、免疫调节、抗肿瘤等生物活性［5－6］。

国内外有学者对灰树花、茶树等进行富硒处理，得到具有较好生物活性的富硒多糖［7－8］。

基于此，本文在前期工作中，采用人工喷雾施加有机硒肥的方式对青钱柳进行富硒处理，得

到青钱柳叶［9］，并提取分离得到青钱柳多糖( Se－ CPP) 和 CPP［10］。对 CPP 降血糖

活性及作用机制的研究现已较多，关于 Se－CPP 生物活性研究目前国内外尚无文献报道。

本文主要探讨了 Se－ CPP 对 α－ 葡萄糖苷酶活性及 HepG2 细胞葡萄糖消耗的影响，并

与 CPP、CPP 添加微量硒复配物进行比较，研究结果为青钱柳多糖的开发利用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器



青钱柳多糖( Se－CPP) 、青钱柳多糖( CPP)参考文献［10］方法制备，检测硒含量分别为 3.30

和 0.11 mg /kg［11］; HepG2 细胞株 国家纳米药物工程技术研究中心; α－ 葡萄糖苷酶

( 19.3 U/mg) 、4 － 硝基苯－α－D 吡喃 葡 萄 糖 苷( pNPG) 、四甲基偶氮唑蓝( MTT) 、

胰岛素 美国 Sigma 公司; 阿卡波糖片 拜耳医药保健有限公司; 亚硒酸钠 上海天赐福生

物工程有限公司; 西维尔硒酵母片 牡丹江灵泰药业股份有限公司; 胎牛血清( FBS) 、青链

霉素、DMEM 高糖培养基、0.25% 胰蛋白酶 美国 Gibco 公司; DMEM 低糖培 养 基 ( 含 10%

FBS、1% 青 链 霉 素) 美 国 HyClone 公司; 盐酸二甲双胍肠溶片 贵州天安药业股份有限

公司; 葡萄糖测定试剂盒 上海荣盛生物药业有限公司; 其它试剂 均为国产分析纯。 TU－

1901 型双光束紫外可见光分光光度计 北京普析通用仪器有限责任公司; BPN－150CＲH 型

二氧化 碳 培 养 箱 上海一恒科学仪器有限公司; DSZ2000X 型倒置显微镜 重庆澳浦光电

技术有限公司; 318C 型酶标仪 成都华衡仪器有限公司。 1.2 实验方法 1.2.1 α－ 葡萄

糖苷酶活力抑制实验 参 考 文 献［12］方 法，以磷酸盐缓冲液 ( PBS，0.1 mol /L，pH6.8)

为溶剂配制酶液( α－葡萄糖苷酶溶液，浓度为 1.0 U/mL) 、底物( pNPG 溶液，浓度为 10

mmol /L)及抑制剂( 各受试样品溶液，具体浓度见图 1) 。根据 Se－CPP 与 CPP 硒含量，

向 CPP 溶液中分别加入微量的硒酵母或亚硒酸钠溶液( 采用 PBS 溶液溶解配制，硒浓 度

为 10 μg /mL) ，使 溶 液 硒 含 量 与 等 浓 度 Se－CPP 相等，配制得到复配物溶液。

根 据 文 献 方法［12－13］设计抑制实验流程如下: 取 0.4 mL 酶液和 0.8 mL PBS 缓冲

液于空白管， 37 ℃预热 10 min，加入 0.4 mL 37 ℃预热( 10 min) 好的底物溶液，将反

应体系迅速置于 37 ℃ 水浴锅水浴 20 min 后 加 入 1.0 mL Na2CO3 溶 液 ( 浓 度 为

0.05 mol /L) 终止反应，反应体系 PBS 稀释 10 倍后于 405 nm 处测定吸光度。根据上述

反应程序及表 1，分别向空白对照管、抑制管和背景对照管加入相应试剂进行反应。每个样

品设置 3 个重复，计算抑制率和半抑制浓度 IC50［12］。抑制率( % ) = 1 －A3 －A4( )

A1 －A2 × 100 式中: 空白管、空白对照管、抑制管、背景对照管吸光度值分别为 A1、A2、



A3、A4。 1.2.2 HepG2 细胞存活率及葡萄糖消耗实验 Se－ CPP、CPP 及盐酸二甲双胍用

DMEM 低糖培养基溶解配制成所需浓度。另向 CPP 溶液中加入微量硒酵母或亚硒酸钠，使溶

液硒含量与等浓度 Se－ CPP 相 等，采用孔径为 0.22 μm 的水溶性滤膜，针筒过滤除菌

备用。

1.2.2.1 HepG2 细 胞 的 培 养 HepG2 细 胞 采 用 DMEM 低糖培养基培养于 37 ℃、5%

CO2 细胞培养箱，每隔 3 d 用 0.25% 胰蛋白酶消化传代。传代 3 次后取对数生长期细胞

用于实验。 1.2.2.2 MTT 实验 取对数生长期细胞培养于 96 孔细胞培养板，调整细胞密度

为 5000 个/孔。细胞贴壁后 弃 去 培 养 液，设 置 正 常 组、给 药 组( Se － CPP、CPP、

CPP + 硒酵母、CPP + 亚硒酸钠) 和盐酸二甲双胍对照组。其中，正常组每孔加入 200 μL

DMEM 低糖培养基，给药组和盐酸二甲双胍对照组每孔加入 200 μL 含药 DMEM 低糖培养基

( 各组给药浓度均分别为 400、200、100 μg /mL) 。培养 24 h 弃上清液，加 入 100 μ

L MTT 溶液( 1.0 mg /mL) 继续培养 4 h 弃上清液，加入 150 μL 二甲基亚砜振荡混匀，

15 min 后测定 570 nm 处 OD 值，计算细胞存活率。细胞存活率( % ) = 给药组( 或对照

组) OD 值正常组 OD 值 ×100 1.2.2.3 葡萄糖消耗实验 取对数生长期细胞培养于 96 孔

细胞培养板( 5000 个/孔) 。细胞贴壁后弃去培养液，分组及给药同 MTT 实验过程。培养 24

h 后测定上清液葡萄糖浓度( 测定过程依照试剂盒说明书) ，计算葡萄糖消耗量( DMEM 低



糖培养基葡萄糖浓度减去上清液葡萄糖浓度) 。参考 文 献 方 法［14－15］，建立胰岛素

抵抗 ( Insulin Ｒesistance，IＲ) HepG2 细胞模型。取对数生长期细胞培养于 96 孔细

胞培养板( 5000 个/孔) 。细胞贴壁后弃去培养液，设置正常组、IＲ 模型组、给药组( Se

－ CPP、CPP、CPP + 硒酵母、CPP + 亚硒酸钠) 和盐酸二甲双胍对照组。正常组每孔加入 200

μL DMEM 低糖培养基，IＲ 模型组、给药组和盐酸二甲双胍对照组每孔加入 200 μL 含胰

岛素和葡萄糖浓度分别为 2 × 10 － 6 mol /L 和 40 mmol /L 的 DMEM 低糖培养基，培养

24 h。培养结束弃去培养基，正常组和 IＲ 模型组每孔加入 200 μL DMEM 低糖培养基，

给药组和盐酸二甲双胍组每孔加入 200 μL 含药 DMEM 低糖培养基( 各组给药浓度均分别

为 400、200、100 μg /mL) ，继续培养 24 h。培养结束弃去培养基，每孔加入 200 μL DMEM

高糖培养基，培养 18 h 后采用葡萄糖氧化酶法测定上清液葡萄糖浓度，计算葡萄糖消耗量。

1.2.3 数据分析 实验结果以均值 ± 标准差( x 珋± s)表示，采用 SPSS 19.0 软件对实

验数据进行统计分析。先进行方差齐性检验，方差齐则进行单因素方差分析( 方差不齐采用

秩和检验) ，差异显著后采用 LSD 法进行组间比较,p ＜ 0.05 表 示 差 异 显 著， p ＜

0.01 表示差异极显著。

2 结果与分析

2.1 Se－CPP 对 α－葡萄糖苷酶活力的影响

α－葡萄糖苷酶分布于小肠上皮细胞刷状边缘处，通过催化 α－1，4 糖苷键水解来促进对

蔗糖、麦芽糖等糖类的消化吸收。抑制 α－葡萄糖苷酶活性可减缓葡萄糖的 生 成 与 吸

收，降低糖尿病患者餐后血糖［16］。 表 2 各样品对 α－葡萄糖苷酶的半抑制浓度 Table

2 50% Inhibitory concentration of samples to α－glucosidase 样品 Se－CPP CPP 阿

卡波糖 CPP + 硒酵母 CPP + 亚硒酸钠 IC50 ( mg /mL) 0.054 0.401 4.504 0.467 0.339 表

3 HepG2 细胞存活率测定结果比较( n = 6) Table 3 Comparing of cell viability of HepG2

cells( n = 6)浓度( μg /mL) 细胞存活率( % ) Se－CPP CPP CPP + 硒酵母 CPP + 亚硒



酸钠 盐酸二甲双胍 400 97.3 ± 2.0 95.6 ± 7.9 111.2 ± 2.0 106.6 ± 4.0 58.3 ±

0.4＊＊200 92.8 ± 3.6 108.3 ± 2.9 94.7 ± 3.5 100.9 ± 1.3 65.2 ± 1.7＊＊100

85.7 ± 1.6* 98.6 ± 3.7 103.7 ± 3.4 112.2 ± 2.5 81.4 ± 2.4＊＊注: 与正常组

( 细胞存活率为 100% ) 比较，* p ＜ 0.05，＊＊p ＜ 0.01。由图 1 可知，各抑制剂对 α

－葡萄糖苷酶活力均有较好的抑制效果且呈明显的剂量依赖性。其中， 在 0.2～2.0 mg /mL

浓度范围内，Se－CPP 对 α－葡萄糖苷酶活力抑制效果明显优于 CPP、CPP + 硒酵母、CPP

+ 亚硒酸钠复配物。在 0.2～4.0 mg /mL 浓度范围内， CPP 添加与 Se－CPP 同样硒剂量

的硒酵母、亚硒酸钠后，对 α－葡萄糖苷酶抑制活性没有明显影响，因此， 向 CPP 人工

添加微量硒，并不能增强其对 α－葡萄糖苷酶活力的抑制活性。根据各抑制剂对 α－葡萄

糖苷酶的 IC50 ( 如表 2) ，确定各抑制剂抑制活性强弱顺序为: Se－CPP ＞ CPP + 亚硒

酸钠 ＞ CPP ＞ CPP + 硒酵母 ＞ 阿卡波糖。

有研究表明，α－葡萄糖苷酶抑制剂主要通过竞争性地与酶催化位点结合来抑制底物的分解，

从而降低机体餐后血糖［17］。Se－CPP 对 α－葡萄糖苷酶抑制作用类型尚未明确，还有

待研究。Se－CPP 对α－葡萄糖苷酶的抑制活性明显强于 CPP，可能是因为青钱柳多糖与硒

元素结合后化学结构发生变化，生物活性有所提高，其中详细作用机制还有待后期深入研究。

同时，我们前期研究发现，Se－ CPP 可明显降低糖尿病小鼠餐后血糖，效果优于 CPP，



原因可能与 Se－CPP 具有更好的 α－葡萄糖苷酶抑制活性有关。 向 CPP 添加与 Se－

CPP 同样剂量硒元素对 α－葡萄糖苷酶抑制活性未见明显变化。 2.2 Se－CPP 对

HepG2 细胞存活率及葡萄糖消耗的影响 2.2.1 MTT 实验 由表 3 可知，Se－CPP 各剂量

组细胞存 活 率 均 低 于 正 常 组，且 当 Se － CPP 浓 度 为 100 μg /mL 时，差异

具有显著性 ( p ＜ 0.05 ) ，表 明 Se－CPP 对 HepG2 细胞生长具有微弱的抑制作用，

HepG2 细胞存活率随 Se－CPP 浓度的升高有所降低，原因可能与硒的 U 型剂量曲线有

关，当剂量过高或过低时，生物活性反而降低［18－19］。CPP、CPP + 硒酵母、CPP +

亚硒酸钠各剂量组 HepG2 细胞存活率与正常组比较，差异无显著性。盐酸二甲双胍各剂

量组细胞存活率均低于正常组( p ＜ 0.01) ，且具有明显的浓度依赖性，提示盐酸二甲双

胍对 HepG2 细胞生长具有较强 的 抑 制 作 用，此结果与相关文献报道相符［20－21］。

2.2.2 Se － CPP 对 HepG2 葡 萄 糖 消 耗 的 影响 HepG2 细胞葡萄糖消耗实验结果

如表 4 所示， Se－CPP 各剂量组均能显著促进 HepG2 细胞对葡萄糖的消耗( p ＜ 0.01

或 p ＜ 0.05) ，但不具备明显的浓度依赖性，具体原因还有待深入研究。当 CPP 浓度为

400 μg /mL 时，可显著提高 HepG2 细胞葡萄糖消耗量。CPP 添加微量硒酵母或亚硒酸

钠后，HepG2 细胞葡萄糖消耗量有所提高，但与正常组比较差异无显著性。阳性对照盐酸

二甲双胍各剂量组均能显著促进 HepG2 细胞对葡萄糖的消耗( p ＜ 0.01) 且具有明显的

浓度依赖性。胰岛素抵抗指胰岛素作用的靶组织或细胞对胰岛素敏感性降低，胰岛素促进靶

组织细胞摄取利用葡萄糖、抑制糖原水解的能力降低［22］。IＲ 的发生机制及药物改善 I

Ｒ 的研究工作对于降血糖药物筛选与作用机制研究具有重要意义。肝脏是机体摄取利用葡

萄糖的重要器官，肝细胞可将葡萄糖转化成肝糖原进行储存，从而维持机体血糖处于正常水

平［23］。 HepG2 细胞源于人肝胚胎瘤细胞，是一种表型与肝细胞极为相似的细胞株，

保留了肝细胞的许多生物



学特性，是目前应用较广的研究 IＲ 的细胞模型。在高浓度胰岛素或葡萄糖作用下，HepG2

细胞表面胰岛素受体数量降低，产生 IＲ［24－25］。采用高浓度葡萄糖和胰岛素处理后，

HepG2 细胞葡萄糖消耗量显著降低( p ＜ 0.05) ，表明 IＲ 模型建立成功。与 IＲ 模型



组比较，Se－ CPP 各剂量组均能提高 IＲ－HepG2 细胞葡萄糖消耗量，且浓度为 400 和

200 μg /mL 时差异具有显著性( p ＜ 0.05) 。CPP 浓度为 400 和 200 μg /mL 时，可

提高 IＲ－HepG2 细胞葡萄糖消 耗 量，但与模型组比较，差 异 无 显 著 性 ( p ＞

0.05) 。CPP 添加微量硒酵母或亚硒酸钠后，对 IＲ－HepG2 细胞葡萄糖消耗量没有明显影

响。盐酸二甲双胍浓度为 400 和 200 μg /mL 时，可显著提高 IＲ－HepG2 细胞葡萄糖消

耗量( p ＜ 0.05 或 p ＜ 0.01) 。 3 结论本文结果表明，适宜浓度的 Se－CPP 可以显著

抑制 α－葡萄糖苷酶活性，可促进 HepG2 细胞对葡萄糖的摄取利用，改善 HepG2 细胞胰

岛素抵抗，效果优于 CPP。CPP 添 加 微 量 硒 后，对 HepG2 细 胞 和 IＲ － HepG2 细

胞葡萄糖的消耗未见明显影响。Se－ CPP 抑制 α－葡萄糖苷酶活性及改善 HepG2 细胞胰

岛素抵抗的详细作用机制还有待深入研究。
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