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摘要：研究青钱柳多糖（CPP）和青钱柳黄酮（CPF）对胰岛素抵抗的人源肝癌细胞（IR-HepG2）

葡萄糖消耗量及 α-葡萄糖苷酶活性影响。用高浓度胰岛素诱导培养 HepG2细胞，建

立 IR-HepG2细胞模型，将 IR-HepG2细胞分为模型组、CPP高、中、低剂量组、CPF 高、

中、低剂量组和二甲双胍组，各组以相应药物孵育 24 h，采用葡萄糖试剂盒测定细胞葡萄

糖消耗量（∆GC），MTT法测定单位细胞葡萄糖消耗量（∆GC/OD）；以阿卡波糖为阳性

对照，比较不同浓度梯度的 CPP与 CPF对 α-葡萄糖苷酶活性影响。与模型组比较，阴

性对照组、二甲双胍组、CPP组与 CPF组细胞∆GC与∆GC/OD显著性升高；不同浓度

的 CPP与 CPF对 α-葡萄糖苷酶均有抑制作用。提示青钱柳活性提取物降血糖功效与其



提高细胞葡萄糖摄取量，抑制 α-葡萄糖苷酶活性有关。关键词：青钱柳；HepG2细胞；多

糖；黄酮；α-葡萄糖苷酶中文图书分类号：R285

0前言青钱柳又名摇钱树，系胡桃科青钱柳属植物，是我国特有的单种属植物，分布于湖

北、湖南、江西、贵州等地山区,长期以来民间取其叶制茶，饮之味甜兼有清热解暑、降血

压、降血糖等保健功效。青钱柳作为我国特有的保健食品资源，具有很高的应用开发价值[1]。

近年来研究表明，青钱柳叶富含大量黄酮和多糖，其水提物和醇提物具有显著的降血糖效果

[2][3]，但少有文献探讨青钱柳活性成分降血糖机制。肝细胞是糖代谢作用的靶细胞之一，是

摄取、储存和合成葡萄糖的主要场所，在维持血糖稳定中起着最直接和最重要的作用。

HepG2细胞是分化较好的人源肝癌细胞，仍有肝细胞的形态和功能，易于体外培养，

且 HepG2细胞具有表达胰岛素受体和胰岛素样生长因子的代谢反应，在高水平的胰岛素

条件下，HepG2细胞表面胰岛素受体的数目下降，下降程度与胰岛素水平及刺激持续的时

间呈正相关，因此 HepG2是体外研究胰岛素抵抗发病机制和降糖药物作用机制的理想细

胞模型[4]。α-葡萄糖苷酶是水解食物中多糖及二糖的常见酶，主要分布在小肠上。α-葡萄糖

苷酶抑制剂可以抑制位于小肠内的 α-葡萄糖苷酶，使淀粉类分解为葡萄糖的速率下降，从

而延缓肠道内葡萄糖的吸收，降低餐后高血糖，长期使用后亦可降低空腹血糖[5]。为了从体

外葡萄糖摄入量控制，以及体内葡萄糖糖消耗两方面来探讨青钱柳活性成分降血糖机制，本

研究采用高糖高胰岛素培养基诱导培养胰岛素抵抗 HepG2细胞（IR-HepG2），观察水提

活性成分青钱柳多糖（CPP）和醇提活性成分青钱柳黄酮（CPF）对 IR-HepG2细胞葡萄糖

消耗量的影响，同时在体外进行 α-葡萄糖苷酶活力抑制实验，以探讨青钱柳活性成分降血

糖机制，为青钱柳降血糖保健食品的开发提供科学依据。

1材料与方法 1.1实验材料与试剂青钱柳叶，采自湖北恩施思慧生物科技有限公司

青钱柳苗圃基地；CPP与 CPF由本实验室参照文献提取制备。HepG2细胞，由武汉大学

中国典型培养物保藏中心提供。盐酸二甲双胍肠溶片（生产批号：20150475），购自贵州天

安药业股份有限公司；葡萄糖试剂盒，购自上海名典生物技术有限公司；DMEM高糖培养

基，购自 HyClone公司；四甲基偶氮唑盐（MTT），购自 Sigma 公司；牛胰岛素，购

自 Sigma 公司；无酚红 DMEM高糖培养基，购自吉诺生物有限公司；阿卡波糖，购自

拜耳医药保健有限公司；α-葡萄糖苷酶（S10049），购自上海源叶生物有限公司。1.2主要

仪器设备 MQX200型酶标仪，美国伯腾公司；CKX41倒置显微镜，日本 Olympus公司；

3100型 CO2细胞培养箱，美国 Thermo Forma 公司；WCD2S-03型微波萃取设备，南京

三乐微波技术发展有限公司。1.3实验方法 1.3.1 CPP的提取和纯化参照文献报道[6]，加以

改进。青钱柳叶经过石油醚脱脂脱色后，进行提取，过滤，将所得滤液浓缩、醇沉、脱蛋白、



干燥，得到棕红色粗多糖。粗多糖复溶后，进行透析、氧化镁脱色、过滤并真空干燥，即得

淡黄色精制 CPP，经硫酸蒽酮法检测多糖含量为 66.3%。1.3.2 CPF的提取和纯化参照文

献报道[7]。青钱柳叶粉末（过 40目筛）干燥后，经微波萃取、过滤浓缩、喷雾干燥，得粉

状粗制品。将粗制品复溶，过聚酰胺吸附柱，控制流速 2.5 mL/min，过柱完成后，用 60%

乙醇洗脱，合并洗脱液，减压浓缩并真空干燥。将真空干燥所得物再过 2次聚酰胺柱，即

得精制 CPF，经亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化钠比色法检测，黄酮含量为 80.5％的。1.3.3 CPF、

CPP对 IR-HepG2细胞葡萄糖摄取量的影响参照文献方法进行[8]。取活化后的 HepG2细

胞，用 DMEM全培养基（含 10%胎牛血清和 1%双抗）培养至 80%细胞贴壁后，改

用含 10 μg/mL胰岛素的 DMEM 全培养基培养，24 h后用无血清无酚红 DMEM高糖培

养基继续培养 12 h，使细胞同步化，即得 IR-HepG2细胞。用胰蛋白酶消化 IR-HepG2细

胞，1500 r/min 离心 5 min去上清，加入无血清无酚红 DMEM 高糖培养基使其均匀悬浮，

通过细胞计数仪计数并控制细胞浓度为 105个/mL。实验分为空白组、阴性对照组、模型

组、二甲双胍组（终浓度 1.0 mg/mL）、CPF低、中、高剂量组（CPF终浓度依次为 0.01、

0.1、1.0 mg/mL）、CPP低、中、高剂量组（CPP终浓度依次为 0.01、0.1、1.0 mg/mL）。

取 96孔细胞培养板点板，空白组每孔加入 200 μL无血清无酚红的 DMEM高糖培养基，

阴性对照组每孔加入 200 μL正常 HepG2细胞培养液，模型组每孔加入 200 μL

IR-HepG2细胞培养液，实验组除每孔加入 200 μL IR-HepG2细胞培养液外，还加入相应

受试样品。每组设 6个复孔，加药孵育 24 h后，以葡萄糖氧化酶法检测上清液中的葡萄

糖含量。以未接种细胞的空白组葡萄糖含量均值减去测得的培养液中葡萄糖含量，即得各孔

细胞的葡萄糖消耗量。孵育结束后，每孔加入 20 μL MTT原液（5 mg/mL），继续培养 4

h，终止培养后，吸弃上清液，每孔加入 150 μL二甲基亚砜终止反应，微型震荡器震荡 10

min至紫色结晶溶解，用酶标仪于 490 nm波长下检测各孔的光密度(OD)值，以光密度值

反映细胞活性和数量的多少。



1.4数据分析

实验结果均以平均值±标准偏差（ ）形式表示，采用 SPSS 19.0统计学软件进行分析，

p<0.05为差异显著，具有统计学意义。

2结果

由表 2可知，与阴性对照组比较，模型组∆GC与∆GC/OD显著性降低，差异有统计学意义

（p<0.05或 p<0.01），说明 IR-HepG2细胞模型造模成功；与阴性对照组比较，二甲双

胍组、CPF低、中、高剂量组、CPP中、高剂量组∆GC显著性增加（p<0.01或 p<0.05），

增率分别为 269.75%、40.12%、71.60%、125.31%、74.07%、94.44%；与阴性对照组比较，

二甲双胍组、CPF高剂量组、CPP中、高剂量组∆GC/OD显著性增加（p<0.01），增率分别

为 415.47%、102.68%、89.29%、110.12%；与模型组比较，二甲双胍组、CPF低、中、高

剂量组和 CPP低、中、高剂量组∆GC明显上升（p<0.01），增率分别为 621.69%、173.49%、

234.94%、339.76%、96.39%、239.76%、279.52%；与模型组比较，二甲双胍组、CPF低、

中、高剂量、CPP中、高剂量组∆GC/OD显著性增加（p<0.01），增率分别为 906.98%、

137.21%、163.37%、295.93%、269.77%、310.47%。实验结果表明，青钱柳活性成分（CPF、



CPP）能够改善胰岛素抵抗，增加 IR-HepG2 细胞葡萄糖消耗量，且优于正常 HepG2细

胞，其降血糖活性机制也可能与此有关。

以各组 OD值与阴性对照组 OD值的比值来反应细胞存活率，计阴性对照组细胞平均存

活率为 100.00%，那么模型组细胞平均存活率为 106.25%，二甲双胍组细胞平均存活率

为 72.92%，CPF低、中、高剂量组细胞平均存活率分别为 118.75%、127.08%、112.50%，

CPP低、中、高剂量组细胞平均存活率分别为 122.92%、93.75%、93.75%。由此可知，与

阴性对照组比较，模型组，CPF低、中、高剂量组，CPP低、中、高剂量组细胞生长状态

良好存活率高，而二甲双胍组细胞存活率较低，细胞生长状态较差（见图 1）。



由表 3可知，阿卡波糖、CPF与 CPP均能抑制 α-葡萄糖苷酶活性，其中 CPF对 α-

葡萄糖苷酶的抑制作用随着浓度升高呈正效应[9]，在 4.00 mg/mL时抑制率最高

达 86.00%，而 CPP对 α-葡萄糖苷酶的抑制作用随浓度变化不大。与阿卡波糖（1.00

mg/mL）比较，CPF（0.13、0.25、0.50、1.00 mg/mL）、CPP（0.13、 0.50、1.00、2.00、

4.00 mg/mL）对 α-葡萄糖苷酶的抑制率均显著性低于阿卡波糖（p<0.05或 p<0.01），而

CPF（4.00 mg/mL）对 α-葡萄糖苷酶的抑制率显著性高于阿卡波糖（p<0.01），表明以蔗

糖为底物时，同等浓度的 CPF 与 CPP对 α-葡萄糖苷酶的抑制效果不如阿卡波糖，这与

刘杰等人以 4-硝基酚-α-D-吡喃葡萄糖苷（PNPG）为底物所进行的研究有所不同[5]，这可

能与反应条件以及 α-葡萄糖苷酶对蔗糖与 PNPG的亲和力不同有关。



3讨论

葡萄糖是血糖主要来源，而葡萄糖的转运活动是由葡萄糖转运蛋白（GLUTs）介导完成的。

GLUT4是葡萄糖转运蛋白家族中最主要的葡萄糖运载体，为一种跨膜转运蛋白，存在于胰

岛素敏感的脂肪组织、骨骼肌组织和心肌组织中。李楠等研究发现，青钱柳提取物能够显著

提高受试大鼠肝脏细胞 GLUT4 mRNA表达量，进而增加细胞对葡萄糖的消耗[10]。提

示 CPF可能发挥着信使分子的作用，促进 IR-HepG2 细胞 GLUT4 mRNA表达，进而提

高葡萄糖消耗量。根据 Ma Xiaolei等的研究，CPP提高 IR-HepG2细胞葡萄糖消耗量的

机理可能是通过活化 Akt蛋白激酶介导的磷酸化过程，抑制 GSK-3 活性，阻止糖原合成酶

被 GSK-3 磷酸化，进而刺激糖原的合成，同时被激活的 Akt蛋白激酶又可以促进糖酵解

过程，进一步促进细胞对葡萄糖的消耗[11]。食物中的淀粉类多糖，经糖苷酶水解成小分子

单糖后，才能被机体吸收转化为血糖。青钱柳主要活性成分为黄酮、多糖等，通过 α-葡萄

糖苷酶活性抑制实验发现，CPF与 CPP能够明显的抑制 α-葡萄糖苷酶活性，说

明 CPF与 CPP口服进入机体内后，可能通过抑制位于小肠上的葡萄糖苷酶酶活性，使

淀粉类多糖分解为葡萄糖的速度减慢，从而减缓肠道内葡萄糖的吸收，降低餐后高血糖，改

善机体对葡萄糖的耐受量。

4结论



CPF与 CPP能够改善胰岛素抵抗，提高 IR-HepG2 细胞葡萄糖摄取量，抑制 α-葡萄糖

苷酶活性。本研究结果提示青钱柳提取物降血糖机制可能与 CPF、CPP 能够增加外周细胞

葡萄糖消耗量，抑制 α-葡萄糖苷酶活性，延缓餐后血糖升高有关。
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cell (∆GC/OD) by MTT assay. The inhibitory activity on alpha-glucosidase of CPP and CPF was

evaluated, compared with acarbose, in vitro. Compared with model group, ∆GC and ∆GC/OD of

IR-HepG2 cell was increased by CPF and CPP significantly. CPP and CPF have inhibitory effect

on the activity of alpha-glucosidase. Those results indicated that CPF and CPP have effects on

increasing the glucose consumption of cell and decreasing the activity of alpha-glucosidase, thus

alleviating hyperglycemia.Key words: Cyclocarya paliurus(Batal.) Iljinskaja; HepG2 cell;

polysaccharide; flavone; alpha-glucosidase
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