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摘要： 目的　 研究两种滇西北黄芪属植物 （梭果黄芪和云南黄芪） 醇提物对 ＨｅｐＧ２ 细胞胰岛素抵抗的影响。 方法　
制备高糖高胰岛素诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞胰岛素抵抗模型， 评价正品黄芪、 梭果黄芪和云南黄芪醇提物对胰岛素抵抗的作

用。 ＨＰＬＣ 分析 ３ 种黄芪醇提物的成分差异。 结果　 正品黄芪、 梭果黄芪和云南黄芪均能增加胰岛素抵抗细胞的葡萄

糖消耗量， 均有一定的促进细胞中葡萄糖转运蛋白 １ （ＧＬＵＴ１） 和葡萄糖转运蛋白 ４ （ＧＬＵＴ４） ｍＲＮＡ 表达的作用；
正品黄芪和梭果黄芪还能升高细胞中己糖激酶活性。 ３ 种黄芪含有的化学成分存在一定差异。 结论　 ３ 种黄芪均能改

善胰岛素抵抗， 比较云南黄芪， 正品黄芪和梭果黄芪增加己糖激酶活性和改善葡萄糖转运的能力更强。
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　 　 近年来， 黄芪已被证明具有一定治疗糖尿病的作用，
如黄芪降糖颗粒能降低 ２ 型糖尿病小鼠的空腹血糖［１］ ； 黄

芪消渴方联合胰岛素治疗气阴两虚型 ２ 型糖尿病时， 疗效

和安全性均优于单用胰岛素［２］ ； 黄芪桂枝五物汤能改善气

虚血瘀型糖尿病患者的周围神经病变［３］ ； 黄芪乌梅配方可

降低自发性糖尿病大鼠的血糖和游离脂肪酸［４］ 。 除此之

外， 黄芪多糖、 黄芪甲苷和黄芪黄酮也有控制血糖和治疗

糖尿病并发症的疗效［５⁃７］ 。
药用正品黄芪为蒙古黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ ｖａｒ．

ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ 或膜荚黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ 的根， 生长

于高纬度地区。 云南没有正品黄芪分布， 却是黄芪属植物

在我国的分布中心之一， 且绝大部分生长于滇西北的高海

拔地区， 其独特的药用价值亟待开发。 本课题组前期对不

同种黄芪属植物的化学成分进行了研究［８⁃１０］ ， 发现同为黄

芪亚属， 梭果黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｅｒｎｅｓｔｉｉ Ｃｏｍｂｅｒ 主要成分与正

品黄芪类似， 多为环阿屯烷型三萜皂苷类和黄酮苷类化合

物， 而云南黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ Ｆｒａｎｃｈ 中大多数为甾

体类成分。 因此， 本研究聚焦胰岛素抵抗这一 ２ 型糖尿病

的关键特征来探讨梭果黄芪和云南黄芪是否具有与正品黄

芪类似的治疗糖尿病的潜力， 为了解滇西北黄芪属植物的

药用价值提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞来源于 ＡＴＣＣ 细胞库， 购自

武汉普诺赛生命科技有限公司， 于常规高糖 ＤＭＥＭ 培养基

中培养、 传代， 取第 ３～１０ 代细胞用于实验。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 正品黄芪的原产地为甘肃， 购自云南省

大理市下关万花路健之佳药店， 批号 ２０１８０１０２； 梭果黄芪

和云南黄芪全株采于云南省香格里拉， 经大理大学张德全

教授鉴定为梭果黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｅｒｎｅｓｔｉｉ Ｃｏｍｂｅｒ 和云南黄芪

Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ Ｆｒａｎｃｈ。 乙腈 （批号 ２１１９２１） 购自西

格玛奥德里奇 （上海） 贸易有限公司； 纯净水 （批号

２０２１１１０３） 购自杭州娃哈哈集团有限公司； 盐酸吡格列酮

（批号 Ｐ７７０１）、 牛血清白蛋白 （ＢＳＡ， 批号 １０１６Ｊ０５１）、 牛

胰岛素 （批号 １２１Ｒ０２１）、 胰蛋白酶 （批号 ２０１９０８１９）、 己

糖激酶测定试剂盒 （批号 ２０２０１２１１）、 蛋白浓度测定试剂

盒 （ ＢＣＡ 法， 批 号 ２０２１０５１３ ）， ＣＣＫ⁃８ 试 剂 盒 （ 批 号

５０８Ｅ０１３） 均购自北京索莱宝科技有限公司； ＤＭＥＭ 高糖

培养基 （批号 ２０７２０６４）、 胎牛血清 （批号 ２１６８０９０ＲＰ） 均

购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＤＭＥＭ 无糖无酚红培养基 （批号

ＰＭ１５０２７８） 购自武汉普诺赛生命科技有限公司； 葡萄糖

（批号 ＳＬＢＺ６９０３） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 葡萄糖检测试剂

盒 （ＧＯＤ⁃ＰＯＤ 法， 批号 ０７１３Ａ１９） 购自北京雷根生物技术

有限公司； ＲＮＡ 提取试剂盒 （批号 ７Ｅ４１３Ｌ０）、 反转录试

剂盒 （ 批 号 ７Ｅ５９１Ｄ１）、 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试 剂 盒 （ 批 号

７Ｅ５６１Ｆ１） 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司； 葡萄

糖转运蛋白 １ （ＧＬＵＴ１）、 葡萄糖转运蛋白 ４ （ＧＬＵＴ４）、 β⁃
肌动蛋白 （β⁃ａｃｔｉｎ） 引物序列由生工生物工程 （上海） 股

份有限公司设计合成。
１􀆰 ３　 仪器　 生物安全柜 （ＢＳＣ⁃１０００ⅡＡ２ 型）， 苏州安泰空

气技术有限公司； ＣＯ２ 培养箱 （ ＮＵ⁃５５１０ ／ Ｅ 型）， 美国

Ｎｕａｉｒｅ 公司； 高速冷冻离心机 （ＨＣ⁃３０１８Ｒ 型）， 安徽中科

中佳科学仪器有限公司； 相差显微镜 （ＣＫＸ４１ 型）， 日本
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Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司； 多功能酶标仪 （Ｖａｒｉｓｏｓｋａｎ ＬＵＸ 型）， 美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司； ＰＣＲ 仪 （７８５ＢＲ１５１４５ 型）， 美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司； 核酸蛋白测定仪 （Ｎ６０ 型）， 德国 Ｉｍｐｌｅｎ 公司； 高效

液相色谱仪 （ １２６０ 型）， 美国安捷伦公司； 电子天平

（ＥＬ２０４ 型）， 赛多利斯科学仪器 （北京） 有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 黄芪提取物制备 　 将 ３ 种黄芪的干燥根 （正品黄芩

３７􀆰 ７ ｇ、 梭果黄芩 １６􀆰 ２ ｇ、 云南黄芩 １６􀆰 ６ ｇ） 分别粉碎成粗

粉， 经乙醇热回流提取 ３ 次 （７５％ 乙醇 １ ｈ、 ９５％ 乙醇 ２ ｈ、
９５％ 乙醇 ２ ｈ）， 减压浓缩后得浸膏， 再经冷冻干燥后制成

冻干粉， 得率分别为正品黄芪 ４１􀆰 ５％ 、 梭果黄芪 １３􀆰 ２％ 、
云南黄芪 １３􀆰 ９％ 。 细胞实验时， 用 ＤＭＳＯ 将提取物配制成

生药 量 ２００ ｍｇ ／ ｍＬ 的 母 液， 涡 旋 混 匀， 超 声 溶 解，
０􀆰 ２２ μｍ微孔滤膜过滤后备用， 再用培养基稀释母液至相

应质量浓度用于实验。
２􀆰 ２　 黄芪提取物对 ＨｅｐＧ２ 细胞相对活力和葡萄糖消耗量

的影响　 取对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 细胞， 以 １×１０５ ／ ｍＬ 的密

度接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ， 待细胞贴壁长至融合度

８０％ 后， 弃培养基， ＰＢＳ 洗 １ 次， 加入含生药 １０、 １、 ０􀆰 １、
０􀆰 ０１、 ０􀆰 ００１ ｇ ／ Ｌ 的 ３ 种黄芪的无酚红高糖 ＤＭＥＭ 培养基

（含 １０％ ＦＢＳ， ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖） 处理细胞 ２４ ｈ， 另设不

加药物的正常组 （高糖 ＤＭＥＭ 孵育细胞） 和空白组 （仅有

培养基， 无细胞）。 取 ３ μＬ 上清液用葡萄糖氧化酶法

（ＧＯＤ⁃ＰＯＤ 法） 检测葡萄糖含量， 再将培养基换为含 ＣＣＫ⁃
８ 试剂的培养基于 ３７ ℃孵育 １ ｈ 后测定 ４５０ ｎｍ 波长处的吸

光度 （Ａ） 值。 细胞相对活力 ＝ Ａ给药孔 ／ Ａ正常对照孔 ×１００％ ； 葡

萄糖消耗量＝空白对照孔葡萄糖含量－测试孔葡萄糖含量；
标准化葡萄糖消耗量＝葡萄糖消耗量 ／细胞相对活力。
２􀆰 ３　 ＨｅｐＧ２ 细胞胰岛素抵抗模型的建立　 按 “２􀆰 ２” 项下

方法将细胞接种于 ９６ 孔板， 贴壁培养至融合度 ８０％ 后， 吸

弃培养基， ＰＢＳ 洗 １ 次， 加入含 １×１０－５ ～ １×１０⁃８ｍｏｌ ／ Ｌ 胰岛

素的无酚红高糖 ＤＭＥＭ， 另设正常组 （加入不含胰岛素的

无酚红高糖 ＤＭＥＭ） 和空白组 （仅有培养基， 无细胞），
培养 ２４ 、 ３６、 ４８ ｈ 后， 按 “２􀆰 ２” 项下方法检测细胞相对

活力和标准化葡萄糖消耗量。
２􀆰 ４　 黄芪提取物对 ＨｅｐＧ２ 细胞胰岛素抵抗的影响

２􀆰 ４􀆰 １　 细胞相对活力和标准化葡萄糖含量测定　 经胰岛素

抵抗模型条件的摸索， 确定采用含 １×１０⁃６ｍｏｌ ／ Ｌ 胰岛素的

高糖 ＤＭＥＭ 孵育细胞 ３６ ｈ 建立胰岛素抵抗细胞模型。 细胞

接种于 ９６ 孔板并生长至对数生长期后， 分成 １２ 组， 分别

为正常组、 模型组、 阳性药吡格列酮组及正品黄芪、 梭果

黄芪、 云南黄芪各 ３ 个剂量组 （１、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ０１ ｇ ／ Ｌ）， 除正

常组 （加入不含胰岛素的高糖 ＤＭＥＭ） 外， 各组均加入含

１×１０⁃６ｍｏｌ ／ Ｌ 胰岛素的无酚红高糖 ＤＭＥＭ 孵育 ３６ ｈ， 弃培

养基后 ＰＢＳ 洗 １ 次， 加入含不同剂量黄芪的无血清无酚红

高糖 ＤＭＥＭ （含 ０􀆰 ２％ ＢＳＡ）， 正常组和模型组加入不含药

的培养基， 吡格列酮组加入含 ０􀆰 ００３ ９２ ｇ ／ Ｌ （１×１０⁃６ｍｏｌ ／ Ｌ）
吡格列酮的培养基， 作用 ２４ ｈ 后测定细胞相对活力和标准

化葡萄糖消耗量。
２􀆰 ４􀆰 ２　 己糖激酶活性检测　 将细胞以 ５×１０５ ／ ｍＬ 的密度接

种于 １２ 孔板中， 每孔 ２ ｍＬ， 按 “２􀆰 ４􀆰 １” 项下方法分组

（其中 ３ 种黄芪仅设 １、 ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ ２ 个剂量）、 造模和药物处

理， ２４ ｈ 后每孔收集 ５×１０５个细胞， 加入提取液裂解细胞，
４ ℃、 ８ ０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ， 取 ３０ μＬ 上清液与己糖激酶试

剂盒中的反应试剂进行反应， 于 ２０、 ３２０ ｓ 时检测 ３４０ ｎｍ
波长处的 Ａ 值， 计算己糖激酶活性， 同时采用 ＢＣＡ 法测定

蛋白浓度。
２􀆰 ４􀆰 ３　 ＧＬＵＴ１、 ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ 表达检测 　 按 “２􀆰 ４􀆰 ２” 项

下方法接种细胞、 分组、 造模和药物处理， 提取各孔细胞

的总 ＲＮＡ， 并测定 ＲＮＡ 浓度， 按照试剂盒说明书方法将

ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 加入特异性引物后用实时荧光定量

ＰＣＲ 法扩增目的片段并检测基因表达， 每孔重复 ３ 次， 计

算平均值作为每个样品的 ＣＴ 值， 每组设 ３ 个复孔。 以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内参， 用 ２－ΔΔＣＴ 法分析 ＧＬＵＴ１、 ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ 相对

表达。 ＧＬＵＴ１ 正向序列 ＣＴＧＴＣＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＴＧＴＧ， 反向

序列 ＧＧＣＣＡＣＡＡＡＧＣＣＡＡＡＧＡＴＧＧ； ＧＬＵＴ４ 正向序列 ＣＴＴ
ＣＴＴＴＧＡＧＡＴＴＧＧＣＣＣＴＧＧ， 反向序列 ＡＧＧＴＧＡＡＧＡＴＧＡＡＧ
ＡＡＧＣＣＡＡＧＣ； β⁃ａｃｔｉｎ 正 向 序 列 ＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＣＣ
ＡＧＣＣ， 反向序列 ＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣ。
２􀆰 ５　 ＨＰＬＣ 分析　 取 ３ 种黄芪的冻干粉， 加色谱纯甲醇溶

解至 １３􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤后备用。 色谱

条件为 Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ），
流动相乙腈 （Ａ） ⁃水 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ５ ｍｉｎ， ５％ ～
１０％ Ａ； ５～２０ ｍｉｎ， １０％ ～３０％ Ａ； ２０～ ３０ ｍｉｎ， ３０％ ～ ４０％
Ａ； ３０～４３ ｍｉｎ， ４０％ Ａ； ４３～ ６０ ｍｉｎ， ４０％ ～ １００％ Ａ； ６０～
６５ ｍｉｎ， １００％ Ａ）； 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测

波长 ２１０ ｎｍ； 进样量 ３０ μＬ。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间均值比较采用单因素方差分析， 两组

间比较采用 ＬＳＤ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同黄芪属植物醇提物对 ＨｅｐＧ２ 细胞相对活力和葡

萄糖消耗量的影响　 与正常组比较， １０ ｇ ／ Ｌ 正品黄芪、 梭

果黄芪均能抑制细胞生长 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， １０ ｇ ／ Ｌ 云

南黄芪也能抑制细胞生长， 但差异无统计学意义 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 与正常组比较， １０ ｇ ／ Ｌ 正品黄芪、 梭果黄芪能降低

标准化葡萄糖消耗量 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 这可能是由于抑制了细

胞生长所致， 其余剂量黄芪醇提物对细胞的葡萄糖消耗均

无明显作用 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， 见表 １。 因此， 采用 １、 ０􀆰 １、
０􀆰 ０１ ｇ ／ Ｌ 的剂量进行后续实验。
３􀆰 ２　 胰岛素抵抗模型的建立　 与对照组 （０ ｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，
随着胰岛素孵育时间增加， 较低浓度的胰岛素能促进细胞

增殖， 其中 １×１０－８ ｍｏｌ ／ Ｌ 胰岛素孵育 ３６ ｈ 或 ４８ ｈ， １×１０－６

ｍｏｌ ／ Ｌ 胰岛素孵育 ４８ ｈ 均能增加细胞相对活力 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４ 个浓度胰岛素孵育不同时间均能一定程度地减少标准化

葡萄糖消耗量 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中以 １×１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ
８８５
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　 　 　 　 　 表 １　 不同黄芪属植物醇提物对 ＨｅｐＧ２ 细胞相对活力和葡萄糖消耗量的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 剂量 ／ （ｇ·Ｌ－１） 细胞相对活力 ／ ％ 葡萄糖消耗量 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） 标准化葡萄糖消耗量 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

正常组 － １００􀆰 ００±７􀆰 ０１ ２􀆰 ８３±０􀆰 ３５ ２􀆰 ８３±０􀆰 ３１
正品黄芪组 １０ ８６􀆰 ３３±６􀆰 １９∗ １􀆰 ８１±０􀆰 ３２∗∗ ２􀆰 １０±０􀆰 ３１∗

１ １０８􀆰 １４±６􀆰 ７４ ３􀆰 ３３±０􀆰 ７１ ３􀆰 １１±０􀆰 ８１
０􀆰 １ ９３􀆰 ５４±９􀆰 ４１ ３􀆰 ０１±０􀆰 ３６ ３􀆰 ２２±０􀆰 ３２
０􀆰 ０１ １０５􀆰 ７７±８􀆰 ８９ ３􀆰 ０１±０􀆰 ６５ ２􀆰 ８８±０􀆰 ７６
０􀆰 ００１ １０６􀆰 １４±６􀆰 ７１ ３􀆰 １１±０􀆰 ３４ ２􀆰 ９３±０􀆰 ３１

梭果黄芪组 １０ ３５􀆰 ０６±４􀆰 ３４∗∗ ０􀆰 ３８±０􀆰 ３７∗∗ １􀆰 ０１±０􀆰 ９０∗

１ １１１􀆰 ０２±５􀆰 ７８ ３􀆰 ６６±０􀆰 ９３ ３􀆰 ３３±０􀆰 ９９
０􀆰 １ １０２􀆰 ２６±１５􀆰 ４６ ３􀆰 ３７±０􀆰 ７９ ３􀆰 ２８±０􀆰 ４７
０􀆰 ０１ １０２􀆰 １７±１１􀆰 ９６ ２􀆰 ８７±０􀆰 ３１ ２􀆰 ８５±０􀆰 ５４
０􀆰 ００１ １００􀆰 ３９±１２􀆰 ７５ ３􀆰 １３±０􀆰 ８１ ３􀆰 １０±０􀆰 ５３

云南黄芪组 １０ ８７􀆰 ７０±１０􀆰 ５４ ２􀆰 ０６±０􀆰 ５７ ２􀆰 ３３±０􀆰 ４７
１ １０１􀆰 ９４±８􀆰 １７ ３􀆰 ６３±０􀆰 ７１ ３􀆰 ６０±０􀆰 ８６

０􀆰 １ ９４􀆰 ００±８􀆰 ７４ ３􀆰 ０９±０􀆰 ４３ ３􀆰 ２８±０􀆰 ２８
０􀆰 ０１ １０５􀆰 ２９±１８􀆰 ２６ ３􀆰 ３３±０􀆰 ４４ ３􀆰 ２７±０􀆰 ８４
０􀆰 ００１ １０５􀆰 ９３±１０􀆰 ３８ ３􀆰 ３５±０􀆰 ８２ ３􀆰 １４±０􀆰 ６０

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

胰岛素建立的胰岛素抵抗模型最稳定， 且孵育 ３６ ｈ 后与对

照组比较， 葡萄糖消耗量差值最大 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。 因

此， 选择 １×１０－６ ｍｏｌ ／ Ｌ 胰岛素孵育 ３６ ｈ 来诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞

胰岛素抵抗模型。
表 ２　 不同浓度胰岛素作用不同时间对 ＨｅｐＧ２ 细胞相对活力和葡萄糖消耗量的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

胰岛素浓度 ／

（ｍｏｌ·Ｌ－１）

２４ ｈ ３６ ｈ ４８ ｈ

细胞相对活力 ／ ％
标准化葡萄糖

消耗量 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
细胞相对活力 ／ ％

标准化葡萄糖

消耗量 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
细胞相对活力 ／ ％

标准化葡萄糖消耗

量 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
０ １００􀆰 ００±８􀆰 ６０ ２􀆰 ３２±０􀆰 ５３ １００􀆰 ００±１１􀆰 ５４ ４􀆰 ２３±１􀆰 ０９ １００􀆰 ００±１５􀆰 ５８ ６􀆰 ０５±１􀆰 ２９

１×１０－５ １１１􀆰 ９８±１２􀆰 ２５ １􀆰 ８１±０􀆰 ６３ １０７􀆰 ９８±１４􀆰 ８５ ２􀆰 ６８±０􀆰 ７２∗∗ １０１􀆰 ９３±１１􀆰 ３８ ６􀆰 ８３±０􀆰 ６４
１×１０－６ １０８􀆰 ２６±１８􀆰 ６５ １􀆰 ４５±０􀆰 ４３∗ １１０􀆰 ７６±７􀆰 ３９ ２􀆰 ６１±０􀆰 ７２∗∗ １３９􀆰 ５８±１０􀆰 ６７∗∗ ４􀆰 ８１±０􀆰 ５１∗

１×１０－７ １０２􀆰 ５４±７􀆰 ０１ １􀆰 ７２±０􀆰 ６７ １００􀆰 ０４±８􀆰 ４６ ２􀆰 ７７±０􀆰 ５２∗∗ １１２􀆰 ５８±６􀆰 ６６ ５􀆰 ２１±１􀆰 ０３
１×１０－８ ９８􀆰 １８±１０􀆰 ９０ ２􀆰 ２９±１􀆰 １１ １１２􀆰 ７８±９􀆰 ０６∗ ３􀆰 ６１±０􀆰 ７７ １３２􀆰 ８３±１８􀆰 ０７∗ ４􀆰 ０７±０􀆰 ７０∗∗

　 　 注： 与同时间点对照组 （０ ｍｏｌ ／ Ｌ） 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 不同黄芪属植物醇提物对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞葡萄糖

消耗量的影响　 如表 ３所示， 与正常组比较， 模型组细胞相对

活力升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而标准化葡萄糖消耗量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 阳性药吡格列酮组及 １、 ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ 正品黄芪组、
１ ｇ ／ Ｌ 梭果黄芪组、 ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ 云南黄芪组均能增加标准化葡萄糖

消耗量 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明以上药物可以改善 ＨｅｐＧ２ 细

胞的胰岛素抵抗。 当剂量为 １ ｇ ／ Ｌ 时， 增加标准化葡萄糖消耗

量的能力为正品黄芪＞梭果黄芪＞云南黄芪； 而当剂量为

０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ时， 云南黄芪＞正品黄芪＞梭果黄芪。 此外， 梭果黄芪

能在模型的基础上进一步促进细胞增殖。
表 ３　 不同黄芪属植物醇提物对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞葡萄糖消耗量的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 剂量 ／ （ｇ·Ｌ－１） 细胞相对活力 ／ ％ 葡萄糖消耗量 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） 标准化葡萄糖消耗量 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
正常组 － １００􀆰 ００±８􀆰 ７５ ３􀆰 ０９±０􀆰 ６５ ３􀆰 １０±０􀆰 ６８
模型组 － １２０􀆰 ６７±８􀆰 ７７＃＃ １􀆰 １５±０􀆰 ６６＃＃ ０􀆰 ９８±０􀆰 ５８＃＃

吡格列酮组 ０􀆰 ００３ ９２ １２５􀆰 ０８±１１􀆰 ５７ ２􀆰 ２７±０􀆰 ８４∗∗ １􀆰 ８５±０􀆰 ８３∗∗

正品黄芪组 １ １０７􀆰 ４３±１１􀆰 ８８ ２􀆰 ２４±０􀆰 ７７∗∗ ２􀆰 ０６±０􀆰 ５４∗∗

０􀆰 １ １２８􀆰 ２１±２１􀆰 ０２ １􀆰 ９７±０􀆰 ７２∗ １􀆰 ６２±０􀆰 ７４∗

０􀆰 ０１ １１４􀆰 ５２±２６􀆰 ９７ ０􀆰 ９４±０􀆰 ７８ ０􀆰 ７９±０􀆰 ５５
梭果黄芪组 １ １２９􀆰 ４２±２１􀆰 ６７ ２􀆰 ３０±０􀆰 ６０∗∗ １􀆰 ８０±０􀆰 ４９∗∗

０􀆰 １ １５０􀆰 ２１±２４􀆰 ４４ １􀆰 ９８±１􀆰 １２∗ １􀆰 ４１±０􀆰 ９４
０􀆰 ０１ １５９􀆰 ０１±２０􀆰 ６６∗ ２􀆰 １６±０􀆰 ８０∗∗ １􀆰 ４２±０􀆰 ７０

云南黄芪组 １ １２９􀆰 ５２±１１􀆰 ６３ １􀆰 ３９±０􀆰 ８０ １􀆰 ０８±０􀆰 ６１
０􀆰 １ １３０􀆰 １５±１３􀆰 ８９ ２􀆰 ４１±０􀆰 ８８∗∗ １􀆰 ８５±０􀆰 ７２∗∗

０􀆰 ０１ １１５􀆰 ９１±８􀆰 ７２ ０􀆰 ９７±０􀆰 ５９ ０􀆰 ８３±０􀆰 ５３

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 不同黄芪属植物醇提物对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞内已

糖激酶活性的影响 　 与正常组比较， 胰岛素抵抗模型组细

胞内己糖激酶活性下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 吡格

列酮组、 １ ｇ ／ Ｌ 正品黄芪组和 １ ｇ ／ Ｌ 梭果黄芪组均能增加己
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糖激酶活性 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其他剂量的 ３ 种黄芪也

有升高己糖激酶活性的作用， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）。 当剂量为 １ ｇ ／ Ｌ 时， 增加己糖激酶活性的能力为正

品黄芪＞梭果黄芪＞云南黄芪， 见表 ４。
表 ４　 不同黄芪属植物醇提物对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞内

己糖激酶活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 剂量 ／ （ｇ·Ｌ－１） 己糖激酶活性 ／ （Ｕ·ｍｇ ｐｒｏｔ－１）

正常组 － １３􀆰 ５１±５􀆰 １０
模型组 － ５􀆰 ０４±２􀆰 ４４＃

吡格列酮组 ０􀆰 ００３ ９２ １１􀆰 ４０±３􀆰 ５７∗

正品黄芪组 １ １１􀆰 ４４±２􀆰 ８１∗∗

０􀆰 １ ６􀆰 ９６±１􀆰 １７
梭果黄芪组 １ ９􀆰 ７７±１􀆰 ７８∗

０􀆰 １ ８􀆰 ３１±４􀆰 １０
云南黄芪组 １ ９􀆰 ６０±２􀆰 ５７

０􀆰 １ ８􀆰 ４１±１􀆰 ８３

　 　 注： 与正常组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 不同黄芪属植物醇提物对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞

ＧＬＵＴ１、 ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ 表达的影响　 如表 ５ 所示， 胰岛素抵

抗后， 模型组 ＧＬＵＴ１、 ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ 表达均较正常组下降

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 吡格列酮组、 正品黄芪组、 梭

果黄芪组和云南黄芪组均可增加 ＧＬＵＴ１、 ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ 表

达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 其中， 梭果黄芪的作用最强； 正

品黄芪对 ＧＬＵＴ１ ｍＲＮＡ 表达的作用稍强于云南黄芪， 而对

ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ 表达的作用与云南黄芪相当。
３􀆰 ６　 ＨＰＬＣ 化学成分分析 　 如图 １ 所示， ３ 种黄芪的出峰

情况有异同。 在 １０～２４ ｍｉｎ 的大极性区间， ３ 种黄芪呈现的

色谱峰类似而峰高 （含量） 有差异； 在 ３０～５０ ｍｉｎ 区间， ３
种黄芪样品的色谱峰有差异性， 表现为正品黄芪和梭果黄

芪在 ３０～３５ ｍｉｎ 有吸收峰， 而云南黄芪在 ４７ ｍｉｎ 有吸收峰；
当保留时间为 ５８、 ６０ ｍｉｎ 时， ３ 种黄芪均有吸收峰， 但是

含量不同。
４　 讨论

胰岛素抵抗是指外周组织对胰岛素利用不足［１１］ ， 对血

表 ５　 不同黄芪属植物醇提物对胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２ 细胞 ＧＬＵＴ１、 ＧＬＵＴ４ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 剂量 ／ （ｇ·Ｌ－１） ＧＬＵＴ１ ＧＬＵＴ４

正常组 － １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００
模型组 － ０􀆰 １８±０􀆰 １２＃＃ ０􀆰 ０２±０􀆰 ０１＃＃

吡格列酮组 ０􀆰 ００３ ９２ ０􀆰 ８５±０􀆰 ３７∗∗ ０􀆰 ２２±０􀆰 １１∗∗

正品黄芪组 １ １􀆰 ０５±０􀆰 ３９∗∗ ０􀆰 ２３±０􀆰 １２∗∗

０􀆰 １ ０􀆰 ７３±０􀆰 ４３∗ ０􀆰 １８±０􀆰 ０８∗∗

梭果黄芪组 １ １􀆰 ５２±０􀆰 ７０∗∗ ０􀆰 ２９±０􀆰 １４∗∗

０􀆰 １ ０􀆰 ９９±０􀆰 ４８∗∗ ０􀆰 ２４±０􀆰 １２∗∗

云南黄芪组 １ １􀆰 ０４±０􀆰 ４６∗∗ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０７∗∗

０􀆰 １ ０􀆰 ５０±０􀆰 １４ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０８∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 不同黄芪属植物醇提物 ＨＰＬＣ 色谱图

糖的消耗量降低， 是 ２ 型糖尿病的显著特征。 过量胰岛素

诱导糖原合成的能力下降是导致胰岛素抵抗的重要原因。
葡糖糖转运体、 激酶磷酸化和糖原的储存是调节胰岛素介

导糖原合成代谢的 ３ 个主要控速步骤， 可作为调控胰岛素

抵抗的主要靶标［１２］ 。 本研究表明， 实验所用剂量范围内的

３ 种黄芪不影响正常的葡萄糖消耗量， 却能增加高糖高胰

岛素诱导的葡萄糖消耗量， 说明这些黄芪对胰岛素抵抗均

有一定的改善作用。 同时， 正品黄芪和梭果黄芪恢复己糖

激酶活性和改善葡萄糖转运体活性的能力较云南黄芪强。
在胰岛素抵抗中， 胰岛素促进糖原合成和葡萄糖转运

的能力均下降。 葡萄糖转运蛋白 （ＧＬＵＴ） 介导了葡萄糖的

跨膜转运［１３］ ， ＧＬＵＴ１ 负责基础条件下大部分组织中的葡萄

糖摄取［１４］ ； ＧＬＵＴ４ 在胰岛素敏感组织中高表达［１５］ ， 胰岛

素刺激后， ＧＬＵＴ４ 转运葡萄糖的活性增强［１６］ 。 本研究发

现， 胰岛素抵抗发生后， ２ 种 ＧＬＵＴ 的活性均下降； 正品黄

芪和梭果黄芪均能提高 ２ 种 ＧＬＵＴ 的活性， 而云南黄芪主

要增加 ＧＬＵＴ４ 的活性， 说明正品黄芪和梭果黄芪能明显改

善胰岛素抵抗发生后大部分组织的基础血糖转运和胰岛素

敏感组织的血糖吸收， 而云南黄芪主要针对胰岛素敏感组

织的葡萄糖转运。 葡萄糖转运入细胞后在己糖激酶的作用

下生成 ６⁃磷酸⁃葡萄糖 （Ｇ６Ｐ）， 促进细胞内糖原合成或葡

萄糖分解， 而胰岛素通过增强己糖激酶活性来降低血

糖［１７］ 。 本研究发现， 产生胰岛素抵抗的 ＨｅｐＧ２ 细胞内己糖

激酶活性降低， 使得胰岛素作用减弱； 正品黄芪和梭果黄

芪能提高己糖激酶活性来改善胰岛素抵抗， 但云南黄芪无

此作用。
３ 种黄芪对胰岛素抵抗作用靶点的区别可能与其所含

化学成分种类和含量的差别有关。 根据报道可知， 正品黄

芪中主要含有环阿屯烷型三萜皂苷类成分 （如黄芪皂苷Ⅰ、
Ⅱ、 Ⅲ）、 黄酮苷类成分 （如黄酮、 异黄酮） 等［１８⁃２０］ 。 课

题组前期研究表明， 梭果黄芪含有与正品黄芪类似的黄酮

苷类成分 （如毛蕊异黄酮⁃７⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷） 和环阿屯烷

型三萜皂苷类成分 （如梭果黄芪苷 Ａ、 Ｂ、 Ｃ） 等［８，１０，２１］ ，
０９５
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而云南黄芪中的成分大多为甾体类 （如蒲公英甾醇、 β⁃谷
甾醇等甾体等） ［９］ 。 本研究通过 ＨＰＬＣ 分析发现， ３ 种黄芪

的化学成分既有类似也有区别， 尤其是在保留时间 ３０ ～
５０ ｍｉｎ区间， 正品黄芪和梭果黄芪出峰多， 而云南黄芪出

峰少。 由于黄酮类成分含吸收强的共轭键， 云南黄芪含的

黄酮类成分可能少于另外 ２ 种黄芪。
综上所述， 云南黄芪改善胰岛素抵抗的作用要弱于正

品黄芪和梭果黄芪， 其中梭果黄芪表现出更好的治疗糖尿

病潜力。
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