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【摘　 要】 　 目的　 探讨大黄蒽醌类化合物在有或无胰岛素抵抗的情况下是否能激活人肝癌细胞( HepG2)胰岛素信号通路。
方法　 通过噻唑蓝比色法(MTT 法)测定细胞活性,利用醛固酮(ALD)构建 HepG2 细胞胰岛素抵抗模型,考察 2. 5~ 20 μmol / L
浓度的大黄蒽醌类化合物(大黄酸、大黄酚、大黄素、芦荟大黄素)能否激活 HepG2 细胞胰岛素信号通路。 利用葡萄糖含量检

测试剂盒检测细胞葡萄糖,利用糖原含量检测试剂盒检测细胞糖原,通过 Western
 

blot 检测细胞中磷酸化蛋白激酶 B / 蛋白激

酶 B((p-Akt / Akt)、磷酸化糖原合成酶激酶-3β / 糖原合成酶激酶-3β( p-GSK-3β / GSK-3β)蛋白表达。 采用 SPSS
 

20. 0 统计软

件进行数据分析。 根据数据类型,分别采用 t 检验或方差分析进行组间比较。 结果　 2. 5 ~ 20 μmol / L 浓度的大黄蒽醌类化合

物(大黄酸、大黄酚、大黄素、芦荟大黄素)对 HepG2 细胞的存活率无显著影响(P>0. 05)。 然而,有或无胰岛素抵抗的情况下

均能增加 p-Akt / Akt、p-GSK-3β / GSK-3β 比值(P<0. 05)。 进一步研究还发现大黄酸、大黄酚、大黄素处理组的葡萄糖相对含量

均降低(P<0. 05),芦荟大黄素葡萄糖相对含量变化不明显(P>0. 05)。 大黄酸、大黄酚、大黄素及芦荟大黄素处理组的糖原相

对含量均降低(P<0. 05)。 大黄酸和大黄素均能够逆转醛固酮诱导的 HepG2 细胞糖原颗粒减少。 结论　 大黄蒽醌类化合物

(大黄酸、大黄酚、大黄素、芦荟大黄素)在有或无胰岛素抵抗的情况下均能激活 HepG2 细胞糖原合成通路。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

whether
 

rhubarb
 

anthraquinones
 

can
 

activate
 

the
 

insulin
 

signaling
 

pathway
 

in
 

HepG2
 

cells
 

in
 

the
 

presence
 

and
 

absence
 

of
 

insulin
 

resistance.
 

Methods　 After
 

an
 

insulin
 

resistance
 

model
 

of
 

HepG2
 

cells
 

was
 

constructed
 

using
 

aldosterone
 

(ALD),
 

whether
 

rhubarb
 

anthraquinones
 

(including
 

rhein,
 

chrysophanol,
 

emodin
 

and
 

aloe-emodin)
 

at
 

concentrations
 

of
 

2. 5-20
 

μmol / L
 

could
 

activate
 

the
 

insulin
 

signaling
 

pathway
 

in
 

HepG2
 

cells
 

was
 

investigated
 

by
 

detecting
 

cellular
 

activity
 

with
 

Methylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium

 

bromide
 

(MTT)
 

assay.
 

Contents
 

of
 

cellular
 

glucose
 

and
 

glycogen
 

levels
 

were
 

measured
 

with
 

glucose
 

and
 

glycogen
 

content
 

assay
 

kit,
 

respectively,
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

phosphorylated
 

protein
 

kinase
 

B / protein
 

kinase
 

B
 

(p-Akt / Akt)
 

and
 

phospho-
glycogen

 

synthase
 

kinase3β / glycogen
 

synthase
 

kinase-3β
 

(p-GSK-3β / GSK-3β)
 

were
 

determined
 

with
 

Western
 

blotting.
 

SPSS
 

statistics
 

20. 0
 

was
 

used
 

for
 

data
 

analysis.
 

Student′s
 

t
 

test
 

or
 

ANOVA
 

was
 

employed
 

for
 

intergroup
 

comparison.
 

Results　 Rhein,
 

chrysophanol,
 

emodin
 

and
 

aloe-emodin
 

of
 

2. 5 - 20
 

μmol / L
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

survival
 

of
 

HepG2
 

cells
 

(P> 0. 05).
 

However,
 

they
 

increased
 

the
 

ratios
 

of
 

p-Akt / Akt
 

and
 

p-GSK-3β / GSK-3β
 

in
 

the
 

presence
 

and
 

absence
 

of
 

insulin
 

resistance(P<0. 05).
 

Further
 

studies
 

also
 

found
 

that
 

the
 

relative
 

glucose
 

content
 

was
 

reduced
 

in
 

the
 

rhein,
 

chrysophanol
 

and
 

emodin
 

treatment
 

groups
 

(P<0. 05),
 

but
 

no
 

such
 

change
 

was
 

seen
 

in
 

the
 

aloe-emodin
 

treatment
 

group
 

(P>0. 05).
 

The
 

relative
 

glycogen
 

content
 

was
 

decreased
 

in
 

all
 

the
 

rhein,
 

chrysophanol,
 

emodin
 

and
 

aloe-emodin
 

treatment
 

groups
 

(P<0. 05).
 

Both
 

rhein
 

and
 

emodin
 

were
 

able
 

to
 

reverse
 

the
 

ALD-induced
 

reduction
 

of
 

glycogen
 

granules
 

in
 

HepG2
 

cells.
 

Conclusion　 Rhubarb
 

anthraquinones
 

( rhein,
 

chrysophanol,
 

emodin
 

and
 

aloe-emodin)
 

activate
 

the
 

glycogen
 

synthesis
 

pathway
 

in
 

HepG2
 

cells
 

in
 

the
 

presence
 

and
 

absence
 

of
 

insulin
 

resistance.
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　 　 胰岛素抵抗( insulin
 

resistance,IR)是指胰岛素

作用的靶器官、靶组织对胰岛素的反应性降低或丧

失而产生的一系列病理生理改变,即葡萄糖摄取减

少、糖原合成与储存减少,继而导致胰岛素代偿性分

泌增多[1] 。 目前认为 IR 是 2 型糖尿病 ( diabetes
 

mellitus
 

type
 

2,T2DM)及多种代谢相关疾病的发病

基础,是心血管疾病、高脂血症、高尿酸血症及代谢

综合征(metabolic
 

syndrome,MS)等疾病的共同病理

基础,已经成为当前医学科研的热点问题[2] 。 醛固

酮(aldosterone,ALD)不仅调节肾脏水钠平衡,而且

在 IR 中起重要作用[3] 。 在 ALD 水平较高的 MS 患

者中也常见 ALD 水平与高胰岛素血症及 IR 显著正

相关,并在高血压和心血管并发症的发生中起到一

定作用[4] 。 ALD 是活性氧( reactive
 

oxygen
 

species,
ROS)产生的有效刺激物,其诱导 ROS 的生成不仅

导致氧化应激,还损害胰岛素信号传导和胰岛素诱

导的血管松弛[5] 。 ALD 也导致蛋白酶体的胰岛素

受体底物-1(insulin
 

receptor
 

substrate-1,IRS-1)的降

解,增加胰岛素样生长因子 - 1 ( insulin-like
 

growth
 

factors-1,IGF-1)的信号,削弱胰岛素诱导的抗蛋白

激酶 B(protein
 

kinase
 

B,Akt)磷酸化和一氧化氮合

酶( nitric
 

oxide
 

synthase,NOS) 活化,并降低血管平

滑肌细胞对葡萄糖的摄取。 ALD 还能激活包括

丝裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 ( mitogen-activated
 

protein
 

kinase,MAPK),如细胞外信号调节激酶 1 / 2( extra-
cellular

 

regulated
 

protein
 

kinases
 

1 / 2,ERK1 / 2),p38
丝裂原活化蛋白激酶( p38

 

mitogen-activated
 

protein
 

kinase,p38)和 c-Jun 氨基末端激酶(c-Jun
 

N-terminal
 

kinase,JNK) [6-8] 。
大黄,味苦寒,具有保肝、利尿、抗肿瘤、泻下、消

除氧自由基、抗炎及抑菌的作用,其主要成分包括蒽

醌、蒽酮、茋等 7 大类[9,10] 。 其中,大黄蒽醌类化合物

包括大黄酸 ( rhein, RHE)、 大黄酚 ( chrysophanol,
CHR)、大黄素 ( emodin, EMO)、芦荟大黄素 ( aloe-
emodin,ALO)等。 目前许多研究表明大黄多种有效

成分在调节糖脂代谢、改善 IR 及治疗糖尿病中有显

著作用[11] 。 如大黄酸可有效治疗糖尿病肾病,同时

有显著的降糖效果[12] ;大黄素被证实对 IR 有显著的

治疗效果[13] ;此外,大黄及其有效成分也可能通过其

他途径改善 IR 来治疗糖尿病[14] 。 虽然许多报道均

提示大黄蒽醌类化合物能够改善 IR,但大黄酸、大黄

酚、大黄素、芦荟大黄素在改善 IR 时的起效时间及

作用强弱尚不明确,为此本研究在有或无 IR 的情况

下研究大黄蒽醌类化合物能否激活 HepG2 细胞胰

岛素信号通路。

1　 材料与方法

1. 1　 药物与试剂

　 　 大黄酸、大黄酚、大黄素、芦荟大黄素、赖氨酸(纯
度 98%,南京卡塞斯医药科技有限公司);ALD(上海

源叶生物科技有限公司);胰岛素(江苏万邦生化医

药公司);胎牛血清、杜尔伯科改良伊格尔培养基

(Dulbecco′S
 

modified
 

eagle
 

medium,DMEM)、聚氰基

丙烯酸正丁酯蛋白测定试剂盒(bicinchoninic
 

acid,
BCA)、胰蛋白酶(赛默飞世尔科技,美国);蛋白提取试

剂盒(radio
 

immunoprecipitation
 

assay
 

lysis
 

buffer,RIPA)、
蛋白磷酸酶抑制剂、噻唑蓝(Methylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium

 

bromide,MTT)、二甲亚砜(dimethyl
 

sulfoxide,
DMSO)、葡萄糖含量检测试剂盒、糖原含量检测试

剂盒、 过碘酸 - 雪夫 ( periodic
 

acid-schiff
 

staining,
PAS)染色(索莱宝,北京);葡萄糖测试盒(南京建

成生物工程研究所); Akt、糖原合成酶激酶 - 3β
(glycogen

 

synthase
 

kinase
 

3β,GSK-3β)、磷酸化蛋白

激酶 B(phosphorylated
 

protein
 

kinase
 

B,p-Akt)、磷酸

化糖原合成酶激酶 - 3β ( phospho-glycogen
 

synthase
 

kinase
 

3β, p-GSK-3β )、 甘油醛 - 3 - 磷酸脱氢酶

(glyceraldehyde
 

3-phosphate
 

dehydrogenase, GAPDH)、
β-肌动蛋白( β-actin) 抗体(赛信通生物试剂有限

公司,上海);山羊抗兔的二抗(北京中杉金桥生物有限

公司)。
1. 2　 细胞培养与传代

　 　 HepG2 细胞购于美国 Sciencell 公司。 HepG2
细胞用 DMEM 培养基(含 10%胎牛血清、1%青霉素

和链霉素)于 37℃ 、5% CO2 细胞培养箱中培养,每
2 天传代 1 次,0. 25%胰蛋白酶进行消化、传代,取
对数生长期的细胞进行实验。
1. 3　 药物的配制

　 　 将大黄酚、大黄素、芦荟大黄素加入到 DMSO
中,制备需要的浓度。 将大黄酸加入到赖氨酸水溶

液(摩尔比为 1 ∶2),制备需要的浓度。 胰岛素加入

到蒸馏水中,制备需要的浓度。 将醛固酮加入到

DMSO 中,制备需要的浓度。
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1. 4　 IR 模型建立

　 　 参照文献[15] IR 模型建立条件,并在其基础

上加以完善。 取对数生长期的 HepG2 细胞,分为

对照组、ALD 组与不同浓度药物处理组。 醛固酮

(100 nmol / L)刺激血清饥饿的 HepG2 处理 18 h,然
后将细胞在 DMEM(含 10%胎牛血清、1%青霉素和

链霉素)培养基中培养,药物处理组于药物处理 6 h
后,加入 17 nmol / L 胰岛素处理 5 min。 在建立模型

后,采用葡萄糖氧化酶法测定空白组(不含细胞只

含培养基)、对照组与 ALD 组细胞培养上清中的葡

萄糖消耗量。 葡萄糖浓度(mmol / L)= 标准品浓度×(样品

管吸光度 / 标准管吸光度)。 葡萄糖消耗量( mmol / L) = 葡萄

糖浓度空白组 -葡萄糖浓度处理组。 葡萄糖相对消耗量 = 葡萄糖

消耗量处理组 / 葡萄糖消耗量对照组。 每组设 3 个复孔,实验

重复 3 次。
1. 5　 细胞活力检测

　 　 以 2×103 / 孔的接种密度将 HepG2 细胞接种于

96 孔板中,于 5%CO2 细胞培养箱中 37℃ 培养。 细

胞贴壁后,处理组加入终浓度为 2. 5,5,10,20 μmol / L
大黄酸、大黄酚、大黄素、芦荟大黄素。 处理 12 h 后

加入 20 μl、5 g / L 的 MTT 溶液,继续培养 4 h。 培养

结束后,弃去培养基并加入 150 μl
 

DMSO 避光震荡

10 min,快速在酶标仪下测定 490 nm 处的光密度值。
细胞活性 = 处理组 A490nm / 对照组A 490nm × 100%。 每组设

6 个复孔,实验重复 3 次。
1. 6　 葡萄糖含量检测

　 　 根据试剂盒说明书进行了一系列实验。 以

800×104 / 孔的接种密度将 HepG2 细胞接种于 10 mm
培养皿中,10 μmol / L 大黄酸、大黄酚、大黄素、芦荟

大黄素处理 12、24 h 后,蒸馏水收集各组细胞,将
细胞悬液超声、煮沸、8 000 g 离心 10 min 后,收集上

清液用于后续测定。 在酶标仪下测定 505 nm 处的

光密度值。 葡萄糖含量 = ( A测定管 - A空白管 ) / ( A标准管 -
A空白管) ÷蛋白浓度。 葡萄糖相对含量 = 葡萄糖含量处理组 /
葡萄糖含量对照组。 每组设 3 个复孔,实验重复 3 次。
1. 7　 糖原含量检测

　 　 根据试剂盒说明书进行了一系列实验。 以

800×104 / 孔的 接 种 密 度 将 HepG2 细 胞 接 种 于

10 mm 培养皿中,10 μmol / L 大黄酸、大黄酚、大黄

素、芦荟大黄素处理 12、24 h 后,收集各组细胞,
将细胞悬液超声、煮沸、8 000 g 离心 10 min 后,收
集上清液用于后续测定。 在酶标仪下测定 620 nm
处的光密度值。 糖原含量 = 0. 09 × ( A测定管 - A空白管 ) /
( A标准管 - A空白管 ) ÷ 蛋 白 浓 度。 糖 原 相 对 含 量 = 糖 原

含量处理组 / 糖原含量对照组。 每组设 3 个复孔,实验重复

3 次。

1. 8　 Western
 

blot 检测细胞内Akt、GSK-3β、p-Akt、
p-GSK-3β蛋白的表达

　 　 以 60×104 / 孔的接种密度将 HepG2 细胞接种于

60 mm 培养皿中,处理相应时间。 提取的各组细胞

蛋白采用蛋白提取试剂盒(radio
 

immunoprecipitation
 

assay
 

lysis
 

buffer,RIPA)在冰上裂解 30 min。 BCA 蛋

白浓度测定试剂盒法定量并配平各组蛋白后煮沸变

性。 然后通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳( sodium
 

dodecyl
 

sulfate-polyacrylamide
 

gel
 

electro-
phoresis,SDS-PAGE)分离蛋白并转移到聚偏二氟乙

烯(polyvinylidene
 

difluoride,PVDF)膜上。 在室温条

件下,用含 8%脱脂牛奶的吐温-三羟甲基氨基甲烷

缓冲生理盐水(tris
 

buffered
 

saline
 

with
 

tween,TBST)
封闭 2 h,加入相应的一抗(1 ∶1 000 稀释)4℃震荡过

夜。 随后 TBST 洗涤条带 4 次,每次 10 min。 洗涤好

的条带加入到稀释好的辣根过氧化物酶(horseradish
 

peroxidase,HRP)标记的山羊抗兔二抗(1 ∶5000 稀释)
中,室温孵育 2 h。 用增强型化学发光试剂(enhanced

 

chemiluminescence,ECL)反应,采用 Image
 

J 软件分析

条带灰度值,计算目标蛋白表达量。 实验重复 3 次。
1. 9　 糖原染色

　 　 制备细胞爬片,按照试剂说明书,采用过碘酸-
雪夫(periodic

 

acid-schiff
 

staining,PAS)染色法进行

糖原染色。 具体步骤为:以 20×104 / 孔的接种密度

将 HepG2 细胞接种于 6 孔培养板中,处理相应时间

后,取各组细胞爬片,95%乙醇固定 10 min,蒸馏水

洗 3 次;聚乙二醇辛基苯基醚( triton-X-100) 作用

15 min,蒸馏水洗 3 次;1%高碘酸溶液浸染 15 min,
蒸馏水洗 3 次; 席夫氏试剂 ( Schiff ) 染液浸染

30 min,亚硫酸钠溶液洗 3 次,每次 2 min,流水冲洗

5 min;苏木素染液(Hematoxylin)复染 1 min,蒸馏水

洗 3 次;树胶封固于载玻片上。 显微镜下观察,拍摄

照片。 实验重复 3 次。
1. 10　 统计学处理

　 　 采用 SPSS
 

20. 0 统计软件进行数据分析。 计量

资料以均数±标准差( 􀭰x±s)表示,多组间比较采用方

差分析,2 组间比较使用 t 检验。 P<0. 05 为差异有

统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 大黄蒽醌类化合物的有效成分

　 　 我国大黄产量较高,而从大黄属植物中分离

鉴定的主要成分包括蒽醌、蒽酮、茋等 7 大类。 本

研究采用的大黄蒽醌类化合物,即大黄酸、大黄

酚、大黄素、芦荟大黄素,其结构详见图 1。
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图 1　 大黄蒽醌化合物的结构式

Figure
 

1　 Structural
 

formula
 

of
 

rhubarbanthraquinone
 

compounds
A:

 

rhein;
 

B:
 

chrysophanol;
 

C:
 

emodin;
 

D:
 

aloe-emodin.

2. 2　 大黄蒽醌类化合物对 HepG2 细胞增殖的影响

　 　 与对照组比较,2. 5,5,10,20 μmol / L 大黄酸、
大黄酚、大黄素、芦荟大黄素作用 12 h 后,细胞的存

活率均无明显变化(P>0. 05;图 2)。 大黄蒽醌类化

合物对 HepG2 细胞的存活率无显著影响。
2. 3　 大黄蒽醌类化合物对HepG2细胞内 Akt、GSK-

3β、p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达水平的影响

　 　 与对照组相比,大黄酸药物处理 3、 6 h 时,
p-Akt / Akt、p-GSK-3β/ GSK-3β 比值显著增加(P<0. 05)。
大黄酚药物处理组中,p-Akt / Akt、p-GSK-3β / GSK-3β
比值在药物处理 1. 5 h 时显著增加(P<0. 05)。 而大黄

素处理组中,p-Akt / Akt、p-GSK-3β / GSK-3β 比值在 12 h
内均有所增加,其中 p-Akt / Akt 的比值在 12 h 显著增

加,p-GSK-3β / GSK-3β 比值在 1. 5、3 h 增加较为明显

(P<0. 05)。 芦荟大黄素处理组中,p-GSK-3β / GSK-3β
比值在 1. 5、6、12 h 增加,p-GSK-3β / GSK-3β、p-Akt / Akt
比值于 1. 5 h 增加最为明显(P<0. 05;图 3,图 4)。
2. 4　 大黄蒽醌类化合物对 HepG2 细胞葡萄糖消

耗量的影响

　 　 与对照组比较,大黄酸、大黄酚、大黄素处理组的

葡萄糖相对含量均降低,芦荟大黄素葡萄糖相对含量

变化不明显。 其中,大黄酸、大黄素在药物处理 12、
24 h 后,葡萄糖相对含量显著降低(P<0. 05;图 5)。
2. 5　 大黄蒽醌类化合物对 HepG2 细胞糖原消耗量

的影响

　 　 与对照组比较,大黄酸、大黄酚、大黄素及芦荟

大黄素处理组的糖原相对含量均降低。 其中,大黄

酸、大黄素在药物处理 12、24 h 后,糖原相对含量显

著降低(P<0. 05;图 6)。
2. 6　 ALD 对 HepG2 细胞 IR 模型葡萄糖

消耗量的影响

　 　 与对照组比较,经 100 nmol / L 的 ALD 作用 18 h
后,细胞的葡萄糖消耗量均显著降低(P<0. 05),结
合以上结果,以 100 nmol / L 的 ALD 作用 18 h 诱导

HepG2 细胞建立 IR 模型(图 7)。

图 2　 不同浓度大黄蒽醌对 HepG2 细胞存活率的影响

Figure
 

2　 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

rhubarb
 

anthraquinones
 

on
 

survival
 

rate
 

of
 

HepG2
 

cells　 　 (n= 6)
DMSO:

 

dimethyl
 

sulfoxide.
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图 3　 大黄酸、大黄酚 p-Akt / Akt、p-GSK-3β/ GSK-3β蛋白表达

Figure
 

3　 Expression
 

of
 

p-Akt / Akt,
 

p-GSK-3β / GSK-3β
 

protein
 

in
 

rhein
 

and
 

chrysophanol　 　 (n= 3)
A:

 

Western
 

blot,
 

10
 

μmol / L
 

concentration
 

of
 

rhein;
 

B:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-Akt / Akt
 

of
 

rhein;
 

C:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-GSK-3β / GSK-3β
 

of
 

rhein;
 

D:
 

Western
 

blot,
 

10
 

μmol / L
 

concentration
 

of
 

chrysophanol;
 

E:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-Akt / Akt
 

of
 

chrysophanol;
 

F:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-GSK-3β / GSK-3β
 

of
 

chrysophanol.
 

Akt:
 

protein
 

kinase
 

B;
 

p-Akt:
 

phosphorylated
 

protein
 

kinase
 

B;
 

GSK-3β:
 

glycogen
 

synthase
 

kinase-3β;
 

p-GSK-3β:
 

phospho-glycogen
 

synthase
 

kinase3β;
 

DMSO:
 

dimethyl
 

sulfoxide.
 

Compared
 

with
 

DMSO
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P
 

<0. 01;
 

compared
 

with
 

0
 

h
 

group,
 #P

 

<0. 05,
 ##P<0. 01.

图 4　 大黄素、芦荟大黄素 p-Akt / Akt、p-GSK-3β/ GSK-3β蛋白表达

Figure
 

4　 Expression
 

of
 

p-Akt / Akt,
 

p-GSK-3β / GSK-3β
 

protein
 

in
 

emodin
 

and
 

aloe-emodin　 　 (n= 3)
A:

 

Western
 

blot,
 

10
 

μmol / L
 

concentration
 

of
 

emodin;
 

B:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-Akt / Akt
 

of
 

emodin;
 

C:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-GSK-3β / GSK-3β
 

of
 

emodin;
 

D:
 

Western
 

blot,
 

10
 

μmol / L
 

concentration
 

of
 

aloe-emodin;
 

E:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-Akt / Akt
 

of
  

aloe-emodin;
 

F:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-GSK-3β / GSK-3β
 

of
 

aloe-emodin.
 

Akt:
 

protein
 

kinase
 

B;
 

p-Akt:
 

phosphorylated
 

protein
 

kinase
 

B;
  

GSK-3β:
 

glycogen
 

synthase
 

kinase-3β;
 

p-GSK-3β:
 

phospho-glycogen
 

synthase
 

kinase3β;
 

DMSO:
 

dimethyl
 

sulfoxide.
 

Compared
 

with
 

DMSO
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
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图 5　 大黄蒽醌中葡萄糖相对含量比较

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

relative
 

content
 

of
 

glucose
 

in
 

rhubarb
 

anthraquinones　 　 (n= 3)
A:

 

relative
 

content
 

of
 

glucose
 

in
 

rhubarb
 

anthraquinones
 

at
 

12
 

h;
 

B:
 

relative
 

content
 

of
 

glucose
 

in
 

rhubarb
 

anthraquinones
 

at
 

24
 

h.
 

CON:
 

control;
 

RHE:
 

rhein;
 

CHR:
 

chrysophanol;
 

EMO:
 

emodin;
 

ALO:
 

aloe-emodin.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

图 6　 大黄蒽醌中糖原相对含量比较

Figure
 

6　 Comparison
 

of
 

relative
 

content
 

of
 

glycogen
 

in
 

rhubarbanthraquinones
 

(n= 3)
A:

 

relative
 

content
 

of
 

glycogen
 

in
 

rhubarb
 

anthraquinones
 

at
 

12
 

h;
 

B:
 

relative
 

content
 

of
 

glucose
 

in
 

rhubarb
 

anthraquinones
 

at
 

24
 

h.
 

CON:
 

control;
 

RHE:
 

rhein;
 

CHR:
 

chrysophanol;
 

EMO:
 

emodin;
 

ALO:
 

aloe-emodin.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

图 7　 ALD对HepG2细胞 IR模型葡萄糖相对消耗量的影响

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

ALD
 

on
 

relative
 

consumption
 

of
 

glucose
 

in
 

IR
 

model
 

of
 

HepG2
 

cells
ALD:

 

aldosterone;
 

IR:
 

insulin
 

resistance;
 

CON:
 

control.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

2. 7　 大黄蒽醌类化合物对HepG2细胞 IR模型中Akt、
GSK-3β、p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达水平的影响

　 　 与 ALD 组比较,大黄酸、大黄酚、大黄素、芦荟大

黄素处理组,p-Akt / Akt、p-GSK-3β / GSK-3β 比值均

增加 P<0. 05。 其中,用 2. 5、5、10 μmol / L 浓度大黄酸

处理后,p-Akt / Akt、p-GSK-3β / GSK-3β 比值均升高,

在 5 μmol / L 大黄酸浓度处理组中,p-Akt / Akt、p-GSK-
3β / GSK-3β 比值升高最为明显。 在 2. 5、10 μmol / L
芦荟大黄素处理组中, p-Akt / Akt、 p-GSK-3β / GSK-
3β 比值均升高,2. 5、10 μmol / L 浓度的芦荟大黄素

处理后, p-GSK-3β / GSK-3β 比值升高较显著 ( P <
0. 05)。 在 2. 5、10 μmol / L 大黄酚处理组中,p-Akt /
Akt、p-GSK-3β / GSK-3β 比值均升高,10 μmol / L 浓

度的大黄酚处理后, p-Akt / Akt、 p-GSK-3β / GSK-3β
比值升高最为明显(P<0. 05)。 在 10 μmol / L 大黄

素处理组中,p-Akt / Akt、p-GSK-3β / GSK-3β 比值均

升高(P<0. 05;图 8,图 9)。
2. 8　 大黄酸、大黄素增加HepG2 细胞 IR 模型中的

糖原含量

　 　 对照组的细胞浆内充满了红色的糖原颗粒,
而 ALD 诱导后的 HepG2 细胞糖原颗粒减少 (P <
0. 05)。 ALD+大黄酸组、ALD +大黄酸+胰岛素组、
ALD+大黄素组、ALD+大黄素+胰岛素组与 ALD 组

相比明显增多(P<0. 05)。 其中,ALD+大黄酸+胰岛

素组、ALD+大黄素+胰岛素组与 ALD+胰岛素组相

近(图 10)。
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图 8　 大黄酸、芦荟大黄素对 HepG2 细胞 IR 模型中 Akt、GSK-3β、p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达的影响

Figure
 

8　 Effects
 

of
 

rhein
 

and
 

aloe-emodin
 

on
 

protein
 

expression
 

of
 

Akt,
 

GSK-3β,
 

p-Akt
 

and
 

p-GSK-3β
 

in
 

HepG2
 

cell
 

IR
 

model　 　 (n=3)
A:

 

Western
 

blot
 

of
 

rhein;
 

B:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-Akt / Akt
 

of
 

rhein;
 

C:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-GSK-3β / GSK-3β
 

of
 

rhein;
 

D:
 

Western
 

blot
 

of
 

aloe-emodin;
 

E:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-Akt / Akt
 

of
 

aloe-emodin;
 

F:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-GSK-3β / GSK-3β
 

of
 

aloe-emodin.
 

RHE:
 

rhein;
 

ALO:
 

aloe-emodin;
 

INS:
 

insulin;
 

ALD:
 

aldosterone;
 

p-Akt:
 

phosphorylated
 

protein
 

kinase
 

B;
 

Akt:
 

protein
 

kinase
 

B;
 

p-GSK-3β:
 

phospho-glycogen
 

synthase
 

kinase3β;GSK-3β;
 

glycogen
 

synthase
 

kinase-3β.
 

The
 

concentration
 

of
 

aldosterone
 

is
 

100
 

nmol / L
 

and
 

the
 

concentration
 

of
 

insulin
 

is
  

17nmol / L.
 

Compared
 

with
 

ALD
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

compared
 

with
 

ALD(-),
 

INS(-)
 

and
 

RHE/ ALO(-)
 

group,
 #P<0. 05.

图 9　 大黄酚、大黄素对 HepG2 细胞 IR 模型中 Akt、GSK-3β、p-Akt、p-GSK-3β蛋白表达的影响

Figure
 

9　 Effects
 

of
 

chrysophanol
 

and
 

emodin
 

on
 

protein
 

expression
 

of
 

Akt,
 

GSK-3β,
 

p-Akt
 

and
 

p-GSK-3β
 

in
 

HepG2
 

cell
 

IR
 

model　 　 (n=3)
A:

 

Western
 

blot
 

of
 

chrysophanol;
 

B:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-Akt / Akt
 

of
 

chrysophanol;
 

C:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-GSK-3β / GSK-3β
 

of
  

chrysophanol;
 

D:
 

Western
 

blot
 

of
 

emodin;
 

E:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-Akt / Akt
 

of
 

emodin;
 

F:
 

quantitative
 

analysis
 

results
 

of
 

p-GSK-3β / GSK-3β
  

of
 

emodin.
 

Akt:
 

protein
 

kinase
 

B;
 

p-Akt:
 

phosphorylated
 

〛protein
 

kinase
 

B;
 

GSK-3β:
 

glycogen
 

synthase
 

kinase-3β;
 

p-GSK-3β:
 

phospho-glycogen
 

synthase
 

kinase3β;
 

ALD:
 

aldosterone;
 

INS:
 

insulin;
 

CHR:
 

chrysophanol;
 

EMO:emodin.
 

The
 

concentration
 

of
 

aldosterone
 

is
 

100
 

nmol / L
 

and
 

the
 

concentration
 

of
 

insulin
 

is
 

17nmol / L.
 

Compared
 

with
 

ALD
 

group,
 ∗P<0. 05;

 

compared
 

with
 

ALD(-),
 

INS(-)
 

and
 

CHR/ EMO(-)
  

group,
 #P<0. 05.
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图 10　 大黄酸、大黄素增加 HepG2 细胞 IR 模型中的糖原含量

Figure
 

10　 Rhein
 

and
 

emodin
 

increase
 

glycogen
 

content
 

in
 

IR
 

model
 

of
 

HepG2
 

cells　 　 (PAS×
 

200)
IR:

 

insulin
 

resistance;
 

PAS:
 

periodic
 

acid-Schiff
 

staining;
 

CON:
 

control;
 

ALD:
 

aldosterone;
 

INS:
 

insulin;
 

RHE:
 

rhein;
 

EMO:
 

emodin.

3　 讨　 论

　 　 糖尿病是一种受遗传因素、生活方式、社会因素

及环境因素影响的多因素疾病,已成为影响人类健

康的主要慢性非传染性疾病之一。 既往研究表明

IR 是糖尿病发生发展的关键因素[16,17] 。 本研究从

药食同源的传统中草药中选取了大黄为研究对象,
探讨了其蒽醌类化合物在有或无 IR 的情况下,能否

激活 HepG2 细胞胰岛素信号通路。 研究表明在无

IR 的情况下,大黄中主要蒽醌类化合物(大黄酸、大
黄素、大黄酚、芦荟大黄素)能够通过激活 p-Akt 和
p-GSK-3β 逆转 IR,起效时间略有不同。 大黄酚、芦
荟大黄素、大黄酸、大黄素分别在给药后 1. 5、3、12 h
引起 Akt 磷酸化水平增加。 大黄酚、芦荟大黄素、大
黄素、大黄酸分别在给药后 1. 5、1. 5、1. 5 和 3 h 引起

GSK-3β 磷酸化水平增加。 表明大黄酚、芦荟大黄

素、大黄素、大黄酸能够在 24 h 内不同时间点发挥

逆转 IR 活性,最早出现在给药后 1. 5 h,最迟出现在

给药后 12 h,这对降低患者餐后血糖,维持机体全天

血糖稳态非常重要。 接下来本研究观察了大黄中主

要蒽醌类化合物(大黄酸、大黄素、大黄酚、芦荟大黄

素)对葡萄糖水平的影响。 结果显示:在葡萄糖水平

变化情况方面,大黄酸>大黄素>大黄酚,而芦荟大黄

素没有显示出降低血糖活性。 详细机制尚需进一步

研究。 同时本研究观察了大黄蒽醌类化合物(大黄

酸、大黄素、大黄酚、芦荟大黄素)对糖原水平的影响,
结果显示,在糖原水平变化情况方面,大黄酸>大黄

素>大黄酚>芦荟大黄素,详细机制尚需进一步研究。
前面我们探讨了非 IR 情况下,大黄蒽醌类化合

物对胰岛素信号通路的激活作用。 为了模仿体内

IR 的情况,本研究应用了醛固酮诱导 IR 模型[18] ,
结果发现醛固酮能够降低 Akt 和 GSK-3β 磷酸化水

平,而应用大黄酚、芦荟大黄素、大黄酸、大黄素处理

后能够逆转醛固酮诱导的 Akt 和 GSK-3β 磷酸化水

平降低,表明大黄蒽醌化合物也能够缓解病理状况

下的 IR。
有研究表明 IR 可导致糖原合成减少[19,20] 。 因

此本研究还观察了糖原合成情况,结果显示大黄酸

和大黄素均能逆转 ALD 处理后的糖原合成减少,进
一步证实了大黄酸和大黄素改善 IR 的功效。 与单

用胰岛素相比,大黄酸+胰岛素及大黄素+胰岛素组

的糖原合成水平没有进一步增加,暗示当胰岛素足

够时,大黄酸和大黄素不会再增加胰岛素的作用,能
够保证用药的安全性。

总之,大黄中主要蒽醌类化合物(大黄酸、大黄

素、大黄酚、芦荟大黄素)能够在 IR 和不抵抗情况

下激活糖原合成通路。 从而降低培养基中葡萄糖水

平,增加糖原合成,实现降低血糖的目的。 这表明食

物中的有效成分对糖尿病等慢性病的治疗发挥着重

要作用,与药物相比,食物更安全,更适合慢性病的

长期辅助治疗。
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