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中药研究

人参皂苷 Ｒｂ１对 Ｃ２Ｃ１２骨骼肌细胞葡萄糖利用
及 ＡＭＰＫ信号通路相关基因表达的影响
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摘要　目的：观察人参皂苷Ｒｂ１对胰岛素抵抗（ＩＲ）的Ｃ２Ｃ１２骨骼肌细胞葡萄糖利用的影响，并基于ＡＭＰＫ信号通路探讨
其可能的作用机制。方法：将Ｃ２Ｃ１２细胞分为正常组、模型组、人参皂苷Ｒｂ１组，模型组以０２５ｍｍｏｌ／Ｌ棕榈酸，１％小牛
血清白蛋白培养１６ｈ诱导ＩＲ，人参皂苷Ｒｂ１组在模型组的基础上以１、３、１０、３０、１００μｍｏｌ／Ｌ浓度的人参皂苷Ｒｂ１分别干
预２４ｈ和４８ｈ，通过检测培养液中的葡萄糖含量反映葡萄糖消耗量，并应用 ＣＣＫ８试剂盒及光镜观察不同浓度人参皂苷
Ｒｂ１对Ｃ２Ｃ１２细胞活性及形态的影响，实时荧光定量ＰＣＲ扩增分析人参皂苷Ｒｂ１对Ｃ２Ｃ１２细胞ＡＭＰＫα、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α
基因表达的影响。并应用ｓｈＲＮＡ沉默ＡＭＰＫα的表达，构建ＡＭＰＫα低表达的骨骼肌细胞模型，以１、３、１０、３０、１００μｍｏｌ／Ｌ
浓度的人参皂苷Ｒｂ１分别干预２４ｈ和４８ｈ，与不含人参皂苷Ｒｂ１的培养液比较，再次验证人参皂苷Ｒｂ１对Ｃ２Ｃ１２细胞葡
萄糖利用的影响及其与ＡＭＰＫ信号通路的关系。结果：１、３、１０、３０μｍｏｌ／Ｌ人参皂苷 Ｒｂ１对 Ｃ２Ｃ１２细胞形态及活性无显
著影响，而１００μｍｏｌ／Ｌ人参皂苷Ｒｂ１造成Ｃ２Ｃ１２细胞活性降低及部分细胞死亡。１０，３０μｍｏｌ／Ｌ人参皂苷Ｒｂ１能够促进
ＩＲ的Ｃ２Ｃ１２骨骼肌细胞葡萄糖消耗量，与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），且人参皂苷 Ｒｂ１能够上调 Ｃ２Ｃ１２
细胞ＡＭＰＫα、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α的基因表达（Ｐ＜００５）。１０、３０μｍｏｌ／Ｌ人参皂苷Ｒｂ１亦能增加ＡＭＰＫα低表达的骨骼肌细
胞的葡萄糖消耗量（Ｐ＜００５），而该作用程度低于其对棕榈酸诱导的 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＩＲ的影响，且 ＲＴＰＣＲ结果显示人参皂
苷Ｒｂ１能上调ＡＭＰＫα低表达的 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α的基因表达。结论：人参皂苷 Ｒｂ１能够有效促进 ＩＲ的
Ｃ２Ｃ１２骨骼肌细胞葡萄糖消耗，该作用与调节ＡＭＰＫ信号通路有关，但除ＡＭＰＫ信号通路亦有其他作用途径。
关键词　人参皂苷Ｒｂ１；Ｃ２Ｃ１２骨骼肌细胞；胰岛素抵抗；基因沉默；葡萄糖消耗；ＡＭＰＫ信号通路

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｏｎＧｌｕｃｏｓｅＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＲｅｌａｔｅｄ
ｔｏＡＭＰＫＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙｉｎＣ２Ｃ１２ＳｋｅｌｅｔａｌＭｕｓｃｌｅＣｅｌｌｓ

ＺｈａｏＤａｎｄａｎ１，ＷｕＲｕｉ２，ＢａｉＹｉｎｇ１，ＭｏＦａｎｇＦａｎｇ１，ＭａＲｕｆｅｎｇ１，ＬｉｕＣｈｅｎｙｕｅ１，ＺｈｕＲｕｙｕａｎ１，
ＺｕｏＪｉａｃｈｅｎｇ１，ＪｉａｎｇＧｕａｎｇｊｉａｎ１，ＺｈａｎｇＤｏｎｇｗｅｉ１，ＧａｏＳｉｈｕａ１

（１ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｒｅｃｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００２９，Ｃｈｉｎａ；
２Ｇｕａｎｇ＇ａｎｍｅｎＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｈｉｎａＡｃａｄｅｍｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０２６１８，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｏｎｇｌｕｃｏｓｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｉｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（ＩＲ）
ａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｂａｓｅｄｏｎＡＭＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｃ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｇｒｏｕｐ．Ｃ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎ０２５ｍｍｏｌ／Ｌｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄａｎｄ１％ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎｆｏｒ１６ｈｏｕｒｓｔｏｉｎｄｕｃｅＩＲ．Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｏｆ１μｍｏｌ／
Ｌ、３μｍｏｌ／Ｌ、１０μｍｏｌ／Ｌ、３０μｍｏｌ／Ｌ，ａｎｄ１００μｍｏｌ／ＬｗｅｒｅａｄｄｅｄｉｎｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｇｒｏｕｐｓｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓａｎｄ４８ｈｏｕｒｓｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ．Ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｍｅａｓｕｒｉｎｇｔｈｅｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅｎｕｔｒｉｅｎｔｆｌｕｉｄ．
ＣＣＫ８ｋｉｔａｎｄｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｏｎｔｈｅｖｉｔａｌｉｔｙａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈＩＲ．ＲｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｏｎｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ＡＭＰＫａｌｐｈａ，ＳＩＲＴ１ａｎｄＰＧＣ１ａｌｐｈａ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ａｎｔｈｅｒＩＲｃｅｌｌｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＭＰＫ
ａｌｐｈａｔｈｒｏｕｇｈｓｈＲＮＡ．ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ａｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ１μｍｏｌ／Ｌ，３μｍｏｌ／Ｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ，３０μｍｏｌ／Ｌ，１００μｍｏｌ／Ｌｗｅｒｅ
ｕｓｅｄｔｏｔｈｉｓＩＲｃｅｌｌｍｏｄｅｌｆｏｒ２４ｈａｎｄ４８ｈｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｇｌｕｃｏｓｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅａｇａｉｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙ

·４５· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊａｎｕａｒｙ．２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．１



ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｏｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈＡＭＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｗｉｔｈ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ１μｍｏｌ／Ｌ，３μｍｏｌ／Ｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ，３０μｍｏｌ／ＬｄｉｄｎｏｔｉｎｆｌｕｅｎｃｅｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｖｉｔａｌｉｔｙｏｆＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１（１００μｍｏｌ／Ｌ）ｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｖｉｔａｌｉｔｙｏｆＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｎｄ
ｃａｕｓｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，１０μｍｏｌ／Ｌａｎｄ３０μｍｏｌ／ＬｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐ
ｔｉｏｎｏｆＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈＩＲｏｂｖｉｏｕｓｌｙ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５）．ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｃｏｕｌｄｕｐｒｅｇｕ
ｌａｔｅｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡＭＰＫａｌｐｈａ，ＳＩＲＴ１ａｎｄＰＧＣ１ａｌｐｈａｉｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００５）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，１０μｍｏｌ／Ｌａｎｄ３０
μｍｏｌ／ＬｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｃｏｕｌｄａｌｓｏｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｇｌｕｃｏｓｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈＡＭＰＫａｌｐｈａｋｎｏｃｋｅｄｄｏｗｎ（Ｐ＜００５）．
Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｉｓｆｕｎｃｔｉｏｎｗａｓｎｏｔａｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｓｔｈａｔｉｎｔｈｅｆｏｒｍｅｒＩＲＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐａｌｍｉｔｉｃａｃｉｄ．ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｃｏｕｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＩＲＴ１ａｎｄＰＧＣ１ａｌｐｈａｉｎＣ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＭＰＫ
ａｌｐｈａ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｐｒｏｍｏｔｅｇｌｕｃｏｓｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｉｎＣ２Ｃ１２ｓｋｅｌｅｔａｌｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅ，ｗｈｉｃｈｉｓｒｅｌａｔｅｄｂｕｔｎｏｔｌｉｍｉｔｅｄｔｏｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＡＭＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　ＧｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１；Ｃ２Ｃ１２ｃｅｌｌｓ；Ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；Ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎ；Ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ；ＡＭＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ
中图分类号：Ｒ２８５５ 文献标识码：Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１９．０１．０１１

　　胰岛素抵抗（ＩｎｓｕｌｉｎＲｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ）造成的葡萄
糖摄取及利用障碍，是２型糖尿病等多种代谢相关
疾病的中心环节［１］。骨骼肌细胞是参与机体葡萄糖

等能量物质代谢的重要外周组织，在维持体内葡萄

糖动态平衡及外周组织的胰岛素敏感性中发挥着关

键作用［２］。降糖消渴颗粒乃肝脾肾三脏同调的组

方，临床用于治疗糖尿病疗效确切，且离体研究亦证

实降糖消渴颗粒含药血清具有促进 Ｃ２Ｃ１２细胞葡
萄糖摄取及利用的作用［３］。文献报道显示，该方的

主要健脾益气组分人参皂苷Ｒｂ１能够改善糖尿病大
鼠骨骼肌组织的胰岛素敏感性［４］，亦能促进脂肪细

胞能量代谢［５］，其作用途径可能与调节瘦素受体、脂

联素受体，葡萄糖转运蛋白等有关［６８］。单磷酸腺苷

活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）是机体细胞能量代谢的重要
激酶，能够调节线粒体能量物质的代谢，应用ｓｈＲＮＡ
沉默 ＡＭＰＫ基因构建稳定的 ＡＭＰＫ低表达的细胞
株［９］，可以造成细胞对葡萄糖摄取及利用障碍［１０］，

用于胰岛素抵抗的相关研究。本研究将通过棕榈酸

诱导的和ＡＭＰＫα低表达的２种 ＩＲ细胞模型，进一
步观察降糖消渴颗粒中主要健脾益气组分人参皂苷

Ｒｂ１对Ｃ２Ｃ１２骨骼肌细胞葡萄糖利用及 ＡＭＰＫα等
基因表达的影响，从分子水平探析其对骨骼肌葡萄

糖利用的情况及可能机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　Ｃ２Ｃ１２骨骼肌细胞株，购自中国医
学科学院基础医学研究所北京协和医学院细胞资源

中心。

１１２　药物　人参皂苷Ｒｂ１（曼思特，纯度≥９８％）
购自北京百诺威生物科技有限公司。

１１３　试剂与仪器　ＤＭＥＭ培养基，胰蛋白酶，均

购自ＧＩＢＣＯ公司；胎牛血清（杭州四季青）、青／链霉
素，购自百诺威生物科技有限公司；棕榈酸、小牛血

清白蛋白，购自Ｓｉｇｍａ公司；葡萄糖氧化酶法测定试
剂盒，购自南京建成生物工程研究所；ＣＣＫ８试剂
盒，购自于碧云天生物技术有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购
自于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆转录试剂盒购自于美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＰｏｗｅｒＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购
自于美国 ＡＢＩ公司。ＢＭＧ全波长酶标仪（德国
ＢＭＧＬＡＢＴＥＣＨ公司），逆转录ＰＣＲ仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ
公司），实时荧光定量 ＰＣＲ仪器７５００型（美国 ＡＢＩ
公司）。ＰＣＲ扩增引物：ＡＭＰＫα，沉默信息调节因子
２相关酶 １（ＳＩＲＴ１），过氧化物酶体增殖物激活受
体γ辅激活子１α（ＰＧＣ１α）由上海生工公司合成。
引物序列如下：ＡＭＰＫα上游引物 ＡＡＡＣＣＣＡＣＡ
ＧＡＡＡＴＣＣＡＡＡＣＡＣ，下 游 引 物 ＣＣＴＴＣＣＡＴＴＣＡＴ
ＡＧＴＣＣＡＡＣＴＧ；ＳＩＲＴ１上游引物 ＧＣＡＡＣＡＧＣＡＴＣＴ
ＴＧＣＣＴＧＡＴ，下游引物 ＧＴＧＣＴＡＣＴＧＧＴＣＴＡＣＡＡＧ；
ＰＧＣ１α上游引物 ＣＣＣＴＧＣＣＡＴＴＧＴＴＡＡＧＡＣＣ，下游
引物ＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＣＣＴＧＣＴＣＣＴ。
１２　方法
１２１　细胞培养与传代　Ｃ２Ｃ１２骨骼肌细胞以含
１０％胎牛血清（ＦＢＳ），１００ＩＵ／ｍＬ青霉素，１００ＩＵ／ｍＬ
链霉素的ＤＭＥＭ基础培养基于３７℃，５％ＣＯ２条件
下无菌培养。当细胞融合至８０％左右时用０２５％
胰酶进行消化并传代，每２～３ｄ传代１次。
１２２　胰岛素抵抗细胞模型的建立及鉴定　方法
同前期实验，具体如下：Ｃ２Ｃ１２细胞以１０４／ｍＬ接种
于９６孔板，每６孔１组，分别加入正常培养液及含
０２５ｍｍｏｌ／Ｌ棕榈酸，１％小牛血清白蛋白的 ＤＭＥＭ
培养基，培养１６ｈ后观察，若其葡萄糖消耗量明显
下降，则表明ＩＲ模型建立成功［３］。
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１２３　ＡＭＰＫα低表达的骨骼肌细胞模型的建立　
首先应用绿色荧光蛋白质粒电转 Ｃ２Ｃ１２细胞，摸索
最佳的电转条件，并确定嘌呤霉素的药杀浓度。根

据ＡＭＰＫα基因信息（ＧｅｎｅＩＤ：１０５７５８），构建 ｓｈＲＮＡ
沉默点，设计并合成ＡＭＰＫα基因ｓｈＲＮＡ靶位点，将
ＡＭＰＫα基因 ｓｈＲＮＡ克隆至定点整合表达载体上，
转入大肠杆菌后抽提质粒测序，使质粒达到电转级

别；电转Ｃ２Ｃ１２细胞，根据沉默效果筛选阳性克隆
及摸索好的电转条件，将靶向性ｏｌｉｇｏ和ｓｈＲＮＡ定点
整合载体同时电转 Ｃ２Ｃ１２细胞。经药杀后，ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ验证确定阳性克隆数量及过表达倍数；完
成ＡＭＰＫα低表达 Ｃ２Ｃ１２细胞株建立，用于后续人
参皂苷Ｒｂ１的干预研究。
１２４　干预方法　将２０ｍｇ人参皂苷 Ｒｂ１，溶解于
适量 ＤＭＳＯ中，０２２μｍ滤膜过滤后作为贮存液。
使用时用完全培养基进行稀释，分为５个剂量组，将
终浓度分别为１、３、１０、３０、１００μｍｏｌ／Ｌ的人参皂苷
Ｒｂ１分别干预 ＩＲ的 Ｃ２Ｃ１２细胞和 ＡＭＰＫα低表达
的Ｃ２Ｃ１２细胞，空白组给予含有等体积 ＤＭＳＯ正常
培养基进行均一化对照，每组设５个复孔，药物干预
２４ｈ、４８ｈ。
１２５　葡萄糖消耗量、细胞增殖检测及细胞形态的
观察　分别在给药干预２４ｈ、４８ｈ时取培养基上清
２０μＬ／孔，按ＧＯＤＰＯＤ法，依照葡萄糖氧化酶法测
定试剂盒中的步骤进行检测。绘制标准曲线并根据

公式及稀释倍数计算葡萄糖的浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ），通过
比较培养液中葡萄糖的浓度，即可得知各组中细胞

葡萄糖消耗量。按照 ＣＣＫ８试剂盒说明，分别将不
同药物浓度干预２４ｈ、４８ｈ后，每孔加入１０ＬＣＣＫ８
溶液，将培养板在培养箱中孵育１ｈ，用酶标仪测定
在４５０ｎｍ处的吸光毒，记录 ＯＤ值，观察不同浓度
药物对细胞增殖的影响，并用于校正葡萄糖消耗量

检测时的细胞数。并用光学显微镜进行拍照，观察

不同浓度药物对细胞形态的影响。

１２６　逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）检测　
将Ｃ２Ｃ１２细胞及 ＡＭＰＫα低表达的 Ｃ２Ｃ１２细胞中，
分别加入中浓度人参皂苷 Ｒｂ１（１、３、１０、３０、１００
μｍｏｌ／Ｌ）干预２４ｈ后，分别设置空白对照组，每组４
个样本复孔，使用Ｔｒｉｚｏｌ试剂抽提总ＲＮＡ并定量，取
总ＲＮＡ１μｇ使用 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引物逆转录成第一链
ｃＤＮＡ。进一步以 ＳＹＢＲＭＩＸ（１０μＬ）＋ｃＤＮＡ模板
（２μＬ）＋上／下游引物（各１μＬ）＋无核酸酶超纯水
（６μＬ）的反应体系，上荧光定量ＰＣＲ仪进行扩增反
应，９５℃预变性２ｍｉｎ，继以９５℃变性２０ｓ，退火１５
ｓ，７２℃延伸３０ｓ，如此反复４０个循环后，结束后４
℃保存。每个样品设立２个复孔重复。以 ＧＡＰＤＨ
为内参进行标准化，结果以相对 ｍＲＮＡ水平表示（２
－ΔΔＣｔ法），
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１７０统计软件进行
数据处理，计量数据均使用（Ｍｅａｎ±ＳＥＭ）形式表
示，多组数据比较采用方差分析（ＡＮＯＶＡ），两两比
较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ法或独立样本 ｔ检验进行，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６
软件进行数据管理并制图。

２　结果
２１　对ＩＲ的Ｃ２Ｃ１２细胞形态及活力的影响　如图
１所示，应用前法构建ＩＲ模型，并加入不同浓度的人
参皂苷Ｒｂ１干预４８ｈ，光镜下观察低浓度（１、３、１０、３０
μｍｏｌ／Ｌ）人参皂苷Ｒｂ１对Ｃ２Ｃ１２骨骼肌细胞形态无
显著影响，１００μｍｏｌ／Ｌ的人参皂苷Ｒｂ１组细胞生长略
缓慢，细胞数有所减少，培养基中出现部分死亡的细

胞。ＣＣＫ８检测亦显示，人参皂苷Ｒｂ１干预４８ｈ后，
除１００μｍｏｌ／Ｌ以外，其他低浓度人参皂苷 Ｒｂ１对骨
骼肌活力影响差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

图１　不同浓度人参皂苷Ｒｂ１对Ｃ２Ｃ１２细胞形态及活力的影响
　　注：ＡＦ：人参皂苷Ｒｂ１浓度分别为０、１、３、１０、３０、１００μｍｏｌ／Ｌ（×２００），与不含Ｒｂ１的对照组比较，Ｐ＜００５
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２２　对 ＩＲ的 Ｃ２Ｃ１２细胞模型葡萄糖消耗的影响
　　由图２可见，与正常 Ｃ２Ｃ１２细胞比较，加入棕
榈酸的Ｃ２Ｃ１２细胞的培养液中剩余葡萄糖浓度明
显升高，葡萄糖消耗量均明显降低（Ｐ＜００５），提示
ＩＲ细胞模型构建成功。与无药物干预的 ＩＲ细胞比
较，除１００μｍｏｌ／Ｌ外，不同浓度的人参皂苷Ｒｂ１（１、
３、１０、３０μｍｏｌ／Ｌ）干预２４ｈ、４８ｈ，葡萄糖消耗量均
有一定程度的增加，且呈现了一定的剂量依赖性，其

中干预２４ｈ时，１０μｍｏｌ／Ｌ和３０μｍｏｌ／Ｌ组干预细
胞的葡萄糖消耗量分别增加了８２２３％和８３１３％，
干预４８ｈ时１０μｍｏｌ／Ｌ和３０μｍｏｌ／Ｌ组干预细胞的
葡萄糖消耗量分别增加了８７５０％和１００５０％，与
不加入人参皂苷Ｒｂ１的对照组比较，差异均有统计
学意义（Ｐ＜００５）。

图２　不同浓度人参皂苷Ｒｂ１对ＩＲ的Ｃ２Ｃ１２

细胞葡萄糖消耗量的比较

　　注：与加入ＰＡ，不加Ｒｂ１组比较，Ｐ＜００５；与不加 ＰＡ和 Ｒｂ１

组比较，△Ｐ＜００５

２３　对ＩＲ的 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＡＭＰＫα、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α
基因的影响　与对照组 ＩＲ的 Ｃ２Ｃ１２细胞比较，１０
μｍｏｌ／Ｌ人参皂苷 Ｒｂ１能够显著上调细胞 ＡＭＰＫα、
ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α的基因表达（Ｐ＜００５）。说明人参
皂苷Ｒｂ１促进葡萄糖消耗的作用可能与调节上述
基因有关。见图３。
２４　对 ＡＭＰＫα低表达的 Ｃ２Ｃ１２细胞模型葡萄糖
消耗的影响　如图 ４所示，与不经药物干预的
ＡＭＰＫα低表达的 Ｃ２Ｃ１２细胞比较，除１００μｍｏｌ／Ｌ

外，不同浓度的人参皂苷 Ｒｂ１（１、３、１０、３０μｍｏｌ／Ｌ）
干预２４ｈ、４８ｈ，葡萄糖消耗量均有显著的增加（Ｐ＜
００５）。其中干预２４ｈ时，１０μｍｏｌ／Ｌ和３０μｍｏｌ／Ｌ
组干预细胞的葡萄糖消耗量分别增加了６１１４％和
７６２９％，干预４８ｈ时，１０μｍｏｌ／Ｌ和３０μｍｏｌ／Ｌ组
干预细胞的葡萄糖消耗量分别增加了 ５８８６％和
６５５４％，与不加入人参皂苷 Ｒｂ１的对照组比较，差
异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。人参皂苷 Ｒｂ１对
ＡＭＰＫα低表达的ＩＲ细胞的葡萄糖消耗量的影响程
度低于对棕榈酸诱导的ＩＲ细胞的影响，该结果进一
步说明人参皂苷 Ｒｂ１促进 Ｃ２Ｃ１２细胞葡萄糖消耗
的与调节ＡＭＰＫα有关。

图３　人参皂苷Ｒｂ１对ＩＲ的Ｃ２Ｃ１２细胞ＡＭＰＫα、
ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α基因的影响

　　注：与不含Ｒｂ１的对照组比较，Ｐ＜００５

图４　不同浓度人参皂苷Ｒｂ１对ＡＭＰＫα低表达的Ｃ２Ｃ１２
细胞葡萄糖消耗量的比较

　　注：与不含Ｒｂ１的对照组比较，Ｐ＜００５

２５　对 ＡＭＰＫα低表达的 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＡＭＰＫα、
ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α基因的影响　与对照组 ＩＲ的
Ｃ２Ｃ１２细胞比较，１０μｍｏｌ／Ｌ人参皂苷 Ｒｂ１能够显
著上调ＡＭＰＫα低表达的 Ｃ２Ｃ１２细胞 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ

·７５·世界中医药　２０１９年１月第１４卷第１期



１α的基因表达（Ｐ＜００５），对 ＡＭＰＫα的低表达细
胞株的ＡＭＰＫα基因表达有一定的上调作用，但差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图５。可见ＡＭＰＫα基
因沉默影响了人参皂苷Ｒｂ１对ＡＭＰＫα的影响，但对
ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α基因的影响仍存在，说明人参皂苷
Ｒｂ１促进ＡＭＰＫα低表达的 Ｃ２Ｃ１２细胞葡萄糖消耗
的作用可能不仅仅通过调节ＡＭＰＫα基因来完成。

图５　人参皂苷Ｒｂ１对ＡＭＰＫα低表达的Ｃ２Ｃ１２细胞
ＡＭＰＫα、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α基因的影响

　　注：与不含Ｒｂ１的对照组比较，Ｐ＜００５

３　讨论
人参用于治疗糖尿病历史悠久，早在《本草纲

目》中就有过记载。现代研究证明，人参中抗糖尿

病作用的有效成分主要有人参皂苷，人参多肽，人参

多糖等，其中人参皂苷是人参药理活性最重要的成

分［１１１２］。其抗糖尿病的作用机制包括抑制食欲，降

低肠道葡萄糖与脂肪的吸收；调节糖脂代谢通路，增

加能量消耗；调节过氧化物酶体增殖剂活化受体 γ
活性和表达，改善 ＩＲ；促进胰岛素分泌和抗胰岛 β
细胞凋亡；抗氧化应激和抗炎作用等［１３１４］。

人参皂苷Ｒｂ１是二醇组皂苷的主要成分之一，
我们前期研究发现人参皂苷 Ｒｂ１能够改善肥胖小
鼠的胰岛素敏感性，该作用可能与促进白色脂肪组

织棕色化有关［１５］。也有文献报道其具有促进脂肪

细胞、骨骼肌细胞等胰岛素敏感细胞葡萄糖摄取的

作用［８，１６］，该作用与调节葡萄糖转运子４（ＧＬＵＴ４）
的表达有关［８］，然其上游是否与调节 ＡＭＰＫα等因
子相关却尚待深入研究。

在本研究中，我们观察到一定浓度的人参皂苷

Ｒｂ１（１０、３０μｍｏｌ／Ｌ）能够促进高糖高脂诱导的 ＩＲ
的 Ｃ２Ｃ１２骨骼肌细胞的葡萄糖消耗，但过高剂量
１００μｍｏｌ／Ｌ因影响细胞活性而降低了葡萄糖的利
用，且人参皂苷 Ｒｂ１能够上调 ＩＲ的 Ｃ２Ｃ１２骨骼肌
细胞 ＡＭＰＫα、ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α的基因表达。ＰＧＣ
１α参与骨骼肌葡萄糖摄取及胰岛素敏感性的调
节［１７］，可以通过激活下游靶基因 ＮＲＦ１，ＮＲＦ２等
增强线粒体的生物合成，提高细胞线粒体数量和氧

化呼吸功能［１８］，与机体葡萄糖的消耗密切相关。而

ＡＭＰＫ和 ＳＩＲＴ１是 ＰＧＣ１α的重要上游调节因子，
ＡＭＰＫ一方面可以直接磷酸化 ＰＧＣ１α相关位点增
强ＰＧＣ１α的转录活性，另一方面 ＡＭＰＫ亦能通过
提升胞内ＮＡＤ＋水平增强ＳＩＲＴ１的活性，从而以去
乙酰化的方式调节 ＳＩＲＴ１下游靶蛋白 ＰＧＣ１α的
活性［１９］。我们的研究结果表明人参皂苷 Ｒｂ１调节
骨骼肌细胞葡萄利用与 ＡＭＰＫ信号通路有关，该发
现与既往研究结果一致［４］。

此外，我们进一步通过构建 ＡＭＰＫα基因沉默
的细胞株，进一步验证人参皂苷 Ｒｂ１促进骨骼肌细
胞葡萄利用与 ＡＭＰＫ信号通路的关系。结果显示
人参皂苷Ｒｂ１（１０、３０μｍｏｌ／Ｌ）亦能促进 ＡＭＰＫα低
表达细胞株的葡萄糖消耗情况，但其促进作用较在

棕榈酸诱导的 ＩＲ的细胞中发挥的作用弱，且在
ＡＭＰＫα低表达细胞株中，较低浓度（１、３μｍｏｌ／Ｌ）
人参皂苷Ｒｂ１也显示了一定的促进葡萄糖消耗的
作用。此外，ＰＣＲ结果提示人参皂苷 Ｒｂ１对
ＡＭＰＫα基因沉默的细胞株 ＳＩＲＴ１、ＰＧＣ１α基因亦
有上调作用。总之，本研究结果证实了参皂苷 Ｒｂ１
促进骨骼肌细胞葡萄利用与 ＡＭＰＫ信号通路的有
关，但不是单纯通过 ＡＭＰＫ信号通路发挥作用，亦
有其他信号通路发挥着调节作用。

综上所述，靶组织中葡萄糖摄取是维持的机体

血糖水平关键步骤，ＡＭＰＫ信号通路是葡萄糖等能
量物质代谢的重要调节机制［２０２１］。本研究结果揭

示了人参皂苷 Ｒｂ１对骨骼肌细胞的葡萄糖消耗利
用的促进作用，这种作用可能与 ＡＭＰＫα，ＳＩＲＴ１，
ＰＧＣ１α多个因子的调节密切相关。然而有鉴于经
由ＡＭＰＫ信号通路调节的葡萄糖利用多是通过线
粒体呼吸链有氧呼吸完成的，人参皂苷 Ｒｂ１促进葡
萄糖消耗及对 ＡＭＰＫ信号通路的调节是否与影响
骨骼肌线粒体呼吸功能有关，尚待进一步研究明确。
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