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摘 要 目的：分析芒果苷（MGF）对胰岛素抵抗HepG2细胞（IR-HepG2细胞）糖脂代谢的影响，并探讨潜在机制。方法：以人肝

癌HepG2细胞为对象，以1 mmol/L棕榈酸+2 mmol/L油酸联合培养建立 IR-HepG2细胞模型。以盐酸二甲双胍为阳性对照，分别

检测低、中、高浓度MGF（125、250、500 μmol/L）作用24 h对 IR-HepG2细胞中校正葡萄糖耗氧量和三酰甘油（TG）、总胆固醇（TC）

含量的影响；采用实时荧光定量聚合酶链式反应技术检测细胞中腺苷一磷酸活化蛋白激酶（AMPK）通路上游关键因子脂联素

（APN）、脂联素受体2（AdipoR2）、APPL1、AMPK以及下游胰岛素信号通路关键因子胰岛素受体底物1（IRS-1）、蛋白激酶B（Akt）、

葡萄糖转运体4（GLUT4）mRNA的相对表达量；采用Western blot法检测AMPK蛋白的磷酸化水平。结果：与对照组比较，模型组

细胞校正葡萄糖消耗量和APN、AdipoR2、APPL1、AMPK、IRS-1、GLUT4 mRNA的相对表达量以及AMPK蛋白磷酸化水平均显著

降低，TG、TC 含量均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）；与模型组比较，各药物组校正葡萄糖消耗量和 APN（MGF 中、高浓度组除

外）、AdipoR2、APPL1、AMPK（MGF中、高浓度组除外）、IRS-1（MGF中、高浓度组除外）、Akt（阳性对照组除外）、GLUT4（MGF高

浓度组除外）mRNA的相对表达量以及AMPK蛋白磷酸化水平均显著升高，TG、TC含量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。结论：

芒果苷可能通过激活通路上游靶点APN，进而调控AMPK信号通路，从而促进 IR-HepG2细胞对葡萄糖的摄取，降低TG、TC含量，

发挥改善胰岛素抵抗及糖脂代谢异常状态的作用。
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2型糖尿病（T2DM）多由胰岛素抵抗（IR）和B细胞

功能障碍所致[1]，其中 IR主要表现为肝脏、肌肉、脂肪等

靶组织对胰岛素的敏感性下降以及对葡萄糖的摄取及

利用减少[2]。腺苷一磷酸活化蛋白激酶（AMPK）分布于

各组织中，其活化后能增加机体对胰岛素的敏感性，改

善 IR和糖脂代谢紊乱，从而减轻T2DM相关症状[3]。有

研究指出，脂联素（APN）为 AMPK 信号通路的上游靶

点，是该信号通路中的关键信号分子，可通过与脂联素受

体2（AdipoR2）结合而激活AMPK，而APPL1是AdipoR2

与 AMPK 之间的关键衔接蛋白 [4－5]。当 AMPK 被激活

后，AMPK可进一步促进下游胰岛素信号通路中胰岛素

受体底物1（IRS-1）的磷酸化，激活蛋白激酶B（Akt）；Akt

活化可促使细胞中的葡萄糖转运体4（GLUT4）由细胞质

转移到细胞膜，从而促进葡萄糖的摄取和利用，最终改

善 IR[6]。

知母为百合科植物知母 Anemarrhena asphodeloi-

des Bge.的干燥根茎，其主要活性成分之一的芒果苷

（MGF）具有改善 IR和糖脂代谢紊乱的作用[7－8]，且这种

作用与AMPK及其下游胰岛素信号通路Akt和GLUT4

的表达有关[9－10]。有研究表明，MGF能提升糖尿病 IR模

型大鼠血清中APN的含量[11]，但其是否能通过激活这一

上游靶点进而调控AMPK信号通路中的各关键因子的

表达，尚有待进一步探讨。基于此，本研究以HepG2肝

脏细胞 IR模型（即 IR-HepG2细胞模型）为对象，初步探

讨了MGF对其糖脂代谢以及AMPK信号通路的影响，

旨在为 MGF 改善 T2DM 患者 IR 的作用机制研究提供

参考。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器包括 3111型CO2细胞培养箱

（美国Thermo Fisher Scientific公司）、Synergy H1型多功

能酶标仪（美国BioTek公司）、HR40-ⅡA2型生物安全柜

（广州火元医疗器械有限公司）、AB135-S 型电子天平

（瑞士Mettler Toledo公司）、Microfuge 16型台式微量离

心机和 Allegra X-22R 型多功能台式冷冻离心机（美国

Bechman Coulter公司）、7500型荧光定量基因扩增仪和

Effects of Mangiferin on Glucose and Lipid Metabolism of Insulin-resistant HepG2 Cells

LI Zilin1，JIN Huijie1，FANG Jia1，LIU Yiming1，2，LIN Aihua3（1. Phase Ⅰ Clinical Trial Center，Guangdong

Provincial Hospital of TCM/the Second Affiliated Hospital of Guangzhou University of TCM，Guangzhou

510120，China；2. Guangdong Provincial Key Laboratory of Clinical Research on Traditional Chinese Medicine

Syndrome，Guangdong Provincial Hospital of TCM/the Second Affiliated Hospital of Guangzhou University of

TCM，Guangzhou 510120，China；3. Dept. of Pharmacy，Guangdong Provincial Hospital of TCM/Zhuhai

Hospital，the Second Affiliated Hospital of Guangzhou University of TCM，Guangdong Zhuhai 519000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To analyze the effects of mangiferin（MGF）on glucose and lipid metabolism in insulin resistance

（IR）HepG2 cells，and to explore the potential mechanism. METHODS：Using human hepatoma HepG2 cells as research objects，

1 mmol/L palmitic acid and 2 mmol/L oleic acid were used to establish the IR-HepG2 cell model. Using metformin hydrochloride as

positive control，the effects of low-concentration，medium-concentration and high-concentration MGF（125，250，500 μmol/L）on

the corrected glucose consumption，the contents of triglyceride（TG）and total cholesterol（TC）in IR-HepG2 cells were detected.

The mRNA expression of APN，AdipoR2，APPL1，AMPK in the upstream of AMPK signaling pathway and IRS-1，Akt and

GLUT4 in the downstream insulin signaling pathway were detected by RT-PCR. The phosphorylation level of AMPK protein was

detected by Western blot assay. RESULTS：Compared with control group，corrected glucose consumption，mRNA expression of

APN，AdipoR2，APPL1，AMPK，IRS-1 and GLUT4，as well as the phosphorylation level of AMPK protein were decreased

significantly in model group，while the contents of TG and TC were increased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with

model group， corrected glucose consumption， mRNA expression of APN （except for MGF medium-concentration and

high-concentration groups），AdipoR2，APPL1，AMPK（except for MGF medium-concentration and high-concentration groups），

IRS-1（except for MGF medium-concentration and high-concentration groups），Akt（except for positive control group），GLUT4

（except for MGF high-concentration group）were increased significantly in administration groups，while the contents of TG and TC

were decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Mangiferin may activate APN，which is the upstream target

of pathway，and then regulate AMPK signaling pathway，so as to promote glucose uptake of IR-HepG2 cells，reduce TG and TC

contents，and improve IR and abnormal glucose and lipid metabolism.

KEYWORDS Mangiferin；Insulin resistance；Human HepG2 cells；Glucose and lipid metabolism；AMPK signaling pathway；

APN
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Veriti型PCR逆转录仪（美国Applied Biosystems公司）、

KS260型控制型摇床（德国KIA公司）、Min-protean Tetra

型垂直电泳系统和ChemiDocTM型高灵敏度化学发光成

像仪（美国Bio-Rad公司）等。

1.2 主要药品与试剂

MGF对照品（批号MUST-17040103，纯度 98.21％）

购自成都曼斯特生物科技有限公司；盐酸二甲双胍对照

品（阳性对照，批号100664-201805，纯度98％）购自上海

源叶生物科技有限公司；无脂肪酸牛血清白蛋白（BSA，

批号 WXBC0994V，纯度 99％）购自北京索莱宝科技有

限公司；MTT 试剂（批号 QR14912）购自美国 MP Bio-

medicals公司；二甲基亚砜（DMSO，批号RNBF2368）、棕

榈酸（PA，批号 SLBW9894，纯度 98.5％）、油酸（OA，批

号 SLCC4023，纯度 99％）均购自美国 Sigma 公司；

DMEM 高糖培养基（批号 8119081）、南美胎牛血清（批

号2176398）、青霉素-链霉素双抗（批号15140122）、胰酶

（批号 2120649）均购自美国 Gibco 公司；葡萄糖氧化酶

法检测试剂盒（批号20180801137）购自南京建成生物工

程研究所；三酰甘油（TG）试剂盒（批号E1003）、胆固醇

（TC）试剂盒（批号E1005）均购自北京普利莱基因技术

有限公司；BCA蛋白浓度测定试剂盒（批号P0010）购自

上海碧云天生物技术有限公司；彩色蛋白Marker（批号

00784045）、5×十二烷基硫酸钠 -聚丙酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）蛋白上样缓冲液（批号VG299802）均购自

美国 Thermo Fisher Scientific 公司；TRIzol 试剂（批号

213506）购自美国 Invitrogen 公司；Fast Start Universal

SYBR Green Master 荧 光 定 量 试 剂 盒（ 批 号

04913914001）、Transcriptor cDNA Synth. Kit2反转录试

剂盒（批号 04897030001）均购自瑞士 Roche 公司；10×

RIPA裂解液（批号75）、兔β-肌动蛋白（β-actin）单克隆抗

体（批号4970）、兔AMPK单克隆抗体（批号2603）、兔磷

酸化 AMPK（p-AMPK）单克隆抗体（批号 2535）均购自

美国CST公司；辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔

IgG 二抗（批号 SA00001-2）购自美国 Proteintech 公司；

ECL发光液（批号 1939801）购自美国Millipore公司；扩

增引物由上海生工生物工程股份有限公司设计、合成；

其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3 细胞

人源HepG2细胞株购自中国科学院上海生命科学

研究院细胞资源中心。

2 方法

2.1 细胞培养

HepG2细胞复苏后，接种于含10％胎牛血清、1％青

霉素-链霉素双抗的DMEM高糖培养基（以下简称“完全

培养基”）中，置于 37 ℃、5％CO2培养箱中培养（以下培

养条件相同），待细胞生长密度达 80％左右时，用含

0.25％乙二胺四乙酸（EDTA）的胰酶消化并传代至新的

培养皿中。

2.2 MGF药液和新鲜培养基的配制

精密称取MGF对照品适量，溶于DMSO中，制得浓

度为250 mmol/L的MGF母液，分装。临用前，将上述母

液用完全培养基稀释至所需浓度。

取 PA、OA 适量，加水于 75 ℃溶解后，趁热与 20％

无脂肪酸BSA[以pH为7.4的磷酸盐缓冲液（PBS）溶解]

混匀并滤过。临用前，用完全培养基稀释成含3％BSA、

1 mmol/L PA、2 mmol/L OA的新鲜培养基。

2.3 细胞分组与 IR模型建立

取对数生长期的 HepG2细胞适量，随机分为正常

组、模型组、阳性对照组（盐酸二甲双胍 5 mmol/L，剂量

设置参考文献[12]并结合本课题组前期研究结果）和

MGF高、中、低剂量组（500、250、125 μmol/L，剂量设置

参考本课题组前期研究结果），每组设3个复孔。除正常

组加入含 3％BSA的完全培养基外，其余各组细胞均参

照文献[13]加入“2.2”项下新鲜培养基培养 24 h以诱导

建立 IR模型。建模后，正常组、模型组和各药物组分别

替换为不含或含相应药物的完全培养基继续培养。

2.4 细胞葡萄糖消耗量检测

取对数生长期的HepG2细胞适量，以3×104个/孔接

种于96孔板中，按“2.3”项下方法分组、造模、给药，同时

设置不含细胞的空白对照组。各组细胞培养24 h后，取

上清液，参照葡萄糖氧化酶法检测试剂盒说明书方法，

以多功能酶标仪检测各孔的葡萄糖含量并计算葡萄糖

消耗量：葡萄糖消耗量＝空白对照组葡萄糖含量－待测

组葡萄糖含量。弃去上清液后，各组细胞加入0.5 mg/mL

的MTT试剂适量，于室温下反应 10 min，使用多功能酶

标仪检测各孔的光密度（OD）值，并计算细胞活力：细胞

活力＝（待测组细胞OD值－空白对照组OD值）/（正常

组OD值－空白对照组OD值）。基于上述葡萄糖消耗

量和细胞活力计算校正葡萄糖消耗量：校正葡萄糖消耗

量＝葡萄糖消耗量/细胞活力。实验重复3次。

2.5 细胞中TG、TC含量检测

取对数生长期的HepG2细胞适量，以 1.2×105个/孔

接种于6孔板中，按“2.3”项下方法分组、造模、给药。各

组细胞培养24 h后，弃去上清液，细胞用预冷PBS洗涤2

次，加入RIPA裂解液充分混匀，静置10 min。收集各组

细胞裂解液，于 70 ℃加热 10 min，以 2 000 r/min 离心 5

min，取上清液，参照相应检测试剂盒说明书方法，以多

功能酶标仪检测各组细胞中 TG、TC 含量；同时，采用

BCA 法测定各孔的蛋白浓度，用于校正 TG、TC 含量。

实验重复3次。
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2.6 细胞中AMPK信号通路各关键因子mRNA表达

检测

采用实时荧光定量PCR法检测AMPK信号通路上

游关键因子APN、AdipoR2、APPL1、AMPK以及下游胰

岛素信号通路关键因子 IRS-1、Akt、GLUT4的mRNA表

达情况。取对数生长期的 HepG2细胞适量，以 1.2×105

个/孔接种于 6孔板中，按“2.3”项下方法分组、造模、给

药。各组细胞培养 24 h后，弃去上清液，细胞经TRIzol

法提取总 RNA 并根据 Transcriptor cDNA Synth. Kit2试

剂盒说明书方法逆转录合成 cDNA。以 cDNA为模板，

参照Fast Start Universal SYBR Green Master试剂盒说明

书配制PCR扩增体系，混匀后，使用荧光定量基因扩增

仪进行 PCR扩增。反应体系（共 20 μL）包括：cDNA模

板 2 μL，2×SYBR Green Ⅰ Master 10 μL，上、下游引物

（其引物序列及产物大小见表 1）各 0.5 μL，ddH2O 7 μL。

反应条件为：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 10 s，60 ℃

退火 30 s，共 40个循环。以β-actin作为内参，采用 2－ΔΔCt

法以 QuantStudio 7 RT-PCR System（Version 1.1）软件计

算各目的基因mRNA的相对表达量，结果均以正常组为

标准进行归一化处理。实验重复3次。

表 1 AMPK信号通路各关键因子PCR引物序列及产

物大小

Tab 1 PCR primer sequence and product size of key

factors in AMPK signaling pathway

待测基因

上游关键
因子

下游关键
因子

内参

AdipoR2

APN

APPL1

AMPK

IRS-1

Akt

GLUT4

β-actin

上游引物（5′→3′）

CCCTCATGATGTACTACCAGAC

GAAGGACAGCCAGTATGAGATG

ATTTGTTCTTCGGACATCAAGC

CAACTATCGATCTTGCCAAAGG

TCATCTCCTCGGATGAGTATGG

TGACCATGAACGAGTTTGAGTA

CTGAAGGATGAGAAGCGGAAG

TGTCACCAACTGGGACGATA

下游引物（5′→3′）

GTTGCCTGTTTCTGTGTGTATT

GGATAAGCGTGATGTTGAACTC

GTTTTTCTGATGCCCTACGATC

AACAGGAGAAGAGTCAAGTGAG

ACCCATGCAGATATAGTTGCTT

GAGGATCTTCATGGCGTAGTAG

TCGAAGATGCTGGTCGAATAAT

GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

产物大
小，bp

127

203

161

106

134

110

167

165

2.7 细胞中AMPK蛋白磷酸化水平检测

采用Western blot法检测。取对数生长期的HepG2

细胞适量，以1.2×105个/孔接种于6孔板中，按“2.3”项下

方法分组、造模、给药。各组细胞培养24 h后，弃去上清

液，细胞用预冷的RIPA裂解液充分裂解，收集裂解液，

于 4 ℃下以 12 000 r/min 离心 15 min，取上清液并采用

BCA 法测定蛋白浓度。根据蛋白浓度测定结果，加入

5×SDS PAGE蛋白上样缓冲液适量，于 100 ℃煮沸变性

10 min。取变性蛋白，进行10％SDS-PAGE分离后，以湿

转法转膜，经5％BSA室温封闭1 h；加入p-AMPK、AMPK

一抗（稀释比例均为1 ∶1 000）和β-actin一抗（稀释比例为

1 ∶ 2 000），于4 ℃孵育过夜；用TBST溶液清洗10 min×3

次，加入HRP标记的 IgG二抗（稀释比例为1 ∶ 1 000），室

温孵育1 h；用TBST溶液清洗10 min×3次，经ECL发光

液显色后，使用高灵敏度化学发光成像仪曝光成像。采

用 Image Lab 5.2.1软件对目的条带进行灰度值分析，以

p-AMPK 与 AMPK 条带灰度值的比值（即 p-AMPK/

AMPK比值）表示后者的磷酸化水平，结果均以正常组

为标准进行归一化处理。实验重复3次。

2.8 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件对数据进行统计分析，采用

Graph Pad Prism 7.0软件作图。数据均以 x±s表示，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用LSD

检验（方差齐）或 Dunnett’s T3检验（方差不齐）。P＜

0.05为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 MGF对 IR-HepG2细胞糖代谢的影响

与正常组比较，模型组细胞的校正葡萄糖消耗量显

著降低（P＜0.01）；与模型组比较，各药物组细胞的校正

葡萄糖消耗量均显著升高（P＜0.01），详见表2。

表 2 MGF 对 IR-HepG2 细胞校正葡萄糖消耗量和

TG、TC含量的影响（x±±s，n＝3）

Tab 2 Effects of MGF on corrected glucose consump-

tion，TG and TC content in IR-HepG2 cells

（x±±s，n＝3）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
MGF高剂量组
MGF中剂量组
MGF低剂量组

校正葡萄糖消耗量，mmol/L

2.92±0.09

2.32±0.26＊＊

4.27±0.12##

3.36±0.12##

2.87±0.06##

2.79±0.21##

TG含量，mg/g

205.40±6.97

253.70±22.97＊＊

211.48±8.55##

209.22±12.71##

199.28±5.58##

189.07±7.61##

TC含量，mg/g

18.64±1.21

27.44±1.16＊＊

18.08±1.82##

19.94±1.04##

20.34±1.28##

20.71±3.07##

注：与正常组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊＊P＜0.01；vs. model group，##P＜0.01

3.2 MGF对 IR-HepG2细胞脂代谢的影响

与正常组比较，模型组细胞内 TG、TC 含量均显著

升高（P＜0.01）；与模型组比较，各药物组细胞内上述指

标含量均显著降低（P＜0.01），详见表2。

3.3 MGF对 IR-HepG2细胞AMPK信号通路上游关键

因子mRNA表达的影响

与正常组比较，模型组细胞APN、AdipoR2、APPL1、

AMPK mRNA 的相对表达量均显著降低（P＜0.05 或

P＜0.01）；与模型组比较，阳性对照组和 MGF 低剂量

组细胞 APN、AMPK mRNA 以及各药物组 AdipoR2、

APPL1 mRNA 的相对表达量均显著升高（P＜0.05 或

P＜0.01），详见表3。

3.4 MGF对 IR-HepG2细胞AMPK下游胰岛素信号通

路关键因子mRNA表达的影响

与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 细 胞 中 IRS-1、GLUT4

mRNA的相对表达量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；

与模型组比较，阳性对照组和 MGF 低剂量组细胞中
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IRS-1 mRNA，MGF各剂量组Akt mRNA，以及阳性对照

组和MGF低、中剂量组GLUT4 mRNA的相对表达量均

显著升高（P＜0.05或P＜0.01），详见表4。

表3 MGF对IR-HepG2细胞中APN、AdipoR2、APPL1、

AMPK mRNA相对表达量的影响（x±±s，n＝3）

Tab 3 Effects of MGF on mRNA expression of APN，

AdipoR2，APPL1 and AMPK in IR-HepG2

cells（x±±s，n＝3）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
MGF高剂量组
MGF中剂量组
MGF低剂量组

APN

1.00±0.00

0.33±0.01＊＊

0.46±0.01##

0.47±0.10

0.51±0.11

0.59±0.02##

AdipoR2

1.00±0.00

0.83±0.03＊＊

0.95±0.05#

1.01±0.08##

0.96±0.07#

1.00±0.09##

APPL1

1.00±0.00

0.43±0.05＊＊

0.64±0.06#

0.65±0.19#

0.87±0.09##

0.85±0.13##

AMPK

1.00±0.00

0.44±0.06＊

0.68±0.06#

0.60±0.26

0.85±0.16

0.80±0.08#

注：与正常组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，
#P＜0.05，##P＜0.01

表 4 MGF 对 IR-HepG2 细胞中 IRS-1、Akt、GLUT4

mRNA相对表达量的影响（x±±s，n＝3）

Tab 4 Effects of MGF on mRNA expression of IRS-1，

Akt and GLUT4 in IR-HepG2 cells（x ±± s，

n＝3）

组别
正常组
模型组
阳性对照组
MGF高剂量组
MGF中剂量组
MGF低剂量组

IRS-1

1.00±0.00

0.74±0.04＊

0.88±0.07#

0.77±0.10

0.80±0.09

1.02±0.03##

Akt

1.00±0.00

0.96±0.10

1.01±0.13

1.22±0.11#

1.30±0.13##

1.36±0.10##

GLUT4

1.00±0.00

0.27±0.11＊＊

0.66±0.14#

0.52±0.06

0.69±0.24#

0.79±0.17##

注：与正常组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，
#P＜0.05，##P＜0.01

3.5 MGF对 IR-HepG2细胞AMPK蛋白磷酸化水平的

影响

与正常组比较，模型组细胞AMPK蛋白磷酸化水平

显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，各药物组细胞

AMPK 蛋白磷酸化水平均显著升高（P＜0.05 或 P＜

0.01），详见图1、表5。

4 讨论

T2DM是一种慢性代谢性疾病，被认为是全世界第

五大死亡原因，其主要表现是患者糖脂代谢紊乱[14]。IR

是T2DM发生的重要因素，其主要特征是胰岛素作用的

靶组织对葡萄糖的摄取和利用减少[2]。肝脏作为胰岛素

作用的主要靶组织，是维持糖脂代谢稳定的重要器

官[2]。HepG2细胞为人肝癌细胞，由其构建的 IR细胞模

型是学界公认的可用于研究 IR发生机制和降糖药物作

用机制的理想模型 [15]，故本研究参考文献 [13]采用 1

mmol/L PA+2 mmol/L OA联合培养建立 IR细胞模型。

本课题组前期研究表明，以DMSO作为溶剂，MGF

最大溶解浓度为 250 mmol/L，DMSO 体积分数在 0.2％

（即500 μmol/L）以下对细胞毒性影响小；此外与正常组

比较，MGF 高、中、低剂量（500、250、125 μmol/L）对

HepG2细胞的存活率均无显著影响，且细胞存活率均在

90％以上，故本研究选择上述 3个浓度进行后续实验。

结果显示，MGF高、中、低剂量均可显著提高 IR-HepG2

细胞的校正葡萄糖消耗量，其中以高剂量作用效果相对

最强；同时，其还可显著降低 IR-HepG2细胞中 TG、TC

的含量，提示MGF可调整 IR-HepG2细胞的糖脂代谢异

常。值得注意的是，经MGF干预后，各剂量组细胞TG

含量无明显的剂量依赖趋势，且从具体数据上看，MGF

低剂量下调TG含量的效果较明显。有研究指出，APN

可降低肝脏组织中 TG 的含量并上调胰岛素信号的转

导，提示TG含量与APN的表达水平有关[16]。经药物干

预后，MGF低剂量组细胞内APN mRNA的相对表达量

更高，这可能是低剂量组细胞内TG含量更低的原因。

AMPK是一种细胞内能量感受器和调节因子，已被

证明与 IR、肝脏脂肪病变、糖尿病肾病及糖尿病心肌病

的发生密切相关 [17－19]。p-AMPK 是 AMPK 的磷酸化形

式，p-AMPK/AMPK 比值能反映 AMPK 的活化程度；

AMPK磷酸化的增加可有助于AMPK信号通路的激活，

从而有利于抗 IR作用的发挥[4]。有研究表明，MGF对糖

表 5 MGF对 IR-HepG2细胞AMPK蛋白磷酸化水平

的影响（x±±s，n＝3）

Tab 5 Effects of MGF on the phosphorylation level of

AMPK protein in IR-HepG2 cells（x±±s，n＝3）

组别
正常组
模型组
阳性对照组

p-AMPK/AMPK比值
1.00±0.00

0.76±0.06＊＊

1.20±0.18#

组别
MGF高剂量组
MGF中剂量组
MGF低剂量组

p-AMPK/AMPK比值
1.58±0.18##

1.67±0.46##

1.78±0.23##

注：与正常组比较，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜0.05，
##P＜0.01

图 1 MGF对 IR-HepG2细胞AMPK蛋白磷酸化水平

影响的电泳图

Fig 1 Electrophoretogram of the effects of MGF on

the phosphorylation level of AMPK protein in

IR-HepG2 cells

p-AMPK

AMPK

β-actin

62 kDa

62 kDa

45 kDa

正常组 模型组 阳性对照
组组

MGF高
剂量组

MGF中
剂量组

MGF低
剂量组
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脂代谢紊乱的调节作用与 AMPK 信号通路有关，但

MGF 不是该通路的直接激活剂，提示该化合物介导的

AMPK激活可能与其上游关键因子有关[18－21]。APN是

AMPK 信号通路的上游靶点，其水平升高对 T2DM、IR

具有明显的改善作用[16，22]。研究表明，APN缺乏会导致

小鼠脑组织 IR、认知功能减退和老年痴呆症样病变[23]；

另有研究表明，总APN水平与T2DM心血管风险有密切

关联[24]。可见，APN可以改善 IR、增加机体对胰岛素的

敏感性。因此，研究MGF是否通过APN调节AMPK信

号通路以改善糖脂代谢紊乱有重要意义。有研究指出，

AdipoR2与 IR 相关的肝功能异常有关 [25]；此外，初诊

T2DM患者血清中APPL1水平异常升高，提示AdipoR2

和 APPL1均可能参与了 T2DM 的发生发展 [26]。APPL1

作为AdipoR2与AMPK之间的关键衔接蛋白，其表达量

与APN介导AMPK磷酸化呈正相关[27]。活化的AMPK

可激活下游胰岛素信号转导通路，促进糖脂代谢，最终

改善 IR[7]。IRS-1主要存在于胰岛素敏感组织中，是介导

胰岛素及其功能的关键信号蛋白[28]。有研究表明，IRS-1

与T2DM患者 IR之间存在相关性，该因子异常表达可导

致 IR 的发生，而 IR 又是 T2DM 的重要病理机制 [29－30]。

Akt是葡萄糖代谢中的关键酶，其可被胰岛素激活，介导

胰岛素刺激的多种生物学效应[31]。GLUT4作为骨骼肌

和脂肪细胞中的主要转运蛋白，是Akt下游调控葡萄糖

摄取的重要因子，可在胰岛素的刺激下将葡萄糖转运至

胰岛素敏感组织中以促进胰岛素的利用，从而维持血糖

的稳定和细胞正常的生理功能[32]。基于此，本研究对上

述AMPK信号通路上、下游关键因子mRNA的表达进行

了检测。结果显示，采用 1 mmol/L PA 联合 2 mmol/L

OA 诱导 HepG2细胞，可导致 IR 的发生，并显著下调

AMPK 信号通路中关键因子 APN、AdipoR2、APPL1、

IRS-1、GLUT4 mRNA 的表达，以及 AMPK 蛋白的磷酸

化水平，而不会显著影响Akt mRNA的表达。经MGF干

预24 h后，各药物组细胞中上述关键因子的表达均不同

程度地上调，其中 APN、APPL1、AMPK、IRS-1、Akt、

GLUT4 mRNA的相对表达量以及p-AMPK/AMPK比值

均以低或低、中剂量组最优；而 MGF 各剂量组细胞中

AdipoR2 mRNA的相对表达量并无明显的量效关系，且

均与阳性对照相当。有研究指出，AMPK为“细胞能量

感受器”，细胞的能量状况决定着 AMPK 的活化程度：

APN 会促进细胞腺苷三磷酸（ATP）的消耗，使细胞内

ATP的含量降低、腺苷一磷酸的含量升高，可使AMPK

通路被活化，以参与细胞能量代谢的调节 [33]。相比于

MGF高剂量组，MGF中、低剂量组细胞的校正葡萄糖消

耗量相对较小，即能量摄入相对小，此时可能起到反馈

调节作用，使得对应组细胞中 APN 的表达水平相对较

高，提示此时AMPK通路被活化的可能性较高，从而增

加了细胞内 AMPK 及其信号通路关键因子 mRNA 的

表达。

综上所述，MGF可能通过激活通路上游靶点APN，

进而调控AMPK信号通路，从而促进 IR-HepG2细胞对

葡萄糖的摄取，降低细胞内TG、TC含量，发挥改善细胞

IR及糖脂代谢异常状态的作用。
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