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α-硫辛酸对胰岛素抵抗HepG2细胞糖代谢紊乱的改善作用Δ
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摘 要 目的：研究α-硫辛酸对胰岛素抵抗HepG2细胞糖代谢紊乱的改善作用。方法：采用MTT法测定25～1 000 µmol/L α-硫辛

酸对人肝癌细胞HepG2存活率的影响，以确定α-硫辛酸给药浓度。实验设阴性对照组、胰岛素抵抗组（1×10－7 mol/L胰岛素）、联

合抵抗组（30 µmol/L 亚砷酸钠+1×10－8 mol/L胰岛素）和α-硫辛酸低、中、高浓度组。按分组加入α-硫辛酸作用HepG2细胞12 h后，

再分别给予相应浓度的亚砷酸钠或/和胰岛素继续培养24 h。采用葡萄糖氧化酶法检测细胞葡萄消耗量，比色法检测细胞己糖激

酶、丙酮酸激酶活性，蒽酮法检测细胞糖原含量，Western blot 法检测细胞中葡萄糖转运体 4（GLUT4）、磷酸化糖原合成激酶 3β

（p-GSK3β）、GSK3β蛋白表达水平和磷酸化蛋白激酶B（p-Akt）/Akt、p-GSK3β/GSK3β比值。结果：25、50、100 µmol/L的α-硫辛酸

对细胞存活率无明显影响（P＞0.05），且细胞存活率均大于96％，故将其作为后续研究的低、中、高浓度。与阴性对照组比较，胰岛

素抵抗组、联合抵抗组细胞葡萄糖消耗量、己糖激酶和丙酮酸激酶活性、糖原含量、GLUT4和p-GSK3β蛋白表达水平、p-Akt/Akt和

p-GSK3β/GSK3β比值均显著降低，GSK3β蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）。与联合抵抗组比较，α-硫辛酸各浓度组细胞葡萄

糖消耗量（α-硫辛酸低浓度组除外）、己糖激酶（α-硫辛酸低、中浓度组除外）和丙酮酸激酶（α-硫辛酸低、中浓度组除外）活性、糖原

含量、GLUT4（α-硫辛酸低浓度组除外）、p-GSK3β蛋白表达水平和p-Akt/Akt（α-硫辛酸低、中浓度组除外）、p-GSK3β/GSK3β（α-硫

辛酸低浓度组除外）比值均显著升高，GSK3β（α-硫辛酸低、中浓度组除外）蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05），且α-硫辛酸高浓度

组细胞糖原含量、GLUT4蛋白表达水平、p-GSK3β/GSK3β比值和α-硫辛酸中、高浓度组细胞p-GSK3β蛋白表达水平的改善效果更

明显（P＜0.05）。结论：α-硫辛酸对胰岛素抵抗HepG2细胞的糖代谢紊乱具有一定的改善作用，其机制可能与增加葡萄糖消耗，增

强糖代谢相关酶活性，提高糖原含量，上调Akt、GSK3β蛋白的磷酸化水平和GLUT4、p-GSK3β蛋白的表达水平，下调GSK3β蛋白

的表达水平有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the improvement effects of α-lipoic acid on glucose metabolism disorder of insulin resistant

HepG2 cells. METHODS：The effects of 25-1 000 µmol/L α-lipoic acid on survival rate of human hepatoma cell HepG2 were

determined by MTT assay so as to determine the concentration of α-lipoic acid. Negative control group，insulin resistance group（1×

10 － 7 mol/L insulin），combination resistance group （30 µmol/L sodium arsenite + 1 × 10 － 8 mol/L insulin），α-lipoic acid low-

concentration，medium-concentration and high-concentration groups were set up. HepG2 cells were treated with α-lipoic acid for 12

h and then cultured with corresponding concentration of sodium arsenite or/and insulin for 24 h. The glucose oxidase method was

used to detect the glucose consumption，colorimetric method was used to detect hexokinase activity and pyruvate kinase activity，

and anthrone method was used to detect glycogen content. Western blot assay was used to detect the protein expression of GLUT4，

p-GSK3β and GSK3β as well as the ratio of p-Akt/Akt and p-GSK3β/GSK3β. RESULTS：25，50，100 µmol/L α-lipoic acid had no

significant effect on the survival rates of HepG2 cells（P＞0.05），and survival rates of HepG2 cells were higher than 96％，so they

were used as the low，medium and high concentration for follow-up study. Compared with negative control group，glucose

consumption，the activities of hexokinase and pyruvate kinase，glycogen content，protein expression of GLUT4 and p-GSK3β，the

ratio of p-Akt/Akt and p-GSK3β/GSK3β were decreased significantly in insulin resistance group and combined resistance group，

while the protein expression of GSK3β was increased significantly（P＜0.05）. Compared with combination resistance group，the

glucose consumption（except for α-lipoic acid low- concentration group），the activities of hexokinase（except for α-lipoic acid

low-concentration and medium-concentration groups） and

pyruvate kinase （except for α-lipoic acid low-concentration

and medium-concentration groups） ， glycogen contents，

protein expression of GLUT4 （except for α-lipoic acid

low-concentration group） and p-GSK3 β，the ratio of p-Akt/
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砷是广泛分布于自然界的非金属元素，具有较强的

毒性，长期饮用含砷量较高的水会引起慢性砷中毒 [1]。

已有流行病学调查结果显示，环境砷暴露与糖尿病患病

率或发病率增加有关，且砷暴露条件下的糖尿病特征与

2型糖尿病相似[2－5]。因此，砷与糖尿病的关系成为砷中

毒研究领域的热点问题之一。

α-硫辛酸是一种兼具水溶性和脂溶性的代谢抗氧

化物，临床研究发现，该成分可促进体内葡萄糖的吸收，

具有调节血糖平衡的作用[6]。此外，α-硫辛酸还能改善

糖尿病周围神经病变引起的临床症状（如肢体麻木、烧

灼感、刀割样痛、针刺样痛症状）[7－8]。不仅如此，α-硫辛

酸还可解除重金属对巯基酶的毒性作用，促进大鼠体内

重金属的外排，减少重金属在其体内的蓄积[9]。胰岛素

抵抗是2型糖尿病发病的重要原因[10]。磷脂酰肌醇3-激

酶（PI3K）/蛋白激酶B（Akt）信号通路是胰岛素信号转导

的重要通路之一，其可通过调节下游葡萄糖转运体 4

（GLUT4）、糖原合成激酶 3β（GSK3β）蛋白的表达来参

与细胞的糖代谢过程，该通路的传递受阻与胰岛素抵抗

的发生密切相关[11]。本课题组前期研究发现，一定浓度

的亚砷酸钠与1×10－8 mol/L胰岛素联合可致人肝癌细胞

HepG2产生胰岛素抵抗，提示砷可能具有加速或促进胰

岛素抵抗形成的作用。基于此，本研究以α-硫辛酸为受

试药物，基于PI3K/Akt信号通路探讨该成分对亚砷酸钠

联合胰岛素所致胰岛素抵抗HepG2细胞糖代谢紊乱的

改善作用，旨在为砷暴露下糖尿病治疗药物的研发提供

实验依据。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器包括2001HY-6003型CO2培养

箱（美国Thermo Fisher Scientific公司）、SW-CJ-2D型超

净工作台（浙江苏净净化设备有限公司）、IX71型倒置显

微镜（日本 Hitachi 公司）、Elx800 UV 型酶标仪（美国

BioTek公司）、722SP型可见分光光度计（上海棱光技术

有限公司）、Universal HoodⅡ型凝胶成像分析仪（美国

Bio-Rad 公司）、WD-9405D 型水平摇床和 DYCZ-24DN

型电泳仪（北京市六一仪器厂）、Allegray 64R Centrifuge

型台式高速冷冻离心机（美国Beckman Coulter公司）等。

1.2 主要药品与试剂

亚砷酸钠对照品（批号H4525，纯度97％）购自山东

西亚化学工业有限公司；胰岛素对照品（批号 J1001A，纯

度96.8％）购自大连美仑生物技术有限公司；α-硫辛酸对

照品（批号1077287，纯度＞99％）购自美国Sigma公司；

DMEM 高糖培养基（批号 8121089）购自美国 Gibco 公

司；1％青霉素 -链霉素双抗（批号 J190005）购自美国

HyClone公司；胎牛血清（批号 19070506）购自浙江天杭

生物科技股份有限公司；葡萄糖测定试剂盒（批号

20200902137）购自上海荣盛生物药业有限公司；二甲基

亚砜（DMSO）、MTT、糖原含量试剂盒、己糖激酶试剂

盒、丙酮酸激酶试剂盒、RIPA细胞裂解液、BCA蛋白浓

度测定试剂盒、十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶

（SDS-PAGE）制 备 试 剂 盒（批 号 分 别 为 12130234、

1117X054、20200903、20201211、20201112、20200916、

20201030、20201116）均购自北京索莱宝科技有限公司；

兔抗磷酸化 Akt（p-Akt，Ser473位点）、Akt 单克隆抗体

（批号分别为P31749、4691S）均购自美国CST公司；兔抗

GLUT4、磷酸化GSK3β（p-GSK3β，Ser9位点）、GSK3β、甘

油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）单克隆抗体和辣根过氧化

物酶（HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）二抗

（批号分别为 NQ30、10016184、00083124、00047696、

116154）均购自武汉三鹰生物技术有限公司；快速封闭

液、化学发光试剂盒（批号分别为P0252、123119200731）

均购自上海碧云天生物科技有限公司；其余试剂均为分

析纯，水为超纯水。

1.3 细胞

人肝癌细胞HepG2购自中国科学院上海细胞库。

2 方法
2.1 细胞培养

HepG2细胞复苏后，接种在含10％胎牛血清、1％青

霉素-链霉素双抗的DMEM高糖培养基中，置于 37 ℃、

5％CO2培养箱中培养（培养条件下同）。

2.2 α-硫辛酸的细胞毒性检测

采用 MTT 法进行检测。取对数生长期 HepG2细

Akt（except for α-lipoic acid low-concentration and medium-concentration groups）and p-GSK3β/GSK3β（except for α-lipoic acid

low-concentration groups） were increased significantly in α-lipoic acid groups，while protein expression of GSK3 β（except for

α-lipoic acid low-concentration and medium-concentration groups） was decreased significantly （P＜0.05）；glycogen content，

protein expression of GLUT4 and the ratio of p-GSK3β/GSK3β in α-lipoic acid high-concentration group as well as the protein

expression of p-GSK3β in α-lipoic acid medium-concentration and high-concentration groups were improved significantly（P＜0.05）.

CONCLUSIONS：α-lipoic acid can improve the disorder of glucose metabolism in insulin resistant HepG2 cells，the mechanism of

which may be associated with the increase of glucose consumption，the activities of glucose metabolism related enzymes and

glycogen content，and expression up-regulation of the phosphorylation levels of Akt and GSK3β protein，the expression of GLUT4

and p-GSK3β proteins，down-regulation of the expression of GSK3β protein.

KEYWORDS α-lipoic acid；Human hepatoma cell HepG2；Sodium arsenite；Insulin resistance；Glucose metabolism disorder；

PI3K/Akt
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胞，以6×103个/孔接种于96孔板中，培养24 h；弃去培养

基，加入α-硫辛酸终浓度分别为 25、50、100、200、500、

1 000 µmol/L的普通培养基（无血清，下同）200 µL，记为

α-硫辛酸组；另设不含药物的阴性对照组和不含细胞、

不含药物的调零组，每组设3个复孔。培养12 h后，每孔

加入5 mg/mL的MTT试剂20 µL，培养4 h后，弃去板中

液体，加入DMSO 150 µL，避光振荡10 min，使用酶标仪

在 490 nm波长处检测各孔的光密度（OD）值，并计算各

组的细胞存活率：细胞存活率（％）＝（OD 实验组－OD 调零组）/

（OD 阴性对照组－OD 调零组）×100％。实验重复3次。

2.3 分组与给药

以HepG2细胞为研究对象，建立胰岛素抵抗模型。

实验设阴性对照组（只有细胞、不含药物）、胰岛素抵抗

组（1×10－7 mol/L胰岛素，浓度参考文献[12]和前期研究

结果设置）、联合抵抗组（30 µmol/L 亚砷酸钠+1×10－8

mol/L胰岛素，浓度参考前期研究结果设置）和α-硫辛酸

低、中、高浓度组（25、50、100 µmol/L，浓度参考α-硫辛酸

细胞毒性实验结果设置）。将对数生长期HepG2细胞适

量，按照各实验所需的密度接种于 96孔板、6孔板或者

细胞培养瓶中，培养24 h；弃去培养基，α-硫辛酸各浓度

组加入相应浓度的含药普通培养基，其他组加入等体积

的普通培养基，培养12 h；弃去培养基，联合抵抗组和α-

硫辛酸各浓度组加入含有30 µmol/L 亚砷酸钠和1×10－8

mol/L 胰岛素的普通培养基，胰岛素抵抗组加入含有1×

10－7 mol/L胰岛素的普通培养基，阴性对照组加入等体

积的普通培养基，继续培养24 h后进行后续检测。

2.4 细胞葡萄糖消耗量和细胞毒性检测

采用葡萄糖氧化酶法和MTT法分别进行检测。取

对数生长期 HepG2细胞，以 6×103个/孔接种于 96孔板

中，按照“2.3”项下方法分组、给药、培养，另增设不含药

物、不含细胞的空白对照组和1×10－8 mol/L胰岛素组，每

组设 3个复孔。每孔取培养基上清液 2 µL与葡萄糖测

定试剂盒中反应试剂进行反应，严格按试剂盒说明书进

行操作。反应完成后，使用酶标仪在505 nm波长处检测

各孔的OD值，并计算各组细胞葡萄糖消耗量：葡萄糖含

量（mmol/L）＝（各组 OD 值/校准液 OD 值）×校准液浓

度，葡萄糖消耗量（mmol/L）＝空白对照组细胞上清液中

葡萄糖含量－各实验组细胞上清液中葡萄糖含量。葡

萄糖消耗量检测结束后，再按“2.2”项下MTT法进行检

测并计算每组细胞存活率。实验重复3次。

2.5 细胞己糖激酶、丙酮酸激酶活性检测

采用比色法进行检测。取对数生长期HepG2细胞，

以5×106个/瓶接种于细胞培养瓶中，按照“2.3”项下方法

分组、给药、培养，每组设 3个培养瓶。每组分别收集

500万细胞，加入己糖激酶、丙酮酸激酶提取液各1 mL，

裂解细胞后，于4 ℃下以8 000×g离心10 min，取上清液

30 µL，与己糖激酶、丙酮酸激酶试剂盒中的反应试剂进

行反应，严格按相应试剂盒说明书进行操作。在上清液

与己糖激酶反应试剂反应20 s、5 min 20 s时利用可见分光

光度计在340 nm波长处检测各组的吸光度（A20 s、A5 min 20 s）

值，并计算各组细胞的己糖激酶活性：己糖激酶（U/104

cell）＝2.226×（A5 min 20 s－A20 s）；在上清液与丙酮酸激酶反

应试剂反应 20 s、2 min 20 s 时利用可见分光光度计在

340 nm波长处检测各组的A20 s、A2 min 20 s值，并计算各组细

胞的丙酮酸激酶活性：丙酮酸激酶（U/104 cell）＝5.226×

（A20 s－A2 min 20 s）。实验重复3次。

2.6 细胞糖原含量检测

采用蒽酮法进行检测。取对数生长期HepG2细胞，

以5×106个/瓶接种于细胞培养瓶中，按照“2.3”项下方法

分组、给药、培养，每组设 3个培养瓶。每组分别收集

500万细胞，加入糖原提取液 750 µL，裂解细胞后，于

25 ℃下以 8 000×g离心 10 min，取上清液，备用。同时，

增设空白组（水）、标准组（0.1 mg/mL 葡萄糖标准溶

液）。每组取上清液60 µL，与糖原含量试剂盒中的反应

试剂进行反应，严格按试剂盒说明书进行操作。反应完

成后，使用酶标仪在 620 nm波长处检测各组的A值，并

计算各组细胞的糖原含量：糖原含量（µg/104 cell）＝

0.450×（A 实验组－A 空白组）/（A 标准组－A 空白组）/细胞数量×

1 000。实验重复3次。

2.7 细胞中 p-Akt、Akt、GLUT4、p-GSK3β、GSK3β蛋

白表达水平检测

采用 Western blot 法进行检测。取对数生长期

HepG2细胞，以6×105个/孔接种于6孔板中，按照“2.3”项

下方法分组、给药、培养，每组设3个复孔。每组弃去上

清液，裂解细胞后，于4 ℃下以15 294×g离心10 min，取

上清液，采用BCA蛋白浓度测定试剂盒检测各组细胞

的蛋白浓度。蛋白于100 ℃煮沸变性5 min。取变性蛋

白样品进行 SDS-PAGE分离，转膜，经快速封闭液室温

封闭 30 min 后，加入 p-Akt、Akt、GLUT4、p-GSK3 β、

GSK3β单克隆抗体（稀释比例均为 1 ∶ 1 000）和GAPDH

单克隆抗体（稀释比例为1 ∶ 5 000），于4 ℃孵育过夜；用

TBST溶液洗膜10 min×3次，加入HRP标记的山羊抗兔

IgG二抗（稀释比例为1 ∶5 000），室温孵育1.5 h；用TBST

溶液洗膜 10 min×3次，经化学发光液显色后，使用凝胶

成像分析仪曝光成像。采用 Image Lab 5.2.1软件对目的

条带进行灰度值分析，计算目标蛋白的表达水平和磷酸

化水平：目的蛋白的表达水平＝目的蛋白灰度值/GAPDH

灰度值，目的蛋白的磷酸化水平＝磷酸化目的蛋白灰度

值/总目的蛋白灰度值。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。数据以

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-t检测。检验水准α＝0.05。

3 结果
3.1 α-硫辛酸对HepG2细胞存活率的影响

与阴性对照组比较，α-硫辛酸25、50、100 µmol/L组
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细胞的存活率均无显著变化（P＞0.05），而α-硫辛酸

500、1 000 µmol/L 组细胞的存活率均显著降低（P＜

0.05），详见表1。因此，后续实验选择25、50、100 µmol/L

作为α-硫辛酸的低、中、高浓度。

表 1 α-硫辛酸对 HepG2细胞存活率的影响（x±± s，

n＝3）

Tab 1 Effects of α-lipoic acid on the survival rate of

HepG2 cells（x±±s，n＝3）

组别
阴性对照组
α-硫辛酸组

浓度，μmol/L

25

50

100

200

500

1 000

存活率，％
100

96.53±4.24

96.84±1.77

98.44±0.62

95.61±1.87

83.34±0.54＊

82.10±0.65＊

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.05

Note：vs. negative control group，＊P＜0.05

3.2 α-硫辛酸对HepG2细胞葡萄糖消耗量和存活率的

影响

与阴性对照组比较，胰岛素抵抗组、联合抵抗组细

胞的葡萄糖消耗量均显著降低（P＜0.05），而其余各组

细胞的存活率均无显著变化（P＞0.05）。与联合抵抗组

比较，α-硫辛酸中、高浓度组细胞的葡萄糖消耗量均显

著升高（P＜0.05），但两者组间比较差异无统计学意义

（P＞0.05），详见表2。

表 2 α-硫辛酸对HepG2细胞葡萄糖消耗量和存活率

的影响（x±±s，n＝3）

Tab 2 Effects of α-lipoic acid on glucose consumption

and survival rate of HepG2 cells（x±±s，n＝3）

组别
阴性对照组
1×10－8 mol/L胰岛素组
胰岛素抵抗组
联合抵抗组
α-硫辛酸高浓度组
α-硫辛酸中浓度组
α-硫辛酸低浓度组

浓度，μmol/L

100

50

25

葡萄糖消耗量，mmol/L

2.51±0.09

2.48±0.29

1.97±0.23＊

2.09±0.15＊

2.58±0.18#

2.51±0.12#

2.10±0.12

存活率，％
100

96.68±3.13

99.74±9.92

97.91±4.35

98.06±3.84

105.15±10.41

99.24±7.79

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.05；与联合抵抗组比较，#P＜0.05

Note：vs. negative control group，＊P＜0.05；vs. combination resis-

tance group，#P＜0.05

3.3 α-硫辛酸对HepG2细胞己糖激酶、丙酮酸激酶活

性的影响

与阴性对照组比较，胰岛素抵抗组、联合抵抗组细

胞的己糖激酶、丙酮酸激酶活性均显著降低（P＜

0.05）。与联合抵抗组比较，α-硫辛酸高浓度组细胞的己

糖激酶、丙酮酸激酶活性均显著升高（P＜0.05），详见

表3。

3.4 α-硫辛酸对HepG2细胞糖原含量的影响

与阴性对照组比较，胰岛素抵抗组、联合抵抗组细

胞的糖原含量均显著降低（P＜0.05）。与联合抵抗组比

较，α-硫辛酸低、中、高浓度组细胞的糖原含量均显著升

高（P＜0.05）。与α-硫辛酸低、中浓度组比较，α-硫辛酸

高浓度组细胞的糖原含量均显著升高（P＜0.05），详见

表4。

表 3 α-硫辛酸对HepG2细胞己糖激酶、丙酮酸激酶活

性的影响（x±±s，n＝3）

Tab 3 Effects of α-lipoic acid on the activities of hexo-

kinase and pyruvate of HepG2 cells （x ±± s，

n＝3）

组别
阴性对照组
胰岛素抵抗组
联合抵抗组
α-硫辛酸高浓度组
α-硫辛酸中浓度组
α-硫辛酸低浓度组

浓度，μmol/L

100

50

25

己糖激酶，U/104 cell

0.29±0.01

0.13±0.01＊

0.12±0.01＊

0.21±0.01#

0.15±0.02

0.12±0.02

丙酮酸激酶，U/104 cell

2.87±0.15

2.17±0.03＊

2.20±0.06＊

2.76±0.09#

2.39±0.08

2.26±0.05

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.05；与联合抵抗组比较，#P＜0.05

Note：vs. negative control group，＊P＜0.05；vs. combination resis-

tance group，#P＜0.05

表 4 α-硫辛酸对HepG2细胞糖原含量的影响（x±±s，

n＝3）

Tab 4 Effects of α-lipoic acid on glycogen content of

HepG2 cells（x±±s，n＝3）

组别
阴性对照组
胰岛素抵抗组
联合抵抗组
α-硫辛酸高浓度组
α-硫辛酸中浓度组
α-硫辛酸低浓度组

浓度，μmol/L

100

50

25

糖原含量，×10－3 μg/104cell

109.12±5.95

51.00±7.75＊

52.45±4.41＊

111.15±12.95#Δ▲

85.87±12.61#

81.08±7.28#

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.05；与联合抵抗组比较，#P＜0.05；与

α-硫辛酸低浓度组比较，ΔP＜0.05；与α-硫辛酸中浓度组比较，▲P＜0.05

Note：vs. negative control group，＊P＜0.05；vs. combination resis-

tance group，#P＜0.05；vs. α-lipoic acid low-concentration group，ΔP＜

0.05；vs. α-lipoic acid medium-concentration group，▲P＜0.05

3.5 α-硫辛酸对 HepG2细胞中 p-Akt、Akt、GLUT4、

p-GSK3β、GSK3β蛋白表达水平的影响

与阴性对照组比较，胰岛素抵抗组、联合抵抗组细

胞中 GLUT4、p-GSK3 β蛋白表达水平和 p-Akt/Akt、

p-GSK3β/GSK3β比值均显著降低，GSK3β蛋白表达水平

均显著升高（P＜0.05）。与联合抵抗组比较，α-硫辛酸各

浓度组细胞中 GLUT4（α-硫辛酸低浓度组除外）、

p-GSK3β蛋白表达水平和 p-Akt/Akt（α-硫辛酸低、中浓

度组除外）、p-GSK3β/GSK3β（α-硫辛酸低浓度组除外）

比值均显著升高，GSK3β（α-硫辛酸低、中浓度组除外）

蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）。与α-硫辛酸低浓

度组比较，α-硫辛酸中、高浓度组细胞中 p-GSK3β蛋白

表达水平均显著升高（P＜0.05）。与α-硫辛酸中浓度组

比较，α-硫辛酸高浓度组细胞中GLUT4蛋白表达水平和

p-GSK3β/GSK3β比值均显著升高（P＜0.05），详见图 1、

表5。
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表 5 α-硫辛酸对 HepG2 细胞中 GLUT4、p-GSK3β、

GSK3β蛋白表达水平和 p-Akt/Akt、p-GSK3β/

GSK3β比值的影响（x±±s，n＝3）

Tab 5 Effects of α-lipoic acid on the protein expres-

sion of GLUT4，p-GSK3β，GSK3β and the ra-

tio of p-Akt/Akt，p-GSK3β/GSK3β in HepG2

cells（x±±s，n＝3）

组别

阴性对照组
胰岛素抵抗组
联合抵抗组
α-硫辛酸高浓度组
α-硫辛酸中浓度组
α-硫辛酸低浓度组

浓度，
μmol/L

100

50

25

GLUT4/
GAPDH

0.58±0.51

0.26±0.03＊

0.34±0.02＊

0.98±0.05#▲

0.67±0.04#

0.45±0.04

p-GSK3β/
GAPDH

0.94±0.02

0.68±0.18＊

0.69±0.03＊

1.06±0.01#Δ

1.08±0.02#Δ

0.88±0.02#

GSK3β/
GAPDH

0.46±0.06

0.93±0.02＊

0.87±0.15＊

0.39±0.13#

0.64±0.12

0.66±0.29

p-Akt/
Akt

1.02±0.05

0.62±0.04＊

0.45±0.06＊

0.95±0.04#

0.66±0.05

0.36±0.07

p-GSK3β/
GSK3β

2.12±0.25

0.73±0.02＊

0.92±0.09＊

3.15±0.55#▲

1.59±0.16#

1.19±0.11

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.05；与联合抵抗组比较，#P＜0.05；

与α-硫辛酸低浓度组比较，ΔP＜0.05；与α-硫辛酸中浓度组比较，▲P＜

0.05

Note：vs. negative control group，＊P＜0.05；vs. combination resis-

tance group，#P＜0.05；vs. α-lipoic acid low-concentration group，ΔP＜

0.05；vs. α-lipoic acid medium-concentration group，▲P＜0.05

4 讨论
2型糖尿病主要表现为胰岛B细胞分泌胰岛素不足

或外周组织（例如肝、脂肪、骨骼肌）发生胰岛素抵

抗[13]。HepG2细胞是人肝癌细胞，其保留了大部分肝细

胞生物学特征和代谢特点，是用于研究胰岛素抵抗发生

机制和降糖药物作用机制的理想模型[14]。

本研究以α-硫辛酸作为受试药物，探讨其对亚砷酸

钠联合胰岛素所致胰岛素抵抗HepG2细胞糖代谢紊乱

的改善作用。首先，本研究通过MTT法检测了α-硫辛酸

对HepG2细胞的毒性，结果发现，25、50、100 µmol/L的

α-硫辛酸对HepG2细胞的存活率均无明显影响，且细胞

的存活率均在96％以上，因此选择25、50、100 µmol/L作

为后续实验中α-硫辛酸的低、中、高浓度。

已有研究表明，胰岛素抵抗时外周组织对葡萄糖的

消耗量减少，造成机体血糖升高[15]。本研究通过测定葡

萄糖消耗量发现，与阴性对照组比较，联合抵抗组细胞

葡萄糖消耗量显著降低，而α-硫辛酸中、高浓度组细胞

葡萄糖消耗量均显著高于联合抵抗组，由此说明α-硫辛

酸可在一定程度上改善亚砷酸钠联合胰岛素所致的

HepG2细胞胰岛素抵抗。

肝是葡萄糖代谢的主要场所之一，其可通过调控糖

酵解、糖原合成来维持机体的血糖平衡[16]。己糖激酶是

糖酵解途径中控制葡萄糖代谢速率的首个关键酶，丙酮

酸激酶是糖酵解过程中催化磷酸烯醇丙酮酸和腺苷二

磷酸转变成丙酮酸和腺苷三磷酸的磷酸基转移酶，两者

都是糖酵解过程中重要的限速酶[17－18]。当肝细胞内己

糖激酶和丙酮酸激酶活性下降时，会导致肝细胞对葡萄

糖的利用减少，糖原合成降低，从而引发肝脏胰岛素抵

抗[19]。本研究通过检测糖代谢相关酶活性及糖原含量

发现，与阴性对照组比较，联合抵抗组细胞的己糖激酶、

丙酮酸激酶活性和糖原含量均显著降低，提示细胞糖代

谢发生了紊乱；而α-硫辛酸高浓度组细胞的己糖激酶、

丙酮酸激酶活性和α-硫辛酸各浓度组细胞的糖原含量

均显著高于联合抵抗组，且高浓度组细胞的糖原含量显

著高于α-硫辛酸低、中浓度组。这说明α-硫辛酸可通过

提高糖代谢相关酶活性和糖原含量来改善亚砷酸钠联

合胰岛素所致的HepG2细胞胰岛素抵抗。

Akt是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，Ser473位点的

磷酸化是Akt活化的主要标志[20]。当肝细胞受到胰岛素

刺激时，Akt蛋白磷酸化被激活，激活的Akt参与调控细

胞的葡萄糖转运和糖原合成[21]。GLUT4是糖转运蛋白

之一，p-Akt可使GLUT4发生易位，让GLUT4从细胞囊

泡中转移并嵌入至细胞膜上，从而把葡萄糖从细胞外转

移到细胞内[22]。GLUT4是维系机体血糖平衡的关键因

子，故是抗糖尿病的靶点之一 [23]。此外，p-Akt 可使

GSK3β的Ser9位点发生磷酸化，抑制GSK3β蛋白表达，

激活细胞的糖原合成[24]。GSK3β可通过磷酸化失活来

促进糖原合成，进一步增加细胞对葡萄糖的利用率，从

而达到降血糖的目的，故近年来GSK3β被作为治疗糖尿

病的新靶点之一[25]。本研究通过Western blot法检测糖

代谢相关蛋白的表达水平发现，与阴性对照组比较，联

合抵抗组细胞中 GLUT4、p-GSK3β蛋白表达水平和

p-Akt/Akt、p-GSK3β/GSK3β比值均显著降低，GSK3β蛋

白表达水平显著升高。这提示亚砷酸钠联合胰岛素可

降低GLUT4蛋白表达，造成葡萄糖转运的障碍，同时下

调GSK3β蛋白磷酸化水平，造成糖原合成的异常，从而

降低细胞对葡萄糖的利用率，导致糖代谢紊乱的发生。

与联合抵抗组比较，α-硫辛酸各浓度组细胞GLUT4（α-

硫辛酸低浓度组除外）、p-GSK3β蛋白表达水平和p-Akt/

Akt（α-硫辛酸中、低浓度组除外）、p-GSK3β/GSK3β（α-

图1 α-硫辛酸对HepG2细胞中p-Akt、Akt、p-GSK3β、

GSK3β、GLUT4蛋白表达影响的电泳图

Fig 1 Electrophoretograms of the effects of α-lipoic

acid on the protein expression of p-Akt，Akt，

p-GSK3β，GSK3β and GLUT4 in HepG2 cells

of each group

p-Akt（Ser473）
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GAPDH

60 kDa
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48 kDa
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硫辛酸低浓度组除外）比值均显著升高，GSK3β（α-硫辛

酸中、低浓度组除外）蛋白表达水平显著降低。这提示

α-硫辛酸可通过增加GLUT4蛋白表达来改善葡萄糖转

运障碍，同时通过上调 GSK3β蛋白磷酸化水平、抑制

GSK3β蛋白表达来改善细胞糖原合成的异常，从而增加

细胞对葡萄糖的利用率，改善亚砷酸钠联合胰岛素所致

胰岛素抵抗HepG2细胞的糖代谢紊乱。

综上所述，α-硫辛酸对亚砷酸钠联合胰岛素所致胰

岛素抵抗HepG2细胞的糖代谢紊乱具有一定的改善作

用，其机制可能与增加葡萄糖消耗，增强糖代谢相关酶

活性，提高糖原含量，上调Akt、GSK3β蛋白的磷酸化水

平和GLUT4、p-GSK3β蛋白的表达水平，下调GSK3β蛋

白的表达水平有关。本研究结果为砷暴露下糖尿病治

疗药物的研发提供了实验基础，但糖代谢过程还受诸多

因素调控，砷对糖代谢的影响有待进一步的深入研究加

以证实。
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