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山药（Dioscoreaceae japonica）为薯蓣科植物薯蓣的干燥

根茎，性平、味甘，有健脾除湿、补气益肾等功效[1-2]。自古以来

山药就是药食同源的保健食品之一，现代研究发现山药主要

含有丰富的淀粉、蛋白质、多糖、脂肪酸、游离氨基酸等营养成

分，具有降血糖、降血脂、抗肿瘤、抗氧化、增强免疫功能等药

理作用，其中多糖为山药的主要活性成分之一[3-5]。近年来多

糖作为降糖活性物质的研究受到了人们的青睐，其对糖尿病

及其并发症的预防和治疗具有药性平和、不良反应小等特

点。文献显示目前降糖药物作用机制多以建立胰岛素抵抗的

细胞或动物模型进行研究[6-12]。为此，笔者研究山药多糖对正

常HepG2细胞及胰岛素抵抗模型HepG2细胞体外降糖作用的

影响，为下一步山药多糖体内降糖活性研究提供依据。
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摘 要 目的：研究山药多糖对人肝癌HepG2细胞葡萄糖消耗能力和胰岛素抵抗的影响。方法：采用胰岛素（1×10－7 mol/L）持续

作用于HepG2细胞24 h以复制细胞胰岛素抵抗模型。将正常HepG2细胞分为正常对照（常规培养液）组、二甲双胍（0.01 mg/ml）

组与山药多糖高、中、低浓度（质量浓度分别为1.00、0.10、0.01 mg/ml）组；将胰岛素抵抗HepG2细胞分为模型（常规培养液）组、二

甲双胍（0.01 mg/ml）组与山药多糖高、中、低浓度（质量浓度分别为1.00、0.10、0.01 mg/ml）组，另设正常对照（正常细胞，常规培养

液）组。加入相应药物后作用24 h，倒置显微镜下观察正常细胞与模型细胞的形态；测定细胞葡萄糖消耗量（ΔGC），MTT法测定

单位细胞ΔGC（ΔGC/OD）。结果：与正常对照组比较，山药多糖高、中、低浓度组正常细胞ΔGC增加，ΔGC/OD升高，差异有统计学

意义（P＜0.01）；模型组细胞ΔGC减少，ΔGC/OD降低，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，山药多糖高、中、低浓度组细

胞ΔGC增加，ΔGC/OD升高，差异有统计学意义（P＜0.01）。正常HepG2细胞与胰岛素抵抗HepG2细胞的形态未见明显差异。结

论：山药多糖能改善HepG2细胞的葡萄糖消耗能力，并且可以增强细胞对胰岛素的敏感性，具有体外降糖作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Dioscorea japonica polysaccharide on glucose consumption capacity and insu-

lin resistance of human lung cancer HepG2 cells. METHODS：HepG2 cells were treated with insulin（1×10－7 mol/L）continuously

to induce insulin resistance model cells. Normal HepG2 cells were divided into normal control group（routine culture），metformin

group（0.01 mg/ml） and D. japonica polysaccharide high-dose，medium-dose and low-dose groups（1.00，0.10，0.01 mg/ml）；

model HepG2 cells were divided into model group（routine culture），metformin group（0.01 mg/ml）and D. japonica polysaccha-

ride high-dose，medium-dose and low-dose groups（1.00，0.10，0.01 mg/ml），setting normal control group（normal cells，routine

culture）. They were treated with relevant medicine for 24 h，cytomorphology photos were observed by microscope；glucose con-

sumption of cells（ΔGC）was determined，and glucose consumption of cells of unit cell（ΔGC/OD）by MTT assay. Morphology of

normal cells and model cells were observed. RESULTS：Compared with normal control group，ΔGC and ΔGC/OD of normal cells

were increased in D. japonica polysaccharide high-dose，medium-dose and low-dose groups；there was statistical significance（P＜

0.01）. Compared with normal control group，ΔGC and ΔGC/OD were decreased in model group；there was statistical significance

（P＜0.01）. Compared with model group，those of D. japonica polysaccharide high-dose，medium-dose and low-dose groups were

increased；there was statistical significance（P＜0.01）. No obvious change of cytomorphology in normal HepG2 cells and insulin-re-

sistant HepG2 cells was found. CONCLUSIONS：D. japonica polysaccharide can improve the ability of HepG2 cells to consume

glucose，and can enhance the sensitivity of cells to insulin. D. japonica polysaccharide has a hypoglycemic effect in vitro.
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1 材料
1.1 仪器

3100型CO2恒温培养箱（美国Thermo公司）；酶标仪（美国

Tecan 公司）；A1130232型倒置显微镜（日本 Olympus 公司）；

DW-HL388型超低温冷冻储存箱（中科美菱低温有限责任公

司）；LS-C50L型高压蒸汽灭菌锅（江阴滨江医疗设备有限公

司）；TDZ4-WS台式低速离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有

限公司）。

1.2 药品与试剂

山 药 多 糖（陕 西 慈 缘 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 ：

201101207，纯度：95％）；胰岛素（美国Sigma公司）；盐酸二甲

双胍片（河南兴源制药有限公司，批号：1305200，规格：0.25

g/片）；RPMI1640培养液（美国Hyclone公司）；葡萄糖试剂盒、

胎牛血清（FBS）（杭州四季青生物工程材料有限公司）；0.25％

胰蛋白酶（美国Gibco公司）；青链霉素原液（中国医学科学院

生物医学工程研究所）；磷酸盐缓冲液（PBS，武汉博士德生物

有限公司，pH 7.2～7.6）；MTT、二甲基亚砜（DMSO）均购自美

国Amresco公司。

1.3 细胞

HepG2细胞（中国科学院细胞生物学研究所）。

2 方法
2.1 山药多糖对正常细胞的葡萄糖消耗试验

取对数生长期的正常HepG2细胞，用 0.25％胰蛋白酶溶

液消化细胞，用10％FBS培养液吹打均匀，在倒置显微镜下调

整细胞密度至1×104 ml－1，每孔200 μl，接种于96孔培养板中，

置于培养箱中培养24 h。待细胞贴壁后，倾去培养液，更换无

血清培养液培养12 h，待细胞适应无血清环境后再将培养液倾

出，更换无血清含药培养基。将正常HepG2细胞分为正常对

照（常规培养液）组、二甲双胍（0.01 mg/ml）组与山药多糖高、

中、低浓度（质量浓度分别为 1.00、0.10、0.01 mg/ml）组，每孔

100 μl，每组设 3复孔。培养 24 h后，取 40 μl培养液用葡萄糖

试剂盒检测葡萄糖剩余含量，并计算葡萄糖消耗量（ΔGC），考

察山药多糖对正常HepG2细胞ΔGC影响；弃去培养液，加上无

血清培养液，培养24 h后，以不铺细胞的培养液为空白组。用

葡萄糖试剂盒检测培养液中葡萄糖剩余含量，ΔGC＝空白组

细胞葡萄糖含量－用药组细胞葡萄糖含量。

2.2 山药多糖对胰岛素抵抗细胞的葡萄糖消耗试验

将处于对数生长期的正常HepG2细胞以 1×104 ml－1的密

度接种于96孔板，每孔板200 μl，于37 ℃、5％CO2饱和湿度培

养箱内培养24 h。加入含有胰岛素的培养液，使胰岛素的终浓

度为 1×10－7 mol/L[13]以复制胰岛素抵抗模型。将胰岛素抵抗

细胞用0.25％胰蛋白酶溶液消化细胞，用10％FBS培养液吹打

均匀，在倒置显微镜下调整为细胞密度1×104 ml－1的单细胞悬

液，每孔 200 μl，接种于 96孔培养板中，置于培养箱中培养 24

h。待细胞贴壁后，倾去培养液，更换无血清培养液培养12 h，

待细胞适应无血清环境后再将培养液倾出，更换无血清含药

培养液。将胰岛素抵抗细胞分为模型（常规培养液）组、二甲

双胍（0.01 mg/ml）组与山药多糖高、中、低浓度（质量浓度分别

为 1.00、0.10、0.01 mg/ml）组，每孔 100 μl，每组设 3复孔；另设

正常对照（常规培养液）组。培养24 h后，取40 μl培养液用葡

萄糖试剂盒检测葡萄糖剩余含量，按“2.1”项下方法计算ΔGC，

考察山药多糖对模型细胞ΔGC的影响。

2.3 细胞形态学观察

将“2.2”项下各组细胞，置倒显微镜下观察细胞的形态，并

拍照记录。

2.4 MTT试验

取“2.1”和“2.2”项下各组细胞培养液，分别加入 20 μl

MTT溶液，37 ℃培养 4 h后，倾去上清液，加入 200 μl DMSO，

振荡 10 min至紫色结晶溶解，用酶标仪于 490 nm波长下检测

各孔的光密度（OD）。OD水平代表细胞存活水平，以ΔGC/OD

表示单位细胞ΔGC。

2.5 统计学方法

采用SPSS 17.0软件处理数据。数据以x±s表示，多组间

单因素比较先用单因素分析其正态分布，后以LSD法进行统

计。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 正常HepG2细胞的ΔGC检测结果

与正常对照组比较，二甲双胍组与山药多糖高、中、低浓

度组正常细胞ΔGC 增加，ΔGC/OD 增加，差异有统计学意义

（P＜0.01）；山药多糖高、中浓度组正常细胞OD减少，差异有

统计学意义（P＜0.01）。结果表明，山药多糖可使单位细胞的

ΔGC增加。各组正常HepG2细胞ΔGC的检测结果见表1。

表1 各组正常HepG2细胞的ΔGC检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 1 Glucose consumption of normal HepG2 cells in each

group（x±±s，n＝3）

组别
正常对照组
山药多糖低浓度组
山药多糖中浓度组
山药多糖高浓度组
二甲双胍组

质量浓度，mg/ml

0

0.01

0.10

1.00

0.01

ΔGC，mmol/L

3.996±0.023

4.288±0.052＊

4.440±0.046＊

4.849±0.058＊

4.585±0.033＊

OD

0.687±0.004

0.671±0.005

0.635±0.004＊

0.628±0.008＊

0.683±0.006

ΔGC/OD

5.817±0.037

6.390±0.028＊

6.992±0.043＊

7.717±0.055＊

6.714±0.027＊

注：与正常对照组比较，＊P＜0.01

Note：vs. normal control group，＊P＜0.01

3.2 胰岛素抵抗HepG2细胞的ΔGC检测结果

与正常对照组比较，模型组细胞ΔGC 减少，ΔGC/OD 降

低，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，二甲双胍组

与山药多糖高、中、低浓度组细胞ΔGC增加，ΔGC/OD升高，差

异有统计学意义（P＜0.01）；山药多糖高、中浓度组细胞OD减

少，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。结果表明，山药

多糖可使单位胰岛素抵抗HepG2细胞ΔGC增加。各组胰岛素

抵抗HepG2细胞的ΔGC检测结果见表2。

表 2 各组胰岛素抵抗HepG2细胞的ΔGC检测结果（x±±s，

n＝3）

Tab 2 Glucose consumption of insulin-resistant HepG2 cells

in each group（x±±s，n＝3）

组别
正常对照组
模型组
山药多糖低浓度组
山药多糖中浓度组
山药多糖高浓度组
二甲双胍组

质量浓度，mg/ml

0

0

0.01

0.10

1.00

0.01

ΔGC，mmol/L

3.996±0.023

2.589±0.041＊

3.359±0.024##

3.561±0.053##

3.946±0.044##

3.722±0.053##

OD

0.687±0.004

0.677±0.007

0.664±0.007

0.656±0.006#

0.641±0.005##

0.680±0.008

ΔGC/OD

5.817±0.037

3.824±0.043＊

5.056±0.016##

5.429±0.025##

6.198±0.085##

5.473±0.067##

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

0.01

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

0.05，##P＜0.01
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3.3 正常HepG2细胞与胰岛素抵抗HepG2细胞的形态

倒置显微镜下观察，正常HepG2和胰岛素抵抗HepG2细

胞均贴壁生长，细胞呈梭形、菱形、不规则形；两组细胞生长状

态均未见明显差别。正常HepG2细胞与胰岛素抵抗HepG2细

胞的形态见图1。

4 讨论
HepG2细胞来源于人肝胚胎瘤细胞株，其是一种表型与

正常肝细胞极为相似的肝癌细胞，并且保留了正常肝细胞的

特征和功能。2型糖尿病主要是外周组织对胰岛素不够敏感

（胰岛素抵抗）造成血液中葡萄糖升高，因此采用HepG2细胞

胰岛素抵抗模型来研究2型糖尿病是合适的。

研究结果证实山药多糖不仅可以增加正常 HepG2细胞

ΔGC，也能很好地增加胰岛素抵抗HepG2细胞ΔGC，且呈剂量

依赖性。MTT法是一种检测细胞存活和生长的方法，MTT数

值高低代表细胞数的多寡[14-15]。MTT试验中，0.10、1.00 mg/ml

质量浓度下，山药多糖对HepG2细胞增殖有明显抑制作用，说

明用正常HepG2及胰岛素抵抗HepG2单位细胞ΔGC（即ΔGC/

OD）可以扣除细胞增殖的影响。本研究提示增强HepG2细胞

对胰岛素的敏感性可能是山药多糖防治 2型糖尿病的作用机

制之一，但山药多糖降糖作用机制有待于进一步研究。
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图1 正常HepG2细胞与胰岛素抵抗HepG2细胞的形态
A1.正常HepG2细胞（×200）；A2. 正常HepG2细胞（×400）；B1. 胰岛素

抵抗HepG2细胞（×200）；B2. 胰岛素抵抗HepG2细胞（×400）

Fig 1 Cytomorphology photos of normal HepG2 cells and

Insulin-resistant HepG2 cells
A1.normal HepG2 cells（×200）；A2. normal HepG2 cells（×400）；B1. In-

sulin-resistant HepG2 cells（×200）；B2. Insulin-resistant HepG2 cells（×

400）
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