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摘要 本文探讨小檗碱对 ×2细胞胰岛素分泌的影响及其分子机制 ∀采用不同浓度小檗碱干预 ×2细胞

后 以放射免疫法 !液体闪烁计数法 !酶法分析及 •  分别检测其胰岛素水平 !葡萄糖利用 !葡萄糖激酶

活性 !和葡萄糖激酶调节蛋白  °的表达 ∀结果表明 在高浓度葡萄糖刺激下 与空白对照组相比 小

檗碱组的 ×2细胞胰岛素分泌增加 !葡萄糖利用活跃 且 酶活性增强 !表达增加 而  °表达降低 Π 

1∀结果表明 小檗碱促进 ×2细胞高浓度葡萄糖诱导的胰岛素分泌 可能与其作为 激活剂 使 ×2细胞

葡萄糖利用增加 !酶活性及表达增强有关 ∀
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  葡萄糖激酶 ∏发生失功能突变

在 型糖尿病的发病中越来越受到关注 ≈
一系

列具有使 发生变构激活活性的化合物也逐渐被

发现 ∀研究表明这些 激活剂  √

能使 对葡萄糖的亲和力和最大反应速度

增加 动物试验也表明 具有降低血糖 !改善糖

尿病症状的作用 ≈ ∀从陈其明等 ≈发现黄连的有

效成分小檗碱具有降糖作用后 国内外对其研究日

益深入 大量研究进一步证实了小檗碱不仅具有降

糖作用 还具有促进胰岛素分泌 !调脂和改善胰岛素

抵抗等功能 ≈ ∗ 
但对其作用机制还没有完全阐明 ∀

本研究旨在探讨小檗碱  是否作为

一种 参与 途径而发挥促胰岛素分泌 !降糖

等作用 从而为小檗碱治疗糖尿病的临床应用进一
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步提供实验依据 ∀

材料与方法

药物与试剂  盐酸小檗碱 ≤  ≤ #

 的相对分子质量为 1纯度为 1 

四川彭州市西郊植物提取厂产品 批号 ∀

⁄ ∞ 美国   公司 胎牛血清 ƒ≥澳

大利亚 ≤公司 胰酶 Β美国 

公司 生物素 昆明杰辉生物公司 


胰岛素放

射免疫分析药盒 北京原子能生物研究所 !氚标葡

萄糖 中国原子能科学研究院 ! °一抗 美

国 ≥ ≤∏公司 Β2抗体 美国  ∂ 

公司 考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒 南京建成公

司 增强化学发光法 ∞≤试剂盒 美国 °公

司 其余试剂均为分析纯 ∀

主要仪器  半自动生化分析仪 山东高密彩虹

分析仪器有限公司 电泳仪 北京市六一仪器厂 

液体闪烁计数仪 美国 公司 ∀

细胞培养  ×2细胞购于华中科技大学同济

医学院免疫学教研室 用含 热灭活的 ƒ≥! Λ2

谷氨酰氨  # 

!青霉素  ≅ 


∏# 




和链霉素  # 

的 ⁄ ∞ 低糖培养基于

 ε !  ≤培养箱内培养 当细胞长至  ∗

融合后予以传代 ∀

胰岛素分泌实验 ≈  将 ×2细胞以细胞数

 ≅ 
 接种到 孔培养板中 待细胞生长至

 ∗ 融合后予以干预 ∀具体方法如下 弃去

板中的培养基 用无葡萄糖的  ≤ 1

# 

 ≤≤ #   1 # 


  °

# 

 ≤1 # 


 ≤  #



  ≥ 1 # 


 ∞°∞≥  #



 1 ≥  1预孵育  以使细胞

对葡萄糖致敏 弃去  进行如下实验 ≠ 加入含

葡萄糖浓度为 1 # 
并含不同浓度小檗碱

的  ∀  加入含葡萄糖浓度为 1 # 


并含不同浓度小檗碱的  ∀ ≈ 加入含 Α2酮异己

酸 Α2≤ 浓度为 1 # 


并含不同浓度小檗碱的  ∀ …加入含 ≤浓度

为 1 # 
并含不同浓度小檗碱的  ∀

以上各组孵育  收集上清液保存于   ε 待

测 ∀用放射免疫法测定胰岛素含量 ∀

葡萄糖利用测定 ≈  将培养板中长至  ∗

融合的 ×2细胞用含  ≥及 1 #


葡萄糖的  在  ε ! ≤条件下预培养

 以使细胞达到基础代谢状态 ∀将含不同浓

度葡萄糖 !小檗碱或生物素  的  

 Λ加入各孔 每孔中含 2脱氢 2≈2  葡萄

糖  Λ并继续在  ε !  ≤培养箱中继

续培养  加入 三氯乙酸  Λ以终止反

应 收集上清液于内管 并将其置于含蒸馏水 

Λ的体积为  的液闪瓶中后将液闪瓶密封 

将其在  ε 中孵育约  以使内管反应液中的

≈

  与液闪瓶中的蒸馏水充分达到平衡 收

集液闪瓶中的蒸馏水 加入闪烁液 用液体闪烁计数

仪计数各管的放射性活度 ∀无细胞的空白管的放射

性回收率小于 1 ∀每管中 ≈

  回收率通

过在  中加入已知浓度 ≈

  并与液闪瓶中

 平衡得到平衡系数 ∞±≤约在  ∗  裂

解细胞 其蛋白浓度采用考马斯亮蓝蛋白测定试剂

盒检测 葡萄糖利用 # 
 # 


以下公式

计算 Α测量管  Α空白管 # Χ# ∞±≤ # τ# µ 

其中

Α为放射性活度  Χ为比放射性活度  τ为作用时

间  µ为蛋白总量 ∀

Γ Κ活性检测 ≈  采用含不同浓度小檗碱 !生

物素或葡萄糖的 ⁄ ∞ 培养基培养  后 弃培

养基  °≥清洗 ×2细胞单层 次 用含  °

 # 

! ∞⁄×  # 


!  ≤

 # 

以及 ⁄×× # 


的预冷

缓冲液收集细胞并超声破碎处理 将处理后的液体

在  ε 以   ≅ γ离心  收集上清液 ∀酶活

性检测反应液分为高糖  # 

和低糖

1 # 


两组 其组成为  ∞°∞≥ 

# 

  1 ≤ # 




 ≤ 1 # 

⁄×× 1 # 




⁄1 # 

≥  # 


°⁄

 # 

×° # 


及不同浓度葡萄

糖 1和 1 # 

∀将含 的上清液 

Λ加到反应液  Λ中 并于  ε 温育  加入

≤  # 

 1  终止反应 ∀

在  发射光 ! 激发光条件下测定吸收

度值 ∀每次测量中 以不含 ×°的 1或 

# 
葡萄糖作为空白管 ∀ 活性用 

# 
葡萄糖的活性减去 1 # 

葡萄

糖的活性表示 ∀蛋白浓度采用考马斯亮蓝蛋白测定

试剂盒检测 ∀用公式计算 的活性 # 
 #



Α高糖  Α低糖 # µ # τ


其中 Α为吸收

度 µ为蛋白总量 τ为反应时间 ∀

## 药学学报 °∏≥  



Γ Κ及 Γ ΚΡ Π蛋白表达检测  将 ×2细胞用

含葡萄糖 !小檗碱或生物素的培养液干预  后 

用三去污细胞裂解液 ×# ≤ # 



≤ # 

1 叠氮钠 ≥⁄≥  #



° ≥ƒ  Λ# 


抑蛋白酶肽  Λ#



 °2去氧胆酸钠  # 


提取蛋

白 以考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒检测蛋白浓度 ∀

取  Λ总蛋白 经  ≥⁄≥2°∞凝胶电泳分离

后 冰浴下电转移   至硝酸纤维素膜

上 ∀用含  牛血清白蛋白 ≥ 的 ×≥×溶液

×2≤  # 

≤  # 




1 ×2  1室温封闭  ∀分别加入

兔抗鼠 或羊抗鼠  °抗体 Β 稀释 

 ε 过夜 洗膜后分别加入   °标记的羊抗兔或兔

抗羊 二抗 Β 稀释 室温下孵育  ∀洗

膜后加入 ∞≤试剂盒 ÷射线胶片曝光 随后显影 !

定影 用激光光密度扫描仪测定蛋白条带的光密度 

进行定量分析 ∀

统计学分析  采用 ≥°≥≥ 1软件 所有数据

以 ξ ? σ表示 ∀通过单因素方差分析进行组间差异

比较 两两比较采用 ≥⁄检验 ∀

结果

1  小檗碱对 ΝΙΤ21细胞胰岛素分泌的影响

当葡萄糖的浓度为 1 # 
时 与空白

对照组 葡萄糖 1 # 

比较 小檗碱对

×2细胞的胰岛素分泌没有显著作用 而当葡萄

糖的浓度为 1 # 
时  1 Λ# 

小

檗碱组的胰岛素水平达到 1 ∏# 

与空白

对照组 葡萄糖 1 # 

相比差异显著

Π 1见表 ∀同样 在 ≤的浓度为 

# 
时 小檗碱对 ×2细胞的胰岛素分泌

没有显著作用 而当 ≤的浓度为  # 


时  1 Λ# 
小檗碱组的胰岛素水平达到

1 ∏# 

与空白对照组 ≤  # 




相比差异显著 Π 1见表 ∀

2  小檗碱对 ΝΙΤ21细胞葡萄糖利用的促进作用

当葡萄糖的浓度为 1 # 
时 小檗碱

各组的葡萄糖利用与空白对照组 葡萄糖 1

# 

相比无显著差异 而当葡萄糖的浓度达

到 1 # 
时 与空白对照组 葡萄糖 1

# 

相比 小檗碱各组的葡萄糖利用均显著

升高 Π  1且与 组相比无显著性差异 见

表 ∀

Ταβλε 1  ∞     ∏

 ×2 ∏ ∏

  ∏ ∏∏# 

∏1 #   1 ? 1 

∏1 #   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 13

∏1 #    1 Λ#   1 ? 13

×2   ∏       

∏    ∏ 1 1 #



     1 1 Λ#



   ×   ∏ ∏ 

∏ ν   ξ ? σ. 3 Π  1 ϖσ ∏ 1
# 


 ∏

Ταβλε 2  ∞     ∏

 ×2 ∏ ≤

  ∏ ∏∏# 

≤  #   1 ? 1

≤  #   1 ? 1

≤  #    1 Λ#   1 ? 1

≤  #    1 Λ#   1 ? 1

≤  #    1 Λ#   1 ? 13

≤  #    1 Λ#   1 ? 13

×2   ∏       

∏   ≤   # 

 

1 1 Λ# 


  

× ∏ ∏ ∏

ν   ξ ? σ 3 Π  1 ϖσ≤  # 

 ∏

Ταβλε 3  ∞     ∏

∏ ×2 

  ∏
∏∏

#  # 

∏1 #   1 ? 1 

∏1 #   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 13 3

∏1 #    1 Λ#   1 ? 13 3

∏1 #    1 Λ#   1 ? 13 3

∏1 #    1 Λ#   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 13 3

×2 ∏   1 #




∏    ∏    

∏1 1 # 

 ∏ Λ 22

≈2   ∏ 1 1 

1 Λ# 


  1 Λ# 


  ε 

 ∏∏ ∏  ≈

 

  ν   ξ ? σ 3 3 Π  1 ϖσ∏1 # 



∏

##王增四等 小檗碱对 ×2细胞胰岛素分泌和葡萄糖激酶活性的影响



3  小檗碱对 ΝΙΤ21细胞 Γ Κ活性的影响

当葡萄糖的浓度为 1 # 
时 小檗碱

各组对 活性与空白对照组 葡萄糖 1 #



相比无显著影响 而当葡萄糖的浓度达到 1

# 
时 小檗碱各组的 活性较空白对照组

葡萄糖 1 # 

明显升高 Π  1且

与 组相比无显著性差异 Π  1其中小檗

碱的浓度为 1 Λ# 
时 活性最高 为

1 # 
 # 


见表 ∀

Ταβλε 4  ∞  √ 

×2 ∏ ∏

  ∏
√

#  # 

∏1 #   1 ? 1 

∏1 #   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 13

∏1 #    1 Λ#   1 ? 13 3

∏1 #    1 Λ#   1 ? 13

∏1 #    1 Λ#   1 ? 1

∏1 #    1 Λ#   1 ? 13

×2   ∏  ∏  

     1 1 

1 Λ# 


  1 Λ# 


 ν   ξ ? σ
3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ∏1 # 


 ∏

4  小檗碱对 ΝΙΤ21细胞 Γ Κ和 Γ ΚΡ Π蛋白表达的

影响

当葡萄糖的浓度为 1 # 
时 小檗碱

各组对 和  °的表达与空白对照组 葡萄糖

1 # 

相比无显著影响 而当葡萄糖的浓

度达到 1 # 
时 小檗碱各组对 的表

达较空白对照组 葡萄糖 1 # 

明显升

高 Π  1并与 组相比无显著差异 Π 

1∀但是 小檗碱各组对  °的表达较空白

对照组 葡萄糖 1 # 

明显减少 Π 

1并与 组相比无显著差异 Π  1见

图 ∀

讨论

机体内血糖稳定受多种机制的调节 是机体多

种组织对空腹或 和餐后血糖水平感受后相互调节

和共同作用的结果 ∀由于 在控制葡萄糖刺激的

胰岛素释放和肝脏糖原合成中具有关键作用 以此

Φιγυρε 1  ∞   √

  °   ×2 ∏

 ∏  ∏ 1 # 


 

∏1 # 


  1 Λ#



  ∏1 # 


  1

Λ# 

  ∏1 # 


  

1 Λ# 


 ×2  ∏ 

∏1 # 

   

1 1 Λ# 

 1

Λ# 


 ° √     ° 

 •   ν   ξ ? σ
3
Π 

1 3 3
Π  1 ϖσ ∏ 1 # 




∏

为治疗靶点 通过提高其活性而显著改善高血糖水

平的策略逐渐受到关注 ≈ ∀近年来 已有一系列的

变构激活剂被发现 变构激活剂通过结合

变构位点 使 活性增强 对其底物葡萄糖

的亲和力升高 糖酵解过程中酶促反应的最大反应

速率增加 最终促进胰岛素分泌 ≈ ∀在正常和糖

尿病动物模型中也均发现 能通过刺激胰岛细

胞释放胰岛素 促进肝脏糖代谢降低血糖 ∀

## 药学学报 °∏≥  



生物素是一种能促进胰岛细胞内 表达并增

强其活性的物质 ≈ ∀为了探讨小檗碱对 ×2细

胞胰岛素分泌的影响是否与其作为 激活剂有

关 本实验选择生物素作为阳性对照药 ∀本研究结

果表明 在高葡萄糖浓度下 小檗碱能明显促进

×2细胞胰岛素分泌 而在低葡萄糖浓度下则无

明显影响 这可能是因为当葡萄糖浓度在 1

# 
时未能达到 对葡萄糖的半数起效浓

度 Σ1  1 # 


≈

而当葡萄糖浓度为

1 # 
时 则超过其 Σ1 因而小檗碱能发

挥其促胰岛素分泌的功能 ∀另外 本实验还检测了

小檗碱对非葡萄糖刺激 ≤ 的胰岛素分泌的影

响 ∀ ≤在胰岛细胞中可以作为磺酰脲类的类似物

和 或谷氨酸或谷胺酰胺氨基转移的底物而起作用 

抑制 ×°通道开放 促进胰岛素分泌 ≈ ∀实验结果

显示 小檗碱能使高浓度 ≤刺激的胰岛素分泌增

强 作者猜测这可能与其抑制 ×°通道开放有关 ∀

为了进一步探讨小檗碱在高糖浓度下促进胰岛素分

泌是否与其对 活性和表达的影响有关 本实验

检测了小檗碱对不同浓度葡萄糖时 活性的影

响 结果表明 高浓度葡萄糖时经小檗碱干预后 

活性增强 与空白对照组相比较有显著性差异 Π 

1而与具有促进胰岛细胞 活性的生物素相

比无显著性差异 在低浓度葡萄糖时 小檗碱和生物

素都对 ×2细胞 活性无明显影响 ∀可见 小

檗碱与生物素一样具有增强 活性的作用 ∀在胰

岛细胞内 的表达主要受到高浓度葡萄糖的调

控 因为高浓度葡萄糖能使 发生翻译后修饰 导

致 表达增强 ≈ ∀本实验检测结果显示 与空白

对照组相比在高浓度葡萄糖时小檗碱能使胰岛细胞

内 表达增加  °表达减少 这种差异与生物

素组相比无显著差异 而在低浓度葡萄糖时小檗碱

的这些作用与空白对照组比较均无显著差异 这与

以上胰岛素分泌 !糖利用等结果一致 ∀

综上所述 作者认为小檗碱促进胰岛细胞胰岛

素分泌 !降低血糖可能通过以下机制发挥作用 在高

糖浓度下 小檗碱使细胞内 表达增加  °表

达减少 导致细胞核内 ! °解离 从细胞

核向细胞浆转移 使其从无催化活性状态转变为具

有催化活性的 /开放状态 0≈
最终导致胰岛细胞内

葡萄糖利用增加 胰岛素分泌增加 血糖降低 ∀本实

验已研究了小檗碱作为 激活剂的作用机制 但

其对 ×2细胞是否具有 变构激活的功能 还

有待于进一步研究 ∀

Ρ εφερενχεσ
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##王增四等 小檗碱对 ×2细胞胰岛素分泌和葡萄糖激酶活性的影响




