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摘要!目的!研究沙棘多糖对胰岛素抵抗
C9

B

!̂

细胞氧

化应激的保护作用与机制$方法!采用水提醇沉法对沙

棘多糖进行提取"并用苯酚硫酸法测定多糖含量$

NN\*/

法测定不同浓度沙棘多糖对
C9

B

!̂

细胞活力的影响"用

含
&b#"

U/

+3.

)

_

胰岛素的培养基诱导
C9

B

!̂

细胞

!(Q

"建立
C9

B

!̂

细胞胰岛素抵抗模型$采用试剂盒测

定葡萄糖消耗量以及糖原相对含量"并测定超氧化物歧

化酶!

J4I

#%丙二醛!

YI@

#含量"

A9F:9;8K.3:

法测定氧

化应激相关蛋白的表达$结果!沙棘多糖含量为
//1($L

"

在沙棘多糖质量浓度达到
/""

#

P

)

+_

时"细胞活力出现

显著下降!

F

"

"1"&

#"后续安全剂量选择
(""

#

P

)

+_

$经

沙棘多糖处理后的葡萄糖消耗量以及糖原相对含量均显

著提高!

F

"

"1"&

#"

J4I

水平达到!

V'1%#`!1#$

#

]

)

+

P

"

YI@

水平达到!

!1#&̀ "1#!

#

8+3.
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+

P

$沙棘多糖处理后

显著提高
M;R!

和
C4*#

的表达水平!

F

"

"1"&

#"显著降

低
\9,

B

#

的表达水平!

F

"

"1"&

#$结论!沙棘多糖能够改

善胰岛素抵抗细胞模型异常糖代谢情况和氧化应激水

平"并通过调控
M;R!

)

\9,

B

#

)

C4*#

通路起到改善胰岛素

抵抗的作用$

关键词!沙棘多糖&胰岛素抵抗&氧化应激&
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沙棘!
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#是一种胡颓子科+

沙棘属落叶性灌木$在世界各地均有种植%研究(

#

)显示$

沙棘多糖具有一定的缓解体力疲劳+增强小鼠运动能力
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和抗氧化的作用%

植物多糖是植物细胞代谢产生的聚合度超过
#"

个

的聚糖%如今$植物多糖因其具有无毒+可生物降解+低

成本+易获得的特性$已被广泛应用于食品+医药+农业和

化妆品行业(

!U%

)

%但目前对于沙棘多糖的报道多是集中

在沙棘多糖的提取工艺以及纯化研究(

(U&

)

$在功能性方

面报道过沙棘多糖抗疲劳+抗氧化+抗炎等(

$U/

)

%

!

型糖尿病!

H!IY

#$一种内分泌代谢疾病$占糖尿

病病例的大多数$已成为世界性的问题(

'U#"

)

%据报

道(

##

)

$

!"#'

年糖尿病病例数量达到
(1$%

亿例$预计
!"%"

年将增至约
&1V/

亿例$

!"(&

年将增至
V1""

亿例%

H!IY

主要是由于体内产生胰岛素抵抗$使机体代谢失调从而

引发糖尿病的发生$因此对于
H!IY

的治疗可从胰岛素

抵抗方面着手%目前市售治疗糖尿病的药物多为西药$

如二甲双胍$此类药物依赖性强$且长期使用会有一定的

副作用(

#!

)

%

沙棘富含多种营养活性成分$但目前对沙棘多糖改

善胰岛素抵抗方面的报道较少$且仅停留于动物层面的

研究(

#%

)

%试验拟研究沙棘多糖对胰岛素抵抗细胞模型的

改善作用及可能机制$旨在为开发沙棘成为新型治疗糖

尿病产品提供理论参考%

#

!

材料与方法
#1#

!

材料与仪器

沙棘"延吉市海兰江药店*

盐酸吡格列酮"江苏万邦生化医药股份有限公司*

人肝细胞癌细胞系
C9

B

!̂

"上海
@HNN

细胞库*

!*

!

!*

甲氧基
*(*

硝基苯基#

*%*

!

(*

硝基苯基#

*&*

!

!

$

(*

二

磺酸苯#

*!C*

四唑单钠盐!

NN\*/

#"上海碧云天生物技术

有限公司*

重组人胰岛素+

IY)Y

高糖培养基+双抗+胰酶+糖

原试剂盒"北京索莱宝科技有限公司*

胎牛血清"美国
-̂O23

公司*

葡萄糖试剂盒+一氧化氮合成酶!

M4J

#测定试剂盒"

南京建成生物工程研究所*

离心机"

HIe&*AJ

型$湖南湘仪实验室仪器开发有

限公司*

电热恒温水浴锅"

CAJ*!(

型$上海一恒科学仪器有

限公司*

荧光倒置显微镜"

4.

<

+

B

EFZSV%

型$奥林巴斯!中国#

有限公司*

细胞培养箱"

YN4*&@N

型$日本
J@M[4

有限公司*

酶标仪"

K\*)_#"N

型$山东博科生物产业有限公司*

电泳仪"

A9F:9;8K.3:

型$

KZ4*5@I_,O3;,:3;-9FZ821

*

凝胶成像系统"

K-3J

B

92:;E+&#"

型$美国
]g6

公司%

#1!

!

试验方法

#1!1#

!

沙棘多糖的提取
!

参考祝敏等(

#(

)的方法并稍作

改动$将沙棘烘干粉碎$过
("

目筛$超声波功率
%""A

$料

液比!

U

沙棘粉
kK

水#为
#k%"

!

P

'

+_

#$提取时间
#Q

$提取

温度
/"a

浸提两次$合并两次提取液$用
/"L

乙醇醇沉

!(Q

$

J9G,

P

9

法除蛋白$

#L

活性炭脱色$冷冻干燥
!(Q

$

冻干成粉$

(a

保存备用%

#1!1!

!

沙棘多糖含量的测定
!

采用苯酚硫酸法(

#&

)

%

#1!1%

!

细胞培养
!

取液氮中冻存的细胞$快速解冻后加

入预先已添加
#"+_

含
#"L

胎牛血清的
IY)Y

培养基

的
#&+_

离心管中$

#&"";

'

+-8

离心
&+-8

$弃上清$用

#+_

完全培养基重悬细胞$将细胞接于培养皿中$加入

含
#"L

胎牛血清的
IY)Y

培养基$于
%Va

+

"1&L N4

!

培养箱中进行培养%当细胞贴壁生长至
/"L

"

'"L

且生

长状态良好时$使用
"1!&L

的胰酶消化传代$并计数%

#1!1(

!

沙棘多糖对
C9

B

!̂

细胞活力的影响
!

采用
NN\*

/

法%取对数期
C9

B

!̂

细胞$将其稀释成
&b#"

(个'
+_

单细胞悬液$并接种于
'$

孔板中$每孔
!""

#

_

%分别配

制质量浓度为
&"

$

#""

$

!""

$

(""

$

/""

$

#$""

#

P

'

+_

的沙

棘多糖$对
C9

B

!̂

细胞进行干预
!(Q

$每孔加入
#"

#

_

NN\*/

$在培养箱中继续培养
!Q

$用酶标仪测定
(&"8+

处的吸光值$计算各组细胞活力以筛选出沙棘多糖安全

剂量%

#1!1&

!

胰岛素抵抗细胞模型的建立与分组
!

取生长状态

良好$细胞贴壁生长达
'"L

的
C9

B

!̂

细胞$稀释成
&b

#"

(个'
+_

单细胞悬液$每孔
#""

#

_

接种至
'$

孔板中%

细胞共分为
&

组$分别为正常组+模型组+沙棘多糖低剂

量组!

!""

#

P

'

+_

#+沙棘多糖高剂量组!

(""

#

P

'

+_

#+阳

性组!盐酸吡格列酮
!""

#

P

'

+_

#%除正常组外$其余各

组用含
&b#"

U/

+3.

'

_

胰岛素的培养基诱导
(/Q

(

#$

)

%

#1!1$

!

葡萄糖消耗量测定
!

取培养基上清$用葡萄糖试

剂盒检测培养基上清中葡萄糖含量$具体操作按说明书

进行$并按式!

#

#计算葡萄糖消耗量%

*

+c+

"

U+

D

$ !

#

#

式中"

*

+

&&&各组细胞的葡萄糖消耗量$

++3.

'

_

*

+

"

&&&未接 种 细 胞 的 空 白 组 中 葡 萄 糖 含 量$

++3.

'

_

*

+

D

&&&测得各组培养液中葡萄糖含量$

++3.

'

_

%

#1!1V

!

糖原相对含量测定
!

收集
&b#"

$

"

#"b#"

$个细

胞到离心管内$离心后弃上清$加入
"1V&+_

提取液超声

波破碎细胞并转移至
#"+_

试管中$置于沸水浴中煮沸

!"+-8

$冷却后$用蒸馏水定容到
&+_

$混匀$

/"""b

.

+

!&a

离心
#"+-8

$取上清液待测$按糖原试剂盒说明书进

行后续操作%

#1!1/

!

J4I

+

YI@

测定
!

收集细胞上清液用于
J4I

检

测$分别消化收集细胞用于
YI@

检测%按
J4I

+

YI@

+

54J

+

J4I

试剂盒说明书操作$测定各指标$并计算结果%

(&!

提取与活性
)SH5@NHZ4M X @NHZgZH[

总第
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期
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年
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月
#



#1!1'

!

相关蛋白测定
!

A9F:9;8K.3:

法%用
5Z6@

强裂

解液进行细胞蛋白的提取$

#!"""b

.

离心
#"+-8

$取上

清并用
KN@

蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度$

&b

蛋

白上样缓冲液进行煮沸$

U!"a

保存备用%根据目标蛋

白分子量大小选择合适的分离胶浓度$电压
#""g

$电泳

时间
#!"+-8

$电泳结束后以
#""g

$

$"+-8

进行转膜$之

后于
&L

的脱脂奶粉中封闭
#Q

$一抗
(a

孵育过夜$二抗

室温孵育
#Q

$

)N_

显影并拍照%

#1!1#"

!

统计学分析
!

使用
J6JJ!%1"

对整理后的试验数

据进行统计学分析$计算各组均值与标准偏差$进行显著

性差异分析%所得的数据以图表和均值
`

标准偏差的形

式表示%

F

"

"1"&

表示有显著性差异$

F

$

"1"&

表示无显

著性差异即无统计学意义%

!

!

结果与分析
!1#

!

沙棘多糖含量

多糖得率为
'1#&L

$图
#

为葡萄糖标准液吸光度及

标准曲线$标准曲线为
D

c#"1"V&JT"1""'(

!

$

!

c

"1''$(

#%由此算出沙棘多糖含量为
//1($L

%

!1!

!

沙棘多糖对
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细胞活力的影响

根据细胞活力筛选出后续使用的安全剂量%图
!

为

不同质量浓度沙棘多糖对
C9
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细胞干预
!(Q

后的细

胞活力情况%由图
!

可知$在沙棘多糖质量浓度为
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时$细胞活力均在
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以上$在沙棘多糖质量

浓度达到
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时$细胞活力出现显著下降!
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#$因 此 后 续 试 验 选 择 的 最 大 安 全 质 量 浓 度 为
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%可见$当浓度超过一定范围后$沙棘多糖对

细胞活力会出现显著性影响%
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沙棘多糖对葡萄糖消耗量的影响

在正常机体内$细胞利用胰岛素将葡萄糖吸收并分

解$以便为机体提供能量$当发生胰岛素抵抗时$由于细

胞对胰岛素的敏感度降低$不能有效识别胰岛素传递的

信号$导致细胞对血液内的葡萄糖摄取率下降$因此葡萄

糖的消耗减少$而血液内的葡萄糖则增多(

#V

)

%加入能够

改善胰岛素抵抗的药物后$细胞对葡萄糖的消耗量有所

增多%由图
%

可知$与正常组相比$模型组葡萄糖消耗量

图
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显著降低!
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#$经沙棘多糖高剂量组处理后能够显

著提高其葡萄糖消耗量!

F

"

"1"&

#$且与阳性组间无显著

性差异!
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#%可能是由于沙棘多糖调节了细胞识

别胰岛素的敏感程度$从而提高了细胞对葡萄糖的吸收%

因此推测$沙棘多糖能够调节胰岛素抵抗细胞对葡萄糖

的摄取%
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)的研究也表明$仙人掌多糖能够提高

胰岛素抵抗
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细胞对葡萄糖的吸收%
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沙棘多糖对糖原含量的影响

糖原是机体储存糖的主要形式$糖原合成会使血糖升

高$糖原分解会使血糖降低$因此其对维持血糖的相对稳

定极为重要$同时能够指示胰岛素抵抗状况(
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%如图
(

所

示$模型组糖原的相对含量显著降低!
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#$经沙棘多

糖处理后能够显著提高糖原相对含量!
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#%这主要

是由于沙棘多糖提高了细胞对葡萄糖的摄取$葡萄糖在各

种酶的作用下合成糖原$最终导致糖原含量升高%由此可

见$沙棘多糖能够改善胰岛素抵抗的
C9
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细胞中糖代谢

紊乱$减轻高糖高脂引起的糖原含量下降%
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等(
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)研究

了苦瓜中水溶性多糖和碱溶性多糖对胰岛素抵抗细胞模

型的作用$发现其也能够提高糖原含量%
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水平的影响

表
#

为沙棘多糖对
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细胞中
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水平

的影响$与正常组相比$模型组细胞中
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水平显著下
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#%与模型组

比较$经沙棘多糖处理后的
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细胞
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#%可

能是由于沙棘多糖具有抗氧化活性$因此对细胞内的氧

化应激相关酶起到了调控作用%说明沙棘多糖能够有效

改善胰岛素抵抗细胞模型的氧化应激水平%
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)对

沙棘浆果中的多糖进行了研究$发现其具有抗氧化活性$

并能够提高小鼠
J4I

活力$降低
YI@

活力%
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沙棘多糖对氧化应激蛋白表达的影响

环氧氯丙烷相关蛋白!
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#与核因子
)!

!

M;R!

#在

细胞质中结合$激活血红素加氧酶
#
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C4*#

#的启动子$

C4*#

蛋白表达会在受到氧化应激和细胞损伤后上
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经沙棘多糖处理后能够显著提高
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和
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的表达

水平!
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的表达水平!
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可见$沙棘多糖能够调控胰岛素抵抗细胞模型的氧化应

激相关蛋白%其可能机制如图
$

所示$沙棘多糖通过膜

蛋白将其转运进细胞内$
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与
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在细胞质中处于

结合状态$在受到沙棘多糖刺激后$两者分开$
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在细胞质中$而
M;R!

到细胞核中与反应元件
@5)

结合$

促进下游蛋白
C4*#

表达升高$进而导致氧化应激及相

关酶的变化%因此推测沙棘多糖是通过调控
M;R!

'

C4*

#

'

\9,

B

#

信号通路从而起到保护胰岛素抵抗
C9

B

!̂

细胞

氧化应激的作用%

%

!

结论
沙棘多糖能够提高

C9

B

!̂

细胞胰岛素抵抗模型中

葡萄糖消耗量以及糖原相对含量$提高其超氧化物歧化

酶水平$降低丙二醛水平$改善胰岛素抵抗细胞模型异常

糖代谢情况和氧化应激水平$并通过调控环氧氯丙烷相

关蛋白'核因子
)!

'血红素加氧酶
#

通路起到改善胰岛素

抵抗的作用%该试验弥补了沙棘多糖在胰岛素抵抗细胞

层面上的空白$但仅从细胞层面测定了糖代谢的基础指

标以及不同氧化酶和氧化应激相关蛋白$未在动物层面

对其胰岛素抵抗作用进行研究$后续将对沙棘多糖在动

物水平的胰岛素抵抗作用进行深入研究%
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