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摘要：探讨猫豆乙醇提取物(MPEE)对胰岛素抵抗 3T3-L1脂肪细胞糖脂代谢的影响。用含高浓度葡萄糖和高浓度胰岛素的DMEM

培养基制备胰岛素抵抗 3T3-L1 脂肪细胞模型。模型细胞经不同浓度 MPEE 处理 24 h 后检测培养液中的葡萄糖消耗量、游离脂肪酸

(FFA)、甘油、三酯甘油(TG)及肿瘤坏死因子(TNF-α)和白介素 6(IL-6)水平。实时定量 PCR(qRT-PCR)检测细胞中葡萄糖转运蛋白

(GLUT-4)、激素敏感脂肪酶(HSL)和炎性介质[TNF-α、IL-6、单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)、C 反应蛋白(CRP)]的 mRNA 表达。MPEE

可促胰岛素抵抗模型细胞对葡萄糖的消耗，降低细胞中 TG 含量，减少 FFA 和甘油溢出。同时，MPEE 还能抑制模型细胞 TNF-α和

IL-6 分泌，及炎性介质(TNF-α、IL-6、MCP-1、CRP)的 mRNA 表达。此外，MPEE 能上调细胞中 GLUT-4 的表达，并降低 HSL 的

mRNA 表达。结果显示，MPEE 可有效刺激 3T3-L1 脂肪细胞消耗葡萄糖，促 TG 分解，减少 FFA 和甘油的溢出。调控细胞糖、脂代

谢来改善胰岛素抵抗，并降低胰岛素抵抗发生时的炎症水平。 
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Abstract: To investigate the effect of Mucuna pruriens (Linn) ethanol extracts (MPEE) on glucose and lipid metabolism in insulin 

resistance 3T3-L1 adipocytes. The insulin resistance 3T3-L1 adipocyte model was induced by DMEM medium containing high concentration of 

glucose and insulin. The levels of glucose consumption, free fatty acid (FFA), glycerol, cellular triglyceride(TG), tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

and interleukin-6 (IL-6) in the culture medium were determined by commercial assay kits after the cells treated with different concentrations of 

MPEE for 24 h. The mRNA expression levels of glucose transporter-4 (GLUT-4), hormone-sensitive triglyceride lipase(HSL) and inflammation 

related factors [including TNF-α, IL-6, monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and C-reaction protein (CRP)] in cells were determined by 

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) assay. MPEE could enhance the glucose consumption, decrease the cellular TG levels and reduce the 

releasing of FFA and glycerol in insulin resistance cells. MPEE also reduced the secretion of TNF-α and IL-6, and reduced the mRNA 

expressions of inflammation mediators (including TNF-α, IL-6, MCP-1 and CRP) in model cells. In addition, MPEE was able to up-regulate the 

mRNA levels of GLUT-4, and reduce the mRNA levels of HSL in insulin resistance cells. These results suggested that the MPEE treatment was 

able to regulate the glucose and lipid metabolism to against the insulin resistance via increasing the glucose consumption, enhancing the TG 

lipolysis, and reducing the releasing of FFA and glycerol in 3T3-L1 adipocytes. MPEE treatment also down-regulated the inflammation levels by 
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reducing the secretion of inflammatory mediators. 
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猫豆为豆科藜豆属龙爪藜豆（ Stizotobium 

cochinchinensis）的成熟种子，是一种具有较高营养价

值的广西特色药食同源资源植物。当地群众又称之为

狗爪豆或白藜豆。猫豆除富含 γ-氨基丁酸和谷氨酸、

天门冬氨酸等氨基酸外，还含有 L-Dopa 及亚油酸，

亚麻酸等脂肪酸类物质[1]。此外，猫豆还有镇静安眠[2]，

抗蛇毒[3,4]，治疗不育[5,6]和类风湿性关节炎[7]及降血糖

功效[8]。 
糖尿病、肥胖、高血压、血脂异常和冠心病等是

世界范围内的一类常见慢性代谢疾病。这类疾病的发

生均与机体内的胰岛素抵抗有关[9]。脂肪组织不仅是

体内的能量调节器官，同时也是一类重要的内分泌器

官。脂肪组织中生物活性物质的异常分泌往往在 2 型

糖尿病的糖脂代谢异常过程中起着重要的作用。细胞

内糖、脂代谢紊乱会加剧机体胰岛素抵抗[10]，高胰岛

素抵抗水平又可导致患者体内的慢性炎症和氧化应激

损伤的发生[11]。为进一步利用广西地区的猫豆资源。

本研究首先用高浓度葡萄糖和高浓度胰岛素培养胰岛

素抵抗 3T3-L1 脂肪细胞模型。通过观察猫豆乙醇提

取物对模型细胞糖、脂代谢，以及对葡萄糖转运蛋白

GLUT-4 及脂肪分解酶 HSL 的 mRNA 表达调控影响。

最后观察猫豆乙醇提取物对细胞发生胰岛素抵抗时炎

症水平的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

猫豆购自本地超市(产地：百色市田东县，生产年

份：2015 年 11 月)，由桂林医学院药学院生药学教研

室鉴定为豆科藜豆属龙爪藜豆的干燥种子。 
DMEM 高糖型细胞培养液、青霉素-链霉素双抗、

胰蛋白酶-EDTA 消化液和小牛血清(fetal cow serum，

FCS)：美国 Thermo Scientific 公司；Trizol 试剂、

OligodT18、RNase、dNTP 和 MLV 逆转录酶：美国

Invitrogen 公司；ROX reference Dye 和 SYBR Premix 
Ex Taq II ：日本 TAKARA 公司；地塞米松

(dexamethasone，Dex)、牛胰岛素、3-异丁基-1-甲基黄

嘌呤(IBMX)和罗格列酮(rosiglitazone，Ros)：美国

Sigma 公司；葡萄糖检测试剂盒、三酯甘油测定试剂

盒、游离脂肪酸测定试剂盒和考马斯蓝蛋白质测定试

剂盒：南京建成生物工程研究所；TNF-α及 IL-6 ELISA
试剂盒：武汉默沙克生物科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

EYELA N-1001S 真空旋转蒸发仪：日本东京理化

器械株式会社；Eppendorf 5424R 冷冻离心机：德国

Eppendorf 公司；Quant StudioTM6 Flex PCR 仪，

Thermo 3111 二氧化碳细胞培养箱：美国 Thermo 
Scientific 公司；ELx808 酶标仪：美国 BioTek 公司。 

1.3  实验细胞株 

小鼠 3T3-L1 胚胎成纤维细胞株购自于中国科学

院上海细胞资源中心。 

1.4  猫豆乙醇提取物的准备 

新鲜猫豆经脱毒处理(常温下 6~8 d 冷水浸泡)后
真空冷冻干燥，磨粉后过 60 目筛备用。猫豆粉(100 g)
加入乙醇(500 mL)室温下搅拌浸提 6 h。所得滤液经

3000 经提离心 15 min 后弃渣收集上清液，用真空旋

转蒸发仪在 50 ℃下进行真空减压旋转蒸发制备猫豆

乙醇提取物(收率为 42.3%)，-20 ℃储存待用。 

1.5  实验方法 

1.5.1  3T3-L1 脂肪细胞的培养 
3T3-L1 前脂肪细胞在 5% CO2、37 ℃饱和湿度的

环境下用 DMEM 培养液(含 10% FCS)培养至单层贴

壁细胞(细胞密度≥90%)。胰酶消化液消化细胞后接种

至 6 孔培养板(5×105 细胞/孔)中，并继续培养至细胞

完全汇合，进行诱导分化。 
1.5.2  3T3-L1 细胞的诱导分化和胰岛素抵抗

模型建立 

待分化的 3T3-L1 细胞用 DMEM 分化培基(含 0.5 
mmol/L IBMX、1 μmol/L Dex、10 mg/L 胰岛素和 10% 
FCS)培养 2~3 d 后，换用 DMEM 维持培基(含 10 mg/L
胰岛素和 10% FCS)培养至 95%以上的细胞内出现明

显的脂滴(即成熟脂肪细胞表型的出现，约 7~8 d)。分

化成熟的 3T3-L1 脂肪细胞用 DMEM 培养基(含 11 
μmol/L Dex)继续培养至 10 d 用于实验。 
1.5.3  样品对 3T3-L1 胰岛素抵抗模型细胞的

处理 

分化后的胰岛素抵抗细胞分为对照组，罗格列酮

组(10 μmol/L Ros)和猫豆乙醇提取物处理组(10、100、
250 μg/mL)，同等条件下培养 24 h。所有样品均溶于

DMEM 培养基(含 10% FCS)。 
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1.5.4  葡萄糖、三酯甘油、甘油和游离脂肪酸

测定 
收集经样品处理后的细胞培养上清液，低速离心

除去多余杂质。细胞内三酯甘油测定时则先用液氮反

复冻融细胞使之充分裂解后加入磷酸盐缓冲液(PBS)，
1000 r/min 离心 5 min。按照试剂盒说明书要求，分别

测定上清液中的葡萄糖、甘油、游离脂肪酸和三酯甘

油含量。检测对照组中葡萄糖浓度后减去样品处理组

中葡萄糖浓度即为葡萄糖消耗水平。细胞三酯甘油水

平用细胞总蛋白校正。 
1.5.5  TNF-α和 IL-6 分泌量的测定 

同 1.5.4 中所述收集细胞培养上清液并做相应处

理。按照ELISA试剂盒要求，分别测定上清液中TNF-α
和 IL-6 含量。 
1.5.6  qRT-PCR 法测定细胞中 GLUT-4、HSL、
MCP-1、CRP、IL-6 和 TNF-α的 mRNA 表达 

细胞弃去培养基后，PBS 冲洗并按照 Trizol 试剂

要求提取细胞内总 RNA。提纯后的 RNA 经紫外分光

法检测浓度用于后续实验。取 2 μg 的总 RNA 加入

dNTPs(1 μL)、OligodT18 引物(1 μL)、MMLV 逆转录

酶(1 μL)、RNases 抑制剂(1 μL)及 5×Buffer (10 μL)逆
转录成 cDNA。取适量 cDNA(2 μL)用 qRT-PCR 法检

测 GLUT-4 和 HSL 的表达量。在总反应体系中(20 μL)
加入上游和下游引物(10 μmol/L)各 1 μL、2×SYBR 
Premix Ex Taq II (10 μL)、50×ROX reference Dye (0.4 
μL)和灭菌双蒸水(5.6 μL)，充分混匀后置于 Quant 
Studio TM 6 Flex PCR 仪中进行反应。扩增反应条件为

95 ℃、30 s，95 ℃、25 s，55 ℃、25 s，72 ℃、50 s，
共 40 个循环，72 ℃延伸 5 min。每个基因 cDNA 样本

平行扩增 3 次，并取 Ct 值均数，按照公式计算目的基

因的表达量[F=2(检测样品中基因的 Cr 值-检测样品中持家基因的 Cr 值)/2(空白样品中

基因的 Cr 值-空白样品中持家基因的 Cr 值)]。GLUT-4 引物序列(上游：

5`-CCCCGCTGGAATGAGGTTTTTGAGGTGAT-3`，
下 游 ： 5`-CAGACAGGGGCCGAAGATTGGGAGA 
CAGT-3`) ，HSL 引物序列 (上游： 5`-TCATGGC 
TCAACTCCTTCCT-3`，下游：5`-GCTGCCTCAGACA 
CATGTAG-3`)，MCP-1 引物序列(上游：5`-CACAAC 
CACCTCAAGCAC-3`，下游：5`-AAGGGAATACCA 
TAACATCA-3`)，CRP 引物序列(上游：5`-GATTCC 
TGAGGCTCCAAC-3`，下游：5`-ATCTCCGATGTCTC 
CCAC-3`)，IL-6 引物序列(上游：5`-AGTTGCCTTCTT 
GGGACTGA-3`，下游：5`-ACGGCATGGATCTCAAA 
GAC-3`)，TNF-α 引物序列(上游：5`-ACGGCATGG 
ATCTCAAAGAC-3` ，下游： 5`-CGGCAGAGAGG 
AGGTTGACT-3`)，β-actin 引物序列(上游：5`-GAGA 

CCTTCAACACCCCAGCC-3`，下游：5`-AATGTCA 
CGCACGATTTCCC-3`)。 

1.6  统计学处理 

数据应用 SPSS 17.0 统计软件分析，实验结果均

以均数加减标准差表示(所有实验均重复 3 次)，用单

因素方差分析(ANOVA)进行多组之间均数的差异性

检验，p<0.05 有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  猫豆乙醇提取物对胰岛素抵抗 3T3-L1 脂

肪细胞葡萄糖消耗量的影响 

表1 猫豆乙醇提取物对胰岛素抵抗3T3-L1脂肪细胞葡萄糖消

耗量的影响 

Table 1 Effects of MPEE on glucose consumption in insulin 

resistance 3T3-L1 adipocytes 

实验组 

葡萄糖消耗量/(mmol/L) 

不含胰岛素 
含胰岛素 

(20 mmol/L)

对照组 1.21±0.12# 2.55±0.33# 

罗格列酮组(10 μmol/L) 4.82±0.26* 5.37±0.71* 

低剂量处理组(10 μg/mL) 1.77±0.17*# 2.80±0.31# 

中剂量处理组(100 μg/mL) 2.30±0.24*# 3.28±0.33*#

高剂量处理组(250 μg/mL) 3.11±0.27*# 4.08±0.36*#

注：*表示与对照组比较 p<0.05，#表示与罗格列酮组比较

p<0.05。 

如表 1 所示，罗格列酮组能明显提高 3T3-L1 细

胞在有胰岛素或无胰岛素刺激的条件下对葡萄糖的消

耗(p<0.05)。经猫豆乙醇提取物处理后，模型细胞在有、

无胰岛素刺激的条件下对葡萄糖的消耗量都呈显升高

趋势(p<0.05)。但猫豆乙醇提取物刺激模型细胞对葡萄

糖消耗量水平要低于罗格列酮组。 

2.2  猫豆乙醇提取物对胰岛素抵抗 3T3-L1 脂

肪细胞内三酯甘油(TG)、游离脂肪酸(FFA)和甘

油(Gly)水平的影响 

脂肪组织是机体储存能量和调节和维持机体能量

供应平衡的场所。但肥胖和糖尿病等代谢病又与脂肪

细胞 TG 分解代谢紊乱密切相关[12]。生理状态下，脂

肪细胞 TG 在 HSL 和脂肪组织三酯甘油水解酶 
(adipose triglyceride lipase，ATGL)的作用下被水解成 
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表2 猫豆乙醇提取物对胰岛素抵抗3T3-L1脂肪细胞内三酯甘油(TG)、游离脂肪酸(FFA)和甘油(Gly)分泌量的影响 

Table 2 Effects of MPEE on the secretion of TG, FFA and Gly in insulin resistance 3T3-L1 adipocytes 

实验组 TG/(mol/g protein) FFA/(mol/L) Gly/(μmol/L) 

对照组 1.70±0.10# 0.78±0.16# 0.10±0.04 

罗格列酮组(10 μmol/L) 0.87±0.13* 0.32±0.15* 0.15±0.03* 

低剂量处理组(10 μg/mL) 1.24±0.28*# 0.57±0.06# 0.21±0.04* 

中剂量处理组(100 μg/mL) 1.13±0.08*# 0.44±0.05*# 0.27±0.09* 
高剂量处理组(250 μg/mL) 0.71±0.13* 0.37±0.03* 0.18±0.05* 

注：*表示与对照组比较 p<0.05，#表示与罗格列酮组比较 p<0.05。 

非酯化的游离脂肪酸(nonesterified free fatty acids，
NEFA)和甘油释放至外周血循环[13]。而外周循环中高

水平的 FFA 可引发胰岛素抵抗[14]。 
如表 2 所示，对照组中 TG、FFA 和 Gly 的水平

都较罗格列酮组与猫豆提取物处理组高(p<0.05)。经猫

豆提取物处理后，脂肪细胞中 TG 含量及培养上清液

中的 FFA 和 Gly 的含量均呈显著下降趋势(p<0.05)。
而罗格列酮处理后细胞内 TG 含量要高于猫豆处理组

(250 μg/mL)，FFA 和 Gly 的溢出量则接近高浓度猫豆

组(250 μg/mL)。 

2.3  猫豆乙醇提取物对胰岛素抵抗 3T3-L1 脂

肪细胞中 GLUT-4 和 HSL mRNA 水平的影响 

 
图1 猫豆乙醇提取物对胰岛素抵抗3T3-L1脂肪细胞中GLUT-4

和 HSL mRNA转录水平的影响 

Fig.1 Effects of MPEE on the mRNA expressions of GLUT-4, 

and HSL in insulin resistance 3T3-L1 adipocytes 

注：*表示与正常组相比 p<0.05，#表示与罗格列酮组相比

p<0.05。 

机体外周组织对胰岛素敏感度的下降造成生物体

对葡萄糖利用度减少[15]。而其造成的外周高血糖水平

是机体发生胰岛素抵抗的要因之一[16]。胰岛素在多种

代谢性疾病的病理生理机制中的主要生物学效应是通

过与靶细胞膜表面的胰岛素受体相结合后，通过启动

下游的信号通路来调控代谢与相关基因的表达而实现

对糖脂代谢的影响[9,10]。降低血糖水平有助于缓解胰

岛素抵抗发生[17]。GLUT-4 是调控葡萄糖转运的重要

因子之一。正常生理条件下，GLUT-4 定位于脂肪细

胞内囊泡中，受外周胰岛素水平的调控负责将细胞外

葡萄糖转运至细胞内[18,19]。而在外周胰岛素水平异常

的慢性代谢类疾病(如肥胖和 2 型糖尿病等)的人群和

动物研究中均提示脂肪组织中存在有异常的 GLUT-4
表达[20]。在胰岛素抵抗状态下，脂肪细胞膜上的

GLUT4 表达持续减少，从而造成细胞不能正常摄取和

转运葡萄糖进行生物利用，引发糖尿病[18~20]。 
如图 1 所示，罗格列酮较对照组和猫豆乙醇提取

物处理组能显著提高脂肪细胞内 GLUT-4 的转录

(p<0.05)。随着猫豆提取物处理浓度的增高，其对模型

细胞内GLUT-4 mRNA转录的调控水平也呈显著递增

趋势(p<0.05)。HSL 是一种重要的脂肪分解反应限速

酶，受多种激素的生理调控，并能水解三酯甘油、二

酯甘油、单酰基甘油、胆固醇酯及其他脂质[13]。生理

状态下，HSL 被蛋白激酶 A 磷酸化激活后可由细胞质

向脂滴表面转位致脂滴表面加速脂肪分解和 FFA 释

放[21]。猫豆提取物和罗格列酮均较对照组显著抑制

HSL 的 mRNA 转录水平(p<0.05)。但猫豆提取物抑制

HSL 转录的能力要弱于罗格列酮。 

2.4  猫豆乙醇提取物对胰岛素抵抗 3T3-L1 脂

肪细胞分泌 TNF-α和 IL-6 水平的影响 

表3 猫豆乙醇提取物对胰岛素抵抗3T3-L1脂肪细胞分泌

TNF-α和IL-6水平的影响 

Table 3 Effects of MPEE on the levels of TNF-α and IL-6 in 

insulin resistance 3T3-L1 adipocytes 

实验组 TNF-α/(pg/mL) IL-6/(pg/mL) 

对照组 113.18±11.15 140.68±15.71 

罗格列酮组(10 μmol/L) 79.48±8.66* 101.98±13.04*

低剂量处理组(10 μg/mL) 112.50±12.48 119.03±10.74* 

中剂量处理组(100 μg/mL) 98.59±10.04* 111.09±11.41* 
高剂量处理组(250 μg/mL) 89.49±12.59* 106.99±10.80*

注：*表示与对照组相比 p<0.05。 
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TNF-α是脂肪组织中分泌的主要细胞因子之一，

与胰岛素抵抗发生密切相关。肥胖伴胰岛素抵抗的患

者体内 TNF-α 水平显著高于正常人群。体内 TNF-α
水平降低可明显改善胰岛素抵抗[16]。IL-6 可促使胰岛

素受体(IRS)-1 丝氨酸与苏氨酸残基发生磷酸化，妨碍

IRS-1 正常的酪氨酸残基磷酸化引发 IRS 降解，导致

靶组织对胰岛素的利用率下降和造成 FFA 的释放，间

接引起胰岛素抵抗[16,17]。 
如表 3 所示，对照组细胞培养液中含有最高水平

的 TNF-α 和 IL-6(p<0.05)。猫豆乙醇提取物可有效抑

制细胞分泌 TNF-α和 IL-6。而罗格列酮组虽较猫豆乙

醇提取物组能更好的抑制 TNF-α 及 IL-6 的分泌，但

两者间无统计显著性差异(p>0.05)。 

2.5  猫豆乙醇提取物对胰岛素抵抗 3T3-L1 脂

肪细胞 TNF-α、IL-6、CRP 和 MCP-1 mRNA

转录水平的影响 

 
图2 猫豆乙醇提取物对胰岛素抵抗3T3-L1脂肪细胞中IL-6、

TNF-α、MCP-1和 CRP mRNA转录水平的影响 

Fig.2 Effects of MPEE on the mRNA expressions of 

IL-6,TNF-α,MCP-1 and CRP in insulin resistance 3T3-L1 

adipocytes 

注：*表示与正常组对比 p<0.05，#表示与罗格列酮组相比

p<0.05。 

CRP 是机体内重要炎症因子，其水平的高低与胰

岛素抵抗的发生联系密切[22]。血清高水平 CRP 患者发

生高胰岛素血症、高三酯甘油血症等胰岛素抵抗相关

综合征的几率较正常人明显较高。CRP 能通过刺激脂

肪组织分泌多种细胞因子(如 TNF-α和 IL-6)阻碍胰岛

素信号通路，造成代谢紊乱，加重胰岛素抵抗并诱发

机体出现持续、低水平的慢性炎症[23]。此外，胰岛素

抵抗发生会增加机体组织和细胞中 MCP-1 的分泌
[24,25]，使 MCP-1 发挥促脂肪分解，升高 FFA 的生物

学活性从而加剧胰岛素抵抗和脂肪细胞的退变[29]。 
如图 2 所示，猫豆乙醇提取物处理后的模型细胞

中 TNF-α、IL-6、CRP 和 MCP-1 的 mRNA 转录水平

均明显低于未处理的对照组细胞(p<0.05)。而罗格利酮

比猫豆乙醇提取物更能有效的抑制细胞中 TNF-α 和

IL-6 的 mRNA 表达。高浓度猫豆乙醇提取物(250 
μg/mL)在对 TNF-α和 MCP-1 mRNA 的表达抑制方面

与罗格列酮相比无统计差异性(p>0.05)。但高浓度猫豆

乙醇提取物(250 μg/mL)则比罗格列酮更有效的抑制

CRP 的 mRNA 表达(p<0.05)。 

3  结论 

本研究中，猫豆乙醇提取物能有效的提高胰岛素

抵抗模型细胞对葡萄糖的消耗量，降低细胞中 TG 含

量，减少 FFA 和甘油的溢出。而猫豆乙醇提取物还可

通过上调细胞中 GLUT-4 的表达，降低 HSL 的 mRNA
的表达来调控胰岛素抵抗模型细胞的糖、脂代谢。此

外，猫豆乙醇提取物也可通过抑制细胞炎性细胞因子

(TNF-α和 IL-6)的分泌；抑制炎性介质(TNF-α、IL-6、
MCP-1 和CRP)的 mRNA 表达来降低胰岛素抵抗发生

时细胞内部的炎症水平。 
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