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山茱萸中马钱苷和莫诺苷对 HepG2 细胞及其胰岛素 

抵抗模型的影响研究 
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摘要：本文通过微波辅助提取、有机溶剂萃取、大孔树脂、制备色谱和 HPLC 等方法对山茱萸活性成分进行分离、纯化和鉴定，

得到马钱苷和莫诺苷两种主要成分。考察了正丁醇 30%乙醇洗脱相（Fr. Bu-2）、马钱苷、莫诺苷对 HepG2 细胞及其胰岛素抵抗模型

摄取葡萄糖的影响以及对 HepG2 细胞的毒性作用，结果发现，马钱苷和莫诺苷对 HepG2 细胞增殖没有显著影响；Fr. Bu-2、马钱苷

和莫诺苷均能显著促进 HepG2 细胞葡萄糖摄取（GU），其中马钱苷促进作用最强，且呈剂量依赖性，在 0.5 mg/mL 浓度时，马钱苷

组和莫诺苷组 GU 分别是对照组的 3.24 倍和 1.64 倍；此外，Fr. Bu-2、马钱苷、莫诺苷在高浓度（≥0.1 mg/mL）下均能显著促进胰岛

素抵抗模型细胞 GU，在 0.5 mg/mL 浓度时，马钱苷组和莫诺苷组的模型细胞 GU 分别为对照组的 1.76 倍和 1.27 倍。这些结果说明

Fr. Bu-2、马钱苷和莫诺苷均能通过促进 HepG2 细胞及其胰岛素抵抗模型摄取葡萄糖发挥降血糖作用。 
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Abstract: Microwave-assisted extraction, organic solvent extraction, macroporous resin chromatography, preparative chromatography, 

and high-performance liquid chromatography (HPLC) were used to isolate, purify, and identify active ingredients from Cornus officinalis. Two 

main types of iridoid glycosides-loganin and morroniside-were isolated, and the fraction eluted using n-butanol 30% ethanol (Fr. Bu-2) was used 

to investigate the effects of loganin and morroniside on glucose uptake (GU) by HepG2 cells and a HepG2 cell insulin resistance model; their 

cytotoxic effects on HepG2 cells were also assessed. The results showed that loganin and morroniside had no significant effect on cell 

proliferation. Fr. Bu-2, loganin, and morroniside could significantly promote GU by HepG2 cells. Among them, loganin exhibited the strongest 

promotion effect in a dose-dependent manner. The GU with 0.5 mg/mL loganin and morroniside was about 3.24 and 1.64 times that of the 

control group, respectively. Moreover, high concentrations (>0.1 mg/mL) of Fr. Bu-2, loganin, and morroniside could significantly promote GU 

by HepG2 insulin resistance model cells, especially loganin. The GU with 0.5 mg/mL loganin and morroniside was about 1.76 and 1.27 times 

that of the control group, respectively. In summary, Fr. Bu-2, loganin, and morroniside can exert a hypoglycemic effect by promoting GU by 

HepG2 cells and their insulin resistance model. 
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HepG2 细胞是人肝癌细胞株，具有正常肝细胞的

基本生理特性[1]，能够正常吸收葡萄糖，生成脂质， 
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合成 RNA，并且保持了糖原合成酶的活性[2]。细胞表

面具有众多的胰岛素受体[3]，具有高表达和高亲和力

的特征，能够正常的完成胰岛素转导过程，加上癌细

胞的无限增殖的特性，使得 HepG2 肝癌细胞成为体外

研究糖代谢过程的重要靶细胞之一。 
胰岛素抵抗(Insulin Resistance，IR)是机体可以产

生足够的胰岛素，但可能由于多种原因，胰岛素不能

完全发挥作用，或者效果成倍降低，导致敏感性下降，
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肝脏是胰岛素作用靶器官之一，发生 IR 时，胰岛素和

肝细胞上胰岛素受体作用减弱，肝细胞对葡萄糖摄取

和利用降低，同时肝糖原的释放增加，目前，研究者

对 IR 研究的手段多用体外 IR 模型，体外胰岛素细胞

模型具有易于复制、价格低廉、便于控制等优点。Liang
等[4]利用 HepG2 细胞研究了 3DG 诱导 HepG2 细胞胰

岛素抵抗机制。姜等[5]利用 HepG2 胰岛素抵抗模型研

究了女贞子中 8 中化合物对抵抗模型摄取葡萄糖的影

响。Zhu 等[2]也利用 HepG2 细胞及其 IR 模型研究了

菊苣酸对其摄取葡萄糖的影响，另外也有研究者利用

HepG2 胰岛素抵抗模型对降血糖活性成分进行筛选
[6]。因此 HepG2 是体外研究肝 IR 的理想细胞模型。 

中药山茱萸(Cornus officinalis)为山茱萸科山茱萸

属植物，中医临床上常以其成熟果实去核后入药，为

我国传统珍贵的中药材。因具有降血糖、降血脂、抗

氧化、抗肿瘤和调节免疫等多种生物活性而成为近年

来研究的热点。随着糖尿病的防治成为全球性的卫生

健康问题，山茱萸具有的降糖作用越来越受到国内外

学者的重视[7]。 
目前，也有报道山茱萸改善胰岛素抵抗的研究，

孙亚京等[8]研究了山茱萸总萜对 PCOS 大鼠及其卵巢

颗粒细胞分泌作用，结果显示山茱萸总萜可改善 IR
细胞葡萄糖摄取，并增加其雌激素和孕酮的分泌。Kim
等[9]研究了山茱萸提取物对 db/db 小鼠葡萄糖摄取和

IR 的影响，结果发现山茱萸提取物可以在高糖环境下

增加葡萄糖的摄取并改善 IR。目前为止，还没有研究

报道利用 HepG2 胰岛素抵抗细胞模型来研究山茱萸

提取物对 IR 的影响。因此本文旨在研究山茱萸各提取

组分对 HepG2 肝癌细胞及其胰岛素抵抗模型摄取葡

萄糖的影响。 

1  原料、试剂及仪器 

山茱萸原料产自河南西峡县 
主要试剂：莫诺苷标准品（≥98%）、马钱子苷标

准品（≥98%）、购自于阿拉丁试剂，胰岛素购自于

Sigma 公司，盐酸二甲双胍为市售降糖药，葡萄糖检

测试剂盒购自于南京建成生物科技有限公司。 
主要仪器：MARS6 微波萃取系统（美国 CEM 公

司），Waters 液相色谱仪。 

1.1  样品提取及分离 

在乙醇浓度 30%、料液比 1:10、提取温度 90 ℃、

提取时间 5 min 下，进行微波辅助提取，将提取液离

心、过滤、旋转蒸发浓缩，冷冻干燥得到山茱萸浸膏。

将山茱萸浸膏用超纯水制成悬液，然后用有机溶剂依

次分级萃取，得到石油醚相，氯仿相，乙酸乙酯相，

正丁醇相和水相。将正丁醇相用大孔树脂 D101 吸附，

分别用梯度乙醇洗脱（10%、30%、50%、70%和 90%），

将洗脱液旋转蒸发浓缩、冷冻干燥得到五种正丁醇组

分（10%、30%、50%、70%和 90%），用 Fr. Bu-1、
Fr. Bu-2、Fr. Bu-3、Fr. Bu-4 和 Fr. Bu-5 表示。将 Fr. Bu-2
通过制备色谱分离得到莫诺苷和马钱苷。 

1.2  提取物鉴定 

采用液相色谱-紫外阵列检测器-质谱联用分析Fr. 
Bu-2 中成分。高效液相色谱分离条件：Waters C18 分

析柱(4.6 mm×250 mm ID，5.0 μm)，进样量 20 μL，流

动相为甲醇和水，流速 1 mL/min，流动相洗脱步骤 0~8 
min：28%甲醇，8~15 min：28%~35%甲醇，15~20 min：
35%~85%甲醇，20~50 min：85%甲醇。紫外阵列检测

器条件：波长 210~400 nm 扫描，2D 通道 240 nm。 

1.3  对 HepG2 肝癌细胞模型葡萄糖摄入的影

响 

按照 Huang 等人[10]的方法稍作改动，采用高糖

DMEM 细胞培养液（4.5 g/L）培养的 HepG2 肝癌细

胞为模型，研究山茱萸提取物对 HepG2 肝癌细胞葡萄

糖摄入（Glucose Uptake GU）的影响。将对数期生长

的 HepG2 细胞按照细胞传代的步骤，将细胞制成单细

胞悬液。然后稀释成 104 cells/mL，然后以每孔 100 μL
将细胞接种于 96 孔板中，待细胞贴壁后，更换为不含

胎牛血清的 DMEM 的不完全培养液，培养 16 h，让

细胞适应无血清的环境，然后弃去培养基，加入各组

培养液，实验设置空白组（无细胞）、对照组（不加药）、

胰岛素组（10-4 mg/mL）、盐酸二甲双胍组（0.01 
mg/mL）、药物组（0.5、0.2、0.1、0.05、0.01 mg/mL），
其中药物组包括 Fr. Bu-2、马钱苷、莫诺苷，每组 6
个平行，继续培养 24 h，然后用葡萄糖检测试剂盒检

测培养液上清中葡萄糖的含量，GU=空白组葡萄糖含

量-药物组葡萄糖的含量。 

1.4  对 HepG2 细胞增殖的影响 

按照 Chen 等人[11]的方法进行改进，采用噻唑蓝

（MTT）检测法，在 1.3 的基础上，弃去 96 孔板中培

养液，然后在每孔中加 100 μL MTT（0.5 mg/mL）溶

液，在培养箱中反应 4 h，弃去 MTT 溶液，每孔加入

150 μL二甲基亚砜（DMSO），室温下轻轻摇晃10 min，
充分溶解甲瓒(Formazan)，然后于酶标仪 490 nm 处检

测吸光度值，以吸光值反映活细胞的数量。 
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1.5  HepG2 胰岛素抵抗模型构建 

以每孔 103个细胞接种于 96 孔培养板内，待贴壁

后，更换不含血清的培养液培养 16 h，然后加入各组

培养液，分为对照组及模型组，模型组加入含有不同

梯度浓度（10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、10-6 mg/mL）
的胰岛素，培养 36 h，然后弃去培养液，用 PBS 清洗

细胞，加入正常高糖培养液培养 24 h，用葡萄糖检测

试剂盒检测培养液上清葡萄糖含量，选择葡萄糖消耗

量最少的浓度为最佳胰岛素浓度。 
同样上述操作方法，选择最佳胰岛素浓度，作用

24、36、48、60 h，然后用 PBS 清洗细胞，换正常高

糖培养液培养 24 h，然后用葡萄糖检测试剂盒检测培

养液上清葡萄糖含量，选择葡萄糖消耗量随浓度变化

最小的时间为最佳培养时间。 

1.6  对 HepG2 胰岛素抵抗模型葡萄糖摄入的

影响 

取对数期的生长细胞，以每孔 100 μL、103个细

胞接种于 96 孔板内，待细胞单层贴壁后换无血清培养

液，培养 16 h 后换各组培养液，分为空白组、对照组、

胰岛素抵抗模型组，空白组不加细胞，对照组加入正

常培养液，模型组加入筛选的最佳胰岛素浓度的培养

液，培育到造模的最佳时间，然后弃去培养液，换上

无血清的培养基，设置对照组、模型加药组，药物组

包括盐酸二甲双胍组、山茱萸提取物组，培养 24 h 后

计算各组细胞葡萄糖摄取量。 

1.7  数据处理与分析 

采用SPSS 22进行方差和显著性分析，通过Origin 
8.5 作图。 

2  结果与讨论 

2.1  提取物的鉴定分析 

通过 HPLC-PAD-MS 分析，Fr. Bu-2 在 240 nm 左

右有最大吸收，因此选用 240 nm 为紫外检测器 2D 色 
谱通道，色谱图如图 2，可知其中 1 号峰和 2 号峰为

其主要成分，通过光谱图和质谱图（图 2 和图 3）发

现，1 号峰在 239.8 nm 处有最大吸收，质荷比[m/z]为
424，2 号峰在 236.2 nm 处有最大吸收，质荷比[m/z]
为 408，经过分析 1 号峰为莫诺苷，2 号峰为马钱苷，

通过与标准品比对，如图 4，马钱苷保留时间为 17.43 
min，莫诺苷保留时间为 8.18 min，与 Fr. Bu-2 色谱图

吻合，说明 Fr. Bu-2 中主要成分为马钱苷和莫诺苷。 

 
图1 正丁醇30%乙醇洗脱相HPLC-PAD色谱图 

Fig.1 HPLC-PAD chromatogram of Fr. Bu-2 

 
图2 正丁醇30%乙醇洗脱相1号峰光谱与质谱图 

Fig.2 UV and MS spectra of the first peak of Fr. Bu-2 

 
图3 正丁醇30%乙醇洗脱相2号峰光谱与质谱图 

Fig.3 UV and MS spectra of the second peak of Fr. Bu-2 

 
图4 马钱苷和莫诺苷标准品HPLC-PAD色谱图 

Fig.4 HPLC-PAD chromatograms of loganin and morroniside 
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2.2  对 HepG2 肝癌细胞模型葡萄糖摄入的影

响 

 
图5 提取物对HepG2细胞葡萄糖摄入的影响 

Fig.5 Effects of extracts on glucose uptake by HepG2 cells 

注：均与阳性对照组 Met 相比，*p<0.05，**p<0.01。 

实验分为对照组（不加药）、胰岛素组 (10-4 
mg/mL)、盐酸二甲双胍组(10-2 mg/mL)、Fr. Bu-2 组、

马钱苷组、莫诺苷组。如图 5 所示，Fr. Bu-2、马钱苷、

莫诺苷均能不同程度促进 HepG2 细胞葡萄糖摄取

（GU），随浓度升高，Fr. Bu-2 组 GU 先升高后略微降

低，在 0.2 mg/mL 浓度时，GU 约为对照组的 2 倍，

马钱苷能够显著促进 GU，促进作用呈剂量依赖性，

浓度越高，促进作用越强，在 0.5 mg/mL 浓度时，GU
是对照组的 3.24 倍。莫诺苷也能在一定程度上促进

GU，在 0.5 mg/mL 浓度时 GU 为对照组的 1.64 倍，

而阳性对照组盐酸二甲双胍（Met）在 0.01 mg/mL 时

GU 为对照组的 1.22 倍，胰岛素（Insulin）为对照组

的 1.55 倍。可以看出，三种物质的促进作用均要优于

阳性对照。因此得出结论 Fr. Bu-2、马钱苷、莫诺苷

均能通过促进肝癌细胞摄取葡萄糖发挥降血糖作用。 

2.3  对 HepG2 细胞增殖的影响 

 
图6 提取物对HepG2细胞增殖的影响 

Fig.6 Effects of extracts on the proliferation of HepG2 cells 

注：均与阳性对照组 Met 相比，*p<0.05，**p<0.01。 

由图 6 可知，胰岛素和盐酸二甲双胍对 HepG2
细胞增值没有显著影响，Fr. Bu-2 在高浓度对细胞具

有显著的增殖抑制作用，说明高浓度的 Fr. Bu-2 对

HepG2 细胞有一定的毒性作用，能够抑制 HepG2 细

胞的增殖，因此，可以解释 2.2 中 Fr. Bu-2 随浓度升

高对葡萄糖吸收先升高后略微降低的现象，马钱苷和

莫诺苷对细胞没有显著的增殖抑制作用。 

2.4  HepG2 胰岛素抵抗模型构建 

为了构建胰岛素抵抗（Insulin Resistance IR）模型

细胞，从胰岛素浓度和培养时间两个因素分别考察了

对葡萄糖摄取的影响，由表 1 可知，在高浓度胰岛素

（≥10-3 mg/mL）下，葡萄糖摄取量反而较低，说明

HepG2 细胞发生了胰岛素抵抗，因此选用 10-3 mg/mL
浓度作为胰岛素抵抗最佳浓度进行下一步培养时间的

筛选。如表 2 所示，培养时间由 24 h 到 36 h，葡萄糖

消耗量显著升高，36 h 后葡萄糖消耗量上升缓慢，说

明在 36 h 时达到最佳胰岛素抵抗，因此选用胰岛素浓

度为 10-3 mg/mL、培养时间 36 h 来构建最佳胰岛素抵

抗模型，用于下一步实验。 

表1 构建胰岛素抵抗模型（胰岛素浓度） 

Table 1 Construction of insulin resistance model (concentrations of insulin) 

胰岛素浓度/(mg/mL) 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 

葡萄糖摄取量/(mM) 2.39±0.07 2.44±0.12 2.42±0.10 2.66±0.11 2.88±0.31 3.28±0.32 

表2 构建胰岛素抵抗模型（培养时间） 

Table 2 Construction of insulin resistance model (incubation time) 

培养时间/h 24 36 48 60 72 

葡萄糖消耗量/mM 2.13±0.31 2.49±0.25 2.55±0.20 2.61±0.12 2.66±0.22 

2.5  对 HepG2 胰岛素抵抗模型葡萄糖摄入的影响 
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图7 提取物对HepG2胰岛素抵抗模型细胞葡萄糖摄入的影响 

Fig.7 Effects of extracts on glucose uptake of HepG2 insulin 

resistance model cells 

注：均与阳性对照组 Met 相比，*p<0.05，**p<0.01。 

按照 2.4 的方法构建 HepG2 细胞 IR 模型，将不

同浓度 Fr. Bu-2、马钱苷、莫诺苷分别作用于 IR 模型，

结果如图 7，Fr. Bu-2 组随浓度升高 GU 逐渐升高，在

高浓度（≥0.1 mg/mL）下促进模型细胞葡萄糖摄入，

马钱苷能够显著增加模型细胞的葡萄糖摄取量，浓度

越高，葡萄糖摄取量越大，在 0.5 mg/mL 浓度时，摄

入量为对照组的 1.76 倍，莫诺苷在低浓度都模型细胞

GU 没有显著影响，在 0.5 mg/mL 时，GU 为对照组的

1.27 倍。在 0.5 mg/mL 时，Fr. Bu-2 的促进作用没有马

钱苷强，与高浓度 Fr. Bu-2 的细胞毒性作用有关。因

此得出结论，Fr. Bu-2、马钱苷、莫诺苷对模型细胞葡

萄糖摄取均有一定的促进作用，其中马倩做促进作用

最强，说明 Fr. Bu-2、马钱苷、莫诺苷能在一定程度

上改善胰岛素抵抗。 

2.6  讨论 

Fr. Bu-2 中主要成分马钱苷和莫诺苷对细胞没有

显著的增殖抑制作用，而 Fr. Bu-2 在高浓度时对

HepG2 细胞有显著的毒性作用，说明 Fr. Bu-2 中含有

具有高细胞毒性的其它物质，这些物质虽然含量较低，

但是具有很高的 HepG2 细胞毒性，可以作为抗癌活性

物质进行进一步研究。Fr. Bu-2 中的马钱苷在高浓度

时能显著促进 HepG2 细胞以及胰岛素抵抗模型的葡

萄糖摄入量，而其中的莫诺苷仅对 HepG2 正常细胞有

促进作用，而在高浓度的时候，Fr. Bu-2 对胰岛素抵

抗模型的葡萄糖摄入的促进作用不显著，主要是因为

其细胞毒性作用。 

3  结论 

3.1  利用微波辅助提取、有机溶剂萃取、大孔树脂富

集、制备色谱和 HPLC-PAD-MS 等方法对山茱萸活性

成分进行分离、纯化和鉴定，得到两种主要的环烯醚

萜苷类物质马钱苷和莫诺苷。MTT 实验发现马钱苷和

莫诺苷对 HepG2 细胞增殖没有显著影响，Fr. Bu-2 在

高浓度抑制 HepG2 细胞增殖，具有一定的细胞毒性作

用。通过葡萄糖摄取实验发现，Fr. Bu-2、马钱苷和莫

诺苷均能不同程度促进 HepG2 细胞葡萄糖摄取

（GU），0.2 mg/mL 正丁醇 30%乙醇洗脱相葡萄糖摄

取量约为对照组的 2 倍，马钱苷能够显著促进 GU，

促进作用呈剂量依赖性，浓度越高，促进作用越强，

在 0.5 mg/mL 浓度时，GU 是对照组的 3.24 倍，莫诺

苷也能在一定程度上促进 GU，在 0.5 mg/mL 浓度时

GU 为对照组的 1.64 倍。建立胰岛素抵抗模型后发现，

Fr. Bu-2、马钱苷、莫诺苷在高浓度（≥0.1 mg/mL）下

促进模型细胞葡萄糖摄入，马钱苷能够显著增加模型

细胞的葡萄糖摄取量，浓度越高，葡萄糖摄取量越大，

在 0.5 mg/mL 浓度时，摄入量为对照组的 1.76 倍，莫

诺苷在低浓度都模型细胞 GU 没有显著影响，在 0.5 
mg/mL 时，GU 为对照组的 1.27 倍。 
3.2  因此得出结论，Fr. Bu-2、马钱苷、莫诺苷均能

通过促进肝癌细胞摄取葡萄糖发挥降血糖作用，也可

以在一定程度上促进胰岛素抵抗模型细胞摄取葡萄

糖，改善胰岛素抵抗，缓解 2 型糖尿病症状，可以作

为治疗糖尿病的潜在药物。 
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