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人肝癌细胞胰岛素抵抗模型建立及有效中药成分的筛选**
★
 

刘志霞，韩淑英，李继安 

Establishment of the insulin resistance model with HepG2 cells and screening of active 

ingredients of traditional Chinese medicine 

Liu Zhi-xia, Han Shu-ying, Li Ji-an 

Abstract 

BACKGROUND: At present, there are many studies on the hypoglycemic effect and its mechanism of Chinese medicinal 

compounds or single herbs in vivo, but the effect of the traditional Chinese medicinal monomers on insulin resistance cells in vitro 

has been rarely reported.  

OBJECTIVE: To establish human hepatoma carcinoma cell (HepG2 cell) model of insulin resistance in vitro and to initially select 

the effective ingredients in the traditional Chinese medicine for improving insulin resistance. 

METHODS: HepG2 cells were induced by insulin of different concentrations for different time. Through the estimation of the cell 

activity with MTT method and glucose consumption with glucose oxidase method, the concentrations and induce time of insulin 

that can induce the stable insulin resistance cell model were ascertained. After model establishment, the model cells were treated 

with oleanolic acid, jatrorrhizine, ferulic acid, rhein, loganin, puerarin and daidzin of different concentrations for 24 hours, and the 

influences on the model cells regarding glucose consumption were observed through the glucose oxidase method and the 

cytoactive were evaluated by the MTT method . 

RESULTS AND CONCLUSION: In the group of 10-6 mol/L at the time of 24 hours, the glucose consumption was decreased 

obviously compared with the normal group (P < 0.01), showing that stable insulin resistance models were induced successfully. 

The insulin resistance in the group of 10-5 mol/L was more evident compared with that in the normal group (P < 0.01), but the cell 

survival rate was decreased gradually with time and the number of dead cells were increased gradually (P < 0.05). The oleanolic 

acid, jatrorrhizine, ferulic acid, rhein, loganin, puerarin and daidzin can improve the insulin resistance of cells. 2×10-1 g/L of 

jatrorrhizine, rhein, puerarin and oleanolic acid, as well as 2×10-5 g/L of loganin and ferulic acid have better effects on improving 

the insulin resistance (P < 0.01). 

 

Liu ZX, Han SY, Li JA. Establishment of the insulin resistance model with HepG2 cells and screening of active ingredients of 

traditional Chinese medicine. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(28): 5241-5244.          

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：目前，复方中药、单味中药在体内降糖作用及其降糖机制研究较多，但体外尤其是中药单体成分对胰岛素抵抗细胞

有何影响尚不清楚。  

目的：体外建立人肝癌细胞(HepG2)胰岛素抵抗模型，并初步筛选可有效改善胰岛素抵抗的中药有效成分。 

方法：用不同浓度的胰岛素对HepG2细胞进行不同时间的诱导，通过MTT法对细胞活性评价及葡萄糖氧化酶法对HepG2细

胞葡萄糖消耗量测定，明确建立稳定的HepG2胰岛素抵抗模型的胰岛素诱导浓度及诱导时间。模型建立后，应用不同浓度

的齐墩果酸、药根碱、阿魏酸、大黄酸、马钱苷、葛根素、大豆苷分别作用于胰岛素抵抗细胞24 h，用葡萄糖氧化酶法分

别观察不同浓度的上述中药成分对胰岛素抵抗模型HepG2细胞葡萄糖消耗的影响，MTT法对各组细胞活性进行评价。  

结果与结论：HepG2细胞在10
-6  

mol/L浓度的胰岛素中作用24 h，葡萄糖消耗量明显减少(P < 0.01)，说明实验成功诱导出

稳定人肝癌细胞胰岛素抵抗模型。10
-5

 mol/L浓度胰岛素组的胰岛素抵抗更明显(P < 0.01)。各时间点10
-5

 mol/L浓度胰岛素

作用的细胞成活率逐渐降低，死亡细胞增多(P < 0.05)。齐墩果酸、药根碱、阿魏酸、大黄酸、马钱苷、葛根素、大豆苷均

有改善细胞胰岛素抵抗的作用。其中，质量浓度2×10
-1

 g/L药根碱、大黄酸、葛根素和齐墩果酸，2×10
-5

 g/L马钱苷和阿魏

酸对改善人肝癌细胞胰岛素抵抗效果较好(P < 0.01)。  

关键词：胰岛素抵抗；HepG2细胞；葡萄糖消耗；细胞模型；中医药；组织构建 

doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.28.028 
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0  引言 

 

胰岛素抵抗为2型糖尿病的主要发病机制

之一，从改善胰岛素抵抗入手，建立胰岛素抵

抗模型，再通过中药成分的干预，是治疗2型糖

尿病中药有效成分筛选的一条良好途径。在胰

岛素抵抗细胞模型的文献报道中，高胰岛素作

为诱导剂已经得到业界的认同。但是胰岛素

的具体诱导浓度及诱导作用时间报道不尽相

同
[1-3]
，尚需要在具体的实验条件下反复研究。

目前，改善糖代谢的中药研究较多，其降糖机

制包括改善血脂
[4]
，免疫双向调节

[5]
，改善胰岛

素抵抗
[6]
，抗氧化、增强免疫力

[7]
，但诸多降糖

中药中何种成分有改善胰岛素抵抗作用的研究

较少。



 

刘志霞，等. 人肝癌细胞胰岛素抵抗模型建立及有效中药成分的筛选 

P.O. Box 1200, Shenyang   110004   cn.zglckf.com 5242 

www.CRTER.org 

实验从胰岛素抵抗细胞模型的建立入手，探讨人肝

癌细胞胰岛素抵抗的最佳实验条件，建立稳定的胰岛素

抵抗细胞模型并通过多种中药有效成分分别直接作用

于胰岛素抵抗模型的肝癌细胞来观察其对葡萄糖的利

用，判断细胞胰岛素抵抗的改善情况，从而筛选改善细

胞胰岛素抵抗效果较好中药成分。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外实验。 

时间及地点：于2010-01/06在河北联合大学基础医

学院细胞实验室完成。 

材料：人肝癌细胞(HepG2)购自北京协和细胞资源

中心。 

试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

中药单体溶液：齐墩果酸、药根碱、阿魏酸、大黄酸、

马钱苷、葛根素和大豆苷7种药物粉剂(均购自中国药品

生物制品检定所)各称取5 mg溶于5 mL培养基中，充分

振荡，使其溶解，沉淀较多的加体积分数0.8%的DMSO，

促进其溶解。然后在超净工作台中用一次性滤器过滤消

毒，再用完全培养基稀释成所要浓度，分装，-20 ℃冷

冻保存。 

实验方法： 

HepG2细胞的培养：用含灭活的体积分数10% FBS

的1640完全培养基，在37 ℃，体积分数5%CO2条件下

培养第2代HepG2细胞，待细胞长满培养瓶瓶底后，先

用Hank’s液洗1次，再加0.05%胰酶和体积分数0.2% 

EDTA的消化液消化一两分钟，细胞脱落后加FBS数滴

终止反应，细胞悬液倒入离心管中离心1 000 r/min，   

8 min，弃上清，加完全培养基，将细胞吹打成细胞悬液，

按1∶2传代
[2]
。实验取第5代细胞进行造模及药物筛选。 

胰岛素抵抗细胞模型的制备及MTT测定：按细胞培养方

法将细胞制备成细胞悬液，用完全培养基稀释，倒置显

微镜下观察细胞形态，计数细胞数10
8
 L

-1
。将细胞接种

于96孔板中，200 µL/孔，37 ℃，体积分数5%CO2条

件下培养，当细胞贴壁占瓶底的80%时，弃上清，用

Hank’s液洗2次，再加新鲜配制的含10
-5
，10

-6
，10

-7
，

10
-8

 mol/L胰岛素的培养基直接继续培养细胞，200 µL/

孔，每组3个复孔，同时设正常培养的细胞作对照。 

各组加胰岛素后16，24，36和48 h，用葡萄糖氧化

酶法分别测定各组的细胞上清葡萄糖水平
[1]
，同期在显

微镜下观察细胞的形态学变化。最后计算各胰岛素组与

正常对照组的差值，差值越大，胰岛素抵抗越明显。选

择24 h时间点进行MTT测定，判断各组的细胞活性。通

过葡萄糖消耗差值计算、MTT测定及细胞形态观察确定

最佳胰岛素浓度和胰岛素作用时间，由此建立HepG2

细胞最佳胰岛素抵抗模型
[1-2]
。 

HepG2的胰岛素抵抗模型在药物筛选中的应用及MTT测

定：胰岛素抵抗模型建立后，将模型细胞随机分为8组：

齐墩果酸组、药根碱组、阿魏酸组、大黄酸组、马钱苷

组、葛根素组、大豆苷组和胰岛素抵抗细胞模型组，同

时设正常培养的细胞作对照。除正常组和胰岛素抵抗细

胞模型组外，其他7组每组分别加入含相应的药物(质量

浓度分别为2×10
-6
，2×10

-5
，2×10

-4
，2×10

-3
，2×10

-2

和2×10
-1

 g/L)的完全培养基，每个质量浓度组设3个复

孔。正常细胞组和胰岛素抵抗细胞模型组不加药物，用

完全培养基继续培养，各组设3个复孔。 

    药物干预到最佳胰岛素作用时间后测定各组细胞

上清糖含量，然后移出上清液，用Hank’s液洗1次，加

入质量浓度0.5 g/L的MTT液20 µL，再加入FBS 20 µL，

37 ℃，体积分数5%CO2条件下培养4 h，之后弃上清，

每孔加入100 µL DMSO，振荡10 min，使结晶物充分溶

解，用酶标仪检测波长为570 nm时的吸光度值(A)，判

断细胞活性。 

主要观察指标：各组细胞培养液上清葡萄糖水平及

A值变化。 

统计学分析：计量资料以x
_

±s表示，用SPSS 16.0

统计学软件进行数据分析，组间均数差异比较采用单因

素方差分析，组间均数差异的多重比较用Tukey法，     

P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  不同浓度胰岛素和不同作用时间对HepG2细胞

的胰岛素抵抗模型的影响 通过HepG2细胞对葡萄糖

消耗量减低来判断胰岛素抵抗的情况，MTT作用于各

组HepG2细胞后通过酶标仪测定570 nm波长附近的

吸光度来判断细胞活力。表1结果显示，随着时间和胰

岛素浓度的增加，HepG2细胞对葡萄糖消耗量逐渐降

低。10
-7
，10

-8 
mol/L浓度的胰岛素组16，24，36和    

48 h时胰岛素抵抗不明显，与正常组相比差异无显著

性意义。10
-6

 mol/L浓度的胰岛素组16 h即出现的胰岛

素抵抗，24 h后出现明显的胰岛素抵抗(P < 0.01)。   

10
-5

 mol/L浓度组各时间段的胰岛素抵抗更明显    

(P < 0.01)。通过不同浓度胰岛素作用于细胞24h后

MTT法吸光度值检测，明显胰岛素抵抗的10
-6

 mol/L

浓度胰岛素组吸光度0.35±0.04，与正常组(0.45±0.03)

 

试剂及仪器           来源  

 

人胰岛素注射液       诺和诺德公司 

四甲基噻唑基(MTT)   Sigma公司 

倒置生物显微镜       重庆光电仪器有限公司 
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相比差异无显著性意义。虽然10
-5

 mol/L浓度组各时间

段的胰岛素抵抗更明显，但该组的A值(0.25±0.05)与

正常组(0.45±0.03)比较明显降低(P < 0.01)。故确定     

10
-6

 mol/L浓度的胰岛素作用24 h为最佳胰岛素抵抗

细胞模型。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  不同中药成分改善HepG2细胞胰岛素抵抗的筛选

及MTT测定 模型细胞在加入不同浓度的药物干预后，

葡萄糖消耗能力均有一定程度的提高，胰岛素抵抗有所

改善。从表2可见，齐墩果酸、药根碱组、大黄酸组和

葛根素组与模型组比较，均有改善胰岛素抵抗的作用 

(P < 0.01或P < 0.05)，并且该4组药物随浓度的增加葡

萄糖消耗量也明显增加，推测4组药物有一定量效关系。

阿魏酸组、马钱苷组与模型组比较，均能明显改善胰岛

素抵抗(P < 0.01或P < 0.05)，但该2组药物随质量浓度

增加葡萄糖消耗量明显减少。而大豆苷组的作用波动较

大，未见明显的量效关系。药根碱、大黄酸、葛根素和

齐墩果酸药物的质量浓度为2×10
-1

 g/L，马钱苷和阿魏

酸的质量浓度为2×10
-5 

g/L时，对改善细胞胰岛素抵抗

效果较好(P < 0.01)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

模型细胞在加入不同质量浓度的药物干预后进行

MTT检测，结果如表3所示，各组间吸光度值差异无显

著性意义(P > 0.05)，说明各组细胞的活力无明显变化。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

改善胰岛素抵抗是治疗2型糖尿病的主要药效机制

之一，许多中药有一定的降糖作用，但其作用机制是什

么、中药中那种成分有效尚不十分清楚，这为中药现代

化研究带来困难。如果实验在体外建立胰岛素抵抗模型

就能够为中药有效成分的筛选提供条件。以往文献中体

外胰岛素抵抗模型主要选用肝细胞
[1]
、脂肪细胞及骨骼肌

细胞
[2，8]
。肝脏是胰岛素作用的重要靶器官，也是产生胰

岛素抵抗的主要部位之一。在胰岛素抵抗细胞模型的文

献报道中，应用肝细胞作为诱导模型的较多。HepG2细

胞株是一种分化好的人肝胚细胞瘤细胞株。它的生化特

点及生物合成能力类似人正常肝细胞。实验中应用高浓

度胰岛素诱导的HepG2细胞的胰岛素抵抗模型，能明显

降低细胞的葡萄糖消耗量，模拟了体内胰岛素抵抗发生

的过程。在胰岛素抵抗细胞建立过程中，我们以模型细

胞的葡萄糖利用及细胞活力测定来判断模型成功的标

准，最终确定10
-6

 mol/L的胰岛素为最佳胰岛素抵抗浓

度。确定24 h为最佳胰岛素抵抗时间，成功建立了胰岛

素抵抗模型，从而为治疗2型糖尿病中药筛选奠定了基

础。 

传统中医理论认为糖尿病属消渴症范畴，基本病机：

阴虚为本、燥热为标，分为上、中、下三消。其中上、

中消以肺、胃实热证多见、下消以脾、肾亏虚多见
[9]
。根

表 1  不同浓度胰岛素不同作用时间的细胞上清葡萄糖水平
Table 1  Glucose content of cellular supernatants in different 

concentrations of insulin at different time points 
(x
_

±s, n=10, mmol/L)

Concentration of insulin (mol/L) Time 

(h) 
10

-5
 10

-6
 10

-7
 10

-8
 Normal 

16 23.4±0.7
b
 19.1±0.3

b
 18.3±0.3 16.4±0.8 17.0±0.1

24 22.3±0.4
b
 17.8±0.9

b
 16.1±0.2 14.5±0.4 15.1±0.7

36 20.1±0.9
b
 14.3±1.1

a
 12.4±0.3 11.3±1.0 11.6±1.1

48 17.9±1.2
b
 11.9±1.0

a
 10.4±0.3  9.0±0.7  9.4±0.4

表 2  各组细胞上清糖浓度的变化 
Table 2  Glucose content of cellular supernatants of the 

medicines in each group      (x
_

±s, n=3, mmol/L)

Group 2×10
-6

 2×10
-5

 2×10
-4

 

Oleanolic acid 13.8±0.8
b
 14.3±0.5

b
 15.6±1.6 

Jatrorrhizine 15.0±0.7
a
 14.8±0.6

b
  14.7±1.5

b

Ferulic acid 14.8±1.1
b
 14.7±1.0

b
  14.9±0.8

a

Rhein 15.6±0.9 15.4±0.4
a
  14.6±0.4

b

Loganin 13.6±1.0
b
 13.1±0.6

b
  13.2±0.4

b

Puerarin 15.9±0.4 15.1±2.4 14.6±0.6 

Daidzin 12.7±0.9
b
 11.1±0.6

bc
 14.5±0.3 

IR model cells 17.3±0.5
c
   

Normal cells 15.0±0.3
a
   

a
P < 0.01, 

b
P < 0.05, vs. nerve autografts 

a
P < 0.05, 

b
P < 0.01, vs. normal group 

Group 2×10
-3

 2×10
-2

 2×10
-1

 

Oleanolic acid 14.6±0.2
b
 11.1±0.4

bd
  8.9±0.6

bd

Jatrorrhizine 14.3±0.4
b
 13.1±0.4

b
 12.1±0.3

bd

Ferulic acid 16.2±0.5 16.9±0.4 17.0±0.5
c
 

Rhein 14.3±0.8
b
 13.4±0.8

b
 13.2±0.6

bc

Loganin 13.9±0.9
b
 14.6±2.0

a
 16.8±0.3 

Puerarin 13.3±0.9
b
 12.6±1.1

b
 10.7±0.5

bd

Daidzin 14.3±0.4 13.3±0.8
 b
 15.7±2.9 

Concentration (g/L) 
Group 

2×10
-6 

2×10
-5

 2×10
-4 

Oleanolic acid 0.37±0.05 0.37±0.08 0.36±0.04 

Jatrorrhizine 0.37±0.04 0.37±0.02 0.37±0.03 

Ferulic acid 0.38±0.04 0.38±0.05 0.38±0.01 

Rhein 0.36±0.01 0.37±0.08 0.38±0.04 

Loganin 0.38±0.04 0.39±0.03 0.39±0.04 

Puerarin 0.36±0.04 0.37±0.05 0.38±0.08 

Daidzin 0.40±0.01 0.44±0.02 0.38±0.01 

IR model cells 0.33±0.06   

Normal cells 0.49±0.05   

Concentration (g/L) 
Group 

2×10
-3

 2×10
-2

 2×10
-1

 

Oleanolic acid 0.38±0.01 0.43±0.08 0.45±0.07 

Jatrorrhizine 0.38±0.04 0.39±0.06 0.40±0.05 

Ferulic acid 0.36±0.08 0.34±0.04 0.34±0.06 

Rhein 0.38±0.06 0.39±0.05 0.39±0.01 

Loganin 0.38±0.02 0.38±0.03 0.34±0.05 

Puerarin 0.39±0.04 0.40±0.01 0.43±0.08 

Daidzin 0.38±0.08 0.39±0.02 0.39±0.09 

表 3  各组药物MTT法吸光度值的变化 
Table 3  Change of the absorbence value of the medicine by 

MTT method in each group   (x
_

±s, n=10, mmol/L)
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医学英语单词例句：本刊英文部 

据文献记载中药黄连、大黄对肺、胃实热证，山茱萸、

葛根对脾、肾亏虚证糖尿病有较好疗效
[10]
。但每味中药

中何种成分发挥降糖作用，作用的初步机制探讨类研究

较少。 

为了筛选4种中药中的改善胰岛素抵抗的有效成分，

实验选择了黄连成分中的药根碱和阿魏酸，山茱萸成分

中的马钱苷和齐墩果酸，葛根成分中的葛根素和大豆苷，

大黄成分中的大黄酸为筛选成分，这些成分均购自中国

药品生物制品检定所，纯度 > 98.0%。每种药物均用同

一批培养基溶解，直接作用于胰岛素抵抗细胞，并且每

种药物，每个浓度作用于同期培养的相同密度的HepG2

细胞中，这样药物对细胞的作用基线保持了一致性。在

此基础上每种药物均作用24 h，测得的细胞上清葡萄糖

水平的不同，能反映出每种药物对改善胰岛素抵抗程度

的不同。实验结果显示每种成分均有一定程度的改善模

型细胞对葡萄糖的利用。但每种药物的最佳作用浓度各

有不同，有的为高浓度，有的为低浓度，有的为中间浓

度。 

实验结果初步证明治疗糖尿病有效中药黄连成分中

的药根碱和阿魏酸，山茱萸成分中的马钱苷和齐墩果酸，

葛根成分中的葛根素和大豆苷，大黄成分中的大黄酸有

改善胰岛素抵抗作用，其中以质量浓度为2×10
-1

 g/L的齐

墩果酸增加细胞对葡萄糖的利用作用最明显，即改善胰

岛素抵抗作用最强。 
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purchase       

vt.  购买  n.  购买, 购买的物品  n. 紧握, 

支点 

 

词义辨析： 

buy, purchase这两个动词均含“购买”之意。 

buy: 普通日常用词，既可指日常随意购物也可

指大的购买。 

purchase: 正式用词，指大宗购货或购买重要

东西。无感情色彩，强调物品的购得。 

英英解释： 

名词 purchase : 

① the acquisition of something for payment 

② something acquired by purchase 

③ a means of exerting influence or gaining 

advantage 

④ the mechanical advantage gained by 

being in a position to use a lever 

同义词:  leverage 

动词 purchase : 

① obtain by purchase; acquire by means of a 

financial transaction 

同义词:  buy 

 

本刊例句： 

Fifteen pathogen-free, adult, male, Sprague 

Dawley rats, weighing 250–300 g, were 

purchased from the Experimental Animal 

Center of Lanzhou University 

: 
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