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苦荞多酚对 HepG2细胞糖代谢功能的影响
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摘要：为了探究苦荞多酚对胰岛素抵抗HepG2细胞糖代谢功能的影响，作者采用葡萄糖胺（glucosamine，GluN）

诱导HepG2细胞构建胰岛素抵抗模型，并通过纯化后的苦荞多酚干预，明确苦荞多酚对胰岛素抵抗的改善作用

及其潜在作用机制。结果表明，苦荞多酚能显著改善胰岛素抵抗HepG2细胞的葡萄糖消耗水平，效果与阳性药

物二甲双胍相当。在氧化应激方面，苦荞多酚能显著增强超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、过氧

化氢酶（catalase，CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）的酶活力，抑制脂质过氧化产

物丙二醛产生，保护胰岛 β 细胞免受自由基损害。在糖异生途径中，苦荞多酚的干预使葡萄糖 -6-磷酸酶

（gluose-6-phosphatase，G-6-P）和磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（phosphoenolpyruvate carboxykinase，PEPCK）的酶

活力降至模型组的 24.56% 和 50.69%，同时调控 G-6-P 和 PEPCK 的 FOXO1 基因表达量，比模型组下调了

49.66%。在糖原合成方面，苦荞多酚能促使胰岛素抵抗 HepG2细胞糖原合成量增加了 74.55%，同时能够显著

下调GSK-3β基因的表达量。因此，苦荞多酚表现出良好的改善氧化应激和肝糖代谢能力。
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Abstract: To investigate the effect of tartary buckwheat polyphenols on glucose metabolism in insulin resistant 

HepG2 cells, a model of IR was established by inducing HepG2 cells with glucosamine (GluN), then intervened 

with purified tartary buckwheat polyphenols to clarify the improvement effect and potential mechanism of tartary 

buckwheat polyphenols on insulin resistance. The results showed that tartary buckwheat polyphenols significantly 

improved the glucose consumption level of insulin resistant HepG2 cells, which was equivalent to the positive 

control drug, metformin. In terms of improving oxidative stress, tartary buckwheat polyphenols significantly 

enhanced the activities of antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and 

glutathione peroxidase (GSH-Px), inhibited the production of malondialdehyde, and protected pancreatic β -cells 

from free radical damage. In the gluconeogenic pathway, the intervention of tartary buckwheat polyphenols 

resulted in a reduction to 24.56% and 50.69% of glucose-6-phosphatase (G-6-P) and phosphoenolpyruvate 

carboxyl kinase (PEPCK) activity, respectively, compared to the model group. Concurrently the expression of 

FOXO1 gene, which regulates G-6-P and PEPCK, was down regulated by 49.66% compared to the model group. 

In terms of glycogen synthesis, tartary buckwheat polyphenols promoted a 74.55% increase in glycogen synthesis 

in insulin resistant HepG2 cells, while significantly downregulating GSK-3β gene expression. Overall, tartary 

buckwheat polyphenols showed a strong potential to improve oxidative stress and hepatic glucose metabolism.
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糖尿病作为一种慢性代谢性疾病，严重影响人

们的身体健康和生活质量，已成为全球健康问题之

一。2型糖尿病（Type 2 diabetes mellitus，T2DM 患

者是指有胰岛素抵抗症状，并且伴随着胰岛素分泌

相对缺乏的人群，占糖尿病患者的 90% 以上［1］。肝

脏是胰岛素的重要靶器官，对于 T2DM 患者，其肝

脏胰岛素敏感性降低，容易发生糖代谢失调，常表

现为糖异生作用增强和糖原分解量增加，最终导致

高血糖和胰岛素抵抗症状。因此，改善肝糖代谢紊

乱是减轻胰岛素抵抗的有效途径，通过调节胰岛素

信号转导通路（如 JNK/IRS-1、PI3K/AKT 等）以及

糖代谢相关酶（如 G6Pase、PEPCK、GSK3β、GYS2

等）的酶活力，可有效抑制糖异生和肝糖输出［2］。

双胍类降糖药如二甲双胍可通过上述机制缓解肝

细胞的胰岛素抵抗症状，但长期服用会引起呕吐、

腹泻等副作用。一些多酚类物质如姜黄素［3］、金丝

桃苷［4］等也可促进肝糖吸收利用及细胞内的糖原

合成，减轻胰岛素抵抗症状，同时具有作用温和持

久、副作用小等优势。

苦荞含有丰富的芦丁、槲皮素等多酚类成分，

具有显著的降血糖作用，可作为天然来源的膳食补

充剂应用于食品、保健品中，具有很好的开发前

景［5］。Wang等［6］采用富含苦荞的杂粮粉干预高脂饮

食小鼠，发现杂粮粉减轻了小鼠附睾和肾周脂肪的

积累，改善了葡萄糖耐量，并降低了血清总胆固醇、

甘油三酯和低密度脂蛋白胆固醇水平。Peng等［7］也

证实了苦荞中的槲皮素能显著降低大鼠体质量、血

清三酰甘油、低密度脂蛋白胆固醇、TNF-α和胰岛素

含量，改善糖耐量，同时能够减少大鼠肝脏中脂肪的

沉积，但对短链脂肪酸的产生几乎没有影响。目前，

用于糖代谢功能研究的体内或体外模型较多，包括

小鼠、大鼠、仓鼠以及来源于肝脏、脂肪和骨骼肌的

胰岛素抵抗细胞株［8］。HepG2细胞因其操作方便以

及良好的生物学特性被广泛用于氧化应激损伤、糖

代谢、脂质代谢、抗炎等功能评价［9］。但关于苦荞多

酚对 HepG2细胞的糖代谢影响及其机制仍有待进

一步探讨。因此，作者研究了苦荞多酚对胰岛素抵

抗 HepG2 细胞的改善作用，明确苦荞的降血糖功

效。考察苦荞多酚干预对胰岛素抵抗 HepG2细胞

糖原合成量、糖异生限速酶的酶活力以及胰岛素信

号通路关键基因等的影响，旨在从分子水平上阐释

苦荞多酚对肝糖代谢和胰岛素抵抗的作用机制。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

苦荞全粉：贵州省威宁县东方神谷有限责任公

司，用石磨去壳，粉碎机粉碎，过 80目网筛；HepG2

细胞：中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心；二甲双胍、芦丁、槲皮素、山柰酚-3-O-芸香糖苷、

山柰酚、水仙苷、金丝桃苷（纯度≥98%）：上海源叶

生物科技有限责任公司；亚硝酸钠、氯化铝、氢氧化

钠、乙酸：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；磷

酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）：北京

兰杰柯科技有限公司；DMEM高糖培养基、青霉素-

链霉素溶液和胰蛋白酶（含质量分数 0.25% 的

EDTA）：美国  Gibco 公司；胎牛血清（Fetal bovine 

serum，FBS）：美国 Hyclone公司；D101大孔树脂：上

海弘顺生物科技有限公司；葡萄糖检测试剂盒：南

京建成生物工程研究所；葡萄糖-6-磷酸酶（G-6-P）

检测试剂盒：上海酶联生物科技有限公司；DMSO、

糖原含量检测试剂盒、PEPCK 检测试剂盒：北京索

莱宝科技有限公司；RNase Free dH2O、SYBR Green 

Realtime PCR Master Mix、GluN、WST-1 细胞增殖

及细胞毒性检测试剂盒、Ripa细胞裂解液、BCA 蛋

白质含量测定试剂盒：上海碧云天生物技术股份有

限公司；RNA 提取试剂盒和 qScript™cDNA 合成试

剂盒：江苏康为世纪生物科技股份有限公司。

1.2　主要设备

高效液相色谱仪：LC-20AT型，日本岛津公司；

紫外可见分光光度计：L8型，上海仪电分析仪器有

限公司；磁力搅拌器：RW20型，德国 IKA公司；旋转

蒸发器 ：RV8 型 ，德国 IKA 公司 ；冷冻干燥机 ：

Alpha™ 1-2 LDplus 型，德国 Christ 公司；酶标仪：

M5型，美国 Molecular Devices公司；实时荧光定量

PCR仪：Bio-Rad Q200型，美国伯乐公司；超低温冰

箱：TSX400型，美国 Thermo Fisher公司；生化培养

箱：SPX-250型，上海跃进医疗仪器有限公司；离心

机：CenLee16R型，湖南湘立科学仪器有限公司；倒

置显微镜：Axio Observer A1 型，德国蔡司公司；超

微量分光光度计：NanoDrop OneC 型，赛默飞世尔

（上海）仪器有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　苦荞多酚的提取、纯化与鉴定

1）苦荞多酚的提取：准确称取苦荞全粉 1 g，
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加入体积分数 80% 的甲醇溶液 20 mL，超声提取

15 min，功率 80 W，然后在 10 000 r/min 下离心

15 min，取上清液。重复提取 3次，合并上清液，于

-20 ℃冰箱里密封避光保存。

2）苦荞多酚的纯化：参考 Yu 等［10］的方法使用

D101 大 孔 树 脂 纯 化 苦 荞 多 酚 。 提 取 液 以

1.5 mL/min 的流量加载到填充柱（2 cm×30 cm）

中，用蒸馏水洗至洗脱液无色，然后用体积分数

70% 的乙醇以 1.5 mL/min 的流量对大孔树脂中的

多酚进行解吸。收集洗脱液，在 50 ℃条件下旋

蒸。最后，将浓缩后的洗脱液用真空冷冻干燥机

干燥，并在-4 ℃的密封容器中保存。

3）苦荞多酚的鉴定：参考 Li 等［11］的方法采用

氯化铝比色法测定总黄酮质量分数。将 1 mL 提

取物（溶于体积分数 70% 的乙醇中）或芦丁标准溶

液（0.05~0.50 mg/mL）与 0.3 mL 质量分数 5% 的亚

硝酸钠混合，反应 5 min。然后，将 0.3 mL 质量分

数 10% 氯化铝添加到试管中，反应 6 min。然后，

加入 4 mL 的 1 mol/L 氢氧化钠混合均匀，补足蒸

馏水使最终体积为 10 mL。混合物在室温下反应

12 min，用紫外可见分光光度计在 510 nm 下测定

溶液的吸光度［11］。外标法定量，标准曲线为 y=

1.155 8x+0.003 8，R2=0.999 5。

参考 Li等［11］的方法使用高效液相色谱仪并配

备紫外检测器测定单体酚质量分数。色谱柱为

GL Sciences Inertsil ODS-SP C18 反 相 分 析 柱

（4.6 mm×250 mm×3 μm）。流动相为：溶剂 A（含体

积分数 0.1% 乙酸的水），溶剂 B（含体积分数 0.1%

乙酸的乙腈）。梯度洗脱条件：0~5 min，7%~30% 

B；5~12 min，30%~40% B；12~16 min，40%~100% 

B；16~17 min，100%~7% B；17~22 min，7% B。波长

280 nm，流 量 0.8 mL/min，柱 温 30 ℃ ，进 样 量

20 μL。采用外标法定量。

1.3.2　细胞复苏、培养及传代

细胞复苏，培养及传代参照 Wang等［12］的方法。

冻存的 HepG2细胞贮存于-80 ℃冰箱，取出后立即

置于 37 ℃的水浴锅中解冻，解冻后以 1 000 r/min

离心 5 min。将细胞冻存液吸出 ，加入 5 mL 的

DMEM 完全培养基（含有体积分数 10% 的 FBS 和

体积分数 1% 的青霉素-链霉素溶液），反复吹打形

成细胞悬浮液。之后将细胞悬浮液全部吸出转移

到培养瓶内，做好标识后置于细胞培养箱（37 ℃、

体积分数 5% CO2）中培养。使用倒置显微镜进行

细胞形态的观测，当细胞生长至最佳传代时期，吸

净细胞培养基上清液，用 PBS 冲洗 2次，加入 1 mL

胰蛋白酶（625 U/mL），当观察到大部分细胞呈现悬

浮状态时，加入 5 mL完全培养基终止消化，将细胞

悬浮液分装至 2~3 个培养瓶中并补充适量完全培

养基进行传代。

1.3.3　胰岛素抵抗 HepG2细胞模型的建立

对数生长期的 HepG2细胞经过胰蛋白酶消化

后，加入完全培养基，以每孔 100 μL（细胞密度

1×105 个/mL）接种于 96孔板，试验分为空白组（不

加入诱导剂 GluN）和模型组（加入诱导剂 GluN）。

待细胞贴壁后，吸出上清液，用 PBS清洗细胞 2次，

弃去上清液，空白组加入不含 GluN的完全培养基，

模型组加入含 18 mmol/L的 GluN完全培养基［13］，将

不同处理组放入细胞培养箱内分别诱导细胞 36 h。

按照以上方法处理细胞后，按照葡萄糖测定试剂盒

说明书，检测葡萄糖消耗量［14］。

1.3.4　细胞存活率测定

使用水溶性四唑盐（water-soluble tetrazolium 

salt，WST）法［15］评价不同化合物对 HepG2 细胞存

活率的影响，确定苦荞多酚和二甲双胍的最适处

理质量浓度。将胰蛋白酶消化后的 HepG2 细胞悬

液（细胞密度 1×105 个/mL）以每孔 100 μL 接种于

96孔板，继续培养至对数生长期。吸净培养基，每

孔加入 100 µL 含不同浓度（32.5~500.0 µmol/L）化

合物，分别处理 HepG2 细胞和 GluN 诱导的胰岛素

抵抗 HepG2 细胞 24 h。按照 WST-1 细胞增殖及细

胞毒性检测试剂盒说明书测试细胞存活率，空白

组以完全培养基替代不同质量浓度化合物，存活

率计为 100%。

1.3.5　苦荞降血糖因子胰岛素抵抗改善能力评价

采用 1.3.3的方法最终获得胰岛素抵抗模型组

后，分别设置空白组、模型组以及不同质量浓度的药

物处理组，每孔以 100 µL接种在 96孔板中。待细胞

贴壁后，吸出上清液，用 PBS清洗细胞 2次，弃去上清

液。结合 1.3.4细胞存活率试验的结果，确定药物的

最适质量浓度，按照下述方法继续培养细胞 36 h，按

照葡萄糖测定试剂盒测定葡萄糖消耗量。

1）空白组：正常细胞，加入 100 μL完全培养基。

2）模型组：胰岛素抵抗 HepG2细胞。

3）二 甲 双 胍 组（阳 性 对 照）：胰 岛 素 抵 抗
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HepG2 细胞，分别加入含 32.5 μg/mL（二甲双胍组-

低）、125.0 μg/mL（二甲双胍组-中）、500.0 μg/mL（二

甲双胍组-高）二甲双胍的完全培养基。

4）苦荞多酚组：胰岛素抵抗 HepG2细胞，分别

加入含 32.5 μg/mL（苦荞多酚组 -低）、125.0 μg/mL

（苦荞多酚组 -中）、500.0 μg/mL（苦荞多酚组 -高）

苦荞多酚的完全培养基。

1.3.6　HepG2细胞糖原浓度的测定

研究了苦荞多酚对 HepG2细胞糖原合成的影

响。试验分为空白组、模型组以及苦荞多酚组，其

中，空白组为不含GluN的处理组。其余处理组均采

用 1.3.3的方法构建胰岛素抵抗模型。HepG2细胞

的给药质量浓度设置为低、中、高剂量组，分别为

32.5、125.0、500.0 μg/mL，二甲双胍（500.0 μg/mL）为

阳性对照。 HepG2 细胞悬液（细胞密度 1×105

个/mL）以每孔 100 μL接种于 96孔板，继续培养至对

数生长期。吸净培养基后给药处理 36 h，前处理完

毕后，参照糖原检测试剂盒进行 HepG2细胞糖原浓

度的测定。

1.3.7　细胞生化指标的测定

HepG2 细胞不同处理组的设置与 1.3.5 相同。

分别用 PEPCK 检测试剂盒和 G-6-P 检测试剂盒测

定细胞样品中的 PEPCK 和 G-6-P 的酶活力。参考

相应试剂盒说明书测定 SOD、CAT、GSH-Px 的酶

活力及丙二醛（malondialdehyde，MDA）质量摩尔

浓度。

1.3.8　肝糖代谢相关基因表达

1）总 RNA 的提取：细胞分组及处理同 1.3.5。

使用 RNA提取试剂盒提取不同 HepG2细胞处理样

本的总 RNA。RNA 提取液通过 NanoDrop 超微量

分光光度计进行纯度检测。当 A260/A280处于 1.8~2.0

时，认为RNA纯度达到要求，可进行后续试验。

2）逆转录反应：按照 qScript™cDNA 合成试剂

盒将 RNA 逆转录为 cDNA。

3）实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式（real-time 

quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR）

分析：于冰上配制反应混合液，混合液由 2.0 μL 

cDNA 模板、10.0 μL SYBR Green Supermix、上

游和下游引物各 0.4 μL、7.2 μL 无酶水组成，配

制完毕后转移至 PCR 八联管中。上下游引物信

息见表 1［16］。PCR 扩增分析程序设置如下：95 ℃

预变性 2 min，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s，共

40 个循环，测定各个处理组细胞中各基因的 Ct

值，并以 β-actin 基因为内参，以公式 2-ΔΔCt计算待

测基因的 mRNA 相对表达倍数。

1.3.9　数据分析　

数据表示为均值±标准偏差（n=3）。用 SPSS软

件对样品进行相关性和方差分析（ANOVA），利用

Duncan多范围测试来确定多组样本间的差异显著

性（P<0.05）。

2　结果与讨论

2.1　纯化后苦荞多酚的组成

对纯化后苦荞多酚提取物进行定量分析，结

果见表 2。苦荞多酚主要由芦丁、槲皮素、山柰酚

-3-O-芸香糖苷、山柰酚、水仙苷、金丝桃苷等黄酮

类物质组成。其中芦丁为最主要的成分 ，达

486.39 mg/g，其次是槲皮素（215.17 mg/g）。苦荞

多酚的组成已经被广泛报道［5，11］，芦丁作为苦荞中

最主要的酚类物质，已经成为苦荞加工产品的重

要“标签”。槲皮素作为芦丁去糖基化后的主要产

物，也是芦丁的主要衍生物。同时，纯化后苦荞多

酚的总黄酮质量分数达 705.19 mg/g，说明 D101大

孔树脂能够有效富集苦荞多酚组分。纯化后的苦

荞多酚纯度较高，可用于进一步的细胞试验。

表 1　PCR 引物序列信息

Table 1　PCR primer sequence information

基因

β-actin

G6Pase

PEPCK

FOXO1

GYS2

GSK-3β

上游引物（5′—3′）

TCATGAAGTGTGACGTGGACATC

GTGGTGCGAGCAGCCAGAATG

GGCTGAGAATACTGCCACACT

TTCACCCAGCCCAAACTAGC

TGAAGTTGCTTGGGAAGTGAC

AGACGCTCCCTGTGATTTATGT

下游引物（5′—3′）

CAGGAGGAGCAATGATCTTGATCT

CCAAAGAGCGTGCCCAGAATG

ACCGTCTTGCTCTCTACTCGT

GAGTCCAGGCGCACAGTTAT

CCGATGGCAGATTCCAAAGG

CCGATGGCAGATTCCAAAGG
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2.2　胰岛素抵抗 HepG2细胞模型的建立

细胞经过一段时间的培养，培养基上清液中葡

萄糖的浓度和培养基本身葡萄糖浓度的差值为葡

萄糖消耗量，即细胞对葡萄糖利用的能力。胰岛素

抵抗细胞利用生长环境中葡萄糖的能力下降，最直

观表现为葡萄糖消耗量的降低［17］。对比空白组，当

HepG2 细胞的培养基添加 18 mmol/L 的 GluN 时，

葡萄糖消耗量显著降低，降低率达到 21.49%，见图

1（a）。Zhang等［18］在构建胰岛素抵抗模型时，通过

18 mmol/L 的 GluN 成 功 诱 导 得 到 胰 岛 素 抵 抗

HepG2 细胞。因此 ，选择浓度为 18 mmol/L 的

GluN对 HepG2细胞进行诱导。随着诱导时间的增

加，模型组与空白组之间葡萄糖消耗量的差距逐渐

增大，在 18 mmol/L 的 GluN 诱导 36 h时，下降率达

到 36.65%，下降明显，见图 1（b）。

2.3　安全剂量的确定

为明确苦荞多酚对 HepG2 细胞的安全剂量范

围 ，将 苦 荞 多 酚 的 质 量 浓 度 设 置 为

32.5~500.0 μg/mL，分别处理 HepG2 细胞和 GluN 诱

导的胰岛素抵抗 HepG2 细胞［19］。从图 2 可以看

出，在 32.5~500.0 μg/mL 的条件下，苦荞多酚和二

甲双胍直接作用 HepG2 细胞时，细胞存活率均大

于 80%。随着二甲双胍和苦荞多酚的质量浓度逐

渐升高，细胞存活率呈下降趋势。当质量浓度低

于 125.0 μg/mL 时，细胞存活率基本保持在 90% 以

上。因此，为确保不超过安全剂量及剂量的有效

性 ，苦 荞 多 酚 和 二 甲 双 胍 质 量 浓 度 范 围 为

32.5~125.0 μg/mL。

2.4　苦荞多酚对 HepG2 细胞胰岛素抵抗的改善

作用

当细胞对葡萄糖消耗量增加时，血糖浓度降

低，胰岛素抵抗细胞由于对葡萄糖的利用效率较

低，因此葡萄糖消耗量普遍偏低，会造成机体高血

糖症状［20-21］。如图 3所示，HepG2细胞经 18 mmol/L

的 GluN 处理后，模型组细胞的葡萄糖消耗量显著

低于空白组（P<0.05），说明模型组造模成功。此

外，苦荞多酚和二甲双胍均能显著改善胰岛素抵抗

HepG2 细胞的葡萄糖消耗水平（P<0.05）。随着化

合物质量浓度的增加，相应的葡萄糖消耗量也呈剂

量依赖性增加，见图 3（a）~（b）。作为主要的降血糖

药物，二甲双胍组的葡萄糖消耗量随质量浓度增加

而提高。当给药质量浓度为 500.0 μg/mL 时，葡萄

糖消耗量为 7.7 mmol/L。苦荞多酚最大质量浓度

处理组（500.0 μg/mL）中葡萄糖消耗量为模型组的

1.59 倍。苦荞多酚在质量浓度为 32.5 μg/mL 和

125.0 μg/mL时，葡萄糖消耗量分别是模型组的 1.16

倍和 1.04 倍。比较特定质量浓度（125.0 μg/mL）的

表2　纯化后苦荞多酚提取物中总黄酮和主要单体酚质量分数

Table 2　Mass fraction of total flavonoids and major 

monomeric phenolic in the purified extract of tartary 

buckwheat polyphenols

物质

芦丁

槲皮素

山柰酚-3-O-芸香糖苷

山柰酚

水仙苷

金丝桃苷

总黄酮

质量分数/（mg/g）

486.39±10.26

215.17±6.38

32.15±2.04

8.27±0.95

1.15±0.42

7.62±1.58

705.19±22.47

图 1　GluN 诱导 HepG2细胞胰岛素抵抗模型

Fig.  1　GluN-induced insulin resistance model of HepG2 cell model
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苦荞多酚和二甲双胍处理后葡萄糖消耗量可发现，

苦荞多酚的葡萄糖消耗量与传统降糖药物二甲双

胍相当，说明苦荞多酚可通过增强肝细胞的葡萄糖

利用能力来增加葡萄糖消耗量，从而改善胰岛素抵

抗症状［13］。因此，重点研究苦荞多酚对 HepG2细胞

的糖原合成和糖异生作用的改善作用。

2.5　苦荞多酚对 HepG2细胞氧化应激的影响

胰岛素由胰岛 β 细胞分泌，而胰岛 β 细胞极易

受自由基损害。细胞内 SOD、CAT、GSH-Px 等抗

氧化酶能有效清除自由基，阻止脂质过氧化产物

MDA 产生，是评价抗氧化能力的重要指标［22］。多

酚能有效增强抗氧化酶的酶活力，保护胰岛 β细胞

免受自由基损害，从而促进胰岛素分泌，达到降血

糖的目的［11］。与空白组相比，模型组的 SOD、CAT

和 GSH-Px 的酶活力均显著降低（P<0.05），MDA

质量摩尔浓度显著增加（P<0.05），表明链脲佐菌

素（streptozotocin，STZ）的注射会打破 HepG2 细胞

内的抗氧化系统平衡，对细胞造成氧化损伤［23］，见

图 4。苦荞多酚和二甲双胍干预处理对受损细胞

内 SOD、CAT、GSH-Px 和 MDA 水平的变化均有不

同程度改善。总体来看，苦荞多酚与阳性药物二

甲双胍的作用效果相当。上述结果表明，苦荞多

酚能显著增强 HepG2 细胞的抗氧化能力，保护细

胞免受氧化应激损伤。

图 2　HepG2细胞存活率的变化

Fig.  2　Changes in viability of HepG2 cells

图 3　HepG2细胞葡萄糖消耗量的变化

Fig.  3　Changes in glucose consumption of HepG2 cells

158



Vol. 43 No. 9 田 晶等： 苦荞多酚对 HepG2细胞糖代谢功能的影响

2.6　苦荞多酚对胰岛素抵抗 HepG2 细胞肝糖代谢

的影响

肝脏中的胰岛素抵抗会进一步造成肝糖代谢异

常，例如糖原合成能力降低或者糖异生作用加重。

肝糖代谢能力的异常会使肝脏对葡萄糖利用效率降

低，进一步加重胰岛素抵抗效应［24］。因此，作者评价

了苦荞多酚对糖原异生和糖原合成途径的调控效

果，进一步研究其对肝糖代谢的影响。

2.6.1　苦荞多酚对糖异生关键酶及相关基因表达的

影响

肝糖代谢的一个重要环节是糖异生作用。如

图 5 所示，HepG2 细胞经 GluN 诱导后，G-6-P 和

PEPCK 的酶活力比空白组显著上升，意味着模型

组的糖异生作用明显增强。苦荞多酚和二甲双胍

干预能够显著降低 G-6-P 和 PEPCK 的酶活力。相

对造模组，苦荞多酚和二甲双胍（125.0 μg/mL）的

干 预 下 ，G-6-P 的 酶 活 力 仅 分 别 为 模 型 组 的

31.23% 和 34.39%，PEPCK 的酶活力仅分别为模型

组 的 82.76% 和 80.64%。 研 究 表 明 ，G-6-P 和

PEPCK 作为糖异生作用中的糖异生关键限速酶，

其酶活力的提升也会引发糖异生作用的增强［21］。

苦荞多酚能够通过抑制糖异生关键酶 G-6-P 和

PEPCK 的酶活力，有效抑制肝脏糖异生作用，并改

善胰岛素抵抗效应。

FOXO1 是胰岛素 PI3K-AKT 通路上重要的转

录因子，是调控糖异生作用的主要靶点。FOXO1

可结合 G-6-P 和 PEPCK 启动子区域的 DNA 靶序

列，调控两种糖异生关键酶的基因表达水平。当

FOXO1 的转录活性受到抑制时，G-6-P 和 PEPCK

的表达也会受到抑制［25］。因此，作者从基因水平

进一步验证了苦荞多酚对 G-6-P 和 PEPCK 的抑制

效果。由图 5（c）可看出，模型组 FOXO1 基因的表

达量相对正常的 HepG2 细胞显著上调，在苦荞多

酚和二甲双胍（125.0 μg/mL）的作用下，FOXO1 基

图 4　苦荞多酚和二甲双胍对 HepG2细胞氧化应激指标的影响

Fig.  4　Effects of tartary buckwheat polyphenols and metformin on oxidative stress indicators in HepG2 cells
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因的表达量下调了 22.87% 和 36.67%。这证明了

苦荞多酚通过下调 FOXO1 基因的表达，抑制了糖

异生关键酶 G-6-P 和 PEPCK 的酶活力。类似的研

究［26］也表明硫酸化岩藻糖 -甘露糖醛酸 -半乳聚糖

可通过抑制 FOXO1 基因的表达，从而抑制糖异生

效应，对高血糖起到一定的调控作用。

2.6.2　苦荞多酚对糖原合成量及相关基因表达的

影响

相比于空白组，经过 GluN 诱导的模型组的糖

原 浓 度 明 显 较 低 ，苦 荞 多 酚 和 二 甲 双 胍

（125.0 μg/mL）使模型组 HepG2 细胞内糖原合成量

分别增加了 21.73%和 63.88%，见图 6（a）。上述结果

说明苦荞多酚可通过促进 HepG2 细胞糖原合成作

用调节肝糖代谢，从而改善胰岛素抵抗细胞的葡萄

糖利用效率。作者进一步分析了糖原合成可能的

分子机制，结果见图 6（b）~（c）。模型组 HepG2细胞

中 的 GSK-3β 基 因 表 达 水 平 显 著 高 于 空 白 组

（P<0.05），而 GYS-2基因表达水平显著低于空白组

（P<0.05）。苦荞多酚能够显著下调 GSK-3β基因的

表达，并增加 GYS-2基因的表达。说明苦荞多酚能

够促进胰岛素抵抗 HepG2细胞合成糖原。Han等［27］

也证实了 GSK-3β基因表达的降低可解除 GSK-3β对

糖原合成酶的酶活力的抑制，进而加速糖原合成，

提高葡萄糖利用率，最终达到调控血糖的目的。

2.6.3　苦荞多酚改善肝糖代谢的潜在机制分析　

综上所述，苦荞多酚通过对 PI3K/Akt通路上糖

异生和糖原合成的信号分子定向调控，达到改善肝

糖代谢和胰岛素抵抗的目的。图 7显示了苦荞多酚

改善肝糖代谢可能的机制。苦荞多酚能够增强胰

腺细胞抗氧化酶的酶活力、清除自由基、保护胰岛 β

细胞；苦荞多酚可下调 PI3K/Akt通路上 FOXO1 基

因的表达。而 FOXO1 是一种转录因子，它负责调

图 5　苦荞多酚和二甲双胍对糖异生相关指标的影响

Fig.  5　Effects of tartary buckwheat polyphenols and metformin on gluconeogenesis markers

图 6　苦荞多酚和二甲双胍对糖原合成的影响

Fig.  6　Effects of tartary buckwheat polyphenols and metformin on glycogen synthesis
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节编码 G-6-P和 PEPCK酶的基因表达水平。G-6-P

和 PEPCK 的酶活力均相应下降，说明苦荞多酚能

够通过下调 FOXO1 基因的表达和降低 G-6-P 、

PEPCK 的酶活力，实现对糖异生的抑制作用［20-23］。

其次，苦荞多酚可通过激活 PI3K/Akt 通路，下调

GSK-3β基因的表达。GSK-3β主要对糖原合成酶呈

负性调节，其表达量下降可解除对糖原合成酶的抑

制作用，从而加速糖原合成［28］。

3　结论

作者采用 GluN 诱导 HepG2细胞，成功构建出

胰岛素抵抗细胞模型。通过苦荞多酚干预胰岛素

抵抗 HepG2 细胞，发现苦荞多酚表现出良好的改

善氧化应激和肝糖代谢的能力。在促进胰岛素生

成 途 经 中 ，苦 荞 多 酚 能 显 著 增 强 SOD、CAT、

GSH-Px 等抗氧化酶的酶活力，抑制脂质过氧化产

物 MDA 的产生，保护胰岛 β 细胞免受自由基损

害。在糖异生途径中，苦荞多酚干预使细胞模型

的 G-6-P 和 PEPCK 的酶活力降低，同时也进一步

下调负责调控 G-6-P 和 PEPCK 的 FOXO1 基因表

达量。在糖原合成方面，苦荞多酚能促使胰岛素

抵抗 HepG2 细胞糖原合成量增加，同时能够显著

下调 GSK-3β的基因表达量。总的来说，苦荞多酚

通过缓解抗氧化损伤、下调糖异生作用、提升糖原

合成能力等 3 个方面调节体内的糖代谢。该研究

可以作为体外快速评价苦荞多酚降血糖效果的有

效方法，为苦荞多酚在降血糖功能性食品开发方

面提供技术支撑。
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