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牛蒡子苷对 Ｌ６ 骨骼肌细胞中腺苷酸活化蛋白激酶
信号通路的影响
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　 　 ［摘要］　 目的　 探讨牛蒡子苷在 Ｌ６ 骨骼肌细胞中对葡萄糖消耗和腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，
ＡＭＰＫ）信号通路的调节作用。 方法　 用含 ２％胎牛血清的 １６４０ 培养基诱导 Ｌ６ 骨骼肌细胞分化，直至细胞生长出肌管，分化

完成后的 Ｌ６ 骨骼肌细胞用含有不同浓度牛蒡子苷的培养基培养 ２４ ｈ 后，采用葡萄糖氧化酶法检测细胞葡萄糖消耗，ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测 ＡＭＰＫ 的亚单位 ＡＭＰＫα 和磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶（ｐ⁃ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ｐ⁃ＡＭＰＫα）的蛋白表达水

平；以 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 法检测过氧化物酶体增生物激活受体 γ 共激活因子 １α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ⁃ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ ｃｏａｃｔｉｖａ⁃
ｔｏｒ⁃１α，ＰＧＣ⁃１α）ｍＲＮＡ 表达水平。 结果 　 牛蒡子苷浓度为 １０００ ｇ ／ Ｌ 时，可增加 Ｌ６ 骨骼肌细胞的葡萄糖消耗，差异显著

（Ｐ＜０．０１）；与对照组相比，牛蒡子苷呈浓度依赖性的增强 Ｌ６ 骨骼肌细胞中 ｐ⁃ＡＭＰＫα 蛋白表达水平；并以相同的趋势增强

ＰＧＣ⁃１α ｍＲＮＡ 表达水平。 结论　 牛蒡子苷增加 Ｌ６ 骨骼肌细胞的葡萄糖消耗，并激活 ＡＭＰＫ ／ ＰＧＣ⁃１α 信号通路，具有潜在的

改善胰岛素抵抗的作用。
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肌细胞中腺苷酸活化蛋白激酶信号通路的影响
［Ｊ］．东南国防医药，２０１６，１８（２）：１５７⁃１５９，１８７．

　 　 据世界卫生组织统计，全球有 ３．４７ 亿人患有糖

尿病，预计至 ２０３０ 年糖尿病将成为全球第七大死亡

原因， 糖 尿 病 患 者 中 约 ９０％ 为 ２ 型 糖 尿 病

（Ｔ２ＤＭ） ［１］。 ２ 型糖尿病是以胰岛素分泌相对不足

和胰岛素抵抗（ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ）为特征的代谢

综合征，改善胰岛素抵抗是降低血糖和防治糖尿病

并发症的重要干预措施［２］。 肌肉组织是维持葡萄

糖内稳态的主要组织，研究表明骨骼肌中葡萄糖转

运减少可以导致机体葡萄糖摄取能力受损，进而导

致胰岛素抵抗和 ２ 型糖尿病的发生［３］。 因此，促进

骨骼肌细胞的葡萄糖转运是改善胰岛素抵抗的重

要治疗措施。 腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）作为细胞的“能量感受器”在
葡萄糖转运中发挥着重要作用。 研究表明，激活

ＡＭＰＫ 可促进骨骼肌中不依赖胰岛素的葡萄糖转

运，增加胰岛素敏感性，因此，ＡＭＰＫ 途径是改善
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胰岛素抵抗及治疗 ２ 型糖尿病的重要靶点［４］。
牛蒡子苷（Ａｒｃｔｉｉｎ，ＡＲＣ）是从菊科两年生草本

植物牛蒡属牛蒡（Ａｒｃｔｉｕｍ ｌａｐｐａ Ｌ．）的干燥成熟果实

牛蒡子中提取分离的木脂素类化合物［５］，其结构见

图 １。 大量研究表明牛蒡子苷及其苷元对改善炎

症、抗肿瘤和改善肾病等具有显著疗效［６⁃８］。 本研

究通过观察牛蒡提取物牛蒡子苷对 Ｌ６ 骨骼肌细胞

中 ＡＭＰＫ 信号通路的调节作用，进而研究牛蒡子苷

对胰岛素抵抗的改善作用。 由于哺乳动物的 ＡＭＰＫ
是一个三聚体结构，由 α、β、γ 三个亚单位组成，通
常研究中所检测的总 ＡＭＰＫ 及活性 ＡＭＰＫ 蛋白是

指其 α 亚单位。 本研究即检测 ＡＭＰＫ 的亚单位

ＡＭＰＫα 和磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶（ｐ⁃ＡＭＰ⁃ａｃ⁃
ｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ｐ⁃ＡＭＰＫα）的蛋白表达水平，
并检测过氧化物酶体增生物激活受体 γ 共激活因

子 １α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ⁃ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ γ ｃｏ⁃
ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃１α，ＰＧＣ⁃１α） ｍＲＮＡ 的表达。 以探讨牛蒡

子苷在 Ｌ６ 骨骼肌细胞中对葡萄糖消耗和 ＡＭＰＫ 信

号通路的调节作用。

图 １　 牛蒡子苷的化学结构

１　 材料与方法

１．１　 主要试剂　 牛蒡子苷为四川省维克奇生物科

技有限公司产品 （批号： １５０８２１，纯度： ＞ ９８％）。
１６４０ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；胎牛血清和青霉

素链霉素混合液购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；葡萄糖检

测试剂盒购自普利莱基因技术有限公司； Ｔｒｉｚｏｌ 试
剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；Ｔａｋａｒａ 逆转录试剂盒和

ＰＣＲ 引物购自宝生物工程（大连）有限公司；ＳＹＢＲ
Ｓｕｐｅｒｍｉｘ 试剂盒购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；荧光定量

ＰＣＲ 仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；ＡＭＰＫ 和 ｐ⁃ＡＭＰＫ
蛋白含量检测相关试剂：ＡＭＰＫ α 亚型、ｐ⁃ＡＭＰＫ α
亚型（苏氨酸 １７２ 位点）和 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自美国

ＣＳＴ 公司；二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒

购自上海碧云天生物技术有限公司。
１．２　 小鼠 Ｌ６ 细胞　 小鼠 Ｌ６ 骨骼肌细胞购自美国

模式培养物集存库（Ａｍｅｒｉｃａｎ ｔｙｐｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，
ＡＴＣＣ）。
１．３　 Ｌ６ 细胞培养及诱导分化　 Ｌ６ 骨骼肌细胞用含

１０％胎牛血清的 １６４０ 培养基在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、饱
和湿度条件下培养，培养基中添加青霉素 １００ Ｕ ／ ｍＬ
及 链霉素 １００ Ｕ ／ ｍＬ。 待细胞生长至 ７０％ ～ ８０％融

合时，换为含 ２％胎牛血清的 １６４０ 培养基进行诱导

分化，每隔 ２ ｄ 换液，直至细胞生长出肌管，培养 ６
ｄ。 分化完成后的 Ｌ６ 骨骼肌细胞在含有不同浓度

牛蒡子苷的无血清 １６４０ 培养基中培养 ２４ ｈ，然后进

行葡萄糖消耗检测及蛋白和 ＲＮＡ 提取。
１．４　 葡萄糖消耗分析　 将 ９６ 孔板中分化完成的 Ｌ６
骨骼肌细胞分别用浓度为 １０００、１００、１０、及 ０ ｇ ／ Ｌ
（对照组）的牛蒡子苷溶液适量处理 ２４ ｈ 后，采用葡

萄糖氧化酶法检测各孔培养基中葡萄糖量，用不含

细胞的孔内培养基中葡萄糖量均值减去各组培养

孔的培养基中剩余葡萄糖量，即为每孔细胞葡萄糖

消耗量。
１．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测细胞蛋白表达水平　 收集

加药处理 ２４ ｈ 后的细胞，按照说明书操作，提取细

胞总蛋白，采用 ＢＣＡ 法检测蛋白浓度。 取 ３０ μｇ 细

胞蛋白提取液，用 １０％十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺

凝胶（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）电泳后，转膜，５％脱脂奶粉室温

封闭 ２ ｈ，加入一抗 ４ ℃孵育过夜。 用含 ０．１％吐温

２０ 的三羟甲基氨基甲烷⁃盐酸缓冲盐溶液（ＴＢＳＴ）洗
膜 ３×５ ｍｉｎ。 再加 ＨＲＰ 标记的二抗室温孵育 １ ｈ，
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲溶液洗涤后按照说明书操作显色。 以

β⁃ａｃｔｉｎ作为内参，采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 条带进行分析。
１．６ 　 实时荧光 ＰＣＲ 检测 ＰＧＣ⁃１α ｍＲＮＡ 表达水

平　 按照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒说明书进行提取细胞总

ＲＮＡ，每个样品取 １ ｇ ＲＮＡ 按照 Ｔａｋａｒａ 逆转录试剂

盒说明书逆转录为 ｃＤＮＡ。 使用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 荧光定量

ＰＣＲ 仪检测各目的基因 ｍＲＮＡ 表达水平。 ＧＡＰＤＨ
上游 引 物 ５′⁃ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ⁃３′，
下游引物 ５′⁃ＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＧ⁃３′； ＰＧＣ⁃
１α 上游引物 ５′⁃ＧＣＣＣＧＧＴＡＣＡＧＴＧＡＧＴＧＴＴＣ⁃３′，下
游引物 ５′⁃ＣＴＧＧＧＣＣＧＴＴＴＡＧＴＣＴＴＣＣＴ⁃３′［由宝生物

工程（大连）有限公司提供］；扩增条件为：５０ ℃ ２
ｍｉｎ；９５ ℃ １０ ｍｉｎ；９５ ℃ １５ ｓ；６０ ℃ １５ ｓ；７２ ℃ １５ ｓ；
６５～９５ ℃，每升高 ０．５ 摄氏度保持 １０ ｓ；共 ４０ 个循

环。 反应完毕后，根据循环数（Ｃｔ 值）对所有基因的

表达进行数据分析。
１．７　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １３．０ 统计软件进行统

计学分析，计量资料用均数±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ） 表示，
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组间比较采用单因素方差分析，其中两两比较采用

ＬＳＤ⁃法，方差不齐采用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２．１　 牛蒡子苷增加 Ｌ６ 骨骼肌细胞中葡萄糖消耗　
葡萄糖消耗是检测细胞葡萄糖摄取能力的常用指

标。 如图 ２ 所示，牛蒡子苷可以促进 Ｌ６ 骨骼肌细胞

的葡萄糖消耗，当牛蒡子苷浓度为 １０００ ｇ ／ Ｌ 时，葡
萄糖消耗量为对照组的 １．８ 倍。

与对照组比较，∗Ｐ＜０．０５
图 ２　 牛蒡子苷对 Ｌ６ 骨骼肌细胞葡萄糖消耗的影响

２．２　 牛蒡子苷增强 Ｌ６ 骨骼肌细胞 ＡＭＰＫ 蛋白磷酸

化水平　 如图 ３ 所示，牛蒡子苷对 ＡＭＰＫα 蛋白表

达没有明显影响，但牛蒡子苷呈浓度依赖型增强

ｐ⁃ＡＭＰＫα蛋白表达。

图 ３　 牛蒡子苷对 ＡＭＰＫα 和 ｐ⁃ＡＭＰＫα 蛋白表达的影响

２．３　 牛蒡子苷增强 Ｌ６ 骨骼肌细胞 ＰＧＣ⁃１α ｍＲＮＡ
表达水平 　 ＰＧＣ⁃１α 是 ＡＭＰＫ 的下游效应分子，参
与调控线粒体功能和生物发生，并影响胰岛素抵

抗［９］。 如图 ４ 所示，分别用不同浓度的牛蒡子苷处
理分化完成的 Ｌ６ 细胞 ２４ ｈ 后，与对照组相比，牛蒡

子苷各处理组的 ＰＧＣ⁃１α ｍＲＮＡ 表达水平显著升

高，并且这种作用随着牛蒡子苷给药浓度增加而

增强。

与对照组比较，∗Ｐ＜０．０５
图 ４　 牛蒡子苷对 ＰＧＣ⁃１α ｍＲＮＡ 表达的影响

３　 讨　 论

ＡＭＰＫ 在维持内环境能量稳态方面发挥重要

的调节作用，被称为“细胞能量调节器”。 在探求

新型作用分子来治愈 ２ 型糖尿病的过程中，ＡＭＰＫ
作为一个创新性的药理靶点，已得到广泛关注。 ２
型糖尿病是一种较多发生的代谢性疾病，胰岛素

抵抗是其主要病理特征之一［１０］ 。 产生胰岛素抵抗

时，组织对胰岛素刺激的葡萄糖摄取和利用效率

降低［１１］ 。 骨骼肌的葡萄糖转运是机体摄取葡萄糖

的主要方式，对于维持机体葡萄糖内稳态具有重

要作用［１２］ 。 葡萄糖转运主要有两条途径：一条是

胰岛素依赖途径，另一条是非胰岛素依赖的信号

途径，即 ＡＭＰＫ 途径。 对于 ２ 型糖尿病患者，骨骼

肌中胰岛素介导的葡萄糖转运已经受损，因此，改
善 ＡＭＰＫ 途径的葡萄糖转运成为 ２ 型糖尿病更有

效、更具前景的治疗靶点［１３］ 。 ＡＭＰＫ 激活可以刺

激骨骼肌中葡萄糖摄取和脂肪酸氧化，增强能量

代谢，且这种作用不依赖于胰岛素［１４］ 。 在发生胰

岛素抵抗的 ２ 型糖尿病动物模型中，其肝脏、肌肉

和脂肪组织中 ＡＭＰＫ 的活性比正常组明显降低，
而 ＡＭＰＫ 激动剂可以有效降低血糖及改善胰岛素

抵抗［１５］ 。 本研究表明，用牛蒡子苷处理 Ｌ６ 骨骼肌

细胞可以显著增加细胞的葡萄糖消耗，升高 ＡＭＰＫ
蛋白的磷酸化水平，增强 ＡＭＰＫ 活性，表明牛蒡子

苷可以促进骨骼肌细胞的葡萄糖摄取，对胰岛素

抵抗具有潜在改善作用。
（下转第 １８７ 页）
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（上接第 １５９ 页）
　 　 ＰＧＣ⁃１α 是一种核转录共激活因子，在调节能

量平衡中起着重要作用， ＡＭＰＫ 激活可以增加

ＰＧＣ⁃１α的表达水平［１６］。 近年来，ＰＧＣ⁃１α 在线粒体

功能和胰岛素抵抗中的作用成为研究热点［１７］。 有

研究表明增强 ＰＧＣ⁃１α 活性可以改善线粒体代谢及

促进线粒体发生［１８］。 另有研究表明 ＰＧＣ⁃１α 可以

增强葡萄糖转运体 ４ （ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｔｙｐｅ ４，
ＧＬＵＴ４）ｍＲＮＡ 表达水平，提高肌细胞的葡萄糖转运

能力及对胰岛素的敏感性，进而降低血糖［１９］。 本研

究亦显示，牛蒡子苷可以浓度依赖性地增强 Ｌ６ 骨

骼肌细胞中 ＰＧＣ⁃１α 的基因表达水平，证实牛蒡子

苷具有潜在的增强胰岛素敏感性的作用。
综上所述， ＡＭＰＫ 信号通路可以调节葡萄糖摄

取且不依赖于胰岛素，是改善胰岛素抵抗的有效途

径；牛蒡子苷可以增加 Ｌ６ 骨骼肌细胞的葡萄糖消

耗，增强 ＡＭＰＫ 活性，并促进 ＰＧＣ⁃１α 转录，表明牛

蒡子苷具有潜在地增强胰岛素敏感性和改善 ２ 型糖

尿病临床症状的作用。
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