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竹节参皂苷 IVa通过 Akt/mTOR通路保护胰岛 茁细胞损伤 *
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摘要 目的：研究竹节参皂苷 IVa（CHS）对高糖诱导的胰岛 茁细胞损伤的保护作用及其作用机制。方法：采用高糖建立胰岛 茁细胞
损伤模型，分为正常组、模型组、CHS给药低、中和高剂量组（25、50和 100 滋M）。MTT法检测 CHS对胰岛细胞存活率的影响，胰

岛素释放实验检测 CHS对胰岛 茁细胞功能的影响，试剂盒检测 Caspase 3和细胞色素 c的水平，蛋白印迹法检测 Bax、Bcl-2、

Akt、mTORC1、S6K蛋白表达和磷酸化水平变化。结果：与正常组比较，高糖使 INS-1细胞存活率降低，胰岛素释放减少，同时

Caspase-3，细胞色素 c，Bax蛋白表达增加，Bcl-2蛋白表达减少；与模型组比较，CHS可以明显逆转这一趋势（P <0.05）。此外，CHS

可剂量依赖性的促进 Akt，mTORC1和 S6K磷酸化水平，进一步研究发现，CHS保护胰岛 INS-1细胞的作用及对 mTORC1和

S6K磷酸化的作用被 siAkt抵消。结论：CHS可以对抗胰岛 茁细胞的糖毒性，降低胰岛 INS-1细胞凋亡，增加胰岛素释放水平，其

作用机制可能与激活 Akt/mTOR信号通路有关。
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Protective Effects of Chikusetsu SaponinⅣa on Pancreatic 茁 Cells
Injuryed by High Glucose*

To investigate the protective effects of Chikusetsu saponin Ⅳa on islet 茁 cells injured by high glucose.

High glucose was used to induce injury in islet 茁 cells, and divided into Control, Model, low, middle and high treatment groups

(25, 50 and 100 滋M). MTT was used to measure the effect of CHS on cells survival rate. Insulin release assay experiment was used to de-

tect the insulin release effect of CHS on islet 茁 cell function. Caspase 3 and cytochrome c levels were measured by the kit, the expression

of Bax and Bcl-2 were measured by western blotting, and also the phosphorylation levels of Akt, mTROC1 and S6K. Compared

with the model group, CHS significantly increased the survival rate, induced the releasing level of insulin, decreased the ex- pression of

Caspase-3, cytochrome c and Bax, increased the expression of Bcl-2, and also raised the ratio of Bcl-2/Bax (P<0.05). Addi- tionally,

CHS could increase the phosphorylation levels of Akt, mTROC1 and S6K in a dose dependent manner. In further studies, we found that

the protective effects of CHS and the effect of inducing mTROC1 and S6K phosphorylation were all abolished by siAkt.

CHS protected cells from cell injury caused by high glucose, decreased cell apoptosis, increased insulin release levels. The possible

mechanism might through activating Akt/mTOR signaling pathway.

Chikusetsu saponinⅣa; Glucose toxicity; Akt/mTOR; Insulin release

*基金项目：国家自然科学基金项目（81603350）；陕西省中医药管理局项目（JCMS056）；西京医院助推计划项目（XJZT15M19）

作者简介：崔佳（1986-），硕士，药师，主要研究方向：中药药理学，E-mail: cuijia2008@163.com

△ 通讯作者：王磊，主管药师，E-mail: wangle1112008@163.com

（收稿日期：2018-04-09 接受日期：2018-05-04）

前言

糖尿病是严重威胁人类健康的慢性疾病之一，胰岛茁细胞
功能受损是糖尿病发生发展的关键环节[1]。体内长期的高血糖

将会诱导细胞的一系列反应（包括氧化应激、炎症等），进一步

加速胰岛细胞凋亡，使胰岛细胞功能进一步受损，形成恶性循

环[2,3]。已成为 2型糖尿病发生发展的最重要的生理病理改变，

也是 2型糖尿病胰岛 茁细胞衰竭的重要机制[4]。因此，寻找以

保护高糖诱导的胰岛细胞损伤为治疗药物，将对开发新型糖尿

病治疗药物具有积极意义。磷脂酰肌醇 3激酶 /蛋白激酶 B/

雷帕霉素靶蛋白（PI3K/Akt/mTOR）信号通路是发挥胰岛保护

功能的主要信号通路之一，在多种因素的影响下发挥对细胞的

调控作用，并在胰岛的功能和存活等环节发挥重要作用[5,6]。太

白楤木常用于治疗消渴症以及其他代谢性疾病，进一步的成分

分析发现，竹节参皂苷 IVa（Chikusetsu Saponin IVa，CHS）是其

最主要的活性成分之一[7]。前期的研究发现，CHS具有很好的
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抗氧化、抗糖基化活性，并在体外细胞实验中发现其具有良好

的促胰岛素分泌能力，是潜在的糖尿病治疗药物。但 CHS是否

能够保护高糖诱导的胰岛细胞损伤还未见报道[8-10]。本实验拟

于胰岛 茁细胞中探讨 CHS对抗葡萄糖毒性保护胰岛 茁细胞的
作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验细胞 INS-1 大鼠胰岛素瘤细胞购自于美国

American Type Culture Collection公司（Manassas, VA, USA）。

1.1.2 实验试剂与药物 竹节参皂苷 IVa（纯度≥ 98%）由第四

军医大学第一附属医院新药研发中心提供，批号：20140214。

RPMI-1640培养基、胎牛血清购于 Gibco；雷帕霉素和噻唑蓝

（MTT）购于 Sigma；胰岛素 ELISA试剂盒购自瑞典 Mercodia

公 司 ；P-Akt、Akt、Bax、Bcl-2、P-mTOR、mTOR、S6K、P-S6K 和

茁-actin抗体由 Santa Cruz Biotechnology公司提供；siAkt 转染

试剂盒购自 Santa Cruz Biotechnology公司；Western Blot 相关

试剂盒，购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司；辣根过氧化物

酶标记的二抗购自武汉博士德生物工程有限公司；ECL化学发

光试剂盒购自于 Roche公司；其他试剂均由 Sigma公司提供。

1.2 方法

1.2.1 INS-1 大鼠胰岛素瘤细胞培养及分组 INS-1 细胞于

37℃、5% CO2培养箱中培养，RPMI-1640完全培养基（含 10％

胎牛血清、1%双抗）中培养，每 24 h更换 1次培养液，用 0.25%

胰酶消化传代培养，待细胞到长满瓶壁 70%后接种细胞培养

板。将细胞分为对照组（Con）：培养液中含 5 mmol/L葡萄糖；高

糖损伤模型组（Mod）：培养液中含 33 mmol/L葡萄糖；CHS低

剂量组（25 滋M）：用 25 滋M CHS预处理细胞，然后高糖诱导损

伤；CHS中剂量组（50 滋M）：用 50 滋M CHS预处理细胞，然后

高糖诱导损伤；CHS高剂量组（100 滋M）：用 100 滋M CHS预处

理细胞，然后高糖诱导损伤。

1.2.2 MTT比色法检测细胞增殖率 各实验组细胞分别设置

5个复孔，将 INS-1细胞制成细胞悬液，以 5× 104的浓度接种

细胞培养板，于 37℃的 CO2培养箱中培养 24 h，不同浓度的

CHS处理 24 h后加入MTT（5 g/L）20 滋L，继续培养 4 h后吸净

培养板中的培养液后加入 150 mL的二甲基亚砜，轻震后于酶

标仪 492 nm处检测各孔的吸光度值（A），计算细胞生长存活

率。根据实验结果选取对 INS-1细胞影响最小的两个剂量观察

低、中、高剂量的 CHS对高糖损伤的胰岛 INS-1细胞生存率的

影响。

1.2.3 胰岛素释放的含量测定 以 2× 105的胰岛 INS-1细胞

接种于 48孔细胞培养板，培养过夜后吸去上清液，用不含葡萄

糖的培养基孵育 2 h后用不同剂量的 CHS于 37℃处理 1 h，吸

取上清液，放射免疫法检测不同处理组胰岛素的含量。

1.2.4 Caspase 3的含量测定 胰岛 INS-1细胞经过不同处理

后，吸取上清弃去，胰酶消化收集细胞，加入细胞裂解液，冰水

浴上裂解 20 min，4℃，20000× g离心 10 min后收集上清液。采

用 BCA蛋白测定试剂盒测定蛋白的浓度。依据试剂盒说明书

加入各个反应液并孵育，405 nm处测定吸光度值。计算单位重

量的蛋白中含有 Caspase 3的酶活力单位。

1.2.5 细胞色素 c的含量测定 细胞中的细胞色素 c含量采

用 Elisa试剂盒测定。胰岛 INS-1细胞经过不同处理后，用 PBS

溶液洗 3次，胰酶消化收集细胞，通过反复冻融使细胞内的成

分释放出来，并在 1500× g离心 20 min后收集上清液，依据试

剂盒说明书操作测定细胞色素 c含量。

1.2.6 Western blotting实验 裂解缓冲液裂解提取胰岛 INS-1

细胞蛋白，BCA法进行蛋白定量后，于 -70℃冰箱中保存备用。

实验时，向此蛋白样品中加入等体积的 2× 电泳样品缓冲液后

加热变性，每泳道按 30 滋g上样，10% SDS-PAGE后，电转至

PVDF膜上。常温下，用 5%的脱脂奶粉封闭并震荡 1 h，而后加

入 Bcl-2，Bax和 Akt单克隆抗体，加用辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔 IgG，应用 ECL试剂盒进行显影并定影。以茁-actin作为
内参照物。目的条带和上样内参的积分光密度值用 Quantity

One software测定后，比较后得出相对光密度值。

1.3 数据处理

数据以均数± 标准差（mean± SD）来表示，采用 SPSS 18.0

统计软件进行分析。多组间比较采用单因素方差分析，两两比

较应用 LSD-t检验，P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 CHS对胰岛 INS-1细胞活性的影响

如图 1A所示，与空白组比较，模型组细胞存活率被高糖

处理显著降低（P<0.05），表明高糖造成存活率下降。与模型组

比较，CHS给药组存活率显著升高，其中 25 滋M组升高 17%

（P<0.05），50 滋M 组升高 28%（P<0.05），100 滋M 组升高 40%

（P<0.05），表明并呈剂量依赖关系（P<0.05）。

如图 1B所示，与空白组比较，模型组细胞 LDH泄漏率明

显增加，表明高糖造成细胞膜损伤；而与模型组比较，CHS给药

组 LDH泄漏率明显降低（P<0.05），并呈明显的剂量依赖关系。

2.2 CHS对胰岛 INS-1细胞胰岛素水平的影响

与正常组比较，33 mM葡萄糖处理的 INS-1细胞，16 mM

诱导的胰岛素释放量显著降低（P<0.05），而 CHS预处理组，胰

岛素释放水平明显增加，且差异具有明显的统计学意义（图

2A）。我们还测定了胰岛素 mRNA含量，结果同样表明 CHS可

以增加细胞内 mRNA水平（图 2B）。

2.3 CHS对胰岛 INS-1细胞凋亡水平的影响

与正常组比较，高糖导致胰岛 INS-1细胞内 caspase 3和细

胞色素 c水平明显升高，CHS预处理组，caspase 3和细胞色素

c水平则明显降低，并呈剂量依赖性减少（图 3A）。此外，我们还

发现，高糖损伤使 Bax/Bcl-2比例明显增加，不同浓度的 CHS

处理使比值呈剂量依赖性降低（图 3B）。

2.4 CHS促进 Akt蛋白磷酸化

为了研究 CHS保护胰岛茁细胞葡萄糖损伤的作用机制，
我们研究了不同剂量的 CHS对 Akt磷酸化情况水平的影响。

如图 4A所示，与正常对照组相比，高糖使胰岛 INS-1细胞

p-Akt水平明显降低，而 CHS处理组 p-Akt水平较模型组明显

升高，且呈现剂量依赖性关系（图 4A）。进一步研究 Akt信号通

路在 CHS保护胰岛 INS-1细胞中的关键性作用，我们发现，应

用 siRNA抑制 Akt后，CHS对胰岛细胞的保护作用显著降低

（图 4B），促进胰岛素释放的活性明显下降（图 4C）。
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图 1 竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞活性的影响

A竹节参皂苷 IVa对高糖损伤的胰岛细胞存活率的作用；B竹节参皂苷 IVa对高糖损伤的胰岛胰岛细胞 LDH漏出率的影响。
##P<0.01 vs control组，**P<0.01 vs model组。

Fig.1 Effects of CHS on islet cells viability

A Effects of CHS on high glucose injured cell viability; B Effects of CHS on high glucose induced LDH leakage. ##P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs

model group.

图 2 竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞胰岛素释放水平和细胞内 insulin mRNA水平的影响

A竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞胰岛素释放水平的影响；B竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞内 insulin mRNA水平的影响。
##P<0.01 vs control组，**P<0.01 vs model组。

Fig.2 Effects of CHS on insulin release and insulin mRNA levels in islets cells

A Effects of CHS on insulin release levels. B Effects of CHS on insulin mRNA levels in islets cells.
##P<0.01 vs control group, **P<0.01 vs model group.

2.5 CHS通过 Akt调节 mTOR信号通路

mTOR信号通路在胰岛损伤过程中扮演重要角色，因此我

们检测了 CHS对 mTOR信号通路的影响。如图 5A所示，与正

常组比较，模型组 P-mTORC1和 P-S6K水平均显著降低（P <0.

05）；与模型组比较，CHS预处理组 P-mTORC1和 P-S6K水平

均显著增加。雷帕霉素（rapamycin，RAP）为 mTOR信号通路的

特异性抑制剂，与 CHS共同作用于细胞，观察 CHS的作用。结

果发现，阻断 mTOR后，CHS的保护作用减弱（图 5B）。同时，

与 CHS组比较，SiAkt+CHS组，P-mTORC1和 P-S6K水平显著

降低（图 5C）。

3 讨论

随着物质生活水平的变化，糖尿病的发病率与日俱增，糖

尿病及其并发症已成为全球面临的共同健康问题。中国糖尿病

占全球总糖尿病患者的 1/3，而且这一比例在逐年增加，中国已

成为糖尿病及其并发症的重灾区[11]。糖尿病包括 1型糖尿病和

2型糖尿病，其中 2型糖尿病占糖尿病总人群 95%以上，其具

有患病率高，起病隐匿，早期症状不明显等特点，严重威胁人类

健康[12]。因此，针对 2型糖尿病的发病机制，开发新型治疗药物

对于解决这一问题尤为重要。

胰岛素抵抗和胰岛茁细胞功能受损是 2型糖尿病发病的

关键环节，茁细胞功能的恶化在 2型糖尿病的发生发展中发挥

着决定性作用，其中胰岛 茁细胞的凋亡是造成胰岛素分泌不足
的重要原因[13,14]。糖尿病患者体内血糖一直处于较高水平，长期

的高血糖状态将直接损伤胰岛 茁细胞，进一步增加体内胰岛素
抵抗，导致胰岛素释放降低，血糖水平进一步上升，这样的恶性

循环被称为葡萄糖毒性[15]。葡萄糖毒性是导致 2型糖尿病胰岛

茁细胞功能进行性减退的最重要原因之一,其可损害胰岛 茁细
胞内胰岛素相关基因的表达、胰岛素分泌和细胞生存能力[16]。

糖毒性尤其是长期的高糖刺激胰岛 茁细胞会诱发内质网应激、
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图 3 竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞凋亡水平的影响

A竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞 caspase-3表达的影响；B竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞内细胞色素 C水平的影响；C竹节参皂苷 IVa对高糖损伤的

胰岛细胞 Bcl-2和 Bax蛋白表达的影响。##P<0.01 vs control组，**P<0.01 vs model组。

Fig.3 Effects of CHS on the apoptosis of islet cells

A Effects of CHS on caspase 3 levels in cells; B Effects of CHS on cytochrome C levels in cells; C Effects of CHS on the protein expression levels of

Bcl-2 and Bax. ##P<0.01 vs control group, *P<0.05, **P<0.01 vs model group.

图 4 竹节参皂苷 IVa通过 Akt信号通路保护胰岛细胞的作用

A竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞 Akt蛋白的磷酸化作用；B SiRNA敲除 Akt后，竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞活性的影响；C SiRNA敲除 Akt后，竹

节参皂苷 IVa对胰岛细胞胰岛素释放水平的影响。##P<0.01 vs control组，**P<0.01 vs model组，&&P<0.01 vs CHS组。

Fig.4 The protective effects of CHS was through Akt pathway

A Effects of CHS on Akt phosphorylation; B Effects of CHS on cell viability after Akt knockdown by siRNA; C Effects of CHS on insulin release levels

after Akt knockdown by siRNA. ##P<0.01 vs control group, *P<0.05, **P<0.01 vs model group, &&P<0.01 vs CHS group.
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线粒体功能失调、氧化应激、炎症、糖基化终末产物形成增加，

最终导致细胞凋亡，胰岛素释放水平降低[17]。本实验同样观察

到，高糖（33mM）会导致细胞存活率下降，LDH释放水平增加，

促进凋亡蛋白（细胞色素 c，caspase 3和 Bax）的表达，抑制

Bcl-2表达，表明高糖会诱导细胞凋亡，从而损伤 茁细胞的胰岛
素分泌功能。而 CHS预处理则可以保护 茁细胞，减轻高糖造成
的损伤程度，回复 茁细胞胰岛素分泌能力。

PI3K/Akt信号通路在细胞的增殖、分化、周期、凋亡等过程

中均具有重要的调控作用。Akt能够激活细胞周期蛋白 CDK4

和 CDK2，诱导细胞 DNA合成，使细胞进入 S期，从而促进细

胞分化[18]。此外，Akt能够通过糖原合酶激酶 3（GSK-3）调节

CDK/cyclin 复合物的形成以及 CDK 的抑制因子 P21 和 P27

的表达，从而影响细胞的增殖和分化[19]。Bad（Bcl-2 antagonist

of cell death）是 Bcl-2家族一员，促进细胞凋亡。正常情况下，定

位于细胞质，在受到刺激时，比如高糖刺激，Bad可以使结合在

Bcl-2或 Bcl-xl上的 Bax游离，从而诱导凋亡的发生。Bad的促

凋亡活性与其三个磷酸化位点（Ser112，Ser136和 Ser155）相关
[20]。而活化的 Akt蛋白可以使凋亡蛋白 Bad的 Ser136位点磷

酸化，促进抑制凋亡相关蛋白 Bcl-2/Bcl-xL的表达，从而抑制

细胞凋亡 [21]。细胞色素 c不仅是细胞内呼吸链传递电子的物

质，也是介导细胞凋亡的重要调控蛋白。当高糖刺激下，导致胰

岛细胞线粒体膜去极化氧化磷酸化作用解偶联等反应，使细胞

色素 c从线粒体释放进入胞浆中，活化 caspase 9，激活 caspase

3，从而导致 caspase级联反应，促使凋亡发生[22]。而 Akt可通过

磷酸化 Ser196，使 caspase 9灭活，抑制细胞凋亡[23]。为了研究

CHS的抗凋亡作用机制，我们测定了 CHS对 Akt蛋白磷酸化

图 5 竹节参皂苷 IVa通过 Akt/mTOR通路发挥胰岛细胞保护作用

A竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞 mTORC1蛋白的磷酸化作用；B竹节参皂苷 IVa对胰岛细胞 S6K蛋白的磷酸化作用；C雷帕霉素（RAP）抑制

mTOR通路后，CHS对细胞存活率的影响；D SiRNA敲除 Akt后，竹节参皂苷 IVa对 mTORC1和 S6K蛋白的磷酸化作用。##P<0.01 vs control

group, *P<0.05, **P<0.01 vs model group, &&P<0.01 vs CHS group.

Fig.5 The protective effects of CHS was through Akt/mTOR pathway

A Effects of CHS on mTORC1 phosphorylation; B Effects of CHS on S6K phosphorylation; C Effects of CHS on insulin release levels after mTOR was

inhibited by rapamycin (RAP); D Effects of CHS on mTORC1 and S6K phosphorylation after Akt knockdown by siRNA. ##P<0.01 vs control group,

*P<0.05, **P<0.01 vs model group, &&P<0.01 vs CHS group.
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水平的影响。结果发现，高糖使 Akt的磷酸化水平显著降低，而

CHS预处理组则显著升高，并有剂量依赖关系。为了进一步验

证 Akt的作用，Akt特异性抑制剂 LY294002用于阻断 Akt，观

察 CHS的作用。结果发现，LY294002使 CHS的胰岛细胞保护

能力大大下降，促进胰岛素释放的活性明显下降，表明 CHS通

过 Akt信号通路发挥胰岛细胞保护作用。

那么 CHS激活 Akt后，通过哪些信号分子发挥作用的呢？

mTOR是 Akt的下游信号分子之一已在很多细胞上得到验证。

mTOR是一个非常保守的丝氨酸 /苏氨酸激酶，其可以通过整

合不同的营养物质、激素、生长因子等，对细胞的生长、分化、增

殖等方面有重要的调控作用，同时其对细胞内蛋白质合成、脂

质代谢以及自噬等过程起关键调节作用 [24]。在动物中激活

mTORC1，可增加胰岛 茁细胞的体积和总质量，从而提高血液
中胰岛素含量，改善糖耐量[25]。mTORC1还可调控胰岛 茁细胞
中 Cyclin D2和 D3的合成和稳定性，从而参与调控细胞周期
[26]。mTORC1除对维持胰岛 茁细胞的总质量具有重要意义外，
还发现其参与长期促泌下的功能代偿机制[6]。长期的促泌可使

茁细胞脱颗粒，可代偿性的激活钙通道介导的 mTORC1，并增

加其下游的翻译调节因子，促进细胞内胰岛素的合成，避免胰

岛素库存耗竭，从而维持胰岛素的持续分泌能力[27]。在体外培

养的胰岛 茁细胞中，抑制 mTORC1活性可显著降低细胞内总

蛋白的含量以及胰岛素的合成水平，长时间的抑制还会导致胰

岛细胞的凋亡[28]。另外，有研究发现，抑制 mTORC1活性能够

影响线粒体的功能，尤其是 琢-酮戊二酸脱氢酶的活性，从而进
一步影响糖类代谢以及 ATP合成，导致胰岛素的分泌减少[29]。

用雷帕霉素抑制 mTORC1活性后，细胞内自噬水平增加，导致

胰岛细胞内胰岛素合成过程中一些重要蛋白发生降解，从而降

低胰岛素分泌水平[30]。

由此可见，mTOR信号通路在胰岛 茁细胞功能中扮演重要
角色。由结果可知，CHS可以激活 mTOR，并磷酸化下游分子

S6K，表明 CHS可以激活 mTOR信号通路。同时，采用 mTOR

的特异性抑制剂阻断 mTOR发现，CHS的保护作用减弱，表明

CHS通过 mTOR发挥保护作用。采用 Akt特异性特异性抑制

剂阻断 Akt后发现，CHS对 mTOR的激活作用减弱，表明 CHS

通过 Akt激活 mTOR信号通路。

综上所述，本研究发现 CHS能够保护高糖诱导的 INS-1

细胞功能损伤，其可能的分子机制是通过激活 Akt/mTOR信号

通路发挥抗凋亡作用。结果也提示我们，CHS有望成为临床 2

型糖尿病治疗和胰岛 茁细胞保护的候选药物。
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