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海普诺改善 HepG2 细胞胰岛素抵抗作用研究 
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摘要: 通过细胞形态观察和 CCK-8 法研究 HPN 对 HepG2 细胞活力的影响。采用高糖高浓度胰岛素持

续作用诱导 HepG2 细胞建立胰岛素抵抗细胞模型, 用多功能自动生化仪葡萄糖-己糖激酶法检测海普

诺(HPN)对正常 HepG2 细胞及胰岛素抵抗 HepG2 细胞葡萄糖消耗量的影响。实验结果显示, 低浓度的

HPN 对 HepG2 细胞增殖没有影响。HPN 与胰岛素协同作用 HepG2 细胞, 低浓度胰岛素对葡萄糖利用

有一定的促进作用; 当胰岛素浓度为 1×10–6 mol/L 时, HPN 可明显促进 HepG2 细胞葡萄糖消耗。进一

步研究表明, HPN 在 5×10–8~1×10–7 mol/L 浓度范围内可明显促进胰岛素抵抗 HepG2 细胞的葡萄糖的消

耗。HPN 可明显改善 HepG2 细胞胰岛素抵抗。  
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胰岛素抵抗(Insulin resistance, IR)是机体靶组织

对胰岛素的反应性低于正常水平的一种病理状态 , 

表现为胰岛素促进外周组织(包括肌肉和脂肪组织)

摄取和利用葡萄糖以及抑制肝糖输出的效应减弱 ; 

它是多种疾病的始发因素, 易导致动脉硬化、肾病、

心脏病变、脑血管病变等合并症, 尤其是在 2 型糖

尿病(T2DM)重要发病机制之一, 贯穿 T2DM 发生、

发展的全过程[1-2]。世界卫生组织评估 2012年全球有

超过 3.46 亿人患有糖尿病, 其中在中国有将近 9200

万糖尿病患者 [3], 若不采取任何措施, 预计到 2030

年患糖尿病人数将翻一番。IR 综合征发病率高, 危

害性大。因此, 寻找一种新型高效的治疗 IR 的药物

一直是研究人员的研究热点。 

海普诺(HPN)是以海洋松节藻提取物 BPN 为先

导物 , 进行结构修饰得到的衍生物 , 其分子式为

C17H17Br3O5, 结构式见图 1。前期体外酶实验证实

HPN 对蛋白酪氨酸磷酸酶 1B(PTP1B)有较高的抑制

活性, 其 IC50达到 0.63 μmol/L; 体内药效试验证实

HPN 可明显降低 db/db 小鼠血糖和血脂水平, 对糖

尿病模型动物升高的糖化血红蛋白水平, 糖化血清

蛋白水平有明显的改善作用; 其作用机制可能与抑

制 PTP1B 活性进而促使胰岛素增敏作用相关[4]。另

外 , 该化合物口服相对安全 , 最大耐受量为动物实

验有效剂量的 160倍。因此, HPN起效剂量低, 毒副

作用小, 具有良好的开发应用前景。目前尚未对HPN

其活性进行细胞水平研究。本研究探讨了 HPN对正

常 HepG2细胞及胰岛素抵抗 HepG2(IR-HepG2)细胞

的葡萄糖代谢的影响, 期望为 HPN 抗糖尿病作用机

理提供实验依据。 

 

图 1  HPN的结构 

Fig. 1  Structure of HPN 
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IX80 倒置相差显微镜 (日本 Olympus 公司产品 ) 

EXl808酶标仪(美国 BioTek公司)。 

1.2  试剂 

DMEM高糖培养基、胰蛋白酶和青、链霉素(美

国 Hyclone 公司 ); 胎牛血清 (美国 Gibco 公司 ); 

CCK-8 试剂盒(BestBio 公司); 二甲双胍、罗格列酮

(美国 sigma 公司); 牛血清蛋白、牛胰岛素(Solarbio

公司); 葡萄糖测定试剂盒-己糖激酶法(北京利德曼

生化股份有限公司)。 

1.3  细胞株 

HepG2 人体肝癌细胞株购自青岛大学医学院。

接种于含 10%胎牛血清(FBS)的 DMEM 高糖培养基

(补充青霉素、链霉素各 1%), 置于 37℃含有 5%CO2

的细胞培养箱。当细胞贴壁长满后, 倾去培养基, 用

0.25%胰蛋白酶消化, 每 3 d 按 1∶3 比例传代 1 次, 

取对数生长期的细胞用于实验。 

2  方法 

2.1  CCK-8 法测定 HPN 对细胞增殖的影

响和倒置相差显微镜下观察细胞形态

的变化 

取对数生长期的 HepG2 细胞, 按每孔 5×103个

密度接种于 96孔板中, 每孔 100 µL, 每组 6个复孔。

待细胞贴壁以后, 用不同浓度的 HPN溶于培养基中, 

再每孔补充 100 µL 含药物的培养基, 分别作用 24, 

36和 48 h。HPN的药物浓度为(1×10–7～1×10–4 mol/L), 

以只加DMSO的为正常对照组。作用后弃培养基, 加

入 100 µL 的不含血清的培养基, 再每孔加入 10µL

的 CCK-8试剂, 在细胞培养箱中孵育 2 h, 置酶标仪

450 nm波长处测 OD值。测试孔的 OD值=药物处理

组 D450–调零组 D450。 

此外, 把经 HPN 作用 48 h 后的 96 孔板, 置于

倒置相差显微镜下观察细胞形态的变化后 , 再加

CCK-8试剂进行后续实验。 

2.2  HPN 在低浓度胰岛素介导下对正常

HepG2 葡萄糖消耗量的影响[5-6] 

把 HepG2 单细胞悬液, 按每孔 1×104个细胞接

种于 96 孔板中, 每孔 100 µL, 每组 6 个重复孔。待

细胞贴壁以后, 弃去培养基, 用 PBS冲洗一遍, 加入

新配置的含有胰岛素(0, 1×10–9 和 1×10–7 mol/L)和

0.2% BSA, 不含血清的 DMEM高糖培养基。实验设

置正常对照组, 胰岛素处理组, 药物处理组; 药物处

理组分别加入二甲双胍 (1×10–3mol/L), 罗格列酮

(1×10–6 mol/L)及各个浓度的 HPN, 以上每孔 200 µL。

以二甲双胍组和罗格列酮组为阳性对照组。作用 48 h

后, 取上清液离心后混匀, 用多功能自动生化仪采用

葡萄糖-己糖激酶法测定细胞上清液中的葡萄糖含量, 

细胞所消耗的葡萄糖含量=培养基的葡萄糖含量－细

胞上清液的葡萄糖含量。 

2.3  HPN 在高浓度胰岛素介导下对正常

HepG2 细胞葡萄糖消耗量的影响 

参考 2.2 的做法 , 用含有胰岛素浓度为  

1×10–6 mol/L和 0.2% BSA, 不含血清的DMEM高糖

培养基作用 HepG2细胞 48 h, 检测 HPN和胰岛素协

同作用下对 HepG2细胞葡萄糖消耗量的影响。 

2.4  高糖高胰岛素诱导 IR-HepG2 细胞模

型的建立[7-8] 

把 HepG2 单细胞悬液, 按每孔 3×104个接种于

48 孔板, 每孔 300 µL, 每组 6 个重复孔。待细胞贴

壁以后, 弃去培养基, 用 PBS冲洗一把遍, 每孔加入

600 µL 新配置的含有不同浓度的胰岛素(1×10–7～

5×10–6 mol/L)和 1% FBS的高糖培养基(30 mmol/L), 

置于细胞培养箱中培养 72 h 。实验分为对照组和模型

组, 将在含有胰岛素培养液中培养的 HepG2 细胞作为

模型组, 不含胰岛素的培养液中培养的 HepG2 细胞为

正常对照组。待作用 72 h后弃去培养基, PBS冲洗一遍, 

无血清的 DMEM 高糖培养基冲洗一遍后, 模型组和对

照组都换上含 0.2%BSA, 含有 1×10–9 mol/L 浓度的胰

岛素、无血清无酚红的正常高糖培养基(25mmol/L), 

作用 6 h后, 取上清液, 离心, 用葡萄糖-己糖激酶法

测定细胞上清液中的葡萄糖含量。 

2.5   HPN对 IR-HepG2细胞葡萄糖消耗量

的影响 

参考以上模型建立的方法, 按照文献稍作改进[9, 10], 

在HepG2细胞中加入新配置含有 1% FBS, 胰岛素浓

度为 1×10–6mol/Ｌ的高糖培养基(30 mmol/L), 培养

72 h 后, 弃去原培养液, PBS 冲洗一遍, 再用无血清

的 DMEM 冲洗一遍后, 细胞用于后续的实验。将细

胞分为模型组, 罗格列酮阳性对照组, 和 HPN 各个

剂量处理组(1×10–8～5×10–7mol/L), 同时设正常对照

组。各组同时加入 1×10–9mol/L的胰岛素、0.2%BSA

不含血清和酚红的培养液, 分别作用 6 h, 取上清液, 
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离心后用葡萄糖-己糖激酶法测定细胞上清液中的葡

萄糖含量。 

2.6  统计学处理 

所有数据用统计软件  SPSS 16.0 统计软件处

理 , 实验数据以平均数±标准差( x ±s)表示 , 多组数

据采用单因素方差分析, LSD 法检验后多重比较组

间差异 ; 若方差不齐 , 采用非参统计检验 , 以

P<0.05 具有统计学意义,  P<0.01 视为统计学差异

非常显著。 

3  结果 

3.1  HPN 对 HepG2 细胞增殖的影响 

如表1所示, HPN浓度范围在10–7～5×10–6 mol/L时

无细胞毒性, 细胞增殖不受影响。但是, 随着 HPN

浓度的增加细胞增殖受到影响。当 HPN作用细胞超

过 36 h, HPN 浓度在 1×10–5mol/L L 时与细胞增殖

受到影响 (P＜0.05)。当 HPN 浓度增至 5×10–5～

1×10–4 mol/L 时细胞增殖受到显著抑制(P＜0.01)。 

如图 2所示, 各个剂量的 HPN作用 HepG2细胞

48 h 后 , 在倒置相差显微镜(40X)下观察细胞形态 , 

对照组和 HPN 低剂量组 HepG2 细胞生长良好, 细

胞为多边形或梭形 , 以贴壁方式生长 , 部分呈复层

性生长 , 细胞形态饱满 , 透光性好。经不同浓度的

HPN干预后, 尤其在 5×10–6mol/L时以后存活细胞数

目减少 , 细胞形态逐渐由多边形转变为圆形 , 细胞

体内颗粒感增强 , 透光性差 , 细胞间界限模糊。在

5×10–5mol/L 时细胞变成了不规则长梭行或圆形; 在

1×10–4mol/L 时细胞几乎全部死亡。实验结果说明, 

低浓度 HPN 对 HepG2 细胞增殖无影响, 而高浓度

HPN 则 会 抑 制 细 胞 增 殖 。 因 此 , 采 用 低 于

5×10–6mol/L浓度的 HPN进行下面的实验。 
 
表 1  不同浓度的 HPN 在不同作用时间下对 HepG2 细胞增殖的影响(n=6, x ±s) 

Tab.1  Effect of different concentrations of HPN on the proliferation of HepG2 cells at different time points(n=6, mean ± SD) 

OD值 
组分 浓度(mol/L) 

24 h 36 h 48 h 

正常对照组 0 0.58±0.03 0.62±0.03 0.67±0.03 

HPN处理组 1×10–7 0.63±0.03 0.63±0.03 0.69±0.03 

 5×10–7 0.61±0.05 0.63±0.02 0.69±0.13 

 1×10–6 0.60±0.07 0.65±0.05 0.70±0.08 

 5×10–6 0.54±0.09 0.52±0.07 0.59±0.04 

 1×10–5 0.57±0.02 0.51±0.05* 0.55±0.07* 

 5×10–5 0.42±0.04** 0.42±0.04** 0.45±0.06** 

 1×10–4 0.27±0.04** 0.27±0.04** 0.29±0.05** 

注: 与正常对照组相比“*”表示 P<0.05; “**”表示 P<0.01 

 

图 2  不同浓度的 HPN对 HepG2细胞形态的影响 

Fig. 2  Effect of different concentrations of HPN on HepG2 cell morphology 
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3.2  HPN 在低浓度胰岛素介导下对正常

HepG2 细胞葡萄糖消耗量的影响 

HPN 对正常 HepG2 细胞葡萄糖消耗的影响见

表 2。结果显示 , 当不添加胰岛素时 , 各个剂量的 

HPN均对 HepG2细胞葡萄糖消耗量无显著影响。而

HPN和胰岛素协同作用时, 能显著促进 HepG2细胞

葡萄糖消耗量; 尤其当胰岛素的浓度为 1×10–7 mol/L, 

HPN在浓度为 5×10–8～5×10–7 mol/L时, 能够显著促

进 HepG2 细胞的葡萄糖摄取量(P<0.01)。在有效作

用剂量范围内, HPN 与二甲双胍相比降糖效果不如

二甲双胍显著; 与罗格列酮相比, HPN降糖效果与之

相当, 但用药效剂量比罗格列酮小。 

 
表 2  HPN 在胰岛素介导下对 HepG2 细胞葡萄糖消耗量的影响(n=6, x ±s) 

Tab.2  Effect of HPN on glucose consumption ofHepG2 cells pretreated with insulin(n=6, mean ± SD) 

葡萄糖消耗量(mmol/L)  
组分 

 
加药剂量(mol/L) 胰岛素(0) 胰岛素(1×10–9mol/L) 胰岛素(1×10–7 mol/L) 

正常对照组 — 4.29±0.12 4.31±0.34 4.37±0.19 

胰岛素组 — — 4.56±0.29 4.56±0.17 

二甲双胍组 1×10–3 6.58±0.12▲▲ 5.88±0.38** 6.17±0.40** 

罗格列酮组 1×10–6 4.84±0.30▲▲ 4.95±0.28* 4.96±0.20** 

HPN 组 1×10–8 4.45±0.18 4.95±0.28* 4.94±0.23* 

 5×10–8 4.23±0.19 4.93±0.40 4.90±0.18** 

 1×10–7 4.38±0.25 4.67±0.26 4.88±0.11** 

 5×10–7 4.50±0.24 4.62±0.09 4.70±0.16 

 1×10–6 4.32±0.20 4.49±0.23 4.62±0.27 

注: 与正常对照组相比“▲▲”表示 P<0.01; 与胰岛素组相比“*”表示 P<0.05 , “**”表示 P<0.01 

 

3.3  HPN 在高浓度胰岛素介导下对正常

HepG2 细胞葡萄糖消耗量的影响 

由表 3 可知, 胰岛素(1×10–6mol/L)作用 HepG2

细胞 48h 后, 细胞的葡萄糖消耗量明显低于正常对

照组(P< 0.05), 说明胰岛素组的 HepG2 细胞产生了 

IR作用。当 HPN(1×10–7 mol/L)与胰岛素(1×10–6 mol/L)

协同作用 HepG2细胞 48 h 后, HepG2不产生胰岛素

抵抗效应, 与胰岛素组相比细胞葡萄糖消耗量增加

了 35%, 与阳性对照罗格列酮组相当(36%)。说明

HPN具有改善 HepG2细胞 IR的作用。 

 
表 3  HPN 在 1×10–6mol/L 胰岛素介导下对 HepG2 细胞葡萄糖消耗量的影响(n=6, x ±s) 

Tab.3  Effect of HPN on glucose consumption ofHepG2 cells pretreated with 1 × 10−6mol/L insulin(n=6, mean ± SD) 

组分 加药剂量(mol/L) 葡萄糖消耗量(mmol/L) 葡萄糖消耗量比值 

正常对照组 — 5.16±0.35 1.26 

胰岛素组 — 4.08±0.23▲ 1 

二甲双胍组 1×10–3 6.97±0.40** 1.71 

罗格列酮组 1×10–6 5.55±0.31* 1.36 

HPN 组 1×10–8 3.87±0.60 0.95 

 5×10–8 3.96±0.18 0.97 

 1×10–7 5.49±0.02* 1.35 

 5×10–7 3.93±0.67 0.96 

 1×10–6 3.95±0.68 0.97 

注: 葡萄糖消耗量比值=各处理组葡萄糖消耗量/胰岛素组葡萄糖消耗量; 与正常对照组相比“▲”表示 P<0.05 ; 与胰岛素相比“*”表示

P<0.05 , “**”表示 P<0.01  

  

3.4  IR-HepG2 细胞模型的建立 

由表 4可知, 用 30 mmol/LD-葡萄糖刺激 72 h, 更

换常规培养基, 6 h 后检测细胞葡萄糖摄入量, 发现细 

胞的糖摄入量显著降低 , 表明单纯给与高糖刺激 , 

细胞也能形成 IR模型。当同时用含有高浓度胰岛素

和高糖的培养基作用 HepG2 细胞 72 h, 更换常规培



 

30 海洋科学  / 2015年  / 第 39卷  / 第 3期 

养基, 继续培养 6 h 后检测细胞葡萄糖摄入量, 发现

当胰岛素为 1×10–6 mol/L、D-葡萄糖浓度为 30 mmol/L

时 , 细胞所消耗的葡萄糖含量最少 , 与正常对照组

的葡萄糖消耗量减少了 45%, 达到最大 IR 状态。由

此表明, 高糖高胰岛素诱发的细胞 IR 造模最佳胰岛

素浓度为 1×10–6 mol/L, D-葡萄糖浓度为 30 mmol/L。 

 
表 4  高糖高胰岛素诱导 IR 模型(n=6, x ±s) 

Tab.4  Insulin resistance cell modelinduced by high glucose and high insulin(n=6, mean ± SD) 

组分 胰岛素浓度(mol/L) D-葡萄糖含量(mmol/L) 葡萄糖消耗量(mmol/L) 葡萄糖消耗量比值 

正常对照组 0 25 3.27±0.13 1.00 

模型组 0 30 1.93±0.20** 0.59 

 1×10–7 30 2.20±0.55** 0.63 

 5×10–7 30 2.16±0.46** 0.66 

 1×10–6 30 1.79±0.45** 0.55 

 5×10–6 30 1.83±0.33** 0.56 

注: 葡萄糖消耗量比值=模型组葡萄糖消耗量/正常对照组葡萄糖消耗量; 与正常对照组相比“**”表示 P<0.01  

 

3.5  HPN 对 IR-HepG2 细胞葡萄糖消耗量

的影响 

由表 5可知, 与模型组相比, 当HPN在 5×10–8～

1×10–7mol/L的浓度范围内能显著增加HepG2细胞葡 

萄糖消耗量并明显改善细胞的 IR效应(P< 0.05)。尤

其当 HPN的浓度为 1×10–7mol/Ｌ时, 葡萄糖消耗量

增加了 59%。但当 HPN的浓度增加 5×10–7 mol/L时

葡萄糖消耗量明显减弱。 

 
表 5  HPN 对 IR-HepG2 细胞葡萄糖消耗量的影响(n=6, x ±s) 

Tab.5  Effect of HPN on glucose consumption of IR- HepG2 cells(n=6, mean ± SD) 

组分 加药剂量(mol/L) 葡萄糖消耗量(mmol/L) 葡萄糖消耗量比值 

正常对照组 — 3.11±0.22 1.62 

模型组 — 1.86±0.20▲▲ 1 

罗格列酮组 1×10–6 2.47±0.20* 1.33 

HPN 组 1×10–8 2.37±0.45 1.27 

 5×10–8 2.80±0.67* 1.51 

 1×10–7 2.95±0.25** 1.59 

 5×10–7 1.90±0.20 1.02 

注: 葡萄糖消耗量比值=各处理组葡萄糖消耗量/模型组葡萄糖消耗量; 与正常对照组相比“▲▲”表示 P<0.01; 与模型组相比“*”表示

P<0.05 , “**”表示 P<0.01 

 

4  讨论 

在细胞水平 IR的定义为由于胰岛素受体数目减

少和(或)受体后缺陷 , 一定的胰岛素不能使细胞达

到预期的代谢水平, 只有相应提高胰岛素浓度才能

达到相应的代谢水平。胰岛素最主要的生物学效应

是促进机体组织细胞葡萄糖代谢, 故通常所言 IR 即

是指机体对胰岛素促进葡萄糖摄取利用的效应产生

了抵抗。故本文主要在细胞葡萄糖代谢方面初步阐

述了 HPN改善 IR的作用。 

建立稳定、有效的 IR 细胞模型, 不仅可以广泛

研究细胞水平 IR 的发病机制和作用机理, 而且便于

观察干预因素对 IR 的直接影响, 特别是更方便于筛

选改善胰岛素抵抗的药物。目前国内外已经成功建

立了多种的细胞模型, 主要归类为高胰岛素诱导型, 

高糖诱导型, 激素诱导型[11], 肿瘤坏死因子诱导型[12], 

游离脂肪酸诱导型 [13], 地塞米松诱导型 [14]等, 其中

利用高胰岛素和高糖诱导的较为常见。建立 IR细胞

模型所采用的细胞主要有脂肪细胞、肝细胞、骨骼

肌细胞、干细胞等。由于肝脏是摄取、储存、合成

葡萄糖和代谢的主要场所, 故本实验选择来源于肝

脏, 表型与肝细胞极为相似的 HepG2 细胞, 其既保

留了正常肝细胞的基本生物特性, 又排除了正常肝

细胞表现的细胞衰亡的现象[15, 16]; 本研究采用高糖
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高胰岛素诱导 HepG2细胞成功建立 IR模型, 在一定

程度上模拟了 IR的自然发病过程。本实验结果显示

模型组与正常对照组相比差异性显著(P<0.01), 说明

该方法成功建立了 IR模型。 

由以上实验结果表明, 与 IR 模型组相比, HPN

浓度为 1×10–7 mol/L 时无细胞毒性, 对细胞增殖没

有影响, 然而却能明显促进 IR-HepG2细胞葡萄糖消

耗, 表明 HPN 起效剂量低, 毒副作用小, 具有良好

的治疗 IR 的优势。HPN 与高浓度胰岛素协同作用, 

同样可明显提高 HepG2细胞的葡萄糖消耗量。然而, 

在无胰岛素的作用下, HPN 不能促进正常 HepG2细

胞的葡萄糖的消耗; 在胰岛素浓度为 1×10–7mol/L时, 

对正常 HepG2 细胞的葡萄糖消耗量影响较大, 表明

HPN 在促进葡萄糖代谢时对一定浓度的胰岛素有依

赖性。由于 HPN对 IR-HepG2细胞比对正常 HepG2

细胞的葡萄糖消耗量增加量较大, 说明 HPN 对葡萄

糖代谢的影响主要表现在 IR细胞, 而对正常 HepG2

细胞葡萄糖代谢影响较小。故 HPN能在细胞水平改

善 IR。 

目前开发以 PTP1B 为作用靶点的抗 T2DM 新

药是抗糖尿病药物研究的热点[17-18]。研究表明[19-20], 

PTP1B 是胰岛素受体的负调控因子和治疗糖尿病等

相关的代谢综合征的一个潜在的药物靶点 , PTP1B

过度表达会降低由胰岛素刺激而引起的细胞表面 IR

或胰岛素受体底物去磷酸化水平, 进而抑制了胰岛

素信号的下传, 机体表现为 IR。降低 PTP1B的表达

水平 , 如通过反义寡核苷酸或中和抗体 , 可以增强

胰岛素启动信号[21-22]。前期体外酶实验已证实 HPN

对 PTP1B 有较高的抑制活性 , 其 IC50 达到

0.63 μmol/L。本研究中 HPN 能改善 IR 作用, 增加

胰岛素刺激下的葡萄糖消耗量, 可能与抑制 PTP1B

的活性增加了胰岛素传导信号相关。本实验从细胞水

平初步探讨了 HPN对 IR的改善作用, 从分子水平上

阐明 HPN对 IR细胞葡萄糖代谢作用机制、探讨 HPN

对 IR细胞胰岛素信号通路的影响的研究正在进行中。 
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Abstract: The effect of HPN on viability of HepG2 cells was determined by cell morphology and CCK8 assay. In-

sulin resistant HepG2 cell model was established by continuously treating cells with high concentrations of glucose 

and insulin. The glucose consumption was determined by multi-functional automatic glucose-hexokinase method. 

The results showed that HPN had no effect on proliferation of HepG2 cells at low concentrations., The glucose 

consumption of HepG2 cells was improved by HPN when collaborating with a low concentration of insulin. When 

the insulin concentration increased to 1×10–6 mol/L, the HPN can markedly increase the glucose consumption of 

HepG2 cells.HPN can greatly enhance the glucose consumption in the insulin resistant cells with a concentration 

range of 5×10–8 mol/L to 1×10–7 mol/L. Therefore, HPN can significantly improve insulin resistance. 
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