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己糖激酶介导小豆蔻明改善血管平滑肌细胞糖代谢的作用 *
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摘要 目的：探讨小豆蔻明对胰岛素抵抗状态（IR）血管平滑肌细胞（VSMCs）糖代谢的影响及其作用机制。方法：采用高糖 ( 2.5×
l0-2 mol·L-1)高胰岛素 ( 100 U·L-1 )培养 VSMCs，72 h后加入小豆蔻明培养 48 h，观察培养液中葡萄糖消耗量、细胞内己糖激酶活
性以及细胞增殖。结果：高糖高胰岛素培养 72 h后，血管平滑肌细胞糖消耗量降低（P<0.01）；小豆蔻明能显著性增加 IR细胞的平
均糖消耗量（P<0.01），增强己糖激酶活性（P<0.01）；同时明显抑制高糖高胰岛素引起的 VSMCs增殖（P<0.01）。结论：小豆蔻明能
增强己糖激酶活性，改善 IR状态下细胞糖代谢；同时抑制高糖高胰岛素刺激引起的 VSMCs异常增殖。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of cardamonin on regulation of glucose metabolism on the vascular smooth mus-
cle cells (VSMCs) and its possible mechanism in the insulin-resistant condition. Methods: VSMCs were cultured in high glucose ( 2.5×
l0-2 mol·L-1) and high insulin (100 U·L-1) medium for 72 hours, then cardamonin was added to incubate for 48 hours. Glucose consump-
tion, hexokinase activity and proliferation of VSMCs were measured in the experiment. Results: Cultured with high glucose and high in-
sulin for 72 hours, glucose consumption of VSMCs was significantly decreased (P<0.01). Cardamonin significantly increased the glucose
consumption and hexokinase activity of VSMCs in IR statue (P<0.01) and inhibited the proliferation induced by high glucose and high
insulin (P<0.01). Conclusion: The results suggested that cardamonin could improve the glucose metabolism and inhibit the proliferation
of VSMCs in the IR condition, which might be related to enhancement of hexokinase activity.
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前言

胰岛素抵抗 (Insulin Resistance，IR)状态下机体组织、器官
对胰岛素的敏感性降低，体内糖代谢紊乱，胰岛素和血糖水平
相对升高。高糖可激活多种生长因子，引起血管平滑肌细胞
（vascular smooth muscle cells，VSMCs）过度增生 [1]，而 VSMCs
异常增殖是动脉粥样硬化、高血压和血管再狭窄等多种血管疾
病的共同的病理基础。因此，改善 IR，增加机体糖代谢可成为
防治血管增殖性疾病的重要措施。

小豆蔻明(Cardamonin，CAR)为姜科山姜属植物草豆蔻种
子中的主要黄酮类单体，在体内主要通过肝微粒体中 P450同
功酶 CYP1A2和 CYP2E1代谢[2]。研究显示，CAR具有舒张血
管的作用，其机制与增加一氧化氮（NO）生成、阻滞蛋白激酶 C
（PKC）诱导的血管收缩有关[3]；同时，CAR 还可通过阻断 Ca2+

离子通道，激活 K+离子通道引起血管舒张[4]。郑炜[5]等证实
CAR能抑制高糖高胰岛素引起的 VSMC异常增殖，其作用机
制与哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）通路密切相关；另有研
究表明 CAR能通过抑制 mTOR活性逆转高果糖诱导的 IR大
鼠血管增生性病变，同时改善整体动物 IR状态，降低空腹血清
胰岛素含量和胰岛素抵抗指数，增强胰岛素敏感指数[6]。CAR
是否通过改善 IR状态时糖代谢，进而逆转其诱导的血管增殖
性病变少见报道。本文主要考察 CAR对 IR状态下 VSMCs增
殖、糖消耗及己糖激酶活性的影响。

1 材料和方法

1.1 材料
RPMI-1640干粉培养基，Gibco公司；小牛血清，杭州江滨

生物技术公司；胰岛素注射液，江苏万邦生化医药股份有限公
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司( 400 U:10 mL )；葡萄糖，天津市科密欧化学试剂开发中心；
盐酸吡格列酮（PIO），原料药，杭州中美华东制药有限公司（批
号 030101）；小豆蔻明（CAR），中国药品生物制品检定所（批
号：110763-200302）；四甲基偶氮唑盐，Sigma公司；葡萄糖检测
试剂盒，宁波美康生物科技有限公司；己糖激酶测试盒，南京建
成生物工程研究所；其他常规试剂均为国产分析纯
1.2 主要仪器

MCO-20AIC型二氧化碳培养箱，日本三洋公司；YJ-1450B
型医用净化工作台，苏州中亚净化设备有限公司；AFX-DX型
倒置显微镜，日本 Nikon公司；酶联免疫检测仪（Moder 680）：
BIO-RAD公司；TU-1901型双光束紫外可见分光光度计，北京
普析通用仪器有限公司
1.3 血管平滑肌细胞的培养

采用组织贴块法培养人脐动脉 VSMCs。分离人脐动脉，用
D-Hank's液清洗干净，剥除脐动脉外膜，纵向剪开血管，刮除血
管内膜。将动脉中膜切成 l-2 mm2的小块，均匀贴于 25 cm2的
培养瓶内，用含 20 %胎牛血清的 1640培养基，37℃、5 % CO2

的培养箱中培养。待细胞长满瓶底后，用含 10 %小牛血清 RP-
MI-1640培养基按 1：3传代培养，每 3 d换液一次。每 7 d传代
一次。4-10代细胞用于实验。
1.4 胰岛素抵抗模型的建立

采用高糖高胰岛素培养基（在正常培养基中分别葡萄糖和
胰岛素至终浓度为 2.5×10-2 mol·L-1和 100 U·L-1 Ins）诱导培养
法复制胰岛素抵抗模型。VSMCs以 1×104/孔密度接种于 96
孔板中，每孔 200μL。细胞贴壁后同步化培养过夜，用不含小
牛血清的 1640培养液洗涤两次。加入高糖高胰岛素的培养液
于 37℃、5 % CO2，培养箱中培养 72 h。分别于 24、48、72、96 h
测定培养基中葡萄糖的消耗量。
1.5 实验分组

普通培养基培养和 IR培养细胞分别设立细胞对照组、溶
剂对照组（0.1 % DMSO），阳性对照吡咯列酮组（10-5 mol·L-1）及
试药 CAR组（10-7、10-6、10-5 mol·L-1）。
1.6 四甲基偶氮唑盐（MTT）法测定细胞增殖

弃 96孔板中培养基，每孔加入 MTT混合溶液(MTT浓度
为 5 g·L-1，与培养基 1:9混合) 200μL，37℃继续培养 4 h；弃
去孔内上清液，每孔加入 150μL DMSO震荡 15 min；以不含
细胞的培养基空白孔调零，490 nm波长，酶联免疫检测仪测定
各孔吸光度。
1.7 葡萄糖消耗测定

取对数生长期细胞接种于 96孔板中，按上述方法复制 IR
模型。更换新的高糖高胰岛素培养基并分别加入吡格列酮、小
豆蔻明，设立正常对照组。孵育 48 h后吸出培养液，用己糖激
酶法检测培养液中的葡萄糖含量。以未接种细胞的空白复孔葡
萄糖含量均值为基础值，计算各孔细胞葡萄糖消耗量。采用培
养基中糖消耗量（glucose consumption，GC）与 MTT 的比值
（GC/MTT）表示细胞的平均糖消耗水平，排除细胞数目的影
响。
1.8 己糖激酶活性测定

采用葡萄糖 -6-磷酸脱氢酶偶联比色法。取对数生长期
VSMCs接种于 6孔板中，细胞密度为 2×105个 /孔，按上述

方法复制 IR模型。更换新的高糖高胰岛素培养基并分别加入
吡格列酮、小豆蔻明，设立正常对照组。培养 48 h后，弃上清，
预冷的 PBS洗涤细胞，加入 250μL匀浆缓冲液，用细胞刮将
细胞刮下，吹打细胞使其完全分散，将缓冲液转移至微量离心
管中，在冰上匀浆破碎，12000 rpm，4℃离心 15 min，取上清液
按试剂盒说明书检测己糖激酶活性。考马斯亮兰法测定蛋白含
量。
1.9 统计分析

成组数据用均数±标准差（X±S）表示，统计学软件使用
SPSS16.0，多组间比较采用单因素方差分析，两样本均数比较
采用 Student's t检验，界定 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 IR血管平滑肌细胞糖消耗变化
普通培养基培养 VSMCs过程中正常对照组细胞每日葡萄

糖平均消耗量无显著性改变；与正常组相比，48 h后高糖高胰
岛素培养的 VSMCs葡萄糖平均消耗量明显降低（P<0.01）；培
养 72 h后，糖消耗量降低最明显，96 h葡萄糖平均消耗量降低
与 72 h时无显著差异（图 1）。

2.2 小豆蔻明对 IR血管平滑肌细胞糖消耗影响
DMSO溶剂对正常和 IR培养的 VSMCs糖消耗及增殖均

无明显影响。CAR明显抑制胰岛素抵抗状态下 VSMCs增殖，
其中高剂量组（10-5 mol·L-1）作用最明显（P<0.01）；同时 CAR能
明显增加 IR细胞的葡萄糖均消耗量（P<0.01），但各剂量组间
无显著性差异，均比吡格列酮（10-5 mol.L-1）作用弱（表 1）。
2.3 小豆蔻明对 IR血管平滑肌细胞己糖激酶活性影响

IR 培养状态下，VSMCs 己糖激酶活性显著性降低（P<0.
01）；DMSO溶剂对正常培养和 IR培养细胞己糖激酶活性无影
响。CAR能增强 IR细胞己糖激酶活性（P<0.01），其中高剂量作
用更加明显，且强于吡格列酮（10-5 mol.L-1）（表 2）。

Note: IR stands for insulin resistance; **P<0.01 Compared with Control

Group; ##P<0.01 Compared with 24h cultured with high glucose and high

insulin of IR Group.

图 1 高糖高胰岛素培养对 VSMCs糖消耗量 /MTT（GC/MTT）的影响
Fig 1 Effect of high glucose and high insulin medium on glucose

consumption/MTT(GC/MTT) of VSMCs
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Note: **P<0.01 Compared with Control Group; ##P<0.01 Compared with IR Group.

Note: **P<0.01 Compared with Control Group; #P<0.05, ##P<0.01 Compared with IR Group.

3 讨论

在细胞水平上对 IR的研究中常需要使用 IR细胞模型[7]。
肝脏细胞和平滑肌细胞内可进行多种与糖代谢有关的生化反
应，包括葡萄糖摄取、葡萄糖有氧氧化及糖原合成等；同时肌肉
和肝脏是机体产生 IR的主要部位[8]。因此，平滑肌和肝脏细胞
是研究 IR 的理想细胞。目前，已建立的 IR 细胞模型包括
3T3-L1脂肪细胞[9]、HepG2肝癌细胞[7]以及 L6成肌细胞[10]，这
些细胞模型多采用高胰岛素诱导培养、高葡萄糖培养、游离脂
肪酸诱导以及肿瘤坏死因子（TNF-α）刺激等方法。Begum[11]等
采用高糖高胰岛素培养的方法建立了血管平滑肌细胞的 IR模
型。IR状态下，组织细胞对生理浓度的胰岛素的反应性不敏
感，胰岛素信号通路受阻，胰岛素不能发挥正常的生理作用，最
终导致糖代谢平衡受损，引起糖吸收、糖酵解、糖原合成降低。
本研究采用高糖高胰岛素培养的方法诱导建立 VSMCs胰岛素
抵抗模型，并检测葡萄糖的消耗量。结果证实高糖高胰岛素培
养 48 h后，VSMCs糖消耗量显著性降低，糖代谢受到抑制；培
养 72 h后糖消耗量降低最明显。由于糖尿病发病时伴有多种
心血管疾病，而血管平滑肌细胞的病变在这些疾病的发生发展

中起重要作用，因此 VSMCs胰岛素抵抗模型对糖尿病引发的
血管病变的研究具有重要价值。

血糖升高是引起各种糖尿病血管并发症的主要原因。高糖
刺激 VSMCs由收缩型向合成型转变，有丝分裂增强，血管基质
增加，VSMCs过度增殖和迁移[12]；机体内多种蛋白质在高血糖
状态下非酶氧化生成糖基化终末产物(AGEs)可损害血管平滑
肌细胞外基质和细胞功能[13]，最终导致血管病变。高糖高胰岛
素培养可引起 VSMCs异常增殖[14]。另有研究证实，PPAR-γ激
动剂吡格列酮能抑制高糖高胰岛素刺激引起的 VSMCs过度增
殖，其作用机制与增强一氧化氮合酶活性有关[15]。本实验的结
果表明，高糖高胰岛素模拟胰岛素抵抗的机体内环境可引起
VSMCs异常增殖，同时糖消耗量明显降低。吡格列酮和 CAR
均能显著性抑制 VSMCs增殖，增加细胞的糖消耗量。因此，推
测 CAR能改善胰岛素抵抗 VSMCs糖代谢，降低糖含量，进而
逆转高糖诱导的血管异常增殖。

糖酵解是糖代谢的核心途径，此过程需要多种代谢酶的参
与，其中存在三个关键的限速酶：己糖激酶、6-磷酸果糖激酶 -1
和丙酮酸激酶。己糖激酶为第一个限速酶，在糖酵解的起始过
程中极为重要。研究表明，在 IR状态下，胰岛素受体底物 -1

表 1 小豆蔻明对 IR血管平滑肌细胞糖消耗的影响 (X± S, n=6 )

Tab 1 Effect of cardamonin on glucose consumption of insulin-resistant VSMCs

Groups Glucose Consumption GC( mmol·L-1 ) MTT GC/MTT

Control Group 4.61±0.34 0.533±0.033 8.61±0.31

Solvent Group 4.63±0.32 0.570±0.034 8.37±0.23

IR Group 4.68±0.29 0.654±0.015** 7.07±0.14**

IR Solvent Group 4.70±0.17 0.662±0.028** 7.13±0.17**

IR+PIO（10-5 mol.L-1） 5.19±0.24 0.549±0.031## 9.41±0.56##

IR+CAR（10-7 mol.L-1） 4.97±0.12 0.588±0.021# 8.46±0.31##

IR+CAR（10-6 mol.L-1） 4.96±0.46 0.569±0.013## 8.72±0.47##

IR+CAR（10-5 mol.L-1） 4.01±0.29 0.443±0.027## 8.90±0.71##

表 2 小豆蔻明对 IR血管平滑肌细胞己糖激酶活性的影响 (X±S, n=6 )

Tab 2 Effect of cardamonin on hexokinase activity of insulin-resistant VSMCs

Groups Hexokinase Activity(U/g pro)

Control Group 7.42±0.26

Solvent Group 7.33±0.29

IR Group 5.67±0.15**

IR Solvent Group 5.46±0.22**

IR+PIO（10-5 mol.L-1） 7.34±0.35##

IR+CAR（10-7 mol.L-1） 7.00±0.24##

IR+CAR（10-6 mol.L-1） 7.66±0.31##

IR+CAR（10-5 mol.L-1） 8.63±0.19##
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（IRS-1）酪氨酸磷酸化降低可引起己糖激酶 mRNA表达和活
性降低[16]。本实验结果显示，CAR剂量依赖性增强己糖激酶活
性，并且高剂量组（10-5 mol.L-1）作用强于吡格列酮。mTOR是胰
岛素信号通路中的重要分子，研究表明其高度活化是 IR产生
的重要原因[17]，靶向抑制 mTOR可增强 IRS-1酪氨酸磷酸化，
改善糖代谢酶活性[18]。郑炜[5]、Liao[6]等的研究表明 CAR的作用
机制可能与抑制 mTOR密切相关，进一步证实 CAR可调节糖
代谢酶的活性。而吡格列酮主要通过激活 PPAR-γ增强机体
对胰岛素的敏感性，对代谢酶的作用较弱。

本研究证实 CAR能增强己糖激酶活性，改善胰岛素抵抗
状态 VSMCs 糖代谢；同时抑制高糖高胰岛素刺激引起的
VSMCs异常增殖。因此，CAR在治疗糖尿病及其血管并发症
方面具有广阔的应用前景，可望成为新型药物研究的方向，进
一步探讨其作用机制具有重要意义。
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