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小檗碱对损伤胰岛茁TC6细胞相关信号分子表达的影响 *
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摘要目的：探讨小檗碱在棕榈酸（palmic acid, PA）诱导的胰岛 茁细胞发生凋亡时 PTEN及 AMPK的变化及其作用机制。方法：采

用 1.0 mmol/L PA诱导胰岛 茁TC6细胞损伤模型，然后给予小檗碱干预。采用流式细胞术检测 茁TC6细胞凋亡率，RT-qPCR法及
免疫荧光法检测在 PA及小檗碱作用下信号转导通路分子 PTEN及 AMPK表达的变化。结果：PA抑制 茁TC6细胞的生长并诱导
其凋亡，小檗碱可缓解 PA引起的 茁TC6的凋亡，对氧化应激具有保护作用；伴随着凋亡的发生，AMPK的表达显著降低，而

PTEN的表达显著升高，表明细胞氧化损伤严重时抑制了 AMPK的表达及转录，而 PTEN在 茁TC6细胞的凋亡中具有促进作用；
小檗碱治疗后，AMPK的表达增多，而 PTEN的表达下降，暗示着小檗碱通过激活 AMPK并抑制 PTEN的表达来增强茁TC6细胞
的抗氧化能力。结论：小檗碱对 PA引起的细胞凋亡有保护作用，同时小檗碱可能通过调节 AMPK及 PTEN的表达来发挥抗氧化

作用。
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Effects of Berberine on the Expression of Signaling Molecules related with
the Protection of Injured Pancreatic 茁TC6 Cells*

The aim of this study was to explore the protective effect of berberine (BBR) on the apoptosis of pancreatic

茁TC6 cells induced by palmic acid (PA) as well as investigate the role of PTEN and AMPK in BBR involved 茁TC6 cells protection.

The injury of 茁TC6 cells was induced by treatment with 1.0 mmol/l PA, and then treated with BBR. The apoptosis of 茁TC6
cells was evaluated using flow cytometry. The expressions of AMPK and PTEN were estimated utilizing RT-qPCR and

immunofluorescence. The proliferation of 茁TC6 cells was significantly inhibited in PA group compared with that in Con group.

Meanwhile, 茁TC6 cells apoptosis could be induced by PA treatment while BBR attenuated this effect, indicating that BBR played a

protective role in the oxidative stress of 茁TC6 cells. During the occurrence of 茁TC6 cells apoptosis, the AMPK expression was

dramatically reduced while the PTEN expression was significantly increased, suggesting that the expression and transcription of AMPK

were inhibited by the severe oxidative damage of 茁TC6 cells. Besides, PTEN promoted the apoptosis of 茁TC6 cells. Compared with the

PA group, the AMPK expression was increased while the PTEN expression was declined in PA+BBR group, indicating BBR enhanced

the anti-oxidative ability of 茁TC6 cells by activating the AMPK expression and inhibiting the PTEN expression. BBR

played a protective effect on PA-induced 茁TC6 cells apoptosis, and it showed anti-oxidative ability through regulating the expressions of
AMPK and PTEN.
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Primers Sequences

PTEN-F GACCATAACCCACCACAGC

PTEN-R CATTACACCAGTCCGTCCCT

AMPK琢-F CAAGGTGTACGGAAGGCAA

AMPK琢-R CACGCAAATAATAGGGGTT

茁-actin-F CTGTGCCCATCTACGAGGGCTAT

茁-actin-R TTTGATGTCACGCACGATTTCC

表 1本研究所用引物

Table 1 Primers used in this study

Note: F, forward; R, reverse; PTEN, Phosphatase and tensin homolog;

AMPK, AMP-activated protein kinase.

前言

目前一致认为长期高脂饮食是引发外周组织胰岛素发生

抵抗的重要因素之一，高脂饮食可导致血液中游离脂肪酸

（Free fatty acids, FFAs）升高，进而超过脂肪细胞的储存能力和

组织对 FFAs的氧化能力。脂肪组织的沉积又促使三酰甘油的

堆积，以使得外周组织产生胰岛素抵抗及胰岛 茁细胞分泌异
常，导致 茁细胞发生损伤甚至凋亡，称为脂毒性作用。1型糖尿
病（Type 1 diabetes mellitus，T1DM）、2 型糖尿病（Type 2

diabetes mellitus，T2DM）以及细胞凋亡都是 茁细胞进行性缺失
的主要形式。大量研究提示，氧化应激是诱导细胞凋亡的重要

机制之一[1，2]。UKPDS研究显示，诊断 T2DM时胰岛 茁细胞功
能已降至正常的 50%[3]，因此如何防止胰岛细胞损伤及恢复其

功能是目前治疗 T2DM 的关键。研究表明小檗碱可以改善

db/db小鼠和Wistar大鼠的糖耐量[4，5]，具有一定的糖苷酶抑制

活性，可延缓葡萄糖在肠道的吸收，促进胰岛 茁细胞株 min6细

胞的增殖和胰岛素分泌的增加[6]。目前认为腺苷酸活化蛋白激

酶（AMP-activated protein kinase，AMPK）是小檗碱抗氧化应激

的重要上游分子之一。而小檗碱是否能够在 茁 细胞内激活
AMPK的表达仍然未知。血管内皮细胞中磷酸酶 -张力蛋白基

因（Phosphatase and tensin homolog，PTEN）通过功能下调激活

丝 /苏氨酸激酶（Serine-threninne kinase，Akt）信号途径，导致细

胞增殖并抑制凋亡。近期研究表明 PTEN的下调或者缺失能够

改善胰岛素靶器官的葡萄糖代谢，抑制小鼠糖尿病的发生，在

胰腺特异性敲除 PTEN可以抑制 STZ（链脲佐菌素）诱导的糖

尿病发生，减少 茁 细胞凋亡，但目前其具体作用机制尚未明
确[7]。在本研究中，我们通过棕榈酸诱导胰岛 茁细胞的凋亡，观
察在小檗碱干预下胰岛 茁细胞凋亡率及 AMPK和 PTEN表达

的变化，以初步探讨小檗碱对高 FFAs环境下胰岛 茁细胞的保
护作用及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

小鼠 茁TC6细胞株购自上海中科院细胞库；棕榈酸（PA）及
小檗碱（BBR）购自科昊生物技术有限公司；AMPK、PTEN及

Cy3标记的山羊抗兔 IgG抗体均购自 Abcam；高糖 DMEM培

养基、胎牛血清（FBS）及青链霉素混合液购自 Gibco。

1.2 细胞培养、分组及处理

1.2.1 细胞培养 小鼠 茁TC6细胞接种于含有 10 % FBS以及

1%青链霉素混合液的高糖 DMEM培养液中，置于 37℃、5 %

CO2以及饱和湿度的二氧化碳培养箱中进行培养。根据细胞生

长情况每 2-3天换液一次。待细胞融合度达到 90 %时进行传代。

1.2.2 实验分组与处理 选择生长状态良好的细胞用于实验。

分为对照组（Con组），棕榈酸组（PA组）及小檗碱组（PA+BBR

组）。其中 A组进行常规培养；PA组加入终浓度为 1.0 mmol/L

的棕榈酸溶液；PA+BBR 组加入终浓度为 1.0 mmol/L的棕榈

酸溶液及终浓度为 0.1 滋mol/L的小檗碱溶液。上述各组细胞均

置于 37℃、5% CO2以及饱和湿度的二氧化碳培养中培养。

1.3 主要实验方法

1.3.1 AnnexinV-PI双染流式细胞术凋亡检测 将各组细胞

消化后以 309× g于室温离心 5 min后弃去上清液使用 PBS

洗涤细胞两次，然后将各组细胞收集入 EP管中，各管加入

500 滋L Binding Buffer轻轻重悬细胞。分别向各管中加入 5滋L
AnnexinV-FITC，在避光条件下室温反应 10 min。随后向各

管中加入 5 滋L PropidiumIodide 并在避光条件下室温反应 5

min。随即进行流式检测。

1.3.2 RT-qPCR 法检测 利用 Trizol 试剂提取各组细胞的

RNA并进行反转录得到 cDNA。进一步采用 SYBR Premix Ex

Taq II实时 RT-qPCR技术在 ExicyclerTM 96荧光定量仪中分

析 mRNA的转录水平。目的基因相对表达量的计算采用 2-△ △ Ct

的方法，其中 茁-actin的表达用于数据的归一化处理。所用引物
如表 1所示。

1.3.3 免疫荧光法 各组细胞处理 72 h之后制作细胞爬片，

然后用 4 %的多聚甲醛固定爬片 15 min。随后用 PBS浸洗玻片

3次，每次 5 min。滴加 0.1 % TritonX-100至玻片使其完全覆盖

细胞，室温孵育 30min。然后用 PBS浸洗玻片 3次，每次 5 min。

滴加山羊血清于玻片上至完全覆盖细胞，室温封闭 15 min。滴

加 AMPK琢1（1:200）及 PTEN（1:100）的一抗至完全覆盖细胞，

4℃孵育过夜。弃去一抗，用 PBS浸洗玻片 3次，每次 5 min。滴

加 Cy3标记的山羊抗兔 IgG（1:200）至完全覆盖细胞，室温孵育

60 min。弃去二抗，用 PBS浸洗玻片 3次，每次 5 min。滴加

DAPI 至完全覆盖细胞以复染核，避光孵育 5 min。 弃去

DAPI，用 PBS浸洗玻片 3次，每次 5 min。最后用含抗荧光淬灭

剂的封片液封片，然后在荧光显微镜下观察并采集图像。

1.4 统计学处理

SPSS 19.0 统计学软件用于本研究数据的分析。其中均

数± 标准差的形式为本研究所用数据的表示形式，单因素方差

分析（One-way ANOVA）用于多组间差异比较，LSD-t 检验用

于两两比较，当 P< 0.05时认为差异具有统计学意义。

2 结果
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图 1流式检测各组细胞凋亡情况

Fig.1 The apoptosis of茁TC6 cells was evaluated by flow cytometry analysis

Note: Con, negative control; PA, Palmitic acid; BBR, berberine.

**P< 0.05, compared with the Con group;
#P< 0.05, compared with the PA group.

图 2各组细胞 PTEN（A）及 AMPK（B）的 RT-qPCR结果

Fig.2 The expressions of PTEN (A) and AMPK (B) were determined by

RT-qPCR

Note: Con, negative control; PA, Palmitic acid; BBR, berberine.

**P< 0.05, compared with the Con group;
##P< 0.05, compared with the PA group.

2.1 流式细胞仪检测细胞凋亡

使用 1.0 mmol/L的 PA处理 茁TC6细胞后，用 AnnexinV-PI

双染技术检测各组细胞凋亡情况，结果如图 1所示。可以看出，

与 Con组（6.03± 0.34）相比，PA（36.46± 1.52）可诱导 茁TC6细
胞的凋亡。与 PA相比，BBR组（21.15± 0.36）茁TC6细胞的凋亡
情况有所缓解，说明小檗碱对氧化应激具有保护作用。

2.2 RT-qPCR检测各处理组相关信号转录因子 AMPK、PTEN

的变化

采用 RT-qPCR的方法检测各组 AMPK 及 PTEN 的表达

情况，结果如图 2所示。可以发现，在转染 24 h后，与对照组

Con（1.00± 0.06）相比，PA组（2.08± 0.10）PTEN的表达量显著

升高。而与 PA组相比，BBR治疗组（1.96± 0.09）PTEN的表达

量没有显著变化。在转染 48 h后，与 Con（0.95± 0.07）相比，PA

处理组（3.40± 0.30）PTEN的表达量显著升高。而与 PA组相

比，BBR 治疗组（2.25± 0.15）PTEN 的表达量显著降低（图

2A），说明 BBR对 PTEN的表达有抑制作用。相反地，与对照

组 Con（1.00± 0.09）相比，AMPK的表达在 PA（0.86± 0.02）及

BBR（0.90± 0.03）作用 24 h后均没有显著变化。随着时间延长

至 48 h，与对照组 Con（1.01± 0.10）相比，PA 组（0.64± 0.05）

AMPK的表达显著降低。而与 PA组相比，BBR治疗组（0.84±

0.06）中 AMPK的表达却显著升高（图 2B）。进一步地，与对照

组 Con（1.09± 0.06），AMPK 的表达在 PA（0.35± 0.03）作用

72 h后显著降低，而在 BBR（0.79± 0.04）作用 72 h后却显著升

高，表明 BBR可以促进 AMPK转录及表达，对AMPK有激活

作用。

2.3 免疫荧光试验检测各处理组相关信号转录因子 AMPK及

PTEN表达的变化

进一步地，本研究利用免疫荧光的方法检测 AMPK 及

PTEN 表达的变化，结果如图 3 所示。可以看到，与 Con

（1777.45± 45.02）相比，在 PA（1653.34± 19.29）组 AMPK的表

达呈降低趋势，表明细胞氧化损伤严重时抑制了 AMPK的表

达及转录。在 BBR（1441.10± 18.63）作用后，AMPK的表达与

PA相比显著降低，暗示着 BBR并不能激活 AMPK的表达。此

外，与 Con 相比 （1636.68 ± 34.84），PTEN 的表达在 PA

（7725.37± 128.01）处理后显著升高，而在 BBR（4843.22±

130.05）作用后却显著降低，说明细胞氧化损伤严重时激活了

PTEN的表达，并且 BBR治疗能够抑制 PTEN。

3 讨论

近年来，T2DM人群呈逐年上升的趋势，其作为代谢性疾

病，发病机制十分复杂。胰岛 茁细胞是目前 T2DM发病机制研

究的热点，本研究在体外采用 1 mmol/L PA成功诱导了 茁TC6
细胞的凋亡，表明高浓度的 PA可促进胰岛 茁细胞的凋亡，进
一步验证了“脂毒性引起胰岛细胞凋亡的重要因素”这一学说。

小檗碱是一种异喹啉类生物碱，主要存在于中药黄连及云连等

的根茎中。近年来，大量研究表明小檗碱具有降低血糖、调节血
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图 3 免疫荧光检测各组细胞相关信号转录因子的表达情况

Fig.3 The expressions of the signaling molecules related with 茁TC6 cells
in each group were estimated by immunofluorescence

Note: Con, negative control; PA, Palmitic acid; BBR, berberine.

**P< 0.05, compared with the Con group;
##P <0.05, compared with the PA group.

脂、改善胰岛素抵抗、抑制肠道葡萄糖吸收等多重功效[8，9]，可影

响多种细胞内信号转导通路的活性。小檗碱做为黄连素的主要

成分，药理作用广泛，在临床上常用于多种疾病的治疗。近年来

大量的研究表明小檗碱对糖尿病具有较好的疗效，研究发现在

体外培养的细胞、动物实验及人体内，小檗碱的降糖效果与二

甲双胍相似。Zhang[10]等人的研究表明小檗碱有调节体温、调控

代谢、促进棕色脂肪生成等作用，这再次证明了小檗碱在调控

代谢方面具有重要作用。本研究通过流式细胞术检测了 茁TC6
细胞在 PA及小檗碱作用下细胞凋亡情况，结果发现 PA能够

诱导细胞凋亡，而小檗碱作用后，茁TC6细胞的凋亡情况有所缓
解，这说明小檗碱对 PA诱导的细胞氧化应激具有保护作用。

PTEN是一种肿瘤抑制基因，作为具有磷酸酶活性的抑癌

基因，其在肿瘤的发生中有着重要作用[11]。体外研究证明小檗

碱可以通过抑制 PTEN的表达，激活 Akt途径，从而引起清道

夫受体（SR-A）表达的改变，进而促进泡沫细胞的形成和动脉

粥样硬化的进展[12]。近期越来越多的研究已证实，PTEN在糖尿

病的发生发展中扮演重要的角色，尤其是在以肝脏、肌肉、脂肪

为主的胰岛素靶器官中，PTEN的缺失影响着葡萄糖的代谢，

能够抑制小鼠糖尿病的发生[13，14]。此外，之前的研究表明 PTEN

可能参与了小檗碱减轻 FFAs诱导的 茁细胞损害过程，暗示着
PTEN参与了 FFAs诱导的 茁细胞凋亡[15，16]。研究还发现小檗碱

对四氧嘧啶诱导的大鼠 茁细胞株 INS-1损伤具有一定的保护

作用，并且证实 PTEN可能通过 PI3K/AKT信号通路来发挥作

用[17]。类似地，本研究通过体外试验发现棕榈酸引起胰岛 茁TC6
细胞凋亡增加后出现 PTEN的表达增高，暗示 PTEN信号通路

与胰岛 茁TC6细胞的凋亡有关，而在小檗碱作用后细胞凋亡减
少，PTEN降低，进一步说明 PTEN通路可能参与了胰岛 茁TC6
细胞的凋亡。而 PTEN具体是通过参与哪一通路来调控胰岛

茁TC6的细胞凋亡仍有待进一步研究。
AMPK丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，在真核细胞中广泛存

在，有 琢、茁、酌三种亚型。琢由 琢1和 琢2两个亚单位共同组成，
其分子量为 63 kDa，琢亚单位的 N末端是起催化作用的核心

部位，含有一个典型的丝 /苏氨酸蛋白激酶的催化区域，C末端

则主要负责调节活性[18]。琢亚单位的数个位点均可被磷酸化，特
别是丝氨酸 172 位点及其磷酸化对 AMPK 活性具有调节作

用。越来越多的研究证明，AMPK在小檗碱抗氧化应激的过程

中发挥着重要作用[19]，尤其是在肝脏、肌肉、脂肪组织中促进葡

萄糖酵解、抑制肝糖原异生等过程。通过进一步深入探索，最新

的研究发现 AMPK在氧化应激损伤中同样发挥着重要作用[20]。

有证据表明，小檗碱通过激活 AMPK抑制细胞脂质的合成[21]。

在小檗碱处理的糖尿病小鼠中，可以看到 AMPK 所介导的

NOX的下调以及 SOD表达升高。另外有证据表明，小檗碱在

小鼠动脉中促进线粒体解联蛋白 UCP2的表达并抑制氧化应

激反应，同样具有 AMPK依赖性[21]。此外，Xie等人的研究证明

小檗碱作用的高脂饮食小鼠的肝脏和内脏脂肪组织中，

AMPK1琢的 mRNA的表达水平呈现升高趋势[22]。最近的研究

也发现小檗碱在高糖处理的 INS-1E细胞和糖尿病小鼠中能够

通过激活 AMPK的表达水平来抑制氧化应激，进而恢复胰岛

素分泌[23]。本研究发现在棕榈酸引起胰岛 茁TC6细胞凋亡发生
时，AMPK的表达却呈现降低趋势，这暗示着氧化损伤可能抑

制了 AMPK的表达。而在小檗碱作用后，茁TC6细胞的凋亡有
所缓解，这表明小檗碱在发挥抗氧化应激的时候抑制了细胞的

凋亡。之前的研究表明 AMPK激活剂二甲双胍可以在脂肪前

体细胞中显著抑制 PTEN的表达，并通过 AMPK抑制剂可以

逆转二甲双胍对 PTEN 表达的抑制 [24，25]。这些结果均说明

AMPK对 茁细胞可能具有保护作用。此外，研究显示 AMPK与

PTEN在细胞的多种生物学活动中有密切联系，但是 AMPK与

PTEN的相互关系似乎在不同的细胞中存在差异。众所周知

T2DM的发病关键在于脂代谢发生异常，进而引起胰岛 茁细胞
发生损伤，从而引起以慢性高血糖为特征的代谢性疾病，长期

可引发并发症，造成多系统损害，甚至导致致死以及致残的发
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生。而大量研究发现小檗碱在降低血糖、降低血脂、改善胰岛素

抵抗等方面均发挥作用。本研究进一步证实小檗碱对 茁细胞具
有保护作用，能够阻止糖尿病 茁细胞发生进行性缺失。多种作
用的特点，使得小檗碱越来越成为研究糖尿病治疗的热点药

物。但其具体机制有待于进一步的研究证实。虽然本研究证实

AMPK和 PTEN参与了多种细胞的代谢，但 AMPK与 PTEN

在此过程中是否作用于同一个信号通路及具体作用机制仍有

待进一步研究。
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