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  [摘要] 目的 观察不同浓度柚皮素对高浓度葡萄糖(简称“高糖”)模型 MIN6细胞增殖活性和胰岛素分

泌的影响,以进一步探讨柚皮素对高糖环境下胰岛β细胞胰岛素分泌的分子机制。方法 用高糖培养基培养

MIN6细胞建立高糖损伤模型,分别用不同浓度(0、25、50、100
 

μg/mL)的柚皮素对模型细胞进行干预,用噻唑

蓝(MTT)检测细胞的增殖活性,ELISA检测胰岛素释放能力。结果 3个浓度(25、50、100
 

μg/mL)的柚皮素

干预均可恢复高糖模型 MIN6细胞的增殖活力,可抑制高糖模型 MIN6细胞胰岛素分泌能力下降,并且柚皮素

浓度为50
 

μg/mL时效果最明显(P<0.01)。结论 柚皮素可能作为保护胰岛β细胞功能的潜在降糖药物被

临床使用。
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  [Abstract] Objective To
 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

naringenin
 

on
 

the
 

prolifera-
tive

 

activity
 

and
 

insulin
 

secretion
 

of
 

high
 

glucose
 

model
 

MIN6
 

cells,and
 

to
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

further
 

ex-

ploring
 

of
 

the
 

effect
 

of
 

naringenin
 

on
 

the
 

insulin
 

secretion
 

of
 

pancreatic
 

islet
 

cells
 

in
 

a
 

high
 

glucose
 

environ-
ment.Methods MIN6

 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

high
 

glucose
 

medium
 

to
 

establish
 

the
 

high
 

glucose
 

damage
 

mod-
el.The

 

model
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

(0,25,50,100
 

μg/mL)
 

of
 

naringenin,and
 

the
 

proliferation
 

activity
 

of
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

MTT.The
 

ability
 

of
 

insulin
 

secretion
 

was
 

measured
 

by
 

ELISA.
Results The

 

intervention
 

of
 

3
 

concentrations
 

of
 

naringenin
 

restored
 

the
 

proliferative
 

activity
 

of
 

MIN6
 

cells
 

which
 

damaged
 

by
 

high
 

glucose,inhibited
 

the
 

decrease
 

of
 

insulin
 

secretion
 

ability
 

of
 

high
 

glucose
 

model
 

MIN6
 

cells,and
 

the
 

effect
 

was
 

most
 

obvious
 

when
 

the
 

naringenin
 

concentration
 

was
 

50
 

μg/mL
 

(P<0.01).Conclu-
sion Naringenin

 

may
 

be
 

used
 

as
 

a
 

potential
 

hypoglycemic
 

agent
 

to
 

protect
 

islet
 

β-cell
 

function.
[Key

 

words] naringenin;cell
 

proliferation;insulin
 

secretion;MIN6
 

cell;high
 

glucose
 

model

  胰岛素是机体内调节糖脂代谢和促进蛋白质合

成的一种蛋白质类激素,主要由胰岛β细胞分泌[1],
胰岛β细胞功能障碍导致体内胰岛素合成和分泌相

对不足,导致一系列糖脂代谢障碍疾病[2]。小鼠来源

的β细胞株 MIN6细胞对高浓度葡萄糖(简称“高
糖”)刺激反应灵敏,被用作胰岛功能和胰岛素分泌机

制研究的模型[3]。大量研究报道,柚皮素具有清除自

由基、降血糖、降血脂及抑制肿瘤生长等作用,显示出
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丰富的资源优势和巨大的潜在利用价值[4-6],但柚皮

素对胰岛β细胞的胰岛素分泌是否也具有一定促进

作用,目前尚不清楚。本实验以高糖培养的 MIN6细

胞来探讨柚皮素对高糖模型 MIN6细胞增殖和胰岛

素分泌的影响,为进一步探讨柚皮素对高糖环境下胰

岛β细胞分泌胰岛素的分子机制做铺垫。

1 材料与方法

1.1 细胞和药物

小鼠胰岛素瘤细胞(MIN6)购于美国菌种保藏中

心(ATCC),柚皮素购于上海BBI生命科学公司。

1.2 主要试剂和仪器

DMEM培养基、胎牛血清(FBS)购于美国Gibco
公司,葡萄糖氧化酶法测定试剂盒(GOD)购于北京普

利莱公司,噻唑蓝(MTT)购于上海碧云天公司,胰岛

素释放试剂盒购于瑞典 Mercodia公司,其他试剂均

为分析纯级别,酶标仪型号为Thermo
 

Fisher
 

Multi-
skan

 

FC酶标仪。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养

MIN6细胞均以适宜密度接种在100
 

mL的培养

皿中,其中加入含10%
 

FBS、1%双抗的高糖DMEM
培养基,放于37

 

℃、相对湿度为95%的含5%
 

CO2 的

孵箱中培养。视细胞生长情况,每24~36小时更换

新鲜培养基,待细胞生长至75%~85%时进行传代或

冻存。

1.3.2 柚皮素对 MIN6细胞安全给药浓度的确定

将生长良好的 MIN6细胞均匀接种到96孔板

中,按5×105/mL细胞浓度加入100
 

μL完全培养基。
分组为溶剂组(5

 

μL/mL
 

DMSO,简称 V组)和不同

浓度柚皮素组(0、25、50、100、150、300
 

mg/mL)。去

掉原培养液,在正常的 MIN6细胞中分别加入各组培

养基,分别培养12、24、36
 

h,然后用 MTT法测细胞

活性,实验重复3遍,并在显微镜下观察细胞形态。

1.3.3 MIN6高糖模型建立和细胞形态观察

在6孔板中均匀接种生长良好的 MIN6细胞,按

5×105/mL加入2
 

mL完全培养基,每孔加入25
 

mmol/L高糖培养液培养12
 

h建立高糖损伤模型[7],
并在显微镜下拍摄正常细胞和高糖模型 MIN6细胞

形态。

1.3.4 柚皮素干预高糖培养 MIN6细胞增殖和胰岛

素释放的分组

将生长良好的 MIN6细胞,均匀接种到96孔板

中,按5×105/mL细胞浓度加入100
 

μL完全培养基。
将细胞分为以下几组:正常对照组(NC组),高糖模型

组(HG组),高糖溶剂组(5
 

μL/mL
 

DMSO,简称HG-
V组),25

 

mg/mL 柚皮素干预 高 糖 组(HG-L-Nar
组)、50

 

mg/mL柚皮素干预高糖组(HG-M-Nar组)
和100

 

mg/mL柚皮素干预高糖组(HG-H-Nar组)。
去掉原培养液,各组中加入相应的培养基,每孔各100

 

μL,分别培养24
 

h,MTT法检测细胞增殖率。

1.3.5 胰岛素的刺激实验

将干预处理后的 MIN6细胞用PBS清洗2次,用
无糖KRBH

 

缓冲液孵育细胞30
 

min。用PBS洗去

KRBH缓冲液,用含20
 

mmol/L葡萄糖的KRBH缓

冲液孵育细胞1
 

h,用0.5
 

mL
 

EP管收集上清液,用胰

岛素放射免疫试剂盒检测上清液中的胰岛素水平。

1.3.6 ELISA法测胰岛素分泌

胰岛素测定操作严格步骤如下:(1)制备洗涤缓

冲液1×溶液、酶结合物1×溶液;(2)制备用于平行

测试3次的标准品和待测样品及包被微孔;(3)吸取

不同浓度的标准品、待测样品各10
 

μL到微孔中;(4)
在各微孔中加100

 

μL酶结合物溶液;(5)准备平板振

荡器,将操作过的孔板放入平板振荡器上,在室温下

以800
 

r/min孵育2
 

h;(6)孵育结束后,将微孔板倒置

在滤纸上,吸掉微孔中反应溶液。然后向每个微孔加

入300
 

μL缓冲液洗涤,在滤纸上吸掉洗涤缓冲液,并
轻轻拍打使洗涤缓冲液全部被吸掉。此洗涤过程重

复5次。操作过程应避免长时间浸泡微孔;(7)加入

底物TMB
 

200
 

μL,在室温下温育20
 

min;(8)加入50
 

μL终止溶液,放到振荡器少许振荡混匀液体,放入酶

标仪在450
 

nm处读取吸光度(A)值;(9)最后根据标

准品的测定值建立标准曲线,由得出的标准曲线计算

各组样品的胰岛素水平,并对数据结果进行统计学

分析。

1.4 统计学处理

采用SPSS20.0软件分析处理数据,计量资料采

用x±s 表示,组间比较采用单因素方差分析。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 柚皮素对 MIN6细胞安全给药浓度的确定

如表1所示柚皮素在0~150
 

μg/mL的浓度范围

内培养36
 

h后MIN6细胞增殖都未受影响,细胞生长

良好,柚皮素在300
 

μg/mL的浓度时,与未加柚皮素

组(0
 

μg/mL)比较,MIN6细胞增殖从12
 

h开始即受

到抑 制 (P<0.01)。因 此,本 实 验 选 择 0~150
 

μg/mL的柚皮素浓度范围对 MIN6细胞干预12
 

h进

行后续实验。

2.2 柚皮素干预对高糖模型 MIN6细胞形态及增殖
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的影响

光学显微镜下,NC组 MIN6细胞为贴壁细胞,不
聚团生长;HG组 MIN6细胞25

 

mmol/L高糖培养

12
 

h后,细胞棱角收缩,细胞数量减少,见图1。
 

  A:NC组;B:HG组。

图1  MIN6细胞形态图(×100)

高糖培养12
 

h后,HG组 MIN6细胞增殖活力与

NC组比较明显下降(P<0.01),不同浓度柚皮素干

预组 MIN6细胞增殖活力较 HG组明显升高(P<
0.01),其中HG-M-Nar组 MIN6细胞增殖活力最高

(P<0.01),HG-V组与 HG组无明显差异,见图2。
各组典型 MIN6细胞形态,见图2。

表1  不同浓度柚皮素作用 MIN6细胞后的细胞增殖

   活性(A值)

柚皮素浓度(μg/mL) 12
 

h 24
 

h 36
 

h

0 1.723 2.354 3.014

25 1.648 2.424 3.145

50 1.778 2.398 3.043

150 1.689 2.401 3.118

300 0.581a 0.635a 0.567a

  a:P<0.001,与0
 

μg/mL比较。

  a:P<0.01,与NC组比较;bP<0.01:与 HG组比较。

图2  柚皮素对高糖模型 MIN6细胞增殖的影响

  A:NC组;B:HG组;C:HG-L-Nar组;D:HG-M-Nar组;E:HG-H-Nar组。

图3  各组典型 MIN6细胞形态图(×100)

2.3 不同浓度柚皮素对高糖模型 MIN6细胞胰岛素

释放的影响

与NC组[(113.21±5.92)μg/mL]比较,HG组

[(39.78±3.67)μg/mL]MIN6细胞胰岛素释放明显

减 少 (P <0.01);与 HG 组 比 较,HG-L-Nar 组

[(93.46±4.64)μg/mL]、HG-M-Nar组[(113.56±
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3.13)μg/mL]、HG-H-Nar组[(108.78±2.86)μg/

mL]胰岛素释放上升(P<0.05),其中 HG-M-Nar组

(50
 

μg/mL柚皮素)上升最为显著(P<0.01)。各组

典型 MIN6细胞形态图,见图3。各浓度柚皮素干预

不影响未经高糖干预正常培养 MIN6细胞的胰岛素

释放。

3 讨  论

胰岛素在机体内起着降低血糖,促进糖原、脂肪

和蛋白质合成的作用,若胰岛素分泌不足或机体产生

胰岛素抵抗,就会发生糖尿病、肥胖等一系列糖脂代

谢疾病,而胰岛素在机体内由胰脏内的胰岛β细胞受

内源性或外源性如葡萄糖、胰高血糖素等的刺激后

分泌[8-9]。
近年来,研究具有降糖作用的植物化学成分对胰

岛β细胞及其功能的防护作用一直是一个热点话题。
李琳等[10]研究发现适宜浓度的黄芪多糖可以促进

MIN6细胞的增殖和胰岛素的分泌;吴成香等[11]研究

了白藜芦醇发现其可能通过激活胰岛β细胞中的3-
磷酸肌醇依赖性蛋白激酶1(PDK-1)/Akt通路从而

改善胰岛β细胞的功能;而最近,张强等[12]在研究灵

芝提取物FYGL时,也发现FYGL可促进 MIN6细

胞增殖,同时能抑制PA诱导的MIN6细胞凋亡作用;
并且,有研究已证实膳食补充柚皮素具有降低糖尿病

小鼠的空腹血糖和血浆的糖化血红蛋白水平,显著提

高糖尿病小鼠血浆中胰岛素水平的作用[6]。所以本

课题选择了具有降糖作用的植物化学成分柚皮素作

为研究对象,探讨柚皮素对胰岛β细胞及其功能的防

护作用。
本课题组在成功建立高糖模型 MIN6细胞后,通

过适宜浓度的柚皮素干预,发现柚皮素可恢复高糖模

型 MIN6细胞的增殖活力,并可抑制高糖模型 MIN6
细胞胰岛素分泌能力下降,进一步说明柚皮素可能是

一种具有保护胰岛β细胞功能的潜在降糖药物,但是

柚皮素通过何种机制对胰岛β细胞产生保护作用,以
及对胰岛素分泌起到促进作用仍需继续研究。

微 RNA(MicroRNA,miRNA)是 一 种 长 度 为

18~25
 

nt的非编码单链RNA,参与细胞增殖、分化

和凋亡等各种过程,影响着细胞信号通路转导,引发

一系列生理和病理效应[13-14],作为近年来分子机制研

究中的关注热点,已有多篇研究报道其与胰岛β细胞

的关系密切。葡萄糖刺激的胰岛素分泌(glucose-
stimulated

 

insulin
 

secretion,GSIS)是反应胰岛β细

胞分泌功能的重要指标,而 miRNA-375在胰腺和胰

岛β细胞中表达最多,且miRNA-375通过抑制PDK1

从而负性调节GSIS,通过 miRNAs抑制剂抑制 miR-
NA-375表达,可进一步增加GSIS[15]。研究还发现,

miR-375是因胰岛素抵抗而增加的胰岛素需求作出

反应所必须的因子[16]。另有研究证实,在产生胰岛素

的细胞中,足够水平的miR-9对于细胞的最佳分泌能

力是必不可少的,而miR-9的作用是通过减少转录因

子Onecut-2的表达,进而增加与胰岛β细胞分泌颗粒

相关的Rab
 

GTPase效应子的水平来实现的[17]。此

外,miR-34a
 

的升高与p53的激活有关,可诱导胰岛β
细胞凋亡,阻断miR-34a和

 

miR-146a表达,可抑制由

游离脂肪酸引起的胰岛β细胞死亡[18]。那么,柚皮素

对胰岛β细胞的相关作用机制是否与这些 miRNAs
中某一 miRNA 或其下游通路相关需要作进一步

探究。
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