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Abstract
AIM: To investigate the effects of berberine on 
PI-3K p85 protein expression in insulin-resistant 
cell model in 3T3-L1 adipocytes and its possible 
molecular mechanism.

METHODS: 3T3-L1 adipocytes were treated 
with 0.5 mmol/L palmic acid or with 25 mmol/
L glucose in combination with 0.6 nmol/L insu-

lin to induce insulin resistance. Berberine was 
used for treatment and aspirin was used for 
positive control. 2-deoxy-[3H]-D-glucose method 
was used for determination of glucose uptake. 
Western blot was performed to estimate protein 
expression of PI-3K p85.

RESULTS: After the intervention of palmic acid 
for 24 h or 25 mmol/L glucose with 0.6 nmol/L 
insulin for 18 h, the insulin-stimulated glucose 
transport in 3T3-L1 adipocytes was inhibited by 
67% and 60% respectively. Meanwhile, the ex-
pression of PI-3K p85 protein was significantly 
reduced compared with normal control group 
(P < 0.01). However, berberine reversed above 
phenomenon and significantly enhanced PI-3K 
p85 protein expression (P < 0.01). The expression 
rate of PI-3K p85 protein was time- and dose-
dependent on berberine. 

CONCLUSION: Insulin resistance induced by 
FFAs or high glucose in 3T3-L1 adipocytes can 
be improved by berberine and its molecular 
mechanism might be associated with the expres-
sion of PI-3K p85. 

Key Words: Berberine; Insulin resistance; PI-3K 
p85; Free fatty acids; High glucose
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摘要
目的: 研究小檗碱对3T3-L1胰岛素抵抗细胞
模型PI-3K p85蛋白表达的影响, 探讨小檗碱
改善胰岛素抵抗的分子机制. 

方法: 分别以0.5 mmol/L软脂酸与25 mmol/L
葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛素诱导3T3-L1脂
肪细胞产生胰岛素抵抗, 予以小檗碱进行干
预, 同时以阿司匹林作为阳性对照, 以2-脱氧
-[3H]-D-葡萄糖摄入法观察葡萄糖的转运率, 
用Western blot 检测PI-3K p85蛋白的表达.  

®

■背景资料
小檗碱是从黄连
等植物中提取的
一种异喹啉类生
物碱, 最初作为清
热解毒药和抗炎
药应用于临床. 最
新报道指出小檗
碱还具有改善胰
岛素抵抗, 降低血
糖, 纠正脂质紊乱
的作用. IR是指胰
岛素信号转导能
力 的 减 低 ,  磷 脂
酰肌醇-3激酶(PI-
3K)是胰岛素信号
转导中的关键分
子. 那么小檗碱是
否通过促进PI-3K 
p85蛋白的表达而
改善胰岛素抵抗, 
有待深入研究.

■同行评议者
唐文富 ,  副教授 , 
四川大学华西医
院中西医结合科
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结果: 0.5 mmol/L软脂酸作用24 h或25 mmol/L
葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛素作用18 h分别使
3T3-L1脂肪细胞胰岛素刺激的葡萄糖转运抑
制67%和60%, Western blot显示PI-3K p85蛋白
表达减少, 与正常对照组比较有统计学意义
(P <0.01); 同时加入小檗碱则可逆转上述效应
使PI-3K p85蛋白表达增加, 与模型组比较有
明显差异(P <0.01), 并且PI-3K p85蛋白的表达
与小檗碱的剂量和作用时间呈依赖关系. 

结论: 小檗碱可以明显改善游离脂肪酸和高
糖诱导的胰岛素抵抗, 其分子机制可能与小檗
碱提高PI-3K p85蛋白的表达有关. 

关键词: 小檗碱; 胰岛素抵抗; PI-3K p85; 游离脂肪

酸; 高糖
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0  引言

小檗碱(berberine, Ber)是从黄连等植物中提取的

一种异喹啉类生物碱. 新近研究表明小檗碱具

有改善胰岛素抵抗(insulin resistance, IR), 降低

血糖, 纠正脂质紊乱的作用[1-4]. 在细胞水平, IR
是指胰岛素信号转导能力的减低, 这种信号转

导从胰岛素受体向下到达胰岛素作用的终未底

物, 涉及到细胞功能的多种代谢和促有丝分裂

方面. 胰岛素通过胰岛素信号转导路径发挥其

促进合成代谢、稳定血糖的生理作用,其中磷脂

酰肌醇-3激酶(PI-3K)是胰岛素信号转导中的关

键分子. 那么小檗碱是否通过促进PI-3K p85蛋
白的表达而改善IR呢? 本研究分别以游离脂肪

酸和高糖诱导3T3-L1脂肪细胞产生胰岛素抵抗, 
观察小檗碱对3T3-L1胰岛素抵抗细胞模型PI-3K 
p85蛋白表达的影响, 探讨小檗碱改善胰岛素抵

抗的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 盐酸小檗碱、3-异丁基-1-甲基黄嘌呤

(IBMX)、地塞米松、胰岛素、软脂酸(PA)、
乙酰水杨酸钠(阿司匹林)、不含游离脂肪酸

的BSA(FAF BSA)、DMSO和细胞松弛素B均

购自Sigma公司; DMEM和胎牛血清(FBS)购
自Gibco BRL公司; 2-脱氧-[3H]-D-葡萄糖(北
京原子高科股份有限公司), 3T3-L1前脂肪细

胞(3T3-L1 preadipocyte)(中国医学科学院基础

医学研究所细胞中心), 兔PI-3K p85抗体(Santa 
Cruz公司), 兔β-actin抗体(Lab Vision公司), 蛋白

Marker(Fermentas公司), 辣根酶标记山羊抗兔

IgG、BCA蛋白检测试剂盒和增强化学发光法

(ECL)试剂盒(Pierce公司), 其他化学试剂均为分

析纯. SH87261616型CO2培养箱(美国Sheldon公
司); 倒置相差显微镜(日本Olympus CHK公司); 
YJ-1450型医用净化工作台(苏州净化设备公司); 
Micro Beta 1540型液闪仪(美国PE公司). 
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及诱导分化: 在37℃、50 mL/L的
CO2的条件下, 3T3-L1前脂肪细胞在含100 mL/L 
FBS的高糖DMEM中培养, 待细胞融合2 d后, 加入

含0.5 mmol/L 3-异丁基-1-甲基黄嘌呤(IBMX)、1 
μmol/L地塞米松、10 mg/L胰岛素和100 mL/L FBS
的高糖DMEM培养48 h, 然后换上含10 mg/L胰岛

素和100 mL/L FBS的高糖DMEM再培养48 h, 随后

以100 mL/L FBS的高糖DMEM继续培养, 2 d换培

液1次, 诱导分化8-12 d的3T3-L1细胞90%-95%呈

脂肪细胞表型, 可用于实验[5].  
1.2.2 高游离脂肪酸诱导的胰岛素抵抗细胞模型

的建立与分组: 将诱导分化成熟的3T3-L1脂肪

细胞换上含2 g/L BSA的DMEM无血清培养液培

养12 h后, 分别换上含0.5 mmol/L软脂酸(PA)10 
g/L FAF BSA的DMEM培养24 h(模型组, Mod); 
含0.5 mmol/L PA, 10 μmol/L Ber, 10 g/L FAF 
BSA的DMEM培养24, 48 h(小檗碱高剂量组, 
BH24, BH48); 含0.5 mmol/L PA, 1 μmol/L Ber, 
10 g/L FAF BSA的DMEM培养24, 48 h(小檗碱低

剂量组, BL24, BL48); 含0.5 mmol/L PA, 5 mmol/
L阿司匹林(Aspirine), 10 g/L FAF BSA的DMEM
培养24, 48 h(阿司匹林组, As24, As48); 含10 g/L 
BSA的DMEM培养24 h(正常组, Nor).  
1.2.3 高糖诱导的胰岛素抵抗细胞模型的建立与

分组处理: 将诱导分化成熟的3T3-L1脂肪细胞

换上含2 g/L BSA的DMEM无血清培养液培养12 
h 后, 分别换上含25 mmol/L葡萄糖, 0.6 nmmol/L
胰岛素, 10 g/L BSA的DMEM培养18 h(模型组, 
Mod); 含25 mmol/L葡萄糖, 0.6 nmmol/L胰岛素, 
10 μmol/L Ber, 10 g/L BSA的DMEM培养24, 48 
h(小檗碱高剂量组, BH24, BH48); 含25 mmol/L
葡萄糖, 0.6 nmmol/L胰岛素, 1 μmol/L Ber, 10 
g/L BSA的DMEM培养24, 48 h(小檗碱低剂量组, 
BL24, BL48); 含25 mmol/L葡萄糖, 0.6 nmmol/L胰
岛素, 5 mmol/L阿司匹林(Aspirine), 10 g/L BSA的

DMEM培养24 h, 48 h(阿司匹林组, As24, As48); 

■研发前沿
小檗碱改善胰岛
素抵抗 ( IR)的分
子机制一直是人
们研究的热点. 近
年来, IR的发病机
制, 尤其是其分子
靶点及其信号转
导机制受到极大
关注. 
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含10 g/L BSA的DMEM培养24 h(正常组, Nor). 
1.2.4 葡萄糖转运实验: 将24孔板中诱导分化成

熟的3T3-L1脂肪细胞以含2 g/L BSA的DMEM 
培养液培养12 h, 换以含2 g/L BSA的含药培养

液孵育一定时间后, 移去培养液, 以KRP缓冲

液(131.2 mmol/L NaCl, 4.71 mmol/L KCl, 2.47 
mmol/L CaCl2, 1.24 mmol/L MgSO4, 2.48 mmol/L 
Na3PO4, 10 mmol/L HEPES, pH7.4)洗3次,再以含

或不含100 nmol/L 胰岛素的KRP 缓冲液37℃孵

育30 min, 加入1 mL含0.5 mCi/L 2-脱氧-[3H]-D-
葡萄糖的KRP缓冲液37℃孵育10 min, 以预冷含

10 mmol/L葡萄糖的PBS快速洗3次中止反应, 加1 
mL 0.1 mol/L NaOH作用2 h, 取细胞裂解液, 用液

闪仪计数其每分钟衰变数. 另设一组加10 μmol/L
细胞松弛素B作为2-脱氧-[3H]-D-葡萄糖的非特

异摄取率, 所有数据减去此值, 作为各组细胞的

葡萄糖摄取率[6]. 每次实验设三复孔, 共重复3次
实验. 另用CCK-8法监测细胞的数目和活力[7].  
1.2.5 Western blot: 分化成熟、软脂酸(0.5 mmol/
L)、高糖(25 mmol/L)加胰岛素(0.6 nmmol/L)、
小檗碱(10 μmol/L, 1 μmol/L)、阿司匹林(5 
mmol/L)分别处理24、48 h的3T3-L1脂肪细胞

用细胞裂解液裂解后提取总蛋白, 用BCA试剂

盒测定蛋白浓度. 取等量的蛋白样品50 μg用样品

缓冲液处理,蛋白变性、SDS-PAGE胶电泳分离蛋

白、电转移法使蛋白转移至PDVF膜上, 用含5%
脱脂奶粉的TBST(Tris-HCl 50 mmol/L, NaCl 150 
mmol/L, pH7.4, 0.1% Tween-20)室温下封闭2 h以
减少非特异性结合, 封膜后加入兔PI-3K p85抗体

为特异性第一抗体, 4℃过夜, TBST洗膜后以辣根

过氧化化物酶(HRP)标记的山羊抗兔IgG作为二

抗(1∶3000)孵育, 室温下轻摇2 h, TBST洗膜后用

ECL化学发光法曝光显影, 洗片后用Bio-Rad图像

分析系统对Western blot目的条带进行扫描, 然后

用Quantity One软件进行分析. 
统计学处理 所有数据采用SPSS13.0软件包

进行分析, 实验数据用mean±SD表示, 组间数据

的比较采用两样本均值的t检验, P <0.05为有统

计学意义. 

2  结果

2.1 小檗碱对高游离脂肪酸诱导的3T3-L1胰岛素

抵抗细胞模型葡萄糖转运的影响 葡萄糖转运实

验发现, 诱导分化成熟的3T3-L1脂肪细胞, 胰岛

素刺激的葡萄糖转运较基础状态下明显增加,是
基础状态下的5.6倍, 0.5 mmol/L软脂酸作用24 h
使3T3-L1脂肪细胞胰岛素刺激的葡萄糖转运抑

制67%; 加入1 μmol/L, 10 μmol/L小檗碱作用24 h
后3T3-L1脂肪细胞胰岛素刺激的葡萄糖转运分

别增加82%、93%, 作用48 h后分别增加93%、

101%, 呈剂量时间依赖效应; 加入5 mmol/L阿司

匹林作用24 h后3T3-L1脂肪细胞胰岛素刺激的葡

萄糖转运增加109%, 作用48 h后增加97%, 这与

阿司匹林作用48 h后对细胞产生一定的毒性作用

使细胞活力和细胞数降低有关(图1A). CCK-8结
果显示: 0.5 mmol/L软脂酸作用24 h或同时加入1 
μmol/L、10 μmol/L小檗碱作用24、48h或同时加

入5 mmol/L阿司匹林作用24 h对3T3-L1脂肪细胞

的CCK-8值均无影响, 与正常组比较, P>0.05; 加
入5 mmol/L阿司匹林作用48 h脂肪细胞的CCK-8
值有轻度下降, 但无统计学意义(表1). 
2.2 小檗碱对高糖诱导的3T3-L1胰岛素抵抗细

胞模型葡萄糖转运的影响 5 mmol/L葡萄糖加0.6 
nmmol/L胰岛素作用18 h使3T3-L1脂肪细胞胰

岛素刺激的葡萄糖转运抑制60%; 加入1 μmol/L, 
10 μmol/L小檗碱作用24 h后3T3-L1脂肪细胞胰

岛素刺激的葡萄糖转运分别增加46%、56%, 作
用48 h后分别增加52%、61%, 呈时间剂量依赖

效应, 加入5 mmol/L阿司匹林作用24 h后3T3-L1 
脂肪细胞胰岛素刺激的葡萄糖转运增加58%, 作
用48 h后增加65%(图1B). CCK-8结果显示: 25 
mmol/L葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛素培养18 h
或同时加入1 μmol/L、10 μmol/L小檗碱作用24 
h、48 h或同时加入5 mmol/L阿司匹林作用24 h, 
48 h对3T3-L1脂肪细胞的CCK-8值均无影响, 与
正常组比较, P >0.05(表1). 
2.3 小檗碱对高游离脂肪酸诱导的3T3-L1胰岛

素抵抗细胞模型PI-3K p85蛋白表达的影响 采
用Western blot检测3T3-L1脂肪细胞PI-3K p85蛋
白的表达, 0.5 mmol/L软脂酸作用24 h可以明显

表  1  高游离脂肪酸与高糖模型各组3T3-L1脂肪细胞对
CCK-8的影响 (mean±SD, n  = 9)

     
分组     高游离脂肪酸模型CCK-8值    高糖模型CCK-8值

Nor	       1.869±0.050	              1.869±0.050

Mod	       1.848±0.057	              1.855±0.019

BH48	       1.830±0.066	              1.849±0.020

BL48	       1.846±0.019	              1.854±0.019

As48	       1.819±0.141	              1.837±0.023

BH24	       1.836±0.047	              1.856±0.025

BL24	       1.852±0.050	              1.854±0.021

As24	       1.803±0.088	              1.845±0.030

■相关报道
有研究显示, 2型
糖尿病鼠 (ob /ob
小鼠和fa/fa鼠)肝
细胞中PI-3K中的
P85亚基较正常组
降低一半左右, 而
肌肉和脂肪中无
明 显 改 变 ;  高 脂
喂养的SD大鼠肌
肉和脂肪中的PI-
3K活性明显低于
正常对照; 2型糖
尿患者的骨骼肌
和脂肪细胞中PI-
3K基因表达调控
有缺陷. 以上证据
说明IR时, 胰岛素
靶细胞中的PI-3K
的含量和活性均
降低, 并存在对胰
岛素刺激的敏感
性缺陷. 此外, 多
种致 I R 物质 ,  如
FFA、TNF-α等
也可影响PI-3K活
性, 说明PI-3K是
这些物质导致IR
的中介分子之一. 
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抑制PI-3K p85蛋白的表达, 与正常对照组比较

P <0.01; 同时加入小檗碱或阿司匹林则可以逆转

PA的作用, 使PI-3K p85蛋白的表达增加, 与模型

组比较P <0.01,并且PI-3K p85蛋白的表达与小檗

碱的剂量和作用时间呈依赖关系(图2A).
2.4 小檗碱对高糖诱导的3T3-L1胰岛素抵抗细

胞模型PI-3K p85蛋白表达的影响 采用Western 
blot检测3T3-L1脂肪细胞PI-3K p85蛋白的表达, 
结果显示: 25 mmol/L葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛

素作用18 h可以明显抑制PI-3K p85蛋白的表达, 
与正常对照组比较P <0.01; 同时加入小檗碱或阿

司匹林则可以逆转其作用, 使PI-3K P85蛋白的

表达增加, 与模型组比较P <0.05; 且其表达与小

檗碱的作用时间和剂量呈依赖关系(图2B). 

3  讨论

小檗碱是从黄连等植物中提取的一种异喹啉类

生物碱, 最初作为清热解毒药和抗炎药应用于

临床. 最近在《Diabetes》上报道小檗碱通过激

活AMPK途径而增加胰岛素敏感性表明小檗碱

具有改善IR, 降低血糖, 纠正脂质紊乱的作用[1-4]. 

这与我们提出的“糖尿病从毒论治”的假说不

谋而合, 那么小檗碱改善胰岛素抵抗作用的分

子机制是什么呢?
本次实验分别以0.5 m m o l/L软脂酸和25 

mmol/L葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛素诱导3T3-L1
脂肪细胞产生IR, 予以小檗碱进行干预, 同时以

IKKß抑制剂阿司匹林作为阳性对照, 观察到0.5 
mmol/L软脂酸作用24 h或25 mmol/L葡萄糖加0.6 
nmmol/L胰岛素作用18 h分别使3T3-L1脂肪细胞

胰岛素刺激的葡萄糖转运抑制67%和60%, 若预

先加入小檗碱或阿司匹林则可以逆转上述效应, 
使葡萄糖转运增加46%-101%. 胰岛素刺激的葡萄

糖转运是衡量胰岛素敏感性、判断胰岛素抵抗

的重要指标, 这说明0.5 mmol/L软脂酸作用24 h或
25 mmol/L葡萄糖加0.6 nmmol/L胰岛素作用18 h后
3T3-L1脂肪细胞产生IR, 而小檗碱具有改善IR的
作用. 此结果与国外报导高游离脂肪酸和高糖可

诱导IR, 而小檗碱具有改善IR的结果一致[1,5,8].
为了进一步研究小檗碱改善胰岛素抵抗

的作用机制, 我们应用Western blot检测胰岛素

信号转导蛋白PI-3K p85的表达, 结果发现: 0.5 
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图  1  高游离脂肪酸和高糖模型各组3T3-L1脂肪细胞对2-脱氧-[3H]-D-葡萄糖的摄取. A: 高游离脂肪酸模型; B: 高糖模型; 
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■应用要点
本实验通过研究
小檗碱对3T3-L1 
胰岛素抵抗细胞
模型PI-3K p85蛋
白表达的影响, 探
讨了小檗碱改善
胰岛素抵抗的分
子机制, 为“糖尿
病从毒论治”的
假说和清热解毒
法防治２型糖尿
病的临床运用提
供了实验依据. 
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mmol/L软脂酸作用24 h或25 mmol/L葡萄糖加0.6 
nmmol/L胰岛素作用18 h可以明显抑制PI-3K p85
蛋白的表达, 同时加入小檗碱或阿司匹林则可以

逆转其作用, 使PI-3K p85蛋白的表达增加, 并且

PI-3K p85蛋白的表达与小檗碱的剂量和作用时

间呈依赖关系. 胰岛素信号转导途径是复杂多样

的, 胰岛素转导通路中任一位点的异常都可能最

终阻碍靶组织转运葡萄糖, 从而引起IR. 目前认

为胰岛素受体底物(IRS)-磷脂酰肌醇-3-激酶(PI-
3K)-Akt途径是介导胰岛素刺激细胞摄取利用葡

萄糖的主要途径[9]. 胰岛素结合于其受体后, 受
体β亚基特定部位酪氨酸自身磷酸化, 进一步使

受体底物1(IRS-1)上的酪氨酸残基磷酸化, 磷酸

化的IRS-1与PI-3K的p85调节亚单位结合, 催化

p110而激活PI-3K激酶, PI-3K激酶是GLUT4转位

的关键酶, 作用于PI-3K的下游分子Akt, 其第308
位苏氨酸和473位丝氨酸被磷酸化后激活, 能使

细胞膜的脂质双分子层磷酸化, 从而促进GLUT4
转位, 使葡萄糖转运进入细胞内. 由此可见PI-
3K是胰岛素刺激葡萄糖摄取和GLUT4转位的

重要介导分子[9]. 进一步研究显示, 2型糖尿病鼠

(ob/ob小鼠和fa/fa鼠)肝细胞中PI-3K中的P85亚基

较正常组降低一半左右, 而肌肉和脂肪中无明显

改变[10-11]; 高脂喂养的SD大鼠肌肉和脂肪中的PI-
3K活性明显低于正常对照[10]; 2型糖尿患者的骨

骼肌和脂肪细胞中PI-3K基因表达调控有缺陷[12]. 
以上证据说明IR时, 胰岛素靶细胞中的PI-3K的

含量和活性均降低, 并存在对胰岛素刺激的敏感

性缺陷. 此外, 多种致IR物质, 如FFA、TNF-α等
也可影响PI-3K活性, 说明PI-3K是这些物质导致

IR的中介分子之一[9]. 前期动物实验我们采用小

剂量链脲佐菌素尾静脉注射加高脂高糖饲料喂

养方法建立Wistar大鼠胰岛素抵抗模型, 予以小

檗碱干预治疗10 wk后, 动物的空腹血糖和胰岛

素水平明显降低, OGTT明显改善, 同时脂肪、肌

肉组织的PI-3K p85亚基的mRNA表达水平明显

增高. 说明小檗碱可能通过上调PI-3K p85亚基的

mRNA改善IR, 防治2型糖尿病[13]. 本实验从细胞

水平进一步证实, 小檗碱可能通过提高PI-3K p85
蛋白的表达而改善IR. 

总之, 我们的研究结果表明: 小檗碱可以明

显改善高游离脂肪酸和高糖诱导的IR, 而PI-3K
作为胰岛素信号转导通路中的一个关键靶点可

能在小檗碱改善IR的分子机制中起着一定的作

用. 同时这也为“糖尿病从毒论治”的假说和

清热解毒法防治2型糖尿病的临床运用提供了

实验依据. 
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