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异甘草素改善2型糖尿病所致异常内质网应激机制研究

赖恺怡 1#, 丁文文 1#, 张佳瑜 1, 杨晓雪 1, 高文博 1, 肖 瑶 2*, 刘 颖 1*

(1. 北京中医药大学生命科学学院, 北京 102488; 2. 北京中医药大学中药学院, 北京 102488)

摘要: 异甘草素 (isoliquiritigenin, ISL) 是甘草中提取的查尔酮类化合物, 具有抗糖尿病、抗癌及抗氧化等多种生

物活性。课题组前期研究发现, ISL可降低2型糖尿病 (type 2 diabetes mellitus, T2DM) 小鼠的血糖水平, 改善T2DM

引起的糖脂代谢和能量代谢紊乱, 本文拟进一步探究 ISL缓解T2DM所致异常内质网应激 (endoplasmic reticulum 

stress, ERS) 的效果并解析其分子机制。体内实验采用 8周龄SPF级雄性C57BL/6J小鼠, 通过饲喂高脂高糖饮食结

合腹腔注射链脲佐菌素 (streptozotocin, STZ) 构建T2DM动物模型, 动物福利和实验过程均遵循北京中医药大学实

验动物伦理委员会规定 (批准号 : BUCM-2022021503-1134); 体外实验采用人肝癌 HepG2 细胞 , 以衣霉素 

(tunicamycin, TM) 诱导ERS细胞模型。利用转录组测序分析 ISL对T2DM小鼠肝脏基因转录水平的影响; 采用实

时荧光定量 PCR (real-time quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR) 检测 ISL对 ERS关键基因的调控作用; 

采用酶联免疫吸附法 (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)、蛋白质印迹法 (Western blot, WB) 以及免疫荧光

技术检测 ISL对ERS关键蛋白的调控作用。实验结果表明: ISL可显著下调ERS关键基因的表达, 降低葡萄糖调节

蛋白 78 (glucose-regulated protein 78, GRP78) 的水平 , 并抑制蛋白激酶 R 样内质网激酶 (protein kinase RNA-like 

endoplasmic reticulum kinase, PERK) 的磷酸化, 从而缓解 T2DM 所致异常 ERS; 同时, ISL可提高胰岛素受体底物 

(insulin receptor substrate, IRS) 1和 IRS2的蛋白水平, 促进蛋白激酶B (protein kinase B, Akt) 的磷酸化, 改善胰岛素

敏感性。综上, ISL可通过改善ERS和胰岛素敏感性, 缓解T2DM相关症状。
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Abstract: Isoliquiritigenin (ISL) is a chalcone compound isolated from licorice, known for its anti-diabetic, 

anti-cancer, and antioxidant properties. Our previous study has demonstrated that ISL effectively lowers blood 

glucose levels in type 2 diabetes mellitus (T2DM) mice and improves disturbances in glucolipid and energy 

metabolism induced by T2DM. This study aims to further investigate the effects of ISL on alleviating abnormal 

endoplasmic reticulum stress (ERS) caused by T2DM and to elucidate its molecular mechanisms. In vivo 

experiments were conducted using 8-week-old SPF male C57BL/6J mice. The T2DM animal model was 

established by high-fat and high-sugar diet combined with intraperitoneal injections of streptozotocin (STZ), in 
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compliance with the ethical guidelines set by the Animal Welfare Committee of Beijing University of Chinese 

Medicine (approval number: BUCM-2022021503-1134). In vitro experiments employed human liver cancer 

HepG2 cells, which were induced with tunicamycin (TM) to establish the ERS cell model. Transcriptomic 

sequencing was used to analyze changes in gene expression in the liver samples of T2DM mice following ISL 

treatment. Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) was employed to assess the regulatory 

effects of ISL on key ERS genes. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), Western blot (WB), and 

immunofluorescence techniques were used to evaluate ISL's effects on ERS-related proteins. Results indicate that 

ISL significantly downregulates the expression of ERS-related genes, reduces the level of glucose-regulated protein 

78 (GRP78), and inhibits the phosphorylation of protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), 

thereby alleviating abnormal ERS induced by T2DM. Additionally, ISL increases the protein levels of insulin 

receptor substrate (IRS) 1 and IRS2 and enhances the phosphorylation of protein kinase B (Akt), thereby 

improving insulin sensitivity. In conclusion, ISL is able to alleviate T2DM associated symptoms by improving 

abnormal ERS and enhancing insulin sensitivity.

Key words: isoliquiritigenin; type 2 diabetes mellitus; endoplasmic reticulum stress; insulin sensitivity; 

glucose metabolism

糖尿病及其并发症已成为重大的全球健康威胁, 

城市化的发展也进一步提高了糖尿病的发病率[1,2]。

根据国际糖尿病联合会报告, 目前全球有 5.37亿的成

年人 (20～79岁) 确诊糖尿病, 预计到2030年患者人数

将增至 6.43亿, 到 2045年进一步增至 7.43亿, 发病情

况日益严峻[3]。全球范围内最常见的糖尿病类型是

2型糖尿病 (type 2 diabetes mellitus, T2DM), 其患者数

量占糖尿病病例的 90%以上[4]。T2DM以胰岛素抵抗

和胰岛素分泌受损为主要特点[5], 随着病情的发展, 可

导致患者的视网膜[6]、肾脏[7]、心血管系统[8]、骨骼系

统[9]和神经系统[10]产生各种并发症, 严重威胁健康。

甘草作为世界上最古老的草药之一, 在全球范围

内被广泛使用[11]。我国药典规定甘草为三基原中药

材, 基原植物分别是乌拉尔甘草 (Glycyrrhiza uralensis 

Fisch.)、光果甘草 (Glycyrrhiza glabra L.) 和胀果甘草 

(Glycyrrhiza inflata Bat.)[12-14]。甘草富含三萜类和黄酮

类活性成分[12,15], 异甘草素 (isoliquiritigenin, ISL) 即

4,2',4'-三羟基查尔酮, 是一种具有查尔酮结构的类黄

酮化合物。近年来 , 大量研究显示 ISL 具有抗糖尿

病[16]、抗炎[17]和抗癌[18]等多种生物活性。本课题组前

期针对 ISL的抗T2DM活性开展了系统研究[19-21], 证实

了在高脂高糖饮食 (high-fat-high-sugar diet, HFD) 诱

导的糖尿病小鼠中, 腹腔注射 ISL可有效降低血糖水

平, 抑制肝脏糖异生, 改善肝脏脂质代谢, 促进线粒体

生物发生和自噬, 从而缓解T2DM引起的糖脂和能量

代谢紊乱, 表现出改善T2DM的良好潜力。

当机体处于营养过剩状态时, 内质网中未折叠或

错误折叠的蛋白质会异常蓄积 , 引发内质网应激 

(endoplasmic reticulum stress, ERS)[22]。长期的 ERS会

干扰胰岛素的生产、折叠和运输, 加剧肝脏、骨骼肌和

脂肪组织的胰岛素抵抗[23]。因此, ERS是肥胖[24]和糖

尿病[25]的常见特征之一。本论文将在前期研究的基础

上进一步探究 ISL缓解T2DM所致异常ERS的效果并

解析其分子机制, 补充完善 ISL改善T2DM的机制。

材料与方法

实验动物 SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 (8 周龄), 

购于斯贝福 (北京) 生物技术有限公司, 饲养于北京中

医药大学实验动物中心 (20～24 ℃ , 50%～70% 相对

湿度, 12 h/12 h光暗交替)。实验方案经北京中医药大

学动物伦理委员会批准: BUCM-2022021503-1134; 实

验动物生产许可证号: SCXK (京) 2019-0010; 实验动

物质量合格证编号: 110324211104663385。

试剂和试剂盒 ISL (纯度 ≥ 98%, 批号: B21525)、

二甲双胍 (metformin, MET, 纯度: 98%, 批号: S30880) 

和 衣 霉 素 (tunicamycin, TM, 纯 度 ≥ 98%, 批 号 : 

S17119) 均购自上海源叶生物科技有限公司; 链脲佐

菌素 (streptozotocin, STZ, 纯度 ≥ 98%, 色谱纯 , 批号: 

BN30130) 购自北京百瑞极生物科技有限公司; 4-苯基

丁酸 (4-phenylmethylbutyric acid, 4-PBA, 纯度 ≥ 99%, 

批号: P132032) 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司; 胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS) 购自美国Corning

公司; DMEM高糖培养基购自美国Gibco公司; 葡萄糖

调节蛋白 78 (glucose-regulated protein 78, GRP78)、

C/EBP同源蛋白 (C/EBP homologous protein, CHOP) 和人

肝糖原酶联免疫吸附法 (enzyme-linked immunosorbent 

assay, ELISA) 试剂盒均购自上海酶联生物科技有限公

司; 葡萄糖含量 (葡萄糖氧化酶法) 检测试剂盒购自南

京建成生物工程研究所; 一站式DNA/RNA/蛋白提取

试剂盒购自生工生物工程 (上海) 股份有限公司 ; 
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NovoScript® Plus All-in-one 1st Strand cDNA Synthesis 

SuperMix (gDNA Purge) 和 NovoStart® SYBR qPCR 

SuperMix Plus 购于苏州近岸蛋白质科技股份有限公

司; 糖原过碘酸−雪夫 (periodic acid-Schiff, PAS) 染色

试剂盒以及BCA蛋白浓度测定试剂盒购自北京索莱

宝科技有限公司 ; 胰岛素受体底物 (insulin receptor 

substrate, IRS) 1、IRS2、蛋白激酶 RNA 样内质网激酶 

(protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase, 

PERK)、p-PERK (Thr980)、蛋白激酶B (protein kinase B, 

Akt) 和 p-Akt (Ser473) 一抗均购自美国 Cell Signaling 

Technology公司; GRP78一抗购自美国Proteintech公司。

仪 器 CO2 恒 温 培 养 箱 (MCO-18AIC, 日 本

SANYO 公司); PCR 仪 (QuantStudioTM 6 Flex, 美国

Applied Biosystems 公 司); 酶 标 仪 (EPOCH, 美 国

Biotek Epoch公司); 低温高速离心机 (Centrifuge 5424 R, 

德 国 Eppendorf 公 司); 激 光 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 

(FV3000, 日本 Olympus Corporation 公司); PowerPac

基础电泳仪 (1645050, 美国Bio-Rad公司)。

T2DM小鼠模型构建及分组给药 小鼠适应性饲

养 1周后, 采取本课题组前期方法[20,21]构建T2DM小鼠

模型 , 以 MET 作为阳性药对照 , 分组包括 : 空白组 

(CTRL-Vehicle)、空白给药组 (CTRL-ISL-H)、模型组 

(T2DM-Vehicle)、低剂量治疗组 (T2DM-ISL-L)、高剂

量治疗组 (T2DM-ISL-H) 和阳性药组 (T2DM-MET), 

每组 6只。每 3天腹腔注射给药 1次, 其中空白给药组

和高剂量治疗组给予 ISL (20 mg·kg-1), 低剂量治疗组

给予 ISL (10 mg·kg-1), 阳性药组给予MET (200 mg·kg-1), 

持续 3周。给药结束后, 摘眼球处死小鼠, 留取肝脏组

织并保存于−80 ℃。

小鼠肝脏转录组分析 随机挑选 ISL 治疗组和

T2DM模型组小鼠各3只, 对其肝脏样品进行转录组测

序分析, 由上海欧易生物医学科技有限公司提供检测。

TM和 4-PBA浓度筛选 人肝癌HepG2细胞购自

北京协和医学院细胞资源中心。依据文献 , 选择

TM 作为构建 ERS 细胞模型的诱导试剂 [26,27], 4-PBA

作为改善ERS的阳性药对照[28,29]。将HepG2细胞培养

于 DMEM+10% FBS (37 ℃ , 5% CO2), 当融合率达到

80% 时 , 进行噻唑蓝 [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide, MTT] 比色法检测 , 以确

定TM和 4-PBA的安全给药范围。TM给药浓度为 1、

2、5、10 μg·mL-1, 孵育4、8和24 h; 4-PBA的给药浓度为

1、5、10、20 mmol·L-1, 孵育 24 和 48 h。细胞实验均设

置3次重复。

ERS 模型构建及分组给药 采用上述相同条件

培养HepG2细胞, 当融合率达到 80%时, 更换为含 2% 

FBS的 DMEM 培养基并分组给药, 设置空白组、模型

组、ISL 给药组 (5、10、20、40 μmol·L-1) [20,21]和阳性药

4-PBA组 (1 mmol·L-1), 孵育 24 h; 除空白组外, 其他各

组加入TM (2.0 μg·mL-1), 孵育4 h, 以诱导ERS。

RT-qPCR分析 提取以上各组细胞样品总RNA, 

以 β-actin作为内参, 进行实时荧光定量 PCR (real-time 

quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR) 分析 , 

检测ERS相关基因GRP78、CHOP、PERK、肌醇依赖酶

1α (inositol-requiring enzyme 1α, IRE1α)、激活转录因

子 6α (activating transcription factor 6α, ATF6α)、真核翻

译起始因子 2α (eukaryotic initiation factor 2α, eIF2α)、

X-框结合蛋白 1 (recombinant X-Box binding protein 1, 

XBP1) 和 c-Jun氨基末端激酶 (c-Jun N-terminal kinase 

1, JNK) 的转录水平, 引物由生工生物工程 (上海) 股份

有限公司合成, 序列信息见表1, 扩增程序: 95 ℃ 1 min、

95 ℃ 20 s、60 ℃ 1 min, 40个循环。

ELISA分析 体内研究取小鼠肝脏, 称重, 按 1∶9

加入PBS (pH 7.4), 研磨匀浆; 体外研究取各组 1 mL细

胞培养液置于 1.5 mL离心管; 对体内外样品离心并收

集上清, 通过ELISA试剂盒测定各组样品中GRP78和

CHOP的蛋白含量。

蛋白质印迹法 (Western blot, WB) 检测 裂解细

胞, 95 ℃加热 5 min制备蛋白样品; 配制SDS-PAGE凝

Table 1　 Real-time quantitative polymerase chain reaction 

(RT-qPCR) primers. GRP78: Glucose-regulated protein 78; CHOP: 

C/EBP homologous protein; PERK: Protein kinase RNA-like 

endoplasmic reticulum kinase; eIF2α: Eukaryotic initiation factor 

2α; IRE1α: Inositol-requiring enzyme 1α; XBP1: Recombinant 

X-box binding protein 1; JNK: C-Jun N-terminal kinase; ATF6α: 

Activating transcription factor 6α

Gene
β-actin

GRP78

CHOP

PERK

eIF2α

IRE1α

XBP1

JNK

ATF6α

Sequence (5'-3')
GAGAAAATCTGGCACCACACC
GATAGCACAGCCTGGATAGCAA
GCACAGACGGGTCATTCCAC
CAACGATGGAAGGATGCTGG
TTGCCTTTCTCCTTCGGGAC
CAGTCAGCCAAGCCAGAGAA
CTCGGGAAAAGGTAATGCG
ATCCATCTTTTCTTGCCACTTC
TAGCCTTGTCAGATAAGGAAGGA
TTTGGCTTCCATTTCTTCTGC
AGAGAAGCAGCAGACTTTGTC
GTTTTGGTGTCGTACATGGTGA
ATGGATTCTGGCGGTATTGAC
GAGAAAGGGAGGCTGGTAAGG
ACACCACAGAAATCCCTAGAAG
CACAGCATCTGATAGAGAAGGT
AGCAGCACCCAAGACTCAAAC
GCATAAGCGTTGGTACTGTCTGA
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胶, 10 μL 蛋白样品上样, 电泳 60 min, 电压 120 V; 转

膜 75 min, 电流 220 mA; 5%脱脂奶粉或 5%牛血清白

蛋白室温封闭 1.5 h; 4 ℃一抗孵育过夜; 室温二抗孵育

2 h; ECL 显色。使用 Image J 软件对目标蛋白 IRS1、

IRS2、PERK、p-PERK、Akt、p-Akt和GRP78进行分析。

免疫荧光分析 将圆盖玻片置于 24孔板中, 每孔

接种 50% HepG2细胞, 采用上述相同条件分组给药并

构建ERS细胞模型。以 4%多聚甲醛固定液室温固定

1 h; 0.2% Triton X-100通透 20 min; 10%山羊血清室温

封闭 1 h; 4 ℃一抗孵育过夜; 室温二抗孵育 1 h。采用

激光共聚焦扫描显微镜观察GRP78的蛋白表达。

细胞糖原染色观察及糖原含量测定 按照糖原

PAS染色试剂说明书处理各组细胞, 加入染料孵育, 于

一体化荧光显微成像系统上观察细胞的糖原染色情

况。收集各组细胞于 1.5 mL离心管中, PBS清洗后超

声破碎1 min, 按照人肝糖原ELISA试剂盒说明书测定

各组样品中的糖原含量。

胰岛素刺激的细胞葡萄糖摄取测定 将各组细胞

改 为 无 血 清 DMEM 培 养 基 孵 育 并 加 入 胰 岛 素 

(100 nmol·L-1) 刺激 30 min, 取细胞培养液 , 采用葡萄

糖含量检测试剂盒检测各组培养液样品中的葡萄糖含

量, 以反映细胞的葡萄糖摄取水平。

统计学分析 采用软件 IBM SPSS Statistic 26.0, 

对数据进行单因素方差分析 (ANOVA), 以平均数 ± 标

准差 (x ± s) 表示, P < 0.05为具有统计学意义。

结果

1　T2DM小鼠肝脏转录组分析

由图 1A 可知 , 与模型组 (T2DM-Vehicle) 相比 , 

ISL治疗引起了小鼠肝脏转录组的变化, 共有差异表

达基因 (differentially expressed genes, DEGs) 180 个 , 

包括70个显著上调DEGs和110个显著下调DEGs。

DEGs 的 KEGG 通路分类汇总如图 1B 所示 : ISL

治疗引起了T2DM小鼠各主要代谢过程的变化, 包括

碳水化合物代谢、多糖的生物合成与代谢、脂代谢、能

量代谢、氨基酸代谢等。

DEGs的KEGG富集分析结果如图 1C所示: 排名

前 20的上调信号通路包括了碳水化合物代谢、磷脂酰

肌醇 3-激酶 (phosphoinositide 3-kinase, PI3K)-Akt信号

通路和内质网中的蛋白质加工等, 提示 ISL可能改善

T2DM小鼠的胰岛素信号和ERS。

DEGs的 GO 富集分析结果如图 1D 所示: 在排名

前 30的上调信号通路中, ISL上调了蛋白质重折叠、蛋

白质折叠伴侣、组蛋白去乙酰化酶结合和错误蛋白的

结合, 下调了晚期糖基化终产物受体结合, 提示 ISL可

抑制ERS的进展。

2　TM与4-PBA工作浓度的确定

不同浓度TM给药 4、8和 24 h后HepG2细胞活力

检测结果如图 2A所示: 与空白组相比, 1和 2 μg·mL-1 

TM 对细胞的活力无显著影响, 5和 10 μg·mL-1 TM 可

显著降低细胞活力。根据上述实验结果及相关文献[30]

报道 , 确定 2 μg·mL-1 TM 给药 4 h 以构建 HepG2 细胞

ERS模型。

不同浓度 4-PBA给药 24和 48 h后 HepG2细胞活

力检测结果如图2B所示: 与空白组相比, 5 mmol·L-1及

以下浓度的 4-PBA 对细胞的活力无显著影响 , 

10 mmol·L-1及以上浓度的 4-PBA 会显著降低细胞活

力。根据上述实验结果及相关文献[31]报道 , 选择

1 mmol·L-1作为4-PBA的给药浓度。

3　ISL可抑制ERS相关基因的转录

本文检测了 ISL对HepG2细胞ERS相关基因的调

控作用, 结果如图 3所示: 与空白组相比, 在ERS状态

下 , 模型组中 GRP78、CHOP、PERK、eIF2α、IRE1α、

XBP1、JNK和ATF6α的mRNA水平均显著升高; ISL治

疗可显著降低这些基因的 mRNA 水平 , 且 ISL 对

CHOP、eIF2α、JNK 和 ATF6α的下调效果具有浓度依

赖性。阳性药4-PBA也表现出对以上基因的转录抑制

效果。以上结果与肝脏转录组分析结果相吻合, 提示

ISL可能通过下调 ERS相关基因的转录, 缓解 HepG2

细胞的ERS压力, 恢复内质网的正常功能。

4　ISL可抑制ERS关键蛋白的表达

本文采用 ELISA 法检测了小鼠肝脏和 HepG2 细

胞中 GRP78 的蛋白水平 , 如图 4A 所示 : 在小鼠肝脏

中, 与空白组相比, 模型组的 GRP78蛋白水平显著升

高, ISL治疗可显著降低GRP78的蛋白水平; 在HepG2

细胞中, ERS模型组的GRP78蛋白水平相较于空白组

显著升高, 经过 ISL 给药后显著降低, 并在 5 μmol·L-1

达到最大抑制效果, 阳性药4-PBA也表现出对GRP78的

抑制效果。WB实验结果 (图 4B) 和免疫荧光观察结

果 (图4C) 也进一步验证了 ISL对GRP78的抑制作用。

CHOP蛋白水平的检测结果如图 4D所示: 各组小

鼠肝脏的CHOP蛋白含量均无显著性差异; 在HepG2

细胞中, 与空白组相比, 模型组CHOP的蛋白水平显著

升高, 当 ISL的浓度达到 40 μmol·L-1时, 则可显著降低

CHOP的蛋白水平。

PERK蛋白及其磷酸化水平的WB检测结果如图

4E所示: 相较于空白组, ERS模型组中PERK的蛋白水

平及其磷酸化水平均显著升高, 而 ISL治疗则显著抑

制了 PERK蛋白的表达及其磷酸化, 阳性药 4-PBA也

表现出相似的效果。
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Figure 1　RNA-sequence analysis results. A: Volcano plot of differentially expressed genes (DEGs); B: KEGG enrichment analysis at the 

primary level; C: Top 20 terms of KEGG enrichment analysis; D: Top 30 terms of GO enrichment analysis. DEGs were identified by P < 

0.05 and |log2FC| > 1. T2DM: Type 2 diabetes mellitus; ISL: Isoliquiritigenin; GO: Gene ontology; KEGG: Kyoto encyclopedia of genes 

and genomes
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以上实验结果表明 : ISL 可通过降低 GRP78 和

PERK的蛋白水平来抑制过度的 ERS过程, 从而恢复

内质网稳态。

5　ISL可改善ERS状态下的细胞糖代谢

本文检测了 ISL对ERS状态下细胞糖原水平的影

响, 结果如图 5A所示: 与空白组相比, ERS模型组细胞

糖原染色减弱, 表明其糖原水平下降; 与模型组相比, 

ISL 给药组和阳性药 4-PBA 组糖原染色均增强, 表明

ISL可促进HepG2细胞糖原合成。本研究进一步检测

了细胞的糖原水平, 结果如图 5B所示: 与空白组相比, 

Figure 3　 ISL downregulates the mRNA levels of endoplasmic reticulum stress (ERS) -related genes, including GRP78, CHOP, PERK, 

eIF2α, IRE1α, XBP1, JNK, and ATF6α in HepG2 cells. n = 3, x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs CTRL group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs ERS 

model group

Figure 2　Determination of working concentrations of tunicamycin (TM) and 4-phenyl butyrate acid (4-PBA). A: Cell viability with TM 

treatment; B: Cell viability with 4-PBA treatment. n = 3, x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs CTRL group
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ERS模型组细胞中的糖原含量显著降低 (P < 0.05), 表

明在发生ERS的情况下, HepG2细胞的糖原合成能力

明显减弱; 同时, 10和 20 μmol·L-1 ISL可显著提高细胞

的糖原合成能力 (P < 0.01), 阳性药 4-PBA也有相似的

作用效果, 此结果与糖原染色结果 (图 5A) 相吻合, 表

明在ERS状态下 ISL可促进细胞糖原合成。

胰岛素刺激的葡萄糖摄取检测结果如图 5C所示: 

与空白组相比, 模型组培养基上清中的葡萄糖含量显

著升高, 10和 20 μmol·L-1 ISL处理则可显著降低培养

基中的葡萄糖含量, 阳性药 4-PBA也表现出相似的效

Figure 4　ISL downregulates the levels of key proteins involved in ERS in mice livers and HepG2 cells. A: Enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) analysis results of GRP78 in mice livers and HepG2 cells; B: Western blot (WB) analysis results of GRP78 in HepG2 cells; 

C: Immunofluorescence observation of GRP78 in HepG2 cells (40× magnification), the scale bar stands for 100 μm; D: ELISA analysis 

results of CHOP in mice livers and HepG2 cells; E: WB analysis results of PERK and p-PERK in HepG2 cells. n = 6 (in vivo experiments) 

or n = 3 (in vitro experiments), x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs CTRL group, *P < 0.05, **P < 0.01 vs ERS model group
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果。以上结果表明在 ERS状态下, ISL可提高 HepG2

细胞的胰岛素敏感性。因此 , 本研究进一步检测了

ERS 状态下 HepG2 细胞中 IRS1 和 IRS2 的蛋白水平 

(图 5D), 结果显示: 与空白组相比, 模型组的 IRS1蛋白

水平显著降低, 10和 20 μmol·L-1 ISL处理可显著提高

IRS1 的蛋白水平; 与模型组相比, 5～40 μmol·L-1 ISL

处理则可显著提高 IRS2的蛋白水平。此结果与上述

糖摄取的检测结果 (图5C) 相吻合。

Akt在胰岛素敏感性和糖脂代谢的调节中发挥着

关键作用 , 已有研究表明 , ERS 会抑制 Akt 的磷酸

化[32], 加剧T2DM的进程[19]。因此, 本文检测了ERS状

态下 ISL对Akt蛋白水平及其磷酸化的影响, 结果如图

5E 所示 : 相较于空白组 , 模型组的 p-Akt/Akt 显著降

低 , 而 ISL 给药则显著促进了 Akt 的磷酸化 , 阳性药

4-PBA也表现出相似的效果。

以上实验结果表明: ISL可促进蛋白 IRS1和 IRS2

的表达并激活 Akt, 从而提升 HepG2细胞的胰岛素敏

感性, 增强其糖摄取能力, 并促进糖原合成。

讨论

本课题组前期研究已证实 ISL可改善T2DM引起

的糖脂和能量代谢紊乱[19-21], 本研究进一步评估了 ISL

对于缓解 T2DM 所致异常 ERS 的效果 , 如图 6 所示 : 

ISL 可抑制 ERS 关键靶点 GRP78 和 PERK 的蛋白表

达 , 并抑制 PERK 的磷酸化 , 下调折叠蛋白反应 

(unfolded protein response, UPR) 3 条信号通路相关基

因的转录水平, 从而缓解ERS压力, 恢复内质网功能。

内质网蛋白稳态对于胰岛 β细胞在生理和病理条件下

Figure 5　The effects of ISL on glycogen synthesis and insulin sensitivity in HepG2 cells. A: Periodic acid-Schiff stained HepG2 cells (40× 

magnification), the scale bar stands for 100 μm or 10 μm; B: Glycogen levels in HepG2 cells; C: Glucose levels in media; D: WB analysis 

results of insulin receptor substrate 1 (IRS1) and IRS2; E: WB analysis results of protein kinase B (Akt) and p-Akt. n = 3, x ± s. #P < 0.05 vs 

CTRL group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs ERS model group
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的存活均至关重要[33]。T2DM患者的UPR反应通常被

持续激活, 导致GRP78、CHOP和 PERK等相关蛋白水

平显著高于健康受试者[34-36]。因此, 改善 T2DM 患者

体内的ERS状态有利于控制糖尿病的病程进展。

本文还探讨了 ISL在缓解ERS的同时对胰岛素信

号的调节作用。前人研究[37]表明, ERS会激活 JNK, 并

通过 IRS1的抑制性磷酸化干扰PI3K-Akt信号通路, 导

致糖原合成受阻和糖异生增强; 高能磷酸化合物磷酸

肌酸可下调ERS标志蛋白GRP78、CHOP的水平, 抑制

IRS1的磷酸化, 促进Akt的磷酸化, 从而改善胰岛素抵

抗[38]。本文的研究结果显示 , ISL 显著提高了 HepG2

细胞中 IRS1/2的蛋白水平, 并促进了Akt的磷酸化, 从

而在一定程度上恢复了胰岛素信号传导 , 提升了

HepG2细胞的糖摄取能力, 并促进了糖原合成 (图 5)。

这一结果也与本课题组前期的研究结果[19]相吻合。前

期研究发现, ISL主要通过激活 5'-磷酸腺苷活化蛋白

激 酶 (adenosine 5'-monophosphate activated protein 

kinase, AMPK) 和抑制哺乳动物雷帕霉素复合物 1 

(mechanistic target of rapamycin complex 1, mTORC1) 

发挥其抗T2DM活性。AMPK是真核生物中参与代谢

的中枢调节因子, 是临床抗T2DM药物发挥药效的最

重要靶点[39], 如MET可通过激活AMPK增加糖摄取[40]

和促进糖原合成[41], 从而改善异常糖代谢。在本论文

中, ISL促进 HepG2细胞糖摄取和糖原合成的效果与

其对 AMPK 的激活效果相吻合。mTORC1 是胰岛素

信号通路下游的细胞营养传感器, 是调节生物体内糖

脂代谢、蛋白质合成及自噬的重要靶点[42,43], 在肥胖和

T2DM 哺乳动物体内 mTORC1 普遍表现为异常活

化[44]。mTORC1对胰岛素激活的Akt起负反馈调节作

用, 进而降低细胞对胰岛素的敏感性[45]。在本论文中, 

ISL对Akt的激活效果与其对mTORC1的抑制效果相

吻合。

慢性高血糖会降低内质网的蛋白折叠能力, 破坏

内质网稳态, 诱导无法恢复的 UPR激活, 进而加速胰

岛 β细胞衰竭[46]。T2DM 和 ERS 之间密切相关 , 本文

显示 ISL 可缓解 T2DM 状态下的异常 ERS, 同时可提

高细胞胰岛素敏感性, 但二者间是否存在因果关系尚

未可知。未来本课题组将进一步探讨 ISL 缓解异常

ERS 与改善胰岛素抵抗之间的相关性 , 为 ISL 在

T2DM临床治疗中的进一步应用提供理论基础和实验

依据。
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