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白藜芦醇对胰岛素抵抗 3T3-L1脂肪细胞
葡萄糖代谢的影响
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摘   要：目的：研究白藜芦醇(resveratrol，Res)对胰岛素抵抗状态下 3T3-L1 脂肪细胞葡萄糖代谢的影响，并探

讨其分子机制。方法：用地塞米松诱导 3T3-L1 细胞建立胰岛素抵抗模型，用不同剂量 Res 进行干预，添加或不

添加胰岛素刺激，测定各组细胞的葡萄糖消耗量，实时荧光定量 PCR 检测各组细胞的脂联素(adiponectin)、瘦素

(leptin)和抵抗素(resistin)mRNA 表达，Western blotting 检测腺苷酸激活蛋白激酶(AMP-activated protein kinase，
AMPK)的蛋白质表达及磷酸化水平。结果：各组细胞经胰岛素刺激，0.01、0.1、1μmol/L 的 Res 组的葡萄糖消

耗量分别是对照组的 1.3、1.5、1.4 倍(P ＜ 0.05)，添加 Res 可促进脂联素、瘦素 mRNA 的表达，降低抵抗素 mRNA
表达，增加 AMPKα的磷酸化水平。结论：Res 可以明显改善胰岛素抵抗状态下 3T3-L1 细胞葡萄糖代谢。其机制

可能是通过增加脂联素、瘦素表达，降低抵抗素表达从而介导 AMPKα磷酸化实现的。
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Abstract ：Objective: To explore the effect and mechanism of resveratrol on glucose metabolism in insulin-resistant 3T3-L1

adipocytes. Methods: Insulin-resistant model was established by the induction of dexamethasone in 3T3-L1 adipocytes. The

glucose consumption of insulin-resistant 3T3-L1 adipocytes with and without resveratrol stimulation was determined. The

mRNA expression of leptin, adiponectin and resistin was determined by real time PCR, and the expression and phosphorylation of

AMPKα were determined by Western blotting. Results: After insulin stimulation with the concentration of 0.01, 0.1μmol/L

and 1μmol/L, resveratrol could increase the glucose consumption by 1.3, 1.5 folds and 1.4 folds compared with the control (P < 0.05).

Meanwhile, resveratrol could increase mRNA expression of adiponectin and leptin and decrease mRNA expression of resistin.

Moreover, resveratrol increased the phosphorylation of AMPKα. Conclusion: Resveratrol can improve glucose metabolism in

insulin-resistant 3T3-L1 adipocytes. The molecular mechanism may be the phosphorylation of AMPK α by increasing the

expression of adiponectin and leptin and inhibiting the expression of resistin.
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白藜芦醇(resveratrol，Res)是一种多酚类化合物，

具有抗癌、抗氧化、抗菌、抗炎等作用，可广泛地

应用于医药、保健品、食品和化妆品等领域。研究表

明，Res 对于组织和细胞能量代谢有广泛的影响，可通

过增加葡萄糖转运子(glucose transporter，Glut)的表达

来增加骨骼肌细胞的葡萄糖摄取[1]，还可以减少脂肪细

胞的脂质形成，抑制前脂肪细胞向脂肪细胞分化[2]。然

而，有关 Res 对于胰岛素抵抗状态下脂肪细胞的葡萄糖
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代谢的作用及机制研究相对较少。本实验选取 3T3-L1 脂

肪细胞作为研究对象，旨在探讨 Res 对胰岛素抵抗状态

下 3T3-L1 细胞葡萄糖代谢的作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

3T3-L1 细胞株，购自中国科学院上海细胞库。

白藜芦醇、1- 甲基 -3- 异丁基 - 黄嘌呤(IBMX)、地

塞米松、合成人胰岛素    美国 Sigma 公司；高糖 DMEM
培养基、新生牛血清    美国 Gibco 公司；葡萄糖诊断

试剂盒    瑞士 Roche 公司；Trizol    美国 Invitrogen 公

司；Real time PCR 试剂盒    日本 TaKaRa 公司；兔抗

AMPKα、AMPKα Thr172 单克隆抗体    美国 CST 公

司；兔抗 GAPDH 单克隆抗体    Boster 公司；BCA 试

剂盒、HRP 标记的抗兔二抗    Beyotime 公司。

1.2 方法

1.2.1 3T3-L1 脂肪细胞的诱导分化

3T3-L1 前脂肪细胞接种于 6 孔培养板，待细胞汇合

后接触抑制 48h，换用含 0.5mmol/L IBMX、1μmol/L 地

塞米松、10mg/L 胰岛素的培养基培养 48h，然后换用

含 10mg/L 胰岛素的培养基培养 48h，随后再换用 DMEM
培养基继续培养，每 2 d 换液 1 次，培养 4 d，9 0 % 以

上细胞分化为成熟脂肪细胞。

1.2.2 胰岛素抵抗模型的建立

对 3T3-L1 脂肪细胞进行分组，添加 1μmol/L 的地

塞米松作为胰岛素抵抗模型组，培养 24h 后给予 100nmol/L
的胰岛素，刺激 15min 后取培养基，计算培养基中葡萄

糖消耗量，与非胰岛素抵抗组(100nmol /L 胰岛素刺激

15min)对比，评价胰岛素抵抗的程度。

1.2.3 葡萄糖消耗量的测定

建立胰岛素抵抗模型后，分别添加 0、0.01、0.1、
1μmol/L 的 Res，作用 24h，每个剂量组平行分为两组，

给予或不给予 100nmol/L 的胰岛素刺激 15min，收集各组

的培养基，按照葡萄糖诊断试剂盒说明书，在全自动

生化分析仪上测定各实验组和原 DMEM 培养基的葡萄糖

含量，葡萄糖消耗量为 DMEM 培养基葡萄糖量与实验

组培养基葡萄糖量之差。以不加任何药物的组别为对照

组，此组的葡萄糖消耗量设为 1 0 0，其他组与之相比。

1.2.4 实时荧光定量 PCR 检测脂联素、瘦素和抵抗素

mRNA 表达

细胞经实验干预后用 Trizol 抽提细胞总 RNA，逆转

录合成 cDNA。RT 步骤：取 1g/L 的 RNA 1μL，分别

加入 4μL 的 5 × PrimeScriptTM Buffer、1μL 的 RT En-
zyme Mix Ⅰ、1μL 的 Oligo dT Primer、1μL 的 Ran-
dom 6 mers，补充 13μL 的 DEPC 水，RT 反应液总体

积为 20 μL，37℃ RT 15min，85℃ 5s 灭活反转录酶。

RT 后以 cDNA 为模板进行扩增。PCR 步骤：取 2μL 的

cDNA 溶液，分别加入 10 μL 的 2 × SYBR Premix Ex
TaqTM、0.4μL 的 Forward Primer、0.4μL 的 Reverse
Primer、0.4μL 的 50 × ROX Reference Dye Ⅱ，补充

6.8μL 的 dH2O，PCR 反应液总体积为 20μL。扩增条

件：95℃预变性 30s，95℃ 5s 变性、55℃ 30s 退火、

72℃ 30s 延伸，扩增 40 个循环。引物为：脂联素正义

链 5＇-GTC AGT GGA TCT GAC GAC ACC AA-3＇、反义

链 5 ＇ -ATG CCT GCC ATC CAA CCT G-3 ＇，PCR 产物

171bp；瘦素正义链 5 ＇-CCA GGA TCA ATG ACA TTT
CAC ACA C-3 ＇、反义链 5 ＇-AGG TCA TTG GCT ATC
TGC AGC AC-3 ＇，PCR 产物 184bp；抵抗素正义链 5 ＇-
TTG GCT TAA ATT GCT GGA CAG TCT C-3＇、反义链 5＇-
GGA AGC GAC CTG CAG CTT ACA-3 ＇，PCR 产物

191bp；β -actin 正义链 5 ＇-CAT CCG TAA AGA CCT
CTA TGC CAA C-3 ＇、反义链 5 ＇-ATG GAG CCA CCG
ATC CAC A-3 ＇，PCR 产物 171bp。Real time PCR 反应

引物由 TaKaRa 公司设计并合成。用 Sequence Detection
System 软件分析各组的循环阀值(Ct)，通过计算 2 －△△ Ct

得出各组基因的相对表达水平。

1.2.5 Western blotting 检测 AMPKα蛋白表达及磷酸化

水平

用 NP-40 裂解细胞，提取细胞总蛋白，采用 BCA
法进行蛋白定量。灌制 10% 的分离胶和 5% 的浓缩胶，

恒压 120V、80mA 预电泳 10min，上样，进行 SDS-PAGE
电泳，半干式转移，5 % 脱脂奶粉室温封闭 1 h，一抗

按照 1:1000 的稀释度于 4℃孵育过夜，二抗(1:5000)室温

孵育 1h，暗房中滴加发光底物混合物 2mL 于膜上，用

X 光片曝光、显影、定影。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 11.0 统计软件，各组比较采用单因素方

差分析，组间比较用 Bonferroni 法，检验水准α =0.05，
P ＜ 0.05 代表差异具有统计学意义。

2 结果与分析

2.1 Res 对胰岛素抵抗状态下脂肪细胞葡萄糖消耗量的

影响

正常状态下 3T3-L1 脂肪细胞经胰岛素刺激后，葡

萄糖的消耗量极显著增加(P ＜ 0.01)。添加地塞米松后，

加胰岛素刺激，与对照组相比，葡萄糖消耗量无明显

变化，说明细胞出现胰岛素抵抗(图 1A)。用 0、0.01、

0.1、1μmol/L 的 Res 处理胰岛素抵抗状态下的细胞，经

胰岛素刺激后，各处理组与对照组比较，葡萄糖消耗

量均显著增加(P ＜ 0.05)，而未经胰岛素刺激，与对照
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组比较，0.1μmol/L 处理组葡萄糖消耗量增加(P ＜ 0.05，
图 1 B )。

图 2   Res 对胰岛素抵抗状态下 3T3-L1 脂肪细胞脂联素、瘦素和

抵抗素 mRNA 表达的影响

Fig.2   Effect of resveratrol on mRNA expression of adiponectin, leptin
and resistin of insulin-resistant 3T3-L1 adipocytes
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2.2 Res 对胰岛素抵抗状态下脂肪细胞脂联素、瘦素

和抵抗素 mRNA 表达的影响

由图 2 可知，给予或不给予胰岛素刺激，与相应

的对照组比较，Res 组脂联素的 mRNA 表达均显著增加

(P ＜ 0 .05，图 2A)；不给予胰岛素刺激，与对照组比

较，0.1、1μmol/L 的 Res 组瘦素的 mRNA 表达显著增

加(P ＜ 0.05)，而给予胰岛素刺激，3 个剂量组瘦素的

mRNA 表达均显著增加(P ＜ 0.05，图 2B)；给予或不给

予胰岛素刺激，与对照组比较，0.1、1μmol/L 的 Res
组抵抗素的 mRNA 表达显著下降(P ＜ 0.05，图 2C)。
2.3 Res 对胰岛素抵抗状态下脂肪细胞 AMPKα蛋白表

达及磷酸化水平的影响
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图 3   Res 对胰岛素抵抗状态下脂肪细胞 AMPKα的蛋白表达及

磷酸化水平的影响

Fig.3   Effect of resveratrol on the phosphorylation of AMPK¦Į in
insulin-resistant 3T3-L1 adipocytes

由图 3 可知，给予或不给予胰岛素刺激，与相应

的对照组比较，R e s 组的 p - A M P Kα表达升高，即

AMPKα Thr172 的磷酸化水平增加，而 AMPKα的总蛋

白表达无明显变化。

3 讨  论

胰岛素与细胞膜上的胰岛素受体结合后，激活受体

的内源性酪氨酸激酶活性，导致自身磷酸化和胰岛素受

体底物(IRS)的酪氨酸磷酸化。活化的 IRS 可磷酸化下游

的 PI3K 和 akt，从而促进 Glut4 迁移到胞膜上介导组织

细胞利用葡萄糖[3]。体内和体外研究证明，Res 可以增

－.无添加；+ .添加。* .与对照组相比，差异显著( P ＜ 0 . 0 5 )；* * .与
对照组相比，差异极显著(P ＜ 0.01)。△.与胰岛素添加组相比，差异显

著(P ＜ 0.05)；△△.与胰岛素添加组相比，差异极显著(P ＜ 0.01)。下同。

图 1 Res 对胰岛素抵抗状态下 3T3-L1 脂肪细胞葡萄糖消耗量的影响

Fig.1   Effect of resveratrol on glucose consumption of insulin-resistant
3T3-L1 adipocytes
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加依赖或非依赖胰岛素的葡萄糖转运[4]，其机制尚不完

全清楚。本实验结果显示，无论胰岛素存在与否，Res
均能增加胰岛素抵抗状态下 3T3-L1 脂肪细胞葡萄糖的摄

取，但在有胰岛素刺激时，3 种浓度的 Res 组均正向促

进葡萄糖转运，而在缺乏胰岛素刺激的条件下，只有

0.1μmol/L 的 Res 组增加胰岛素抵抗状态下细胞葡萄糖的

摄取，提示 Res 改善胰岛素抵抗状态下细胞的葡萄糖代

谢可能通过 IRS-PI3K-akt- Glut4 通路，而且可能还存在

其他不依赖胰岛素的通路，有待进一步的探讨。

脂联素、瘦素和抵抗素都是脂肪细胞分泌的因子。

研究显示，脂联素可增加胰岛素的敏感性和脂肪组织的

氧化，最终减少循环中脂肪酸水平和减少肝脏和脂肪细

胞的 T G 水平 [ 5 ]，从而改善胰岛素抵抗。有研究证明，

恒河猴自发展为 2 型糖尿病的过程中，脂联素含量下

降，高胰岛素钳夹实验显示，随着胰岛素抵抗的加重，

血中脂联素水平逐渐降低[6]。本实验结果显示，无论胰

岛素存在与否，Res 都可使胰岛素抵抗状态下的 3T3-L1
脂肪细胞脂联素的 mRNA 表达增加，提示 Res 可能通过

增加脂联素的表达水平来改善胰岛素抵抗。

瘦素主要是由白色脂肪组织分泌的，且只有在成熟

的脂肪细胞中才表达[7]。瘦素通过中枢神经递质抑制食

欲，促进糖脂代谢，参与多种内分泌激素的相互协调，

以控制肥胖的发生发展[8]。在对 3T3-L1 细胞的研究中发

现，瘦素不能直接诱导脂肪细胞凋亡，但能直接抑制

前脂肪细胞的成熟分化，减少细胞中的脂质堆积[9]。本

实验结果显示，Res 组瘦素 mRNA 表达增加，提示 Res
改善胰岛素抵抗可能与增加瘦素的表达有关。

抵抗素是由脂肪细胞分泌的多肽类激素。研究表

明，在胰岛素抵抗的动物体内抵抗素水平明显高于正常

个体，降低血清抵抗素水平能减少脂肪沉积，提高胰

岛素的敏感性[10]。抵抗素通过降低胰岛素刺激的葡萄糖

摄取来降低脂肪细胞、骨骼肌细胞和肝细胞以及胰腺β

细胞的胰岛素敏感性，诱导产生胰岛素抵抗。本实验

结果显示，经过或不经过胰岛素刺激，0.1、1μmol/L
的 Res 组抵抗素的 mRNA 表达都下降，因此推测 Res 改
善胰岛素抵抗可能与下调抵抗素的表达有关。

AMPK 广泛存在于真核细胞中，属于丝 / 苏氨酸蛋

白激酶家族成员，是一个异源三聚体，由具有催化作

用的α亚基和具有调节作用的β和γ亚基构成，α亚

基对整个激酶的活性是必需的。当代谢性应激引起细胞

内 AMP/ATP 比值升高时，AMPK 发生磷酸化并激活其

下游靶分子，减少 ATP 的消耗和增加 ATP 的生成，即

促进分解代谢；当 AMP/ATP 比值降低时，AMPK 则

促进合成代谢。对 2 型糖尿病患者和正常对照组进行的

体外实验显示，5- 氨基 -4- 咪唑甲酰胺核苷酸(AICAR，

AMPK 的激活剂)通过增加细胞表面 Glut4 含量，增加葡

萄糖转运，这一过程依赖 AMPK 途径[11]。在大鼠原代

脂肪细胞中，脂联素可通过磷酸化 AMPK 和 ACC，促

进细胞摄取葡萄糖 [ 1 2 ]。在骨骼肌细胞中，瘦素可激活

AMPKα2 亚单位的活性，加速脂肪酸氧化作用[13]。抵

抗素可通过抑制 AMPK 活性而作用于脂肪、肝脏及骨骼

肌等胰岛素靶器官，促进肝糖输出，导致产生胰岛素

抵抗 [ 1 4 - 1 5 ]。本实验结果显示，无论胰岛素存在与否，

Res 都增加胰岛素抵抗状态下 3T3-L1 脂肪细胞 AMPKα
的磷酸化水平。提示 Res 可能通过增加细胞脂联素与瘦

素的表达，减少抵抗素的表达，从而增加 AMPKα磷酸

化，活化 AMPKα经或不经胰岛素信号转导通路( IRS-
PI3K-akt)，促进 Glut4 的转位，增加葡萄糖转运，改

善胰岛素抵抗。

综上所述，Res 增加胰岛素抵抗状态下 3T3-L1 脂肪

细胞的葡萄糖代谢，改善其胰岛素抵抗。Res 可能通过

增加脂联素和瘦素的表达并下调抵抗素的表达，进而增

加 AMPK 的磷酸化水平，经过或不经过胰岛素信号转导

通路，增加葡萄糖摄取。本研究结果可为 Res 防治 2 型

糖尿病及其他代谢综合征提供理论依据。
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