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摘　要：目的：探讨没食子儿茶素没食子酸酯是否存在促进３Ｔ３－Ｌ１脂肪细胞吸收葡萄糖的潜力。方
法：为测定没食子儿茶素没食子酸酯对脂肪细胞吸收葡萄糖的作用和对前脂肪细胞分化的影响，分别采
用了葡萄糖荧光示踪剂检测法和３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞分化模型。结果：没食子儿茶素没食子酸酯可提
高脂肪细胞在高浓度葡萄糖（３０ｍＭ）条件下由胰岛素刺激的葡萄糖吸收，促进３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞分化
为脂肪细胞。结论：没食子儿茶素没食子酸酯可促进脂肪细胞吸收葡萄糖和前脂肪细胞分化，提示没食
子儿茶素没食子酸酯可能对降低血糖和改善胰岛素抵抗有一定作用。
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　　降血糖作用是衡量某活性物质是否具有防治２型糖尿
病能力的重要标准之一，选择快速、直接、客观、严谨的细胞
葡萄糖吸收检测方法用以评估待测化学成分的降血糖活性

具有十分重大的意义。葡萄糖荧光示踪剂２－［Ｎ－（７－硝基苯－
２－氧代－１，３－重氮基－４－基）氨基］－２－脱氧－Ｄ－葡萄糖（２－ＮＢＤＧ）
在４６７ｎｍ波长被激发时，于５４２ｎｍ波长处产生强烈的荧
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光，采用２－ＮＢＤＧ作为葡萄糖示踪剂，利用流式细胞仪直接
检测单细胞吸收葡萄糖的方法［１］，不但克服了放射性示踪
剂无法测定单细胞吸收葡萄糖的缺点，同时也避免了放射
性废物处理的问题［２］，并且能够客观、快速、高效地获取试
验数据。
３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞被诱导分化为成熟的脂肪细胞后

能促进外部环境中的葡萄糖消耗。胰岛素、胰岛素类似物
与不同酶和受体相互作用，通过激活细胞和细胞核中的多
个信号通路，进而加速成熟脂肪细胞对周围葡萄糖的吸收、
运输、消耗，最终使细胞培养基中葡萄糖浓度降低。因而，
３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞系已被广泛应用于降糖药物筛选模
型［３－５］。

研究表明，油茶醇提取物可在一定程度上降低２型糖
尿病小鼠的血糖浓度［６］，前期研究提示油茶醇提取物中的
没食子儿茶素没食子酸酯很可能会在一定程度上加快细胞
吸收葡萄糖。因此，本研究以罗格列酮为对照药，对没食子
儿茶素没食子酸酯在３Ｔ３脂肪细胞中对葡萄糖吸收的影响
及其对３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞分化的作用进行了考察。

１　材料与仪器
１．１　药品

葡萄糖、胰岛素、罗格列酮均购买于Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ；没
食子儿茶素没食子酸酯（纯度＞９８％）购买于成都瑞芬思生
物科技有限公司。
１．２　试剂

油红Ｏ、苏木精－伊红溶液均购自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ；葡萄
糖荧光示踪剂２－ＮＢＤＧ购自 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ。其他化学
试剂均为分析纯。
１．３　仪器

试验中使用的主要仪器包括全波长酶标仪（Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ
Ｇｏ，美国赛默飞世尔科技有限公司）；流式细胞仪（ＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ　ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒ，美国Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）；ＣＯ２
恒温培养箱（ＩＦＳ－１１０－８，新加坡Ｅｓｃｏ　Ｍｉｃｒｏ　Ｐｔｅ有限公司）。
１．４　细胞

小鼠源３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞购自美国菌种保藏中心
（ＡＴＣＣ），用１０％胎牛血清ＤＭＥＭ 在５％ＣＯ２加湿空气的
细胞培养箱中于３７℃进行培养，第５～９代细胞用于实验。

２　方法
２．１　细胞活力测定

使用 ＭＴＴ法检测，采用含有０．５μＭ和１μＭ没食子儿
茶素没食子酸酯或罗格列酮的无血清ＤＭＥＭ处理４８ｈ后，
观察３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞的生长及增殖的情况，于酶标仪
４９０ｎｍ波长下测定各组光密度值，设置空白对照组细胞对
应的光密度值为１００％。
２．２　没食子儿茶素没食子酸酯对脂肪细胞吸收葡萄糖
的影响
　　参照文献方法操作［７－１５］，通过流式细胞仪测定没食子儿
茶素没食子酸酯对葡萄糖荧光示踪剂２－ＮＢＤＧ吸收的影
响。以１×１０４个细胞／孔的密度，将分化的３Ｔ３－Ｌ１脂肪细
胞种于９６孔细胞培养板，于含１μＭ 胰岛素的无血清高浓
度葡萄糖（３０ｍＭ）的ＤＭＥＭ中培养２４ｈ，再分别用０．５μＭ
和１μＭ的没食子儿茶素没食子酸酯及罗格列酮和１０μＭ　２－
ＮＢＤＧ处理１ｈ，对照组则用无血清ＤＭＥＭ 处理１ｈ。将收
集的各组细胞悬浮于预冷的５００μＬ无血清但含高浓度葡萄
糖（３０ｍＭ）的ＤＭＥＭ中，保持在４℃，用流式细胞仪分析细
胞吸收葡萄糖的情况，记录各组细胞吸收２－ＮＢＤＧ的荧光
强度值。用没食子儿茶素没食子酸酯或罗格列酮处理但未
加２－ＮＢＤＧ进行处理的对照组的细胞荧光强度分别作为其
测量背景值，以排除假阳性。统计药物处理组的荧光强度
值与背景值之差，以作后续数据分析。
２．３　油红Ｏ染色和脂积累量测定

参照文献［７－１５］诱导３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞分化。按照４×

１０３细胞／孔的密度，将３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞种于９６孔细胞
培养板，培养２４ｈ后，再用含１μＭ胰岛素和０．５μＭ及１μＭ
的没食子儿茶素没食子酸酯或罗格列酮的培养基继续培养
３ｄ，对照组细胞则用含１μＭ胰岛素的培养基培养３ｄ，１２天
后，进行油红Ｏ染色和脂含量测定。用１０％福尔马林溶液
固定各组细胞１ｈ后，在室温下用油红Ｏ溶液染色２ｈ，接着
用苏木精－伊红染色１５ｍｉｎ。为了去除游离染料，用６０％
异丙醇溶液轻柔清洗各组细胞３次。应用全波长酶标仪在
５１０ｎｍ波长下测定各组细胞的脂积累量。在光学显微镜下
拍摄（４００×）各组细胞油红Ｏ的染色情况，用以对比和评估
没食子儿茶素没食子酸酯对３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞分化过程
的影响。
２．４　统计学方法

所有数据采用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

３　结果
３．１　没食子儿茶素没食子酸酯对３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞
活力的影响
　　以空白对照组细胞光密度值为１００％，与空白对照组相
比，没食子儿茶素没食子酸酯和罗格列酮在０．５μＭ和１μＭ
浓度下均对３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞的生长和增殖没有显著影
响，提示没食子儿茶素没食子酸酯和罗格列酮对３Ｔ３－Ｌ１前
脂肪细胞无细胞毒性，不破坏细胞的生长和增殖。如图１
所示。

图１　没食子儿茶素没食子酸酯对３Ｔ３－Ｌ１前脂肪
细胞活力的影响（ｎ＝６）

３．２　没食子儿茶素没食子酸酯对葡萄糖吸收的影响
采用３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞分化模型，测定没食子儿茶素

没食子酸酯在３Ｔ３－Ｌ１脂肪细胞中对胰岛素刺激的葡萄糖
荧光示踪剂２－ＮＢＤＧ吸收的作用。与对照组相比，０．５μＭ
和１μＭ罗格列酮可显著促进在高浓度葡萄糖（３０ｍＭ）条件
下３Ｔ３－Ｌ１脂肪细胞中胰岛素刺激的葡萄糖吸收（图２）。没
食子儿茶素没食子酸酯在１μＭ 的浓度下也可显著增加
３Ｔ３－Ｌ１脂肪细胞对胰岛素调节的２－ＮＢＤＧ吸收，并且比
１μＭ罗格列酮体现出更强的趋势。

注：ｎ＝６，与对照组比较，＊＊Ｐ＜０．０１。
图２　没食子儿茶素没食子酸酯对胰岛素刺激的脂肪

—４５—



细胞吸收葡萄糖的影响
３．３　没食子儿茶素没食子酸酯对３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞
分化的影响
　　相对于空白对照组３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞（图３Ａ），对照
组细胞（图３Ｂ）受到胰岛素的影响出现了少量成熟的脂肪
细胞，新生成的成熟脂肪细胞被油红Ｏ染成红色。与对照

组细胞（图３Ｂ）相比，１μＭ 罗格列酮可明显加速脂肪分化，
出现了较多成熟的脂肪细胞（图３Ｄ），还可促进脂积累（图
４）。在１μＭ的浓度下，没食子儿茶素没食子酸酯也体现出
与罗格列酮相似的活性，可明显促进脂肪分化（图３Ｆ），显著
增加脂含量（图４）。

注：（Ａ）空白组；（Ｂ）胰岛素处理组；（Ｃ）０．５μＭ罗格列酮处理组；（Ｄ）１μＭ罗格列酮处理组；（Ｅ）０．５μＭ没食子儿茶素没食子酸酯处理组；（Ｆ）１μＭ
没食子儿茶素没食子酸酯处理组。

图３　没食子儿茶素没食子酸酯对３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞分化的影响

注：ｎ＝６，设定对照组中脂的含量为１００％；与对照组比较，＊＊Ｐ＜
０．０１。

图４　没食子儿茶素没食子酸酯对３Ｔ３－Ｌ１前脂肪
细胞分化过程中脂含量的影响

４　讨论
没食子儿茶素没食子酸酯可显著提高分化的３Ｔ３－Ｌ１

脂肪细胞在高浓度葡萄糖条件下对胰岛素刺激条件下的葡
萄糖吸收，这表明没食子儿茶素没食子酸酯可能具有降低
血糖的潜能，但需要深入研究其作用机制。

上调过氧化物酶体增殖物激活受体（ＰＰＡＲγ）表达能显
著提高胰岛素敏感性［１６－１８］。ＰＰＡＲγ２选择性表达于脂肪细
胞中，其表达离不开脂肪细胞分化过程［１９］。因此，能够促进
脂肪细胞分化的化合物很可能具有改善胰岛素敏感性和提
高胰岛素刺激的葡萄糖吸收的潜力［７－１５］。试验结果提示没
食子儿茶素没食子酸酯促进了３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞的分化
过程，这可能是没食子儿茶素没食子酸酯加快脂肪细胞中
胰岛素刺激的葡萄糖吸收的一个原因，但这仍需进一步研
究。

５　结语
综上所述，没食子儿茶素没食子酸酯不仅促进了分化

的３Ｔ３－Ｌ１脂肪细胞对胰岛素刺激的葡萄糖吸收，而且加速
了３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞的分化过程。因此，没食子儿茶素没
食子酸酯可能具有降低血糖和改善胰岛素抵抗的潜能，这
对于预防或辅助治疗２型糖尿病具有重要意义。
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参麦注射液及其中间体相对分子质量研究
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摘　要：目的：研究参麦注射液及其中间体中大分子物质的测定。方法：采用高效凝胶渗透色谱法，选用
ＴＳＫ－Ｇｅｌ　ＧＰＷＸＬ４０００，７．８ｍｍ×３００ｍｍ凝胶柱，以１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液为流动相，柱温４０℃，流速为
０．６ｍＬ·ｍｉｎ－１，蒸发光散射检测器（干燥气体流速３．０Ｌ·ｍｉｎ－１；漂移管温度１１５℃）。结果：参麦注射液中
物质的分子量小于８　０００，绝大多数物质的分子量不到４００。结论：该方法可用于参麦注射液及其中间体
中大分子物质相对分子质量及分布的测定，测定结果可作为提高参麦注射液质量标准的依据。
关键词：参麦注射液；高效凝胶渗透色谱；大分子物质；相对分子质量
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ｑｑ．ｃｏｍ

　　参麦注射液为红参和麦冬提取有效成分制成的纯中药
注射液制剂，主要以人参皂苷类和糖类为主要有效成分［１］。
参麦注射液具有益气固脱、养阴生津、生脉的作用，临床用

于冠心病、休克、病毒性心肌炎等多种疾病的治疗，为临床
常用中药注射液品种之一［２－３］。大分子物质被广泛认为是
引起中药注射液中不良反应的源头［４］，
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