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印楝素对 ｍｉｎ６细胞增殖及胰岛素分泌的影响
张　玲１，２，王得华１，马　义１，徐汉虹２

（１暨南大学 生命科学技术学院，广东 广州５１０６３２；２天然农药与化学生物学教育部重点实验室／
华南农业大学 农学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】研究印楝素对ｍｉｎ６细胞增殖、葡萄糖摄取及胰岛素分泌的影响，并探讨其作用机制。【方法】不同浓
度印楝素处理ｍｉｎ６细胞４８ｈ，检测细胞增殖量。在５５和２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖条件下，检测印楝素处理细胞的
葡萄糖摄取水平，胰岛素 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒检测细胞胰岛素的分泌。【结果】与对照组相比，在 ５５和 ２５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖条件下，印楝素均表现促进细胞增殖活性。印楝素处理下，与２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖条件相比，
５５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖表现出更显著地促进葡萄糖摄取和胰岛素分泌的作用。【结论】印楝素可能通过调控葡萄糖
水平影响胰岛素的分泌。
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　　印楝素是从印楝 ＡｚａｄｉｒａｃｈｔａＩｎｄｉｃａ种子中提取
的柠檬素类化合物，属于四环三萜类化合物，包括１０
多个结构类似物［１］。印楝素对生长发育的调控表现

为抑制昆虫的生长发育和干扰昆虫的内分泌导致其

变态发育异常［２３］。印楝素对昆虫的生长发育的调

控可能涉及多种因素，印楝素能明显地影响昆虫体

内糖、蛋白质和脂肪的合成代谢，影响内源激素的调

控途径［４５］。在昆虫生长发育中，胰岛素信号通路参



与调控营养代谢物，间接调控昆虫的变态生长发

育［６７］。在前期研究中，天然农药与化学生物学教育

部重点实验室通过对印楝素作用下的昆虫幼虫和离

体细胞差异表达基因／蛋白文库分析，提出了印楝素
可能通过营养 －胰岛素信号（ＩＩＳ）途径调控昆虫生
长发育［６］。

哺乳动物的胰岛素是机体中促进合成和代谢的

多肽类激素。胰岛β细胞是胰岛素合成和分泌的主
要场所，调控机体中糖、脂肪及蛋白质代谢等［８９］。

胰岛β细胞合成和分泌胰岛素受到营养物质等多种
因素的调控，葡萄糖是最主要的调控因子［１０］。本研

究在胰岛β细胞ｍｉｎ６细胞水平，研究印楝素对胰岛
素信号途径的影响，通过印楝素对葡萄糖和胰岛素

的调控，探讨印楝素可能的作用机制。

１　材料与方法
１．１　材料

小鼠胰岛瘤细胞ｍｉｎ６细胞，采用ＤＭＥＭ基础培
养基（分别含５５和２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖）培养，
１５％（φ）胎牛血清临用前添加，加入胎牛血清、１００
Ｕ·ｍＬ－１ 青 霉 素、０１ｍｇ· ｍＬ－１链 霉 素、５０
μｍｏｌ·Ｌ－１β－巯基乙醇，调节ｐＨ至７３５～７４５，在
３７℃，５％（φ）ＣＯ２条件下常规培养。

印楝素从印楝素种子中提取，其中印楝素 Ａ质
量分数＞９０％，由天然农药与化学生物学教育部重
点实验室提供。ＤＭＥＭ培养液、００５％（φ）胰酶 －
ＥＤＴＡ、胎牛血清均购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｄ－（＋）－葡
萄糖、２β－巯基乙醇、ＤＭＳＯ，购自 Ｓｉｇｍａ公司。
ＥＬＩＳＡ胰岛素试剂盒购自Ｌｉｎｃｏ公司。

ＫＲＢＨ缓冲液 （１Ｌ）：ＮａＣｌ７５４ｇ；ＫＣｌ０３６ｇ；
ＭｇＳＯ４０１５ｇ；ＫＨ２ＰＯ４０１６ｇ；ＣａＣｌ２０２８ｇ；ＮａＨＣＯ３０４２
ｇ；ＢＳＡ１００ｇ；ＨＥＰＥＳ２３８ｇ；去离子水１Ｌ，磁力搅拌
器混匀后，调节 ｐＨ７４，过滤除菌，４℃保存备用。
１．２　方法
１．２．１　细胞增殖测定　用 ＭＴＴ法检测印楝素对
ｍｉｎ６细胞增殖活性的影响。取对数生长期的 ｍｉｎ６
细胞，调整浓度为 ２×１０５ｍＬ－１，接种至９６孔板中，
每孔加入ＤＭＥＭ完全培养液１５０μＬ，培养２４ｈ，细
胞贴壁后，弃培养液，ＰＢＳ缓冲液洗２次。加入印楝
素２００μｇ·ｍＬ－１１５０μＬ，顺序加入倍半稀释浓度，
培养４８ｈ后，每孔加ＣＣＫ８２０μＬ，继续孵育４ｈ；孵
育４ｈ后小心吸弃上清液，每孔加入１５０μＬ的 ＤＭ
ＳＯ，振荡１０ｍｉｎ。酶标仪测定５７０ｎｍ的光密度值。
１．２．２　ｍｉｎ６细胞葡萄糖摄取量测定　将ｍｉｎ６细胞
以 ２×１０５个细胞接种于 １２孔培养板中，细胞贴壁

后，弃去板中培养基，用 ＫＲＢＨ缓冲液轻柔地洗 ２
次，再用含 １００μｇ印楝素的 ＫＲＢＨ缓冲液继续孵育
２ｈ。然后，加入５５和２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的葡萄糖孵
育２０ｍｉｎ，收集上清液，通过检测上清液中葡萄糖的
含量反映细胞对葡萄糖的吸收。

１．２．３　ｍｉｎ６细胞内胰岛素含量的测定　取对数生
长期的细胞，消化后计数，调整细胞密度至２×１０５

Ｌ－１，接种于 １２孔板，２４ｈ后弃细胞培养基，用
ＫＲＢＨ缓冲液轻柔地洗２次，再用 ＫＲＢＨ预孵育 ２
ｈ，使细胞对葡萄糖致敏。然后，换用新鲜的 ＫＲＢＨ
缓冲液分别加入０、５０、１００、１５０、２００μｇ·ｍＬ－１印楝
素，以及５５或者２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖继续孵育
１ｈ，收集上清液，ＥＬＩＳＡ胰岛素试剂盒测定胰岛素的
含量。

以上试验均重复６次。
１．３　数据处理

应用ＳＰＳＳ１７０统计软件对试验结果进行统计
学分析，采用方差分析和 ｔ检验进行差异显著性分
析。应用Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ软件绘图。

２　结果与分析
２．１　印楝素对ｍｉｎ６细胞增殖的影响

不同浓度印楝素分别作用于高糖培养基（２５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖）和低糖培养基（５．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡
萄糖）培养的 ｍｉｎ６细胞，４８ｈ后检测细胞存活率。
试验结果如图１所示。不同浓度印楝素分别处理 ４８
ｈ后，采用ＣＣＫ８检测ｍｉｎ６细胞的存活状态。由图１
可知，ｍｉｎ６细胞在高糖和低糖培养基条件下均生长
良好，印楝素均表现出促进增殖活性，且表现出一定

的浓度依赖性。印楝素质量浓度为 １００μｇ·ｍＬ－１

时，在低糖培养基中，增殖率提高２０％，而在高糖培
养基中，增殖率提高１３％。
２．２　印楝素对ｍｉｎ６细胞葡萄糖摄取的影响

ｍｉｎ６细胞过夜培养，加入缓冲溶液饥饿 ２ｈ后，
分别在５５和２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖新鲜的 ＫＲＢＨ
缓冲溶液中，用１００μｇ·ｍＬ－１印楝素处理，继续培养
２０ｍｉｎ，取上清检测培养基中葡萄糖的含量。

试验结果如图２所示，在低糖培养条件下，印楝
素处理组培养基中葡萄糖浓度与无药物处理组相比

明显降低，试验检测葡萄糖浓度降低１１％，表明细胞
对葡萄糖的摄取量增加，间接表明印楝素可以促进

胰岛β细胞对葡萄糖的吸收。而在无糖对照组中，
印楝素处理组与未用药组没有显著差异。在高糖培

养条件下，印楝素处理组培养基中葡萄糖浓度降低，

与未用药组比较差异不显著。
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图１　印楝素对ｍｉｎ６细胞增殖的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｎ６ｃｅｌｌｓ

 表示处理与对照差异显著（Ｐ＜００５，ＤＭＲＴ法）。

图２　印楝素对 ｍｉｎ６细胞葡萄糖吸收的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｏｎｇｌｕｃｏｓｅ

ｕｐｔａｋｅｏｆｍｉｎ６ｃｅｌｌｓ

２．３　印楝素对ｍｉｎ６细胞胰岛素分泌的影响
ｍｉｎ６细胞培养２４ｈ后，用ＫＲＢＨ缓冲溶液孵育

使细胞对葡萄糖致敏，检测不同溶度印楝素处理下

胰岛素的含量。试验结果表明，当 ｍｉｎ６细胞在５５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖环境中，印楝素对细胞的胰岛素分
泌产生影响，如图 ３ａ所示，当印楝素的浓度为 ５０、
１００、１５０μｇ·ｍＬ－１时，胰岛素的分泌量先随浓度增
加，与无药对照组相比差异显著（Ｐ＜００５）。然后在
印楝素浓度２００μｇ·ｍＬ－１胰岛素分泌量增加有所下
降，与对照差异不显著。当印楝素为１００μｇ·ｍＬ－１

时，胰岛素分泌量增加２５％。
当ｍｉｎ６细胞处于２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖环境

中，印楝素同样表现为促细胞胰岛素分泌，如图３ｂ
所示，与低葡萄糖试验组同样的４个印楝素处理浓
度，胰岛素分泌增加较少，同样随印楝素处理浓度增

加而胰岛素分泌量增加。与低葡萄糖浓度刺激相

比，在高葡萄糖浓度刺激下，印楝素处理组促胰岛素

的分泌量相对较低。

分泌的胰岛素以每小时计， 表示处理与对照差异显著（Ｐ＜００５，ＤＭＲＴ法）。

图３　印楝素对ｍｉｎ６细胞胰岛素分泌的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｏｎｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｍｉｎ６ｃｅｌｌｓ

７２　第４期 　　　　　张　玲，等：印楝素对ｍｉｎ６细胞增殖及胰岛素分泌的影响 　　　



３　讨论与结论

昆虫ｍｉｎ６细胞系是胰岛素分泌研究中常用的
细胞模型，该模型已经具备完善的研究方法和理论

基础，在该细胞模型中研究印楝素处理下对葡萄糖

以及胰岛素分泌的影响，可为后续的昆虫体系的试

验提供理论参考。

在β细胞中，营养因子葡萄糖是刺激胰岛素分
泌的最主要因素。葡萄糖由葡萄糖转运载体转运进

入胰岛β细胞，参与生物体血糖的调节，因而细胞中
影响葡萄糖代谢的影响因子均对胰岛素的分泌产生

影响。因此，选择胰岛 β细胞作为研究印楝素对营
养因子及其相关信号调控的研究体系。

在本研究中试验结果显示不同浓度的印楝素，

在５５和２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基中，均表现
出对胰岛 β细胞不同程度的促增殖作用。在 ５５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖培养基中促增殖作用更加显著。
同时，印楝素在低葡萄糖和高葡萄糖环境下能够促

进细胞对葡萄糖的吸收，在５５ｍｍｏｌ·Ｌ－１低葡萄糖
条件细胞摄取更多的葡萄糖。而糖的吸收和代谢是

葡萄糖依赖的胰岛素分泌的主要影响因素。影响葡

萄糖在β细胞代谢中的因素均可影响到胰岛素的分
泌。试验结果显示，检测不同浓度印楝素处理的细

胞胰岛素分泌水平，在 ５５ｍｍｏｌ·Ｌ－１低糖培养基
中，胰岛素分泌水平增加，这与相同条件下试验检测

的葡萄糖摄取水平一致。作为葡萄糖依赖的胰岛素

分泌，胰岛素的分泌主要受葡萄糖的刺激影响，葡萄

糖的摄取量增加直接导致胰岛素的分泌增加。试验

结果显示印楝素在低葡萄糖环境中促进细胞对葡萄

糖的吸收，促进胰岛素的分泌，进而推断印楝素的作

用可能是调控葡萄糖的吸收，间接的产生葡萄糖刺

激胰岛素分泌的响应。而在高葡萄糖环境中，印楝

素促葡萄糖吸收作用减弱，胰岛素分泌量没有显著

的增加。试验结果表明，印楝素作用的胰岛 β细胞
中，胰岛素的分泌和印楝素作用下葡萄糖的吸收结

果一致。因此可以推断印楝素可能是通过调控细胞

内葡萄糖浓度，进而影响到细胞胰岛素的释放，而不

是简单作用于胰岛素及其受体本身。

在之前的文献报道中，印楝素在多种细胞上均

表现出抑制细胞生长作用。在昆虫细胞中，印楝素

表现出明显的抑制生长和诱导凋亡［１１１２］。在哺乳动

物细胞中，文献报道印楝素提取物也表现出抑制细

胞增殖，诱导凋亡等［１３１４］。在子宫癌 Ｈｅｌａ细胞系
中，印楝素显著地抑制细胞的增殖，诱导细胞凋

亡［１４］。因而，印楝素通常情况下具有抑制细胞的生

长作用。本研究结果表明，ｍｉｎ６细胞在葡萄糖存在
条件下，印楝素表现出促增殖活性，促进细胞对葡萄

糖的摄取以及细胞胰岛素的分泌，因而推断在 ｍｉｎ６
细胞中印楝素调控胰岛素分泌可能与印楝素调控抑

制细胞生长和诱导凋亡的机制不同。在胰岛 β细胞
中，葡萄糖－胰岛素信号途径为主要的调控通路，而
细胞生长是通过ＰＩ３Ｋ信号通路调控的，因而印楝素
在胰岛β细胞中可能是通过调节葡萄糖合成和代谢
中的靶标，达到调控葡萄糖吸收的目的，间接地调控

细胞内胰岛素的释放。

文献报道番石榴酸在 Ｉｎｓ１胰岛 β细胞中表现
相似的促细胞增殖活性和影响胰岛素合成和分泌的

作用［１５］。番石榴酸结构上属于羟基萜类化合物，鉴

于印楝素与羟基萜类化合物在结构上的相似性，该

类化合物在葡萄糖－胰岛素调控中的作用机制研究
可以成为印楝素进一步研究的参考。
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