
췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:侯新月,王娟,何叶,等.罗汉果皂苷V对高糖诱导AML-12细胞氧化

损伤的保护作用[J].右江民族医学院学报,2025,47(3):375-380,386.
【论著与临床报道】

罗汉果皂苷V对高糖诱导AML-12细胞氧化损伤的保护作用

侯新月,王娟,何叶,陈旭

(桂林医科大学药学院,广西 桂林 541199)

摘 要:目的 探讨罗汉果皂苷V(MV)是否通过激活PI3K/Akt信号通路抑制高糖诱导的AML-12肝细胞凋亡及氧化

应激,从而发挥肝细胞保护作用。方法 采用高浓度葡萄糖(144mmol/L)构建 AML-12肝细胞损伤模型;通过CCK-8
法筛选 MV的最佳干预浓度(70μmol/L);流式细胞术检测细胞凋亡及活性氧(ROS)水平;WesternBlot分析凋亡相关

蛋白(BAX、Caspase-3)及PI3K/Akt通路关键分子(Akt、P-Akt)的表达。结果 高糖处理显著降低AML-12细胞活力并

诱导凋亡,同时上调BAX和Caspase-3蛋白表达,促进 ROS释放,抑制PI3K/Akt通路活性(P-Akt/Akt比值下降)。

MV干预后,细胞活力提高,凋亡率降低,凋亡蛋白表达下调,ROS生成减少,且PI3K/Akt通路活性显著增强。结论 
MV可通过激活PI3K/Akt信号通路,抑制高糖诱导的AML-12肝细胞凋亡及氧化应激,对高糖环境下的肝细胞损伤具

有保护作用。
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ProtectiveeffectsofMogrosideVagainsthighglucose-induced
oxidativedamageinAML-12cells

HOUXinyue,WANGJuan,HEYe,CHENXu

(SchoolofPharmacy,GuilinMedicalUniversity,Guilin541199,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatewhethermogrosideV(MV)exertshepatoprotectiveeffectsbyinhib-
itinghighglucose-inducedapoptosisandoxidativestressinAML-12hepatocytesthroughactivationofthe
PI3K/Aktsignalingpathway. Methods AnAML-12hepatocyteinjurymodelwasestablishedusingahigh
concentrationofglucose(144mmol/L).TheoptimalinterventionconcentrationofMV (70μmol/L)was
screenedbytheCCK-8assay.Cellapoptosisandthelevelofreactiveoxygenspecies(ROS)weredetectedby
flowcytometry.Theexpressionofapoptosis-relatedproteins(BAX,Caspase-3)andkeymoleculesofthe
PI3K/Aktpathway(Akt,P-Akt)wasanalyzedbyWesternBlot. Results Highglucosetreatmentsignifi-
cantlyreducedtheviabilityofAML-12cells,inducedapoptosis,up-regulatedtheexpressionofBAXand
Caspase-3proteins,promotedROSrelease,andinhibitedtheactivityofthePI3K/Aktpathway(decreasedP-
Akt/Aktratio).AfterMVintervention,cellviabilitywasenhanced,theapoptosisratewasreduced,apoptotic
proteinexpressionwasdown-regulated,ROSproductionwasreduced,andtheactivityofthePI3K/Aktpath-
waywassignificantlyenhanced. Conclusion MVcaninhibithighglucose-inducedapoptosisandoxidative
stressinAML-12hepatocytesbyactivatingthePI3K/Aktsignalingpathway,therebyexertingaprotective
effectonhepatocyteinjuryunderhighglucoseconditions.
  Keywords: MogrosideV;AML-12cells;serine/threonine-proteinkinaseB;highglucose-inducedhepatic

injurymodel;oxidativedamage
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  糖尿病作为全球公共卫生危机,其患病率在过去

三十年间呈现指数级增长,我国已成为糖尿病患者数

量最多的国家[1]。长期的高血糖导致的多器官并发症

已成为糖尿病患者致残、致死的主要原因[2]。肝脏作

为人体糖代谢的主要器官,同时也是高血糖累积的主

要器官之一。糖尿病肝损伤(diabeticliverinjury,

DLI)是糖尿病发展和治疗过程中以肝组织或肝功能

异常为特征的一种慢性并发症,主要表现为脂肪肝、肝
纤维化、肝硬化甚至肝功能衰竭[3-4]。DLI的发病机

制尚未完全阐明,但目前的研究发现氧化应激导致的

肝细胞凋亡与DLI的发病机制密切相关[5]。研究发

现肝脏特别容易受到高血糖引起的氧化应激和相关炎

症的影响[6]。氧化诱导的损伤在肝细胞中积聚,最终

会导致细胞死亡[7]。目前对于糖尿病肝损伤的相关研

究较少,缺乏有效的治疗手段。因此寻求安全有效的

治疗药物具有重要的现实意义,越来越多的研究发现

天然植物成分对氧化损伤具有保护作用。
罗汉果皂苷V(mogrosideV,MV)是从罗汉果中

提取的一种葫芦烷三萜甙类化合物,是罗汉果中的主

要活性成分[8]。近年来研究发现 MV具有抗氧化、抗
炎和抗肿瘤等多重生物学活性[9]。已发现 MV可通

过激 活 AMPK 来 改 善 高 脂 饮 食 诱 导 的 肝 脂 肪 变

性[10];其抗氧化活性可以抑制氧化应激,减少糖尿病

并发症发生[11]。但其对高糖诱导的肝细胞氧化损伤

中的作用及机制并不清楚。PI3K/Akt信号通路可调

控细胞的增殖、凋亡和氧化应激等多种 生 物 学 过

程[12]。Akt被称为蛋白激酶B(PKB),是 Akt/PI3K
信号通路中的关键蛋白,是一种丝氨酸/苏氨酸特异性

蛋白激酶,一旦被磷酸化激活,它在各种人类癌症和氧

化应激的进展中起着重要作用。研究发现 MV可以

通过激活PI3K/Akt信号通路抑制的小鼠胰岛素瘤细

胞 MIN6(MouseIsletβcellsMIN6,MIN6)细胞氧化

损伤[13]。但 MV是否会通过PI3K/Akt信号通路抑

制高糖诱导的肝细胞氧化损伤尚不得知。基于上述问

题,本研究通过使用高糖诱导的AML-12细胞氧化损

伤模型,探讨MV是否通过激活PI3K/Akt信号通路,
减轻高糖导致的肝细胞氧化损伤。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 AML-12细胞(武汉普诺赛生命科

技有限公司 货号:CL-0602);DMEM 培养基粉剂(美
国Gibco);四季青胎牛血清(浙江天杭生物科技股份

有限公司);D-无水葡萄糖,细胞计数试剂盒-8,RIPA
裂解液(北京索莱宝科技有限公司);AnnexinV-FITC
细胞凋亡试剂盒(美国BD公司);BCA蛋白质定量检

测试剂盒(上海碧云天生物科技有限公司);GAPDH
抗体,鼠抗和兔抗[艾比玛特医药科技(上海)有限公

司];P-Akt抗体、BAX抗体、Caspase-3抗体(沈阳万

类生物科技有限公司),Akt抗体(美国Abcam公司);
电致化学发光(ECL)超敏试剂(合肥白鲨生物科技有

限公司);流式细胞仪(美国BDInc);Galaxy170S的

CO2 培养箱(德国 Eppendorf);A2-4S1生物安全柜

(新加坡ESCO公司);InfiniteM200Pro酶标仪(瑞士

泰康公司);蛋白质电泳系统(美国Bio-Rad公司);蛋
白质转印系统(美国生物-Rad公司);高速冷冻离心机

(美国Thermo公司);WS台式低转速离心机(湘仪离

心设备股份有限公司);ECL化学发光仪[伯乐生命医

学产品(上海)有限公司]。

1.2 细胞培养 AML-12细胞在含10%胎牛血清

(FBS)和1%青霉素-链霉素的DMEM 培养基中培

养,以支持其生长和增殖。将细胞置于37℃、5%CO2
的湿化培养箱中培养,当细胞密度达到80%时进行传

代,传代过程中,使用0.25%的胰蛋白酶消化细胞1
min。

1.3 CCK-8实验 通过CCK-8法评估MV对AML-
12细胞的毒性。首先,取对数生长期的AML-12细胞

进行胰蛋白酶消化并离心,随后将稀释后的细胞悬液

接种于96孔板中,按1×103 个细胞/孔,并在CO2 细

胞培养箱中培养24h。接着,弃去培养基,向每孔加

入不同浓度的 MV 溶液(0μmol/L、10μmol/L、20

μmol/L、30 μmol/L、40 μmol/L、50 μmol/L、60

μmol/L、70μmol/L、80μmol/L),继续培养48h。之

后,每孔加入10μLCCK-8溶液,继续培养2h。培养

结束后,在490nm波长下酶标仪测定各孔的吸光度,
并计算细胞存活率。

1.4 构建葡萄糖诱导下肝细胞损伤模型 融合至

90%的AML-12肝正常细胞用胰酶消化后,按1×103

个细胞/孔,均匀接种于96孔板,接种后轻敲板侧壁

10次使细胞均匀分布,显微镜下确认无聚集后置于37
℃、5%CO2 培养箱静置贴壁8h。将葡萄糖溶液用

DMEM培养基稀释成不用浓度。细胞贴壁后吸弃原

培养基,每孔换为100μL含不同浓度的葡萄糖溶液处

理,按浓度梯度从低到高加样(0mmol/L、8mmol/L、

16mmol/L、36mmol/L、72mmol/L、144mmol/L、

288mmol/L)。48h之后,每孔加入10μLCCK-8溶

液,继续培养2h。培养结束后,在490nm波长下酶

标仪测定各孔的吸光度,并计算细胞存活率。

1.5 MV给药剂量测定 将生长状态良好的 AML-
12细胞用胰蛋白酶消化后,加入DMEM 培养基,按1
×103 个细胞/孔,均匀接种于96孔板中。待细胞贴

壁后,弃去培养基,除空白(Ctrl)组外,后8组每孔均

加144mmol/L的葡萄糖和不同浓度 MV 溶液(0

μmol/L、30 μmol/L、40 μmol/L、50 μmol/L、60
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μmol/L、70μmol/L、80μmol/L),将 只 加 入 144
mmol/L的葡萄糖组命名为模型(Glu)组。培养48h
后,每孔加入10μLCCK-8溶液,继续培养2h。培养

结束后,在490nm波长下酶标仪测定各孔的吸光度,
并计算细胞存活率。

1.6 流式细胞术DHE检测活性氧(reactiveoxygen
species,ROS)释放量 取生长状态良好的 AML-12
细胞,用2mL的胰酶进行消化,均匀分布于6孔板

中,待细胞密度达到40%时,设置5组,Ctrl组、Glu
组、MV组(加入70μmol/LMV和144mmol/L的葡

萄糖溶液)和NAC组(加入0.5mmol/LN-乙酰半胱

氨酸(N-Acetylcysteine,NAC)提前1h敷育,后加入

144mmol/L的葡萄糖溶液)、MV+NAC组(加入0.5
mmo/LNAC提前1h敷育,后加入70μmol/LMV
和144mmol/L的葡萄糖溶液)。24h后每组加入1
mL0.25%胰酶(含EDTA)消化,待细胞可吹散时,加
入2mL新的完全培养基终止消化,并转移至相应离

心管中,1000r/min,5min离心后用1.5mLEP管

收集各组的沉淀,并用1×PBS洗涤2次。用1×PBS
稀释DHE(Dihydroethidium)试剂溶液,按1∶600比

例配置,吸取300μL至1.5mLEP管中至覆盖底部

细胞沉淀,轻轻吹打使细胞重悬,避光染色静置30
min。每隔10min轻轻吹打使底部沉淀重悬,染色结

束后离心去除上清后用1×PBS洗涤细胞并离心2
次,确保管内无大量染料。用移液枪加入适量1×PBS
重悬后过300目筛网后进行上机检测。样品预处理过

程中打开流式细胞仪自检,进样针置于超纯水试管中,
最大流速吸取超纯水清洗10min。待收集至目标细

胞数量后停止上样,根据相关参数,利用Gate设置目

标区域,记录对应组数据,最后,使用Flowjo10.8对数

据进行分析。

1.7 细胞凋亡检测 取对数生长期的AML-12细胞

消化后均匀的铺在6孔板中,待细胞密度达到60%左

右时,按照实验分组分别加药到培养皿中,设置Ctrl
组、Glu组、MV组并加入相应浓度的药物孵育48h。
小心收集6孔板中细胞培养液到15mL离心管内备

用。用0.25%胰酶消化至可轻松吹散,随后加入2
mL新的培养基终止消化,将细胞收集到15mL离心

管,于1000r/min条件下离心5min。注意避免胰酶

的过度消化。离心完成后,小心弃去上清液,再加入1
mLPBS将细胞重新混悬,转移至新的1.5mLEP管

中于1500r/min条件下再次离心5min。弃去上清

后,加入200μLBindingbuffer,5μLFITC和5μL
PI,室温避光孵育30min,敷育过程中每隔10min轻

轻晃动EP管一次,以改善染色效果。再加入200μL
Bindingbuffer,300目筛网过滤后,使用流式细胞仪检

测细胞凋亡。

1.8 WesternBlot检测相关蛋白的表达 取对数生

长期的AML-12细胞接种于7cm培养皿中,培养24
h。按上述操作进行分组加药,药物作用48h后,收集

细胞沉淀。根据细胞沉淀量加入适量的RIPA强裂解

液,用1mL的移液器将细胞沉淀吹散,放置于冰上30
min,使得细胞沉淀得以充分裂解。12000r/min离心

30min,将上清移至预冷的1.5mLEP管中。BCA定

量试剂盒测定蛋白浓度。根据蛋白浓度以及所需体

积,并加入5×SDS、ddH2O使上样体积为20μL。根

据蛋白分子量配制相应浓度的分离胶,SDS-PAGE电

泳分离120min,转膜60min,5%脱脂牛奶室温封闭2
h,洗膜后分别加入相应的一抗(1∶1000),4℃孵育

过夜。PBST洗膜3次,室温孵育对应的二抗,再洗膜

4次。ECL发光及进行灰度值计算分析。

1.9 统计学方法 数据采用SPSS27.0统计进行统

计学分析。两组样本间比较采用独立样本t检验,多
组间比较采用单因素方差分析。P<0.05表示差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 MV对AML-12细胞活力的影响 在AML-12
细胞中加入不同浓度 MV,并在24h后检测细胞活

力,结果发现0~80μmol/L的 MV浓度对 AML-12
细胞活力无明显影响(见图1)。

注:与0μmol/LMV比较,ns:P>0.05。

图1 MV对AML-12细胞活力的影响

2.2 高糖诱导的肝细胞损伤模型的构建 采用高浓

度葡萄糖(glucose)构建肝细胞损伤模型,CCK-8结果

发现,AML-12细胞在144mmol/L和288mmol/L
的glucose干预下细胞活力明显下降(见图2)。最终

采用144mmol/L的glucose浓度干预 AML-12细

胞,构建肝细胞损伤模型,用于后续实验。
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注:与0mmol/Lglucose比较,
**P<0.01,***P<0.001。

图2 不同浓度的glucose对AML-12细胞活力影响

2.3 MV对高糖诱导的AML-12细胞活力的影响 
为探究适宜的给药浓度,将 AML-12细胞暴露在144
mmol/L的glucose浓度下,并加入不同浓度的 MV
干预,结果发现70μmol/L和80μmol/L的 MV浓度

增强了AML-12的细胞活力(见图3)。根据剂量最小

化原则,本研究选择70μmol/L的 MV浓度进行后续

实验。

注:与Ctrl组比较,**P<0.01;

与Glu组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图3 MV对高糖诱导的AML-12细胞活力的影响

2.4 MV对高糖诱导的AML-12细胞凋亡的影响 
为探究 MV对高糖诱导的AML-12细胞凋亡的影响,
本研究使用流式细胞术检测细胞的凋亡水平。结果发

现高糖处理后,AML-12细胞的凋亡水平显著上升,70

μmol/L的 MV干预可以抑制高糖诱导的AML-12细

胞的凋亡(见图4A、图4B)。WesternBlot实验发现,

AML-12细胞经过高糖诱导后,凋 亡 蛋 白 BAX 和

Caspase-3的表达明显上调,MV干预后上述凋亡蛋白

表达下调(见图4C~图4E)。

注:与Ctrl组相比,**P<0.01;与Glu组相比,#P<0.05。

图4 MV对高糖诱导的AML-12细胞凋亡的影响

2.5 MV对高糖诱导的AML-12细胞ROS水平的影

响 流式细胞术结果显示,144mmol/L的葡萄糖作用

于AML-12细胞后,ROS的释放明显增加,MV的干

预能显著减少ROS的释放。加入自由基清除剂NAC
后,AML-12细胞的ROS释放得到明显抑制,并且增

强了 MV对ROS释放的抑制作用(见图5)。

2.6 MV对高糖诱导的 AML-12细胞中PI3K/Akt

信号通路的作用 进一步通过 WesternBlot实验检测

Akt和P-Akt的表达水平,以P-Akt/Akt的比值作为

评价PI3K/Akt信号通路激活水平的指标。如图6结

果所示,高糖处理显著下调了AML-12细胞中P-Akt/

Akt的比值,MV干预后P-Akt/Akt的比值显著上调。
这些数据表明,MV可以激活 AML-12细胞中被高糖

环境抑制的PI3K/Akt信号通路。
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注:与Ctrl组相比,***P<0.001;与Glu组相比,#P<0.05,##P<0.01;与 MV组相比,*P<0.05。

图5 MV对高糖诱导的AML-12细胞ROS水平的影响

注:与Ctrl组相比,**P<0.01;与Glu组相比,#P<0.05。

图6 MV对高糖诱导的AML-12细胞中PI3K/Akt信号通路的作用

3 讨论

肝脏是维持葡萄糖稳态的重要调控器官,根据代

谢需求可控制葡萄糖的储存和释放。在胰岛素抵抗状

态或糖尿病中,肝脏葡萄糖释放的失调对这些疾病的

病理 生 理 学 有 显 著 影 响,同 时 对 肝 脏 自 身 造 成 损

伤[14]。DLI是糖尿病引起的肝脏慢性并发症,已成为

非酒精性脂肪性肝病的主要原因之一。高糖环境下通

过诱导氧化应激和代谢紊乱损伤肝细胞,导致肝细胞

凋亡的出现[5]。本研究发现,MV 通过调控BAX和

Caspase-3的表达含量,发挥抑制AML-12细胞凋亡的

作用。在AML-12细胞中,高糖显著上调了促凋亡蛋

白BAX和Caspase-3的表达,而70μmol/L的 MV干

预可逆转这一现象。研究表明p53通过一条线性途径

介导细胞凋亡,该途径涉及BAX转录激活、BAX从细

胞质 向 细 胞 膜 的 易 位、线 粒 体 释 放 细 胞 色 素c和

Caspase-3等的激活[15]。这与黄酮类化合物(如淫羊

藿苷和槲皮素)通过调控BAX、Caspase-3表达抑制细

胞凋亡的研究具有相似性[16-17]。值得注意的是,从罗

汉果中提取的三萜皂苷类化合物 MV也有调控BAX
和Caspase-3表达的作用,提示其他的三萜皂苷类化

合物是否具有类似的作用机制。葡萄糖诱导的肝细胞

凋亡是氧化应激增加的结果,这可以从ROS水平、脂

质过氧化等的增加中得到证明[18]。研究表明[19],BAX
被线粒体ROS募集到线粒体膜上,并诱导细胞色素c
释放以切割Caspase-3。ROS清除剂 NAC显著抑制

Bax-Bak依赖性和非依赖性细胞凋亡。本研究发现

MV显著降低 AML-12细胞中 的 ROS水 平,且 与

NAC联用时呈现协同效应。此外,本研究前期研究发

现 MV可以抑制H2O2 对MIN6细胞造成的氧化应激

损伤,并抑制细胞凋亡,这进一步证实了MV的抗氧化

作用[13]。但是,本实验并未探讨 MV对AML-12细胞

中ROS和细胞凋亡之间的潜在联系,有待后续进一步

研究。
进一步研究发现,MV的加入激活了被高糖抑制

的PI3K/Akt信号通路,此信号通路是细胞的关键调

控通路。Akt的激活进一步触发了多种靶蛋白的磷酸

化,从而在细胞内发挥多样的生物学效应。据报道,

PKB/Akt通路控制的蛋白质可以预防或逆转凋亡信

号通 路 并 调 节 细 胞 存 活[20]。糖 原 合 酶 激 酶 3β
(GSK3β)是PI3K/AKT的下游底物和效应子,敲除

GSK3β逆转了细胞中 BAX、Caspase-3和 Caspase-9
的增加以及Bcl-2的减少[21]。PI3K/Akt信号通路能

够通过上调下游的核因子E2相关因子(Nrf2)来维持

细胞的抗氧化状态能力[22-23]。抗氧化反应主要由转录
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因子Nrf2介导,Nrf2被认为是抗氧化和细胞保护基

因的主要调节因子[24]。有充分证据表明,多种天然产

物通过ROS的积累诱导细胞凋亡,ROS是PI3K/Akt
信号通路的抑制剂[25]。本研究发现 MV的加入升高

了P-Akt/Akt的比值,增强 Akt的磷酸化,发挥抑制

AML-12细胞氧化应激和凋亡的作用。MV的抗凋亡

与抗氧化作用与PI3K/Akt激活通过调控多种转录因

子和氧化还原稳态等作用机制存在紧密联系。
此外,研究证实同为天然植物来源的三萜皂苷类

化合物人参皂苷Rh1表现出改善肝损伤作用的潜在

机制与其抑制 T2DM 诱导的 Akt/FOXO1信号通路

激活的能力有关[26],人参皂苷 Rg5也可以有效改善

db/db小鼠的肝脏氧化应激和凋亡[27]。这些结果证实

了部分三萜皂苷类化合物在治疗肝损伤上表现出了较

好的治疗效果,尤其是可以保护肝细胞减轻氧化应激

的损伤,为天然药物治疗糖尿病肝损伤提供了理论支

撑。本研究揭示了 MV对高糖诱导的 AML-12肝细

胞损伤的保护作用,实验结果表明 MV通过抑制细胞

凋亡、减少ROS的释放及激活PI3K/Akt信号通路的

途径发挥对受损AML-12细胞的保护作用。

4 结论

MV能够通过抑制细胞凋亡、减少ROS的释放及

激活PI3K/Akt信号通路的途径,减少高糖对 AML-
12细胞造成的氧化应激损伤。这些结果为 MV在改

善糖尿病肝损伤的作用上提供了理论支持。
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