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海洋溴酚化合物 BDDPM 促进肝糖原合成及缓解胰岛素 
抵抗的作用研究 
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摘要: BDDPM 是一种从海洋松节藻中分离出来的全新结构的溴酚类化合物, 前期研究表明 BDDPM 具

有良好的 PTP1B 蛋白酶活抑制能力。在本文中利用 HepG2 细胞和 C2C12 细胞, 研究 BDDPM 对肝细

胞糖原合成能力的影响及对胰岛素抵抗的作用。结果表明, 1 μmol/L BDDPM 可以在细胞水平显著激活

胰岛素信号通路, 提高肝糖原的合成, 缓解棕榈酸诱导的胰岛素抵抗, 初步具有开发成为新型抗糖尿

病海洋药物的潜力。  
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2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus, T2DM)是一

种复杂的代谢综合症 , 其特征是高血糖 , 结果导致

外周组织的胰岛素抵抗和胰岛 β 细胞胰岛素分泌的

减少[1]。胰岛素信号通路相关的一些靶点蛋白是治疗

T2DM 新的有效靶标 [2]。蛋白质酪氨酸磷酸酶

1B(protein tyrosine phosphatase 1B, PTP1B)位于内质

网的胞质面 , 在胰岛素靶向组织中广泛表达。

PTP1B 可以催化胰岛素受体(insulin receptor, IR)β

亚基和胰岛素受体底物 (insulin receptor substrate 

1/2, IRS1/2)的酪氨酸脱磷酸化, 从而削弱了胰岛素

信号的转导[3]。PTP1B 过表达会抑制 IR 和 IRS1/2

的酪氨酸磷酸化, 从而导致胰岛素抵抗。小鼠体内

试验表明, 组织特异性(肝组织、肌肉组织及脂肪组

织)的 PTP1B 蛋白敲除可以显著提高胰岛素的敏感

性[4-6]。另外, Elchebly等[5]通过对全身 PTP1B敲除

(KO)小鼠研究还发现, PTP1B 敲除小鼠表现出全身

性的胰岛素敏感度的增加和葡萄糖耐受性的增强。

当喂食高脂肪的饮食时, PTP1B KO 小鼠能够有效

抑制体重的增加及降低外周组织胰岛素抵抗的发

生。因此, PTP1B 是胰岛素信号转导系统的负调节

蛋白。目前, 已经被公认为是一种全新的用于治疗

2型糖尿病和肥胖的药物靶标[7]。许多制药公司, 包

括雅培 , 诺和诺德 , 阿斯利康 , 礼来 , 默克 , 诺华 , 

Incyte, 惠氏和 ISIS 公司, 都对 PTP1B 抑制剂表现

出浓厚的兴趣[7-8]。 

海洋作为全球至为重要的资源库, 为人们提供

了丰富的生物资源。海洋红藻中含有许多结构新颖、

活性独特的溴酚类化合物。作者从红藻门的松节藻

(Rhodomela confervoides)中分离出一种全新结构的

溴酚化合物: 双-(2, 3-二溴-4, 5-二羟基苯基)-甲烷

(BDDPM)(图 1), 在体外具有良好的 PTP1B酶抑制活

性, IC50值为 2.42 μmol/L[9]。本文通过研究 PTP1B抑

制剂 BDDPM 在细胞水平上对糖原合成和胰岛素抵

抗的影响, 期待为 BDDPM 作为 T2DM 候选药物的

开发提供一定的理论支持。 

1  材料 

1.1  试剂 

化合物 BDDPM 由本实验室全合成 , 溶于

DMSO, 配置成 10 mol/L的储液, 存于–20℃冰箱。 

其他试剂有: MTT(索莱宝), 高糖DMEM培养基

(Hyclone), 胎牛血清 (Gibco), 胰蛋白酶 (Hyclone), 
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胰岛素 (Sigma), 棕榈酸 (Vetec), 马血清 (Hyclone), 

RIPA 细胞裂解液(碧云天), BCA 蛋白浓度测定试剂

盒(Thermo), ECL发光液(Millipore)。 

 

图 1  BDDPM分子结构式 

Fig. 1  Structure of BDDPM 

 
一抗 : anti-phospho-IRβ (Tyr1146) rabbit IgG, 

phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP Rabbit mAb, Phos-
pho-Glycogen Synthase(Ser641) Antibody, 和 Phospho- 

GSK-3β (Ser9) (D85E12)XP® Rabbit mAb购自 Cell 

Signaling Technology公司; p-IRS-1/2 Antibody (Tyr 

612)-R 购自 Santa Cruz Biotechnology 公司; anti-β- 

actin mouse monoclonal IgG购自Proteintech Group公司。 

二抗: 山羊抗小鼠-HRP 和山羊抗兔-HRP, 均购

自 Proteintech Group公司。 

1.2  仪器 

CO2细胞培养箱(Thermo), 生物安全柜(Thermo), 

微孔酶标仪(BioTek), 恒温离心机(Eppendorf), 4℃层

析柜(青岛海尔)。 

1.3  细胞 

HepG2 购自青岛大学医学院, 用含有 10%FBS

的高糖 DMEM 培养基于 37℃ CO2细胞培养箱中培

养。待细胞涨至 90%密度时按 1︰4的比例传代。 

C2C12 购自美国 ATCC 公司, 用含有 10%FBS

的高糖DMEM培养基培养, 待细胞涨至 80%~90%密

度时按 1︰3的比例传代。 

2  方法 

2.1  BDDPM 对细胞活力的影响 

为测定 BDDPM 的细胞毒性, 取对数生长期的

HepG2 细胞铺至 96 孔板, 每孔 5×103个细胞, 于细

胞培养箱中 37℃培养过夜。在细胞密度达到 80%时

加入相应浓度的 BDDPM 溶液, 浓度分别为: 10–3, 

10–4, 10–5, 10–6, 10–7, 10–8, 10–9, 10–10 mol/L。24 h以后

用 MTT 法检测 HepG2 的细胞活力。具体方法如下: 

每孔加入 10 μL MTT(5 g/L, 溶于 PBS)后于 37℃细

胞培养箱中孵育 4 h。4 h后, 小心倒掉上清液, 并加

入 150 μL DMSO。将 96孔板置于水平摇床上, 室温

孵育 10 min后, 用酶标仪读取 490 nm处的吸光值。 

2.2  BDDPM 对胰岛信号通路及糖原合成

的影响 

将对数生长期的 HepG2细胞铺至 6孔板, 每孔

5×105个细胞, 于细胞培养箱中 37℃培养过夜。第二

天在细胞密度达到 70%左右时, 把培养基换成不含

血清的高糖 DMEM, 将细胞饥饿培养过夜。24 h后, 

加入终浓度为 1 mmol/L的 BDDPM溶液, 37℃孵育

12 h。实验以 37℃孵育 30 min的胰岛素(INS, 终浓

度 100 nmol/L)处理组为阳性对照实验组。 

2.3  BDDPM 对棕榈酸引起的胰岛素抵抗

的影响 

将对数生长期的 C2C12细胞铺至 6孔板, 每孔

5×105个细胞。当细胞密度达到 90%时将培养基换成

C2C12分化培养基, 即 2%马血清的高糖 DMEM。每

天换液, 共分化 7 d。在第 7天加入终浓度分别为 10, 

1, 0.1 mmol/L的 BDDPM, 预孵育 1 h。1 h以后加入

终浓度为 0.75 mmol/L的棕榈酸, 37℃孵育 16 h。 

2.4  Western Blot 

实验组细胞经胰酶消化、PBS清洗后, 用冰预冷

的 RIPA 裂解液(含新加入的 PMSF 和磷酸酶抑制剂)

裂解细胞。用 4℃恒温离心机 12 000 r/min离心 20 min

后取上清液。用 BCA 法测定蛋白浓度后, 取 50µg

样品上样。经电泳及转膜后, 用 5%的脱脂牛奶室温

封闭 1 h。通过相应的一抗检测目的蛋白。一抗 4℃

孵育过夜后用 TBST 洗膜, 每次 5 min, 洗 3 次。随

后用 HRP偶联的二抗于室温孵育 1 h。经 TBST洗膜

后用化学发光法检测目的蛋白信号。最后用 ImageJ

软件进行蛋白条带的灰度分析。 

2.5  统计学分析 

使用 SPSS 19.0软件进行数据分析, 所有数据均

以平均值±标准差的形式表示。多组间差异通过单因

素方差分析进行, 以P<0.05具有显著的统计学意义。 

3  结果 

3.1  BDDPM 对细胞活力的影响 

如图 2所示, 用含有不同浓度BDDPM的培养基

培养 HepG2 细胞 24 h 以后, 与 DMSO 处理组相比, 

BDDPM在 10–5~10–10 mol/L的浓度范围内 HepG2的

细胞活力比分别为 0.87, 1.03, 0.99, 1.03, 0.96, 0.94。

这个结果表明 BDDPM在 10–5~10–10 mol/L的浓度范

围内没有细胞毒性(P>0.05), 不会影响细胞的活力。
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但是在超过 10–5 mol/L时, BDDPM具有极显著的细

胞毒性(P<0.001)。以上实验结果表明 BDDPM 在低

浓度时没有细胞毒性, 不会影响细胞增殖, 但高浓度

的 BDDPM具有极强的细胞毒性。在以下各实验中均

采用 10–6 mol/L, 即 1 μmol/L的 BDDPM处理细胞。 

 

图 2  BDDPM对细胞活力的影响 

Fig. 2  Effect of BDDPM on cell viability 
 

3.2  BDDPM 对胰岛素信号通路的影响 

将终浓度为 1 μmol/L的 BDDPM作用 HepG2细

胞 12 h, 收集细胞后使用免疫印记的方法检测

BDDPM对胰岛素信号通路蛋白的作用。如图 3所示, 

BDDPM能显著提高胰岛素受体(IR)β亚基1146位酪氨

酸的磷酸化水平以及胰岛素受体底物(IRS1/2)612 位酪

氨酸的磷酸化水平(P<0.001)。其中, pIRβ/β-Actin的比

率与阳性对照 INS处理组相当。另外, BDDPM也能

显著提高 Akt蛋白 473位丝氨酸的磷酸化(P<0.05)。

以上结果表明 BDDPM 能显著激活胰岛素信号通路

的转导。 

 

图 3  BDDPM对胰岛素信号通路的激活作用 

Fig. 3  Insulin signaling activation of BDDPM 
 

3.3  BDDPM 对肝糖原合成的影响 

本实验检测了 BDDPM 对肝细胞糖原合成的影

响。如图 4 所示, 1 μmol/L 的 BDDPM 作用 HepG2

细胞 12 h 可以显著提高糖原合成激酶 3(GSK3)β 亚

基 9 位丝氨酸的磷酸化水平(P<0.001), 同时显著降低

了糖原合成酶(GS)641位丝氨酸的磷酸化水平(P<0.01), 

这表明BDDPM能够显著增强肝细胞的糖原合成能力。 

 

图 4  BDDPM对肝糖原合成的促进作用 

Fig. 4  Hepatic glycogen synthesis enhancement effect of 
BDDPM 

 

3.4  BDDPM 对棕榈酸诱导的胰岛素抵抗

的影响 

大量研究表明棕榈酸(palmitic acid, PA)在体外

水平和体内水平上均能够引起胰岛素靶向组织的胰岛

素抵抗[10-13]。如图 5所示, 用 0.75 mmol/L的棕榈酸处

理 C2C12肌管细胞 16 h可以显著降低 IRβ、IRS1/2和

Akt 的磷酸化水平, 引起胰岛素抵抗。用 1 μmol/L 和

0.1 μmol/L BDDPM处理细胞后可以恢复 IRβ、IRS1/2

和Akt的磷酸化水平, 这表明BDDPM可以缓解由棕

榈酸引起的胰岛素抵抗状态。 

 

图 5  BDDPM对胰岛素抵抗的改善作用 

Fig. 5  The improvement of insulin resistance by BDDPM 
 

 

4  讨论 

PTP1B是胰岛素信号通路的负调节因子, PTP1B

蛋白的活性状态与 T2DM 的发生密切相关。PTP1B

作为酪氨酸磷酸酶家族的一员, 可以将 IR 和 IRS1

磷酸化的酪氨酸脱磷酸化, 从而导致胰岛素信号转

导的削弱及胰岛素抵抗的发生[3, 14]。我们实验室之前

的研究表明, 海洋天然溴酚类化合物 BDDPM 是一

种良好的 PTP1B 抑制剂, 在本文中作者通过 HepG2

细胞和 C2C12 细胞研究 BDDPM在细胞水平上对糖
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原合成和胰岛素抵抗的改善作用。实验结果表明

BDDPM 可以激活 PTP1B 蛋白下游的胰岛素信号通

路, 提高 IRβ、IRS1/2的酪氨酸磷酸化水平以及 Akt

的丝氨酸磷酸化水平(图 3)。 

T2DM 的特征是高血糖, 因此血糖的调控是治

疗 T2DM的关键所在, 主要表现在细胞葡萄糖吸收量

的增加以及存储能力的增强。在人体内, 葡萄糖以糖

原的形式存储, 其中以肝糖原为主。GSK3 和 GS 是调

控糖原合成的关键蛋白[15], 如图4所示, BDDPM可以提

高 GSK3β(Ser9)的磷酸化状态, 同时降低了 GS(Ser641)

的磷酸化水平。这意味着 BDDPM 对 IR/IRS-1/Akt

的线性激活可以使其下游的 GSK3 蛋白失活, 这进

一步导致了糖原合成酶的脱磷酸化, 从而增加肝糖

原的合成能力。 

胰岛素抵抗是胰岛素靶向组织对胰岛素响应不

敏感的一种状态, 是促进 T2DM 发生发展的重要因

素[16]。研究表明, T2DM病人的血浆游离脂肪酸水平

比正常人显著升高[17]。而且这些游离脂肪酸在胰岛

素抵抗的发生过程中起重要作用。在本文中作者使

用棕榈酸诱导 C2C12 肌管细胞 16h 来研究 BDDPM

对胰岛素抵抗的改善作用。结果显示 BDDPM 可以

恢复 IRβ、IRS1/2 的酪氨酸磷酸化水平, 重新激活

Akt 丝氨酸的磷酸化(图 5)。这表明 BDDPM 可以缓

解棕榈酸诱导的胰岛素抵抗。 

目前, PTP1B 抑制剂的开发是一种治疗 T2DM

的热门策略[7, 18-20]。鉴于 BDDPM具有对肝糖原合成

的促进作用以及对棕榈酸诱导的胰岛素抵抗状态的

缓解作用, 这意味着 BDDPM 已经初步具有开发成

为治疗 T2DM候选药物的潜力。 
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Abstract: Bis (2, 3-dibromo-4, 5-dihydroxy-phenyl)-methane (BDDPM) is a bromophenol compound with a new 

structure extracted from the marine red algae Rhodomela confervoides. A previous study showed that BDDPM 

could significantly inhibit PTP1B activity in vitro. In this research, we studied the effect of BDDPM on hepatic 

glycogen synthesis ability and insulin resistance in HepG2 and C2C12 cells. The results reveal that 1-μM BDDPM 

can significantly activate insulin signaling, enhance hepatic glycogen synthesis, and alleviate PA-induced insulin 

resistance. As such, BDDPM has the potential to be developed as an anti-diabetic agent. 
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