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摘要    用稳定过表达并带有 myc 表位的葡萄糖转运子 1(glucose transporter 1, GLUT1)或葡萄糖

转运子 4(glucose transporter 4, GLUT4)的 L6 骨骼肌细胞株定征 GLUT1 和 GLUT4 对胰岛素的响

应. 所筛选的 L6-GLUT1myc 细胞克隆分化前后的葡萄糖摄取量均在线性范围. 100 nmol/L 胰岛

素使 L6-GLUT1myc 和 L6-GLUT4myc 肌原细胞膜上 GLUT1 或 GLUT4 的量分别达到基础组的

(1.58±0.01)倍和(1.96±0.11)倍, 2-脱氧葡萄糖摄取量分别达到了(1.53±0.09)倍和(1.86±0.17)倍, 此
作用可被渥曼青霉素(wortmannin)抑制. 胰岛素刺激了此2种细胞中的Akt磷酸化. L6-GLUT1myc
肌原细胞的葡萄糖摄取量对胰岛素浓度呈剂量依赖性, 但与野生型细胞相比, 其对胰岛素的敏感

性和最大响应没有改变. 但 L6-GLUT4myc 肌原细胞的葡萄糖摄取量对胰岛素的敏感性和最大响

应均增加. 以前的研究提示毛喉素(forskolin)可能影响胰岛素刺激的 GLUT4 转位. 本研究表明, 
在 L6-GLUT4myc 细胞中, 毛喉素使胰岛素刺激的葡萄糖摄取减少了 65%, 此作用是由它对

GLUT4 的直接抑制而不是由其对 GLUT4 转位的影响造成的. 毛喉素和 dipyridamole 对 GLUT4
比对GLUT1有更强的抑制作用, 而戊巴比妥(pentobarbital)对GLUT1的抑制作用强于GLUT4. 应
用这些抑制剂的结果表明、L6 肌原细胞中基础状态下和胰岛素刺激状态下的葡萄糖主要由过表

达的 GLUT1 或 GLUT4 转运. 因此, L6-GLUT1myc 和 L6-GLUT4myc 细胞株为筛查对肌肉细胞

GLUT1 或 GLUT4 的活性或转位有不同作用的化合物提供了一个平台.  

关键词    L6 骨骼肌细胞株  葡萄糖转运子(glucose transporter, GLUT)  胰岛素  2-脱氧葡萄糖

摄取 

葡萄糖进入肌肉是葡萄糖在骨骼肌和培养的骨

骼肌细胞中代谢的限速步骤 . 葡萄糖转运子       
1 (glucose transporter 1, GLUT1)和葡萄糖转运子    
4 (glucose transporter 4, GLUT4)是嵌膜蛋白SLC2 葡

萄糖转运子家族成员, 转运葡萄糖进入细胞. GLUT1
普遍表达, 由于主要位于多种细胞的细胞膜上, 因此

被认为负责基础状态下的葡萄糖摄取 [1]. GLUT4 在

脂肪和骨骼肌等响应胰岛素的组织中表达, 大部分
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GLUT4 位于细胞内直径为 100~200 nm的囊泡上, 在
胰岛素作用下, 可快速地从胞内转位到细胞膜上 [2]. 
虽然与GLUT4 相比, GLUT1 倾向于定位在细胞膜上, 
但仍有一些GLUT1 位于胞内. 携带GLUT1 的囊泡和

携带GLUT4 的囊泡都可在胰岛素的作用下转位到细

胞表面. 现已普遍认为胰岛素信号分子PI3K和Akt介
导胰岛素刺激的GLUT4 转位. 大鼠L6 骨骼肌细胞株

保留有很多骨骼肌的性质, 被用于研究响应胰岛素

的葡萄糖摄取作用 [3]. L6成肌细胞胰岛素刺激的葡萄

糖转运和GLUT4 表达均具有分化依赖性 [4]. 应用稳

定过表达在第一和第二个跨膜螺旋膜外区插入myc
表位的GLUT4 蛋白的L6 细胞, 通过检测myc表位, 
可方便地用类似ELISA的方法测定细胞表面GLUT4
密度 [5]. 此外, L6-GLUT4myc中的葡萄糖转运全部由

GLUT4 完成 [6]. 过表达GLUT4myc的L6 肌原细胞响

应胰岛素的作用, 表明此细胞具有形成和运输GLUT
囊泡所需的机制和信号蛋白 [7].  

许多SLC2 葡萄糖运载体的葡萄糖结合位点和一

些小分子相互作用, 抑制葡萄糖转运, 其中细胞松弛

素B是目前了解最清楚的. 双萜毛喉素(forskolin)、戊

巴比妥(pentobarbital)、核苷转运抑制剂dipyri- damole
和HIV蛋白酶抑制剂indinavir也竞争性或非竞争性地

抑制葡萄糖转运 [8~10]. 相对于GLUT1, indinavir对
GLUT4 的亲和力比对GLUT1 的亲和力高两个数量级, 
仅抑制L6 细胞中的GLUT4[6], forskolin, pentobarbital
和dipyridamole对不同的GLUT有不同的亲和力 . 本
研究应用过表达GLUT1myc或GLUT4myc的L6 细胞

株, 比较这些化合物对基础和胰岛素刺激状态下葡

萄糖摄取的抑制作用, 结果表明, 过表达的GLUT控
制细胞中的葡萄糖摄取; 与GLUT4myc不同, 过表达

GLUT1myc不能改善L6 细胞葡萄糖摄取对胰岛素的

敏感性和最大响应. L6- GLUT1myc和L6-GLUT4myc
细胞为筛查针对不同GLUT的抑制剂和筛选促进

GLUT1 或GLUT4 转位到细胞膜的化合物提供了一个

有效的平台.  

1  材料和方法 

1.1  试剂 

胰岛素(Humulin R)购自 Eli Lilly. 细胞松弛素 B, 
2-脱氧葡萄糖 , 邻苯二胺 , forskolin, dipyridamole, 
pentobarbital 和渥曼青霉素(wortmannin)购自 Sigma

公司. 2-脱氧-3H-D-葡萄糖购自 ICN. 抗 myc 单克隆

抗体(9E10)购自 Santa Cruz 公司. 抗 GLUT1 和抗

GLUT4 兔抗血清识别各自羧基末端的 12 个氨基酸残

基. 抗磷酸化 Akt Ser473 抗体购自 Cell Signal 公司. 
偶联 HRP 的山羊抗兔和驴抗鼠 IgG 购自 Jackson 
Immunoresearch 公司.  

1.2  L6 细胞株和细胞培养 

将人的 c-myc表位 (14 个氨基酸残基 )插入到

GLUT1 和GLUT4 的第一个胞外区, 亚克隆到pCXN2
载体构建GLUT1myc和GLUT4myc的cDNA[11]. 将质

粒稳定转染到 L6 肌原细胞 [12]. L6 野生型、

L6-GLUT1myc和L6-GLUT4myc肌原细胞用含 10% 
FBS的αMEM中 37℃, 5% CO2 培养. 肌原细胞用含

2% FBS的培养基分化为成肌细胞. 将细胞接种在 24
孔板中, 测定葡萄糖摄取和细胞膜上GLUT4myc水平. 
在直径为  10 cm培养皿中接种L6 野生型、L6- 
GLUT1myc和L6-GLUT4myc肌原细胞和成肌细胞 , 
提取总膜蛋白, 采用BCA法测蛋白质浓度.  

1.3  2-脱氧葡萄糖摄取 

2-脱氧葡萄糖摄取的测定按文献 [13]所述. 用无

血清培养基培养细胞, 加入或不加入 100 nmol/L的胰

岛素 37℃孵育细胞 30 min. 为检测化合物的直接抑

制作用 , 在设定浓度的 forskolin, dipyridamole或
pentobarbital存在时测定 2-脱氧葡萄糖摄取. 除非特

殊标明, 细胞不用这些化合物预孵育, forskolin在胰

岛素孵育的最后 15 min加入到 37℃的培养基中 , 
wortmannin先于胰岛素 20 min加入, 再与胰岛素共同

孵育细胞 20 min, 但不加入到测定葡萄糖摄取的溶

液中 . 用DMSO配制 forskolin和wortmannin储存液 , 
于一周内使用. 新鲜dipyridamole和pentobar- bital分
别用DMSO和 10%(v/v)乙醇配置, 在所有的测定中, 
溶剂的终浓度都不超过 0.1%(v/v).  

1.4  细胞表面 GLUT1myc 或 GLUT4myc 密度 

用偶联抗体的比色法测定完整细胞表面的

GLUT1myc或GLUT4myc水平, 具体方法为用抗myc
的单抗 9E10 作一抗, 偶联HRP的驴抗鼠IgG作二抗, 
加入H2O2 和邻苯二胺(OPD)后引发颜色反应 [14].  

1.5  电泳和免疫印迹 

细胞用胰岛素孵育不同时间后, 在冰上用 150 
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μL含 7.5% β巯基乙醇(v/v)、磷脂酶抑制剂okadaic acid
和钒酸钠以及蛋白酶抑制剂的 2×Laemmli缓冲液裂

解 , 65℃加热裂解液 15 min, 用 7.5% (v/v) SDS- 
PAGE分离 30 μg总蛋白后, 用抗磷酸化Akt Ser473 抗

体检测Akt磷酸化水平 [15].  
如前所述, 用 7.5%(v/v) SDS-PAGE分离细胞总

膜蛋白样品, 转到PVDF膜 [15]. 用抗myc单克隆抗体

9E10(稀释 1000 倍)、抗GLUT4 羧基末端的兔抗血清

(稀释 1000倍)或抗GLUT1羧基末端的兔抗血清(稀释

1500 倍)分别检测myc, GLUT4 和GLUT1, 二抗分别

使用偶联HRP的驴抗小鼠(稀释 10000 倍)和山羊抗兔

(稀释  15000 倍)IgG, 蛋白条带用增强化学发光法检 
测、曝光、定量.  

1.6  统计学分析 

成组 t 检验分析组间差异, P＜0.05 为显著性差 
异. 结果为相对于相应基础组的倍数, 表示为平均值

±标准误.  

2  结果 

2.1  定征胰岛素刺激的 L6-GLUT1myc 肌原细胞
葡萄糖摄取 

为测定化合物对 3 种细胞葡萄糖摄取的抑制作

用, 我们定征 L6-GLUT1myc 细胞对胰岛素的响应. 
在 4, 6和 10 min的葡萄糖摄取测定时间内, 基础和胰

岛素刺激状态下的 L6-GLUT1myc 肌原细胞和成肌细

胞的 2-脱氧葡萄糖摄取速率(pmol/min·(mg 蛋白))一
致, 表明葡萄糖摄取在线性范围, 仍然是限速步骤, 
并未被过表达的GLUT1myc影响. 此外, 我们还测定

了 3 种肌原细胞对胰岛素的剂量响应.  
图 1 表明, L6 野生型和 L6-GLUT1myc 肌原细胞

对胰岛素的最大响应量都接近于基础组葡萄糖摄取

率的 1.5~1.6 倍. L6 野生型和 L6-GLUT1myc 肌原细

胞的胰岛素敏感性相似, ED50 分别约为 20 nmol/L 和

30 nmol/L. 与此不同的是, L6-GLUT4myc 肌原细胞

最大响应胰岛素的葡萄糖摄取量为基础组的 2 倍, 
ED50 为 10 nmol/L(图 1). 

2.2  Wortmannin 预孵育对 L6-GLUT1myc 肌原 
细胞 2-脱氧葡萄糖摄取和 GLUT1myc 转位的影响 

借助药物抑制剂, 人们认识到PI3K是使肌肉和

脂肪细胞中GLUT4 转位到细胞膜上必需的信号分 

子 [16]. 过表达显性负突变Akt1 抑制了胰岛素刺激的

L6 肌原细胞的GLUT4 转位 [17]. 本研究中, 我们检测

L6-GLUT1myc和L6-GLUT4myc肌原细胞的Akt磷酸

化对胰岛素的响应, 并检测wortmannin对 2-脱氧葡萄

糖摄取和GLUT转位的影响. 

 

图 1  胰岛素刺激的 2-脱氧葡萄糖摄取对胰岛素的剂量依

赖性 
用图中所示浓度的胰岛素孵育无血清培养后的肌原细胞 30 min, 然后

测定 2-脱氧葡萄糖的摄取. 结果为 4 个独立实验的平均值±标准误(其
中每一条件都做 3 个复孔). ○示 L6 野生型; ■示 L6-GLUT1myc; ▲示 

L6-GLUT4myc 

 
胰岛素使L6-GLUT1myc细胞 2-脱氧葡萄糖摄取

和细胞表面 GLUT1 数量分别增加了 1.56 和 1.62 倍

(图 2(a)和(b)), 这些响应比L6-GLUT4myc细胞低, 并
均可被 wortmannin 抑制至低于基础水平(图 2(a)). 图
3 表明胰岛素刺激 L6-GLUT1myc(图 3(a))和 L6- 
GLUT4myc(图 3(b))肌原细胞 Akt 的磷酸化.  

上述结果显示: (ⅰ)胰岛素刺激此 2种细胞的Akt
磷酸化 ; (ⅱ )胰岛素增加葡萄糖摄取和细胞膜上

GLUT1 和 GLUT4 的含量, 此作用可被 wortmannin
抑制. 

2.3  GLUT1myc 和 GLUT4myc 表达水平的比较 

免疫印迹检测L6 肌原细胞和成肌细胞总膜蛋白

中的GLUT含量 . 野生型细胞上样量多于过表达

GLUT4myc的细胞以便于在同一个SDS-PAGE胶中比

较 2 种细胞中GLUT4 的量. 已有报道, 不同的组织或

细胞中GLUT4 的迁移率不同 [18]. 
表 1 显示 L6-GLUT1myc 细胞中 GLUT1 含量明

显高于 L6 野生型和 L6-GLUT4myc 细胞 .  L6- 
GLUT1myc 肌原细胞和成肌细胞中 GLUT1 的含量分 
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图 2  Wortmannin(WM)抑制 L6-GLUT1myc((a)和(b))和 L6-GLUT4myc((c)和(d))肌原细胞葡萄糖摄取和 GLUT1 

或 GLUT4 转位 
用 100 nmol/L wortmannin 预孵育无血清培养的肌原细胞 20 min, 然后与 100 nmol/L 胰岛素一同孵育细胞 20 min. 测定 2-脱氧葡萄糖摄取和

细胞表面 GLUT1myc 或 GLUT4myc. 结果为 3 或 4 个独立实验(其中每一条件都做 3 个复孔)的平均值±标准误, 相对于基础组, 相对于胰岛 
素组, *, P＜0.05; ##, P < 0.01 

 

图 3  胰岛素刺激的 L6-GLUT1myc 肌原细胞(a)和 L6-GLUT4myc 肌原细胞(b)Akt 磷酸化 
按如图所示的时间加入或不加入 100 nmol/L 胰岛素孵育肌原细胞, 然后免疫印迹检测 30 μg 细胞裂解液中 Akt Ser473 的磷酸化和 actin 水

平((c), (d)). 图中所示为 L6-GLUT1myc(a)和 L6-GLUT4myc(b)肌原细胞的免疫印迹结果 
 

表 1  GLUT1, GLUT4 和 myc 在不同细胞株和组织中的相对表达量 
GLUT1 GLUT4 myc 

细胞株和组织 
肌原细胞 成肌细胞 肌原细胞 成肌细胞 肌原细胞 成肌细胞 

L6 野生型 1   0.02±0.00   
L6-GLUT1myc 8.27±3.47 5.53±1.39   1 1.00±0.46 
L6-GLUT4myc   1 2.49±0.02 15.82±4.55 13.17±0.92 

3T3-L1 脂肪细胞 3.21±0.47 0.25±0.03  
小鼠骨骼肌 1.23±0.58 0.20±0.05  
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图 4  GLUT1(a), GLUT4(b)和 myc(c)在小鼠骨骼肌和不同

细胞株中的表达 
提取细胞总膜蛋白, 免疫印迹检测 GLUT1, GLUT4, myc 和 actin. (a)中:  
1, L6-GLUT1myc 肌原细胞; 2, L6 野生型肌原细胞; 3, 小鼠骨骼肌; 4, 
3T3-L1 脂肪细胞; 5, L6-GLUT1myc 成肌细胞. 上样量均为 20 μg 蛋白; 
(b)中: 1, 5 μg L6-GLUT4myc 成肌细胞; 2, 5 μg L6-GLUT4myc 肌原细胞; 
3, 100 μg L6 野生型成肌细胞; 4, 25 μg 3T3-L1 脂肪细胞; 5, 25 μg 小鼠骨

骼肌; 6, 10 μg L6-GLUT4myc 肌原细胞; 7, 10 μg L6-GLUT4myc 成肌细

胞. (c)中: 1, L6-GLUT1myc 肌原细胞. 2, L6-GLUT1myc 成肌细胞. 3, L6- 
GLUT4myc 肌原细胞. 4, L6-GLUT4myc 成肌细胞, 上样量均为 20 μg 蛋白 

 
别为 L6 野生型的 8.27 和 5.53 倍(图 4(a)). 与 L6 野生

型细胞内源性 GLUT4 相比, L6-GLUT4myc 肌原细胞

和成肌细胞中 GLUT4 的表达显著升高(分别升高 50
和 124 倍)(图 4(b)). L6-GLUT1myc 和 L6-GLUT4myc
细胞分化前后, myc 的表达没有变化(表 1). L6-GLU- 
T4myc 细胞的 myc 表达量显著高于 L6-GLUT1myc 细
胞(肌原细胞和成肌细胞分别为 15.82 和 13.17 倍) (图
4(c)). 与其他细胞或组织相比, GLUT1myc 肌原细胞

GLUT1的含量分别为 3T3-L1脂肪细胞和小鼠骨骼肌

的 2.58 和 6.72 倍, L6-GLUT4myc 肌原细胞 GLUT4
的含量分别为 3T3-L1 脂肪细胞和小鼠骨骼肌的 3.38
和 4.79 倍(图 4(a)和(b)), 因此, 每种细胞株中主要的

葡萄糖转运子是带有 myc 表位的 GLUT. 

2.4  forskolin 预孵育对 L6 肌原细胞 2-脱氧葡萄
糖摄取和 GLUT4 转位的影响 

先前报道 [19]利用forskolin预孵育L6 野生型成肌

细胞可特异地抑制胰岛素刺激的葡萄糖摄取. 我们

又发现L6 肌原细胞表达SLC2 家族成员GLUT1 和

GLUT3, 分化为成肌细胞后, 还表达GLUT4[4,20]. 在
另一个有关的研究中, 应用能有效抑制GLUT4 但不

影响GLUT1, GLUT2 和GLUT3 转运葡萄糖的一种临

床使用的HIV蛋白酶抑制剂 indinavir, 证实主要是

GLUT1 和/或GLUT3 负责基础状态下L6 野生型成肌

细胞的葡萄糖转运, 而在胰岛素作用下, GLUT4 成为

葡萄糖的主要转运子 [6]. 由此推论, forskolin可能是

通过影响GLUT4 转位到细胞表面或直接抑制其转运

葡萄糖而特异地作用于GLUT4.  
在先前的应用 forskolin的实验中 , 利用 100 

μmol/L forskolin预孵育成肌细胞 15 min, 发现它抑制

胰岛素刺激的葡萄糖摄取, 但不影响基础葡萄糖摄

取 [4]. 重复forskolin预孵育 15 min对胰岛素刺激的L6
成肌细胞葡萄糖摄取的抑制作用. 用 100 μmol/L的
forskolin 预 孵 育 L6 野 生 型 、 L6-GLUT1myc 和

L6-GLUT4myc肌原细胞, 在测定葡萄糖摄取前洗去, 
发现其对胰岛素刺激的野生型和L6-GLUT1myc肌原

细胞的葡萄糖摄取没有影响, 但抑制了 65%的胰岛

素刺激的L6-GLUT4myc肌原细胞的 2-脱氧葡萄糖摄

取 ( 图  5), 这些 结果表明 forskolin 预 孵育对 L6- 
GLUT4myc肌原细胞有残存的影响.  

 

图 5  forskolin 预孵育对胰岛素刺激的 2-脱氧葡萄糖摄取

的影响 
如材料和方法所述处理细胞并测定 2-脱氧葡萄糖摄取. 结果为 3~6 次

实验(其中每个条件都做 3个复孔)的平均值±标准误. B, 基础组; I, 胰
岛素组; I＋F, 胰岛素＋forskolin 组. 相对于基础组, *示 P＜0.05, **示 

P＜0.01. 相对于仅用胰岛素处理组, #示 P＜0.05. 

 
为检测加入胰岛素前用 forskolin 预孵育肌原细

胞 15 min 是否会抑制介导 GLUT4 转位的某些信号, 
测定了 GLUT4myc 的转位, 结果表明 forskolin 预孵

育对胰岛素增加细胞表面 GLUT4myc 的作用没有影

响(图 6).  
利用 forskolin预孵育 L6-GLUT1myc肌原细胞也

不影响胰岛素刺激的 GLUT1myc 转位, 此结果与我

们推测的一致(结果未显示), 因此, forskolin 抑制胰

岛素刺激的 L6-GLUT4myc 细胞葡萄糖摄取, 可能是
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由于 forskolin 与 GLUT4 的结合力大于与 GLUT1 的

结合力. 

 
图 6  forskolin预孵育 L6-GLUT4myc肌原细胞对胰岛素刺

激的 GLUT4myc 转位的影响 
如材料和方法所述方法处理细胞并测定细胞表面 GLUT4. 结果为 3 个

实验(其中每个条件都做 3 个复孔)的平均值±标准误. 设基础组细胞

表面 GLUT4的数量为 1, 其他组数值为相对于此组的倍数. B, 基础组. 
I, 胰岛素组. I＋F, 胰岛素＋forskolin 组. 相对于基础组, *示 P＜0.05 

2.5  forskolin 对 3 种细胞 2-脱氧葡萄糖摄取的直
接作用 

为进一步检测 forskolin 是否对 GLUT4 有更强的

抑制作用, 测定 L6 野生型、L6-GLUT1myc 和 L6- 
GLUT4myc 肌原细胞在基础和胰岛素刺激状态的葡

萄糖摄取, 将浓度为 0~100 μmol/L 的 forskolin 直接

加入到测定葡萄糖摄取的溶液中. 图 4 显示, 基础状

态的肌原细胞中, forskolin 对 L6-GLUT4myc(IC50＝

0.50± 0.23 μmol/L)转运葡萄糖的抑制作用比对

L6-GLUT1myc(IC50＝3.88±0.41 μmol/L)的抑制作用

约强 10 倍(图 7(a), 表 2). 
在胰岛素作用下 , forskolin 对 GLUT4 比对 

GLUT1 有更强的抑制作用, 但使 L6-GLUT1myc 和

L6-GLUT4myc 细胞葡萄糖摄取 IC50 的差别减少(图
7(b), 表 2). 

2.6  dipyridamole 对 3 种细胞 2-脱氧葡萄糖摄取
的直接作用 

将不同浓度的 dipyridamole直接加入到测定葡萄

糖摄取的溶液中, 发现 dipyridamole 和 forskolin 对葡

萄糖摄取有相似的作用. 例如, 相对于 L6-GLUT1- 
myc 或 L6 野生型肌原细胞, dipyridamole 能更有效的

抑制 L6-GLUT4myc 细胞的葡萄糖摄取(图 8(a)). 
此外, dipyridamole 对胰岛素作用下 L6-GLUT4- 

myc肌原细胞葡萄糖摄取的抑制作用减少(图 8(b)). 0.3 
μmol/L dipyridamole 不影响 L6-GLUT4myc 肌原细胞

基础和胰岛素刺激条件下的葡萄糖摄取, 且对两者的

IC50 分别是 (3.15±1.07)和 (3.98±0.60) μmol/L, 因此

forskolin 是比 dipyridamole 更有效的 GLUT4 抑制剂. 

2.7  pentobarbital 对葡萄糖摄取的影响 

相对于GLUT4 介导的葡萄糖摄取, pentobarbital
能更有效的抑制GLUT1, GLUT2 和GLUT3 转运葡萄

糖 [9]. 在测定葡萄糖摄取的溶液中加入 1 mmol/L 
pentobarbital, 可抑制L6-GLUT1myc细胞 46%的基础

葡萄糖摄取量(图 9(a)). 

 

图 7  forskolin 抑制 2-脱氧葡萄糖摄取 
细胞不加入(a)或加入(b)100 nmol/L 胰岛素孵育 30 min, 然后在图中所示浓度的 forskolin 存在时测定 2-脱氧葡萄糖摄取. 结果为 3~4 个实验的平均

值±标准误(其中每个条件都做 3 个复孔). ○示 L6 野生型; ■示 L6-GLUT1myc; ▲示 L6-GLUT4myc 
 

表 2  forskolin 和 dipyridamole 对 L6 肌原细胞基础和胰岛素作用下 2-脱氧葡萄糖摄取的 IC50
a) 

 forskolin/μmol·L−1 dipyridamole/μmol·L−1 
 基础状态 胰岛素状态 基础状态 胰岛素状态 

L6-GLUT1myc 3.88 ± 0.41 3.14 ± 0.24 12.97 ±3.23 13.04 ± 1.82 
L6 野生型 2.23 ± 0.36 2.30 ± 0.62 11.23 ± 2.50 10.94 ± 2.02 

L6-GLUT4myc 0.50 ± 0.23 0.82 ± 0.12 3.15 ± 1.07 3.98 ± 0.60 
a) 按材料和方法所述方法处理细胞 
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图 8  dipyridamole 对 2-脱氧葡萄糖摄取的抑制作用 

细胞不加入(a)或加入(b)100 nmol/L 胰岛素孵育 30 min, 然后在图中所示浓度的 dipyridamole 存在时测定 2-脱氧葡萄糖摄取. 结果为 3~5 个实验的

平均值±标准误(其中每个条件都做 3 个复孔). 〇示 L6 野生型; ■示 L6-GLUT1myc; ▲示 L6-GLUT4myc 

 

 
 

图 9  pentobarbital 对 2-脱氧葡萄糖摄取的影响 
细胞不加入(a)或加入(b)100 mmol·L−1 胰岛素孵育 30 min, 在孵育的最后 15 min 不加入或加入 1 mmol/L pentobarbital, 然后在 pentobarbital 不加入

或加入时, 测定 2-脱氧葡萄糖摄取. 结果为 3 个实验的平均值±标准误(其中每个条件都做 3 个复孔). B, 基础组; I, 胰岛素组; B＋P, 基础＋ 
pentobarbital 组; I＋P, 胰岛素＋pentobarbital 组. 相对于基础组, *示 P＜0.05 

 
1 mmol/L pentobarbital 减少 20%胰岛素刺激的

L6-GLUT4myc 细胞葡萄糖摄取, 10 mmol/L pentobar- 
bital 则可完全抑制 L6-GLUT1myc 和 L6-GLUT4myc
细胞的葡萄糖摄取(结果未在此文显示).  

3  讨论 
GLUT1 普遍表达, 被认为决定许多细胞的基础

葡萄糖摄取速率. 脂肪细胞和骨骼肌都表达 GLUT1, 
但主要的葡萄糖转运子是 GLUT4. 在这些细胞中 , 
胰岛素刺激 GLUT4 转位到细胞膜上转运葡萄糖. 我
们建立了高表达 GLUT1myc 或 GLUT4myc 的 L6 肌

肉细胞株以观察不同 GLUT 转运葡萄糖的能力.  
本研究进一步定征了 L6-GLUT1myc 细胞. 虽然

GLUT1myc 响应胰岛素的作用依赖 PI3K 转位到细胞

膜上, 且 Akt 磷酸化水平升高, 但过表达的 GLUT- 
1myc 并没有像 GLUT4myc 那样增加 L6 细胞对胰岛

素的敏感性和最大响应, 由此显示了 GLUT4 在胰岛

素作用下的独特功能, 并证实 L6 肌原细胞具有独特

的机制和信号分子, 可产生并调节响应胰岛素的携

带 GLUT4 的囊泡.  

应用 2 种过表达 GLUT的细胞, 我们发现葡萄糖

转运子抑制剂对不同的 GLUT 有不同的抑制效果. 
forskolin 和 dipyridamole 是已知的对 GLUT4 敏感的

抑制剂, 而 pentobarbital 则能更好地抑制 GLUT1. 虽
然低浓度的 forskolin 和 dipyridamole 可能仅抑制

GLUT4, 而不影响 GLUT1, 但这些抑制剂均不能高

度特异地抑制一种 GLUT 而不影响另一种 GLUT. 我
们应用这些抑制剂对不同GLUT的不同作用, 证实了

我们成功地建立了 2 种细胞株, 其中过表达的 GLUT
控制该细胞的葡萄糖摄取.  

此外, 本研究应用的 2 种细胞株, 可作为 GLUT
特异性抑制剂的筛查平台, 还可作为研究工具, 研究

化合物或基因干预如何改善胰岛素抵抗并可能增强

或改变葡萄糖摄取的机制, 即它们是影响 GLUT1 还

是 GLUT4 转运系统. 这 2 种细胞株还可用于筛查这

些药物(如 forskolin 和 dipyridamole)的同系物潜在的

副作用, 或筛查对葡萄糖摄取有不利影响的药物. 最
后, 能适度抑制 GLUT1 的抑制剂可能有利于减少具

有高血糖症的糖尿病人血中葡萄糖向肾、神经和眼等
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组织的转运. 高血糖极易损害这些组织, 降低这些组

织摄取过量葡萄糖可能有助于减少高血糖造成的并

发症和组织损伤. 另外, 可不再应用亚细胞分级的方

法, 而是应用过表达胞外区带 Myc 表位的 GLUT1 或

GLUT4 的 L6 细胞精确地定量测定完整细胞膜上的

GLUT 分子, 这将有利于在同样的条件下平行测定和

比较葡萄糖摄取和 GLUT 转位.  
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