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·基础实验研究论著·

胰岛素抵抗与肝癌细胞化疗敏感性降低的关系及机制研究
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（１．兰州大学第二医院检验科，甘肃兰州７３００００；２．兰州大学基础医学院医学实验中心，甘肃兰州７３００００）

　　摘　要：目的　建立稳定胰岛素抵抗肝癌（ＨｅｐＧ２／ＩＲ）细胞模型，探讨模型细胞内质网应激伴侣蛋白葡萄糖调节蛋白７８

（ＧＲＰ７８）表达及其对顺铂的敏感性的关系。方法　采用０．５、１．０μｍｏｌ／Ｌ胰岛素诱导 ＨｅｐＧ２细胞发生胰岛素抵抗，日立７６００全

自动生化仪检测培养上清液中的葡萄糖水平并计算葡萄糖消耗量；ＭＴＴ法测定顺铂对细胞的增殖抑制作用，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双

标记检测细胞的凋亡率；实时荧光定量ＰＣＲ、流式细胞术和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法分别测定细胞胰岛素受体（ＩｎｓＲ）及ＧＲＰ７８的表达水

平。结果　ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞葡萄糖消耗量降低、ＩｎｓＲ表达显著受抑，对顺铂的敏感性降低，４８ｈ和７２ｈ的ＩＣ５０为未作诱导处理

ＨｅｐＧ２细胞的１６５．９％和１５８．８％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），凋亡率降低５０．２９％。ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ和蛋白

的表达量分别为 ＨｅｐＧ２细胞的２．１２倍和２．２７倍。结论　肝癌 ＨｅｐＧ２细胞经胰岛素诱导发生胰岛素抵抗后对顺铂的耐药性增

强，其机制与内质网应激伴侣蛋白ＧＲＰ７８的表达增高有关。
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　　胰岛素抵抗（ＩＲ）表现为机体整体、器官、组织或细胞对胰

岛素的敏感性和反应性降低，糖代谢紊乱的慢性病理过程［１］。

研究表明ＩＲ与肿瘤耐药性发生关系密切，它既是肝癌发生的

高危因素，也与肝癌复发及预后不良相关［２６］。有关肝癌细胞

ＩＲ及其机制与耐药性的关系尚不明确、缺乏系统研究。本研

究采用较低浓度胰岛素诱导肝细胞肝癌 ＨｅｐＧ２细胞建立稳定

的ＩＲ细胞模型，观察肝癌细胞ＩＲ与内质网应激反应的关系以

及对其顺铂敏感性的影响，探讨内质网应激伴侣蛋白葡萄糖调

节蛋白７８（ＧＲＰ７８）与ＩＲ肝癌细胞药物耐受性的关系。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　胰岛素、ＭＴＴ、顺铂、无酚红和ＤＭＥＭ 培

养液均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；新生小牛血清购自杭州四季青生

物工程材料研究所；胰蛋白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；Ａｎｎｅｘｉｎ

Ⅴ／ＰＩ试剂盒为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；鼠抗人胰岛素受体

（ＩｎｓＲ）单抗为美国Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ公司产品；鼠抗人ＧＲＰ７８多抗由

美国 Ｓｐｒｉｎｇ公司生产；ＧＲＰ７８、ＩｎｓＲ、βａｃｔｉｎ引物及 ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ两步法实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自宝生物公司，其

余试剂均为国产分析纯。

１．２　细胞来源及培养　人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２由兰州大学基础

医学院医学实验中心保存。用含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ培养

液，在３７℃、ＣＯ２ 体积分数为５％的饱和湿度条件下培养，用０．

２５％胰蛋白酶消化传代，取对数生长期细胞用于实验。

１．２　方法

１．２．２　胰岛素抵抗 ＨｅｐＧ２（ＨｅｐＧ２／ＩＲ）细胞模型的建立　按

照参考文献［７］的方法进行改进，建立稳定的 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞

模型：用０．５、１．０μｍｏｌ／Ｌ胰岛素分别诱导 ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ

和７２ｈ，撤除胰岛素培养７２ｈ后采用日立７６００全自动生化仪

检测葡萄糖消耗量，并对糖耗量进行标准化，排除细胞数的影

·３７２２·国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１７

 基金项目：兰州大学中央高校基本科研业务费专项资金资助项目（ｌｚｕｊｂｋｙ２０１３１４２）；甘肃省青年科技基金计划项目（１３０８ＲＪＹＡ０５５）。

　作者简介：李林静，女，主管检验师，主要从事临床分子生物学与检验的研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｉｈｕｌａｉ＠ｌｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



响，以细胞糖耗量判断细胞模型成功与否，并选择稳定性良好

的诱导建立条件。

１．２．３　ＭＴＴ法检测细胞对顺铂的敏感性　收集 ＨｅｐＧ２和

ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞，按１０
５／ｍＬ密度接种于９６孔平底培养板 （美

国Ｃｏｓｔａｒ公司）中，实验组加入１～６４ｍｇ／Ｌ顺铂，对照组不

加。将培养板置于３７℃，ＣＯ２ 体积分数为５％的饱和湿度条

件下培养４８ｈ或７２ｈ每孔加入５ｇ／ＬＭＴＴ溶液１０μＬ，继续

培养４ｈ后吸弃上清液并加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），于水平摇

床上震荡１５ｍｉｎ后，在自动酶标仪（美国伯乐公司）上于波长

４９０ｎｍ处测定Ａ值，按以下公式计算细胞增殖抑制率。细胞

增殖抑制率＝［（Ａ对照组－Ａ实验组）／Ａ对照组］×１００％，并计算半

数抑制浓度 （ＩＣ５０）。

１．２．４　细胞凋亡的检测　收集经顺铂处理４８ｈ的实验组

ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞以及相应对照组细胞，ＰＢＳ洗涤，加入

ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎ／ＰＩ，室温避光染色，流式细胞仪（贝克曼库尔特

公司）检测正常、早期凋亡和晚期凋亡细胞，实验重复３次。

１．２．５　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＩｎｓＲ和ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达

　ＴＲＩＺＯＬ法提取细胞总 ＲＮＡ，使用 ＲＯＴＯＲＧＥＮＥ３０００型

定量ＰＣＲ仪（澳大利亚Ｃｏｔｂｅｔｔ公司）ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ两步法逆

转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）定量检测目标基因和管家基因 ｍＲＮＡ的

表达水平。基因表达定量分析采用比较域值法：目的基因

ｍＲＮＡ水平＝２－ΔΔ犆狋，犆狋值为荧光强度达到域值的循环数，

ΔΔ犆狋＝Δ犆狋实验组－Δ犆狋对照组，Δ犆狋＝犆狋目的基因－犆狋管家基因。检测所

用引物序列为如下。ＧＲＰ７８基因，上游：５′ＣＴＧＧＧＴＡＣＡ

ＴＴＴＧＡＴＣＴＧＡＣＴＧＧ３′。下游：５′ＧＣＡＴＣＣＴＧＧＴＧＧ

ＣＴＴＴＣＣＡＧＣＣＡＴＴＣ３′，扩增片段长度为３９７ｂｐ；ＩｎｓＲ基

因，上游：５′ＴＡＣＣＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＧＡＴＴ３′。下游：５′

ＣＡＧＡＡＧＡＡＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ３′。扩增片段长度为２６０

ｂｐ；βａｃｔｉｎ，上游：５′ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ３′，下

游：５′ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３′。扩增片

段长度：５４８ｂｐ。

１．２．６　流式细胞仪检测ＩｎｓＲ蛋白的表达　收集 ＨｅｐＧ２细胞

及 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞，用ＰＢＳ洗涤后，每个样品加入抗ＩｎｓＲ单

抗１μＬ，室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，加入ＦＩＴＣ标记二抗０．５

μＬ，室温下避光孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次后，细胞重悬于５００

μＬＰＢＳ中，流式细胞仪检测ＩｎｓＲ的阳性率和平均荧光强度

（ＭＦＩ）。

１．２．７　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＧＲＰ７８蛋白的表达　收集细胞，提

取蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，将分离后的蛋白质转移到

ＰＶＤＦ膜上，封闭液封闭滤膜２ｈ，依次结合相应浓度的一抗

（１∶１０００），４℃孵育过夜，洗膜后加入双红外信号标记的二

抗（１∶５０００～１∶１００００）孵育１ｈ，清洗后用Ｏｄｙｓｓｅｙ双红外

激光扫描成像系统（美国Ｌｉｃｏｒ公司）扫描并对条带的荧光强

度进行定量分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件分析数据，组间比较

采用单因素方差分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　建立了稳定 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞模型　ＨｅｐＧ２细胞经０．５、

１．０μｍｏｌ／Ｌ胰岛素分别诱导４８ｈ和７２ｈ后，细胞葡萄糖消耗

量均表现明显降低，与诱导时间、浓度相关。将诱导细胞置于

不含胰岛素的培养液中又培养７２ｈ，葡萄糖的消耗量仍低于未

做诱导处理的 ＨｅｐＧ２细胞，处理４８ｈ的细胞较未处理细胞降

低１１．９０％（０．５μｍｏｌ／Ｌ胰岛素处理）、１４．２０％（１．０μｍｏｌ／Ｌ

胰岛素处理）；处理７２ｈ的细胞较未处理细胞降低４０．７０％

（０．５μｍｏｌ／Ｌ胰岛素处理）、４８．１０％（１．０μｍｏｌ／Ｌ胰岛素处

理）。选择糖耗量下降较明显且细胞状态最佳的０．５μｍｏｌ／Ｌ

作用７２ｈ作为建立 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞模型的诱导条件。ＲＴ

ＰＣＲ检测显示 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞的ＩｎｓＲｍＲＮＡ表达量降低了

４４．３１％，流式细胞仪检测显示 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞的

ＩｎｓＲ蛋白阳性率均大于９８％，差异无统计学意义（犘＞０．０５），

但 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞的表达量［平均荧光强度（ＭＦＩ）］较对照降

低了８２．２％，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。证明已建立了

稳定的 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞模型。

２．２　ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞对顺铂的药物敏感性降低　通过 ＭＴＴ

法检测顺铂对 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞的ＩＣ５０值，加入顺铂后４８ｈ和

７２ｈ的ＩＣ５０分别为 ＨｅｐＧ２细胞的１６５．９％和１５８．８％（犘＜

０．０１）。ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染色显示未加入顺铂的 ＨｅｐＧ２

和 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞凋亡率均小于１％，并且差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。加入顺铂的细胞中，ＨｅｐＧ２细胞的凋亡率为

３６．７９％，ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞的凋亡率为１８．２９％，降低了５０．２９％

且差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图１。

　　ａ：ＨｅｐＧ２细胞；ｂ：顺铂处理的 ＨｅｐＧ２细胞；ｃ：ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞；ｄ：

顺铂处理的 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞。

图１　　顺铂诱导 ＨｅｐＧ２细胞及 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞凋亡的比较

２．３　ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞 ＧＲＰ７８的表达增高　ＲＴＰＣＲ检测显

示，ＧＲＰ７８ｍＲＮＡ表达较作为对照的 ＨｅｐＧ２细胞增高２．１２

倍；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测显示 ＨｅｐＧ２／ＩＲ细胞 ＧＲＰ７８蛋白表达

量增高了２．２７倍，见图２。

图２　　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测细胞ＧＲＰ７８的表达

３　讨　　论

对ＩＲ的深入研究发现其不仅是代谢综合征的病理生理基

础，并且与内质网应激的发生互为因果［８］。恶性肿瘤患者存在

糖代谢紊乱，对胰岛素的敏感性降低而发生ＩＲ，同时ＩＲ又是

多种恶性肿瘤发生的高危因素。采用有效的措施缓解ＩＲ有助

于延缓肿瘤进程和提高肿瘤患者对抗肿瘤化疗药物的敏感

性［２６］。肝脏是胰岛素作用的主要靶器官之一，它既可以利用

葡萄糖又可产生葡萄糖。肝细胞在病理状况下易对胰岛素的

敏感性降低而发生ＩＲ
［９］。ＨｅｐＧ２细胞是肝源性肿瘤细胞，具

有正常肝细胞的某些特性并表达高亲和力的ＩｎｓＲ。本文采用

高浓度胰岛素成功诱导 ＨｅｐＧ２细胞产生了稳定的ＩＲ，主要表

现为细胞葡萄糖消耗量减低、ＩｎｓＲ表达降低，符合ＩＲ的特性。

肝癌细胞天然对抗癌药物有低敏感性，化疗的疗效较差。

本研究发现肝癌 ＨｅｐＧ２细胞经胰岛素诱导（下转第２２７９页）

·４７２２· 国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１７



血尿酸浓度降低时，机体对运动时产生的大量氧自由基的清除

能力下降，其毒性会引起肾功能减退，导致高密度脂蛋白的大

量排出，载脂蛋白 Ａ降低，低密度脂蛋白大量堆积，使载脂蛋

白Ｂ代谢受阻，结果载脂蛋白Ａ和载脂蛋白Ｂ的比例下降
［５］，

从而易造成动脉粥样硬化。而尿酸浓度降低时其抗氧化能力

降低，使得氧自由基增加从而导致低密度脂蛋白的氧化作用增

强。低密度脂蛋白被氧化修饰为氧化低密度脂蛋白，它可通过

促进泡沫细胞的形成、介导内皮细胞损伤和促进血管内皮炎性

反应等多种生物学作用，也会加速动脉粥样硬化的发生、发展。

本研究分性别进行研究时发现，在低尿酸组与正常组进行比较

时，女性的高密度脂蛋白与低密度脂蛋白变化不如男性明显，

可能是由于女性内分泌变化及饮食习惯与男性不同所致［６］。

本研究中，各生化指标的相关性分析显示尿酸水平与脂代

谢指标中的三酰甘油呈正相关，而与高密度脂蛋白呈负相关。

尿酸与脂代谢之间的关系可能为：（１）尿酸增高会降低三酰甘

油分解代谢所需要酶的活性，使三酰甘油的分解降低，最终导

致三酰甘油水平增高；（２）三酰甘油降解会生成游离脂肪酸，脂

肪酸酯化过程中需要消耗三磷酸腺苷（ＡＴＰ），而血三酰甘油

水平升高造成游离脂肪酸生成增多，会加速ＡＴＰ的消耗，生成

过多尿酸［７］。本研究中，血尿酸与血糖水平呈负相关，这与以

往高尿酸血症时糖尿病的发病率要高于正常尿酸组的报道不

一致［８］。是否可以由此推测，尿酸值异常都会导致血糖的增

高？是否可以将尿酸值异常作为预测糖尿病发生的一个危险

因素？要解决这些问题还有待进一步研究。

高尿酸血症与高血压、高脂血症、糖尿病等其他代谢性疾

病有密切关系。低尿酸血症多是在常规血清尿酸检查时发现。

血尿酸是抗利尿激素分泌异常综合征诊断的有用指标，也是２

型糖尿病早期肾病的预测指标［９］。因此，笔者推测尿酸值异常

与机体的一系列临床症状有关，它可能是原因也可能是结果，

需要引起临床工作者的重视。
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发生ＩＲ后，其对抗肿瘤药物顺铂的敏感性明显降低，细胞增殖

活性增加，凋亡受到抑制，表明肝癌 ＨｅｐＧ２细胞发生ＩＲ可增

强其对化疗药物的耐受性。

有研究证实内质网应激伴侣蛋白ＧＲＰ７８具有维持肿瘤内

（微）环境稳定，增强肿瘤细胞存活率、侵袭性、转移性，逃避免

疫监视、降低细胞毒Ｔ细胞杀伤力，抵抗抗肿瘤药物诱导的细

胞凋亡等效应，导致肿瘤的发生、发展和对广谱治疗抵抗性的

形成［１０］。本研究发现ＩＲ 肝癌细胞内质网应激伴侣蛋白

ＧＲＰ７８表达上调，这表明ＩＲ 的 ＨｅｐＧ２细胞可通过上调

ＧＲＰ７８蛋白表达来增强其对化疗药物的耐受性。

综上所述，肝癌 ＨｅｐＧ２细胞产生ＩＲ并上调 ＧＲＰ７８蛋白

的表达，产生对化疗药物的耐受性。本研究提示ＩＲ可能是肝

癌化学治疗疗效和预后较差的原因之一，改善肝癌细胞ＩＲ状

态，降低内质网应激伴侣蛋白ＧＲＰ７８表达，有可能提高肝癌细

胞对抗肿瘤药物的敏感性，提高临床肝癌化疗的有效性。
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［５］ ＴｕｒａｔｉＦ，ＴａｌａｍｉｎｉＲ，ＰｅｌｕｃｃｈｉＣ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅａｎｄ

ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｒｉｓｋ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，２０１３，１０８（１）：２２２２２８．

［６］ ＤｏｎａｄｏｎＶ，ＢａｌｂｉＭ，ＰｅｒｅｉａｃｃａｎｔｅＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄ

ｈｙｐｅｒｉｎｓｕｌｉｎｅｍｉａｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅａｎｄｈｅｐａｔｏ

ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＣｌｉｎＭｅｄＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＤｉａｂ，２００９，２（１）：２５

３３．

［７］ 李林静，陈静，程杰，等．胰岛素抵抗肝细胞多药耐药基因１的表

达［Ｊ］．中国糖尿病杂志，２００８，１６（１１）：６７０６７３．

［８］ＢｏｄｅｎＧ．Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ：ａｎｏｔｈｅｒｌｉｎｋｂｅｔｗｅｅｎｏｂｅ

ｓｉｔｙａｎｄｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ／ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｄｉａｂｅｔｅｓ，２００９，５８

（３）：５１８５１９．

［９］ＬｅｃｌｅｒｃｑＩＡ，ＤａＳｉｌｖａＭｏｒａｉｓＡ，ＳｃｈｒｏｙｅｎＢ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔ

ａｎｃｅｉｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓａｎｄｓｉｎｕｓｏｉｄａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓ：ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｃｏｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，２００７，４７（１）：１４２１５６．

［１０］ＷａｎｇＧ，ＹａｎｇＺＱ，ＺｈａｎｇＫ．Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｉｎｃａｎｃｅｒ：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌ

［Ｊ］．ＡｍＪＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１０，２（１）：６５７４．

（收稿日期：２０１４０３１３）
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