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提 要 本文介绍了高胰岛素诱导培养法复制愿代大鼠肝细胞及H印G2盱f癌细胞的胰岛素抵抗模型的方法- 

该方法可明显降低两粪细胞的胰岛素刺激的蔼萄塘摄取和利用能力．导致胰岛素抵抗．而且简便 易行，重复性好，成 

功率高．可广泛应用于胰岛素抵抗的研究． 

关鲁调基垒童篓垫；堡旦垦翌； 肝肿瘟 JI乞 
中田分类号 R587．1 

胰岛素抵抗(insulin resistance IR)~--种与 

多种疾病的发生 发展密切相关的重要病理生理状 

态“ ．由于IR的研究常常需要取肝脏 骨胳肌等胰 

岛素靶组织，使在人体的研究不易广泛开展，因此 

目前国外的大多数IR研究以细胞或动物模型为对 

象 ，尤其是m细胞模型 因具有复制周期短 易 

多次重复，影响因素易控制及价格相对低廉等优 

点，已被较为广泛的使用．但国内目前尚无琢细胞 

模塑的报道．近来 我们采用高浓度胰岛素诱导培 

养法复制成功两种IR细胞模型：WistarP~鼠原代 

肝细胞模型和HepG2肝癌细胞模型．现报道如下： 

1 材料和方法 

1．1 化学试剂和药品 DMEM培养基 牛血清白蛋 

白(BSA)，胰蛋白葺I及新生小牛血清~mGmCO BRL产 

品)，lv壅胶原葺I及D一葡萄糖(美国siBmn产品)．基因工程 

人胰岛素 ~Lilly产品)．‘H—D一葡萄糖 (中科院上海原 

·男．1971一Ol出生．博士研究生 

梭子研究所，比放射性8 Ci／mmo1)⋯A 一堪I单旗猪胰岛 

素f华西塘展病应用科技开发研究所，比放射性4x l0 ～7 

×lo’GB q／too1)．POP~POPO 上海生化试荆供应站． 

进 口分装产品)，Hank’8缓冲液及礴酸缓冲液为我室自配， 

其余各种化学试剂均为市售分析纯． 

1．2 实验动辅 雄性成年Wi~tsr大鼠f重庆医科大学实验 

动物中心1．年龄6O～90d．体重250~300g．常规鼠粮喂养， 

经饮水器 自由饮水． 

1,3 m辱代太鼠肝纲胞横型复制和鉴定 

1,3．1 大鼠肝细胞的分离和培养．按文献进t亍Ⅲ．简述如下： 

将大鼠用戊巴比妥钠疲腔廓醉(50rag／kg体重)后．打开腹 

腔进行肝脏灌洗．先用4O0ml古EDTA(5m．M)葡萄糖 (5．5 

raM)的去CaI Hank’a H值7．4)缓冲液反复灌洗．然后用 

20o毫升古CaC1l(2raM)和胶原看I(100mg／1D0m1)~Hank‘ 

B液反复灌洗．然后取下大鼠肝脏．夹住肝静脉主干将其转 

移至培养皿中f装有50ml古胶原醇的缓冲液)．于37。C培养 

lO舟钟．随后将细胞经一孔径约6蚰 的尼龙啼网滤过，井用 

4。C的Hank’a缓冲{葭(40m1)冲洗四次．将滤过的细胞用古 

有2nM丙酮和1％BSA的礴酸缓冲液重新悬浮．并将pH值 
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调至7．4，于37‘C培养L0分钟．然后将鲴腿悬液离心，井用相 

同成分的磷酸缓冲液重新悬浮沉淀和调节细胞诳度，一般 

在l～2×10'细胞／毫升为宜． 

1．3．2 IR原代大鼠肝细胞模型复制．拄文献进行．稍作改 

进“ ．将制备的大鼠肝细胞最藏用4。CD 匝̂EM堵葬液(古 

30争‘小牛血清．50#g／ml青霉紊．50U／ml链霉素，2nunol／1 

谷氨酸，12retool／l碳酸氢钠及S6mmol／l葡萄糖)洗涤一次． 

以灭括腔原酶，然后用不含小牛血清~DMEM(其余成分 

同上．且以后使用的培养液均同此)洗嵌两次以除击血谤蛋 

白．将细胞转移至培养皿中，并用培养液将细胞浓度调至1． 

6x10l／2ml为宜．经37。C，5 COl至少孵育驯、时，再用培 

养蒗铣撮一次．然后加^1ml新配制的古有或不含有5×10叶 

mol／L人穗岛索 的培养藏 (不加腋岛素者为对照)于 

37。C，5 CO 孵育1Bd、时．再用不台胰岛素的培莽液洗涤2 

次，共二十分钟． 

1．3，3 IR原代大鼠肝细胞模型鉴定．采用’H—D一葡萄塘 

掺^实验评价细胞的胰岛素敏感性，按文献进行呻．将经过 

16小时孵肓的细胞加入Iml DMEM培养液(分别古 

1n m1．10ng／ml，50ng／ml，100ng／ml 200nglmL~胰岛 

素或不古人胰岛素)于37·C预孵育半小时，热后加^，H—D 

一 葡萄糖(1_3~Ci／ml培养液)于37。C，5，‘C0 条件下孵育1 

小时，井通过加^冰冷的磷酸缓冲液快速洗涤细胞 终止 

反应．细臆用0．6ml 20 K0H融解后．转移至玻璃试管中． 

取出10o“1细胞融解液测定蛋白质浓度．向玻璃试管中加^ 

2倍体积玲乙醇(660~i／mI)溶液洗椽两趺．离心后弃去上{青 

液．将沉淀物借 原)倒置沉积在直径2厘米的滤纸片上．滤 

纸片经4。C．660 1／ml己醇搅拌洗涤四次，共三小时．将滤纸 

片坶干后，置于)0ml~烁稚中用j葭俸目烁仪(Beckman LS 

1801)测定放射性计敷(膜片法，闪烁藏为二甲苯或甲苯的 

PPO—POPOP系统．根据，H—D一葡萄糖的比放射性，细 

胞融解液的蛋白质浓度及糖原的放射性计效，可计算出tH 

— D一葡萄精掺^率，单位为I)lIlOl葡萄糖mg蛋白质一，小 

时‘． 

1．4 IR HepG2~癌绷胞模型董■和鉴定 

1．4．1 HepG2肝癌细胞的培养． HeDG2肝癌细胞由中科 

院上海肿瘤研究所提供．按常规方法培养 ，用DMEM培 

养液培养t成分同上1，消化藏采 陵蛋白酶、E]3TA捎化液， 

胰置白酶绻浓度为0．126 ．用培养液调节细胞浓度至 

l×l~Im1． 

1．4．2 IR HepG2肝癌细胞的星制和鉴定．方法与m原代 

大鼠肝细胞基本相伺． 

1．5 统计学处理 数据均以均敷 土标准差表示( 土3)．两 

组间比较采用Student t检验，多组间比较Newman— 

k ll1B检验． 

2 结果 

2．1 原代大鼠肝细胞和HeDG2肝癌细胞的 H—D 

一 葡萄糖掺入率 ’ 

由表1可见，在培养液中不含胰岛素的基础状 

态下，高胰岛素细胞的葡萄糖掺人率与对照细胞并 

无差异。向培养液中加人胰岛紊后，高胰岛索细胞 

的葡萄糖掺人率在各种浓度的胰岛素刺激下，均显 

著低于对照细胞．此外，高胰岛素细胞和对照细胞 

的葡萄糖掺入率在加人胰岛素后虽然均升高，但前 

者升高的幅度显著低于后者．表1还显示，原代鼠肝 

细胞(包括对照细胞和高胰岛素细胞)的葡萄糖掺 

入率在基础状态和胰岛素刺激状态，均显著高于 

HepG2肝癌细胞。 ‘ 

2．2 ，H—D一葡萄糖掺入实验的评价 

本研究的sH—D一葡萄糖掺人实验的批内变 

异系数为4 ～8 ．批问变异系数为6 ～1O 。 

3 讨论 

IR是指超常量胰岛素才能够引起正常量反应 

的一种状态，常常伴有高胰岛索血症．由于研究表 

明，高血压、糖尿病、肥胖、冠心病及高脂血症等疾 

病患者常常具有IR，因此研究IR发生的机制对阐 

明这些常见病的发病机理有非常重要的意义“ ． 

在目前进行的m研究中，尤其在研究某些药物对 

机体胰岛素敏感性的影响时，常常需要使用IR细 

胞模型．国外从九十年代初即开始这方面研究 并 

已经复制成功数种m细胞模型。这些细胞模型主 

要分三类，即高胰岛索诱导培养模型，高类固醇培 

养模型和高葡萄糖培养模型。其中．高胰岛素培养 

模型最为稳定、可靠，使用也最为广泛“ 。 

IR最主要的特征是胰岛索刺激的葡萄糖摄取 

和利用障碍，因此利用’H—D一葡萄糖掺入实验检 

测细胞的葡萄糖掺人率，可以较准确地评价细胞的 

胰岛素敏感性，从而判断是否存在IR( ．本研究结 

果显示，运用高胰岛索诱导培养法 可使原代大鼠 
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注： P<0．05． ·P<0．0l，与相应的对照细胞比较。 

a P<0．05，峨 P<0 01，与HepG2肝癌细胞对照细胞 比较。 

b P<0．05，bb P<0．01，与HepG潮于癌细胞的高胰岛素细胞比较。 

表中各数据的单~ nmol葡萄糖，mg蛋白质 t r小时 

肝细胞和HepG2肝癌细胞的胰岛紊刺激的葡萄糖 

掺人率显著下降．即胰岛紊刺激的葡萄糖摄取和利 

用发生障碍，也就是发生IR．此外，本研究使用 

的。H～D一葡萄糖掺人实验的批间、批内变异系数 

均低于文献报道 ，葡萄糖掺人率数据接近文献报 

道 ，提示本研究使用的，H—D一葡萄糖掺人实验 

具有较高可靠性和稳定性．因此．本研究结果表明， 

运用高胰岛素诱导培养法可以复制出稳定、可靠的 

m细胞模型。 

目前使用较多的高胰岛紊诱导培养皿细胞模 

型主要有两类，即原代大鼠肝细胞模型和肝肿瘤细 

胞模型“ ，．由于肿艚本身也存在着m，因此有人认 

为肝肿瘤细胞模型的可靠性较差[e3 0本研究也显 

示．HepO2)~癌细胞的基础葡萄糖掺入率、胰岛紊 

刺激的葡萄糖掺人率以及胰岛紊刺激后葡萄糖掺 

人率的增加幅度均显著低于原代大鼠肝细胞，提示 

HepG2肝癌细胞的胰岛紊敏感性低于正常大鼠肝 

细胞，但这方面的研究尚需进一步深人。 
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