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HepG2细胞胰岛素抵抗模型建立及在
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摘 要：探讨高糖、地塞米松、胰岛素诱导肝细胞HepG2胰岛素抵抗模型（IR-HepG2）的建立方法，检测杏鲍菇多糖、

红枣多糖和枸杞多糖体外改善肝细胞胰岛素抵抗的作用，评估3种多糖的降糖效果．选择不同浓度的地塞米松、胰岛素及

两者联合作用，在高糖培养条件下诱导HepG2胰岛素抵抗，MTT法检测不同诱导剂对HepG2细胞活性的影响，葡萄糖氧

化酶法测定细胞葡萄糖消耗量，同时检测去除诱导剂后，IR-HepG2细胞模型的稳定性．以3种天然多糖处理IR-HepG2细

胞，检测其对细胞活力及胰岛素抵抗的影响．结果表明：在高糖培养条件下，诱导剂为地塞米松（3.75 μmol/L）联合胰

岛素（0.001 μmol/L）可成功诱导IR-HepG2细胞模型，且对细胞活性无显著影响，模型能够在72 h内保持稳定．枸杞

多糖具有更好的降糖效果．
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Abstract：To explore the establishment of insulin resistance model of HepG2(IR-HepG2) induced by high glucose,

dexamethasone and insulin, to detect the effect of Pleurotus eryngii polysaccharides, Ziziphus jujuba polysaccharides

and Lycium barbarum polysaccharides on improving insulin resistance of liver cells in vitro, and to analyze the effect

of three polysaccharides on hypoglycemic. Different concentrations of dexamethasone, insulin and their combination

were selected to induce the insulin resistance of HepG2 cells in high glucose culture. MTT method was used to

detect the effect of different inducers on the activity of HepG2 cells. Glucose oxidase method was used to detect
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the glucose content in the supernatant of cell culture. At the same time, the stability of IR-HepG2 cell model

was detected after removing inducers. IR-HepG2 cells were treated with three kinds of natural polysaccharides

at different concentrations. The effects of polysaccharides on cell viability and insulin resistance were detected

by MTT and glucose oxidase methods respectively. Dexamethasone(3.75 μmol/L) combined with insulin(0.001

μmol/L) can successfully induce IR-HepG2 cell model in high glucose culture condition, and has no significant

effect on cell activity, and the model can keep stable within 72 hours. Lycium barbarum polysaccharides had better

hypoglycemic effects in vitro.

Key words： insulin resistance; HepG2 cells; Pleurotus eryngii polysaccharides; Ziziphus jujuba polysaccharides;

Lycium barbarum polysaccharides

0 引 言

糖尿病是一种发病率较高的慢性代谢紊乱疾病，其发病率在全球范围内呈稳步上升趋势，严重危害人体健

康[1]．目前，我国患糖尿病人数最多，其中Ⅱ型糖尿病（Type 2 Diabetes Mellitus, T2DM）占糖尿病患者总人数

的90%∼95%[2]．肝脏是胰岛素的主要靶组织，维持肝脏葡萄糖输出与储存的生理稳态．人肝癌细胞系HepG2因

具有正常人肝细胞的多种功能而被广泛用于高血糖和糖尿病的研究[3]．胰岛素抵抗（Insulin Resistance, IR）

是T2DM典型的病理特征和疾病基础，持续存在于T2DM发生发展的全过程，并起着推动性作用[4]；IR主要特征

是机体靶组织对胰岛素的敏感性降低及胰岛素分泌相对缺乏，导致目标组织中葡萄糖的摄取和利用减少[5]．因

此，提高胰岛素敏感性已成为治疗T2DM的一个关键目标．

针对Ⅱ型糖尿病患者开发的药物主要包括双胍类、磺脲类、噻唑烷二酮类、α-糖苷酶抑制剂、胰岛素增效

药-胰高血糖素样肽-1受体激动剂等[6−7]．注射胰岛素是目前临床口服降糖药不能达到血糖控制效果时Ⅱ型糖尿

病患者常用的治疗方法[8]．但长期口服降糖药物或与胰岛素联用易造成患者靶器官钝化、药效低、血糖波动幅

度大，还会产生体重增加、水肿、心衰、胃肠道反应及低血糖或乳酸中毒等副作用[9]．因此，研究开发新型安全

高效、毒副作用较小的治疗药物是现阶段糖尿病治疗的重要任务[10]．多糖是一种或多种单糖由糖苷键连接的天

然大分子物质，是生物高分子家族中最重要的成员之一[11−12]．据报道，植物多糖具有抗氧化、抗肿瘤、抗炎、

抗病毒、降血脂、降血糖等多种药理作用[13]．本文探讨IR-HepG2模型的建立方法，并应用IR-HepG2模型对3种

天然多糖的体外降糖活性进行比较，为胰岛素抵抗细胞模型的建立及多糖降糖药物的研发奠定基础．

1 材料与方法

1.1 实验材料与试剂

人肝癌细胞系HepG2细胞和杏鲍菇多糖（Pleurotus eryngii polysaccharides, PEPS，多糖含量为53.85%）、红

枣多糖（Ziziphus jujuba polysaccharides, ZJPS，多糖含量为87.6%）、枸杞多糖（Lycium barbarum polysaccharides,

LBPS，多糖含量为99.7%）均源于新疆大学新疆生物资源基因工程重点实验室；DMEM高糖培养基、磷酸缓冲液

（PBS）、3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐（MTT）、二甲基亚砜（DMSO）和地塞米松（Dexamethasone,

Dex）均购于Gibco公司；胎牛血清购于ABW公司；胰岛素（Insulin, INS）购于诺和诺德中国制药有限公司；二

甲双胍（Metformin, Met）购于Solarbio公司；葡萄糖检测试剂盒购于上海荣盛生物科技有限公司．

1.2 仪器与设备

细胞恒温培养箱：美国Thermo公司；超低温冰箱、超净台、台式离心机：美国Beckman公司；全波长酶标

仪：美国Bio-Rad公司．

1.3 实验方法

1.3.1 HepG2细胞培养

将从液氮罐中取出的HepG2细胞快速融解，加入含双抗、10%胎牛血清的高糖DMEM培养基，放置在37

℃、5% CO2的恒温培养箱中，取对数生长期的细胞进行实验．

1.3.2 样品预处理

将地塞米松溶于无水乙醇配制成浓度为2 mmol/L的溶液，4℃保存备用，使用前稀释至终浓度为1.25、2.5、

3.75μmol/L．胰岛素注射剂4℃保存备用，使用前稀释至终浓度为0.1、0.01、0.001μmol/L．将MTT溶于PBS中

配制成浓度为1 g/mL的溶液，使用前稀释至终浓度为0.5 mg/mL．称取一定量的多糖溶于超纯水中配制成浓度

为20 mg/mL的多糖溶液，置于-20 ℃保存，使用前稀释至终浓度为200、400、800 μg/mL．
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1.3.3 不同诱导剂对HepG2细胞活性的影响

以不同剂量的地塞米松、胰岛素单独作用及联合作用处理HepG2细胞，设置顺铂（Cisplatin, DDP）为阳性

对照，MTT法检测诱导剂对HepG2细胞活性的影响．将处于对数生长期的HepG2细胞以5 000个/孔的密度接种

于96孔板中培养24 h；将1.25、2.5、3.75 μmol/L地塞米松和0.1、0.01、0.001 μmol/L胰岛素及地塞米松联合胰

岛素处理细胞48 h，弃上清，每孔加入100 μL 0.5 mg/mL MTT溶液，37 ℃孵育4 h，1 200 r/min离心7 min，弃

上清，加入150 μL DMSO，摇床振荡15 min，使甲臜充分溶解，检测各孔490 nm处光密度值（OD）．

1.3.4 HepG2细胞胰岛素抵抗模型的建立及葡萄糖消耗量的测定

将HepG2细胞以5 000个/孔的密度接种于96孔板中培养12 h后，无血清高糖DMEM培养基饥饿培养8 h进行

同步化．分别用含地塞米松（1.25、2.5、3.75 μmol/L）、胰岛素（0.1、0.01、0.001 μmol/L）、地塞米松联合胰岛

素的无血清高糖DMEM培养基处理细胞，并设置无血清高糖DMEM空白对照组，37 ℃、5% CO2恒温培养箱中

孵育，分别于24 h、48 h收集上清，以葡萄糖氧化酶法测定其中葡萄糖含量，并计算葡萄糖消耗量：葡萄糖消耗

量（mmol/L）=25 mmol/L−上清液中的葡萄糖含量（mmol/L）．

1.3.5 HepG2细胞胰岛素抵抗模型稳定性的研究

胰岛素抵抗模型诱导48 h后，将含诱导剂的培养基更换为无诱导剂、含10% FBS的高糖DMEM培养基，37

℃、5% CO2恒温培养箱中分别培养24 h、48 h；再次检测细胞培养上清中的葡萄糖含量并计算葡萄糖消耗量．

1.3.6 3种天然多糖对HepG2细胞活性的影响

将处于对数生长期的HepG2细胞以5 000个/孔的密度接种于96孔板中，培养24 h后，设置DDP为阳性对

照，PEPS（200、400、800 μg/mL）、ZJPS（200、400、800 μg/mL）、LBPS（200、400、800 μg/mL）分别处

理HepG2细胞48 h后，弃上清，每孔加入100 μL 0.5 mg/mL MTT溶液，37 ℃孵育4 h，1 200 r/min离心7 min，

弃上清，加入150 μL DMSO，摇床振荡15 min，使甲臜充分溶解，检测各孔490 nm处光密度值（OD）．

1.3.7 3种天然多糖对HepG2细胞胰岛素抵抗的影响

依照上述方法建立IR-HepG2细胞模型，设置阴性对照组（Control）、IR-HepG2模型组（IR）、阳性对照组

（DDP）；药物处理组：Met；多糖组：PEPS、ZJPS、LBPS；分别于24 h、48 h后检测细胞培养上清中的葡萄糖含

量并计算葡萄糖消耗量．

1.4 统计学处理

统计处理采用Prism 5.0软件，所有数据均以“平均值±标准差”表示．单因素方差分析（ANOVA）和Tukey多

重比较检验进行统计学分析，所有实验均为3次独立重复实验结果（n=3）；P <0.05为差异显著，P <0.01为差异

极显著，数据有统计学意义．

2 结果与分析

2.1 建立地塞米松、胰岛素单独处理及联合作用的最佳浓度

不同诱导剂对HepG2细胞活性影响的结果如图1所示．1.25、2.5、3.75 μmol/L地塞米松处理HepG2细胞48

h后均显著降低其细胞活性（图1(a)）；而0.1、0.01μmol/L胰岛素处理HepG2细胞48 h可显著提高细胞活性，0.001

μmol/L胰岛素处理48 h对HepG2细胞活性无显著影响（图1(b)）．当1.25、2.5、3.75μmol/L地塞米松与0.1、0.01、

0.001 μmol/L胰岛素联合作用48 h时，对细胞的活性均无显著影响（图1(c)）．

图 1 地塞米松和（或）胰岛素对HepG2细胞活性的影响

注：（a）为Dex对HepG2细胞活性的影响；（b）为INS对HepG2细胞活性的影响；（c）为Dex联合INS对HepG2细胞活性的影响．*表

示DDP、Dex、INS诱导组与Control组相比差异显著（P <0.05），**（P <0.01）、***（P <0.001）表示与Control组相比差异极

显著．
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2.2 HepG2细胞胰岛素抵抗模型的建立

本文分别在不同诱导时间检测了不同诱导剂对细胞葡萄糖消耗量的影响．如图2（a∼c）所示，作用24 h，

仅地塞米松、胰岛素单独诱导组HepG2细胞葡萄糖的消耗量无明显变化．而在地塞米松与胰岛素联合诱导组发

现，随着地塞米松浓度的增加，HepG2细胞葡萄糖的消耗量呈现一定的下降趋势，但非显著性差异（图2(c)）．

作用48 h时，与对照组相比，1.25、3.75 μmol/L地塞米松处理及0.001 μmol/L胰岛素可显著降低HepG2细胞葡

萄糖的消耗量（图2(d∼f)，P <0.05）．地塞米松与胰岛素联合诱导时，相比对照组，各处理组葡萄糖消耗量显

著降低，其中3.75μmol/L地塞米松与0.001μmol/L胰岛素联合处理HepG2细胞48 h时，降低葡萄糖消耗的作用

最为显著（图2(f)，P <0.01）．

图 2 地塞米松和（或）胰岛素对IR-HepG2葡萄糖消耗的影响

注：（a）为Dex作用24 h对IR-HepG2葡萄糖消耗的影响；（b）为INS作用24 h对IR-HepG2葡萄糖消耗的影响；（c）为Dex联合INS作

用24 h对IR-HepG2葡萄糖消耗的影响；（d）为Dex作用48 h对IR-HepG2葡萄糖消耗的影响；（e）为INS作用48 h对IR-HepG2葡

萄糖消耗的影响；（f）为Dex联合INS作用48 h对IR-HepG2葡萄糖消耗的影响．*表示Dex、INS诱导组与Control组相比差异显著

（P <0.05），**（P <0.01）、***（P <0.001）表示与Control组相比差异极显著；下同．

2.3 HepG2细胞胰岛素抵抗模型稳定性的测定

为进一步验证IR-HepG2细胞模型的稳定性，去除诱导剂后更换为10% FBS的高糖DMEM培养基继续培养，

结果如图3所示．地塞米松与胰岛素联合诱导IR-HepG2细胞模型24 h、48 h、72 h后，模型具有显著的稳定性，

分别检测葡萄糖消耗量，结果表明：IR-HepG2模型组与对照组相比均维持稳定的低葡萄糖消耗状态，且可以稳

定维持至少72 h．

图 3 地塞米松联合胰岛素诱导IR-HepG2细胞模型的稳定性

注：（a）为Dex联合INS诱导IR-HepG2后24 h稳定性；（b）为Dex联合INS诱导IR-HepG2后48 h稳定性；（c）为Dex联合INS诱

导IR-HepG2后72 h稳定性．

2.4 3种天然多糖对HepG2细胞无毒性作用

如图4（a）所示，与对照组相比，800 μg/mL PEPS（P <0.01）、800 μg/mL ZJPS（P <0.05）显著促

进HepG2细胞活性．PEPS（200、400μg/mL）、ZJPS（200、400μg/mL）、LBPS（200、400、800μg/mL）处理48

h对HepG2细胞活性均无显著影响．因此，可选择试验浓度条件下的各组多糖进行下一步研究．
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2.5 3种天然多糖对HepG2细胞胰岛素抵抗的改善作用

如图4所示，与对照组相比，800μg/mL LBPS显著促进IR-HepG2模型葡萄糖的消耗（图4(b)）．200μg/mL

PEPS（P <0.05）、800μg/mL ZJPS（P <0.01）和400、800μg/mL LBPS（P <0.01）作用细胞48 h时，发现其均

能显著促进IR-HepG2模型葡萄糖的消耗（图4(c)），其中LBPS与PEPS、ZJPS相比，在体外发挥降糖作用的时间

更迅速，且在较低剂量即可发挥较显著的降糖作用，具有更好的降糖效果与降糖潜力．

图 4 多糖对HepG2细胞活性及对IR-HepG2葡萄糖消耗的影响

注：（a）为PEPS、ZJPS、LBPS处理48 h对HepG2细胞活性的影响；（b）为PEPS、ZJPS、LBPS作用24 h对IR-HepG2葡萄糖

消耗的影响；（c）为PEPS、ZJPS、LBPS作用48 h对IR-HepG2葡萄糖消耗的影响．*表示DDP、IR组与Control组相比差异显著

（P <0.05），**（P <0.01）、***（P <0.001）表示DDP、IR组与Control组相比差异极显著；#表示Met、PEPS、ZJPS、LBPS处

理组与IR组相比差异显著（P <0.05），##（P <0.01）、###（P <0.001）表示与IR组相比差异极显著．

3 讨 论

胰岛素抵抗是指机体胰岛素不能正常地发挥生物学功能．一般来说，当一定浓度的胰岛素不能有效刺激外

周靶器官的葡萄糖摄取和利用时，就会发生胰岛素抵抗，机体糖耐量受损，最终导致糖尿病[14]．肝脏作为人体

最大的代谢调节器官，在T2DM过程中发挥重要作用．HepG2细胞是人肝癌细胞系，因具有正常人肝细胞的多

种功能而被广泛用于高血糖和糖尿病的研究[15]，是国内外公认的广泛用于胰岛素抵抗研究的细胞模型，其细胞

表面表达胰岛素受体，在代谢合成等方面与人体肝细胞相似，且能弥补人肝细胞体外培养活性的缺陷[16]．因此，

诱导HepG2细胞胰岛素抵抗可用于糖尿病发病机制研究与药物筛选．目前，用于IR-HepG2的诱导剂主要有胰岛

素、高糖、地塞米松、IL-6、TNF-α等，但存在细胞活性降低、诱导模型的稳定性差等缺点．如地塞米松是一种

糖皮质类激素，可损伤细胞葡萄糖转运通路，影响葡萄糖的摄取和利用，导致胰岛素抵抗，但高浓度时对细胞

活性有较大损伤．采用胰岛素诱导IR-HepG2最为常见，但去除诱导剂后模型的稳定性较差．而高浓度葡萄糖会

使活性氧等过度增加，机体出现氧化损伤，这被认为是糖尿病发生、发展的主要因素．因此，本文在高糖条件

下，采用地塞米松联合胰岛素诱导IR-HepG2细胞模型．结果表明：3.75 μmol/L地塞米松与0.001 μmol/L胰岛

素联合处理HepG2细胞48 h，与对照组相比可显著降低葡萄糖消耗量（P <0.01），且在72 h维持稳定的胰岛素抵

抗状态．

二甲双胍是目前应用最广泛的抗糖尿病药物[17]．二甲双胍通过抑制肝脏糖异生降低糖尿病患者的血糖[18]．

但其具有一定的副作用，迫切需要开发安全低毒高效的降糖药物以弥补市场上降糖药物的缺陷．本文以二甲双

胍为阳性对照，比较杏鲍菇多糖、红枣多糖、枸杞多糖的体外降糖作用，为筛选更为安全有效的天然降糖药物

奠定基础．植物多糖因其来源广泛、安全低毒且具有抗氧化、抗肿瘤、抗炎、抗病毒、降血脂、降血糖等多种药

理作用受到了各国学者广泛关注．多糖的生物活性与其结构密切相关．有研究报道杏鲍菇多糖能改善糖尿病小

鼠的代谢紊乱[19]，枸杞多糖能显著降低四氧嘧啶诱导的糖尿病小鼠的空腹血糖[20]，红枣多糖能显著改善果糖

诱导的胰岛素抵抗小鼠的高血糖、高血脂症状[21]，然而不同种类多糖降糖效果的差异缺乏统一的比较．本文应

用IR-HepG2细胞模型对杏鲍菇多糖、红枣多糖、枸杞多糖的体外降糖作用进行比较．结果表明：在同等条件下

枸杞多糖可在较低剂量发挥降血糖作用，且发挥降糖作用与杏鲍菇多糖、红枣多糖相比更为迅速，具有良好的

降糖潜力．然而其降糖机理及多糖结构与其降糖活性的关系还有待进一步探究．

综上所述，饥饿处理HepG2细胞8 h，在高糖条件下应用地塞米松（3.75μmol/L）联合胰岛素（0.001μmol/L）

诱导48 h，成功建立IR-HepG2模型，且该诱导条件对细胞活性无显著影响，可在72 h内保持稳定，弥补了其它药
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物诱导的稳定性差、细胞活性降低的缺点，为糖尿病细胞模型的研究奠定了基础．3种天然多糖均具有改善IR-

HepG2的效果，体外降糖作用结果显示枸杞多糖降糖效果优于杏鲍菇多糖和红枣多糖，为多糖降糖药物的开发

及作用机制研究奠定了基础．
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