
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.13 JUL.2020

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2020.13.007

人肾小球血管内皮细胞胰岛素抵抗模型的建立 *
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摘要 目的：采用不同浓度的棕榈酸与葡萄糖在体外诱导建立人肾小球内皮细胞（Human glomerular endothelial cells，HRGEC）胰

岛素抵抗模型。方法：以人肾小球内皮细胞为研究对象，不同浓度棕榈酸(100，200，300，400，500 滋mol/L )与不同浓度的葡萄糖

（20，30，40，50，60 mmol/L）分别作用细胞 24小时和 48小时，应用MTT法和葡萄糖氧化酶法检测棕榈酸和葡萄糖对 HRGEC存

活率与葡萄糖消耗量的影响，蛋白免疫印迹法检测 P-IRS、IRS、AKT和 p-AKT (Ser473)的影响。结果：1、当棕榈酸 500 滋mol/L干
预细胞 24小时，与正常组比较，细胞活性显著下降(P＜0.01)，棕榈酸浓度大于或等于 300 滋mol/L干预细胞 48小时，细胞存活率

显著降低(P＜0.01)。与空白组比较，300 滋mol/L、400 滋mol/L、500 滋mol/L棕榈酸干预细胞 24小时能够明显的降低细胞的葡萄糖

消耗(P＜0.05)；200 滋mol/L、300 滋mol/L、400 滋mol/L、500 滋mol/L干预细胞 48小时能够明显的降低细胞的葡萄糖消耗(P＜0.01)。

2、不同浓度葡萄糖刺激人肾小球内皮细胞(HGREC)24小时和 48小时，与空白组比较，各组细胞的存活率与对照组比较均无显著

变化 (P＞0.05)。与空白组比较，40mmol/L、50 mmol/L、60 mmol/L葡萄糖干预细胞 24小时能够降低人肾小球内皮细胞的葡萄糖

消耗(P＜ 0.05)。与空白组比较，30mmol/L、40mmol/L、50 mmol/L、60 mmol/L葡萄糖干预细胞 48小时能够明显降低人肾小球内皮

细胞的葡萄糖消耗量(P＜0.01)。3、不同浓度的葡萄糖刺激人肾小球内皮细胞(HGREC)24小时后，结果显示，50 mmol/L、60 mmol/L

葡萄糖刺激细胞 24小时能降低 P-IRS/IRS和 p-AKT/AKT (Ser473)的水平(P＜0.01)，而其他组无明显显著变化(P＞0.05)。结论：高

糖诱导方法能够建立 HRGEC细胞胰岛素抵抗模型，具有建模周期短、容易重复、可控性强的优点，可用于糖尿病胰岛素抵抗机制

的研究和中药成分的筛选研究。
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Establishment of Insulin Resistance Model in Human Glomerular
Endothelial Cells*

To establish Human glomerular endothelial cells (Human glomerular endothelial cells, HRGEC) model of

insulin resistance by the different concentrations of palmitic acid and glucose in vitro induced. Human glomerular endothelial

cells as the research object, the different concentration of palmitic acid (100, 200, 300, 400, 500 滋mol/L) and different concentrations of
glucose (20, 30, 40, 50, 60 mmol/L) for 24 hours and 48 hours respectively, to detect palmitic acid and glucose effects on glucose con-

sumption and HRGEC survival determined by MTT method and glucose oxidase method, to detect P-IRS, the IRS, AKT and P-AKT

(Ser473) by protein immunoblot method. 1. When palmitate was given 500 滋mol/L for 24 h, cell activity significantly decreased

compared with the normal group(P<0.01), and cell survival rate significantly decreased when palmitate concentration was more than or

equal to 300 滋mol/L for 48 h (P<0.01). Compared with the control group, palmitate intervention at 300 滋mol/L, 400 滋mol/L and 500

滋mol/L for 24 hours could significantly reduce the glucose consumption of cells (P<0.05). Intervention at 200 滋mol/L, 300 滋mol/L, 400
滋mol/L and 500 滋mol/L for 48 hours significantly reduced glucose consumption (P<0.01). Compared with the blank group, glucose in-
tervention of 40mmol/L, 50 mmol/L and 60 mmol/L for 24 hours could reduce glucose consumption of human glomerular endothelial

cells (P<0.05). Compared with the blank group, the glucose consumption of human glomerular endothelial cells was significantly reduced
by the intervention of 30mmol/L, 40 mmol/L, 50 mmol/L and 60mmol/L for 48 hours(P<0.01). 3. After 24 h of glucose stimulation of hu-
man glomerular endothelial cells (HGREC) at different concentrations, the results showed that the levels of p-IRS /IRS and p-AKT/AKT

(Ser473) decreased with glucose stimulation of 50 mmol/L and 60 mmol/L for 24 hours (P<0.01), while no significant changes were ob-
served in other groups (P>0.05). The high glucose induction method could establish the insulin resistance model of HRGEC
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cells, which has the advantages of short modeling period, easy repetition and strong controllability, and could be used for the study of the

mechanism of insulin resistance in diabetes mellitus and the screening of traditional Chinese medicine components.

Human glomerular endothelial cells; Insulin resistance model; High glucose; Glucose consumption

前言

2型糖尿病是最常见的糖尿病，占所有病例的 90%以上。

胰岛素抵抗(IR)是 2型糖尿病的核心机制[1]。糖尿病肾病是 2

型糖尿病的主要并发症之一，肾小球血管内皮细胞损伤是糖尿

病肾病的主要环节之一[2]。血管内皮细胞上有高密度的胰岛素

受体，内皮细胞可以通过多种机制促进糖尿病的并发症的发生[3-5]。

建立肾小球血管内皮胰岛素抵抗模型有利于深入研究糖尿病

肾病的发生机制。目前，研究报道较为成熟的胰岛素抵抗模型

主要通过葡萄糖[6]、棕榈酸[7]或胰岛素等诱导模型等，但均局限

于肝细胞[8,10]、脂肪细胞[7,11]、肌细胞[9]，针对人肾小球血管内皮细

胞的胰岛素抵抗模型国内外尚未报道。本研究分别以高糖和棕

榈酸两种方法探讨诱导人肾小球血管内皮细胞为胰岛素抵抗

模型，为进一步研究内皮细胞胰岛素抵抗奠定一定的基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人肾小球内皮细胞（Human Glomerular Endothelial Cells，

HRGEC）购自北纳生物科技公司，RPMI640，美国 hyclone公

司）；二甲双胍(美国MCE公司 )；胎牛血清( FBS，美国 Gibco

公司) ;二甲基亚砜 (DMSO，美国 sigma公司)；噻唑蓝( MTT细

胞增殖及细胞毒性检测试剂盒，武汉碧云天生物公司)；葡萄糖

氧化酶法试剂盒（普利莱基因技术有限公司）葡萄糖（美国 sig-

ma公司）；棕榈酸（美国 sigma公司）。兔抗单克隆抗体 P-IRS、

IRS和 p-AKT (Ser473)、AKT均购自美国 CST公司。

1.2 仪器与设备

倒置荧光显微镜（IX71-22PHFL，奥林巴斯）；二氧化碳培

养箱（MCO-15AC，三洋）；全自动酶标仪（Mutliscan MK3，赛默

飞）；电子精密天平（BT124S赛多利斯），；台式高速冷冻离心机

（5417R，艾本德）。

1.3实验方法

1.3.1 HGREC细胞培养 细胞复苏后，加入含 10% FBS的

RPMI1640培养液的完全培养基，在 37℃、5% CO2培养箱中培

养至细胞汇合度达到 90%以上，用 0. 25%的胰酶消化，每 2天

按体积比为 1:3传代 1次，取对数生长期细胞用于实验。

1.3.2 细胞分组和干预 将细胞接种于 96孔板中，当细胞浓

度为 1× 10-6时可用于实验。（1）棕榈酸组：正常组细胞培养基

棕榈酸浓度为 0，其余 5个模型组的浓度分别为 100 滋mol/L、
200 滋mol/L、300 滋mol/L、400 滋mol/L、500 滋mol/L棕榈酸。每组
5孔，分别于 24h和 48h终止培养。（2）葡萄糖组：正常组采用

10% FBS的 RPMI1640, 其余 5个模型组分别为 20 mmol/L、30

mmol/L、40 mmol/L、50 mmol/L、60 mmol/L葡萄糖。每组 5孔，

分别于 24 h和 48 h终止培养。筛选出最佳的作用浓度和时间。

1.3.3 MTT实验测定 HGREC细胞活性 葡萄糖消耗实验结

束后，每孔加入 25 滋LMTT，放入 37℃恒温箱中，反应 4 h后取

出置于酶标仪中检测，加入终止培养液，小心弃去孔内培养上

清液，每孔加入 DMSO共 150 滋L，充分振荡 10 min，使结晶充

分溶解。用酶标仪于 492 nm波长处测定各孔的吸光度，用该值

代表细胞活性。记录数值并进行相应的统计学分析。

1.3.4 葡萄糖氧化酶法实验 用葡萄糖氧化酶法(Glucose Oxi-

dase Method, GOD)检测培养基葡萄糖的含量。取经过不同处理

的细胞上清为样品。将葡萄糖测定试剂盒内 10 mLR1和 90 mL

R2试剂均匀混合后形成工作液。空白管中加入蒸馏水，校准管

中加入校准液，样品管中加入样品，10 mM葡萄糖标准品用蒸

馏水或与样本缓冲液一致的液体稀释为 2000、1000、500、250、

125、62.5、31.25、15.625 滋M。再分别加入工作液，混匀后 37℃

水浴 15min，取每个管中 200 滋L液体至 96 孔板中，在酶标仪

上，以波长 505 nm得到 OD值，绘制标准曲线并计算葡萄糖浓

度，再根据前后葡萄糖含量计算葡萄糖消耗量。

1.3.5 蛋白免疫印迹 取对数生长期细胞，以 1× 105/mL的密

度接种于 6孔板中培养。培养 24小时和 48小时后收集细胞，

RIPA细胞裂解液裂解细胞，提取各组细胞中总蛋白，测样品蛋

白的含量。取蛋白样品 40 滋g 上样，SDS-PAGE 电泳后转
PVDF膜，转膜 120 min。常规封闭、P-Akt，Akt，IRS-1，P-IRS1,

1:1000; cell signing technology，美国) GAPDH，茁-actin (1; 5000)

孵育 1 h。4℃孵育过夜，洗膜后分别加入相应的加入辣根过氧

化物酶( HRP)标记的羊抗兔二抗( 1: 5000，鼎国公司)，4℃ 避

光孵育 1 h，Western blot洗涤液洗涤 3次。在室温下，使用辣根

显色和图像分析仪(biorad laboratories)可视化条带。使用 imagej

软件对蛋白质印迹上的蛋白质条带进行密度测量。

1.4 统计学分析

所测定数据均以（x± s）表示，数据处理采用 PRISIM6.01

统计学软件经方差分析齐后采用 t检验，P<0.05，认为有统计学
差异，P<0.01认为有极显著差异。

2 结果

2.1 不同浓度棕榈酸作用不同时间对 HRGEC细胞存活率和葡

萄糖消耗量的影响

采用 MTT 法分别检测不同浓度棕榈酸和葡萄糖对

HRGEC增殖作用影响。如图所示，在不同浓度（100 滋mol/L、
200 滋mol/L、300 滋mol/L、400 滋mol/L、500 滋mol/L）棕榈酸葡萄
糖刺激人肾小球内皮细胞(HGREC)24小时后，与空白组比较，

500 滋mol/L能明显的降低细胞的存活率；其他组均无显著变
化。48小时后，300 滋mol/L、400 滋mol/L、500 滋mol/L棕榈酸能
明显降低细胞的存活率。不同浓度（100 滋mol/L、200 滋mol/L、
300 滋mol/L、400 滋mol/L、500 滋mol/L）棕榈酸刺激肾小球内皮
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细胞 (HGREC)24 小时后，与空白组比较，300 滋mol/L、400
滋mol/L、500 滋mol/L能够明显的降低细胞的葡萄糖消耗; 不同

浓度棕榈酸刺激细胞 48小时后，200 滋mol/L、300 滋mol/L、400
滋mol/L、500 滋mol/L能够明显的降低葡萄糖消耗。

图 1 不同浓度棕榈酸作用不同时间对 HRGEC细胞存活率和葡萄糖消耗量的影响

Fig.1 Effects of palmitic acid with different concentration and different time on survival rate and glucose consumption on HRGEC cells

2.2 不同浓度高糖作用不同时间对 HRGEC细胞存活率和葡萄

糖消耗的影响

不同浓度葡萄糖刺激人肾小球内皮细胞(HGREC)24 h后，

在不同浓度（20 mmol/L、30 mmol/L、40 mmol/L、50 mmol/L、60

mmol/L）葡萄糖刺激人肾小球内皮细胞(HGREC)24 h和 48 h

后，与空白组比较，各组细胞的存活率与对照组比较均无显著

变化。在不同浓度（20 mmol/L、30 mmol/L、40 mmol/L、50

mmol/L、60 mmol/L）葡萄糖刺激人肾小球内皮细胞(HGREC)24

h后，与空白组比较，40 mmol/L、50 mmol/L、60 mmol/L能够降

低人肾小球内皮细胞的葡萄糖消耗。不同浓度葡萄糖刺激人肾

小球内皮细胞(HGREC)48h 后，与空白组比较，30 mmol/L、40

mmol/L、50 mmol/L、60 mmol/L能够明显降低人肾小球内皮细

胞的葡萄糖消耗量。

图 2 不同浓度高糖作用不同时间对 HRGEC细胞存活率和葡萄糖消耗的影响

Fig.2 Effects of high glucose with different concentration and different time on survival rate and glucose consumption on HRGEC cells

2.3 不同浓度葡萄糖作用于 HGREC 细胞 24 小时 IRS-1，

p-IRS-1，Akt，p-Akt蛋白的表达

不同浓度的葡萄糖（20 mmol/L、30 mmol/L、40 mmol/L、50

mmol/L、60 mmol/L）刺激人肾小球内皮细胞 (HGREC)24 h后

IRS-1，p-IRS-1，Akt，p-Akt蛋白的表达的影响。结果显示，40

mmol/L、50 mmol/L、60 mmol/L刺激细胞 24 h能降低 p-akt/akt

（P<0.05），其他组无明显显著变化；50 mmol/L、60 mmol/L刺激
细胞 24 h能降低 p-IRS1/IRS1(P<0.05）(Ser473)的水平，而其他
组无明显显著变化。

图 3 不同浓度葡萄糖作用于 HGREC细胞 24小时 IRS-1，p-IRS-1，Akt，p-Akt蛋白的表达

Fig.3 The expression of IRS-1, p-IRS-1, Akt, and p-AKT proteins in HGREC cells treated with glucose at different concentrations for 24 hours

3 讨论

胰岛素抵抗是指组织细胞对胰岛素的敏感性降低，其实质

为胰岛素介导的细胞糖代谢能力降低[12,13]。产生胰岛素抵抗的

原因有很多，如糖脂代谢紊乱、高胰岛素等[14,15]。许乐等通过采

用高胰岛素、高糖联合诱导 Hep G2细胞建立胰岛素抵抗模型，

结果表明高胰岛素(10-6 mmol·L-1)和高糖培养基(25 mmol·L-1)

处理细胞 48 h，葡萄糖消耗量降低 [10]。Nitya Shree 等采用

500 滋mol/L棕榈酸诱导脂肪细胞 24小时建立胰岛素抵抗模型[7]。

人肾小球血管内皮细胞上有高密度的胰岛素受体，在高糖高脂
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刺激下，降低了细胞对葡萄糖的分解利用能力，产生胰岛素抵

抗[16-18]。本实验分别采用高浓度葡萄糖和棕榈酸诱导人肾小球

血管内皮细胞，研究葡萄糖和棕榈酸的作用时间、浓度和产生

胰岛素抵抗关系，建立体外细胞模型，并从葡萄糖消耗和胰岛

素抵抗通路的关键蛋白两个方面进行验证胰岛素抵抗模型的

建立。

葡萄糖为组织和细胞提供能量。生理性饥饿、剧烈运动、营

养不良状态血糖降低，肥胖、糖尿病等疾病血糖升高。在胰岛素

抵抗的状态下，葡萄糖消耗明显降低[19,20]。我们通过采用高浓度

棕榈酸和葡萄糖在体外诱导培养法建立人肾小球内皮细胞胰

岛素抵抗模型。本实验的结果显示，与正常组比较，当棕榈酸浓

度大于 500 滋mol/L作用细胞 24小时，肾小球内皮细胞形态相

对受损严重，细胞活性显著下降，同时对葡萄糖的消耗量显著

降低；当棕榈酸浓度大于 300 滋mol/L作用细胞 48小时肾小球

内皮细胞存活率明显降低，同时葡萄糖的消耗量降低。这说明

棕榈酸对人肾小球内皮有一定的损伤，葡萄糖消耗量的降低与

细胞死亡可能有关。而当葡萄糖浓度大于 40 mmol/L作用 24

小时，肾小球内皮细胞存活率无显著变化，但细胞对葡萄糖的

消耗量明显降低：当葡萄糖浓度大于 30 mmol/L作用 48小时，

各组细胞存活率无显著变化，同时对葡萄糖消耗量显著增加。

通过上述实验可见葡萄糖诱导人肾小球血管内皮细胞胰岛素

抵抗模型较为安全和稳定，细胞的葡萄糖消耗量减少，能够产

生葡萄糖摄取和利用的障碍，胰岛素抵抗模型建立基本成功。

胰岛素抵抗模型的建立对于胰岛素抵抗机制的研究以及药物

对胰岛素抵抗的作用有着重要的意义。目前模型的评价主要通

过葡萄糖消耗量，胰岛素信号通路的蛋白表达能够更准确地评

价模型的成立[21-23]。在通常情况下，当细胞外胰岛素信号通过胰

岛素受体 IRS1将信号传递到细胞内后，磷酸化的 IRS1激活

PI3K,而活化下游的 AKT,使 AKT转化为磷酸化的 AKT[24,25]。若

上述信号转导途径受阻，尤其是磷酸化水平信号分子降低，最

终，致使 IRS1/PI3K/Akt信号通路活性分析降低，导致胰岛素抵

抗，同时出现细胞损伤，出现细胞内功能失调或受损[26]。通过实

验证实当葡萄糖浓度为 50 mmol/L 刺激细胞 24 h 能降低

P-IRS/IRS，P-AKT/AKT最明显，产生最大的胰岛素抵抗效率，

与葡萄糖消耗实验一致。IRS-1位于细胞膜上，属于酪氨酸激酶

活性的受体家族，IRS-1的磷酸化能向下传递胰岛素信号，激活

下游的 AKT蛋白。一旦磷酸化受体的水平降低，就会阻断胰岛

素信号传递，高糖诱导人肾小球血管内皮细胞胰岛素信号

P-IRS水平，抑制蛋白激酶 AKT，阻断胰岛素信号传递，从而降

低细胞葡萄糖利用率，产生胰岛素抵抗[25,26]。

血管病变是糖尿病的主要并发症之一。内皮细胞位于血管

的最内层，内皮细胞损伤是血管损伤的主要环节。内皮细胞上

有高密度的胰岛素受体，胰岛素抵抗作为内皮细胞损伤的重要

发病机制，与糖尿病糖代谢紊乱、肾小球损伤、肾功能衰竭存在

密切的联系[27,28]。内皮细胞的胰岛素抵抗可以通过多种机制促

进糖尿病并发症。胰岛素在葡萄糖的氧化分解利用等起到关键

的作用，2型糖尿病患者肾小球内皮细胞早期可表现出胰岛素

抵抗状态，就可观察到肾脏血流动力学异常，表现为肾小球基

底膜增厚和毛细血管通透性升高、肾小球高灌注和高滤过，肾

血流量和肾小球滤过率（GFR）升高[27]。这与内皮细胞葡萄糖消

耗能力降低，胰岛素抵抗导致葡萄糖利用障碍密切相关[2, 29,30]。

因此，研究内皮细胞胰岛素抵抗机制对于糖尿病机制研究和药

物开发具有重要价值，通过实验表明葡萄糖浓度为 50 mmol/L

的培养液培养细胞 24小时的人肾小球内皮细胞产生胰岛素抵

抗最为可靠和稳定。
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