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摘要 抵抗素是 2001年 Steppan等发现的一种与胰岛素抵抗有密切联系的细胞因子．本研究探讨了成纤维细胞生长因子 21
(FGF-21)在抵抗素过表达导致胰岛素抵抗的肝细胞中的糖代谢调节作用．构建人抵抗素真核表达载体，转染 HepG2细胞，
利用流式细胞仪筛选出过表达抵抗素的 HepG2模型细胞，分别用不同浓度的胰岛素和 FGF-21刺激细胞，用 GOD-POD法检
测细胞的葡萄糖摄取情况，利用实时荧光定量 PCR方法检测抵抗素转染后及 FGF-21处理后细胞 GLUT1、PPAR-酌 mRNA表
达的变化．PCR鉴定结果表明过表达抵抗素的 HepG2模型细胞构建成功．GOD-POD法检测结果证明，模型细胞对胰岛素
敏感性降低，但 FGF-21仍能有效调节模型细胞的葡萄糖摄取，且呈现剂量依赖关系．实时荧光定量 PCR方法检测发现，抵
抗素转染后 HepG2细胞 GLUT1 mRNA表达增加，经 FGF-21刺激后模型细胞与对照细胞相比 GLUT1 mRNA的表达仍有上
升趋势，PPAR-酌的变化不显著．上述结果表明，抵抗素过表达的肝细胞，对胰岛素敏感性降低，产生胰岛素抵抗，但
FGF-21仍能有效调节其葡萄糖代谢．
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抵抗素(resistin)是 2001年发现的机体内重要的
活性因子，可能参与炎症、糖尿病等疾病的发生发

展 [1]．Ort 等 [2]应用实时定量 PCR 检测方法证实，
除脂肪细胞、胎盘血液的单核细胞和骨髓组织外，

抵抗素在肝脏的表达有时序性，在胎儿时期，肝脏

表达抵抗素，成年后则不表达．在啮齿类动物的研

究表明，抵抗素能损害肝脏的胰岛素敏感性，发生

葡萄糖代谢障碍，其机制可能是增加了葡萄糖输

出，而外周葡萄糖代谢未受影响 [3-5]．

成纤维细胞生长因子 21 (fibroblast growth
factor-21，FGF-21)是人体内一个重要的糖代谢调
节因子，其调节糖吸收的表象与机制皆不同于胰岛

素．FGF-21起效较慢，但持续性好，而且 FGF-21
刺激糖吸收的执行单位是葡萄糖转运载体 1
(glucose transporter 1，GLUT1)，受高浓度胰岛素
刺激而导致胰岛素抵抗的细胞仍能对 FGF-21做出
有效应答，证明该蛋白有可能是解决胰岛素抵抗时

机体血糖调节失衡的潜在蛋白质药物[6]．胰岛素抵

抗是一个复杂的生物学现象，造成胰岛素抵抗原因

很多，本研究通过构建过表达人抵抗素的胰岛素抵

抗肝细胞模型，检测该细胞对 FGF-21 信号的应
答，希望可以进一步了解 FGF-21在胰岛素抵抗的
病理过程中所起的生物学作用．

1 材料与方法

1援1 材料

1援1援1 细胞株与质粒．肝细胞株 HepG2，真核表
达载体 Peedual，pMD18-T-H-Resistin 均由东北农
业大学生命中心基因部保存．

1援1援2 主要试剂与仪器．流式细胞仪 (BD FACS
AriaTM Cell Sorter 334078)；实时荧光定量 PCR 仪
(ABI公司 7500 型)； T4 DNA 连接酶、限制性内
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1援2 真核表达载体的构建

将 Peedual 和 pMD18-T-H-Resistin 载 体 经
PCR、酶切、连接、转化的方法得到真核表达载体
Peedual-H-Resistin．
1援3 细胞培养

将冻存的 HepG2细胞复苏后转入 100 ml培养
瓶中，用含 10%灭活新生牛血清的 DMEM培养液
在 37℃、5% CO2、饱和湿度条件下培养．当细胞

形成细胞单层后，用 0.25%胰蛋白酶按 1∶3比例
传代，细胞密度为 1伊106，取对数生长期的细胞用

于后续实验．

1援4 细胞转染

取生长状况良好的 HepG2细胞，用不含双抗
的培养基按每孔 2伊105个细胞接种 6孔板，待细胞
融合度达到 70%，用 Lipofectamin2000将载体转染
至 HepG2细胞，构建 HepG2-G(转入 Peedual空载
体的细胞)、HepG2-R(转入 Peedual-H-Resistin真核
表达载体的细胞 ) 2 种细胞系，转染方法参照
Invitrogen公司试剂盒说明书．
1援5 阳性细胞株的筛选

转染的细胞连续扩增后，利用 Peedual载体上
的绿荧光蛋白(GFP)筛选标记对转染后的细胞进行
流式细胞仪分选，分选后细胞继续进行连续培养及

流式细胞仪分选，直至筛选出稳定转染的细胞系．

1援6 抵抗素过表达模型细胞的鉴定

用 Trizol 法分 别 提 取 HepG2、 HepG2-G、
HepG2-R三种细胞的总 RNA，以总 RNA为模板，
Oligo(dT)15为引物合成 cDNA．利用实时荧光定量

PCR方法检测三种细胞内抵抗素的表达变化．按
照 Thermal Cycler DiceTM Real Time PCR 的使用说
明书进行实验操作，同时扩增内参及 resistin目的
基因．反应体系为 20 滋l：2.0 滋l cDNA模板，10.0
滋l SYBR Premix Ex TaqTM (2伊)，0.4 滋l PCR正反引
物(10mol/L)，0.4 滋l ROX Reference Dye域 (50伊 )，
灭菌三蒸水补足 20 滋l．反应条件为 95℃ 30 s，
95℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 30 s，40个循环．每次
扩增均设由三蒸水代替模板的空白对照，每个样品

至少重复 3次．使用相对定量分析方法(2-驻驻Ct法)对
目的基因进行相对定量．

1援7 葡萄糖消耗实验

1援7援1 模型细胞基础糖吸收对胰岛素敏感性的检测.
利用微量化的 GOD-POD法检测培养基中葡萄糖含
量，将 HepG2、HepG2-G、HepG2-R 三种细胞分
别用 0.25%胰酶消化后，用低糖 DMEM培养液配
成单个细胞悬液，按每孔细胞浓度为 5伊104个 /ml
接种于 96 孔培养板，每孔体积为 200 滋l，在
37℃、5% CO2、饱和湿度条件的培养箱中培养 1天,
去掉培养液，用无血清培养基继续培养 12 h后，
换成含胰岛素终浓度为 1 000 nmol/L、100 nmol/L
的培养液及无胰岛素的培养液，继续培养细胞 24 h
后，取培养基中的上清液 2 滋l于葡萄糖检测液中
测定葡萄糖的含量，与未接种细胞空白复孔的葡萄

糖含量均值相减，算出各孔细胞的葡萄糖消耗率，

将加入胰岛素刺激的实验组减去未刺激的空白组的

葡萄糖消耗率，计算出不同浓度胰岛素刺激细胞葡

萄糖消耗的增加比率，每种细胞每个浓度至少设 3

切酶购自 Takara公司；AxyPrep质粒 DNA提取试
剂盒、DNA胶回收试剂盒购自 Axygen公司；去内
毒素质粒提取试剂盒购自 OMEGA 公司；高糖
DMEM培养、新生牛血清(NCS)购自 GIBCO公司；
牛血清白蛋白(BSA)、胰蛋白酶购自北京原平皓生
物技术有限公司；重组人胰岛素购自 Sigma公司；
人 FGF-21由本实验室纯化获得；葡萄糖检测试剂

盒(GOD-POD法)购自四川迈克科技有限责任公司；
RNA 酶抑制剂(RNasin，RNase inhibitor)、逆转录
酶 (M-MuLV)、RNA 提取试剂 Trizol、 1kb Plus
DNA Ladder购自 Invitrogen公司；Oligo(dT)15购自

Takara公司．其他化学试剂均为分析纯．
1援1援3 引物．实时荧光定量 PCR引物由 Invitrogen
公司合成．

Table 1 Characteristics of the primers used for Real鄄time reverse transcriptase polymerase chain reaction analysis
Gene Forward primer ( 5忆 to 3忆 ) Reverse primer ( 5忆 to 3忆 )

Resistin(human) GTAAAGCTCTCTGTCTCCTC GGAATGCTGCTTATTGCCCT

GLUT1(human) GCGGAATTCAATGCTGATGAT CAGTTTCGAGAAGCCCATGAG

PPAR-酌(human) GCAGGAGCAGAGCAAAGAGGTG AAATATTGCCAAGTCGCTGTCATC

茁 -Actin (human) GAGCGGGAAATCGTGCGTGAC GCCTAGAAGCATTTGCGGTGGAC
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Fig. 1 The profiles of resistin eukaryotic expression vector

Fig. 2 Comparison of each kinds of transfected cells by flow cytometry
The cells were washed by PBS twice, after that they were suspended with PBS, the cells were sorted by flow cytometry at 488 nm.

个独立的重复组，用统计学分析实验结果．

1援7援2 FGF-21 对模型细胞糖吸收的影响． 取
HepG2、HepG2-G、HepG2-R三种细胞，实验组分
别加入 FGF-21终浓度为 1 000 nmol/L、100 nmol/L
的培养液处理细胞 24 h，对照组为未加任何处理的
培养基培养的三种细胞，用 GOD-POD法检测不同
处理组细胞对培养基中葡萄糖的消耗情况，将加入

FGF-21刺激的实验组减去对照组的葡萄糖消耗率，
计算出不同浓度 FGF-21刺激细胞葡萄糖消耗的增
加比率，并做统计学分析．

1援8 HepG2细胞GLUT1、PPAR鄄酌 mRNA表达的
变化

1援8援1 抵抗素基因转染对 HepG2 细胞 GLUT1、
PPAR-酌表达的影响．用 Trizol法分别提取 HepG2、
HepG2-G、 HepG2-R 三 种 细 胞 的 总 RNA，
Oligo(dT)15为引物合成 cDNA．利用实时荧光定量
PCR 方法检测细胞内 GLUT1、PPAR-酌 的表达变
化．具体方法同 1援6．
1援8援2 FGF-21对抵抗素基因转染阳性细胞 GLUT1、
PPAR-酌表达的影响．HepG2-R细胞用无血清培养
基培养 12 h 后，用 100 nmol/L的 FGF-21 培养细
胞，以未加任何处理的细胞为对照，培养 6 h 后
收获细胞，用 Trizol 法提取细胞的总 RNA，
Oligo(dT)15为引物合成 cDNA．利用实时荧光定量
PCR 方法检测细胞内 GLUT1、PPAR-酌 的表达变
化．具体方法同 1援6．

2 实验结果

2援1 抵抗素表达载体的构建

将 Peedual、pMD18-T-H-Resistin载体经 PCR、

酶切、连接、转化的方法得到真核表达载体

Peedual-H-Resistin．Peedual 载体上带有绿色荧光
蛋白(GFP)报告基因．构建的抵抗素表达载体图谱
如图 1所示．

2援2 稳定转染细胞株的筛选

2种载体转染细胞后，进行流式细胞仪筛选，
以未转染的 HepG2细胞为阴性对照，将其检测的
荧光强度设置在 P2门作为参照，将转染的两种细
胞进行检测，分选荧光强度高于对照的细胞．分选

后细胞继续培养，当细胞数达到 108个后进行下一

轮分选，经过 4轮分选后，得到稳定转染细胞株
HepG2-G、HepG2-R，结果显示荧光强度主峰明显
移动，且阳性率均达到 90%以上．图 2为 4轮分
选后三种细胞流式检测结果比较．
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Fig. 5 Glucose consumption increase rate of three cell
lines treated with different concentrations of FGF鄄21

The values ( x 依 s ) shown are the average of at least 3 independent

measurements. : HepG2; : HepG2-G; : HepG2-R.

Fig. 3 Quantitative mRNA expression of resistin
in HepG2, HepG2鄄G and HepG2鄄R cells

Quantitative mRNA expression of resistin in three cell lines were

measured by real-time PCR．The values ( x 依 s ) shown are the average

of at least 3 independent measurements ．**P < 0.01 compared with

normal HepG2 cells, ##P < 0.01 compared with HepG2-G cells.

2援3 抵抗素基因转染阳性细胞的鉴定

应用实时荧光定量 PCR 方法检测 HepG2、
HepG2-G、HepG2-R 三种细胞内抵抗素的表达变
化．结果见图 3．由图 3可知，转染空质粒的细胞
HepG2-G与HepG2细胞比差异不显著，而HepG2-R
细胞抵抗素表达量明显高于 HepG2、HepG2-G 细
胞，且差异显著，说明过表达抵抗素模型细胞建立

成功．

2援4 模型细胞对胰岛素敏感性的检测

将 HepG2、HepG2-G、HepG2-R 三种细胞用
不含血清的培养基饥饿处理 12 h，再加入不同浓度
的胰岛素分别刺激 24 h后，经微量化的 GOD-POD
法检测培养基中葡萄糖含量，与无细胞的培养基中

葡萄糖含量相减计算出细胞的葡萄糖消耗率，将实

验组与空白组葡萄糖消耗率作差值后计算葡萄糖消

耗增加比率，进行统计学分析．结果表明(图 4)，
过表达抵抗素的模型细胞葡萄糖消耗增值比率明显

低于正常细胞及空质粒转染细胞，差异显著

(P < 0.05)，由此可见，过表达抵抗素模型细胞对胰
岛素的敏感性降低，产生胰岛素抵抗．

2援5 FGF鄄21 对过表达抵抗素模型细胞糖吸收的
影响

用不同浓度的 FGF-21 分别处理 HepG2、
HepG2-G、HepG2-R三种细胞 24 h后，经微量化
的 GOD-POD法检测培养基中葡萄糖含量，与无细

胞的培养基中葡萄糖含量相减计算出细胞的葡萄糖

消耗率，实验组与空白组葡萄糖消耗率做差值后计

算出葡萄糖消耗增加比率，进行统计学分析．结果

表明，FGF-21对 HepG2-R模型细胞的促进作用与
HepG2和 HepG2-G相比，差异不显著(图 5)，且高
剂量的 FGF-21刺激 HepG2-R后，葡萄糖消耗的增
加比率与 HepG2和 HepG2-G相比有增高趋势，由
此可见，细胞过表达抵抗素后，FGF-21仍可有效
调节糖代谢．
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Fig. 4 Increase rate of glucose uptake in three cell lines
treated with different concentrations of insulin

The values ( x 依 s ) shown are the average of at least 3 independent

measurements. *P < 0.05 compared with normal HepG2 cells, #P < 0.05

compared with HepG2-G cells. : HepG2; : HepG2-G; : HepG2-R.
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Fig. 8 The expression of GLUT1 in HepG2鄄R cells
treated with 100 nmol/L FGF鄄21

Total RNA were extracted by Trizol method and levels of GLUT1

mRNA were measured by Real-time PCR. The values ( x 依 s ) shown

are the average of at least 3 independent measurements ．*P < 0.05

compared with no stimulation control.

Fig. 9 The expression of PPAR鄄酌 in HepG2鄄R cells
treated with 100 nmol/L FGF鄄21

Total RNA were extracted by Trizol method and levels of PPAR-酌
mRNA were measured by Real-time PCR. The values ( x 依 s ) shown

are the average of at least 3 independent measurements.

Fig. 6 Quantitative mRNA expression of GLUT1
in HepG2, HepG2鄄G and HepG2鄄R cells

Quantitative mRNA expression of GLUT1 in three cell lines were

measured by Real-time PCR. Total RNA were extracted by Trizol

method．The values ( x 依 s ) shown are the average of at least 3

independent measurements. *P < 0.05 compared with normal HepG2

cells, #P < 0.05 compared with HepG2-G cells.

Fig. 7 The expression of PPAR鄄酌 in HepG2,
HepG2鄄G and HepG2鄄R cells

Quantitative mRNA expression of PPAR-酌 in three cell lines were

measured by Real-time PCR. Total RNA were extracted by Trizol

method. The values ( x 依 s ) shown are the average of at least 3

independent measurements.

2援6 抵抗素基因转染对 HepG2 细胞 GLUT1、
PPAR鄄酌表达的影响
用 Trizol 法分 别 提 取 HepG2、 HepG2-G、

HepG2-R 三种细胞的总 RNA，Oligo(dT)15为引物

合成 cDNA．利用实时荧光定量 PCR 方法检测细
胞内 GLUT1、PPAR-酌的表达变化．每次扩增均设
由三蒸水代替模板的空白对照，每个样品至少重复

3次．使用相对定量分析方法(2-驻驻Ct 法)对目的基因
进行相对定量．结果显示，过表达抵抗素的模型细

胞 HepG2-R的 GLUT1表达量与 HepG2、HepG2-G
相比，提高了约 3倍多，并且差异显著(图 6)，而
模型细胞 PPAR-酌 表达量与 HepG2、HepG2-G 相
比有下降趋势，但差异不显著(图 7)．

2援7 FGF鄄21 对过表达抵抗素模型细胞GLUT1、
PPAR鄄酌表达的影响
由于检测过表达抵抗素的模型细胞 GLUT1表

达量显著增加，为进一步探讨 FGF-21对模型细胞
代谢的影响，本研究进一步检测了 FGF-21对模型
细胞 GLUT1、PPAR-酌表达的影响．将过表达抵抗
素模型细胞 HepG2-R 用 100 nmol/L的 FGF-21 处
理 6 h后，收获细胞提取细胞总 RNA，以反转录
后的 cDNA为模板，用特异性引物进行实时荧光
定量 PCR 扩增，检测模型细胞经 FGF-21处理后
GLUT1、PPAR-酌的表达变化，以未处理的模型细
胞为对照，结果表明经 FGF-21处理后，模型细胞
GLUT1的表达量显著增加(图 8)，说明抵抗素过表
达模型细胞对 FGF-21的刺激仍能有效的应答，而
PPAR-酌的表达量无显著变化(图 9)．
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3 讨 论

胰岛素抵抗是许多代谢类疾病发生和发展的重

要机制之一，肝脏因其具有合成和分解糖原、糖异

生等作用，是人体内重要的血糖调控器官，也是发

生胰岛素抵抗的主要器官，有文章报道，糖尿病等

代谢疾病患者体内抵抗素含量提高．当抵抗素作用

于肝脏后，会通过促进糖异生关键酶表达和肝糖原

分解，使肝糖输出增加，从而参与肝脏胰岛素抵抗

的形成[7-8]，进而削弱胰岛素对机体血糖的调控能

力．因此，解决胰岛素抵抗时期机体的糖代谢紊乱

一直是糖尿病研究的热点．

FGF-21是除胰岛素之外，人体内另外一个重
要的代谢调节因子．肝脏是 FGF-21发挥生物学活
性的重要靶器官．HepG2细胞源于人肝细胞，保
留了肝细胞的许多特性，本研究构建了人抵抗素过

表达的 HepG2细胞，通过实时荧光定量 PCR的方
法证明，与基准水平相比该细胞抵抗素水平提高了

3倍．利用微量化的 GOD-POD法[6-9]检测细胞葡萄

糖消耗率，结果表明，过表达抵抗素模型细胞对胰

岛素敏感性降低，产生胰岛素抵抗，证实我们成功

构建了过表达抵抗素并呈现胰岛素抵抗状态的

HepG2细胞．而经 FGF-21刺激后，过表达抵抗素
模型细胞的葡萄糖消耗与正常 HepG2细胞及空质
粒转染的细胞相比，均有良好的促进作用，由此可

见，FGF-21能有效调节过表达抵抗素引发的胰岛
素抵抗细胞的葡萄糖消耗．

目前已有研究证明，FGF-21通过上调 GLUT1
的表达来转运葡萄糖分子向细胞内转移[6-10]．有报

道认为过表达抵抗素的 HepG2细胞内 GLUT1分子
表达量变化差异不显著[3]．Simone等[11]认为，在不

同浓度下，抵抗素对 GLUT1表达的影响不同，在
一定浓度下(10 滋g/L)，抵抗素能显著上调 GLUT1表
达，而当抵抗素浓度超过 50 滋g/L时 GLUT1表达
显著降低，目前已证实 2型糖尿病患者在胰岛素抵
抗状态下，血清抵抗素含量高于健康对照组，且含

量在 10 滋g/L左右[12-14]．在本研究中，通过荧光定

量 PCR检测，结果表明，过表达抵抗素的细胞中
GLUT1的表达量显著高于两种对照细胞，我们认
为其原因可能是由于过表达抵抗素的细胞对胰岛素

敏感性降低，产生胰岛素抵抗，造成细胞葡萄糖调

节障碍，由此引发了自身的代偿反应，从而导致

GLUT-1的表达上调，但这有待于进一步的实验证
实．在加入 FGF-21刺激后，过表达抵抗素模型细

胞的 GLUT1表达量与未刺激的模型细胞相比较仍
显著上调，说明 FGF-21能有效调节抵抗素过表达
细胞 GLUT1表达量，进而有效调节细胞的葡萄糖
代谢．此外，我们还检测了 FGF-21发挥生物学作
用中另一个重要的细胞核表面受体 PPAR-酌 的变
化，发现该因子变化不显著，但是过表达抵抗素的

模型细胞 PPAR-酌的表达量有下降趋势．PPAR-酌
与配体的结合可以改善胰岛素敏感性，因此其表达

量下调可能是抵抗素过表达引发胰岛素抵抗的原因

之一，在加入 FGF-21刺激后 PPAR-酌表达有所上
升但差异不显著．

综上所述，我们认为抵抗素过表达不会影响

FGF-21的作用，FGF-21能有效调节抵抗素引发胰
岛素抵抗的肝细胞糖代谢．因此 FGF-21有望应用
于治疗肥胖、2型糖尿病等胰岛素抵抗相关疾病，
本实验为今后临床治疗由抵抗素引发胰岛素抵抗的

疾病提供了理论基础．
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Abstract Resistin was a cytokine associated with insulin resistance. The objective of the study is to investigate
the impact of fibroblast growth factor (FGF)-21 on glucose metabolism in resistin-induced insulin resistant liver
cells. A stable HepG2 cell line expressing human resistin was developed. The cell line was treated with different
concentrations of insulin or FGF-21. The glucose uptake of the treated cells was measured by the method of
GOD-POD, and the mRNA expression of GLUT1 and PPAR-酌 of the FGF-21-treated cells were examined by
real-time PCR. We successfully developed the HepG2 line which stably expressed human resistin. The results of
glucose uptake showed that the sensitivity of the cell line to the insulin treatment significantly decreased, but
FGF-21 could effectively stimulate the glucose uptake by the same cell line. The mRNA expression of GLUT1 was
elevated in the cell line, and the GLUT1 mRNA level of the cells significantly increased after treatment by FGF-21.
The expression of PPAR-酌 had no significant change. The cell line in which resistin was highly expressed has a
reduced susceptibility to insulin. Although the high level of resistin makes cells insulin resistance, FGF-21 can
regulate the glycometabolism effectively in the cells.
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