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·基础论著· 

胰岛素联合顺铂对人宫颈癌细胞株 HeLa
生长的影响 

赵婷  张蓓 

【摘要】 目的  观察胰岛素（INS）联合顺铂（DDP）对人宫颈癌 HeLa 细胞生长及凋亡的影响，并

初步探讨其作用机制。方法  体外培养的人宫颈癌细胞株（HeLa）经 INS、DDP 单独或联合作用后，MTT
检测细胞增殖抑制情况；Annexin V-FITC 双染流式细胞术分析细胞凋亡；流式细胞仪检测不同加药处理组

的细胞周期时相变化情况；Western blot 印迹方法检测细胞中 JNK2、p-JNK2 及 caspase-3 蛋白的表达情况。

结果  MTT 结果显示：INS 无抑制细胞增殖作用，DDP 单药组与联合用药组均能抑制细胞的增殖，两药联

合时细胞增殖抑制率明显高于 DDP 单药组，差异有统计学意义（P=0.000），细胞凋亡结果显示：INS 无促

细胞凋亡的作用，联合用药组的细胞凋亡率明显高于 DDP 单药组（P<0.01）。细胞周期结果显示：DDP、INS
单药均能促进细胞由 G1 期向 S 期转变；联合用药组 HeLa 细胞 S 期比例增加更加明显，与 DDP 组相比，

差异有统计学意义（P<0.05）。Western blot 结果显示：实验组与对照组比较，JNK2 蛋白水平无明显变化，

p-JNK2、caspase-3 于 DDP 组及 DDP+INS 组中表达增加，联合用药时增加更为明显，与 DDP 组相比，差

异有统计学意义（P<0.05），而在 INS 组中三种蛋白表达变化均不明显。结论  INS 可增强 DDP 对宫颈癌

HeLa 细胞的毒性作用，其机制可能与协同 DDP 促进细胞由 G0 期步入 S 期，上调 p-JNK2 及 caspase-3 蛋

白表达有关。 
【关键词】 胰岛素； 顺铂； 宫颈肿瘤； HeLa 细胞； 药物疗法 
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【Abstract】 Objective  To study the effect and mechanism of cisplatin(DDP) alone and in combination 
with Insulin upon the proliferation and cell apoptosis of human cervical cancer cells HeLa in vitro. Methods Cervical 
cancer cell line HeLa was incubated with 5 U/L INS, 7.26 mg/L DDP, and 5 U/L INS for 6 h followed by 7.26 
mg/L DDP. Cell proliferation was determined by MTT assay. Annexin V-FITC/PI double staining flow cytometry 
was used to analyze apoptosis. Flow cytometry was used to study the cell cycle distribution of the HeLa cells of 
each group. The expression of JNK2, JNK2 phosphorylation and caspase-3 were detected by Western blot.  
Results  The inhibiting rates of cells treated with the single DDP, and INS plus DDP for 12 h were (21.11±

1.36)%, (48.06±2.66)%, respectively, the antiproliferation effect of INS combined with DDP group was superior 

to single DDP group(P=0.000), but there was no significant difference between INS and control group. INS had no 
significant apoptosis-promoting effect. But the combined treatment group apoptosis rate was superior to single 
DDP group (P<0.01). Flow cytometry showed insulin can increase the S phase arrest induced by DDP. Western 
blot analysis showed that single group and INS combined with DDP group both unchanged the expression of total 
JNK2 protein, INS had no effect about the expression of JNK2 phosphorylation while DDP group and INS 
combined with DDP group increased the expression of JNK2 phosphorylation (P<0.05), and the effect was more 
obvious in INS combined with DDP group (P<0.01). The expression of caspase-3 had no significant difference 
between control group and INS group,but DDP group and INS combined with DDP group increased the expression 
of caspase-3 (P<0.05), and the effect was more obvious in INS combined with DDP group(P<0.01). Conclusion  INS 
combined with DDP can enable HeLa cells increased in S-phase,and DDP can activate the role of JNK signaling 
pathway to inhibit tumor cell's growth. Sensitizing effect of chemotherapy of insulin also may be related to 
synergies-DDP to enhance the level of phosphorylation of JNK2 and caspase-3. 
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有研究表明糖尿病患者发生各种恶性肿瘤的危险

性明显高于正常人群[1]。而众多化疗药物治疗量与中毒

量相近，在杀灭肿瘤细胞的同时，对胰腺的正常组织

亦有很大的损伤作用[2]，导致部分恶性肿瘤患者化疗过

程中并发糖耐量异常乃至糖尿病，且增加了恶性肿瘤

合并糖尿病患者的治疗风险。胰岛素（INS）作为治疗

糖尿病的主要药物，它对化疗的影响是值得我们思考

的问题。 
增殖期（S 期）细胞分裂旺盛，代谢活跃，对细

胞毒药物敏感[3]。分化差的细胞多处在增殖期，故化疗

敏感性好，而分化好的细胞多处于休眠期（G0 期），

往往能够躲过化疗药物的攻击，存活下来。但 G0 期可

以通过药物向 S 期转变，那么 INS 作为代谢促进剂，

是否能够促进肿瘤细胞代谢和增殖，从而增强化疗效果

呢？ 
顺铂（DDP）类药物在临床宫颈癌化疗中已取得

肯定的疗效，但因其系统毒性和耐药性等问题，临床

应用受到限制[4]，故无毒增效药物的研究具有深远的现

实意义。本实验通过 INS 与 DDP 相互作用来探讨 INS
对宫颈癌是否存在化疗增敏作用及细胞增殖状态与

DDP 化疗敏感性的关系。 

材料与方法 

一、材料 
人宫颈癌细胞系 HeLa 细胞株由徐州医学院药理

学实验室提供。INS 购自江苏万邦生化医药有限公司。

注射用 DDP 购自江苏豪森药业股份有限公司。噻唑蓝

（MTT）购自美国 Sigma 公司。细胞周期试剂盒购自南

京凯基生物科技发展有限公司。兔源抗 SAPK/JNK2/3
（Ab-185）抗体（NO.B7129）、兔源抗 SAPK/JNK2/3
（p-Tyr185）抗体（NO.A7129）均购自安博生物技术有

限公司。兔抗原 Caspase-3（D146）抗体（NO.BS1518）
购自上海起福生物科技有限公司。 

二、方法 
1. 细胞培养：人宫颈癌细胞 HeLa 在含 10%胎牛

血清、100 U/ml 青霉素、100 mg/L 链霉素的 DMEM
高糖培养基中，置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养

箱内常规传代培养。实验用细胞均为对数生长期细胞。 
2. 药物制备及实验分组：结合前期实验结果，INS 

及 DDP 分别选取 5 U/L 及 7.26 mg/L，实验设有对照

组（阴性对照），单药 INS（5 U/L）处理组，单药

DDP（7.26 mg/L）处理组，INS 联合 DDP 处理组（5 U/L 
INS 预作用 6 h，再加入 7.26 mg/L DDP）。  

3. MTT 实验：HeLa 细胞以 0.25%胰蛋白酶消化

后，细胞计数，调整细胞密度为 8×104/ml，以每孔 200 μl
接种于一次性 96 孔培养板中，24 h 后弃上清，分别加

入 100 μl 含 10%胎牛血清的 DMEM 高糖培养液，然后

加入含不同药物的培养液 100 μl，使 INS 终浓度为 5 
U/L，DDP 终浓度为 7.26 mg/L，联合用药组则先加入

INS（终浓度为 5 U/L），作用 6 h 后再加入 DDP，使

其终浓度达到 7.26 mg/L，共同孵育 12 h，同时设只加

培养液的调零孔和不加药物的对照组，每组设 5 个复

孔。然后每孔加入 5 g/L MTT 25 μl/L，避光继续孵育 4 h，
终止培养，弃上清。每孔加入 DMSO 150 μl，震荡

10 min 后测定各孔在 490 nm 处的光密度值（OD 值）。

计算抑制率：抑制率=1-（实验组 OD 值/对照组 OD 值）

×100%。 
4. Annexin V-FITC 双染结合流式细胞术检测 

HeLa 细胞的凋亡：收集不同药物作用后的细胞及细胞

培养液，按照 Annexin V-FITC 试剂盒说明，1000 r/min 
离心 5 min（TGL-16 B 台式离心机上海安亭科学仪器

厂），弃上清，用 PBS 轻轻重悬细胞并计数。取 1×
106 个重悬的细胞，1000 r/min 离心 5 min，弃上清，

加入 195 μl Annexin V-FITC 结合液重悬细胞。加入 5 μl 
Annexin V-FITC，轻轻混匀，室温避光孵育 10 min。
1000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入 190 μl Annexin 
V-FITC 结合液轻轻重悬细胞。加入 10 μl 碘化丙啶染

色液，轻轻混匀，冰浴避光放置。随即进行流式细胞

仪检测。 
5. 流式细胞仪测定细胞周期时相：HeLa 细胞以 

0.25%胰蛋白酶消化后，细胞计数，调整密度为 6×106 个

细胞移入离心管中，1000 r/min，离心 5 min，PBS 洗 2
次，1000 r/min，离心 5 min，弃上清后，在离心管中留

约 0.5 ml PBS，将细胞混匀，加 70%乙醇到细胞悬液中，

迅速混匀，置4 ℃ 8 h以上，然后1000 r/min，离心 5 min，
去乙醇，加适量 PBS 重悬细胞，1000 r/min，洗 1 次，

留 0.4 ml PBS，重悬细胞，加入 RNA 酶 5 μl（10 g/L），
37 ℃作用 0.5 h，再加碘化丙啶（PI）100 mg/L，4 ℃
下避光染色，30 min 后以流式细胞仪检测，分析各组

细胞周期分布。 
6.  Western 印迹检测宫颈癌细胞 HeLa 内 JNK2、

p-JNK2、caspase-3 蛋白表达变化：细胞加药后共同培

养 12 h 提取细胞总蛋白，BCA 法测蛋白浓度，定量后

取 100 μg/孔上样，进行 12% SDS-PAGE 凝胶电泳，转

移蛋白至 NC 膜上，封闭液封闭 120 min，室温加入相

应兔抗人 JNK 抗体（1∶2000）、兔抗人 p-JNK 抗体

（1∶2000）、兔抗人 Caspase-3 抗体（1∶1000），4 ℃
孵育过夜，Western 洗涤液洗涤 3 次，加入碱性磷酸酶

标记的山羊抗兔 IgG（1∶1500），室温孵育 2 h，洗

涤液洗膜，BCIP/NBT 显色，GAPDH 为内对照。利用

Image J 软件对蛋白条带进行灰度分析，以 JNK2、
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p-JNK2 与相应 GAPDH 条带灰度值的比值表示目的

蛋白的相对表达含量, Image J 软件将胶片上的蛋白特

异性条带灰度值数字化并分析其与 GAPDH 条带灰度

值的比值确定 JNK2、p-JNK2、caspase-3 的表达水平。 
三、统计学分析 
采用 SPSS 13.0 统计软件进行分析，数据以均数±

标准差（ x ± s）表示。组间均数比较用单因素方差分

析（One-Way ANOVA），组间两两比较用 LSD 或

Dunnett T3 法，P<0.05 为差异有统计学意义。 

结  果 

1.  MTT 法检测 INS、DDP 及二者联合对人宫颈癌

细胞 HeLa 增殖的影响：结果显示：INS 组、DDP 组
与  联合用药组抑制率分别为（1.02 ± 0.05）%、

（21.11 ± 1.36）%、（ 48.06 ± 2.66）%，INS 无抑制细

胞增殖作用，联合用药时细胞增殖抑制率明显高于

DDP 单药组，差异有统计学意义（P =0.000）。 
2.  Annexin V-FITC 双染结合流式细胞术检测

INS、DDP 及两者联合作用后人宫颈癌 HeLa 细胞的凋

亡率：对照组细胞总凋亡率为（13.50 ± 0.72）%，5 U/L 
INS 组细胞总凋亡率为（9.92 ± 1.91）%，7.26 mg/L DDP
组细胞总凋亡率为（52.55 ± 3.34）%，5 U/L INS 联合

7.26 mg/L DDP 组 细 胞 总 凋 亡 率 上 升 为

（69.35 ± 0.60）%。INS 组与对照组相比，差异无统计

学意义（P=0.221）。其余各组与对照组相比均有统计

学差异（P<0.01）。说明 INS 对细胞凋亡无明显影响，

DDP 单药及联合用药均能促进细胞凋亡，而联合用药

组凋亡率明显高于 DDP 单药组，两者相比差异有统

计学意义（P<0.01）（图 1）。 
3.  PI 法结合流式细胞术检测 INS、DDP 及两者联

合作用后人宫颈癌细胞株 HeLa 细胞周期的变化：结果

可见单药 INS 组、DDP 组 S 期细胞比例较对照组明显

增高（P<0.05）；联合用药组 S 期细胞比例较前三组

增加更加明显（P<0.05）（表 1，图 2）。 

表 1  INS、DDP 及两药联合对宫颈癌 HeLa 细胞周期的影响

（%， sx ± ，n=4）    

组别 G0~G1 S G2~M 

对照组 60.45±0.48 31.55±0.48 8.00±0.00 

INS 组 49.85±2.82 43.77±1.16a 6.38±1.89 

DDP 组 56.73±1.37 38.40±1.02a 4.87±0.37 

联合组 38.59±2.81 61.41±3.03ab 0.00±0.00 

注：与对照组相比，aP<0.01；与 DDP 组相比，bP<0.05 
 

4.  Western blot 检测人宫颈癌细胞 HeLa 细胞内

JNK2、p-JNK2、caspase-3 蛋白表达变化：实验组与对

照组比较，JNK2 蛋白水平无明显变化，p-JNK2、
caspase-3 于 DDP 组及联合用药组中表达增加，两药联

合时增加更为明显，与 DDP 组比较，差异有统计学意

义（P<0.05），而在 INS 组中三种蛋白表达变化均不

明显（图 3，4）。 

讨    论 

最新研究表明，糖尿病患者罹患肝癌、胰腺癌、

结直肠癌、乳腺癌及肾癌等恶性肿瘤的风险增加，且

有关糖尿病患者肿瘤死亡率的研究报道逐渐增多，如

Meyerhardt 等[5]研究显示罹患糖尿病严重影响结肠癌

患者的存活率，与非糖尿病肿瘤患者相比，其死亡危

险比为 1.41∶l，且肿瘤复发率明显升高。不仅如此，

癌症患者化疗时能严重影响患者血糖，类似报道屡见

不鲜。2006 年 8 月美国国立癌症研究所新版《常见不

良事件评价标准》已将化疗对恶性肿瘤患者血糖的影

响和化疗对恶性肿瘤合并糖尿病患者的影响纳入了化

疗毒副作用评价体系[6]。而 INS 作为糖尿病患者的重

要治疗药物，其对化疗效果的影响在临床治疗中显得

至关重要。  
在肿瘤的治疗中发现恶性程度低的肿瘤细胞多处

于休眠期（G0 期），化疗敏感性差，恶性程度高的肿

瘤细胞多处于增殖期（S 期），化疗敏感性好。且 G0
期细胞在一定的条件下也能进入增殖状态，从而提高

化疗敏感性。INS 作为一种代谢促进剂，已被证实可

提高脂质体紫杉醇对子宫内膜癌的抑制率[7]，但在宫颈

癌中尚未见报道。 
人体所有细胞都含有 INS 受体，一方面 INS 与细

胞膜上的受体结合后能促使 DNA 复制，引起细胞分裂

增殖。另一方面，它还可以刺激肿瘤细胞的生长增殖，

诱导肿瘤细胞进入增殖周期[8-9]。由于 INS 受体在肿瘤

组织中的表达高于相应正常组织 6~10 倍，因而 INS 对

化疗药物的增效作用主要是针对肿瘤组织，而对正常

组织的影响相对很小[10]。 
本实验 MTT 法证实 INS 对宫颈癌 HeLa 细胞具有

较强的化疗增敏性，5 U/L INS 联合 7.26 mg/L DDP 在

体外能有效抑制人宫颈癌细胞 HeLa 的增殖，与 DDP
单药相比，差异有统计学意义（P<0.01）。同时，流式

细胞仪检测细胞凋亡实验进一步证实了 INS 的化疗增敏

作用。7.26 mg/L DDP 作用后 HeLa 细胞的凋亡率为

（52.55 ± 3.34）%，5 U/L INS 预作用 6 h 后联合 DDP
用药，细胞凋亡率上升为（69.35 ± 0.60）%，促凋亡

作用明显增加，差异有统计学意义（P<0.05）。 
为了进一步探讨HeLa细胞增殖状态与化疗敏感性的关

系，本实验对细胞周期分布进行了检测。DDP 是广谱抗癌

药，为铂的金属络合物，作用似烷化剂，主要作用靶点为

DNA，属细胞周期非特异性药物，是最早被认同的对宫颈癌

单药有效的药物，对宫颈癌的单药有效率在17%～38%[11]。 
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已有研究发现将DDP作用于肝癌细胞发现随着药物浓

度的升高，细胞周期 S 期比例下降，G0/G1 期比例上

升，PI 增殖指数下降，从而得出 DDP 能使肝癌细胞周

期 G0/G1 期阻滞，使细胞分裂增殖活动受到抑制的结

论。还有研究[12]发现低浓度 DDP 将癌细胞阻滞在

G0~G1 期，而高浓度的 DDP 则阻滞在 S~G2 期，因此

DDP 对细胞周期的影响是多方面的，细胞株种属、来

源的不同以及DDP浓度的高低和作用时间的长短可能

都会影响细胞周期的变化。而本实验中 DDP（7.26 
mg/L）作用于宫颈癌 HeLa 细胞后，细胞 S 期比例明

显增高，INS亦能明显促进宫颈癌HeLa细胞步入 S期，

而两者联用其 S 期阻滞效果具有协同作用，有丝分裂

活跃期可能为 DDP 作用于宫颈癌 HeLa 细胞的周期靶

点，INS 能够促进癌细胞进入增殖状态，使得敏感靶

细胞增多，从而起到化疗增敏作用。 
目前，INS 的化疗增敏作用已被多名学者实验证

实，但其相关分子机制依然鲜少涉及。Miglietta 等[13]

发现 INS 能够增加乳腺癌细胞株 MCF-7 对紫杉醇的

反应性，并认为 INS 影响紫杉醇介导的微管重聚合，

是通过影响促分裂原活化蛋白激酶（MAPK）途径，

Raf-1 活性和 p53 表达而实现的。MAPK 是广泛表达的

丝氨酸/酪氨酸激酶，包含 3 个主要家族：ERKs，JNKs 
和 p38 MAPKs，MAPK 信号转导通路在将细胞外刺激

信号转导至细胞及其核内，并引起细胞生物学反应（如

细胞增殖、分化、转化及凋亡等）的过程中具有至关

重要的作用。JNK 又被称为应激活化蛋白激酶（stress 
activated kinases，SAPK），是 1990 年被发现的促分

裂原活化蛋白激酶，为 MAPK 家族的主要成员之一。

JNK 基因有 3 个亚型，即 JNK1，JNK2 和 JNK3。JNK1
和 JNK2 在组织中广泛表达，而 JNK3 仅在脑、心和睾

丸中表达[14]。有研究表明 INS 通过磷脂酰肌醇 3 激酶

途径来调节各种代谢途径，而 JNK 正是通过介导 INS
的代谢功能来发挥作用。JNK 激活还能增加 INS 受体

底物 1 中丝氨酸磷酸化，从而损害 INS 信号通路。

Karpac 等[15]曾报道：在无脊椎动物中，活化的 JNK 蛋

白能主导性地抑制 INS 信号通路介导的细胞代谢生长

作用并诱导 FoxO 基因的核异位。而在脊椎动物中，

JNK 能使 INS 受体基质磷酸化，抑制 INS 信号传导，

且磷酸化的 JNK 蛋白亦能直接活化 FoxO。Liu 等[16]

发现 INS 可以通过激活 JNK 信号通路减轻缺血再灌注

心肌的损伤，从而改善心肌功能。故透彻研究 JNK 与

INS 信号通路两者之间相互关系可以为治疗代谢及肿

瘤疾病起到至关重要的作用。目前许多的实验都在肿

瘤中观察到 JNK 的活性增高。Uhlirova 等[17]通过致癌

物 Ras/Raf 诱导的果蝇肿瘤形成中发现，Raf 与 JNK 起

协同作用，诱导细胞的异常增生。另一项肝癌的实验

表明，由化学物质二乙基亚硝胺诱导的肝癌中，JNK
被持久激活，而 JNK1 基因剔除的小鼠对二乙基亚硝

胺诱导的肝癌敏感性降低。相反，有些实验却发现 JNK
与抑制肿瘤有关系。Winn 等[18]通过体外非小细胞肺癌

的研究发现，JNK 的激活能够抑制肿瘤的形成、维持

上皮的分化和抑制变异细胞的生长，故 JNK 的激活

与肿瘤细胞的生长之间的关系尚存在诸多争议。本实

验中，实验组与对照组比较，JNK2 蛋白水平无明显变

化，p-JNK2、caspase-3 于 DDP 组联合用药组中表达

增加，以两药联合时增加更为明显，与 DDP 组比较，

差异有统计学意义（P<0.05），而在 INS 组中三种蛋

白表达变化均不明显。这说明磷酸化 JNK2 及 caspase-3
蛋白高表达可能为 INS 增强 DDP 对 HeLa 细胞抑制作

用的机制。    
一种药物虽不具有某种特殊的效应，却能使相关

组织或受体增强对其他药物的反应性，称为敏感化作

用。在人宫颈癌 HeLa 细胞中，INS 具有显著的化疗增

敏作用，INS 剂量与作用时间的适当选择至关重要。

其增敏效应可能为：（1）通过协同 DDP 阻滞细胞于 S
期，为 DDP 化疗提供更多的敏感靶细胞；（2）联合

DDP 后增高 JNK 蛋白磷酸化水平；（3）增加凋亡蛋

白 caspase-3 蛋白的表达。临床应用 INS 可作为一种辅

助化疗药物，减少 DDP 用量，减轻其毒副作用，提高

恶性肿瘤合并糖尿病患者生存质量。 
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