
·论著·

低葡萄糖高乳酸环境对 Hela 细胞生存的影响
*

李 苹
1，孙蓬明

2，李丽娜
3，李明珠

1，吕育纯
1＊＊，林丽蓉

4

( 1．福建医科大学附属泉州市第一医院妇产科，泉州 362000; 2．福建省妇幼保健院，福州 350001;
3．北京中医药大学基础医学院科研中心，北京 100029; 4．厦门大学，厦门 361000)

【摘要】 目的: 探讨低糖高乳酸环境对宫颈癌细胞生存的影响，以及对 EGFＲ-mTOＲ
通路的调节作用。方法: 将 Hela 细胞培养于常糖 ( 葡萄糖 10mmol /L) 、低糖 ( 葡萄糖

3mmol /L) 、高乳酸( 葡萄糖 10mmol /L，乳酸 2．5mmol /L) 、低糖高乳酸( 葡萄糖 3mmol /L，

乳酸 2．5mmol /L) 4 种环境下，CCK-8 法测定 Hela 细胞的生长抑制率，流式细胞术测定细

胞周期。荧光实时定量 PCＲ 法检测 EGFＲ 和 mTOＲ mＲNA 水平表达。结果: 与常糖组相

比，高乳酸组的细胞抑制率显著升高 ( P＜0．01) ，48h 细胞 G1 /G0 期比例显著升高 ( P＜
0．01) ，细胞凋亡率、EGFＲ 和 mTOＲ mＲNA 表达水平均无变化。与常糖组相比，低糖组的

细胞抑制率显著升高( P＜0．01) ，48h 细胞凋亡率显著降低( P＜0．01) ，细胞各周期比例变

化与常糖组无差异，EGFＲ 表达水平降低( P＜0．05) 。与常糖组相比，低糖高乳酸组的细胞

抑制率显著升高( P＜0．01) ，但低于低糖组( P＜0．01) 和高乳酸组( P＜0．05) ，48h G1 /G0 期

比例显著升高( P＜0．01) ，细胞诱导凋亡率显著升高( P＜0．01) ，EGFＲ 和 mTOＲ mＲNA 表

达水平均显著升高( P＜0．01) 。结论: Hela 细胞在低糖高乳酸环境中的存活状况好于单纯

低糖和单纯高乳酸环境，且伴随着 EGFＲ 和 mTOＲ 基因表达水平上升。
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The effect of low glucose and high lactic acid on the survival of Hela．Li Ping1，Sun Peng-
ming2，Li Lina3，et al． 1． Department of Obstetrics and Gynecology，the First Hospital of
Quanzhou，Fujian Medical University，Quanzhou 362000; 2． Fujian Provincial Maternity and
Children＇s Hospital，Fuzhou 350001; 3．Scientific Ｒesearch Centre in School of Basic Medical Sci-
ences，Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100029
【Abstract】 Objective: To explore the effect of the low glucose and high lactic acid en-

vironment of survival of cervical carcinoma cells，and the regulation of EGFＲ-mTOＲ signal way．
Methods: Hela cells were cultured in four conditions: normal glucose ( glucose 10mmol /L) ，low
glucose ( glucose 3mmol /L) ，high lactic acid ( lactic acid 2．5mmol /L) and low glucose add
high lactic acid ( glucose 3mmol /L，lactic acid 2．5mmol /L) ．Growth inhibition rate of Hela cell
was determined by CCK-8．Flow cytometry ( FCM) were performed to evaluate the cell cycle．The
expression levels of EGFＲ and mTOＲ mＲNA were detected using real-time quantitative poly-
merase chain reaction ( real-time PCＲ) ．Ｒesults: Compared with those in regular sugar environ-
ment，the cell growth inhibition rates were significantly increased in high lactic acid environment
( P＜0．01) ．At 48h，the rate of G1 /G0 was significantly increased ( P＜0．01) ，while the apoptosis
rate of the cells and the expressions of EGFＲ and mTOＲ mＲNA had no change．Compared with
those in regular sugar environment，the cell growth inhibition rates were significantly increased
in high lactic acid environment，( P＜0．01) ，while lower than those in low glucose environment
( P＜0．01) and in high acid environment( P＜0．05) ．The rates of G1，G2 and S phase had no
change．The expressions of EGFＲ mＲNA was reduced ( P＜ 0． 05) ． The cell growth inhibition
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rates were significantly increased in high lactic acid add low glucose environment ( P＜0．01) ．At
48h，the apoptosis rate and the rate of G1 /G0 were significantly increased ( P＜0．01) ，while the
EGFＲ and mTOＲ expression levels were also increased ( P＜0．05) ．Conclusion: Hela in the low
glucose add high lactic acid survives better than those in low glucose and in high lactic acid en-
vironment，while the expression of EGFＲ and mTOＲ is increased．
【Key words】 Cervical Carcinoma; Glucose; Lactic Acid; EGFＲ; mTOＲ

宫颈癌是严重危害女性健康的常见恶性肿瘤之

一，其手术及放化疗治疗虽日趋成熟，但对晚期或转

移性宫颈癌尚无满意的治疗手段。研究发现，宫颈

癌患者的血乳酸积聚与生存率呈负相关［1］。乳酸

通过调节细胞周期、代谢等细胞过程减弱因葡萄糖

缺乏导致的死亡信号，从而使肿瘤细胞适应葡萄糖

缺乏的环境［2］。EGFＲ-mTOＲ 通路对肿瘤的代谢调

节具有十分重要的意义［3］。宫颈癌中 EGFＲ 表达水

平显著高于癌旁组织和正常组织［4］。这提示 EG-
FＲ-mTOＲ 通路可能对宫颈癌细胞在低糖高乳酸环

境中的生存发挥作用。本文通过研究低糖和高乳酸

对宫颈癌细胞株 Hela 细胞生存、细胞周期等方面的

影响，以及相关基因表达水平的变化，初步探讨 EG-
FＲ-mTOＲ 通路在宫颈癌适应不良环境中的变化。
1 材料与方法
1．1 实验材料 人宫颈癌细胞株 Hela 细胞购自北京协和

细胞资源中心。胎牛血清、ＲPMI 1640 培养基和 ＲPMI 1640
无糖培养基均购自美国 Gibco 公司。ＲT-PCＲ 引物由 Invitro-
gen 公司化学合成。Trizol 试剂盒购自 Invitrogen 公司。M-
MLV 反转录试剂盒购自美国 Promega 公司。qPCＲ mix 购自

北京康为世纪公司，CCK-8 试剂盒购自碧云天研究所，An-
nexin V-FIT /PI 细胞凋亡检测试剂盒和细胞周期检测试剂盒

均购自江苏凯基公司，兔抗人 EGFＲ 抗体，兔抗人 mTOＲ 抗

体，兔抗人 skp2 抗体均购自美国 Santa Cruz 公司。
1．2 实验方法

1．2．1 细胞培养与分组 Hela 细胞常规培养于含 10%胎牛

血清、100kU /L 青霉素、100mg /L 链霉素的 ＲPIM 1640 培养

液中。取对数生长期贴壁细胞，分为常糖组( 培养基中葡萄

糖含量为 10mmol /L) ，低糖组( 葡萄糖含量为 3mmol /L，低于

正常人空腹血糖低值) ，高乳酸组( 葡萄糖含量为 10mmol /L，

乳酸含量为 2．5mmol /L) ，和低糖高乳酸组 ( 葡萄糖含量为

3mmol /L，乳酸含量为 2．5mmol /L) ，进行后续实验。
1．2．2 CCK-8 法检测细胞生长状况 参照 Tominaga 方法［5］

检测细胞存活状况: 将对数生长期细胞按 1×104 细胞 /孔接

种于 96 孔板，每组细胞接种 6 个孔，继续培养。于 24h，48h，

72h 三个时点加 CCK-8 液 5μl /孔，孵育 4h，450nm 下测定各

孔吸光值，以常糖组为对照，计算抑制率。抑制率= ( 1－实验

组 /对照组) ×100%，绘制细胞生长曲线。
1．2．3 细胞周期检测 胰酶消化，收集经 1．2．1 处理 48h 的

细胞，PBS 洗涤细胞 1 次，70%冰乙醇 4℃固定 30min。离心

去乙醇，洗涤、离心、染色，流式细胞仪( 美国 BD 公司 FACS-

Canto II 型) 检测 DNA 含量。
1．2．4 细胞凋亡的检测 经 1．2．1 处理 46h 的细胞，弃血清，

继续培养 2h。以不含 EDTA 的胰酶消化，收集细胞，PBS 洗

涤细胞 2 次，加 500μl 的 Binding Buffer 悬浮细胞，加 5μl An-
nexin V-FITC 混匀，加 5μl Propidium Iodide 混匀，室温避光

15min。流式细胞仪( 美国 BD 公司 FACSCanto II 型) 检测。
1．2． 5 EGFＲ 和 mTOＲ mＲNA 表达水平的检测 收 集 经

1．2．1处理 48h 的细胞，用 Trizol 试剂提取细胞总 ＲNA。引

物: EGFＲ F: 5 ＇-GCTTGATTCCAGTGGTTCT-3 ＇，Ｒ: 5 ＇-GA-
CAGAGTGGCTTATCCTAC-3 ＇; mTOＲ F: 5 ＇-GAATGGCT-
GAGACGGCTGAG-3 ＇，Ｒ: 5 ＇-GCGATGTCTTGTGAGGTGAGG-3
＇; 内参 β-actin F: 5＇-TTGCCGACAGGATGCAGAAGG-3＇，Ｒ: 5＇-
AGGTGGACAGCGAGGCCAGGAT-3＇。ABI7500 型 荧 光 定 量

PCＲ 仪上进行扩增。反应条件: 94℃ 5min; 94℃ 30s，55℃
30s，72℃ 30s，40 个循环; 72℃ 5min。PCＲ 结束后，PCＲ 仪自

动分析给出每个标本的 Ct( cycle threshold) 值。参照文献［6］

采用 2－ΔΔCT法计算目的基因相对于管家基因的定量。
1．3 统计学处理 采用 SPSS19．0 统计学软件，细胞生长抑

制率、细胞周期和细胞凋亡采用单因素方差分析，组间比较

采用 Dunnett T3 检验。qＲT-PCＲ 结果采用非参数检验中的

Kruskal-Wallis 单因素 ANOVA 分析。P＜0．05 为差异有统计学

意义。

2 结 果

2．1 细胞生长状况的变化 与常糖组比较，高乳酸

组在 48h 内细胞生长抑制率显著上升 ( P＜0．01) ，

72h 细胞抑制率虽有所下降，但仍显著高于常糖组

( P＜0．01) ; 低糖组 72h 细胞抑制率持续上升 ( P＜
0．01) 。提示低糖和高乳酸均不利于 Hela 细胞的增

殖。低糖高乳酸组的细胞抑制率呈先降低再升高的

趋势，但均低于低糖组和高乳酸组，特别是在 48h，

其细胞抑制率接近常糖组，提示低糖和高乳酸并存

的微环境有利于 Hela 细胞的存活和生长。见图 1。
2．2 细胞诱导凋亡的变化 与常糖组相比，高乳酸

组的细胞凋亡率降低，但差异无统计学意义，低糖组

的细胞凋亡率显著下降 ( P＜0．01) 。提示低糖和高

乳酸环境均能抑制血清剥夺诱导的 Hela 细胞凋亡。
低糖高乳酸组的细胞凋亡率显著上升( P＜0．01) ，均

高于其余 3 组，差异有统计学意义( P＜0．01) ，提示

低糖和高乳酸并存的微环境下的 Hela 细胞更易诱

发凋亡。见图 2。
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2．3 细胞周期的变化 与常糖组比较，高乳酸组、
低糖组和低糖高乳酸组 G1 /G0 期细胞比例均上升，

差异均有统计学意义( P＜0．01，P＜0．05，P＜0．01) ; 高

乳酸组和低糖高乳酸组的 G2 /M 期和 S 期细胞比例

均下降，低糖组 G2 /M 期细胞略有上升，S 期细胞均

略有下降，但差异均无统计学意义，提示高乳酸和低

糖高乳酸环境使 Hela 细胞阻滞于 G1 /G0 期。见图

3。
2．4 EGFＲ 和 mTOＲ mＲNA 表达的变化 与常糖组

比较，低糖组的 EGFＲ mＲNA 表达水平下调 ( P＜0．
05) ; 低糖高乳酸组的 EGFＲ 和 mTOＲ mＲNA 表达水

平上调( P＜0．05) ，且与低糖组比较，差异有统计学

意义( P＜0．01) ，提示微环境中低糖和高乳酸同时存

在对 EGFＲ 和 mTOＲ 基因转录有正向调控作用。见

图 4。

图 1 低糖和高乳酸对 Hela 细胞抑制率的影响
* P＜0．05，＊＊P＜0．01 vs 常糖组; ^P＜0．05，^^P＜0．01 vs 高乳酸

组; ●P＜0．05，●●P＜0．01 vs 低糖组

图 2 低糖和高乳酸对 Hela 细胞诱导凋亡的影响
* P＜0．05，＊＊P＜0．01 vs 常糖组; ^P＜0．05，^^P＜0．01 vs 高乳酸

组; ●P＜0．05，●●P＜0．01 vs 低糖组

图 3 低糖和高乳酸对 Hela 细胞细胞周期的影响
* P＜0．05，＊＊P＜0．01 vs 常糖组; ^P＜0．05，^^P＜0．01 vs 高乳酸

组; ●P＜0．05，●●P＜0．01 vs 低糖组

图 4 低糖和高乳酸对 Hela 细胞 EGFＲ 和

mTOＲ mＲNA 表达水平的影响
* P＜0．05，＊＊P＜0．01 vs 常糖组; ^P＜0．05，^^P＜0．01 vs 高乳酸

组; ●P＜0．05，●●P＜0．01 vs 低糖组

3 讨 论

与正常细胞一样，肿瘤的生长依赖于微环境中

的能量物质，葡萄糖是肿瘤的重要能量来源。实体

瘤生长迅速，瘤体内部新生的血管系统内有大量的

血管盲端、动静脉间短路及血管的局部膨出，因此实

体肿瘤与血管之间的物质交换极其不完善［7］，瘤体

内部的细胞处于低氧低葡萄糖高乳酸环境中。宫颈

癌患者的阴道 pH 值降低，乳酸杆菌减少与人乳头

瘤病毒感染和宫颈癌相关［8－9］，而正常阴道处于高

乳酸环境。故推测高乳酸和低糖均不利于宫颈癌的

存活，两者的叠加更加不利于宫颈癌细胞的存活。
本实验结果显示，单一的高乳酸环境或低糖环境下，

宫颈癌细胞株 Hela 细胞的抑制率显著升高，而高乳

酸低糖环境下的细胞抑制率先降后升，但均好于单

纯低糖环境和单纯高乳酸环境，提示存活于高乳酸

低糖环境下的 Hela 细胞能更好地抵抗不良环境而

存活。
本研究结果显示，单一的高乳酸环境或低糖环

境下，Hela 细胞的凋亡率较常糖组低，而高乳酸低

糖环境下的细胞诱导凋亡率升高，似乎与前面的实

验结果相矛盾。PI 染色检测细胞周期不能区分 G1

期和 G0 期细胞，也不能区分 M 期和 G2 期细胞。细

胞在 G1 期体积增大，G2 期需要进入有丝分裂提供

物质条件，均要合成大量 ＲNA 和蛋白质，所需能量

多，而 G0 期细胞处于阻抑状态，M 期虽是形态变化

最为显著的时期，但其呼吸作用反而降低，使得处于

这两个阶段的细胞所需能量较少。结合细胞周期结

果来看，与常糖组相比，高乳酸环境下的 Hela 细胞

处于 G1 /G0 期的细胞比例显著升高，S 期的细胞比

例显著降低; 低葡萄糖环境下，Hela 细胞处于 G1 /G0

期和 G2 /M 期的细胞比例均轻微高于常糖组，而 S
期的细胞比例轻微低于常糖组; 高乳酸低糖的环境

下，G1 /G0 期细胞比例上升，而细胞存活比例提高

( 抑制率降低) 。该现象产生的原因本课题组将进

一步研究。
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宫颈癌 EGFＲ 突变的报道不多，但临床标本中

宫颈癌组织 EGFＲ 高表达［10－12］，提示可能存在某些

EGFＲ 上调机制。mTOＲ 基因和蛋白在宫颈癌组织

中也呈高表达，且宫颈癌伴有淋巴结转移、高 FIGO
分期及放化疗无反应者的 mTOＲ 表达更高［13－14］。
EGFＲ 促进肿瘤生长，其核内化还可促进肿瘤分泌

乳酸［15］。EGFＲ 通过 PI3K /AKT 信号影响 mTOＲ 的

活性，mTOＲ 活化不仅能影响细胞的存活和增殖，而

且对于肿瘤代谢的调节具有十分重要的作用［16－17］。
mTOＲ 是细胞自噬启动阶段的关键调节因子，活化

后可抑制自噬发生［18－19］，当自噬被抑制时，细胞转

向凋亡。本实验结果显示，低糖高乳酸可显著促进

EGFＲ 和 mTOＲ 基因转录。这可能是高乳酸低糖环

境下细胞诱导凋亡率升高的原因。低糖抑制 EGFＲ
和 mTOＲ 基因转录，高乳酸对 EGFＲ 和 mTOＲ 基因

转录水平无明显影响，而两者的叠加可大幅度提高

EGFＲ 和 mTOＲ 基因转录水平。已知的可能与 EG-
FＲ 启 动 子 结 合 的 转 录 因 子 有: Sp1、TCF 和

YY1［20，21］，而这些因子与高乳酸和低葡萄糖环境之

间的关系尚不清楚，推测低葡萄糖和高乳酸这两种

环境信号在向细胞内部传递的过程中，在某些特定

的信号通路中发生了串话( cross-talk) 或某些特定的

节点上发生了叠加。其具体环节和作用机制还有待

于深入研究。
综上，Hela 细胞在低糖和高乳酸两种不良环境

中的存活状况好于单纯低糖和单纯高乳酸环境，且

伴随着 EGFＲ 和 mTOＲ 基因表达水平上升。这一现

象产生的机制还需进一步研究。
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