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目的
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对葡萄糖毒性作用及对胰岛细胞胰十二指肠同源盒蛋白
1!

"
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$表达的影响%方法
!

在不同

葡萄糖浓度下"正糖组
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'
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!高糖组
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!极高糖组
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DH(/1+,

培养胰岛
(

细胞株
T>:1!

细

胞
+&

!然后测定基础和葡萄糖刺激后胰岛细胞胰岛素分泌量!测定细胞内胰岛素含量和
83e1!

蛋白及
M@T4

表达%结果
!

与

正糖组比较!高糖组和极高糖组的基础和葡萄糖刺激后胰岛素分泌&细胞内胰岛素均明显减少!
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蛋白表达下降"
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与未加
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组比较!加
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高糖组和极高糖组的基础和葡萄糖刺激后胰岛素分泌&细胞内胰岛素明显减少!

83e1!

蛋白表达

下降"
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组胰岛细胞的胰岛素水平与
83e1!

蛋白表达呈正相关!与
83e1!M@T4

表达无关%结论
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可能通过

降低
83e1!

蛋白表达参与葡萄糖毒性作用!引起胰岛素分泌减少!从而在糖尿病的发病机制中发挥作用%
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是一种孤儿
<

蛋白耦联受体---血管紧张素受体

4:!

相关的受体蛋白的天然配体#由
:FEDM'E'

等(

!

)使用反向

药理学的方法从牛胃分泌物中提取得到$近年来
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DH(/

成为

糖尿病领域的新热点#多个研究发现糖尿病患者血
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升

高(

21$

)

$
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参与糖尿病的发病机制#与胰岛素抵抗关系密

切(

$1,

)

#但具体机制尚未阐明$本课题组的临床研究(

0

)发现肥

胖引起血清
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升高#糖尿病可以导致肥胖患者的
4
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DH(/

进一步升高$本课题组的动物实验(

#

)观察到
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DH(/1+,

静脉

注射进入大鼠体内后可以降低大鼠高血糖时的胰岛素水平#提

示
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可能与葡萄糖毒性作用有关$肖常青等(

"

)的研究发

现高浓度葡萄糖通过降低胰十二指肠同源盒蛋白
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83e1!

"的蛋白表达而抑制胰岛素的分

泌#认为高浓度葡萄糖对
83e1!

蛋白表达的抑制是葡萄糖毒

性作用的机制之一$
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是否通过抑制
83e1!

蛋白表达#

参与葡萄糖毒性机制而在糖尿病的发病中发挥作用呢. 本课题

组拟通过培养小鼠
T>:1!

细胞#将
4
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DH(/1+,

和不同浓度的葡萄

糖加入培养液#检测基础和葡萄糖刺激的胰岛素释放*细胞内胰

岛素含量*

83e1!

蛋白及
M@T4

的表达#现报道如下$
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材料与方法

C*C
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材料
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本试验选用胰岛
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细胞株
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细胞为试验对

象#按培养液所含葡萄糖浓度的不同及是否加用
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分为
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组%!
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和胰岛素酶联免疫吸附试验
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5=>W4

"试剂盒购自美国
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公司#
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多克隆抗体*

W18

免疫组化试剂盒*

83e1!

原位杂交试剂盒购自上海诺渊生物科

技有限公司$

C*D

!

方法

C*D*C
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基础和葡萄糖刺激的胰岛素释放试验
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分别收集各组

胰岛细胞至
!M=

离心管!每管
!b!)

, 个细胞"#分批预孵育于

S_WW

液#

+0c

孵育
,)M(/

#

8_W

洗涤
2

次后#在含
9*,MM'H

&
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期

$

基金项目!广西壮族自治区卫生厅重点课题!桂卫重
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!

作者简介!黄炫赓!
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"#本科#主治医师#主要从事糖尿病及其并发

症的研究工作$
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通讯作者#
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葡萄糖的
S_WW

缓冲液中
+0c

预孵育
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#弃去缓冲液#然

后将细胞置于含
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葡萄糖!基础"和
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&
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葡萄糖!葡萄糖刺激"的
S_WW

缓冲液
!M=

中
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孵育
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#

收集反应液#然后用
5=>W4

法测定胰岛素含量$

C*D*D
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细胞内胰岛素含量测定
!

收集各组培养的小鼠
T>:1!

细胞至
!M=

离心管!每管
!b!)

, 个细胞"#进行反复的冷冻*

溶解*破碎然后以酸化乙醇溶液进行抽提#

$ c

孵育
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2$
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#用
5=>W4

法测定胰岛素含量$

C*D*E
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蛋白的表达
!

收集各组
T>:1!

细胞进行涂片#

用
$B

的多聚甲醛溶液固定
2)M(/

#用
8_W

冲洗
+

次#每次
+

M(/

#按照
W

&

8

免疫组化试剂盒的说明书进行操作$在显微镜

下计算各组细胞的阳性率$

C*D*F

!
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的表达
!

取各组新鲜的小鼠
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细胞

涂片#用
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多聚甲醛&
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!
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"固定
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#按照
83e1!

原位杂交试剂盒的说

明书进行操作#在显微镜下计算各组细胞的阳性率$

C*E
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统计学处理
!

运用
W8WW!,*)

统计软件进行统计分析#

计量资料以
GX4

表示#组间比较采用方差分析#计数资料用百

分率表示#采用
!

2 检验#两变量相关性采用
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相关分

析$检验水准
#

Y)*)9

#以
"
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为差异有统计学意义$
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结
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果

D*C

!

各组胰岛细胞基础和葡萄糖刺激后胰岛素分泌*细胞内

胰岛素的比较
!
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"与正糖组比较#高糖组和极高糖组的基础

和葡萄糖刺激后胰岛素*细胞内胰岛素分泌均明显减少!
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"与未加
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组相比#加
4
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DH(/

的高糖组和极高糖

组的胰岛
(

细胞内胰岛素在基础和葡萄糖刺激后分泌明显下

降!

"

"
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"#见表
!

$

表
!
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各组胰岛素分泌的比较%
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&

组别 细胞内胰岛素 基础胰岛素 刺激后胰岛素
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未加
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极高糖组
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#与
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极高糖组相比$
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各组
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蛋白及
83e1!M@T4

表达
!
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"与正糖组

比较#高糖组和极高糖组的
83e1!

蛋白表达下降!
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"与未加
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组相比#加
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的高糖组和极高糖组的

83e1!

蛋白表达明显下降!
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"各组间
83e1!M@1

T4

差异无统计学意义!
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"#见表
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表
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各组
83e1!

蛋白及
83e1!M@T4
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表达比较%
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B
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组别
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蛋白
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未加
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正糖组
2)*!2X)*!2 !$*0!X)*)$

加
4

L

DH(/

正糖组
!"*0!X)*), !9*$+X)*)9
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极高糖组相比$
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组细胞均出自同一批胰岛
(

细胞株
T>:1!

细胞#相同的

培养条件#经
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分析发现%胰岛
(

细胞的胰岛素分泌量

及细胞内含量均与
83e1!

蛋白水平呈显著正相关#但与
83e1

!M@T4

无相关性#见表
+

$

表
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与胰岛素的相关分析

项目
基础

胰岛素

刺激后

胰岛素

细胞内

胰岛素
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蛋白
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蛋白
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%
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E
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讨
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论
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目前全世界糖尿病患病率越来越高(

!)1!!

)

#但糖尿病发病

和进行性加重的原因远未阐明$张艳玲等(

!2

)发现高糖对胰岛

(

细胞有慢性毒性作用$

='MPFN&(

等(

!+

)的研究则证实#高糖

培养后胰岛
(

细胞发生内质网应激#导致
83e1!

*葡萄糖传运

子
12M@T4

水平下降#结果胰岛
(

细胞的葡萄糖刺激的胰岛

素分泌减退$

SFNM'/

等(
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)的动物实验发现
f3]

糖尿病鼠长

期高血糖可以显著抑制
83e1!

基因及胰岛素基因的表达#进
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83e1!

蛋白水平呈显著正相关'与正糖组比较#高糖组和

极高糖组的
83e1!

蛋白表达均明显下降#其基础和刺激后胰

岛素分泌*细胞内胰岛素含量也明显减少$上述体内外试验均
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将为揭示糖尿病的发病机制提供更多的依据$
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