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目的
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探讨胰岛素对大鼠胰岛
%

细胞囊泡谷氨酸转运子
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%基因表达的调控及其作用机制&方法
!

以不

同浓度胰岛素和不同的
+#>_5+

处理大鼠胰岛
%

细胞系
>8_.2=

!采用
>?IB.D#F?

P

S4>

和
d?+D?C,MB"D

检测
W9;\<1F>_5

和

蛋白表达水平&结果
!

胰岛素在浓度为
$%%

'

1%%,F"B
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时对
W9;\<1F>_5

和蛋白表达抑制明显"

O
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%&%2

%!且在
$%%

,F"B
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浓度时抑制效果最明显&

$%%,F"B
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胰岛素处理后!与
%E

比较!

W9;\<1F>_5

和蛋白表达在
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$/
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10E

均受到明

显抑制"
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%&与
XBI,V

组'
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A

1%%%

组及
4",DC"B.+#>_5

组比较!利用
8>.+#>_5

'

8>R$.+#>_5

和
8>R1.+#>_5

分别干扰

>8_.2=

后!各干扰组
W9;\<1F>_5

及蛋白表达受
$%%,F"B
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胰岛素的抑制情况均明显恢复"
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胰岛素在低

浓度抑制大鼠胰岛
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基因表达&
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糖尿病$胰岛素$囊泡谷氨酸转运蛋白质
1
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糖尿病$

!#IM?D?+F?BB#DH+
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&是一种由多种病因引起的

慢性非传染性疾病#其患病率呈逐年递增趋势#已对全球居民

的健康造成严重影响'

$
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)据国际糖尿病联盟$

87=

&最新数据

显示#

1%$0

年全球糖尿病估测患者达到
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亿#其中
1

型糖

尿病$
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以上'
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(

)随着

7:

死亡人数及医疗费用支出的不断增加#

7:

疾病的负担已

日趋严重)然而#

7:

具体的发病机制至今仍未完全明确#这

给临床诊治带来很大困难)因此#深入研究
7:

发病机制对

预防
7:

及提高其治疗效果具有重要意义)据报道#
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的发生*发展与胰岛素的分泌密切相关#囊泡谷氨酸转运子
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&转运谷氨酸进入

胰岛素分泌囊泡的过程是胰岛素分泌的限速步骤'

'.0

(

)由于胰

岛素是临床上治疗
7:

的首选#所以对于胰岛素分泌机制的

深入研究有利于对
7:

发病机制的理解)

本实验以大鼠胰岛
%

细胞
>8_.2=

作为研究对象#从胰岛

素对
W9;\<1

基因表达调控入手#通过
>?IB.D#F?

P

S4>

*

d?+D?C,MB"D

*

+#>_5

干扰等方法#观察胰岛素对
W9;\<1

的

F>_5

及蛋白表达水平的影响#阐明胰岛素信号通路中胰岛

素受体$
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#
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&*胰岛素受体底物$
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#
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&与
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表达之间的关系#以期为明确
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的发生机制提供线索)
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S4>
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公司&%成像仪*电

泳槽$美国
X#"->I!

公司&%
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方法
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的复苏*培养*传代及冻存

按照文献'

2

(报道方法操作)$

1

&细胞计数!吸取
$%

"

;

细胞悬

液滴于盖片与计数板间#静置#然后镜下计算细胞总数)细胞

数"
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大格细胞总数"
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处理
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!
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胰岛素为母液#配制

不同浓度$
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&胰岛素各
$2F;

%

$

1

&大鼠胰岛
%

细胞
>8_.2=

分装至
)

个培养皿及
$

个
)

孔板

中%$

'

&用以上
)

种浓度胰岛素分别处理
>8_.2='%E

)
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!

实验分组及
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干扰实验
!

首批分组为!空白组
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组)根

据设计组别分装
>8_.2=

至相应的培养皿和
)

孔板中#然后用

不同的
+#>_5+

处理
>8_.2=
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蛋白质的提取
!

收取细胞$

)

个培养皿&#

SXR

洗
$

遍#

加入
>8S5

细胞裂解液裂解#
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F#,

离心
'%F#,

后取上

清液即为
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的总蛋白样品#然后以
X45

法测定蛋白质

浓度)于样品中加入
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十二烷基硫酸钠$

R7R

&蛋白上样缓冲

液$

W
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&#水浴$
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&
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后立即置于冰中直至其

完全冷却#最后按每孔
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K

蛋白量上样)

?&@&C
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总
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的提取
!

按
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?,

操作说明
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法提

取样品总
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用变性琼脂糖凝胶电泳检测完整性'

)
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)

吸取
$
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溶液样品#测定$用
_I,"7C"
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分光光度计&

1)%,F

及
1/%,F

的吸光度$
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&值#得到
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浓度)
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的

A
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)分装样品$以
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为最小单
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蛋白的测定
!

采用
d?+D?C,MB"D

法#以
%

.IG.

D#,

为内参#洗膜结束立刻配制电化学发光$

64;

&显影液#接着

浸泡
SW7=

膜
2F#,

#然后曝光显影$用成像系统&得出图片#

通过
XI,!RGI,

图像分析的软件来分析其光密度值#并计算出

W9;\<1

的相对含量)
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#下游引物
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<4<999<95<9.'h

#扩增片断长度
'2$M
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%内参
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.IGD#,
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下游引物
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每组
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个样品
G7_5

#每个重复进行

'

个平行实验#参照
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的
,̂?RD?

A

R]X>SC#F?RGC#

A

D

<:

><.S4>

试剂盒说明书进行反应'
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(

)通过
Q$&0R7R

软件分

析所得数据)

?&A

!

统计学处理
!

采用
RSRR$)&%

统计软件进行分析)计量

资料以
JeB

表示#采用单因素方差分析#以
O

$

%&%2

为差异有

统计学意义)
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果
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不同浓度胰岛素对
W9;\<1F>_5

和蛋白表达的影响

!

胰岛素浓度为
$%%

*

1%%,F"B

"

;

时
W9;\<1F>_5

及蛋白

表达均受到明显抑制$

O

$

%&%2

&#并且在
$%%,F"B

"

;

时所受抑

制最明显#见图
$

*

1

)

图
$

!!

不同浓度胰岛素对
W9;\<1F>_5

表达的影响

图
1
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不同浓度胰岛素对
W9;\<1

蛋白表达的影响
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$%%,F"B
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胰岛素在不同时间点对
W9;\<1

的
F>_5

和蛋白表达的调节
!

与
%E

比较#

W9;\<1F>_5

和蛋白表

达在
$1

*

$/

*

10E

均受到明显抑制$

O

$

%&%2

&#其中在
$1E

时

F>_5

表达受抑制最为明显#在
10E

时蛋白表达受抑制最为

明显#见图
'

*

0

)

图
'
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$%%,F"B

)
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胰岛素在不同时间点对
W9;\<1

F>_5

表达的影响

图
0
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胰岛素在不同时间点对
W9;\<1

蛋白表达的影响
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胰岛素信号通路的
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及
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对
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表达的影响
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干扰对
8>F>_5
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与
XBI,V

组*
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A

1%%%
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4",DC"B.+#>_5

组比较#
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组
8> F>.
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表达受到明显抑制$
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&#见图
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表达的影响
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组及
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组与
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组*

;#

A

1%%%
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4",DC"B.+#>_5

组比较#

8>R$

*

8>R1

的
F>_5

表达均受到明显抑制$

O
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&#见图
)
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图
2
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8>.+#>_5

干扰对
>8_.2=

细胞的
8>F>_5

表达的影响

图
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8>R$.+#>_5

和
8>R1.+#>_5

干扰对
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和

8>R1F>_5

表达的影响
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胰岛素抑制
W9;\<1

F>_5

和蛋白表达的影响
!

与
XBI,V

组*

;#

A

1%%%

组及
4",.

DC"B.+#>_5

组比较#

8>.+#>_5

组
W9;\<1F>_5

和蛋白表

达明显上调$

O

$

%&%2

&#见图
-

*

/

)

图
-

!!
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干扰对
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)

;

胰岛素抑制

W9;\<1F>_5

表达的影响
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蛋白表达的影响

图
(

!!

8>R$

)

8>R1.+#>_5

干扰对
$%%,F"B

)

;

胰岛素

抑制
W9;\<1F>_5

表达的影响

@&A&B

!

8>R$

"

8>R1.+#>_5

干扰对
$%%,F"B

"

;

胰岛素抑制

W9;\<1F>_5

和蛋白表达的影响
!

与
XBI,V

组*

;#

A

1%%%

组

及
4",DC"B.+#>_5

组 比 较#

8>R$.+#>_5

及
8>R1.+#>_5

组

W9;\<1F>_5

和蛋白表达明显上调$

O

$

%&%2

&#见图
(

*

$%

)

图
$%

!!

8>R$

)

8>R1.+#>_5

干扰对
$%%,F"B

)

;

胰岛素

抑制
W9;\<1

蛋白表达的影响

A

!

讨
!!

论

!!

胰岛素抵抗和胰岛素代偿性分泌不足会导致
<17:

的发

生)明确胰岛素的分泌机制将有助于对
7:

病因的理解)在

胰腺细胞分泌胰岛素的过程中#谷氨酸向分泌囊泡中的转运由

W9;\<1

完成#经过这种逆浓度梯度的转运造成的分泌囊泡

内外的谷氨酸浓度差是驱动分泌囊泡向细胞膜运动的主要动

力#这一步骤也是胰岛素分泌的限速步骤'

/

(

)

W9;\<1

的基

因表达受葡萄糖浓度的调控'

(

(

#由于胰岛素是治疗
7:

的首

选#那么这种外源的胰岛素对于患者胰岛功能的影响是什么#

目前尚不清楚)

从本实验的结果可以得知#在无糖条件下#胰岛素在特定

浓度和时间点均可明显下调
W9;\<1F>_5

和蛋白表达#并

且其最佳浓度为
$%%,F"B

"

;

#最佳作用时间点为
$1E

$

F>_5

水平&和
10E

$蛋白质水平&)

利用
8>.+#>_5

*

8>R$.+#>_5

及
8>R1.+#>_5

分别干扰

>8_.2=

后#

$%%,F"B

"

;

胰岛素对
W9;\<1

基因表达的抑制

明显下降)据此可以推断#在该过程中
8>

*

8>R$

及
8>R1'

种

参与因子发挥了重要作用)研究表明#胰岛素与
8>

结合后能

够激活胰岛素信号通路#从而调控细胞的分化*增殖*生存及代

谢'

$%.$$

(

)

8>R

亦具有连接胰岛素信号通路中
8>

的功能#并且

在胰岛素抵抗过程中起着举足轻重的作用'

$1.$'

(

)有报道显

示#

8>R$

和
8>R1

能够通过不同途径对胰岛素信号传导通路进

行反馈调控进而影响胰岛素的分泌'

$0

(

)另外#胰岛素信号通

路受阻#则会造成胰岛
%

细胞功能损伤和外周胰岛素抵抗%但

值得注意的是#在
<17:

发病初期#胰腺尚能通过代偿功能刺

激胰岛素产生和分泌的增加#维持血糖的稳定#患者此时并未

出现
7:

的临床症状%随着病情的进一步发展#胰腺最终会丧

失代偿功能而导致
<17:

的发生'

$2.$/

(

)以上研究表明#在胰

岛素信号通路中#

W9;\<1

基因是通过
8>

*

8>R$

*

8>R1

这
'

种

参与因子对胰岛素的分泌进行了反馈调控)

综上所述#本实验明确了胰岛素对
W9;\<1

基因表达进

行反馈调控的信号通路及其信号通路中参与因子$

8>

*

8>R$

*

8>R1

&的功能#阐明了胰岛素*

W9;\<1

基因及参与因子之间

的关系#这将为
7:

发病机制的理论研究提供新的参考和为

临床诊治
7:

提供新的思路)
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