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#摘要$

!

目的
!

探索棕榈酸!

P<

"抑制胰岛
&

细胞瘤
(Q&6!

细胞增殖的机制#方法
!

使用
P<

刺激
(Q&6!

细胞进行时间及浓度梯度实验$采用
K-:

标记染色法检测细胞增殖率$通过实时荧光定量
P';

!

e

;O6P';

"和

蛋白质印迹法!

N@4?@F5 È.?

"检测细胞
N5?#GW;Q<

及蛋白的表达#使用脂质体转染
4/;Q<

干扰
N5?#G

表

达$通过
K-:

标记法检测
P<

对细胞增殖率的影响#结果
!

与溶剂对照组相比$各
P<

刺激组的细胞增殖率均

明显下降!

!

$

+0+#

"#时间梯度实验中$自
P<

刺激细胞
2=

后
N5?#GW;Q<

及蛋白表达水平较溶剂对照组

上升!

!

$

+0+#

"%浓度梯度实验中$不同浓度
P<

刺激组
N5?#GW;Q<

及蛋白表达水平较溶剂对照组明显上升

!

!

$

+0+#

"#与转染无意义
4/;Q<cP<

组相比$转染
4/;Q<6N5?#GcP<

组的细胞增殖率上升!

!

$

+0+#

"#

!

结论
!

P<

在
W;Q<

及蛋白水平均能上调
N5?#G

基因表达$

N5?#G

可能参与介导
P<

抑制
(Q&6!

细胞增殖#

#关键词$

!

脂毒性%

N5?#G

%胰岛
&

细胞%细胞增殖
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胰岛
&

细胞受损是
*

型糖尿病!

O*)M

"的特征之

一-

!

.

$血循环中游离脂肪酸!

99<4

"升高可引起胰岛

&

细胞数量明显减少-

*

.

$体外实验发现#

99<4

对啮

齿类动物及人的胰岛
&

细胞同时产生诱导凋亡及抑

制增殖的效应-

*61

.

$迄今已有大量研究阐释
99<4

如

何诱导胰岛
&

细胞凋亡#如
99<4

激活神经酰胺通路&

引起线粒体膜损伤等机制已被证实与
&

细胞凋亡关

系紧密-

16%

.

$然而#

99<4

抑制胰岛
&

细胞增殖的机制

尚不明确$进一步研究
99<4

抑制胰岛
&

细胞增殖的

可能机制#有助于了解脂毒性参与糖尿病发生&发展

的过程#以及为可能的药物开发甚至治疗策略改进提

供依据$

N5?

信号通路是一类参与调节器官发育&细

胞有丝分裂等过程的重要信号通路#其不同层面的信

号分子在胰腺组织中均有不同程度的表达-

#

.

$目前

鼠及人类
N5?

配体家族成员已知的有
!"

个#不同的

N5?

蛋白亚型可起不同的生物学效应$笔者前期研

究发现#

N5?#G

亚型在
&

细胞系
(Q&6!

细胞及小鼠胰

岛中基础表达丰度高#可通过激活钙调蛋白依赖蛋白

#,#%

重庆医学
*+!7

年
!*

月第
%,

卷第
12

期

#

基金项目)广东省医学科研基金项目!

<*+!2+",

"%中山市社会公益科技研究项目医疗卫生重大专项!

*+!2]!++!

"$

!

作者简介)吴杏儿

!

!"77$

"#博士后研究员#博士#主要从事分子诊断研究$

!

"

!

通信作者#
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)
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"
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激酶
+

!

'GMY

+

"通路下调细胞周期蛋白
)!

!

'

A

CE/5

)!

"表达%此外#首次报道了
N5?#G

是抑制
&

细胞增

殖的重要调控基因-

2

.

$有研究表明#

N5?#G

与脂代谢

紊乱密切相关-

,

.

$然而
N5?#G

是否参与介导脂毒性

抑制
&

细胞增殖尚未明确$本实验利用饱和脂肪酸

棕榈酸!

P<

"刺激大鼠胰岛
&

细胞系
(Q&6!

细胞#观察

其对
N5?#G

基因表达的调控作用#探讨
P<

抑制胰岛

&

细胞增殖的可能机制#为进一步理解脂毒性损伤
&

细胞及治疗糖尿病提供理论依据$

!

!

材料与方法

!0!

!

主要材料
!

大鼠胰岛
&

细胞瘤
(Q&6!

细胞-美

国典型培养物保藏中心!

<O''

"细胞库.$小牛血清

和
;PM(6!2%+

培养基!美国
[/̀C.

公司"%

P<

&牛血清

蛋白 !

]&<

"&

*6

巯 基 乙 醇&

%6

羟 乙 基 哌 嗪 乙 磺 酸

!

8KPK&

"&二甲基亚砜!美国
&/

>

WG

公司"%小干扰
;Q<

!

4/;Q<

#广州吉捷生物科技有限公司"%

K-:

试剂盒!锐

博生物技术公司"%转染试剂
J/

T

.B@C?GW/5@

OM

*+++

&

P';

引物!美国
(5X/?F.

>

@5

公司"%兔抗鼠
N5?#G

抗体&兔

抗鼠甘油醛
616

磷酸脱氢酶!

[<P)8

#

!%'!+

"抗体!美

国
'@EE&/

>

5GEO@C=5.E.

>A

公司"%辣根过氧化物酶标

记
(

>

[

!弗德生物技术有限公司"%

KG4?@

T

通用型总

;Q<

提取试剂盒&

[.&CF/

T

?

OM 反转录试剂盒&

[.6

OG

e

'

e

P';MG4?@FM/\

!美国
PF.WG

>

G

公司"$荧光

定量
P';

仪
,#++

!美国
<](

公司"%倒置荧光显微镜

!日本
IE

A

W

T

D4

公司"$

!0"

!

方法

!0"0!

!

细胞培养及分组
!

大鼠胰岛
&

细胞瘤细胞

(Q&6!

培养在
1,U

&含
#V 'I

*

的培养箱#每
!++

毫

升细胞培养液含有
!+V

小牛血清&

!V

青*链霉素双

抗&

*6

巯基乙醇
+01#

#

J

&碳酸氢钠
+0*

>

&

!+

#

W.E

*

J

8KPK&+0!WJ

$以含
+0*#V

胰酶消化细胞传代#每

隔
*%=

更换
!

次培养液$细胞分组)!

!

"

K-:

标记实

验中细胞分为溶剂对照组!

]&<

组"#

*++

#

W.E

*

JP<

刺激
*%

&

%7=

组#

#++

#

W.E

*

JP<

刺激
*%

&

%7=

组#

!+++

#

W.E

*

JP<

刺激
*%

&

%7=

组%!

*

"实时荧光定量

P';

!

e

;O6P';

"实验中细胞分为)溶剂对照组#

*++

#

W.E

*

JP<

刺激
!

&

2

&

!*

&

*%=

组#以及
*++

&

#++

&

!+++

#

W.E

*

JP<

刺激
2=

组%!

1

"

N@4?@F5 È.?

实验

中细胞分为)溶剂对照组#

*++

#

W.E

*

JP<

刺激
!

&

1

&

2

&

!*

&

*%

&

12=

组#以及
*++

&

#++

&

!+++

#

W.E

*

JP<

刺

激
2=

组%!

%

"

4/;Q<

转染实验中细胞分为)转染无意

义
4/;Q<

组!

Q'

组"&转染
4/;Q<6N5?#G6!

组&转染

4/;Q<6N5?#G6*

组&转染无意义
4/;Q<c#++

#

W.E

*

J

P<

组&转染
4/;Q<6N5?#G6!c#++

#

W.E

*

JP<

组&转染

4/;Q<6N5?#G6*c#++

#

W.E

*

JP<

组!转染培养
12=

后

予
P<

继续共培养
*%=

"$

!0"0"

!

K-:

标记染色法检测细胞增殖率
!

细胞染

色)细胞以
%h!+

% 个*孔密度种植至铺有盖玻片的
*%

孔板#细胞贴壁后更换培养基#进行转染或共培养#离

观察终点
*=

前往培养基中加入
K-:

溶液!终浓度为

#+

#

W.E

*

J

"#按试剂盒说明固定细胞&染色及铺片$

细胞增殖率计数)使用倒置荧光显微镜#观察
<

TT

.6

E.#2,

染色使用
##+5W

激发光#观察
8.@C=4?11%*

染

色使用
1#+5W

激发光#放大倍数为
%++

倍$每复孔

等分
%

象限#每个象限随机拍摄
1

张不同视野照片均

计数#分别计算细胞核!

8.@C=4?

"及增殖细胞!

<

TT

.6

E.

"染色细胞数#

<

TT

.E.

*

8.@C=4?

比值为细胞增殖率#

每复孔
8.@C=4?

染色阳性细胞计数大于
!+++

个$同

组设
1

个复孔#取增殖率平均数及标准差$

!0"0#

!

脂质体法转染
4/;Q<

!

按
J/

T

.B@C?GW/5@

OM

*+++

转染试剂盒操作说明#分别将含有
!

#

>

无意义

4/;Q<

#

N5?#G64/;Q<6!

!

#g6'<< [[< <:: '[:

[[<'['<'[<[<<-O-61g

#

#g6::':'[:['

[:''<' [<< ::'':: [-O-61g

"及
N5?#G6

4/;Q<6*

!

#g6['<:'':'<:[<<'::['<'<

<'< <-O -61g

#

#g6::[ ::[ :[' <<[ ::'

<:[<[[<:['-O-61g

"稀释液加入含无血清培

养基的
KP

管中混匀#缓慢加至含
!

#

JJ/

T

.B@C?GW/6

5@

OM

*+++

的
#+

#

J

无血清培养基中#混匀后室温静置

*+W/5

形成转染复合物$使用转染复合物培养细胞

2

!

7=

后吸出转染复合物#换含有血清的培养基继续

培养#总培养时间为
12=

$到达实验终点收集细胞用

于
N@4?@F5 È.?

检测或
K-:

标记染色进行细胞增殖

率计数$

!0"0$

!e

;O6P';

检测
N5?#G

表达水平
!

;Q<

转录

为
C)Q<

)按试剂盒说明柱提法冰面操作提对数生长

期细胞总
;Q<

#行反转录$按试剂盒说明进行反转

录#反应条件)

*#U

退火
#W/5

#延伸
!=

#

,+U

灭活

!#W/5

$

C)Q<

样本
$*+ U

保存备用$

;O6P';

反

应体系)反应总体系为
*+

#

J

#包括反转录产物样品

#

#

J

#无酶核酸水
%

#

J

#正&反向引物各
+07

#

J

#

MG46

?@FM/\*h!+

#

J

$

'̂ ;!++h+0*

#

J

$反应条件)

"#

U!+W/5

#

"# U !#4

后
2+ U !W/5

!

%+

个循环"$

W;Q<

相对表达水平采用
*

6

""

'?方法计算#内标基因

为
&

6GC?/5

$

!0"0%

!

蛋白质印迹法!

N@4?@F5 È.?

"检测细胞

N5?#G

的表达
!

按分组处理细胞#提取蛋白后用
!*V

十二烷基硫酸钠
6

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

&)&6P<[K

"

分离蛋白质#转膜#

%V ]&<

封闭
*=

#

P]&

洗膜
1

次

后加一抗!

!i!+++

"#

%U

孵育过夜#洗膜
1

次加二抗

!

!i#+++

"室温孵育
!=

#洗膜后于暗室中加入发光

剂#显影后定影$以
[<P)8

为内参#

(WG

>

@H

软件灰

度扫描图像检测
N5?#G

蛋白表达差异$

!0#

!

统计学处理
!

每组设置
1

次重复独立实验#采

用
&P&&!!0+

软件进行统计分析#计量资料以
LfB

表

示#采用单因素方差分析进行组间比较#以
!

$

+0+#

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"0!

!

P<

对
(Q&6!

细胞增殖的影响
!

K-:

标记法检

测不同浓度
P<

处理
(Q&6!

细胞
*%

&

%7=

后细胞增殖

2,#%
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率的变化#结果显示#与溶剂对照组相比#

P<

各浓度

处理组或同一浓度不同时间组的细胞增殖率明显下

降#差异有统计学意义!

!

$

+0+#

"#

P<

抑制
(Q&6!

细

胞增殖具有浓度及时间依赖性#见图
!

$

!!

<

)

K-:

标记细胞增增率分析图%

]

)不同浓度
P<

处理细胞
*%=

后
K-:

标记染色图!

h%++

"%

#

)

!

$

+0+#

#与溶剂对照组!

+=

"比较

图
!

!!

P<

对
(Q&6!

细胞增殖的影响

!!

<

)

*++

#

W.E

*

JP<

处理细胞不同时间后
N5?#GW;Q<

表达水

平%

]

)不同浓度
P<

处理细胞
2=

后
N5?#GW;Q<

表达水平%

#

)

!

$

+0+#

#与溶剂对照组比较

图
*

!!

P<

对
(Q&6!

细胞
N5?#GW;Q<

转录水平的影响

"0"

!

P<

对
(Q&6!

细胞
N5?#GW;Q<

转录水平的影

响
!e

;O6P';

检测
*++

#

W.E

*

J P<

处理细胞后

N5?#GW;Q<

随时间表达变化#结果显示#自
2=

起

细胞
N5?#GW;Q<

表达水平明显升高!

!

$

+0+#

"#见

图
*<

$使用不同浓度
P<

刺激细胞
2=

#结果显示#细

胞
N5?#GW;Q<

表达水平随
P<

浓度升高逐渐增加

!

!

$

+0+#

"#见图
*]

$

"0#

!

P<

对
(Q&6!

细胞
N5?#G

蛋白表达水平的影

响
!

N@4?@F5 È.?

检测
*++

#

W.E

*

JP<

处理细胞后

N5?#G

蛋白随时间表达变化#结果显示#自
2=

起细

胞
N5?#G

的蛋白表达水平明显升高!

!

$

+0+#

"#见图

1<

$使用不同浓度
P<

刺激细胞
2=

#结果显示#细胞

N5?#G

的蛋白表达水平随
P<

浓度升高逐渐增加

!

!

$

+0+#

"#见图
1]

$

"0$

!

沉默
N5?#G

表达对
P<

抑制
(Q&6!

细胞增殖的影

响
!

使用两组不同的
4/;Q<

瞬时转染沉默
N5?#G

#转

染
12=

后
N@4?@F5 È.?

验证
4/;Q<

序列的有效性#

见图
%

$使用
4/;Q<6N5?#G

转染细胞
*%=

后予
#++

#

W.E

*

JP<

继续刺激细胞
*%=

#

K-:

标记法检测细

胞增殖率#结果显示#转染无意义
4/;Q<

情况下#

P<

降低细胞增殖率%沉默
N5?#G

后
P<

抑制细胞增殖的

效应明显减弱#差异有统计学意义!

!

$

+0+#

"#见

图
#

$

!!

<

)

*++

#

W.E

*

JP<

处理细胞不同时间后
N5?#G

的蛋白表达水平%

]

)不同浓度
P<

处理细胞
2=

后
N5?#G

的蛋白表达水平%

#

)

!

$

+0+#

#

与溶剂对照组比较

图
1

!!

P<

对
(Q&6!

细胞
N5?#G

蛋白表达的影响
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!!

<

)

N@4?@F5 È.?

检测转染无意义
4/;Q<

或
4/;Q<6N5?#G

各组中

N5?#G

蛋白表达%

]

)转染无意义
4/;Q<

或
4/;Q<6N5?#G

各组中

N5?#G

蛋白表达分析图%

#

)

!

$

+0+#

#与转染无意义
4/;Q<

!

Q'

组"

比较

图
%

!!

转染无意义
4/;Q<

或
4/;Q<6N5?#G

各组

中
N5?#G

蛋白表达

!!

<

)转染各组细胞
K-:

标记染色图!

h%++

"%

]

)转染各组细胞增殖

率分析图%

#

)

!

$

+0+#

#与
Q'cP<

组比较

图
#

!!

K-:

标记转染
4/;Q<6N5?#G

对
P<

抑制
(Q&6!

细胞增殖的影响

#

!

讨
!!

论

!!

脂毒性与
&

细胞数量减少密切相关#

99<4

对
&

细胞同时产生诱导凋亡及抑制增殖的效应#大量研究

已经对
99<4

如何诱导
&

细胞凋亡进行了详尽的机制

阐释)如在多种不同来源的胰岛
&

细胞中神经酰胺通

路已被证实与
&

细胞凋亡关系紧密-

1

.

#

99<4

介导线

粒体膜损伤导致一系列细胞因子!如细胞色素
'

"释

放#可诱导
&

细胞凋亡-

%

.

$然而#

99<4

抑制胰岛
&

细

胞增殖的机制尚不清楚$在
O*)M

疾病发展过程中#

脂&糖代谢紊乱常相伴出现#

99<4

可明显抑制葡萄糖

诱导的
&

细胞增殖#具有分泌功能的
&

细胞数量减少#

机体最终失代偿发展成为
O*)M

-

7

.

$因此#探索

99<4

抑制
&

细胞增殖的机制对理解
O*)M

发病机

制及研究治疗策略十分重要$

大量报道显示#

N5?#G

与脂代谢紊乱关系密切)

O*)M

大鼠肝脏
N5?#G

表达水平明显升高-

,

.

%动物实

验中
N5?#G

基因敲除可减轻脂肪组织的炎性反应#并

同时改善胰岛素抵抗-

"

.

$

N5?#G

及其受体广泛表达

于多种组织#

8KJJK;

等-

!+

.通过
;O6P';

检测发

现#在人胰岛中
N5?#G

是
N5?

配体家族中表达丰度

最高的亚型之一$过去发现
N5?#G

在调控
&

细胞迁

移及胰岛发育的过程中起重要作用#但鲜有研究探索

N5?#G

在调控
&

细胞增殖中的作用$笔者前期研究

证明#

N5?#G

是抑制
&

细胞增殖的重要调控因子-

2

.

$

因此#本研究着重于探索
N5?#G

是否参与介导
99<4

抑制
&

细胞增殖$本研究使用了饱和脂肪酸
P<

刺激

大鼠胰岛
&

细胞
(Q&6!

#通过
K-:

标记染色观察到细

胞增殖明显被抑制$同时#研究发现
P<

促进
N5?#G

W;Q<

及蛋白的表达呈浓度及时间依赖性$为了进

一步阐明
N5?#G

在
P<

抑制
(Q&6!

细胞增殖中的作

用#本研究使用脂质体法瞬时转染有效的
4/;Q<

序

列沉默
N5?#G

基因表达#再给予
P<

刺激细胞$通过

K-:

标记检测发现#与转染无意义
4/;Q<cP<

组相

比#转染
4/;Q<6N5?#GcP<

组细胞增殖率明显回

升#表明
N5?#G

参与介导
P<

抑制
(Q&6!

细胞增殖过

程#

P<

通过上调
N5?#G

基因表达抑制
(Q&6!

细胞

增殖$

本研究观察到
P<

可调控
(Q&6!

细胞
N5?#G

基因

表达#但相关调控机制尚未阐明$有报道指出#在人类

N5?#G

基因序列启动子区域存在核因子
6

)

]

!

Q96

)

]

"

!

6!!!

*

6!+!

"&

9.Fb=@G-6̀.\

!

9Î

#

6,7+

*

6,,+

"&

&WG-

!

6!"2#

*

6!"#1

"等转录因子的结合位点-

!!

.

$而在脂肪

细胞及内皮细胞中
P<

可激活
Q96

)

]

转录活性-

!*6!1

.

%

游离脂肪酸被证实可经
9Î I!

介导胰岛素
6([96!

信号通路促进
&

细胞系
M(Q2

细胞凋亡-

!%

.

$至于转

录因子
&WG-*

和
&WG-1

#则有报道指出它们与部分胰

腺切除术后胰岛细胞增殖抑制密切相关-

!#

.

$虽无胰

岛
&

细胞或细胞系实验提供直接证据揭示
P<

对

N5?#G

基因表达的调控机制#但本课题组已正在进一

步开展实验探索其具体机制$至于
P<

通过
N5?#G

抑制
&

细胞增殖的下游通路机制#也有待进一步实验

探索$本课题组在前期已通过体外实验证实#基础状

态下
N5?#G

通过磷酸化
'GMY

+

#下调全细胞
&

6CG?@6

5/5

水平#抑制
&

6CG?@5/5

与核内
O'9

*

JK9

形成活性

转录复合物#最终下调细胞周期因子
'

A

C/5)!

的表

达#达到抑制细胞增殖的作用-

2

.

$但
P<

是否也通过

N5?#G

*

'GMY

+

信号通路抑制
(Q&6!

细胞增殖尚不

清楚#有待进一步研究$

综上所述#

P<

抑制胰岛
&

细胞系
(Q&6!

细胞增

7,#%
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%,
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殖#其主要机制与调控
N5?#G

基因表达有关$本实验

中
P<

上调
N5?#G

基因表达抑制
(Q&6!

细胞增殖的

具体机制并未阐明#有待进一步研究探索$
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