
环孢霉素A抑制NIT-1胰岛β细胞胰岛素释放并下调线粒体氧化磷酸化酶系基因
的表达  

    环孢霉素A(CsA)作为一种强效免疫抑制剂被广泛应用于治疗心脏、肾脏、肝脏、胰腺和肺等多种器官和细胞移

植后的排斥反应，早期应用CsA治疗还可以延缓自身免疫过程导致的Ⅰ型糖尿病[1][2]。但是，很多报道也指出CsA

有影响胰岛β细胞功能、破坏糖耐量导致糖尿病的副作用[3][4]，并且在体外也观察到用CsA处理后可直接抑制大鼠

胰岛细胞和HIT胰岛β细胞株胰岛素的释放[5]。线粒体氧化磷酸化以ATP形式产生能量，是体内许多器官或组织ATP

的主要来源。胰岛β细胞感知血糖水平变化分泌胰岛素过程中，ATP起着重要作用。CsA在一定剂量下可引起小鼠胰岛

β细胞线粒体ATP合成下降，同时观察到β细胞胰岛素分泌下降[6]，但其引起线粒体ATP合成下降的机制目前还不明

确。本实验通过半定量RT-PCR检测CsA处理NIT-1胰岛β细胞后线粒体氧化磷酸化酶系中合成ATP的几种主要成员

[NADH-CoQ氧化还原酶23 k亚单位(Nuox23)、细胞色素C氧化酶7c亚单位(Cox7c)和ATP合成酶e链(Atp5K)]mRNA的

表达情况，研究CsA在基因水平上对胰岛β细胞ATP合成的影响，探讨其抑制胰岛素分泌的可能机制。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    NIT-1胰岛β细胞购自华中科技大学免疫学教研室，DMEM购自Gibco BRL公司，胎牛血清购自杭州四季青公司，

胰酶购自美国AMRESCO公司，CsA购自NOVARTIS公司，Trizol购自Gibco BRL公司，RT-PCR试剂购自Promega公司，

125I-胰岛素放射免疫分析药盒购自中国原子能科学研究院，其他试剂均为分析纯级。 

    1.2  仪器 

    CO
2
细胞培养箱(日本NAPCO)，倒置显微镜(日本NIKON)，低温离心机(德国Beckman)，紫外分光光度计(德国

Beckman)，PCR仪(美国MJ Research )，SN-682型放射免疫γ-计数仪(上海核辐光电仪器有限公司)。 

    1.3  方法 

    1.3.1  胰岛素释放  将培养至对数生长期的NIT-1胰岛β细胞用0.25%胰酶和0.02%EDTA(体积比为1∶1)消化成

单细胞悬液，以104/孔密度接种于96孔平板，每孔培养液体积为200 μl。于95%空气、5%CO
2
、37 ℃、饱和湿度条

件下培养。培养液含有85%DMEM、15%胎牛血清。接种48 h后，抽出培养基，加入含有10 μmol/L CsA的培养液200 

μl，分别继续培养24和48 h。吸出上清，2 000 r/min离心5 min后取100 μl，用125I-胰岛素放射免疫分析药盒检

测胰岛素释放。试验分为无药对照组和加药处理组，每组设6个复孔。1.3.2  RNA的提取  NIT-1胰岛β细胞按1.5×

106密度接种于6孔板，培养48 h后，抽弃培养基，换上含10 μmol/L CsA的培养基，继续培养24和48 h。采用

Trizol法制备总RNA，用Trizol裂解细胞后，加入氯仿并离心使之分为水相和有机相两层。转移RNA所在的水相，并

用异丙醇沉淀RNA，经75%乙醇洗涤后用水(RNase free)溶解。制备的RNA样品用紫外分光光度计检测D
260

、

D
260

/D
280

值，并计算产量。 

    1.3.3  RT-PCR  cDNA第一链的合成：使用25 μl体系，主要成分为反应缓冲液、10 mmol/L dNTP、2 μg总

RNA、1 μg oligo(dT)
18
 、40 U RNA酶抑制剂、30 U AMV逆转录酶，于42 ℃反应60 min。PCR：建立50 μl反应

体系，主要成分为反应缓冲液、10 mmol/L dNTP、引物(上、下游引物终浓度均为 0.4 μmol/L，引物序列见表

1)、0.2~2.0 μl cDNA产物(通过预试验确定最适模板浓度，使得PCR扩增在指数级范围内)、1.25 U Taq聚合酶。

95 ℃ 2 min灭活AMV逆转录酶，30个循环，每循环95 ℃ 30 s、60 ℃ 1 min、72 ℃ 1 min，最后72 ℃保温10 
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min。实验分24 h正常细胞组、24 h CsA处理组、48 h正常细胞组和48 h CsA处理组。 

    1.3.4  琼脂糖凝胶电泳  2%琼脂糖凝胶(含0.5 μg/ml EB)电泳，紫外灯下观察结果并照相。 

    1.4  统计学处理 

    组间差异采用t检验， 重复试验次数为3次。 

    

2  结果 

    2.1  CsA对NIT-1细胞胰岛素释放的影响 

    培养细胞进入指数生长期后，用10 μmol/L CsA处理细胞24和48 h。培养基中胰岛素含量检测结果表明，CsA

对细胞胰岛素的释放有明显抑制作用，其时效关系见图1。 

    图1  CsA对NIT-1胰岛β细胞胰岛素分泌的影响 
    Fig.1  Effects of cyclosporine A on insulin release by NIT-1 cells

    *P<0.01 vs control

    2.2  CsA对Nuox23、Cox7c和Atp5K mRNA表达的影响 



    10 μmol/L CsA处理NIT-1胰岛β细胞24和48 h后，对Nuox23、Cox7c和Atp5K mRNA表达进行半定量分析，以

PCR产物与内参β-actin PCR产物灰度积分值(Volume)的比值(Relative volume，RV)反映CsA对Nuox23、Cox7c和

Atp5K mRNA表达的影响。结果(图2)显示，10 μmol/L CsA处理细胞24 h后，对Nuox23、Cox7c和Atp5K mRNA表达

的抑制率分别为30.7%、19.5%和35.7%；处理细胞48 h后，对Nuox23，Cox7c和Atp5K mRNA表达的抑制率分别为

50.8%、31.7%和64.8%。由此可见，CsA对NIT-1胰岛细胞线粒体氧化磷酸化酶系中的几种酶mRNA表达分别有不同程

度的抑制作用，且随着处理时间的延长，抑制作用越明显。 

    图2  CsA对Nuox23、Cox7c和Atp5K mRNA表达的影响 
    Fig.2  Effects of cyclosporine A on the expressions of Nuox23, Cox7c and Atp5K mRNA

    Left: Electrophoretic patterns. M: DNA size marker; Lane 1: Control (24 h); Lane 2: 10 μ
mol/L CsA (24 h); Lane 3: Control (48 h); Lane 4: 10 μmol/L CsA (48 h)

    Right: Semi-quantification of mRNA expression of Nuox23 (A), Cox7c(B) and Atp5K (C) in the 



absence or presence of 10 μmol/L CsA
    RV: Relative volume. The results are averaged from three independent experiments. Column 1: 
Control (24 h); Column 2: 10 μmol/L CsA (24 h); Column 3: Control(48 h); Column 4: 10 μmol/L 

CsA (48 h)

    

3  讨论 

    线粒体是真核细胞内一种重要的细胞器，是动物细胞生成ATP的主要场所。线粒体基质的三羧酸循环酶系通过底

物脱氢氧化生成NADH。NADH通过线粒体内膜呼吸链氧化，即在NADH脱氢酶作用下，把氢传递给CoQ，CoQH
2
接着将电

子传递给细胞色素，细胞色素通过辅基中铁的化合价的可逆变化而依次将电子传递给细胞色素氧化酶，最终再传递

给分子氧，使氧还原成O2-，O2-具有很活泼的性质，可以与环境中的质子结合成水，同时释放出大量化学能。与此同

时，导致跨膜质子移位形成跨膜质子梯度和/或跨膜电位。线粒体内膜上的ATP合成酶利用跨膜质子梯度能量合成

ATP。这种伴随电子传递链的氧化过程所进行的能量转换和ATP生成即为氧化磷酸化。合成的ATP通过线粒体内膜

ADP/ATP 载体与细胞质中ADP交换进入细胞质，参与细胞的各种需能过程。本实验根据以上过程，通过检测CsA处理

后Nuox23、Cox7c和Atp5K这3种主要酶mRNA的表达，从基因水平反映CsA对细胞线粒体氧化磷酸化合成ATP功能的影

响。 

    餐后高血糖反应性胰岛素分泌依赖于一系列代谢事件：(1)葡萄糖转运体GLUT-2对葡萄糖的摄取；(2)葡萄糖被

葡萄糖激酶磷酸化；(3)糖酵解中丙酮酸和NADH的产生；(4)线粒体氧化磷酸化的刺激。4个事件的结果使ATP水平上

升，最终导致胰岛β细胞分泌胰岛素。有研究表明，CsA可抑制大鼠胰岛细胞瘤RIN-38 GLUT2 mRNA表达，但对葡萄

糖激酶 mRNA表达无明显影响[7]。在一定条件下，CsA还可剂量依赖性地抑制人胰岛素基因的转录水平[8]。生理情

况下，葡萄糖在β细胞代谢过程中可刺激线粒体氧化磷酸化，使ATP浓度增加，关闭ATP依赖性K+通道，细胞膜去极

化，电压敏感的Ca2+通道开放，β细胞Ca2+ 内流增加，从而促进胰岛素的分泌[9]。离体鼠胰岛实验表明，高浓度葡

萄糖可提高β细胞的氧化率，但若抑制氧化磷酸化过程则胰岛素分泌也受到抑制[10]。链脲霉素引起胰岛素分泌降低

导致糖尿病的机制就是通过高反应氧如自由基，抑制β细胞线粒体氧化磷酸化基因复制及转录所致[11]。因而很有可

能，线粒体氧化磷酸化基因表达下调，降低了胰岛β细胞氧化磷酸化能力，从而抑制葡萄糖介导的胰岛素分泌。本研

究发现，CsA抑制线粒体氧化磷酸化酶系中的几种主要酶mRNA表达，并随处理时间的延长，抑制作用越明显。由此可

见，CsA可在多个环节上影响与胰岛素分泌有关基因的表达。 

    综上所述，免疫抑制剂CsA下调NIT-1胰岛β细胞线粒体氧化磷酸化酶mRNA的表达，这可能是CsA抑制胰岛β细胞

胰岛素释放在基因水平上的作用机制之一。 

    (责任编辑：黄开颜) 
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