
环孢霉素A对NIT-1胰岛β细胞基因表达谱的影响  

    环孢霉素A(Cyclosporin A，CsA)是从真菌中分离出来的由11个氨基酸组成的环多肽，相对分子质量为1202.6，具有疏水性，易溶

于甲醇、乙醇等多种有机溶剂。CsA作为一种强效的免疫抑制剂，现已广泛地应用于器官、细胞移植后排斥反应的防治以及自身性免疫疾

病的治疗。但是，不少临床观察显示CsA有影响胰岛β细胞功能、破坏糖耐量甚至导致移植后糖尿病(post-transplant diabetes 

mellitus, PTDM)的发生，体外研究也显示以CsA处理后可直接抑制大鼠胰岛细胞和一些胰岛β细胞株胰岛素的释放[1][2]，但具体机制

尚不明确。我们在前期研究中证实，以10 μmol/L CsA处理NIT-1胰岛β细胞24 h后，可抑制NIT-1细胞胰岛素的释放[3]。为进一步探讨

CsA对NIT-1细胞的可能作用机制，本研究采用基因芯片技术，检测了10 μmol/L CsA作用于NIT-1细胞24 h后，NIT-1细胞基因表达谱的

变化，并结合生物信息学方法，对CsA抑制NIT-1细胞胰岛素分泌的相关基因进行了初步筛选。 

    

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、胰蛋白酶购自美国

AMRESCO公司、Taq DNA 聚合酶购自上海博亚生物技术公司、Trizol购自Gibco BRL公司、RT-PCR试剂购自Promega公司，其他试剂均

为分析纯级。上海博星基因芯片公司BiostarM-40s cDNA芯片。 

    1.2  仪器 

    CO2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PE公司)、凝胶图像分析仪 GDS-8000P(美国Gene公司)、ScanArray4000扫描仪(美国General Scanning公司)、GenePix Pro 3.0图

像处理软件(美国Axon Instruments公司)。 

    1.3  方法 

    1.3.1  细胞培养  冻存于液氮中的NIT-1细胞株经常规复苏后，接种于培养瓶中。DMEM培养基，胎牛血清含量15%，在37 ℃、5%

CO2及饱和湿度条件下培养。每2~3 d换液1次。细胞生长至指数生长期时，用0.25%胰酶和0.02%EDTA(体积比为1∶1)消化，1000 r/min

离心5 min，细胞沉淀后用完全培养基调整细胞数，以1×106密度接种于6孔板。培养48 h后，吸去培养基，换上含10 μmol/LCsA的培

养基，继续培养 24 h，分设不加CsA的对照组及加入10 μmol/L CsA的实验组。 

    1.3.2  RNA提取  对于以上2组NIT-1细胞，分别采用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(不含Rnase)溶解。制备的RNA样品用紫外分光光度计
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值，并计算产量。 

    1.3.3  探针标记  参照Schena等[4]方法逆转录标记cDNA。Cy3-dCTP标记对照组mRNA，Cy5-dCTP标记实验组mRNA。 

    1.3.4  芯片杂交  基因芯片由上海博星基因有限公司提供，包含有4096个cDNA克隆。芯片杂交参照Li[5]的方法。杂交过程中，

以荧光染料cy3标记对照组，cy5标记实验组。 

    1.3.5  数据分析  用ScanArray4000扫描芯片。用GenePix Pro 3.0软件进行原始图像分析，得到原始数据，然后按以下方法进

行分析：(1)先将所有数据的前景值与背景值相减，得出cy3、cy5标记的强度值；将cy5小于200的强度值以200取代；(2)计算总数为n

的有效基因(cy3、cy5值两者皆大于200，或其一大于800，Ri=cy5/cy3在0.1~10之间)的Ri=cy5/cy3的自然对数值Ri'=ln(Ri)，算出

Ri'的平均值R'，均一化系数 ND=EXP (R')。此次所得ND分别为：对照组(0.994)、实验组(1.043)；(3)将所有数据项的cy3标记强度
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选出Ratio大于2或小于0.5的数据项，这些基因在与两种探针杂交时表现出一定的差异。 

    1.3.6  RT-PCR cDNA第一链的合成  Zfr引物(5'-3')：正向：GCTCTACGCCACGCTAA，反向：ACTAT CCCTTCTTCGTTTCC，扩增450 

bp。Tpi引物(5'-3')：正向：CGCCCACCGCTTACATCG，反向： GAG GGGTTGCCGTCTTGC，扩增408 bp。 

    Pax6引物(5'-3')：正向：TGGGAAATCCGAGA CAGA，反向：CTGCTGCTGATAGGAATGTG，扩增572 bp。β-actin作为标准对照，正

向：CCAGAGCAA GAGAGGTATCC，反向： CTGTGGTACGACCAGAG GCA，扩增274 bp。 

    主要成分为反应缓冲液、10mmol/L dNTP、2 μg总RNA、1 μg oligo(dT)18、40U RNA酶抑制剂、30U AMV逆转录酶，42 ℃反应1 

h。 RT-PCR：主要成分为反应缓冲液、10 mmol/L dNTP、引物(引物反应终浓度均为0.4 μmol/L)，2.0 μl cDNA产物，1.25 U Tag聚

合酶。94 ℃ 5 min，60 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，28次循环；72 ℃延伸10 min。 

    1.3.7  琼脂糖凝胶电泳  取PCR反应产物4μl，1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，用凝胶图像分析仪分析。以PCR产物与β-actin PCR产
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物灰度积分值(Volume)的比值(Relative volume，RV)来反映基因的相对表达水平。组间差异采用t检验，重复实验次数为3次。 

    

2  结果 

    2.1  芯片杂交结果 

    CsA作用于NIT-1细胞24 h不同RNA样本(对照组/实验组)芯片双色荧光标记叠加图及杂交信号强度散点图分别见图1、2。 

    图1  双色荧光标记叠加图 
    Fig.1  Scanning results of hybridization signals in the gene chip

    图2  杂交信号强度散点图 
    Fig.2  Scatter plot of the differentially expressed genes

    图1中，每一点代表cy3和cy5扫描图像的叠加荧光信号，即双探针杂交信号。对于某一点的两种叠加荧光信号，如果cy3信号较强，

该点多显绿色，表明实验组中该基因表达呈下调趋势；如果cy5信号较强，该点多显红色，表明实验组中该基因表达呈上调趋势；如果强

度相似，即显黄色，表明实验组和对照组中，该基因无明显差异表达。筛选出ratio>2或<0.5的数据项(差异表达数据)列于filtered工

作表中。图2中，X轴、Y轴分别以cy3荧光强度值(=前景值－背景值)和 cy5荧光强度值为坐标，每一个数据点代表芯片上一个基因点的

杂交信号；数据点若为红色，则代表Y值与X值的比值在0.5至2.0之间，基本属非差异表达；数据点若为黄色，则代表Y值与X值的比值在

0.5到2.0范围之外，该点很可能属于表达差异。 

    2.2  CsA作用于NIT-1胰岛β细胞24 h后的基因表达 

    在4096条基因中，有38条基因表达上调，其中已知功能基因13条，主要有(1)应激反应类：Herpud1、Hspa5；(2)细胞周期类：

Gas5；(3)蛋白翻译合成类：Blu、Cai、Srm；(4)转录因子类：Zfr等，见表1。有46条基因表达下调，其中已知功能基因25条，主要有

(1)细胞周期及生长发育类：Pax6、Emp1、Emp3；(2)氧化磷酸化相关类：Cox7a1、Slc25a11、G6pt1等；(3)蛋白合成类：Ttr、

Sftpc、Tpi；(4)转录因子类：Zfp46；(5)细胞因子类：Ccl27；(6)其它：Tpx1、Nsg2等，见表2。 



    2.3  RT-PCR 结果 

    经RT-PCR检测，CsA作用于NIT-1细胞24h后，Zfr的诱导率为17.8%，Tpi的抑制率为68%，Pax6的抑制率为49.7%，取得了与芯片评

价一致的结果，证明了芯片结果的可靠性(图3)。 



    图3  CsA作用于NIT-1细胞24h后，Zfr，Tpir，Pax6 mRNA的表达 
    Fig.3  Expressions of Zfr(A)，Tpi(B)and Pax6(C)mRNA in NIT-1 cells treated by cycloporin A for 24 h 

    M: DNA size marker; Lane 1: Control (24 h); Lane 2: 10 μmol/L CsA (24  h)

    

3  讨论 

    应用基因芯片技术在研究差异表达基因中具有简便、快捷、高通量、高灵敏度等特点。本研究结合前期研究工作，应用基因芯片技

术，对10 μmol/L CsA处理NIT-1胰岛β细胞24 h后，NIT-1细胞的基因表达谱进行了研究，目前国内外尚未见报道。同时结合生物信息

学技术，对CsA抑制NIT-1细胞胰岛素分泌的可能相关基因进行了初步筛选。 

    研究发现，以10 μmol/L CsA处理NIT-1细胞24 h后，在4 096条检测基因中，有38条基因表达上调，其中已知功能基因13条，主要

是与细胞生长、蛋白质合成与应激反应相关的基因。Hspa5是热激蛋白家族成员，热激蛋白通常在外界刺激或环境变恶劣时被诱导，以帮

助蛋白正常折叠或加速蛋白的降解从而对细胞起保护作用。本研究中，Hspa5被诱导是NIT-1细胞对CsA刺激的一种保护性反应，这与IL-

1β对大鼠胰岛β细胞损伤反应的报道一致[6]。Herpud1编码内质网中的一种蛋白，在胰腺组织中高表达，与一种DNA修复蛋白HHR23A高

度同源，在外界应激时高表达[7]，本研究中，Herpud1也是NIT-1细胞受药物作用后应激反应的一种表现。一些编码蛋白及氨基酸的基

因表达上调，如Srm、Cai、Blu等，这可能是由于NIT-1细胞被药物刺激诱导后首先要激活代谢活动，为下一步的整体活化做物质上的准

备。以上表明在CsA处理后，NIT-1细胞对新的环境的应激反应，细胞的代谢呈现了活跃的特点。但这些反应是否CsA作用所特有的，还

需进一步深入研究。 

    另外，我们还发现，Gas5基因在CsA作用后表达上调，而Gas5基因在细胞生长抑制时高表达[8]，这提示CsA对NIT-1细胞的生长可

能有一定的抑制作用，进而可影响到NIT-1细胞胰岛素的释放。 

    差异表达基因中，有46条基因表达下调，其中已知功能基因25条，结合生物信息学方法，对这25条已知功能基因进行筛选，可发现

CsA对一些基因表达的下调可能是其抑制NIT-1胰岛素释放的基因水平上的作用机制：(1)Pax6是paired box基因家族中的一员，编码与

发育过程有关的转录调节因子，对胰腺的形态形成中有着重要作用，是胰岛细胞发育不可缺少的一个转录因子，它的突变或功能损害可

导致糖尿病的发生[9]。此外，Pax6对胰岛α细胞胰高血糖素原基因表达及小肠、大肠 L细胞所分泌的胰高血糖素样多肽(GLP-1、GLP-

2)基因的转录有重要作用[10]，而GLP-1具有调节胰岛素分泌的功能。本研究中，Pax6表达下调，表明CsA抑制胰岛素释放的部分机制可

能是通过抑制Pax6 mRNA的表达，影响胰岛β细胞的生长发育，从而引起胰岛素的合成和分泌减少；在活体中还可能进而抑制GLP-1 mRNA

的表达，从而影响胰岛素的释放。(2)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，但如果抑制氧化磷酸化过程则胰岛素

分泌也受到了抑制[11]。另有研究也证实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

[12]。在本实验中，发现与氧化磷酸化过程相关的一些酶类或蛋白mRNA的表达下调，包括Aldh3a1、Hao3、G6pt1、Slc25a11和Cox7a1

等，表明CsA下调NIT-1细胞氧化磷酸化过程中有关酶类或蛋白mRNA的表达，从而影响胰岛素分泌的代谢-偶联过程，可能是其抑制胰岛

素释放的分子水平的作用之一。(3)EMP1和EMP3是周围髓磷脂蛋白基因PMP22家族成员，与细胞的增殖和细胞间的相互作用有关[13]。本

研究中，它们在NIT-1细胞中表达，推测也具有上述功能。CsA作用后，其表达下调，推测CsA通过此作用影响了NIT-1细胞的增殖和细胞

间的相互作用。(4)Tpi编码磷酸丙糖异构酶，该酶在糖酵解途径中催化磷酸二羟丙酮转变为3-磷酸甘油醛这一可逆反应。本研究发现

CsA抑制Tpi mRNA的表达，从而影响到糖酵解途径，进而影响到氧化磷酸化过程，产生抑制胰岛素释放的作用。(5)研究发现丝氨酸蛋白

酶抑制剂(Spil)的低表达或突变与慢性胰腺炎及糖尿病的发生有关[14]。本研究发现CsA可抑制Spil亚单位Spil-4 mRNA的表达，从而

可影响到丝氨酸蛋白酶抑制剂的表达，推测CsA可能通过这种机制影响到胰岛素的分泌。 

    综上所述，CsA对NIT-1胰岛β细胞基因表达谱的影响是多方面的，它涉及到应激反应、细胞生长发育、氧化磷酸化过程及蛋白合成

等诸多方面。通过初步评筛和分析，我们发现CsA抑制细胞生长发育、氧化磷酸化过程及蛋白合成有关基因的表达可能是其抑制NIT-1胰

岛β细胞胰岛素分泌的基因水平的作用机制，对进一步深入研究CsA抑制NIT-1细胞胰岛素分泌的作用机制提供了线索和依据。但是，细

胞内的基因调控网络是十分复杂的，很难通过一次芯片或一个时段的芯片实验中表现出来，更广泛深入的研究以及确定特异性药物作用

相关基因还需通过多个不同时域的表达谱分析并借助更多的分子生物学、生物信息学手段来完成。 

    (责任编辑：吴锦雅) 
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