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摘要院目的 研究免疫抑制剂环孢霉素 A渊CsA冤对 NIT-1胰岛茁细胞胰岛素分泌的影响及在基因水平上对线粒体氧化
磷酸化水平的影响遥方法 体外培养 NIT-1胰岛茁细胞袁用 10滋mol/LCsA处理 24和 4 8 h遥放射免疫测定法渊RIA冤检
测胰岛素释放袁半定量 RT-PCR检测 CsA处理 NIT-1 胰岛茁细胞后线粒体氧化磷酸化酶系中的几种主要成员
渊Nuox23尧Cox7c 和 Atp5K冤在 mRNA水平上的表达遥结果 CsA处理 24 和 4 8 h可显著抑制胰岛素的释放并下调
Nuox23尧Cox7c和 Atp5K 基因 mRNA表达遥结论 CsA下调线粒体氧化磷酸化酶系基因的表达可能是其降低 ATP合
成引起胰岛素释放下降的机制之一遥
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Cyclosporin A inhibits insulin release and down-regulates gene expressions of mitochondrial
oxidative phosphorylation enzymes in NIT-cells
YULe,LEILin-sheng,WUShu-guang
InstituteofPharmaceuticScience,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Objective To investigate the effects of cyclosporin A on insulin releaseandthegeneexpression profiles of
mitochondrialoxidativephosphorylationinNIT-1cells.MethodsNIT-1cellswereexposedtocyclosporinA(10滋mol/L)for
24and48hrespectively,afterwhichtheamountofinsulinreleasewasdeterminedbymeansofradioimmunoassay(RIA),and
thedifferentialexpressionsof Nuox23, Cox7c and Atp5K genesassessedbysemi-quantitativereversetranscriptionpolymerase
chainreaction. Results CyclosporinAreducedinsulinreleaseinthecellcultureafter24and48hexposureanddecreased
Nuox23, Cox7c and Atp5K mRNAexpressions. ConclusionCyclosporinAinducesinhibitionofinsulinreleaseinNIT-1cells,
possibly due to the reduction of ATP synthesis involving the down-regulation of the gene expression of mitochondrial
oxidativephosphorylationenzymes.
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环孢霉素A渊CsA冤作为一种强效免疫抑制剂被
广泛应用于治疗心脏尧肾脏尧肝脏尧胰腺和肺等多种器
官和细胞移植后的排斥反应袁早期应用 CsA治疗还
可以延缓自身免疫过程导致的玉型糖尿病咱1袁2暂遥但是袁
很多报道也指出 CsA有影响胰岛茁细胞功能尧破坏
糖耐量导致糖尿病的副作用咱3袁4暂袁并且在体外也观察
到用 CsA处理后可直接抑制大鼠胰岛细胞和HIT胰
岛茁细胞株胰岛素的释放咱5暂遥线粒体氧化磷酸化以ATP
形式产生能量袁是体内许多器官或组织 ATP的主要
来源遥胰岛茁细胞感知血糖水平变化分泌胰岛素过
程中袁ATP起着重要作用遥CsA在一定剂量下可引起
小鼠胰岛茁细胞线粒体ATP合成下降袁同时观察到
茁细胞胰岛素分泌下降咱6暂袁但其引起线粒体ATP合成
下降的机制目前还不明确遥本实验通过半定量

RT-PCR检测 CsA处理 NIT-1胰岛茁细胞后线粒体
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 2 3 k亚单位 渊Nuox23冤尧细
胞色素C氧化酶 7c亚单位渊Cox7c冤和ATP合成酶 e
链渊Atp5K冤]mRNA的表达情况袁研究 CsA在基因水
平上对胰岛茁细胞 ATP合成的影响袁探讨其抑制胰
岛素分泌的可能机制遥

1 材料和方法
1.1 材料

NIT-1胰岛茁细胞购自华中科技大学免疫学教
研室袁DMEM购自 Gibco BRL公司袁胎牛血清购自杭
州四季青公司袁胰酶购自美国 AMRESCO公司袁CsA
购自NOVARTIS公司袁Trizol购自Gibco BRL公司袁
RT-PCR试剂购自 Promega 公司袁125I- 胰岛素放射免
疫分析药盒购自中国原子能科学研究院袁其他试剂均
为分析纯级遥
1.2 仪器

CO2细胞培养箱渊日本NAPCO冤袁倒置显微镜渊日
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表 1 RT-PCR引物序列
Tab.1 Specific primers for RT-PCR

mRNA SizeofPCRproduct(bp) Primersequence(5'寅3')
NADH-ubiquinone

oxidoreductase23k
subunit(Nuox23)

408 ggacaaagccttcatagca
ctggcagaaaccacagtaga

CytochromeCoxidase
subunitVIIC(Cox7c) 174 cagaacttccagcagcgacat

ggtgcggcaaacccagat
ATPsynthaseechain

(Atp5K) 240 cgcgaaggtcacggacaa
acgcctcacttgagaatgctgt

茁-actin 274 ccagagcaagagaggtatcc
ctgtggtacgaccagaggca

本 NIKON冤袁低温离心机渊德国 Beckman冤袁紫外分光
光度计渊德国 Beckman冤袁PCR仪渊美国MJResearch冤袁
SN-682型放射免疫酌-计数仪渊上海核辐光电仪器有
限公司冤遥
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
茁细胞用 0.25%胰酶和 0.02%EDTA 渊体积比为 1颐1冤
消化成单细胞悬液袁以 104/孔密度接种于 96孔平板袁
每孔培养液体积为200滋l遥于 95%空气尧5%CO2尧37益尧
饱和湿度条件下培养遥培养液含有 85%DMEM尧15%
胎牛血清遥接种 4 8 h后袁抽出培养基袁加入含有 10
滋mol/LCsA的培养液 200滋l袁分别继续培养 24和
4 8 h遥吸出上清袁2000r/min离心 5min后取 100滋l袁
用 125I-胰岛素放射免疫分析药盒检测胰岛素释放遥试
验分为无药对照组和加药处理组袁每组设 6个复孔遥
1.3.2 RNA的提取 NIT-1胰岛茁细胞按 1.5伊106密

度接种于 6孔板袁培养 4 8 h后袁抽弃培养基袁换上含
10滋mol/LCsA的培养基袁继续培养 24和 4 8 h遥采用
Trizol法制备总RNA袁用 Trizol裂解细胞后袁加入氯
仿并离心使之分为水相和有机相两层遥转移 RNA所
在的水相袁并用异丙醇沉淀 RNA袁经 75%乙醇洗涤后
用水渊RNasefree冤溶解遥制备的 RNA样品用紫外分光
光度计检测 D260尧D260/D280值袁并计算产量遥
1.3.3 RT-PCR cDNA第一链的合成院使用 25滋l体
系袁主要成分为反应缓冲液尧10mmol/LdNTP尧2滋g总
RNA尧1滋goligo渊dT冤18尧40URNA酶抑制剂尧30UAMV
逆转录酶袁于 42益反应 60min遥PCR院建立 50滋l反应
体系袁主要成分为反应缓冲液尧10mmol/LdNTP尧引
物渊上尧下游引物终浓度均为 0.4滋mol/L袁引物序列见
表 1冤尧0.2~2.0滋l cDNA产物 渊通过预试验确定最适
模板浓度袁使得 PCR 扩增在指数级范围内冤尧1 .25U
Taq聚合酶遥95益2min灭活AMV逆转录酶袁30个循
环袁每循环 95益30 s尧60益1 min尧72 益1 min袁最后
72益保温 10min遥实验分 2 4 h正常细胞组尧24hCsA
处理组尧4 8 h正常细胞组和 48hCsA处理组遥

1.3.4 琼脂糖凝胶电泳 2%琼脂糖凝胶渊含 0.5滋g/ml

EB冤电泳袁紫外灯下观察结果并照相遥
1.4 统计学处理
组间差异采用 t检验袁重复试验次数为 3次遥

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袁用 10滋mol/LCsA
处理细胞 24和 4 8 h遥培养基中胰岛素含量检测结果
表明袁CsA对细胞胰岛素的释放有明显抑制作用袁其
时效关系见图 1遥

2.2 CsA对 Nuox23尧Cox7c和 Atp5K mRNA表达的影
响

10滋mol/LCsA处理NIT-1胰岛茁细胞24和 4 8 h
后袁对 Nuox23尧Cox7c 和 Atp5K mRNA表达进行半定
量分析袁以 PCR产物与内参茁-actinPCR产物灰度积
分值渊Volume冤的比值渊Relative volume袁RV冤反映
CsA对 Nuox23尧Cox7c 和 Atp5K mRNA表达的影响遥
结果渊图 2冤显示袁10 滋mol/L CsA处理细胞 24 h后袁
对 Nuox23尧Cox7c 和 Atp5K mRNA表达的抑制率分
别为 30.7%尧19.5%和 35.7%曰处理细胞 48 h后袁对
Nuox23袁Cox7c和 Atp5K m R N A 表达的抑制率分别为

50.8%尧31.7%和 64.8%遥由此可见袁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袁且随着处理时间的延
长袁抑制作用越明显遥

3 讨论
线粒体是真核细胞内一种重要的细胞器袁是动物
细胞生成ATP的主要场所遥线粒体基质的三羧酸循
环酶系通过底物脱氢氧化生成 NADH遥NADH通过

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

NIT-1 cells
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图 2 CsA对 Nuox23尧Cox7c和 Atp5K mRNA表达的影响
Fig.2 Effects of cyclosporine A on theexpressions of Nuox23, Cox7c andAtp5KmRNA

Left:Electrophoreticpatterns.M:DNAsizemarker;Lane1:Control(24h);Lane2:10滋mol/LCsA(24h);Lane3:Control(48h);Lane

4:10滋mol/LCsA(48h)

Right:Semi-quantificationofmRNAexpressionof Nuox23 (A),Cox7c(B)and Atp5K (C)intheabsenceorpresenceof10 滋mol/LCsA
RV:Relativevolume.Theresultsareaveragedfromthreeindependentexperiments.Column1:Control(24h);Column2:10滋mol/L

CsA(24h);Column3:Control(48h);Column4:10 滋mol/LCsA(48h)

线粒体内膜呼吸链氧化袁即在 NADH脱氢酶作用下袁
把氢传递给 CoQ袁CoQH2接着将电子传递给细胞色

素袁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袁最终再传递给分子
氧袁使氧还原成 O2-袁O2-具有很活泼的性质袁可以与环
境中的质子结合成水袁同时释放出大量化学能遥与此
同时袁导致跨膜质子移位形成跨膜质子梯度和 /或跨
膜电位遥线粒体内膜上的 ATP合成酶利用跨膜质子
梯度能量合成ATP遥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遥
合成的 ATP通过线粒体内膜 ADP/ATP载体与细胞
质中 ADP交换进入细胞质袁参与细胞的各种需能过
程遥本实验根据以上过程袁通过检测 CsA处理后
Nuox23尧Cox7c 和 Atp5K 这 3 种主要酶 mRNA的表

达袁从基因水平反映 CsA对细胞线粒体氧化磷酸化
合成ATP功能的影响遥
餐后高血糖反应性胰岛素分泌依赖于一系列代

谢事件院渊1冤葡萄糖转运体GLUT-2对葡萄糖的摄取曰
渊2冤葡萄糖被葡萄糖激酶磷酸化曰渊3冤糖酵解中丙酮酸
和 NADH的产生曰渊4冤线粒体氧化磷酸化的刺激遥4
个事件的结果使ATP水平上升袁最终导致胰岛茁细
胞分泌胰岛素遥有研究表明袁CsA可抑制大鼠胰岛细
胞瘤 RIN-38GLUT2mRNA表达袁但对葡萄糖激酶
mRNA表达无明显影响咱7暂遥在一定条件下袁CsA还可
剂量依赖性地抑制人胰岛素基因的转录水平咱8暂遥生理
情况下袁葡萄糖在茁细胞代谢过程中可刺激线粒体
氧化磷酸化袁使 ATP浓度增加袁关闭ATP依赖性 K+

通道袁细胞膜去极化袁电压敏感的 Ca2+通道开放袁茁细
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胞 Ca2+内流增加袁从而促进胰岛素的分泌咱9暂遥离体鼠
胰岛实验表明袁高浓度葡萄糖可提高茁细胞的氧化
率袁但若抑制氧化磷酸化过程则胰岛素分泌也受到抑
制咱10暂遥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袁抑制茁细胞线粒体
氧化磷酸化基因复制及转录所致咱11暂遥因而很有可能袁
线粒体氧化磷酸化基因表达下调袁降低了胰岛 茁细
胞氧化磷酸化能力袁从而抑制葡萄糖介导的胰岛素分
泌遥本研究发现袁CsA抑制线粒体氧化磷酸化酶系中
的几种主要酶mRNA表达袁并随处理时间的延长袁抑
制作用越明显遥由此可见袁CsA可在多个环节上影响
与胰岛素分泌有关基因的表达遥
综上所述袁免疫抑制剂CsA下调NIT-1胰岛茁
细胞线粒体氧化磷酸化酶 mRNA的表达袁这可能是
CsA抑制胰岛茁细胞胰岛素释放在基因水平上的作
用机制之一遥

参考文献院
咱1暂 Canadian-EuropeanRandomizedControlTrialGroup.Cyclosporin-

inducedremissionofIDDMafterearlyintervention. Associationof

1 y r o f c y c l o s p o r i n t r e a t m e n t w i t h e n h a n c e d i n s u l i n secre t ion 咱J暂.
Diabetes,1988,37(11):1574-82.

咱2暂 DeFilippoG,CarelJC,BiotardC, et al. Long-termresultsofearly

cyclosporintherapyinjuvenileIDDM咱J暂.Diabetes,1996,45(1):101-4.
咱3暂 KrentzAJ, DoussetB, MayerD, et al. Metaboliceffectsofcyclo-

sporin A andFK506inlivertransplantrecipients 咱J暂. Diabetes,

1993,42(12):1753-9.

咱4暂YamanotoH,AkazawaS,YamaguchiY,et al.Effectsofcyclosporin

A and lowdosages of steroidonposttransplantation diabetes in
kidneytransplantrecipients咱J暂.DiabetesCare,1991,14(10):867-70.

咱5暂RobertsonRP.Cyclosporin-inducedinhibitionofinsulinsecretionin

isolatedratisletsandHITcell咱J暂. Diabetes,1986,35(9):1016-9.

咱6暂 DufferM,Krippeit-DrewsP,LembertN, et al. Diabetogeniceffect

ofcyclosporin A is mediated by interference with mitochondrial
functionofpancreaticB-cells咱J暂.MolPharmacol,2001,60(4):873-9.

咱7暂 CohenO,EinavY,CohenY, et al.Implantationofratinsulinoma

celllineintocyclosporinetreatedrats: effectofthe in vivo environ-
menton 茁-cellspecificgeneexpression咱J暂. Transplantation, 2000,

69(7):1464-70.

咱8暂OetjenE,GrapentinD,BlumeR, et al.Regulationofhumaninsulin

genetranscription bytheimmunosuppressivedrugscyclosporin A
andtacrolimusatconcentrationsthatinhibitcalcineurinactivityand

involvingthetranscriptionfactorCREB咱J暂. NaunynSchmiedebergs

ArchPharmacol,2003,367(3):227-36.

咱9暂BatailleD.Molecularmechanismsofinsulinsecretion咱J暂. Diabetes

Metab,2002,28(6Suppl):7-13.
咱10暂DuchenMR, SmithPA, AshcroftFM. Substrate-dependentchanges

inmitochondrialfunction, intracellularfreecalciumconcentration

andmembranechannelsinpancreaticbeta-cells 咱J暂. BiochemJ,

1993,294(Pt1):35-42.
咱11暂GerbitzKD. DoesthemitochondrialDNAplayaroleinthepatho-

genesisofdiabetes咱J暂. Diabetologia,1992,35(12):1181-6.

渊责任编辑院黄开颜冤

第一军医大学学报渊J FirstMilMedUniv冤 第 23卷８３６窑 窑




