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烟酰胺单核苷酸对 ＲＩＮｍ５ｆ细胞中胰岛素分泌及
ＰＤＸ１和 ＦｏｘＯ１基因表达的影响
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（１．中南大学临床药理研究所，遗传药理学湖南省重点实验室，长沙 ４１００７８；
２．广东省妇幼保健院药剂科，广州 ５１００１０；３．上海绿谷制药有限公司，上海 ２０１２２０３；

４．中南大学湘雅二医院内分泌科，长沙 ４１００１１）

［摘要］　目的：在细胞水平研究烟酰胺单核苷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＮＭＮ）对胰岛素分泌的调
节作用及其对与胰岛素分泌相关的重要转录因子胰十二指肠同源盒基因（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃａｎｄｄｕｏｄｅｎａｌ
ｈｏｍｅｏｂｏｘ１，ＰＤＸ１）和分叉头框家族转录因子１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＯ１，ＦｏｘＯ１）基因表达的影
响。方法：采用大鼠胰岛素ＥＬＩＳＡ试剂盒检测ＲＩＮｍ５ｆ细胞胰岛素分泌水平。用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＲＩＮｍ５ｆ
细胞ＰＤＸ１和ＦｏｘＯ１的ｍＲＮＡ表达水平。用Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＲＩＮｍ５ｆ细胞ＰＤＸ１蛋白表达水平。结果：用
瑞格列奈１０ｎｍｏｌ／Ｌ＋ＮＭＮ１００μｍｏｌ／Ｌ处理ＲＩＮｍ５ｆ细胞４８ｈ，与空白对照及 ＤＭＳＯ对照组相比，胰岛素分
泌量均显著增高（Ｐ＜０．０５）；与ＮＭＮ５０μｍｏｌ／Ｌ组比较，胰岛素分泌量的增高也有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
１０，５０和１００μｍｏｌ／Ｌ的ＮＭＮ作用 ＲＩＮｍ５ｆ细胞３６ｈ，ＰＤＸ１的 ｍＲＮＡ表达量均上调（依次为 Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，Ｐ＜０．００１）。１００μｍｏｌ／Ｌ剂量组与 １０μｍｏｌ／Ｌ和 ５０μｍｏｌ／Ｌ剂量组比较差异也有统计学意义
（Ｐ＜０．００１）。５０，１００和２００μｍｏｌ／Ｌ的ＮＭＮ作用ＲＩＮｍ５ｆ细胞３６或４８ｈ，ＰＤＸ１的蛋白表达量与对照组比较
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论：ＮＭＮ可以调控 ＲＩＮｍ５ｆ细胞中胰岛素的分泌及 ＰＤＸ１的 ｍＲＮＡ表达
水平。
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Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃａｎｄｄｕｏｄｅｎａｌｈｏｍｅｏｂｏｘ１（ＰＤＸ１）
ａｎｄｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＯ１（ＦｏｘＯ１）
ａｒｅ２ｉｍｐｏｒｔａｎｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｎｓｕｌｉｎ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ．ＰＤＸ１，ａｌｓｏｋｎｏｗｎａｓｓｔｅｒｏｉｄｏｇｅｎｉｃｆａｃｔｏｒ
１（ＳＴＦ１），ＩＤＦ１，ＩＤＸ１，ＩＰＦ１，ｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒ
ｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ａｎｄａｐ
ｏｐｔｏｓｉｓｏｆβｃｅｌｌｓ［３］．Ｐｒｅｖｉｏｕｓｓｔｕｄｙ［４］ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｃｈｒｏｎｉｃｈｉｇｈｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅａｃｔｉｖａｔｅｓｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ
ａｎｄｒｅｄｕｃｅｓＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰＤＸ１ａｎｄｔｈｅｎ
ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆβｃｅｌｌｓ．Ｄｅｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅｎｕ
ｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰＤＸ１ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｉｎｓｕｌｉｎｇｅｎｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ［５］．Ｓｏｍｅｓｔｕｄｉｅｓ［６８］ｆｏｕｎｄｔｈａｔＰＤＸ１
ｃｏｕｌｄｉｎｆｌｕｅｎｃｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｒａｌｏｔｈｅｒｉｍｐｏｒ
ｔａｎｔβｃｅｌｌｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓ

ｐｏｒｔｅｒ２（ＧＬＵＴ２）［６］，ｉｓｌｅｔａｍｙｌｏｉｄｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ［７］，
ａｎｄｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ［８］．Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅ
ｐｅｐｔｉｄｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＧＬＰ１Ｒ）ｃａｕｓｅｄｂｙｔｈｅｄｅｆｉ
ｃｉｅｎｃｙｏｆＰＤＸ１ｍｉｇｈｔｌｅａｄｔｏβｃｅｌｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［９］．
ＡＰｒｏ６３ｆｓｄｅｌＣｄｅｌｅｔｉｏｎｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎ
ｏｆＰＤＸ１ｐｒｏｔｅｉｎｃａｕｓｅｄｐａｎｃｒｅａｔｉｃａｇｅｎｅｓｉｓ，ｗｈｉｃｈ
ｉｓａｐａｔｈｏｐｏｉｅｓｉａｇｅｎｅｏｆａｄｕｌｔｔｙｐｅｄｔｙｐｅ４ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓｈａｐｐｅｎｅｄｉｎｔｅｅｎａｇｅｒｓ（ｍａｔｕｒｉｔｙｏｎｓｅｔｄｉａ
ｂｅｔｅｓｏｆｔｈｅｙｏｕｎｇ，ＭＯＤＹ４）［１０］．

ＦｏｘＯ１ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒ，ａｄｉｐｏｓｅ
ｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄβｃｅｌｌｓ．ＦｏｘＯ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｌｉｐ
ｉｄｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒ．Ｒｅｃｅｎｔｓｔｕｄｉｅｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄ
ｔｈａｔＦｏｘＯ１ｇｅｎｅｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｉｎｓｕｌｉｎ／ｉｎｓｕｌｉｎ
ｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１（ＩＧＦ１）／ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｂ
ｓｔｒａｔｅ２（ＩＲＳ２）ｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｉｔｃｏｕｌｄｒｅｇｕｌａｔｅβ
ｃｅｌｌｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｇｌｕｃｏｓｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｉｎｓｕｌｉｎ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ（ＧＳＩＳ）ｆｕｎｃｔｉｏｎ［１１］．ＩｎｓｕｌｉｎａｎｄＩＧＦ１
ｃａｕｓｅＦｏｘＯ１ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｂｙＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙ，
ｗｈｉｃｈｒｅｓｕｌｔｓｉｎＦｏｘＯ１ｍｏｖｉｎｇｔｏｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｆｒｏｍ
ｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ＦｏｘＯ１［１２］．Ｉｔｗａｓｒｅｐｏｒｔｅｄ［１３］ｔｈａｔＰＤＸ１ｗａｓｒｅｇｕｌａ
ｔｅｄｂｙａｎｏｔｈｅｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＦｏｘＡ２．ＦｏｘＯ１ａｎｄ
ＦｏｘＡ２ｈａｖｅｔｈｅｓａｍｅＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｉｎｔｈｅｐｒｏｍｏｔ
ｅｒｏｆＰＤＸ１．ＦｏｘＯ１ｉｎｈｉｂｉｔｅｄＰＤＸ１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈｏｃｃｕｐｙｉｎｇｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｏｆＦｏｘＡ２．Ｔｈｕｓ，

９５９
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ＦｏｘＯ１ｍａｙｂｅａｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆＰＤＸ１．
ＩｎｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｔｈａｔＮａｍｐｔｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔ

ｒｏｌｅｉｎｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎ，ｇｌｕｃｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃβｃｅｌｌｓ，ｗｅａｉｍｅｄ
ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆＮＭＮｏｎｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｌｅｖｅｌｏｆ
ｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＰＤＸ１ａｎｄＦｏｘＯ１．

１　ＭＡＴＥＲＩＡＬＳＡＮＤＭＥＴＨＯＤＳ

１．１　Ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ
Ｔｈｅｉｎｓｕｌｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｌｉｎｅ（ＲＩＮｍ５Ｆ）ｕｓｅｄ

ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗａｓｇｅｎｅｒｏｕｓｌｙｇｉｆｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙｏｆｐｒｏｆｅｓｓｏｒＺｈｏｕ，ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，
ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ，Ｃｈｉｎａ．ＲＩＮｍ５ｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂ
ｃｌｏｎｅｏｆＲＩＮｍｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｈａｄａｈｉｇｈｅｒｒａｔｅｏｆｉｎ
ｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎ．ＲＩＮｍ５ｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎＲＰ
ＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏｃｏｍｐａｎｙ，ＵＳＡ）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０％
ｆｅｔａｌｃａｌｆｓｅｒｕｍ（ＳｉｊｉｑｉｎｇＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｎｉｎｇＭａ
ｔｅｒｉａｌｓＣｏ．，Ｌｔｄ．，Ｈａｎｇｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）ａｔ３７℃ ｗｉｔｈ
５％ ＣＯ２．
１．２　Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄｉｎ６ｗｅｌｌｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｓａｔａ
ｄｅｎｓｉｔｙｏｆ５×１０５ｃｅｌｌｓａｎｄｇｒｏｗｎｆｏｒ４８ｈｉｎｍｅｄｉｕｍ
ｗｉｔｈ１０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ．Ｗｅｓｅｔｕｐ６ｇｒｏｕｐｓｔｏｔｒｅａｔ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｓ：１）ｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；２）ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐｔｈａｔｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ（ＤＭＳＯ）ａｄｄｉｎｇｔｏｆｉ
ｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ２‰；３）ｔｈｅｇｒｏｕｐｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０
ｎｍｏｌ／Ｌｒｅｐａｇｌｉｎｉｄｅ；４）ｔｈｅｇｒｏｕｐｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５０
μｍｏｌ／ＬＮＭＮ；５）ｔｈｅｇｒｏｕｐｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｎｍｏｌ／Ｌ
ｒｅｐａｇｌｉｎｉｄｅｐｌｕｓ５０μｍｏｌ／ＬＮＭＮ；６）ｔｈｅｇｒｏｕｐ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｎｍｏｌ／Ｌｒｅｐａｇｌｉｎｉｄｅｐｌｕｓ１００μｍｏｌ／Ｌ
ＮＭＮ．Ｔｈｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄｆｏｒ
１０ｍｉｎａｔ５０００ｒ／ｍｉｎ，ａｎｄｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓｆｒｏ
ｚｅｎａｔ－２０℃ ｆｏｒｉｎｓｕｌｉｎｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ０．０５％ ｔｒｙｐｓｉｎ０．０２％ ＥＤＴＡ
ａｎｄｃｏｕｎｔｅｄ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｎｓｕｌｉｎｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｗａｓ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄｕｓｉｎｇｒａｔｉｎｓｕｌｉｎＥＬＩＳＡｋｉｔ（Ｒ＆Ｄ，ＭＮ，
ＵＳＡ）．Ｔｈｅｉｎｓｕｌｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｂｙ
ｔｈｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓＩＵｐｅｒ１０６ｃｅｌｌｓ．
１．３　ＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴ
ＰＣＲ

ＲＮＡｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＲＩＮｍ５ｆｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇ
ＴＲＩｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＣＡ，ＵＳＡ）．Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｅｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）ｋｉｔ（Ｔａｋａｒａ，
Ｄａｌｉａｎ，Ｃｈｉｎａ）ｉｎＭｘ３０００ＰＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（Ｓｔｒａｔａ
ｇｅｎｅ，ＤＥ，ＵＳＡ）．Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ＰＤＸ１，ＦｏｘＯ１，ａｎｄβａｃｔｉｎｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ：ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ５′ＡＡＡＣＣＧＴＣＧＣＡＴＧＡＡＧ
ＴＧＧＡＡ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ５′ＣＧＡＧＧＴＴＡＣＧＧＣ
ＡＣＡＡＴＣＣＴＧ３′；ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ５′ＴＡＣＧＣＣＧＡＣＣＴ
ＣＡＴＣＡＣＣＡ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ５′ＧＣＡＣＡＣＴＣＴ
ＴＣＡＣＣＡＴＣＣＡＣＴＣ３′；ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ５′ＧＧＡＧＡＴ
ＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ５′
ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ３′．Ｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｗａｓｎｏｒｍａｌｉｓｅｄｔｏｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ
ｇｅｎｅβａｃｔｉｎ．
１．４　ＰｒｏｔｅｉｎｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ＰｒｏｔｅｉｎｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＲＩＮｍ５ｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｅ
ｐａｒｅｄａｓｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙｄｅｓｃｒｉｂｅｄ［１４］．Ｉｎｂｒｉｅｆ，ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅｌｙｓｅｄｉｎＴＮＮＳＤＳｂｕｆｆｅｒ（１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
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