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·基础实验研究论著·

葡萄糖对ＩＮＳ１细胞线粒体谷氨酸转运体１基因表达的影响

陈立强１，王洋洋１，岑丽莲１，梁洁玲１，李海珠１，林德健２，李　刚
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　　摘　要：目的　观察葡萄糖对小鼠胰腺β瘤细胞ＩＮＳ１线粒体谷氨酸转运体１（ＭＧＣ１）基因表达的影响。方法　分别采用半

定量ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，检测葡萄糖对ＩＮＳ１细胞 ＭＧＣ１基因 ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响。结果　葡萄糖浓度的提高对

ＩＮＳ１细胞 ＭＧＣ１基因ｍＲＮＡ和蛋白的表达有明显的增强作用（犘＜０．０５）。结论　高浓度葡萄糖能增强ＩＮＳ１细胞 ＭＧＣ１基

因表达。
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　　线粒体内外膜的分子转运机制在线粒体正常运作过程中

发挥着重要作用。线粒体溶质转运体（ＳＬＣ２５）是一类辅助溶

质在线粒体内外膜之间进行转运的膜镶嵌蛋白［１］。人类基因

组包含ＳＬＣ２５家族中的４８个成员，其中３０个已经被认知和

深入研究，然而到目前为止对谷氨酸转运体的功能还是知之甚

少。线粒体谷氨酸转运体１（ＭＧＣ１）和线粒体谷氨酸转运体２

（ＭＧＣ２）有ＳＬＣ２５Ａ２２和ＳＬＣ２５Ａ１８编码，负责线粒体内外膜

之间谷氨酸的转运。研究表明 ＭＧＣ１在不同的组织中（特别

是在脑、肝脏和胰腺组织中）均有表达［２］。

线粒体代谢与胰腺β细胞分泌胰岛素的信号产生有关键

联系，胰岛素有快分泌和慢分泌两种形式，快分泌主要是由

ＡＴＰ依赖性钾通道（ＫＡＴＰ）产生激发信号的，ＫＡＴＰ关闭抑

制了质膜的去极化；随后，Ｃａ２＋电压门控通道开放，大量Ｃａ２＋

内流导致细胞质Ｃａ２＋浓度升高，Ｃａ２＋浓度升高激发了胰岛素

的分泌，其作用时间较快（在２～５ｓ内完成胰岛素快分泌过

程），快分泌使机体对血糖的升高及时并迅速作出反应。然而

胰岛素快分泌的Ｃａ２＋信号的产生不足以维持胰岛素的持续分

泌，故一定有１种存在于线粒体但不同于 ＡＴＰ的信号分子存

在。Ｌｉ等
［３］研究证明这种信号分子是谷氨酸，葡萄糖进入胰

岛β细胞后经过线粒体的三羧酸循环生成谷氨酸，谷氨酸激发

了胰岛素的慢分泌。谷氨酸信号激发慢分泌作用较ＫＡＴＰ晚

（胰岛素慢分泌过程可持续５～１０ｍｉｎ），但其作用时间较长，可

持续激发胰岛素释放。因此，慢分泌在维持体内血糖的稳定发

挥着更为重要的作用［４］。在对敲除了谷氨酸脱氢酶的转基因

小鼠（βＧｌｕｄｌ－／－）的研究中发现，该小鼠对葡萄糖诱导胰岛

素分泌的能力下降了４０％
［５］；由此而知，谷氨酸在胰腺β细胞

分泌胰岛素的过程中发挥着关键作用，而谷氨酸转运体是谷氨

酸信号产生的关键环节。本实验研究不同浓度的葡萄糖对

ＩＮＳ１细胞 ＭＧＣ１基因 ｍＲＮＡ和蛋白表达，以揭示葡萄糖对

ＭＧＣ１基因表达的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　ＩＮＳ１细胞（购于中科院上海细胞库），生长于含

５％热灭活胎牛血清、１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠、２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰

胺、１０ｍｍｏｌ／Ｌ４羟乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）、１００Ｕ／ｍＬ青

霉素、１００ｍｇ／ｍＬ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于３７℃、

５％ＣＯ２ 的相对饱和的培养箱中传代培养，实验细胞均处于对

数生长期。当ＩＮＳ１细胞生长至大于９０％融合时，用无糖培

养基将ＩＮＳ１ 细胞洗 ３ 遍，在这 ３ 种浓度 （２．８、７．５、１５

ｍｍｏｌ／Ｌ）葡萄糖环境下孵育１２ｈ，提取细胞 ｍＲＮＡ和蛋白用

于半定量ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验。

１．２　仪器与试剂　ＲＮＡ提取试剂盒（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；逆转录试

剂盒（大连宝生物公司）、ＰＣＲ 引物（上海生物工程公司），

ＭＧＣ１抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ｉｎｃ），ＰＣＲ 分析仪

（ＡＢＩ９７００）。

１．３　方法

１．３．１　抽提ＩＮＳ１细胞总 ＲＮＡ　取 ＴＲＩｚｏｌ处理好的匀浆

ＩＮＳ１细胞，室温静置；加入０．２ｍＬ氯仿，剧烈震动１５ｓ，室温

静置２ｍｉｎ；１２０００×ｇ４℃离心１５ｍｉｎ，移上层水相至新ＥＰ

管，加０．５ｍＬ异丙醇，混匀后室温静置１０ｍｉｎ；４℃１２０００×ｇ

离心１０ｍｉｎ弃上清液，７５％ 乙醇洗涤沉淀，４℃７５００×ｇ离心

５ｍｉｎ；弃上清空气中干燥；２０μＬ无ＲＮＡ酶水溶解总ＲＮＡ，

６０℃ 孵育１０ｍｉｎ。紫外分光光度仪检测提取的总ＲＮＡ浓度；

－８０℃ 保存。

１．３．２　引物的设计与合成　根据 ＭＧＣ１基因在文献服务检
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索系统（Ｐｕｂｍｅｄ）中查到的ＧｅｎＢａｎｋ序列，按照引物设计原则 设计引物，引物交由上海生物工程公司合成，见表１。

表１　　ＭＧＣ１和β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）引物的设计与合成

基因名称 引物名称 引物序列 最佳退火温度（℃） 产物长度（ｂｐ）

ＭＧＣ１ 上游引物（Ｆ） ５′ＧＧＣＣＴＧＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＴＴ３′ ５６ ９７８

下游引物（Ｒ） ５′ＧＧＣＣＴＧＧＧＧＴＴＣＴＴＧＣＡＧＣＡＧ３′

βａｃｔｉｎ 上游引物（Ｆ） ５′ＴＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴ３′ ５６ ２６７

下游引物（Ｒ） ５′ＣＴＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＣＡＣＧＡＴＧ３′

１．３．３　ＲＴＰＣＲ技术检测 ＭＧＣ１的基因表达　以ＲＮＡ为模

板，利用大连宝生物公司的 ＲＴＰＣＲ 反应试剂盒进行 ＲＴ

ＰＣＲ反应。反应条件为５０℃３０ｍｉｎ，９４℃２ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，

５６℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环。ＲＴＰＣＲ反应完成后取

３μＬＲＴＰＣＲ产物，在１％ 琼脂糖凝胶中于８０Ｖ恒压电泳３０

ｍｉｎ，紫外透射仪观察并拍照。图片经图像分析软件ＢａｎｄＳｃａｎ

进行光密度值扫描分析，计算各泳道 ＭＧＣ１与内参照βａｃｔｉｎ

光密度之比作为 ＭＧＣ１相对含量值。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＧＣ１的蛋白表达　取ＩＮＳ１细胞

细胞（１×１０６）裂解后以Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度，牛血清清

蛋白（ＢＳＡ）为标准品；每个标本取５０ｇ样品蛋白进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，然后将蛋白电转至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）上，电化

学发光免疫（ＥＣＬ）法显色。

１．４　统计学处理　采用统计学软件ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行

分析，两组之间比较采用独立样本狋检验；以α＝０．０５为检验

水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＩＮＳ１细胞中 ＭＧＣ１ｍＲＮＡ表达结果　以βａｃｔｉｎ作为

内参，利用 ＲＴＰＣＲ测定ＩＮＳ１细胞中 ＭＧＣ１的相对含量。

ＩＮＳ１细胞 ＭＧＣ１基因ｍＲＮＡ表达随葡萄糖浓度增加明显升

高（犘＜０．０５），见图１。

图１　　ＩＮＳ１细胞中 ＭＧＣ１基因 ｍＲＮＡ表达

２．２　ＩＮＳ１细胞中 ＭＧＣ１蛋白表达结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

表明，ＩＮＳ１细胞 ＭＧＣ１蛋白表达随葡萄糖浓度增加明显升高

（犘＜０．０５），见图２。

图２　　ＩＮＳ１细胞中 ＭＧＣ１基因蛋白表达

３　讨　　论

本研究采用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ比较ＩＮＳ１细胞在

不同葡萄糖浓度下 ＭＧＣ１基因及蛋白表达水平的差异，发现

在高糖浓度下 ＭＧＣ１基因 ｍＲＮＡ 水平和蛋白水平均显著升

高（犘＜０．０５）。这些结果显示 ＭＧＣ１在谷氨酸信号激发胰岛

素慢分泌的过程中发挥着重要作用。

谷氨酸是哺乳类动物中枢神经系统的主要神经递质，以谷

氨酸为主要信号传导分子的胰腺分泌系统称为谷氨酰胺能系

统［６］；谷氨酰胺能系统由谷氨酸受体、囊泡膜谷氨酸转运体和

膜谷氨酸转运体组成［７］。谷氨酸的收集与储存需要两个转运

系统，它们分别是存在于细胞膜上的高亲和力 Ｎａ＋依赖的转

运系统和在囊泡膜上的低亲和力 Ｎａ＋非依赖的转运系统
［８］。

谷氨酸受体分亲离子型谷氨酸门控离子通道受体和Ｇ蛋白偶

联亲代谢型（ｍＧｌｕ）两种受体。亲离子型谷氨酸门控离子通道

受体分为Ｎ甲基Ｄ天（门）冬氨酸（ＮＭＤＡ）受体、α氨基３羟

基５甲基４异恶唑丙酸受体（ＡＭＰＡ）和红藻氨酸受体。这３

种谷氨酸受体均为配基门控 Ｃａ２＋ 和（或）Ｎａ＋ 离子通道
［９］。

ｍＧｌｕ受体存在突触前膜和突触后膜上，谷氨酸与 ｍＧｌｕ受体

结合后不但能产生兴奋性作用，并且可以产生抑制性神经作

用。ｍＧｌｕ受体有８种类型，可分为３组，分别是１组（ｍＧｌｕ１，

５）通过偶联Ｇｑ型蛋白激活磷脂酶Ｃ而发挥作用，２组（ｍＧｌｕ２，

３）和３组（ｍＧｌｕ４，６，７，８）通过偶联Ｇｉ／Ｇｏ型抑制ｃＡＭＰ活性，从

而减少Ｃａ２＋的流入而减少谷氨酸的释放，故谷氨酸信号的激发

在胰岛素分泌过程中发挥着关键作用，对谷氨酸转运体的深入

研究有利于加深了解胰岛素分泌的确切机制［１０］。
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２．２　中性粒细胞ＶＣＳ参数结果　ＭＤＳ、ＡＡ和对照组的中性

粒细胞ＶＣＳ参数值见表２。ＭＤＳ和ＡＡ患者中性粒细胞体积

增大，中性粒细胞平均体积（ＭＮＶ）值均明显大于对照组（犘＜

０．０１）；ＭＤＳ组中性粒细胞平均电导率（ＭＮＣ）值高于对照组，

而ＡＡ组与对照组差异无统计学意义（犘＞０．０５）；相对于对照

组和ＡＡ组，ＭＤＳ组中性粒细胞平均散射率（ＭＮＳ）值降低，差

异具有统计学意义（犘＜０．０１）。

表２　　中性粒细胞和淋巴细胞ＶＣＳ值（狓±狊）

组别 ＭＮＶ ＭＮＣ ＭＮＳ ＭＬＶ ＭＬＣ ＭＬＳ

对照组 １４２．８±４．５ １４５．４±３．０ １３２．２±４．２ ８６．５±２．５ １１４．４±２．７ ５０．７±２．２

ＭＤＳ组 １５５．２±１５．７ １４７．５±８．８ １２６．２±１１．９ ９１．８±７．２ １１８．３±７．４ ６０．７±１１．０

ＡＡ组 １５２．１±１１．２ １４６．４±８．８ １３２．５±１０．２ ８７．３±５．１ １１２．８±６．２ ５７．０±１２．８

２．３　淋巴细胞ＶＣＳ参数结果　ＭＤＳ、ＡＡ和健康对照组淋巴

细胞ＶＣＳ参数值见表２。ＭＤＳ组淋巴细胞体积增大，淋巴细

胞平均体积（ＭＬＶ）值大于对照组和 ＡＡ组（犘＜０．０１）；ＭＤＳ

组淋巴细胞平均电导率（ＭＬＣ）值高于对照组和 ＡＡ组，差异

有统计学意义（犘＜０．０１）；相对于对照组，ＭＤＳ组和 ＡＡ组淋

巴细胞光散射参数分布明显变宽，淋巴细胞平均散射率

（ＭＬＳ）值增高，差异均具有统计学意义（犘＜０．０１）。

３　讨　　论

ＭＤＳ是一种骨髓恶性克隆增殖性疾病，ＡＡ为干细胞增

殖分化障碍引起的疾病，ＭＤＳ和 ＡＡ均可以表现为全血细胞

减少，根据文献［３］报道 ＭＤＳ和 ＡＡ为引起全血细胞减少症

（ＰＣＰ）的常见血液系统疾病。ＭＤＳ和ＡＡ在临床诊断中存在

着很多困扰，极易与其他一些血液疾病混淆，其中尤以增生减

退型 ＭＤＳ与慢性再障之间的鉴别十分困难
［４５］，因此寻找更

多有价值的实验室诊断指标显得很重要。

血常规为临床常规检测项目，具有创伤小、方便、经济等特

点。近年来，随着全自动血液分析仪检测技术的发展，提供的

参数越来越多。而其中细胞 ＶＣＳ参数越来越受到大家的重

视，ＶＣＳ参数能敏感地反映细胞的形态学改变，被证明在多种

疾病诊断中具有一定的应用价值。例如中性粒细胞ＶＣＳ参数

可以用于细菌性感染、血液病等的诊断及鉴别诊断，而且还可

能与肿瘤的预后相关［６７］，而淋巴细胞的ＶＣＳ参数则对恶性淋

巴瘤等疾病具有诊断价值［８９］。

本研究通过对 ＭＤＳ和 ＡＡ两组疾病的外周血中性粒细

胞和淋巴细胞ＶＣＳ参数研究发现，ＭＤＳ和 ＡＡ患者中性粒细

胞和淋巴细胞 ＶＣＳ参数与对照组相比，存在异常改变。ＡＡ

患者 ＭＮＶ 和 ＭＬＳ增高，ＭＬＣ降低，而 ＭＤＳ患者 ＭＮＶ、

ＭＮＣ、ＭＬＶ、ＭＬＣ和 ＭＬＳ均增高，ＭＮＳ降低。

ＭＤＳ和ＡＡ患者外周血白细胞存在形态学上的改变。

ＭＤＳ患者中性粒细胞可见假性佩尔杰异常症血象（Ｐｅｌｇｅｒ

Ｈｕｅｔ）畸形，中性粒细胞核分叶异常，颗粒少或缺失，并可能出现

一些病态的淋巴细胞。而ＡＡ患者中性粒细胞内可见类中毒性

颗粒，可有活化的抑制性Ｔ淋巴细胞群增多
［１］，而这些形态学

上的改变导致了中性粒细胞和淋巴细胞ＶＣＳ参数的变化。

综上所述，ＭＤＳ和ＡＡ患者外周血中性粒细胞和淋巴细

胞ＶＣＳ参数存在异常改变，其中 ＭＮＳ、ＭＬＶ和 ＭＬＣ对 ＭＤＳ

和ＡＡ患者的鉴别诊断具有一定应用价值。
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