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　　［摘要］　目的　初步探讨Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ对高糖作用下胰岛细胞胰岛素分泌的作用及其机制。方法　 体外
培养大鼠胰岛瘤β细胞株（ＩＮＳ１），将ＩＮＳ１细胞分为对照组（１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、高糖组（３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖）、药物组（１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋１μｍｏｌ／ＬＭｉｂｅｆｒａｄｉｌ、１μｍｏｌ／ＬＮＮＣ５５－０３９６、１０μｍｏｌ／Ｌ尼卡
地平）、高糖＋药物组（３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋１μｍｏｌ／ＬＭｉｂｅｆｒａｄｉｌ、１μｍｏｌ／ＬＮＮＣ５５－０３９６、１０μｍｏｌ／Ｌ
尼卡地平），先用不同浓度葡萄糖孵育细胞４８ｈ，再按分组加入药物继续孵育２４ｈ。采用放射免疫法检
测细胞培养上清胰岛素含量，ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｔ型钙通道 ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基表达。结果
　与对照组相比，高糖组能够明显增加细胞胰岛素分泌（Ｐ＜０．０５）和胰岛细胞 Ｔ型钙通道 ｃａｖ３．１、
ｃａｖ３．２基因及蛋白表达（Ｐ＜０．０５），而药物组胰岛细胞胰岛素分泌水平和Ｔ型钙通道ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚
基基因及蛋白表达则与对照组无显著差异（Ｐ＞０．０５）；与高糖组相比，高糖 ＋药物组可不同程度降低
ＩＮＳ１细胞胰岛素分泌，其中Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ组显著降低胰岛素分泌（Ｐ＜０．０５）和Ｔ型钙通道ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２
亚基基因及蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ可能通过下调胰岛细胞 Ｔ型钙通道 ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２
亚基表达抑制高糖作用下ＩＮＳ１细胞胰岛素分泌。
　　［关键词］　 Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ；胰岛细胞；胰岛素分泌；糖尿病
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（１１．１ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ＋１μｍｏｌ／Ｌｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ，１μｍｏｌ／ＬＮＮＣ５５０３９６，１０μｍｏｌ／Ｌｎｉｃａｒｄｉｐｉｎｅ），ａｎｄｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ＋ｄｒｕｇｇｒｏｕｐ（３３．３ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ＋１μｍｏｌ／Ｌｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ，１μｍｏｌ／ＬＮＮＣ５５０３９６，１０μｍｏｌ／Ｌ
ｎｉｃａｒｄｉｐｉｎｅ）．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｈａｄｂｅｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅｆｏｒ４８ｈ，ａｎｄ
ｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｄｒｕｇｓｆｏｒａｎｏｔｈｅｒ２４ｈ．ＴｈｅｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆＩＮＳ１ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｔｙｐｅｃａｌｃｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓｕｂｕｎｉｔｓｃａｖ３．１

０６６
第３７卷第７期
２０１５年４月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．７
Ａｐｒ．１５　２０１５



ａｎｄｃａｖ３．２ａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｓｕｌｉｎｒｅｌｅａｓｅｉｎ
ｔｈｅｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃａｖ３．１ａｎｄｃａｖ３．２（Ｐ＜
００５）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｉｎｓｕｌｉｎｒｅｌｅａｓｅａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅ
ｓｕｂｕｎｉｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ，
ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ＋ｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｉｎｓｕｌｉｎｒｅｌｅａｓｅｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍ，ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ＋ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌｓｈｏｗｅｄｓｔｒｏｎｇｅｒｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ
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　　２型糖尿病是以胰岛素抵抗及胰岛β细胞功能障
碍为特征的一种综合征，许多因素（如高血糖／糖毒
性、脂毒性、自身免疫、炎症、脂肪因子、胰岛淀粉样蛋

白）均可影响胰岛β细胞功能。慢性高血糖对胰岛素
合成／释放、细胞存活以及胰岛素敏感性产生不利影
响，其中涉及多种机制，包括破坏体内钙平衡［１］。钙

平衡的紊乱（例如葡萄糖介导的钙离子内流改变、内

质网钙损耗）对 β细胞生长／功能以及胰岛素分泌信
号通路均有不利作用［２］。胰岛β细胞上分布有 Ｌ型、
Ｐ／Ｑ型、Ｔ型钙离子通道，不同于高电压钙离子通道
（Ｌ、Ｎ、Ｐ／Ｑ、Ｒ型钙离子通道），Ｔ型钙通道是低电压
钙离子通道，是唯一一类允许钙离子在膜静息电位

内流的钙离子通道［３］，从而改变 β细胞胞内基础钙
离子浓度。

　　与特异性Ｔ型和Ｌ型钙离子通道拮抗剂（前者如
ＮＮＣ５５－０３９６，后者如尼卡地平）不同，Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ是
一类同时拮抗 Ｔ型和 Ｌ型钙离子通道的钙离子通道
阻滞剂，但它对Ｔ型钙离子通道拮抗作用为 Ｌ型钙离
子通道拮抗作用的３０～１００倍。新近发现，在瘦素受
体敲除小鼠ｄｂ／ｄｂ小鼠肝脏、脑组织中，较野生型小鼠
Ｔ型钙通道ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基蛋白表达明显增高，予
Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ腹腔注射后，ｄｂ／ｄｂ小鼠较野生型小鼠空腹
胰岛素、血糖、血脂明显降低［４］，但 Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ降低血
糖的机制仍不清楚，且无相关体外实验研究。本研究

拟采用高糖培养 ＩＮＳ１细胞构建细胞高糖模型，再用
Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ作用于 ＩＮＳ１细胞，同时采用 ＮＮＣ５５－
０３９６、尼卡地平作为对照药物，观察其对正常培养以及
高糖培养ＩＮＳ１细胞分泌胰岛素的影响，以及对ＩＮＳ１
细胞Ｔ型钙通道 ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基表达的作用，以
期初步探讨Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ对胰岛细胞功能的作用以及其
降低血糖可能的机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料及试剂
　　大鼠胰岛瘤β细胞株（ＩＮＳ１）购自北京协和细胞
库。Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ、ＮＮＣ５５－０３９６和尼卡地平均购自美国
Ｓｉｇｍａ公司，以 ＤＭＳＯ稀释，储备浓度为 １ｍｍｏｌ／Ｌ，
－２０℃保存，使用时用含１０％胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０培
养基稀释。其余试剂、设备名称和厂家如下：改良型

１６４０培养基、胰酶、胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）、
ＣＣＫ８试剂（武汉碧云天生物技术公司），ＲＴＰＣＲ逆
转录试剂盒、扩增试剂盒（ＴａＫａＲａ公司），抗ｃａｖ３．１兔
多克隆抗体、抗ｃａｖ３．２兔多克隆抗体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司，工作浓度为 １∶２００），抗 βａｃｔｉｎ兔单克隆抗体
（北京中杉金桥公司，工作浓度为１∶４０００），辣根过氧
化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ二抗（北京中杉金桥公司，工
作浓度为１∶５０００），ＥＣＬ化学发光显影剂（武汉碧云
天生物技术公司）；光学显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公司），电
泳仪、转膜仪、凝胶成像仪、酶标仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公
司），脱色摇床（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养方法　　复苏冻存的ＩＮＳ１细胞株，
置于含 １０％胎牛血清的 １６４０培养液中，于 ３７℃，
５％ ＣＯ２的恒温箱进行培养，当细胞贴壁生长融合至
７０％～８０％时用０．２５％胰酶进行消化并传代。
１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测Ｔ型钙通道 ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基
基因表达。

１．２．２．１　总ＲＮＡ制备　　选取对数生长期、约７０％～
８０％贴壁的ＩＮＳ１细胞，５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养基培
养过夜，经０．２５％胰酶消化后，按２×１０５／ｍＬ接种于
６孔板内，每孔５００μＬ，正常培养基补足溶液体积为
２ｍＬ，待细胞贴壁后，分组培养细胞，分组一：①对照
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组（ＮＧ）：正常培养（即含１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基培养）；②ＨＧ１２４ｈ组：１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖培养２４ｈ；③ＨＧ１４８ｈ组：１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖培养４８ｈ；④ＨＧ１７２ｈ组：１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培
养７２ｈ；⑤ＨＧ２２４ｈ组：３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养
２４ｈ；⑥ＨＧ２４８ｈ组：３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养４８ｈ；
⑦ＨＧ２７２ｈ组：３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养 ７２ｈ；分组
二：①对照组（ＮＧ）：正常培养 ７２ｈ；②药物组（＋
Ｍｉｂ）：正常培养４８ｈ后加入１μｍｏｌ／ＬＭｉｂｅｆｒａｄｉｌ继续
培养２４ｈ；③高糖组（ＨＧ）：３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养
７２ｈ，④高糖＋药物组（ＨＧ＋Ｍｉｂ）：３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖培养４８ｈ后再加入１μｍｏｌ／ＬＭｉｂｅｆｒａｄｉｌ继续培养
２４ｈ。在相应时间点，按试剂说明书用 ＴＲＩｚｏｌ一步提
取法提取总ＲＮＡ（６孔板每孔加入０．５ｍＬＴＲＩｚｏｌ）。
１．２．２．２　ＲＴＰＣＲ　　以５００ｎｇ总 ＲＮＡ为模板逆转
录成ｃＤＮＡ，根据 ＴａＫａＲａ扩增试剂盒说明分别加入
ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２、βａｃｔｉｎ特异性引物、相应试剂、ｃＤＮＡ
分别进行扩增，反应体系为１０μＬ，采用高温启动法进
行ＰＣＲ循环（表１）。取不同目的基因扩增产物进行
琼脂糖凝胶电泳，电泳结束后用凝胶图像采集系统进

行图像采集，并拍照保存。ＲＴＰＣＲ图片用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ行相对光密度值量化分析。

表１　ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２、βａｃｔｉｎ基因ＲＴＰＣＲ引物序列

目的基因 引物序列
扩增片

段（ｂｐ）

退火

温度

循环数

（个）

ｃａｖ３．１
上游：５′ＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＣＡＧＧＴＧＧＡＡＣ３′

下游：５′ＴＣＡＧＣＡＣＧＡＡＧＧＡＣＡＣＡＡＡＧ３′
５０１ ５７．３℃，３０ｓ３５

ｃａｖ３．２
上游：５′ＴＣＡＧＣＡＣＧＡＡＧＧＡＣＡＣＡＡＡＧ３′

下游：５′ＡＧＴＴＴＣＣＴＣＴＴＴＧＧＧＧＧＣＴＡ３′
４０２ ５７．３℃，３０ｓ３５

βａｃｔｉｎ
上游：５′ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＧＡＣＣＧＡＧ３′

下游：５′ＴＣＣＣＧＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡ３′
２４９ ５０．３℃，３０ｓ３５

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｔ型钙通道 ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２
亚基蛋白表达　　选取约 ５０％ ～６０％贴壁细胞经
５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养基培养过夜后，分组同１．２．２．
１，在相应时间点按照哺乳动物细胞裂解液说明书步骤
于冰上进行蛋白提取，采用分光光度计法测定蛋白浓

度，调整蛋白浓度，变性蛋白保存于 －８０℃。每孔上
样１００μｇ做 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，用湿转法将蛋白转至
０４５μｍｏｌ／ＬＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉室温置于脱色
摇床上封闭１～２ｈ，孵育兔抗ｃａｖ３．１以及兔抗ｃａｖ３．２
（工作浓度为１∶２００），４℃孵育过夜，１×ＴＢＳＴ缓冲液
洗膜（１５ｍｉｎ／次，３次），室温孵育对应辣根标记物二
抗（工作浓度为１∶７０００～９０００）１～２ｈ，再次予１×
ＴＢＳＴ缓冲液洗膜（１５ｍｉｎ／次，３次），显影液显色后置

凝胶成像仪拍照保存。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图片用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ行相对光密度值量化分析。
１．２．４　胰岛素含量检测　　按１．２．１要求收集细胞，
按２．５×１０４／ｍＬ接种于４８孔板内，每孔１ｍＬ，待细胞贴
壁后，分组培养细胞，分组如下：①对照组（ＮＧ）：正常
培养７２ｈ；②高糖组（ＨＧ）：３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养
７２ｈ；③药物组（＋Ｍｉｂ、＋ＮＮＣ、＋Ｎｉｃ、＋ＮＮＣ＋Ｎｉｃ）：
正常培养４８ｈ后再按分组分别加入药物（１μｍｏｌ／ＬＭｉ
ｂｅｆｒａｄｉｌ、１μｍｏｌ／ＬＮＮＣ５５－０３９６、１０μｍｏｌ／Ｌ尼卡地平、
１μｍｏｌ／ＬＮＮＣ５５－０３９６＋１０μｍｏｌ／Ｌ尼卡地平）继续培
养２４ｈ；④高糖＋药物组（ＨＧ＋Ｍｉｂ、ＨＧ＋ＮＮＣ、ＨＧ＋
Ｎｉｃ、ＨＧ＋ＮＮＣ＋Ｎｉｃ）：３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养４８ｈ
后再按分组分别加入药物（１μｍｏｌ／ＬＭｉｂｅｆｒａｄｉｌ、
１μｍｏｌ／ＬＮＮＣ５５－０３９６、１０μｍｏｌ／Ｌ尼卡地平、１μｍｏｌ／Ｌ
ＮＮＣ５５－０３９６＋１０μｍｏｌ／Ｌ尼卡地平）继续培养２４ｈ，
在相应时间点吸出培养液，每孔加入 ５００μＬ无糖
ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ缓冲液３７℃细胞培养箱孵育３０ｍｉｎ，吸
出缓冲液，每孔分别加入含 ３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的
ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ缓冲液，３７℃细胞培养箱继续培养１ｈ，从
每孔吸取５００μＬ上清，依次做好标记。每孔再分别加
入含１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的ＫｒｅｂｓＲｉｎｇｅｒ缓冲液，３７℃
细胞培养箱继续培养１ｈ，从每孔吸取５００μＬ上清，依
次做好标记，将所有上清于离心机以４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ，每组吸取３００μＬ上清［４］，做好标记，送往

第三军医大学西南医院核医学科放射免疫实验室行放

免法检测胰岛素含量。

１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计处理，数据以 珋ｘ±ｓ
表示。计量资料两组间比较用 ｔ检验，多组间比较用
单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＩＮＳ１细胞体外培养
　　在倒置显微镜下观察 ＩＮＳ１细胞形态，正常的
ＩＮＳ１细胞贴壁生长，形态呈多角形（图１）。

图１　倒置显微镜观察ＩＮＳ１细胞形态变化　（×１００）
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２．２　高糖对ＩＮＳ１细胞中 Ｔ型钙通道 ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２
亚基表达的作用

　　随高糖浓度、作用时间不同，ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基
基因表达不同程度升高，其中 ｃａｖ３．１在１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖、３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖作用４８、７２ｈ表达均明显
升高（Ｐ＜０．０５，图２Ａ、２Ｂ），ｃａｖ３．２在１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡
萄糖作用７２ｈ，３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖作用４８、７２ｈ表达
均明显升高（Ｐ＜０．０５，图２Ａ、２Ｃ）。随高糖浓度、作用
时间不同，ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基蛋白表达不同程度升
高，ｃａｖ３．１在１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖作用４８、７２ｈ表达
均明显升高、３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖作用２４、４８、７２ｈ表
达均明显升高（Ｐ＜０．０５，图３Ａ、３Ｂ），ｃａｖ３．２在１６．７、
３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖作用７２ｈ表达均明显升高（Ｐ＜
０．０５，图３Ａ、３Ｃ）。结合高糖对 Ｔ型钙通道两个亚基
基因及蛋白表达的作用，将３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ高糖作用７２ｈ
作为后续实验条件。
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１：对照组；２：ＨＧ１２４ｈ组；３：ＨＧ１４８ｈ组；４：ＨＧ１７２ｈ
组；５：ＨＧ２２４ｈ组；６：ＨＧ２４８ｈ组；７：ＨＧ２７２ｈ组；
Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与
对照组比较

图２　ＲＴＰＣＲ检测不同浓度高糖对ＩＮＳ１细胞Ｔ型钙
通道ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基基因表达的影响
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１：对照组；２：ＨＧ１２４ｈ组；３：ＨＧ１４８ｈ组；４：ＨＧ１７２ｈ
组；５：ＨＧ２２４ｈ组；６：ＨＧ２４８ｈ组；７：ＨＧ２７２ｈ组；
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．
０５，与对照组比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ不同浓度高糖对ＩＮＳ１细胞Ｔ型钙

通道ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基蛋白表达的影响

２．３　Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ、ＮＮＣ５５－０３９６、尼卡地平对 ＩＮＳ１细
胞胰岛素分泌的作用

　　据预实验结果，高糖作用浓度及时间为３３．３ｍｍｏｌ／Ｌ
高糖作用 ７２ｈ，最佳药物作用浓度及时间分别为
１μｍｏｌ／ＬＭｉｂｅｆｒａｄｉｌ、１μｍｏｌ／ＬＮＮＣ５５－０３９６、１０μｍｏｌ／Ｌ
尼卡地平作用２４ｈ，应用于本实验中，各组细胞予不同
浓度葡萄糖培养４８ｈ后再按分组再予药物继续培养
２４ｈ，以达到最佳作用时间，按分组培养细胞。结果表
明：高糖组（ＨＧ）较对照组（ＮＧ）显著升高细胞基础胰
岛素分泌（３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖刺激）和葡萄糖刺激胰
岛素分泌（１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖刺激）（Ｐ＜０．０５）；与
对照组比较，药物干预组细胞胰岛素分泌（基础分泌

以及葡萄糖刺激胰岛素分泌）均无显著差异（Ｐ＞
００５）；与高糖组相比，高糖 ＋药物干预组均能不同程
度降低细胞胰岛素分泌（基础分泌以及葡萄糖刺激胰

岛素分泌），但其中仅 Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ作用显著（Ｐ＜０．０５，
表２）。

表２　不同药物对正常和高糖作用后ＩＮＳ１胰岛素分泌的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＮＧ ＋Ｍｉｂ ＋ＮＮＣ ＋Ｎｉｃ ＋ＮＮＣ＋Ｎｉｃ
３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖刺激 ７８．９６±７．６７ ７２．９２±３．５１ ７１．１２±５．２８ ７３．７４±４．１９ ６５．３４±１３．６６
１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖刺激 ９６．６２±１４．１５ ８２．３１±９．１６ ７１．１２±５．２８ ８５．３１±９．５５ ８８．１９±５．４２

组别 ＨＧ ＨＧ＋Ｍｉｂ ＨＧ＋ＮＮＣ ＨＧ＋Ｎｉｃ ＨＧ＋ＮＮＣ＋Ｎｉｃ
３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖刺激 １０１．７７±４．１５ａ ７７．８３±１１．１５ｂ ８６．３６±１５．２５ ８７．３５±１２．２０ ８６．５９±６．２５
１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖刺激 １２５．９８±１４．６６ａ ９１．２４±９．５３ｂ １０４．５１±１２．３８ １０６．６２±１１．８１ １０７．３１±２１．１５

ＮＧ：对照组　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ＨＧ：高糖培养组　ｂ：Ｐ＜０．０５，与高糖培养组比较
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２．４　Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ对 Ｔ型钙通道 ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基的
作用

　　基于 Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ对 ＩＮＳ１细胞胰岛素分泌的抑制
作用明显优于ＮＮＣ５５－０３９６以及尼卡地平，以 Ｍｉｂｅ
ｆｒａｄｉｌ为最佳药物进行本实验，分组如 １．２．２．１分组
二，结果表明：与对照组相比，药物组 Ｔ型钙通道
ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基的基因及蛋白表达无显著差异
（Ｐ＞０．０５）；而高糖＋药物组较高糖组显著降低 Ｔ型
钙通道ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基的基因（图４Ａ、４Ｂ）及蛋白
（图５Ａ、５Ｂ）表达（Ｐ＜０．０５），Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ对胰岛细胞
ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基基因及蛋白表达的作用与其对胰
岛细胞胰岛素分泌的作用是一致的。

３　讨论

　　本研究发现，高糖培养 ＩＮＳ１细胞明显增高 Ｔ型
钙通道 ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基表达，Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ作用于
ＩＮＳ１细胞，对正常培养胰岛细胞胰岛素分泌无明显
作用，而对高糖培养胰岛细胞胰岛素分泌有抑制作用，

且较ＮＮＣ５５－０３９６、尼卡地平以及 ＮＮＣ５５－０３９６与
尼卡地平联合应用作用更显著，这与前述研究发现

Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ较ＮＮＣ５５－０３９６、尼卡地平更显著降低ｄｂ／
ｄｂ小鼠血糖、空腹胰岛素而对野生型小鼠无此作用这
一研究结果［５］基本一致。在此基础上，进一步观察

Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ对ＩＮＳ１细胞Ｔ型钙通道 ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚

基表达的作用，发现Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ对正常培养组细胞Ｔ型
钙通道亚基表达无明显作用，而对高糖培养组细胞

ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基表达有显著降低作用，由此推断，
Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ可能通过下调 Ｔ型钙通道表达抑制高糖诱
导ＩＮＳ１细胞的胰岛素分泌。
　　既往对 Ｔ型钙通道研究主要集中于其在癫痫病
理生理过程中作用以及对调节各种细胞功能的作用，

如细胞增殖、神经递质释放、树突整合、感觉信号传播、

疼痛信号通路等［６］。新近研究发现 Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ显著降
低ｄｂ／ｄｂ小鼠空腹胰岛素、血糖、血脂，而对野生型小
鼠无此作用［５］，但在胰腺组织中对 Ｔ型钙通道以及 Ｔ
型钙通道拮抗剂Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ的研究尚未涉及。事实上，
有研究发现 Ｔ型钙通道通过增强全细胞兴奋性有利
于大鼠胰岛素瘤细胞株 ＩＮＳ１细胞胰岛素释放［７］，但

本实验进一步研究 Ｔ型钙通道拮抗剂的作用并初步
探讨了 Ｔ型钙通道表达与胰岛素的关系。由于 Ｍｉｂｅ
ｆｒａｄｉｌ既能作用于Ｔ型钙通道又能作用于 Ｌ型钙离子
通道，且已有基础［８｝及临床研究［９］证实了 Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ
的降血压作用，那么能否将Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ应用于糖尿病并
发高血压患者，以期改善其高胰岛素血症同时在降压

治疗上获益这将是我们今后研究的重点。

　　本研究发现 Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ能显著抑制高糖诱导的
ＩＮＳ１细胞胰岛素分泌，培养上清中的胰岛素含量一
方面取决于胞内胰岛素合成量，另一方面取决于胞内
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图４　ＲＴＰＣＲ检测Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ对正常和高糖作用后ＩＮＳ１

细胞Ｔ型钙通道ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基基因表达的影响
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图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ对正常和高糖作用后ＩＮＳ１

细胞Ｔ型钙通道ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２亚基蛋白表达的影响
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胰岛素的胞外分泌量。而 Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ降低高糖作用下
胰岛细胞胰岛素分泌是通过降低胞内胰岛素合成还是

通过减少胰岛细胞胞内胰岛素胞外分泌尚需进一步研

究证实。胰岛 β细胞典型的电活动是一系列葡萄糖
诱导潜在动作电位爆发以及同步发生的钙离子振荡，

早有研究证实Ｔ性钙通道激活降低ＩＮＳ１细胞动作电
位阈值，动作电位阈值减低会导致发生频率增加［７｝，

而动作电位发生同步发生钙离子振荡［１０］，胰岛素释放

的波动与钙离子振荡的变化也是同步的［１１］。本研究

中Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ对体外培养 ＩＮＳ１细胞胰岛素分泌的作
用与其对Ｔ型钙通道ｃａｖ３．１、ｃａｖ３．２表达的作用是一
致的，由此推测Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ可能通过拮抗Ｔ型钙通道导
致胰岛细胞动作电位阈值升高，从而抑制高糖作用下

ＩＮＳ１细胞胰岛素分泌，但本研究缺乏相关体内实验
进行验证。近期研究通过免疫共沉淀发现神经细胞中

突触融合蛋白１Ａ／ｃａｖ３．２复合体的存在，而突触融合
蛋白１Ａ／ｃａｖ３．２复合体可介导神经细胞中神经递质低
阈值胞外分泌［３］。但 Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ是否可作用于神经细
胞中突触融合蛋白１Ａ／ｃａｖ３．２复合体以及胰岛细胞中
是否存在突触融合蛋白１Ａ／ｃａｖ３．２复合体尚需进一步
研究证实。

　　综上，本研究揭示Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ可能通过下调Ｔ型钙
通道抑制高糖诱导 ＩＮＳ１细胞的胰岛素分泌水平，从
而为深入研究Ｍｉｂｅｆｒａｄｉｌ在２型糖尿病中的作用机制
和新的治疗靶点提供新的依据，以期为糖尿病伴发高

血压患者治疗提供一种新的治疗思路。
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