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高糖环境对胰岛β细胞系转录组表达谱的影响
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　　［摘要］　目的　研究高浓度葡萄糖刺激因素对１型糖尿病（ｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｅｓ，Ｔ１Ｄ）模型小鼠来源的
胰岛β细胞系全转录组表达谱的影响，探讨高糖环境因素参与Ｔ１Ｄ发病的可能机制。方法　将处于对
数生长期的非肥胖糖尿病（ｎｏｎｏｂｅｓｅｄｉａｂｅｔｉｃ，ＮＯＤ）小鼠来源的胰岛 β细胞系 ＮＩＴ１细胞分为对照组
（ＮＩＴ１）和高糖处理组（ＨＧ），采用 ＲＮＡＳｅｑ技术进行全转录组测序，获取差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），并对 ＤＥＧｓ进行 ＧＯ注释以及 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ富集性分析。结果　 ＮＩＴ１组和
ＨＧ组之间共检测到 ＤＥＧｓ５５４８个；其中 ＨＧ组上调 ＤＥＧｓ２７０１个，下调 ＤＥＧｓ２８４７个，其中上调
ＤＥＧｓ显著富集在内质网应激、内质网蛋白加工处理、泛素化介导的蛋白质降解、自噬、凋亡等途径；下
调基因主要富集在核糖体、代谢、生物合成、细胞周期、ＤＮＡ复制等途径。ＨＧ组部分关键 Ｔ１Ｄ自身抗
原的ｍＲＮＡ表达显著增加。结论　高糖诱导胰岛β细胞系全转录组显著变化，表现出胰岛β细胞自身
抗原的表达及抗原加工、处理能力增强，提示高糖因素可能与诱导β细胞自身免疫反应及Ｔ１Ｄ的发生、
发展有关。
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　　１型糖尿病（ｔｙｐｅ１ｄｉａｂｅｔｅｓ，Ｔ１Ｄ）是胰岛 β细胞
自身抗原特异性Ｔ细胞介导 β细胞破坏，导致胰岛素
分泌绝对不足而引起糖代谢功能紊乱的一种器官特异

性自身免疫性疾病［１］。目前 Ｔ１Ｄ的发病机制仍不完
全清楚，但遗传因素和环境因素均发挥重要作用。目

前已发现５０多个基因位点与 Ｔ１Ｄ易感有关，这些基
因位点可能影响β细胞功能、免疫调节和胰岛素表达
等［２］，同时，饮食、肠道微生物、感染、药物等环境因素

是Ｔ１Ｄ发病的诱因［３］。现已清楚，环境因素如感染诱

生的ＩＬ１β、ＩＦＮγ以及ＴＮＦα等炎症因子可以在早期
通过诱导β细胞内质网应激、凋亡及自身抗原形成，
促进Ｔ１Ｄ发病［４］。

　　流行病学调查结果初步显示：Ｔ１Ｄ易感儿童进展
为Ｔ１Ｄ的可能性与摄入的总糖量显著相关［５］，从而推

测长期高糖饮食可能成为 Ｔ１Ｄ发病的诱因。尽管已
有证据显示高糖环境也能诱导胰岛 β细胞发生内质
网应激和凋亡，并且在患２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ，
Ｔ２Ｄ）个体中，胰岛β细胞长期暴露于高糖环境中可发
生功能失调及凋亡［６］，但高糖环境是否成为 Ｔ１Ｄ发病
的诱因尚缺乏实验依据。本研究拟利用全转录组测序

（ＲＮＡＳｅｑ）技术，系统研究高糖环境对非肥胖性糖尿
病（ｎｏｎｏｂｅｓｅｄｉａｂｅｔｉｃ，ＮＯＤ）小鼠来源的胰岛 β细胞
系ＮＩＴ１细胞全转录组的影响，旨在全面分析高糖环
境刺激对胰岛 β细胞关键生物学功能产生的潜在影
响，为进一步理解高糖环境因素参与 Ｔ１Ｄ发病的机制
提供新的切入点。

１　材料与方法

１．１　主要材料、细胞培养和实验分组
　　ＮＩＴ１细胞为本实验室长期保存。其他材料包
括：Ｆ１２ＫＮｕｔｒｉｅｎｔＭｉｘｔｕｒｅ培养基、胎牛血清（美国
Ｇｉｂｃｏ公司），青霉素链霉素溶胶（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司），胰蛋白酶（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）、ＰＢＳ（中杉金桥公
司）、葡萄糖（瑞士罗恩公司）、ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（美国
Ａｍｂｉｏｎ公司），ＴＢＧｒｅｅｎｐｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ试剂盒（日本
ＴａＫａＲａ公司）。

　　ＮＩＴ１细胞培养于含１０％胎牛血清、１％青霉素链
霉素溶胶、７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的 Ｆ１２Ｋ完全培养基中，
３７℃，５％ＣＯ２，贴壁细胞融合程度达到 ８０％时，按照
１∶２传代。ＮＩＴ１组：Ｆ１２Ｋ完全培养基常规培养 ４８ｈ
收取细胞。ＨＧ组：２０ｍｍｏｌ／Ｌ高浓度葡萄糖预处理
２４ｈ，撤离后继续常规培养２４ｈ后收取细胞。各组取
３个生物学重复样品，各取２×１０６个细胞，用ＴＲＩｚｏｌ试
剂重悬后进行实验。

１．２　样品ＲＮＡ提取及全转录组测序
　　使用 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）磁珠富集 ｍＲＮＡ以后，用打断试
剂将 ｍＲＮＡ片段化，用 ＰＣＲ仪合成一链以及二链
ｃＤＮＡ，在末端修复和接头连接后，进行 ＰＣＲ反应及产
物回收；最后将产物环化即得到最终的文库。使用

Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ检测文库的片段大小及浓度。
最终上机通过联合探针锚定聚合技术（ｃＰＡＳ）进行测
序，得到５０ｂｐ／１００ｂｐ／１５０ｂｐ的测序读长。
１．３　差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）

及生物信息学分析

　　将测序所得的 ｒａｗｒｅａｄｓ用 ＳＯＡＰｎｕｋｅ软件［７］进

行过滤，以去除接头污染、未知碱基Ｎ含量大于５％的
ｒｅａｄｓ和低质量的 ｒｅａｄｓ；使用 ＨＩＳＡＴ［８］将质控后得到
的ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ比对小鼠基因组参考基因组序列，进行
基因定量分析，定义 ＦＤＲ＜０．０５、ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞０为

有显著差异。差异基因的筛选基于 ＤＥｓｅｑ２方法［９］，

此法原理为负二项分布；筛选出 ＨＧ组与 ＮＩＴ１组的
ＤＥＧｓ。利用华大基因自主研发的 Ｄｒ．Ｔｏｍ平台对
ＤＥＧｓ进行聚类分析、ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析、蛋白互
作网络和转录因子等更深入的挖掘分析。随后对样品

中检测到的所有基因进行基因集富集分析（ｇｅｎｅｓｅｔ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）。
１．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测
　　ＮＩＴ１组和ＨＧ组细胞处理同前，采用 ＴＲｌｚｏｌ试剂
提取细胞总 ＲＮＡ，Ｎａｎｏｄｒｏｐ分光光度计检测 ＲＮＡ样
本的浓度；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ试剂盒将 ＲＮＡ
反转录成 ｃＤＮＡ，用于 ＰＣＲ反应。反应条件：９５℃预
变性３ｍｉｎ，循环 １次；９５℃变性１０ｓ，５８℃退火１０ｓ，
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７２℃延伸２０ｓ，共循环 ３９次。所有基因使用 βａｃｔｉｎ
作为内参基因，采用２－△△Ｃｔ方法进行结果统计分析，
引物序列见表１。
１．５　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行统计处理，数据
以 珋ｘ±ｓ表示。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ数据采用两独立样本均
数的ｔ检验，检验水准：α＝０．０５。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列与片段长度

基因名称 引物序列（５＇→ ３＇） 扩增长度／ｂｐ

Ｉｎｓ２
上游 ＧＣＴＴＣＴＴＣＴＡＣＡＣＡＣＣＣＡＴＧＴＣ
下游 ＡＧＣＡＣＴＧＡＴＣＴＡＣＡＡＴＧＣＣＡＣ

１４７

ＣｈｇＡ
上游 ＣＣＡＡＧＧＴＧＡＴＧＡＡＧＴＧＣＧＴＣ
下游 ＧＧＴＧＴＣＧＣＡＧＧＡＴＡＧＡＧＡＧＧＡ

１２９

ＡＴＦ６
上游 ＴＣＧＣＣＴＴＴＴＡＧＴＣＣＧＧＴＴＣＴＴ
下游 ＧＧＣＴＣＣＡＴＡＧＧＴＣＴＧＡＣＴＣＣ

１９０

Ａｃｔｉｎ
上游 ＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡＧ
下游 ＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡＧＡＡＧＧ

１１６

Ｔｘｎｉｐ
上游 ＧＧＣＣＧＧＡＣＧＧＧＴＡＡＴＡＧＴＧ
下游 ＡＧＣＧＣＡＡＧＴＡＧＴＣＣＡＡＡＧＴＣＴ

１３４

Ｕｂｅ３ａ
上游 ＡＴＣＣＣＡＧＴＣＴＧＡＧＧＡＣＡＴＴＧＡ
下游 ＧＣＡＣＡＡＡＡＣＴＣＡＴＴＣＧＴＧＣＡＧ

１２６

２　结果

２．１　各组样本测序质控情况
　　ＨＧ组３个生物学重复得到的原始 ｒｅａｄｓ数（×１０６）、
过滤后的ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ（×１０６）以及ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ占比分别
为４５．５７、４５．５７、４５．５７；４４．９３、４４．９５、４５．００；９８．５８％、
９８．６４％、９８．７４％。ＮＩＴ１组 ３个生物学重复得到的原
始 ｒｅａｄｓ数（×１０６）、过滤后的 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ（×１０６）以及
ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ占比分别为 ４５．５７、４５．５７、４５．５７；４４．７９、
４４．９０、４４．８９；９８．２７％、９８．５２％、９８．５０％（表２）。其中
各样本碱基质量值大于等于３０占比均在８５％以上，提
示测序质量较好。

表２　两组样本ｒｅａｄｓ数比较

组别
原始ｒｅａｄｓ

（×１０６）

ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ

（×１０６）

ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ
（％）

碱基质量值

≥３０％（％）

ＨＧ１ ４５．５７ ４４．９３ ９８．５８ ９１．９４

ＨＧ２ ４５．５７ ４４．９５ ９８．６４ ９１．５１

ＨＧ３ ４５．５７ ４５．００ ９８．７４ ９１．２６

ＮＩＴ１１ ４５．５７ ４４．８９ ９８．５０ ９１．１２

ＮＩＴ１２ ４５．５７ ４４．７９ ９８．２７ ９１．７３

ＮＩＴ１３ ４５．５７ ４４．９０ ９８．５２ ９１．６２

２．２　各组生物学重复样本的基因表达量及相关性分析
　　两组样本的基因表达量的Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数如图１

所示，相关系数越高，代表基因表达水平越相似。结果

显示：ＨＧ组３个生物学重复样本ＨＧ１、２、３的检测结
果一致性较好，而 ＮＩＴ１组中生物学重复样品 ＮＩＴ１１
与ＮＩＴ１２、ＮＩＴ１３存在明显偏离。因此，为了减少误
差，后续分析将ＮＩＴ１１样本数据剔除。
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颜色代表Ｐｅａｒｓｏｎ相关性系数（颜色越深，代表相关性越
高，颜色越浅，代表相关性越低）

图１　ＨＧ组和ＮＩＴ１组样本相关性分析

２．３　差异表达基因（ＤＥＧｓ）的筛选及聚类分析
　　ＨＧ组和ＮＩＴ１组之间检测到ＤＥＧｓ５５４８个，其中
ＨＧ组上调 ＤＥＧｓ２７０１个，下调 ＤＥＧｓ２８４７个（图
２Ａ）。对其中 ３０３个差异较大的 ＤＥＧｓ（ＦＤＲ＜０．０５，
ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞１）进行聚类分析，获得聚类热图（图
２Ｂ），更直观看到组间ＤＥＧｓ表达量的变化以及组内样
品表达一致性。

２．４　ＤＥＧｓ的 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ富集分析以及 ＧＯ生物
学过程富集分析

　　对全部ＤＥＧｓ进行ＫＥＧＧ通路（ｐａｔｈｗａｙ）和ＧＯ生
物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ）富集分析，前２０位结果如
图３所示。分别对上、下调 ＤＥＧｓ进行 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ
和ＧＯ生物学过程富集分析，前１０位结果显示：上调基
因主要富集在 ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｆｌｙ、Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｆｌｙ、Ａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｉｍａｌ、Ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｉｎｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ、ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ等通路，以及ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏＤＮＡ ｄａｍａｇｅｓｔｉｍｕｌｕｓ、ｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔ、
ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｂｙＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅡ、
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ、ｍＲＮＡ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ等相关生物学过程（表３）。下调基因主要富集
在 Ｒｉｂｓｏｍｅ、Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ、Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ、
ＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ等通路以及 ＤＮＡｒｅｐａｉｒ、ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ、
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ、ｒＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ等生物学过程（表４）。
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图３　差异基因的ＫＥＧＧ（Ａ）和ＧＯ（Ｂ）富集分析

２．５　差异基因生物学功能的ＧＳＥＡ验证
　　对样品中检测到的所有基因进行 ＧＳＥＡ验证（表
５、６），可以看到，胰岛素分泌通路、泛素介导的蛋白质
降解、炎症反应、抗原的提呈等通路的富集分数均大于０，
说明他们在ＨＧ组的表达上调，与ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ对上

调基因的富集分析的结果（表３）基本一致。同时泛素
化介导的蛋白质降解、胰岛素分泌相关过程、自噬及抗

原加工提呈等生物学过程也与 ＧＯ功能显著性分析结
果（表 ３）基本一致，均在 ＨＧ组中表达上调，说明
ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ和ＧＯ富集方法的可靠性较高。
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表３　ＨＧ组上调ＤＥＧｓ的ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ以及ＧＯ富集分析

通路名称 富集基因数 校正后的显著性

上调基因前１０位ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ

　ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｆｌｙ ８７ １．４９Ｅ０５

　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｆｌｙ ６１ １．４９Ｅ０５

　Ａｄｈｅｒｅｎｓｊｕｎｃｔｉｏｎ ７５ ６．３４Ｅ０４

　Ａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｉｍａｌ １５０ ８．６７Ｅ０４

　ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ３３２ ０．００１１６４７６１

　Ｈｅｄｇｅｈｏｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｆｌｙ ２８ ０．００１２４７６８６

　Ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｉｎｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ １９２ ０．００２１９１８１２

　Ｃｈｏｌｉｎｅｒｇｉｃｓｙｎａｐｓｅ １１９ ０．００２１９１８１２

　Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｙｅａｓｔ ７１ ０．００２５６７４４６

　ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ １７１ ０．００２５６７４４６

上调基因ＧＯ分析前１０位ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓ

　ｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏＤＮＡｄａｍａｇｅｓｔｉｍｕｌｕｓ ４９２ １．６７Ｅ０７

　ｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔ ６５０ １．６７Ｅ０７

　ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｂｙＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅡ １２７４ １．０９Ｅ０６

　ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｃａｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ２８８ １．４４Ｅ０６

　ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ６９１ ２．３４Ｅ０６

　ｍＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ３９５ ５．４３Ｅ０６

　ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｂｙＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅡ １００１ １．４８Ｅ０５

　ｐｒｏｔｅｉｎｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｔｏｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ １５３ ２．６９Ｅ０５

　ｐｏｓｔｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ １１６ ６．４６Ｅ０５

　ＤＮＡｒｅｐａｉｒ ３６８ ９．０２Ｅ０５

表４　ＨＧ组下调ＤＥＧｓ的ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ以及ＧＯ富集分析

通路名称 富集基因数 校正后的显著性

下调基因前１０位ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ
　Ｒｉｂｏｓｏｍｅ ２２３ １．３６Ｅ１５
　Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ２７５ ３．６９Ｅ０９
　Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ４７４ ３．７９Ｅ０７
　Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ １０５ ２．０１Ｅ０６
　Ｃａｒｂｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １６１ ２．１２Ｅ０６
　Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ １３８ ２．１２Ｅ０６
　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ １４９７ ３．４７Ｅ０６
　ＲＮＡｔｒａｎｓｐｏｒｔ ２１１ ４．８２Ｅ０６
　ＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ３７ １．４０Ｅ０５
　Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄｏｏｃｙｔｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ９９ １．９７Ｅ０５
下调基因ＧＯ分析前１０位ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓ
　ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ ６７２ ５．２３Ｅ３１
　ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ ４２５ １．２４Ｅ２６
　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ４３７ ３．５７Ｅ２２
　ｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏＤＮＡｄａｍａｇｅｓｔｉｍｕｌｕｓ ４９２ ２．２３Ｅ１８
　ＤＮＡｒｅｐａｉｒ ３６８ ２．３７Ｅ１７
　ｍｉｔｏｔｉｃｃｅｌｌｃｙｃｌｅ １４０ ９．３７Ｅ１１
　ＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ １２４ １．１６Ｅ１０
　ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ９６ ３．２６Ｅ０９
　ｒＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ １７７ ４．１１Ｅ０９
　ｍＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ３９５ ２．１５Ｅ０８

８８５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表５　ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ富集分析的ＧＳＥＡ验证

通路代码 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ通路 富集基因数目 富集分数

４１４１ Ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｉｎｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ １６３ ０．１７２９８１７７

４９１１ Ｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ８４ ０．２１３７０７９４

４９１０ Ｉｎｓｕｌｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ １３６ ０．１２２９０２４５

４１２０ Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ １４４ ０．１８８６８４１７

４２１５ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｍｕｌｔｉｐｌｅｓｐｅｃｉｅｓ ３０ ０．１７８４０７９２

４６３０ ＪａｋＳＴＡＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ １２０ ０．３１０２４５８０

４０１０ ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ２７３ ０．１６３８６４２７

４０６４ ＮＦｋａｐｐａＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ７９ ０．２４１６１１９３

４６１２ Ａｎｔｉｇｅｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇａｎｄｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ７１ ０．１８２９４７５８

３０１０ Ｒｉｂｏｓｏｍｅ １７０ －０．２３８３９７９４

１１３０ Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ２２６ －０．３０５８２１８０

１１１０ Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ３８５ －０．２０４３０４８１

１２３０ Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ ８４ －０．３２６２３６４６

１２００ Ｃａｒｂｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １２８ －０．３２０４２７４０

４１１０ Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ １２８ －０．１７７７４９１４

３０３０ ＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ３５ －０．２９４２４３６０

表６　ＧＯ分析中ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓ的ＧＳＥＡ验证

通路代码 ＧＯ＿ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｃｅｓｓ名称 富集基因数目 富集分数

ＧＯ：００３０９６８ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ ４２ ０．２４８７９２６２

ＧＯ：００３４６２０ ｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ２２ ０．２４４１０５４４

ＧＯ：００３５７７４ ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｇｌｕｃｏｓｅｓｔｉｍｕｌｕｓ ３８ ０．４０２３１０５２

ＧＯ：００３１３９８ ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ６６ ０．１９３２６１５２

ＧＯ：０００６９１４ ａｕｔｏｐｈａｇｙ １４７ ０．１９９９１７８０

ＧＯ：００９７１９４ ｅｘｅｃｕｔｉｏｎｐｈａｓｅｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ １６ ０．３９７３５５６８

ＧＯ：０００６５１１ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｃａｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ２５５ ０．２８２３５０４８

ＧＯ：００５１７２６ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅ １４５ －０．２０８２２２７９

ＧＯ：００５１３０１ ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ ３８６ －０．１２９８７６４８

ＧＯ：０００６４１２ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ３１２ －０．２９１２７７７７

ＧＯ：０００６２８１ ＤＮＡｒｅｐａｉｒ ３４５ －０．１４３４５７９３

ＧＯ：００００２７８ ｍｉｔｏｔｉｃｃｅｌｌｃｙｃｌｅ １３０ －０．２３２４５７８８

ＧＯ：０００６２６０ ＤＮＡｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ １２０ －０．２１２２４９２６

ＧＯ：０００７０５９ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ８６ －０．２８３９８６３０

ＧＯ：０００６３６４ ｒＲＮＡｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ １５２ －０．１３６２３５２７

　　从这些ＤＥＧｓ中选择出与Ｔ１Ｄ自身抗原以及内质
网应激、蛋白质降解、加工及处理过程有关的基因，分析

它们在对照组和ＨＧ组的ｍＲＮＡ表达情况（图４），其中
Ｉｎｓ２（ＧｅｎｅＩＤ：１６３３４；蛋白名称：胰岛素Ⅱ）与胰岛素信
号通路有关；并且和ＣｈｇＡ（ＧｅｎｅＩＤ：１２６５２）编码的嗜铬
粒素Ａ（ＣｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡ）、Ｈｓｐａ５（ＧｅｎｅＩＤ：１４８２８）编码
的ＨＳＰＡ５（热休克蛋白５）以及Ｉｇｒｐ（ＧｅｎｅＩＤ：１４３７８）编
码的ＩＧＲＰ葡萄糖６磷酸酶催化亚基相关蛋白）同为关
键的胰岛β细胞自身抗原；Ａｔｆ６（ＧｅｎｅＩＤ：２２６６４１）涉及
内质网应激反应通路；Ｔｘｎｉｐ（ＧｅｎｅＩＤ：５６３３８）编码的

ＴＸＮＩＰ（硫氧还蛋白相互作用蛋白）是被内质网应激上调
的蛋白，Ｕｂｒ５（ＧｅｎｅＩＤ：７０７９０）、Ｕｂｅ３ａ（ＧｅｎｅＩＤ：２２２１５）是
泛素介导的蛋白质降解相关酶基因；Ａｔｇ２ｂ（ＧｅｎｅＩＤ：
７６５５９）是自噬通路的代表基因。结果显示：与对照组相
比，它们在ＨＧ组中均显著性上调表达。进一步使用定量
ＰＣＲ检测未处理及高糖处理的ＮＩＴ１中Ｉｎｓ２、ＣｈｇＡ、Ａｔｆ６、
Ｔｘｎｉｐ及Ｕｂｅ３ａ等基因的ｍＲＮＡ水平（图５），结果显示：与
对照组相比，除Ａｔｆ６外，其余基因的ｍＲＮＡ水平均在ＨＧ
组显著上调，但变化倍数不大。因此，这些结果表明本研

究的转录组测序分析结果基本可靠。

９８５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（７）
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图５　对照组和ＨＧ组中各基因ｍＲＮＡ相对表达量

３　讨论

　　本研究选用的胰岛 β细胞系 ＮＩＴ１细胞来源于
１０周龄雌性ＮＯＤ小鼠，该小鼠具有 Ｔ１Ｄ遗传易感基
因表型，可自发进展为Ｔ１Ｄ，因此分析高糖因素对ＮＩＴ１
细胞系的全转录组表达谱的影响，对于进一步在 ＮＯＤ
小鼠模型中研究高糖参与 Ｔ１Ｄ发病的作用机制有较
好的指导意义。ＲＮＡＳｅｑ技术是基于高通量测序对转
录组进行的全面分析，能够从整体水平上对生物体基

因表达的变化进行研究。

　　以往研究表明：在Ｔ１Ｄ中真正造成β细胞大量破
坏的是针对β细胞自身抗原的自身反应性Ｔ细胞［１０］，

而环境因素可能为这些自身抗原的产生、暴露等创造

了有利条件。早期研究发现：β细胞在高糖刺激后，可
增加自身抗原谷氨酸脱羧酶ＧＡＤ的表达［１１］。本研究

ＲＮＡｓｅｑ数据显示：在高糖刺激下ＮＩＴ１细胞的胰岛素
（ｉｎｓｕｌｉｎ）表达上调。胰岛素作为一种关键自身抗原在

Ｔ１Ｄ发生的过程中发挥重要作用。文献［１２］证实：在
高糖浓度下，β细胞的胰岛素原信号表位呈递增加，细
胞毒性 Ｔ淋巴细胞杀伤作用也增强。在携带易感基
因的 Ｔ１Ｄ患者体内，胰岛素在胸腺中的表达出现缺
陷，导致特异性识别胰岛素表位的自身反应性 Ｔ细胞
逃避阴性选择进入外周，进而特异性攻击提呈了胰岛

素表位的β细胞［１３－１４］，但不同分泌形式或者不同处理

方式的胰岛素被抗原提呈细胞摄取和激活 Ｔ细胞的
能力不同［１５］，可见胰岛素的表达水平及其致病性表位

的形成在 Ｔ１Ｄ中的具体作用仍有较大的研究空间。
此外，本研究还发现 ＣｈｇＡ、ＨＳＰ和 ＩＧＲＰ等重要 Ｔ１Ｄ
自身抗原的表达也在高糖处理后的 ＮＩＴ１细胞中上
调。ＣｈｇＡ是一种β细胞分泌颗粒蛋白，其肽段 ＷＥ１４
可被ＮＯＤ小鼠ＣＤ４＋Ｔ细胞克隆特异性识别［１６］。这些

结果提示：高糖可能通过上调 β细胞关键致病性自身
抗原的表达，促进自身免疫反应的启动。

　　β细胞由于其正常的胰岛素产生和分泌的生理作

０９５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



用而自然承受高水平的内质网应激，已有研究证实高

糖环境能诱导 β细胞发生内质网应激和凋亡［６］。本

研究通过全转录组测序分析也同样发现高糖刺激能显

著上调ＮＩＴ１细胞内质网应激和凋亡过程。高糖条件
下，内质网蛋白质加工通路上的 Ａｔｆ６（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ６）显著上调，Ａｔｆ６是一种跨膜蛋白，
与核糖核酸依赖的蛋白激酶样ＥＲ激酶（ＰＥＲＫ）、肌醇
需求蛋白１（ＩＲＥ１）都位于内质网膜上，为了应对错误
蛋白在内质网内的积聚引起的内质网应激而被激活，

启动未折叠蛋白反应以减轻内质网蛋白负荷［１７］。同

时，ＴＮＸＩＰ，一种被内质网应激上调的蛋白质，最近被
认为与糖尿病相关的β细胞死亡有关［１８］，也在高糖刺

激后表达上调。在Ｔ１Ｄ中，环境因素诱导的β细胞内
质网应激和凋亡可能是形成自身抗原并早期触发自身

免疫反应的重要原因［１９］。有研究创新性提出“阈值假

设”模型［２０］，即在许多环境因素，如病毒感染、化学物

质或炎性细胞因子的影响下，β细胞持续发生高强度
内质网应激并达到１个阈值，导致自身抗原形成及修
饰发生改变，而自身抗原的降解及加工提呈也相应发

生改变，在易感的遗传背景下，这些自身抗原可以激活

自身反应性 Ｔ细胞，进而特异性攻击 β细胞，最终发
生Ｔ１Ｄ［２１－２２］。本研究结果显示：高糖条件下，ＮＩＴ１中
Ｕｂｒ５、Ｕｂｅ３ａ、Ｕｂｅ２ｌ３等泛素化过程相关基因显著上调。
由泛素化介导的蛋白酶体途径是降解错误蛋白重要路

径之一［２３］。研究证实蛋白酶体抑制剂硼替佐米在

Ｔ１Ｄ早期可能具有抗β细胞凋亡保护作用［２４］，这可能

是因为泛素化介导的蛋白酶体途径对错误蛋白质的降

解促进了自身抗原表位的产生［２５－２６］，进一步导致自身

反应性Ｔ细胞对β细胞的破坏。
　　自噬与Ｔ１Ｄ的关系近年来才开始被关注，有假说
提出胰岛β细胞自噬途径的过度表达会导致 Ｔ１Ｄ的
加剧［２７］。本研究 ＲＮＡＳｅｑ结果显示：高糖条件下，
ＮＩＴ１细胞自噬相关基因 Ｕｌｋ１、Ａｔｇ２ｂ的表达显著上
调，表明高糖条件促进了 β细胞的自噬进程。由于一
些细胞内抗原的溶酶体蛋白水解产物形成自噬小体可

以加载到主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）Ⅱ类分子，提
呈给 ＣＤ４＋Ｔ细胞识别并活化［２８］，进而有研究提出自

噬产物可以作为自身抗原的来源，虽然具体的机制仍

未得到明确的阐释。我们推测高糖诱导的自噬也可能

促进了自身抗原的产生、加工与提呈，从而加速自身免

疫介导的β细胞破坏以及 Ｔ１Ｄ的进程。如果这种假
设是正确的，就可以通过靶向自噬，为 Ｔ１Ｄ患者提供
新的治疗方法。

　　本研究仍存在以下不足：一是虽然样本的重复性
较好，但生物性重复样品量偏少，可能会遗漏部分差异

基因；二是仅在β细胞转录组水平上对高糖的影响进
行研究，未分析蛋白质水平的表达差异；三是只筛选了

部分得到验证的Ｔ１Ｄ自身抗原，缺少在蛋白质或肽水
平的自身抗原全面筛选，下一步可以结合蛋白质组学

进行深入研究。

　　综上所述，本研究通过全转录组测序发现高糖环
境可刺激ＮＯＤ小鼠来源的胰岛 β细胞自身抗原以及
处理异常蛋白的内质网应激反应、泛素蛋白酶体途径

以及自噬相关基因的表达上调。进而推测高糖环境可

能通过促进胰岛β细胞中自身抗原的产生及加工、处
理及提呈，进而参与 Ｔ１Ｄ的发生、发展。研究结果提
示：对高糖环境下胰岛 β细胞自身抗原产生、异常蛋
白降解途径、加工与提呈变化的深入研究，将有助于进

一步理解饮食习惯和Ｔ１Ｄ的关系，以及Ｔ１Ｄ的发病机
制，并提供新的防治靶点及策略。
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