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高血糖对体外培养的胎鼠胰岛 Pdx一1基因的影响 

贾延勃 ，周 燕 ，董为伟 ，杨于嘉 

(重庆医科大学临床学院 1．神经病学研究所 ，2．放射科 ，重庆 400016，3．中南大学湘雅医院儿科 ，长沙 410008) 

【摘 要】目的：研究在体外培养时，高血糖对胎鼠胰岛胰和十二指肠同源盒基因一1(Pdx一1)和胰岛索基因的影响。方法：胶 

原酶法分离胎 鼠胰岛，分 别在葡萄糖浓度为 5．5mmol／L，11．1mmol／L，33．3mrnol／L的条件下培养 24h。采用胰 岛素含量 测 

定、胰岛素释放实验评价胰 岛功能 ；免疫细胞化学 染色检测 Pdx一1在细胞 内的表达 ；逆转录 P( (RT—P( )检测 Pdx一1和 

胰岛素mRNA表达水平。结果：高血糖组 1(11．1眦ml／L)胎鼠单位重量胰岛细胞内胰岛素水平和刺激指数高于低糖组(5．Sn~,oVL) 

和高血糖组2(33．3rnmol／L)。而且，高血糖组胎鼠胰岛 Pdx一1蛋白的核移位率和 rnRNA表达水平均高于低糖组，但是高糖 

组 2胰 岛素 rnRNA表达低于高血糖组 1，与低糖组无显著性差异。结论 ：高血糖刺激可 以促进胎 鼠 Pdx一1表达和转 录活性 ， 

可能是影响胰岛功能 和 B细胞对葡萄糖刺激敏感性增加的原因之一。 
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Effects of hyperglycemia on the Pdx’——1 gene in fetal rat islets in vitro 

J Yanjie，et al 

(Institute ofNeurology，College ofClinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】 Objective：To investigate the effects of hyperglycemia on the pancreas and duodenal homeobox gene一1(Pdx一1)and 

insulin gene in fetal rat islets in vitro．Methods：Fetal rat islets were digested by collagenase and underwent culture at 5．5 mrnol／L， 

11、1 mmol／L an d 33．3 mmol／L glucose concentration respectively．The ins ulin content of fetal rat islets an d insulin releasing test 

were measured  by radioimmunoassay．The expression of Pdx一 1 protein an d mRNA were evaluated  by in&r~t immunofluorescence 

eytochemistry staining and reverse transcriptase—polymerase chain reaction(RT—PCR)．Reml~：The results showed that the insulin 

content and stimulated index of hyperglycemia group I(11．1 mmol／L)were significantly higher than that of controls(5．5 mmol／ 

L)and hyperglycemia group 2(33．3 mmol／L)．The majority of Pdx一1 positive cells in control group were eordined to the nuclear 

periphery，but the ma jority of Pdx一1 positive ceils in hyperglycemia groups were translocated to the nueleoplasm，and the expression 

of Pdx一1 mRNA was also elevated  in hyperglycemia groups．However，the expression of ins ulin mRNA decresed in hyperglycemia 

group 2．Conclusion：Hyperglycemia ma y regulate Pdx一1 in fetal rat islets by increasing  its protein levd an d translocation to the nu— 

cleus． 
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妊娠期糖尿病形成的高血糖状态 ，直接影响胎 

儿胰岛 p一细胞的发育和胰 岛素的合成 ，造成新生 

儿高胰岛素血症，出现低血糖等不良后果 ，但是其分 

子机理尚不完全清楚 【̈。从胚胎发育角度来看 ，胰 

和十二指肠 同源盒基因 一1(pancreas and duodenal 

homeobox gene一1、Pdx一1)在胰腺胚胎发育和胰岛 

素基因表达过程 中起到重要的调节作用[2．3]。我们 
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采用体外高血糖模型，观察高血糖对胎鼠胰岛 Pdx 
一

1和胰岛素基因的影响，初步探讨其分子机制 。 

1 材料和方 法 

1．1 主要 试 剂 

DMEM培养基 (低糖 lg／L)、胎牛血 清购 自 Hyelone公 

司 ；胶原酶(V型)购 自Sigma公司：山羊抗大鼠 Pdx一1多克 

隆抗体购 自 Santa Cruz公司；兔抗山羊 一FITC抗体购 自 

Sigma公 司；Trizol购 自Gibeo公司；逆转录 PCR(RT—PCR) 

试剂盒购自P_,omega公司；胰岛素放射免疫试剂盒由中国原 
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子能研究院提供 ；其余生化试剂均为进 口分装分析纯。 

大 鼠 Pdx 一 1 引 物 序 列 为 ：正 向 5 GGTGCCA— 

GAGTTCAGTGCTA3 ， 反 向 5 TTATTCTCCTCCG— 

GTTcTGc 3 ；大 鼠胰 岛素 一1引物序列为 ：正 向 5 GCTA— 

CAATCATAGACCATC 3 ，反 向 5 GGCGGCJGAGTGGTG— 

GACTC 3 ，均 由上 海 生工有 限公 司合成 。 

1．2 胎 鼠胰 岛分 离 

孕鼠在孕 19天麻醉下取 出胎鼠，无菌条件下收集胰腺 ， 

lg／L胶 原酶 ，37℃ 振 荡 水 浴 消 化 10～20min，Ficoll400不 连 

续密 度梯 度 离心 分 离 胰 岛 。常 规 行 免 疫 细胞 化 学 法 进 行 胰 

岛染 色(工作 效 价 1：100)鉴 定 胰 岛 纯 度≥ 85％ ；台 盼蓝 染 色 

鉴 定 刚分 离 的胰 岛存 活率 ≥ 95％ 。 

1．3 实验 分组 

实 验分 为 低糖 组 ，高 糖 组 1，高 糖 组 2，即 胰 岛 分 别 在 葡 

萄糖浓度 为 5．5mmol／L(低糖 DMEM)，11．1mmol／L(低 糖 

DMEM十葡萄糖 lg／L)，33．3mmol／L(低糖 DMEM十葡萄糖 

5g／L)培 养 基中 培养 24h，500g离心 5min，保 留胰 岛 。 

1．4 胰 岛功 能评 价 

1．4．1 胰 岛素 含 量 收集 胎 鼠胰 岛 ，称 重 ，超 声 粉碎 ，置 412 

酸化 乙醇溶 液抽 提 过 夜 ，离 心 留 上 清 ，放 射 免 疫 法 测 定 胰 岛 

素 含量 。 

1．4．2 胰岛素释放实验参考我们的方法l4]，放射免疫法测 

定胰岛素含量 。计算刺激指数，评价胰岛 B细胞对葡萄糖刺 

激 的敏 感性 。 

1．5 免 疫 细胞化 学染 色 

采 用 间接 免疫 荧 光 法 ，各 组 胰 岛 经 4％ 多 聚 甲醛 固定 ， 

0．5％H2 02一甲醇 液处 理 30 rain，1％牛 血 清 白蛋 白 0．3％ 

Triton X一100 37℃ 处 理 30 rain。加 入 Pdx一1一抗 (1：200) 

37℃孵 育 30mln后 置 于 412的 冰 箱 24h，再 人 兔 抗 山 羊 一 

FITC(1：64)37℃ ，30min，0．01mo|／L PBS充 分 冲洗 以终 止 反 

应。其中阴性对照将一抗换用 PBS，其余步骤相同 ，荧光显 

微镜 下 观察 照 相 ，并 记数 核 移位 数 。 

1．6 RT — PCR 

Trizol试 剂 提 取 细 胞 总 RNA，紫 外 可 见 分 光 光 度 计 对 

RNA样 品定量 。RT—PCR扩 增 反应 条 件 参 照 试 剂 盒 操 作 

手册 ，反应体系为 50td，逆转录与 PCR一步完 成，扩 增产物 

10td加 样于 1．7％ 的 琼 脂 糖 凝 胶 ，常 规 电泳 ，紫 外 透 射 仪 观 

察 照 相 ，结 果进 行 扫描 和 密 度 分 析 。其 中大 鼠 Pdx 1产 物 

为 369bp，大 鼠胰 岛 素 一1产物 为 350bp。 

1．7 统 计 处 理 

采用方差分析和 检验 ，以 P<0．05为显著性差异。 

2 结 果 

2．1 胰岛功能评价 

2．1．1 胰岛素含量 低糖组单位重量胰 岛细胞内 

胰 岛素 水 平 为 179．4± 16．7tlg／g；高 糖 组 1达 到 

195．5±12．8 g／g，显著高于低糖组(P=0．026)；但 

是高糖组 2胰 岛素水平下 降 至 184．7±8．8 g／g，显 

著低 于高糖 组 1(P=0．042)，与低 糖 组无 显 著性 差 

异 (P=0．383)。 

2．1．2 胰岛素释放实验 低糖组胎 鼠胰岛刺激指 

数为 2．6±0．3；高糖组 1刺激指数达到 3．3±0．5， 

显著 高于低 糖组 (P=0．0004)。同样高糖 组 2刺激 

指数下降至 2．8±0．3，显著低于高糖组 1(P=0．011)， 

与低糖组无 显著性差异 (P=0．124)。 

2．2 免 疫细胞化 学染 色 

低糖组 胰 岛 Pdx一1表 达 主 要 在 核周 区域 ，核 

移位率为 15．4％±3．8％；高糖组 1大部分胰岛 Pdx 

一 1表达移位 至核 内 ，核 移位 率为 49．3％ ±3．6％； 

而且荧光 强度 高 于 低糖 组 (图 1a)。高 糖 组 2核 移 

位率更高，达到 78．7％±5．2％，显著高于高糖组 1 

(P=8．041×10— 0)。 

图 1 葡萄糖浓度对 Pdx一1在细胞 内分布的影响(FITC) 

A、低 糖组 (5．5mmol／L)×300 

B、高糖组 1(11．1mmol／L)×300 

2．3 RT —PCR 

RT—PCR扩增 产物在 1．7％的琼脂糖凝 胶 300 

—

400bp之间出现阳性条带 ，高糖组 1的 Pdx一1和 

胰岛素 mRNA表达均高于低糖组 ，其相对密度分别 

为 1．4976±0．1374，1．8626±0．1891(对照组密度 
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为 1)；高糖组 2的 Pdx一1 mRNA表达 为 1．8410± 

0．1395，高 于 高 糖 组 1(P =0．001)，但 是 胰 岛素 

mRNA表达降至 1．0479±0．1244，显著低于高糖组 

1(P=4．992 x 10 )，与低糖组 无显 著性差 异 (P= 

0．368，图 2)。 

5_Smmol／L l1．1 mmol／L 33．3 mmol／L 

3 讨 论 

图 2 RT—PCR 结果 

胰岛素一1 

Rk—l 

Pdx一1又称 为 胰 岛素 启 动 子 因子 一1(insulin 

promoter{actor一1，IPF一1)，在 胰 腺胚 胎发 育 和胰 

岛素基因表达调控 方 面起 到重要 作用 _2．3 J。完全 敲 

除小 鼠 Pdx一1基 因导致 胰腺 发 育不 全 ，出生 2～3 

天便死 亡 ；部分 敲除小 鼠 Pdx—l基 因虽然胰腺 发育 

正常 ，但 是对 血 糖 变 化 无 正 常胰 岛素 分 泌 反应 L5j。 

整个妊娠 期 Pdx一1有 2次 表达高 峰 ，以大 鼠为例 ， 

首先在 孕 9．5～10天达 到 峰值 ，然 后迅 速将 至最 低 

值 ，这一过 程参 与 胰腺 胚胎 早 期发 育 。其 次在 妊娠 

晚期(孕 18d)至出生后 ，一直保持在较高水平 ，主要 

功能 是调 节胰 岛 B细胞 分化 成熟 ，参 与胰 岛素基 因 

的表达 L6 J。本 研究采用孕 19天胎 鼠胰 岛 ，可 以观察 

到胰腺发育晚期 (B细胞分 化成 熟期 )高血糖 状态对 

Pdx一1基 因表 达 的影 响。 

在低葡萄糖浓度时 ，Pdx一1位于核周区域；当 

葡萄糖浓度升高时 ，Pdx一1移位到核内，与胰 岛素 

I启动子 的 A、C、E区结合 ，参与胰岛素基 因的转 

录 J。本研究 采用 免疫 荧光 染 色发 现 ，低糖 组胎 鼠 

胰 岛细胞 Pdx一1蛋 白主要 位 于 核周 区域 ，但是 高 

糖组 胰 岛细 胞 Pdx一1蛋 白移 位 到 核 内。而 且 RT 
—

PCR结果提示高血糖刺激还能够上调 Pdx—lm— 

RNA 的表达 。这些 结 果说 明高 血糖 刺激 可 以增 强 

Pdx一1表达和转录 活性 。 

但是 ，是否 Pdx_1的表达越高，胰岛素水平会 

相应 升高?本研 究结 果 发现 ，当葡 萄糖 浓度 达 到很 

高(33．3mmol／L)时 ，虽然其 Pdx一1核移位率和 

mRNA 的表达 高于其 它组 ，但是单 位重 量胰 岛 的胰 

岛素的平均水平和刺激指数却低于高糖组 1(葡萄 

糖 11．1mmol／L)，而且胰 岛素 mRNA 的表 达也有所 

降低，提示 Pdx一1对胰岛素水平 的影响可能是双 

相的。导致 这种 现象 的原 因 尚不清 楚 ，可 能 与下列 

因素有关。(1)过高水平 的 Pdx一1抑制了胰 岛素 

启动子的活性L8 ；(2)过高浓度的葡萄糖可以诱导 

胰 岛凋亡 ，减 少 了胰 岛素 的生成L9 J。 

总之 ，高血糖 刺 激 可 以 促 进胎 鼠 Pdx一1表 达 

和转 录活性 ，最终 可 以影 响 了胰 岛素 的水平 和 对葡 

萄糖 刺激 的反应能力 ，表现 为可能对 出生后 、甚 至成 

年后 的胰 岛功 能造成潜在影 响。 
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