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胰岛素对 VEC增殖过程中 FKBP12基因表达的影响

王耀辉 ,杨成明 ,王旭开 ,刘光耀 ,石伟彬 ,张　晔　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所心血管内科 , 重庆 400042)

　　提　要:目的　通过不同浓度胰岛素对血管内皮细胞(vascular endothelial cell , VEC)增殖过程中胰岛素受体(insulin re-

ceptor , InsR)和 FK506 结合蛋白 12(FK506 binding protein 12 , FKBP12)及其基因表达等的影响 , 初步探讨 VEC 的胰岛素抵抗。

方法　在内皮细胞生长因子(endothelial cell growth factor , ECGF)作用下 ,培养大鼠 VEC并传代。检测 VEC在增殖过程中不

同浓度胰岛素对VEC 的 InsR和 FKBP12 及其基因表达 、生长曲线和细胞上清液一氧化氮(nitrogen monoxide , NO)含量等的

影响。结果　与对照组相比 , 1 U/ml胰岛素组VEC 的 InsR和FKBP12 mRNA 表达降低;生长曲线向右下偏移且对数生长期

延迟;细胞上清液 NO 含量下降。结论　VEC 是胰岛素敏感细胞;当培养液中胰岛素浓度为 1 U/ml时 ,经 16 h 的培养后 ,

可使VEC 对生理浓度胰岛素的反应性降低 , 该胰岛素抵抗状态至少维持 24 h。 FKBP12可能是与 VEC 胰岛素抵抗相关的

重要信息分子。
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Effects of different concentrations of insulin on the expression of insulin receptor and its

mRNA levels in vascular endothelial cell proliferation
WANG Yao-hui , YANG Cheng-ming , WANG Xu-kai , LIU Guang-yao , SHI Wei-bin , ZHANG Ye(Department of Cardiology , In-

stitute of Surgery Research , Daping Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective 　To study the insulin resistance in vascular endothelial cells (VECs)by observing the ef-

fects of different concentrations of insulin on the expression of insulin receptor (InsR)and FK506 binding protein 12

(FKBP12)and their mRNA expression in VEC proliferation .Methods 　Rat VECs were cultured with enzyme diges-

tion method and were identified by using immuocytochemical methods with factor Ⅷ antibody .The expressions of In-

sR mRNA and FKBP12 mRNA were detected by semi-quantitative RT-PCR .The effects of different concentrations of

insulin on the expression of InsR , the growth rate of VEC , and the content of nitrogen monoxide (NO)in culture

medium were also detected .Results 　Compared with those in the control group , the expressions of InsRmRNA and

FKBP12 mRNA decreased and VEC proliferation and NO production in culture medium were inhibited in 1 U/ml in-

sulin group .Conclusion　VECs exposed to 1 U/ml insulin for 16 h may be able to induce a state of insulin resis-

tance which could be maintained for at least 24 h .FKBP12 may play a critical role in insulin resistance of VECs .

　　Key words:vascular endothelial cell ;insulin ;insulin receptor ;insulin resistance

　　内皮机能障碍在高血压 、糖尿病 、动脉粥样硬化等

发病过程中起重要作用 ,与胰岛素抵抗密切相关[ 1 ,2] 。

在胰岛素抵抗的分子机制中具有共性的是影响胰岛素

信号转导级联/网络的功能 ,最终影响细胞的物质代谢

和内分泌活动 。本实验通过检测不同浓度胰岛素
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对血管内皮细胞(vascular endothelial cell , VEC)胰岛素

受体(insulin receptor , InsR)和 FK506 结合蛋白 12

(FK506 binding protein 12 , FKBP12)及其基因表达 、细

胞增殖过程 、细胞上清液一氧化氮(nitrogen monoxide ,

NO)含量等的影响 ,初步探讨 VEC的胰岛素抵抗 。

1 　材料和方法

1.1 　主要试剂
　　胰蛋白酶 , DMEM 培养基和胎牛血清(购于 Hyclone公司),

ECGF(购于 Boehringer Mannheim), Ⅷ因子相关抗原抗体 、兔抗鼠

胰岛素受体抗体 、免疫组化试剂盒和 DAB 显色试剂盒(购于博
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士德公司), Tripure分离试剂(购于 Roche公司), RT-PCR试剂盒

(购于 Takara公司), 引物由上海生工生物工程公司合成 , NO 试

剂盒(购于深圳晶美公司)。

1.2 　VEC的原代培养和鉴定

　　大鼠VEC 的原代培养和鉴定 , 见文献[ 3] 。

1.3 　InsR的检测

　　将消化后的VEC 以 2 ×10
4
细胞/ml接种于放置有盖玻片

的 6孔板内 , 待细胞贴壁 1 d 后 , 将 6 孔板各孔培养液吸出 , 并

更换内含不同浓度胰岛素(0.01 、0.1、1 U/ml , 3 ml/孔)的培养液

作为实验组 ,以更换不含胰岛素培养液组为对照组 , 3 ml/孔;培

养 16 h 后冷丙酮固定。采用S-P法进行常规免疫组化染色。

1.4 　InsR mRNA的检测

　　将消化后的VEC 以 2×104 细胞/ ml接种于 6 孔板内 ,待细

胞贴壁 1 d 后 , 将各孔培养液吸出 , 更换含不同浓度胰岛素

(0.01、0.1、1 U/ml , 3 ml/孔)的培养液作为实验组 , 以更换不含

胰岛素培养液组为对照组 , 培养 16 h 。总 RNA 提取:采用

Tripure试剂一步法提取培养 VEC 总 RNA , 1 %甲醛变性琼脂糖

凝胶电泳鉴定 , 紫外分光光度计观察 RNA 的完整性并定量。

InsR引物上游:5′-CTCTGTCCGCATCGAGAA-3′, 下游:5′-CCACA-

CACTGACCATCCA-3′,产物 379 bp;以 β-actin 作为内对照 , 其引物

上游:5′-GAGCTACGAGCTGCCTGACG-3′, 下游:5′-GCATTTGCG-

GTGGACGAT-3′, 产物564 bp 。先将RNA逆转录为 cDNA , 再进行

PCR扩增。扩增条件为 94 ℃ 5 min , 1 循环;94 ℃ 1 min , 50 ℃

1 min , 74 ℃1 min ,进行 30 个循环;再 72 ℃延伸 10 min 。取 6 μl

PCR扩增产物 ,琼脂糖凝胶电泳后 , 与内对照 β-actin 比较 ,进行

半定量分析。以目的片段与 β-actin 的光密度比值作为以目的

片段mRNA 的相对含量。

1.5 　FKBP12 mRNA的检测
　　将消化后的VEC 以 2×104 细胞/ ml接种于 6 孔板内 ,待细

胞贴壁 1 d 后 , 将各孔培养液吸出 , 更换含不同浓度胰岛素

(0.01、0.1 、1 U/ml , 3 ml/孔)的培养液作为实验组。总 RNA 提

取:采用 Tripure 试剂一步法提取培养 VEC 总 RNA , 1%甲醛变

性琼脂糖凝胶电泳鉴定 , 紫外分光光度计观察 RNA 的完整性

并定量。 FKBP12 引物上游:5′-GAGAAAAGCCAGCATAAAGC-3′,

下游:5′-TCTAGAACTTCGGTGGAAAG-3′, 产物 312 bp;以 β-actin

作为内对照 , 其引物同上。先将 RNA 逆转录为 cDNA , 再进行

PCR扩增。扩增条件为 95 ℃2 min , 1个循环;94 ℃1 min , 50 ℃

1 min , 72 ℃1.5 min , 进行 30 个循环;再 72 ℃延伸10 min。取 6

μl PCR扩增产物 ,琼脂糖凝胶电泳后 ,与内对照 β-actin 比较 , 进

行半定量分析。以目的片段与 β-actin 的光密度比值作为以目

的片段mRNA 的相对含量。

1.6 　VEC增殖情况测定

　　将消化后的 VEC 以 2 ×104 细胞/ml接种于 96 孔板内 , 细

胞贴壁 1 d后 ,将 96 孔板各孔培养液吸出 , 更换含不同浓度胰

岛素(0.01、0.1、1 U/ ml)的培养液作为实验组 , 以更换不含胰岛

素培养液组为对照组 , 培养 16 h 。再弃培养液 , 用 0.01 mol/ L

PBS 洗涤5 次 , 更换 0.01 U/ml胰岛素培养液。 1 ～ 8 d , 每 24 h

各取 3 孔细胞 , 胰蛋白酶消化后用 0.04 %台盼蓝染液染色 2

min ,光学显微镜下计算活细胞数。每孔细胞分别计数 3 次 , 以

平均值绘制VEC 增殖过程中的生长曲线。实验重复 2 次。

1.7 　细胞上清液NO含量测定

　　将消化后的VEC 以 2×104 细胞/ ml接种于 6 孔板内 ,细胞

贴壁 1 d后 , 将 6 孔板各孔培养液吸出 ,更换含不同浓度胰岛素

(0.01、0.1、1 U/ml;3 ml/孔)的培养液作为实验组 , 以更换不含

胰岛素培养液组为对照组。 培养 16 h 后 , 弃培养液 , 用 0.01

mol/ L PBS 洗涤 5 次 , 更换 0.01 U/ml胰岛素的培养液 , 分别孵

育2 、8、16、24 h ,收集培养液 , 保存待测。用硝酸还原酶法测定

上清液NO含量 , 按试剂盒说明书操作。

1.8 　统计学处理
　　结果以 x±s表示 , 采用SPSS10.0 软件进行 F 检验和q 检

验。

2 　结果

2.1 　VEC中 InsR的检测
　　S-P免疫组化检测呈阳性染色(图 1):定量分析采用 Tiger

图像仪 ,随机测量 100 细胞含棕黄色阳性颗粒的平均光密度值

(A)。结果胰岛素 1 U/ ml组 、0.1 U/ml组 、0.01 U/ml组和对照

组 A 值分别为(0.34 ±0.04)、(0.48 ±0.01)、(0.51 ±0.02)、

(0.53±0.03), 胰岛素 1 U/ ml组和 0.1 U/ml组显著低于对照组

(P <0.05)。

图 1　VEC中 InsR 染色 ,可见细胞含棕黄色颗粒　(S-P ×400)

Fig 1　Brownish red VECs , indicating the expression of InsR　(S-P×400)

2.2 　VEC中 InsR mRNA的检测
　　胰岛素 1 U/ml组 、0.1 U/ml组 、0.01 U/ml组和对照组 InsR

mRNA表达量 , 分别为(0.33 ±0.02)、(0.38 ±0.01)、(0.41 ±

0.02)、(0.42 ±0.03), 见图 2。胰岛素 1 U/ml 组和 0.1 U/ml 组

显著低于对照组(P <0.05)。

2.3 　VEC中FKBP12 mRNA的检测

　　胰岛素 1 U/ ml组 、0.1 U/ml组 、0.01 U/ml组和对照组 InsR

mRNA表达量 , 分别为(0.57 ±0.05)、(0.88 ±0.04)、(0.92 ±

0.06)、(0.91 ±0.07), 见图 3 。胰岛素 1 U/ml 组显著低于对照

组(P <0.05)。

2.4 　不同浓度胰岛素对VEC生长曲线的影响

　　0.01 、0.1 U/ ml胰岛素作用后 , VEC 生长曲线为典型的“S”
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形 ,在细胞培养的第 1 天数量有所减少 ,第 2 天开始生长 ,但速

度较慢 , 3～ 4 d 生长最快 ,进入对数生长期 , 第 5 天生长速度又

开始放慢 , 6 ～ 8 d , VEC 基本停止生长。 与对照组相比 , 0.01

U/ml组和 0.1 U/ml组生长曲线均稍向左上偏移 , 但无显著差

别。而在 0.1 U/ ml组中 ,细胞生长速度极其缓慢 , 对数生长期

延迟 ,生长曲线明显向右下偏移 , 见图 4。

M:PCR marker ;1:1 U/ml;2:0.1 U/ml;3:0.01 U/ml;4:Control

图 2　VEC 中 InsR基因的表达

Fig 2　Expression of InsRmRNA in VECs

M:PCR marker ;1:Control;2:0.01 U/ ml;3:0.1 U/ ml;4:1 U/ml

图 3　VEC 中 FKBP12基因的表达

Fig 3　Expression of FKBP12 mRNA in VECs

图 4　VEC生长曲线

Fig 4　Growth curve of VECs

2.5 　NO含量检测结果

　　与对照组相比 , 0.01 U/ml组上清液 NO 含量在 2 h 有显著

升高 ,在 8、16 h和 24 h 无明显差别;0.1 U/ml组上清液 NO 含

量在 2 h和 8 h有显著下降 , 在 16 h 和 24 h 无明显差别;1 U/ml

组上清液NO含量在 2 、8、16 h和 24 h 下降非常显著 , 见表 1。

表 1　不同浓度胰岛素对 VEC 上清液 NO 含量的影响( x ± s ,

μmol/ L)

Tab 1　Effects of different concentrations of insul in on NO content in

VEC culture medium ( x ±s , μmol/ L)

Group 2 h 8 h 16 h 24 h

Control 19.3 ±0 .9 21.3 ±1 .9 25.8±1 .3 32 .2±1.7

0.01 U/ml 21.4 ±1 .3△ 23.3 ±1 .2 27.0±1 .1 33 .6±1.4

0.1 U/ml 16.9 ±0 .3△ 18.0 ±1 .0△ 24.7±1 .6 29 .7±1.5

1 U/ml 155.2 ±0 .7△△ 17.2 ±0 .8△△ 21.9±1 .2△△ 26 .9±1.1△△

△:P <0.05 , △△:P <0.01 , vs cont rol

3 　讨论

　　目前流行病学证实 ,40岁以上正常人群中 20 %有

胰岛素抵抗 , 高血压患者中 58 %有胰岛素抵抗
[ 4]

。

Lithell等
[ 5]
对 2 322例中年男性作了 30 年的纵向研

究 ,提出胰岛素抵抗是高血压的一种先兆 ,葡萄糖耐量

降低先于高血压发生 ,认为胰岛素抵抗是高血压 、糖尿

病 、动脉粥样硬化等的重要危险因素。产生胰岛素抵

抗的主要原因是 InsR数目减少及受体后缺陷 ,肝细

胞 、肌细胞和脂肪细胞是胰岛素敏感细胞和产生胰岛

素抵抗的主要部位 。我们用免疫组化法证实 VEC 亦

存在 InsR ;将VEC置于不同浓度胰岛素的培养液中 16

h(时间过长影响内皮细胞存活),发现当培养液中胰岛

素浓度为 1 U/ml时 InsR及其 mRNA下降明显 ,说明

VEC在超生理浓度胰岛素存在时 ,该受体数目不但受

胰岛素水平的调节 ,而且 InsR下降可能由于该酶基因

转录水平减弱所致 ,超生理浓度胰岛素抑制 VEC InsR

水平的强弱可能与胰岛素浓度和作用时间有关 ,因此 ,

VEC亦是胰岛素敏感细胞。

　　作为胰岛素的敏感细胞 ,VEC 的物质代谢和内分

泌活动亦受胰岛素作用的影响 。Gousseva 等[ 6] 认为胰

岛素通过诱导早期快反应基因 、锌脂转录蛋白和早期

生长反应因子的表达和转录活性 ,促进主动脉 VEC的

DNA合成和增殖。本研究观察了超生理浓度(1 U/ml)

胰岛素作用后 VEC 在生理浓度胰岛素作用下的生长

曲线 ,发现该曲线明显向右下偏移 ,且对数生长期延

迟。提示超生理浓度胰岛素作用后 VEC 表面 InsR数

目下调 ,可使VEC在生理浓度胰岛素作用下的物质合

成代谢发生障碍 。另外 ,我们已经证实 FKBP12既可

作为VEC的标志物 ,又反映VEC的增殖情况[ 3] 。本研

究提示超生理浓度胰岛素作用后 ,在生理浓度胰岛素

作用下培养 1 d ,VEC 的 FKBP12基因下调 ,并与其物
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质合成代谢发生障碍的程度相一致 。说明超生理浓度

胰岛素可能通过抑制大鼠 VEC 的 FKBP12 mRNA的表

达 ,使其物质合成代谢发生障碍。

　　FKBP12与 RyR和 IP3R存在生理学的联系并调节

Ca2+释放 。Kohler 等[ 7] 认为 ,介导 Ca2 +释放的 IP3 R

和RyR3可能是内皮Ca2+原位信号传导和完整VEC功

能的重要的组成部分 。而产生 NO 的两个来源(羟胺

和S-亚硝基 L-半胱氨酸(S-nitroso-L-cysteine ,NO-CYS)

均受细胞内 Ca2+浓度的影响[ 8] 。本研究提示超生理

浓度胰岛素作用后 ,并在生理浓度胰岛素作用下培养

24 h , NO 的分泌较对照组显著减少 , 而且 VEC 的

FKBP12基因下调与 NO 分泌的抑制的程度相一致。

说明超生理浓度胰岛素可通过对 FKBP12的影响而调

节Ca
2+
释放 ,最终引起 NO分泌的抑制 。

　　目前世界公认的检测胰岛素敏感性的“金指标”是

钳夹试验[ 9] , 其中血糖钳的输注速率(glucose infusin

rate , GIR)反映了组织对外源胰岛素的敏感性 ,它可从

总体上评价机体对胰岛素的反应性;有研究者将在含

5 ×10-7 mol/L胰岛素的培养液中孵育 16 h 的细胞称

为胰岛素抵抗细胞模型 ,但这些实验反映的仅是胰岛

素的糖代谢效应 。而胰岛素还有促进蛋白质合成 、促

进脂肪合成 、抑制脂肪分解 、抑制肝糖产生及输出以及

抗生酮等生理效应 。近年来对脂肪细胞 ,特别是腹部

内脏脂肪细胞抑制脂肪分解作用抵抗的研究与日俱

增
[ 10]

。然而VEC与胰岛素抵抗关系的研究多限于体

内实验[ 11] 。我们从VEC 的物质代谢和内分泌活动入

手 ,观察到超生理浓度胰岛素(1 U/ml)作用 16 h后使

VEC对生理浓度胰岛素的反应性降低 ,引起VEC增殖

和NO的分泌活动受到抑制 ,这种状态至少维持 24 h 。

与胰岛素抵抗的经典定义(正常剂量的胰岛素产生低

与正常生物学效应的一种状态)相比 ,在某种程度上形

成了VEC的胰岛素抵抗。在此过程中VEC 增殖和NO

的分泌活动受到抑制的程度与 VEC 的 FKBP12基因下

调程度相一致。因此 ,我们认为超生理浓度胰岛素可

通过抑制大鼠VEC的 FKBP12基因表达 ,使FKBP12在

蛋白水平下调 ,导致 VEC在生理浓度胰岛素作用下的

物质代谢和分泌活动受到抑制 ,最终形成自身胰岛素

抵抗;FKBP12可能是与 VEC 胰岛素抵抗相关的重要

信息分子 。这对于解释肾移植患者应用 FK506比 CsA

能更有效的控制心血管疾病的发生率和经 FKBP12介

导发挥免疫抑制作用的雷帕霉素可减少动物模型中新

生内膜的形成提供了新的思路[ 12 , 13] 。但利用基因敲

除技术的直接证据以及 FKBP12上游和下游的信号传

导及其与 InsR的关系有待于进一步研究。
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