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实验研究

降糖消渴颗粒含药血清对 ＩＮＳ１细胞
ＦｏｘＯ１表达的影响
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摘要　目的：通过研究降糖消渴颗粒含药血清对ＩＮＳ１细胞 ＦｏｘＯ１因子表达的影响，探讨降糖消渴颗粒含药血清保护胰
岛β细胞的分子机制。方法：通过慢病毒转染的方法制备ＦｏｘＯ１高表达 ＩＮＳ１稳定细胞株，以２５μｇ／ｍＬ四环素干预１２
ｈ诱导ＦｏｘＯ１高表达以成模。以１０％的降糖消渴颗粒含药血清干预细胞模型２４ｈ，正常鼠血清作对照。高倍镜下观察细
胞形态，ＭＴＴ法计算细胞存活率，全自动生化仪检测细胞培养液中葡萄糖含量以计算葡萄糖消耗量，Ｅｌｉｓａ法检测细胞胰
岛素分泌量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ＦｏｘＯ１总蛋白表达水平及其磷酸化水平，以 ｑＲＴＰＣＲ检测 ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ表达情况。
结果：高倍镜下观察细胞形态、细胞存活率均无统计学意义。降糖消渴颗粒含药血清组葡萄糖消耗量与细胞胰岛素分泌

量均显著升高（Ｐ＜００１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ＦｏｘＯ１总蛋白表达无统计学意义（Ｐ＞００５），而 ｐＦｏｘＯ１蛋白表达增加
（Ｐ＜００５）。ｑＲＴＰＣＲ结果显示ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ表达量稍有降低，但差异没有统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：降糖消渴颗粒
含药血清不能降低ＩＮＳ１细胞ＦｏｘＯ１蛋白表达水平，但能促进ＦｏｘＯ１磷酸化，进而达到改善胰岛β细胞功能的作用。
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　　Ｆｏｒｋｈｅａｄ（Ｆｏｘ）因子是一类蛋白质家族，其在生
物体内起着重要作用，已经成为生命科学研究的热

点之一［１］。目前发现 Ｆｏｘ有 １７个亚族，ＦｏｘＯ是其
中之一。ＦｏｘＯ主要通过转录调控和信号传导途径
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来调节动物的生长发育、细胞分化、代谢、凋亡、炎性

反应和免疫等［２］。ＦｏｘＯ１是 ＦｏｘＯ家族中发现最早
的成员，它能促进脂肪细胞的分化［３４］、负调控骨骼

肌的生成和Ⅰ型肌纤维基因的表达［５］，且对肝细胞、

胰岛β细胞及脂肪细胞中胰岛素作用的发挥起重要
作用［６］。《ＣＥＬＬ》发表的研究结果表明 ＦｏｘＯ１与胰
岛β细胞去分化相关，是维持 β细胞身份的最主要
作用因子［７］。

２型糖尿病（Ｔｙｐｅ２ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）是
一种复杂的遗传因素和环境因素共同作用所致的内

分泌代谢性疾病。胰岛β细胞数目减少及功能受损
是Ｔ２ＤＭ发生发展的最重要病理生理基础之一。降
糖消渴颗粒是在导师肝脾肾同调辨治糖尿病大法指

导下所组方剂，其临床疗效确切［８］。实验研究也已

经证实降糖消渴颗粒含药血清可抑制大鼠胰岛β细
胞瘤株ＩＮＳ１凋亡［９］。为进一步研究降糖消渴颗粒

治疗Ｔ２ＤＭ的作用机制，本研究拟从ＦｏｘＯ１切入，通
过体外培养 ＩＮＳ１细胞，慢病毒转染制备 ＦｏｘＯ１高
表达模型，再以降糖消渴颗粒含药血清干预，探讨其

对β细胞ＦｏｘＯ１表达的影响。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　雄性８周龄ＳＤ大鼠３０只，体重（３００
±２０）ｇ，购自北京维通利华实验动物中心（合格证
号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１）。ＩＮＳ１细胞株购自中国
医学科学院基础医学研究所北京协和医学院细胞资

源中心。

１１２　药物　降糖消渴颗粒的成药颗粒剂型由北
京中医药大学中药学院中药科技发展部生产及提

供，已经过质量鉴定，每克颗粒含５０１ｇ生药，药物
样品均保存于北京中医药大学糖尿病研究中心实验

室内（４℃保存），以备未来参考。临用时用蒸馏水
配成相应浓度的混悬液［１０］。

１１３　试剂与仪器　ＲＰＭＩ１６４０培养基，购自 ＩＮ
ＶＩＴＲＯＧＥＮ公司；胰蛋白酶，购自 ＳＯＬＡＲＢＩＯ公司；
胎牛血清，购自杭州四季青生物工程材料有限公司；

青／链霉素，购自 ＨＹＣＬＯＮＥ公司；ＲＩＰＡ裂解缓冲
液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒，购自北京普利莱基因
技术有限公司；ＭＴＴ购自 Ｓｉｇｍａ公司；大鼠胰岛素
（ＩＮＳ）ＥＬＩＳＡｋｉｔ，购自武汉华美生物工程有限公司；
ＦｏｘＯ１（Ｃ２９Ｈ４）ＲａｂｂｉｔｍＡｂ购自 ＣＳＴ公司；Ａｎｔｉ
ＦＯＸＯ１Ａ（ｐｈｏｓｐｈｏＳ２５６）ａｎｔｉｂｏｄｙ购自 ＡＢＣＡＭ公
司，ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ，购自 ＱＩＡＧＥＮ公司；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，购自 ＦＥＲＭＥＮＴＡＳ

公司；ＦＧ，ＰＯＷＥＲＳＹＢＲＧＲＥＥＮＰＣＲ，购自 ＩＮ
ＶＩＴＲＯＧＥＮ公司；ＰＣＲ引物购自上海生工生物工程
有限公司。ＣＯ２培养箱、荧光定量 ＰＣＲ仪：美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司；超净台工作：香港 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ公司；酶
标仪：瑞士 Ｔｅｃａｎ全波长多功能酶标仪；显微镜、
ＡＵ４００全自动生化分析仪：日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司；电
泳和转膜装置、ＸＲＳ凝胶成像仪：美国 ＢｉｏＲａｄ公
司。

１２　方法
１２１　含药血清的制备方法　雄性８周龄ＳＤ大鼠
３０只，体重（３００±２０）ｇ，按体质量随机分组如下：空
白对照组１０只，降糖消渴颗粒组２０只，给药剂量为
５２８ｇ生药／（ｋｇ体重·ｄ）（相当于临床人公斤体质
量用量的６０倍）进行灌胃，每天上、下午各灌胃 １
次，共５次。空白对照组只灌胃等量的蒸馏水。末
次灌胃后１ｈ，乙醚麻醉大鼠，无菌条件下经腹主动
脉取血，４℃静置１ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，分离
含药血清。合并同组大鼠含药血清，５６℃水浴 ３０
ｍｉｎ灭活，微孔滤膜过滤除菌，冻存管分装，－８０℃
保存备用［１１］。

１２２　ＩＮＳ１细胞培养　ＩＮＳ１细胞以含１０％胎牛
血清（ＦＢＳ），１００ＩＵ／ｍＬ青霉素，１００ＩＵ／ｍＬ链霉素，
５０μｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养基置
于３７℃，５％ ＣＯ２条件下无菌培养２４ｈ更换培养基
一次，待细胞密度达到７０％～８０％后进行细胞传代。
１２３　ＩＮＳ１细胞ＦｏｘＯ１高表达模型的建立及鉴定
　　构建含有 ＦｏｘＯ１基因片段的质粒载体，应用慢
病毒转染的方法将其转入 ＩＮＳ１细胞，经 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ
筛选获得稳定表达 ＦｏｘＯ１细胞株（ＯＥ）和阴性对照
细胞株（ＮＣ），２５μｇ／ｍＬＤｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ干预１２ｈ诱导
ＦｏｘＯ１表达。用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ＮＣ、ＯＥ２种细胞株
ＦｏｘＯ１基因的表达情况，以对模型进行鉴定。

图１　ＦｏｘＯ１相对基因的表达

　　注：与ＮＣ组比较，Ｐ＜００１

　　ＯＥ组ＦｏｘＯ１基因的表达丰度是 ＮＣ组的２０５
倍，ＮＣ组相对 ＲＮＡ水平是（１００３±００８９），ＯＥ是
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（２０５０±０２１３），有明显的统计学意义，说明 ＦｏｘＯ１
基因转染成功，模型建立成功。

１２４　药物干预及指标检测　以１０％的降糖消渴
颗粒含药血清［９］干预细胞模型２４ｈ，正常鼠血清作
对照。分别检测正常组、模型组、药物组细胞培养液

中的葡萄糖含量，计算葡萄糖消耗量，ＭＴＴ法检测吸
光度，计算细胞存活率，Ｅｌｉｓａ法检测细胞胰岛素分
泌量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中 ＦｏｘＯ１总蛋白表达水
平及其磷酸化水平，以 ｑＲＴＰＣＲ检测 ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ
表达情况。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００软件进行数据
处理分析，每组实验重复３次，数据均以 Ｍｅａｎ±ＳＥ
表示，２组比较采用 ｔ检验，多组组间比较采用单因
素方差分析。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　细胞形态观察　在高倍镜下观察，正常组、模
型组和降糖消渴颗粒组的细胞呈梭形或多边形，细

胞核明显，细胞形态基本相似（如图２）。结果显示，
慢病毒转染造模和１０％降糖消渴颗粒含药血清干
预细胞均不会造成细胞形态的变化。

图２　细胞形态（２００×）

２２　降糖消渴颗粒含药血清对 ＩＮＳ１细胞葡萄糖
消耗量及细胞存活率的影响　检测细胞培养液中葡
萄糖含量，与未接种细胞的空白复孔的葡萄糖浓度

相减，算出各孔的葡萄糖消耗量。结果如图３所示，
与正常对照组比较，模型组的细胞葡萄糖消耗量明

显减少（Ｐ＜００１），差异有统计学意义。与模型对
照组比较，１０％降糖消渴颗粒含药血清能够增加
ＦｏｘＯ１高表达ＩＮＳ１细胞模型的葡萄糖消耗量（Ｐ
＜００１）。
ＭＴＴ法测定波长在５７０ｎｍ各孔的吸光度，计算

细胞存活率。如图３所示，各组之间细胞存活率无
显著性差异（＃Ｐ＞００５，＃＃Ｐ＞００５），说明慢病毒转
染制备 ＦｏｘＯ１高表达模型与１０％降糖消渴颗粒含
药血清干预细胞均未见明显细胞毒性。

２３　降糖消渴颗粒含药血清对 ＩＮＳ１细胞胰岛素
分泌功能的影响　如图４所示，与正常组比较，ＩＮＳ
１细胞ＦｏｘＯ１高表达模型组的细胞胰岛素分泌量减
少，差异有统计学意义（Ｐ＜００１），提示 ＦｏｘＯ１高
表达ＩＮＳ１细胞胰岛素分泌功能受损。与模型组比

较，１０％降糖消渴颗粒含药血清能够明显增加细胞
胰岛素分泌量（Ｐ＜００１）。

图３　降糖消渴颗粒含药血清对ＩＮＳ１细胞葡萄糖
消耗量及细胞存活率的影响

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，＃Ｐ＞００５，与模型组比

较，Ｐ＜００１，＃＃Ｐ＞００５

图４　降糖消渴颗粒含药血清对ＩＮＳ１细胞
胰岛素分泌功能的影响

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，与模型组比较，Ｐ＜
００１

２４　降糖消渴颗粒含药血清对 ＩＮＳ１细胞 ＦｏｘＯ１
蛋白表达及其磷酸化水平的影响　如图 ５所示，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与正常 ＩＮＳ１细胞比较，
ＦｏｘＯ１高表达细胞模型组 ＦｏｘＯ１总蛋白表达增加（＃

Ｐ＜００１），ｐＦｏｘＯ１蛋白表达无统计学意义（Ｐ＞
００５），提示模型稳定。应用１０％降糖消渴颗粒含
药血清干预２４ｈ后，与模型对照组比较，ＦｏｘＯ１总蛋
白表达无统计学意义（＃＃Ｐ＞００５），而 ｐＦｏｘＯ１蛋白
表达增加（Ｐ＜００５）。

图５　降糖消渴颗粒含药血清对ＩＮＳ１细胞
ＦｏｘＯ１、ＰＦｏｘＯ１蛋白表达的影响

　　注：与正常组比较，Ｐ＞００５，＃Ｐ＜００１，与模型组比

较，Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＞００５
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２５　降糖消渴颗粒含药血清对 ＩＮＳ１细胞 ＦｏｘＯ１
ｍＲＮＡ表达的影响　如图６所示，ｑＲＴＰＣＲ结果显
示，与正常组比较，模型对照组 ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ表达量
明显升高（Ｐ＜００１），提示细胞模型稳定。以１０％
降糖消渴颗粒含药血清干预 ＦｏｘＯ１高表达 ＩＮＳ１细
胞模型２４ｈ，与模型对照组比较，ＦｏｘＯ１基因表达量
稍有降低，但差异没有统计学意义（Ｐ＞００５）。

图６　降糖消渴颗粒含药血清对ＩＮＳ１细胞
ＦｏｘＯ１ｍＲＮＡ表达的影响

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，与模型组比较，Ｐ＞
００５

３　讨论
胰岛素抵抗和胰岛β细胞受损是Ｔ２ＤＭ发病的

重要病理机制，尤其 β细胞数量减少和功能受损在
Ｔ２ＭＤ发生和发展中发挥了重要作用。大量研究资
料表明，ＦｏｘＯ１在胰岛 β细胞中表达丰富，ＦｏｘＯ１作
用于协调β细胞的更新和功能之间的关系，是胰岛
β细胞应激、增殖、凋亡调控网络的关键点［１２１７］。

ＦｏｘＯ１的活性受胰岛素的负性调节。ＦｏｘＯ１作
为胰岛素／胰岛素样生长因子１（ＩＮＳ／ＩＧＦ１）信号通
路中的关键因子，其上游受磷酸肌醇３激酶／蛋白激
酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ）磷酸化级联通路的调节。ＦｏｘＯ１
分子中有三个保守的 ＡＫＴ／ＰＫＢ蛋白激酶的磷酸化
位点，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径被激活后，使细胞核中的
ＦｏｘＯ１磷酸化而发生核输出，由核内转至胞质中，失
去转录活性，从而抑制细胞的凋亡。当胰岛素信号

减弱时，通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，ＡＫＴ／ＰＫＢ蛋白激酶
活性降低，使ＦｏｘＯ１磷酸化水平降低而滞留在细胞
核内，失去活性，进而通过诱导靶基因表达而导致细

胞功能的改变［１８］。

在我们的研究中发现 ＦｏｘＯ１高表达的 ＩＮＳ１细
胞的葡萄糖消耗量和胰岛素分泌量均有所降低，提

示ＦｏｘＯ１高表达导致了ＩＮＳ１细胞分泌胰岛素的功
能受损。降糖消渴颗粒含药血清能够增加胰岛β细
胞的葡萄糖消耗量和胰岛素分泌量，从而改善了细

胞功能。进一步研究分子机制，ＦｏｘＯ１高表达 ＩＮＳ１

细胞中总的ＦｏｘＯ１蛋白水平和 ｍＲＮＡ均显著增加，
说明慢病毒转染的细胞模型稳定。经降糖消渴颗粒

含药血清干预，细胞中总的 ＦｏｘＯ１蛋白水平和 ｍＲ
ＮＡ含量均无显著性变化，而 ＰＦｏｘＯ１蛋白水平增
加，说明降糖消渴颗粒含药血清促进了 β细胞中
ＦｏｘＯ１磷酸化出核，可能激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径，从而
改善细胞胰岛素分泌功能。这可能是降糖消渴颗粒

含药血清保护胰岛 β细胞、改善细胞功能的作用机
制之一。

综上所述，ＦｏｘＯ１因子在 β细胞中发挥着重要
作用，本研究表明了降糖消渴颗粒不能降低 ＦｏｘＯ１
蛋白水平，但能促进ＦｏｘＯ１磷酸化，进而改善β细胞
的胰岛素分泌功能，然而降糖消渴颗粒是否通过激

活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路而发挥作用，还需进一步实验证
实。
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