
环孢菌素A对体外NIT-1胰岛β细胞增殖及其增殖相关基因表达的影响  

    环孢霉素A(cyclosporine A，CsA)是一种真菌代谢产物，目前已广泛应用于器官移植及自身免疫疾病的

治疗。研究发现，环孢霉素除了有效的免疫抑制作用外，对多种细胞的增殖具有抑制作用[1][2][3]，在临床

上有希望成为抗增殖或抗代谢药物。本实验通过观察CsA对NIT-1胰岛β细胞的增殖及对pol α1 mRNA表达的影

响，探讨了CsA在临床上用于治疗胰岛素瘤的可能性。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    NIT-1胰岛β细胞由华中科技大学同济医学院免疫学教研室提供(非肥胖型糖尿病小鼠转入大鼠胰岛素基因

起动子和Simian病毒 40 的大 T抗原杂交基因后会自发产生胰岛β细胞瘤[1])购自Gibco BRL公司；胎牛血清

(杭州四季青公司)；1∶250胰酶(美国AMRESCO公司)；环孢霉素A(瑞士NOVARTIS公司)；MTT (华美生物工程

公司)；MEM、TRIzol(Gibco)；逆转录试剂(Promega)；PCR试剂、琼脂糖(Takara)，100bp DNA ladder

(MBI)。 

    引物由上海博亚公司合成，其他试剂均为分析纯级。 

    1.2  仪器 

    CO
2
细胞培养箱(日本 NAPCO)、倒置显微镜(日本 NIKON)、低温离心机和紫外分光光度计(德国 

Beckman)、405型ELISA酶标仪(美国BIO-RAD公司)、PCR仪(美国 MJ Research )。 

    1.3 方法 

    1.3.1细胞培养与MTT法检测   冻存于液氮中的细胞株经常规复苏后，接种于DMEM培养基中(胎牛血清含

量15%)，在37 ℃、5% CO
2
 及饱和湿度条件下培养。细胞生长至指数生长期时，用0.25%胰酶和0.02% EDTA

(体积比为1∶1)消化，1 000 r/min离心5 min，细胞沉淀后用完全培养基调整细胞数为0.5~1×105/ml。于

96孔板每孔接种100 μl，条件同上培养48 h之后加入不同浓度的CsA(使用前先用完全培养基配成浓度为100 

μmol/L的母液)至终体积为200 μl，每种浓度6孔，分别继续培养24、48和72 h，再加入5 mg/ml MTT 20 μ

l，继续培养4 h，吸出孔内培养液，每孔加入150 μl DMSO，室温下将平板置于微孔板震荡器上震荡10 

min，使结晶物溶解。再从每孔吸出100 μl转移至一新的96孔板中，置酶标仪中以570 nm为检测波长，测定

各孔的光密度D(λ)值，重复3次。 

    1.3.2  RNA的提取   NIT-1胰岛β细胞按1.5×106个/孔密度接种于6孔板，培养48 h后，抽弃培养基，

换上含10 μmol/L CsA的培养基，继续培养48 h。采用Trizol法制备总RNA，用Trizol裂解细胞后，加入氯

仿并离心使之分为水相和有机相两层。转移RNA所在的水相，并用异丙醇沉淀RNA，经75%乙醇洗涤后用水

(RNase free)溶解。制备的RNA样品用紫外分光光度计检测D
260

、D
260

/D
280

的值，并计算产量。 

    1.3.3  RT-PCR

    1.3.3.1 cDNA第一链的合成  使用25 μl体系，主要包括以下成分：反应缓冲液、10 mmol/L dNTP、2 
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μg 总 RNA、1 μg oligo(dT)18 、40 U RNA酶抑制剂、30 U AMV逆转录酶，于42 ℃反应60 min。 

    1.3.3.2  PCR   建立50 μl 的反应体系，主要成分如下：反应缓冲液、10 mmol/L dNTP 、引物(上、

下游引物终浓度均为 0.4 μ mol/L )、0.2~2 μl cDNA产物(通过预试验确定最适模板浓度使得PCR扩增在指

数级范围内)、1.25 U Taq聚合酶。引物序列见表1。95 ℃ 2 min灭活AMV逆转录酶，反应25个循环，每循环

95 ℃ 30 sec、50 ℃ 1 min、72 ℃ 1 min，再72 ℃ 保温10 min。实验分正常对照组和CsA处理组。 

    1.3.4  琼脂糖凝胶电泳   2%琼脂糖凝胶(含0.5 μg/ml EB)电泳，紫外灯下观察结果并照相。 

    1.4  统计方法 

    采用SPSS10.0统计软件进行Dunnett分析。 

    

2  结果 

    2.1  形态学观察结果 

    倒置显微镜下观察细胞形态，对照组NIT-1细胞接种贴壁48 h进入指数生长期后，细胞表现为高折光性，

呈不规则多边形，细胞相互嵌合(图1A)。10 μmol/L CsA处理的NIT-1胰岛β细胞48 h即可见明显的细胞损伤

现象，表现为细胞生长缓慢，部分细胞变圆变小，折光度下降(图1B)。处理72 h后，对照组细胞变化不大(图

2A)，而CsA处理组正常形态细胞减少，细胞碎屑增加，大量细胞变圆变小，透光性进一步下降，还有部分细

胞漂浮于培养基中(图2B)。 

    图1  经CsA(10 μmol/L)处理48 h后对照组细胞(A)和NIT-1细胞形态(B)(原放大倍数：×100) 
    Fig.1  Morphology of the control cells (A) and NIT-1 cells with a 48-hour exposure to 

10 μmol/L cyclosporine A (B) (Original magnification:×100) 



    图2  经CsA(10 μmol/L)处理72 h 后对照组细胞(A)和NIT-1细胞形态(B)(原放大倍数：×100) 
    Fig.2  Morphology of the control cells (A) and NIT-1 cells with a 72-hour exposure to 

10 μmol/L cyclosporine A (B) (Original magnification:×100) 

    2.2  CsA对NIT-1胰岛β细胞增殖的影响 

    CsA(0.05~10 μmol/L)处理细胞后，NIT-1胰岛β细胞增殖被抑制。CsA处理细胞48 h后，剂量在5 μ

mol/L时，开始对细胞增殖有抑制作用，处理细胞72 h后，剂量在0.5 μmol/L时，对细胞增殖有显著抑制作

用(P<0.01)，且随剂量的加大、作用时间的延长，抑制作用越明显(图3)。 

    图3  环孢霉素A处理48和72 h后对NIT-1胰岛β细胞增殖的影响 
    Fig.3  NIT-1 cell proliferation after 48- and 72-hour cyclosporine A exposure 

    **P<0.01 vs control

    2.3  环孢霉素A对NIT-1胰岛细胞Polα1 mRNA表达的影响 

    10 μmol/L CsA处理NIT-1胰岛β细胞48 h后，对Polα1 mRNA表达进行半定量分析，以PCR产物与内参β-

actin产物灰度积分值(volume)的比值(relative volume，RV)反映CsA对pol α1 mRNA表达的影响。结果显

示，10 μmol/L CsA处理NIT-1胰岛β细胞48 h后，与对照组相比，pol α1 mRNA表达下调(图4)，其下调的百

分率为20.6%。 



    图4  CsA作用48h 后pol α1 mRNA的表达 
    Fig.4  pol α1 mRNA expression after 48-hour cyclosporine A exposure

    A: Electrophoretic patterns; M: DNA size marker; Lane 1: Control group; Lane 2: 10 μ
mol/L cyclosporine A

    B: Semi-quantification of pol α1 mRNA expression in the absence or presence of 10 μ
mol/L cyclosporine A.

    RV: Relative volume; 1: Control group; 2: 10 μmol/L cyclosporine A

    

3  讨论 

    CsA除了具有强大的免疫抑制效应外还具有抗增殖作用，在适当的浓度下能有效的抑制血管内皮细胞、视

网膜上皮细胞、表皮细胞、结膜成纤维细胞、平滑肌细胞、晶体上皮细胞及纤维原细胞等多种细胞以及HL-

60、K562和RINm5F等多种细胞株的增殖[2][3][4][5][6]。 

    药物对体外细胞的抑制作用可以通过细胞活性的检测来反映。本实验采用MTT法检测CsA对体外培养的

NIT-1胰岛β细胞增殖的影响，结果发现CsA对该细胞的生长具有明显的抑制作用，随着药物浓度的提高、作用

时间的延长，抑制作用相应增强，呈剂量、时间相关性。 

    由于DNA复制是细胞增殖的关键，而DNA聚合酶α是真核生物染色体复制的一个关键酶，参与滞后链冈崎片

断的引物合成核先导链DNA复制起始区引物合成，可引发酶的活性[7]。本实验通过半定量RT-PCR检测了CsA对



NIT-1胰岛β细胞pol α1 mRNA表达的影响。结果显示CsA可抑制NIT-1胰岛β细胞该基因的表达，从基因水平上

探讨了CsA对细胞增殖影响的可能机制。 

    CsA作为免疫抑制剂，已经在临床上应用了20多年，但作为抗增殖剂应用于临床才刚刚起步。胰岛β细胞

瘤是胰腺内分泌肿瘤中的常见病，治疗措施主要是外科手术切除肿瘤，对不能切除或已有转移的胰岛细胞癌，

常用链脲霉素和其它化疗药物。但药物毒性很大，治疗过程中几乎每例都有胃肠道等严重的副作用。CsA可抑

制NIT-1胰岛β细胞增殖，这对临床应用CsA治疗不能切除或已有转移的胰岛β细胞癌可能有一定的意义，至于

其确切的作用机制尚需进一步探讨。 
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