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环孢菌素 A对体外 BCD:’胰岛 !细胞增殖及其增殖相关基因表达的影响
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摘要!目的 观察环孢霉素 A!E=A"对体外培养的 BCD:’ 胰岛 !细胞增殖和 F7.!"’9+GBA 表达的影响% 方法 用 HDD 法
检测不同浓度的 E=A9!"I"%J’"!#+7.KL"作用 #< 和 )!9> 后 BCD$’ 胰岛 !细胞增殖的情况% 利用半定量 GD$MEG 法检测
’"9#+7.KL9E=A 处理 BCD$’ 胰岛 !细胞 #<9> 后 F7.!"’9在 +GBA 水平上的表达% 结果 E=A 可抑制 BCD$’ 胰岛 !细胞的
增殖#且与时间&剂量正相关% 另外#E=A 还下调了 F7.!"’9+GBA 的表达% 结论 E=A 可抑制 BCD$’ 胰岛 !细胞增殖#其
机制可能与下调 F7.!"’9+GBA 表达有关%
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环孢霉素 A!606.7=F7V-@2RA#E=A"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(’J&)#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
E=A 对 BCD:’ 胰岛 !细胞的增殖及对 F7.!"’R+GBA
表达的影响# 探讨了 E=A 在临床上用于治疗胰岛素
瘤的可能性%

’RR材料和方法
’5’RR材料

BCD:’ 胰岛 !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 T-+-,@ 病毒 #"R的大 D 抗原杂交
基因后会自发产生胰岛 !细胞瘤 (’)"购自 Y-^67RaGL
公司’胎牛血清!杭州四季青公司"’’!!%" 胰酶!美国
AHG*TEb 公司"’环孢霉素 A!瑞士 BbcAGDCT 公
司 "’HDDR !华美生 物 工 程 公 司 "’H*H&DGCZ7.

!Y-^67"’逆转录试剂!MV7+2?,"’MEG 试剂&琼脂糖
!D,d,V,"#’""^FReBAR.,WW2V!HaC"%
引物由上海博亚公司合成#其他试剂均为分析纯

级%
’5!RR仪器

Eb!细胞培养箱!日本 BAMEb"&倒置显微镜!日
本 BCfbB"& 低温离心机和紫外分光光度计 !德国
a26d+,@"&#"% 型 *LCTA 酶标仪 !美国 aCb$GAe 公
司"&MEG 仪\美国 HgRG2=2,V6>RO%
’I&R方法
’I&I’ 细胞培养与 HDD 法检测 冻存于液氮中的细
胞株经常规复苏后#接种于 eH*H 培养基中!胎牛
血清含量 ’%h"#在 &)!"&%i9Eb!9及饱和湿度条件下
培养% 细胞生长至指数生长期时# 用 "I!%i胰酶和
"I"!i9*eDA!体积比为 ’!’"消化#’9"""9VK+-@ 离心 %9
+-@#细胞沉淀后用完全培养基调整细胞数为 "I%J’#
’"%K+.%于 (;孔板每孔接种 ’""9#.#条件同上培养 #<9
> 之后加入不同浓度的 E=A!使用前先用完全培养基
配成浓度为 ’""9#+7.KL 的母液"至终体积为 !""9#.#
每种浓度 ; 孔#分别继续培养 !#&#< 和 )!9>#再加入
%9+?K+.9HDD9!"9#.#继续培养 #9>#吸出孔内培养液#
每孔加入 ’%"9#.9eHTb# 室温下将平板置于微孔板
震荡器上震荡 ’"9+-@#使结晶物溶解% 再从每孔吸出
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!""#!$ 转移至一新的 %& 孔板中! 置酶标仪中以 ’("#
)* 为检测波长!测定各孔的光密度 +""#值!重复 ,
次$
!-,-.##/01的提取 0234!胰岛 #细胞按 !-’!!"&个 5
孔密度接种于 & 孔板!培养 6789 后!抽弃培养基!换
上含 !"#!*:$5;#<=1 的培养基!继续培养 67#9$ 采用
3>?@:$ 法制备总 /01!用 3>?@:$ 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 /01所
在的水相!并用异丙醇沉淀 /01!经 (’A乙醇洗涤后
用水"/0B=C#D>CC%溶解$制备的 /01样品用紫外分光
光度计检测 +.&"&+.&"5+.7"的值!并计算产量$
!-,-,##/3EF</88
!-,-,-!8G+01 第一链的合成 使用 .’8!$ 体系! 主要
包括以下成分’ 反应缓冲液&!"8**:$5;8H03F&.8!I8
总 /01&!8!I8:$?I: "H3%!78&6"8J8/01 酶抑制剂&,"8
J81KL逆转录酶!于 6.!"反应 &"8*?)$
!-,-,-.88F</888建立 ’"8!$8的反应体系! 主要成分如
下’反应缓冲液&!"8**:$5;8H03F8&引物"上&下游引
物终浓度均为 "-68! *:$5;8%&"-.M.8!$8G+01产物"通
过预试验确定最适模板浓度使得 F</ 扩增在指数级
范围内%&!-.’8J83BN聚合酶$ 引物序列见表 !$ %’O"
.8*?) 灭活 1KL 逆转录酶!反应 .’ 个循环!每循环
%’!" ,"8=CG&’"8" !8*?)&(.8" !8*?)! 再 (.!" 保温

!"8*?)$ 实验分正常对照组和 <=1处理组$
!-,-688琼脂糖凝胶电泳 .P琼脂糖凝胶"含 "-’#!I5*$#
QR%电泳!紫外灯下观察结果并照相$
!-6##统计方法
采用 SFSS!"-"统计软件进行 +T))CUU分析$

.##结果

.-!##形态学观察结果
倒置显微镜下观察细胞形态!对照组 023E! 细胞

接种贴壁 67#9 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 !1%$ !"#
!*:$5;#<=1 处理的 023E! 胰岛 # 细胞 67#9 即可见
明显的细胞损伤现象!表现为细胞生长缓慢!部分细
胞变圆变小!折光度下降"图 !R%$ 处理 (.#9后!对照
组细胞变化不大"图 .1%!而 <=1 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 .R%$

表 !##/3EF</引物序列
!"#$% &’()*+*) ’,*-(,. /.(0 *1 2!E342

*/01 S?@C#:D#F</#
V>:HTGU"WV% F>?*C>8=CNTC)GC"’X!,Y%

F:$#$! 66. IUIIBUIBGIBUIIIBUBGBIGBGIUUUBBIBIIBBU

#EBGU?) .(6 GGBIBIGBBIBIBIIUBUGGGUIUIIUBGIBGGBIBIIGB

图 !##经 <=1!!"#!*:$5;"处理 67#9 后对照组细胞
!1"和 023E! 细胞形态!R"Z原放大倍数’!!""[
5*6$% 78,’98:86; 8+ <9( )81<,8: )(::. =>? "10

@A!E% )(::. B*<9 " CDE98/, (E’8./,( <8 %F !-8:GH
);):8.’8,*1( > =IJ Z\>?I?)B$#*BI)?D?GBU?:)]!!""[

图 .##经 <=1!!"#!*:$5;"处理 (.#9#后对照组细胞
!1"和 023E! 细胞形态!R"Z原放大倍数’!!""[
5*6$K 78,’98:86; 8+ <9( )81<,8: )(::. =>J "10

@A!E% )(::. B*<9 " LKE98/, (E’8./,( <8 %F !-8:GH
);):8.’8,*1( > =IJ Z\>?I?)B$#*BI)?D?GBU?:)]!!""[

!R!1

.1 .R

.-.##<=1对 023E!胰岛 #细胞增殖的影响
<=1""-"’M!"#!*:$5;%处理细胞后!023E! 胰岛 #

细胞增殖被抑制$ <=1 处理细胞 67#9 后! 剂量在 ’#
!*:$5; 时! 开始对细胞增殖有抑制作用! 处理细胞
(.#9 后!剂量在 "-’#!*:$5; 时!对细胞增殖有显著抑
制作用"!^"-"!%!且随剂量的加大&作用时间的延长!
抑制作用越明显"图 ,%$
.-,OO环孢霉素 1 对 023E! 胰岛细胞 F:$$!O*/01 表
达的影响

!"O!*:$5;O<=1处理 023E! 胰岛 # 细胞 67O9 后!
对 F:$$!O*/01表达进行半定量分析! 以 F</ 产物
与内参 #EBGU?) 产物灰度积分值 "_:$T*C% 的比值
">C$BU?_CO_:$T*C!/L% 反映 <=1 对 V:$!$!O*/01 表
达的影响$ 结果显示!!"O!*:$5;O<=1 处理 023E! 胰
岛 # 细胞 67O9 后!与对照组相比!V:$!$!O*/01 表达
下调"图 6%!其下调的百分率为 ."-&P$

,OO讨论
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图 !""#$% 作用 !&’"后 ()*!!+",-.% 的表达
!"#$% &’( !) *+,- ./&0.11"’2 345.0 %6/7’80 9:;(’1&’0"2. -

./&’180.
%0"1*2345)(’)524637(844259$:";0"<.%"$6=2",85>25:7?8927+07#)945)*7@5)A(:7

?8927B07+C7",)*D?73E3*)$()56927%
F07G2,6/HA8946I63846)97)I7()*!!+7,-.%72J(52$$6)976974’278K$29327)57

(52$29327)I7+C7",)*D?73E3*)$()56927%L
-M07-2*846N2"N)*A,2:"+0"#)945)*"@5)A(:"B0"+C"",)*D?"3E3*)$()5692"%

图 O""环孢霉素 % 处理 !& 和 PB"’ 后对 .QRS+ 胰岛 # 细胞
增殖的影响

<"=>? ,@AS) 9.(( &0’("4.035"’2 345.0 %6S!32B CDS7’80
9:9(’1&’0"2. - ./&’180.
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#$% 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 Z?SYC"[VYB和 -Q.,V\等多种细胞株的增殖]B^Y_#
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$本实验采用 ;RR法检测 #$%对体外

培养的 .QRS+ 胰岛 $ 细胞增殖的影响 ! 结果发现
#$%对该细胞的生长具有明显的抑制作用!随着药物
浓度的提高%作用时间的延长!抑制作用相应增强!呈
剂量"时间相关性$
由于 <.% 复制是细胞增殖的关键! 而 <.% 聚

合酶 ! 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 <.% 复制起
始区引物合成!可引发酶的活性&P’$ 本实验通过半定
量 -RS‘#- 检测了 #$% 对 .QRS+ 胰岛 $ 细胞 ()*!!+7
,-.%表达的影响$ 结果显示 #$% 可抑制 .QRS+ 胰
岛 $ 细胞该基因的表达! 从基因水平上探讨了 #$%
对细胞增殖影响的可能机制$

#$%作为免疫抑制剂! 已经在临床上应用了 BC
多年!但作为抗增殖剂应用于临床才刚刚起步$ 胰岛$
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$但药物毒性很
大!治疗过程中几乎每例都有胃肠道等严重的副作用$
#$% 可抑制 .QRS+ 胰岛 $ 细胞增殖! 这对临床应用
#$% 治疗不能切除或已有转移的胰岛 $ 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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