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活性维生素 Ｄ 对胰岛 β 细胞自噬及相关蛋白表达的
影响

师佩兰　 郭道华　 余美玲　 许健　 宋乐乐　 桑冉

【摘要】 　 目的　 探讨活性维生素 Ｄ(ＶｉｔＤ)对高糖环境下胰岛 β 细胞自噬及相关蛋白表达的影响ꎮ
方法　 体外培养 Ｍｉｎ６ 小鼠胰岛 β 细胞ꎬ将细胞分为 ５ 组:对照组(Ｃｏｎꎬ５.６ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)、高糖组(ＨＧꎬ
３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)、高糖 ＋ １ ｎｍｏｌ / Ｌ 活性 ＶｉｔＤ 组(ＨＧ＋ １ＶｉｔＤ)、高糖 ＋ １０ ｎｍｏｌ / Ｌ 活性 ＶｉｔＤ 组 (ＨＧ＋
１０ＶｉｔＤ)、高糖＋１００ ｎｍｏｌ / Ｌ 活性 ＶｉｔＤ 组(ＨＧ＋１００ＶｉｔＩＤ)ꎮ 采用 ＭＴＴ 法检测细胞存活率ꎬ免疫荧光( ＩＦ)法
观察自噬相关蛋白 ＬＣ３－Ⅱ含量的变化ꎬＷｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ 法检测 ＡＭＰＫ、ＬＣ３ 蛋白的表达ꎮ 结果　 与对照组比

较ꎬＨＧ 组及 ＨＧ＋ＶｉｔＤ 组细胞存活率降低(Ｐ<０.０５)ꎬＨＧ＋ＶｉｔＤ 组 ＡＭＰＫ、ＬＣ３ 蛋白表达升高(Ｐ<０.０５)ꎻ与
ＨＧ 组相比ꎬＨＧ＋ＶｉｔＤ 组细胞存活率、自噬相关蛋白 ＬＣ３－Ⅱ含量及 ＡＭＰＫ、ＬＣ３ 蛋白表达呈浓度依赖性升

高(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 活性 ＶｉｔＤ 可改善高糖环境下胰岛 β 细胞的生长ꎬ其机制可能与调控 ＡＭＰＫ 通路诱

导自噬相关ꎮ
【关键词】 　 活性维生素 Ｄꎻ　 胰岛 β 细胞ꎻ　 自噬ꎻ　 ＬＣ３ꎻ　 ＡＭＰＫ
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　 　 自噬是真核生物中一种保守的自食系统ꎬ是维

持细胞稳态的分解代谢过程ꎬ其与多种疾病密切相

关ꎬ如癌症、退行性病变、糖尿病等ꎮ 胰岛 β 细胞进

行性衰竭是糖尿病发生发展的关键ꎬ保护和促进胰

岛 β 细胞存活是防治糖尿病的重要策略ꎮ 研究发

现ꎬ自噬可以通过多种途径来对抗应激源ꎬ对正常和

受损的胰岛 β 细胞功能发挥重要作用[１]ꎮ 自噬可以

保护胰岛 β 细胞的结构、维持胰岛素的正常分泌和

稳态[２]ꎮ 因此ꎬ自噬可能成为预防和治疗糖尿病的

一个潜在靶点ꎮ
维生素 Ｄ(ｖｉｔａｍｉｎ ＤꎬＶｉｔＤ)是一种脂溶性维生

素ꎬ其主要通过钙磷代谢参与机体的骨骼发育ꎮ 近

年研究发现ꎬＶｉｔＤ 可调节机体多种组织细胞增生、分
化和功能[３]ꎬ活性 ＶｉｔＤ 可通过调节自噬活性对糖尿

病大鼠肾足细胞发挥保护作用[４]ꎮ 本研究通过体外

细胞实验ꎬ探讨活性 ＶｉｔＤ 对高糖环境下胰岛 β 细胞

生长与自噬功能的影响及可能的分子机制ꎮ 现报道

如下ꎮ
一、资料与方法

１.一般资料:(１)细胞株与试剂:Ｍｉｎ６ 小鼠胰岛

β 细胞(上海酶研生物科技有限公司)ꎻ活性维生素

Ｄ(罗盖全ꎬ上海罗氏制药有限公司)ꎻ青链霉素混合

液、胎牛血清(ＦＢＳ)、ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基、０.２５％胰酶

(Ｔｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡ)均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ四甲基偶

氮唑盐(ＭＴＴ)细胞增殖检测试剂盒(江苏申基生物

科技有限公司)ꎻＬＣ３Ａ / Ｂ 抗体、ＡＭＰＫ 抗体 (美国

ＣＳＴ 公司)ꎻ ＰＢＳ (江苏凯基生物技术股份有限公

司)ꎻ羊抗小鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ、羊抗兔 ＩｇＧ－ＨＲＰ、ＧＡＰＤＨ
抗体(美国 ａｂｃａｍ 公司)ꎻ ＥＣＬ Ｐｌｕｓ 发光试剂盒、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液(５×)、Ｗｅｓｔｅｒｎ 及 ＩＰ 细

胞裂解液、ＰＭＳＦ、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒购自碧

云天公司ꎮ (２)主要仪器:ＣＯ２ 培养箱(美国 ＳＨＥＬＬ
ＬＡＢ 公司)ꎻ酶标仪(华东电子集团医疗装备有限责任

公司)ꎻ紫外可见分光光度计(北京普析通用仪器有限

责任公司)ꎻ荧光显微镜 (日本 ＯＬＹＭＰＵＳ ＢＸ５３)ꎻ
Ｍｉｎｉ－Ｐｒｏｔｅｎ Ｔｅｔｒａ 电泳系统(上海天能科技有限公

司)ꎻ凝胶成像仪(上海勤翔科学仪器有限公司)ꎮ
２.方法:(１)细胞培养:Ｍｉｎ６ 小鼠胰岛 β 细胞

贴壁培养于含 １０％ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ－１６４０ 培养液中ꎬ置
于 ３７ ℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱中培养ꎬ细胞融合

达 ８０％￣９０％时传代一次ꎮ ( ２) 实验分组:对照组

(Ｃｏｎꎬ５.６ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)、高糖组(ＨＧꎬ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ
葡萄糖)、高糖＋１ ｎｍｏｌ / Ｌ 活性 ＶｉｔＤ 组(ＨＧ＋１ＶｉｔＤ)、
高糖＋１０ ｎｍｏｌ / Ｌ 活性 ＶｉｔＤ 组(ＨＧ＋１０ＶｉｔＤ)、高糖＋

１００ ｎｍｏｌ / Ｌ 活性 ＶｉｔＤ 组(ＨＧ＋１００ＶｉｔＩＤ)ꎮ (３)ＭＴＴ
检测不同用药组对细胞存活率的影响:取对数生长

期细胞ꎬ以每孔 ５×１０３ 个细胞密度接种于 ９６ 孔细胞

培养板ꎮ 待细胞贴壁并长至 ７０％左右时ꎬ在对应受

试孔中分别加入不同终浓度的葡萄糖、活性 ＶｉｔＤꎮ
每组设六个复孔ꎬ重复实验 ４ 次ꎮ 于加药处理后的

２４ 小时、４８ 小时及 ７２ 小时ꎬ每孔加入 ２０ μｌ ＭＴＴꎬ
３７ ℃ 孵育 ４ 小时ꎬ 吸去上清ꎬ 每孔加入 １５０ μｌ
ＤＭＳＯꎬ在振荡器上轻轻震荡使甲臜完全溶解ꎬ将 ９６
孔板放入酶标仪ꎬ４９０ ｎｍ 处测吸光度值(ＯＤ４９０)ꎮ
计算细胞存活率:细胞存活率(％)＝ [(实验组 ＯＤ－
空白组 ＯＤ) / (对照组 ＯＤ －空白组 ＯＤ)] × １００％ꎮ
(４)ＩＦ 法检测 β 细胞 ＬＣ３－Ⅱ含量的变化:细胞接种

在六孔板ꎬ培养至分化成熟后按实验分组进行干预ꎬ
准备细胞爬片ꎬ常规培养 ４８ｈꎮ 自然晾干细胞样本浸

入 ４％的多聚甲醛固定液中 ３０ 分钟ꎬＰＢＳ 浸洗 ３ 分

钟×３ 次ꎻ３％Ｈ２Ｏ２－甲醇溶液ꎬ室温封闭 １０ 分钟ꎬＰＢＳ
浸洗 ３ 次ꎻ山羊血清封闭 ２０ 分钟ꎬ滴加 ＬＣ３ 一抗

(１ ︰ １００)５０ μｌꎬ３７ ℃ꎬ湿盒孵育 ２ 小时ꎬＰＢＳ 浸洗ꎻ
滴加荧光二抗(１ ︰ １００)５０ μｌꎬ３７ ℃ꎬ避光孵育 １ 小

时ꎬＰＢＳ 浸洗 ３ 次ꎻＤＡＰＩ 染液 ５０ μｌ 复染ꎻ防萃灭封

片胶封片ꎬ荧光显微镜下观察细胞中 ＬＣ３－Ⅱ含量的

变化ꎮ (５)Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＡＭＰＫ、ＬＣ３ 蛋白的

表达:细胞接种培养 ２４ 小时后按照实验分组加入药

物ꎬ达到作用时间点后ꎬ蛋白裂解液提取细胞总蛋

白ꎬＢＣＡ 法蛋白定量ꎬ进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳ꎬ转膜ꎬ
５％脱脂奶粉封闭ꎻ取出已封闭的 ＰＶＤＦ 膜ꎬ加入一

抗ꎬ４ ℃孵育过夜ꎻ次日洗膜后加入二抗ꎬ室温孵育

１ ｈꎬＴＢＳＴ 液充分洗膜ꎬＥＣＬ 化学发光ꎬ显影、定影ꎮ
３.统计学处理:使用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计软件进行数

据分析ꎬ计量资料以(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ行方差分析及 ｑ 检

验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
二、结果

１.活性 ＶｉｔＤ 对胰岛 β 细胞存活率的影响:与对

照组比较ꎬＨＧ 及 ＨＧ＋ＶｉｔＤ 组细胞存活率均下降

(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＧ 组相比ꎬＨＧ＋ＶｉｔＤ 组细胞存活率升

高ꎬ且随着 ＶｉｔＤ 浓度的增加而逐渐升高(Ｐ<０.０５)ꎮ
见表 １、图 １ꎮ

２.活性 ＶｉｔＤ 对自噬相关蛋白 ＬＣ３－Ⅱ含量的影

响:细胞免疫荧光结果显示ꎬ对照组与高糖组胰岛 β
细胞胞质中 ＬＣ３ －Ⅱ红色荧光斑点较少ꎬ分别为

(３.０１±０.１２) /细胞、(３. ０６ ± ０. １３) /细胞ꎮ ＶｉｔＤ 作用

于 β 细胞后ꎬ细胞胞质中 ＬＣ３－Ⅱ红色荧光斑点逐渐

增多ꎬ分别为 ＨＧ＋ １ＶｉｔＤ(６. ６８ ± ０. ２５) /细胞、ＨＧ ＋
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１０ＶｉｔＤ(１７. ９６ ± ０. ５９) /细胞、ＨＧ ＋ １００ＶｉｔＤ ( ３０. ６５ ±
１.３４) /细胞ꎬ与对照组及高糖组相比ꎬＶｉｔＤ 组 ＬＣ３－
Ⅱ含量显著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 见图 ２ꎮ

３.活性 ＶｉｔＤ 对胰岛 β 细胞 ＡＭＰＫ、ＬＣ３ 蛋白表

达的影响:与对照组及 ＨＧ 组相比ꎬ ＨＧ ＋ ＶｉｔＤ 组

ＡＭＰＫ、ＬＣ３ 蛋白表达呈浓度依赖性升高(Ｐ<０.０５)ꎮ
且 ＶｉｔＤ 各浓度组之间比较ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎮ 见表 ２、图 ３ꎮ

表 １　 ＶｉｔＤ 对胰岛 β 细胞存活率的影响(􀭰ｘ±ｓ)
组别 ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

Ｃｏｎ 组(ｎ＝ ３) １００.００±０.００ １００.００±０.００ １００.００±０.００
ＨＧ 组(ｎ＝ ３) ６３.７１±１.５２∗ ４７.７９±０.６６∗ ２６.８９±１.０５∗

ＨＧ＋１ＶｉｔＤ 组(ｎ＝ ３) ７０.９４±１.６６∗＃ ６６.１２±１.４４∗＃ ５２.４０±２.９９∗＃

ＨＧ＋１０ＶｉｔＤ 组(ｎ＝ ３) ７９.５３±１.２７∗＃ ７３.７６±１.５７∗＃ ６３.８１±３.６５∗＃

ＨＧ＋１００ＶｉｔＤ 组(ｎ＝ ３) ８８.９３±１.０９∗＃ ８６.５６±１.１４∗＃ ７８.８１±２.５６∗＃

Ｆ 值 １３１.２７８ ３１４.８９９ １２６.３４０
Ｐ 值 <０.００１ <０.００１ <０.００１

　 　 注:与 Ｃｏｎ 组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与 ＨＧ 组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５

图 １　 ＶｉｔＤ 干预后胰岛 β 细胞相对存活率

　 　 注:与 Ｃｏｎ 组比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与 ＨＧ 组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎮ 图 ２Ａ 为

细胞免疫荧光图ꎻ图 ２Ｂ 为定量统计图

　 　 图 ２　 ＶｉｔＤ 干预后胰岛 β 细胞相对存活率 ＶｉｔＤ 对胰岛

β 细胞 ＬＣ３－Ⅱ含量的影响

表 ２　 ＶｉｔＤ 处理后 ＡＭＰＫ 和 ＬＣ３ 蛋白表达量变化

情况(􀭰ｘ±ｓ)
组别 ＡＭＰＫ ＬＣ３

Ｃｏｎ 组(ｎ＝ ３) ０.０３３８±０.００１９４ ０.１０１８±０.０１７７７
ＨＧ 组(ｎ＝ ３) ０.０３８０±０.００１６３ ０.１２５９±０.０２５１９
ＨＧ＋１ＶｉｔＤ 组(ｎ＝ ３) ０.１３７１±０.００９６７∗＃ ０.１８３７±０.０２３６２∗＃

ＨＧ＋１０ＶｉｔＤ 组(ｎ＝ ３) ０.２５１５±０.０２２４８∗＃ ０.３７４４±０.０２８２３∗＃

ＨＧ＋１００ＶｉｔＤ 组(ｎ＝ ３) ０.３９５４±０.０２５２１∗＃ ０.４７５０±０.０２２９３∗＃

Ｆ 值 ２８５.５４９ １４２.８６４
Ｐ 值 <０.００１ <０.００１

　 　 注:与 Ｃｏｎ 比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与 ＨＧ 组比较ꎬ＃Ｐ<０.０５

　 　 注:Ａ:Ｃｏｎ 组ꎻＢ:ＨＧ 组ꎻＣ:ＨＧ＋１ＶｉｔＤ 组ꎻＤ:ＨＧ＋１０ＶｉｔＤ 组ꎻＥ:
ＨＧ＋１００ＶｉｔＤ 组

图 ３　 ＶｉｔＤ 处理后 ＡＭＰＫ 和 ＬＣ３ 蛋白表达水平的变化

　 　 讨论　 细胞自噬(ａｕｔｏｐｈａｇｙ)指溶酶体降解胞质
内受损的细胞器或生物大分子ꎬ并将其降解产物循
环再利用的一种细胞内代谢降解的动态过程ꎮ 自噬
缺陷可引起胰岛 β 细胞功能失调ꎬ导致糖尿病的发
生ꎮ Ｓｏｎｇ 等[５]发现在体内和体外间歇性缺氧的条件
下ꎬ胰岛 β 细胞自噬被明显激活ꎬ表现为自噬泡形成
和微管相关蛋白轻链 ３(ＬＣ３)周转增加、ｐ６２ 水平降
低ꎮ 形态学分析显示ꎬβ 细胞线粒体肿胀、内质网扩
张和空泡改变ꎬ证明了自噬对维持胰岛 β 细胞结构
和功能的重要性[６]ꎮ

在糖尿病早期ꎬ胰岛素和营养物质过剩与氧化
应激共同调节自噬ꎻ而在糖尿病后期由于胰岛素缺
乏ꎬ活性氧 ( ＲＯＳ) 生成增加进而抑制雷帕霉素
(ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎꎬｍＴＯＲ)ꎬ激活 ＬＣ３、
自噬基因的表达以及线粒体自噬ꎬ从而清除衰老损
伤的细胞器导致的氧化应激和内质网应激[７]ꎮ
Ｂａｃｈａｒ 等[８]发现在 Ａｋｉｔａ 啮齿动物糖尿病模型中ꎬ胰
岛素原基因突变会导致蛋白质折叠错误和 β 细胞死
亡ꎻ在胰岛素原过度折叠的情况下ꎬ 通过抑制
ｍＴＯＲꎬ刺激自噬可以减轻应激ꎬ防止细胞凋亡ꎮ 由
于糖尿病的发病与自噬受到共同的信号分子调节ꎬ
因此ꎬ以这些信号分子(如 ｍＴＯＲ、ＡＭＰＫ 等)作为糖
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尿病治疗的药物靶点ꎬ将调节自噬作为糖尿病治疗
的新策略ꎬ具有重要意义ꎮ

维生素 Ｄ 是类固醇的衍生物ꎬ与健康关系最密
切的是 １ꎬ２５－(ＯＨ) ２Ｄ３ꎬ即活性维生素 Ｄꎮ 维生素 Ｄ
除影响钙磷代谢、调节免疫功能、细胞增生分化及炎
症反应等外ꎬ还可介导细胞自噬[９]ꎮ 在肿瘤、心血管
疾病及糖尿病等多种疾病中ꎬ维生素 Ｄ 可通过调节
自噬ꎬ抑制细胞凋亡ꎬ延缓和治疗相关疾病[１０]ꎮ 活
性维生 素 Ｄ 通 过 与 维 生 素 Ｄ 受 体 ( ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＶＤＲ)结合ꎬ在不同组织中发挥作用[１１]ꎮ 糖
尿病患者体内维生素 Ｄ 常常缺乏ꎬ其水平与糖尿病
发病风险可能呈反向关系[１２]ꎮ

维生素 Ｄ 对 Ｔ１ＤＭ 的影响一方面可能通过环磷
酸腺苷(ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬｃＡＭＰ)途径
及刺激第二信使系统使 β 细胞内的钙内流增加和细
胞内葡萄糖增加ꎬ增加 β 细胞增殖ꎬ促进胰岛素分
泌[１３]ꎻ另一方面ꎬ维生素 Ｄ 参与固有免疫及细胞免
疫ꎬ通过相关机制抑制胰岛 β 细胞凋亡ꎬ保护胰岛细
胞功能[１４]ꎮ Ｔ２ＤＭ 进展的主要原因是炎症应激和胰
岛素抵抗导致的 β 细胞功能障碍ꎮ 越来越多的研究
提示ꎬ补充维生素 Ｄ 可改善 Ｔ２ＤＭ 患者的血糖ꎬ控制

氧化应激及血脂水平[１５]ꎮ 本研究结果显示ꎬ活性
ＶｉｔＤ 处理后胰岛 β 细胞存活率升高(Ｐ<０.０５)ꎬ提示
ＶｉｔＤ 对高糖环境下的 β 细胞有一定的保护作用ꎮ

ＶｉｔＤ / ＶＤＲ 可以在自噬的不同阶段ꎬ通过不同的
信号通路或途径调节自噬ꎬ包括影响 ＣａＭＫＫβ、
ｍＴＯＲ、ＰＩ３Ｋ / Ｂｅｃｌｉｎ－１ 及溶酶体、炎性因子等途径ꎮ
胞内 Ｃａ２＋的上调能激活钙 /钙调素依赖性蛋白激酶
激酶 β(ＣａＭＫＫβ)通路ꎬ并激活下游腺苷酸活化蛋白
激酶(ＡＭＰＫ)ꎬ而 ＡＭＰＫ 是自噬重要的诱导因子ꎬ维
生素 Ｄ 则通过调节 Ｃａ２＋代谢最终上调自噬作用[１６]ꎻ
维生素 Ｄ 可通过 ｍＴＯＲ 途径减少 ｍＴＯＲ 生成ꎬ解除
ｍＴＯＲ 形成的复合物对自噬的抑制作用ꎬ促进自噬
发生[１７]ꎮ 链脲佐菌素(ＳＴＺ)诱导的糖尿病小鼠中ꎬ
维生素 Ｄ 可增加 ＬＣ３ 和肌球蛋白样卷曲蛋白
(Ｂｅｃｌｉｎ １)基因的 ｍＲＮＡ 表达ꎬ细胞凋亡率降低ꎬ说
明维生素 Ｄ 可诱导胰岛细胞自噬ꎬ对糖尿病起调节
作用[１８]ꎮ 本研究结果显示ꎬ活性 ＶｉｔＤ 处理后ꎬ胰岛
β 细胞 ＬＣ３－Ⅱ含量及 ＡＭＰＫ、ＬＣ３ 蛋白表达均升高
(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 ＶｉｔＤ 可能是一种自噬活化剂ꎬ通过
调节自噬相关标志物的表达诱导胰岛 β 细胞自噬ꎮ

综上所述ꎬ高糖抑制了胰岛 β 细胞的生长ꎬ加入
活性维生素 Ｄ 可改善高糖环境下胰岛 β 细胞的存
活ꎮ 其机制可能是通过调控自噬相关蛋白 ＬＣ３、

ＡＭＰＫ 的表达水平ꎬ促进自噬溶酶体的形成ꎬ减轻高
糖诱导的细胞损伤ꎮ
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