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胰岛素对 βTC-3细胞胰岛素受体表达的作用
谢利芳 焦 凯△

（第四军医大学唐都医院内分泌科 陕西西安 710038）

摘要 目的：观察外源性胰岛素对小鼠胰岛β细胞瘤细胞株 βTC-3细胞胰岛素受体表达的影响。方法：采用免疫荧光细胞化学技
术结合激光扫描共聚焦显微镜观察高浓度胰岛素（100 IU/ml）刺激不同时间（0 min、30 min、60 min、120 min、240 min），培养的
βTC-3细胞胰岛素受体的表达，用 Image pro plus软件对胰岛素受体的荧光强度进行了半定量分析。结果：与 0 min比较，胰岛素
孵育 30 min、60 min、120 min、240 min时胰岛素受体荧光强度均明显下降（P<0.05）。结论：高浓度胰岛素孵育βTC3细胞后，可明
显下调胰岛素受体的表达，这可能是高胰岛素血症导致胰岛素抵抗产生的机制之一。
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Effect of Insulin on Expression of Insulin Receptor in TC-3 Cell
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ABSTRACT Objective: To explore the effects of exogenous insulin on the expression of insulin receptors in mouse insulinoma

TC-3 cells. Methods: The expression of insulin receptors in TC-3 cells in different incubation time (0 min, 30mins, 60mins, 120mins,
240mins) exposure to 100 IU/ml insulin was analyzed by immune fluorescence cytochemistry combined with laser scanning confocal
microscopy. Semi-quantitative analysis of fluorescence intensity of insulin receptors was determined by Image Pro Plus 6.0 software.
Results: The expression of insulin receptors at 30,60,120 and 240 min was decreased significantly compared with that of 0 min incubated
with 100 IU/ml insulin (P<0.05). Conclusion: The expression of insulin receptor in βTC3 cells was obviousiy decreased with high con-
cen- tration insulin incubation, which may be one of the mechanism of insulin resistance caused by hyperinsulinemia.
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前言

胰岛素是胰岛β细胞分泌的一种蛋白质激素，在调节细
胞增殖、分化和机体血糖稳定中起着重要作用。胰岛素作用的
发挥常需与胰岛素受体( insulin receptor, IR )结合，形成配体 -
受体复合物，进一步激动下游信号传导而产生生物效应。胰岛
素受体是受体酪氨酸激酶家族一员，广泛分布于全身各组织细

胞膜，近年来研究显示胰岛素受体数目减少和功能退化是胰岛

素抵抗形成的重要原因[1]，我们以往研究表明外源性高浓度胰

岛素刺激胰岛β细胞可使胰岛素信号传导中关键酶磷脂酶 C
1表达显著下降[2]，然而具体机制不是很清楚，本研究用高浓度

胰岛素刺激小鼠胰岛β细胞瘤细胞株 βTC-3细胞，观察其对
胰岛素受体表达的影响，进一步探讨胰岛素抵抗的发病机制。

1 材料和方法

1.1 材料
小鼠胰岛 β 细胞瘤 βTC-3 细胞株由本科室保存；RPMI

1640购自美国 Gibco公司；胰蛋白酶购自 Invitrogen公司；胎

牛血清为杭州四季青生物材料有限公司产品；胰岛素购自诺和

诺德公司；小鼠抗人胰岛素单克隆抗体、罗丹明标记的山羊抗
小鼠 IgG均购自北京中杉金桥生物技术有限公司；兔抗人胰岛
素受体抗体、FITC标记的山羊抗兔 IgG均购自 Abcam公司。
FV1000激光扫描共聚焦显微镜为日本 Olympus公司产品。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 βTC-3细胞用含 10%胎牛血清、100 U/mL青
霉素和 100 U/ml卡那霉素的 RPMI 1640培养基 37℃、5% CO2

培养箱内进行培养，隔日换液。
1.2.2 细胞爬片和胰岛素干预 待细胞呈对数生长期时，吸掉培
养液，用 PBS缓冲液将细胞洗 2次，用 0.25 %胰蛋白酶室温消
化 βTC-3细胞 3 min左右，吸掉胰蛋白酶，加入 3mL培养基吹
打成单细胞悬液，4℃，1000 r/min离心 5 min后弃上清，加入 5
mL培养液重旋后滴于铺有盖玻片的 6孔培养板内，常规培养
24~48h，使细胞成单层生长。加入终浓度为 100 IU/ml的胰岛素
进行孵育，根据孵育时间不同分为五个组，为 0 min 组（对照
组）、30 min组、60 min组、120 min组、240 min组，终止孵育后，
PBS洗 2次，4%多聚甲醛固定 20 min，置于 4℃冰箱保存备
用。
1.2.3 免疫细胞化学染色 将盖玻片从 4℃冰箱取出，置于 37℃
恒温箱中复温 12 h，PBS缓冲液振洗 3次，每次 5min，擦干盖
玻片，滴加小鼠抗人胰岛素单克隆抗体（1:50）、兔抗人胰岛素
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受体抗体 (1:100)，4℃冰箱过夜，以 PBS代替一抗作为阴性对
照。37℃恒温箱中复温 1h，PBS缓冲液振洗 3次，每次 5min，滴
加罗丹明标记的山羊抗小鼠 IgG(1:50)、FITC标记的山羊抗兔
IgG (1:250)，37℃恒温箱中孵育 1h，PBS缓冲液振洗 3次，每次
5min，50%缓冲甘油封片。激光扫描共聚焦显微镜观察（激发波
长为 567nm和 488nm），胰岛素受体荧光强度用 Image Pro plus
6.0软件进行半定量分析，计算单位面积累积平均光密度值
（IOD/aera）。
1.3 统计学处理
实验数据以均数±标准差表示（X±S），用 SPSS12.0软件

进行单因素方差分析，P＜0.05表示有统计学意义。

2 结果

免疫细胞化学染色后，激光扫描共聚焦显微镜观察结果如

图 2所示，红色荧光为细胞表达的胰岛素，绿色荧光为表达的
胰岛素受体，黄色荧光为胰岛素和胰岛素受体共表达。用 Im-
age Pro plus6. 0软件对 βTC-3细胞胰岛素受体的表达进行荧
光强度分析，结果显示：0 min、30 min、60 min、120 min和 240
min五个时间点胰岛素受体免疫反应单位面积累积光密度值
如表 1和图 1。与 0 min对照组比较，随着胰岛素作用时间的延
长，胰岛素受体表达逐渐减少，均有统计学意义（P＜0.05），在
胰岛素孵育 120 min时表达最低；而胰岛素孵育 240 min时荧
光强度逐渐恢复，与 30 min时相比较无统计学意义（P>0.05）。

表 1胰岛素受体免疫反应单位面积累积平均光密度值
Tabel 1 Mean integrated option density of insulin receptor immune

reaction

Groups Mean density（X±S）

0 min 0.6627±0.0451

30 min 0.5382±0.0722

60 min 0.4697±0.0885

120 min 0.4177±0.0788

240 min 0.5468±0.0544

图 1胰岛素受体免疫反应单位面积累积平均光密度值（与 0 min比较
*P＜0.05）

Fig1 Mean integrated option density of insulin receptor immune reaction

(compared with 0 min,﹡P<0.05)

3 讨论

胰岛素调节碳水化合物、脂类、蛋白质代谢的作用是通过
胰岛素受体实现的。胰岛素与其受体在细胞表面结合后，触发

细胞内一系列信号传导，从而发挥胰岛素的生物效应。目前研
究已知胰岛素细胞内信号传导有两条途径：一是胰岛素与其受

体结合后，激活胰岛素受体底物(insulin receptor substrate, IRS)，
进一步活化下游信号分子磷脂酰肌醇 3 激酶(phosphatidyli-
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nositide-3 kinase, PI-3K)，从而发挥调节糖、脂肪、蛋白质代谢功
能；另一条是通过激活 Grb2/SOS和 RAS蛋白活化丝裂原激活
蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)途径参与细
胞生长和生殖。
胰岛素抵抗是指正常剂量的胰岛素产生低于正常生物学

效应的一种状态。几乎所有的 2型糖尿病患者伴有胰岛素抵
抗，此时患者体内胰岛素的靶器官对胰岛素敏感性下降，摄取

和处置葡萄糖的能力降低，在这种情况下胰岛素分泌代偿性增

加，胰岛β细胞功能负担加重，形成高胰岛素血症。当胰岛β
细胞功能逐渐减弱，分泌的胰岛素最终不能使血糖降至正常

时，即产生高血糖症。目前，有关胰岛素抵抗发生机制十分复
杂，仍不是很清楚[3]。胰岛素抵抗可发生于器官水平（如肝脏、脂
肪和骨骼肌），也可以发生自亚细胞和分子水平（包括胰岛素受

体前、受体和受体后）。
胰岛素受体是跨膜受体酪氨酸激酶受体家族，分别由两个

a和β亚基通过二硫键链接形成 a2β2异四倍体。a亚基完全
位于细胞外，含有与胰岛素的结合位点，β亚基是跨膜结构，
其胞内部分包含了胰岛素调节的酪氨酸激酶。胰岛素不仅通过
肝脏、肌肉和脂肪组织发挥代谢作用，而且对胰腺胰岛β细胞
也具有重要的生理功能[4]。胰腺胰岛素信号传导的分子机制已
经得到了详细的了解[5]，有研究显示[6]：胰岛素受体缺陷的幼儿

小鼠表现为一系列的代谢疾病，包括高血糖症、高脂血症、肝脂
肪变性等。肝脏胰岛素受体缺陷的小鼠表现为显著的胰岛素抵
抗和糖耐量受损，胰岛素抑制肝糖异生障碍[7]。给肝脏转入人类
cDNA编码的胰岛素受体基因后，小鼠的葡萄糖耐量和高血糖
症显著改善[8]。这表明胰岛素受体在胰岛素信号传导过程中具
有不可替代的作用，它与胰岛素抵抗和糖尿病发生关系密切。
另有研究显示[9]：用胰岛素长期刺激大鼠脂肪细胞诱导胰岛素

抵抗，逐渐使胰岛素刺激的葡萄糖转运受损，胰岛素信号传导

下降，胰岛素受体下调。
我们前期研究采用 siRNA技术干扰 βTC-3细胞上胰岛素
受体表达后，可使胰岛素一相分泌显著下降[2,10]，而胰岛素一相

分泌减弱或缺如是糖尿病发病早期的特征性变化；外源性高浓

度胰岛素刺激胰岛β细胞，使胰岛素信号传导分子磷脂酶 C(
PLCγ1 )酪氨酸磷酸化水平降低，丝氨酸磷酸化增加；这证实
了胰岛素信号正常传导是葡萄糖刺激的胰岛素分泌的必要条

件，然而在高胰岛素作用下 βTC-3细胞胰岛素受体表达是否
有变化，目前未有报道。本研究发现用高浓度胰岛素(100 IU/ml
)作用于 βTC-3细胞后，随着胰岛素作用时间的延长，胰岛素受
体表达明显下降，在刺激 120min时表达最弱，这可能与胰岛素
受体和胰岛素结合后，使得胰岛素受体内化，并有可能致胰岛

素受体降解有关。另外受体节省(receptor sparing)现象也表明，
机体在处于高胰岛素血症时为缓冲过强的生物效应，下调细胞

表面受体，使细胞对激素的敏感性减低或脱敏(desensitization)，
这与胰岛素信号传导下降，2型糖尿病的发生有密切关系；而
随着胰岛素孵育时间延长，在 240min时胰岛素受体的表达有
恢复的趋势，这可能与受体和胰岛素解离后再循环至细胞膜有

关，然而确切机制仍需要进一步的研究。
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