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小鼠小肠不同部位细胞中的胰岛素分泌水平
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<< 型糖尿病是世界范围内的主要公共卫生问

题。对 b(% 个国家的 @(% 万人进行的多国健康调查

分析表明，从 ?"D%$@%%D年，全世界 << 型糖尿病的患

病率翻了一番c?$@d。这种趋势将持续到 @%@> 年，并给

每个国家的医疗保健系统带来沉重的财政负担cb$ed。其

病理生理学不仅涉及胰腺，还涉及到肝脏、骨骼肌、

脂肪组织、胃肠道、脑和肾脏c>d。国际糖尿病联合会

的报告指出，到 @%e%年，预计全球将有超过 - %%% 万

人患有糖尿病。@%%( 年，美国用于诊断和治疗糖尿

病的花费达到 ? (e% 亿美元c-d。

以往的观点认为，胰岛素由胰腺分泌，胰腺中

主要的分泌细胞有 ! 细胞和 " 细胞两种，前者主要

分泌胰高血糖素，后者主要分泌胰岛素。近年来随

着研究的进一步深入，人们发现在 @ 型糖尿病的致

病因素中，" 细胞去分化也占有一定的比例，并且在

一定情况下去分化的 " 细胞会分化为 ! 细胞，进一

步的破坏血糖平衡c(d；在这一过程中，/:;? 扮演着

重要的角色。胰腺十二指肠同源框$? 蛋白（/:;?）

是存在于胰腺 " 细胞中的含 @D@ 个氨基酸的同源

结构域转录因子。/:;$? 是 " 细胞中胰岛发育和胰

岛素基因转录的关键调节剂，可以加强 " 细胞活

性，减少 " 细胞凋亡，并且防止其去分化。/:;$? 在

发育早期的所有细胞中均有表达，成年后主要限于

胰腺和十二指肠。此外，还有研究指出经 /:;$? 处

理的小肠上皮细胞（<O)$-）可以分化成为合成胰岛

素的细胞cDd。

有诸多研究表明胰腺外存在胰岛素或胰岛素

类似物。有文章指出，通过 0A$/)0 和免疫组化实

验，在胎鼠和乳鼠的大脑、肝脏、视网膜等组织中发

现了前胰岛素原和胰岛素类似物c"d。中枢神经系统

中，也已经有研究证实下丘脑有胰岛素分泌c?%d。在

fAF 小鼠肝脏、脂肪、骨髓等组织中也发现了胰岛素

B0C=

c??d。
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在胚胎发育阶段，胰岛内分泌细胞和小肠上皮

细胞有着共同的起源，这意味着小肠中可能有某些

细胞具有分泌胰岛素的潜能。小肠可以分泌包括胰

高血糖素在内的多种胰肽，但是一直以来少有证据

能够证明小肠可以合成胰岛素。在我们的前期研究

中发现，小肠含有胰腺细胞特异性的识别蛋白，该

蛋白质为胰岛细胞抗原 !"#（$%&!"'）。$%&!"' 是一

种受体型 ()( 样蛋白，含有跨膜区，细胞内 ()( 样

结构域和一个胞外 *端，定位于分泌颗粒，$%&+!"'

仅在胰岛细胞中表达并且参与调节分泌颗粒的胞

吐作用。本研究选用未经处理的 %!,-./01 小鼠，针

对小肠不同部位，从基因和蛋白等水平来证明有胰

岛素在小肠的细胞中合成。

! !"#$%

"2" !"#$ 所有的实验用小鼠均购自北京华

宝生物科技有限公司。小鼠在无特殊病原菌的动物

房喂养，室温为恒温 '3 !。适应 " 周后，选取健康的

雄性 %!,-.401 小鼠（!5!）通过腹腔注射 67"水合

氯醛（723 8.4 677 9）麻醉，然后处死，剪取十二指

肠、空肠、回肠、胰腺。所有动物实验得到动物伦理

和实验部门的批准，且按照天津医科大学委员会的

要求进行。

62' %&'()* 将动物组织用石蜡包埋，制成

切片，二甲苯脱蜡，677:#,7:浓度梯度乙醇脱水，

);<=+>?)&溶液抗原修复，室温下 )<;@AB处理 "!8<B，

经(-C 漂洗后，用牛奶封闭，分别用胰岛素抗体、

(?D" 抗体、$%&E!6# 抗体 F !孵育过夜，(-C 漂洗

后，分别用 G$)% 标记的山羊抗小鼠二抗和 )H$)%

标记的山羊抗兔二抗孵育，室温 " I，用 ?&($ 将细

胞核染色，封片。在荧光显微镜下检测。

所用试剂如下：胰岛素抗体（"J6 777K LM0NN!K

LMOL8K PQ），(?D6 抗体 （6J' 777K LMF,'0,K LMOL8K

PQ），$%&R!6' 抗体 （6J!77K =O+637!,7K =LB@L O;STK

PC&），G$)% 标记的抗小鼠二抗 U"J'77K VG+736'K

VCW-K -X<Y<B9K %I<BL），)H$)% 标记的抗兔二抗（6J

'77K VG+7360K VCW-K -X<Y<B9K %I<BL）。

623 +,-./01)2 剪取一小段组织放入

'2!:戊二醛固定液中，经 (-C 漂洗后用 6:锇酸缓

冲液固定，用浓度 !7:#677:浓度梯度的丙酮脱水，

再用 =ZS;; 包埋剂进行包埋，待包埋完成后，切片在

电子扫描显微镜下观察。

62F 3456789:;<=>H)+(%H? 用 )H$TA[

（N67\K )LQLHLK -<A@XOIK 1LZLB）裂解小鼠组织，加入氯

仿，F!离心，63 777 ;48<B，取上清液，加等体积异丙醇，

F!离心，沉淀加 ,!:乙醇，漂洗离心，63 777 ;48<B，干

燥后，加入 '7 !. ?>(% 水，即为组织 H*&。逆转录

获得 O?*& （&)376+73K );LB=WXB -<A@XOIK -X<Y<B9K

%I<BL）。H)+(%H（&]636+7FK);LB=WXB-<A@XOIK-X<Y<B9K

%I<BL）检测内参"+LO@<B以及胰岛素8H*&的表达量。

胰 岛 素 引 物 序 列 ： 上 游 !$ +%)WW)WWW

%&)%%&W)&&%%+3$，下游 !$+&%&%&%%&WW)&%

W&W&W%%)+3$，产物长度 '7NMZ。

" +LO@<B 引 物 序 列 ： 上 游 !$ +%&))W%)W&

%&WW&)W%&W&&WW+3$，下游 !$+)W%)WW&&W%

W)WW&%&W)W&WW+3$，产物长度 63\MZ。

扩增条件：N!!预变性 6 8<BK然后依次为 NF!

变性 67 =K !\ !退火 6! =K ,' !延伸 '7 =K 共 F7 个循

环。每次 (%H 反应至少重复 3 次。

62! ^X=@X;B @ABC 组织用 H$(& 和蛋白酶抑

制剂 (_CG分解，按组织：H$(&：(_CG5#789：677!.：

6 !. 的比例提取蛋白质，通过聚丙烯酰氨凝胶电泳

（C?CR(&W>）之后，将蛋白转移至硝酸纤维素膜

（*<@;AOX[[S[A=X -[A@@<B9 _X8M;LBX=K *%）上，用 !`的

脱脂奶粉在室温下封闭 ' I，用胰岛素抗体 F !孵育

过夜，(-C) 漂洗后，与 aH( 标记的抗兔二抗结合，

室温 6 I，(-C) 漂洗后，用 >%. 印迹检测使蛋白条

带可视化，检测其表达量。

所用试剂如下：胰岛素抗体（6&' 777，6!\F\+6+

&(K Z;A@X<B@XOI），W&(?a 抗体 （6 &! 777，&(7700，

-<AbA;[c )XOIBA[A9d，$BO2K PC&），辣根过氧化物酶抗

兔二抗（6&' 777，-C63',\，-<AbA;[c )XOIBA[A9d，$BO2K

PC&），>%. 印迹检测试剂（^-Q.C7!77，_<[[<ZA;X

%A;ZA;L@<AB）。

" &'

'26 DEF)2GHIJKLMNO 将小肠按

照十二指肠、空肠、回肠分成 3 组，以胰腺作为阳性

对照，分别检测其胰岛素及 (?D6 的表达。结果显示

胰岛素及 (?D6 在部分细胞中同时存在（图 6&），十

二指肠表达量略少于空肠和回肠，空肠和回肠表达

量没有显著差异。同时笔者还发现在小肠中存在少

量的 $%&+!6'（图 6-）。

电子扫描显微镜观察的结果显示，在十二指肠

（图 '&），空肠（图 '-），回肠（图 '%）中都存在类似

胰岛素的分泌颗粒，表达量上并无明显差异。

形态学的结果表明，小肠中的胰岛素存在于细

胞内部，众所周知，胰岛素是作用在细胞表面胰岛

素受体的一种蛋白质，胰岛素本身在完成生理作用

的过程中不会进入细胞，所以可以认为，笔者检测

到的胰岛素是由小肠细胞自身合成的，并非由胰岛

"细胞合成再经血液转运而来。
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!"! #$%&'# ! ()*+),- "#$%&'()* 用

!%./+0- 为内参，#$%&'# 检测十二指肠、空肠、回肠

和胰腺中胰岛素 1#23 的相对表达量（图 43）。空

肠与十二指肠和回肠的胰岛素相对表达量的差异

具有统计学意义（!56"67），小肠组织与胰腺之间差

异更为明显（!56"68）。通过 9)*+),- :;<+ 对小肠中胰

岛素表达量的检测得到了和 #$%&'# 相一致的结

果（图 4=），同样选取 !%./+0- 作为内参，图中显示

的是胰岛素在各个部位的相对表达量，其中空肠与

十二指肠和回肠的表达量具有明显差异（!56"67）。

和 #$%&'#结果一致，小肠中空肠的胰岛素表达量最

高，十二指肠和回肠表达量没有显著差别。取样时小鼠

空腹 > ?，血糖水平为 @"4 1<;AB，>"7 1<;AB，7"> 1<;AB。

! !"

C 型糖尿病致病原因是胰岛 ! 细胞功能损坏，CC

型糖尿病的病因除 ! 细胞功能损害外还有胰岛素

抵抗等等。目前治疗糖尿病的手段主要有口服降糖

药物、胰岛素注射、胰岛素泵等，无论哪种治疗方法

都需要长期用药，不但对患者身心有所危害也对患

者经济条件有一定挑战。笔者急需找到新的治疗方

法来解决日趋严峻的糖尿病防治问题。目前，胰岛

细胞移植疗法和干细胞培育疗法获得了一定的关

注，但术后的免疫排斥反应以及细胞来源的缺乏造

成了很大阻碍。本研究证明小肠具有生物合成胰岛

素的功能，可能为未来糖尿病的防治提供一个新的

思路。

长久以来，有许多研究和报道显示，体内存在

非胰腺胰岛素或称胰外胰岛素。在小肠中发现了有

前胰岛素原和胰岛素 1#23 存在DE，8!F。短期禁食会

促使小鼠的下丘脑表达胰岛素D86F。在糖尿病小鼠的

3"在十二指肠、空肠、回肠及胰腺中检测到的胰岛素和 &GH8，有部

分细胞呈胰岛素、&GH8 双阳性，放大倍数 8 666 倍；="小肠及胰腺中

检测到的 C'3%78!，放大倍数 I66 倍

# " $%&'()*+,-./0

#$% " &''()*+,(*-./0.)0. 1.2.02$*) *+ $)/(,$) $) 23. /'4,, $)2./2$).

十二指肠

空肠

回肠

胰腺

G3&C C-*J;0- &GH8 K),L)

3

十二指肠

空肠

回肠

胰腺

G3&C C'378! K),L)

=

!所指为胰岛素分泌颗粒，2为细胞核，KB为肌肉层，C'为小肠隐窝

# 5 123)*+,-./04567

#$% 6 7,.02-*) '$0-*/0*89 *+ $)/(,$) /.0-.2$*) %-4)(,./ $) 23. /'4,,

$)2./2$).

十二指肠 空肠 回肠
3

= '

3"小肠和胰腺中胰岛素 1#23 的相对表达量，GMN 为十二指肠，OPO

为空肠，CBP 为回肠，&32 为胰腺；=" 小肠和胰腺中胰岛素蛋白的相

对表达量，Q 表示两组间差异 !56"67，QQ 表示该组与各组间差异均符

合 ! 56"68，未标注的为两组间差异不具有统计学意义
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肝脏、脂肪、脾脏、骨髓及胸腺中发现了胰岛素原的

!"#$ 和蛋白质%&&'。笔者可以看到在糖尿病或禁食

等非正常状态下，机体很多组织都具有一定的表达

胰岛素的能力。而在正常的健康状态下，仅有小肠

检测出了胰岛素基因转录阳性。这说明在正常的身

体能量代谢过程中，小肠胰岛素参与了某些调控能

量代谢的过程。此外，我们的前期研究发现，将 ( 周

龄 )*+,-. 大鼠禁食 /0 1，分别灌胃 234葡萄糖溶

液、牛血清白蛋白溶液、油脂悬液，结果显示小肠部

分存在动态变化的胰岛素 !"#$，且与胰腺表达高

峰时间不同%56'。

在探索小肠是否能成为潜在的胰岛素分泌的

器官时，一种蛋白质 789:5 引起了极大的注意。

789:5 是一种胰高血糖素基因编码的由回肠 8 细

胞分泌的肠促激素，其在体内的主要活性形式为

789:5

;:6;

和 789:5

;:6<

，主要作用在胰岛 ! 细胞，具

有防止 ! 细胞凋亡，促进胰岛素分泌等作用 %50:52'。

789:5

5:6;

在体内的作用尚不明确，但研究发现其可

以诱导小肠上皮细胞分泌胰岛素%5<'，还可以增加小

鼠的葡萄糖耐受性%5;'。有团队进一步证明，789:5 可

以诱导大鼠小肠隐窝上皮细胞（=>?:<）表达胰岛

素，此外，给大鼠口服可以表达 789:5

5:6;

的工程菌

制片，可以有效增加大鼠的糖耐量%5@'。

小肠胰岛素的作用虽然尚不明确，但我们根据

现有文献资料猜测其可能具有以下两种功能：一是

小肠胰岛素的分泌受葡萄糖含量的影响，同时回肠 8

细胞分泌 789:5 的过程受到胰岛素含量和血糖水

平的调控%50:52'，小肠胰岛素可以通过旁分泌或自分

泌结合血糖水平来调节 789:5 的表达，进一步影响

胰岛 ! 细胞生成胰岛素。二是小肠胰岛素可能具有

调节局部血糖的作用，尤其在进食后及肠道吸收葡

萄糖的过程中，通过小肠分泌的胰岛素，防止由于

集中吸收葡萄糖而使血糖快速上升造成危害。
!"#$!
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