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　　【摘要】　目的　通过Ｔｏｌｌ样受体３（ＴＬＲ３）激动剂Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）（ＰＩＣ）刺激小鼠胰岛β细胞，观察ＴＬＲ３对细胞

增殖，炎性因子表达及胰岛素分泌的影响。方法　用小鼠胰岛β细胞株ＮＩＴ１为研究对象，首先测定胰岛素释放以

鉴定胰岛β细胞生物活性，再分别用不同浓度ＰＩＣ（０．１、１、１０μｇ／ｍＬ）刺激ＮＩＴ１细胞，ＣＣＫ８法检测细胞增殖；酶

联免疫法（ＥＬＩＳＡ）检测炎性因子白细胞介素１β（ＩＬ１β），ＩＬ６及肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）表达；葡萄糖刺激下的胰

岛素释放试验（ＧＳＩＳ）测定ＮＩＴ１细胞分泌胰岛素功能。结果　ＮＩＴ１细胞株呈贴壁、成簇及多边形生长；胰岛β细

胞生物活性较好。与对照组相比，用不同浓度ＰＩＣ（０．１、１、１０μｇ／ｍＬ）刺激时，ＮＩＴ１细胞增殖明显受到抑制，且呈

剂量依耐性（犘＜０．０５）。ＰＩＣ刺激组炎性因子（ＩＬ１β，ＩＬ６及ＴＮＦα）表达明显高于对照组（犘＜０．０５）。ＰＩＣ刺激可

明显抑制高糖介导下的ＮＩＴ１细胞分泌胰岛素（犘＜０．０５）。结论　ＰＩＣ激活胰岛β细胞ＴＬＲ３，通过释放ＩＬ１β、ＩＬ

６及ＴＮＦα，抑制胰岛β细胞生长及胰岛素分泌。

【关键词】　Ｔｏｌｌ样受体３；　Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）；　ＮＩＴ１细胞株；　胰岛β细胞功能
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　　Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲｓ）是一种模式识别受体，广泛分布于多

形核细胞、巨噬细胞、淋巴细胞中。ＴＬＲｓ可识别病原相关模

式分子（ＰＡＭＰ），激活体内天然免疫系统及获得性免疫系统，

诱导多种炎性因子释放，最终导致自身免疫性疾病的发生。近

年来，有研究发现在１、２型糖尿病患者体内均有ＴＬＲｓ活性升

高［１］，推测ＴＬＲｓ在１、２型糖尿病患者β细胞衰竭中发挥着重

要作用。目前，已在哺乳动物体内发现至少１３种ＴＬＲｓ
［２］，其

中ＴＬＲ３在机体抗病毒免疫中起重要作用，它可识别病毒来源

的ｄｓＲＮＡ及其类似物———激动剂Ｐｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）诱导抗病毒效

应［３］，但同时也可对自身机体功能造成免疫损伤。有研究显示

ＴＬＲ３的激活能明显抑制内皮细胞增殖
［４］，然而ＴＬＲ３的激活

对胰岛β细胞增殖及生物学功能的影响尚不明确。本研究以

小鼠胰岛β细胞株为研究对象，用不同浓度的ＰＩＣ激活胰岛β
细胞ＴＬＲ３，观察其对胰岛β细胞增殖及胰岛素分泌的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞株　小鼠胰岛β细胞株购自上海斯信生物科技有限

公司（ＡＴＣＣ细胞系）。

１．２　试剂　细胞培养试剂购自 Ｇｉｂｅｏ公司；Ｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）购自

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；白细胞介素１β（ＩＬ１β），ＩＬ６及肿瘤坏死

因子α（ＴＮＦα）酶联免疫吸附剂测定试剂盒购自 ＥＢＩＯ

ＳＣＩＥＮＣＥ公司。ＣＣＫ８试剂盒购自日本岛津公司；胰岛素放

免试剂盒购自北京北方生物技术研究所；其他常用试剂均为国

产分析纯产品。克－林重碳酸盐（ＫＲＢＨ）缓冲培养液配置：

ＮａＣｌ１３５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ３．６ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＨＣＯ３５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｎａ

Ｈ２ＰＯ４０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＨＥＰＥＳ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＢＳＡ０．１％ ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４
［５］。
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１．３　方法

１．３．１　细胞培养　ＮＩＴ１细胞株培养于含１０％胎牛血清，５０

μｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇，１００ＩＵ／ｍＬ青霉素和１００ｇ／ｍＬ链霉素的

ＤＭＥＭ培养基中，隔天换液，２～３ｄ传代。

１．３．２　胰岛β细胞的生物学活性鉴定　胰岛素释放试验：取

密度约８０％的ＮＩＴ１细胞，按每孔７０００个的细胞密度接种于

９６孔板，３７℃、５％ＣＯ２ 培养。２４ｈ细胞贴壁后，细胞用磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗３次，加入ＫＲＢＨ缓冲培养液５００μＬ，于

３７℃预孵育３０ｍｉｎ后弃上清。加入含３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的

ＫＲＢＨ缓冲培养液孵育６０ｍｉｎ，吸取上清液－８０℃保存待测；

再次加入含１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的 ＫＲＢＨ 缓冲培养液孵育

６０ｍｉｎ，吸取上清液－８０℃保存待测。胰岛素测定采用放射

免疫法，按照试剂盒说明书进行操作。

１．３．３　ＣＣＫ８法检测细胞活力　取密度约８０％的 ＮＩＴ１细

胞，按每孔７０００个的细胞密度接种于９６孔板，３７℃、５％ＣＯ２

培养２４ｈ后进行干预。设立空白对照组（未加ＰＩＣ）和不同

ＰＩＣ浓度（０．１、１、１０μｇ／ｍＬ）处理组（每组设３个复孔）继续孵

育２４ｈ后进行检测。检测方法：按１００μＬ培养基加入ＣＣＫ８

试剂１０μＬ，３７℃，５％ＣＯ２ 条件下孵育３ｈ后，用酶标仪检测

波长４５０ｎｍ处的吸光度（ＯＤ４５０）。

１．３．４　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法检测细胞上清液ＩＬ１β、

ＩＬ６、ＴＮＦα蛋白表达　取密度约８０％的ＮＩＴ１细胞，按每孔

７０００个的细胞密度接种于９６孔板，３７℃、５％ＣＯ２ 培养２４ｈ

后进行干预。设立空白对照组（未加ＰＩＣ）和ＰＩＣ（浓度１μｇ／

ｍＬ）处理组（每组设３个复孔）分别孵育２４ｈ后收集细胞上清

液１００μＬ待测。ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液中的ＩＬ１β、ＩＬ６、

ＴＮＦα蛋白表达，具体操作均严格按照试剂盒说明进行。先

在酶标仪上测量标准品吸光度并绘制标准曲线，然后测量样品

吸光度（检测波长均为４９２ｎｍ），并根据测得的吸光度（Ａ）值在

标准曲线计算出标本的浓度。

１．３．５　葡萄糖刺激下的胰岛素释放（ＧＳＩＳ）试验　取培养至

８０％融合的ＮＩＴ１细胞，将细胞按每孔７０００个的细胞密度接

种于９６孔板，待细胞贴壁后进行干预。设立空白对照组（未加

ＰＩＣ）和不同ＰＩＣ浓度（０．１、１、１０μｇ／ｍＬ）处理组，每组设３个

复孔，培养２４ｈ，检测葡萄糖刺激的胰岛素释放。相应时间取

出细胞，用ＰＢＳ清洗３次后，加入ＫＲＢＨ缓冲培养液５００μＬ，

于３７℃预孵育３０ｍｉｎ后弃上清液。加入含３．３ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄

糖的ＫＲＢＨ缓冲培养液孵育６０ｍｉｎ，吸取上清液－８０℃保存

待测；再次加入含１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的 ＫＲＢＨ缓冲培养液

孵育６０ｍｉｎ，吸取上清液－８０℃保存待测。胰岛素测定采用

放射免疫法，按照试剂盒说明书进行操作。计算胰岛素释放指

数（ＩＳＩ）：ＩＳＩ以高糖条件下（１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）细胞培养上

清液中的胰岛素浓度与低糖条件下（３．３ｍｍｏｌ葡萄糖）的胰岛

素浓度比值表示。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进行处理及统

计学分析，计量资料采用狓±狊表示，组间比较采用狋检验。

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　胰岛β细胞株 ＮＩＴ１的生物学活性　胰岛β细胞呈贴

壁、成簇及不规则生长。胰岛β细胞分别在低、高浓度葡萄糖

刺激下，其培养液中胰岛素的水平分别为（１２．７２０±０．７９２）

μＩＵ／ｍＬ，（２１．４３５±１．０１１）μＩＵ／ｍＬ，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

２．２　ＰＩＣ对ＮＩＴ１细胞增殖的抑制作用　用不同浓度的ＰＩＣ

（０．１、１、１０μｇ／ｍＬ）干预 ＮＩＴ１细胞２４ｈ，与对照组（ＰＩＣ＝

０μｇ／ｍＬ）相比，各浓度ＰＩＣ均能抑制ＮＩＴ１细胞生长，且作用

呈剂量依耐性。在ＰＩＣ（０．１、１、１０μｇ／ｍＬ）浓度刺激下细胞生

长程度分别为（２．３９５±０．０５３）（１．８４１±０．１７２）（１．４７９±

０．０８０），均明显低于对照组的（２．５００±０．０２０），差异均有统计

学意义（犘＜０．０５）。

２．３　ＰＩＣ１μｇ／ｍＬ刺激ＮＩＴ１细胞下的炎性因子表达　ＰＩＣ

干预组中ＩＬ１β，ＩＬ６，ＴＮＦα均高于对照组且差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　ＰＩＣ１μｇ／ｍＬ刺激ＮＩＴ１细胞下的炎性

　　　因子表达（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ１β ＩＬ６ ＴＮＦα

对照组 ６ ３．７６８±０．０５７ ３．６３１±０．０２４ ３．７６３±０．０８０

ＰＩＣ（１μｇ／ｍＬ） ６ ６０．４２３±９．１３９１０．０２５±２．９９９７４．４３５±８．５２７

２．４　ＰＩＣ对ＮＩＴ１细胞胰岛素分泌功能的抑制作用　用不同

浓度ＰＩＣ干预细胞后，各组细胞在低糖刺激下基础胰岛素分

泌水平比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），而在高糖刺激下

的胰岛素分泌水平和胰岛素释放指数ＩＳＩ明显下降，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。见表２。

表２　ＰＩＣ对ＮＩＴ１细胞胰岛素分泌功能

　　　的抑制作用（狓±狊，Ｐｉｕ／ｍＬ）

组别 狀 低糖 高糖 ＩＳＩ

对照组 ６ １２．７２０±０．７９２ ２１．４３５±１．０１１ １．６８５

ＰＩＣ０．１μｇ／ｍＬ ６ １２．２１５±１．３６５ １９．１０５±０．４１７ １．５６４

１μｇ／ｍＬ ６ １１．８５０±０．５８０ １７．３１５±０．７１１ １．４６１

１０μｇ／ｍＬ ６ １１．１００±１．２１６ １４．１０５±０．２４７ １．２７０

３　讨　　论

代谢相关疾病包括肥胖、糖尿病、脂肪肝、动脉粥样硬化都

存在慢性低水平炎症，表现为血循环中炎性因子水平升高和局

部组织器官炎性细胞浸润。其中炎性反应因子与糖尿病的关

系最早由 Ｈｏｔｍａｍｉｓｌｉｇｉｌ于１９９３年在动物实验中发现，随着分

子生物学技术的日新月异，越来越多的研究认为ＩＬ１β，ＩＬ６及

ＴＮＦα等细胞因子浸润胰腺，可引起胰岛素抵抗（ＩＲ）和胰岛β
细胞功能减退，最终导致胰岛β细胞衰竭

［６７］。这些研究均证

实了低度炎症与糖尿病的关系。因此，对２型糖尿病的认识已

从糖脂代谢紊乱过渡到免疫和炎性反应损伤。

机体内的天然免疫系统是抵御各种环境威胁如微生物感

染和理化损伤的重要屏障，被视为机体抵抗外界感染的第一道

防线。ＴＬＲｓ作为一类天然免疫受体，通过ＰＡＭＰ对外源性脂

多糖（ＬＰＳ）、双链 ＲＮＡ或内源性热休克蛋白６０（ＨＳＰ６０），游

离脂肪酸等进行识别，最终激活干扰素调节因子３（ＩＲＦ３）和

ＮＦκＢ，释放ＩＬ１β，ＩＬ６及ＴＮＦα等炎性细胞因子，在抗感染

过程中起着重要作用［８］。如果ＴＬＲｓ过度活化可发生机体免

疫损伤，导致疾病的发生。研究发现，２型糖尿病患者血糖水

平及ＩＲ指数与ＴＬＲｓ过度活化密切相关
［９１０］。有３家实验室

相继报道 ＴＬＲ２／，ＴＬＲ４／小鼠能够抵抗高脂饮食引起的

ＩＲ、肝脏、脂肪组织和胰岛炎症
［１１１３］。由此可见，ＴＲＬｓ很可能

是连接糖脂毒性和胰岛炎症的关键因子，同时也是抗炎、抗免

疫治疗靶点。

然而ＴＬＲ３作为ＴＬＲｓ家族的另一成员与糖尿病的关系

研究却少见报道，ＴＬＲ３能够特异性识别病毒ｄｓＲＮＡ及其类

似物ＰＩＣ，在机体抗病毒效应中发挥着重要作用。文献证实，
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ＴＬＲ３除在免疫细胞有表达外，在体内其他细胞中也有表达，

如胰岛β细胞、神经细胞等
［１４］。ＰＩＣ刺激可以抑制神经祖细胞

的增殖并诱导其功能障碍［１５］；ＰＩＣ刺激内皮细胞能明显抑制

其增殖并诱导细胞凋亡［４］。然而胰岛β细胞上ＴＬＲ３被激活，

是否影响其细胞增殖及生物学功能却并不清楚。本研究结果

表明，胰岛β细胞 ＴＬＲ３被激活后，能诱导大量炎性因子ＩＬ

１β、ＩＬ６及ＴＮＦα合成和释放，进而抑制胰岛β细胞增殖及胰

岛素的释放。此外，研究结果与ＴＬＲ３信号传导，调节下游炎

性因子释放机制相吻合。

综上所述，胰岛β细胞ＴＬＲ３被激活，可抑制胰岛β细胞

增殖，推测其在１型或２型糖尿病β细胞衰竭中起着重要作

用。后续的实验可进一步在基因水平观察激活ＴＬＲ３对胰岛

β细胞功能的影响。本研究将有助于更全面地认识 ＴＬＲ３信

号对胰岛β细胞功能的调节作用，并为糖尿病的预防和治疗提

供新的思路。
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