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早期反应基因Egr-1参与高糖诱导β细胞

凋亡的初步研究
李  聪1  姜  珊2  沈  宁2  高基民1*  李朝军2*

(1温州医学院检验与生命科学院, 温州 325035; 2南京大学模式动物研究所, 南京 210093)

摘要      糖尿病是一种慢性代谢性疾病, 胰岛β细胞功能损伤或数量减少都会导致其发生。该

研究主要探讨早期反应基因-1(early growth responsive gene-1, Egr-1)参与高糖诱导β细胞凋亡的过

程。利用永生化NIT-1胰岛β细胞株为实验模型, 分成正常对照组和高糖组; 通过MTT、DAPI染色

和DNA Ladder以及流式细胞术等手段检测持续性高糖刺激对细胞活力和凋亡的影响; 采用Real-
time PCR和Western blot法检测Egr-1转录和蛋白表达水平; 竞争性抑制Egr-1活性后检测细胞活力

和凋亡的变化。研究发现, 与对照组相比持续性高糖刺激后细胞活力下降, 凋亡明显增加(48 h, 
P<0.05; 72 h, P<0.01); Egr-1转录和蛋白表达水平均显著上调(P<0.01), 抑制其表达活性可以明显

改善细胞活力和降低凋亡水平(48 h, P<0.05)。提示Egr-1的确参与到高糖诱导β细胞凋亡的过程中。
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Involvement of Early Growth Responsive Gene Egr-1 in 
Hyperglycemia Induced Beta-cells Apoptosis

Li Cong1, Jiang Shan2, Shen Ning2, Gao Jimin1*, Li Chaojun2*
 (1School of Laboratory and Life Sciences, Wenzhou Medical College, Wenzhou 325035, China; 

2Model Animal Research Center of Nanjing University, Nanjing 210093, China)

Abstract        Diabetes is a chronic metabolic syndrome caused by the impaired function or reduced amount 
of pancreas beta cells. Herein, we studied the detailed mechanism by which the early growth responsive gene-1 
(Egr-1) was involved in the high glucose induced apoptosis of beta cells. Using NIT-1 cells as a cell model, we 
measured the effect of consistent high glucose on the cell viability and apoptosis through MTT, DAPI, DNA Ladder 
and flow cytometry by comparing the control group with the high glucose group. The Egr-1 expression level was 
determined by Real-time PCR and Western blot. We also detected the cell viability and apoptosis after inhibiting 
the Egr-1 function. We found that the high glucose treatment decreased the cell viability and increased the cell 
apoptosis significantly (48 h, P<0.05; 72 h, P<0.01). Egr-1 was highly expressed (P<0.01). Inhibiting the Egr-1 
function could improve the cell viability and reduce apoptosis (48 h, P<0.05). These results suggested that Egr-1 
was involved in the high glucose induced beta cell apoptosis.    
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糖尿病是一种慢性代谢性疾病, 是由于胰岛素

绝对或相对缺乏而引起的。在临床上患者被诊断

为I型或II型糖尿病时, 病人的胰岛β细胞均已达到

50%~80%的减少。作为机体中唯一可以分泌降血

糖激素即胰岛素的细胞群, 胰岛β细胞功能的损伤或

数量的减少都会导致糖尿病的发生。有研究表明, 
糖尿病病人的胰岛β细胞的凋亡是由于长期处在高

血糖状态, 即是由“糖毒性”诱发[1]。

早期反应基因-1(early growth responsive gene-1, 
Egr-1)是一种早期应激蛋白, 可以被很多细胞因子、

生长因子快速激活[2-3]。有研究报道, Egr-1可能通过

调控下游基因多方面地参与到II型糖尿病的病理发

生过程中。本实验室前期研究也发现, Egr-1与II型
糖尿病发展过程中的部分胰岛素抵抗的发生有关, 
然而Egr-1是否参与到胰岛β细胞的凋亡方面还未见

研究报道[4]。因此在此项研究中, 我们拟研究持续

性高糖诱导条件下Egr-1在胰岛β细胞中表达水平变

化与细胞凋亡间的关系, 并探讨该基因对高糖诱导

β细胞凋亡过程的影响, 为临床II型糖尿病的防治提

供实验依据。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      NIT-1胰岛β细胞株, 是一种从转基因小

鼠NOD/Lt的胰腺β细胞增殖而来的永生化细胞株[5], 由
南京医科大学韩晓教授馈赠。含10%胎牛血清的

RPMI 1640培养基常规培养, 细胞密度达到70%左

右, 无血清培养基饥饿培养12 h后, NIT-1细胞分为对

照组(CTL, 11.1 mmol/L D-glucose)、持续性高糖组

(HG, 33.3 mmol/L D-glucose), 所有分组均在37 ºC、
5% CO2培养箱中培养。

1.1.2   主要试剂      D-glucose购于Sigma-Aldrich公
司; DAPI和PI购 自Invitrogen公 司; Trizol、RT-PCR
试剂盒购自TaKaRa公司; 实时荧光定量PCR kit购
自Bioneer公司, 荧光定量PCR仪为ABI-7300; 一抗

(兔抗Egr-1)购自Santa Cruz公司; 二抗(羊抗)购自

南京生兴生物技术有限公司; 蛋白预染Marker购自

Fermentas公司; 超敏ECL化学发光试剂盒购自Cell 
Signaling Technology公司; DnEgr-1腺病毒以及含绿

色荧光蛋白(GFP)的腺病毒为本实验室保存。

1.1.3   Egr-1引物设计      根据GenBank中Egr-1基因

序列(Gene ID:13653), 使用Primer Premier 5.0设计一

对引物, 扩增目的片段为Egr-1 cDNA 341-547, 交由

上海生工生物工程公司合成。引物序列为: 上游引

物: 5′-TCG GCT CCT TTC CTC ACT CA-3′; 下游引

物: 5′-CTC ATA GGG TTG TTC GCT CGG-3′。
1.2   方法

1.2.1   MTT法检测持续性高糖刺激对NIT-1细胞活

力水平的影响      将各组细胞分别培养24, 48, 72 h
后, 每孔加入20 μL MTT, 37 ºC孵育4 h后吸尽并加

100 μL DMSO, 震荡充分溶解10 min, 酶标仪测波长

570 nm处吸光度D值, 并计算存活率(存活率=处理组

D值/培养液对照组D值×100%)。
1.2.2   DAPI染色、流式细胞术以及DNA Ladder
法检测持续性高糖刺激对NIT-1细胞凋亡的影响      
DAPI染色: 每孔加入0.5 mL的4% PFA, 固定10 min。
加入0.5 mL的DAPI染色液(5 μg/mL), 处理10 min, 避
光, 吸干液体并通过荧光显微镜检测; 流式细胞术: 
单细胞悬液用70%预冷酒精固定, 室温放置30 min
后离心, 加入PI染液500 μL, 避光, 放入37 ºC恒温水

浴锅, 30 min后进行流式细胞检测; DNA Ladder法: 
收集单细胞悬液, 4 ºC 2 000 r/min离心5 min, 加入

20 μL的溶解缓冲液混匀细胞沉淀, 加入10 μL的RNA
酶溶液(500 U/mL), 37 ºC孵育2 h, 然后加入10 μL的
蛋白酶K溶液(20 mg/mL), 50 ºC孵育过夜。进行琼

脂糖凝胶电泳并利用凝胶成像系统分析电泳条带。

1.2.3   Real-time PCR和Western blot检测持续性高

糖刺激后NIT-1细胞Egr-1的表达      Real-time PCR: 
将各组细胞分别培养0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36 h后用

Trizol抽提RNA。定量后进行反转录, 采用TaKaRa
公司的反转录试剂盒, 37 ºC反应15 min, 85 ºC 5 s终
止反应。反应体系为: 2×SYBR green 10 μL, Primers 
1 μL, 50×ROX 0.4 μL, cDNA 1 μL, H2O补至体积20 μL。
引物序列见1.1.3; Western blot: 按各组细胞分别培养

0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36 h后加入120 μL组织裂

解缓冲液, 冰上匀浆, 4 ºC 12 000 r/min离心15 min, 蛋
白定量后加入5 μL 5×SDS上样缓冲液, 99 ºC煮沸

5 min。样品以10%的SDS-PAGE电泳, 120 V恒压2 h, 
根据预染Marker切下目的胶片常规转膜。5%脱脂

奶粉封闭1 h, 4 ºC孵育一抗过夜, 37 ºC孵育二抗, 暗
房显影。

1.2.4   竞争性抑制Egr-1活性后检测持续性高糖刺激

对NIT-1细胞活力和凋亡的影响      将对数期的细胞

消化计数, 铺于6孔板中。加入适当滴度的DnEgr-1
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腺病毒感染细胞, 其可以结合Egr-1下游靶基因的启

动子, 但是并不具有转录活性, 从而可以竞争性抑

制细胞中Egr-1的活性[6]。同时, 设立空白对照组(加
入PBS)和阴性对照组(加入GFP腺病毒), 过夜后换

液按各组细胞分别培养一定时间。MTT法、DNA 
Ladder法和流式细胞术检测NIT-1细胞活力和凋亡, 
方法同上。

1.3   统计分析

结果用SPSS16.0软件处理, 数据以均数±标准

差表示, 采用单因素方差分析进行显著性检验, 组间

采用t检验。P<0.05认为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   持续性高糖刺激诱导NIT-1细胞活性下降

在不同时间经MTT法检测结果显示, 两组细胞

培养48 h后HG组细胞活性低于CTL组, 二者有显著

性差异(P<0.05), 而72 h后其活性降低程度更加明

显, 二者有极显著差异(P<0.01)(图1A)。按照公式[存
活率=(处理组D值/培养液对照组D值)×100%]计算后

得到细胞存活率, 发现持续性高糖刺激明显降低了

NIT-1细胞的存活率(图1B)。
2.2   持续性高糖刺激诱导NIT-1细胞凋亡增加

DAPI染色后, 荧光显微镜下检测蓝色的细胞

核, 可以看到凋亡细胞的细胞核因染色质固缩而浓

染呈强亮的蓝色荧光并伴有核形态的明显变化(图
2A, 如箭头所示)。结合流式细胞仪分析结果(图
2B)发现, 两组细胞培养48 h后HG组细胞凋亡高于

CTL组, 二者有显著性差异(P<0.05), 而72 h后凋亡

增加明显高于对照组, 二者有极显著差异(P<0.01)。
DNA Ladder结果也显示(图2C), HG组在处理48 h后
出现“弥散”条带, 并且72 h后“弥散”条带更加显著。

相比较CTL组却均始终未见明显DNA片段化, 只是

胶底部出现了代表完整基因组DNA的条带。上述结

果均提示, 持续性高糖刺激诱导NIT-1细胞凋亡增加。

2.3   持续性高糖刺激诱导NIT-1细胞中Egr-1表达

水平上调

Real-time PCR结果显示(图3A), 相比较CTL组, 
HG组细胞在凋亡增加的同时, Egr-1转录水平也明

显上调。其中, 早期在1, 2, 4 h最明显(P<0.01), 而后

期在8 h和12 h最为明显(P<0.01), 虽然24 h表达水平

有短暂下降但并没有显著性差异。同时Western blot
结果显示(图3B), 对照组Egr-1含量较低, 并无增加趋

势。而HG组Egr-1含量显著增加, 其中早期在0.5 h和
4 h最明显, 后期在12 h和24 h增加最为明显, 和PCR
结果也相吻合。上述结果提示, Egr-1参与到调节持

续性高糖诱导的细胞凋亡过程中。

2.4   竞争性抑制Egr-1活性后改善了NIT-1细胞的

活性和凋亡水平

竞争性抑制Egr-1活性后MTT法检测结果显示, 
与对照组相比, HG组细胞在48 h后活性明显上升, 虽
然有少许下降但是并没有显著性差异(图4A); 72 h培
养后DNA Ladder也未见明显DNA片段化, 只是胶底

部出现了DNA条带(图4B); 同时流式细胞术检测发

现, HG组细胞在48 h后凋亡率明显下降, 且与对照

组相比无显著性差异(图4C)。提示抑制Egr-1的表达

可以降低高糖诱导的细胞凋亡水平。

A: MTT法检测细胞活性; B: 细胞存活率; *P<0.05, **P<0.01, 与CTL组比较。

A: MTT analysis for cell viability; B: cell viability; *P<0.05, **P<0.01 compared with CTL group.
图1  MTT法检测持续性高糖刺激对NIT-1细胞活性的影响

Fig.1  Effect of constant high glucose on NIT-1 cell viability by MTT analysis
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A: DAPI染色观察细胞凋亡; B: 流式细胞术检测细胞凋亡; C: DNA Ladder法检测细胞凋亡; *P<0.05, **P<0.01, 与CTL组比较。

A: DAPI staining for cell apoptosis; B: flow cytometry for cell apoptosis; C: DNA Ladder for cell apoptosis; *P<0.05, **P<0.01 compared with CTL group.
图2  持续性高糖刺激对NIT-1细胞凋亡的影响

Fig.2  Effect of constant high glucose on NIT-1 cell apoptosis
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A: Real-time PCR检测Egr-1在mRNA水平上的变化; B: Western blot检测Egr-1在蛋白水平上的变化; *P<0.05, **P<0.01, 与CTL组比较。

A: Real-time PCR analysis for Egr-1 mRNA level; B: Western blot analysis for Egr-1 protein expression; *P<0.05, **P<0.01 compared with CTL group.
图3  持续性高糖刺激后NIT-1细胞中Egr-1的表达变化

Fig.3  Relative mRNA level and protein expression of Egr-1 in NIT-1 cell with constant high glucose treatment

(A)

(B)

CTL
HG

R
el

at
iv

e 
Eg
r-
1 

le
ve

l

5

4

3

2

1

0
0 0.5 1 2 4 8 12 24 36

* *

**
****

**

**

Time(h)

Time(h)

CTL

HG
Egr-1

Egr-1

β-Actin

β-Actin

0 0.25 0.5 1 2 4 6 8 12 24 36

(A)

(B)

CTL
HG

R
el

at
iv

e 
Eg
r-
1 

le
ve

l

5

4

3

2

1

0
0 0.5 1 2 4 8 12 24 36

* *

**
****

**

**

Time(h)

Time(h)

CTL

HG
Egr-1

Egr-1

β-Actin

β-Actin

0 0.25 0.5 1 2 4 6 8 12 24 36
(A)

3   讨论
在II型糖尿病的发生和发展过程中, 高糖引起

的胰岛β细胞功能衰竭是影响其进程的关键环节, 
因此研究糖毒性对胰岛β细胞的损伤机制对于疾病

的防治具有重要意义[7]。如今已经发现参与高糖诱

导胰岛β细胞凋亡过程中的多种基因。Cai等[8]研究

发现, SREBP-1过表达可以加快高糖条件下β细胞内

脂质的积累从而加重ER stress并使细胞凋亡。高血



920 · 研究论文 ·

糖还可以通过改变β细胞内Bcl蛋白家族中抗凋亡和

促凋亡蛋白成员之间的平衡来调节细胞凋亡的水

平[9]。另外高糖水平下β细胞内IL-1β、NF-κB的含

量也会增加, 从而Fas蛋白的活化加强, 使得β细胞

凋亡[10]。

Egr-1普遍存在于真核细胞基因组中, 进化上

高度统一并且保守[11]。作为一种重要的转录因子, 
常被认为是一种早期应激蛋白, 在应激的状态下其

可以调控一系列下游靶基因的转录, 包括生长因子

(PDGF、TGFβ-1)、细胞因子(TNF-α)和其它转录因

子(Id1)、细胞周期调控因子(p21、p53)、以及凋亡

因子(Fas)等[12]。有研究报道, Egr-1可能通过调控下

游基因多方面地参与到II型糖尿病的病理发生过程

中, 其作为一种早期炎性反应蛋白可以参与诱导细

胞凋亡。而在胰岛素刺激下Egr-1还可以通过调控

PDX-1和VEGF在糖尿病以及血管并发症的发展中

扮演重要作用[13-14]。我们观察到的Egr-1的早期升

高, 可能和高糖刺激下胰岛素的合成增加有关, 因为

Egr-1可以通过PDX-1激活胰岛素的转录[15]; 然而长

期持续的高糖刺激最终可能导致β细胞发生凋亡, 而
Egr-1可能通过激活下游凋亡相关基因的表达参与

这一过程。

A: MTT法检测细胞活性; B: DNA Ladder法检测细胞凋亡; C: 流式细胞术检测细胞凋亡; *P<0.05, 与CTL组比较。

A: MTT analysis for cell viability; B: DNA Ladder for cell apoptosis; C: flow cytometry for cell apoptosis; *P<0.05 compared with CTL group.
图4  竞争性抑制Egr-1活性后检测持续性高糖刺激对NIT-1细胞活力和凋亡的影响

Fig.4  Effect of cell viability and apoptosis treated by constant high glucose with inhibition of Egr-1
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本研究使用NIT-1细胞株来探讨Egr-1参与高糖

诱导胰岛β细胞凋亡的过程。NIT-1细胞株是从转基

因小鼠NOD/Lt的胰腺β细胞增殖而来的, 基本保持了

NOD小鼠正常β细胞的特性, 目前主要用于胰岛β细
胞凋亡研究。因此, 我们选用NIT-1细胞株作为研究

对象, 不过随着体外培养时间的延长, 其表型可能不

太稳定或者对葡萄糖的敏感性会降低, 这也是将要

面对的问题[5]。我们首先通过MTT法、DAPI染色和

DNA Ladder法以及流式细胞术法等分子细胞生物

学手段检测了持续性高糖刺激对NIT-1细胞活力和

凋亡的影响。与对照组相比, HG组的细胞凋亡均有

所增加, 尤其是在72 h(P<0.01), 且在荧光显微镜下

可见明显的凋亡细胞。但是DNA Ladder实验中始终

未出现细胞凋亡典型的“梯状”条带, 一个原因可能

是由于NIT-1细胞凋亡发生时DNA的断裂并不是以

核小体之间DNA断裂的方式。还有另一个原因, 由
于长期的高糖刺激NIT-1细胞的表型稳定性发生了

改变, 细胞已经发生了坏死。有研究发现, 可能是其

作为一种判断细胞凋亡的常规方法和细胞类型与凋

亡所处时期有很大关系[16]。其次, 为了研究Egr-1是
否参与到持续性高糖诱导β细胞凋亡的过程中, 我们

通过Real-time PCR和Western blot在分子和蛋白水平

上检测了Egr-1的表达水平, 结果显示, HG组细胞中

Egr-1在转录和蛋白水平上均在12 h后明显增加, 这
说明其可能参与了长期高糖诱导的胰岛β细胞凋亡

的过程。而关于其早期短暂上升, 可能是由于对于

高糖环境的应激作用, 作为一种早期反应蛋白, 可被

很多生长因子、细胞因子和一些有害刺激快速和瞬

时激活。同时, 我们在竞争性抑制Egr-1活性后通过

MTT法、DNA Ladder法以及流式细胞术检测细胞

活力和凋亡的结果也证实了在长期高糖刺激导致的

β细胞凋亡过程中确实有Egr-1参与, 其也肯定扮演着

不可替代的角色。本研究结果提示, Egr-1有可能成

为防治II型糖尿病药物的作用潜在靶点, 但具体机

制仍需要进一步研究。
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