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慢病毒介导shRNA特异性干扰MRPL18基因对胰岛

素瘤细胞线粒体能量代谢的影响
施孟如  陈  琳  周林双  杨  宇  吕建新  李  伟*

(温州医科大学检验医学院、生命科学学院, 浙江省遗传学重点实验室, 温州 325035)

摘要      为了观察线粒体核糖体蛋白大亚基18(mitochondrial ribosomal proteins L18, MRPL18)
基因低表达对小鼠胰岛素瘤细胞 (MIN6)线粒体能量代谢的影响 , 该研究利用慢病毒介导的MR-
PL18 shRNA特异性干扰MRPL18基因, 构建MRPL18基因低表达的MIN6细胞模型。Real-time PCR
和Western blot检测干扰前后MRPL18 mRNA和蛋白质的表达情况。流式细胞仪检测细胞活性氧

(reactive oxygen species, ROS)水平变化。海马生物能量代谢仪检测细胞线粒体功能。高效液相色

谱检测细胞ATP、ADP和AMP含量。结果显示: 转染MRPL18-shRNA后, MRPL18 mRNA和蛋白质

表达均显著降低 (P<0.05、P<0.01), 细胞ROS明显升高 (P<0.05); 细胞氧耗率、基础呼吸、最大呼

吸和储备呼吸能力显著降低, 同时ATP产量和质子漏也减少(P<0.05、P<0.01)。细胞ATP含量和能

荷较对照组减少, ADP和AMP含量显著增加(P<0.05、P<0.01)。证实了MRPL18基因表达下调后细

胞内发生了代谢障碍。推测MRPL18是影响线粒体功能的关键蛋白质 , 该蛋白在细胞代谢过程中

发挥着重要作用。MRPL18表达下降所建立的线粒体功能障碍的MIN6细胞模型 , 可用于线粒体糖

尿病发病分子机制的研究。

关键词      线粒体核糖体蛋白大亚基18; 慢病毒; RNA干扰; 线粒体能量代谢; 糖尿病

Effect of Lentivirus Expressing MRPL18 shRNA on Mitochondrial 
Energy Metabolism of MIN6 Cells
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Abstract       The effects of lentivirus expressing mitochondrial ribosomal protein L18 (MRPL18) shRNA on 
mitochondrial energy metabolism of MIN6 cells were observed in this study. MRPL18 gene low-expressing MIN6 
cell models were established using lentivirus expressing MRPL18 shRNA. The expressions of MRPL18 mRNA and 
protein in MIN6 cells were detected by Real-time PCR and Western blot. Flow cytometric analysis was used to detect 
the reactive oxygen species (ROS) in MIN6 cells. The Seahorse XF96 Extracellular Flux Analyser was used to evalu-
ate cell mitochondrial function. The contents of ATP, ADP and AMP in cells were detected by high-performance liquid 
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chromatography (HPLC). Compared with control group, the mRNA and protein expressions of MRPL18 decreased 
significantly in MRPL18-shRNA group (P<0.05, P<0.01), and there was no significant difference between control 
group and MRPL18-NC group. After MRPL18 interference, the cellular ROS increased significantly (P<0.05), while 
the basal respiratory capacity, maximal respiratory capacity, pare respiratory capacity and proton leak, ATP content and 
energy charge (EC) in cells decreased significantly (P<0.05, P<0.01) compared with control group. Meanwhile, the 
content of ADP and AMP increased significantly (P<0.05, P<0.01). The results proved that there were intracellular 
metabolism disorders after down-regulation of MRPL18. MRPL18 might play an important role in energy metabolism 
that maintain the mitochondrial function. MIN6 cell models with mitochondrial dysfunction caused by down-regula-
tion of MRPL18 gene can be used to clarify the mechanism of mitochondrial diabetes mellitus.  

Key words        mitochondrial ribosomal protein L18; lentivirus; RNA interference; mitochondrial energy me-
tabolism; diabetes mellitus

糖尿病 (diabetes mellitus, DM)是一种由多种病

因引起的以慢性高血糖为特征的代谢紊乱疾病。随

着人们生活水平的改善、生活方式和饮食结构的

改变以及人口老龄化的来临 , 糖尿病的发病率在全

球呈迅速上升趋势 , 发展中国家和部分发达国家尤

其明显。根据国际糖尿病联盟 (international diabetes 
federation, IDF)预计, 到2050年全球糖尿病患者将达

到3.8亿[1]。 糖尿病成为继心血管病变和肿瘤之后的

第三大严重威胁人类健康和生命的慢性疾病 , 备受

医学界的广泛关注。

线粒体是细胞代谢网络的中心枢纽 , 它在调

控细胞凋亡、能量代谢方面起着重要作用。目前

越来越多的研究结果证实 , 线粒体功能障碍会影响

细胞的功能 , 从而影响糖稳态。近十多年来 , 线粒

体功能与糖尿病及其并发症的关系正逐渐受到关

注。线粒体DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)编码

13种参与线粒体氧化磷酸化反应的蛋白质 , 这些蛋

白质在线粒体基质内的线粒体核糖体 (mitochondrial 
ribosome)上翻译合成。mtDNA的表达异常会严重

干扰这些蛋白质的合成 , 引起线粒体氧化磷酸化功

能障碍, 进而参与神经退行性疾病、糖尿病、衰老、

肿瘤等线粒体疾病的发生 [2-3]。线粒体核糖体蛋白

(mitochondrial ribosomal proteins, MRPs)作为线粒体

核糖体的组成成分 , 其中任何一种发生突变或缺失

都会影响线粒体蛋白的合成 , 并有可能导致线粒体

膜电位下降、活性氧 (reactive oxygen species, ROS)
增多和能量产生不足 , 从而引起体内各种代谢障碍 , 
进而导致糖尿病的发生 [4]。本实验室前期开展的

“大鼠妊娠期低蛋白饮食对后代糖耐量的影响”的研

究, 通过全基因组芯片检测发现, 妊娠期低蛋白饮食

导致的糖耐量异常大鼠胰腺中 , 细胞线粒体核糖体

蛋白大亚基18(mitochondrial ribosomal protein L18, 
MRPL18)基因表达降低显著, 提示MRPL18基因的低

表达可能与糖耐量异常和胰岛素抵抗有相关性。在

此基础上 , 本研究拟采用RNA干扰方法抑制小鼠胰

岛素瘤细胞 (mouse insulinoma, MIN6) MRPL18基因

的表达 , 观察细胞ROS水平、线粒体呼吸链以及能

量代谢ATP的变化情况, 从而明确MRPL18在维持机

体能量代谢中的作用, 并进一步探讨MRPL18在糖尿

病发生发展中的分子机制。

1   材料与方法
1.1   主要材料

1.1.1   菌株、质粒和细胞系       大肠杆菌菌株

Stbl3、含有 eGFP报告基因的 psiHIV-H1 MRPL18 
shRNA慢病毒表达质粒和阴性对照质粒 (Catalog 
No.MSH034267-HIVH1)以及慢病毒包装试剂盒

Lenti-pacTM HIV Expression packaging kit均购自广

州复能基因有限公司。MIN6株和293T细胞株由本

实验室保存。

1.1.2   主要试剂及仪器      SYBR® Green I及PCR试
剂、MRPL18引物和β-actin引物购自宝生物工程 (大
连 )有限公司 ; MRPL18小鼠单抗隆抗体、辣根酶标

记山驴抗兔 IgG(H+L)购自Santa Cruz Biotechnology
公司 ; GAPDH小鼠单克隆抗体、辣根酶标记山羊

抗鼠 IgG(H+L)、青霉素 –链霉素溶液、氨苄青霉

素、胰蛋白酶细胞消化液购自碧云天生物技术研

究所 ; 胎牛血清购自德国Biochrom公司 ; Opti-MEM
培养基和Trizol购自 Invitrogen公司 ; 慢病毒包装试

剂盒 (Lenti-PacTM HIV Expression packaging kit)购
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自GeneCopoeia公司 ; 聚凝胺 (Polybrene)、丙酮酸

钠、寡霉素、解耦剂 (carbonyl cyanide-4-trifluoro 
methoxy phenyl hydrazone, FCCP)、鱼藤酮和磷酸

二氢钾购自Sigma公司 ; 无糖DMEM和XF96孔培养

板购自Seahorse Bioscience公司; CellROX® Oxidative 
Stress Reagents购自Life Technology公司; 嘌呤霉素购

自Gene Operation公司 ; CellRoxTM Deep Red Reagent
购自Invitrogen公司; 其他试剂均为国产分析纯。

Accela高效液相色谱仪 (high performance liquid 
chromatography, HPLC)购自美国Thermo Scientific
公司; Seahorse XF96 Extracellular Flux Analyzer购自

Seahorse Bioscience公司 ; 台式高速冷冻离心机购自

德国Eppendorf公司; StepOne Plus荧光定量PCR仪购

自Applied Biosystems公司 ; FascAriaII流式细胞仪购

自美国BD Biosystems公司。

1.2   方法

1.2.1   实验分组      实验分组如下 : 对照组 (CON): 
未经转导的细胞组 ; scramble shRNA组 (MRPL18-
NC): 携带目的siRNA随意打乱之后编排的序列基因

的慢病毒转导的细胞组 ; MRPL18干扰组 (MRPL18-
shRNA): MRPL18 RNA干扰慢病毒载体转导的细

胞。293T细胞和MIN6细胞均于含 10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素的DMEM培养

基中, 37 °C、5% CO2、饱和湿度的培养箱中培养。

1.2.2   慢病毒包装和转染      合成的慢病毒干扰

RNA转染严格遵循慢病毒包装试剂盒 (Lenti-PacTM 
HIV Expression packaging kit)说明书进行操作。将

2.5 μg的对照组MRPL18-NC和MRPL18-shRNA分

别转染 293T细胞 , 并于 10 cm培养皿中培养 , 转染

后12 h换液 , 48 h后荧光显微镜下观察细胞有强绿

色荧光及细胞融合现象时 , 拍照并收集细胞培养

液。4 500 r/min离心15 min, 0.45 μm滤膜过滤以去

除细胞碎片 , 4 °C、20 331 r/min离心浓缩病毒2 h, 
RNase-free DMEM悬浮病毒颗粒沉淀 , −80 °C冻存 , 
以备后续转染MIN6细胞建立稳定转染的细胞系。

1.2.3   稳定细胞系的建立      取对数生长期的MIN6细
胞, 以2×104/孔的密度接种于24孔板, 每孔加0.5 mL含
5% FBS和青霉素–链霉素的培养基, 37 °C、5% CO2

培养24 h后换液。取100 μL病毒原液加入到400 μL
含5%胎牛血清的培养基中稀释 , 同时加入聚凝胺至终

浓度为8 μg/mL, 37 °C、5% CO2培养24 h。换用0.5 mL
不含聚凝胺的培养基 , 培养 24 h后将细胞传至 6孔

板, 并继续培养48 h, 每1~2 d用含5 ng/mL嘌呤霉素

(puromycin)的新鲜完全培养基培养 , 直到抗药性克

隆变得明显。

1.2.4   Real-time PCR检测MPRL18 mRNA表达      Trizol
法提取各组的总 RNA,使用紫外分光光度法检测

RNA浓度。RNA逆转录反应严格按照TaKaRa公司

逆转录试剂盒说明书进行操作 , 各组以等量RNA
为起始模板 , 合成 cDNA。用TaKaRa公司荧光定量

PCR试剂盒在Applied Biosystems公司的StepOne 
Plus荧光定量PCR仪上进行Real-time PCR。PCR条
件为: 95 °C预热变性5 min; 95 °C变性30 s, 60 °C退
火30 s, 72 °C延伸30 s, 共40个循环。分析扩增曲

线和融解曲线以确保反应特异性 , 以β-actin为内参 , 
按公式2−∆∆Ct计算各组MRPL18 mRNA相对表达量。

MRPL18引物序列为 : 上游 : 5′-ACC CTC GGA ATC 
TGG AGC TCT TA-3′, 下游 : 5′-AGT GGA TGC TGA 
AAC AAC AAC CTG-3′; 内参基因β-actin引物序列为: 
上游: 5′-GGC TGT ATT CCC CTC CAT CG-3′, 下游: 
5′-CCA GTT GGT AAC AAT GCC ATG T-3′。
1.2.5   Western blot检测MRPL18蛋白的表达      收集

各组细胞用PBS洗2次, 每瓶加入300 μL含有蛋白酶抑

制剂的细胞裂解液, 充分振荡混匀后, 静置30 min, 转
移至1.5 mL EP管, 4 °C、12 000 r/min离心30 min, 吸
取上清液测蛋白浓度。SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后 , 
电转膜至硝酸纤维素膜, 5%脱脂奶粉封闭1 h, 加一抗

(MRPL18, 1:250稀释; GAPDH, 1:1 000稀释), 4 °C过
夜。TBST洗膜5 min/次×3次, 加1:2 500二抗, 室温放

置2 h, 再洗膜3次, 加入ECL荧光剂, 经ChemiDoc MP
荧光化学发光成像系统 (Bio-Rad公司 , 美国 )曝光获

得图像。Quantity One图像分析软件对结果进行分

析。以目的蛋白与内参GAPDH光密度D值的比值代

表目的蛋白表达的相对含量。

1.2.6   流式细胞仪检测细胞ROS      各实验组细胞

分别按照每孔 1×106/mL接种于 12孔板 , 培养 24 h
后 , 用预冷的 PBS洗涤细胞 3次 , 每孔加入含终浓

度 5 μmol/L探针 (CellRoxTM Deep Red Reagent)的
DMEM 500 μL , 轻轻晃动培养板 (避光操作 ), 置于

37 °C、5% CO2培养箱中反应30 min。收集细胞 , 用
DMEM洗涤细胞3次, 2 000 r/min离心5 min, 加200 μL 
DMEM充分混匀后 , 流式细胞仪检测ROS, 波长Ex: 
644 nm、mE: 665 nm, 计数10 000个细胞, 计算其平

均荧光强度, 代表ROS水平。
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1.2.7   细胞线粒体能量代谢检测      各组细胞按照

每孔2×104/80 μL接种于Seahorse XF96 Extracellular 
Flux Analyzer专用的96孔板, 培养24 h细胞融合度达

到约85%, 四个角为孔板校正孔。在96孔测试板中

加入140 μL pH7.4的XF96校正液 , 将测试板和探针

暗盒放于37 °C、无CO2培养箱中孵育过夜。检测前

将细胞培养基换成测试液 (含无糖DMEM、4.5 g/L
葡萄糖和2 mmol/L丙酮酸钠), 37 °C、无CO2培养箱

中孵育30 min, 向探针的药槽A、B、C孔中分别加

入寡霉素、FCCP、鱼藤酮至终浓度为 1.0 μmol/L, 
仪器上校正30 min后开始检测。测试完毕后回收细

胞板, 收集各孔中细胞并提取蛋白, 通过蛋白浓度校

正各孔中的细胞数, 以便对所得数据进行校正。

1.2.8   细胞ATP、ADP、AMP含量以及能荷测定      
采用优化的反相高效液相色谱分析法 [5]检测。收集

细胞 , 计数后冰PBS洗涤1次 , 加入预冷的高氯酸溶

液 (0.1 mol/L)充分混匀 , 低速漩涡振荡30 s, 冰上裂

解15 min, 将裂解液于4 °C、14 000 r/min离心10 min, 
上清液用0.22 μm微孔滤膜过滤, 在Thermo高效液相

色谱仪上测定。选用GL Sciences公司C18反相柱 (粒
径3 μm, 规格4.6×250 mm, pH2~7.5), 参数设定: 柱温

25 °C; 流动相150 mmol/L磷酸二氢钠缓冲液 ; 纯甲

醇(95%:5%); 流速0.6 mL/min; 紫外检测波长259 nm; 
样品进样体积10 μL; 样品温度4 °C。
1.3   数据统计 

采用SPSS 17.0软件进行统计学分析 , 结果采用

mean±S.D.表示 , 各组之间的统计学差异分析选用单

因素方差分析(One-way ANOVA)。P<0.05为差异显著 , 
P<0.01为差异极显著。

2   结果
2.1   慢病毒转导MIN6的结果

慢病毒转导MIN6细胞后 , MIN6细胞在荧光显

微镜下均可见大量绿色荧光 (图1), 荧光随着细胞传

代可持续, 而空白组未见特异绿色荧光。

2.2   MRPL18 shRNA转染后MIN6细胞中MR-
PL18 mRNA和蛋白质水平的变化

慢病毒转导MIN6细胞后 , Real-time PCR检测

MRPL18 mRNA结果显示, 与CON组及MRPL18-NC
组比较 , MRPL18-shRNA组MRPL18 mRNA水平显

著降低(P<0.01)(图2)。
Western blot检测MRPL18的蛋白表达 , 结果显

示 , 在分子量 21 kDa处均出现蛋白印迹杂交结果。

与CON组和MRPL18-NC组比较, MRPL18-shRNA组

MRPL18蛋白质水平显著降低(P<0.05)(图3)。

CON MRPL18-NC MRPL18-shRNA

CON: 对照组; MRPL18-NC: scramble shRNA组; MRPL18-shRNA: MRPL18干扰组。

CON: control group; MRPL18-NC: scramble shRNA group; MRPL18-shRNA: MRPL18 RNA interference group.
图1  病毒载体转染MIN6细胞48 h后GFP表达(200×)

Fig.1  The green fluorescence protein expression of MIN6 cells 48 h after plasmid transfection (200×)

**P<0.01, 与CON组及MRPL18-NC组比较(n=3)。
**P<0.01 compared with CON group and MRPL18-NC group (n=3).

图2  MRPL18-shRNA转染对MIN6细胞MRPL18 mRNA
表达的影响

Fig.2  Effects of MRPL18-shRNA transfection on MRPL18  
mRNA expression of MIN6 cells
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2.3   MIN6细胞ROS检测结果

CON组、MRPL18-NC组和MRPL18-shRNA组ROS
水平分别为 : 1553.7±15.7、1557.0±42.9、2668.3±141.5, 
与CON组和MRPL18-NC组比较 , MRPL18-shRNA组细

胞ROS水平显著升高(P<0.05)(图4)。
2.4   细胞线粒体能量代谢检测结果

MRPL18基因被干扰以后 , 用 Seahorse XF96 

Extracellular Flux Analyzer对线粒体能量代谢细胞

氧耗率(oxygen consumption rate, OCR)进行检测, 结
果如下: 与CON组和MRPL18-NC组比较 , MRPL18-
shRNA组基础氧耗率明显降低 (图5A), 其中基础呼

吸 (图5B)、最大呼吸 (图5E)和储备呼吸能力 (图5F)
显著降低(P<0.05、P<0.01); 同时ATP产量(图5C)和
质子漏(图5D)也明显减少(P<0.05、P<0.01)。
2.5   细胞中ATP、ADP和AMP含量测定结果

以外标定量法获得三者标准品的回归方程相

关系数分别为: ATP: y=–21.397+24679.7x, R2=0.9920 
(n=6); ADP: y=397.643+20967.7x, R2=0.9927 (n=6); 
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图3  MRPL18-shRNA转染对MIN6细胞MRPL18 蛋白质

表达的影响

Fig.3  Effects of MRPL18-shRNA transfection on MRPL18 
protein expression of MIN6 cells

*P<0.05, 与CON组及MRPL18-NC组比较(n=3)。
*P<0.05 compared with CON group and MRPL18-NC group (n=3).

图4  MRPL18-shRNA转染对MIN6细胞ROS的影响

Fig.4  Effects of MRPL18-shRNA transfection on ROS of 
MIN6 cells
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图5   MRPL18-shRNA转染对MIN6细胞氧耗率的影响

Fig.5    Effects of MRPL18-shRNA transfection on OCR of MIN6 cells
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AMP: y=255.473+24328.5x, R2=0.9928 (n=6)。  
以相同的 H P L C条件分别检测各组细胞的

ATP、ADP和AMP含量。 (1)计算ATP、ADP和
AMP含量的公式为 : X=C/N×K[X: ATP、ADP和
AMP含量 (μg/106 cells), 其中C: 根据标准曲线计算

的ATP、ADP和AMP浓度 (μg/mL); N: 样品的细胞

数 (1×106 cells/mL); K: 样品稀释倍数 ]。(2)能荷 (en-
ergy charge, EC)计算公式为 : EC=([ATP]+1/2[ADP)/
([ATP]+[ADP]+[AMP])。结果显示 , 与CON组和

MRPL18-NC组比较 , MRPL18-shRNA组ATP含量以

及ATP/ADP比值明显降低, 差异显著(P<0.05), 能荷

(EC)显著降低 (P<0.01), ADP和AMP含量显著升高

(P<0.01)(表1和图6)。

3   讨论
胰岛素抵抗 (insulin resistance, IR)是2型糖尿病

的重要特征 , 也是形成代谢综合征(metabolic syn-
drome)的重要机制[6], 胰岛素抵抗和高胰岛素血症可

以使心血管疾病风险增加2倍[7]。线粒体是真核细胞

的能量加工工厂 , 是细胞功能和代谢的一种关键的

细胞器。它的主要作用是产生ATP, 控制细胞的代谢

和调节细胞凋亡, 因此, 线粒体氧化磷酸化产生ATP
过程的任何一个环节出现故障 , 都有可能导致线粒

体功能异常。许多研究已经显示 , 线粒体功能障碍

在胰岛素抵抗中可能起着重要的作用 , 糖类、脂类

和蛋白质代谢的终极阶段都在线粒体内经三羧酸循

环完成氧化。因而, Saris等[8]提出所有的代谢障碍最

终都可归因于线粒体功能异常。

更多的研究也证实了在不同的胰岛素抵抗状

态中会出现线粒体代谢的异常, 这些状态包括肥胖、

T2DM、多囊卵巢综合症等 [9]。通过对胰岛素抵抗

个体进行肌肉活检 , 发现线粒体相关基因的mRNA
水平下降、线粒体DNA含量减少和呼吸链蛋白亚基

表达也随之下降 [10]。线粒体功能障碍和胰岛素抵抗

之间有着密切的联系。

MRPs负责线粒体基因 (mtDNA)编码蛋白的翻

译。它作为线粒体核糖体的活性中心 , 是mtDNA正

常表达的基础。近年来, 已明确人类MRPs全部78个
组成蛋白编码基因的序列及染色体定位 [11], 使我们

可以进一步研究MRPs并从中鉴定出影响线粒体代

谢功能相关的关键蛋白。我们前期实验通过全基因

组芯片检测发现 , 妊娠期低蛋白饮食导致的糖耐量

表1  细胞内ATP、ADP和AMP含量测定

Table 1  ATP, AMP and ADP contents of the cells

组别

Groups

三磷酸腺苷 
(μg/106 cells)
ATP (μg/106 cells)

二磷酸腺苷

 (μg/106 cells)
ADP (μg/106 cells)

磷酸酰苷 
(μg/106 cells)
AMP (μg/106 cells)

能荷

EC
ATP与ADP比值

ATP/ADP

CON 0.875±0.091 0.433±0.006 0.154±0.024 0.746±0.014 1.880±0.077

MRPL18-NC 0.918±0.086 0.405±0.028 0.166±0.005 0.752±0.016 2.267±0.026

MRPL18-shRNA 0.709±0.033* 0.623±0.039** 0.293±0.011** 0.626±0.006** 1.138±0.034*
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图6  MRPL18-shRNA转染对MIN6细胞ATP、ADP、AMP和能荷的影响

Fig.6  Effects of MRPL18-shRNA transfection on ATP, ADP, AMP and EC of MIN6 cells
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异常大鼠胰腺中MRPL18基因表达显著降低 , 提示

MRPL18基因的低表达可能与糖耐量异常和胰岛素

抵抗有相关性。

有文献报道, 线粒体产生活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)与糖尿病的发病有关 [12]。也有研究发

现, 线粒体是细胞内ROS产生的主要部位, 线粒体功

能障碍可引起胰岛素信号通路的ROS产生过多 [13], 
而ROS的增多可促进细胞凋亡。B细胞的抗氧化能

力低 , 对ROS相当敏感。线粒体产生的ROS可氧化

线粒体心磷脂和其他磷脂的多不饱和脂肪酸 , 从而

损伤线粒体膜的完整性, 最后导致B细胞凋亡。本研

究的结果显示, MRPL18基因被干扰以后, 与对照组、

MRPL18-NC组相比 , ROS产生显著增加 , 可能原因

是干扰MRPL18后引起MIN6细胞线粒体功能障碍 , 
进而通过胰岛素信号通路产生过多的ROS。

线粒体是细胞呼吸和能量代谢的中心 , 含有细

胞呼吸所需要的酶和电子传递载体。同时 , 线粒体

也负责ATP的产生、能量消耗以及ROS的清除。清

除有害自由基是基础代谢率的一项重要功能。质子

漏是清除自由基的一条途径 , 有害自由基的产生与

细胞中氧气的浓度呈正相关 , 质子漏的产生可以降

低氧浓度 , 从而减少自由基的产生。本研究结果证

实 , MRPL18基因被干扰以后 , 与对照组、MRPL18-
NC转染组相比 , 基础氧耗率明显降低 , 基础呼吸、

最大呼吸和储备呼吸能力显著降低 , 同时 , ATP产量

和质子漏也明显减少 , 可能是MRPL18基因被干扰

以后 , 细胞基础呼吸受抑制 , 导致细胞的生物力能

学受损。低表达MRPL18可引起线粒体态 4呼吸速

率降低。1974年 , Nicholl[14]发现Δψ与态4呼吸速度

呈非欧姆导体 , 即高膜电位时质子导性增加 , 出现

质子漏回基质的现象。由于ATP合成酶是线粒体呼

吸链中控制ATP合成的关键酶 , 其利用线粒体膜间

隙与内膜间H+梯度电位差 (Δψ)合成ATP[15], 可解释

低表达MRPL18基因诱导MIN6细胞ATP产量降低的

现象。同时 , 该机制也与线粒体ROS产生增多、细

胞色素的释放以及细胞凋亡的启动有关 [16]。本实验

中, MRPL18干扰组ATP含量及能荷较正常对照组和

MRPL18-NC组明显降低 , ADP和AMP含量显著升

高 , 此结果可能与线粒体氧化磷酸化效率增高所伴

随的ROS增加有关。

综上所述 , 本研究利用慢病毒介导的 shRNA
特异性干扰MIN6细胞MRPL18基因后 , 观察到细胞

内ROS升高 , 基础呼吸、质子漏、最大呼吸及储备

呼吸能力均下降 , 同时ATP含量和能荷降低等损伤

性改变 , 提示此时细胞内发生了代谢障碍。证实了

MRPL18是影响线粒体功能的关键蛋白质 , 该蛋白

在细胞代谢过程中发挥着重要作用。MRPL18基因

表达减少可能是糖尿病发病机制在分子水平上的变

化。如若能得到证实, MRPL18可能成为糖尿病治疗

的新靶点。今后 , 我们将开展MRPL18 knock-down
动物模型的研究, 以便进一步提供MRPL18基因与线

粒体糖尿病发病机制的相关理论和实验依据。
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