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·基础研究·

L一谷氨酰胺对克隆的胰岛p细胞株INS-1E细胞和

小鼠胰岛的急性刺激作用

刘振平 申晶 菅小红

【摘要】 目的探讨L-谷氨酰胺对INS-1E细胞和小鼠胰岛分泌胰岛素的作用。方法 INS-1E细胞经传代培

养2 d后，在Krebs—Ringer缓冲液中37℃培养箱预培养30 rain，再用含有不同浓度葡萄糖和不同浓度L-谷氨酰胺的

改良Krebs-Ringer缓冲液培养60 min，然后留取上清液进行胰岛素测定。雌性NMRI小鼠，6～10周龄，苯巴比妥腹

腔麻醉，应用胶原酶技术消化胰腺分离胰岛，置于RPMll640培养皿中在37℃培养箱(5％COz，95％空气)过夜培养。

次日在Krebs-Ringer缓冲液中37℃水浴培养箱预培养30 rain，然后分别把单个胰岛小心放入100tul含有不同浓度

葡萄糖和不同浓度L-谷氨酰胺的改良Krebs-Ringer缓冲液37℃水浴培养箱培养60min，然后留取50pl上清液进行

胰岛素测定。结果L-谷氨酰胺在0．1～5mmol／L范围不增加葡萄糖刺激的INS-1E细胞的胰岛素分泌，仅10～

20mmol／L的L-谷氨酰胺促进葡萄糖诱导的胰岛素分泌。L，谷氨酰胺在0．1～10mmol／L范围不促进葡萄糖诱导的

小鼠胰岛的胰岛素分泌，仅20mmol／L的L-谷氨酰胺促进葡萄糖诱导的胰岛素分泌。结论 大剂量L-谷氨酰胺能

增加葡萄糖诱导的INS-1E细胞和小鼠胰岛分泌胰岛素。
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[Abstract] Objective To investigate the effect of L-glutamine on the insulin secretion of INS-1E cells and

mouse islets．Methods After passage of INS-IE cells incubated in the RPMI 1640 for 2 d，the cells were incubated

in the Krebs—Ringer buffer(KRB)with 0．1％BSA for 30 min．After preincubation，the cells were incubated for

60 min in the modified KRB containing glucose and glutamine according to the protoc01．After incubation，the medium

was collected for insulin assay．Female NMRI mice were anaesthetized with pentobarbital．The collagenase technique

was used to isolate pancreatic islets．The islets were hand picked undera stereomicroscope and kept in modified RPMI

1640 culture medium overnight at 37℃and all atmosphere of 95％humidified air and 6％COz．Then the islets were

incubated in the KRB with 0．1％BSA for 30 rain at 37℃．After preincubation，every islet was individually incubated

at 37℃for 60 min in the modified KRB lOOpl containing glucose and glutamine according to the protoc01．After incu—

bation the medium was collected for insulin assay．Results L-glutamine at concentrations of 0．1-5mmol／L did not

potentiate the glucose-induced insulin secretion of INS-1E cells，while L-glutamine potentiated glucose-induced insulin

secretion at 10—20mmol／L．L-glutamine at concentrations of 0．1-10mmol／L did not potentiate the glucose

(16．7 mmol／L)-induced insulin secretion of mouse islets，while L-glutamine at 20mmol／L could promote the glucose-

induced insulin secretion．Conclusion Large doses of L-glutamine can enhance glucose-induced insulin secretion of

IN孓1E cells and mouse islets．
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1型糖尿病和2型糖尿病患者的主要临床表现

之一是消瘦，是因为胰岛素(insulin)相对或绝对缺

乏，三大物质碳水化合物、脂肪、蛋白质分解代谢增

加，糖、氨基酸严重丢失。控制差的糖尿病患者存在
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着严重的高糖血症、高脂血症和高氨基酸血症。高

糖、高脂对胰岛p细胞的毒性作用已得到广泛的研

究和认识，而对高氨基酸血症的研究甚少。L-谷氨

酰胺可以由多种细胞和组织释放(例如骨骼肌和肝

脏)，血液中L-谷氨酰胺的浓度是有关细胞组织合

成、释放和消耗之间的平衡体现。依细胞不同，细胞

内L-谷氨酰胺浓度在2～20mmol／L之间，细胞外

浓度平均是0．7mmol／L。甚至在基础状态下，胰岛

也存在很高的蛋白质合成率，需要L-谷氨酰胺合成

嘌呤和嘧啶，进而合成tuRNA，最后合成蛋白质[1]。

近年研究发现，大鼠胰岛和BRIN-BDll细胞均快

速消耗L-谷氨酰胺[2]。不仅如此，多项研究提示，

L-谷氨酰胺及其代谢产物参与胰岛p细胞分泌胰岛

素的调节[1]，但研究结论不一。现就L-谷氨酰胺对

克隆口细胞株INS-1E细胞和小鼠胰岛的急性刺激

作用作一探讨。

1材料和方法

1．1试剂 葡萄糖、氯化钠、氯化钾、氯化钙、氯化

镁、牛血清白蛋白、HEPES、L-谷氨酰胺、RPMll640

均购自Sigma公司。

1．2 细胞培养 INS-1E细胞由CBWollheim教授

(日内瓦，瑞士)馈赠。INS-1E细胞在潮湿的环境下

生长，37℃培养箱(5％C02，95％空气)培养，培养液

是改良的RPMll640，加有10％(v／V)胎牛血清，

11．1mmol／L的葡萄糖，10mmol／L的HEPES，

lookU／L的青霉素，lOOmg／L的链霉素，0．5％牛血

清白蛋白；在细颈瓶中细胞贴壁生长，每周传代一次。

1．3烈$1E细胞释放胰岛素应用胰酶消化，培养

液稀释，然后离心收集INS-1E细胞，种植在24孔板

中，每孔lml，密度为2．5×108／L；37℃培养箱(5％

C02，95％空气)培养2d后细胞贴壁，移出培养液，小

心地加入Krebs-Ringer缓冲液lml(mmol／L：氯化钠

115，氯化钾4．7，氯化钙1．28，碳酸氢钠5．0，HEPES

25)另外加有0．1％牛血清白蛋白，用2mol／L氢氧化

钠调pH至7r．4。37℃培养箱预培养30min，移出缓冲

液；每个孔中小心加入不同浓度的葡萄糖和L-谷氨

酰胺缓冲液1 ml(表1，2)。37℃培养箱培养1 h，从每

孔小心吸取300肛1上清夜，1000r／min离心2min，留取

200tA上清液，一20℃保存待测。移出每孔中剩余的

反应液，加入0．1mol／L氢氧化钠1“放置30min溶

解细胞，然后充分混匀收集1 IIll溶液，一20。C保存待

测蛋白质。

1．4 小鼠胰岛的分离和培养 雌性NMRI小鼠，

6～10周龄，购自丹麦Bomholtgaard饲养研究中

心，饲以标准颗粒饲料和瓶装自来水。用苯巴比妥

腹腔麻醉小鼠后，应用胶原酶消化技术分离胰岛[3]，

在体视显微镜下挑出胰岛，迅速转移到加有10％胎

牛血清(V／V)，青霉素G(100kU／L)和链霉素

(100mg／L)的RPMll640培养皿中在37℃培养箱

(5％C0。，95％空气)过夜培养。

1．5小鼠胰岛释放胰岛素小鼠胰岛在37℃培养

箱(5％CO：，95％空气)过夜培养后，移出培养液，小

心地加入Krebs—Ringer缓冲液lOml，另加有0．1％

牛血清白蛋白，3．3mmol／L葡萄糖；37℃水浴箱预

培养30min。然后单个胰岛分别小心地置入100弘1

含不同浓度葡萄糖和L-谷氨酰胺的缓冲液(表3，4)

中；37℃水浴箱培养1 h，从每孔胰岛中小心吸取

50td培养上清液，--20℃保存待测。

1-6胰岛素的测定 应用放射免疫的方法测定胰

岛素，应用豚鼠抗猪的胰岛素抗体，用单125I标记的

人胰岛素作为示踪剂，大鼠的胰岛素(Novo Nor—

disk，Bagsvaerd，丹麦)作标准。批内变异系数

1．8 0A，批间变异系数3．6％。

1．7蛋白质的测定应用Lorry的方法测定蛋白

质。

1．8统计学方法正态分布的计量资料以z±s表

示，组间比较用t检验。

2结果

如表1，2所示，在16．7mmol／L葡萄糖的情况

下，L一谷氨酰胺在0．1～5mmol／L范围内，INS—lE

表1 p谷氨酰胺联合葡萄糖刺激INglE细胞分泌胰岛素与单纯葡萄糖作用(1．27士0．10mg／g)的比较
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表2不同浓度葡萄糖对INS-IE细胞分泌胰岛素的刺激作用

表3不同浓度葡萄糖对小鼠胰岛分泌胰岛素的刺激作用

细胞分泌胰岛素的量无显著增加，仅lO～20mmol／

L L．谷氨酰胺诱导的胰岛素释放显著高于单纯

16．7mmol／L葡萄糖诱发的胰岛素释放，差异有显

著的统计学意义。在无谷氨酰胺存在的情况下，

16．7mmol／L葡萄糖诱发的IN§1E细胞分泌胰岛

素，显著高于3．3mmol／L葡萄糖诱发的胰岛素释

放，差异有显著的统计学意义。

如表3，4所示，在16．7mmol／L葡萄糖的情况

下，L-谷氨酰胺在0．1～10mmol／L范围内，小鼠胰

岛分泌胰岛素的量无显著增加，仅20mmol／L L-谷

氨酰胺诱导的胰岛素释放显著高于单纯

16．7 mmol／L葡萄糖诱发的胰岛素释放，差异有显

著的统计学意义。在无L-谷氨酰胺存在的情况下，

16．7 mmol／L葡萄糖诱导的小鼠胰岛胰岛素释放，

显著高于3．3mmol／L葡萄糖诱导的胰岛素释放，差

异有极显著的统计学意义。

3讨论

氨基酸是一类重要的营养物质，很多研究提示

胰岛B细胞表达多种氨基酸转运系统，并且摄取多

种氨基酸，氨基酸通过以下3种机制刺激胰岛p细

胞分泌胰岛素，即阳离子氨基酸的摄取直接导致胞

浆膜去极化，部分氨基酸代谢产生ATP，结果ATP／

ADP比值增加，ATP敏感的K+通道(K十ATP)关闭，

与钠离子共同转运的氨基酸导致胞浆膜的去极化，

电压依赖的钙通道开放，Ca2+内流，触发胰岛素胞

吐作用[3]。研究显示，10 mmol／L L-谷氨酰胺在

1．1mmol／L葡萄糖存在的情况下很微弱地刺激

BRIN—BDll细胞分泌胰岛素[‘]。本研究显示在

16．7mmol／L葡萄糖存在的情况下，0．1～5mmol／L

L-谷氨酰胺对葡萄糖诱导的INS-1E细胞分泌胰岛

素无促进作用，仅10---20 mmol／L的L-谷氨酰胺促

进葡萄糖诱导的INS--1E细胞分泌胰岛素。与克隆

的INS-1E细胞的结果相一致，在16．7mmol／L葡

萄糖存在的情况下，0．1～10mmol／L L-谷氨酰胺对

葡萄糖诱导的小鼠胰岛分泌胰岛素无促进作用，仅

20 mmol／L的L-谷氨酰胺促进葡萄糖诱导的小鼠

胰岛分泌胰岛素。INS-1E细胞是从X射线照射诱

导的大鼠胰岛素瘤细胞移种而来，对生理范围葡萄

糖反应良好，生长较容易，可培养生长数月并保持较

好的反应性，是研究氨基酸对p细胞直接影响的一

种有效手段。而且从本研究发现，IN孓1E细胞比小

鼠胰岛对葡萄糖和L-谷氨酰胺的刺激更敏感。

L-谷氨酰胺刺激胰岛素分泌的作用很弱有以下

解释：(1)最主要的是L-谷氨酰胺在胰岛p细胞经

谷氨酰胺酶快速地代谢为谷氨酸，后者经谷氨酸脱

氢酶(glutamate dehydrogenase，GDH)代谢为a一酮

戊二酸，参与到三羧酸循环的代谢中，经氧化磷酸化

使细胞内ATP产生增加，结果ATP／ADP比值升

高，胞膜K+ATP通道关闭，胞浆膜去极化，Ca2+内流，

促进胰岛素分泌。GTP是GDH的变构抑制剂，L-

亮氨酸是变构激活剂。研究证实L_亮氨酸作为

GDH的变构激活剂增加L-谷氨酰胺刺激的胰岛素

分泌。并且在过度表达GDH的胰岛，L谷氨酰胺

既增加线粒体的代谢也增加胰岛素的分泌[5]。另有

表4不同浓度L广谷氨酰胺联合葡萄糖刺激小鼠胰岛分泌胰岛素与单纯16．7mmol／L葡萄糖作用(17．92士3．23)的比较
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临床研究也证实GDH在L一谷氨酰胺刺激胰岛素分

泌中的重要作用。蛋白餐后发生低血糖的患者是因

为B细胞对L-亮氨酸敏感性增加，研究证实这类患

者GDH的抑制性变构调节位点突变，GTP的抑制

性变构调节丧失[6]。(2)很多研究认为L-谷氨酰胺

在p细胞内代谢为L一谷氨酸，后者是增强葡萄糖诱

导的胰岛素分泌通路的关键信使[7]。据报道在葡萄

糖刺激中，人、小鼠、大鼠胰岛和克隆的p细胞株的

细胞内谷氨酸浓度增加，推测L-谷氨酸被转运入分

泌颗粒，促进Ca2+依赖的胞吐分泌。而且在过度表

达谷氨酸脱羧酶的克隆p细胞中，L-谷氨酸含量下

降，高糖诱导的胰岛素分泌反应下降IS]。但也有报

告在葡萄糖刺激中，p细胞内卜谷氨酸含量无变

化[9]。(3)最近提出卜谷氨酰胺在胰岛素分泌中起

信使作用，研究发现在胰岛培养液中加入谷氨酰胺

合成酶抑制剂，则葡萄糖诱导的胰岛素释放消失，而

加入L_谷氨酰胺或其类似物则胰岛对葡萄糖的分

泌反应恢复。有待更多的研究证实[11]。(4)L-谷氨

酰胺在p细胞内进入谷氨酰循环产生谷胱甘肽，后

者增加胰岛p细胞的生存能力和胰岛素分泌[1 01。

据报道L-谷氨酰胺在胰岛优先代谢为7氨基丁酸

和L_天冬氨酸，在此情况下，没有L-谷氨酰胺经三

羧酸循环氧化，并依此解释单独【广谷氨酰胺不能刺

激胰岛素分泌[1引。

综上所述，胰岛B细胞快速摄取、消耗L_谷氨

酰胺，L-谷氨酰胺在胰岛内可以代谢为7氨基丁酸、

L-天冬氨酸或L-谷氨酸或进入谷氨酰循环。通常

剂量的L-谷氨酰胺无促进葡萄糖诱导的胰岛素分

泌的急性作用，仅大剂量L，谷氨酰胺(10～

20mmol／L)显示了刺激p细胞分泌胰岛素的急性作

用。但尚需进一步研究L-谷氨酰胺对胰岛p细胞

的长期慢性作用。
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