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　　钾离子通道 ＫＣＮＱ１由功能亚基 ＫＣＮＱ１与辅
助亚基ＫＣＮＥ家族成员（ＫＣＮＥ１～５）共同装配而
成［１］。在心脏、内耳、消化道及肾脏等组织，不同的
辅助亚基通过对通道门控特性、单通道电流强度等
的修饰，赋予ＫＣＮＱ１通道独特的电生理学特性，使
其具有多种生物学效能，参与心肌细胞复极化、内耳
钾离子循环、消化液分泌、水盐代谢等多项生理过
程。该通道功能异常已被发现与多种心律失常、遗

传性耳聋等疾病的发生有关［１］。

　　ＮａｔｕｒｅＧｅｎｅｔｉｃｓ在２００８年同期有２篇论文报
道了ＫＮＣＱ１单核苷酸多态性与２型糖尿病易感性
显著相关，具有该基因多态性的糖尿病患者伴胰岛
素分泌障碍［２３］。其后，来自不同国家、地域的多个
研究小组相继报道了类似发现［４］，动物实验也显示

ＫＣＮＱ１基因敲除可使小鼠血液胰岛素水平显著降
低［５］。这些信息都提示 ＫＣＮＱ１通道可能与胰腺Ｂ
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细胞的发育或功能有关。然而，ＫＣＮＱ１通道在胰腺
发育过程中的表达情况迄今尚未见报道。

　　本研究运用高通量的基因芯片技术，对不同发
育时期大鼠胰腺中内分泌细胞分化及成熟相关转录

因子、胰岛素分泌功能相关基因以及 ＫＣＮＱ１通道
相关基因的表达进行了平行分析，在用ＲＴＰＣＲ对
芯片中 ＫＣＮＱ１通道的表达情况进行验证之后，又
进一步用ＲＴＰＣＲ检测了ＫＣＮＱ１通道亚基在成年
大鼠胰岛中的表达，旨在明确不同发育时期大鼠胰
腺中 ＫＣＮＱ１通道的表达情况，为揭示该通道在胰
腺内分泌部的发育及功能完善中的作用提供线索。

１　材料和方法

１．１　实验动物和材料　成年ＳＤ大鼠（２个月龄）６０
只（雌４０只，雄２０只），体质量２５０ｇ左右，由南京医
科大学实验动物中心提供［实验动物生产许可证号：

ＳＣＸＫ（苏）２００２００３１，使用许可证号：ＳＹＸＫ（苏）２００８
０００７］。Ｍｏｔｉｃ显微解剖镜；ＴＲＩｐｕｒｅ?试剂（Ｒｏｃｈｅ）；Ｇｅ
ｎｅＣｈｉｐ? Ｍｕｒｉｎｅ Ｇｅｎｏｍｅ ＲＡＥ２３０Ａ （Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）；

ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ），ＲＴＰＣＲ试剂盒（Ｔｏｙｏｂｏ）。

１．２　不同发育时期大鼠胰腺提取　于每日１８：００
时，将雌雄大鼠以１∶２合笼，次日检测有阴栓者，定
为受精第０．５天（Ｅ０．５）。取Ｅ１２．５、Ｅ１５．５、Ｅ１８．５
母鼠，引颈处死，分离出胚胎，显微解剖镜下用显微
镊子取出胰腺；新生和成年大鼠分别于出生当天和
成年大鼠直接分离获取胰腺组织［６］。将所取胰腺迅
速放入液氮中速冻。

１．３　成年大鼠胰岛分离纯化　成年大鼠（２月龄）腹
腔注射４％戊巴比妥钠麻醉，沿腹中线打开腹腔，上
翻肝脏，自胆总管注入预冷的胶原酶Ⅴ（１ｍｇ／ｍｌ）１０
ｍｌ，快速完整切取胰腺，于３７℃水浴消化１５ｍｉｎ。
采用Ｆｉｃｏｌｌ不连续密度梯度离心法纯化胰岛，取样
用双硫腙（ＤＴＺ）染色鉴定。

１．４　组织总ＲＮＡ提取　分别取各时期大鼠胰腺组
织和成年胰岛，用ＴＲＩｐｕｒｅ试剂提取组织总ＲＮＡ，
利用ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ纯化总ＲＮＡ。

１．５　芯片杂交及数据分析　分别以Ｅ１２．５、Ｅ１５．５、

Ｅ１８．５、新生和成年胰腺总ＲＮＡ（１５μｇ）为模板合成
双链ｃＤＮＡ，采用 ＢｉｏＡｒｒａｙＴＭ ＨｉｇｈＹｉｅｌｄＴＭ ＲＮＡ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔＬａｂｅｌｉｎｇＫｉｔ体外转录生成生物素标记

ｃＲＮＡ，再经纯化和片段化处理，取３０μｇｃＲＮＡ与

ＧｅｎｅＣｈｉｐ? ＭｕｒｉｎｅＧｅｎｏｍｅＲＡＥ２３０Ａ 芯片杂交；
洗脱后，用链霉亲和素藻红蛋白染色；对扫描所得
信号利用微阵列分析软件（ＭｉｃｒｏＡｒｒａｙＳｕｉｔｅ，ｖｅｒ
ｓｉｏｎ５．０）进行数据分析，并采用线性度量方法对样
品的表达结果在各样品间进行校准［７］。

１．６　不同发育时期大鼠胰腺及成年胰岛中ＫＣＮＱ１
通道亚基表达的检测　取１μｇ的 Ｅ１２．５、Ｅ１５．５、

Ｅ１８．５、新生、成年胰腺及成年胰岛ＲＮＡ分别进行反
转录：３０℃１０ｍｉｎ，４２℃２０ｍｉｎ，９９℃ ５ｍｉｎ，４℃ ５
ｍｉｎ，合成ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增。ＫＣＮＱ１上游引物：

５′ＴＣＣＴＣＣＣＣＧＣＣＣＡＡＴＧＣＴＧＡ３′，下游引物：

５′ＣＧＧＣＡＧＣＣＴＧＣＡＧＡＣＣＡＧＡＧ３′，预计扩增
产物５３０ｂｐ；ＫＣＮＥ１上游引物：５′ＣＣＧＴＧＡＡＧＣ
ＣＣＣＡＧＧＡＴＧＧＣ３′，下游引物：５′ＡＡＧＣＴＣＴＣＣ
ＡＧＡＡＣＧＣＧＧＧＣ３′，预计扩增产物３２６ｂｐ；ＫＣＮＥ２
上游引物：５′ＧＣＣＧＡＡＣＡＡＣＡＧＧＣＧＣＴＣＣＡ３′，
下游引物：５′ＣＡＣＴＧＴＧＡＡＣＣＣＣＧＴＣＧＣＣＣ３′，
预计扩增产物２７０ｂｐ；ＫＣＮＥ３上游引物：５′ＧＧＣ
ＴＡＧＣＣＴＴＣＣＣＧＧＣＣＧＴＡ３′，下游引物：５′ＴＣＡ
ＧＣＣＣＣＴＣＴＴＣＴＣＴＧＧＴＣＣＣ３′，预计扩增产物

３４０ｂｐ；ＫＣＮＥ４上游引物：５′ＣＴＴＴＧＡＴＣＣＣＧＧ
ＣＴＧＧＧＣＧＡ３′，下游引物：５′ＡＡＡ ＧＧＧ ＴＧＣ
ＡＧＧＡＣＡＧＣＧＣＡ３′，预计扩增产物３８３ｂｐ；βａｃｔｉｎ
为内参照，上游引物：５′ＣＣＡＣＡＣＣＣＧＣＣＡＣＣＡ
ＧＴＴＣＧ３′，下游引物：５′ＡＧＡＧＧＧＧＣＣＴＣＧＧＴＧ
ＡＧＣＡＧ３′，预计扩增产物３５１ｂｐ。ＰＣＲ产物进行

１．５％琼脂糖凝胶电泳后，用凝胶分析软件对基因表
达进行分析。

１．７　统计学处理　ＫＣＮＱ１通道亚基相对表达量用

珚ｘ±ｓ表示，用 Ｏｒｉｇｉｎ８．０统计学分析软件进行

ＡＮＯＶＡ方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　内分泌细胞分化、成熟相关转录因子在不同发
育时期胰腺的表达　通过对不同发育时期大鼠胰腺
基因表达谱的分析可见，与胰腺内分泌细胞分化相关
的特异性转录因子Ｐｄｘ１、Ｎｋｘ６１、Ｎｏｔｃｈ１、Ｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎ
和Ｐａｘ４多于Ｅ１２．５已出现表达，并均于Ｅ１５．５表达
水平达到高峰，Ｅ１８．５开始下降；与内分泌细胞功能成
熟有关的转录因子Ｐａｘ６、Ｈｎｆ４ａ、Ｐｔｆ１ａ等则多在Ｅ１５．５
出现表达，并均于Ｅ１８．５达到各自峰值（表１）。

２．２　胰岛素分泌相关基因在不同发育时期胰腺的表
达　基因芯片结果分析（表２）显示，代表Ｂ细胞功能
成熟度的标志物 Ｇｌｕｔ２、胰岛素（ｉｎｓｕｌｉｎ）的表达于

Ｅ１８．５出现显著增高；与Ｂ细胞胰岛素分泌功能有关
的离子通道基因，包括编码ＡＴＰ敏感性钾通道（ＡＴＰ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅＫ＋ｃｈａｎｎｅｌ，ＫＡＴＰ）的Ｋｃｎｊ６和Ａｂｃｃ８、编码电
压依赖性钙离子通道（ｖｏｌｔａｇｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔＣａ２＋ ｃｈａｎ
ｎｅｌ，ＶＤＣＣ）的Ｃａｃｎａ１ｃ以及编码电压依赖性钾离子通
道（ｖｏｌｔａｇｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔＫ＋ｃｈａｎｎｅｌ，Ｋｖ２．１）的Ｋｃｎｂ１，它
们的表达均于Ｅ１８．５达到高峰，标志此时期胰腺Ｂ细
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胞已完成分化，细胞功能已渐至成熟。

表１　大鼠胰腺发育过程中内分泌细胞分化、

成熟相关转录因子的表达

Ｔａｂ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ

ｒｅｌａｔｅｄｔｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｏｎａｎｄ

ｍａｔｕｒａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｒａｔｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

Ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

Ｅ１２．５ Ｅ１５．５ Ｅ１８．５ Ｎｅｗｂｏｒｎ Ａｄｕｌｔ
Ｐｄｘ１ ８４．７ ４２２．４  ４１．５ 
Ｎｋｘ６１ ２５．７ ３９１．４ ２７４．９ ９５．３ 
Ｎｏｔｃｈ１ ２０９．８ ８２３ ６４６．５ １４５．７ ３６．７
Ｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎ ２５ １５７．６ １４１．７ ２０．０ １８．７
Ｐａｘ４  １５５．５ １４７．２ １７．１ 
Ｐａｘ６  ２２５．１ ４９３．９ １１２．２ 
Ｈｎｆ４ａ   ２３４．５  
Ｐｔｆｌａ  ３８４．２２８５４．３ ３６６．３ ９８３．９

　：Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

表２　大鼠胰腺发育过程中胰岛素分泌相关基因的表达

Ｔａｂ２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏ

ｅｎｄｏｃｒｉｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｒａｔｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

Ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

Ｅ１２．５ Ｅ１５．５ Ｅ１８．５ Ｎｅｗｂｏｒｎ Ａｄｕｌｔ
Ｉｎｓｕｌｉｎ１ １５９．３ ６１７．７ １１０３９．５６７１５．２４６５１．４
Ｉｎｓｕｌｉｎ２  ３９２ １１１８２．２４７７１．１２７０２．５
Ｇｌｕｔ２ ４７．１ １５８．２ １０６７ ５３４．１ ３８．４
Ｋｃｎｊ６  ８５．７ １０１．４  
Ａｂｃｃ８ ５９．７ １３１．９ ２０２．３ ６３．７ 
Ｃａｃｎａ１ｃ ３８．７ １２９ ３４１．４ ４６．３ 
Ｋｃｎｂ１  ４２．３ ７２．３  

　：Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

２．３　ＫＣＮＱ１通道亚基在不同发育时期胰腺的表
达　从基因芯片结果（表３）可见，ＫＣＮＱ１通道功能
亚基ＫＣＮＱ１和辅助亚基 ＫＣＮＥ１的编码基因均在

Ｅ１８．５才开始表达，在成年胰腺中ＫＣＮＱ１、ＫＣＮＥ１
也都有较高水平表达。利用ＲＴＰＣＲ对基因芯片结
果进行验证，结果如图１所示，可见 ＫＣＮＱ１、ＫＣ
ＮＥ１在胰腺发育的不同时期呈现差异表达，表达量
变化趋势与芯片结果一致。

表３　大鼠胰腺发育过程中ＫＣＮＱ１通道亚基的表达

Ｔａｂ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆＫＣＮＱ１ｃｈａｎｎｅｌ

ｓｕｂｕｎｉｔｓｄｕｒｉｎｇｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

Ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

Ｅ１２．５ Ｅ１５．５ Ｅ１８．５ Ｎｅｗｂｏｒｎ Ａｄｕｌｔ
ＫＣＮＱ１   ４２０．６ １８１．５ ４０５
ＫＣＮＥ１   ９８．６ １２０．４ ９０７．４
ＫＣＮＥ２     
ＫＣＮＥ３     

　：Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

２．４　ＫＣＮＱ１通道亚基在成年大鼠胰腺及胰岛的表

达　ＲＴＰＣＲ结果（图２）显示，在成年大鼠胰腺及胰
岛中均有ＫＣＮＱ１通道功能亚基编码基因ＫＣＮＱ１、
以及多种通道辅助亚基编码基因（ＫＣＮＥ１、ＫＣＮＥ２、

ＫＣＮＥ４）的表达。胰岛中ＫＣＮＥ４具有显著高表达；虽
然ＫＣＮＥ１在胰岛的表达水平显著低于胰腺，但它仍
为胰岛所表达的ＫＣＮＱ１通道主要辅助亚基之一。

图１　不同发育时期大鼠胰腺中ＫＣＮＱ１与ＫＣＮＥ１的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＣＮＱ１ａｎｄＫＣＮＥ１

ｉｎｒａｔｐａｎｃｒｅａｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ
１：Ｅ１２．５；２：Ｅ１５．５；３：Ｅ１８．５；４：Ｎｅｗｂｏｒｎ；５：Ａｄｕｌｔ；

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＫＣＮＱ１自１９９６年作为遗传性ＱＴ延长综合征
的致病基因被发现以来，已使相关疾病发生机制及
临床治疗的研究取得了突破性进展［８］。ＫＣＮＱ１基
因多态性与２型糖尿病易感性之间的联系［２３］则使

ＫＣＮＱ１通道再度成为相关领域的关注热点。

　　为探悉ＫＣＮＱ１通道在胰腺内分泌细胞发育及
功能中的作用，我们首先对大鼠胰腺不同发育时期
内分泌细胞相关转录因子及ＫＣＮＱ１通道的表达进
行了系统分析。基因芯片结果显示：与胰腺内分泌
细胞分化相关的转录因子（Ｐｄｘ１、Ｎｋｘ６１、Ｎｏｔｃｈ１、

Ｆｏｌｌｉｓｔａｔｉｎ和 Ｐａｘ４）［９］于 Ｅ１２．５ 即已出现表达，

Ｅ１５．５表达水平均达其高峰，Ｅ１８．５开始下降；而与
内分泌细胞成熟有关的转录因子（Ｐａｘ６、Ｈｎｆ４ａ、

Ｐｔｆ１ａ等）则多在Ｅ１５．５才出现表达，Ｅ１８．５到达各
自峰值；代表Ｂ细胞功能成熟度的Ｇｌｕｔ２、胰岛素以
及胰岛素分泌相关离子通道编码基因［１０］的表达水平

也是在Ｅ１８．５出现了显著增高。这些数据再次反映
出Ｅ１２．５～Ｅ１５．５是大鼠胰腺内分泌细胞分化的重要
时期，Ｅ１８．５之后胰腺内分泌细胞的分化已基本完成，
进入了细胞功能成熟阶段［１１］。基因芯片及ＲＴＰＣＲ
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结果均显示ＫＣＮＱ１通道功能亚基的编码基因 ＫＣ
ＮＱ１及辅助亚基编码基因ＫＣＮＥ１在Ｅ１８．５大鼠胰
腺中才出现表达，提示该通道对于内分泌细胞的分化

可能不是必需的。这可能正是ＫＣＮＱ１基因敲除小鼠
仍然具有一定的胰岛素分泌能力［５］的原因。

图２　成年大鼠胰腺及胰岛ＫＣＮＱ１通道亚基的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＣＮＱ１ｃｈａｎｎｅｌｓｕｂｕｎｉｔｓｉｎａｄｕｌｔｒａｔｐａｎｃｒｅａｓａｎｄｉｓｌｅｔ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｐ：Ｐａｎｃｒｅａｓ；Ｉ：Ｉｓｌｅｔ．Ｐ＜０．０５ｖｓｐａｎｃｒｅａｓ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　ＫＡＴＰ、Ｋｖ２．１、ＶＤＣＣ等离子通道所介导的细胞生
物电活动在胰腺Ｂ细胞感受刺激、传递信息、发动与
完成胰岛素分泌等过程中具有重要作用，它们已成为
相关疾病的有效诊疗靶点［１０］。对基因芯片结果的分
析显示，这些通道编码基因的表达量在Ｅ１８．５出现了
显著增高，部分反映出此时Ｂ细胞的成熟与增殖。然
而在成年期芯片结果中它们的信号值都已降低甚至

未能检测到，这可能是由于胰岛在成年胰腺组织中所
占比例很少所造成的。ＫＣＮＱ１通道已被证明在胰腺
腺泡细胞基底侧膜及分泌性囊泡膜上均有表达，通过
介导钾离子流分别参与了细胞电解质及酶的分泌过

程［１２］。为了更真实地了解ＫＣＮＱ１通道在胰腺内分
泌细胞的表达情况，我们通过ＲＴＰＣＲ分别对成年大
鼠胰腺及胰岛中ＫＣＮＱ１通道的表达进行了检测，结
果显示，在成年大鼠胰腺及胰岛中都有ＫＣＮＱ１、ＫＣ
ＮＥ１、ＫＣＮＥ２、ＫＣＮＥ４不同水平的表达；同时提示参
与胰岛中ＫＣＮＱ１通道构成的辅助亚基可能主要是

ＫＣＮＥ４和ＫＣＮＥ１。

　　Ｕｌｌｒｉｃｈ等［１３］报道ＫＣＮＱ１通道在ＩＮＳ１（Ｂ细
胞瘤株）细胞膜上有功能性表达，特异性阻断该通道
可延长ＩＮＳ１细胞动作电位的复极化过程，在特定
条件下改变细胞在葡萄糖刺激下的胰岛素分泌量。
本研究显示，ＫＣＮＱ１在胰腺发育后期、胰腺内分泌
细胞功能逐渐成熟阶段才开始出现表达，而在成年
胰岛中则具有较高水平表达，提示 ＫＣＮＱ１通道可
能分布于成熟Ｂ细胞并参与细胞功能的维持。本实
验结果为研究ＫＣＮＱ１通道与Ｂ细胞内分泌功能之
间的联系提供了重要的实验基础。
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