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氟对小鼠胰岛茁细胞增殖和胰岛素分泌的影响
张美林 钟近洁 秦 纹 李 甜 冯树梅 张亚楼 陈 龙 白生宾△

（新疆医科大学基础医学院组织胚胎学教研室 新疆乌鲁木齐 830011）

摘要目的：观察不同剂量氟化钠（NaF）对体外培养的小鼠胰岛 茁细胞增殖活力和胰岛素分泌的影响。方法：选用小鼠胰岛 茁细胞
株 Beta-TC-6作为实验对象，分别以 0、0.1、0.5、1.0、2.0、4.0、8.0、16.0 mg/LNaF干预 24 h、48 h、72 h、96 h观察对 茁细胞形态学的
影响，采用四唑蓝[3-（4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide, MTT]比色法，检测不同剂量 NaF对 茁细胞增
殖活力的影响；用酶联免疫吸附（enzyme linked immunosorbent assay,ELISA）法测定不同剂量 NaF对 茁细胞胰岛素分泌的影响。
结果：0.5 mg/L、1.0 mg/L的 NaF作用 72 h时，可使胰岛 茁细胞增殖活力和胰岛素分泌较对照组明显增强（P＜0.05）；≥ 8.0 mg/L

时随着 NaF剂量的增加和作用时间的延长，胰岛 茁细胞的增殖活力和胰岛素分泌明显减弱（P＜0.05）且随着 NaF剂量的增加和

时间的延长，细胞生长缓慢，数量减少，不易贴壁或融合成片，多边形细胞减少，可见较多椭圆或圆形细胞。结论：NaF对胰岛 茁细
胞的增殖和胰岛素分泌呈剂量效应关系，随着剂量的增大和时间的延长对细胞增殖活力和胰岛素分泌能力的抑制逐渐增强。
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Effects of Different Doses of Fluoride on the Function with Pancreatic Beta
Cells in Mice*

To observe the effects of different doses of sodium fluoride (NaF) on the proliferation activity and insulin

secretion of mouse pancreatic islets in vitro. The mouse islet beta cell line Beta-TC-6 was used as the experimental object, to

observe the effect of beta cell morphology were NaF 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 mg/L intervention 24 h, 48 h, 72 h, 96 h. The effect on the

proliferation activity of beta cells with different doses of NaF was detected by using the MTT method. The effect of different doses of

NaF on insulin secretion of beta cells was determined by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Doses of NaF 0.5 mg/L,

1.0 mg/L intervented 72 h the proliferation activity and insulin secretion of pancreatic islet beta cells were significantly increased（P 0.05）

compared with the control group（P＜0.05）. More than 8 mg/L with the increase of NaF dose and time of islet beta cell proliferation and

insulin secretion was significantly decreased（P＜0.05）, and with the increase of NaF dose and time, the cell growth was slow, the

number was reduced, not easy to adhere to the wall or fusion into pieces, polygon cells reduced, visible more oval or round cell.

Effects of NaF on the proliferation and insulin secretion of pancreatic beta cells in a dose response relationship, the inhibition

of cell proliferation and insulin secretion gradually increased with the increase of dose and time.
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前言

氟是世界上最丰富的元素之一，广泛分布于环境中[1]。它对

维持机体正常生命功能十分重要，但长期摄入过量的氟引起地

方性氟中毒（地氟病)。地方性氟中毒对机体造成的损伤分为骨

相损伤（主要表现为氟骨症和氟斑牙）和非骨相损伤（包括中枢

神经、心血管、消化、内分泌、生殖等多系统的损害）[2,3]。最近有

关学者提出了一个新的凋亡通路即 ERS介导的细胞凋亡通

路，胰岛细胞中一个突出特点是内质网的高表达，多种信号分

子参与内质网应激，其在 茁细胞内均有较高表达，氟能引起内
质网应激，可导致大量茁细胞凋亡，从而引发糖尿病[4]。近年来

在动物实验中发现氟可以引起胰岛细胞的损害，血糖升高、糖

化血红蛋白升高导致糖代谢紊乱，加快、加重糖尿病的发展[5-8]。

胰岛素是由胰岛 茁细胞分泌的，是体内唯一降低血糖的激素。
本研究通过不同剂量的 NaF干预体外培养的小鼠胰岛 茁 细
胞，观察 NaF对体外培养的小鼠胰岛茁细胞增殖活力和胰岛素
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分泌能力的影响。

1 材料和方法

1.1 细胞与试剂

细胞株 Beta-TC-6(购自上海赛百慷生物技术有限公司)，胎

牛血清(GIBCO)；低糖培养基 DMEM/F12(GIBCO)；0.25%胰蛋

白酶(GIBCO)；0.1M磷酸盐缓冲液（Hyclone）；噻唑蓝(MTT)(购

自 Sigma公司)；NaF(分析纯，购自北京索莱宝科技有限公司)；

二甲基亚砜(分析纯，购自 amresco)；胰岛素 ELISA分析试剂盒

（购自 Elabscience）。

1.2 细胞培养

胰岛茁细胞株 Beta-TC-6，在含 90%的 DMEM/F12、10%的

胎牛血清培养基中，放置 37℃，5%CO2培养箱里培养。每 2天

换液 1次，待细胞融合度达到 80%左右用胰酶消化按 1:2传

代，并进行下一步实验。

1.3 细胞模型的建立

待细胞融合度达到 80%左右，用胰蛋白酶将细胞消化下

来，加入含有血清的培养基终止消化，离心 4 min(1000 r/min)，

弃去上清，制成单个细胞悬液，在显微镜下进行人工计数后接

种于 96孔培养板上，细胞接种密度为 1× 104/孔，培养 48 h

后，待细胞贴壁稳定后加入不同浓度的 NaF(根据氟化物对体

外培养的小鼠成骨细胞增殖能力的影响[9]和硫酸脱氢表雄酮刺

激 MIN6 细胞胰岛素分泌的机制研究 [10]经反复 MTT 实验筛

选出以下剂量 -反映短时间内氟对胰岛 茁细胞增殖能力的影
响。 )0 mg/L 、0.1 mg/L 、0.5 mg/L、1.0 mg/L 、2.0 mg/L 、4.0

mg/L、8.0 mg/L、16.0 mg/L，每个浓度设 6个复孔，继续培养

24、48、72、96 h[11]。

1.4 不同剂量氟对胰岛细胞形态学影响的观察

在荧光倒置显微镜下观察细胞形态学的变化。

1.5 不同剂量氟对胰岛细胞的增殖活力的检测

每孔加入 MTT溶液(5.0 mg/mL)10 滋L，37℃继续孵育 3-4

h，小心吸弃孔内培养液，每孔加入 150 滋LDMSO，振荡 10 min，

在 490 nm波长处测其吸光度(OD值)[12]。

1.6 不同剂量氟对胰岛细胞胰岛素分泌能力的检测

用不同浓度的 NaF干预 24、48、72、96 h时，取 1.5 mLEP

管收集细胞上清液 200 滋L，3000 × g离心 15 min，将上清移入

新的 EP管中并立即放入一 80℃冰箱备用。酶联免疫吸附实验

（ELISA）检测胰岛素含量时，每个样设 2个复孔，每孔加入待

测样品 100 滋L，具体步骤按试剂盒说明书标准操作。每孔细胞
数用 0.25%胰蛋白酶消化制成细胞悬液，进行人工计数(重复 3

次后取均值)校正。

1.7 统计学处理

应用 SPSS16.0软件对数据进行统计分析，计量资料以 x依s
表示，采用单因素方差分析，以 P< 0.05为差异有统计学意。

2 结果

2.1 不同剂量氟对胰岛细胞形态学的影响

正常胰岛茁细胞株 Beta-TC-6的生长形态特性：呈上皮细

胞样，团块生长，单个细胞为扁平多边形，其吸光度值为

0.348± 0.013（见图 1）。1 mg/L的 NaF干预 72 h，细胞形态无明

显变化，但与对照组相比明显促进了细胞的增殖，其吸光度值

为 0.398± 0.018（见图 2）。NaF≥ 4 mg/L时随着染氟时间的延

长，细胞形态发生变化，细胞生长缓慢，数量减少，不易贴壁或

融合成片，多边形细胞减少，可见较多椭圆或圆形细胞，其吸光

度值为 0.349± 0.026（见图 3）。

图 2 1 mg/L的 NaF干预 72 h茁细胞的形态（10×）
Fig. 2 Beta cell morphology intervented by NaF 1 mg/L about 72 h（10×）

图 1 0 mg/L的 NaF干预 72h茁细胞的形态（10×）
Fig. 1 Beta cell morphology intervented by NaF 0 mg/L about 72 h（10×）

2.2不同剂量氟对胰岛细胞增殖活力的影响

48 h时，1.0 mg/L的 NaF对胰岛 茁细胞增殖活力有明显的
促进作用(P<0.05)；72 h时，0.5、1.0 mg/L的 NaF对胰岛 茁细胞
增殖活力有明显的促进作用 (P<0.05)，≥ 8.0 mg/L的 NaF 72 h

后明显抑制胰岛 茁细胞增殖活力(P<0.05) (见表 1)且随着 NaF

剂量的增大和时间的延长对细胞增殖活力的抑制逐渐增强。

（见图 4）。

2.3 不同剂量氟对胰岛细胞胰岛素分泌能力的影响

72 h时，0.5、1.0 mg/L的 NaF对胰岛茁细胞胰岛素的分泌
有明显的促进作用(P<0.05)，72 h后≥ 8.0 mg/L的 NaF对胰岛茁
细胞胰岛素的分泌有明显的抑制作用(P<0.05)；(见表 2)。
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图 4不同浓度的 NaF对胰岛细胞作用不同时间的增殖情况

Fig.4 Effects of different concentrations of NaF on the proliferation of

pancreatic islet cells at different time

图 3 4 mg/L的 NaF干预 72 h 茁细胞的形态（10× ）
Fig.3 Beta cell morphology intervented by NaF 4 mg/L about 72 h

NaF（mg/L）
The absorbance value (A) of sodium fluoride in different time (h)

24 h 48 h 72 h 96 h

0 0.253± 0.015 0.298± 0.017 0.348± 0.013 0.320± 0.023

0.1 0.289± 0.061 0.307± 0.015 0.358± 0.011 0.338± 0.043

0.5 0.291± 0.010 0.340± 0.038 0.417± 0.012* 0.377± 0.012

1 0.301± 0.0427 0.359± 0.043* 0.398± 0.018* 0.371± 0.038

2 0.271± 0.034 0.322± 0.017 0.354± 0.009 0.333± 0.019

4 0.269± 0.057 0.291± 0.045 0.349± 0.026 0.324± 0.025

8 0.245± 0.051 0.264± 0.028 0.285± 0.016# 0.291± 0.157#

16 0.227± 0.038 0.233± 0.039# 0.272± 0.040# 0.247± 0.029#

表 1 不同剂量氟对胰岛细胞增殖活力的影响

Table 1 Effects of different doses of fluoride on the proliferation of pancreatic islet cells

3 讨论

过量氟进入机体可引起机体内的非骨相损伤，包括对内分

泌系统的影响。胰岛素是体内唯一降低血糖的激素。而胰岛茁

细胞占胰岛细胞的大多数，其分泌胰岛素。

马林等人的研究表明 NaF 浓度在 0.4 mmol/L 和 0.8

mmol/L时，对成釉细胞增殖起促进作用。0.8 mmol/L的 NaF较

0.4 mmol/L促进效果更加显著，NaF>1.6 mmol/L时，对成釉细

胞的抑制作用随时间的延长而增强[13]。剂量为 2.5、5.0 mg/L的

NaF可使成骨细胞增殖活力较对照组明显增强；≥ 20 mg/L时

随着 NaF剂量的增加和作用时间的延长，成骨细胞的增殖活力

明显减弱[9]。25 mg/L的 NaF作用于肝细胞其增殖活力较对照

组无明显差异，但 >50 mg/L的 NaF对其增殖的抑制作用明显

增强[14]。除此之外，NaF的剂量≥ 400 滋mol/L时 HUVEC细胞

（人脐静脉血管内皮细胞）数量较对照组明显减少，结构改变
[15]。本研究结果发现 0.5、1.0 mg/L的 NaF作用胰岛 茁细胞 72 h

时，对胰岛茁细胞增殖活力和胰岛素的分泌有明显的促进作
用，但 96 h后增殖活力和胰岛素分泌水平较对照组无明显差

异。≥ 8.0 mg/L（8 mg/L=0.19 mmol/L=190 滋mol/L）时随着剂量

的增加和作用时间的延长，胰岛 茁细胞的增殖活力和胰岛素分
泌明显减弱 (P<0.05)。由此可见胰岛 茁细胞与成釉细胞、成骨
细胞、肝细胞、HUVEC细胞相比对 NaF的敏感性较高且细胞

增殖受抑制的程度较强。因此低浓度的氟就能对胰岛细胞产生

毒性作用，损害胰岛细胞的功能。

本实验研究发现，0.5、1.0 mg/L的 NaF作用胰岛 茁 细胞
72 h，对胰岛 茁细胞增殖活力和胰岛素的分泌有明显的促进作
用，≥ 8.0 mg/L时随着染氟剂量的增加和时间的延长，胰岛细

胞增殖活力和胰岛素分泌受到不同程度的抑制，但目前氟对胰

岛 茁细胞的损伤机制尚不清楚。葡萄糖在胰岛 茁细胞内被葡
萄糖己酶磷酸化生成 6-磷酸葡萄糖，进而通过参与糖代谢的

一系列酶的催化作用生成丙酮酸。在糖酵解中，底物经磷酸化，

1份葡糖糖生成 2份 ATP，随丙酮酸进入线粒体，再经过三羧

酸循环氧化分解。随之 ATP敏感的 K+通道就此关闭，细胞膜

发生去极化，激活 Ca2+通道使大量的 Ca2+内流，促使胰岛 茁细
胞上的分泌胰岛素的颗粒迅速释放，分泌胰岛素[16-22]。0.5、1.0

mg/L的 NaF作用胰岛 茁细胞，对胰岛 茁细胞增殖活力和胰岛
素的分泌有明显的促进作用。低剂量的氟促进了胰岛细胞的增

Note: compared with the NaF 0 mg/L, *P<0.05(Cell proliferation activity enhancement degree);compared with the NaF 0 mg/L #P<0.05(Cell proliferation

activity weakening degree).

3426窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.18 JUN.2017

NaF（mg/L）
The insulin concentration (ng/mL) after different time of fluoride (h) 1× 104 cell

24 h 48 h 72 h 96 h

0.0 1.788± 0.246 1.954± 0.167 2.162± 0.433 2.083± 0.199

0.1 2.023± 0.288 2.397± 0.360 2.362± 0.177 2.380± 0.090

0.5 2.138± 0.033 2.454± 0.148 2.883± 0.270* 2.436± 0.259

1 2.230± 0.046 2.416± 0.057 2.838± 0.082* 2.324± 0.019

2 2.083± 0.191 2.227± 0.153 2.340± 0.267 2.052± 0.315

4 1.857± 0.151 2.031± 0.107 2.136± 0.198 1.986± 0.025

8 1.690± 0.405 1.550± 0.316 1.445± 0.297# 1.328± 0.156#

16 1.249± 0.218 1.393± 0.208# 1.373± 0.409# 1.247± 0.046#

表 2 不同剂量氟对胰岛细胞胰岛素分泌能力的影响

Table 2 Effect of different doses of fluoride on insulin secretion of pancreatic islet cells

殖引起胰岛素的分泌增加。除此之外，氟是许多辅酶的辅基，低

剂量的氟激活了与糖代谢有关的酶的活性，加快了葡萄糖代

谢，促进了胰岛素的分泌。也有研究发现氟能严重干扰糖酵解

过程中的 ATP、COA及Mg2+的水平，从而抑制己糖激酶、6-磷

酸己糖激酶、磷酸甘油酸激酶、，影响糖代谢[23]。本研究结果表

明 NaF≥ 8.0 mg/L时随着染氟剂量的增加和时间的延长，胰岛

细胞增殖活力和胰岛素分泌受到不同程度的抑制。一方面高剂

量的氟可能干扰了糖酵解过程中的 ATP、COA及Mg2+的水平

进而抑制了胰岛 茁细胞内多种酶的活性，其中包括与胰岛素分
泌密切相关的己糖激酶，6-磷酸己糖激酶、丙酮酸激酶的活性，

引起胰岛素分泌颗粒释放减缓，分泌的胰岛素量减少。另一方

面氟可能直接损伤胰岛 茁细胞，使胰岛细胞增殖受到不同程度
的抑制，造成胰岛 茁细胞的功能损害，直接减少胰岛素的分泌。

综上所述 NaF对胰岛 茁细胞的增殖和胰岛素分泌呈剂量
效应关系，随着剂量的增大和时间的延长对细胞增殖活力和胰

岛素分泌能力的抑制逐渐增强。但氟对细胞的毒性作用是多方

面的，还需进一步从多方面、多角度探究其机制。
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