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研究进展
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[摘　要]　以往认为,使用６０年的经典降糖老药磺脲类药物作用于体内的胰岛素“开关”,即胰岛β
细胞去极化钾通道 KATP,从而促进胰岛素分泌.我们的研究发现,体内胰岛素分泌还受胰岛β细胞

复极化钾通道 KCNH６的调节.本项目从一个大型四代糖尿病家系入手,发现该家系同时存在新

生儿低血糖与成年糖尿病.该家系 KCNH６ 钾通道基因突变与新生儿低血糖与成年糖尿病共分

离.有趣的是,KCNH６基因敲除(KO)或点突变人源化敲入(KI)小鼠的糖尿病表型特征与该家系

糖尿病人一致.经过近１０年的研究,揭示了 KCNH６对胰岛素分泌至关重要,提出了胰岛素分泌

“双开关”控制理论.研究成果发表在２０１８年末的Cell子刊CellReports上.
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　　糖尿病是一类成因十分复杂的疾病,找准病因

才有利于新疗法的开展.目前的医学技术对于这类

复杂性疾病认识存在瓶颈,很难找到突破口.糖尿

病存在家族聚集的现象,如果一个家族中三代人都

有糖尿病,且特征较为一致,即为糖尿病家系[１,２].
我们从多年的临床实践中认识到,“家系”是糖尿病

研究的重要窗口.
我们通过 KCNH６基因p．P２３５L点突变四代

糖尿病家系和 KCNH６基因敲除及p．P２３５L点突

变基因敲入小鼠模型,证明了 KCNH６在调节胰岛

素分泌中的关键作用.提出了胰岛素分泌受 KATP

钾通道和 KCNH６钾通道“双开关”控制.
胰岛β细胞的葡萄糖刺激的胰岛素分泌(GSIS)

受一系列电生理事件的调节.这种电生理过程通常

被称为 ATP敏感性钾通道(KATP)途径.葡萄糖的

代谢导致 ATP/ADP比率的增加,使 KATP钾通道关

闭,质膜去极化,使电压门控钙通道(VDCC)开放,
离子流入细胞,触发胰岛素分泌.我们的研究发现,

KCNH６钾通道对胰岛素分泌至关重要.

１　研究背景

２００９年,我接诊了一位来自湖北山区的糖尿病

患者.从交流中了解到,这位患者出身自一个６０多

人的大家庭,但家族中四代人都有糖尿病,且同时存

在新生儿低血糖和成年高血糖的现象.最令人惊讶

的是,这个家系中糖尿病患者人数达２５人.半数都

有糖尿病,这是已收集到１００余个家系资料中最完

善的糖尿病家系[３].
以这一特殊糖尿病家系的发现为契机,我们开

始了持续近１０年的数据采集、全基因组分析等工

作.在基因分析过程中,发现该家系的糖尿病可能

与 KCNH６钾通道基因有关,并开始了进一步的验

证:通过建立小鼠糖尿病模型,包括基因敲除和点突

变两种模型,使小鼠与病人有相同的基因突变,观察

小鼠模型是否符合患者家系中出现的特征[４].

２　研究进展与成果

２．１　KCNH６基因p．P２３５L点突变糖尿病家系:从
高胰岛素到低胰岛素分泌

　　２００９年,我们从湖北山区的村庄发现了一个单

基因糖尿病的四代家系.我们排除了所有已知的单

基因糖尿病.２０１０年,我们对家系中的４名青年起

病的糖尿病个体进行了全外显子测序.经筛选并通

过对所有家系成 员Sanger测 序 验 证 后 发 现,只有
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图１　一个多代单基因糖尿病的家系有KCNH６突变

四代人的 KCNH６单基因突变糖尿病家系图.注:圆圈代表女性,方框代表男性;绿、粉、红三色分别代表糖耐量正常、糖
耐量受损和糖尿病;圈或框下为病人编码、当前年龄(确诊时年龄)、糖化血红蛋白水平和当前治疗方式;▼:高胰岛素血症的

KCNH６基因突变儿童,▲:一个存在严重低血糖的 KCNH６基因突变新生儿.

KCNH６基因[５]中的p．P２３５L杂合突变(Mut)与糖

尿病表型共同分离.

２０１４年,患者IIIＧ３生下新生儿低血糖症婴儿

(IVＧ１).这名婴儿在葡萄糖治疗前后的血糖水平分

别为１．３和２．２mmol/L.低血糖症的新生儿是

KCNH６基因P２３５L突变体.此外,在家系中的两

名P２３５L儿童有高胰岛素血症和相对较低的血糖

水平(图２A).相反,在成年 P２３５L家庭成员中发

现了低胰岛素血症(图２B).P２３５L患者的胰岛素

分泌随着年龄的增长而减少 (图 ２C),但野生型

(WT)家庭成员的胰岛素分泌则没有减少(图２D).
在１３名成人 Mut成员中,所有成员均患有糖代谢

异常(６名先前诊断为糖尿病,３名新诊断为糖尿病,

４名糖耐量受损(IGT)).P２３５L突变者的血糖(图

２E)和糖化血红蛋白(图２F)水平较高,胰岛β细胞

功能较低(图２GＧI).而在 WT成年成员中,只有２
人有IGT,没有１人为糖尿病.

因此,我们推测 KCNH６p．P２３５L突变导致单

基因糖尿病,其特征是儿童高胰岛素血症和成人低

胰岛素血症以及糖尿病.
后来,我们对其他９９名早发多代糖尿病患者进

行了基因测序,鉴定出两个杂合子错义突变 (p．
r３８５g,p．r７１５w)家族,这两个家族在公共数据库

dbSNPv．１３５中没有报道.这意味着 KCNH６突变

在中国多代早发糖尿病患者中并不罕见.

２．２　KCNH６基因p．P２３５L点突变是显性的功能

缺失突变

　　为了研究KCNH６p．P２３５L突变对KCNH６通

道功能的影响,我们进行了膜片钳实验.我们构建

了编码人 WT和纯合子(m/m)KCNH６p．P２３５L突

变体的质粒,然后将其导入人胚肾(HEK)２９３细胞.
将 WT和 Mut纯合子 KCNH６以１∶１的比例作为

杂合子(W/m)导入 HEK２９３ 细胞.分别用编码

WT、m/m 和 W/m KCNH６的质粒瞬时转染 HEK
２９３细胞,检测到相同水平的 KCNH６蛋白表达(图

３A).E４０３１是 ERG 通道的阻滞剂,用作 KCNH６
通道特异性阻断(图３B).图中显示了由膜片钳记

录的 WT、W/m、m/m 转染和未转染 HEK２９３细胞

的代表性 KCNH６电流轨迹(图３C).与 WT相比,

m/m和 W/m具有较低的阶跃电流密度(图３D)和
尾电流密度(图３E).其他电生理特性包括失活曲

线和恢复曲线在三组中相似.稳态激活曲线(图

３F)和电流激活时间常数(图３G)表明 m/m和 W/m
比 WT具有更快激活的特性.

电流密度表示整个通道功能.尽管门控动力学

结果表明 KCNH６p．P２３５L不是一种功能障碍突

变,但通道的整体功能受两个因素的影响:门控动力

学和通道靶向在质膜上的数量.
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图２　家庭成员的临床参数

图３　KCNH６钾通道p２３５L突变的电生理及免疫组化分析
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　　因此,我们研究了靶向质膜的数量.免疫细胞

化学和 Westernblot分析将 WT 和 P２３５L通道蛋

白的亚细胞定位进行了比较.结果表明,大多数

WT的 KCNH６ 分布在质膜上,而 m/m 和 W/m
KCNH６通道聚集在细胞核周围(图３H).亚细胞

组分 Western blot 分 析 也 表 明,m/m 和 W/m
KCNH６的细胞膜中表达的 KCNH６水平明显低于

WT(图３I).因此,P２３５L突变导致 KCNH６通道

的显性功能障碍,归因于亚细胞运输受损和蛋白在

质膜上的定位.免疫沉淀分析显示,WT和 m/m 之

间的 相 互 作 用 (图 ３j).这 些 结 果 表 明,杂 合 子

KCNH６p．P２３５L 突变的显性功能障碍可能是由

WT蛋白和p．P２３５L突变蛋白之间的相互作用引

起的,因为 KCNH６通道是四个相同亚单位的四聚

体四个相同亚单位排列成一个环,形成跨膜 K＋ 通

道孔壁,因此,四个相同亚单位中有一个突变,就可

使通道失活.

２．３　KCNH６基因敲除及p．P２３５L点突变基因敲

入小鼠均出现糖尿病

　　为了论证 KCNH６通道功能缺失突变是否引起

KCNH６突变家系中发现的葡萄糖稳态和胰岛素分

泌障碍,我们使用 TALEN 的方法构建 KCNH６基

因敲除(KO)小鼠(图４A).在 Westernblot和免疫

组化实验中,KCNH６在人和小鼠分泌胰岛素的胰

岛βＧ细胞中均有表达(图４B).在新生 KO小鼠中,
与年龄匹配的 WT对照组相比,随机血糖水平较

图４　TALEN介导的KCNH６ＧKO小鼠重现家系的血糖调节异常病理特征
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低,而相应的血浆胰岛素水平有较高的趋势(图

４C).然而,与年龄匹配的 WT对照组相比,成年鼠

空腹血糖水平高,相应的血浆胰岛素水平低(图

４D).同时,腹膜内葡萄糖耐量试验(IPGTT)中的

血糖水平显著升高(图４E),而葡萄糖刺激的第一和

第二时相胰岛素分泌降低(图４F).通过连续观察,
与 WT小鼠相比,KO小鼠的IPGTT血糖水平也显

著升高(图４G).经胰岛素耐受试验(ITT)证实,

KO小鼠的外周组织胰岛素敏感性与 WT小鼠在３
周和３０周时无明显差异(图４H).因此,KCNH６Ｇ
KO小鼠的表型特征是从高胰岛素血症转变为低胰

岛素血症和糖尿病.
近期,我 们 使 用 基 于 Cas９ 的 方 法 来 创 建

KCNH６p．P２３５L 点突变基因敲入(KI)小鼠(图

５A,B).在新生KI小鼠中,与年龄匹配的 WT对照

组相比,随机血糖水平较低,相应的血浆胰岛素水平

相对较高(图５C).３周时,IPGTT的血糖水平较低

(图５D).而在成年 KI小鼠中,IPGTT的血糖水平

较高(图５E,G),同时空腹胰岛素水平和葡萄糖刺激

的第一和第二时相胰岛素分泌(图５F)降低.KI小

鼠的体重和食物摄入量与年龄匹配的 WT 相似.

ITT证明,KI小鼠在３周龄和３０周龄时外周组织

胰岛素敏感性与 WT小鼠无明显差异(图５H).

２．４　从高胰岛素分泌到低胰岛素分泌的机制

体外实验表明,从幼年(３W)和中年(３０W)KO
小鼠的胰岛中观察到,从高胰岛素分泌到低胰岛素

分泌的变化.在幼鼠胰岛细胞中,细胞内钙含量高

(图６A).在高葡萄糖刺激下,胰岛素分泌持续升高

(图６B).然而,在中年小鼠中,在高葡萄糖刺激下,
细胞内钙升高减弱(图６A),胰岛素分泌功能障碍

(图６B).Westernblot显示,在中年小鼠中,KO小

鼠胰岛的增殖减少,内质网(ER)应激增加,细胞凋

亡增加(图６D).KO小鼠的胰岛βＧ细胞质量在３０w
时下降.免疫细胞化学分析显示胰岛素染色减少,
胰岛的胰高血糖素染色细胞增加(图６E).免疫化

学还显示,KO小鼠３０w时胰岛内质网应激(图６F)
和凋亡(图６G)增加.吖啶橙/碘化丙啶(AO/PI)染色

显示,KO小鼠３０w时死亡的胰岛细胞升高(图６H).

图５　Cas９介导的KCNH６p．P２３５L点突变敲入小鼠重现家系的血糖调节异常病理特征
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图６　KCNH６敲除导致新生及成年小鼠胰岛细胞的胰岛素分泌由高变低,伴有胰岛细胞氧化应激和细胞凋亡

３　结论与展望

观察结果证实,两种基因突变小鼠都发生了糖

尿病.KCNH６基因敲除(KO)或 KCNH６基因p．
P２３５突变的人源化敲入(KI)小鼠的糖尿病表型特

征与该家系糖尿病人一致:从伴有高胰岛素血症的

新生儿低血糖,发展为成年后伴有低胰岛素血症的

高血糖和糖尿病.至此,该基因与糖尿病发病的关

系得到了肯定.
进一步实验发现,新生KO小鼠的胰岛细胞内钙

浓度增加,伴胰岛素分泌增加;成年 KO小鼠胰岛细

胞内钙浓度升高,并呈现明显的胰岛β细胞内质网应

激、细胞凋亡和胰岛素分泌减少等现象.膜片钳研究

发现,这与 KCNH６基因p．P２３５突变导致复极化

KCNH６钾 离 子 通 道 的 电 生 理 功 能 消 失 有 关.

KCNH６钾离子通道,正是掌控胰岛素分泌的“开关”,
加上已知的磺脲类药物对胰岛素分泌的作用“开关”,
这一研究成果也被称为“胰岛素分泌双开关”理论.

３．１　研究意义

这项新研究的意义主要有两点,一是指导优生

优育,防止糖尿病在患者后代中再现;二是利于新药

研发.目前很多中药被发现有降血糖作用,但具体

机理尚未研究清楚,且药物存在一定毒副作用.新

作用靶点的发现可以促进药物的改进、升级,增加正

作用、减小副作用.
例如,有些药物不仅能作用于胰岛细胞的离子

通道,控制胰岛素分泌,还能作用于心肌细胞的相似

通道,但此时就会表现为心脏毒性.若能使药物仅

作用于控制胰岛素分泌的钾通道,则可提高药效、降
低毒性.目前发现的钾通道,未来有望成为新的糖
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尿病药物作用靶点.
在已沿用６０余年的磺脲类降糖药的作用开

关[６,７]之后,发现了控制胰岛素分泌的另一重要开

关,提出“双开关”理论,是本研究的一大亮点.不过,
后续还需要进行大量工作,才能落实到临床实践.但

反过来,我们也可以从临床实践中观察现象、总结问

题,并通过研究工作,从中提炼出严谨的科学理论.
我在门诊中会碰到各种各样的糖尿病患者,例

如上文谈到的那个湖北患者家系,他们并不符合１
型糖尿病的定义,也不符合典型的２型糖尿病.如

果将其当做普通患者而不进一步跟踪分析,可能就

会错过重大发现.青年医生在临床工作中,不妨多

留心、多总结、多分析,对问题追究到底,这将推动人

类对疾病的认识.

３．２　研究展望

接下来,我们还会在现有研究基础上,将胰岛素

分泌“开关”作为新药靶点进行药物筛选,发现更特

异的药物有效成分,对天然药物进行改进.目前已

发现一种有降糖作用的传统中药,其活性成分或可

通过 KCNH６钾通道发挥作用.另外,本项目涉及

的１００多个家系中,明确为新发现的单基因糖尿病

的有５个,相应的动物实验正在积极开展中.
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Doubleswitchofinsulinsecretion:theeffectofKCNH６oninsulinsecretion

YangJinkui
(BeijingDiabetesInstitute,DepartmentofEndocrinology,BeijingTongrenHospital,CapitalMedicalUniversity,Beijing１００７３０)

Abstract　Itwasbelievedthatsulfonylureas,a６０ＧyearＧoldclassicalantidiabeticdrug,actedontheinsulin
secretion“switch”,i．e．KATP,thedepolarizedpotassiumchannelofisletβＧcellsinvivo,thuspromoting
insulinsecretion．OurstudyfoundthatinsulinsecretionisalsoregulatedbyKCNH６,therepolarization
potassiumchannelofisletβＧcellsinvivo．Thisstudywasstartingfromfindingalargefamilywithfour
generationdiabetes．Wefoundthattherewereneonatalhypoglycemiaandadultdiabetesinthisfamily．
KCNH６potassiumchannelgenemutationwascoＧseparatedfromneonatalhypoglycemiaandadultdiabetes．
Interestingly,micewithKCNH６knockout(KO)orhumanizedpointmutationknockin(KI)havethesamediabetic
phenotypiccharacteristicsasthoseofthediabeticfamily．Afternearly１０yearsofresearch,itwasrevealedthat
KCNH６isveryimportantforinsulinsecretion,andthe“doubleswitch”controltheoryofinsulinsecretionwasput
forward．TheresultswerepublishedinthejournalCellReportsattheendof２０１８．

Keywords　insulinsecretion;potassiumchannel;diabetes;KCNH６


