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Abstract
AIM: To study G-protein-coupled receptor 
(GPCR) in mouse exocrine pancreatic acinar cell 
line MPC-83.

METHODS: Cytoplasmic calcium concentration 
in mouse exocrine pancreatic acinar cell line 
MPC-83 was measured both before and after 
stimulation with GPCR agonists. 

RESULTS: Acetylcholine (ACh, 25 nmol/L) and 
cholecystokinin (CCK, 5 pmol/L) induced regu-
lar calcium oscillations in freshly isolated nor-
mal mouse pancreatic acinar cells. When GPCR 
agonists CCK (1 μmol/L), vasopressin (VP, 1 
μmol/L), substance P (5 μmol/L), histamine (10 
μmol/L), phenylephrine (PE, 10 μmol/L) and 
ACh 100 μmol/L were added to MPC-83 cells, 
no change of intracellular calcium concentration 

was detected. After 100 nmol/L dexamethasone 
pre-treatment of MPC-83 cells for 72 h, MPC-83 
cell proliferation was reduced, but still no cal-
cium increases were detected after stimulation 
with GPCR agonists 1 μmol/L CCK, 1 μmol/L 
VP and 5 μmol/L substance P.

CONCLUSION: The pancreatic acinar tumor 
cell line MPC-83 from Kunming mice have com-
pletely lost their functional GPCR which are 
normally present in pancreatic acinar cells, and 
these cells are in extreme de-differentiation state. 
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摘要
目的: 研究小鼠胰腺肿瘤细胞系MPC-83细胞
中功能性G蛋白偶联受体(G protein-coupled 
receptor, GPCR). 

方法: 培养小鼠胰腺肿瘤细胞系MPC-83细胞, 
检测其刺激前后胞质游离钙离子浓度的变化.  

结果: ACh 25 nmol/L刺激新鲜分离的正常小
鼠胰腺腺泡细胞, 胞质钙离子浓度发生规则、

振荡样升高; CCK 5 pmol/L具有类似作用. 
GPCR激动剂CCK 1 μmol/L、VP 1 μmol/L、
P 物质5 μmol/L、组织氨10 μmol/L、PE 10 
μmol/L和ACh 100 μmol/L分别刺激MPC-83
细胞, 胞质钙离子没有发生任何增加. 地塞
米松100 nmol/L与MPC-83细胞共孵育72 h, 
MPC-83细胞增殖速度明显降低, 但GPCR配
体CCK、VP、P物质仍然不引起胞质钙离子
浓度的增加. 

结论: 从昆明小鼠胰腺外分泌部肿瘤分离出
来的胰腺腺泡细胞系MPC-83, 正常的G蛋白
偶联受体完全缺失, 处于极度去分化状态. 

®

■背景资料
胰腺腺泡细胞合
成、分泌消化酶, 
为动物对食物进
行消化所必须. 胰
腺腺泡细胞表面
G 蛋 白 偶 联 受 体
(GPCR)调控消化
酶 的 分 泌 .  胰 腺
腺泡细胞系是开
展这方面研究的
重 要 工 具 .  目 前
应用最广泛的是
Longnecker et al
通过重氮丝氨酸
诱导而于1979年
建立的大鼠胰腺
腺泡肿瘤细胞系
AR4-2J.

■同行评议者
施瑞华, 教授, 南
京医科大学第一
附属医院消化科
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0  引言

胰腺腺泡细胞合成、分泌多种消化酶如淀粉

酶、胰蛋白酶、糜蛋白酶、脂酶、核酸酶[1]. 消
化酶/酶原的合成和分泌受到胰腺腺泡细胞表面

多种G蛋白偶联受体(GPCR)的调控, 如CCK1受
体、M3受体、P物质受体[2]. 刺激新鲜分离的胰

腺腺泡细胞表面的GPCR, 可以得到接近在体状

态的消化酶分泌水平[3]. 但在实际工作中, 往往

也需要可传代的、近似生理状态的胰腺腺泡细

胞系. 
目前AT C C收录的胰腺外分泌细胞系有6

种, 分别是PANC-1、SW1990、ARIP、DSL-6A/
C1、DSL-6B/C2和AR4-2J[4]. PANC-1、SW 1990
来自人[5-6], 其余4种来自大鼠[7-8]; 没有来自小鼠

的胰腺外分泌细胞系. 6种胰腺外分泌细胞系

中, SW1990是由脾转移的肿瘤细胞, PANC-1、
DSL-6A/C1、DSL-6B/C2是胰腺导管细胞[5-7]. 
A R I P和A R4-2J是大鼠胰腺腺泡肿瘤细胞系; 
AR4-2J既有致瘤性, 也能分泌淀粉酶和其他胰

腺消化酶[8]. 近年也有人认为ARIP具有导管细胞

的特性[9]. 
AR4-2J是Longnecker et al [10]建立的重氮丝

氨酸诱导的大鼠胰腺腺泡肿瘤细胞系. AR4-2J
同时具有外分泌和神经内分泌细胞的特性 [11], 
也可被诱导向胰岛细胞表型分化[12]. 地塞米松

(dexamethasone, Dex)处理后, AR4-2J的外分泌

表型加强, 胰岛内分泌表型减弱[13]. Dex处理6 h
后, 淀粉酶分泌开始上升, 细胞生长变缓[12-14]. 

A R4-2J细胞典型地含有电压依赖性钙离

子通道L、P、N[15]. Ghrelin刺激AR4-2J细胞导

致其胞内钙离子浓度的双相增加, L型钙离子通

道在第二相中具有关键作用[16]. CCK刺激AR4-
2J, 诱发钙振荡的出现[17]和淀粉酶的分泌[18]. 植
物血凝素抑制CCK-8与AR4-2J细胞CCK受体

的结合[19]. 
我国科学家建立的小鼠胰腺腺泡肿瘤细胞

系MPC-83, 来自1983年发现的1例♂昆明种小鼠

胰腺自发瘤[20-22]. MPC-83细胞可在小鼠皮下连

续传代220代[21]. MPC-83细胞, 在胞质含酶原颗

粒和丰富的脂酶颗粒[21]. MPC-83皮下移植传代

后仍然具有胰腺腺泡细胞消化酶活性[22]. 研究

发现, MPC-83可作为生物反应调节剂(BRM)抗
肿瘤实验研究的细胞模型[23]. 

AR4-2J建系后到目前为止, 以AR4-2J为研

究对象的论文超过1000篇. 但是对MPC-83细胞

基本特性的研究, 尚鲜见报道. 因而本工作的目

的是研究MPC-83细胞是否存在相关的功能性

GPCR. 
正常胰腺腺泡细胞表面最主要分泌刺激物

(secretagogue)受体是CCK1受体和M3受体. 两
种都通过Gq/11与PLCβ信号系统偶联[2], 低浓度

ACh、CCK刺激引发胞内游离钙离子浓度的振

荡性升高[3,24-26]. 随着ACh和CCK刺激浓度的增

加, 钙离子浓度的振荡性升高逐渐转换为高台

样升高[3,26-27]. 这种浓度依赖性变化在其他细胞

也普遍存在, 如淋巴细胞、肝细胞、成纤维细

胞和胰岛β细胞[28]. 所以本文通过检测胞质钙离

子浓度的升高, 来判断MPC-83细胞是否具有相

关的功能性GPCR. 

1  材料和方法

1.1 材料 胆囊收缩素八肽(CCK-8)、血管加压

素(VP)、苯肾上腺素(PE)、乙酰胆碱(ACh)、
P物质(substance P)、组织胺(histamine)、胰

蛋白酶(trypsin)均为美国Sigma-Aldrich公司产

品. Fura-2 AM为美国Molecular Probes(Eugene, 
OR)公司或AnaSpec(San Diego, CA, USA)产品. 
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethane-sulfonic 
acid(HEPES)为德国Boehringer Mannheim公司

产品. 
小鼠胰腺腺泡肿瘤细胞系MPC-83购自协

和医科大学肿瘤研究所细胞室, 用含100 mL/L
胎牛血清(FBS, Hyclone)的RPMI 1640培养液, 在
50 mL/L CO2培养箱中37℃培养. MPC-83细胞传

代开始时1 d换培养液1次, 长至50%以上闭合度

后, 至少每12 h换液一次. 培养所用RPMI 1640培
养基(Invitrogen), 配制时加入HEPES 10 mmol/L, 
青霉素和各链霉素100 U/L, NaHCO3 2 g/L, pH值

7.2. 细胞传代时用0.25%胰酶/EDTA 0.53 mmol/L
消化. 细胞冻存时成份为60% RPMI 1640, 30%  
FBS, 10% DMSO. 
1.2 方法 正常胰腺腺泡的分离见文献报道[3, 26]. 
分离腺泡细胞用胶原水解酶P(Roche)和机械吹

打, 分离后用150线的尼龙网或不锈钢网过滤. 
消化后残留的胶原水解酶, 通过在含有4%牛血

■相关报道
我国科学家胡美
英 et al 于1983年
发 现 1 例 雄 性 昆
明种小鼠胰腺自
发瘤MPC-83, 并
可连续传代. 但是
对于MPC-83的细
胞生理学, 所知甚
少. 
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清白蛋白(BSA)的缓冲液中离心而去除. 
1.2.1 细胞胞质钙离子浓度的测量: 细胞用Fura-2 
AM(终浓度5 µmol/L)加载1 h, 在单细胞钙离

子测量系统(DelatRam V, Photon Technology 
Incorporation, New Jersey, USA)的倒置荧光显

微镜(Olympus IX70)下, 检测细胞胞质钙浓度

的变化. 单色仪交替以340 nm/380 nm波长激发

Fura-2, 采集荧光发射波长>510 nm, 钙离子浓

度以荧光强度比F340/F380表示. 实验过程中用缓

冲液灌流细胞15-20 min, 记录静息状态下的钙

离子浓度的基础值, 之后灌流含不同浓度刺激

物的缓冲液, 刺激细胞. 灌流细胞用缓冲液成

份如下(mmol/L): NaCl 118, KCl 4.7, CaCl2 2.5, 
MgCl2 1.13, NaH2PO4 1.0, D-葡萄糖5.5, HEPES 
10, pH7.4, 充氧30 min后使用. 试验过程中通过

Felix32软件(Photon Technology Incorporation, 
New Jersey, USA)自动得到以荧光强度比值

F340/F380为纵坐标, 时间为横坐标的钙离子

浓度随时间动态变化图 .  数据后期处理使用

SigmaPlot软件重新做图和标注.  
1.2.2 Dex处理: 对于形态学实验, 首先用Dex 100 
nmol/L处理3 d, 之后将对照和Dex 100 nmol/L
处理过的MPC-83细胞在盖玻片爬片, 12 h后细

胞贴壁, 加载MitoTracker(100 nmol/L)1 h. 加载

MitoTracker的细胞在FV300(Olympus, Japan)激
光共聚焦显微镜(IX70, Olympus, Japan)成像. 对
于细胞增殖实验, 将细胞在24孔培养板接种, 在
平行孔中分别接种细胞后, 对照细胞加正常培

养基, 实验组加含Dex 100 nmol/L的培养基. 在
不同时间将细胞用胰酶消化后记数. 每组实验

都进行平行3组实验. 
统计学处理 细胞记数后用SigmaPlot做图, 

绘制细胞生长曲线, 细胞数以mean±SE表示. 细
胞生长曲线中细胞数目的差异用Student's t检验

进行统计学分析, P <0.05时为差异显著.  

2  结果

2.1 ACh、CCK在新鲜分离的正常小鼠胰腺腺

泡细胞引发规则钙振荡 新鲜分离的正常小鼠胰

腺腺泡细胞, 经ACh 25 nmol/L刺激后, 出现规则mol/L刺激后, 出现规则刺激后, 出现规则

的钙离子浓度的振荡样增加; CCK 5 pmol/L刺mol/L刺刺
激也出现规则钙振荡(图1). 这些结果说明, 在正

常的新鲜分离的小鼠胰腺腺泡细胞, 分泌刺激

物(secretagogue) ACh、CCK都引发规则钙振荡; 
显示在正常细胞, 存在功能性的胆碱能和CCK
受体(图1). 
2.2 不同GPCR配体对小鼠胰腺腺泡肿瘤细胞

M P C-83胞质钙离子浓度的影响胞质钙离子浓度的影响钙离子浓度的影响 为了验证在

培养的MPC-83细胞, 是否存在胆碱能和CCK
受体, 首先用CCK、ACh刺激MPC-83细胞. 低
浓度ACh 25 nmol/L、CCK 5 pmol/L没有任何mol/L、CCK 5 pmol/L没有任何、CCK 5 pmol/L没有任何mol/L没有任何没有任何

作用(结果未显示); 当浓度分别增加到ACh 100 
μmol/L、CCK 1、CCK 1 μmol/L, 也没有发现胞质钙离, 也没有发现胞质钙离胞质钙离钙离

子浓度的明显增加(图2A-B). 其他GPCR受体他GPCR受体GPCR受体

激动剂P物质5 μmol/L、组织胺10、组织胺10 μmol/L、、
phenylephrine(PE) 10 μmol/L、vasopressin(VP)、vasopressin(VP) 
1 μmol/L高浓度刺激, 钙离子浓度也都没有发生高浓度刺激, 钙离子浓度也都没有发生

明显变化(图2C-F). 其中在一个细胞, ACh刺激

后有轻微增加(图2B); 但是在后续的两次试验

中, 这一增加也没有重复出现. 
2.3 细胞促分化剂Dex对MPC-83细胞的作用 已
知在大鼠胰腺腺泡细胞系AR4-2J, 糖皮质激素

Dex处理后, 细胞趋于进一步分化的状态; 细胞

酶原颗粒增加[14,29]. 因而在本试验中, MPC-83细
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图  1  ACh、CCK在正常小鼠胰腺腺泡细胞诱发胞质规则钙振荡. A: ACh 25 nmol/L; B: CCK 5 pmol/L. 横条表示给药时间, 

每个记录是3次相同试验的典型结果.

■研发前沿
G 蛋 白 偶 联 受 体
( G P C R ) 种 类 繁
多, 其基因占人类
基因组的5%, 临
床用药的1/3作用
于约60种常见的 
GPCR. 正常胰腺
腺泡细胞表面最
主要分泌刺激物
(secretagogue)受
体 C C K 1 受 体 和
M3受体等都通过
Gq/11与PLCβ信
号系统偶联, 受到
低浓度激动剂刺
激后引发胞质游
离钙离子浓度的
振荡性升高. 因而
可以通过检测钙
振荡的变化, 来判
断MPC-83细胞是
否具有相关的功
能性GPCR. 这对
于正常、肿瘤胰
腺腺泡细胞差异
性研究具有重要
意义, 是当前肿瘤
生物学研究的热
点之一. 
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胞也用Dex进行了处理. 用含有Dex 100 nmol/L
的RPMI 1640培养基, 培养MPC-83细胞72 h后, 
发现MPC-83细胞对CCK 1 μmol/L、ACh 100、ACh 100 
μmol/L和P物质 5和P物质 5 μmol/L仍然没有任何反应(图仍然没有任何反应(图
3A-C). 这些结果揭示, 糖皮质激素Dex在MPC-83
细胞, 不能有效诱导CCK、ACh和P物质受体的

表达. 从形态学上来看, Dex处理后, 细胞没有发

生明显变化. MitoTracker荧光成像发现, MPC-83
细胞胞质充满线粒体; Dex处理后, 线粒体有增多胞质充满线粒体; Dex处理后, 线粒体有增多充满线粒体; Dex处理后, 线粒体有增多

的趋势(图4). MPC-83细胞的生长曲线呈典型的S
型曲线; Dex处理后, 生长曲线明显变缓, 细胞生

长速度从第48小时开始有显著差异(图5). 

3  讨论

本项工作研究昆明小鼠胰腺腺泡细胞肿瘤来

源的细胞系MPC-83, 可能存在的G蛋白偶联受

体. 研究发现: 1/MPC-83细胞用ACh、CCK、P
物质、组织胺、VP、PE刺激都没有引发胞质

钙离子浓度的变化; 2/Dex 100 nmol/L处理72 h, 

ACh、CCK、P物质仍然没有反应; 3/Dex处理

后, MPC-83细胞整体形态没有明显变化, 但是线

粒体密度有增加的趋势; 4/Dex处理后, MPC-83
细胞生长速度明显变缓; 5/作为对照, 低浓度的

ACh和CCK在新鲜分离的正常小鼠胰腺腺泡细

胞, 可以诱发出规则钙振荡. 
已知CCK在生理浓度(5-50 pmol/L)可引发

新鲜分离的啮齿类胰腺腺泡细胞产生规则钙振

荡, >50 pmol/L引发[Ca2+]i的高台样升高[3,26-27]. 
ACh 也具有类似的浓度依赖关系, 纳摩尔水平

(如25 nmol/L)的ACh, 就可以有效诱导啮齿类胰

腺腺泡细胞中钙振荡的出现; 更高浓度导致钙

离子的高台样升高[3,26-27]. ACh和CCK分别通过

M3型胆碱能受体和CCK1型CCK受体, 发挥作

用[25]. 在本试验中, 刺激MPC-83细胞的ACh、
CCK浓度分别增加到100 μmol/L和1 μmol/L后, 
MPC-83细胞仍然没有钙离子浓度的明显升高. 
这说明在MPC-83细胞, 不存在功能性ACh和
CCK受体. 同样, 高浓度的G蛋白偶联受体激动

图  2  受体激动剂刺激MPC-83细胞后, 胞质钙离子浓度没有明显增加. A: CCK; B: ACh; C: P 物质; D: 组织胺; E: PE; F: VP. 

横条表示给药时间, 每个记录是3次相同试验的典型结果.
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图  3  CCK、ACh和P物质刺激Dex处理后的MPC-83细胞, 胞质钙离子浓度没有增加. A: CCK; B: ACh; C: P物质. 横条表示

给药时间, 图中每个记录代表3次实验的典型结果.
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■名词解释
钙振荡:体内细胞
受到生理性刺激
后, 所产生的最早
的反应之一是胞
质中钙离子浓度
的升高. 钙离子浓
度的升高在单个
细胞水平多以振
荡的形式出现, 即
钙离子浓度随着
时间的变化出现
很规则的钙峰. 钙
振荡的出现使得
胞质钙离子浓度
可以进行多种方
式的调制, 如振幅
调制(AM)、频率
调制(FM). 因而通
过振荡的方式胞
质钙离子浓度变
化可以编码成复
杂多样的信号, 使
得钙离子可以特
异性调控细胞的
多种功能.
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剂VP、P物质、组织胺和PE, 也不刺激MPC-83
细胞胞质钙离子浓度的明显增加. 在所有实验

结束后蒸馏水灌流, 都导致胞质钙离子的大幅

增加(没有显示), 说明MPC-83细胞存在水通道. 
综合考虑以上实验结果, 昆明小鼠胰腺腺泡细

胞系MPC-83, 不含功能性G蛋白偶联受体, 细胞

处于高度去分化状态. 
肿瘤细胞增殖迅速, 使细胞的原有功能受

到抑制. 肿瘤细胞增殖越快, 其分化程度越低. 
MPC-83细胞生长旺盛, 用含胎牛血清100 mL/L
的RMPI 1640培养基培养, 细胞需12 h换液一次, 
两天可传代一次. 检测MPC-83细胞静息状态下

胞质钙离子浓度的试验证实, 对细胞进行灌流, 

胞质钙离子浓度保持不变. 但是在1次试验中(共
6次), 记录到细胞的自发钙振荡(结果没有显示). 

在重氮丝氨酸诱导的大鼠胰腺腺泡肿瘤

细胞A R4-2J, D e x处理抑制A R4-2J细胞的增

殖, 但是细胞的淀粉酶含量增加, Dex有效促进

A R4-2J向外分泌表型分化 [29-30]. 在本实验中, 
用Dex 100 nmol/L处理MPC-83细胞, 处理过的

细胞对CCK、ACh、P物质的刺激仍然没有任

何反应. 
Dex处理MPC-83细胞72 h后, 处理细胞与正

常细胞比较, 线粒体密度有明显增加. 生长曲线

比较显示, Dex处理过的MPC-83细胞, 其增殖速

度明显变缓. 说明和AR4-2J一样, Dex能够抑制

MPC-83细胞的增殖, 并促进其分化. 
至于MPC-83细胞为何不含功能性的G蛋白

偶联受体, 将来需要进行更加深入的研究. 有几

个可能: G蛋白偶联受体得到表达, 但是所偶联

的G蛋白、或磷脂水解酶C缺失, 或者GPCR-G-
PLC都存在, 但是钙离子信号系统的相关蛋白如

IP3R、SERCA/PMCA缺失. 尽管如此, MPC-83
细胞可能具有A R4-2J细胞所不具备的优点 . 
MPC-83细胞没有内源性的胰腺腺泡细胞促分泌

(secretagogue)受体, 因而这一细胞系可以用来表

达外源性的G蛋白偶联受体, 并研究这些外源表

达的受体, 如何随着表达程度的变化调控细胞

消化酶的分泌. 也可用MPC-83细胞来重构胰腺

ED

A CB

F

图  4  Dex处理对MPC-83细胞形状和增殖的影响, Dex 100 nmo/L加入MPC-83细胞培养液72 h后, 加载MitoTracker, 分别将
对照细胞(A, B, C)和Dex处理过的细胞(D, E, F)进行共聚焦成像. A, D: 明场图; B, E: 荧光图; C, F: 明场和荧光的叠加图.

图  5  Dex 100 nmol/L对MPC-83细胞增殖的影响. 没有加

Dex和加Dex的细胞, 每隔12 h各取三孔计数, 绘制生长曲线. 
aP<0.05 vs 对照细胞.
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■同行评价
本研究紧密围绕
临床实践, 具有一
定的临床指导意
义.
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腺泡细胞的钙离子振荡系统, 分析钙振荡发生

的分子基础. 
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