
论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&%$&%$$

八肽胆囊收缩素对游离脂肪酸损伤胰岛
$

细胞氧化应激的影响"

魏立民!章冬梅!何学峰!吕秀芹!刘
!

娜

"河北省人民医院内分泌科!石家庄
%9%%9$

$

!!

#摘要$
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目的
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$对游离脂肪酸"
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$损伤的小鼠胰岛
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细胞"本文为
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细胞株$氧化应

激及细胞增殖的影响!探讨
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对胰岛
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细胞保护作用的机制&方法
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将培养良好的
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!观察细胞生长状态!
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比色法检测细胞增殖能力!流式细胞仪检测细胞凋亡率!检测细胞培养上清液总抗氧化能力"
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$!谷胱甘肽还原酶"
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$%过氧化氢酶"
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$及丙二醛"

]54

$活性&结果
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可见较多细胞碎片!

==̀ ./

组细胞碎片明显减少#与
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活性均明显增高!
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含量降低!差异有统计学意义"
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组
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活性增加!
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含量降低&结论
!
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对
XX4+

损伤的胰岛
$

细胞具有一定的抗氧化应激作用!同时
==̀ ./

能够显著刺激
:U;.$

细胞的

增殖&

#关键词$
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胆囊收缩素#胰岛素分泌细胞#氧化性应激#细胞增殖#脂肪酸类!非酯化
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糖尿病是严重影响人类健康的一种内分泌紊乱#其发病率

在发展中国家增长迅速#并且在未来的
1%

年仍将持续增加)

以往的研究表明#血糖代谢紊乱时通常伴随着活性氧$
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&产生过量导致的氧化应激#这种应激表

现为机体氧化和抗氧化系统间的失衡#在胰岛
$

细胞功能的衰

退中起着重要的作用'

$

(

)因此#通过抗氧化机制保护胰岛
$

细

胞功能也是糖尿病治疗的策略之一)胆囊收缩素$
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&是由小肠黏膜
'

细胞释放的一种肽类激素#

/

肽胆

囊收缩素$

==̀ ./

&为其主要形式)以往的研究表明#

==̀

具

有刺激胰岛素分泌*抑制胰岛
$

细胞凋亡等作用#具有对损伤

后胰岛
$

细胞的保护作用#但还没有研究表明这种作用是否存

在抗氧化应激机制)本研究旨在观察
==̀ ./

对游离脂肪酸

$

XX4+

&损伤的小鼠胰岛
$

细胞$本文为
:U;.$

细胞株&氧化应

激及细胞增殖能力的影响)

F
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材料与方法

F&F

!

材料
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细胞为本实验室保存)油酸*软脂酸*
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均购自美国
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&*超氧化物歧化

酶$

?_5

&及丙二醛$
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&活性检测试剂盒购自南京建成生物

工程公司)其余试剂均为分析纯)

F&G
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方法

F&G&F
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糖培养基#将培养至对数生长期的
:U;.$

细胞用胰酶消化成

单细胞悬液#以
1[$%

0 的密度接种于
()

孔培养板中#换用含

有
9\

胎牛血清的
5]W]

高糖培养基#于
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空气*
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*饱和湿度条件下培养)
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将培养至贴壁良好的
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细胞分为对照组*
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软脂酸&*
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条件下分别培养
0/E

和
-1E

#观察各组细

胞生长状态#并留取上清液待测)

F&G&H
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比色法检测细胞增殖能力
!

处理好的细胞#每孔

加
9KK"G
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的
];;

液
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&

3

稍摇匀后继续培养
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#弃培养

液#各孔加
$9%

&
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二甲基亚砜#振荡器上振荡
$%K#,

#然后置于

酶标仪中测
9-%,K

波长的光密度$
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&值#结果以
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值表示)

F&G&I
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细胞凋亡率的测定
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用
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以
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避光染色
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后#
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目尼龙网过滤)

上流式细胞仪分析细胞凋亡率)
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氧化应激指标的测定
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活性#均应用上清液标本进行检测#测定方法!
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采用二硫代二硝基苯甲酸法%
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分光光度法%
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采用
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法%
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采用硫代巴比妥酸比色

法$

;74

法&)试剂盒由专人按说明要求进行检测#
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*
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酶活性及
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测定试剂批内及批间变

异系数分别为
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*
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*
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统计学处理
!

采用
?<??$'&%

统计软件进行数据分析#

计量资料以
FY:

表示#各组资料经方差齐性检验后#组间比较

采用单因素方差分析#进一步的两两比较采用
3?5.1

检验#以
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为差异有统计学意义)
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结
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果

G&F
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细胞生长状态观察
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对照组细胞生长状态良好#

XX4+

组细胞培养基内浑浊#显微镜下观察可见较多细胞碎

片#
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组培养基内细胞碎片明显减少)

G&G
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对
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胰岛
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细胞增殖的影响
!
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细胞凋亡的影响
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峰#即凋亡峰)
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含量

明显降低#其余指标变化不明显)见表
'

)

表
1

!!

==̀ ./

对
:3;.$

胰岛素
$

细胞凋亡的影响&

FY:

'

组别
0/E -1E

对照组
$&11Y%&'' $&0/Y%&1/

XX4+

组
9&1-Y%&-'

D

-&/$Y$&%)

D

==̀ ./

组
1&/'Y%&99

H

'&$$Y%&0)

H

!!

D

!

!

$

%&%$

#与对照组比较%

H

!

!

$

%&%$

#与
XX4+

组比较)

表
'

!!

==̀ ./

对氧化应激指标的影响&

FY:

(

O

)

K3

'

组别
=4;

0/E -1E

;.4_=

0/E -1E

?_5

0/E -1E

对照组
$&9$Y%&$) $&99Y%&$- 9&$1Y%&90 9&'9Y%&-' $(&'1Y$&'0 $(&/1Y$&9%

XX4+

组
%&0$Y%&%9 %&0'Y%&%) '&)-Y%&'0 '&9$Y%&1( $0&$/Y$&%( $'&-0Y$&$9

==̀ ./

组
$&11Y%&$-

D

$&0)Y%&$$

DH

0&1%Y%&)1

L

0&'1Y%&91

D

$)&%/Y$&/9

D

$/&%1Y$&99

D!

续表
1

!!

==̀ ./

对氧化应激指标的影响&

FY:

'

组别
Z?2.<d

$

O

"

K3

&

0/E -1E

]54

$

KK"G

"

K3

&

0/E -1E

对照组
$9&-$Y$&'1 $0&))Y$&)0 0&0%Y%&)% 0&'9Y%&9(

XX4+

组
(&'%Y%&-' (&%9Y$&%1 /&-0Y%&// /&1/Y%&/0

==̀ ./

组
$1&11Y$&9)

D

$1&'/Y1&%1

D

)&$%Y%&--

D

9&0(Y%&)(

D!

!!

D

!

$

%&%$

#

L

!

!

$

%&%9

#与
XX4+

组比较%

H

!

!

$

%&%$

#

!

!

!

$

%&%9

#与
0/E

比较)

$'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
09

卷第
$

期



H

!

讨
!!

论

糖尿病是一种严重的内分泌代谢紊乱性疾病#其特点是慢

性高血糖和糖脂代谢*蛋白质代谢异常#糖尿病发病的主要病

理生理机制为胰岛素分泌不足和胰岛素抵抗)研究表明#氧化

应激是引起
1

型糖尿病发生*发展的重要因素#而高血糖是产

生氧化应激的主要原因'

1

(

)氧化应激会造成机体组织细胞及

蛋白和核酸等生物大分子损伤'

$

#

'

(

)氧化应激的产生可直接

损伤
$

细胞#特别是破坏细胞线粒体结构#促进
$

细胞凋亡%同

时还可通过影响胰岛素信号转导通路间接抑制
$

细胞功能#如

激活核转录因子
1

7

$

:X.

1

7

&信号通路#引起
$

细胞炎性反应%

抑制胰十二指肠同源盒因子
$

$

<5P.$

&的核质易位#抑制线粒

体能量代谢#减少胰岛素合成与分泌'

0

(

)

?_5

为机体主要的

自由基清除酶之一#糖代谢异常导致内源性氧自由基清除剂

?_5

下降#同时
?_5

合成减少#氧自由基清除不足#反过来又

进一步抑制
?_5

的活性)

?_5

活性下降引发脂质过氧化物

在金属离子存在下催化裂解产生
]54

#

]54

对细胞有毒性

作用#可与蛋白质分子内和分子间交联#诱发细胞凋亡'

9

(

)氧

化及抗氧化系统之间的失衡最终会导致胰岛
$

细胞的损伤及

凋亡)此外#

$

细胞抗氧化防御酶如
?_5

*

=4;

等水平较低#

对自由基导致的损伤非常敏感也是其容易受损的原因之一)

因此#避免胰岛
$

细胞的氧化应激损伤记忆#增加胰岛素分泌

可能是糖尿病治疗中一个重要的方面)

XX4+

在糖尿病及其

并发症的发生*发展过程中起着重要的作用#其可导致糖代谢

异常及胰岛素抵抗#

XX4+

还可以通过炎症*氧化应激等机制

导致胰岛
$

细胞的损伤'

)

(

)

本研究结果显示#

==̀ ./

与胰岛
$

细胞共同孵育后可显著

降低
XX4+

诱导的氧化应激因子
]54

的水平#提高抗氧化应

激防御酶
?_5

*

=4;

*

;.4_=

及
Z?2.<d

的水平)本研究也

第
$

次证实
==̀ ./

对游离脂肪酸损伤的胰岛
$

细胞有一定的

抗氧化应激作用)以往有研究报道#给予内毒素休克大鼠模型

==̀ ./

干预#结果发现
?_5

水平在大鼠血中增加'

-

(

%另一项研

究表明
==̀ ./

可呈剂量依赖性抑制过氧亚硝基阴离子诱导的

色素上皮细胞的氧化应激#同时也显著减少了色素上皮细胞的

凋亡'

/

(

)郝丽娜等'

(

(应用腹腔注射链尿佐菌素制作大鼠糖尿

病模型#并给予
==̀ ./

治疗#结果显示
==̀ ./

可明显减轻晶

状体损伤#其机制可能与抑制
#:_?

基因表达*减少
:_

生成

有关)这些研究均表明
==̀ ./

具有一定的抗氧化作用)

==̀ ./

是一种典型的脑肠肽#为
==̀

的主要形式#具备

天然
==̀

的全部生物学活性#通过细胞表面
==̀

受体在中

枢*外周神经系统及消化系统发挥着多方面调节作用)有研究

表明
==̀ ./

具有刺激胰岛
$

细胞增殖#抑制胰岛细胞凋亡及

增加胰岛素的作用'

$%.$$

(

)与此结果类似#本研究也提示
==̀ .

/

能够刺激胰岛细胞的增殖#同时具有减少由
XX4+

诱导的细

胞凋亡的作用)

==̀ ./

是否通过抗氧化应激途径或其他机制

刺激了胰岛细胞的增殖尚无结论)

总之#本研究结果表明#

==̀ ./

对
XX4+

损伤的胰岛
$

细

胞具有一定的抗氧化应激作用#同时
==̀ ./

能够显著刺激

:U;.$

细胞的增殖#抑制由
XX4+

诱导的细胞凋亡的作用#本

文结果对胰岛
$

细胞损伤的保护研究具有一定的帮助)
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