
#

!

通讯作者#

*BE

!

&'$.$+-'&&6

%

0#JF:E

!

M

?9$6.))(G:<

"

&)(,C9J

)

!基础研究!

,

#

生育酚缓解链脲佐菌素诱导乳鼠胰岛细胞损伤的研究

袁
!

英!张
!

艳!宋仕卿!郭
!

兵#

"重庆医药高等专科学校基础部
!

-.&++&

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨
,

#

生育酚"

,

#*

$对链脲佐菌素"

1*b

$诱导的胰岛细胞损伤的作用及其机制%方法
!

原代培养大鼠胰岛细

胞!电镜观察
1*b

处理前&后胰岛
/

细胞形态!检测
1*b

处理前&后胰岛细胞活性&胰岛细胞凋亡率以及
YCE#LE

和
YFL

的变化%并

进一步观察给予
,

#*

预处理后上述指标的变化%结果
!

"

&

$随着
,

#*

浓度增高!

,

#*

干预组中反映胰岛细胞活性的吸光度"

=

$值

呈剂量依赖性增加#"

)

$

1*b

组与空白对照组比较!胰岛细胞凋亡率增加"

!

%

.,.&

$!细胞
YCE#LE

表达下降及
YFL

表达增强"

!

%

.,.&

$#"

+

$

,

#*

干预组与
1*b

组比较!胰岛细胞凋亡率降低"

!

%

.,.&

$!细胞
YCE#LE

表达增强及
YFL

表达下降 "

!

%

.,.&

$%结论
!

,

#*

能够缓解
1*b

诱导大鼠胰岛细胞损伤!其机制可能与抑制胰岛细胞凋亡有关%

关键词"

,

生育酚#链脲菌素#胰岛素分泌细胞#

GCE#c

蛋白质#

GCE#)

相关
c

蛋白质

89:

!

&.,+$($

"

;

,:55<,&(6&#/+-/,).&&,.6,.)&

文献标识码"

=

文章编号"

&(6&#/+-/

"

).&&

$

.6#.(6(#.)

G11$8'0"1

!

3'"8"

,

/$#"%")0'#$

,

'"O"'"8()3()478$4&

,

"

,

'"0(0"1)$")&'&%#&'

,

&)8#$&'(88$%%0

$#)&$,&

'

#

K/)&

'

$)&

#

.%&

'

./,

E

,&

'

#

2#%4,&

'

#

$

6+

7

)89*+&9%

:

4)@,=;%#8@+@

#

;/%&

'E

,&

'

B+<,=)A)&<!/)8*)=+#9,=)A;%AA+

'

+

#

-.&++&

#

;/,&)

&

9*0'#&8'

!

:*

;

$8'(<$

!

*9:<PB5>:

M

F>B>ABBKKBC>9K

,

#>9C9

I

ABD9E9<>AB5>DB

I

>9O9>9C:<#:<8?CB88FJF

M

B9KDF>:5EB>CBEE5,=$'/"40

!

X59EF>B8:5EB>CBEE5KD9JH:5>FDDF>59K&W+8:<C?GF>B8:<J9<9EF

@

BD:<P:>D9,

/

#CBEEJ9D

I

A9E9

M@

#

:5EB>CBEEP:FG:E:>

@

#

F

I

9

I

>9>:CDF>B9K

:5EB>CBEE5

#

BL

I

DB55:9<9KYCE#LEF<8YFLFK>BD:<C?GF>:9<H:>A5>DB

I

>9O9>9C:<HBDBJBF5?DB8

#

F<8>AB

I

9>B<>:FEBKKBC>59K

,

#>9C9

I

ABD9E

HF5:<PB5>:

M

F>B8,>$07%'0

!

$

&

&

,

#>9C9

I

ABD9E:<CDBF5B8>AB:5EB>CBEEP:FG:E:>

@

:<F895B#8B

I

B<8B<>KF5A:9<,

$

)

&

%9J

I

FDB8H:>A>ABC9<#

>D9E

M

D9?

I

#

F

I

9

I

>9>:CDF>B9K

I

F<CDBF>:C:5EB>CBEE5:<CDBF5B8

#

YCE#LEBL

I

DB55:9<8BCDBF5B8F<8YFL

M

B<BBL

I

DB55:9<:<CDBF5B8HAB<C9#

C?E>?DB8H:>A5>DB

I

>9O9>9C:<

$

!

%

.,.&

&

,

$

+

&

%9J

I

FDB8H:>A>AB1*b

M

D9?

I

#

F

I

9

I

>9>:CDF>B9K

I

F<CDBF>:C:5EB>CBEE58BCDBF5B8

#

YCE#LE

BL

I

DB55:9<:<CDBF5B8F<8YFL

M

B<BBL

I

DB55:9<8BCDBF5B8:<>AB

,

#>9C9

I

ABD9E

M

D9?

I

$

!

%

.,.&

&

,!")8%70(")

!,

#>9C9

I

ABD9ECF<BKKBC#

>:PBE

@

F>>B<?F>B5>DB

I

>9O9>9C:<#:<8?CB88FJF

M

B9KDF>:5EB>CBEE5G

@

JBF<59KDB

M

?EF>:<

M

YCE#LEF<8YFL

M

B<BBL

I

DB55:9<5,

?$

-

+"#40

!

FE

I

AF#>9C9

I

ABD9E

%

5>DB

I

>9O9>9C:<

%

:<5?E:<#5BCDB>:<

M

CBEE5

%

GCE#c

I

D9>B:<

%

GCE#)#F55F:F>B8c

I

D9>B:<

!!

维生素
0

具有胰岛保护效应'

&#+

(

#

,

#

生育酚$

FE

I

AF#>9#

C9

I

ABD9E

#

,

#*

&在维生素
0

的各种形式中活性最高'

-

(

)本实验

室前期研究发现#

,

#*

对链脲佐菌素$

5>DB

I

>9O9>9C:<

#

1*b

&所致

胰岛功能损伤具有保护作用'

'

(

)本文就
,

#*

对
1*b

诱导大鼠

胰岛细胞损伤的影响及其作用机制作进一步探讨)

@

!

材料与方法

@,@

!

材料
!

2"!X#&(-.

培养液$美国
U:GC9

公司&%胎牛血清

$杭州四季青生物制剂公司&%
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培养箱内培养)
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后换液去除成纤维细胞#再用
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流式细胞仪检测细胞凋亡率
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培养液中加入
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电镜观察胰岛细胞形态
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实验干预及分组同
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.)收集细胞#
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戊二醛固定
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充分漂洗#
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锇酸溶液
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条件下固定
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)再次漂洗#
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乙

醇逐级脱水#每次
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)环氧树脂包埋液浸透*包埋#超薄切

片#枸橼酸铅和醋酸还氧钠电子染色#透镜下观察并摄片)
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YCE#LE

和
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蛋白表达的检测
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实验干预及分组同

-
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.)免疫组化检测
YCE#LE

和
YFL

蛋白表达)根据细胞着

色强弱分为
-

个等级记分!无着色为
.

分#淡黄色为
&

分#棕黄

色为
)

分#棕褐色为
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分)按公式
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表示评分为
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的比例&#计算
]1%_20

得分)
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统计学处理
!

结果以
F @̂

表示#数据用
1=1

软件处理#

采用方差分析*

E

检验)以
!

%
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为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果
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胰岛细胞活性的变化
!

1*b

组
=

值显著低于空白对照

组$

!

%

.,.&

&%各
,

#*

干预组
=

值较
1*b

组明显回升$

!

%

.,.&

&%各干预组内#随着
,

#*

浓度的增加
=

值增大#在
,

#*

浓

度为
.,./JJ9E

"

4

时#

=

值最大)

,

#*

干预组与空白对照组间

比较#

=

值差异无统计学意义$
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&#见图
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!

!
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#与空白对照组比较%

"

!

!
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#与
1*b

组比较%

a

!

!

%

.,.&

#

,

#*

干预组间比较)

图
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不同浓度
,

#*

对胰岛细胞活性的影响

A,A

!

胰岛细胞凋亡率的变化
!

1*b

组较空白对照组细胞凋

亡率显著增高$

!

%

.,.&

&%而
,

#*

干预组中的细胞凋亡率较

1*b

组明显降低$

!

%

.,.&

&#见表
&

)

表
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!!

各组胰岛细胞凋亡率(

YCE#LE

和
YFL]1%_20

!!!!

评分%

F @̂

)

& (̀

&

组别 凋亡率$

7

&

YCE#LE

$分&

YFL

$分&

空白对照组
(,&-̂ .,'( +,(-̂ .,.' &,')̂ .,.6

1*b

组
+),&/̂ &,)'

"

),&-̂ .,./

"

),'-̂ .,.(

"

,

#*

干预组
&6,+(̂ &,./

!

),$/̂ .,&&

!

),.-̂ .,.$

!

!!

"

!

!

%

.,.&

#与空白对照组比较%

!

!

!

%

.,.&

#与
1*b

组比较)

A,B

!

电镜下胰岛
/

细胞形态$图
)

&

!

正常胰岛
/

细胞形态正

常#核形完整#核内可见数个核仁#胞浆中充满分泌颗粒%加入

1*b

后胞浆内分泌颗粒明显减少#可见大量脂滴#胞核内染色

质高度凝集*边缘化)同时可见凋亡的
/

细胞#其胞质电子密

度增强#胞体凝缩#并以-发芽.的根部断离形成胞体片块#仅有

完整的细胞膜包裹#内含浓缩的胞浆#称之为凋亡小体)

!!

=

!正常
/

细胞电镜图 $

Z(...

&%

Y

!正常
/

细胞电镜图

$

Z&'...

&%

%

!受损
/

细胞电镜图$

Z/...

&%

R

!凋亡
/

细胞电镜图$

Z

)'...

&)

图
)

!!

电镜观察
/

细胞形态

A,C

!

YCE#LE

和
YFL

蛋白表达的变化
!

空白对照组
YCE#LE

高表

达*

YFL

低表达#

1*b

组较空白对照组
YCE#LE

表达降低而
YFL

表达增高$

!

%

.,.&

&)

,

#*

干预组明显抑制
1*b

所致
YCE#LE

和
YFL

的变化$

!

%

.,.&

&$插
'

图
+

&)从
]1%_20

评分来看#

YCE#LE

评分
1*b

组较空白对照组明显降低#

,

#*

干预组较
1*b

组则明显回升$

!

%

.,.&

&%而
YFL

评分结果与
YCE#LE

评分相

反#见表
&

)

B

!

讨
!!

论

/

细胞凋亡是
&

型糖尿病
/

细胞丢失的主要方式'

(#$

(

)

1*b

是一种含亚硝基的化合物#具有选择性
/

细胞毒作用'

&.

(

#

其损伤机制与氧自由基清除障碍致使胰岛
/

细胞脂质过氧化

损伤有关'

&&#&+

(

)本实验采用低浓度
1*b

与离体大鼠胰岛细胞

共同培养#发现胰岛
/

细胞在形态学上表现出明显凋亡特征%

与空白对照组比较#

1*b

组胰岛细胞活性明显降低#而细胞凋

亡率明显上升%在加入
1*b

前给予不同浓度
,

#*

$

.,.&

$

.,./

JJ9E

"

4

&预处理#

1*b

所致胰岛细胞活性降低得到明显改善#

并表现出明显剂量依赖趋势%给予
,

#*

预处理后#

1*b

所致胰

岛细胞凋亡程度明显降低)上述结果提示
,

#*

能够有效抑制

1*b

诱导
/

细胞凋亡#该作用可能延缓
&

型糖尿病的发生)另

外#本研究在培养液中加入高浓度$

.,./JJ9E

"

4

&

,

#*

#并未观

察到胰岛细胞明显损伤#提示正常人群适当补充
,

#*

在预防
&

型糖尿病发生的同时#并不会导致胰岛自身功能的紊乱)

研究表明#凋亡抑制蛋白
YCE#LE

表达增强或促凋亡蛋白

GFL

表达降低#可抵抗多种致凋亡因素对胰岛
/

细胞的损

伤'

&-#&'

(

)本实验发现#伴随空白对照组和
,

#*

对照组的低胰岛

细胞凋亡率#

YCE#LE

高表达#

YFL

低表达%培养液中单独加入

1*b

后#

YCE#LE

表达降低#而
YFL

表达增强#胰岛细胞凋亡率也

明显升高)给予
,

#*

预处理后再加入
1*b

#

YCE#LE

表达较
1*b

组明显回升而
YFL

表达明显降低#同时伴有胰岛细胞凋亡率显

著下降)因此#本研究认为
,

#*

可能通过调控
YCE#LE

和
YFL

的

表达#减少
1*b

等其他外在因素诱导的细胞凋亡#从而实现对

胰岛
/

细胞的保护作用)
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的人选择去到疾病控制中心或结核病防治所#由此可

见#结核病诊治的卫生宣传力度不大#健康教育不到位#防治知

识知晓率低#有病盲目相信大医院#而不是去结核病防治专门

机构)在-国家有无免费检查*诊断与治疗政策.方面#被调查

对象的知晓率低#分别只有
+-,.$7

和
+',.(7

#如果不了解国

家减免政策#很多经济负担较重的患者#无法负担诊疗费用#决

定不就诊而拖延治疗#导致病情恶化#为结核病的控制工作增

加困难)因此#加大宣传力度#进一步提高结核病患者的发现

率及就诊率#对控制传染源有非常重要的意义)

B,B

!

关于结核病相关知识获取的来源途径
!

调查结果显示#

被调查对象对核心信息来源途径排在前
'

位的是电视*报纸*

医生*宣传单*聊天#与成都市大学生获取结核病防治信息途径

基本一致'

&)

(

)电视*报纸所占比例最高#提示电视*报纸以其

覆盖面广*可信度高*通俗易懂的特点#容易被学生所接受#成

为信息最主要的来源途径)而宣传单所占比例稍微小一点#但

是其具有专业的#针对性较强的优点#也是一种较好的获取知

识的途径)聊天作为主要信息来源途径之一#作为结核病健康

教育的三级目标人群的学生#居住相对集中#接触密切#特别是

向家庭和社会的辐射面大'

&+

(

)此外亦可将广播*网络*专题讲

座*书籍杂志等作为有益的补充#提高结核病知识知晓率)因

此#可以选择学生作为重点#利用多种有效的传播手段开展学

校结核病防治知识健康教育#提高学生结核病知识的知晓率及

患者的发现率#从而促使肺结核病患者能及时就诊*早期发现

和规范治疗'

&-

(

#减少传染和发病#最终达到控制结核病的

目的)

B,C

!

关于对结核病患者的态度
!

在对患者家属对肺结核病患

者的态度中#在邻居或社区居民中仍然还是有近半数的人

$

+/,/$7

&不愿意与患者接触#这些都是由于大众对肺结核病

防治知识的知晓率偏低#对结核病缺乏正确认识#所以会一定

程度上不愿意与患者接触)因此有必要进一步的加强结核病

防治知识的普及#消除大众对结核病的恐惧#给予患者心理上

的支持#增强患者治疗信心'

&'
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#从而利于结核病患者早日
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