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活化Ｔ细胞核因子在吡格列酮预防非肥胖糖尿病

小鼠糖尿病中作用机制的探讨

罗建华１，李占伟２，黄　海
２，杨冬花３，于瑞萍１，喻日成１，范元硕１，刘　波

１

（１．贵州省人民医院内分泌科，贵阳５５０００２；２．贵阳医学院附属医院检验科，贵阳５５０００４；

３．贵州省人民医院干医科，贵阳５５０００２）

　　摘　要：目的　探讨吡格列酮预防非肥胖糖尿病（ＮＯＤ）小鼠糖尿病的机制及活化Ｔ细胞核因子（ＮＦＡＴ）的作用。方法　

（１）将４周龄ＮＯＤ雌鼠随机分为吡格列酮组（摄食含０．０２％吡格列酮的混合饲料）及对照组（普通营养饲料），各２１只。观察３０

周龄的累积糖尿病发病率。（２）各组取１２周龄未发病ＮＯＤ鼠（狀＝１５）胰腺苏木素伊红（ＨＥ）染色观察胰岛炎的严重程度；ＲＴ

ＰＣＲ半定量检测脾脏白细胞介素４（ＩＬ４）、γ干扰素（ＩＦＮγ）和核因子过氧化物酶体增殖物活化受体γ（ＰＰＡＲγ）ｍＲＮＡ表达水

平；酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法测定血清ＩＬ４和ＩＦＮγ水平及脾脏ＰＰＡＲγ、活化Ｔ细胞核因子ｃ１（ＮＦＡＴｃ１）活性。结果　（１）

１５周龄时，吡格列酮组及对照组发病率分别为４．７６％和３３．３３％（犘＜０．０５）；３０周龄时，吡格列酮组及对照组发病率分别为

５７．１４％和７６．１９％（犘＞０．０５）。（２）１２周龄时，吡格列酮组胰岛炎指数（１．７９±０．７５）低于对照组（２．３８±０．６６）。（３）吡格列酮组

脾脏ＩＦＮγｍＲＮＡ相对光密度值（０．１６±０．０７）显著低于对照组（０．５３±０．２６）；而ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达水平（０．９１）则高于对照组

（０．２５）。（４）１２周龄ＮＯＤ鼠吡格列酮组血清ＩＦＮγ水平（５６１．０５±７８．６１）ｐｇ／ｍＬ显著低于对照组（６６６．４３±２８．４２）ｐｇ／ｍＬ。（５）

１２周龄吡格列酮组ＮＯＤ鼠脾细胞ＰＰＡＲγ活性（０．０５±０．０１）高于对照组（０．０２±０．０１），ＮＦＡＴｃ１活性（０．２３±０．０４）低于对照组

（０．３３±０．０４）。结论　吡格列酮活化ＰＰＡＲγ，降低ＮＦＡＴｃ１活性，减少ＩＦＮγｍＲＮＡ，血清ＩＦＮγ下降，辅助性Ｔ（Ｔｈ）细胞向辅

助性Ｔ细胞１型（Ｔｈ１）方向分化减少，减轻ＮＯＤ鼠胰岛炎，降低糖尿病的发生。
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　　１型糖尿病（Ｔ１ＤＭ）是Ｔ细胞介导的胰岛β细胞特异性

自身免疫病。非肥胖糖尿病（ｎｏｎｏｂｅｓｅｄｉａｂｅｔｉｃ，ＮＯＤ）鼠与人

类Ｔ１ＤＭ具有相似的遗传学、临床、病理和免疫学特征
［１］，常

用于Ｔ１ＤＭ干预试验
［２３］。在Ｔ１ＤＭ 发生之前存在一段相对

较长的临床前期，此时给予免疫干预有可能延缓甚至预防显性

糖尿病的发生。噻唑烷二酮类药物是过氧化物酶体增殖活化

受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）

的人工合成配体，因其具有胰岛素增敏作用而广泛用于２型糖

尿病治疗［４］。研究发现其亦具有免疫调节和抗炎作用，因此已

将它用于预防自身免疫性疾病的动物实验［５］。在３种剂量的

噻唑烷二酮类药物吡格列酮预防 ＮＯＤ 鼠糖尿病研究中，

０．０２％剂量较０．０１％及０．０４％剂量的预防效果稍好
［２，６］，同时

发现其预防ＮＯＤ鼠糖尿病及胰岛炎与辅助性Ｔ（Ｔｈ）细胞的

免疫调节有关，使免疫平衡向辅助性Ｔ细胞２型（Ｔｈ２）方向偏

移，从而减轻ＮＯＤ鼠胰岛炎，一定程度延缓糖尿病的发生，但

吡格列酮是怎样影响Ｔｈ细胞，Ｔｈ细胞是如何分化的，哪些因

素在起着重要作用尚不清楚。另外在人谷氨酸脱羧酶６５（ｇｌｕ

ｔａｍａｔｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ６５，ＧＡＤ６５）ＤＮＡ疫苗预防ＮＯＤ鼠糖尿

病的研究中，活化Ｔ细胞核因子（ＮＦＡＴ）在调节Ｔｈ细胞的免

疫平衡中扮演了重要的角色［３］。在吡格列酮预防 ＮＯＤ鼠糖

尿病过程中，ＮＦＡＴ是否亦在免疫平衡调节中扮演了重要的

角色。为此，本研究将通过观察０．０２％剂量吡格列酮对 ＮＯＤ

小鼠糖尿病的发病率和胰岛炎的影响，检测血清中白细胞介

素４（ＩＬ４）、γ干扰素（ＩＦＮγ）水平及脾细胞中ＩＬ４、ＩＦＮγ、

ＰＰＡＲγｍＲＮＡ和ＰＰＡＲγ、活化Ｔ细胞核因子ｃ１（ＮＦＡＴｃ１）

活性，探讨吡格列酮预防ＮＯＤ小鼠糖尿病的免疫机制，并从Ｔ

细胞分化调节角度探讨 ＰＰＡＲγ及 ＮＦＡＴ在吡格列酮预防

ＮＯＤ鼠糖尿病中可能的作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　非肥胖糖尿病Ｌｔ（ＮＯＤ／Ｌｔ）雌鼠购自中国

科学院上海实验动物中心［实验动物质量合格证Ｎｏ．００６９４１，４

周、ＮＯＤ、无特定病原体（ＳＰＦ）级别；许可证号 ＳＣＸＨ（沪）

２００７０００５］。在ＳＰＦ级环境下饲养，自由饮水和进食营养颗粒

饲料。所用ＮＯＤ／Ｌｔ雌鼠群落３０周龄时糖尿病自然发病率约

７５％。

１．１．２　主要试剂　盐酸吡格列酮原料由北京太洋药业提供；

Ｈａｎｋｓ液购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；小鼠ＩＬ４，ＩＦＮγ酶联免疫

吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测试

剂盒购自美国Ｒ＆Ｄ公司；柱式ＲＮＡ抽提试剂盒，聚合酶链反

应（ＰＣＲ）引物由上海恒因生物公司提供；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录（ＲＴＰＣＲ）试剂盒购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公

司；核蛋白提取试剂盒购自美国Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ公司；核蛋白活性检

测试剂盒（ＰＰＡＲγ、ＮＦＡＴｃ１）购自美国ＡｃｔｉｖｅＭｏｔｉｆ公司。

１．２　方法

１．２．１　实验动物的分组与观察　在 ＮＯＤ小鼠的营养配方饲

料中加入吡格列酮原料药制成含０．０２％吡格列酮的颗粒食

物。４周龄ＮＯＤ雌性小鼠随机分为对照组（２１只）和吡格列

酮组（２１只），对照组喂饲普通营养颗粒饲料，吡格列酮组喂饲

吡格列酮混合颗粒饲料，观察至发生糖尿病或５２周龄时处死。

自１０周龄始，每周测尿糖１次。当出现尿糖阳性或有多饮、多

尿等症状时，测血糖，连续２次血糖大于或等于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ，

即诊断为糖尿病。

１．２．２　胰岛病理学检查　取１２周龄 ＮＯＤ小鼠胰腺，布恩氏

液固定２４ｈ，常规制作石蜡切片。切片间相隔３０μｍ，苏木素

伊红（ＨＥ）染色，光镜下观察胰岛炎，由两位实验者盲法阅片。

胰岛淋巴细胞浸润的严重程度按裴剑浩等［２］评分标准记分。

每个胰腺从３张不同的切片观察１５～３０个胰岛，胰岛炎的严

重程度以胰岛平均积分（胰岛炎指数）表示。

１．２．３　ＮＯＤ鼠脾脏ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＰＰＡＲγｍＲＮＡ 的表达水平

测定　无菌条件下，对照组及吡格列酮组各取５只１２周龄

ＮＯＤ小鼠脾脏１００ｍｇ。（１）ＲＮＡ提取：以脾脏组织１００ｍｇ，

按试剂盒说明书提取总ＲＮＡ。（２）ｃＤＮＡ的合成：按试剂盒推

荐条件进行。（３）ＲＴＰＣＲ扩增。引物序列βａｃｔｉｎ：上游５′

ＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧＡＣＴＣＣＴＡＴＧ３′，下游５′ＣＡＧＧＣＡ

ＧＣＴＣＡＴＡＧＣＴＣＴＴＣＴ３′，扩增长度５９１ｂｐ；ＩＬ４：上游５′

ＴＣＣＴＧＣＴＣＴＴＣＴＴＴＣＴＣＧ３′，下游５′ＡＴＧＣＴＣＴＴＴ

ＡＧＧＣＴＴ ＴＣＣ３′，扩增长度３７３ｂｐ；ＩＦＮγ：上游５′ＡＧＴ

ＧＧＣＡＴＡＧＡＴＧＴＧＧＡＡ３′，下游５′ＧＧＡＣＣＴＧＴＧＧＧＴ

ＴＧＴＴＧＡ３′，扩增长度２６２ｂｐ；ＰＰＡＲγ：上游５′ＴＣＡＡＧＧ

ＧＴＧＣＣＡＧＴＴＴＣＧＡＴＣＣＧＴＡＧＡＡＧＣ３′，下游５′ＣＴＧ

ＣＡＧＣＡＧＧＴＴＧＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴＣＣＴＣ３′，扩增长度３７２

ｂｐ。反应条件：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５６℃４５ｓ，７２℃１

ｍｉｎ，循环（βａｃｔｉｎ３０个、ＩＬ４３２个、ＩＦＮγ３５个、ＰＰＡＲγ３２

个）扩增；７２℃延伸１０ｍｉｎ。循环次数在ＰＣＲ 扩增产物增加

的线性范围内。经１．２％琼脂糖凝胶电泳，用凝胶图像分析系

统对凝胶中目的基因产物条带灰度进行扫描测定光密度值，以

βａｃｔｉｎ作为内参照，目的基因产物与βａｃｔｉｎ的光密度值的比

值为其相对表达水平。

１．２．４　血清ＩＬ４和ＩＦＮγ水平检测　采用ＥＬＩＳＡ 法检测血

清ＩＬ４和ＩＦＮγ水平，实验步骤按照试剂盒说明书进行。

１．２．５　ＮＯＤ鼠脾脏ＰＰＡＲγ、ＮＦＡＴｃ１活性的检测　（１）无菌

条件下，将对照组５只、吡格列酮组４只１２周龄小鼠脾脏１００

ｍｇ制成悬液以待提取核蛋白。（２）核蛋白提取实验步骤按试

剂盒说明书进行。（３）核因子活性实验步骤按试剂盒说明书

进行。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计分析。

计量资料正态分布采用 表示，组间比较采用独立样本狋检验；

ＮＯＤ雌鼠脾脏核因子ＰＰＡＲγｍＲＮＡ相对光密度值采用中位

数表示，组间比较采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验；糖尿病发病率组

间比较采用χ
２ 检验，理论值小于５时采用Ｆｉｓｈｅｒ′精确概率法；

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　吡格列酮对ＮＯＤ小鼠糖尿病发病率的影响　吡格列酮

组及对照组在３０周龄时的发病率分别为５７．１４％（１２／２１）和

７６．１９％（１６／２１），两组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），各

分时点发病率见表１。

表１　　ＮＯＤ雌鼠各周龄发病率［狀（％），狀＝２１］

组别 １５周龄 ２０周龄 ２５周龄 ３０周龄

对照组 ７（３３．３３） １０（４７．６２） １４（６６．６７） １６（７６．１９）

吡格列酮组 １（４．７６） ５（２３．８１） １０（４７．６２） １２（５７．１４）

χ
２ － ２．５９３ １．５５６ １．７１４

犘 ０．０４５ ０．１０７ ０．２１２ ０．１９０

　　－：此项无数据。

２．２　吡格列酮对ＮＯＤ小鼠胰岛炎的影响　吡格列酮组ＮＯＤ

小鼠１５只（其中１只未到１２周龄死亡，１只未见胰腺），对照
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组１５只（其中２只小鼠３张切片胰岛数小于１０个，未纳入统

计），１２周龄时，吡格列酮组胰岛炎指数（１．７９±０．７５）低于对

照组（２．３８±０．６６），胰岛炎情况见图１。

　　Ａ：吡格列酮组胰岛（１分）；Ｂ：对照组胰岛（３分）。

图１　１２周龄ＮＯＤ小鼠胰岛炎图（ＨＥ染色×２００）

２．３　吡格列酮对ＮＯＤ小鼠血清细胞因子的影响　１２周龄时

吡格列酮组ＮＯＤ小鼠１４只，对照组１５只。因每只鼠血清较

少，将两组血清分别混匀，设４个复孔检测，对照组ＩＬ４、ＩＬ４／

ＩＦＮγ分别为（１５２．８０±５４．６９）ｐｇ／ｍＬ、０．２３±０．０９，与吡格列

酮组的（１６２．７４±６８．２２）ｐｇ／ｍＬ、０．３１±０．１５比较，差异无统

计学意 义 （犘＞０．０５）；吡 格 列 酮 组 ＩＦＮγ 较 对 照 组 少

［（５６１．０５±７８．６１）ｐｇ／ｍＬｖｓ．（６６６．４３±２８．４２）ｐｇ／ｍＬ，犘＝

０．０４５］。

２．４　吡格列酮对ＮＯＤ小鼠脾细胞中细胞因子和核因子 ｍＲ

ＮＡ的调节　与对照组比，吡格列酮组１２周龄ＮＯＤ小鼠脾细

胞中细胞因子ＩＦＮγｍＲＮＡ 相对光密度值降低［（０．１６±

０．０７）ｖｓ．（０．５３±０．２６），犘＝０．０１７］，而核因子ＰＰＡＲγｍＲ

ＮＡ相对光密度值增加（０．９１ｖｓ．０．２５，犘＝０．０１６），ＩＬ４相对

光密度值两组间差异无统计学意义［（０．２２±０．０５）ｖｓ．

（０．２３±０．１０），犘＞０．０５］。

２．５　吡格列酮对 ＮＯＤ小鼠脾细胞中ＰＰＡＲγ和 ＮＦＡＴｃ１活

性的调节　１２周龄时，吡格列酮组 ＮＯＤ 小鼠４只，对照组５

只，取脾脏提取核蛋白，因核蛋白较少，将两组核蛋白分别混

匀，设３个复孔检测。与对照组比，吡格列酮组ＰＰＡＲγ活性

升高［（０．０５±０．０１）ｖｓ．（０．０２±０．０１），犘＝０．００６］，ＮＦＡＴｃ１

活性降低［（０．２３±０．０４）ｖｓ．（０．３３±０．０４），犘＝０．０４］。

３　讨　　论

０．０２％吡格列酮处理组ＮＯＤ小鼠在１５周龄时糖尿病发

病率显著降低，３０周龄时降低约２０％，与裴剑浩等
［２］予０．０１％

和０．０４％吡格列酮处理结果类似。

在研究中，１２周龄ＮＯＤ鼠胰岛炎吡格列酮组较对照组减

轻。胰岛炎为ＮＯＤ鼠特征性的病理改变，胰岛炎的轻重可反

应免疫的情况。噻唑烷二酮类药物具有一定的免疫抑制作

用［７８］。ＰＰＡＲγ可在人和鼠类的Ｔ细胞上表达
［９］，ＰＰＡＲ的配

基（激动剂）有两种，生理性配基１５脱氧前列腺素Ｊ２和药理性

配基噻唑烷二酮类合物。ＰＰＡＲγ活化后能调控细胞因子的生

成，可介导抑制单核细胞炎症因子如ＩＬ１、ＩＬ２的生成，产生

抗炎作用［１０］。在研究中发现，吡格列酮组脾细胞ＰＰＡＲγ活性

增高，ＩＦＮγｍＲＮＡ、血清ＩＦＮγ显著下降。ＰＰＡＲγ在 Ｔｈ２

细胞中表达较多，ＰＰＡＲγ可能为Ｔｈ２细胞分化所需的一种转

录因子，ＰＰＡＲγ配体能以某种方式抑制 Ｔ 细胞产生ＩＦＮ

γ
［１１］。这些结果提示吡格列酮平衡免疫作用可能与调节Ｔｈ细

胞分化有关。

一般认为Ｔ１ＤＭ 的发病机制为Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞失衡所

致［１２］。人ＧＡＧ６５ＤＮＡ疫苗通过 ＮＦＡＴ调节 Ｔｈ细胞的分

化，免疫平衡向Ｔｈ２偏移，减轻胰岛炎，降低ＮＯＤ鼠糖尿病发

病率［３］。ＮＦＡＴ有５个家族成员，具有调节Ｔｈ细胞向Ｔｈ１和

Ｔｈ２分 化 的 作 用
［１３］，其 中 ＮＦＡＴ１、ＮＦＡＴ２（即 ＮＦＡＴｃ、

ＮＦＡＴｃ１）和 ＮＦＡＴ４ 在 Ｔ 细胞中表达
［１４］。静息细胞中，

ＮＦＡＴ位于细胞质中，被激活时去磷酸化，转运入胞核，作为转

录因子调节许多细胞因子表达［１３］。ＮＦＡＴ在Ｔ细胞活化和发

育过程中发挥着重要作用［１５］。异常的 ＮＦＡＴｃ增加Ｔｈ１细胞

因子ＩＦＮγ表达、减少ＩＬ４产生，向 Ｔｈ２分化减弱
［１６］。吡格

列酮组脾细胞ＰＰＡＲγ活性增高，ＮＦＡＴｃ１活性显著降低，表

明吡格列酮活化ＰＰＡＲγ后抑制 ＮＦＡＴｃ１活性。ＰＰＡＲγ需与

相应配体结合后才能活化，ＰＰＡＲγ在炎症反应中竞争抑制

ＮＦＡＴ
［１７］。

吡格列酮预防糖尿病的机制可能为，吡格列酮作为

ＰＰＡＲγ配体在Ｔ细胞介导的炎症反应中通过活化ＰＰＡＲγ，竞

争抑制ＮＦＡＴ，降低 ＮＦＡＴｃ１活性，抑制Ｔ细胞的ＩＬ２启动

子，ＩＦＮγｍＲＮＡ减少，血清ＩＦＮγ下降，免疫平衡向Ｔｈ２方

向相对偏移，从而抑制 ＮＯＤ鼠胰岛炎，降低糖尿病的发生。

在预防实验中，吡格列酮主要抑制 ＮＦＡＴｃ１和ＩＦＮγ，是否表

明ＮＦＡＴｃ１和ＩＦＮγ在胰岛炎发生中起主导作用，这还需要

更深入的研究和探索。
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随着报告系统定位进一步精确（如门牌号码），这种方法也就失

去了意义。

所以，单纯时间扫描分析一般适用于单次的、范围比较局

限的爆发预警。而随着人员交流和跨区域活动日益频繁，很多

的传染病疫情往往是在小的局部发生，通过扩散，引起流行和

爆发，这个时候就需要用时空扫描分析来进行预警。

３．２　症状监测预警　在指挥决策系统的疾病监测模块中，症

状监测也是其中重要的一项功能。一般的监测预警分析，需要

提供高危人群、对照组或其他人口分布的地理和时间分布等数

据，而时空重排扫描分析仅仅需要病例数据。事实上，如果在

症状监测系统中运用国家疾病预防控制信息系统一样的地区

编码模式，确定每个症状患者的地理位置，通过各个有代表性

哨点监测数据，就可以根据前瞻性时空扫描的方法实现实时的

监测预警，提高症状监测的预警效能。而且可以在指挥决策系

统中整合学校疾病监测，药店销售监测，医院症状监测等多个

监测系统的数据，进行时空扫描的监测预警分析。国外已经有

人运用此方法对学校缺课登记、药品销售监测、医院腹泻和发

热门诊监测以及生物恐怖袭击进行预警研究［９１１］。

３．３　指挥决策系统中使用该种方法的可能性分析　通过模拟

实时监测预警和实际报告的聚集性疫情分析，２次聚集性疫情

通过监测都提前发出了预警，说明前瞻性时空重排扫描分析方

法可以应用于传染病的监测预警，国外有文献也证明了其可行

性［１２］。并且国外时空扫描的理论研究已有多年，其数学模型

已成型，各种数据处理的方法和校正也基本成熟。在指挥决策

系统软件设计中完全可以按照这一理论和数学模型进行相关

设计，实现实时监测预警。但是目前，我国的各个监测系统之

间缺乏统一的数据编码，而且监测体系也不完善，要提高监测

预警的有效性，需要政府加大投入，统一规范，建立统一的、数

据编码一致的、覆盖广泛的公共卫生监测体系，实现各个监测

系统的有机结合、互相补充，才能促进我国卫生应急预警体系

的建设和发展。
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ｒｙｍｕｒｉｎｅＣＤ４＋ Ｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００２，１６８（１０）：

４９３６４９４５．

［１７］ＢａｏＹ，ＬｉＲ，ＪｉａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏ

ｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａｉｎｈｉｂｉｔｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ１

ｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｖｉａｔｈｅｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ／ＮＦＡＴ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２００８，３１７（１／２）：

１８９１９６．

（收稿日期：２０１３０６１２　修回日期：２０１３０７０４）

７９７３重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３１期




