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Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路相互作用对

胰岛细胞半胱天冬酶３表达的影响
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（１．西南医科大学附属医院内分泌科，四川泸州６４６０００；２．重庆市荣昌区人民医院内分泌科　４０２４６０；

３．西南医科大学药物与功能性食品研究中心，四川泸州６４６０００）

　　［摘要］　目的　探讨核因子相关因子２（Ｎｒｆ２）／抗氧化反应元件（ＡＲＥ）通路与磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（ＡＫＴ）

通路相互作用对２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）大鼠胰岛细胞凋亡和半胱天冬酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）蛋白表达的影响及其可能机制。方法　将６０

只雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠分为正常对照组（ＮＣ组，狀＝２０）、糖尿病模型组（ＤＭ组，狀＝２０）和叔丁基对苯二酚干预组（ｔＢＨＱ组，狀＝２０），

干预８周后处死所有大鼠，ＴＵＮＥＬ检测胰岛细胞凋亡，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）测定血清及胰腺组织中丙二醛（ＭＤＡ）水平，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、总Ｎｒｆ２、核Ｎｒｆ２、血红素氧合酶１（ＨＯ１）、Ｃａｓｐａｓｅ３在胰岛细胞中蛋白表达水平。结果　与ＮＣ

组比较，ＤＭ组胰岛细胞凋亡率显著增加（犘＝０．０００），而ｔＢＨＱ组胰岛细胞凋亡率明显低于ＤＭ组（犘＝０．０００）。ＤＭ组血清及胰

腺组织中 ＭＤＡ水平较ＮＣ组明显升高（犘＝０．０００），而ｔＢＨＱ组血清及胰腺组织中 ＭＤＡ水平明显低于ＤＭ组（犘＝０．０００）。ＤＭ

组ｐＡＫＴ、总Ｎｒｆ２、核Ｎｒｆ２及 ＨＯ１蛋白的表达水平均较ＮＣ组显著降低（犘＝０．０００），Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平较ＮＣ组明显升

高（犘＝０．０００）；与ＤＭ组比较，ｔＢＨＱ组ｐＡＫＴ、总Ｎｒｆ２、核Ｎｒｆ２及 ＨＯ１蛋白的表达水平均明显增加（犘＝０．０００），Ｃａｓｐａｓｅ３蛋

白表达水平明显降低（犘＝０．０１７）；ＡＫＴ蛋白表达水平在３组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路与

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路相互作用对抑制胰岛细胞Ｃａｓｐａｓｅ３的表达及延缓胰岛细胞凋亡进程产生重要的保护作用。

［关键词］　半胱天冬酶３；糖尿病，２型；胰岛；细胞凋亡；Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路；ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路；氧化性应激
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犔犻犆犺犲狀犵
１，２，犡犻犪犑犻狔犻

３，犠犪狀犙犻狀１△

（１．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犈狀犱狅犮狉犻狀狅犾狅犵狔，犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犛狅狌狋犺狑犲狊狋犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犔狌狕犺狅狌，犛犻犮犺狌犪狀６４６０００，犆犺犻狀犪；

２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犈狀犱狅犮狉犻狀狅犾狅犵狔，犜犺犲犚狅狀犵犮犺犪狀犵犇犻狊狋狉犻犮狋犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾，犆犺狅狀犵狇犻狀犵４０２４６０，犆犺犻狀犪；

３．犚犲狊犲犪狉犮犺犆犲狀狋犲狉犳狅狉犇狉狌犵犪狀犱犉狌狀犮狋犻狅狀犪犾犉狅狅犱，犛狅狌狋犺狑犲狊狋犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犔狌狕犺狅狌，犛犻犮犺狌犪狀６４６０００，犆犺犻狀犪）

　　［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｂｅｔｗｅｅｎＮｒｆ２／ＡＲＥａｎｄＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

ｐａｔｈｗａｙｓｏｎｔｈｅｉｓｌｅｔｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄＣａｓｐａｓｅ３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＳｉｘｔｙｍａｌｅＷｉｓｔａｒｒａｔｓｗｅｒｅ

ｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＮＣｇｒｏｕｐ，狀＝２０），ｄｉａｂｅｔｉｃｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＤＭｇｒｏｕｐ，狀＝２０）ａｎｄｔｅｒｔｉａｒｙｂｕｔｙｌｈｙｄ

ｒｏｑｕｉｎｏｎｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｔＢＨＱｇｒｏｕｐ，狀＝２０）．Ａｌｌｒａｔｓｗｅｒｅｋｉｌｌｅｄａｆｔｅｒｅｉｇｈｔｗｅｅｋｓｏｆｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．ＴＵＮＥＬｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅ

ｔｅｒｍｉｎｅｉｓｌｅｔｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＥＬＩＳＡｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅＭＤＡｌｅｖｅｌｓｉｎｓｅｒｕｍａｎｄｐａｎｃｒｅａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏ

ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＫＴ，ｐＡＫＴ，ｔｏｔａｌＮｒｆ２，ｎｕｌｅａｒＮｒｆ２，ＨＯ１，Ｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｉｓｌｅｔｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＤＭｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（犘＝０．０００）．Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｒａｔｅｏｆｉｓｌｅｔｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔＢＨＱｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＤＭｇｒｏｕｐ（犘＝０．０００）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ，

ｔｈｅＭＤＡｌｅｖｅｌｓｉｎｓｅｒｕｍａｎｄｐａｎｃｒｅａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｉｎｔｈｅＤＭｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（犘＝０．０００），ｗｈｉｌｅｔｈｅｓｅｒｕｍａｎｄｐａｎ

ｃｒｅａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡｉｎｔｈｅｔＢＨＱｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＤＭｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

ｏｆｐＡＫＴ，ｔｏｔａｌＮｒｆ２，ｎｕｌｅａｒＮｒｆ２ａｎｄＨＯ１ｉｎｔｈｅＤＭｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ（犘＝０．０００），

ｗｈｉｌｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ（犘＝０．０００）．ＴｈｅｔＢＨＱｇｒｏｕｐ

ｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＡＫＴ，ｔｏｔａｌＮｒｆ２，ｎｕｌｅａｒＮｒｆ２ａｎｄＨＯ１ｔｈａｎｔｈｅＤＭｇｒｏｕｐ（犘＝０．０００），ｗｈｉｌｅｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（犘＝０．０１７）．ＡＫＴｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｈａｄｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇ

ｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（犘＞０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｂｅｔｗｅｅｎＮｒｆ２／ＡＲＥａｎｄＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙｓｇｅｎ

ｅｒａｔｅｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ｉｎｉｓｌｅｔｃｅｌｌａｎｄｄｅｌａｙｉｎｇｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｉｓｌｅｔｃｅｌｌａｐｏｐ

ｔｏｓｉｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　Ｃａｓｐａｓｅ３；ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ｔｙｐｅ２；ｉｓｌｅｔｓｏｆｌａｎｇｅｒｈａｎｓｉｓｌｅｔ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｎｒｆ２／ＡＲＥｐａｔｈｗａｙ；ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈ

ｗａｙ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

　　磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／

蛋白激酶Ｂ（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＫＴ）通路已被证

明在调控胰岛细胞凋亡方面发挥着重要作用。Ｌｉ等
［１］研究发

现，人 胰 岛 淀 粉 样 多 肽 （ｈｕｍａｎｉｓｌｅｔａｍｙｌｏｉｄｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，

ｈＩＡＰＰ）聚集可导致２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，

Ｔ２ＤＭ）胰岛Ｂ细胞损伤、凋亡，这与氧化应激对ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

２９２ 重庆医学２０１７年１月第４６卷第３期

 基金项目：四川省教育厅科研计划资助项目（１５ＺＢ０１５３）。　作者简介：李程（１９８６－），主治医师，硕士，主要从事糖尿病及其并发症方面

研究。　△　通信作者，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｑｉｎ３＠１６３．ｃｏｍ。



通路的抑制作用不断增强，进而激活重组人半胱天冬酶３、８、９

（Ｃａｓｐａｓｅ３，８，９）有关。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路调控的其中一个下游

信号蛋白为核因子相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔ

ｅｄｆａｃｔｏｒ２，Ｎｒｆ２），通过激活 Ｎｒｆ２，使 Ｎｒｆ２／抗氧化反应元件

（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）通路诱导血红素氧合酶

１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ１）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓ

ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）等抗氧化酶的表达，发挥抗氧化应激作用，而应

用ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路特异性抑制剂处理后，则可抑制 Ｎｒｆ２活

性［２３］。本研究通过激活Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路，观察对Ｔ２ＤＭ 大鼠

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达及胰岛细胞凋亡的影响，

以探讨Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路相互作用对Ｔ２ＤＭ

大鼠胰岛细胞的保护作用及可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料　健康８周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体质量１８０～２００ｇ，

由重庆腾鑫比尔实验动物销售公司提供。链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐ

ｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；叔丁基对苯二酚（ｔｅｒｔ

ｂｕｔｙｌｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ，ｔＢＨＱ）购自比利时 Ａｃｒｏｓ公司；丙二醛

（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒

购自美国Ｏｍｅｇａ公司；ＴＵＮＥＬ试剂盒购自德国Ｒｏｃｈｅ公司；

总蛋白、核蛋白提取试剂盒购自南京凯基生物科技有限公司；

二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司；兔抗大鼠 Ｎｒｆ２多克隆抗体购自美国Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司；兔抗大鼠ＡＫＴ单克隆抗体购自美国ＣＳＴ公司；兔

抗大鼠ｐＡＫＴ（Ｓｅｒ４７３）多克隆抗体购自美国ＣＳＴ公司；兔抗

大鼠 ＨＯ１多克隆抗体购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司；兔抗大鼠

Ｃａｓｐａｓｅ３单克隆抗体购自美国ＣＳＴ公司；兔抗大鼠甘油醛３

磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体购自美国ＣＳＴ公司，辣根过

氧化物酶（ＨＲＰ）山羊抗兔免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）购自上海碧云

天生物技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　糖尿病大鼠模型的建立及分组　取６０只雄性 Ｗｉｓｔａｒ

大鼠予以高糖、高脂饲料喂养，高糖、高脂饲料配方为普通饲料

６６．５％，蔗糖２０．０％，猪油１０．０％，胆固醇２．５％，胆酸盐

１．０％
［４］。喂养４周后，空腹８ｈ，一次性腹腔注射 ＳＴＺ３０

ｍｇ／ｋｇＢＷ（用前以ｐＨ４．３的０．１ｍｍｏｌ／Ｌ枸橼酸盐缓冲液配

成１．０％的浓度），高糖、高脂饲料继续喂养７２ｈ后，空腹测尾

静脉血糖大于或等于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ为Ｔ２ＤＭ 模型建立成功，

共４３只大鼠造模成功，采用随机数字表法将其分为两组：糖尿

病模型组（ＤＭ组）２０只，不用药物干预，在高糖、高脂饲料中

添加１．０％面粉；ｔＢＨＱ干预组（ｔＢＨＱ组）２０只，参照文献［５］

的方法，在高糖、高脂饲料中添加１．０％ｔＢＨＱ，余下的３只

Ｔ２ＤＭ大鼠剔除。同时，另取２０只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠作为正常对照

组（ＮＣ组），不用药物干预，在普通饲料中添加１．０％面粉。３

组大鼠连续干预８周后处死，穿刺心脏收集全血并离心，取血

清放入－２０℃冰箱冻存待测，收集胰腺组织，放入－８０℃冰

箱冻存备检。

１．２．２　胰岛细胞凋亡观察及细胞凋亡率计算　各组胰腺组织

切片采用ＴＵＮＥＬ法检测，操作严格按照ＴＵＮＥＬ试剂盒说明

书进行。在２００倍光镜下观察凋亡细胞核（棕黄色）和未发生

凋亡的细胞核（蓝色）。每张切片至少选取３～５个胰岛在高倍

视野（×４００）下计算胰岛细胞凋亡率，凋亡率＝凋亡细胞核数／

总细胞核数×１００％。

１．２．３　ＭＤＡ检测　采用ＥＬＩＳＡ法检测血清及胰腺组织中

ＭＤＡ水平，测定方法按照 ＭＤＡＥＬＩＳＡ试剂盒使用说明，取

大鼠胰岛数目含量最多的胰尾组织约１００ｍｇ，加入ＲＩＰＡ裂

解缓冲液，１２０００ｒ／ｍｉｎ低温离心１０ｍｉｎ，在酶标包被板上分

别设标准品孔、空白对照孔、待测样品孔。将５０μＬ标准品加

入标准品孔中，先后将１０μＬ和４０μＬ待测样品稀释液加到待

测样品孔中，空白对照孔不加任何液体。然后加入抗体工作液

和酶标抗体工作液继续反应，最后加入底物工作液反应后在

４５０ｎｍ波长处对每孔的光密度（犗犇）值进行测量，根据标准品

的浓度和犗犇值算出 ＭＤＡ浓度。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白　取大鼠胰岛数目含量最

多的胰尾组织约１００ｍｇ，加入ＲＩＰＡ裂解缓冲液，１２０００ｒ／ｍｉｎ

低温离心１０ｍｉｎ，取上清液即得胰腺组织总蛋白，胰腺组织核

蛋白的提取严格按照凯基生物核蛋白提取试剂盒说明书操作。

用二喹啉甲酸（ＢＣＡ）法测定蛋白浓度，取等量蛋白电泳并转移

至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，室温下封闭后，滴加 ＡＫＴ

（１∶１０００）、ｐＡＫＴ （１∶１０００）、Ｎｒｆ２（１∶８００）、ＨＯ１

（１∶５００）、Ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）一抗溶液，以及标准内参ＧＡＰ

ＤＨ（１∶１０００），４℃孵育过夜后加入 ＨＲＰ山羊抗兔ＩｇＧ二抗

溶液，室温孵育１ｈ，电化学发光（ＥＣＬ）显色，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像

系统成像，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ测灰度值并分析。实验重复４次，取

平均值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对实验数据进行

分析，计量资料用狓±狊表示，多组间比较采用 ＡＮＯＶＡ分析，

组间两两比较采用ＬＳＤ狋检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组大鼠胰岛细胞凋亡率的比较　凋亡细胞缩小，细胞

核染色质浓缩、碎裂。ＤＭ 组胰岛细胞凋亡率［（２６．４２±

６．９３）％］较ＮＣ组［（７．０５±２．８１）％］显著增加（犘＝０．０００），

ｔＢＨＱ组胰岛细胞凋亡率［（１３．６２±３．７７）％］较ＤＭ 组明显减

少（犘＝０．０００），见图１。

　　Ａ：ＮＣ组；Ｂ：ＤＭ组；Ｃ：ｔＢＨＱ组。

图１　　各组大鼠胰岛细胞凋亡观察（ＴＵＮＥＬ，×２００）
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２．２　各组大鼠血清及胰腺组织中 ＭＤＡ水平的比较　ＤＭ 组

血清及胰腺组织中 ＭＤＡ水平较ＮＣ组明显升高（犘＝０．０００），

ｔＢＨＱ组血清及胰腺组织中 ＭＤＡ 水平较 ＤＭ 组明显降低

（犘＝０．０００），见表１。

表１　　各组大鼠血清及胰腺组织中 ＭＤＡ水平

　　　比较（狓±狊，ｎｍｏｌ／Ｌ）

组别 狀 血清ＭＤＡ水平 胰腺ＭＤＡ水平

ＮＣ组 ２０ ５．６９±１．３４ １５．５２±２．６３

ＤＭ组 ２０ １８．７１±２．５５ａ ３８．１２±５．８５ａ

ｔＢＨＱ组 ２０ ９．９７±２．０６ｂ ２５．９４±４．２４ｂ

犉 ２９３．６４７ ２１５．２１１

犘 ０．０００ ０．０００

　　ａ：犘＜０．０１，与ＮＣ组比较；ｂ：犘＜０．０１，与ＤＭ组比较。

２．３　各组大鼠胰腺组织ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、总Ｎｒｆ２、核 Ｎｒｆ２、ＨＯ

１和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的比较　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：ＤＭ

组ｐＡＫＴ、总Ｎｒｆ２、核Ｎｒｆ２及 ＨＯ１蛋白的表达水平均较ＮＣ

组显著降低（犘＝０．０００），Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平较 ＮＣ组明

显升高（犘＝０．０００）；与ＤＭ组比较，ｔＢＨＱ组ｐＡＫＴ、总Ｎｒｆ２、

核Ｎｒｆ２及 ＨＯ１蛋白的表达水平均明显增加（犘＝０．０００），

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平明显降低（犘＝０．０１７）；ＡＫＴ蛋白表达

水平在３组间差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图２、表２。

图２　　各组大鼠胰腺组织ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、总Ｎｒｆ２、

核Ｎｒｆ２、ＨＯ１、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达

表２　　各组大鼠胰腺组织各蛋白表达的相对强度比较（狓±狊）

组别 狀 ＡＫＴ ｐＡＫＴ 总Ｎｒｆ２ 核Ｎｒｆ２ ＨＯ１ Ｃａｓｐａｓｅ３

ＮＣ组 ４ ０．９９±０．０８ １．３６±０．２２ １．１２±０．１４ １．０１±０．０９ ０．８９±０．０７ ０．５４±０．０４

ＤＭ组 ４ ０．９９±０．０９ ０．５０±０．０４ａ ０．５８±０．０５ａ ０．４８±０．０７ａ ０．５８±０．０５ａ １．３２±０．２１ａ

ｔＢＨＱ组 ４ １．０２±０．１３ １．０３±０．１１ｂ １．３１±０．２０ｂ １．５２±０．２５ｂ １．５４±０．２７ｂ １．０３±０．１５ｂ

犉 １．２３９ ４２．８５８ ３６．４０９ ５１．４１６ ５９．６３４ ４８．１９５

犘 ０．３３５ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　ａ：犘＜０．０１，与ＮＣ组比较；ｂ：犘＜０．０１，与ＤＭ组比较。

３　讨　　论

　　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路与 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路形成的ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路在调节机体氧化应激方面发挥着重要作

用［６７］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路在机体各组织与细胞中广泛存在，通

过抑制Ｃａｓｐａｓｅ家族活性来调控细胞凋亡周期
［８］。Ｃａｓｐａｓｅ家

族是细胞凋亡环节中的主要参与者，Ｃａｓｐａｓｅ３在该环节中扮

演着主要角色，Ｃａｓｐａｓｅ３激活与过度表达均可引起细胞凋亡

信号转导级联反应的进一步放大，最终使细胞发生凋亡［９］。

Ｔｉｅ等
［１０］通过研究氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）对内皮

祖细胞（ＥＰＣｓ）ＰＩ３Ｋ的亚基ｐ８５及 ＡＫＴ的影响发现，ｏｘＬＤＬ

可使ｐ８５亚硝基化，并显著降低ｐＡＫＴ／ＡＫＴ比值，进而诱导

ＥＰＣｓ凋亡，这一改变可通过离体抗氧化治疗逆转，提示氧化

应激反应可干扰ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路信号转导，导致ＥＰＣｓ凋亡。

根据ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转导通路特点，ＰＩ３Ｋ与ＡＫＴ结合后，先

后将ＡＫＴ的两个位点（Ｔｈｒ３０８和 Ｓｅｒ４７３）磷酸化，从而使

ＡＫＴ完全活化
［１１１２］，在本研究中，ＤＭ 组ｐＡＫＴ蛋白低表达

提示其未被激活或未完全活化。同时，ＤＭ 组Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白

表达水平上调，胰岛细胞凋亡率显著增加，说明ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通

路失活后对Ｃａｓｐａｓｅ３的抑制作用减弱，从而促使胰岛细胞凋

亡。由于ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路可诱导下游靶基因 Ｎｒｆ２的转录，进

而使其磷酸化入细胞核与 ＡＲＥ结合，并上调抗氧化酶 ＨＯ１

蛋白的表达，发挥细胞保护功能，而未磷酸化入细胞核的 Ｎｒｆ２

在细胞质中被泛素化降解［１３］。因此，本研究通过检测 Ｎｒｆ２、

ＨＯ１、ＭＤＡ指标来反映抗氧化应激能力和胰岛细胞氧化应激

水平。结果显示，ＤＭ 组抗氧化应激能力明显减弱，胰岛细胞

处于高氧化应激状态，证明氧化应激可阻碍ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路信

号转导，而ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路活性降低可导致Ｎｒｆ２激活障碍、入

核减少，并促进其被泛素化降解，从而引起Ｎｒｆ２总蛋白、核蛋白

表达水平均降低。由此，笔者推测，Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路活性降低或

激活障碍，可下调 ＨＯ１蛋白的表达水平，导致ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路

更容易受到氧化应激的攻击损伤，使Ｃａｓｐａｓｅ３活性逐渐增强，

如此循环往复，最终加速了胰岛细胞凋亡进程。

由于ＤＭ组Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路处于活性降低或失活状态，据

此，本研究选用Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路特异性激活剂ｔＢＨＱ对Ｔ２ＤＭ

大鼠进行为期８周的干预和观察
［１４］。结果发现，ｔＢＨＱ组抗氧

化应激能力明显增强，胰岛细胞氧化应激水平明显降低，提示

Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路被激活后，可抑制 Ｎｒｆ２在细胞质中被泛素化

降解，增加其磷酸化入核率，进而上调抗氧化酶表达，降低胰岛

细胞氧化应激水平［１５］。同时，ｔＢＨＱ组 ＡＫＴ磷酸化水平增

强，并伴随着Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平下调，胰岛细胞凋亡率

明显降低，由此说明激活 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路可减轻氧化应激对

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的影响，进而抑制Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白活性，使胰

岛细胞凋亡明显减少。

综上所述，Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路通过抗氧化应激作用，保护

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的正常信号转导，而ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路可介导

Ｎｒｆ２蛋白表达，发挥 Ｎｒｆ２／ＡＲＥ通路抗氧化应激活性。两者

相互作用、相互渗透，对抑制胰岛细胞Ｃａｓｐａｓｅ３的表达及延

缓胰岛细胞凋亡进程起着重要的保护作用。
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