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噻唑烷二酮类药物对ＧＫ大鼠胰岛Ｂ细胞凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　选择ＧＫ大鼠为２型糖尿病模型，研究噻唑烷二酮类药物（ＴＺＤｓ）罗格列酮和吡格列酮对胰岛Ｂ细胞保
护作用的机制。方法　以雄性ＧＫ大鼠和正常对照雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠为研究对象，随机分为４组：Ｗｉｓｔａｒ正常对照组１３只（Ｗ
组），ＧＫ＋罗格列酮组１０只（Ｒ组），ＧＫ＋吡格列酮组１０只（Ｐ组）和ＧＫ未治疗组１０只（Ｇ组）。其中罗格列酮组给予罗格列

酮钠２ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃，吡格列酮组给予吡格列酮３ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃，ＧＫ未治疗组不予药物干预，实验为期６周。实

验结束后，取胰腺标本固定并进行电镜观察。同时采用免疫组化法检测胰岛细胞Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白的表达，并采用ＴＵＮＥＬ法

检测胰腺Ｂ细胞凋亡情况。结果　电镜下，Ｇ组大鼠胰岛Ｂ细胞出现核皱缩，核仁消失，染色质边集，呈现凋亡早期改变；其
他３组胰岛未见凋亡改变（Ｐ＜０．０１）。Ｒ组和Ｐ组的Ｂｃｌ２表达显著高于Ｇ组（Ｐ＜０．０１）；Ｗ组与Ｇ组相比差异无统计学意义。

Ｒ组、Ｐ组和 Ｗ组的Ｂａｘ表达低于Ｇ组（Ｐ＜０．０５）；Ｒ组和Ｐ组间差异无统计学意义。结论　ＧＫ大鼠胰岛Ｂ细胞存在细胞凋
亡，可能与其发生糖尿病有关。罗格列酮和吡格列酮可以减少ＧＫ大鼠胰岛Ｂ细胞凋亡，且与Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达变化有关。
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　　２型糖尿病以胰岛素抵抗和胰岛Ｂ细胞功能受
损为特征，Ｂ细胞功能受损与细胞数量减少有关，Ｂ

细胞数量是决定胰岛素分泌量的关键因素。ＧＫ大
鼠是一种遗传性非肥胖２型糖尿病模型，成年 ＧＫ
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大鼠Ｂ细胞数量下降，伴随轻中度高血糖、糖耐量受
损、糖刺激的胰岛素分泌受损、肝糖原过度输出、中
等程度的外周胰岛素抵抗（如骨骼肌和脂肪组织）。
噻唑烷二酮类药物（ＴＺＤｓ）可以增加胰岛素敏感性，
降低血糖水平，保护胰岛细胞数量和功能，其机制尚
不清楚。本研究选用２型糖尿病 ＧＫ大鼠模型，用

ＴＺＤｓ（罗格列酮 和吡格列酮）进行干 预，应 用

ＴＵＮＥＬ法检测不同实验组别的大鼠胰岛Ｂ细胞凋
亡，用免疫组化方法检测大鼠胰岛Ｂ细胞中Ｂｃｌ２、

Ｂａｘ的表达，旨在分析各组凋亡发生率的差异，以及

Ｂｃｌ２、Ｂａｘ在凋亡发生过程中的作用。同时运用透
射电镜观察不同组别大鼠胰岛Ｂ细胞超微结构变
化。

１　材料和方法

１．１　实验动物分组　１０周龄雄性ＧＫ大鼠３０只，
同龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠１３只，ＳＰＦ级，由中国科学院
上海实验动物中心提供；动物生产许可证号：ＳＣＸＫ
（沪）２００３０００３，使用许可证号：ＳＹＸＫ（沪）２００４
００１１。

　　将ＧＫ大鼠随机分为３组（ｎ＝１０），糖尿病对照
组（Ｇ组）；罗格列酮组（Ｒ组），罗格列酮钠２ｍｇ·

ｋｇ－１·ｄ－１灌胃；吡格列酮组（Ｐ 组），吡格列酮

３ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃。预设鼠龄、体质量相匹配的

Ｗｉｓｔａｒ大鼠１３只作为正常对照组（Ｗ 组）。Ｇ组和

Ｗ组大鼠给予等量的生理盐水灌胃。所有大鼠均自
由饮水，标准大鼠饲料饲养，每周测量体质量和血
糖。实验为期６周。

１．２　试剂和仪器　罗格列酮：太极集团涪陵制药厂
（该厂家提供的标准品）。吡格列酮：江苏恒瑞制药
有限公司（该公司提供的标准品）。Ｂｃｌ２免疫组化
试剂盒（ＳＡ２０１５）、Ｂａｘ免疫组化试剂盒（ＳＡ２０３０）：
武汉博士德生物工程有限公司。摄片系统：ＳＯＮＹ
ＳＳＣＤＣ１８Ｐ彩色成像系统。电镜：ＰＨＩＬＩＰＳＣＭ１２０
透射电子显微镜。

１．３　电镜观察　实验结束时以颈椎脱臼法处死动
物，迅速开腹并找出胰腺，剥离周围脂肪组织，剪取
胰腺尾部小块组织，立即置于预冷培养皿上，滴加

４℃的２．５％戊二醛固定液，用锋利的手术刀片将小
块胰腺切划为约０．５～１ｍｍ３大小的组织１０余块，
将组织转移至４℃的２．５％戊二醛固定液中。固定、
脱水、浸透、固化、切片，３％醋酸铀枸橼酸铅双重染
色，以ＰＨＩＬＩＰＳＣＭ１２０透射电子显微镜观察并拍
片。

１．４　免疫组织化学染色　使用免疫组化链酶亲和
素过氧化物酶复合物法（ＳｔｒｅｐｔＡｖｉｄｉｎＢｉｏｔｉｎＣｏｍ

ｐｌｅｘ，ＳＡＢＣ）及 ＤＡＢ显色系统，检测胰岛细胞内

Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达。

１．５　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　将脱氧核糖核苷
酸和荧光素、过氧化物酶、碱性磷酸酶混合液，在脱
氧核糖核苷酸末端转移酶（ＴｄＴ）的作用下，标记到

ＤＮＡ的３′末端，进行凋亡细胞的检测。

１．６　图像分析与显微拍照　所有切片均应用 Ｍｏｔｉｃ
Ｍｅｄ６．０数码医学图像分析系统进行免疫组化的定
量分析和细胞凋亡分析。免疫组化每张切片在放大

２００倍图像的胰岛区域依次选取５个视野，每个观察
指标在同一标本中制作３张切片，即每个观察指标
随机选取１５个视野，统计阳性率。细胞凋亡采用放
大４００倍图像进行分析。应用显微成像系统进行显
微拍照。

１．７　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＡＳ６．１２软件进行统计分析，多组间均数的比较及
任意两组间均数的比较用完全随机设计资料的方差

分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　胰岛Ｂ细胞凋亡及Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达　结果见
表１。Ｂ细胞凋亡：Ｗ 组、Ｒ组和Ｐ组显著低于Ｇ组
（Ｐ＜０．０１）；Ｒ组和Ｐ组间差异无统计学意义。Ｂｃｌ
２表达：Ｒ组、Ｐ组显著高于Ｇ组（Ｐ＜０．０１）；Ｒ组和

Ｐ组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｗ 组与Ｇ组
相比差异无统计学意义。Ｂａｘ表达：Ｒ组、Ｐ组和 Ｗ
组低于Ｇ组（Ｐ＜０．０５）；Ｒ组和Ｐ组间差异无统计
学意义。

表１　胰岛Ｂ细胞凋亡及Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达

Ｔａｂ１　Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｉｓｌｅｔβｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄ

Ｂｃｌ２，Ｂａｘｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
（珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｂｃｌ２ Ｂａｘ

Ｗ １３ ０．００６１±０．００２８ ０．２２±０．０５ ０．２５±０．１７

Ｒ １０ ０．０２２３±０．０１１６ ０．５３±０．１９０．３１±０．１０

Ｐ １０ ０．０２６３±０．０１１８ ０．５４±０．２００．２７±０．１１

Ｇ ９ ０．０５９７±０．０１９９ ０．１９±０．１４ ０．５２±０．１８

　Ｗ：Ｗｉｓｔａｒｇｒｏｕｐ；Ｒ：Ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅｇｒｏｕｐ；Ｐ：Ｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｇｒｏｕｐ；

Ｇ：ＧｏｔｏＫａｋｉｚａｋｉｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｇｒｏｕｐＧ

２．２　胰岛Ｂ细胞超微结构改变（透射电镜观察）　
Ｗ 组大鼠胰岛Ｂ细胞细胞核形状呈规则的卵圆形，
核仁清晰，核染色质均匀。胞质有大量密度不一的
分泌颗粒及丰富的结构正常的粗面内质网和散在的

线粒体，分泌颗粒与界膜之间空隙较大。Ｒ组和Ｐ
组大鼠胰岛Ｂ细胞细胞核形状基本规则，核仁明显，
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细胞器结构基本正常，内分泌颗粒较 Ｗ 组减少。Ｇ
组大鼠胰岛Ｂ细胞细胞核形状欠规则，核仁消失，染
色质边集，核周间隙扩张，无明显线粒体肿胀，呈现

凋亡早期改变。内分泌颗粒较 Ｗ 组明显减少。结
果见图１。

图１　大鼠胰岛Ｂ细胞超微结构

Ｆｉｇ１　Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｉｓｌｅｔｂｅｔａｃｅｌｌｓ（ＴＥＭ）

Ａ，Ｅ：Ｗｉｓｔａｒｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｆ：Ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｇ：Ｐｉｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｇｒｏｕｐ；Ｄ，Ｈ：ＧｏｔｏＫａｋｉｚａｋｉｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４８００（ＡＤ）；

×１５０００（ＥＨ）

３　讨　论

　　胰岛Ｂ细胞功能受损是２型糖尿病的重要特
征。空腹血糖受损（ｉｍｐａｉｒｅｄｆａｓｔｉｎｇｇｌｕｃｏｓｅ，ＩＦＧ）
和２型糖尿病患者的Ｂ细胞数量均明显减少，并以
后者为著；而且糖尿病患者体内细胞凋亡率明显提
高，但增殖、复制正常，提示Ｂ细胞凋亡增加是其数
目减少的根本原因。Ａｋｉｙａｍａ等［１］研究发现，Ｗｆｓ１
基因敲除糖尿病小鼠Ｂ细胞出现粗面内质网肿胀、
核碎裂等超微结构改变，同时提示细胞凋亡的标记
蛋白：内质网伴侣免疫球蛋白结合蛋白（ＥＲｃｈａｐｅｒ
ｏｎｅｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂｉｐ）的表达，
以及真核翻译启动子２α亚基（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆ
ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，ｅＩＦ２α）磷
酸化水平均显著提高。

　　细胞凋亡是许多细胞有机体调控机体发育，维
护内环境稳定，由基因控制的细胞主动死亡过程。
我们的实验中，透射电镜下观察到Ｇ组大鼠胰岛Ｂ
细胞出现核皱缩，核仁消失，染色质边集，核周间隙
扩张，无明显线粒体肿胀，呈现凋亡早期改变。而经
过罗格列酮和吡格列酮干预的大鼠胰岛Ｂ细胞细胞

核形状基本规则，核仁明显，细胞器结构基本正常，
说明罗格列酮和吡格列酮可以抑制ＧＫ大鼠胰岛Ｂ
细胞凋亡的病理学改变。

　　对人离体胰岛Ｂ细胞研究发现，吡格列酮和水
杨酸钠共同作用，通过阻断 ＮＦκＢ／Ｆａｓ通路，保护
人胰岛 Ｂ 细胞免受血糖和ＩＬ１β介导的细胞凋
亡［２］。罗格列酮激活ＰＰＡＲγ后，通过磷脂酰肌醇３
激酶级联反应，保护人胰岛Ｂ细胞免受胰岛素淀粉
样多肽（ＩＡＰＰ）诱导的凋亡作用［３］。

　　在细胞凋亡的两个进化保守的信号转导途径
中，Ｂｃｌ２家族成员的构成比例是凋亡调控的关键因
素，尤其是Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比率是启动细胞凋亡的“分子
开关”［４］。Ｂａｘ和Ｂｃｌ２通过形成同源或异源二聚体
来调节细胞凋亡：当Ｂａｘ形成同源二聚体时诱导细
胞凋亡；Ｂａｘ与Ｂｃｌ２形成异源二聚体时则抑制细胞
凋亡。细胞凋亡的数学模型认为，Ｂｃｌ２家族的促凋
亡和抑凋亡分子的比率直接决定了线粒体外膜各种

通道的开放程度，形成细胞凋亡调控的枢纽［５］。故
有学者认为Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比率是调控细胞死亡的“可
变电阻器”［６］。本研究发现 ＧＫ 大鼠胰岛组织中

Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值显著降低，伴随Ｂａｘ基因表达明显升
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高和Ｂｃｌ２基因的表达降低。在进一步验证了 ＧＫ
大鼠胰岛Ｂ细胞凋亡存在的同时，初步探索了Ｂ细
胞凋亡进程中可能的分子信号的改变。

　　目前诱导胰岛Ｂ细胞凋亡发生的因素主要包括
糖毒性、脂毒性及氧化应激途径。糖毒性可以通过

Ｂｃｌ２家族影响Ｂ细胞凋亡。在高糖条件下，胰岛细
胞的凋亡水平升高，ＢｃｌＸＬ表达下降，而Ｂａｄ、Ｂｉｄ、

Ｂｉｋ则过表达，而阻断ｃＪｕｎＮ端激酶活性可抑制高
糖诱导的Ｂｃｌ２凋亡家族相关蛋白的改变［７］。进一
步证实了高血糖导致Ｂ细胞凋亡可能与Ｂｃｌ２蛋白
家族间抗凋亡与促凋亡成分表达调节有关。

　　Ｍａｅｄｌｅｒ等［８］和Ｌｕｐｉ等［９］通过对人胰岛Ｂ细
胞体外实验发现，在高血糖和ＦＦＡ诱导Ｂ细胞凋亡
时，Ｂｃｌ２表达下降。Ｐｉｒｏ等［１０］将鼠胰岛分别暴露

于ＦＦＡ培养７ｄ，高糖培养３ｄ，结果均发现Ｂ细胞
凋亡增加，ｃａｓｐａｓｅ３活性增加，Ｂａｘ基因表达增加，

Ｂｃｌ２表达下降，说明在ＦＦＡ诱导Ｂ细胞凋亡同时，

Ｂｃｌ２表达下降，提示Ｂｃｌ２与ＦＦＡ诱导的Ｂ细胞凋
亡有关。

　　上述实验均证实在胰岛Ｂ细胞凋亡发生时，存
在Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的参与。本实验亦证实罗格列酮和吡
格列酮减少Ｂ细胞凋亡时，Ｂｃｌ２表达上调，Ｂａｘ表
达下调。推测是否与罗格列酮和吡格列酮降低血
糖，调节血脂有关，还是存在其他机制，如与其受体

ＰＰＡＲγ结合后的效应，如何调节触发内源性凋亡的
因子表达，此外，Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达的变化，通过何种下
游因子作用，而最终作用于Ｂ细胞凋亡均需进一步
研究。

　　总之，本研究发现ＧＫ大鼠体内存在少量的Ｂ
细胞凋亡，可能是糖尿病发生的部分原因。罗格列
酮和吡格列酮均能减少胰岛Ｂ细胞凋亡，其机制与

Ｂｃｌ２、Ｂａｘ表达变化有关。本研究结果对于探讨２
型糖尿病的发病机制提供了些许思路，提示噻唑烷
二酮类药物临床应用可能延缓２型糖尿病患者胰岛

Ｂ细胞功能衰竭的进程。
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