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　　［摘要］　目的　研究生物活性肽Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ对２型糖尿病胰岛素抵抗模型大鼠组织ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ１的表达及胰岛Ｂ细胞
凋亡的影响。方法　用低剂量链脲佐菌素（ＳＴＺ）联合高脂喂养的方法建立胰岛素抵抗大鼠模型，分别用Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ、二甲双胍
和生理盐水作用于模型大鼠。检测大鼠糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）、空腹胰岛素（ＦＩＮＳ）、空腹血糖（ＦＢＧ）等生化指标、计算胰岛素

敏感指数（ＩＳＩ），观察 Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ对胰岛素抵抗模型大鼠的疗效。蛋白质印迹法检测大鼠胰岛组织ＪＡＫ１转录激活子１

（ＳＴＡＴ１）的蛋白表达水平；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ染色法比较各组胰岛Ｂ细胞对氧化应激诱发的细胞凋亡率。结果　与生理盐水
对照组相比，Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ治疗组ＩＳＩ增高，糖化血红蛋白降低（Ｐ 均＜０．０５）。与生理盐水对照组和二甲双胍治疗组相比，Ｅｘ

ｅｎａｔｉｄｅ组胰岛组织中ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ１蛋白表达水平降低 （Ｐ＜０．０１），且 Ｈ２Ｏ２诱发的胰岛Ｂ细胞凋亡率降低（Ｐ＜０．０１）。结

论　Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ可能通过调节ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ１的表达，改善胰岛素抵抗，抑制Ｂ细胞凋亡。
　　［关键词］　２型糖尿病；艾塞那肽；胰岛素抵抗；ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ１；细胞凋亡
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ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ１．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ；Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ；ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ１；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（１１）：１１８９１１９２］

　　胰高血糖素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｓｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，

ＧＬＰ１）是胰高血糖素原基因的翻译产物通过Ｃ端剪
切形成的肠促胰岛素，具有调节脂肪代谢、促进胰岛
素分泌、抑制胰高血糖素生成、刺激胰岛Ｂ细胞的增
殖与分化、抑制Ｂ细胞凋亡等多项生理功能［１２］。但

由于ＧＬＰ１在血浆的半衰期只有９０ｓ，限制了其生
理功能的发挥。

　　Ｅｘｅｎｄｉｎ４是从钝尾毒蜥蜴的唾液中提取的类
似肠促胰岛素的生物活性肽，与 ＧＬＰ１的氨基酸序
列有５３％的同源性，并与ＧＬＰ１的受体具有高度亲
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和力［３４］。Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ为Ｅｘｅｎｄｉｎ４的人工合成物，由
于其Ｎ端不被ＤＰＰⅣ分解，故在血浆中的半衰期更
长，具备更好的临床应用价值。Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ的临床使
用使部分二甲双胍、磺脲类药物或二甲双胍联合磺
脲类药物等治疗方案不能达标的２型糖尿病患者症
状得到了有效的缓解。由于其不仅有促进胰岛素分
泌、保护Ｂ细胞的功能，还有降低体质量、纠正代谢
紊乱、保护心血管、增强记忆力等作用［５７］，目前Ｅｘ
ｅｎａｔｉｄｅ的应用指征有扩大的趋势。为了更安全、有
效地促进Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ的临床应用，需要对其作用特点
和机制进行深入的研究。

　　本研究在高糖高脂诱导的大鼠胰岛素抵抗模型
基础上，观察Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ的调节糖代谢和胰岛素敏感
性的作用，并进一步分析其对胰岛Ｂ细胞凋亡的影
响，探讨可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　实验材料和设备　３个月龄ＳＤ大鼠，雄性，清
洁级，体质量１８０～２００ｇ，购于上海实验动物中心，
饲养于第二军医大学实验动物中心清洁级动物室。
链脲佐菌素 （ＳＴＺ）和Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司。ＲＰＭＩ１６４０购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。Ａｎｎｅｘｉｎ
Ⅴ／ＰＩ凋亡检测试剂盒购自Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司。ＪＡＫ１、

ＳＴＡＴ１抗体购自Ｓｉｇｍａ公司，相应的辣根过氧化酶
标记的二抗购自上海生工生物工程技术服务有限公

司。βａｃｔｉｎ抗体和ＥＣＬ显色检测试剂盒购自Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司。细胞总蛋白裂解液购自 Ｐｉｅｃｅ公司，

０．４５μｍＮＣ膜购自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司。胰岛素放射
免疫分析药盒购自天津九鼎医学生物工程公司。糖
化血红蛋白 Ａ１ｃ（ＨｂＡ１ｃ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自美国

ＡＤＬ公司。ＯｎｅＴｏｕｃｈⅡ型血糖仪及其试纸为Ｌｉ
ｆｅｓｃａｎ公司产品；ＨＩＴＡＣＨ７１７０型自动生化分析仪
为日立公司产品；光学显微镜及摄像系统为 Ｎｉｋｏｎ
公司产品。Ｆａｃｓｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪为美国ＢＤ公司
产品。

１．２　动物造模分组和给药　动物模型参照文献报
道，加以改良［８］。取ＳＤ大鼠６０只，适应性喂养１周
后，随机分为造模组５０只，每日给予高脂饲料（碳水
化合物占总热量１５．５％ 、脂肪占６６．４％、蛋白占

１８．１％），自由饮水；正常组１０只，常规饲养（碳水化
合物占总热量 ６６．５％、脂肪占 １０．２％、蛋白占

２３．３％）。３０ｄ后，造模组大鼠禁食１２ｈ，链脲佐菌素
（ＳＴＺ）／枸橼酸缓冲液３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射。７２ｈ
后检测空腹血糖和尿糖水平，血糖＞１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ
且尿糖检测在以上为造模成功。正常组仅予以等
量的１％枸橼酸缓冲液（ｐＨ４．０）腹腔注射。造模后

继续原饲料饲养，稳定３ｄ开始给药，将造模成功大
鼠随机分为３组：Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ组（Ｅｘ组），予Ｅｘｅｎａｔｉ
ｄｅ３μｇ／ｋｇ，２次／ｄ皮下注射；二甲双胍组（Ｍｅｔ组），
予二甲双胍１００ｍｇ／ｋｇ，２次／ｄ灌胃给药；模型对照
组予自来水灌胃。正常组予自来水灌胃。连续用药

６周。

１．３　标本获取及生化指标检测　用药６周后，以戊
巴比妥钠４０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉大鼠，腹主动脉取
血约８ｍｌ，用于 ＨｂＡ１ｃ、血清胰岛素（ＦＩＮＳ）、血糖
（ＦＢＧ）、胰岛素敏感指数（ＩＳＩ）等生化指标检测。氧
化酶法测血糖，放射免疫法测胰岛素，ＥＬＩＳＡ法检测

ＨｂＡ１ｃ，胰岛素敏感指数（ＩＳＩ）＝－ｌｎ（ＦＢＧ×ＦＩＮＳ）。
然后将大鼠断颈处死，分离胰腺组织，参照文献报道
用胶原酶消化法制备胰岛组织［８９］。

１．４　蛋白质印迹法检测ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ１的蛋白表达
变化　各组大鼠胰岛组织用蛋白裂解液（５０ｍｍｏｌ／

Ｌ，ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５，１％ ＮｏｒｉｄｅｔＰ４０，０．５％ 脱氧
胆酸钠，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１粒蛋白酶抑制剂片
剂，总体积为５０ｍｌ）提取细胞总蛋白，蛋白定量后，
经聚丙烯酰胺凝胶分离，电转模到ＮＣ膜，蛋白质印
迹检测ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ１蛋白表达变化。以βａｃｔｉｎ为
内参，具体步骤参照《分子克隆实验指南》（第２版）
的方法操作。

１．５　细胞凋亡检测　胰岛组织Ｂ细胞培养于ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基（含１０％ 胎牛血清（ＦＢＳ），１％ 青链
霉素，１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠，２ｍｍｏｌ／Ｌ 谷氨酰胺，

１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖，１０ｍｍｏｌ／Ｌ Ｈｅｐｅｓ和０．０５
ｍｍｏｌ／Ｌ２巯基乙醇。Ｅｘ组细胞培养体系中补充

１００ｎｍｏｌ／ＬＥｘｅｎａｔｉｄｅ，在３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度条
件下培养２４ｈ。收集经过４或８ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处
理／未处理２４ｈ的细胞，与ＡｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ共孵育，用
流式细胞仪检测细胞凋亡，具体操作参照试剂盒说
明进行。

１．６　统计学处理　计量数据用珚ｘ±ｓ表示，每次实
验均重复３次。采用ＳＰＳＳＶｅｒ１０．０统计软件，单
因素方差分析比较组间差异。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ对糖尿病大鼠 ＨｂＡ１ｃ、ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、

ＩＳＩ的影响　与正常组比较，模型组与各治疗组ＦＢＧ
均升高，差异有统计学意义，说明造模成功。各模型
组ＦＩＮＳ水平高于正常组，同时血糖浓度在模型对照
组维持在高水平，提示有胰岛素抵抗存在。Ｅｘ组

ＨｂＡ１ｃ、ＦＩＮＳ、ＦＢＧ 水平均低于模型对照组 （Ｐ＜
０．０５），而ＩＳＩ高于模型对照组（Ｐ＜０．０５）。与模型
组比较，Ｍｅｔ组 ＨｂＡ１ｃ、ＦＩＮＳ、ＦＢＧ水平也有降低，
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ＩＳＩ指数升高，但不如Ｅｘ组差异变化明显，见表１。
校正胰岛素抵抗因素后，Ｅｘ组的胰岛素分泌指数较

模型对照组升高，说明Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ对胰岛素分泌具有
促进作用。

表１　Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ对糖尿病模型大鼠ＨｂＡ１ｃ、ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＩＳＩ的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥｘｅｎａｔｉｄｅｏｎＨｂＡ１ｃ，ＦＢＧ，ＦＩＮＳａｎｄＩＳＩｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｍｏｄｅｌｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＨｂＡ１ｃ（％） ＦＢＧ
ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＦＩＮＳ
ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＩＳＩ

Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ ２．８±０．４３ ５．７±０．２７ １０２．５±８．６５ －６．３７±０．３８
Ｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌ １６ ３．８±０．６５ ２１．６±１．７４△ ２４８．６±１８．９１ －８．５９±０．４５
Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ １７ ３．２±０．５７ １６．６±１．２４△ １８４．５±１２．７４ －８．０３±０．３９
Ｅｘｅｎａｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ １７ ２．９±０．３８ １３．８±１．１６△ １３３．７±９．８８ －７．５２±０．３６

　Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ对糖尿病大鼠胰岛组织中ＪＡＫ１／

ＳＴＡＴ１蛋白表达水平的影响　如图１所示，模型对
照组的ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ１蛋白表达水平与正常对照组
相比有明显升高趋势，而Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ治疗组ＪＡＫ１、

ＳＴＡＴ１均明显降低（Ｐ＜０．０１），与正常组表达水平
相似；Ｍｅｔ组的ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ１蛋白表达水平与模
型对照组相比稍有下降，但差异无统计学意义。结
合Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ治疗实验结果，提示ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ１通
路参与 Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ调节血糖和胰岛素敏感性的作
用。

２．３　Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的胰岛Ｂ细胞凋
亡　凋亡分析结果显示，４ｍｍｏ／ＬＨ２Ｏ２处理２４ｈ
导致各组细胞（除Ｅｘ组外）的凋亡率均升高，较高
浓度（８ｍｍｏ／Ｌ）的Ｈ２Ｏ２效果更加明显，与未处理组
相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。而１００ｎｍｏ／Ｌ
Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ对这种氧化应激引起的细胞凋亡起到了
有效的保护作用。Ｅｘ组的细胞凋亡率基本维持在
基础水平，与其他各 Ｈ２Ｏ２处理组相比差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），见表２。

图１　Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ治疗后胰岛组织ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ１的蛋白表达

Ｆｉｇ１　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＪＡＫ１／ＳＴＡＴ１

ｉｎｉｓｌｅｔｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒＥｘｅｎａｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｐ＜０．０１ｖｓｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌ

表２　Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ对Ｈ２Ｏ２诱导的胰岛Ｂ细胞凋亡的保护作用

Ｔａｂ２　ＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＥｘｅｎａｔｉｄｅａｇａｉｎｓｔＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄＢｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ
（％，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｈ２Ｏ２ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

０ ４ ８
Ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ １０ １．９９±０．４２ ６．９４±０．５３ １８．５５±１．４１
Ｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌ １６ ２．９８±０．４６ ８．６５±０．９４ ２０．５１±１．７４
Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ １７ ２．５４±０．４８ ７．６８±０．５４ １６．５９±１．８５
Ｅｘｅｎａｔｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ １７ ２．４７±０．３３ ３．２５±０．４３ ３．６１±０．６４

Ｐ＜０．０１ｖｓｍｏｄｅｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＧＬＰ１能通过ｃＡＭＰ活化，激活ｃＡＭＰ依赖性
第二信号途径，促进Ｂ细胞分泌胰岛素，并诱导胰岛

素合成和Ｂ细胞增殖［９１０］。Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ作为 ＧＬＰ１
类似物，在血糖浓度增高时，能提高ｃＡＭＰ水平，促
进胰岛素的分泌［６］。由于其作用具有血糖浓度依赖
性，所以不会发生低血糖反应，在临床上有较好的应
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用前景。

　　本研究中，通过糖尿病胰岛素抵抗模型大鼠的
研究发现，Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ能有效降低空腹血糖和糖化血
红蛋白水平，其疗效相对优于二甲双胍组。连续６
周疗程结束后，大鼠血清胰岛素水平没有明显升高，
与模型对照组相比降低，可能是因为通过治疗，随着
空腹血糖水平的下降，其促胰岛素的作用也相对降
低，这也从另一方面说明了Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ促进胰岛素
敏感性的作用。国外研究也证明，Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ能促进
胰岛增殖，改善Ｂ细胞功能，降低基础血糖水平，并
提高胰岛素的敏感性［１１］。

　　本研究还通过蛋白质印迹检测发现在Ｅｘｅｎａｔｉ
ｄｅ处理的胰岛组织细胞中ＪＡＫ１和ＳＴＡＴ１的蛋白
表达水平都下降 （分别降低约５５％和６４％）。Ｃｏｕ
ｔｏ等［１２］也报道 Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ能导致大鼠ＪＡＫ１ 和

ＳＴＡＴ１基因转录水平降低。ＪＡＫ１ＳＴＡＴ１是调节

γ干扰素转录调节通路的主要信号途径，该通路在１
型糖尿病的Ｂ细胞凋亡中发挥重要的作用［１３１４］，因
此Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ抑制ＪＡＫ１ＳＴＡＴ１的作用可应用于
以后１型糖尿病的治疗。ＳＴＡＴ１是介导白介素１β
和ＴＮＦα诱发细胞凋亡的关键因子。ＳＴＡＴ１（－／

－）小鼠对链脲霉素诱导的糖尿病和γ干扰素和白
介素１β诱发的Ｂ细胞凋亡有一定的抵抗作用

［１５］。
因此，Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ可能通过ＪＡＫ１ＳＴＡＴ１的抑制，对
各种因素导致的Ｂ细胞具有保护作用。我们利用

Ｈ２Ｏ２诱发的 Ｂ细胞凋亡实验进一步证明了 Ｅｘ
ｅｎａｔｉｄｅ对抗氧化应激诱发的细胞凋亡具有明显的
保护作用。Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ处理后，胰岛Ｂ细胞的凋亡率
与其他各组相比均降低，接近未处理组的凋亡水平。

　　总之，本研究发现，Ｅｘｅｎａｔｉｄｅ能有效调节糖尿
病模型大鼠的血糖水平，提高胰岛素的敏感性，对于
氧化应激诱发的Ｂ细胞凋亡具有明显的保护作用，
其机制可能与ＪＡＫ１ＳＴＡＴ１表达抑制，从而阻断γ
干扰素信号通路相关。
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