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胰岛素抵抗和 β细胞分泌功能障碍是 2 型糖

尿病发病机制中的两个重要环节 [1]。研究表明 , 长

期的高血糖可以导致 β细胞特异性转录因子如胰

和十二指肠同源盒基因 - 1 ( pancreatic duodenal

homeobox- 1, PDX- 1)、成对同源异形盒转录因子 6

( paired homeobox transcription factor 6, Pax6)等基

因表达下降 , 从而影响胰岛素的合成和 β细胞的

分化[2],但机制未明。对酒精引起胎儿眼、脑畸形的
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摘 要 :【目的】探讨过氧化氢酶 (catalase) 对高糖诱导的 NIT- 1 胰岛 β细胞成对同源异形盒转录因子 6

( Pax6)基因表达下降的影响。【方法】体外培养 NIT- 1 胰岛 β细胞 24 h, 分 4 个处理组 :低糖组( NG) , 低糖+过

氧化氢酶组(NG +C), 高糖组 ( HG) , 高糖+过氧化氢酶组(HG +C),用2,7 二氯氢化荧光素二酯 ( H2DCF- DA)染色

检测活性氧簇 ( ROS)的水平 , RT- PCR 半定量检测 Pax6 mRNA表达。【结果】HG组 ROS水平( 1.10±0.24)明显

高于 NG组 ( 0.95±0.26) , P< 0.05; HG +C组 ROS水平( 0.94±0.26)低于 HG组 , P< 0.05; HG组Pax6 mRNA表达

( 0.64±0.09)低于 NG组 ( 0.93±0.12) , P< 0.05; HG +C组Pax6 mRNA 表达 ( 0.74±0.11)高于 HG组 , 但差异无统

计学意义 , P >0.05。【结论】高糖可使 NIT- 1 胰岛 β细胞内 ROS产生增加 , 胰岛 β细胞特异性转录因子 Pax6

基因表达下降 , 给予 ROS的抗氧化剂过氧化氢酶后 , Pax6 基因表达有所恢复 , 但差异无统计学意义。
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Effects of Catalase on Decrease of Pax6 Expression Induced by Hyperglycemia

ZHOU Jia, LI Ying, YANG Chuan, YAN Li, FU Zu-zhi
(Department of Endocrinology, The Second Affiliated Hospital, SUN Yat- sen University, Guangzhou 510120, China)

Abstract: 【Objective】 To observe the effect of catalase on the decrease of Pax6 expression induced by

hyperglycemia in NIT- 1 cells.【Methods】NIT- 1 cells were divided into four groups: normal glucose concentration

without or with catalase (NG, NG+C); high glucose concentration without or with catalase (HG, HG+C). In vitro the

cells were cultured in the different medium as mentioned above for 24 hours. Then the cells were used for 2’,7’-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF- DA) staining to detect the level of reactive oxygen species( ROS) and

evaluate the expression of Pax6 mRNA by RT- PCR.【Results】 The levels of ROS in HG group (1.10±0.24) were

higher than those of in NG group (0.95±0.26,P< 0.05), but the levels of ROS in HG+C group (0.94±0.26, P< 0.05)

were lower as compared with HG group. On the contrary, the expression of Pax6 in HG group (0.64±0.09) was lower

than in NG group (0.93±0.12, P< 0.05). The mRNA level of Pax6 in HG+C group (0.74±0.11, P >0.05) was higher

than in HG group without statistical significance. 【Conclusion】 The hyperglycemia could induce the increase of

ROS and decrease of Pax6 mRNA levels in NIT- 1 cells. The antioxidant could partially restore the decline of Pax6

caused by hyperglycemia, but not significant.
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研究 [3,4]发现 , 活性氧簇 ( reactive oxygen species,

ROS) 导致 Pax6 基因表达的下降可以被抗氧化剂

过氧化氢酶纠正 , 结合目前许多研究表明氧化应

激参与 β细胞的“葡萄糖毒性”[5],我们以前的研究

也提示体外长期高糖培养 β细胞株 NIT- 1, Pax6

基因表达下降。本研究讨论该现象是否是由于高

糖导致 ROS升高所致 , ROS的抗氧化剂过氧化氢

酶是否能改善此现象。

1 材料与方法

1.1 材 料

NIT- 1 胰岛 β细胞由北京 301 医院母义明教

授惠赠 , DMEM低糖、高糖培养基(分别含 1.0 g/L,

4.5 g/L葡萄糖 )购自 Gibco公司 , 过氧化氢酶、2,7

二氯氢化荧光素二酯 ( H2DCF- DA)、葡萄糖购自

Sigma 公司 , Trizol 购自 Invitrogen 公司 , RT试剂盒

购自 Fermentas 公司 , PCR 试剂盒购自宝生物工程

有限公司。

1.2 方 法

1.2.1 细胞培养 NIT- 1 胰岛 β细胞予含 150

mL/L胎牛血清的 DMEM低糖培养基 ( 1.0 g/L 葡

萄糖、4 mmol/L 谷氨酰胺、10 mmol/L HEPES、1

mmol/L丙酮酸钠、2.0 g/L碳酸氢钠) 培养于 37℃

含体积分数 5% CO2细胞培养箱。取对数生长期的

细胞 , 按 1×105个/孔接种于 6 孔板 , 细胞生长至

60%～80%融合时 , 予含 5 g/L牛血清白蛋白( BSA)

的 DMEM低糖无血清培养基饥饿细胞 2 h,弃除培

养基 , 分为 4 组处理组 : 低糖组 ( normal glucose,

NG, DMEM中葡萄糖 5.6 mmol/L) ,低糖+过氧化氢

酶组(NG +C, 过氧化氢酶200 U/mL), 高糖组 ( high

glucose, HG, DMEM中葡萄糖 30 mmol/L) , 高糖+

过氧化氢酶组(HG +C, 过氧化氢酶200 U/mL),培养

24 h。

1.2.2 RNA提取 NIT- 1 胰岛 β细胞按上述分组

培养 24 h 后 , 采用 Trizol 法制备总 RNA。制备的

RNA样品用紫外分光光度计检测 A260, A280, 并计

算 A260/A280值以判断 RNA浓度。

1.2.3 RT- PCR cDNA 第一链的合成按产品说

明书进行。PCR 扩增的引物序列 : Pax6 上游 5′-

GTCAGACCTCCTCATACTCGTG - 3′下 游 5′- TGC

TCTCTCCTTCTCTCTTTAC- 3′, 242 bp;β- actin 上

游 5′- TGAGAGGGAAATCGTGCGTGAC- 3′下游 5′

- TGAGGGACTTCCTGTAACCACT- 3′, 880 bp)。反

应条件 : 95℃预变性 3 min, 94 ℃变性 30 s, 62 ℃

退火 30 s, 72 ℃延伸 50 s, 末次循环后 72 ℃延伸

5 min, 共进行 30 个循环。重复实验次数为 3 次。

1.2.4 琼脂糖凝胶电泳 20 g/L 琼脂糖凝胶电

泳 ,用凝胶成像系统存图 , AlphaImager2200 软件分

析。

1.2.5 荧光显微镜检测细胞内 H2O2 的量 NIT- 1

胰岛 β细胞按上述分组培养 24 h 后 , 吸弃培养

液 , 用 PBS洗 3 次 , 加入含 H2DCF- DA的培养基

1 mL (终浓度为 10 μmol/L) , 室温下避光孵育

60 min。吸弃含荧光探针的培养基 , 用 PBS洗 3

次 , 加入 1 mL PBS待测。细胞内 H2O2 的测定选

用激发波长为 488 nm, 吸收波长为 525 nm, 20×

物镜下观察摄片 , 曝光时间为 1 s,亮度、对比度

固定 , 每样品取 5 个视野 , 绿色荧光强度平均光

密度使用 Image- pro plus 软件定量分析 , 实验数

据以 NG组为 1 进行标化分析 , 重复实验次数为

3 次。

1.3 统计学处理

资料进行正态分布检验以均数±标准差表示 ,

统计方法采用析因分析,检验水准α=0.05。

2 结 果

2.1 过氧化氢酶对高糖培养的NIT- 1 胰岛 β细

胞的影响

2,7- 二氯氢化荧光素二酯 ( H2DCF- DA)为不

发光的荧光染料 , 进入细胞后可被细胞内产生的

H2O2 氧化为发光的染料 2,7- 二氯荧光黄 ( DCF) ,

DCF 的生成量与细胞内 H2O2 的产量成正比。因

此 , 细胞内荧光强度可表示细胞内产生的 H2O2 的

量。结果显示 , NIT- 1 胰岛 β细胞在不同处理组培

养 24 h 后 , 经过 H2DCF- DA 染色 , 在荧光显微镜

下可见胞浆呈绿色荧光 (图 1)。高糖诱导 NIT- 1

胰岛 β细胞产生 H2O2 明显增加 , HG 组细胞平均

积分光密度(1.10±0.24)与 NG 组的 (0.95±0.26)相

比 , 差异有统计学意义 ( F=8.252, P=0.005) ; 给予

过氧化氢酶能明显抑制高糖诱导的 H2O2 增加 ,

HG+C 组平均积分光密度 (0.94±0.26)与 HG 组平

均积分光密度相比 , 差异有统计学意义 ( F=8.351,

P=0.005)。而葡萄糖浓度与过氧化氢酶的交互效

应无统计学意义( F=0.029, P=0.864)。
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2.2 过氧化氢酶对高糖培养NIT- 1 胰岛 β细胞

的 Pax6 基因表达的影响

Pax6 mRNA表达半定量分析 , 以 PCR 产物与

内参 β- actin PCR 产物灰度的比值反映。NIT- 1 胰

岛 β细胞在不同处理组培养 24 h 后 , Pax6 mRNA

表达在 HG 组 (0.64±0.09)明显低于 NG 组 (0.93±

0.12), 差异有统计学意义 ( F=10.481, P=0.012) ;

HG+C组( 0.74±0.11)高于 HG组 , 但差异无统计学

意义( F=0.002, P=0.964) ; 而葡萄糖浓度与过氧化

氢酶的交互效应无统计学意义 ( F =3.267,P =

0.108) ,电泳见图 2。

3 讨 论

胰岛素抵抗和 β细胞分泌功能障碍是 2 型糖

尿病发病机制中的两个重要环节[1]。正常的 β细胞

可以通过增加胰岛素分泌或 β细胞数量代偿胰岛

素抵抗 , 而长期慢性的高血糖初期可导致 β细胞

功能代偿性的增强 , 但随时间的延长 , 其功能也将

逐步下降 ,其机制十分复杂 , 既涉及 β细胞内的信

号传导通路 , 也与维持 β细胞功能的有关转录因

子有关。Jonas 等 [2]在通过切除大部分胰腺造成长

期高血糖的大鼠模型中发现 , 一些涉及 β细胞转

录分化的基因如 PDX- 1、NeurD1、Pax6 等的表达

下降。而 Kjorholt、Silvia等 [6,7]分别在对 db/db 小鼠

和人的研究结果也支持长期高血糖使涉及 β细胞

转录分化的基因表达下降。

长期高血糖损害 β细胞功能的分子机制仍未

完全清楚 , Wu 等[8]研究显示暴露在高糖环境中离

体胰岛的 ROS产生增加 , 在 2 型糖尿病动物模型

的胰岛 β细胞和罹患 2 型糖尿病人中均证实氧化

应激增加[8- 10]。此外 ,β细胞自身的抗氧化能力明显

低于其它脏器。许多研究表明氧化应激参与 β细

胞的“葡萄糖毒性”[5]。ROS是一类活性分子包括带

电荷系列如超氧阴离子(·O2 )̄、羟基(·OH)和不带

电荷的过氧化氢( H2O2)等。目前许多研究均表明 ,

在糖尿病动物模型或 β细胞系给予抗氧化剂如

N-已酰半胱氨酸( NAC)、过氧化氢酶等可以改善

ROS产生增加所致的PDX- 1表达下降及活性改变 ,

从而改善β细胞功能[5,9]。对其他β细胞特异性转录

因子如Pax6、NeuroD1、Pax4等研究甚少。NIT- 1细

胞株来源于NOD小鼠 , 是由肉瘤病毒40和大鼠胰

岛素基因的启动子经转基因方式产生的β细胞腺

瘤NIT- 1 细胞 , 主要分泌胰岛素和极少量的胰高

糖素 , 对葡萄糖等刺激物的反应与体外培养的胰

岛β细胞相似 [11]。因此 , 本研究利用该细胞株研究

高糖对Pax6的影响及其相关机制。

我们的研究显示 NIT- 1 胰岛 β细胞在高糖环

境中培养 24 h, ROS产生增加 ;高糖培养同时给予

抗氧化剂过氧化氢酶 , ROS 的产生明显低于 HG

组 , 与 MIN6、HIT- T15 等胰岛 β细胞株在高糖刺

激下的变化相似 [9,12], 说明高糖可导致 β细胞内

ROS生成增多。其具体的机制仍未完全明确 ,有研

究显示细胞内的线粒体可能是 ROS 产生的一个

重要来源[13]。Oliveira 等 [14]研究证实在大鼠胰岛中

也存在 NADPH oxidase。Tsubouchi 等 [12]也证实高

糖可以刺激 MIN6 的 ROS 生成增加 , 而 NADPH

oxidase 特异性抑制剂 DPI 可以阻断上述现象 , 提

示在 β细胞中高糖激活 NADPH oxidase 也是 ROS

产生增加的重要途径。

图 1 NIT- 1 胰岛 β细胞 DCF 荧光显微成像

Fig.1 Micrograph of DCF in NIT- 1 βcells ( 20×)

A: normal glucose group; B: high glucose group; C: normal

glucose + catalase group; D: high glucose + catalase group

A B

C D

图 2 Pax6 mRNA RT- PCR 电泳图

Fig.2 Electropherogram of Pax6 mRNA RT- PCR

1: marker; 2: normal glucose group; 3: normal glucose +

catalase group; 4: high glucose group; 5: high glucose +catalase

group
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[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

Pax6 是编码转录因子发育控制基因的超家族

的成员之一 , 在眼和中枢神经系统发育以及成体

胰腺的所有内分泌细胞中均有表达 , 是胰腺细胞

分化和发育的关键调节因子。Yasuda 等 [15]研究发

现 Pax6 基因突变可引起眼的发育异常和糖耐量

异常 ; Ashery- Padan 等 [16]研究也提示 Pax6 基因失

活可引起早发糖尿病 , 因此 , Pax6 基因的功能对

维持胰岛 β细胞正常功能具有一定的作用。Peng

等 [3, 4]在研究酒精对胚胎期眼和脑发育中发现 , 抗

氧化剂过氧化氢酶可以逆转酒精诱导的 ROS 对

Pax6 基因表达的抑制 , 从而改善眼和脑的发育的

一些异常 ,提出 ROS介导的 Pax6 基因表达下降在

酒精导致的眼、脑发育异常中有重要的作用。我们

的研究也显示 NIT- 1 胰岛 β细胞在高糖环境中培

养 24 h, Pax6 mRNA表达下降 , 明显低于 NG组 ;

高糖培养同时给予抗氧化剂过氧化氢酶 , Pax6

mRNA表达水平高于 HG组 , 但差异无统计学意

义 ,需要进一步的研究。

总之 , 本研究的结果表明高糖可使 NIT- 1 胰

岛 β细胞内 ROS产生增加 , 胰岛 β细胞特异性转

录因子 Pax6 基因表达下降 ,给予 ROS的抗氧化剂

过氧化氢酶 , Pax6 基因表达有所恢复 , 但差异无

统计学意义 , ROS在高糖导致 Pax6 基因表达下降

中的作用仍需进一步探讨。
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