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甘精胰岛素 !1!"#$%! &$’(&%!) *+$,-./"-(&$
01/"-(&01.2#是目前已经应用于临床的超长效胰
岛素类似物$ 3#(4567$" 等 */2研究显示"甘精胰岛素
与 8+9$/ :胰岛素样生长因子 /;受体结合的能力
比天然人胰岛素强 <=> 倍"促进 ?’@"A0/B 细胞!人
骨肉瘤细胞系% 增殖的能力比天然人胰岛素强 C
倍"而 8+9$/ 具有强烈的抗细胞凋亡的作用"由此
理论上推测甘精胰岛素可能具有比天然胰岛素更

强的对胰岛 ! 细胞凋亡的保护作用$ 目前国内外

尚无甘精胰岛素是否具有保护胰岛 ! 细胞凋亡作
用的研究$ 本研究通过游离脂肪酸诱导 ! 细胞凋
亡的体外实验体系" 证实甘精胰岛素对 ! 细胞凋
亡是否具有保护作用$

/ 材料与方法

/=/ 主要试剂与设备
D8E$F 细胞株 !11$>B 代" 购自 -GHH"HDI$

甘精胰岛素对游离脂肪酸诱导的 !"#!$细胞
凋亡的影响
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摘 要 !&目的’ 研究甘精胰岛素(1!"#$%! ?$7(&%!)#对游离脂肪酸诱导的 ! 细胞凋亡是否具有保护作用 $
&方法’ 不同浓度的甘精胰岛素)普通人胰岛素以及 8+9$/ 与 B=1 FF@$AI 棕榈酸分别加入 D8E$F 细胞培养液
中".J 6 后"采用 K@LM6"4111J. 染色)流式细胞仪以及 NI8?- 方法检测 D8E$F 细胞的凋亡$ &结果’ B=1 FF@$AI
棕榈酸诱导 D8E$F 细胞凋亡率达 J.=/BO @ J=.JO"同时加入甘精胰岛素或者普通胰岛素(均为 /BB !F@$AI%
的凋亡率分别为 1.=BBO @ 1=BCO和 1>=PQO @ 1=/JO" 甘精胰岛素对凋亡的抑制作用明显强于普通胰岛素"
并呈剂量依赖性$ &结论’ 甘精胰岛素对游离脂肪酸诱导的 ! 细胞凋亡具有呈剂量依赖性的保护作用$
关键词!甘精胰岛素* 胰岛 ! 细胞凋亡* 游离脂肪酸
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!"#$!美国"!棕榈酸#!%&’()(* %*(+!,(-’%!产品号
!$$./!美国 "!无脂肪酸牛血清白蛋白 #0122 0%))3
%*(+40122 5,6!上海微科生化试剂有限公司!产品
号 7/84""!48""! 甘精胰岛素 #"9:;&(9 <&%1-(92!
6=29)(: 公司惠赠!法国"!人胰岛素样生长因子 8
#><?#8!@2A1B)2*C!产品号 8""488!美国"!DB2*C:)
.../! #,(-’%!产品号 54!!E8!美国 "!F2&& G2%)C
G2)2*)(B9 HI>,6 A&;: 试 剂 盒 #JB*C2! 产 品 号
8$$//!#!德国"$
8K! 实验方法
8L!L8 含棕榈酸的培养基的制备 基本按照 >1(9(
J%M%)N( 等人 O!P的方法制备$ 先用 QRR#四唑盐法"
以及流式细胞仪法进行了棕榈酸及 ?5, 浓度梯度
下 J>ST’ 细胞活力和凋亡率的检测!最终选取 !"
’IUI 与 "L. ’’B&UI 分别为本实验诱导凋亡采用
的 ?5, 与棕榈酸浓度$ 乙醇及 0%))3 %*(+ 012245,6
在培养基中的终浓度分别为 8" ’IUI 和 8" -UI!
此浓度乙醇不影响胰岛素瘤细胞或者胰岛的功能

与生存 O.P$正常对照组所用的培养基中加入同样浓
度的乙醇%5,6 和 ?5,!但不加入棕榈酸$ 经过滤
除菌储存于 /$备用$
8L!L! 细胞培养! 凋亡的诱导以及分组 J>S4’
细 胞 被 培 养 含 /L# -UI 葡 萄 糖 %8" ’’B&UI
DH@H,%8L# -UI 碳酸氢钠%8 ’’B&UI 丙酮酸! 并添
加 8"" ’IUI 胎牛血清的 J@Q>8E/" 培养基中!常
规培养传代$将细胞从培养瓶中按照#.%/"&8"#U孔
接种于 E 孔板或者 /&8"’U孔接种于 VE 孔板$ 接种
后常规培养! +!待细胞长至 $"W满左右时!吸去
培养基!加入含 8" -UI 5,6%8" ’IUI 乙醇%!" ’IU
I ?5, 的培养基#S 组!正常对照组"!或者另加"K.
’’B&UI棕榈酸的培养基#F组!凋亡对照组"!或者
另加"K. ’’B&UI棕榈酸以及8"" 9’B&UI甘精胰岛素
#<组!(&%1-(92组" 或者8"" 9’B&UI普通胰岛素#J
组!12-;&%1 (9:;&(9组" 或者8" 9’B&UI ><?T8 #>组!
><?T8组!阳性对照"的培养基!孵育!/ C$
8K!K. 浓度!效应实验 将细胞从培养瓶中按照
#.X/"&8"#U孔接种于 E 孔板!按照前述方法诱导凋
亡并分别加入浓度为 8%8"%8""%#"" 9’B&UI 的甘
精胰岛素或者同浓度的普通胰岛素YJ>Z!或者浓度
为 8%8"%8"" 9’B&UI 的 ><?T8#阳性对照"$
8L!L/ 凋亡的形态学证实 诱导凋亡结束后!直
接置于倒置显微镜下观察$ DB2*C:).../! 染色&将
J>ST’ 细胞按数密度为 /&8"#U’I 接种于 ) 孔板
内的盖玻片上!经过 ! + 让细胞生长为爬片!诱导
凋亡后!@5, 洗 * 次! 加入 /" -UI 多聚甲醛在 /$
下固定 !" ’(9!移去固定液$ 用双蒸水洗 8 次!加

入 # ’-UI DB2*C:).../! 染色 8" ’(9!用双蒸水洗
! 次!置于荧光显微镜下!在波长为 .E# 9’ 的紫
外激发光下观察%拍照$
8L!L# 流式细胞仪检测 GS6 含量 细胞接种于 E
孔板内!诱导凋亡后!吸去并保留上清#上清中含
有脱壁的凋亡细胞"!@5, 洗 . 次!用 !L# -UI 的胰
酶消化后!将细胞悬液与上清一起离心$ 离心后的
细胞沉淀用 @5, 洗 * 次! 用 /$的 $"" ’IUI 乙醇
! ’I 重悬细胞! 固定过夜后离心弃去固定液!.
’I @5, 重悬!/"" 目的筛网过滤 8 次!!""%.""&!
离心 # ’(9!弃去 @5,$ 用 #" -UI @> 染液 8 ’I 染
色!/$避光 ." ’(9$流式细胞仪检测&计数 8" """
个细胞!以 ,;[<8 峰细胞为凋亡细胞计算凋亡率$
8L!LE 凋亡细胞 GS6 断裂的定量检测 细胞接种
于 VE 孔板内 !诱导凋亡后 !吸去上清 !按照 F2&&
G2%)C G2)2*)(B9 HI>,6 A&;: 试剂盒的操作说明!裂
解细胞后将细胞裂解液移入包被了 +)12A)%=(+(9 的
多孔板中! 加入生物素标记的抗组蛋白抗体及过
氧化物酶标记的抗 GS6 抗体!振摇 ! C 后加入呈
色剂!呈色 8# ’(9 后在酶标仪上以 /"# 9’ 和 /V!
9’ 双波长检测吸光度!以其代表细胞裂解液中核
小体的数量!即 GS6 断裂的数量$
8L. 统计学处理
各组间数据经正态分布检验后!以 "!# 表示$

除浓度T效应分析外! 组间比较用单因素方差分
析$ 浓度T效应分析采用多因素方差分析!两两比
较采用 5B90211B9( 法!取 !\"L"#$

! 结 果

!L8 凋亡的形态学
倒置相差显微镜&正常生长的 J>ST’ 细胞呈

不规则的多边%多角形!细胞有连接融合倾向!胞
浆内可见颗粒$ 棕榈酸孵育 !/ C 后!见细胞缩小%
变圆! 细胞间连接融合明显减少! 胞浆内颗粒增
多! 并有一部分细胞漂浮脱壁 #图 8"$ 荧光显微
镜&正常细胞核 DB2*C:) .../! 染色浅淡!核内结
构清楚!核膜光滑!染色质分布均匀$ 凋亡细胞的
DB2*C:) .../! 染色明显增强! 胞核缩小! 核膜皱
缩!染色质凝聚%边缘化!晚期染色质碎裂#图 !"$
!L! 流式细胞仪检测及 !"#断裂的定量检测
正常对照组%凋亡对照组%甘精胰岛素组%普

通胰岛素组 %><?#8 组的 :;[<8 细胞比率分别为
Y.L!] ,8L//ZW % Y/!L8" ,/L!/ZW % Y.!L"" ,.L"]ZW %
Y.#LV$ ,.L8/ZW % Y!#L!# ,8LEEZW ! 多组比较 $ -
/.LE$!%. "L"8!经 5B90211B9( 法行两两比较!凋亡
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图 ! 倒置显微镜下 "#$!% 细胞图
图 & 荧光显微镜下 "#$!% 细胞 ’()*+,-.../& 染色
01234 5(67+(8(21*98 9:98;,1, (< "#$!% *)88, "#$%&

’#(%&) *’+&,-+,.%
!"#$"%&’ ()% *+ , -. $,& /01&.2& 345 )% 6%717.!7 89: );
<=> ??)@AB 6/@?-$-2 /2-’ 8!C<<:

=12>& ?()*+,- @@@A& ,-91:1:2 (< "B$!% *)88, (C,)6D)E
C; <8F(6),*):*) %1*6(,*(7)

84:2"@$"%7’ -. .)%?/@ ?7’-"?! 89:2"@$"%7’ -. <=> ??)@AB
6/@?-$-2 /2-’ ()% *+ ,"D,7 /%%)E1 %7(7% $) 2,%)?)1)?7 2).’7.1/$-).
/.’ (%/F?&.$/$-). )( ."2@&-G E,-2, -1 2,/%/2$7%-1$-2 )( /6)6$)$-2 27@@1

对照组"甘精胰岛素组"普通胰岛素组"HIJ#C 组明
显高于正常对照组! 甘精胰岛素组" 普通胰岛素
组"HIJ#C 组较凋亡对照组下降8!$ <=<C#$ 它们的
KL4 断裂的吸光度值分别为 <=>+C%<=<*>%>=>>>%
<=*>&"*=>M* %<=*C&"*=MNO %<=*<&"C=M<+ %<=CP&&多
组比较 "QRR=RCO&!$ <=<C&经 9).(&%%).- 法行两两
比较&各组间差别皆有统计学意义$ 凋亡对照组%
甘精胰岛素组% 普通胰岛素组%HIJ#C 组明显高于
正常对照组!甘精胰岛素组%普通胰岛素组%HIJ#C
组的 KL4 断裂较凋亡对照组明显下降3!$ <=<C’&
反映凋亡受到不同程度的抑制$ 甘精胰岛素组较
普通胰岛素组低(!$ <=<N’)
*=> 抗凋亡作用的浓度!效应分析

I 组在 CSN<< .?)@AB 浓度水平上& 对凋亡的
抑制作用均强于 T 组("’O=C+CG !$ <=<N’!H 组在
以上各浓度水平上& 对凋亡的抑制作用强于 I 组
和 T 组("’+*=>PG !$ <=<N&图 >’$

> 讨 论

研究显示胰岛素抵抗及 ! 细胞功能缺陷是 *

型糖尿病(D*KU’发病的主要决定因素V+W$ !细胞功
能缺陷的原因为 ! 细胞总数的下降以及 ! 细胞分
泌功能障碍VNW$对于 D*KU&! 细胞总数下降的原因
主要是 ! 细胞凋亡而非新生 ! 细胞减少 VP&MW$ 在
D*KU 的发生及发展中&JJ4 被证实是引起 ! 细
胞凋亡的主要原因之一&JJ4 可能通过增加 TXY
3活性氧族:%诱导神经酰胺合成而使 LJ"9(核因子
"9’%ZL[AU4\[ (2#]". L#$&%?-./@ ^-./17A?-$)F7.
/2$-_/$7’ 6%)$7-. ^-./17’%蛋白激酶 ‘(\[‘’激活&
-LXY(-.’"2-0@7 .-$%-2#)a-’7 1b.$,/1&’表达增加&LX
(一氧化氮’产生增多&并下调 92@#*(为抗凋亡因
子’等途径导致 ! 细胞凋亡 VO#CCW$
如能研制出既具有降血糖作用& 又可减少 !

细胞凋亡的药物& 则对延缓糖尿病的病程以及防
治糖尿病产生重要的影响$ 临床上至今尚未证明
现有的降糖药物具有保护 ! 细胞不被破坏的作
用$ 基因工程合成的胰岛素类似物为此提供了这
种可能性$
虽然胰岛素类似物的代谢作用与天然胰岛素

相似& 但一级结构的改变仍可能影响其信号传导
过程&从而改变全面的生物学效应$ 研究显示&胰
岛素及其类似物与胰岛素受体的结合能力主要与

代谢作用有关&另外也可介导增殖作用!与胰岛素
受体解离的能力与增殖作用有关& 如果与胰岛素
受体的解离能力降低&胰岛素受体持续激活&增殖

() (*

+) +*

图 @ G89621:)!"B 以及 BG0!! 抗棕榈酸诱导的 "B$!%
细胞凋亡的浓度!效应曲线

012 @ H(,)!E)7):E):- )<<)*- (< 289621:)I "#I 9:E #J=!4
(: 798%1-1* 9*1E!1:EF*)E KFCJ4 *)88, 1: "#$!%
*)88,

K/$/ E&%& ’&%-_&’ (%)? +#P 1/?6@&1 /.’ &a6%&11&’ /1 -.,-0-$-).
%/$-) )( 6/@?-$-2 /2-’#-.’"2&’ Y"0IC 2&@@1 -. THL#? 2&@@1=
H.,-0-$-). %/$-) E/1 2/@2"@/$&’ "1-.F $,& ()@@)E-.F ()%?"@/c -.,-0-$-).
%/$-) Q 8Y"0IC 27@@1 )( ‘ F%)"6#Y"0IC 27@@1 )( I )% T )% H F%)"6: ,
Y"0IC 27@@1 )( ‘ F%)"6= K-((7%7.27 07$E77. $,7 F%)"61 E/1 /./@bd&’
0b ?"@$-_/%-/$& 4LXL4= e1-F.-(-2/.$@b ’-((&%&.$ (%)? $,& _/@"&1 )(
F%)"6 T&F"@/% -.1"@-. /.’ HIJ#C 8!$ <=<N:

-.(! , /01-*23(’
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作用将增强! 与 !"#/$ 受体结合能力是影响增殖
作用的主要因素 %$&"$’(#这些构效关系中的特点可以
用于设计$合成$筛选对 ! 细胞具有突出保护作用
的胰岛素类似物#
本研究显示"甘精胰岛素%$)) *+,-./&对游离

脂肪酸所诱导的 0!1/+ 细胞凋亡具有明显的保护
作用"234"$ 细胞的比率及核小体的释放均明显
下降# 浓度/效应分析显示其对凋亡的抑制作用有
明显的剂量依赖性 " 在浓度自 $ *+,-./ 增加至
5)) *+,-./ 时" 凋亡抑制率从 $670&8&97增加到
&:8:&70&8)&7"在各个浓度上"抑制率均明显大
于普通胰岛素# 其中 $ *+,-./ 为胰岛素的生理浓
度"也是甘精胰岛素的体内可达水平"提示其对 !
细胞的保护作用可能具有临床意义#
甘精胰岛素的结构是在天然胰岛素 ; 链的羧

基端第 ’$$’& 位上添加 & 个精氨酸残基" 并且在
< 链的第 &$ 位上以甘氨酸替代天冬酰氨# 研究显
示"; 链的羧基端第 ’$$’& 位上添加 & 个精氨酸
残基可使其与 !"#/$ 受体结合能力增加约 &) 倍"
而 < 链的第 &$ 位上以甘氨酸替代天冬酰氨"可使
这一结合能力下降约 &86 倍"双重影响的结果"使
甘精胰岛素与 !"#/$ 受体结合能力较天然胰岛素
增加了约 685 倍"其促进 2=,>.;$) 细胞%人骨肉瘤
细胞系&增殖的能力比天然人胰岛素强 ? 倍 %$(# 最
近 !@A*A 0=B=CDA 等人进行了胰岛素类似物抗 ! 细
胞凋亡作用的研究" 发现 1234562 75456362%/E>;’"
"-3;&:& 具有明显的抗细胞因子以及游离脂肪酸
所诱导的 !12/$ 细胞凋亡的作用 " 强于 1*>3-A*
/A>F@, %/E>;&?"G@,;&:&$1234562 75456362%<>F;&?&
和普通人胰岛素 %&(# 0=B=CDA 等人%&(的研究提示甘精

胰岛素抗 ! 细胞凋亡作用的机制与 !02>%胰岛素
受体底物&!G!’H%磷脂酰肌醇/’激酶&!<BC.GH;
%蛋白激酶 ;&!;<I 磷酸化途径有关 " 但其他机
制是否涉及则未研究#本实验亦属初步研究"对胰
岛素类似物的 ! 细胞的保护作用及其机理宜深入
研究#
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