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摘　 要　 长期高血糖导致糖尿病患者的氧化应激ꎬ引起胰岛 β 细胞氧化损伤ꎬ但核转录因子

Ｎｒｆ２(ＮＦ￣Ｅ２￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２)抵抗胰岛 β细胞氧化损伤的作用机制还不清楚.本研究用低浓度

葡萄糖(ＬＧꎬ ５􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ)、ＬＧ ＋ Ｈ２Ｏ２ 和高浓度葡萄糖(ＨＧꎬ ２７􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ)分别处理小鼠胰

岛 ＮＩＴ￣１β细胞 ４８ ｈꎬ检测细胞内活性氧(ＲＯＳꎬｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ)生成、胰岛素合成与分

泌变化和 Ｎｒｆ２ 入核表达水平.研究发现ꎬ高糖诱导 ＮＩＴ￣１β 细胞的 ＲＯＳ 生成ꎬ降低细胞合成与

分泌胰岛素的水平ꎬ但 Ｎｒｆ２ 入核表达降低胰岛 β 细胞氧化应激.结果提示 Ｎｒｆ２ 入核表达可以

抵抗高糖诱导的胰岛 β细胞氧化损伤ꎬ改善细胞合成与分泌胰岛素的功能.
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　 　 糖尿病是一种以高血糖为特征的代谢性疾

病[１] .胰岛 β细胞功能损伤在糖尿病发病过程中

起到关键作用[２] .胰岛 β 细胞的主要功能是合成

与分泌胰岛素. 正常情况下ꎬ胰岛 β 细胞通过响

应机体血糖升高的信号ꎬ合成并分泌胰岛素来调

节脂肪和肌肉等组织对葡萄糖的利用ꎬ从而维持

机体的血糖平衡.在糖尿病患者体内胰岛 β 细胞

长期受到高糖刺激ꎬ导致其功能受损[３] . 胰岛 β
细胞的功能受损主要体现在葡萄糖刺激下胰岛素

合成与分泌(ＧＳＩＳ)能力的下降[４] .肌腱膜纤维肉

瘤癌基因同系物 Ａ(Ｍａｆ Ａ)、胰腺十二指肠同源框

－ １(Ｐｄｘ￣１)是胰岛 β 细胞中调控胰岛素合成和

分泌的主要转录因子ꎬ与胰岛 β 细胞的胰岛素合

成相关[５] . ＧＳＩＳ功能缺失与胰岛 β内一系列基因

和蛋白表达的改变紧密相关. ＧＳＩＳ 功能的缺失导

致胰岛 β细胞不能及时分泌胰岛素ꎬ血糖不能及

时降低ꎬ糖尿病进一步恶化[６] .
人体在高血糖刺激下会产生大量自由基ꎬ造

成机体氧化应激[７] .氧化应激指机体氧化与还原

状态失衡ꎬ倾向于氧化的一种状态[８] . 细胞在代

谢过程中会产生少量活性氧族 ( ＲＯＳꎬ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ)ꎬＲＯＳ的产生会激活细胞内的抗氧

化酶清除多余的 ＲＯＳꎬ使得细胞保持在一个氧化

还原平衡的状态ꎬ当 ＲＯＳ 大量产生ꎬ超过细胞的

氧化清除能力时ꎬ细胞就会发生氧化应激[９] . 研
究表明ꎬ胰岛组织抗氧化能力比机体其他组织都

要弱ꎬ其超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)的量是肝脏中的

３０％ ~４０％ ꎬ谷胱甘肽过氧化物酶和过氧化氢酶

仅为肝脏的 ５％ ~ １５％ ꎬ因此胰岛组织更容易受

到氧化应激的损伤[１０] .
Ｎｒｆ２ / ＡＲＥ(ＮＦ￣Ｅ２￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２ / ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ)是细胞内重要的抗氧化信号通

路[１１] . Ｎｒｆ２ 是 核 因 子 ＮＦ￣Ｅ２ ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２)的相关因子ꎬ广泛存在于肝脏、肾脏等

解毒器官和皮肤、呼吸道和消化道等与外界环境

直接接触的器官[１２] . 一般情况下ꎬＮｒｆ２ 在细胞质

内 与 其 负 调 控 蛋 白 Ｋｅａｐ１ ( ｋｅｌｃｈ￣ｌｉｋｅ ＥＣＨ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １)结合ꎬ被 Ｋｅａｐ１ 锚定在细胞骨

架蛋白上ꎬ受到泛素化依赖蛋白的降解调节作用

而维持在较低的水平[１３] .当细胞内的活性氧水平

升高时ꎬ活性氧能够与 Ｋｅａｐ１ 结合ꎬ释放 Ｎｒｆ２ 入

核ꎬＮｒｆ２ 入核后与抗氧化元件(ＡＲＥ)结合ꎬ启动

醌氧化还原酶 ( ＮＱＯ￣１)等Ⅱ相抗氧化酶的表

达[１４] .若细胞 Ｎｒｆ２ 基因被敲除后ꎬ氧化应激引起

内质网蛋白的错误折叠[１５] . 但是 Ｎｒｆ２ 在抵抗高

糖诱导的胰岛 β 细胞氧化损伤的作用机制还不

清楚.
为了探讨 Ｎｒｆ２ 抵抗高糖引起的胰岛 β 细胞

氧化损伤的作用机制ꎬ我们首先检测高糖对 ＮＩＴ￣
１ 胰岛 β 细胞活力、细胞内 ＲＯＳ 生成、胰岛素合

成与分泌的影响ꎬ其次使用抗氧化剂 Ｎ￣乙酰半胱

氨 酸 ( ＮＡＣꎬ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣Ｌ￣ｃｙｓｔｅｉｎｅ )、 Ｎｒｆ２ 激 活 剂

ｔＢＨＱ[１６]和抑制剂鸦胆子苦醇[１７]研究 Ｎｒｆ２ 在高

糖诱导的 ＲＯＳ影响胰岛 β 细胞合成与分泌胰岛

素的作用机制.

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料
１􀆰 １􀆰 １　 细胞株

小鼠胰岛素瘤细胞 ＮＩＴ￣１β 细胞由北京大学

医学部杨晓达教授惠赠.
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基、ＰＢＳ 缓冲液(加拿大

ｗｉｓｅｎｔ公司)ꎻＲＰＭＩ １６４０ 无糖培养基(美国 Ｇｉｂｃｏ
公司)ꎻ胎牛血清(奥地利 ＰＡＡ 公司)ꎻ细胞培养

板(美国 Ｎｕｎｃ公司)ꎻ细胞计数器(青岛求精计数

器有限公司)ꎻＲＮＡ 逆转录试剂盒(美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司)ꎻ Ａｎｔｉ￣Ｌａｍ Ｂ (美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公司)ꎻ Ａｎｔｉ￣
Ｎｒｆ２(美国 ＲＮＤ公司)ꎻＴｒｉｓ￣ｂａｓｅ(美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公
司)ꎻＮａＣｌ(国药集团化学试剂北京有限公司)ꎻ
ＴＷＥＥＮ、 Ｎ￣乙 酰 半 胱 氨 酸、 ｔＢＨＱ、 Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ
Ａｎｈｙｄｒｏｕｓ(美国 ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ鸦胆子苦醇(成都

植标化纯生物技术有限公司)ꎻ链霉素 /青霉素、
一抗稀释液、ＨＲＰ￣标记山羊抗兔 /抗小鼠二抗、
ＲＩＰＡ裂解液、蛋白酶抑制剂(ＰＭＳＦ)ꎬ超纯 ＲＮＡ
提取试剂盒、ＵｌｔｒａＳＹＢＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ(北京康为世纪生

物科技有限公司)ꎬＫｒｅｂｓ￣Ｒｉｎｇｅｒ ＨＥＰＥＳ 缓冲液

(北京中生科美生物技术有限公司)ꎬ活性氧

(ＲＯＳ)检测试剂盒(中国碧云天生物技术公司)ꎻ
Ｈ２Ｏ２(国药集团化学试剂有限公司)ꎬ胞核 －胞浆

蛋白制备试剂盒(北京普利莱基因技术有限公

司)ꎻ小鼠胰岛素分泌检测试剂盒(美国 ＡＬＰＣＯ
公司)ꎻＢＣＡ蛋白定量试剂盒(北京原平皓生物技

术有限公司).
ＣＯ２ 恒 温 培 养 箱 ( ＭＣＯ￣１５ＡＣꎬ Ｓａｎｙｏꎬ

Ｊａｐａｎ)、酶联免疫检测仪(ＭＫ３ꎬ Ｔｈｅｒｍｏꎬ ＵＳＡ)、

２０３
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多 功 能 酶 标 仪 ( ＴｒｉＳｔａｒ ＬＢ ９４１ꎬ Ｂｅｒｔｈｏｌｄꎬ
Ｇｅｒｍａｎｙ)、化学发光成像系统(北京原平皓生物

技术有限公司)、ＲＴ￣ＰＣＲ(Ｍｘ３０００Ｐꎬ Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅꎬ
ＵＳＡ).
１􀆰 ２　 实验方法
１􀆰 ２􀆰 １　 胰岛素测定

ＮＩＴ￣１β细胞用 ＲＰＭＩ完全培养基(含 １０％胎

牛血清ꎬ１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素和 １０ μｇ / ｍＬ 链霉素)ꎬ
在饱和湿度ꎬ５％ ＣＯ２ 和 ３７ ℃恒温条件下培养.
待细胞密度达到 ８０％ ꎬ以 ２􀆰 ０ × １０５ /孔的细胞密

度将细胞接种于 ６ 孔细胞培养板.将 Ｄ￣葡萄糖溶

液加入 ＲＰＭＩ １６４０ 无糖培养基配制低糖 ( ＬＧꎬ
５􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ)与高糖(ＨＧꎬ ２７􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ)培养基.
待细胞稳定培养 ２４ ｈ 后ꎬ分别加入低糖、高糖、低
糖 ＋ Ｈ２Ｏ２ (５０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ高糖 ＋ ＮＡＣ (５ ｍｍｏｌ /
Ｌ)、高糖 ＋ ｔＢＨＱ (２０ μｍｏｌ / Ｌ)、高糖 ＋ Ｂｒｕｓａｔｏｌ
(１２０ ｎｍｏｌ / Ｌ)处理 ４８ ｈ(后面实验处理相同).
ＰＢＳ清洗细胞 ３ 遍ꎬＫｒｅｂｓ￣Ｒｉｎｇｅｒ ＨＥＰＥＳ 缓冲液

预培养 １ ｈ. 用含有 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的 Ｋｒｅｂｓ￣
Ｒｉｎｇｅｒ ＨＥＰＥＳ刺激 １ ｈꎬ收集上清液ꎬ１３ ０００ ｒｐｍ
离心 ２ ｍｉｎ除去多余的细胞ꎬ按照 ＡＬＰＣＯ 胰岛素

检测试剂盒中的方法测定上清中胰岛素的含量.
同时ꎬ在 ６ 孔细胞培养板中每孔加入 １５０ μＬ
ＲＩＰＡ裂解液(含 １％ ＰＭＳＦ)裂解细胞ꎬ采用 ＢＣＡ
法测定蛋白含量ꎬ用二者的比值表示细胞的胰岛

素分泌量.
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞内活性氧水平的检测

以 ５ × １０４ /孔的密度将细胞接种于 ２４ 孔平底

培养板上ꎬ每组设 ８ 个平行孔培养 ２４ ｈ 后ꎬ加入

上述不同葡萄糖等处理 ４８ ｈ 后. ＤＣＦＨ￣ＤＡ 探针

(终浓度为 ４０ μｍｏｌ / Ｌ)加入到孔板中ꎬ孵育 ３０
ｍｉｎ后ꎬＰＢＳ清洗ꎬ其中 ４ 个平行孔在荧光显微镜

下进行荧光检测ꎬ其余 ４ 个平行孔每孔加入 ０􀆰 ４
ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 裂解细胞ꎬ将细胞裂解液取 ２００ μＬ
加入到 ９６ 孔黑色微孔板中ꎬ使用多功能酶标仪测

定 ＤＣＦ(４８５ ~ ５３８ ｎｍ)荧光强度.同时ꎬ采用 ＢＣＡ
法测定蛋白含量ꎬ用二者的比值(Ｕ / ｍｇ ｐｒｏｔｅｉｎ)
来表示相对密度蛋白的荧光值.
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测

以 ３􀆰 ０ × １０５ /孔的密度将细胞接种于 ６０ ｍｍ
小皿中ꎬ每组设 ４ 个平行孔ꎬ培养 ２４ ｈ.加入上述

不同葡萄糖等处理 ４８ ｈ 后ꎬ每皿加入 １ ｍＬ ＰＢＳꎬ
用细胞刮刀将细胞轻轻刮下ꎬ收集于 １􀆰 ５ ｍＬ

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中ꎬ８００ ｒｐｍꎬ离心 ５ ｍｉｎꎬ收集细胞样

品.利用胞浆 －胞核蛋白提取试剂盒提取胞核蛋

白.采用 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶分离胞核蛋白质ꎬ
用电转膜仪将凝胶中的样品转移到硝酸纤维素膜

上ꎬ用 ５％牛奶室温封闭 １ ｈ.对比蛋白 Ｍａｒｋｅｒꎬ将
含有 Ｎｒｆ２ 与细胞核内参 Ｌａｍ Ｂ 的条带分别剪切

下来ꎬ放入相应一抗(１ μｇ / ｍＬ Ａｎｔｉ￣Ｎｒｆ２ 与 １ μｇ /
ｍＬ Ａｎｔｉ￣Ｌａｍ Ｂ)中ꎬ４ ℃过夜孵育. 用含有 １％的

ＴＢＳＴ清洗 ３ 遍ꎬ将含有 Ｎｒｆ２ 的条带放入 ＨＲＰ 标

记的羊抗鼠抗体 ＩｇＧꎬ含有 Ｌａｍ Ｂ 的条带放入

ＨＲＰ标记的羊抗兔抗体 ＩｇＧ 中孵育 １ ｈ 后ꎬ进行

曝光检测.
１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ分析基因表达

以 ２􀆰 ０ × １０５ /孔的密度将细胞接种于 ６ 孔细

胞培养板中ꎬ培养 ２４ ｈ 后ꎬ加入上述不同葡萄糖

处理 ４８ ｈ 后ꎬ用超纯 ＲＮＡ 提取试剂盒提取细胞

总 ＲＮＡꎬ按照说明书进行操作ꎬ用超纯水将提取

的 ＲＮＡ １∶ １００ 稀释后ꎬ分光光度计(Ａ２６０ / ２８０)测
定 ＲＮＡ浓度ꎬ按照 ＲＮＡ 逆转录试剂盒说明书进

行逆转录实验. 荧光定量 ＰＣＲ 采用荧光染料法ꎬ
各个基因的引物序列如表 １ 所示.反应体积为 １０
μＬꎬ循环参数:９５ ℃ꎬ１０ ｍｉｎ 预变性ꎻ９５ ℃ꎬ３０ ｓꎬ
５６ ℃ꎬ３０ ｓꎬ７２ ℃ꎬ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎬ９５ ℃ꎬ１ ｍｉｎꎬ
５６ ℃ꎬ１ ｍｉｎꎬ ９５ ℃ꎬ ４５ ｓ. 数 据 采 用 ＭｘＰＲＯ￣
Ｍｘ３０００Ｐ系统分析.

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

基因 引物 序列

Ｉｎｓｕｌｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′ － ＡＧＣＧＴＧＧＣＴＴＣＴＴＣＴＡＣＡＣＡＣＣ － ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′ － ＡＧＴＧＣＣＡＡＧＧＴＣＴＧＡＡＧＧＴＣＡＣ － ３′

ＮＱＯ － １ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′ － ＡＴＣＣＡＧＴＣＣＴＣＣＡＴＣＡＡＧＡＴＴＣＧ －３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′ － ＡＡＣＡＡＧＴＴＡＧＴＣＣＣＴＣＧＧＣＣＡ －３′

Ｐｄｘ － １ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′ － ＣＡＧＣＣＣＴＧＡＧＣＴＴＣＴＧＡＡＡＡＣＴ － ３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′ － ＧＡＧＣＣＣＡＧＧＴＴＧＴＣＴＡＡＡＴＴＧＧ －３′

Ｍａｆ Ａ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′ － ＣＡＴＣＣＧＡＣＴＧＡＡＡＣＡＧＡＡＧＣＧ －３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′ － ＣＧＣＣＡＡＣＴＴＣＴＣＧＴＡＴＴＴＣＴＣＣ － ３′

β － ａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′ － ＧＣＴＡＣＡＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧ －３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′ － ＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧＡＴＧＴＣＡＡＣＧＴ － ３′

１􀆰 ３　 统计分析
采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ５􀆰 ０ 软件进行单因素方

差分析(ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)和 ｔ 检验ꎬ实验数据以

平均值 ± 标准差(ｍｅａｎ ± ＳＤ)表示. Ｐ < ０􀆰 ０５ 被

认为具有统计学意义.

３０３
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２　 结果

２􀆰 １　 高糖对 ＮＩＴ￣１ 胰岛 β 细胞功能的

影响
为研究高糖对胰岛 β 细胞功能的影响ꎬ我们

建立了 ＮＩＴ￣１β细胞高糖处理模型. 结果显示ꎬ经
过高糖处理 ４８ ｈ 后ꎬＮＩＴ￣１β 细胞的 ＧＳＩＳ 功能与

胰岛素基因的表达均有所下降(图 １(ａ)). 与之

相应ꎬ高糖处理后 Ｐｄｘ － １、Ｍａｆ Ａ 基因表达水平显

著下降(图 １(ｂ))ꎬ证明高糖使胰岛 β细胞合成与

分泌胰岛素的功能受损.低糖 ＋ Ｈ２Ｏ２(５０ μｍｏｌ / Ｌ)
处理后ꎬＮＩＴ －１β细胞胰岛素合成与分泌水平明显

下降ꎬ可以推断高糖诱导的胰岛 β细胞合成与分泌

胰岛素的能力下降与 ＲＯＳ的生成有关.

ＮＩＴ￣１β细胞经过 ＬＧ、ＬＧ ＋ Ｈ２Ｏ２、ＨＧ 处理 ４８ ｈ 后ꎬＥＬＩＳＡ 法检测胰岛素分泌(ａ)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 法检测 Ｉｎｓｕｌｉｎ(ａ)ꎬ Ｐｄｘ￣１ꎬ

Ｍａｆ Ａ(ｂ)基因的表达量. ∗ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ. ＬＧ.

图 １　 高糖对 ＮＩＴ￣１β细胞胰岛素合成和分泌的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｎ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ＮＩＴ￣１ β ｃｅｌｌｓ
　

２􀆰 ２　 高糖诱导的 ＲＯＳ 生成对 ＮＩＴ￣１β细
胞功能的影响

为了进一步探讨高糖对胰岛 β 细胞功能损

伤的机制ꎬ我们对高糖处理的 ＮＩＴ￣１β细胞进行了

活性氧含量的测定ꎬ用 Ｈ２Ｏ２ 作为阳性对照ꎬ同时

检测 Ｎ￣乙酰半胱氨酸(ＮＡＣ)处理后细胞内活性

氧含量的变化.如图 ２(ａ)所示ꎬ高糖处理 ＮＩＴ￣１β
细胞 ４８ ｈ后ꎬ细胞内 ＲＯＳ水平上升. Ｈ２Ｏ２ 处理同

样诱导 ＮＩＴ￣１β 细胞 ＲＯＳ 生成.抗氧化剂 ＮＡＣ(５
ｍｍｏｌ / Ｌ)使细胞内的 ＲＯＳ生产量降低.图 ２(ｂ)、２
(ｃ)结果表明ꎬ高糖处理的 ＮＩＴ￣１β 细胞胰岛素分

泌水平和基因表达量显著下降ꎬＰｄｘ￣１ꎬＭａｆ Ａ 基

因的表达量显著下降ꎬ说明高糖损伤了胰岛 β 细

胞合成与分泌胰岛素的功能. Ｈ２Ｏ２ 处理后胰岛素

分泌与合成水平明显下降ꎬＰｄｘ￣１ꎬＭａｆ Ａ 基因的

表达量下降与高糖处理组结果一致. 提示我们高

糖可能是通过 ＲＯＳ对胰岛 β细胞功能产生影响.
ＮＡＣ处理后ꎬＮＩＴ￣１β细胞的胰岛素分泌与合成功

能均得到恢复ꎬ即清除 ＲＯＳꎬ高糖对胰岛 β 细胞

功能的影响消除ꎬ证明高糖通过 ＲＯＳ 生成影响胰

岛 β细胞功能的.
２􀆰 ３　 Ｎｒｆ２ 入核表达对高糖诱导 ＮＩＴ￣１β
细胞氧化应激和功能的影响

为研究 Ｎｒｆ２ 入核表达对高糖诱导胰岛 β 细

胞氧化应激和功能的作用ꎬ分别用低糖、低糖 ＋
Ｈ２Ｏ２、高糖、高糖 ＋ ＮＡＣ、高糖 ＋ ｔＢＨＱ、高糖 ＋
Ｂｒｕｓａｔｏｌ处理 ＮＩＴ￣１β 细胞 ４８ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
检测细胞核内 Ｎｒｆ２ 水平的变化.与低糖处理组相

比ꎬ高糖处理组 Ｎｒｆ２ 的入核增多ꎬＮＱＯ￣１ 基因的

表达量上调ꎬ说明高糖能够激活 Ｎｒｆ２ 入核表达ꎬ

４０３
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ＮＩＴ￣１β细胞经 ＬＧ、ＬＧ ＋ Ｈ２Ｏ２、ＨＧ、ＨＧ ＋ ＮＡＣ分别处理 ４８ ｈ后ꎬ用 ＤＣＦＨ￣ＤＡ探针检测细胞内 ＲＯＳ生成水平(ａ)ꎬＥＬＩＳＡ法检测胰岛素

分泌(ｂ)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ法检测 Ｉｎｓｕｌｉｎ(ｂ)ꎬ Ｐｄｘ￣１ꎬ Ｍａｆ Ａ 基因的表达量(ｃ) . ∗ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ. ＬＧꎬ＃＃ｐ < ０􀆰 ０１ ｖｓ. ＨＧ.

图 ２　 高糖诱导 ＮＩＴ￣１β细胞 ＲＯＳ 生成对胰岛素合成和分泌的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｎ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ＮＩＴ￣１ β ｃｅｌｌｓ
　

并上调其下游抗氧化酶基因 ｍＲＮＡ 的表达. ｔＢＨＱ
(２０ μｍｏｌ / Ｌ)作用 ＮＩＴ￣１β 后ꎬＮｒｆ２ 的入核增加ꎬ
ＮＱＯ￣１ 基因表达量上调ꎬ(图 ３( ａ)、３(ｂ))ꎬ同时

胰岛素分泌与合成功能恢复(图 ３(ｃ)、３(ｄ)).说
明外源激活 Ｎｒｆ２ 能够缓解高糖对胰岛 β 细胞的

损伤.鸦胆子苦醇(Ｂｒｕｓａｔｏｌ １２０ ｎｍｏｌ / Ｌ)处理 ＮＩＴ￣
１β细胞后ꎬ细胞 Ｎｒｆ２ 蛋白及 ＮＱＯ￣１ ｍＲＮＡ 的表

达水平下降明显(图 ３(ａ)、３(ｂ))ꎬＮＩＴ￣１β细胞的

胰岛素分泌与合成能力受到损伤 (图 ３ ( ｃ)、３
(ｄ))ꎬ与高糖组相比损伤更加严重ꎬ说明 Ｎｒｆ２ 入

核受到抑制后ꎬ高糖对胰岛 β 细胞的氧化损伤加

重.长期高糖处理引起 Ｍａｆ Ａ、Ｐｄｘ￣１ 基因的表达

量下调(图 ３(ｃ)).当细胞经 ｔＢＨＱ 处理后ꎬＰｄｘ￣１
基因的表达量明显上调ꎬ但 Ｍａｆ Ａ 基因与高糖组

相比没有明显变化(图 ３(ｃ)). 图 ３(ｅ)的结果显

示ꎬｔＢＨＱ可以减少高糖引起的细胞内 ＲＯＳ 生成ꎬ
Ｂｒｕｓａｔｏｌ使细胞内的 ＲＯＳ 生成增加ꎬ说明外源激

活 Ｎｒｆ２ 增强 ＮＩＴ￣１β 细胞的抗氧化能力ꎬ保护胰

岛 β细胞合成与分泌胰岛素的功能.说明 Ｎｒｆ２ 入

核表达后激活抗氧化酶ꎬ进一步清除 ＲＯＳꎬ保护

胰岛 β细胞免受高糖的氧化损伤.
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ＮＩＴ￣１ β细胞经 ＬＧ、ＬＧ ＋ Ｈ２Ｏ２、ＨＧ、ＨＧ ＋ ＮＡＣ、ＨＧ ＋ ｔＢＨＱ、ＨＧ ＋ Ｂｒｕｓａｔｏｌ处理 ４８ ｈ后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ法检

测细胞核内 Ｎｒｆ２ 的表达量(ａ)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ法检测 ＮＱＯ￣１ 基因的表达量. ＮＩＴ￣１β细胞经 ＬＧ、ＨＧ、ＨＧ ＋ ｔＢＨＱ、ＨＧ
＋ Ｂｒｕｓａｔｏｌ处理 ４８ ｈ后ꎬ用 ＥＬＩＳＡ法检测胰岛素分泌(ｂ)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ法检测 Ｉｎｓｕｌｉｎ(ｃ)ꎬ Ｐｄｘ￣１ꎬ Ｍａｆ Ａ(ｄ)基因的

表达量ꎬＤＣＦＨ￣ＤＡ探针法检测细胞内 ＲＯＳ水平(ｅ) . ∗ ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ. ＬＧꎻ＃ ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃ ｐ

< ０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ. ＨＧ.

图 ３　 Ｎｒｆ２ 入核表达对 ＮＩＴ￣１β细胞氧化应激和功能的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｏｎ ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ ＮＩＴ￣１ β ｃｅｌｌｓ
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第 ３ 期 宁梦丽ꎬ等:Ｎｒｆ２ 抵抗胰岛 β细胞氧化损伤的作用机制

３　 讨论

糖尿病患者体内长期的高血糖水平导致机体

发生氧化应激ꎬ胰岛 β 细胞的氧化损伤在糖尿病

的发展过程中起了重要作用.研究证明ꎬ大鼠胰岛

β细胞 ＩＮＳ￣１Ｅ因受到长期的高糖刺激ꎬ其胰岛素

合成与分泌功能受到损伤ꎬ细胞凋亡增多[１８] . 文
献报道ꎬ高糖能够通过氧化应激诱导内皮细胞凋

亡[１９] .我们也发现ꎬ高糖作用小鼠 ＮＩＴ￣１β 细胞

后ꎬ细胞内 ＲＯＳ 水平升高、胰岛素合成与分泌功

能受损. 抗氧化剂 ＮＡＣ 清除 ＲＯＳ 后能够恢复胰

岛素合成与分泌的功能ꎬ说明高糖通过诱导 ＲＯＳ
的产生影响 ＮＩＴ￣１β细胞功能.

Ｎｒｆ２ 是与细胞抗氧化能力相关的重要的核

转录因子ꎬ受到细胞代谢应激ꎬ如氧化应激的调

控.当细胞内出现氧化应激时ꎬＮｒｆ２ 被激活入核ꎬ
上调Ⅱ相抗氧化酶的表达ꎬ提高细胞的抗氧化能

力[２０] .研究表明ꎬ高血糖环境下ꎬ人类冠状血管内

皮细胞(ＣＡＥＣｓ)中 Ｎｒｆ２ 被 ＲＯＳ激活ꎬ并上调Ⅱ相

抗氧化酶的表达. 我们也发现ꎬ高糖刺激下ꎬＮＩＴ￣
１β细胞内的 Ｎｒｆ２ 入核增多ꎬⅡ相抗氧化酶 ＮＱＯ￣
１ 的表达上调.但 ＮＩＴ￣１β 细胞合成与分泌胰岛素

的功能却受到损伤ꎬ说明 Ｎｒｆ２ 的激活不能抵抗长

期高糖诱导的氧化应激ꎬＮｒｆ２ 入核启动Ⅱ相抗氧

化酶的表达不足以缓解氧化应激所带来的损伤.
文献报道ꎬ白藜芦醇能够激活人主动脉平滑肌细

胞(ＡＳＭＣ)内 Ｎｒｆ２ꎬ启动Ⅱ相抗氧化酶的表达ꎬ提
高细胞的抗氧化能力[２１] .莱菔硫烷能够激活人类

微血管内皮细胞 ＨＭＥＣ￣１ 中的 Ｎｒｆ２ꎬ上调Ⅱ相抗

氧化酶的表达ꎬ提高细胞的抗氧化能力ꎬ使
ＨＭＥＣ￣１ 免受氧化应激损伤.敲除 Ｎｒｆ２ 后ꎬＨＭＥＣ￣
１ 细胞内的 ＲＯＳ 升高ꎬ细胞活力下降[２２] . 我们同

样发现ꎬＮｒｆ２ 激活剂 ｔＢＨＱ激活了 Ｎｒｆ２ 信号通路ꎬ
上调Ⅱ相抗氧化酶表达水平ꎬ降低了细胞内 ＲＯＳ
水平ꎬ并进而恢复了 ＮＩＴ￣１β细胞胰岛素合成与分

泌的功能ꎬ另外 Ｎｒｆ２ 抑制剂鸦胆子苦醇却作用相

反ꎬ说明 Ｎｒｆ２ 通过调控Ⅱ相抗氧化酶表达水平降

低高糖引起 ＮＩＴ￣１β 细胞内产生的氧化应激. 因
此ꎬＮｒｆ２ 激活剂类药物可以改善或恢复糖尿病患

者的胰岛 β细胞合成与分泌胰岛素.
Ｐｄｘ￣１ 与 Ｍａｆ Ａ 是调控胰岛素基因表达的核

转录因子ꎬ与胰岛素基因表达水平的变化密切相

关.研究发现ꎬＺＤＦ 糖尿病大鼠胰岛 β 细胞内的

Ｐｄｘ￣１ 基因的表达量下降[２３]ꎬ高糖环境下的胰岛

β细胞 βＴＣ￣３ 内 Ｍａｆ Ａ 基因的表达量下降[２４￣２５] .
我们也发现ꎬ在高糖条件下ꎬＮＩＴ￣１β 细胞内的

Ｐｄｘ￣１ 与 Ｍａｆ Ａ 基因的表达均下调ꎬ说明高糖影响

Ｐｄｘ￣１ 与 Ｍａｆ Ａ 基因的表达抑制胰岛素的合成.与
此相比ꎬ当细胞经 ＮＡＣ、ｔＢＨＱ处理后ꎬ其 Ｐｄｘ￣１ 基

因的表达明显上调ꎬ但是 Ｍａｆ Ａ 基因的表达量与

高糖处理组没有明显差异ꎬ说明 Ｐｄｘ￣１ 基因的表

达下调与氧化应激关系更加密切ꎬ而 Ｍａｆ Ａ 基因

的表达下调可能是通过其他信号通路作用的. 另
有研究表明ꎬ长期高糖水平通过胰岛 β 细胞内的

ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２０４ 直接降解 ｍＲＮＡ 下调 Ｍａｆ Ａ 基因

的表达ꎬ进而降低胰岛素的合成[２６] .
长期高糖诱导胰岛 β 细胞氧化应激ꎬ进而影

响胰岛素合成和分泌的功能ꎬ而 Ｎｒｆ２ 能够抵抗这

种损伤. Ｎｒｆ２ 可作为药物靶点ꎬ筛选有效无毒的

Ｎｒｆ２ 激活剂对于治疗糖尿病可能有重要意义.
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ｄｅａｔｈ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ
２００５ꎬ ８３(２): ３１３￣３２８.

[１７] 　 Ｒｅｎ Ｄꎬ Ｖｉｌｌｅｎｅｕｖｅ Ｎ Ｆꎬ Ｊｉａｎｇ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｒｕｓａｔｏｌ ｅｎｈａｎｃｅｓ
ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｎｒｆ２￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｄｅｆｅｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ[Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ

ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１１ꎬ １０８(４): １ ４３３￣１ ４３８.
[１８] 　 Ｓｃｈｖａｒｔｚ Ｄ. Ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ＩＮＳ￣１Ｅ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ß￣ｃｅｌｌｓ

ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｓｔｉｍｕｌｉ [ Ｄ ]. Ｇｅｎｅｖａ:
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｇｅｎｅｖａꎬ ２０１２.

[１９] 　 Ｐｉｃｏｎｉ Ｌꎬ Ｑｕａｇｌｉａｒｏ Ｌꎬ Ａｓｓａｌｏｎｉ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｓｔａｎｔ ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｏｖｅｒｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ [ Ｊ ] .
Ｄｉａｂｅｔｅｓ / Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ ２００６ꎬ ２２(３):
１９８￣２０３.

[２０] 　 Ｋｅｎｓｌｅｒ Ｔ Ｗꎬ Ｗａｋａｂａｙａｓｈｉ Ｎꎬ Ｂｉｓｗａｌ Ｓ. Ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｖｉａ ｔｈｅ Ｋｅａｐ１￣Ｎｒｆ２￣ＡＲＥ
ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ ] . Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ ２００７ꎬ ４７:
８９￣１１６.

[２１] 　 Ｍｏｒｒｉｓｏｎ Ｃ Ｄꎬ Ｐｉｓｔｅｌｌ Ｐ Ｊꎬ Ｉｎｇｒａｍ Ｄ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ
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ａｇａｉｎｓｔ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ β ｃｅｌｌ ｆａｉｌｕｒｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ＮｅｕｒｏＤ ａｎｄ ＭａｆＡ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ２００５ꎬ ２(３): １５３￣１６３.
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