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【摘 要】目的：观察罗格列酮(Rosiglitazone natrium，RSG)对实验性1型糖尿病大鼠胰岛13细胞凋亡的影响。方法：6周龄sD 

大鼠随机分成 3组，正常对照(Control，Con)组24只，糖尿病(Diabetic mellitus，DM)组 24只，罗格列酮干预(Rosiglitazone，RSG) 

组24只。以链脲佐菌素(Streptozotocin，STZ)溶液单次腹腔注射，72 h后测空腹血糖(Fasting blood glucose，FBG)≥16．7 mmol／L 

为造模成功。应用罗格列酮后 5个时间段(2、5、7、10、13周)，分别用 TUNEL(Temina1 deoxynucleotidyl transferase dUTP nick 

d labeling)方法检测胰岛B细胞的凋亡，用免疫组化法检测胰岛中胰岛素(Insulin，Ins)及 Fasl的表达。结果：与DM组相比， 

RSG组胰岛表达胰岛素水平提高，B细胞相对凋亡指数及Fasl表达水平均下降(P均<0．O5)。结论：罗格列酮能抑制或延缓 B细 

胞凋亡，其机制可能与抑制 Fas／Fasl细胞凋亡通路有关。 
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【Abstract]Objective：To explore the effect of rosiglitazone on the apoptosis of pancreatic beta cells in rats with experimental type 1 

diabetic mellitus．Methods：Sprague—Dawley rats were randomly divided into control group(Con，n=24)and diabetic control group 
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were induced by streptozotocin(STZ)injected intraperitoneally． 
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uated by Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labehng(TUNEL) assay and the levels of expression for insulin and 

Fasl were perform ed by immunohistochemistry．Results：Two weeks after RSG treatment，the levels of expression for insulin in the 

pancreas islet were higher(P<0．05)and the relative index of apoptosis of beta cells was lower(P<0．05)coupling a downgraded ex— 

pression of Fasl(P<0．05)in RSG than that in DM．Conclusion：Rosiglitazone can inhibit or down regulating the apoptosis of beta 

cells to some extent in experimental type 1 diabetic rats，and one of the mechanisms was probably through inhibiting the apoptosis 

pathway of Fas／Fas1． 

【Key words]rosiglitazone；apoptosis；diabetes mellitus；Fas／Fasl；pancreatic beta cell 

1型糖尿病个体在其 13细胞减少之前，其胰岛本身已经 

有炎症存在。大量炎症介质，包括 T细胞 ，IL一113，TNF— ， 

IFN一 等，为细胞死亡通路Fas／Fasl的作用提供了有利的条 

件 1。糖尿病患者的高血糖状态为Fas／Fasl凋亡途径的激活 

准备了条件。本研究用罗格列酮(Rosiglitazone，RSG)干预sD 

大鼠1型糖尿病模型，检测胰岛中Fasl的表达水平及胰岛B 

细胞的凋亡情况，探讨 RSG保护 B细胞是否与抑制细胞凋 

亡有关 

1 材料与方法 

1．1 实验对象与建模 

6周龄雄性清洁级 sD大鼠 72只，160～200 g(广西医科 

大学动物实验中心提供)，自由进食、饮水。12 h明暗光线交 

替。室内温度 20~C～25~C，湿度为 60％～70％之间，保持通风换 

气。经适应性饲养 1周后 ，全部大鼠空腹尾部静脉测血糖，眼 

内眦静脉采血测血清胰岛素作为基础值。随机分成3组，正 

常对照(Control，Con)组 24只，糖尿病对照(Diabetic mellitus， 

DM)组 24只和 RSG干预组 24只。后两组空腹经腹腔注射 

2％链脲佐菌素，streptozotocin(65 mg／kg)，建立 1型糖尿病模 

型。Con组腹腔注射相应剂量的 0．05 mol／L柠檬酸缓冲溶液。 

3 d后测空腹血糖 (Fasting blood glucose，FBG)，FBG≥16．7 

mmol／L为造模成功。RSG成模当天开始给予 RSG[7 m~(kg· 

d)1灌胃，其他 2组则给予相应剂量的溶剂生理盐水灌胃。此 

后定时于每天清晨(7 am～9 am)给药 1次。观察 13周。 

1．2 标本收集 

糖尿病成模当天及 RSG干预后 2、5、7、10、13周分别测 

定各组的体重 、FBG并分别抽取动物 4只，经10％水合氯醛 

腹腔内注射麻醉后 ，剖腹取胰腺标本并置于4％多聚甲醛溶 

液中固定 ，待切片之用。 

1_3 实验室检 测 

糖尿病成模时及 RSG干预后的各时期分别检测各组动 

物FBG(罗氏血糖仪测定)。胰岛中胰岛素表达的检测用免疫 

组化 SP法 ，试剂购 自迈新生物工程公司。胰岛中 Fasl的检测 

用免疫组化二步法，试剂购自北京中杉金桥生物技术有限公 

司。胰岛中 B细胞凋亡的检测采用 TUNEL方法，试剂购 自美 

国罗氏公司。 

TUNEL方法检测细胞凋亡步骤： 

4 m病理切片一脱蜡一梯度酒精水化至水一蛋 白酶 K 

工作液 (20 mg／L)37~C孵育---"20％／J"牛血清+3％dx牛血清白 

蛋 白 37~C孵育--"50 l Tunel反应液湿盒 中避光 37~C孵育 

0．3％甲醇溶液(1份 3％H 02+9份甲醇溶液)湿盒中室温孵育 

一20％羊血清+3％小牛血清白蛋白+l％封闭液湿盒中 37~C孵 

育一PBs液按 1：2稀释的 conve~er—POD溶液湿盒中避光 

37~C孵育--*DAB溶液显色一苏木素复染及中性树胶封片。 

1．4 形态学观察 

光镜(x40)下每份标本随机选取 2O个视野输入图像分 

析系统(德国DMR+Q550)，计算胰岛内Fasl表达的相对灰度， 

并评估 B细胞相对凋亡指数。 

相对灰度值 ：对每个胰岛阳性部位和阴性部位进行灰度 

水平分析得灰度值(本病理图像分析仪设置 0为白，255为 

黑)，计算灰度值差 ，取其平均值作为该样本的相对灰度值， 

相对灰度值与阳性表达强度成正比。 

B细胞相对凋亡指数 ：胰岛细胞凋亡指数，胰岛素阳性 

细胞核密度(胰岛细胞凋亡指数=胰岛凋亡细胞数／胰岛细胞 

总数。胰岛素阳性细胞核密度=阳性细胞核数量的平均值／阳 

性细胞面积的平均值)。 

表 1 3组大鼠胰岛表达胰岛素、Fasl相对灰度值及 B细胞相对凋亡指数的比较(％ )(x±S) 

各指标中：，●，P<O．05与Con组相比；▲，P<O．05与 DM组相比 
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1．5 统计分析 

数据采用 SPSS 13．0 for Windows软件进行分析，所有指 

标均以均数±标准差( ±s)表示。多组间比较采用单因素方 

差分析 ，两组间比较采用 t检验 ，并进行 spearman相关分析， 

以P<0．05为有统计学差异。 

2 结 果 

2．1 实验前各组动物之间有良好的同质性 

注射STZ后3 d．DM及RSG两组大鼠表现出精神差、活 

动减少，多尿、多饮、多食，FBG明显升高(>16．7 mmol／L)。表 

明造模成功。 

2．2 胰岛中胰岛素、Fasl因子的表达与 ／3细胞相对凋亡指 

数检 测结果 

与 DM组比较，RSG经 RSG治疗 2周后 ，胰岛表达胰岛 

素的强度即胰岛素的相对灰度值逐渐增加．与 DM组比较差 

异均有统计学意义(P<0．05)；Fasl表达逐渐减少，实验结束时 

仅为 DM组的24．11％(P<O．05)；p细胞相对凋亡指数减少 ， 

并随时间而逐渐进一步下降，与 DM组比较差异有统计学意 

义(P<O．05)(见表 1)。 

3 讨 论 

本实验的研究对象是化学物质诱导糖尿病动物模型。因 

动物种属、繁殖条件及经济因素等．此模型一直受到实验研 

究的青睐。链脲佐菌素对实验动物的胰岛 B细胞具有高度选 

择性作用 ，可以使 sD大鼠产生糖尿病。静脉或腹腔一次大剂 

量注射 STZ直接破坏大量胰岛 8细胞，诱发速发型糖尿病， 

接近于人类典型 1型糖尿病的发病过程，血糖可稳定升高，动 

物多饮、多食、多尿明显，且模型制作操作方便、重复性好、成 

功率高，是制作 T1DM大鼠模型较理想的方法 。 

Butler等[61的研究表明，糖尿病中 B细胞凋亡的增加程 

度超过了细胞复制的增加 ，导致 B细胞数量下降，而且这种 

高水平的凋亡在糖尿病发病之前就已经开始出现，并贯穿于 

其发病的全过程。Fas／Fasl通路是导致 B细胞凋亡诸多通路[71 

之一。当Fas与 FasL以三聚体形式结合，启动半胱氨酸凋亡 

通路，可诱导表达 Fas的细胞发生凋亡。理论上表达 Fasl的 

B细胞与表达 Fas的T细胞结合后，将导致该 T细胞死亡，即 

B细胞保护自身不受 T细胞的攻击。但是，Chervonsky等IS]的 

研究结果表明，在 NOD鼠的自身免疫性糖尿病起病过程中， 

CD8+T细胞产生一种或多种因子，如穿孔素、TNF— 等诱导 p 

细胞表达 Fas蛋白，Fas阳性的 p细胞与 Fasl阳性的 p细胞 

结合致 Fas阳性的 B细胞凋亡，p细胞数量减少 ，最终导致 

自身免疫性糖尿病。本研究结果发现，在给 sD大鼠注射 

STZ 3 d后 ，成模糖尿病大鼠胰岛 B细胞表达 Fasl的量远远 

大于正常对照组。经 RSG干预 2周后，Fasl表达强度随时间 

而逐步减少 ；RSG大鼠胰岛 B细胞相对凋亡指数明显降低。 

由此可见 ，Fasl在促发 B细胞凋亡 的过程中扮演了重要角 

色。RSG可能通过减少 Fasl的表达而阻止或延缓 B细胞凋 

亡 。 

众多细胞因子参与 p细胞凋亡，B细胞凋亡途径组成了 

一 个复杂的网络，近年来引起重视的内质 网应激[91、穿孔素 、 

肿瘤坏死因子、NO、干扰素等因子均可导致 B细胞凋亡。本 

研究仅从 Fas／Fasl蛋白途径证明 RSG能够阻止或延缓 B细 

胞的凋亡，减少 B细胞凋亡 ，改善胰岛功能。RSG对 母细胞 

凋亡的其他途径及其相互作用如何，尚有待进一步探讨。 
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