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牛磺酸对糖尿病大鼠背根节细胞 Caspase一3和 

NF—KB表达的影响 
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【摘 要】目的：观察牛磺酸对糖尿病大鼠背根节细胞中Caspase一3和NF— B mRNA表达的影响，并探讨其神经保护作用的机 

制。方法：40只Wistar大鼠，8只作为正常对照组，其他以链脲佐菌素(Streptozotocin，STZ)诱发糖尿病模型。糖尿病模型建立成 

功后，随机分组为模型组(DM)和牛磺酸治疗组(TA)，其下又各设 4周、8周亚组，应用 RT—PCR法检测背根节细胞中 Caspase一3 

和 NF—K B的 mRNA表达。结果：在正常鼠组织中弱表达 Caspase一3和NF—K B mRNA，4周、8周后 DM组二者表达增加，牛磺 

酸治疗组中，Caspase一3和 NF—K B的 mRNA表达与同期模型组比较其表达均有下降(P<0．05)。结论：牛磺酸的神经保护作用 

可能与其抑制 NF— B的活化 ，下调 Caspase一3基因的表达，从而抑制神经组织细胞凋亡有关。 
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The effects of taurine on the expression of Caspase一3 and NF一 B in 

dorsaI root ganglion diabetic rats 

YE Ren—qun，et al 

(Department of Internal Medicine，Traditional Chinese Medical Hospital in Bao’an District of Shenzhen City) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of Taurine on the expression of Caspase一3 and NF—K B in dorsal root ganglion 

of diabetic rats and explore its mechanism of nervous protective effect．Methods：Among 40 healthy male wistar rats，8 were 

used as control，and diabetes were induced on the other rats by the intrapefitoneal injeetion of streptozotoein(STZ)at a doze of 

50mg／kg．Diabetes were characterized by an increase in blood glucose(>16．7mmol／L)48hours after injection．The successful dia- 

betic rats models were randomly divided into diabetic mellitus(DM)group and taurine(TA)group．DM and TA groups were 

subdivided into DM1，DM2 and TA1，TA2 groups according to the duration of diabetes．The expression of Caspase一3 and 

NF-K B mRNA were studied by reverse—transcriptase polymerase chain reaction(RT-PCR)method．Results：NO obvious ex- 

pression of Caspase-3 and NF-K B mRNA were found in the nomal groups compared with DM group after the 4th and 8th 

week．Under the intervention of taurine．the expression of Caspase一3 and NF-K B mRNA were inhibited compared with those 

in mode1．group(P<0．05)．Conclusion：Taurine can inhibit apoptosis of the dorsal root ganglion induced by streptozotocin(STZ) 

by inhibiting the activation of NF—K B and down—regulating Caspase一3 gene． 

【Key words】Diabetic peripheral neumpathy；Ap0pt0sis；Caspase一3；NF—K B；Rat 

糖尿病周围神经病变(Diabetic peripheral neU— 

ropathy，DPN)是糖尿病常见的慢性并发症之一。其 

发病机制目前有多种学说，其中氧化应激造成的周 

围神经细胞凋亡，最终引发血管通透性异常 、神经 

纤维血液供应障碍、神经纤维坏死在 DPN的发生发 

展中发挥重要的作用。本实验采用链脲佐菌素化学 

作者介绍：叶仁群(1967一 )，女，主治医师，博士 

研究方向：糖尿病及其并发症。 
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诱导的方法建立大鼠糖尿病模型，通过 RT—PCR法 

检测背根节细胞中 Caspase一3和 NF—K B的 mRNA 

表达情况，及牛磺酸对其表达的影响，探讨其神经 

保护作用的可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 
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1 ． 1 ． 1 实验动物 8 周龄健康雄性 W i s t a r 大鼠 4 0 只 ，体重 2 0 0 ～

2 5 0 g ， 中国科学 院上 海 实验 动物 中心 ( 生 产科 )提供 ， 合格证 号 ：

S C X K (沪 )2 0 0 2 - 0 0 1 0 。

1 ． 1 ． 2 试 剂 链脲 佐 菌素 、 琼脂糖 和 溴化 乙 锭 ， 均 为美 国S i g
—

m a 公 司 产 品 ；T r i z o l 提 取 试 剂 盒 ， M R C 公 司 ；P C R 试 剂 盒 、

T a q D N A 聚合 酶 和 d N T P ， 均 为美 国 F e r m e n t a s 公 司 产 品 。 引

物 由上 海 博亚 生 物技 术 有 限 公 司 设 计 和 合成 ， C a s p a s e 一 3 引

物 ：上 游 5
’

一 A C C G A T G T C G A T G C A G C T A A C 一 3
’

， 下 游 5
’

一 A A

C C A T G A C C C G T C C C T r G 一 3
’

；产物 4 4 6 b p 。 内参照 13 一

a e t i n 引

物 ：上 游 引 物 ：5
’

一 T C A C C C A C A C T G T G C C C A T CT A T G A 一 3
’

，

下 游 引物 ：5
’

一 C A T C G G A A C C G C T C A l Tr G C C G A T A G 一 3
’

；产物

2 9 6 b p 。 N F — K B p 6 5 引物 ：上 游 引物 ：5
’

一 T c c G l l lA c A A G T G

C G A G G 一 3
’

；下游弓J物 ：5
’

一 T C C C G T G T A G c C A T T G A T 一 3
’

。 D N A

m a r k e r 大 连 宝 生 物产 品 。 牛 磺 酸 ， 上 海 伯 奥 生 物科技 公 司 ；

一 般试 剂 由湘 雅 医 院药剂科 提供 。

I ． 2 实验 方 法

1 ． 2 ． 1 动 物 分 组 4 8 只 大 鼠适 应 性 喂 养 l 周 后 ， 随 机 取 8

只 为正 常对 照 组 ， 3 2 只 造 模 ， 成模 后 每周 1 次检 测 体重 和 饮

水量 ， 每半 月检测 1 次血 糖 。 将造 模成功 后 的 大 鼠 ， 随机 分 为

模 型 组 ( 16 只 ) 和 牛 磺酸 治疗 组 ( 16 只 ) 。 两 组 问体重 、 血 糖 比

较 均无 显 著差 异 ， 两 组 又 按 照 不 同时 间 段 各 分 为 4 周 、 8 周

( 每组 8 只 大 鼠 ) 。

1 ． 2 ． 2 造 模 方 法 参 照 S e h m e i e h e l 等【一I方 法 ， 大 鼠造 模 前 禁

食 12 h ，

一 次性腹腔注射 l ％链脲佐菌素( S T Z 5 0 m g ／k g 、O． 1 m o l／L

柠檬 酸钠 一 柠檬 酸缓 冲液 配 制而 成 ， p H 值 4 ． 2 ～ 4 ． 5 )诱 发 糖

尿 病 ， 7 2 h 后 用 血 糖 仪测 鼠尾 尖血 血 糖 。 正 常 对 照 组 大 鼠禁

食 1 2 h 后 ，

一 次性 腹 腔 注 射相 等容 积 的 0 ． 1 m 0 1] L 柠檬 酸 钠 一

柠檬 酸缓 冲液 。 凡 血 糖 > 1 6 ． 7 m m o l／L 为造 模成功 [2 1
， 造模 成 功

率 为 9 5 -3 ％ 。

1 ． 2 -3 给药及 用 法 造 模成 功后 ， 牛 磺 酸组 每天 按 3 0 0 m g ／k g

剂量灌 胃( 1 m l／l OOg )[3 1
， 模型 组 和正 常对 照组 则 每 日灌服 等量

的蒸馏 水 ， 连 续 饲养 4 — 8 周 ， 实验期 间 自由饮 水 。

1 ． 2 ． 4 标 本 取 材 分 别 于 治 疗 后 第 4 周 、 8 周 末 ，

一 次性 腹

腔 注 射 10 ％ 水合氯醛 ( 3 5 0 m g ／kg ) 麻 醉 ， 俯 卧位 固定 ， 经 后 入

路 取 与 坐 骨 神经 相 关 的 双 侧 第 4 、 5 、 6 背 根 神 经 节 ， 置 于 液

氮 ， 后 一 8 0 ℃ 保存用 于 m R N A 检 测 。

1 ． 2 ． 5 C a s p a s e 一 3 和 N F —

K B m R N A R T — P C R 澳0定 R N A

提取 ：取 背 根 神经 节 ， T r i z o l 匀 浆 ， 氯仿 一 异 丙 醇抽 提 ， 分 光 光

度仪测 定 总 R N A 浓 度 ；逆 转 录 反 应 ：按 照 e D N A 合成 试 剂 盒

说 明书进行反 转 录 ；P C R 扩增 反 应 ：双 蒸水 14 灿 l ( N F — K B 1 4 ．

2 斗 I) , c D N A 2 肛 1A N T P (含 d A T P , d C T P , d G T P , d T T P 各 l Om m o l／L )

0 ． 5 p l ， 1 0 × T a q b u ff e r 2 ． 5 p l 、T a q D N A 聚 合 酶 2 ． 5 肛 l 、 C a s
—

p a s e 一 3 和 N F — K B 上 下游 引物各 0 ． 5 “ l ， 内参上 下 游 引物各

0 ． 5 斗 l ， M s
~ ’ 1 ． 5 斗 I ( N F — K B 1 ． 3 斗 1) ， 离 心 混 匀后 ， 按 如下 条 件

扩增 ：9 4
0

C 5 m i n ， 9 4 ℃ 4 5 s ，
5 2 ． 6 ℃ ( N F — K B 4 8 ． 1 ℃ )4 5 s ， 7 2 ℃

1 m i n ( N F — K B 7 2 ℃ 4 5 s ) ， 循 环 3 0 次 ( N F — K B 3 6 次 ) ， 最 后

7 2 cc 延 伸 1 0 m i n ；P C R 产物分析 ：电泳产 物经 扫描后 记 录吸光

度值 ， 用 目的基 因的吸光度与 B — a c t i o n 吸光 度的 比值代表 目

的基 因 的相 对表 达含量 。

1 ．3 统 计 学分 析

计 量 资料 以 均 数 ± 标 准差 ( ；t s )表示 ， 多组 均 数 的 比较

采用 方 差 分 析 ， 所 有数 据 均 经 S P S S l 2 ． 0 软件 处 理 ， 并 对 相 应

数据进 行 相 关分析 。

2 结 果

2 ． 1 牛 磺 酸 对 背 根 节 细 胞 C a s p a s e 一 3 和 N F —

K B

m R N A 表 达 的 影 响

琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 可 见 4 4 6 b p 处 有 C a s p a s e 一 3

R T — P C R 电泳 产 物 ；正 常 组 背 根 节 细 胞 内 C a s p a s e 3

m R N A 和 N F — K B m R N A 有极 少 量 表 达 ；而 模 型 组

1 0 0 0 b p

8 0 0 b p

6 0 0 b p

5 0 0 b p

4 0 0 b p

3 0 0 b p

2 0 0 b p

1 0 0 b p

2 3

1 ． 模 型 组 ； 2 ． 牛磺酸组 ； 3 ． 正 常组

图 1 实 验 4 周 时各组 背根 节细 胞 C a s p a s e
一 3 R T — P C R 产 物

电泳 结 果

表 1 不 同 时 间点各 组 大 鼠背 根 神经 节 C a s p a s e
一 3 和 N F — K B m R N A 含量 半定 量 测 定 的 比较 ( ， ± 。 。 咒 ： 8 )

注 ：与 同期模 型 组 相 比
"
19 < 0 ． 5 ：奠P <0 ． 0 1
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一 9 2 5

—

1 0 0 0 b p

8 0 0 h p

6 0 0 b p

5 0 0 b p

4 0 0 b p

3 0 0 b p

2 0 0 b p

I OOb p

6

C~．s p a s e - 3 ( 4 4 6 b p

13 一 a c t i n ( 2 9 6 bp )

4 ． 模 型 组 ； 5 ． 正 常组 ； 6 ． 牛磺 酸组

图 2 实 验 8 周 时各 组 背根 节 细 胞 C a s p a s e
一 3 R T — P C R 产 物

电泳 结 果

13 - a c t i n (2 9 6 b p )

N F — K B ( 10 4 b p )

7 8

7 ． 牛 磺酸组 ； 8 ． 正 常组 ； 9 ． 模 型 组

图 3 实 验 4 周 时各 组 背根 节细胞 N F — K B R T — P C R 产 物 电

泳 结 果

13 -

a c t in ( 2 9 6 bp )

NF — K B ( 10 4 bp )

1 0 ． 正 常组 ； 1 1 ． 牛 磺 酸组 ； 1 2 ． 模 型 组

图 4 实验 8 周 时各 组 背根节细 胞 N F —

K B R T — P C R 产 物 电

泳 结 果

C a s p a s e 一 3 m R N A 和 N F — K B m R N A 表达 显 著增 强 ；

牛 磺酸 干 预 后 N F — K B m R N A 和 C a s p a s e 一 3 m R N A

的 表 达 较 同期模 型 组 明显 降低 (P < 0 ． 0 5 o 结果 见 表

1 和 图 1 ～ 4 。

3 讨 论

糖 尿 病 周 围神 经 病 变模 型 的确 立 ：许 多实验 已

证 实 链 脲 佐 菌 素化 学 诱 导 的方 法 建 立 大 鼠糖 尿 病

模 型 ， 可 以 观 察到从 糖尿 病发 病 到 出现 神经 损 害 的

完成 过 程 ， 更接 近 于 人类 D P N 发病情况 。 在 大 鼠成

模后 1 ～ 2 个 月 就 可 观 察 到 与人 类糖 尿病 周 围神经

病 变 相 似 的改 变 ， 包 括 神 经 传导 速 度 的减 慢 ， 痛觉

过 敏等 。 D P N 时神经 功能 的改变先 于 并伴随神经 解

剖损 害 的 发 展 ， 神 经 电 生 理 检 查 是 早 期 诊 断糖 尿病

并 发 周 围神 经 病变 的敏感 指 标 ， 它 主 要 代表 的 是 有

髓 纤 维 的功 能 ， 神 经 传导 速 度 减慢是 糖尿 病 出现 神

经 病变 的 一 个 先 兆 ， 可 以 发 现 亚 临床期 的周 围神 经

病 变 ， 并 可 以 对 药物疗效 及 预 后 进 行评 价 。 临床上

许 多 D P N 病人 在 出现 明显 的运 动 、 感觉障碍 之 前 已

有 明显 的 神 经 传导 速 度 减 慢 。 在 前期 实 验 中 已 证

实 模 型 组 在 4 周 时 运 动 神经 传导 速 度 ( M o t o r n e r v e

c o n d u c t i o n v e l o c i t y ， M N C V )较 正 常 对 照 组 大 鼠 明 显

减 慢 ， 且 出现 大 的有髓 神 经 纤 维 损 伤 ， 随 着病 程 延

长 ， M N C V 继 续 减 慢 ， 提 示 随 时 间 延 长 其 有髓 神 经

纤 维 损 伤 越 重 [4 1
， 和 文 献 报 道 的糖 尿 病 神 经 病 变 的

电生 理 检 测 结果 一 致 。

糖 尿 病 周 围神 经 病 变发 病机 制 与细 胞 凋 亡 ：糖

尿 病 周 围 神 经 病 变 的 发病 是 一 个 很 复 杂 的病 理 过

程 ， 它是 多 因素 、 多 阶段 作用 的结 果 。 近 年来 不 断有

研 究指 出 ：细胞 凋 亡 在 D P N 的发 生 发 展 中发挥重 要

的作用 ， 不 仅有 内皮 细 胞 和 雪 亡 细 胞 的 凋 亡 ， 也 涉

及 到背 根 节 细 胞 的凋 亡 。 R u s s e n 等【5j评 估 了 培养 的

S T Z 诱 导 的糖 尿 病 大 鼠和 非 糖 尿 病 大 鼠 的 D R G ， 他

们发 现 随着培 养基 中葡萄糖 增 加 ， 神经 突 的退 变 和

凋 亡 也 增 加 。 S r i n i v a — s a n 等1s 】人 发 现 糖尿病患 者背根

神 经 节 中心 的细 胞 凋 亡 显 著增加 ， 他们 认 为 糖 尿 病

同样会 引发外周 神经 细胞 的凋 亡 。 S c h m e i c h e l 等【7l发

现 在 S T Z 糖尿 病大 鼠在 1 、 3 、 1 2 月 后 ， 其 D R G 神 经

元 凋 亡 率分别为 8 ％ ， 7 ％ 和 1 1 ％ 。 在 1 月 和 3 月 时

C a s p a s e 一 3 蛋 白表达 和 D R G 神经 元 凋 亡 与 D R G 神

经 元 内 8 羟 基 脱 氧 鸟苷 酸 ( 8 - O h d G ， D N A 氧化损 伤

的 生 物指 标 )表 达 存 在 明 显 相 关性 ， 支持 氧 化 损 伤
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导致了细胞凋亡。氧I"UE激、周围神经细胞凋亡与DPN 

的关系探讨成为目前 DPN发病机制的研究热点嗍。 

由于感觉异常往往是 DPN的首发症状，在糖尿病状 

态下，背根神经节作为初级感觉神经元容易受损，因 

此本实验研究周围神经病变机制，选用的是背根神 

经节，而非周围神经。此外前期研究也验证了STZ诱 

导的 1个月和 2个月的糖尿病大鼠坐骨神经中丙 

二醛(MDA)和谷胱甘肽(GSH)含量增加(二者在组 

织中水平能够间接反映机体内氧化应激水平)。 

Caspase一3和 NF—KB与细胞凋亡 ：NF—KB是 

一 种重要的转录因子，广泛存在于真核细胞中参与 

许多基因表达的调控。NF—K B还存在于神经细胞中， 

具有传递细胞核内外信息的功能，在免疫 、应激反 

应、炎症和细胞凋亡等方面具有重要作用[1]，与糖尿 

病周围神经病变密切相关。NF—K B是 ROS、炎症因 

子和高血糖的信号调节途径的重要作用靶点。高血糖 

导致 ROS生成增多并激活 NF—KB途径，NF—KB 

激活后可促进凝血组织因子、粘附因子、内皮素及 

单核细胞趋化蛋白一1等基因的表达，导致血管细胞 

增值和血管通透性的改变，增强内皮促凝能力，使血 

管内皮舒张功能明显弱于收缩功能，血流调节受损， 

神经内膜血流灌注减少，周围神经缺血缺氧而致周 

围神经细胞凋亡。有研究发现，在糖尿病大鼠中枢神 

经不仅有 ROS的大量产生，而且有 NF—K B的持续 

活化，NF—K B可通过上调细胞因子的表达、或通过 

诱导 P53、cmyc、Fas／Apo一1配体等凋亡促进基因的 

表达和抑制抗凋亡基因 Bcl一2的生成而产生促凋 

亡作用而导致神经细胞的凋亡 。 

Caspase是细胞凋亡过程中重要的蛋白酶，其中 

Caspase一3是细胞凋亡的执行因子。Caspase一3的作用 

主要是降解聚 ADP核糖聚合成酶(poly ADP—ribose 

polymerase，PARP)、UI小核核糖核蛋白、ATM(毛细 

血管扩张性共济失调突变基因)蛋白等，产生凋亡 

所特有的DNA节段化，使琼脂糖凝胶电泳时呈梯形 

条带，促进细胞凋亡的发生。近年来发现，高糖条件下 

产生的反应性氧自由基可激活 Caspase一3，参与了周 

围神经细胞的损伤过程f8J，对神经细胞凋亡的发生 

起关键作用。此外，Wang CY等研究显示 NF—K B与 

凋亡信号转导通路中Caspase一8、Caspase一3等蛋白 

分子间关系密切：它位于凋亡信号转导的最早期，首 

先作用于 Caspase一8分子，抑制其活性，从而阻断 

Caspase一3等一系列下游Caspase激活的级联反应。 

本实验结果发现：在正常鼠组织中弱表达Caspase一3 

和 NF—K B mRNA，4周、8周后模型组二者表达增 

加，随病程延长，其表达的强度增加。牛磺酸干预后， 

Caspase一3和NF～K B的 mRNA表达与同期模型组 

比较其表达均有所下降。从而提示牛磺酸可能通过抑 

制NF—K B的活陛，进而下调Caspase一3的基因表达。 

牛磺酸治疗糖尿病的机制：牛磺酸是体内一种 

重要的自由氨基酸，主要分布在可兴奋细胞中，具 

有清除氧自由基、抗脂质过氧化、维持细胞内外渗 

透压平衡、改善脂代谢、增强胰岛素降糖作用，降低 

神经组织中糖化终产物的含量，增加前列环素的合 

成，改善血流灌注，可以明显改善糖尿病病变神经 

的结构和功能 。牛磺酸可抑制高血糖引发的组织细 

胞内环境紊乱和结构损伤，减少糖基化产物形成， 

抑制内皮细胞凋亡。糖尿病时周围神经组织氧化应激 

明显增加【101，自由基生成增多，而 NF—K B在氧化应 

激敏感信号途径的调节过程中起着承上启下的关 

键InJ。抗氧化治疗可抑制 NF～K B的活性，改善内皮 

细胞功能；减轻糖尿病躯体和自主神经病变的症 

状，改善神经内膜血流H 2]。本实验结果显示牛磺酸明 

显下调 NF—K B和 Caspase一3基因的表达，其机制可 

能是牛磺酸通过调节机体氧化应激状态，减少氧自 

由基的生成，从而抑制了神经细胞凋亡的发生，这可 

能是其保护 DPN的作用机制之一。 
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于人类肿瘤的研究和治疗。 

鼻咽癌是我国常见的肿瘤之一，国内外一系列 

研究表明 EB病毒(Epstein—Barr Virus，EBV)在鼻 

咽癌的发生发展中起重要作用，其中缺失变异研究 

较多的是 LMP1、EBNA1等基因l5I。现陆续有研究提 

出并证实HPV与头颈部鳞状上皮细胞癌如鼻腔鼻 

窦癌、鼻咽癌等密切相关，主要是 HPV16、18型。 

HPV16、18型的 E6／E7蛋 白已被确认为癌基因蛋 

白，分别与细胞内肿瘤抑制物 P53、Rb结合，干扰细 

胞周期的调节使细胞永生化I I，其中 HPV16的E6 

蛋白表达水平在维持肿瘤恶性表型中具有重要意 

义。人类肿瘤的发生和发展大多由于基因的改变， 

通过 RNAi的序列特异性来抑制或灭活这些基因异 

常的表达，就可以研究这些基因在肿瘤中的作用或 

抑制肿瘤的发生、发展I 一I。但对于与HPV感染有关 

的肿瘤 ，利用 RNA干扰技术造成 HPV的主要致癌 

蛋白如 E6、E7的表达抑制的研究报道，目前多见于 

宫颈癌。如牛晓宇等19研究证实，宫颈癌 CaSki细胞 

中确实有 RNA干扰现象存在，对外源性的 HPV16 

病毒E6基因的干扰具有基因特异性和高效性。但 

在头颈部肿瘤方面报道甚少。我们用 4条不同的 

siRNA作用于鼻咽癌细胞株 HNE一1，检测 HPV16 

E6的表达。结果发现其中一条 siRNA能抑制 

HPV16 E6的表达，从而抑制细胞生长增殖。研究发 

现，针对同一基因不同靶序列的siRNA对基因表达 

的抑制能力差异很大]10,11I，这与我们的实验相符，但 

具体机制还不清楚，有待进一步研究。 

本研究提示 RNA干扰 HPV16 E6能有效抑制 

鼻咽癌细胞的生长增殖，揭示了RNA干扰在鼻咽 

癌基因治疗上的潜在应用价值，为今后应用该技术 

治疗鼻咽癌提供了一定的实验室依据。 
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