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不同浓度OL一生育酚对 STZ诱导胰岛细胞 

抗氧化能力变化的影响 

袁 英，方海立，侯爱莲 

(重庆医科大学基础医学院生理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察不同浓度 0【一生育酚(0【一tocopherol，0【一T)对链脲菌素(Streptozotocin，STZ)引起的胰岛细胞活力、胰岛素分 

泌及抗氧化能力变化的影响。方法：用体外单层细胞培养的方法培养 1～3d Wistar大鼠的胰岛细胞分为 4组，经分组处理后采 

用 M1丫r、放射免疫等方法检测各组胰岛细胞活力、胰岛素分泌量、总抗氧化能力(T～AOC)、超氧化物歧化酶(SOD)活性、一氧化 

氮合酶(NOS)活性、丙二醛(MDA)及 NO IO 含量的变化。结果：STZ可诱导胰岛细胞活力、T～AOC、SOD活性明显减弱；胰岛 

素分泌量显著降低，从(186．78±6．78)降至(64．59±4．32)；MDA及 NO -／NO，含量升高(P<0．05)；而 NOS活性无明显改变 

(P>0．05)。0【一T能有效抑制STZ引起的上述指标的变化(NOS活性除外 )，该效应具有一定的剂量依赖性。结论：0【一T能够改善 

STZ对大鼠胰岛细胞的损伤，该效应可能与增强胰岛细胞清除自由基的能力有关，而与 NOS活性的变化关系不大。 
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Effects of different cOncentratiOnS of OC—tocopherol on 

StreptOzOtOcin—induced anti-oxidation competence in pancreatic islet cells 

yUAN Ying．et al 

(Department of Physiology，College of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the inhibition effects of different concentrations of 0【一tocopherol on pancreatic islet cell 

viability，insulin secretion，anti-oxidation competence induced by streptozotocin．Methods：Pancreatic islet cells from Wistar rats 

aged 1 to 3 clays were cuhured in monola)rer in vitro．and divided into 4 groups．Then，cell viability，insulin secretion，T—AOC， 

SOD activity，MDA level，NOS activity and NO2-／NO3一 production were measured by differrent detection methods．Results： 

Streptozotocin significantly decreased cell viability，T—AOC activity，SOD activity and insulin release level(P<0 05)，while increased 

MDA leve1．NO2-／NOs-production (P<0 05)．These effects were blocked by 0【一tocophero1．The inhibition effects of 0【一tocopherol 

were shown in a dose—dependent fashion．Streptozotocin induced an indistinct change of NOS activity(P>0．05)，that could 

not be blocked by 0【一tocophero1．Conclusion：Ot-toeopherol can attenuate the damage of rats pancreatic islet cells induced by 

strcptozotocin．the mechanisms of which may be that 0【-tocopherol can reinforce the competence of scavenging free radicals of 

pancreatic islet cells and not related to NOS activity change． 
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糖尿病的发生与氧自由基生成过多或清除障 

碍造成胰岛细胞脂质过氧化损伤有关 。因此 ，研 

究具有抗脂质过氧化损伤作用的药物及其机制对 

于防治这类疾病具有十分重要的意义。仅一T是维生 

素 E家族中的成员，具有较强抗氧化活性I31。本文就 

仅一T对体外培养大鼠胰岛细胞的影响及其作用机 
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制做进一步探讨。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料 

RPMII640培养液(美国Gibco公司)、胎牛血清(杭州四 

季青生物制剂公司)、链脲菌素及 V型胶原酶(美国Sigma公 

司)、0【一生育酚(d一0【一tocophero1)(核工业北京化工冶金研 

究院)；胰岛素放射免疫检测试剂盒(北京原子高科股份有限 
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公司)；总抗氧化能力(T—AOC)、超氧化物歧化酶(SOD)、丙 

二醛(MDA)、一氧化氮(NO)及一氧化氮合酶(NOS)检测试剂 

盒(南京建成生物工程研究所 )；四甲基偶氮唑盐(上海华舜 

生物丁程有限公司)；二甲基亚砜(重庆东方试剂厂 )；清洁级 

Wistar乳鼠由本校实验动物中心提供。 

1．2 胰岛细胞分离与培养 

取出 1～3d龄大鼠胰腺，剪碎 ，转入含胶原酶液的锥形 

瓶中，37℃消化呈细沙状，滤出细胞悬液，离心。用 0．4％台盼 

蓝染色，要求活细胞数 >90％。加入含 10％胎牛血清的 1640 

培养液置 37℃培养箱中孵育 24h后换液，去除贴壁成纤维细 

胞。调整细胞浓度为 1 X 10 个 几，接种于培养板，分组进行 

实验。 

1_3 实验分组 

随机分为 4组，各组设 6个复孑L：①正常对照组：培养的 

胰岛细胞不做任何干预处理；② —T组：培养液中加人 —T 

(80mg／L)，作用 24h。③损伤组：培养液中加入 STZ(0．58mg／L)， 

作用 30min。④保护 A、B、C及 D组：培养液中加入 d—T，使 

终浓度分别为 10mg／L、20mg／L、40mg／L及80mg／L作用 24h后， 

再加入 0．58mg／L STZ作用 30min。 

1．4 MTr法检测胰岛细胞活力 

各组细胞离心(500r／min X 5min)，弃上清液。每：fUJI]人 

200 l RPMI1640培养液(不含血清)和5m ml的 Mlq20 l， 

放人孵育箱中培养 4h。离 t2,(1 000r／min X 10min)，弃上清液。 

每：fg／J~人二甲亚砜 200 l，振荡 5min溶解结晶物。用全自动 

酶标仪测定 570nm处吸光度(A)值进行比较。 

1．5 胰岛素分泌量、T—AOC、SOD、MDA、NOS及 NO2-／NO3-的 

检测 

收集各组上清液，按各试剂盒操作说明进行检测。 

1．6 统计学分析 

实验结果以均数 ±标准差(；±s)表示，数据用 SAS软件 

进行统计分析，采用方差分析、q检验，以P<0．05表示差异 

有显著性。 

2 结 果 

2．1 不同培养条件下的胰岛细胞活力、胰岛素分泌 

量 

损伤组 A值和胰岛素分泌量显著低于正常对 

照组(P<0．05)；各保护组较损伤组两指标明显回升 

(P<0．05)；保护组(10、20、40meJL)间 A值、胰岛素 

分泌量差异显著(P<0．05)，呈剂量依赖性趋势；而高 

浓度组(40m#L与 80meJL)间无明显差异(P>0．05) 

(表 1)。 

表 1 各组胰岛细胞活力、胰岛素分泌量【；±5m=6) 

Ap<0．05与正常对照组比较； <0．05与 STZ组比较； <0．05与A比较； P<0．05与 B比较 

表 2 各组 T—AOC、SOD及 NOS活性、MDA及 NO含量【；±s，钆=6) 

Ap<0．05与正常对照组比较；。P<0．05与STZ组比较； <0．05与 A比较； P<0．05与 B比较 
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2．2 T-AOC、SOD、NOS、MDA及 NO2-]NO3-的 变化 

损伤组较正常对照组 MDA及 NO -／NO，一含量 

明显升高，T_A0c、SOD活性明显降低(P<0．05)；各 

保护组 T—AOC、SOD活性 、MDA及 NO -／NO3一水平 

虽未恢复到正常对照组水平，但其下降或上升的程 

度较损伤组出现明显抑制；保护组(1O、20、40mg／L) 

间上述指标差异显著(P<O．05)，呈剂量依赖性趋势， 

而高浓度组(40mg／L与 80mg／L)间无明显差异(P> 

0．05)。各组间NOS活性无明显差异(P>O．05)(表 2)。 

3 讨 论 

自由基参与多种生物活性物质的合成、异常细 

胞的吞噬及细菌杀灭等过程，对维持正常生命活动 

必不可少。但若自由基和过氧化脂质的产生与清除 

平衡严重失调，则会引起蛋白质 、核酸等生物大分 

子结构和功能的改变，诱发各种疾病14l。研究发现胰 

岛 13细胞内抗氧化酶系含量较其他细胞少[51，而细 

胞对 自由基损伤的易感性取决于胞内抗氧化酶系 

的含量[61，因而 13细胞较其他细胞对氧化应激更为 

敏感，体内自由基产生过多或清除障碍更易导致 13 

细胞损伤及糖尿病的发生It 2J。 

细胞总抗氧化能力主要是细胞外液中非酶促 

体系的抗氧化物质和酶促体系少数小分子抗氧化 

物质的总和，是反映组织抗氧化能力的重要指标之 
一

。 SOD是存在于体内的一种重要的金属酶，能阻 

断自由基引发的一系列连锁反应，因而是清除 自由 

基的关键酶，其活力的高低反映抗自由基的能力。 

MDA是氧自由基作用于生物膜中多不饱和脂肪酸 

引发脂质过氧化的主要代谢产物，能促使蛋白质合 

成能力下降或合成功能紊乱，其值的高低反应了受 

自由基攻击的程度。STZ可选择性破坏大鼠胰岛 13 

细胞[71。在本实验中我们发现，加人 STZ后，胰岛细 

胞活力 、胰岛 13细胞分泌功能明显受到抑制，STZ 

损伤组中胰岛素含量较正常对照组明显减少。同 

时 ，细胞 T-AOC、SOD活性明显降低 ，而 MDA及 

NO -／NO，一含量显著升高，提示STZ可通过抑制胰岛 

细胞总抗氧化能力、SOD活性，导致 自由基清除障 

碍、胰岛细胞生物膜脂质过氧化损伤。损伤组 NOS 

的活性较正常对照组无明显改变，说明 STZ诱导的 

胰岛细胞损伤可能与NOS活性变化无关。 

— T是生物体内最重要的自由基清除剂之一， 

其色原烷醇环上含有羟基，具有还原性，极易与氧 

分子及 自由基结合。通过自身被氧化成生育醌，从 

而将 ROO一转变为化学性质不活泼的 ROOH，阻断 

生物膜内黄嘌呤氧化酶(xo)反应链抑制脂质过氧 

化反应的启动和链传递，保护细胞结构免于氧化损 

伤I81。本实验预先加入不同浓度 or．一T后，STZ诱导 

的胰岛细胞活力、胰岛素分泌量降低程度受到明显 

抑制，并且在一定范围内抑制程度随药物浓度增加 

而增大，提示 —T能有效抑制 STZ引起的胰岛细 

胞损伤，且该效应具有一定剂量依赖趋势。同时，我 

们还发现 —T保护组较损伤组细胞 T—AOC、SOD 

活性明显回升，MDA、NO -／NO 一水平显著降低，该效 

应也具有一定剂量依从性。提示 —T可能通过增 

强胰岛细胞抗氧化性及清除 自由基的能力，发挥胰 

岛功能保护效应。 
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