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细胞因子诱导离体胰岛 I3细胞凋亡及其机理研究 

余华荣，张 能，方海立，董毅龙 

(重庆医科大学基础医学院生理学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察白细胞介素一l p(IL．1 p)、肿瘤坏死因子(TNF)和 一干扰素(IFN一 )引起胰岛细胞凋亡、胰岛素分 

泌、bcl—xl和 bax蛋 白表达的变化。方法：应用体外单层培养 的 3～5天的 Wistar大鼠胰岛细胞，分别检测 IL—l p、TNF和 

IFN一 对胰岛细胞凋亡细胞百分率、以及培养液中基础和高糖刺激下胰岛素分泌量、N0含量、NOS活性、bcl—xl和bax蛋白表 

达以及 DNA片段的影响。结果：IL—l B、TNF和 IFN一 联合可诱导胰岛细胞凋亡率明显增加及 DNA明显片段化 ，同时 NO含 

量和 NOS活性亦明显升高，胰岛素分泌明显降低 ，bcl—xl表达下降和 bax表达增强 (P<O，01)，且有时间和剂量依赖性。结论：细 

胞因子能诱导胰岛细胞凋亡，其机制可能与提高 NOS活性从而增加 NO的生成以及上调 bax／bcl—xl比例有关。 
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A study on apoptosis in isolated pancreatic islet cells 

induced cytokines and its mecanism 

YU Huarong,et al 

(Department ofPhysiology,College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To investigate the apoptosis of isolated pancreatic islet cells and insulin secretion induced by combination of 

IL．1 p，TNF and IFN-一y，and to investigate the mechanism of the change．Methods：Isolated pancreatic islet cells from Wistar rat were 

incubated in monolayer in vitro，NO production，NOS activity，insulin secretion，the protein expression of bcl-xl an d bax，apoptotic rate of 

islet cells and DNA fragmentation in pancreatic islet cells incubated with combination of IL—l B，TNF and IFN-一y were measured． e— 

su／ts：Combination of IL—l p，TNF and IFN- induced a significant increase in apoptotic percentage of pancreatic islet cells，NO pm— 

duction an d NOS activity，as well as DNA ladder appearance，while a decrease in insulin content．Up-regulation of the protein expression 

of bax and down-regulation of the protein expression of bcl-xl were also induced( <0．01)．These effects~eurred in a time and dose de— 

pendent manner．Conclusion：Th e cytokines can induce p cell apoptosis，the mechanism of which may be the activation of NOS and the 

increase of NO production an d the upregulation of bax／bcl-xl proportion． 

【Key words】Interleukin一1 B；Apoptosis；Nitric oxide；Gene expression；Islet cell 

1型糖尿病被认 为是一种胰岛 B进行性毁 

损 、功能降低或丧失的遗传易感性 自身免疫性疾 

病。其病理发生过程及其机理 ，国内外虽有大量文 

献报道口1，但迄今并未完全清楚，临床仍沿用经典胰 

岛素替代疗法 ，尚缺乏新的有效防治途径 ，与此无 

不有重要关系。 

在免疫损伤过程中，过量的 IL一1 B，TNF和 

IFN一 表达可诱导多种属来源的 B细胞株发生大 

量凋亡[21。但对胰岛直接作用的资料却不多。而上述 

作者介绍 ：余华荣(1970一 )，男，讲师，硕士 

主要研究方向：内分泌 生理。 

细胞因子在诱导胰岛自身免疫损伤过程的主从关 

系亦存在争议f2．4一。本文用 Wistar大鼠离体培养的 

原代 13细胞作为实验对象，拟就上述细胞因子对 

13细胞凋亡的影响、凋亡相关基因bcl—xL和 bax蛋 

白表达可能发生的变化作进一步探索，以期为 1型 

糖尿病发生的病理学改变机理提供新的实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

白细胞介素 一1(IL一1 p)，肿瘤坏死因子 (TNF)和 一 

干扰素(IFN一 )均购于军事医学科学院基础医学研究所 ； 
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表 I 不 同浓度的 II IB与 I、I II、一 共同作用引起的胰岛细胞凋亡率以及相应细胞培 养液 中胰 岛素分泌量 

NIl含量 、() 活性的变化 
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图 2 胰岛细胞受细胞因子不同作用时间后的 I’、～电泳梯度 
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表 3 在 IL-一11350U／ml+TNF250U／ml+IFN．-3'250U／ml作用下，不同作用时间引起的胰岛细胞凋亡率、 

培养液中胰岛素水平、NO含量和 NOS活性 

AP<O．01与上一组比较 #|口>0．05与 48h组比较 

bel一-xL和 bax蛋白表达的变化 正常对照组中 

胰岛细胞bcl-一xL呈高表达bax低表达，加入细胞因 

子后，胰岛细胞 bel一-xL表达降低而 bax表达增强， 

与正常对照组相比有显著性差异(P<0．01)；并且随 

细胞因子作用时间的延长加 bcl-．-xL表达逐渐降低 

bax表达逐渐增强，各组差异有显著性，呈时间依赖 

性(表 4)。 

表 4 bel—xL and bax HSCORE评分(n=5) 

▲P<0．01与正常对照组比较 

★P<0．O1与上一组比较 

3 讨 论 

1型糖尿病被认为是一种以胰岛初始的炎症反 

应及其内或周围细胞浸润为特征的遗传易感性 自 

身免疫性疾病。浸润的炎症细胞释放过量的细胞因 

子 IL一1 p、TNF和 IFN一 能诱导 B细胞凋亡 ，其 

中IL一1 B起着主要的直接作用『I1 2]。有报道证明，仅 

有 TNF和 IFN一 存在，并不能使纯化的 B细胞【3]、 

RIN细胞株细胞『451发生凋亡，但可诱导胰岛中的巨 

噬细胞和内皮细胞释放 IL一1 p，进而导致 p细胞 

凋亡。本实验在原代培养Wistar大鼠的胰岛细胞中 

证明，单独运用上述三种细胞因子，无论剂量大小 

或作用时间长短均未见到 B细胞凋亡的明显增 

加。而三种细胞因子联合作用于胰岛细胞后，则 B 

细胞大量凋亡。其真正的原因尚无定论，还有待进一 

步的探讨。 

IL一1 B等细胞因子对胰岛 B细胞具有选择性 

毒性作用 ，即胰岛细胞中只有 B细胞对上述细 

胞因子的作用敏感，而其它的细胞如 细胞、8细 

胞等对其作用不敏感。可能的原因是细胞因子能诱 

导 B细胞中iNOS的表达，而 iNOS在胰岛非 B细 

胞中却不能被诱导 砌。因此，本实验用胰岛细胞总 

的凋亡率代表胰岛 B细胞的凋亡率。 

细胞因子对胰岛 B细胞的作用效应与其剂量 

及作用时间密切相关。一般低剂量 (1~3U／m1)、短 

时程 (1—5h)对胰岛无明显损伤作用 ，并能促进葡 

萄糖刺激的胰岛素分泌『l1]。但随着剂量的增大和作 

用时间的延长 ，细胞因子则会引起 B细胞超微结 

构损伤和破坏 、凋亡。我们 的实验结果表明在 

IL一1 p取 50U／ml，TNF和 IFN一 分别取 250U／ml， 

12h后即可诱导胰岛细胞的凋亡开始增加，并且呈 

现明显的时间与剂量依从性。表现为细胞 DNA电 

泳片段梯度逐渐明显，凋亡细胞百分率逐渐增加。 

具有显著的统计学意义。需要提出的一个现象是， 

在 48h后 DNA电泳渐呈瀑布状，无明显的梯度。而 

此时细胞凋亡率仍相应增加，出现这一现象可能是 

由于随细胞因子作用时间的延长细胞因子引起 B 

细胞凋亡增加的同时，其坏死数量亦在逐渐增多，增 

多的坏死细胞 DNA碎片掩盖了凋亡细胞的 DNA 

梯度。 

有实验表明细胞因子诱导胰岛细胞凋亡可能 

是通过代谢过程中生成的一种氧自由基— — 氧 

化氮(Nitric Oxide，NO)所引起的。本实验进一步证 

明了细胞因子浓度的增加、胰岛细胞凋亡率的增加 

以及 NO含量的增加三者有密切相关性，同时发现 
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NO增加的细胞培养液中 NOS的活性也随之增高， 

提示细胞因子是通过提高 NOS的活性而引起 NO 

增高是导致胰岛细胞凋亡的途径之一。本实验还观 

察到细胞因子作用时间延长到 48h以后 ，NO含量 

及 NOS活性的增加并不明显，但此时胰岛细胞凋亡 

数却仍然在增加。提示随着作用时间的延长，细胞 

因子引起胰岛凋亡的介质除了NO外，可能还有其 

它介质的参与，譬如过氧化氢等I 】。 

Bcl一2基因家族是细胞凋亡调控中重要的凋亡 

基因，在细胞凋亡信号转导中发挥重要功能。目前 

该家族已发现 20多个成员，按功能可分为抗凋亡 

成员如 bcl一2，bcl—xL，bcl—W等 ，以及促凋亡成员 

bax，bak，bad等，其中 bcl_xL和 bax是其家族中最 

具代表性的两个成员。Bax是重要的异二聚体伴分 

子，与 bcl—xL共存于线粒体，bax可与 bcl—xL构成 

异二聚体，而 bax自身也可组成同二聚体诱导凋亡。 

bcl_xL必须结合 bax才能发挥其作用，bcl_xL的过 

度表达与 bax形成异二聚体而阻抑凋亡『l3】。在本实 

验中发现，使用 IL一1 13、TNF和 IFN一 后，13细胞 

发生大量凋亡的同时，bcl—xL表达降低，bax的表达 

增强，具有明显的时间和剂量依赖性。提示在细胞 

因子诱导胰岛 13细胞凋亡过程中 Bcl一2基因家族 

成员可能是一类重要的调节因子。 
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更 正 说 明 
2005年第 6期第 837页图 1应为下图，特此更正。 
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