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牛磺酸对细胞因子诱导的胰岛细胞凋亡的影响 

(重庆压科 

余毕荣，张 能，方海立 

研宣 重庆 400016) 

【■ 一l目砷：魂骞牛囊藏对自细胞舟素一lP(1L—lP)、肿瘤坏死因子(TNF)和 一千扰素(1FN一 )诱导的胰岛细肫凋亡的 

影响。方法：应用律井单层培养的Wbtar大鼠胰岛细胞，分别检测 IL—l口、TNF和IFN一7以及牛磺酸对胰岛细胞凋亡细胞 

百丹率，培彝穗中NO音量及NOB活性以及DNA片段的影响。蛄果：IL-I口、TNF和 IFN一7联台可诱导胰岛细胞两亡事及 

DNA片段明量增加，同时NO音量和N0s活性亦明显升高(P<0 01)；牛磺酸能阻断上述细胞因子的作用(P<0．01)，且有 

荆量使麓性。螬论；NO可能是舟导上述细施因子引起胰岛细胞凋亡的重要途径之一。牛磺酸能够改善细胞周子诱导的胰岛 

曩咆疆亡，其橇科可能与抑制 NGS活性从而减少NO的生成有关。 

【美■翊J白域奠舟蘩一l口；绷胞凋亡；一氧化舞；牛磺酸；胰岛细胞 

【中■■书分类洼分类号l R335 【文峨标识码J A 【收稿日期】2001—03—23 

The irffluence oftaurine On．IL—lB，TNF and 

lFN—y induced apoptosis of rat pan creatic islet cells 

yU Hua —tong． at 

(Department of Phys；ology，College of Basic Medicine，Chongqing M 阻1 University) 

【AbstractJ Objeca~：To 0bsem the role of taurlne on apoptosis of isolated pancreatic islet cells induced by 

combinationof IL—1日，TNF andIFN一7．Melhods：lsolated pancreaticisletcellsfromWistar ratwere{nCLI． 

bated in monolayer in vitro．No production，No6 activity，apoptotic percentage．of islet cells and DNA freg． 

mentation in pancreatic islet cells incubated with combination of IL—lB，TNF and IFN一 ，taurine were rr ea． 

sured．Raul~：Combinationof IL—l口，TNF and IFN一7 could induce a significant increase in apoptofic 

percentage of pancreatic islet cells and DNA fragmentation ．No production and NOS activity also markedly in- 

creased(P<0．O1)，whichwel"eblockedby addition ofta~inetOthepancreaticisletcells(P<0．01)。G 一 

量；哪 ：No might he of把of the important ways of inducing apoptotic cell death of pancreatic islet cells by a 0omb 

nation 0fIL—lp，TNFandIFN一 ．Taurlne anenuatesthe eytokines—inducedpeaUs apoptosis，themechanism 

ofwhichmayhe theinhibition ofNOS andthe decreasingofNOproduction． 

【Key w0lds】InterIeukin—l~；Apoptotie cell death=Nitric oxide；Taurine；．Islet cell 

牛磺酸(Tancine)是体内含量丰富的含磺酸基8 

自由氨基酿，不仅对维持机体正常的生命功能有重 

要作用⋯，而且具有对抗多种细胞损伤的细胞保护 

功能 J。近年来研究发现．牛磺酸具有胰岛索样生 

物效应 J。此前．我们的工作亦证明．牛磺酸能反 

转白细胞介素l—p引起的胰岛索分泌抑制．并对链 

朦佐霉素(Stmp~otncin，STz)糖屎病大鼠胰岛日细 

胞损伤具有明显的保护作用-4 j。本工作进一步观 

察了牛磺酸对细胞因子诱导的胰岛细胞拥亡的影 

响，并对其作用机理作一初步探讨。 

怍青介簟：奈单荣(197。一 )，男，讲师，囊士，t庄丰鼻人，主要研充 

方向{囊南■胞傩妒 

1 材料与方法 

1．1 材井 自细胞舟素 一lB(IL—lp)，肿瘤坏死因子 

(TNF)和7-干扰素(IFN一7)(军事压学科学院基础压学研 

究所)；牛磺酸：(分析纯)(南京制药厂)； nk S}瞳，RPMI一 

1640培彝液(GIBCO公司)；小牛血淆(成都华西生物甜品研 

究所)；胶原酶 V型(Sema公司)；pBR322DNA／I~tN[Mark— 

ers(：rr,方同正公司)；一氧化氨(NO)检 试剂盘和一氧化氯 

台酶(N0s)检测试剂盒(南京建成生物工程研究所)。Wis~ar 
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大鼠由本校实验动物中心供给。 

1．2 Wistar太氯的胰岛细胞分离与培养 

1．2 l 臃岛的分离 选用 200～300g成年雄性Wiaa~大 

鼠，乙醚麻醉后，废腔内注射2％戊巴比妥饷(2．5 ／kg体 

重)维持，然后仰卧固定。腹部皮肤常规消毒 追速打井左舅 

腹腔．结扎腹主动脉上端，沿脾动脉剪取胰腺体量部分。立即 

浸人4'C}hnk S液中，清洗 2移：．去腺脂肪、琳B螬。赫詹将 

Mill剪成小于 ltm．a3的小块，转人盛有 6ml 日g胺原奠 

的锥形瓶中，放人恒温摇床中，3TC保温，撼豫转速 0|／ 

win．每10min用巴氏吸管吹打一移：，30nfin麟 B完垒馘  

膝泡暑液．将谈暑液在装4℃Hank S液的离心蕾中连续胄蒜 

沉降6移：，前三次各沉降90s，后三移：各沉降糟 ．量后■下的 

为夹杂有少量膝泡团的胰岛 在黑背景的■I孽童豢境下,11 

岛呈圆形或椭圆形，直径200～30o 1呈灰色或椽羹色，将 

胰岛用玻管挑出。 

L 2 2 臃岛分做成单细胞 把所有的胰岛加在不含Ca2 、 

Mg2 的Hank'S液中．其中含有3mMEGTA，20mg／ml BSA． 

2raglml葡萄糖和臃蛋白酶2 5raglm1．最终稀释度为 30~I／ 

．在37"C5％O 孵箱中孵育10min，随后用玻昔吹打，使 

之被分散成单细胞，用尼龙网过滤．收集胰岛细胞。用 

Hmk S液清洗，离心。加含l5％小牛血清的1640培养基， 

制成细胞嚣液，经0 孵箱内孵育18h后．去除成纤维细胞． 

收集臃岛纽穗重新清洗．制成新的细胞悬液．调节细胞浓度 

至 l×106]m1．量24孔培养板内培养。 

L 2．3 细胞形态掌观寨(光镜) 收集各种不同培养条件培 

，I后的细臃暑液．离心，量培养液于一20"C冰箱中保存鲁用。 

把收集到的细胞进行撩片，用瑞氏染液荣色．光镜下飘嘉细 

臆形态并进行拥亡细胞计数．臃岛细胞出现臆浆浓缩，细胞 

棱周霸．染色质凝固．沿棱骥呈薪月型、杆状改变或核碎裂、 

出理再亡小体者为拥亡细胞。每玻片观寨200个细胞，计算 

拥亡细胞百分率。 

拥亡细胞百分率=蔼亡阳性细胞数／(正常细胞 +拥亡 

细胞+坏死细胞数)×100％ 

l_2．4 DNA片断观察 收集不同培养条件的臃岛细胞，提 

取 DNA．1．5％琼脂糖囊胶电泳2h．电压100V．DNA分子量 

标准甩ptiR322DNA／Bs~I，电泳结后在l~g／ml澳化乙健中 

囊色轴 ，紫外透射分析仅下观察片段DNA梯度，并照相 

记录。 

l_2 细臆培养液中NO的检测 用 NO检测试剂盒(硝 

簟黛鬻_I萤)检测．步骤严格按试剂盘说明书进行。 

鼻Z． 囊胞培养液中N0s活性的检测：用 N0s检测试剂 

蠢蕾一．步骤严格按试剂盘说明书进行。 

1．2．曩 藏计学处理 实验结果以均数±标准差(；±j)表 
、

幂，麦■蠡据采用完全随机设计的方差分析．组与组问比较 

用 口捡睦，显著性水平a取0 05 

2 结 果 

2．1 胰岛细胞凋亡百分率、细胞培养凌中NO含量 

和 NoS活性 的变化 

以不加细胞因子及牛磺酸的培养胰岛细胞组为 

正常对照组，加入细胞因子(IL—l U／ml+ 

TNF250U／ml+IFN—r250U／ra1)者为损|伤组，同时 

加入牛嗣I酸与细胞因子《浓嚏同损伤组)为保护组。 

各组胰岛细胞孵育24h后，进彳亏I褥亡细胞斜 敷并测 

定各组培养液中NO含量及NO i罾性。结果裹明。 

损伤组较正常对照组细胞弼亡率,No含量及 NOS 

活性均有显著增高，面保护组柏 上述指标较损伤组 

则发生明显降低．且与牛嗣I酸浓整 鼻有一窟的量效 

关系。经统计学分析差异显著 < l0i)(见表 i)。 

裹l 牛■鼍对蠲臆因子引起的臃岛蠲臆凋亡百分辜旺± )％ 

培养j壹中NO音■(ml。l／捆胞)豆N0S活性的嚣墒 

注：与正常对照组相比*P<O．01 与前一组相比zxp<0．01 

2．2 不同培养条件下的胰岛细胞 DNA电泳 

如图l正常对照组中胰岛细胞DNA电泳后为 
一 大分条带。单独加入细胞因子 IL—tJr／5U／m1． 

TNF和IFN一7各250U／ml的损伤组中可见DNA 

明显片断化。而同时加入了牛嗣I奠的保护组中， 

DNA片段减少且变得横朔，并且串礴馥浓魔越南． 

胰岛细胞 DNA片断化倾向越小 
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3 讨 论 

圈l 牛磺馥处理曹后囊岛棚胞DNA电津 

M为分子■标准M．~-ker(p／3R322DNA／／3mNI)，0 l 2、3分别为正常对厢蛔 

损伤鲳、牛曩醴 5mmol／L和 20mr~l／L的保护组 

1型糖屎病最终表现为胰岛口细胞渐进性死 

亡．胰岛素分泌丰占竭，导致以糖代谢为主的物质代谢 

障碍。?困鲍。嗣柏蝻l床上治疗 1型糖尿病的主要方 

法是礓避注射量I岛囊来朴充体内胰岛紊的不足。尽 

管该方涪有效，怛是给病人带来终身治疗的痛苦。 

因此，人1门一直在寻找治疗 1型糖尿病新的方祛．譬 

如雎岛移植及药翰治疗等。随着进一步对NO在1 

型糖尿病发病枫树中厨占重要地位韵认识，那些能 

减少 NO的生成以及清醇}体内NO的药物逐渐引起 

人们的重视。上个世纪八十年代末，发现由IL一1 

和TNF在一种突变(t~ sgenie)A,鼠(NDD小鼠)造 

成的胰岛 细胞攒伤，可以被自由基清除荆缓解． 

但是，自由基|漪豫荆对其他动物作用并不明显L6]。 

后来人们应用NOS抑制荆NAME(L一硝基一精氨 

酸甲赣)和NMME(L一单甲基一精氨酸)能够减轻 

胰岛B细胞损伤和凋亡‘7．日J．并能预防链佐霉索引 

起的自发免疫性糖屎病 J。但是NAME和NMME 

应用于临床却存在着很大的障碍。最近，一些新的 

NO台穗抑制捌氮基孤(BfnirI嗨I∞ dine)被发现可选 

择地抑制iN(3~而减轻胰岛8细胞凋亡。但是在实 

验动物中，高剂量氨基瓤仍可耐受，而且慢性用药 

时，由于其水解后生成半卡巴脲(semicarhazide)和肼 

(hydmr,i~)有毒性作用L】 ，因此仍然无法应用于临 

床治疗。 

牛磺酸即2一氨基乙磺酸( N—a 一cl 一 

S H)，广泛分布在动物机体的组织细胞内，具有广 

泛的生物学效应。近年来研究发现，牛磺酸具有多 

种途径的细胞保护功能，包括：维持细胞内外渗透压 

平衡、直接稳膜作用、调节细胞钙稳态、清除自由基、 

抗脂质过氧化损伤等‘l“，对多种疾病具有防治前 

景，因此旧益受到重视。 

虽然，牛磺酸具有胰岛素样生物掌效应已较早 

为人们所认识【3J．但对胰岛口细胞的保护作用迄今 

报道并不多见，上个世纪 70年代开始，国外有报道 

牛磺酸可保护胰岛日细胞的内分泌功能‘l 。在 

STZ诱导的IDDM动物模型上，预防性应用牛磺酸 

可明显降低动物血糖水平．增加骨骼肌、心肌糖含 

量，促进糖愿合成与糖酵解【I2]。Toktm~ga等【l3】也 

发现运用牛磺酸治疗的STZ糖尿病 ddy或 CD一1 

小鼠，不仅可纠正动物的高血糖水平，亦可抑制血浆 

胰岛紊水平的下降。组织学检查也显示，牛磺酸治 

疗组小鼠胰岛口细胞变性坏死的程度明显低于对照 

组。但并未引起更多学者们的广泛关注和深入探 

讨。此前我们利用 STZ糖尿病大鼠研究亦得到相 

同的结果 J。本文运用直接诱导1型糖尿病的细胞 

因子作用于离体培养的Wistar成年大鼠胰岛细胞， 

证嘎上述细胞因子可诱导胰岛口细胞发生大量凋 

亡，而同对加入牛磺酸共同孵育后的口细胞凋亡率 

善毒 辩 
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显著低于损伤组，细胞 DNA电泳梯度现象减弱。 

再次证明牛磺酸对细胞因子引起的胰岛13细胞凋亡 

具有明_显．的保护作塌。 并且该作用具有一定的剂量 

依从关系。 

有关牛磺酸对细胞凋亡的保护机理，有报道认 

为牛磺酸是一种抗氧化剂，它能改善肝细胞、内皮细 

胞的凋亡和坏死。其中一条柞用途径可能是牛磋I酸 

作用于 NOS的 mRNA水平，从而影响 NO的生 

成l14 6l。而牛磷酸对胰岛B细胞凋亡的保护机理 

至今尚未报道。本文结果提示，细胞因子诱导胰岛 

日细胞损伤拥亡，主要是通过细胞内NOS激活而大 

量NO生成所致的毒性作用介导。而运用牛磺酸后 

的保护组细胞培养液中 NO含量与NOS活性均较 

单纯损伤组有明显降低，并随牛磺酸浓度的增加而 

降低更为显著。具赢统计学意义。表明牛磺酸对抗 

细胞因子诱导胰岛B细胞凋亡，可能主要是通过抑 

制NOS活性．减少细胞内NO生成，从而减轻 NO 

对日细胞的毒性作用而实现的。 
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