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TERT和 p-Akt对胰岛 I3l细胞凋亡的影响 

杜小宇 ，甘霞光 ，雷小添 ，陈 刘 2，周丽娜 z，陈 兵 z，吴绮楠 。 

(1．重庆市涪陵中心医院体检部，重庆 400800；2．第三军医大学第一附属医院内分泌科，重庆 400038) 

【摘 要】目的：通过抑制磷酸化丝 氨酸激酶(phosphorylation serine／threonine kinase，p-Akt)的表达，观察并探讨p-Akt和端粒 

酶逆转录酶(telomerase reverse transcriptase，TERT)对高糖高脂干预的胰岛B细胞凋亡的影响。方法：将NIT一1细胞随机分成对 

照组(正常培养)、Akt抑制组(正常培养+Akt抑制剂 SH5)、高糖高脂干预组(高糖高脂培养)、高糖高~+Akt抑制组(高糖高脂 

培养+Akt抑制剂SH5)．TUNEL法和流式细胞术检测各组细胞凋亡，Western blot检测各组细胞 TERT、Akt和p-Akt蛋白表达 

水平，ELISA检测各组细胞胰岛素分泌。结果：与正常对照组比较【凋亡率：(2．88±1．25)％；胰岛素分泌：(0．65±0．10)；p-Akt： 

(0．80±0．07)；TERT：(1．63±0．12)】；高糖高脂干预组胰岛p细胞凋亡率(38．25±8．63)％明显增加，胰岛素分泌(O．40±0．09)下 

降，p-Akt(0．55±0．05)和TERT(1．03±0．05)表达明显下降，差异均有统计学意义(P<0．05)；与高糖高脂干预组【凋亡率：(38．25~ 

8．63)％；胰岛素分泌：(0_40±0．09)；p-Akt：(0．55±0．05)；TERT：(1．03±0．05)]比较，高糖高脂+Akt抑制组细胞凋亡率(62．00± 

7．13)％明显增高，胰岛素分泌(0．23±0．10)下降，p-Akt(0．28±0．07)和TERT(0．61±0．07)表达明显下降，差异均有统计学意义 

(P<0．05)。结论：抑制p-Akt表达可增加高糖高脂诱导的胰岛B细胞凋亡，其机制可能与降低了TERT表达水平有关。 
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Effect of TERT and p-Akt on the apoptosis of islet 13 cell 
Du Xiaoyu ，Gan Xiaguanf，Lei Xiaotian ，Chen Liu2,Zhou Lina2，Chen Bi， ， Qinan 

( ．Department ofPhysical Examination，the Central Hospital ofFuling；2．Department ofEndocrine， 

the First A~liated Hospital of the Third Military Medicol University) 

【Abstract]Objective：To‘observe the inhibition of phosphorylation serine／threonine kinase(p-Akt)on expression of TERT and to 

explore the effect and mechanism of apoptosis on islet p cells in high glucose and lipid intervention．Methods：Islet p cells were 

randomly divided into normal control group，Akt inhibit group，glucose and fatty acid intervention group，glucose and fatty acid 

intervention+Akt inhibit group．Cell apoptosis was detected by TUNEL and flow cytometry；the protein expressions of p-Akt and TERT 

were detected by Western blot；insulin secretion was detected by ELISA．Results：Compared with those of control group(apoptosis rate： 

(2．88±1．25)％；insulin secretion：(0．65 4-0．1O)；p—Akt：(0．80 4-0．07)；TERT：(1．63±0．1Z)，islet B cell apoptosis rate(38．25±8．63)％ 

was significantly increased and insulin secretion(0．40±0．09)was decreased significantly，expression of p-Akt(0．55 4-O．05)and TERT 

(1．03±0．05)decreased significantly in glucose and fatty acid intervention group，with statistically significant differences(P<0．05)． 

Compared with those of glucose and fatty acid intervention group(apoptosis rate：(38．25±8．63)％；insulin secretion：(0．40±O．09)； 

p-Akt：(0．55±0．05)；TERT：(1．03±0．05)，the apoptosis rate(62．00-4-7．13)％ was significantly increased and insulin secretion 

(O．23±0．1O)was decreased significantly，expression of p-Akt(0．28±0．07)and TERT(O．61 4-0．07)was decreased significantly in 

glucose and fatty acid intervention+Akt inhibit group，with statistically significant differences(P<0．05)．Conclusion：Inhibition of p- 

Akt expression may increase the apoptosis of islet B cells induced by the glucose and fatty acid intervention，and its mechanism may 

be reduced expression level of TERT． 
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中国拥有目前全世界最大的2型糖尿病患者 

群体。胰岛13细胞功能障碍是目前中国2型糖尿病 

最主要的病理生理过程，长期的糖脂代谢紊乱，通过 

氧化应激诱导胰岛13细胞凋亡，导致胰岛13细胞功 

能障碍f1]，但对于其具体的过程尚不清楚。 

丝／苏氨酸激酶(serine／threonine kinase，Akt)途 

径广泛参与多种细胞增殖、分化、凋亡和葡萄糖转 

运等多种功能的调节，Akt可在磷脂酰肌醇 3一激酶 

激活的情况下被磷酸化为磷酸化丝／苏氨酸激酶 

(phosphorylation serine／threonine kinase，p-Akt)，P— 

Akt可进一步通过激活多种激酶和转录因子等，调 

节细胞的增殖分化凋亡。研究表明，p-Akt的激活可 

降低糖尿病所致的胰岛p细胞凋亡和维持胰岛 p 

细胞功能 ，但其具体的机制并不清楚。有研究显 

示．p-Akt的活性调节与端粒酶逆转录酶(telomerase 

reverse transcriptase。TERT)的活性密切相关 ，阻断 

TERT的表达可同时带来 p-Akt通路的抑制效应， 

参与细胞凋亡的调控[53，降糖药吡格列酮可通过激 

活P—Akt途径提高 TERT表达活性，抑制内皮细胞 

凋亡，该效果也可被p-Akt抑制剂所抑制[61，但在糖 

尿病胰岛p细胞凋亡中尚无相关研究。 

据此，本研究采用高糖高脂干预的方式模拟诱 

导糖尿病体外环境，并通过 p—Akt特异性抑制剂 

SH5抑制 p-Akt的表达，一方面检测糖尿病环境中 

细胞凋亡和胰岛素分泌功能的变化情况，另一方面 

检测TERT在各组胰岛B细胞中的表达变化，希望能 

发现TERT和Akt途径参与2型糖尿病胰岛B细胞 

凋亡的证据．为糖尿病的防治提供新的思路。 

1 材料与方法 

1．1 实验细胞、试剂、仪器 

材料：NIT一1细胞，由第三军医大学实验中心提供 ； 

DMEM培养基(Hy--clone公司)；胎牛血清(Hy-clone公司)；胰 

酶(Sangon公司)；5％脱脂奶粉(SIGMA公司)；TERT、Akt和 

p-Akt兔抗鼠抗体(SANTACRUZE公司)；兔抗鼠GADPH抗 

体(SANTA—CRUZE公司)；羊抗兔IgG抗体(北京中山生物 

技术有限公司)；倒置显微镜(OLYMPUS公司)；二氧化碳培 

养箱(美国Thermo公司)；SHS[圣克鲁斯生物技术(上海)有 

限公司1；Annexin V—FITC／PI细胞凋亡检测试剂盒 (江苏凯 

基生物技术股份有限公司)。 

1．2 细胞培养及分组 

将细胞在 37℃、5％C02细胞培养箱内培养，48 h后换 

液。分组：①对照组(c组)：15％胎牛血清的低糖DMEM培养 

基培养2 d后，无血清培养基同步化24 h，换含无血清的低 

糖DMEM培养基，并在其中加入二甲亚砜，共培养 12 h后换 

无血清的低糖 DMEM培养基继续培养36 h；②Akt抑制组 

(cs组)：15％胎牛血清的低糖 DMEM培养基培养2 d后，无 

血清培养基同步化 24 h，换含无血清的低糖 DMEM培养基， 

并在其中加入SH5(tk．---~亚砜溶解并经PBS稀释)20~mol／L， 

共培养 12 h后换无血清的低糖DMEM培养基继续培养36 h； 

③高糖高脂干预组(H组)：含 15％胎牛血清的低糖DMEM培 

养基培养 2 d后，无血清培养基同步化 24 h，换无血清的高 

糖(葡萄糖浓度为25．5 mmol／L)DMEM并加入脂肪酸(软脂 

酸终浓度为0．25 retool／L)，并在其中加入二甲亚砜，共培养 

12 h后换无血清的低糖DMEM培养基继续培养36 h；④高糖 

高脂+Akt抑制组(HS组)：15％胎牛血清的低糖DMEM培养 

基培养2 d后，无血清培养基同步化 24 h，换含无血清的高 

糖(葡萄糖浓度为25．5 mmol／L)DMEM并加入脂肪酸(软脂酸 

终浓度为0．25 mmol／L)，并在其中加人 SH5(经二甲亚砜溶 

解并经PBS稀释)20 tzmol／L，共培养 12 h后换无血清的高糖 

(葡萄糖浓度为25．5 nmo1]L)DMEM并加人脂肪酸(软脂酸终 

浓度为0．25 mm61／L)继续培养 36 h。 

1．3 检测指标 

1．3，1 细胞 TUNEL凋亡检测 将细胞片用 PBS洗涤后经 

4％多聚甲醛固定 30 min，采用TUNEL法(德国罗氏公司)检 

测细胞凋亡情况。按说明书操作：将用蛋白酶 K消化后的细 

胞片用TUNEL液覆盖，37℃孵育 90 rain；生理盐水柠檬酸钠 

终止反应，抗 HRP抗体常温孵育 15 min，PBS洗净，DAB显 

色。光镜下凋亡染色阳性的细胞核呈棕黄色。凋亡率计算：在 

400倍光镜下随机选择 8个视野，每个视野随机计数 100个 

细胞。按公式：凋亡率=染色阳性细胞数／100x100％。 

1．3．2 流式细胞术凋亡检测 将胰酶消化后的各组细胞密 

度调整至 1 X l06个／mL，1 000 g离心5 min，弃上清后加入 

195 IxL Annexin V—FITC结合液重悬细胞，并加入 5 An— 

nexin V—FITC混匀，加入 10 碘化丙啶染色液混匀，室温 

避光反应 15 rain．流式细胞仪检测，利用 Cellquest软件获取 

和分析数据．通过计数凋亡区的细胞数。计算凋亡率。 

1．3．3 Western blot检测 TERT、Akt和 p-Akt表达 2O 

上述各组细胞蛋白进行聚丙烯凝胶电泳，上样后以 80 V电 

压电泳约20 rain．换 100 V恒压电泳2 h，半干电转法将分离 

胶上的蛋白转移到经甲醇处理的PVDF膜上(10 V，45 rain)。 

膜用 5％脱脂奶粉(SIGMA公司)封闭 12 h，再加入稀释的 

TERT兔抗鼠抗体(SANTACRUZE，1：600稀释)、Akt抗体 

(SANTA—CRUZE，1：500稀释)、p-Akt抗体(SANTACRUZE， 

1：500稀释)以及以1：400稀释的兔抗鼠GADPH抗体(SAN 

TACRUZE公司)于4℃孵育过夜，TBST清洗，加入 1：800 

HRP标记的羊抗兔 IgG抗体(北京中山生物技术有限公司) 

37℃摇床上孵育60 min，TBST清洗。用化学发光试剂盒(北 

京中山生物技术有限公司)检测结合的辣根过氧化物酶标记 

的二抗．X线片显影，Quality 0刀e软件分析，以目的条带灰度／ 

GADPH灰度。每组检测3个样本，取平均值。 
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I．3．4 IsA愉测符组细胞衙柏糖刺激后的腆岛素分泌 

删整细胞 度至 l×l0 个／nd ，接种 24孔扳，每 没6个复 

孔 二 化碳培养箱中37 ：以低糖 I)MEM+】5ok胎 f-InL消培 

养 48}1'PBS冲洗，然后加 入 e —Ringer缓冲液(葡柏糖 

3．3 nlll⋯I／I ) 步化 2 h 以舟糖 1)MEM(葡萄枉lf浓 度 25．5 

n oVI )刺激 60 min．使 E1 ISA试剂盒(上海乔44q：．物科技 

有限公r )榆测胰岛素浓度 ，按说明 侣进行 ，嗨标仪榆洲 450 

mn处．】殷)匕度(a1)SOl’bance，A)ff(， A 值 

1．4 统计学方法 

采川 SPSS 19．0软件，数据以均数 ±际准差( Y 4- )衷，j：， 

采川 I 索 筘分析，多重 比较愉验采JH I SI)一／法进仃统计 

分析．检验怀准 d=O．05 

2 结 果 

2．1 各组细胞 T RT、Akt和 p-Akt蒉白表达 

C引1f̈ CS FERT赁I't ·定 度表达，2 之M九统 

汁学 件(P=0．959) H组 TER r rl表达较 c (P=0．000) 

和 cs (P=0．000)_{j]h 减少，HS纰 TERT蛋白&达较 H 

仃断减少(P=0．000)；(：组 Akt篮l I表达 Cs 【九统汁 、 ：謦 

异(P=-0 924)， 明 高丁}I (P=-0．023)千̈ tIS组(， 0．0l9)， 

H组 Akt r J表达尢统汁学 蚌(P=O．899)，H封【Akt 表 

达 }tS-ql~I E无统计学 (P=0．899)；C组 p—Akt l I表 

i 明 I ] CS绀 (P=0．002)f『】}I 『I(P=0．003)，CS II平1I H I{ 

卡日比尤统汁学筹 (P=O．825)，tt flI 1 Akt蛋白表达『f』】 离f 

Hs组(P=O．002)．如』冬I 1～4及丧 l 示 

T¨{。。’I 

-Xkt 

p-4ki 
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图 1 各组细胞 TERT、Akt和 p-Akt蛋白表达 

Fig．1 Protein expression of TERT，Akt and p-Akt in each group 
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图2 各组细胞 TERT蛋白表达 

Fig．2 Protein expression of TERT in each group 
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图 3 各组细胞 Akt蛋白表达 
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Fig．3 Protein expression of Akt in each group 
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图4 各组细胞 p-Akt蛋白表达 

Fig 4 Protein expression of p-Akt in each group 

2．2 各组 细胞 TUNEL染 色凋亡率 

}l 捌rI牢较 C绀(P=O．000)和 cs绀 (P=O．000)增多； 

Hs 搁f 牢较 H鲥进 一少增多(，J_0．000)， 5～9技表 】 

所，J 

、 ． 

．． 

● 

● 
● 
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图5 C组 TUNEL染色(200 X) 

Fig．5 TUNEL staining of C group(200×) 
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图6 CS组TUNEL染色(200×) 

Fig 6 TUNEL staining of CS group(200×) 
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图 9 各组细胞TUNEL凋亡率 

Fig 9 Apoptosis rate of each group 

2．3 各组细胞流式细胞术检测凋亡率 

}I纰捌 率较 c组(P=0．007)和 cs组 (P=O．000)增 多； 

ItS绀捌T 牢较 H 进 一步增多．P=0．000，见表 1 

2．4 各组细胞葡萄糖刺激后的胰岛素分泌 

【：组卞l1比，(：s组 A 值无统汁学差异(P=O．28)；与 

c fl[~l E，H A ， ．值明{lij-下降(P=O．000)， _j H组 比较 ， 

CS组 A 值明 升高(， 0．006)，与 H组比较，}-IS组 A ．Ⅲ 

值明{ll!．F降(P=O．O12)，如 10和表 l所示。 

胰岛素分泌( 6， ± ) 
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图 1O 各组细胞胰岛素分泌 

Fig 1 0 Insulin secretion of each group 

据报道，长期高血糖和高 脂形成的糖脂联合 

毒性町导致体I大J氧化应激水平增高，启动胰岛 p细 

胞凋 ，这是糖尿病代谢紊乱引起 p细胞功能障碍 

乏的主要机制 、但其中具体的过程尚不清楚。 

Akt信号途径是涮控细胞凋亡的一条重要途 

’【1一Akt为其活性形式，多项研究均发现，糖尿病 

环境rfl Akt干̈ p-Akt表达下降，B细胞凋亡明显增 

多12-t1．两者之问存在 一定的相关性，但埘于 Akt途 

表 1 各组凋亡率、胰岛素分泌、TERT、Akt、P—Akt和 p-Ak~Akt比较( ±s) 

Tab．1 Apoptosis rate。insulin secretion，expression of TERT、Akt and p-Akt(I±s) 

；i ：《 lI j(：s it-L 4：'~，， 、 l #=0．794；P沲．tⅢ弛 蠲 #=0．778；， F()．28；， l1̂{1=()959：P~k r=0 924； ĥ=0．002；， k̈l=0 05；(：组与 H组 比较 

， 川 =0．000；t 帷{ 率=0 007；P 1=0 000； ．J 0 000；，’ ：()．023； =()．003； ．=()．572；H组 Lj Hs组 比较 ，P H渊 苹=0 1300 

／ Ⅷ1叶 =0．000；， 、4 1=()012；Pn̈{1=O．000；P =()．899；P,卜̂l'产()002；P, ⋯ =()．005； _jl{组比较 ，P<O．05；I1：与( 组比较 P<O 05 

㈤ m 
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径如何参与 13细胞凋亡的具体过程尚不清楚。 

端粒被称为细胞的“分子时钟”。其长度和端粒 

酶活性与细胞的衰老和死亡关系密切。TERT是端 

粒酶蛋白组分的主要催化亚单位，广泛表达于多种 

细胞，其与端粒酶RNA模板组分一起可修复端粒酶 

活性。延长各种原因如氧化应激等所致的端粒长度 

磨损，是维持端粒和染色体稳定的重要结构。研究 

表明，TERT的表达活性与细胞的增殖和凋亡关系 

密切，但既往对TERT的研究多局限于肿瘤细胞【l1]。 

有研究发现，过表达TERT可以在胰岛 p细胞中实 

现抗凋亡作用，这为糖尿病的治疗提供了一条新的 

思路 【 q。TERT本身在胰岛B细胞中有一定的表 

达，其如何参与糖尿病胰岛 B细胞的凋亡的具体过 

程尚不明确 

本实验发现，H组胰岛p细胞凋亡较 c组明显 

增加，胰岛素分泌明显减少，虽然H组 p-Akt／Akt与 

c组相比无统计学差异，但 H组p-Akt蛋白表达较 

c组明显减少，同时TERT蛋白也明显下降。说明高 

糖高脂可降低胰岛 B细胞p-Akt以及TERT表达， 

增加胰岛B细胞凋亡，降低胰岛素分泌功能；通过 

在高糖高脂的培养环境中抑制 P—Akt表达(Hs 

组)，随着p-Akt表达和p-AkdAkt的下降，HS组胰 

岛B细胞凋亡较H组有所增加，胰岛素分泌进一步 

减少。一方面表明p-Akt的抑制可能与高糖高脂诱 

导的胰岛B细胞凋亡增加和胰岛素分泌下降有关， 

另一方面也说明其可能与TERT的表达下降有关。 

据此，我们推测正常生理情况下抑制p-Akt信号途 

径对TERT和胰岛 B细胞凋亡影响不大，而高糖高 

脂培养环境则可能降低TERT、P—Akt水平上调诱导 

细胞凋亡，降低胰岛素分泌功能；抑制 p-Akt信号 

途径可降低腺岛p细胞TERT水平从而增加凋亡， 

进一步加重胰岛素分泌功能障碍。同时，我们的研 

究也发现使用 p-Akt信号抑制剂 SH5主要是抑制 

p-Akt而非 Akt的表达 ，结果说明主要是 p—Akt而 

非Akt表达参与糖尿病环境中胰岛 p细胞凋亡的 

调节。 

综上所述。本研究认为高糖高脂可通过降低 

p-Akt信号途径增加小鼠胰岛B细胞凋亡，参与胰 

岛p细胞功能障碍，其机制可能与胰岛p细胞TERT 

表达下降有关。通过抑制p-Akt信号途径，可进一 

步降低 TERT表达水平，增加高糖高脂诱导的胰岛 

B细胞凋亡，进一步加重胰岛素分泌功能障碍，两者 

是否存在直接或间接的相互作用，其详细的机制如 

何尚有待进一步研究。 
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