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Abstract
AIM: To investigate the protective effect of 
taurine on the islets during culturing and its 
mechanism in rats. 

METHODS: Wistar rats were divided into 2 
groups: RPMI-1640 group and taurine group. 
The percentage of active Caspase-9-positive 
cells or phospho-Akt 473-positive cells was de-
termined by flow cytometry. The mRNA levels 
of tumor necrosis factor (TNF-α), interleukin-
1β (IL-1β), nuclear factor-κB (NF-κB), and heme 
oxygenase-1 (HO-1) were evaluated by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) in the isolated rat islets of both groups.

RESULTS: After 1-wk culture, the percentage of 
Caspase-9-positive cells was significantly higher 
in the taurine group than that in the RPMI-1640 
group (41.03% ± 4.46% vs 23.85% ± 3.09%, P < 

0.05). The mRNAs of TNF-α, IL-1β, NF-κB and 
HO-1 were significantly expressed after the is-
lets were isolated and purified. However, the 
mRNAs of TNF-α, IL-1β, NF-κB expression were 
decreased gradually while HO-1 expression was 
increased with the culturing time. After 6-h, 72-h 
and 1-wk culture, the mRNA levels of TNF-α, 
IL-1β, and NF-κB were significantly lower in the 
taurine group (TNF-α: 0.34 ± 0.02, 0.24 ± 0.01, 0.19 
± 0.02; IL-1β: 0.24 ± 0.09, 0.09 ± 0.01, 0.05 ± 0.01; 
NF-κB: 1.76 ± 0.30, 0.93 ± 0.15, 0.37 ± 0.02) than 
those in the RPMI-1640 group (TNF-α: 0.57 ± 0.1, 
0.39 ± 0.02, 0.29 ± 0.02; IL-1β: 0.34 ± 0.02, 0.24 ± 
0.01, 0.19 ± 0.02; NF-κB: 2.52 ± 0.24, 1.21 ± 0.14, 
0.76 ± 0.07) (all P < 0.05), but the HO-1 mRNA 
level was markedly higher in the taurine group 
(3.74 ± 0.10, 4.33 ± 0.29, 5.28 ± 0.29 vs 2.46±0.30, 
3.13 ± 0.07, 3.59 ± 0.22; all P < 0.05).  

CONCLUSION: Taurine can protect the islet 
cells from apoptosis by inhibiting the transcrip-
tion of TNF-α, IL-1β and NF-κB gene or by in-
creasing phospho-Akt activity. 
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摘要
目的: 探讨牛磺酸(taurine, Tau)在大鼠胰岛培
养过程中对胰岛的保护作用及其机制. 

方法: 实验Wistar大鼠分为2组, RPMI 1640
组和牛磺酸组 ( Ta u组 ) .  流式细胞仪检测
Caspase-9和磷酸化Akt阳性细胞比例, 观察牛
磺酸对Caspase-9及Akt的影响. RT-PCR检测
单纯1640组和Tau组胰岛细胞的TNF-α、IL-
1β、NF-κB和HO-1基因的表达. 

结果: 胰岛单纯用RPMI 1640培养1 wk后激
活的Caspase-9与加入牛磺酸后相比有统计
学意义(41.03%±4.46% vs  23.85%±3.09%, 

®

■背景资料
糖尿病是一种自
身免疫反应性疾
病. 胰岛移植是治
疗糖尿病的最有
效手段之一, 但是
胰岛移植的长期
疗效较差, 胰岛移
植后的凋亡率是
正常胰腺内胰岛
的10倍, 移植胰岛
很快失功 .  国内
外研究资料表明
胰岛的分离、纯
化、培养、及胰
岛的保存均影响
胰岛活性和功能. 

■同行评议者
傅志仁 ,  主任医
师, 上海长征医院
器官移植科
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P <0.05). 胰岛分离纯化后有明显的T N F-α 
mRNA、IL-1β mRNA、NF-κB mRNA、HO-1 
m R N A表达 ,  随着培养时间的延长T N F-α 
mRNA、IL-1β mRNA、NF-κB mRNA表达逐
渐减弱, HO-1 mRNA表达逐渐增强. 加入牛磺
酸后胰岛TNF-α mRNA、IL-1β mRNA、NF-
κB mRNA表达明显减弱, 在6 h, 72 h及1 wk时 
(TNF-α: 0.34±0.02, 0.24±0.01, 0.19±0.02; 
IL-1β: 0.24±0.09, 0.09±0.01, 0.05±0.01; NF-
κB: 1.76±0.30, 0.93±0.15, 0.37±0.02)和单
纯培养组(TNF-α: 0.57±0.1, 0.39±0.02, 0.29
±0.02; IL-1β: 0.34±0.02, 0.24±0.01, 0.19±
0.02; NF-κB: 2.52±0.24, 1.21±0.14, 0.76±
0.07)比较差异具有显著性(均P <0.05). HO-1 
mRNA的表达较单纯培养组明显增强且随着
时间的延长表达更明显(3.74±0.10, 4.33±
0.29, 5.28±0.29 vs  2.46±0.30, 3.13±0.07, 
3.59±0.22; 均P <0.05).  

结论: 牛磺酸能抑制TNF-α、IL-1β和NF-κB
转录并活化Akt, 抑制细胞凋亡.

关键词: 牛磺酸; 肿瘤坏死因子-α; 核因子-κB; 白细
胞介素-1β; 血红素加氧酶-1; 胰岛细胞; 流式细胞
术; 逆转录-聚合酶链反应
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0  引言

糖尿病是由于自身免疫反应所导致的胰岛β-细
胞破坏所引起的一种自身免疫反应性疾病. 胰
岛移植是治疗糖尿病的最有效手段之一, 但是

胰岛移植的长期疗效较差, 胰岛移植后的凋亡

率是正常胰腺内胰岛的10倍[1], 移植胰岛很快

失功. 多种因素影响胰岛移植的效果: 胰岛的

分离、纯化、培养、及胰岛的保存均影响胰岛

活性和功能. 因此, 在胰岛的分离和培养过程中

加入不同的保护因素以提高胰岛的活性和功

能是我们的研究目标. 牛磺酸(taurine Tau)是一

种含硫氨基酸, 即2-氨基乙磺酸H2N-CH2-CH2-
SO3H(C2H7NO3S = 111.1343). 几乎全部以游离

形式存在, 细胞内外浓度比为100-50 000/1, 属于

β-氨基酸, 是一种细胞保护剂, 具有重要生物学

作用: 清除氧自由基, 抗脂质过氧化损伤, 抑制

细胞凋亡, 调节细胞钙稳态, 对线粒体结构和功

能起稳定作用, 维持细胞内外渗透压平衡, 抑制

细胞因子的产生[2-3]. 本实验通过RT-PCR检测胰

岛分离纯化过程中及短期培养后促炎性细胞因

子、核转录因子的表达以及对胰岛活性和功能

的影响. 观察牛磺酸对促炎性细胞因子、核转

录因子基因转录以及对体外培养胰岛的活性和

功能的影响; 探讨其对胰岛的保护作用及机制.

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar大鼠60只, 雌雄不限, 体质量

180-220 g(购自中国医科大学动物部). 胶原酶

V型(C-9263)、双硫腙(Di thizone, DTZ)、丫

啶橙(Acridine Orange, AO)和溴乙啶(Ethidium 
B r o m i d e, E B)均购自S i g m a公司; 藻红蛋白

(PE)标记的抗大鼠胰岛Caspase-9抗体(Red-
LEHD-FMK)购自BioVision公司, 异硫氰酸荧

光素(FITC)标记的抗大鼠胰岛Akt磷酸化抗体

Phospho-Akt(Ser473)及A-11070 Alexa Fluor goat 
anti-rabbit lgG(荧光标记的二抗)购自CST公司; 
牛磺酸购自北京奥博星生物技术公司; RNA提

取试剂RNAout、逆转录PCR试剂盒购于天择基

因工程公司; 引物购于上海英俊生物技术公司; 
DNA marker购于大连宝生物公司. 
1.2 方法 将实验大鼠分为2组(n  = 6), 1640组: 培
养基为RPMI 1640+双抗(青霉素100 U/mL、链

霉素100 mg/L)+100 mL/L FCS; Tau组: 培养基为

RPMI 1640+双抗(青霉素100 U/mL、链霉素100 
mg/L)+100 mL/L FCS+20 mmol/L牛磺酸; 
1.2.1 大鼠胰岛的分离和纯化: (1)原位灌注: 胆
总管起始处插管, 冷胶原酶溶液(冷Hank's液配

制, 1.0 g/L)10-12 mL以3-4 mL/min的速度逆行注

入胰管内. (2)切取: 快速完整切取胰腺保持外膜

完整, 并尽量少带脂肪和淋巴组织. (3)胰腺消化

和胰岛纯化: 胰腺切取后37.5℃±1℃水浴消化

11-15 min. 通过肉眼观察, 消化液呈乳糜状外观

不透明时迅速倒入冷的Hank's液50 mL以终止消

化并且低温离心1次(800 r/min, 4℃-8℃, 2 min). 
再加入冷的Hank's液30 mL充分振荡混匀, 经
80目不锈钢筛网过滤, 再次离心(800 r/min, 4℃
-8℃, 2 min). 去除沉淀以上的液体后采用Ficoll
不连续密度梯度离心纯化胰岛 .  浓度分别为: 
270、250、230、205和110 g/L. 
1.2.2 胰岛计数、活性鉴定、培养及功能检测: 
将获取的胰岛用双硫腙(DTZ)染色. 胰岛细胞数 
= 3次样品中DTZ阳性细胞团数/3×20×样本总

量(mL). 用丫啶橙/溴乙啶(AO/EB)荧光染色法

显示细胞活率, 活率 = 活细胞总数/(活细胞总数

+死细胞总数)×100%. 胰岛分离纯化后分二组

■研发前沿
牛磺酸具有清除
氧自由基, 抑制细
胞凋亡, 调节细胞
钙稳态, 维持细胞
内外渗透压平衡, 
抑制细胞因子的
产生等药理学作
用, 在移植领域的
应用正日益受到
人们的关注.
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培养, 24孔培养板, 100 IEQ/每孔, 培养条件为: 
37℃、50 mL/L CO2、950 mL/L空气. 1 d后首

次换液, 为半量换液, 此后隔日换液. 计数20IEQ
胰岛, 用含低浓度葡萄糖(2.8 mmol/L)的Kreb's-
Hank's液孵育2 h, 然后用含有高浓度葡萄糖(16.7 
mmol/L葡萄糖)的Kreb's-Hank's液孵育1 h, 收集

第2小时和第3小时的培养液, 采用放免法检测

培养液中胰岛素含量, 计算胰岛素释放指数(SI): 
SI = 第3小时(高糖环境)的胰岛素含量/第2小时

(低糖环境)的胰岛素含量. 
1.2.3 胰岛细胞TNF-α mRNA、IL-1β mRNA、

NF-κB mRNA和HO-1 mRNA的检测: 根据天

泽基因公司的动物RNAout提取试剂说明提取

总RNA. RT-PCR法检测TNF-α、IL-1β、NF-
κB和HO-1基因的表达: (1)引 物 设 计: 根 据
GenBank中TNF-α、IL-1β、NF-κ和HO-1的基

因序列用引物设计软premier5.0设计引物, 上海

Invitrogen英俊生物技术有限公司合成primer, 
200度: TNF-α: F-5'GTC GTA GCA AAC CAC 
CAA G-3', R-5'GGT ATG AAG TGG CAA ATC 
G-3'扩增产物长度214 bp; IL-1β: F-5'GGG ATG 
ATG ACG ACC TGC-3', R-5'GTC CCG ACC ATT 
GCT GTT-3'增产物长度452 bp; NF-κB: F-5'TGG 
ATG GAC AGG CGT TGA-3', R-5'AGA CAG 
GAC CTC TGA GAA AGT-3'扩增产物长度224 
bp; HO-1: F-5'ACA GAA GAG GCT AAG ACC 
G-3', R-5'CAG GCA TCT CCT TCC ATT-3'扩增

产物长度441 bp; β-actin: F-5'CAC CCT GTG 
CTG CTC ACC GAG GCC-3', R-5'CCA CAC 
AGA TGA CTT GCG CTC AGG-3'扩增产物长度

690 bp; (2)RT(逆转录反应): 反应体系包括RNA, 
Dntp, RNA酶抑制剂, 随机引物. 反转录条件: 
65℃, 10 min; 30℃, 5 min; 65℃, 30 min; 98℃, 
5 min; 5℃, 5 min. (3)扩增TNF-α、IL-1β、NF-
κB、HO-1和β-actin建立反应体系, β-actin反应

条件为: 94℃预变性3 min, 然后按94℃变性30 
s、55℃退火1 min、72℃延伸1 min 30 s进行35
个循环, 最后72℃延伸7 min. TNF-α反应条件为: 
94℃预变性3 min, 然后按94℃变性40 s、54.5℃
退火1 min、72℃延伸1 min进行35个循环, 最后

72℃延伸7 min. IL-1β和HO-1反应条件为: 94℃
预变性3 min, 然后按94℃变性40 s、54℃退火

1 min、72℃延伸1 min进行35个循环. NF-κB反
应条件为: 94℃预变性3 min, 然后按94℃变性40 
s、54℃退火1 min、72℃延伸1 min进行35个循

环, 最后72℃延伸7 min. (4)PCR产物鉴定: 吸取

PCR产物10 μL与2 μL上样缓冲液混匀后, 加入

凝胶梳孔内, 行20 g/L琼脂糖凝胶电泳. 取 DNA 
maker同时电泳, 作为标准分子量参照. 凝胶放

入G: Box(美国)成像分析系统进行分析. (5)数据

处理: 凝胶分析系统测定各条带积分吸光度值. 
以同一管中样品与β-actin产物条带积分吸光度

值之比作数据分析, 以此反映样品的表达程度. 
1.2.4 流式细胞仪检测 :  (1)胰蛋白酶(0.25% 
EDTA 0.02%)1 mL于37℃-37.5℃消化, 7 min
左右, 使胰岛细胞单离; (2)Red-LEHD-FMK染

色: 将胰岛用不同培养液稀释成150 mL加到EP
管中, 每管中加入1 mL Red-LEHD-FMK, 孵箱

中孵育1 h; 离心移去上清液(1200 r/min, 6 min); 
(3)Phospho-Akt(Ser473)Antibody染色: 细胞离

心清洗后重新悬浮到0.5 m L P B S缓冲液, 加
入40 g/L的无醇甲醛37℃固定10 min; 冰浴1 
min; 加入100%甲醇(0℃-4℃)并轻轻震荡以致

使细胞通透性增加; 将细胞重新悬浮到100 mL 
PBS缓冲液室温下孵育10 min; 加入Phospho-
Akt(Ser473)Antibody(1∶25稀释)室温下孵育

1 h; 将细胞重新悬浮到100 uL PBS缓冲液(含
5% FCS), 加入二抗Alexa Fluor488F2fragment of 
goat anti-rabbit lgG(1∶1000稀释), 室温下孵育

30 min; 将细胞重新悬浮到0.3 mL PBS缓冲液进

行流式细胞仪检测. 
统计学处理  数据以m e a n±S D表示 ,  采

用S P S S11.5统计软件进行方差分析和t 检验 , 
P <0.05为有统计学差异.

2  结果

2.1 平均每只大鼠可获得约600-700 IEQ胰岛, 纯
度在60%左右. 胰岛YO/EB荧光染色(图1A)结果

显示刚分离后胰岛活率>95%. 培养1 wk后的胰

岛YO/EB荧光染色,  RPMI 1640培养基组的胰岛

较加入牛磺酸组的胰岛凋亡明显增加(图1B-C). 
胰岛素释放试验表明, 单纯用RPMI 1640培养基

组的胰岛素释放指数(SI)为1.64±0.28(高糖刺激

的胰岛素释放量/低糖刺激的胰岛素释放量), 在
培养基中加入牛磺酸后胰岛素释放指数(SI)为
2.45±0.24. 差异具有统计学意义(P <0.05).
2.2 RT-PCR检测各组胰岛细胞的基因表达 胰
岛分离纯化后在体外经过短暂的孵育有明显

的TNF-α mRNA、IL-1β mRNA表达, 但是随

着培养时间的延长TNF-α逐渐减弱, 其各时间

组的差异具有显著性(P <0.05); 加入牛磺酸后

TNF-α mRNA、IL-1β mRNA相对表达量明显的

■相关报道
研究表明, 在大器
官移植领域, 牛磺
酸能抑制移植术
后的缺血再灌注
损伤和细胞因子
的释放.
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降低, 随着培养时间的延长TNF-α mRNA、IL-
1β mRNA逐渐减弱, 其各时间组的差异具有显

著性(P <0.05); 在相同时限点比较两组的TNF-α 

mRNA、IL-1β mRNA相对表达量, 差异具有显

著性(P <0.05, 表1, 图2A-B).
单纯RPMI 1640培养组的胰岛细胞在培养6 

h、72 h、1 wk的NF-κB mRNA相对表达量分别

为2.52±0.24、1.21±0.14、0.76±0.07, 随着培

养时间的延长NF-κB逐渐减弱, 其各时间组的差

异具有显著性(P <0.05); 在培养基中加入牛磺酸

后各时间点的NF-κB mRNA相对表达量分别为

1.76±0.30、0.93±0.15、0.37±0.02, 而且同样

随着培养时间的延长NF-κB逐渐减弱, 其各时间

组的差异具有显著性(P <0.05); 在相同时限点比

较两组的NF-κB mRNA相对表达量, 差异具有显

著性(P <0.05); 可见牛磺酸能抑制NF-κB mRNA
的表达(表2, 图2C). HO-1是一种重要的细胞保

护因子, 实验中我们检测单纯RPMI 1640培养

组的胰岛细胞在培养6 h、72 h、1 wk的HO-1 
mRNA相对表达量分别为2.46±0.30、3.13±
0.07、3.59±0.22, 证明胰岛分离纯化后HO-1有
明显表达并且随着培养时间的延长HO-1逐渐增

强, 其各时间组的差异具有显著性P <0.05; 在培

养基中加入牛磺酸后各时间点的HO-1 mRNA相

对表达量分别为3.74±0.10、4.33±0.29、5.28
±0.29, 而且同样随着培养时间的延长HO-1逐
渐增强, 其各时间组的差异具有显著性(P <0.05); 
在相同时限点比较两组的HO-1 mRNA相对表达

表  1  各组TNF-α mRNA和IL-1β mRNA的表达

     
                                                 TNF-α mRNA                                                               IL-1β mRNA

                            6 h 　                72 h 　               1 wk                       6 h 　                72 h 　                1 wk

1640组       0.57±0.1a      0.39±0.02a        0.29±0.02a       0.34±0.02a       0.24±0.01a      0.19±0.02a       

Tau组         0.34±0.02     0.24±0.01         0.19±0.02        0.24±0.09         0.09±0.01       0.05±0.01 

aP<0.05 vs  相同时点Tau组.

■创新盘点
本研究首次证明
了在细胞分离液
和培养液中加入
牛 磺 酸 后 能 明
显抑制NF-κB、
TNF-α及IL-1β的
表达 ,  增加HO-1
的表达减轻胰岛
凋亡, 保护胰岛的
活性和功能.
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图  1  胰岛AO/EB染色(×200). A: 分离纯化后胰岛染色; B: 1640组; C: Tau组.
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图  2  胰岛RT-PCR结果. A: TNF-α mRNA; B: IL-1β mRNA; C: NF-κB mRNA; D: HO-1 mRNA.
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量, 差异具有显著性(P <0.05); 可见牛磺酸能上

调HO-1 mRNA的表达(表2, 图2D). 
2.3 流式细胞仪检测 胰岛单纯用RPMI 1640培
养1 wk后, 激活的Caspase-9为41.03%±4.46%, 
Caspase-9激活可以诱导细胞凋亡的级联放大

反应导致细胞凋亡, 与此同时Akt磷酸化细胞

占31.47%±4.08%, Akt磷酸化后能抑制procas-
pase-9激活或抑制细胞色素C释放抑制细胞凋

亡; 加入牛磺酸后激活的Caspase-9为23.85%
±3.09%, 较单纯培养组明显降低, 并且其差

异具有统计学意义(P <0.05); 磷酸化Akt细胞占

49.14%±6.73%, 较对照组明显的升高, 其差异

具有统计学意义(P <0.05); 本实验结果证实了

Akt磷酸化后能抑制procaspase-9激活, 保护细胞

免受凋亡(图3).

3  讨论

胰岛移植是治疗糖尿病的最有效手段之一 [4], 
但是, 研究表明在同基因系的胰岛移植模型中

接近60%的β-细胞经受凋亡, 其中一半发生在

移植后3 d, 而且主要是非特异性炎症反应的结

果[5-6]. 胰腺的保存、胰岛分离过程中诱导的应

激、将胰岛暴露于促炎性细胞因子、免疫学及

非免疫学炎症应答均促成了胰岛移植后早期阶

段的胰岛移植物丧失[7]. 胰岛移植物制备过程中

产生的促炎性细胞因子可以在体外导致胰岛凋

亡从而影响胰岛的活性和功能, 并且在移植后

早期细胞介导的和非细胞介导的排斥反应中扮

演重要角色[8]. 导致移植胰岛细胞发生凋亡的一

种重要的炎症介质是TNF-α[9], TNF-α是死亡受

体TNFR1的相应配体, TNF-α同TNFR1相结合

可以导致死亡受体(DR)多聚化或构象改变, 从
而使Caspase-8被水解而活化诱导细胞凋亡(死
亡受体途径). Caspase-8活化后还可以酶解Bid
为tBid从而使后者转位至线粒体通过Bax/Bak促
使细胞色素C释放入胞质, 并与凋亡蛋白酶激活

因子1(Apaf-1)和Caspase-9、ATP在胞质内形成

多蛋白复合物, 即凋亡体. 在凋亡体内Caspase-9
的Caspase聚集域(CARD)与Apaf-1的CARD结

合而活化, 继而激活效应Caspase, 最终导致细

胞凋亡(线粒体途径). TNF-α也可以与肿瘤坏死

因子受体相关因子-2(TRAF2)结合通过NF-κB
诱导激酶(NIK)激活IκB激酶(IKK)磷酸化IκB使
之降解从而活化NF-κB使其转位到核内导致一

系列的基因转录事件. IL-1β是造成移植胰岛失

功的另外一种重要的炎症介质. 主要由激活的

巨噬细胞和中性粒细胞分泌, 胰岛β-细胞受到

细胞因子的刺激后也能分泌促炎性细胞因子. 
IL-1β同胰岛细胞表面的受体IL-1βR相结合导

致一系列的基因转录事件, 使IL-1β受体相关激

酶(IRAK)[10]激活并由此激活TNF受体相关因子

6(TRAF6)[11-12]. IRAK及TRAF6通过NIK激活IKK
后磷酸化IκB使之从26S蛋白酶复合体上降解[13], 
导致NF-κB从胞质易位到细胞核内. NF-κB捆绑

■应用要点
牛磺酸作为药物
的单体成分, 其化
学结构、药代动
力学、药效学及
药理作用机制明
确 ,  副作用很小 ,
目前已用于临床.

图   3   流 式 细 胞 仪 检 测
Caspase-9活性和Akt磷酸
化. A: 1640组; B: Tau组.
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表  2  各组NF-κB mRNA及HO-1 mRNA的表达

     
                                                 NF-κB mRNA                                                                     HO-1 mRNA

                            6 h 　                  72 h 　                 1 wk                       6 h 　                 72 h 　                  1 wk

1640组       2.52±0.24a           1.21±0.14a        0.76±0.07a        2.46±0.30a        3.13±0.07a        3.59±0.22a

Tau组         1.76±0.30         0.93±0.15        0.37±0.02         3.74±0.10         4.33±0.29         5.28±0.29     

aP<0.05 vs  相同时点Tau组.
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到DNA调节多种基因的转录, 包括IL-1、IL-6、
TNF-α, ICAM-1[14-15], VCAM-1,  iNOS, PGE2和
EP3 mRNA[16-17]. 可见在细胞因子网络调节系统

中IL-1β、TNF-α同NF-κB互为因果, 即NF-kB活
化能够提高TNF-α和IL-1β转录, 而这两种细胞

因子反过来也能激活NF-κB从而形成一种恶性

循环. 另外IL-1β同胰岛细胞表面的受体IL-1βR
相结合激活NF-κB转位到细胞核内上调iNOS的
基因转录从而诱导NO的合成增加. NO能通过

抑制三羧酸循环中的顺乌头酸酶减少胰岛素的

合成, 同时通过诱导DNA条状断裂导致细胞死

亡或者导致细胞凋亡[18-19], 最终导致胰岛细胞

凋亡使移植物失功. 我们在实验中发现, 胰岛分

离纯化后经过短时间(6 h)的培养后存在明显的

TNF-α mRNA、IL-1β mRNA表达, 在培养1 wk
后Caspase-9阳性细胞率为41.03%±4.46%; 证实

了胰岛分离纯化过程中的应激导致了TNF-α、
IL-1β的释放并且启动细胞凋亡过程. 在培养基

中加入牛磺酸后TNF-α mRNA、IL-1β mRNA
表达明显减弱, Caspase-9阳性细胞率为23.85%
±3.09%, 胰岛凋亡明显减少可见牛磺酸可抑

制细胞调亡. Akt是已经证实的促使细胞生存的

蛋白激酶, 多种因素均可导致其激活, TNF-α、
IL-1β不仅可以促使NF-κB诱导凋亡还可以磷

酸化Akt使之激活[20-21]. 活化的Akt能直接磷酸

化procaspase-9的196位丝氨酸残基从而阻断其

激活而抑制细胞凋亡[22]. 我们在实验中也证实

胰岛分离纯化培养1 wk后Akt磷酸化胰岛细胞

数为31.47%±4.08%, Caspase-9阳性细胞率为

41.03%±4.46%, 加入牛磺酸后激活的Caspase-9
为23.85%±3.09%, 较单纯培养组明显降低, 并
且其差异具有统计学意义(P <0.05); 磷酸化Akt
占49.14%±6.73%, 较对照组明显的升高, 其差

异具有统计学意义(P <0.05); 本实验结果说明牛

磺酸能促进Akt磷酸化、抑制procaspase-9激活, 
通过阻断Caspase级联放大反应抑制胰岛细胞

凋亡. 胰岛素释放试验表明, 在培养基中加入牛

磺酸后胰岛素释放指数(SI)明显升高. 这说明胰

岛在体外经长时间的培养后对高糖刺激的胰岛

素分泌活性降低, 在培养过程中加入牛磺酸能

保护葡萄糖刺激的胰岛细胞分泌功能. 为了观

察牛磺酸对TNF-α mRNA、IL-1β mRNA和NF-
κB mRNA转录的影响, 我们在Hank's液、RPMI 
1640培养基中加入20 mmol/L的牛磺酸, 胰岛

分离纯化经相同时间培养后检测胰岛T N F-α 
mRNA、IL-1β mRNA和NF-κB mRNA转录水平, 

发现牛磺酸明显的下调促炎性细胞因子及核因

子的基因转录. 其机制可能为牛磺酸进入细胞后

阻止IκB-α降解, 从而阻止NF-κB从胞质向细胞核

易位从而降低其活性, 减弱TNF-α、IL-1β mRNA
和NF-κB的转录, 减少细胞因子的表达[23]. 牛磺

酸在细胞因子网络事件中或者通过下调TNF-α 
mRNA、IL-1β mRNA的转录从而抑制NF-κB的
核转位达到细胞保护功能, 或者通过下调NF-κB 
mRNA转录阻断促炎性细胞因子的合成和释放

达到细胞保护功能, 也可能两者都存在, 这有待

于进一步验证. 胰岛分离纯化过程的各种应激

导致NF-κB、IL-1β和TNF-α的转录增加从而诱

导胰岛易于发生凋亡并损伤胰岛的活性和功能. 
牛磺酸作为一种保护性氨基酸能进入细胞通过

阻断细胞因子网络的级联放大效应; 促使Akt磷
酸化并在核内对NF-κB进行修饰促进抗凋亡基

因的表达或者抑制Caspase级联放大反应抑制胰

岛细胞凋亡保护胰岛的活性和功能. 
胰岛在分离及培养过程中的各种应激还

可以启动胰岛的内源性保护机制. 血红素加氧 
酶(HO)就是其中的一种应激反应蛋白[24-25]. 其
中HO-1是可诱导性的属于热休克蛋白家族成

员(HSP32), 是一种膜结合酶, 能催化亚铁血红

素降解. 各种应激因素如亚铁血红素及各种应

激如紫外线照射、氧化应激、内毒素、激素和

重金属都能诱导HO-1的表达增加. HO-1能催化

血红素降解为一氧化碳、铁和胆绿素, 一氧化

碳通过诱导超氧化物歧化酶的释放抑制细胞凋

亡; 自有铁能刺激铁蛋白的产生, 铁蛋白能螯合

细胞内的自有铁从而阻止自由基的形成, 因此

防止自由基对DNA、蛋白质和脂质的损伤; 胆
红素属于强抗氧化剂能抑制不饱和脂肪酸的自

氧化或过氧化自由基诱导的氧化损伤, 并且还

能清除单线态氧能够阻止促炎症反应基因表达

的信号转导通路中的一个确定成分活性氧族的

产生从而抑制凋亡. 我们的实验表明胰岛在分

离及培养过程中HO-1表达明显增加. 但为什么

不能保护胰岛免受细胞因子所导致的细胞凋亡

呢? 有一种解释是HO-1的表达明显迟于细胞因

子的刺激时间, 当HO-1达到其保护剂量时细胞

损伤已经不可逆. IL-1β刺激HO-1的表达是比较

缓和的, HO-1的保护效应同IL-1β的损伤效应不

相平衡. 另外胰岛暴露于细胞因子的刺激下能

表达NO和前列腺素E2(PG-E2)[26-29], 此二者能抑

制HO-1的活性. 因此, 受损的HO-1不能保护胰

岛免受细胞因子引起的细胞毒性. 我们的实验

■同行评价
本文对提高胰岛
细胞的活性和临
床胰岛细胞移植
有一定的参考价
值, 但有关方法可
以再简洁些.
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结果与此相符合, 胰岛在培养7 d后其细胞凋亡

率非常高, 而且影响到葡萄糖刺激的胰岛素释

放功能. 如果在培养基中加入牛磺酸则可以看

到HO-1 mRNA的表达比单纯培养的胰岛明显的

上调, 培养胰岛凋亡率明显减低, 胰岛的分泌功

能及葡萄糖刺激的胰岛素分泌功能优于对照组. 
并且随着培养时间的延长HO-1 mRNA仍然在高

水平表达. 表明牛磺酸能使HO-1在短时间内高

强度表达, 从而实现细胞保护效应. 
分离纯化后的胰岛的数量和质量是决定

胰岛移植成功的关键, 胰岛在分离和纯化过程

中的丢失影响了胰岛获得的数量, 我们改进了

胰岛纯化过程中的Ficoll密度梯度离心方法, 分
为5层密度梯度:  分别为27%、25%、23%、

20.5%和11%, 保证胰岛获取的数量600-700 
IEQ/只大鼠. 另外, 有活性、功能完整的胰岛是

关键, 胰岛分离纯化过程中促炎性细胞因子的

释放不仅影响胰岛的质量而且通过促使胰岛凋

亡影响其数量; 实验证明牛磺酸确实能抑制促

炎性细胞因子的释放发挥其细胞保护功能, 在
胰岛移植前的胰岛培养阶段保护胰岛的活性和

功能, 为临床提高移植胰岛的活性和功能奠定

实验基础.
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世界华人消化杂志计量单位标准

本刊讯 本刊计量单位采用国际单位制并遵照有关国家标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子量”应

改为物质的相对分子质量. 如30 kD改为M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下角标); “原子量”应改

为相对原子质量, 即A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位

在＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 ng/L, 131.6

±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×109/L, WBC构成比用0.00表示, 

Hb用g/L. M r明确的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 

1 N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计

量单位表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 

葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、

维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸

用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 

例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 

16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ

改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单

位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15

克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L

肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/ L或

100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一

律以“/kg”表示.  (常务副总编辑: 张海宁 2008-05-08)


