
®

www.wjgnet.com

吴斌, 张玫, 吕瑞雪, 罗通行, 李一松, 王兰兰, 四川大学华西
医院实验医学科 四川省成都市 610041
吴斌, 讲师, 博士, 主要从事消化系统疾病的研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 81101326
作者贡献分布: 吴斌与张玫对此文所作贡献均等; 此课题由吴斌
设计; 流式细胞检测由张玫操作完成; 研究所用新试剂及分析工
具由吕瑞雪提供; 原代细胞培养与处理由罗通行与李一松完成; 
数据分析由吴斌、张玫及王兰兰完成; 本论文写作由吴斌完成. 
通讯作者: 王兰兰, 教授, 主任检验师, 博士研究生导师, 610041, 
四川省成都市外南国学巷37号, 四川大学华西医院实验医学科. 
wchcbc@yahoo.com.cn
电话: 028-85422615      传真: 028-85423496
收稿日期: 2012-02-01   修回日期: 2012-03-05
接受日期: 2012-03-25   在线出版日期: 2012-05-08

11,12-Epoxyeicosatrienoic acid 
inhibits free fatty acid-induced 
apoptosis of pancreatic β-cells 
through targeting nuclear ATF4 
and ATF6

Bin Wu, Mei Zhang, Rui-Xue Lv, Tong-Xing Luo, 
Yi-Song Li, Lan-Lan Wang

Bin Wu, Mei Zhang, Rui-Xue Lv, Tong-Xing Luo, Yi-
Song Li, Lan-Lan Wang, Department of Laboratory Medi-
cine, West China Hospital, Sichuan University, Chengdu 
610041, Sichuan Province, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 81101326
Correspondence to: Lan-Lan Wang, Professor, Depart-
ment of Laboratory Medicine, West China Hospital, Sich-
uan University, Chengdu 610041, Sichuan Province, 
China. wchcbc@yahoo.com.cn
Received: 2012-02-01    Revised: 2012-03-05 
Accepted: 2012-03-25    Published online: 2012-05-08

Abstract
AIM: To investigate the effect of 11,12-epoxyeico-
satrienoic acid (EET) on free fatty acid-induced 
cell apoptosis and translocation of activating 
transcription factor 4 (ATF4) and activating tran-
scription factor 6 (ATF6) in primarily cultured 
murine pancreatic β-cells.

METHODS: Primary pancreatic β-cells were iso-
lated from murine pancreas islets and cultured. 
After treatment with palmitic acid (400 μmol/L), 
pancreatic β-cells were incubated with 11,12-EET 
(100 nmol/L) for 24 h. Viability of primary pan-
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表氧化二十碳三烯酸对游离脂肪酸诱导胰岛β细胞凋亡的抑
制作用

吴 斌, 张 玫, 吕瑞雪, 罗通行, 李一松, 王兰兰

■背景资料
研究显示血浆游
离脂肪酸(FFAs)水
平上升严重削弱
胰腺β细胞功能 , 
循环FFAs水平急
性上升可以有效
地刺激β细胞分泌
胰岛素; 然而, 持
续性上升则导致
胰腺β细胞凋亡. 

creatic β-cells was examined by WST-1 colorimet-
ric assay. Changes in mitochondrial membrane 
potential were evaluated to observe depolariza-
tion of cellular mitochondria by flow cytometry. 
Western blot was used to determine the protein 
expression of cytoplasmic and nuclear ATF4 and 
ATF6 to observe their translocation.

RESULTS: After treatment with palmitic acid 
and 11,12-EET for 24 h, viability of primary pan-
creatic β-cells was significantly increased (62.1% 
± 7.3% vs 53.0% ± 6.1%, P < 0.05), and mitochon-
drial depolarization (23.6% ± 3.4% vs 35.2% ± 
4.7%, P < 0.05) and apoptosis rate (24.5% ± 4.2% 
vs 40.1% ± 5.6%, P < 0.05) were markedly de-
creased compared to cells treated with palmitic 
acid alone. Palmitic acid significantly increased 
cytoplasmic but decreased nuclear protein levels 
of ATF4 and ATF6 in pancreatic β-cells.

CONCLUSION: 11,12-EET significantly inhibits 
FFA-induced apoptosis of pancreatic β-cells by 
inhibiting the translocation of ATF4 and ATF6.

Key Words: Free fatty acids; 11,12-Epoxyeicosa-
trienoic acid; Endoplasmic reticulum stress; Activat-
ing transcription factor 4; Activating transcription 
factor 6; Pancreatic β-cells
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摘要
目的: 研究11,12-表氧化二十碳三烯酸(11, 
12-epoxyeicosatrienoic acids, 11,12-EETs)抑制
游离脂肪酸(free fatty acids, FFAs)对原代小鼠
胰岛β细胞凋亡的影响, 探讨11,12-EETs保护
胰岛β细胞是否通过抑制内质网应激相关转
录因子ATF4与ATF6核转位来实现. 

方法: 棕榈酸(palmitic acids, PA)诱导原代小鼠
胰岛β细胞凋亡, 与11,12-EETs共同孵育24 h
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■研发前沿
11,12-表氧化二十
碳三烯酸(EETs)具
有血管舒张、抗炎
症、抗高血压、促
血管生成、抗动脉
粥样硬化和抗缺血
再灌注引起的损伤
等众多生理作用 ; 
最近其治疗胰岛素
抵抗、1型和2型糖
尿病的作用正越来
越受到关注.

后, 采用流式细胞术检测该细胞的线粒体膜
电位的变化与细胞凋亡水平的改变, 以观察
11,12-EETs对原代小鼠胰岛β细胞的保护作用; 
用免疫印迹法检测内质网应激(endoplasmic 
reticulum stress, ERS)相关转录因子ATF4与
ATF6在胞浆与胞核中的蛋白表达, 以此观察
二者的核转位改变. 

结果: 100 nmol/L 11,12-EETs与400 μmol/L PA
共同孵育胰岛β细胞24 h后, 与FFAs对照组相
比, FFAs+EET组可显著提升胰岛β细胞的存
活率(62.1%±7.3% vs  53.0%±6.1%), 并明显
降低胰岛β细胞线粒体的去极化水平(23.6%±

3.4% vs  35.2%±4.7%); 11,12-EETs可有效抑
制PA诱导的细胞凋亡(24.5%±4.2% vs  40.1%
±5.6%); 同时, PA刺激的ATF4与ATF6的核转
位受到11,12-EETs的影响, 胞核ATF4与ATF6
蛋白水平显著性降低, 胞浆ATF4与ATF6蛋白
水平明显上调. 

结论: 11,12-EETs可以抑制FFAs诱导的凋亡, 
其分子机制可能是通过抑制FFAs引发的ATF4
与ATF6转位导致内质网应激相关基因表达. 

关键词: 游离脂肪酸; 11,12-表氧化二十碳三烯酸; 

内质网应激; 转录激活因子4; 转录激活因子6; 胰岛

β细胞
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0  引言

研究显示血浆游离脂肪酸(free fatty acids, FFAs)
水平上升严重削弱胰腺β细胞功能[1-4]; 同时, 循
环FFAs水平急性上升可以有效地刺激β细胞分泌

胰岛素[5]; 然而, 持续性上升则导致胰腺β细胞凋

亡[6]. 11,12-表氧化二十碳三烯酸(11,12-epoxye-
icosatrienoic acids, 11,12-EETs)由细胞色素P450
表氧化酶代谢花生四烯酸产生, 被可溶性环氧

化水解酶(soluble epoxide hydrolase, SEH)代谢为

DHET(dihydroxyeicosa trienoic acids)[7]. 传统观点

认为其主要作用是激活钙敏感的钾通道使平滑

肌细胞处于超极化状态从而舒张血管[8]; 最近报

道显示SEH基因敲除小鼠糖尿病模型胰岛β细胞

功能明显改善[9], EETs水平上升显著性抑制糖尿

病发病过程的胰岛β细胞凋亡[10]. 内质网应激(en-
doplasmic reticulum stress, ERS)削弱2型糖尿病

发病过程中的胰岛β细胞胰岛素分泌功能并导致

其凋亡[11,12]. 那么转录激活因子4(activating tran-
scription factor 4, ATF4)与ATF6是否参与EETs抑
制FFAs诱导的胰岛β细胞凋亡呢? 本实验以FFAs
诱导胰岛β细胞凋亡, 通过11,12-EETs干预这一

过程, 观察其是否有保护作用, 同时明确EETs对
FFAs刺激的ATF4与ATF6转位的影响, 探讨EETs
在保护糖尿病胰腺功能以及胰岛β细胞凋亡方面

的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基、FBS和胰酶为

Gibco公司产品; 11,12-EETs购自美国Cayman
公司; 棕榈酸(palmitic acid, PA)、Ⅳ胶原酶、

Histopaque-1077分离液和二甲基亚砜(Dimethyl 
sulfoxide, DMSO)均购自Sigma-Aldrich公司; 无
脂肪酸牛血清白蛋白(bovine serum albumin, 
BSA)、WST-1细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒

和PVDF膜为德国ROCHE公司产品; 线粒体膜

电位(JC-1)检测试剂盒、Annexin-V/PI细胞凋亡

检测试剂盒及BCA增强型蛋白浓度检测试剂盒

为中国碧云天生物技术公司产品; ATF4与ATF6
抗体购自英国Abcam公司; β-actin为美国Santa-
cruz公司产品; 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔和

抗鼠IgG为美国Invitrogen公司产品; 增强化学

发光法(ECL)试剂盒购自美国Thermo-fisher公
司; 细胞胞浆和核蛋白抽提试剂盒与蛋白Marker
为Fermentas公司产品; 流式细胞仪为Beckman 
coulter产品(FC500型). 实验中所用其他试剂均

为进口或国产分析纯. 
1.2 方法

1.2.1 胰岛分离和原代β细胞培养: 从8-10 wk的
C57BL/6小鼠胰腺分离胰岛. 斩首法处死小鼠, 
将含有1 g/L Ⅳ型胶原酶的(不含Ca2+)Hanks缓冲

液通过导管注入已处死小鼠胰腺使其膨胀, 胰
腺随即分离取出, 然后在37 ℃下孵育20 min; 加
入一定比例Hitopaque-1077细胞分离液混合后

采取密度梯度离心, 在解剖显微镜下手工吸出

单个胰岛细胞. 分离完全的β细胞植入6孔板、

12孔板和96孔板, 用含100-200 mL/L FBS的
RPMI1640培养基(血清浓度视分离β细胞状态)
置于37 ℃、50 mL/L CO2的培养箱中经相应干

预处理后用于后续实验. 
1.2.2 细胞实验设计和分组处理: 本实验前期预

实验显示20、50、100 nmol/L 11,12-EETs在胰

岛β细胞保护方面存在剂量依赖性, 100 nmol/L 
11,12-EETs保护效应最为显著; 同时我们观察到
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■相关报道
可溶性环氧化水解
酶(SEH)基因敲除
小鼠糖尿病模型胰
岛β细胞功能明显
改善, EETs水平上
升显著性抑制糖尿
病发病过程的胰岛
β细胞凋亡.

100 nmol/L 11,12-EETs不会引起胰岛β细胞线粒

体除极化和凋亡(结果在本文未显示). 细胞实验

分组为: 空白对照组、溶媒对照组(0.4%无脂肪

酸BSA和5 μL DMSO)、FFAs对照组(400 μmol/L 
PA)、FFAs+EET组(400 μmol/L PA+100 nmol/L 
11,12-EET), 共同孵育24 h. 
1.2.3 WST-1法检测细胞凋亡: 通常细胞毒性实

验每孔加入100 μL(5 000个细胞), 并添加10 μL 
WST-1溶液. 若起始培养体积为200 μL, 则需加

入20 μL WST-1溶液, 其他情况以此类推. 可以用

添加相应量细胞培养液和WST-1溶液但未加细

胞的孔作为空白对照. 在450 nm测定吸光度(A )
值, 该数值水平反映存活细胞数量和活力高低. 
1.2.4 细胞线粒体膜电位(J C-1)检测: 取适量

JC-1(200×), 按照每50 μL JC-1(200×)加入8 mL
超纯水的比例稀释JC-1, 加入2 mL JC-1染色缓

冲液(5×), 混匀后即为JC-1染色工作液. Hanks缓
冲液洗涤细胞1次, 加入0.5 mL RPMI1640细胞

培养基, 再加入1 mL JC-1染色工作液, 充分混匀. 
细胞培养箱中37 ℃孵育20 min; 孵育期间, 按照

每1 mL JC-1染色缓冲液(5×)加入4 mL蒸馏水的

比例, 配制适量的JC-1染色缓冲液(1×), 并放置

于冰浴. 孵育结束后, 吸除上清, 用JC-1染色缓冲

液(1×)洗涤2次, 加入1 mL细胞培养液, 流式细胞

仪上机检测. 
1.2.5 流式细胞术检测早期凋亡: 把细胞培养液

吸出至新的1.5 mL EP管, PBS洗涤1次, 加入适

量胰酶工作液(含有EDTA)消化. 若镜下观察细

胞变圆即可停止消化, 1 000 r/min离心5 min, 弃
掉上清; 加入前述中收集的细胞培养液, 稍混

匀, 转移到离心管内, 1 000 r/min离心5 min, 弃
上清, 收集细胞, 用1×PBS缓冲液轻轻吹打混

匀细胞; 取5-10万重悬的细胞, 1 000 r/min离心

5 min, 弃上清, 加入195 μL Annexin V-FITC结合

液轻轻吹打, 室温下放置5 min; 再加入5 μL An-
nexin V-FITC溶液, 轻轻吹打混匀; 室温避光孵育 
10 min; 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 加入 
190 μL Annexin V-FITC结合液轻轻重悬细胞; 
加入10 μL碘化丙啶染色液, 轻轻吹打混匀, 避
光; 30 min内信号流式细胞仪检测为宜, Annexin 
V-FITC为绿色荧光, PI为红色荧光. 
1.2.6 Western blot: 收集各组胰岛β细胞, 提取细

胞胞浆蛋白与核蛋白, BCA增强蛋白浓度测定

法进行蛋白定量. 以每泳道20-25 μg蛋白量上样, 
经SDS-PAGE电泳分离蛋白, 4 ℃转膜过夜使蛋

白转移至PVDF膜上. 室温下脱脂奶粉封闭2.5 h, 

用一抗ATF4(1∶2 000)、ATF6(1∶2 000)孵育过

夜, TBST缓冲液漂洗3-6次, 辣根过氧化物酶标

记的山羊兔和鼠二抗(1∶5 000)室温分别孵育

2-3 h, 曝光显影成像通过凝胶分析系统软件分

析. 以上实验均重复3次. 
统计学处理 所有数据均以mean±SD表示, 

应用SPSS13.0软件按进行统计学分析, 每个分

组间的差异采用单因素方差分析(ANOVA), 以
P <0.05为差异具有显著性统计学意义. 

2  结果

2.1 11,12-EET抑制FFAs诱导的小鼠原代胰岛β细

胞凋亡 空白对照组细胞存活率为87.7%±10.3%, 
溶媒对照组细胞存活率为86.2%±9.9%, FFAs
对照组细胞存活率为53.0%±6.1%, FFAs+EET
组细胞存活率为62.1%±7.3%. 与空白对照组

相比, FFAs组细胞存活率显著性降低(P <0.05), 
FFAs+EET组细胞存活率较FFAs对照组增高, 
两者差异具有统计学差异(P <0.05, 图1); 流式

细胞术检测各分组细胞线粒体膜电位, 与空白

对照组比较, F FA s对照组含有去极化线粒体

的细胞比率有显著性增高(35.2%±4.70% v s  
4.7%±0.9%, P <0.05), 而较FFAs对照组相比, 
FFAs+EET组含有去极化线粒体的细胞比率显

著性降低(23.6%±3.4% vs  35.2%±4.70%, 图
2); 流式细胞术检测各分组细胞凋亡, 结果显示

FFAs对照组与空白对照组相比较其凋亡水平明

显增高(40.1%±5.6% vs  8.2%±1.6%, P <0.05), 
FFAs+EET组与FFAs对照组比较其凋亡水平

则明显降低(24.5%±4.2% vs  40.1%±5.6%, 
P <0.05, 图3). 综上结果, 11,12-EET可有效提高

胰岛β细胞存活率和抑制FFAs诱导的细胞凋亡. 
2.2 11,12-EET抑制FFAs刺激的小鼠原代胰岛β
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图  1  11,12-EET抑制FFAs诱导的胰岛β细胞凋亡(WST-1法). A: 

空白对照组; B: 溶媒对照组; C: FFAs对照组; D: FFAs+EET组. 
aP<0.05 vs  空白对照组; cP<0.05 vs  FFAs对照组.
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图  3  11,12-EET可减少FFAs诱导的细胞凋亡. A: 空白对照组; B: 溶媒对照组; C: FFAs对照组; D: FFAs+EET组. aP<0.05 vs  空

白对照组; cP<0.05 vs  FFAs对照组.
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■应用要点
本研究结果提示
EETs在抑制FFAs
诱导的胰岛β细胞
凋亡方面起到重
要的作用, 这为我
们提供胰岛素抵
抗、代谢综合征
和糖尿病等疾病
时胰腺功能的保
护提供新的理论
依据与思路.
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细胞ATF4与ATF6转录因子的核转位 Western 
blot显示, FFAs对照组胞浆ATF4/ATF6水平与

其他各实验分组比较显著性降低(P <0.05), 而
核ATF4/ATF6水平较其他各实验分组明显升高

(P <0.05); 与FFAs对照组相比, FFAs+EET组胞浆

ATF4/ATF6水平升高(P <0.05), 核ATF4/ATF6水
平降低(P <0.05, 图4). 综上, 11,12-EET抑制FFAs
刺激的ATF4与ATF6的核转位. 

3  讨论

11,12-EET由细胞色素P450表氧化酶代谢花生四

烯酸产生, 其在胰岛素分泌和作用以及糖脂代

谢中扮演重要角色[13]. 现已证实, EETs具有血管

舒张、抗炎症、抗高血压、促血管生成、抗动

脉粥样硬化和抗缺血再灌注引起的损伤等众多

生理作用[14-16]. 最近其治疗胰岛素抵抗、1型和

2型糖尿病的作用正愈来愈受到关注[17-20]. EETs
主要通过激活PI3K-AKT信号通路从而抑制胰

岛素抵抗, 抑制糖尿病引起的靶器官损伤, 但其

在其他调节通路上的机制仍不明确[17,21,22]. 血浆

FFAs升高削弱胰腺β细胞分泌胰岛素, 促进肥胖

所引起的糖耐量受损[23]; 非糖尿病的健康个体

持续性、生理性血浆FFAs升高预示其发展为2
型糖尿病几率显著性增加[24]. 糖尿病发生、发

展与胰岛β细胞功能失调、胰岛素分泌功能减

退紧密相关, 内质网应激则参与了上述病程[25,26]. 
Kharroubi等[27]发现PA通过NF-κB诱导INS-1细
胞凋亡, 同时诱发INS-1细胞内质网应激, ATF4
发生选择性剪切即ATF4激活转入细胞核, ATF6
转录激活; FFAs亦能诱导细胞线粒体功能失调.    

F FA s引起的胰腺细胞内质网应激所致的

胰岛β细胞功能失调、胰岛素分泌功能减退, 或
最终引起胰岛β细胞凋亡与体内小分子活性物

质相关[28-30]. 然而目前尚未有文献报道EETs在
FFAs诱导的胰岛β细胞凋亡方面的作用机制. 为
了探讨EETs在保护胰岛β细胞的新机制, 本文采

用PA体外诱导原代小鼠胰岛β细胞凋亡, 同时采

用11,12-EETs共同孵育, 利用细胞毒实验、线粒

体膜电位检测和流式细胞术检测细胞凋亡以及

Western blot检测内质网应激分子ATF4与ATF6
核转位的变化. 细胞毒实验结果显示11,12-EETs
能够明显地保护胰岛β细胞, 提高了与PA共同作

用下胰岛β细胞的存活数. 线粒体膜电位检测能

够直接反映该线粒体除极化细胞的水平, 而除

极化水平高低反映细胞是否处于细胞凋亡早期. 
那么通过其水平高低可以得出结论, 11,12- EETs
可以显著性抑制FFAs所引起的胰岛β细胞早期

凋亡. 进一步就上述结果, 我们通过annexin-V/PI
法检测细胞凋亡, 与线粒体膜电位检测结果类

似, 最后得出, 11,12-EETs可以保护处于高浓度

FFAs培养下的胰岛β细胞. Western blot明确显示, 
11,12-EETs抑制PA所刺激的ATF4与ATF6转位, 
提示由于核转位水平下降, UPR(unfolded protein 
response, UPR)基因表达水平降低, 从而起到保

护胰岛β细胞的作用. 
总之, 本研究结果提示EETs在抑制FFAs诱

导的胰岛β细胞凋亡方面起到重要的作用. 这为

我们提供胰岛素抵抗、代谢综合征和糖尿病等

疾病下胰腺功能保护提供新的理论依据与思路, 
下一步我们将更深入地研究其分子机制和作用

靶点. 
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