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胆固醇对离体培养胰岛素细胞活性的损害作用
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≈摘要  目的 明确游离胆固醇对胰岛素细胞的作用 ∀方法 体外培养 ���y小鼠胰岛素细胞 o待细胞生长融合后 o加入不同

浓度的游离胆固醇作用 uw«o或用同一浓度的游离胆固醇作用不同时间 ∀采用 � × × 法检测细胞的存活情况 ∀结果 uxΛ°²̄r�胆固

醇作用 uw«可明显降低 ���y细胞的活性 ~tssΛ°²̄r�胆固醇作用 tu«即可明显降低 ���y细胞的活性 o作用 uw«可导致 ���y细

胞死亡 ∀结论 游离胆固醇可剂量依赖性和时间依赖性地降低胰岛素细胞的活性 o提示血液中游离胆固醇浓度升高在胰岛 Β细胞

功能损害中具有一定的作用 ∀

≈关键词  胆固醇 ~胰岛素细胞 ~体外培养

∆αµ αγε οφ ϖιαβιλιτψ οφινσυλιν2σεχρετινγ χελλσ βψχηολεστερολιν ϖιτρο ΖΗΑΟ Ψυ2φενγ , ΖΗΥ Ψυν2λονγ , ΖΗΟΥ ϑινγ2ϕυν , ετ αλ. ∆επαρτ2

µεντ οφ Πηψσιολογψ, Φουρτη Μιλιταρψ Μεδιχαλ Υνιϖερσιτψ, Ξι. αν , ztssvu , Σηανξι , Χηινα

[ Αβστραχτ] Οβϕεχτιϖε ×²¬§̈ ±·¬©¼·«̈ ¬±©̄∏̈ ±¦̈ ²©¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ ²±¬±¶∏̄¬±2¶̈¦µ̈·¬±ª¦̈¯̄¶qΜετηοδσ ���y °²∏¶̈ ¬±¶∏̄¬± ¦̈¯̄¶º µ̈̈ ¦∏̄2

·∏µ̈§¬± √¬·µ²q �©·̈µ¦²±©̄∏̈ ±¦̈ ²©¦̈¯̄¶o²± ²±̈ «¤±§o©µ̈¨¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ ¬± ¶̈µ¬̈¶¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶ º¤¶¤§§̈ §·²¦∏̄·∏µ̈ ° §̈¬∏° ·² ¤¦·©²µuw

«²∏µ¶o¤±§²±·«̈ ²·«̈µ«¤±§o©µ̈¨¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ ¬± ¶¤°¨¦²±¦̈±·µ¤·¬²± º¤¶¤§§̈ §·²¦∏̄·∏µ̈ ° §̈¬∏° ·² ¤¦·©²µ§¬©©̈ µ̈±·³̈µ¬²§¶q � × × ·̈¶·

º¤¶∏¶̈§·² √̈¤̄∏¤·̈ ·«̈ √¬¤¥¬̄¬·¼ ²© ���y ¦̈¯̄¶qΡεσυλτσ uxΛ°²̄r�©µ̈¨¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ ¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼ §̈¦µ̈¤¶̈§·«̈ √¬¤¥¬̄¬·¼ ²© ���y ¦̈¯̄¶¤©·̈µ

uw «²∏µ¶¤±§tssΛ°²̄r�©µ̈¨¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ ¶¬ª±¬©¬¦¤±·̄¼ §̈¦µ̈¤¶̈§·«̈ √¬¤¥¬̄¬·¼ ²© ���y ¦̈¯̄¶¤©·̈µtu «²∏µ¶¤±§¬±§∏¦̈§¦̈¯̄¶§̈¤·«¤©·̈µuw

«²∏µ¶qΧονχλυσιονσ ƒµ̈¨¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ §̈¦µ̈¤¶̈¶√¬¤¥¬̄¬·¼ ²© ���y ¦̈¯̄¶¬± ¤§²¶̈2§̈ ³̈ ±§̈ ±·¤±§·¬° 2̈§̈ ³̈ ±§̈ ±·°¤±±̈ µo¤±§¬·¬¶¬±§¬¦¤·̈§

·«¤·̈ ¯̈ √¤·̈§©µ̈¨¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¬± ¥̄²²§ °¤¼ ¥̈ ²±̈ ©¤¦·²µ¬±√²̄√ §̈¬±·«̈ §¼¶©∏±¦·¬²± ²©³¤±¦µ̈¤·¬¦Β2¦̈¯̄¶q

[ Κεψ ωορδσ] ¦«²̄ ¶̈·̈µ²̄ ~¬±¶∏̄¬± ¦̈¯̄¶~¦∏̄·∏µ̈ ¬± √¬·µ²

中图分类号 }� vvx q| 文献标识码 }� 文章编号 }tssy2|zztkussvls{2swzx2su

大量的基础与临床研究表明 o高胆固醇血症与动

脉硬化有着十分密切的关系 o而游离胆固醇可以诱导

动脉平滑肌细胞凋亡和动脉硬化斑形成≈t  ∀不过 o越

来越多的资料显示 o游离胆固醇还可以诱导其他细胞 o

如巨噬细胞和神经细胞的凋亡≈u !v  ∀u型糖尿病常伴

发高胆固醇血症 ∀一些资料提示 ou型糖尿病患者血

液中游离胆固醇的浓度明显升高≈w  o但胆固醇在糖尿

病发病中的作用目前还不清楚 ∀为明确胆固醇是否损

害胰岛 Β细胞的功能 o我们观察了胆固醇对体外培养

的胰岛素细胞活性的影响 ∀

1 材料与方法

1 q1 细胞培养  本实验所用细胞为小鼠胰岛素细胞

株 ���y 细胞 ∀ ���y 细胞培养于 ⁄� ∞� 培养液

k⁄∏̄¥̈¦¦². ¶°²§¬©¬̈§∞¤ª̄ .̈ ¶° §̈¬∏°l o加入 ts h胎牛

血清k√r√l !青霉素ktss�r °̄ l !链霉素ktss°ªr°̄ l和

u2巯基乙醇kxsΛ°²̄r�l o在 vz ε 的 x h ≤ �u 培养箱中

培养 ∀ ���y 细胞被种植于 w{ 孔培养板中 o每孔加

wssΛ̄培养液 o待细胞生长融合后 o加入胆固醇观察剂

作者单位 }ztssvu o陕西西安市 o第四军医大学生理学教研室 ∀作者

简介 }赵玉峰kt|zv2l o男 o河北藁城市人 ousss级博士研究生 o助教 o主

要从事内分泌生理研究工作 ∀

量效应关系和时间效应关系 ∀观察胆固醇的剂量效应

关系时 o将细胞分为 y组k每组 {个样本l o其中 w组分

别加入 tsΛ°²̄r�!uxΛ°²̄r�!xsΛ°²̄r�和 tssΛ°²̄r�

的水溶性胆固醇作用 uw«o第 x组为对照组 o加入同样

浓度的胆固醇溶解剂 o第 y组为阴性对照组 o不加任何

药物 o同样条件下作用 uw«∀观察胆固醇的时间效应

关系时 o将细胞分为 ts组k每组 {个样本l o其中 x组

为对照组 o加入同样浓度的胆固醇溶解剂 o另外 x组在

加入 tssΛ°²̄r�水溶性胆固醇作用后的第 s«!y«!

tu«!t{«和 uw«分别测定细胞活性 ∀

1 q2 细胞活性测定  采用四唑蓝法kv2kw ox2§¬° ·̈«¼̄2

u2·«¬¤½²̄ ¼̄ l2u o x2§¬³«̈ ±¼̄2u�2·̈·µ¤½²̄¬∏° ¥µ²°¬§̈ o

� × ×l ∀ � × × 为 ≥¬ª°¤公司产品 o用磷酸缓冲液溶

解 ∀药物作用结束后 o每孔培养液中加入 wsΛ̄ 的

� × × 溶液kx°ªr°̄ l ovz ε 孵育 w«∀完全去除培养液 o

每孔加入 ussΛ̄ 的酸化异丙醇k异丙醇加 s qt°²̄r�盐

酸l o轻微振荡 o使 � × × 结晶充分溶解 ∀测定 xzs±°

和 y|s±°波长下的吸光度 ∀计算 xzs±°处吸光度减

去 y|s±°处背景吸光度后的吸光度值 o以此反映细胞

活性 ∀

1 q3 统计学分析  计算各组的均值和标准差khξ ? σl o

各组间的比较采用方差分析 ∀
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2 结果

2 q1 胆固醇剂量依赖性地降低 ���y细胞的活性  

对照组和阴性对照组之间无显著性差异 ∀tsΛ°²̄r�

胆固醇处理 uw«没有明显降低 ���y细胞活性 ∀对照

组与 uxΛ°²̄r�!xsΛ°²̄r�和 tssΛ°²̄r�胆固醇处理

组 xzs±°的吸光度分别为ks qvty ? s qsvwl !ks qux{ ?

s qsvvl !ks qt|t ? s qstzl和ks qstt ? s qsvxl ∀与对照

组比较 ouxΛ°²̄r�!xsΛ°²̄r�和 tssΛ°²̄r�浓度的胆

固醇则剂量依赖性地明显降低 ���y细胞的活性k °

� s qst o± � { o见图 tl ∀

图 1  胆固醇剂量依赖性地降低 ���6 胰岛素细胞的活性

  注 }¤}阴性对照组 ~¥}对照组 ~¦}tsΛ°²̄r�胆固醇组 ~§}

uxΛ°²̄r�胆固醇组 ~̈ }xsΛ°²̄r�胆固醇组 ~©}tssΛ°²̄r�胆固

醇组 ~3 }与对照组比较 o° � s qst ∀

2 q2 胆固醇时间依赖性地降低 ���y细胞的活性  

tssΛ°²̄r�胆固醇处理 ���y 细胞 y«未明显改变

���y细胞活性 o但是处理 tu«后 o���y细胞的活性

较对照组明显降低 o处理 t{«与 uw«后 o���y细胞活

性进一步下降 o均与对照组有高度显著性差异k ° �

s qst o见图 ul ∀

图 2  胆固醇时间依赖性地降低 ���6 胰岛素细胞的活性

  注 }3 }与对照组比较 o° � s qst ∀

3 讨论

在 u型糖尿病中 o除了机体组织的胰岛素抵抗外 o

胰岛 Β细胞的功能也受到损害 o并有明显的细胞凋亡

现象 ∀目前已知的诱导胰岛 Β细胞凋亡的代谢物质有

葡萄糖和脂肪酸 ∀长期高浓度葡萄糖和高浓度脂肪酸

刺激可以诱导胰岛 Β细胞的凋亡
≈x !y  ∀许多证据表明 o

u型糖尿病患者的血液中游离胆固醇含量较正常人明

显升高≈w !z  ∀本实验结果显示 o胆固醇可显著降低胰

岛素细胞的活性 ∀这为研究 u型糖尿病中胰岛 Β细胞

功能损害的机制提供了新的线索 ∀

研究表明 o胆固醇具有降低多种细胞活性的作用 ∀

如胆固醇可降低人动脉平滑肌细胞 !动物的神经细胞

以及多种肿瘤细胞的活性 ∀原位末端标记技术k×§×2

° §̈¬¤·̈§§�×° ±¬¦® ±̈§ ¤̄¥̈ ¬̄±ªo× ��∞�l和 ⁄�� 片

段电泳结果显示 o胆固醇降低这些细胞活性的机制是

诱导这些细胞发生凋亡≈t !v !{  ∀我们推测 o胆固醇降低

���y细胞活性也是通过诱导细胞凋亡而实现的 ∀

本研究结果为明确高胆固醇血症与 u型糖尿病的

关系提供了依据 o并且提示 o高胆固醇血症 o尤其是血

液中游离胆固醇浓度升高 o不仅损害心血管功能 o而且

对胰岛素分泌细胞也具有损害作用 ∀因此 o防治高胆

固醇血症在 u型糖尿病治疗中具有一定的作用 ∀
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