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红景天苷对高糖条件下培养的
胰岛 茁 细胞功能的影响
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摘摇 要:目的 研究红景天苷对高糖条件下培养的胰岛 茁 细胞功能的影响。 方法 用 30mM 葡萄糖培养

INS-1胰岛细胞,加入不同浓度的红景天苷(0. 1 滋赚、1. 0 滋赚 和 10 滋赚)进行干预,并用 5. 6 mM 浓度的葡萄糖作

为阴性对照。 通过 MTT 检测 INS-1 细胞活性、Real time PCR 检测胰岛素、TRX、TXNIP mRNA 表达变化;用酶联

免疫法检测培养上清胰岛素分泌量;使用活性氧检测试剂盒检测细胞内自由氧生成水平。 结果 体外诱导条件

下,高浓度葡萄糖通过上调 TXNIP mRNA 以及下调 TRX mRNA 表达,使 INS-1 细胞内 ROS 升高,降低胰岛素的

分泌;而红景天苷通过下调 TXNIP mRNA、上调 TRX mRNA 水平,维持细胞内 ROS 的低水平,提高胰岛素的分

泌。 结论 红景天苷对胰岛 茁 细胞的糖毒性损坏具有保护作用。
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摇 摇 糖尿病是一种以高血糖为特征的代谢性疾

病。 据统计,目前全世界糖尿病患者已达 2. 85 亿,
按目前的增长速度,估计到 2030 年全球将有近 5
亿人患糖尿病。 我国成人糖尿病总数达 9240 万,
其中 2 型糖尿病患者占 90 % 以上,我国已成为世

界上糖尿病患者最多的国家[1]。 2010 年全世界

11. 6 %的医疗卫生费用花费在防治糖尿病上,世
界卫生组织估计 2005 年至 2015 年中国由于糖尿

病及相关心血管疾病导致的经济损失达 5577 亿美

元。 糖尿病已成为影响我国乃至全世界的重大公

共卫生问题。
胰岛 茁 细胞功能缺陷导致胰岛素分泌减少

(或相对减少)是导致 2 型糖尿病产生的重要原

因,但引起胰岛 茁 细胞功能缺陷的机制仍不完全

明确。 有研究表明,长期高血糖可导致氧化应激

反应[2]。 在链脲霉素诱导的糖尿病鼠血浆中检测

到高水平的超氧化物[3]。 陈莹晖等人研究表明,
高浓度葡萄糖通过氧化应激引起胰岛细胞损伤与

凋亡,导致胰岛素合成及分泌减少[4]。
红景天苷(Salidroside,Sal)又名 2,4 -羟基苯

乙基-茁-D-葡萄糖苷,是中药红景天的主要活性

成分之一。 诸多研究表明,红景天苷有抗疲劳、抗
炎、抗肿瘤、抗氧化、抗衰老、保护肝功能等多种作

用[5-8]。 研究证实,红景天苷能够通过增加抗氧化

酶(SOD、GPx、CAT)来抑制氧化应激反应,提高小

鼠胰岛素水平[9]。 红景天苷亦能够促进胰岛素抵

抗 HepG2 细胞葡萄糖的利用和糖原合成[10]。 但

是目前研究对于红景天苷与胰岛 茁 细胞损伤的相

互作用并不明确。
本研究通过体外培养 INS-1 胰岛细胞,探讨

红景天苷对高浓度葡萄糖培养条件下 INS-1 细胞

胰岛素分泌水平变化的效应。
1摇 材料与方法

1. 1摇 药物和细胞系 摇 红景天苷购自北京华迈科

技生物技术公司,大鼠 INS-1 胰岛素瘤细胞,购自

美国标准生物品种保藏中心(ATCC)。
1. 2摇 主要试剂和仪器摇 RPMI-1640 培养基,胎牛

血清,0. 25 % 胰酶(Gibco,美国);MTT 试剂(Hy鄄
clone 公司,美国),大鼠胰岛素酶联免疫试剂盒

(R&D 公司,美国),Trizol 试剂(Invitrogen,美国),
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M- MLV 反转录试剂盒 ( Thermo, 美国), SYBR
Premix Ex Taq 试剂盒( Takara,日本),BIO-RAD
550 型酶标仪(Bio-Rad 公司,美国),活性氧检测

试剂盒(碧云天生物技术研究所,中国),BCA 蛋白

分析试剂盒(Pierce,美国),细胞培养箱(Thermo,
美国),荧光定量 PCR 仪(Bio-Rad,美国)。
1. 3摇 Real time PCR 引物摇 见表 1。

表 1摇 real time PCR 引物

引物名称 引物序列(5'-3')

Insulin

TXNIP

TPX

茁-actin

Forward:CACCCAAGTCCCGTCGTGAAT

Reverse:GATCCACAATGCCACGTTCT

Forward:GAAGCTCCTCCCTGCTATATGGA

Reverse:CCATGTCATCTAGCAGAGGAGTTGT

Forward:TTAACGAGGAAATTCGGACA

Reverse:AACGCACGCTCATAGA

Forward:ATATCGCTGCGCTGGTCGTC

Reverse:AGGATGGCGTGAGGGAGAGC

1. 4摇 方法步骤

1. 4. 1摇 细胞培养及分组摇 用含 10 % 胎牛血清和

青链 霉 素 的 RPMI - 1640 培 养 液 ( 含 葡 萄 糖

11. 1 mmol / L)在 37 益,含 5 % CO2 的恒温培养箱

中培养 INS-1 细胞。 待细胞处于对数生长期,以
104 / mL 的细胞密度铺 6 孔细胞培养板,细胞生长

到 80 %融合密度时,根据培养基所添加的成份不

同,将细胞分为 5 组进行实验(细胞分组见表 2)。
按照实验分组,更换不同培养基及不同浓度药物

后培养 48 小时。 然后根据实验目的进行下一步实

验。
表 2摇 细胞分组及培养条件

组摇 别 培养条件

阴性对照组(NC) 5. 6 mM 葡萄糖+RPMI-1640 培养液

高糖组(HG) 30 mM 葡萄糖+RPMI-1640 培养液

0. 1 滋赚Sal+30 mM 葡萄糖+RPMI-1640 培养液

药物组(Sal) 1 滋赚Sal+30 mM 葡萄糖+RPMI-1640 培养液

10 滋赚Sal+30 mM 葡萄糖+RPMI-1640 培养液

1. 4. 2摇 红景天苷对 INS-1 细胞活力影响的测定

摇 采用 MTT 法检测红景天苷对大鼠 INS-1 细胞活

力的影响。 取对数生长期的 INS-1 细胞,调整细

胞悬液浓度为 1伊104 个细胞 / ml,分别加入到 96 孔

板中,每孔 200 滋L,置于 5 %CO2,37 益恒温培养箱

培养 2 小时后,Sal 组分别加入 0. 1 滋赚,1 滋赚,
10 滋赚的红景天苷,每组设 6 个复孔,继续培养 48

小时。 然后每孔加入 20 滋LMTT 溶液(5 mg / mL)。
继续培养 4 小时后终止培养,加入 150 滋L 二甲基

亚砜,置摇床上低速震荡 10 分钟,使结晶物充分溶

解。 450 nm 条件下测量各孔的吸光值。 并将空白

对照组细胞活力计作 100 % 。 实验重复 3 次。 细

胞的存活率 (% ) = (实验孔 OD 值 -调零孔 OD
值) / (对照孔 OD 值-调零孔 OD 值)。
1. 4. 3摇 实时定量 PCR 检测相关 mRNA 表达摇 根

据 Trizol 法提取细胞总 RNA,紫外分光光度计

260 nm波长进行定量。 按照 InvitrogenM-MLV 反

转录试剂盒所示方法进行反转录。 Real time PCR:
按照 Takara 公司 SYBR 襆 Premix Ex Taq 试剂盒说

明书进行操作。 反应条件为:95. 0 益预变性3 min,
45 个循环(95. 0 益 5sec,60 益 30sec)。 使用管家

基因 茁-actin 作为内参,用 Excel 软件对 茁-actin 和

各样品 RNA 循环阈值(Ct)进行计算分析。 应用

2-驻驻Ct法[11] 处理数据,计算目的基因转录水平表

达量。
1. 4. 4 摇 细胞内活性氧生成检测 摇 按照试剂盒说

明书步骤进行操作。 取培养第 48 小时各组细胞,
PBS 冲洗 2 次,加入 DCFH-DA 37 益条件下孵育

20 分钟后用荧光酶标仪检测 488 nm 激发波长,
525 nm 发射波长下的荧光强度。
1. 4. 5 摇 胰岛素分泌量的检测(酶联反应法) 摇 分

组培养 48 小时后各组细胞上清中的胰岛素水平用

美国 R&D 公司 Elisa 试剂盒按照说明书进行检测。
1. 4. 6摇 统计学方法摇 上述实验均进行 3 次重复,
每次实验均设置 2 个重复;实验数据使用 SPSS20
统计软件进行分析。 数据以(mean依SD)表示,组
间比较使用单因素方差分析,组间比较使用 bon鄄
ferroni 法。 P<0. 05 认为有统计学差异;P<0. 01 认

为有显著性差异。
2摇 结果

2. 1摇 不同浓度红景天苷对 INS-1 活性的影响 摇
分组培养 48 小时后运用 MTT 实验检测 INS-1 细

胞活性。 结果如图 1 显示,高糖组 INS-1 细胞相

较阴性对照组细胞活力明显降低(P<0. 01);红景

天苷组与高糖组相比,INS-1 细胞细胞活性出现浓

度依赖性升高,其中加入 1. 0 滋赚、10 滋赚 红景天苷

后,INS-1 细胞活力与高糖组相比,存在统计学差

异(P<0. 05、P<0. 01)。 加入 10 滋赚 红景天苷,
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INS-1 细胞活力仍低于阴性对照组细胞。 表明红

景天苷可以部分恢复高糖导致的 INS-1 细胞活性

下降水平。

图 1摇 分组培养 48 小时各组 INS-1 细胞活力(n = 3;*代表阴

性对照组组与高糖组之间的统计学比较,#表示药物干预组分别与

高糖组之间的统计学比较;# / *表示 P<0. 05;## /**表示 P<

0. 01)

2. 2摇 胰岛素 mRNA 表达及分泌水平 摇 分别收集

培养 48 小时的各组细胞,提取 RNA,实时定量

PCR 检测 mRNA 表达情况。 结果如图 2(A)所示,
高糖组胰岛素 mRNA 表达较阴性对照组明显低

(P<0. 01),加入红景天苷后胰岛素 mRNA 表达较

高糖组高,出现浓度依赖性;但最大剂量的红景天

苷组胰岛素 mRNA 仍低于阴性对照组。
收集培养 48 小时各组细胞上清,检测胰岛素

分泌情况。 如图 2(B)所示,加入红景天苷后各组

细胞胰岛素分泌较高糖组浓度依赖性升高,但仍

低于阴性对照组。

图 2摇 分组培养 48 小时各组 INS-1 细胞表达和分泌胰岛素情

况。 (A)实时定量 PCR 检测 Insulin mRNA 表达;(B)酶联免疫法

检测培养上清中胰岛素分泌水平。 (n= 3;*代表阴性对照组组与

高糖组之间的统计学比较,#表示药物干预组分别与高糖组之间的

统计学比较;# / *表示 P<0. 05;## / **表示 P<0. 01)

2. 3摇 TXNIP 和 TRX mRNA 表达变化 摇 收集培养

48 小时各组细胞,提取 RNA,实时定量检测 TXNIP
和 TRX mRNA 表达情况。 结果如图 3 所示,高糖

组 TXNIP mRNA 表达较阴性对照组高,但加入红

景天苷后 TXNIP mRNA 表达水平较高糖组细胞出

现浓度依赖性的降低。 而在高糖条件下,TRX mR鄄
NA 表达水平较阴性对照组明显降低(P<0. 01),
加入红景天苷后,TRX mRNA 表达升高。

图 3摇 分组培养 48 小时各组 INS-1 细胞 TRX、TXNIP mRNA

表达水平。 (A)实时定量 PCR 检测 TRX mRNA 表达;(B)实时定

量 PCR 检测 TRX mRNA 表达。 (n = 3;*代表阴性对照组组与高

糖组之间的统计学比较,#表示药物干预组分别与高糖组之间的统

计学比较;# / *表示 P<0. 05;## / **表示 P<0. 01)

2. 4摇 细胞内 ROS 水平变化摇 选取培养 48 小时的

各组细胞检测胞内 ROS 水平。 结果如图 4 所示,
高糖组 INS-1 细胞内 ROS 生成较阴性对照组明显

上升(P<0. 01),加入红景天苷各组 INS-1 细胞内

ROS 生成水平相较于高糖组出现浓度依赖性的降

低。 红景天苷能降低高糖条件下 INS -1 细胞内

ROS 的生成。

图 4摇 分组培养 48 小时各组 INS-1 细胞胞内 ROS 生成检测。

(n=3;*代表阴性对照组组与高糖组之间的统计学比较,#表示药

物干预组分别与高糖组之间的统计学比较;# / *表示 P<0. 05;## /

**表示 P<0. 01)

3摇 讨论

本研究通过 30 mM 高浓度葡萄糖[12]培养胰岛

茁 细胞模型表明 INS-1 细胞体外培养时,高浓度葡

萄糖通过上调硫氧还原蛋白相互作用蛋白( thiore鄄
doxin interacting protein,TXNIP)mRNA 以及降低硫

氧还蛋白(thioredoxin,TRX)mRNA 表达,使 INS-1
细胞内 ROS 升高,INS-1 细胞生存水平下降,并降

低胰岛素的表达和分泌;而红景天苷通过下调 TX鄄
NIP mRNA、上调 TRX mRNA 水平,维持细胞内

ROS 的低水平,升高了 INS-1 细胞生存水平,提高

胰岛素的分泌。 证明红景天苷具有保护胰岛 茁 细

胞的功能。
胰岛素是由胰岛 茁 细胞分泌、体内惟一能够

降低血糖的蛋白质激素。 胰岛 茁 细胞损伤导致的

胰岛素分泌下降是糖尿病发生的一个关键性事

件,最终导致糖尿病患者体内血糖浓度的升高。



·106摇摇 ·
现摇 代摇 中摇 医摇 药

Modern Traditional Chinese Medicine
2015 年 11 月第 35 卷第 6 期
Nov. 2015摇 Vol. 35 摇 No. 6

胰岛 茁 细胞对血糖浓度极其敏感,稳态范围内的

血糖浓度的改变能够动态地影响胰岛 茁 细胞的功

能和数量。 事实上,长期的高血糖会通过多种机

制导致胰岛素合成 /分泌、胰岛 茁 细胞存活受影响

(“糖毒性冶),这又导致高血糖和 茁 细胞恶化进入

了恶性循环[13]。 目前研究表明,糖毒性的产生有

多种可能机制:胰岛素基因表达丢失、内质网应

激、非免疫系统介导的炎症反应及氧化应激,其中

氧化应激是引起 茁 细胞功能缺陷的主要 原

因[13-17]。 长期的高血糖增加了线粒体的代谢流

(metabolic flux),引起氧自由基产生过量,最终导

致氧化应激[17]。 大量研究表明:高浓度的葡萄糖

培养胰岛 茁 细胞,会导致胰岛 茁 细胞凋亡,降低胰

岛素的分泌水平[12,18-20]。 临床研究证实糖尿病患

者体内促氧化物质及氧化组织损伤标志物升

高[21-23]。 在我们的研究中这一结论亦得到了

证实。
TRX 系统(TRX,TRX 还原酶,GADPH)是一

种广泛存在的氧化还原系统。 硫氧还蛋白( thiore鄄
doxin,TRX)通过巯基结构中具有还原能力的二硫

键清除 ROS;硫氧还原蛋白相互作用蛋白( thiore鄄
doxin interacting protein, TXNIP)是细胞内源性的

TRX 抑制剂,通过结合 TRX 的半胱氨酸残基使

TRX 失去抗氧化能力[24]。 高浓度葡萄糖培养 INS
-1 细胞,活性氧代谢物质 MDA 升高,胰岛素分泌

水平下降,这一结论与本研究相符。 2 型糖尿病大

鼠血清过氧化物酶(SOD / CAT)水平降低、MDA 升

高,胰岛细胞内 TRX 和胰岛素蛋白表达水平降低,
TXNIP 蛋白水平升高,TRX 具有保护胰岛细胞功

能[25]。 TXNIP 能够促使胰岛 茁 细胞凋亡。 相关内

源性诱导 INS-1 细胞高表达 TXNIP,活性氧水平

升高,其凋亡水平升高 10 倍[26]。 高糖也能够诱导

胰岛 茁 细胞 TXNIP 高表达,从而导致胰岛 茁 细胞

凋亡。 TXNIP 表达下降对胰岛 茁 细胞的糖毒性有

保护作用[27],与本研究相符合。
本研究首次在细胞水平证明红景天苷能够通

过调节 TRX 氧化还原系统发挥胰岛 茁 细胞保护作

用,对于胰岛 茁 细胞损伤保护研究提供了方向,具
有重要的临床意义。
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(上接第 72 页)泥于“到气才可清气冶的顺应疗法,
而是邪在卫分,即早用重用清热解毒,把好气分

关;邪初入营,不待耗血动血,即凉血化瘀,避免血

分危证的出现。 在熟悉疾病特点和自身发展规律

的前提下,这种先证而治的做法有效地截断了病

情的恶化,与叶天士“卫之后方言气,营之后方言

血冶相较,姜春华先生将动态性的预防思维提升到

了更高的境界。
姜氏“截断扭转冶法的另一特点是对早期急性

传染病的治疗,常果敢地使用通腑攻下法,如治疗

重症肺炎,邪热鸱张之时,先用大黄 12 g 于复方之

首,因肺与大肠相表里,肺气的肃降与大肠传导功

能之间构成相互为用的整体关系,肠中垢粪泄下,
邪无所羁,肺热自清。 又如治疗中风重症脑溢血,
痰热风火闭遏清阳,姜氏常以安宫牛黄丸加大承

气汤,使风火痰热随便而泄,清窍得清,神志复苏。
这种病在上,取之下的截断方法无疑是对整体性

预防思维的进一步发挥。
研究思维,对于透过事物现象,把握事物本质

具有执简驭繁的作用。 经历代医家不断升华,整
体性、动态性的预防思维逐步成为中医预防医学

发展的轴心与精髓,虽历经沧桑,思维层面的内涵

永远具有鲜活长久的生命力,也必将为现代预防

医学的发展提供启发。
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