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链脲佐菌素致胰岛 !"自由基损伤模型的建立和应用

钱风云 欧阳藩 傅德贤" 任天瑞
（中国科学院过程工程研究所生化工程国家重点实验室，北京 !%%%5%）

摘 要 以链脲佐菌素 CDE4FD(G(D(B;?（简称 C3H）为糖尿病的诱因，以 +I自由基含量为响应指标，建立了体外小鼠胰
岛水平糖尿病药物筛选模型。当 C3H作用浓度在 % J &K%::()LM内变化时，培养液中被检测到的 +I大部分是来源
于 C3H溶于水后释放出的，而很小一部分是由胰岛培养物自身释放的，后者稳定在 #% J #&::()LM之间。另一方面，
+I含量与胰岛素分泌量的剂量关系表明 +I的增加伴随着胰岛素分泌量的下降，这标志着 +I对胰岛功能的氧化
性损伤，从而验证了 +I作为该模型响应参量的可靠性。最终确定 C3H致胰岛 +I自由基损伤模型中 C3H的作用浓
度为 &K%::()LM，此时 +I含量和胰岛素分泌量分别为 C3H未加入前的 !%K5!倍和 %KN#倍。最后应用该模型，快捷
地考察了不同铬含量的魔芋葡甘露寡糖铬络合物（简称 OIC1E）清除 +I自由基的能力。
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糖尿病（R;-S4D4T :4));D=T）是目前世界上最大的
公众健康问题之一，是由于体内胰岛素分泌的绝对

或相对不足而引起的人体糖、脂代谢的紊乱［!］。氧

自由基在阿脲、链脲佐菌素 CDE4FD(G(D(B;?（简称 C3H）
和自身免疫性糖尿病的发病过程中以及在!细胞损
伤和影响胰岛素分泌方面都是重要因素［$］。其中

+I自由基可能作为!细胞损伤的中介者
［#］。

建立药物筛选模型是实现高通量药物筛选的核

心［N］，相对于整体动物模型，细胞和分子水平模型具

有特异性高、成本低、适合高通量筛选、操作简便等

优点［&，6］。针对糖尿病药物筛选，目前已建立了成熟

的动物模型［0，5］，但细胞水平筛选模型的研究还未广

泛开展。同时，保持完整的胰岛组织结构是各类胰

岛细胞行使和维持正常生理功能所必需的［"］。

本论文工作将在体外胰岛水平建立 C3H致 +I
自由基损伤糖尿病药物筛选模型，并应用该模型，初

步探讨魔芋葡甘露寡糖铬络合物（简称 OIC1E）清除
+I自由基的能力。

# 材料与方法

#$# 材料与仪器
柠檬酸、萘乙二胺盐酸盐（+9RR）、磺胺、1E1)#·

6U$I，柠檬酸三钠均为分析纯，购自北京化学试剂
公司；无糖 VW,X/!6N%培养基购自 Y;SB( 2VM公司；
胰岛素放免检测试剂盒，购于中国原子能科学研究

院；"/计数仪，型号为 73/6#%Y，北京核仪器厂生产；
三周龄 X1V小鼠，北京大学医学院实验动物中心提
供；胎牛血清、青霉素、硫酸链霉素、U4F4T、胶原酶#
型、透明质酸酶、R+-T4$、C3H，均购自华美生物工程
公司；魔芋葡甘露寡糖铬络合物（简称 OIC1E）为实
验室自己合成，原料魔芋精粉由云南昭通制药厂提

供，!/甘露聚糖酶由云南大学提供。
#$% 方法
#$%$# C3H液配制［!%］：以中性 W2C 配制 %K!::()LM
柠檬酸，并用 #::()LM +-IU调节 FU至 &K%；以之为
溶剂配制 %K!::()LM的 C3H母液并经 %K$$%:膜过
滤。用时用相应的缓冲液稀释。

#$%$% +I 自由基含量检测［!!］：用去离子水配制
%K!Z +9RR，用 &Z（3 L3）磷酸配制 !Z（3 L3）磺
胺液，将二者等量混合，抽真空得到 FU为 $KN的酸
性 YE4;TT 试剂。待测样品与 YE4;TT 试剂等量混合，
室温反应 !%:;?，在 &N%?:处测吸光值。
#$%$& 放射免疫分析法（简称 VXQ）检测胰岛素含
量［!$］：以浓度为 & J !6%%X[L:M的胰岛素标准品绘制



标准曲线。待测样按照试剂盒中操作步骤反应后，

于!!计数仪测定沉淀读数，即可得到相应胰岛素含
量。

!"#"$ 体外胰岛组织分离及原代培养：胰岛收获的
基本方法参照 "#$#%#&’#$的方法［()］。分离到的胰
岛以 "*+,!(-./为培养基，)01，23 456 培养箱中

培养。

!"#"% 实验数据处理：实验数据为 )次平行实验检
测结果的平均值，表达为平均值 7标准误差的形式。
!"#"& 8594:中铬含量测定：日立 (;/2/型原子吸
收分光光度计，测定波长 )20<=%$，电流 0<2$>，狭
缝 (<)%$，空气压力 (<-?@AB$6，乙炔气压力 /<)2
?@AB$6。

# 结果与分析

#"! 体外小鼠胰岛分离与原代培养
本工作对消化所采用酶的种类、用量及消化时

间进行了优化。实验中 /<(3（! A"）胶原酶"型、
/<(3（! A"）透明质酸酶和 /<(3（! A"）CD#EF#的
用量分别为组织碎片体积的 .、6 和 ( 倍。其中
CD#EF#的引入可剔除消化过程中因部分细胞破损
而泄露的遗传物质。由于胰岛是分散排布在胰腺内

分泌部的，实验中在 (/$G%、)01热消化过程之前先
进行了 6’、.1的冷消化处理，该过程有利于酶分子
扩散进入组织块内部，以实现组织块内外的同步消

化。结果表明，该方法可使活性胰岛的收获率提高

(/3，胰岛原代培养物可在体外存活 -周，维持稳定
分泌功能 (/&，能适应糖尿病药物筛选的初步要求。
#"# 验证模型中 ’(的来源

9HI溶于水会释放出大量 D5，胰岛受到 D5的
损伤性攻击后自身也可能产生部分 D5。为了验证
模型中 D5的主要来源，分别在有与没有胰岛时，采
用 / J 2</$$KLAM 9HI溶液，其他实验条件相同时做
D5检测。结果如表 (所示，由胰岛组织自身释放的
D5不会随 9HI浓度而发生显著性变化，维持在 )/
J )2$$KLAM内；而培养环境中的 D5随 9HI浓度的
增加而增加，可以判断出主要是由于 9HI溶于水后
产生的。所以模型中 D5的含量主要与 9HI的浓度
有关。

#") 验证 ’(自由基作为模型的主要性能指标
实验中采用 / J 2</$$KLAM 9HI刺激胰岛，检测

相应胰岛素水平的变化，以明确 9HI浓度与胰岛分
泌功能的量效关系，并考察培养环境中 D5含量与
胰岛素分泌量的剂量关系。

表 ! 有和没有胰岛存在时不同 *+,作用浓度下的 ’(含量
+-./0 ! ’( /010/ 23405 467705038 *+, 9:390385-86:3;

63 8<0 -.;0390 :5 =50;0390 :7 6;/08;

/$$KLAM 9HI (</$$KLAM 9HI 2</$$KLAM 9HI

D5 LFNFL OGP’KQP

GELFPE（$$KLAM）
/ 0)<02 7 (0<.( )0;<.0 7 (2<6-

D5 LFNFL OGP’

GELFPE（$$KLAM）
)(<;6 7 /<=2 (/;<.; 7 .<=( .((</2 7 0<2-

>NF:#@F D5 :FLF#EF

R:K$ GELFPE（$$KLAM）
)(<;6 ).<0) )6<2;

#")"! 数据处理方法：以含有一定浓度 9HI的 8"S
缓冲液培养胰岛 6’后，收集上清检测 D5含量。考
虑到各孔板中实际接种的胰岛数目会由于胰岛个体

形态的差异而存在不同，所以 D5含量采用相对值
（标记为 TAU）来表示，其中基准值（S#E#L）U为以含
有 ((<($$KLAM葡萄糖的 8"S液培养胰岛 6’后上清
液中的 D5含量，T为在实验条件下培养 6’后的 D5
含量。胰岛素分泌量的计算方法同上，也以相对值

来表示。

#")"# 结果：在 /<2 J 2</$$KLAM的 9HI作用下，D5
含量和胰岛素分泌水平如图 (所示。

图 ( 9HI作用于胰岛时 D5自由基含量与
胰岛素分泌量的剂量关系

VG@W( CKEF!&FXF%&F%P :FL#PGK%E’GX KR D5 BK%PF%P #%&
G%EQLG% EFB:FPGK% KR 9HI P:F#PF& GELFPE

环境中 D5含量随 9HI作用浓度的增加呈现出
明显的正相关性增加，而胰岛素分泌水平呈现反相

关性下降。结合表 ( 结果可以推断，9HI溶于水后
释放出大量的 D5自由基，后者攻击胰岛会造成胰
岛分泌功能的障碍或损伤，表现为胰岛素分泌水平

的降低。最终确定，2</$$KLAM 9HI即可成功地制造
体外胰岛糖尿病模型，此时 D5含量和胰岛素分泌
量分别为 9HI 加入前的 (/<;( 倍和 /<.) 倍。由于
模型中胰岛功能的损伤主要与 9HI 释放出的大量
D5自由基相关，所以凡是能清除或抑制自由基的化
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合物在该模型中应表现为可一定程度上降低 !"的
含量，从而保护胰岛免受自由基侵害，这也正是建立

此胰岛水平糖尿病药物筛选模型的目的。

!"# 不同铬含量对 $%&’(清除 )%自由基效果的
影响

初步探索发现 #"$%&较 #"$本身有较好的 !"
清除效果。为进一步考察过渡金属离子 %&’ ( 的加
入对 #"$生物活性的影响，实验中利用 $)*致胰岛
!"自由基损伤模型测定了一系列不同铬含量的
#"$%&清除 !"自由基的效果。结果如图 +所示。

图 + 铬含量与 !"含量
,-./+ )01 &1234-5670-8 59 :0&5;-<; :564164 36= !" :564164

实验中设定的模型对照组（>?@;;52AB $)*）和
#"$对照组（C;.A;B#"$，>?@;;52AB $)*）中环境 !"
含量测定值分别为 C@?DC和 E?@@D，可以看出 #"$本
身就有较好的清除 !" 的效果。#"$%& 铬含量在
+?DF+G H ’?DICG之间时无论与模型对照组还是
#"$对照组相比其降低 !" 释放量的效果都很显
著，从而起到保护胰岛的作用，其中铬含量增加到

’?>CEG时效果最显著，而超过该值后，效果却逐渐
减弱。初步推测由于络合物中铬离子与 #"$ 中羟
基中的孤对电子发生配位结合，引起 #"$空间构象
的改变，从而在后者参与的细胞识别过程中起到一

定作用。在实验设定的络合物对照组中发现，单纯

以络合物与胰岛共培育 +0，!"含量为 C?+FF，与空
白对照组（仅 #JK缓冲液）持平，表明 #"$%&本身对
正常胰岛无不良影响。

可见，通过 $)*致胰岛 !"自由基损伤模型可
以快速方便地进行络合物清除 !"自由基活性的筛
选，为其今后产品的质量和稳定性研究提供了理论

依据。

* 结 论
本文以体外小鼠胰岛原代培养为操作平台，建

立了 $)*致胰岛 !"自由基损伤糖尿病药物筛选模
型。与动物模型相比，该模型具有操作方便简单、检

测准确、成本低的优点，并能使胰岛保持完整的结构

而行使其胰岛素分泌功能。利用该模型可加快糖尿

病药物筛选的速度和准确度。但经过该模型筛选得

到的有活性的化合物仍需做进一步的动物实验以进

行活性确认。有关魔芋葡甘露寡糖铬络合物清除

!"自由基的能力以及铬含量与活性之间的关系仍
需做进一步的研究与探讨。
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中国长白山乌苏里蝮蛇金属蛋白酶$解整合蛋白
%&&’()*基因克隆和序列分析

孙德军B! 谷红东U 杨春伟B 胡春光B 杨同书B 颜炜群B

B（吉林大学再生医学科学研究所，长春 BEHHUB）
U（吉林省人民医院血液科，长春 BEHHUB）

摘 要 采用 0>6)4.31链转换建库试剂盒，建立了中国长白山乌苏里蝮蛇毒腺 389:文库，从中克隆了金属蛋白酶S
解整合蛋白 V##=2%)，并进行了序列分析。结果显示，V##=2%)开框读码序列由 BDED?<组成，编码 DF!个氨基酸。由核
苷酸顺序推导的氨基酸序列可以看出，V##=2%)最初的翻译产物是酶原前体；依次含有 B!氨基酸组成的信号肽，BFB
氨基酸组成的酶原区和由 U!C氨基酸组成的 V##=2%)（UHH氨基酸组成的金属蛋白酶结构域、BW氨基酸组成的间隔区
和 FE氨基酸组成的解整合蛋白结构域）。V##=2%)的金属蛋白酶结构域含有 E对二硫键；解整合蛋白结构域含有 W
对二硫键和特征性 KI8（精氨酸J甘氨酸J天冬氨酸）结构。其基因序列和结构域组成与 I.)O$)P中蛇毒金属蛋白酶
S解整合蛋白呈现高度同源性属于 XJ!。氨基酸序列 ?>$#4比对发现，酶原区和解整链蛋白结构域呈现极高的同源
性，而金属蛋白酶结构域却出现了极高的变异，推测这些变异结构区是为了适应不同的底物、不同受体或同一受体

的不同结构域。

关键词 金属蛋白酶S解整合蛋白，克隆，序列分析，乌苏里蝮蛇
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