
糖尿病的发病率在全球范围内呈增加趋势，严

重威胁人类健康。2型糖尿病发生发展的重要因素

是机体对胰岛素抵抗和胰岛素分泌相对不足，引起

这两个因素的主要原因包括炎症、氧化应激、细胞

凋亡等，但目前还没有明确其发生的具体原因。生

存因子Netrin⁃1在体内多种组织中表达，如胰腺、肾

脏、肺等，并广泛参与了炎症、组织损伤、血管生成

等多种病理生理过程［1］，在冠心病、肺炎、胰腺炎、肿

瘤等疾病中发挥了重要作用［2］。既然Netrin⁃1能够

参与多种组织的炎症过程，同时又在胰腺组织中表

达，那么在 2型糖尿病的发病过程中，Netrin⁃1在胰

岛组织上的表达可能发生变化，参与糖尿病的病理

过程。本研究的主要目的是观察Netrin⁃1在糖尿病

小鼠胰腺组织上表达情况，同时从细胞水平观察糖

代谢异常情况下对Netrin⁃1表达的影响，这为探讨
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［摘 要］ 目的：研究糖尿病小鼠胰腺组织中Netrin⁃1的表达并探讨其在糖尿病发生过程中的作用。方法：C57BL/6J小鼠随
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糖尿病的预防和治疗提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 材料

SPF级健康 6~8周龄C57BL/6J小鼠［许可证编

号为SCXK（苏）2015⁃001，南京医科大学模式动物研

究所］饲养于南京医科大学附属南京医院动物实验

中心，标准温度和湿度下保持 12 h交替昼夜节律，

适应性喂养1周，自由摄食和饮水。

大鼠胰岛细胞瘤细胞株（ins1细胞）由南京医科

大学第一附属医院武晓泓教授赠送。培养液为RP⁃
MI1640（含双抗，南京凯基生物技术有限公司）加入

5%的胎牛血清（Gibco公司，美国），100 μL β⁃巯基

乙醇。

1.2 方法

1.2.1 动物分组和造模

12只C57BL/6J小鼠适应性喂养1周后，随机分

为2组，即正常对照组（n=6，应用普通饲养喂养）、糖

尿病模型组（n=6，应用高脂饲料喂养），4周后，禁食

12 h后腹腔注射链脲佐菌素（STZ，75 mg/kg）。所有

小鼠 5周后行腹腔葡萄糖耐量实验，每周测量体重

及血糖，4周后再次行腹腔葡萄糖耐量实验。

1.2.2 腹腔葡萄糖耐量实验

小鼠禁食 15 h 后，腹腔注射葡萄糖 2 g/kg，在尾

部用采血针分别于注射前（0 min）及注射后 30、60、
120 min采血约 20 μL，使用强生稳豪血糖仪测定

血糖。

1.2.3 细胞分组

正常葡萄糖组：含 5 mmol/L葡萄糖 RPMI1640
培养基培养；高浓度葡萄糖组：25 mmol/L葡萄糖

RPMI1640培养基培养。在 37 ℃、5% CO2条件下培

养 24 h。干预前进行MTT实验检测确保两组间细

胞活性差异无统计学差异，24 h干预后再次行MTT
实验。实验均重复3次。

1.2.4 Western blot 检测小鼠胰腺及 ins⁃1 细胞中

Netrin⁃1蛋白的表达

细胞及组织蛋白提取以后，与预染蛋白marker
一起上样，进行SDS⁃PAGE电泳，电泳完后将蛋白转

到PVDF膜上，将膜用含5%BSA的TBST封闭2 h，然
后与经1∶1 000稀释后的一抗（Cell Signaling公司，美

国）4 ℃孵育过夜，用TBST洗膜3次，每次10 min，与
经 1∶1 000稀释后的二抗（Cell Signaling公司，美国）

室温孵育1 h，用TBST洗膜3次，每次10 min，用ECL
显色试剂盒显示目的条带。用同样的方法检测

β⁃actin（武汉BOSTER公司）用作对照。

1.2.5 RT⁃PCR检测小鼠胰腺及 ins⁃1细胞中Netrin⁃1
mRNA的表达

细胞总RNA使用TRIzol试剂（Sigma⁃Aldrich公

司，美国）从组织和细胞中提取。RNA提取使用Ta⁃
KaRa RNAiso Reagent（TaKaRa公司，大连）。逆转

录，cDNA合成使用 PrimeSciptTM RT Master Mix（Ta⁃
KaRa公司，大连）。RT⁃PCR反应条件如下：95 ℃变

性 30 s，95 ℃ 5 s，然后 60 ℃ 34 s，40个循环。最后

延伸5 min。目的基因Netrin⁃1引物，上游：5′⁃AAG⁃
CCTATCACCCACCGGAAG⁃3′，下游：5′⁃GCGCCAC⁃
AGGAATCTTGATGC⁃3′。内参照β肌动蛋白（β⁃actin）
引物，上游：5′⁃AGAGGGAAATCGTGCGTGAC⁃3′，下
游：5′⁃CAATAGTGATGACCTGGCCGT⁃3′。取PCR产

物 5 μL，加入溴酚蓝 2 μL，在 1%琼脂糖凝胶电泳，

紫外线凝胶成像系统检测，采集图片。测定每个样

本Netrin⁃1与内参照β⁃actin的PCR扩增产物的吸光

度值，两者的比值作为待测样本mRNA表达水平。

1.3 统计学方法

定量数据以均数±标准差（x ± s）表示，采用

GraphPad Prism 5统计软件进行统计分析，2组间比

较采用 t检验，多组比较采用单因素方差分析，P ≤
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 小鼠在实验期间的体重变化

前4周高脂喂养的糖尿病模型组小鼠与正常对

照组小鼠相比体重明显增加（P < 0.01）；注射STZ之

后，两组体重差异逐渐增大，差异有统计学意义

（P < 0.001，图1）。

2.2 小鼠第5周及第9周的腹腔注射糖耐量实验情况

小鼠第 5周及第 9周的空腹血糖轻度增加（P <
0.05），餐后30、60、120 min血糖均显著增加（图2）。
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图1 正常对照组和糖尿病模型组中小鼠体重情况

Figure 1 Weight of mice in the normal group and the dia⁃
betic model group
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图3 正常对照组及糖尿病模型组中小鼠胰腺中Netrin⁃1蛋

白及mRNA表达水平

Figure 3 Expression of Netrin ⁃ 1 protein and mRNA in
the pancreas of mice from the normal group
and diabetic model group

-68 kDa

-42 kDa

2.3 Western blot 和定量 PCR 检测胰腺中Netrin⁃1
蛋白及mRNA表达情况

糖尿病模型组小鼠胰腺中Netrin⁃1蛋白的表达

较正常对照组增加，差异有统计学意义（P <0.05）。

在糖尿病模型组的小鼠胰腺中Netrin⁃1 mRNA的表

达较正常对照组显著增加，差异有统计学意义（P <
0.001，图3）。
2.4 MTT检测细胞增殖活性情况

在处理 24 h后，与正常葡萄糖浓度相比较，高

浓度葡萄糖组的细胞增殖活性明显降低（P <
0.01，图4）。
2.5 Western blot和定量PCR检测的细胞中Netrin⁃1
蛋白及mRNA表达情况

高浓度葡萄糖组中Netrin⁃1的蛋白（P < 0.01）和
mRNA（P < 0.001）表达较正常葡萄糖浓度明显升高

（图5）。
3 讨 论

Netrin⁃1作为一种新的生存因子，在多种组织

和器官中表达，在胚胎期参与组织和器官的形成和

发育；在成体参与血管新生、细胞迁移和炎症等多

种生理病理过程，具有多功能的作用［3-6］，在心脑血

管疾病等研究领域受到学者的高度重视［7-8］。

本研究提示在糖尿病模型小鼠的胰腺中Netrin⁃1
蛋白和 mRNA 的表达较血糖正常的小鼠明显上

调。推测其上调原因可能与血糖异常有关，因此，

又设计异常葡萄糖浓度下，胰岛细胞中Netrin⁃1表

达情况。实验结果表明，与正常葡萄糖浓度下培养

与正常对照组相比，*P < 0.001，n=6。
图2 正常对照组和糖尿病模型组中小鼠腹腔葡萄糖耐量

Figure 2 IGTT of mice in the normal group and the dia⁃
betic model group
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图 4 正常对照组和高浓度葡萄糖组中 ins⁃1细胞的细胞活

性

Figure 4 Activity of ins ⁃1 cells culture with normal con⁃
centration of glucose and with high concentra⁃
tion of glucose
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的 ins⁃1细胞相比，高浓度葡萄糖培养的 ins⁃1细胞

中Netrin⁃1蛋白和mRNA的表达明显增加，这说明

高浓度葡萄糖可以促进Netrin⁃1的表达。

众所周知，2型糖尿病是一种慢性低度炎症代

谢性疾病，其中部分机制是肥胖引起机体慢性炎症

反应，导致胰岛素抵抗、血糖异常乃至糖尿病的发

生［9］。Netrin⁃1 在机体的慢性炎症过程中也起着一

定的作用。Gurses 等［10］研究提示Netrin⁃1通过其受

体Unc5b诱导机体炎症因子表达，与巨噬细胞浸润

和活化相关，在动脉粥样硬化过程中起着一定保护

作用。同样有研究表明慢性缺氧以及缺氧引起的

炎症可以诱导Netrin⁃1的表达［11］，HIF⁃1α是一种由

缺氧诱导表达的因子，研究表明这种因子可以促进

细胞内Netrin⁃1的表达［12］。最新研究证实肥胖人体

及大鼠体内的白色脂肪中Netrin⁃1的水平升高，该

研究认为白色脂肪内慢性低度炎症可以通过炎症

因子 IL⁃6、TNF⁃α等调节Netrin⁃1的浓度［13］。这些研

究均提示Netrin⁃1在炎症的发生发展过程中起着一

定作用。本研究提示，糖尿病模型小鼠的体重和血

糖逐渐增高，到研究结束时明显高于正常对照组，

同时伴有Netrin⁃1表达异常，这说明Netrin⁃1在糖尿

病的发生发展过程中也起着一定作用，但具体机制

还需深入研究。

本研究小组曾检测过新诊断2型糖尿病患者体

内Netrin⁃1的水平，结果提示，与健康对照组相比，新

诊断2型糖尿病患者体内Netrin⁃1水平明显降低［14］，

因此推测，2型糖尿病在血糖异常时，胰腺组织中

Netrin⁃1表达增加，集中在胰腺组织周围，参与胰腺

组织的炎症反应，保护胰岛细胞功能，进入外周血

循环中Netrin⁃1减少，这可能是机体对糖尿病前期

的一种保护性反应，抑制疾病的发生发展，其中具

体机制尚需要进一步研究。

综上所述，糖尿病小鼠胰腺组织上Netrin⁃1表

达增加，这与血糖异常相关，其在胰腺组织的生存

过程中可能起着一定作用，与糖尿病的发生发展相

关，但具体机制尚需进一步研究，这为糖尿病的预

防和治疗提供新的思路。
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的小鼠肝脏损伤中，FGF21可以通过促进过氧化物

酶体增殖物激活受体共激活剂蛋白1α（PGC⁃1α）的

表达激活Nrf2，导致下游抗氧化相关基因的表达，提

高细胞抗氧化能力［10-11］。这一机制在小鼠缺血再灌

注损伤模型中或许同样适用。

目前尚未见到关于 FGF21在肝脏缺血再灌注

中作用研究的报道，本研究发现FGF21对小鼠肝脏

缺血再灌注损伤具有保护作用，其机制可能与抑制

肝缺血再灌注后的氧化应激反应有关，提示FGF21
有可能在肝脏外科领域中有其应用价值。当然这

仍需要大量的基础及临床试验验证，其具体机制也

需要进一步研究探索，但本研究为临床上应对肝脏

手术后的缺血再灌注损伤提供了一个新线索。
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