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IL-10基因对糖尿病大鼠胰岛 茁细胞凋亡的保护作用 *
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摘要 目的：研究白细胞介素 10（IL-10）基因对链脲佐菌素(STZ)诱导的糖尿病大鼠胰腺炎症浸润程度及胰腺组织中 Bcl-2及 Bax

表达的影响。方法：建立链脲佐菌素性糖尿病模型,腺病毒介导的 IL-10基因(Ad-mIL-10)腹腔注射。检测大鼠空腹血糖值；免疫组

织化学法观察胰腺炎症浸润程度；TUNEL法检测胰岛细胞凋亡；免疫组化方法观察 Ad-mIL-10对实验性糖尿病大鼠胰岛凋亡调

控基因 Bax和 Bcl-2表达的影响。结果：Ad-mIL-10腹腔注射糖尿病发病率低,平均血糖水平低，可以降低胰腺炎症浸润程度，减

少胰岛细胞凋亡。给予 Ad-mIL-10后大鼠 Bax基因的表达明显下降, Bcl-2与 Bax的比值明显增加。结论：IL-10基因对实验性糖

尿病大鼠有降血糖作用,减少胰岛细胞凋亡，与调节 Bcl-2与 Bax基因的表达有关。
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The Protective Effect of IL-10 Gene on Pancreatic Beta-cell
in STZ-induced Diabetic Rats*

To investigate the effect of adenovirus mediated interleukin-10 gene on streptozotocin (STZ)-induced type 1

diabetic mellitus (T1DM ) in SD rats, and to investigate the expression of Bcl-2 and Bax. Forty male SD mice aged from four to

five weeks were randomly divided into 4 groups. Group 1 (vacuity group) was without special disposal; Group 2 was diabetes mellitus

control goup; Group 3 received the intraperitoneal injection of adenovirus vector mediated empty green fluorescence protein (Ad-eGFP);
Group 4 received intraperitoneal injection of adenovirus vector mediated IL-10 gene (0.2 mL). Group2, 3 and 4 received intraperitoneal

injection of stz 50 mg/kg in order to induce diabetic mellitus of SD mice. Pancreatic histology was measured for determination of insulitis

grades. Apoptosis was measured by using a TUNEL assay. Expressions of Bcl-2 and Bax were estimated by immunohistochemistry

analysis. Compared with that in the control group, Ad-mIL-10 group had lower incidence in diabetes and lower degree of

average blood glucose; Pancrea pathology showed that inflammatory infiltration was lighter and beta-cell apoptosis decreased. Decreased

expression of Bax and incresed rate of Bcl-2/Bax was observed in the Ad-mIL-10 group. IL-10 gene therapie is able to
decrease the average blood glucose and exhibits anti-apoptotic ability. The expressions of Bax and Bcl-2 in the pancreas showed positive

correlation with apoptosis.
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前言

1型糖尿病(Type 1 diabetes mellitus,T1DM)是一种器官特
异性自身免疫性疾病。其发病的自身免疫过程与 Th 细胞中
Th1、Th2亚群的失衡密切相关。越来越多的研究表明凋亡是胰

岛 茁细胞死亡的主要方式。减少胰岛 茁细胞凋亡，保护受损的

茁细胞将是糖尿病防治的重要途径。Th2亚群细胞因子 IL-10

已经证实在多种细胞系具有抗凋亡的作用。本研究主要观察腺

病毒介导的 IL-10基因转导对链脲佐菌素(streptozotocin,STZ)

所致糖尿病大鼠胰岛 茁细胞凋亡作用的影响，分析其可能的凋
亡通路，了解对实验性糖尿病大鼠胰岛 Bcl-2及 Bax蛋白表达

的影响，并且了解其对血糖的影响，从而为 IL-10基因防治 1
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型糖尿病提供新的理论依据。

1 材料方法

1.1 质粒及主要试剂
携有腺病毒的鼠 IL-10基因（Ad-mIL-10）及含有绿色荧光

蛋白的空载体对照（Ad-eGFP）均由本实验室构建[1,2]。STZ购自

美国 Sigma公司；Trizol购自美国 Invitrogen公司；逆转录试剂
盒购自美国 Promega公司；Tunel Kit购自美国 Roche公司；兔

抗大鼠 Bcl-2、Bax免疫组化试剂盒，SABC免疫组化试剂盒由
武汉博士德生物工程有限公司提供。One Touch II血糖仪和试

纸购于美国强生公司。快速腺病毒感染滴度检测试剂盒购自本

元正阳公司。

1.2 实验动物
4-5周龄 SD大鼠(清洁级)40只，体重 150± 10 g，购自青

岛市药检所，饲养于青岛大学医学院附属医院动物房（SPF

级），自由饮水喂食。

1.3 Ad-mIL-10的扩增

取冻融在 -80℃的 Ad-mIL-10，在 293细胞中反复扩增获

得高滴度的病毒上清。同样条件包装扩增不含目的基因的空腺

病毒载体，作为病毒载体对照，命名 Ad-eGFP。快速腺病毒检测
试剂盒检测病毒滴度，操作按说明书进行。

1.4 实验动物分组及模型制备

将大鼠随机分为 4 组，正常对照组、STZ 模型对照组、
Ad-eGFP对照组和 Ad-mIL-10组，每组各 10只。Ad-eGFP对照

组和 Ad-mIL-10 组在实验前 2 天分别腹腔注射 Ad-eGFP 及
Ad-mIL-10各 0.2 mL，其他 2组腹腔注射等量的 PBS做对照。
STZ模型对照组、Ad-eGFP 对照组和 Ad-mIL-10 组大鼠禁食
12 h后，按 50 mg/kg体重给予一次性腹腔注射 STZ。72 h后测

空腹血糖值，取血糖值大于 16.7 mmol/L者为出现糖尿病。
1.5 体重及血糖检测
每日观察大鼠饮水量及尿量，STZ注射后第 3、5天测量

血糖及体重，用断尾法取血，采用葡萄糖氧化酶法，之后每天

测量 1次。2次血糖值大于 16.7 mmol/L为发生糖尿病。
1.6 胰腺组织病理

所取胰腺固定，石蜡包埋，切片，HE染色，由两位实验者盲

法阅片，每个胰腺从 3-4张不同的切片观察 15～ 30个胰岛。胰

岛炎按下列标准计分：胰岛周围和胰岛内无淋巴细胞浸润记 0

分；胰岛周围有淋巴细胞浸润但未侵入胰岛记 1分；胰岛内淋

巴细胞浸润，受累面积小于 25%记 2分；胰岛内淋巴细胞浸润,

受累面积在 25%至 75%之间记 3分；胰岛内淋巴细胞浸润，受

累面积大于 75%记 4分。每个胰腺胰岛炎分数 =20～ 30个胰岛

的胰岛炎总分 /观察的胰岛总数。
1.7 TUNEL法检测凋亡细胞

末端脱氧核苷酰基转移酶介导 dUTP 切口末端标记

（TUNEL）染凋亡细胞，操作按试剂盒说明进行。每张切片选取
5个阳性细胞数最多的高倍视野(× 400)，共计数 500个胰岛细

胞，计算 100个胰岛细胞中阳性细胞所占的百分比，为胰岛细

胞凋亡率。

1.8 IL-10基因转导对凋亡蛋白 Bax、Bcl-2表达的影响

采用 SABC免疫组织化学，显色剂为 DAB。每次染色均用

0.01 mol/L PBS (pH 7.4)替代一抗作为阴性对照。阳性结果判

定为胰岛细胞核或胞浆出现棕黄色颗粒为阳性反应细胞。计数

方法同凋亡细胞计数。即在高倍镜下随机观察 5个未重叠的视

野，分别计算表达 Bax、Bcl-2蛋白阳性的细胞数 /所观察的总
细胞数的比值，得出该蛋白表达阳性指数。

1.9 统计学处理

数据以 X± S表示，利用方差分析和 SPSS 17.0软件统计

学分析。各组均数间差异统计学意义比较采用单因素方差分

析。

2 结果

2.1 成功扩增重组腺病毒质粒 Ad-mIL-10并经过鉴定

重组腺病毒质粒 Ad-mIL-10感染 293细胞，感染 48h后在

荧光倒置显微镜下可观察到细胞内的绿色荧光，表明病毒扩增

成功，外源基因开始表达，如图 1所示。快速腺病毒感染性滴度
检测，Ad-mIL-10 滴度：5.5× 1010pfu/mL；Ad-GFP 滴度：2.0×
1010pfu/mL。见图 1。

图 1重组腺病毒感染的 293细胞（200× ，48小时）

Fig.1 Adenovirus infect 293 cells（200× ，48h）

2.2 各组大鼠血糖值及糖尿病发生率
STZ模型对照组、Ad-eGFP对照组大鼠腹腔注射 STZ 2 d

后出现明显多饮多尿现象,体重增长缓慢,毛色发黄,活动量减

低；监测血糖值发现，Ad-mIL-10 组血糖值低于以上两组，
F=174.29，P＜ 0.05；并且在相同时间中，其糖尿病发生率为
90%，见表 1。
2.3 胰岛炎的改变

正常对照组胰岛细胞无炎性细胞浸润，低倍镜下即可看到

大量胰岛。STZ模型对照组、Ad-eGFP对照组胰岛及胰岛周围

炎细胞浸润明显，以淋巴细胞浸润为主,胰岛小，数量少，胰岛

炎积分以 3、4 级为主，Ad-mIL-10 组胰岛炎积分以 1、2 级为

主，见图 2，3。
2.4 对胰岛细胞凋亡的影响

TUNEL染色检测凋亡细胞，在显微镜下观察见正常的细

胞核呈蓝色，核大小正常，而凋亡细胞的细胞核呈棕黄色。正常

对照组胰岛细胞凋亡率为 7.5% 左右，STZ 模型对照组及
Ad-eGFP 对照组明显增高达 60% 左右，Ad-mIL-10 组胰岛 茁
细胞凋亡率显著低于上述两组，P＜ 0.05，见图 4。
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表 1 IL-10基因转导对 STZ大鼠血糖及糖尿病发生率的影响（X± S）

Table 1 Effect of IL-10 gene transfer on the level of blood glucose and incidence of diabete in streptozotocin- induced diabetic rats（X± S）

Blood glucose（mmol/L） Incidence of diabetes（%）

Control group

STZ model group

Ad-eGFP group

Ad-mIL-10 group

5.05± 0.91

21.06± 0.44a

19.99± 1.44a

17.74± 1.94ab

0

100

100

90

注：与正常对照组比较 a P＜0.05,与 STZ组、Ad-eGFP组比较 b P＜0.05。

Note: vs control a P＜0.05,vs STZ model group, Ad-eGFP group bP＜0.05.

图 2 胰岛炎浸润程度积分：图① -⑤分别代表胰岛炎 0-4分（HE染色，光镜，× 400）

Fig.2 Insulitis score of Ad-mIL-10 transfer：① -⑤ insulitis score 0-4 (HE-stained, light microscopy× 400)

图 3胰岛炎积分构成比

Fig.3 Constituent ratio of insulitis score

图 4 IL-10基因转导对 STZ大鼠胰岛细胞凋亡的影响：与正常对照组

比较 Pa＜0.05,与 STZ组、Ad-eGFP组比较 Pb＜0.05

Fig.4 Effect of IL-10 gene transfer on apoptosis of islet beta cell in

streptozotocin-induced diabetic rats：vs control Pa＜0.05,vs STZ group、
Ad-eGFP group Pb＜0.05

2.5 对凋亡蛋白 Bax/Bcl-2表达影响

正常对照组仅见极少数散在的 Bax 蛋白阳性染色胞质，
STZ模型组、Ad-eGFP组大鼠 Bax基因的表达明显高于正常对

照组 (P＜ 0.01)；注射 STZ后抗凋亡的 Bcl-2蛋白表达明显下

降，而同时相对应的促进凋亡的 Bax蛋白表达增强，Ad-mIL-10

组作用后 Bax 蛋白阳性胞质数较 STZ 组、Ad-eGFP 组减少，
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Bcl-2/Bax比率增加，见表 2。

3 讨论

1型糖尿病是一种由 T淋巴细胞介导胰岛 茁细胞损害为
主要特征，在遗传基础上由环境诱发的的器官特异性自身免疫

性疾病 [3]。多种免疫细胞参与其发病过程，其中包括 CD4+和

CD8+ T 淋巴细胞、巨噬细胞（MΦ）、单核细胞、树突状细胞、B

淋巴细胞等。对非肥胖性糖尿病鼠（NOD）鼠糖尿病和 T1DM

病人研究发现，这些免疫细胞浸润胰岛，引发胰岛炎症，并进一

步引起胰岛 茁细胞损伤，从而导致胰岛素分泌减少或缺乏，最
终出现糖尿病的发生[4]。而这些免疫细胞中 CD4+T淋巴细胞起
中心性作用[5]。按 T细胞分泌细胞因子的异同，可分为 Th1和
Th2两个细胞亚群。Th1/Th2细胞亚群失衡表现为具有损伤胰
岛 茁 细胞的 Th1 细胞及其细胞因子如 IFN-酌、IL-6 、IL-1茁、
TNF-茁[6]，功能强于具有 茁细胞保护作用的 Th2细胞及其细胞

因子如 IL-4、IL-10、TGF-茁时，胰岛 茁细胞被破坏。Th2细胞因
子占优势时，可下调 Th1细胞因子产生,起到阻止胰岛 茁细胞
破坏的作用。Th1细胞 /细胞因子可进一步激活一系列效应细
胞如单核细胞、巨噬细胞等，诱导其产生细胞因子，直接损伤胰

岛 茁细胞。产生的细胞因子也可以诱导一氧化氮（NO）的产生，

介导胰岛 茁细胞凋亡。因而，提高 Th2细胞因子的产生，逆转
Th2/Th1细胞的偏移对于防治 1型糖尿病具有重要意义。

白细胞介素 10（IL-10）作为一种重要的负性调节因子，在

细胞免疫中发挥着重要的作用。Zhang等研究发现 IL-10可减

少移植胰岛内淋巴细胞浸润，诱导超氧化物歧化酶、血红素加

氧酶及抗氧化酶的活性，提高移植物存活时间，延迟同源胰岛

移植 NOD鼠糖尿病的复发，降低 NOD鼠的早期死亡率[7]。多

项研究发现出应用 IL-10在多种移植模型（包括心脏移植，角

膜移植等）中可以延长移植物的存活时间[8,9]，证明 IL-10可以作

为一种有效的防治 1型糖尿病的免疫调节因素。由于 IL-10在

体内代谢快，半衰期较短，治疗时需要多次重复给药，同时静脉

用药缺少靶向性，因而限制了 IL-10的临床应用。我们所采用

的基因转移技术，应用含有绿色荧光蛋白（GFP）报告基因的腺
病毒，在荧光显微镜下直观的观察转染效率，为观察转染效果

提供便利。

细胞凋亡受细胞内凋亡蛋白的调控，包括促凋亡蛋白和抗

凋亡蛋白两大类，细胞凋亡的发生就是这两类相互拮抗的蛋白

之间平衡丧失的结果。在凋亡调节蛋白中，Bcl-2家族在各类刺

激信号引起的凋亡中起到关键的作用[10]。多项研究报道，Bcl-2

和 Bax蛋白水平高低与凋亡调控直接相关：Bax蛋白增高，可

以促进细胞凋亡[11]；Bcl-2蛋白增高，可抑制细胞凋亡。有研究

指出受凋亡刺激后的细胞生存能力是由 Bcl-2与 Bax的比率

决定，Bcl-2蛋白表达水平较高时，比率上调，细胞凋亡受到抑

制 [12]；Bax蛋白表达水平较高时，比率下调，促进细胞凋亡。
IL-10所具有的免疫调节作用在自身免疫性疾病中发挥重要作

用，其直接抗凋亡作用已经可见于多种细胞系[13,14]。Mantej S.等

对肠上皮细胞的研究指出，IL-10具有抗 Fas所致的凋亡作用[15]。

Rojas 等在巨噬细胞和内皮细胞中均发现 IL-10 具有对抗
TNF-琢所致的凋亡作用[16]。另一项有研究指出，IL-10可以对抗

由 IL-1茁所致的软骨细胞凋亡 [17]。Furukawa H等研究证实，
IL-10延长心脏移植存活时间是通过阻止心肌细胞 Fas/FasL凋
亡途径 [18]。Zumsteg等研究认为在胰岛 茁细胞存在 NO及 Fas

两种独立的细胞凋亡的途径 [19]。对人关节软骨细胞的研究证

实，IL-10可改变 bax/bcl-2 的比率，增加 bcl-2 的表达，可能与

抑制 caspase的活性有关，为细胞内在的抗凋亡机制[20]。

本研究表明应用 STZ诱导的糖尿病模型大鼠胰岛组织
Bax 基因的表达高于正常对照组，Bcl-2 基因的表达降低，
Bcl-2/Bax的比值降低。本研究进一步探讨了 IL-10的抗凋亡作

用，研究发现 IL-10基因可以增加 STZ诱导的糖尿病大鼠胰岛

组织中 Bcl-2基因的表达，降低胰岛组织中 Bax基因的表达，

升高 Bcl-2/Bax的比值，从而具有抗 STZ诱导的糖尿病大鼠胰

岛 茁细胞凋亡的作用，保护受损的胰岛 茁细胞，为 1型糖尿病
的免疫防治提供新的思路。
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