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DPP4/CD26 抑制剂对脂多糖致胰岛 

β 细胞炎症反应的影响 

胡星云  李焱  刘珊英  刘晓丹  蒋清凌 

【摘要】  目的  探讨 DPP4 抑制剂 Sitagliptin 对脂多糖（LPS）诱导胰岛 β 细胞炎症反应的影

响及可能机制。方法  Sitagliptin 与 LPS 同时或分别处理 RINm 细胞一定时间，采用 RT-PCR 法检

测 IL-6 mRNA 水平，Western blot 法检测细胞内 IL-6 水平及 IBα 蛋白磷酸化水平。结果  RT-PCR 结果

显示，LPS＋Sitagliptin 组与 LPS 组相比 IL-6 mRNA 水平明显下降（P＜0.01）。Western blot 结果显

示，LPS＋Sitagliptin 组较 LPS 组 IL-6 蛋白水平稍有下降，但无统计学意义（P＞0.05）；LPS＋Sitagliptin

组细胞内 IBα 蛋白磷酸化水平较 LPS 组明显降低（P＜0.01）。结论  DPP4/CD26 抑制剂在一定程

度上能够抑制 LPS 诱导的 IL-6 mRNA 表达及 IBα 蛋白磷酸化，其作用机制可能与 DPP4/CD26 抑

制剂干扰 NF-κB 炎症通路有关。 
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【Abstract】   Objective  To investigate the effect of DPP4/CD26 inhibitor on LPS-induced 

inflammation in islet β cells, and to explore the possible mechanism. Methods  RINm cells were cultured 

with LPS alone or combined with sitagliptin in a time, using RT-PCR to detect the level of IL-6 mRNA, 

and the expression of IL-6 and the phosphorylation of IBα protein were detected by western blot. 

Results  The level of IL-6 mRNA in LPS+Sitagliptin group obviously declined compared with LPS group 

(P<0.01); the expression of IL-6 protein in LPS+Sitagliptin group slightly declined compared with LPS 

group, but with no statistical difference (P>0.05); the phosphorylation level of IBα protein in LPS+ 

Sitagliptin group significantly decreased compared with LPS group (P<0.01). Conclusion  DPP4/CD26 

inhibitor can effectively inhibit the expression of IL-6 mRNA and the phosphorylation of IBα protein 

which were induced by LPS. The mechanism may be related to DPP4/CD26 involved in LPS-activated 

NF-κB inflammatory pathway. 
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近年来，随着社会经济的飞速发展，人们生活

质量的提高，生活方式的改变及人口老龄化速度的

加快，2 型糖尿病的患病率急速上升高，发病年龄

也逐步年轻化。糖尿病程逐步进展可引起心脏、肾

脏、视网膜、神经血管系统等多个器官系统的慢性
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并发症，导致器官功能障碍或衰竭，甚至致残或致

死。目前，大量研究提示糖尿病是一种自然免疫和

低 度 炎 症 疾 病 。 其 中 ， 细 菌 产 物 脂 多 糖

（lipopolysaccharide，LPS）可能参与了 2 型糖尿病

慢性炎症的激活，从而影响胰岛 β 细胞功能。近年

新开发的糖尿病新药 DPP4 抑制剂通过抑制 GLP-1

降解，在控制血糖，尤其是降餐后血糖方面效果显

著。而多项研究提示 DPP-4 抑制剂在控制血糖同时

可能存在独立于 GLP-1 之外的抗炎作用[1-2]。这可

能与 DPP4/CD26 对免疫细胞活化、炎症因子释放

的免疫炎症调节作用密切相关。因此，本研究以大
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鼠 β 细胞 RINm 细胞株为媒介，初步探讨 DPP4 抑

制剂 Sitagliptin 对 LPS 诱导胰岛 β 细胞炎症反应的

影响及可能机制。 

材料与方法 

一、细胞株及试剂 

大鼠胰岛 β 细胞 RINm 细胞株（中山大学孙逸

仙纪念医院林百欣医研中心刘珊英老师惠赠）；

DPP4 抑制剂 Sitagliptin（Santa Cruz 公司）；LPS

（Sigma 公司）；兔抗大鼠 IL-6 抗体（Abcam 公司）；

兔抗大鼠 IBα 抗体、兔抗大鼠 pIBα 抗体（Cell 

Signalling Technology 公司）；兔抗大鼠 β-tubulin 抗

体（Epitomics 公司）；RNA 逆转录试剂盒、PCR 反

应试剂盒（TaKaRa 公司）。 

二、实验分组及细胞培养 

实验分组：对照组；LPS（5 ng/ml）组；Sitagliptin

（0.1
 
mol/L）组；LPS（5 ng/ml）＋Sitagliptin（0.1 mol/L）

组。 

RINm 细胞培养于含 10% FBS 的 RPMI-1640

培养基中，在 37 ℃、5% CO2 环境下生长。取对数

生长期的 RINm 细胞消化、计数，按每孔 3³10
6 
cells

铺于 6 孔板中，待细胞完全贴壁改为无血清

PRIM-1640 培养基同步化 24 h，吸弃培养基，按实

验分组干预细胞 120 min 后检测 IBα 磷酸化水平，

干预细胞 24 h 后检测 IL-6 及其 mRNA 水平。 

三、RT-PCR 

提取细胞总RNA。酶标仪检测浓度后按试剂盒

说明操作逆转录合成cDNA。选用管家基因GAPDH

作为对照。建立20 μl PCR反应体系，反应条件如下：

94 ℃预变性4 min，94 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，

72 ℃延伸30 s，IL-6共35个循环，GAPDH共24个循

环，最后4 ℃冷却。引物序列见表1。 

表 1  引物序列 

引物 序列 

IL-6 上游引物 5'-CTGCTCTGGTCTTCTGGAGT-3' 

 下游引物 5'-TGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3' 

GAPDH 上游引物 5'-GAGACAGCCGCATCTTCTTG-3' 

下游引物 5'-TGACTGTGCCGTTGAACTTG-3' 

 

扩增IL-6及GAPDH后，于2%琼脂糖凝胶中电

泳，而后于紫外透视仪中观察电泳条带并拍照。应

用ImageJ软件分析条带光密度，以IL-6与GAPDH条

带的光密度比值表示IL-6 mRNA水平。 

四、Western blot 

提取细胞总蛋白，4 ℃、15 000 r/min 离心

30 min，取上清，－80 ℃保存备用。BCA 蛋白定量

试剂盒检测蛋白浓度，按每孔上样量 25 μl 进行

SDS-PAGE 电泳，220 mA 恒流冰浴电转至 PVDF

膜上，5% BSA 封闭液封闭 2 h，一抗孵育 4 ℃过夜

（β-tubulin 1∶1 000；IL-6 1∶500；pIBα 1∶1 000；

IBα 1∶1 000），山羊抗兔红外荧光标记二抗（1∶

2 000）室温下孵育 2 h，Syngene 化学发光/荧光检

测数字成像系统进行检测并拍照，应用 ImageJ 软件

分析条带光密度，IL-6 蛋白的表达以其与 β-tubulin

光密度的比值表示；IBα 磷酸化水平以 pIBα/IBα

表示，pIBα 及 IBα 光密度均以 β-tubulin 光密度

校正。 

五、统计学分析 

本实验结果均应用 SPSS 16.0 统计软件处理。

计量资料以均数±标准差（ sx  ）表示，多组间

比较采用单因素方差分析，多组间的两两比较采用

LSD-t 检验。实验均至少重复 3 次。以 α＝0.05 为

检验水准，P＜0.05 为差异有统计学意义。 

结    果 

一、IL-6 水平的变化情况 

1. RT-PCR 检测 IL-6 mRNA 结果显示：LPS 组

细胞内 IL-6 mRNA 表达水平高于空白对照组（对照

组 0.04±0.02，LPS 组 1.30±0.41，P＝0.000）；

Sitagliptin 组明显低于 LPS 组（ Sitagliptin 组

0.04±0.02，P＝0.000），与对照组相比无明显差异

（P＝0.990）；LPS＋Sitagliptin 组较对照组 IL-6 

mRNA 表达水平仍升高，差异具有统计学意义

（LPS＋Sitagliptin 组 0.77±0.33，P＝0.001），但与

LPS 组相比明显下降（P＝0.006）（图 1）。 

2. Western blot 检测细胞内 IL-6 结果显示：LPS

组细胞内 IL-6 水平高于空白对照组（对照组

100±0，LPS 组 237.35±91.01，P＝ 0.000）；

Sitagliptin 组明显低于 LPS 组（ Sitagliptin 组

123.03±45.17，P＝0.002），与对照组相比无明显差

异（P＝0.497）；LPS＋Sitagliptin 组与对照组相比

IL-6 水平升高（LPS＋Sitagliptin 组 190.32±72.91，

P＝0.012），较 LPS 组稍有下降，但无统计学意义

（P＝0.172）（图 2）。 

二、IBα 蛋白磷酸化水平变化情况 

Western blot 检测结果显示：LPS 组 IBα 蛋白 
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磷酸化水平明显高于空白对照组（对照组 100±0，

LPS 组 570.74±37.25，P＝0.005）；Sitagliptin 组与

LPS 组相比明显下降（Sitagliptin 组 81.34±42.35，

P＝0.004），较对照组无统计学差异（P＝0.893）；

LPS＋Sitagliptin 组较 LPS 组 IBα 蛋白磷酸化水平

明显降低（LPS＋Sitagliptin 组 247.88±78.30，P＝

0.034），与对照组相比无统计学差异（P＝0.296）

（图 3）。 

讨    论 

IL-6 是一种广泛存在于体内的细胞因子，可以

由淋巴细胞、单核/巨噬细胞、血管平滑肌细胞、血

管内皮细胞、成纤维细胞、脂肪细胞和心肌细胞等

多类细胞产生。同时，IL-6 作为一种促炎症因子，

是机体早相反应的主要物质，能够促进肝脏、血管、

脂肪组织等合成和释放多种活性炎症因子。多项研

究发现，在胰岛素抵抗和糖尿病人群中，血浆 IL-6

水平较正常人群明显升高[3-4]。而通过手术治疗肥胖和

改善胰岛素抵抗之后，血浆 IL-6 水平可相应下降[1]。

糖耐量异常的患者常常伴有轻度的高 LPS 血症。肠

源性 LPS 可通过细胞表面相关受体激活 TLR4 信号

传导通路，进而激活NF-κB致炎途径，启动下游 IL-6

等炎症因子的表达。这可能是糖尿病人群中 IL-6 水

平升高的分子机制之一。本研究中亦证实，LPS 在

体外环境中可诱导大鼠胰岛 β细胞上调 IL-6的转录

及表达。国外有研究显示，在糖尿病小鼠模型中，

DPP4 抑制剂 Alogliptin 可以抑制 LPS 诱导 IL-6 在

动脉粥样硬化斑块中的表达。同样，在体外培养的
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U937 细胞为媒介的研究中亦得到类似的结果[2,5]。

这提示 DPP4 抑制剂可能能够干扰 LPS 的致炎效

应，而这一作用独立于 GLP-1 之外。在本课题对大

鼠胰岛 β 细胞株的研究中发现，Sitagliptin 可以在转

录水平抑制 LPS 对 IL-6 表达的上调效应。然而，

在蛋白翻译水平，这一抑制作用较弱，并未表现出

统计学差异。考虑这一方面可能与 IL-6 蛋白翻译过

程中受到其他信号传导通路的共同调节有关，另一

方面也不排除实验方法敏感性等因素造成的影响。

IL-6作为最早被列入与胰岛素抵抗相关的细胞因子

之一，究竟如何是影响血糖控制至今毁誉参半[6]。

IL-6 作为一种细胞炎症因子，可引起胰岛固有免疫

系统的激活，且 IL-6 水平升高使肝脏等胰岛素靶器

官处于应激状态，分泌大量急性反应蛋白，增加靶

器官对胰岛素的敏感性。已有研究报道小剂量 IL-6

可以对抗 IL-1β 对胰岛 β 细胞的细胞毒作用，并呈

剂量依赖关系，且 IL-6 能刺激胰岛 β 细胞株 HIT-T15

细胞产生和分泌胰岛素，而高浓度的 IL-6 可使 β 细

胞发生功能和形态变化[7]。胰岛 β 细胞分泌适量的

IL-6，可以对抗其他细胞因子对胰岛 β 细胞的细胞

毒作用，但另一方面如果胰岛过量的产生 IL-6，则

可激活固有免疫系统，进而发展为一个永久的自身

破坏过程。由此推测，胰岛 IL-6 适量升高可能是维

持胰岛 β 细胞功能的生理需要，是抵抗其他炎症因

子损伤胰岛 β 细胞的一种保护机制。如果 IL-6 高过

正常阈值则可协同其他炎症因子产生细胞毒作用。

故维持机体 IL-6 处于适当水平是改善胰岛素抵抗

的潜在有效手段，而 DPP4/CD26 在 IL-6 的表达过

程中可能发挥至关重要的作用。 

有研究发现，LPS 可以通过激活 NF-κB 致炎信

号通路上调 IL-6 的表达[8]，而 IL-6 作为一种促炎症

因子又可通过细胞信号转导激活 NF-κB，促进下游

其他炎症介质和细胞因子转录释放，进一步放大炎

症反应[9]。NF-κB 作为一种多效核转录因子，是细

胞信号传导途径中的枢纽，在机体炎症反应发生和

发展的过程中起着关键性作用。正常状态下 NF-κB

主要以 P50-P65 二聚体形式与其抑制蛋白 IκB 结合

存在于胞浆中处于失活状态[10]。当受到如 LPS 等炎

症刺激因素时可通过刺激 IKK 活化，诱导 IκB 磷酸

化，激活 NF-κB，进而调控多种基因的转录与表达，

其中包括炎症反应、免疫应答、细胞增殖与凋亡等。

在本研究中，发现 DPP4 抑制剂可以下调 LPS 诱导

的磷酸化 IκB，同时与炎症因子 IL-6 的表达呈同步

化趋势。既往已有研究证明 CD26/DPP4 可通过诱

导 caveolin-1 磷酸化，利用 IRAK-I 依赖机制激活下

游的 NF-κB 通路[11]。由此推测，DPP4/CD26 抑制

剂可能通过干扰 LPS 激活 NF-κB 通路而实现对胰

岛 β 细胞的抗炎保护作用。 

综上所述，DPP4/CD26 抑制剂在一定程度上能

够抑制 LPS 诱导的 IL-6 mRNA 表达及 IBα 蛋白磷

酸化，其作用机制可能与 DPP4/CD26 抑制剂干扰

NF-κB 炎症通路有关。这提示 DPP4/CD26 可能参

与了 LPS 通过激活 NF-κB 信号通路介导的胰岛 β 细

胞炎症反应。本研究结论为进一步开发以调节或抑

制 2 型糖尿病的慢性炎症过程的治疗措施奠定前期

基础，为糖尿病的防治提供新的思路和科学依据。 
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