
递。研究显示睡眠剥夺可引起海马在内的脑功能区活性下

降。动物实验显示, 损毁双侧海马可妨碍动物视觉分辨学习,

使大鼠水迷宫分辨学习和防御条件反应的保持遭到严重破

坏 7。本研究结果显示, 与对照组比较, 间歇低氧组大鼠海

马神经元结构随缺氧时间延长 ,海马区神经细胞结构受损, 神

经元密度明显减少, 提示间歇低氧可造成海马神经细胞损伤。

结合间歇低氧对动物神经功能的影响,可以推断间歇低氧是

通过诱导海马区神经细胞损伤甚至死亡, 导致脑功能障碍出

现, 这可能是 OSAHS患者认知功能损害的病理基础。
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实验研究

硒对氧化损伤大鼠肝细胞糖代谢关键酶影响
*

林晓静,廖明,周书川,吴蕴棠

摘 要: 目的 研究硒对氧化损伤大鼠肝细胞糖代谢关键酶表达的影响,并初步探讨其作用机制。方法 采用

0 1 mm o l/L的 H
2
O

2
建立氧化损伤细胞模型,并施加不同剂量硒干预 ,通过实时定量 PCR技术检测葡萄糖激酶 ( g lu

cokinse, GK )、糖原合成酶 ( g ly cogen synthase, GS)和蛋白激酶 B ( prote in k inase B, PKB /Akt)的 mRNA表达, 并采用蛋

白免疫印迹 (W estern b lo t)方法检测 Akt的蛋白表达水平。结果 补硒各组 GK的 mRNA表达量为 ( 9 692~ 16 588)

10- 6,均高于 H
2
O

2
损伤组 (P < 0 05); 高剂量补硒组 GS和 Akt的 mRNA表达量分别为 57 618 10- 6和 0 2398

10- 3,均高于 H
2
O

2
损伤组 (P < 0 05); 补硒各组 Akt的蛋白表达量为 ( 0 3343~ 0 4346) 10- 3, 均高于 H

2
O

2
损伤组

(P < 0 05)。结论 补硒可以在一定程度上改善氧化损伤对肝细胞糖代谢关键酶 GK、GS的影响,其机制可能与上调

胰岛素信号传导通路的关键信号分子 Akt的表达有关。

关键词: 氧化损伤; 硒;葡萄糖激酶; 糖原合成酶;蛋白激酶 B
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Effec ts of selen ium on glycom etabo lism key enzym es in hepatocytes of rats w ith oxidative dam age L IN X iao jing,

L IAO M ing, ZHOU Shu chuan, et a .l Depa r tm en t o f Nu tr ition and Food Hyg iene, Schoo l o f Public Hea lth, T ianjin M ed ica l

Univer sity (T ian jin 300070, Ch ina )

Abstract: Objective To study effects o f selen ium on g lycom e tabo lism key enzym es and its m echanism in hepato cy te s

o f ratsw ith ox ida tiv e dam age.M ethods Rat hepato cy tes w ere expo sed to 0 1 mM H2O2 and then w ere incubated w ith d if

ferent do sage s o f selen ium for 24 hours. The mRNA expression o f g lucok ine( GK ), g lycogensym tha se( GS) , and pro te in k i

nase B ( PKB /Akt) w ere detec ted w ith rea l tim e PCR. The pro te in expression o f PKB /Akt w asm easured w ithW estern b lo .t

Resu lts ThemRNA expression o f GK in se len ium g roups w as 9 692- 16 588 10- 6, h igher than tha t o f in H2O 2 ox ida

tiv e m odel g roup(P < 0 05). ThemRNA expression o f G S and Ak t in high do se selenium w ere 57 618 and 0 2398 10- 3,

h igher than tho se o f in H2O 2 ox idativem ode l g roup(P < 0 05) . The expre ssion o f pro te in in se len ium g roups w as 0 3343-

0 4346 10- 3, h ighe r than that o f in H2O 2 ox idativ em ode l g roup(P < 0 05). Conclusion Selenium could mi pro ve the g lu

com etabo lism key enzym es GK and GS in rat hepa to cy tesw ith ox ida tive dam age. Them echan ism of the effect m ay relate to tha t

selenium could up regulate the expre ssion o f Akt w hich is the keym o lecule in insulin signa l pathw ay.

K ey words: o x idativ e dam age; se len ium; g lucok inse; g ly cogen syn thase; PKB /Ak t

肝脏是人体代谢的中枢性器官, 在血糖的调节过程中起

至关重要作用 1。 2型糖尿病时肝脏存在不同程度的氧化损

伤, 影响糖代谢。硒是人体必需微量元素, 有关硒的研究大多

集中在抗氧化、抗癌作用等方面 2 , 但有资料表明, 硒与糖尿

病之间具有高度相关性 3- 4 。本研究以 H2O 2损伤建立氧化

应激细胞模型,探讨硒对氧化损伤肝细胞糖代谢关键酶影响,

为进一步研究硒改善糖尿病糖脂代谢紊乱分子机制和生物学

作用靶点提供实验依据。

1 材料与方法

1 1 主要试剂和仪器 正常大鼠肝细胞株 ( BRL ) (中科院上

海细胞库 ); 亚硒酸钠 ( Na2 SeO3 ) (美国 S igm a公司 ) ; 胎牛血

清培养液 ( DMEM )、胰蛋白酶 (美国 G ibco公司 ); 标准胎牛血

清 (北京民海生物技术有限公司 ) ; 双抗 (青霉素和链霉素 )
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(美国 Sigm a公司 ) ;放射免疫沉淀蛋白裂解液 ( R IPA ) (上海

碧云天生物技术公司 );小鼠抗蛋白激酶 B ( Akt)单克隆抗体

(美国 Santagruz公司 ) ; CO 2生物恒温培养箱 (德国热电公

司 ) ; BFZ4- 450- I低速离心机 (保定白洋淀离心机厂 ); Op

tim aTM TLX台式超速冷冻离心机 (美国 B eckm an公司 ); ECP

3000多用电泳仪 (北京六一仪器厂 ); 垂直板电泳转移装置

(上海天能科技有限公司 )。

1 2 细胞培养 用含 5%胎牛血清的完全培养液培养 BRL

细胞, 培养条件为 5% CO2、37 。

1 3 剂量分组 ( 1)正常对照组:完全培养液培养 24 h; ( 2)

H2O 2损伤组: 完全培养液培养 24 h, 0 1 mm ol/L H2O2作用 1

h; ( 3)低、中、高剂量补硒组: 用含 0 1 mmo l/L H2O2的完全

培养液作用 1h,再分别用含有 0 05、0 1、1 m o l/L N a2 SeO3的

完全培养液培养 24 h。

1 4 引物设计 采用 prim er prem ie r 5 0软件进行设计 ,

由上海英骏生物技术公司合成。葡萄糖激酶上游引物 : 5

GGATGAAAGCTCAGCGAACC 3 , 下 游 引 物 : 5 GGAT

GAAAGCTCAGCGAACC 3 , 扩增片段长度: 187 bp。糖原合

成酶上游引物: 5 TCCCATCCTCAGCACCATT 3 , 下游引

物 : 5 TGTAACCCCAGGGCTCATAGT 3 , 扩增片段长度 :

182 bp。A kt上游引物 : 5 TGAAGCTACTGGGCAAGGG 3,'

下游引物: 5 AGGGCTGTAAGGAAGGGATG 3 , 扩增片段

长度 : 181 bp。内 参 actin 上 游 引 物: 5 GCACGCT

GAGAGAAATCCAG 3 , 下 游 引 物: 5 CAGCTTGTACAG

GTCCGTCTC 3 , 扩增片段长度 : 146 bp。

1 5 指标及测定方法 在倒置显微镜下观察细胞形态; 采用

实时定量 PCR技术检测葡萄糖激酶 ( GK )、糖原合成酶 ( GS)

和 Akt的 mRNA表达;采用 W este rn b lo t方法检测 Akt的蛋白

表达水平。

1 6 统计分析 采用 SPSS 11 5统计软件分析, 多组间比较

采用单因素方差分析 ,各组间两两比较采用多样本比较方差

分析 ( SNK q )检验, 检验水准 = 0 05。

2 结 果

2 1 硒对大鼠肝细胞形态影响 正常对照组大鼠肝细胞生

长状态良好, 细胞间连接紧密, 边界清楚, 大小均匀; 胞浆丰

富。H2O 2损伤组细胞收缩、变圆, 胞体变小, 细胞边界不清,

部分胞膜不完整, 甚至损伤断裂, 有细胞脱落现象。低剂量补

硒组与 H2O2损伤模型组比较,细胞形态已有所改善 ,部分细

胞呈三角形或梭形, 但细胞间隙仍然很大,数量较少; 随着硒

剂量增加, 细胞数量逐渐增多, 形态基本正常, 细胞间连接更

加紧密, 细胞边界逐渐清晰,接近正常对照组。

2 2 硒对 GK、GS基因 mRNA表达影响 (表 1) 氧化损伤

组、低、中剂量补硒组细胞 GK的 mRNA表达量低于正常对照

组, 差异有统计学意义 (P < 0 05)。补硒组 GK的 mRNA表

达量高于损伤组, 差异有统计学意义 (P < 0 05)。随着补硒

剂量升高, GK的 mRNA表达水平有增加趋势。氧化损伤

表 1 硒对 H2O2氧化损伤肝细胞 GK、GS mRNA

表达的影响 ( x s, n = 4 )

组别 ( mo l/L ) GK / - actin ( 10- 6 ) GS / - actin ( 10- 6 )

正常对照组 19 308 4 835 74 383 7 798
H2O 2损伤组 4 170 1 089a 28 388 7 044a

补硒组 0 05 9 692 1 827ab 37 917 5 587a

0 10 12 983 1 909ab 38 064 4 954a

1 00 16 588 2 356bc 57 618 7 662abcd

注:与正常对照组比较, a P < 0 05;与 H2O 2损伤组比较, bP < 0 05;

与低剂量补硒组比较, cP < 0 05;与中剂量补硒组比较, dP < 0 05。

组和补硒组细胞 GS的 mRNA表达水平低于正常对照组, 差

异有统计学意义 (P < 0 05)。高剂量补硒组 GS的 mRNA表

达水平高于损伤组, 差异有统计学意义 (P < 0 05)。

2 3 硒对氧化损伤肝细胞 Akt mRNA和蛋白表达的影响 (表

2) 氧化损伤组和补硒组细胞 Ak t的 mRNA表达量低于正

常对照组, 差异有统计学意义 (P < 0 05); 高剂量补硒组细胞

Akt的 mRNA表达量高于损伤组 , 差异有统计学意义 (P <

0 05)。补硒组蛋白表达量高于损伤组, 差异有统计学意义

(P < 0 05) ;中、高剂量补硒组 Akt蛋白表达量高于低剂量补

硒组,差异有统计学意义 (P < 0 05)。

表 2 硒对于 H2O2氧化损伤肝细胞 AktmRNA

和蛋白表达的影响 (x s)

组别 ( mol/L )

mRNA表达水平

只数 Ak t/ - actin( 10
- 3

)

蛋白表达水平

只数 Akt/ - actin( 10
- 3

)

正常对照组 4 0 499 0 0 124 2 3 0 514 8 0 091 9

H2O2损伤组 4 0 129 8 0 035 5
a

3 0 237 6 0 033 4
a

补硒组 0 05 4 0 112 5 0 017 4
a

3 0 334 3 0 047 3
ab

0 10 4 0 159 8 0 015 4
a

3 0 452 7 0 046 1
bc

1 00 4 0 239 8 0 079 6
abc

3 0 434 6 0 014 8
bc

注:与正常对照组比较, a P < 0 05;与 H 2O 2 损伤组比较, b P <

0 05;与低剂量补硒组比较, c P < 0 05。

3 讨 论

GK在调节肝细胞糖代谢与胰岛 细胞葡萄糖刺激的胰

岛素分泌过程中发挥重要作用, 其活性下降与糖代谢紊乱密

切相关 5- 6 。GS是糖原合成的限速酶, 胰岛素抵抗时肝脏中

的丙酮酸脱氢酶 ( PDH )和 GS活性降低。Akt在胰岛素抵抗

的形成和发展中起重要作用。大量研究表明, 胰岛素刺激的

组织中 Akt表达和 (或 )活性的改变可能在胰岛素抵抗的形

成和发展中起重要作用 7 。

本研究结果表明, 氧化损伤模型组细胞 GK、GS的 mRNA

表达水平、Akt的 mRNA和蛋白表达水平低于正常对照组, 补

硒组的 mRNA和蛋白表达水平较氧化损伤模型组有不同程

度提高, 且随着补硒剂量的升高, 其表达水平有增加趋势, 提

示补硒可通过上调损伤细胞 GK和 GS基因 mRNA的表达水

平同时,可以在一定范围内上调细胞 Akt的表达水平, 进一步

影响 Akt下游信号分子,对细胞糖代谢功能起调节作用。这

可能是硒改善氧化损伤对肝细胞糖代谢关键酶影响机制之

一,但硒是通过何种途径上调 Akt表达,以及氧化损伤是否造

成细胞 Akt蛋白磷酸化程度改变、硒是否可以增加 Akt活化

水平等尚不清楚, 有待于进一步研究。
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