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摘要：目的　分析柚皮素改善糖尿病相关肠道炎症的潜在作用机制。方法　在
细胞实验中，将ＳＴＣ－１细胞随机分为空白组、晚期糖基化终末产物（ＡＧＥｓ）组、低剂
量实验组（ＡＧＥｓ＋２５μｇ·ｍＬ－１的柚皮素）和高剂量实验组（ＡＧＥｓ＋５０μｇ·ｍＬ－１的
柚皮素）。在动物实验中，将 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小鼠随机分为空白对照组、模型组
（构建糖尿病相关肠道损伤模型）、低剂量实验组（建模 ＋２５ｍｇ·ｋｇ－１的柚皮
素）、高剂量实验组（建模 ＋７５ｍｇ·ｋｇ－１的柚皮素）和二甲双胍组（建模 ＋
０５ｇ·ｋｇ－１的二甲双胍）。用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／检测碘化丙啶（ＰＩ）双染法检测
ＳＴＣ－１细胞坏死性凋亡，用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测糖脂代谢指标和促炎
因子水平，用蛋白质印迹法检测磷酸化混合谱系激酶结构域样（ｐ－ＭＬＫＬ）蛋白
和闭锁蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）蛋白表达情况。结果　在细胞实验中，空白组、ＡＧＥｓ组、低
剂量实验组和高剂量实验组的ＰＩ阳性率分别为（４３６±０３０）％、（１９３７±１５８）％、
（１５９０±１０３）％和（１２８５±１５１）％；ＩＬ－６水平分别为（１７７４±２２３）、
（７１４６±６５４）、（４２３９±５３４）和（３３６３±１８２）ｐｇ·ｍＬ－１；ｐ－ＭＬＫＬ蛋白相
对表达水平分别为０３９±００５、０８３±０１０、０７４±００７和０５８±００４，上述指
标在ＡＧＥｓ组与空白组比较，低、高剂量实验组与ＡＧＥｓ组比较，在统计学上差异
均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。在动物实验中，干预后，空白对照组、模
型组、低剂量实验组、高剂量实验组和二甲双胍组的ＦＢＧ分别为（４８９±０５４）、
（２６８８±１９６）、（１８４７±１５３）、（１４９６±１６７）和（１３９１±１１６）ｍｍｏｌ·Ｌ－１；
ＴＧ水平分别为（０４３±００６）、（１７０±０１５）、（１４６±０１４）、（１１３±０１０）和
（０８１±００９）ｍｍｏｌ·Ｌ－１；ＩＬ－６水平分别为（１３５９±１０６）、（６２０２±５９２）、
（５０１９±４４４）、（３７７８±３５８）和（４８９１±８４６）ｐｇ·ｍＬ－１；ｐ－ＭＬＫＬ蛋白相
对表达水平分别为 ０３８±００５、１０７±０１３、０７９±００８、０６１±００５和
０８０±００９；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白相对表达水平分别为 ０９７±００７、０３５±００４、
０６１±００５、０８３±００７和０４３±００６，上述指标在模型组与空白对照组比较，
柚皮素低、高剂量实验组及二甲双胍组与模型组比较，在统计学上差异均有统计

学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论　柚皮素可以改善肠内分泌细胞功能对糖尿
病相关肠损伤发挥保护作用，可能与ＭＬＫＬ介导的坏死性凋亡机制有关。
关键词：柚皮素；糖尿病相关肠损伤；肠内分泌细胞；炎症反应；混合谱系激酶结
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Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｎｄｏｃｒｉｎｅｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｔｅｃｔａｇａｉｎｓｔｄｉａｂｅｔｅｓ－ｒｅｌａｔｅｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｊｕｒｙ，
ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｎｅｃｒｏｔｉｃａｐｏｐｔｏｓｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＭＬＫＬ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ；ｄｉａｂｅｔｅｓ－ｒｅｌａｔｅｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｊｕｒｙ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｎｄｏｃｒｉｎｅｃｅｌｌ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ；ｍｉｘｅｄ
ｌｉｎｅａｇｅｋｉｎａｓｅｄｏｍａｉｎ－ｌｉｋｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ

　　Ⅱ型糖尿病是由多种风险因素引起的，例如年
龄、肥胖或不健康的生活方式等，高脂或高糖饮食

会导致低度炎症和肠道微生物群组成改变，从而促

进代谢内毒素血症和肠上皮损伤［１］。在糖尿病患

者中，肠道炎症炎性标志物的上调可以破坏肠道内

环境，导致肠屏障功能障碍［２］，有动物实验证实，

增强肠道屏障可以延缓小鼠糖尿病的发病［３］，表明

抑制肠道炎症恢复肠黏膜屏障生物学功能可能是

应对Ⅱ型糖尿病的一种创新干预策略。近年来，中
医药基于炎症反应治疗糖尿病并发症中的优势已

被证实［４］，柚皮素是一种具有强抗炎活性的黄酮类

化合物，已证实可以调节体内多种炎症生物标志物

差异表达［５］，并进一步改善糖尿病［６］，柚皮素对糖

尿病相关肠道炎症的改善作用及其潜在机制尚不

清晰，本文旨在通过体内外实验分析柚皮素改善糖

尿病肠道损伤的潜在机制，以期为寻找治疗糖尿病

并发症提供思路。

材料与方法

１　材料
细胞　小肠内分泌细胞系 ＳＴＣ－１，购自美国

ＡＴＣＣ公司。
动物　６０只６周龄的 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小

鼠，体质量为１８～２２ｇ，购自浙江大学，动物生产许可
证号为 ＳＣＸＫ（浙）２０２３－０００５，小鼠均饲养在屏障环
境动物房中，（温度为２２～２５℃，湿度为５０％～６０％，
每１２ｈ明暗交替），自由饮食和进水，适应性饲养１周
后进行实验，本研究经浙江中医药大学附属第一医院

（浙江省中医院）伦理委员会批准（伦理批号：

２０２４０２５７）。
药品与试剂　柚皮素，规格：每瓶 ２５ｍｇ，纯度：

９９０％，批号：２０２４１２１８，四川成都普思生物科技有限
公司生产；链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ），规格：每
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

支１００ｍｇ，纯度：９８５％，批号：２４１１０９，上海源叶生物
科技有限公司生产；盐酸二甲双胍片，规格：０２５ｇ，批
号：２０２４１１２７，批准文号：国药准字Ｈ１２０２０５８７，天津津
药达仁堂集团股份有限公司新新制药厂生产；肿瘤坏

死因子－α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）、白细
胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－６、ＩＬ－１β、高迁移率族蛋白
Ｂ１（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ－１ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＨＭＧＢ－１）
酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，均由上海梵态生物科技有限公
司生产；胰高血糖素样肽（ｇｌｕｃａｇｏｎ－ｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ，
ＧＬＰ－１），上海莼试生物技术有限公司生产；苏木精－
伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色液，江西南昌雨露
实验器材有限公司生产；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒，上海
爱必信生物科技有限公司生产；磷酸化 －混合谱系激
酶结构域样（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ－ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｋｉｎａｓｅ
ｄｏｍａｉｎ－ｌｉｋｅ，ｐ－ＭＬＫＬ）、ＭＬＫＬ、闭锁蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、紧
密连接蛋白１（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ－１，ＺＯ－１）、磷酸化－
受体相互作用蛋白 ３（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ－ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ３，ｐ－ＲＩＰ３）、ＲＩＰ３、β－肌动蛋白
（β－ａｃｔｉｎ）一抗及二抗、糖基化终产物（ｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）和 ＢＳＡ，均由美国 Ａｂｃａｍ公司生产；
杜氏改良 Ｅａｇｌｅ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅ
ｍｅｄｉａ，ＤＭＥＭ）培养基，广东环凯微生物科技有限公司
生产；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／碘化丙啶（ｐｒｏｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）双
染试剂盒，北京索莱宝科技有限公司生产。

ＳｐｅｃｔｒａＭａｘｉ３ｘ酶标仪，奥地利 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ
公司产品；ＣａｔａｌｙｓｔＯｎｅ全自动生化分析仪，美国
ＩＤＥＸＸ公司产品；ＤＹＣＺ－ＭＩＮＩ４垂直电泳，北京六一
生物公司产品；ＮＩＢ４００生物显微镜，浙江 Ｎｅｘｃｏｐｅ公
司产品；ＤＭ２０００荧光显微镜，德国Ｌｅｉｃａ公司产品。
２　研究方法
２１　细胞实验
２１１　ＳＴＣ－１细胞培养、分组与处理方法［７］

将ＳＴＣ－１细胞培养在ＤＭＥＭ培养基（含１０％胎
牛血清和１％双抗）中，并置于培养箱（５％ＣＯ２，温度：
３７℃，湿度：７５％）中培养，隔天更换１次培养液。并将
ＳＴＣ－１细胞随机分为空白组、ＡＧＥｓ组、低剂量实验组
和高剂量实验组，其中空白组细胞进行常规培养，ＡＧＥｓ
组用２００ｎｇ·ｍＬ－１ＡＧＥｓ刺激细胞４８ｈ，低剂量实验
组、高剂量实验组细胞分别用２５和５０μｇ·ｍＬ－１柚皮
素与２００ｎｇ·ｍＬ－１ＡＧＥｓ共同处理细胞４８ｈ。
２２２　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染法检测 ＳＴＣ－１细胞
坏死性凋亡［８］

收集处理后每组的 ＳＴＣ－１细胞，弃去原来培养

基，用ＰＢＳ清洗细胞后加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色液，避
光孵育１０ｍｉｎ后清洗，然后加入 ＰＩ染色液 １０ｍｉｎ，
ＰＢＳ清洗后用荧光显微镜观察并拍照记录。
２１３　蛋白质印记法检查ＳＴＣ－１细胞坏死情况［８］

处理后的每组细胞，加入 ＲＩＰＡ裂解液充分裂解
后离心收集上清液，并检测蛋白总浓度，取２５μｇ蛋
白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋白，转至 ＰＶＤＦ
膜（室温下 ５％脱脂奶粉封闭 ２ｈ），然后与 ＭＬＫＬ
（１∶１０００）、ｐ－ＲＩＰ３（１∶１０００）、ＲＩＰ３（１∶２０００）一抗
孵育过夜（４℃），次日清晨出去一抗清洗后与二抗
（１∶５０００）孵育２ｈ（３７℃），显色后曝光成像，并使用
ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度值。
２１４　ＥＬＩＳＡ实验法检测ＳＴＣ－１细胞炎性因子表
达［９］

收集每组细胞，离心（３５００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ）收集
上清，之后按照试剂盒中的操作步骤检测结肠组织或细

胞中ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＨＭＧＢ－１和ＧＬＰ－１。
２２　动物实验
２２１　动物模型制备

小鼠适应性饲养１周后根据参考文献［９］给予高
脂饲料（６７５％基础饲料、１６０％猪油、１００％蔗糖、
２５％胆固醇、１０％胆酸钠）喂养，连续喂养８周，之
后腹腔注射 １００ｍｇ·ｋｇ－１ＳＴＺ（用柠檬酸缓冲液溶
解，稀释浓度为１０ｍｇ·ｍＬ－１），隔１天注射１次，共注
射３次，并检测小鼠空腹血糖≥１６７ｍｍｏｌ·Ｌ－１，即
糖尿病小鼠模型建模成功。用于建模的小鼠均建模

成功。

２２２　动物分组与处理方法
将小鼠随机分为空白对照组、模型组、低剂量实

验组、高剂量实验组和二甲双胍组，每组１２只小鼠，
空白对照组小鼠腹腔注射给予０１ｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸
缓冲液并给予普通饲料喂养，余组按照“２２１”中方
法建模，建模后低、高剂量实验组小鼠分别每天灌胃

给予２５和７５ｍｇ·ｋｇ－１柚皮素（二甲基亚砜进行溶
解，配制成５０ｍｇ·ｍＬ－１的储备液，用生理盐水稀释
至２５和７５ｍｇ·ｍＬ－１），二甲双胍组小鼠每天灌胃
０５ｇ·ｋｇ－１二甲双胍（生理盐水溶解，并稀释至稀释
至 ５０ｍｇ·ｍＬ－１），空白对照组和模型组小鼠均灌胃
等量的生理盐水，连续灌胃８周。８周后禁食１２ｈ后
尾静脉采血检测空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ，
ＦＢＧ），并麻醉小鼠后，心脏采血收集血液样本，并处
死后收集肠组织标本备用。

２２３　生化分析仪检测生化指标
小鼠干预前及干预后禁食１２ｈ时，尾静脉采血，
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检测ＦＢＧ；处理结束后取每组小鼠血液样本，在４℃
下离心（３５００ｒ·ｍｉｎ－１，离心１０ｍｉｎ）收集上层血清，
用生化分析仪检测血清中糖化血清蛋白（ｇｌｙｃａｔｅｄｓｅｒ
ｕｍｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＳＰ）、甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、总胆固
醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）和低密度脂蛋白胆固醇（ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｉｎ，ＬＤＬ－Ｃ）水平。
２２４　ＥＬＩＳＡ实验法检测结肠组织炎性因子表达［９］

取每组小鼠结肠组织并清洗干净，剪碎、充分研

磨并超声破碎，离心（１２×１０４ ｒ·ｍｉｎ－１，离心
１０ｍｉｎ）取上清，后续参考“２１４”中方法进行。
２２５　ＨＥ染色法检测小鼠肠组织病理学改变［９］

取肠组织放入固定液处理２４ｈ，之后用乙醇（不
同浓度）梯度脱水和二甲苯透明，石蜡包埋后切片

（４μｍ），将载玻片上的切片进行脱蜡水化后用苏木
精染色５ｍｉｎ，自来水冲洗干净，盐酸乙醇分化数秒后
返蓝，伊红试剂染色３ｍｉｎ，再经乙醇脱水、二甲苯透
明后封片（中性树胶），并用显微镜观察。

２２６　蛋白质印迹法检测肠组织相关蛋白表达［８］

参照“２１３”的步骤进行，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ（１∶５００）、
ＺＯ－１（１∶１０００）、β－ａｃｔｉｎ（１∶５００）一抗孵育过夜
（４℃），次日清晨除去一抗清洗后与二抗（１∶５０００）
孵育２ｈ（３７℃），显色后曝光成像，并用ＩｍａｇｅＪ软件
分析灰度值。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析，计量资料以

珋ｘ±ｓ表 示。若 计 量 资 料 同 时 满 足 正 态 分 布
（Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ检验）和方差齐性（Ｌｅｖｅｎｅ’ｓ检验），组
间比较用单因素方差分析，组间两两比较用 ＬＳＤ－ｔ
检验；若未同时满足上述条件，则用 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ
（Ｋ－Ｗ）检验。组内比较用配对ｔ检验。

结　　果

１　柚皮素减轻ＡＧＥｓ诱导的ＳＴＣ－１细胞坏死
与空白组比较，ＡＧＥｓ组细胞 ＰＩ阳性率及

ｐ－ＲＩＰ３、ｐ－ＭＬＫＬ蛋白相对表达水平均显著升高
（均Ｐ＜０００１）；与ＡＧＥｓ组比较，低、高剂量实验组细
胞ＰＩ阳性率及 ｐ－ＲＩＰ３、ｐ－ＭＬＫＬ蛋白相对表达水
平均显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；与低
剂量实验组比较，高剂量实验组细胞 ＰＩ阳性率及
ｐ－ＲＩＰ３、ｐ－ＭＬＫＬ蛋白相对表达水平均显著降低
（均Ｐ＜０００１），见图１和表１。
２　柚皮素抑制 ＡＧＥｓ诱导的 ＳＴＣ－１细胞促炎因子
分泌

与空白组比较，ＡＧＥｓ组细胞的ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、
ＩＬ－６和ＨＭＧＢ－１水平均显著升高（均 Ｐ＜０００１），
ＧＬＰ－１水平显著降低（Ｐ＜０００１）；与 ＡＧＥｓ组比较，
低、高剂量实验组细胞的 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６和
ＨＭＧＢ－１水平均显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），
ＧＬＰ－１水平显著升高（Ｐ＜０００１）；相比低剂量实验
组，高剂量实验组细胞 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６和
ＨＭＧＢ－１水平均显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），
ＧＬＰ－１水平显著升高（Ｐ＜００１），见表２。

图 １　蛋白质印迹法检测每组细胞（ＲＩＰ３－ＭＬＫＬ）信号蛋白相
对表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅ（ＲＩＰ３－ＭＬＫＬ）
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓｄｅｔｅａｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：Ｒｏｕｔｉｎｅｃｕｌｔｕｒｅ；ＡＧＥｓｇｒｏｕｐ：ＡＧＥｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｔｈｅｃｅｌｌｓｆｏｒ

４８ｈｏｕｒｓ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ：Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏ－ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ

（２５μｇ·ｍＬ－１）ａｎｄＡＧＥｓ（２００ｎｇ·ｍＬ－１）；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ：

Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｏ－ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ（５０μｇ·ｍＬ－１）ａｎｄＡＧＥｓ

（２００ｎｇ·ｍＬ－１）；ｐ－：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ－

表１　每组细胞碘化丙啶（ＰＩ）阳性率及相关蛋白表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ（ＰＩ）ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆ
ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＰＩｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ（％） ｐ－ＲＩＰ３ ＲＩＰ３ ｐ－ＭＬＫＬ ＭＬＫＬ

Ｂｌａｎｋ １０ ４３６±０３０ ０３７±００４ １０６±０１２ ０３９±００５ ０８７±００８
ＡＧＥｓ １０ １９３７±１５８ ０７４±００５１ １００±０１０ ０８３±０１０ ０９２±０１１
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ １５９０±１０３＃＃＃ ０６３±００８＃＃ １０５±００７ ０７４±００７＃ ０８５±００９
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ １２８５±１５１＃＃＃ΔΔΔ ０５０±００４＃＃＃ΔΔΔ １０１±０１０ ０５８±００４＃＃＃ΔΔΔ ０９１±００９

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡＧＥｓｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，
ΔΔΔＰ＜０００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　 ９７　　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

３　柚皮素改善模型小鼠糖脂代谢指标
与空白对照组比较，干预前后，模型组小鼠 ＦＢＧ

及血清ＧＳＰ、ＴＧ、ＴＣ和 ＬＤＬ－Ｃ水平均显著升高（均
Ｐ＜０００１）；与模型组比较，柚皮素低、高剂量实验组
和二甲双胍组血清ＦＢＧ、ＧＳＰ、ＴＧ、ＴＣ和ＬＤＬ－Ｃ水平
均显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；与柚皮素低剂量
实验组比较，柚皮素高剂量实验组血清 ＦＢＧ、ＧＳＰ、
ＴＧ、ＴＣ和 ＬＤＬ－Ｃ水平均显著降低（Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１），见表３。
４　柚皮素减轻模型小鼠肠组织炎性损伤

空白对照组小鼠结肠组织结构完整，细胞形

态正常，未见明显变性；模型组小鼠结肠组织黏

膜层结构受损，可见炎性细胞浸润；相比模型组，

柚皮素低、高剂量实验组及二甲双胍组结肠组织

损伤均有不同程度的改善，炎性细胞浸润明显减

少，其中柚皮素高剂量实验组改善程度最高，见

图 ２。
与空白对照组比较，模型组小鼠肠组织炎性因子

（ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－６）水平均显著升高（均
Ｐ＜０００１）；与模型组比较，柚皮素低、高剂量实验组
和二甲双胍组肠组织炎性因子水平均显著降低（均

Ｐ＜０００１）；与柚皮素低剂量实验组比较，柚皮素高剂
量实验组肠组织炎性因子水平均显著降低（均

Ｐ＜０００１），见表４。

表２　各组细胞促炎因子表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＴＮＦ－α（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１β（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－６（ｐｇ·ｍＬ－１） ＨＭＧＢ－１（ｎｇ·ｍＬ－１） ＧＬＰ－１（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｂｌａｎｋ １０ ６３５２±５０２ ２８９３±４２０ １７７４±２２３ ７４６±０７２ ５３１±０４６
ＡＧＥｓ １０ １８８２５±１５０７ ９８１１±１１４３ ７１４６±６５４ ４３８９±２５４１ ３２６±０１７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ １６２８０±１５５９＃＃ ８１３３±８２１＃＃ ４２３９±５３４＃＃＃ ３０９４±４１９＃＃＃ ３８８±０３２＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ １４０９４±１２２７＃＃＃ΔΔ ５２９４±５３１＃＃＃ΔΔΔ ３３６３±１８２＃＃＃ΔΔΔ １９２１±２２２＃＃＃ΔΔΔ ４４５±０３２＃＃＃ΔΔ

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α；ＩＬ：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ；ＨＭＧＢ－１：Ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ－１ｐｒｏｔｅｉｎ１；ＧＬＰ－１：Ｇｌｕｃａｇｏｎ－ｌｉｋｅ

ｐｅｐｔｉｄｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡＧＥｓｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ

ｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１

表３　每组小鼠空腹血糖（ＦＢＧ）及血清糖脂代谢指标的比较（ｍｍｏｌ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｏｆｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ（ＦＢＧ）ａｎｄｓｅｒｕｍｇｌｙｃｏｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅ（ｍｍｏｌ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＦＢＧ

Ｂｅｆｏｒｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ Ａｆｔｅｒｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ＧＳＰ ＴＧ ＴＣ ＬＤＬ－Ｃ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １２ ４５３±０３２ ４８９±０５４ １５１±０１５ ０４３±００６ １１３±０１０ ０２６±００５
Ｍｏｄｅｌ １２ １７２９±０９１ ２６８８±１９６ ２３１±０１８ １７０±０１５ ２８６±０１８１ １０６±００９１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １２ １７６６±０８３ １８４７±１５３＃＃＃ ２０６±０１４＃＃ １４６±０１４＃＃ ２５６±０２１＃＃ ０７８±００９＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １２ １７７６±０７０ １４９６±１６７＃＃＃ΔΔΔ １８５±０１２＃＃＃ΔΔ １１３±０１０＃＃＃ΔΔΔ ２１３±０２４＃＃＃ΔΔΔ ０５０±００５＃＃＃ΔΔΔ

Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ １２ １７４１±０４９ １３９１±１１６＃＃＃ １６５±０１３＃＃＃ ０８１±００９＃＃＃ １５３±０１２＃＃＃ ０４０±００５＃＃＃

ＦＢＧ：Ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ；ＧＳＰ：Ｇｌｙｃａｔｅｄｓｅｒｕｍｐｒｏｔｅｉｎ；ＴＧ：Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ；ＴＣ：Ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＬＤＬ－Ｃ：Ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｉｎ；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：

Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｂｒｅｅｄｉｎｇ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｅｓｔａｂｌｉｓｈａｄｉａｂｅｔｅｓｍｏｄｅｌ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ：Ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，２５ｍｇ·ｋｇ－１ｏｆｎａｒｉｎｇｅｎｉｎｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ；

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ：Ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，７５ｍｇ·ｋｇ－１ｏｆｎａｒｉｎｇｅｎｉｎｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ；Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｇｒｏｕｐ：Ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ，０５ｇ·ｋｇ－１ｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎｗａｓ

ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ

ｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１

图 ２　苏木精－伊红（ＨＥ）染色法观察每组小鼠肠组织病理学改变（×４００）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（×４００）
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５　柚皮素抑制模型小鼠肠组织ｐ－ＭＬＫＬ蛋白表达
并改善肠黏膜屏障功能

与空白对照组比较，模型组小鼠肠组织ｐ－ＭＬＫＬ
蛋白相对表达水平显著升高（Ｐ＜０００１），Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和
ＺＯ－１蛋白相对表达水平均显著降低（均Ｐ＜０００１）；
与模型组比较，柚皮素低、高剂量实验组和二甲双胍组

肠组织ｐ－ＭＬＫＬ蛋白相对表达水平均显著降低（均
Ｐ＜０００１），Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ－１蛋白相对表达水平均显
著升高（均Ｐ＜００１）；与柚皮素低剂量实验组比较，柚
皮素高剂量实验组肠组织 ｐ－ＭＬＫＬ蛋白相对表达水
平显著降低（Ｐ＜０００１），Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ－１蛋白相对
表达水平均显著升高（均Ｐ＜０００１），见表５和图３。

图 ３　蛋白质印迹法检测肠组织屏障功能相关蛋白表达
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

表４　各组小鼠肠组织炎症相关因子指标的比较（ｐｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅ（ｐｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴＮＦ－α ＩＬ－１β ＩＬ－６

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５１２５±５４８ ２６９６±１９４ １３５９±１０６
Ｍｏｄｅｌ １６９５３±２１１０ １０９４９±９９７ ６２０２±５９２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １３５０５±１２７９＃＃＃ ８１３５±４９４＃＃＃ ５０１９±４４４＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０６１２±９２３＃＃＃ΔΔΔ ６４３４±６２９＃＃＃ΔΔΔ ３７７８±３５８＃＃＃ΔΔΔ

Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ １２２１７±１０８５＃＃＃ ７３６９±６１３＃＃＃ ４８９１±８４６＃＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ３；ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α；ＩＬ：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，ΔΔΔＰ＜０００１

表５　每组小鼠肠组织屏障功能相关蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｐ－ＭＬＫＬ ＭＬＫＬ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＺＯ－１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０３８±００５ １００±０１５ ０９７±００７ ０７３±００９
Ｍｏｄｅｌ １０７±０１３ ０９９±０１１ ０３５±００４ ０２２±００３１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０７９±００８＃＃＃ ０９７±０１５ ０６１±００５＃＃＃ ０３４±００７＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０６１±００５＃＃＃ΔΔΔ ０９１±０１３ ０８３±００７＃＃＃ΔΔΔ ０５５±００５＃＃＃ΔΔΔ

Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ０８０±００９＃＃＃ １０１±０１１ ０４３±００６＃＃ ０２９±００６＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ３；ｐ－ＭＬＫＬ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ－ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｇｅｋｉｎａｓｅｄｏｍａｉｎ－ｌｉｋｅ；ＺＯ－１：Ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ－１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，ΔΔΔＰ＜０００１

讨　　论

柚皮素是一种普遍存在于西红柿和柑橘类水果

中的二氢黄酮类化合物，其具有广泛的生物学功能，

抗氧化、抗炎、调节脂质代谢等，柚皮素具有较好的改

善肠道功能障碍的作用，有研究表明，柚皮素可以通

过抑制炎性小体减轻新生小鼠肠道损伤［１０］。实验证

实了柚皮素在糖尿病中的降糖作用［１１］，这些证据表

明，柚皮素具有改善糖尿病相关肠道炎性损伤的巨大

潜力，本文中采用高脂喂养合并ＳＴＺ成功构建了糖尿
病小鼠模型，并通过 ＨＥ染色法观察到糖尿病模型小
鼠肠道发生病理性损伤，表明糖尿病相关肠道损伤模

型小鼠构建成功。使用柚皮素进行干预后发现，模型

小鼠ＦＢＧ及血清糖脂代谢相关指标 ＧＳＰ、ＴＧ、ＴＣ和
ＬＤＬ－Ｃ水平均显著降低，提示柚皮素可以改善模型
小鼠脂质代谢并降低血糖，与文献结果一致［１１］。在

本试验中，柚皮素干预后，小鼠肠组织病理性损伤得

到明显改善，ＥＬＩＳＡ显示，模型小鼠肠组织促炎因子
ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和ＩＬ－６分泌被柚皮素抑制；同时柚
皮素治疗后肠组织中 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ－１蛋白表达均
显著上调，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ－１是构成肠上皮细胞单层
紧密连接的重要蛋白质，紧密连接的破坏是肠上皮完

整性缺陷的决定性因素，与肠上皮屏障的破坏有

关［１２］。本研究提示，柚皮素可以改善糖尿病诱导的

肠道炎性和恢复其肠屏障功能。



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　 ９９　　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４７）

长期的高血糖通过ＡＧＥｓ的积累导致全身潜在的
破坏性生化和生理后果，ＡＧＥｓ的积累作为糖尿病发
病的重要机制，可以导致细胞功能障碍甚至死亡，最

终导致糖尿病多发组织细胞损伤，当分布于肠上皮的

肠内分泌细胞持续暴露于高浓度 ＡＧＥｓ时，肠促胰岛
素的分泌功能受损［１３－１４］，肠促胰岛素（如 ＧＬＰ－１）可
以刺激胰岛素分泌，提高胰岛素敏感性，这对维持葡

萄糖稳态至关重要，ＧＬＰ－１分泌减少与糖尿病的发
病机制有关［１５］。本文使用 ＡＧＥｓ诱导肠内分泌细胞
ＳＴＣ－１构建体外糖尿病肠损伤模型，荧光标记实验
观察到，ＡＧＥｓ刺激后，ＳＴＣ－１细胞坏死性凋亡率显
著升高，ＧＬＰ－１分泌减少，ＡＧＥｓ诱导ＳＴＣ－１细胞死
亡及ＧＬＰ－１分泌减少的作用被柚皮素所逆转，提示
柚皮素可以通过抑制肠内分泌细胞死亡保护糖尿病

诱导的肠损伤。

受体相互作用蛋白激酶是程序性死亡通路的关

键分子，在维持健康的肠屏障中起重要作用，ＲＩＰ３介
导的磷酸化可以激活细胞质 ＭＬＫＬ，ｐ－ＭＬＫＬ作为执
行因子最终诱导坏死性凋亡并通过释放细胞损伤分

子模式引起多种炎症性疾病，导致继发性组织

损伤［１６－１７］；本研究观察到，ＡＧＥｓ激活ＳＴＣ－１细胞中
ｐ－ＲＩＰ３和ｐ－ＭＬＫＬ表达，ｐ－ＭＬＫＬ的激活伴随着促
炎介质的释放及细胞损伤相关分子模式标志物

ＨＭＧＢ－１表达，而柚皮素干预后，高剂量实验组
ｐ－ＭＬＫＬ水平较模型组降低约４３％，且这一抑制效应
同步伴随肠屏障功能的修复与炎症因子的下调，提示

柚皮素对ＭＬＫＬ通路的调控是其改善糖尿病肠道炎
症的关键靶点之一。传统观点认为，ＭＬＫＬ的激活仅
依赖ＲＩＰ３的磷酸化，但本研究发现，柚皮素并非直接抑
制ＲＩＰ３的表达，而是可以通过下调ＭＬＫＬ的磷酸化水
平阻断其向细胞膜转位，从而抑制其介导的上皮细胞

坏死性凋亡。进一步结合肠道微环境特征，这一调控

还能打破菌群紊乱 －ＡＧＥｓ累积 －ＭＬＫＬ激活的正反
馈：既保护肠上皮，又减少受损上皮细胞释放损伤相关

分子模式释放，实现了靶向坏死性凋亡、重塑屏障微环

境的双向作用，为糖尿病肠道炎症治疗提供了新策略。

本研究提示：柚皮素处理可以减轻 ＳＴＣ－１细胞
的坏死炎症，改善ＧＬＰ－１分泌功能，进而维持葡萄糖
稳态，在糖尿病相关肠损伤中发挥保护作用。
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