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摘要：目的　探讨红芪多糖（ＨＰＳ）对脾虚型糖尿病胃轻瘫（ＤＧＰ）大鼠肠黏膜屏
障的保护作用。方法　用多因素联合小剂量腹腔多次注射链脲佐菌素（ＳＴＺ）法
制备脾虚型ＤＧＰ大鼠模型。将大鼠随机分为空白组（纯水灌胃）、模型组（纯水
灌胃）、阳性对照组（００９ｇ·ｋｇ－１盐酸二甲双胍缓释片）和高、中、低剂量实验组
（０２０、０１０、００５ｇ·ｋｇ－１ＨＰＳ），各组均每天灌胃给药１次，连续８周。检测血
糖，用酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）法检测血清中二胺氧化酶（ＤＡＯ）、脂多糖
（ＬＰＳ）、Ｄ－乳酸（Ｄ－ＬＡ）含量，用逆转录聚合酶链反应（ＲＴ－ＰＣＲ）和蛋白质印
迹法检测回肠组织中闭锁蛋白１（Ｃｌａｕｄｉｎ－１）、闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、连接复合
物蛋白１（ＺＯ－１）ｍＲＮＡ及蛋白相对表达水平。结果　空白组、模型组、阳性对
照组和高剂量实验组的血糖分别为（５０４±０４０）、（３０７１±１２１）、（１８６３±６７２）和
（１９９０±３３０）ｍｍｏｌ·Ｌ－１，血清ＤＡＯ分别为（４９５６±６１３）、（１９２１９±２４４０）、
（１３０６３±１９９０）和（１２０２４±１７５３）ｐｇ·ｍＬ－１，ＬＰＳ分别为（４１１１±４５６）、
（９９６７±６６３）、（６４５１±８５９）和（６３０７±４８９）ｎｇ·Ｌ－１，Ｄ－ＬＡ分别为
（５０６４５ ± ５２２２）、（１８２６４９±２２４１７）、（１ １６６４７ ± １２１７８）和
（１３４４８２±１３０６５）μｇ· Ｌ－１，Ｃｌａｕｄｉｎ－１ｍＲＮＡ相对表达水平分别为
１０３±０３２、０２５±０１２、０９４±０４０和０７１±０２１，ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ相对表达
水平分别为１０７±０４８、０２６±００６、１２３±０４２、０９９±０４７，ＺＯ－１ｍＲＮＡ相
对表达水平为１００±０１３、０４３±０１８、０８５±００７和０６９±００８，Ｃｌａｕｄｉｎ－１
蛋白相对表达水平分别为１００±０００、０２１±０１９、０５６±０３１和０８７±０３１，
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白相对表达水平分别为 １０１±０２７、０３８±０１１、０８８±０１０和
０８５±０１８，ＺＯ－１蛋白相对表达水平分别为 １００±０１４、０４３±００４、
０７７±００２和０６７±０１６。模型组的上述指标与空白组比较，在统计学上差异
均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；高剂量实验组的上述指标与模型组比较，
在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。结论　ＨＰＳ可降低脾虚
型ＤＧＰ大鼠肠黏膜损伤，维持脾虚型ＤＧＰ大鼠肠道黏膜屏障完整性。
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（１８６３±６７２）ａｎｄ（１９９０±３３０）ｍｍｏｌ·Ｌ－１；ｔｈｅＤＡＯｗｅｒｅ（４９５６±６１３），（１９２１９±２４４０），
（１３０６３±１９９０）ａｎｄ（１２０２４±１７５３）ｐｇ· ｍＬ－１；ｔｈｅＬＰＳｗｅｒｅ（４１１１±４５６），（９９６７±６６３），
（６４５１±８５９）ａｎｄ（６３０７±４８９）ｎｇ·Ｌ－１；ｔｈｅＤ－ＬＡｗｅｒｅ（５０６４５±５２２２），（１８２６４９±２２４１７），
（１１６６４７±１２１７８）ａｎｄ（１３４４８２±１３０６５）μｇ·Ｌ－１；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｌａｕｄｉｎ－１ｍＲＮＡｗｅｒｅ
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１０７±０４８，０２６±００６，１２３±０４２ａｎｄ０９９±０４７；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＺＯ－１ｍＲＮＡｗｅｒｅ
１００±０１３，０４３±０１８，０８５±００７ａｎｄ０６９±００８；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣｌａｕｄｉｎ－１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
１００±０００，０２１±０１９，０５６±０３１ａｎｄ０８７±０３１；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯｃｃｌｕｄｉｎｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
１０１±０２７，０３８±０１１，０８８±０１０ａｎｄ０８５±０１８；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＺＯ－１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
１００±０１４，０４３±００４，０７７±００２ａｎｄ０６７±０１６Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎ
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ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｈａｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＰＳｃａｎｒｅｄｕｃｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｍｕｃｏｓａｌｉｎｊｕｒｙａｎｄｍａｉｎｔａｉｎｔｈｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｌｂａｒｒｉｅｒｉｎｓｐｌｅｅｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙＤＧＰｒａｔｓ
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　　糖尿病胃轻瘫（ｄｉａｂｅｔｉｃｇａｓｔｒｏｐａｒｅｓｉｓ，ＤＧＰ）是糖
尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）常见的消化系统并发症之
一，约７５％的ＤＭ患者会出现明显的胃肠道症状［１］。

ＤＧＰ发病机制复杂，多与自主神经病变、Ｃａｊａｌ间质细
胞缺损、高血糖等有关［２］，ＤＧＰ伴有肠黏膜免疫屏障
受损、炎症反应等表现［３］。红芪多糖（ｈｅｄｙｓａｒｕｍ
ｐｏｌｙｂｏｔｒｙｓｐｏｌｙｓａｃｃｈｃａｉｄｅ，ＨＰＳ）是甘肃道地药材红芪
干燥根提取的多糖活性成分，本课题组前期研究表

明，ＨＰＳ可提高ＤＧＰ大鼠胃肠运动，保护大鼠胃肠黏
膜组织［４－５］。本研究旨在探讨 ＨＰＳ对脾虚型 ＤＧＰ大
鼠肠道黏膜屏障的保护机制，为中药多糖活性成分防

治ＤＧＰ提供可靠的实验依据。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＰＦ级雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，鼠龄５周，体质量

（１８０±１０）ｇ，由甘肃中医药大学实验动物中心提供。动
物生产许可证号：ＳＣＸＫ（甘）２０２０－０００１，动物使用许可
证号：ＳＹＸＫ（甘）２０２０－０００９。本实验方案经甘肃中医药
大学实验动物伦理委员会批准（伦理批号：２０２２－８１７）。

药物与试剂　红芪多糖，规格：每袋１ｋｇ，纯度：
７２４％，批号：２０２００３１５，陕西省宝鸡市方癉生物开发

公司生产；盐酸二甲双胍缓释片，规格：每片０５ｇ，批
号：２０２１０５０６，批准文号：国药准字Ｈ２００５２１１８，山东明
仁福瑞达制药股份有限公司生产；番泻叶颗粒，规格：

每袋 ３ｇ，批号：２０２１１１１７，批准文号：国药准字
Ｚ１０９１０００６，江苏艾迪药业股份有限公司生产。高糖
高脂饲料，购于北京科奥协力饲料有限公司；柠檬酸、

柠檬酸钠，均购于北京索莱宝公司；链脲佐菌素

（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ），规格：每瓶 １００ｍｇ，批号：
Ｖ８００９００，购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；二胺氧化酶（ｄｉａｍｉｎｅ
ｏｘｉｄａｓｅ，ＤＡＯ）、脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）、Ｄ－
乳酸（Ｄ－ｌａｃｔａｔｅ，Ｄ－ＬＡ）试剂盒，均购于上海酶联免
疫公司；连接复合物蛋白 １（ＺｏｎｕｌａＯｃｃｌｕｄｅｎ－１，
ＺＯ－１）、闭锁蛋白１（Ｃｌａｕｄｉｎ－１）、闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕ
ｄｉｎ）抗体，均购于美国ＧｅｎｅＴｅｘ公司；辣根过氧化物酶
标志物，购于美国Ａｆｆｉｎｉｔｙ生物公司；超敏 ＥＣＬ化学发
光试剂盒，购于苏州新赛美生物科技有限公司；总

ＲＮＡ提取试剂盒，购于翌圣生物科技公司；荧光定量
试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ，均购于宝日医生物
技术有限公司。

仪器　Ａｃｃｕ－ＣｈｅｋＰｅｒｆｏｒｍａ血糖仪，德国罗氏公
司产品；Ｂｅｎｃｈｍａｒｋｐｌｕｓ酶标仪、ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ３实时
荧光定量仪，均为 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品；
ＤＹＣＺ电泳转印系统，北京六一生物有限公司产品；
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ＧｅｌＶｉｅｗ６０００Ｐｌｕｓ凝胶成像分析系统，广州博鹭腾生
物科技有限公司产品。

２　实验方法
２１　模型构建［６］、动物分组与给药方法

ＳＰＦ级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ７２只，随机分为空白组
１２只和造模组６０只。造模组用饮食失节法（常规喂
养１ｄ禁食 １ｄ）＋苦寒泻下法（番泻叶颗粒灌胃
２ｍＬ）＋劳倦过度法（力竭性游泳每次３０ｍｉｎ，以大鼠
下沉鼻尖没于水中１０ｓ，连续３次不能上浮为力竭标
准）以制备脾虚模型。造模期间正常饮水，常规饲料

喂养，记录大鼠一般情况。

实验第３周末，将符合大鼠连续３ｄ小剂量腹腔
注射２５ｍｇ·ｋｇ－１ＳＴＺ，进行 ＤＭ模型制备，７２ｈ后检
测血糖＞１６７ｍｍｏｌ·Ｌ－１确定为 ＤＭ大鼠，不符合者
剔除实验。同时给予高糖高脂饲料喂养共计 ３周。
于实验第６周末检测血糖 ＞１６７ｍｍｏｌ·Ｌ－１，同时伴
有腹部胀大、体质量减轻等与正常大鼠有显著性差异

者，提示脾虚型ＤＧＰ大鼠模型建立成功。
实验第６周末，将造模成功的大鼠随机分为模型

组、阳性对照组和高、中、低剂量实验组，每组１２只。按
照体表面积比换算动物用药量。空白组和模型组给予

纯水灌胃，阳性对照组给予００９ｇ·ｋｇ－１盐酸二甲双胍
缓释片灌胃，高、中、低剂量实验组分别给予０２０、０１０、
００５ｇ·ｋｇ－１ＨＰＳ灌胃，各组的连续灌胃８周。
２２　样本采集

用药第８周末，大鼠称质量，３％戊巴比妥钠腹腔
注射麻醉，腹主动脉取血，离心，分离血清，分装于

１５ｍＬ冻存管中，用酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测各类指标。
收集回肠组织，去除附着的脂肪和肠系膜，取小肠组

织回肠部装入ＥＰ管中于 －８０℃冰箱保存，用于检测
相关信号因子ｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平。
２３　血糖仪检测脾虚型ＤＧＰ大鼠血糖［７］

每组尾静脉采血，用血糖仪检测给药前、给药

４周、给药８周大鼠的血糖值。
２４　ＥＬＩＳＡ法检测血清中ＤＡＯ、ＬＰＳ和Ｄ－ＬＡ含量［８］

取大鼠血清，按照试剂盒说明书进行操作，检测

血清中ＤＡＯ、ＬＰＳ和 Ｄ－ＬＡ含量。空白孔调零，４５０
ｎｍ波长下依序测量测定 ＤＡＯ、ＬＰＳ和 Ｄ－ＬＡ各孔光
密度值，计算样品浓度。

２５　逆转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ＰＣＲ）法检测回肠组织
ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和Ｃｌａｕｄｉｎ－１ｍＲＮＡ相对表达水平［９］

取大鼠回肠组织，以 Ｔｒｉｚｏｌ提取总 ＲＮＡ，检测

ＲＮＡ纯度，配制反转录体系，３７℃孵育１５ｍｉｎ，８５℃
孵育５ｓ，所得反应液即为 ｃＤＮＡ。设置 ＲＴ－ＰＣＲ程
序为９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，５５℃退火３０ｓ，
４５循环，７２℃延伸 ３０ｓ。以 β－ａｃｔｉｎ为内参，通过
２－△△ＣＴ法计算ｍＲＮＡ相对表达水平。
２６　蛋白质印迹法检测回肠组织 ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
和Ｃｌａｕｄｉｎ－１蛋白相对表达水平［１０］

取大鼠回肠组织，将回肠组织置于 ＥＰ管，ＲＩＰＡ
裂解，匀浆，在４℃下，以３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ；
取部分上清液进行 ＢＣＡ蛋白定量实验，其余上清液
加入５×上样缓冲液，１００℃水浴锅加热变性，－８０℃
保存；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，转膜，封闭，孵育一抗，４℃过
夜，１×ＴＢＳＴ洗膜，孵育二抗，室温孵育，１×ＴＢＳＴ洗
膜，ＥＣＬ溶液显色，ＧｅｌＶｉｅｗ６０００Ｐｌｕｓ凝胶成像分析
系统进行扫描，用ＩｍａｇｅＪ软件分析结果
３　统计学处理

用 ＳＰＳＳ２８０软件进行统计分析。计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，若计量资料服从正态分布，多组间比较用单
因素方差分析，２组间比较用ｑ检验；不服从正态分布
用秩和检验。

结　　果

１　ＨＰＳ对血糖的影响
将大鼠随机分为空白组（灌胃纯水）、模型组（灌

胃纯水）、阳性对照组（灌胃００９ｇ·ｋｇ－１盐酸二甲双
胍缓释片）和高、中、低剂量实验组（灌胃 ０２、０１、
００５ｇ·ｋｇ－１ＨＰＳ）。

给药前，模型组和高、中、低剂量实验组与空白组

比较，血糖均显著升高（均 Ｐ＜００１）；用药第４周末，
阳性对照组和高、中剂量实验组与模型组比较，血糖

均显著降低（均 Ｐ＜００１）；用药第８周末，阳性对照
组和高、中、低剂量实验组与模型组比较，血糖均显著

降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），见表１。
２　ＨＰＳ对ＤＡＯ、Ｄ－ＬＡ和ＬＰＳ含量影响

模型组与空白组比较，大鼠血清中 ＤＡＯ、ＬＰＳ、
Ｄ－ＬＡ含量均显著升高（均 Ｐ＜００１）；阳性对照组及
高、中剂量实验组与模型组比较，血清中 ＤＡＯ、ＬＰＳ、
Ｄ－ＬＡ含量均显著下降（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），见表２。
３　ＨＰＳ对ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和Ｃｌａｕｄｉｎ－１ｍＲＮＡ相
对表达水平的影响

模型组与空白组比较，回肠组织 Ｃｌａｕｄｉｎ－１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ－１ｍＲＮＡ相对表达水平均显著降低
（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；阳性对照组、高剂量实验组与
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２６）

　　表１　各组大鼠给药前后血糖的变化 （珋ｘ±ｓ，ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
Ｔａｂｌｅ１　Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｃｈａｎｇｅｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｄｏｓｉｎｇｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ（ｇ·ｋｇ－１） ｎ Ｂｅｆｏｒｅｄｏｓｉｎｇ Ｄｏｓｉｎｇｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ Ｄｏｓｉｎｇｆｏｒ８ｗｅｅｋｓ

Ｂｌａｎｋ － １２ ５２０±０６２ ４７５±０５２ ５０４±０４０
Ｍｏｄｅｌ － １２ ３２２９±０７１＃＃ ３００９±１４１＃＃ ３０７１±１２１＃＃

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ００９ １２ ３１５４±１０８＃＃ ２０１３±１７９ １８６３±６７２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０２０ １２ ３２２３±０６２＃＃ ２５０９±４２９ １９９０±３３０

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０１０ １２ ３１２７±０８８＃＃ ２５４９±２９０ ２４３７±２５１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ００５ １２ ３１２２±０８７＃＃ ２７６７±２２５ ２６１８±２０４

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

表２　各组大鼠二胺氧化酶（ＤＡＯ）、Ｄ－乳酸（Ｄ－ＬＡ）和脂多糖（ＬＰＳ）含量变化 （珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｄｉａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ（ＤＡＯ），Ｄ－ｌａｃｔａｔｅ（Ｄ－ＬＡ）ａｎｄｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ（ＬＰＳ）ｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｈａｎｇｅｄ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＤＡＯ（ｐｇ·ｍＬ－１） ＬＰＳ（ｎｇ·Ｌ－１） Ｄ－ＬＡ（μｇ·Ｌ－１）

Ｂｌａｎｋ ４９５６±６１３ ４１１１±４５６ ５０６４５±５２２２
Ｍｏｄｅｌ １９２１９±２４４０＃＃ ９９６７±６６３＃＃ １８２６４９±２２４１７＃＃

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １３０６３±１９９０ ６４５１±８５９ １１６６４７±１２１７８

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １２０２４±１７５３ ６３０７±４８９ １３４４８２±１３０６５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １６２３０±９４６ ８１１８±３２３ １６０８８２±３６３５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １８６８７±１０２８ ９９７０±６６３ １８２３６８±２１８８５

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

表３　各组大鼠闭锁蛋白１（Ｃｌａｕｄｉｎ－１）、闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）和连接复合物蛋白１（ＺＯ－１）ｍＲＮＡ相对表达水平比较 （珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｌａｕｄｉｎ－１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎａｎｄｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎ－１（ＺＯ－１）ｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｌａｕｄｉｎ－１ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＺＯ－１

Ｂｌａｎｋ １０３±０３２ １０７±０４８ １００±０１３
Ｍｏｄｅｌ ０２５±０１２＃＃ ０２６±００６＃ ０４３±０１８＃＃

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０９４±０４０ １２３±０４２ ０８５±００７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０７１±０２１ ０９９±０４７ ０６９±００８

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０５０±０１４ ０５２±０２３ ０５８±０１１
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０３９±００６ ０４２±００６ ０４２±００３

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

表４　各组大鼠Ｃｌａｕｄｉｎ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ－１蛋白相对表达水平的比较 （珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｌａｕｄｉｎ－１，ＯｃｃｌｕｄｉｎａｎｄＺＯ－１ｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｌａｕｄｉｎ－１ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ＺＯ－１

Ｂｌａｎｋ １００±０００ １０１±０２７ １００±０１４
Ｍｏｄｅｌ ０２１±０１９＃＃ ０３８±０１１＃＃ ０４３±００４＃＃

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０５６±０３１ ０８８±０１０ ０７７±００２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０８７±０３１ ０８５±０１８ ０６７±０１６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０８３±０１３ ０６４±０１４ ０５６±０１５
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０５４±０１５ ０４４±００８ ０２９±０１３

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

模型组比较，回肠组织 Ｃｌａｕｄｉｎ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ－１
ｍＲＮＡ相对表达水平均显著升高 （Ｐ＜００１，
Ｐ＜００５），见表３。
４　ＨＰＳ对ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和Ｃｌａｕｄｉｎ－１蛋白相对
表达水平的影响

如表 ４所示，模型组与空白组比较，回肠组织

Ｃｌａｕｄｉｎ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ－１蛋白相对表达水平均显
著降低（均Ｐ＜００１）；阳性对照组高剂量实验组与
模型组比较，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ－１蛋白相对表达水平
均显著升高（均 Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；高、中剂量实
验组与模型组比较，Ｃｌａｕｄｉｎ－１蛋白相对表达水平
均显著升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。
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讨　　论

肠道屏障完整可以防止病原微生物从肠腔转移

到血液中，当肠屏障功能完整性被破坏引起肠漏，诱

发全身慢性低水平炎症状态，加速 ＤＭ患者病情的发
展［１１］。肠道是机体抵御外来污染的第一道屏障，研

究表明，当肠黏膜屏障破坏时，肠黏膜损伤标志物

ＤＡＯ、ＬＰＳ、Ｄ－ＬＡ间接反映肠黏膜通透性变化及肠屏
障损伤程度［１２］。同时，Ｃｌａｕｄｉｎ－１、ＺＯ－１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
是肠黏膜免疫中的３个关键蛋白，对维持肠道上皮的
致密性有重要意义［１３］。

ＤＡＯ广泛存在于肠道绒毛上层中，是肠道黏膜细
胞的标志酶。正常情况下血液中 ＤＡＯ含量极少，但
当肠道黏膜上皮细胞损伤时，ＤＡＯ释放入血导致血液
中水平增高，反映肠上皮细胞完整性被破坏［１４］。ＬＰＳ
是革兰氏阴性细菌细胞外壁的组织成分，在生理状态

下，完整的黏膜屏障对 ＬＰＳ有防御作用，当肠道菌群
失调时，肠道屏障通透性增加，ＬＰＳ进入血液，激活炎
症反应［１５］。生理状态下Ｄ－ＬＡ无法穿透肠道屏障进
入血液循环，当肠道屏障受损时 Ｄ－ＬＡ进入血液循
环，Ｄ－ＬＡ水平升高被认为是肠道黏膜屏障受损的敏
感指标［１６］。与Ｄ－ＬＡ相对应的是肠黏膜免疫关键蛋
白Ｃｌａｕｄｉｎ－１、ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ。Ｃｌａｕｄｉｎ－１在正常
结肠上皮细胞内稳态起关键作用，ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ被
认为是连接肠道紧密连接的关键，三者在维持肠道上

皮及紧密连接完整性起关键作用［１７］。本研究也发现

模型组血清 ＤＡＯ、Ｄ－ＬＡ和 ＬＰＳ含量均显著升高，表
明此时脾虚型 ＤＧＰ大鼠肠黏膜通透性增加，肠屏障
受损，Ｃｌａｕｄｉｎ－１、ＺＯ－１和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达均显著下
降，证明 ＤＧＰ紧密连接被破坏，肠道屏障完整性降
低。而通过ＨＰＳ干预，血清中ＤＡＯ、Ｄ－ＬＡ和ＬＰＳ含
量降低，Ｃｌａｕｄｉｎ－１、ＺＯ－１和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白及 ｍＲＮＡ
表达均显著升高，ＨＰＳ干预效果虽然没有量效间关
系，但总以ＨＰＳ高剂量效果最佳。

本研究提示：ＨＰＳ降低血清中 ＤＡＯ、Ｄ－ＬＡ和
ＬＰＳ含量，上调回肠组织中 Ｃｌａｕｄｉｎ－１、ＺＯ－１和
ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ及蛋白表达，降低肠黏膜损伤，维护脾
虚型 ＤＧＰ大鼠肠道屏障完整性。
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