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二氢杨梅素通过ＳＩＲＴ３调节２型糖尿病小鼠肠上皮屏障功能作用

岳　静，周　杰，荆金金，董　妞，刘明华，易　龙，糜漫天　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）军事
预防医学系营养与食品安全研究中心，重庆市医学营养研究中心，重庆市营养与食品安全重点实验室

　　［摘要］　目的　研究二氢杨梅素（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＨＭ）对高脂饮食（ｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔ，ＨＦＤ）诱导
２型糖尿病小鼠肠上皮屏障功能的作用，并揭示 ＳＩＲＴ３在介导 ＤＨＭ改善肠上皮屏障中的作用机制。
方法　选用７周龄的ＳＰＦ级雄性野生型（ＷＴ）小鼠１８只和ＳＩＲＴ３敲除（ＳＩＲＴ３ＫＯ）小鼠３０只，分别按
随机数字表法分为对照组（ＮＣ）、高脂组（ＨＦＤ）、高脂加二氢杨梅素组（ＨＦＤ＋ＤＨＭ），定期监测动物体质
量、摄食量。干预１２周，检测小鼠肠道通透性。小鼠处死后，检测血清生化指标和 ＬＰＳ水平及肠道组
织病理学。利用分离的小鼠小肠上皮细胞和 Ｃａｃｏ２细胞系，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测紧密连接蛋白
（ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）和ｑＲＴＰＣＲ检测炎症因子（ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６）表达。进一步利用慢病毒（ＬＶＳＩＲＴ３）
感染Ｃａｃｏ２细胞敲降ＳＩＲＴ３表达，ＤＨＭ和 ＬＰＳ干预后检测相关炎症因子和紧密连接蛋白表达。结果
　ＨＦＤ诱导ＷＴ和ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠体质量明显增加、糖脂代谢异常、肠道通透性增加、肠上皮结构改变
（小肠隐窝深度和上皮绒毛长度减少）、肠上皮细胞紧密连接蛋白表达降低和炎症因子表达增加，且与

ＷＴ小鼠相比，ＨＦＤ诱导的ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠相关指标改变具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＤＨＭ干预后 ＷＴ
小鼠上述检测指标改善具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但ＤＨＭ的作用在ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中不明显，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。体外实验发现，在ＬＶＳＩＲＴ３感染的Ｃａｃｏ２细胞中，ＤＨＭ对ＬＰＳ诱导的炎症因
子表达增加和紧密连接蛋白表达降低作用不明显，且差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＳＩＲＴ３在
ＤＨＭ增加小肠上皮紧密连接蛋白表达、降低炎症因子表达、维持肠上皮屏障完整性和减少通透性、改善
糖脂代谢和延缓Ｔ２ＤＭ发生中发挥重要作用。
　　［关键词］　 二氢杨梅素；２型糖尿病；肠上皮屏障；ＳＩＲＴ３；紧密连接蛋白
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　　２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）已经
成为影响人类健康的主要慢性疾病和重要公共卫生问

题之一［１］。Ｔ２ＤＭ发病机制复杂，主要表现为糖脂代
谢紊乱、胰岛素抵抗等，膳食营养因素是Ｔ２ＤＭ发生的
重要诱因。近年来研究发现，Ｔ２ＤＭ的发生及胰岛素
抵抗与肠源性慢性低度炎症密切相关［２］。多种因素

可引起肠道屏障破坏，导致肠道菌群紊乱和革兰阴性

菌增多［３－４］，菌群通过肠屏障发生易位，革兰阴性菌外

壁成分脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）可进入血
液［５－６］，导致机体慢性低度系统性炎症的发生，进而引

起胰岛素抵抗［７］。肠道屏障是复杂的，其中肠上皮细

胞层和外／内粘蛋白层构成的机械屏障，将肠黏膜与肠
腔环境分离［８］。在肠道屏障中，肠上皮细胞形成选择

性渗透屏障［２，９］，其中紧密连接蛋白是该屏障关键组

成元件［１０］。沉 默 信息调节子 （ｓｉｌｅｎｔｍａｔｉｎｇｔｙｐｅ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ２ｈｏｍｏｌｏｇ３，ＳＩＲＴ３）是线粒体中
的去乙酰化修饰酶，是调控线粒体代谢的关键“分子

开关”。研究发现，高脂饮食（ｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔ，ＨＦＤ）会导
致ＳＩＲＴ３表达抑制，进而导致线粒体蛋白乙酰化增加，
引起线粒体功能障碍［１１］。以ＨＦＤ喂养的小鼠表现出
肥胖、胰岛素抵抗和糖脂代谢紊乱，并增加线粒体蛋白

的乙酰化和下调 ＳＩＲＴ３的表达［１２］。二氢杨梅素

（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，ＤＨＭ）是一种黄酮类植物化学物，具
有抗氧化、抗炎、调节糖脂代谢等多种生物学效应，对

多种慢性代谢性疾病具有潜在的防治作用［１３］。本实

验室前期开展人群研究发现，ＤＨＭ能够有效改善
Ｔ２ＤＭ患者的空腹血糖和胰岛素抵抗［１４］，实验研究也

表明ＤＨＭ能够作用于肝脏、骨骼肌等多种组织器官，
但ＤＨＭ改善Ｔ２ＤＭ的作用机制尚未完全阐明。本研
究在前期研究基础上，采用 ＨＦＤ诱导 Ｔ２ＤＭ小鼠模
型、ＳＩＲＴ３基因敲除小鼠模型及慢病毒感染等技术方
法，深入研究ＳＩＲＴ３在ＤＨＭ改善Ｔ２ＤＭ小鼠肠上皮屏
障功能中的作用，为Ｔ２ＤＭ防治提供新的干预靶点，同
时为ＤＨＭ防治Ｔ２ＤＭ提供新的科学依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＤＨＭ（纯度≥９９％）购自成都曼思特生物科技有限
公司（Ａ００４９）。普通饲料（ＸＴＣＯＮ５０Ｈ；碳水化合物∶蛋
白质∶脂肪能量构成比为７０％∶２０％∶１０％）、高脂饲料
（ＸＴＨＦ４５；碳水化合物∶蛋白质∶脂肪能量构成比为
３５％∶２０％∶４５％）购自江苏协同医药生物工程有限责
任公司。异硫氰酸荧光素葡聚糖（ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ４
ｋＤａ）、ＬＰＳ购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＬＰＳ检测试剂盒购自
重庆迪菲尼生物科技有限公司。ＤＭＥＭ培养基、胎牛
血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、青霉素、链霉素购自美国
Ｃａｒｌｓｂａｄ公司。ＤＨａｎｋｓ、二硫苏糖醇（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，
ＤＴＴ）、乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ，
ＥＤＴＡ）、羟乙基哌嗪乙硫磺酸（ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ
ｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＥＰＥＳ）购自上海碧云天生物技术
有限公司。ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ、ＳＩＲＴ３抗体购自美
国Ａｂｃａｍ公司，βａｃｔｉｎ抗体购自美国Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　实验动物与分组
　　１８只 ７周龄雄性野生型（ｗｉｄｅｔｙｐｅ，ＷＴ）１２９Ｓ１／
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ＳｖＩｍＪ小鼠购自南京大学模式动物研究所，经本实验室
保种繁殖，经基因鉴定后用于该研究，体质量（２０±２）ｇ。
３０只 ７周龄雄性 ＳＩＲＴ３基因敲除（ＳＩＲＴ３ｋｎｏｃｋｏｕｔ，
ＳＩＲＴ３ＫＯ）小鼠（１２９ＳＩＲＴ３ｍ１．１Ｆｗａ／Ｊ）购自美国
Ｊａｃｋｓｏｎ实验室，本实验室保种繁殖，经基因鉴定后用
于该研究，体质量（２０±２）ｇ。ＷＴ和 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠饲
养于陆军军医大学实验动物中心，室温（２５±２）℃，
１２ｈ∶１２ｈ昼夜明暗交替，保持正常饮食、饮水及通风
状态。本研究所有操作均符合陆军军医大学实验动物

伦理相关规定。ＷＴ小鼠和 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠分别采取
随机数字表法分成３组：对照组（ＮＣ）、高脂组（ＨＦＤ）
和高脂加二氢杨梅素组（ＨＦＤ＋ＤＨＭ）；ＷＴ小鼠每组各
６只，ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠每组各１０只。ＮＣ组给予普通饲
料，ＨＦＤ组给予高脂饲料，ＨＦＤ＋ＤＨＭ组给予含质量
比０．６％ＤＨＭ的高脂饲料（相当于每天 ３００ｍｇ／ｋｇ）。
干预时间１２周，每周监测小鼠体质量、摄食量、血糖，
观察小鼠活动状态。

１．３　细胞培养
　　人结直肠腺癌细胞系 Ｃａｃｏ２购自中国科学院上
海细胞生物学研究所，用含有 １０％的 ＦＢＳ、１％的青霉
素／链霉素的 ＤＭＥＭ完全培养基，在 ３７℃、５％ＣＯ２、
１００％饱和湿度条件下常规培养。
１．４　肠道通透性实验
　　干预至第１２周，小鼠禁食６ｈ后，按照６００ｍｇ／ｋｇ
灌胃 ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ４ｋＤａ。４ｈ后从尾静脉采血，然后
在４℃、６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ分离血清，加入相同
体积的ＰＢＳ混匀。通过微孔板读数仪（美国Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅ公司）在４８５ｎｍ发射波长和５３５ｎｍ吸收波长
下检测荧光强度，根据标准曲线计算出血清中 ＦＩＴＣ
ｄｅｘｔｒａｎ４ｋＤａ的含量，进行统计学分析。
１．５　血清生化指标测定
　　干预至第１２周，小鼠麻醉后取眼眶血，置于室温
下２ｈ，然后在４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ分
离血清，测定血清中葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓｅ，ＧＬＵ）、总胆固醇
（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣＨＯＬ）、甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，
ＴＧ）、低密度脂蛋白（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＤＬＣ）及
高密度脂蛋白（ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＨＤＬＣ）水平。
１．６　血清ＬＰＳ水平检测
　　血液 ＬＰＳ水平通过 ＬＰＳ检测试剂盒进行评估。
干预至１２周，小鼠麻醉后取眼眶血，将小鼠血清样本
收集到无热源的试管中，然后将鲎实验试剂加入血清

中，通过微孔板读取仪（美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅ公司）在
５４５ｎｍ波长读取光密度值，并根据标准曲线计算血清
ＬＰＳ水平。

１．７　组织病理学检测
　　小鼠眼眶取血后，断颈处死，取小肠近端组织
２ｃｍ，４％甲醛固定，常规石蜡包埋，制作石蜡切片
（４μｍ）。苏木精和伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色
后，光学显微镜下观察，用 ＩｍａｇｅＪ软件分析小肠绒毛
长度和隐窝深度，并做统计学分析。

１．８　小鼠小肠上皮细胞分离
　　参考文献［１５］分离小肠上皮细胞，取小鼠小肠组
织，去除肠系膜、脂肪组织、淋巴结，沿纵轴方向剪开肠

道，冰冷的ＰＢＳ洗去内容物。放入５０ｍＬ的ＥＰ管中，
用２０ｍＬ消化液（５％ＦＢＳ＋ＤＨａｎｋｓ＋１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ＋
５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ＋１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ）在 ３７℃，
２１０ｒ／ｍｉｎ下摇晃消化 ２０ｍｉｎ，收集上清液，再用
１００μｍｏｌ／Ｌ过滤网过滤后收集细胞，２０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，收集细胞沉淀，－８０℃冻存，用于后续实验。
１．９　ｑＲＴＰＣＲ检测
　　取分离得到的小鼠小肠上皮细胞或 Ｃａｃｏ２细胞
加入ＴＲＩｚｏｌ（日本ＴａＫａＲａ公司），分离总的ＲＮＡ，利用
ＮａｎｏＤｒｏｐＯｎｅ／ＯｎｅＣ微量核酸蛋白浓度测定仪检测各
组样本ＲＮＡ浓度。用ＴａＫａＲａ反转录酶试剂盒，逆转
录合成ｃＤＮＡ。按照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书配
制反应溶液，ＰＣＲ反应体系为 ２０μＬ，采用 ＰＣＲ仪
（ＣＦＸ９６ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ，ＢｉｏＲａｄ公司）完成反
应，测定基因 ｍＲＮＡ的表达水平。以 βａｃｔｉｎ作为内
参，用２－ΔΔＣｔ方法分析基因的相对表达量。引物序列
见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 扩增长度／ｂｐ

ＨｏｍｏＴＮＦα
上游：ＡＡＧＧＡＣＡＣＣＡＴＧＡＧＣＡＣＴＧＡＡＡＧＣ
下游：ＡＧＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＡＡＣ

１２５

ＨｏｍｏＩＬ１β
上游：ＧＣＣＡＧＴＧＡＡＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＡＴＴ
下游：ＡＧＧＡＧＣＡＣＴＴＣＡＴＣＴＧＴＴＴＡＧＧ

８５

ＨｏｍｏＩＬ６
上游：ＣＡＣＴＧＧＴＣＴＴＴＴＧＧＡＧＴＴＴＧＡＧ
下游：ＧＧＡＣＴＴＴＴＧＴＡＣＴＣＡＴＣＴＧＣＡＣ

１０１

ＭｕｓＴＮＦα
上游：ＡＡＧＧＡＣＡＣＣＡＴＧＡＧＣＡＣＴＧＡＡＡＧＣ
下游：ＡＧＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＡＡＣ

１２５

ＭｕｓＩＬ１β
上游：ＧＣＣＡＧＴＧＡＡＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＡＴＴ
下游：ＡＧＧＡＧＣＡＣＴＴＣＡＴＣＴＧＴＴＴＡＧＧ

５１

ＭｕｓＩＬ６
上游：ＣＡＣＴＧＧＴＣＴＴＴＴＧＧＡＧＴＴＴＧＡＧ
下游：ＧＧＡＣＴＴＴＴＧＴＡＣＴＣＡＴＣＴＧＣＡＣ

１０１

Ｍｕｓβａｃｔｉｎ
上游：ＣＴＡＣＣＴＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣＣＴＧＡＣＣ
下游：ＣＡＣＡＧＣＴＴＣＴＣＴＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣ

９０

Ｈｏｍｏβａｃｔｉｎ
上游：ＣＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡＧ
下游：ＣＧＣＡＡＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧ

９０

ＨｏｍｏＳＩＲＴ３
上游：ＧＣＣＡＴＴＴＴＴＧＡＡＣＴＣＣＣＡＴＴＣＴ
下游：ＧＧＡＧＡＡＡＧＴＡＧＴＧＡＧＴＧＡＣＧＴＴ

１０９
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１．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　取分离得到的小鼠小肠上皮细胞或 Ｃａｃｏ２细胞，
用蛋白裂解液提取总蛋白，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度。
蛋白上样量每组 ４０μｇ，在 １０％的 ＳＤＳＰＡＧＥ中电泳
１．５ｈ，电泳后将蛋白转移到 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶
封闭１ｈ后，分别加入 βａｃｔｉｎ抗体（１∶１０００稀释）、
ＺＯ１抗体（１∶１０００稀释）、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ抗体（１∶１０００稀
释）、Ｃｌａｕｄｉｎ抗体（１∶１０００稀释）和 ＳＩＲＴ３抗体
（１∶１０００稀释）４℃孵育过夜，然后在室温下用辣根过
氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗孵
育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，然后显影曝光。利用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析蛋白表达水平，并根据内参蛋白βａｃｔｉｎ计算
蛋白相对表达量。

１．１１　慢病毒感染及细胞处理
　　３种敲降 ＳＩＲＴ３的慢病毒（ＬＶＳＩＲＴ３；编号 ＬＶ
ＳＩＲＴ３４０、ＬＶＳＩＲＴ３４１、ＬＶＳＩＲＴ３４２）及阴性对照病
毒（ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ）购自上海吉凯基因医学科技股份有限
公司。待 ＣａＣＯ２细胞生长至融合度为 ５０％时，弃掉
上清液，按感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）＝１０
分别加入ＬＶＳＩＲＴ３和 ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ，同时加入 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ
（２μｇ／ｍＬ）及感染增强液，转染 １２ｈ后给细胞换液，
继续培养１２ｈ后在荧光显微镜下观察感染效率。收
集细胞，提取细胞总 ＲＮＡ和蛋白，通过 ｑＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ＳＩＲＴ３的敲降效果。取敲降效果最
佳的慢病毒感染细胞进行培养，４８ｈ后再加入嘌呤霉

素筛选稳定感染的 Ｃａｃｏ２细胞。ＬＶＳＩＲＴ３和 ＬＶ
ｃｏｎｔｒｏｌ感染细胞各分为 ４组：ＮＣ组、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋
ＤＨＭ组和ＤＨＭ组，ＮＣ组用正常培养基培养，ＬＰＳ组
用 １μｇ／ｍＬ的ＬＰＳ处理细胞２４ｈ，ＬＰＳ＋ＤＨＭ组先用
２０μｍｏｌ／Ｌ的 ＤＨＭ处理细胞 ２４ｈ后再用 １μｇ／ｍＬ
ＬＰＳ处理２４ｈ，ＤＨＭ组用２０μｍｏｌ／ＬＤＨＭ处理２４ｈ。
各组处理后开展相关指标检测。

１．１２　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，多组间比较
采用单因素方差分析，两组数据比较采用 ＬＳＤ法检
验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤＨＭ对小鼠体质量和摄食量的影响
　　如图１Ａ所示，ＷＴ小鼠 ＨＦＤ组体质量从第 ８周
开始明显高于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），而 ＤＨＭ干预后能明
显减少ＨＦＤ诱导的小鼠体质量增加（Ｐ＜０．０５）。如图
１Ｂ所示，ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠ＨＦＤ组体质量从第６周开始
明显高于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），但ＤＨＭ干预后对 ＨＦＤ诱
导的 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠体质量增加无显著影响（Ｐ＞
０．０５）。为了确定各组小鼠的体质量变化是否与摄食
量有关，本实验在干预的１２周期间，每周日均测量小
鼠摄食量，图１Ｃ和１Ｄ是小鼠１２周日均摄食量监测
图，结果表明ＷＴ、ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠各组平均摄食量差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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图１　ＤＨＭ对小鼠体质量和摄食量的影响
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２．２　ＤＨＭ对小鼠糖脂代谢的影响
　　通过检测小鼠血清中 ＧＬＵ、ＴＧ、ＴＣＨＯＬ、ＨＤＬＣ
及ＬＤＬＣ含量，观察 ＤＨＭ对小鼠糖脂代谢的影响。
如图２Ａ～Ｅ，结果显示，ＷＴ小鼠ＨＦＤ组ＧＬＵ（图２Ａ）、
ＴＧ（图２Ｂ）、ＴＣＨＯＬ（图２Ｃ）明显高于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），
ＨＤＬＣ（图２Ｄ）明显低于 ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），ＬＤＬＣ（图
２Ｃ）差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而ＤＨＭ干预后能够
明显抑制 ＨＦＤ诱导的 ＧＬＵ、ＴＧ、ＴＣＨＯＬ升高。在
ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中，ＨＦＤ干预后ＧＬＵ（图２Ａ）、ＬＤＬＣ（图
２Ｅ）明显高于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），ＨＤＬＣ（图２Ｄ）明显低于
ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），但ＤＨＭ干预后对ＨＦＤ诱导的上述指
标变化无显著影响。ＨＦＤ干预的 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠的
ＴＧ、ＬＤＬＣ明显高于ＷＴ小鼠（Ｐ＜０．０５），其余指标差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），表明ＳＩＲＴ３敲除后ＨＦＤ更容
易诱导小鼠代谢异常。结果表明，ＤＨＭ可显著改善
ＨＦＤ诱导的ＷＴ小鼠糖脂代谢，但在ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠该
作用不明显，提示ＳＩＲＴ３可能在ＤＨＭ改善高脂饮食诱
导小鼠糖脂代谢异常中起重要作用。

２．３　ＤＨＭ通过ＳＩＲＴ３改善小鼠肠上皮结构
　　为进一步明确ＤＨＭ改善小鼠糖脂代谢异常是否

与其调节肠屏障有关，小鼠处死后观察小肠上皮结构

改变。如图３Ａ～Ｃ所示，在ＷＴ、ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中，ＮＣ
组小鼠肠上皮组织结构完整，黏膜层未见明显损伤，绒

毛长度及隐窝深度正常，上皮细胞排列紧密；ＨＦＤ组
小鼠小肠上皮可见明显绒毛变短，并伴有少量绒毛脱

落，隐窝深度变浅。在 ＤＨＭ干预后，ＷＴ小鼠显著增
加了小肠上皮隐窝深度和小肠上皮绒毛长度（Ｐ＜
０．０５），但这种效应在 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中不明显（Ｐ＞
０．０５）。ＨＦＤ干预的 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠的小肠上皮隐窝
深度、上皮绒毛长度明显低于 ＷＴ小鼠（Ｐ＜０．０５），表
明ＳＩＲＴ３敲除后ＨＦＤ更容易诱导小鼠肠上皮结构损
伤。ＮＣ组小鼠肠道组织黏膜下层无炎性细胞浸润，黏
膜层及黏膜下层细胞排列整齐。ＨＦＤ组有大量炎性
细胞呈弥漫性浸润、聚集，黏膜表面出现缺损。ＤＨＭ
干预后，ＷＴ小鼠肠上皮损伤明显改善，但在ＳＩＲＴ３ＫＯ
小鼠中的作用不明显。结果表明，ＤＨＭ可显著改善
ＨＦＤ诱导的小鼠肠上皮结构改变，但在 ＳＩＲＴ３ＫＯ小
鼠中该作用不明显，提示 ＳＩＲＴ３可能在 ＤＨＭ改善高
脂饮食诱导小鼠肠上皮结构改变中起重要作用。
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图２　ＤＨＭ对小鼠糖脂代谢的影响
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图３　ＤＨＭ对小鼠肠上皮结构的影响

２．４　ＤＨＭ通过ＳＩＲＴ３改善小鼠肠道通透性
　　图４Ａ所示，在 ＷＴ和 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中，ＨＦＤ干
预后血清中 ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ４ｋＤａ的相对含量均显著高
于相应的ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。ＤＨＭ干预后，在ＷＴ小鼠
中能够显著减少血清 ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ４ｋＤａ含量（Ｐ＜
０．０５），但这种效应在ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中不明显。进一
步检测肠道通透性变化和各组小鼠血液血清中 ＬＰＳ
含量，如图４Ｂ所示，在ＷＴ和ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中均发现
ＨＦＤ组与相应ＮＣ组比较，其血清中 ＬＰＳ的含量显著

增加（Ｐ＜０．０５）；而在ＷＴ小鼠中发现，ＤＨＭ可有效减
少血清ＬＰＳ的含量（Ｐ＜０．０５），但该作用在 ＳＩＲＴ３ＫＯ
小鼠中不明显。ＨＦＤ干预的 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠的血清
ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ４ｋＤａ、ＬＰＳ含量显著高于 ＷＴ小鼠（Ｐ＜
０．０５），表明ＳＩＲＴ３敲除后 ＨＦＤ更容易诱导小鼠肠通
透性增加。结果表明，ＤＨＭ能够减少 ＨＦＤ诱导的小
鼠肠道通透性增加及 ＬＰＳ入血增多，但在 ＳＩＲＴ３ＫＯ
小鼠中该作用不明显，提示 ＳＩＲＴ３可能在 ＤＨＭ抑制
高脂饮食诱导肠屏障通透性增加中起重要作用。
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２．５　ＤＨＭ通过ＳＩＲＴ３增加小鼠小肠上皮细胞紧密连
接蛋白表达

　　小鼠肠上皮紧密连接蛋白 ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达
水平可以作为评价小鼠肠道机械屏障损伤的重要指

标。如图５所示，取分离的小肠上皮细胞，检测发现
ＨＦＤ干预后 ＺＯ１的蛋白表达水平明显低于 ＮＣ组
（Ｐ＜０．０５），但在ＤＨＭ干预后可明显抑制ＨＦＤ诱导的
ＺＯ１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白表达水平的降低（Ｐ＜０．０５）。
在ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中，ＨＦＤ组ＺＯ１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的蛋白
表达水平明显低于 ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），但 ＤＨＭ干预后
对ＨＦＤ诱导的ＺＯ１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达改变无明显影响
（Ｐ＞０．０５）。ＨＦＤ干预的 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠的 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
蛋白表达水平显著低于 ＷＴ小鼠（Ｐ＜０．０５），表明
ＳＩＲＴ３敲除后ＨＦＤ更容易诱导小鼠肠上皮完整性破
坏。结果表明，ＤＨＭ能够抑制高脂饮食诱导的小肠上
皮细胞紧密连接蛋白表达水平降低，但在 ＳＩＲＴ３ＫＯ
小鼠中该作用不明显，提示 ＳＩＲＴ３可能在 ＤＨＭ增加

高脂饮食诱导小鼠肠上皮屏障完整性中起重要作用。

２．６　ＤＨＭ通过ＳＩＲＴ３降低小鼠肠上皮细胞炎症因子
表达

　　取分离的小鼠小肠上皮细胞，检测炎症因子ＴＮＦα、
ＩＬ１β、ＩＬ６进行 ｑＲＴＰＣＲ检测，如图 ６所示，结果发
现，在ＷＴ和 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中，ＨＦＤ组与 ＮＣ组相比
肠上皮细胞中促炎因子 ＴＮＦα（图 ６Ａ）、ＩＬ１β（图
６Ｂ）、ＩＬ６（图 ６Ｃ）ｍＲＮＡ表达水平显著增加（Ｐ＜
０．０５）。在 ＤＨＭ干预后，ＷＴ小鼠此指标显著下降
（Ｐ＜０．０５），但这种效应在 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中不明显
（Ｐ＞０．０５）。ＨＦＤ干预的 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠的 ＩＬ６
ｍＲＮＡ表达水平显著高于 ＷＴ小鼠（Ｐ＜０．０５），表明
ＳＩＲＴ３敲除后 ＨＦＤ更容易诱导小鼠肠上皮炎症。结
果表明，ＤＨＭ能够降低高脂饮食诱导的小肠上皮细胞
炎症因子表达，但在 ＳＩＲＴ３ＫＯ小鼠中该作用不明显，
提示ＳＩＲＴ３可能在 ＤＨＭ改善高脂饮食诱导小鼠肠上
皮炎症中起重要作用。
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图５　ＤＨＭ对小鼠小肠上皮细胞紧密连接蛋白表达的影响
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图６　ＤＨＭ对小鼠小肠上皮细胞炎症因子表达的影响
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２．７　ＤＨＭ通过 ＳＩＲＴ３增加 Ｃａｃｏ２细胞紧密连接蛋
白表达

　　利用３种慢病毒（ＬＶＳＩＲＴ３）分别感染 Ｃａｃｏ２细
胞。如图７Ａ～Ｃ所示，ＬＶＳＩＲＴ３４２对 ＳＩＲＴ３敲降效
果总体上最佳，因此选择该病毒进行后续实验。利用

ＬＶＳＩＲＴ３和 ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ稳定感染的 Ｃａｃｏ２细胞系进
行ＤＨＭ和ＬＰＳ干预，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞紧
密连接蛋白表达。如图７Ｄ～Ｆ所示，ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ感染细
胞中，ＬＰＳ组与 ＮＣ组相比紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
Ｃｌａｕｄｉｎ的表达水平明显降低（Ｐ＜０．０５），但在ＤＨＭ干
预后被显著抑制（Ｐ＜０．０５）。在 ＬＶＳＩＲＴ３感染细胞
中，ＬＰＳ处理导致Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ的表达水平明显降
低（Ｐ＜０．０５），但 ＤＨＭ干预后无明显作用（Ｐ＞０．０５）。
此外，ＬＰＳ处理的 ＬＶＳＩＲＴ３慢病毒感染细胞中的
Ｃｌａｕｄｉｎ蛋白表达明显低于ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ慢病毒感染细胞
（Ｐ＜０．０５），表明ＳＩＲＴ３敲降后ＬＰＳ调肠上皮细胞中紧
密连接蛋白表达的作用更加明显。结果表明，ＤＨＭ可
通过ＳＩＲＴ３增加Ｃａｃｏ２细胞紧密连接蛋白表达。
２．８　ＤＨＭ通过ＳＩＲＴ３减少Ｃａｃｏ２细胞炎症因子表达
　　利用 ＬＶＳＩＲＴ３和 ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ稳定感染的 Ｃａｃｏ２
细胞系进行 ＤＨＭ和 ＬＰＳ干预，ｑＲＴＰＣＲ法检测炎症
因子ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１βｍＲＮＡ表达。如图８Ａ～Ｃ所

示，在 ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ，ＬＶＳＩＲＴ３感染 Ｃａｃｏ２细胞中，ＬＰＳ
处理后ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１βｍＲＮＡ表达水平显著高于
ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。ＤＨＭ干预后，ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ组此指标
显著降低（Ｐ＜０．０５）。但在 ＬＶＳＩＲＴ３感染 Ｃａｃｏ２细
胞中ＤＨＭ的此效应不显著（Ｐ＞０．０５）。此外，ＬＰＳ处
理的 ＬＶＳＩＲＴ３慢病毒感染细胞中的 ＩＬ６、ＩＬ１β
ｍＲＮＡ表达明显高于 ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ慢病毒感染细胞（Ｐ＜
０．０５），表明 ＳＩＲＴ３敲降后 ＬＰＳ上调肠上皮细胞中炎
症因子表达的作用更加明显。结果表明，ＤＨＭ可通过
ＳＩＲＴ３减少ＬＰＳ诱导的Ｃａｃｏ２细胞炎症因子表达。

３　讨论

　　随着经济水平的提高和生活方式的显著改变，包
括Ｔ２ＤＭ在内的多种慢性代谢性疾病发病率和患病率
都在逐年增加。根据ＷＨＯ统计资料表明，我国Ｔ２ＤＭ
患病人数已占全球近３０％，总体患病率已达１４．９２％。
Ｔ２ＤＭ已经成为影响我国居民健康的重要公共卫生问
题之一。膳食因素与Ｔ２ＤＭ发生密切相关，高能量、高
脂肪等膳食因素是 Ｔ２ＤＭ发生的重要诱因，合理营养
始终是 Ｔ２ＤＭ防治的主要手段。近年来，植物性食物
健康功效及其作用机制的研究已经成为营养学领域研

究的热点，一些植物化学物具有抗氧化、调节糖脂代谢
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与同一慢病毒感染的ＮＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与同一慢病毒感染的 ＬＰＳ
组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ组ＬＶｃｏｎｔｒｏｌ比较
Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＳＩＲＴ３ｍＲＮＡ相对表达量；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＳＩＲＴ３蛋白表达；Ｃ：ＳＩＲＴ３蛋白相对表达量；
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图７　ＤＨＭ通过ＳＩＲＴ３增加Ｃａｃｏ２细胞紧密连接蛋白表达
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Ａ：ＴＮＦαｍＲＮＡ相对表达量；Ｂ：ＩＬ６ｍＲＮＡ相对表达量；Ｃ：ＩＬ１βｍＲＮＡ相对表达量

图８　ＤＨＭ通过ＳＩＲＴ３减少ＬＰＳ诱导的Ｃａｃｏ２细胞炎症因子表达

等功效，对 Ｔ２ＤＭ具有潜在的防治作用。二氢杨梅素
（ＤＨＭ）是一种黄酮类化合物，又称蛇葡萄素
（Ａｍｐｅｌｏｐｓｉｎ），广泛存在于葡萄科、杨梅科、大戟科等
天然植物中，尤其以显齿蛇葡萄属 （Ａｍｐｅｌｏｐｓｉｓ
ｇｒｏｓｓｅｄｅｎｔａｔａ，俗称“藤茶”）含量最高，可占其干质量的
３０％左右，研究发现，ＤＨＭ对多种慢性代谢性疾病具
有潜在的防治作用。本实验室前期针对Ｔ２ＤＭ的一项
随机、双盲人群干预试验研究发现，藤茶干预（１０ｇ／ｄ，
每克含９７０ｍｇＤＨＭ）１个月后，可以显著降低空腹血
糖、糖化白蛋白、血清胱抑素 Ｃ、视黄醇结合蛋白［３］。

动物实验研究发现，ＤＨＭ可以显著降低糖尿病大鼠的
空腹血糖，具有调节代谢，改善骨骼肌胰岛素抵抗效

应［１６］。本研究也证实，ＤＨＭ干预后能够显著改善高
脂饮食诱导小鼠的糖脂代谢，增强糖耐量和胰岛素耐

量敏感性。

　　Ｔ２ＤＭ发生机制复杂，近年来研究发现，机体慢性
低度系统性炎症导致的外周组织胰岛素抵抗是 Ｔ２ＤＭ
发生的重要机制。肠道是人体内部和外部环境之间联

系的重要器官，肠道屏障功能下降引起的肠源性内毒

素易位是机体慢性低度炎症的始动环节，并进一步导

致代谢性内毒素血症及外周组织的胰岛素抵抗，促进

Ｔ２ＤＭ发生。肠道中有多种物质，包括营养素及其代
谢物、毒素、肠道菌群等，肠屏障是隔绝肠腔内容物与

机体的重要结构，是机体精细选择进入体内成分及抵

御有害物质侵袭的重要屏障。肠屏障主要包括机械屏

障、生物屏障、化学屏障及免疫屏障，其中肠上皮细胞

组成的机械屏障是机体发挥主动防御和效应功能的第

一道防线。肠上皮屏障主要由肠上皮细胞、细胞间连

接复合物（如紧密连接蛋白）组成，肠上皮细胞损伤或

紧密连接被破坏都可能导致肠道通透性增加。在代谢

异常或相关饮食因素诱导下，肠道菌群紊乱，革兰阴性

菌增多，肠黏膜屏障功能下降导致肠道通透性增加，引

起革兰阴性菌 ＬＰＳ入血，形成“代谢性内毒性血症”。
本研究发现，高脂饮食能够导致肠上皮结构改变、通透

性增加、肠紧密连接蛋白 ＺＯ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达下降及
肠屏障完整破坏性，ＬＰＳ入血增加，但在 ＤＨＭ干预后
能够明显改善，提示 ＤＨＭ改善 Ｔ２ＤＭ的作用可能与
其改善肠上皮屏障功能有关。

　　ＳＩＲＴ３是沉默信息调节子（ｓｉｌｅｎｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ２，Ｓｉｒ２）家族成员，也是线粒体内重要的去乙
酰化酶，能够调节线粒体电子传递链酶复合体、脂肪酸

β氧化、三羧酸循环、酮体生成等多个生化代谢途径，
是线粒体能量代谢的“分子开关”，并与 Ｔ２ＤＭ等慢性
代谢性疾病密切相关，但 ＳＩＲＴ３是否参与了 ＤＨＭ对
肠上皮屏障功能的调节尚不清楚。本实验研究表明，

ＨＦＤ显著降低紧密连接蛋白的表达水平，增加肠上皮
细胞炎症因子表达，而 ＤＨＭ干预后能够显著改善。
在葡聚糖硫酸钠诱导的结肠炎小鼠模型中，ＤＨＭ也被
证明可以减轻结肠炎症、肠屏障破坏和结肠炎症状。

为明确 ＳＩＲＴ３在 ＤＨＭ调控肠上皮功能中的作用，本
研究采用慢病毒感染方法敲减 Ｃａｃｏ２细胞中 ＳＩＲＴ３，
构建ＬＶＳＩＲＴ３感染细胞系。研究发现，在 ＬＰＳ干预
后细胞紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎ表达显著降
低，同时ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β等炎症因子ｍＲＮＡ表达显
著升高，但ＤＨＭ处理后对相关紧密连接蛋白和炎症
因子表达水平无明显影响，提示ＳＩＲＴ３在ＤＨＭ调节肠
上皮细胞紧密连接蛋白和炎症因子表达中起关键作用。

　　综上，本研究通过 ＨＦＤ诱导 Ｔ２ＤＭ模型、ＳＩＲＴ３
基因敲除小鼠模型和慢病毒感染方法，发现 ＳＩＲＴ３在
介导ＤＨＭ改善肠上皮屏障功能中可能发挥重要作

００２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



用。但 ＤＨＭ是通过何种途径调控 ＳＩＲＴ３表达或活
性，进而影响其对肠上皮细胞相关基因表达及肠屏障

功能维持，还需要进一步深入研究。本研究为 Ｔ２ＤＭ
防治提供了新的干预靶点，同时为通过膳食营养途径

利用ＤＨＭ防治Ｔ２ＤＭ提供了新的科学依据。
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