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1，8-桉叶油素对2型糖尿病胰岛β细胞铁死亡的干预作用及机制 Δ
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摘 要 目的 研究1，8-桉叶油素对2型糖尿病胰岛β细胞铁死亡的干预作用及机制。方法 使用高糖作用于小鼠胰岛β细胞以

建立细胞铁死亡模型，考察低、高剂量1，8-桉叶油素（0.25、0.5 μmol/L）对胰岛β细胞中Fe2+水平的影响，并考察1，8-桉叶油素（0.5 

μmol/L）联合铁死亡诱导剂 Erastin（20 μmol/L）和抑制剂 Ferrostatin-1（20 μmol/L）后对胰岛 β细胞中谷胱甘肽过氧化物酶 4

（GPX4）、环氧合酶2（COX2）蛋白表达的影响。采用高脂高糖饲料饲养联合腹腔注射链脲佐菌素构建2型糖尿病小鼠模型，考察

低、高剂量1，8-桉叶油素（50、200 mg/kg）对模型小鼠胰腺组织病理形态、铁含量以及GPX4、COX2蛋白表达的影响。结果 细胞

实验结果显示，与模型组比较，经1，8-桉叶油素干预后，胰岛β细胞中Fe2+水平显著降低（P＜0.05）；GPX4蛋白表达水平显著升高

（P＜0.05），COX2蛋白表达水平显著降低（P＜0.05），且联合Ferrostatin-1后上述两种蛋白表达趋势相同，而联合Erastin后差异无

统计学意义。动物实验结果显示，与模型组比较，经1，8-桉叶油素干预后，小鼠胰岛结构恢复完整，形态有所改善；胰腺组织中铁

含量和COX2蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05），GPX4蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）。结论 1，8-桉叶油素对2型糖尿病胰

岛β细胞损伤具有明显的改善作用，其作用机制可能与降低细胞内铁沉积以及调控铁死亡相关蛋白有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the interventional effect and mechanism of 1，8-cineole on pancreatic β cell ferroptosis 

induced by type 2 diabetes. METHODS In vitro ferroptosis model was established in pancreatic β cells of mice by using high 

glucose. The effects of low-dose and high-dose 1，8-cineole （0.25， 0.5 μmol/L） on the level of Fe2+ in pancreatic β cells were 

investigated. The effects of 1，8-cineole （0.5 μmol/L） combined with ferroptosis inducer Erastin （20 μmol/L） and ferroptosis 

inhibitor Ferrostatin-1 （20 μmol/L） on the protein expressions of glutathione peroxidase-4 （GPX4） and cyclooxygenase-2 （COX2） 

were also detected. The type 2 diabetes model mice were established by feeding high-sugar and high-fat diet combined with 

intraperitoneal injection of streptozotocin. The effects of low-dose and high-dose 1，8-cineole （50， 200 mg/kg） on the pathological 

morphology of pancreatic tissue， the content of iron as well as the protein expressions of GPX4 and COX2 were investigated. 
RESULTS The results of the cell experiment showed that compared with the model group， pretreatment with 1，8-cineole 

significantly reduced intracellular Fe2+ levels and upregulated GPX4 protein expression， while downregulated COX2 protein 

expression in pancreatic β cells （P＜0.05）. After combining 

with Ferrostatin-1， the expression trends of the above two 

proteins were the same， while there was no statistically 

significant difference after combining with Erastin. The results 

of animal experiments showed that compared with the model 

group， after intervention with 1，8-cineole， the structure of the 

pancreatic islets in mice recovered intact and their morphology 
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improved； the iron content of pancreatic tissue and protein expression of COX2 were decreased significantly （P＜0.05）， while 

protein expression of GPX4 was increased significantly （P＜0.05）. CONCLUSIONS 1，8-cineole could ameliorate pancreatic β cell 

injury induced by diabetes， the mechanism of which may be related to reducing intracellular iron deposition and regulating 

ferroptosis-related proteins.

KEYWORDS 1，8-cineole； type 2 diabetes； pancreatic β cell； ferroptosis

糖尿病是严重威胁人类健康的疾病之一，在全球范

围内发病率逐年上升，糖尿病及其并发症已成为21世纪

全球医疗卫生的沉重负担，是目前亟待解决的重大科学

及社会民生问题[1―2]。2型糖尿病作为糖尿病两种表型

之一，其发病涉及多种诱因，包括高血糖、胰岛素抵抗

等，但其潜在的发病机制尚未充分阐明。很多2型糖尿

病患者仍不可避免地患有微血管并发症（包括视网膜病

变、肾病和神经病变）和大血管并发症（如心血管并发

症）[3]，这对 2型糖尿病患者的生存构成了严重威胁，给

世界卫生系统带来巨大的挑战。

近年来研究表明，胰岛β细胞铁死亡是导致正常人

糖代谢出现异常并进展为2型糖尿病的始动因素之一，

也是2型糖尿病进展的关键环节，但其确切的发病机制

尚未完全阐明[4]。铁死亡是一种铁依赖性的脂质过氧化

物蓄积驱动的细胞程序性死亡，其特征在于细胞内铁的

沉积以及脂质过氧化物的积累[5]。已有研究表明，抑制

谷胱甘肽过氧化物酶4（glutathione peroxidase-4，GPX4）

活性是诱导细胞铁死亡的关键环节，恢复GPX4活性可

明显抑制铁死亡的发生发展[6]。2型糖尿病患者的高血

糖环境可诱导胰岛β细胞铁死亡的发生[7]。因此，探索

GPX4在胰岛β细胞铁死亡过程中的具体调控作用及机

制，对进一步阐明2型糖尿病的发病机制、寻求有效干预

措施具有重要的社会意义。

民族药艳山姜为姜科山姜属艳山姜Alpinia zerum‐

bet （Pers.） Burtt. et Smith的果实，具有温中燥湿、行气止

痛的功效。挥发油作为艳山姜的主要活性成分，具有抗

氧化[8]、改善糖尿病[9]等作用。其中，1，8-桉叶油素是艳

山姜挥发油的主要效应成分。本课题组前期的研究显

示，1，8-桉叶油素对高糖诱导的胰岛β细胞凋亡具有显

著的改善作用[10]，但其对胰岛β细胞铁死亡的作用及机

制尚不明确。基于此，本研究探讨了 1，8-桉叶油素对 2

型糖尿病诱导的胰岛β细胞铁死亡的干预作用及机制，

旨在为治疗2型糖尿病的创新药物开发提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括Varioskan LUX型多功能

酶标仪（美国Themo Fisher Scientific公司），HF240型二

氧化碳培养箱（上海力申科学仪器有限公司），Chemi‐

DocTM XRS+型曝光仪（美国 Bio-Rad 公司），Leica DMi8

型荧光倒置显微镜（德国Leica公司）。

1.2　主要药品与试剂

1，8-桉叶油素（批号K1822141，纯度≥99%）购自上

海阿拉丁生化科技股份有限公司；1640基础培养基（批

号 8121324）购自美国 Gibco 公司；D-无水葡萄糖、D-甘

露醇（批号分别为 405A0918、1126F038）均购自北京索

莱宝科技有限公司；铁死亡诱导剂Erastin、铁死亡抑制

剂Ferrostatin-1（批号分别为HY-15763、HY-100579）均购

自美国MCE公司；组织铁测定试剂盒（批号 20230202）

购自南京建成生物工程研究所有限公司；FerroOrange探

针（批号F374）购自东仁化学科技（上海）有限公司；鼠源

β-actin单克隆抗体、鼠源环氧合酶 2（cyclooxygenase-2，

COX2）单克隆抗体、鼠源 GPX4单克隆抗体（批号分别

为 66009-1-Ig、66351-1-Ig 、67763-1-Ig）均购自武汉三鹰

生物技术有限公司；辣根过氧化物酶（HRP）标记的鼠免

疫球蛋白G二抗（批号BS12478）购自美国Bioworld公司。

1.3　细胞

本研究所用细胞为小鼠胰岛 β细胞，购自美国

ATCC细胞库。

1.4　动物

本研究所用动物为SPF级雄性C57BL/6小鼠，体重

约18～22 g，6～8周龄，购自贵州医科大学动物中心，动

物生产许可证号为SCXK（贵）2023-0002。小鼠于光照

周期为 12 h的环境中饲养，日常自由进食和饮水，适应

性喂养1周后开始实验。本实验经贵州医科大学实验动

物伦理委员会批准，批准文号为2100421。

2　方法
2.1　细胞实验

2.1.1　胰岛β细胞中Fe2+水平的检测

将胰岛 β细胞接种于 24孔板，当细胞密度达 70%

时，分为正常对照组（只加细胞不加药）、甘露醇组（用该

组作为模型组的渗透压对照，25 mmol/L）、模型组（D-无

水葡萄糖，25 mmol/L）和 1，8-桉叶油素低、高剂量组

（0.25、0.5 μmol/L）以及维生素 E 组（阳性对照组，1×

10－7 mmol/L），各给药组剂量参考本课题组的前期研

究[10]。各组均先加入相应药物预处理 1 h 后，再以 25 

mmol/L D-无水葡萄糖干预 72 h。干预结束后，弃去上

清液，用无血清培养基清洗细胞3次，然后加入终浓度为

1 µmol/L 的荧光探针 FerroOrange 工作液适量，再置于

37 ℃培养箱中孵育 30 min后，采用荧光显微镜观察细

胞，并采集图片，采用 Image J分析荧光强度，红色荧光

越强表示Fe2+水平越高。实验重复3次。



· 292 ·  China Pharmacy  2024 Vol. 35  No. 3 中国药房  2024年第35卷第3期

2.1.2　胰岛β细胞中GPX4、COX2蛋白表达的检测

采用Western blot法进行检测。将细胞分为正常对

照组（只加细胞不加药）、模型组（D-无水葡萄糖，25 

mmol/L）、1，8-桉叶油素组（0.5 μmol/L）、Erastin 组（20 

μmol/L）、Ferrostatin-1组（20 μmol/L）、1，8-桉叶油素+ 

Erastin 组（0.5 μmol/L 1，8-桉叶油素+20 μmol/L Eras‐

tin）、1，8-桉叶油素+Ferrostatin-1组（0.5 μmol/L 1，8-桉

叶油素+20 μmol/L Ferrostatin-1），各给药组剂量参考本

课题组的前期研究[10―11]。各组均先加入相应药物预处

理1 h后，再以25 mmol/L D-无水葡萄糖干预72 h。收集

细胞，提取总蛋白，采用 BCA 蛋白定量法测定蛋白浓

度，蛋白经煮沸变性后进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳和转膜，以5%牛血清白蛋白溶液封闭后，分

别加入一抗（GPX4、COX2 的稀释度均为 1∶2 000，

β-actin的稀释度为 1∶10 000），于 4 ℃孵育过夜；加入相

应二抗（稀释度为 1∶10 000），室温孵育 2 h；洗膜后，以

ECL化学发光试剂进行显色，置于凝胶成像系统成像，

再以 Image-Lab软件进行分析，以目的蛋白与 β-actin的

灰度值比值表示目的蛋白的表达水平。

2.2　动物实验

2.2.1　分组、造模与给药

小鼠适应性饲养 1周后，随机选取 20只，分为正常

对照组和 1，8-桉叶油素毒性研究组（200 mg/kg），每组

10只，然后给予普通饲料饲养。另取 40只小鼠给予高

糖高脂饲料饲养2个月，形成胰岛素抵抗后，采用小剂量

多次注射的方式，对小鼠腹腔注射链脲佐菌素（35      

mg/kg），隔天注射1次，一共注射4次。第4次注射结束

1周后检测小鼠空腹血糖，当小鼠空腹血糖≥11.1 mmol/L

时，表明 2型糖尿病模型小鼠造模成功[12]。将造模成功

的小鼠随机分为模型组，1，8-桉叶油素低、高剂量组

（50、200 mg/kg，剂量参考文献[13]设置）、维生素 E 组

（17.5 mg/kg，根据人与动物的等效剂量换算而得），每组

10只。正常对照组和模型组小鼠灌胃等体积生理盐水，

各给药组小鼠灌胃相应药物，每天1次，连续8周。

2.2.2　小鼠空腹血糖检测及取材

末次给药后，小鼠禁食不禁水12 h后检测各组小鼠

空腹血糖；然后处死小鼠，分离其胰腺组织，部分置于4%

多聚甲醛溶液中固定，另一部分置于液氮中冻存备用。

2.2.3　小鼠胰腺组织病理形态学观察

取“2.2.2”项下固定于4%多聚甲醛的小鼠胰腺组织

适量，经石蜡包埋、切片、梯度脱水等处理后，进行苏木

精-伊红（HE）染色以及糖原沉积染色，采用显微镜进行

观察，并拍照。

2.2.4　小鼠胰腺组织中铁含量的检测

取“2.2.2”项下冻存的小鼠胰腺组织（约 10 mg），加

入适量生理盐水置于冰上剪碎并匀浆，以2 500 r/min离

心 10 min，取上清液，根据相应试剂盒说明书方法操作，

检测小鼠胰腺组织中铁含量。

2.2.5　小鼠胰腺组织中GPX4、COX2蛋白表达的检测

采用Western blot法进行检测。取“2.2.2”项下冻存

的胰腺组织（约 10 mg），添加预冷的蛋白裂解液（含 1% 

PMSF）于冰上剪碎，裂解30 min，超声处理2 s×5次；于

4 ℃条件下以 12 000 r/min离心 20 min，取上清液，然后

按“2.1.2”项下方法检测小鼠胰腺组织中 GPX4、COX2

蛋白表达水平。

2.3　统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析，数据

以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用LSD-t。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　细胞实验结果

3.1.1　1，8-桉叶油素对胰岛β细胞中Fe2+水平的影响

与正常对照组（21.12±3.60）比较，模型组（50.07±

0.49）细胞中 Fe2+水平显著升高（P＜0.05），甘露醇组

（24.43±2.92）细胞中 Fe2+水平变化差异无统计学意义

（P＞0.05）。与模型组比较，1，8-桉叶油素低、高剂量组

（分别为 30.04±2.97、16.51±1.70）以及维生素 E 组

（22.56±3.52）细胞中 Fe2+水平均显著降低（P＜0.05）。

结果见图1。

25 μm 25 μm

25 μm

25 μm 25 μm

25 μm

A.正常对照组 B.甘露醇组

C.模型组 D. 1，8-桉叶油素低剂量组

E. 1，8-桉叶油素高剂量组 F.维生素E组

图1　各组胰岛β细胞中Fe2+的荧光显微图
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3.1.2　1，8-桉叶油素对胰岛β细胞中GPX4、COX2蛋白

表达的影响

与正常对照组比较，模型组胰岛β细胞中GPX4蛋

白表达水平显著降低（P＜0.05），COX2蛋白表达水平显

著升高（P＜0.05）。与模型组比较，1，8-桉叶油素组、

Ferrostatin-1组、1，8-桉叶油素+Ferrostatin-1组胰岛β细

胞中上述两种蛋白表达水平均显著逆转（P＜0.05）；

Erastin组、1，8-桉叶油素+Erastin组胰岛β细胞中上述两

种蛋白表达水平差异无统计学意义。与 1，8-桉叶油素

组比较，1，8-桉叶油素+Erastin组胰岛β细胞中GPX4蛋

白表达水平显著降低（P＜0.05），COX2蛋白表达水平显

著升高（P＜0.05）。结果见图2、表1、表2。

3.2　动物实验结果

3.2.1　1，8-桉叶油素对模型小鼠血糖及胰腺组织病理

形态的影响

与正常对照组[（4.92±0.38） mmol/L]比较，模型组

小鼠空腹血糖 [（15.58±4.35） mmol/L]显著升高（P＜

0.05），1，8-桉叶油素毒性研究组小鼠空腹血糖[（5.38±

0.84） mmol/L]差异无统计学意义（P＞0.05）。与模型组

比较，1，8-桉叶油素低、高剂量组[分别为（14.85±4.27）、

（18.75±5.59） mmol/L] 和 维 生 素 E 组 [（17.75±2.58） 

mmol/L]小鼠空腹血糖差异无统计学意义（P＞0.05）。

HE染色以及糖原染色结果显示，正常对照组和 1，8-桉

叶油素毒性研究组小鼠胰岛呈椭圆形，结构规整、边缘

清晰、排列紧密，未发现病理变化；模型组小鼠胰岛结构

不完整、边界模糊，内有空泡浸润，糖原沉积较多；1，8-

桉叶油素各剂量组和维生素E组小鼠胰岛组织结构相

比模型组恢复完整，形态有所改善。结果见图3、图4。

3.2.2　1，8-桉叶油素对模型小鼠胰腺组织中铁含量的

影响

与正常对照组[（13.97±4.85） μmol/mg pro]比较，模

型组小鼠胰腺组织中铁含量[（26.04±4.83） μmol/mg pro]

显著升高（P＜0.05），1，8-桉叶油素毒性研究组小鼠胰腺

组织中铁含量[（15.55±4.83） μmol/mg pro]差异无统计
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B.铁死亡抑制剂Ferrostatin-1的影响

Ⅰ：正常对照组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：1，8-桉叶油素组；Ⅳ：Erastin组；

Ⅴ：1，8-桉叶油素+Erastin组；Ⅵ：Ferrostatin-1组；Ⅶ：1，8-桉叶油素+    

Ferrostatin-1组。

图2　各组胰岛 β细胞中 GPX4、COX2 蛋白表达的电

泳图

表1　铁死亡诱导剂 Erastin 对胰岛 β细胞中 GPX4、

COX2蛋白表达的影响（x±s，n＝3）

组别
正常对照组
模型组
1，8-桉叶油素组
Erastin组
1，8-桉叶油素+Erastin组

GPX4/β-actin

0.69±0.18

0.34±0.08a

0.64±0.09b

0.31±0.06

0.26±0.05c

COX2/β-actin

0.31±0.04

0.71±0.13a

0.39±0.03b

0.60±0.17

0.68±0.11c

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05；c：与   

1，8-桉叶油素组比较，P＜0.05。

表2　铁 死 亡 抑 制 剂 Ferrostatin-1 对 胰 岛 β 细 胞 中

GPX4、COX2蛋白表达的影响（x±s，n＝3）

组别
正常对照组
模型组
1，8-桉叶油素组
Ferrostatin-1组
1，8-桉叶油素+ Ferrostatin-1组

GPX4/β-actin

0.70±0.11

0.31±0.09a

0.80±0.15b

0.73±0.12b

0.64±0.13b

COX2/β-actin

0.37±0.04

0.62±0.08a

0.38±0.06b

0.29±0.13b

0.32±0.07b

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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A.正常对照组 B.模型组

C. 1，8-桉叶油素低剂量组 D. 1，8-桉叶油素高剂量组

E.维生素E组 F. 1，8-桉叶油素毒性研究组

注：箭头所指为空泡浸润。

图3　各组小鼠胰腺组织HE染色显微图（HE染色）
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学意义（P＞0.05）。与模型组比较，1，8-桉叶油素低、高

剂量组[分别为（15.78±2.62）、（16.50±5.4） μmol/mg pro]

和维生素 E 组[（14.56±2.78） μmol/mg pro]小鼠胰腺组

织中铁含量均显著降低（P＜0.05）。

3.2.3　1，8-桉叶油素对模型小鼠胰腺组织中 GPX4、

COX2蛋白表达的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠胰腺组织中GPX4

蛋白表达水平显著降低（P＜0.05），COX2蛋白表达水平

显著升高（P＜0.05）；1，8-桉叶油素毒性研究组小鼠胰腺

组织中上述蛋白表达水平差异无统计学意义（P＞

0.05）。与模型组比较，1，8-桉叶油素高剂量组和维生素

E 组小鼠胰腺组织中上述蛋白表达水平均显著逆转

（P＜0.05）。结果见图5、表3。

4　讨论

铁死亡是一种铁依赖的脂质过氧化物累积引起的

细胞程序性死亡，胰岛β细胞铁死亡是 2型糖尿病发生

发展的病理基础与恶化的始动环节[14]。保护胰岛β细胞

免于损伤、恢复胰岛功能是预防与治疗2型糖尿病的关

键[15]。研究显示，COX2的过表达是铁死亡的标志[16]。

GPX4是主要的膜脂修复酶，也是铁死亡的重要负调控

因子，其活性降低，可造成膜脂上活性氧的积累，驱使脂

质过氧化终产物丙二醛与蛋白质和DNA形成复合物，

进一步诱导细胞铁死亡的发生[17]。本研究细胞实验结

果显示，高糖环境可诱导胰岛β细胞中Fe2+水平增加，铁

死亡相关蛋白GPX4蛋白表达下调，COX2蛋白表达上

调；同样的，动物实验结果显示，模型组小鼠胰岛结构不

完整，且糖原沉积较多，胰腺组织中铁含量增加，GPX4

蛋白表达下调，COX2蛋白表达上调。经 1，8-桉叶油素

干预后，胰岛β细胞以及小鼠胰腺组织中上述指标均有

所改善，这提示 1，8-桉叶油素对 2型糖尿病诱导的胰岛

β细胞铁死亡具有明显的改善作用。

本研究采用铁死亡诱导剂Erastin及铁死亡抑制剂

Ferrostatin-1进一步验证了 1，8-桉叶油素对 2型糖尿病

胰岛β细胞铁死亡的抑制作用机制。结果显示，Erastin

与1，8-桉叶油素联合作用胰岛β细胞后，可抑制1，8-桉

叶油素的作用；相反，Ferrostatin-1单独使用或与 1，8-桉

叶油素联合作用后，均能显著抑制高糖环境诱导的胰岛

β细胞铁死亡。这提示，1，8-桉叶油素可能是通过抑制

铁死亡信号改善2型糖尿病诱导的胰岛β细胞损伤。

综上所述，1，8-桉叶油素对 2型糖尿病胰岛β细胞

损伤具有明显的改善作用，其作用机制可能与降低细胞

内铁沉积以及调控铁死亡相关蛋白有关。
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