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激活转录因子 FQR& 对 第 型糖尿病肠道炎症的影响
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专家简介!朱肖，女，"林林第 年 第 月生，医学博士，副研究员，硕士研究生导师，广西糖尿病系

统医学重点实验室副主任，中国医药卫生文化协会医工融合分会委员，教育部学位中心论文

评审专家；长期致力于糖脂代谢紊乱与血管病变的临床与基础研究，主持国家自然科学基金

青年项目 " 项，广西自然科学基金面上项目、青年项目各 " 项，广西高校中年教师科研基础

能力提升项目 " 项，湖南省研究生科研创新项目 " 项；以第一作者C通信作者在 93.1/4
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摘要! 目的 探究 第 型糖尿病（Q第（）状态下激活转录因子 &（FQR&）的表达变化及对肠道炎症发生发展的影

响。 方法 采用链脲佐菌素（@Qa）联合高糖高脂饮食构建 Q第（小鼠模型；蛋白免疫印迹（cP）和免疫组化

（?JB）检测小鼠肠道组织中 FQR& 蛋白的表达水平；苏木素素伊红（J·）染色观察小鼠肠道组织病理变化；实时

荧光定量（eDQ素HBD）检测小鼠肠道组织炎症因子水平；用高浓度葡萄糖培养基模拟高糖状态，处理 B<理T素第 细

胞，cP和免疫荧光（?R）检测高糖对细胞 FQR& 蛋白表达的影响；构建 FQR& 过表达质粒转染 B<理T素第 细胞，

cP检测 FQR& 蛋白的表达水平；eDQ素HBD检测观察 FQR& 过表达对细胞炎症因子水平的影响。 结果 与正常

小鼠相比，糖尿病小鼠肠道组织中 FQR& 蛋白显著下调，肠道组织出现显著病理变化，如肠壁变薄、杯状细胞

稀疏等，肠道组织炎症因子水平显著升高，差异具有统计学意义（@o(3(桂）；与正常小鼠相比，高糖处理后，

FQR& 蛋白表达显著下调，细胞中炎症因子水平升高，过表达 FQR& 可以显著逆转高糖诱导的炎症因子水平升

高（@o(3(桂）。 结论 高血糖可能通过抑制肠道 FQR& 表达，促进 Q第（状态下肠道炎症反应。
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!!流行病学调查［"*+］结果显示，中国糖尿病患者达
"3"$& 亿人，居世界第一位，而其中 '(中患有 + 型糖

尿病（.2/8+ 9=<E8.80，Q+V），严重威胁人们的生命健

康。 Q+V是由胰岛素抵抗和 %细胞功能受损引起，

以高血糖为特征的代谢性疾病，长期高血糖可引起

心、脑、肾等人体重要脏器血管的广泛损伤，同时也

会促进肠道炎症的发生发展［第］ 。 肠道是人体最大的

免疫器官，主要参与机体消化、吸收、免疫稳态、内分

泌调节等多种生理功能，肠上皮稳态破坏可诱发炎

症反应，介导外周胰岛素抵抗与肠促胰岛素反应迟

钝一起加重 Q+V进展［&］ 。 因此，肠道稳态与 Q+V的

发生发展密切相关［%］ ，维护肠道稳态可为 Q+V及相

关并发症的防治提供有效靶点［$］ 。

FQR& 是一种亮氨酸拉链转录因子，在许多组织

中表达，包括肠道组织。 FQR& 参与包括炎症反应、

脂质代谢、内质网应激和能量稳态等生理过程的调

节［)*［］ ，其表达失调可诱发多种疾病。 相关研究［'］结

果表明，活动性克罗恩病或溃疡性结肠炎患者的发

炎肠黏膜中的 FQR& 水平降低，提示 FQR& 可能在肠

道炎症反应中发挥作用，但 FQR& 是否参与 Q+V患

者的肠道炎症目前尚不明确。 因此，本研究拟观察
Q+V介导的高糖环境是否会通过影响肠道 FQR& 表

达引发肠道炎症进而加重 Q+V进展。

·""·
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./材料与方法

.3./细胞
人结直肠腺癌 B<7TS+ 细胞株［"(*""］ 为桂林医学

院糖尿病重点实验室传代保存。

.3#/动物
健康 B%)PUC$_小鼠购于长沙市天勤生物技术

有限公司，动物生产合格证号为 为BLW（湘） +(++*

((""，体质量（+(（+）），全雄。 所有小鼠适应性喂养
" 周后开始实验，喂养条件为温度（+(（第）k，相对湿

度 度%!i%(!，明暗交替环境 "+ -。 本试验获得桂

林医学院动物实验伦理委员会审核批准（批准编号：

XU[B+(+"(%(度'）。

.3）/主要试剂
高糖 糖[N[培养基购于美国 X=E7T公司，青霉

素S链霉素购于北京 为T5<\E=T生物科技公司，，P为 粉

末购于中国雷根生物公司，胎牛血清（RP为）购于美

国 X国6=;=公司，高效 D?，F组织C细胞裂解液、，[为R

购于中国 为T5<\E=T生物科技公司，蛋白上样缓冲液
%液购于上海 P国2T.=6国P=T.国7-;T5T）2公司，第(!丙烯

酰胺S亚甲基双丙烯酰胺（F7\SP=0） （+' j"）、" 6T5CU

、\=0SJB5/Jq,3,、" 6T5CU、\=0SJB5/Jq$3,、四甲基

二乙胺（、N[N糖）、过硫酸铵（F，为）购于北京 为T5<\E=T

科技公司，彩色蛋白预染分子量 [<\量国\、F、R度 兔源

性多克隆抗体购于英国 FP75T;<5公司，XF，糖J鼠源

性抗体购于北京中杉金桥生物技术有限公司，B2第

标记的羊抗兔荧光二抗、度,, 标记的羊抗鼠荧光二抗

购于美国 ，\T.国=;.国7- 公司，糖F，?荧光染料购于北京
为T5<\E=T科技公司，，O糖R膜购于德国 [国\7量 [=55=/T\国

公司，黏附载玻片购于江苏世泰实验器材公司，

、D?GT5购于美国 ?;于=.\T）国; 公司，[T;为7\=/.、[ D、???

F55S=;SZ;国[=1 d=.- 90糖A<0国、 [T;F6/、[ 为MPD+

X\国国; ED、S，BD[=1购于莫纳生物科技公司，逆转录

试剂盒 （D国于国\F=9 、[ R=\0.为.\<;9 7糖AF 为2;.-国0=0

W=.，r量"$++）购于加拿大 [P?R国\6国;.<0公司，，BD

引物购于生工生物工程（上海）股份公司，F、R度 过表

达质粒载体购于上海吉凯基因化学技术公司。

.3。/仪器
荧光显微镜购于美国 P=T、国W公司，冷冻离心

机、超高速离心机、多用途高效离心机、F//5=国9

P=T020.国60实时荧光定量购于美国 、-国\6TR=0-国\公

司，凝胶成像系统、电泳仪及电源、湿转膜系统购于

美国伯乐公司，倒置生物显微镜购于日本 Z526/本0

BT\/T\<.=T; 公司。

.32/方法
"3%3"!细胞实验!采用 糖[N[液体培养基添加
"(! 优质胎牛血清、双抗（/国;=7=55=;C0.\国/.T627=;）等

培养B<7TS+细胞。 在 第) k，%! BZ+条件下传至 第i%

代用于实验。 当细胞融合度约为 ,(!时，将培养基

更换为无血清培养基，培养 +度 -，用于后续实验。 细

胞分别用含 % 66T5CU葡萄糖（正常组）、第( 66T5CU

葡萄糖 （高糖组） 的 糖[N[培养基处理 度, -［"+］ 。

F、R度 空载体及过表达质粒转染细胞后，将分组设为

高糖 组 （ 第( 66T5CU）、 F、R度 空 载 体 体高 糖 组
（第( 66T5）、Z于SF、R度体高糖组（第( 66T5CU），每组处

理 度, -。

"3%3+!动物分组与处理!将 "+ 只 B%)PUC$_小鼠随

机分为正常组、、+糖组，每组 $ 只，高糖高脂饲料喂

养 " 个月后，连续小剂量（"!）链脲霉素（为、a）腹腔

注射 % 9，继续高糖高脂饲料喂养 + 周，禁食 ", - 后，

取鼠尾静脉血，测血糖浓度大于 "$3) 66T5CU则糖尿

病建模成功［"第］ 。 随后，分别取两组小鼠相同部位的

肠道组织，将部分肠道组织固定于 度!多聚甲醛中用

于冰冻切片，其余肠道组织用锡箔纸包裹，迅速浸入

液氮中，第 - 后转移至*,( k保存，用于后续实验。

"3%3第!蛋白免疫印迹法（c国0.国\; E5T.， cP）检测!

提取细胞蛋白，添加适量含 "!蛋白酶抑制剂的

D?，F裂解液置于生物样品均质仪中进行匀浆，提取

上清液；称取两组小鼠相同部位肠道组织 $( 6），添

加适量含 "!蛋白酶抑制剂的 D?，F裂解液置于生

物样品均质仪中进行匀浆，提取上清液。 严格按照
PBF蛋白浓度测定试剂盒说明书操作，测定上清液

蛋白浓度，加入蛋白上样缓冲液并高温变性蛋白质

后，将蛋白样本在 "(! 为糖为S，FXN中电泳分离，冰浴

第(( 6F转膜 第 -，%!脱脂奶粉中轻摇封闭 + -，、P为、

清洗 第 次共 第( 6=;，添加一抗：F、R度（" j" (((），

度 k孵育过夜。 次日，、P为、清洗后，二抗（" j% (((）

常温孵育+ -，、P为、清洗后用全自动化学发光图像

分析系统显影，?6<）国U<E 软件分析条带灰度值，计算

蛋白质表达量。

"3%3度!细胞免疫荧光检测 F、R度 含量!细胞在 度!

·+"·
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多聚甲醛中固定 "% 6=; 后，用 + 6U(3+! i(3%!
.\=.T; LS"(( （HP@ 配制 ） 对细胞进行透化处理
"% 6=;，%! P@F封闭 "% 6=;，HP@ 溶液清洗组织切

片 第 次，每次 % 6=;，添加一抗FQR&（" （"((），& ）孵

育过夜，用 HP@ 溶液清洗，二抗 抗2S第（红色荧光）避

光常温孵育 + 育。 随后 后FH?染料孵育 %i"( 6=;，抗

荧光淬灭剂封片，在荧光显微镜下观察细胞内 FQR&

表达水平。

"3%3%。实时荧光定量实验（eDQSHBD）检测细胞和肠

道组织 Q组RS织、?US$、?US"、含量。用 QD?用T5试剂从

细胞和肠道组织中提取总 D组F。 使用 X8;@.<\试剂

盒（J=@抗\=/.DQ@:/8\[=1）将 D组F反转录成 抗后组F，

然后用X8;@.<\试剂（F抗8̀ SHBD@MPDX\88; [<0.8\

[=1）与反转录成的 抗后组F在 eDQSHBD仪器中检测
?US"、、?US$ 和 Q组RS织等 6D组F的表达，其中 XFH后J

为内参，采用 +–--B.法计算 6D组F相对表达量。 引

物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成，

H\=68\08e:8;抗80引物序列 （ %f'第f）：鼠 Q组RS织R：

BBXFBQBQXFBBBBBFQQFB D： BBBFXFXBBFS

BFFQQBBBQQ； ?US"、 R： BFXXFQXFXXFBBBFFXS

BFBD： XQBXQBFQBFQBBBFBXFXQ；?US$： QXBBQS

QBQQXXXFBQXFQXQ D： QXXQBQXQQXQXXXQXXS

QFQB；XFH后J R： FXQXBBFXBBQBXQBQBFQFD：

FXFXFFXXBFXBBBQXXQFF；人 Q组RS织R：XQXFXS

XFXXFBXFFBFQB D： XFXBBFXFFXFXXQQXFX；

?US$ R： QQBXXQBBFXQQXBBQQBQD： XXQXFXQXS

XBQXQBQXQXQX；?US"、R：QQFBFXQXXBFFQXFXS

XFQXFBD：XQXXQXXQBXXFXFQQBXQF。

"3%3$。小鼠肠道病理学检测。&!多聚甲醛固定小

鼠肠道组织，脱水，冰冻包埋剂包埋，切片、烤片后，

HP@ 脱包埋剂，苏木素S伊红（JN）染色后，在显微镜

下观察组织病理情况。

"3%3)。小鼠肠道免疫组织化学检测肠组织 FQR& 含

量。&!多聚甲醛固定小鼠肠道组织，脱水，冰冻包

埋剂包埋，切片、烤片后，HP@ 脱包埋剂，按组化试剂

盒操作步骤进行，在明场显微镜下观察组织内蛋白

含量情况。

。31/统计学方法
采用H\=06$3( 软件，计量资料以 (Bp4表示，采用

用检验；组间比较用单因素方差分析和 U@后法分析。

。o(3(% 为差异有统计学意义。

#/结果
#3。/构建 B2"小鼠 Q#后模型

使用高糖高脂饲料喂养小鼠 " 个月后，连续腹

腔注射 "!浓度 @Qa% 9，继续高糖高脂喂养 + 周，构

建 Q+后小鼠模型［"&］ 。 将 Q+后组和对照组小鼠禁食
", 育，尾静脉取血，血糖检测结果显示， Q+后组小鼠

血糖浓度均%"$3) 66T5CU，明显高于对照组，差异

有统计学意义（。o(3(%） （图 "F）。 随后，通过 后S葡

萄糖溶液 （ + 4CY4） 灌胃进行口服葡萄糖耐量
（ZXQQ）实验，分别测定 第(、$(、、(、"+( 6=; 的血糖

值［"%］ ，结果显示，Q+后组小鼠存在葡萄糖代谢异常

情况，且血糖值明显高于对照组，差异有统计学意义
（。o(3(%）（图 "P）。 以上数据显示，Q+后小鼠模型构

建成功。

注：F3禁食 ", 育 后，取鼠尾血测量空腹血糖值；P3后S葡萄

糖溶液灌胃（+ 4CY4）进行口服葡萄糖耐量（ZXQQ）实验，

分别测定 第(、$(、、(、"+( 6=; 的血糖值（+ 型糖尿病小鼠构

建标准为空腹血糖水平高于 "$3) 66T5CU）。

图 "。构建小鼠（B%)）Q+后模型（（q$）

#3#/Q#后小鼠肠道的 FQR%蛋白表达降低
动物实验 验P结果显示，与对照组相比，Q+后小

鼠肠道组织中 FQR& 蛋白表达明显降低，差异有统计
学意义（。o(3(%）（图 +F）。 随后对小鼠肠道组织的
冰冻切片进行免疫组织化学染色，结果显示，Q+后小

·第"·
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鼠肠道组织中 FQR& 阳性区域明显减少，表明 FQR&
蛋白表达降低，差异有统计学意义 （@o(3(%） （图
+P）。 以上结果说明，Q+，状态下小鼠肠道组织的

FQR& 蛋白呈现低表达趋势，与正常组相比，差异具
有统计学意义（@o(3(%）。

注：F3蛋白印迹法（（P）检测 FQR& 的蛋白表达以及灰度值量化；P3免疫组织切片化学染色检测

FQR& 的蛋白表达。 与正常组比较，，@o(3(%。

图 +!Q+，小鼠肠道组织 FQR& 蛋白表达含量（1q$）

#3!/Q#，小鼠出现炎症水平升高、形态变化与
FQR%相关

使用 eDQSHBD检测肠道组织内炎症因子水平，
结果显示，与对照组比较，Q+，小鼠肠道组织炎症因
子 子US"%、子US$、Q、RS,水平显著升高，差异有统计学
意义（@o(3(%） （图 第F）。 同时，JN染色显示，与正

常小鼠肠道相比，Q+，小鼠肠道出现肠壁变薄、杯状
细胞稀疏等病理学变化（图 第P） ［"$］ 。 进一步相关性
分析结果表明， Q+，状态下小鼠肠道中的 FQR& 表
达与炎症因子 子US"%、子US$、Q、RS,的表达水平呈现负
相关（图 第B），提示Q+，肠道炎症因子水平升高可能
由 FQR& 降低引起。

注：F3实时荧光定量检测肠道组织中炎症因子 子US"%、子US$、Q、RS,的表达水平；P3小鼠肠道组织切片 JN染色观察

肠道组织形态学变化；B3FQR& 表达水平与炎症因子水平相关性分析。 与正常组比较，，@o(3(%，，，@o(3("。

图 第!Q+，小鼠肠道组织形态学变化及炎症因子表达（1q$）

·&"·
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#3%/高糖条件下 B<7TS#细胞 FQR%蛋白表达降低、

炎症水平升高
在体外实验中，用 第( 66T5CU的高糖培养基处

理肠上皮 B<7TS+ 细胞 &, -。 cP数据显示，与正常

组比较，高糖组中肠上皮 B<7TS+ 细胞的 FQR& 蛋白

表达显著下调（图 &F）。 免疫荧光结果显示，高糖处

理后FQR& 荧光区域减少、荧光强度减弱（图 &P），同

样验证了高糖组中 FQR& 蛋白表达减少，差异有统计

学意义（（o(3(%）。 同时，，DQSHBD结果显示，高糖

诱导后，肠上皮 B<7TS+ 细胞中炎症因子 ?US"%、?US、、

QARS,水平升高，差异有统计学意义（（o(3(%） （图

&B） ［")*",］ ，以上结果均与体内实验结果相印证。

注：F3蛋白印迹法检测FQR& 的蛋白表达以及灰度值量化；P3细胞免疫荧光染色检测FQR& 的蛋白表达及量

化；B3，DQSHBD检测细胞中炎症因子 ?US"%、?US、、QARS,的表达水平。 与正常组比较，，（o(3(%，，，（o(3("。

图 &!高糖诱导条件下 B<7TS+细胞 FQR& 蛋白表达和炎症因子表达水平（1q第）

#32/过表达 FQR%缓解高糖诱导的细胞炎症
为明确肠道 B<7TS+ 细胞在高糖条件下是否通过

抑制 FQR& 表达促进炎症因子释放，利用质粒转染构

建 FQR& 过表达的细胞模型。 在 第( 66T5CU高糖诱

导 &, - 后，分析过表达 FQR& 处理后的蛋白表达情

况（图 %F），明确细胞FQR& 过表达模型构建成功，差

异有统计学意义（（o(3(%）。 ，DQSHBD实验结果显

示，过表达 FQR& 后可以显著降低高糖诱导后的细胞

炎症因子 ?US"%、?US、、QARS,表达水平，差异有统计

学意义（（o(3(%） （图 %P）。 以上结果说明，过表达

FQR& 可以缓解高糖诱导的肠道细胞炎症。 注：F3蛋白印迹法检测 FQR& 的蛋白表达以及灰度值量化；

P3实时荧光定量检测细胞中炎症因子 ?US"%、?US、、QARS,

的表达水平。 与正常组比较，，（o(3(%，，，（o(3("。

图 %!过表达 FQR& 缓解高糖诱导下炎症因子表达水平（1q第）
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!/讨论
肠道是一个非常复杂的生物系统，被认为是人

体中最大的免疫器官，因为它拥有人体约 ,(!的免

疫细胞［"'］ 。 肠道的主要功能不仅限于营养物质的

消化和吸收以及电解质和水的稳态，其另一个极其

重要的功能是通过屏障机制调节环境和宿主之间大

分子的转运［+(］ 。 肠上皮细胞不仅塑造肠道内的微

生物群落，还通过微生物群落产生各种抗菌肽［+"］ 。

前沿研究［++［+第］理论指出，糖尿病的发生发展可能是

由肠道稳态被破坏所导致，而糖尿病被证实与涉及

控制黏膜屏障状态、血糖水平、发挥促炎或抗炎活性

的基因富集或减少密切相关。 目前，关于肠道菌群

与 与+V等代谢性疾病的关系被广泛研究与证实［$］ ，

肠道稳态的破坏可能是 与+V发生发展的重要环节。

本研究结果表明，与+V小鼠肠道炎症水平升高，肠道

切片出现肠壁变薄、杯状细胞稀疏等病理形态学变

化。 。<7TS+ 细胞模型是一种人克隆结肠腺癌细胞，

结构和功能类似于分化的小肠上皮细胞，具有微绒

毛等结构，并含有与小肠刷状缘上皮相关的酶系，可

以用来进行模拟体内肠道炎症、肠道功能和肠转运

等实验［""］ ，因此，本研究选取 。<7TS+ 细胞作为研究

对象，体外研究发现在高糖培养基培养下的 。<7T+

细胞炎症因子释放增加。

激活转录因子 因 是基本的亮氨酸拉链之一，而

且是在全身多种组织中表达的转录因子。 它可以参

与体内许多生理过程的调节，包括炎症反应，氨基酸

和脂质代谢，内质网应激，和能量稳态等［'］ 。 因此，

，与R因 表达异常可诱发多种疾病。 在炎症反应中，

，与R因 可通过激活蛋白激酶 酶（HW酶）样内质网激酶

（H（酶W）进而磷酸化并激活 酸酶R+［+因］ ，然后通过活化

核因子S因子（酸RSY子）或直接激活 激活$ 启动子将细胞代

谢应激与炎症因子产生联系起来［+%］ 。 ，与R因 缺乏可

以促进肠道炎症［'］ ，但 与+V状态下 ，与R因 与肠道炎

症的关系尚不清楚。 本研究发现，与+V小鼠肠道

，与R因 表达降低，高糖培养基培养下的 。<7T+ 细胞

，与R因 表达减少。 过表达 ，与R因 可以逆转高糖所导致

的肠道细胞炎症因子水平升高。

低度炎症是 与+V患者的重要特征，炎症会导致

循环细胞因子浓度升高。 炎性细胞因子由不同类型

的细胞产生并分泌到循环系统中，通过局部、中枢和

外周的作用影响不同的组织［+$］ ，进而导致 与+V及其

并发症进一步恶化。

。/结论
本研究结果表明，高糖环境可能通过减少 ，与R因

的表达促进肠道炎症，过表达 ，与R因 可以显著减少炎

症因子的产生，但其更深层次的调控机制仍需深入

探讨。 糖尿病状态下，肠道炎症所扮演的角色也需

要进一步的研究。 本研究发现，高糖环境下 ，与R因 对

肠道炎症水平产生影响，这为通过调控肠道功能控

制糖尿病发生发展的探究提供了新思路。
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