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摘要　 目的 探究 ２ 型糖尿病（Ｔ２Ｄ）状态下激活转录因子 ４（ＡＴＦ４）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（ＳＴＺ）联合高糖高脂饮食构建 Ｔ２Ｄ 小鼠模型；蛋白免疫印迹（ＷＢ）和免疫组化

（ＩＨＣ）检测小鼠肠道组织中 ＡＴＦ４ 蛋白的表达水平；苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察小鼠肠道组织病理变化；实时

荧光定量（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）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 Ｃａｃｏ⁃２ 细

胞，ＷＢ 和免疫荧光（ ＩＦ）检测高糖对细胞 ＡＴＦ４ 蛋白表达的影响；构建 ＡＴＦ４ 过表达质粒转染 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞，

ＷＢ 检测 ＡＴＦ４ 蛋白的表达水平；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测观察 ＡＴＦ４ 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 ＡＴＦ４ 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（Ｐ＜０．０５）；与正常小鼠相比，高糖处理后，

ＡＴＦ４ 蛋白表达显著下调，细胞中炎症因子水平升高，过表达 ＡＴＦ４ 可以显著逆转高糖诱导的炎症因子水平升

高（Ｐ＜０．０５）。 结论 高血糖可能通过抑制肠道 ＡＴＦ４ 表达，促进 Ｔ２Ｄ 状态下肠道炎症反应。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ； ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ； ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　 　 流行病学调查［１－２］结果显示，中国糖尿病患者达

１．１６４ 亿人，居世界第一位，而其中 ９０%患有 ２ 型糖

尿病（ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ，Ｔ２Ｄ），严重威胁人们的生命健

康。 Ｔ２Ｄ 是由胰岛素抵抗和 β 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［３］。 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 Ｔ２Ｄ 进展［４］。 因此，肠道稳态与 Ｔ２Ｄ 的

发生发展密切相关［５］，维护肠道稳态可为 Ｔ２Ｄ 及相

关并发症的防治提供有效靶点［６］。
ＡＴＦ４ 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。 ＡＴＦ４ 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［７－８］，其表达失调可诱发多种疾病。 相关研究［９］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 ＡＴＦ４ 水平降低，提示 ＡＴＦ４ 可能在肠

道炎症反应中发挥作用，但 ＡＴＦ４ 是否参与 Ｔ２Ｄ 患

者的肠道炎症目前尚不明确。 因此，本研究拟观察

Ｔ２Ｄ 介导的高糖环境是否会通过影响肠道 ＡＴＦ４ 表

达引发肠道炎症进而加重 Ｔ２Ｄ 进展。

·１１·
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１　 材料与方法

１．１　 细胞

人结直肠腺癌 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞株［１０－１１］ 为桂林医学

院糖尿病重点实验室传代保存。

１．２　 动物

健康 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 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 ＳＣＸＫ（湘） ２０２２ －

００１１，体质量（２０±２）ｇ，全雄。 所有小鼠适应性喂养

１ 周后开始实验，喂养条件为温度（２０±３）℃，相对湿

度 ４５% ～ ５０%，明暗交替环境 １２ ｈ。 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：
ＧＬＭＣ２０２１０５０４９）。

１．３　 主要试剂

高糖 ＤＭＥＭ 培养基购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司，青霉

素⁃链霉素购于北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 生物科技公司，ＰＢＳ 粉

末购于中国雷根生物公司，胎牛血清（ＦＢＳ）购于美

国 Ｇｅｍｉｎｉ 公司，高效 ＲＩＰＡ 组织 ／细胞裂解液、ＰＭＳＦ
购于中国 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 生物科技公司，蛋白上样缓冲液

５×购于上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，３０%丙烯

酰胺⁃亚甲基双丙烯酰胺（Ａｃｒ⁃Ｂｉｓ） （２９ ∶ １）、１ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ ｐＨ＝ ８．８、１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ ｐＨ＝ ６．８、四甲基

二乙胺（ＴＥＭＥＤ）、过硫酸铵（ＡＰＳ）购于北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ
科技公司，彩色蛋白预染分子量 Ｍａｒｋｅｒ、ＡＴＦ４ 兔源

性多克隆抗体购于英国 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司，ＧＡＰＤＨ 鼠源

性抗体购于北京中杉金桥生物技术有限公司，Ｃｙ３
标记的羊抗兔荧光二抗、４８８ 标记的羊抗鼠荧光二抗

购于美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，ＤＡＰＩ 荧光染料购于北京

Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技公司，ＰＶＤＦ 膜购于德国 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司，黏附载玻片购于江苏世泰实验器材公司，
ＴＲＩｚｏｌ 购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，ＭｏｎＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＩＩＩ
Ａｌｌ⁃ｉｎ⁃Ｏｎｅ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ ｄｓＤＮａｓｅ、 ＭｏｎＡｍｐＴＭ ＳＹＢＲ©

Ｇｒｅｅｎ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ Ｍｉｘ 购于莫纳生物科技公司，逆转录

试剂盒 （ ＲｅｖｅｒＡｉｄ ＴＭ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ，＃ｋ１６２２）购于加拿大 ＭＢＩ Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司，ＰＣＲ
引物购于生工生物工程（上海）股份公司，ＡＴＦ４ 过表

达质粒载体购于上海吉凯基因化学技术公司。

１．４　 仪器

荧光显微镜购于美国 ＢｉｏＴｅＫ 公司，冷冻离心

机、超高速离心机、 多用途高效离心机、 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 实时荧光定量购于美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 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 Ｏｌｙｍｐｕｓ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ 公司。

１．５　 方法

１．５．１ 　 细胞实验 　 采用 ＤＭＥＭ 液体培养基添加

１０% 优质胎牛血清、双抗（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ／ ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ）等

培养 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞。 在 ３７ ℃，５% ＣＯ２条件下传至 ３～５

代用于实验。 当细胞融合度约为 ８０%时，将培养基

更换为无血清培养基，培养 ２４ ｈ，用于后续实验。 细

胞分别用含 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖（正常组）、３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
葡萄糖 （高糖组） 的 ＤＭＥＭ 培养基处理 ４８ ｈ［１２］。
ＡＴＦ４ 空载体及过表达质粒转染细胞后，将分组设为

高糖 组 （ ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ）、 ＡＴＦ４ 空 载 体 ＋ 高 糖 组

（３０ ｍｍｏｌ）、Ｏｖ⁃ＡＴＦ４＋高糖组（３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），每组处

理 ４８ ｈ。
１．５．２　 动物分组与处理　 将 １２ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随

机分为正常组、Ｔ２Ｄ 组，每组 ６ 只，高糖高脂饲料喂

养 １ 个月后，连续小剂量（１%）链脲霉素（ＳＴＺ）腹腔

注射 ５ ｄ，继续高糖高脂饲料喂养 ２ 周，禁食 １８ ｈ 后，
取鼠尾静脉血，测血糖浓度大于 １６．７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 则糖尿

病建模成功［１３］。 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 ４%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，３ ｈ 后转移至－８０ ℃保存，用于后续实验。
１．５．３　 蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ＷＢ）检测 　
提取细胞蛋白，添加适量含 １%蛋白酶抑制剂的

ＲＩＰＡ 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 ６０ ｍｇ，添
加适量含 １%蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 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

ＢＣＡ 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 １０% ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 中电泳分离，冰浴

３００ ｍＡ 转膜 ３ ｈ，５%脱脂奶粉中轻摇封闭 ２ ｈ，ＴＢＳＴ
清洗 ３ 次共 ３０ ｍｉｎ，添加一抗：ＡＴＦ４（１ ∶ １ ０００），
４ ℃孵育过夜。 次日，ＴＢＳＴ 清洗后，二抗（１ ∶ ５ ０００）
常温孵育２ ｈ， ＴＢＳＴ 清洗后用全自动化学发光图像

分析系统显影，Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件分析条带灰度值，计算

蛋白质表达量。
１．５．４　 细胞免疫荧光检测 ＡＴＦ４ 含量 　 细胞在 ４%
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多聚甲醛中固定 １５ ｍｉｎ 后，用 ２ ｍＬ ０． ２% ～ ０． ５%
ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ （ ＰＢＳ 配 制 ） 对 细 胞 进 行 透 化 处 理

１５ ｍｉｎ，５% ＢＳＡ 封闭 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 溶液清洗组织切

片 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，添加一抗 ＡＴＦ４（１ ∶ １００），４ ℃孵

育过夜，用 ＰＢＳ 溶液清洗，二抗 ｃｙ⁃３（红色荧光）避

光常温孵育 ２ ｈ。 随后 ＤＡＰＩ 染料孵育 ５～１０ ｍｉｎ，抗
荧光淬灭剂封片，在荧光显微镜下观察细胞内 ＡＴＦ４
表达水平。
１．５．５　 实时荧光定量实验（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测细胞和肠

道组织 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１β 含量 　 用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从

细胞和肠道组织中提取总 ＲＮＡ。 使用 ＧｅｎＳｔａｒ 试剂

盒（ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ）将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ，
然后用 ＧｅｎＳｔａｒ 试剂（Ａｃｅ Ｑ⁃ＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ）与反转录成的 ｃＤＮＡ 在 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 仪器中检测

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 等 ｍＲＮＡ 的表达，其中 ＧＡＰＤＨ
为内参，采用 ２–ΔΔＣｔ法计算 ｍＲＮＡ 相对表达量。 引

物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成，
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 引物序列 （ ５′→３′）：鼠 ＴＮＦ⁃α Ｆ：
ＣＣＧＡＣＴＣＴＧＡＣＣＣＣＣＡＴＴＡＣ Ｒ： ＣＣＣＡＧＡＧＣＣＡ⁃
ＣＡＡＴＴＣＣＣＴＴ； ＩＬ⁃１β Ｆ： ＣＡＧＧＡＴＧＡＧＧＡＣＣＣＡＡＧ⁃
ＣＡＣ Ｒ： ＧＴＣＧＴＣＡＴＣＡＴＣＣＣＡＣＧＡＧＴ；ＩＬ⁃６： ＴＧＣＣＴ⁃
ＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴＧＴ Ｒ： ＴＧＧＴＣＴＧＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧ⁃
ＴＡＴＣ；ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴＡ Ｒ：
ＡＧＡＧＡＡＧＧＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴＡＡ；人 ＴＮＦ⁃αＦ： ＧＴＧＡＧ⁃
ＧＡＧＧＡＣＧＡＡＣＡＴＣ Ｒ： ＧＡＧＣＣＡＧＡＡＧＡＧＧＴＴＧＡＧ；
ＩＬ⁃６ Ｆ： ＴＴＣＧＧＴＣＣＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴ Ｒ： ＧＧＴＧＡＧＴＧ⁃
ＧＣＴＧＴＣＴＧＴＧＴＧ； ＩＬ⁃１β Ｆ： ＴＴＡＣＡＧＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧ⁃
ＧＡＴＧＡＣ Ｒ：ＧＴＧＧＴＧＧＴＣＧＧＡＧＡＴＴＣＧＴＡ。
１．５．６　 小鼠肠道病理学检测 　 ４%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，
ＰＢＳ 脱包埋剂，苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色后，在显微镜

下观察组织病理情况。
１．５．７　 小鼠肠道免疫组织化学检测肠组织 ＡＴＦ４ 含

量　 ４%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，ＰＢＳ 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。

１．６　 统计学方法

采用 Ｐｒｉｓｍ ６．０ 软件，计量资料以 �ｘ±ｓ 表示，采用

ｔ 检验；组间比较用单因素方差分析和 ＬＳＤ 法分析。

Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 构建 Ｃ５７小鼠 Ｔ２Ｄ 模型

使用高糖高脂饲料喂养小鼠 １ 个月后，连续腹

腔注射 １%浓度 ＳＴＺ ５ ｄ，继续高糖高脂喂养 ２ 周，构
建 Ｔ２Ｄ 小鼠模型［１４］。 将 Ｔ２Ｄ 组和对照组小鼠禁食

１８ ｈ，尾静脉取血，血糖检测结果显示， Ｔ２Ｄ 组小鼠

血糖浓度均≥１６．７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，明显高于对照组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５） （图 １Ａ）。 随后，通过 Ｄ⁃葡
萄糖溶液 （ ２ ｇ ／ ｋｇ ） 灌胃进行口服葡萄糖耐量

（ＯＧＴＴ）实验，分别测定 ３０、６０、９０、１２０ ｍｉｎ 的血糖

值［１５］，结果显示，Ｔ２Ｄ 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

（Ｐ＜０．０５）（图 １Ｂ）。 以上数据显示，Ｔ２Ｄ 小鼠模型构

建成功。

注：Ａ．禁食 １８ ｈ 后，取鼠尾血测量空腹血糖值；Ｂ． Ｄ⁃葡萄

糖溶液灌胃（２ ｇ ／ ｋｇ）进行口服葡萄糖耐量（ＯＧＴＴ）实验，

分别测定 ３０、６０、９０、１２０ ｍｉｎ 的血糖值（２ 型糖尿病小鼠构

建标准为空腹血糖水平高于 １６．７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。

图 １　 构建小鼠（Ｃ５７）Ｔ２Ｄ 模型（ｎ＝ ６）

２．２　 Ｔ２Ｄ 小鼠肠道的 ＡＴＦ４蛋白表达降低
动物实验 ＷＢ 结果显示，与对照组相比，Ｔ２Ｄ 小

鼠肠道组织中 ＡＴＦ４ 蛋白表达明显降低，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）（图 ２Ａ）。 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，Ｔ２Ｄ 小
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鼠肠道组织中 ＡＴＦ４ 阳性区域明显减少，表明 ＡＴＦ４
蛋白表达降低，差异有统计学意义 （Ｐ ＜ ０． ０５） （图

２Ｂ）。 以上结果说明，Ｔ２Ｄ 状态下小鼠肠道组织的

ＡＴＦ４ 蛋白呈现低表达趋势，与正常组相比，差异具

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

注：Ａ．蛋白印迹法（ＷＢ）检测 ＡＴＦ４ 的蛋白表达以及灰度值量化；Ｂ．免疫组织切片化学染色检测

ＡＴＦ４ 的蛋白表达。 与正常组比较，∗Ｐ＜０．０５。
图 ２　 Ｔ２Ｄ 小鼠肠道组织 ＡＴＦ４ 蛋白表达含量（ｎ＝ ６）

２． ３ 　 Ｔ２Ｄ 小鼠出现炎症水平升高、形态变化与

ＡＴＦ４相关
使用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测肠道组织内炎症因子水平，

结果显示，与对照组比较，Ｔ２Ｄ 小鼠肠道组织炎症因

子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 水平显著升高，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５） （图 ３Ａ）。 同时，ＨＥ 染色显示，与正

常小鼠肠道相比，Ｔ２Ｄ 小鼠肠道出现肠壁变薄、杯状

细胞稀疏等病理学变化（图 ３Ｂ） ［１６］。 进一步相关性

分析结果表明， Ｔ２Ｄ 状态下小鼠肠道中的 ＡＴＦ４ 表

达与炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的表达水平呈现负

相关（图 ３Ｃ），提示 Ｔ２Ｄ 肠道炎症因子水平升高可能

由 ＡＴＦ４ 降低引起。

注：Ａ．实时荧光定量检测肠道组织中炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的表达水平；Ｂ．小鼠肠道组织切片 ＨＥ 染色观察

肠道组织形态学变化；Ｃ．ＡＴＦ４ 表达水平与炎症因子水平相关性分析。 与正常组比较，∗Ｐ＜０．０５，∗∗Ｐ＜０．０１。
图 ３　 Ｔ２Ｄ 小鼠肠道组织形态学变化及炎症因子表达（ｎ＝ ６）

·４１·
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２．４　 高糖条件下 Ｃａｃｏ⁃２细胞 ＡＴＦ４ 蛋白表达降低、
炎症水平升高

在体外实验中，用 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的高糖培养基处

理肠上皮 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞 ４８ ｈ。 ＷＢ 数据显示，与正常

组比较，高糖组中肠上皮 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞的 ＡＴＦ４ 蛋白

表达显著下调（图 ４Ａ）。 免疫荧光结果显示，高糖处

理后 ＡＴＦ４ 荧光区域减少、荧光强度减弱（图 ４Ｂ），同

样验证了高糖组中 ＡＴＦ４ 蛋白表达减少，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。 同时，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，高糖

诱导后，肠上皮 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞中炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、

ＴＮＦ⁃α 水平升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５） （图

４Ｃ） ［１７－１８］，以上结果均与体内实验结果相印证。

注：Ａ．蛋白印迹法检测 ＡＴＦ４ 的蛋白表达以及灰度值量化；Ｂ．细胞免疫荧光染色检测 ＡＴＦ４ 的蛋白表达及量

化；Ｃ．ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞中炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的表达水平。 与正常组比较，∗Ｐ＜０．０５，∗∗Ｐ＜０．０１。

图 ４　 高糖诱导条件下 Ｃａｃｏ⁃２细胞 ＡＴＦ４ 蛋白表达和炎症因子表达水平（ｎ＝ ３）

２．５　 过表达 ＡＴＦ４缓解高糖诱导的细胞炎症

为明确肠道 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞在高糖条件下是否通过

抑制 ＡＴＦ４ 表达促进炎症因子释放，利用质粒转染构

建 ＡＴＦ４ 过表达的细胞模型。 在 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 高糖诱

导 ４８ ｈ 后，分析过表达 ＡＴＦ４ 处理后的蛋白表达情

况（图 ５Ａ），明确细胞 ＡＴＦ４ 过表达模型构建成功，差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验结果显

示，过表达 ＡＴＦ４ 后可以显著降低高糖诱导后的细胞

炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 表达水平，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５） （图 ５Ｂ）。 以上结果说明，过表达

ＡＴＦ４ 可以缓解高糖诱导的肠道细胞炎症。 注：Ａ．蛋白印迹法检测 ＡＴＦ４ 的蛋白表达以及灰度值量化；

Ｂ．实时荧光定量检测细胞中炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α

的表达水平。 与正常组比较，∗Ｐ＜０．０５，∗∗Ｐ＜０．０１。

图 ５　 过表达 ＡＴＦ４ 缓解高糖诱导下炎症因子表达水平（ｎ＝ ３）

·５１·
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３　 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 ８０%的免

疫细胞［１９］。 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［２０］。 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［２１］。

前沿研究［２２－２３］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 Ｔ２Ｄ 等代谢性疾病的关系被广泛研究与证实［６］，

肠道稳态的破坏可能是 Ｔ２Ｄ 发生发展的重要环节。

本研究结果表明，Ｔ２Ｄ 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。 Ｃａｃｏ⁃２ 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［１１］，因此，本研究选取 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞作为研究

对象，体外研究发现在高糖培养基培养下的 Ｃａｃｏ２

细胞炎症因子释放增加。

激活转录因子 ４ 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［９］。 因此，

ＡＴＦ４ 表达异常可诱发多种疾病。 在炎症反应中，

ＡＴＦ４ 可通过激活蛋白激酶 Ｒ（ＰＫＲ）样内质网激酶

（ＰＥＲＫ）进而磷酸化并激活 ＮＲＦ２［２４］，然后通过活化

核因子⁃κＢ（ＮＦ⁃ｋＢ）或直接激活 Ｉｌ６ 启动子将细胞代

谢应激与炎症因子产生联系起来［２５］。 ＡＴＦ４ 缺乏可

以促进肠道炎症［９］，但 Ｔ２Ｄ 状态下 ＡＴＦ４ 与肠道炎

症的关系尚不清楚。 本研究发现，Ｔ２Ｄ 小鼠肠道

ＡＴＦ４ 表达降低，高糖培养基培养下的 Ｃａｃｏ２ 细胞

ＡＴＦ４ 表达减少。 过表达 ＡＴＦ４ 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 Ｔ２Ｄ 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［２６］，进而导致 Ｔ２Ｄ 及其

并发症进一步恶化。

４　 结论
本研究结果表明，高糖环境可能通过减少 ＡＴＦ４

的表达促进肠道炎症，过表达 ＡＴＦ４ 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 ＡＴＦ４ 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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