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糖尿病大鼠肠黏膜屏障损伤检测方法的评价及
蜂胶降糖作用的探讨
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　 　 【摘要】 　 目的　 对糖尿病大鼠肠黏膜屏障功能检测方法进行分析评价ꎬ并以此为靶点探讨蜂胶是否通过修

复肠黏膜屏障发挥降血糖作用ꎮ 方法　 建立糖尿病大鼠模型ꎬ以 ８０ 及 １６０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶进行干预ꎬ持续 ４ 周ꎮ 罗氏

血糖仪检测尾血血糖(ＦＢＧ)ꎻ高效液相色谱法检测红细胞糖化血红蛋白(ＨｂＡ１ｃ)含量ꎻＥＬＩＳＡ 实验检测血浆 Ｄ￣乳
酸(Ｄ￣ＬＡ)及连蛋白(ｚｏｎｕｌｉｎ)含量ꎻ透射电镜观察肠组织上皮细胞间连接装置超微结构变化ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

其紧密连接相关蛋白表达水平ꎮ 结果　 成功建立糖尿病大鼠模型ꎬ８０、１６０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预 ４ 周后ꎬ大鼠血糖值分

别达到 １７􀆰 ５７ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 １８􀆰 ２４ ｍｍｏｌ / ＬꎬＨｂＡ１ｃ 含量分别达到 ８􀆰 ９４％及 ８􀆰 ２２％ꎬ均较模型组明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
补充蜂胶后ꎬ糖尿病大鼠回肠及结肠组织上皮细胞间紧密连接、黏着连接间隙异常增宽等现象得到有效缓解ꎮ 补

充蜂胶使回肠和结肠组织中 ｃｌａｕｄｉｎ￣１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ 及 ＺＯ￣１ 蛋白表达水平显著升高ꎬ且具有剂量依赖性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ８０
及 １６０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预后ꎬ血清 Ｄ￣ＬＡ 含量分别为 １６０􀆰 ０３ ｎｇ / ｍＬ 及 １５１􀆰 １８ ｎｇ / ｍＬꎬｚｏｎｕｌｉｎ 含量分别为 ６５０􀆰 １４ μｇ /
ｍＬ 及 ６４７􀆰 ６０ μｇ / ｍＬꎬ均较模型组降低ꎬ但各组间比较ꎬ均未见显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 肠黏膜屏障超微结构

观察及肠组织紧密连接相关蛋白表达水平检测较肠黏膜屏障功能血清学检测可能具有更高的灵敏性ꎬ可作为可靠

的实验手段应用于蜂胶降糖的肠黏膜屏障修复机制研究ꎮ
【关键词】 　 糖尿病ꎻ大鼠ꎻ肠黏膜屏障功能ꎻ蜂胶ꎻ方法评价
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ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｒｅｐａｉｒ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｐｏｌｉｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎻ ｒａｔꎻ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎻ ｐｒｏｐｏｌｉｓꎻ ｍｅｔｈｏｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

　 　 糖尿病是一种以空腹血糖及糖化血红蛋白异

常升高为主要表现的慢性代谢性疾病ꎮ 多项研究

证实ꎬ肠黏膜屏障损伤与糖尿病的发生发展密切相

关[１－２]ꎮ 因此ꎬ修复肠黏膜损伤可望作为新的作用

靶点用于糖尿病防治[３]ꎬ而针对肠黏膜屏障检测方

法的选择ꎬ则成为降糖药物改善肠黏膜屏障及其机

制研究不可或缺的重要环节ꎮ 目前ꎬ肠黏膜屏障检

测方法主要包括肠上皮细胞连接装置超微结构观

察、紧密连接相关蛋白表达水平检测[４] 及肠道屏障

功能血清学指标检测[５] 等ꎬ但其反映肠黏膜损伤及

疗效评价的灵敏性却不尽相同ꎮ 蜂胶是一种富含

黄酮、萜烯等多种生物活性成分的天然产物[６]ꎬ动
物实验和人群研究均表明ꎬ蜂胶具有降血糖作

用[７]ꎬ但尚不清楚蜂胶的降糖作用是否与其对肠黏

膜损伤的修复作用有关ꎮ 本研究旨在以糖尿病大

鼠为研究对象ꎬ对上述各种肠黏膜屏障功能检测方

法进行分析评价ꎬ为蜂胶降糖的肠黏膜损伤修复机

制研究提供灵敏可靠的实验手段ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ４８ 只ꎬ１６０ ~ １８０ ｇꎬ
由北京维通利华实验动物技术有限公司提供

[ＳＣＸＫ (京) ２０１６－０００６]ꎮ 大鼠饲养于青岛大学附

属医院实验动物中心[ＳＹＸＫ (鲁) ２０１５ － ０００３]ꎬ
各组大鼠自由进食和饮水ꎬ鼠房环境保持温度(２２ ±
２)℃ꎬ相对湿度 ５０％ ~ ６０％ꎬ每小时换气 ５ 次ꎬ１２ ｈ
光照 /黑暗交替ꎮ 本实验获得青岛大学实验动物伦

理委员会的批准(２０１４ 审字第 ０９)ꎬ并按实验动物

使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

蜂胶(每 １００ ｇ 中含总黄酮≥３􀆰 ２ ｇ)ꎬ由北京中

国农业科学院蜜蜂研究所提供ꎻ链脲佐菌素(ＳＴＺ)
及 ＰＶＤＦ 膜均购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技有限公司ꎻＤ￣
乳酸及连蛋白 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒(美国 Ｃｌｏｕｄ￣Ｃｌｏｎｅ
Ｃｏｒｐ 公司)ꎻ组织蛋白提取试剂盒购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻ蛋白检测试剂盒购自美国 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ 公司ꎻＣｌａｕｄｉｎ、ｏｃｃｌｕｄｉｎ 及 ＺＯ￣１ 抗体均购自美

国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎬ其相应二抗均购

自美国 Ｚｙｍｅｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ 公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 抗体及其二

抗、化学发光试剂盒ꎬ均购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ
高脂饲料(猪油 １０％ꎬ蔗糖 ２０％ꎬ蛋黄粉 １５％ꎬ胆固

醇 １􀆰 ２％ꎬ猪胆盐 ０􀆰 ２％ꎬ鼠维持饲料 ５３􀆰 ６％ꎬ均为国

产)ꎮ Ａｃｃｕ￣Ｃｈｅｋ Ｐｅｒｆｏｒｍａ 罗氏卓越血糖仪、血糖检

测试纸ꎬ 均购自上海罗氏检测产品有限公司ꎻ
ＴＲＡＮＳ￣ＢＬＯＴ ＳＤ 电转膜仪及 Ｖａｒｉａｎｔ ＩＩ 糖化血红蛋

白仪均购自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ ＤＹＹ￣６０ 电泳仪(北
京六一仪器厂)ꎻ ＪＥＭ １２００ 型电子透射显微镜(日
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本 ＪＥＯＬ)ꎻＲＭ ２１３５ 型石蜡切片机(德国 ＬＥＩＣＡ)ꎻ
ＥＬｘ８０８ 型酶标仪(美国 ＢｉｏＴｅｋ)ꎻ ＧＤＳ￣８０００ 凝胶成

像分析系统(美国 ＵＶＰ)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型建立与分组

适应性喂养 １ 周后ꎬ各组大鼠禁食不禁水 １２ ｈꎬ
采用罗氏血糖仪检测尾血血糖作为基础血糖ꎮ 依

据基础血糖值将大鼠随机分为 ４ 组(ｎ ＝ １２ /组)ꎬ包
括正常对照组、糖尿病模型组、８０ ｍｇ / ｋｇ 和 １６０ ｍｇ /
ｋｇ 蜂胶干预组ꎮ 模型组及各蜂胶干预组喂食高糖

高脂饲料ꎬ正常对照组喂食普通饲料ꎬ持续 ３ 周ꎮ 模

型组及各蜂胶干预组腹腔注射 １％ ＳＴＺ 溶液 ４０ ｍｇ /
ｋｇꎬ正常对照组腹腔注射相应剂量柠檬酸缓冲液ꎮ １
周后检测尾血血糖ꎬ血糖值>１１􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 作为成模

大鼠ꎮ 蜂胶干预组分别以 ８０ ｍｇ / ｋｇ 及 １６０ ｍｇ / ｋｇ
蜂胶灌胃成模大鼠ꎬ模型组及正常对照组灌以相应

剂量大豆油ꎬ各组继续喂食相应饲料ꎬ持续 ４ 周ꎮ 大

鼠组织取材于青岛大学附属医院实验动物中心动

物实验设施内进行[ＳＹＸＫ(鲁)２０１５－０００３]ꎮ 禁食

不禁水 １２ ｈ 后ꎬ检测大鼠尾血血糖ꎬ３０％乌拉坦麻

醉ꎬ腹主动脉取血ꎬ同时留取回肠及结肠组织ꎬ用于

后续实验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 血糖(ＦＢＧ)及糖化血红和蛋白(ＨｂＡ１ｃ)水
平检测

采用罗氏卓越血糖仪检测尾血血糖ꎬ采用高效

液相色谱法检测 ＨｂＡ１ｃ 含量ꎬ严格按照说明书操

作ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 血清学指标检测

采用 ＥＬＩＳＡ 实验检测血浆 Ｄ￣乳酸(Ｄ￣ＬＡ)及连

蛋白(ｚｏｎｕｌｉｎ)含量ꎬ每个样品设 ３ 个复孔ꎮ 严格按

照试剂盒说明书操作ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 回肠及结肠黏膜上皮细胞连接装置超微结

构观察

迅速留取大鼠回肠及结肠 １ ｍｍ×２ ｍｍ 组织

块ꎬ生理盐水漂洗ꎬ ２􀆰 ５％ 戊二醛溶液固定 ２４ ｈꎮ
ＰＢＳ(ｐＨ＝ ７􀆰 ２)漂洗 ３ 次ꎬ１％锇酸固定 ８０ ｍｉｎꎬ双蒸

水漂洗ꎬ梯度丙酮脱水ꎬ环氧树脂包埋ꎬ５０ ｎｍ ~ ７０
ｎｍ 厚度切片ꎬ３％ 醋酸双氧铀和柠檬酸铅分别染色

３０ ｍｉｎ 及 １５ ｍｉｎꎬ双蒸水冲洗ꎬ透射电镜观察ꎮ 每组

观察 ５ 张切片ꎬ每张切片观察 ５ 个视野ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测回肠及结肠组织紧密连接

相关蛋白表达水平

(１)蛋白质样品的制备、电泳和转膜:称取回肠

及结肠组织ꎬ采用组织蛋白提取试剂制成 １ ∶５(质量

浓度)的匀浆ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ ４℃离心 ２０ ｍｉｎ 提取上清

液ꎬ采用蛋白检测试剂盒对蛋白浓度进行定量测定ꎬ
严格按照试剂盒说明书操作ꎮ 以 ２０ μｇ 蛋白 /泳道上

样ꎬ采用 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶进行电泳ꎬ浓缩胶电压

８０ Ｖꎬ进入分离胶后将电压提高到 １２０ Ｖꎬ至溴酚蓝到

达分离胶底部即终止电泳ꎮ 甲醇活化 ＰＶＤＦ 膜ꎬ按照

从阴极到阳极依次为:滤纸、凝胶、ＰＶＤＦ 膜、滤纸的

顺序组装转印三明治ꎬ将其放入转膜仪中ꎬ恒压 １０ Ｖꎬ
转膜 １ ｈꎬ将蛋白样品转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ

(２)样品封闭、抗体孵育及图像分析:将电转完

毕的 ＰＶＤＦ 膜标记后ꎬ用含 ５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ 缓

冲液封闭 １ ｈꎮ 洗膜后加入 ｃｌａｕｄｉｎ、ｏｃｃｌｕｄｉｎ 及 ＺＯ￣１
抗体 ４℃孵育过夜ꎮ 采用 ＴＢＳ 缓冲液洗膜 ３ 次ꎬ加
入相应二抗室温孵育 １ ｈꎬ同时设 β￣ａｃｔｉｎ 为内参照ꎮ
再次采用 ＴＢＳ 缓冲液洗膜 ３ 次ꎬ通过化学发光试剂

盒对蛋白样品进行曝光处理ꎬ严格按照试剂盒说明

书操作ꎮ 对胶片进行显影、定影后ꎬ采用 ＵＶＰ ＧＤＳ￣
８０００ 凝胶成像分析系统对目标蛋白光密度值进行

检测ꎬ以目的蛋白与内参 β￣ａｃｔｉｎ 蛋白的光密度比值

作为目的蛋白的相对表达量ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件进行数据统计分析ꎬ
多组比较采用单因素方差分析ꎬＰ<０􀆰 ０５ 被认为有统

计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 蜂胶对糖尿病大鼠血糖水平的影响

结果显示ꎬ模型组大鼠血糖及 ＨｂＡ１ｃ 含量明显

升高ꎬ分别达到正常对照组的 ５􀆰 ９２ 倍和 ２􀆰 ５９ 倍ꎬ经
统计学处理ꎬ具有显著性差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 补充 ８０
ｍｇ / ｋｇ 及 １６０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶后ꎬ大鼠血糖水平分别较

模型组降低了 ３５􀆰 ９％和 ３３􀆰 ４％ꎻＨｂＡ１ｃ 含量也分别

降低了 ２０􀆰 ９％和 ２７􀆰 ３％ꎬ均具有显著性差异(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ 但各干预组间比较ꎬ均未见显著性差异 (Ｐ
>０􀆰 ０５)ꎮ 见表 １ꎮ
２􀆰 ２　 蜂胶对糖尿病大鼠肠黏膜屏障血清学检测指

标的影响

结果显示ꎬ与正常对照组比较ꎬ模型组血浆 Ｄ￣
乳酸及连蛋白含量均有所升高ꎬ而 ８０ ｍｇ / ｋｇ 及 １６０
ｍｇ / ｋｇ 蜂胶补充使血浆 Ｄ￣乳酸及连蛋白含量均有

不同程度降低ꎬ但经统计学处理ꎬ各组间均未见显

著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 见表 ２ꎮ
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２􀆰 ３　 蜂胶对糖尿病大鼠肠黏膜上皮细胞连接装置

超微结构的影响

结果显示ꎬ正常对照组大鼠回肠及结肠组织上

皮细胞连接装置超微结构正常ꎬ无间隙增宽等异常

表现ꎮ 模型组大鼠与正常对照组比较ꎬ其回肠及结

肠组织紧密连接、黏着连接、缝隙连接等细胞间连

接装置出现结构松弛ꎬ电子密度降低及间隙增宽现

象ꎮ 蜂胶干预后ꎬ回肠及结肠组织上述细胞间连接

装置较模型组均发生不同程度改善ꎬ间隙变窄ꎬ与
正常对照组接近ꎮ 见图 １、图 ２ꎮ

表 １　 蜂胶对糖尿病大鼠血糖水平的影响( 􀭰ｘ ±ｓꎬ ｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐｏｌｉｓ ｏｎ ＦＢＧ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｍｇ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

血糖(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＦＢＧ

糖化血红蛋白(％)
ＨｂＡ１ｃ

正常对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

－ ４􀆰 ６３±０􀆰 ２４ ４􀆰 ３６±０􀆰 ６７

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ ２７􀆰 ４０±４􀆰 ３５∗ １１􀆰 ３１±１􀆰 ０５∗

蜂胶干预组 ８０ １７􀆰 ５７±５􀆰 ７４∗△ ８􀆰 ９４±０􀆰 ９８∗△

Ｐｒｏｐｏｌｉｓ ｇｒｏｕｐ １６０ １８􀆰 ２４±４􀆰 ５４∗△ ８􀆰 ２２±１􀆰 １５∗△

注:与正常对照组比较ꎬ∗ Ｐ< ０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬ△Ｐ< ０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗ Ｐ< ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ△Ｐ< ０􀆰 ０５.

表 ２　 蜂胶对糖尿病大鼠肠黏膜屏障血清学检测指标的影响( 􀭰ｘ ±ｓꎬ ｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐｏｌｉｓ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

剂量(ｍｇ / ｋｇ)
Ｄｏｓｅ

Ｄ￣乳酸(ｎｇ / ｍＬ)
Ｄ￣ＬＡ

连蛋白(μｇ / ｍＬ)
Ｚｏｎｕｌｉｎ

正常对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

－ １５７􀆰 ４２±３８􀆰 ３３ ６１５􀆰 １５±６１􀆰 ６１

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

－ １６３􀆰 ８４±３０􀆰 ５９ ６６４􀆰 ９７±８８􀆰 ４６

蜂胶干预组 ８０ １６０􀆰 ０３±５８􀆰 ３４ ６５０􀆰 １４±５４􀆰 ０９
Ｐｒｏｐｏｌｉｓ ｇｒｏｕｐ １６０ １５１􀆰 １８±４９􀆰 ４５ ６４７􀆰 ６０±１０４􀆰 ７０

注:ａ: 正常对照组ꎻ ｂ:模型组ꎻ ｃ: ８０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预组ꎻ ｄ: １６０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预组ꎮ ＴＪ:紧密连接ꎻＡＪ:黏着连接ꎻＤＳ:桥粒ꎮ

图 １　 蜂胶对糖尿病大鼠回肠黏膜上皮细胞连接装置超微结构的影响 (透射电镜ꎬ× ５０ ０００)
Ｎｏｔｅ. ａ: Ｃｏｎｔｒｏｌ. ｂ: Ｍｏｄｅｌ. ｃ: ８０ ｍｇ / ｋｇ Ｐｒｏｐｏｌｉｓ. ｄ: １６０ ｍｇ / ｋｇ ｐｒｏｐｏｌｉｓ. ＴＪ: Ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ.ＡＪ: Ａｄｈｅｒｅｎｓ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ.ＤＳ: Ｄｅｓｍｏｓｏｍｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐｏｌｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｎｇ ｄｅｖｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｌｅｕｍ ｍｕｃｏｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ (ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ × ５０ ０００)

３３中国比较医学杂志 ２０１９ 年 ３ 月第 ２９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１９ꎬＶｏｌ. ２９ꎬＮｏ. ３



注:ａ: 正常对照组ꎻ ｂ:模型组ꎻ ｃ: ８０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预组ꎻ ｄ: １６０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预组ꎮ ＴＪ:紧密连接ꎻＡＪ:黏着连接ꎻＤＳ:
桥粒ꎮ

图 ２　 蜂胶对糖尿病大鼠结肠黏膜上皮细胞连接装置超微结构的影响 (透射电镜ꎬ× ５０ ０００)
Ｎｏｔｅ.　 ａ: Ｃｏｎｔｒｏｌ. ｂ: Ｍｏｄｅｌ. ｃ: ８０ ｍｇ / ｋｇ Ｐｒｏｐｏｌｉｓ. ｄ: １６０ ｍｇ / ｋｇ ｐｒｏｐｏｌｉｓ. ＴＪ: Ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ. ＡＪ: Ａｄｈｅｒｅｎｓ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ. ＤＳ:
Ｄｅｓｍｏｓｏｍｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐｏｌｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ｍｕｃｏｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ (ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ × ５０ ０００)

２􀆰 ４　 蜂胶对糖尿病大鼠回肠组织紧密连接相关蛋

白表达水平的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ 模型组回肠组织中

ｃｌａｕｄｉｎ￣１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ￣１ 蛋白表达水平均较正常对

照组显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ８０、１６０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预

组回肠组织中 ｃｌａｕｄｉｎ￣１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ￣１ 蛋白表达水

平均较模型组明显升高ꎬ且具有剂量依赖性(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ３ꎮ
２􀆰 ５　 蜂胶对糖尿病大鼠结肠组织紧密连接相关蛋

白表达水平的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ 模型组结肠组织中

ｃｌａｕｄｉｎ￣１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ￣１ 蛋白表达水平均较正常对

照组显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ８０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预组结

肠组织中 ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 蛋白及 １６０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预组

ｃｌａｕｄｉｎ￣１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ￣１ 蛋白表达水平均较模型

组明显升高ꎬ其中ꎬＺＯ￣１ 蛋白表达水平在两干预组

间存在剂量依赖性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 其余各组间比较ꎬ均
无显著性差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 见图 ４ꎮ

３　 讨论

本研究通过高糖高脂饮食联合 ＳＴＺ 腹腔注射

的方法成功建立了糖尿病大鼠模型ꎬ并通过蜂胶补

充ꎬ有效控制了糖尿病大鼠血糖及糖化血红蛋白水

平ꎬ表明蜂胶具有良好的降血糖效果ꎬ与相关报道

一致[７－８]ꎮ 随后ꎬ本实验采用超微结构观察、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 及血清学检测三种实验方法ꎬ从不同角度对

糖尿病大鼠肠黏膜屏障损伤状况进行评价和分析ꎬ
以期获得敏感可靠的肠黏膜屏障功能检测方法ꎬ用
于蜂胶降糖作用的肠黏膜屏障修复机制研究ꎮ

国内外多项研究显示ꎬ肠黏膜屏障完整性破坏

在糖尿病的发生发展过程中发挥重要作用[９]ꎮ
Ｚｈｏｎｇ 等[１]对 ３８ 例 ２ 型糖尿病患者和 １５２ 例非糖

尿病患者进行比较发现ꎬ２ 型糖尿病患者小肠绒毛

性水肿的发生率高达 ７８􀆰 ９％ꎬＬｅｗｉｓ 评分也显著高

于非糖尿病患者ꎮ Ｈｏｒｔｏｎ 等[１０] 采用口服 ５１Ｃｒ￣
ＥＤＴＡ 的方法对 ２０ 例 ２ 型糖尿病患者进行检查ꎬ发
现其肠道渗透性均异常增高ꎮ Ｌｅｅ 等[１１] 的研究则

显示ꎬ非肥胖型糖尿病(ＮＯＤ)小鼠在感染具有肠黏

膜屏障破坏能力的野生型 Ｃ. ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ 菌株后ꎬ不
仅其肠黏膜屏障遭到破坏ꎬ同时ꎬ其胰岛炎症也呈

现快速发展趋势ꎮ 以上人群研究及动物实验均表

明ꎬ肠黏膜屏障损伤参与了糖尿病的发生发展并发

挥关键作用ꎬ它也因此成为药物降糖潜在的作用

靶点ꎮ

４３ 中国比较医学杂志 ２０１９ 年 ３ 月第 ２９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１９ꎬＶｏｌ. ２９ꎬＮｏ. ３



注:１: 正常对照组ꎻ ２:模型组ꎻ ３: ８０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶

干预组ꎻ ４: １６０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预组ꎮ∗ Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｓ

正常对照组ꎻ△Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎻ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｓ ８０
ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预组ꎮ

图 ３　 蜂胶对糖尿病大鼠回肠组织紧密连接

相关蛋白表达水平的影响

Ｎｏｔｅ. １: Ｃｏｎｔｒｏｌ. ２: Ｍｏｄｅｌ. ３: ８０ ｍｇ / ｋｇ ｐｒｏｐｏｌｉｓ.

４: １６０ ｍｇ / ｋｇ ｐｒｏｐｏｌｉｓ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ ｖｓ ｃｏｎｔｒｏｌ.△Ｐ <

０􀆰 ０５ ｖｓ ｍｏｄｅｌ.＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｓ ８０ ｍｇ / ｋｇ Ｐｒｏｐｏｌｉｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐｏｌｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｌｅｕｍ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ

本研究透射电镜结果发现ꎬ糖尿病大鼠回肠及

结肠组织上皮细胞紧密连接及黏着连接发生间隙

增宽、密度降低等不同程度异常改变ꎬ蜂胶补充有

效改善了其紧密连接等细胞连接装置损伤状况ꎬ并
具有一定剂量依赖性ꎮ 紧密连接位于上皮细胞基

底外侧膜顶端ꎬ是肠黏膜上皮细胞间最主要的连接

方式ꎬ与黏着连接、桥粒、缝隙连接等共同构成细胞

间连接装置ꎬ在封闭细胞间隙ꎬ维持肠黏膜屏障结

构与功能完整性方面发挥决定性作用[１２]ꎮ 本研究

结果表明ꎬ肠黏膜细胞连接超微结构观察对于糖尿

病大鼠肠黏膜屏障功能检测具有较高的灵敏性ꎬ可
用于降糖药物的肠黏膜损伤修复疗效观察ꎮ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果发现ꎬ 糖尿病大鼠回肠和

结肠组织中 ｃｌａｕｄｉｎ￣１、ｏｃｃｌｕｄｉｎ 及 ＺＯ￣１ 等紧密连接

相关蛋白表达水平均发生不同程度下调ꎬ补充蜂胶

后ꎬ其下调状况得到有效缓解和控制ꎬ且随着蜂胶

剂量的增加ꎬ 改善效果尤为明显ꎮ Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 和

ｏｃｃｌｕｄｉｎ 是紧密连接中最主要的跨膜蛋白ꎬ也是参

与肠黏膜屏障功能调节的主要功能蛋白ꎮ 它们在

注:１: 正常对照组ꎻ ２:模型组ꎻ ３: ８０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预

组ꎻ ４: １６０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干预组ꎮ∗ Ｐ< ０􀆰 ０５ ｖｓ 正常对照

组ꎻ△Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｓ 模型组ꎻ＃ Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｓ ８０ ｍｇ / ｋｇ 蜂胶干

预组ꎮ

图 ４　 蜂胶对糖尿病大鼠结肠组织紧密连接

相关蛋白表达水平的影响

Ｎｏｔｅ. １: Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２: Ｍｏｄｅｌꎻ ３: ８０ ｍｇ / ｋｇ Ｐｒｏｐｏｌｉｓꎻ ４: １６０

ｍｇ / ｋｇ Ｐｒｏｐｏｌｉｓ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ△Ｐ < ０􀆰 ０５ ｖｓ

Ｍｏｄｅｌꎻ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｓ ８０ ｍｇ / ｋｇ Ｐｒｏｐｏｌｉｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｏｐｏｌｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ

ｃｏｌｏｎｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ

胞外与跨膜蛋白相互作用ꎬ在胞内则通过支架蛋白

ＺＯ￣１ 与肌动蛋白等胞内蛋白相互联系ꎮ 这种由多

种跨膜蛋白及粘附分子组成的“拉链样”结构ꎬ环绕

整个细胞呈带状分布ꎬ共同构成细胞间稳定的紧密

连接体系[１３]ꎮ 多项研究指出ꎬ紧密连接相关蛋白表

达水平降低可造成紧密连接崩解断裂ꎬ导致肠黏膜

屏障结构与功能损伤ꎻ上调肠黏膜紧密连接相关蛋

白表达ꎬ可使肠黏膜损伤得到修复ꎬ缓解疾病进

程[１４－１５]ꎬ本研究 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 与透射电镜结果相

互印证ꎬ得到了较为一致的结论ꎬ表明将紧密连接

相关蛋白表达水平检测用于糖尿病大鼠肠黏膜损

伤状况评价亦具有较高的灵敏性ꎬ可作为药物降糖

的肠黏膜屏障修复机制研究较为可靠的实验手段

之一ꎮ
Ｄ￣乳酸是肠道细菌代谢产物ꎬ当肠道屏障遭到

破坏时ꎬＤ￣乳酸可通过受损黏膜渗透入血ꎬ使循环

５３中国比较医学杂志 ２０１９ 年 ３ 月第 ２９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１９ꎬＶｏｌ. ２９ꎬＮｏ. ３



血中 Ｄ￣乳酸含量升高ꎻ连蛋白是紧密连接通路重要

蛋白ꎬ当肠黏膜通透性升高时ꎬ连蛋白亦可释放入

血ꎬ引起血液中连蛋白水平增高ꎬ二者可在一定程

度上反映肠道屏障损伤状况[５]ꎮ 而本研究血清学

检测结果发现ꎬ血浆 Ｄ￣乳酸和连蛋白水平在各组大

鼠间均无 显 著 性 差 别ꎬ 与 透 射 电 镜 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果存在不一致性ꎮ 表明作为降糖药

物肠黏膜修复疗效评价手段ꎬ肠黏膜屏障超微结构

观察及紧密连接相关蛋白表达水平检测的灵敏性

可能更优于肠道屏障功能血清学检测ꎮ
此外ꎬ本实验针对肠黏膜屏障功能检测方法的

比较分析并不全面ꎬ其他多种肠黏膜屏障功能检测

方法ꎬ如血浆内毒素检测、胃肠黏膜 ｐＨ 值测定、酚
黄酞测定及肠型脂肪酸结合蛋白含量检测等尚未

被涉及ꎬ将在以后的实验中加以完善和补充ꎮ
总之ꎬ肠黏膜屏障超微结构观察及紧密连接相

关蛋白表达水平检测能较好反映糖尿病大鼠肠黏

膜屏障损伤状况ꎬ较血清学检测具有更高的灵敏

性ꎬ可成为降糖药物肠黏膜屏障修复机制研究可靠

的实验手段ꎮ 同时ꎬ蜂胶降糖作用也与其调节紧密

连接相关蛋白表达ꎬ修复肠黏膜损伤有关ꎮ
(致谢:本实验得到青岛大学医学院医学营养

研究所的大力支持ꎬ感谢实验室全体老师对本实验

的帮助ꎮ)
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