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罗汉果苷 ＩＩＥ 在巨噬细胞糖尿病炎症模型中的作用

黄　 凯１ꎬ 肖　 娟１ꎬ 李爱丽２∗

( １. 广西肝脏损伤与修复分子医学重点实验室ꎬ 桂林医学院附属医院ꎬ
广西 桂林 ５４１００１ꎻ ２. 桂林医学院附属医院ꎬ 广西 桂林 ５４１００１ )

摘　 要: 为研究罗汉果苷 ＩＩＥ 在脂多糖(ＬＰＳ)和棕榈酸(ＰＡ)联合诱导小鼠巨噬细胞糖尿病炎症模型中的作

用ꎬ该研究采用 １ ｎｇμＬ￣１的 ＬＰＳ 和 １００ μｍｏｌＬ￣１的 ＰＡ 联合处理小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４.７ 构建糖尿病炎症

模型ꎬ并运用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分别检测 ０、１、３、６、１２、２４ ｈ 六个不同时间点细胞中炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 的表达水平

变化ꎮ 结果表明:(１)１ ｎｇμＬ￣１的 ＬＰＳ 和 １００ μｍｏｌＬ￣１的 ＰＡ 两者共同处理小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４.７ 在 ２４ ｈ
时产生的炎症协同作用最好ꎻ(２)在 ＬＰＳ(１ ｎｇμＬ￣１)和 ＰＡ(１００ μｍｏｌμＬ￣１)联合诱导小鼠巨噬细胞 １２ ｈ 后ꎬ
进而用 ２０ μｍｏｌＬ￣１的罗汉果苷 ＩＩＥ 处理 １２ ｈꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果发现ꎬ２０ μｍｏｌＬ￣１的罗汉果苷 ＩＩＥ 处理 １２ ｈ
可显著降低 ＬＰＳ 和 ＰＡ 联合诱导的细胞内炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ说明罗汉果苷 ＩＩＥ 能够有效降低

巨噬细胞的炎症水平ꎮ 综上认为ꎬ罗汉果苷 ＩＩＥ 可能在治疗糖尿病中起到一定的作用ꎬ该研究结果为糖尿病

治疗新策略的提出提供了参考ꎮ
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　 　 糖尿病作为一种慢性代谢性疾病ꎬ近年来发

病率逐渐上升ꎮ 据统计ꎬ糖尿病的危害程度仅次

于肿瘤和心血管疾病ꎬ是威胁人类健康的第三大

疾病ꎬ给 全 世 界 人 们 带 来 了 巨 大 的 经 济 负 担

(Ｌａｓｓｅｎｉｕｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 有研究发现ꎬ糖尿病的

患者常伴有脂代谢紊乱ꎬ主要表现为血浆游离脂

肪酸( ｆｒｅｅ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄꎬＦＦＡ)浓度增高ꎬ特别是棕榈酸

(ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄꎬＰＡ)含量的增高(Ｒｕｉｚ￣Ｎúｎ̄ｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎮ ＦＦＡ 以及其他因素共同作用可使得革兰

氏 阴 性 菌 细 胞 壁 的 组 成 部 分 脂 多 糖

( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬ ＬＰＳ) 呈低水平增高 ( Ｄａｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻＨｅｌｌｍａｎｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 随着体内循环

的 ＬＰＳ 和 ＦＦＡ 的增加ꎬ它们可能产生协同作用ꎬ进
而促进一种强烈的炎症反应ꎬ而这种促炎反应远

超于 ＬＰＳ 或 ＦＦＡ 单独作用ꎮ 近年来ꎬ炎症反应在

糖尿病发生发展中的作用受到广泛关注ꎬ越来越

多的炎症介质及免疫标志物ꎬ 如 Ｃ 反应蛋白

(ＣＲＰ)、肿瘤坏死因子 ａ( ＴＮＦ￣ａ)、白细胞介素 ６
( ＩＬ￣６)、血浆纤溶酶原激活等都与糖尿病及其并

发症密切相关ꎬ且被认为是肥胖症和糖尿病的预

测因子ꎮ 因此ꎬ减弱由 ＬＰＳ 和 ＦＦＡ 协同产生的强

烈促炎反应对于糖尿病的治疗至关重要ꎮ
罗汉果 (Ｓｉｒａｉｔｉａ ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ) 是我国广西特有

的传统药食同源植物ꎬ属于葫芦科家族成员ꎮ 经

检测ꎬ罗汉果内富含蛋白质、维生素、微量元素、多
糖等营养成分ꎬ同时含有葫芦烷三萜皂苷和黄酮

等多种活性成分ꎬ其中葫芦烷三萜化合物为罗汉

果主要功能成分ꎮ 现代药理研究证实ꎬ罗汉果不

仅具有止咳祛痰、抗氧化、抗炎等药理作用ꎬ而且

能显著干预糖脂代谢异常ꎮ 有研究发现ꎬ给患有

糖尿病的小鼠服用罗汉果苷ꎬ可以预防和减少糖

尿病 并 发 症 ( Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ Ｓｕｚｕｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７ꎻＱｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ 罗汉果苷 ＩＩＥ 既是一种苦

味三萜皂苷ꎬ也是罗汉果苷 Ｖ 的前体ꎬ为未成熟罗

汉果的主要成分ꎮ 然而ꎬ罗汉果苷 ＩＩＥ 在糖尿病治

疗当中的作用ꎬ至今仍然未知ꎮ
有研究表明ꎬ巨噬细胞不仅在宿主防御机制

中发挥关键作用ꎬ而且在促炎细胞因子和细菌 ＬＰＳ
暴露下被激活 ( Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９３ꎻＺｈａｎｇ ＆ Ｇｈｏｓｈꎬ
２０００)ꎮ 被诱导的巨噬细胞大量产生促炎细胞因

子ꎬ如 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１、ＩＬ￣６ 和 ＮＯ、ＰＧＥ２ 等ꎮ 这些促

炎因子在炎症性疾病中发挥关键作用 ( Ｖａｎｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９４ꎻＭａｒｋｓ￣Ｋｏｎｃｚａｌｉｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)ꎮ 由于血

浆中丰富的脂肪酸棕榈酸( ＰＡ)的增加可导致 ＩＩ
型糖尿病的血脂异常ꎬ表明 ＰＡ 是一种重要的参与

糖尿病的脂肪酸ꎮ 同时ꎬ临床研究报道在肥胖患

者血液循环中脂多糖( ＬＰＳ)升高ꎬ进而 ＬＰＳ 可通

过 ＴＬＲ４ 信号通路触发炎症反应ꎬ激活组织炎症因

子ꎮ 综上认为ꎬ糖尿病合并肥胖患者可能同时存

在 ＰＡ 升高和 ＬＰＳ 升高ꎮ 因此ꎬ本文采用 ＬＰＳ 和

ＰＡ 联合处理小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４.７ 构建糖尿

病炎症模型ꎬ该模型的建立能客观地模拟糖尿患

者体内因 ＰＡ 和 ＬＰＳ 失调而引起的炎症反应ꎬ同时

能简便、节约、快速、客观地观察实验结果ꎬ具有一

定的创新性ꎮ 随后ꎬ我们在该糖尿病模型的基础

上研究罗汉果苷 ＩＩＥ 对细胞内炎症因子 ＴＮＦ￣α
ｍＲＮＡ 的影响ꎬ旨在探索罗汉果苷 ＩＩＥ 治疗糖尿病

的潜在可能性ꎬ为糖尿病治疗新策略的提出提供

参考依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

棕榈酸( ＰＡ)、脂多糖( ＬＰＳ)均购自 Ｓｉｇｍａ 公

司ꎻ罗汉果苷 ＩＩＥ 购自成都曼斯特生物科技有限公

司(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｄｍｕｓｔ. ｃｏｍ / )ꎬ并溶于甲醇配置成

２０ μｍｏｌＬ￣１溶液ꎮ
１.２ ＰＡ 母液的配置

将一定量的 ＰＡ 加入含 ０.１ ｍｏｌＬ￣１ ＮａＯＨ 的
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７０％乙醇中ꎬ用 ７０ ℃水浴溶解 ꎬ混匀后冷却至室

温ꎬ待用ꎮ
１.３ 细胞培养

小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４.７ 购自上海生命科学

研究院细胞资源中心ꎬ细胞接种于含 １０％胎牛血

清的 ＤＭＥＭ(购自 Ｇｉｂｃｏ 公司)完全培养基中ꎬ置
于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的饱和湿度培养箱中培养ꎮ
１.４ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测加药后细胞内炎症因子 ＴＮＦ￣α
ｍＲＮＡ 表达水平的变化

收集各组加药后 ２４ ｈ 生长状态良好的 ＲＡＷ
２６４.７ 细胞ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取细胞中总 ＲＮＡꎬ用反

转录试剂盒合成 ｃＤＮＡꎬ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 采用

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ａｓｓａｙ 试剂盒分别检测

转染后各组细胞中 ＴＮＦ￣α 和内参 ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ 的

表达ꎮ 本研究采用 ４０ 个循环ꎬ扩增程序:９４ ℃预变

性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退火 １０ ｓꎬ７２ ℃延伸

３０ ｓ ꎮ 扩增结束后统计各组 ＣＴ 值ꎬ采用相对定量

２－△△ＣＴ计算各组 ＲＡＷ ２６４.７ 细胞内炎症因子 ＴＮＦ￣α
ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎮ ＴＮＦ￣α 引物序列为 Ｆ: ５′￣
ＣＴＴ ＣＡＧ ＧＧＡ ＴＡＴ ＧＴＧ ＡＴＧ ＧＡＣ ＴＣ￣３′ꎬＲ: ５′￣ＧＧＡ
ＧＡＣ ＣＴＣ ＴＧＧ ＧＧＡ ＧＡＴ ＧＴ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ 的引物序列

为 Ｆ: ５′￣ＧＧＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＧＴＣＧＴＧ￣３′ꎬＲ: ５′￣ＴＴＣＡＧＣ
ＴＣＴＧＧＧＡＴＧＡＣＣ￣３′ꎮ
１.５ 统计学分析

实验数据用 ｘ ± ｓ 表示ꎬ利用 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件

进行数据处理和分析ꎬ多组间差异采用单因素方

差分析ꎬ两两组间差异采用 ＳＮＫ￣ｑ 检验分析ꎬＰ<
０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＬＰＳ 和 ＰＡ 诱导小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４.７ 后

细胞内炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平的变化

本研究的实验部分可以分为 ４ 个组ꎬ即未处理

组(ＮＣ)、ＰＡ 单独诱导组、ＬＰＳ 单独诱导组以及 ＰＡ
和 ＬＰＳ 联合诱导组ꎮ 经上述处理后ꎬ分别于 ０、１、
３、６、１２、２４ ｈ 六个不同时间点收集细胞ꎬ并采用

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测细胞内炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达

水平的变化ꎮ 由图 １ 可知ꎬ１ ｎｇμＬ￣１的 ＬＰＳ 诱导

产生的细胞内炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平在

１、３、６、１２ ｈ 时间点均显著高于未处理组(ＮＣ)的ꎬ
差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ１００ μｍｏｌＬ￣１的

ＰＡ 诱导产生的炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平

在 １、３、６、１２、２４ ｈ 时间点均与未处理组(ＮＣ)无显

著差异(Ｐ>０.０５)ꎻ经 ＬＰＳ 和 ＰＡ 联合诱导后的细

胞内炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平在 １、６、２４ ｈ
时间点均显著高于 ＬＰＳ、ＰＡ 的单独诱导组ꎬ差异具

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ且在 ２４ ｈ 时间点差异最

显著ꎬ这说明 １ ｎｇμＬ￣１的 ＬＰＳ 和 １００ μｍｏｌＬ￣１

的 ＰＡ 联合诱导 ＲＡＷ ２６４.７ 细胞在 ２４ ｈ 时间点产

生的协同作用最佳ꎮ 因此ꎬ我们将 ２４ ｈ 作为 ＬＰＳ
和 ＰＡ 联合处理的最佳诱导时间ꎮ

图 １　 ＬＰＳ 和 ＰＡ 诱导小鼠巨噬细胞后各组细胞中炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平随时间的变化情况
Ｆｉｇ. １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ａｎｄ ＰＡ

６５４１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



２.２ ＬＰＳ 和 ＰＡ 诱导 ２４ ｈ 后小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ
２６４.７ 的变化

从图 ２ 可以看出ꎬ小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４. ７

经 ＬＰＳ 和 ＰＡ 分别单独诱导以及 ＬＰＳ 和 ＰＡ 联合

诱导 ２４ ｈ 后小鼠巨噬细胞发生变化ꎮ 图 ２ 结果显

示ꎬＬＰＳ＋ＰＡ 联合诱导组的细胞数最少且含有少量

Ａ. 未处理组ꎻ Ｂ. 棕榈酸ꎻ Ｃ. 脂多糖ꎻ Ｄ. 棕榈酸＋脂多糖ꎮ 图中标尺均为 ２００ μｍꎮ
Ａ. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ. Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄꎻ Ｃ. Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎻ Ｄ. Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ ＋ Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ. Ａｌｌ ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ ａｒｅ ２００ μｍ.

图 ２　 ＬＰＳ 和 ＰＡ 诱导小鼠巨噬细胞 ２４ ｈ 后小鼠巨噬细胞的变化情况
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ ａｎｄ ＰＡ ｆｏｒ ２４ ｈ

的死细胞ꎬ而 ＬＰＳ 诱导组的细胞数最多ꎬ进一步说

明１ ｎｇμＬ￣１的 ＬＰＳ 和 １００ μｍｏｌＬ￣１的 ＰＡ 两者

共同处理小鼠巨噬细胞 ２４ ｈ 后产生的炎症协同作

用最好ꎮ 因此ꎬ选用 ２４ ｈ 为 ＬＰＳ 和 ＰＡ 联合诱导

的最佳时间ꎮ
２.３ 罗汉果苷 ＩＩＥ 可以有效抵制 ＬＰＳ 和 ＰＡ 联合

诱导产生的炎症协同作用

应用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分别检测 ０、１、３、６、１２、２４ ｈ 六

个不同时间点细胞中炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 的表

达水平(图 ３)ꎮ 图 ３ 结果显示ꎬ２０ μｍｏｌＬ￣１的罗汉

果苷 ＩＩＥ 处理 １２ ｈ 可以显著降低 ＬＰＳ 和 ＰＡ 联合诱

导生成的炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ差异具

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ对由 ＬＰＳ 或 ＰＡ 单独诱导

产生的 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平无显著差异 ( Ｐ >
０.０５)ꎮ 这说明罗汉果苷 ＩＩＥ 可以抑制 ＬＰＳ(１ ｎｇ
μＬ￣１)和 ＰＡ(１００ μｍｏｌＬ￣１)联合诱导产生细胞炎症

反应ꎬ从而有效降低巨噬细胞的炎症水平ꎮ

图 ３　 罗汉果苷 ＩＩＥ 处理经 ＰＡ 和 ＬＰＳ 单独或联合
诱导的小鼠巨噬细胞 １２ ｈ 后各组细胞中炎症

因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平的变化
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ

ＰＡ ａｎｄ ＬＰＳ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｍｏｇｒｏｓｉｄｅ ＩＩＥ ｆｏｒ １２ ｈ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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３　 讨论与结论

糖尿病炎症的调控对糖尿病的治疗至关重

要ꎮ Ｇｕａｒｉｇｕａｔａ 等 ( ２０１４)研究表明ꎬ糖尿病是一

种复杂的以高血糖为特征的代谢性疾病ꎬ 严重影

响患者的生活质量ꎮ Ｗｅｌｌｅｎ 等(２００５)研究表明ꎬ
该代谢性疾病与炎症的异常产生和炎症信号通

路的激活密切相关ꎮ 本研究用小鼠巨噬细胞来

模拟糖尿病炎症模型时的 ＬＰＳ 和 ＰＡ 所选浓度与

Ｘｉａｏ 等( ２０２０) 所报道的一致ꎬ我们的实验结果

也显示在该浓度下两者共同作用可诱导炎症协

同效应ꎮ 同时ꎬ在糖尿病病人的体内ꎬ炎症反应

可以对人体细胞造成一定的伤害ꎬ说明所选浓度

具有可行性ꎮ
本课题组肖娟博士 ２０２０ 年发表的文章结果

发现ꎬ２０ μｍｏｌＬ ￣１的罗汉果苷在细胞模型和小

鼠中可通过下调 ＩＬ￣９ / ＩＬ￣９ 受体通路改善胰腺炎

(Ｘｉａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０) ꎬ并且由于本研究涉及的分组

比较多ꎬ因此在采用罗汉果苷 ＩＩＥ 处理小鼠巨噬

细胞炎症模型时ꎬ我们只检测了不同时间点 ＬＰＳ
和 ＰＡ 联合诱导生成的炎症因子 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表

达水平的变化ꎮ 本研究结果发现ꎬ处理 １２ ｈ 的效

果最佳ꎬ用 ２０ μｍｏｌＬ ￣１的罗汉果苷 ＩＩＥ 处理 １２
ｈ 能够显著降低细胞内 ＰＡ 和 ＬＰＳ 联合诱导的协

同炎症反应ꎬ而对 ＰＡ 或 ＬＰＳ 单独诱导的炎症反

应无显著作用ꎮ 但是ꎬ此具体作用机制目前还不

甚清楚ꎬ有待进一步深入研究ꎮ
罗汉果苷 ＩＩＥ 是从可食用的罗汉果果实中提取

而来ꎬ且罗汉果中的糖类在人体内升糖作用弱ꎮ 基

于这一点ꎬ罗汉果苷 ＩＩＥ 可以成为糖尿病病人辅助

治疗的一个重要方向ꎮ 因此ꎬ本研究结果将对开发

有效的抗糖尿病炎症药物以及改善糖尿病患者的

生活质量具有重要的指导意义ꎮ 另外ꎬ由于罗汉果

苷 ＩＩＥ 为未成熟罗汉果中含量最高的苷类ꎬ且每年

丰收季节未成熟的罗汉果占有一定的比例ꎬ因此本

研究结果既有助于提高未成熟罗汉果的利用价值ꎬ
又有利于提升成熟罗汉果的经济价值ꎮ
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