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Abstract
AIM: To detect the influence of major peptide 
β-casomorphin-7 (β-CM7) from milk on the 
absorption of glucose, and its mechanism in the 
diet and healthy food.

METHODS: In this study healthy adult SD 
rats were divided into control group (0 mol/L 
β-CM7), low-dose group (7.5×10-7 mol/L β-CM7), 
middle-dose group (7.5×10-6 mol/L β-CM7) and 
high-dose group (7.5×10-5 mol/L β-CM7). Re-
verted sacs of adult rats in vitro were performed 
which were dipped into culture sample includ-

ing β-CM7 and glucose and we designed a few 
tests: (1) the concentration of glucose in reverted 
sacs was detected using oxidase method of glu-
cose; (2) the activity of Na+-K+-ATPase in small 
intestinal mucosa was observed with colorimet-
ric method; (3) the mRNA expressions of sodi-
um-glucose transporter (SGLT-1) and facilitative 
glucose transporter (GLUT-2) in small intestinal 
mucosa were analyzed using the Real-time PCR. 

RESULTS: Compared with control group, 
β-CM7 of 7.5×10-7-7.5×10-5 mol/L significantly 
induced glucose concentration in vitro (1.09, 
1.24, 1.12 vs 1.74, P = 0.01, 0.04, 0.02); the activity 
of Na+-K+-ATPase was reduced (85.73, 112.06, 
109.68 vs 114.93, P = 0.004, 0.73, 0.54); the mRNA 
expressions of SGLT-1 and GLUT-2 were also 
significantly reduced (0.77, 0.58, 0.46 vs 1.11, P 
= 0.20, 0.05, 0.02; 0.50, 0.66, 0.85 vs 1.14, P = 0.30, 
0.14, 0.03), compared with control group. 

CONCLUSION: The present data demonstrated 
that β-CM7 was able to reduce the absorption 
of glucose through inhibiting activity of Na+-
K+-ATPase and the mRNA expression level of 
SGLT-1, GLUT-2 in small intestine of rats. 

Key Words: β-Casomorphin-7; Rats; Absorption of 
glucose; Na+-K+-ATPase; Sodium/glucose cotrans-
porter-1; Facilitative glucose transporter-2
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摘要
目的 :  探 讨 乳 源 活 性 肽 β - 酪 啡 肽 - 7 ( β - 
Casomorphin-7, β-CM7)应用于食品时对葡萄
糖吸收的影响及其作用机制. 

方法: 选用健康成年SD大鼠, 分为对照组(0 
mol/L β-CM7), L低剂量组、M中剂量组、

H高剂量组(终浓度分别为7.5×10-7, 7.5×
10-6, 7.5×10-5 mol/L). 利用翻转离体小肠囊
模型进行实验: (1)葡萄糖氧化酶法测定翻转
后小肠内液葡萄糖含量; (2)比色法测定小肠
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■背景资料
如何对糖尿病患
者进行治疗和日
常保健, 特别是随
着功能性食物的
开发和研究, 研究
食物源性生物活
性肽等腔内因子
对血糖的影响作
用及机制开始受
到人们的关注. 乳
蛋白主要有酪蛋
白和乳清蛋白, β-
酪啡肽 -7是β -酪
蛋白经酶解释放
出的乳源活性肽. 
已有研究报道乳
清蛋白能够降低
血糖, 其机制还不
明确, 也有发现β-
酪啡肽 -7能够降
低血糖, 但相关深
入研究还未见报
道. 本研究探讨了
乳中β -酪啡肽 -7
应用于饮食和健
康保健食品中对
葡萄糖吸收的影
响及其作用机制. 

■同行评议者
曹 志 成 ,  英 国 生
物医学科学研究
所 院 士 ,  香 港 伊
利沙伯医院临床
肿瘤科

标题是icuo的



黏膜Na+-K+-ATP酶活力; (3)荧光定量PCR法
分析小肠黏膜组织中钠葡萄糖共转运载体
(SGLT-1)和葡萄糖协助扩散转运载体(GLUT-
2)mRNA的表达.  

结果: 在离体环境下β-CM7在7.5×10-7-7.5×
10-5 mol/L浓度下对葡萄糖的吸收均有一定的
抑制作用(1.09 mol/L, 1.24 mol/L, 1.12 mol/L 
vs  1.74 mol/L, P  = 0.01, 0.04, 0.02), 能够降低
Na+-K+-ATP酶活力(85.73, 112.06, 109.68 vs  
114.93, P  = 0.004, 0.73, 0.54); 荧光定量PCR结
果发现: 与对照组相比, β-CM7能够显著降低
SGLT-1及GLUT-2 mRNA水平(0.46, 0.58, 0.77 
vs  1.11, P  = 0.20, 0.05, 0.02; 0.50, 0.66, 0.85 vs  
1.14, P  = 0.30, 0.14, 0.03). 

结论: β-CM7可以通过降低Na+-K+-ATP酶活
力及下调SGLT-1、GLUT-2 mRNA水平, 减少
大鼠小肠对葡萄糖的吸收. 

关键词: β-酪啡肽-7; 大鼠; 葡萄糖吸收; Na+-K+-

ATP酶; 钠葡萄糖共转运载体-1; 葡萄糖协助扩散

转运载体-2
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0  引言

糖是生命活动中的重要能源, 机体所需能量的

70%是食物中的糖所提供的. 人体每日所摄入

的淀粉类食物(占食物的大部分), 最终分解为

葡萄糖, 然后被吸收进入血液循环. 机体吸收

葡萄糖的整个过程由2个家族的跨膜转运载体

蛋白-钠葡萄糖共转运载体系统(sodium/glucose 
cotransporters, SGLTs)和葡萄糖协助扩散转运载

体系统(facilitative glucose transporters, GLUTs)
来完成[1-2]. 其中起主导作用的是SGLT-1, 该蛋

白在细胞膜Na+-K+-ATP酶作用下逆浓度梯度

并偶联Na+主动转运葡萄糖, 同时消耗能量[3-4]. 
SGLT-1载体数量的多少, 是葡萄糖吸收的决定

因素. GLUT-2是以易化扩散方式顺葡萄糖的浓

度梯度从胞外将葡萄糖运到胞内, 其转运过程

不消耗能量[5]. 如此, 肠道葡萄糖的跨膜吸收主

要涉及SGLT-1、GLUT-2及Na+-K+-ATP酶3个
蛋白. 

β-酪啡肽-7(β-casomorphin7, β-CM7)是β-酪
蛋白经酶降解释放出的一类最具代表性的乳源
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活性肽, 1979年由Brantl et al [6]首先从牛乳酪蛋

白的酶解产物中分离出, 并证明其产物具有阿片

肽活性, 能够被纳洛酮所逆转. Froetsehel et al [7]

已证实β-CMs能在动物胃肠道被完整地吸收, 产
生与内源性阿片肽类似的生理调节功能如刺激

胰岛素、生长抑素释放, 调节肠运动, 提高采食

量, 促进肠道水分与电解质的吸收, 此外还影响

动物的行为、呼吸、睡眠等[8-9]. 根据其刺激胰

岛素分泌的作用, 推测其可能有降血糖作用. 宗
亚峰[10]的研究证实β-CM7体外能够抑制小肠对

葡萄糖的吸收, 但其作用机制还不明确. 为了探

讨主要的乳源活性肽β-CM7应用于饮食和健康

保健食品中对葡萄糖吸收的影响及其作用机

制, 本研究以大鼠为研究对象, 采用体外翻转的

离体小肠囊模型, 观察了β-CM7对小肠葡萄糖

吸收的影响, 并从影响葡萄糖转运的主要载体

SGLT-1、GLUT-2及Na+-K+-ATP酶3个方面探讨

其对葡萄糖吸收影响的机制, 为挖掘酪啡肽等

食物源活性肽辅助降血糖的作用提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 β-CM7(Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile)色谱

纯(纯度>97%), 美国凤凰药业有限公司产品; 葡
萄糖为上海伯奥公司产品; 葡萄糖检测试剂盒、

ATP酶试剂盒购自南京建成生物工程研究所; 荧
光酶购自南京博飞有限公司; PCR引物由上海英

俊公司合成; MMLV反转录酶, RNA抑制剂, 随机

引物为南京生兴生物工程研究所. 实验动物由上

海实验动物中心提供. 实验鼠用颗粒饲料购于南

京协同医药生物工程有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 翻转离体小肠囊的制作: SD大鼠, 雌雄不

拘, 质量200 g左右, 自由采食和饮水, 断颈处死

后, 取出小肠, 参照陈其才 et al [11]的实验方法制

作翻转离体小肠囊模型. 
1.2.2 不同浓度β-CM7对离体小肠葡萄糖吸收的

影响: 翻转制作的离体小肠囊, 剪去约10 cm左

右的十二指肠, 余下的小肠段用4℃预冷的无糖

Kreb's液冲洗3次. 取4段长约7 cm的小肠段, 放
在干净的滤纸上, 吸取表面液体. 用眼科镊将

其黏膜面翻转出, 一端固定于底部膨大的插管

上, 另一游离端用手术线扎紧, 向肠囊内注入

1 mL无糖Kreb's液. 实验分为对照组(含0 mol/L 
β-CM7, 15 mmol/L葡萄糖的Kreb's液); 实验组分

为3个不同剂量组: L低剂量组、M中剂量组、

H高剂量组, 终浓度分别为7.5×10-7 mol/L, 7.5

www.wjgnet.com

■研发前沿
富含类降血糖等
功能肽的乳及其
产品还未有明确
的报道, 目前的研
究尚处在体外阶
段, 进一步的体内
研究亟待进行. 

■相关报道
Blouet et al研究发
现用富含乳清蛋
白中主要成分的
α-乳白蛋白配制
成营养混悬液喂
食雄性Wista r大
鼠 ,  其餐后2 h内
的血糖明显低于
其他蛋白配方饮
食组大鼠的血糖.
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×10-6 mol/L和7.5×10-5 mol/L的15 mmol/L葡
萄糖的Kreb's液, 将肠囊放入预热的25℃无糖的

Kreb's液中温浴10 min后, 转入37℃上述实验用

的Kreb's液中立即通入氧气, 用100 μL微量进样

器每隔10 min吸取肠囊内液体, 再补充同体积的

无糖Kreb's液, 总时间为60 min. 按照试剂盒说明

检测小肠囊内溶液的葡萄糖浓度. 
1.2.3 β-CM7对小肠Na+-K+-ATP酶活力的影响: 
将上述肠囊取出, 用干净滤纸吸干水分, 用刀片

刮取肠囊上黏膜, 一部分按照试剂盒说明检测

其Na+-K+-ATP酶活力; 另一部分于-70℃冰箱中

保存备用. ATP酶可分解ATP生成ADP及无机磷, 
测定无机磷的量可判断ATP酶活力的高低. 本研

究规定: 每小时每毫克组织蛋白的组织中ATP酶
分解ATP产生1 μmol无机磷的量为一个ATP酶活

力单位, 即μmol Pi/(mg protein·h). 
1.2.4 β-C M7对小肠上皮S G LT-1及G L U T-2 
mRNA表达的影响: (1)样品总RNA提取和RNA
电泳: 采用TRIzo l(北京赛百盛基因技术有限

公司)一步抽提法提取小肠黏膜的总RNA, 紫
外比色法测定总RNA的浓度和纯度(Eppendorf 
BioPhotometer 260 nm). (2)反转录: 分别准确量

取1 g/L各样品的总RNA 2 μL进行反转录. 建立

各样品RNA的cDNA(RT product). 反转录反应

体积为25 μL, 其中含Oligo dT(18)5 μmol/L引物, 
4 mmol/L dNTP, 加DEPC水至10 μL, 70℃变性

5 min, 冰上冷却. 再加入8 U RNA酶抑制剂, 100 
U反转录酶, 5 μL 5×RT Buffer(含250 mmol/L 
Tris-HC1 pH8.3, 150 mmol/L MgCl2, 375 mmol/L 
KCl, 50 mmol/L DTT), 补充DEPC水至25 μL,  
37℃反应60 min, 95℃变性5 min, 反转录产物

(RT Products)-20℃保存备用. (3)目的基因引物

设计: PCR引物采用Primer 5.0软件设计, 由上海

英俊技术有限公司合成, 引物序列及参数见表

1. (4)SGLT-1和GLUT-2 mRNA的Real-time PCR
分析: 以β-actin管家基因作为内标, 对SGLT-1
和G L U T-2进行相对定量分析 .  P C R反应在

Mx3000P Real-time PCR仪(Stratagene, USA)上进

行, 使用的荧光酶为SYBR Green Real-time PCR 
Master Mix(ToYoBo, Japan). PCR反应总体系为

25 μL. 其中引物2 μL(浓度5 pmol), SYBR Green 
12.5 μL; 三蒸水8.5 μL,  cDNA 2 μL; 以最小的Ct
值和最高的荧光值(△Rn)及熔解曲线不出现非

特异性峰为标准, 分别对退火温度、引物浓度进

行优化. 最终扩增反应按94℃预变性1 min, 94℃
变性20 s, 62℃退火30 s, 72℃延伸30 s, 共45圈进

行, SGLT-1、GLUT-2基因反应条件相同. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计, 差异显著性检验采用独立样本t检验和单因

子方差分析(One way ANOVA, LSD), 所有数值

以mean±SD表示. 

2  结果

2.1 β-CM7对离体肠囊葡萄糖吸收的影响 在没

有β-CM7存在的情况下, 可以看出小肠囊对葡

萄糖的吸收在60 min内一直呈上升趋势, 说明小

肠囊对葡萄糖的吸收没有达到饱和. 有β-CM7
存在时, 发现小肠囊对葡萄糖的吸收趋于平缓, 
即β-C M7对小肠葡萄糖的吸收有一定的抑制

作用, 与对照组比较, 不同浓度(7.5×10-7, 7.5×
10-6, 7.5×10-5 mol/L)的β-CM7对小肠囊葡萄糖

吸收均起到抑制作用(1.09, 1.24, 1.12 vs  1.74, P  
= 0.01, 0.04, 0.02, 图1). 
2.2 β-CM7对小肠Na+-K+-ATP酶活力的影响 葡
萄糖跨膜转运是细胞摄取葡萄糖过程的主要限

速步骤之一. 而Na+-K+-ATP酶为钠葡萄糖共转

运载体提供能量, 可以反映机体对葡萄糖吸收

的能力. 与对照组相比, 不同浓度(7.5×10-7, 7.5
×10-6, 7.5×10-5 mol/L)的β-CM7能够降低Na+-
K+-ATP酶活力(85.73, 112.06, 109.68 vs 114.93, P 
= 0.004, 0.73, 0.54, 图2). 
2.3 β-CM7对小肠SGLT-1及GLUT-2 mRNA水平

的影响 SGLT-1载体在机体葡萄糖吸收中起着主

导作用, 其载体数量的多少, 是葡萄糖吸收的决

表  1  SGLT-1、GLUT-2目的基因和β-actin内标基因引物参数

     
基因                        		                                  引物序列                                      产物(bp)

SGLT-1	        正义引物                5'-CATTGCCATGGGTGGCTTC-3'                      134

	        反义引物                5'-GCTTGCCTCCAAATCGCTTC-3' 

GLUT-2	        正义引物                5'-CCAGCCTGTGTATGCAACCATC-3'               156

             	        反义引物                5'-ACCAGTCCCAGCGACATGAAG-3'

β-actin	        正义引物                5'-CCCTGTGCTGCTCACCGA-3'                        170

             	        反义引物                5'-ACAGTGTGGGTGACCCCGTC-3'

■创新盘点
本研究通过制作
翻转离体小肠囊
模型研究β -酪啡
肽 -7对葡萄糖吸
收影响, 首次证实
乳中β-CM7可以
通过影响小肠葡
萄糖吸收关键因
子, 抑制小肠葡萄
糖的转运. 从而减
少小肠对葡萄糖
的吸收, 可能具有
降低血糖的作用. 
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定因素. 与对照组相比, 不同剂量β-CM7实验组

均可以降低小肠黏膜SGLT-1 mRNA水平(0.46, 
0.58, 0.77 vs  1.11, P  = 0.05, 0.17, 0.67). GLUT-2
载体在葡萄糖转运过程中可以顺葡萄糖浓度梯

度协助转运其进入组织间隙液. 与对照组相比, 
不同剂量β-C M7实验组均可以降低小肠黏膜

GLUT-2 mRNA水平(0.50, 0.66, 0.85 vs  1.14, P = 
0.03, 0.14, 0.30, 图3-4). 

3  讨论

随着功能性食物或饲料的开发和研究, 研究食

物源性生物活性肽等腔内因子对血糖的影响作

用及机制开始受到人们的关注. 乳作为哺乳动

物提供优质的蛋白质来源, 主要的钙磷来源、

乳源活性肽的重要来源受到优先关注. 有一些

相关的研究, 如日本国立健康营养研究所最新

研究发现, 同时食用米饭和牛奶可以降低血糖

指标, 对防治糖尿病很有帮助, 但作用的有效

成分并不明确. Blouet et al [12]研究发现用富含

乳清蛋白中主要成分的α-乳白蛋白配制成营养

混悬液喂食雄性Wistar大鼠, 其餐后2 h内的血

糖明显低于其他蛋白配方饮食组大鼠的血糖. 
Fird et al [13]对14名Ⅱ型糖尿病患者进行的实验

观察中发现, 乳清蛋白能降低其早餐后2 h和午

餐后3 h内的血糖升高程度. 但就现有研究看来, 

乳清蛋白降低血糖的具体机制还不甚清楚, 有
待继续深入研究. 

β-CM7是由酪蛋白酶解产生的一类肽, 是
乳源活性肽的重要成员之一, 其结构为Tyr-Pro-
Phe-Pro-Gly-Pro-Ile. 因其相对分子质量较小, 在
小肠内可以以完整肽段的形式被机体吸收, 且
不会引起机体的免疫排斥反应, 加之其食物源

的安全性, 已越来越多地引起人们的重视[14]. 宗
亚峰博士研究发现β-CM7在62.5、125、250 mg/L
浓度下, 对小肠囊吸收葡萄糖的量均有一定抑制

作用, 其抑制效应呈现一定的剂量关系[10], 有关

的机制不详. 在本研究中, 我们发现β-CM7在浓

度为7.5×10-7-7.5×10-5 mol/L浓度范围内均能够

抑制小肠对葡萄糖的吸收, 这一结果与宗亚峰

博士的结果相一致. 
葡萄糖在小肠黏膜的吸收机制已基本阐

明, 在葡萄糖的吸收转运过程中, 起主导作用

的是钠/葡萄糖共转运载体1(sod ium/g lucose 
cotransporter 1, SGLT-1). 肠道中的葡萄糖是通

过位于肠细胞膜上钠/葡萄糖共转运载体进行主

动转运和细胞旁路进行的被动转运的2种方式, 
从十二指肠到回肠的肠轴上分布有不同的钠

/葡萄糖共转运载体亚型. SGLT-1载体在空肠绒

毛细胞膜顶部完全表达, 直接参与D -葡萄糖的
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图  3  不同浓度的β-CM7对离体小肠囊SGLT-1及SGLT-2 
mRNA水平的RT-PCR示意图. A: SGLT-1; B: GLUT-2.

图  1  β-CM7对小肠囊葡萄糖吸收的影响(n  = 9). aP <0.05, 
bP<0.01 vs  对照组.
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图  2  β-CM-7对小肠囊Na+-K+-ATP酶活力的影响(n  = 6). 
bP<0.01 vs  对照组.

■应用要点
β-C M7可以通过
降低Na+-K+-ATP
酶 活 力 及 下 调
SGLT-1、GLUT-2 
mRNA水平, 减少
大鼠小肠对葡萄
糖的吸收.
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转运. 在葡萄糖转运过程中, 首先由位于刷状缘

的 SGLT-1与Na+和葡萄糖耦联, 形成Na+载体-葡
萄糖复合物, 顺Na+的浓度梯度进入细胞, Na+被 
Na+-K+-ATPase泵出, 以维持细胞内外Na+的浓度

平衡; 随着肠黏膜细胞内葡萄糖的聚集, 由位于

基底膜的协助扩散转运载体GLUT-2, 顺葡萄糖

浓度梯度协助转运其进入组织间隙液[15-17]. 本研

究通过制作离体肠囊, 结果发现β-CM7可以降低 
Na+-K+-ATPase活力, 与对照组相比, SGLT-1、
GLUT-2 mRNA水平均下降, 特别是低浓度的

β-CM7组, 差异极显著. 本研究证实β-CM7可以

通过降低Na+-K+-ATPase活力、下调SGLT-1和 
GLUT-2 mRNA表达, 抑制小肠葡萄糖的转运, 
从而降低了小肠对葡萄糖的吸收. 我们的研究

结果也提示食用米饭和牛奶降低血糖指标, 乳
中产生的β-CM7可能是其有效成分, β-CM7抑制

小肠对葡萄糖的吸收可能是其主要机制. 
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图  4  不同浓度的β-CM7对离体小肠囊SGLT-1及GLUT-2 
mRNA水平的影响(n  = 6). A: SGLT-1; B: GLUT-2, aP<0.05 

vs  对照组.

■同行评价
本文选题较好, 科
学性强, 对降低血
糖治疗可能有一
定的临床意义.


