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摘 要: 本研究主要探讨 D-柠檬烯对衣霉素( Tm) 诱导胰腺 MIN6 细胞损伤的保护作用。设置溶剂对照组、Tm
组、4-苯基丁酸( PBA) 组和不同浓度的 D-柠檬烯组，用 Griess 试剂检测 Tm 刺激胰岛 β 细胞产生的 NO 水平;

Annexin V-FITC /PI 双染法流式检测细胞凋亡; ＲT-PCＲ 法检测 mＲNA 的表达水平; Western Blot 法检测相关蛋白

的表达。结果显示，D-柠檬烯组与 Tm 组相比，NO 产生量减少、细胞凋亡率降低、内质网应激相关基因 sXbp1 和

CHOP 的 mＲNA 表达量显著降低、p-eIF2α 的蛋白表达量显著下降。结果表明 D-柠檬烯对衣霉素( Tm) 诱导的

胰腺 MIN6 细胞损伤具有显著的保护作用。
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D-limonene Protects Pancreatic MIN6 Cells
against Tunicamycin Induced Cellular Damage
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Abstract: In this study，the protective effect of D-limonene on the cellular damage induced by tunicamycin in pancreatic
MIN6 cells was investigated． Cells were pretreated with vehicle，PBA and different doses of D-limonene，and then cul-
tured with Tm for 5-24 h． NO production was detected by Griess reagent method． Cells were stained with Annexin V-
FITC /PI for apoptosis by flow cytometry． ＲT-PCＲ was used to analyze mＲNA expression of EＲ stress related genes sX-
bp1 and CHOP． Western Blot was used to detect eIF2α protein expression． Our results showed that，compared with Tm-
treated cells，cells treated with D-limonene exhibited significantly decreased NO production and apoptosis． Furthermore，

D-limonene treatment resulted in significantly lower mＲNA levers of sXbp1 and CHOP as well as lower level of protein
expression of phosphorylated eIF2α． These results demonstrated that D-limonene had a significant protective effect on
cellular damage induced by tunicamycin in pancreatic MIN6 cells．
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D-柠檬烯是一种广泛存在于柑橘、柠檬等芸香

科植物中的单萜类化合物( 图 1) 。一些传统药用植

物中均含有柠檬烯，如傣药麻欠［1］、佛手［2］等。大

量研究表明 D-柠檬烯具有抗氧化［3］、、抗炎［4］、抗

癌［5］及调节酒精性肝损伤脂质代谢紊乱［6］等多种

药理作用。此外，富含 D-柠檬烯的佛手果实精油可

刺激胰岛 β 细胞分泌胰岛素［2］。D-柠檬烯还对 STZ

诱导的糖尿病大鼠有恢复血糖和胰岛素水平的作

用［7］。因此推测 D-柠檬烯可能对胰岛 β 细胞具有

直接的保护作用。

图 1 D-柠檬烯结构式

Fig. 1 Structure of D-limonene

文献表明，小鼠胰腺 MIN6 细胞与从动物体内

分离的正常胰岛 β 细胞在葡萄糖代谢和葡萄糖刺激



产生胰岛素的功能方面都很类似［8］，因此可以作为

一种简便的工具来研究针对胰岛 β 细胞的药物。而

内质网应激是造成胰岛 β 细胞损伤重要因素之一。
许多因素都可以引起胰岛 β 细胞产生应激而损伤，

如炎 症 因 子、棕 榈 酸、环 境 中 的 污 染 物 及 双 酚 A
等［9-11］。胰岛 β 细胞具有占整个细胞体积 3 /4 的发

达内质网，是合成加工包括胰岛素在内一系列蛋白

质的重要细胞，且高度表达内质网应激相关基因，如

sXbp1、p-eIF2α 和 CHOP 等。因此，胰岛 β 细胞是对

内质网应激最为敏感的细胞之一［12〗。研究表明通

过改善内质网应激是糖尿病治疗药物开发的一种可

行思路。衣霉素是一种广泛使用的诱导内质网应激

的试剂，而药物 PBA 被证明具有减轻内质网应激反

应的作用［13］。本研究初步探讨 D-柠檬烯对衣霉素

( Tm) 诱导胰腺 MIN6 细胞损伤的保护作用并选用

PBA 为阳性对照。

1 材料与试剂

1． 1 细胞株

胰腺 β 细胞系 MIN6 细胞购买于上海拜力生物

科技有限公司。
1． 2 主要试剂及仪器

D-柠檬烯( Sigma 公司) 、衣霉素( Tm) ( Sigma 公

司) 、4-苯基丁酸( PBA) ( Sigma 公司) 、DMSO( Sigma
公司) 、胎牛血清( Gibco 公司) 、青 /链霉素双抗( P /
S) ( Hyclone 公司) ; 细胞活力测定 试 剂 盒 ( MTS )

( Promega 公司) ; FITC Annexin V Apoptosis Detec-
tion Kit I ( BD 公司) ; SYBＲ  Premix Ex TaqTM II
( Takara 公司) 、TＲIzol reagent( Invitrogen 公司) 、nu-
clease-Free Water( Promega 公司) ; BCA 蛋白浓度测

定试剂盒( 碧云天公司) 、eIF2α 抗体( Cell signaling
Technology 公司) 、p-eIF2α 抗体( Cell signaling Tech-
nology 公司) 、HＲP-IgG( Proteintech 公司公司) 、β-ac-
tin 抗体( Proteintech 公司) ; ECL 显色试剂盒( Milli-
pore 公司) ; 流式细胞仪( BD FACSVerse，美国) ; 高

速冷冻离心机( Eppendorf 5810Ｒ，德国) ; 荧光定量

PCＲ 仪( 瑞 士 罗 氏 公 司) ; 多 功 能 酶 标 仪 ( Thermo
scientific，美国) ; 凝胶成像系统( Bio-rad，美国) 。

2 实验方法

2． 1 细胞培养

含有 10% 胎牛血清( FBS) ，青霉素、链霉素各

1 000 U /L 和 1% β-巯基乙醇的 DMEM 高糖培养基，

于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中培养细胞。取处于

对数生长期的细胞用于实验。通过预实验发现用
DMSO 溶 解 D-柠 檬 烯 至 不 同 浓 度 ( v /v，0. 001%、
0. 002%、0. 003%、0. 004%、0. 005%、0. 006%、
0. 008% ) ，处理细胞 24 h 后，0. 006% 及以上浓度的
D-柠檬烯对细胞有毒性，而 0. 006% 以下浓度对细

胞活力无影响，所以后续实验使用的精油浓度为

0. 001% ～ 0． 005% ( v /v) 。同样浓度的 DMSO 用于

后面所有实验溶剂对照组。
2． 2 一氧化氮( NO) 含量检测

将处于对数生长期的 MIN6 细胞以每孔 5 × 103

个细胞接种于 96 孔板中。贴壁生长 24 小时后，设

置溶剂对照组，Tm + 溶剂对照组( 简称 Tm 组) ，Tm
+ 阳性对照组 ( PBA 组) 和 Tm + D-柠檬烯 ( v /v，

0. 001%、0． 002%、0． 003%、0． 004%、0． 005% ) 组，

每组 3 个平行。分别用 5 mM PBA 及不同浓度的 D-
柠檬烯预处理细胞半小时后，每组加入 5 μg /mL Tm
刺激细胞 24 h。之后，按照 Griess 试剂盒说明书检

测上清液中 NO 的含量。由 NO 含量检测实验可以

看出，D-柠檬烯( v /v，0． 004% ) 组最大程度抑制 Tm
诱导的 MIN6 细胞产生 NO，因此后续实验 D-柠檬烯

浓度均选择 0． 004% ( v /v) 。
2． 3 细胞凋亡检测

将处于对数生长期的 MIN6 细胞以每孔 1 × 106

个细胞接种于 6 孔板中。过夜贴壁生长后，设置溶

剂对照组，Tm + 溶剂对照组( 简称 Tm 组) ，PBA 组、
Tm + D-柠檬烯 ( v /v，0． 001% ) 组、Tm + D-柠檬烯
( v /v，0． 002% ) 组和 Tm + D-柠檬烯( v /v，0． 004% )

组，每组 3 个平行。分别用 5 mM PBA 及 D-柠檬烯

预处理细胞半小时后，每组加入 5 μg /ml Tm 刺激细

胞 5 小时。之后，用不含 EDTA 的胰酶消化收集细

胞，预冷的 PBS 洗涤细胞两次后按照 BD 公司 FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit I 试剂盒说明书对

各组细胞进行 FITC Annexin V /PI 双染色，室温避光

孵育 15 分钟。最后流式细胞仪( BD FACSVerse) 检

测分析。
2． 4 ＲT-PCＲ 检测

将处于对数生长期的 MIN6 细胞以每孔 1 × 106

个细胞接种于 6 孔板中。过夜贴壁生长后，设置溶

剂对照组，Tm + 溶剂对照组( 简称 Tm 组) ，Tm + 阳

性对 照 组 ( PBA 组 ) 和 Tm + D-柠 檬 烯 ( v /v，

0. 004% ) 组，每组 3 个平行。分别用 5 mM PBA 及

D-柠檬烯预处理细胞半小时后，每组加入 5 μg /mL
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Tm 刺激细胞 5 小时。之后，Trizol 裂解细胞，氯仿抽

提，异丙醇沉淀 ＲNA，75% 乙醇( DEPC 水配制) 洗

涤，nuclease-Free Water 溶解 ＲNA。参照 TaKaＲa 公

司一步法转录试剂盒说明书可逆转录得到 cDNA。
按照 TaKaＲa 公司 ＲT-PCＲ 说明书在荧光定量 PCＲ
仪上进行 mＲNA 相对定量分析。
2． 5 Western blot 检测

将处于对数生长期的 MIN6 细胞以每孔 1 × 106

个细胞接种于 6 孔板中。过夜贴壁生长后，设置溶

剂对照组，Tm + 溶剂对照组( 简称 Tm 组) ，Tm + 阳

性对 照 组 ( PBA 组 ) 和 Tm + D-柠 檬 烯 ( v /v，

0. 004% ) 组，每组 3 个平行。分别用 5 mM PBA 及

D-柠檬烯预处理细胞半小时后，每组加入 5 μg /mL
Tm 刺激细胞 5 小时。预冷的 PBS 洗涤细胞一次

后，用细胞裂解缓冲液( ＲIPA 及蛋白酶抑制剂) 冰

上裂解细胞 10 min 后收集裂解液，4 ℃离心提取蛋

白，经 BCA 法测定蛋白浓度后，取蛋白样品与上样

缓冲液 4∶ 1混匀，沸水浴 10 min。根据样品中所含

蛋白质浓度确定上样量 50 μg 进行 SDS-PAGE 电泳

( 浓缩胶 60 V 约 30 min，分离胶 100 V 约 1 h 30
min) ，凝胶中的蛋白转移至 PVDF 膜上( 4 ℃ 55 V
转移 4 h ) ，5% 脱脂奶粉封闭 1． 5 h 后，分别用 p-
eIF2α 抗体和 eIF2α 抗体( ( 1 ∶ 1 000 ) 孵育，4 ℃ 过

夜。HＲP-IgG 二抗 ( 1 ∶ 5 000 ) 室温孵育 1． 5 h 后

ECL 显影，最后用凝胶成像系统曝光成像。
2． 6 数据分析

实验数据采用 SPSS 16． 0 软件进行分析以及用

GraphPad Prism 5． 0 软件进行图像处理。应用 One-
way ANOVA 及 Dunnett’s t-test 检验进行显著性分

析，数据用 Mean ± SD 表示，每组 3 个平行，当 P ﹤

0． 05 时视为显著差异。

3 结果与分析

3． 1 D-柠檬烯对 Tm 诱导 MIN6 细胞产生 NO 的影

响

如图 2 所示，Tm 刺激 MIN6 细胞 24 h 后，与溶

剂对照组( 0． 92 μM/L) 相比 Tm 组细胞产生的 NO
量显著增多。而 D-柠檬烯预处理的实验组与 Tm 组

( 2． 42 μM/L) 相比 NO 的产量显著降低，而且降低

程度依赖于 D-柠檬烯剂量。其中浓度为 0． 004%、
0． 005% ( v /v) 的 D-柠檬烯处理组与溶剂对照组产

生的 NO 水平相当，分别为 0． 85、0． 84 μM/L，完全

抑制了 Tm 诱导的 NO 水平的升高。

图 2 D-柠檬烯对 Tm 诱导的 MIN6 细胞产生 NO 的影响

Fig. 2 Effect of D-limonene on NO production in MIN6 cells
stimulated by Tm

注: 与空白对照组相比，### P ＜ 0． 001; 与 Tm 组相比，＊＊＊ P ＜

0. 001。

Note: Compared with control group，###P ＜ 0． 001; Compared with Tm

group，＊＊＊P ＜ 0． 001．

3． 2 D-柠檬烯对 Tm 诱导 MIN6 细胞凋亡的影响

如图 3 所示，Tm 刺激细胞后，与溶剂对照组相

比( 9． 11% ) ，细胞晚期凋亡率 ( Annexin V + / PI + )

明显增多( 24． 47% ) ，而 D-柠檬烯预处理的细胞凋

亡率随 D-柠檬烯浓度的增加逐渐减少。当 D-柠檬

烯浓度为 0． 001%、0． 002%、0． 004% 时，细胞凋亡

率分别为 17． 85%、15． 97%和 13． 63%。这些结果

显示，D-柠檬烯可以显著降低 Tm 诱导的胰腺 MIN6
细胞的凋亡。
3． 3 D-柠檬烯对 Tm 诱导 MIN6 细胞内质网应激的

抑制作用

如图 4A、B 所示，ＲT-PCＲ 结果显示，Tm 刺激

细胞后，相对于溶剂对照组的细胞，细胞内 sXbp1 和

CHOP mＲNA 水平显著增加。而 PBA 组和 D-柠檬

烯组可以显著抑制 sXbp1 ( 图 4A) 和 CHOP mＲNA
( 图 4B) 的表达，而且 D-柠檬烯抑制 CHOP mＲNA
表达的效果比 PBA 还好。

如图 4C 所示，Western blot 检测结果显示，溶剂

对照组的细胞表达一定量的磷酸化的 eIF2α 蛋白水

平，Tm 刺激后，磷酸化的 eIF2α 蛋白水平显著增加。
而 D-柠檬烯可以完全抑制磷酸化的 eIF2α 蛋白的

表达，而且效果与 PBA 相当。

4 讨论与结论

国内外研究表明，内质网应激在 2 型糖尿病的

发病过程中有很重要的影响［14］。越来越多的体内

和体外实验证明能够缓解内质网应激的药物可以改

善胰岛素信号的转导［15］。内质网应激初期，细胞会

启动一系列信号级联反应，也就是未折叠蛋白反
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图 3 D-柠檬烯对 Tm 诱导 MIN6 细胞凋亡的影响

Fig. 3 Effect of D-limonene on cell apoptosis in MIN6 cells stimulated by Tm
注: 与空白对照组相比，# # # #P ＜ 0． 001; 与 Tm 组相比，＊＊＊＊P ＜ 0． 001，＊＊＊P ＜ 0． 001，* P ＜ 0． 05。

Note: Compared with control group，# # # #P ＜ 0． 001; Compared with Tm group，＊＊＊＊P ＜ 0． 001，＊＊＊P ＜ 0． 001，* P ＜ 0． 05．

图 4 D-柠檬烯对 Tm 诱导 MIN6 细胞内质网应激的抑制作用

Fig. 4 Inhibition of D-limonene on EＲ stress in MIN6 cells stimulated by Tm
注: 内质网应激相关基因 sXbp1( A) 和 CHOP( B) 的表达水平，内质网应激相关蛋白 p-eIF2α( C) 的表达水平。与空白对照组相比，###P ＜

0. 001; 与 Tm 组相比，＊＊＊P ＜ 0． 001。

Note: Expression levels of EＲ stress-responsive genes sXbp1( A) and CHOP( B) and expression levels of EＲ stress-responsive protein p-eIF2α( C) Com-

pared with control group，###P ＜ 0． 001; Compared with Tm group，＊＊＊P ＜ 0． 001．
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应来处理内质网内未折叠和错误折叠的蛋白质［16］，

但是过长时间的内质网应激和内质网不足以处理过

多的未折叠和错误折叠的蛋白质时，内质网将会启

动凋亡信号通路。因此，缓解内质网应激可能是保

护胰岛 β 细胞及抑制其凋亡的重要途径。
本实验结果显示，D-柠檬烯能够显著降低 Tm

诱导的 NO 的产生，同时能够显著降低 Tm 诱导的内

质网应激相关转录因子 X 盒蛋白 1 ( sXbp1 ) mＲNA
和内质网应激中磷酸化的真核细胞翻译起始因子

( eIF2α) 的 磷 酸 化。发 生 内 质 网 应 激 时，Xbp1 的

mＲNA 会被剪接成有活性的转录因子 sXbp1，进而

诱导内质网分子伴侣和内质网相关蛋白的降解［17］，

从而减轻内质网内蛋白质负担。此外，sXbp1 能够

促进磷脂的生物合成，导致内质网膜发生扩张，进而

增加内质网的折叠能力而恢复内质网的稳态。当内

质网内积累过多的未折叠蛋白和错误折叠蛋白发生

内质网应激时，内质网内真核细胞翻译起始因子 2α
( eIF2α) 发生磷酸化，通过降低蛋白质的翻译来减

轻内质网内蛋白质负担，从而缓解内质网应激。本

实验结果表明，D-柠檬烯对于 Tm 诱导的内质网应

激有很好的抑制作用。CHOP 是于 C /EBP 转录因

子家族成员，正常细胞内表达量很低，当外界因素刺

激引 起 内 质 网 应 激 时，CHOP 表 达 量 显 著 上 升，

CHOP 在内质网应激中是促凋亡因子［18］。本实验

结果表明，D-柠檬烯通过降低 CHOP 的 mＲNA 水平

来抑制 Tm 诱导的内质网应激引起的凋亡。
综上所述，我们的实验结果表明 D-柠檬烯对

Tm 诱导的胰岛 β 细胞损伤有保护作用，并且能够抑

制 Tm 诱导的胰岛 β 细胞凋亡。本实验揭示了 D-柠
檬烯的这种保护作用是通过降低内质网应激来实现

的，因此可以猜测 D-柠檬烯对其他因素造成的胰岛

β 细胞损伤可能也有保护作用。
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