
天然产物研究与开发 ＮａｔＰｒｏｄＲｅｓＤｅｖ２０２６，３８：１７９０１８０３

　
　

　收稿日期：２０２５０９０８　　　接受日期：２０２５１１２１
　基金项目：宁夏回族自治区重点研发科技项目（２０２２ＢＥＧ０２０３４）；宁夏自然科学基金重点项目（２０２３ＡＡＣ０２０３５）；宁夏自然科学基金委员会一

般项目（２０２３ＡＡＣ０３２１４）；宁夏回族自治区ＩＩ型糖尿病中医药态靶辨治基础与临床研究创新团队项目（２０２２ＢＳＢ０３１１３）
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基于网络药理学和实验验证的小檗碱调控２型糖尿病大鼠
脂肪沉积的作用及机制研究
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１宁夏医科大学中医学院；２宁夏医科大学生育力保持教育部重点实验室；
３宁夏少数民族医药现代化教育部重点实验室，银川 ７５０００４；４河南中医药大学，郑州 ４５００４６

摘　要：基于网络药理学及分子对接技术，结合体内实验探究小檗碱（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ，ＢＢＲ）干预２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅ
ｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）大鼠脂肪沉积的调控作用及机制。利用ＴＣＭＳＰ数据库检索ＢＢＲ作用靶点，基于 ＴＴＤ、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ
等数据库筛选Ｔ２ＤＭ的基因靶点，通过蛋白质相互作用网络筛选核心靶点，进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ通路富集分析，构建
“活性成分靶点通路”网络并进行分子对接验证。采用高脂饲料喂养联合腹腔注射链脲佐菌素建立 Ｔ２ＤＭ大鼠模
型，使用随机数字表法分为空白对照组、模型组、二甲双胍组（２００ｍｇ／ｋｇ）、ＢＢＲ低剂量组（５０ｍｇ／ｋｇ）、ＢＢＲ中剂量组
（１００ｍｇ／ｋｇ）、ＢＢＲ高剂量组（２００ｍｇ／ｋｇ），每组１０只。定期测量大鼠血清空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ）；
ＥＬＩＳＡ法检测大鼠血清空腹胰岛素（ｆａｓｔｉｎｇｌｉｓｕｌｉｎ，ＦＩＮＳ）和糖化血红蛋白（ｇｌｙｃａｔｅｄｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＧＨｂ）水平；全自动生
化分析仪检测血清总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ）、丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎ
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）和天门冬氨基氨酸转氨酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）水平；ＨＥ染色法观察脂肪组织病理形态
学变化；油红Ｏ染色法观察肝脏肝细胞内脂质沉积情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组织化学染色（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）法检测脂肪组织中调控脂肪沉积的相关蛋白表达定位和表达量。网络药理学初步筛选出 ＢＢＲ活性成分１０５
个，与Ｔ２ＤＭ交集靶点９９个，ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析主要涉及调节炎症介导的瞬时受体电位 ＴＲＰ（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＴＲＰ）通道、神经活性配体、内分泌抵抗和血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）等信号
通路，分子对接显示小檗碱关键活性成分与核心靶点具有较好的结合活性；体外实验结果显示不同剂量ＢＢＲ治疗均
可有效减轻糖尿病大鼠的胰岛素抵抗；降低血清 ＦＢＧ、ＧＨｂ、ＴＧ、ＴＣ、ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平（Ｐ＜０．０１）；保护脂肪组织形
态；改善肝脏组织脂质沉积；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＩＨＣ结果显示，中剂量的 ＢＢＲ治疗下调脂肪酸合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎ
ｔｈｅｔａｓｅ，ＦＡＳ）、过氧化物酶体增殖物激活受体 γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ，ＰＰＡＲγ）、ＣＣＡＡＴ／增
强子结合蛋白α（ＣＣＡＡＴｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｌｐｈａ，Ｃ／ＥＢＰα）、β３肾上腺素受体（β３ａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒ，β３ＡＲ）、过氧化
物酶体增殖激活受体γ辅激活因子１α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１α，ＰＧＣ１α）和线粒体棕
色脂肪解偶联蛋白１（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＵＣＰ１）蛋白的表达（Ｐ＜０．０１），上调激素敏感性脂肪酶（ｈｏｒｍｏｎｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌｉ
ｐａｓｅ，ＨＳＬ）和甘油三酯脂肪酶（ａｄｉｐｏｓｅｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｌｉｐａｓｅ，ＡＴＧＬ）蛋白的表达（Ｐ＜０．０１）。小檗碱通过调控 β３ＡＲ通
路，能有效抑制Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪沉积相关因子表达，进一步减轻Ｔ２ＤＭ大鼠胰岛素抵抗。
关键词：小檗碱；脂肪沉积；β３ＡＲ通路；２型糖尿病大鼠
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ｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｂｅｒｂｅｒｉｎｅ（ＢＢＲ）ｏｎａｄｉｐｏｓｅｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ
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ａｎｄＧｅｎｅＣａｒｄｓｄａｔａｂａｓｅｓ．Ｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｔｈｒｏｕｇｈｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ（ＰＰＩ）ｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓ，ａｎｄ“ａｃｔｉｖｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｔａｒｇｅｔｐａｔｈｗａｙ”ｎｅｔｗｏｒｋｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙＧＯａｎｄＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｔｈｅｎｖａｌｉｄａｔｅｄｂｙｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇ．ＡＴ２ＤＭｒａｔｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｕｓｉｎｇａｈｉｇｈｆａｔｄｉｅｔｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏ
ｃｉｎ．Ｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｓｉｘｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝１０ｐｅｒｇｒｏｕｐ）：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ，ｍｏｄｅｌ，ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ（２００ｍｇ／ｋｇ），ｌｏｗｄｏｓｅ
ＢＢＲ（５０ｍｇ／ｋｇ），ｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＢＢＲ（１００ｍｇ／ｋｇ），ａｎｄｈｉｇｈｄｏｓｅＢＢＲ（２００ｍｇ／ｋｇ）．Ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ（ＦＢＧ）ｗａｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄｐｅｒｉｏｄｉｃａｌｌｙ；ｓｅｒｕｍｆａｓｔｉｎｇｉｎｓｕｌｉｎ（ＦＩＮＳ）ａｎｄｇｌｙｃａｔｅｄｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ（ＧＨｂ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇＥＬＩＳＡ；ｓｅｒｕｍ
ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ（ＴＣ），ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ（ＴＧ），ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ），ａｎｄａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＳＴ）ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄｗｉｔｈａｎａｕｔｏｍａｔｉｃｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎａｌｙｚｅｒ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ａｎｄＯｉｌＲｅｄＯ
ｓｔａｉｎｉｎｇｔｏａｓｓｅｓｓｈｅｐａｔｉｃｌｉｐｉｄｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ＩＨＣ）ｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｌｏ
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ＢＢＲａｎｄ９９ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇｔａｒｇｅｔｓｗｉｔｈＴ２ＤＭ．ＧＯａｎｄＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｅｓｒｅｖｅａｌｅｄｐａｔｈｗａｙｓｍａｉｎｌｙｉｎｖｏｌｖｉｎｇｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌ（ＴＲＰ）ｃｈａｎｎｅｌｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ｎｅｕｒｏａｃｔｉｖｅｌｉｇａｎｄｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ｅｎｄｏｃｒｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，
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ＢＢＲｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｓ．ＩｎｖｉｖｏｒｅｓｕｌｔｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔＢＢＲｔｒｅａｔｍｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙａｌｌｅｖｉａｔｅｄｉｎ
ｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ｒｅｄｕｃｅｄｓｅｒｕｍＦＢＧ，ＧＨｂ，ＴＧ，ＴＣ，ＡＬＴ，ａｎｄＡＳＴｌｅｖｅｌｓ（Ｐ＜０．０１），ｐｒｅｓｅｒｖｅｄａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，
ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｄｈｅｐａｔｉｃｌｉｐｉｄｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄＩＨＣａｎａｌｙｓｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｅｄｉｕｍｄｏｓｅＢＢＲｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ（ＦＡＳ），ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａ（ＰＰＡＲγ），ＣＣＡＡＴ／ｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｌｐｈａ（Ｃ／
ＥＢＰα），β３ａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒ（β３ＡＲ），ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１α（ＰＧＣ１α），ａｎｄｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ１（ＵＣＰ１）（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌｉｐａｓｅ（ＨＳＬ）ａｎｄａｄｉｐｏｓｅｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｌｉｐａｓｅ（ＡＴＧＬ）
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｓｅｆｉｎｄｉｎｇｓｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔＢＢＲａｌｌｅｖｉａｔｅｓｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｒｅｄｕｃｅｓａｄｉｐｏｓｅｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎＴ２ＤＭ
ｒａｔｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅβ３ＡＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ；ｆａｔｄｅｐｏｓｉｔｓ；β３ＡＲｐａｔｈｗａｙ；ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓｒａｔｓ

　　糖尿病的患病率在全球范围内持续上升，国际
糖尿病联盟预测，如果不采取任何措施，糖尿病到

２０３０年可能会增长至６．４亿例，到２０４５年全球糖
尿病患者数量将增加至７．８３亿，其中２型糖尿病
（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ２ＤＭ）及其相关并发症的
人数占据绝大多数［１］。肥胖可导致功能性 β细胞
加速丢失和血糖逐渐升高，引起 Ｔ２ＤＭ糖代谢与脂
代谢的紊乱，其中白色脂肪组织（ｗｈｉｔｅａｄｉｐｏｓｅｔｉｓ
ｓｕｅ，ＷＡＴ）细胞代谢功能障碍是胰岛素抵抗的主要
事件。诱导白色脂肪转化为棕色脂肪（ｂｒｏｗｎａｄｉ
ｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ，ＢＡＴ），是将储能脂肪转化为耗能脂肪，
增加能量消耗，改善糖脂代谢紊乱［２４］。

一些中医药能通过脂肪分解和产热以及参与脂

肪水解、脂肪酸氧化和产热途径等措施治疗

Ｔ２ＤＭ［５］，将 Ｔ２ＤＭ过量的 ＷＡＴ转化为 ＢＡＴ，并以

极高的转化速率将主链羟基脂肪酸和侧链脂肪酸通

过酯化反应生成羟基脂肪酸支链脂肪酸酯

（ｂｒａｎｃｈｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｅｓｔｅｒｓｏｆｈｙｄｒｏｘｙｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，
ＦＡＨＦＡｓ）［６］，改善葡萄糖耐受性，促进胰岛素的分
泌，进一步改善Ｔ２ＤＭ胰岛素抵抗。小檗碱（ｂｅｒｂｅｒ
ｉｎｅ，ＢＢＲ）是一种存在于中药黄连等小檗属植物中
的异喹啉生物碱［７］，可以治疗溃疡性结肠炎、防治

精神系统疾病、抗肿瘤和治疗骨关节相关疾病等，而

在防治糖尿病方面可以从抑制糖异生、促进糖酵解、

增加胰岛素敏感性、保护胰岛细胞、抗氧化、诱导内

质网应激和自噬，以及防止脂肪细胞形成，从而更好

地控制体质量并降低血糖。有研究表明，ＢＢＲ诱导
的胰高血糖素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，ＧＬＰ
１）作为降糖因子和肠道微生物菌群平衡调节剂，在
调节胰岛素分泌的信号通路中起重要作用［８］。

１９７１Ｖｏｌ３８　　　　　　苏　骁等：基于网络药理学和实验验证的小檗碱调控２型糖尿病大鼠脂肪沉积的作用及机制研究 　
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肾上腺素能受体通过介导交感神经系统儿茶酚

胺的生理学效应对糖脂代谢功能起着重要的调节作

用。β３肾上腺素受体（β３ａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒ，β３ＡＲ）在血
管舒张以及参与脂肪分解和产热中发挥作用，已报

道β３ＡＲ主要分布于脂肪组织，介导 ＷＡＴ的脂解
和ＢＡＴ的产热［９］。可激活脂肪环磷酸腺苷（ｃｙｃｌｉｃ
ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃＡＭＰ）／蛋白激酶 Ａ（ｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＡ，ＰＫＡ）轴在体内和体外的脂代谢作用，
提高脂肪分解率和释放长链非酯化脂肪酸，从而发

挥代谢作用。活化的ＰＫＡ通过激活转录因子２（ａｃ
ｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，ＡＴＦ２）／ｃＡＭＰ反应元件
结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣＲＥＢ），催化激素敏感性脂肪酶（ｈｏｒｍｏｎｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｌｉｐａｓｅ，ＨＳＬ）和围脂滴蛋白（ｐｅｒｉｌｉｐｉｎ，ＰＬＩＮ）磷酸化，
增加脂肪组织脂解，诱导产热的脂肪解偶联蛋白１
（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＵＣＰ１）基因等转录，产热蛋白
肌酸激酶Ｂ（ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅＢ，ＣＫＢ）、ＵＣＰ１、热休克
蛋白６０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ６０，ＨＳＰ６０）、Ｌｏｎ蛋白酶
１（Ｌｏｎｐｅｐｔｉｄａｓｅ１，ＬＯＮＰ１）［１０］的活性会增加线粒体
内膜的传导性，使 ＢＡＴ的线粒体产生热量，消耗更
多的能量，减少脂肪的沉积。因此，本研究通过

ＢＢＲ激活Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪组织 β３ＡＲ表达，降低脂
肪沉积，增加代谢率，降低血糖水平，为其在治疗

Ｔ２ＤＭ胰岛素抵抗中提供一个重要科学依据。
１　材料与方法
１．１　实验动物

７０只雄性 ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠，８～９周龄，体质量
２００±２０ｇ，均购买于宁夏医科大学实验动物中心，
实验动物许可证号：ＳＹＸＫ（宁）２０２００００１。大鼠在
安静整洁环境下饲养，每笼３只，自由饮水和摄食，
每周更换２次垫料，空气流通，室温２０～２２℃，相对
湿度４５％，保持动物房内昼夜节律。动物实验由宁
夏医科大学伦理审查委员会批准（伦理批准号：

２０２４Ｇ０２２号），严格遵守动物实验的３Ｒ原则。
１．２　实验试剂

小檗碱（批号：Ａ０１５１；纯度 ＞９８％，成都曼思特
生物科技有限公司）；盐酸二甲双胍（批号：国药准

字Ｈ２００２３３７０，规格：０．５ｇ，中美上海施贵宝制药有
限公司）；β３ＡＲ拮抗剂 ＳＲ５９２３０Ａ（批号：ＨＹ
１００６７２，纯度＞９８％，美国ＭＣＥ）；４５％高脂饲料（批
号：ＸＴＭ０４００２，原料组成：酪蛋白、胱氨酸、玉米淀
粉、麦芽糊精、蔗糖、纤维素、大豆油、猪油、Ｓ１００２６Ｂ
矿物质混合物、Ｖ１０００１Ｃ矿物质混合物、酒石酸氢胆

碱，协同生物）；β３ＡＲ抗体（批号：ａｂ９４５０６，英国
Ａｂｃａｍ公司）；过氧化物酶体增殖激活受体γ辅激
活因子１α（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ
γｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１α，ＰＧＣ１α）抗体、过氧化物酶体增殖物
激活受体 γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｇａｍｍａ，ＰＰＡＲγ） 抗 体 （批 号：３５２２０８０８１７、
０６０３１６０３０１，爱博泰克生物科技有限公司）；脂肪酸
合成酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＦＡＳ）抗体、ＵＣＰ１抗体、
激素敏感性脂肪酶（ｈｏｒｍｏｎｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌｉｐａｓｅ，ＨＳＬ）
抗体和甘油三酯脂肪酶（ａｄｉｐｏｓｅｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｌｉｐａｓｅ，
ＡＴＧＬ）抗 体 （批 号：Ｈ６６１４０３００４、Ｈ６８１５６８０１０、
Ｈ６８１９６４０１３、Ｈ６８１３６７０１４，杭州华安生物技术有限
公司）；ＣＣＡＡＴ／增强子结合蛋白α（ＣＣＡＡＴｅｎｈａｎｃｅｒ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｌｐｈａ，Ｃ／ＥＢＰα）抗体（批号：ＡＦ６３３３，
江苏亲科生物研究中心有限公司）；空腹胰岛素

（ｆａｓｔｉｎｇｌｉｓｕｌｉｎ，ＦＩＮＳ）和糖化血红蛋白（ｇｌｙｃａｔｅｄｈｅ
ｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＧＨｂ）ＥＬＩＳＡ试剂盒（批号：Ｉ８ＰＴＴＴ９ＥＥＩ
８、ＢＹＥＲ３３０７９７，南京博研生物科技有限公司）；全
蛋白提取试剂盒（批号：ＫＧＢ５３０３１００，江苏凯基生
物公司）。

１．３　实验仪器
ＳＣＩＥＮＴＺⅡＤ超声波细胞粉碎机（宁波 ＳＣＩ

ＥＮＴＺ生物科技股份有限公司）；ＤＹＹ７Ｃ型 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳仪（北京六一仪器厂）；超高灵敏度化学
发光成像系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；１５１０全波长酶
标仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＫＤＢＭⅡ电脑生物
组织包埋机（浙江金华科迪仪器设备有限公司）；

ＲＭ２２３５型石蜡切片机（德国 ＬＥＩＣＡ公司）；Ｃｅｎｔｒｉ
ｆｕｇｅ５４１７Ｒ超速冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司）。

１．４　实验分组及处理
１．４．１　模型构建与治疗

大鼠适应性饲养一周后，随机分为空白对照组

（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｏｎ）（ｎ＝１０）和造模组（ｎ＝６０）；造模组每
天给予充足的普通维持饲料和水，造模组给予高脂

饲料和水；造模组的大鼠高脂饲料喂养４周后，对造
模组大鼠进行腹腔注射１％链脲佐菌素（３５ｍｇ／ｋｇ，
ｐＨ４．３）柠檬酸缓冲液，Ｃｏｎ组大鼠等体积柠檬酸缓
冲液注射，经过７２ｈ后采用剪尾取血的方法检测大
鼠的随机血糖，连续２次随机血糖≥１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ
即确定 Ｔ２ＤＭ模型构建成功；将建模成功的大鼠随
机分为模型组（ｍｏｄｅｌ，Ｍｏｄ）、二甲双胍组（ｍｅｔｆｏｒｍ
ｉｎ，Ｍｅｔ；２００ｍｇ／ｋｇ）、ＢＢＲ低剂量组（ｌｏｗｄｏｓｅＢＢＲ，

２９７１ 天然产物研究与开发　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　Ｖｏｌ３８
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ＢＢＲＬ；５０ｍｇ／ｋｇ）、ＢＢＲ中剂量组 （ｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅ
ＢＢＲ，ＢＢＲＭ；１００ｍｇ／ｋｇ）、ＢＢＲ高剂量组（ｈｉｇｈｄｏｓｅ
ＢＢＲ，ＢＢＲＨ；２００ｍｇ／ｋｇ）每组１０只，生理盐水溶解
灌胃治疗，连续治疗６周。在治疗期间，Ｃｏｎ组大鼠
和Ｍｏｄ组以生理盐水灌胃给药。ＢＢＲＭ＋β３ＡＲ
拮抗剂（ＳＲ５９２３０Ａ）组：造模方法同上，先腹腔注射
拮抗剂（５ｍｇ／ｋｇ）１５ｍｉｎ后［１１］，再给予 ＢＢＲ（１００
ｍｇ／ｋｇ）灌胃治疗。
１．４．２　样品收集

所有大鼠禁食 ２４ｈ，异氟烷吸入麻醉，心脏取
血，离心，收集血清放入８０℃冰箱保存待测；取脂
肪组织，将一部分新鲜脂肪置于４％多聚甲醛固定，
制成石蜡切片；将部分新鲜脂肪制成冰冻切片；剩余

组织放入８０℃冰箱备用。
１．５　网络药理学研究ＢＢＲ治疗糖尿病的作用机制
１．５．１　ＢＢＲ及Ｔ２ＭＤ靶点获取

通过 ＰｕｂＣｈｅｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／）数据库检索 ＢＢＲＳＭＩＬＥＳ分子结构将其
导入 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃ
ｔｉｏｎ．ｃｈ）数据库，设定 Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ＞０得到 ＢＢＲ靶
点，以 Ｔ２ＭＤ为检索条件，在 ＰｈａｒｍＧＫＢ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｐｈａｒｍｇｋｂ．ｏｒｇ／）、ＴＴＤ（ｈｔｔｐ：／／ｄｂ．ｉｄｒｂｌａｂ．ｎｅｔ／
ｔｔｄ／）、ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐｓ：／／ｏｍｉｍ．ｏｒｇ／）、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／）、ＤｒｕｇＢａｎｋ（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｏ．
ｄｒｕｇｂａｎｋ．ｃｏｍ／）数据库中获得 Ｔ２ＤＭ靶点。通过
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ＆ ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＧｅｎｏｍｉｃｓ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／Ｖｅｎｎ／）数据库
获取ＢＢＲ与Ｔ２ＤＭ共同作用靶点并绘制韦恩图。
１．５．２　蛋白互作网络构建

利用 ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ／ｃｇｉ／ｉｎ
ｐｕｔ？ｓｅｓｓｉｏｎＩｄ）数据库对得到的共有靶点进行分析，
参数设置为“ＨｏｍｏＳａｐｉｅｎｓ”，设置筛选条件 Ｍｉｎｉ
ｍｕｍＲｅｑｕｉｒｅｄＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎＳｃｏｒｅ≥０．０９得到蛋白质
蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网
络图利用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．１０．１软件对 ＰＰＩ网络进行可
视化，并使用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ插件通过 ｄｅｇｒｅｅ值筛选核
心基因。

１．５．３　ＧＯ及ＫＥＧＧ通路相关富集分析
利用 Ｒ４．４．１软件及 ｇｇｐｌｏｔ２包对 ＢＢＲ干预

Ｔ２ＤＭ的靶基因进行ＧＯ功能富集、ＫＥＧＧ通路富集
分析，设定 Ｐ＜０．０５具有统计学意义，并对结果进
行可视化分析。

１．５．４　分子对接验证
利用ＰｕｂＣｈｅｍ数据库检索枸杞核心成分２Ｄ结

构，检索 ＲＣＳＢＰＤＢ（ｈｔｔｐｓ：／／ＲＣＳＢＰＤＢ：Ｈｏｍｅｐａｇｅ）
数据库得到核心靶点３Ｄ结构，使用Ｐｙｍｏｌ软件去除
水分子及配体生成 ＰＤＢ文件，使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ
１．５．７、ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ２０１９和 Ｖｉｎａ软件进行分子
对接

１．６　体外动物实验
１．６．１　体质量、血糖和糖耐量测定

造模结束后每２周测定一次大鼠体质量和空腹
血糖，并记录。葡萄糖耐量试验（ｏｒａｌｇｌｕｃｏｓｅｔｏｌｅｒ
ａｎｃｅｔｅｓｔ，ＯＴＧＧ）和胰岛素耐量试验（ｉｎｓｕｌｉｎｔｏｌｅｒ
ａｎｃｅｔｅｓｔ，ＩＴＴ）给药后第５周，利用血糖仪测量各组
大鼠葡萄糖耐量。给药后第６周，测量各组大鼠胰
岛素耐量。大鼠在ＯＧＴＴ和ＩＴＴ试验前分别禁食１２
ｈ和４ｈ。分别在口服５０％葡萄糖（２ｇ／ｋｇ）或皮下
注射胰岛素（５Ｕ／ｋｇ）后０、３０、６０和１２０ｍｉｎ时尾部
采血测血糖，绘制血糖曲线图。

１．６．２　大鼠血清ＦＩＮＳ和ＧＨｂ检测
对大鼠进行心尖取血，每只大鼠取血 ８～１０

ｍＬ，室温静置３０ｍｉｎ后，４℃条件下３６００ｒ／ｍｉｎ离
心取上清备用。取出大鼠血清，按试剂盒说明书中

的步骤进行标准品制备、加样、抗体孵育等操作，采

用ＥＬＩＳＡ法检测获得血清样品中ＦＩＮＳ和ＧＨｂ相关
含量。

１．６．３　血清生化指标检测
使用全自动生化仪检测各组大鼠血清中 ＴＣ、

ＴＧ、ＡＬＴ和ＡＳＴ水平。
１．６．４　油红Ｏ染色法观察脂肪组织脂质沉积

肝脏冰冻切片１０％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，蒸馏
水中稍冲洗，６０％异丙醇内浸洗２０～３０ｓ，改良油红
Ｏ染色液密闭染色１０～１５ｍｉｎ，６０％异丙醇内稍洗
以便去除染液，蒸馏水中稍冲洗，苏木素染色液复染

核１～２ｍｉｎ，小水流自来水冲洗浮色１ｍｉｎ，１％盐酸
酒精稍微分化，自来水流水冲洗返蓝１０ｍｉｎ，蒸馏水
中稍冲洗，甘油明胶封片晾干，显微镜下拍照观察。

１．６．５　ＨＥ染色法观察脂肪组织病理学改变
将新鲜脂肪置于４％多聚甲醛固定充分后进行

脱水和包埋。ＨＥ染色方法，将包埋好的脂肪蜡块
制备成５μｍ石蜡切片后，６５℃烘烤２ｈ，切片脱蜡
复水后，乙醇脱水，二甲苯透明后中性树胶封片，光

学显微镜下，观察脂肪组织的形态和结构的变化。
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１．６．６　免疫组织化学检测
取固定处理的脂肪组织，进行切片、二甲苯脱

蜡、水化、柠檬酸盐修复处理后，利用３％过氧化氢
溶液阻断脂肪组织内源性过氧化氢酶，在正常的山

羊血清工作液中封闭孵育后一抗过夜，磷酸缓冲盐

溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗后，滴加ＡＴＧＬ
（１∶１０００）、ＨＳＬ（１∶３００００）、ＰＰＡＲγ、ＦＡＳ和 Ｃ／
ＥＢＰα（１∶１００）相关一抗４℃孵育过夜；继续用 ＰＢＳ
清洗，滴加二抗孵育２０ｍｉｎ；ＰＢＳ清洗，加入３，３′二
氨基联苯胺显色及苏木素复染，经乙醇脱水至透明

后，中性树胶封片

１．６．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脂肪组织分解蛋白的表达
水平

　　取脂肪组织，切成小块，加入蛋白提取缓冲液，
研磨、离心，取上清，使用ＢＣＡ试剂盒进行蛋白浓度
测定。将脂肪组织中加入裂解液进行研磨，随后进

行离心取上清液，并储存在２０℃备用。用十二烷
基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌ
ｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）处
理后的样品，并转移到 ＰＶＤＦ膜上，随后用５％脱脂
牛奶封闭膜 １ｈ，然后在 ４℃下用一抗处理过夜，
ＴＢＳＴ溶液洗膜３次，每次５ｍｉｎ，然后将膜置于对应
二抗（１∶１５０００）孵育１ｈ；随后使用化学发光试剂进
行曝光处理。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、转膜、室温封闭，加
入一抗（β３ＡＲ、ＰＧＣ１α、ＵＣＰ１、ＨＳＬ和Ｃ／ＥＢＰα稀释
比例均为１∶１０００，ＰＰＡＲγ和 ＡＴＧＬ稀释比例为１∶
５００，ＦＡＳ稀释比例为１∶５０００，βａｃｔｉｎ稀释比例为１
∶８０００）。加入二抗（１∶２００００）室温孵育１ｈ后，使
用ＥＣＬ发光液进行抗原抗体检测。用 ＩｍａｇｅＪ对结
果进行灰度值分析。

１．７　统计学分析
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９和 ＳＰＳＳ１９．０软件进行

数据分析和可视化，符合正态分布和方差均匀性标

准的数据通过单因素方差分析进行比较，用平均值

±标准差（ｘ±ｓ）表示。而不符合这些标准的数据则
通过秩检验进行比较，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义。

２　结果
２．１　网络药理学结果
２．１．１　ＢＢＲ靶点筛选结果

通过 ＰｕｂＣｈｅｍ数据库得到 ＢＢＲＳＭＩＬＥＳ分子
结构将其导入ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ数据库检索得到
ＢＢＲ靶 点 １０５个，以 Ｔ２ＤＭ 为 检 索 条 件，在

ＰｈａｒｍＧＫＢ、ＴＴＤ、ＯＭＩＭ、ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、ＤｒｕｇＢａｎｋ数据
库中获得 Ｔ２ＤＭ靶点 １７７５１个，得到交集靶点 ９９
个（见图１）。

图１　ＢＢＲ与Ｔ２ＤＭ靶点交集韦恩图
Ｆｉｇ１　Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆｔａｒｇｅｔｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎｓ

ｂｅｔｗｅｅｎＢＢＲａｎｄＴ２ＤＭ

２．１．２　ＰＰＩ网络构建
在ＳＴＲＩＮＧ数据库构建ＰＰＩ网络图（见图２Ａ），

图中共有９９个节点，１１０条边，平均节点度数１．９８，
富集Ｐ值＜１．０Ｅ１６，对 ＰＰＩ网络进行可视化，Ｃｙｔｏ
Ｈｕｂｂａ进行拓扑分析得到核心靶点 ＰＧＲ、ＰＩＫ３ＣＡ、
ＰＩＫ３ＣＢ和ＡＤＲＢ３（β３ＡＲ）（见图２Ｂ）。

!

"

图２　ＢＢＲ治疗Ｔ２ＤＭ核心靶点的ＰＰＩ网络
Ｆｉｇ２　ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｏｆｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｓｆｏｒ
ＢＢＲｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＴ２ＤＭ
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２．１．３　ＧＯ及ＫＥＧＧ通路相关富集分析
ＧＯ分析得到了生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，

ＢＰ）、细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）和分子功能
（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）排名各前２０的富集结果显
示，ＢＰ主要包括腺苷酸环化酶激活肾上腺素能受体
信号通路、肾上腺素受体信号通路、管径调节等；ＣＣ
主要包括神经元致密核心囊泡、致密核心颗粒、早期

内体；ＭＦ包含Ｇ蛋白偶联胺受体活性、儿茶酚胺结
合、肾上腺素受体结合（见图３）。
　　ＫＥＧＧ通路富集得到１４０条主要信号通路，选
取了排名前２０的结果，主要包括 ｃＡＭＰ信号通路、

肾素分泌、脂肪细胞脂肪分解的调节等通路（见图

４）。
２．１．４　ＢＢＲ与ＡＤＲＢ３分子对接验证

运用分子对接验证 ＡＤＲＢ３的结合程度。一般
认为，结合能小于５．０ｋｃａｌ／ｍｏｌ表明配体小分子与
受体蛋白具有良好的结合能力，结果显示，ＢＢＲ活
性成分与核心靶点蛋白 ＡＤＲＢ３的自由结合能为
８．７ｋｃａｌ／ｍｏｌ，说明 ＢＢＲ的有效成分与关键靶点
ＡＤＲＢ３稳定结合性较好。其中，ＢＢＲ主要通过以下
关键相互作用与 ＡＤＲＢ３结合，包括 ＢＢＲ的 Ｃ２２位
谷氨酸残基（ＧｌｕＣ∶２２）的羧酸根阴离子与ＡＤＲＢ３

图３　靶点的ＧＯ富集分析
Ｆｉｇ３　ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｓ
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图４　靶点的ＫＥＧＧ富集分析
Ｆｉｇ４　ＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔａｒｇｅｔｓ

的Ｂ链精氨酸１９（ＡｒｇＢ∶１９）和２２位残基（ＡｒｇＢ∶
２２）的胍基阳离子之间形成盐桥和氢键作用；ＢＢＲ
的芳香环系统（靠近其Ｃ１９位）与ＡＤＲＢ３的Ｂ链亮
氨酸１９位残基（ＬｅｕＢ∶１９）等疏水残基侧链之间形
成的π烷基疏水和πσ轨道相互作用；ＢＢＲ的芳香
环系统与ＡＤＲＢ３的ＡｒｇＢ∶２２残基之间存在π阳离
子相互作用；此外，ＡＤＲＢ３的苏氨酸２２１位（ＴｈｒＢ∶
２２１）和谷氨酰胺１位（ＧｌｎＢ∶１）也参与形成氢键，
进一步稳定复合物结构。以上结果表明，ＢＢＲ可能
通过ＡＤＲＢ３干预Ｔ２ＤＭ（见图５）。

２．２　ＢＢＲ对 Ｔ２ＤＭ大鼠体质量、空腹血糖和糖耐
量的影响

　　干预治疗期间，Ｃｏｎ组体质量平稳上升，Ｍｏｄ组
在干预第８周达到峰值，随后体质量下降。干预末
期，与Ｍｏｄ组体质量相比，Ｍｅｔ组与 ＢＢＲＭ组体质
量表现出较为明显的增高趋势（Ｐ＜０．０５）（见图
６Ａ）。

与Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄ组和治疗组ＦＢＧ显著升高
（Ｐ＜０．０１），在干预第四周开始，与 Ｍｏｄ组相比，治
疗组血糖显著降低（Ｐ＜０．０１）（见图６Ｂ）。
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图５　ＢＢＲ与ＡＤＲＢ３分子对接验证
Ｆｉｇ５　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇｏｆＢＢＲｗｉｔｈＡＤＲＢ３

　　各组大鼠予以腹腔注射胰岛素发现，与０ｍｉｎ
相比，各组大鼠血糖在３０～６０ｍｉｎ均有下降趋势，
在第９０ｍｉｎ时稍有回升。与Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄ组大
鼠血糖在各时间点均显著升高（Ｐ＜０．０１）；与 Ｍｏｄ
组相比，各治疗组大鼠血糖在各时间点均显著下降

（Ｐ＜０．０１）；其中ＢＢＲＭ组在第３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ
时下降更为显著（Ｐ＜０．０１）（见图６Ｃ）。研究表明，
ＢＢＲ能有效改善糖尿病大鼠的体质量、血糖和糖耐
量。

各组大鼠在灌胃葡萄糖溶液后血糖明显升高，

!

"

#

$

图６　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠体重、空腹血糖和糖耐量的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＢＢＲｏｎｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｓｕｇａｒｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎＴ２ＤＭｒａｔｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：与Ｃｏｎ组相比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１；与Ｍｏｄ组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，下同。Ｎｏｔｅ：ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５，

＃＃Ｐ＜０．０１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭｏｄｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．
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尤其灌胃６０ｍｉｎ后达到峰值，１２０ｍｉｎ后 Ｍｏｄ组大
鼠血糖仍处于较高水平，但各治疗组血糖水平均有

明显下降趋势。与 Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄ组大鼠血糖水
平在各时间点均明显上升（Ｐ＜０．０１）；与 Ｍｏｄ组相
比，各治疗组大鼠血糖在各时间点均显著降低（Ｐ＜
０．０５）。尤其在０～９０ｍｉｎ内各时间点的血糖水平
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（见图６Ｄ）。

２．３　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠血清胰岛素抵抗相关指标
的影响

　　如图７所示，与 Ｃｏｎ组比较，Ｍｏｄ组大鼠血清
ＦＩＮＳ及ＧＨｂ水平升高（Ｐ＜０．０１）；与 Ｍｏｄ组比较，
各组大鼠血清胰岛素及ＧＨｂ水平下降（Ｐ＜０．０５）。
ＢＢＲ能有效减轻糖尿病大鼠的胰岛素抵抗。

图７　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠血清胰岛素抵抗相关指标的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＢＲｏｎｓｅｒｕｍｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｅｘｅｓｉｎＴ２ＤＭｒａｔｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．４　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠血清脂代谢水平的影响
如图８所示，与 Ｃｏｎ组比较，Ｍｏｄ组大鼠 ＴＣ、

ＴＧ、ＡＳＴ和 ＡＬＴ水平显著升高（Ｐ＜０．０１）；与 Ｍｏｄ

组比较，各组大鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、ＡＳＴ和 ＡＬＴ水平均
在一定程度上降低（Ｐ＜０．０５）；研究结果表明，ＢＢＲ
能有效改善脂代谢水平。

图８　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠血清脂代谢水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＢＲｏｎｓｅｒｕｍｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｌｅｖｅｌｓｉｎＴ２ＤＭｒａｔｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．５　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠肝脏脂滴蓄积的影响
如图９所示，油红Ｏ染色结果显示，Ｃｏｎ组大鼠

肝脏无明显红染脂滴，Ｍｏｄ组可见脂滴蓄积，且分布
广泛；而各治疗组脂滴蓄积及分布均有所改善（Ｐ＜

０．０５）。
２．６　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪组织形态学变化的影响

ＨＥ染色结果（见图１０）显示，Ｃｏｎ组大鼠脂肪
细胞形态正常，Ｍｏｄ组大鼠脂肪细胞表现出不规则
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图９　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠肝脏脂滴蓄积的影响（４０×；ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ９　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＢＲｏｎｈｅｐａｔｉｃｌｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎＴ２ＤＭｒａｔｓ（４０×；ｘ±ｓ，ｎ＝３）

的排列和明显的肥大，Ｍｅｔ组和 ＢＢＲ剂量组脂肪细
胞形态明显改善。结果表明，ＢＢＲ可有效缓解
Ｔ２ＤＭ大鼠的脂肪细胞肥大。
２．７　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪组织中脂肪沉积相关
因子表达的影响

　　前期实验结果表明，ＢＢＲＭ治疗效果更为显
著，故 ＢＢＲＭ为本实验的最佳治疗剂量，后期实验

选择ＢＢＲＭ组进行验证。如图１１所示，与 Ｃｏｎ组
相比，Ｍｏｄ组大鼠脂肪组织中 ＦＡＳ、ＰＰＡＲγ和 Ｃ／
ＥＢＰα蛋白表达升高，ＨＳＬ和 ＡＴＧＬ蛋白表达降低
（Ｐ＜０．０１）；与 Ｍｏｄ组比较，ＢＢＲＭ组大鼠脂肪
ＦＡＳ、ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα表达降低，ＨＳＬ和 ＡＴＧＬ表
达升高（Ｐ＜０．０１）。说明 ＢＢＲ能够改善 Ｔ２ＤＭ大
鼠脂肪组织中脂肪沉积相关因子表达。

图１０　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪组织形态学变化的影响（４０×）
Ｆｉｇ１０　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＢＲｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｉｎＴ２ＤＭｒａｔｓ（４０×）
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图１１　ＢＢＲ对于脂肪组织的分解相关蛋白表达的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ１１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＢＲｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃａｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．８　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪组织中脂肪分解相关
因子表达的影响

　　如图 １２所示，ＩＨＣ结果进一步直观呈现了
ＦＡＳ、ＰＰＡＲγ、Ｃ／ＥＢＰα、ＨＳＬ和 ＡＴＧＬ蛋白在脂肪组
织中的定位与表达变化，阳性表达的部位呈棕黄色

或棕褐色。与 Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄ组的 ＦＡＳ、ＰＰＡＲγ
和Ｃ／ＥＢＰα表达显著升高（Ｐ＜０．０１），ＨＳＬ和ＡＴＧＬ
表达显著降低（Ｐ＜０．０１），与 Ｍｏｄ组相比，ＢＢＲＭ
组中的 ＦＡＳ、ＰＰＡＲγ和 Ｃ／ＥＢＰα表达降低（Ｐ＜
００１），ＨＳＬ和ＡＴＧＬ表达显著升高（Ｐ＜０．０１）。
２．９　ＢＢＲ通过β３ＡＲ通路改善 Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪沉
积

　　如图１３所示，与 Ｃｏｎ组相比，Ｍｏｄ组大鼠脂肪
组织中 β３ＡＲ、ＰＧＣ１α和 ＵＣＰ１表达降低（Ｐ＜
００１）；与Ｍｏｄ组比较，ＢＢＲＭ组大鼠脂肪 β３ＡＲ、
ＰＧＣ１α和ＵＣＰ１表达升高（Ｐ＜０．０１）。与 ＢＢＲＭ
组相比，ＢＢＲ＋拮抗剂组 β３ＡＲ、ＰＧＣ１α和 ＵＣＰ１明
显降低，说明 ＢＢＲ能够通过激活 β３ＡＲ通路改善
Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪组织沉积。
３　讨论与结论

肥胖型Ｔ２ＤＭ属中医学“脾瘅”范畴，仝小林院
士认为“中满内热、膏浊为患”是肥胖型 Ｔ２ＤＭ的主

要病机［１２］。肥胖型 Ｔ２ＤＭ患者肥大的脂肪细胞可
代谢产生多种生物活性物质如脂肪细胞因子、炎症

因子和代谢产物等。ＢＢＲ是一种主要从黄连中分
离的药理成分。自２０世纪８０年代起，ＢＢＲ便被证
实对改善血脂异常和高血糖有益，如今更被视为治

疗Ｔ２ＤＭ的潜在药物［１３］。本研究结果显示，与模型

组比较，ＢＢＲ干预６周可以降低血糖，改善糖耐量，
促进胰岛素和ＧＨｂ分泌，进一步增强 Ｔ２ＤＭ大鼠胰
岛素敏感性。本研究油红Ｏ染色和ＨＥ染色结果显
示Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪组织脂质异常蓄积，这会诱导胰
岛细胞脂毒性损害，破坏胰岛素分泌功能，ＢＢＲ干
预后可有效改善血糖、血脂和胰岛素异常，降低大鼠

ＴＣ、ＴＧ、ＡＬＴ和 ＡＳＴ水平，可能与其抑制肝脂生成
或促进脂质分解相关，这表明ＢＢＲ增加脂肪细胞葡
萄糖摄取、增强胰岛素刺激的葡萄糖转运，对胰岛素

敏感性产生有益影响。

Ｔ２ＤＭ患者体内 ＷＡＴ与 ＢＡＴ分化失衡，会出
现脂肪组织摄取利用或储存葡萄糖的能力减弱，会

导致脂肪细胞数目和大小的改变，并引起皮下脂肪

组织的过度扩张以及异位沉积，同时影响脂联素

（ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ，ＡＰＮ）和瘦素（ｌｅｐｔｉｎ，ＬＰ）等多种脂肪
因子的释放，出现ＡＰＮ和ＬＰ在机体调节失衡，造成
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图１２　ＢＢＲ对Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪组织中脂肪分解相关因子表达的影响（６０×；ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ１２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＢＲｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｉｐｏｌｙｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓｉｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｏｆＴ２ＤＭｒａｔｓ（６０×；ｘ±ｓ，ｎ＝３）

图１３　ＢＢＲ通过β３ＡＲ对大鼠脂肪组织沉积的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＢＲｏｎａｄｉｐｏｓｅｔｉｓｓｕｅｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｒａｔｓｖｉａβ３ＡＲ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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机体内分泌失调触发慢性炎症，产生脂毒性损害靶

器官。研究证实加味温胆汤［１４］、桑叶［１５］和葛根［１６］

等中医药治疗肥胖型Ｔ２ＤＭ的研究都集中于降低肥
胖型Ｔ２ＤＭ大鼠的ＦＢＧ和减轻糖耐量受损，调节胆
汁酸生物合成代谢，改善胰岛素信号传导和糖脂代

谢，减轻炎症损伤，进而提高组织的胰岛素敏感性，

改善ＩＲ。本研究结果显示，ＢＢＲ可明显改善 Ｔ２ＤＭ
大鼠肝脏脂质沉积，有效缓解 Ｔ２ＤＭ大鼠的脂肪细
胞肥大，表明ＢＢＲ发挥了调解基础代谢率、调控饮
食的作用，并可能影响了 ＡＰＮ和 ＬＰ等多种脂肪因
子的释放，进而维持糖脂代谢的平衡，增加胰岛素敏

感性。在维持糖脂代谢平衡的过程中，脂肪酶 ＨＳＬ
能水解甘油三酯、甘油二酯、甘油一酯和胆甾烯基酯

等，在脂肪的合成及分解代谢中发挥重要作用［１７］。

合成酶ＡＴＧＬ具有转酰基酶活性发生转酰基反应，
可将酰基链从甘油三酯转移到羟基脂肪酸并使脂肪

酸酯化，从而产生 ＦＡＨＦＡ，改善 Ｔ２ＤＭ葡萄糖耐量
和胰岛素敏感性。本研究结果显示，ＢＢＲ降低
Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪组织中 ＦＡＳ、ＰＰＡＲγ和 Ｃ／ＥＢＰα的
蛋白表达，提高 ＨＳＬ和 ＡＴＧＬ的蛋白表达，调节脂
代谢，改善 Ｔ２ＤＭ大鼠脂肪沉积，这可能是因为
ＢＢＲ减少过氧化物酶体增殖物激活受体的表达，并
降低对脂肪生成的刺激，而且ＰＰＡＲγ和Ｃ／ＥＢＰα的
相互补充并能控制ＦＡＳ的表达，也降低了 Ｔ２ＤＭ大
鼠的ＷＡＴ脂肪生成［１８］。另一方面可能因为 ＢＢＲ
增加了ＨＳＬ和 ＡＴＧＬ的表达，催化三酰基甘油降解
以及ＴＧ的水解，进一步调节Ｔ２ＤＭ大鼠的脂代谢。

ＢＢＲ是治疗Ｔ２ＤＭ的潜在药物，对血脂异常和
高血糖有益，而且 ＢＢＲ通过抑制巨噬细胞浸润、促
炎巨噬细胞极化和细胞外基质异常沉积来缓解脂肪

组织炎症和纤维化。研究表明 ＢＢＲ可以直接作用
于磷脂酶 Ａ２（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＡ２，ＰＬＡ２）、ＮＩＭＡ相关
激酶７（ＮＩＭＡｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ７，ＮＥＫ７）和 β分泌酶１
（βｓｉｔｅＡＰＰｃｌｅａｖｉｎｇｅｎｚｙｍｅ１，ＢＡＣＥ１）等靶点［１９］。

ＢＢＲ能够增强与ＰＬＡ２的结合效率，而ＰＬＡ２在水解
过程中会释放花生四烯酸等脂肪酸能促进脂肪组织

的脂解；ＢＢＲ还可以直接作用于 ＮＥＫ７以抑制炎症
反应，减轻胰岛素抵抗；但关于 ＢＢＲ是否能够直接
作用于 β３ＡＲ进而影响脂肪脂质代谢并未见相关
报道。本研究通过网络药理学分析得出，ＢＢＲ共包
含１０５个活性成分，可通过９９个靶点防治 Ｔ２ＤＭ，
表明ＢＢＲ治疗 Ｔ２ＤＭ具有多成分、多靶点的特点。
拓扑分析结果显示，ＢＢＲ治疗 Ｔ２ＤＭ可能与孕激素

受体（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）、磷脂酰肌醇４，５二
磷酸３激酶催化亚基 α（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ４，５ｂｉ
ｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ３ｋｉｎａｓｅｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ，ＰＩ３Ｋα）、
磷脂酰肌醇 ４，５二磷酸 ３激酶催化亚基 β（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ４，５ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ３ｋｉｎａｓｅｃａｔａｌｙｔｉｃ
ｓｕｂｕｎｉｔｂｅｔａ，ＰＩ３Ｋβ）和 β３ＡＲ等靶点有关。ＫＥＧＧ
富集分析结果显示，９９个潜在的治疗靶点共涉及
１４０多条信号通路，结果提示 ＢＢＲ能够调节炎症介
导的ＴＲＰ（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＴＲＰ）通道、神
经活性配体、内分泌抵抗和血管内皮生长因子（ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）等通路，从而对
Ｔ２ＤＭ产生治疗作用，其治疗机制主要涉及 ｃＡＭＰ
对激素合成和分泌、肾素分泌、脂肪细胞脂肪分解

等。分子对接结果显示，β３ＡＲ与 ＢＢＲ具有较好的
结合力，考虑β３ＡＲ可作为ＢＢＲ治疗Ｔ２ＤＭ的主要
治疗靶点。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组织化学结果显示，
ＢＢＲ灌胃治疗后 β３ＡＲ表达增加，且脂肪组织的
ＰＧＣ１α和ＵＣＰ１表达增加，可能是因为 ＢＢＲ促进交
感神经释放去甲肾上腺素，激活脂肪细胞膜上 β３
ＡＲ因子的表达，β３ＡＲ通过 Ｇ蛋白激活腺苷酸环
化酶（ａｄｅｎｙｌｙｌｃｙｃｌａｓｅ，ＡＣ）生成 ｃＡＭＰ并激活
ＰＫＡ［２０］，ＰＫＡ促进ＰＧＣ１α的合成，随后ＰＧＣ１α直接
结合 ＵＣＰ１启动子并增强其转录，与此同时 β３ＡＲ
表达的增加激活了核因子 Ｅ２相关因子２（ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ２，ＮＲＦ２）通路，ＮＲＦ２
与ＰＧＣ１α协同放大 ＵＣＰ１的表达［２１］，大量的 ＵＣＰ１
嵌入线粒体内膜形成质子通道，导致质子梯度消散，

能量以热量释放，显著增加能量消耗，热量消耗促进

脂肪分解，减少脂质堆积，从而改善胰岛素敏感性和

糖脂代谢［２２］。同时 β３ＡＲ也升高了 ＦＡＨＦＡｓ代谢
和ＦＡＨＦＡｓ合成酶合成，进一步促进 ＡＰＮ和 ＬＰ分
泌，进一步降低胰岛素抵抗，增强Ｔ２ＤＭ大鼠的脂代
谢。

综上所述，本研究基于网络药理学及 Ｔ２ＤＭ大
鼠ＢＢＲ治疗验证，初步明确 ＢＢＲ通过激活 β３ＡＲ
通路促进脂代谢，调控大鼠脂肪沉积，改善胰岛素抵

抗，有效调节肥胖Ｔ２ＤＭ大鼠脂代谢平衡。
数据可用性声明：本篇论文的关联数据可在

ＳｃｉｅｎｃｅＤＢ数据库 （ｈｔｔｐｓ：ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．５７７６０／ｓｃｉ
ｅｎｃｅｄｂ．ｎｐｒｄ．００３７３）中访问获取。
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