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$摘要%!目的&观察小檗碱对高脂饮食诱导的肥胖小鼠血清炎症因子分泌的影响及其作用的分子机制) 方法&# 周龄雄

性昆明小鼠 &$ 只$随机分为正常组!;<"和高脂组!YH") 高脂组小鼠高脂饲料喂养 ") 周后$随机分为 ) 组$模型组!G9"&小

檗碱低剂量组!G̀ "和小檗碱高剂量组!GY"并继续给予高脂饲料喂养$其中 G̀ 组和GY组分别按 '$$"'$ /D.ZD

e"体重每天

灌服小檗碱 " 次$;<组和G9组灌胃等量的生理盐水) 治疗 * 周后进行口服葡萄糖耐量实验!LFRR"$LFRR结束后 ) Q$取血

清$检测肿瘤坏死因子!R;H4

&

"&白介素 #!:̀4#"&脂联素的含量$ 并称取肝脏&附睾脂肪质量$检测肝脏&附睾脂肪中 :JJ

!

表

达以及:JJ4

!

!OMC

"("

"的磷酸化水平) 结果&G9组小鼠血清R;H4

&

$:̀4# 含量高于;<组$经小檗碱治疗后$无论是 G̀ 组还是

GY组R;H4

&

$:̀4# 含量均下降$与G9组比较有显著性差异$ 而各组之间脂联素未见明显差异*GY组小鼠肝脏和附睾脂肪组

织中:JJ4

!

的表达水平与;<组和G9组未见明显改变$但:JJ4

!

!OMC

"("

"的磷酸化水平则明显下降*此外$小檗碱能够明显改

善肥胖小鼠的糖耐量$降低体重和附睾脂肪含量) 结论&小檗碱能够通过减少肥胖小鼠炎症因子的分泌和抑制炎症信号通

路$这可能是其改善机体胰岛素抵抗和糖代谢异常的作用机制之一)

$关键词%!小檗碱*炎症因子*:JJ*胰岛素抵抗
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$通信作者%!

!尚文斌$副教授$ 研究方向为内分泌代谢疾病$ RMS#

!$*'"('("""&#$ U4/BNS#+\O?B1D210T@-/,MQT,-1

!!肥胖诱发的慢性炎症是胰岛素抵抗和 * 型糖尿

病发生发展的重要机制之一) 肥胖以及 * 型糖尿病

患者血清炎症因子的分泌和表达增加+",

) 体内升

高的炎症因子可以通过激活炎症信号通路干扰胰岛

素信号转导途径$导致胰岛素抵抗和糖代谢的异

常+"4),

) 中药黄连属苦寒之品$具有清热解毒的功

效$研究表明其有抗炎&抗病毒的作用+&4',

) 近年来

的研究发现黄连的主要有效成分小檗碱能够降低血

糖&调节异常的脂质代谢$改善胰岛素抵抗+#4(,

$但其

作用机制有待进一步深入研究) 本研究观察小檗碱

对高脂喂养的肥胖小鼠肿瘤坏死因子!@T/.C1M-C.4

ONOPB-@.C

&

$ R;H4

&

"&白介素 #!N1@MCSMTZN1 #$ :̀4#"

等主要炎症因子和炎症信号通路关键激酶:JJ4

!

的

影响$其结果有助于阐明其改善胰岛素抵抗和防治

糖尿病及其慢性并发症的分子机制)

"!材料

"U"!动物及试剂!&$ 只 # 周龄健康雄性昆明小

鼠$体重 *$ D左右$购自上海斯莱克实验动物责任

公司$许可证号 8<KJ!沪"*$$%4$$$') 普通饲料#

碳水化合物 #$j&蛋白质 **j&脂肪 "$j&纤维素

和其他成分 (j*高脂饲料#猪油 *$j&白糖 &j&奶

粉 *j&胆固醇 "j&普通饲料 %)j$* 种饲料均购自

南京江宁青龙山动物繁殖场) 盐酸小檗碱购自中国

药品生物制品检定所) 小鼠血清 R;H4

&

$:̀4# 和脂

联素 Ù:83检测试剂盒购自上海西塘生物科技有

限公司) 抗
!

4B-@N1 抗体&抗 :JJ4

!

抗体&抗 :JJ4

&

!OMC

"($

"=:JJ4

!

!OMC

"("

"抗体和羊抗兔第二抗体均购

自美国 <MSSOND1BSN1D@M-?1.S.D5) U<̀ 化学发光检

测试剂盒&G<3蛋白检测试剂盒购自ENMC-M公司)

"U'!仪器!血糖仪!L1MR.T-?

;

]S@CBUBO5

R9

"购自

强生!中国"医疗器械有限公司*酶标仪购自 GN.RMZ

公司*电泳仪&半干转膜系统均购自3/MCO?B/公司)

'!方法

'U"!造模及给药!将 &$ 只小鼠分为 * 组$分别为

正常组!;<$) f"$"和高脂组!YH$) f)$" ) YH组

高脂饲料喂养 ") 周后随机分为 ) 组$分别为模型组

.&%&".
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!G9"&小檗碱低剂量组! G̀ "和小檗碱高剂量组

!GY"$每组 "$ 只$继续给予高脂饲料喂养) 并分别

按 '$$"'$ /D.ZD

e"体重给予 G̀ 组和GY组小鼠每

天灌服小檗碱 " 次$;<组和G9组以等量的生理盐

水灌胃) 治疗 * 周后进行口服葡萄糖耐量试验

!LFRR"$LFRR结束后 ) Q$断头处死小鼠$取血$

) $$$ C./N1

e"离心 "$ /N1$留取血清$ e%$ h保

存$并称取肝脏&附睾脂肪质量$迅速置于液氮中保

存) 小鼠自由摄食饮水$每周称重 * 次)

'U'!葡萄糖耐量试验!小鼠禁食 "* ? 后$次日清晨

'$j葡萄糖按 ) D.ZD

e"体重剂量灌胃$分别在 $$)$$

#$$"*$ /N1取血针尾静脉采血$血糖仪测血糖值)

'U&!血清 R;H4

&

$ :̀4#$脂联素含量检测!按照

Ù:83法试剂盒说明书操作)

'U_!肝脏&附睾脂肪中 :JJ

!

表达以及 :JJ4

!

!OMC

"("

"的磷酸化水平检测!将待测组织放入预冷

的玻璃匀浆器中$加入组织裂解液和蛋白酶抑制剂

的混合物充分研磨$研磨过程在冰上操作) & h$

") $$$ C./N1

e"离心 )$ /N1$吸取上清$用 G<3法

检测蛋白样品浓度) 加入上样缓冲液$7' h变性 '

/N1$用 "$j 8I84E3FU分离蛋白$转膜后用 'j脱

脂奶粉室温封闭 * ?$一抗 & h孵育过夜$二抗室温

杂交 * ?$洗膜后$压片显影检测蛋白)

'U$!统计学分析!所有数值以
#

?p&表示$采用

8E88"*g$ 软件进行统计分析$组间差异比较采用 !

检验$>o$g$' 具有统计学意义)

&!结果

&U"!小檗碱降低小鼠血清R;H4

&

和 :̀4# 水平!肥

胖小鼠体内R;H4

&

和 :̀4# 水平显著升高$ G9组比

;<组分别升高 "$$j和 ''j !>o$g$'") 小檗碱

治疗 * 周后$G̀ 组和GY组与G9组比较$R;H4

&

和

:̀4# 含量均明显下降!>o$g$'") 见表 ") 此外$

;<$G9$G̀ $GY组小鼠血清脂联素分别为!""g$" p

%g)*"$!""g$* p&g$("$!"$g)) p"$g)'"$!")g&) p

%g$#" /D.`

e"

$各组之间未见统计学差异)

&U'!小檗碱抑制 :JJ4

!

的磷酸化激活!运用蛋白

免疫印迹方法检测小鼠肝脏&脂肪组织中 :JJ4

!

表

达和:JJ4

!

!OMC

"("

"磷酸化水平$结果显示小檗碱干

预治疗后$GY组小鼠肝脏和脂肪组织中 :JJ4

!

的

表达水平与 G9组比较没有明显改变$但是 :JJ4

!

!OMC

"("

"的磷酸化水平与 G9组比较明显下降) 见

图 "$*)

表 "!各组小鼠血清R;H4

&

$:̀4# 含量比较

!

#

?p&$) f"$" 1D.`

e"

组别 R;H4

&

:̀4#

;< "*g%) p'g)" ))g*" p"'g*)

G9

*'g7( p(g*%

""

'"g'7 p""g)%

""

G̀

7g"( p#g#"

*"

)$g7$ p"$g)'

*"

GY

"%g(' p'g7#

*"

)"g$7 p""g$'

*"

!!注#与 ;<组相比""

>o$g$'* 与 G9组相比*"

>o$g$' !表 *

同")

图 "!小鼠肝脏蛋白免疫印迹图

图 *!小鼠脂肪蛋白免疫印迹图

&U&!小檗碱降低肥胖小鼠的体重和附睾脂肪含量

!高脂饲料喂养 "' 周后$G9组小鼠体重明显高于

;<组!>o$g$'"$小檗碱治疗 * 周后体重下降$G̀

组和 GY组与 G9组比较体重均显著减轻 !>o

$g$'"$附睾脂肪含量也显著减少!>o$g$'"$但各

组之间肝脏重量无明显差异) 见表 *)

表 *!治疗后小鼠体重&肝脏及附睾

脂肪重量的比较!

#

?p&$) f"$"

组别
体重

=D

肝脏=体重

! m"$$"

附睾脂肪=体重

! m"$$"

;< &&g&% p&g$% &g*" p$g)( "g$) p$g"(

G9

'$g'' p)g$$

""

&g*7 p$g*"

"g'' p$g*%

""

G̀

&%g)# p"g#%

*"

&g&* p$g)%

"g$* p$g"&

*"

GY

&&g(* p)g"&

*"

&g'* p$g#7

"g*7 p$g)7

*"

&U_!小檗碱改善肥胖小鼠的糖耐量 !高脂喂养

后$LFRR中 G9组小鼠各时间点的血糖值均高于

;<组!除 $ /N1外$其余时间点 >o$g$'"$ 出现糖

耐量异常*小檗碱高剂量治疗后的小鼠各时间点的

.'%&".
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血糖值均低于 G9组!其中 "*$ /N1 时 >o$g$'"$

而与;<组相比未见显著差异) 肥胖小鼠的糖耐量

异常得到明显改善) 见图 ))

图 )!口服葡萄糖耐量试验血糖水平的比较

_!讨论

在肥胖和 * 型糖尿病动物和患者中$炎症因子

的分泌增加和炎症信号通路的激活所致的慢性炎症

状态$参与了胰岛素抵抗和糖尿病及其慢性并发症

的发生和发展+*$ 7,

) 脂肪组织$作为重要的内分泌

器官$可以分泌多种炎症因子和炎症标志物$如

R;H4

&

$:̀4#$单核细胞趋化因子4" !9<E4""$瘦素

!SMA@N1"$脂联素!BQNA.1M-@N1"等+"$,

) 在多种肥胖动

物模型中$脂肪组织中 R;H4

&

的表达增加+"",

)

R;H4

&

可以引起胰岛素受体底物4"!N1OTSN1 CM-MA@.C

OT\O@CB@M4"$:>84""丝氨酸残基的磷酸化$使得胰岛

素信号转导减弱$用可溶性的R;H4

&

抗体中和R;H4

&

可以改善肥胖大鼠的胰岛素抵抗+"*,

) 另有研究

表明$R;H4

&

或者R;H4

&

受体4" 基因缺陷的小鼠不

会因为高脂饮食或者肥胖发展为胰岛素抵抗+"),

)

:̀4# 是另一个表达增加的重要的炎症因子$参与了

胰岛素抵抗和 * 型糖尿病的形成+*,

) :̀4# 可以抑制

过氧化物酶体增殖物活化受体4

"

的表达$降低外周

组织对胰岛素的敏感性+"&,

) 可见$ 抑制炎症因子

的表达和分泌$可以减轻机体的炎症状态$从而改善

胰岛素抵抗和糖代谢异常) 本研究中$高脂喂养的

小鼠$体重及内脏脂肪明显增加$出现糖耐量的异

常$并且血清R;H4

&

$:̀4# 水平升高) 一些研究表明

高脂喂养的肥胖大小鼠存在胰岛素抵抗和糖耐量异

常+($ "',

$而小檗碱可以明显改善肥胖大鼠和 Q\=Q\

肥胖小鼠的胰岛素抵抗和糖代谢异常+(,

) 本研究

中$虽然未能直接检测小鼠的胰岛素敏感性$但是小

檗碱治疗后肥胖小鼠的糖耐量异常改善&内脏脂肪

含量减少$表明胰岛素敏感性得到了一定的改善$同

时血清主要炎症因子R;H4

&

$:̀4# 的水平降低$这表

明抑制炎症因子的分泌可能是小檗碱增加胰岛素敏

感性和改善糖代谢异常的作用机制之一)

脂联素是脂肪细胞特异性分泌的细胞因子$是

重要的抗炎细胞因子之一) 在肥胖和 * 型糖尿病

中$脂联素的分泌减少+"#,

) 本研究没有发现小檗碱

具有增加肥胖小鼠血清脂联素分泌的作用$但有研

究表明小檗碱在体外具有增加 )R)4̀" 脂肪细胞脂

联素 />;3表达的作用+"%,

$这种体内和体外的差

异及其机制有待进一步研究)

核因子
<=

抑制物激酶!:JJ"=核因子
<=

!;T4

-SMBCPB-@.C4

<=

$;H4

<=

"通路是体内主要的炎症信号

转导通路) 在肥胖和糖尿病状态下$体内升高的炎

症因子$如 R;H4

&

$:̀4# 等$可以激活 :JJ4

!

$ :JJ4

!

通过磷酸化降解使得 ;H4

<=

与其抑制物 :

<=

在细

胞浆中分离$进而转位至细胞核内$转位的 ;H4

<=

一方面进一步促进炎症因子的分泌和表达$另一方

面可以干扰胰岛素信号转导途径$引起胰岛素抵

抗+7,

) 肝脏和脂肪组织是胰岛素的主要的靶组织$

两者的;H4

<=

通路被激活$均引起机体的胰岛素抵

抗+"(,

) 所以$ 通过抑制 :JJ4

!

的激活$从而阻断

;H4

<=

的转位$能够减少炎症因子分泌和表达$

:JJ=;H4

<=

通路有可能成为胰岛素抵抗和 * 型糖

尿病的治疗靶点+"(,

) 本研究发现小檗碱在不影响

:JJ4

!

表达水平的情况下$ 抑制了 :JJ4

!

的激活)

这表明小檗碱可以抑制 ;H4

<=

炎症信号通路$减轻

了机体的炎症状态)

总之$小檗碱能够减少肥胖小鼠血清炎症因子

的分泌$并且能够抑制主要的炎症信号蛋白 :JJ4

!

磷酸化激活$表明小檗碱可以减轻肥胖小鼠的炎症

状态$这可能是小檗碱改善胰岛素抵抗和糖代谢异

常的重要作用机制之一)
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