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摘 要 目的 探讨小檗碱通过调节神经酰胺改善2型糖尿病（T2DM）合并代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）的潜在机制。方法 取

血糖水平＞11.1 mmol/L 的 db/db 小鼠（即 T2DM 模型小鼠）32只，分为模型组，小檗碱低、高剂量组[100、200 mg/（kg·d）]和二甲双

胍组[300 mg/（kg·d）]，每组8只；另取wt/wt小鼠8只，作为正常对照组。各组小鼠灌胃相应药液或水，每天1次，持续6周。观察小

鼠实验期间的体重变化，并分析其末周体重差异；末次给药后，观察各组小鼠的体型，检测其空腹血糖（FBG）水平和血脂指标[总

胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）]含量；检测其空腹胰岛素（FINS）水平

并计算胰岛素抵抗指数（HOMA-IR）和胰岛素敏感性指数（ISI）；检测其肝脏质量、肝脏指数和血清肝功能指标[丙氨酸转氨酶

（AST）、天冬氨酸转氨酶（ALT）]水平，观察肝组织病理学变化，检测其肝组织中脂肪酸合成相关蛋白[固醇调节元件结合蛋白 1

（SREBP1）、脂肪酸合酶（FASN）、乙酰辅酶A羧化酶1（ACC1）]的表达。收集正常对照组、模型组、小檗碱高剂量组小鼠血清样本，

进行非靶向脂质组学分析并验证。结果 与模型组比较，小檗碱低、高剂量组小鼠肝组织细胞排列紊乱、脂质空泡等病理改变均得

以改善；其末周体重，FBG水平，TC、TG、LDL-C含量，HOMA-IR（小檗碱低剂量组除外），肝脏质量和肝脏指数，AST、ALT水平，以

及 SREBP1、FASN、ACC1蛋白的表达均显著降低或下调，而 HDL-C 含量、FINS 水平（小檗碱高剂量组除外）、ISI（小檗碱低剂量组

除外）均显著升高（P＜0.05）。共鉴定出21个潜在差异代谢物，含多种神经酰胺；上述代谢物主要富集于鞘脂代谢、甘油磷脂代谢

等通路；验证实验结果显示，高剂量小檗碱可显著降低模型小鼠血清神经酰胺含量（P＜0.05）。结论 小檗碱可减轻 T2DM 合并

MAFLD小鼠的胰岛素抵抗，改善其肝脏受损和脂质沉积，上述作用可能与降低神经酰胺含量有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the potential mechanism of berberine improving diabetes mellitus type 2 （T2DM） 

combined with metabolic-associated fatty liver disease （MAFLD） by regulating ceramide. METHODS Thirty-two db/db mice with 

blood glucose levels＞11.1 mmol/L （T2DM model） were divided into four groups： model group， berberine low- and high-dose 

groups [100， 200 mg/（kg·d）] and metformin group [300 mg/（kg·d）]， with 8 mice in each group. Additionally， 8 wt/wt mice were 

selected as the normal control group. Mice in each group were administered the corresponding drug solution or water by gavage 

once daily for a continuous period of 6 weeks. During the experiment， the body weight of the mice was monitored， and the 

differences in final body weight were analyzed. After the last administration， the body shape of the mice in each group was 

observed， and their fasting blood glucose （FBG） and the lipid indicators [total cholesterol （TC）， triglyceride （TG）， low-density 

lipoprotein cholesterol （LDL-C）， high-density lipoprotein cholesterol （HDL-C）] were measured. Fasting serum insulin （FINS） 

levels were also measured， and the insulin resistance index 

（HOMA-IR） and insulin sensitivity index （ISI） were 

calculated. Liver weight， liver index and serum liver function 

indicators [alanine transaminase （ALT）， aspartate transaminase 

（AST）] were assessed， and hepatic histopathological changes 

were observed. Additionally， the expression of fatty acid 

synthesis-related proteins [sterol regulatory element-binding 

protein 1 （SREBP1）， fatty acid synthase （FASN）， acetyl-
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CoA carboxylase 1 （ACC1）] in liver tissue was examined. Serum samples from the normal control group， model group， and 

berberine high-dose group were collected for non-targeted lipidomics analysis and validation. RESULTS Compared with the model 

group， the pathological changes， including disordered liver tissue cell arrangement and lipid vacuoles， were significantly improved 

in the berberine low- and high-dose groups. The significant decreases or down-regulations were observed in body weight in the last 

week， as well as FBG， TC， TG， and LDL-C levels， HOMA-IR （except for the berberine low-dose group）， liver weight， liver 

index， AST and ALT levels， and protein expressions of SREBP1， FASN and ACC1. Additionally， HDL-C levels， FINS （except 

for the berberine high-dose group）， and ISI （except for the berberine low-dose group） were significantly increased （P＜0.05）. A 

total of 21 potential differential metabolites， including multiple types of ceramides， were identified； these metabolites were 

primarily enriched in sphingolipid metabolism and glycerophospholipid metabolism pathways. Verification experiments confirmed 

that high-dose berberine significantly reduced the serum content of ceramide in model mice （P＜0.05）. CONCLUSIONS Berberine 

reduces insulin resistance， improves liver damage and lipid accumulation in the T2DM combined with MAFLD mice， and these 

effects may be related to the reduction of ceramide content.

KEYWORDS berberine； diabetes mellitus type 2； metabolic-associated fatty liver disease； non-targeted lipidomics analysis； 

sphingolipid metabolism； ceramide

2型糖尿病（diabetes mellitus type 2，T2DM）是发病

率较高的慢性疾病之一，给全球造成了严重的疾病负

担。胰岛素抵抗（insulin resistance，IR）可累及多个脏

器，是 T2DM 发生的核心机制，也是 T2DM 相关并发症

发生的关键环节。代谢相关脂肪性肝病（metabolic-

associated fatty liver disease，MAFLD）是 T2DM 常见的

并发症之一，超过 70% 的 T2DM 患者合并有 MAFLD[1]。

研究指出，在 IR 状态下，肝脏糖代谢受损、脂质合成增

加 ，导 致 游 离 脂 肪 酸（free fatty acid，FFA）蓄 积 和

MAFLD 形成，从而加剧代谢紊乱[2]。鞘脂是细胞膜的重

要组分，参与信号转导和细胞凋亡等过程[3]。其中，神经

酰胺（ceramide，Cer）作为脂质代谢的关键中间体，可通

过促进肝脏、心脏等组织器官的脂质沉积，诱发 IR、血脂

异常及细胞凋亡[4]；同时，当发生脂代谢紊乱时，肝脏 Cer

的合成将明显增加，从而抑制脂肪酸 β 氧化，促进肝脏

脂肪变性和 MAFLD 发生[5]。

小檗碱是从中药黄连中分离提取的一种季铵生物

碱，具有抗菌、抗癌、降血脂、抗糖尿病和止泻等多种药

理活性，可用于肥胖、糖尿病、高脂血症、心力衰竭等症

的防治[6]。临床研究表明，小檗碱可用于 T2DM 合并

MAFLD 的治疗，且在降血糖、降血脂、减轻 IR 方面具有

积极作用[7]。基于以上特性，本课题拟进一步探究该成

分对肝脏脂质堆积的改善作用，并借助非靶向脂质组学

对其分子机制进行初步分析，以期为小檗碱用于 T2DM

相关代谢性疾病的治疗提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 VICTOR Nivo 型多功能

酶标仪（美国 PerkinElmer 公司）、PES-QN4型双独立高

电流电泳电源（广州道一科学技术有限公司）、Chemi‐

Doc MP 型化学发光成像系统[伯乐生命医学产品（上

海）有限公司]、DP08L339P 型血糖仪（德国 Bayer 公司）、

X500R Q-TOF 型质谱仪（美国 SCIEX 公司）、Waters H 

Class Plus 型液相色谱仪（美国 Waters 公司）等。

1.2　主要药品与试剂

小檗碱原料药（批号2086-83-1，纯度99%）购自上海
阿拉丁生化科技股份有限公司；盐酸二甲双胍对照品
（阳性对照，批号 C12561877，纯度97%）购自上海麦克林
生化科技股份有限公司；血糖试纸（批号 DP3LM3F32D）

购自德国 Bayer 公司；血清总胆固醇（total cholesterol，

TC）、甘油三酯（triglyceride，TG）、低密度脂蛋白胆固醇
（low-density lipoprotein cholesterol，LDL-C）、高密度脂
蛋 白 胆 固 醇（high-density lipoprotein cholesterol，HDL-

C）、丙氨酸转氨酶（alanine transaminase，ALT）、天冬氨
酸转氨酶（aspartate transaminase，AST）检测试剂盒（批
号 分 别 为 A111-1-1、A110-1-1、A113-1-1、A112-1-1、

C009-2-1、C010-2-1）均购自南京建成生物工程研究所；

小鼠空腹胰岛素（fasting serum insulin，FINS）酶联免疫
吸附测定（ELISA）检测试剂盒（批号 TAE-358M）购自天
津安诺瑞康生物有限公司；小鼠 Cer ELISA 检测试剂盒
（批号 MM-47251M1）购自江苏酶免实业有限公司；十二
烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）上样缓
冲液（5×）、RIPA 裂解液（强）、BCA 试剂盒（批号分别为
A039241204、A150241220、XK357435）均购自上海碧云
天生物技术股份有限公司；聚偏二氟乙烯（PVDF）膜（批
号 0000329585）购自美国 Millipore 公司；兔抗固醇调节
元件结合蛋白1（sterol regulatory element-binding protein 

1，SREBP1）、脂肪酸合酶（fatty acid synthase，FASN）、乙
酰辅酶 A 羧化酶 1（acetyl-CoA carboxylase 1，ACC1）、β-

肌动蛋白（β-actin）多克隆抗体和辣根过氧化物酶（HRP）

标 记 的 山 羊 抗 兔 免 疫 球 蛋 白 G 二 抗（批 号 分 别 为
AF4728、DF6106、AF6421、AF7018、S0001）均购自美国
Affinity 公司。

1.3　实验动物

本研究所用动物为 SPF 级雄性 BKS-db（db/db）小鼠
（32只）和雄性 BKS-wt（wt/wt）小鼠（8只），3～4周龄，体
重（15±3）g，购自广东药康生物科技有限公司，生产许
可证号为 SCXK（粤）2023-0067。所有小鼠均饲养于广
州中医药大学附属中山中医院中药药理实验室的屏障
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级动物房（温度22～24 ℃、相对湿度60%～70%、每12 h

光照/黑暗交替）内。本研究方案已通过该院实验动物伦
理委员会审查批准（批准编号 AEWC-2024350）。

2　方法
2.1　造模、分组与给药

所有小鼠适应性喂养 1周后，选择血糖水平＞11.1 

mmol/L[8]的 db/db 小鼠（即 T2DM 模型小鼠）32只，按体
重分为模型组，小檗碱低、高剂量组[100、200 mg/（kg·d），

以 0.5% 羧甲基纤维素钠溶液为溶剂，剂量参考相关文
献[9]和预实验结果设置]和二甲双胍组[300 mg/（kg·d），

剂量参考临床剂量[10]和预实验结果设置]，每组 8只；取
wt/wt 小鼠8只，作为正常对照组。各药物组小鼠灌胃相
应药液，正常对照组和模型组小鼠灌胃等体积水，每天1

次，持续6周。实验期间，各组小鼠均正常摄食、饮水。

2.2　体重、体型观察及取材

实验期间，每周测定各组小鼠体重并分析其末周体
重差异。末次给药并禁食、不禁水6 h 后，于各组小鼠尾
尖取血，采用血糖仪检测其空腹血糖（fasting blood glu‐

cose，FBG）水平。随后，以异氟烷吸入麻醉各组小鼠，摘
眼球取血并以颈椎脱臼法处死，观察其体型并拍照；所
取血样于常温下静置1 h 后，以3 500 r/min 离心10 min，

分离上层血清，于－80 ℃下保存，备测。剖取大鼠肝脏，

观察外观并拍照；称重后，取部分用4% 多聚甲醛溶液固
定，其余部分于－80 ℃下保存，备测。

2.3　血脂及肝功能指标检测

取“2.2”项下各组小鼠血清样品适量，按照相应试剂
盒说明书操作，使用酶标仪于特定波长下检测其血清中
TC、TG、LDL-C、HDL-C 含量和 ALT、AST 水平。同时，

按下式计算肝脏指数：肝脏指数＝肝脏质量/小鼠体重×

100%。

2.4　FINS检测及相关参数计算

取“2.2”项下各组小鼠血清样品适量，按照相应
ELISA 试剂盒说明书操作，使用酶标仪检测其血清 FINS

水平，并按下式计算胰岛素抵抗指数（HOME-IR）、胰岛
素敏感性指数（ISI）：HOMA-IR＝（FINS×FBG）/22.5；

ISI＝1/（FINS×FBG）[11]。

2.5　肝组织病理学观察

取“2.2”项下各组小鼠经 4% 多聚甲醛溶液固定的
肝组织适量，以甲苯、乙醇梯度脱水后，行常规石蜡包
埋、切片（厚度约4 μm）；取切片，经苏木精-伊红（HE）染
色后，使用显微镜观察其肝组织病理学改变并拍照。

2.6　肝组织中脂肪酸合成相关蛋白表达检测

采用 Western blot 法检测。取“2.2”项下各组小鼠冻
存的肝组织适量，加入 RIPA 裂解液（含蛋白酶抑制剂和
磷酸酶抑制剂），匀浆，于 4 ℃下以 12 000 r/min 离心 15 

min，取上清液；上清液经 BCA 法测定蛋白浓度后，于
100 ℃ 下 加 热 10 min 变 性。取 变 性 蛋 白 适 量，进 行
10%SDS-PAGE 分离，再转至 PVDF 膜上，以 5% 脱脂牛
奶 封 闭 1.5 h；洗 膜 后 ，加 入 脂 肪 酸 合 成 相 关 蛋 白
（SREBP1、FASN、ACC1）和内参蛋白（β-actin）一抗（稀

释度均为1∶1 000），于4 ℃下孵育过夜；洗膜后，加入相
应二抗（稀释度为 1∶10 000），于室温下孵育 1.5 h；再次
洗膜后，以 ECL 发光液显色，并于化学发光成像系统下
成像。使用 Image J 软件分析目的蛋白与内参蛋白的条
带灰度值比值，用以表示目的蛋白的相对表达量。

2.7　潜在作用靶点挖掘与验证

2.7.1　基于非靶向脂质组学的潜在靶点挖掘
（1）样本处理：取“2.2”项下正常对照组、模型组、小

檗碱高剂量组小鼠血清样品各20 μL，加甲醇225 μL，涡
旋混匀5 s，加入甲基叔丁基醚750 μL，于室温下静置30 

min；加水188 μL，涡旋混匀20 s，于室温下静置10 min，

于 4 ℃下以 12 000 r/min 离心 15 min；取上清液 700 μL，

以氮气流吹干，残渣加入复溶液（异丙醇-乙腈-水，30∶65∶

5，V/V/V）100 μL，涡旋混匀 30 s，再于 4 ℃下以 12 000    

r/min 离心 10 min，取上清液，备测。取上述各组样本上
清液5 μL，混匀，作为质控（quality control，QC）样品，用
于检验系统的稳定性。

（2）色谱与质谱条件：取上述待测样品和 QC 样品各
适量，采用液相色谱-四极杆-飞行时间质谱联用（LC-Q-

TOF-MS）技 术 进 行 检 测。以 Phenomenex Kinetex C18

（2.1 mm×100 mm，2.6 μm）为色谱柱，以水-乙腈-甲醇  

（3∶1∶1，V/V/V；含 5 mmol/L 乙酸铵）为流动相 A、异丙醇
（含5 mmol/L 乙酸铵）为流动相 B 进行梯度洗脱（0～0.5 

min，20%B；0.5～2 min，20%B→40%B；2～4 min，  

40%B→60%B；4～12.5 min，60%B→98%B；12.5～14 

min，98%B；14～14.1 min，98%B→20%B；14.1～17 min，

20%B）；流速为 0.3 mL/min；柱温为 40 ℃；进样量为 1 

μL。采用电喷雾离子源，于正、负离子模式下进行飞行
时间质谱一、二级扫描，扫描范围分别为 m/z 10～1 500、

m/z 200～1 500；离子源温度为 500 ℃；离子源电压分别
为5 500 V（正离子）、－4 500 V（负离子）；去簇电压分别
为 80 V（正离子）、－80 V（负离子）；碰撞电压分别为
（40±20）V（正离子）、－（40±20）V（负离子）。

（3）数据处理：收集样品的色谱、质谱信息，采用
SCIEX OS 软件进行峰校准、峰提取和归一化处理，并基
于所获样品离子信息、保留时间等构建多变量数据矩
阵。以归一化后的峰面积为变量，采用 SCIEX OS 软件
进行无监督的主成分分析（principal component analysis，

PCA）、偏最小二乘法 -判别分析（partial least squares-

discriminant analysis，PLS-DA）及 100次置换检验，以评
估模型的可靠性。对检测到的所有代谢物进行差异分
析，并计算其变量重要性投影（variable importance in 

projection，VIP），以 VIP＞1、组间差异倍数（fold change，

FC）＞1.50或＜0.67、方差分析所得 P＜0.05为标准，筛
选潜在差异代谢物[12]；根据质谱信息，利用 HMDB 数据
库（http：//hmdb.ca/），初步确定潜在差异代谢物的结构；

利 用 MetaboAnalyst 6.0 在 线 平 台（http：//www. metabo‐

analyst.ca/）进行代谢通路富集分析，以通路影响（path‐

way impact）值＞0.10（该阈值通过路径拓扑分析计算而
得）为标准，筛选潜在代谢途径[13]。
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2.7.2　基于 ELISA 实验的潜在靶点验证
取“2.2”项下正常对照组、模型组、小檗碱高剂量组

小鼠血清样品各适量，按照相应 ELISA 试剂盒说明书操
作，使用酶标仪检测其血清中“2.7.1”项下所得潜在靶点
的含量。

2.8　统计学方法

采用 SPSS 27.0软件对数据进行统计分析。若实验
数据符合正态分布，以 x±s 表示，组间比较采用单因素
方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t 检验。检验水准
α＝0.05。

3　结果
3.1　小檗碱对小鼠体重、体型、FBG水平的影响

与 正 常 对 照 组 [ 体 重（23.99±1.64）g、FBG 水 平
（5.24±1.08）mmol/L]比较，模型组小鼠体型明显肥胖，

末周体重 [（55.60±4.26）g]和 FBG 水平 [（30.03±3.27）

mmol/L]均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，二甲双
胍组、小檗碱低剂量组、小檗碱高剂量组小鼠体型均有
所 减 小 ，其 末 周 体 重 [（47.70±3.69）、（48.30±5.54）、

（50.89±1.61）g] 和 FBG 水 平 [（19.89±5.77）、（23.21±

5.80）、（17.85±5.30）mmol/L]均显著降低（P＜0.05）。结
果见图1。

3.2　小檗碱对小鼠血脂指标的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠血清 TC、TG、LDL-

C 含量均显著升高，HDL-C 含量显著降低（P＜0.05）；与
模型组比较，各药物组小鼠血清 TC、TG、LDL-C 含量均
显著降低，HDL-C 含量均显著升高（P＜0.05）。结果
见表1。

3.3　小檗碱对小鼠血清FINS、HOMA-IR、ISI的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠血清 FINS 水平、ISI

均显著降低，HOMA-IR 显著升高（P＜0.05）；与模型组
比较，二甲双胍组、小檗碱低剂量组小鼠血清 FINS 水平
和小檗碱高剂量组小鼠 ISI 均显著升高，二甲双胍组和

小檗碱高剂量组小鼠 HOMA-IR 均显著降低（P＜0.05）。

结果见表2。

3.4　小檗碱对小鼠肝脏及相关指标的影响

正常对照组小鼠肝脏较小，颜色鲜红；与正常对照

组比较，模型组小鼠肝脏体积增大，且颜色偏白，其肝脏

质量、肝脏指数和血清 ALT、AST 水平均显著升高（P＜

0.05）；与模型组比较，各药物组肝脏体积有所缩小，颜色

稍红，其肝脏质量、肝脏指数和血清 ALT、AST 水平均显

著降低（P＜0.05）。结果见图2、表3。

3.5　小檗碱对小鼠肝组织病理学的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠肝细胞结构不完

整，细胞排列紊乱，脂质空泡明显，肝索结构受损严重；

与模型组比较，各药物组小鼠肝细胞排列趋于整齐，脂

质空泡减少，其中小檗碱高剂量组小鼠肝组织中少见脂

质空泡。结果见图3。

3.6　小檗碱对小鼠肝组织中脂肪酸合成相关蛋白表达

的影响

与正常对照组比较，模型组小鼠肝组织中 SREBP1、

FASN、ACC1蛋白的表达均显著上调（P＜0.05）；与模型

组比较，各药物组小鼠肝组织中 SREBP1（二甲双胍组除

外）、FASN、ACC1 蛋白的表达均显著下调（P＜0.05）。

结果见表4（限于篇幅，蛋白电泳图可扫描本文首页二维

码查看“增强出版”板块中的附图1）。

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ
B. 体型
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Ⅲ
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Ⅰ：正常对照组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：二甲双胍组；Ⅳ：小檗碱低剂量

组；Ⅴ：小檗碱高剂量组；a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型组

比较：P＜0.05。

图1　各组小鼠体重及体型比较

表1　各组小鼠血清血脂水平比较（x±s，n＝8）

组别
正常对照组
模型组
二甲双胍组
小檗碱低剂量组
小檗碱高剂量组

TC/（mmol/L）

5.35±1.12

8.58±1.05a

5.78±0.99b

6.50±1.75b

5.31±1.15b

TG/（mmol/L）

1.55±0.31

6.22±1.84a

3.36±0.71b

2.04±0.51b

1.59±0.31b

LDL-C/（mmol/L）

2.34±0.55

4.16±0.90a

3.14±0.45b

3.23±0.50b

3.19±0.50b

HDL-C/（mmol/L）

5.18±0.88

3.29±1.08a

5.67±1.17b

6.68±0.96b

8.39±1.05b

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

表2　各组小鼠血清 FINS、HOMA-IR、ISI 比较（x±s，

n＝8）

组别
正常对照组
模型组
二甲双胍组
小檗碱低剂量组
小檗碱高剂量组

FINS/（mU/L）

22.92±4.32

18.29±2.90a

23.24±4.47b

22.50±2.87b

19.44±1.73

HOMA-IR

5.39±1.80

24.65±5.90a

20.91±8.88b

22.97±5.89

15.57±5.33b

ISI（×10－3）

8.97±2.61

1.90±0.48a

2.46±0.92

2.07±0.60

3.18±1.14b

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

Ⅰ                           Ⅱ                          Ⅲ                    Ⅳ                     Ⅴ

Ⅰ：正常对照组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：二甲双胍组；Ⅳ：小檗碱低剂量

组；Ⅴ：小檗碱高剂量组。

图2　各组小鼠肝脏外观比较

表3　各组小鼠肝脏质量、肝脏指数和血清ALT、AST水

平比较（x±s，n＝8）

组别
正常对照组
模型组
二甲双胍组
小檗碱低剂量组
小檗碱高剂量组

肝脏质量/g

1.12±0.10

3.39±0.16a

2.75±0.29b

2.61±0.30b

2.44±0.32b

肝脏指数/%
4.36±0.29

6.59±0.46a

5.36±0.43b

4.62±0.39b

4.74±0.48b

ALT/（U/L）

58.57±23.01

154.83±33.34a

84.53±36.13b

79.62±19.86b

72.79±20.31b

AST/（U/L）

88.67±28.66

150.13±34.27a

88.12±32.26b

83.05±31.52b

74.44±24.49b

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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3.7　潜在作用靶点挖掘与验证结果

3.7.1　潜在靶点挖掘结果

（1）多元统计分析结果：PCA 结果显示，正、负离子

模式下，QC 样品紧密聚集，表明检验系统稳定、可靠；正

常对照组、模型组、小檗碱高剂量组组内聚集良好，且组

间基本分离，表明各组样品存在差异。PLS-DA 结果显

示，正常对照组与模型组、模型组与小檗碱高剂量组组

间分离明显；由100次置换检验分析结果可知，模型未出

现过度拟合，具有较好的预测能力和稳定性（限于篇幅，

多元统计分析结果可扫描本文首页二维码查看“增强出

版”板块中的附图2）。

（2）潜在差异代谢物的筛选与鉴定：从正常对照组

与模型组中共检出化合物 2 258个，其中表达差异明显

的有 550个（上调 217个、下调 333个）；从模型组与小檗

碱高剂量组中共检出化合物 2 256个，其中表达差异明

显的有 495 个（上调 188 个、下调 307 个）；以 VIP＞1、

FC＞1.50或＜0.67、P＜0.05为标准，通过比对 HMDB 数

据库，初步确定潜在差异代谢物21个（正离子模式下18

个、负离子模式下 3个），包括多种 Cer（限于篇幅，潜在

差异代谢物鉴定结果可扫描本文首页二维码查看“增强

出版”板块中的附表1）。

（3）代谢通路分析：上述潜在差异代谢物主要富集

于鞘脂代谢、甘油磷脂代谢、糖基磷脂酰基醇锚定生物

合成、类固醇生物合成等代谢通路（限于篇幅，通路富集

结果可扫描本文首页二维码查看“增强出版”板块中的

附图3）。

3.7.2　潜在靶点的验证结果

由上述富集通路发现，潜在差异代谢物与鞘脂代谢

密切关联，而 Cer 是鞘脂代谢的核心分子[3]，故本研究进

一步对各组小鼠血清 Cer 含量进行检测。结果显示，与

正常对照组[（44.54±4.94）ng/L]比较，模型组小鼠血清

Cer 含量[（70.54±5.79）ng/L]显著升高（P＜0.05）；与模
型组比较，小檗碱高剂量组小鼠血清 Cer 含量[（44.96±

8.09） ng/L]显著降低（P＜0.05）。

4　讨论
T2DM 合并 MAFLD 的发病率较高，且临床尚无特

效治疗药物，故探讨该疾病的病因病机并开发有效治疗
药物具有重要意义[14]。研究显示，db/db 小鼠是研究
T2DM 及其代谢相关肝脏病变的经典模型，在正常饲养

条件下即可并发高血糖和肝脏脂质代谢紊乱[15]，因此本

研究选用 db/db 小鼠作为 T2DM 合并 MAFLD 模型小鼠

以探讨小檗碱的具体作用机制。本研究结果表明，与正

常对照组小鼠比较，模型组小鼠体型肥胖，末周体重、

FBG 水平、肝脏质量和肝脏指数均显著升高，肝脏变大

且可见明显的脂质空泡和严重受损的肝索结构；与模型

组比较，小檗碱低、高剂量组小鼠上述指标均有不同程

度回调，肝脏脂质沉积等病理改变明显减轻，提示小檗

碱能有效改善模型小鼠的肝脏病变，恢复其糖脂代谢

稳态。

在 T2DM 发生过程中，IR（通过 HOMA-IR 和 ISI 量

化）可导致脂肪细胞葡萄糖摄取减少、脂肪分解增多，从

而释放大量的 FFA 进入肝脏，促使 TC、TG 合成增加，

LDL-C 水平升高，以及 HDL-C 水平降低，从而加剧肝脏

脂质沉积，引发肝细胞脂肪变性，最终形成 MAFLD[16]。

同时，IR 可引起 SREBP1蛋白表达失调，从而过度激活

FASN 和 ACC1表达，促进脂肪从头合成，进而加剧肝脏

脂质代谢紊乱及脂质沉积[17]。本研究结果表明，与正常

对照组比较，模型组小鼠血清 TC、TG、LDL-C 含量和

ALT、AST 水平均显著升高，肝组织中 SREBP1、FASN、

ACC1 蛋白的表达均显著上调，血清 FINS 水平、ISI、

HDL-C 含量均显著降低；与模型组比较，小檗碱低、高剂

量组小鼠上述指标均有不同程度回调，提示小檗碱能改

善模型小鼠的 IR，调节其脂质代谢并改善其肝功能。上

述作用的发挥可能与小檗碱下调 SREBP1、FASN、ACC1

蛋白的表达，进而改善肝脏脂肪酸代谢有关。

鞘脂代谢与 T2DM 之间具有密切关联，其中 Cer 是

一类重要的鞘脂类分子，广泛参与细胞信号转导、凋亡、

代谢调控等环节[3]。Cer 作为潜在靶点，与急性肾损伤、

心血管疾病、代谢性疾病密切相关，其在上述疾病治疗
中的作用（尤其是在肝脏损伤治疗中的作用）备受学界

A. 正常对照组 B. 模型组 C. 二甲双胍组 D. 小檗碱低剂量组 E. 小檗碱高剂量组

红色箭头：脂质空泡。

图3　各组小鼠肝组织病理学观察的显微图（HE染色）

表4　各组小鼠肝组织中脂肪酸合成相关蛋白表达比较

（x±s，n＝8）

组别
正常对照组
模型组
二甲双胍组
小檗碱低剂量组
小檗碱高剂量组

SREBP1/β-actin

0.58±0.31

1.14±0.15a

0.86±0.36

0.73±0.15b

0.56±0.25b

FASN/β-actin

0.47±0.14

0.95±0.09a

0.57±0.17b

0.40±0.22b

0.50±0.20b

ACC1/β-actin

0.60±0.10

1.04±0.11a

0.59±0.05b

0.41±0.10b

0.34±0.12b

a：与正常对照组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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关注[18―19]。研究证实，Cer 含量的异常升高会驱动肝脏
脂质沉积、加速 MAFLD 进展[5]；同时，高表达的 Cer 可通
过抑制胰岛素信号通路来诱导 IR 的发生，并通过多种途
径激活 SREBP1蛋白的表达，进而引发肝脏脂质代谢紊
乱；此外，高表达的 Cer 还能抑制线粒体脂肪酸 β 氧化，

促进脂质在肝细胞内的蓄积，最终导致脂肪性肝病的发
生发展[20]。现有文献指出，小檗碱可通过调节 Cer 含量
来影响糖原合成酶激酶3、蛋白激酶 B 的活性，从而改善
IR[21]；小檗碱还可通过降低 Cer 含量来抑制核因子 κB 和
c-Jun 氨基端蛋白激酶等炎症信号通路的活化，从而发挥
抗氧化、抗炎作用，减轻氧化应激、炎症对肝脏及其他组
织的损害[22]。本研究通过非靶向脂质组学技术，系统分
析了 T2DM 合并 MAFLD 小鼠血清代谢谱的变化及小檗
碱的潜在作用靶点。PCA、PLS-DA 结果显示，小檗碱高
剂量组与模型组组间分离明显，提示该成分可能改变模
型小鼠的脂质代谢网络；共筛选并鉴定出21个潜在差异
代谢物，主要富集于鞘脂代谢、甘油磷脂代谢、糖基磷脂
酰基醇锚定生物合成、类固醇生物合成等代谢通路。基
于 Cer 与鞘脂代谢的关联[3]，本研究进一步对大鼠血清
Cer 含量进行了检测，结果显示，模型组小鼠血清 Cer 含
量较正常对照组显著升高，而小檗碱高剂量组小鼠血清
Cer含量较模型组显著降低，与非靶向代谢组学的分析结
果一致。

综上所述，小檗碱可减轻 T2DM 合并 MAFLD 小鼠
的 IR，改善其肝脏受损及脂质沉积，上述作用可能与其
降低 Cer 含量有关。本研究后续将继续探究小檗碱对鞘
脂代谢的调控作用，并阐明其改善 T2DM 合并 MAFLD

的具体机制。
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