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摘要:Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ(БЕТУКЛАДИН)是一种由驯鹿地衣粉末和白桦树皮提取物组成的膳食补充剂ꎬ具有调节血糖、降血脂、
抗炎及抗凝血等多种药理活性ꎮ 本研究探讨 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 的降血脂活性及作用机制ꎬ旨在验证其活性ꎬ并为开发安全、经济

的天然降脂药物提供科学依据ꎮ 基于斑马鱼高脂模型ꎬ发现 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 可以显著改善斑马鱼高脂造模后的油红 Ｏ 染色

ＩＯＤ 值、甘油三酯含量及总胆固醇含量升高的情况ꎬ表明了其具有降血脂的活性ꎮ 通过网络药理学分析其可能通过脂质

和动脉粥样硬化、ＰＰＡＲ 信号通路等多通路协同发挥降脂的作用ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ其可以调控脂质代谢相关基因

ａｐｏＡ１、ＬＤＬＲ 和 ＡＮＧＰＴＬ３ꎬ脂肪酸合成与氧化基因 ＳＲＥＢＦ１、ＦＡＳＮ、ＰＰＡＲα、 ｃｐｔ１ａꎬ胆固醇代谢基因 ＣＹＰ７Ａ１、ＨＭＧＣＲ、
ＡＢＣＧ５、ＡＢＣＧ８ꎮ
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ｖａｒｉｏｕｓ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬ ｌｉｐｉｄ ｌｏｗｅｒｉｎｇꎬ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓꎬ ａｎｄ
ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｓ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ￣ｌｏｗｅｒｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎꎬ ａｉｍｉｎｇ ｔｏ
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ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅｓꎬ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ｌｅｖｅｌｓꎬ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ￣ｆａｔ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｉｔｓ ｌｉｐｉｄ￣
ｌｏｗｅｒｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ ｍａｙ ｅｘｅｒｔ ｉｔｓ ｌｉｐｉｄ￣ｌｏｗｅｒｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｌｉｐｉｄ ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＰＰＡＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｔ ｃａｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ (ａｐｏＡ１ꎬ ＬＤＬＲꎬ ａｎｄ ＡＮＧＰＴＬ３)ꎬ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ( ＳＲＥＢＦ１ꎬ ＦＡＳＮꎬ ＰＰＡＲαꎬ ａｎｄ ｃｐｔ１ａꎬ)ꎬ ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ( ＣＹＰ７Ａ１ꎬ
ＨＭＧＣＲꎬ ＡＢＣＧ５ꎬ ａｎｄ ＡＢＣＧ８) .
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ ∶ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａꎻ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎꎻ ｒｅｉｎｄｅｅｒ ｌｉｃｈｅｎꎻ ｂｉｒｃｈ ｂａｒｋꎻ ｌｉｐｉｄ ｌｏｗｅｒｉｎｇꎻ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌ

　 　 高脂血症(ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ)是一种以血浆中总胆固醇(ＴＣ)、甘油三酯(ＴＧ)、低密度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬ￣Ｃ)
升高或高密度脂蛋白胆固醇(ＨＤＬ￣Ｃ)降低为特征的代谢紊乱疾病ꎮ 高血脂是全球心血管疾病发病和死亡

的首要风险因素之一[１]ꎮ 据研究ꎬ全球超过 ８０％的人口面临心血管问题ꎬ而高血脂是动脉粥样硬化、冠心

病、脑卒中的核心诱因ꎮ 在中国ꎬ高血脂导致约 １ / ３ 的脑卒中病例ꎬ且因症状隐匿ꎬ早期干预不足ꎬ伴随老龄

化、高脂饮食和久坐生活方式ꎬ其发病率呈显著上升趋势[２]ꎮ 现代研究表示ꎬ高脂血症可分为由基因突变导

致脂蛋白代谢异常的原发性高血脂ꎬ和由疾病或者环境诱导的继发性高血脂ꎬ实际上高血脂的发生通常是遗

传易感背景与不良生活方式以及其他疾病相互作用的结果[３]ꎮ 在中医理论中ꎬ将血脂归为“膏脂”范畴ꎬ与
津液同源ꎮ 正常情况下ꎬ膏脂依赖脏腑运化疏布周身ꎬ发挥“注骨、益髓、泽肤”之效ꎮ 当脏腑功能失调、气血

津液代谢失常时ꎬ膏脂不散ꎬ聚为“脂浊”ꎬ沉积脉道则成痰瘀ꎬ阻塞脉络[４]ꎮ 相比西药如他汀类药物可能引

发肝损伤、肌肉疼痛等不良反应ꎬ中草药多为天然植物药ꎬ副作用较小ꎬ对肝肾功能无显著损害ꎬ因此对降血

脂相关中草药与方剂的研究具有重要意义ꎮ
Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ(БЕТУКЛАДИН)是一款由俄罗斯国家科学院生物问题研究所雅库特分所生产的膳食补充

剂ꎬ其主要组成成分为驯鹿地衣粉末和白桦树皮提取物ꎬ具有调节血糖、降血脂、抗炎、抗病毒及抗凝血等功

效ꎮ 驯鹿地衣ꎬ学名鹿蕊(Ｃｌａｄｏｎｉａ ｒａｎｇｉｆｅｒｉｎａ)ꎬ是一种浅色灌木状的石蕊科地衣ꎬ由真菌与藻类共生形成的

独特生物体ꎬ是一种极耐寒的生物[５]ꎮ 物质组成分析显示其主要含有地衣￣β￣寡糖、缩酚酸、缩酚酸环醚、松
萝酸、多糖、氨基酸等生物活性化合物ꎬ现代药理学研究显示其具有抗菌消炎、免疫调节、抗氧化与抗凋亡、抗
肿瘤等药物活性[６]ꎮ 白桦树皮提取物是从白桦树的树皮中提取的生物活性物质ꎬ具有广泛的药理作用ꎮ 白

桦树皮提取物富含三萜类化合物、烷醇、羊毛甾醇、多糖及抗氧化剂等多种生物活性化合物ꎬ具有促进伤口愈

合与皮肤修复、抑制血管生成与抗肿瘤、抗菌与免疫调节、抗氧化抗炎等药物活性[７]ꎬ白桦树皮中的桦木酸

在高脂饮食诱导的大鼠模型中表现出与他汀类降脂药物相似的降血脂活性[８]ꎮ
Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 作为基于白桦树和驯鹿地衣的生物制剂ꎬ在肝炎、结核和 ＣＯＶＩＤ￣１９ 中展现出显著疗效ꎬ尤其

在耐药性感染和免疫调节领域具有重要应用潜力[９]ꎮ 该膳食补充剂的两种主要成分可能具有协同降血脂

的潜力ꎬ但其降血脂机制还不清楚ꎮ 在现有研究基础上ꎬ开展基于斑马鱼模型的降血脂活性与机制分析具有

研究意义ꎮ 该研究不仅可科学验证该膳食补充剂的降血脂作用ꎬ更对应对全球心血管疾病负担、开发安全经

济的天然降脂药物具有重要意义ꎮ

１　 材料与方法:

１.１　 实验动物:
本实验中所使用到的野生型 ＡＢ 斑马鱼由山东省科学院生物研究所药物筛选实验室所提供ꎮ 成年斑马

鱼按照 Ｔｈｅ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｂｏｏｋ: ａ ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｕｓｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ Ｄａｎｉｏ (Ｂｒａｃｈｙｄａｎｉｏ) ｒｅｒｉｏ 的标准进行饲

养[１０]ꎮ
１.２　 实验试剂

Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ(БЕТУКЛАДИН)(ＳＧＲ 编号:ＲＵ.７７.９９.１１.００３.Ｒ.００３８５７.１０.２１ от ２７.１０.２０２１г.ꎬ俄罗斯国家

科学院生物问题研究所雅库特分所)ꎻ阿托伐他汀钙(货号:Ｃ１５９１４５３２ꎬ上海麦克林生化科技有限公司)ꎻ蛋

４４
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黄粉(货号:２４２３１２２３００１ꎬ北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技有限公司)ꎻ油红 Ｏ(货号:Ｂ０１Ｅ１０１０７ꎬ北京鼎国昌盛生物技术有

限责任公司)ꎻ甘油三酯(ＴＧ)检测试剂盒(货号:Ａ１１０￣１￣１ꎬ南京建成生物工程所)ꎻ总胆固醇(ＴＣ)含量检测

试剂盒(货号:ＢＣ１９８０ꎬ北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技有限公司)ꎻＦａｓｔＰｕｒｅ Ｃｅｌｌ / Ｔｉｓｓｕｅ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ￣ＢＯＸ ２(货
号:ＲＣ１０１￣０１ꎬ南京诺唯赞生物科技股份有限公司)ꎻＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ (＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ) (货
号:Ｒ３２３￣０１ꎬ南京诺唯赞生物科技股份有限公司)ꎻＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(货号:Ｑ７１１￣０３ꎬ
南京诺唯赞生物科技股份有限公司)ꎻ引物(合成厂家:上海生工生物工程股份有限公司)ꎮ
１.３　 实验仪器

光照培养箱(ＨＰＧ２８０￣ＢＸꎬ东联电子技术有限公司)ꎻ低温离心机(Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８０４ＲꎬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ小
型离心机(Ｇ５０８０１０ꎬ上海生工有限公司)ꎻ涡旋仪(Ｖｏｒｔｅｘ￣ｇｅｎｉｅ２ꎬ其林贝尔仪器制造有限公司)ꎻ超声清洗机

(ＳＢ￣５２００ＤＴꎬ新芝生物科技股份有限公司)ꎻ电子天平( ＩＥ２０４Ｅꎬ梅特勒￣托利多仪器有限公司)ꎻ体视显微镜

(ＣＯＩＣ￣ＺＳＡ３０２ꎬ日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ酶标仪(ＢＭＧＬＡＢＴＥＣＨꎬ德国 ＳＰＥＣＴＲＯｓｔａｒ Ｎａｎｏ 公司)ꎻ梯队 ＰＣＲ 仪

(ＢＩＯ￣ＲＡＤ Ｃ１００ꎬＴｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌｅｒ 公司)ꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪(ＬｉｇｈｔＧｙｃｌｅｒ ９６ꎬ瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎮ
１.４　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 安全性及活性评价

１.４.１　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 安全性评价

将受精后 ７ ｄ (ｄａｙ ｐａｓｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬｄｐｆ)发育正常的斑马鱼分成两组ꎬ置于 １２ 孔板中ꎬ一组为空白对照

组ꎬ置于 １×Ｅ３ 养鱼水(５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、０.１７ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ、０.４４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２和 ０.３３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ)
中ꎻ一组为 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 实验组ꎬ分别给予不同质量浓度 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 溶液(１０、２０、３０、４０、８０、１６０ μｇ / ｍＬ)ꎬ每孔

有 １０ 条ꎬ每组建立 ３ 个重复孔ꎬ置于光照培养箱中培养 ２４ ｈꎮ 待处理完成后ꎬ统计并记录各组斑马鱼死亡

的情况ꎮ 最后ꎬ使用软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ３ 进行分析ꎬ得到 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 的半数致死浓度( ＬＣ５０)ꎬ确定

Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 后期的工作液浓度使用范围ꎮ
１.４.２　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 对斑马鱼血脂的影响

将 ５ ｄｐｆ 发育正常的斑马鱼分成两组ꎬ一组为空白对照组ꎬ培养 ４８ ｈ 后ꎬ将发育正常的斑马鱼置于 １２ 孔

板中ꎬ每孔有 １０ 条ꎬ每组建立 ３ 个重复孔ꎻ一组为高脂造模组ꎬ置于质量浓度为 ０.０１ ｇ / Ｌ 蛋黄液(蛋黄粉ꎬ
１×Ｅ３养鱼水)ꎬ培养 ４８ ｈ 后ꎬ用养鱼水清洗两到三次ꎬ以清除残留蛋黄粉ꎬ将发育正常的斑马鱼置于 １２ 孔板

中ꎬ每孔有 １０ 条ꎬ每组建立 ３ 个重复孔ꎮ 根据上述实验结果ꎬ确定 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 实验质量浓度ꎬ实验分为空白

组、高脂造模组、阿托伐他汀钙组(１０ μｍｏｌ / Ｌ)、Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 实验组(１０、１５、２０ μｇ / ｍＬ)ꎬ然后置于光照培养箱

中培养 ２４ ｈꎮ 待处理完成后ꎬ取出孔板并吸出孔内溶液ꎬ使用 １×Ｅ３ 养鱼水清洗 ３ 次后ꎬ利用油红 Ｏ 工作液

对斑马鱼血脂进行染色ꎮ 随机选择每组斑马鱼 １５ 条ꎬ置于显微镜下观察并采集图像ꎬ整鱼放大 ３２ 倍ꎬ局部

躯干部放大 １００ 倍ꎬ以斑马鱼肠道末端为左侧边界ꎬ用于比较的照片在相同的参数下拍摄ꎮ 最后使用 Ｉｍａｇｅ￣
ｐｒｏ ｐｌｕｓ ５.１ 测定斑马鱼血管内累计光密度 (ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬ ＩＯＤ)ꎬ以 ＩＯＤ 值作为油红 Ｏ 染色的相

对定量指标ꎮ 通过 ＩＯＤ 值计算降脂率:
降脂率＝[( Ｉ高脂造模组－ Ｉ实验组) / Ｉ高脂造模组]×１００％ꎬ (１)

其中ꎬＩ 表示斑马鱼血管内累计光密度 ＩＯＤ 值ꎮ
１.４.３　 甘油三酯和总胆固醇质量摩尔浓度水平检测

选用甘油三酯检测试剂盒检测斑马鱼体内甘油三酯的质量摩尔浓度ꎮ 每组收集 ３０ 条实验后的斑马鱼ꎬ
称取质量ꎬ按照说明书中 １ ∶９ 的比例加入无水乙醇ꎬ匀浆ꎬ获取上清液ꎮ 此实验完全按照试剂盒说明书进行

操作ꎮ 使用酶标仪ꎬ在 ５００ ｎｍ 波长测量出各个孔的吸光度值ꎮ 按照公式(２)计算甘油三脂质量摩尔浓度

(ｍｍｏｌ / ｇ):

甘油三酯质量摩尔浓度 ＝
Ａ样本孔 － Ａ空白孔

Ａ标准孔 － Ａ空白孔

× Ｃ标准 ÷ Ｗ
Ｖ提取液

ꎬ (２)
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其中:Ａ—吸光度值ꎻＣ标准—标准品浓度ꎬ２.２６ ｍｍｏｌ / ＬꎻＷ—组织质量(ｇ)ꎻＶ提取液—加入的提取液(乙醇)的总

体积ꎬＬꎮ
选用总胆固醇含量检测试剂盒检测斑马鱼体内总胆固醇的含量ꎮ 每组收集 ３０ 条实验后的斑马鱼幼

鱼ꎬ称取质量ꎬ按照说明书中 １ ∶５ 的比例加入异丙醇ꎬ匀浆ꎬ获取上清液ꎮ 此实验完全按照试剂盒说明书进行

操作ꎮ 使用酶标仪ꎬ在 ５００ ｎｍ 波长测量出各个孔的吸光度值ꎮ 采用提取液将标准品配制为二倍梯度浓度

系列标准管ꎬ测定各浓度标准管及空白管的吸光度ꎬ以标准管浓度(ｘꎬμｍｏｌ / ｍＬ)为横坐标、吸光度 ΔＡ标准(ｙꎬ
ΔＡ标准 ＝Ａ标准－Ａ空白)为纵坐标ꎬ建立标准曲线(ｙ＝ ０.１１８ ９ｘ－０.００１ ８)ꎮ 测定各组斑马鱼的测定管吸光度ꎬ将吸

光度 ΔＡ测定(ｙꎬΔＡ测定 ＝Ａ测定－Ａ空白)代入标准曲线公式计算样本浓度(ｘꎬμｍｏｌ / ｍＬ)ꎬ最终利用公式(３)测出每

一组斑马鱼总胆固醇的质量摩尔浓度:
总胆固醇质量摩尔浓度＝ ｘ×Ｖ提取÷Ｗꎬ (３)

其中ꎬｘ: 样本浓度ꎬμｍｏｌ / ｍＬꎻ Ｖ提取:加入样品的提取液体积ꎬ０.０７２ ｍＬꎻＷ:样本质量ꎬｇꎮ
１.５　 基于网络药理学技术揭示 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 降血脂的活性成分和作用机制

１.５.１　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 有效化学成分及作用靶点的获取

利用本草组鉴平台(ｈｔｔｐ: / / ｈｅｒｂ.ａｃ.ｃｎ / ꎬＨＥＲＢ)及文献检索 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 中各药材(驯鹿地衣、白桦树皮)
的化学成分ꎬ并通过 Ｐｕｂｃｈｅｍ 数据库检索出活性成分对应的 Ｓｍｉｌｅｓ 号和化学结构式ꎻ导入 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 和 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数据库ꎬ获取对应成分的作用靶点ꎻ利用 Ｕｎｉｐｏｒｔ 数据库将靶点转化成人源物种标

准基因名称(Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌ)ꎬ去重得到 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 成分的作用靶点ꎮ
１.５.２　 高脂血症作用靶点的收集

以“ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ”为关键词分别在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库、ＯＭＩＭ 数据库中进行检索ꎬ将结果集合去重并设

置 Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｓｃｏｒｅ≥１ꎬ获得 ９６８ 个疾病相关靶点ꎮ
１.５.３　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 潜在基因作用靶点的筛选

将 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 活性成分作用靶点和高脂血症作用靶点共同导入 Ｖｅｎｎ 在线平台绘制维恩图ꎬ交集即为

Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 和高脂血症的共同靶点ꎬ即 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 血脂的潜在基因作用靶点ꎮ
１.５.４　 构建蛋白之间相互作用网络图

在 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中输入获取的交集靶点基因ꎬ物种设定为“Ｈｏｍｅ ｓａｐｉｅｎｓ”ꎬ最小相互作用阈值调整为

０.４ꎬ构建蛋白－蛋白相互作用(ＰＰＩ)网络ꎮ 将 ＰＰＩ 网络导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.９.１ 软件中ꎬ对蛋白靶点网络进行拓

扑参数分析ꎬ计算节点(Ｄｅｇｒｅｅ)度值ꎬ筛选出核心靶点ꎮ
１.５.５　 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析

在 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库中输入核心靶点ꎬ物种设置为“Ｈｏｍｅ ｓａｐｉｅｎｓ”ꎬ对其分别进行生物过程(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＢＰ)、分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ＭＦ)和细胞成分(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬ ＣＣ)的 ＧＯ(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)
富集分析和 ＫＥＧＧ((Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)生物通路富集分析ꎮ
１.６　 ＲＮＡ 提取和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析

使用总 ＲＮＡ 分离试剂盒从 ３０ 条斑马鱼中提取总 ＲＮＡꎬ使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ. Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｋｉｔ 将
ｍＲＮＡ 转化为单链 ｃＤＮＡꎬ使用 ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 两步定量 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎮ
β￣ａｃｔｉｎ 用作内部参考基因ꎮ 用 ＬｉｇｈｔＧｙｃｌｅ ９６ ＳＷ１.１ 软件测定每组的 ＣＴ 值ꎮ ２－ΔΔＣＴ方法用于确定相对基因

表达ꎮ
１.７　 统计学分析

本研究运用统计分析软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.３.０ 展开统计学分析ꎬ用 (ｍｅａｎ ± ＳＥＭ)表示实验数据ꎬ各组

间显著性差异分析均采用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ａｎｏｖａ)进行ꎮ
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２　 实验结果:

２.１　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 安全性及活性评价

注:半数致死率 ＬＣ５０为 ４７.１２ μｇ / ｍＬꎬｎ＝ ３０ꎮ

图 １　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 安全剂量确定

Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｆｅ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ

２.１.１　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 安全性评价

通过观察并统计斑马鱼的死亡情况ꎬ
结果显示质量浓度为 ８０、１６０ μｇ / ｍＬ 的斑

马鱼全部死亡ꎬ经计算分析ꎬ如图 １ 所示ꎬ
ＬＣ５０为 ４７.１２ μｇ / ｍＬꎮ 根据所得结果ꎬ确定

安全质量浓度范围为 ０~２０ μｇ / ｍＬꎮ
２.１.２　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 对斑马鱼血脂的影响

根据油红 Ｏ 染色结果分析ꎬ空白组斑

马鱼尾部未见明显血脂沉积区域ꎬ如图 ２Ａ
所示ꎬ故未纳入统计ꎮ 高脂造模组斑马鱼

尾部油红 Ｏ 染色面积显著增加ꎬＩＯＤ 值明

显升高ꎬ如图 ２Ｂ 所示ꎬ证实蛋黄粉成功诱

导了斑马鱼血脂升高ꎮ 阳性对照阿托伐他汀钙组染色面积和 ＩＯＤ 值的显著降低ꎬ与其已知的降血脂作用一

致ꎮ 经 １５ μｇ / ｍＬ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 处理的斑马鱼 ＩＯＤ 值也呈现明显下降趋势ꎬ这表明 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 具有一定的降血

脂活性ꎬ图 ２Ｃ 为阿托伐他汀钙与 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 的降血脂率ꎮ 这些结果共同证实了实验模型的可靠性ꎬ并验证

了 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 的活性作用ꎮ

注:Ａ. 油红 Ｏ 染色后ꎬ空白组ꎬ阿托伐他汀钙组ꎬＢｅｔｕｋｌａｄｉｎ 组对斑马鱼血脂影响的表征图ꎬ整鱼放大 ３２ 倍ꎬ局部躯干部

放大 １００ 倍ꎻＢ. 斑马鱼尾部血脂 ＩＯＤ 的统计图ꎻＣ. 阿托伐他汀钙组ꎬＢｅｔｕｋｌａｄｉｎ 的降血脂率的统计图ꎮ∗∗∗Ｐ<０.０００ １ꎬ
∗∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. Ｍｏｄｅｌꎬ代表有显著性差异ꎮ

图 ２　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 对斑马鱼脂质的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ ｏｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｌｉｐｉｄｓ
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２.１.３　 甘油三酯和总胆固醇水平检测

如图 ３ 所示ꎬ与空白组相比ꎬ当经过蛋黄粉饲养处理后ꎬ斑马鱼体内甘油三酯和总胆固醇质量摩尔浓度

明显增高ꎬ说明斑马鱼体内血脂升高ꎮ 经阿托伐他汀钙处理后斑马鱼体内甘油三酯和总胆固醇质量摩尔浓

度显著降低ꎬ与其已知的降血脂作用一致ꎮ 当经过 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 处理后ꎬ且质量浓度为 １５ μｇ / ｍＬ 时ꎬ斑马鱼体

内甘油三酯和总胆固醇质量摩尔浓度较高脂造模组明显降低ꎬ具有显著性差异ꎮ

注:＃＃＃＃Ｐ<０.０００ １ꎬ ＃＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ∗∗∗∗Ｐ<０.０００ １ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. Ｍｏｄｅｌꎬ代表有显著性差异ꎮ

图 ３　 甘油三酯和总胆固醇质量摩尔浓度统计图

Ｆｉｇ.３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｌｅｖｅｌｓ

２.２　 基于网络药理学技术揭示 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 降血脂的活性成分和作用机制

２.２.１　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 成分及靶点获取结果

在 ＨＥＲＢ 平台及文献检索中ꎬ筛选出成分共 ６１ 个ꎬ其中驯鹿地衣 ２４ 个ꎬ白桦树皮 ３７ 个ꎮ 在 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库中获得成分的靶点ꎬ剔除无作用靶点后共 ６８９ 个ꎮ
２.２.２　 高脂血症靶点的获取结果

以“ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ”为关键词在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库、ＯＭＩＭ 数据库中进行检索ꎬ将 ２ 个数据库查询到的相

关疾病靶点结合ꎬ去重ꎬ最终获得 ８９２ 个靶点ꎮ
２.２.３　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 潜在基因作用靶点的获取结果

将 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 成分和高脂血症的靶点收集并作维恩图后获得交集靶点 １２２ 个ꎬ如图 ４ 所示ꎮ

图 ４　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 成分和高脂血症的靶点维恩图

Ｆｉｇ.４　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ ｔａｒｇｅｔｓ

２.２.４　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 降血脂核心靶点筛选结果

在 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中把获取的共有靶点导入构建 ＰＰＩ 网络ꎬ之后将靶点文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３.９.１ 软件

后ꎬ对 ＰＰＩ 网络进行拓扑分析ꎮ Ｄｅｇｒｅｅ 数值代表某一节点与其他节点相互作用的个数ꎬ其数值越大ꎬ代表该

节点在生物学进程的作用越重要ꎮ 设置 Ｄｅｇｒｅｅ≥２０ꎬ得到核心靶点共 ４７ 个ꎬ如图 ５ 为核心靶点网络图ꎮ 其

中 Ｄｅｇｒｅｅ 值排名前十的核心靶点为 ＡＬＢ、ＴＮＦ、ＩＬ６、ＰＰＡＲＧ、ＰＰＡＲＡ、ＭＭＰ９、ＥＳＲ１、ＥＧＦＲ、ＡＣＥ、ＣＸＣＬ８ꎮ

８４



第 １ 期 杜兴硕ꎬ等:基于斑马鱼模型对 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 降血脂活性与机制分析

图 ５　 ４７ 个共有靶点 ＰＰＩ 网络图

Ｆｉｇ.５　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｔｈｅ ４７ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔｓ

２.２.５　 ＧＯ 功能富集和 ＫＥＧＧ 通路富集结果分析

将核心靶点导入 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库中ꎬ物种设置为人源ꎬ进行 ＧＯ 功能富集和 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎮ 其

中 ＧＯ 分析得到生物过程(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ＢＰ)共 ５９５ 条ꎬ分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ＭＦ)共 ６７ 条ꎬ细胞

组成(ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬ ＣＣ)共 ３８ 条ꎻ将结果根据 Ｐ 升序排列ꎬ分别将前 １０ 条目进行可视化分析ꎬ如图 ６ꎮ

图 ６　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 降血脂 ＧＯ 功能富集分析图

Ｆｉｇ.６　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｐｉｄ￣ｌｏｗｅｒｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ
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ＫＥＧＧ 通路分析共获得 ８２ 条通路信号ꎬ其中可以看出 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 降血脂参与相互的信号通路主要有脂质

和动脉粥样硬化、癌症通路、ＰＰＡＲ 信号通路、酒精性肝病、糖尿病并发症中的 ＡＧＥ￣ＲＡＧＥ 信号通路等ꎬ选取了

与高脂血症相关的前 ２０ 条信号通路ꎬ如图 ７ꎬ利用欧易云作图平台进行绘图ꎬ最后选取了前 ２０ 条信号通路信息ꎮ

图 ７　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 降血脂通路的 ＫＥＧＧ 气泡图

Ｆｉｇ.７　 ＫＥＧＧ ｂｕｂｂｌｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ’ｓ ｌｉｐｉｄ￣ｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ

２.３　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 对斑马鱼基因表达的影响

在血脂形成的过程中ꎬ脂质代谢和胆固醇代谢反应最为关键ꎮ 为了探究化合物组合是如何抑制血脂形

成中的分子机制ꎬ我们利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术检测了关于脂质代谢和胆固醇代谢的关键因子的基因表达水平的

变化ꎬ如图 ８ 所示ꎬ与空白对照组相比ꎬ高脂造模组的 ＦＡＳＮ、ｃｐｔ１ａ、ＣＹＰ７Ａ１、ＨＭＧＣＲ、ＡＢＣＧ８ 和 Ｎｒｆ２ 基因的表

达水平显著上调ꎬ经过 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 处理后 ｃｐｔ１ａ、ＣＹＰ７Ａ１、ＨＭＧＣＲ 和 Ｎｒｆ２ 基因其表达量都有显著下调趋势ꎬ
ＦＡＳＮ 和 ＡＢＣＧ８ 基因的表达水平呈现下降趋势ꎮ 与空白对照组相比ꎬ高脂造模组的 ＡＮＧＰＴＬ３、ＰＰＡＲα、
ＳＲＥＢＦ１ 和 ＡＢＣＧ５ 基因的表达水平上调趋势ꎬ经过 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 处理后这些基因其表达量都有下调趋势ꎮ 与

空白对照组相比ꎬ高脂造模组的 ａｐｏＡ１ 和 ＬＤＬＲ 基因表达水平有下调趋势ꎬ经过 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 处理后 ａｐｏＡ１ 和

ＬＤＬＲ 基因其表达量都有上调趋势ꎮ 在 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 质量浓度达到 １５ μｇ / ｍＬ 时ꎬＰＰＡＲα、 ｃｐｔ１ａ、ＣＹＰ７Ａ１、
ＨＭＧＣＲ 和 Ｎｒｆ２ 基因相对高脂造模组的表达量有显著性ꎮ 综上 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 可以调控高脂诱导的脂质代谢和

胆固醇代谢相关基因的表达异常ꎮ

注:＃＃＃＃Ｐ<０.０００ １ꎬ ＃＃Ｐ<０.０１ꎬ ＃Ｐ<０.０５ ｖｓ. Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ∗∗∗∗Ｐ<０.０００ １ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. Ｍｏｄｅｌꎬ代表有显著性差异ꎮ

图 ８　 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 对脂代谢和胆固醇代谢相关基因的影响

Ｆｉｇ.８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ ｏｎ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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图 ８(续)

３　 讨论

高脂血症是心血管疾病的重要风险因素ꎬ其发病机制涉及脂质合成、分解、转运及氧化的复杂调控网络ꎮ
近年来ꎬ天然药物因其多靶点、低毒性的特点ꎬ成为降脂药物研发的重要方向ꎮ

ａｐｏＡ１(载脂蛋白 Ａ￣Ｉ)基因编码一种关键的血浆载脂蛋白ꎬ主要负责高密度脂蛋白(ＨＤＬ)的组装和功能

维持ꎮ 作为 ＨＤＬ 的主要结构蛋白ꎬａｐｏＡ１ 通过介导胆固醇逆向转运(ＲＣＴ)清除外周组织中的胆固醇ꎬ运输

至肝脏代谢ꎬ从而发挥抗动脉粥样硬化的作用[１１]ꎮ ＬＤＬＲ(低密度脂蛋白受体)是调控血浆胆固醇水平的关

键基因ꎬ其功能机制是 ＬＤＬＲ 通过结合低密度脂蛋白(ＬＤＬ)和中间密度脂蛋白(ＩＤＬ)ꎬ介导其内吞和降解ꎬ从
而清除血液中的胆固醇[１２]ꎮ ＡＮＧＰＴＬ３(血管生成素样蛋白 ３)基因是一种编码血管生成素样蛋白 ３ 的基因ꎬ
该基因通过调控脂质代谢在心血管疾病中发挥重要作用ꎮ 其通过抑制脂蛋白脂酶(ＬＰＬ)和内皮脂酶(ＥＬ)
的活性ꎬ减少甘油三酯的分解ꎬ从而升高血浆甘油三酯和低密度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬ￣Ｃ)水平[１３]ꎮ ＦＡＳＮ(脂
肪酸合成酶)和 ＳＲＥＢＦ１(固醇调节元件结合蛋白 １)是通过调控脂肪酸合成和代谢的关键酶ꎬ在脂质代谢中

起核心作用[１４]ꎮ ＰＰＡＲα(过氧化物酶体增殖物激活受体 α)属于核激素受体超家族ꎬ是一种配体激活的转录

因子ꎮ 其主要调控脂质代谢、脂肪酸氧化、能量稳态和炎症反应等生理过程[１５]ꎮ ｃｐｔ１ａ(肉碱棕榈酰转移酶

１Ａ)是线粒体外膜的关键酶ꎬ脂质代谢的核心调控基因ꎬ在高血脂模型中通常表达上调以增强脂肪酸氧化能

力ꎬ参与 ＰＰＡＲα、ＡＭＰＫ、胰高血糖素等信号通路ꎬ调控脂肪酸氧化和能量稳态[１６]ꎮ ＨＭＧＣＲ(３￣羟基￣３￣甲基

戊二酰辅酶 Ａ 还原酶)基因编码胆固醇生物合成途径中的限速酶ꎬ负责调控胆固醇合成[１７]ꎮ ＣＹＰ７Ａ１(胆固

醇 ７α￣羟化酶)基因编码细胞色素 Ｐ４５０ 家族中的限速酶ꎬ负责催化胆固醇转化为 ７α￣羟基胆固醇ꎬ通过促进

胆固醇向胆汁酸的转化维持体内胆固醇稳态ꎬ影响脂代谢、胆汁酸合成及类固醇代谢[１８]ꎮ ＡＢＣＧ５ 基因属于

ＡＴＰ 结合盒(ＡＢＣ)转运蛋白超家族的 Ｗｈｉｔｅ 亚家族ꎬ与 ＡＢＣＧ８ 基因共同作用ꎬ在胆固醇代谢中起关键作用ꎮ
ＡＢＣＧ５ 基因编码的蛋白质与 ＡＢＣＧ８ 形成异源二聚体ꎬ主要在小肠和肝脏中高表达ꎬ通过限制肠道胆固醇吸

收并促进胆汁中甾醇排泄来维持胆固醇稳态[１９]ꎮ Ｎｒｆ２(核因子 Ｅ２ 相关因子 ２)是一种调控氧化应激防御和

代谢平衡的转录因子[２０]ꎮ 高脂组 Ｎｒｆ２ 表达上调ꎬ膳食补充剂干预后其表达下调ꎬ提示 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 可能通过

减少氧化应激和炎症反应ꎬ改善脂质代谢紊乱ꎮ 综合实验结果ꎬ该 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 可能通过促进胆固醇逆向转

运、抑制胆固醇合成、增强脂质分解、改善胆汁酸代、抗氧化与抗炎作用发挥降血脂的作用ꎮ
本研究基于斑马鱼高脂模型ꎬ以油红 Ｏ 染色 ＩＯＤ 值、甘油三酯含量ꎬ总胆固醇含量为指标ꎬ评价了一种

Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 的活性作用ꎬ并探讨了 Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 对脂代谢关键基因的调控作用ꎬ分析了其可能的作用机制ꎬ揭示

了其通过脂质合成、分解及氧化等多通路协同降脂的机制ꎮ Ｂｅｔｕｋｌａｄｉｎ 多靶点特性与现有药物形成互补ꎬ为
开发新型天然降脂制剂提供了理论依据ꎮ 未来研究应聚焦于活性成分鉴定及作用通路的精准解析ꎬ以推动

其临床转化ꎮ
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