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摘  要:
背景目的：  降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱疗效显著，然而，其具体作用机制尚未完全确定。本研究旨在通过网络药理学、分子对接、分子动力学模拟和实验验证，探讨降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的潜在靶点和作用机制。	Comment by 陈力通: 作者：英文摘要中此句内容未见到，建议在英文中补充，确保中英完全对应
方法：  糖脂代谢紊乱相关靶标来自GeneCards数据库，而降糖调脂方主要活性成分相关作用靶标来自CTD和SwissTarget数据库。使用STRING和Cytoscape构建蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络。选择潜在关键靶点后，通过Metascape数据库进行基因本体论（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）分析，并构建“药物-成分-靶点-通路”网络图谱。使用AutoDock和PyMOL软件进行分子对接，以验证降糖调脂方的主要成分与核心靶点之间的相关性。对分子对接获得的最佳核心蛋白质-化合物复合物进行分子动力学模拟。建立糖脂代谢紊乱小鼠模型，并通过体内实验验证网络药理学结果。
结果：  PPI网络的拓扑分析揭示了TNF、CTNNB1、AKT1、NF-KκB1、ESR1、FN1、TP53、IL-1βB、IL-6、EGFR等10 个核心靶点。GO功能富集分析显示，这些靶点主要与信号转导和转录调控有关。KEGG通路分析表明，这些靶点与脂质和动脉粥样硬化通路相关。分子对接结果表明降糖调脂方的核心活性成分与AKT1、FN1和IL-6具有一定的结合亲和力。分子动力学模拟揭示了lovastatin、coptisine、salvianolic acid B和AKT1之间良好的结合能力。动物实验表明，降糖调脂方可能通过下调脂质和动脉粥样硬化通路中AKT1、TP53及炎症因子的表达，并抑制FN1和EGFR的表达，增加CTNNB1和ESR1的表达，从而降低糖脂代谢紊乱小鼠血糖、血脂水平，改善糖脂代谢紊乱。	Comment by 陈力通: 
结论：  降糖调脂方参与脂质和动脉粥样硬化通路的调节，综合调控糖脂代谢并改善动脉粥样硬化病变，从而防治糖脂代谢紊乱及其并发症的发生发展。
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Identification of pPotential mMechanisms of Jiangtang Tiaozhi Formula in iImproving gGlycolipid mMetabolism dDisorder bBased on nNetwork pPharmacology and eExperimental vVerification
FANG Xinyi FANG1,2, ZHANG Mingzhe ZHANG2, TIAN Jiaxing TIAN2, TONG Xiaolin TONG1,2*
(1. Graduate College, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing, 100029, China
; 2. Institute of mMetabolic dDiseases, Guang’anmen Hospital, China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing, 100053, China)

Abstract : Objective
Background:  Jiangtang Tiaozhi Formula (JTTZF) is highly effective in improving glycolipid metabolism disorder. However, its exact mechanism of action has not been fully elucidated.
 Methods:  Glycolipid metabolism disorder-related targets were obtained from the GeneCards database, while the relevant action targets of the main active ingredients of JTTZF were obtained from the CTD and SwissTargetPrediction databases. Protein-protein interaction (PPI) networks were constructed using STRING and Cytoscape. After selecting the potential key targets, Gene ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) analysis were performed via the Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) database, and a network map of “herb-active ingredient-target-pathway” was constructed. Molecular docking was carried out using AutoDock vina and PyMOL software to verify the correlation between the main components of JTTZF and the core targets. Molecular dynamics simulation was conducted for optimal core protein-compound complexes obtained by molecular docking. A mouse glycolipid metabolism disorder model was established, and the results of network pharmacology were verified by in vivo experiments. 	Comment by 陈力通: 作者：请核实，与中文摘要中的数据库不一致，请确保中英文完全对应
Results:  Topological analysis of the PPI network revealed ten core targets, including TNF, CTNNB1, AKT1, NF-KκB1, ESR1, FN1, TP53, IL-1βB, IL-6, and EGFR. GO functional enrichment analysis showed that these targets were mainly related to signal transduction and transcriptional regulation. KEGG pathway analysis showed that these targets were related to lipid and atherosclerosis pathway. Molecular docking results reported that the core active ingredient of JTTZF has a certain binding affinity with AKT1, FN1, and IL-6. Molecular dynamics simulations revealed good binding ability between lovastatin, coptisine, salvianolic acid B, and AKT1. Animal experiments showed that JTTZF may reduce blood glucose and blood lipid levels and improve glycolipid metabolism disorder by down-regulating the expression of AKT1, TP53, and inflammatory regulators in lipid and atherosclerotic pathway, inhibiting the expression of FN1 and EGFR, and increasing the expression of CTNNB1 and ESR1.
 Conclusion:  JTTZF participates in the regulation of lipid and atherosclerotic pathway, and comprehensively regulates glucose and lipid metabolism and improves atherosclerotic lesions, thereby preventing and treating the occurrence and development of glycolipid metabolism disorder and its complications.
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1 引言
糖脂代谢紊乱相关疾病的发病率居高不下，已成为全球范围内的重大公共卫生问题。2021年，全球糖尿病患病人数约为5.29亿，总患病率为6.1%；到2050年，预计将有超过13.1亿人患糖尿病，204 个国家和地区中有89 个国家和地区的糖尿病患病率将超过10%[1]。中国的糖尿病患病人数也在逐年增加。最新发表于JAMA的一项具有全国代表性的横断面研究显示，在2013年调查的170287 名参与者中，糖尿病的估计患病率为10.9%；2018年在中国大陆调查了173642 名参与者，糖尿病的估计患病率为12.4%[2]。糖尿病患者常合并血脂异常，进一步增加了心脑血管事件和致死、致残风险，严重危害人民生命健康。中国20 家三甲医院的流行病学调查数据显示，2型糖尿病患者血脂异常的患病率为67.1%[3]。CCMR-3B研究表明，2型糖尿病合并血脂异常和（或）高血压的发生率高达72%。合并血脂异常的糖尿病患者比单纯糖尿病患者患心脑血管及微血管并发症的风险高近2 倍[4]。
糖脂代谢紊乱的发病机制复杂，已有的干预方案糖脂综合达标率低，无法有效遏制并发症的发生。降糖调脂方是仝小林院士基于“膏浊”理论创制的治疗糖脂代谢紊乱胃肠实热证的有效方剂，其主要功效为清热消膏降浊，紧扣糖脂代谢紊乱的核心病机，标本兼治。降糖调脂方由八味中药（知母、苦瓜、黄连等）组成。前期采用高效液相色谱法对降糖调脂方进行指纹图谱分析，鉴定出的主要的化合物为：mangiferin、coptisine、jatrorrhizine、salvianolic acid B、aloin、berberine、palmatine、lovastatin。既往研究表明，降糖调脂方可有效改善糖脂代谢紊乱并降低心脑血管事件发生风险。一项多中心、随机、阳性对照和开放标签的临床试验观察降糖调脂方治疗450 例初发肥胖2型糖尿病合并血脂异常患者的疗效。，结果显示，降糖调脂方可以降低血糖-，调节血脂-，减轻体重-，改善胰岛素抵抗，并具有良好的安全性。进一步的分析表明，降糖调脂方可能通过富集Faecalibacterium、Blautia等有益菌，有效降低患者血糖、血脂、腰围、体重，改善胰岛素抵抗，调节糖脂代谢紊乱[5]。采用lncRNA基因芯片和后续的qPCR验证探索降糖调脂方干预糖脂代谢紊乱的生物分子网络机制，发现降糖调脂方可能通过调节脂肪酸降解、糖酵解/糖异生和丙酮酸代谢等途径改善糖脂代谢紊乱[6]。前期大量研究证实，降糖调脂方“糖-脂-肥”同调改善糖脂代谢紊乱疗效确切，但其疗效机制尚未明确阐释，限制了其进一步推广应用。
网络药理学是从生物网络的整体角度阐释疾病机制和药物作用机制的一门新兴学科。其对疾病相关基因进行优先级排序，预测草药化合物的靶点图谱及药理学作用，揭示药物-基因-疾病共模块关联，通过高通量方式筛选中药复方中的协同多组分化合物，并解析方剂配伍规律及其网络调控效应[7-8]。本研究采用网络药理学构建“核心活性成分-关键靶点-疾病通路”网络，并运用分子对接、分子动力学模拟和动物实验进行验证，明确降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的潜在靶点及作用机制。
2 材料
2.1 仪器
D3024R离心机高速冷冻离心机（SCILOGEX）；Y300C电泳仪（北京君意东方电泳设备有限公司），JY300C电泳槽（北京君意东方电泳设备有限公司）；ChampGel 5000凝胶成像仪（北京赛智创业科技有限公司）；SMA-1000分光光度计（[美林恒通（北京）仪器有限公司）]；StepOne Plus实时定量PCR仪（ABI公司）；Power PacTM通用型电泳仪（Bio-Rad公司）；PB-10标准型PH计（Sartorius公司）；5200型全自动化学发光图像分析系统（Tanon公司）。
2.2 药物
降糖调脂方组方为黄连（批号122003061）、苦瓜（批号112107204）、知母（批号222011098）、芦荟（批号122011058）、五味子（批号122010018）、干姜（批号112006005）、丹参（批号122012078）、白术（批号122010016），方中所用药物均为江阴天江药业有限公司生产的中药配方颗粒。盐酸二甲双胍片0.5 g/·片-1，购自中美上海施贵宝制药有限公司（批号ABV0920）。
2.3 试剂
TRIZOL（Invitrogen公司）；HiFiScript cDNA第一链合成试剂盒（康为试剂，CW2569）；UltraSYBR Mixture（High ROX）（康为试剂，CW2602）；BCA蛋白质测定试剂盒（康为试剂，02912E）；p-AKT抗体（66444-1-IG）、p-NF-κB p65抗体（82335-1-RR）、AKT抗体（10176-2-AP）、NF-κB p65抗体（10745-1-AP）、FN抗体（15613-1-AP）、p53抗体（10442-1-AP）、IL-1β抗体（16806-1-AP）、IL-6抗体（21865-1-AP）、EGFR抗体（18986-1-AP）、TNF-α抗体（17590-1-AP）、β-catenin抗体（51067-2-AP）购自Proteintech公司；ESR（ab32063）购自Abcam公司；β-actin抗体（TDY041）购自天德悦（北京）生物科技有限责任公司；ECL溶液（Milliporica公司，WBKLS0500）；山羊抗兔IgG抗体（Jackson公司，111-035-003）；山羊抗鼠IgG抗体（Jackson公司，115-035-003）。	Comment by 陈力通: 作者：是否为“江苏康为世纪生物科技股份有限公司”
2.4 动物
7 周龄的雄性C57BL/6J小鼠购自北京维通利华实验动物有限公司。所有小鼠饲养于室温22-24 ℃、相对湿度50%-60%%、12 小时的光照-黑暗循环的环境中，自由获取食物和水。实验方案经广安门医院动物伦理专业委员会批准（批准号IACUC-GAMH-2019-002）。所有动物实验程序均遵守《实验动物护理和使用指南》。
3 方法
3.1 降糖调脂方和糖脂代谢紊乱的常见靶点预测
在CTD和SwissTargetPrediction数据库中检索降糖调脂方活性成分（mangiferin、coptisine、jatrorrhizine、salvianolic acid B、aloin、berberine、palmatine、lovastatin）的对应靶点。其中，SwissTargetPrediction数据库的筛选标准为Probability>＞0.1，未对CTD数据库的结果进行过滤。糖脂代谢紊乱的相关靶点来自GeneCards数据库，分别使用关键词“2型糖尿病”和“高脂血症”，保留Relevance score大于1的靶点。将三组（降糖调脂方活性成分、2型糖尿病、高脂血症）的重叠靶点输入VennDiagram生成重叠目标集，用于后续分析。通过运行Cytoscape 3.9.1构建了降糖调脂方活性成分-靶点网络图。
3.2 蛋白质-蛋白质相互作用网络构建及关键靶点筛选
将预测的潜在靶点导入到STRING数据库（https://www.string-db.org）用于蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）分析。为了使数据具有良好的真实性和准确性，我们选择了中等置信度0.4作为分析条件[79, -810]。然后，将分析结果导入到Cytoscape软件中，以可视化PPI网络。根据degree值筛选出核心靶点。
3.3 关键靶点的GO和KEGG通路富集分析
将获得的关键靶点导入到Metascape数据库。从生物过程（BP）、分子功能（MF）和细胞成分（CC）三个方面完成GO分析。选择物种为人类，P值临界值设置为Pp < ＜0.01，用于关键靶点的KEGG通路富集分析。对KEGG通路进行气泡图分析。
3.4 “药物-成分-靶点-通路”网络构建
利用Cytoscape软件构建了降糖调脂方-活性成分-靶点-通路网络，节点代表活性成分、靶点和通路，而边缘代表不同节点之间的关系，评估了中草药的多成分和多靶点协同效应。
3.5 分子对接验证
基于上述分析，将核心活性成分与核心靶点进行分子对接验证。从Pubchem数据库（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）中下载核心活性成分的2D结构（“SDF”格式），运用Open Babel 2.4.1软件将“SDF”格式转换为“PDB”格式。从RCSB PDB数据库（http://www.rcsb.org/）中下载核心靶点的3D结构（“SDF”格式），利用AutoDockTools 1.5.6软件进行氢化和脱水等处理。设置好活性口袋参数后，利用SailVina 1.0软件进行分子对接，根据结合能大小评估受体与配体的结合活性，以结合能≤≤-4.25 kcal/·mol-1作为筛选依据[911]。最后，运用PyMol 2.3.4软件对结果进行可视化展示。
3.6 分子动力学模拟
使用Amber18软件包选择在分子对接中具有最高结合亲和力的配体-受体复合物进行分子动力学模拟。amber14SB力场参数用于蛋白质，而gaff通用力场参数用于小分子配体。OPC水模型用于向蛋白质-配体系统添加溶剂。然后，加入对应数目的钠离子或氯离子使该体系总电荷呈中性，制成大小合适的溶剂盒。采用2500 级最陡下降法和2500 级共轭梯度法优化复杂系统的能量。能量优化后，系统温度在固定体积和恒定加热速率下从0 K稳步升高到300 K。在300 K的维持温度下，进行了200 ps NVT（等温等容）系统模拟，使溶剂分子均匀分布在溶剂盒中。最后，对复合系统进行了20 ns NPT（等温等压）系统模拟。计算均方根偏差（RMSD）和均方根波动（RMSF）。
3.7 动物模型
将32 只小鼠根据其体重和血糖情况随机分为正常组（N组）、模型组（M组）、二甲双胍组（MET组）和降糖调脂方组（JTTZF组），并使用Excel软件生成随机数。N组的小鼠喂食常规的啮齿动物食物，而M组、MET组和JTTZF组的小鼠喂食6 周高脂肪饮食（HFD）诱导糖脂代谢紊乱模型。JTTZF组降糖调脂方的灌胃剂量相当于14g·/kg-1（草药·/体重-1），MET 组小鼠给予MET溶液（250 mg/·kg-1），而N组和M组小鼠给予等体积的蒸馏水灌胃。在干预期间，M组、MET组和JTTZF组的小鼠仍喂食HFD。每周和每2 周测量小鼠的体重和血糖水平。干预8 周后，小鼠禁食过夜后进行颈椎脱位，采集血样，分离小鼠肝脏。
3.8 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测
使用TRIzol试剂从冷冻肝组织中分离总RNA，并使用HiFi-Script cDNA合成试剂盒通过逆转录合成cDNA。使用StepOne plus实时PCR检测系统（Applied Biosystems）和 UltraSYBR混合物（含Rox）扩增cDNA以进行qRT-PCR。使用β-actin作为内源内参基因，通过比较循环阈值（Ct）方法分析qPCR结果，靶标变化=＝2−△△Ct。定量逆转录酶（qRT-PCR）的引物信息如表1所示。
表1  qRT-PCR引物
Table 1  
	基因
	正向序列 (（5′-3′）5’-3’)
	反向序列（5′-3′） (5’-3’)

	TNF
	GTGTCCTGGAGGACCCAGTGT
	GCAAAAGAGGAGGCAACAAGG

	AKT1
	CCAGGGCTCAAGTGAGGTTG
	GGCTCTCCTGTCACCAAGATTA

	NF-KκB1
	CACGAGGCAGCACATAGATGA
	GGGCATTTTGTTCAGAGATAGC

	FN1
	CAGGTAGCCAACTAGGAGGAAAT
	CTGTGGGAGGGGTGTTTGAA

	TP53
	GATAGTTGTCAGGTCTCTGCTGG  
	CTGGAGGATATGGACCCTATGA  

	IL-6
	GCCTAAGCATATCAGTTTGTGGA
	GTGTCCCAACATTCATATTGTCAG

	EGFR
	CCATGTCATCACCAGGAAGTG
	CAACGGTTCTCTCTCACGGA

	IL-1βB
	GAACCTAGCTGTCAACGTGTGG
	AATGTGCTGGTGCTTCATTCATA

	CTNNB1
	GTGTTATTTGAGCCTTGTTTTGG
	TATAACCGCATCTGTTGAAGCA

	ESR1
	CCCATTGTGTTGGATGGATTAC
	GAGCATCCCACTGGATTCTTTA

	ACTB
	CCTAGCACCATGAAGATCAAGAT
	ACTCATCGTACTCCTGCTTGCT


3.9 蛋白质印迹（WB）分析
新鲜冷冻的肝脏组织样品在RIPA裂解缓冲液中匀浆，离心提取总蛋白。使用BCA蛋白质测定试剂盒测定蛋白质浓度，然后将蛋白样品与蛋白上样缓冲液（含β-巯基乙醇）混合，并在95 °C下加热8 min分钟。通过SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白质，转印到PVDF膜上，用5% BSA-TBST封闭1 小时，然后在4 °C下与一抗孵育过夜。本实验中使用的一抗包括p-AKT（1∶:5000）、p-NF-κB p65（1∶:1000）、AKT（1∶:10000）、NF-κB p65（1∶:2000）、FN（1∶:10000）、 p53（1∶:10000）、IL-1β（1∶:5000）、IL-6（1∶:1000）、 EGFR（1∶:2000）、TNF-α（1∶:1000）、ESR（1∶:1000）、β-catenin（1∶:10000）。为了去除未结合的一抗，用TBST洗膜3 次，每次10 min，然后与辣根过氧化物酶（HRP）偶联山羊鼠IgG（H+＋L）1∶:10000在37 ℃孵育1 小时。为了降低信噪比，再次用TBST洗膜3 次，每次10 min。通过ECL溶液观察膜。使用Image J软件分析每个蛋白质条带的灰度值，并使用β-actin（1∶:10000）作为内参计算靶蛋白的相对表达。蛋白质的相对表达在每个样本中归一化为β-actin，并在N 组中归一化为1。
3.10 统计学分析
使用SPSS 23.0和GraphPad Prism 10.1.2软件进行统计学分析与作图。单因素方差分析进行多组间比较，组间两两比较采用t检验，P<＜0.05为差异有统计学意义。
4 结果
4.1 获取降糖调脂方-糖脂代谢紊乱重叠靶点
根据降糖调脂方的指纹图谱分析结果，我们通过检索CTD和SwissTarget数据库对其主要活性成分（mangiferin、coptisine、jatrorrhizine、salvianolic acid B、aloin、berberine、palmatine、lovastatin）进行靶点预测，删除重复靶点后，获取了与八种活性成分相关的958 个靶点。此外，利用GeneCards数据库获取糖脂代谢紊乱的相关靶点共计1962 个。最终，使用VennDiagram软件确定了降糖调脂方活性成分作用靶点和糖脂代谢紊乱疾病靶点之间的341 个重叠靶点（图1A）。将交集靶点及其所对应的活性成分导入Cytoscape软件，构建降糖调脂方活性成分-靶点网络图（图1B）。结果显示，活性成分与靶点的相互作用关系密切。
[image: 演示文稿1_01]
图1  降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱潜在靶点筛选
Fig. 1  
（A）降糖调脂方和糖脂代谢紊乱重叠靶点的维恩图；（B）降糖调脂方的主要活性成分-靶点网络图
4.2 重叠靶点的PPI网络分析
将341 个重叠靶点导入STRING数据库中，利用Cytoscape软件构建蛋白质-蛋白质相互作用网络（图1C2）。该分析确定了degree值较高的10 个靶点为TNF（degree值43）、CTNNB1（degree值28）、AKT1（degree值39）、NF-KκB1（degree值30）、ESR1（degree值31）、FN1（degree值29）、TP53（degree值44）、IL-1βB（degree值28）、IL-6（degree值42）、EGFR（degree值31），这些靶点被认为是降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的核心靶点。
[image: 2.341-target][image: Figure 1]
图12  降糖调脂方的网络药理学分析 （A）降糖调脂方和糖脂代谢紊乱重叠靶点的维恩图 （B）降糖调脂方的主要活性成分-靶点网络图 （C）降糖调脂方和糖脂代谢紊乱重叠靶点的PPI网络分析
Fig. 2  
4.3 GO和KEGG通路富集分析
为了阐明与降糖调脂方潜在靶点相关的生物学功能和通路，我们进行了GO和KEGG通路富集分析。根据GO富集结果，这些靶点涉及的生物过程主要聚集于“信号转导”和转录调控（“转录正调控，DNA模板化”、“RNA聚合酶IIⅡ启动子转录的正调控”、“基因表达的正调控”）等，细胞成分主要包括“质膜”、“细胞外外泌体”、“内质网”等，分子功能提示与“蛋白质结合”、“相同的蛋白质结合”、“ATP结合”等有关（图23A）。KEGG通路富集结果分析显示，降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的关键机制与癌症通路、脂质和动脉粥样硬化通路、PI3K-AKT信号通路、MAPK信号通路等多条信号通路高度相关（图23B）。
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图23  GO和KEGG途径富集分析
Fig. 3 
 （A）GO功能富集分析 ；（B）KEGG通路富集分析气泡图（前10）
4.4 降糖调脂方-活性成分-枢纽靶点-通路网络构建
将降糖调脂方活性成分、潜在靶点与KEGG通路富集分析结果得到的前20 条通路进行映射，导入Cytoscape软件，构建“药物-成分-靶点-通路”网络图（图34）。该图显示，8种活性成分，10个关键靶点以及125条通路之间存在密切的关联作用。“药物-成分-靶点-通路”网络图揭示了不同的活性成分可以作用于不同的靶点，同一个靶点可以对应多种不同的活性成分，且药物作用靶点参与多种生物学功能和多条信号通路，表明降糖调脂方的多个活性成分可作用于多个靶点并通过多条信号通路协同发挥改善糖脂代谢紊乱的治疗作用，体现了中药多成分、多靶点、多通路及整体性的治疗特点。
[image: 图3-20KEGG_00][image: Figure 3]
图34  降糖调脂方-活性成分-枢纽靶点-通路的网络图
Fig. 4 
4.5 分子对接验证
应用分子对接方法验证降糖调脂方活性成分与潜在靶点的结合作用。一般来说，小于-4.25 kcal/·mol-1的结合亲和力表示配体小分子与受体蛋白之间存在一定的结合活性，小于-5 kcal·mol-1/mol的结合亲和力表示配体与受体之间具有较好的结合活性，而小于-7.0 kcal·mol-1/mol的结合亲和力表示配体与受体之间具有较强的结合活性。结果显示，筛选出的潜在靶点中，AKT1、FN1、IL-6与8 个活性成分对接的结合能均小于-4.25 kcal·mol-1/mol（表2），提示降糖调脂方的主要活性成分对核心靶点AKT1、FN1、IL-6发挥了重要的调控作用，间接证明了结果的可靠性。其中，筛选出最佳对接活性为salvianolic acid B-AKT1（-9.328）、salvianolic acid B-FN1（-8.626）、mangiferin-AKT1（-8.366）、aloin-AKT1（-8.317）、coptisine-AKT1（-8.117）、lovastatin-AKT1（-8.113），表明它们具有稳定的结合能力（图45）。
表2  核心成分和核心靶点AKT1、FN1、IL-6的分子对接信息
Table 2 
	靶点
	PDB ID
	对接复合物
	结合亲和力 (（kcal·mol-1）/mol)

	AKT1
	2UZS
	Aloin
	-8.317

	
	
	Palmatine
	-6.795

	
	
	Berberine
	-7.226

	
	
	Mangiferin
	-8.366

	
	
	Lovastatin
	-8.113

	
	
	Coptisine
	-8.117

	
	
	Jatrorrhizine
	-6.933

	
	
	Salvianolic acid B
	-9.328

	FN1
	3R8Q
	Aloin
	-7.835

	
	
	Palmatine
	-4.62

	
	
	Berberine
	-5.142

	
	
	Mangiferin
	-6.591

	
	
	Lovastatin
	-6.841

	
	
	Coptisine
	-5.73

	
	
	Jatrorrhizine
	-6.309

	
	
	Salvianolic acid B
	-8.626

	IL-6
	1ALU
	Aloin
	-7.643

	
	
	Palmatine
	-5.789

	
	
	Berberine
	-5.98

	
	
	Mangiferin
	-6.318

	
	
	Lovastatin
	-7.008

	
	
	Coptisine
	-6.317

	
	
	Jatrorrhizine
	-6.55

	
	
	Salvianolic acid B
	-4.428
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图45  核心靶点和核心成分之间分子对接的结果（亲和力最低的6个结果）
Table 5 
 （A）salvianolic acid B与AKT1的分子对接结果（亲和度：-9.328） ；（B）salvianolic acid B与FN1的分子对接结果（亲和度：-8.626） ；（C）mangiferin与AKT1的分子对接结果（亲和度：-8.366） ；（D）aloin和AKT1的分子对接结果（亲和力：-8.317） ；（E）coptisine与AKT1的分子对接结果（亲和度：-8.117） ；（F）lovastatin与AKT1的分子对接结果（亲和度：-8.113）
4.6 分子动力学模拟
选择分子对接过程中显示出最强结合力的六组对接复合物进行分子动力学模拟以验证对接复合物的稳定性。结果显示，lovastatin-AKT1、coptisine-AKT1、salvianolic acid B-AKT1在0~-10 ns时RMSD曲线波动相对稳定，且RMSF值相对较小，表明lovastatin、coptisine、salvianolic acid B与AKT1的结合具有较高的稳定性（图56）。
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图56  分子动力学模拟结果
Fig. 6 
 （A）在0~-10 ns分子动力学模拟中，lovastatin-AKT1、coptisine-AKT1和salvianolic acid B-AKT1配合物的RMSD图谱 ；（B）RMSF
4.7 动物实验验证
[bookmark: OLE_LINK1]通过构建糖脂代谢紊乱小鼠模型，观察降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的作用。结果表明，与模型组相比，降糖调脂方干预小鼠的空腹血糖水平显著降低（P<＜0.01）。在降糖调脂方治疗14 周后，口服葡萄糖耐量试验（OGTT）也有类似的下降趋势（P<＜0.01）。此外，降糖调脂方显著降低了糖脂代谢紊乱小鼠的体重和甘油三酯水平（P<＜0.01）（图67）。
[image: Figure 6]
图67  降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱小鼠的血糖血脂情况
Fig. 7 
（A）在6 周模型建立和8 周干预期间的尾静脉血糖观察 ；（B）第14 周时尾静脉血糖的比较 ；（C）第14 周OGTT结果 ；（D）OGTT的曲线下面积 ；（E）在6 周模型建立和8 周干预期间的体重观察 ；（F）第14 周体重的比较 ；（G-J）第14 周血脂指标的比较，*P＜P<0.05, ，**P＜P<0.01, ，***P＜P<0.001, ，****P＜P<0.0001
[bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK10]为验证降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的潜在调控策略，我们进一步检测了与脂质和动脉粥样硬化通路相关的关键靶点的表达水平。结果显示，降糖调脂方显著下调NF-κKB1、IL-1βB、IL-6、TNF、TP53和AKT1的mRNA表达（P＜P<0.05）。与模型组相比，降糖调脂方组肝脏中Akt和NF-κB p65的磷酸化水平明显下调（P＜P<0.05），IL-1β、IL-6、TNF-α和p53蛋白的表达水平显著降低（P＜P<0.05）（图78）。
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图78  降糖调脂方对脂质和动脉粥样硬化通路的影响 
Fig. 8  
（A）通过qRT-PCR检测AKT1、IL-1βB、IL-6、TNF、TP53和NF-KκB1的相对mRNA水平 ；（B）Western blot结果，ns, ，Pp >＞ 0.05，* P＜p < 0.05，**P＜p < 0.01，*** P＜p < 0.001，****P＜ p < 0.0001
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5]此外，通过qRT-PCR和Western Blot检测小鼠肝脏中CTNNB1、ESR1、FN1、EGFR的表达情况。我们观察到降糖调脂方显著降低糖脂代谢紊乱小鼠肝脏中FN1和EGFR的水平（P＜P<0.05），显著上调CTNNB1和ESR1的表达（P＜P<0.05）（图89）。
[image: Figure 8]
图89  降糖调脂方对糖脂代谢紊乱小鼠肝脏中CTNNB1、ESR1、FN1、EGFR水平的影响 
Fig. 9  
（A）qRT-PCR结果显示，降糖调脂方降低了FN1和EGFR mRNA的表达水平，增加了CTNNB1和ESR1 mRNA的表达水平 ；（B）Western blot结果显示，与模型组相比，降糖调脂方处理后FN和EGFR蛋白水平显著降低，β-catenin和ESR蛋白水平显著升高，ns，P ＞, p > 0.05，* pP＜ < 0.05， **P＜p < 0.01，*** P＜p < 0.001，**** P＜p < 0.0001
5 讨论
在生活方式改变和人口老龄化等多种因素驱动下，糖脂代谢紊乱患者基数大，知晓率、治疗率和控制率低，并发症种类繁多、病情复杂，致残率、致死率高，防控形势严峻。糖脂代谢紊乱的发病机制尚未阐明，神经-内分泌失调、胰岛素抵抗、氧化应激、炎症反应和肠道菌群失调等被确定为核心病理因素[102]。目前，糖脂代谢紊乱相关疾病的治疗策略仅关注单一发病环节、单一靶点，临床诊疗模式多为单病种治疗，导致糖脂肥综合达标率低，且心脑血管事件等严重并发症的防控疗效欠佳。此外，一线降糖药二甲双胍虽具有良好的降糖、减重、降低血脂等作用[113, -124]，但一些患者无法耐受其胃肠道相关副作用[135]。针对肥胖2型糖尿病合并血脂异常胃肠实热证人群而设的降糖调脂方，可发挥中草药多成分、多靶点、多效性优势，在一体化综合防控糖脂代谢紊乱方面已取得突破性进展，系列成果已引起国内外同行关注和认可。先前的研究证实“降糖调脂方”降糖幅度与一线降糖药物二甲双胍相当，同时该方能够显著改善体重、体重指数、腰围及血脂等心脑血管并发症危险因素水平，并有效缓解了症状[146]。因此，降糖调脂方可以用作糖脂代谢紊乱患者的替代药物，特别是对于不能耐受二甲双胍或其他降糖药的患者。降糖调脂方已被证实具有良好的安全性，对肝肾功能无影响，暂未报告任何严重不良事件及禁忌症证。降糖调脂方中的黄连降糖疗效显著[157]，但其苦寒会刺激脾胃。草药配伍可缓解黄连引起的副作用[168]。方中黄连配伍温胃散寒之干姜，可减弱黄连的苦寒之性，缓解其对胃肠道的刺激。降糖调脂方可以有效且安全地“糖-脂-肥”同调改善糖脂代谢紊乱。然而，其干预的潜在作用机制在很大程度上仍未得到探索。本研究拟基于网络药理学、分子对接、分子动力学模拟和实验验证相结合的方法，阐明其潜在作用机制。
通过网络药理学筛选，我们发现TNF、CTNNB1、AKT1、NF-κKB1、ESR1、FN1、TP53、IL-1βB、IL-6、EGFR可能是降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的核心关键靶点。炎症在糖脂代谢紊乱的调节中起着至关重要的作用。持续的全身性低度炎症被称为代谢性炎症或元炎症，源于糖脂代谢失调[179]。早期研究表明，低度炎症可促进全身胰岛素抵抗，干扰脂质代谢，且与动脉粥样硬化和血管并发症的发展密切相关[2018, -1921]。NF-κKB1是编码NF-κB的一个亚基，其作为糖尿病患者炎症介导的胰岛素抵抗发病机制的核心终末效应子，通过诱导炎症蛋白表达抑制胰岛素受体的胰岛素信号传导，从而影响糖脂代谢[202-224]。促炎细胞因子IL-1β、IL-6、TNF-α的释放可导致糖脂代谢紊乱和动脉粥样硬化斑块形成、破裂[235-257]。β-catenin（CTNNB1）蛋白是一种Wnt下游效应子，参与胰腺发育及脂肪生成和脂质代谢调节。Wnt/β-catenin信号转导的激活可抑制脂肪生成[268]。成熟β细胞中缺乏β-catenin会损害β细胞增殖和质量，并改变葡萄糖稳态[279]。AKT1是细胞存活和蛋白质合成的重要调节因子[2830]。亦有研究表明，AKT1在调节能量代谢方面发挥着意想不到的作用，因为缺乏Akt1的小鼠表现出对饮食诱导的肥胖及其相关胰岛素抵抗的保护[2931]。研究发现，AKT/β-catenin信号通路参与上皮间充质转化[302]。敲低内皮细胞中的AKT1通过抑制β-catenin磷酸化并促进其在细胞核中的积累来阻止其间充质转化，从而减轻动脉粥样硬化进展[313]。脂质代谢及胰岛素和葡萄糖稳态的雌激素调节已被证明是通过ESR介导的。ESR2活性增加将导致血糖稳态受损，而ESR1介导的作用是有益的，可改善血糖稳态[324]。缺乏ESR1可引起肥胖和胰岛素抵抗等[335]。纤连蛋白是细胞外基质的一个组成部分，在细胞粘黏附、生长、迁移和分化中起主要作用。FN1与多种疾病有关，其促进动脉粥样硬化生成，在动脉粥样硬化的早期阶段具有重要作用[346]，还可作为主动脉瓣钙化的潜在诊断标志物[357]。TP53被认为是一种肿瘤抑制蛋白。TP53信号转导已被证明是脂质代谢的有效调节因子。脂肪组织中TP53的上调会引起炎症反应，导致胰岛素抵抗[368]。近年来，有研究表明，TP53可能是与葡萄糖变异性相关的新候选基因，参与糖尿病及其血管并发症的发展[379]。据报道，表皮生长因子受体（EGFR）激活会减少胰腺胰岛素的产生和脂肪细胞脂联素的产生，导致2型糖尿病的胰岛素抵抗[3840, -3941]。这些结果表明，降糖调脂方的药物靶点与糖脂代谢紊乱及其并发症显著相关，降糖调脂方对这些关键靶点的影响值得进一步探索与验证。
GO功能分析发现，降糖调脂方通过参与调节信号传递、转录调控等生物学过程，在糖脂代谢紊乱中发挥治疗作用。KEGG通路分析显示，降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的候选靶点与癌症通路、脂质和动脉粥样硬化通路、PI3K-AKT信号通路、MAPK信号通路等显著相关。脂质和动脉粥样硬化通路介导糖脂代谢紊乱的进展。糖脂代谢紊乱患者死亡的主要原因是动脉粥样硬化进展引起的心血管并发症。在脂质和动脉粥样硬化通路中，炎症反应作为主导机制，脂质沉积作为该通路的重要环节参与整个过程[402]。高血糖会导致活性氧的产生增加并促进促炎细胞因子的分泌。随后的氧化应激和炎症是糖脂代谢紊乱及其血管并发症进展的主要因素[413]。因此，调节脂质和动脉粥样硬化通路对于改善糖脂代谢紊乱，保护血管内皮功能具有重要意义。PI3K/AKT信号通路是正常代谢所必需的，其失衡导致肥胖和2型糖尿病的发展[424]。MAPK信号通路包括p38、JNK和ERK级联，其激活可能会触发胰岛素抵抗、胰腺β细胞功能障碍和凋亡[435-457]。上述通路在糖脂代谢紊乱的发展中至关重要，然而，仍需进一步的研究阐明并验证降糖调脂方通过调节脂质和动脉粥样硬化通路、PI3K/AKT信号通路、MAPK信号通路改善糖脂代谢紊乱的具体作用机制。值得注意的是，KEGG富集分析表明，癌症通路与降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱密切相关。此结果可能与中药复方的多成分、多靶点特性有关。降糖调脂方中某些活性成分具有抗癌活性（如芒果苷）[48]，这些成分的靶点可能富集到癌症通路。此外，还需考虑网络药理学预测存在假阳性。由于通路交叉和数据库注释偏差，某些靶点（如TP53）因广泛参与代谢、癌症等多个生物学过程导致富集结果偏向“热门通路”[49]。
通过分子对接和分子动力学模拟验证了降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的分子机制。分子对接结果显示，活性成分与筛选的关键靶点具有不同的亲和力。降糖调脂方的核心活性成分mangiferin、coptisine、jatrorrhizine、salvianolic acid B、aloin、berberine、palmatine、lovastatin与潜在靶点AKT1、FN1、IL-6具有一定的结合亲和力。在这些相互作用中，salvianolic acid B和AKT1具有最强的结合活性。分子动力学模拟表明，lovastatin、coptisine、salvianolic acid B与AKT1结合时是稳定的，这意味着AKT1及其介导的相关信号通路在降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱中起关键作用，但仍需要进一步的实验研究。
有趣的是，动物实验进一步证明了降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的作用。降糖调脂方的临床服药剂量是108g·/d-1，以成人标准体重70 kg计算，人的临床剂量为108g·/70kg-1，按体表面积折算小鼠的服药剂量是人体的9.1 倍，因此，小鼠每天的给药剂量为14g·/kg-1。降糖调脂方干预后，糖脂代谢紊乱小鼠的血糖、血脂水平显著降低。脂质代谢和动脉粥样硬化病变在糖脂代谢紊乱的各个阶段都起着重要作用。接下来，我们重点探索了降糖调脂方对脂质和动脉粥样硬化通路的影响。结果表明，降糖调脂方可能通过抑制NF-κB、IL-1β、IL-6、TNF-α等炎症因子的激活，抑制Akt磷酸化和TP53表达，从而改善糖脂代谢和动脉粥样硬化病变形成。此外，FN1和EGFR的表达水平在降糖调脂方干预后显著下调，CTNNB1和ESR1的表达水平显著上调（图910）。
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图910  降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的作用机制
Fig. 10  
综上所述，本研究初步探讨了降糖调脂方综合调控糖脂代谢紊乱的疗效和作用机制，为降糖调脂方的后续研究及其在糖脂代谢紊乱各阶段治疗中的临床应用奠定基础。参照《网络药理学评价方法指南》[50]，本研究通过网络药理学研究的权威数据库筛选获得降糖调脂方活性成分靶点和糖脂代谢紊乱相关靶点，网络药理学分析所使用的软件及方法为网络药理学研究广泛使用，并进一步通过动物实验对结果进行验证，实验设计合理，结果具有可重复性。本研究在数据收集、网络分析和结果验证方面均具备可靠性、规范性和合理性，符合《网络药理学评价方法指南》的要求。然而，本研究仍存在诸多局限性。首先，中药成分复杂，数据库获取的成分靶标有限，成分与靶标之间的相互作用涉及多个层次，且成分间还存在协同、拮抗等作用情况，网络药理学无法全面评估药物的整体效应[51]。在实验验证方面，本研究旨在通过网络药理学分析探索“糖-脂-肥”同调疗效确切的中药降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的作用靶点及机制，故未设置不同剂量的中药组和阳性药物对照组。其次，胃肠实热证的动物模型造模方案尚不明确。糖脂代谢紊乱胃肠实热证多是由于过食肥甘厚味，膏浊堆积，郁而化热所致。本研究拟通过喂食小鼠高脂饲料诱导胃肠实热，但此病证结合动物模型是否造模成功有待进一步评价。此外，糖脂代谢紊乱小鼠予降糖调脂方干预后血糖下降明显，此结论与团队前期相关临床和动物研究一致，但仍需进一步验证其机制和安全性，并排除可能的假阳性结果，例如中药对胃肠道的刺激影响小鼠的食欲或摄食量，间接导致血糖下降。在今后的研究中，我们将设置不同剂量的中药组和阳性药物对照组，应用病证结合动物模型，结合高通量组学测序技术，进一步深入探讨降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的疗效作用机制，并基于体质毒理学评价其安全性[4652]。
6 结论
本研究结合网络药理学、分子对接、分子动力学模拟和实验验证，揭示了降糖调脂方通过多成分、多靶点、多途径改善糖脂代谢紊乱的作用。其中，AKT1、FN1、EGFR、CTNNB1、ESR1等可能是降糖调脂方改善糖脂代谢紊乱的关键靶点，脂质和动脉粥样硬化通路被确定与其作用机制密切相关。降糖调脂方可能通过调控脂质和动脉粥样硬化通路，发挥降糖、降脂及改善动脉粥样硬化病变的作用，从而防治糖脂代谢紊乱及其并发症的发生发展，带来远期大血管获益。
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