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非靶向血液代谢组学研究糖尿病大鼠发生发展及

银杏叶提取物干预的作用机制
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摘要: 基于LC-MS代谢组学的方法, 研究糖尿病大鼠发生发展及银杏叶提取物干预的作用机制。采用腹腔注

射链脲霉素诱导糖尿病大鼠模型, 分正常对照组 (NC)、正常银杏叶提取物处理组 (N-GBE)、糖尿病模型组 (DM)、糖

尿病模型银杏叶提取物处理组 (D-GBE)。各组大鼠持续干预 9周, 收集第 6～9周各组大鼠血浆进行LC-MS检测,

动物实验获得徐州医科大学伦理委员会的批准。结果显示, 在第 6～9周DM组大鼠血浆中共 12个代谢产物发生持

续性变化, 提示脂肪酸、氨基酸、磷脂、胆汁酸、三羧酸循环、嘌呤等 6条代谢通路的异常与DM的发生发展密切相关;

GBE可显著调节其中的 5个代谢产物, 提示GBE可能是通过改善脂肪酸、氨基酸、磷脂、三羧酸循环等代谢通路异

常而发挥其延缓DM发生发展的作用。
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Ginkgo biloba extract ameliorates streptozotocin-induced diabetes in

rats as measured by non-targeted metabolomics
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Abstract: Metabolomics based on liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS) was used

to study the initiation and development of diabetes in rats, and the ability of Ginkgo biloba extract (GBE) to amelio‐

rate this pathology. Diabetes mellitus (DM) was induced by intra-peritoneal injection of streptozotocin. The rats

were randomly divided into a normal control group treated with drug-free solution (NC), a normal control group

treated with GBE (N-GBE), a DM group treated with drug-free solution (DM), and a DM group treated with GBE

(D-GBE); rats were maintained on this protocol for 9 weeks. Rat plasma was collected from the sixth week to the

ninth week and then analyzed with LC-MS. Animal experimentation was approved by the Committee on the Ethics

of Animal Experiments of Xuzhou Medical University. Twelve plasma metabolites with continuous differentiation

were monitored to indicate dysfunction of metabolic pathways including fatty acid metabolism, phospholipid

metabolism, amino acid metabolism, tricarboxylic acid cycle activity, bile acid metabolism, and purine metabolism

to confirm the occurrence and development of DM. Treatment with GBE partially reversed the changes seen in five

metabolites in DM rats, indicating that GBE could prevent the occurrence and development of DM by acting on

fatty acid metabolism, phospholipid metabolism, amino acid metabolism, and the tricarboxylic acid cycle.
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糖尿病 (diabetes mellitus, DM) 是由环境及遗传因

素共同引起的代谢紊乱性疾病, 已渐渐成为全球性的

社会健康问题。据世界糖尿病协会报道, 2019年中国

糖尿病患者为 1.16亿, 发病率约为全国总人口的 10%,

是全球糖尿病患者人数最多的国家。胰岛素抵抗、胰

岛功能受损等因素导致胰岛素分泌的相对或绝对不

足, 引发机体血糖代谢异常进而引发糖尿病[1]。持续

高的血糖水平是驱动DM发生发展的使动因素, 空腹

血糖也成为检测DM的重要标志物。但在DM的发生

发展过程中, 易发生肾病、眼病、神经病变、冠状动脉病

变和外周血管病变等并发症, 其隐藏的代谢通路异常

仍未完全阐明。因此, 探究DM发生发展过程中的生

物标志物 , 对揭示其发生发展的潜在机制具有重要

意义。

银杏叶提取物 (Ginkgo biloba leaves extract, GBE)

是经现代工艺提取的活性物质群, 主要包括银杏黄酮

类及萜内酯类化学成分, 具有抗氧化、扩血管、降血脂、

改善血流动力学状态等广泛的药理作用。据文献报

道, GBE可明显降低DM患者及动物的糖化血红蛋白、

空腹血糖及胰岛素水平[2,3], 保护DM大鼠胰岛细胞受

损及凋亡[4], 高胰岛素诱导肝细胞对葡萄糖的耐受能

力[5], 但GBE对DM发生发展过程中代谢通路异常是

否影响及潜在的可能机制, 仍未完全阐明。

作为系统生物学的重要平台之一, 代谢组学关注

的是生物体系受到外源性刺激或基因变异后, 体液或

组织中的小分子代谢产物的整体变化。该整体反应性

的特点与中药治疗疾病的多环节、多靶点、协同起效的

整体观念十分吻合, 因而成为考察DM发病机制及中

药治疗机制的重要手段[6-9]。但迄今为止, 尚未见针对

DM 发生发展过程及 GBE 干预过程中的代谢通路异

常, 及其引起的生物标志物持续性变化的相关报道。

本研究以链脲霉素 (STZ) 诱导的DM大鼠为对象, 选

取第 6～9周大鼠血浆 , 采用 LC-MS 技术进行非靶向

代谢组学分析, 结合PCA及PLS-DA分析, 探寻DM发

生发展及GBE干预过程中发生持续性变化的生物标

志物及其涉及的代谢通路异常, 以揭示DM发生发展

及GBE干预的潜在机制。

材料与方法

仪器与试剂 Agilent 1290/6550超高效液相色谱-

四级杆飞行时间质谱联用仪 (美国Agilent公司); XW-

80A型微型涡旋仪 (上海沪西分析仪器厂有限公司);

AB265-S型电子分析天平 (瑞士 METTLER TOLEDO

公司); 5417R型台式高速冷冻离心机 (德国Eppendorf

公司); Forma 900 Series超低温冰箱和GenPure UV/UF

超纯水机 (美国 Thermo 公司); 色谱纯甲醇、乙腈、甲

酸 (美国MREDA公司); 分析纯丙酮 (国药集团化学有

限公司); N-芴甲氧羰基-甘氨酸 (美国 Sigma 公司);

GBE (批号: 201409) 购自江苏邳州富通生化科技有限

公司, 采用本课题组建立的方法进行定量及化学成分

分析[10,11], 共鉴定出 104个化合物 (74个黄酮苷、14个

黄酮苷元、9个萜内酯、5个酚酸、2个其他类), 芦丁、槲

皮素、山柰酚及异鼠李素的含量分别为 9.6、20.3、2.7和

13.7 mg·g-1。

动物 成年雄性 SD大鼠购自上海斯莱克实验动

物有限责任公司 , 体重 190～235 g, 动物生产许可证

号: SCXK (沪) 2008-0016。动物实验环境: SPF级动物

实验室, 室内温度 18～22 °C, 相对湿度 40%～50%, 标

准饲料和饮用水 , 室内保持 12 h光照/12 h避光循环 ,

适应一周后开始实验。动物实验获得徐州医科大学伦

理委员会批准 (批准号: XZMULL201612024)。

动物分组、造模、给药及样本收集 雄性 SD大鼠

40 只 , 随机取 16 只设为正常组 , 其余大鼠禁食禁水

12 h后, 一次性腹腔注射60 mg·kg-1 STZ柠檬酸缓冲溶

液; 正常组给予同等体积的柠檬酸缓冲液, 72 h后空腹

血糖值大于 13.88 mmol·L-1者为造模成功。造模成功

当日为实验第 1天, 将造模成功的大鼠随机分为 DM

模型对照组 (DM)、DM 模型 GBE 给药组 (D-GBE,

200 mg·kg-1), 每组 8只。正常组分为正常对照组 (NC)

及正常对照GBE给药组 (N-GBE, 200 mg·kg-1), 每组 8

只。各组大鼠在SPF环境下, GBE组按 200 mg·kg-1·d-1

给予GBE的 1% CMC-Na溶液; 对照组给予同体积的

溶媒。饲养 9周。第 2～5周采血, 用试剂盒测定空腹

血糖; 第 6～9周采血, 分别用于空腹血糖测定及代谢

组学研究。血样分析前置-80 ℃冻存, 备用。

样品处理 取大鼠血浆50 μL, 加0.4 mg·mL-1 N-芴

甲氧羰基-甘氨酸甲醇溶液 (内标) 5 μL、甲醇 200 μL,

涡旋 30 s, -20 ℃冻存 10 min, 12 000 r·min-1、4 ℃离心

10 min, 取上清液 200 μL, 再次 12 000 r·min-1、4 ℃冷冻

离心10 min, 取上清进LC-MS分析。

色谱质谱条件及样品分析

色谱条件 Fortis C18柱 (100 mm×2.1 mm, 1.7 µm)。

流动相A: 0.1%甲酸的水溶液; 流动相B: 0.1%甲酸的

甲醇溶液; 流速: 0.3 mL·min-1。正离子模式梯度洗脱
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程序: 0～9 min, 25%～85% B; 9～13 min, 85% B; 13～

22 min, 85%～95% B; 22～25 min, 95% B; 进样前平衡

11 min。负离子模式梯度洗脱程序: 0～8 min, 20% B～

95% B; 8～12 min, 95% B; 12～13 min, 95%～98% B;

13～18 min, 98% B; 进样前平衡 12 min。柱温 40 ℃;

自动进样器4 ℃; 进样量5 μL。

质谱条件 ESI 源 ; 干燥器气流速 12 L·min-1; 干

燥气温度 280 ℃; 喷雾压力 28 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa); 鞘

气流速 12 L·min-1; 鞘气温度 400 ℃ (正离子) 和 350 ℃

(负离子); 喷嘴电压 500 V; 毛细管电压 4 000 V; 扫描

范围m/z 50～1 000。

样品分析 取各周所有大鼠个体的血浆样品少

量, 等体积混合均匀后制得质控 (QC) 样本, 预处理方

法同样品。样品测定之前先检测 6个QC样本, 调整仪

器待重现性良好以后开始采集目标样品数据。每检测

6个样品检测插入 1个QC样本, 通过QC样品的重现

性和稳定性以评估仪器状态及方法可靠性。

数据处理与统计分析 将 LC-MS 原始数据经

Profinder 6.0软件进行分子特征提取、背景扣除及数据

过滤后 , 创建为*.CEF 格式 , 导入到美国安捷伦公司

Mass Profiler Professional (MPP) 软 件 进 行 PCA 和

PLS-DA模式判别分析, 验证分析系统性能的稳定性

和分析数据的质量, 并筛选出有统计学意义的代谢物。

通过METLIN个人代谢数据库和MPP软件进行代谢

物的鉴定。两组间比较采用 t检验, 假设检验水准按

α = 0.05判定, P < 0.05表示差异有统计学意义。最终

相关代谢通路图通过KEGG进行搜索。

结果

1 大鼠血糖变化

DM大鼠成模后的第 2周开始, 每周一次测定大鼠

空腹血糖。NC组与N-GBE组之间的大鼠空腹血糖无

显著性差异, 提示 GBE对正常大鼠空腹血糖无影响;

DM 组大鼠空腹血糖均显著高于 NC 组 , 提示模型成

功; 而给予GBE 7周后, 大鼠空腹血糖明显下降 (第 8

周和第 9 周), 提示 GBE 可改善 DM 大鼠的血糖升

高 (图1)。

2 血液代谢轮廓分析

本研究通过研究QC样品中主要色谱峰 (正离子:

胞嘧啶、牛磺酸和吡哆醇; 负离子: 脯氨酸、棕榈酸和

山梨醇) 的保留时间和峰面积变异, 考察了代谢组学

数据的可靠性及重现性。结果显示 (图2), 上述代谢物

的保留时间 RSD 均小于 1.0%, 峰面积 RSD 均小于

2.9%, 表明该分析系统稳定。

采用 LC-MS进行样本的分离、检测和数据采集。

由图 2中可以看出, 无论正离子还是负离子检测模式

下 , NC 组和 N-GBE 组大鼠血浆的代谢物差异较小 ;

NC组和DM组、DM组和D-GBE组之间的大鼠血浆代

谢物均存在差异。

3 差异代谢物筛选

利用MPP软件分别对四组数据建立PCA模型, 由

PCA得分图 (图 3) 可以看出, 第 6～9周的N-GBE组和

NC组样品均无法分离, 提示GBE对正常大鼠血浆的

代谢轮廓无显著性影响; DM组样品和NC组样品均分

别聚集在不同象限, 并随着时间的延长, 分离趋势明显

加大, 提示DM改变了大鼠的代谢轮廓, 并随着病程的

延长呈现加大趋势; DM组和D-GBE组样品分别集中,

在第 6周和第 7周的分离趋势不显著, 但随着时间延

长, 两组样品分离趋势逐渐增大, 提示随着GBE干预

时间的延长, 可明显改变大鼠代谢轮廓。

为了找出DM组与NC组、D-GBE组与DM组之间

对分类贡献最大的潜在生物标志物, 利用MPP软件对

四组样品数据进行 PLS-DA分析, 并对模型得分进行

评价。由表 1中数据可以看出, DM和NC组、D-GBE

组和DM组之间的 PLS-DA模型的预测能力得分均超

过85%, 提示所建立的PLS-DA模型稳定可靠。

由PLS-DA得分图可见, NC组与DM组 (图 4上)、

DM组与D-GBE组 (图 4下) 均可明显区分。根据模型

中代谢离子响应值的变化倍数 (fold change absolute,

FC) > 2 初步筛选差异性变量。对所得差异性变量进

行 t检验, 筛选出两组间相对含量存在显著性差异的变

量 (P < 0.05)。利用METLIN质谱数据库对同时满足

FC > 2和P < 0.05的变量进行鉴定, 共检出 40种差异

代谢物 (表 2、3)。其中 , DM 组大鼠血浆代谢物在第

6～9周呈持续性出现变化异常有 11种, 分布于磷脂、

Figure 1 The continuous changes of fasting blood glucose rat

from the second to ninth week. GBE: Ginkgo biloba extract. **P <

0.01 vs NC group; ∆P < 0.05 vs DM group. n = 8,
-
x ± s. NC, N-GBE,

DM, and D-GBE respectively mean the normal control group

treated with drug-free solution, NC group treated with GBE, diabetes

mellitus group treated with drug-free solution, and DM group treated

with GBE
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Figure 2 Typical LC-MS chromatograms at positive or negative ion mode of 6 QC samples and rat real plasma from the ninth NC group,

N-GBE group, DM group, and D-GBE group. A: QC(+); B: QC(-); C: NC (+); D: NC(-); E: N-GBE (+); F: N-GBE(-); G: DM(+); H: DM

(-); I: D-GBE (+); J: D-GBE(-)

·· 1130



张 帆等: 非靶向血液代谢组学研究糖尿病大鼠发生发展及银杏叶提取物干预的作用机制

脂肪酸、氨基酸、嘌呤-嘧啶、胆汁酸等代谢通路中, 提

示DM可能对以上通路造成影响, 使整体状态失调; 经

GBE干预后, 可发生逆转的代谢物有 5种 (表 4), 分布

于磷脂、氨基酸、三羧酸循环、脂肪酸等代谢通路, 提示

GBE 可能通过影响上述通路发挥其改善 DM 的作

用 (图5)。

讨论

代谢组学自其诞生以来, 已在T2DM及肥胖的发

病机制及药物防治机制的研究中发挥了重要的作用。

本课题组前期的细胞动态非靶向代谢组学研究结果显

示 , 棕榈酸和亚油酸可作为揭示 DM 向糖尿病肾病

(diabetic nephropathy, DN) 发生发展进程的潜在生物

标志物; 针对18个氨基酸、25个脂肪酸、19个核酸核碱

的靶向代谢组学研究表明 , 16 个差异代谢物可作为

DM 向 DN发生发展进程的潜在生物标志物, 14个差

异代谢物与 GBE 改善此进程密切相关[12,13], 但针对

DM 发生发展的潜在机制仍需要进一步研究。因此,

Figure 4 Representative 3D-PLS-DA scores plots of the plasma metabolites in rats of NC group and DM group at positive ion mode (A,

B, C, and D respectively mean the sixth, seventh, eighth, and ninth week; NC: blue dot; DM: red dot), and DM group and D-GBE group (E,

F, G, and H respectively mean the sixth, seventh, eighth, and ninth week; DM: blue dot; D-GBE: red dot). X, Y, and Z axis represent the

space quadrant, and the numeric values in this coordinate system just mean the degree of separation among different samples

Figure 3 Representative 3D-PCA scores plots of the plasma metabolites in rats of QC samples (gray dot), NC group (green dot), N-GBE

group (purple dot), DM group (red dot), and D-GBE group (blue dot) at positive ion mode. A, B, C, and D respectively mean the sixth,

seventh, eighth, and ninth week; X, Y, and Z axis represent the space quadrant, and the numeric values in this coordinate system just mean

the degree of separation among different samples

Table 1 The predictive ability scores of PLS-DA model of DM

vs NC and D-GBE vs DM

PLS-DA

model

DM vs NC

D-GBE vs DM

Data set

Training set

Validation set

Training set

Validation set

Group

DM

NC

DM

NC

DM

D-GBE

DM

D-GBE

Week

6

100.0%

100.0%

87.5%

100.0%

100.0%

100.0%

100.0%

87.5%

7

100.0%

100.0%

100.0%

100.0%

100.0%

100.0%

87.5%

87.5%

8

100.0%

100.0%

100.0%

100.0%

100.0%

100.0%

100.0%

87.5%

9

100.0%

100.0%

85.7%

100.0%

100.0%

100.0%

87.5%

75.0%
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本研究采用非靶向代谢组学方法, 针对DM发生发展

及GBE干预过程中发生持续性变化的代谢通路紊乱

及相应的潜在生物标志物进行研究 , 以进一步揭示

DM发生发展及GBE干预的潜在机制。

DM发生发展所导致的可能潜在并发症是DM对

人类造成伤害的重要因素 , 针对此过程进行研究对

DM的防治可能具有重要的临床意义。本研究累计发

现了 40种差异代谢物, 但一些差异代谢物仅在某个检

测周出现, 可能与DM的发生发展过程密切相关。如

PS (20:5/21:0) 仅在第 6周有变化而后期无变化, 可能

与 DM 的相关并发症或实验结果的假阳性有关。因

此 , 本研究仅关注发生持续性变化的 12 个差异代谢

物, 而不关注偶尔出现差异的代谢物。

磷脂 (phospholipids, PLs) 代谢紊乱与DM密切相

关, 显著改变的PLs分子被认为是 2型DM的生物标志

物[14]。PLs 在磷脂酶 A2 (phospholipase A2, PLA2) 的

作用下, 可生成溶血磷脂 1和游离脂肪酸, 如磷脂酰乙

醇胺 (phosphatidylethanolamine, PE) 在PLA2作用下降

解成溶血磷脂酰乙醇胺 (LysoPE)。DM状态下, 山梨

醇、氧化应激和蛋白激酶C (PKC) 等通路激活, PLA2

活性升高, 导致 PLs水平降低、溶血磷脂水平增加[15]。

本研究发现, 第 6～9周DM大鼠血浆中 PA水平降低,

Table 2 The differential metabolites in rat plasma of DM group vs NC group from the sixth week to ninth week (n = 8). FC: Fold change;

NS: No significant variation; TG: Triglyceride; LacCer: Lactosylceramide; LysoPE: Lyso-phosphatidylethanolamine; PA: Phosphatidic acid;

PE: Phosphatidylethanolamine; PG: Phosphatidylglycerol; PI: Phosphatidylinositol; PS: Phosphatidylserine. *Metabolites with continuous

variation

Metabolite

*PA (20:5/20:0)

*PA (22:6/22:0)

PA (16:0/22:6)

PE (17:2/20:1)

PS (20:5/21:0)

PS (20:4/21:0)

PS (22:4/17:0)

PS (17:0/22:4)

PI (15:0/20:3)

PI (18:0/15:0)

PI (17:2/20:1)

PI (17:2/20:5)

PG (20:4/21:0)

PG (22:2/17:0)

LysoPE (0:0/18:2)

*LysoPE (0:0/20:0)

LysoPE (0:0/22:0)

LysoPE (0:0/20:3)

LysoPE (0:0/24:6)

*TG (16:1/18:3/21:0)

*LacCer (d18:1/12:0)

*N-Oleoacyl histidine

*N-Acrylglycine

Cinnamoyl glycine

L-Asparagine

*Stearic acid

Cholesterol

Oleic acid

Pentadecanoic acid

(6Z,9Z)-Octadecadienoic acid

*Uric acid

*7-Keto deoxycholic acid

N-Acetyl-D-galactosamine

*Leukotriene C4-d5

1-Deoxy-D-glucosol

*Fumaric acid

27-Nor-5β-cholestane pentol

Pregnenolone sulfate

2E-Tetradecanoacyl-CoA

Palmitic amide

The sixth week

FC

3.8↓
3.8↓

3.3↓
3.3↓

3.8↓
3.8↓

3.1↑
3.8↑
2.5↑
3.8↑
3.6↑
3.8↑
2.9↑
2.3↑

2.8↑
3.2↑
3.8↑
3.3↑

P value

6.1×10-23

3.53×10-26

NS

NS

6.35×10-6

6.2×10-6

NS

NS

NS

1.18×10-34

1.55×10-32

NS

NS

NS

NS

3.78×10-5

4.02×10-23

NS

3.87×10-3

NS

5.32×10-18

2.19×10-8

NS

2.75×10-18

2.99×10-4

1.20×10-2

NS

NS

NS

NS

1.30×10-4

1.20×10-5

2.45×10-18

NS

6.43×10-6

NS

NS

NS

NS

NS

The seventh week

FC

3.8↓
3.8↓
2.3↑

3.8↓

3.8↓
2.2↓
2.5↑
2.9↑

2.5↑
3.8↑
3.5↑
2.7↓

2.3↑

2.8↑
2.6↑
2.5↑
2.9↑

P value

6.28×10-23

3.57×10-26

9.27×10-3

NS

NS

NS

NS

NS

2.90×10-39

NS

NS

3.60×10-37

NS

1.58×10-2

4.12×10-3

2.33×10-4

NS

NS

NS

4.33×10-3

3.45×10-17

8.35×10-8

1.20×10-3

NS

NS

1.21×10-2

NS

NS

NS

NS

6.36×10-4

2.66×10-3

NS

4.63×10-3

NS

3.07×10-4

NS

NS

NS

NS

The eighth week

FC

3.8↓
3.8↓

2.3↓
3.3↓

3.1↑

2.5↑
3.8↑
3.3↑
2.8↓

3.8↑
2.6↑
3.8↑
3.7↑
2.6↑
2.7↑
3.2↑
3.8↑
3.2↑
3.3↑
3.8↓

P value

3.09×10-27

3.68×10-26

NS

NS

NS

NS

1.01×10-2

6.74×10-6

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

3.78×10-5

NS

NS

NS

3.76×10-3

4.17×10-17

3.80×10-6

5.06×10-4

NS

NS

1.17×10-22

2.25×10-3

1.01×10-23

3.37×10-11

1.55×10-3

1.36×10-3

1.20×10-5

NS

7.26×10-20

NS

2.21×10-3

6.26×10-6

3.89×10-24

NS

NS

The ninth week

FC

3.8↓
3.8↓
3.8↓

3.8↓

2.6↓

3.3↑
3.5↑
2.5↑
3.8↑
3.0↑
2.8↓

3.8↑

2.8↑
2.5↑
3.8↑
3.7↑

3.8↑
3.8↑

P value

4.24×10-24

6.59×10-25

NS

4.04×10-17

NS

NS

NS

3.33×10-19

NS

NS

NS

NS

3.00×10-3

NS

NS

2.35×10-6

NS

1.04×10-7

NS

4.54×10-3

3.17×10-17

1.22×10-4

4.09×10-4

NS

NS

5.88×10-22

NS

NS

NS

NS

6.36×10-4

4.05×10-3

NS

4.49×10-23

NS

5.27×10-4

NS

NS

5.31×10-29

1.26×10-27

·· 1132
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LysoPE和甘油三酯的水平升高, 与前文报道一致[16-18];

GBE干预后, DM大鼠血浆中 LysoPE水平降低, 可能

与其作用于氧化应激通路进而影响PLA2表达有关[19]。

乳糖神经酰胺有助于稳定质膜和激活特异性微结

构域或筏中的受体分子。DM状态下, 去饱和酶神经

酰胺合成酶和丝氨酸棕榈酰转移酶Ｉ的表达增加, 导

致神经酰胺形成速率加快、水平显著提高; 升高的乳糖

神经酰胺可以激活影响细胞增殖、黏附、迁移和血管生

成的“氧敏感”信号通路, 且其具有神经毒性可引起胰

岛素抵抗 , 这些功能障碍可推动 DM 的发生发展[20]。

本研究也发现了第 6～9周 DM 大鼠血浆中乳糖神经

酰胺水平显著提升 ; 经 GBE 干预后可显著降低其水

平, 但GBE是否改善了神经酰胺合成酶或丝氨酸棕榈

酰转移酶Ｉ的表达尚未见报道, 该潜在的机制有待进

一步研究。

胆汁酸代谢通路异常与DM发生发展密切相关。

如 CYP7A1是胆汁酸合成的限速酶, DM 状态下该酶

活性被抑制导致胆汁酸水平升高, 升高的胆汁酸可以

Table 4 The differential metabolites in rat plasma of DM group vs D-GBE group from the sixth week to ninth week (n = 8)

Metabolite

N-Oleoacyl histidine

LacCer (d18:1/12:0)

LysoPE (0:0/20:0)

Fumaric acid

Leukotriene C4-d5

The sixth week

FC

2.9↓
2.5↓
2.6↓

P value

2.36×10-4

3.10×10-3

2.43×10-3

NS

NS

The seventh week

FC

2.4↓
2.8↓
2.3↓
2.2↓

Pvalue

7.08×10-3

4.44×10-4

8.38×10-3

3.07×10-2

NS

The eighth week

FC

3.0↓
3.2↓
2.7↓

P value

8.27×10-5

1.69×10-5

1.40×10-3

NS

NS

The ninth week

FC

2.3↓
2.6↓
2.8↓
2.4↓

P value

1.26×10-3

2.43×10-3

4.44×10-4

NS

7.43×10-3

Figure 5 The differential expression of metabolites in rat plasma of NC, N-GBE, DM, and D-GBE group (n = 8). **P ˂ 0.01 vs NC group,
##P ˂ 0.01 vs DM group
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激活炎症信号通路从而促进DM的发生发展[21]。本研

究发现第 6～9周 DM 大鼠血浆中 7-酮脱氧胆酸均显

著高于正常组, 而 7-酮脱氧胆酸由初级胆汁酸脱去 7α-

羟基生成, 因而, 该结果提示DM发生发展过程与胆汁

酸代谢通路异常密切相关。

尿酸是嘌呤代谢的最终氧化产物, 由黄嘌呤氧化

酶氧化黄嘌呤产生。DM状态下黄嘌呤氧化酶活性升

高, 导致尿酸水平升高。因而, 升高的尿酸水平与DM

密切相关 , 并可能导致 DM 并发症如 DN 的发生[22]。

本研究结果也证实了第 6～9周 DM 大鼠血浆中尿酸

水平显著高于正常组, 提示嘌呤代谢异常推动了DM

大鼠病情的发生发展, 且可能发生肾脏损伤; 而GBE

干预对尿酸代谢无显著性影响。

游离脂肪酸水平升高可引起胰岛素抵抗, 并影响

糖原分解和葡萄糖的摄取。DM状态下, 参与脂肪酸 β

氧化过程的左旋肉碱和脂酰CoA水平降低, 可导致硬

脂酸的 β-氧化障碍、降解减少, 水平升高[23]。花生四烯

酸在 5-脂氧化酶作用下代谢生成白三烯, DM状态下

5-脂氧化酶表达增加, 导致白三烯类化合物水平上升,

从而促进炎症因子释放和胰岛素抵抗[24]。本研究结果

显示, 第 6～9周大鼠DM血浆中硬脂酸及白三烯水平

显著升高, GBE干预 9周后可逆转白三烯水平的上升

但对硬脂酸无影响, 提示GBE可能影响了花生四烯酸

的代谢通路异常, 进而降低了DM大鼠血浆中白三烯

水平。

尽管大量代谢组学的研究结果显示, DM患者血

液中的组氨酸水平显著高或低于正常个体[25-28], 但作

为组氨酸衍生物的N-油酰基组氨酸在DM患者血浆中

的变化情况尚未见报道。本研究发现N-油酰基组氨

酸在第 6～9周 DM 大鼠血浆的水平持续性高于正常

大鼠, 且GBE干预后可逆转此升高, 但其潜在的机制

尚有待进一步研究。

三羧酸循环的代谢异常与 DM 发生发展密切相

关, 而富马酸是三羧酸循环的中间产物。研究证实, 血

浆中持续升高的富马酸水平, 有可能推动DM的发生

发展并导致肾纤维化及视网膜病变[29,30]。本研究结果

也显示, DM大鼠血浆中富马酸水平持续升高可能推

动了DM的发生发展; GBE干预后可逆转DM大鼠血

浆中富马酸水平的上升, 提示GBE可能通过影响三羧

酸循环代谢异常发挥其防治DM发生发展的作用, 但

其潜在机制尚有待进一步研究。

综上所述, 磷脂、脂肪酸、氨基酸、胆汁酸、三羧酸

循环、嘌呤等代谢通路的异常推动了DM的发生发展;

GBE可通过影响脂肪酸、氨基酸、磷脂、三羧酸循环等

代谢通路发挥其改善DM发生发展进程的作用。
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