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基于血浆代谢组学探究三七总皂苷对2型糖尿病小鼠的降糖作用
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摘要: 基于血浆代谢组学结合实验验证研究三七总皂苷 (Panax notoginseng saponins, PNS) 对2型糖尿病 (type 2 

diabetes mellitus, T2DM) 小鼠的降糖作用。将 40只C57BL/6J小鼠随机分为对照组和实验组, 对照组常规饲养, 实

验组高脂饲料喂养 12周后, 经腹腔注射链脲佐菌素 (streptozotocin, STZ) 建立 T2DM 模型, 所有动物实验经川北

医学院实验动物伦理委员会批准 (批准号 :NSMC2022023)。造模成功小鼠随机分为模型组 (T2DM)、低剂量 

[200 mg·kg-1·d-1] 和高剂量 [300 mg·kg-1·d-1] 三七总皂苷组, 灌胃 6周, 每周监测小鼠体重、摄食量、进水量和空腹血糖

值 (fasting blood glucose, FBG), 灌胃第 5周进行口服糖耐量实验 (oral glucose tolerance test, OGTT)。摘眼球采血检

测肝脏功能及血脂; 试剂盒检测血液肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α) 和白介素-6 (interleukin-6, 

IL-6) 的水平及肝脏中抗氧化系统谷胱甘肽过氧化物酶 (glutathione peroxidase, GSH-Px)、过氧化氢酶 (catalase, 

CAT) 和超氧化物歧化酶 (superoxide dismutase, SOD) 的活性。基于代谢组学研究血浆中内源性代谢物变化; 使用

KEGG数据库通路富集分析; Western blot检测肝脏NF-κB通路及TNF-α和 IL-6的表达。结果显示, T2DM小鼠构建

成功; 高剂量三七总皂苷 (high Panax notoginseng saponins, HPNS) 能够降低T2DM小鼠的空腹血糖, 低剂量三七总

皂苷 (low Panax notoginseng saponins, LPNS) 对空腹血糖无显著影响。HPNS能够改善T2DM小鼠肝脏功能, 降低

血脂及血液TNF-α和 IL-6的水平, 增加肝脏GSH-Px、CAT和SOD的活性。代谢组学结果显示, 模型组血浆中 45种

代谢物变化显著, HPNS治疗后 20种代谢物显著变化且向正常组转归。通路富集表明, 花生四烯酸代谢、亚油酸代

谢、谷胱甘肽代谢及肉碱合成在T2DM小鼠血液中改变, HPNS可改善T2DM小鼠血液中花生四烯酸和亚油酸异常

代谢。Western blot表明, HPNS能够抑制T2DM小鼠NF-κB通路, 降低TNF-α和 IL-6的表达, 提示PNS可能通过抑

制NF-κB通路; 调节花生四烯酸和亚油酸代谢, 降低炎性因子和氧化应激水平, 改善肝脏功能发挥降低血糖的作用。
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Abstract: Plasma metabolomics combined experimental verification was employed for investigating of the 

hypoglycemic effect of Panax notoginseng saponins (PNS) on type 2 diabetes mellitus (T2DM) mice. Forty 

C57BL/6J mice were randomly divided into control and experimental groups after one week of adaptive feeding. 
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The mice in control group were fed conventionally, and the T2DM model was established in mice of the experi‐

mental group by intraperitoneal injection of streptozotocin following twelve weeks of feeding on a high-fat diet 

(HFD). All experiments were approved by the Ethical Committee Experimental Animal Center of North Sichuan 

Medical College (NSMC2022023). After the failure cases during modeling were eliminated, the remaining mice 

were randomly divided into model group (T2DM), low dose [200 mg·kg-1·d-1] and high dose [300 mg·kg-1·d-1] PNS 

groups. Mice in normal and model groups were given equal amounts of normal saline by gavage. The mice were 

administered intragastrically with PNS for 6 weeks, and their body weight, food intake, water intake and fasting 

blood glucose (FBG) were measured weekly. Oral glucose tolerance test (OGTT) was performed at the 5th week of 

administration. The changes of liver functions and blood lipids were detected by collecting blood from eyeballs. 

Tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) levels were detected in the blood and the activity of 

glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) were analyzed in the liver by 

kit, respectively. Subsequently, the changes in plasma endogenous metabolites from each group were determined 

based on metabolomics, and the pathway enrichment analysis of differential metabolites was performed using 

KEGG database. NF-κB signaling pathway, TNF-α and IL-6 in liver were detected by western blot, respectively. 

The results showed that T2DM mice were successfully constructed. High dose of panax notoginseng saponins 

(HPNS) can reduce the FBG in T2DM mice while low dose of PNS (LPNS) has no significant effect on FBG. 

HPNS improves the liver function, reduces the levels of blood lipids, TNF-α and IL-6, and increases the activity of 

GSH-Px, CAT and SOD in liver of T2DM mice. Metabolomics results showed that 45 metabolites were significantly 

changed in the plasma of model group compared with control, and 20 metabolites were significantly changed after 

HPNS treatment. Pathway enrichment indicated that arachidonic acid metabolism, linoleic acid metabolism, gluta‐

thione metabolism and carnitine synthesis were changed in the blood of T2DM mice, and HPNS improved the 

abnormal metabolism of arachidonic acid and linoleic acid in T2DM mice. Western blot showed that HPNS could 

inhibit the NF-κB pathway and reduce the expression of TNF-α and IL-6 in the liver of T2DM mice, suggesting 

that PNS may exert the antidiabetic effect by inhibiting NF-κB pathway, regulating arachidonic acid and linoleic 

acid metabolism to reduce inflammatory factors and oxidative stress, improve liver function in T2DM mice.

Key words: Panax notoginseng saponin; hypoglycemic effect; NF- κB signaling pathway; arachidonic acid 

metabolism; linoleic acid metabolism

糖尿病 (diabetes mellitus, DM) 是以血糖水平升

高、糖脂代谢紊乱为主要特征, 且常伴有高血压、高血

脂及动脉粥样硬化等多种慢性疾病的代谢型综合征。

据《中国居民营养与慢性病状况报告 (2020 年)》显

示, 中国 18岁及以上人群糖尿病患病率为 11.9%, 其中

2型糖尿病 (type 2 diabetes mellitus, T2DM) 占 90%以

上。近年来, T2DM发展趋向低龄化、长病程、多并发

症、危害严重及医疗支出费用高等特点[1,2]。T2DM已

成为全球性严重公共卫生问题之一。

三七 [Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen] 为五

加科人参属三七的干燥根和根茎, 为中国特有名贵药

材, 具有“参中之王”“南国神草”之美誉。现代药理证

明, 三七具有活血化瘀、免疫调节、改善微循环及抑制

炎症等功效[3-6]。三七中富含皂苷、多糖、黄酮、氨基酸

等化学成分 , 其中三七总皂苷 (Panax notoginseng 

saponins, PNS) 是三七中最主要的药效组分, 也是血塞

通临床使用的药用成分。据报道, 三七皂苷可通过瘦

素介导的 AMPKα/STAT3 通路调控肠道微生物群, 促

进产热和米色脂肪细胞重建, 进而抑制高脂饮食诱导

的肥胖[7]。有学者认为, 三七中的单体成分人参皂苷

Rb1和人参皂苷 Re具有降糖和减轻糖尿病并发症的

作用, 前者可促进胰岛素分泌并减少甘油三酯的积累[8], 

后者与刺激大麻素 I 型受体和 CaMKK β激活 AMPK

信号通路、抑制胰岛素抵抗、改善葡萄糖摄取有关[9]。

然而, 迄今对三七总皂苷的降糖作用研究较少。

本实验通过 60% 脂肪供能纯化型饲料联合小剂

量注射链脲佐菌素 (streptozotocin, STZ)建立T2DM小

鼠模型 , 基于代谢组学结合实验验证探究 PNS 对

T2DM小鼠的降糖作用, 并从信号通路及炎性因子角

度探究 PNS的降糖机制, 旨在为三七总皂苷的临床应

用及开发提供实验和理论依据。

材料与方法

实验动物 5～6 周龄雄性 C57BL/6J 小鼠 (16～

20 g) 购于北京维通利华实验动物技术有限公司 [合格

证号:SCXK (京) 2021-0006], 动物实验遵循川北医学

院动物伦理委员会的规定并通过动物实验伦理审查 

(批准号: NSMC2022023)。饲养于川北医学院实验动
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物中心, 环境温度 20～26 ℃, 相对湿度～60%, 12 h明

暗交替循环, 小鼠自由摄食、饮水。动物福利符合川北

医学院动物实验伦理委员会之规定。

药物及主要试剂 三七总皂苷 (含量 ≥ 90%, 批号

DST200706-054) 购于成都德思特生物技术有限公司。

链脲佐菌素 (STZ, USP级) 购于源叶生物科技; 肿瘤坏

死因子 (tumor necrosis factor-α, TNF-α, E-EL-M3063) 

和白介素-6 (interleukin-6, IL-6, E-EL-M0044c) 试剂盒

购于 Elabscuence 生物科技 ; 丙氨酸转移酶 (alanine 

aminotransferase, ALT, BC1555)、天 冬 氨 酸 转 氨 酶 

(aspartate aminotransferase, AST, BC1565) 试剂盒购于

Solarbio生物科技。谷胱甘肽过氧化物酶 (glutathione 

peroxidase: GSH-Px, KTB1640)、过氧化氢酶 (catalase, 

CAT, KTB1040) 及超氧化物歧化酶 (superoxide dis‐

mutase, SOD, KTB1030) 试剂盒购于 Abbkine 科技公

司。抗体 TNF- α (26405-1-AP)、IL-6 (21865-1-AP)、

NF-κBp65 (10745-1-AP)、pNF-κBp65 (82335-1-RR) 和

IκBα (10268-1-AP) 购于Proteintech公司。

动物分组及模型构建 40只小鼠适应性饲养 1周

后, 随机分为正常组 (对照组, 8只) 和高脂组 (high fat 

diet, HFD, 32 只), 正常组普通饲料喂养 , HFD 用 60%

脂肪供能纯化型饲料喂养 12 周 (江苏协同医药生物

工程有限责任公司)。第 13周, 小鼠禁食 10 h, 正常组

按 0.1 mL·10g-1 腹腔注射柠檬酸缓冲液 , HFD 组按

40 mg·kg-1·d-1腹腔注射 STZ, 连续 5 天 , 末次给药 1 周

后 , 禁食 12 h, 尾尖采血检测空腹血糖 (fasting blood 

glucose, FBG), 高脂组FBG ≥ 11.1 mmol·L-1视为T2DM

模型成功, FBG < 11.1 mmol·L-1的小鼠剔除实验。

给药方法 按照三七总皂苷注射剂血栓通单日剂

量 150 mg 体表面积换算 , 确定小鼠尾静脉注射的临

床等效剂量为 20 mg·kg-1·d-1。依据三七总皂苷口服

10%生物利用度换算, 确定小鼠灌胃临床等效剂量为

200 mg·kg-1·d-1。本实验按照 200 mg·kg-1·d-1 (临床等效

剂量) 和300 mg·kg-1·d-1 (1.5倍临床等效剂量) 灌胃。正

常组和模型组给予等量生理盐水, PNS用生理盐水溶

解后灌胃, 每组 8只, 剂量为 0.1 mL·10 g-1, 每天一次, 

持续6周, 每周检测小鼠体重、摄食量、饮水量及FBG。

口服葡萄糖耐量实验 给药结束前 1周, 小鼠禁

食不禁水 12 h, 按 20 mg·10 g-1灌胃 20% 葡萄糖, 尾尖

采血, 测定 0、15、30、60、90、120 min的 FBG, 绘制口服

糖耐量实验 (oral glucose tolerance test, OGTT) 曲线。

血液生化指标检测 给药结束后, 小鼠禁食不禁

水 10 h, 检测 FBG。摘眼球取血于抗凝管中 , 混匀 , 

1 500 ×g离心10 min, 取上清, 试剂盒检测TNF-α、IL-6、

ALT 和 AST 水平。全自动生化分析仪检测总胆固醇 

(total cholesterol, TC)、甘油三酯 (triglyceride, TG)、低

密度脂蛋白 (low density lipoprotein cholesterin, LDL-C) 

和高密度脂蛋白 (high density lipoprotein cholesterin, 

HDL-C)。

肝脏GSH-Px、CAT及 SOD检测 取肝脏 30 mg, 

研磨匀浆, 2 000 ×g离心 20 min, 收集上清, 按试剂盒

说明检测 450 nm波长处OD值, 计算GSH-Px、CAT和

SOD含量。

血浆非靶标代谢组学分析

样本制备 按常规方法制备小鼠血浆样本, 保存

于−80 ℃备用。用前于 4 ℃解冻, 取 100 µL血浆, 加入

300 µL 预冷甲醇 −乙腈 −水体系 (5∶3∶2, V/V), 涡

旋, −20 ℃放置 1 h, 14 000 ×g离心 10 min, 取上清, 冻

干, 残渣保存于−80 ℃。分析前加入 100 µL 乙腈−水 

(乙腈∶水=1∶1, V/V) 复溶, 涡旋, 14 000 ×g离心 10 min, 

上清供质谱检测。取等量待检样本 (20 µL), 混合作为

质控。

色谱条件 Vanquish (美国 Thermo Fisher Scien‐

tific) 超高效液相色谱仪搭载 Waters ACQUITY UPLC 

HSS T3 (100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm) 色谱柱 (美国

Waters)。流动相 A 为水 ( 含 5 mmol·L-1 乙酸铵和

5 mmol·L-1 乙酸), 流动相 B 为乙腈 , 梯度洗脱 (1～

11 min, 2% B; 11～15.4 min, 维 持 98% B; 15.4～

15.6 min, 98%～2% B; 15.6～21 min, 维持 2% B; 流速

200 nL·min-1。自动进样器温度4 ℃; 进样体积2 µL。

参照中国药典 (2020版) 一部对血塞通制剂中三

七总皂苷检测方法。取对照品 (已标示三七皂苷R1、

人参皂苷Rg1、人参皂苷Re、人参皂苷Rb1和人参皂苷

Rd含量)和供试品 (含三七总皂苷 25 mg) 适量, 精密称

定, 加入 70% 甲醇完全溶解, 精密取对照品和供试品

溶液各 10 μL, 注入 Waters 2695-2996 高效液相色谱

仪。色谱柱为 Ultimate® XB-C18 (250 mm × 4.6 mm, 

5 μm), 柱温 35 ℃, 流动相A为乙腈, 流动相B为水, 洗

脱梯度: 0～20 min, 20% A; 20～45 min, 20%～46% A; 

45～55 min, 46%～55% A; 55～60 min, 维持 55% A; 

60～64 min, 55%～90% A; 流速 1.5 mL·min-1, 检测波

长203 nm。

质谱条件 Orbitrap Exploris 120质谱仪 (Xcalibur, 

美国Thermo Fisher Scientific) 采用 FullScan MS2模式

进行一级、二级数据采集。离子传输管温度 320 ℃; 喷

雾电压 4.0 kV (Pos) 和−3.5 kV (Neg); 鞘气流速 50 arb, 

辅助气流速 15 arb, Full MS 分辨率 60 000, MS/MS 分

辨率15 000, 碰撞能10/30/60。

数据分析及差异代谢物筛选 质谱数据经Proteo 

Wizard转为mzXML格式, 经XCMS软件峰对齐、峰识
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别、峰过滤、峰匹配、峰面积提取及保留时间校正。生

成包括质荷比 m/z、保留时间 (tR) 及面积的数据矩阵; 

过滤缺失值超过 50% 的变量; 利用 K临近法 (K = 10) 

填充剩余缺失值, 总面积法归一化。根据质控计算各

变量的变异系数 (coefficient of variation, CV), 将 CV

大于30%的变量剔除。

将所得数据矩阵导入 MetaboAnalyst 5.0 (https://

www.metaboanalyst.ca/) 作多变量分析, 变量经均值中

心化和 Pareto scaling标度化, 采用非监督主成分分析 

(principal component analysis, PCA) 建立分类模型, 观

察样本间聚类趋势及离群样本; 采用偏最小二乘判别

分析 (partial least squares discriminant analysis, PLS-

DA) 建立代谢物浓度与样本间模型, 并对模型 200次

置换检验, R2表示模型稳定性, Q2表示模型预测能力。

依据 PLS-DA模型变量投影重要性 (variable important 

in projection, VIP) 筛选对模型分组贡献较大的变量 

(VIP > 1), 依据显著性水平和倍数变化 (fold change, 

FC) 筛选差异变量, 视VIP > 1、FC ≥ 1.5或FC ≤ 0.67且

P < 0.05 的变量为差异变量。根据变量质荷比 m/z、

ppm及MS/MS谱图匹配鉴定代谢物, 依据人类代谢组

学数据库 (The Human Metabolome Database, HMDB) 

数据库剔除外源性、药源性化合物。

通路富集分析 将差异代谢物导入MetaboAnalyst 

5.0数据库进行通路富集分析, 富集方法为Fisher's exact 

test; 拓扑学方法为 relative-betweeness centrality; 数据

库为京都基因与基因组百科全书 (Kyoto encyclopedia 

of genes and genomes, KEGG)。

Western blot检测蛋白质的表达 取小鼠肝脏约

30 mg, 冰上解冻用预冷PBS洗 2次, 加入 150 µL RIPA

裂解液, 组织匀浆至完全裂解, 12 000 ×g离心 10 min, 

取上清, BCA法测蛋白浓度。取适量蛋白, 变性、聚丙

烯酰胺凝胶电泳、转膜、封闭、4 ℃孵育一抗至过夜、洗

膜、常温孵育二抗、洗膜、显影。Image J灰度值分析, 

GraphPad Prism 8.0作图。

统计学分析 使用SPSS 26.0软件统计学分析, 数

据用均数±标准差 (
-
x ± s) 表示。多组间比较用单因素

方差分析, 组间两两比较用LSD法, P < 0.05表示差异

具有统计学意义。

结果

1　高效液相色谱检测三七总皂苷主要成分及含量

结果显示 , 三七总皂苷的主要成分为三七皂苷

R1、人参皂苷Rg1、人参皂苷Re、人参皂苷Rb1和人参

皂苷Rd。按标示量计算, 三七皂苷R1、人参皂苷Rg1、

人参皂苷 Re、人参皂苷 Rb1 和人参皂苷 Rd 含量分别

为 6.96%、34.29%、2.65%、31.34%和 10.19%, 符合中国

药典 (2020版) 对血塞通有效成分之规定。

2　三七总皂苷对小鼠体重、摄食量、饮水量及空腹血

糖的影响

给药期间, 每周检测小鼠体重、摄食量、饮水量及

FBG变化。结果显示, 正常组体重相对稳定且趋于增

加, 模型组、高剂量和低剂量 PNS组体重呈下降趋势。

给药 5周后, 模型组与正常组相比, 差异具有统计学意

义 (P < 0.05), 高、低剂量组与模型组相比无显著变化 

(图 1A)。与正常组相比, 模型组摄食量显著增加 (P < 

0.001)。给药 4周后, 高剂量组摄食量减少, 但与模型

组相比差异无统计学意义; 低剂量组摄食量随给药时

间变化不明显 (图 1B)。与正常组相比, 模型组饮水量

显著增加 (P < 0.001), 给药 5 周后高剂量组饮水量减

少, 6周后相比模型组差异具有统计学意义 (P < 0.05), 

低剂量组与模型组相比无显著差异 (图 1C)。给药前, 

模型组、高剂量和低剂量组的FBG分别为16.28 ± 0.72、

16.11 ± 1.02和 16.15 ± 0.64 mmol·L-1。与正常组相比, 

模型组 FBG 显著增加 (P < 0.001), 给药 6 周后高剂

量组FBG为 14.58 ± 1.63 mmol·L-1, 与模型组相比差异

具有统计学意义 (P < 0.01), 低剂量组 FBG 为 15.61 ± 

1.29 mmol·L-1, 与模型组相比差异无统计学意义 (图

1D)。综上, 高剂量 PNS对 T2DM小鼠具有降糖作用, 

而低剂量的降糖作用不明显。因此, 后续仅对高剂量

PNS降糖作用研究。

Figure 1　The effect of PNS on body weight (A), food intake (B), water intake (C) and FBG (D) in mice with T2DM. n = 8, x̄ ± s. T2DM 

vs Con, #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001; HPNS vs T2DM, *P < 0.05, **P < 0.01. Con: Control; T2DM: Type 2 diabetes mellitus; PNS: 

Panax notoginseng saponins; FBG: Fasting blood glucose; HPNS: High Panax notoginseng saponins
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3　三七总皂苷改善T2DM小鼠口服糖耐量

糖耐量显示, 20%葡萄糖灌胃后, 正常组15 min内

FBG迅速上升, 15 min时达峰值 17.98 ± 2.85 mmol·L-1, 

15～30 min 内 FBG 快速下降至 8.01 ± 1.51 mmol·L-1, 

120 min 降为 4.43 ± 0.32 mmol·L-1。模型组和高剂量

组前 15 min 内 FBG 快速上升 , 15～30 min 内缓慢上

升, 30 min时达到峰值, 分别为 32.97 ± 1.07和 30.05 ± 

1.24 mmol·L-1, 之后 FBG 缓慢降低 , 120 min 分别为

25.28 ± 1.77和 20.19 ± 2.44 mmol·L-1  (图 2A)。与正常

组相比, 模型组各时间点的FBG显著增加 (P < 0.001); 

除 15 min 时间点外 , 高剂量组 FBG 较模型组显著降

低 (P < 0.05) (图 2A)。模型组 AUC 较正常组显著增

加 (P < 0.001), 高剂量组AUC较模型组显著降低 (P < 

0.01) (图 2B), 表明模型组小鼠糖耐量受损 , 高剂量

PNS可改善T2DM小鼠的糖耐量。

4　三七总皂苷对T2DM小鼠血脂及肝酶的影响

肝脏是机体糖脂代谢的主要场所, 肝脏对胰岛素

的敏感性降低将导致糖脂代谢异常, 肝功能受损。另

一方面, 糖代谢异常诱发机体脂代谢紊乱, 导致胰岛素

抵抗。与正常组相比, 模型组 TC、TG、LDL-C显著增

加 (P < 0.001), HDL-C 显著降低 (P < 0.01); AST 和

ALT显著增加 (P < 0.001) (图 3A、B)。与模型组相比, 

高剂量组TC、LDL-C和AST降低, 差异具有统计学意

义 (P < 0.05), 而 TG、HDL-C 和 ALT 具有向正常组转

归的趋势 (图3A、B), 提示PNS对模型组血脂及肝酶有

改善作用。

5　三七总皂苷对 T2DM 小鼠肝脏 GSH-Px、SOD 和

CAT活性的影响

氧化−抗氧化系统失调是导致机体活性氧累积的

重要诱因, 进而导致氧化应激, 而后者在胰岛素抵抗和

糖尿病发生发展中起关键作用[10]。结果显示, 与正常

组相比, 模型组肝脏抗氧化酶GSH-Px、SOD和CAT显

著降低 (P < 0.001)。给药 6周后, 与模型组相比, 高剂

量组GSH-Px和CAT活性增加 (P < 0.05), SOD变化不

显著 (图 4), 提示 PNS 降低了 T2DM 小鼠肝脏氧化应

激水平。

6　三七总皂苷降低T2DM小鼠血液炎症因子

炎症反应是导致胰岛素抵抗的关键因素, 也是糖

尿病发生发展的机制之一[11,12]。与正常组相比, 模型

组血液中炎症因子 TNF-α和 IL-6 水平显著增加 (P < 

0.001) (图 5A), PNS治疗后TNF-α和 IL-6水平降低, 与

模型组相比差异具有统计学意义 (P < 0.05) (图5B)。

7　小鼠血浆代谢组学研究

7.1　质控分析 　正负离子下质控样本的变异系数偏

差在±2 std (图 6A、B)。各样本间的相关性系数大于

0.95 (图6C、D), 表明检测系统稳定可靠。

Figure 3　The effects of PNS on the blood lipids (A) and liver 

enzyme (B) of T2DM mice. n = 8, x̄ ± s. T2DM vs Con, ##P < 0.01, 
###P < 0.001; HPNS vs T2DM, *P < 0.05, **P < 0.01. TC: Total 

cholesterol; TG: Triglyceride; LDL-C: Low density lipoprotein 

cholesterin; HDL-C: High density lipoprotein cholesterin; ALT: 

Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase

Figure 2　The effects of PNS on the glucose tolerance of T2DM 

mice. A: Detection of FBG by OGTT test in mice; B: AUC in 

OGTT test. n = 8, x̄ ± s. T2DM vs Con, ###P < 0.001; HPNS vs 

T2DM, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. OGTT: Oral glucose 

tolerance test; AUC: The area under the curve

Figure 4　The effects of PNS on activities of GSH-Px (A), SOD 

(B) and CAT (C) in liver of T2DM mice. n = 8, x̄ ± s. T2DM vs 

Con, ###P < 0.001; HPNS vs T2DM, *P < 0.05. GSH-Px: Glutathione 

peroxidase; SOD: Superoxide dismutase; CAT: Catalase
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7.2　代谢轮廓分析 　基于模式识别对正常组和模型

组小鼠血浆进行代谢轮廓分析。PCA结果显示, 组间

样本分离明显, 组内聚集良好 (图 7A、D)。PLS-DA表

明, 正离子模式的R2Y和Q2分别为 0.85和 0.78 (图 7B); 

负离子模式的R2Y和Q2分别为 0.82和 0.69 (图 7E), 表

明模型可靠。置换检验表明, 正负模式下, R2Y建模值

与真实值构成的回归线截距分别为 0.930和 0.921; Q2

建模值与真实值构成的回归线截距分别为−0.219

和− 0.244 (图 7C、F), 表明 PLS-DA 模型无过拟合。

PCA显示, 正负模式下高剂量组代谢轮廓介于正常组

与模型组之间 (图7G、H), 提示PNS对T2DM小鼠异常

代谢具有改善作用。

7.3　潜在差异代谢物的筛选 　代谢物的鉴定通过标

准品库和HMDB数据库代谢物的MS/MS谱图匹配识

别, 鉴定的代谢物须满足MW实测值−MW理论值 < △15 ppm, 

代表性代谢物的 MS/MS 谱图匹配如图 8A、B 所示。

根据 PLS-DA模型下VIP > 1.0、倍数变化 FC ≥ 1.50或

≤ 0.67且P < 0.05筛选潜在差异代谢物 45个。与正常

组相比, 22个代谢物在模型组中显著增加, 23个代谢

物显著降低 (表 1), 代谢物的趋势变化如图 9A, PNS治

疗后花生四烯酸 (arachidonic acid, AA)、前列腺素类物

质 (prostaglandin, PGs)、肉碱衍生物及脂肪酸等 20 个

代谢物水平显著改变且向正常组转归 (图 9B), 提示这

些代谢物在 PNS 对 T2DM 小鼠降糖中发挥了关键性

作用。

7.4　通路富集及定量分析 　将 45个差异代谢物导入

MetaboAnalyst 5.0 数据库作通路富集分析 , 根据 P 值

及通路影响值 (pathway impact, PI), 显示模型组花生

四烯酸代谢 (P = 1.73E-5, PI = 0.293)、亚油酸代谢 (P = 

0.008, PI = 0.301) 显著变化, 与肝脏功能相关的谷胱甘

肽代谢以及与线粒体能量代谢相关的肉碱合成显示较

高的PI, 分别为0.112和0.143 (图10A, 表2)。PNS治疗

后花生四烯酸代谢 (P = 0.001, PI = 0.279)、亚油酸代谢

显著变化 (P = 0.008, PI = 0.301) (图10B, 表3)。定量结

果显示, 花生四烯酸通路中, 模型组AA、PGE2、PGF2β、

PGC2、20-HETE、11,12-DiHETrE 和 14,15-DiHETrE 较

正常组显著增加, 而谷胱甘肽显著减少 (P < 0.05)。PNS

治疗后AA、PGE2、20-HETE、PGF2β和PGC2向正常组

转归 , 谷胱甘肽、11,12-DiHETrE 和 14,15-DiHETrE 具

有向正常组转归的趋势 (图 10C)。同样, PNS治疗后

亚油酸代谢途径中相关代谢物水平向正常组转归 (图

10D), 提示 PNS可能通过花生四烯酸和亚油酸途径调

节T2DM小鼠的异常代谢。

8　三七总皂苷对T2DM小鼠肝脏炎性分子及NF-κB

信号通路的影响

为探明 PNS 对 T2DM 小鼠炎症的影响 , 采用

Western blot检测了肝组织中 TNF-α、IL-6及NF-κB通

路的变化 (图 11A、C)。结果显示, 与正常组相比, 模型

组TNF-α和 IL-6表达显著增加 (P < 0.05), pNF-κBp65/

NF-κBp65在胞浆中减少, 核中增加 (P < 0.05)。PNS治

Figure 5　 PNS decrease blood inflammatory factors IL-6 (A) 

and TNF-α (B) levels in T2DM mice. n = 8, x̄ ± s. T2DM vs Con, 
###P < 0.001; HPNS vs T2DM, *P < 0.05, **P < 0.01. TNF-α: Tumor 

necrosis factor-α; Interleukin-6: IL-6

Figure 6　Data quality control analysis. A, B: PCA-X one-dimensional line plots; C, D: Spearman's correlation coefficients
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疗后模型组TNF-α和 IL-6的表达显著降低 (P < 0.05), 

胞浆中pNF-κBp65/NF-κBp65增加, 核中减少 (P < 0.05), 

对 IκBα的表达无显著变化 (图 11B、D), 表明 PNS 对

T2DM小鼠肝脏NF-κB通路具有抑制作用, 且能够降

低TNF-α和 IL-6的表达。

讨论

皂苷是三七中的重要有效组分, 也是三七成分研

究最为系统的活性物质。研究表明, 三七皂苷中的人

参皂苷Rb1和Re具有降糖和减轻糖尿病并发症的作

用[8,9]。然而, 三七总皂苷是否具有降糖作用尚不明确。

血塞通是三七总皂苷制剂的通用药名, 具有活血祛瘀、

通脉活络、调节微循环之功效。根据中国药典 2020版

对血塞通制剂有效成分含量要求, 三七总皂苷中三七

皂苷R1、人参皂苷Rg1、人参皂苷Re、人参皂苷Rb1及

人参皂苷 Rd 的含量分别不得低于 5.00%、25.00%、

2.50%、27.00%和 5.00%。为确保三七总皂苷中单体皂

苷含量符合要求, 本实验对市售三七总皂苷含量检测, 

显示三七皂苷R1、人参皂苷Rg1、人参皂苷Re、人参皂

苷 Rb1 和人参皂苷 Rd 含量分别为 6.96%、34.29%、

Figure 8　MS/MS spectral fragments of typical metabolites are confirmed by matching the standard library. A: Arachidonic acid; B: Doco‐

sahexaenoic acid

Figure 7　Multivariate statistical analysis of plasma metabolomics. A, D: PCA score plots of T2DM and control groups in ESI+ and ESI−, 

respectively; B, E: PLS-DA score plots of T2DM and control groups in ESI+ and ESI−, respectively; C, F: Permutation test plots of T2DM 

and control groups; G, H: PCA score plots of T2DM, control and HPNS groups in ESI+ and ESI−, respectively
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2.65%、31.34% 和 10.19%, 各成分含量符合中国药典 

(2020版) 规定。

在糖尿病动物模型制备中 , STZ 的用量及给药

方法与糖尿病分型密切相关。单次大剂量 (170～

200 mg·kg-1) 注射 STZ 可导致小鼠胰岛 β细胞功能破

坏, 为T1DM理想造模方法[13,14]; 若先使用高脂饲料喂

养小鼠, 再多次小剂量 (30～70 mg·kg-1) 注射 STZ, 可

Table 3　 Enrichment analysis of metabolic pathways in T2DM 

mice after PNS treatment

Pathway name

Arachidonic acid metabolism
Linoleic acid metabolism
Oxidation of branched chain fatty acids

Match 

status
3/65
4/17
2/21

P value

0.001
0.008
0.120

Pathway 

impact
0.279
0.301
0.066

Table 1　Altered metabolites in the T2DM and after PNS treatment. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

No

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

Metabolite

L-Acetylcarnitine

Propionylcarnitine

Glutamic acid

Arachidonic acid

Uric acid

Hexanoylcarnitine

Palmitoylcarnitine

Decanoylcarnitine

N6,N6,N6-Trimethyl-L-lysine

Niacinamide

cAMP

Glutathione

Choline

Taurine

Aspartic acid

GSSG

Prostaglandin F2b

Aminoadipic acid

N6-Acetyl-L-lysine

Tryptophan

Kynurenic acid

8,11,14-Eicosatrienoic acid

Prostaglandin C2

14,15-DiHETrE

Coenzyme Q1

PC (16:0/16:0)

Prostaglandin E2

20-HETE

Palmitoleic acid

Pantothenic acid

13,14-Dihydro-15-keto-PGE2

Indoleacrylic acid

Testosterone sulfate

Tetrahydrocorticosterone

Oleic acid

Pentadecanoic acid

Xanthurenic acid

Eicosapentaenoic acid

Tridecylic acid

Docosahexaenoic acid

3-Methylhistidine

Tetradecanedioic acid

11,12-DiHETrE

19,20-DiHDPA

Indoleacetic acid

Formula

C9H17NO4

C10H19NO4

C5H9NO4

C20H32O2

C5H4N4O3

C13H26NO4

C23H46NO4

C17H33NO4

C9H20N2O2

C6H6N2O

C10H12N5 O6P

C10H17N3 O6S

C5H14NO

C2H7NO3S

C4H7NO4

C20H32N6 O12S2

C20H34O5

C6H11NO4

C8H16N2O3

C11H12N2O2

C10H7NO3

C20H34O2

C20H30O4

C20H34O4

C14H18O4

C40H80NO8P

C20H32O5

C20H32O3

C16H30O2

C9H17NO5

C20H32O5

C11H9NO2

C19H28O5S

C21H35O5

C18H34O2

C15H30O2

C10H7NO4

C20H30O2

C13H26O2

C22H32O2

C7H11N3O2

C14H26O4

C20H34O4

C22H34O4

C10H9NO2

Theoretical 

MW (m/z)

203.115 82

217.151 43

147.025 21

304.263 23

168.028 32

260.349 81

400.342 14

315.240 97

188.152 48

122.047 65

329.052 53

307.083 87

104.100 52

125.014 73

133.037 51

612.151 93

354.240 66

161.068 82

188.116 12

204.089 93

189.052 61

306.255 96

334.194 41

338.213 66

250.120 54

733.562 15

352.224 92

320.235 11

254.224 63

219.110 76

352.224 93

187.066 38

368.165 74

350.245 71

282.255 93

242.224 64

205.037 57

302.224 69

214.193 37

328.240 28

169.085 13

258.183 11

338.245 73

362.245 75

175.066 36

Calculated 

MW (m/z)

203.116 11

217.152 62

147.026 75

304.264 66

168.028 49

260.348 91

400.345 82

315.241 12

188.152 57

122.048 36

329.052 75

307.083 57

104.100 06

125.014 89

133.037 73

612.153 31

354.243 16

161.069 04

188.116 33

204.072 07

189.052 89

306.256 23

334.196 68

338.216 90

250.118 08

733.265 91

352.228 98

320.230 49

254.224 42

219.111 05

352.225 34

187.067 05

368.163 53

350.242 43

282.255 24

242.224 36

205.036 99

302.224 24

214.192 76

328.239 70

169.084 25

258.183 05

338.234 53

362.245 79

175.066 08

ppm

1.43

5.48

10.47

4.70

1.01

−3.46

9.19

0.48

0.48

5.82

0.67

−0.98

−4.42

1.28

1.65

2.25

7.06

1.37

1.12

−4.21

1.48

0.88

6.79

9.58

−9.84

5.13

11.53

−14.43

−0.83

1.32

1.16

3.58

−6.00

−9.36

−2.44

−1.16

−2.83

−1.49

−2.85

−1.77

−5.20

−0.23

−3.55

0.11

−1.60

tR

/min

4.39

7.55

3.29

15.20

6.07

11.34

15.46

13.98

3.17

5.76

8.045

5.37

3.22

3.27

3.26

7.41

15.03

3.55

3.72

9.98

12.23

18.54

16.05

16.38

14.16

16.64

19.59

15.42

17.83

9.37

13.91

12.05

15.36

14.62

16.73

16.29

9.02

16.08

15.74

16.64

4.48

12.55

15.44

14.91

11.99

Trend

T2DM vs Con
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Table 2　 Enrichment analysis of metabolic pathways in T2DM 

mice

Pathway name

Arachidonic acid metabolism
Linoleic acid metabolism
Glutathione metabolism
Carnitine synthesis
Oxidation of branched chain fatty acids

Match 

status
6/65
4/17
1/19
1/16
2/21

P value

1.73E-5
0.008
0.429
0.376
0.120

Pathway 

impact
0.293
0.301
0.112
0.143
0.066
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Figure 11　Analysis of NF-κB pathway, TNF-α and IL-6 by Western blot. n = 8, x̄ ± s. A, C: The detection expression of TNF-α, IL-6, NF-κB 

and IκBα in control, T2DM and PNS treatment mice liver; B, D: Quantitative analysis of these protein levels by using image J software. 

T2DM vs Con, #P < 0.05, ##P < 0.01; HPNS vs T2DM, *P < 0.05

Figure 9　Heat map visualization of differential metabolites. A: T2DM vs Con; B: HPNS vs T2DM

Figure 10　 Pathway enrichment and quantitative analysis. n = 8, x̄ ± s. A: Altered metabolic pathways in T2DM group; B: Altered 

metabolic pathways in T2DM group after PNS treatment; C, D: The quantification of metabolites of arachidonic acid and linoleic acid 

metabolism pathways. T2DM vs Con, #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001; HPNS vs T2DM, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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破坏部分胰岛 β细胞功能, 导致外周组织对胰岛素敏

感性降低, 为 T2DM 理想造模方法[13-15]。本实验采用

60% 脂肪供能纯化型饲料喂养 C57BL/6J 小鼠 12 周 , 

小鼠表现为体型肥胖, 反应迟钝, 高血脂等特征, 再用

40 mg·kg-1的 STZ 连续腹腔注射 5 天。此法高效、可

控、模型稳定且成功率高达 90%, 模型小鼠 FBG 超过

15 mmol·L-1, 且小鼠无死亡。

胰岛素抵抗与炎症因子关系密切, 高水平的炎性

因子可造成胰岛 β细胞功能受损 , 导致胰岛素抵抗。

因此, 炎症被认为是诱发糖尿病的重要致病因素[12]。临

床上, 可见糖尿病患者血液中急性期反应产物和炎性

因子水平的增加, 高水平的炎性因子通过“cross-talk”

对胰岛素信号传导起抑制作用, 诱导胰岛素抵抗[12,16]。

IL-6和TNF-α是重要的细胞因子, 可由免疫细胞和脂

肪细胞产生, 在炎症和免疫反应中起核心调控作用。

高水平的 IL-6使肝脏处于应激状态, 分泌大量急性反

应蛋白, 激活血管内皮和脂肪组织急性相反应, 产生胰

岛素抵抗[17]。此外, IL-6 还可通过促进胰岛 β淋巴细

胞分化, 促使 IgG高表达, 激活杀伤性 T淋巴细胞, 导

致胰岛 β细胞功能破坏 , 加重胰岛素抵抗[18]。同样 , 

TNF-α可直接作用于胰岛素信号转导系统, 干扰其正

常信号, 降低机体对胰岛素的敏感性。TNF-α还可以

通过刺激糖皮质激素、胰高血糖素、儿茶酚胺等其他激

素的分泌, 加快糖尿病进程[19]。众所周知, NF-κB是机

体调节炎症反应的重要核因子, 可被TNF-α和 IL等多

种因子激活, 活化的NF-κB促进 p65快速入核, 进一步

促进 TNF-α、IL-6及 IL-1β的释放, 加重并持续放大炎

症反应, 造成肝功异常, 导致机体对胰岛素敏感性降

低[20]。反之, 炎性因子可通过活化的NF-κB信号诱导

氧化应激, 降低GSH-Px、SOD和CAT表达, 破坏机体氧

化−还原稳态[21]。与文献一致[18-21], 模型组NF-κB信号

被激活, IL-6和TNF-α的水平增加, 且GSH-Px、SOD和

CAT表达降低, PNS干预后NF-κB信号被抑制, TNF-α

和 IL-6水平降低, 肝脏GSH-Px和CAT表达增加, 肝功

能改善, 提示 PNS 可能通过抑制 NF-κB 信号, 降低了

炎性因子水平, 进而改善肝脏功能发挥了降糖作用。

花生四烯酸是机体必需多不饱和脂肪酸, 对机体

血糖的调节具有双向性, 其机制与其代谢产生的炎性

因子有关。细胞水平, 低于 15 µmol·L-1的花生四烯酸

能够促进胰岛 β细胞生长, 30 µmol·L-1花生四烯酸能

够抑制细胞生长, 超过 100 µmol·L-1的花生四烯酸可导

致胰岛 β细胞功能损伤[22]。代谢层面, 花生四烯酸经

COX-2 和 LOX 途径代谢生成的前列腺素类 (prosta‐

glandin Gs, PGs) 和羟基二十碳四烯酸类 (hydroxyeico‐

satetraenoic acids, HETEs) 物质 , 能够直接破坏胰岛

β细胞, 减少胰岛素分泌, 降低机体对胰岛素的敏感性, 

其机制可能与致炎因子 PGs的过量累积导致的胰岛 β

细胞凋亡有关[23]。另一方面, 花生四烯酸经P450单加

氧酶代谢途径生成的环氧二十碳三烯酸类 (epoxyeico‐

satrienoic acids, EETs)可促进胰岛素信号转导, 增强胰

岛素的敏感性, 降低血糖[24]。本实验中, 模型组小鼠血

液中花生四烯酸浓度较正常小鼠增加了 3.14倍, 且模

型组前列腺素途径代谢物 PGE2、PGF2β和 PGC2, 以及

LOX 途径代谢物 20-HETE、14,15-DiHETrE 和 11,12-

DiHETrE的水平均明显增加。通路富集证实, 花生四

烯酸代谢在模型组中显著变化且具有高的通路影响

值。PNS不仅降低花生四烯酸、PGE2、20-HETE、PGF2β

及 PGC2的水平, 而且对花生四烯酸的异常代谢具有

调节作用, 提示 PNS可能通过调控花生四烯酸代谢中

COX-2 和 LOX 途径 , 降低炎性因子水平 , 保护胰岛

β细胞功能发挥了降糖作用。遗憾的是, 本实验代谢

组学检测到的EETs物质较少 (可能与样本采集、检测

技术及手段有关)。因此, 目前的数据尚不能预判PNS

是否通过P450单加氧酶途径调控了花生四烯酸代谢。

亚油酸对清理血管胆固醇及甘油三脂发挥重要作

用, 被称为“血管清道夫”。亚油酸异常减少会导致脂质

堆积、代谢异常, 诱发高血脂症及肥胖等多种疾病[25]。

大数据显示, 血液中亚油酸水平与T2DM风险呈负相关, 

且高水平的亚油酸不仅对合并高胆固醇血症的T2DM

患者具有改善作用, 而且可恢复糖尿病患者受损的内

皮细胞功能, 降低甘油三酯水平并抑制血小板聚集[26]。

结果显示, T2DM小鼠血液中亚油酸代谢通路异常, 其

通路代谢物, 包括 eicosapentaenoic acid、8,11,14-eicosa‐

trienoic acid 和 docosahexaenoic acid (DHA) 的水平降

低, 而 PNS可提高模型组中这些代谢物的水平, 推测

PNS降血脂作用可能与改善亚油酸异常代谢有关。

作为线粒体脂肪酸 β-氧化的特定底物, 酰基肉碱

对维持正常肝功能具有重要作用。酰基肉碱与脂肪酸

结合使脂肪酸以酰基肉碱形式通过线粒体膜完成 β氧

化, 为机体提供能量。线粒体功能损伤时, 酰基肉碱对

脂肪酸转运能力降低, 游离脂肪酸累积, 造成肝毒性。

因此, 酰基肉碱可作为肝功是否正常的预判指标[27], 不

仅如此, 酰基肉碱还可提高T2DM的早期预测效能[28]。

代谢组学表明, 模型组乙酰肉碱、丙酰肉碱、己酰肉碱、

棕榈酰肉碱和癸酰肉碱的水平显著降低, 且肉碱合成

途径异常, PNS干预可提高乙酰肉碱、癸酰肉碱和棕榈

酰肉碱的水平, 这对于改善肝脏功能, 提高机体能量供

应, 调节糖脂代谢发挥了作用。

肝脏是机体糖脂代谢的重要器官, 当机体处于高

糖状态时 , 糖代谢紊乱 , 糖耐量减退 , 诱发胰岛素抵
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抗[18]。反之, 糖尿病的发生提高了机体氧化应激水平, 

过度的氧化应激加速了糖尿病的进程, 导致肝功能受

损[29]。代谢组学表明, 模型组中还原性谷胱甘肽、牛磺

酸、辅酶Q1降低, 且肝脏中GSH-Px和CAT表达减少, 

PNS既提高了牛磺酸、辅酶Q1的水平, 又降低了ALT

和AST的水平, 而且增加肝脏GSH-Px和CAT的活性, 

推测 PNS的降糖作用可能与降低肝脏氧化应激水平, 

调节肝脏代谢及改善肝功能有关。

综上所述, PNS可能通过抑制NF-κB信号, 调节花

生四烯酸和亚油酸代谢, 以降低炎性反应、改善肝脏功

能发挥降糖降脂作用。本研究为三七总皂苷临床治疗

T2DM提供了实验依据, 也为三七总皂苷的开发利用

提供理论依据。
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