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摘要： 目的　 桂枝⁃生姜⁃枳实组合有效成分测定及其对高糖诱导秀丽隐杆线虫脂肪积累的影响。 方法　 ＬＣ⁃ＭＳ 法测定

桂枝⁃生姜⁃枳实组合有效成分， 结合油红 Ｏ 法与 ＴＧ 法测定该组合给药后高脂线虫脂肪积累表现， 转录组学与 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法探究高脂线虫与脂质代谢相关基因转录水平的差异。 结果　 从该组合中共检出 １ ８７３ 种成分， 分为 １５ 个超类

别、 １４５ 个类别和 ３３０ 个子类别， 其中包含大量黄酮类成分， 其对高糖诱导的秀丽隐杆线虫表现出很好的降脂作用，
并能改善线虫运动能力下降和寿命减短的现象。 转录组学分析进一步表明， 中药组合可以通过上调溶酶体酸性脂肪酶

ＬＩＰＬ⁃１、 ＬＩＰＬ⁃４ 及脂质伴侣蛋白 ＬＢＰ⁃８ 来增强脂肪降解， 同时通过下调硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶 ＦＡＴ⁃６、 ＦＡＴ⁃７ 来抑制

脂肪合成。 结论　 桂枝⁃生姜⁃枳实组合通过调控 ＨＬＨ⁃３０ ／ ＴＦＥＢ 和 ＤＡＦ⁃１６ ／ ＦＯＸＯ１ 通路， 调节下游效应因子溶酶体酸

性脂肪酶和硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶， 促进溶酶体脂噬作用和线粒体 β 氧化， 同时抑制脂质的从头生成。
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　 　 高脂血症通常指甘油三酯 （ＴＧ）、 总胆固醇

（ＴＣ）、 低密度脂蛋白胆固醇 （ＬＤＬ⁃Ｃ） 升高和高

密度脂蛋白胆固醇 （ＨＤＬ⁃Ｃ） 降低的异常表现，
会引发动脉粥样硬化症， 增加血栓、 心脑血管疾病

等发病风险［１⁃４］。 现阶段主流的高脂血症治疗手段

是他汀类化学药物， 然而他汀相关的肌肉症状是最

主要的副作用［５］， 并且长期服用会加剧胰岛素抵

抗， 诱发肾脏异位脂肪沉积并损害肾功能［６］。
中药具有成分天然、 副作用小的特点， 尤其适

合慢性病管理、 功能调节及多系统复杂疾病的综合

干预。 桂枝、 生姜、 枳实的组合在很多传统中药方

剂中存在， 如 《伤寒论》 中 “桂枝汤”、 《金匮要

略》 中 “桂枝生姜枳实汤”、 《普济方》 中 “桂枝

丸”， 均被证实具有降脂功效［７⁃９］。
秀丽隐杆线虫与人类有近 ６０％ ～ ８０％ 的基因同

源性［１０］， 并且其具有约 ４００ 个脂质代谢相关的基

因， 与哺乳动物同源［１１］。 食物摄入、 脂肪酸生物

合成、 运输、 储存和分解代谢都在这个简单的生物

体中存在［１２］。 因此， 利用秀丽隐杆线虫建立模型

来研究药物或其他化合物对人类脂质代谢的影响具

有合理性［１３］。
本研究以 ＬＣ⁃ＭＳ 技术为基础， 初步预测并验

证桂枝⁃生姜⁃枳实组合的有效成分， 并借助高糖诱

导高脂秀丽隐杆线虫模型探讨中药组合治疗高脂血

症的作用及机制， 以期为桂枝⁃生姜⁃枳实组合降脂

药物的开发奠定理论基础。
１　 材料

１􀆰 １　 秀丽隐杆线虫与大肠杆菌　 Ｎ２ 野生型秀丽隐

杆线虫由齐鲁工业大学 （山东省科学院） 颜世敢

教授惠赠。 大肠杆菌 ＯＰ５０ 株系从实验室保存的菌

株中获得。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 生姜、 桂枝 （批号 ２４０８０１、
２３１２０１） 购自济南众和中药饮片有限公司； 枳实

（批号 ２０２３０８１２０１） 购自亳州市泰亳药业有限公

司。 油红 Ｏ 染色液、 Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００ （郑州酷来博生

物科技有限公司）； ＴＧ 测试盒 （南京建成生物工

程研究所）； Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白质浓度测定试剂盒 （上
海碧 云 天 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司 ）； ＣｈａｍＱ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （南京诺唯赞生物

科技股份有限公司）。
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１􀆰 ３　 仪器　 ＳＣＩＥＮＴ２⁃１０Ｎ 实验型冷冻干燥机 （宁
波新芝生物科技股份有限公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉ３ｘ 多

功能酶标仪（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； ＴＨＺ⁃Ｃ
恒温振荡器 （苏州培英实验设备有限公司）；
ＡＤＩ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 试剂配制　 每 １ ０００ ｍＬ 的 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲

液含 ＫＨ２ＰＯ４ １０８􀆰 ３ ｇ、 Ｋ２ＨＰＯ４ ３５􀆰 ６ ｇ、 蒸馏水

１ ０００ ｍＬ， 调节 ｐＨ 值至 ６􀆰 ０。 每 １ ０００ ｍＬ 的 ＮＧＭ
培养基含蛋白胨 ２􀆰 ５ ｇ、 琼脂 １６ ｇ、 ＮａＣｌ ２􀆰 ４ ｇ、
１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷 酸 缓 冲 液 ２０ ｍＬ、 蒸 馏 水 ８００ ｍＬ，
１２０ ℃高温高压灭菌 ２０ ｍｉｎ， 冷却至 ６０ ℃， 依次

加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４ 溶液、 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２ 溶液、
５ ｍｇ ／ ｍＬ胆固醇乙醇溶液， 各 １ ｍＬ。 每 １ ０００ ｍＬ
Ｍ９ 缓冲液含 ＮａＣｌ ５ ｇ、 Ｎａ２ＨＰＯ４ ０􀆰 ６ ｇ、 ＫＨ２ＰＯ４

０􀆰 ３ ｇ、 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４ 溶液 １ ｍＬ、 蒸馏水 １００
ｍＬ。 所有化学试剂均购自国药集团化学试剂有限

公司。
２􀆰 ２　 桂枝⁃生姜⁃枳实组合制备 　 精确称量桂枝⁃生
姜⁃枳实 （３ ∶ ３ ∶ ４） 组合物， 提取有效成分。 使用

植物细胞壁破碎机进行机械研磨， 加入 ５０ 倍量蒸

馏水， 超声提取 １ ｈ， 沸水加热 ２０ ｍｉｎ， 过滤， 取

上清液， 于通风橱中静置蒸发至非液态， 使用真空

冷冻干燥机冷冻干燥 ４８ ｈ， 收集中药组合提取物粉

末， ４ ℃保存。
２􀆰 ３　 桂枝⁃生姜⁃枳实组合液相色谱与质谱联用

（ＬＣ⁃ＭＳ） 分析 　 取液态中药组合提取物 ５０ μＬ，
转移至 ９６ 孔蛋白沉淀板中， 加入 ２００ μＬ －４０ ℃的

提取液 （甲醇与乙腈 １ ∶ １ 混合）， ７５０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡

５ ｍｉｎ， 静置 ５ ｍｉｎ， ０􀆰 ４５ μｍ ＰＥＳ 膜过滤， 收集滤

液。 使用配备 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ
柱的 Ｖａｎｑｕｉｓｈ 超高效液相色谱系统对目标化合物

进行色谱分离， 流动相水 （含 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵和

２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氨水， Ａ） ⁃乙腈 （ Ｂ）； 样品盘温度

４ ℃； 进样量 ２ μＬ。 使用由 Ｘｃａｌｉｂｕｒ ４􀆰 ４ 软件控制

的 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｅｘｐｌｏｒｉｓ １２０ 质谱仪获取质谱数据， 包括

初级和次级离子。 随后利用 Ｒ 软件和内部数据库

进行代谢物鉴定分析， 并采用 Ｒ 软件进行数据可

视化。
２􀆰 ４　 秀丽隐杆线虫培养　 将秀丽隐杆线虫分为正

常组、 高脂组、 奥利司他组 （６ μｇ ／ ｍＬ） 和中药

低、 中、 高剂量组 （０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 桂枝⁃生
姜⁃枳实组合）， 接种于含相应药物及 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡

萄糖的高糖线虫生长培养基 （ＮＧＭ） 平板上进行

培养， 正常组不额外添加药物。 接种线虫前， 在所

有平板上涂布大肠杆菌 ＯＰ５０， 在 ３０ ℃下培养２ ｄ，
至出现完整大肠杆菌落作为线虫食物， 同步 Ｌ１ 时

期线虫生长在各组培养基上， 于 ２０ ℃环境培养。
２􀆰 ５　 秀丽隐杆线虫体型测定　 同步 Ｌ１ 时期的线虫

至各组培养基， ２０ ℃培养 ４８ ｈ， 每组选取 ２０ 条置

于涂有 ２％ 琼脂糖的载玻片上， 于显微镜下观察，
利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量线虫长度。
２􀆰 ６　 秀丽隐杆线虫头部摆动频率和泵送速率测

定　 同步 Ｌ１ 时期线虫至各组培养基中， ２０ ℃培养

４８ ｈ， 每组选取 ３０ 条线虫转移至无 ＯＰ５０ 的空白

ＮＧＭ 平板中， ２０ ℃静置 ５ ｍｉｎ。 于显微镜下观察

线虫头部摆动频率和咽泵泵送速率， 记录 ３０ ｓ 线

虫头部摆动次数和 １０ ｓ 咽泵泵送次数。
２􀆰 ７　 秀丽隐杆线虫寿命测定　 同步 Ｌ１ 时期线虫至

无任何添加的 ＮＧＭ 平板中， ２０ ℃培养 ４８ ｈ 至 Ｌ４
时期， 转移到各组培养基上 ２０ ℃继续培养， 每组

１００ 条线虫。 接种当天定义为线虫生命周期第 ０
天。 每天监测线虫生存情况， 并记录存活、 死亡和

丢失的线虫数量， 每 ４８ ｈ 更换培养基， 以保证线

虫食物充足。 没有运动迹象或对外部机械刺激没有

反应的线虫判为死亡， 并将其及时挑出； 同时， 爬

至平板内壁上和钻入培养基内部的线虫个体不被纳

入统计数据。 线虫全部死亡即实验结束， 绘制线虫

存活曲线。
２􀆰 ８　 油红 Ｏ 染色 　 各组线虫培养 ４８ ｈ 后， 利用

Ｍ９ 缓冲液冲洗平板表面， 收集线虫于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心

管中， 添加 Ｍ９ 缓冲液， １ ３００ ×ｇ 离心 １ ｍｉｎ， 弃

上清液， 以达到清洗线虫的目的。 向清洗过的线虫

中添加 １％ 多聚甲醛， 室温固定 １５ ｍｉｎ， －８０ ℃反

复冻融 ３ 次， Ｍ９ 缓冲液冲洗 ３ 次， ６０％ 异丙醇脱

水 １０ ｍｉｎ。 去异丙醇后， 油红 Ｏ 染色液避光室温

染色 ６０ ｍｉｎ， 使用含 ０􀆰 ０１％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００ 的 Ｍ９ 缓

冲液清洗 ３ 次， 然后将线虫转移至 ２％ 琼脂糖胶上，
于显微镜下观察脂肪积累情况。
２􀆰 ９　 甘油三酯 （ＴＧ） 水平测定　 将线虫收集并清

洗后， 取 １００ μＬ 线虫于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， 置于液

氮中速冻后研磨成匀浆， 重复 ３ 次。 按照 ＴＧ 测试

盒与 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白质浓度测定试剂盒说明书测定线

虫中 ＴＧ 和蛋白质水平。
２􀆰 １０　 转录组测序分析与 ｑＰＣＲ 验证　 用 Ｍ９ 缓冲

液洗涤并收集 ７２ ｈ 同步线虫， 每个样品使用 ３ 个

生物重复。 所有样本的 ＲＮＡ 提取和转录组测序分
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析均由北京擎科生物科技股份有限公司完成。
２􀆰 １１　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行

处理， 计量资料以平均数±标准差 （ ｘ± ｓ） 表示，
若实验数据符合正态分布， 组间比较采用单因素方

差分析， 方差齐时两两比较采用 ＬＳＤ 法。 Ｐ＜０􀆰 ０５
为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 桂枝⁃生姜⁃枳实组合 ＬＣ⁃ＭＳ 分析　 由图 １ 可

知， 在中药组合取物中共检测到 ５３ ３１５ 种分子特

征， 其中 １ ８７３ 种次级定性化合物被保留下来， 以

作进一步的结构表征。 在这些化合物中， 共鉴定出

１５ 个超类、 １４５ 个类和 ３３０ 个亚类， 见图 ２、 表 １。
其中， 黄酮类占 ２􀆰 ６％ ， 甾醇及其衍生物占 １􀆰 ０％ 。
通过化合物筛查得出， 与前文中所述的中药组合中

含大量黄酮类物质与甾醇类物质研究内容相符， 包

括木犀草素、 柚皮素、 紫杉素、 川陈皮素等多种黄

酮苷、 黄酮苷元以及 Ｏ⁃甲基黄酮， 植物甾醇成分

主要以衍生物的形式存在， 如 β⁃Ｄ⁃葡萄糖基⁃６′⁃Ｏ⁃
硬脂酰基⁃β⁃谷甾醇和谷甾醇葡萄糖苷。

图 １　 ＬＣ⁃ＭＳ 正、 负离子模式下的总离子流图

图 ２　 代谢物聚类分析图

３􀆰 ２　 桂枝⁃生姜⁃枳实组合对高脂秀丽隐杆线虫生

长和运动能力的影响　 吞咽泵动频率常与每分钟摄

入食物量成正比， 是线虫摄食效率的重要指标［１４］。
与正常组比较， 高脂组线虫体长增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
３０ ｓ 头部摆动次数和 １０ ｓ 咽泵次数减少 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与高脂组比较， 中药组合中剂量组线虫体

长缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ３０ ｓ 头部摆动次数和 １０ ｓ 咽泵

次数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中药组合高剂量

组线虫 ３０ ｓ 头部摆动次数和 １０ ｓ 咽泵次数增加

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ３～４。
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表 １　 中药组合检出化合物超类别

超类别 数量 ／ 个 比例 ／ ％
有机杂环化合物 ４０９ ２１􀆰 ８０

有机酸及其衍生物 ３５４ １８􀆰 ８０
苯类化合物 ３０８ １６􀆰 ４０

脂质及脂质类似物 ２４３ １２􀆰 ９０
苯丙素和聚酮类化合物 ２３３ １２􀆰 ４０

有机含氧化合物 １６２ ８􀆰 ６０
其他 ３６ １􀆰 ９０

核苷、核苷酸及其类似物 ４４ ２􀆰 ３０
有机含氮化合物 ３７ １􀆰 ９０

生物碱及其衍生物 ２８ １􀆰 ４０
木脂素、新木脂素及相关化合物 １０ ０􀆰 ５０

有机硫化合物 ７ ０􀆰 ３０
有机 １，３⁃偶极化合物 ３ ０􀆰 １０

烃类衍生物 １ ＜０􀆰 １０
有机磷化合物 １ ＜０􀆰 １０

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与高脂组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组线虫体长、 体宽比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝２０）

注： 与 正 常 组 比 较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 高 脂 组 比 较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组线虫 ３０ ｓ 头部摆动次数和 １０ ｓ 吞咽泵送次数比

较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３０）

３􀆰 ３　 桂枝⁃生姜⁃枳实组合对高脂秀丽隐杆线虫寿

命的影响　 线虫的运动能力与衰老相关［１５］。 中药

组合各剂量组和奥利司他组秀丽隐杆线虫存活曲线

均右移， 见图 ５。 与正常组比较， 高脂组线虫第

１３、 １７、 ２１ 天生存率均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与高脂

组比较， 中药组合中剂量组线虫第 １３、 １７、 ２１ 天

生存率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ６、 表 ２。

图 ５　 各组线虫生存曲线

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与高脂组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组线虫生存率比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１００）

表 ２　 各组线虫存活时间 （ｘ±ｓ， ｎ＝１００）

组别 平均寿命 ／ ｄ 最长寿命 ／ ｄ 中位数寿命 ／ ｄ

正常组 １６􀆰 ９４±０􀆰 ６７ ２７ １８

高脂组 １１􀆰 ９３±１􀆰 ０８ ２３ １１

奥利司他组 １３􀆰 ７１±１􀆰 １６ ２４ １４

中药组合低剂量组 １３􀆰 ５４±０􀆰 ８３ ２４ １３

中药组合中剂量组 １５􀆰 ６０±０􀆰 ９８ ２６ １６

中药组合高剂量组 １４􀆰 ２８±１􀆰 ３２ ２６ １４

３􀆰 ４　 桂枝⁃生姜⁃枳实组合对高脂秀丽隐杆线虫脂

肪积累的影响 　 如图 ７ ～ ８ 所示， 与正常组比较，
高脂组线虫油红 Ｏ 染色强度和 ＴＧ 水平均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与高脂组比较， 中药组合中、 高剂量

组和奥利司他组线虫油红 Ｏ 染色强度和 ＴＧ 水平均

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中药组合低剂量组油

红 Ｏ 染色强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５　 桂枝⁃生姜⁃枳实组合对秀丽隐杆线虫转录组

学的影响 　 如图 ９Ａ 所示， 不同生物重复之间的

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数超过 ８４％ ， 表明样本间具有强相

关性。 差异表达分析 （图 ９Ｂ） 显示， 与高脂组比

较， 中药组合中剂量组上调差异基因 １ １７９ 个， 下

调差异基因 １ ２９４ 个。
ＧＯ 富集分析 （图 ９Ｃ） 表明， 差异基因在细
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与高脂组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组线虫油红 Ｏ 染色比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝２０）

　 　 　

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与高脂组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组线虫 ＴＧ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝２０）

胞外空间、 细胞粘附、 细胞表面受体信号传导通

路、 肝素结合等。 ＫＥＧＧ 通路富集分析 （图 ９Ｄ）
表明， 差异基因富集在代谢途径、 溶酶体、 脂肪酸

降解等通路。

注： Ａ 为 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数分析， Ｂ 为差异表达分析， Ｃ 为 ＧＯ 富集分析， Ｄ 为 ＫＥＧＧ 富集分析。

图 ９　 转录组学分析结果
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３􀆰 ６　 桂枝⁃生姜⁃枳实组合对高脂线虫脂质代谢调

控基因的影响　 对 ６ 个关键差异基因进行 ｑＰＣＲ 检

验分析， 以验证 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据准确性。 如图 １０ 所

示， ｑＰＣＲ 结果与 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 结果基因差异表达趋势

相同， 证实了 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 结果的准确性。

图 １０　 基于 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 和 ｑＰＣＲ 的 ｆａｔ⁃５、 ｆａｔ⁃６、 ｆａｔ⁃７、
ｌｉｐｌ⁃１、 ｌｉｐｌ⁃４、 ｌｉｐｌ⁃８差异表达比较

４　 讨论

ＬＣ⁃ＭＳ 检测明确了中药组合的复杂成分， 预

测了其针对给高脂血症的潜在治疗作用， 并通过油

红 Ｏ 染色与 ＴＧ 水平测定证明了中药组合的降脂作

用， 确定了最佳剂量为 １ ｍｇ ／ ｍＬ。
秀丽隐杆线虫具有哺乳动物转录因子 ＥＢ 直系

同源物 ＨＬＨ⁃３０， 其在线虫体内能够正向调控自噬

和溶酶体基因的表达［１６］， ＨＬＨ⁃３０ 的激活能够促进

ｌｉｐｌ⁃１ 的表达， ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 表明中药组合上调了线虫

体内 ｈｌｈ⁃３０ 和 ｌｉｐｌ⁃１ 表达。 ｌｉｐｌ⁃４ 的上调很可能与

ＤＡＦ⁃１６ ／ ＦＯＸＯ１ 的调控有关［１７⁃１９］。 ＬＩＰＬ⁃４ 可以触

发脂质伴侣蛋白 ＬＢＰ⁃８［２０］， ＬＢＰ⁃８ 转位至细胞核，
诱导编码酰基辅酶 Ａ 脱氢酶的 ａｃｄｈ⁃１ 和编码烯酰

辅酶 Ａ 水合酶的 ｅｃｈ⁃９ 表达， ＡＣＤＨ⁃１ 和 ＥＣＨ⁃９ 作

用在线粒体上， 是线粒体 β 氧化过程的关键

酶［２１⁃２２］。 实验结果表明， 桂枝⁃生姜⁃枳实组合上调

了 ｌｉｐｌ⁃４、 ｌｂｐ⁃８、 ａｃｄｈ⁃１ 和 ｅｃｈ⁃９ 表达。 由于 ｄａｆ⁃１６
在转录水平没有显著性变化， 推测 ｄａｆ⁃１６ 可能在

翻译水平参与对 ｌｉｐｌ⁃４ 的激活而不是在转录水平，
或者 ｌｉｐｌ⁃４ 的上调是由更加复杂的机制所调控， 而

非 ｄａｆ⁃１６。
ＨＬＨ⁃３０ 的激活受到 ｍＴＯＲ 的负调控［２３］。 在细

胞中 ｍＴＯＲ 的调节具有 Ａｋｔ 依赖性［２４］。 研究表明，
线虫体内 Ａｋｔ⁃１ ／ ２ 所在的 ＰＩ３Ｐ 通路也能够抑制

ＤＡＦ⁃１６ ／ ＦＯＸＯ１ 磷酸化转位到细胞核［２５］。 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ
结果表明， 中药组合下调了线虫体内 ＰＩ３Ｋ 和 Ａｋｔ
的同源物 ａｇｅ⁃１ 和 ａｋｔ⁃１ 表达。

除此之外， 溶酶体的脂噬现象还可以通过饮食

限制 （ＤＲ） 激活 ＨＬＨ⁃３０ 促进自噬和溶酶体基因

的表达［１６］， 诱导 ｌｉｐｌ⁃１ 表达［２６］。 本实验发现， 各

组线虫均未进行 ＤＲ 诱导， 且通过对线虫吞咽泵动

频率测定， 确定线虫有效进食。 同时， 有研究表明

ＤＡＦ⁃９、 ＤＡＦ⁃１２ 核受体轴与 ＨＬＨ⁃３０ 在转录层面或

功能层面存在调控关系［２７］。 ＤＡＦ⁃９ 与人类类固醇

激素生物合成中涉及的关键羟化酶 ＣＹＰ１７ 和

ＣＹＰ２１ 类似［２８］， 参与促进线虫生长和生殖发育的

类固醇的合成， 并且该功能是胆固醇依赖性

的［２９⁃３０］。 由此猜测， 中药组合成分中富含的植物

甾醇可能作为底物反馈调节了 ＤＡＦ⁃９ 催化类固醇

激素合成的过程， 抑制了 ｄａｆ⁃９ 表达， 进而促进了

ｌｉｐｌ⁃１ 表达。 同时， ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 结果表明， 中药组合

下调了 ｄａｆ⁃９ 表达。
综上所述， 中药组合可能通过作用于 Ａｋｔ， 上

调 ｌｉｐｌ⁃１、 ｌｉｐｌ⁃４ 表达， 促进线虫脂肪自噬和线粒体

β⁃氧化过程， 减少线虫体内脂肪积累。
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ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ⁃Ｎ⁃ｏｘｉｄｅ ａｎｄ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ［Ｊ］ ． ＮＰＪ Ｓｃｉ Ｆｏｏｄ，
２０２３， ７（１）： １９．

［ ８ ］ 　 Ｚｈａｏ Ｎ， Ｌｉ Ｊ， Ｌｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｎｅｔｗｏｒｋ⁃ｂａｓｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
Ｇｕｉｚｈｉ⁃Ｓｈａｏｙａｏ⁃Ｚｈｉｍｕ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ， ａ ＴＣＭ ｈｅｒｂａｌ ｆｏｒｍｕｌａ， ｆｏｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
Ｓｉｎ， ２０１５， ３６（６）： ７１６⁃７２３．

［ ９ ］ 　 Ａｋａｎｆｅ Ｏ Ｒ， Ｋｏｍｏｌａｆｅ Ｉ Ａ， Ｉｙａｎｄａ Ａ Ａ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇｉｎｇｅｒ
（Ｚｉｎｇｉｂｅｒ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ） ｏｎ ｄｉｅｔ ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｙｐｅｒｌｉｐｉｄｅｍｉａ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ
ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｉｎ ａｄｕｌｔ ｆｅｍａｌｅ ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ： ａ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｌｔｅｒｎ Ｃｏｍｐｌｅｍ Ｍｅｄ， ２０１９：
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８（４）： １⁃８．
［１０］ 　 Ｋａｌｅｔｔａ Ｔ， Ｈｅｎｇａｒｔｎｅｒ Ｍ Ｏ． Ｆｉｎｄｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｎｏｖｅｌ ｔａｒｇｅｔｓ：

Ｃ． ｅｌｅｇａｎｓ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｒｇａｎｉｓｍ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖ，
２００６， ５（５）： ３８７⁃３９８．

［１１］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｚｏｕ Ｘ， Ｄｉｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ
ｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ， ２０１３， １４： １６４．

［１２］ 　 Ｗａｔｔｓ Ｊ Ｌ． Ｆａｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ａｄｉｐｏｓｉｔｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂ， ２００９，
２０（２）： ５８⁃６５．

［１３］ 　 Ｓｈｅｎ Ｐ， Ｙｕｅ Ｙ， Ｐａｒｋ Ｙ． Ａ ｌｉｖｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｏｂｅｓｉｔｙ ａｎｄ ａｇｉｎｇ
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２０１８， ５８（５）： ７４１⁃７５４．

［１４］ 　 Ａｖｅｒｙ Ｌ， Ｙｏｕ Ｙ Ｊ． Ｃ． ｅｌｅｇａｎｓ ｆｅｅｄｉｎｇ［Ｍ］． Ｐａｓａｄｅｎａ （ＣＡ）：
ＷｏｒｍＢｏｏｋ， ２０１８．

［１５］ 　 Ｇｌｅｎｎ Ｃ Ｆ， Ｃｈｏｗ Ｄ Ｋ， Ｇａｍｉ Ｍ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｄｅｆｉｃｉｔｓ
ｄｕｒｉｎｇ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ａｇｉｎｇ ｉｎ Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ ｒｅｓｕｌｔ ｆｒｏｍ
ｌｏｃｏｍｏｔｏｒｙ ｄｅｆｉｃｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｍｕｓｃｌｅ ｆｒａｉｌｔｙ［Ｊ］ ．
Ｊ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ Ａ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２００４， ５９（１２）： １２５１⁃１２６０．

［１６］ 　 Ｌａｐｉｅｒｒｅ Ｌ Ｒ， ｄｅ Ｍａｇａｌｈａｅｓ Ｆｉｌｈｏ Ｃ Ｄ， ＭｃＱｕａｒｙ Ｐ Ｒ， ｅｔ ａｌ．
Ｔｈｅ ＴＦＥＢ ｏｒｔｈｏｌｏｇｕｅ ＨＬＨ⁃３０ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ ｉｎ Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］ ． Ｎａｔ
Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１３， ４： ２２６７．

［１７］ 　 Ｗａｎｇ Ｍ Ｃ， Ｏ’ Ｒｏｕｒｋｅ Ｅ Ｊ， Ｒｕｖｋｕｎ Ｇ． Ｆａｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｌｉｎｋｓ
ｇｅｒｍｌｉｎｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ ｉｎ Ｃ． ｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２００８， ３２２（５９０３）： ９５７⁃９６０．

［１８］ 　 Ｓａｖｉｎｉ Ｍ， Ｆｏｌｉｃｋ Ａ， Ｌｅｅ Ｙ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｌｙｓｏｓｏｍｅ ｌｉｐｉｄ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒｙ ｔｏ ｎｅｕｒｏｎｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｅｌｌ
Ｂｉｏｌ， ２０２２， ２４（６）： ９０６⁃９１６．

［１９］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ Ｐ， Ｚｈａｎｇ Ｗ Ｈ， Ｚｈａｎｇ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ＤＡＦ⁃２ ｎｅａｒｌｙ ｄｏｕｂｌｅｓ ｌｉｆｅｓｐａｎ ｉｎ Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ
ｅｌｅｇａｎｓ ｗｉｔｈ ｌｉｔｔｌｅ ｆｉｔｎｅｓｓ ｃｏｓｔ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２２，
１３（１）： ６３３９．

［２０］ 　 Ｆｏｌｉｃｋ Ａ， Ｏａｋｌｅｙ Ｈ Ｄ， Ｙｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ ｉｎ Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ［Ｊ］ ．
Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１５， ３４７（６２１７）： ８３⁃８６．

［２１］ 　 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ Ｐ Ｖ， Ｓａｖｉｎｉ Ｍ， Ｆｏｌｉｃｋ Ａ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｌｙｓｏｓｏｍａｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ ｂｙ ａｄｊｕｓｔｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｃｅｌｌ， ２０１９， ４８（５）： ６８５⁃６９６．

［２２］ 　 Ｏｈ Ｍ， Ｙｅｏｍ Ｊ， Ｓｃｈｒａｅｒｍｅｙｅｒ Ｕ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｍｏｆｕｓｃｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ
ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｖｉａ ａ ｌｙｓｏｓｏｍｅ⁃ｔｏ⁃ｎｕｃｌｅｕｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｔｏ ｅｘｔｅｎｄ ｔｈｅ Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ ｌｉｆｅｓｐａｎ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ
Ｒｅｐ， ２０２２， １２（１）： ７１６１．

［２３］ 　 Ｋｏｕｎａｋｉｓ Ｋ， Ｃｈａｎｉｏｔａｋｉｓ Ｍ， Ｍａｒｋａｋｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｒｏｌｅｓ
ｏｆ ｌｉｐｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ，
２０１９， ７： １８５．

［２４］ 　 Ｍｅｍｍｏｔｔ Ｒ Ｍ， Ｄｅｎｎｉｓ Ｐ Ａ． Ａｋｔ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｍＴＯＲ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ，
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ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ａｇｉｎｇ ａｎｄ ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１７，
８： ５４８．
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