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摘  要 

目的：探究枸杞多糖通过调节生物节律基因(Clock, Bmal1)的变化来影响小鼠脂质代谢。方法：选用

C57BL/6J雄性小鼠建立肥胖小鼠模型，不同剂量枸杞多糖进行干预。检测小鼠血清学指标总胆固醇(TC)、
甘油三酯(TG)、高密度脂蛋白(HDL)、低密度脂蛋白(LDL)；利用苏木素伊红(HE)染色法进行肝脏组织

形态学观察。利用蛋白免疫印记杂交(Western blot)检测Clock蛋白、Bmal1蛋白的表达水平。结果：血

清学指标示：实验组TG、LDL及HDL水平与模型组相比均有显著性差异。HE染色结果显示：在肝脏的组

织切片中，模型组中肝细胞出现大量的脂滴。枸杞多糖低剂量组、中剂量组和高剂量组肝细胞脂肪变的

情况有不同程度改善。Western blot检测结果显示：在模型组中生物节律基因Clock和Bmal1的表达有所

下降，在枸杞多糖干预组中Clock和Bmal1的表达有所上调。结论：枸杞多糖能够改善肥胖小鼠脂质的异

常代谢，其机制可能是通过调节小鼠生物节律基因Clock和Bmal1的表达水平来实现的。 
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Abstract 
Objective: To investigate the effect of LBP on lipid metabolism in mice by regulating changes in 
biorhythmic genes (Clock, Bmal1). Methods: C57BL/6J male mice were selected to establish an 
obese mouse model, and different doses of LBP were used for drug intervention. Total cholesterol 
(TC), triglycerides (TG), high-density lipoprotein (HDL), and low-density lipoprotein (LDL) were 
detected as serological indicators in mice. Liver histomorphometry was performed using hema-
toxylin eosin (HE) staining. The expression levels of Clock protein and Bmal1 protein were de-
tected using Western blot (WB) hybridization for protein immunoblotting. Results: Serological in-
dices showed that TG, LDL, HDL levels in the experimental group were all significantly different 
compared to the model group. The results of HE staining showed that in the tissue sections of the 
liver, a large number of lipid droplets appeared in the hepatocytes in the model group. Hepatocyte 
steatosis was improved to different degrees in the LBP low-dose, medium-dose and high-dose 
groups. The results of Western blot assay showed that the expression of biorhythm genes Clock 
and Bmal1 decreased in the model group, and the expression of Clock and Bmal1 was up-regulated 
in the LBP intervention group. Conclusion: LBP can improve the abnormal metabolism of lipids in 
obese mice, and its mechanism may be realized by regulating the expression levels of mouse bi-
orhythm genes Clock and Bmal1. 
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1. 引言 

肥胖已经成为威胁大众健康的全球性问题，机体的能量平衡被破坏从而引起肥胖的发生，导致体重

增加和代谢紊乱[1]，大大增加了患 2 型糖尿病、脂肪肝疾病、高血压、心肌梗塞、中风、痴呆和乳腺癌

等疾病发生的风险[2]。生命体的新陈代谢受昼夜节律钟的调节，昼夜节律钟紊乱会导致肥胖[3] [4]、糖

尿病、抑郁症以及严重的代谢问题[5]。 
有研究发现，长期轮班工作、睡眠不足或者摄食不规律等引起的昼夜节律紊乱与肥胖、代谢紊乱密切

相关[6]。在动物模型中，光照提前或者延迟诱导的慢性时差引起的昼夜节律紊乱也会导致小鼠瘦素抵抗，

逐步趋向肥胖和代谢综合征，尤其是脂代谢的紊乱[7]。昼夜节律是生物机体为了适应环境，从整体、组织

到细胞各个层次都呈现出以约 24 h 为周期波动的现象，这种生物节律受到生物钟的调节[8]。在分子水平上，

哺乳动物生物钟主要由一组蛋白来驱动，包括转录激活因子(Clock, Bmal1)、抑制因子(PER1/2, CRY1/2)组
成的复合物调控的。昼夜节律的破坏会导致各种病理生理状态，特别是脂代谢过程的异常[9]。它能够调控

能量的合成、消耗、储存。脂肪组织中存在生物钟系统，脂肪分解、脂肪组织中葡萄糖的摄取以及脂肪因

子的分泌等代谢过程均受到昼夜节律的影响[10]。节律紊乱会增加肥胖和代谢综合征的风险，包括 2 型糖

尿病、非酒精性脂肪肝病。上述研究表明生物节律基因在脂代谢调节过程中具有重要的作用[3] [11]。 
枸杞子为中国国家公布的药食同源品种之一，具有独特的营养和药用价值[12]。其中枸杞多糖
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(Lyciumbarbarum polysaccharides, LBP)作为枸杞发挥功效的重要活性成分而成为近年来一个研究的热点

[13]。枸杞多糖能够降低血脂[12]、显著降低小鼠的体重的作用已被证实[14]，但关于枸杞多糖调节脂质代

谢是否可以通过调节(Bmal1, Clock)及在脂代谢中扮演什么样的角色未见报道。本研究用枸杞多糖对肥胖小

鼠进行灌胃后，收集肝脏组织，经血清学指标检验、HE 染色、Western blot 染色观察肝脏组织改变和 Clock、
Bmal1 的表达，探究枸杞多糖是否可以通过调节生物节律基因(Clock, Bmal1)的变化来影响小鼠脂质代谢。 

2. 材料和仪器 

2.1. 材料 

枸杞多糖(LBP)购自宁夏沃福百瑞生物食品工程有限公司。 

2.2. 仪器 

实验用 C57BL/6J 雄性小鼠(8~10 周龄)均由宁夏医科大学动物中心提供[实验动物生产许可证号：

SCXK(宁)2020-0001]，经宁夏医科大学伦理审查委员会批准(伦理编号：2014-017)。实验设备全自动生化

分析仪，恒温低速离心机，液体快速混合器，蛋白 Western Blot 检测仪器由宁夏医科大学基础医学院实

验平台提供。 

3. 实验方法 

3.1. 小鼠肥胖模型的建立 

实验动物为 C57BL/6J 雄性小鼠 40 只，按体重随机分为对照组(常规饲料)和模型组(高脂饲料)。对照

组 8 只，普通饲料喂养，模型组 32 只，按照 60%普通饲料、12%猪油、5%花生，10%鸡蛋、5%奶粉、

5%蔗糖、2%食盐、1%麻油配比饲料高脂喂养。根据肥胖和超重标准，将肥胖度大于 10%视为超重，大

于 20%视为肥胖并认为肥胖模型建立成功，肥胖度计算公式：肥胖度(%) = (试验组实际体重 − 对照组平

均体重)/对照组平均体重 × 100)。喂养于昼夜 12 h 交替、湿度 45%、室温(23 ± 1)℃环境中，自由进食，

直至肥胖造模成功。 

3.2. 分组干预及血清学指标的测量 

将各小鼠分组，分别为：普通组(8 只)、高脂模型组(8 只)、高脂饮食 + 枸杞多糖高剂量组(8 只，300 
mg/kg)、高脂饮食 + 枸杞多糖中剂量组(8 只，150 mg/kg)、高脂饮食 + 枸杞多糖低剂量组(8 只，75 
mg/kg)，每天给药 1 次，持续喂养 4 周，各组小鼠分笼饲养。连续灌胃 30 d 后，空腹 16 h，乙醚麻醉后

称取体重，小鼠眼球动脉取血处死，测定血清学指标(TG, TC, HDL, LDL)，血清生化指标的检测按照说

明书操作步骤在全自动生化分析仪上进行。分离小鼠肝脏组织分别置于 4%多聚甲醛溶液中固定和−80℃
超低温冰箱中保存。 

3.3. 以苏木精–伊红(HE)染色观察相关组织病理学变化 

小鼠肝脏组织常规石蜡切片与 HE 染色：用 4%的多聚甲醛溶液固定相关组织 48 h，将固定后的组织

按要求切取部分组织置于包埋盒中，依次浸入梯度乙醇溶液中进行脱水、二甲苯透明、浸蜡，进行常规

石蜡切片。将石蜡切片烘烤，脱蜡，依次浸入梯度乙醇溶液最终水化。将水化后的组织切片进行常规 HE
染色后，梯度脱水、二甲苯透明后用中性树胶封片，置于通风橱中晾干过夜，室温保存观察。 

3.4. 蛋白质印迹分析(Westernblot) 

根据蛋白提取试剂盒(NE-PER, Pierce, Thermoscientific，美国)的说明，用磷酸酶抑制剂(Roche，
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Mannheim，德国)和蛋白酶抑制剂(Merck KGaA, Frankfurter Str, Darmstadt，德国)制备肝脏组织的组织提

取物。相关组织需要在加入裂解缓冲液后用匀浆器进行处理。之后在高速离心机 4℃ 12,000 r 的条件下

离心 10 min，取肝脏上清液，使用 BCA 蛋白定量试剂盒进行定量，过程依据说明书进行，测定结果后加

入相应的去离子水，蛋白原液与 lyssis buffer 煮蛋白。蛋白质在 4%~12%的 Bis-Tris 凝胶(Nu-PAGE Novex, 
Invitrogen，美国)中分离，并转移到聚偏二氟乙烯膜(Millipore，Watford，英国)上。转移后，用 5%的脱

脂奶粉封闭 2 h，然后用抗 Clock 抗体(1:20,000)、抗 Bmal1 抗体(1:1000)及抗 β-ACTIN 抗体(1:3000) (购自

美国Cell Signaling Technology公司) 4℃孵育过夜。洗涤后，用HRP结合的小鼠抗兔 IgG (1:3000，ABclomal，
美国)在室温下孵育 2 h。采用化学发光液(ECL)，使用化学发光系统对印迹中的免疫反应蛋白进行检测。 

3.5. 统计学分析 

采用 SPSS 22.0 统计软件进行数据分析。计量资料以均数 ± 标准差( X S± )表示；通过单因素方差分

析进行统计学显著性评估。P < 0.05 为差异具有统计学意义。 

4. 结果 

4.1. 血清学指标 
 
Table 1. The expression of serum TG, TC, HDL, and LDL in each group of mice ( X S± ). Compared with the model group 
*P < 0.5, **P < 0.01 
表 1. 各组小鼠血清 TG、TC、HDL、LDL 表达情况( X S± )，与模型组比较*P < 0.5，**P < 0.01 

组别 TG TC HDL LDL 

正常(Normal) 0.45 ± 0.09** 3.43 ± 0.45 1.95 ± 0.29* 0.3 ± 0.08** 

模型(Model) 1.07 ± 0.17 3.43 ± 0.15 1.54 ± 0.13 0.7 ± 0.13 

枸杞多糖高剂量(GH) 0.64 ± 0.12** 4.44 ± 0.87 1.81 ± 0.10 0.58 ± 0.13 

枸杞多糖中剂量(GM) 0.45 ± 0.07** 4.3 ± 0.76 2.22 ± 0.2** 0.39 ± 0.09** 

枸杞多糖低剂量(GL) 0.46 ± 0.09** 3.93 ± 0.6 2.04 ± 0.35** 0.49 ± 0.12* 
 

血清学指标示：TG 水平示：正常组、枸杞多糖干预各组与模型组相比均有显著性差异；TC 水平各

组间没有统计意义；HDL 水平示：正常组与模型组相比具有统计学意义，GM 和 GL 组与模型组相比有

显著性差异；LDL 水平示：模型组与正常组、GM 组相比有显著性差异，与 GL 组相比有统计学意义。

见表 1。 

4.2. 小鼠肝脏组织形态学观察 

HE 结果显示在肝脏的 HE 染色病理切片中，高脂模型组中肝小叶正常结构形态紊乱，肝细胞索排列

不规整，肝细胞中出现大量的脂滴，脂滴大小不等；此外肝间质内可见多量炎细胞浸润。枸杞多糖低剂

量组、中剂量组和高剂量组中肝小叶结构清晰，肝细胞索排列规整，肝细胞脂肪变的情况有不同程度改

善，炎细胞浸润情况也有所减少。如图 1。 

4.3. 生物节律基因 Clock 和 Bmal1 蛋白在小鼠肝组织中的表达 

Western Blot 结果显示，小鼠造模后，与正常组比较，模型组 Clock、Bmal1 的相对表达量均下调，

LBP 干预 4 周后，LBP 干预组的 Clock 相对表达量较模型组有所提高，尤其高级多糖中剂量组；与模型

组比较，LBP 干预组中的低剂量组和中剂量组的 Bmal1 的相对表达量有所提高。见图 2。 
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Figure 1. Liver histological examination results of mice in each experimental group (100×) 
图 1. 实验各组小鼠肝组织学检查结果(100×) 

 

 

 
Figure 2. The effect of lyceum barbarum polysaccharides on the levels of Clock and 
Bmal1 proteins in the liver of different groups of mice. Compared with the model 
group *P < 0.5, **P < 0.01 
图 2. 枸杞多糖对不同组别小鼠肝脏 Clock 和 Bmal1 蛋白水平的影响，与模型组

比较*P < 0.5，**P < 0.01 

5. 讨论 

肥胖是一种脂质累积而诱发的一种代谢性疾病，且易并发高脂血症、动脉粥样硬化、冠心病、高血

压、糖尿病、痛风、脂肪肝等疾病，肥胖是全球范围公认的公共卫生问题之一[1]。长时间光照、睡眠模
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式改变以及轮班工作等因素引起的生物钟系统紊乱，增加了罹患慢性代谢性疾病的风险[10]。 
LBP 是枸杞主要组成成分，具有改善各种实验动物和人群代谢综合征的功效[13]。研究证明高脂饮

食不仅会诱导小鼠代谢性疾病同时还能引起其生物钟系统[15]的紊乱，而机体的生物节律是由“转录翻译

负反馈调节环”(TTFL)进行调节的，生物钟基因(Bmal1, Clock)在脂肪生成和脂质体内平衡中发挥关键作

用[16]。 
Yu Yang 等[10]研究发现 LBP 除可降低血清 TC、TG 水平，提高 HDL-C 的水平，还可以显著降低小

鼠的体重，这与本实验结果一致。同时我们在肝的组织切片中发现肝细胞的脂肪变性和炎细胞浸润情况

也有所改善。高浓度的药物干预效果反而差于中低浓度，我们猜想高浓度 LBP 干预也许对肥胖小鼠有毒

性，继而减弱了调节脂质代谢的能力。 
在 Shigeki [17]的研究中发现，全身性敲除 C57BL/6 小鼠 Bmal1 后循环血液中甘油三酯、游离脂肪酸以

及胆固醇水平增加，且在肝脏和骨骼肌中出现异位脂肪沉积。Chelsea [18]等观察到给脂肪细胞特异性 Bmal1
转基因小鼠喂食高脂膳食后，体重增长受到限制，而耗氧量及葡萄糖耐量均显著增加，这说明了节律基因

能够影响到小鼠肥胖的发生及脂代谢的异常。在本研究中我们发现模型组 Clock、Bmal1 的相对表达量均下

调，LBP 干预后，Clock 与 Bmal1 的相对表达量较模型组有所提高。有研究发现，当小鼠全身性敲除 Bmal1
后，白色脂肪组织中 UCP1 和 PPARγ等蛋白表达显著增加[19]，也有研究发现小鼠棕色脂肪组织特异性敲

除 Bmal1 后，虽然 UCP1 的 mRNA 和蛋白水平在 24 小时内显著升高，但棕色脂肪组织中脂肪酸利用被破

坏，产热及全身能量消耗降低[20]。因此，LBP 对生物钟的影响有可能通过高表达 UCP1 和 PPARγ等蛋白

来促进白色脂肪棕色化、影响能量代谢，从而产生代谢性肥胖。枸杞多糖的干预，也许是通过节律基因

BMAL1 介导的 AMPK/SIRT1–BMAL1-PGC-1α[21]通路或 BMAL1–NRF2–IL-1β/IL-6 [22]通路促进 UCP1 的

表达，进而促进白色脂肪棕色化，以改善机体葡萄糖代谢水平和维持能量平衡[7]。LBP 的调节脂质代谢作

用可能是通过调控生物节律基因 Clock 和 Bmal1 的能量代谢达到降脂减肥的作用，从而改善肥胖模型中的

脂质代谢紊乱[4] [23]。这将为枸杞多糖改善昼夜节律紊乱引起的肥胖的机制研究提供新的思路。 

6. 结论 

本研究结果提示，枸杞多糖能有效地改善高脂饮食所致肥胖小鼠脂质代谢的紊乱，其机制可能是通

过调节小鼠生物节律基因 Clock 和 Bmal1 的表达水平来实现的。 
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