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基于单细胞转录组学探讨二陈汤修复回肠免疫屏障改善
饮食诱导的肥胖小鼠体质量机制
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［摘要］ 目的：探讨二陈汤对高脂饮食诱导的单纯性肥胖小鼠体质量改善的影响及作用机制。方法：首先，应用前期单细

胞转录组学（Sc-RNAseq）分析正常组和高脂饮食诱导的肥胖模型组小鼠回肠组织转录水平变化。然后，通过高脂饮食喂养构

建单纯性肥胖小鼠模型，将造模成功的小鼠随机分为模型组，二陈汤低、中、高剂量组（7.5、15、30 g·kg-1），每组 8 只，另取 8 只同

龄小鼠作为正常组。灌胃 4 周期间固定时间测量体质量。葡萄糖耐量测试、行为学、苏木素-伊红（HE）染色和生化检测评估二

陈汤改善肥胖的整体疗效。蛋白对接预测对应蛋白之间的结合程度。分子对接预测二陈汤关键成分与靶蛋白之间的结合程

度。实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测回肠肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、白细胞

介素 -1β（IL-1β）、CD68、CD206、闭锁小带蛋白 -1（ZO-1）和紧密连接蛋白 -5（Claudin-5） mRNA 表达水平。免疫荧光染色观察

Claudin-5 和 ZO-1 表达与分布。结果：前期单细胞测序结果提示与正常组比较，模型组小鼠免疫细胞差异基因基因本体（GO）
分析生物学功能富集主要与脂质代谢和炎症代谢有关，且与“Janus 酪氨酸蛋白激酶（JAK）/信号转导及转录激活因子（STAT）
信号通路”炎症通路相关。与正常组比较，模型组小鼠体质量显著增加（P<0.01），血糖水平显著升高（P<0.01），四肢力量显著

下降（P<0.01），肝脏质量明显增加（P<0.05），血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）和天冬氨酸氨基转移酶（AST）明显升高（P<0.05，

P<0.01），肝脏脂肪空泡增多，附睾与腹股沟白色脂肪组织脂肪细胞体积明显增大，炎症增加；与模型组比较，二陈汤各剂量组

小鼠体质量显著下降（P<0.01），血糖水平显著降低（P<0.01），四肢力量明显增加（P<0.05，P<0.01），肝脏质量明显下降

（P<0.05，P<0.01），血清 ALT 和 AST 明显下降（P<0.05，P<0.01），肝脏脂肪空泡减少，附睾与腹股沟白色脂肪组织脂肪细胞体积

明显减小，炎症改善。蛋白 CD68 与 ZO-1、Claudin-5 和 CD206 与 ZO-1、Claudin-5 之间存在互作可能性。二陈汤关键成分

Nobiletin、Diosmetin 和 Naringenin 与靶蛋白 ZO-1 和 Claudin-5 均有较强的结合能。与正常组比较，模型组小鼠促炎基因

TNF-α、iNOS、IL-1β、CD68 mRNA 表达明显升高（P<0.05，P<0.01），抑炎基因 CD206 mRNA 表达显著下降（P<0.01），紧密连接

蛋白基因 Claudin-5 和 ZO-1 mRNA 表达明显下降（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，二陈汤各剂量组小鼠促炎基因 TNF-α、

iNOS、IL-1β、CD68 mRNA 表达明显下降（P<0.05，P<0.01），抑炎基因 CD206 mRNA 表达明显升高（P<0.05，P<0.01），紧密连接

蛋白基因 Claudin-5 和 ZO-1 mRNA 表达明显升高（P<0.05，P<0.01）。与正常组比较，模型组小鼠紧密连接蛋白 Claudin-5 和

ZO-1 表达显著下降（P<0.01）；与模型组比较，二陈汤各剂量组小鼠 Claudin-5 和 ZO-1 蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01）。
结论：二陈汤可显著改善高脂饮食引起的肥胖体质量增加，其机制可能与改善回肠炎症环境进而改善受损的回肠免疫屏障有关。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the effects of Erchentang （ECD） on the body weight of the mouse model of simple 

obesity induced by a high-fat diet （HFD） and decipher the underlying mechanisms. Methods：： Firstly， single-cell transcriptomics 

（Sc-RNAseq） was employed to analyze the transcriptional changes in the ileum tissue of mice in the normal group and model 

group. Then， a mouse model of simple obesity was established with a high-fat diet. The successfully modeled mice were randomly 

allocated into the following four groups （n=8）： model， low-dose （7.5 g·kg-1） ECD， medium-dose （15 g·kg-1） ECD， and high-

dose （30 g·kg-1） ECD. Additionally， 8 mice of the same age were selected as the normal group. The body weight was measured at 

fixed time points during the 4-week gavage period. The overall efficacy of ECD in alleviating obesity was evaluated through glucose 

tolerance testing， behavioral analysis， hematoxylin-eosin （HE） staining， and biochemical testing. Protein docking was employed 

to predict the degree of binding between corresponding proteins. Molecular docking was employed to predict the binding degree 

between key components of ECD and target proteins. Real-time PCR was employed to determine the mRNA levels of tumor 

necrosis factor-α （TNF-α）， inducible nitric oxide synthase （iNOS）， interleukin-1β （IL-1β）， CD68， CD206， zonula occludens-1 

（ZO-1）， and Claudin-5 in the ileum. Immunofluorescence staining was used to observe the expression and distribution of Claudin-5 

and ZO-1. Results：： The Sc-RNAseq results indicated that the differentially expressed genes of immune cells in the model group in 

comparison with the normal group were primarily enriched in biological functions related to lipid metabolism and inflammatory 

metabolism. Additionally， these genes were associated with the janus kinases（JAK）/signal transducers and activators of 

transcription （STAT） signaling pathway， an inflammation-related pathway. Compared with the normal group， the model group 

showed increases in body weight （P<0.01） and blood glucose level （P<0.01）， a decrease in limb strength （P<0.01）， an increase in 

liver weight （P<0.05）， and elevated serum alanine amino-transferase （ALT） and aspartate transferase （AST） levels （P<0.05， 

P<0.01）. Additionally， the model group exhibited increased hepatic fat vacuoles， notably enlarged adipocytes in the epididymal and 

inguinal white adipose tissue， and increased inflammation. Compared with the model group， ECD groups showed reduced body 

weights （P<0.01） and blood glucose levels （P<0.01）， increased limb strength （P<0.05， P<0.01）， decreased liver weights 

（P<0.05， P<0.01）， and declined serum ALT and AST levels （P<0.05， P<0.01）. Additionally， ECD reduced hepatic fat vacuoles 

and the adipocyte volume in the epididymal and inguinal white adipose tissue， and alleviated inflammation. Potential interactions 

existed between CD68 and ZO-1/Claudin-5， as well as between CD206 and ZO-1/Claudin-5. The key components of ECD， 

nobiletin， diosmetin， and naringenin， all demonstrated strong binding affinity with the target proteins ZO-1 and Claudin-5. 

Compared with the normal group， the model group exhibited up-regulated mRNA levels of the pro-inflammatory cytokines TNF-α， 

iNOS， IL-1β， and CD68 （P<0.05， P<0.01） and down-regulated mRNA levels of the anti-inflammatory cytokine CD206 （P<0.01） 

and the tight junction proteins Claudin-5 and ZO-1 （P<0.05， P<0.01）. In comparison with the model group， the ECD groups 

showed down-regulated mRNA levels of TNF-α， iNOS， IL-1β， and CD68 （P<0.05， P<0.01） and up-regulated mRNA levels of 

CD206， Claudin-5， and ZO-1 （P<0.05， P<0.01）. Compared with the normal group， the model group exhibited down-regulated 

expression of tight junction proteins Claudin-5 and ZO-1 （P<0.01）. Compared with the model group， ECD groups showed up-

regulated expression of Claudin-5 and ZO-1 （P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： ECD can significantly ameliorate HFD-induced 

obesity and excessive body weight gain in mice by improving the inflammatory microenvironment in the ileum and further restoring 

the integrity of the impaired ileal barrier.

［［Keywords］］ obesity； adipose tissue； inflammation； immune barrier； tight junction proteins

肥胖是全球范围内广泛流行的健康疾病，与癌

症［1］、2 型糖尿病（T2DM）［2］、心血管疾病［3］密切相

关，为人类带来了巨大的经济负担和心理压力［4］。

在我国，肥胖同样是主要的公共卫生问题。2015—

2019 年的最新全国肥胖患病率估计为 6 岁以下儿童

超重 6.8%，肥胖 3.6%，6~17 岁儿童和青少年超重

11.1%，肥胖 7.9%，成人（≥18 岁）超重 34.3%，肥胖

16.4%［5］，其导致的非传染性疾病相关死亡人数逐年

增加［6］，是目前全球亟待解决的健康问题。白色脂

肪组织（WAT）是哺乳动物用于能量储存的主要代

谢器官，慢性热量过剩导致 WAT 通过脂肪细胞增生

和肥大而膨胀，从而导致体质量增加和肥胖［7］，进而

引起的全身慢性亚急性组织炎症是胰岛素抵抗和

代谢功能障碍发病机制的主要原因［8］。研究表明，

肥胖引起的肠道炎症增加会导致肠道黏膜损伤，肠

道屏障功能紊乱，紧密连接蛋白闭锁小带蛋白 -1

（ZO-1）和紧密连接蛋白 -5（Claudin-5）表达下降，肠

通透性增加，肠道组织长期暴露于大量抗原中［9-11］，

而肠道通透性则被认为是西式饮食有关的肥胖疾

病发展中的一个主要事件［10］。

中医传统理论将肥胖归为“肥人”“膏人”范畴。

《黄帝内经》记载，“甘肥贵人，则膏粱之疾也”。《礼
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记》记载“肤革充盈，人之肥也”。传统医学认为肥

胖多因过食肥甘厚味之品引起。二陈汤出自宋代

著名医书《太平惠民和剂局方》，书中记载“痰饮为

患，或呕吐恶心，或头眩心悸，或中脘不快，或发为

寒热，或因食生冷，脾胃不和”，方由法半夏、陈皮、

炙甘草、茯苓、乌梅、生姜 6 味药组成，全方共奏燥湿

化痰、理气和中之效，是古今临床上常用的祛痰剂。

方中法半夏、陈皮两味药以陈久者良，《医方集解》

记载“陈皮、半夏贵其陈久，则无燥散之患，故名二

陈”。现代多项药理学研究发现二陈汤可以改善肥

胖引起的体质量增加、血脂异常及肝功能异常

等［12-13］。现代有研究从猪肠中分离出潜在益生菌嗜

酸乳杆菌，并发现可以减轻高脂饮食喂养小鼠体质

量和炎症［14］，但是益生菌的作用在个体间存在较大

差异，并且治疗作用比较单一，西药改善肠屏障类

药物往往具有较为明显的不良反应，而中药复方二

陈汤具有多成分、多靶点的治疗作用，是改善饮食

诱导的肥胖和炎症的潜在治疗策略。然而关于二

陈汤如何通过改善高脂饮食引起的回肠免疫屏障

功能障碍进而降低肥胖小鼠体质量的机制目前尚

未明确，本实验基于课题组前期回肠单细胞转录组

学的发现，构建高脂饮食诱导的单纯性肥胖小鼠，

进一步深入探讨二陈汤改善肥胖的机制。技术路

线图见增强出版附加材料。

1 材料

1.1　动物     SPF 级 C57BL/6J 雄性小鼠 50 只，体质

量（20±2.5） g，购自斯贝福（北京）生物技术有限公

司。实验动物生产合格证号 SCXK（京）2019-0010。

小鼠饲养于成都中医药大学实验动物中心 SPF 级环

境中，期间小鼠进食饮水自由，每 12 h 昼夜节律光

照，室温 22~24 ℃、相对湿度保持在 50%~60%，保持

通风良好。

1.2　伦理     本实验经成都中医药大学动物福利伦

理委员会批准，符合动物伦理相关要求（伦理号

2025005）。
1.3　药物     二陈汤由 6 味药组成，法半夏 15 g（批号

2402145）、陈皮 15 g（批号 2402116）、茯苓 9 g（批号

2406036）、炙甘草 4.5 g（批号 2404004）、乌梅 3 g（批

号 2303006）、生姜 3.5 g，均购买于四川新荷花有限

公司。所有中药饮片由成都中医药大学药学院徐

世军教授鉴定均为正品。将上述药品加入 10 倍体

积纯净水的圆底烧瓶中浸泡 30 min，采用大火煮沸，

随后小火加热回流法煎煮提取 1 h，收集第 1 次中药

液，向圆底烧瓶中加入 10 倍体积纯净水加热回流法

再次煎煮 1 h，将 2 次得到的药液合并，经过 200 目纱

布过滤得到总的中药水提液。最后将水提液浓缩

为终质量浓度 0.83 g·mL-1，储存于−20 ℃冰箱备用。

1.4　试剂     苏木素 -伊红（HE）染色液试剂盒（上海

碧云天生物技术股份有限公司，批号 C0105S）；
RNA 提取试剂盒（成都福际生物技术有限公司，批

号 RE-03014）；逆转录试剂、实时荧光定量聚合酶链

式反应（Real-time PCR）试剂盒（南京诺唯赞生物技

术有限责任公司，批号分别为 R333-01、Q221-01）；
天门冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶

（ALT）测定试剂盒（深圳迈瑞生物医疗电子股份有

限公司，批号分别为 140122010、140222011）；0.1%

核糖核酸酶（RNase）抑制剂（美国 Clontech 公司，批

号 2313A）；ZO-1 抗体（武汉三鹰生物技术有限公

司，批号 21773-1-AP）；Claudin-5 抗体（优品生物科

技有限公司，批号 YP-Ab-16961）；Alexa 488 标记的

驴 抗 兔 抗 体（美 国 赛 默 飞 世 尔 科 技 公 司 ，批 号

a-11206）；4′，6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI）染色液

（北京索莱宝科技有限公司，批号 C0065）。
1.5　仪器     Pannoramic SCAN Ⅱ型高分辨切片扫

描分析系统（匈牙利 3DHISTECH 公司）；Microfuige

20R 型高速低温冷冻离心机（美国贝克曼库尔特股

份有限公司）；D8938 型组织研磨机（美国 Sigma 公

司）；K30 型旋涡振荡器（上海青浦泸西仪器厂）；BS-

240VET 型全自动生化分析仪（深圳迈瑞动物医疗

科技股份有限公司）；qTOWER3 G 型 Real-time PCR

仪（德国 Analytikjena 公司）；ZH-PT/5S 型小动物实

验跑台（安徽正华生物仪器设备有限公司）；GA-3 型

血糖仪及血糖试纸（中国三诺生物传感股份有限

公司）。
2 方法

2.1　高脂饮食诱导的肥胖模型建立、分组给药及取

材     50 只小鼠适应性喂养 1 周后，随机抽取 10 只小

鼠作为正常组，予以低脂饲料喂养，另 40 只小鼠作

为模型组，予以高脂饲料喂养。造模期间观察小鼠

活动等一般状态，每周固定时间称量小鼠体质量，

造模 12 周后，当模型组小鼠体质量为正常组小鼠体

质量 1.2 倍时则认为高脂饮食诱导的肥胖小鼠造模

成功［15］。造模成功后，将 8 只低脂饲料喂养小鼠继

续作为正常组，将造模成功的小鼠随机分为模型

组，二陈汤低、中、高剂量组，每组各 8 只。依据《药

理试验中动物间和动物与人体间的等效剂量换

算》［16］的相关计算方法得到给药剂量，确定二陈汤

低、中、高剂量组分别为 7.5、15、30 g·kg-1，每日灌胃
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1 次，持续 4 周，4 周灌胃期间正常组小鼠继续喂食

低脂饲料，模型组、二陈汤低、中、高剂量组继续喂

食高脂饲料。灌胃 4 周结束后，各组小鼠禁食不禁

水 12 h 过 夜 ，腹 腔 注 射 戊 巴 比 妥 钠 麻 醉

（50 mg·kg-1），解剖取各组小鼠肝脏、内脏脂肪、

皮下脂肪、回肠；每种内脏组织一部分放入装有 4%

多聚甲醛固定液的离心管中，常温放置，另一部分

于−80 ℃冻存备用。

2.2　体质量等一般指标检测     每周测量 1 次小鼠

体质量，灌胃治疗结束取材前进行力竭测试。取材

后，将肝脏进行称质量。

2.3　 HE 染色观察肝脏、附睾脂肪及腹股沟 WAT    

    麻醉取材后将肝脏、附睾脂肪、腹股沟 WAT 固定

于 4% 多聚甲醛中 24 h 以上。固定后按照步骤将上

述组织进行石蜡包埋并行 HE 染色，中性树脂封片

后在显微镜下观察小鼠在上述不同组织中的形态

及结构。

2.4　 Real-time PCR 检 测 炎 症 基 因 及 连 接 蛋 白

mRNA 表达     总 RNA 提取试剂盒提取小鼠回肠总

RNA，逆转录得到 cDNA，用 SYBR Real-time PCR 

Master Mix 进行 Real-time PCR 扩增，引物序列由擎

科生物科技有限公司合成，见表 1。反应程序依次

设置为 95 ℃预变性 5 min、95 ℃变性 15 s、60 ℃退

火 1 min、72 ℃延伸 30 s，循环 40 次，以 β-肌动蛋白

（β-actin）为内参基因，采用 2-ΔΔCt法进行定量分析。

2.5　单细胞测序研究     采用单细胞 RNA 测序技术

解析正常组与模型组小鼠回肠组织的细胞异质性，

正常组和模型组各 3 只动物。

2.5.1　单细胞悬液制备及测序     获取新鲜回肠组

织后，通过酶解法分离单细胞悬液，具体而言，将组

织样品切成<0.5 cm 的碎片，并使用玻璃摇摆组织研

磨机匀浆。将组织用研磨杵 A 匀浆 25次，在 2 mL 冷

的核 EZ 裂解缓冲液中用研磨杵 B 再次匀浆 25 次。

然后将样品置于另外 3 mL 冷 EZ 裂解缓冲液中并在

冰 上 孵 育 5 min，而 后 4 ℃ 下 12 000 r·min-1 离 心

5 min（离心半径 12.5 cm，下同），然后用冰冷的 EZ 裂

解缓冲液 5 mL 洗涤，并在冰上孵育 5 min，再次离心

5 min，用核悬浮液 5 mL 和 0.1%RNase 抑制剂洗涤

核。严格把控单细胞悬液的浓度和质量，使用合格

的样品进行百创 DG1000单细胞转录组测序。

2.5.2　数据质量评估及表达定量     高通量测序下

机得到的原始图像文件经 CASAVA 碱基识别转化

为测序读段，以 FASTQ 格式存储。百创 DG1000 单

细胞转录组测序数据每个样本的数据包含 I1、R1、

R2，I1 存 储 了 index 信 息；R1 即 read1，包 含 细 胞

barcode 和唯一分子标识（UMI）信息；R2 即 read2，包

含了插入片段信息。使用 fastqc 软件对每个样本的

read2 数据做质控分析。BSCMatrix 对每个 Barcode

的每个基因会去除重复的 UMI，统计 unique UMI 数

目作为该细胞内该基因的表达量，通过 UMI 可以区

分一条 read 是否属于生物学重复还是技术重复，能

够有效地去除 PCR 效应；BSCMatrix 还会根据每个

Barcode的总 UMI数，将 UMI数较高的 Barcode识别

为高质量的细胞，UMI 数较低的 Barcode 识别为背

景噪声，对数据中的细胞和非细胞进行区分。

2.5.3　细胞亚群分析     利用单细胞转录组测序分

析可以对细胞类型、细胞亚型分类、标记基因进行

鉴定，实现对细胞群体的划分与细胞群体间基因表

达差异的检测。分析步骤如下，首先，通过细胞过

滤进行高质量细胞筛选，细胞过滤参数设置为：

（1）线粒体基因比例≤20%，排除凋亡、破裂的细胞；
（2）单个细胞鉴定到的 UMI 数目≥100；（3）单个细胞

鉴定到的基因数目为 500~7 000，以判断 GEMs 油滴

中是否包含 1 个以上细胞或者细胞是否发生破裂。

基因表达至少在 10 个细胞中检测到才会被认为是

可信检出。接下来进行细胞聚类分析，对所有样本

数据进行批次效应校正，校正原理是利用 seurat 软

件将典型关联分析（CCA）与互近邻（MNN）算法结

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

TNF-α

iNOS

IL-1β

CD68

CD206

Claudin-5

ZO-1

β-actin

序列（5′-3′）
上游 CAGGCGGTGCCTATGTCTC

下游 CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG

上游 GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA

下游 GTGGACGGGTCGATGTCAC

上游 GAAATGCCACCTTTTGACAGTG

下游 TGGATGCTCTCATCAGGACAG

上游 TGTCTGATCTTGCTAGGACCG

下游 GAGAGTAACGGCCTTTTTGTGA

上游 CTCTGTTCAGCTATTGGACGC

下游 TGGCACTCCCAAACATAATTTGA

上游 TGGCATCGTGACAAAGTACG

下游 AAGAGTCCAGGCTTGACGAC

上游 AGCAGCCAGACAAAGTACCG

下游 TGGGACAGGTAGGTGGATGA

上游 GGCTGTATTCCCCTCCATCG

下游 CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

长度/bp

19

22

23

19

22

21

21

22

21

23

20

20

22

23

23

24
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合起来，认为相同类型和状态的细胞之间的基因表

达差异是技术偏倚引起的，通过计算并校正技术偏

倚引起的基因表达差值，从而实现不同单细胞数据

集的整合。使用 seurat 软件通过主成分分析（PCA）
方法对数据进行降维，PCA 降维是一种线性降维方

法，运用方差分解，将高维的数据映射到低维的空

间中；然后基于脉冲神经网络（SNN）聚类算法对细

胞进行聚类和分群，构建细胞间的聚类关系；最后

将 降 维 后 的 数 据 传 递 到 t 分 布 随 机 邻 域 嵌 入

（t-SNE）与 UMAP 进行可视化展示，细胞之间的基

因表达模式越相似，在 t-SNE/UMAP 图中的距离也

越接近。基于降维聚类得到的结果，使用非参数检

验方法（Wilcox 秩和检验），鉴定在每个 cluster 中特

异表达的基因，将差异倍数（FC）≥2 且 Thred<0.1

［parameter is：错误发现率（FDR）］作为筛选标准，筛

选得到每个 Cluster最显著的差异基因，即 Marker基

因。最后进行细胞亚群注释，细胞聚类分析是根据

细胞之间的相似性，将相似度最高的一群细胞识别

为一个 Cluster，这些 Clusters 在没有进行细胞类型

鉴定之前无法得出有价值的生物学探讨方向，需要

通过细胞注释将这些 Cluster 转变成具有生物学意

义的细胞类型。细胞注释主要有 2 种方法，基于参

考数据库利用软件工具进行自动化；基于参考数据

库、文献资料确定已知细胞类型的特征表达基因

（Marker标记）列表和相关通路进行人工注释。

2.6　免疫荧光检测回肠 ZO-1 和 Claudin-5 蛋白     采

用免疫荧光染色技术检测小鼠回肠组织中 ZO-1 和

Claudin-5 的定位与表达水平。通过 Leica CM1950

低温恒温器将回肠切成 7 μm 的冠状切片。室温下

在摇床上用 0.3% 含聚山梨醇酯-20 的磷酸盐缓冲液

（PBST）清洗切片 3 次，每次 5 min，随后在室温下用

5% 牛血清白蛋白（BSA）封闭组织 30 min。接着，在

4 ℃下，将回肠切片与 ZO-1 抗体（1∶500）、Claudin-5

抗体（1∶100）一起孵育过夜。在室温下，将切片与稀

释好的荧光二抗（1∶1 000）一起孵育 75 min。在室温

下用 DAPI染色液对细胞核染色 5 min。数字图像通

过高分辨切片扫描机采集。通过 Image J 软件定量

分析各组回肠中 ZO-1和 Claudin-5蛋白的表达。

2.7　蛋白对接     本研究根据 CD68、CD206、ZO-1、

Claudin-5 序列利用 AlphaFold3 进行结构预测，根据

预测局部距离差异测试（pLDDT）值选择排名第一

的结构作为实验模型。预测模板建模（pTM）分数

和界面预测模板建模（ipTM）分数均源自 TM score。

pTM+ipTM 分值高于 0.5，则认为蛋白具有互作可能

性，分值高于 0.75 则认为蛋白互作可能性高。利用

HawkDock 服务器的 MM/GBSA 计算结合自由能，

并将蛋白和蛋白结合过程以立体三维结构展示。

2.8　分子对接     本实验通过前期二陈汤广泛靶向

质谱鉴定结果并结合查阅文献［17］，将川陈皮素、

香叶木素、柚皮素鉴定为二陈汤治疗肥胖的核心活

性成分，故而本实验将上述 3 种化合物作为分子对

接配体。ZO-1 和 Claudin-5 是广泛研究的肠道紧密

连接蛋白，故而本实验将其作为分子对接受体。通

过 PubChem 数据库获取化合物成分的 SDF 格式文

件 ，在 蛋 白 质 结 构 数 据 库 收 集 蛋 白 结 构 ，使 用

PyMOL 2.1.0 软件对靶点进行清除水分子和小分子

配体等优化处理并用 AutoDock Tools 1.5.6 进行加

氢与电荷处理，利用 pyrx 软件内部的 Vina 2.0 进行

分子对接，使用 PyMOL 2.1.0 进行可视化。

2.9　葡萄糖耐量测试（GTT）和生化分析     禁食不

禁水 12 h 后，通过测试条血糖传感器从尾静脉血中

测量空腹血糖水平。腹腔注射 2 g·kg-1 葡萄糖溶液

后，在 30、60、90 和 120 min 记录血糖水平，计算曲线

下面积。全自动生化分析仪检测血清 AST 和 ALT

水平。

2.10　统计学方法     采用 SPSS 27.0 软件进行数据

分析，剂量资料以 x̄ ± s 表示，先对样本进行正态分

布的检验及方差齐性的检验，当数据满足方差齐性

的条件时，选用最小显著性差异法（LSD）来执行组

间的逐一比较；当方差不齐时，则采用非参数的秩

和检验法。在比较两组时，使用非配对 t 检验分析

数据。在比较 3 组以上时，使用单因素方差分析或

双向方差分析并用 Tukey's 进行多重比较测试。

P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　基于单细胞测序的基因差异表达结果     通过

对正常组与模型组小鼠回肠组织的单细胞 RNA测序

分析，单细胞图谱构建与细胞亚群鉴定经聚类分析鉴

定出 11个主要细胞亚群。将其中免疫细胞亚群单独

提取进行细胞聚类分析，聚类得到 7个 Cluster。为确

定每个 Cluster 的细胞亚型及功能，结合 Marker基因

分析和数据库注释分析提示 Cluster0注释为巨噬细胞

（Macrophages）亚群。Cluster1注释为浆细胞（效应 B

细胞）亚群，Cluster4 注释为前 B 细胞亚群。其每个

cluster的 Marker基因见表 1，提示 cluster6高表达 H2-

Aa可能为树突状细胞。模型组中巨噬细胞、B细胞比

例增加，提示肥胖疾病状态下肠道免疫微环境重塑。

见增强出版附加材料。
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在各细胞亚群中，模型组相较于正常组均表现

出显著差异表达基因（DEGs）。例如，免疫细胞亚群

中 模 型 组 上 调 基 因［如 含 卷 曲 螺 旋 域 蛋 白 3

（Ccdc3）、神经酰胺合酶 6（Cers6）和酰基辅酶 A 合

成酶长链家族成员 3（Acsl3），这 3 个基因与炎症和

脂肪代谢密切相关］，而免疫细胞亚群中模型组显

著富集的通路包括“Janus 酪氨酸蛋白激酶（JAK）/

信号转导及转录激活因子（STAT）信号通路”，JAK/

STAT 信号通路已被广泛报道参与调节炎症因子表

达［18-19］，故而本课题的单细胞测序结果提示肥胖时

肠道炎症反应的激活。另外，有研究发现乌药水提

取物可以通过 JAK/STAT 信号通路调控结肠炎小鼠

肠道炎症并通过上调 Occludin 等紧密连接蛋白保护

肠屏障［20］。本实验通过对巨噬细胞亚群和 B 细胞

亚群差异基因进行基因本体（GO）分析，发现这两类

免疫细胞表达的差异基因生物学功能主要富集在

与脂质代谢和炎症反应，提示肥胖疾病状态下免疫

细胞激活状态改变，调节脂质代谢和炎症代谢紊

乱。见增强出版附加材料。

3.2　二陈汤对高脂饮食诱导的肥胖小鼠体质量及

一般情况的影响     与正常组比较，模型组小鼠体质

量显著增加（P<0.01）；与模型组比较，二陈汤中剂量

组小鼠体质量显著下降（P<0.01）。与正常组比较，

模型组小鼠血糖曲线下面积显著升高（P<0.01），四
肢力量显著下降（P<0.01）；与模型组比较，二陈汤各

剂量组小鼠血糖曲线下面积显著下降（P<0.01），四
肢力量明显增加（P<0.05，P<0.01）。见表 2。

3.3　二陈汤对肥胖小鼠肝脏质量、肝功能、肝脏脂

质沉积的影响     与正常组比较，模型组小鼠肝脏质

量、血清 ALT 和 AST 明显升高（P<0.05，P<0.01）；与
模型组比较，二陈汤各剂量组小鼠肝脏质量、血清

ALT 和 AST 明显下降，差异具有统计学意义（P<

0.05，P<0.01）；与正常组比较，模型组小鼠肝细胞出

现明显脂肪变性，表现为胞质内出现大量大小不等

的圆形脂滴和脂肪空泡；与模型组比较，二陈汤各剂

量组小鼠脂滴和脂肪空泡明显减少。见图 1、表 3 和

增强出版附加材料。

3.4　二陈汤显著改善肥胖小鼠附睾和腹股沟 WAT

炎症     附睾脂肪组织 HE 染色结果显示，正常组小

表 2　二陈汤对 C57 小鼠体质量、血糖曲线下面积、力竭时间的影响  （x̄± s，n=8）

Table 2　Effect of Erchentang on body weight，area under glucose curve，exhaustion time of C57 mice （x̄± s，n=8）

组别

正常组

模型组

二陈汤低剂量组

二陈汤中剂量组

二陈汤高剂量组

剂量/g·kg-1

7.5

15

30

体质量/g

27.98±2.61

33.18±0.991）

31.00±1.06

29.01±0.813）

30.41±0.91

血糖曲线下面积

1 394.83±200.58

2 533.16±562.141）

1 838.83±178.813）

1 617.33±197.313）

1 777.16±133.493）

力竭时间/s

96.00±17.69

54.16±12.281）

76.00±4.332）

101.00±14.533）

89.50±8.873）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表 5 同）

注：A.正常组；B.模型组；C-E.二陈汤低、中、高剂量组（图 2-图 4 同）
图 1　二陈汤对小鼠肝脏病理形态的影响  （HE，×200）
Fig. 1　Effect of Erchentang on pathological morphology of mouse liver （HE，×200）

表 1　每个 Cluster 的 Marker 基因

Table 1　Marker genes for each Cluster

细胞类型

Macrophages

Efeector B cell

Pre-B cell

Dendritic cells

标记

II34

Zeb2

Plpp3

Adgrl3

Igha

Slc28a2

Errfi1

Ebf1

Opcml

Celf2

C7

H2-Aa
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鼠脂肪细胞大小正常，未见明显 M1 型巨噬细胞围

绕在凋亡或坏死的脂肪细胞周围形成的冠状结构。

与正常组比较，模型组小鼠脂肪细胞体积明显增

大，由 M1 型巨噬细胞环绕形成的冠状结构明显增

多。与模型组比较，二陈汤各剂量组小鼠脂肪细胞

体积减小，冠状结构明显减少，其中二陈汤中剂量

组小鼠改善最为明显。见图 2。

腹股沟 WAT HE 染色结果显示，正常组小鼠脂

肪细胞大小正常，未见明显冠状结构。与正常组比

较，模型组小鼠脂肪细胞体积明显增大，冠状结构

明显增多。与模型组比较，二陈汤各剂量组小鼠脂

肪细胞体积明显减小，冠状结构减少。附睾和腹股

沟 WAT 的 HE 染色结果提示二陈汤改善肥胖引起的

脂肪细胞体积增大和脂肪组织炎症增加。见图 3。

3.5　蛋白对接预测     根据课题组前期正常组与肥

胖组小鼠回肠单细胞转录组学研究提示，本研究将

CD68 分别与 ZO-1、Claudin-5，CD206 分别与 ZO-1、

Claudin-5 进行蛋白对接预测蛋白之间互作的可能

性 。 结 果 提 示 ，CD68 与 ZO-1 ipTM=0.27、

pTM=0.34，结合自由能为−245.44 kcal·mol-1（1 cal≈
4.184 J）。CD68 与 Claudin-5 ipTM=0.2、pTM=0.42，结

合自由能为−70.73 kcal·mol-1。CD206 与 ZO-1 ipTM=

0.43、pTM=0.47，结 合 自 由 能 为 − 386.73 kcal·mol-1。

CD206 与 Claudin-5 ipTM=0.28、pTM=0.48，结合自

由能为−47.25 kcal·mol-1，上述预测结果表明蛋白之

间存在互作可能性。见增强出版附加材料。

3.6　分子对接预测     在 AutoDockTools 1.5.6 软件

中，通过对核心靶点 ZO-1、Claudin-5 和核心活性成

分陈皮素、香叶木素、柚皮素进行分子对接。结果发

现，ECD 中 3 种核心活性成分与关键靶点结合能均

为负值，表明活性成分与核心靶点具有一定的结合

活性，见增强出版附加材料。其中 Claudin-5-香叶木

素结合能为−6.6 kcal·mol-1， Claudin-5-柚皮素结合

能 为 − 6.2 kcal·mol-1，Claudin-5- 陈 皮 素 结 合 能

为 − 5.9 kcal·mol-1，ZO-1- 香 叶 木 素 结 合 能

为 − 6.5 kcal·mol-1，ZO-1- 柚 皮 素 结 合 能

为 − 6.6 kcal·mol-1，ZO-1- 陈 皮 素 结 合 能

为−5.7 kcal·mol-1，并使用 PyMOL 2.1.0 进行可视化

处理。见增强出版附加材料。

3.7　二陈汤显著改善肥胖小鼠回肠炎症、紧密连接

蛋白 mRNA 和紧密连接蛋白表达     与正常组比较，

模型组小鼠促炎基因 TNF-α、iNOS、IL-1β、CD68 

表 3　二陈汤对 C57 小鼠肝脏质量、血清 ALT、血清 AST 的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of Erchentang on liver weight， serum ALT， and serum AST in C57 mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

二陈汤低剂量组

二陈汤中剂量组

二陈汤高剂量组

剂量/g·kg-1

7.5

15

30

肝脏质量/g

0.91±0.08

1.64±0.292）

1.14±0.264）

1.00±0.204）

1.02±0.244）

血清 ALT/U·L-1

22.96±4.89

92.36±33.532）

35.55±7.734）

29.30±9.524）

26.80±9.784）

血清 AST/U·L-1

154.05±16.64

204.40±31.231）

151.50±28.493）

151.88±26.073）

145.65±32.364）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 4 同）

图 3　二陈汤对肥胖小鼠腹股沟脂肪组织病理变化的影响  （HE， ×200）
Fig. 3　Effect of Erchentang on pathological changes of inguinal adipose tissue in obese mice （HE， ×200）

图 2　二陈汤对肥胖小鼠附睾脂肪组织病理变化的影响  （HE，×200）
Fig. 2　Effect of Erchentang on pathological changes of epididymal adipose tissue in obese mice （HE，×200）
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mRNA 表达明显升高（P<0.05，P<0.01），抑炎基因

CD206 mRNA 表达显著下降（P<0.01）；与模型组比

较 ，二 陈 汤 各 剂 量 组 小 鼠 TNF- α、IL-1β、CD68 

mRNA 表 达 明 显 下 降（P<0.05，P<0.01），CD206 

mRNA 表达明显升高（P<0.05，P<0.01）。与正常组

比较，模型组小鼠回肠紧密连接蛋白基因 Claudin-5

和 ZO-1 mRNA 表达明显下降（P<0.05，P<0.01）；与
模型组比较，二陈汤各剂量组小鼠 Claudin-5和 ZO-1 

mRNA 表达明显升高，差异有统计学意义（P<0.05，

P<0.01）。见表 4。

免疫荧光染色结果显示，与正常组比较，模型

组小鼠紧密连接蛋白 Claudin-5 和 ZO-1 表达显著下

降（P<0.01）；与模型组比较，二陈汤各剂量组小鼠

ZO-1 蛋白表达明显升高（P<0.05，P<0.01），二陈汤

中剂量组 Claudin-5 蛋白表达显著升高（P<0.01）。
见图 4 和表 5。

4 讨论

世界卫生组织（WHO）将肥胖定义为对健康构

成风险的异常或过度脂肪积累［21］，曾被认为只代表疾

病风险因素，但是世界肥胖联合会宣布肥胖本身是一

种慢性、复发性进行性疾病［22］。中医药在肥胖管理与

治疗方面显示出巨大的潜力，中医临床最常用的减重

干预是针刺、艾灸等外治疗法配合中药或膳食调理体

质［23］。目前越来越多的国内外研究显示，中医药对治

表 4　二陈汤对 C57 小鼠回肠 TNF-α、iNOS、IL-1β、CD68、CD206、Claudin-5、ZO-1 mRNA 水平的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　 Effect of Erchentang on mRNA expression levels of TNF-α， iNOS， IL-1β， CD68， CD206， Claudin-5， and ZO-1 in ileum of C57 

mice （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

二陈汤低剂量组

二陈汤中剂量组

二陈汤高剂量组

剂量/g·kg-1

7.5

15

30

TNF-α

1.03±0.56

1.67±0.871）

0.98±0.323）

0.87±0.544）

0.67±0.454）

iNOS

0.67±1.04

1.35±0.652）

1.11±0.43

0.63±0.434）

1.12±0.54

IL-1β

1.03±0.31

2.34±0.352）

1.54±0.563）

1.31±0.564）

1.45±0.643）

CD68

0.87±0.43

1.89±0.652）

0.98±0.143）

1.15±0.364）

0.75±0.144）

CD206

1.89±0.45

0.87±0.562）

1.54±0.533）

1.78±0.354）

1.76±0.194）

Claudin-5

1.78±0.54

1.17±0.371）

1.93±0.324）

1.49±0.433）

1.56±0.25

ZO-1

1.67±0.29

0.59±0.392）

1.98±0.214）

1.35±0.653）

1.54±0.434）

图 4　二陈汤对 C57 肥胖小鼠回肠 ZO-1 和 Claudin-5 表达水平的影响  （免疫荧光，×200）
Fig. 4　Effect of Erchentang on expression levels of ZO-1 and Claudin-5 in ileum of C57 obese mice （IF， ×200）
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疗单纯性肥胖具有良好的疗效和安全性［24-27］。

笔者在之前的研究中发现二陈汤可以显著改

善高脂饮食引起的肥胖小鼠血糖异常升高［17］，在本

实验中，二陈汤同样显著改善了肥胖小鼠葡萄糖代

谢紊乱。另外，粪便含水量测定表明二陈汤治疗可

以改善因高脂饮食喂养引起的粪便含水量增加。肥

胖会引起肌肉力量下降，表现为乏力，本研究发现二

陈汤可以显著改善乏力症状［28］。既往研究表明，肥

胖会引起肝脏脂肪变性，肝体积增大，肝细胞胞质内

出现大小不等的脂滴空泡［29］，本实验表明二陈汤可

以显著降低肝脏质量，改善肥胖引起的肝脂肪变性，

另外还可以显著改善肥胖引起的肝功能异常。

肥胖时附睾 WAT 与腹股沟 WAT 表现为脂肪细

胞体积增大，另外，M1 型巨噬细胞围绕在坏死或凋

亡的脂肪细胞周围形成冠状结构，这表示肥胖状态

下脂肪组织炎症浸润增加［30-32］，本实验表明二陈汤

治疗后改善了肥胖引起的脂肪细胞体积增大和脂

肪组织炎症浸润的情况。

本课题组前期回肠单细胞转录组学发现模型

组与正常组相比免疫细胞差异基因 GO 分析生物学

功能富集主要与脂质代谢和炎症代谢有关，且与

“JAK/STAT 信号通路”炎症通路相关，这提示肥胖

状态下肠道炎症反应的激活。健康状态下肠道屏

障不仅可以促进营养吸收，还可以限制有害或者不

需要的物质进入体内［33］。脂肪组织的积聚和炎症

浸润会破坏肠道屏障结构，损害肠屏障完整性，影

响紧密连接蛋白表达和分布，肠道屏障完整性的丧

失和肠道通透性增加目前被广泛认为是肥胖并发

症［34］。研究显示，高脂饮食诱导的肥胖小鼠肠道炎

症增加，肠道通透性增加，小肠紧密连接蛋白 ZO-1

和 Claudin-1 水平降低［35］。本实验在课题组前期单

细胞测序研究的基础上进一步探索回肠炎症和免

疫屏障与肥胖之间的关系。蛋白对接预测提示炎

症 蛋 白 CD68 与 ZO-1、Claudin-5，CD206 与 ZO-1、

Claudin-5 存在互作可能性。分子对接预测提示二

陈汤鉴定到的关键化合物陈皮素、香叶木素、柚皮

素与 ZO-1、Claudin-5 均有较好的结合活性。Real-

time PCR 结果表明二陈汤可以显著抑制回肠促炎

基因 CD68、TNF-α、iNOS、IL-1β表达，促进抑炎基

因 CD206 表达。回肠免疫荧光染色提示二陈汤治

疗后回肠紧密连接蛋白 ZO-1 和 Claudin-5 表达增

加。ZO-1 和 Claudin 家族蛋白构成了肠黏膜屏障，

而高脂饮食会导致上述肠连接蛋白表达下调［36-37］。

综上所述，本实验通过体质量等一般情况的监

测、血糖、血清肝功能、肝脏和内脏及皮下 WAT 病理

学分析在整体水平上评估二陈汤改善肥胖的整体

疗效。课题组前期单细胞测序分析为本实验的机

制研究提供了依据，本实验发现二陈汤可以显著降

低肥胖小鼠体质量，这与二陈汤显著改善回肠炎症

环境，增加紧密连接蛋白 ZO-1 和 Claudin-5 表达，进

而修复肥胖小鼠回肠免疫屏障有关。见增强出版

附加材料。

5 不足与展望

首先，蛋白预测结果提示 pTM/ipTM 分值较低，

虽然意味着预测的蛋白之间的结合能力较弱，但是

不能直接证明蛋白之间没有互作可能性，在今后的

实验中将完善该部分研究。其次，本实验中二陈汤

中剂量组对肥胖小鼠体质量改善最为显著，但是在

其他指标方面有的结果以低剂量效果最为显著或

者以高剂量效果最为显著，这可能是由于二陈汤具

有多靶点、多通路的调控作用，因此不同剂量可能

激活或抑制不同的生物过程，从而导致对不同病理

指标的作用差异。另外，本实验基于课题组前期对

正常小鼠和高脂饮食诱导的肥胖小鼠回肠单细胞

转录组学研究二陈汤改善肥胖的机制，在今后的研

究中可以将二陈汤最佳剂量组纳入单细胞转录组

学研究以更加深入地探讨其作用机制。上述不足

之处，将在今后的研究中不断完善，以更加全面深

入地研究二陈汤改善高脂饮食诱导的单纯性肥胖

小鼠体质量的作用机制。尽管存在上述不足之处，

本研究仍然为肥胖的机制研究及临床用药提供了

理论支持，为今后的临床转化提供依据。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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