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肠道菌群对知母皂苷A-III的代谢及其药效的影响

黄雯瑾, 潘凌云, 高鑫芯, 祝维泽, 李后开*

(上海中医药大学中药学院, 上海 201203)

摘要 : 知母皂苷 A-III (timosaponin A-III, TA-III) 腹腔注射给药对于高脂饮食诱导的代谢相关脂肪性肝病 

(metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease, MASLD) 具有治疗作用, 而口服给药则无效, 提示肠道菌群可

能影响TA-III的口服生物利用度。代谢相关脂肪性肝炎 (metabolic dysfunction-associated steatohepatitis, MASH) 是

MASLD发展的炎症浸润阶段。本文将探讨TA-III不同给药方式对MASH小鼠的治疗作用差异及其与肠道菌群代谢

药物的关系。本研究利用缺乏胆碱、限定L-氨基酸的高脂饮食 (choline-deficient, L-amino acid-defined, high-fat diet, 

CDAHFD) 诱导MASH小鼠模型, 比较TA-III (10 mg·kg-1) 腹腔注射 (intraperitoneal injection, ip) 和TA-III (100 mg·kg-1) 

灌胃给药 (intragastric administration, ig) 的治疗效果, 并分析两种给药方式下大鼠血清中TA-III的浓度。在此基础

上, 通过小鼠肠道菌群体外代谢TA-III实验和体内联合抗生素干预小鼠的药代动力学实验等方法验证小鼠肠道菌

群对TA-III的代谢作用; 最后比较不同抗生素干预条件下, 灌胃给药后小鼠血清中TA-III的浓度, 结合 16S rRNA测

序分析, 发现可能参与TA-III代谢的关键菌。本文动物实验过程遵循上海中医药大学动物伦理委员会的规定, 动物伦

理批准编号为: PZSHUTCM2307030004, PZSHUTCM2310200003。结果显示, TA-III腹腔注射给药对MASH小鼠有

明确治疗作用, 而十倍剂量的口服给药无效; 分析发现, TA-III灌胃给药 (100 mg·kg-1, ig) 在小鼠血清和肝脏中原型

浓度显著低于腹腔注射 (10 mg·kg-1, ip), 提示口服TA-III后可能经肠道菌群代谢。链霉素 (streptomycin, Str) 干预的

小鼠血清中TA-III浓度高于正常小鼠, 结合 16S rRNA基因测序分析发现Akkermansia_muciniphila (A. muciniphila) 

丰度在 Str组显著减少, 且体外实验表明A. muciniphila可以代谢TA-III。上述结果表明, 肠道菌群是影响TA-III经

胃肠道给药药效的重要因素, 其中A. muciniphila可能扮演了重要角色。
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Abstract: Intraperitoneal administration of timosaponin A-III (TA-III) has therapeutic effects on high-fat diet-

induced metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD), but oral administration has no effect. 

This suggests that gut microbiota may affect the oral bioavailability of TA-III. Metabolic dysfunction-associated 

steatohepatitis (MASH) is an inflammatory subtype of MASLD. To investigate the therapeutic effect of different 

administration modes of TA-III on MASH and its relationship with gut microbiota metabolism. In this study, a 

MASH mouse model was induced by choline-deficient, L-amino acid-defined, high-fat diet (CDAHFD). Comparing 

the therapeutic effect of intraperitoneal injection (10 mg·kg-1, ip) and intragastric administration (100 mg·kg-1, ig) 

of TA-III. The concentration of TA-III in serum of rats under the two administration modes was analyzed. On this 
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basis, the metabolic effect of gut microbiota on TA-III in mice was verified by the experiment of metabolism of gut 

microbiota in vitro. The pharmacokinetic experiment of combined antibiotic intervention in mice further verified 

the metabolism of TA-III by gut microbiota in mice. Finally, the concentration of TA-III in serum of mice after the 

administration of TA-III by intragastric administration under different antibiotic intervention conditions was 

compared, and 16S rRNA sequencing analysis was combined to find the key bacteria that may participate in the 

metabolism of TA-III. The animal welfare and experimental procedures in this paper were in accordance with the 

provisions of the Animal Ethics Committee of Shanghai University of Traditional Chinese Medicine. The ethics 

approval number is PZSHUTCM2307030004 and PZSHUTCM2310200003. The results showed that TA-III 

(10 mg·kg-1, ip) had definite therapeutic effect on MASH mice, but TA-III (100 mg·kg-1, ig) was ineffective. The 

analysis showed that the prototype concentration of TA-III in serum and liver of mice in TA-III (100 mg·kg-1, ig) 

was significantly lower than TA-III (10 mg·kg-1, ip), suggesting that the oral administration of TA-III may be 

metabolized by gut microbiota. The concentration of TA-III in serum of streptomycin (Str) treated mice was higher 

than normal mice. Combined with 16S rRNA gene sequencing analysis, it was found that the abundance of 

Akkermansia_muciniphila (A. muciniphila) was significantly reduced in the Str group. In vitro experiments showed 

that A. muciniphila could metabolize TA-III. In conclusion, gut microbiota is an important factor affecting the 

efficacy of TA-III administration through the gastrointestinal tract, in which A. muciniphila may play an important 

role.

Key words: timosaponin A-III; metabolic dysfunction-associated steatohepatitis; gut microbiota; drug 

metabolism; Akkermansia_muciniphila

口服给药是临床上最常用的给药方式。口服给药

的生物利用度与药物自身的性质相关, 此外还受到食

物、胃肠道排空及共生的肠道微生物代谢等因素的影

响。人类肠道中共生着包括厚壁菌门、拟杆菌门、放线

菌门、变形菌门和疣微菌门等菌群[1]。肠道微生物可

与药物直接作用或产生相应的酶代谢药物[2]。值得注

意的是, 肠道菌群在影响药物药代动力学和药效学中

的作用一直被低估。肠道菌群能将药物转化为活性、

非活性的代谢物, 从而影响口服药物的药代动力学和

生物利用度[3,4]。

知母是百合科植物知母的干燥根茎, 具有清热功

效[5]。知母皂苷A-III (timosaponin A-III, TA-III) 是从知

母中提取的甾体皂苷类化合物[6], 可通过激活腺苷A1

受体, 治疗饮食诱导的代谢相关脂肪性肝炎 (metabolic 

dysfunction-associated steatohepatitis, MASH) 小鼠[7]。

课题组前期研究发现TA-III腹腔注射给药对于高脂饮

食诱导的代谢相关脂肪性肝病 (metabolic dysfunction-

associated steatotic liver disease, MASLD) 具有治疗作

用, 而口服给药则无效, 提示肠道菌群可能在影响TA-

III的生物利用度中扮演了重要的角色, 但是确切的作

用尚不清楚。研究者在大鼠体内检测到TA-III的19种

代谢物, 并从尿液中提取分离出了主要代谢物菝葜皂

苷元 (sarsapogenin, SG)[8], 但并不明确 SG是否经肠道

菌群代谢产生。

本研究进一步利用缺乏胆碱、限定 L-氨基酸的高

脂饮食 (choline-deficient, L-amino acid-defined, high-

fat diet, CDAHFD) 诱导的 MASH 小鼠模型, 比较 TA-

III (10 mg·kg-1) 腹腔注射 (intraperitoneal injection, ip) 

和 TA-III (100 mg·kg-1) 灌胃给药 (intragastric adminis‐

tration, ig) 的治疗效果, 检测两种给药方式下TA-III生

物利用度的差异, 结合小鼠肠道菌群对 TA-III的体外

和体内代谢实验, 以此探讨肠道菌群在 TA-III等中药

皂苷代谢中的作用。

材料与方法

实验动物 SD大鼠, SPF级, 200～220 g, 购自上

海必凯科翼生物科技有限公司, 许可证号 SCXK (沪) 

2018-0006; 雄性C57BL/6J小鼠, 7～8周龄, SPF级, 购

自上海斯莱克实验动物有限责任公司, 许可证号SYXK 

(沪) 2022-0012。动物均饲养于上海中医药大学实验动

物中心, 饲养在温度为 22～24 ℃, 相对湿度为 50% ± 

10%。本研究中的所有动物实验已经过上海中医药大

学伦理委员会批准 (批准号: PZSHUTCM2307030004, 

PZSHUTCM2310200003), 动物福利和实验过程均遵

循上海中医药大学动物伦理委员会的规定。

菌株 Akkermansia_muciniphila (A. muciniphila) 

(BAA 835) 购自美国ATCC生物标准品资源中心。

药品与试剂 缺乏胆碱、限定 L-氨基酸的高脂饲

料 (CDAHFD) (货号A06071302, 美国Research Diets公

司); 谷氨酸氨基转移酶试剂盒、天门冬氨酸氨基转移

酶试剂盒、碱性磷酸酶试剂盒 (南京建成生物工程研

究所); 乙腈 (货号 40064193)、甲醇 (货号 40064292)、氯
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化钠 (货号10019318)、硫酸链霉素 (货号XW38107401)、

氨苄青霉素钠 (货号 XW00695232)、L-半胱氨酸盐酸

盐 (货号XW00528911)、磷酸二氢钾 (货号 10017618)、

L-色氨酸 (货号 73-22-3) (国药集团化学试剂有限公

司); 甲酸 (货号 F301957)、乙酸铵 (货号 A112057)、盐

酸万古霉素 (货号V105495) [阿拉丁试剂 (上海) 有限

公司]; 蛋白胨 (货号 A100636-0100)、蛋白胨 D (货号

A600241-0100)、蛋白胨B (货号A600214-0100)、D-(+)-

葡萄糖 (货号A610219)、L-精氨酸 (货号A600205-0100)、

牛肉浸膏粉 (货号 A600114-0100)、维生素 K1 (货号

A606528-0005)、硫代乙醇酸钠 (货号 A610265-0025)、

可溶性淀粉 (货号 A500904-0500)、刃天青钠 (货号

A606726-0001) [生工生物工程 (上海) 股份有限公司]; 

胰蛋白胨 (货号 211705) (赛默飞世尔科技公司); 氯化

高铁血红素 (货号 H9039)、乙酸钠 (货号 S8750)、甲硝

唑 (货号M1547) (美国 Sigma-Aldrich公司); 牛肝浸粉 

(货号 Y037, 北京鸿润宝顺科技有限公司); 脑心浸液 

(货号 237500)、酵母提取物 (货号 212750) (美国BD公

司); 血清消化粉 (货号YR0305, 上海远慕生物科技有

限公司); 知母皂苷 A-III (货号 DZ0021)、菝葜皂苷元 

(货号 DZ0010)、金合欢素 (货号 DJ0037) (成都德思特

生物技术有限公司); 氨苄西林钠盐 (货号 77396C) (上

海泰坦科技股份有限公司); 无内毒素质粒小提中量试

剂盒 (货号 DP118)、粪便基因组 DNA提取试剂盒 (货

号DP328-02) [天根生化科技 (北京) 有限公司]。

仪器 三重四极杆液相质谱仪 (型号QTRAP5500, 

AB SCIEX公司); 高通量组织研磨仪 (型号SKSI, 上海

必横生物有限公司); 恒温厌氧箱 (型号BACTRON EZ-2, 

美国 Shellab公司); 冷冻干燥机 (型号 FreeZone®, 美国

Labconco 公司); ACQUITY UPLC® BEH C18 色谱柱 

[沃特世科技 (上海) 有限公司]; 实时定量 PCR 仪 (型

号CFX Connect, 美国Bio-Rad公司)。

TA-III 的药效学实验 将 20 只小鼠随机分为对

照组 (Chow)、模型组 (CDAHFD)、TA-III 腹腔注射组 

(TA-III-ip) 和TA-III灌胃给药组 (TA-III-ig), 每组n = 5。

对照组小鼠自由饮水, 正常饲料喂养 9周; 模型及给药

组小鼠自由饮水, 用CDAHFD饲料喂养9周[9]。给药组

小鼠在 CDAHFD 饲料喂养的第 3 周开始给予 TA-III, 

给药组分为TA-III腹腔注射 (10 mg·kg-1, ip) 和灌胃给

药 (100 mg·kg-1, ig) 两个组, 连续给药6周。6周后称取

小鼠体重, 取小鼠血清及肝脏, 按试剂盒说明书检测血清

中谷氨酸氨基转移酶 (alanine aminotransferase, ALT)、

天门冬氨酸氨基转移酶 (aspartate aminotransferase, 

AST) 和碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase, ALP)[10-12]的

含量, 称取肝重, 计算肝脏指数[13] = 肝重 (g) / 体重 (g) × 

100%; 将肝脏用 4%多聚甲醛固定, 脱水, 石蜡包埋, 切

片并进行苏木精–伊红染色 (hematoxylin-eosin stain‐

ing, H&E), 于光镜下观察肝细胞脂肪变性。

UPLC-MS/MS的检测条件

色谱条件 ACQUITY UPLC® BEH C18 色谱柱 

(100 mm × 2.1 mm, 1.7 μm); 流速: 0.35 mL·min-1; 流动

相 A: 水含 3 mmol·L-1乙酸铵和 0.1% 甲酸; 流动相 B: 

乙腈; 流动相梯度: 0～3 min, 20%～55% B; 3～5 min, 

55%～95% B; 5～7 min, 95%～95% B; 7～8.5 min, 

95%～20% B; 柱温40 ℃, 进样量2 μL。

质谱条件 电离子喷雾 (ESI) 源, 采用正负离子

扫描模式, 多反应监测 (MRM) 模式, 喷雾电压 (IS) ± 

4 500 V; 毛细管加热温度 550 ℃; 雾化气 (GS1) 体积

流量50 psi, 辅助加热气 (GS2) 体积流量50 psi, 气帘气 

(CUR) 35 psi, 碰撞气 (CAD) 7 psi; 定量分析监测的离

子对为TA-III m/z: 739.3→577.4 (DP: −20 V; CE: −47 V; 

EP: −10 V; CXP: −10 V) [14]; SG m/z: 417.3→273.3 (DP: 

130 V; CE: 28.94 V; EP: 10 V; CXP: 10 V)[8]; 金合欢素 

(acacetin, ACA) 同时用作正负离子内标 (internal stan‐

dard, IS), 负离子模式 m/z: 283.0→268.0 (DP: −143 V; 

CE: −40 V; EP: −10 V; CXP: −25.18 V), 正离子模式m/z: 

285.3→242.1 (DP: 235.21 V; CE: 38.99 V; EP: 13.37 V; 

CXP: 30.92 V)[15]。

标准曲线 分别精密称取 TA-III、SG、ACA 对照

品适量, 用甲醇溶解, 配制成质量浓度为 1.00 mg·mL-1 

的储备液。用甲醇分别稀释标准品 , TA-III (1 000、

500、250、120、60、30、15 ng·mL-1), SG (60、30、15、7.5、

3.75、1.875、0.938 ng·mL-1), 浓度为横坐标 (X), 待测药

物峰面积与 IS的峰面积之比为纵坐标 (Y), 求得直线

回归方程即为标准曲线。

大鼠药代动力学实验 将 12只SD大鼠随机分为

TA-III 腹腔注射组 (10 mg·kg-1, TA-III-ip) 和 TA-III 灌

胃给药组 (100 mg·kg-1, TA-III-ig), 每组 n = 6, 单次给

药后于0、0.25、0.5、1、2、4、6、8、10、12、24 h眼眶取血。

血清的处理 取血清 50 μL, 加 150 μL 含内标的

甲醇, 13 000 r·min-1离心 30 min, 取上清 190 μL, 冷冻

干燥。用50 μL甲醇溶解, 检测血清中TA-III的含量。

肝脏的处理 称取肝脏 50 mg, 加 500 μL含内标

的甲醇, 加磁珠研磨 2 min, 13 000 r·min-1离心 30 min, 

取上清 450 μL, 冷冻干燥。用 50 μL甲醇溶解, 检测肝

脏中TA-III的含量。

小鼠肠道菌群体外代谢 TA-III 实验 取正常小

鼠新鲜粪便, 加入PBSc[16] (含 0.1% L-半胱氨酸的无菌

磷酸盐缓冲液), 按粪便 (g)∶PBSc (mL) = 1∶15的比例

加入 PBSc 溶液 , 涡旋 1 min, 静置 10 min。小鼠组 
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(mouse) 取 50 μL 上清菌液 , 接种到 5 mL 的 GB 培养

基[17]中 , 加入 400 ng·mL-1 的 TA-III。对照组 (control, 

Con) 为只含 TA-III的 GB 培养基, 用于观察药物稳定

性。在 37 ℃的厌氧箱中培养 , 于 0 和 24 h 收集培养

液。取培养液 100 μL 加 900 μL 含内标的乙腈 , 涡旋

10 s, 13 000 r·min-1离心 30 min, 取上清 200 μL, 检测培

养上清中TA-III和SG的含量。

联合抗生素干预的小鼠药代动力学实验 将80只

C57BL/6J 小鼠随机分成 Con 组和联合抗生素 (anti‐

biotics, ABX) 组[18]。Con 组小鼠自由饮水; ABX 组中

甲硝唑、新霉素、氨苄西林的干预剂量为 100 mg·kg-1, 

万古霉素 (vancomycin, Van) 剂量为 50 mg·kg-1, 抗生

素现配现用, 灌胃给药, 连续干预 5天。第 6天给予小

鼠TA-III (100 mg·kg-1, ig), 在给药后的 0、0.083、0.5、2、

6、12、24、48 h眼眶取血, 每组每个时间点 n = 5, 并取

小鼠肝脏, 血清及肝脏的处理方法同大鼠药代动力学

实验, 检测血清及肝脏样本中TA-III和SG的含量。

不同抗生素干预的动物实验 将 20只C57BL/6J

小鼠随机分成 4 组 , 分别为 Con 组、ABX 组、链霉素 

(streptomycin, Str) 组、Van组, n = 5。Con组小鼠自由

饮水; ABX组的干预方法同联合抗生素干预的小鼠药

代动力学实验; Str和 Van的干预剂量均为 50 mg·kg-1, 

连续干预5天。第6天给予小鼠TA-III (100 mg·kg-1, ig), 

在给药后的12 h眼眶取血, 并取小鼠肝脏, 血清及肝脏

的处理方法同大鼠药代动力学实验, 检测血清及肝脏

样本中TA-III的含量。

肠道细菌16S rRNA基因测序 小鼠用不同抗生素

干预5天后, 取各组小鼠粪便。根据不同抗生素干预的

动物实验结果, 选择Con组和Str组的粪便样本 (n = 3) 

进行肠道菌群 16S rRNA基因测序[19-21], 测序委托上海

美吉生物科技有限公司进行, 在美吉生物云平台进行

数据分析。

粪便中A. muciniphila的定量 参考文献中的定量

方法[22], 提取 A. muciniphila 质粒 , 利用实时荧光定量

PCR反应体系, 建立循环数与A. muciniphila质粒拷贝

数浓度的线性关系 , 提取小鼠粪便样本中的基因组

DNA, 检测 Con 组和 Str 组粪便样本中 A. muciniphila

保守基因的拷贝数, 比较Con组和Str组粪便细菌全基

因组DNA中A. muciniphila的含量。

A. muciniphila 体 外 代 谢 TA-III 实 验 将 A. 

muciniphila菌冻存液接种到脑心浸液培养基中复苏。Con

组为只含TA-III (400 ng·mL-1) 的培养基, 用于观察药物

稳定性。A. muciniphila组的 A. muciniphila菌在 37 ℃

的厌氧箱中培养, 培养液中含TA-III (400 ng·mL-1)。收集

0、24 h收集培养液, 培养液的处理方法同小鼠肠道菌

群体外代谢TA-III实验, 检测培养液中TA-III的浓度。

数据分析 数据使用 GraphPad Prism 9.1.1 软件

进行分析与绘图, 血药浓度数据用 DAS 2.0软件非房

室模型对数据进行分析, 采用 Student's t test或单因素

方差分析 (one-way ANOVA) 对各组间差异显著性进

行统计学分析, 以平均值 ± 标准差 (
-
x ± s) 表示。

结果

1　TA-III两种给药方式对MASH的治疗作用比较

结果显示 (图 1A、B), 与 Chow 组相比 , CDAHFD

组小鼠体重显著下降, 肝脏指数显著上升, 血清ALT、

AST、ALP指数显著上升 (图1C), 病理结果及评分显示

CDAHFD组小鼠肝脏存在脂质积累。与CDAHFD组

相比, TA-III-ip组和TA-III-ig组小鼠体重均无明显变化, 

TA-III-ip可显著降低CDAHFD小鼠的肝重指数和血清

ALT、AST、ALP指数, 病理结果及评分显示 (图 1D、E), 

TA-III-ip 显著改善小鼠肝脏的脂质积累; TA-III-ig 组

小鼠肝脏指数, 血清ALT、AST、ALP指数和肝脏脂质积

累均无改善 (图 1B～E)。综上, TA-III (10 mg·kg-1, ip) 

对CDAHFD诱导的MASH小鼠有治疗作用, 但TA-III 

(100 mg·kg-1, ig) 无治疗作用。

2　TA-III和SG的检测

建立了检测血清、肝脏及培养基上清样本中TA-III

和 SG的UPLC-MS/MS检测方法, TA-III和 SG的离子

对见图 2A、色谱峰见图 2B。用于定量的TA-III标准曲

线为 y = 0.000 01x − 0.000 3, R2 = 0.997, 定量下线为

15 ng·mL-1; SG 的标准曲线为 y = 0.000 3x + 0.011 5, 

R2 = 0.993, 定量下线为0.9 ng·mL-1。

3　TA-III两种给药方式的生物利用度比较

大鼠药代动力学血药浓度−时间曲线见 (图 3), 可

见TA-III-ip组血药浓度高于TA-III-ig组。大鼠药代动

力学参数见表 1, 与 TA-III-ip组相比, TA-III-ig组的达

峰时间 (tmax) 延后, 药物达峰浓度 (Cmax)、药时曲线下面

积 (AUC0-t) 均显著减少。两种给药方式的浓度相差10

倍 , 所以 TA-III 灌胃给药的相对生物利用度为 TA-III

腹腔注射的0.029 7倍。

4　小鼠肠道菌群对TA-III的代谢作用考察

小鼠肠道菌群对TA-III的体外代谢结果见图 4A。

在 Con组, 与 0 h相比, 24 h时 TA-III的浓度未发生显

著变化 , 未检测到代谢物 SG 的生成 , 结果表明原型

TA-III稳定, 未发生降解。在mouse组, 与0 h相比, 24 h

时 TA-III的浓度显著下降, 且检测到了代谢物 SG, 表

明小鼠肠道菌群可以将 TA-III代谢。在体内, 各组小

鼠血清和肝脏中 TA-III和 SG 的浓度见图 4B, 药代动

力学参数见表 2。与 Con 组相比 , ABX 组的 tmax延后 , 
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Figure 1　Comparison of the therapeutic effect of timosaponin A-III (TA-III) on metabolic dysfunction-associated steatohepatitis (MASH) 

by intraperitoneal injection (10 mg·kg-1, ip) and intragastric administration (100 mg·kg-1, ig). A: Body weight; B: Liver index; C: The levels 

of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), and alkaline phosphatase (ALP); D: Hematoxylin-eosin (H&E) 

staining; E: Steatosis score. n = 5, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Chow: Mice in chow group were supplied with chow diet for 

9 weeks; CDAHFD: Mice in CDAHFD group were supplied with choline-deficient, L-amino acid-defined, high-fat diet (CDAHFD) for 

9 weeks; TA-III-ip: Mice were given TA-III (10 mg·kg-1, ip); TA-III-ig: Mice were given TA-III (100 mg·kg-1, ig)

Figure 2　UPLC-MS/MS method of TA-III, sarsapogenin (SG) and acacetin (ACA). A: Ion pairs of TA-III and SG; B: The chromatograms 

of TA-III, SG and ACA
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Cmax、AUC0-t、AUC0-∞均显著增加, t1/2显著缩短, 相对生

物利用度为 Con 组的 1.65 倍。ABX 组小鼠肝脏组织

中 6～12 h的药物浓度与Con组相比有上升趋势。结

果显示, 小鼠肠道菌群参与了TA-III的代谢, 并影响了

TA-III灌胃给药时小鼠血清及肝脏中的药物浓度及生

物利用度。

5　A. muciniphila对TA-III的代谢

不同抗生素干预小鼠对 TA-III 的代谢结果显示 

(图 5A), 与 Con 组相比, TA-III灌胃给药 (100 mg·kg-1, 

ig) 12 h后, Van组小鼠血药浓度及肝脏组织中的 TA-

III浓度无显著变化; Str组和ABX组的小鼠血药浓度

显著上升, Str组肝脏组织中的药物浓度有上升趋势。

因此, 经Str干预丰度减少菌群可能为代谢TA-III的关

键菌群。16S rRNA 测序结果显示 (图 5B), 在属水平

丰度排名前 5 的菌群中 , Str 组的 g_Akkermansia、

g_norank_f_norank_o_Clostridia_UCG-014、g_Rumino‐

coccus 丰度减少 , 这些丰度减少的菌群可能参与了

TA-III 的代谢。来源于丰度排名第 2, g_Akkermansia 

的 A. muciniphila, 在 Str组粪便细菌全基因组 DNA 中

的含量显著减少 (图5C)。A. muciniphila与TA-III的体

外代谢结果发现 (图 5D), 与 0 h相比, 不含菌的Con组

在 24 h时TA-III浓度稳定, 未发生降解; A. muciniphila

组在 24 h 时 TA-III 浓度显著下降 , 且有代谢物 SG 生

成。以上结果表明, A. muciniphila是参与 TA-III代谢

的菌群之一。

Table 2　Pharmacokinetic parameters of TA-III (100 mg·kg-1, ig) 

in Con and ABX group mice. n = 5, 
-
x ± s. **P < 0.01 vs Con. Con: 

Mice in control group were unntreated; ABX: Mice in ABX group 

were given antibiotics for 5 days

Parameter
Cmax / ng·L-1

tmax / h
AUC0-t / ng·L-1·h-1

AUC0-∞ / ng·L-1·h-1

t1/2 / h

Con
0.22 ± 0.01
3.60 ± 2.19
3.93 ± 0.19
8.75 ± 2.48

22.47 ± 5.22

ABX
0.39 ± 0.05**

12.00 ±0.00**

6.49 ± 0.66**

19.75 ± 2.40**

9.20 ± 2.29**

Figure 4　Metabolism of TA-III by mouse gut microbiota in vitro 

and in vivo. A: The concentration of TA-III and SG in the incuba‐

tion solution, n = 4, 
-
x ± s. B: The concentrations of TA-III and SG 

in mouse serum and liver, n = 5, 
-
x ± s. ***P < 0.001. Con-0 h: The 

initial concentration of TA-III or SG in control (Con) group; Con-

24 h: The concentration of TA-III or SG in the control group at 

24 h; Mouse-0 h: The initial concentration of TA-III or SG in mouse 

group; Mouse-24 h: The concentration of TA-III or SG in the mouse 

group at 24 h; Con-TA-III: The concentration of TA-III in the control 

group; ABX-TA-III: The concentration of TA-III in the antibiotics 

(ABX) group; Con-SG: The concentration of SG in the control 

group; ABX-SG: The concentration of SG in the antibiotics group

Figure 3　 Bioavailability of TA-III (10 mg·kg-1, ip) and TA-III 

(100 mg·kg-1, ig) in rats. The concentration of TA-III in rat serum 

at different time points. n = 6, 
-
x ± s

Table 1　 Pharmacokinetic parameters of TA-III (10 mg·kg-1, ip) 

and TA-III (100 mg·kg-1, ig) in rats. n = 6, 
-
x ± s. **P < 0.01 vs TA-

III-ip

Parameter
Cmax / ng·L-1

tmax / h
AUC0-t / ng·L-1·h-1

AUC0-∞ / ng·L-1·h-1

t1/2 / h

TA-Ⅲ-ip
0.65 ± 0.21
1.08 ± 0.49
8.33 ± 2.69

10.16 ± 2.86
9.79 ± 1.89

TA-Ⅲ-ig
0.14 ± 0.04**

8.33 ± 3.67**

2.47 ± 0.30**

8.32 ± 3.96
43.77 ± 21.21**
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讨论

人类肠道微生物的数量庞大, 约有 100万亿个细

菌 , 这些肠道菌群所编码的基因是宿主的 150 倍之

多[23]。肠道微生物编码参与表达的酶, 可与药物作用

产生还原反应、水解反应等不同的反应[24], 对药物产生

多种影响。柳氮磺吡啶、奥沙拉嗪、巴柳氮经肠道菌群

代谢转化为对肠炎有治疗作用的 5-aminosalicylic 

acid[25-27]。研究报道, 肠道微生物表达的二肽基肽酶可

以降低胰高血糖素样肽-1的活性, 并发现了选择性抑

制二肽基肽酶的 daurisoline-d4抑制剂, 可以改善糖尿

病小鼠的葡萄糖耐量[28]。本文发现小鼠肠道菌群对

TA-III的代谢影响了其在血清和肝脏中的浓度, 并且

口服 TA-III使其对 CDAHFD 诱导的 MASH 小鼠治疗

作用消失, 提示肠道菌群对药物的代谢影响了药物的

生物利用度, 进而影响药物的疗效。

皂苷类化合物可以通过酸催化水解、碱催化水解、

酶催化水解等反应转化为苷元。如肠道菌群产生的 β-

葡萄糖苷酶可以将人参皂苷 Rb1 转化为人参皂苷

compound k。但参与 TA-III 代谢的相关酶尚未有明

确报道。本研究发现A. muciniphila可能是参与TA-III

代谢的关键菌 , 有研究报道 A. muciniphila 与乙酸的

生成相关[29], 而乙酸可以参与苷的水解反应 , 所以 A. 

muciniphila 对 TA-III 的代谢作用可能与其产生乙酸 , 

从而促进了TA-III的水解相关。

A. muciniphila是一种潜在的益生菌, 对肥胖、糖尿

病、代谢功能障碍相关的脂肪性肝病等多种代谢性疾

病具有积极的防治效果[30,31]。本研究基于16S rRNA基

因测序、粪便中A. muciniphila的定量及A. muciniphila

对 TA-III 的体外孵育实验 , 明确 A. muciniphila 参与

了中药化合物 TA-III 的代谢。受地理、饮食、药物等

多种因素的影响 , 不同个体体内的肠菌菌群组成存

在差异[2], A. muciniphila的丰度也各不相同。因此, A. 

muciniphila 的丰度差异可能会造成口服药物 , 如 TA-

III等产生不同的效应。

综上, 本研究探究了两种不同给药方式下 TA-III

的效应差异, 并从肠道菌群的角度阐释 TA-III口服和

腹腔注射所造成的药代动力学与生物利用度的差别, 

证实肠道菌群可以将TA-III代谢为 SG, 使TA-III在血

Figure 5　Akkermansia_muciniphila (A. maciniphila) have the ability to metabolize TA-III. A: TA-III concentration in serum and liver of 

mice at 12 h, n = 5, 
-
x ± s; B: Percent of community abundance on Genus level, n = 3, 

-
x ± s; C: The number of A. muciniphila per ng fecal 

genomic DNA in mice, n = 3, 
-
x ± s; D: Metabolism of TA-III by A. maciniphila in vitro, n = 4, 

-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. Van: 

Mice in vancomycin group were given vancomycin for 5 days; Str: Mice in streptomycin (Str) group were given streptomycin for 5 days; 

A. maciniphila-0 h: The initial concentration of TA-III or SG in A. maciniphila group; A. maciniphila-24 h: The concentration of TA-III or 

SG in the control group at 24 h
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清及肝脏中的浓度减少, 降低了 TA-III灌胃给药的生

物利用度。本研究提示肠道菌群是影响TA-III灌胃给

药效果的重要因素。
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