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肠道菌群β-葡萄糖苷酶介导的代谢转化驱动红景天苷发挥肝保护作用

魏凌宇 1,2#, 宋建业 2#, 冯 茹 2, 胡家淳 2, 赵 一 2, 金晶玉 2, 鲁金月 2, 左恒通 2, 

彭 缨 1*, 王 琰 2*

(1. 沈阳药科大学无涯创新学院, 辽宁 沈阳 110016; 2. 中国医学科学院 北京协和医学院, 药物研究所, 天然药物

及核药基础与新药创制全国重点实验室, 北京 100050)

摘要: 红景天苷 (salidroside, SAL) 是植物红景天中的主要活性成分之一, 具有抗氧化、抗炎、抗衰老等多种药理

活性。然而, 其对肝损伤的保护作用及相关分子机制尚未完全阐明。SAL较低的口服生物利用度暗示其可能与肠

道菌群存在相互作用。为此, 本研究聚焦于肠道菌群对 SAL的代谢转化。结果表明, SAL在肠道菌群中被代谢为

代谢物酪醇 (tyrosol, TYR)。虚拟分子对接与纯酶代谢实验进一步验证了 β-葡萄糖苷酶 (β-glucosidase, β-G) 在该转

化过程中的关键作用。体外细胞实验证实, SAL与其主要代谢物TYR协同发挥肝脏保护作用。结合网络药理学分

析, 本研究初步揭示其潜在的关键作用靶点可能是NF-κB1、ESR1、BCL2、MMP9、TLR4等。此外, SAL干预显著提

高了体外肠菌体系中短链脂肪酸 (short-chain fatty acids, SCFAs) 的水平。非靶向代谢组学分析提示, SAL可能通过

调节尿素循环与色氨酸代谢等途径, 重塑肠道菌群代谢谱。本研究为深入理解SAL的肝保护作用提供了新的视角, 

为今后天然药物临床转化研究提供了有价值的科学依据。本研究经中国医学科学院药物研究所实验动物管理与动

物福利委员会批准 (批准号:00009927)。
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Gut microbiota β-glucosidase-mediated metabolic transformation of 

salidroside drives its hepatoprotective effects

WEI Ling-yu1,2#, SONG Jian-ye2#, FENG Ru2, HU Jia-chun2, ZHAO Yi2, JIN Jing-yu2, LU Jin-yue2, 

ZUO Heng-tong2, PENG Ying1*, WANG Yan2*

(1. Wuya College of Innovation, Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang 110016, China; 2. State Key 

Laboratory of Bioactive Substance and Function of Natural Medicines, Institute of Materia Medica, Chinese Academy of 

Medical Sciences & Peking Union Medical College, Beijing 100050, China)

Abstract: Salidroside (SAL), a principal active constituent of the medicinal plant Rhodiola crenulata, exerts 

diverse pharmacological activities including antioxidation, anti-inflammation, and anti-aging. However, its 

protective efficacy against liver injury and the underlying molecular mechanisms remain incompletely elucidated. 

The low oral bioavailability of SAL implies potential interactions with the gut microbiota. Therefore, this study 

focused on the metabolic transformation of SAL mediated by the gut microbiota. The results demonstrated that 

SAL is metabolized to tyrosol (TYR) in the gut microbiota. Virtual molecular docking and pure enzyme metabolic 

experiments further validated the critical role of β-glucosidase (β-G) in this transformation process. In vitro cellular 
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experiments have demonstrated that SAL and its primary metabolite TYR exert a synergistic hepatoprotective 

effect. Based on network pharmacology screening, hub targets including NF-κB1, ESR1, BCL2, MMP9, and TLR4 

were revealed. Furthermore, SAL intervention significantly increased the levels of short-chain fatty acids (SCFAs) 

by the gut microbiota in an in vitro culture system. Untargeted metabolomics analysis suggested that SAL may 

reshape the metabolic profile of the gut microbiota by modulating pathways including the urea cycle and 

tryptophan metabolism. This study provides a novel perspective for a deeper understanding of the hepatoprotective 

mechanism of SAL and offers valuable scientific evidence for future clinical translational research on natural medicines. 

The experimental protocol was approved by the Laboratory's Institutional Animal Care and Use Committee of the 

Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College (Approval No.: 00009927).
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红景天是景天科植物大花红景天 (Rhodiola 

crenulata) 的干燥根茎。根据《中华人民共和国药典》

2025 年版 , 红景天具有益气活血、通脉平喘的功效。

红景天苷 (salidroside, SAL) 是红景天的主要活性成

分, 在抗缺氧、抗氧化、抗炎、抗肿瘤及神经保护方面表

现出独特的价值[1]。研究显示, SAL可通过激活Nrf2/

GPX4轴恢复神经元损伤, 改善认知障碍[2]; SAL可以

激活 Notch 信号通路上调 ITGB1, 从而促进血管生成

并保护血脑屏障[3]。此外, SAL还可通过调节肠道菌

群, 干预BA-FXR/TGR5信号通路, 缓解非酒精性脂肪

肝炎的脂质蓄积与炎症损伤[4]。尽管SAL对心血管保

护、神经保护的药理作用已得到较充分的阐释, 其对于

肝损伤的保护作用与肠道菌群之间的关联与机制仍有

待深入探索。值得注意的是, SAL的口服生物利用度

较低[5-7], 其原型药物本身难以高效吸收, 提示其发挥

作用可能依赖于肠道内的生物转化过程。

肠道菌群作为与宿主深度共生、互惠互利的生物

体, 已被现代科学重新定义为“隐形器官”及“人类第二

基因组”。稳定且多样化的肠道菌群在调控机体稳

态[8-10]、调节营养物质代谢[11]及介导神经系统信号传

递[12]等方面发挥关键作用; 而菌群结构失调则可能会

驱动多种疾病的发生, 如普雷沃氏菌属 (Prevotella) 丰

度升高可通过脂肪酸代谢变化加重银屑病样皮肤表

型[13]; 其代谢产物 5-氨戊二醇酸 (5-AVA) 亦能促进高

脂饮食诱导的肝脂肪变性[14]; 粪肠球菌 (Enterococcus 

faecalis) 则可分泌细胞溶解素导致肝细胞坏死与肝损

伤[15]。日益增多的证据表明, 肠道菌群在肝脏疾病的

发生发展中起着关键作用[16]。

急性肝损伤 (acute liver injury, ALI) 是日益严峻的

全球性公共卫生问题, 其核心病理机制涉及过度激活

的炎症反应与氧化应激所引发的肝细胞死亡。对乙酰

氨基酚 (acetaminophen, APAP) 作为普遍使用的解热

镇痛药之一, 其过量服用是导致药物性肝损伤的主要

原因之一, 在严重的ALI与肝衰竭病例中占比高达约

56%。目前临床唯一的特异性解毒剂 N-乙酰半胱氨

酸 (N-acetyl-L-cysteine, NAC) 治疗窗口窄 (通常在服

药后 8～10 h内最有效)[17], 且对已形成的细胞损伤和

后续的炎症反应作用有限。因此, 研发新型保肝药物

具有重要意义。近年来, 随着“肠−肝轴”理论的提出

与发展, 外源性干预 (如膳食或药物成分) 调节肠道菌

群稳态, 可能成为干预ALI的新型策略。

本研究旨在探讨肠道菌群在 SAL 的生物转化过

程中的关键性作用。通过LC/MSn-Q-TOF技术鉴定出

SAL 的主要代谢产物酪醇 (tyrosol, TYR)。通过虚拟

分子对接及体外纯酶实验 , 发现 β - 葡萄糖苷酶 

(β-glucosidase, β-G) 在该转化中发挥重要作用。气相

色谱与非靶向代谢组学分析表明, SAL可调节肠道菌

群代谢谱 , 影响短链脂肪酸 (short-chain fatty acids, 

SCFAs) 水平并富集色氨酸代谢通路。此外, 本研究还

评估了SAL及其代谢产物TYR对ALI的保护效应, 并

运用网络药理学方法初步探索其潜在作用靶点与相关

信号通路。本研究不仅为深入阐明 SAL的作用机制

提供了依据, 也通过揭示其菌群调控作用, 为开发基于

“肠−肝轴”的ALI干预策略提供了新的思路。

材料与方法

化学品与试剂 SAL (批号 : C16672801)、TYR 

(批号 : F2414243)、亚胺糖栗树精胺 (castanospermine, 

CT, 批号: 79871)、Tris-HCl缓冲液、0.25%胰蛋白酶消

化液、Cell Counting Kit-8 (批号: 20250509)、磷酸盐缓

冲液 (PBS) 均购自北京禾秀诚生物科技有限公司 , 

NAC (批号: KN463093) 购自北京凯国科技有限公司。

格列吡嗪 (Glipizide, 批号 : KN897322) 作为内标 (IS) 

购自上海鸿柏科技有限公司。色谱级甲酸、甲醇和乙

腈购自Thermo Fisher Scientific Inc.。磷酸购自Sigma-

Aldrich 公司。上述化学品的纯度大于 98%。APAP 

(批号: B14A9E58584)、人工胃液、人工肠液与 β-G (批

号: D14IS234825) 来自源叶生物科技有限公司。厌氧
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肉汤培养基购自索莱宝科技有限公司。AML-12细胞

来源于中国科学院细胞系库。AML-12 专用培养基 

(批号: WH1725E091) 购自普诺赛生命科技有限公司。

丙氨酸氨基转移酶 (ALT) 试剂盒 (批号: 20251106)、天

冬氨酸氨基转移酶 (AST) 试剂盒 (批号: 20251106) 购

自南京建成生物公司研究所; 还原型谷胱甘肽 (GSH) 

试剂盒 (批号: ATYD27131) 购自亚科因生物科技有限

公司; 丙二醛 (MDA) 试剂盒 (批号: G18250923)、超氧

化物歧化酶 (SOD) 试剂盒 (批号: G18251029) 购自苏

州格锐思生物科技有限公司。

LC-MS/MS 8050、LC/MSn-Q-TOF、GC-2014 系统

来自日本 Shimadzu Corporation。可控温高速离心机 

(5424 R) 购自德国 Eppendorf 公司。恒温摇床 (LYZ-

200B) 购自龙跃仪器设备有限公司。可调式漩涡混合

器 (Vortex-3) 用于样品混合, 购自嘉鹏科技有限公司。

Molecular Devices 公司的多功能读板器 (SpectraMax 

i3x) 评估AML-12细胞增殖情况。

实验动物 SD大鼠6只, 雄性180～200 g, 购自北

京大学医学部, 许可证号: SCXK (京) 2022-0009。所

有动物在受控环境 (光照/黑暗周期为 12 h, 温度保持

在 20～24 ℃, 湿度保持在 40%～60%) 中均保持自由

进食和饮水。所有实验均经中国医学科学院药物研究

所实验动物管理与动物福利委员会批准 (批准号 : 

00009927)。

LC/MSn-Q-TOF 法鉴定 SAL 代谢物 采用电喷

雾离子源 (ESI) 的LC/MSn-Q-TOF法分析 SAL的潜在

代谢物。使用 Brownlee SPP C18 色谱柱 (4.6 mm×

100 mm, 2.7 μm) 在 40 ℃下对待测样品进行分离鉴

定。流动相 A为 0.1%甲酸, 流动相 B为乙腈, 二元梯

度洗脱速度为 0.4 mL·min-1。梯度浓度为 : 0.01～

20.00 min, 20% B～90% B; 20.00～25.00 min, 90% B; 

25.00～25.01 min, 90% B～20% B; 25.01～30.00 min, 

20% B。质谱条件设置如下: 加热块温度 400 ℃; 雾化

气流量为 3.0 L·min-1; 干燥气流量为 10 L·min-1; 检测器

电压为 2.04 kV; 脱溶剂管温度为 250 ℃。质谱法的主

要数据采集范围约为 m/z 50～500。其他参数为默

认值。

LC-MS/MS 8050 测定 SAL 及其代谢物 采用

ESI 的液相色谱−串联质谱 (LC-MS/MS) 系统对 SAL

及其代谢物进行分析。使用 Brownlee SPP C18 色谱

柱 (4.6 mm×100 mm, 2.7 μm) 在 40 ℃下对待测样品进

行分离测定。流动相A为水, 流动相B为甲醇, 二元梯

度洗脱速度为0.4 mL·min-1。梯度浓度为: 0.01～5.00 min, 

20% B～70% B; 5.00～9.00 min, 70% B～95% B; 

9.00～9.01 min, 95% B～20% B; 9.01～12.00 min, 

20% B。在多重反应监测 (multiple reaction monitoring, 

MRM) 中进行质谱分析。SAL及其代谢物的详细参数

列于表 1中。其他质谱仪参数如下: 雾化器气体流速

为 3.0 L·min-1; 干燥器流量 10.0 L·min-1; 加热气流量

10.0 L·min-1; 界面电压为 4.0 kV; 接口温度为 300 ℃ ; 

CID气体压力为 270 kPa; DL温度 250 ℃; 加热块温度

为400 ℃; 自动进样器温度为4 ℃。

SAL体外肝匀浆与肝微粒体代谢研究 SD大鼠

适应性饲养 3天后, 取新鲜 SD大鼠肝脏, PBS冲洗后

称重, 按 1 g∶3 mL的质量体积比加入 4 ℃预冷的生理

盐水制备肝匀浆。使用甲醇制备 1.0 mg·mL-1 SAL溶

液 , 取 1.0 mg·mL-1 SAL 溶液 10 μL, 加入 990 μL 肝匀

浆, 确保 SAL 在体系中的终浓度为 10 μg·mL-1。恒温

摇床中37 ℃、800 r·min-1孵育0、0.5、1、1.5、2 h。到达反

应时间点后取出孵育体系加入 3倍体积含 100 ng·mL-1

格列吡嗪的甲醇溶液, 4 ℃、12 000 r·min-1离心 12 min。

收集 100 μL上清液, 在LC-MS/MS 8050系统进行定量

分析。

SD大鼠灌流后取新鲜肝脏, 在冰水浴中制备肝微

粒体 (42.64 mg·mL-1)。使用甲醇制备 100 μg·mL-1 

SAL溶液, PBS制备 13 mol·L-1还原型烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸磷酸 (NADPH) 及4 mg·mL-1肝微粒体蛋白工作

液。向 178 μL PBS (0.1 mol·L-1) 中加入 2 μL SAL溶液

与 10 μL肝微粒体, 37 ℃、800 r·min-1孵育 5 min后立即

加入 10 μL NADPH启动反应, 确保孵育体系中SAL终

浓度为1 μg·mL-1。37 ℃、800 r·min-1孵育0、0.5、1、1.5、

2 h, 反应时间点取出, 向其中加入3倍体积含100 ng·mL-1

格列吡嗪的甲醇溶液以终止反应。4 ℃、16 162 ×g离

心 15 min 沉淀蛋白 , 取 3 μL 上清液注入 LC-MS/MS 

8050系统进行定量分析。

SAL 在人工胃液和人工肠液中的稳定性 取

1.0 mg·mL-1 SAL 溶液 10 μL, 加入人工胃液或人工肠

液 990 μL, 确保SAL在体系中的终浓度为 10 μg·mL-1。

Table 1　 Quantification ions and optimized MRM parameters of SAL, metabolite and IS. MRM: Multiple reaction monitoring; SAL: 

Salidroside; TYR: Tyrosol; IS: Internal standard (glipizide)

Analyte
SAL

TYR

IS

Detection mode
Negative

Negative

Negative

Precursor ion (m/z)
299.000

137.150

444.150

Quantification (m/z)
119.000

106.000

319.150

Retention time/min
3.759

4.391

5.252

Q1 pre bias/V
15.0

10.0

13.0

CE/V
13.0

17.0

22.0

Q3 pre bias/V
11.0

17.0

21.0
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在摇床上37 ℃、800 r·min-1孵育0、0.5、1、2、3 h。待反应

结束后将孵育体系振荡均匀, 向其中加入 3倍体积含

100 ng·mL-1格列吡嗪的甲醇溶液, 4 ℃、12 000 r·min-1

离心 12 min。最后 , 取 3 μL 上清液注入 LC-MS/MS 

8050系统进行定量分析。

SAL体外肠道菌群代谢研究 将 9.5 g厌氧肉汤

培养基粉末与 1 L纯水混合完全, 高压蒸汽灭菌后得

到厌氧培养基。收集新鲜 SD 大鼠盲肠内容物, 按照

1 g∶20 mL的质量体积比加入无菌厌氧培养基混匀过

滤后, 置于 37 ℃恒温摇床中培养 30 min。向 990 μL含

菌培养基中加入10 μL SAL溶液 (1 mg·mL-1) 制成肠道

菌群温孵体系, SAL在体系中的终浓度为 10 μg·mL-1。

温孵实验共进行两次 , 第一次实验将温孵体系在

37 ℃、800 r·min-1 的无氧条件下孵育 0、0.25、0.5、1、

1.5、3 h。阴性对照组采用灭活肠菌 , 即将菌液煮沸

3次制备而成, 其他条件相同, 孵育时间为 0、0.25、0.5、

1、1.5、3 h。第二次实验将上述制备得到的肠道菌群温

孵体系孵育 0、5、10、15、30 min。反应终止后, 从温孵

体系中取出100 μL加入3倍体积含100 ng·mL-1格列吡

嗪的甲醇溶液, 在4 ℃、12 000 r·min-1条件下离心12 min。

收集100 μL上清液进行后续定量分析。

SAL 与 β -G 的分子对接分析 使用 AutoDock 

Vina 1.1.2 软件进行 SAL 与 β -G 之间的分子对接。

SAL的三维结构从Pubchem数据库中下载获得。使用

来自大肠杆菌 BL21 (E. coli BL21) 的 β -G (PDB ID: 

7F1N) 作为模型酶。从 Protein Data Bank (PDB) 数据

库中下载 β-G的晶体结构, 使用 Pymol 2.5.7软件去除

水分子与其他配体分子, 添加氢原子, 可旋转键设置为

“柔性”。将 SAL 小分子与蛋白质大分子均转换成

PDBQT格式。随后将 SAL与 β-G文件导入AutoDock 

Vina 1.1.2进行分子对接, 计算目标物与活性成分之间

的最小结合亲和力。最后利用 Pymol 2.5.7 软件对分

子对接结果进行可视化分析。

β-G介导SAL的转化

β-G抑制剂对SAL代谢的影响 向肠道菌群温孵

体系中加入CT, 其他步骤与“SAL体外肠道菌群代谢

研究”一致。体系中 SAL 终浓度为 10 μg·mL-1, CT 终

浓度为1和2 mmol·L-1。以添加10 μL甲醇溶液的肠道

菌群温孵体系作为对照, 将制备得到的肠道菌群温孵

体系在37 ℃下孵育0、5、10、15、30 min。

SAL体外纯酶代谢与酶抑制剂代谢实验 使用生

理盐水制备 SAL溶液 (1 mg·mL-1), 取 10 μL该溶液加

入预灭菌离心管中 (系统中的终浓度为10 μg·mL-1), 使

体系中 β-G 浓度达到 50 U·mL-1, Tris-HCl缓冲液补足

体系。取不同时间点进行测定: 0、0.5、1、2、3 h。同时, 

向温孵体系中加入CT, 其他步骤同前者一致。反应终

止后 , 从温孵体系中取出 100 μL 加入 3 倍体积含

100 ng·mL-1格列吡嗪的甲醇溶液, 在4 ℃、12 000 r·min-1

条件下离心 12 min。收集 100 μL 上清液进行后续定

量分析。

SAL 与单菌代谢实验 制备 E. coli BL21 (DE3) 

ΔbglX同本课题组之前建立的方法一致[18]。采用 Red

重组系统进行基因敲除。首先, 根据目标基因 bglX的

序列, 在其 5'与 3'端设计同源臂并合成引物, 通过 PCR

扩增获得两端带有该同源臂的Kan抗性基因片段。将

辅助质粒 pKD46 电转入 BL21 (DE3) 菌株 , 制备成电

感受态细胞。该工程菌于 30 ℃培养至对数期, 经 10%

甘油重悬处理后, 按优化条件电转入上述重组片段。

转化产物复苏后涂布平板, 30 ℃倒置培养。通过抗性

平板筛选与划线纯化获得初级阳性克隆 , 并消除

pKD46质粒。将该敲除菌株再次制备为电感受态, 转

入温敏型FLP重组酶质粒 pCP20, 转化后于 30 ℃培养

筛选。挑取克隆经 PCR验证正确后, 对阳性克隆进行

基因组测序确认。最后, 将菌株置于 37 ℃培养以消除

pCP20质粒, 最终获得无抗性标记的 bglX基因敲除菌

株。E. coli BL21 (DE3) WT与E. coli BL21 (DE3) ΔbglX

在 LB 培养基中进行培养。将 SAL 与 E. coli BL21 

(DE3) WT 和 E. coli BL21 (DE3) ΔbglX 分别孵育 2 h, 

在 0、0.25、0.5、1、2 h测定SAL与TYR浓度。孵育条件

同“SAL体外肠道菌群代谢研究”。

气相色谱法测定 SCFAs 肠道菌群温孵体系的

制备与“SAL体外肠道菌群代谢研究”一致。SAL终浓

度为 100 μg·mL-1。体系在 37 ℃无氧条件下孵育 0、3、

6 h。孵育结束后, 从温孵体系中取出100 μL加入3倍体

积含 1% (v/v) 磷酸的甲醇溶液, 在 4 ℃、12 000 r·min-1

条件下离心12 min。收集100 μL上清液进行后续检测。

与本课题组之前建立的方法一致[19,20], 气相色谱仪

选择Splitless模式。高极性Alltech毛细管柱 (AT-WAX, 

30 m × 0.25 mm, 0.25 μm, 美国Alltech Company) 用于

分离。柱温箱的初始温度为 80 ℃并保持 1 min。然后

以 5 ℃·min-1的恒定速度升温至 130 ℃, 并保持 130 ℃ 

5 min。其他设置条件: 检测器温度设置为 250 ℃, 进

样口温度为 230 ℃, 氮气流量为 1.27 mL·min-1, 吹扫流

量为3.0 mL·min-1, 总压力为105.0 kPa。

SAL 及其代谢物对 ALI 保护作用的探索 小鼠

原代肝细胞AML-12细胞在含 5% CO2、37 ℃的细胞培

养箱中, 使用AML-12细胞专用培养基培养。AML-12

细胞以每孔 1×104个细胞的密度接种于 96孔板中, 培

养 12 h使细胞贴壁生长。为评估化合物对AML-12细

胞 的 细 胞 毒 性 效 应 , 分 别 用 0、1、5、10、25、50、
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100 μmol·L-1 SAL和TYR处理细胞 24 h; APAP使用 0、

1、5、10、25、50、100 mmol·L-1浓度梯度处理 24 h。孵育

24 h 后每孔中加入 10 μL Cell Counting Kit-8, 继续孵

育2 h, 使用酶标仪在450 nm处测定每孔的吸光度。

为探究SAL与TYR的保护作用, 基于前述细胞毒性

效应研究的剂量 , 细胞分别与 SAL (25、50 μmol·L-1)、

TYR (25、50 μmol·L-1) 与 NAC (100 μmol·L-1) 预处理

12 h, 再加入 10 mmol·L-1 APAP共同孵育 24 h后, 每孔

加入 10 μL Cell Counting Kit-8孵育 2 h, 于 450 nm处测

量吸光度。采用肝功能相关酶水平和氧化应激指标, 

进一步评价药物的干预效果。对 control、model、SAL-

50 μmol·L-1、TYR-50 μmol·L-1 与 NAC-100 μmol·L-1 组

的细胞分别离心富集, 加入相应提取液后超声破碎, 离

心收集上清。根据制造商说明对 ALT、AST、GSH、

MDA及SOD进行测定。

非靶向代谢组学分析 对于体外肠道菌群孵育样

本的非靶向代谢组学 , 肠道菌群温孵体系的制备与

“SAL 体外肠道菌群代谢研究”一致。SAL 终浓度为

100 μg·mL-1。孵育 12 h后, 选取 0 h肠道菌群孵育样本

与 12 h 肠道菌群孵育样本进行分析。各吸取 100 μL

加入 300 μL 含 100 ng·mL-1 格列吡嗪的甲醇−乙腈 

(1∶1) 溶液, 15 000 r·min-1离心 10 min收集上清液, 过

0.22 μm滤膜待测。通过合并所有样品的等分试样制

备质量控制 (QC) 样品, 在数据采集过程中, 每 5个样

品进样一次QC样品。

选择正离子模式, 流动相为乙腈: 0.1%甲酸 (FA) 

水溶液。线性梯度设置如下: 0.01～30.00 min, 10% B～

90% B; 30.00～35.00 min, 90% B; 35.00～35.20 min, 

90% B～10% B; 35.20～45.00 min, 10% B。其他条件设

置同“LC/MSn-Q-TOF法鉴定SAL代谢物”。将LC-MS

原始数据导入代谢组学处理软件MSDIAL进行基线过

滤等。同时使用Metaboanalyst 6.0网站进行分析。

基于网络药理学的 SAL 及代谢物在 ALI保护作

用中的机制研究

SAL及代谢物保护ALI的关键靶点分析 本研究

选 择“salidroside”作 为 研 究 对 象 。 TYR 作 为

“salidroside”的有效成分共同分析。通过中药系统药

理学数据库与分析平台 (TCMSP) 数据库 (https://www.

tcmsp-e. com/load_intro.php? id=43)、SwissTargetPredicion

数据库 (https://swisstargetprediction. ch/) 及 Superpred 

Prediction 数 据 库 (https://prediction. charite. de/index.

php) 搜索获得 SAL及其代谢物TYR的预测靶点。去

除重复后, 得到药物的潜在靶点。通过 GeneCards数

据库 (https://www. genecards. org/) 与 OMIM 数据库 

(https://www.omim.org/), 以“acute liver injury”为检索

词进行检索, 获得ALI的相关疾病靶点。采用中位数

法建立 GeneCards 数据库筛选标准: relevance score ≥ 

15.00。取两个数据库 ALI靶点并集, 删去重复项, 建

立 疾 病 靶 点 数 据 集 。 通 过 Venny 2.1.0 (https://

bioinfogp. cnb. csic. es/tools/venny/index. html) 识 别

“salidroside”与“acute liver injury”的交集靶点 , 即为

SAL及代谢物TYR对ALI发挥保护作用的靶点。

蛋白相互作用 (PPI) 网络构建分析与作用核心靶

点筛选 将交集靶点导入 String 数据库 (https://cn.

string-db.org/) 获取蛋白相互作用 (PPI) 网络。利用

Cytoscape 3.9.1软件对相互作用关系数据进行可视化, 

并根据平均节点度值 (degree)、紧密中心性 (closeness)、

介数中心性 (betweenness) 筛选指标高于平均值的靶

点 , 即为发挥保护作用的核心靶点。根据 degree、

closeness、betweenness值调整节点大小, 绘制核心靶点

网络图。

GO和KEGG通路富集分析 为系统阐释核心靶

点涉及的生物学功能、细胞组分、分子功能及其参与的主

要信号通路, 使用DAVID数据库 (https://david.ncifcrf.

gov) 对筛选出的核心靶点进行了GO生物学过程分析

及KEGG通路分析。GO功能富集分析包括生物过程 

(biological process, BP)、细胞组分 (cellular component, 

CC) 和分子功能 (molecular function, MF) 3个类别, 富

集结果以P < 0.05为显著性阈值, 筛选前 5条路径进行

可视化。KEGG通路富集分析筛选核心靶点显著富集

的信号通路 (P < 0.05), 选择前 20条通路进行可视化, 

进一步说明核心靶点在信号通路中的作用。

统计学分析 使用微生信−在线生物信息学分

析 、可视化云平台 (https://bioinformatics. com. cn/)、

CNSknowall平台 (https://cnsknowall.com) 对网络药理

学数据及非靶向代谢组学数据进行可视化。实验数据

采用 GraphPad Prism 10 进行统计分析。对于图表中

显示的所有数据 , 结果均以均数 ± 标准差 (x̄ ± s) 表

示。采用单因素方差分析比较差异, 然后进行 Tukey

的事后多重比较检验。P < 0.05 表示结果有统计学

意义。

结果

1　肠道菌群在SAL代谢中发挥核心作用

SAL结构如图 1A所示。探究肠道菌群在 SAL代

谢中的关键作用 , 为此 , 本研究建立了一种基于

LC-MS/MS 8050 系统的定量分析方法。该方法采用

格列吡嗪作为内标, 在负离子模式下对 SAL进行定量

检测。SAL 与内标分别在 5.462 与 8.987 min 时被洗

脱。随后, 本研究将 SAL与 SD大鼠的盲肠内容物体
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外共同孵育 3 h, 采用热灭活的盲肠内容物作为阴性对

照组以排除培养基等其他因素的干扰。如图 1B所示, 

SAL在 15 min内被肠道菌群迅速代谢, 而阴性对照组

在 3 h内基本保持不变。为了得到更精确的 SAL代谢

信息 , 本研究进一步将孵育时间缩短为 30 min, 发现

SAL可在5 min代谢完全 (图1C)。

为全面评估 SAL的代谢途径, 探究肠道菌群是否

在 SAL 代谢中产生独特的代谢作用 , 本研究考察了

SAL在不同体系下的代谢特征。肝脏作为药物代谢的

主要器官之一, SAL在肝匀浆体外孵育体系中孵育 2 h

后仅下降 17.43% (图 1D), 而在肝微粒体体系中没有明

显代谢 (图 1E)。胃肠道是参与药物代谢的重要场所

之一, 使用人工胃、肠液研究 SAL在人工胃液和人工

肠液中的稳定性。如图1F、G所示, SAL在人工胃液和

人工肠液中均表现出良好的稳定性。这些结果提示, 

SAL在体内的代谢转化主要依赖于肠道菌群的作用。

2　肠道菌群介导SAL转化为主要代谢物TYR

本研究使用LC/MSn-Q-TOF进一步鉴定SAL通过

肠道菌群产生的代谢物。代谢物在 5.629 min被洗脱, 

随着孵育时间增加, 其含量持续积累, 且在 0 h未检测

到, 说明其是 SAL的主要菌群依赖性代谢物 (图 2A)。

代谢物质谱图显示分子离子为 [M-H]− (C8H9O2
−), 通过

二级质谱解析推测, 这一分子离子 (m/z 137.061) 通过

中性丢失一分子H2O生成m/z 119.050的碎片离子; 分

子离子还可丢失一分子 CH2O, 产生 m/z 107.051 的碎

片离子 (图 2B～D)。结合 SAL 的化学结构与代谢物

分子式C8H10O2推测, 可能的结构如图 2E所示, SAL脱

去一分子葡萄糖后水解生成代谢物TYR。

为进一步验证与量化 SAL 经由肠道菌群产生的

代谢物, 采用LC-MS/MS 8050建立了一种SAL与TYR

的定量分析方法, 该方法中SAL与TYR保留时间分别

为 3.759与 4.391 min (图 2F)。优化后的质谱参数如分

子质量、碰撞能等见表 1。其在肠道菌群中的代谢转

化如图 2G 所示 , SAL 完全转化为 TYR, 表明 TYR 是

SAL的主要代谢物。

3　β-G是SAL代谢的关键酶

基于上述代谢途径 (图 2E), SAL结构中的 β-葡萄

糖苷键被水解断裂生成 TYR, 故假设肠道菌群中的

β-G 是介导 SAL 转化的关键酶。为初步评估 SAL 与

β-G的结合潜力, 本研究采用AutoDock Vina进行虚拟分

子对接。结果显示, SAL与β-G的对接网格中心坐标为 

(109.19, −7.864, 27.849), 结合亲和力为−7.1 kcal·mol-1, 

表明两者具有良好的结合能力 (图3A)。活性位点内的

关键氨基酸残基 (如 GLU-210 与 ASN-277) 可与 SAL

形成氢键, 从而稳定SAL在β-G蛋白中的结合构象。

本研究选择了一种 β-G抑制剂CT以反向验证酶

的代谢作用。为验证 β-G的关键代谢作用, 首先在体

外肠道菌群孵育系统中加入其特异性抑制剂CT。CT

剂量依赖性地抑制了 SAL 代谢与 TYR 生成 (图 3B、

C), 提示 β-G的核心作用。随后, 本研究建立了体外纯

酶反应体系进一步证实。在该体系中, β-G对 SAL的

代谢活性 (3 h 内代谢 79.26%) 可被 CT 特异性抑制

Figure 1　Gut microbiota plays a central role in SAL metabolism. A: The structural formula of SAL; B: Relative abundance of SAL in the 

gut microbiota; C: Metabolic characteristics of SAL by gut microbiota within a more precise timeframe; D: Metabolic effect of liver 

homogenate on SAL; E: Metabolic effect of liver microsome on SAL; F: Relative abundance of SAL in simulated gastric fluid; G: Metabolic 

effect of SAL in artificial intestinal juice. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001
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48.65% (图 3D), TYR 的生成相应地减少 88.04% (图

3E)。据报道, 大肠杆菌E. coli中同样含有 β-G表达基

因 bglX (基因编号: 946682), 本研究使用课题组先前证

实过的敲除基因 bglX的E. coli BL21 (DE3), 同时野生

型 E. coli BL21 (DE3) WT作为阴性对照进行孵育, E. 

coli BL21 (DE3) ΔbglX使SAL的代谢与TYR的生成被

显著抑制 (图 3F、G)。这些发现提示 , 肠道菌群中的

β-G可能是将SAL转化为TYR的关键细菌酶。

4　SAL及代谢物TYR在ALI中的保护作用

鉴于 SAL具有显著的抗炎活性[1,4], 本研究在细胞

模型中评估了其对 ALI 的保护作用。使用 APAP 在

AML-12细胞上建立ALI模型。细胞毒性实验结果表

明, 在1～100 μmol·L-1内, SAL与TYR对AML-12细胞

均未显示显著的毒性作用 (图 4A、B)。使用 APAP 处

理AML-12细胞以建立体外ALI模型。CCK-8检测结

果显示, APAP各浓度组均表现出显著的细胞毒性。当

APAP 浓度为 10 mmol·L-1 时 , 细胞存活率为 (64.2 ± 

6.1)% (图 4C), 故选取该浓度作为APAP诱导AML-12

细胞产生ALI的造模浓度。

在细胞保护实验中, 分别使用SAL (25、50 μmol·L-1)、

TYR (25、50 μmol·L-1) 及阳性对照药NAC (100 μmol·L-1) 

预处理细胞12 h后, 加入10 mmol·L-1 APAP共孵育24 h, 

以评估各化合物对APAP诱导的肝细胞损伤的保护作

用。与对照组相比, 10 mmol·L-1 APAP诱导的模型组

细胞存活率显著下降至 (58.7 ± 4.2)%, NAC处理后, 细

胞存活率回升至 (93.8 ± 7.5)%, 而 SAL预处理表现出

显著的保护效应, 在 50 μmol·L-1浓度下可使细胞存活

率回升至 (93.2 ± 7.4)%, 值得注意的是, 该剂量的SAL

在恢复细胞活力方面与 NAC 效果相当 (93.2% vs 

93.8%)。此外, TYR (50 μmol·L-1) 亦表现出显著的保

护作用, 细胞存活率提升至 (90.3 ± 5.7)% (图4D)。

为进一步评估 SAL与TYR对肝细胞的保护作用, 

Figure 2　Gut microbiota mediates the conversion of SAL into its primary metabolite, TYR. A: Extracted ion chromatograms of TYR at 

different times; B: MS spectrum of SAL metabolite TYR; C: MS/MS spectrum of SAL metabolite TYR; D: Proposed chemical structure and 

mass spectrometric fragmentation pathway of metabolite TYR; E: Proposed metabolic conversion pathway from SAL to TYR; F: Extracted 

ion chromatograms of SAL, TYR and IS; G: Metabolic conversion of SAL to TYR in the gut microbiota system. n = 3, x̄ ± s
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本研究检测了 control 组、model 组、SAL-50 μmol·L-1

组、TYR-50 μmol·L-1组与 NAC-100 μmol·L-1组细胞的

肝功能相关酶水平和氧化应激指标 (图 4E～I)。与

control组相比, APAP显著升高了model组细胞ALT和

AST的活性, 同时细胞内GSH含量和SOD活性显著下

降, MDA含量显著上升, 表明急性肝损伤模型构建成

功。而SAL、TYR与阳性药NAC的干预均能显著降低

由 APAP 升高的 ALT 和 AST 水平 , 恢复 GSH 含量和

SOD活性, 并显著减少MDA生成。其中, SAL在降低

ALT、AST水平及恢复GSH、SOD活性方面, 其效果均

优于阳性药NAC, 表现出更优的综合改善效果。以上

结果表明 , SAL 与 TYR 预处理对 AML-12 细胞中

APAP诱导的ALI均具有保护作用, 其作用可能与缓解

氧化应激有关。

5　SAL参与调节体外SCFAs的产生

SCFAs在减轻炎症反应中具有重要作用, 如小檗

碱可提高 SCFAs 的产生 , 并降低肠道中的脂多糖 

(LPS) 水平[21], 从而起到抗炎作用。为探究 SAL 对肠

道菌群代谢产物的影响 , 本研究通过气相色谱 (GC) 

对 SCFAs进行定量分析。与对照组相比, 丙酸、丁酸、

戊酸及异戊酸在孵育 3 h后浓度显著升高 (图 5A～D)。

其中, SAL处理 3、6 h后, 戊酸含量分别增加了 26.16%

和 26.96%。尽管己酸与异丁酸在孵育后也呈现上升

趋势, 但差异未达统计学显著性 (图 5E、F)。以上结果

表明 , SAL 可以促进肠道菌群产生 SCFAs, 尤其对丙

酸、丁酸及戊酸的分泌具有显著增强作用。

Figure 3　β-G is the key enzyme for SAL metabolism. A: Schematic representation of the molecular docking configuration between SAL 

and β-G (PDB ID: 7F1N); B: Relative abundance of SAL in the gut microbiota system upon addition of CT at varying concentrations (CT-L: 

1 mmol·L-1, CT-H: 2 mmol·L-1); C: Inhibition of SAL conversion to TYR by the gut microbiota upon addition of CT at varying 

concentrations; D: Metabolic profile of SAL in β-G enzyme system upon addition of CT; E: Inhibition of SAL conversion to TYR in β-G 

enzyme system upon addition of CT; F: Metabolic profile of SAL following incubation with E. coli BL21(DE3) in vitro; G: Metabolic 

conversion of SAL to TYR by E. coli BL21(DE3) in vitro. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001. CT: Castanospermine; β-G: β-Glucosidase
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6　SAL在体外对肠道菌群代谢特征的影响

肠道菌群代谢产物是调控宿主健康与疾病状态的

关键功能性分子。为系统探究 SAL对肠道菌群代谢

谱的影响, 本研究采用非靶向代谢组学正离子模式进

行分析。主成分分析 (PCA) 结果显示 (图 6A), SAL与

肠道菌群体外共孵育 12 h后的样本与 0 h样本在 2D得

分图上呈现明显的分离趋势, 且QC样本高度聚集, 表

明仪器重复性良好, 数据质量可靠; 两组间代谢谱存在

系统性差异, 组内样本聚类紧密, 满足后续分析要求。

为进一步突出组间差异并减少组内变异干扰, 采用正

交偏最小二乘鉴别分析 (OPLS-DA) 检测各组内聚集

效果。12 h组与 0 h组在预测主成分上区分明显, 提示

两组代谢特征具有显著差异 (图 6B)。对OPLS-DA模

型进行 100 次置换检验 (图 6C), 该模型的拟合参数

R2Y = 1.00、预测度Q2 = 0.998, 均显著高于 100次随机

置换后生成的分布 (P < 0.01, 100 次置换中无一次结

果超过真实值), 提示模型不存在过拟合 , 预测能力

可靠。

基于 OPLS-DA 结果 , 以 P < 0.05、VIP ≥ 1、FC < 

1.2或 FC > 0.83筛选差异代谢物。其中, SAL上调的

差异代谢物有 205种, 398种下调 (图 6D)。值得关注

的是, 色氨酸代谢通路相关代谢物如色氨酸、血清素和

喹啉酸等发生显著变化。KEGG 通路富集分析 (图

6E) 进一步提示, 差异代谢物主要富集于尿素循环、天

冬氨酸代谢、烟酸与烟酰胺代谢、谷胱甘肽代谢及磷脂

酰胆碱生物合成等通路; 其中, 色氨酸代谢通路亦显著

富集 (排名第六)。这些结果提示, SAL可能通过调控

色氨酸代谢、谷胱甘肽代谢等途径, 影响相关代谢物的

Figure 4　SAL and its metabolite TYR exhibit protective effects against ALI. A−C: Effects of varying concentrations of SAL, TYR and 

APAP on AML-12 cell viability; D: Effects of varying concentrations of SAL, TYR and NAC on AML-12 cell viability in APAP-induced 

injury model; E, F: The levels of ALT (E) and AST (F) in AML-12 cells were measured using commercial assay kits; G− I: The levels of 

GSH, MDA, and SOD in AML-12 cells were measured using commercial assay kits. n = 5, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. APAP: 

Acetaminophen; NAC: N-Acetyl-L-cysteine. ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase; GSH: Glutathione; MDA: 

Malondialdehyde; SOD: Superoxide dismutase; ALI: Acute liver injury
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表达, 进而参与宿主−菌群互作。

7　SAL及TYR在ALI保护作用中分子机制的网络药

理学分析

为进一步阐明 SAL 及代谢产物对 ALI 的作用机

制, 本研究采用网络药理学方法进行系统性探究。通

过整合中药系统药理学数据库与分析平台 (TCMSP) 

数 据 库 、SwissTargetPredicion 数 据 库 及 Superpred 

Prediction 数据库 , 预测 SAL 及代谢物 TYR 的潜在作

Figure 6　SAL modulates the metabolic profile of gut microbiota in vitro. A: PCA score plot of gut microbiota with SAL in vitro (n = 5); B: 

OPLS-DA score plot showing metabolic profile differences between the gut microbiota control group (0 h) and the SAL-gut microbiota 

group (12 h + SAL); C: Permutation test of OPLS-DA model between the two groups; D: Volcano plot depicting significantly upregulated and 

downregulated metabolites between the two groups; E: KEGG pathway enrichment analysis of differential metabolites between the two groups

Figure 5　SAL is involved in modulating the production of SCFAs in vitro. A−F: Levels of propionic acid (A), butyric acid (B), valeric acid 

(C), isovaleric acid (D), hexanoic acid (E) and isobutyric acid (F) in the in vitro gut microbiota system. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, 
***P < 0.001. SCFAs: Short-chain fatty acids
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用靶点, 经去重后共 184个靶点。基于GeneCards数据

库与 OMIM 数据库筛选获得 ALI 相关疾病靶点为

2 336个。利用Venny 2.1.0取二者交集, 本研究预测到

66个共同靶点, 提示这些靶点可能是SAL发挥肝保护

作用的关键潜在靶标。将 66个交集靶点导入String数

据库构建 PPI网络。该网络包括 66个节点, 326条边, 

degree值为 9.88。其中 degree值排名前 10的核心靶蛋

白包括 : 雌激素受体 1 (ESR1)、B 细胞淋巴瘤因子 2 

(BCL2)、热休克蛋白 90α (HSP90AA1)、核因子 κB1 

(NF-κB1)、基质金属蛋白酶-9 (MMP9)、前列腺素内过

氧化物合酶 2 (PTGS2)、Toll 样受体 4 (TLR4)、雷帕霉

素靶蛋白 (MTOR)、蛋白激酶催化亚基 α (PRKACA) 

以及 CXC 趋化因子受体 4 (CXCR4)。进一步依据

degree、closeness、betweenness 高于均值的标准 , 筛选

出14个核心靶点 (图7A)。其中NF-κB1、ESR1、BCL2、

MMP9、TLR4位居前列。

为解析这些核心靶点涉及的生物学过程与信号通

路, 本研究利用David数据库进行GO功能与KEGG通

路富集分析。GO分析共获得 105个条目, 其中生物过

程相关条目 63个, 分子功能相关条目 21个, 细胞组成

相关条目 21个。其中显著富集的生物过程包括一氧

化氮生物合成过程的正向调节 (GO:0045429)、细胞对

缺氧的反应 (GO:0071456)、炎症反应 (GO:0006954) 

等; 细胞组分主要集中于细胞质 (GO:0005737)、含蛋

白质复合物 (GO:0032991)、细胞胞浆 (GO:0005829) 

等 ; 分子功能则涉及泛素蛋白连接酶结合 (GO:

Figure 7　Network pharmacology analysis of the molecular mechanism underlying the protective effects of SAL and TYR against ALI. A: 

Core target network; B: GO enrichment analysis of SAL and TYR for ALI prevention. The top five terms in BP, MF, and CC are displayed 

as a Sankey bubble plot; C: KEGG pathway enrichment analysis of SAL and TYR for ALI prevention. The top 20 pathways are shown as an 

enrichment bubble plot. BP: Biological process; CC: Cellular component; MF: Molecular function
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0031625)、相同蛋白质结合 (GO:0042802) 及镁离子结

合 (GO:0000287) 等 (图 7B)。KEGG通路富集分析共

识别出 60条通路, 选取富集程度最高的 20条通路进行

结果可视化分析 (图 7C)。结果显示, 核心靶点富集于

肿 瘤 信 号 通 路 (hsa05200)、PI3K-Akt 信 号 通 路 

(hsa04151)、肿瘤蛋白多糖通路 (hsa05205)、化学致癌−
受体活化信号通路 (hsa05207)、雌激素信号通路 

(hsa04915)、IL-17信号通路 (hsa04657)、NF-κB 信号通

路 (hsa04064)、HIF-1 信号通路 (hsa04066) 等。GO 和

KEGG富集分析结果表明, SAL及代谢物TYR通过调

控癌症相关通路、PI3K-Akt与NF-κB等信号通路发挥

对ALI的保护作用。

讨论

本研究从“肠−肝轴”视角探讨了SAL经肠道菌群

代谢转化后对ALI的保护作用与潜在机制。ALI是临

床常见的危急重症, 病情可迅速进展至肝衰竭, 死亡率

高。目前临床治疗选择有限, 亟待开发新的干预策略。

红景天作为传统的药食同源植物, 其标志性活性成分

SAL 虽具有广泛的药理活性 , 但口服生物利用度较

低[5-7], 提示其效应可能依赖于与肠道菌群的相互作

用。肠道微生物中含有多种可发挥代谢作用的酶, 例

如 β-G[18]、硝基还原酶[22]与羧酸酯酶[19,20,23]等, 可将口服

生物利用度低的天然产物转化为活性代谢物, 从而发

挥药理作用[24]。本研究发现 , SAL 由肠道菌群中的

β-G代谢为TYR, 后者作为关键活性代谢物, 与SAL共

同在体外模型中表现出显著的肝保护作用。这一发现

不仅明确了 SAL在肠道中的主要代谢途径与关键酶, 

也为肠道菌群对天然产物代谢转化的影响提供了理论

基础。

本课题组研究了 SAL在不同体系中的代谢情况。

肠道菌群对 SAL的代谢具有显著影响。通过分子质

量比对、LC/MSn-Q-TOF分析及标准物质对照, 鉴定出

SAL经肠道菌群水解断裂 β-葡萄糖苷键后的主要代谢

物 TYR。据报道, TYR具有抗氧化、抗炎等多种药理

活性[25,26], 可通过抑制 HIF-1α/NF-κB信号通路的激活

降低ROS和炎症因子的水平[27], 这为其在急性肝损伤

中的潜在保护作用提供了理论依据。TYR 在体内主

要通过肝脏中硫酸化代谢为硫酸酪醇而发挥作用[28], 

这提示其肝保护效应可能依赖于肝脏局部的代谢活

化。相比之下, SAL在肝匀浆被少量代谢, 但在肝微粒

体中并未代谢, 本课题组推测可能由于在微粒体中肝

细胞区室化破坏, 内部的 pH环境并非最适酸性条件, 

同时将底物转运至溶酶体的膜转运系统也完全缺失。

β-葡萄糖苷键的断裂是 SAL的主要代谢反应, 本

课题组研究了 SAL 在肠道菌群中的生物转化过程。

虚拟分子对接结果显示 β-G与SAL之间具有强烈的结

合亲和力。本研究选用 β-G抑制剂CT在肠道菌群温

孵体系与酶抑制剂实验中验证了酶的作用。基因敲除

菌株实验进一步证实了 β-G是介导SAL在肠道菌群中

水解生成 TYR的关键酶。这一结果不仅明确了 SAL

生物转化的核心机制, 也为后续针对该代谢途径的干

预研究提供了明确的酶学靶点。

已有研究证实 SAL在ALI具有保护作用[29], 由于

SAL可被肠道菌群代谢为主要代谢物酪醇, 本课题组

研究了 SAL与代谢物TYR在体外模型中对肝脏的保

护作用。预先给予 50 μmol·L-1 SAL 后细胞存活率达

到 (93.2 ± 7.4)%, 而同样剂量的TYR可使细胞存活率

恢复至 (90.3 ± 5.7)%, 其保护效力均与阳性药物NAC

相当。在 APAP过量所致的急性肝损伤中, 毒性中间

产物N-乙酰基-对苯醌亚胺的大量生成会迅速耗竭肝

细胞内 GSH, 继而引起线粒体功能障碍与氧化应激 , 

导致肝细胞坏死。本研究发现, SAL与TYR预处理可

显著降低细胞内肝损伤经典标志物ALT与AST水平, 

表明其具有直接的保肝作用。同时, 二者可恢复细胞

内 GSH 含量和 SOD 活性 , 减少 MDA 生成 , 提示 SAL

与TYR可能通过清除自由基、增强内源性抗氧化酶的

活性或抑制上游的氧化应激相关信号通路 (如 HIF-1

信号通路等) 的活化 , 从而阻断 APAP 诱导的氧化损

伤。结合TYR已知的抗氧化药理活性[22-26], 本研究结

果进一步证实TYR是 SAL体内发挥肝保护作用的关

键活性代谢物。二者在体外模型中表现出相似的生物

活性, 为解释 SAL改善ALI的体内药效提供了直接证

据。这也进一步支持了肠道菌群代谢在其药理作用中

的关键地位。

进一步的机制研究表明, SAL对ALI的保护作用

与其调节肠道菌群代谢功能密切相关。SCFAs是肠道

菌群发酵膳食纤维产生的一类核心代谢产物[30], 其在

维持肠道内稳态中发挥多重关键作用, 包括调节肠道

菌群的组成、增强肠道屏障功能及参与免疫调节

等[31,32]。SCFAs 还具有广泛的全身性健康效应 , 如抗

炎[33]、抗肥胖[34]、抗癌[20,35]、免疫调节[36]等 , 同时对神

经[37]、心血管[38]与肝脏[39,40]等器官系统具有保护作用。

本研究通过气相色谱探究 SAL 对肠道菌群生成

SCFAs 的影响。在 SAL 与肠道菌群体外孵育 6 h 后 , 

除己酸与异丁酸外, SCFAs水平均有显著升高。因此, 

本课题组认为 SAL可能通过调节 SCFAs水平维持肠

道稳态, 发挥对ALI的保护作用。除SCFAs外, SAL可

能会改变肠道菌群的代谢物谱, 产生其他有益代谢物, 

从而发挥药理作用。因此, 本研究选择非靶向代谢组
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学分析 SAL 对肠道菌群代谢物的影响。SAL 能显著

影响菌群的氨基酸代谢谱, 特别是富集于色氨酸代谢

通路。该通路下游的吲哚类代谢物已被证实参与肝脏

保护[41], 暗示色氨酸通路可能是 SAL发挥其有益效应

的另一重要途径, 这有待后续进一步研究。

网络药理学是一种融合系统生物学、生物信息学

与多向药理学等多个领域的研究方法, 从“生物网络”

整体的角度, 系统解析了药物与疾病之间的复杂相互

作用关系。本研究借助网络药理学手段, 初步预测了

SAL 及 TYR 干预 ALI 的潜在核心靶点 (如 NF-κB1、

ESR1、BCL2、MMP9、TLR4 等靶点) 及关键信号通路 

(包括PI3K-Akt、NF-κB与HIF-1等)。PI3K-Akt、NF-κB

与 HIF-1 信号通路在 ALI 进程中均处于调控枢纽地

位, 且三者之间存在广泛的交互对话。PI3K-Akt通路

在调控细胞存活、抑制氧化应激方面具有重要作

用[42-44]。NF-κB通路是ALI驱动炎症反应、调控细胞死

亡与影响肝脏再生的核心枢纽。有研究报道, NF-κB

被上游信号激活后, 迅速启动大量促炎细胞因子 (如

TNF-α、IL-1β、IL-6) 和趋化因子的转录, 招募并激活更

多免疫细胞, 加重损伤[45,46]。HIF-1信号通路是缺氧诱

导因子-1信号通路, 可促进血管生成因子 (如 VEGF) 

表达、维持氧化还原稳态和能量供给 , 从而保护肝

脏[47,48]。上述预测结果为 SAL 与 TYR 可能通过协同

调节细胞存活、抑制炎症反应及改善氧化应激等多重

机制发挥肝保护作用提供了初步的理论线索。然而需

要指出的是, 以上结论主要基于生物信息学预测, 后续

仍需通过 qPCR、Western blot等实验手段在细胞及动

物模型中进行相关靶点验证, 以明确其具体调控机制。

本研究通过 LC/MSn-Q-TOF 进行结构鉴定 , 明确

了 SAL在肠道菌群中的代谢过程。本研究报道了肠

道菌群对 SAL的生物转化作用, 并证实 β-G在其代谢

过程中的关键作用。本研究还报道了 SAL及代谢物

TYR 对 ALI 的保护作用 , 利用非靶向代谢组学分析

SAL对肠道菌群代谢产物的影响, 并结合网络药理学

初步筛选了 SAL发挥肝保护作用的潜在靶点。然而, 

本研究仍存在一定局限性。首先, 研究结论主要基于

体外实验, SAL及TYR在整体动物模型中的肝保护效

价、药代动力学特征及其在体内的实际代谢命运尚需

通过动物实验进一步验证。其次, 网络药理学所预测

的核心靶点与通路, 需通过基因敲减、抑制剂干预等实

验在细胞及动物层面加以确证。此外, 本研究仅探讨

了肠道菌群对 SAL代谢转化的影响, SAL对肠道菌群

物种组成和丰度的具体影响尚未阐明, 其长期干预下

的菌群生态变化及其与肝保护效应的因果关系值得深

入探索。

本研究揭示了肠道菌群对 SAL 中的代谢作用。

SAL口服后难以被吸收, 但可作为“前体”由 β-G进行

代谢转化为更易吸收的活性形式——酪醇, 从而突破

其关键吸收屏障。体外细胞活性测定实验结合网络药

理学分析, 共同证实 SAL及代谢产物对ALI具有显著

的保护作用。此外, 研究发现 SAL能够调节肠道菌群

代谢功能, 影响SCFAs水平并干预色氨酸等代谢通路, 

这可能是 SAL发挥肝保护作用的重要机制。本研究

为阐释 SAL通过“肠−肝轴”途径干预ALI提供了新的

机制视角, 为推进天然药物的临床转化提供了关键科

学支撑。
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