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灯盏生脉通过调节肠道微环境抑制非酒精性脂肪肝进程
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摘要 : 本研究旨在探讨灯盏生脉 (Dengzhan Shengmai, DZSM) 对高脂饮食引起的非酒精性脂肪肝病 (non-

alcoholic fatty liver diseases, NAFLD) 的改善作用及机制。动物实验方案由中国医学科学院药物研究所伦理委员会

审核并批准。高脂饮食建立叙利亚金黄地鼠的NAFLD模型, DZSM治疗 6周后测定各组动物的血脂、肝脂、肝功

能、炎症反应等指标; 采用 16S rRNA 基因测序技术和气相-质谱联用技术检测给药后对肠道菌群及短链脂肪酸

(short-chain fatty acids, SCFAs) 的调节作用 ; 采用 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)、RT-qPCR (reverse

transcription-quantitative polymerase chain reaction)、Western blot 及组织病理学方法检测肠屏障功能 ; 并在体外

HepG2细胞中进行验证和机制研究。结果发现, DZSM改善NAFLD的作用在抗生素处理杀灭肠道菌群后明显减

弱。进一步的机制研究表明, DZSM可明显调节肠道菌群结构和组成, 促进肠道内SCFAs产生和吸收进入肝脏, 从

而减轻肝细胞内的脂质堆积; 而且DZSM通过改善肠屏障功能减少肠内毒素脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 进入

机体, 抑制LPS激活的Toll样受体 4 (Toll like receptor 4, TLR4)-核因子KB (nuclear factor kappa B, NFKB) 信号通路,

减轻肝脏炎症反应。以上结果表明, DZSM可通过调节肠道微环境改善NAFLD进程。
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Abstract: The aim of this study was to investigate the efficacy and mechanism of Dengzhan Shengmai

(DZSM) against nonalcoholic fatty liver diseases (NAFLD). The animal experiment program was reviewed and

approved by the Ethics Committee of Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences. The

NAFLD model of Syrian golden hamsters was established by high fat diets. After 6 weeks of DZSM treatment, the

serum lipid, hepatic lipid accumulation, liver function and inflammatory response were determined. The regula‐

tions of gut microbiota and short-chain fatty acids were detected by 16S rRNA gene sequencing and gas chromatog‐

raphy-mass spectrometry method, respectively. The gut barrier function was evaluated by enzyme linked immuno‐
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sorbent assay (ELISA), reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR), Western blot and

histopathological methods and further verified in HepG2 cells. The results showed that the efficacy of DZSM

against NAFLD was remarkably reduced after removal of the gut microbiota. The study of mechanism showed that

DZSM significantly regulated the composition of gut microbiota, promoted the production and absorption of intes‐

tinal short-chain fatty acids, then leading to the reduction of hepatic lipid accumulation. Moreover, after DZSM

treatment, the decreased lipopolysaccharide (LPS) level by improving the intestinal barrier function significantly

inhibited the hepatic inflammation through down-regulating Toll like receptor 4 (TLR4) -nuclear factor kappa B

(NFKB) signaling pathway. These results indicate that DZSM inhibits NAFLD via regulating intestinal microenvi‐

ronment.

Key words: Dengzhan Shengmai; nonalcoholic fatty liver disease; gut microbiota; short-chain fatty acid; lipo‐

polysaccharide

目前, 非酒精性脂肪肝病 (nonalcoholic fatty liver

disease, NAFLD) 已是全球关注的健康问题, 影响全世

界近 30% 的成年人口[1]。改变生活方式如健康饮食、

加强运动等是当前缓解NAFLD最有效的方法, 但由于

大多数人很难长期坚持, 而且临床也缺乏被批准用于治

疗NAFLD的有效药物, 因此探寻新的、安全有效的治

疗策略已成为公共卫生目标。近年来, 越来越多的研究

发现肠道微生态紊乱与NAFLD的发展密切相关[2]。相

比健康人群, NAFLD患者体内肠道菌群的结构和组成

发生了较大变化, 这些变化会直接改变肠道微生物代

谢产物如短链脂肪酸 (short-chain fatty acids, SCFAs)、

肠内毒素脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 的产生[3]; 而

且长期高脂饮食对肠屏障功能的损伤会增加肠道通透

性, 致使肠道致病菌及LPS经肝门静脉进入肝脏甚至

全身各组织器官, 引发机体的炎症反应[4-6]。因此基于

肠道微生态防治NAFLD将成为新的重要研究方向。

灯盏生脉 (Dengzhan Shengmai, DZSM) 胶囊是一

种中药制剂, 由灯盏细辛、人参、五味子和麦冬四味中

药制成, 可益气养阴、活血健脑, 而且在高脂血症合并

缺血性脑病、冠心病心绞痛方面有较好疗效[7,8], 但目

前尚无 DZSM 针对 NAFLD 的治疗作用的研究。而

且, DZSM中的多个有效组分比如人参皂苷类、五味子

素类及麦冬皂苷类等都较难吸收、口服生物利用度低,

药物口服后主要滞留于肠道, 可与肠道菌群和肠壁长

时间接触并与之相互作用。本研究通过高脂饮食诱导

的 NAFLD 金黄地鼠模型, 从血脂、肝脂、肝功能及炎

症因子、肠道菌群及其代谢产物SCFAs、肠屏障功能等

多角度出发 , 探究 DZSM 治疗 NAFLD 的作用及对肠

道微环境的调节作用。

材料与方法

药品与试剂 DZSM 喷干粉 (批号 20190023) 由

云南生物谷药业股份有限公司提供; 挥发性游离脂肪

酸标准品 (10 mmol·L-1, 08168, 美国 Sigma公司); 丁酸

钠 (A510838)、克 拉 霉 素 (A504058)、阿 莫 西 林

(A662203) 和氧氟沙星 (A600673) [生工生物工程 (上

海) 股份有限公司]; MEM培养基、0.25%胰酶、青链霉

素和胎牛血清 (美国 Gibco 公司); RNA 提取试剂盒

(74106) 和粪便DNA提取试剂盒 (51804) (美国Qiagen

公司); LPS 酶联免疫吸附检测 (enzyme linked immu‐

nosorbent assay, ELISA) 试剂盒 (YJ320197, 上海酶联

生物科技有限公司); 油酸 (SYSJ-KJ005, 西安鲲创科

技有限公司); cDNA 单链合成试剂盒 (CW2569) 及

SYBR Green 实时定量 PCR 试剂盒 (CW2601H) (江苏

康为世纪生物科技股份有限公司); 抗体 NFKB (nuclear

factor kappa B, 10745-1-AP)、TLR4 (Toll like receptor

4, 19811-1-AP)、ZO-1 (zonula occludens-1, 21773-1-AP)

和OCLN (occludin, 66378-1-Ig) (美国Proteintech公司);

抗体 IKKβ (inhibitor of kappa B kinase β, 8943)、NLRP3

(nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich

repeat and pyrin domain-3, 15101) (美国 Cell Signaling

Technology 公司); Alexa Fluor 488-山羊抗小鼠二抗

(A10680)、CY3-山羊抗兔二抗 (A10520) 和BCA (bicin‐

choninic acid) 试剂盒 (美国赛默飞世尔科技有限公司);

总胆固醇 (cholesterol, CHO)、甘油三酯 (triglyceride,

TG)、低密度脂蛋白胆固醇 (low-density lipoprotein

cholesterol, LDL-c)、丙氨酸氨基转移酶 (alanine amino‐

transferase, ALT) 和天门冬氨酸氨基转移酶 (aspartate

transaminase, AST) 检测试剂盒 (中生北控生物科技股

份有限公司)。

仪器 低温组织研磨仪 (型号KZ-III-F, 武汉赛维

尔生物科技有限公司); q-PCR仪 (型号ABI 7500 Fast,

美国 ABI 公司); 全自动生化分析仪 (型号 7060, 日本

Hitachi公司); 多功能酶标仪 (型号ELx808, 美国BioTek

公司); 三重四级杆气相色谱-质谱联用仪 (型号GCMS-

TQ8040NX, 日本岛津公司); 超微量紫外分光光度计

·· 3525



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(12): 3524 −3534

(型号 NanoDrop 2000)、高速冷冻离心机 (型号 ST

16R) (美国赛默飞世尔科技有限公司); 扫描仪 (型号

Pannoramic MIDI, 匈牙利3DHISTECH公司)。

细胞培养和处理 HepG2细胞购于美国ATCC细

胞库, 采用含 10%胎牛血清的MEM培养基进行培养。

油酸 (12 mmol·L-1) 储液用含血清的MEM培养基稀释

成工作液 (500 μmol·L-1)。细胞铺于12孔板, 待长至80%

时, 用含油酸的培养基培养, 同时加入不同浓度的LPS

(1.25、2.5、5 μg·mL-1)、DZSM (125、250、500 μg·mL-1)

和丁酸 (50、100、200 μmol·L-1), 并设置空白溶剂孔作

为对照。细胞加药处理 24 h后, 一部分孔采用油红染

色观察肝细胞的脂质堆积情况, 另一部分细胞提蛋白

和RNA后检测炎症因子基因的表达。

细胞油红染色及定量 按照油红染液说明书配制

油红工作液。给药结束的12孔板细胞弃去培养基, 磷酸

盐缓冲液 (PBS) 洗2次后使用4%多聚甲醛固定15 min,

PBS 再洗 1 次后加入油红工作液避光染色 30 min, 异

丙醇分化 3 s后用纯水洗 3次; 再加入苏木素染液对细

胞核进行染色, 返蓝后水洗, 加入适量PBS覆盖细胞后

用扫描显微镜扫描染色情况。未经苏木素染核的细胞

各孔加入 300 μL异丙醇, 振荡使油红染料溶解于异丙

醇内, 经离心弃掉细胞沉淀后, 取上清液在 490 nm波

长下测定各孔吸光度 (A) 值, 以异丙醇孔调零, 对油红

染色结果进行定量分析。

动物实验 叙利亚金黄地鼠 (雄性, 6周龄) 购自

北京维通利华有限公司, 高脂饲料 (1.0%胆固醇 + 0.2%

胆酸钠 + 10.0% 猪油 + 5.0% 蛋黄粉 + 83.75% 基础饲

料) 购自北京科奥协力饲料有限公司。动物实验在中国

医学科学院药物研究所动物实验中心完成, 许可证号

SCXK (京) 2021-0011。动物实验方案由中国医学科学

院药物研究所伦理委员会审核并批准 (编号: 00009061),

并严格按照动物实验中心标准操作规程 (SOP) 进行。

将 6 周龄雄性金黄地鼠在动物房适应 1 周 , 先分成

2组: 正常组 (normal chew diet, NCD: 食用正常维持饲

料) 和高脂组 (high fatty diet, HFD: 食用高脂饲料),

6 周后 , 再将高脂组随机分为 : HFD 组、DZSM 组

(720 mg·kg-1·d-1)、DZSM + 抗生素 (antibiotics, AB) 组

(DZSM + AB: 720 mg·kg-1·d-1 DZSM + 50 mg·kg-1·d-1阿

莫西林 + 25 mg·kg-1·d-1克拉霉素 + 25 mg·kg-1·d-1氧氟

沙星), 丁酸组 (butyrate, 100 mg·kg-1·d-1), 每组 10 只。

给药组通过灌胃给予不同药物 (每只 1 mL), NCD组和

HFD 组给予等量的溶剂 (0.25% 羧甲基纤维素钠溶

液), 连续给药 6周。给药结束, 取新鲜粪便液氮速冻

后, 放于−80 ℃保存。动物禁食 12 h后异戊巴比妥麻

醉解剖, 心脏取血, 肝脏、结肠组织一部分用多聚甲醛

固定, 另一部分冻存于−80 ℃进行后续分析。

肠道菌群16S rRNA基因测序分析 使用粪便DNA

提取试剂盒提取粪便内的总DNA后, 选用靶向V3-V4

区域的引物 (338F: ACTCCTACGGGAGGCAGCAG,

806R: GGACTACHVGGGTWTCTAAT) 对粪便DNA进

行扩增; 纯化后的扩增产物送至上海美吉生物医药科

技有限公司进行测序分析 , 测序分析平台为 Illumina

Miseq。测序后的原始序列数据经过滤, 区分样本后进

行菌群的操作分类单元 (operational taxonomic unit,

OTU) 聚类分析和物种分类分析。基于OTU进行菌群

多样性分析和物种组成分析。整个生物信息学数据分

析依赖美吉生物的云平台 (http://www.majorbio.com/)。

血浆LPS检测 加入抗凝剂的全血静置2 h后, 采

用 3 000 r·min-1的转速在 4 ℃下离心 10 min, 分离得到

上层血浆, 用ELISA试剂盒检测血浆中的LPS水平。

血清生化指标检测 全血静置 2 h 后 , 采用

3 000 r·min-1的转速在 4 ℃下离心 10 min, 分离得到上

层血清 , 用试剂盒在全自动生化分析仪上同时检测

CHO、TG、LDL-c、ALT和AST等指标。

SCFAs检测 分别称取盲肠内容物、结肠内容物

和肝脏组织约 50 mg, 加入 9 倍体积的 H3PO4 溶液

(3%) 用研磨仪充分匀浆后, 采用 10 000 r·min-1的转速

在4 ℃下离心10 min, 取300 μL上清液加入300 μL正丁

醇涡旋振荡 10 min; 取血浆 150 μL用同体积的 H3PO4

溶液 (6%) 酸化后 , 也加入 300 μL 正丁醇涡旋振荡

10 min。振荡结束后 , 采用 10 000 r·min-1 的转速在

4 ℃下离心10 min, 取上层正丁醇层用三重四级杆气相

色谱-质谱联用仪进行SCFAs含量分析。色谱柱为硝基

对苯二甲酸修饰的聚乙二醇毛细管色谱柱毛细管柱

(DB-FFAP122-3232, 0.25 mm × 0.25 μm × 30 m, Agilent);

升温程序 : 90 ℃持续 1 min, 然后 10 ℃ ·min-1 升温至

200 ℃后再持续 2 min; 进样口温度、离子源温度及接

口温度分别为 240、230和 240 ℃; 载气 (氦气) 采用恒

线速度控制方式; 进样体积: 1 μL; 进样方式: 分流进

样 (分流比5∶1); 待检物质在选择离子模式 (SIM) 下使

用目标离子和参考离子进行检测, 并使用外标法 (标

准曲线) 进行定量。混合挥发性游离脂肪酸标准溶液

(10 mmol·L-1) 用 3% H3PO4 溶液稀释成以下浓度 : 1、

2.5、5、10、25、50、100、250、500、1 000、2 000 μmol·L-1。

肝脏组织 TG 含量测定 称取地鼠肝脏组织约

50 mg, 加入 9倍体积的无水乙醇, 用研磨仪充分匀浆

后, 采用 3 500 r·min-1的转速在 4 ℃下离心 10 min, 取

上清用TG检测试剂盒测定肝脏中的TG含量。

组织病理学检测 取适量大小的肝脏组织于 4%

多聚甲醛溶液中固定 24 h后, 进行石蜡组织包埋、切
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片、苏木精-伊红 (hematoxylin eosin, H&E) 染色; 多聚

甲醛固定过的肝脏组织进行包埋后放于冷冻切片机上

切片进行油红染色; 染色后的切片用扫描显微镜进行

扫描观察肝脏组织的损伤及脂质沉积情况, 并采用半

定量分级评分方法来评估肝细胞脂肪变性及炎性坏

死。评分标准: 0分, 没有脂肪变性、坏死; 1分, 轻度脂

肪变性、坏死; 2分, 中度脂肪变性、坏死; 3分, 严重的

脂肪变性、坏死。取适量大小的地鼠结肠组织于 4%

多聚甲醛溶液中固定 24 h后, 进行石蜡组织包埋、切

片 (环切)、AB-PAS (alcian blue-periodic acid schiff) 染

色, 用显微镜观察结肠组织中杯状细胞的数目。

免疫荧光检测 将石蜡包埋的结肠组织切片后经

脱蜡、抗原修复、血清封闭后 , 进行 ZO-1 和 OCLN 免

疫荧光双标染色, 然后再用Alexa Fluor 488-山羊抗小

鼠二抗和CY3-山羊抗兔二抗孵育, 最后用DAPI (4′,6-

diamidino-2-phenylindole) 复染细胞核。染色后的切片

用荧光扫描显微镜下观察并采集图像。

RT-qPCR (reverse transcription-quantitative

polymerase chain reaction) 检测 取肝脏、结肠组织

或HepG2细胞, 加入适量裂解液, 用研磨仪使组织充分

匀浆并裂解, 离心后用RNA提取试剂盒提取总RNA。

取1 μg总RNA逆转录合成单链 cDNA后再进行实时荧

光定量PCR方法检测基因的表达, 以管家基因GAPDH

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 作为内参,

并用 2-ΔΔCt计算基因的相对表达量。各基因的引物序

列详见表1。

Western blot 检测 提取 HepG2 细胞内总蛋白 ,

用 BCA 法测蛋白浓度 , 取适量变性的总蛋白进行

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis) 凝胶电泳、湿法转膜 90 min、脱脂奶粉

封闭后, 分别加入一抗 (1∶1 000稀释) 于4 ℃孵育过夜,

洗膜后加入辣根过氧化物酶标记的二抗 (1∶5 000 稀

释) 室温孵育1～2 h, 洗膜后用电化学发光法 (ECL) 显

色成像得到蛋白印记条带, 以GAPDH作为内参蛋白。

统计学分析 实验数据均以平均值 ± 标准误 [
-
x ±

SEM (standard error of mean)] 表示,采用GraphPad Prism

8.0软件进行数据处理和统计分析, 两组样本间比较采

用 unpaired t检验, 多组间比较采用单因素方差分析,

以P < 0.05为具有统计学差异。

结果

1 DZSM通过肠道菌群抑制NAFLD进程

高脂饮食的金黄地鼠给予 DZSM 治疗 6周后, 相

对于HFD组, DZSM组地鼠血清中CHO、LDL-c和TG

等血脂水平显著下降 (图 1A), 肝脏组织中的 TG含量

也明显降低 (图 1B), 而且DZSM能有效降低血清ALT

水平 (图 1C); 肝脏H&E染色结果显示, DZSM能显著

抑制肝脏脂肪样变性 (图 1D、E); 与H&E结果一致, 肝

脏油红染色结果显示, 与 HFD 组相比, DZSM 组地鼠

的肝脏红色脂滴明显减少 (图 1F)。而高脂饮食地鼠

给予广谱抗生素处理杀灭肠道菌群后, DZSM改善血

脂、肝脂及肝脏功能等抗NAFLD的作用明显减弱, 这

说明肠道菌群可能参与了DZSM抗NAFLD的作用。

2 DZSM有效调节肠道菌群

采用 16S rRNA基因测序分析DZSM对高脂饮食

金黄地鼠的肠道菌群调节作用。主成分分析 (principal

component analysis, PCA) 和主坐标分析 (principal

coordinate analysis, PCoA) 结果显示 , 相比于 NCD 组 ,

HFD 组明显向 PC1 方向偏移; 给予 DZSM 后, 可部分

逆转HFD引起的PC1方向偏移, 其菌群更趋向于NCD

Table 1 Primer sequences of genes in hamsters and human HepG2 cells. Gapdh: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Nlrp3:

Nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich repeat and pyrin domain-3; Mct1: Monocarboxylate transporter 1; Tlr4: Toll like

receptor 4; Ikkβ: Inhibitor of kappa B kinase β; Nfkb2: Nuclear factor kappa B 2; Zo-1: Zonula occludens-1; Ocln: Occludin

Species

Hamster

Human

Gene

Gapdh

Nlrp3

Mct1

Tlr4

Ikkβ

Nfkb2

Zo-1

Ocln

GAPDH

NFKB2

IKKβ

NLRP3

TLR4

Forward primer

TCGGAGTGAACGGATTTGGC

CCTGACTCAAACCCACCAGT

GTTCCTGGACCTGTCGTTGT

GACATGGCAGTTTCTGAGCA

TGCTGCAGAACGATGTTTTC

GCCAGACAAGGGTAGTGAGC

CCACGTTTTGAAGAGCCAGC

GCGATCATACCCGGAGTCTG

GGTGAAGGTCGGAGTCAACG

TGTCAACCTCACCAACCACC

TTGTAGCAAGGTCCGTGGTC

AGGAGGACTTCGTGCAAAGG

CATTGGTGTGTCGGTCCTCA

Reversed primer

AGCCTTGACTGTGCCTTTGA

AAGGCTGCTCAGCAAAATGT

CTAGCAAATGGCACACTCCA

TCTTCCGTCCAACAGAGCTT

AGGAGCCATCCTTACCCTGT

CAGGCATGTGCAATATTTGG

CCCTTGTGACGGTACTTGCT

TTACCACTGCTGCTGTACCG

TGGGTGGAATCATATTGGAACA

GAGTCTCCATGCCGATCCAG

CACTCTTCTTGGCTGGCTCA

AGAACTGAAAAGAGGCCCCG

AGGCAGAGCTGAAATGGAGG
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组 (图2A)。各组动物的菌群物种组成分析结果 (图2B)

和菌群差异分析结果 (图2C) 显示, 在门水平上, DZSM

明显逆转高脂饮食引起的厚壁菌门 (Firmicutes) 丰度

升高和拟杆菌门 (Bacteroidota) 丰度降低, 而且明显增

加放线菌门 (Actinobacteriota) 丰度, 减少机会致病菌脱

硫弧菌门 (Desulfobacterota) 丰度; 在科水平上, 高脂饮

食明显降低菌群丰度较高的Muribaculaceae、乳酸杆菌

科 (Lactobacillaceae)、双歧杆菌科 (Bifidobacteriaceae)

多个产 SCFAs菌群的含量, 升高毛螺菌科 (Lachnospi‐

raceae)、脱硫弧菌科 (Desulfovibrionaceae) 和颤螺菌科

(Oscillospiraceae) 菌群丰度, DZSM处理后能显著改善

高脂饮食引起的以上菌群丰度的异常; 在属水平上 ,

DZSM能明显升高乳酸杆菌属 (Lactobacillus)、双歧杆

菌属 (Bifidobacterium)、Allobaculum 等产 SCFAs 的益

生菌群的丰度, 降低高脂饮食引起的毛螺菌科中多个

属、脱硫弧菌属 (Desulfovibrio)、Oscillibacter等菌群丰

度的升高。而且发现DZSM给药后的肠道菌群结构变

化和菌群丰度变化都与丁酸组相近。以上结果说明,

DZSM有效调节肠道菌群结构和组成, 使其更趋向于

正常饮食组菌群; 而且DZSM显著升高肠道菌群中多

Figure 1 Effect of Dengzhan shengmai (DZSM) treatment in ameliorating non-alcoholic fatty liver diseases (NAFLD). High fatty diet

(HFD)-fed hamsters were treated with DZSM (720 mg·kg-1·d-1), DZSM+ antibiotics (AB) (720 mg·kg-1·d-1 DZSM + 50 mg·kg-1·d-1 amoxicillin +

25 mg·kg-1·d-1 clarithromycin + 25 mg·kg-1·d-1 ofloxacin) or solvent (0.25% sodium carboxymethylcellulose) for 6 weeks. Hamsters fed with

normal chow diet were used as control (NCD). A: Serum cholesterol (CHO), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) and triglyceride

(TG) levels; B: Hepatic TG level; C: Serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate transaminase (AST) levels; D: Representative

photographs of hematoxylin eosin (H&E) stained liver sections; E: The histological score of H&E stained liver sections; F: Representative

photographs of oil red stained liver sections. Scale bar: 100 μm. n = 7-10,
-
x ± standard error of mean (SEM). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <

0.001
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个重要的产SCFAs菌群的丰度。

3 DZSM促进肠道SCFAs产生和吸收

盲肠和结肠内容物的 SCFAs含量测定结果显示,

与 NCD 组相比 , 高脂饮食处理后 , 肠道内的乙酸、丙

酸、丁酸等主要 SCFAs含量都有不同程度的降低; 而

给予DZSM后, 能显著性增加这 3个SCFAs的含量 (图

3A), 然而给予抗生素处理后, 结肠和盲肠内容物中的

SCFAs水平大幅度降低, 而且有部分样品甚至无法检

测到乙酸、丙酸或丙酸。肠道内的 SCFAs主要由肠道

菌群产生, 以上结果说明DZSM可促进肠道菌群产生

SCFAs。肠道内产生的SCFAs需经肠上皮细胞上的单

羧酸转运体 (monocarboxylate transporters, MCTs) 转

运至肠细胞, 进而吸收至血液循环及各组织脏器。采

用RT-qPCR方法检测结肠组织中Mct1基因的表达, 结

果显示, 与HFD组相比, DZSM能显著上调Mct1基因

的表达 (图 3B); 而且血浆的SCFAs含量检测结果也发

现DZSM能显著增加丁酸水平 (图3C)。MCT1也广泛

表达于肝脏组织, 可将SCFAs经由血液转运至肝细胞,

通过检测发现 DZSM 处理也可显著上调肝脏组织

Mct1基因的表达 (图 3D), 并显著性增加肝脏中的丁酸

Figure 2 Modulation of gut microbiota by DZSM in HFD-fed hamsters. A: Microbiota community analysis based on principal compo‐

nents analysis (PCA) and principal coordinate analysis (PCoA) score plots; B: Community abundance profiling of the gut microbiota at the

phylum, family and genus levels; C: The mean proportion of multiple differentiated gut microbiota on the family (left) and genus (right)

levels using Kruskal-Wallis H test analysis. **P < 0.01, ***P < 0.001. OTU: Operational taxonomic unit
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含量 (图3E)。

4 DZSM通过SCFA改善肝细胞脂质堆积

为阐明DZSM减轻肝脏脂质堆积的内在机制, 在

HepG2 细胞中进行了研究。经油酸诱导的 HepG2 细

胞内出现明显的脂肪堆积, 而给予不同剂量的DZSM

处理后, HepG2细胞内的脂滴未见明显减轻, 说明在体

外DZSM减轻肝细胞脂质堆积的作用较弱 (图 4)。鉴

于 DZSM 改善脂肪肝的作用与肠道菌群有关 , 而且

DZSM能明显增加肝脏中的丁酸含量, 推测DZSM可

能通过肠道菌群产生的丁酸改善肝细胞脂质堆积。结

果显示, 油酸诱导的 HepG2细胞经丁酸处理后, 其肝

细胞内的脂滴明显减轻, 而且呈现明显的剂量依赖性。

以上结果说明DZSM通过促进肠道菌群产生的SCFAs

有效改善肝细胞脂质堆积, 进一步证实了DZSM通过

调节肠道菌群治疗NAFLD。

5 DZSM改善肠屏障功能

良好的肠屏障功能可有效抑制肠道病原菌及肠内

毒素等物质渗漏至机体, 从而减轻机体全身各组织脏

器的急慢性炎症反应[9]。采用ELISA试剂盒检测血浆

LPS水平, 发现DZSM能显著减少高脂饮食所引起的血

浆LPS水平升高, 而抗生素处理杀灭肠道菌群后DZSM

抑制血浆LPS的作用消失 (图 5A), 这说明肠道菌群在

DZSM抑制肠内毒素 LPS进入机体发挥了重要作用。

肠道黏液屏障和紧密连接是构成肠壁屏障的重要因

素, 因此检测了DZSM对这两个因素的影响。ELISA

和AB-PAS染色结果显示, 与HFD组相比, DZSM能明

Figure 4 The amelioration of lipid accumulation by DZSM or butyrate in HepG2 cells. HepG2 cells were incubated with oleic acid (OA,

500 μmol·L-1) and lipopolysaccharide (LPS, 5 μg·mL-1) for 24 h in the absence or presence of DZSM (125, 250, 500 μg·mL-1) or sodium

butyrate (50, 100, 200 μmol·L-1). Untreated HepG2 cells were used as control group. A: Lipid droplets in HepG2 cells was determined by oil

red O staining assay; B: The relative quantitative results of oil red O staining in HepG2 cells. Scale bar: 100 μm. n = 3,
-
x ± SEM. **P < 0.01,

***P < 0.001. Con: Control

Figure 3 Effect of DZSM on the production and absorption of intestinal short-chain fatty acids (SCFAs) in HFD-fed hamsters. A: SCFA

levels in cecal (left) and colonic (right) contents of drug treated hamsters; B: The mRNA expression of the Mct1 gene in colonic tissues; C:

SCFA levels in plasma; D: The mRNA expression of the Mct1 gene in liver tissues; E: SCFA levels in liver tissues. n = 8-10,
-
x ± SEM. *P <

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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显增加结肠组织中的黏蛋白含量和产黏液蛋白的杯状

细胞数目 (图 5B、C); 采用RT-qPCR方法和免疫荧光染

色方法检测结肠组织中ZO-1和Ocln基因的表达, 发现

DZSM能显著上调结肠紧密连接蛋白的表达 (图5D、E);

而给予抗生素处理杀灭肠道菌群后, 发现DZSM改善

肠屏障功能的作用减弱。考虑到DZSM对肠道菌群及

SCFAs的调节作用, 推测DZSM可能通过调节肠道菌

群促进SCFAs产生, 进而改善肠屏障功能。随后, 对各

组动物中的丁酸水平与血浆LPS水平进行了线性相关

性分析, 结果显示, 结肠和盲肠内容物的丁酸含量都与血

浆LPS水平之间呈现显著性的负相关 (图 5F), 提示高

脂饮食地鼠灌胃给予丁酸盐后确实能明显改善肠屏障

功能。以上结果说明, DZSM通过调节肠道菌群和促

进其代谢产物 SCFAs 的产生来改善高脂饮食的肠屏

障功能, 从而抑制肠道致病菌产生的LPS进入机体。

6 DZSM通过抑制LPS-TLR4-NFKB通路降低肝脏

的炎症反应

采用 RT-qPCR 对肝脏组织中的各炎症因子的表

达进行检测, 结果显示 (图 6), 与 HFD 组相比, DZSM

能显著抑制多个促炎因子 Nfkb2、Nlrp3和 Il1β等基因

的表达 (图 6A)。LPS是激活TLR4-NFKB信号通路的

关键因子[10], 前面已证实DZSM有效降低高脂饮食引

Figure 5 Effect of DZSM on intestinal barrier in HFD-fed hamsters. A: The level of plasma LPS determined by ELISA; B: The level of

mucin in colonic tissue determined by ELISA; C: Representative images of colonic goblet cells using alcian blue-periodic acid schiff (AB-

PAS) staining. Scale bar: 200 μm; D: Representative images of immunofluorescent staining for OCLN (green) and ZO-1 (red) in colonic

tissue of hamsters. Scale bar: 100 μm; E: The mRNA expression of the Zo-1 and Ocln gene in colonic tissues; F: Correlation analysis

between cecal or colonic SCFA levels and plasma LPS levels. n = 8-10,
-
x ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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起的血浆LPS水平升高, 因此认为DZSM通过降低机

体 LPS 水平 , 来抑制肝脏的 TLR4-NFKB 炎症信号通

路 , 通过检测发现 DZSM 可显著降低 TLR4-NFKB 信

号通路中 Tlr4 和 Ikkβ基因的表达 (图 6B)。随后在体

外 HepG2细胞进一步进行验证。RT-qPCR和 Western

blot 结果都显示 , 相比空白对照组 , HepG2 细胞经油

酸+LPS处理后, 能显著激活TLR4-NFKB信号通路中

TLR4、IKKβ、NFKB2 和 NLRP3 等基因的表达; 而随着

LPS浓度的降低, 该通路上的各因子表达都有所降低

(图6C、D), 说明降低LPS浓度可有效抑制TLR4-NFKB

通路, 减轻肝细胞炎症反应; 然而, 油酸+LPS 处理的

HepG2 细胞在加入不同剂量的 DZSM 后并没有看到

TLR4-NFKB信号通路的明显抑制作用 (图 6C、E)。以

上结果表明, 在体内观察到的DZSM对肝脏炎症反应

的抑制作用是DZSM通过改善肠屏障功能、降低肠内

毒素 LPS 进入机体 , 从而抑制肝脏的 TLR4-NFKB 炎

症信号通路来实现的 , 而并非 DZSM 对 TLR4-NFKB

信号通路的直接作用。

讨论

DZSM胶囊是由灯盏细辛与麦冬、人参、五味子制

成的口服制剂, 2002年经国家药品监督管理局批准可

用于脑卒中后遗症和缺血性心脑血管疾病, 以及高脂

血症合并上述症候者[11]。而现代药理学研究显示 ,

DZSM胶囊中的多个重要组分都有治疗NAFLD的作

用。灯盏细辛中的灯盏乙素可通过增强自噬、PPARγ

(peroxisome proliferator-activated receptor γ) -Nrf2

(nuclear factor erythroid 2 related factor 2) 等通路缓解

NAFLD[12,13]; 五味子作为保肝药物, 其保肝活性成分木

质素、三萜、挥发油和多糖等对肝病变有显著效果[14],

比如五味子提取物对高脂饮食诱导的大鼠非酒精性脂

肪性肝炎有明显缓解作用[6], 五味子醇甲通过调节肝

脂代谢、氧化应激缓解NAFLD[15], 五味子油显著降低

血脂、缓解胰岛素抵抗、改善胰岛 β细胞功能[16]; 人参

中的多种人参皂苷类成分如 Rb2、Rg2、Rg1等也可通

过多种机制治疗 NAFLD[17]。这些均表明 DZSM在治

疗 NAFLD 上有良好的应用前景 , 但目前尚无 DZSM

治疗 NAFLD 的针对性研究。在模型动物的选择上 ,

本课题组前期研究发现[18], 金黄地鼠发展为高血脂、肝

脏脂质堆积、肝功能损伤的时间较短, 且非常显著, 可

明显缩短实验周期 , 因此本研究选择金黄地鼠作为

NAFLD的模型动物。本研究结果显示, DZSM有效缓

解高脂饮食所导致的金黄地鼠血脂紊乱和肝脏脂质沉

积 , 同时给药后的肝功能酶水平也明显下降 , 说明

DZSM有效抑制NAFLD进程。

DZSM 胶囊组分复杂且大多数组分都不易吸收,

无法直接进入机体发挥生物学作用, 这些物质口服后

在肠道长时间滞留, 可与肠道菌群相互作用, 改变肠道

菌群的组成和代谢, 因此本研究着重从调节肠道菌群及

代谢的角度研究了 DZSM 治疗 NAFLD 的内在机制。

研究发现, 金黄地鼠在预先给予广谱抗生素处理杀灭

大部分肠道菌群后, DZSM改善NAFLD的作用大大减

Figure 6 DZSM attenuated inflammation in HFD-fed hamster livers via LPS-TLR4-NFKB pathway. A, B: The mRNA expression of

pro-inflammatory genes (A: Nfkb2, Nlrp3 and Il1β; B: Tlr4 and Ikkβ) in colonic tissues of hamsters after DZSM treatment for 6 weeks

(n = 8-10); C: The protein expression of pro-inflammatory factors in LPS or/and DZSM treated HepG2 cells; D: The mRNA expression of

pro-inflammatory genes (TLR4, IKKβ, NLRP3 and NFKB2) in HepG2 cells incubated with different concentrations of LPS (5, 2.5 and

1.25 μg·mL-1) for 24 h (n = 3); E: The mRNA expression of pro-inflammatory genes (TLR4, IKKβ, NLRP3 and NFKB2) in LPS (5 μg·mL-1)

treated HepG2 cells in the absence or presence of DZSM (125 and 500 μg·mL-1) (n = 3).
-
x ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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弱, 说明肠道菌群参与了DZSM治疗NAFLD的疗效。

肠道菌群为定植于人体消化道内的微生物, 种类

超过千种, 这些微生物在长期进化过程中相互生存与

制约, 形成了相对稳定的肠道微生态, 并发挥着重要生

理功能。高脂饮食可导致机体内肠道菌群的紊乱, 导致

厚壁菌门的相对丰度增加, 拟杆菌门的相对丰度减少[18]。

厚壁菌门与拟杆菌门比值的降低在改善NAFLD方面

起着重要作用, 本研究结果进一步证实了这两种菌在

NAFLD中的作用, DZSM可引起Muribaculaceae、乳酸

杆菌、双歧杆菌等多个产SCFAs的菌群丰度的上调。

SCFAs是肠道内的特定结肠厌氧菌发酵膳食纤维

和抗性淀粉后产生的一类重要代谢产物, 主要包括乙

酸、丙酸和丁酸, 其作为重要能量来源和信号分子, 主

要通过抑制组蛋白去乙酰化酶和G蛋白偶联受体传递

信号[19]。SCFAs一方面通过肠上皮细胞上的MCTs吸

收入血到达脂肪、肝脏等组织, 与靶组织上的受体结合,

促进组织内的脂肪分解[20]; 另一方面 SCFAs还可刺激

肠内分泌细胞分泌肠激素类胰高血糖素肽 1和酪酪肽

到达脑和胰腺等组织抑制食欲和能量摄入[20]; SCFAs

还可通过调节免疫细胞趋化性、活性氧释放、肠道调节

性 T 细胞 (Treg) 细胞的数量和功能发挥抗炎作用[21];

而且 SCFAs作为肠上皮细胞的主要能量来源, 可促进

上皮细胞增殖和分化, 减少细胞凋亡, 促进黏蛋白分

泌, 增加肠道跨上皮电阻和紧密连接, 降低肠黏膜通透

性, 从而增强肠上皮屏障功能, 抑制肠内致病菌和肠内

毒素LPS进入机体, 减轻机体组织的炎症反应[22]。高

脂饮食中的膳食纤维和抗性淀粉含量减少, 使之产生

SCFAs的原料减少, 从而显著减少 SCFAs的产生。高

脂饮食的地鼠给予DZSM治疗后, 由于其较强的肠道

菌群调节作用, 显著升高多个产SCFAs菌群的丰度, 因

此升高了肠道内的 SCFAs 水平。肠内的 SCFAs 经肠

上皮细胞上的 MCTs迅速吸收进入肠细胞, 进而吸收

入血, 随血液循环进入肝脏[23]。由于 DZSM 对 MCT1

蛋白表达的上调, 增加了血液和肝脏中的SCFAs水平,

推测 SCFAs 在 DZSM 减少肝脏脂质沉积的过程中发

挥了重要作用。通过体外HepG2研究, 进一步证实了

DZSM通过促进肠道菌群产生SCFAs和转运至肝脏来

治疗高脂饮食引起的肝脏脂质沉积。本研究发现血浆

LPS水平与肠道SCFAs含量显著性负相关, 说明DZSM

也可能通过增加 SCFAs改善肠壁屏障功能, 抑制肠道

内毒素LPS进入机体, 从而抑制HFD组LPS增加引起

的肝脏TLR4-NFKB炎症信号通路的激活。
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