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基于整合网络药理学和实验验证的人参皂苷Rb1抗代谢相关脂肪性肝病的

作用机制探讨

梁玉琴，付佳琪，石云鹤，高 鑫，卢 芳，刘树民*
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摘 要：目的  探究人参皂苷Rb1（ginsenoside Rb1，Rb1）治疗大鼠代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）的作用靶点及机制。方

法  采用网络药理学方法系统地预测Rb1治疗MAFLD的核心靶点，通过STRING平台和Cytoscape3.9.1软件分别绘制蛋白质

相互作用（PPI）网络图谱和“Rb1-MAFLD靶点”网络模型，利用DAVID数据库对核心靶点进行基因本体（GO）功能富

集与京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。动物体内实验进行验证，高脂饲料诱导建立实验性MAFLD大鼠

模型。测定各组大鼠体质量、肝脏系数、肝功能指标［天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）］及血脂

指标［三酰甘油（TG）、总胆固醇（TC）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）］；HE染色观察肝组织

病理学变化；酶联免疫吸附（ELISA）和实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）法分别检测大鼠血清和肝脏中炎症因子［白

细胞介素-6（IL-6）、IL-10、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和转化生长因子-β1（TGF-β1）］表达水平以验证网络药理学预测结果；

16 S rDNA测序分析评估Rb1对MAFLD大鼠肠道菌群组成的影响。结果  获得 134个Rb1治疗MAFLD的潜在靶点，富集分

析显示Rb1干预MAFLD的生物学过程与转录调控、细胞增殖、炎症反应等相关，作用的通路主要为癌症、炎症、脂质和动

脉粥样硬化、糖尿病等途径。动物实验结果显示，与对照组相比较，MAFLD模型组大鼠肝脏系数、肝功能指标、炎症因

子水平显著升高，血脂代谢紊乱，且肠道菌群结构紊乱。Rb1可改善肝组织中脂肪变性及炎症细胞浸润，显著降低血清中

AST、ALT、TC、TG、LDL-C水平，增加HDL-C水平，且有效抑制MAFLD大鼠中炎症因子的过表达；此外，Rb1改变了

MAFLD大鼠的肠道菌群的组成，以拟杆菌门、乳杆菌属、布劳特氏菌属富集和脱硫弧菌减少为特征。结论  Rb1能通过改

善血脂紊乱与肝功能、抑制炎症反应和调节肠道菌群的稳态，最终发挥抗MAFLD的作用。
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Integrating network pharmacology and experimental verification to explore  

mechanism of ginsenoside Rb1 in treating metabolic associated fatty liver disease
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Abstract: Objective  This study was carried out to investigate the targets and mechanisms of action of ginsenoside Rb1(Rb1) in the 

therapy of metabolic associated fatty liver disease (MAFLD) in rats. Methods  The network pharmacology methods were used to 

systematically predict the core targets of ginsenoside Rb1 for the treatment of MAFLD. PPI network and "Rb1-MAFLD targets" 

networks were plotted using STRING platform and Cytoscape3.9.1 software, respectively. GO functional enrichment and KEGG 

pathway enrichment analysis were performed on core targets using DAVID database. Further in vivo animal experiments were 

conducted for validation, an experimental MAFLD model was developed in rats by feeding them high-fat diet. Body mass, liver 

coefficient, liver function index (AST, ALT) and blood lipid index (TG, TC, LDL-C, HDL-C) were determined. HE staining was 

used to observe the pathological changes of liver tissue. The expression levels of inflammatory factors (IL-6, IL-10, TNF-α , TGF-

β1) in serum and liver of rats were detected by ELISA and real-time PCR, respectively, to validate the predicted results of network 

收稿日期： 2023-07-13

基金项目： 黑龙江省中医药学会 2022—2024年度青年人才托举工程项目（2022−QNRC1−27）；中医药科研课题和国医大师学术思想传承

科研课题项目（ZHY2022-115）；黑龙江省自然科学基金项目（ZD2020H006）

第一作者： 梁玉琴，女，硕士研究生，主要从事中药药性理论及药效物质基础研究。 E-mail： K18089718076@163.com

*通信作者： 刘树民，男，博士，教授，博士生导师，主要从事中药药性理论及药效物质基础研究。E-mail： keji-liu@163.com

··2580



Drug Evaluation Research第46卷 第12期  2023年12月 Vol. 46 No. 12 December 2023

pharmacology. 16S rDNA sequencing analysis was used to evaluate the effect of Rb1 on gut microbiota composition in MAFLD rats. 

Results  A total of 134 potential targets for Rb1 treatment of MAFLD were obtained. Enrichment analysis indicated that 

Rb1 interferes with the biological process of MAFLD, which is related to transcriptional regulation, cell proliferation and 

inflammatory response, and the action pathways are mainly cancer, inflammation, lipid and atherosclerosis and diabetes. The results 

of animal experiments indicated that compared with the normal group, rats in the MAFLD model group had conspicuously elevated 

liver coefficients, liver function indexes, inflammatory factors, disturbed lipid metabolism, and structural disorders of the intestinal 

microbiota. Rb1 improved steatosis and inflammatory cell infiltration in liver tissues, conspicuously reduced serum levels of AST, 

ALT, TC, TG, and LDL-C, increased HDL-C levels, and effectively suppressed the overexpression of inflammatory factors in 

MAFLD rats. Furthermore, Rb1 altered the composition of the gut microbiota in MAFLD rats, characterized by the enrichment of 

Bacteroidota, Lactobacillus, Blautia and the reduction of Firmicutes/Bacteroidota and Desulfovibrio. Conclusion  Rb1 can ultimately 

exert anti-MAFLD effects by improving dyslipidemia and liver function, suppressing inflammatory responses and modulating the 

homeostasis of the gut microbiota.

Key words: ginsenoside Rb1; metabolic associated fatty liver disease; gut microbiota; network pharmacology; dyslipidemia; 

inflammatory response

代谢相关脂肪性肝病［MAFLD，曾用名非酒精

性脂肪性肝病（NAFLD）］已成为全球范围内流行率

最高的慢性肝病，其全球患病率已超过 25%，而中

国的患病率高达 32.9%，且其流行率逐年上升［1-3］。

肝细胞脂肪的过度沉积与变性是MAFLD的主要病

理特征，可导致肝细胞损伤与纤维化，进而诱导非

酒精性脂肪性肝炎（NASH），最终进展为肝硬

化（HC）和肝细胞癌（HCC）［4-5］。此外，持续的脂质

代谢紊乱会伴随着多种肝外并发症的发生，包括糖

尿病、慢性肾脏病、睡眠窒息症以及心血管疾病［6-8］。

目前，饮食调整、增强运动以及药物干预是防治

MAFLD的主要方式。临床上用于MAFLD治疗的

药物主要集中在快速降血脂方面，但仍有明显的局

限性。因此，需要专注于研发治疗MAFLD和相关

并发症安全有效的药物。

作为与宿主共同进化的重要组成，肠道菌群被

称作人类“第二基因组”，参与消化、能量代谢、胃肠

道稳态和炎症等多种病理生理过程的调节［9-10］。关

于MAFLD与肠道菌群之间的联系，早在 2010年前

就已经被证实。目前，中药及其活性成分因多靶

点、安全性高、结构稳定等优势而成为MAFLD治疗

的新药研发领域的焦点［11］。中药及其活性成分通

过多种途径发挥抗MAFLD作用，通过抑制铁死亡、

改善线粒体功能障碍、抑制炎症反应、干预肠道菌

群、纠正脂肪代谢紊乱、调节自噬等，有效控制和延

缓 MAFLD 及 并 发 症 的 发 展［12-14］。 人 参 皂 苷

Rb1（Rb1）是皂苷类主要活性成分，广泛存在于三七、

人参等中药中，可通过抗氧化、抗凋亡及抗炎等多

种机制，发挥降血糖、调血脂、抗病毒、心血管保护、

神经系统保护等多种药理活性［15-18］。有研究表明

Rb1可以减轻肝细胞脂肪变性、改善胰岛素抵抗、抑

制肝细胞凋亡、调节脂质代谢紊乱和肠道菌群失

调，提示 Rb1对 MAFLD 具有潜在的治疗作用［19-21］。

然而，目前关于Rb1治疗MAFLD的具体作用机制尚

未明确。因此，本研究基于网络药理学预测 Rb1抗

MAFLD 的相关靶点及作用机制，并采用高脂饮食

诱导的 MAFLD 大鼠模型验证 Rb1干预 MAFLD 的

机制。

1　材料

1.1　动物

SPF级雄性 SD大鼠 40只，体质量（200±20）g，

购自辽宁长生生物技术股份有限公司，生产许可证

号：SCXK（辽）2020-0001，饲养于黑龙江中医药大

学 中 医 药 研 究 院 ，环 境 温 度 为（23±2）℃ ，湿

度（55±5）%，光照 12 h/12 h明暗周期循环，自由饮

水摄食适应性喂养 1周。本实验方案获得黑龙江中

医药大学动物伦理委员会批准 ，伦理批号 ：

DXLL2019081601。

1.2　药品与试剂

Rb1（上海源叶生物科技有限公司，质量分数

98%，批号 41753-43-9）；三酰甘油（TG）、总胆固

醇（TC）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、高密度脂

蛋白胆固醇（HDL-C）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、

丙氨酸氨基转移酶（ALT）生化测定试剂盒（南京建

成生物有限公司）；白细胞介素-6（IL-6）、IL-10、肿瘤

坏死因子-α（TNF-α）和转化生长因子-β1（TGF-β1）

ELISA试剂盒（南京建成生物有限公司）；化滞柔肝

颗 粒（ 山 东 新 时 代 药 业 有 限 公 司 ，批 号 ：

0052006022，每袋 8 g）；高脂饲料（北京小黍有泰生

物科技有限公司）。
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1.3　仪器

Chemray 420 型全自动生化仪（深圳雷杜公

司）；Eclipse Ci-L 型正置白光拍照显微镜（日本

Nikon公司）；TGL16E型离心机（长沙英泰仪器有限

公司）；A28137型 qRT-PCR仪（美国 Thermo公司）；

M200pro型酶标仪（瑞士Tecan公司）。

2　方法

2.1　基于网络药理学的Rb1治疗MAFLD的作用机

制分析

2.1.1　 Rb1 治疗 MAFLD 靶点的收集 利用 Pub 

Chem、PharmMapper、Swiss 数据库查询 Rb1的潜在

作用靶点。以“Non-alcoholic fatty liver disease”为

检 索 词 ，检 索 Online Mendelian Inheritance in 

Man （OMIM）、Drugbank、National Center for 

Biotechnology Information（NCBI），DisGeNET、

GeneCard数据库，查询与MAFLD相关的基因。通

过 Uniprot数据库规范靶点蛋白。对 5个数据库的

MAFLD靶点取合集并绘制韦恩图，对Rb1的作用靶

点和MAFLD靶点取交集并绘制韦恩图，获得Rb1治

疗MAFLD的潜在核心靶点。

2.1.2　“Rb1-MAFLD-靶点”网络和蛋白质相互作

用（PPI）网络的构建 将得到的Rb1和MAFLD共同

靶点导入 Cytoscape 3.9.1 软件，构建“Rb1-MAFLD-

靶点”网络图。将共同靶点导入 STRING 网络平

台（https：//cn.string-db.org/），将物种定义为“Homo 

sapiens”，置信度设置为＞0.9进行筛选，获得 PPI网

络，将获得的 PPI数据导入 Cytoscape 3.9.1，根据中

心度（DC）＞2倍中位数、中间中心度（BC）和紧密中

心度（CC）大于各自中位数的筛选条件进行作用靶

点筛选，进行可视化，获得PPI网络图。

2.1.3　交集靶点基因本体（GO）注释及京都基因与

基因组百科全书（KEGG）通路富集分析 把Rb1抗

MAFLD 的 作 用 靶 点 导 入 DAVID（https：//david.

ncifcrf.gov）数据库进行GO功能和KEGG通路的富

集分析，并绘制气泡图以直观显示富集结果。

2.2　Rb1对MAFLD模型大鼠的影响

2.2.1　造模、分组及给药 适应性喂养结束后，40

只 SD 大鼠随机分成对照组（10 只）和造模组（30

只），造模组通过高脂饲料（基础饲料＋10%猪油＋

10% 蛋黄粉＋1% 胆固醇）诱导建立 MAFLD 模型，

造模时间持续 8周，造模组大鼠眼眶采血，检测血脂

水平以确定造模效果。将造模成功的大鼠随机分

为模型组（n＝9）、Rb1组（10 mg·kg−1［19］，n＝10）和化

滞柔肝颗粒组（2.5 g·kg−1，n＝9）。造模第 9 周各给

药组 ig相应药物（10 mL·kg−1），对照组（n＝10）和模

型组大鼠 ig等体积的生理盐水，每天 1次，各组均连

续给药4周。

2.2.2　样本采集 给药 4周结束后，用 30 mg·kg−1戊

巴比妥钠对所有大鼠进行深度麻醉，并快速收集血

液和肝组织样本。称定肝脏质量，计算肝脏系数。

分离血清用于血脂、肝功能指标的检测。部分肝脏

组织用 4% 多聚甲醛固定液固定，用于病理形态学

检测，剩下的部分保存在 − 80 ℃ 冰箱中，用于

ELISA、qRT-PCR检测。收集大鼠结肠内粪便样品

用于16 S rDNA测序分析。

2.2.3　大鼠肝组织病理学形态观察 将固定在 4%

多聚甲醛中的肝脏组织依次进行石蜡包埋、4 μm厚

连续切片、二甲苯透明、梯度乙醇脱蜡和水化。根

据试剂盒的说明进行苏木精-伊红（HE）染色，并在

光学显微镜下观察肝脏组织的病理学变化（放大倍

数×200）。

2.2.4　血脂和肝细胞代谢酶生化指标检测 血液

样本在 3 500 r·min−1的转速下离心 10 min，收集血

清。根据试剂盒的操作说明，用全自动生化分析仪

测量大鼠血清中的 TC、TG、LDL-C、HDL-C、ALT、

AST。

2.2.5　大鼠血清炎性因子测定 用 ELISA 试剂盒

检测各组大鼠血清中炎症因子TNF-α、IL-6、TGF-β1

和 IL-10的水平，操作步骤严格按照说明书进行。

2.2.6　大鼠肝脏组织炎性因子 mRNA 表达水平检

测 称取肝脏组织约100 mg，TRI-zol法常规提取总

RNA。按照 TaKaRa 反转录试剂盒说明书合成

cDNA 后进行 qRT-PCR 分析。用 2−ΔΔCt法计算肝脏

组织中炎性因子 TNF-α、IL-6、TGF-β1 和 IL-10 的

mRNA相对表达水平。引物序列见表1。

2.2.7　大鼠粪便 16 S rDNA 测序分析 大鼠结肠内

粪便 16 S rDNA基因测序分析由上海派森诺生物技

术有限公司进行，检测步骤包括总 DNA 提取与检

测，16 S rRNA V3-V4 可变区 PCR扩增，Illumina平

台进行双端（Paired-end）测序，原始序列进行去噪、

拼接和取出嵌合体。利用QIIME2平台进行肠道菌

群群落组成分析、α和β多样性分析。派森诺基因云

平台建立差异菌群和血脂、炎性相关因子的相关性

分析。

2.3　统计学分析

采用派森诺基因云平台、GraphPad Prism 9 和

SPSS 26.0 软件进行统计分析，数据结果以 x̄ ± s表
示。单因素方差分析用于比较组间差异。16 S 
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rDNA测序结果通过 Kruskal-Wallis检验进行分析。

以P＜0.05表示差异存在统计学意义。

3　结果

3.1　网络药理学结果

3.1.1　Rb1 治疗 MAFLD 靶点的预测结果 通过

Pub Chem、PharmMapper、Swiss 数据库查询 Rb1 的

潜在作用靶点，共有 308 个靶点。根据 Drugbank、

NCBI、OMIM、DisGeNET、GeneCard 数据库检索

MAFLD的相关基因，共有 2 247个靶点，见图 1-A。

通过 Venny 2.1.0平台分析 Rb1靶点基因与 MAFLD

的靶点基因交集，得到 134 个共同靶点基因，见图 

1-B。

3.1.2　“Rb1-MAFLD-靶点”网络 将预测的共同靶

点导入 Cytoscape 3.9.1 构建“Rb1-MAFLD-靶点”网

络，见图2。

3.1.3　 PPI 网络分析 PPI 网络中共有 129 个节

点（靶点蛋白），1 456条边（蛋白相互作用）。筛选出

节点度值（degree）排名前 20的靶点作为关键靶点，

其中包括 TNF、IL-6、AKT1、VEGFA、MMP9、IGF1、

PPARG、CASP3、EGFR、STAT3、TGFβ1、IL-10等，见

图 3。这些靶点可能在 Rb1对抗 MAFLD 的机制中

发挥了重要作用。

3.1.4　 GO 功 能 、KEGG 通 路 富 集 分 析 通 过

DAVID 数据库进行 GO 和 KEGG 分析，预测 Rb1治

疗MAFLD的细胞功能和潜在途径。GO富集共得

到 704个条目，其中包括生物过程（BP）532个、细胞

组分（CC）57 个、分子功能（MF）115 个。主要涉及

的 BP 包括 RNA 聚合酶 II 启动子转录的正调

控（positive regulation of pri-miRNA transcription 

from RNA polymerase II promoter）、平滑肌细胞增殖

的正调控（positive regulation of smooth muscle cell 

proliferation）、对外源性刺激的反应（response to 

xenobiotic stimulus）、炎 症 反 应（inflammatory 

response）等；主要涉及的CC包括胞质（cytosol）、细

表1　引物序列

Table 1　Primer sequence

引物

TNF-α

IL-6

TGF-β1

IL-10

GAPDH

序列（5’→3’）

上游ATGGGCTCCCTCTCATCAGTTCC

下游CCTCCGCTTGGTGGTTTGCTAC

上游ACTTCCAGCCAGTTGCCTTCTTG

下游TGGTCTGTTGTGGGTGGTATCCTC

上游GCAACAACGCAATCTATGAC

下游CCCTCTATTCCGTCTCCTT

上游GCTGGACAACATACTGCTAACCG

下游CACAGGGGAGAAATCGATGACAG

上游CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

长度/bp

111

110

301

218

138

A-MAFLD靶点；B-Rb1与MAFLD交集靶点

A-MAFLD target； B-intersection target of Rb1and MAFLD

图1　Rb1与MAFLD靶点的韦恩图

Fig. 1　Venn diagram of ginsenoside Rb1 and MAFLD targets
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胞 外 区（extracellular region）、细 胞 表 面（cell 

surface）、细胞外泌体（extracellular exosome）等；主

要涉及的 MF包括脂肪酸结合（fatty acid binding）、

RNA聚合酶 II转录因子活性，配体激活的序列特异

性 DNA结合（RNA polymerase II transcription factor 

activity， ligand-activated sequence-specific DNA 

binding）、蛋 白 磷 酸 酶 结 合（protein phosphatase 

binding）等，见图 4-A。KEGG 通路富集筛选得到

151条信号通路，显著富集的主要为癌症（pathways 

in cancer）、脂 质 和 动 脉 粥 样 硬 化（lipid and 

atherosclerosis）、糖尿病并发症中的 AGE-RAGE 信

号通路（AGE-RAGE signaling pathway in diabetic 

图2　Rb1-MAFLD共同靶点网络

Fig. 2　Network diagram of ginsenoside Rb1 and MAFLD common targets

图 3　Rb1抗MAFLD相关靶点的PPI网络

Fig. 3　PPI network diagram of ginsenoside Rb1 anti MAFLD related targets
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complications）、癌症中的蛋白聚糖（proteoglycans in 

cancer）等信号通路，见图4-B。

3.2　Rb1对MAFLD大鼠的影响

3.2.1　Rb1对大鼠体质量、肝脏系数与肝功能指标

的影响 与对照组比较，模型组大鼠体质量、肝脏

系数和血清 ALT、AST水平均显著升高（P＜0.01）；

与模型组比较，Rb1、化滞柔肝颗粒干预后大鼠体质

量和血清ALT、AST水平显著降低（P＜0.05、0.01），

肝脏系数有下降趋势，但无统计学意义，见表 2。提

示 Rb1 可在一定程度逆转 MAFLD 大鼠的肝功能

受损。

3.2.2　Rb1 对 MAFLD 大鼠血清脂质指标的影响 

与对照组比较，模型组大鼠血清 TC、TG、LDL-C水

平显著升高，且 HDL-C 水平显著降低（P＜0.05、

0.01）；与模型组比较，Rb1、化滞柔肝颗粒干预后大

鼠血清 TC、TG、LDL-C 和 HDL-C 水平均显著回

调（P＜0.05、0.01），提示 Rb1 可纠正高脂诱导的

MAFLD大鼠的血脂异常，见表3。

3.2.3　Rb1 对 MAFLD 大鼠肝脏病理变化的影响 

与对照组比较，模型组大鼠肝脏组织中广泛存在大

量肝细胞脂肪变性，胞质疏松且可见多个大小各异

的圆形空泡，部分肝细胞肿胀，多处炎症细胞浸润；

与模型组比较，Rb1、化滞柔肝颗粒干预后大鼠肝脏

组织中肝细胞脂肪变性明显减轻，肝细胞肿胀有所

减少，仅见少量的炎症细胞浸润，见图 5。提示Rb1

可改善MAFLD大鼠肝脏组织脂肪变性和抑制炎症

反应。

3.2.4　Rb1对 MAFLD 大鼠血清炎症因子水平的影

响 与对照组比较，模型组大鼠血清促炎因子TNF-α、

IL-6和 TGF-β1水平显著升高（P＜0.01），抗炎因子

IL-10水平显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，Rb1、

化滞柔肝颗粒干预后大鼠血清TNF-α、IL-6和TGF-β1水

平显著降低（P＜0.05、0.01），IL-10 水平显著升

高（P＜0.05），Rb1与化滞柔肝颗粒改善效果接近，

表 2　各组大鼠体质量、肝脏系数与肝功能指标（
-x±s，n＝＝8）

Table 2　Body mass， liver coefficient and liver function indexes of rats in each group （
-x±s，n＝＝8）

组别

对照

模型

Rb1

化滞柔肝颗粒

剂量/（g·kg−1）

—

—

0.01

2.5

肝脏系数/%

2.69±0.13

3.27±0.25##

3.11±0.09

2.14±0.09

体质量/g

449.42±30.85

548.91±31.60##

502.08±26.42*

492.64±30.04**

ALT/（U·L−1）

42.53±6.08

75.48±9.99##

61.89±5.24*

62.42±8.63**

AST（U·L−1）

134.34±8.81

191.26±11.79##

156.87±7.28**

160.21±12.80**

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

图 4　Rb1治疗MAFLD的GO功能（A）和KEGG通路（B）富集分析

Fig. 4　GO function (A) and KEGG pathway (B) enrichment diagram of ginsenoside Rb1 in treatment of MAFLD
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提示Rb1可逆转MAFLD大鼠血清异常炎症因子水

平，见表4。

3.2.5　Rb1对 MAFLD 大鼠肝组织炎症因子 mRNA

表达水平的影响 结果显示，与对照组比较，模型

组大鼠肝组织 TNF-α、IL-6和 TGF-β1mRNA水平显

著升高（P＜0.05），IL-10 mRNA水平显著降低（P＜

0.01）；Rb1 和化滞柔肝颗粒干预后大鼠肝组织

TNF- α、IL-6 mRNA 水平显著降低（P＜0.01）。Rb1

组 IL-10 mRNA 水平显著升高（P＜0.05），TGF-β1 

mRNA水平有下调趋势但无显著性差异。提示Rb1

在抑制MAFLD大鼠肝脏组织中的炎症反应方面具

有一定优势，见表5。

表3　各组大鼠血脂水平（
-x±s，n＝＝8）

Table 3　Lipid levels of rats in each group（
-x±s，n＝＝8）

组别

对照

模型

Rb1

化滞柔肝颗粒

剂量/（g·kg−1）

—

—

0.01

2.5

TC/（mmol·L−1）

1.67±0.12

3.35±0.47##

2.81±0.29**

2.23±0.34**

TG/（mmol·L−1）

0.54±0.12

1.10±0.20##

0.76±0.10**

0.72±0.15**

LDL-C/（mmol·L−1）

0.39±0.07

0.84±0.10##

0.66±0.13*

0.64±0.12**

HDL-C/（mmol·L−1）

1.27±0.09

0.60±0.08##

0.81±0.14**

0.87±0.11**

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

表4　各组大鼠血清炎症因子水平（
-x±s，n＝＝8）

Table 4　Levels of serum inflammatory factors of rats in each group（
-x±s，n＝＝8）

组别

对照

模型

Rb1

化滞柔肝颗粒

剂量/（g·kg−1）

—

—

0.01

2.5

TNF-α/（pg·mL−1）

92.78±12.69

186.58±13.08##

150.78±15.14**

146.22±10.15**

IL-6/（pg·mL−1）

40.31±6.30

95.15±13.61##

71.48±10.56**

67.04±14.20**

TGF-β1/（ng·mL−1）

18.86±2.03

46.09±7.53##

36.24±7.84*

34.20±7.93**

IL-10/（pg·mL−1）

40.44±6.07

23.90±5.81##

33.29±5.91*

31.91±6.70*

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

图5　各组大鼠肝脏组织病理学观察（HE染色，×200）

Fig. 5　Histopathological observation of liver in each group of rats （HE staining， ×200）

表5　各组大鼠肝组织炎症因子mRNA水平（
-x±s，n＝＝6）

Table 5　mRNA levels of liver inflammatory factors of rats in each group（
-x±s，n＝＝6）

组别

对照

模型

Rb1

化滞柔肝颗粒

剂量/（g·kg−1）

—

—

0.01

2.5

mRNA相对表达量

TNF-α

1.07±0.13

1.86±0.13##

1.51±0.14**

1.60±0.14**

IL-6

1.08±0.09

1.99±0.19##

1.53±0.10**

1.47±0.10**

TGF-β1

0.94±0.05

1.69±0.10##

1.59±0.08

1.47±0.07**

IL-10

1.03±0.07

0.58±0.10##

0.74±0.09*

0.66±0.09

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
##P < 0.01 vs control group； *P < 0.05 **P < 0.01 vs model group
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3.2.6　Rb1对 MAFLD 大鼠肠道菌群的影响 为了

说明测序深度的合理性做稀疏曲线，结果显示当前

测序数据的量已足够反映当前样本的物种多样性

信息；平缓的丰度等级曲线表明群落中OTU之间的

丰度变化较小，物种均匀度较高，见图6。

通过 α 多样性指数 Chao1、Observed Species、

Shannon和 Simpson评估各组大鼠肠道菌群的多样

性和丰度。结果显示，Rb1和化滞柔肝颗粒干预后

在不同程度逆转 MAFLD 大鼠 Chao1、Observed 

Species 和 Shannon 多样性指数（P＜0.05），Simpson

多样性指数在模型组及各给药组均无明显变化趋

势，提示Rb1可上调MAFLD大鼠肠道菌群的丰富度

以及多样性，见图6。

β多样性分析指对不同样品的肠道菌群结构进

行比较分析。在本研究中通过主坐标分析（PCoA）

和非量度多维尺度分析（NMDS）来研究各组大鼠肠

道菌群的相似性或差异性。结果显示对照组和模

型组的样本明显分离，表明MAFLD大鼠的肠道菌

群发生明显变化；Rb1和化滞柔肝颗粒干预后大鼠

肠道菌群的分布有向对照组迁移的趋势，提示 Rb1

对MAFLD大鼠肠道菌群结构组成有一定的调节作

用，见图6。

在门水平上，厚壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌

门（Bacteroidota）和变形菌门（Proteobacteria）为优势

菌，其中厚壁菌门所占比例最高。与对照组相比，

模型组大鼠厚壁菌门相对丰度和厚壁菌门与拟杆

菌门比值（F/B）显著上调而拟杆菌门的相对丰度显

著下调（P＜0.05）；Rb1和化滞柔肝颗粒干预后拟杆

菌门相对丰度和 F/B显著回调（P＜0.05），厚壁菌门

相对丰度有下调趋势但无显著差异，见图 7。在属

水平上，与MAFLD相关的前四种优势菌分别为乳

杆菌属（Lactobacillus），普氏菌属（Prevotella），布劳

特氏菌属（Blautia）和脱硫弧菌（Desulfovibrio）。

MAFLD 造模下调了乳杆菌属、普氏菌属和布劳特

A-对照组；B-模型组；C-Rb1组；D-化滞柔肝颗粒组

A-control group； B-model group； C-Rb1 group； D-Huazhirougan Granule group

图 6  各组大鼠肠道菌群多样性分析

Fig. 6  Analysis of diversity of gut microbiota of rats in each group
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氏菌属且上调了脱硫弧菌的相对丰度（P＜0.05）；

Rb1和化滞柔肝颗粒干预显著逆转了乳杆菌属、布

劳特氏菌属和脱硫弧菌相对丰度的变化（P＜0.05），

普氏菌属相对丰度有上调趋势但无显著差异，

见图7。

3.2.7　肠道菌群与血脂、炎症相关指标的相关性分

析 选择与血脂、炎症反应相关的指标，根据

Spearman相关系数绘制大鼠门、属水平肠道菌群和

血脂、炎症相关指标的关联热图。结果显示，在门

水平上厚壁菌门丰度与TC、TG、LDL-C、IL-6、TNF-

α、TGF-β1 呈显著性正相关，与 HDL-C、IL-10 呈显

著性负相关；拟杆菌门与TC、TG、IL-6、TGF-β1呈显

著性负相关，与抗炎因子 IL-10呈显著性正相关，见

图 8-A。在属水平上乳杆菌属、普氏菌属和布劳特

氏菌属与大多数血脂因子和促炎因子呈显著性负

相关；与 IL-10呈显著性正相关；而条件致病菌脱硫

弧菌属丰度与TC、IL-6呈显著性正相关，与HDL-C

呈显著性负相关，见图8-B。

4　讨论

在众多关于MAFLD的发病机制理论中，“二次

打击”学说是学者们普遍认可的。由于胰岛素抵抗

致使血液中过量的脂肪酸被运输并沉积在肝脏中，

A-对照组；B-模型组；C-Rb1组；D-化滞柔肝颗粒组

A-control group； B-model group； C-Rb1 group； D-Huazhirougan Granule group

图 7　各组大鼠肠道菌群的分类组成和差异菌分析

Fig. 7　Classification composition and differential bacterial analysis of GM in each group of rats

图 8　相关性分析（A-门水平；B-属水平）

Fig. 8　Correlation analysis （A-phylum level； B-genus level）
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从而导致肝脏脂肪变性，这是“第一次打击”［22-23］。

肝脏长期的脂肪沉积过多可诱发内质网应激、线粒

体功能障碍、氧化应激和炎症因子的过度分泌，导

致肝细胞损伤加重，促进MAFLD发展为NASH，这

是“第二次打击”［24］。因此，纠正脂质代谢、抑制炎

症反应和抗氧化是治疗MAFLD的有效治疗策略。

皂苷是苷元为三萜或螺旋甾烷类化合物的一类糖

苷，具有抗氧化、抗癌、抗炎、护肝、防治心血管疾病

等多种药理作用［25-27］。Rb1是一种四环三萜皂苷，已

有研究证明其可通过激活机体能量平衡感应器

AMPK改善MAFLD大鼠的肝脏脂质沉积［28］。在体

外实验中，Rb1还可改善脂肪细胞 3T3-L1的脂质积

累，从而改善胰岛素抵抗［29］。本研究整合网络药理

学和体内动物实验，预测并验证Rb1抗MAFLD的靶

点及机制，为 Rb1抗 MAFLD 的深入研究和合理临

床应用提供理论依据。

本研究发现，Rb1抗MAFLD的关键作用靶点有

TNF、IL-6、AKT1、VEGFA、MMP9、IGF1、PPARG、

CASP3、EGFR、STAT3、TGFβ1、IL-10。以上靶点多

与炎症相关，提示 Rb1可能通过抑制炎症反应发挥

抗MAFLD的作用。代谢紊乱和胰岛素抵抗可诱发

机体内的慢性炎症，慢性炎症是MAFLD形成与发

展的主要驱动因素［30］。TNF-α是增强肝脏炎症和纤

维化的关键促炎细胞因子，在多种肝脏类疾病中如

MAFLD、NASH、HC、HCC 均能观察到 TNF-α 表达

水平升高［31-33］。当肝脏存在炎症变化时，血清TNF-α水

平升高，并促进肝脏脂质沉积和上调肝脏组织中

TNF-α表达，加重肝细胞损伤［34］。IL-6作为一种典

型的炎症因子，参与代谢稳态、肝脏疾病以及胃肠

道疾病等多种病理生理过程，有研究表明其与肝细

胞损伤程度呈正相关［35］。TGF-β1是一类与肝脏炎

症呈强烈正相关的促纤维化细胞因子，炎症导致肝

星状的激活，从而加速肝纤维化的进展［36］。IL-10

是一种具有免疫抑制功能的细胞因子，可通过抑制

巨噬细胞分泌炎症因子发挥抗炎功能［37-38］。有研究

发现 IL-10的缺失会导致血脂代谢紊乱、胰岛素抵

抗、炎症的发生［39］。与预期结果一致，在本研究中，

Rb1可有效逆转 MAFLD大鼠血清与肝脏中炎症因

子TNF-α、IL-6、TGF-β1和 IL-10的变化趋势。

作为与宿主共同进化的重要组成组分，肠道菌

群稳态失调可诱导多种病理异常。有研究表明其

可通过调节脂质代谢和炎症反应参与MAFLD的发

生发展，且在很大程度上受到饮食的影响［40-41］，且越

来越多的药物以肠道菌群为靶点治疗多种疾病［42-43］。

低α多样性和F/B的增加通常用作评估血脂代谢异常的

特征，通常在MAFLD治疗后逆转，是多种代谢性疾病的

重要指标［44-45］。Rb1有助于恢复MAFLD大鼠中肠道菌群

多样性与F/B。乳杆菌属、布劳特氏菌属均具有调节脂质

代谢紊乱和抗炎作用，可抑制IL-6、TNF-α的过度分泌，

在MAFLD中发挥益生菌的作用［46-47］。脱硫弧菌属促进

内毒素产生，破坏肠道屏障功能并诱导全身炎症反应，在

MAFLD患者中通常表现为更高的丰度［48-49］。在本研究

中，Rb1干预增加了乳杆菌属、布劳特氏菌属的丰度，下调

了脱硫弧菌属，与以往研究得出相同结论。最后进行了

差异菌群和网络药理学筛选出来的炎症靶点的相关性分

析，结果表明有害菌厚壁菌门和脱硫弧菌属的丰度

与 IL-6、TNF-α和TGF-β1呈显著性正相关，与IL-10呈

显著性负相关；而益生菌拟杆菌门、乳酸菌属、普氏菌属

和布劳特氏菌属与IL-6、TNF-α和TGF-β1呈显著性负相

关，与IL-10呈显著性正相关。因此，推测Rb1可能通过

重塑肠道菌群从而改善血脂紊乱与炎症反应，从而发挥

MAFLD保护作用，而MAFLD大鼠中菌群结构、血脂代

谢与炎症因子水平的有利变化有力的支持了本观点。然

而，需要进一步的定向重塑肠道菌群研究来验证Rb1重塑

肠道菌群治疗MAFLD的机制，以深入探究肝-肠轴的联

系，有助于为MAFLD干预治疗提供新的见解。

本研究结果表明，Rb1可以恢复高脂饮食引起的肠道

菌群失调，调节脂质代谢并抑制炎症反应，从而减轻肝脏

病理损害，达到延缓MAFLD进展的目的。
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