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基于肠道菌群及TLR4/MyD88/NF-κB通路研究逍遥散对代谢相关脂肪性

肝病大鼠的改善作用及机制
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摘 要：目的  研究逍遥散对高脂饮食诱导的大鼠代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）的保护作用及机制。方法  SD大鼠随机分

为 5组：对照组、模型组、盐酸吡格列酮（PH，阳性药，5 mg·kg−1）和逍遥散低、高剂量（19、38 g·kg−1）组。对照组喂食基础日粮，

而其余组喂食高脂肪和高果糖日粮 12周，从第 13周开始 ig给药，每天 1次持续 4周。试剂盒法检测血清三酰甘油（TG）、总胆

固醇（TC）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移

酶（AST）、内毒素（LPS）水平，肝组织白细胞介素-6（IL-6）、IL-1β、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水平；HE染色观察肝脏、结肠、空肠

和回肠组织病理损伤并评分，油红O染色观察肝脏脂质累积；检测 24 h尿液 99mTc-喷替酸（DTPA）排泄评价肠黏膜屏障完整

性；Western blotting 法检测结肠组织 toll 样受体 2（TLR2）、toll 样受体 4（TLR4）、髓样分化因子 88（MyD88）、核因子-κB（NF-

κB）、闭锁小带蛋白-1（ZO-1）、封闭蛋白 1（Claudin-1）、紧密连接蛋白-1（Occuludin-1）、质膜囊泡相关蛋白 1（PV-1）蛋白表达；免

疫组化分析结肠和肝组织TLR4、MyD88、NF-κB蛋白表达；免疫荧光检测ZO-1、Claudin-1、E-钙黏蛋白（E-cadherin）蛋白表达。

通过 16S rRNA基因测序确定肠道菌群种类变化和结构。结果  与模型组相比，逍遥散和 PH组血清中TG、TC、LDL-C、ALT、

AST和LPS水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），肝脏 IL-1β、IL-6、TNF-α水平显著降低（P＜0.01、0.001），逍遥散高剂量组血清

HDL-C水平显著升高（P＜0.01）；逍遥散组肝脏、结肠、空肠、回肠和肝脏病理评分显著降低，肝脏油红O染色区域占比显著降

低（P＜0.01、0.001）；免疫组化与 Western blotting 结果显示，逍遥散和 PH 组 TLR2、TLR4、MyD88、NF-κB蛋白表达显著降

低（P＜0.01、0.001）；逍遥散高剂量和 PH组大鼠的 24 h尿液DTPA排泄显著降低（P＜0.05）；逍遥散高剂量组和 PH组 ZO-1、

Claudin-1和Occludin-1蛋白表达显著升高（P＜0.001），PV-1蛋白表达显著降低（P＜0.001），免疫荧光显示逍遥散高剂量组和

PH组的ZO-1、Claudin-1和E-cadherin的表达明显升高。与模型组比较，逍遥散增加肠道菌群丰富度和多样性，减少瘤胃球菌

等有害菌、增加拟杆菌等有益菌的相对丰度。结论  逍遥散对高脂饮食诱导的MAFLD大鼠具有改善作用，可通过减轻肝脏

炎症、调节肝功能指标，机制可能与修复肠道黏膜屏障、调节肠道菌群、调节TLR4/MyD88/NF-κB通路等相关。
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Abstract: Objective To investigate the protective effects of Xiaoyao San (XYS) on metabolically-related fatty liver disease 

(MAFLD) induced by high-fat diet in rats and its underlying mechanism. Methods SD rats were randomly divided into five groups: 

control group, model group, phlorizin (PH, positive drug, 5 mg·kg−1), XYS low-dose group (19 g·kg−1), and high-dose group (38 g·kg−1). 

The control group was fed a basal diet, while the remaining groups were fed a high-fat and high-fructose diet for 12 weeks. From 

week 13, the rats were ig administered the drugs once daily for four weeks. Serum triglycerides (TG), total cholesterol (TC), high-

density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), alanine aminotransferase (ALT), aspartate 

aminotransferase (AST), and endotoxin (LPS) levels, and interleukin-6 (IL-6), IL-1β, and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in the 

liver were determined by kits. The liver, colon, jejunum, and ileum were stained with hematoxylin and eosin (HE) and scored, and 

the liver was stained with oil red O to detect lipid accumulation. The integrity of the intestinal mucosal barrier was evaluated by 

measuring the excretion of diethylene triamine pentaacetic acid (DTPA). Western blotting was used to detect the expression of Toll-

like receptor 2 (TLR2), Toll-like receptor 4 (TLR4), MyD88, nuclear factor-κB (NF-κB), ZO-1, Claudin-1, Occuludin-1, and PV-1 

proteins in colon tissue; immunohistochemistry was used to analyze the expression of TLR4, MyD88, and NF-κB proteins in colon 

and liver tissue; and immunofluorescence was used to detect the expression of ZO-1, Claudin-1, and E-cadherin proteins. 16S rRNA 

gene sequencing was used to determine the changes in the types and structure of the intestinal microbiome. Results Compared with 

the model group, the levels of TG, TC, LDL-C, ALT, AST, and LPS in the serum of the XYS and PH groups were significantly lower 

(P < 0.05, 0.01, 0.001), and the levels of IL-1β, IL-6, and TNF-α in the liver were significantly lower (P < 0.01, 0.001). The level of 

HDL-C in the serum of the XYS high-dose group was significantly higher (P < 0.01). The scores of liver, colon, ileum, jejunum, and 

liver pathological grades were significantly lower in the XYS group, and the area stained with oil red O in the liver was significantly 

lower (P < 0.01, 0.001). The immunohistochemistry and Western blotting results showed that the expression of TLR2, TLR4, 

MyD88, and NF-κB proteins was significantly lower in the XYS and PH groups (P < 0.01, 0.001). The excretion rate of DTPA in 

24 h urine of the rats in the XYS high-dose group and PH group was significantly lower (P < 0.05). In the high-dose group of XYS 

and the PH group, the expression of ZO-1, Claudin-1 and Occludin-1 proteins was significantly increased (P < 0.001), while the 

expression of PV-1 protein was significantly decreased (P < 0.001). Immunofluorescence showed that the expression of ZO-1, 

Claudin-1 and E-cadherin was significantly increased in the high-dose group of XYS and the PH group. Compared with the model 

group, XYS increased the richness and diversity of the intestinal microbiome, reduced the relative abundance of harmful bacteria 

such as Ruminococcus and increased the relative abundance of beneficial bacteria such as Bacteroides. Conclusion XYS has an 

ameliorative effect on MAFLD rats induced by high-fat diet, which can be achieved by alleviating liver inflammation, regulating 

liver function indicators. The mechanism may be related to repairing the intestinal mucosal barrier, regulating intestinal microbiota, 

and regulating the TLR4/MyD88/NF-κB pathway.

Key words: Xiaoyao San; metabolic dysfunction-associated fatty liver disease; intestinal flora; intestinal mucosal barrier; liver 

inflammation; TLR4/MyD88/NF-κB pathway; high-fat diet

代谢相关脂肪性肝病（MAFLD）原名为非酒精

性脂肪性肝病（NAFLD），是一种代谢性疾病，其特

征是在没有酒精滥用或其他明确定义的肝脏损害

因素的情况下，肝细胞（至少 5%的肝细胞）内脂质

显著积累［1-2］。MAFLD被认为是导致全球肝病的主

要因素之一，患病率为 25%～45%，并出现年轻化趋

势。MAFLD的组织学特征从单纯脂肪变性到代谢

相关脂肪性肝炎，包括炎症和肝细胞损伤［3］。虽然

并非所有的脂肪变性患者都会发展为更严重的疾

病，但代谢相关脂肪性肝炎可进展为肝硬化和肝细

胞癌（HCC）。由于肥胖和代谢综合征的发病率不

断上升，MAFLD 及相关 HCC（MAFLD-HCC）病例

数量显著增加［4］，严重影响人类健康，造成严重的经

济负担。尽管进行了几十年的研究，但仍缺乏有效

的药物来治疗MAFLD，因此，新的治疗药物及治疗

手段的研发迫在眉睫。

中医以整体观和辨证论治为治疗基础，已被证

明是治疗多种疾病的有效方法。中医药在慢性疾

病的防治方面具有优势，这与多目标、多途径的作

用方式密切相关。多项研究表明，中药可通过调节

肠道菌群改善脂糖代谢，保护肝功能，对MAFLD具

有独特的治疗潜力［5］。如芍药散可改善肝脏血清学

指标，降低核因子 -κB（NF-κB）表达，改善肝脏炎

症［6］；四妙散可调节肠道菌群，下调脂肪酸和炎症因

子，减少肝脏脂肪变性，降低体质量增加，调节脂质

浓度，提高胰岛素敏感性和糖耐量［7］。

Toll样受体4（TLR4）/髓样分化因子88（MyD88）/

NF-κB信号通路在机体的免疫反应和炎症过程中起

着至关重要的作用。TLR4 是一种在某些细胞（包

括免疫细胞）表面发现的受体，能够识别病原体和
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受损细胞，从而触发免疫反应。MyD88是一种衔接

蛋白，在 TLR4激活时被募集，起到将信号从 TLR4

传输到下游分子的关键作用。NF-κB是一种转录因

子，当被激活时，它会移动到细胞核并促进各种炎

症基因的表达。TLR4/MyD88/NF-κB 通路在很大

程度上参与了炎症反应。在MAFLD中，该通路可

能被过度激活，导致慢性炎症和肝损伤的进展［8］。

肝脏中的脂肪酸和其他应激信号可以激活 TLR4，

进而导致MyD88的募集和NF-κB的激活。这会引

发促炎细胞因子的产生，从而导致肝损伤和纤维

化［9］。由于炎症是 MAFLD 进展的关键驱动因素，

靶向该通路有助于理解并可能减轻所涉及的炎症

过程。此外，通过抑制该通路，有可能减少炎症和

肝损伤，为MAFLD提供潜在的治疗方法。

肠道菌群作为人体的“第二基因组”，在食物和

药物的消化、吸收和代谢中发挥着重要作用。一方

面，肠道微生物及其代谢产物直接影响肠道形态和

免疫应答，导致炎症和肠道内毒素（LPS）血症的异

常激活；另一方面还可通过改变胆汁酸代谢途径引

起肠肝轴功能障碍，进而作为促进MAFLD发生发

展的重要驱动因素。

逍遥散出自《太平惠民和剂局方》，具有疏肝解

郁、养血健脾之功效，由柴胡、当归、白芍、茯苓、白

术、甘草组成。MAFLD 的主要病理表现是代谢下

降引起的脂质堆积，逍遥散已被证明可以调节全身

气血运动，促进新陈代谢。此外，逍遥散还具有清

热、除湿、化浊、解毒、化瘀、疏肝等多种功效。临床

上用于治疗代谢相关单纯性脂肪肝湿热阻证［10］。

先前的临床研究［11］和动物实验［12］已经证明，单独或

联合使用逍遥散可以显著调节与MAFLD相关的脂

质水平。

本研究旨在探讨逍遥散对高脂饮食诱导的

MAFLD的治疗作用及其作用机制是否与调节肠道

菌群和TLR4/MyD88/NF-κB信号通路相关，为逍遥

散的临床应用和进一步开发提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

高效液相色谱仪（HPLC）：Waters Xbridge C18

柱（250 mm×4.6 mm，5 μm，美国 Waters 公司）；

5810R离心机（德国Eppendorf公司）；FreeZone冷冻

干燥机（美国Labconco公司）；BX53光学显微镜（日

本 Olympus 公司）；2480 Wizard2 γ 计数器（美国

PerkinElmer 公 司）；Western blotting 设 备 ：Mini-

PROTEAN Tetra System（美国 Bio-Rad 公司）；PCR

仪 ：Veriti 96-Well Thermal Cycler（ 美 国 Thermo 

Fisher Scientific公司）。

1.2　逍遥散制剂

柴胡、当归、白芍、茯苓、白术、甘草药材购自常

州中医医院中药房，由中药鉴定教研室吴启南教授

课题组进行药材鉴定，并出具中药材品质鉴定检验

合格报告。将柴胡、当归、白芍、茯苓、白术、甘草按

照 2∶2∶2∶2∶1的质量比混合，并用 10倍体积的去离

子水（ddH2O）煮沸 3次，每次提取 1 h［13］。将原料药

提取物浓缩并冻干，称取冻干粉末并将其溶解在

ddH2O中。将柴胡皂苷和芍药苷作为逍遥散的质控

标准，经 HPLC 法测得柴胡皂苷的质量分数为

0.78%，芍药苷的质量分数为0.89%以上。

1.3　实验动物及药物

50只 SD大鼠，雌雄各半，5周龄，体质量 160～

180 g，从杭州医学院获得，实验动物生产许可证号

SCXK（浙）2019-0002。实验方案获得南京中医药

大学伦理委员会批准，编号 SYPU-IACUC-2019-7-

06-204。大鼠的饲养温度为 22～24 ℃，相对湿度为

40%～50%，昼夜周期为12 h，自由饮水。

1.4　主要试剂

盐酸吡格列酮（PH）片购自常州市中医医院，生

产 企 业 江 苏 德 源 药 业 股 份 有 限 公 司 ，批 号

H20110048。ELISA试剂盒：三酰甘油（TG，南京肯

根生物技术有限公司）；总胆固醇（TC）、高密度脂蛋

白胆固醇（HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-

C），购自南京剑诚生物有限公司；丙氨酸氨基转移

酶（ALT）［爱必信（上海）生物科技有限公司］；天冬氨酸氨

基转移酶（AST，上海晶抗生物工程有限公司）；白细胞介

素-6（IL-6）、IL-1β、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、LPS、油红O、

RIPA裂解液（碧云天生物技术有限公司）。抗体：TLR4、

TTLR2（Thermo Fisher Scientific）；NF-κB、闭锁小带

蛋白 -1（ZO-1）、封闭蛋白 1（Claudin-1）、紧密连

接蛋白 -1（Occuludin-1）、GAPDH、E-钙黏蛋白（E-

cadherin）（美国 Abcam 公司）；质膜囊泡相关蛋白

1（PV-1）（Thermo Fisher Scientific）。 Bicinconiic 

acid（BCA）蛋白检测试剂盒、苏木精、伊红（碧云天生

物技术有限公司）；10%福尔马林（武汉佰瑞得生物

技术有限公司）；10% 多聚甲醛［生工生物工程（上

海）股份有限公司］；60% 异丙醇（Sigma-Aldrich）；

DNA提取试剂盒（德国QIAGEN公司）。

2　方法

2.1　动物与实验设计

经过 7 d的适应期后，将大鼠随机分为 5组（每
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组10只）：对照组、模型组、PH（阳性药，5 mg·kg−1）和

逍遥散低、高剂量（19、38 g·kg−1）组。对照组喂食基

础日粮，而其余组喂食高脂肪和高果糖日粮（52.5%

基础食物、2% 胆固醇、10% 猪油、5% 蛋黄粉、0.5%

胆酸钠和 30% 蔗糖）12 周［14］。从第 13 周开始 ig 给

药，每天 1次，持续 4周，对照组和模型组给予等量

的0.9%氯化钠溶液。

2.2　标本收集

在最后 1天，通过异氟烷气体吸入的方式麻

醉所有大鼠，收集腹主动脉血，血样在 4 ℃下以

12 000 r ·min−1离心 10 min；颈椎脱臼处死大鼠，迅

速取出肝脏、空肠、回肠、结肠，并用干净的冷盐水

冲洗，测量结肠的长度。将组织样品（1 cm×1 cm）

浸入 4%多聚甲醛中 24 h，并包埋在石蜡中，用于随

后的组织病理学、免疫组织化学和免疫荧光分析。

残留的肠道组织样本储存在−80 ℃，以备进行生化

分析。从大鼠的结肠、直肠收集粪便样本用于微生

物群分析。

2.3　血清脂质及生化分析

采用市售试剂盒测定血清 TG、TC、HDL-C、

LDL-C、ALT、AST、LPS水平。

2.4　组织病理学分析

将肝脏、结肠、空肠和回肠组织样品进行苏木

精-伊红（HE）染色，并在光学显微镜下进行检查。

对于代谢相关脂肪性肝炎的肝脏组织病理诊断标

准采用 NAFLD 活动度积分（NAS）进行评估，NAS 

组织学评分系统对 14项病理改变中的 3项指标（肝

脂肪变、小叶内炎症、肝细胞气球样变）进行半定量

评估计分。具体评分标准为：肝脂肪变依据肝细胞

内脂肪含量分为 0（＜5%）、1（5%～33%）、2（34%～

66%）、3（＞66%）分；小叶内炎症根据病灶情况计

分；肝细胞气球样变在不同程度下分别为无、少量

气球样细胞、较多/显著气球样变［15］。通过不同的评

分等级，从 4个方面对结肠、空肠和回肠组织炎症的

严重程度进行评估，包括中性粒细胞等级、病变深

度、隐窝破坏程度以及病变范围［16］。

2.5　油红O染色

在冷冻切片机上对部分新鲜肝脏进行切片。

切片用 10% 多聚甲醛固定 10 min，用蒸馏水洗涤，

用 60% 异丙醇浸泡 30 s，用油红 O 染色 15 min，用

60%异丙醇洗涤以去除多余的染料，用苏木精复染

5 min，用去离子水洗涤 3次，并用甘油明胶片密封。

在光学显微镜下观察病理变化。用 Image J定量油

红O染色面积的比例［17］。

2.6　肝脏炎症因子测定

根据制造商的说明，使用ELISA试剂盒检测保

存在−80 ℃下的大鼠肝组织中 IL-6、IL-1β和TNF-α

的表达水平。

2.7　肠黏膜通透性

于取材前进行实验，用 2 mL水冲洗灌胃针，然后

给每只大鼠 ig 1 mL 含 7.4 MBq 锝（0.2 mCi）放射标

记的 99mTc-喷替酸（DTPA）。提取相同剂量和体积

的 99mT-DTPA标记物作为标准品。ig给药后，将大

鼠置于代谢笼中，收集尿液 24 h。混合后，将尿液

样本与标准品稀释 400倍，取 1 mL，用 γ计数器测定

放射性1 min。

24 h 尿液 DTPA 排泄率＝（尿样计数－本底）×24 h 尿

量/［（标准品计数－本底）×标准品稀稀释倍数］

2.8　Western blotting分析

新鲜结肠组织（100 mg）用液氮研磨，加入RIPA

裂解液充分研磨，离心提取总蛋白。提取上清液，

用 BCA 法测定蛋白浓度。蛋白质样品经 SDS-

PAGE 电泳，转到聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上，一

抗 TLR2（1∶200）、TLR4（1∶200）、MyD88 （1∶1 000）、

NF-κB（1∶1 000）、ZO-1（1∶1 000）、Claudin-1（1∶2 000）、

Occuludin-1 （1∶1 000）、PV-1（1∶1 000）、GAPDH（1∶

1 000）包合，4 ℃孵育过夜。加入山羊抗兔 IgG 

H&L（HRP）（1∶2 000）二抗，室温孵育 1 h，用增强的

化学发光试剂进行可视化，用 Image Lab 软件进行

灰度分析。

2.9　免疫组化分析

结肠和肝组织常规石蜡包埋、切片，厚度 3 μm，

经脱蜡、水化、修复后，封闭加TLR4、MyD88、NF-κB

抗体 4 ℃孵育过夜，二抗（1∶2 000）37 ℃孵育，DAB

显色、脱水、封片。染色阳性判定依据为细胞核周

围出现棕褐色颗粒。用显微镜读片拍照，Image 

proplus 6.0 免疫组化分析软件计算图片平均吸光

度（A）值，用以表示蛋白相对表达量。

2.10　免疫荧光分析

结肠组织常规石蜡包埋、切片，厚度 3 μm，

经脱蜡、水化、修复后，封闭加 ZO-1（1∶1 000）、

Claudin-1（1∶2 000）、E-cadherin（1∶1 000）抗体 4 ℃

孵育过夜，荧光二抗（1∶2 000） 37 ℃孵育，DAB 显

色、脱水、封片。

2.11　肠道菌群分析

2.11.1　提取粪便基因组 DNA 用于 16s rRNA 测

序 采 用 MoBio PowerSoil DNA Isolation 

Kit （QIAGEN）技术从对照组、模型组、PH组和逍遥
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散低、高剂量组（n＝5）的粪便样品中提取总基

因组 DNA。提取的 DNA 用 1% 琼脂糖凝胶检

测。用纳米滴分光光度计测定 DNA 浓度和质

量 。 用 引 物 338F（5'-ACTCCTACGGGAGGCA 

GAG-3'）和 806R 扩增细菌 16S rRNA 基因 V3-V4

高 变 区（5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'）。

PCR 混合物由 25 μL 组成 ，包括 1 μL 正向引

物（5 μmol·L−1）、1 μL 反向引物（5 μmol·L−1）、12.5 μL 

2×Taq PCR MasterMix、3 μL BSA （2 ng·μL−1）、2 μL

模板DNA和 5.5 μL ddH2O。热循环包括 94 ℃初始

变性 5 min，然后是 28 个循环，94 ℃ 30 s， 50 ℃ 

30 s， 72 ℃ 1 min，并最终在 72 ℃延伸 7 min。混合

PCR产品加载在 1% 的琼脂糖凝胶上进行检测，使

用 agcourt AMPure XP 试 剂 盒 和 定 量 的

QuantiFluorTM-ST 试剂盒进行纯化。将纯化的

PCR产物在Miseq平台上进行深度测序。运行后，

执行 Illumina Analysis Pipeline Version 2.6来分析图

像、碱基调用和误差估计。

2.11.2　测序数据分析 对原始数据进行初步筛选，

去除短于 200 bp 的序列、低质量分数（≤20）的序

列、不明确的碱基或与引物序列和条形码标签不完

全匹配的序列。接下来，使用VSEARCH处理数据

集，并通过以 97%的相似性对序列进行聚类来获得

操作分类单元（OTU）。OTU用于生成稀疏曲线和

秩 -丰度曲线，分别计算丰富度和多样性指数。

Shannon指数用于评估微生物多样性，并使用单因

素方差分析对香农指数进行多重比较。通过使用

核糖体数据库项目（RDP）分类器工具［18］对所有序

列进行分类来识别分类组。为了比较不同组之间

的相似性，使用R中每个样本的信息进行主成分分

析（PCA）和主坐标分析（PCoA）。Pearson相关性用

于探索肠道微生物群、脂质代谢和炎症相关指数之

间的关系。应用线性判别分析效应大小（LEfSe）来

表征病例和对照之间的粪便微生物差异。

2.12　统计分析

采用GraphPad Prism 8.3进行统计分析，数据以

x
—
±s表示，所有数据分析均采用方差分析，然后采

用Tukey的多重比较检验。

3　结果

3.1　逍遥散对肝脂质和炎症损伤的作用

如图 1所示，给药 4周后，与对照组相比，模型

组血清中TG、TC、LDL-C、ALT、AST和LPS水平显

著升高（P＜0.001），HDL-C 水平显著降低（P＜

0.001）。与模型组相比，逍遥散和PH组血清中TG、

TC、LDL-C、ALT、AST 和 LPS 水平显著降低（P＜

0.05、0.01、0.001），逍遥散高剂量组 HDL-C 水平显

著升高（P＜0.01），且逍遥散作用呈剂量相关性。

与对照组相比，模型组肝脏 IL-1β、IL-6、TNF-α

水平显著升高（P＜0.01、0.001）；与模型组相比，逍

遥散和 PH 组肝脏 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平显著降

低（P＜0.01、0.001）。

3.2　逍遥散对大鼠结肠、空肠、回肠和肝脏组织损

伤的作用

如图 2所示，与对照组比较，模型组大鼠肝细胞

形态不规则，胞浆内散在大小不等的脂质空泡，并

可见门静脉损伤，油红 O 染色显示肝脂积累；模型

组肠上皮细胞损伤变化多样，不同肠区域均有不同

程度的炎症损伤，表现为炎症细胞浸润和绒毛长度

缩短。与模型组比较，逍遥散高剂量组和 PH 组出

现脂滴减少和肝细胞球囊化，肠道炎症细胞浸润明

显减少，绒毛长度明显增加。

与对照组比较，模型组大鼠肝脏、结肠、空

肠、回肠和肝脏病理评分显著升高，肝脏油红 O

染色区域占比显著升高（P＜0.001）；与模型组比

较，逍遥散组肝脏、结肠、空肠、回肠和肝脏病理评

分显著降低，肝脏油红 O 染色区域占比显著降

低（P＜0.01、0.001）。

3.3　逍遥散对结肠和肝脏中炎症相关的蛋白表达

的作用

通过Western blotting和免疫组化研究逍遥散对

MAFLD中上调的TLR4/MyD88/NF-κB信号通路相

关蛋白表达的影响。Western blotting结果（图 3）表

明，与对照组比较，模型组 TLR2、TLR4、MyD88、

NF-κB蛋白表达显著升高（P＜0.001）；与模型组比

较，逍遥散和 PH组 TLR2、TLR4、MyD88、NF-κB蛋

白表达显著降低（P＜0.01、0.001）。免疫组化结果

与Western blotting结果一致。

3.4　逍遥散对肠黏膜屏障功能的作用

为评价逍遥散对肠黏膜屏障完整性的影响，测

定 24 h尿DTPA排泄率。结果（图 4）显示，模型组大

鼠的通透性显著高于对照组（P＜0.01）；与模型组比

较，逍遥散高剂量和PH处理后大鼠的DTPA排泄率

显著降低（P＜0.05）。结果表明，逍遥散有可能降低

MAFLD大鼠的肠道通透性。

3.5　逍遥散对肠黏膜和血管屏障蛋白的作用

结果（图 5）表明，与对照组比较，模型组ZO-1、

Claudin-1 和 Occludin-1 蛋白表达显著降低（P＜

0.001），PV-1蛋白表达显著升高（P＜0.001）；与模型
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组比较，逍遥散高剂量组和PH组ZO-1、Claudin-1和

Occludin-1 蛋白表达显著升高（P＜0.001），逍遥散

和PH组PV-1蛋白表达显著降低（P＜0.001）。

进一步免疫荧光分析发现，与对照组比较，

模型组 ZO-1、Claudin-1 和 E-cadherin 的表达明显

降低；与模型组比较，逍遥散高剂量组和 PH 组

的 ZO-1、Claudin-1 和 E-cadherin 的 表 达 明 显

升高。

3.6　逍遥散改变 MAFLD 大鼠肠道菌群丰富度和

多样性

3.6.1　肠道菌群 alpha多样性分析 对于有分组的

样本，使用R脚本将数据绘制成箱线图，以直观地展

示不同样本组之间的 alpha 多样性差异 ，通过

Student’s t 检验验证差异的显著性。分析结果表

明，与对照组比较，模型组 Simpson指数下降；与模

型组相比，逍遥散组和PH组的Simpson指数显著升

高（P＜0.05、0.01）。结果见图6。

稀释性曲线从样本中随机抽取一定数量的序

列，统计这些序列所代表的物种数目，并以序列数

与物种数来构建曲线，用于验证测序数据量是否足

以反映样品中的物种多样性，并间接反映样品中物

种的丰富程度。分析结果表明，与对照组比较，模

型组大鼠肠道菌群丰富度明显减少。与模型组比

较，逍遥散组和 PH 组的肠道菌群丰富度均显著升

高。结果见图6。

利用 Mothur软件和 R 语言工具依据各样品的

测序量在不同测序深度时的 Shannon指数（反映样

品中微生物多样性的指数）绘制 Shannon多样性指

数稀释曲线，以此反映各样本在不同测序数量时的

微生物多样性。Shannon 指数越大则物种种类越

多，物种越丰富；分析结果表明，与对照组相比，模

型组大鼠肠道菌群明显减少；与模型组相比，逍遥

散组和PH组的肠道菌群Shannon指数均明显升高。

结果见图6。

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。
**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group； #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group.

图1　逍遥散对血清脂质、炎症因子和肝脏炎症因子的影响（x
—

±s，n=10）

Fig. 1　Effect of Xiaoyao San on serum lipids and inflammatory factors, and liver inflammation factors (x
—

±s, n=10)
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3.6.2　大鼠肠道菌群 β多样性分析 PCA是一种分

析和简化数据集的技术。通过分析不同样品特征

组成可以反映样品的差异和距离。两个样品距离

越近，则表示这两个样品的组成越相似。结果表

明，模型组与对照组的差异和距离明显较大；逍遥

散、PH 组与对照组的差异和距离有所拉近（图

7-A）。

PCoA是一种与PCA类似的降维排序方法。通

过 PCoA可以实现多个样品的分类，进一步展示样

品间物种多样性差异。在 PCoA图中，同一组的样

本用相同颜色的点表示，样本点之间的距离越大，

样本物种组成之间的差异越大。第一个水平主成

分（axis1）的贡献率为 29.95%，第二个垂直主成

分（axis2）的贡献率为 19.70%。这 2 个原则的综合

贡献率超过 90%，说明它们能够综合反映社区构成

信息［19］。逍遥散组和 PH 组具有重叠组分，表明它

们的微生物组成具有较高的相似性（图7-B）。

3.6.3　肠道菌群的种类组成及差异分析　群落植

物区系分类单位的相对丰度如图 8所示。1种颜色

代表 1个物种，色块长度表示物种所占相对丰度比

例；为使视图效果最佳，只显示丰度水平前 10的物

种，并将其他物种合并为Others在图中显示。

在门水平上，与对照组比较，模型组厚壁菌

门（Firmicutes）和脱硫杆菌门的相对丰度明显增加，

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。
***P < 0.001 vs control group； #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group.

图2　逍遥散对大鼠结肠、空肠、回肠和肝脏组织损伤的影响（x
—

±s，n=10，××100）

Fig. 2　Effect of Xiaoyao San on colon, jejunum, ileum, and liver tissue damage in rats (x
—

±s, n=10, ×100)
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A-Western blotting检测结肠组织TLR4/MyD88/NF-κB蛋白的表达；免疫组化染色显示逍遥散对结肠（B）和肝脏（C）TLR4/MyD88/NF-κB通路

蛋白的影响；与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001。

A-intestinal mucosal barrier protein detected by Western blotting；  TLR4/MyD88/NF-κB pathway proteins in colon （B） and liver （C） demonstrated 

by immunohistochemical staining; ***P < 0.001 vs control group； ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group.

图3　逍遥散对结肠和肝脏炎症相关的蛋白表达的影响（x
—

±s，n=10，×100）

Fig. 3　Effect of Xiaoyao San on protein expression related to colon and liver inflammation（x
—

±s，n=10，×100）
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拟杆菌门（Bacteroidota）的丰度明显降低；逍遥散高

剂量和 PH 处理后，与模型组相比，逍遥散高剂

量组的厚壁菌门丰度降低 ，拟杆菌门丰度增

加，而逍遥散低剂量组厚壁菌门和拟杆菌门未

见明显改善。

在纲水平上，对照组以芽孢杆菌、拟杆菌和梭

状芽胞杆菌为主。与对照组比较，模型组芽孢杆菌

和拟杆菌丰度降低，梭状芽孢杆菌丰度增加。干预

后，与模型组比较，逍遥散和 PH组的芽孢杆菌丰度

均增加，但仍低于对照组，而逍遥散高剂量组在降

低梭状芽胞杆菌丰度上最为明显。

在目水平上，对照组以毛螺菌、颤螺菌、拟杆菌

和乳酸杆菌为主；与对照组比较，模型组拟杆菌和

乳酸杆菌明显降低，而毛螺菌、颤螺菌丰度增加；与

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

图4　逍遥散对肠黏膜屏障功能的影响（x
—

±s，n=10）
Fig. 4　Effect of Xiaoyao San on intestinal mucosal barrier 

function (x
—

±s, n=10)

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001。
***P < 0.001 vs control group； ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group.

图5　逍遥散对肠黏膜（A）和血管（B，×100）屏障蛋白表达的影响（x
—

±s，n=10）

Fig. 5　Effect of Xiaoyao San on expression of barrier proteins in intestinal mucosa (A) and blood vessels (B, ×100) (x
—

±s, n=10)
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模型组比较，经药物干预后逍遥散高剂量组的拟杆

菌丰度增加最为明显。

在科水平上，与对照组比较，模型组毛螺菌、颤

螺菌均增加，拟杆菌减少，瘤胃球菌增加；给药后，

瘤胃球菌减少，拟杆菌增加，以逍遥散高剂量组最

为明显。属水平上，模型组拟杆菌属的丰度降低，

而瘤胃球菌的丰度增加；给药后逍遥散高剂量组拟

杆菌的丰度明显增加。在种水平上，主要以未分类

的 毛 螺 菌 、颤 螺 菌 、拟 杆 菌 和 Ligilactobacillus

为主。

用 LEfse 法检测各组中特定菌群。从分支

图（图 9-A）中，在门水平（图 9-B）选择各组间差异显

著 的 特 定 细 菌 。 对 照 组 以 普 雷 沃 氏 菌 和

Muribaculaceae 为优势门，而模型组以颤螺菌和毛

螺菌为优势门，提示它们在MAFLD的发病机制中

可能发挥作用。逍遥散高剂量组啮齿枸橼酸杆菌

和异杆菌属相对丰度增加。

4　讨论

MAFLD 是一种代谢性疾病，特征是肝细胞内

脂质显著积累，对健康有重大影响。中医药在治疗

包括MAFLD在内的多种疾病方面已有数千年的历

史。因此，了解逍遥散缓解MAFLD的潜在机制非

常重要。本研究表明，逍遥散可降低MAFLD模型

中TLR4/MyD88/NF-κB蛋白和促炎蛋白的表达，改

善脂质谱，并调节肠道菌群失调。

研究表明逍遥散对脂质代谢和肝脏炎症有改

善作用［20-21］。模型组结肠、空肠、回肠和肝脏的形态

损伤，表现为肠绒毛缩短、肠炎症细胞浸润、胞浆脂

滴堆积、肝细胞球囊化。而逍遥散能明显减轻这些

病理改变。逍遥散能降低大鼠血清中 TG、TC、

LDL-C、ALT、AST 和内毒素水平 ，升高 HDL-C

水平。

MAFLD的发病机制复杂，涉及炎症反应、肠屏

障功能障碍和肠道菌群失调，最终导致肝损伤。有

与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。
#P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group.

图6　各组大鼠肠道菌群alpha多样性指数分析

Fig. 6　Analysis of alpha diversity index of intestinal flora of rats in each group

图7　各组大鼠肠道菌群β多样性指数的PCA（A）、PCoA（B）

Fig. 7　PCA (A) and PCoA (B) of β diversity index of intestinal flora of rats in each group
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研究报道TLR4/NF-κB信号通路调控炎症细胞因子

IL-6、IL-10、TNF- α 和 IL-1β 的 产 生 ，IL-1β 是

MAFLD 发生的主要因素［22］。值得注意的是，过表

达 TLR4 可以上调 NF-κB 的表达，并加剧炎症反

应［23］。NF-κB是重要的核转录因子，在生理和病理

过程中起着重要的调节作用。TLR4是先天免疫系

统的模式识别受体，对病原体识别和炎症启动至关

重要［24］。TLR4 激活肝细胞后，与下游连接介质

MyD88结合，导致NF-κB激活。该信号通路可触发

TNF-α、IL-1β、IL-6 等促炎细胞因子的释放，促进

MAFLD的进展［25-26］。本研究结果显示，高脂饮食喂

养大鼠肝脏组织中促炎细胞因子TNF-α、IL-1β、IL-6

显著上调，抗炎细胞因子 IL-10 显著下调。TLR4、

MyD88、NF-κB 在模型组肝组织中表达显著升高。

A-对照组；B-模型组；C-逍遥散19 g·kg−1组；D-逍遥散38 g·kg−1组；E-PH组。

A-control group； B-model group； C-Xiaoyao San 19 g·kg−1 group； D-Xiaoyao San 38 g·kg−1 group； E-PH group.

图8　微生物群落分类分析

Fig. 8　Classification and analysis of microbial communities
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而逍遥散干预后，这些炎性细胞因子和 TLR4/

MyD88/NF-κB信号通路相关蛋白的异常表达均出

现明显逆转。

除肠道炎症外，肠黏膜屏障的破坏是 MAFLD

发生的关键机制。肠道黏膜屏障的完整性，尤其是

紧密连接，在高脂肪饮食诱导的MAFLD发病机制

中起着重要作用。紧密连接由黏着的核心蛋白组

成，通过关闭肠上皮细胞的细胞旁空间来维持肠黏

膜屏障的结构和功能。炎症条件下，这些紧密连接

被破坏［27-28］，导致肠道通透性增加，肠道炎症，肝脏

炎症的发生［29-30］。通过测定 24 h 尿 DTPA 排泄率，

发现逍遥散可降低高脂饮食大鼠肠道通透性。此

外，Western blotting 和免疫荧光分析发现，模型

组紧密连接蛋白（ZO-1、Claudin-1 和 E-cadherin）

的表达水平显著降低。逍遥散能够逆转这些变

化并增加黏附蛋白的表达 ，且作用呈剂量相

关性。

Spadoni 提出［31］，人类和大鼠中存在肠道血管

屏障（GVB），它调节物质从肠道进入体循环。研究

表明，高脂饮食引起的 MAFLD 中，GVB 的破坏可

促进肠道细菌产物进入肝脏［32］。通过肠肝血液循

环，肠道细菌产物通过门静脉进入肝脏。这一过程

激活肝 Kupfer细胞，刺激促炎因子的释放，导致肝

细胞炎症、纤维化，并导致肝脏疾病［33］的进展。质

膜囊泡相关蛋白 1（PV-1）是内皮细胞中表达的一种

6×104的糖蛋白，对跨越内皮细胞窝颈部区域的辐

条状膜结构的产生至关重要。在黏膜诱导的

MAFLD模型中，肠道上皮屏障和GVB的显著损伤

被认为是代谢相关脂肪性肝炎发生的早期事件，其

特征是紧密连接蛋白 ZO-1 表达减少，PV-1 表达增

加［34］。目前的研究结果表明，在逍遥散可逆转PV-1

的高表达，提示逍遥散对MAFLD中GVB的破坏具

A-LEfSe分析进化分枝图；B-线性判别分析（LDA）值分布柱状图。

A-LEfSe analysis of evolutionary branching diagram； B-Linear Discriminant Analysis （LDA） Value Distribution Bar Chart.

图9　LEfse分析

Fig. 9　LEfse analysis
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有潜在的保护作用。

人类肠道中含有大量的微生物，经过长期的共

同进化，这些微生物已经扮演了一个重要的角色，

类似于一个重要的“器官”［35］。肠道微生物、宿主基

因组和环境因素之间的相互作用影响着机体的生

理代谢。越来越多的证据表明，肠道菌群失调与肥

胖、2 型糖尿病、MAFLD 等代谢紊乱的发生有

关［36-38］。肠道菌群失调被认为是促进MAFLD的重

要因素［39-41］。MAFLD大鼠各物种丰度比例异常，尤

其是厚壁菌门、拟杆菌门比例异常，表明微生物生

态失衡。本研究证据显示，与对照组相比，模型组

瘤胃球菌数量增加，拟杆菌门减少，厚壁菌门增加，

肠道屏障功能减弱，细菌毒素易位风险增加。逍遥

散通过减少瘤胃球菌、增加拟杆菌等有益菌的相对

丰度来缓解风险。由此可见，逍遥散可通过提高肠

道菌群的丰度和多样性来调节菌群的物种比例平

衡，并通过支持有益菌的生长来改善肠道通透性。

逍遥散通过调节肠肝轴，抑制肝脏对有害物质的暴

露，从而防止MAFLD疾病的发生和发展，建立肠道

微生物群-肠肝轴的良性循环。

本研究旨在探讨逍遥散改善早期MAFLD的作

用机制。逍遥散具有一系列抗MAFLD的特性，包

括通过恢复肠道屏障功能和降低肠道屏障通透性

来调节细菌产物易位，抑制促炎细胞因子，以及通

过促进有益菌生长来调节肠道微生物群。逍遥散

能改善血脂代谢指标，抑制肝脏脂肪变性，对高脂

饮食诱导的MAFLD有较好的早期治疗作用。逍遥

散调控肠道菌群的确切机制尚不清楚，本研究为进

一步研究提供了理论框架。
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