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基于代谢组学分析香蜂草苷抗非酒精性脂肪肝病的作用机制
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摘要 目的：基于非靶向代谢组学和生物信息学方法研究香蜂草苷抗非酒精性脂肪肝病（NAFLD）的作用机制。方法：将18

只雄性SD大鼠随机分为正常对照组、模型组和香蜂草苷组（3 mg/kg），每组6只。使用高脂饲料喂养8周诱导建立NAFLD大

鼠模型。香蜂草苷组每天灌胃给予香蜂草苷治疗 8周，正常对照组和模型组灌胃给予等量生理盐水。采用苏木精—伊红

（HE）染色和油红O染色观察各组大鼠肝组织病理学变化。使用超高效液相—质谱（UPLC-Xevo G2-XS QTof）检测大鼠肝匀

浆代谢物，以P＜0.05和变化倍数（|FC|）＞2为标准筛选差异代谢物，进行代谢物分类富集分析；以总胆固醇（TC）、甘油三酯

（TG）、低密度脂蛋白（LDL）、高密度脂蛋白（HDL）、游离脂肪酸（FFA）和胰岛素抵抗（IR）等NAFLD相关指标为疾病表型，构

建加权代谢共表达网络分析（WMCNA），筛选出与NAFLD相关的核心代谢物。取差异代谢物和核心代谢物交集进行生物标

志物分析。结果：与模型组比较，香蜂草苷组大鼠体重降低，肝脏脂质沉积减少，肝脏病理损伤减轻。代谢组学结果表明，共筛

选出差异代谢物126个，其中上调50个，下调76个（香蜂草苷组 vs. 模型组）。WMCNA筛选出核心代谢物189个，主要为磺酸

及其衍生物、脂肪酸化合物。取差异代谢物和核心代谢物交集在Metaboanlyst在线数据库分析可得25个潜在生物标志物，其

中脂酰类化合物 Isopropylmalic acid（P＜0.05, FC=-2.81）和脂肪酸生成相关化合物 Alpha-Linoleoylcholine（P＜0.05, FC=-
1.39）、3-trans,5-cis-Octadienoyl-CoA（P＜0.05, FC=-1.78）变化差异具有统计学意义。结论：香蜂草苷可能通过调节 Isopropyl-

malic acid、Alpha-Linoleoylcholine和 3-trans,5-cis-Octadienoyl-CoA的代谢水平，起到改善NAFLD的作用，为缓解脂质代谢紊

乱提供前期实验基础。
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Research on mechanism of anti-nonalcoholic fatty liver disease by didymin based on metabo-

lomics
FANG Bin1, MO Rou1, HUANG Renbin1, HUANG Quanfang2. (1. Guangxi Medical University, Nanning 530021,

China; 2. Pharmaceutical Department, the First Affiliated Hospital of Guangxi University of Chinese Medicine,

Nanning 530023, China)

Abstract Objective: To study the mechanism of anti- nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) by didymin

based on non-targeted metabolomics and bioinformatics methods. Methods: Eighteen male SD rats were random-

ly divided into normal group, model group, and didymin group (3 mg/kg), with 6 rats in each group. NAFLD rat

model was induced by feeding high-fat diet for 8 weeks. The didymin group was given vanillin every day for 8

weeks, and the normal group and model group were given the same amount of normal saline. Hematoxylin-eosin

(HE) staining and Oil Red O staining were used to observe the histopathological changes of liver in each group.

The metabolites of rat liver homogenate were detected by ultra- high- performance liquid- mass spectrometry

(UPLC- Xevo G2- XS QTof). The differential metabolites were screened based on criteria of P＜0.05 and the

change ratio (|FC|)＞2), and the metabolites were classified and enriched. Using total cholesterol (TC), triglycer-

ide (TG), low density lipoprotein (LDL), high density lipoprotein (HDL), free fatty acid (FFA), insulin resistance

(IRI) and other NAFLD-related indicators as disease phenotypes, weighted metabolites correlation network analy-

sis (WMCNA) was built and the hub metabolites associated with NAFLD were screened. The intersection of dif-
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ferential metabolites and hub metabolites was analyzed for biomarkers. Results: Compared with the model

group, the didymin group could reduce body weight, liver lipid deposition and liver damage in rats. Metabolo-

mics results showed that 126 differential metabolites were selected, of which 50 were up-regulated and 76 were

down-regulated (didymin group vs. model group). WMCNA screened 189 hub metabolites, mainly sulfonic acid

and its derivatives, fatty acyl compounds, and 25 potential biomarkers were obtained by the intersection of the dif-

ferential metabolites and hub metabolites in Metaboanlyst dataset. Among them, the differences in the fatty acyl

compound Isopropylmalic acid (P＜0.05, FC=-2.81) and the fatty acid-related compounds Alpha-Linoleoylcho-

line (P＜0.05, FC=-1.39) and 3-trans,5-cis-Octadienoyl-CoA (P＜0.05, FC=-1.78) were statistically significant.

Conclusion: Didymin may play a role in improving NAFLD by regulating the metabolic levels of Isopropylma-

lic acid, Alpha-Linoleoylcholine and 3-trans,5-cis-Octadienoyl-CoA. It provides the preliminary experimental ba-

sis for alleviating the disorder of lipid metabolism.

Keywords didymin; non-alcoholic fatty liver disease; metabonomics; weighted metabolites correlation network

analysis

非酒精性脂肪肝病（non-alcoholic fatty liver dis-

ease, NAFLD）是一类由甘油三酯（triglyceride, TG）

在肝脏内过度蓄积而肝脂肪变性的代谢性疾病，其

主要特征为脂质代谢紊乱并伴随有高脂血症和胰

岛素抵抗[1-2]，进一步发展可能会形成肝纤维化，甚

至肝癌。因此，寻找理想的治疗药物对于治疗

NAFLD、调节代谢紊乱有着重要的临床应用价值。

香蜂草苷具有抗炎、抗氧化、调节脂质代谢和

保护肝脏的作用[3-4]。本课题组前期研究发现，香蜂

草苷对急性肝损伤和肝纤维化有较好的治疗作

用[5-6]。但香蜂草苷在NAFLD发病进展中对脂质相

关代谢产物是否有影响尚不明确。

加权共表达网络分析（weighted correlation net-

work analysis, WGCNA）[7-8]是一种用来描述不同样

品之间基因关联模式的生物信息学方法，其可以将

海量复杂的基因数据转换为共表达模块，特异性的

筛选出与临床性状相关的基因。利用这个原理也

可用于筛查出与临床特征最为相近的代谢物模块，

目前，WGCNA分析已被广泛用于筛选各类药物干

预后的疾病生物标志物[9]，但在对于筛选NAFLD相

关的代谢生物标志物方面的研究仍比较缺乏。因

此，本研究旨在探寻香蜂草苷对NAFLD代谢物的

影响，利用超高效液相色谱—串联质谱法（ultra-

high performance liquid chromatography- tandem

mass spectrometry, UPLC-LC/MS）对NAFLD大鼠肝

匀浆进行检测，筛选差异代谢物。通过构建加权代

谢物共表达网络（weighted metabolites correlation

network analysis, WMCNA）筛选出核心代谢物，结

合两者分析香蜂草苷干预后NAFLD潜在的生物标

志物，为今后临床治疗以及药物研究提供新的方向

和实验依据。

1 材料与方法

1.1 动物

SPF级 SD雄性大鼠 20只，体重（120±20）g，由

广西医科大学实验动物中心提供，大鼠饲养在温度

（25±2）℃，湿度40%～60%，每日光照时间12 h的环

境中。动物生产许可证：SCXK（桂）2020-0003，动

物使用许可证：SYXK（桂）2020-0004。本研究涉及

的动物实验均经广西医科大学动物伦理委员会批

准（审核编号：202102007）。

1.2 药物与试剂

香蜂草苷（纯度＞98%），批号：14259-47-3，上

海源叶生物科技有限公司；高脂饲料（配方配比：胆

固醇 1%、猪油 10%、蛋黄粉 10%、基础料 79%），批

号：2021021513，北京博爱港生物技术有限公司；甲

酸（LC-MS）级，上海吉至生化科技公司；乙腈（LC-

MS级）、甲醇（LC-MS级），美国赛默飞公司。

1.3 主要仪器

Xevo G2- XS QTOF/MS，美国 Waters 公司；

CX43正置生物显微镜，日本奥林巴斯公司；SWE-

FP低温研磨仪，武汉赛维尔生物科技有限公司。

1.4 实验分组及NAFLD模型复制

适应性喂养 1周后，将 20只 SD大鼠随机分为

正常对照组（6只）和模型复制组（14只），正常对照

组大鼠给予基础饲料喂养，模型复制组大鼠给予高

脂饲料喂养诱导建立NAFLD模型，持续喂养 8周。

第 8周末随机从模型复制组中选择 2只大鼠，取其
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肝脏行油红O染色，观察脂滴堆积情况，以判断造模

情况。确定成功建立NAFLD模型后，将模型复制组

12只大鼠随机分为模型组和香蜂草苷组，每组6只。

造模成功后开始给药，除模型复制组大鼠每天继续

给予高脂饮食外，香蜂草苷组每天灌胃给予3 mg/kg

香蜂草苷治疗 8周[11]，正常对照组和模型组灌胃给

予等量生理盐水。

1.5 肝组织病理学检查[6]

称重后。末次给药后禁食12 h取下肝脏后，用

生理盐水洗净，从肝左叶切下5 mm×2 mm×3 mm组

织块，放入 10%福尔马林中固定 24 h，石蜡包埋、切

片，行苏木精—伊红（hematoxylin and eosin, HE）染

色，置于显微镜下观察大鼠肝脏组织病理形态变

化。油红O染色：取大鼠新鲜肝脏后立刻用OCT包

埋剂包裹后冰冻切片，置于显微镜下观察肝脏组织

细胞内脂滴堆积情况。

1.6 代谢组学样本制备

非靶向代谢组学样本使用配备四极杆飞行时

间质谱的超高效液相色谱仪（UPLC-Xevo G2-XS

QTof, Waters , 美国）进行检测。随机选取正常对照

组、模型组和香蜂草苷组大鼠各 6只，取肝脏 60 mg

于离心管中，加入混合溶剂（甲醇∶乙腈∶水=2∶2∶1）

600 μL，匀浆（70 Hz，运行 15 s，停 10 s，重复 4次），

转速设定 12 000 r/min，离心 15 min 后得到 400 μL

上清液，过0.22 μm滤膜后上机检测[10]。

1.7 UPLC-MS分析条件

从每份肝匀浆样本中各吸取 10 μL混合，涡旋

1 min混匀作为制备质控（quality control，QC）样本，

过滤上机检测。色谱条件见表 1。使用Waters Ac-

quity UPLC BEH C18 色谱柱（2.1 mm × 100 mm，

1.7 mm），流速为 0.4 mL/min，柱温箱温度 45 ℃，样

品室温度 4 ℃，进样量 5 μL。质谱条件：正离子模

式，扫描范围50～1 200 Da。离子源温度为150 ℃，

脱溶剂温度为350 ℃。毛细管电压为 250 kV，锥体

电压为 40 V。氮气作为鞘气（50 L/h）和脱溶剂气

（800 L/h）。

1.8 数据分析及处理

代谢数据使用 Progenesis QI V2.4 分析，通过

SIMCA-P 14.1 软件进行无监督主成分分析（PCA）、

监督正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA），以P＜

0.05和|FC|＞2[11]筛选出差异代谢物。

使用自撰写R语言构建WMCNA网络，针对训

练集的代谢物表达进行聚类分析，根据代谢物间的

无标度拓扑拟合指数（R2）以及平均连接度，设定软

阈值为 6（阈值 cexl=0.85），通过构建共表达网络灰

值模块聚类树状图，将所有的代谢物分为多个模

块，以非酒精性脂肪肝相关指标总胆固醇（total cho-

lesterol, TC）、TG、低密度脂蛋白（high-density lipo-

protein, LDL）、高密度脂蛋白（high-density lipopro-

tein, HDL）、游离脂肪酸（free fatty acid, FFA）、胰岛

素抵抗指数（insulin resistance index, IRI）为对应指

征，使用Pearson法分析代谢物与指征间的相关性，

获得模块—性状关系图，选择P＜0.05且相关性高

的模块作为感兴趣的模块，然后根据模块成分

（module membership, MM）和代谢物显著性（metab-

olite significance, MS）筛选核心代谢物，MM检测每

种代谢物与模块特征因子（module eigengene, ME）

的相关性，MS被定义为在此分析中代谢物与分组

变量的相关性。以MM＞|0.8|和MS＞|0.5|为筛选条

件，筛选出的代谢物认为是核心代谢物。

使用 MetaboAnalyst 5.0（https://www.metaboan-

alyst.ca/）进行代谢物富集分析及绘制相关性热图和

相关性网络图以及生物标志物的筛选。使用

GraphPad Prism 8.0实现数据可视化。

表1 色谱条件

时间/
min

1

2

4

6

9

11

12

13

14

15

流动相A%
（0.1%甲酸—水，V/V）

95

95

60

40

25

20

15

10

95

95

流动相B%
（0.1%甲酸—乙腈，V/V）

5

5

40

60

75

80

85

90

5

5

1.9 统计学方法

使用 SPSS 17.0软件进行数据分析，所有数据

均以均数±标准差（x̄ ± s）表示，多组之间使用单因素

方差分析进行比较，两两比较采用LSD-t 检验。以

P＜0.05 为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 NAFLD大鼠体重及肝脏病理变化

模型组大鼠体重较正常对照组增长更快，在第
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56天开始给予香蜂草苷治疗后，香蜂草苷组大鼠体

重增长有所减缓（图1A）。

HE染色显示，正常对照组大鼠肝细胞形态清

晰，未见明显的脂肪变性，肝细胞索排列整齐呈放

射状；模型组大鼠肝细胞变性严重，肝细胞排列紊

乱，可见炎性细胞、坏死细胞增多，且可观察到脂滴

蓄积于肝细胞细胞质中所处形成的空泡；香蜂草苷

组可见肝组织病理损伤有明显减轻，空泡减少，肝

细胞形态清晰，见图1B1～B3。

油红O结果显示，正常对照组未见脂滴形成，

模型组大鼠肝细胞内贮存大量红色脂滴，在给予香

蜂草苷治疗后，脂滴明显减少，见图 1C1～C3。以

上结果表明，香蜂草苷可以调节NAFLD大鼠体重，

改善肝细胞损伤，减少脂滴蓄积。

2.2 NAFLD大鼠肝脏代谢组学分析

2.2.1 PCA检测 采用 PCA法检测各组之间的内

在聚类关系，如图 2A所示，在无监督模式下，模型

组与正常对照组分离，表明两组肝组织代谢物之间

存在差异，给予香蜂草苷治疗后，香蜂草苷组代谢

物向正常对照组靠近。

2.2.2 OPLS-DA 如图 2D、图 2E所示，在进行 200

次置换检验后，Q2＜R2原始点，且与 y轴截距小于

0，符合置换检验标准。对模型组、香蜂草苷组和正

常对照组—模型组进行 OPLS- DA 分析（图 2B、

图 2C），监督模式下，OPLS-DA显示模型组与香蜂

草苷组、正常对照组与模型组之间分离明显，以上

结果表明模型结果具有可靠性，组间代谢物有显著

差异。

A：大鼠体重变化图 ；B1～B3分别为正常对照组、模型组和香蜂草苷组HE染色图（×200）；C1～C3分别为正常对照组、模

型组和香蜂草苷组油红O染色图（×200）。

图1 香蜂草苷对NAFLD大鼠体重和肝组织病理损伤的影响

A：PCA图；B：模型组—香蜂草苷组OPLS-DA图；C：正常对照组—模型组OPLS-DA图；D：模型组—香蜂草苷组置换检验

图；E：正常对照组—模型组置换检验图。

图2 肝匀浆代谢轮廓分析
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2.2.3 差异代谢物的筛选及富集分析 非靶向代

谢组学共检测出 2 135 个代谢物，以 P＜0.05 和

|FC|＞2为筛选标准筛选出差异代谢物，由图 3A可

知，在香蜂草苷组和模型组的差异代谢中共筛选出

126个差异代谢物，其中上调50个，下调76个，富集

分析结果表明（图3C），大多数差异代谢物是与脂质

相关的脂肪酸类（fatty acyls）、孕烯醇酮脂类（prenol

lipids）、类固醇及其衍生物（steroids and steroids de-

rivatives）。图3B显示，在模型组—正常对照组中共

有89个上调代谢物和170个下调代谢物，其中有一

部分是与脂质相关的脂肪酸类和孕烯醇酮脂类代

谢物（图3D）。以上结果表明，香蜂草苷可能通过调

节脂肪酸类代谢物影响NAFLD。

2.3 基于WMCNA网络筛选相关特异性代谢模块

及核心代谢物分析 为了描述代谢物与NAFLD表

型（TC、TG、LDL、HDL、FFA 和 IRI）之间的关联关

系，寻找协同表达的代谢物模块（module），本研究

使用 WMCNA 方法构建的共表达网络，由图 4A、

图 4B可知，其软阈值为 6（soft power=6），按照混合

动态剪切标准进行模块划分，将 2 135个代谢物划

分为34个不同颜色的共表达模块，数据表达相似的

代谢物聚类形成同一个分支（图 4C）。计算各模块

与NAFLD临床指征的 Person相关系数，分析各代

谢模块与 NAFLD 各指标的相关性，绘制模块与

NAFLD指征相关性分析图（图 4D），图中红色部分

表示正相关关系，蓝色部分表示负相关关系，灰色

模块表示未被分配的代谢物。由图可知，深红色

（darkred）模块与 IRI（r=0.87, P=2e-04）、FFA（r=0.9, P=

7e-05）和HDL（r=-0.68, P=0.02）具有相关性；暗洋红

色（darkmagenta）模块与TG（r=0.67, P=0.02）呈正相

关关系，花白色（floralwhite）与TG呈正相关关系（r=

0.67, P=0.02），暗灰色（darkgrey）与HDL（r=0.69, P=

0.01）呈正相关关系。苍紫（thistle）与FFA（r=-0.72，

P=0.008）呈负相关关系，与TG差异无统计学意义

（r=-0.48，P=0.1），浅橙色（salmon）与 IRI（r=-0.77，

P=0.003）呈负相关关系。因此选取这些模块的代谢

物用于后续分析。

以MM和MS为标准筛选出深红色、暗洋红色、

暗灰色、苍紫色和浅橙5个模块核心代谢物[12]，花白

色模块P=0.24，故舍去（图5A～5E），去重后共189个

代谢物，选取这 189个差异代谢物进行GO富集和

KEGG分析，结果显示，核心代谢物主要是脂肪酸

类、孕烯醇酮脂类、类固醇及其衍生物（图 5F），

KEGG结果表明，其代谢物参与了脂肪酸代谢的降

解（图5G）。以上结果提示，香蜂草苷可能通过影响

脂肪酸降解过程中的代谢物改善NAFLD，与差异

代谢物富集分类结果相符。

A：模型组—香蜂草苷组差异代谢物火山图；B：模型组—正常对照组差异代谢物火山图；C：代谢物分类富集分析（香蜂草

苷组vs. 模型组）；D ：代谢物分类富集分析（模型组vs.正常对照组）。

图3 肝匀浆差异代谢物分析
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A、B：power图；C：聚类树状图；D：模块与NAFLD指征相关性分析图。

图4 NAFLD大鼠WMCNA分析

A～E分别为深灰、暗洋红、深红、浅橙和苍紫色MM和MS关系图；F：核心代谢物分类富集分析；G：核心代谢物通路分析。

图5 模块代谢物分析
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3 讨 论

NAFLD是一类代谢紊乱性疾病，通过使用药

物调节糖脂代谢、促进脂肪酸氧化，改善胰岛素抵

抗以及减轻氧化应激和炎症可以达到改善NAFLD

的目的[12-13]。本课题组前期研究发现香蜂草苷可以

通过调节TLR4/NF-κB和PI3K/Akt信号通路来缓解

地塞米松联合高脂饲料诱导的NAFLD，但香蜂草

苷对 NAFLD 发病进程中代谢产物的影响尚不明

A：核心代谢物和差异代谢物热图；B核心代谢物和差异代谢物Venn图；C~E分别为 2-Isopropylmalic acid、Alpha-Lino-

leoylcholine和3-trans,5-cis-Octadienoyl-CoA的定量分析图。

图6 核心代谢物和差异代谢物联合分析

2.4 核心代谢物和差异代谢物的联合分析

选取核心代谢物和差异代谢物进行富集分析，

由相关性热图可知（图6A），模型组和香蜂草苷组之

间的代谢物有明显的差别。取核心代谢物和差异

代谢物交集，得到 42个代谢物（图 6B）。对交集代

谢物进行生物标志物分析，筛选具有显著差异得潜

在生物标志物，并对其进行定量分析，见图6C～6E，

其中 3个脂质代谢相关代谢物 2-Isopropylmalic ac-

id、Alpha-Linoleoylcholine和3-trans,5-cis-Octadieno-

yl-CoA被认为符合要求的代谢物。
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确。代谢物是机体内参与各类新陈代谢的新分子

物质，目前已成为了解疾病发展进程的关键标志

物。本研究选用高脂饲料诱导SD大鼠建立NAFLD

模型，肝脏病理结果表明，香蜂草苷可以有效改善

大鼠肝细胞中的脂质沉积和空泡变性，提示香蜂草

苷可以有效减轻肝脏损伤。进一步的代谢组学研

究发现，持续喂养高脂饮食可以导致大鼠肝匀浆代

谢轮廓的改变，在给与香蜂草苷干预后，这种改变

得到了一定程度的改善。与模型组相比，香蜂草苷

组共有50个上调差异代谢物和76个下调差异代谢

物，这些差异代谢物主要是是与脂质合成相关的脂

肪酸类、异戊烯醇脂和类固醇及其衍生物。为了挖

掘与NAFLD临床指征相关的核心代谢物，本研究

采用了 WMCNA，选取了与 TC、TG、LDL、HDL、

FFA和 IRI等临床指征最相关的5个代谢物模块，共

189个核心代谢物，这些代谢物参与了脂肪酸降解

的过程。取差异代谢物和核心代谢物交集进一步

生物标志物分析，发现了25个具有显著性差异的生

物标志物，其中与脂质相关的有 2-Isopropylmalic

acid、Alpha-Linoleoylcholine 和 3-trans,5-cis-Octadi-

enoyl-CoA 3，提示这 3个代谢物可能作为香蜂草苷

改善NAFLD的潜在生物标志物。

研究发现，2-Isopropylmalic acid是一类羟基脂

肪酸有机化合物，其主要参与了亮氨酸代谢通路中

的合成过程[14]，亮氨酸作为天然氨基酸之一具有疏

水性的烷基侧链，对于肝脏的脂质代谢有着重要的

调节作用[15]，补充亮氨酸可以增加体脂流失[16]，或减

少脂肪积累[17]。本研究结果表明，香蜂草苷组2-Iso-

propylmalic acid的消耗增加，这可能导致亮氨酸合

成增多，进而影响大鼠肝脏的脂质蓄积；Alpha-

Linoleoylcholine是 alpha-Linoleoic acid和胆碱反应

的产物，其前体 alpha-Linoleoic acid 可以有效改善

大鼠的胰岛素抵抗和氧化应激[18]，进而缓解NAFLD

的发病进展，与香蜂草苷组相比，模型组的Alpha-

Linoleoylcholine含量高，可能是在体内被酯化后无

法发挥作用。3-trans,5-cis-Octadienoyl-CoA参与了

不饱和脂肪酸 β-氧化过程[19]，这一过程有利于稳定

体内脂质水平。该物质可能在体内脂肪酸 β-氧化

过程中被除去，导致香蜂草苷组和正常对照组表达

量低，模型组表达量高。以上结果表明，香蜂草苷

可能通过影响这3个生物标志物及其所属的代谢过

程，从而改善NAFLD导致的脂质代谢紊乱，提示香

蜂草苷可以作为防治脂质代谢紊乱疾病的候选

物。然而，NAFLD涉及多个器官及系统的代谢变

化，因此之后的研究，除了对肝匀浆进行非靶向代

谢组学检测筛选生物标志物外，未来还会对

NAFLD大鼠的血清、肾脏以及肠道菌群等进行检

测，获得更全面的代谢信息。

综上所述，香蜂草苷可减少高脂饲料诱导的

NAFLD大鼠肝脏脂质堆积，改善NAFLD导致的脂

质代谢紊乱。代谢组学和生物信息学分析结果表

明，香蜂草苷的可能作用靶点为2-lsopropylmalic ac-

id、Alpha- Linoleoylcholine 和 3- trans,5- cis- Octadi-

enoyl-CoA。以上结果为今后开发保健品、药品防治

NAFLD提供了实验依据。
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