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摘要： 目的　 代谢组学联合肠道菌群分析探讨黄芩汤对溃疡性结肠炎 （ＵＣ） 小鼠的作用。 方法　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分

为正常组、 模型组、 黄芩汤组 （９􀆰 １ ｇ ／ ｋｇ）、 美沙拉秦组 （０􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ）， 给予 ＤＳＳ 诱导建立 ＵＣ 模型， 造模的同时灌胃

给药， 连续 ７ ｄ。 给药结束后， 记录小鼠体质量、 大便性状、 隐血情况， 并进行疾病活动指数 （ＤＡＩ） 评分； ＨＥ 染色

观察结肠组织病理学改变， ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α 水平。 超高效液相色谱串联质谱开展高分辨非靶向

代谢组学研究， １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序分析结肠内容物， Ｓｐｅａｒｍａｎ 法进行肠道菌群与代谢组学之间关联分析。 结果　 与模型

组比较， 黄芩汤组小鼠 ＤＡＩ 评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 结肠长度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 结

肠病理组织学改善。 代谢组学分析发现， 正常组、 模型组和黄芩汤组之间存在 ８０ 个差异代谢物及包括苯丙氨酸、 酪

氨酸和色氨酸的生物合成等在内的 １４ 条关键代谢通路。 菌群测序显示 ３ 组之间差异菌群共 １５ 种， 其中大肠埃希菌属⁃
志贺氏菌属 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ） 和拟杆菌属 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ） 可能是关键菌群。 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析显示， １⁃ｏｌｅｏｙｌ⁃ｌ⁃
α⁃ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄ 与 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 呈负相关， （ｐｈｅｎｏｘｙｍｅｔｈｙｌ） ｐｅｎｉｃｉｌｌｏｉｃ ａｃｉｄ 与 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 呈正相关。 结论　 黄芩汤

可能是通过色氨酸等代谢通路， 改善 １⁃ｏｌｅｏｙｌ⁃ｌ⁃α⁃ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄ、 （ｐｈｅｎｏｘｙｍｅｔｈｙｌ） ｐｅｎｉｃｉｌｌｏｉｃ ａｃｉｄ 等代谢物纠正

肠道菌群结构以减轻炎症反应， 从而发挥对 ＵＣ 小鼠症状的改善作用。
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　 　 溃疡性结肠炎 （ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ ｃｏｌｉｔｉｓ， ＵＣ） 是一种病因不

明， 以结直肠黏膜连续性、 弥漫性炎症改变为特点的慢性

非特异性炎症性疾病［１⁃２］ 。 因其病程长、 治疗难度大、 难根

治、 易反复、 可癌变等特点， 现被世界卫生组织列为现代

社会最难治疗疾病之一［３⁃４］ 。 代谢组学技术能够定量测定生

物样品中内源性小分子产物变化， 并结合生物信息学阐明

代谢物与疾病之间关系［５］ 。 人自出生以来肠道就有细菌定

居， 肠道微生物数量大约是机体细胞的 １０ 倍， 是机体编码

基因数量的 １００ ～ １５０ 倍， 被称为 “人体第二基因组”， 与

人类健康息息相关［６］ 。 研究显示， 肠道菌群及代谢产物在

炎症性肠病中起关键性作用［７］ 。 黄芩汤由黄芩、 白芍、 甘

草、 大枣 ４ 味药组成， 为 “万世治利之祖方”， 临床治疗

ＵＣ 效果显著、 不良反应少， 前期研究发现其作用改善 ＵＣ
的机制可能与抑制炎症反应、 细胞焦亡、 铁死亡等相

关［８⁃１１］ 。 而黄芩汤治疗 ＵＣ 过程中是哪些细菌及代谢物产生

作用， 目前尚不清楚。 因此， 本研究采用代谢组学联合肠

道菌群方法对其进行探讨， 旨在为黄芩汤的临床应用及推

广提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 药物　 黄芩汤由黄芩、 白芍、 炙甘草、 大枣组成， 黄

芩、 大枣 （批号 ２２１２０１６０１、 ２３０２０１９１１） 购自康美药业股

份有限公司， 白芍、 炙甘草 （批号 ２２０７２４、 ２２０１０９） 购自

江西江中中药饮片有限公司， 以上药材经江西中医药大学

附属医院陈浩副主任药师鉴定为正品。 美沙拉秦肠溶片

（批号 Ｌ２１００９Ａ） 购自德国福克制药股份有限公司。
１􀆰 ２　 动物　 ４８ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 体质量 （２４±
２） ｇ， 由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供 ［实验动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０２２⁃０００４］， 饲养于江西中医

药大学 ＳＰＦ 级动物实验中心 ［实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （赣） ２０２２⁃０００２］， 温 度 （ ２６ ± ２）℃， 相 对 湿 度

（５０±５）％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光暗循环， 自由饮食。 本动物实验获

江西 中 医 药 大 学 医 学 伦 理 委 员 会 批 准 （ 伦 理 号

８８１４

２０２４ 年 １２ 月

第 ４６ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． １２



ＪＺＬＬＳＣ２０２１００６２）。
１􀆰 ３　 试剂　 葡聚糖硫酸钠 （ＤＳＳ） （美国 ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ
公司， 货号 ０２１６０１１０９０）； ＴｒｕＳｅｑ 􀅺 ＤＮＡ ＰＣＲ⁃Ｆｒｅｅ Ｓａｍｐｌｅ
Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 建库试剂盒 （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司， 货号 ＦＣ⁃
１２１⁃９００６）； ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海酶联

生 物 科 技 有 限 公 司， 货 号 ｍｌ０６３１５９、 ｍｌ０３７８７３、
ｍｌ００２０９５）； 便隐血 （ＯＢ） 试剂 （匹拉米洞半定量检测

法） （珠海贝索生物技术有限公司， 货号 ＢＡ２０２０Ｂ）。
１􀆰 ４　 仪器　 ＡＢ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ６６００ 质谱仪 （美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公

司）； Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ ＬＣ 超高压液相色谱仪 （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ５４３０Ｒ⁃Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 低温高速离心机 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； Ｓｐｅｃｔｒａｍａｃ Ｍ３ 多功能酶标仪 （美国 ＭＤ
公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 黄芩汤溶液制备 　 参考课题组前期实验［９］ 及文献

［１０⁃１１］ 报道， 黄芩、 白芍、 炙甘草、 大枣按 ３ ∶ ２ ∶ ２ ∶ ２
的比例称取药材， 加入 １０ 倍体积纯水， 煎煮 １ ｈ 后， 趁热

滤过药液； 药渣加 ８ 倍体积纯水继续煎煮 １ ｈ， 趁热滤过药

液， 合并 ２ 次药液， 浓缩成 １ ｇ ／ ｍＬ 的药液。
２􀆰 ２　 分组、 造模及给药　 小鼠适应性喂养 ７ ｄ 后， 随机分

为正常组、 模型组、 黄芩汤组、 美沙拉秦组， 每组 １２ 只。
将 ＤＳＳ 溶于无菌水中配成 ３％ ＤＳＳ 溶液， 每隔 １ ｄ 更换新鲜

的 ＤＳＳ， 连续 ７ ｄ 以诱导 ＵＣ 模型； 正常组自由饮用无菌

水。 造模的同时灌胃给药， 灌胃剂量按 ７０ ｋｇ 人临床用量，
以体表面积换算法折算成小鼠用量 （９􀆰 １ 倍）， 即黄芩汤组

给予 ９􀆰 １ ｇ ／ ｋｇ 黄芩汤， 美沙拉秦组给予 ０􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ 美沙拉

秦， 其余组给予无菌水， 每天 １ 次， 连续灌胃 ７ ｄ。
２􀆰 ３　 疾病活动指数 （ＤＡＩ） 评分 　 每天记录小鼠体质量、
大便性状及隐血情况， 进行疾病活动指数 （ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ， ＤＡＩ） 评分， 公式为 ＤＡＩ 评分 ＝ （体质量下降评分＋
大便性状评分＋大便隐血评分） ／ ３， 并绘制评分与时间关

系曲线。 其中小鼠体质量下降百分比计算公式为体质量下

降百分比＝ ［ （测定的小鼠体质量⁃实验开始时体质量） ／实
验开始时小鼠体质量］ ×１００％ 。 ＤＡＩ 评分标准见表 １。

表 １　 ＤＡＩ 评分标准

项目 评分标准 评分 ／ 分
体质量下降百分比 无减少 ０

下降 ０～５％ １
下降 ５％ ～１０％ ２
下降 １０％ ～２０％ ３
下降超过 ２０％ ４

大便性状 正常粪便 ０
粪便较软 １
粪便湿软 ２
半稀便 ３

稀水样粪便 ４
隐血 隐血阴性 ０

隐血阳性 ２
肉眼可见血便 ４

２􀆰 ４　 样本收集　 实验第 ８ 天， 小鼠摘眼球取血， 静置 １ ｈ

后 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 分离上层血清， ７ 只小鼠的血

清用于 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α 水平， 另外

５ 只小鼠的血清用于代谢组学分析。 取血后取结肠， 部分

置于干净白纸上， 沿肠系膜展开结肠并记录结肠长度； 收

集结肠内容物于 １􀆰 ５ ｍＬ 无菌 ＥＰ 试管中， 液氮速冻后置

于－８０ ℃冰箱保存， 用于后续 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增子测序； 洗净

结肠上内容物后， 将结肠组织用 ４％ 多聚甲醛固定。
２􀆰 ５　 结肠组织病理形态观察　 取固定后的结肠组织， 置于

自动脱水机中脱水， 包埋， 石蜡切片， ６０ ℃过夜后脱蜡，
经无水乙醇、 梯度乙醇水化、 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色、
梯度乙醇脱水、 透明剂透明、 中性树胶封片后， 于光学显

微镜下进行观察。
２􀆰 ６　 代谢组学分析

２􀆰 ６􀆰 １　 血清样本处理　 随机选取正常组、 模型组和黄芩汤

组各 ５ 只小鼠血清样本， 委托上海中科新生命生物科技有

限公司进行高分辨非靶向代谢组学分析。 样本在 ４ ℃环境

下缓慢解冻后， 取适量样本加入预冷甲醇⁃乙腈⁃水 （２ ∶
２ ∶ １）， 涡旋混合， 低温超声处理 ３０ ｍｉｎ， 于－２０ ℃静置 １０
ｍｉｎ， ４ ℃离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清液真空干燥， 质谱分析时加

入 １００ μＬ ５０％ 乙腈复溶， 涡旋， ４ ℃离心 １５ ｍｉｎ， 取上清

液进样分析， 其中代谢物的识别与定量使用的方法为①实

验图谱和标品数据库的匹配； ②理论二级质谱图匹配； ③
保留时间矫正。
２􀆰 ６􀆰 ２　 色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 色谱

柱； 流动相水 （含 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵和 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氨水）
（Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ０􀆰 ５ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ０􀆰 ５ ～ ７
ｍｉｎ， ９５％ ～ ６５％ Ｂ； ７ ～ ８ ｍｉｎ， ６５％ ～ ４０％ Ｂ； ８ ～ ９ ｍｉｎ，
４０％ Ｂ ； ９ ～ ９􀆰 １ ｍｉｎ， ４０％ ～ ９５％ Ｂ； ９􀆰 １ ～ １２ ｍｉｎ， ９５％
Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ２５ ℃； 进样量 ２ μＬ。
２􀆰 ６􀆰 ３　 质谱条件 　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 正、 负离子扫

描； 离子源电压±５ ５００ Ｖ； 离子源温度 ６００ ℃； 雾化气辅

助加热气 １ （Ｇａｓ１） 压力 ６０ ｐｓｉ （１ ｐｓｉ ＝ ６􀆰 ８９５ ｋＰａ）； 辅助

加热气 ２ （Ｇａｓ２） ６０ ｐｓｉ； 气帘气 （ＣＵＲ） 压力 ３０ ｐｓｉ。
２􀆰 ７　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序 　 随机选取正常组、 模型组和黄芩汤

组各 ５ 只小鼠结肠内容物， 委托上海中科新生命生物科技

有限公司进行测序。 样本进行 ＤＮＡ 提取， 根据测序区域的

选择， 使用带 Ｂａｒｃｏｄｅ 的特异引物和高保真 ＤＮＡ 聚合酶对

选定的 Ｖ３～Ｖ４ 可变区进行 ＰＣＲ 扩增。 使用建库试剂盒进

行文库构建。 构建好的文库通过 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 和

Ｑｕｂｉｔ 进行质检， 文库质检合格后进行上机测序。 根据扩增

的 １６Ｓ 区域特点， 基于测序平台利用双末端测序的方法，
构建小片段文库并进行双末端测序。 通过对 Ｒｅａｄｓ 拼接过

滤、 ＯＴＵｓ 聚类、 物种注释及丰度分析可以揭示样品物种构

成， 进一步挖掘样品之间的差异， 筛选差异菌群。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， ２ 组间均

数比较采用独立样本 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
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３　 结果

３􀆰 １　 黄芩汤对 ＵＣ 小鼠 ＤＡＩ 评分及结肠长度的影响　 如图

１ 所示， 与正常组比较， 模型组小鼠从第 ２ 天开始 ＤＡＩ 评
分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 黄芩汤组小鼠从第 ５
天开始 ＤＡＩ 评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 美沙拉秦组小鼠从第 ４
天开始 ＤＡＩ 评分降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 如图 ２ 所示， 与正常组

比较， 模型组小鼠结肠长度缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比

较， 黄芩汤组和美沙拉秦组小鼠结肠长度均延长 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 黄芩汤对 ＵＣ 小鼠 ＤＡＩ 评分的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

３􀆰 ２　 黄芩汤对 ＵＣ 小鼠结肠组织病理变化的影响　 如图 ３
　 　 　 　 　

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 黄芩汤对 ＵＣ 小鼠结肠长度的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

所示， 正常组腺体结构正常， 杯状细胞和黏膜上皮细胞无

丢失， 腺体内无炎症细胞浸润， 部分腺体表面上皮内淋巴

细胞局灶性增生， 但其他结构正常； 模型组可见腺体萎缩，
杯状细胞广泛缺失， 腺体内有大量炎细胞浸润侵犯至肌层；
黄芩汤组少量杯状细胞丢失， 炎症细胞浸入肌层黏膜； 美

沙拉秦组腺体结构基本正常， 杯状细胞丢失较前好转， 炎

症细胞浸润好转， 局限于隐窝周围。

图 ３　 黄芩汤对 ＵＣ 小鼠结肠组织病理变化的影响 （ＨＥ 染色， ×４００）

３􀆰 ３　 黄芩汤对 ＵＣ 小鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α 水平的影

响　 与正常组比较， 模型组小鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＩＬ⁃１０ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较，
黄芩汤组小鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），
ＩＬ⁃１０ 水平无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ３。
表 ２　 黄芩汤对 ＵＣ 小鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α水平的

影响 （ｎｇ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝７）
组别 ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１０ ＴＮＦ⁃α

正常组 ５６􀆰 ９１±７􀆰 ９１ １２３􀆰 ３６±２１􀆰 ６８ １２６􀆰 ０８±３９􀆰 ８３
模型组 １３７􀆰 ４４±１４􀆰 ８０＃ ９２􀆰 １４±１５􀆰 ４８＃ ２８１􀆰 ９４±４４􀆰 ６６＃

黄芩汤组 ９０􀆰 ５１±１８􀆰 ３８∗ １０３􀆰 ８６±１５􀆰 ９４ １９１􀆰 ９２±３２􀆰 ５１∗

美沙拉秦组 ７０􀆰 ５２±１０􀆰 ８９∗ １１４􀆰 ８７±２１􀆰 ０６∗ １６９􀆰 ３３±３１􀆰 ６７∗

　 　 注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 血清代谢组学分析

３􀆰 ４􀆰 １　 总体样本主成分分析 （ＰＣＡ） 　 将各组小鼠血清样

本和质量控制 （ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＱＣ） 样本提取得到的峰进

行 ＰＣＡ 分析， 结果显示正、 负离子模式下 ＱＣ 样本紧密聚

集在一起， 表明实验的重复性好， 见图 ４。
３􀆰 ４􀆰 ２　 差异代谢物筛选　 ３ 组间差异代谢物采用单因素方

差分析并进行多重比较， 其中筛选标准为 Ｐ＜０􀆰 ００ １， ＦＣ＞
１􀆰 ５ 或 ＦＣ＜０􀆰 ６７。 最终共筛选出 ８０ 个差异代谢物 （上调代

谢物 ５０ 个， 下调代谢物 ３０ 个）。 将 ８０ 个差异代谢物进行

ＫＥＧＧ 分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为标准筛选代谢通路， 最终得到包

括蛋白质的消化和吸收， 苯丙氨酸、 酪氨酸和色氨酸的生

物合成， 甘氨酸、 丝氨酸和苏氨酸代谢， 缬氨酸、 亮氨酸

和异亮氨酸生物合成等在内的 １４ 条代谢通路， 见图 ５。
３􀆰 ５　 肠道菌群分析

３􀆰 ５􀆰 １　 α 多样性分析　 α 多样性代表样本物种的均匀度和

丰富度， 主要包括 ｓｈａｎｎｏｎ、 ＡＣＥ、 Ｃｈａｏ１ 指数。 由图 ６ 可

知， 与正常组比较， 模型组各指数均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与

模型组比较， 黄芩汤组各指数均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 结果表

明， 经 ＤＳＳ 干预后， 小鼠肠道菌群丰富度降低， 而黄芩汤

对小鼠肠道菌群丰富度有升高作用。
３􀆰 ５􀆰 ２　 β 多样性分析　 基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 距离的 β 多样

性比较 ３ 组间肠道菌群组成差异， 主坐标分析 （ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＰＣｏＡ） 见图 ７， 结果显示模型组和黄

芩汤组样本距离较大， 说明菌群组成有明显差异； 黄芩汤

组与正常组的距离小于模型组与正常组的距离， 黄芩汤组

的样品逐渐趋向正常组， 说明黄芩汤对 ＵＣ 小鼠肠道菌群结

构有调控作用， 可减轻 ＤＳＳ 引起的小鼠肠道菌群变化。
３􀆰 ５􀆰 ３　 菌群结构分析　 在门水平上， 与正常组比较， 模型

组拟拟杆菌门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） 相对丰度降低， 变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 和厚壁菌门 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 相对丰度升高；
与模型组比较， 黄芩汤组拟杆菌门相对丰度升高， 变形菌

门和厚壁菌门相对丰度降低， 见图 ８。 在属水平上， 与模型

组比较， 正常组和黄芩汤组 Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属和 Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ
属相对丰度均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 ９～１０。
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图 ４　 正 （Ａ）、 负 （Ｂ） 离子模式总体样本的 ＰＣＡ 分析

图 ５　 ＫＥＧＧ 通路富集图

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组 ｓｈａｎｎｏｎ、 ＡＣＥ、 Ｃｈａｏ１ 指数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）
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图 ７　 基于 Ｗｅｉｇｈｔｅｄ Ｕｎｉｆｒａｃ 距离的各组小鼠肠道菌群 ＰＣｏＡ 分析

图 ８　 各组样本门水平物种相对丰度柱状图

图 ９　 各组样本属水平上的菌群差异

３􀆰 ５􀆰 ４　 各组小鼠肠道菌群 ＬＥｆＳｅ 分析　 在 ＬＥｆＳｅ 分析进化

分支图中， 红色节点表示黄芩汤组中起到重要作用的微生

物类群， 绿色节点表示模型组中起到重要作用的微生物类

群， 蓝色节点表示正常组中起到重要作用的微生物类群，
黄色节点表示在 ３ 组内均没有起到重要作用的微生物类群。
由内至外辐射的圆圈代表了由门至属的分类级别， 详见图

１０。 通过 ＬＤＡ 分析统计， 不同组别中有重要物种的微生物

类群的 ＬＤＡ 值， ＬＤＡ 值分布柱状图中红色、 绿色和蓝色区

域表示不同分组， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５， ＬＤＡ＞４ 为筛选标准， 确定组

内相对丰度较高的微生物， 并通过 ＬＤＡ 柱状图展示每个组

内显著富集的物种， 以及比较各组间显著性差异物种， 如

图 １０。 黄芩汤组、 模型组和正常组小鼠肠道菌群样品共筛

选得到 １５ 个显著性差异物种。 ＬＥｆＳｅ 分析表明， 正常组在

拟杆菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、 拟杆菌纲 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ、 拟杆菌目

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ、 Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ 中相对丰度较高， 模型组在厚

壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、 γ⁃变形菌纲 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 丹毒

丝菌纲 Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ、 丹毒丝菌目 Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｌｅｓ、 丹毒

丝菌科 Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ、 肠杆菌科 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ、 肠

杆菌 目 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ、 大 肠 埃 希 菌 属⁃志 贺 氏 菌 属

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ 相对丰度较高， 黄芩汤组在拟杆菌科

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ、 拟杆菌属 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 相对丰度较高。 详见

图 １１。
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图 １０　 各组小鼠肠道菌群 ＬＥｆＳｅ 进化分支图

图 １１　 各组 ＬＤＡ 值分布柱状图

３􀆰 ６　 肠道菌群和代谢组学关联分析　 利用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 统计方

法分析筛选得到的 ８０ 个差异代谢物与 １５ 个差异菌群之间

的相关性系数， 以挖掘两者之间的相互作用关系， 结果见

图 １２。 图中展示了 ６０７ 对显著性相关的代谢物和差异菌属，
其中有显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１） 相关性的有 ３９７ 对。 根据 Ｐ 值， 挑

选 ３９７ 对中呈正相关的前 １０ 对和呈负相关的前 １０ 对进行分

析， 发现差异代谢物和差异菌群分别有 ８ 种。 其中差异代

谢物为 １， ２⁃ｄｉｐｅｎｔａｄｅｃａｎｏｙｌ⁃ｓｎ⁃ｇｌｙｃｅｒｏ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ、 ５β⁃
ｐｒｅｇｎａｎｅ⁃３α， １７⁃ｄｉｏｌ⁃２０⁃ｏｎｅ、 ２⁃ｄｈａｈｍａ ［ ｄｍｅｄ⁃ｆａｈｆａ ］、 Ｎ１⁃
Ｍｅｔｈｙｌ⁃２⁃ｐｙｒｉｄｏｎｅ⁃５⁃ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ、 １⁃ｏｌｅｏｙｌ⁃ｌ⁃α⁃ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ
ａｃｉｄ、 ３⁃ｕｒｅｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ、 ｃｉｓ⁃４， ７， １０， １３， １６， １９⁃
ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ、 （ｐｈｅｎｏｘｙｍｅｔｈｙｌ） ｐｅｎｉｃｉｌｌｏｉｃ ａｃｉｄ。 与

正 常 组 比 较， 模 型 组 １， ２⁃ｄｉｐｅｎｔａｄｅｃａｎｏｙｌ⁃ｓｎ⁃ｇｌｙｃｅｒｏ⁃３⁃
ｐｈｏｓｐｈｏｃｈｏｌｉｎｅ、 ５β⁃ｐｒｅｇｎａｎｅ⁃３α， １７⁃ｄｉｏｌ⁃２０⁃ｏｎｅ、 ２⁃ｄｈａｈｍａ
［ｄｍｅｄ⁃ｆａｈｆａ］ 含量均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， （ ｐｈｅｎｏｘｙｍｅｔｈｙｌ）
ｐｅｎｉｃｉｌｌｏｉｃ ａｃｉｄ 含量降低， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）；
与模型组比较， 黄芩汤组上述 ４ 种代谢物含量均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 与 正 常 组 比 较， 模 型 组 Ｎ１⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃２⁃ｐｙｒｉｄｏｎｅ⁃５⁃
ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅ、 ３⁃ｕｒｅｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ、 ｃｉｓ⁃４， ７， １０， １３， １６，
１９⁃ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ 含量均升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组

比较， 黄芩汤组上述 ３ 种代谢物含量均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
差异菌 群 为 拟 杆 菌 门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ ）、 拟 杆 菌 纲

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ）、 丹毒丝菌纲 （ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ）、 拟杆菌目

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ）、 丹毒丝菌目 （ Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｌｅｓ）、 拟杆菌

科 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ）、 丹毒丝菌科 （Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ）、 拟

杆菌属 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）。 与正常组比较， 模型组拟杆菌纲、
拟杆菌目、 拟杆菌门、 拟杆菌科和拟杆菌属相对丰度降低；
与模型组比较， 黄芩汤组上述 ５ 种菌群相对丰度升高。 与

正常组比较， 模型组丹毒丝菌纲、 丹毒丝菌目及丹毒丝菌

科相对丰度升高； 与模型组比较， 黄芩汤组上述 ３ 种菌群

相对丰度降低。
４　 讨论

ＵＣ 的发病机制尚未阐明， 结肠黏膜层炎症的严重程度

与持续时间、 发病率及死亡率密切相关［１１］ 。 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０、
ＴＮＦ⁃α 是重要的炎症细胞因子， 其中 ＩＬ⁃６ 是诱导如 Ｃ 反应

蛋白、 血清淀粉样蛋白 Ａ 等急性期蛋白的重要因素， 在 ＵＣ
活动期 ＩＬ⁃６ 水平升高， 其水平与炎症严重程度呈正相

关［１２⁃１３］ 。 ＩＬ⁃１０ 为抑炎因子， 对促炎因子的分泌起抑制作用

从而抑制免疫反应［１４］ 。 ＴＮＦ⁃α 是炎症反应过程中出现最

早、 最重要的炎性介质， 对中性粒细胞和淋巴细胞进入组

织发生炎症反应起刺激作用， 增加如 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃８ 等促炎细

胞因子及刺激肝细胞产生维持全身炎症的急性期蛋白［１５］ 。
由于其在免疫炎症性疾病的发病机制中的关键作用， ＴＮＦ⁃α
抑制剂 （英夫利昔单抗、 阿达木单抗等） 已成功开发并用

于治疗包括 ＵＣ 在内的诸多自身免疫性疾病［１６］ 。 本研究发

现， 模型组小鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高， ＩＬ⁃１０ 水平降

低； 而给予黄芩汤后， 小鼠血清 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低，
ＩＬ⁃１０ 水平有升高趋势。 结合课题组前期研究结果， 推测黄
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图 １２　 显著性差异菌群与显著性差异代谢物的 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析层次聚类热图

芩汤治疗 ＵＣ 的作用与抑制体内炎症反应关系密切。
氨基酸作为是生物体内重要的营养物质， 是促进肠道

生长、 维持黏膜完整和屏障功能的物质基础［１７］ 。 本研究通

过代谢组学分析发现， 黄芩汤作用于 ＵＣ 的机制与苯丙氨

酸、 酪氨酸和色氨酸的生物合成， 甘氨酸、 丝氨酸和苏氨

酸代谢， 缬氨酸、 亮氨酸和异亮氨酸生物合成等在内的 １４
条代谢通路相关。 缬氨酸 （ ｖａｌｉｎｅ， ＶＡＬ）、 亮氨酸、 异亮

氨酸 统 称 为 支 链 氨 基 酸 （ ｂｒａｎｃｈｅｄ ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ，
ＢＣＡＡ） ［１８］ 。 ＢＣＡＡ 在维持和保护肠道生长及完整性方面发

挥着重要作用， ＶＡＬ 是产生细胞、 免疫球蛋白、 细胞因子
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及其受体过程中是所必须的氨基酸。 Ｃｈｅｎ 等［１９］ 通过比较

ＵＣ 患者与健康个体之间的代谢物和肠道菌群， 发现 ＵＣ 组

ＶＡＬ 水平低于健康对照组， 且与能量代谢和炎症过程相关。
苯丙氨酸、 酪氨酸、 色氨酸 （ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ， ＴＲＰ） 是人体必

需氨基酸。 ＴＲＰ 对肠上皮屏障的完整性有改善作用， 可减

少炎症反应， 血清中 ＴＲＰ 水平与炎症性肠病之间呈现负相

关［２０⁃２１］ 。 ＴＲＰ 的微生物代谢产物包括吲哚⁃３⁃醛 （ ｉｎｄｏｌｅ⁃３⁃
ａｌｄｅｈｙｄｅ， ＩＡｌｄ ）、 吲 哚⁃３⁃丙 酸 （ ｉｎｄｏｌｙｌ⁃３⁃ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ，
ＩＰＡ） 等， ＩＡＩｄ、 ＩＰＡ 为 芳 香 烃 受 体 （ ａｒｙｌ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＡＨＲ） 的配体。 ＡＨＲ 是一种转录因子， ＡＨＲ 活化

可通过减少促炎因子的释放 （抑制 ＴＮＦ⁃α 等） 多种方式调

节炎症反应并增强肠黏膜屏障功能［２２］ 。 另有研究发现， 富

含 ＴＲＰ 的饮食可以改善 ＤＳＳ 诱导的结肠炎模型， 缺乏 ＴＲＰ
可能对炎症性肠病的发展起促进作用［２３］ 。

肠道菌群结构异常易引起肠道炎症性疾病， ＵＣ 患者与

健康人相比， 其肠道菌群多样性减少、 菌群菌落丰度降低，
且具有致炎能力的细菌增多［２４］ 。 本研究通过菌群 Ｌｅｆｓｅ 分

析发现， 模型组大肠埃希菌属⁃志贺氏菌属 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃
Ｓｈｉｇｅｌｌａ） 相 对 丰 度 较 高， 而 黄 芩 汤 组 拟 杆 菌 属

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ） 相对丰度较高。 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ⁃Ｓｈｉｇｅｌｌａ 主要通过

将细菌的毒性蛋白转运至宿主细胞内， 从而达到破坏肠上

皮细胞及引起免疫功能失调的作用， 以促进肠道性炎症性

疾病的发生［２５］ 。 拟杆菌门在健康人体肠道中占优势地位。
李建军等［２６］研究表明， 健康人肠道菌群内的拟杆菌属数量

明显高于 ＵＣ 患者。 李琪等［２７］ 研究表明， 湿热证常表现为

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 相对丰度的下降。 湿热证是 ＵＣ 证型内最主要的

证型之一， 而黄芩汤是清热利湿法的代表方之一［２８］ 。 以上

结果表明黄芩汤抗 ＵＣ 机制与改善肠道菌群关系密切。
本研究通过相关性结果分析表明， ３ 组差异代谢物 １⁃

ｏｌｅｏｙｌ⁃ｌ⁃α⁃ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄ 与 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 呈 负 相 关，
（ｐｈｅｎｏｘｙｍｅｔｈｙｌ） ｐｅｎｉｃｉｌｌｏｉｃ ａｃｉｄ 与 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 呈正相关。 １⁃
ｏｌｅｏｙｌ⁃ｌ⁃α⁃ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄ 是一种丰富的溶血磷脂酸种

类， 其对脱脂转化酶受体具有强亲和力， 而脱脂转化酶可

以激 活 核 因 子⁃κＢ 引 发 炎 症 反 应［２９］ 。 （ ｐｈｅｎｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ）
ｐｅｎｉｃｉｌｌｏｉｃ ａｃｉｄ 为苯唑西林钠的碱性降解物的主要成分， 苯

唑西林钠适用于各种耐药金葡萄球菌感染， 亦具有抑制炎

症反应的作用［３０］ 。
综上所述， 黄芩汤可能通过调控色氨酸等代谢通路， 对

１⁃ｏｌｅｏｙｌ⁃ｌ⁃α⁃ｌｙｓｏｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｉｃ ａｃｉｄ、 （ｐｈｅｎｏｘｙｍｅｔｈｙｌ） ｐｅｎｉｃｉｌｌｏｉｃ
ａｃｉｄ 等代谢指标起改善作用， 对肠道菌群结构起纠正作用

以减轻炎症反应， 从而发挥对 ＵＣ 的治疗作用。
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基于血清代谢组学探究平喘颗粒对支气管哮喘大鼠的影响
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摘要： 目的　 观察平喘颗粒对支气管哮喘大鼠血清代谢轮廓的影响。 方法　 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为空白组 （７ 只） 和造

模组 （２１ 只）， 利用抗原致敏和 １％ ＯＶＡ 生理盐水溶液持续雾化激发 ６ 周建立哮喘模型， 将造模成功大鼠随机分为模

型组、 平喘颗粒组 （５􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ） 和地塞米松组 （１ ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ７ 只， 灌胃给药 １ 个月， 期间观察大鼠行为学变化。
给药结束后， 检测大鼠血清炎症因子 （ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１３） 水平， 观察肺组织病理改变。 收集血清， 采用 ＵＰＬＣ ／ Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ
技术， 结合多元统计分析方法， 分析血清代谢谱的变化。 结果　 与模型组比较， 平喘颗粒可改善大鼠哮喘症状， 降低

ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１３ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并能恢复肺组织炎性病理状态。 在正负离子模式下， 共筛选出 ２１ 个差异标志物， 包括

磷脂类、 胆汁酸类等， 平喘颗粒可明显回调其异常表达。 结论　 平喘颗粒有较强的修复肺组织的能力， 可通过恢复与

细胞结构、 功能密切相关的脂质代谢而起到平喘作用。
关键词： 平喘颗粒； 哮喘； 代谢组学； ＵＰＬＣ ／ Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ； 差异标志物； 磷脂； 胆汁酸
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　 　 支气管哮喘是一种气道慢性炎症性疾病， 目前全球约

有 ３ 亿哮喘患者， 我国约占 ６􀆰 ６７％ ， 据统计全球每年死于

该病的患者约有 ２５ 万人［１］ 。 哮喘属中医 “哮证” 范畴，
“痰饮夙根” 是其发病关键， 治疗应以 “温阳益气、 平喘

化痰” 为主。 平喘颗粒来源于黑龙江中医药大学附属第一

医院呼吸科临床常用经验方温阳平喘汤， 是临床运用近五

十年的有效制剂， 由淫羊藿、 炙麻黄、 黄芪、 太子参、 五

味子、 款冬花、 地龙、 罂粟壳、 知母共 ９ 味药组成， 具有

温阳益气、 化痰平喘之功效， 用于治疗哮喘慢性持续期阳

虚痰盛型， 亦可用于具有相同症候的其他咳喘病， 具有较

好的临床疗效［２］ 。 研究表明， 平喘颗粒具有较好的镇咳、
祛痰、 抗急、 慢性炎症、 抗疲劳、 抗乏氧、 提高免疫力、
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