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摘要： 目的　 从肠道真菌、 病毒和古菌角度探讨吉尼德协对 ２ 型糖尿病 （Ｔ２ＤＭ） 大鼠的影响。 方法　 通过小剂量链

脲佐菌素 （ＳＴＺ） 配合高脂饲料诱导建立 Ｔ２ＤＭ 大鼠模型， 灌胃吉尼德协 （０􀆰 ３３０、 ０􀆰 １６５、 ０􀆰 ０８３ ｇ ／ ｋｇ） 和二甲双胍

（０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ） 进行干预， 通过检测空腹血糖 （ＦＢＧ）、 糖化血清蛋白 （ＧＳＰ）、 血清脂质水平 （ＴＧ、 ＴＣ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＨＤＬ⁃
Ｃ） 和炎症因子 （ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＬＰＳ） 等指标评价吉尼德协对 Ｔ２ＤＭ 大鼠的改善作用， 并采用宏基因组学测序

技术结合多样性分析、 线性判别分析和方差分析筛选各组大鼠的差异肠道真菌、 病毒和古菌。 结果　 与模型组比较，
吉尼德协高、 中剂量组和二甲双胍组 Ｔ２ＤＭ 大鼠 ＦＢＧ、 ＧＳＰ、 ＴＧ、 ＴＣ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＬＰＳ、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平均降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＨＤＬ⁃Ｃ 水平均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 吉尼德协能够改善肠道真菌、 病毒和古菌的紊乱，
包括提高有益菌的丰度和降低有害菌的丰度， 且部分菌与 Ｔ２ＤＭ 相关生化指标密切相关。 结论　 吉尼德协有良好改善

Ｔ２ＤＭ 的作用， 其机制与调节肠道真菌、 病毒和古菌有关。
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　 　 藏药吉尼德协， 又名糖尿康， 为四川南派藏医药治疗

“京尼萨库” （糖尿病） 的代表性复方制剂， 在临床上治疗

糖尿病已有 １０ 余年历史， 疗效确切、 安全可靠［１］ 。 该制剂

由小檗皮、 诃子、 余甘子、 姜黄、 蒺藜、 鸭嘴花、 红花和

多花黄芪 ８ 味药材组成， 能调和 “隆” “赤巴” 和 “培根”
三因紊乱， 具有强身壮体、 补肾、 延年益寿、 滋养生精等

作用， 临床主要用于治疗 “京尼萨库” 引起的口干、 多饮

多食、 多汗、 消瘦、 足脚麻木、 视物昏花等症状［２⁃３］ 。 然

而， 其作用机制尚未完全阐明， 影响其开发利用。
人体肠道内栖息着细菌、 真菌、 病毒和古菌等微生

物［４］ ， 在疾病治疗中起重要作用。 现有研究多聚焦于细

菌［５⁃６］ ， 如片仔癀通过调节肠道菌群改善非酒精性脂肪肝，
而对肠道真菌、 病毒、 古菌的研究较少。 随着高通量测序

技术的飞速发展， 肠道微生物的研究已不再局限于细菌，
肠道真菌、 病毒和古菌在药物治疗疾病过程中所发挥的作

用越来越不容忽视。 因此， 本研究采用宏基因组学技术重

点研究吉尼德协对 ２ 型糖尿病 （ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，
Ｔ２ＤＭ） 大鼠肠道真菌、 病毒和古菌的影响， 以探讨其潜在

的作用机制。

１　 材料

１􀆰 １　 实验动物 　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠， ６ 周龄， 体质量

１６０～１８０ ｇ， 购自成都达硕实验动物有限公司 ［实验动物生

产许可证号 ＳＣＸＫ （川） ２０２０⁃０３０］， 饲养于成都中医药大

学药学院动物房 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （川）
２０２０⁃１２４］， 环境温度 ２０～２６ ℃， 日温差≤４ ℃， 相对湿度

４０％ ～７０％ ， 昼夜明暗交替时间为 １２ ｈ ／ １２ ｈ。 动物实验经

成都中医药大学实验动物伦理委员会批准 （登记号 ２０２１⁃
４４）。
１􀆰 ２　 药物　 吉尼德协 （川药制字 Ｚ２００６０１２１） 购自四川省

德格县藏医院。 前期已经确定了吉尼德协中主要有效成分

（木兰花碱、 药根碱、 小檗碱、 姜黄素、 去甲氧基姜黄素、
没食子酸、 诃黎勒酸、 阿魏酸 ４⁃Ｏ⁃β⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷、 羟

基红花黄色素 Ａ、 芦丁、 阿魏酸、 鞣花酸） 的含量［７］ 。
１􀆰 ３　 试剂　 盐酸二甲双胍片 （中美上海施贵宝制药有限公

司， 批号 ＡＢＳ９８４５）； 链脲佐菌素链 （ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ， ＳＴＺ）
［西 格 玛 奥 德 里 奇 （ 上 海 ） 贸 易 有 限 公 司， 批 号

ＷＸＢＤ７０７７Ｖ］； 低 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＬＤＬ⁃Ｃ）、 高密度脂蛋白胆固醇 （ｈｉｇｈ
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ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＨＤＬ⁃Ｃ ）、 甘 油 三 酯

（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ， ＴＧ）、 总胆固醇 （ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， ＴＣ） 检测

试剂盒 （长春汇力生物技术有限公司， 批号 Ｃ０７０⁃ａ、 Ｃ０６９⁃
ａ、 Ｃ０６１⁃ａ、 Ｃ０６３⁃ａ ）； 糖 化 血 清 蛋 白 （ ｇｌｙｃａｔｅｄ ｓｅｒｕｍ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＳＰ）、 脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ）、 白细胞

介素 （ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＩＬ） ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 肿瘤坏死因子⁃α
（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） 检测试剂盒 （江苏酶免实

业 有 限 公 司， 批 号 ＭＭ⁃０７３５Ｒ１、 ＭＭ⁃０６４７Ｒ１、 ＭＭ⁃
０１９０Ｒ１、 ＭＭ⁃００４７Ｒ１、 ＭＭ⁃０１８０Ｒ１）。
１􀆰 ４　 仪器　 安稳＋血糖仪 （三诺生物传感股份有限公司）；
ＴＧＬ⁃１６Ｃ 台式高速冷冻离心机 （长沙高新技术产业开发区

湘仪离心机仪器有限公司）； ＢＫ⁃２００ 全自动生化分析仪

（山东博科科学仪器有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 大鼠适应性饲养 １ 周后， 随机分

为正常组和造模组。 正常组采用普通饲料喂养， 造模组给

予高脂饲料喂养 ４ 周。 ４ 周后， 所有大鼠禁食 １２ ｈ， 造模

组腹腔注射 １％ ＳＴＺ 溶液 （３５ ｍｇ ／ ｋｇ）， 正常组注射等量缓

冲液 （ｐＨ ４􀆰 １）， 继续高脂饲料喂养 ７２ ｈ 后， 尾尖采血检

测空腹血糖 （ ｆａｓｔｉｎｇ ｂｌｏｏｄ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ， ＦＢＧ）， 以 ＦＢＧ≥１１􀆰 ０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 且连续 ３ 次测定稳定视为造模成功。 根据临床剂量

换算， 设置吉尼德协高、 中、 低剂量为 ０􀆰 ３３０、 ０􀆰 １６５、
０􀆰 ０８３ ｇ ／ ｋｇ， 二甲双胍剂量为 ０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ。 各给药组每天灌

胃相应剂量 １ 次， 连续给药 ４０ ｄ。 给药前后测定 ＦＢＧ 变

化， 末次给药后禁食 １２ ｈ， 腹主动脉采血并分离血清， 同

时收集新鲜粪便样本， 所有生物样本均于－８０ ℃保存备用。
２􀆰 ２　 生化指标检测　 采用全自动生化分析仪检测大鼠血清

ＴＧ、 ＴＣ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平。 按试剂盒说明书检测大鼠

血清 ＧＳＰ、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＬＰＳ 水平。
２􀆰 ３　 宏基因组学测序　 基于药效学评估结果， 选取吉尼德

协高剂量组进行宏基因组学测序。 取正常组、 模型组和吉

尼德协组大鼠的新鲜粪便样本， 使用 Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ｓｏｉｌ Ａｎｄ
Ｓｔｏｏｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 提取 ＤＮＡ， 并进行严格的质检操作。 利用

ＮＥＢＮｅｘｔ 􀅺 ＵｌｔｒａＴＭ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ 来生成测序文库。
构建好的文库随后在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ ６０００ 测序平台上进行

测序。 使用 ｆａｓｔｐ 软件对测序原始数据进行预处理， 再利用

ＢＷＡ 软件将处理后的数据与宿主数据库比对， 以排除宿主

污染。 通过 ＭＥＧＡＨＩＴ 软件进 行 数 据 拼 接 组 装， 生 成

Ｃｏｎｔｉｇｓ。 筛选出长度超过 ８００ ｂｐ 的 Ｃｏｎｔｉｇｓ， 借助 Ｐｒｏｄｉｇａｌ
软件预测并翻译这些 Ｃｏｎｔｉｇｓ 中的开放阅读框 （ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ）， 以识别和分析潜在的基因序列。 为了降低数

据冗余， 采用 ＣＤ⁃ＨＩＴ 软件进行去冗余处理， 选择最长序

列作为代表性序列， 生成非冗余基因集。 利用 ｂｏｗｔｉｅ２ 软件

将每个样本的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与非冗余基因集进行比对， 以计

算各基因在各样品中的丰度信息， 从而分析样本的微生物

组成。 整个测序过程委托上海中科新生命生物科技有限公

司完成。
２􀆰 ４　 数据分析 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ （Ｖｅｒｓｉｏｎ ９􀆰 ３􀆰 １） 软

件进行处理， 计量资料以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 多组

间比较单因素方差分析。 为评估肠道微生物群落间 α 多样

性， 采用 Ｒ 语言软件包 ｐｈｙｌｏｓｅｑ 进行计算， 根据 α 多样性

结果进行方差分析。 为评估不同组样本间 β 多样性， 根据

Ｂｒａｙ Ｃｕｒｔｉｓ 距离进行主坐标分析， 并使用 Ｒ 语言软件包

ｖｅｇａｎ 进行相似性分析。 为评估差异显著物种的影响力， 采

用线性判别分析效应大小 （ＬＤＡ Ｅｆｆｅｃｔ Ｓｉｚｅ， ＬＥｆＳｅ） 分析筛

选差异菌， 并进行方差分析， 首先进行正态检验， 若数据

满足正态分布， 两两比较采用 ｔ 检验； 若不满足正态分布，
组间比较采用曼⁃惠特尼秩和检验 （Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｅｎｅｙ）。 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。 此外， 将药效指标和差异微生

物相对丰度分别导入 Ｒ 语言软件进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关性分

析， 并绘制热图。
３　 结果

３􀆰 １　 吉尼德协对 Ｔ２ＤＭ 大鼠血糖水平的影响　 与正常组比

较， 模型组大鼠 ＦＢＧ 和 ＧＳＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 吉尼德协高、 中剂量组及二甲双胍组大鼠 ＦＢＧ 和

ＧＳＰ 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 见表 １。 结果表明，
吉尼德协可降低 Ｔ２ＤＭ 大鼠血糖水平， 改善其血糖紊乱。
表 １　 各组大鼠 ＦＢＧ 和 ＧＳＰ 水平比较 （ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ，

ｎ＝８）
组别 ＦＢＧ ＧＳＰ

正常组 ４􀆰 ５１±０􀆰 ２４ １􀆰 ６６±０􀆰 １０
模型组 ２２􀆰 ３１±１􀆰 ４１＃＃ ２􀆰 ５４±０􀆰 １１＃＃

二甲双胍组 １３􀆰 ０４±０􀆰 ８７∗∗ １􀆰 ９６±０􀆰 １０∗∗

吉尼德协高剂量组 １６􀆰 ５１±０􀆰 ４１∗∗ １􀆰 ９７±０􀆰 ０８∗∗

吉尼德协中剂量组 １８􀆰 ９０±０􀆰 ８４∗ ２􀆰 １０±０􀆰 １２∗

吉尼德协低剂量组 ２０􀆰 ３４±０􀆰 ７５ ２􀆰 １１±０􀆰 １１∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 吉尼德协对 Ｔ２ＤＭ 大鼠血脂水平的影响　 与正常组比

较， 模型组大鼠血清 ＴＧ、 ＴＣ 和 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 而 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明 Ｔ２ＤＭ 大鼠

血脂发生了明显的紊乱； 与模型组比较， 吉尼德协高剂量

组及二甲双胍组大鼠血清 ＴＧ、 ＴＣ 和 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平均降低

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＨＤＬ⁃Ｃ 水平升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ２。 结果表明， 吉尼德协能够改善 Ｔ２ＤＭ 大鼠

血脂紊乱状况。
３􀆰 ３　 吉尼德协对 Ｔ２ＤＭ 大鼠炎症水平的影响　 与正常组比

较， 模型组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 和 ＬＰＳ 水平均升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明模型大鼠有明显的炎症； 与模型组比

较， 吉尼德协各剂量组和二甲双胍组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
６ 和 ＬＰＳ 水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 吉尼德协高、
中剂量组以及二甲双胍组大鼠血清 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 见表 ３。 结果表明， 吉尼德协在降低

Ｔ２ＤＭ 大鼠炎症水平方面有良好效果。
３􀆰 ４　 基于宏基因组学吉尼德协对 Ｔ２ＤＭ 大鼠肠道真菌、 病

毒和古菌的影响　 对正常组、 模型组和吉尼德协大鼠粪便

样本进行测序， 获得总计 １ ０６３ ７３１ ３８８ ｂｐ 的最终测序数据

量， 过滤掉宿主后的 ｒｅａｄｓ 总数与原始序列的占比超过了
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　 　 　 表 ２　 各组大鼠血清 ＴＧ、 ＴＣ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 和 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平比较 （ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 ＴＧ ＴＣ ＬＤＬ⁃Ｃ ＨＤＬ⁃Ｃ

正常组 ０􀆰 ４５±０􀆰 ０６ １􀆰 ４５±０􀆰 １２ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０２ １􀆰 ３４±０􀆰 ０６
模型组 ２􀆰 １４±０􀆰 ２６＃＃ ４􀆰 ２７±０􀆰 ３６＃＃ １􀆰 ６８±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０７＃＃

二甲双胍组 ０􀆰 ９９±０􀆰 １８∗∗ ２􀆰 ６１±０􀆰 ３９∗ ０􀆰 ７９±０􀆰 １３∗∗ １􀆰 ０８±０􀆰 １０∗∗

吉尼德协高剂量组 １􀆰 ４３±０􀆰 １０∗ ２􀆰 ６４±０􀆰 ３３∗∗ ０􀆰 ９１±０􀆰 １４∗∗ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０７∗∗

吉尼德协中剂量组 １􀆰 ４５±０􀆰 ３０ ２􀆰 ７０±０􀆰 ３７∗ ０􀆰 ９３±０􀆰 １４∗∗ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０７∗

吉尼德协低剂量组 １􀆰 ６１±０􀆰 １９ ３􀆰 ２５±０􀆰 ５６ １􀆰 ２９±０􀆰 １６ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０５∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ３　 各组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β和 ＬＰＳ 水平比较 （ｎｇ ／ Ｌ， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１β ＬＰＳ

正常组 ３１９􀆰 ４０±８􀆰 ７３ ３２０􀆰 ５０±１２􀆰 ５５ ３２７􀆰 ５０±１０􀆰 ０４ １４０􀆰 ００±７􀆰 ７８
模型组 ４４８􀆰 ６０±１４􀆰 ２４＃＃ ４５９􀆰 ８０±１５􀆰 ８６＃＃ ４４９􀆰 ３０±１２􀆰 １９＃＃ ２０７􀆰 ２０±７􀆰 １９＃＃

二甲双胍组 ４０８􀆰 ３０±１５􀆰 ８３∗ ４０３􀆰 ２０±１３􀆰 ０３∗ ４１１􀆰 ４０±８􀆰 ８５∗ １７２􀆰 ９０±８􀆰 ６４∗

吉尼德协高剂量组 ３８８􀆰 １０±８􀆰 ８２∗ ３９４􀆰 ００±１２􀆰 ０３∗∗ ３８９􀆰 １０±１０􀆰 ０９∗∗ １６８􀆰 ９０±７􀆰 ４０∗∗

吉尼德协中剂量组 ３８６􀆰 ５０±１１􀆰 ９９∗ ４１１􀆰 ４０±１１􀆰 ４１∗ ４０７􀆰 ８０±１１􀆰 ３７∗ １７７􀆰 ６０±６􀆰 ６２∗

吉尼德协低剂量组 ３９５􀆰 ４０±１３􀆰 ０５∗ ４１８􀆰 １０±８􀆰 ５２∗ ４１７􀆰 ００±１１􀆰 １５ １８１􀆰 １０±８􀆰 ６９∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

９７％ 。 针对不同测序深度序列进行组装， 本次拼接 ｃｏｎｔｉｇｓ
Ｎ５０ 介于 １ ６７６ ｂｐ 和 ５ １７０ ｂｐ 之间， 基因预测结果一共得

到 ８ ２２７ １２３ 条 ＯＲＦ 序列， 最小长度为 ５００ ｂｐ， 最大长度为

８０４ １４４ ｂｐ， Ｎ５０ 平均为 ３ ０１８ ｂｐ。
３􀆰 ４􀆰 １　 对真菌的影响　 物种组成分析结果显示， 在受试大

鼠 的 肠 道 内， Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ、 Ｎｅｏｃａｌｌｉｍａｓｔｉｇａｃｅａｅ、
Ｋａｚａｃｈｓｔａｎｉａ、 Ｎａｋａｓｅｏｍｙｃｅｓ、 Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌａｂｒａｔａ 和

Ｋａｚａｃｈｓｔａｎｉａ ｎａｇａｎｉｓｈｉｉ 占主导地位， 见图 １。 与正常组比

较， 模型组大鼠肠道真菌的 α 多样性降低。 β 多样性分析

结果提示， 正常组、 模型组和吉尼德协组大鼠的肠道真菌

组成存在差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 通过 ＬＥｆＳｅ 分析筛选出 １４ 种肠

道真菌生物标志物 （科 ５ 个， 属 ５ 个， 种 ４ 个）。 标志物方

差分析结果显示， 给药后， Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ 相对丰度增

加， 而 Ｎｅｏｃａｌｌｉｍａｓｔｉｇａｃｅａｅ、 Ｍｕｃｏｒ、 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ、 Ｍｕｃｏｒ
ａｍｂｉｇｕｕｓ 和 Ａｎａｅｒｏｍｙｃｅｓ ｒｏｂｕｓｔｕｓ 相对丰度减少。 结果表明，
吉尼德协可明显调节 Ｔ２ＤＭ 大鼠的肠道真菌紊乱。
３􀆰 ４􀆰 ２　 对病毒的影响　 物种组成分析揭示大鼠肠道内的主

要 病 毒 家 族 为 Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ、 Ｐｏｄｏｖｉｒｉｄａｅ、 Ｔｅｑｕａｔｒｏｖｉｒｕｓ、
Ｓｃａｐｕｎａｖｉｒｕｓ 和 Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ ｓｐ， 见图 ２。 α 多样性分析结果

表明， 与正常组比较， 模型组大鼠肠道病毒多样性降低。 β
多样性分析结果显示， 正常组、 模型组和吉尼德协组大鼠

肠道病毒组成有差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 此外， 通过 ＬＥｆＳｅ 分析筛

选出了 ８ 种组间差异肠道病毒生物标志物， 包括 １ 个科、 ３
个属 和 ４ 个 种。 进 一 步 方 差 分 析 显 示， 给 药 后，
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｒｏｐｈａｇｅ Ｌｊ７７１ 减少， 而噬菌体 Ｐｈａｇｅ ＤＰ⁃２０１７ａ
增加。 结果表明， 吉尼德协可调节 Ｔ２ＤＭ 大鼠的肠道病毒

组紊乱。
３􀆰 ４􀆰 ３　 对古菌的影响　 物种组成分析发现， Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｈａｅｒａ
ｃｕｎｉｃｕｌｉ 为大鼠肠道中的主要古菌， 见图 ３。 α 多样性分析

结果显示， 与正常组比较， 模型组大鼠肠道中古菌的多样

性增加， 而吉尼德协给药后可降低 Ｔ２ＤＭ 大鼠肠道古菌的

多样性水平。 此外， β 多样性分析结果表明， 正常组、 模

型组和吉尼德协组大鼠肠道古菌组成有着显著差异 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 根据 ＬＥｆＳｅ 分析结果， 筛选出了 ２９ 种组间差异肠

道古菌生物标志物， 包括 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｃｅａｅ 等 １０ 个科、
Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ 等 ７ 个属和 Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ 等

１２ 个种。 方差分析结果发现， 吉尼德协给药后 ３ 个古菌科

和 ３ 个古菌种被富集， 而 ６ 个古菌科、 ６ 个古菌属和 ９ 个古

菌种 （特别是产甲烷菌 Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ） 的

相对丰度减少。 结果表明， 吉尼德协可调节 Ｔ２ＤＭ 大鼠的

肠道古菌紊乱。
３􀆰 ４􀆰 ４　 药效学指标与肠道真菌、 病毒和古菌的相关性分

析　 肠道微生物与药效指标之间的相关性分析结果见图 ４。
（１） 肠道真菌， Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ 与 ＧＳＰ 呈负相关， 但与

ＨＤＬ⁃Ｃ 呈正相关； Ｍｕｃｏｒ 和 Ｍｕｃｏｒ ａｍｂｉｇｕｕｓ 与 ＦＢＧ 和 ＴＣ 呈

正相关， 但与 ＨＤＬ⁃Ｃ 呈负相关； Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ 与血糖、 血脂及

炎症多个指标呈正相关， 与 ＨＤＬ⁃Ｃ 呈负相关。 （２） 肠道病

毒， Ｖｅｑｕｉｎｔａｖｉｒｕｓ 与 ＦＢＧ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 呈正

相关， 但与 ＨＤＬ⁃Ｃ 呈负相关； 噬菌体 Ｐｈａｇｅ ＤＰ ２０１７ａ 与

ＦＢＧ、 ＧＳＰ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 和 ＬＰＳ 呈 负 相 关， 与

ＨＤＬ⁃Ｃ 呈正相关。 （３） 肠道古菌， Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ 与 ＦＢＧ、
ＧＳＰ、 ＴＣ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 和 ＴＮＦ⁃α 呈正相关， 与 ＨＤＬ⁃Ｃ 呈负相关；
而 Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｈｕｎｇａｔｅｉ 和产甲烷菌种 Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ
ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ 与血糖、 血脂及炎症多个指标呈负相关， 与

ＨＤＬ⁃Ｃ 呈正相关。
４　 讨论

近年来， 除了肠道细菌， 真菌、 病毒和古菌等与人类

疾病发展息息相关。 Ｍｅｙｅｒｏｚｙｍａ ｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ 能将花生四烯

酸转化为前列腺素 Ｅ２， 引起肝脏脂质积聚［８］ 。 在临床研究

中， Ｔ２ＤＭ 患者体内的肠道病毒组多样性减少， 特定病毒种

类改变， 多种病毒功能丧失［９］ 。 粪便病毒组移植可减轻小

鼠肥胖和 Ｔ２ＤＭ 症状［１０］ 。 肠道中 Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ 古菌的

缺乏可导致脂肪酸氧化减少和厌氧菌过度生长， 从而诱发

肠易激综合征［１１］ 。 这些研究结果证实了肠道真菌、 病毒和
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注： Ａ 为物种组成分析， Ｂ 为 α 多样性分析， Ｃ 为 β 多样性分析， Ｄ 为 ＬＥｆＳｅ 分析， Ｅ 为方差分析。 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模

型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 吉尼徳协对 Ｔ２ＤＭ 大鼠肠道真菌的影响
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注： Ａ 为物种组成分析， Ｂ 为 α 多样性分析， Ｃ 为 β 多样性分析， Ｄ 为 ＬＥｆＳｅ 分析， Ｅ 为方差分析。 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１；

与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 吉尼徳协对 Ｔ２ＤＭ 大鼠肠道病毒的影响

古菌在人类疾病中的重要作用， 也提示这些微生物或可成

为药物治疗疾病的新靶点。
吉尼德协在临床上用于治疗 Ｔ２ＤＭ 已有多年， 疗效确

切。 课题组前期已证实吉尼德协能改善 Ｔ２ＤＭ 大鼠的肠道

细菌紊乱， 从而发挥药效作用的能力［１２］ 。 然而， 该研究聚

焦于肠道细菌， 对于肠道真菌、 病毒和古菌的影响尚不清

楚。 与 １６Ｓ ｒＲＮＡ 技术相比， 宏基因组学技术具有更广泛的

注释能力， 能够同时识别肠道内的真菌、 病毒和古菌， 为

探索肠道微生物与药物治疗疾病之间的关系提供了新的视

角和有力支撑［１３⁃１４］ 。
本研究发现， 吉尼德协能够降低 Ｔ２ＤＭ 大鼠血糖水平、

改善血脂紊乱。 此外， 炎症反应会加重 Ｔ２ＤＭ 的发展［１５］ ，
而吉尼德协可降低 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 和 ＬＰＳ 水平， 改善

Ｔ２ＤＭ 的慢性炎症。 由药效指标与肠道微生物的相关性分析

发现 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ、 Ｐｈａｇｅ ＤＰ ２０１７ａ、 Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ

ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ 与血糖、 血脂及炎症相关指标呈负相关， 而

Ｍｕｃｏｒ ａｍｂｉｇｕｕｓ 和肠道病毒 Ｖｅｑｕｉｎｔａｖｉｒｕｓ 与血糖、 血脂及炎

症相关指标呈正相关。
宏基因组学分析发现， 吉尼德协能降低肠道中 Ｍｕｃｏｒ

水平， 且 Ｍｕｃｏｒ ａｍｂｉｇｕｕｓ 与体质量指数、 ＴＣ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 等呈

正相关［１６］ ， Ｍｕｃｏｒ 还可损伤肠道屏障［１７］ 。 吉尼德协还能降

低肠 道 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ 相 对 丰 度， 其 代 谢 产 物 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ 会损害 ＤＮＡ， 并影响巨噬细胞表型和炎症反

应［１８］ 。 吉尼德协能降低 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ 相对丰度， 或能降低其有

害代谢物在体内的积聚， 从而改善炎症。 尽管本研究初步

观察到 Ｍｕｃｏｒ 与 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ 等丰度的降低与 Ｔ２ＤＭ 病理进程

存在潜在关联， 但同时也观察到了药物干预引发的菌群动

态的 “异常” 变化， 如造模阶段增殖的菌群， 在给药阶段

持续扩增， 而受到抑制的菌群在给药后进一步耗竭。 此类

现象在菌群⁃药物互作中并非孤例， 其深层机制与药物压力
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注： Ａ 为物种组成分析， Ｂ 为 α 多样性分析， Ｃ 为 β 多样性分析， Ｄ 为 ＬＥｆＳｅ 分析， Ｅ 为方差分析。 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；

与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 吉尼徳协对 Ｔ２ＤＭ 大鼠肠道古菌的影响
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注：∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。
图 ４　 Ｔ２ＤＭ 大鼠关键肠道菌群与药效学指标的相关性分析

下菌群的双重适应性息息相关。 （１） 代谢层面， 耐药菌通

过激活解毒通路或重构代谢网络， 将药物毒性转化为生存

优势； （２） 生态层面， 敏感菌群受抑制或外源干预引发的

竞争失衡， 促进耐药菌的正反馈扩增［１９⁃２０］ 。 这种代谢与生

态的协同适应机制， 不仅揭示了菌群在药物干预中的动态

演化复杂性， 也提示其单一靶向调控策略的局限性， 其实

际作用需结合多维调控网络综合评估［２１］ 。
本研究还发现吉尼德协改变了 Ｔ２ＤＭ 大鼠的肠道病毒

组成， 尤其是富集噬菌体 Ｐｈａｇｅ ＤＰ⁃２０１７ａ。 噬菌体能通过

肠道上皮细胞进入全身循环， 并通过调控细胞因子的释放

以及 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞的活性， 对人体免疫系统产生重要的

影 响［２２］ 。 吉 尼 德 协 还 降 低 了 古 菌 Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ
ｒｕｍｉｎａｎｔｉｕｍ 的相对丰度， 这种古菌在生物体内与碳水化合

物的耗竭密切相关， 它可通过代谢氢产生甲烷， 并影响细

菌的定植情况［２３⁃２４］ 。
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摘要： 目的　 研究左归丸对妊娠糖尿病 （ＧＤＭ） 孕鼠胎盘外泌体分泌及外泌体 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达的影响。 方法　 ＳＤ 大

鼠以雌雄 ２ ∶ １ 同笼结合链脲佐菌素腹腔注射的方法复制 ＧＤＭ 大鼠模型， 造模成功后， 空白组和模型组给予生理盐水

灌胃， 胰岛素组给予甘精胰岛素 ２０ Ｕ ／ ｋｇ 皮下注射， 左归丸组给予左归丸 （４􀆰 ５、 ９、 １８ ｇ ／ ｋｇ） 灌胃给药。 于受孕第 ３
天 （Ｅ３ｄ）、 Ｅ６ｄ、 Ｅ１８ｄ 及 Ｅ２１ｄ 记录随机血糖情况； Ｅ６ｄ、 Ｅ１８ｄ、 Ｅ２１ｄ 记录体质量情况。 Ｅ２１ｄ 时， 检测孕鼠血清

ＦＢＧ、 ＦＩＮＳ， 并计算 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 值； 超速离心提取羊水胎盘外泌体并用透射电镜、 ＮＴＡ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法鉴定后检测其

含量， ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术检测胎盘外泌体中 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达， ＨＥ 染色观察胎盘组织病理变化。 结果 　 Ｅ６ｄ， 与空白组比

较， 模型组血糖升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 Ｅ２１ｄ， 与空白组比较， 模型组血清 ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＦＩＮｓ、
羊水胎盘外泌体、 ＰＬＡＰ 与 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 的表达量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 胰岛素组和左归丸各剂量组血清

ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＦＩＮｓ、 羊水胎盘外泌体及 ＰＬＡＰ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与胰岛素组比较， 左归丸各剂量组血清 ＦＢＧ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＬＡＰ 及 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 模型组胎盘较空白组病理性改变严重； 左归丸干预后胎盘病变略有减轻， 中剂量组减轻较多； 胰岛

素组病变相对最轻。 结论　 左归丸通过促进 ＧＤＭ 孕鼠胎盘外泌体分泌， 提高 ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ 表达， 改善胎盘病理病变。
关键词： 左归丸； 妊娠糖尿病； 葡萄糖稳态； 胎盘外泌体； ｍｉＲ⁃１２７⁃３ｐ
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　 　 妊娠糖尿病 （ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＧＤＭ） 指妇

女在妊娠期间出现的血糖异常升高的现象， 会导致流产、
死胎、 滑胎等不良妊娠结局［１］ 。 胎盘外泌体是妊娠期间参

与母体生理功能和胎儿生长发育的主要外泌体。 正常情况

下， 胎盘外泌体通过调节母体葡萄糖稳态及胰岛素抵抗促

进其营养物质的合理分配， 调节子代的正常发育。 而在

ＧＤＭ 中， 对母体的调节能力减弱可引起子代代谢疾病的发

生［２⁃３］ ， 且 ＧＤＭ 会改变胎盘的糖原细胞积累， 增加其氧化

应激反应， 损害胎盘血管形成。 据报道， 哺乳动物 ｍｉＲＮＡ
能够促进胎盘滋养层的形成， 增强胎盘免疫功能， 促进胎
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