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丹参茎叶总酚酸对2型糖尿病肾病小鼠肠道菌群和短链脂

肪酸的调节作用

徐 卓 1, 项 想 1,2, 尚尔鑫 1, 宿树兰 1*, 郭建明 1, 钱大玮 1, 段金廒 1*
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心, 国家中医药管理局中药资源循环利用重点研究室, 江苏 南京 210023; 2. 中国科学院上海药物研究所, 上海 201203)

摘要: 为研究丹参茎叶总酚酸对自发性 2型糖尿病肾病小鼠的肠道菌群和短链脂肪酸的调节作用, 以 db/db

小鼠为研究对象, 进行丹参总酚酸干预。动物福利和实验过程均遵循南京中医药大学药物安全性评价研究中心动

物伦理委员会的规定。采集小鼠新鲜粪便及盲肠内容物进行肠道菌群组成和差异菌群等分析; 采用气相色谱法

检测短链脂肪酸含量, 并与肠道菌群进行相关性分析。结果表明, 与空白组相比, 模型组小鼠两类样本中下降最

显著的差异菌群分别是 g_Rikenellaceae_RC9_gut_group 和 g_Bacteroidales_S24-7_group; 上升最显著的分别是 g_

unclassified_f__Coriobacteriaceae和 g_unclassified_p__Firmicutes。模型组小鼠新鲜粪便中的异戊酸和戊酸以及盲

肠内容物中 6种短链脂肪酸含量显著减少 (P < 0.01)。药物干预后, 肠道菌群紊乱和短链脂肪酸减少情况均有不同

程度改善, 且丹参茎叶总酚酸组对部分菌群和短链脂肪酸的调节作用略优于丹参根总酚酸组。相关性分析结果显

示, g_Rikenellaceae_RC9_gut_group与盲肠内容物中的乙酸和异丁酸均呈中度正相关 (r > 0.4), 提示丹参茎叶总酚

酸可改善 2型糖尿病肾病小鼠肠道菌群紊乱, 并可通过调节部分产短链脂肪酸菌含量回调肠道内短链脂肪酸的含

量, 从而有助于恢复正常。
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Abstract: To study the regulating effect of total phenolic acids from the stems and leaves of Salvia miltiorrhiza

Bge. on the intestinal flora and short-chain fatty acids in spontaneous type 2 diabetic nephropathy mice, db/db mice

were taken as the research object, and were treated with the total phenolic acid of Salvia miltiorrhiza Bge. Animal
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welfare and experimental procedures followed the regulations of the Animal Ethics Committee of Nanjing University

of Chinese Medicine Drug Safety Evaluation Research Center. Fresh feces and cecal contents of mice were collected

for analysis of intestinal flora composition and differential flora. Gas chromatography was used to detect short-chain

fatty acids in fresh feces and cecal content. Then the correlation analysis of the two results was made. Compared

with the normal group, the most significant decreased differential flora in the model group were g_Rikenellaceae_

RC9_gut_group and g_Bacteroidales_S24-7_group, while the most significant increased were g_unclassified_f__

Coriobacteriaceae and g_unclassified_p__Firmicutes. Compared with the blank group, the contents of isovaleric

acid and valeric acid in fresh feces and the contents of 6 short-chain fatty acids in the cecal contents of the model

group were significantly reduced (P < 0.01). After drug intervention, the intestinal flora disorder and the reduction

of short-chain fatty acids were improved to varying degrees, and the effect of the total phenolic acids from the

stems and leaves of Salvia miltiorrhiza Bge. was slightly better than that from the roots in regulating some flora

and short-chain fatty acids. The results of correlation analysis showed that g_Rikenellaceae_RC9_gut_group was

moderately positively correlated with acetic acid and isobutyric acid in the cecal contents (r > 0.4). It is suggested

that the total phenolic acid from the stems and leaves of Salvia miltiorrhiza Bge. can improve the intestinal flora

disorder of mice with type 2 diabetic nephropathy, and can regulate the content of short-chain fatty acids in the

intestine via adjusting the content of some short-chain fatty acid-producing bacteria, thereby helping to restore

normal.

Key words: stem and leave of Salvia miltiorrhiza Bge.; phenolic acid; type 2 diabetes mellitus; short-chain

fatty acid; diabetic nephropathy; intestinal microflora

随着人们饮食结构和生产生活方式的改变以及全

球人口老龄化的加剧, 糖尿病及其并发症的发生率及

致死率呈现逐年升高的趋势[1], 已成为威胁人类健康

的主要疾病。糖尿病患者体内长期高血糖水平会进一

步导致大血管和微血管受损, 从而危及心、肝、肾和周

围神经等组织, 导致一系列并发症[2]。我国糖尿病患

者并发糖尿病肾病的比例较高, 约为 20%～40%, 目前

已成为终末期肾病的第二位原因, 仅次于各种肾小球

肾炎。肠道菌群是机体的重要组成部分, 具有维持肠

上皮稳态、促进药物代谢和参与机体内免疫调节等功

能, 影响人类健康[3,4]。肠道菌群的构成发生改变后会

导致机体内肠道菌群的失衡, 从而进一步影响人体的

正常代谢, 引发机体内代谢紊乱。目前已有许多研究

表明肠道菌群结构及其多样性的改变会影响血脂异

常、肥胖症、慢性炎症、炎症性肠病、过敏性疾病、心血

管疾病和癌症等疾病的病程发展[5]。亦有研究显示 ,

肠道菌群失调在糖尿病及糖尿病肾病的发生和发展中

起着重要作用, 可导致胰岛素抵抗、肠源性尿毒症毒素

的积累、脂多糖的高循环水平以及免疫失调等[6]。短

链脂肪酸通常认为是由未消化完全的碳水化合物在肠

道内发酵而成的产物, 一般认为这类产物是指 6个碳

以下的脂肪酸[7]。由于肠道菌群与短链脂肪酸有着十

分紧密的联系, 因此两者常常同时在各种疾病的研究

中被讨论, 包括炎症性肠病、慢性肾病、结肠癌、肥胖和

糖尿病等[7-10]。

丹参为唇形科鼠尾草属植物丹参Salvia miltiorrhiza

Bge.的干燥根及根茎, 味苦, 微寒, 归心、肝经。丹参作

为传统大宗药材, 在我国已有近两千年的使用历史。

现丹参在世界上的消耗量已超过了每年 2 000 万公

斤[11], 随着药材需求量的不断增长, 在采收其药用部位

的同时也产生了大量丹参茎叶等非药用部位, 对其进

行综合开发利用可减少药用资源的浪费, 提高丹参植

株的资源利用率。近年来, 丹参及丹参茎叶应用于糖

尿病及其并发症的研究越来越被重视, 其含有大量具

有抗氧化和清除自由基作用的丹酚酸类化合物, 如丹

酚酸B和迷迭香酸等, 其中丹酚酸B的抗氧化作用强

度高于维生素E、维生素C和甘露醇, 是目前已知的抗

氧化作用最强的天然产物之一[12]。

本实验在前期研究基础上[13-16], 以自发性2型糖尿

病肾病小鼠为实验模型, 采用 16S rDNA 高通量测序

技术分析 db/db糖尿病肾病小鼠粪便及盲肠内容物样

本中肠道菌群多样性和短链脂肪酸含量, 研究丹参茎

叶总酚酸对糖尿病肾病小鼠肠道菌多样性和短链脂肪

酸的干预作用, 并平行比较丹参根中总酚酸组分, 以期

从肠道微环境的角度揭示丹参茎叶总酚酸改善糖尿病

肾病的作用机制, 并为丹参茎叶中酚酸类成分的合理

开发利用提供科学依据。

材料与方法

仪器 RS232G紫外分光光度计 (Eppendorf公司);

PCR仪 (ABI GeneAmp® 9700型); DYY 6C电泳仪 (北京

市六一仪器厂); Illumina Miseq高通量测序仪 (Illumina
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公 司); Agilent 2100 生 物 分 析 仪 (FLx800Promega,

QuantiFluorTBS380, BioTek 公司); 三诺血糖仪 GA-3

型及血糖试纸 (三诺公司); 气相色谱仪 (Perkin Elmer

Clarus® 680)、Flame Ionization Detector (FID) 检测器和

HP-5 MS气相色谱柱 (30 m×0.250 mm×0.25 μm); XH-D

涡旋振荡仪 (上海沪西分析仪器厂有限公司); Sartorius

BT125D电子分析天平 (德国塞利多斯公司); EPED超纯

水系统 (南京易普达易科技发展有限公司); Anke LXJ-

IIB型离心机 (上海安亭科学仪器厂); LABCONCO离心

浓缩仪 (北京照生行仪器设备有限公司); Tissuelyer-48

组织研磨机 (上海净信科技公司)。

药品与试剂 盐酸二甲双胍 (metformin hydro‐

chloride, 批号AAN6777, 中美上海施贵宝制药有限公

司); 原儿茶酸 (批号YECS20170411)、原儿茶醛 (批号

YECQ20160819)、咖啡酸 (批号KFS20170710)、迷迭香

酸 (批号MDXS20170407)、丹参素 (批号DSS20170321)、

紫 草 酸 ( 批 号 ZCS20170222)、丹 酚 酸 B ( 批 号

DFSB20170215)、丹酚酸A (批号DFSA20170411) 和丹

酚酸 C (批号 DFSC20170103) (南京春秋生物工程有

限公司), 纯度均大于 98%; 短链脂肪酸标准品冰乙

酸 (acetic acid, AA)、丙酸 (propionic acid, PA)、丁酸

(butyric acid, BA)、异丁酸 (isobutyrlc acid, IBA)、戊酸

(valerlc acid, VA) 和异戊酸 (isovalerlc acid, IVA) (德国

Aladdin公司), 纯度均大于 99.5%; 甲醇 (色谱纯, 德国

默克公司)。尿素氮 (blood urea nitrogen, BUN)、肌酐

(serum creatinine, SCr)、甘油三酯 (triglyceride, TG) 和

血清总胆固醇 (total cholesterol, TC) 试剂盒 (南京建成

生物工程研究所)。丹参茎叶药材样品于 2016年 7月

采自山东省济南市长清区马山镇, 植物基原经南京中

医药大学段金廒教授鉴定为唇形科鼠尾草属植物丹参

Salvia miltiorrhiza Bge.的地上茎叶部分。丹参茎叶样

品于 50 ℃热风烘干, 干燥后粉碎过 40目筛, 常温密封

干燥保存备用。

供试药物的制备与成分分析 结合本课题组前期

提取和纯化工艺优化实验结果[16], 确定丹参茎叶总酚

酸组分制备过程为: 取丹参茎叶适量, 以 10倍量 60%

乙醇回流提取 2次, 每次提取 2 h; 然后以 1.0 g·mL-1药

液上样AB-8型大孔吸附树脂, 上样量为每 10 g干树脂

上样 5 g 生药 , 以 5 倍树脂床体积 (bed volume, BV)

的 35% 乙醇洗脱初步纯化 ; 采用 2 倍体积的乙酸乙

酯萃取 3 次对其进一步纯化富集 : 萃取底物浓度为

0.1 g·mL-1, 底物 pH值为 2; 冷冻干燥后即得丹参茎叶

总酚酸。取适量丹参茎叶总酚酸用甲醇溶解后离心

(13 000 r·min-1, 10 min), 取上清液, 经 0.22 μm 微孔滤

膜过滤, 即得丹参茎叶酚酸供试品溶液。丹参根总酚

酸组分 (DFS) 购自南京泽郎生物科技有限公司, 取适

量甲醇溶解后制备丹参根酚酸供试品溶液。采用高效

液相色谱仪对上述供试品溶液进行成分分析。高效液

相色谱检测条件 : 丹酚酸类成分检测采用 GRACE

Apollo C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm) 色谱柱; 流动相: 乙

腈 (A) -0.1% 甲酸水溶液 (B), 梯度洗脱 (0～5 min,

10% A; 5～10 min, 10%～12% A; 10～20 min, 12%～

14% A; 20～25 min, 14%～20% A; 25～60 min, 20%～

30% A; 60～65 min, 30%～40% A; 65～70 min; 40%～

10% A); 流速 1.0 mL·min-1, 柱温 35 ℃ , 进样量 10 μL;

检测波长: 280 nm。

实验动物 选取7周龄雄性自发性2型糖尿病及肥

胖db/db小鼠, 体重 (40 ± 5) g; 同遗传背景db/m正常小

鼠, 体重 (21 ± 2) g, 均为BKS.Cg-Dock7m+/+Leprdb/Nju

品系。以上动物购自南京大学模型动物研究所, 动物

许可证号: SCXK (苏) 2015-0001。所有小鼠饲养于南

京中医药大学 SPF 级实验动物中心屏障环境 , 温度

(22 ± 2) ℃, 相对湿度 (55 ± 10)%, 光照 12 h明暗交替,

自由饮水和进食, 普通饲料饲喂, 定期更换垫料。所有

动物实验方案均经过南京中医药大学药物安全性评价

研究中心动物伦理委员会审核批准, 所有实验操作均

严格按照实验动物伦理相关规定进行。

动物分组、给药及样品的采集 db/db小鼠为一种

先天性的基因缺陷型 2型糖尿病模型, 随着血糖的升

高, 逐渐出现大量的蛋白尿, 最终发展为肾小球硬化和

肾小管间质纤维化[17]。所有小鼠适应性喂养 2周后称

重并尾静脉针刺采血测定空腹血糖值 (禁食 8～12 h),

平均血糖值 ≥ 11.0 mmol·L-1为血糖合格小鼠。选用 10

只健康 db/m小鼠为正常对照组 (Con); 选择血糖合格

db/db 小鼠 , 采用完全随机方法分为 6 组 : 模型组

(MDL)、阳性药二甲双胍组 (250 mg·kg-1·d-1, MH)、丹

参茎叶酚酸高剂量组 (270 mg·kg-1·d-1, JH)、丹参茎叶

酚酸低剂量组 (135 mg·kg-1·d-1, JL)、丹参根酚酸高剂

量组 (250 mg·kg-1·d-1, GH) 和丹参根酚酸低剂量组

(125 mg·kg-1·d-1, GL), 每组 10只。每天给予相应药物

灌胃 1次, 灌胃体积为 10 mL·kg-1, 模型组和正常组小

鼠灌胃给予等量药物溶媒。连续灌胃给药 8周后, 采

集各组小鼠新鲜粪便及盲肠内容物于-80 ℃保存, 每

组取 5只用于 16S rDNA测序分析和短链脂肪酸含量

测定。

粪便基因组DNA的提取与检测 取各组小鼠粪

便及盲肠内容物适量, 使用E.Z.N.A.®soil试剂盒 (美国

Omega BioTek公司) 进行总DNA抽提, 操作步骤参照

说明书进行, DNA 浓度和纯度利用 NanoDrop2000进

行检测, DNA质量利用 1%琼脂糖凝胶电泳进行检测
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并储存于-80 ℃用于PCR扩增。

PCR 扩增及高通量测序 粪便及盲肠内容物中

微生物总DNA经琼脂糖凝胶电泳检验后合格即进行

PCR扩增反应, 扩增出 16S RNA基因V3-V4片段。用

引 物 338F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') 和

806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') 对高变体

V3-V4区域进行PCR扩增。PCR反应条件为: 95 ℃预

变性 3 min, 27个循环 (95 ℃变性 30 s, 55 ℃退火 30 s,

72 ℃延伸 30 s), 最后 72 ℃延伸 10 min。采用 2%琼脂

糖凝胶回收 PCR 产物 , AxyPrep DNA Gel Extraction

Kit进行纯化, Tris-HCl洗脱并进行 2%琼脂糖电泳检

测。利用 QuantiFluor™-ST进行检测定量。PCR产物

经过纯化、定量和均一化后, 根据 Illumina MiSeq平台

标准操作规程将纯化后的扩增片段构建 PE 2×300的

文库, 原始数据上传至NCBI数据库中。

数据分析与处理 原始测序序列使用Trimmomatic

软件质控, 使用FLASH软件对通过质量筛选的双端序

列根据重叠碱基进行配对连接。使用UPARSE软件根

据 97%相似度对序列进行OTU (operational taxonomic

units) 聚类, 丰度阈值 0.005%; 使用UCHIME软件剔除

嵌合体; 利用RDP classifier对每条序列进行物种分类

注释, 比对 Silva数据库, 保留至少在 6个样本中序列

数都大于 5的OTU, 按最小序列数抽平, 鉴定出界、门、

纲、目、科和属等生物信息, 比对阈值为70%。

肠道菌群功能预测 采用PICRUSt对OTU丰度表

进行标准化, 即去除 16S marker gene在物种基因组中

的拷贝数目的影响; 然后通过每个 OTU对应的 green

gene id, 获得 OTU 对应的 COG (cluster of orthologous

groups) 家族信息和KEGG ortholog (KO) 信息; 并计算

各COG的丰度和KO丰度。根据COG数据库的信息

可以从 eggNOG数据库中解析到各个 COG的描述信

息以及其功能信息, 从而得到功能丰度谱; 根据KEGG

数据库的信息获得KO、pathway和EC信息, 并能根据

OTU丰度计算各功能类别的丰度。

粪便和肠道内容物中短链脂肪酸的测定 ① 标

准品溶液的制备: 精密称取标准品物质冰乙酸、丙酸、

丁酸、异丁酸、戊酸和异戊酸适量, 用甲醇配制成混合

标准品储液, 按梯度稀释得到不同浓度的混合工作液。

储液中乙酸 52.25 mg·mL-1, 丙酸 50.34 mg·mL-1, 丁酸

45.84 mg·mL-1,异丁酸47.24 mg·mL-1,戊酸44.37 mg·mL-1,

异戊酸 45.19 mg·mL-1; ② 供试品溶液的制备: 称取粪

便和肠道内容物样品约 50 mg于 1.5 mL离心管内, 加

入 4倍量甲醇, 放入组织匀浆机中匀浆 5次, 每次 60 s,

匀浆后取出离心 (13 000 r·min-1, 4 ℃, 10 min), 取上清

液转移至新的 1.5 mL离心管内, 离心浓缩至干, 用甲

醇复溶后进样; ③ 气相条件: 气相色谱仪关联FID检测

器 , HP-5 MS 气相色谱柱 (30 m×0.250 mm×0.25 μm)。

检测器温度 250 ℃, 进样口温度 250 ℃, 分流比 100∶1,

进样量1 μL。升温程序: 初始温度100 ℃, 保持2.5 min

后 , 以 50 ℃ ·min-1 的速度上升至 230 ℃ , 保持 2 min;

④ 方法学考察: 精密度: 精密吸取对照品溶液, 在“气

相条件”项条件下, 连续进样 6次, 记录各成分的峰面

积 , 计算相对标准偏差 (relative standard deviation,

RSD%); 重复性: 随机取一样品, 按照“供试品溶液的

制备”项下方法平行制备 6份供试品溶液, 在“气相条

件”项条件下分析, 记录各成分的峰面积, 计算RSD%;

稳定性: 随机取一份供试品溶液, 分别于 0、2、4、6、8和

12 h时进样, 在“气相条件”项条件下分析, 记录各成分

的峰面积, 计算RSD%; 加样回收率: 精密称取样品, 分

别按已知质量分数的 100%加入 6种短链脂肪酸对照

品, 按“供试品溶液的制备”项下方法制备供试品溶液,

平行制备 6份, 在“气相条件”项条件下分析, 记录各成

分的峰面积 , 计算加样回收率平均值及加样回收率

RSD%。

统计学分析 应用GraphPad Prism 8软件对各实

验组数据进行 t-检验、one-way ANOVA、非参数检验、

Brown-Forsythe 和 Welch ANOVA 检验分析 , P < 0.05

时认为数据具有统计学意义。

结果

1 供试药品成分分析

采用标准曲线法测定丹参茎叶总酚酸及丹参根总

酚酸中各酚酸类成分含量并计算其纯度。实验结果发

现, 丹参茎叶总酚酸纯度可达 71.92%, 丹酚酸 B和迷

迭香酸分别占比 40.87% 和 23.09%; 丹参根总酚酸组

分纯度可达 80.71%, 丹酚酸 B 和迷迭香酸分别占比

77.26%和2.42%。二者间各成分组成比例差异较大。

2 生化指标检测

给药 8周后检测各组小鼠空腹血糖 (fasting blood

glucose, FBG)、血清肌酐 (SCr)、血清尿素氮 (BUN)、甘

油三酯 (TG)和血清总胆固醇 (TC)水平, 结果见表1。

与空白组相比, 模型组 FBG (P < 0.001)、SCr (P <

0.01)、BUN (P < 0.05)、TG (P < 0.001) 和 TC (P <

0.001) 水平均发生显著改变, 该结果可表明糖尿病肾

病模型成功。药物干预后, 各给药组均能不同程度地

回调模型小鼠 FBG、SCr、BUN、TG 和 TC水平。与模

型组相比, 阳性药组、丹参茎叶酚酸高剂量组和丹参根

酚酸高剂量组可显著降低模型小鼠体内高血糖水平;

各给药组均可显著性降低体内 SCr、BUN和 TG水平,

且高剂量组治疗效果略优于低剂量组。
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3 序列长度

粪便及盲肠内容物中菌群序列均分布在 400～

500 bp内, 与 16S r DNA V3-V4区序列长度大致吻合,

表明该样本可用于后续分析。

4 OTU划分和分类地位鉴定

OTU是在系统发生学或群体遗传学研究中, 为了

便于进行分析, 人为给某一个分类单元 (品系、属、种

和分组等) 设置的统一标志[18]。本实验采用RDP clas‐

sifier贝叶斯算法对 97%相似水平的OTU代表序列进

行分类学分析, 后比对 Silva数据库, 并分别在各个分

类水平 : 域 (domain)、界 (kingdom)、门 (phylum)、纲

(class)、目 (order)、科 (family)、属 (genus)、种 (species)

统计各样本的群落组成。

小鼠粪便样本共获得域: 1个; 界: 1个; 门: 10个;

纲 : 17 个 ; 目 : 18 个 ; 科 : 31 个 ; 属 : 74 个 ; 种 : 133 个 ;

OTU: 572 个。小鼠盲肠内容物样本共获得域 : 1 个 ;

界: 1个; 门: 11个; 纲: 17个; 目: 20个; 科: 34个; 属: 81

个; 种: 145个; OTU: 639个。

5 肠道微生物16S rRNA基因测序深度评估

小鼠粪便样品和盲肠内容物样品的稀释曲线 (rar‐

efaction curve) 见图 1。稀释曲线主要利用各样本的测

序量在不同测序深度时的微生物 alpha多样性指数构

建曲线, 可反映各样本在不同测序数量时的微生物多

样性, 并可比较测序数据量不同的样本中物种的丰富

度、均一性或多样性, 说明样本的测序数据量是否合

理。本实验中样品稀释曲线趋向平坦, 说明测序数据

量合理, 测样深度可靠。

6 多样性分析

研究环境中微生物的多样性可以通过单样本的多

样性 (alpha多样性) 分析反映微生物群落的丰富度和

多样性, 包括一系列统计学分析指数估计环境群落的

物种丰度和多样性。常用的度量标准有chao、shannon、

Figure 1 The rarefaction curves and shannon curves operational taxonomic units (OTUs) clustered at 97% sequence identity of all samples.

A: Faeces; B: Cecal content

Table 1 Determination of fasting blood glucose (FBG), blood urea nitrogen (BUN), and serum creatinine (SCr) among control (Con), mod‐

el (MDL), and administration groups. n = 10,
-
x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs Con; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs MDL.

TC: Total cholesterol; TG: Triglyceride; MH: Metformin group; JH and JL: The high-dose and low-dose groups of total phenolic acids from

the stems and leaves of Salvia miltiorrhiza Bge.; GH and GL: The high-dose and low-dose groups of total phenolic acids from the roots of

Salvia miltiorrhiza Bge.

Group
Con
MDL
MH
JH
JL
GH
GL

FBG/mmol·L-1

3.7 ± 0.6
23.6 ± 2.9###

10.6 ± 4.1**

12.9 ± 2.0*

15.2 ± 4.1
12.5 ± 3.1**

16.4 ± 2.0

SCr/µmol·L-1

0.079 ± 0.008
0.105 ± 0.020##

0.065 ± 0.016***

0.066 ± 0.017**

0.076 ± 0.029*

0.067 ± 0.017**

0.065 ± 0.022**

BUN/mmol·L-1

10.9 ± 1.4
13.0 ± 1.8#

9.8 ± 1.6**

10.4 ± 1.3**

10.65 ± 1.26*

9.6 ± 1.5**

10.17 ± 2.24*

TC/mmol·L-1

3.32 ± 0.19
5.1 ± 1.0##

3.6 ± 0.5*

4.0 ± 0.4
3.8 ± 0.6*

4.8 ± 0.4
4.40 ± 0.17

TG/mmol·L-1

1.12 ± 0.14
2.7 ± 0.6###

1.6 ± 0.4***

1.9 ± 0.5*

1.71 ± 0.28**

1.7 ± 0.3**

1.6 ± 0.5**
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ace、simpson和 coverage。Sobs、ace和 chao指数可反映

群落丰富度 (community richness); shannon 和 simpson

指数反映群落多样性 (community diversity); coverage

指数可反映群落覆盖度 (community coverage)。粪便样

本多样性指数统计和盲肠内容物样本多样性指数统计

见表 2。结果显示, 小鼠粪便样本中 coverage指数在空

白组与模型组比较时具有显著性差异 (P < 0.001), 其

余指数均有一定程度改变, 但并无显著性差异, 部分给

药组多样性指数趋向空白组。

7 菌群群落结构分析

小鼠粪便样本菌群群落结构门、属水平分析见图

2A。门水平上, 粪便各组样本中主要的门分类水平有:

厚壁菌门 (Firmicutes)、拟杆菌门 (Bacteroidetes)、疣微

菌门 (Verrucomicrobia) 和变形菌门 (Proteobacteria)。厚

壁菌门占据门水平中的主要比例, 拟杆菌门次之。属水

平上, 按所占比例依次为乳酸杆菌属 (Lactobacillus)、拟

杆菌属 (Bacteroidales) 和毛螺菌属 (Lachnospiraceae)

等。空白组与模型组在属水平的构成上差异较大。

小鼠盲肠内容物样本菌群群落结构门、属水平

分析见图 2B。门水平上, 盲肠内容物各组样本中主要

的门分类水平有 : 厚壁菌门 (Firmicutes)、拟杆菌门

(Bacteroidetes)、变形菌门 (Proteobacteria)、脱铁杆菌门

Figure 2 The differences in the community composition between the phylum units and the genus units. A: Faeces; B: Cecal content

Table 2 Alpha diversity indices in fecal sample and cecal content samples. n = 5,
-
x ± s. ###P < 0.001 vs Con

Sample type
Faeces

Cecal content

Group
Con
MDL
MH
JH
JL
GH
GL
Con
MDL
MH
JH
JL
GH
GL

Sobs
491.4 ± 14.0
459.0 ± 71.7
462.4 ± 23.2
474.8 ± 34.7
475.0 ± 21.7
483.8 ± 21.1
471.6 ± 28.3
461.8 ± 36.5
471.8 ± 50.1
438.2 ± 40.6
541.2 ± 18.8
509.6 ± 81.9
512.6 ± 15.7
512.2 ± 16.2

Shannon
4.2 ± 0.5
3.5 ± 0.4

3.44 ± 0.22
2.8 ± 0.6
2.9 ± 0.5
3.3 ± 0.4
2.9 ± 0.3
4.4 ± 0.2
4.2 ± 0.2

4.12 ± 0.03
4.63 ± 0.07
4.66 ± 0.08
4.57 ± 0.12
4.63 ± 0.09

Simpson
0.06 ± 0.05

0.092 ± 0.025
0.103 ± 0.026
0.26 ± 0.13
0.23 ± 0.13
0.16 ± 0.08
0.22 ± 0.08

0.025 ± 0.007
0.036 ± 0.011
0.043 ± 0.008
0.022 ± 0.004

0.020 6 ± 0.002 4
0.023 ± 0.006
0.021 ± 0.004

Ace
530.6 ± 13.1
519.3 ± 62.8
527.0 ± 24.9
542.8 ± 21.7
544.6 ± 6.4
535.5 ± 14.5
533.7 ± 22.5
531.3 ± 44.3
543.0 ± 58.3
513.5 ± 39.8
591.9 ± 21.0
571.0 ± 74.6
568.8 ± 18.1
564.9 ± 24.6

Chao
535.3 ± 12.3
534.9 ± 57.1
536.9 ± 31.2
560.3 ± 24.7
548.3 ± 10.8
538.7 ± 6.5
541.4 ± 13.6
539.5 ± 41.6
534.3 ± 57.4
510.2 ± 38.7
595.9 ± 25.3
570.7 ± 73.4
573.9 ± 21.4
568.5 ± 24.7

Coverage
0.998 1 ± 0.000 1
0.997 5 ± 0.000 2###

0.997 4 ± 0.000 2
0.997 2 ± 0.000 4
0.997 3 ± 0.000 5
0.997 7 ± 0.000 3
0.997 5 ± 0.000 3
0.996 4 ± 0.000 5
0.996 3 ± 0.000 5
0.996 3 ± 0.000 2
0.996 6 ± 0.000 3
0.996 6 ± 0.000 4
0.996 5 ± 0.000 2
0.996 7 ± 0.000 3
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(Deferribacteres)、疣微菌门 (Verrucomicrobia) 和放线菌

门 (Actinobacteria)。其中, 脱铁杆菌门 (Deferribacteres)

及放线菌门 (Actinobacteria) 在盲肠内容物样品中出

现, 粪便样本中未检测出或含量较少。属水平上, 按所

占比例依次为拟杆菌属 (Bacteroidales)、毛螺菌属

(Lachnospiraceae) 和乳酸杆菌属 (Lactobacillus) 等。

与新鲜粪便样本相比, 二者肠道菌群虽构成相似, 但不

同门、属之间的组成比例差异较大。

8 差异菌属筛选及药物调节作用

采用LEfSe软件找出对样本划分产生显著性差异

影响的群落或物种。LEfSe是一种用于发现高维生物

标识和揭示基因组特征的软件, 其可根据分类学组成对

样本按照不同的分组条件进行线性判别分析 (linear

discriminant analysis, Lda), 并估算每个物种丰度对差

异效果影响的大小[6]。比较空白组及模型组菌群, 粪

便样本分析结果见图 3A, 盲肠内容物样本分析结果见

图3B。

在各给药组样本中, 对在空白与模型组中有差异

的菌群进行统计学分析。粪便样本各组差异菌群的相

对丰度分析结果见图 3C。与空白组相比 , 模型组中

g_Lachnoclostridium (P < 0.05)、g_Rikenellaceae_RC9_

gut_group (P < 0.01)、g_Eubacterium_nodatum_group

(P < 0.05) 和 g_Lachnospiraceae_UCG-001 (P < 0.05)

均呈显著性下降; g_unclassified_f__Coriobacteriaceae

(P < 0.05) 呈显著性上升, 各给药组有不同程度的回调作

用, 其中各给药组均能对 g_Lachnospiraceae_UCG-001

产生显著的上调作用。

盲肠内容物样本各组差异菌群的相对丰度分析结

果见图 3D。与空白组相比, 模型组中 g_Bacteroidales_

S24-7_group (P < 0.001)、g_Rikenellaceae_RC9_gut_group

(P < 0.05)、g_Ruminococcaceae_UCG-013 (P < 0.05)、

g_Eubacterium_coprostanoligenes_group (P < 0.05)、g_

Ruminiclostridium_5 (P < 0.05) 和 g_Lactobacillus (P <

0.05) 呈显著性下降; g_unclassified_p__Firmicutes (P <

0.01) 呈显著性上升 , 各给药组有不同程度的回调

作用。

综合粪便及盲肠内容物样本实验, 结果表明, 各组

药物能不同程度改善肠道菌群在模型组中的相对丰

度, 部分组别对其具有显著调节作用, 回调其菌群结构

的紊乱 , 其中 g_Rikenellaceae_RC9_gut_group 在两类

样本中均呈显著下降趋势。

9 肠道菌群功能性预测

在粪便与盲肠内容物数据中发现多个相同功能预

测结果 (图 4), 其中糖转运与代谢 (carbohydrate trans‐

port and metabolism) 途径在两组样本中丰度较高, 占

主要地位, 另外, 二者还共同涉及氨基酸转运与代谢

(amino acid transport and metabolism)、翻译及核糖体

结构和生物合成 (translation, ribosomal structure, and

biogenesis)、细胞壁/膜/包体生物合成 (cell wall/mem‐

brane/envelope biogenesis) 转录 (transcription) 等代谢

途径。

10 新鲜粪便和盲肠内容物中短链脂肪酸含量测定

10.1 方法学结果 结果显示 (表 3), 该方法具有较好

精密度和重复性, 样品在12 h内具有较好稳定性。

10.2 粪便和盲肠内容物中短链脂肪酸含量结果 标

准品和样品中的 6种短链脂肪酸的气相色谱图以及其

含量结果见图 5。在两类样本中, 各组含量占比最高

的短链脂肪酸均为乙酸, 而异戊酸和戊酸含量相对较

少。与空白组相比, 模型组小鼠新鲜粪便中的异戊酸

和戊酸以及盲肠内容物中的 6种短链脂肪酸含量发生

显著减少 (P < 0.01)。药物干预后发现, JL和GL组对

新鲜粪便中的 6 种短链脂肪酸均具有显著回调作用

(P < 0.01), 丹参总酚酸组均优于阳性药组; GH组除了

对粪便中的丁酸无显著增加作用外, 对其他 5种短链

脂肪酸也具有广泛的回调作用 (P < 0.01); JH组对乙

酸、丁酸、异戊酸和戊酸具有显著上调作用 (P < 0.01),

尤其是在丁酸中, 显著优于其他各给药组。盲肠内容

物中的丙酸、异丁酸和异戊酸均能被各给药组调节, 含

量显著增加 (P < 0.01)。GH和GL组还能显著回调盲

肠内容物中的丁酸和戊酸, 对后者的作用较其他各给

药组更好; JH和 JL组回调盲肠内容中乙酸的作用强于

其他各给药组。虽然样本中各短链脂肪酸受各给药组

Table 3 Linear regression equations, correlation coefficients, linear ranges, accuracy, repeatability, stability, and recovery of six short-

chain fatty acids. n = 5,
-
x ± s. RSD: Relative standard deviation

Compound

Acetic acid
Propionic acid
Isobutyric acid
Butyric acid
Isovaleric acid
Valeric acid

Standard curve line

Y = 33 396X - 12 960
Y = 60 414X - 28 532
Y = 84 814X - 58 421
Y = 77 828X - 36 976
Y= 90 439X - 34 203
Y = 81 117X - 22 054

R2

0.999 5
1.000 0
0.999 5
0.999 9
0.999 7
0.999 2

Linear range

/mg·mL-1

1.63-52.25
0.39-50.34
0.36-45.84
0.37-47.24
0.09-44.37
0.09-45.19

Precision

RSD/%

1.35
1.84
1.52
1.61
1.01
2.97

Repeatability

RSD/%

1.64
1.03
0.40
1.01
0.55
0.81

12 h stability

RSD/%

3.81
2.61
1.57
4.30
2.24
2.17

Average

recovery/%

91.96
91.40
95.31

105.02
103.32
94.81

Recovery

RSD/%

5.15
3.57
3.21
3.06
4.74
4.50
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Figure 3 LEfSe hierarchical tree map of multistage species in faeces (A) and cecal content (B). Average relative abundance of difference

features flora of different groups in faeces (C) and cecal content (D). n = 5,
-
x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control; *P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001 vs model. Lda: Linear discriminant analysis
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调节的范围和强度略有不同, 但各给药组对两样本中

的异戊酸均有显著上调作用 (P < 0.001)。总之, 丹参

茎叶总酚酸对两样本中乙酸的调节作用优于丹参根总

酚酸 , 而后者对两样本中丙酸和异丁酸的调节作用

更佳。

11 相关性分析

应用 R 语言对不同差异菌群 (门水平和属水平)

与短链脂肪酸含量绘制相关性分析热图 (图 6)。本实

验中, Spearman相关系数 r > 0.4和 r < -0.4分别表示中

度正相关与中度负相关。

新鲜粪便检测结果表明, 在门水平上, 蓝细菌门

(Cyanobacteria) 与6种短链脂肪酸均呈中度负相关。在

属水平上, g_unclassified_p__Firmicute与丙酸、异丁酸、

丁酸、异戊酸和戊酸均呈中度正相关, g_unclassified_

o__Lactobacillales 与丙酸和异丁酸均呈中度正相关 ;

另枝菌属 (g_Alistipes) 与乙酸、丙酸、异戊酸和戊酸呈

中度负相关。

盲肠内容物检测结果表明, 在门水平上, 变形菌

门 (Proteobacteria) 与丙酸和丁酸呈中度正相关; 糖化

细菌门 (Saccharibacteria) 与乙酸呈中度正相关, 而与

丙酸呈中度负相关。在属水平上, 与乙酸呈中度正相

关的是理研菌科_RC9 组 (g_Rikenellaceae_RC9_gut_

group) 和瘤胃菌科 _UCG-004 (g_Ruminococcaceae_

UCG-004); 与丙酸呈中度正相关的是脱硫弧菌属

(g_Desulfovibrio); 与异丁酸呈中度正相关的是理研菌

科_RC9 组 (g_Rikenellaceae_RC9_gut_group)、罗氏菌

属 (g_Roseburia)、g_unclassified_o__Bacteroidales、瘤

胃梭菌属_5 (g_Ruminiclostridium_5) 和 g_unclassified_

Figure 4 Metabolic function prediction of community samples. A: Faeces; B: Cecal content. COG: Cluster of orthologous groups

·· 1043



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(4): 1035 −1048

f__Ruminococcaceae; 与丁酸呈中度正相关的是罗氏

菌属 (g_Roseburia) 和瘤胃菌科_UCG-004 (g_Rumino‐

coccaceae_UCG-004); 与异戊酸呈中度正相关的是瘤

胃梭菌属_5 (g_Ruminiclostridium_5); 与戊酸呈中度正

相关的是罗氏菌属 (g_Roseburia)、瘤胃梭菌属_5 (g_

Ruminiclostridium_5) 和 g_unclassified_f__Ruminococ‐

caceae。与乙酸呈中度负相关的是柠檬酸杆菌属 (g_

Citrobacter); 与异丁酸呈中度负相关的是乳杆菌属 (g_

Figure 5 Chromatogram of standard and sample, and contents of 6 short-chain fatty acids. A: Standard; B: Sample (1. Acetic acid; 2. Pro‐

pionic acid; 3. Isobutyric acid; 4. Butyrate acid; 5. Isovaleric acid; 6. Valeric acid); C: Faeces; D: Cecal contents. n = 5,
-
x ± s. ##P < 0.01,

###P < 0.001 vs control; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs model
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Lactobacillus)、克雷伯氏菌属 (g_Klebsiella)、无害梭菌

属组 (g_[Clostridium]_innocuum_group) 和 g_unclassi‐

fied_p__Firmicutes; 与丁酸呈中度负相关的是拟杆菌

属 (g_Bacteroides); 与异戊酸呈中度负相关的是乳杆

菌属 (g_Lactobacillus); 与戊酸呈中度负相关的是乳杆

菌属 (g_Lactobacillus) 和拟杆菌属 (g_Bacteroides)。

讨论

2型糖尿病是最常见的糖尿病类型, 约占所有糖

尿病病例的 90%[19], 临床患者多会发生大血管和微血

管并发症。db/db小鼠是 4号染色体瘦素受体缺陷型

小鼠, 也是 FDA推荐的用于研发治疗 2型糖尿病药物

常用的动物模型之一[20], db/db小鼠模型后期可发生明

显的肾病[21], 故本研究以自发性 2型糖尿病肾病小鼠

为实验模型, 采用 16S rDNA高通量测序技术分析 db/

db糖尿病肾病小鼠粪便及盲肠内容物样本中肠道菌

群多样性, 并检测其 FBG、SCr、BUN、TG和 TC水平。

SCr和 BUN 均为临床上评价肾脏损伤程度的重要指

标。SCr可通过肾小球滤过, 在肾小管内少量吸收, 血

清肌酐水平的升高意味着肾功能损害。临床上常将

BUN作为判断肾小球滤过功能的指标, 在肾功能不全

时, BUN将升高。TG和TC是评价体内血脂水平的重

Figure 6 Heat map of correlation analysis between different intestinal flora and short-chain fatty acid content in fresh feces and cecal contents.

AA: Acetic acid; PA: Propionic acid; BA: Butyric acid; IBA: Isobutyrlc acid; VA: Valerlc acid; IVA: Isovalerlc acid
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要指标, 也是糖尿病肾病研究中的常用检测指标[22,23]。

结果显示模型组小鼠 FBG、SCr、BUN、TG 和 TC水平

均较空白组呈显著性上升趋势, 表明其糖尿病肾病模

型成功。与模型组相比, 丹参茎叶酚酸和丹参根酚酸

均可不同程度改善模型小鼠体内血糖和血脂水平紊乱

以及肾脏损伤的情况, 且总体而言高剂量组治疗效果

优于相应的低剂量组。

肠道菌群多样性检测结果表明, 与正常组相比, 糖

尿病肾病小鼠粪便及盲肠内容物样本中的菌群从门水

平到属水平均发生了显著变化; 粪便及盲肠内容物样

本肠道菌群虽构成相似, 但不同门、属之间的组成比例

差异较大。粪便样本中, 厚壁菌门占据门水平中主要

比例, 拟杆菌门次之, 其余还包括疣微菌门和变形菌

门; 属水平上, 按所占比例依次为乳酸杆菌属、拟杆菌

属和毛螺菌属等。盲肠内容物样本中主要的门分类水

平有厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门、脱铁杆菌门、疣微

菌门和放线菌门, 其中, 脱铁杆菌门及放线菌门在盲肠

内容物样品中检出, 粪便样本中未检测出或含量较少;

属水平上, 按所占比例依次为拟杆菌属、毛螺菌属和乳

酸杆菌属等。

在小鼠和人体内, 厚壁菌门和拟杆菌门是肠道菌

群门分类水平的主要组成部分。已有研究表明肠道菌

群的失衡可引起肥胖[24], 且与厚壁菌门和拟杆菌门的

比例相关, 比例越高, 肥胖症状越明显[25,26]; 亦有研究

发现其比值的降低与体内葡萄糖水平的改善、脂肪积

累的减轻和体重的降低相关[27,28]。本实验粪便及盲肠

内容物样本中, 与空白组相比, 模型组厚壁菌门丰度上

升, 拟杆菌门丰度下降, 其比值呈上升趋势。乳酸杆菌

是生活在机体内益于宿主健康的微生物, 可参与调节

免疫及胰岛素抵抗, 从而进一步调节脂质和葡萄糖代

谢[29]; 亦有研究表明增加乳酸杆菌比例可降低 2型糖

尿病患者感染的风险并具有血糖保护作用[30]。本实验

盲肠内容物样本中, 模型组乳酸杆菌呈下降趋势。

短链脂肪酸是肠道菌群影响机体的主要方式之一,

不仅可以保持肠道的酸性环境, 抑制肠道内有害菌的生

长 , 还可以与 GPR43 受体 (G protein-coupled receptor

43) 结合刺激 L细胞从而调节能量利用[31,32]。肠道内

通过碳水化合物发酵而成的短链脂肪酸多数由乙酸、

丙酸和丁酸组成, 而支链脂肪酸一般是蛋白质发酵的

产物, 如异丁酸和异戊酸等[33-35], 上述发现可以解释本

实验中乙酸、丙酸和丁酸含量较高的现象。与空白组

相比, 两类样本中各种短链脂肪酸的含量均有下调, 但

盲肠内容物下调短链脂肪酸的种类较新鲜粪便更多,

提示 2型糖尿病肾病会降低小鼠体内短链脂肪酸的含

量, 且该作用对盲肠内容物的影响更大。给药后, 丹参

总酚酸给药组的调节作用普遍要优于阳性药组, 说明

丹参根和茎叶中的总酚酸均具有较好的提高小鼠体内

短链脂肪酸含量的效果。

有研究表明, 当机体发生糖脂代谢紊乱时, 相关肠

道菌群的稳态就会遭到破坏, 从而降低短链脂肪酸的

产量[36]。文献[37,38]显示, 蓝细菌门几乎无处不在, 它产

生的毒素可导致肠胃炎和肌萎缩侧索硬化症等多种急

慢性疾病; 但也有研究表明蓝细菌门对链脲佐菌素诱

导的糖尿病大鼠具有抗氧化和抗糖尿病保护作用。本

实验结果显示, 蓝细菌门与 6种短链脂肪酸产生中度

负相关性, 推测在本实验中该菌门对被测短链脂肪酸

主要产生不利影响, 但尚不能由此推测其与 2型糖尿

病之间的关系, 需要后续开展相关研究。乳酸杆菌是

肠道中的益生菌, 对抑制有害菌的生长和维护肠道健

康具有重要作用[39]。本实验中 g_Lactobacillus 和 g_

unclassified_o__Lactobacillales均属于乳酸杆菌目, 但

两者对于短链脂肪酸的相关性具有很大的差异性, 提

示在 2型糖尿病小鼠体内相同菌目对短链脂肪酸的影

响并不存在一致性。本研究发现 , 瘤胃梭菌属 _5

(g_Ruminiclostridium_5) 和 g_unclassified_f__Rumino‐

coccaceae均与不同短链脂肪酸产生不同程度的中度

正相关性, 这与瘤胃菌科 (Ruminococcaceae) 是产生短

链脂肪酸的主要菌之一的报道相吻合[40]。资料显示,

虽然丁酸在肠道内含量不高, 但是其对结肠黏膜上皮

细胞功能及维护宿主胃肠道健康具有不容忽视的重要

性[41,42]。 瘤 胃 菌 科 _UCG-004 (g_Ruminococcaceae_

UCG-004) 和罗氏菌属 (g_Roseburia) 都属于丁酸盐的

产生菌, 可以解释其与丁酸表现出中度正相关的现象。与

空白组相比, 模型组小鼠两类样本中理研菌科_RC9组

(g_Rikenellaceae_RC9_gut_group) 都发生了显著下降,

且给药后两者都发生了不同程度的回调, 且对盲肠内容

物中该菌属的回调效果更甚。相关性分析结果显示,

理研菌科_RC9组 (g_Rikenellaceae_RC9_gut_group) 与

盲肠内容物中的乙酸和异丁酸具有中度相关性。结合两

者结果, 可以推测理研菌科_RC9组 (g_Rikenellaceae_

RC9_gut_group) 可能是 2型糖尿病肾病小鼠体内肠道

菌群与短链脂肪酸相互影响的一个重要菌属, 丹参总

酚酸对2型糖尿病肾病小鼠的调节作用可能与之有关。

结合各给药组差异菌群结果可发现, 糖尿病肾病

小鼠体内肠道菌群结构发生改变; 丹参茎叶总酚酸及

丹参根总酚酸药物干预后可调节模型小鼠体内的肠道

菌群紊乱; 两类药物可以通过调节部分短链脂肪酸产

生菌的含量提高肠道内短链脂肪酸的含量, 发挥为机

体供能的作用, 利于健康的恢复。丹参茎叶总酚酸及

丹参根总酚酸调节糖尿病肾病小鼠体内生化指标的药
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效结果相似, 丹参茎叶总酚酸在调节部分差异菌种和

上调部分短链脂肪酸的作用略优于丹参根总酚酸。本

实验结果可为后期丹参茎叶中酚酸类成分的合理开发

利用提供科学依据。
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