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肠道菌群介导溃疡性结肠炎大鼠肠 CYP3A和 P-糖蛋白的变化及机制 
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2. 珠海澳大科技研究院, 广东 珠海 519080) 

摘要: 肠道细胞色素 P450 3A (cytochrome P450 3A, CYP3A) 和 P-糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp) 是肠屏障的
重要组成部分。炎症性肠病中肠 CYP3A 和 P-gp 下调伴随肠道菌群紊乱。但两者是否关联？机制如何？尚不清
楚。本研究采用 5% 葡聚糖硫酸钠诱导大鼠溃疡性结肠炎 (ulcerative colitis, UC), 并对正常动物分别灌胃正常及
UC动物粪便, 发现粪便移植改变了受体动物肠道菌组成, 而移植 UC粪便组肠 CYP3A2和 P-gp mRNA的表达显
著下调。外膜囊泡 (outer-membrane vesicles, OMVs) 是革兰阴性菌产生、进行群体行为及与环境通信的关键结
构。不同处理组的 OMVs均能下调人结肠腺癌细胞 Caco-2中 CYP3A4和 P-gp的 mRNA表达, 而 UC组以及 UC
粪便处理组的 OMVs 的抑制作用更强, 且相对分子质量 3～5 万的 OMVs 组分的作用更显著。细胞经 toll 样受      
体 4 (toll like receptor 4, TLR4) 抑制剂瑞沙托维处理或转染 TLR4 siRNA能够阻断 OMVs对 CYP3A4和 P-gp的
下调。本研究证实, UC肠道菌部分通过分泌 OMVs活化 TLR4受体通路下调肠道 CYP3A和 P-gp表达。 
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Abstract: As important constituents of the first-line of host defense barrier, intestinal cytochrome P450 3A 

(CYP3A) and P-glycoprotein (P-gp) play important roles in disease pathogenesis as well as drug absorption and 
exposure.  Clinical reports and experimental data revealed diminished intestinal CYP3A and P-gp expression 
accompanying with gut dysbiosis in inflammatory bowel disease.  Yet whether gut dysbiosis is associated with 
the down-regulation of CYP3A and P-gp and the underlying mechanisms are unclear.  In this study, daily        
administration of fresh feces from normal rats and rats with ulcerative colitis (UC) induced by dextran sulfate        
sodium to normal rats resulted in alterations of gut bacterial compositions.  Intestinal CYP3A2 and P-gp were 
significantly down-regulated in rats receiving UC feces.  Outer-membrane vesicles (OMVs) are nano-scale       
special buds of the outer membrane which are produced by Gram-negative bacteria and mediate diverse functions 
including interactions within bacterial communities and communications with host.  Expressions of CYP3A4 
and P-gp mRNA were diminished in human epithelial colorectal adenocarcinoma cells (Caco-2) treated by OMVs 
from all different groups with OMVs from UC rats or rats receiving UC feces showing more significant effects.  
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Moreover, the OMVs fractions within 30 000-50 000 Daltons from both normal and UC rats elicited more effects 
than fractions of other molecular weights.  Treatment of Caco-2 cells with toll like receptor 4 (TLR4) inhibitor 
resatorvid (TAK-242) or TLR4 silence RNA (siRNA) blocked CYP3A4 and P-gp down-regulation induced by 
bacterial OMVs.  Taken together, we proved in this study that gut microbiota can down-regulate intestinal 
CYP3A and P-gp partially through producing OMVs to activate the TLR4 signaling pathway.  

Key words: gut dysbiosis; fecal microbiota transplantation; outer membrane vesicles; intestinal cytochrome 
P450 3A; intestinal P-glycoprotein; toll like receptor 4 

                                                                                                          

阐明肠道菌群与宿主相互作用的方式、物质基础

与信号机制是目前临床与基础医学、微生物学等领域

共同关注的研究热点。已经知道, 肠道菌群是一个非
常庞大、复杂、多样、持续动态变化的微生态系统。

它与宿主通过底物的代谢交换与共代谢等方式相互

作用, 深刻影响宿主代谢表型, 决定宿主的营养、健
康和疾病状态[1]。但是直到最近, 肠道菌群对宿主代
谢、处置药物的影响才逐渐被关注和研究。 

一些与肠道菌群失调密切相关的疾病, 如糖尿
病、肥胖症和炎症性肠病, 同时伴随着药物代谢酶和
转运蛋白表达和/或功能的改变[2]。通过对无特定病原

体 (SPF) 小鼠和无菌小鼠肝基因表达的对比分析, 
发现了 112 个差异表达基因与药物代谢转运相关的核
受体通路抑制功能相关[3]。比较出生 1～90天的正常
幼鼠及无菌幼鼠的肝脏信使 RNA (messenger RNA, 
mRNA) 转录组 , 发现无菌小鼠中异源物代谢相关    
的基因下调最为明显[4]。孕烷 X 受体 (pregnane X    
receptor, PXR) 是调控药物代谢酶及转运体表达和活
性的一类重要的核受体。肠道菌产生的吲哚类成分是

PXR 的天然配体, 能够激活肠上皮细胞 PXR, 通过
toll样受体 4 (toll like receptor 4, TLR4) 介导的信号
通路, 调节靶基因表达, 增强肠屏障功能[5]。这些报

道为肠道菌群介导宿主药物代谢及转运系统的病理

变化提供了间接证据。 
肠道药物代谢酶和转运蛋白是肠屏障功能的重

要组成部分。细胞色素 P450 3A (cytochrome P450 3A, 
CYP3A) 是一种重要的细胞色素 P450 酶亚型, 参与
多种内源性和外源性物质的代谢, 在肠道和肝脏中
含量丰富。CYP3A 的活性高低影响许多药物的疗效
以及患者对药物毒性的反应。有研究表明, 多种 CYP
亚型在无菌小鼠体内表达降低, 但定植细菌一段时间
后, CYP亚型的表达不再降低, 有些亚型反而升高[6]; 
另外, 细菌脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 也可以
下调小鼠肝脏 CYP3A 的表达[7]。作为肠道最主要的

转运蛋白, P-糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp) 不仅影响
许多药物的肠道吸收, 也参与体内多种有毒物质的

外排, 保护肠上皮细胞免受毒物或代谢废物的损害, 
维持细胞内环境的稳定。研究数据表明, 因肠道菌群
失衡而产生的多种物质均可影响 P-gp 的表达, 如细
菌诱导肝癌细胞产生的胆汁酸可以直接抑制肝癌细

胞 P-gp 的过度表达与活性[8]; 细菌 LPS 下调大鼠
P-gp活性与 mRNA的表达[9]。另一方面, 益生菌嗜酸
乳杆菌 (Lactobacilli acidophilus) 或鼠李糖乳酸杆菌 
(L. rhamnosus) 的体外培养上清能升高人结肠腺癌
细胞 Caco-2的 P-gp表达及活性[10]。由以上研究结果

可以推测, 肠道菌群能够通过释放小分子、蛋白、肽
类成分或其他成分调节 CYP3A和 P-gp的表达。但是, 
肠道菌失调是否介导肠道 CYP3A和 P-gp的表达, 目
前尚缺少直接证据, 其效应分子及具体作用机制也
有待进一步研究。 

溃疡性结肠炎 (ulcerative colitis, UC) 是以肠道
菌群失衡和局部免疫失调为特征的慢性炎症性疾病。

有研究证实, 革兰阴性菌的改变是引起结肠炎肠道
菌群失衡的主要原因[11]。外膜囊泡 (outer-membrane 
vesicles, OMVs) 是革兰阴性菌分泌的、介导菌群内
部通讯以及和宿主传递信号的重要生物活性结构 , 
包括 DNA、RNA、细菌内毒素 (如 LPS)、外毒素或    
细菌蛋白衍生物 (如肠菌抗原) 等, 可以作用于宿主
肠道和免疫细胞, 引起肠道黏膜损伤及炎症[12]。研究

表明, 绿脓杆菌 (Pseudomonas aeruginosa) 的OMVs
可直接与 TLR4 靶向结合, 诱导肺上皮细胞释放白    
介素 -6 和白介素 -1β, 激活炎症 [13]; 脑膜炎球菌 
(Meningococcus) 的 OMVs 可与 TLR4 结合, 触发树
突状细胞的免疫应答 [14]; 大肠埃希菌  (Escherichia 
coli) 的 OMVs可通过 TLR4激活核因子 κB (nuclear 
factor-κB, NF-κB) 调控人微血管上皮细胞黏附因子
的分泌[15]。由此推断, TLR4可能是 OMVs产生生物
学效应的主要靶点。 

因此, 本研究以葡聚糖硫酸钠 (dextran sulfate 
sodium, DSS) 诱导大鼠 UC, 造成肠道菌群紊乱, 并
通过给正常动物同步饲喂正常或 UC 大鼠粪便, 观    
察菌群移植对肠 CYP3A2 和 P-gp 的影响; 进一步通
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过比较不同粪菌 OMVs 及 TLR4 通路阻断对肠上皮    
细胞 Caco-2 表达 CYP3A4 和 P-gp mRNA 的影响,     
初步探讨肠道菌 OMVs 调控肠道 CYP3A 及 P-gp 的
分子机制。 
 

材料与方法 
主要实验试剂  葡聚糖硫酸钠  (Mr: 36  000～     

50 000) 购自美国 MP Biomedicals。细菌 DNA 抽提    
试剂盒、SYBR Premix Ex Taq PCR试剂和引物均购
自日本 TaKaRa公司。Lipofectamine 2000、Trizol和
逆转录试剂盒购自 Thermo Fisher 公司。甘油醛-3-磷
酸脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
GAPDH)、阴性对照和 TLR4的沉默 RNA (silence RNA, 
siRNA) 购自上海吉玛基因公司。瑞沙托维 (resatorvid, 
TAK-242) 购自美国 APEXBIO公司。DMEM、胎牛
血清和非必需氨基酸购自美国 Gibco公司。 

实验动物  24 只 Sprague-Dawley (SD) 雄性大
鼠, SPF 级, 体重 250～300 g, 由澳门大学实验动物
中心提供。在室温 (20  ± 2) ℃, 湿度 (50  ± 5) %, 12 h/    
12 h 昼夜交替条件下饲养。所有对动物的处理和操    
作均通过澳门大学动物伦理委员会的批准  (No.: 
UMAEC-2015-09)。 

造模方法和样品采集  SD 大鼠按体重随机分为
4 组 (n = 6)。正常组 (Nor) 大鼠给予去离子水 7 天, 
UC组大鼠给予 5% DSS溶液 7天。每天收集来自 Nor
和 UC组大鼠的粪便, 并按照 1 g粪便∶10 mL生理
盐水的比例分别制备成粪便混悬液, 灌胃 (每公斤
体重 1 g粪便) 给予正常动物 (粪菌定植 NN组, NU
组), 连续 7 天。DSS 需每天新鲜配制。每天新鲜收

集各组大鼠粪便样品, −80 ℃冻存, 用于菌组成检测。
造模第 8 天, 动物颈椎脱臼处死, 收集十二指肠、空
肠、回肠及结肠, 并清除肠道内容物, 用于后续检测。 

细菌组成测定  取大鼠粪便样品组内等量混合, 
按照文献所示方法[16]制备肠道菌悬液 (0.1 g·mL−1)。
细菌总 DNA的提取按照试剂盒说明书进行操作。所
有DNA样品均设 3个复孔, 使用ABI 7500 PCR基因
扩增仪进行扩增。所测目标菌名称、相应引物及参考

文献见表 1[17−22]。该 PCR 反应体系为 50 μL, 包括: 
1×SYBR Green Master Mix 26 μL, 引物各 1 μL (终浓
度为 0.2 μmol·L−1), DNA 4 μL, 灭菌水 18 μL。扩增及
信号采集程序按照说明书进行设定, 并使用仪器自
带软件按照 2−△△Ct方法进行数据分析。 

细菌OMVs及不同组分的提取  按照上述方法处

理第 7 天各组粪便样品, 获得粪便总菌, 并用 Luria-   
Bertani 肉汤培养基混悬菌体至 2 mg·mL−1。37 ℃       

孵育 24 h后, 6 000 ×g离心 20 min收集上清。上清经
0.45 µm 膜过滤后, 4 ℃及 150 000 ×g 条件下超高速    
离心 3 h[23], 收集沉淀, 并测定蛋白浓度。 

分别采用相对分子质量 3 000、10 000、30 000、
50 000的超滤膜, 参照超滤膜说明书所示的分离条件
进行操作, 分离制备细菌 OMVs 不同组分。所得组     
分按照相对分子质量分为 5 组: 小于 3 000 (F  < 3)、       
3 000～10 000 (F3～10)、10 000～30 000 (F10～30)、
30 000～50 000 (F30～50)、大于  > 50 000 (F  > 50)。 

Caco-2细胞培养及处理  Caco-2用含 10%  胎牛

血清、1%  非必需氨基酸、100 u·mL−1青霉素和链霉

素的 DMEM培养基于 37 ℃、5% CO2条件下培养。 
细胞于 6 孔板上长至融合时, 分别用来自 4 组     

 
Table 1  Primers for 16S rRNA genes of target bacteria  

Target bacteria Primer Sequence (5'−3') Reference 

Bifidobacterium Forward CTCCTGGAAACGGGTGG [17] 

 Reverse GGTGTTCTTCCCGATATCTACA  

Enterobacteriacea  Forward CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC [18] 

 Reverse CTCTACGAGACTCAAGCTTGC  

Bacteroides   Forward ATA GCC TTT CGA AAG RAA GAT [19] 

 Reverse CCA GTA TCA ACT GCA ATT TTA  

Lactobacillus Forward TGGAAACAGTTGCTAATACCG [20] 

 Reverse GTCCATTGTGGAAGATTCCC  

Clostridium coccoides Forward AAATGACGGTACCTGACTAA [19] 

 Reverse CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA  

Clostridium leptum Forward GCACAAGCAGTGGAGT [21] 

 Reverse CTTCCTCCGTTTTGTCAA  

Universal primer 341F CCTACGGGAGGCAGCAG [22] 

 534R ATTACCGCGGCTGCTGG  
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大鼠的粪便菌 OMVs (50 µg·mL−1) 或 OMVs 的不      
同相对分子质量组分刺激细胞 24 h, 或用 TAK-242 
(1 µmol·mL−1) 预处理 1 h 后再加入来自正常和 UC
的 OMVs (50 µg·mL−1) 孵育 24 h, 收集所有细胞用
于基因扩增检测。 

TLR4 siRNA 转染  选择与哺乳动物无同源性

的序列和 GAPDH 基因序列分别作为 TLR4 siRNA    
转染的阴性对照 (negative control, NC) 及阳性对照 
(positive control, PC)。Caco-2 细胞培养至 40%  融合    
后, 用 Lipofectamine 2000 试剂将 5 nmol·mL−1 TLR4 
siRNA、NC siRNA及 PC siRNA分别转染细胞并培
养 48 h。运用 real-time quantitation PCR (QPCR) 方
法检测 siRNA转染前后阴性对照、GAPDH及 TLR4
相对表达量的变化, 评估方法的可靠性以及 TLR4沉
默效率。TLR4 siRNA转染序列分别如下: TLR4-770, 
上游 5'-GCUCACAAUCUUAUCCAAUTT-3', 下游 5'-    
AUUGGAUAAGAUUGUGAGCTT-3'; TLR4-931, 上
游 5'-CCUGAACCCUAUGAACUUUTT-3', 下游 5'-AA 
AGUUCAUAGGGUUCAGGTT-3'; TLR4-1240, 上游
5'-CCUGGUGAGUGUGACUAUUTT-3', 下游 5'-AAU 
AGUCACACUCACCAGGTT-3'; 阴性对照 siRNA 的
转染序列为: 上游 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGU    
TT-3', 下游 5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'; 
阳性对照 GAPDH siRNA的转染序列为: 上游 5'-UG 
ACCUCAACUACAUGGUUTT-3', 下游 5'-AACCAU 
GUAGUUGAGGUCATT-3'。 

经转染的 Caco-2 细胞用来自正常和 UC 大鼠粪
便的 OMVs (50 µg·mL−1) 分别刺激 24 h, 按上述方
法收集所有细胞用于基因扩增检测。 

CYP3A 和 P-gp 在肠组织和细胞中的 mRNA表
达测定  将来自不同组大鼠的十二指肠、空肠、回   

肠、结肠或不同方法处理的 Caco-2 细胞用 Trizol 试
剂裂解, 并按照说明书提取 mRNA。根据逆转录试    
剂盒说明书操作得到互补 DNA (complementary DNA, 
cDNA)。所有 cDNA 样品均设 3 个复孔, 使用 ABI 
7500 PCR基因扩增仪进行扩增。采用的引物及参考
文献见表 2[24−27]。扩增及信号采集程序按照说明书进

行设定, 并使用仪器自带软件按照 2−△△Ct 方法进行

数据分析。 
数据统计处理  所有数据均以 mean ± SD表示。

结果的差异性分析通过 GraphPad Prism 6 软件及双
侧 t 检验进行计算。P < 0.05 时认为结果具有显著性
差异。 
 

结果 
1  DSS诱导及粪便移植对大鼠粪便菌组成的影响 

如图 1所示, 实验期间, 正常组大鼠总菌量相对稳
定, DSS诱导的 UC组及定植正常及 UC粪菌组的总
菌量较正常组没有明显改变。UC组大鼠粪菌中双歧
杆菌属 (Bifidobacterium)、乳杆菌属 (Lactobacillus)、
柔嫩梭菌 (Clostridium leptum) 和球形梭菌 (Clos-
tridium coccoides) 的相对比例均持续减少, 而肠杆
菌科 (Enterobacteriacea) 和拟杆菌属 (Bacteroides) 
的比例持续升高。定植正常大鼠的粪菌后, NN 组双
歧杆菌属和乳杆菌属显著减少, 肠杆菌科和拟杆菌
属没有明显变化, 优势菌属梭菌属, 尤其是球形梭菌
比例明显升高。而定植 UC粪菌的 NU组, 双歧杆菌
属和乳杆菌属明显减少, 实验后期肠杆菌科和拟杆
菌属的比例增加, 但变化程度弱于 UC; 柔嫩梭菌和
球形梭菌的变化趋势与 NN组相似, 即两菌的比例均
都接近或高于正常组。以上结果表明, DSS诱导大鼠
UC, 引起肠道菌群失调, 定植正常及失调的粪菌后,  

 
Table 2  Primers for target genes in human Caco-2 cells and rats.  CYP3A2: Cytochrome P450 3A2; CYP3A4: Cytochrome P450 3A4; 
P-gp: P-Glycoprotein 

Gene Primer Sequence (5'−3') Reference 

hCYP3A4 Forward  CCTTACATATACACACCCTTTGGAAG [24] 

 Reverse GGTTGAAGAAGTCCTCCTAAGCT  

hP-gp Forward  CCCATCATTGCAATAGCAGG [24] 

 Reverse GTTCAAACTTCTGCTCCTGA  
hβ-Actin Forward  TACGCCAACACAGTGCTGTCTGG [24] 

 Reverse TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT  

rCYP3A2 Forward  AGTAGTGACGATTCCAACATAT [25] 

 Reverse TCAGAGGTATCTGTGTTTCCT  
rP-gp Forward  GCAGGTTGGCTGGACAGATT [26] 

 Reverse GGAGCGCAATTCCATGGATA  

rβ-Actin Forward  ATCGCTGACAGGATGCAGAA [27] 

 Reverse TAGAGCCACCAATCCACACAG  
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Figure 1  Alterations of total and six main bacteria in fecal samples from normal and ulcerative colitis (UC) rats, and rats receiving 
normal or UC rat feces.  mRNA levels were measured by QPCR.  Animals received water (Nor), 5% DSS (UC), feces from normal 
(NN) or ulcerative colitis rats (NU), respectively, for 7 days.  Data were expressed as mean ± SD of triplicate determinations.  The 
relative level of each bacterium at each time point was obtained by comparing with the level of the same group on day 0 

 
引起受体动物体内肠道菌群组成发生改变。 
2  DSS诱导及粪菌移植对大鼠不同肠段CYP3A2及
P-gp表达的影响 

如图 2所示, 在十二指肠、空肠、回肠和结肠中, 

CYP3A2和 P-gp的表达呈现相同的变化趋势, 即 UC
组中的表达较正常组显著降低, 在定植来自正常组
大鼠的粪菌后, 两者的表达均没有明显变化, 而定植
来自 UC组大鼠的粪菌后, CYP3A2和 P-gp的表达显 
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Figure 2  mRNA expression of CYP3A2 and P-gp in different 
intestinal segments of rats.  mRNA expression was measured by 
QPCR. Data were expressed as mean ± SD (n = 6).  *P < 0.05 vs 
Nor; #P < 0.05 vs NN 

 
著降低, 与NN组相比有显著性差异, 但强度较UC组
弱。以上结果表明, DSS诱导大鼠 UC, 导致 CYP3A2
和 P-gp 变化, 而定植失调的菌群可以造成小肠和结
肠中 CYP3A2和 P-gp的表达下调。 
3  肠道菌 OMVs对 Caco-2细胞中 CYP3A4和 P-gp
表达的影响 

肠道菌 OMVs 对 Caco-2 细胞表达 CYP3A4 及
P-gp mRNA 的影响见图 3。正常组的粪菌 OMVs 与
Caco-2 细胞共孵能显著下调细胞中 CYP3A4 和 P-gp
的表达, 而 UCOMVs处理组两者的表达变化较正常组

均有显著性降低 ; 接受正常动物粪便组其肠道菌
OMVs (NNOMVs) 对 CYP3As和 P-gp的下调作用程度
与正常组类似 , 而接受 UC 动物粪便组其肠道菌
OMVs (NUOMVs) 的作用强于 NNOMVs。以上结果表明, 
肠道菌OMVs可降低肠CYP3A4和 P-gp的表达, DSS
诱导或移植失调的菌群能够进一步加强下调, 导致
肠屏障降低。 
4  不同 OMVs 组分对 Caco-2 细胞中 CYP3A4 和
P-gp表达的影响 

采用超滤法将正常及 UC组大鼠肠道菌 OMVs分
成相对分子质量不同范围的 5个组分 (F<3、F3～10、
F10～30、F30～50和 F>50)。如图 4所示, 两组中小
于相对分子质量 3 000的组分对 Caco-2细胞 CYP3A4
和 P-gp mRNA 的表达均无明显影响。与 control 相       
比, 正常粪菌 OMVs的相对分子质量 10 000～50 000 

 
Figure 3  Effects of rat OMVs on mRNA expression of CYP3A4 
and P-gp in Caco-2 cells.  Cells were treated by OMVs from 
normal (NOMVs) and UC (UCOMVs) rats, and rats receiving normal 
(NNOMVs) or UC (NUOMVs) rat feces, respectively.  mRNA    
expression was measured by QPCR.  Data were expressed as 
mean ± SD of triplicate determination of one representative     
experiment.  *P < 0.05 vs control; #P < 0.05 vs NOMVs or NNOMVs 
 

 
Figure 4  Effects of OMVs different fractions on mRNA      
expression of CYP3A4 and P-gp in Caco-2 cells.  Cells were 
treated with or without different OMVs fractions from normal or 
UC rats.  mRNA expression was measured by QPCR.  Data 
were expressed as mean  ± SD of triplicate determination of one 
representative experiment.  *P < 0.05 vs control; #P < 0.05 vs 
NOMVs 
 
组分 (F10～30 和 F30～50) 均显著下调 CYP3A4 和
P-gp 的表达, 而大于相对分子质量 50 000 的组分对
P-gp 也有显著抑制; 而 UC 粪菌的 OMVs 中大于相     



· 40  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (1): 34 −43  

 

对分子质量 3 000 的不同组分对 CYP3A4 和 P-gp 均
有不同程度的显著抑制, 其中相对分子质量 30 000～   
50 000 的组分对 CYP3A4 的抑制作用最强; UC 组
OMVs 各组分的作用强度均显著强于正常 OMVs 的
相应组分。 
5  siRNA 对 Caco-2 细胞中 TLR4 和 GAPDH 表达
的影响 

如图 5所示, 转染TLR4 siRNA或GAPDH siRNA 
(PC组) 后, Caco-2 细胞内 TLR4或 GAPDH mRNA
表达显著降低, 抑制效率可达 98%  以上, 说明基因转
染和转染后基因表达检测的方法是合理可靠的; NC 
组与 control相比无显著性差异, 表明实验中所使用的
TLR4 siRNA序列可高效并特异性地抑制 TLR4表达。 
6  抑制或沉默TLR4受体对Caco-2细胞中CYP3A4
和 P-gp表达的影响 

如图 6A 所示, 用 TLR4 抑制剂 TAK-242 处理
Caco-2细胞能阻断正常组及UC组OMVs对CYP3A4
和 P-gp mRNA的下调, 两者的表达恢复至 control组
水平。同样地, 用 TLR4 siRNA 沉默 Caco-2 细胞中
TLR4 基因, 能够抑制 OMVs 对 CYP3A4 和 P-gp 的
下调, 使 CYP3A4和 P-gp的表达恢复到 control组水 

 
Figure 5  Effects of TLR4 siRNA transfection on TLR4 mRNA 
expression in Caco-2 cells.   Cells were transfected with TLR4 
siRNA for 48 h.  Cells treated with negative siRNA (NC) or 
GAPDH siRNA (PC) were processed in parallel to serve as     
controls.  mRNA expression was determined by QPCR.  Data 
was expressed as mean ± SD of triplicate determination of one 
representative experiment.  *P < 0.05 vs control, #P < 0.05 vs      
NC.  TLR4: Toll like receptor 4; GAPDH: Glyceraldehyde-3-     
phosphate dehydrogenase 
 
平; 而阴性 siRNA处理后 CYP3A4和 P-gp的表达与
control 相比无显著性差异, 表明 CYP3A4 和 P-gp 的
改变不受非特异性因素的干扰 (图 6B)。以上结果表
明, OMVs通过激活 TLR4受体通路调控 Caco-2细胞
CYP3A4和 P-gp的 mRNA表达。 
 

讨论 
随着人们对肠道菌群的深入了解, 其在宿主药 

 

 
Figure 6  Effects of TLR4 inhibitor and siRNA transfection on mRNA expression of CYP3A4 and P-gp in Caco-2 cells.  Cells were 
treated with TLR4 inhibitor (A), transfected with TLR4 or negative siRNA (NC) (B) followed by treatment of OMVs from normal or UC 
rats.  mRNA expression was determined by QPCR.  Data were expressed as mean  ± SD of triplicate determination of one representative 
experiment.  *P < 0.05 vs control; #P < 0.05 vs NOMVs or UCOMVs.  TAK-242: Resatorvid 



 高雪姣等: 肠道菌群介导溃疡性结肠炎大鼠肠 CYP3A和 P-糖蛋白的变化及机制 · 41  · 

 

物代谢和转运中的作用也受到越来越多的关注。本研

究首次利用 DSS 诱导的大鼠溃疡性结肠炎模型结合
粪便移植, 探讨肠道菌群失衡对肠道 CYP3A以及 P-
糖蛋白的影响以及主要调节机制。研究发现: DSS诱
导引起大鼠小肠和结肠中 CYP3A和 P-gp下调, 同时
伴随肠道菌群组成的改变, UC 粪菌移植至健康大鼠
可引起相似的变化; 正常和结肠炎大鼠来源的粪菌
OMVs均可下调 Caco-2细胞 CYP3A和 P-gp的表达, 
来自结肠炎大鼠的 OMVs 作用更为明显; 不同分子
质量的粪菌 OMVs 组分可差异性地引起 CYP3A 和
P-gp 的改变; 抑制 TLR4 活化可以阻断 OMVs 对
Caco-2 细胞 CYP3A 和 P-gp 的下调。以上研究证实
了肠道菌群失衡对肠道药物代谢和转运系统的影响, 
揭示了部分调控机制。这对于调节肠道菌群的平衡以

维持肠道屏障功能和提高药物疗效具有重要意义。 
肠道菌群平衡对维持肠黏膜免疫屏障功能具有

重要的作用。菌群失调可激活肠道免疫细胞, 释放大
量炎性因子 [28], 引起炎症, 影响宿主多种靶基因的
转录和表达。溃疡性结肠炎是以肠道菌群失衡和局部

免疫失调为特征的慢性炎症性疾病。大量研究证实, 
UC 状态下可导致肠道菌群失衡, 细菌代谢网路发生
改变。本研究选取文献报道的与 UC病理紧密相关或
显著变化的 6个代表性肠道菌, 检测其在DSS诱导后
的动态变化, 发现它们的变化与 Rooks 等[29]对炎症

性肠病患者肠道菌群的研究结果相一致。 
粪菌移植旨在通过将健康人粪便中的功能菌群

移植到患者肠道内, 调节肠道菌群平衡, 重建正常的
肠道微生态系统, 从而治疗或改善疾病。目前, 粪菌
移植在临床治疗伪膜性肠炎、慢性便秘、炎症性肠病

和肠易激综合征, 尤其是艰难梭菌感染方面已取得
明显疗效[30]。此外, 粪菌移植技术是研究肠道菌群和
疾病关系以及相关机制的有效手段, 在基础研究领
域也有越来越多的应用[31]。本研究采用将对照组及

UC 组粪便同步饲喂正常动物的方式, 观察粪菌移植
后是否会引起大鼠肠道菌群失调以及肠道 CYP3A和
P-gp表达的变化。结果表明, 移植 UC粪菌后可引起
受体动物产生类似 UC的肠道菌组成的改变, 肠杆菌
科和拟杆菌属增加, 乳杆菌属和双歧杆菌属减少, 这
些变化与结肠炎临床研究的结果相吻合[32]。研究报

道, 肠道优势菌柔嫩梭菌和球形梭菌在结肠炎患者
中数量减少[33], 而在本研究中两者尤其是球形梭菌
在接受正常菌及 UC菌的动物肠道中呈增加的趋势。
这可能是健康动物在接受异体菌移植后反馈性地通

过调整优势菌的数量来维持自身的菌群平衡。 

本研究中 DSS诱导的 UC 大鼠小肠 CYP3A2 和
P-gp 的 mRNA 显著下调, 这与结肠炎小鼠小肠中两
者的变化一致[2]; 还发现CYP3A2和 P-gp在结肠下调
更为显著, 这可能是由于肠道菌主要定植在结肠, 因
而对结肠黏膜的损伤更为严重。移植正常动物的菌群

对受体动物肠道 CYP3A和 P-gp 的 mRNA表达没有
明显影响, 而 UC粪菌移植造成肠道 CYP3A2和 P-gp
的显著下调, 表明DSS诱导造成的菌群失衡是UC肠
道 CYP3A和 P-gp下调的主要原因。 

Vigsnaes 等[11]通过比较结肠炎患者和健康人的

粪便细菌组成, 发现二者最主要的差异为革兰阴性
菌的数量。作者首次采用将革兰阴性菌 OMVs 与
Caco-2 细胞共孵的方法研究肠道菌对肠 CYP3A 和
P-gp的调控, 发现正常及UC组粪菌OMVs对Caco-2
细胞 CYP3A4 和 P-gp 均有下调作用, 这与体内研究
中仅移植 UC粪菌组能引起两者下调的结果不一致。
此外, UC粪菌移植组 OMVs的下调作用弱于 UC组
OMVs的作用。导致上述结果的可能原因如下: ① 体
内有除肠道菌以外的其他因素参与肠道 CYP3A 和
P-gp 的调控; ② 粪菌移植后机体整体发生反馈性调
节, 启动代偿机制。 

有报道表明, LPS 能够调节小鼠 CYP3A 和大鼠
P-gp 的表达和活性[7, 9], 细菌合成的石胆酸盐也可参
与对小鼠 CYP3A 的调控[34]。本研究尝试通过比较     
正常和 UC 粪菌 OMVs 不同分子质量组分的作用寻     
找调控肠道 CYP3A4 和 P-gp 的主要效应分子, 发现
相对分子质量大于 10 000和 3 000的正常和 UC粪菌
OMVs组分分别下调CYP3A4和 P-gp, 相对分子质量
处于 30 000～50 000之间的组分作用最为显著, 正常
与 UC 组 OMVs 作用的差别也最为明显。这可能是
DSS诱导UC引起肠道菌群中革兰阴性菌的组成及相
对丰度变化所致。相应地, 在本研究中观察到 DSS
诱导的 UC 大鼠革兰阴性菌肠杆菌科和拟杆菌属的
相对比例明显升高。这两种菌是否是介导 OMVs 调
控肠 CYP3A 和 P-gp 的主要肠道菌还有待进一步研
究。由于肠道菌群组成的复杂性以及分析技术的限制, 
本研究未能对正常和UC粪菌OMVs的主要差异性成
分作进一步分析。 

CYP3A 和 P-gp 的转录受核受体如 PXR[35]的调

控。TLRs 是模式识别受体家族中一类重要的受体, 
能够激活丝裂原活化蛋白激酶  (mitogen-activated 
protein kinase, MAPK) 等炎症相关的信号通路, 活
化 NF-κB, 调节 PXR 等表达[36]。作为革兰阴性细菌
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脂多糖的重要结合配体, TLR4 可能介导了 UC 大鼠
OMVs对肠 CYP3A和 P-gp的下调。本研究采用化学
抑制和基因沉默两种方法抑制或阻断 TLR4活化, 发
现OMVs下调 CYP3A和 P-gp的作用被阻断, 证实了
UC肠道菌群部分通过 TLR4受体通路下调肠CYP3A
和 P-gp。 

综上, 本研究通过体内菌群移植结合体外 Caco-2
细胞研究, 证实肠道菌可通过释放 OMVs, 激活 TLR4
受体通路, 下调肠道 CYP3A和 P-gp的表达。本研究
为阐明肠道菌平衡对维持肠屏障和药物治疗的重要

性提供重要数据, 为发现肠道菌群失调相关疾病的
治疗靶标及合理用药研究提供新思路。 
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