
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(6): 1229 −1236

黄葵四物方调控肠道菌群中代谢通路干预尿毒素合成的作用机制研究
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摘要: 黄葵四物方可通过减少慢性肾病 (chronic kidney disease, CKD) 大鼠体内尿毒素分子硫酸对甲酚 (p-cre‐

syl sulfate, PCS) 及其前体对甲酚 (p-cresol, PC) 的蓄积来延缓CKD进程。但黄葵四物方减少对甲酚蓄积的作用机

制尚不明确。本研究以对甲酚在肠道菌群中的代谢途径为切入点, 探究黄葵四物方对肠道菌群生成对甲酚的影响

并探讨其作用环节。采用 5/6肾脏切除方法构建CKD模型大鼠, 运用 16S rDNA测序方法分析肠道菌群丰度和结

构, 结果发现黄葵四物方并不是通过直接抑制肠道菌群丰度来降低对甲酚合成的。动物实验遵循南京中医药大学

动物伦理委员会规定。进一步通过建立肠道细菌体外厌氧培养体系以及HPLC-UV-FLD分析方法评价黄葵四物方

对肠道菌群合成对甲酚代谢途径的影响。结果显示, 黄葵四物方 (4 000、400和 40 μg·mL-1) 可剂量依赖性抑制肠道

菌群中对甲酚生成, 其作用途径主要包括两条: 其一, 黄葵四物方促使酪氨酸代谢过程中氧化途径向还原途径转化,

导致氧化途径代谢产物所占百分比由82.83%降至38.87%, 还原途径代谢产物所占百分比由17.17%升至61.13%, 最

终导致氧化途径中对甲酚的生成显著减少。其二, 黄葵四物方对生成对甲酚的氧化途径还具有直接的抑制作用, 直

接抑制对羟基苯乙酸分解生成对甲酚, 抑制率高达 90.01%。本研究提示黄葵四物方可通过调控肠道菌群中尿毒素

代谢通路, 多环节抑制肠道菌群中尿毒素前体生成, 缓解尿毒素蓄积症状而延缓CKD进程。
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Huang-Kui-Si-Wu Formula decreases uremic toxin production by

modulating intestinal microbial metabolic pathways
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Abstract: Huang-Kui-Si-Wu Formula (HKSWF) can reduce the accumulation of uremic toxin p-cresyl sulfate

(PCS) and its precursor p-cresol (PC) in a rat model of chronic kidney disease (CKD) and delay the progression of

CKD. However, the mechanism by which HKSWF decreases PC accumulation is not clear. This study investigated

the effect of HKSWF on PC production in intestinal microbes as well as its mechanism of action. After CKD model
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rats were given HKSWF by intragastric administration, feces were collected to analyze the gut bacterial composi‐

tion by 16S rDNA sequencing technology. All procedures were approved by the Institutional Animal Care and Use

Committee of the Nanjing University of Chinese Medicine. The results showed that HKSWF inhibited PC produc‐

tion without decreasing the abundance of harmful bacteria. HPLC-UV-FLD was used to detect p-cresol. An in vitro

anaerobic culture system was used to study the effect and mechanism of action of HKSWF on PC production in gut

bacteria. The results show that food-derived tyrosine (Tyr) could significantly promote PC production in intestinal

bacteria, and HKSWF (4000, 400, 40 μg·mL-1) could dose-dependently inhibit PC production in gut bacteria in vitro.

HKSWF inhibited bacterial PC synthesis by two pathways: it decreased the oxidation pathway from 82.83% to

38.87%, and increased the reductive pathway from 17.17% to 61.13%. This result suggests that HKSWF could

inhibit PC production by switching tyrosine metabolism from an oxidative pathway to a reductive pathway.

Secondly, HKSWF could directly inhibit the oxidative pathway of tyrosine and decrease the decomposition of

PHA, thereby inhibiting PC production. These results suggest that HKSWF could inhibit the formation of harmful

uremic toxins by modulating the metabolic pathway of PC in gut microbiota and thereby delaying CKD progres‐

sion.

Key words: chronic kidney disease; uremic toxin; p-cresyl sulfate; p-cresol; gut bacteria; Huang-Kui-Si-Wu

Formula

慢性肾病 (chronic kidney disease, CKD) 是在全球

范围内流行性极广的一种慢性疾病, 已经成为影响人

类健康的重大公共卫生问题[1]。在中国, CKD的患病

率为 11%～13%, 其中超过 100万的终末期肾病患者必

须接受透析或肾移植治疗[2]。随着 CKD 的进展以及

肾脏功能的丧失, 体内代谢产生的氮质废物不能及时

排出体外, 在体内不断堆积形成的对机体有毒性的物

质称作尿毒素。近年来, 由肠道微生物代谢产生的尿毒

素引发广泛的关注, 其中硫酸对甲酚 (p-cresyl sulfate,

PCS) 是研究最多且最具代表性的尿毒素。据报道, 硫

酸对甲酚可引起肾小管细胞氧化应激, 产生炎症因子,

加速 CKD 的进展 , 也是导致 CKD 患者死亡的重要

原因[3-5]。

在哺乳动物中, 尿毒素硫酸对甲酚的形成共分为

两步。首先 , 肠道细菌将膳食中的酪氨酸 (tyrosine,

Tyr) 代谢为对甲酚 (p-cresol, PC); 随后, 对甲酚通过肠

道黏膜和肝脏中的磺基转移酶转化为硫酸对甲酚。对

甲酚不仅仅是硫酸对甲酚的重要前体, 对甲酚本身对

宿主也具有危害性。对甲酚可诱导间充质干细胞衰

老, 抑制结肠细胞呼吸和增殖[6]。此外, 对甲酚可诱导

肠道微生物群障碍并破坏小鼠粪便代谢物生物多样

性[7]。因此, 靶向肠道细菌中的代谢通路, 抑制肠道细

菌中对甲酚的生成, 降低体内尿毒素硫酸对甲酚的水

平, 减轻对甲酚及硫酸对甲酚对机体的损伤, 这样的治

疗策略应引起广泛重视。

在临床治疗CKD的一线药物黄葵胶囊的基础上,

本课题组进一步优化得到中药组方黄葵四物方。该组

方是由黄葵、黄芪、虎杖和姜黄四味中药配伍而成。方

中黄葵清热解毒; 黄芪益气消肿; 虎杖利湿退黄; 姜黄

破瘀止痛。组方具有清利活血、通淋消肿、补泻同施、

标本兼顾之功。本课题组前期研究发现, 黄葵四物方

可显著减轻CKD模型大鼠肾脏炎症细胞浸润、减少肾

小球基底膜沉积、降低肾纤维化的程度; 可显著抑制

CKD模型大鼠血浆、肝脏和肾脏中尿毒素分子硫酸对

甲酚的堆积, 显著抑制肠道中对甲酚的合成, 提示黄葵

四物方保护CKD的作用可能与其抑制肠道菌群中对

甲酚合成, 减轻体内硫酸对甲酚堆积相关[8]。因此, 本

研究以肠道菌群中尿毒素前体分子对甲酚的代谢通路

为切入点, 研究黄葵四物方靶向肠道菌群代谢通路、干

预肠道菌群中尿毒素合成的作用机制。

材料与方法

实验动物 雄性 SPF 级的 SD 大鼠 , 体重 180～

220 g, 购自北京维通利华实验动物技术有限公司 (中

国), 许可证号: SCXK (北京) 2015-0001, 动物合格号:

NO. 201807103。大鼠饲养于南京中医药大学药物安

全评价中心, 动物实验获得南京中医药大学动物伦理

委员会批准 (伦理审核号: 201805A002)。

药物和试剂 黄葵 (批号 : 180901)、黄芪 (批号 :

180401)、虎杖 (批号: 180501)、姜黄 (批号: 180201) 均

采购自安徽省万生中药饮片有限公司; 酪氨酸 (批号:

129C045), 采购自北京索莱宝科技有限公司; 对羟基苯

丙 酮 酸 (p-hydroxyphenylketonic acid, HPPA, 批 号 :

BCBV4151)、对甲酚 (批号: BCBN4429V)、对羟基苯乙

酸 (p-hydroxyphenylacetate, PHA, 批号: WXBC0263V)、

对羟基苯乳酸 (p-hydroxyphenyllactic acid, PPA, 批号:

SLBT9188) 和对羟基苯丙酸 (p-hydroxyphenylpropionic

acid, PHPA, 批号 : STBG9970) 均采购自美国 Sigma-
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Aldrich公司。

动物实验分组、造模及给药 将 30只 SD大鼠随

机分配 3组, 即假手术组 (sham)、模型组 (model) 和黄

葵四物方组 (HKSWF), 每组 10只。5/6肾脏切除诱导

慢性肾病大鼠模型的造模方法参考以往文献[9,10]。所

有大鼠腹腔注射 2.0% 苯巴比妥钠 (30 mg·kg-1) 麻醉 ,

假手术组仅进行开腹手术, 不切除肾脏。模型组和黄

葵四物方组首次切除 2/3左肾, 1周后进行右单侧肾切

除手术, 术后恢复一周。恢复后进行给药: 假手术组和

模型组每天灌胃生理盐水 1次, 黄葵四物方组大鼠每

日灌胃 1.25 g·kg-1黄葵四物方 1次, 连续灌胃 8周。实

验结束后收集各组大鼠粪便。

肠道细菌 16S rDNA测序 将收集的新鲜的大鼠

粪便委托派森诺生物科技有限公司 (上海) 进行粪便

微生物 16S rDNA测序。微生物生物多样性测序平台

为 Illumina Miseq, 测序原理为合成测序法。采取门纲

目科属分类, 进行菌群的分类学组成分析。

药物制备 黄葵四物方总提液: 按一定比例称取

相应重量的黄葵、黄芪、虎杖和姜黄 (3.35∶5∶1.5∶1), 加

入 10倍量的水煮沸后微沸 1.5 h后取出, 再加入 10倍

量 95%乙醇煮沸后微沸 1.5 h后, 将醇提液与水提液混

合并进行旋蒸浓缩; 黄葵四物方用无菌 LB液体培养

基稀释至100 mg·mL-1, 涡旋, 作为给药液, 现配现用。

细菌培养及给药 新鲜粪便样品采集于正常雄性

7～8 周龄的 SD 大鼠并置于 10 mL 离心管内 , 按 1∶4

(m/v) 的比例加入无菌生理盐水 , 匀浆 , 离心 (200 ×g,

10 min), 取上清即为大鼠肠道细菌母液。用无菌 LB

液体培养基将母液稀释后 , 固定 A600 nm 数值用于实

验, 从而保证每次细菌的初始浓度一致。在前期实验

中, 观察了A600 nm不同数值时实验的稳定性, 最终发现

在 A600 nm值为 1.0时, 肠道细菌可以稳定生成对甲酚。

在 1.5 mL无菌离心管中加入混合菌液 500 μL作为空

白对照组; 加入混合菌液 480 μL和底物 20 μL作为底

物对照组 ; 加入混合菌液 460 μL、底物 20 μL 和药物

20 μL作为给药组, 每组样品平行 3次, 在 37 ℃厌氧培

养相应时间[10-12]。

样品的处理及检测 将培养完成的肠道细菌样

品从厌氧箱中拿出 , 离心 (10 000 ×g; 3 min), 取上清

液 100 µL 加入乙腈 300 µL, 涡旋后离心 (12 000 ×g;

10 min), 取上清液置于进样小瓶。通过HPLC-UV-FLD

分析上清液中成分含量。色谱柱: C18柱 (250 mm×4.6 mm;

Alltima,美国)用来检测对甲酚,色谱柱为C18柱 (250 mm×

4.6 mm; Richland, 美国) 用来检测 Tyr、PPA、PHPA 和

PHA。柱温为35 ℃ (表1)。

统计学方法 采用 GraphPad Prism version 7.0软

件进行数据统计分析。对甲酚合成的抑制率以 (1-给

药组/底物对照组)×100%确定。所有结果均以
-
x ± s表

示, n ≥ 3。采用Nonparametric Mann-Whitney test进行

组间差异性分析, P<0.05为有显著性差异。

结果

1 黄葵四物方改善慢性肾病模型大鼠肠道菌群紊乱

尿毒素硫酸对甲酚的体内合成主要包括两个环

节, 肠道细菌将酪氨酸分解代谢成对甲酚, 对甲酚进而

在肠黏膜和肝脏的作用下合成硫酸对甲酚[13]。CKD

模型大鼠体内硫酸对甲酚及对甲酚的水平均会显著升

高[14], 而黄葵四物方对蓄积的硫酸对甲酚及对甲酚均

有显著的减轻作用[8]。由于对甲酚主要是由肠道菌群

合成的, 所以本研究首先观察了黄葵四物方对肠道菌

群的影响, 探讨黄葵四物方是否通过直接抑制相关肠

道菌群丰度, 从而抑制对甲酚的合成。

结果发现, 与空白对照组相比, 5/6肾切模型组大

鼠肠道细菌门水平组成发生改变 (图 1A), 主要表现为

变形菌门丰度显著升高; 细菌科水平的变化主要表现

为棒状杆菌科 (Corynebacteriaceae)、双歧杆菌科 (Bifi‐

dobacteriaceae)、肠球菌科 (Enterococcaceae) 和肠杆菌

科 (Enterobacteriaceae) 的菌群丰度显著升高 (图 1B～

D和 F), 优杆菌科 (Mogibacteriaceae) 的菌群丰度显著

降低 (图1E), 提示CKD模型大鼠体内肠道菌群发生紊

乱, 与文献[9,15]报道一致。

据报道, 在终末期肾病患者体内, 条件致病细菌:

放线菌门 (Actinobacteria) 和变性菌门 (Proteobacteria)

中短状杆菌科 (Brachybacterium)、肠杆菌科、假单胞菌

科 (Pseudomonadaceae) 等细菌丰度显著升高; 在CKD

Table 1 The optimal detection parameters of tyrosine (Tyr), p-hydroxyphenylpropionic acid (PHPA), p-hydroxyphenyllactic acid (PPA), p-

hydroxyphenylacetate (PHA) and p-cresol (PC)

Compound

Tyr

PHA

PC

PPA

PHPA

Retention time/min

8.3

4.5

3.7

5.5

3.7

Fluorescence detector

Excitation wavelength/nm

260

260

260

260

260

Fluorescence wavelength/nm

300

300

300

300

300

Mobile phase

Ammonium acetate-water

73

73

70

73

73

Acetonitrile

27

27

30

27

27
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模型大鼠体内, 肠道菌群发生紊乱, 条件致病菌丰度升

高, 而益生菌如乳杆菌科 (Lactobacillaceae) 和普雷沃

氏菌科 (Prevotellaceae) 丰度降低[9]。黄葵四物方灌胃

8周对肠道菌群具有一定程度的调节作用, 对变形菌

门, 以及棒状杆菌科、双歧杆菌科、肠球菌属、肠杆菌属

和优杆菌科 (Mogibacteriaceae) 的菌群丰度异常变化

有一定改善的作用, 但是未表现出显著差异。结果提

示黄葵四物方并不是通过直接抑制细菌的丰度来降低

对甲酚含量的, 可能与其抑制肠道菌群中对甲酚的合

成途径有关。

2 黄葵四物方抑制肠道菌群代谢产物对甲酚的生成

CKD大鼠由于肠道菌群紊乱, 肠道中的对甲酚合

成会显著增加。本研究采用大鼠肠道细菌与酪氨酸共

培养下对甲酚大量合成的体外厌氧体系, 评价黄葵四

物方对肠道菌群中对甲酚合成环节的影响。结果显

示, 高浓度黄葵四物方 (4 mg·mL-1) 作用 24和 48 h后,

肠道细菌中对甲酚合成的抑制作用较强, 但随着作用

时间的继续延长 (72 h), 黄葵四物方的抑制率逐渐降

低 (图 2A), 因此, 将黄葵四物方与肠道细菌共培养的

最佳时间确定为 24和 48 h。此外, 对大鼠肠道菌与酪

Figure 2 Effect of HKSWF on PC production of gut bacteria. Schematic diagram of p-cresol concentration in intestinal bacteria culture

supernatant after co-incubated with HKSWF (A). The inhibition rate of PC production when intestinal bacteria was co-cultured with

HKSWF (B: 24 h, 48 h and 72 h). When intestinal bacteria was incubated anaerobically with Tyr (C: 24 h, D: 48 h), the effect of HKSWF

(40, 400, 4 000 μg·mL-1) on PC production. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1 vs Tyr group

Figure 1 Effect of Huang-Kui-Si-Wu Formula (HKSWF) on the gut microbiota composition in chronic kidney disease (CKD) model rats.

A: Gut microbiota composition at the phylum level in CKD model rats; B-F: Abundance of Enterobacteriaceae, Corynebacteriaceae, Bifido‐

bacteriaceae, Mogibacteriaceae and Enterococcaceae in rats. Sham: n =7; model: n = 8; HKSWF: n = 6,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs sham

group
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氨酸的共培养体系进行了条件优化, 确定最佳肠道细

菌浊度为 A600 nm=1.0, 最佳酪氨酸浓度为 1 mg·mL-1。

在该培养体系下, 不同浓度 (4 000、400和 40 µg·mL-1)

黄葵四物方对于对甲酚的合成均具有显著的抑制作

用, 并且这种抑制作用呈现剂量依赖关系, 黄葵四物方

浓度越高抑制作用越强 (图2B～D)。

3 黄葵四物方通过调控肠道菌群中对甲酚代谢通路

抑制对甲酚的合成

黄葵四物方可显著抑制肠道细菌中对甲酚的合

成, 但是, 黄葵四物方抑制对甲酚合成的作用机制尚不

明确。因此, 本研究进一步探究黄葵四物方抑制肠道

菌群合成对甲酚的具体机制。首先在文献研究的基础

上总结了肠道菌群中酪氨酸合成对甲酚的代谢途径:

酪氨酸被分解生成HPPA后分别进入氧化途径和还原

途径[13,16]。在氧化途径中, HPPA被转化成 PHA, PHA

进一步被代谢成对甲酚; 在还原途径中, HPPA被代谢

成 PPA 及 PHPA (图 3)。随后将基于此代谢途径多环

节评价黄葵四物方对酪氨酸代谢过程中氧化途径及还

原途径的影响。

3.1 黄葵四物方通过促进酪氨酸代谢过程中氧化途

径向还原途径的转化来抑制对甲酚的合成 为了整体

评价黄葵四物方对酪氨酸代谢过程的影响, 测定了酪

氨酸代谢过程中氧化途径及还原途径产生的 4种代谢

产物 (PPA、PHPA、PHA和对甲酚) 含量。结果显示, 黄

葵四物方 (4 mg·mL-1) 作用 24和 48 h后, 氧化途径和

还原途径中的 4种代谢产物均发生了显著变化, 主要

表现为还原途径中 PHPA 的摩尔浓度显著增加 (图

4A), 氧化途径中 PHA和对甲酚的摩尔浓度显著降低

(图 4B)。将氧化途径和还原途径综合分析发现, 黄葵

四物方作用 24 h后氧化途径代谢产物所占百分比由

82.83%下降到 38.87%, 还原途径代谢产物所占百分比

由 17.17% 提高到 61.13% (图 4C), 共培养 48 h显示出

相似的结果 (图 4D～F)。此外, 黄葵四物方与含有酪

氨酸初级代谢产物 (HPPA; 500 μg·mL-1) 的肠道细菌

共培养 24 h后, 其作用与以酪氨酸作为底物时的结果

相似 (图 4G～I)。这些结果表明, 黄葵四物方抑制酪

氨酸代谢产物进入氧化途径, 促进其进入还原途径, 即

促进酪氨酸代谢途径中氧化途径向还原途径转化, 最

终抑制位于氧化途径中对甲酚的生物合成。

3.2 黄葵四物方通过直接阻断氧化途径中PHA向对

甲酚的转化过程进而抑制对甲酚的生成 肠道细菌与

酪氨酸或HPPA共培养后, 黄葵四物方对酪氨酸代谢

过程中的氧化途径有明显的抑制作用。接下来, 将进

一步探究黄葵四物方对酪氨酸代谢过程中氧化途径的

抑制作用机制。在酪氨酸代谢的氧化途径中, PHA是

对甲酚的唯一前体。因此, 将黄葵四物方与含有 PHA

(125 μg·mL-1) 的肠道细菌共培养 10 h和 24 h, 结果发

现, 在共培养24 h后, 黄葵四物方显著降低了对甲酚的

摩尔浓度, 同时, 显著升高了PHA的摩尔浓度 (图 5C);

共培养 10 h也存在类似的结果 (图 5B)。结果表明, 黄

葵四物方除了可以促进氧化途径向还原途径转化进而

减少对甲酚合成外, 还可以通过直接阻断氧化途径中

PHA向对甲酚的转化, 多环节抑制肠道细菌生成对甲

酚 (图5A)。

Figure 3 The metabolism of Tyr can be classified into two pathways, the oxidative pathway and the reductive pathway. In the oxidative

pathway, p-hydroxyphenylpyruvate (HPPA), a primary metabolite of Tyr, was transformed to PHA by p-hydroxyphenylpyruvate oxidase,

and PHA is further metabolized to PC by p-hydroxyphenylacetate decarboxylase. In the reductive pathway, HPPA is further metabolized to

generate PPA and then PHPA (A). Liquid chromatogram of PHA (B), PC (C), PPA (D) and PHPA (E). Liquid chromatogram of the four

compounds in fecal mixed bacteria culture supernatant after co-incubated with Tyr (F, G)
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硫酸对甲酚是一种蛋白结合型尿毒素, 由于与血

浆蛋白的结合率高[13], 在肾功能衰竭时, 不能顺利排出

体外, 进而对人体健康造成危害[17]。终末期CKD患者

临床清除尿毒素的方法以透析和肾脏移植为主[17], 但

是, 硫酸对甲酚与血浆蛋白结合后分子量较大, 绝大部

分不能通过透析排出体外; 肾脏移植又存在治疗费用

高、肾源少以及排异现象严重等问题。而辅助干预尿

毒素蓄积的方式如使用吸附剂、泻药及益生菌等 [13]又

均存在一定缺陷, 如吸附剂AST120在停止摄入后, 体

内硫酸对甲酚又会出现蓄积现象[18], 并且吸附剂容易

吸附其他药物降低其他药物的治疗效果[19]; 长期服用

泻药会导致肠道菌群和水电解质失衡; 益生菌存在特

异性差的缺点。目前临床缺乏安全有效清除尿毒素硫

酸对甲酚的方法或药物, 因此探索清除尿毒素以延缓

CKD进展的新策略具有重要的科学意义和临床转化

价值。

前期研究发现, 黄葵四物方可显著减少硫酸对甲

Figure 4 HKSWF inhibited PC production by switching Tyr metabolism from oxidative pathway to reductive pathway. The concentration

of PPA, PHPA, PHA and PC in culture supernatant when Tyr was co-incubated with HKSWF for 24 h (A, B) and 48 h (D, E) or HPPA for 24

h (G, H). Percentage of redox pathways when fecal mixed bacteria was co-incubated with Tyr or Tyr + HKSWF for 24 h (C) and 48 h (F).

Percentage of redox pathways when fecal mixed bacteria was co-incubated with HPPA or HPPA + HKSWF for 24 h (I). n = 3,
-
x ± s. *P<

0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.000 1 vs control group

Figure 5 HKSWF inhibited PC production by directly blocking the transformation of PHA to PC in the oxidative pathway. HKSWF inhib‐

ited PC production in oxidative pathway (A). The concentration of PHA and PC in culture supernatant when PHA was co-incubated with

HKSWF (B: 10 h; C: 24 h). n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, ***P<0.001, ****P<0.000 1 vs control group
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酚蓄积, 对CKD具有治疗作用[8]。硫酸对甲酚是肠道

菌群-宿主共代谢产物: 食物来源的酪氨酸经肠道菌群

代谢生成对甲酚, 对甲酚经宿主肝脏和肠黏膜代谢生

成硫酸对甲酚。近年来, 通过调控肠道菌群来延缓疾

病进程的治疗策略引发了研究者的热切关注[20-23]。因

此, 本研究针对肠道内对甲酚的合成途径, 靶向探究了

黄葵四物方对尿毒素前体对甲酚生成的影响机制。

肠道菌群代谢是对甲酚生物合成的关键环节, 肠

道菌群紊乱将导致对甲酚在体内大量蓄积 [14,24,25]。本

研究通过基因测序方法发现CKD大鼠肠道菌群紊乱,

黄葵四物方灌胃 8周对模型大鼠肠道菌群具有一定程

度的调节作用, 但是未表现出显著差异。结果提示黄葵

四物方并不是通过直接抑制细菌的丰度来降低对甲酚

含量的, 可能与其抑制肠道菌群中对甲酚的合成途径

有关。

为了探究黄葵四物方对肠道菌群中对甲酚合成途

径的影响, 本课题组在前期研究中分别采集了正常大

鼠和CKD模型大鼠的粪便作为肠道菌群的来源。结

果发现, 正常大鼠和CKD模型大鼠的粪便菌群均可以

将酪氨酸等底物生成对甲酚, 且模型大鼠粪便菌群合

成对甲酚的能力更强, 提示模型大鼠肠道菌群出现紊乱

后生成对甲酚的能力更强。而黄葵四物方与正常大鼠以

及CKD模型大鼠的粪便菌群共同培养后, 均可抑制对

甲酚的合成, 并且具有相似的作用趋势, 但是对于正常

大鼠粪便菌群的作用更加稳定。因此, 本研究选择正常

大鼠粪便作为肠道菌群来源构建体外厌氧培养体系。

肠道细菌体外厌氧培养结果表明, 黄葵四物方可

剂量依赖性抑制肠道菌群中对甲酚的合成, 其作用途

径主要包括两条: 其一, 黄葵四物方促使酪氨酸代谢过

程中氧化途径向还原途径转化, 导致氧化途径中对甲

酚的生成显著减少; 其二, 黄葵四物方对生成对甲酚的

氧化途径还具有直接的抑制作用, 直接抑制对羟基苯

乙酸分解生成对甲酚 (图 6)。酪氨酸还原途径中有两

个关键的代谢产物 PPA 和 PHPA, 其中 PPA 具有抗霉

菌作用[26], PHPA具有增强 I型干扰素信号预防流感的

作用[27], 提示黄葵四物方不仅可抑制氧化途径减少尿

毒素前体的生成, 还可能参与机体对抗外源性有害细

菌以及抗流感的过程。但是这些还原性产物与慢性肾

病之间的关系还没有报道。本课题组也会在后期的研

究中继续关注这些代谢产物的生物学作用。

综上所述, 黄葵四物方可改善CKD导致的肠道菌

群紊乱, 在肠道菌群合成对甲酚的代谢途径中, 可通过

抑制氧化途径以及促进还原途径多环节调控作用抑制

对甲酚的生物合成 (图6)。近年来, 通过调控肠道菌群

延缓疾病进展的治疗策略具有广阔发展前景, 本研究

表明黄葵四物方可通过调控肠道菌群减轻体内尿毒素

堆积最终延缓CKD进程, 为临床应用黄葵四物方治疗

CKD提供了理论依据。
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