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隐丹参酮改善小鼠化疗性肠黏膜炎的作用及机制研究
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摘要: 研究隐丹参酮改善小鼠化疗性肠黏膜炎 (chemotherapy-induced intestinal mucositis, CIM) 的活性及作用

机制。腹腔注射 5-氟尿嘧啶及伊立替康制备CIM小鼠模型; 灌胃混合抗生素 (甲硝唑、万古霉素和青霉素) 建立伪

无菌小鼠模型。动物福利和实验过程均遵循中国医学科学院药物研究所动物伦理委员会的规定。观察动物体重、

疾病活动指数 (disease activity index, DAI) 及肠黏膜损伤程度, 确定隐丹参酮对CIM小鼠的改善作用。测定血清炎

性因子、总甘油三酯 (total triglycerides, TG) 和总胆固醇 (total cholesterol, TC) 含量及脂肪酶活性, 进行小鼠粪便菌

群多样性分析、粪便菌群与环境因子相关性分析, 探索隐丹参酮改善小鼠CIM的作用机制。结果显示: 隐丹参酮显

著降低CIM小鼠DAI及血清中白介素 6 (interleukin 6, IL-6)、白介素 11 (interleukin 11, IL-11)、髓过氧化物酶 (myelo‐

peroxidase, MPO) 及二胺氧化酶 (diamine oxidase, DAO) 含量。此外, 隐丹参酮显著增加CIM小鼠血清中TG含量,

而降低血清中TC含量及脂肪酶活性。伪无菌造模组小鼠CIM发生率显著降低, 血清炎性因子及TG/TC比例与正

常对照组无显著差异。CIM小鼠粪便菌群多样性及组成结构与正常小鼠相比差异显著, 隐丹参酮可有效恢复CIM

小鼠粪便菌群至接近正常状态, 并显著增加g_norank_f_Muribaculaceae丰度。相关性分析显示: g_Ruminiclostridium

及 g_norank_f_Muribaculaceae的相对丰度与血清TG含量呈正相关, 而与血清中DAO、MPO、IL-6、TC含量及脂肪

酶活性呈负相关。隐丹参酮显著增加CIM小鼠粪便中 g_norank_f_Muribaculaceae和 g_Ruminococcaceae_UCG-014

丰度。本研究报道了隐丹参酮可有效改善 5-氟尿嘧啶及伊立替康诱导的小鼠肠黏膜炎, 这一作用与其对肠道菌群、

炎性因子及血脂的调控密切相关。
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Abstract: This study systematically investigated the therapeutic effects of chemotherapy-induced mucositis

(CIM) by cryptotanshinone (CTS) in mice. CIM mice were prepared by intraperitoneal injection of 5-fluorouracil

(5-FU) and irinotecan for 4 days. A pseudo-sterile mouse model was established by intragastric administration of

mixed antibiotics (metronidazole, vancomycin, and penicillin). The body weight, disease activity index (DAI), and

defecation of mice were daily monitored. The animal welfare and experimental procedures followed the rules of

收稿日期: 2019-12-16; 修回日期: 2020-01-20.

基金项目: 国家重点研发计划资助项目 (2018YFC0311005); 中国医学科学院医学与健康科技创新工程 (2017-I2M-1-010).

*通讯作者Tel / Fax: 86-10-63165184, E-mail: dugh@imm.ac.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2019-1023

·· 1801



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(8): 1801 −1811

the Animal Ethics Committee of the Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences. We deter‐

mined the contents of inflammatory factors, total cholesterol (TC), triglyceride (TG), and lipase activity in serum

or colonic mucosa of CIM mice. We also studied the composition and relative abundance of fecal flora. The correla‐

tion of the relative abundance of fecal microbiota and environmental factors was further analyzed. CTS significantly

decreased DAI and reduced the content of interleukin 6 (IL-6), interleukin 11 (IL-11), myeloperoxidase (MPO), and

diamine oxidase (DAO) in the serum of CIM mice. CTS effectively increased the content of TG while reduced TC

and lipase activity in serum. Results showed the incidence of CIM in pseudoaseptic model group was significantly

reduced. Meanwhile, there was no significant difference in the contents of inflammatory factors and TG/TC ratio

between pseudoaseptic model group and normal control group. There was a significant difference in the diversity and

composition of fecal microbiota among groups. In addition, CTS restored the composition of fecal microbiota close

to normal and significantly increased the abundance of g_norank_f_Muribaculaceae. Especially, g_Ruminiclostridium

and g_norank_f_Muribaculaceae exhibited a significant positive correlation to TG but a negative correlation to

DAO, MPO, IL-6, lipase, and TC. Cryptotanshinone significantly increased the abundance of g_norank_f_Muribac‐

ulaceae and g_ruminococcaceae_UCG-014 in fecal microbiota of CIM mice. In conclusion, we reported CTS

effectively alleviated intestinal mucositis in mice induced by 5-fluorouracil and irinotecan by regulating fecal

microbiota, inflammatory factors, and serum lipid.

Key words: cryptotanshinone; chemotherapy-induced intestinal mucositis; fecal bacteria; inflammatory factor;

triglyceride; cholesterol

化疗药物多为细胞毒类药物, 其在杀伤肿瘤细胞

的同时, 也破坏了肠道免疫功能而影响肠道菌群的比

例及结构稳定。接受常规化疗药物治疗的患者, 肠黏

膜炎发病率为 40%, 而接受高剂量化疗药物的患者肠

黏膜炎发病率几乎为 100%[1]。因此, 化疗性肠黏膜炎

(chemotherapy-induced intestinal mucositis, CIM) 是肿

瘤患者化疗过程中主要的剂量限制性不良反应, 也是

化疗被迫停止的一个重要原因。CIM不仅限制化疗药

物的临床应用, 也严重影响患者的生活和生存质量。

目前, 尚无预防或治疗CIM的有效手段。

国内外的临床研究显示, 化疗药物可导致肠道菌

群的种类和丰度明显减少, 菌种比例在化疗期间有明

显变化, 总体呈现菌群失调趋势。动物实验研究结果

与临床观察基本一致, 提示化疗期间肠道微生态的改

变更有利于致病菌的生长, 甚至发生易位而改变菌群

结构, 导致菌群比例失衡[2]。体外研究发现, 肠道上皮

是化疗药物介导的细胞毒性损伤的主要目标, 单次大

剂量以 5-氟尿嘧啶 (5-fluorouracil, 5-FU) 腹腔注射及

小剂量多次给药均可引起肠上皮紧密连接蛋白表达下

降, 破坏肠道机械屏障, 造成肠黏膜通透性增高而影响

肠道微生态平衡。此外, 以 5-FU为代表的化疗药物可

快速引起肠道内的杯状细胞空泡化, 导致杯状细胞储

存的黏蛋白迅速耗尽, 引起肠道黏液层变化, 降低肠道

屏障功能[3]。而以伊立替康 (irinotecan, CPT-11) 为代

表的细胞毒类化疗药物可诱导双链DNA从肠黏膜上

皮内大规模释放, 导致肠黏膜炎和晚发性腹泻[4]。通

过调节肠道菌群的平衡来改善CIM已成为目前肠道

菌群研究的热点之一。

隐丹参酮 (cryptotanshinone, CTS) 是丹参的主要

脂溶性提取物, 属于二萜醌类化合物, 其骨架上大多具

有三元或四元环的邻醌或对醌结构, 被报道具有抗肿

瘤、抗氧化、抗炎、抗菌等活性[5]。然而隐丹参酮是否

可以调控粪便菌群, 以改善CIM病理变化, 尚无相关

报道。本研究考察了CTS对CIM小鼠的防治作用, 同

时探讨了CTS对粪便菌群、炎性因子及血脂含量的调

控及其可能的相关性。

材料与方法

实验动物 雄性Balb/c小鼠, 6～8周龄, 体重20～

22 g, SPF级, 购于北京维通利华实验动物技术有限公

司。许可证号 SCXK (京) 2016-0006。自由进食、饮

水。饲养环境: 温度 22～27 ℃, 相对湿度 60%～65%,

光照 12 h。动物福利和实验过程均遵循中国医学科学

院药物研究所动物伦理委员会的规定。

药品及试剂 隐丹参酮 (成都曼思特生物科技有

限公司); 5-FU (CAS: 51-21-8) 和伊立替康 (CAS:

100286-90-6) (MCE公司); 白介素6 (interleukin 6, IL-6)

检测试剂盒、髓过氧化物酶 (myeloperoxidase, MPO)

检测试剂盒、二胺氧化酶 (diamine oxidase, DAO) 检测

试剂盒和白介素 11 (interleukin 11, IL-11) 检测试剂盒

(武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司); 总甘油三酯

(triglyceride, TG) 和总胆固醇 (total cholesterol, TC) 检

测试剂盒 (南京建成生物工程研究所); 脂肪酶 (lipase)

检测试剂盒 (Cayman公司)。
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化疗性肠黏膜炎小鼠模型的建立 参考 Ribeiro

等[4]报道的CIM小鼠模型制备的基础上改进。腹腔注

射 (ip) 5-FU (25 mg·kg-1) 及伊立替康 (20 mg·kg-1), 连

续注射4天造模。

实验分组及样品采集 选取雄性 Balb/c 小鼠 32

只, 按体重随机分为正常对照组、模型组、伪无菌造模

组和隐丹参酮给药组 , 每组 8 只。正常对照组: 灌胃

(ig) 0.9%生理盐水, 每日1次, 连续8天; 模型组: 第1～

2天灌胃 0.9% 生理盐水, 第 3～6天连续造模 4天, 第

7～8天灌胃 0.9%生理盐水; 伪无菌造模组: 每 3天灌

胃 2次混合抗生素 (100 mg·kg-1, 甲硝唑、万古霉素、青

霉素比例为 1∶1∶1), 2次灌胃时间间隔 12 h, 诱导小鼠

肠道伪无菌状态, 采集伪无菌造模组新鲜粪便检验肠

道菌群干扰模型是否成功。伪无菌模型成功后腹腔注

射 5-FU (25 mg·kg-1) 及伊立替康 (20 mg·kg-1), 连续注

射 4天造模。隐丹参酮给药组: 造模前 1天, 腹腔注射

CTS (20 mg·kg-1), 每日1次, 连续8天。

体重及排便量检测 每日记录各组小鼠体重, 观

察各组小鼠的生理状态、粪便颜色、性状等, 称重并统

计白天给药后3 h内各组小鼠的排便量。

疾病活动指数 (disease activity index, DAI) 评分

取小鼠体重下降分数 (无: 0 分; 1%～5%, 1 分; 6%～

10%, 2 分; 11%～15%, 3 分; >15%, 4 分)、小鼠腹泻等

级分数 (正常, 0分; 软便, 1分; 大便稀湿不成形且轻度

肛周着色, 2分; 重度肛周着色, 3分) 和小鼠白天 3 h排

便量 (>0.6 g, 0分; 0.4～0.6 g, 1分; 0.2～0.4 g, 2分; 0～

0.2 g, 3分) 三者的平均值。在实验的第 3～8天分别对

各组小鼠进行疾病活动指数评分。

血清及肠黏膜组织炎性因子、总甘油三酯、总胆固

醇含量测定 在给药结束后次日各组小鼠眼球取血,

4 ℃、5 000 r·min-1离心 15 min, 取上清制备血清样品。

肛门至回盲部的结肠沿肠系膜边缘纵行剖开, 刮取肠

黏膜转入无菌冻存管中, 液氮速冻, 于生理盐水中制备

组织匀浆样品。酶联免疫吸附法 (ELISA) 测定血清及

组织匀浆中 IL-6、IL-11、DAO、MPO 及血清脂肪酶活

性。TG 酶法及 TCH 酶法测定血清中 TG 和 TC 的

含量。

组织病理学评价 取肛门至回盲部的结肠, 用生

理盐水冲洗肠道内容物后 , 放入 4% 多聚甲醛固定。

结肠组织按照常规包埋、切片, H&E (hematoxylin and

eosin) 染色。镜下观察结肠组织形态及是否出现以下

病理变化: ① 黏膜层不同数量的单个核细胞浸润及与

嗜中性粒细胞混合浸润; ② 黏膜厚度变薄、腺体扩张

伴有杯状细胞减少, 隐窝及腺体远离基底膜; ③ 隐窝

消失, 以中性粒细胞为主; ④ 上皮破坏, 基底浆细胞增

多, 淋巴细胞聚集。病理学评分标准如下: 具有以上 1

种病理学表现的评分1分; 具有以上2种病理学表现的

评分 2分; 具有以上 3种病理学表现的评分 3分; 具有

以上病理学表现多于3种的评分4分。

粪便菌群多样性检测 提取小鼠粪便DNA, 利用

NanoDrop 及 1% 琼脂糖凝胶电泳进行总 DNA 质检。

以稀释后的基因组 DNA 为模板 , 使用 KAPA HIiFi

hotstart ReadyMix PCR kit高保真酶进行PCR实验, 2%

琼脂糖凝胶电泳检测并用 AxyPrep DNA凝胶试剂盒

(Axygen) 切胶回收 PCR 产物。NanoDrop 及 1% 琼脂

糖凝胶电泳进行文库质检, 进行 Illumina测序。测序

引物为 16S rRNA 基因的 V3～V4高变区的特异引物

338F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') 和 806R

(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3')。根据 Illumina

MiSeq平台标准操作规程将纯化后的扩增片段构建末

端测序 (paired-end, PE) 文库, 区分样本后于Majorbio

I-Sanger 云平台进行分类单位 (operational taxonomic

units, OTU) 聚类分析和物种分类学分析, 包括 α多样

性分析、β多样性分析和线性判别分析 (linear discrimi‐

nant analysis size effect, LEfSe) 物种差异及 spearman

相关性分析等。

数据统计与分析 采用 GraphPad Prism8.0 软件

进行数据分析, 数据结果以
-
x ± standard error of mean

(SEM) 表示; 2组之间均数比较采用 2样本 t检验; 3组

及以上均数比较采用 one-way ANOVA检验, 每 2组间

进行 SNK (Student-Newman-Keuls) 检验, 各组与对照

组间进行Dunnet t检验, P<0.05具有统计学差异显著

性。微生物多样性分析使用Majorbio I-Sanger生物云

平台完成。

结果

1 隐丹参酮对CIM小鼠体重与疾病活动指数的影响

与正常组小鼠比较 , 模型组小鼠体重明显下降 ,

出现腹泻及明显肛门着色。伪无菌造模组小鼠体重虽

然比正常组明显下降, 但疾病活动指数显著降低。隐

丹参酮给药组小鼠肛周着色程度降低 , 体重及肠道

内粪便量显著增加。DAI评分显示: 伪无菌造模组及

给药组小鼠的 DAI 评分显著低于模型组 (P<0.001)

(图1)。

2 隐丹参酮对CIM小鼠结肠组织病变的影响

镜下观察小鼠结肠组织, 正常对照组小鼠结肠黏

膜结构完整, 组织排列紧密整齐, 未见异常。模型组小鼠

肠黏膜萎缩/变性, 隐窝腺体远离基底膜甚至消失, 杯

状细胞减少, 基底浆细胞增多, 黏膜层嗜中性粒细胞浸

润; 伪无菌造模组及CTS给药组的小鼠结肠黏膜病变
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及炎性细胞浸润与模型组相比有显著的改善 (图2)。

3 隐丹参酮对CIM小鼠血清及肠黏膜蛋白炎性因子

表达的影响

与正常对照组比较 , 模型组小鼠血清中 DAO、

MPO、IL-6 及肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor

alpha, TNFα) 显著升高, 肠黏膜组织中 IL-11和DAO显

著升高。伪无菌造模组小鼠中血清炎性因子含量与正常

对照组无显著差异。隐丹参酮显著降低血清中DAO、

MPO、IL-6及肠黏膜组织中DAO含量, 但对血清TNFα

含量及肠黏膜组织中 IL-11含量无显著影响 (表1、2)。

4 隐丹参酮对CIM小鼠血清中TG、TC及脂肪酶含

量的影响

与正常对照组比较, 模型组小鼠血清中TC含量及

脂肪酶活性显著升高, TG含量及 TG与 TC的比率显

著降低。伪无菌造模组小鼠中TG、TC、TG/TC及脂肪

酶活性与正常对照组无明显差异。隐丹参酮可有效逆

转模型组小鼠血清中TG、TC、TG/TC及脂肪酶含量的

变化 (图3)。

Figure 1 Effects of cryptotanshinone (CTS) on perianal coloration, body weight, and disease activity index (DAI) in chemotherapy in‐

duced colitis (CIM) mice (NC: Normal control group; M: Model group; GM: Pseudo-sterile model; CTS: CTS treated group). A: Effect of

CTS on perianal coloration in CIM mice; B: Effect of CTS on body weight of CIM mice; C: Effect of CTS on DAI in CIM mice. n = 8,
-
x ±

standard error of mean (SEM). #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs NC; *P<0.05, ***P<0.001 vs M

Figure 2 Effect of CTS on histopathologic changes in CIM mice. A: Representative H&E (hematoxylin and eosin)-stained pictures of

colon sections; B: Histopathological scores in each group. n = 5,
-
x ± SEM. ###P<0.001 vs NC; **P<0.01, ***P<0.001 vs M
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5 隐丹参酮对CIM小鼠粪便菌群物种组成的影响

伪无菌小鼠使用混合抗生素干扰后 6天, 收集小

鼠新鲜粪便并进行粪便菌群测序, 包括 α多样性分析、

主坐标分析 (principal co-ordinates analysis, PCoA) 和

基于 β多样性距离的相似性分析 (analysis of similari‐

ties, ANOSIM)。结果显示, 与正常对照组及模型组相

比, 伪无菌组小鼠的粪便样本中的物种多样性和丰度

都显著低于正常对照组及模型组 (图 4A、B), 证明伪无

菌小鼠模型制备成功。α多样性分析显示, CIM模型

组粪便菌群物种丰富度较正常对照组显著降低, 而隐

丹参酮可显著恢复CIM小鼠菌群物种丰富度。PCoA

主坐标分析及ANOSIM分析结果显示, 各组小鼠的粪

便菌群构成存在明显差异 (图 4C、D)。在门水平: 和正

常对照组相比, 模型组厚壁菌门 (Firmicutes, 48.53% vs

36.83%) 及变形菌门 (Proteobacteria, 20.08% vs 0.96%)

相对丰度增加 , 拟杆菌门 (Bacteriodetes, 31.84% vs

80.1%) 及放线菌门菌群 (Actinobacteria, 0.49% vs

1.06%) 相对丰度减少。在属水平 : 和正常对照组相

比 , 模型组乳杆菌属 (Lactobacillus, 26.08% vs 5.32%)

和拟杆菌属 (Bacteroides, 12.61% vs 6.67%) 相对丰度

增加 ; norank_f_Muribaculaceae (11.3% vs 34.46%)、拟

普雷沃菌属 (Alloprevotella, 3.75% vs 9.84%) 和普雷沃

氏菌属 (Prevotellaceae_UCG_001, 0.61% vs 6.99%) 相

对丰度降低。隐丹参酮可有效调控CIM小鼠肠道菌群

恢复至接近正常, 并增加八叠球菌属 (Sarcina)、普雷沃

氏菌科 (Prevotellaceae_NK3B31_group) 和断链真杆菌

(Eubacterium_fissicatena_group) 相对丰度 (图4E、F)。

6 隐丹参酮对CIM小鼠粪便菌群物种差异的影响

LEfSe及LDA (linear discriminant analysis) 分析结

果显示: 正常对照组、模型组及隐丹参酮处理组的小鼠

菌群物种构成具有显著差异。模型组瘤胃菌科

(g_UBA1819)、布劳特氏菌属 (g_Blautia)、肠球菌属 (g_

Enterococcus)、埃希氏杆菌属 (g_Escherichia_Shigell)、

梭菌属 (g_Clostridium_sensu_stricto_1)、链球菌属 (g_

Streptococcus)、乳球菌属 (g_Lactococcus)、毛螺旋菌属

(g_Parasutterella) 和布劳特氏菌属 (g_Blautia) 显著富

集, 而隐丹参酮处理组中不动杆菌属 (g_Acinetobacte)、

丁酸弧菌属 (g_Butyricimonas)、克里斯滕森菌 (g_

Clostridium_innocuum_groupg_Christensenellaceae_R_

7_group) 和断链真杆菌 (g_Eubacterium_fissicatena_

group) 显著富集 (图5)。

7 隐丹参酮调控CIM小鼠炎性因子与粪便菌群的关

联性分析

Spearman相关性分析显示结果显示, 肠道菌群丰

度与 CIM 小鼠血清中 IL-6、IL-11、MPO、DAO 含量相

关性具有显著性差异。其中, 与DAO、MPO、IL-6含量

均有显著相关性的肠道菌包括: 梭菌属 (g_Clostridium_

sensu_stricto_1, 正相关)、嗜木聚糖真杆菌 (g_Eubacte‐

rium_xylanophilum_group, 负相关)、瘤胃梭菌属 (g_Ru‐

miniclostridium, 负相关) 和副萨特氏菌属 (g_Parasut‐

Table 1 Effects of CTS on inflammatory factors in the serum of CIM mice. DAO: Diamine oxidase; MPO: Myeloperoxidase; IL-6: Inter‐

leukin 6; TNFα: Tumor necrosis factor alpha; IL-11: Interleukin 11. n = 5,
-
x ± SEM. #P<0.05 vs NC; *P<0.05, **P<0.01 vs M

Group
NC
M
CTS
GM

DAO/pg·mL-1

267.43 ± 36.72
804.13 ± 56.95#

466.73 ± 20.39*

283.73 ± 22.76**

MPO/pg·mL-1

144.15 ± 1.53
409.64 ± 8.07#

242.35 ± 1.58*

152.31 ± 3.24**

IL-6/pg·mL-1

70.56 ± 23.25
660.17 ± 134.49#

238.06 ± 35.41*

93.51 ± 5.37**

TNFα/pg·mL-1

35.63 ± 2.64
58.48 ± 7.13#

55.53 ± 8.87
35.95 ± 5.65*

IL-11/pg·mL-1

126.46 ± 5.69
155.29 ± 27.95
140.75 ± 9.95
132.16 ± 12.19

Table 2 Effects of CTS on inflammatory factors in colon tissue

of CIM mice. n = 5,
-
x ± SEM. #P<0.05 vs NC, *P<0.05 vs M

Group
NC
M
CTS

IL-11/ng·mg-1

2606.56 ± 819.46
6169.97 ± 1643.19#

7651.58 ± 626.14

DAO/ng·mg-1

792.72 ± 41.34
1363.91 ± 333.57#

647.89 ± 133.47*

Figure 3 Effects of CTS on TG, TC, TG/TC, and lipase activity

in the serum of CIM mice. A: Effect of CTS on TG in serum; B:

Effect of CTS on TC in serum; C: Effect of CTS on the ratio of TG

to TC in serum; D: Effect of CTS on lipase activity in serum. n = 5,
-
x ± SEM. #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs NC; *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 vs M. TG: Triglyceride; TC: Total cholesterol
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terella, 正相关)。与MPO、IL-6、IL-11含量均有显著相

关性的肠道菌包括: g_norank_f_Muribaculaceae (负相

关) 和理研菌科-RC9 (g_Rikenellaceae_RC9_gut_group,

负相关)。志贺氏菌 (g_Escherichia-Shigella) 则与MPO

水平呈显著正相关 (图6)。

8 隐丹参酮调控CIM小鼠的TC、TG和脂肪酶含量

与粪便菌群丰度的关联性分析

Spearman相关性分析显示结果显示, 肠道菌群丰

度与CIM小鼠血清及结肠黏膜组织中TC、TG含量及

结肠黏膜组织中脂肪酶含量具有显著相关性 (图 7A)。

其中, 与TC、TG及脂肪酶均有显著相关性的肠道菌包

括 : g_norank_f_Muribaculacea、g_Ruminococcaceae_

UCG-014、g_Clostridium_sensu_stricto_1、g_Eubacterium_

xylanophilum_group 和 g_Ruminiclostridium ( 图 7B)。

模型组中 g_norank_f_Muribaculaceae、g_Ruminococ‐

caceae_UCG-014、g_Clostridium_sensu_stricto_1、g_

Ruminiclostridium 和 g_Rikenellaceae_RC9_gut_group

(与TG呈正相关, 而与TC及脂肪酶呈负相关) 丰度显

著降低 ; g_Clostridium_sensu_stricto_1 (与 TG 呈负相

关, 而与TC及脂肪酶呈正相关) 丰度显著提高。隐丹

参酮处理组 g_norank_f_Muribaculaceae 和 g_Rumino‐

coccaceae_UCG-014 丰度显著增加 ; g_Clostridium_

Figure 4 Effect of CTS on the species composition of fecal microbiota in CIM mice. A: Difference tests on α diversity in sobs index

among NC, M, and GM group; B: PCoA analysis for β diversity among NC, M, and GM group; C: α diversity analysis among NC, M, and

CTS group; D: PCoA analysis among NC, M, and CTS group; E: Species composition of fecal microbiota in phylum level among NC, M,

and CTS group; F: Species composition of fecal microbiota in genus level among NC, M, and CTS group. n = 5,
-
x ± SEM. ##P<0.01 vs NC;

**P<0.01 vs M. OTU: Operational taxonomic units; PCoA: Principal co-ordinates analysis
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Figure 5 Effect of CTS on species differences in fecal microbiota in CIM mice. A: Cladogram of LEfSe (linear discriminate analysis size

effect) among groups; B: LEfSe bar of LDA (linear discriminant analysis) among groups
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sensu_stricto_1丰度显著降低 (图7B、C)。

讨论

正常状态下, 肠道微生物与宿主间存在着复杂而

微妙的动态平衡, 这一平衡一旦被打破, 就会造成肠道

菌群结构紊乱, 影响宿主的健康[6,7]。肠道微生物在肠

道内将多糖降解成单糖和短链脂肪酸, 提高能量利用

效率, 而短链脂肪酸是结肠和小肠上皮细胞的主要供

能物质, 能够较强地维护肠道形态及功能, 并对肠道疾

病具有一定的治疗作用[8,9]。化疗药物可导致免疫紊

乱和肠上皮屏障的破坏, 使得肠道菌群的种类和组成

比例发生显著变化[10]。

与人类肠道菌群类似, 正常小鼠肠道优势菌群为拟

杆菌门 (Bacteroidetes)、厚壁菌门 (Firmicutes)、变形杆

菌门 (Proteobacteria) 和放线菌门 (Actinobacteria)[11]。

化疗性肠黏膜炎小鼠中模型组厚壁菌门及变形菌门较正

常对照组显著增加, 拟杆菌门及放线菌门菌群较正常

对照组显著减少。拟杆菌门在肠道中占绝对的优势,

具有酵解碳水化合物, 参与代谢多糖、胆汁酸和类固醇,

维持肠道正常生理等诸多功能。拟杆菌可募集 IL-6,

在结肠诱导上皮内淋巴细胞, 促进屏障的完整性[12]。

拟杆菌以生成乙酸和丙酸为主, 而厚壁菌以生成丁酸为

主[13,14]。有研究报道, 活动期溃疡性结肠炎组患者的

梭菌属 (Fusobacterium)、乳杆菌属 (Lactobacillus)、双

歧杆菌属 (Bifidobacterium) 和拟杆菌属 (Bacteroides)

菌落含量下降 ; 溃疡性结肠炎模型小鼠中拟杆菌门

(Bacteroidetes) 和柔壁菌门 (Tenericures) 显著减少; 大

肠杆菌志贺属 (Escherichia·Shigella) 显著增多, 同时拟

杆菌属 (Bacteroidales_S24-7_group)、普雷沃氏菌属

(Prevotellaceae UCG-001)、葡萄球菌属 (Staphylococcus)、

理研菌属 (Alistipes) 和酸杆菌属 (Odoribacter) 显著减

少[15,16]。然而, 除了大肠杆菌志贺属显著增多, 化疗性

肠黏膜炎小鼠中乳杆菌属和拟杆菌属也明显增加; 而

norank_f_Muribaculaceae、拟普雷沃菌属 (Pseudopre‐

vostella) 和普雷沃氏菌属 (Prevotella) 降低。与对照组

比较, 活动期溃疡性结肠炎患者血清中DAO和MPO

升高, 而TC和TG水平被报道明显降低[17,18]。本文研究

结果显示化疗性肠黏膜炎小鼠血清中TC、DAO、MPO

和脂肪酶活性显著升高, 而TG显著降低。因此, 化疗

性肠黏膜炎与溃疡性结肠炎模型中肠道菌群的变化具

有各自的特点, 发病机制及治疗方式也并不相同。已

有报道证实, 随着动物体内TC水平的升高, 肠上皮细

Figure 6 Correlation analysis between fecal microbiota and inflammatory factors in CIM mice. A: Spearman correlation heatmap for the

relationship between fecal microbiota and inflammatory factors. n = 5,
-
x ± SEM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs model group; B: Correla‐

tion of fecal microbiota and inflammatory factors
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胞分裂速度加快, 导致肠道组织扩张, 肠道也随之延

长, 这些变化显著加快了结肠肿瘤形成的速度[19]。因

此, 与溃疡性结肠炎比较, 化疗性肠黏膜炎可能更易诱

发结肠癌。

隐丹参酮可有效改善小鼠化疗性黏膜炎, 使CIM

小鼠肠道菌群构成恢复至接近正常状态, 且诱导不动

杆菌属、丁酸弧菌属、克里斯滕森菌和断链真杆菌显著

富集。值得注意的是, 隐丹参酮有效降低 IL-6、MPO、

Figure 7 Correlation analysis between fecal microbiota, TG, TC, and lipase activity in CIM mice. A: Spearman correlation heatmap for the

relationship between fecal microbiota, TG, TC, and lipase activity in CIM mice; B: Significant correlation of fecal microbiota, TG, TC, and

lipase activity; C: CTS significantly increased the abundance of g_norank_f_Muribaculaceaeand and g_Ruminococcaceae_UCG-014, but

decreased that of g_Clostridium_sensu_stricto_1 in CIM mice. n = 5,
-
x ± SEM, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs M
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DAO及TC含量的同时, 可显著增加TG含量并降低脂

肪酶活性。环境因子相关性分析显示 , g_norank_f_

Muribaculaceae、瘤胃球菌 (g_Ruminococcaceae_UCG-

014) 和梭菌属 (g_Clostridium_sensu_stricto_1) 与脂质

及炎性因子表达均有显著相关性。此外, 本研究报道

了伪无菌小鼠中CIM显著缓解, 炎性因子及TG/TC比

例也与正常对照组无显著差异, 证明肠道菌群在小鼠

CIM发生发展中具有关键作用。已有研究证实炎症介

质与脂质代谢密切相关, 炎性过程中产生的 IL-6、IL11

及 TNFα等 , 可能通过影响 3-羟基 -3-甲基戊二酰辅

酶 A 还原酶 (3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A

reductase, HMG-CoA) 及胆固醇羟化酶 (cholesterol

hydroxylase) 的表达, 调节肝细胞载脂蛋白的合成与分

泌 , 降低肝脏 TC 的分解代谢 , 提高 TC 含量[20]。在

CIM 小鼠中, 作者确实发现 IL-6的表达与 TC的含量

呈正相关, 而与 TG含量呈负相关。据报道, TNFα可

以诱导炎症脂肪组织降解, 促进 TG从极低密度脂蛋

白中释放, 并增加肝脂肪酸合成及减弱脂肪酸氧化而

提高TG含量。虽然CIM小鼠中TNFα含量显著增加,

但TG含量却显著降低。脂肪酶隶属于羧基酯水解酶

类, 能够逐步将TG水解成甘油和脂肪酸, 在微生物中

有广泛的分布[21]。由于隐丹参酮可以有效降低 CIM

小鼠中脂肪酶活性而对 TNFα含量无明显抑制作用 ,

其很有可能是通过抑制脂肪酶活性和抑制TG水解而

提高血清中 TG含量。结合相关性分析结果, 隐丹参

酮防治小鼠 CIM的作用很有可能是通过降低粪便菌

群梭菌属 (g_Clostridium_sensu_stricto_1) 丰度、提高

g_norank_f_Muribaculaceae及瘤胃球菌属 (g_Rumino‐

coccaceae_UCG-014) 丰度, 调控炎性因子及脂质代谢

实现的。

综上所述, 本研究证实了肠道菌群在化疗性肠黏

膜炎发生发展中的关键作用, 报道隐丹参酮可能通过

调控肠道菌群, 有效改善小鼠化疗性肠黏膜炎, 其作用

机制除了抑制CIM小鼠炎性因子表达及脂肪酶活性,

还可能与脂质代谢调控密切相关。
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