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芍药苷对结肠炎小鼠肠道菌群及胆汁酸代谢的调节作用
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摘要: 本研究旨在探讨芍药苷对结肠炎小鼠肠道菌群失调及胆汁酸代谢紊乱的调节作用及相关机制。经西安

交通大学伦理委员会审议同意并批准后 (批准号: XJTU2019-679), 采用 3%右旋葡聚糖硫酸钠 (DSS) 诱导急性结肠

炎小鼠模型, 同时给药组连续灌胃芍药苷 (25、50 mg·kg-1·d-1) 或 5-氨基水杨酸 (50 mg·kg-1·d-1) 7天。实验期间每日

监测小鼠体重、粪便黏稠度及便血情况。采用HE染色观察结肠组织病理改变, ELISA检测结肠炎性因子, 荧光素异

硫氰酸酯 (FITC)-葡聚糖检测肠通透性, 16S rDNA高通量测序分析肠道菌群组成, 最后采用靶向胆汁酸代谢组学

方法检测粪便中胆汁酸分子含量的变化。结果表明: 芍药苷显著抑制了结肠炎小鼠结肠组织中致炎因子TNF-α、

IL-1β、IL-6的水平, 促进了抑炎因子 IL-10的释放; 并且芍药苷可降低结肠炎小鼠的肠通透性, 改善肠屏障功能损

伤。肠道菌群分析结果显示芍药苷显著改善了DSS引起的小鼠肠道菌群紊乱, 尤其提高乳酸杆菌的相对丰度, 降低

拟杆菌的相对丰度。此外, 芍药苷治疗后显著逆转结肠炎小鼠粪便中胆汁酸分子的代谢紊乱 (主要包括胆酸、脱氧

胆酸、石胆酸以及 β-鼠胆酸)。最后, 对肠道菌属与粪便中胆汁酸分子水平进行相关性分析发现, 乳酸杆菌与具有维

持肠道稳态作用的脱氧胆酸和石胆酸呈显著正相关。因此, 芍药苷可能通过重塑结肠炎小鼠肠道菌群结构, 调节菌

群介导的胆汁酸代谢紊乱, 进而修复肠屏障损伤、降低肠道炎症, 最后对结肠炎小鼠发挥保护作用。
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Abstract: The current study was designed to evaluate the modulatory effects of paeoniflorin on the dysregulated

gut microbiota as well as the disturbed fecal bile acids (BAs) in colitis mice. After approved by Xi'an Jiaotong

University Ethics Committees (Approval No. XJTU2019-679), the animals were randomly distributed into the

control (Con), colitis, low dose paeoniflorin (PF-L, 25 mg·kg-1·d-1), high dose paeoniflorin (PF-H, 50 mg·kg-1·d-1)

and 5-aminosalicylic acid (5-ASA, 50 mg·kg-1·d-1) groups. Colitis was induced by administering 3% (w/v) DSS in

drinking water for 7 days. Paeoniflorin and 5-ASA were dissolved in water and administered to the appropriate

groups by oral gavage over the 7-day period. The mice were monitored daily, and the disease activity index (DAI)

comprising of body weight loss, stool consistency and gross blood was measured. The pathological changes of
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colon were evaluated by HE staining; the levels of inflammatory cytokines in colonic tissue were determined by

ELISA; the gut permeability was measured by FITC-dextran. Microbiota analysis based on 16S rDNA and targeted

metabolomics for BAs were used to evaluate the composition of gut microbiota and fecal BAs pool. The results

showed that administration of paeoniflorin markedly alleviated the inflammatory response and intestinal barrier

dysfunction in DSS-induced colitis. Importantly, these ameliorative effects of paeoniflorin were accompanied by

the improvements of disturbed composition of gut microbiota and the dysmetabolism of bile acids in feces. Finally,

we performed Spearman's correlation analysis between the fecal BAs and gut microbiota genera, and found that

Lactobacillus has a strong positive correlation with DCA and LCA which were reported to confer the beneficial

effects of maintaining intestinal homeostasis. Taken together, paeoniflorin might improve the intestinal homeostasis

in colitis mice via modulating gut microbiota and fecal BAs metabolism.
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炎症性肠病 (IBD), 包括溃疡性结肠炎和克罗恩

病, 是一种慢性非特异性炎症性疾病, 可导致肠道黏膜

溃疡和肠道功能的进行性破坏[1]。在过去十年, IBD在

全球的发病率呈逐年上升趋势, 且患病人群越来越趋

于年轻化, 已经成为消化系统常见疾病, 给医疗保健系

统带来了巨大的财政和资源负担[2]。IBD病因复杂, 与

遗传易感性、免疫应答失衡、肠道菌群失调、环境因素

等多种因素相关[3], 目前缺乏对该病的最佳治疗, 被世

界卫生组织列为现代难治病之一。然而越来越多的证

据表明 , 肠道菌群失调引发肠道胆汁酸代谢紊乱在

IBD的发病机制中起重要作用[4]。

芍药苷 (peoniflorin) 是白芍 Paeoniae Radix Alba

和赤芍 Paeoniae Radix Rubra的主要有效成分, 是一种

水溶性单萜类糖苷[5]。芍药苷具有解痉镇痛、抗炎、抗

氧化、降血糖、神经保护、保肝等药理作用[6], 以毒性低

疗效好的优点受到了广泛关注。近期大量研究表明,

芍药苷对溃疡性结肠炎动物具有显著疗效, 目前报道

的作用机制主要集中在抗炎和调节免疫功能两方

面[7,8]。然而, 关于芍药苷的药代动力学研究发现由于

低通透性和P-糖蛋白的外排作用, 芍药苷不易吸收, 口

服生物利用度低至 3%～4%, 粪便中的药物含量远远

高于大鼠血浆中药物的含量[9]。因此芍药苷发挥药效

的首要部位可能在肠道。本研究采用 16S rDNA焦磷

酸测序技术结合靶向胆汁酸代谢组学分析结肠炎小鼠

肠内容物样本中肠道菌群多样性和胆汁酸分子的含

量, 研究芍药苷对结肠炎小鼠肠道菌群多样性和胆汁

酸代谢的干预作用, 以期从肠道微环境的角度揭示芍

药苷改善结肠炎的作用机制。

材料与方法

主要实验试剂 芍药苷 (纯度 > 95.0%) 购自上海源

叶生物科技有限公司 (批号S315885); 5-氨基水杨酸购

自上海阿拉丁生化科技股份有限公司 (批号A129982);

右旋葡聚糖硫酸钠 (dextran sodium sulfate, DSS) 购自

美国MP Biomedicals 公司 (批号0216011080); 荧光素异

硫氰酸酯 (FITC)-葡聚糖购自美国 Sigma-Aldrich公司

(批号 68059); 髓过氧化物酶 (myeloperoxidase, MPO,

批号 JL10367)、肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor

alpha, TNF-α, 批号 JL10484)、白细胞介素-1β (interleu‐

kin 1 beta, IL-1β, 批号 JL13044)、白细胞介素-6 (inter‐

leukin 6, IL-6, 批号 JL18212) 和白细胞介素-10 (inter‐

leukin 10, IL-10, 批号 JL20242) 的ELISA试剂盒均购自

上海江莱生物科技有限公司; 胆汁酸对照品均购自上海

甄准生物科技有限公司, 包括猪磺去氧胆酸 (THDCA,

批号 ZS-20027)、牛磺猪胆酸钠盐 (THCA, 批号 ZS-

20025)、7-酮基石胆酸 (7-ketoLCA, 批号ZS-20043)、胆

酸 (NorCA, 批号 IR-14909)、牛磺脱氧胆酸钠盐 (TDCA,

批号 IR-15583)、猪去氧胆酸 (HDCA, 批号ZS-20019)、

甘氨结合型猪胆酸 (GHCA, 批号ZS-20022)、去甲脱氧

氯酸 (23norDCA, 批号 IR-30205)、异羟胆酸 (isoLCA,

批号 ZS-20053)、12-酮基石胆酸 (12-ketoLCA, 批号

ZS-20044)、别石胆酸 (alloLCA, 批号 ZS-20054)、硫酸

化石胆酸 (LCA_S, 批号 IR-15705)、脱氧胆酸 (DCA,

批号 IR-14896)、甘氨石胆酸 (GLCA, 批号 IR-14913)、

牛磺鹅脱氧胆酸 (TCDCA, 批号 IR-14900)、甘氨熊脱

氧胆酸 (GUDCA, 批号 IR-14906)、鹅脱氧胆酸 (CD‐

CA, 批号 IR-14897)、胆酸 (CA, 批号 IR-14894)、牛磺熊

脱氧胆酸 (TUDCA, 批号 IR-15611)、鹅去氧胆酸-3-β-

D-葡萄糖醛酸化合物 (CDCA-3Gln, 批号 IR-15687)、石

胆酸 (LCA, 批号 IR-14895)、3β-熊去氧胆酸 (βUDCA,

批号 IR-15342)、甘氨鹅脱氧胆酸 (GCDCA, 批号 ZS-

20040)、甘氨胆酸 (GCA, 批号 IR-14924)、牛磺石胆酸

(TLCA, 批号 IR-14912)、熊去氧胆酸 (UDCA, 批号 IR-

15342)、去氧胆酸 (3-DHCA, 批号 IR-14896)、猪胆酸

(HCA, 批号 ZS-20020)、α -鼠胆酸 (α -MCA, 批号 ZS-

20001)、β-鼠胆酸 (β-MCA, 批号 ZS-20003)、牛磺胆酸
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(TCA, 批号 IR-14312)、牛磺-α-鼠胆酸钠盐 (T-α-MCA,

批号 ZS-20002)、甘氨脱氧胆酸钠盐 (GDCA, 批号 IR-

14908)。

实验动物 雄性 C57BL/6 小鼠 , SPF 级 , 6～8 周

龄 , 体重 18～22 g, 由西安交通大学实验动物中心提

供。许可证号: SCXK (陕) 2018-001。动物饲养室内保

持相对湿度 55% ± 5%, 建立正常的昼夜节律以维持小

鼠正常活动。所有对动物的处理和操作均通过西安交

通大学伦理委员会的批准 (批准号: XJTU2019-679)。

造模方法与样品采集 小鼠按体重随机分为 5组

(n = 8): 正常组 (Ctrl)、模型组 (Colitis)、芍药苷低剂量组

(PF-L, 25 mg·kg-1·d-1)、高剂量组 (PF-H, 50 mg·kg-1·d-1)

和阳性药组 (5-ASA, 50 mg·kg-1·d-1)。正常组小鼠给予

去离子水 7天, 其余组小鼠给予自由饮用 3% DSS溶液

7天, 建立急性结肠炎小鼠模型。在造模的同时, 给药

组以灌胃的方式连续给药 7天, 而正常组与模型组连

续灌胃去离子水7天。按照Cooper等[10]方法, 给药期间

每天监测体重和疾病活动指数 (disease activity index,

DAI, 表 1), 包括体重下降、粪便软硬度及便血程度。

实验结束后, 动物颈椎脱臼处死, 获得新鲜脾脏用于重

量测量、结肠组织用于重量和长度测量。随后迅速将

结肠组织及收集结肠内容物样品于-80 ℃保存, 用于

后续生化分析、肠道菌群分析以及靶向胆汁酸代谢组

学分析。

病理学检测指标 收集结肠组织 , 将其置于以

PBS为缓冲液的 10%福尔马林溶液中固定 48 h, 然后

以浓度梯度酒精脱水, 将组织块置于二甲苯中替换出

组织中酒精, 包埋于石蜡当中。将切下的 3～4 μm厚

的切片进行 HE 染色 , 采用切片扫描仪 (Pannoramic

DESK, P-MIDI, P250) 对切片扫描成像 , 根据溃疡大

小、炎性浸润和组织损伤程度等对结肠病变损伤程度

进行比较。

结肠中炎性因子的测定 采用 ELISA 方法按照

试剂盒上的说明分别检测不同组小鼠结肠组织中的

MPO活性以及TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-10的浓度。

肠通透性检测 小鼠禁食禁水4 h, 然后口服4 kDa

的 FITC-葡聚糖 (60 mg·100g-1)。5 h 后眼眶取血 , 收

集血清 , 测定荧光强度 (激发波长 492 nm, 发射波长

525 nm)。并通过连续稀释FITC-葡聚糖制备的标准曲

线, 测定血清中的FITC-葡聚糖浓度。

肠道菌群检测 按照课题组前期报道的方法[11]进

行 16S rDNA测序分析。使用试剂盒 (TIANamp Stool

DNA Kit) 从小鼠粪便中提取细菌 DNA。使用 V4 或

V3-V4 可变区引物扩增分离的 DNA。使用通用引物

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

(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') 扩增 16S rDNA

基因的V3-V4区。扩增程序如下进行: 在 95 ℃初次变

性 3 min, 在 95 ℃变性 30 s 循环 30 次 , 在 55 ℃退火

30 s, 在 72 ℃引物延伸 45 s 循环 30 次。使用 Ampure

XP珠子纯化扩增子, 并使用 Qubit dsDNA HS分析试

剂盒用Qubit 3.0荧光计进行定量, 然后由中国北京诺

禾致源生物信息有限公司在 Illumina Hiseq PE300 平

台上完成测序。

测序数据的生物信息分析: 基于微生物组分析平

台 QIIME2 2018.4 (Quantitative Insights Into Microbial

Ecology, USA) 分析了原始序列。使用 q2-dada2 插件

对已测序的序列进行去噪并用 DADA2 进行质量

过滤, 该插件可删除低质量序列 (每 50 bp滑动窗口中

的平均质量得分 < 25), 如引物序列、嵌合序列和保留

独特的从头序列变异。此外, 其余的独特序列通过分

类 sklearn 对 Greengenes 13_8 99% OTU (Operational

Taxonomic Units, 操作分类单元) 参考序列进行了分

类, 最后生成了一个特征表, 用于相对丰度图和进一步

分析。使用QIIME2相关通道计算 α-多样性指数。采

用Bray-Curtis PCoA主坐标分析等生物信息学方法对

不同组别小鼠的肠道菌群进行分析。

靶向胆汁酸代谢组学检测 代谢物提取采用液氮

研磨样本, 准确称取样本 100 mg, 加入到 0.9 mL质谱

水中, 涡旋混匀, 为 10倍稀释样本, 再取其中 10 μL, 加

入质谱水 190 μL, 涡旋混匀, 为 200倍稀释样本; 分别

取 10倍稀释样本和 200倍稀释样本 100 μL, 各加入含

混合内标溶液的沉淀剂 (乙腈-甲醇 = 8∶2) 500 μL, 涡

旋混匀, 12 000 r·min-1离心 10 min, 取全部上清氮气吹

干; 加入复溶剂 (水-乙腈 = 8∶2, 含 0.1%甲酸) 100 μL,

涡旋混匀 , 离心取上清 , LC-MS 分析 (其中 THDCA、

NorCA、TDCA、23norDCA、NorCA、TUDCA、GCA、

UDCA、3_DHCA、GDCA使用稀释 10倍的样本进行检

测, 其余物质用稀释200倍的样本进行检测)。

采 用 AB SciexExionLCTMAD 液 相 色 谱 串 联

AB SciexQTRAP 6500+质谱仪 , AgelaVenusilMPC18

(2.1 mm×100 mm, 2.5 μm) 色谱柱 , 柱温箱设定为

50 ℃, 流动相由 0.1%甲酸水溶液 (A)-乙腈 (B) 组成,

梯度洗脱 (v/v): 0 min, 80% A; 0.5 min, 80% A; 1.0 min,

Table 1 Scoring method of disease activity index

Weight loss/%
0

1-5
5-10

10-15
>15

Stool property
Normal

Loose stool

Diarrhea

Blood stool
Negative

Fecal occult bood

Bloody naked eye

Scoring
0
1
2
3
4
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65% A; 2.5 min, 63% A; 4.1 min, 62% A; 5.0 min, 62%

A; 6.0 min, 61% A; 6.5 min, 60% A; 8.5 min, 56% A;

9.0 min, 55% A; 9.5 min, 48% A; 11.5 min, 45% A;

12.5 min, 0% A; 15.0 min, 0% A; 15.1 min, 80% A;

17.0 min, 80% A, 进样体积为2 μL, 流速为0.5 mL·min-1。

质谱采用电喷雾电离源 (ESI), 负离子电离模式。离子

源温度 550 ℃, 离子源电压-4 500 V, 气帘气 207 kPa,

雾化气和辅助气均为448 kPa。采用多反应监测 (MRM)

扫描模式对小鼠粪便中的胆汁酸谱进行测定。最后采

用 SCIEX OS软件和 Microsoft Excel对后续数据进行

分析。

数据处理及分析 采用R语言 (v.3.5.2) 对 16S测

序结果以及胆汁酸靶向代谢组学结果进行分析并实现

可视化。对于其他数据 , 采用单向或双向方差分析

(ANOVA) 评估不同组间的差异, 然后采用 Dunnett多

重比较检验。使用Graphpad prism 8.4 (Graphpad, San

Diego, CA) 进行统计分析。P < 0.05为差异有统计学

意义, 所有数据均以平均值 ± SEM表示 (n = 8)。

结果

1 芍药苷对结肠炎小鼠疾病症状的缓解作用

采用 3% DSS 诱导结肠炎模型期间, 正常组小鼠

体重持续增长 (图 1A); 模型组小鼠体重增长较正常组

缓慢, 并伴随严重的腹泻和血便等症状, DAI随DSS诱

导时间逐渐升高 (图 1B), 说明采用DSS成功诱导了结

肠炎小鼠模型。分别采用芍药苷与阳性药干预后结肠

炎小鼠体重增长趋势明显高于模型组, 芍药苷高剂量

组在第 4～6天体重几乎与正常组保持一致。药物治

疗组的DAI与模型组有显著差异, 表明芍药苷具有良

好的治疗效果 (图 1B)。结肠组织肉眼观察结果:正常

组结肠外观正常, 未见粘连及充血; 模型组结肠充血较

严重, 肠黏膜和肌层明显变薄, 颜色加深; 而给药组小

鼠结肠颜色及形态均趋于正常。结肠重量与长度的比

值可反映结肠的肿胀程度, 在模型组中的小鼠结肠的

重量-长度比明显增加, 芍药苷和阳性药对照组可以明

显降低结肠的重量-长度比, 说明芍药苷和阳性药可以

有效缓解结肠炎小鼠的结肠肿胀 (图 1C)。脾脏重量

是衡量全身炎症的重要指标之一, 脾肿大在结肠炎患

者中很常见[12], 通过对各组小鼠脾脏的测量发现, 模型

组小鼠的脾脏变大, 而治疗组及阳性给药组可以显著

缓解结肠炎小鼠脾肿大的现象 (图 1D)。对各组小鼠

结肠组织HE染色结果如图 1E, 正常组小鼠结肠黏膜

完整, 基层结构正常, 未见炎症症状; 模型组小鼠的结

肠隐窝消失, 黏膜变薄并出现炎性细胞浸润; 而芍药苷

治疗组和阳性给药组小鼠结肠黏膜结构、黏膜损伤及

炎性细胞浸润均获得显著改善。

2 芍药苷对结肠炎小鼠结肠炎症的缓解作用

髓过氧化物酶 (myeloperoxidase, MPO) 是炎性细

胞浸润的标志, 其活性可以反映中性粒细胞的积聚, 用

于测量结肠组织的炎症程度[13], 检测结果发现模型小

鼠结肠黏膜的MPO活性显著增强, 采用芍药苷或阳性

药干预后可以有效减弱结肠炎小鼠的 MPO 活性 (图

2A)。ELISA炎性因子检测结果表明, 与正常组小鼠相

比, 模型组小鼠的促炎因子水平, 包括TNF-α、IL-1β和

IL-6, 均明显升高, 抑炎因子 IL-10水平显著降低。而芍

Figure 1 PF improves the symptoms of DSS-induced colitis in mice. (A) Daily changes of body weight in different groups; (B) Daily

changes of disease activity index (DAI) in different groups; (C) Macroscopic observations of colon and ratios of colon weight to length; (D)

Ratio of spleen to body weight; (E) Representative pictures of H&E-stained colon tissue. Scale bar = 100 μm. Data represent the mean ±

SEM (n = 8). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Ctrl group, #P< 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs Colitis group. Ctrl: Normal group; PF-L:

Low dose of paeoniflorin group; PF-H: High dose of paeoniflorin group; 5-ASA: 5-Aminosalicylic acid group
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药苷与阳性药均显著逆转这一趋势 (图 2B), 表明芍药

苷对小鼠的结肠炎症有显著抑制作用。

3 芍药苷对结肠炎小鼠肠屏障功能损伤的修复作用

肠屏障功能损伤在结肠炎中具有重要作用, 通过

FITC标记的葡聚糖对小鼠体内肠渗透性进行检测, 用

于评估肠屏障功能。结果表明 , 与前期报道一致[14],

DSS诱导的模型组小鼠血清中 FITC-葡聚糖的含量显

著升高, 表明该组小鼠的肠屏障功能减弱, 肠通透性增

加 (图3)。与模型组相比, 芍药苷治疗的小鼠血清中的

FITC-葡聚糖水平显著下降 (图 3), 表现出较低的肠渗

透性, 这一结果表明芍药苷可以有效修复DSS诱导的

结肠炎小鼠肠屏障功能破坏。

4 芍药苷对结肠炎小鼠肠道微生物群失调的调节

作用

大量研究表明, 肠道微生物群在 IBD的发生中起

着至关重要的作用[15]。对各组菌的 OTU物种进行分

析, 结果显示 3组共有 387个 OTU, 正常组、模型组及

芍药苷给药组特有的OTU物种分别有 1075、49和 126

个 (图 4A)。采用主坐标分析 (principal co-ordinates

analysis, PCoA) 的方法分析各组小鼠肠道菌群 β多样

性, 用于评估各组样本间肠道菌群构成的差异。结果

如图 4B所示, 模型组与正常组各样本的距离较远, 表

明两组小鼠肠道菌群组成存在较大差异; 而与模型组

相比, 给药组中大部分样本与正常组的样本距离更为

接近, 表明芍药苷治疗后在一定程度上改变了小鼠的

肠道菌群结构, 使其逐渐趋于正常菌群状态。

为了进一步评估芍药苷对结肠炎小鼠肠道菌群的

影响, 分别从门和属水平对各组菌群进行分析。门水

平的结果如图 4C 所示 , 各组小鼠的肠道中厚壁菌门

(Firmicutes) 和拟杆菌门 (Bacteroidetes) 约占总门水平

的 80% 以上, 是最丰富的两种门。与正常组相比, 模

型组中的厚壁菌门丰度未有显著变化, 但拟杆菌门丰

度显著上调, 且厚壁菌门与拟杆菌门的比例有所降低,

这一趋势与临床 IBD患者以及动物模型一致[16,17]。经

芍药苷治疗后, 厚壁菌门与拟杆菌门的比例发生显著

上调 (图 4E), 提示芍药苷干预有助于调节结肠炎小鼠

的肠道菌群比例失衡。属水平共检测到乳酸杆菌

(Lactobacillus)、链球菌 (Streptococcus)、拟杆菌 (Bacte‐

roides)、布劳特菌 (Blautia)、罗姆布茨菌 (Romboutsia)

等 10种菌属 (图 4D), 其中乳酸杆菌相对丰度较大, 为

优势菌。与正常组相比, 模型组小鼠乳酸杆菌丰度显

著减低至 12%左右, 芍药苷干预后PF组的乳酸杆菌比

例显著升高至 28%左右 (图 4F), 表明芍药苷干预可以

提高益生菌的比例, 促进肠道菌群的恢复。此外, 与正

常组相比, 拟杆菌、链球菌和布劳特菌三种菌属的丰度

在DSS诱导小鼠结肠炎的模型中显著增加, 而通过芍

药苷治疗后可明显逆转拟杆菌与链球菌丰度的下降,

使其恢复到正常水平。

综上所述, 芍药苷干预可以调节结肠炎小鼠的肠

道菌群结构和生物多样性, 通过选择性促进益生菌乳

酸杆菌的生长, 抑制拟杆菌与链球菌生长, 一定程度上

逆转了结肠炎小鼠肠道菌群失调, 恢复小鼠肠道稳态。

5 芍药苷对结肠炎小鼠粪便中胆汁酸代谢紊乱的调

节作用

在 IBD状态下, 肠道微生物结构改变, 会导致胆汁

酸池构成比发生变化, 从而破坏肠道免疫平衡以及肠

屏障稳态, 因此芍药苷可能通过调节肠道菌群组成, 进

一步影响胆汁酸分子的代谢。本研究总共精准定量了

Figure 2 PF alleviates colonic inflammation in DSS-induced colitis mice. (A) MPO activity in colonic tissues; (B) Inflammatory cytokine

concentrations in colonic tissues. Data represent the mean ± SEM (n = 8). ***P < 0.001 vs Ctrl group, #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs

Colitis group. MPO: Myeloperoxidase; TNF-α: Tumor necrosis factor alpha; IL-1β: Interleukin 1 beta; IL-6: Interleukin 6; IL-10: Interleukin

10

Figure 3 PF inhibits the intestinal barrier dysfunction in DSS-

induced colitis mice. Epithelial permeability of fluorescein isothio‐

cyanate (FITC)-dextran in mice from different groups. Data repre‐

sent the mean ± SEM (n = 8). ***P < 0.001 vs Ctrl group, #P < 0.05,
###P < 0.001 vs Colitis group
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小鼠肠内容物中 21种胆汁酸分子 (图 5C), 对其采用偏

最小二乘法判别分析方法 (partial least-squares dis‐

crimination analysis, PLS-DA) 进行分析, 结果如图 5A

所示, 各组粪便样本簇居紧密, 其中疾病组与正常组胆

汁酸代谢谱距离最远, 分别聚集分布于两个象限; 给予

芍药苷治疗后, 结肠炎小鼠的粪便胆汁酸代谢谱有明

显改变, 与疾病组相比, 给药组的整体代谢轮廓更接近

正常组。因此给药组和正常组具有相似的胆汁酸代谢

表型, 表明芍药苷治疗改变了结肠炎小鼠的粪便胆汁

酸代谢紊乱。此外, 疾病组小鼠的初级胆汁酸与次级

胆汁酸的比例有所升高 (图 5B), 这一结果与前期报道

一致, 表明结肠炎状态下肠道菌群失调导致代谢功能

减弱, 无法将初级胆汁酸有效转化为次级胆汁酸[18]。

而相对于疾病组, 芍药苷治疗后的初级胆汁酸与次级

胆汁酸比例有下降的趋势, 接近正常组, 提示芍药苷干

预可以促进初级胆汁酸转化为次级胆汁酸, 从而调控

胆汁酸代谢紊乱。

进一步对各组胆汁酸分子定量分析发现, 疾病组

中胆酸 (CA) 含量显著上升, 而脱氧胆酸 (DCA)、石胆

酸 (LCA) 以及 β-鼠胆酸 (β-MCA) 的浓度显著降低; 当

芍药苷干预后, 显著逆转了结肠炎小鼠中各胆汁酸分子

的变化趋势, 使其浓度趋于正常组水平 (图 5D)。值得

注意的是芍药苷显著上调的DCA与LCA, 这两种胆汁

酸分子是G蛋白偶联胆汁酸受体 (TGR5) 或法尼醇X

受体 (FXR) 的激动剂, 而已有研究证明 TGR5与 FXR

对保护肠屏障及抗炎方面有非常重要的作用[19,20]。

最后, 对胆汁酸分子与肠道菌群属水平进行相关

性分析结果表明, 胆汁酸谱与肠道菌群紧密关联, 尤其

是具有胆酸盐水解酶活性以及胆固醇 7α -羟化酶

(CYP7A1) 酶活性的乳酸杆菌[21,22]与非结合型次级胆

汁酸DCA及LCA呈显著正相关 (图 6), 表明当采用芍

药苷干预结肠炎小鼠后, 肠道菌群中乳酸杆菌相对丰度

的上调, 促进了结合型初级胆汁酸向非结合型次级胆

汁酸的转化, 从而增加肠道中DCA及LCA的生成。

讨论

IBD已成为全球范围的疾病, 迫切需要开发治疗

该病的有效药物。芍药苷具有显著治疗 IBD 的潜

力[23,24], 但由于口服生物利用度非常低 , 芍药苷治疗

IBD的作用机制尚不清晰, 这极大阻碍了临床采用芍

药苷治疗 IBD的新药开发。鉴于芍药苷在体内的吸收

非常差[9], 粪便中的药物含量远远高于小鼠血浆中药

物的含量 , 因此肠道可能是芍药苷发挥药效的首要

部位。

据估计, 人类肠道中有数万亿微生物与宿主存在共

生关系, 履行健康个体的基本功能, 如营养、宿主防御

和免疫发育[25, 26]。在大多数健康个体中, 99%的肠道

菌群由厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门 (Proteobacteria)

和放线菌门 (Actinobacteria) 组成, 其中厚壁菌门和拟

杆菌门共占约 90%[27]。当肠道微生物组的多样性、组

Figure 4 PF modulates the intestinal microbiota dysbiosis in DSS-induced colitis mice. (A) Venn diagram showing the unique and shared

OTUs in the diverse groups; (B) Multiple sample PCoA analysis based on Bray-Curtis similarity; (C) Relative abundance of gut microbiota

at the phylum level; (D) Relative abundance of gut microbiota at the genus level; (E) Ratio of Firmicutes to Bacteroides; (F) Relative

abundance of the significantly-altered bacteria at the genus levels from the three groups. Data represent the mean ± SEM (n = 8). *P < 0.05,
**P< 0.01 vs Ctrl group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs Colitis group
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成或功能被破坏, 对个体产生负面影响时, 肠道就会失

调, 例如, 肠道稳态丧失和不适当的免疫激活[28]。IBD

患者表现为生物多样性下降 (主要是厚壁菌门), 稳定

性下降, 且变形菌门增加, 如肠杆菌科、嗜胆菌属等[17]。

菌群多样性的降低导致维护肠道屏障完整性和调节宿

主免疫系统的重要功能的丧失或减少。同时粘液溶解

细菌和致病菌也会增加, 导致黏膜屏障受损, 使更多的

病原体侵入肠道组织[17]。在本研究中, 采用 16S rDNA

高通量测序法对肠道菌群分析, 结果表明: 与临床 IBD

患者类似, DSS诱导的结肠炎小鼠模型中拟杆菌门的

相对丰度上升, 而厚壁菌门与拟杆菌门的比例下降。

当采用芍药苷连续干预结肠炎小鼠 7天后发现, 药物

可明显改善结肠炎相关肠道菌群失调, 尤其显著上调

了益生菌乳酸杆菌的相对丰度, 提示芍药苷具有一定

Figure 6 The heatmap analysis of the Spearman correlation of fecal BAs and gut microbiota. The spot with asterisk in red refers to the

significant positive correlation (R > 0.3 and P < 0.05), and green indicates negative correlation (R < -0.3 and P < 0.05)

Figure 5 PF improves the microbial BAs dysmetabolism in DSS-induced colitis mice. (A) PLS-DA score plots for discriminating the fecal

BA profiles from three groups; (B) Ratio of second/primary BAs in feces; (C) Composition of bile acid pool in feces; (D) Relative abun‐

dance of the significantly-changed BAs from different groups. Data represent the mean ± SEM (n = 8). *P < 0.05 vs Ctrl group, #P < 0.05 vs

Colitis group. GCA: Glycocholic acid; CA: Cholic acid; HDCA: Hyodeoxycholic acid; isoLCA: Isolithocholic acid; NorCA: Norcholic ac‐

id; alloLCA: Allolithocholic acid; THCA: Taurohyocholic acid; T-α_MCA: Tauro-α-muricholic acid; THDCA: Taurohyodeoxycholic acid;

3_DHCA: 3-Dehydrocholic acid; GCDCA: Glycochenodeoxycholic acid; GDCA: Glycodeoxycholicacid; TUDCA: Tauroursodeoxycholic

acid; TDCA: Tauroursodeoxycholic acid; TCDCA: Taurochenodeoxycholic acid; TCA: Taurocholic acid; UDCA: Ursodeoxycholic acid; β-

MCA: β-Muricholic acid; DCA: Deoxycholic acid; 12_ketoLCA: 12-Ketolithocholic acid; LCA: Lithocholic acid
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的益生元功能。目前尚未见有文献报道芍药苷对 IBD

动物模型中乳酸杆菌的生长有促进作用, 但近期有一

项关于白芍总苷 (芍药苷为主要成分) 治疗结肠炎小

鼠研究发现白芍总苷对结肠炎的保护作用伴随着显著

的肠道菌群结构恢复, 尤其是对乳酸杆菌相对丰度的

显著上调[29], 这一报道与本研究结果完全吻合。

胆汁酸是脂肪吸收和消化所需的乳化剂, 有多种形

式。它们对肠道微生物群的形成也有重要的影响[30]。

肠道菌群可将初级胆汁酸转换为次级胆汁酸, 这一过

程很重要 , 可以将其转化为下游胆汁酸受体的配体

(如抗炎信号受体 FXR 和 TGR5)[31,32]。结合型和非结

合型胆汁酸的比例也对健康和疾病有影响; 过多的结

合型胆汁酸可能会引发炎症, 并导致潜在有害细菌的

大量繁殖。临床 IBD患者表现为胆汁酸吸收不良, 次

级非结合型胆汁酸缺乏, 肠道免疫平衡被打破, 肠屏障

功能受损, 引发 IBD进一步恶化[21]。本研究试图将芍

药苷干预后的结肠炎小鼠体内肠道菌组成与胆汁酸代

谢改变相关联, 以分析芍药苷如何改善DSS诱导的小

鼠结肠炎症状、肠道炎症以及肠屏障功能破坏。在本

研究中, 基于靶向胆汁酸代谢组学分析方法, 首次发现

芍药苷可以显著逆转由 DSS 诱导的肠道内胆汁酸分

子代谢异常, 并下调了结肠炎小鼠粪便中初级胆汁酸

与次级胆汁酸的比例, 表明芍药苷提高了肠道菌群将

初级胆汁酸转化为次级胆汁酸的能力。进一步对具有

显著差异的胆汁酸分子分析发现, 芍药苷治疗后的结

肠炎小鼠粪便中次级胆汁酸DCA及LCA的浓度显著

升高, 而初级胆汁酸CA的浓度显著降低, 这一变化趋

势符合胆汁酸分子在体内的代谢路径 , 如 DCA 是由

CA在肠道内CYP7A1酶的作用下发生 7α-脱羟基化产

生的, 而LCA也是通过同样的转化过程由鹅去氧胆酸

(CDCA) 代谢生成的[22]。但是在本实验中并未检测到

CDCA, 这可能是由于小鼠粪便中 CDCA几乎全部转

化为LCA, 导致CDCA含量非常低, 无法达到定量限。

最后, 对各胆汁酸分子及菌属水平的肠道菌群进行相

关性分析, 结果发现 LCA 及 DCA 与益生菌乳酸杆菌

丰度呈显著正相关。这一发现刚好与已有报道完全吻

合, 即益生菌乳酸杆菌是参与CA及CDCA发生 7α-脱

羟基化反应转化为DCA及LCA的主要菌群之一[21,22]。

同时, 已有大量研究表明 DCA 及 LCA 内源性胆汁酸

小分子可与胆汁酸受体TGR5或 FXR结合, 发挥维持

肠道屏障稳态、免疫调节等功能[4], 提示芍药苷可能通

过间接激活胆汁酸受体, 如TGR5或FXR, 发挥保护结

肠炎小鼠肠道屏障损伤及肠道炎症的作用。

因此, 总结芍药苷治疗结肠炎的潜在作用机制为:

芍药苷口服进入结肠炎小鼠胃肠道后, 首先作用于肠

道菌群, 重构肠道菌群组成, 尤其促进了体内益生菌乳

酸杆菌的生长, 进一步恢复肠道菌群介导的胆汁酸代

谢稳态, 尤其提高了初级胆汁酸 CA 和 CDCA 向次级

胆汁酸 DCA 和 LCA 转化的能力, 从而增加了结肠炎

小鼠肠道中 DCA 与 LCA 的浓度, 最后激活结肠部位

潜在的胆汁酸受体 (如 TGR5或 FXR), 发挥修复结肠

炎小鼠肠屏障功能损伤, 抑制肠道炎症的作用。

作者贡献: 王欣、朱敏、董思晶和许银月负责完成相关实

验研究, 董思晶负责数据采集与处理分析工作, 王欣和朱敏

负责完成撰写论文工作, 景王慧和王嗣岑负责对本课题实验
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