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四妙方通过增加肠道Akkermansia muciniphila改善胰岛素抵抗的

作用机制研究

严 娟, 盛丽莉, 李 艳, 包义扬, 李后开*

(上海中医药大学中药学院, 上海 201203)

摘要: 四妙方能够改善高糖高脂饮食诱导的糖代谢紊乱, 并调控肠道菌群组成, 特别是增加肠道Akkermansia

muciniphila (A. muciniphila) 的丰度。但是, 肠道菌群和A. muciniphila在四妙方改善糖代谢中的确切作用, 以及四妙

方上调A. muciniphila的机制尚不清楚。本研究将通过体内外实验探讨四妙方改善胰岛素抵抗与A. muciniphila的

相关性及四妙方升高A. muciniphila的作用机制。利用肠道菌群移植及抗生素干扰等方法, 研究肠道菌群组成和A.

muciniphila丰度变化对四妙方改善高糖高脂诱导的小鼠胰岛素抵抗的作用; 通过四妙方拆方动物实验和药效评价,

明确升高A. muciniphila的关键药味和组分; 利用体外厌氧培养系统结合细胞动物实验, 探索四妙方关键组分增加

A. muciniphila含量的作用机制。动物福利和实验过程均遵循上海中医药大学动物伦理委员会的规定。结果显示,

四妙方改变的肠道菌群可在受体小鼠中发挥改善高糖高脂饮食诱导的胰岛素抵抗的作用 , 且改善效果与 A.

muciniphila丰度呈正相关; 君药黄柏是四妙方中调控肠道菌群组成并增加A. muciniphila的关键药物, 而黄柏中主要

活性成分小檗碱与黄柏在上调 A. muciniphila 丰度上作用相近。体外机制研究发现 , 小檗碱不能直接促进 A.

muciniphila的生长, 但能通过激活肠细胞黏蛋白的表达, 间接促进A. muciniphila的增殖。上述结果表明, 四妙方改

善胰岛素抵抗的作用很可能依赖于增加肠道A. muciniphila数量, 且四妙方升高A. muciniphila的作用很可能与君药

黄柏中小檗碱激活肠细胞黏蛋白的表达有关。
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Mechanism study of Si Miao Formula on alleviating insulin resistance

by increasing the abundance of Akkermansia muciniphila in mice

YAN Juan, SHENG Li-li, LI Yan, BAO Yi-yang, LI Hou-kai*

(School of Pharmacy, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China)

Abstract: In our previous study, we found that Si Miao Formula (SMF) had the effect of improving the disorder

of glucose metabolism caused by high fat and high sucrose diet, and significantly altered the composition of gut

microbiota, especially increasing the level of Akkermansia muciniphila (A. muciniphila). However, it is unclear that

the role of intestinal flora and A. muciniphila play in SMF improving blood glucose homeostasis, and the mechanism

of how SMF increases the level of A. muciniphila. Therefore, this study will explore the correlation between SMF

improving the insulin resistance and increasing the level of A. muciniphila, as well as the mechanism of SMF-induced

growth of A. muciniphila using the in vitro and in vivo experiments. We explored the effect of intestinal flora and A.

muciniphila on SMF-improved insulin resistance through fecal microbiota transplantation (FMT) and antibiotic
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intervention. In order to study the mechanisms underlying SMF on elevating A. muciniphila, we disassembled SMF to

find the key component which can particularly elevate the number of A. muciniphila. Using the in vitro anaerobic

culture system combined with cell and animal experiments, we explored the mechanism of the key component in

elevating A. muciniphila. The research was approved by the Animal Ethical and Welfare Committee of Shanghai

University of Traditional Chinese Medicine. Our results showed that the gut microbiota altered by SMF can improve

high fat and sucrose diet induced insulin resistance in recipient mice, and the improvement was closely related to the

abundance of A. muciniphila. Cortex Phellodendri played the most important role in regulating the composition of

intestinal flora and increasing the number of A. muciniphila, of which, berberine was the key component of Cortex

Phellodendri which up regulated A. muciniphila. We have found that berberine cannot directly promote the growth of

A. muciniphila in vitro, but it can stimulate the expression of mucin, which, in turn, promote the growth of A.

muciniphila. The above results show that the improved insulin sensitiviy by SMF depends on the increased level of A.

muciniphila. The effect of SMF on elevating the amount of A. muciniphila might be correlated with the increased

expression of mucin stimulated by berberine.
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四妙方出自清代张秉承的《成方便读》, 由黄柏、苍

术、薏苡仁、牛膝四味中药组成, 是治疗风湿痹症、痛风

的经典方剂。痛风的中医证候分为: 湿热蕴结、瘀热阻

滞、痰浊阻滞及肝肾阴虚四型, 湿热蕴结是痛风最常见

的证型[1]。非酒精性脂肪肝 (NAFLD) 在中医中属于

“肝癖”的范畴, 湿热蕴结也是其常见证型之一[2]。以

上中医学理论表明, 湿热蕴结证在痛风和 NAFLD 中

都是比较常见的中医证型。同时现代药理学研究显示

四妙方具有良好的降尿酸效果[3], 而尿酸累积可诱导

胰岛素抵抗和炎症反应[4-6], 增加肝脏脂质蓄积, 高尿

酸血症是NAFLD的独立危险因素之一[7], 因此降尿酸

可能成为NAFLD潜在的治疗靶标。本课题组前期基

于中医“异病同治”的治则, 以降尿酸为靶点, 研究四妙

方改善 NAFLD 的效果。药效学结果表明, 四妙方可

降低高糖高脂饮食喂养小鼠的血清尿酸水平及肝脏脂

质变性, 并改善小鼠胰岛素抵抗[8]。肠道菌群测序结

果发现, 四妙方能调控肠道菌群的组成, 特别是增加肠

道“益生菌”Akkermansia muciniphila (A. muciniphila)

的丰度, 而本课题组前期研究发现A. muciniphila具有调

节血糖作用[9]。然而, 肠道菌群, 特别是A. muciniphila,

在四妙方改善胰岛素抵抗中的作用并不清楚。

肠道微生物群数量和多样性的变化是许多代谢

性疾病发生发展的重要因素 [10]。临床研究表明 , 与

健康人相比 , 2 型糖尿病患者肠道菌群组成紊乱 , A.

muciniphila丰度显著降低, 拟杆菌及丁酸产生菌的含

量显著下降[11]。同时有研究发现, 将健康人的肠道菌

群移植给胰岛素抵抗患者可显著改善患者的胰岛素敏

感性[12]。因此, 靶向肠道菌群调节已成为临床上改善

2型糖尿病极具潜力的治疗手段。

A. muciniphila作为一种新生代的“益生菌”, 在改

善糖脂代谢方面具有重要的作用[13,14]。临床和动物研

究发现 , A. muciniphila 与肥胖和 2 型糖尿病呈负相

关[15-17], 并且给予 A. muciniphila干预可明显改善由高

脂饮食引起的小鼠代谢紊乱、胰岛素抵抗、炎症激活和

脂肪沉积等[13,14,18]。A. muciniphila作为一种黏液降解

细菌, 可通过降解黏蛋白产生短链脂肪酸 (乙酸和丙

酸)[19,20], 并与丁酸产生菌相互作用, 促进丁酸产生[21],

从而激活肠道内胃肠激素分泌, 调节宿主能量平衡, 改

善葡萄糖稳态等[22-26]; 同时, 黏液又可作为细菌生长的

能量来源, 促进A. muciniphila生长[19]。近年来有研究

发现A. muciniphila活菌、巴氏灭活的A. muciniphila或

A. muciniphila 的不同组分 (Amuc_1100、P9、AmEVs

等) 可通过激活 Toll 样受体调控肠道稳态、改善肠道

通透性减少脂多糖渗漏减轻机体炎症、激活胰高血

糖素样肽-1 分泌改善机体代谢等途径改善高脂饮食

诱导的胰岛素抵抗 [26-29]。同时 , A. muciniphila 改善 2

型糖尿病的临床研究也已被批准 [30]。上述研究表

明 , A. muciniphila在改善糖脂代谢方面具有十分重要

的作用。

本课题组前期研究证实了四妙方对肥胖小鼠的胰

岛素抵抗具有改善作用, 且其能恢复肥胖小鼠的肠道

菌群失衡、增加 A. muciniphila丰度等[8]。但四妙方改

善胰岛素抵抗的作用与其增加肠道 A. muciniphila 丰

度的关系, 以及四妙方升高A. muciniphila的物质基础

与机制并不清楚。因此, 本研究将通过肠道菌群移植

及抗生素干扰方法, 研究四妙方改变的肠道菌群组成

及增加的 A. muciniphila 在改善胰岛素敏感性方面的

作用; 通过四妙方拆方实验探究其升高A. muciniphila

的物质基础; 通过细菌体外厌氧培养及细胞、动物实验

研究四妙方关键组分升高 A. muciniphila的作用机制,

·· 3503



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(12): 3502 −3512

揭示四妙方通过调控肠道菌组成, 进而改善胰岛素抵

抗的作用机制。

材料与方法

实验动物 雄性C57BL/6J小鼠, SPF级, 4周龄, 购

自上海斯莱克实验动物有限责任公司, 许可证号: SCXK

(沪) 2017-0005, 动物合格证号: 20170005059267。小鼠

饲养于上海中医药大学实验动物中心, 上海中医药大

学伦理委员会已批准本研究中的所有实验, 动物福利

和实验过程均遵循上海中医药大学动物伦理委员会的

规定。

菌株和细胞 A. muciniphila (BAA 835) 购自ATCC

库; LS174T人结肠腺癌细胞购自中国科学院细胞库。

药品与试剂 高脂饲料 (货号 D12492, Research

Diets 公司); 蔗糖 (货号 G66841B)、氨苄西林钠盐 (货

号 77396C) (上海泰坦科技股份有限公司); 黄柏、苍

术、薏苡仁、牛膝 (上海康桥中药饮片有限公司); 注射

用 盐 酸 万 古 霉 素 [ 货 号 VL0657, VIANEXS. A.

(PLANTC) 公司]; 甲硝唑 (货号 M1547)、二甲基亚砜

(DMSO, 货号D2650)、黏液蛋白Type III (货号M1778)

(Sigma公司); 壮观霉素二盐酸盐五水合物溶液 [货号

B541016-0001, 生工生物工程 (上海) 股份有限公司];

硫 酸 链 霉 素 ( 货 号 XW38107401)、葡 萄 糖 ( 货 号

63005518)、NaHCO3 (货号 10018960) (国药集团化学试

剂有限公司); 生物合成人胰岛素注射液 (丹麦诺和诺

德公司); 血糖测试仪 (Performa, 罗氏ACCU-CHEK公

司); 粪便基因组 DNA 提取试剂盒 (货号 DP328-02)、

FastKing一步法除基因组 cDNA第一链合成预混试剂

(货号 KR118)、动物组织总 RNA 提取试剂盒 (货号

DP431)[天根生化科技 (北京) 有限公司]; 小鼠胰岛素

(INS) 试剂盒 (ELISA) (货号ml001983, 上海酶联生物

科技有限公司); 盐酸小檗碱 (货号 B802465, Macklin

公司); DMEM 培养基 (货号 12800017)、双抗 (货号

1989513) (GIBCO公司); 胎牛血清 (货号 1805172, Bio‐

logical Industries 公司); 磷酸盐缓冲液 (PBS, Solarbio

公司); 胰酶-EDTA (货号MA0233, 大连美仑生物技术

有限公司); RNAiso Plus (货号 9109, Takara公司); 脑心

浸液培养基 (货号 BD 237500, 美国 BD公司); 阿利新

蓝-过碘酸-雪夫 (AB-PAS) 染色 (货号 GP1041, 武汉

塞维尔生物科技有限公司)。

仪器 二氧化碳培养箱 (型号 CCL-170B-8, Esco

公司); 真空过滤系统 (货号 BS-500-XT, Biosharp 公

司); 超微量分光光度计 (型号 Colibri, 德国 Berthold

Technologies 公 司); 实 时 定 量 PCR 仪 ( 型 号 CFX

Connect, 美国 Bio-Rad 公司); 高通量组织研磨仪 (型

号 SKSI, 上海必横生物有限公司); 多功能酶标仪

(Spark10M, 瑞士帝肯公司); 恒温厌氧箱 (BACTRON

EZ-2, 美国Shellab公司)。

四妙方药液的提取浓缩 称取黄柏 200 g、苍术

100 g、薏苡仁 200 g、牛膝 100 g, 共计药物 600 g混匀,

加入 4.8 L水, 4 ℃浸泡过夜。煮沸后, 计时 1.5 h, 获得

第 1遍药液。后加 3.6 L水煎煮第 2遍后, 将两次所得

滤液混匀, 浓缩至药液浓度为1 g·mL-1 (生药量)。

四妙方药效学实验 将 18只C57BL/6J小鼠随机

分成 3组, 分别为正常对照组 (control, Con)、高糖高脂

组 (high fat high sucrose, HFHS) 和四妙方组 (high fat

high sucrose-Si Miao Formula, SMF)。正常对照组小鼠

喂食普通饲料 16周; 高糖高脂组小鼠使用高脂饲料联

合饮用 30%的蔗糖水喂养 16周; 四妙方组小鼠喂食高

糖高脂饮食同时进行四妙方给药 16周 (小鼠每天的给

药剂量按照生药量计算为10 g·kg-1)。每周记录小鼠体

重及摄食量, 在 15 和 16 周分别进行葡萄糖耐量实验

(intraperitoneal glucose tolerance test, IPGTT) 和胰岛素

耐量实验 (insulin tolerance test, ITT)。

肠道细菌 16S rRNA测序 小鼠干预 16周后, 取

各组小鼠新鲜的盲肠内容物进行肠道细菌 16S rRNA

测序, 测序工作委托上海美吉生物科技有限公司进行。

微生物多样性测序平台为 Illumina Miseq, 测序原理为

合成测序法。对样品进行可操作分类单元 (OTU) 划

分, 采取属分类进行肠道菌群的分类学组成分析[31]。

粪菌移植实验 将上述四妙方药效学实验中的高

糖高脂组和四妙方组小鼠作为供体, 从给药第 2周起

收集各组小鼠粪便进行粪菌移植实验。受体小鼠参照

文献[32]中的方法, 饮用水中添加终浓度为 1 g·L-1的氨

苄西林, 联合混合抗生素溶液 (万古霉素∶新霉素∶甲

硝唑 = 1∶2∶2) 每 12 h灌胃 1次, 连续干预 7天建立伪

无菌小鼠模型。将9只伪无菌小鼠随机分成2组, 分别

为高糖高脂受体组 (R-HFHS) 和四妙方受体组

(R-SMF), 分别接受来自 HFHS 组和 SMF 组小鼠的粪

便。所有受体小鼠每周记录 1次体重、摄食量及饮水

量, 在16和17周分别进行 IPGTT和 ITT。

四妙方联合不同抗生素干预实验 将 48 只

C57BL/6J小鼠随机分成 2组, 分别为高糖高脂对照组

和四妙方干预组。两组小鼠分别被分成 4个亚组, 为

高糖高脂组 (DW)、壮观霉素组 (SPE)、万古霉素组

(VAN)、链霉素组 (SM), 对照组每亚组 5只小鼠, 四妙

方干预组每亚组 7只小鼠, 均使用高脂饲料联合饮用

30%的蔗糖水进行饲养, 所用抗生素均溶解在 30%的

蔗糖水中, 浓度为 50 ng·mL-1。对照组灌胃生理盐水,

四妙方干预组灌胃四妙方, 各组抗生素干预持续至实
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验结束, 分别在19和20周进行 IPGTT和 ITT。

四妙方拆方实验 分别除去四妙方中的君、臣、

佐、使药组成不同的药味组合, 根据各药味在全方中的

占比 [黄柏 (黄)∶苍术 (苍)∶薏苡仁 (薏)∶牛膝 (牛) =

2∶1∶2∶1], 设置给药剂量 , 四妙方全方组给药剂量为

10 g·kg-1, 黄薏牛组 (HYN) 给药剂量为8.33 g·kg-1; 黄苍

牛组 (HCN) 给药剂量为 6.67 g·kg-1; 黄苍薏组 (HCY)

给药剂量为 8.33 g·kg-1; 苍薏牛组 (CYN) 给药剂量为

6.67 g·kg-1; 黄柏组 (HB) 给药剂量为 3.33 g·kg-1。各拆

方组药液提取方法与上述四妙方全方提取浓缩步骤相

同。将 55 只 C57BL/6J 小鼠随机分成 8 组 , 正常对照

组 (Con, n = 5), 高糖高脂组 (HFHS, n = 8), 四妙方及

其拆方组每组 7只小鼠。正常对照组小鼠喂食正常饮

食, 其余组别均使用高糖高脂进行饲养, 干预周期为

16周。

IPGTT 将蔗糖水换成普通水, 小鼠禁食不禁水

14 h后进行 IPGTT。实验开始前, 小鼠尾尖取血测定

空腹血糖 (FPG) 值。腹腔注射 10% 葡萄糖溶液

(1 g·kg-1), 尾尖取血分别测定注射后 0、15、30、60、90、

120 min 时血糖值 , 绘制 IPGTT 曲线并计算曲线下面

积 (AUC)。

ITT 将蔗糖水换成普通水, 小鼠禁食不禁水 4 h,

进行 ITT。腹腔注射胰岛素 (0.75 U·kg-1), 尾尖取血分

别测定 0、15、30、60、90、120 min时血糖值, 绘制 ITT曲

线并计算AUC。

空腹胰岛素 (FINS) 测定及胰岛素抵抗指数

(HOMA-IR) 计算 取小鼠血清, 根据小鼠 INS试剂盒

操作说明进行检测。HOMA-IR 计算方法如下 : FPG

(mmol·L-1) × FINS (μU·mL-1)/22.5。

粪便 A. muciniphila含量测定 按照粪便基因组

DNA提取试剂盒操作说明提取小鼠粪便基因组DNA,

以A. muciniphila的相对保守基因为检测的靶基因, 参

考文献中的引物设计[33], 建立实时荧光定量 PCR反应

体系, 检测不同粪便样本中A. muciniphila保守基因的

拷贝数, 计算粪便细菌全基因组DNA中A. muciniphila

的含量。

小檗碱体外干预 A. muciniphila实验 配制盐酸

小檗碱药液体外干预A. muciniphila, 药物终浓度为: 1、

10、100 μmol·L-1。培养条件为 : 37 ℃恒温厌氧 (N2∶

CO2∶H2 = 95∶5∶5), 培养至 0、12、24、36、48、72 h取样,

将待测样本充分振荡混匀后 , 12 000 r·min-1 离心

2 min, 上清液作为空白对照, 使用酶标仪分别测定待

测样本及其上清在 600 nm处的吸光度 (A), 取每个药

物浓度 3个重复实验的平均值进行计算, 以时间为横

坐标, ΔA600为纵坐标绘制生长曲线。

黏蛋白体外干预 A. muciniphila实验 配制含有

黏蛋白的脑心浸液培养基, 含量为 0.25%, 以单独的脑

心浸液培养基作为对照 , 将处于对数生长期的 A.

muciniphila液按照 1∶10的比例加入到两种培养基中,

培养至 0、6、12、24、36、48 h取样, 测定菌液在 600 nm

处的 A 值, 以时间为横坐标, ΔA600为纵坐标绘制生长

曲线。

小檗碱干预LS174T细胞实验 将细胞铺到12孔板

中 (每孔2×104个), 于 37 °C培养 24 h; 使用DMSO配制

浓度为 0、0.5、2、6 mmol·L-1的盐酸小檗碱储液, 各浓度

使用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基稀释 1 000倍,

制备含药培养基 ; 每孔加入 1 mL 的含药培养基 , 于

37 °C细胞培养箱继续培养 24 h, 每个浓度设 3个复孔,

对照孔不含盐酸小檗碱, 空白孔中不含细胞和盐酸小

檗碱。Trizol法提取细胞 RNA, 按照逆转录试剂盒操

作说明, 将 RNA 逆转成 cDNA, 并进行实时荧光定量

PCR检测。

小檗碱对动物肠道黏蛋白分泌影响实验 将

10只C57BL/6J小鼠随机分成 2组, 分别为高糖高脂组

(HFHS) 和小檗碱组 (BBR), 均采用高糖高脂饮食进行

饲养。HFHS组小鼠灌胃纯水作为对照, BBR组小鼠

灌胃小檗碱溶液 (100 mg·kg-1), 共干预 16周。16周后

收集小鼠各组织样本, 结肠组织使用卡诺氏液 (无水

乙醇∶氯仿∶乙酸 = 6∶3∶1) 固定[34], 并进行 AB-PAS染

色, 通过 ImageJ测量结肠黏液层厚度。按照试剂盒操

作说明提取结肠RNA, 逆转成 cDNA后进行实时荧光

定量 PCR, 检测结肠黏蛋白分泌及杯状细胞分化相关

基因表达, 引物序列详见表1。

数据分析 使用 GraphPad Prism 9.1.1 软件进行

数据计算及曲线生成, 采用 Student's t test或单因素方

差分析 (one-way ANOVA) 对各组间差异显著性进行

统计学分析, 以平均值 ± 标准差 (x̄ ± s) 表示。

结果

1 四妙方改善高糖高脂饮食引起的小鼠胰岛素抵抗

首先通过四妙方干预 16周对小鼠血糖稳态的影

响研究发现, 四妙方干预显著改善高糖高脂饮食诱导

的糖耐量异常 (IPGTT结果, 图 1A), 并可明显改善小

鼠的胰岛素敏感性 (ITT结果, 图 1B), 同时, 四妙方干

预后可显著降低高糖高脂喂养小鼠的 FPG、FINS 及

HOMA-IR (图1C)。

2 四妙方显著改变肠道菌群组成并升高A. muciniphila

含量

通过四妙方干预小鼠的肠道菌群组成分析发现,

3组小鼠的肠道菌群结构存在较大差异 (图 2A)。在属
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水平上 , 四妙方干预后 , Akkermansia 的相对丰度从

0.02%升至 25.16% (图 2B)。由于 16S rRNA测序结果

为相对丰度, 并不能反映样本中特定菌种的绝对含量,

因此本研究通过荧光定量 PCR方法对小鼠肠道内的

A. muciniphila进行了绝对定量分析。结果显示, 四妙

方干预后, 小鼠粪便 A. muciniphila的含量为HFHS组

小鼠的 8.6倍 (图 2C)。A. muciniphila作为新型候选益

生菌, 临床和动物研究发现, A. muciniphila干预可显著

调节血糖水平并改善机体炎症[14]。因此, 本研究推测

四妙方改善胰岛素抵抗与肠道菌群结构的改变及 A.

muciniphila含量的增加相关。

3 四妙方改善胰岛素抵抗作用与调控肠道菌群组成

密切相关

通过粪菌移植实验, 进一步研究了肠道菌群在四

妙方改善胰岛素抵抗中的作用 (图 3A)。抗生素预处

理 7天后, 肠道菌群 16S rRNA的拷贝数由每毫克粪便

(2.7 ± 1.3)×109 copies降低为 (7.5 ± 1.9)×104 copies, 表

明伪无菌小鼠模型建立成功。粪菌移植实验结果显

示 , 两组受体小鼠的能量摄入无统计学差异 , 但与

R-HFHS 组小鼠相比 , R-SMF 组小鼠体重增长减缓

(图 3B)。IPGTT结果发现, 与R-HFHS组相比, R-SMF

组小鼠的葡萄糖耐受程度明显改善 (图 3C), 且R-SMF

组小鼠的空腹血糖值显著低于R-HFHS组 (图 3D), 表

明四妙方干预改变的肠道菌群可改善由高糖高脂饮食

诱导的糖耐量受损。ITT 结果显示 , 与 R-HFHS 组相

比, R-SMF组小鼠的胰岛素敏感性显著增强 (图 3E)。

以上结果均能反映四妙方干预改变的肠道菌群可改善

高糖高脂饮食诱导的胰岛素抵抗。同时, 结果发现四

妙方受体小鼠肠道A. muciniphila数量显著增加, 表明

A. muciniphila也会随着菌群移植过程定植到受体小鼠

肠道内 (图 3F), 提示四妙方改善胰岛素抵抗与肠道菌

群结构变化及A. muciniphila含量增加密切相关。

4 四妙方改善胰岛素抵抗依赖于肠道A. muciniphila

为了探究四妙方改善胰岛素抵抗是否与 A.

muciniphila相关, 本研究使用不同抗菌谱的抗生素改

变小鼠肠道内A. muciniphila数量, 并在此基础上给予

四妙方干预观察其是否仍具有改善胰岛素抵抗的作

用 (图 4A)。对小鼠肠道 A. muciniphila绝对定量分析

Table 1 Polymerase chain reaction (PCR) primer sequence of each

gene. Muc2: Mucin-2; Muc3: Mucin-3; Muc4: Mucin-4; Gapdh:

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Hes: Hes family BHLH

transcription factor; Klf4: Kruppel like factor 4; Relm-β: Resistin-like

molecule beta; Tff3: Trefoil factor 3; m: Mouse; h: Human; A.

muciniphila: Akkermansia muciniphila; F: Forward; R: Reverse

Primer
m-Muc2-F
m-Muc2-R
m-Muc3-F
m-Muc3-R
m-Muc4-F
m-Muc4-R
m-Gapdh-F
m-Gapdh-R
m-Hes-F
m-Hes-R
m-Klf4-F
m-Klf4-R
m-Relm-β-F
m-Relm-β-R
m-Tff3-F
m-Tff3-R
h-Gapdh-F
h-Gapdh-R
h-Muc2-F
h-Muc2-R

A. muciniphila-F
A. muciniphila-R

Sequence (5'-3')
AAGTGAAGACCGAGATTGTGC
GTGCACACACACACCCTTG
TTCTATGGGCCACGGTGT
ACTGGTTACTGTCACACTCACTCC
GAGGGCTACTGTCACAATGGAGGC
AGGGTTCCGAAGAGGATCCCGTAG
AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
CCAGCCAGTGTCAACACGA
AATGCCGGGAGCTATCTTTCT
AGGAACTCTCTCACATGAAGCG
GGTCGTTGAACTCCTCGGTC
CCATTTCCTGAGCTTTCTGG
AGCACATCCAGTGACAACCA
CAGATTACGTTGGCCTGTCTCC
ATGCTTGCTACCCTTGGACCAC
GCACCGTCAAGGCTGAGAAC
TGGTGAAGACGCCAGTGGA
ACCCGCACTATGTCACCTTC
GGGATCGCAGTGGTAGTTGT
CAGCACGTGAAGGTGGGGAC
CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT

Figure 1 Effects of Si Miao Formula (SMF) on improving the

insulin sensitivity. A: Intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT)

and area under the curve of GTT (AUC-GTT); B: Insulin tolerance

test (ITT) and area under the curve of ITT (AUC-ITT); C: Fasting

plasma glucose (FPG), fasting serum insulin (FINS), and homeostasis

model assessment of insulin resistance (HOMA-IR). n = 6, x̄ ± s.
#P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs Con; *P < 0.05,
**P < 0.01 vs HFHS. Con: Mice in control group were supplied with

chow diet for 16 weeks; HFHS: Mice in HFHS group were fed with

high fat and high sucrose diet for 16 weeks; SMF: Mice in treatment

group were fed with high fat and high sucrose diet supplemented with

aqueous extracts of SMF for 16 weeks
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发现, 与DW组相比, 壮观霉素与链霉素显著抑制小鼠

肠道内的A. muciniphila的增长, 万古霉素显著升高A.

muciniphila的含量 (图 4B)。四妙方干预后, 壮观霉素

仍可显著降低小鼠粪便 A. muciniphila 含量 (P <

0.000 1), 而链霉素抑制 A. muciniphila 生长的作用消

失; 万古霉素组与链霉素组小鼠粪便A. muciniphila数

量与DW组相比无统计学差异 (图4C)。

为了探究各组小鼠的胰岛素敏感性差异, 本研究

进行了 IPGTT 和 ITT。IPGTT 结果显示, 除壮观霉素

饮水组外, 四妙方干预可显著改善高糖高脂喂养的其

他组小鼠的葡萄糖耐受情况 (图 5A)。ITT结果显示,

除壮观霉素组外, 在其他条件下, 四妙方均具有改善胰

岛素抵抗的作用 (图 5B)。以上结果说明, 壮观霉素干

预消除了四妙方改善高糖高脂喂养小鼠胰岛素抵抗的

作用, A. muciniphila在四妙方改善高糖高脂喂养小鼠

胰岛素敏感性中发挥重要作用。

5 黄柏中的小檗碱是四妙方升高A. muciniphila的关

键组分

肠道 A. muciniphila 在四妙方改善胰岛素抵抗过

程中起重要作用, 但四妙方升高A. muciniphila的物质

基础尚不清楚。因此本研究对四妙方进行拆方, 分别

除去四妙方中的君、臣、佐、使药, 组成不同的药味组合

Figure 2 SMF significantly changes the composition of gut

microbes and increased the number of A. muciniphila. A: Principal

co-ordinates analysis (PCoA) analysis based on weighted UniFrac

similarity; OTU: Operational taxonomic units; PC: Principal

component; B: Relative abundance of gut microbiota at the genus

level; C: The number of A. muciniphila per ng fecal genomic

DNA. n = 5, x̄ ± s. #P < 0.05 vs Con; **P < 0.01 vs HFHS

Figure 3 Fecal microbiota from SMF-fed mice improves insulin sensitivity. A: Experimental diagram; B: Body weight and energy intake;

C: IPGTT; D: Fasting plasma glucose; E: ITT; F: The number of A. muciniphila per ng fecal genomic DNA. n = 4-5, x̄ ± s. *P < 0.05,
**P < 0.01 vs R-HFHS. R-HFHS: Mice in R-HFHS group were supplied with the fecal microbiota from high fat and high sucrose diet-fed

mice for 18 weeks; R-SMF: Mice in R-SMF group were supplied with the fecal microbiota from SMF treated mice for 18 weeks
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进行动物实验, 分析四妙方不同药味组合对小鼠肠道

内A. muciniphila含量的影响 (图 6A)。结果发现, 与高

糖高脂饮食喂养小鼠相比, 含有君药黄柏的药味组合

显著升高小鼠粪便中A. muciniphila含量 (P < 0.01), 而

由苍术、薏苡仁和牛膝三味中药组成的复方对小鼠肠

道A. muciniphila的含量无显著影响 (图 6B)。同时, 发

现含有黄柏的药味组合均能显著降低高糖高脂喂养小

鼠的 FPG、FINS 和 HOMA-IR, 但苍术、薏苡仁和牛膝

Figure 4 Effect of different antibiotic on the number of A. muciniphila in mice. A: Experimental diagram; B: The number of A. muciniphila

per ng fecal genomic DNA in control group mice; C: The number of A. muciniphila per ng fecal genomic DNA in SMF group mice. n = 5-7,

x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs DW. Con: Mice in control group were supplied with high fat and high sucrose diet for 20

weeks; SMF: Mice in SMF group were fed with high fat and high sucrose diet supplemented with aqueous extracts of SMF for 20 weeks.

DW: Mice in DW group were provided with 30% (g·mL-1) sucrose solution; SPE: Mice in SPE group were provided with 30% sucrose

solution which contained 50 ng·μL-1 spectinomycin; VAN: Mice in VAN group were provided with 30% sucrose solution which contained

50 ng·μL-1 vancomycin; SM: Mice in SM group were provided with 30% sucrose solution which contained 50 ng·μL-1 streptomycin

Figure 5 Effect of SMF on improving glucose tolerance and insulin tolerance in the high fat and high sucrose fed mice with different

antibiotics. A: IPGTT; B: ITT. n = 5-7, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs Con
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药味组合无此作用 (图6C～E)。

为进一步明确黄柏是否是四妙方升高 A. mu‐

ciniphila改善胰岛素抵抗的关键中药, 本研究将黄柏

单独给予高糖高脂喂养小鼠 (图 6F)。结果发现, 与高

糖高脂喂养小鼠相比 , 单独黄柏干预也可显著升高

A. muciniphila 的含量 (P < 0.000 1), 且与四妙方干预

组无统计学差异。同时黄柏干预后, 可显著降低高糖

高脂喂养小鼠的 FPG、FINS和HOMA-IR, 与四妙方改

善胰岛素抵抗作用一致。上述结果表明, 四妙方升高

A. muciniphila含量改善胰岛素抵抗依赖君药黄柏。

为了进一步探究黄柏升高 A. muciniphila 的关键

化学成分, 结合本团队前期四妙方汤剂化学成分的含

量测定结果, 本研究发现四妙方汤剂色谱图中的主要

成分峰来自于黄柏水提物 , 且小檗碱的含量最多[35]。

因此为了验证黄柏升高 A. muciniphila 的关键物质成

分是否为小檗碱, 通过高效液相色谱测定黄柏水煎液

(0.33 g·mL-1) 中小檗碱的含量 (2.74 mg·mL-1), 并依此

计算出黄柏水煎液与小檗碱的等效剂量 , 开展动物

实验。结果发现, 黄柏水煎液与等效剂量小檗碱干预

两周后均显著升高小鼠肠道中 A. muciniphila 数

Figure 6 Effects of combinations of different herbs from SMF on improving the insulin sensitivity in mice. A: Experimental diagram; B:

The number of A. muciniphila per ng fecal genomic DNA; C: Fasting plasma glucose; D: Serum insulin; E: HOMA-IR; F: Effects of Cortex

Phellodendri on improving the insulin sensitivity; G: The fold change of A. muciniphila in mice. n = 5-8, x̄ ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs Con;
*P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.000 1 vs HFHS. Con: Mice were supplied with chow diet for 16 weeks; HFHS: Mice were fed with high fat

and high sucrose diet; SMF: Mice were fed with high fat and high sucrose diet and aqueous extracts of SMF; HCN: Mice were fed with high

fat and high sucrose diet and aqueous extracts of SMF without Coicis Semen; HCY: Mice were fed with high fat and high sucrose diet and

aqueous extracts of SMF without Cyathulae Radix; HYN: Mice were fed with high fat and high sucrose diet and aqueous extracts of SMF

without Atractylodis Rhizoma; CYN: Mice were fed with high fat and high sucrose diet and aqueous extracts of SMF without Cortex

Phellodendri for 16 weeks; HB: Mice were fed with high fat and high sucrose diet and aqueous extracts of Cortex Phellodendri for

16 weeks; BBR: Mice were fed with high fat and high sucrose diet and berberine for 16 weeks
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量 , 且两组间无统计学差异 (图 6G), 提示黄柏升高

A. muciniphila的作用可能主要依赖于小檗碱。

6 小檗碱升高A. muciniphila的作用机制

为了探究小檗碱升高 A. muciniphila的作用机制,

本研究通过体外小檗碱干预A. muciniphila实验, 研究

小檗碱对A. muciniphila生长的作用。结果显示, 浓度

为 1 μmol·L-1的盐酸小檗碱对A. muciniphila生长无明

显影响, 而高浓度小檗碱对A. muciniphila生长的抑制

作用明显, 并呈现剂量依赖性关系 (图 7A), 提示小檗

碱并没有直接促进A. muciniphila生长的作用, 其可能

是通过改变 A. muciniphila 生长的肠道环境发挥间接

促进作用。

A. muciniphila是一种肠道黏液降解细菌, 可利用

肠道中的黏蛋白作为自身生长的能量来源。因此本研

究通过体外细胞实验探究小檗碱是否具有刺激肠道

杯状细胞分泌黏蛋白的功能。使用不同浓度的盐酸小

檗碱干预 LS174T 细胞 (一种研究杯状细胞功能的

体外细胞模型), 结果发现, 小檗碱可剂量依赖性地促

进LS174T细胞黏蛋白编码基因Muc2的表达 (图 7B)。

同时 , 黏蛋白体外干预 A. muciniphila 实验也表明 ,

黏蛋白对 A. muciniphila 的生长具有明显的促进作用

(图7C)。

为了明确小檗碱在动物水平也具有相同的作用,

本研究使用小檗碱干预高糖高脂喂养小鼠, 发现小檗

碱可显著升高小鼠肠道内 A. muciniphila 的含量 (P <

0.001, 图 7D), 增加结肠黏液层的厚度 (图 7E、F), 显

著升高黏蛋白分泌及杯状细胞分化的基因表达

(图 7G、H)。以上实验结果表明 , 小檗碱通过增加小

鼠肠道内的黏蛋白分泌, 提供更多的能量来源促进A.

muciniphila的生长。

讨论

本研究基于传统中医药理论, 探索肠道菌群在四

妙方改善胰岛素抵抗方面的重要作用, 并结合现代分

子生物学技术研究四妙方改变特定肠道菌的潜在机

制, 初步探讨四妙方改善胰岛素抵抗的具体作用机制。

研究结果表明肠道菌群尤其是 A. muciniphila 在四妙

方改善胰岛素抵抗方面发挥重要作用, 且四妙方升高

A. muciniphila的作用可能与黄柏中的小檗碱刺激结肠

黏蛋白的表达有关。

肠道是人体消化和吸收的重要场所, 在代谢健康

方面发挥着重要作用[36]。肠道菌群紊乱是引起肥胖等

代谢性疾病的重要因素[37,38]。大量研究发现, 天然药

物尤其是中草药 , 可通过重塑肠道菌群改善机体代

谢[39-41], 且具有温和但显著的降血糖效果[42-44]。肠道菌

群数据分析结果显示, 四妙方干预可改善由高糖高脂

饮食引起的肠道菌群紊乱, 显著升高A. muciniphila丰

度[8]。A. muciniphila作为目前治疗代谢性疾病最具潜

力的肠道“益生菌”[45,46], 大部分降糖药物改善胰岛素

抵抗与肠道中 A. muciniphila 丰度增加密切相关[47]。

因此本研究推测肠道菌群的结构变化在四妙方改善胰

岛素抵抗方面发挥重要作用, 通过粪菌移植实验及四

妙方联合不同抗生素干预实验证实了肠道菌群以及

A. muciniphila在四妙方改善胰岛素抵抗方面的重要作

用。但是, 在万古霉素干预条件下, 四妙方并没有进一

步增加小鼠肠道A. muciniphila的丰度, 却仍具有改善

胰岛素敏感性的作用, 提示四妙方改善胰岛素抵抗可

能并不完全依赖于A. muciniphila。四妙方作为一种中

Figure 7 Mechanism of berberine in elevating A. muciniphila. A:

Effect of berberine on the growth of A. muciniphila in vitro; B: Effect

of berberine on Muc2 gene expression in LS174T cells; C: Effect of

mucin on the growth of A. muciniphila in vitro; D: The fold change of

A. muciniphila level after berberine supplementation in mice; E:

Periodic acid Schiff and Alcian blue stained colon tissue. Scale bar:

100 μm, opposing red arrows with shafts delineate the mucus layer; F:

Blinded colonic mucus layer measurements from Alcian blue-stained

sections; G: mRNA levels of Muc2, Muc3, Muc4 in colon; H: mRNA

levels of Klf4, Hes, Relm-β, Tff3 in colon. n = 5, x̄ ± s. #P < 0.05,
##P < 0.01, ###P < 0.001, ####P < 0.000 1 vs Con; ΔP < 0.05 vs 6 μmol·L-1

berberine group; **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs HFHS
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药复方, 化学成分复杂, 其整体药理作用很可能存在多

靶点效应。

黄柏中的小檗碱是四妙方升高小鼠肠道 A.

muciniphila 数量并改善高糖高脂诱导的胰岛素抵抗

的关键物质。但黄柏中除了小檗碱外, 还包括其他化

学成分, 这些成分对肠道A. muciniphila的影响尚未见

报道, 还需进一步探索。本研究发现, 小檗碱可通过刺

激肠道杯状细胞分化及黏蛋白分泌促进A. muciniphila

增殖。Dong等[48]的研究结果与本研究结果相似, 都发

现小檗碱干预后小鼠肠道A. muciniphila含量增加, 结

肠黏蛋白产生基因的转录和黏蛋白的分泌增多。但

是, 小檗碱在体内引起结肠黏液层增厚, 可能有两方

面原因 : ① 小檗碱直接刺激杯状细胞分泌黏蛋白 ;

② 小檗碱干预改变肠道菌群的组成使 A. muciniphila

含量增加进而促使黏蛋白分泌增加。Dong等[48]的研

究并没有明确小檗碱促进黏液分泌具体是哪种途

径。本研究通过体外细胞实验 , 发现小檗碱在无 A.

muciniphila 时 , 也可直接促进黏蛋白分泌增加 , 证实

了小檗碱可通过直接刺激杯状细胞分泌黏蛋白促进

A. muciniphila的生长。但小檗碱作为一种生物碱, 具

有一定的抑菌作用[44], 并能显著改变肠道菌群的组

成[49,50]。因此, 小檗碱是否会影响肠道内其他微生物

的含量进而对 A. muciniphila 生长产生影响还有待进

一步探索。
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