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基于肠道菌群测序及非靶向脂质组学分析黄蜀葵花对炎症性

肠病小鼠菌群稳态及脂质代谢的影响

杨淑惠, 李成曦, 李建萍, 王雨萌, 刘 云, 段金廒, 郭建明*
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摘要: 本研究旨在探讨黄蜀葵花对慢性炎症性肠病 (inflammatory bowel disease, IBD) 模型小鼠的改善作用, 并

分析其对 IBD模型小鼠肠道菌群结构及粪便中脂质轮廓的影响。所有动物福利和实验过程均遵循南京中医药大学

动物伦理委员会的规定。采用葡聚糖硫酸钠 (DSS) 诱导慢性 IBD小鼠模型, 评价小鼠体重变化、疾病活动指数、结

肠组织病理损伤以及结肠中炎症因子的基因表达水平。采集各组小鼠的粪便样品, 进行 Illumina高通量测序, 检测

肠道菌群丰度; 采用基于超高效液相色谱-高分辨串联质谱的非靶向脂质组学, 检测粪便中脂质含量。结果显示,

IBD模型小鼠体重显著降低, 结肠出现明显炎症反应, 主要表现为结肠组织病理损伤及炎症因子的基因表达上调。

黄蜀葵花给药后可显著恢复 IBD模型小鼠的体重, 改善结肠组织病理损伤, 降低结肠中炎症因子的基因水平。肠道

菌群测序结果显示, IBD模型小鼠肠道菌群的物种多样性和丰富度降低, 疣微菌门细菌丰度显著增加, 拟杆菌门细

菌丰度显著降低; 黄蜀葵花可恢复 IBD模型小鼠肠道菌群的丰富度及多样性, 增加各级类群物种数量, 恢复拟杆菌

门细菌丰度。粪便非靶向脂质组学分析结果发现, IBD模型小鼠的鞘脂及甘油磷脂代谢通路变化最为显著。黄蜀

葵花可抑制鞘脂代谢通路中神经酰胺及鞘磷脂的合成, 显著抑制甘油磷脂代谢通路中醚键连接的磷脂酰胆碱及醚

键连接的磷脂酰乙醇胺的合成, 增加磷脂酰乙醇胺的含量。综上所述, 黄蜀葵花可有效改善慢性 IBD模型小鼠的疾

病状况, 具有调控肠道菌群稳态及脂质代谢的作用, 两者之间的相关机制有待深入探讨。
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Abstract: In this study, the ameliorative effects of Flos Abelmoschus manihot on mice with chronic inflam‐

matory bowel disease (IBD) were investigated and its effects on the structure of the intestinal flora as well as the

lipid profile in feces of IBD mice were analyzed. All animal welfare and experimental procedures followed the

regulations of the Animal Ethics Committee of Nanjing University of Chinese medicine. A mouse model with

chronic IBD induced by dextran sulfate sodium (DSS) was used to evaluate changes in body weight, disease activity

index (DAI), colonic histopathological damage as well as gene expression levels of inflammatory factors in the
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colon. Fecal samples from mice in each group were collected and subjected to Illumina high-throughput sequencing

to detect the abundance of intestinal flora; samples were analyzed by UHPLC-Q-Exactive® HF Quadrupole-Orbitrap®

of untargeted lipidomics, which detects lipid content in feces. Administration of Flos Abelmoschus manihot could

significantly restore the body weight and ameliorate colonic histopathological damage in IBD mice. Sequencing of

the gut microbiota revealed that the species diversity and richness of the gut microbiota in IBD mice were

decreased, with a significant increase in the abundance of Verrucomicrobia and a significant decrease in the

abundance of Bacteroidetes; Flos Abelmoschus manihot significantly increased the richness and diversity of intestinal

microbiota in IBD mice, increased the number of taxa species at each level, and restored the abundance of bacteria

in the phylum Bacteroidetes. Analysis of fecal lipid profiles identified the most significant changes in sphingolipid

and glycerophospholipid metabolic pathways in IBD mice, with Flos Abelmoschus manihot inhibiting ceramide

and sphingomyelin synthesis in sphingolipid metabolism. In summary, Flos Abelmoschus manihot can effectively

improve the disease condition of mice with chronic IBD, and it has the effect of regulating intestinal flora homeo‐

stasis and lipid metabolism, but the related mechanism between the two still needs to be deeply explored.

Key words: inflammatory bowel disease; Flos Abelmoschus manihot; gut microbiota; untargeted lipidomics;

sphingolipid metabolism; glycerophospholipid metabolism

炎症性肠病 (inflammatory bowel disease, IBD) 是

一种由异常免疫反应介导的慢性非特异性胃肠道疾

病。根据炎症的病理学特征及发病部位, IBD主要分

为溃疡性结肠炎和克罗恩氏病。IBD好发于免疫功能

失衡或伴有遗传病史的人群, 临床症状表现为腹痛、腹

泻、黏液脓血便等, 并伴随结肠癌、肠穿孔等并发症。

IBD具有反复发作、治疗费用高、预后效果差且不能痊

愈等特点。近年来, 随着国民经济的不断提高和工业

化的发展, IBD已逐步成为全球性疾病[1,2], 尤其在青少

年人群中的发病率明显升高。目前 IBD的药物治疗主

要以氨基水杨酸制剂、糖皮质激素、小分子免疫抑制

剂[3]等为主, 但这些药物在干预疾病进程的同时均伴

随着一定不良反应。IBD确切的病因仍不清楚, 因此

尚未见有效的干预策略[4]。

中医药对 IBD 的干预治疗具有显著的特色和优

势, 可有效降低 IBD的复发率, 且不良反应小[5]。在中

医学上, IBD属于“痢疾”“肠澼”范畴, 因其镜下表现类

似中医“痈疡”, 故以“内疡”立论[6]。黄蜀葵花为锦葵

科秋葵属草本植物黄蜀葵的花朵,《本草纲目》将黄蜀

葵花列为“疮家要药”, 具有清热解毒消肿之效, 对于临

床上难治性溃疡性疾病具有较好的疗效[7]。近年来也

有研究发现黄蜀葵花对 IBD具有一定的效用, 以黄蜀

葵花为主药的复方黄蜀葵花敛肠汤在临床上可用于溃

疡性结肠炎治疗[8], 但黄蜀葵花对 IBD 的具体防治作

用机制尚不明确。

IBD的发病原因非常复杂, 公认的诱发因素包括

遗传、环境、心理、免疫、肠道菌等 , 其中肠道菌群在

IBD发病过程起到重要作用。现有研究一致认为[9-11],

IBD患者肠道中的微生物多样性降低, 肠道菌群结构

发生显著变化, 临床上通过益生菌和粪菌移植的方法

可改善 IBD患者的症状[12], 为调控肠道菌群可作为防

治 IBD的潜在靶点提供了直接证据, 但肠道菌群失调

与 IBD病理进程的因果关系并不清楚。肠道是人体最

大的免疫器官之一, 肠道微生物群在宿主免疫系统的

发育中发挥着重要作用, 肠道菌群代谢物可参与信号

传导、免疫系统调节等环节, 进而与 IBD等炎症性疾病

紧密联系[13]。前期研究表明, 胃肠道免疫系统功能障

碍或许是 IBD关键的致病因素[14]。

脂质是生物体内重要的营养物质之一, 参与细胞

构成及机体代谢构成, 与机体健康及疾病状态息息相

关。现有研究采用脂质组学和宏基因组谱分析发现,

IBD期间宿主粪便中的脂质代谢显著异常[15]。在众多

脂质中, 鞘脂已被证明在调节胃肠道免疫反应中发挥

重要作用, 是 IBD的潜在治疗靶点之一; 且肠道微生物

可参与鞘脂的代谢与合成。微生物及其代谢产物的相

互作用可能是调节胃肠道免疫的关键因素, 也是连接

肠道稳态与宿主状态的关键纽带。

本研究采用高通量 16S rRNA测序, 分析黄蜀葵花

对 IBD小鼠肠道菌群稳态的调节作用, 并结合非靶向

脂质组学分析小鼠粪便中的脂质轮廓变化, 以期揭示

肠道菌来源的脂质代谢差异, 探讨黄蜀葵花防治 IBD

的作用机制, 为临床防治提供研究基础。

材料与方法

动物 雌性SPF级的C57BL/6小鼠, 6～8周龄, 体

重20 ± 2 g, 购自上海斯莱克实验动物有限责任公司, 实

验动物许可证号: SCXK (沪) 2017-0005, 实验动物合格

号: 20170005026732。小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
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理委员会批准。

药品与试剂 黄蜀葵花饮片 (批号: 190901, 安徽

省万生中药饮片有限公司); 葡聚糖硫酸钠 (dextran

sulfate sodium, DSS, 批号: S3045, 美国MP Biomedicals

公司); 4% 多聚甲醛固定液 (批号 : BL539A, Biosharp

生物科技有限公司); RNA 提取试剂盒 (批号: ET111-

01)、Top Green S qPCR Super Mix 试 剂 盒 ( 批 号 :

O21127)、One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis

Super Mix试剂盒 (批号: P20329) (北京全式金生物技

术有限公司); 脂质标准品 : LysoPE (lysophosphatidyl‐

ethanolamine, 17∶1, 批号 : LM171LPE-11)、SM (sphin‐

gomyelin, 17∶0, 批号 : 170SM-13)、PE (phosphatidyl

ethanolamine, 17∶0/17∶0, 批号 : LM170PE-19) (Avanti

Polar Lipids 公司); 异丙醇 (批号 : C12585714)、乙醇

(批号: C12314967) (上海麦克林生化科技有限公司); 氯

仿 (三氯甲烷, 批号: 20191217, 国药集团化学试剂有

限公司); 甲醇、乙腈、甲基叔丁基醚 (methyl tert-butyl

ether, MTBE) (德国Merck公司); 异丙醇、甲酸铵、乙酸

铵 (质谱纯, 美国ROE公司)。

仪器 低温高速离心机 (型号 : Microfuge 22R)、

高速冷冻离心机 (美国Beckman公司); 微型旋涡混合

仪 (型号: XW-80A, 上海沪西分析仪器厂); 电子天平

(型号 : ML-204/02, 上海梅特勒-托利多仪器有限公

司); U3000 高效液相色谱仪 (美国 Dionex 公司); Q-

Exactive 四级杆-轨道阱质谱仪 (美国 Thermo Fisher

Scientific公司); 真空离心浓缩仪 (美国 Thermo公司);

涡旋振荡器 (美国 Scientific Industries公司); KQ-500B

型超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司); 十万分

之一电子天平 (德国Sartorius公司)。

黄蜀葵花总提物制备 黄蜀葵花饮片先用相当于

药材量 18倍的 70% 乙醇提取, 再用 10倍量的 70% 乙

醇提取, 每次 2 h。将两次提取液合并, 过滤后旋蒸浓

缩至一定体积, 冷冻干燥后即得黄蜀葵花醇提物; 药渣

再用 10倍量的水提取 2次, 每次 2 h, 所得水提物经旋

蒸浓缩后, 用 80%乙醇进行醇沉过夜, 抽滤后取沉淀,

冷冻干燥即得黄蜀葵花多糖。黄蜀葵花总提物为黄蜀

葵花醇提物和黄蜀葵花多糖的混合物, 按照提取得率,

混合比例为黄蜀葵花醇提物∶黄蜀葵花多糖 = 4∶1。

动物分组与给药 将 22 只 C57BL/6 小鼠随机分

为3组, 其中空白组 (control) 8只、模型组 (model) 和黄

蜀葵花总提物给药组 (HK), 每组各 7只。空白组小鼠

全程给予正常饮用水。模型组小鼠的饮用水中含有

DSS, 每次提供 200 mL。DSS诱导 IBD的具体方案为:

第 1～7天, 前 3天的DSS浓度 2%, 后 4天的DSS浓度

2.5%; 第 8～14天, 给相应剂量的水; 第 15～24天, 前 3

天的 DSS 浓度 2.5%, 后 7 天的 DSS 浓度 3%; 第 25～

31天, 给相应剂量的水; 第 32～38天, DSS浓度 3%; 第

39～45天, 给相应剂量的水。黄蜀葵花给药组造模方

式同上, 在各给水缓和阶段灌胃给药黄蜀葵花总提物,

剂量为 1 g·kg-1 (黄葵醇提物∶黄葵多糖 = 800 mg·kg-1∶

200 mg·kg-1), 给药体积为0.1 mL/10 g, 每天1次。

慢性 IBD 模型评估 实验过程中记录小鼠的体

重、精神状态、饮食状况及粪便情况, 根据体重下降百

分率、粪便黏稠度、大便隐血三项综合评分计算 IBD疾

病活动指数 (disease activity index, DAI), 评分标准如

表1所示:

小鼠结肠组织病理分析 剪取一定量结肠组织,

置于 4% 多聚甲醛固定液中, 将组织用常规石蜡包埋

制片, 切片脱蜡后进行苏木精-伊红 (hematoxylin and

eosin, H&E) 染色。在显微镜下观察炎性细胞浸润等

变化, 并进行结肠组织损伤评分。

小鼠结肠组织中炎症因子基因表达检测 称取小

鼠结肠组织 10 mg左右, 研磨匀浆, 使用TransZol法提

取mRNA, 按照RNA抽提试剂盒流程进行提取。提取

后进行RNA浓度测定, 按一定比例稀释到所需浓度, 根

据试剂盒进行逆转录反应, 使用QuantStudio 5型实时

荧光定量PCR仪进行扩增及检测设置, 引物序列见表2。

扩增结束后 , 数据处理以 GAPDH (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) 为内参基因, 由 2-∆∆Ct法计算

结肠组织中TNF-α (tumor necrosis factor alpha) 和Muc2

(mucin-2) 基因的相对表达量。

肠道细菌基因测序 在实验终点取各组小鼠新鲜

粪便, 采用 Illumina PE250平台对DNA片段进行双端

Table 1 Inflammatory bowel disease (IBD) activity index scoring

criteria

Weight loss

0
1%-5% (with 5%)
5%-10% (with 10%)
10%-15% (with 15%)
>15%

Stool

consistency
Normal
Soft stools
Mildly loose
Watery stools
Diarrhea

Occult blood in stool

Normal
Positive
Mild hematochezia
Massive hematochezia
Heavy bleeding

Score

0
1
2
3
4

Table 2 Polymerase chain reaction (PCR) primer sequence of

each gene. TNF-α: Tumor necrosis factor alpha; Muc2: Mucin-2;

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Gene
TNF-α

Muc2

GAPDH

Primer (5′-3′)
Forward: AGGCGGTGCTTGCTTCCTCAG
Reverse: GGCTACAGGCTTGTCACTCG
Forward: GCTGACGAGTGGTTGGTGAATG
Reverse: GATGAGGTGGCAGACAGGAGAC
Forward: ACATCAAGAAGGTGGTGAAGC
Reverse: TTGTCATACCAGGAAATGAGCTT
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(paired-end) 测序, 测序相关工作由上海派森诺公司完成。

脂质组学粪便样品前处理 将−80 ℃冻存的小鼠

粪便于 4 ℃解冻, 精密称取 20 mg放于 2 mL离心管中,

加入 200 μL超纯水, 匀浆 15 min。精密吸取 20 μL匀

浆液于 1.5 mL离心管中, 加入 225 μL含内标 [LysoPE

(17∶1)、SM (17∶0)、PE (17∶0/17∶0) 浓度约为 5 μg·mL-1]

的冰甲醇, 涡旋 10 s, 加入 750 μL的 MTBE, 再次涡旋

10 s, 于 4 ℃震荡 10 min, 加入 188 μL超纯水, 涡旋 20 s

后于 4 ℃, 18 000 r·min-1离心 2 min, 吸取 350 μL 上清

液至 1.5 mL离心管中, 置于离心浓缩仪中挥干。挥干

的样品用 110 μL复溶液 (甲醇∶甲苯, 9∶1) 进行复溶,

即涡旋 10 min, 超声 10 min, 18 000 r·min-1离心 10 min,

取60 μL上清液于进样小瓶内, 上机进样分析。

脂质组学 LC-MS (liquid chromatography-mass

spectrometry) 的分析条件 色谱柱 : ACQUITY CSH

C18 (1.7 μm, 2.1 mm × 100 mm); 流速: 0.3 mL·min-1; 正

离子模式的流动相A: 乙腈∶水 = 6∶4, 含10 mmol·L-1甲

酸铵和0.1%甲酸; B: 异丙醇∶乙腈 = 9∶1, 含10 mmol·L-1

甲酸铵和 0.1%甲酸。负离子模式的流动相 A: 乙腈∶

水 = 6∶4, 含10 mmol·L-1乙酸铵; B: 异丙醇∶乙腈 = 9∶1,

含 10 mmol·L-1乙酸铵。流动相梯度: 0～4 min, 15%～

30% B; 4～5 min, 30%～48% B; 5～22 min, 48%～82%

B; 22～23 min, 82%～99% B; 24～24.2 min, 99%～15%

B; 24.2～30 min, 15% B。柱温 : 65 ℃ , 进样量 : 2 μL

(正离子), 5 μL (负离子)。

质谱条件: Q-Exactive四级杆-轨道离子阱质谱仪,

电离方式: HESI源。正离子模式: 喷雾电压: 3.5 kV, 离

子源温度: 306 ℃, 毛细管温度: 300 ℃, 鞘气流: 45 arb,

辅助气流: 10 arb, 范围: 215～1 800 m/z, S-lens: 50; 负离

子模式: 喷雾电压: 3.0 kV, 离子源温度: 325 ℃, 毛细管

温度: 300 ℃, 鞘气流: 45 arb, 辅助气流: 10 arb, 范围:

215～1 800 m/z, S-lens: 50。

统计学方法 实验结果采用GraphPad Prism8等软

件分析, 所有数据均以mean ± standard error of the mean

(SEM) 表示 (n ≥ 3)。采用 one-way ANOVA Tukey进行

组间差异性分析, 与空白组比较, P < 0.05表示具有统

计学意义。

结果

1 黄蜀葵花可显著改善慢性 IBD小鼠的基础体况及

病理状态

具体实验方案如图 1A所示。与正常组小鼠相比,

在给予 DSS期间, 模型组小鼠体重显著降低, 在给水

缓和期间, 小鼠体重有所恢复; 黄蜀葵花给药组可显著

减缓小鼠体重降低 (图 1B)。按照体重下降百分率、粪

便黏稠度、大便隐血三项综合评分计算DAI, 结果显示

模型组小鼠在DSS期间, DAI评分快速上升, 显著高于

空白组, 且出现明显的腹泻和便血等症状; 黄蜀葵花给

药后可显著降低 IBD小鼠的DAI评分, 改善小鼠腹泻

症状 (图1C)。

HE 染色结果显示 , 空白组小鼠结肠组织黏膜完

整, 肠绒毛排列紧密, 绒毛上皮内可见完整隐窝和杯状

细胞, 组织形态结构正常, 无明显病理变化; 模型组小

鼠结肠组织可见明显的炎性细胞浸润, 组织结构明显

受到损坏, 病理损伤评分显著升高 (图 1D); 黄蜀葵花

给药后则可改善结肠组织炎性浸润, 恢复隐窝结构, 减

轻慢性结肠炎病理损伤, 对病理损伤评分有降低的趋

势。结肠长度与肠道炎症发生发展密切相关, 是评估

慢性结肠炎的重要指标之一。与正常小鼠相比, IBD

模型小鼠结肠长度明显缩短, 黄蜀葵花给药后可显著

恢复小鼠结肠长度 (图1E)。

结肠组织中Muc2及 TNF-α的mRNA定量结果显

示, 经DSS造模后, 小鼠结肠组织中Muc2水平显著下调,

TNF-α水平显著上调; 经黄蜀葵花给药后可促进Muc2

表达, 对TNF-α表达有一定抑制作用趋势 (图1F)。

2 黄蜀葵花可恢复慢性 IBD 小鼠肠道菌群物种多

样性

为了探究黄蜀葵花对慢性 IBD小鼠肠道微生物群

的影响, 本研究首先采用 16S rRNA测序分析了小鼠的

肠道菌群多样性。在进行数据处理时选择有97%相似

的基因序列进行归类组成分类操作单元 (operational

taxonomic units, OTUs), 在OTUs的基础上进行物种丰

富度和物种多样性分析。利用 rank abundance曲线将

样品中的 OTUs 根据相对丰度按一定的顺序排列编

号, 以OTUs的排列编号为横坐标, 相对丰度为纵坐标

绘制而成, 可反映物种丰富度 (横坐标跨度) 及均匀度

(曲线陡峭程度)。在菌群 Alpha 多样性分析中 , 以

Chao1指数表征丰富度, 以 Shannon和 Simpson指数表

征多样性。与正常小鼠相比, IBD模型小鼠在物种丰富

度及多样性上有降低的趋势 , 黄蜀葵花给药后 , rank

abundance 曲线明显右移 , Chao1、Shannon 和 Simpson

指数显著升高, 表明黄蜀葵花可有效增加肠道微生物

群的丰富度及多样性 (图2A、B)。

对小鼠肠道微生物各级类群进行分析发现, 与正

常小鼠相比, IBD模型小鼠在各级类群数量上无明显

差异, 但黄蜀葵花给药后对门、纲、目、科、属、种各类

群数量均有显著提高作用 (图 2C), 提示黄蜀葵花可显

著增加肠道微生物群的多样性。在门水平上, 模型组

小鼠中拟杆菌门 (Bacteroidetes) 明显减少 , 厚壁菌门

(Firmicutes) 和放线菌门 (Actinobacteria) 有增加趋势,
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Figure 1 Effects of Flos Abelmoschus manihot (HK) on various indexes in chronic inflammatory bowel disease (IBD) mice. A: Experi‐

mental diagram; B: Body weight changes of mice in each group; C: Changes in disease activity index (DAI) of mice in each group; D:

Hematoxylin and eosin (H&E) pathological sections and histological scores of mouse colon in each group. Scale bar: 100 μm; E: Mouse

colon length in each group; F: Gene expression levels in mouse colon tissues from each group. n = 5-8,
-
x ± standard error of the mean

(SEM). *P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.000 1 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs model group

Figure 2 Effects of HK on the species diversity of gut microbiota in mice with chronic IBD. A: Microbiota alpha diversity index; B:

Microbiota rank abundance curve; C: Number of microbial taxa at each level; D: Species composition at the phylum level. C1-C8, M1-M5,

and H1-H5 refer to the control group, the model group, and the HK group, respectively. n = 5-8,
-
x ± SEM. ##P < 0.01, ####P < 0.000 1 vs

model group. OTU: Operational taxonomic unit
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黄蜀葵花给药后可明显恢复拟杆菌门细菌丰度, 降低

厚壁菌门细菌丰度 (图2D)。

3 黄蜀葵花对慢性 IBD 小鼠肠道菌群结构变化的

影响

对拟杆菌门 (Bacteroidetes)、变形菌门 (Proteobac‐

teria)、放 线 菌 门 (Actinobacteria)、厚 壁 菌 门 (Fir‐

micutes) 和疣微菌门 (Verrucomicrobia) 等肠道菌群主

要类群的分析结果发现, 与正常小鼠相比, IBD模型小

鼠疣微菌门丰度显著升高, 而拟杆菌门丰度呈下降趋

势, 黄蜀葵花给药后可显著恢复拟杆菌门细菌丰度, 对

疣微菌门细菌丰度无显著影响 (图3A)。

拟杆菌门属于肠道益生菌群, 是机体健康肠道中

的重要组成部分, 影响机体的营养、代谢和免疫等过

程[11]。进一步深入分析拟杆菌门下细菌类群发现, 黄

蜀葵花给药后可显著上调慢性 IBD小鼠拟杆菌纲、拟

杆菌目及拟杆菌科细菌丰度 (图3B)。

4 黄蜀葵花对慢性 IBD模型小鼠粪便脂质的影响

为了确定慢性 IBD小鼠粪便中脂质轮廓的变化,

采用建立的非靶向脂质组学方法, 首先对脂质组学数

据进行主成分分析 (principal component analysis, PCA),

结果显示, 慢性 IBD小鼠整体的脂质轮廓发生显著变

化, 其中正离子模式下 PC1: 40.9%、PC2: 10.9%; 负离

子组PC1: 41.3%、PC2: 21.6%。黄蜀葵花给药后异常的

脂质轮廓得到显著改变 (图 4A、B)。对脂质组学数据

进一步进行 fold change分析发现, 慢性 IBD小鼠粪便

中脂质含量呈上升趋势, 黄蜀葵花给药后, 对负离子模

式下响应的脂质含量有一定下调作用 (图4A、B)。

根据已鉴定脂质的相对含量建立火山图 (volcano

plot) 和聚类热图 (图 4A～D), 进一步筛选各组间的差

异性脂质, 慢性 IBD模型小鼠粪便中共发现 92种差异

性脂质 , 其中正离子模式下鉴定出 70 种差异性脂质

(图 4C), 负离子模式下鉴定出 22 种差异性脂质 (图

4D), 包括 12种鞘磷脂、7种鞘糖脂、4种神经酰胺、4种

甘油磷酸胆碱、3种甘油磷酸胆碱和 3种甘油磷酸乙醇

胺等; 黄蜀葵花给药后对小鼠粪便中脂质调节作用主

要集中于甘油磷脂和鞘脂 (图 4C、D)。结合以上数据,

再进行脂质代谢通路富集分析, 挑选出评分较高即有

明显差异的代谢通路, 代谢通路富集分析气泡图显示

造模前后差异性较大的脂质代谢通路 (图 4E), 其中评

分最高、差异最显著的代谢通路有两条, 即鞘脂代谢

(sphingolipid metabolism) 和甘油磷脂代谢 (glycero‐

phospholipid metabolism) 通路。

5 黄蜀葵花对慢性 IBD模型小鼠粪便中鞘脂含量变

化的影响

有研究[16]通过代谢组学和宏观基因组学分析发

现, IBD模型小鼠体内鞘脂含量发生显著变化, 结合本

研究以上数据分析, 现对鞘脂类中 3种主要脂质, 神经

酰胺、鞘糖脂和鞘磷脂含量进行深入分析。与正常小

鼠相比, IBD小鼠粪便中 3种鞘脂含量均显著增加, 黄

蜀葵花给药后可促进鞘糖脂合成 (图 5A), 对神经酰胺

及鞘磷脂合成有抑制趋势 (图5B、C)。

6 黄蜀葵花对慢性 IBD小鼠粪便中甘油磷脂代谢的

影响

甘油磷脂是膜双层的主要成分, 为细胞膜提供物

Figure 3 Effects of HK on the levels of gut microbiota and the population of Bacteroidetes in mice with chronic IBD. A: Relative

abundance of gut microbes at the phylum level; B: Relative abundance of gut microbes at each level under the phylum Bacteroidetes. n = 5-8,
-
x ± SEM. *P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group
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Figure 4 Effects of HK on global lipid alterations in the feces of chronic IBD model mice. A: Principal component analysis (PCA) plot,

fold change analysis, volcano plot in positive ion mode; B: PCA plot, fold change analysis, volcano plot in negative ion mode; C: Differen‐

tial metabolites in positive ion mode; D: Differential metabolites in negative ion mode; E: Diagram of lipid metabolic pathways
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理支持, 调节代谢活性物质的跨膜运动[17]。对另一具

有显著差异的甘油磷脂代谢通路下各类脂质进行分

析, 选取该通路下变化较为明显的几种脂质, 包括磷脂

酰胆碱、溶血磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺及其各自具有

醚键连接的代谢物。结果显示, 与正常小鼠相比, IBD

模型小鼠粪便中磷脂酰胆碱、溶血磷脂酰胆碱、磷脂酰

乙醇胺含量均显著升高 (图6), 黄蜀葵花给药后对磷脂

酰胆碱合成无显著影响 (图 6A), 但可显著抑制醚键连

接的磷脂酰胆碱合成 (图 6B); 黄蜀葵花可增加 IBD小

鼠粪便中磷脂酰乙醇胺含量 (图 6C、D), 同时抑制醚键

连接的磷脂酰乙醇胺合成 (图6E、F)。

讨论

IBD是主要以肠道组织炎症和损伤为特征的慢性

疾病, 在世界范围内有很高的发病率, 且易反复、难治

愈。IBD发病原因并不明确, 但已有研究证明肠道菌

群失调和某些特定的脂质代谢紊乱是 IBD发病的特征

之一。

本研究利用 DSS 构建慢性 IBD 小鼠模型 , 给予

DSS期间, 小鼠体重下降, 出现腹泻便血等情况; 对小

鼠结肠组织进行H&E染色, 模型组小鼠的结肠组织结

构出现明显的损伤, 隐窝和杯状细胞基本消失, 病理组

织评分明显高于空白组, 提示慢性小鼠 IBD模型造模

成功 ; qPCR 结果显示 , 小鼠结肠组织中的炎症因子

TNF-α表达量明显增加, Muc2 表达量降低。Muc2 是

黏液层的主要组成成分, 对于预防结肠炎至关重要, 小

鼠中 Muc2 缺失可引起隐窝细菌定植、加剧炎症反

应[18,19]。以上结果提示, IBD小鼠体内存在明显炎症,

且肠道黏液层受损, 黄蜀葵花可有效改善慢性 IBD小

鼠基础状况, 减轻炎症反应, 恢复肠道病变。

疾病状态下, 共生微生物和潜在致病微生物之间

的平衡发生变化从而导致肠道微生物多样性下降, 被

称为菌群失调, 这与 IBD 的发展息息相关[20,21]。多项

临床研究表明, IBD患者与健康受试者的肠道菌群存

在差异, 表现为物种多样性降低, 变形杆菌门丰度增加

等[22,23]。本研究通过对 IBD小鼠肠道菌高通量测序结

果分析发现, 慢性 IBD小鼠的肠道菌群的多样性和物

种丰富度发生降低, 其中拟杆菌门丰度显著下调, 疣微

菌门丰度显著上调, 而黄蜀葵花可显著提高菌群各级

类群数量, 增加肠道微生物群丰富度与多样性, 恢复慢

Figure 5 Effects of HK on the contents of phospholipids in the feces of chronic IBD model mice. A: Glycosphingolipid content changes;

B: Ceramide content changes; C: Sphingomyelin content changes. n = 5-8,
-
x ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group;

#P < 0.05, ###P < 0.001 vs model group
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Figure 6 Effects of HK on the contents of glycerophospholipid in the feces of chronic IBD model mice. A: Phosphatidylcholine content

changes; B: Ether linked phosphatidylcholine content changes; C: Lysophosphatidylcholine content changes; D: Ether linked lysophosphati‐

dylcholine content changes; E: Phosphatidylethanolamine content changes; F: Ether linked phosphatidylethanolamine content changes. n =

5-8,
-
x ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs model group
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性 IBD小鼠的肠道微生物稳态。

拟杆菌作为哺乳动物健康肠道的优势菌群, 在肠

道菌群中占很大比例, 其为身体提供必需的营养[24], 但

当其进入胃肠道以外的身体部位时, 则会加重脓肿和

其他感染[25,26]。多项研究证实, 在溃疡性结肠炎患者

的肠道菌群中, 脆弱拟杆菌的丰富度显著降低, 且近期

有研究发现定植脆弱拟杆菌能减轻炎症驱动的结肠癌

发生[27]。在本研究中, 对不同菌群分析发现, 慢性 IBD

小鼠模型中, 拟杆菌门丰度呈下降趋势, 黄蜀葵花可显

著上调小鼠粪便中拟杆菌丰度, 效果最为显著; 进一步

对拟杆菌门下的各级类群丰度进行分析, 主要在纲、目

及科水平作用显著。

基于此, 本研究进一步探讨了黄蜀葵花是如何影

响 IBD期间宿主粪便中的菌群稳态, 或进一步探究黄

蜀葵花如何通过改变肠道菌群丰度与结构后再影响宿

主疾病发展。因此, 本研究对小鼠的粪便进行LC-MS

分析, 对宿主粪便中的脂质进行表征。与先前报道一

致[16], 本研究结果显示, 在 IBD期间, 小鼠的粪便中鞘

脂含量显著升高, 鞘脂代谢和甘油磷脂代谢两条通路

差异最为明显; 然后进一步对 3种主要鞘脂类脂质及

几种主要的甘油磷脂类脂质进行了含量分析, 发现黄

蜀葵花可在一定程度上抑制神经酰胺及鞘磷脂合成。

鞘脂是结构膜成分和重要的真核信号分子。鞘脂

参与调节炎症和免疫, 最近被确定为 IBD患者粪便中

差异最大的代谢物[15]。拟杆菌是目前已经被证明是鞘

脂产生相关的肠道菌, 其膜结构成分也含有大量鞘脂。

本研究结果与已有文献研究结果相符, Brown等[16]基

于代谢组学和宏观基因组学的研究发现, IBD患者体

内拟杆菌门细菌丰度降低, 可导致细菌 (主要来源于

拟杆菌) 来源的鞘脂丰度减少, 进而促进肠道炎症的

发生发展。与此同时, 该研究者还发现 IBD期间, 细菌

来源的鞘脂虽然减少, 但宿主粪便中的鞘脂丰度却升

高, 此现象可能是对拟杆菌来源的鞘脂下调的补充, 但

其具体机制目前尚不明确。

本研究发现, 在慢性 IBD小鼠模型中, 小鼠粪便中

拟杆菌门细菌丰度显著下降, 与宿主粪便中升高的神

经酰胺呈负相关; 黄蜀葵花下调拟杆菌丰度同时对神

经酰胺及鞘磷脂合成有抑制趋势。因此推测: IBD小

鼠粪便中拟杆菌门细菌丰度下调, 致使细菌来源的鞘

脂丰度降低, 或会促进肠道炎症的发生发展; 同时, 宿

主代偿性升高宿主体内鞘脂浓度, 补充拟杆菌来源的

鞘脂的下调, 而黄蜀葵花对拟杆菌丰度的恢复作用可

能通过进一步恢复鞘脂代谢来调节 IBD症状, 其中具

体机制尚待进一步明确。
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