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风湿宁粪菌移植物干预类风湿关节炎的多组学比较研究
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摘要 : 运用超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱法 (ultra-performance liquid chromatography-

quadrupole/electrostatic field obitrap high-resolution mass spectrometry, UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS) 及宏基因组

学技术, 探讨风湿宁粪菌移植干预类风湿关节炎的作用机制。所有动物福利和实验过程均遵循山西中医药大学医

学伦理委员会的规定。将大鼠随机分为空白组、模型组、粪菌移植组、雷公藤多苷组, 建立大鼠胶原诱导关节炎 

(collagen induced arthritis, CIA) 模型。评估大鼠体重变化、足跖病变情况, 采用液质联用、宏基因组技术对各组大鼠

血清进行差异代谢物、菌群分析, Western blot检测Toll样受体 4 (Toll-like receptors, TLR4)、TLR4启动髓系分化初级

反应蛋白 88 (myeloid differentiation factor88, MyD88) 和核因子-κB p65 (nuclear factor of kappa B, NF-κB p65) 的

蛋白表达量。从大鼠血清中共筛选出 13种差异代谢物: 花生四烯酸、二十二碳六烯酸、13S-羟基十八碳二烯酸和

L-苯丙氨酸等, 经通路富集筛选出 3条代谢通路: 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成、苯丙氨酸代谢, 花生四烯

酸代谢。宏基因组分析发现 CIA 组 g_Bacteroides、g_Prevotella、p_Actinobacteria丰度较高; FMT-F组 c_Clostridia、

g_Akkermansia、s_Akkermansia_muciniphila丰度较高。层次聚类热图显示, 阿克曼菌 (Akkermansia) 与 L-苯丙氨酸

呈负相关, 与二十二碳六烯酸呈正相关; 普雷沃菌 (Prevotella) 与 L-苯丙氨酸呈正相关。FMT-F能够明显抑制大鼠

滑膜TLR4、MyD88和 p65蛋白的表达 (P < 0.01)。风湿宁粪菌移植治疗类风湿关节炎可能与其通过Akkermansia、

Prevotella等微生物干预苯丙氨酸、花生四烯酸代谢, 抑制TLR4/MyD88/NF-κB通路, 发挥抗炎效应有关。
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Abstract: The study aims to investigate the mechanism of Fengshining fecal microbiota transplants in the 

intervention of rheumatoid arthritis by ultra-performance liquid chromatography-quadrupole/electrostatic field 

obitrap high-resolution mass spectrometry (UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS). All animal welfare and experimental 

procedures followed the regulations of the Medical Ethics Committee of Shanxi University of Chinese medicine. 

The rats were randomly divided into normal group, model group, fecal microbiota transplantation group and 

Tripterygium wilfordii polyglycoside group, and the collagen induced arthritis (CIA) was established. The changes 

of body weight and metatarpodal lesions of rats were evaluated. The serum of rats in each group was analyzed by 
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liquid chromatography-mass spectrometry and metagenomic technology for differential metabolites and microflora. 

The protein expression levels of Toll-like receptors (TLR4), myeloid differentiation factor 88 (MyD88) and nuclear 

factor of kappa B (NF- κB p65) were detected by Western blot. A total of 13 different metabolites, including 

arachidonic acid, docosahexaenoic acid, 13S-hydroxyoctadecanodienoic acid and L-phenylalanine were screened 

from serum. Three metabolic pathways, including phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis, phenylala‐

nine metabolism and arachidonic acid metabolism were identified through pathway enrichment. Metagenomic 

analysis showed that the abundance of g_Bacteroides, g_Prevotella and p_Actinobacteria in CIA group was higher. 

The abundance of c_Clostridia, g_Akkermansia and s_Akkermansia_muciniphila in fecal microbiota transplanta‐

tion group is higher. The hierarchical cluster heat map showed that Akkermansia was negatively correlated with 

L-phenylalanine; while positively correlated with docosahexaenoic acid. Prevotella was positively correlated with 

L-phenylalanine. Fecal microbiota transplantation group could significantly inhibit the expression of TLR4, MyD88 

and p65 proteins in the synovium of rats (P < 0.01). The anti-rheumatoid arthritis effects of fecal microbiota trans‐

plantation group is closely related to the intervention of the metabolism of phenylalanine and arachidonic acid, 

through Akkermansia, Prevotella and other microorganisms, inhibition the TLR4/MyD88/NF-κB pathway.
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类风湿关节炎 (rheumatoid arthritis, RA) 是一种常

见的慢性、全身性自身免疫性疾病, 其病理特征为滑膜

细胞增生, 多种炎性细胞浸润, 血管翳形成及软骨与骨

组织的破坏。RA可引起关节肿胀、疼痛、功能丧失和

僵硬, 严重损害身体机能和生活质量[1]。其发病机制

复杂, 涉及宿主因素 (遗传易感性、异常免疫反应、异

常代谢酶和性激素) 和环境触发因素 (细菌或病毒感

染) 之间错综复杂的相互作用[2,3]。越来越多的研究表

明, 微生物群的改变[4-6], 特别是肠道微生物组的变化, 

是RA发展的重要环境危险因素[7]。临床上, RA 的早

期诊断仍具有挑战性。因此, 探索鉴定 RA的新型诊

断标志物和机制十分重要。

中医药在防治类风湿关节炎方面积累了丰富的经

验, 复方风湿宁为民国山西四大名医白清佐的治痹名

方, 临床传承使用七十余年, 具有祛风散寒、除湿通络、

活血止痛的功效, 能够有效地改善 RA的主要症状及

体征积分[8]。本研究前期发现, 风湿宁能够显著降低

胶原诱导的关节炎 (collagen induced arthritis, CIA) 大

鼠血浆中TNF-α、IL-1、IFN-γ水平, 抑制CD4+表达, 通

过ROS影响线粒体通透性的改变, 诱导类肿瘤样增生

的滑膜细胞凋亡[9]。

人体正常的生长和发育离不开肠道菌群的平衡, 

肠道菌群代谢紊乱会致使免疫系统受损, 从而引起免

疫性炎症反应[5]。微生物群组成的变化会导致代谢物

的失衡, 驱动炎症, 加重炎症反应。RA患者体内微生物

组成发生明显变化, 主要表现为双歧杆菌和拟杆菌的

减少与普雷沃菌的增加[10]。临床上 , 粪菌移植 (fecal 

microbiota transplants, FMT) 已成功用于艰难梭菌感

染的治疗[11], 并在控制RA炎症、改善症状方面具有较

好的发展前景[12,13]。

代谢组学可以对疾病发生发展中的代谢产物进行

定量测定, 揭示疾病发病机制[14]。借助代谢组学研究, 

可以筛选疾病早期代谢标志物, 为疾病的早期诊断提

供依据[15-17]。风湿宁干预 RA的机制是否与其调节代

谢环境有关, 是否通过维持肠道稳态调节宿主免疫状

态, 其粪菌移植物是否有助于恢复RA的肠道微生态, 

基于此设想, 本实验采用超高效液相色谱-四极杆-静

电场轨道阱高分辨质谱法 (ultra-performance liquid 

chromatography-quadrupole/electrostatic field obitrap 

high-resolution mass spectrometry, UHPLC-Q-Exactive 

Orbitrap-MS)、宏基因组测序技术, 分析风湿宁粪菌移

植干预对CIA大鼠血清差异代谢物和肠道微生态的影

响, 探寻其防治RA的作用机制。

材料与方法

动物 Wistar 雌性大鼠 40 只 (SPF 级), 体重约

200 ± 25 g, 购于北京维通利华实验动物技术有限公

司, 许可证号: SCXK (北京) 2016-0006。动物实验获

得山西中医药大学医学伦理委员会批准 (批准号 : 

2021DW111)。大鼠饲养室内温度保持在 15～25 ℃ , 

相对湿度为 45%～55%, 在自然光环境下 (昼夜交替

12 h) 适应性饲养一周 , 自由进食、饮水 , 每 3 天更换

1次垫料。

药品与试剂 风湿宁复方药材购于晋中市同仁堂

药房连锁有限公司, 药材经吉海杰副主任药师鉴定为

正品。风湿宁药液制备: 取伞形科羌活 (Notopterygium 

incisum Ting ex H. T. Chang) (批号: 210501)、伞形科独

活 (Angelica pubescens Maxim. f. biserrata Shan et 

Yuan) (批号 : 20200818)、防己科青风藤 (Sinomenium 

acutum Rehd et Wils.) (批号 : 201201)、毛茛科威灵仙 
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(Clematis chinensis Osbeck) (批号: 210901)、姜科姜黄 

(Curcuma longa L.) (批号 : 20093004)、伞形科防风 

(Saposhnikovia divaricata Schischk.) (批号: 210727002)、

伞 形 科 川 芎 (Ligusticum chuanxiong Hort.) ( 批 号 : 

801003917)、麻黄科麻黄 (Ephedra sinica Stapf) (批号: 

401003136P)、樟科肉桂 (Cinnamomum cassia Presl) (批

号: 84120901)、黑三棱科三棱 (Sparganium stoloniferum 

Buch.-Ham.) (批号 : 211201)、棕榈科血竭 (Daemono‐

rops draco Blume.) (批号 : 2103033)、罂粟科延胡索 

(Corydalis yanhusuo W. T. Wang) (批号: 210801)、苋科

川牛膝 (Cyathula officinalis Kuan) (批号 : 201202)、玄

参 科 生 地 (Rehmannia glutinosa Libosch.) ( 批 号 : 

501003526)、姜科砂仁 (Amomum villosum Lour.) (批号: 

210201)、豆科甘草 (Glycyrrhaza uralensis Fisch.) (批

号: 1807050), 药材总量为223 g, 加入500 mL蒸馏水, 浸

泡 1 h, 加热煎煮 1 h, 滤过后再加入 300 mL蒸馏水, 煎

煮 45 min, 滤过, 合并 2次滤液, 减压浓缩至生药浓度

2 g·mL-1, 于 4 ℃冰箱中保存备用。色谱柱 (ACQUITY 

BEH C18, 100 mm × 2.1 mm, 1.7 μm, 美国Waters公司); 

质谱级甲醇 (67-56-1)、质谱级乙腈 (75-05-8) (美国赛

默飞世尔科技有限公司); 牛Ⅱ型胶原 (9007-34-5)、弗

氏完全佐剂 (SLBL0210V) (德国 Sigma 公司); 雷公藤

多苷片 (Z42021212, 黄石飞云制药有限公司); 氨苄西林

胶囊 (06108202, 珠海联邦制药股份有限公司); 盐酸万

古霉素 (D193655, 希腊VIANEX.S.A公司); 亚胺培南

西司他丁钠 (S014300, 美国 Merck Sharp & Dohme 公

司); TLR4 (A5258)、p65 (A2547) (ABclonal 公 司); 

MyD88 (67969-1-Ig, 美国Proteintech公司)。

仪器 超高效液相色谱仪 (Ulti Mate3000)、四级

杆-静电场轨道阱高分辨质谱仪 (Q-Exactive), 美国赛默

飞世尔科技有限公司; 足跖容积测量仪 (PV-200), 成都

泰盟有限公司; 高速冷冻离心机 (KDC-160HR), 安徽

中科中佳科学仪器有限公司; 漩涡混合器 (VORTEX-5), 

海门其林贝尔仪器制造有限公司; 迷你垂直电泳槽、迷你

转印槽 (WIX-miniPRO2、WIX-miniBLOT), 韦克斯科

技 (北京) 有限公司; LAS500超灵敏化学发光成像仪 

(LAS500), 美国Cytiva公司。

分组与造模 大鼠适应性喂养 1周后, 随机分为

5组: 空白组 (NC组)、模型组 (CIA组)、粪菌移植-风湿

宁组 (FMT-F 组)、雷公藤多苷片组 (TG 组) 和风湿宁

组 (FSN组)。取 1∶1的牛Ⅱ型胶原和弗氏完全佐剂在

冰上充分乳化, 胶原浓度为1 mg·mL-1。于大鼠尾部、背

部、左足跖各注射乳化剂0.1 mL, 空白组大鼠于相同部

位注射等量生理盐水。一周后, 于相同部位注射0.1 mL

乳化剂进行免疫加强。

将氨苄西林 (1 g·mL-1)、万古霉素 (1 g·mL-1) 和亚

胺培南 (1g·mL-1) 3种抗生素溶于饮用水制成抗生素溶

液, 连续给药4天[18], 其余各组给予正常饮用水。实验期

间每日用2 mL EP管收集风湿宁组大鼠3 h内新鲜粪便, 

制成 FMT-F混悬液。考虑到胃酸的破坏作用, FMT-F

组每日给予2 mL新鲜粪菌液灌肠[19,20]。NC组与CIA组

给予生理盐水, TG组给予9 mg·kg-1雷公藤多苷片, FSN

组给予风湿宁 (20 g·kg-1) 灌胃, 连续给药21天。

大鼠关节肿胀及体质量变化评估 每周记录大鼠

左足跖容积及体质量变化。在大鼠左后足跖关节处划

线标记, 用足跖容积测量仪测量大鼠左足跖关节容积, 

取3次测量的平均值。

血清采集及处理 末次给药前1天, 禁食。给药1 h

后 , 腹部动脉采血 , 离心 10 min (4 ℃ , 14 000 r·min-1), 

取上清液, 分装于EP管中, −80 ℃储存备用。取100 μL

血清, 加入 300 μL乙腈, 涡旋 1 min, 离心 10 min (4 ℃, 

14 000 r·min-1), 取上清液 200 μL, 氮气吹干, 200 μL乙

腈复溶, 涡旋、离心, 取上清液进样分析[21]。

UHPLC-Q-Exactive Orbitrap-MS 检测条件 色

谱条件 : 采用 ACQUITY BEH C18 色谱柱 (100 mm × 

2.1 mm, 1.7 μm); 柱温 40 ℃, 体积流量为 0.3 mL·min-1, 

进样量 5 μL; 流动相A为乙腈, 流动相B为 0.01%甲酸

水溶液, 梯度洗脱: 0～1.5 min, 95% A; 1.5～4.5 min, 75% 

A; 4.5～7 min, 70% A; 7～11 min, 55% A; 11～12 min, 

15% A; 12～13.5 min, 5% A; 13.5～14 min, 5% A。

质谱条件 采用电喷雾离子源, 正、负离子电离模

式下检测。离子传输管温度 320 ℃; S-Lens RF Level

为 50; 全扫描/数据依赖二级扫描, 扫描范围m/z 100～

1 000; 一级质量分辨率 70 000 FWHM, 二级分辨率

17 500 FWHM, 碰撞能量 30 eV。正离子模式: 喷雾电

压: 3.2 kV, 鞘气: 40 psi (1 psi ≈ 6.9 kPa), 辅助气: 5 psi, 

辅助气加热温度: 350 ℃; 负离子模式: 喷雾电压: 2.5 kV, 

鞘气: 38 psi, 辅助气: 10 psi, 辅助气加热温度: 300 ℃。

数据处理 结合HMDB数据库 (https://hmdb.ca/) 

确定差异代谢物, 使用GraphPad Prism 8.0.2软件分析代

谢物含量变化趋势。通过在线分析平台MetaboAnalyst 

5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/) 分析差异代谢物的

代谢途径, 使用KEGG (https://www.genome.jp/kegg/) 对

涉及代谢通路进行可视化处理。

肠道菌群检测分析 参照 NEB Next® UltraTM 

DNA Library Prep Kit for Illumina®提取大鼠粪便基因

组 DNA, PCR 扩增纯化 , 质量合格的样品建库 , 采用

IlluminaTM二代测序平台测序。

Western blot 实验 收集大鼠滑膜组织 , 提取蛋

白, BCA法测定蛋白浓度; SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋
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白。TLR4 (1∶1 000)、MyD88 (1∶5 000) 和p65 (1∶1 000) 

一抗 4 ℃孵育过夜, 加入Goat Anti-Rabbit IgG二抗, 室

温孵育2h。显影后, Image J软件计算灰度值。

统计分析 采用SPSS 22.0软件进行统计学分析。

数据以 x̄ ± s表示。采用Student's-t检验进行两组比较, 

各组间比较采用单因素方差分析 (one-way of variance, 

ANOVA), 组间两两比较采用LSD检验。

结果

1　风湿宁粪菌移植能够显著改善大鼠的一般情况

CIA大鼠足跖明显红肿, 肿胀变形。FMT-F组治疗

21天后, 关节肿胀程度减轻, 大鼠行动迟缓状况改善, 

精神状态好转, 皮毛光泽度、足跖恢复较好 (图 1A、B)。

胶原诱导后, 大鼠体质量呈停滞甚至下降趋势, 14天

后逐渐上升; 空白组大鼠体质量持续增加 (图1C)。

2　UHPLC-MS分析体内代谢物

NC组、CIA组、FMT-F组正、负离子模式下代谢物

的质谱总离子流图 (图 2A、B), 保留时间集中在 0～

14.01 min。NC组、CIA组和FMT-F组中很多离子的相

对峰强度出现了明显的增强和减弱, 表明部分血清代

谢物在三组中的浓度具有明显差异。

NC组、CIA组、FMT-F组、TG组主成分分析 (prin‐

cipal component analysis, PCA) 发现, 四组样本具有显

著的分离趋势 (图2C)。FMT-F组代谢轮廓中心更加接

近于NC组, 表明其对CIA大鼠血清代谢紊乱有显著的

回调作用。Hotelling' T2图 (图 2D) 中没有显示异常值, 

因此, 所有数据均被纳入进一步的多变量和单变量分析。

3　差异代谢物的筛选

将 CIA 组与 NC 组筛选出的 55 种与 CIA 组与

FMT-F组的 20种差异代谢物使用两两比较后的两组

差异代谢物进行重复比对, 筛选出这两个集合 13个差

异代谢物的Venn图 (图3A), 进行分类聚层分析。从热

图 (图 3B) 中可以看出, NC组与其余各组的生物标志

物有明显的区别。与 NC 组相比, CIA 组花生四烯酸 

(arachidonic acid, AA)、L-苯丙氨酸 (L-phenylalanine)、

13S-羟基十八碳二烯酸 (13S-hydroxyoctadecadienoic 

Figure 2　Total plasma flow in positive and negative ion modes. A: Positive ion mode; B: Negative ion mode; C: Principal component 

analysis (PCA) diagram; D: Hotelling' T2 diagram

Figure 1　Changes of ankle joint and body weight in each group after 21 d of administration. A, B: Effect of FMT-F on joint swelling in 

collagen induced arthritis (CIA) rats; C: Changes in body weight; NC: Normal control group; CIA: Collagen induced arthritis group; FMT-

F: Fecal microbiota transplants-Fengshining group; TG: Tripterygium glycosides group
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acid, 13S-HODE) 水平显著上升 ; 二十二碳六烯酸 

(docosahexaenoic acid, DHA)、姜辣素、2,4-二氯甲苯、

N-十一烷基苯磺、12-羟基月桂酸水平显著下降。与

CIA 组相比, FMT-F 组有 7种代谢物, 花生四烯酸、二

十二碳六烯酸、L-苯丙氨酸、姜辣素、N-十一烷基苯磺

酸、12-羟基月桂酸、13S-羟基十八碳二烯酸具有显著

的回调作用 (图3C)。

4　代谢通路分析

采用在线分析平台 Metabo Analyst 5.0 分析影响

RA疾病进程相关的代谢通路, 富集分析结果显示 (图

4A、B), 主要涉及胆酸、十四酸乙酯、油酸、花生四烯

酸、二十二碳六烯酸、L-苯丙氨酸等 13种差异代谢物, 

其中三条代谢通路与粪菌移植影响RA的作用机制相

关性最高 : ① 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成 

(phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis); 

② 苯丙氨酸代谢 (phenylalanine metabolism), 参与两

条代谢通路的均为 L-苯丙氨酸; ③ 花生四烯酸代谢 

(arachidonic acid metabolism)。

5　风湿宁粪菌移植对CIA大鼠肠道菌群的影响

LEfSe分析各组间显著性差异的群落或物种发现, 

CIA 组 g_Bacteroides、g_Prevotella、p_Actinobacteria 丰

度 较 高 ; FMT-F 组 c_Clostridia、g_Akkermansia、

s_Akkermansia_muciniphila、p_Firmicutes、c_Verrucom‐

icrobiae丰度较高 (图 5A、B)。层次聚类热图显示, 阿

克曼菌 (Akkermansia) 与 L-苯丙氨酸呈负相关 , 与

DHA 呈正相关 ; 普雷沃菌 (Prevotella) 与 L-苯丙氨酸

呈正相关 (图5C)。

6　风湿宁粪菌移植对CIA大鼠TLR4、MyD88 和p65

蛋白表达的影响

与空白组比较, CIA组滑膜组织中的TLR4、MyD88

和 p65蛋白的表达明显增高 (P < 0.05, P < 0.01)。与模

型组相比, FMT-F能够明显抑制大鼠滑膜TLR4、MyD88

和p65蛋白的表达 (P < 0.01) (图6A、B)。

讨论

类风湿关节炎是一种伴有代谢、微生态改变的自

身免疫性疾病, 寻找触发 RA致病性的微生物一直是

临床研究的目标[22]。研究发现, 花生四烯酸、氨基酸代

谢可以促进细胞增殖, 驱动炎症介质分泌, 介导白细胞

浸润, 诱导关节破坏和肌肉萎缩。肠菌的多样性受到

Figure 3　Effect of fecal microbiota transplants on metabolites of CIA rats. A: Venn diagram of different metabolites between CIA & NC, 

CIA group & FMT-F group; B: Heat maps of 13 differential metabolites; C: Content changes of different differential metabolites in each 

group (n = 5-8, x̄ ± s). *P < 0.05 vs NC group; #P < 0.05 vs CIA group
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Figure 6　Effect of fecal microbiota transplants of FSN on TLR4, MyD88 and p65 protein expression. A, B: Protein expression of Toll-like 

receptors4 (TLR4), myeloid differentiation factor88 (MyD88) and p65 (n = 5-8, x̄ ± s). *P < 0.05, **P < 0.01 vs NC group; ##P < 0.01 vs CIA 

group

Figure 4　Analysis of metabolic pathway of differential metabolites of Fengshining (FSN) fecal microbiota transplants. A: Differential 

metabolite pathway analysis; B: Metabolite sets enrichment overview

Figure 5　Effect of fecal microbiota transplants of FSN on gut microbiota of CIA rats. A: Linear discriminant analysis (LDA) diagram of 

CIA vs FMT-F differential bacteria; B: Comparison of bacteria in each group; C: Correlation analysis between genus level bacteria and 

differential metabolites (n = 5-8, x̄ ± s). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs NC group; #P < 0.05 vs CIA group
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药物、炎症等干扰, 从而改变代谢功能, 影响宿主健康。

代谢物、微生物可作为诊断、预后和风险预测的生物标

志物, 肠道菌群-代谢稳态将为RA提供靶向治疗的新

视角。

本研究表明, CIA组相较于NC组代谢发生明显变

化。代谢组学分析结果表明, FMT-F组干预类风湿关

节炎过程中通路影响贡献度最大的通路为: ① 苯丙氨

酸、酪氨酸和色氨酸生物合成; ② 苯丙氨酸代谢; ③ 

花生四烯酸代谢。影响RA的代谢物主要为 L-苯丙氨

酸、13S-羟基十八碳二烯酸、AA和二十二碳六烯酸。

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成通路能够合

成氨基酸代谢所需的前体物质, 血清氨基酸水平与骨

关节炎的严重程度呈正相关[23]。II型胶原蛋白主要由

脯氨酸、羟脯氨酸和苯丙氨酸组成, 软骨的分解可导致

苯丙氨酸水平升高[24]。本实验中CIA组血清中L-苯丙

氨酸较 NC组显著升高, 而粪菌移植可能通过下调苯

丙氨酸水平发挥抗炎作用。

13S-羟基十八碳二烯酸是由亚油酸经脂氧合酶催

化而来的次级氧化产物, 转化为AA[25]。HODEs具有促

炎性, 可诱导巨噬细胞释放白细胞介素-1β (IL-1β), IL-1β

刺激骨吸收, 诱发关节滑膜炎从而导致RA[26]。本实验

CIA组中13S-羟基十八碳二烯酸水平上升, 经粪菌移植

后 13S-羟基十八碳二烯酸水平显著下调, 可能通过改

善肠道菌群, 进而降低13S-羟基十八碳二烯酸的水平。

花生四烯酸是一种ω-6多不饱和脂肪酸, 外源性

花生四烯酸可由亚油酸与食物中的花生四烯酸转化而

来, 内源性花生四烯酸主要储存于细胞膜中。当细胞

处于应激状态时, 花生四烯酸通过磷脂酶A2、磷脂酶C

和磷脂酶 D 转化为游离花生四烯酸 , 经环氧合酶 

(COX)、脂氧合酶 (LOX) 及细胞色素 P450 (CYP450) 

三条途径转化为促炎的类二十烷酸。COX、LOX可产

生 IL-6、TNF-α和 INF-α, CYP450途径产生环氧二十碳

三烯酸 (epoxyeicosatrienoic acids, EETs)[27]。花生四烯

酸代谢产生炎性因子引发机体防御机制, 产生炎症反

应[28-31]。CIA模型中花生四烯酸含量较NC组上升, 经

FMT-F组治疗后, 其代谢量明显下调。粪菌移植可能

通过改变肠道菌群的组成、抑制花生四烯酸代谢发挥

抗炎作用。

α-亚麻酸是合成二十二碳六烯酸的前体, 二十二

碳六烯酸升高与 RA 患者的疼痛相关[32]。在 RA 的慢

性和持续性炎症期间, 内源性分子释放到关节液中, 通

过巨噬细胞、滑膜细胞和关节破骨细胞前体细胞等细

胞中表达的Toll样受体 (Toll-like receptors, TLR) 信号

通路激活炎症反应[33]。其中, Toll样受体 4 (TLR4) 的

过度激活会触发各种炎症因子, 与类风湿关节炎发病

密切相关。TLR4抑制剂的抗炎潜力已经得到验证[34]。

TLR4 启动髓系分化初级反应蛋白 88 (myeloid differ‐

entiation factor88, MyD88) 级联信号, 募集肿瘤坏死因

子受体相关因子 6, 促进核因子-κB (nuclear factor of 

kappa B, NF-κB) 基因和 TNF-α、IL-6 的转录活化[35]。

本实验中 CIA 组二十二碳六烯酸含量较 NC 组下降 , 

而 FMT-F组二十二碳六烯酸含量显著升高, FMT-F能

够明显抑制大鼠滑膜 TLR4、MyD88 和 p65 蛋白的表

达, 提示这可能是粪菌移植发挥抗炎作用的机制之一。

研究发现, 二十二碳六烯酸与花生四烯酸均可由

LOX、COX、CYP450三条代谢途径生成大量类二十烷

酸, 之间存在拮抗作用[36]。促炎性物质类二十烷酸主

要通过花生四烯酸代谢途径产生, 二十二碳六烯酸与

花生四烯酸竞争催化酶, 导致花生四烯酸代谢减弱, 减

少了促炎物质的产生, 表现为抗炎性作用 (图7)。

Figure 7　Mechanism diagram of influence of arachidonic acid metabolism on rheumatoid arthritis
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阿克曼菌与炎症性疾病和代谢紊乱呈负相关, 补

充阿克曼菌可以显著改善小鼠的肠道屏障功能[37]。有

研究者从 RA患者的粪便中分离出普雷沃菌株, 其定

植加剧了关节炎病情[38]。本研究的结果也证实了这一

点, 风湿宁粪菌移植可能通过影响阿克曼菌、普雷沃菌

等微生物群的代谢, 调节苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生

物合成、代谢, 减轻炎症与关节肿胀、疼痛。

综上所述, RA代谢紊乱可能与氨基酸合成代谢、

花生四烯酸代谢密切相关。风湿宁粪菌移植治疗RA

的作用机制可能与其通过阿克曼菌、普雷沃菌等微生

物干预苯丙氨酸、花生四烯酸代谢, 减少促炎因子合

成 , 抑制 TLR4/MyD88/NF-κB 通路 , 发挥抗炎效应有

关, 最终影响类风湿关节炎的进程。
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