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　　摘要：目的 联合肠道菌群组学和代谢组学技术探索桂枝茯苓丸（Guizhi Fuling Pill，GFW）干预子宫腺肌病（adeno-
myosis，AM）的潜在机制。方法 7 周龄雌性 ICR小鼠随机分为对照组、模型组和 GFW组，采用同种异体垂体移植法造
模，3 组分别灌胃给药 8 周后处死。评价小鼠子宫组织病理学变化并检测离体子宫收缩频率和波幅。采用 1 6S rRNA 基
因测序技术对比 GFW干预前后肠道菌群 Alpha 及 Beta 多样性变化，筛选差异肠道菌群。采用液相色谱 -质谱（liquid
chromatography -mass spectrometry，LC -MS）技术探索 GFW干预后肠道代谢产物的变化。对差异菌群及差异代谢物进
行相关性分析，寻找 GFW调控 AM的可能机制，并进行实验验证。结果 HE 染色结果证实成功形成 AM模型。与模型
组相比，给予 GFW治疗后体外子宫收缩波幅明显降低（P<0.05），收缩频率呈下降趋势。肠道菌群 Alpha多样性显示 3
组样本间的 Observed species指数、Ace指数差异均无统计学意义；Beta多样性结果表明，对照组和模型组样本肠道菌群
分布有显著差异，GFW治疗后能一定程度回调 AM小鼠的肠道菌群组成。进一步研究表明，AM小鼠肠道中拟杆菌门、
拟杆菌属丰度显著下调（P<0.01，P<0.01），厚壁菌门、柔壁菌门相对丰度显著升高（P<0.05，P<0.05）。经 GFW干
预后，柔壁菌门、支原体属以及肠杆菌属丰度显著降低（P<0.05，P<0.05，P<0.01），而副拟杆菌属相对丰度显著升高
（P<0.05）。代谢组学筛选结果证实 AM模型小鼠具有 22 种与氧化应激、免疫及子宫平滑肌收缩等相关的肠道差异代
谢物，如前列腺素 D3、谷氨酸、色氨酸、羟基二十碳四烯酸、粪胆素等。相关性分析显示，部分肠道菌群与代谢物之间存
在显著相关性。实验验证结果证实，AM小鼠子宫组织中存在活性氧（reactive oxygen species，ROS）及肿瘤坏死因子 -α
（tumor necrosis factor α，TNF -α）、白介素-1 7（interleukin 1 7，IL -1 7）表达水平的上调，经 GFW治疗后 ROS 及 TNF -α
的表达水平回调。结论 GFW可改善 AM小鼠子宫平滑肌收缩、氧化应激和免疫反应，其作用可能与调控 AM小鼠肠道
菌群及肠道代谢物有关。其具体调控机制尚待进一步的研究证实。
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Study on Modulation of Gut Microbiota and Metabolites by Guizhi Fuling Pill
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Abstract：Objective To explore the potential mechanism of Guizhi Fuling Pill（桂枝茯苓丸，GFW）in the treatment of ade-
nomyosis（AM）by combining gut microbiota and metabolomics technology.Methods Seven -week -old ICR mice were random-
ized assigned to the control，model and GFW groups.The AMmodel was developed by the allogeneic pituitary transplantation
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method.The three groups were sacrificed after 8 weeks of intragastric administration.Histopathological changes of the mice ute-
rus were evaluated，and the frequency and amplitude of uterine contraction in vitro were detected.1 6S rRNA gene sequencing was
utilized to compare the changes in the Alpha and Beta diversity of the intestinal flora before and after GFW intervention，and to
screen the differential gut microbiota.The changes of gut metabolites after GFW treatment were explored using liquid chromatog-
raphy -mass spectrometry（LC -MS）.Correlation analysis was performed on the differential microbiota and metabolites to find
out the possible mechanism of GFW regulating AM，followed by experimental validation.Results HE staining confirmed that the
AMmodel was successfully formed.Compared with those of the model group，the amplitude of uterine contraction in vitro was sig-
nificantly decreased after GFW treatment（P<0.05），and the contraction frequency showed a downward trend.The Alpha diver-
sity of gut microbiota showed that there was no significant difference in Observed species and Ace index among the three groups.
The distribution of gut microbiota varied significantly between the control and model groups，according to the Beta diversity re-
sults.GFW treatment was able to modulate the gut flora composition of AMmice to varying degrees.Further analysis indicated
that the abundance of Bacteroidetes and Bacteroides in the intestine of AMmice was significantly down -regulated（P<0.01，P<
0.01），whereas the relative abundance of Firmicutes and Tenericutes was significantly up -regulated（P<0.05，P<0.05）.After
GFW intervention，the abundance of Tenericutes，Mycoplasma and Enterorhabdus was significantly decreased（P<0.05，P<0.05，
P<0.01），while Parabacteroides was significantly increased（P<0.05）.The results of metabolomics screening proved that the
AMmice had 22 intestinal differential metabolites related to oxidative stress，immunity and uterine smooth muscle contraction，
such as prostaglandin D3，glutamic acid，tryptophan，hydroxyeicosatetraenoic acid and stercobilin.Correlation analysis displayed
parts of the gut microbiota were significantly correlated with the metabolites.Subsequent experimental verified the levels of reac-
tive oxygen species（ROS），tumor necrosis factor -α（TNF -α）and interleukin -1 7（IL -1 7）were significantly higher in AM
mice.The GFW treatment demonstrated a significant reduction in expression levels of ROS and TNF -α.Conclusion GFW can
improve uterine smooth muscle contraction，oxidative stress and immune response in AMmice，which may be related to the regula-
tion of gut microbiota and intestinal metabolites.Its specific regulatory mechanism needs to be confirmed by further studies.

Keywords：adenomyosis；Guizhi Fuling Pill（桂枝茯苓丸）；gut microbiota；metabolomics

　　子宫腺肌病（adenomyosis，AM）是一种雌激素依赖的妇科
疾病，其特征是由腺体和间质组成的子宫内膜样组织侵入子宫

肌层［1］。90%的 AM患者伴有痛经、月经量增多、生育能力低
下、盆腔疼痛等症状［2 -3］，严重影响患者的生活质量。目前临

床上常采用非甾体抗炎药、激素类药物和手术方法来缓解

患者疼痛和异常子宫出血，但存在疗效差、易复发、价格高

昂、妊娠结局不良等局限性，尚未获得满意的治疗效果［4］。

桂枝茯苓丸（Guizhi Fuling Pill，GFW）是《金匮要略》的经典
名方，由桂枝、茯苓、牡丹皮、赤芍、桃仁 5 味药组成，因其显
著改善 AM痛经症状、减轻病理浸润水平而不干扰生殖内
分泌而在 AM中广泛运用［5］，其治疗机制日益引起研究者

的关注。

近年来，越来越多的证据表明，肠道菌群在调节免疫、维持

代谢稳态、抵御病原体感染等方面发挥着重要作用［6 -7］。另有

研究者证实，肠道菌群失调可导致循环中雌激素的紊乱，与子

宫的某些病理变化有关［8］。CHADCHAN S B 等［9］发现子宫内

膜异位症小鼠的粪便中肠道菌群发生明显改变，将患病小鼠的

粪便注入正常小鼠可导致异位子宫内膜的发生。作为一类雌

激素依赖、与慢性促炎状态密切相关的疾病，肠道菌群与 AM
的关系尚待进一步确证。

代谢物作为细胞新陈代谢过程中的最终产物，能够直接准

确地反映机体健康或者疾病状态。有研究者认为，肠道代谢物

是肠道菌群干预人体生理功能的重要媒介［1 0］。目前，基于

肠-肝轴、肠-脑轴的疾病的影响机制及中医药的干预机制已
广泛开展［1 1 -1 2］。因此，本研究尝试以肠-子宫轴为切入点，结
合肠道菌群和代谢组学技术探索 GFW干预 AM的潜在机制，
为中医药治疗 AM的研究提供新的视角。

1 　材料
1 .1 　实验动物

ICR雌性小鼠 1 8 只，7 周龄，体质量 26 ~29 g，由北京维通
利华实验动物技术有限公司提供，许可证号：SCXK（京）201 6 -
0006。实验动物饲养于 SPF 级实验室，室温（22 ±2）℃，相对
湿度 55% ~65%，光照/暗循环 1 2 h。本实验方案经三峡大学
实验动物伦理委员会批准（批准号：201 9080I）
1 .2　药物与试剂

GFW免煎颗粒购自北京康仁堂制药有限公司，由桂枝（批
号 1 9026231 ）、茯 苓 （批 号 1 9027291 ）、牡 丹 皮 （批 号
1 9004891）、赤芍（批号 1 901 9661）、桃仁（批号 1 900641 2）按 1 ∶
1 ∶1 ∶1 ∶1 组成；ROS 染液（批号 D7008）购自美国 Sigma公司；
TNF -α抗体（批号 1 7590 -1 -AP）、IL -1 7 抗体（批号
1 3082 -1 -AP）购自武汉三鹰生物技术有限公司；4%多聚甲
醛（批号 G1 1 01 ）、FITC 标记山羊抗兔 lgG 抗体 （批号
GB22303）、DAPI染色试剂（批号 G1 01 2）、抗荧光猝灭封片剂
（批号 G1 401）购于武汉塞维尔生物科技有限公司。
1 .3　仪器

BL -420F生物机能实验系统（成都泰盟科技有限公司）；
D3024R低温离心机（美国 Scilogex公司）；Vanquish UHPLC 色
谱仪及 Q ExactiveTM HF 质谱仪（德国 Thermo Fisher 公司）；
Hypesil Gold column 色谱柱（1 00 mm ×2.1 mm，1 .9 μm；美国
Thermo Fisher公司）。
2　方法
2.1　AM小鼠模型制备及给药

适应性喂养 1 周后，将 ICR小鼠随机分为 3 组（n =6）：对
照组、模型组以及 GFW组。对照组小鼠不做任何特殊处理，其
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余两组小鼠采用课题组前期造模方法构建 AM模型［1 3］，具体

方法如下：取同龄的 ICR 雄性小鼠，引颈处死后开颅取垂体，
制成垂体生理盐水混悬液；雌鼠腹腔注射丙泊酚注射液 0.1
mg/g麻醉，下腹部消毒后于正中偏右纵向切口 2 cm，分离出子
宫，用套管针吸取垂体生理盐水混悬液缓慢推入其宫腔，并滴

入庆大霉素溶液 0.25 mL（1 万 U）防止感染，关腹。造模后，给
药组根据人与小鼠体表面积换算法［1 4］确定桂枝茯苓丸给药剂

量为 4.25 g/kg，该剂量已经本课题组前期研究证实为有效剂
量［5］。同时，对照组和模型组每天予以等量生理盐水灌胃。

2.2　样本收集
灌胃 8 周后采用颈椎脱臼法处死小鼠，解剖取出子宫，用

于后续实验；同时，取小鼠结肠粪便样本保存于 -80 ℃冰箱
中，用于肠道菌群和代谢组学分析。

2.3　组织病理学检查
子宫组织固定在 4%多聚甲醛溶液中，经脱水、包埋、切

片、染色后置于光学显微镜下观察子宫组织病理学变化。

2.4　离体子宫收缩检测
将各组子宫组织浸泡在乐氏溶液中，并充入含 95%O2 和

5%CO2 的混合气体以维持其活力。实验过程中保持（37 ±
0.1）℃恒温，子宫的一端稳固，另一端使用张力传感器连接到
BL -420F生物机能实验系统。在承受 1 g 的初始负荷后，系
统稳定至少 45 min［1 5］。稳定后注射 0.01 U/mL 催产素，观察
并测量子宫收缩频率和幅度，每次间隔 60 s，共 3 次。
2.5　1 6S rRNA测序分析

采用 CTAB/SDS 法提取小鼠粪便样本基因组 DNA，使用
琼脂糖凝胶电泳检测 DNA的纯度和浓度，取适量的样本 DNA
用无菌水稀释至 1 ng/μL。以稀释后的 DNA为模板，采用引物
341 F -806R扩增 1 6S rRNA 基因 V3 -V4 可变区。扩增后的
PCR产物按浓度进行等量混样，充分混匀后使用 2%的琼脂糖
凝胶电泳检测。使用 TruSeq® DNA PCR -Free Sample Prepa-
ration Kit建库试剂盒构建文库，Qubit 和 Q -PCR 进行文库定
量，使用 NovaSeq6000 进行上机测序。对下机获得的数据进行
序列拼接，再进行严格的过滤处理，最后去除嵌合体并根据

97%的相似性对序列进行 OTU 聚类。
2.6　粪便代谢组学

取 1 00 mg 粪便样品用液氮研磨充分，加入 500 μL 含
0.1%甲酸的 80%甲醇水溶液。在离心前，将混合物在冰浴上
孵育 5 min。取 300 μL上清液，加 1 50 μL LC -MS 级水稀释至
甲醇含量 53%，于 1 5 000 g、4 ℃条件下再次离心 1 0 min，收集
上清液，用 LC -MS 系统进行检测。从每个实验样本中取等体
积样本混合制成质量控制（quality control，QC）样品，并在样品
进样前、进样中、进样后进行上机检测，以确保系统稳定性和数

据的可靠性。

采用 Vanquish UHPLC色谱仪和 Q ExactiveTMHF质谱仪进
行代谢组学分析。将下机数据导入 Compound Discover 3.1
（CD 3.1，Thermo Fisher）软件中，进行保留时间、质荷比等参数
的简单筛选，并对不同样品进行峰对齐、峰提取等操作，最后得

到代谢物相对定量结果的二维数据矩阵。在使用 SMICA 1 4.1
软件进行多元统计分析之前，需对数据进行归一化处理，再进

行无监督的主成分分析（principal component analysis，PCA）和

有监督的正交偏最小二乘法判别分析（orthogonal partial least
squares discriminant analysis，OPLS -DA）。根据 OPLS -DA 分
析得到的变量重要性投影值（variable importance projection，
VIP）>1.0 及 t 检验中P<0.05 来筛选组间具有显著差异的
代谢物。

2.7　组织中活性氧检测
子宫组织冷冻、切片，滴加 ROS 染色液置于 37 ℃孵育 30

min，PBS 溶液冲洗 3 次，每次 5 min，加入 DAPI溶液，然后用抗
荧光猝灭剂封片。使用荧光显微镜进行观察和拍照。

2.8　免疫荧光检测组织中 TNF -α、IL -1 7 的表达
子宫石蜡切片脱蜡至水，置于 EDTA抗原修复液中进行修

复，组化笔画圈，滴加 BSA 封闭 30 min，一抗/二抗孵育，DAPI
复染细胞核，荧光显微镜下观察染色结果，用 Image J软件计算
平均荧光强度。

2.9　统计学分析
实验数据用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析，采用 Graph

Pad Prism 8.0 绘制结果图片，数据以表示。多组间差异比较采
用单因素方差分析，P<0.05 表示差异具有统计学意义。
3　结果
3.1　HE 染色

子宫组织病理切片证实本研究成功形成 AM模型。如插
页ⅩⅩⅪ图 1 A所示，对照组小鼠子宫肌层连续，腺体排列整齐，
内膜结构无明显病理改变；与对照组相比，模型组小鼠子宫内

膜与肌层界限不清晰，并可见内膜腺体及间质细胞浸润至深肌

层（插页ⅩⅩⅪ图 1 B黑色箭头）；经 GFW治疗后，子宫内膜腺体
的浸润程度减轻（插页ⅩⅩⅪ图 1 C）。
3.2　离体子宫收缩频率与波幅

与模型组相比，给予 GFW治疗后体外子宫收缩波幅明显
降低（P<0.05，插页ⅩⅩⅪ图 2A），而收缩频率呈下降趋势（插页
ⅩⅩⅪ图 2B）。由此表明，GFW具有缓解平滑肌痉挛的作用。
3.3　GFW对 AM小鼠肠道菌群的影响
3.3.1　Alpha及 Beta多样性分析　为了反映测序数据量是否
合理，从样本中随机提取一定测序量的数据与对应的物种数来

构建稀释曲线。如插页ⅩⅩⅪ图 3A 所示，随着测序数据量的增
大，各组样本趋于平缓，表明测序深度充分，并间接反映样本中

物种的丰富程度。Alpha多样性结果显示（插页ⅩⅩⅪ图 3B），3
组样本之间的 Observed species指数、Ace指数差异均无统计学
意义（P>0.05）。Venn图可直观展示各组样本的物种分布情
况，如插页ⅩⅩⅪ图 3C所示，3 组样本共有 503 个 OTU，其中对照
组、模型组以及 GFW组分别独有 84、1 27、97 个 OTU。使用加
权 Unifrac PCoA进行组间 Beta 多样性分析，如插页ⅩⅩⅪ图 3D
所示，对照组和模型组样本可显著分开，而 GFW组位于两者之
间，表明给药后能一定程度回调 AM小鼠的肠道菌群组成。
3.3.2　肠道菌群物种组成及差异分析　在门水平上，拟杆菌
门（Bacteroidetes）和厚壁菌门（Firmicutes）丰度占总细菌门的
90%以上，是绝对的优势菌门（插页ⅩⅩⅫ图 4A）。造模后，AM
小鼠肠道中拟杆菌门（Bacteroidetes）丰度显著降低（P<0.01），
而厚壁菌门/拟杆菌门（F/B）比值高于对照组。此外，与对照
组相比，模型组中厚壁菌门（Firmicutes）、柔壁菌门（Teneri-
cutes）相对丰度显著升高（P<0.05，P<0.05）；经 GFW干预
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后，柔壁菌门（Tenericutes）丰度显著降低（P<0.05，插页ⅩⅩⅫ图
4B）。

进一步检测属水平上各组样本的物种组成，与对照组相

比，模型组中拟杆菌属（Bacteroides）相对丰度明显减少（P<
0.01），而药物干预后有升高趋势；与模型组相比，GFW治疗后
副拟杆菌属（Parabacteroides）相对丰度明显增加（P<0.05），支
原体属（Mycoplasma）以及肠杆菌属（Enterorhabdus）相对丰度
显著降低（P<0.05，P<0.01），结果见插页ⅩⅩⅫ图 4C -F。
3.4　GFW对 AM小鼠粪便代谢产物的影响
3.4.1　多元统计分析　粪便样本 PCA 分析结果显示（插页
ⅩⅩⅩⅢ图 5A、B），正、负离子模式下，QC 样本均聚集在原点附
近，表明各样本偏差较小，所得数据准确性高。对照组和模型

组样本位于左右两侧，说明不同生理或病理状态下小鼠体内代

谢物发生了显著的变化。经药物治疗后可见，GFW组能一定
程度逆转 AM模型小鼠的代谢轮廓，从而使其样本接近对
照组。

为了进一步筛选 GFW给药后小鼠体内的差异代谢物，分
别建立对照组与模型组、模型组与 GFW组之间的 OPLS -DA
判别模型。由插页ⅩⅩⅩⅢ图 5C、D 和插页ⅩⅩⅩⅣ图 6A、B 可见，
对照组和模型组、模型组和 GFW组样本均显著分开，说明两组
代谢物之间存在差异。建立的模型解释能力参数分别为

0.971、0.99，预测能力参数 Q2 分别为 0.698、0.694，说明该模
型具有较好的解释能力及预测能力。同时，置换检验结果显示

（插页ⅩⅩⅩⅢ图 5E、F和插页ⅩⅩⅩⅣ图 6C、D），模型的斜率较大且
Q2 所在的回归线与纵坐标交于负半轴，证明模型稳定，未出现

过拟合现象。

3.4.2　差异代谢物的筛选　根据 OPLS -DA 模型中 VIP >1
及 t检验中P<0.05 的标准来筛选潜在的差异代谢物。通过
HMDB（https：//hmdb.ca）数据库进行信息匹配，共发现 22 种
生物标志物，结果见表 1。GFW给药后，D -色氨酸，L -蛋氨
酸，L -谷氨酸，柠檬酸，8，1 5 -二羟基二十碳四烯酸，5 -羟
基-L -色氨酸，L -丝氨酸，α-酮戊二酸等 1 8 种代谢物显著
下调；粪胆素，N4 -乙酰胞苷，前列腺素 D3 等 4 种代谢物显著
上调。对潜在的差异代谢物进行聚类分析，并得到可视化热图

（插页ⅩⅩⅩⅣ图 7），热图颜色深浅可直观反映代谢物含量的高
低，红色代表含量高，蓝色代表含量低。

3.5　肠道菌群与差异代谢物的相关性分析
基于 Spearman 相关系数法分析 GFW治疗 AM小鼠过程

中肠道差异菌群与差异代谢物之间的联系，|r|>0.5、P<
0.05 被认为两者之间存在显著相关性，如插页ⅩⅩⅩⅤ图 8 所示，
拟杆菌属（Bacteroides）与色氨酸及其代谢物呈负相关；肠杆菌
属（Enterorhabdus）与 L -蛋氨酸、L -丝氨酸、羟基二十碳四烯
酸等呈正相关，与前列腺素 D3、粪胆素呈负相关；乳杆菌属
（Lactobacillus）与 L -谷氨酸、5 -氨基戊酸呈正相关；支原体属
（Mycoplasma）与 8，1 5 -二羟基二十碳四烯酸、柠檬酸呈正
相关。

3.6　GFW对子宫组织中 ROS 表达水平的影响
与对照组相比，模型组小鼠子宫组织中 ROS 荧光强度明

显增强（P<0.05）；与模型组相比，GFW治疗后 ROS 荧光强度
显著降低（P<0.05），如插页ⅩⅩⅩⅤ图 9 所示。

表 1 　GFW调控 AM小鼠差异代谢物鉴定结果

序号 代谢物 分子式 m/z
RT/
（min）

Scan
mode

模型组/对照组

VIP 趋势

GFW组/模型组

VIP 趋势

1 D -Tryptophan C1 1 H1 2 N2 O2 204.09 6.67 + 1 .66 ↑** 1 .32 ↓#

2 L -Methionine C5 H1 1 NO2 S 1 49.05 1 .79 + 1 .84 ↑** 2.1 9 ↓##

3 L -Glutamic acid C5 H9 NO4 1 47.05 1 .22 + 1 .58 ↑** 1 .61 ↓##

4 gamma -Glutamylmethionine C1 0H1 8 N2 O5 S 261 .07 5.32 + 2.02 ↑** 1 .81 ↓#

5 O -Phospho -L -serine C3H8NO6 P 1 85.01 1 .21 + 1 .77 ↑* 1 .81 ↓#

6 8，1 5 -DiHETE C20H32 O4 336.23 1 5.1 5 + 1 .1 1 ↑* 1 .01 ↓#

7 trans -3 -Indoleacrylic acid C1 1 H9 NO2 1 87.06 6.67 + 1 .66 ↑** 1 .32 ↓#

8 N -Acetyl -5 -aminosalicylic acid C9H9 NO4 1 95.05 1 .85 + 1 .66 ↑** 1 .43 ↓#

9 Glycerol -3 -phosphate C3H9 O6 P 1 72.01 1 .1 8 + 1 .77 ↓* 2.1 7 ↑#

1 0 5 -Hydroxy -L -Tryptophan C1 1 H1 2 N2 O3 220.08 6.67 + 1 .56 ↑** 1 .34 ↓#

1 1 N4 -Acetylcytidine C1 1 H1 5 N3 O6 285.09 2.02 + 2.36 ↓* 2.22 ↑#

1 2 Stercobilin C33 H46 N4O6 594.34 1 0.20 + 3.1 5 ↓** 3.90 ↑##

1 3 PG（1 6 ∶0/1 6 ∶0） C38H75 O1 0 P 722.51 1 6.1 3 - 2.37 ↑** 2.1 6 ↓##

1 4 2，4 -Dihydroxybenzoic acid C7H6 O4 1 54.03 7.1 7 - 1 .57 ↑* 1 .20 ↓#

1 5 L -Serine C3H7 NO3 1 05.04 1 .27 - 1 .61 ↑** 1 .47 ↓#

1 6 Citric acid C6H8O7 1 92.03 1 .08 - 1 .84 ↑* 2.1 6 ↓##

1 7 A -Ketoglutaric Acid C5 H6 O5 1 46.02 1 .1 7 - 1 .39 ↑* 1 .29 ↓#

1 8 5 -Aminovaleric acid C5 H1 1 NO2 1 1 7.08 1 .38 - 1 .66 ↑** 1 .44 ↓#

1 9 Prostaglandin D3 C20H30 O5 350.21 8.20 - 1 .83 ↓** 1 .33 ↑#

20 8 -Hydroxyeicosatetraenoic acid C20H32 O3 320.24 1 3.47 - 1 .59 ↑* 1 .83 ↓#

21 N -Glycolylneuraminic acid C1 1 H1 9 NO1 0 325.1 0 1 .21 - 1 .35 ↑* 1 .45 ↓#

22 7 -Methylxanthine C6H6 N4O2 1 66.05 1 .21 - 2.34 ↑** 2.51 ↓##

　　注：↑表示上调；↓表示下调；*与对照组相比，P<0.05；**与对照组相比，P<0.01；#与模型组相比，P<0.05；##与模型组相比，P<0.01。
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3.7　GFW对子宫组织中炎症因子 TNF -α、IL -1 7 表达的
影响

与对照组相比，AM小鼠子宫组织中 TNF -α、IL -1 7 的表
达量均明显增加（P<0.01，P<0.05）；与模型组相比，GFW处
理后 TNF -α的表达显著降低（P<0.05），结果见插页ⅩⅩⅩⅥ
图 1 0。
4　讨论

AM伴随着进行性加重的痛经、慢性盆腔疼痛、月经量增
多及不良妊娠结局，开发更有效的非激素类治疗药物以降低现

有药物治疗的不良反应，仍需要进一步探索［1 6］。在中医学中，

血瘀被认为是 AM发病的关键致病因素。GFW是一种传统的
治疗血瘀证的中药经典方，来源于《金匮要略》［1 7］。GFW因其
能够在不影响正常内分泌功能的情况下缓解 AM的痛经和慢
性盆腔疼痛、改善妊娠预后［5］，日益受到研究者的关注。我们

的前期研究证实，GFW治疗后显著改善了 AM小鼠子宫内膜
腺体向肌层的侵袭程度［5］。目前对中医药的研究大多集中在

单靶点机制上，未能充分阐明植物性药物的潜在作用。肠道菌

群组学和代谢组学技术的发展，契合中医的整体观，为揭示中

医药的干预作用提供了新的策略。本研究首次尝试从肠道菌

群和代谢物的角度探讨 GFW治疗 AM的潜在机制。
4.1　桂枝茯苓丸对 AM小鼠肠道菌群的干预

本研究 1 6S rRNA高通量测序的检测结果显示，AM组和
对照组之间的β多样性具有显著差异，经过 GFW治疗后 β多
样性趋近正常小鼠。进一步分析表明，拟杆菌门和厚壁菌门是

肠道菌群的主要组成部分，占总细菌门的 90%以上。与对照
组相比，模型组的厚壁菌门相对丰度显著增加，拟杆菌门相对

丰度显著减少。研究者证实，厚壁菌门的上调常常与子宫内膜

异位症的晚期、较高的 CA1 25 水平、重度疼痛和不孕症相
关［1 8］。作为一类特殊的子宫内膜异位症，我们在 AM中获得
了类似的研究结论。经 GFW治疗后，厚壁菌门和拟杆菌门
（包括拟杆菌属和副拟杆菌属）的相对丰度发生了回调，证实

GFW有助于恢复肠道两种优势细菌的平衡。
柔壁菌门是一类独特的细菌，属于这个门研究最充分的包

括支原体和解脲支原体［1 9］。子宫内膜异位症妇女宫颈拭子、

腹膜液和活检病变中柔壁菌门水平均显著增加，研究者证实，

其中的生殖支原体对免疫耐受的形成有关键作用［20］。支原体

感染通过 Toll样受体 2 信号通路增加腹膜间皮细胞中的炎症
介质、黏附分子和基质金属蛋白酶 -2 表达，从而促进子宫内
膜异位症的发展［21］。本研究发现，GFW可显著下调 AM小鼠
中异常增高的柔壁菌门（包括支原体属），可能是其调控 AM
的潜在机制。

4.2　桂枝茯苓丸对 AM肠道代谢的影响及其与菌群失调的
关系

4.2.1 　色氨酸代谢　色氨酸是人体的必需氨基酸，由连接到
吲哚基团 3 位的β碳组成［22］。研究表明，子宫内膜异位症患

者的色氨酸分解代谢增加［23］。本研究也证实，在 AM小鼠的
肠道中色氨酸及其代谢产物，如 5 -羟基 -L -色氨酸（5 -hy-
droxy -L -tryptophan，5 -HTP）和 3 -吲哚丙烯酸显著上调。
约 95%的色氨酸通过犬尿氨酸（kynurenine，KYN）途径代谢，
其中吲哚胺 2，3 -双加氧酶（indoleamine 2，3 -dioxygenase，

IDO）是关键的限速酶［24 -25］。色氨酸在 IDO 的催化下转化为
N -甲酰犬尿氨酸，随后通过犬尿氨酸甲酰胺酶水解成稳定的
中间产物———KYN［26］。KYN、吲哚及其衍生物是芳香烃受体
（aryl hydrocarbon receptor，AhR）的有效激动剂，可激活 AhR致
使子宫内膜肥大细胞产生 IL -1 7 和 ROS［27］，从而有利于子宫
异位内膜植入期间的免疫耐受和促炎微环境的形成［23，28］。已

有研究发现，桂枝茯苓胶囊可通过下调色氨酸、吲哚的表达水

平，改善原发性痛经症状［29］。我们的动物实验结果表明，模型

组中子宫组织局部的 ROS 及炎症因子 TNF -α、IL -1 7 表达水
平显著升高，而 GFW治疗后 TNF -α和 ROS 水平明显降低，
这表明 GFW具有抗炎和抗氧化应激作用。我们推测这些效应
可能与色氨酸代谢的调节有关。然而，需要进一步的实验来

证实。

此外，1 % ~2%的色氨酸通过色氨酸羟化酶分解为5 -
HTP，而 5 -HTP是 5 -羟色胺（5 -hydroxytryptamine，5 -HT）
生成的关键前体［30］。5 -HT 作为重要的生物活性物质，可促
进成纤维细胞增殖，并通过血管收缩和平滑肌收缩参与 AM的
进展［31］。本结果表明，与模型组相比，色氨酸及其代谢物在

GFW组中显著下调，伴随体外子宫的收缩频率和波幅明显降
低，推测 GFW能通过调控色氨酸代谢通路有效缓解平滑肌痉
挛。但该结论仍有待进一步证实。

虽然色氨酸的产生主要依赖于天然食物来源，但其分解代

谢部分受到肠道菌群的影响。具有色氨酸酶的肠道细菌，如乳

杆菌属和拟杆菌属，已被证明在色氨酸产生吲哚衍生物的过程

中发挥着关键作用［22，32］。在本研究中，与对照组相比，AM组
乳杆菌属和肠杆菌属的表达明显上调，同时伴随着色氨酸分解

产物的增加。但 GFW治疗后，这一趋势被逆转。相关性分析
结果表明，拟杆菌属与色氨酸代谢呈负相关，提示共生菌如乳

杆菌属在调节色氨酸代谢方面存在复杂的相互作用。

4.2.2　含硫氨基酸代谢　本研究显示，AM小鼠体内含硫氨
基酸水平显著升高，包括丝氨酸、蛋氨酸、γ-谷氨酰蛋氨酸和
谷氨酸。丝氨酸是一种非必需氨基酸，在多种细胞功能中起着

至关重要的作用［33］。丝氨酸可接受蛋氨酸转硫途径分解代谢

的硫形成半胱氨酸。半胱氨酸在肿瘤细胞外主要以胱氨酸形

式存在，经胱氨酸转运体转运至细胞内。由于细胞内呈高度还

原状态，胱氨酸在细胞内被还原成半胱氨酸，参与合成谷胱甘

肽（glutathione，GSH）。GSH 是调节细胞氧化还原稳态不可或
缺的因素［34 -35］。多项研究证实，GSH 生物合成增加与肿瘤细
胞的高转移和增殖呈正相关［36 -37］。作为一类有肿瘤样异常增

殖能力的疾病，AM患者的子宫肌层谷氨酸、GSH 和氧化 GSH
均显著上调［38］。与此类似，本实验在 AM小鼠中观察到肠道
代谢物丝氨酸、蛋氨酸、谷氨酸等含硫氨基酸大量增加。

相关性结果显示，含硫氨基酸与肠杆菌属和乳杆菌属呈显

著正相关。含硫氨基酸与硫酸盐还原菌（sulfate -reducing bac-
teria，SRB）密切相关，SRB 参与了所有硫的主要代谢，是驱动
硫生物循环的主要动力。研究证实，SRB可通过硫酸盐渗透酶
激活硫酸盐转运，并在有氧环境下通过 NADPH -亚硫酸盐还
原酶参与亚硫酸盐还原反应，从而促进半胱氨酸的产生［39］。

厚壁菌门乳杆菌属是一种 SRB，已被证实与宫颈阴道灌洗液中
半胱氨酸的浓度呈正相关［40］。这可能与乳杆菌中含有编码半
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胱氨酸β-合成酶和半胱氨酸γ-裂解酶的基因簇，通过反转
硫途径将丝氨酸和蛋氨酸中的硫原子合成半胱氨酸有关［41］。

本研究也证实，与对照组相比，AM小鼠肠道厚壁菌门乳杆菌
属相对丰度与含硫氨基酸显著正相关。此外，本研究发现放线

菌门的肠杆菌属与含硫氨基酸显著正相关。目前，虽然关于肠

杆菌属的报道较少，但已经在放线菌门中检测到几种相关的

SRB ［42 -43］。因此，推测肠杆菌属可能具有类似 SRB 的作用，
但尚需进一步研究证实。进一步研究发现，GFW治疗后肠杆
菌属和乳杆菌属的相对丰度降低，并伴随着含硫氨基酸的下

调。因此推测 GFW可通过 SRB干预含硫氨基酸代谢。
4.2.3　花生四烯酸代谢　前列腺素 D3（prostaglandin D3，
PGD3）在 3 组之间存在显著的差异。PGD3 来源于二十碳五烯
酸（eicosapentaenoic acid，EPA）代谢。研究发现，内源性和外源
性的 EPA均可通过抑制炎症缓解子宫内膜异位症的发生［44］。

EPA的摄入量与子宫内膜异位症发病率呈负相关，且血清
EPA水平高的女性患子宫内膜异位症的可能性显著降低［45］。

对 AM小鼠的研究表明，与对照组相比，模型组中 EPA 的下游
产物 PGD3 明显减少而花生四烯酸（arachidonic acid，AA）的代
谢产物羟基二十碳四烯酸及 8，1 5 -二羟基二十碳四烯酸均显
著增加。AA是最丰富的多不饱和脂肪酸之一，主要通过在巨
噬细胞内形成具有生物活性的脂质参与炎症反应［46］。前期研

究表明，抑制 AA代谢产生的炎症介质可以改善小鼠子宫内膜
异位的发生［47］。同时，AA代谢水平异常升高可引起子宫平滑
肌收缩和血管收缩，导致痛经症状［48］。现有研究证实，活血化

瘀类中药桂枝茯苓胶囊可以下调原发性痛经中亚油酸、花生四

烯酸代谢，从而改善临床症状［29］。本研究证实，GFW给药后
AA代谢产物表达明显降低。

AA代谢产物与支原体属和肠杆菌属呈显著正相关。有
研究者认为，支原体感染会导致宫颈炎、盆腔炎、子宫内膜异位

症等炎性疾病的发生［49］，其原因可能是支原体分泌的磷脂酶

A2 可促进 AA生成，有利于前列腺素的合成，进而加剧炎症反
应［50］。而肠杆菌属作为红蝽菌科家族的一员，已被报道与较

高的 IL -1β水平有关［51］。研究发现，细胞因子 IL -1β可激
活磷脂酶 A2，导致 AA释放和炎症因子分泌

［52］，并参与了子宫

内膜细胞与腹膜的黏附、血管生成以及子宫内膜异位病变的增

殖［53］。因此，推测 GFW可能通过降低支原体属和肠杆菌属的
丰度来调节 AA代谢，从而在 AM小鼠中发挥抗炎作用。

综上，本研究通过 1 6S rRNA 基因测序和代谢组学研究了
GFW对 AM小鼠肠道菌群和代谢物的干预作用。结果表明，
与对照组相比，AM小鼠存在明显的肠道菌群失衡和代谢产物
异常。GFW治疗 AM的作用可能是通过肠-子宫轴调节肠道
代谢紊乱，从而改善子宫平滑肌收缩、氧化应激和免疫反应，该

研究为中医治疗 AM的潜在机制提供了新的见解。
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桂枝茯苓丸对子宫腺肌病小鼠肠道菌群和代谢物的调节作用研究

（正文见 155 -161 页）

注：A：对照组；B：模型组；C：GFW组。
图 1　各组小鼠子宫横切面 HE 染色（×40）

注：*与模型组相比，P<0.05；**与模型组相比，P<0.01。
图 2　GFW对各组小鼠离体子宫收缩幅度（A）和频率（B）的影响（n=6，■x±s）

注：A.稀释曲线；B.Alpha多样性（n.s.表示差异无统计学意义）；C.Venn图；D.PCoA分析；Control.对照组；Model.模型组；GFW.桂枝茯苓丸组。
图 3　各组小鼠肠道菌群多样性分析
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　　注：A.门水平前 10 的菌群相对丰度百分比；B.门水平差异菌群；C ~F.属水平差异菌群；Control.对照组；Model.模型组；GFW.桂枝茯苓
丸组；*P<0.05；**P<0.01；#P<0.05；##P<0.01。

图 4　各组小鼠肠道门、属水平上的物种组成
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注：Control.对照组；Model.模型组；GFW.桂枝茯苓丸组。
图 5　正离子（A）和负离子（B）模式下 3 组样本的 PCA得分图；正离子模式下对照组 vs模型组（C）、

模型组 vs GFW组（D）的 OPLS -DA得分图；（E、F）正离子模式下 200 次随机置换检验
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注：Control.对照组；Model.模型组；GFW.桂枝茯苓丸组。
图 6　负离子模式下对照组 vs模型组（A）、模型组 vs GFW组（B）的 OPLS -DA得分图；（C、D）负离子模式下 200 次随机置换检验。

注：Control.对照组；Model.模型组；GFW.桂枝茯苓丸组。
图 7　各组小鼠肠道差异代谢物聚类热图
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注：相关性（r值）在图中以不同的颜色展示，红色表示正相关，蓝色表示负相关，*P<0.05，**P<0.01。
图 8　各组小鼠肠道差异代谢物聚类热图

注：Control.对照组；Model.模型组；GFW.桂枝茯苓丸组；*与对照组相比，P<0.05；#与模型组相比，P<0.05。
图 9　各组小鼠子宫组织中 ROS 表达水平（×200）
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注：Control.对照组；Model.模型组；GFW.桂枝茯苓丸组；*与对照组相比，P<0.05；**与对照组相比，P<0.01；#与模型组相比，P<0.05。
图 10　各组小鼠子宫组织 TNF -α（A）、IL -17（B）的免疫荧光染色及相对表达水平（×200）


