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基于１６ＳｒＤＮＡ测序探讨加味活络效灵丹
对激素性股骨头坏死大鼠“肠 －骨”轴的影响

张江１，２，３，胡宇晴１，张诗宇２，董野１，侯德才２

（１．辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 １１０８４７；２．辽宁中医药大学附属医院，辽宁 沈阳 １１００３２；
３．辽宁中医药大学中医脏象理论及应用教育部重点实验室，辽宁 沈阳 １１０８４７）

　　摘要：目的 基于“肠－骨”轴理论和１６ＳｒＤＮＡ技术，探究加味活络效灵丹对激素性股骨头坏死大鼠骨组织修复的
作用与机制，及其肠道菌群结构的影响。方法 采用随机数字表法，将２４只ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠分为正常组（ｎ＝８）、模
型组（ｎ＝８）、治疗组（ｎ＝８）。模型组和治疗组采用臀肌交替注射甲泼尼龙琥珀酸钠的造模方法，治疗组予加味活络效
灵丹（制剂药液）灌胃。对取材的大鼠股骨样品，采用ＨＥ染色并计算空骨陷窝率，Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ三维重建分析测量区域骨
体积分数（ＢＶ／ＴＶ）、骨小梁数量（Ｔｂ．Ｎ）、骨小梁厚度（Ｔｂ．Ｔｈ）、骨小梁分离度（Ｔｂ．Ｓｐ）等骨组织学参数，免疫组化检测骨
组织修复标记物ＢＭＰ、ＯＰＧ、Ｒｕｎｘ２表达；对其粪便样品，采用１６ＳｒＤＮＡ技术进行肠道菌群测序与ＡＳＶ分析，α多样性和
β多样性分析肠道菌群物种多样性，ＬＥｆＳｅ分析肠道菌群物种差异性在科水平和属水平上的改变。结果 加味活络效灵

丹可显著改善ＳＡＮＦＨ大鼠股骨头空骨陷窝率（Ｐ＜００５）及ＢＶ／ＴＶ、Ｔｂ．Ｎ、Ｔｂ．Ｔｈ、Ｔｂ．Ｓｐ等骨组织学参数（Ｐ＜００１），并
显著上调骨组织修复标记物ＢＭＰ、ＯＰＧ、Ｒｕｎｘ２表达水平（Ｐ＜００１）。肠道菌群测序结果显示，α多样性分析说明３组大
鼠肠道菌群结构的物种多样性和丰富度存在明显差异；β多样性分析显示治疗组菌群结构与模型组存在显著分离，与空
白组相近，组间差异大于组内，且差异明显。ＬＥｆＳｅ分析发现在科水平和属水平上，模型组大鼠肠道菌群呈现显著的“促
炎型”特征，治疗组大鼠肠道菌群呈现“抗炎－促修复”特征。结论 加味活络效灵丹对 ＳＡＮＦＨ大鼠骨组织修复作用与
其调控肠道菌群密切相关，干预药物有效重塑了激素扰动的肠道微生态，进一步证实菌群重塑对“肠 －骨”轴的双向调
节，起到防治ＳＡＮＦＨ的作用。
　　关键词：激素性股骨头坏死；加味活络效灵丹；肠道菌群；骨组织修复；“肠－骨”轴
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ｔｅｒｉｓｔｉｃｓ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｏｆｔｈｅｒａｔｓｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄ“ａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｅｐａｉｒ”ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓ
ｔｉｃｓ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＭｏｄｉｆｉｅｄＨｕｏｌｕｏＸｉａｏｌｉｎｇＤａｎｏｎｔｈｅｒｅｐａｉｒｏｆｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｉｎｔｈｅｒａｔｓｗｉｔｈＳＡＮＦＨｉｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔ
ｅｄｔｏｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ．Ｔｈｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｄｒｕｇｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｓｈａｐｅｓｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｙｄｉｓｔｕｒｂｅｄｂｙｈｏｒ
ｍｏｎｅｓ，ｆｕｒｔｈｅｒｃｏｎｆｉｒｍｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｒｅｓｈａｐｉｎｇｏｆｔｈｅｆｌｏｒａｈａｓａｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅ“ｇｕｔ－ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ”ａｘｉｓ，ｐｌａ
ｙｉｎｇａｒｏｌｅｉｎｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇａｎｄｔｒｅａｔｉｎｇＳＡＮＦＨ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｔｅｒｏｉｄ－ｉｎｄｕｃｅｄａｖａｓｃｕｌａｒｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｔｈｅｆｅｍｏｒａｌｈｅａｄ；ＭｏｄｉｆｉｅｄＨｕｏｌｕｏＸｉａｏｌｉｎｇＤａｎ（加味活络效灵丹）；ｇｕｔ
ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ；ｂｏｎｅｔｉｓｓｕｅｒｅｐａｉｒ；“ｇｕｔ－ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ”ａｘｉｓ

　　激素性股骨头坏死（Ｓｔｅｒｏｉｄ－ＩｎｄｕｃｅｄＡｖａｓｃｕｌａｒＮｅｃｒｏｓｉｓｏｆ
ｔｈｅＦｅｍｏｒａｌＨｅａｄ，ＳＡＮＦＨ），是患者因罹患某类自身免疫性、慢
性炎症性疾病，亦或内分泌、血液系统特应性疾病，需要长期或

大量使用激素类药物导致的股骨头缺血性坏死，亦可诱发骨质

疏松症、骨关节病变的病症［１］。因其病程进展快、治疗难度

大、致残风险高、多发群体低龄化等特点，严重影响病患生活质

量，病久可造成髋关节结构异常与功能障碍，甚则需行人工关

节置换手术治疗，是病理机制复杂并亟待攻克的骨伤科难治性

常见病［２］。ＳＡＮＦＨ属于中医学的“骨痹、骨痿、骨蚀”等范畴，
核心病机为“血瘀阻络，骨失濡养”，现代中医药学家承袭“从

脾治痹”“治痿独取阳明”“活血通络”等理论，在“治未病”思

想指导下，结合“络病学说”和“瘀去、新生、骨合”的递进式骨

修复治疗思路，深耕中医经典复方及化裁经验方，在ＳＡＮＦＨ保
髋治疗及创新药物研发领域，逐渐彰显“未病先防、既病防变”

的中医药智慧［３－７］。

加味活络效灵丹，是近代医家张锡纯《医学衷中参西录》

中经典方剂“活络效灵丹”加味“牛膝、续断”的经验方，有活血

化瘀、通络止痛、强筋健骨之功效，在中医临床应用中疗效稳定

可靠，不良反应少，且患者耐受性好、接受度高。现代研究“活

络效灵丹”在多种血瘀证疾病中展现出独特优势，该方有调节

血液流变学、改善微循环、抗炎抗氧化等药理作用，“牛膝、续

断”药对在拮抗炎症反应、减缓骨脂代谢异常、调控细胞凋亡

和骨组织修复等方面，对股骨头坏死的防治有积极作用［８－１０］。

诸多研究发现，肠道健康与炎症性、代谢性、退行性关节病（如

关节炎、骨质疏松症）密切相关，而对股骨头坏死的研究不

足［１１－１３］。肠道菌群作为“人体第二大基因库”，在骨稳态中发

挥着重要作用，并用“肠 －骨”轴来概括肠道微生物调控骨代
谢的关系［１４］。肠道菌群失调或肠道屏障功能受损，可通过免

疫、代谢等途径影响骨骼疾病的预后转归［１５］。本研究旨在探

讨加味活络效灵丹对 ＳＡＮＦＨ大鼠肠道菌群的影响，并验证其
经“肠－骨”轴对骨组织修复的影响，为防治 ＳＡＮＦＨ提供理论
基础及实验依据。

１　材料
１．１　实验试药与试剂

当归、丹参、乳香、没药、牛膝、续断（安徽普仁中药饮片有

限 公 司，２３０８１４３、２３０５１４２、２３０６０８２、２３０６２３２、２３０７０８２、
２３０８３１１）；加味活络效灵丹（制剂药液，辽宁中医药大学附属
医院制剂中心，Ｚ２０２３０１２００００）；注射用甲泼尼龙琥珀酸钠（国
药集团容生制药有限公司，国药准字Ｈ２００３０７２７）；苏木精－伊
红ＨＥ染液（武汉塞维尔生物科技有限公司，ＣＲ２２００６０８２、
ＧＢ２２２３０）；辣根酶标记山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（ＩｇＧ）（北京中
杉金桥生物技术有限公司，ＺＢ－２３０１）；ＤＡＢ显色试剂盒（北京
康为世纪生物科技有限公司，ＣＷ０１２５）；免疫组化试剂盒（中
杉通用型，ＰＶ６０００－１８）；ａｎｔｉ－ＢＭＰ２、ａｎｔｉ－ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ、ａｎ
ｔｉ－Ｒｕｎｘ２（ａｆｆｉｎｉｔｙ、ａｂｃａｍ，ａｆ５１６３、ａｆ６８２４、ａｂ２３６６３９）；ＯＭＥＧＡ
ＳｏｉｌＤＮＡ试剂盒（北京诺博莱德科技有限公司，Ｎ９６３５－０３）；
ＮｏｖａＳｅｑ６０００ＳＰ试剂盒（上海易汇生物科技有限公司，
Ｙ５６３１－０４）；Ｑｕａｎｔ－ｉＴＰｉｃｏＧｒｅｅｎｄｓＤＮＡ（英潍捷基上海贸易
有限公司，Ｄ３２１４－０１）；ＴｒｕＳｅｑＮａｎｏＤＮＡＬＴＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐ试剂
盒（因美纳中国科学器材有限公司，Ｑ６５４８）。
１．２　实验设备与仪器

Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ机（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司，ＱｕａｎｔｕｍＧＸ），组织包埋

４５
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机、石蜡切片机、烘片机（Ｌｅｉｃａ，ＥＧ１１５０Ｈ、ＲＭ２２３５、ＨＩ１２２０），
生物显微镜（Ｎｉｋｏｎ，ＥＣＬＩＰＳＥＣｉ－Ｌ），生物组织摊片机（金华市
益迪医疗设备有限公司，ＹＤ－Ａ），电热恒温干燥箱（上海龙跃
仪器设备有限公司，ＧＺＸ－ＤＨ．６００－ＢＳ－Ⅱ），超低温冰箱、分
光光度计、核酸纯化仪、生物分析仪（赛默飞世尔科技中国有

限公司，Ｆｏｒｍａ９００、ＮａｎｏＤｒｏｐＮＣ２０００、ＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒＡｐｅｘ、Ｑｕｂｉｔ
４），基因测序仪（因美纳中国科学器材有限公司，ＭｉＳｅｑ）。
１．３　实验动物

ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠２４只，８周龄，体质量２５０～３００ｇ，购
于辽宁长生生物技术股份有限公司，许可证号 ＳＣＸＫ（辽）
２０２０－０００１，实验单位使用许可证编号 ＳＹＸＫ（辽）２０１９－
０００４，并通过辽宁中医药大学附属医院动物实验伦理委员会审
批，伦理审查批件受理号２０２２ＣＳ（ＤＷ）－０１８－０１。
２　方法
２．１　实验用药制备与剂量选择

辽宁中医药大学附属医院实验中心提供造模用激素药物，

配置浓度１２ｍｇ／ｍＬ，给药剂量３５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；辽宁中医药大
学附属医院制剂中心提供治疗用灌胃药液，配置浓度 １．１２
ｇ／ｍＬ，给药剂量５．６ｇ／（ｋｇ·ｄ）。
２．２　动物饲养分组与造模给药

适应性饲养１周，采用随机数字表法，将２４只ＳＰＦ级雄性
ＳＤ大鼠随机分为空白组（ｎ＝８）、模型组（ｎ＝８）、治疗组（ｎ＝
８）。模型组和治疗组，予注射甲泼尼龙琥珀酸钠，左右臀肌交
替注射，剂量为３５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），每周连续３ｄ，持续４周。空
白组，予等体积０．９％氯化钠注射液（密封无菌）。完成造模操
作的１周内，开始灌胃给药。空白组和模型组予０．９％氯化钠
注射液，治疗组予加味活络效灵丹（制剂药液），１０ｍＬ／ｋｇ灌
胃，１次／ｄ，持续６周。
２．３　样品取材与处理

实验结束后，予３％戊巴比妥钠１０ｍＬ／ｋｇ对实验用大鼠
行麻醉，按照文献［１６－１７］取样方法，完整留取双侧股骨（注意股

骨头保护），提取大鼠盲肠内容物，并迅速转移至无菌离心管，

液氮速冻，－８０℃保存。３组各取８个股骨样品，６个粪便样
品，按照空白组（Ｂｌａｎｋ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ）、治疗组（Ｔｒｅａｔ）标注
股骨和粪便样品，编号待检测。

２．４　大鼠股骨样品ＨＥ染色
大鼠股骨样品，经固定、脱钙、脱水与透明后，使用石蜡包

埋，切片厚度５μｍ进行 ＨＥ染色，脱水透明、封片、镜下观察。
使用生物显微镜及 ＣａｓｅＶｉｅｗｅｒ２．６软件进行骨组织形态分
析，计算各组大鼠股骨样品空骨陷窝率，空骨陷窝率（％）＝
（空骨陷窝数量／总骨陷窝数量）×１００％［１６］。

２．５　大鼠股骨样品Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ扫描分析
大鼠股骨样品，经４％多聚甲醛固定液固定７２ｈ、缓冲溶

液冲洗３次后４℃保存，取用时使用封口膜包裹股骨样品。按
照文献［１８］Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ扫描分析方法，设备设定为大鼠模式，扫
描参数：空间体素尺寸０．０７２ｍｍ，电流８９μＡ，电压９０ｋＶ。股
骨近端被作为感兴趣区域（ＲＯＩ），测量该区域相关骨组织学参
数，包括骨体积分数（ＢＶ／ＴＶ）、骨小梁数量（Ｔｂ．Ｎ）、骨小梁厚
度（Ｔｂ．Ｔｈ）、骨小梁分离度（Ｔｂ．Ｓｐ）。

２．６　免疫组化检测大鼠股骨样品骨组织修复标记物
大鼠股骨样品组织切片，经脱蜡复水、蛋白酶 Ｋ修复、抗

氧化封闭、一抗孵育、二抗孵育、显色、复染、透明脱水、封片等

操作，在镜下观察骨组织修复标记物ＢＭＰ、ＯＰＧ、Ｒｕｎｘ２的表达
情况。

２．７　粪便样品肠道菌群测序与物种多样性分析
粪便样品的肠道菌群测序（上海派森诺生物科技股份有

限公司），经派森诺基因云分析平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｓｃｌｏｕｄ．
ｃｎ／ｈｏｍｅ）下载原始数据并完成数据分析。肠道菌群测序数据
质量评估，结合 ＡＳＶ分析，说明肠道菌群结构和多样性差异。
肠道菌群物种多样性分析，采用 α多样性分析和 β多样性分
析。物种差异分析，采用 ＬＥｆＳｅ分析，主要选取不同物种分类
学在科水平和属水平上，显示各组样品的物种相对丰度及其变

化，并结合β多样性分析中的主坐标分析法（ＰＣｏＡ），进行交叉
验证。

２．８　统计学分析
使用ＳＰＳＳ２７．０统计学软件进行数据分析与处理，采用

Ｋ－Ｓ正态性检验检测计量资料是否符合正态分布，符合正态
分布和方差齐性的计量资料，以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多
组间比较采用单因素方差分析，方差不齐用非参数检验，Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。统计学分析经由辽宁中医药大学
附属医院实验中心生物统计学专家审核。

３　结果
３．１　大鼠一般状态观察

空白组大鼠，随饲养情况，体质量波动在正常范围，体毛光

泽，进食水量和活动度正常，呈现健康状态。开展造模后，模型

组、治疗组大鼠，均开始出现不同程度表现：背毛毛色光泽度下

降，毛质粗糙且抓取时易脱落，进食水量减少，活动度减低，随

造模进程推进，体质量增长缓慢，偶见降低，体质量情况未呈规

律性改变。

３．２　大鼠股骨头组织病理改变
大鼠股骨头ＨＥ染色结果显示，与正常组比较，模型组骨

小梁空间结构紊乱，间隙增宽，形状变细，空骨陷窝率明显增

加，差异有显著统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比较，治疗组
的骨小梁空间结构排列稍规整，间隙近似正常，形状略变粗，空

骨陷窝率明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见插页ⅩⅤ
图１和表１。

表１　３组大鼠股骨头的空骨陷窝率比较（珋ｘ±ｓ） 单位：％

组别 ｎ 空骨陷窝率／（％）

空白组 ８ ２．５２±０．６８
模型组 ８ １６．２７±１．６４

治疗组 ８ ７．８４±１．１４＃

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

３．３　大鼠股骨头Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ扫描结果
利用Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ将大鼠股骨头 Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ平扫图像进行

三维重建，从额状面、矢状面、横断面等多轴位清晰显示３组大
鼠股骨头影像学变化，立体直观呈现３组大鼠股骨头的骨小梁
及软骨下骨改变情况，见插页ⅩⅤ图２。正常组：骨小梁结构正
常，软骨下骨密度均匀正常，无骨丢失迹象，未出现股骨头坏死

５５
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相关改变。模型组：骨小梁稀疏、变细并出现断裂，软骨下骨密

度增高，骨丢失严重，出现股骨头坏死相关改变。与模型组比

较，治疗组：骨小梁紧密、粗壮且断裂较少，软骨下骨密度接近

正常或稍增高，骨丢失不明显。

通过大鼠股骨头Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ扫描图像，提取并计算相关骨
组织学参数，结果见表２。与正常组的大鼠股骨近端骨体积分
数（ＢＶ／ＴＶ）、骨小梁数量（Ｔｂ．Ｎ）、骨小梁厚度（Ｔｂ．Ｔｈ）、骨小
梁分离度（Ｔｂ．Ｓｐ）比较，模型组上述指标均有明显改变，差异
有显著统计学意义（Ｐ＜００１）；与模型组比较，治疗组上述指
标均有所改善，差异有显著统计学意义（Ｐ＜００１）。

表２　３组大鼠股骨近端相关骨组织学参数比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＢＶ／ＴＶ／（％） Ｔｂ．Ｎ／（ｍｍ） Ｔｂ．Ｔｈ／（ｍｍ） Ｔｂ．Ｓｐ／（ｍｍ）

空白组 ８ ２６．３６±２．４８ ４．４２±０．８４ ０．１０±０．０１ ０．１７±０．０１
模型组 ８ １４．２７±３．０５ １．８０±０．４８ ０．０７±０．０１ ０．２７±０．０２

治疗组 ８ ２０．１３±２．４８＃＃ ３．８４±０．２５＃＃ ０．０９±０．０１＃＃ ０．２０±０．０１＃＃

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

３．４　大鼠股骨样品骨组织修复标记物ＢＭＰ、ＯＰＧ、Ｒｕｎｘ２表达
水平

免疫组化检测大鼠股骨样品骨组织修复标记物 ＢＭＰ、
ＯＰＧ、Ｒｕｎｘ２表达水平结果显示，与正常组比较，模型组大鼠
ＢＭＰ、ＯＰＧ、Ｒｕｎｘ２表达明显降低，差异有显著统计学意义（Ｐ＜
００１）；与模型组比较，治疗组大鼠 ＢＭＰ、ＯＰＧ、Ｒｕｎｘ２表达显著
升高，差异有显著统计学意义（Ｐ＜００１），见插页ⅩⅥ图３－插页
ⅩⅥ图５和表３。

表３　３组大鼠股骨样品骨组织修复标记物

ＢＭＰ、ＯＰＧ、Ｒｕｎｘ２表达水平（珋ｘ±ｓ） 单位：％

组别 ｎ ＢＭＰ ＯＰＧ Ｒｕｎｘ２

空白组 ３ １０．１０±１．４９　 ２０．０３±１．１８　 ９．３０±１．１０　
模型组 ３ ３．４４±０．９４ ６．０６±２．０８ １．６６±０．４１

治疗组 ３ ７．８２±０．４９＃＃ １２．３４±２．６４＃＃ ５．０３±０．９０＃＃

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

３．５　肠道菌群测序数据质量评估与ＡＳＶ分析
３组大鼠的１８例样品经１６ＳｒＤＮＡ测序，稀释曲线末端趋

于平缓，表明测试深度满足要求，测序质量良好，测序数据量达

到饱和，可进行后续分析，见插页ⅩⅥ图６；纵坐标比较，模型组
的物种丰度略高于Ｂｌａｎｋ组，治疗组的物种丰度明显低于Ｍｏｄ
ｅｌ组。结合ＡＳＶ分析，与空白组（８７４３）相比，模型组（８８１４）
ＡＳＶ数目增加；与模型组（８８１４）比较，治疗组（５６０８）ＡＳＶ数目
减少；表明３组大鼠肠道菌群结构和多样性存在差异。
３．６　肠道菌群物种多样性分析
３．６．１　α多样性分析　α多样性，表示生境内物种的丰富度、
多样性等特征，选取３组样品的Ｃｈａｏ１指数和Ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ
指数，表征菌种丰富度；Ｓｈａｎｎｏｎ指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数，表征群
落多样性。α多样性指数变化显示，与空白组比较，模型组的
各指数均有上升趋势，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与模型组比较，治疗组的各指数均有下降趋势，ｃｈａｏ１、
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ、Ｓｈａｎｎｏｎ指数差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
说明３组大鼠肠道菌群结构的物种多样性和丰富度存在明显
差异。见表４。

３．６．２　β多样性分析　β多样性，称为生境间多样性，通过对
不同组间样本的肠道菌群结构进行比较，寻找其组间差异的分

析方法。选取主坐标分析（ＰＣｏＡ）进行组间多样性分析，更符
合生态学数据特征。３组样品肠道菌群的 ＰＣｏＡ分析结果，添
加了９５％置信椭圆，第１主成分 ＰＣｏ１的贡献率达到４８．９％，
第２主成分ＰＣｏ２的贡献率为１５．９％。由插页ⅩⅦ图７可见，３组样
品存在部分重叠，可区分３组的群落结构；空白组与模型组明显分
离，治疗组与空白组相近、与模型组分离明显，说明３组样品的肠
道菌群结构组成发生改变，组间差异大于组内，且差异明显。

表４　３组大鼠肠道菌群α多样性指数比较（珋ｘ±ｓ）

组别
剂量／

（ｇ·ｋｇ－１）
Ｃｈａｏ１ Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

空白组 ２０４７．２４±２５２．９４ １９５１．３３±２３９．０２ ７．８５±０．９０ ０．９５±０．０４
模型组 ０．０３５ ２０７８．４８±５６６．７３ １９８１．２８±５８３．５３ ８．１２±０．７９ ０．９８±０．０１

治疗组 ５．６００ １０４５．５３±４３２．２７＃１３５４．４８±４１６．６０＃７．０９±０．７５＃ ０．９６±０．０３

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

３．６．３　物种差异分析　根据３组样品肠道菌群ＬＥｆＳｅ分析的
ＬＤＡ得分发现，正常组中，乳杆菌目（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）、乳酸菌
科（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）、柠檬乳杆菌属 （ｌｉｍｏｓｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、
ＵＢＡ３２８２、ＣＡＧ－５０８等５个分类群为主要优势菌群；模型组
中，分枝杆菌目（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ）、分枝杆菌科（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅ
ａｅ）、棒状杆菌属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等３个分类群为主要优势
菌群；治疗组中，γ－变形杆菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、丹毒
菌目（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｌｅｓ）、伯克氏菌科（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅａｅ）、异杆
菌属（Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ）、布劳特氏菌属（Ｂｌａｕｔｉａ＿Ａ）等５个分类群
为主要优势菌群。

３组大鼠的肠道菌群相对丰度发生了改变。在科水平上，
与空白组比较，模型组分枝杆菌科（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、颤螺旋
菌科（Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）的菌群相对丰度升高，后者更显著（Ｐ＜
００５）；乳酸菌科（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）、鼠杆菌科（Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅ
ａｅ）、ＣＡＧ－５０８的菌群相对丰度降低（Ｐ＜００５）。与模型组比
较，治疗组乳酸菌科（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）、ＣＡＧ－５０８的菌群相对丰
度升高；分枝杆菌科（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、鼠杆菌科（Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅ
ａｅ）、颤螺旋菌科（Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）的菌群相对丰度降低，其中分枝
杆菌科（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）变化更显著（Ｐ＜００５）。见表５。

在属水平上，与空白组比较，模型组的棒状杆菌属

（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、异杆菌属（Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ）的菌群相对丰度升
高；阿克曼菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、乳杆菌属（Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、柠
檬乳杆菌属（Ｌｉｍｏｓｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）的菌群相对丰度降低，后两者
更显著（Ｐ＜００５）。与模型组比较，治疗组棒状杆菌属
（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）的菌群相对丰度显著降低（Ｐ＜００５）；异杆
菌属（Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ）、阿克曼菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、柠檬乳杆菌属
（Ｌｉｍｏｓｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）的菌群相对丰度均升高。见表６。
４　讨论
４．１　中药复方防治激素性股骨头坏死的可行性

ＳＡＮＦＨ是长期使用糖皮质激素类药物导致的严重并发症
之一，其病理机制涉及骨髓脂肪化、血管内皮损伤、成骨／破骨
细胞失衡及炎症反应等［１９］。传统中药复方及临床经验化裁方

在ＳＡＮＦＨ治疗中展现出独特优势，其多靶点、多通路的作用模

６５
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表５　３组大鼠肠道菌群在科水平上不同细菌的相对丰度（珋ｘ±ｓ）

组别 剂量／（ｇ·ｋｇ－１） Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＣＡＧ－５０８

空白组 ０．３０±０．２３ ０．００±０．００ ０．１５±０．０６ ０．０５±０．０２ ０．０６±０．０２
模型组 ０．０３５ ０．０２±０．０２ ０．２３±０．０７ ０．０８±０．０７ ０．０８±０．０２ ０．０２±０．０１

治疗组 ５．６００ ０．０３±０．０２ ０．０６±０．０２＃ ０．０６±０．０５ ０．０７±０．０５ ０．０４±０．０６

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。
表６　３组大鼠肠道菌群在属水平上不同细菌的相对丰度（珋ｘ±ｓ）

组别 剂量／（ｇ·ｋｇ－１） Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ Ｌｉｍｏｓｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

空白组 ０．００±０．００ ０．２３±０．２２ ０．００±０．００ ０．０２±０．０６ ０．０５±０．０４
模型组 ０．０３５ ０．２３±０．０７ ０．０２±０．０２ ０．０３±０．０４ ０．０１±０．０２ ０．００±０．００

治疗组 ５．６００ ０．０６±０．０２＃ ０．０２±０．０２ ０．０９±０．０６ ０．０８±０．１１ ０．０１±０．０１

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

式与“整体观念”的治疗理念高度契合［２０］。加味活络效灵丹，

以当归、丹参活血养血，共为君药；乳香、没药活血祛瘀，行气止

痛，为臣药，使瘀血去，经脉通，诸痛止；下肢瘀肿、腿痛，加牛

膝、续断等补肾壮骨之品，兼具“活血通络”与“益肾强筋骨”多

重功效。本研究结果显示，加味活络效灵丹显著改善大鼠股骨

头空骨陷窝率及骨小梁数量、厚度、分离度等骨组织学参数，提

示其能通过改善ＳＡＮＦＨ模型大鼠股骨头的骨微结构促进骨组
织修复。

４．２　加味活络效灵丹对骨组织修复的多维度调控
骨组织病理学与影像学分析是评估ＳＡＮＦＨ治疗效果的关

键指标［２１］。ＨＥ染色结果显示，模型组大鼠股骨头空骨陷窝率
高达（１６．２７±１．６４）％，而治疗组显著降至（７．８４±１．１４）％
（Ｐ＜００５），提示成骨细胞活性增强与骨细胞凋亡减少。ＣＴ
三维重建进一步证实，治疗组骨体积分数（ＢＶ／ＴＶ）从模型组
的（１４．２７±３．０５）％提升至（２０．１３±２．４８）％，骨小梁数量
（Ｔｂ．Ｎ）从（１．８±０．４８）ｍｍ－１增加至（３．８４±０．２５）ｍｍ－１，表明
药物有效逆转了激素诱导的骨小梁稀疏与结构破坏。免疫组

化结果显示，治疗组ＢＭＰ、ＯＰＧ及Ｒｕｎｘ２表达分别较模型组显
著升高（Ｐ＜００１）。其中，ＢＭＰ作为 ＴＧＦ－β超家族成员，可
激活Ｓｍａｄ信号通路促进间充质干细胞向成骨细胞分化；ＯＰＧ
通过竞争性结合ＲＡＮＫＬ抑制破骨细胞成熟；Ｒｕｎｘ２则是成骨
细胞分化的核心转录因子；结果表明加味活络效灵丹可能通过

调控 ＢＭＰ／Ｓｍａｄ、ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫ及 Ｒｕｎｘ２相关通路，形
成“促骨形成－抑骨吸收”的双向调节网络，从而加速骨组织
修复进程［２２－２４］。

４．３　肠道菌群多样性改变与“肠－骨”轴的交互作用
本研究发现，加味活络效灵丹对骨组织的直接修复作用与

其调节肠道菌群的间接效应密切相关。基于１６ＳｒＤＮＡ测序的
菌群分析显示，α多样性分析说明３组大鼠肠道菌群结构的物
种多样性和丰富度存在明显差异，β多样性分析显示治疗组菌
群结构与模型组存在显著分离，与空白组相近，提示干预药物

有效重塑了激素扰动的肠道微生态。进一步ＬＥｆＳｅ分析发现，
模型组大鼠肠道菌群呈现显著的“促炎型”特征：分枝杆菌科

（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）丰度升高，其可能通过分泌脂阿拉伯甘露
聚糖（ＬＡＭ）激活 ＮＯＤ２受体，诱导 ＩＬ－１７分泌，加剧骨破
坏［２５］；棒状杆菌属（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）丰度增加，该菌属可产生
次级胆汁酸（如石胆酸），通过激活 ＴＧＲ５受体促进 Ｔｈ１７细胞

分化，进一步放大炎症级联反应［２６］。与之形成鲜明对比的是，

模型组中具有骨保护作用的菌群显著减少：柠檬乳杆菌属（Ｌｉ
ｍｏｓｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）丰度下降（Ｐ＜００５），其分泌的乳酸可通过
ＧＰＲ８１受体抑制破骨细胞活性；阿克曼菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）丰
度降低，该菌通过增强黏液层厚度减少内毒素入血，其缺失可

能导致ＬＰＳ－ＴＬＲ４信号通路过度激活，促进骨吸收［２７］。这些

菌群变化与模型组大鼠股骨头空骨陷窝率和股骨近端骨体积

分数的显著异常形成时间－效应关联，提示肠道菌群失调可能
是激素性骨坏死的关键启动因素［２８］。治疗组大鼠肠道菌群呈

现“抗炎－促修复”特征：γ－变形杆菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅ
ｒｉａ）、布劳特氏菌属（Ｂｌａｕｔｉａ＿Ａ）为主要优势菌群，前者的益生
菌株可分泌短链脂肪酸（ＳＣＦＡｓ），丁酸浓度与 ＯＰＧ表达呈正
相关，可通过抑制 ＲＡＮＫＬ／ＲＡＮＫ通路减少破骨细胞分化［２９］，

后者菌属可降解黄酮类化合物生成马尿酸，通过激活 ＰＰＡＲγ
通路抑制ＮＦ－κＢ核转位，其抗炎作用可能与此机制相关［３０］。

异杆菌属（Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ）的丰度增加，其代谢产物丙酸可通过
ＧＰＲ４１受体促进成骨细胞分化，治疗组 Ｒｕｎｘ２表达升高可能
与此相关［３１］；值得注意，ＣＡＧ－５０８丰度在模型组显著减少，而
治疗组增加接近空白组水平，有研究表明ＣＡＧ－５０８可能通过
上调抗炎因子（如ＩＬ－１０、ＴＧＦ－β）的表达，抑制ＮＦ－κＢ号通
路激活，减少促炎因子（如 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６）释放，从而缓解股
骨头局部炎症微环境，其代谢产物短链脂肪酸（如丁酸盐）可

通过 ＧＰＲ４３受体介导调节巨噬细胞极化，促进 Ｍ２型抗炎表
型，抑制破骨细胞活性［３２］。这也为中医“肾主骨”“脾肾相关”

理论提供了现代诠释：肾之精气不足可导致肠道菌群失调，活

血通络、益肾健骨的中药复方可通过重塑菌群结构，实现骨代

谢平衡［３３］。

综上，本研究揭示了加味活络效灵丹通过调节肠道菌群结

构，间接影响骨组织修复的“肠－骨”轴机制，从调控大鼠肠道
菌群结构的物种多样性和丰富度角度，能上调乳酸菌科（Ｌａｃ
ｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）、ＣＡＧ－５０８、异杆菌属（Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ）、阿克曼菌
属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、柠檬乳杆菌属（Ｌｉｍｏｓｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）等有益菌
种丰度，下调分枝杆菌科（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、棒状杆菌属
（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等有害菌种丰度；从骨组织病理学和影像学
角度，能改善大鼠股骨头空骨陷窝率及相关骨组织学参数，并

能上调骨组织修复标记物ＢＭＰ、ＯＰＧ、Ｒｕｎｘ２表达水平；进一步
证实肠道菌群结构与骨代谢稳态的关联性，菌群重塑对“肠 －
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骨”轴的双向调节，起到防治 ＳＡＮＦＨ的作用。未来研究可通
过代谢组学与单细胞测序技术，进一步解析关键菌属的功能基

因表达及与宿主的互作网络，并结合宏基因组学技术解析关键

功能菌的代谢通路，为基于肠道菌群的骨坏死靶向疗法微生物

制剂的新药研发和开发提供依据［３４］。
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ⅩⅤ

基于１６ＳｒＤＮＡ测序探讨加味活络效灵丹
对激素性股骨头坏死大鼠“肠－骨”轴的影响

（正文见５３－５８页）

空白组 模型组 治疗组

注：白色箭头表示正常骨细胞，黑色箭头表示空骨陷窝。

图１　３组大鼠股骨头ＨＥ染色结果（１００）

图２　３组大鼠股骨头Ｍｉｃｒｏ－ＣＴ三维重建图像
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ⅩⅥ

空白组 模型组 治疗组

图３　３组大鼠股骨样品骨组织修复标记物ＢＭＰ表达水平（ＤＡＢ显色，×２００）

空白组 模型组 治疗组

图４　３组大鼠股骨样品骨组织修复标记物ＯＰＧ表达水平（ＤＡＢ显色，×２００）

空白组 模型组 治疗组

图５　３组大鼠股骨样品骨组织修复标记物Ｒｕｎｘ２表达水平（ＤＡＢ显色，×２００）

图６　稀疏曲线
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ⅩⅦ

图７　３组样品ＰＣｏＡ分析

大黄玄明粉冲剂通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＮＦ－κＢ信号传导和改善肠道
微生物群改善急性重症胰腺炎诱导的肠屏障损伤

（正文见５９－６４页）

图２　不同组间肠屏障的扫描电镜观察
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ⅩⅧ

　　注：（Ａ）大黄玄明粉冲剂显著改善小肠中的病理性炎症细胞浸润（ｂａｒ＝１００μｍ）；（Ｂ）病理评分。每组 ｎ＝１０。与假手术组比较，
Ｐ＜００５；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

图５　大黄玄明粉冲剂对小肠组织的影响
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ⅩⅨ

　　注：（Ａ）结肠组织中ＴＬＲ４的免疫组织化学分析（ｂａｒ＝１００μｍ）。（Ｂ）结肠组织中ｐ－Ｐ３ＩＫ的免疫组织化学分析（ｂａｒ＝１００μｍ）。每
组ｎ＝１０。

图６　大黄玄明粉冲剂对ＴＬＲ４依赖性磷酸化ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＮＦ－κＢ表达的影响
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ⅩⅩ

注：（Ａ）结肠组织中ｐ－ＡＫＴ的免疫组织化学分析（ｂａｒ＝１００μｍ）。（Ｂ）结肠组织中ｐ－ＮＦ－κＢ的免疫组织化学分析。每组ｎ＝１０。
图７　大黄玄明粉冲剂对ＴＬＲ４依赖性磷酸化ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＮＦ－κＢ表达的影响



第４４卷　第９期
２０２６年 ９月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．２０２６

ⅩⅪ

　　注：（Ａ）肠道微生物群的比例；（Ｂ）不同处理对肠道微生物群变化的热图分析。Ｇ１－３代表３ｄ时的假手术组、模型组和大黄玄
明粉冲剂组；Ｈ１－３代表６ｄ时的假手术组、模型组和大黄玄明粉冲剂组；Ｉ１－３代表２４ｄ时的假手术组、模型组和大黄玄明粉冲剂组。

图９　不同组间肠道微生物群的组成
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