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摘要： 目的　 研究牛至油对葡聚硫酸钠 （ＤＳＳ） 诱导的溃疡性结肠炎小鼠的改善作用， 并探讨其可能的作用机制。
方法　 将小鼠随机分为正常组， 模型组， 阳性药组 （美沙拉嗪）， 牛至油高、 中、 低剂量组， 大豆油组 （溶剂组），
每组 １５ 只， 造模同时灌胃给药， 连续 ７ ｄ。 第 ８ 天， 处死小鼠并收集结肠、 血清及粪便， ＨＥ 染色观察结肠组织病理

变化， ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎症因子水平， １６Ｓ ｒＲＮＡ 高通量测序法检测粪便中肠道菌群变化。 结果　 与正常组比较， 模

型组小鼠疾病活动指数 （ＤＡＩ） 评分和结肠组织病理评分升高 （Ｐ＜０ ０１）， 血清促炎因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平升高， 抑

炎因子 ＩＬ⁃１０ 水平降低； 与模型组比较， 各给药组上述指标均有改善 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 其中牛至油高剂量组效果

最佳。 肠道菌群分析表明， 与正常组比较， 模型组小鼠肠道中乳酸菌属 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ） 等丰度有所降低， 而厚壁菌门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、 变形菌门 （Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、 放线杆菌门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）、 葡萄球菌属 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、 肠球菌属

（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ） 等丰度均有所上升； 与模型组比较， 各给药组各菌属丰度均有不同程度的变化。 结论　 牛至油对 ＤＳＳ
诱导的小鼠溃疡性结肠炎有一定改善作用， 其机制可能与抑制葡萄球菌属、 肠球菌属、 变形菌门等有害菌的定植， 同

时上调有益菌乳酸菌属的丰度， 保护肠黏膜屏障功能有关。
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　 　 溃疡性结肠炎是一种由多病因引起的肠道免疫炎症，
世界卫生组织已将其确定为 “现代难治愈疾病” 之一［１⁃２］ 。
目前， 临床上治疗溃疡性结肠炎的药物较少且长期服用具

有一定的副作用， 开发绿色安全、 可长期服用的中药制剂

具有较重要的意义。 溃疡性结肠炎病因较为复杂［３⁃４］ ， 近年

来大量研究表明肠道菌群与溃疡性结肠炎的发生、 发展、
治愈皆关系密切［５⁃６］ 。 因此， 调节肠道菌群、 保护肠黏膜屏

障， 是治疗溃疡性结肠炎的有效手段之一。
研究表明精油类成分对溃疡性结肠炎的改善具有积极

作用［７⁃８］ ， 而这种改善作用可能与精油类成分的抗菌、 抗炎

及调节肠道菌群的作用有关［９］ 。 牛至油是从中药牛至中提

取的挥发油， 对禽畜肠道致病性大肠杆菌、 沙门菌和金黄

色葡萄球菌具有一定的抑制作用［１０］ ， 但目前未见关于牛至

油对哺乳动物肠道菌群影响的报道。 本研究采用 ＥＬＩＳＡ 法

检测溃疡性结肠炎小鼠血清炎症因子水平， １６Ｓ ｒＲＮＡ 高通

量测序检测肠道菌群丰富度及多样性， 探究牛至油对溃疡

性结肠炎小鼠血清炎症因子及肠道菌群变化的影响， 以期

为中药精油类成分对溃疡性结肠炎的治疗作用提供更多的

实验依据。

１　 材料

１ １　 动物　 ７ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性小鼠 １５０ 只， 体质

量 （２０±２） ｇ， 购于广东斯嘉景达生物科技有限公司， 实

验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （粤） ２０２０⁃００５２， 实验动物使

用许可证号 ＳＹＸＫ （赣） ２０２２⁃０００２， 饲养于江西中医药大

学药学院动物房。 实验经江西中医药大学实验动物伦理委

员会审查通过 （伦理号 ２０２２０８２７００２）。
１ ２　 试剂与药物　 牛至购于河南驻马店泌阳县， 经江西中

医药大学生药教研室徐艳琴教授鉴定为唇形科牛至属多年

生草本植物牛至 Ｏｒｉｇａｎｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ， 参考文献 ［１１］ 报

道， 采用水蒸气蒸馏法提取挥发油， 密闭冷藏备用。 葡聚

硫酸钠 （ＤＳＳ， １００ ｇ， 批号 Ｓ６１３２， 美国 ＭＰ 生物医疗公

司）； 注射用大豆油 （江西鑫森天然植物油有限公司， 批

号 ２０２１０５０１）。 美沙拉嗪缓释颗粒 （上海爱的发制药有限

公司， ０ ５ ｇ ／袋， 共 １０ 袋， 批号 ２１０３０９）。 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α
ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （ 江 苏 酶 免 实 业 有 限 公 司， 批 号 ＭＭ⁃
０１７６Ｍ１、 ＭＭ⁃０１３２Ｍ１）； ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （武汉华美生

物工程有限公司， 批号 Ｍ０４０３４３０２）； 苏木素染液 （北京雷

根生物技术有限公司， 批号 ＤＨ０００６）。 无水乙醇、 二甲苯
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（国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司， 批 号 １０００９２６８３、
１００２３４１８）。
１ ３　 仪器　 ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３ 型酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）； ＳＱＰ 型电子天平 ［赛多利斯科学仪器 （北京） 有

限公司］； ＴＧ１６⁃ＷＳ 型台式高速离心机 （长沙湘智离心机

仪器有限公司）； ＪＹＴＱ⁃５０Ｌ 型智能中药精油提取机 （江西

赫柏康华制药设备有限公司）； ＬＤＲ 型电加热蒸汽发生器

（上饶市江心锅炉有限公司）。
２　 方法

２ １　 药物制备 　 分别取 ４０、 ２０、 １０ ｍｇ 牛至油， 置于

１０ ｍＬ量瓶中， 加入注射用大豆油， 定容， 即得 ４、 ２、
１ ｍｇ ／ ｍＬ的牛至油⁃大豆油溶液。 精密称取美沙拉嗪颗粒

０ ４ ｇ， 研碎后加入适量超纯水溶解， 移入 １０ ｍＬ 量瓶中，
超纯水定容， 即得 ４０ ｍｇ ／ ｍＬ 美沙拉嗪溶液。
２ ２　 造模及给药　 将 １５０ 只小鼠适应性饲养 １ 周后， 随机

分为正常组， 模型组， 阳性药组， 牛至油高、 中、 低剂量

组， 大豆油组 （溶剂组）， 每组 １５ 只， 正常组小鼠每天给

予 ５０ ｍＬ 纯水自由饮用， 其余各组均给予等量 ３％ ＤＳＳ 溶

液 （每天现配现用） 自由饮用［１２］ ， 同时， 阳性药组灌胃给

予 ４００ ｍｇ ／ ｋｇ 美沙拉嗪缓释颗粒溶液 （４０ ｍｇ ／ ｍＬ）； 结合

文献 ［１３］ 报道及预实验结果， 牛至油高、 中、 低剂量组

灌胃给予 ４０、 ２０、 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 牛至油⁃大豆油溶液 （４、 ２、
１ ｍｇ ／ ｍＬ）； 正常组、 模型组灌胃等体积生理盐水； 大豆油

组灌胃等体积注射用大豆油， 各组连续给药 ７ ｄ。
２ ３　 取材　 给药结束后， 每组随机选 ６ 只小鼠， 轻轻挤压

腹部促使排便， 将粪便装入经过灭菌的塑料管中， 标号，
在－８０ ℃下保存。 取完粪便后， 所有小鼠禁食不禁水 １２ ｈ，
记录体质量， 眼眶取血， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取血清，
于－８０ ℃下保存。 将取血后的小鼠脱颈处死， 解剖取全结

肠 （自回盲末端至肛门）， ＰＢＳ 溶液冲洗并吸干水分后量

取长度， 称定质量， 剪取约 ２ ｃｍ， 放入 ４％ 多聚甲醛溶液

中固定。
２ ４　 疾病活动指数 （ＤＡＩ） 评分　 造模期间每天记录小鼠

体质量、 粪便性状、 便血情况， ＤＡＩ 评分 ＝ （体质量下降

率分数 ＋粪便形状分数 ＋便血分数） ／ ３［１４］ ， 评分标准见

表 １。

表 １　 ＤＡＩ 评分标准

评分 ／ 分 体质量下降率 ／ ％ 粪便形状 便血情况

０ ０（无下降） 正常 正常

１ ０～５ 软便 介于正常和隐性出血之间

２ ５～１０ 松散 隐性出血

３ １０～１５ 稀便 介于隐性出血和显性出血之间

４ ＞１５ 水样便 显性出血

２ ５　 ＨＥ 染色观察结肠组织病理变化 　 取于 ４％ 二甲苯溶

液中固定的结肠， 梯度乙醇脱水， 经二甲苯透明、 石蜡包

埋后切成薄片， 脱蜡后苏木素和伊红溶液染色， 在显微镜

下观察其病理变化［１５］ 。
２ ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎症因子水平　 研究表明， 溃疡性

结肠炎的发生与促炎因子和抑炎因子的失衡有着密切关

联［１６］ 。 取－ ８０ ℃ 保存的血清， 融化后 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 取上清， 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测血清抑炎因

子 ＩＬ⁃１０ 和促炎因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２ ７　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 高通量基因测序 　 取于－８０ ℃冰箱中保存

的小鼠粪便， 按标签分装， 由上海美吉生物医药科技有限

公司进行基因测序。 经 ＤＮＡ 抽提和 ＰＣＲ 扩增、 ＩＩＩｕｍｉｎａ
Ｍｉｓｅｑ 测序、 原始数据处理等操作， 采用 ＵＰＡＲＳＥ 软件

（ｖｅｒｓｉｏｎ ７ １）， 根据 ９７％ 相似度对序列进行 ＯＴＵ 聚类并剔

除嵌合体。 利用 ＲＰＤ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 对每条序列进行物种分类注

释， 对比 Ｓｉｌｖａ 数据库 （ＳＳＵ１２８）， 设置对比阈值为 ７０％ 。
２ ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１ ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用方差分析。 Ｐ＜０ ０５ 表示差异

具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 牛至油对溃疡性结肠炎小鼠结肠长度及 ＤＡＩ 评分的影

响　 如表 ２ 所示， 与正常组比较， 模型组和大豆油组小鼠

体质量、 结肠长度均降低 （Ｐ ＜ ０ ０１）， ＤＡＩ 评分均升高

（Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 大豆油组小鼠结肠长度增加

（Ｐ＜０ ０１）， 阳性药组小鼠体质量、 结肠长度均增加 （Ｐ＜
０ ０１）； 与大豆油组比较， 牛至油高剂量组小鼠体质量、 结

肠长度均增加 （Ｐ＜０ ０５）。 以上结果表明， 大豆油与美沙

拉嗪均能在一定程度上改善溃疡性结肠炎小鼠的症状， 并

且高剂量牛至油对该症状的改善作用强于大豆油。

表 ２　 各组小鼠结肠长度及 ＤＡＩ 评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 体质量 ／ ｇ 结肠长度 ／ ｃｍ ＤＡＩ 评分 ／ 分

正常组 — ２７ ５１±０ ６８ １０ ２６±０ ５２ ０ ７６±０ ３２
模型组 — ２１ ６１±２ ６０∗∗ ６ ２６±０ ８２∗∗ ２ ３８±０ ４５∗∗

阳性药组 ４００ ２４ ０８±１ ８７＃＃ ７ ２７±０ ６１＃＃ １ ５２±０ ４７
牛至油高剂量组 ４０ ２５ ４６±２ ７９△ ９ ５０±１ ０６△ ０ ８９±０ ７０
牛至油中剂量组 ２０ ２４ ６３±０ ８９ ８ ３７±０ ６４ １ １０±０ ４６
牛至油低剂量组 １０ ２３ ７９±２ ５３ ８ ５０±１ １８ １ ２４±０ ３２

大豆油组 — ２２ ８３±１ ６４∗∗ ８ ２９±０ ８８∗∗＃＃ １ ５３±０ ７９∗∗

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与大豆油组比较，△Ｐ＜０ ０５。

３ ２　 牛至油对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织病理形态及评分

的影响　 图 １ 显示， 正常组与牛至油高剂量组小鼠结肠组

织无病变； 而模型组小鼠可见结肠组织多发溃疡， 溃疡中

多淋巴细胞浸润， 溃疡深达黏膜下层， 病变范围广泛， 溃

疡附近隐窝结构被破坏； 其余各组均较模型组有不同程度

的好转。
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图 １　 各组小鼠结肠组织病理 ＨＥ 染色 （×１００）

　 　 由表 ３ 可知， 与正常组比较， 模型组、 大豆油组小鼠

病理评分均升高 （Ｐ＜ ０ ０１）； 与模型组比较， 大豆油组、
阳性药组小鼠病理评分均降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与大豆油组比

较， 牛至油高剂量组小鼠结肠组织病理评分降低 （ Ｐ ＜
０ ０１）。 以上结果表明， 大豆油与美沙拉嗪均能在一定程度

上抑制溃疡性结肠炎小鼠结肠组织炎症反应， 并且高剂量

牛至油的抑炎效果强于两者。
表 ３　 各组小鼠结肠组织病理评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 综合评分 ／ 分
正常组 — ０ １７±０ ４１
模型组 — ９ ３３±１ ３７∗∗

阳性药组 ４００ ５ ３３±２ ８８＃＃

牛至油高剂量组 ４０ ０△△

牛至油中剂量组 ２０ ２ ３３±１ ８６
牛至油低剂量组 １０ １ ６６±２ ５８

大豆油组 — ３ ３３±２ ７３∗∗＃＃

　 　 注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与

大豆油组比较，△△Ｐ＜０ ０１。

３ ３　 牛至油对溃疡性结肠炎小鼠血清炎症因子水平的影

响　 如图 ２ 所示， 与正常组比较， 模型组、 大豆油组小鼠

血清促炎因子 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平均升高 （Ｐ＜０ ０１）， 而抑

炎因子 ＩＬ⁃１０ 水平均降低 （Ｐ＜０ ０１） ； 与模型组比较， 阳

性药组小鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平均降低 （ Ｐ＜ ０ ０１） ，
大豆油组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０ ０１） ； 与大豆

油组比较， 牛至油高剂量组小鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平

降低 （Ｐ＜ ０ ０１） ， ＩＬ⁃１０ 水平升高 （ Ｐ＜ ０ ０１） ， 中剂量

组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （ Ｐ＜ ０ ０１） ， ＩＬ⁃１０ 水平升

高 （Ｐ＜０ ０５） ， 低剂量组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜
０ ０１） 。 以上结果表明， 牛至油对溃疡性结肠炎小鼠体

内促炎⁃抑炎因子的平衡具有明显积极作用， 并且优于美

沙拉嗪和大豆油。
３ ４　 牛至油对溃疡性结肠炎小鼠肠道菌群变化的影响　 牛

至油高剂量组药效优于低、 中剂量组及阳性药组， 故选择

正常组、 模型组、 阳性药组、 牛至油高剂量组及大豆油组

进行肠道菌群的分析。

注： 与正常组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与大豆油组比较，△Ｐ＜０ ０５，△△Ｐ＜０ ０１。

图 ２　 各组小鼠血清 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３ ４ １　 物种注释与评估　 物种注释与评估包括 ＯＴＵ 稀释性

曲线及 Ａｌｐｈａ 多样性分析。 其中， 测序量与 ＯＴＵｓ 的相关曲

线见图 ３Ａ， 测序量达一定数值后， ＯＴＵｓ 数量值稳定， 样

本曲线趋于平缓， 表明实验的测序数据量能全面反映样本

中总的 ＯＴＵｓ 量。 Ａｌｐｈａ 多样性分析用以反映菌群的丰富度

和多样性， 其中 Ａｃｅ 指数代表菌群丰富度， Ａｃｅ 指数越大，
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样品中菌群的丰富度越高； Ｓｈａｎｎｏｎ 指数用来估算样品中微

生物的多样性， 其数值越大， 菌群多样性越高， 结果见图

３Ｂ～３Ｃ。 模型组小鼠肠道菌群丰富度及多样性较正常小鼠

有所下降； 牛至油高剂量组、 阳性药组 Ａｃｅ 指数明显高于

模型组， 表明牛至油、 美沙拉嗪均能在一定程度上改善溃

疡性结肠炎小鼠肠道菌群的丰富度； 大豆油组 Ａｃｅ 指数略

高于模型组， 但无显著性差异 （Ｐ＞０ ０５）， 表明大豆油对

肠道菌群丰富度的影响不如牛至油、 美沙拉嗪； 在 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数方面， 除正常组外， 其余各组与模型组比较均无显著

性差异 （Ｐ＞０ ０５）。

图 ３　 物种注释与评估 （ｎ＝６）

３ ４ ２　 群落组成分析　 如图 ４ 所示， 对门水平丰度排名前

十的物种进行统计， 与正常组比较， 其余各组 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｔａ
（ 拟 杆 菌 门 ）、 Ｃａｍｐｉｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ （ 弯 毛 杆 菌 门 ）、
Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｏｔａ （去铁杆菌门） 丰度均有所下降， 程度依次

为模型组＞大豆油组＞阳性药组＞牛至油高剂量组； 厚壁菌

门、 Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ （疣微菌门）、 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ （放线杆

菌门）、 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ （变形菌门） 丰度均有所上升， 程度

依次为模型组＞大豆油组＞阳性药组＞牛至油高剂量组。

图 ４　 门水平群落 ｂａｒ 图 （ｎ＝６）

对属水平排名前十的物种进行统计， 见图 ５， 可知与正

常 组 比 较， 其 余 各 组 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ （ 拟 杆 菌 属 ）、
Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ ＮＫ４Ａ１３６＿ ｇｒｏｕｐ、 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ ＵＣＧ⁃００１
丰度有所升高； Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓｎｏｒａｎｋ＿ ｆ＿ Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ （绒毛

杆 菌 属 ）、 Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ、 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 丰 度 降 低。
Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ （异普雷沃氏菌）、 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ （乳酸菌属）
在模型组、 阳性药组及大豆油组中丰度降低， 而在牛至油

高剂量组中丰度有所升高。 此外还有 ２ 个菌属虽然丰度相

对较低， 但与溃疡性结肠炎的发生发展密不可分， 它们是

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ （葡萄球菌属） 和 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ （肠球菌属），
表明葡萄球菌、 肠球菌在正常组、 牛至油高剂量组中几乎

不存在， 但在模型组、 阳性药组、 大豆油组中丰度明显

上升。
以上结果表明， 牛至油可上调溃疡性结肠炎小鼠肠道

中拟杆菌门、 弯毛杆菌门、 去铁杆菌门、 乳酸菌属、 异普

雷沃氏菌属等菌种丰度， 下调厚壁菌门、 疣微菌门、 放线

杆菌门、 变形菌门、 脱硫细菌门、 拟杆菌属、 肠球菌属、
葡萄球菌属等菌种丰度。

图 ５　 属水平群落 ｂａｒ 图 （ｎ＝６）

３ ４ ３　 Ｂｅｔａ 多样性分析　 Ｂｅｔａ 多样性分析可显示组内与组

间差异的大小， 并以此判断分组是否有意义。 由 ＰＣＡ 分析

图 （图 ６Ａ） 可知， 与正常组肠道菌群组成距离最近的为牛

至油高剂量组， 其次为阳性药组、 大豆油组和模型组， Ｒ ＝
０ ６２１ ２， 接近于 １； Ｐ＜０ ０５， 表明组间差异具有显著性。
而 ＮＭＤＳ 分析 （图 ６Ｂ） 与 ＰＣＡ 分析结果一致， ｓｔｒｅｓｓ ＜
０ ０５， 表明具有很好的代表性。
３ ４ ４　 物种差异分析　 采用组间差异性检验， 见图 ７， 可知

相较于正常组， 其余各组 ｎｏｒａｎｋ＿ ｆ Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ （绒毛杆

菌属）、 Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ （伊普雷沃氏菌属）、 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 菌
属丰度均有所降低； 而 Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ、 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ ＿ ＵＣＧ⁃
００１、 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ （葡萄球菌属）、 Ｔｕｒｉｃｉｂａｃｔｅ、 Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ、
Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ ＵＣＧ⁃００６、 Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ 菌属丰度均有所
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图 ６　 ＯＵＴ 水平 ＰＣＡ 分析 （Ａ） 和 ＮＭＤＳ 分析 （Ｂ） （ｎ＝６）

上升， 其中牛至油高剂量组与正常组最接近。 以上结果表

明， 正常组与模型组、 阳性药组、 大豆油组及牛至油高剂

量组小鼠肠道菌群物种组成确有一定差异， 其中牛至油高

剂量组与正常组之间的差异性最小。

注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ７　 组间差异显著性检验 （ｎ＝６）

３ ４ ５　 牛至油与大豆油组间差异比较　 大豆油中含棕榈酸

７％ ～１０％ ， 硬脂酸 ２％ ～５％ ， 花生酸 １％ ～ ３％ ， 油酸 ２２％ ～
３０％ ， 亚油酸 ５０％ ～６０％ ， 亚麻油酸 ５％ ～９％ ［１７］ 。 大豆油的

脂肪酸构成较合理， 它含有丰富的亚油酸， 有良好的降低

血清胆固醇水平、 预防心血管疾病功效［１８］ 。 如图 ８ 所示，
各剂量组与大豆油组之间具有显著性差异的菌属为

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ （葡萄球菌）、 Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ⁃ｐ⁃
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ、 Ｊｅｏｔｇａｌｉｃｏｃｃｕｓ、 Ａｎａｅｒｏｖｏｒａｘ、 Ｔｉｍｏｎｅｌｌａ， 其 中 在

葡萄球菌水平上差异最显著 （Ｐ＜０ ０１）， 牛至油高剂量组

中葡萄球菌的丰度明显低于其他 ３ 组。
４　 讨论

炎症因子与溃疡性结肠炎关系密切。 其中， ＩＬ⁃１０ 是

典型的炎症抑制因子， 具有强大的免疫抑制作用［１９］ ， 被

看作溃疡性结肠炎恢复的判别标准之一［２０］ ； ＩＬ⁃１β 能介导

多种炎症反应［２１］ ， 贯穿了溃疡性结肠炎发展的全过

程［２２］ ； ＴＮＦ⁃α 能够诱导肠上皮细胞的凋亡、 阻碍肠黏膜

溃疡的修复、 促进 Ｃ 反 应 蛋 白 的 释 放 加 重 炎 症 的 程

度［２３⁃２４］ 。 本研究表明， 牛至油可升高小鼠血清 ＩＬ⁃１０ 水平

并降低 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 水平， 有效缓解溃疡性结肠炎小鼠

的炎症反应。
此外， 溃疡性结肠炎患者的显著特征之一为肠道内

注： 与大豆油组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１。

图 ８　 牛至油与大豆油组间差异性检验 （ｎ＝６）

有害菌增加、 有益菌减少。 由于肠道菌群与肠黏膜屏障

密切相关， 故推测牛至油可通过调节肠道菌群， 保护肠

黏膜屏障， 降低有害菌和肠毒素对肠道上皮细胞的损害

作用。
４ １　 牛至油对肠黏膜机械屏障的影响　 肠黏膜机械屏障是

由完整的上皮细胞和上皮细胞之间的紧密连接蛋白组成。
大量研究表明， 一些中药的天然成分可通过上调乳酸菌的

丰度促进紧密连接蛋白的分泌［２５］ ， 保护肠道上皮细胞的紧

密连接［２６］ ， 降低肠黏膜的通透性［２７］ ， 增强肠黏膜机械屏

障［２８］ 。 此外葡萄球菌 （如金黄色葡萄球菌） 会分泌一些具

有肠毒性的毒素［２９］ ， 增加结肠上皮通透性［３０］ 。 本研究结果

显示， 牛至油可以上调乳酸菌的丰度， 下调葡萄球菌、 肠

球菌的丰度， 其对溃疡性结肠炎小鼠的改善作用可能是通

过调节肠道菌群， 增加紧密连接蛋白的分泌， 降低有害菌

及肠毒素对肠道上皮细胞的破坏作用而实现的。
４ ２　 牛至油对肠黏膜免疫屏障的影响　 肠黏膜免疫屏障包

括肠黏膜相关淋巴组织和胃肠道排泄的抗体， 如分泌型免

疫球蛋白 （ｓＩｇＡ） 等。 乳酸菌可增强 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞对抗

原的反应性， 发挥特异性免疫作用， 使分泌 ｓＩｇＡ 的量增

加［３１］ ， 同时增强机体的免疫应答［３２］ 。 本研究表明， 牛至油

可能通过上调乳酸菌丰度， 刺激 ｓＩｇＡ 的分泌并激活肠黏膜

Ｂ 淋巴细胞和 Ｔ 淋巴细胞， 增强了肠黏膜免疫屏障。
４ ３　 牛至油对肠黏膜生物屏障的影响　 肠黏膜生物屏障是

肠道定植菌在肠腔内形成的一个多层生物膜， 生物屏障隔

绝了有害菌与肠道上皮细胞的直接接触。 研究表明， 乳酸

菌的 ｓ 层蛋白参与组织粘附并能够抑制有害菌对肠道上皮

细胞的侵袭［３３］ ， 保护了肠道上皮细胞的紧密连接和正常生
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理功能。 本研究表明， 牛至油可上调乳酸菌的丰度， 增强

小鼠肠黏膜生物屏障， 隔绝葡萄球菌、 肠球菌等有害菌对

肠黏膜机械屏障的攻击， 缓解炎症反应。
综上所述， 牛至油可能通过上调乳酸菌等有益菌的丰

度， 下调葡萄球菌、 肠球菌、 放线杆菌及变形菌等有害菌

的丰度， 从而增强了肠黏膜机械、 免疫和生物屏障， 同时

抑制 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α 的分泌并促进 ＩＬ⁃１０ 的释放， 最终达到

改善溃疡性结肠炎小鼠炎症反应的作用。
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摘要： 目的　 研究三拗汤对咳嗽变异性哮喘小鼠 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 免疫平衡的影响。 方法　 小鼠通过腹腔注射卵蛋白、 氢氧

化铝致敏， 并吸入卵蛋白激发法建立咳嗽变异性哮喘模型， 随机分为空白组， 模型组， 孟鲁司特钠组， 三拗汤低、
中、 高剂量组， ＨＥ、 Ｆ４ ／ ８０ 荧光染色观察肺及支气管组织病理变化、 巨噬细胞聚集情况， 流式细胞术分析脾脏组织

Ｔｈ１７、 Ｔｒｅｇ 细胞比例， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测肺组织 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃２３、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃１７Ａ、 ＩＬ⁃１７Ｆ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃１３ ｍＲＮＡ 表达。
结果　 与模型组比较， 三拗汤各剂量组小鼠气管、 支气管及血管周围炎性细胞浸润量减少， 杯状细胞化减轻， 上皮下

纤维化和平滑肌体积增加现象缓解， Ｆ４ ／ ８０ 荧光强度减弱； 肺组织 ＴＧＦ⁃β、 ＩＬ⁃１７Ａ、 ＩＬ⁃１７Ｆ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１３ ｍＲＮＡ
表达降低 （Ｐ＜０ ０５）； 脾脏 Ｔｈ１７ 细胞比例、 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比值降低 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 三拗汤可改善咳嗽变异性哮喘小

鼠气管及肺组织炎性病理变化及气道痉挛状态， 其机制与调节 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 免疫平衡及相关细胞因子有关。
关键词： 三拗汤； 咳嗽变异性哮喘； Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 免疫平衡； Ｆ４ ／ ８０
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ｄｏｉ：１０ ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８ ２０２３ ０４ ０４６

　 　 咳嗽变异性哮喘是一种特殊类型的哮喘， 咳嗽为其唯

一或主要临床表现， 表现为刺激性干咳， 程度剧烈， 以夜

间咳嗽为主， 通常不伴有明显喘息、 气促等症状， 感冒、
冷空气、 灰尘、 油烟等原因可导致咳嗽加重［１］ ， 本病发生

率近年来有上升趋势， 是慢性咳嗽 （尤其是儿童慢性咳

嗽） 占比最高的疾病 （４１ ９５％ ）， 而且约 ３０％ 可发展为典

型哮喘［２⁃３］ 。 目前认为， 咳嗽变异性哮喘是由多种因素相互

作用所致， 包括社会及环境、 遗传、 感染、 免疫等， 以免

疫因素为主， 大多数研究表明本病在病理生理学特征及相

关的免疫⁃炎症反应机制方面与典型哮喘具有相似性［４⁃５］ 。
经典理论认为， Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 比例失衡是哮喘发病的主要免疫

机制， 但近年来大量的临床和基础研究发现， Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 失

衡也是重要机制［６］ 。
中医将咳嗽变异性哮喘归属于 “咳嗽” 范畴， 属 “风

咳” “痉咳” 等［７］ 。 国医大师王烈认为， 本病发病机制及

特点与哮喘相似， 但又不同于哮喘的喘息气促之症， 因此

将其命名为 “哮咳” ［８］ 。 三拗汤出自 《太平惠民和剂局

方》， 由麻黄、 杏仁、 甘草组成， 具有宣肺散寒、 止嗽平喘

功效， 是历代治疗哮喘的经典方剂， 本研究观察该方对

Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 细胞免疫平衡调控作用， 并进一步探讨其止咳平

喘机制。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ６０ 只， 体质量 １８ ～
２２ ｇ， 购自上海西普尔⁃必凯实验动物有限公司， 实验动物

生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０１８⁃０００６， 实验前在标准实验

室条件下饲养 １ 周。
１ ２　 试剂与药物 　 三拗汤为实验室自制， 方法为取麻黄

６ ｇ、 杏仁 ６ ｇ、 甘草 ６ ｇ， 加 １０ 倍量水浸泡后回流提取， 过

滤后浓缩至 １００ ｍＬ， 即得。 孟鲁司特钠咀嚼片 （批号

Ｓ０１５２８９） 购自美国默沙东公司。 卵清白蛋白 （ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，
ＯＶＡ） （批号 １００２６３８２７０）、 氢氧化铝 （批号 ２１６４５⁃５１⁃２）
均购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 小鼠 Ｔｒｅｇ 细胞染色试剂盒
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