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摘要： 目的　 探讨二氢杨梅素通过肠道菌群影响胆汁酸代谢对肥胖小鼠的改善作用。 方法　 给予高脂饲料喂养建立小

鼠肥胖模型， 随机分为模型组和二氢杨梅素组 （１００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 给药干预 ２８ ｄ， 期间维持高脂饲料喂养。 给药结束后，
测定各组小鼠体质量、 进食量并称定腹股沟皮下脂肪 （ｉＷＡＴ）、 附睾脂肪 （ｅＷＡＴ） 和棕色脂肪 （ＢＡＴ） 质量， 免疫

组化法检测 ｉＷＡＴ 和 ＢＡＴ 中解偶联蛋白 １ （ＵＣＰ１） 的表达， １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序分析和胆汁酸靶向分析观察肠道微生物和

胆汁酸谱的改变， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测胆汁酸合成相关基因的 ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与模型组比较， 二氢杨梅素组小鼠体

质量增加量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｉＷＡＴ 和 ｅＷＡＴ 质量减轻 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｉＷＡＴ 和 ＢＡＴ 中 ＵＣＰ１ 表达增加。 模型组

和二氢杨梅素组小鼠肠道菌群具有差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中与胆汁酸代谢相关的肠道菌群相对丰度发生改变 （ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ
＞２）。 与模型组比较， 在粪便胆汁酸中， 二氢杨梅素组结合型胆汁酸、 牛磺⁃ａｌｐｈａ⁃鼠胆酸 （Ｔ⁃ａｌｐｈａ⁃ＭＣＡ） 和牛磺⁃
ｂｅｔａ⁃鼠胆酸 （Ｔ⁃ｂｅｔａ⁃ＭＣＡ） 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 在血清胆汁酸中， 二氢杨梅素组血清总胆汁酸、 胆酸

（ＣＡ）、 鹅去氧胆酸 （ＣＤＣＡ）、 牛磺胆酸 （ＴＣＡ） 和牛磺鹅去氧胆酸 （ＴＣＤＣＡ） 水平有升高趋势， 但差异无统计学意

义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 次级胆汁酸水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 回肠组织 Ｆｘｒ、 Ｆｇｆ１５ ｍＲＮＡ 表达下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝组织 Ｃｙｐ７ａ１
ｍＲＮＡ 表达上调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 二氢杨梅素可能通过重塑肠道微生物区系， 减少与胆盐水解酶相关菌群的丰度，
使结合型胆汁酸 Ｔ⁃ａｌｐｈａ⁃ＭＣＡ 和 Ｔ⁃ｂｅｔａ⁃ＭＣＡ 水平增加， 抑制回肠 ＦＸＲ⁃ＦＧＦ１５ 通路使 ＣＹＰ７Ａ１ 表达上调促进胆汁酸合

成， 进而改善肥胖。
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　 　 由于久坐的生活方式和高热量饮食的摄入， 肥胖已成

为人类的主要健康问题［１］ 。 预计 ２０３０ 年全球超重和肥胖人

数将达到 １０ 亿［２］ ， 因此预防和治疗肥胖成为了全球亟待解

决的公共卫生问题之一。 民族特色药材藤茶的原植物是显

齿蛇 葡 萄 Ａｍｐｅｌｏｐｓｉｓ ｇｒｏｓｓｅｄｅｎｔａｔａ （ Ｈａｎｄ． ⁃Ｍａｚｚ．） Ｗ． Ｔ．
Ｗａｎｇ， 二氢杨梅素是从藤茶中提取的活性最高的黄酮类化

合物， 课题组前期研究发现其能够通过促进饮食诱导肥胖

（ｄｉｅｔ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｂｅｓｉｔｙ， ＤＩＯ） 小鼠的白色脂肪棕色化改善肥

胖［３］ ， 但具体机制尚不清楚。
肠道微生物群和肥胖之间存在密切关联［４⁃５］ 。 有研究表

明肠道菌群对宿主新陈代谢的调节是通过影响下游的活性

代谢物实现的， 其中胆汁酸为肠道菌群下游重要活性代谢

物， 其稳态由肠道菌群通过复杂的相互作用维持［６］ 。 胆汁

酸与肠道菌群通过肠肝循环相联系， 不仅参与脂质的消化

和吸收， 同时作为信号分子能够激活下游信号通路参与宿

主靶器官的调控。 胆汁酸对能量稳态的调控主要是由法尼

醇 Ｘ 受体 （ｆａｒｎｅｓｏｉｄ ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＦＸＲ） 和 Ｇ 蛋白偶联受体

５ （Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ５， ＴＧＲ５） 介导［７］ 。
本研究通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序和胆汁酸靶向分析对 ＤＩＯ 小

鼠肠道菌群组成和胆汁酸谱分别进行分析， 并观察二氢杨

梅素干预后表型的变化， 以期为二氢杨梅素改善肥胖提供

实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ５ 周龄无特定病原体 （ＳＰＦ） 的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性

小鼠购自上海斯莱克实验动物有限责任公司 ［实验动物生

产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０２２⁃０００４］， 饲养于上海斯莱克实

验动物有限责任公司动物房 ［实验动物使用许可证号

ＳＣＸＫ （沪） ２０２２⁃０００１］， 饲养条件维持在室温 （ ２０ ±

４４６
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２）℃， 相对湿度 （５０±１０）％ ， 标准 １２ ｈ 黑暗和 １２ ｈ 光照

循环， 自由进食、 饮水。 该动物研究由中国科学院上海实

验动物中心机构动物护理和使用委员会 （ ＩＡＣＵＣ） 审查和

批准 （伦理号 ２０２２０２１５０１８）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 二氢杨梅素 （纯度 ９８％ ， 南京广润生

物制品有限公司， 批号 ＧＲ⁃１３８⁃３５２４１８）， 使用 ０􀆰 ５％ 羧甲

基纤维素钠配制二氢杨梅素溶液。 羧甲基纤维素钠 （上海

生工生物工程技术服务有限公司， 批号 ９００４⁃３２⁃４）； ＵＣＰ⁃１
抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司， 批号 ａｂ２３４４３０）； ＴＲＩｚｏｌ （美国

Ａｍｂｉｏｎ 公司， 批 号 １５５９６０２６）； 逆 转 录 试 剂 盒、 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （日本 ＴｏＹｏＢｏ 公司， 批号

０３１５００、 ０６７６００）； ６０％ 高脂饲料 （美国 Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｄｉｅｔｓ 公

司， 批号 Ｄ１２４９２）； Ｏｍｅｇａ Ｍａｇ⁃ｂｉｎｄ ｓｏｉｌ ＤＮＡ ｋｉｔ （美国

Ｏｍｅｇａ 公司， 批号 Ｍ５６３６⁃０２）； Ｑｕａｎｔ⁃ｉＴ ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ ｄｓＤＮＡ
Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司， 批号 Ｐ７５８９）； ＮｏｖａＳｅｑ
６０００ ＳＰ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司， 批号 ２００４０３２６）。
甲醇、 乙腈、 甲酸 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 批

号 ６７⁃５６⁃１、 ７５⁃０５⁃８、 Ａ４５６⁃４）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＢＭＪ⁃ＩＢ 型包埋机 （天津天利航空机电有限公

司）； ＭＲＺ１６Ｆ０５０ 型高速冷冻离心机 （美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公

司）； ＮＣ２０００ 型 Ｎａｎｏｄｒｏｐ （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司）； Ａ３３１８６ 型 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＴＭ ５ 荧光定量 ＰＣＲ 仪、 ＰＣＲ 仪

（美国 ＡＢＩ 公司）； Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｃｉ⁃Ｌ 型正置光学显微镜、 ＤＳ⁃Ｆｉ２
型成像系统 （日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； ＫＦ⁃ＰＲＯ⁃１２０ 型全景扫描

仪 （宁波江丰生物信息技术有限公司）； 基因测序仪 （美
国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）； ＦＬＸ８００Ｔ 型酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公

司）； ＥＸｉｏｎ ＬＣ 型液相色谱仪 （上海爱博才思分析仪器贸

易有限公司）； ＡＢ６５００＋型质谱仪 （上海爱博才思分析仪器

贸易有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 肥胖小鼠模型构建　 １８ 只小鼠在适应性喂养 ７ ｄ 后，
其中 １２ 只小鼠按照课题组前期研究方法［３］ ， 采用 ６０％ 高脂

饲料 （６０􀆰 ０％ 脂肪、 １９􀆰 ４％ 蛋白质、 ２０􀆰 ６％ 碳水化合物， 热

量 ５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｇ） 喂养小鼠 １１ 周构建饮食诱导肥胖小鼠模型，
即为造模组。
２􀆰 ２　 模型验证　 使用 ６ 只普通饲料喂养的小鼠作为对照

组。 喂养 １１ 周后， 称定小鼠体质量， 高脂饲料喂养小鼠较

普通饲料喂养小鼠体质量平均值增加 ２０％ 以上［８⁃９］ ， 判断

为模型构建成功。
２􀆰 ３　 药物处理 　 将造模组小鼠随机分为模型组和二氢杨

梅素组， 每组 ６ 只， 模型组灌胃给予 ０􀆰 ５％ 羧甲基纤维素钠

溶液， 二氢杨梅素组灌胃给予 １００ ｍｇ ／ ｋｇ 二氢杨梅素溶液，
对照组灌胃给予纯水， 每天 １ 次， 连续 ２８ ｄ， 期间持续给

予高脂饮食。
２􀆰 ４　 取材　 给药结束后， 留取小鼠血清和粪便； 取腹股沟

皮下脂肪 （ｉｎｇｕｉｎａｌ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ， ｉＷＡＴ）、 附睾脂肪

（ｅｐｉｄｉｄｙｍａｌ ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ， ｅＷＡＴ）、 棕色脂肪 （Ｂｒｏｗｎ
ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ， ＢＡＴ） 并记录质量， 将少量 ｉＷＡＴ 和 ＢＡＴ 置

于 ４％ 多聚甲醛溶液中固定； 取少量肝脏和回肠组织， 置于

冻存管中冻存。
２􀆰 ５　 小鼠体质量、 进食量、 脂肪质量检测　 每周称量小鼠

体质量， 计算体质量增加量， 记录进食量。 给药结束后，
称量 ｉＷＡＴ、 ｅＷＡＴ、 ＢＡＴ 质量。
２􀆰 ６　 免疫组化染色检测脂肪组织 ＵＣＰ１ 表达　 脂肪组织石

蜡切片 ６０ ℃烤片 １ ｈ， 后进行脱蜡水化， 加入 １００ μＬ 过氧

化氢处理， 并在室温下孵育 １０ ｍｉｎ； 将切片放入热抗原修

复液中煮沸， 室温冷却后加入 １００ μＬ ５％ ＢＳＡ 封闭液， 在

湿盒中孵育 ２０ ｍｉｎ； 去除血清， 在组化笔划定区域中加入

５０ μＬ 稀释过的一抗， 在湿盒中 ４ ℃孵育过夜； 次日清洗

后加入 ５０ μＬ 标记的二抗， ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ； 经 ＤＡＢ 显

色、 复染、 脱水、 透化、 固定后用中性树脂封片， 于显微

镜下观察。
２􀆰 ７　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序　 微生物组总 ＤＮＡ 提取后， 进行目标

片段 ＰＣＲ 扩增， 将 ＰＣＲ 扩增回收产物进行荧光定量， 采用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的 ＴｒｕＳｅｑ Ｎａｎｏ ＤＮＡ ＬＴ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ 制备测

序文库， 并对文库进行质检， 最后采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ／
ＮｏｖａＳｅｑ 平台进行双端 （Ｐａｉｒｅｄ⁃ｅｎｄ） 测序。 测序的下机原

始数据按照 ＱＩＩＭＥ２ ｄａｄａ２ 分析流程进行序列去噪然后对其

进行聚类和后续的分析。
２􀆰 ８　 胆汁酸靶向分析　 取出于－８０ ℃超低温冰箱保存的粪

便和血清， 随后配制胆汁酸标准品， 提取代谢物， 上机进

行色谱质谱检测， 对所有样品进行定量分析。
２􀆰 ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肝脏和回肠组织胆汁酸代谢相关基

因 ｍＲＮＡ 表达　 取出于－８０ ℃超低温冰箱保存的肝脏和回

肠组织， 分别称取 ５０ ｍｇ 组织加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 进行组织匀

浆， 然后加入 ２００ μＬ 氯仿， 提取总 ＲＮＡ， 使用逆转录试剂

盒逆转录为 ｃＤＮＡ， 以 ｃＤＮＡ 为模板进行荧光定量 ＰＣＲ 扩

增。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ 法计算相关基因 ｍＲＮＡ
表达。 引物由上海尚亚生物科技有限公司合成， 引物序列

见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＡＴＧＡＣＣＣＡＡＧＣＣＧＡＧＡＡＧＧ⁃３′

反向 ５′⁃ＣＧＧＣＣＡＡＧＴＣＴＴＡＧＡＧＴＴＧＴＴＧ⁃３′

Ｆｘｒ 正向 ５′⁃ＣＣＴＧＡＧＡＡＣＣＣＡＣＡＧＣＡＴＴＴ⁃３′

反向 ５′⁃ＧＴＧＴＣＣＡＴＣＡＣＴＧＣＡＣＡＴＣＣ⁃３′

Ｆｇｆ１５ 正向 ５′⁃ＧＣＣＡＴＣＡＡＧＧＡＣＧＴＣＡＧＣＡ⁃３′

反向 ５′⁃ＣＴＴＣＣＴＣＣＧＡＧＴＡＧＣＧＡＡＴＣＡＧ⁃３′

Ｆｇｆｒ４ 正向 ５′⁃ＴＴＴＣＴＡＧＴＴＣＣＣＣＣＡＡＡＡＣＣＴＡＧ⁃３′

反向 ５′⁃ＡＣＡＣＣＡＧＡＧＣＴＧＡＴＧＣＣＣＣＴＴＴ⁃３′

Ｃｙｐ７ａ１ 正向 ５′⁃ＡＧＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＣＴＧＣＣＡＧＴＡＣＴＡ⁃３′

反向 ５′⁃ＧＴＣＣＧＧＡＴＡＴＴＣＡＡＧＧＡＴＧＣＡ⁃３′

２􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行处

理， 数据以 （ｘ±ＳＥ） 表示， 两组之间比较采用独立样本 ｔ
检验， 不符合正态分布使用 Ｕ 检验， 方差不齐时使用校正

ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。 微生物相关分析

５４６
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使用 ＱＩＩＭＥ２ （２０１９􀆰 ４） 软件进行。
３　 结果

３􀆰 １　 肥胖小鼠模型评价　 如图 １ 所示， ６０％ 高脂饲料喂养

第二周开始， 造模组小鼠体质量较对照组增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
喂养 １１ 周后， 造模组小鼠体质量高于对照组平均值 ２０％ 以

上， 表明肥胖造模成功， 造模结束时肥胖小鼠体质量为

（４０􀆰 ２±０􀆰 ８６） ｇ。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 饮食诱导肥胖小鼠体质量情况 （ｘ±ＳＥ， ｎ＝６～ １２）

３􀆰 ２　 二氢杨梅素对肥胖小鼠体质量、 进食量、 脂肪质量和

脂肪组织产热的影响　 药物干预期间， 二氢杨梅素组比模

型组小鼠体质量增加缓慢， 在干预结束的第 ２８ 天时， 与模

型组比较， 二氢杨梅素组小鼠体质量增加量减少 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 而小鼠食物摄入量无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 提示二

氢杨梅素组小鼠体质量降低与摄食量无关， 见图 ２Ａ～ ２Ｂ。
与模型组比较， 二氢杨梅素组小鼠 ｉＷＡＴ 和 ｅＷＡＴ 质量减

轻 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＢＡＴ 质量无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
见图 ２Ｃ。 与模型组比较， 二氢杨梅素组 ｉＷＡＴ 和 ＢＡＴ 中的

ＵＣＰ１ 表达增加， 提示可能通过促进产热脂肪活化减轻小

鼠体质量， 见图 ２Ｄ。
３􀆰 ３　 二氢杨梅素对肥胖小鼠肠道菌群的影响　 通过 Ａｌｐｈａ
多样性分析， 发现二氢杨梅素并没有改变肠道菌群 Ａｌｐｈａ
多样性 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ３Ａ。 群落的 Ｂｅｔａ 多样性分析常用

方法主坐标分析 （ＰＣｏＡ） 结果可见， 二氢杨梅素组和模型

组分为 ２ 个不同的簇， 通过调用置换多元方差分析

（ ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ， ＰＥＲＭ
ＡＮＯＶＡ） 法检验两组之间的差异， 发现差异有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 提示 ２ 组小鼠肠道菌群结构有差异， 见图 ３Ｂ、
表 ２。 门水平物种分布前 ２０ 种见图 ３Ｃ， 属水平物种

　 　 　 　

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 二氢杨梅素对肥胖小鼠体质量、 进食量、 脂肪质量和脂肪组织产热的影响 （ｘ±ＳＥ， ｎ＝６）

分布 前 ２０ 种 见 图 ３Ｄ， 在 门 分 类 水 平 上， 厚 壁 菌 门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 与拟杆菌门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） （Ｆ ／ Ｂ） 比值降低

被认为是肠道微生物区系的正常状态， 与模型组比较， 二

氢杨梅素处理后 Ｆ ／ Ｂ 比值有下降趋势， 但无统计学差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 在属分类水平上， 与模型组比较， 二氢杨梅素

组 Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ、 Ｒｉｋｅｎｅｌｌａ、 Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ、 Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ 相对丰度

升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ 相对丰度无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， 见图 ３Ｅ ～ ３Ｆ。 为了进一步筛选差异物种， 进行

ＬｅｆＳｅ 分析， 发现在二氢杨梅素组中能够影响胆汁酸代谢的

肠道菌群 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ 和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 显著富集； 在模型组中，
能够影响胆汁酸代谢的肠道菌群 Ｂｌａｕｔｉａ 显著富集， 见

图 ３Ｇ。
表 ２　 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ 结果

方法 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ
检验统计名称 ｐｓｅｕｄｏ⁃Ｆ

检验统计 ２􀆰 ９０５ ８８
Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ０􀆰 ０１８

３􀆰 ４　 二氢杨梅素对肥胖小鼠粪便胆汁酸谱的影响　 与模型

组比较， 二氢杨梅素处理后粪便总胆汁酸水平呈升高趋势，
见图 ４Ａ。 对不同类型胆汁酸进行统计后可见， 与模型组比

较， 二氢杨梅素处理后结合型胆汁酸水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ４Ｂ。 对单一成分胆汁酸进行分析可见， 与模型组比

较， 二氢杨梅素处理后牛磺⁃ａｌｐｈａ⁃鼠胆酸 （ Ｔａｕｒｏ⁃ａｌｐｈａ⁃
ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ， Ｔ⁃ａｌｐｈａ⁃ＭＣＡ） 和牛磺⁃ｂｅｔａ⁃鼠胆

酸 （ Ｔａｕｒｏ⁃ｂｅｔａ⁃ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ， Ｔ⁃ｂｅｔａ⁃ＭＣＡ ）
（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１） 水平升高， 见图 ４Ｃ。
３􀆰 ５　 二氢杨梅素对肥胖小鼠血清胆汁酸谱的影响　 与模型

组比较， 二氢杨梅素处理后血清总胆汁酸水平升高， 见图

５Ａ。 对不同类型胆汁酸进行统计后发现， 与模型组比较，
二氢杨梅素组血清次级胆汁酸水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 初级

胆汁酸和结合型胆汁酸有升高趋势， 但差异无统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ５Ｂ。 对单一成分胆汁酸进行分析发现， 与

模型组比较， 二氢杨梅素处理后 ＴＧＲ５ 的内源性激动剂胆

酸 （ｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ＣＡ）、 鹅去氧胆酸 （ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，
６４６
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注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 ２ 组小鼠肠道菌群分析 （ｘ±ＳＥ， ｎ＝６）
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注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 ２ 组小鼠粪便胆汁酸水平分析 （ｘ±ＳＥ， ｎ＝５）

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 ２ 组小鼠血清胆汁酸水平分析 （ｘ±ＳＥ， ｎ＝５）
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ＣＤＣＡ）、 牛 磺 鹅 去 氧 胆 酸 （ ｔａｕｒｏｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，
ＴＣＤＣＡ）、 牛磺胆酸 （ｔａｕｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ Ｓｏｄｉｕｍ Ｓａｌｔ， ＴＣＡ） 水

平有升高趋势， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ５Ｃ。
３􀆰 ６　 二氢杨梅素对肥胖小鼠胆汁酸合成通路的影响　 与模

型组比较， 二氢杨梅素处理后肝脏 Ｃｙｐ７ａ１ ｍＲＮＡ 表达上调

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｆｇｆｒ４ ｍＲＮＡ 表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 回肠

组织 Ｆｘｒ 和 Ｆｇｆ１５ ｍＲＮＡ 表达均下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 结果表明

二氢杨梅素处理后 ＦＸＲ⁃ＦＧＦ１５ 通路被抑制， 见图 ６。 上文

可见粪便胆汁酸中 ＦＸＲ 的抑制剂 Ｔ⁃ａｌｐｈａ⁃ＭＣＡ 和 Ｔ⁃ｂｅｔａ⁃
ＭＣＡ 水平升高， 提示二氢杨梅素干预后粪便胆汁酸中 Ｔ⁃
ａｌｐｈａ⁃ＭＣＡ 和 Ｔ⁃ｂｅｔａ⁃ＭＣＡ 水平的升高， 进而抑制肠 ＦＸＲ⁃
ＦＧＦ１５ 通路导致胆汁酸合成过程中重要的限速酶 Ｃｙｐ７ａ１ 表

达升高， 促进血清胆汁酸水平的提高。

注： 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 ２ 组小鼠 Ｆｘｒ、 Ｆｇｆ１５、 Ｆｇｆｒ４、 Ｃｙｐ７ａ１
ｍＲＮＡ 表达分析 （ｘ±ＳＥ， ｎ＝５）

４　 讨论

本实验发现二氢杨梅素能够减少 ＤＩＯ 小鼠体质量增加，
减轻脂肪质量， 在治疗肥胖中具有潜在价值。 二氢杨梅素

作为中药活性成分具有口服生物利用度低且难以吸收入血

的特点， 进入肠道进行代谢后以粪便形式排出， 导致其对

体内靶标的直接激活不足， 而是与肠道菌群接触发生相互

作用［１０⁃１１］ ， 所以肠道可能是其首先作用的器官。 童庆［１２］ 通

过使用肠道菌群剔除和肠道菌群移植方式验证二氢杨梅素

对大鼠肠道菌群的调节作用是其防治肥胖的有效途径。
肠道微生物区系是一个复杂的生态系统， 肥胖和肠道

微生物群之间具有密切而动态的联系［１３］ 。 肠腔中的微生物

种类繁多， 其中 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅ 和 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 占总数 ８０％ ～
９０％ 。 Ｔｕｒｎｂａｕｇｈ 等［５］ 发现， 肥胖个体的肠道中 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ
与 Ｂａｃｔｅｒｉｏｄｅｔｅ 的比例增加。 Ｆ ／ Ｂ 低比例被认为是肠道微生

物区系的正常状态， 本研究发现二氢杨梅素干预后 Ｆ ／ Ｂ 比

值有下降趋势。 通过分析 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序结果， 二氢杨梅素

干预改变了部分与宿主代谢能力相关的微生物群丰度， 增

加了 Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ、 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ 相对丰度。 Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ 被发

现在糖脂代谢中发挥作用［１４］ ； 有研究表明糖脂代谢紊乱小

鼠中 Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ 含量较低［１５］ 。 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ、 Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ 相

对丰 度 被 报 道 与 体 脂 量 呈 负 相 关［１６⁃１７］ 。 近 年 来，

Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ 被认为是治疗代谢性疾病的益生菌， 能够发挥

改善肥胖的作用［１８］ 。 然而本研究发现二氢杨梅素对

Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ 相对丰度没有明显影响， 这提示二氢杨梅素的

减肥作用可能与 Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ 无关， 这也与文献报道结果

一致［１９］ 。
肠道菌群被认为是人体不可或缺的 “内分泌” 器官，

能够通过产生活性代谢物调节宿主新陈代谢， 肠道菌群通

过肠肝循环与胆汁酸联系密切［２０⁃２１］ 。 胆汁酸为胆汁的最主

要成分， 其在肝脏中由胆固醇为原料合成， 与牛磺酸或甘

氨酸结合后储存在胆囊中， 当受到食物刺激， 初级结合型

胆汁酸流进肠腔， 肠道内菌群能发挥胆盐水解酶 （ｂｉｌｅ ｓａｌｔ
ｈｙｄｒｏｌａｓｅ， ＢＳＨ） 的作用， 使结合型胆汁酸变成游离型胆汁

酸， 随后， 肠道菌群对其进行脱羟基和脱氢等过程， 促进

向次级胆汁酸转变， 次级胆汁酸在回肠末端通过主被动运

输的方式经门静脉系统重回肝脏完成肠肝循环［２０］ 。 由肠肝

循环可见， 肠道菌群的变化可导致胆汁酸谱的改变， 其中肠

道菌群对胆汁酸的修饰作用的第一步就是发挥 ＢＳＨ 的功能［２２］。
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅ、 Ｂｌａｕｔｉａ 具有 ＢＳＨ 功能［２３］。 本研究发现， 二氢杨梅

素组中 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ （ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ＞２）、 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ （ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ＞
２） 显著富集， 模型组中 Ｂｌａｕｔｉａ （ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ＞４） 显著富集， 由

于肠道菌群 ＢＳＨ 酶的活性并不取决于单一菌种而是与菌群总

体 ＢＳＨ 活性有关［２４］ 。 根据 Ｌｅｆｓｅ 分析可见， 模型组中

Ｂｌａｕｔｉａ 的 ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ 大于 ４， 二氢杨梅素组中 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅ 的 ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ 仅大于 ２， ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ 反映不同组间

差异物种的影响程度， 其数值越大对应的菌群影响力越大。
据此推断， 二氢杨梅素组中的 ＢＳＨ 活性可能低于模型组。
并且由粪便胆汁酸靶向分析可见， 二氢杨梅素干预后结合

型胆汁酸水平升高， 这可能与 ＢＳＨ 减少有关。
升高的结合型胆汁酸中 Ｔ⁃ａｌｐｈａ⁃ＭＣＡ、 Ｔ⁃ｂｅｔａ⁃ＭＣＡ 增加

幅度较大， 且二者为 ＦＸＲ 拮抗剂［２１］ 。 肠 ＦＸＲ⁃ＦＧＦ１５ 通路

是存在于肠肝循环中的一条负反馈途径， 能够影响胆汁酸

的合成， 其发挥作用的途径是在远端回肠中， ＦＸＲ 能够诱

导 ＦＧＦ１５ 表达， 通过肠肝循环， 使 ＦＧＦ１５ 进入肝脏； 在肝

脏中， 激活成纤维细胞生长因子受体 ４ （ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＦＧＦＲ４） 及其辅助受体 Ｂ⁃ｋｌｏｔｈｏ， 形成

ＦＧＦＲ４ ／ Ｂ⁃ｋｌｏｔｈｏ 复合物， 随后触发 ＪＮＫ１ ／ ２、 ＥＲＫ１ ／ ２ 信号

联级反应， 抑制 ＣＹＰ７Ａ１ 的表达［７，２０］ 。 ＣＹＰ７Ａ１ 为胆汁酸合

成过程中重要限速酶， 其表达下调能够减少胆汁酸的合成。
本研究发现二氢杨梅素干预后肠道 Ｆｘｒ、 Ｆｇｆ１５ 表达下调，
ＣＹＰ７ａ１ 表达上调， 促进胆汁酸的合成。

胆汁酸通过 ２ 个主要的受体参与糖脂代谢调节， 其中

激活 ＴＧＲ５ 受体能够促进 ＵＣＰ１ 的表达促进产热改善肥胖，
ＴＧＲ５ 在维持机体能量稳态中起到至关重要的作用［７］ ， 其促

进 ＵＣＰ１ 产生的机制主要是激活 ＢＡＴ 和促进 ｉＷＡＴ 的棕色

化。 本研究发现二氢杨梅素能够促进 ｉＷＡＴ 和 ＢＡＴ 中 ＵＣＰ１
的表达改善 ＤＩＯ 小鼠肥胖。 文献报道， 某些游离型胆汁酸

及其牛磺酸结合形式的胆汁酸 （ ｔａｕｒｏ Ｂｉｌｅ ａｃｉｄｓ， ＴＢＡｓ） 能
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够激活 ＴＧＲ５， 且 ＴＢＡｓ 对 ＴＧＲ５ 激活效力更强［２５⁃２６］ 。 ＣＡ、
ＣＤＣＡ、 ＴＣＡ、 ＴＣＤＣＡ 被认为是 ＴＧＲ５ 的内源性激动剂［７］ 。
本研 究 发 现， 二 氢 杨 梅 素 干 预 后 ＣＡ、 ＣＤＣＡ、 ＴＣＡ、
ＴＣＤＣＡ 水平有升高趋势。 因此推测升高的胆汁酸可能通过

门静脉系统作为信号分子激活 ＴＧＲ５ 进而促进棕色脂肪组

织和腹股沟皮下脂肪组织 ＵＣＰ１ 的产生。
综上所述， 本研究初步证明藤茶的活性单体二氢杨梅

素能够通过重塑肠道微生物区系使产生 ＢＳＨ 相关菌群的相

对丰度降低， 导致对胆汁酸的水解作用减弱， 使粪便中牛

磺酸结合型胆汁酸 Ｔ⁃ａｌｐｈａ⁃ＭＣＡ 和 Ｔ⁃ｂｅｔａ⁃ＭＣＡ 水平增加，
抑制了回肠 ＦＸＲ⁃ＦＧＦ１５ 信号通路， 并上调肝脏 ＣＹＰ７Ａ１ 的

表达促进胆汁酸合成进而改善肥胖。
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