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中医学认为肥胖与气虚、痰、湿、瘀有关。《丹溪

心法》记载：“肥人多痰湿。”《医学法门》亦云：“肥白

人多湿痰，黑瘦人多火热。”针对肥人多有“痰湿”的

特点，临床常用二陈汤加减治疗超重或肥胖患者。二

陈汤组方出自《太平惠民和剂局方》，有燥湿化痰、理

气和中之效[1]。目前，已有较多的临床研究发现二陈

汤对单纯性肥胖或继发性肥胖有较好的疗效，能调

节糖脂代谢[2-3]。此外，肠道菌群是近年来的研究热

点，人体的代谢产物约有99%来自位于远端结肠的细

菌[4]。在一定程度上，肠道菌群被看作是内分泌器官[5]，

它可通过分泌代谢产物改变肠道通透性，代谢物进

入血液及淋巴系统后影响机体。一旦菌群失调，疾病

也随之而来[6]。曙光医院儿科化裁二陈汤为加味二

陈汤，用于儿童肥胖的干预，效果较好。本研究观察

了加味二陈汤对肥胖SD幼鼠肝脏组织中Toll样受体4

（TLR4）、单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）mRNA表达

以及对幼鼠肠道菌群的影响，现报道如下。

1 实验材料

1.1  实验动物  8只SD孕鼠，由上海西普尔-必凯

实验动物有限公司提供，生产许可证：必凯SCXK

（沪）2013-0016，实验动物使用许可证：SYXK（沪）

2014-0008。孕鼠饲养于上海中医药大学动物实

验中心清洁级动物房。孕鼠自由饮食，室温保持在

24～26 ℃，待产。产出仔鼠后，哺乳21 d。本实验符

合上海中医药大学实验动物福利与伦理相关规定，

伦理编号：PZSHUTCM190531005。

1.2  主要试剂与仪器  普通饲料，上海帆泊生物技

术有限公司生产；高脂饲料（粗蛋白20%、脂肪40%、

碳水化合物40%），上海帆泊生物技术有限公司生产；

RNA提取液（批号：G3013），武汉赛维尔生物科技；测
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摘 要  目的：观察加味二陈汤对肥胖SD幼鼠肝脏组织中Toll样受体4（TLR4）及肠道菌群的影响。方法：建立幼龄

SD大鼠营养性肥胖模型，随机分为高脂组与二陈汤组，每组10只，另取10只正常幼龄SD大鼠作为正常组。正常组予普通

饲料喂养，高脂组与二陈汤组予高脂饲料喂养。二陈汤组每日给予加味二陈汤灌胃，另外2组给予等量生理盐水灌胃，共6
周。荧光定量PCR检测各组大鼠肝脏组织中TLR4、单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）mRNA表达，16S  rDNA扩增子测序分析

粪便中肠道菌群。结果：与正常组比较，高脂组幼鼠肝脏组织TLR4表达量显著升高（P<0.05），MCP-1差异无统计学意义

（P>0.05）；与高脂组比较，二陈汤组幼鼠肝脏组织TLR4表达量明显降低（P<0.05），MCP-1差异无统计学意义（P>0.05）。
大鼠肠道菌群中，各组共有可执行的分类操作单位（OTUs）451个。特有的OTUs包括正常组39个，高脂组53个，二陈汤

组106个。在科（family）水平上，与肥胖相关的拟杆菌科丰度分布，组间比较差异无统计学意义（P>0.05）。但从分布占比

上观察，高脂组拟杆菌科比例最小，其次为二陈汤组，最高为正常组。Alpha多样性分析中（observed_speciess、chao1指数与

菌群丰度呈正比；simpson指数与多样性呈反比），高脂组的observed_speciess、chao1指数低于正常组（P<0.05），simpson指数

与正常组比较差异无统计学意义（P>0.05）；二陈汤组的observed_speciess指数明显高于高脂组（P<0.05），simpson和chao1
指数与高脂组比较差异均无统计学意义（P>0.05）。Beta多样本比较分析中非加权Unifrac距离热图和UPGMA聚类树图均显

示正常组与二陈汤组具有相似性，其相似性与高脂组不同。结论：加味二陈汤能够降低肥胖SD幼鼠肝脏组织中TLR4表达

量，提高肠道中拟杆菌数量，改善肥胖大鼠肠道菌群失调。
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定引物由上海擎熙生物科技有限公司提供。JY92-Ⅱn

型超声细胞粉碎机（宁波新芝生物）；Neofuge  15R型台

式高速冷冻离心机（Heal  Force）；KH-Ⅲ型全自动研磨

仪（武汉赛维尔生物）；7300荧光定量PCR仪（ABI）；

NanoDrop  2000型超微量分光光度计（Thermo）。

1.3  药物  加味二陈汤，药物组成：茯苓9 g，陈皮

6 g，制半夏9 g，甘草3 g，丹参9 g，荷叶9 g，枳实9 g，

槟榔9 g，山楂9 g。饮片由上海虹桥中药饮片有限公

司提供，按质量比加8倍水浸泡0.5 h，文火煎煮2次，

第一次40 min，第二次30 min，两次药汁合并后4层纱

布过滤2次，水浴锅70 ℃浓缩至含生药量0.435 g/mL，

高压灭菌后置于4 ℃冰箱保存备用。

2 实验方法

2.1  动物造模  临床研究提示儿童肥胖具有明显的

遗传倾向[7]，本实验参照亲代大鼠肥胖和高脂饮食状

态影响子代，形成体脂连续性肥胖模型，建立幼龄SD

大鼠营养性肥胖模型[8]。将8只SD孕鼠，适应性喂养

2~3 d，2只孕鼠以普通饲料喂养，6只孕鼠以高脂饲

料喂养，孕鼠按1只/笼待产直至哺乳期。产出仔鼠多

于8只时，仔鼠按8只/笼的喂养密度进行哺乳，余仔

鼠剔除，21日龄断乳后剔除雌鼠，将剩余30只雄鼠

分笼。取普通饲料喂养的孕鼠所生仔鼠10只为正常

组，同样进食普通饲料。取高脂饲料喂养的孕鼠所生

仔鼠为造模组，给予高脂饲料，继续喂养1周，体质量

超过正常组体质量均数20%的仔鼠为造模成功。

2.2  分组与给药  将造模组造模成功的20只幼龄

SD肥胖大鼠随机分为高脂组和二陈汤组，每组10

只，继续喂以高脂饲料。根据人与大鼠体表面积

换算比，按公式计算出大鼠给药剂量。大鼠给药剂

量（mg/kg）=系数（6.25）×人的剂量（mg/kg）。以

成人正常给药剂量换算大鼠给药剂量为18.125 g/kg。

二陈汤组大鼠每日灌胃给予加味二陈汤18.125 g/kg，

正常组和高脂组大鼠每日灌胃给予等量生理盐水，

均1次/d，连续灌胃6周。

2.3  指标检测

2.3.1  荧光定量PCR检测肝脏组织中TLR4、MCP-1
mRNA表达  乌来糖麻醉各组幼鼠，分离肝脏组

织转入液氮中保存。按Trizol  Reagent试剂盒说明

书，检测肝脏组织中RNA浓度及纯度。检测项目：

TLR4、MCP-1。引物序列：MCP-1（5’-TGCAGGTCTC

TGTCACGCTTC-3’）、TLR4（5’-GGATTTATCCAGG

TGTGAAATTGA-3’）。反应条件：95 ℃、10 min变性

后，分别以95 ℃、15 s和60 ℃、60 s循环40次。溶解

曲线为75～95 ℃，每20 s升温1 ℃。最后用ΔΔCT法

表达：A=CT（目的基因，待测样本）-CT（内标基因，

待测样本）；B=CT（目的基因，对照样本）-CT（内

标基因，对照样本）。K=A-B，表达倍数=2-K。

2.3.2  16S  rDNA扩增子测序分析粪便中肠道菌

群  乌来糖麻醉各组幼鼠，收集幼鼠肠道中粪

便，转入液氮中保存。首先，测序得到原始数据

（raw  data），并对其进行拼接、过滤后得到有效数据

（clean  data）。然后基于有效数据进行可执行的分类

操作单位（operational  taxonomic  units，OTUs）聚类

和物种分类分析。根据OTUs聚类结果，对每个OTU

的序列做物种注释，通过OTUs丰度、Alpha多样性计

算等分析，获得样本内以及不同样本或类群间相关

信息。此外，对OTUs进行多序列比对，构建样本聚类

树以探索群落结构的差异情况。

2.4  统计学方法  采用SPSS  25.0软件对数据进行

统计学分析。计量资料以（x-±s）表示，数据处理

组间采用独立样本t检验，不符合正态分布用秩和

检验。P<0.05为差异有统计学意义。所有肠道菌

群样本实验数据采用Uprse  v7.0.1001软件进行聚

类分析。对OTUs序列进行注释，并用Mothur方法与

SILVA132的SSUrRNA数据库（设定阈值为0.8～1）进

行物种注释，统计每个样品在不同分类水平上的群

落组成。利用MUSCLE（Version  3.8.31）软件进行

多序列比对，获得所有OTUs序列的发生关系。使

用Qiime软 件（Version  1.9.1）计 算observed-speciess、

chao1、simpson指数，计算Unifrac距离，做非加权组平

均法（UPGMA）聚类分析并绘制聚类树图。使用R软

件（Version  2.15.3）绘制Alpha多样性指数的物种积累

曲线，进行Alpha多样性指数和Beta多样性指数的组间

差异分析，分别进行有参数检验和非参数检验，选用

Tukey检验和agricolae包的wilcox检验。P<0.05为差异

有统计学意义。

3 实验结果

3.1  各组大鼠TLR4、MCP-1表达量比较  与正常

组比较，高脂组幼鼠肝脏组织TLR4表达量显著升

高（P<0.05），MCP-1差异无统计学意义（P>0.05）；

与高脂组比较，二陈汤组幼鼠肝脏组织TLR4表达

量明显降低（P<0.05），MCP-1差异无统计学意义

（P>0.05）；上述指标二陈汤组与正常组比较差异均

无统计学意义（P>0.05）。

表1  各组大鼠肝脏组织TLR4、MCP-1表达量比较（x-±s）

组别 动物数/只 TLR4 MCP-1

正常组 5 1.13±0.368 0.49±0.468

高脂组 5 1.23±0.339* 0.67±0.291

二陈汤组 5 1.14±0.059# 0.88±0.339

注：与正常组比较，*P<0.05；与高脂组比较，#P<0.05。
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3.2  各组大鼠肠道菌群检测数据比较 

3.2.1  OTUs数量  对所有样本的有效数据以97%

的一致性（identity）进行OTUs聚类，并对其代表序

列进行物种注释。各组数量上差异无统计学意义

（P>0.05），见表2。根据OTUs代表序列的物种注释

结果，分析各组间的OTUs并绘制韦恩图，见图1。由

图1可见，3组含共有OTUs为451个，正常组与高脂

组共有44个，正常组与二陈汤组共有53个，高脂组

与二陈汤组共有73个。正常组特有的OTUs为39个，

高脂组53个，二陈汤组106个。

表2  各组大鼠肠道菌群OTUs数量比较（x-±s）

组别 动物数/只 菌群数量 OTUs数量

正常组 3 80100.00±65.645 409.00±45.508

高脂组 3 80099.67±24.173 490.33±45.764

二陈汤组 3 80215.00±94.889 439.33±60.451

图1  各组大鼠肠道菌群共有、特有的OTUs数量（单位：个）

3.2.2  物种相对丰度情况  选取每组样本在科

（family）水平上最大丰度排名前10的物种，生成物

种相对丰度柱状图，见图2。在科水平上，主要包

括Lactobacillaceae（乳 酸 杆 菌 科）、Lachnospiraceae

（毛 螺 菌 科）、Erysipelotrichaceae（韦 荣 球 菌 科）、

Muribaculaceae（拟杆菌科）、Peptostreptococcaceae（消

化链球菌科）等。其中拟杆菌科在各组间比较，差异

无统计学意义（P>0.05）。但从分布占比上观察到高

脂组拟杆菌科比例最小，其次为二陈汤组，正常组比

例最大，见表3。

图2  各组大鼠肠道菌群在科水平上物种相对丰度分布

表3  各组大鼠肠道菌群在科水平上的拟杆菌科的丰度分布占比

组别 动物数/只 拟杆菌科

正常组 3 0.11±0.131

高脂组 3 0.02±0.014

二陈汤组 3 0.04±0.037

3.2.3  Alpha多样性分析  Alpha  Diversity主要用于

分析样本内的群落多样性和丰富度，包括observed_

speciess、shannon、simpson、chao1、ACE等[9]。 其 中，

observed_speciess、chao1与物种丰富程度呈正比，即

指数越大，表明物种丰富程度越高；而simpson指数

越大，表明群落每个种类分布的均匀度越高，提示多

样性越低。由表4、图3可见，与正常组比较，高脂组

observed_speciess和chao1指数明显降低（P<0.05）；

二陈汤组observed_speciess指数明显高于高脂组

（P<0.05），chao  1指数与高脂组比较差异无统计学

意义（P>0.05），observed_speciess和chao1指数与正常

组比较差异无统计学意义（P>0.05）。3组simpson指

数比较，差异均无统计学意义（P>0.05）。该结果显

示，各组间的物种群落多样性无明显差异。各组的

丰富度，高脂组最低，二陈汤组其次，正常组最高。

表4  各组大鼠肠道菌群Alpha多样性分析

组别 observed_species chao1 simpson

正常组 456.00±51.391 478.23±40.609 0.92±0.493

高脂组 390.00±55.758* 431.40±74.050* 0.91±0.069

二陈汤组 411.00±65.092# 430.66±64.898 0.85±0.408

注：与正常组比较，*P<0.05；与高脂组比较，#P<0.05。
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    注：―正常组；―高脂组；―二陈汤组。A.肥胖SD幼鼠肠

道菌群observed_species指数图；B.肥胖SD幼鼠肠道菌群chao1
指数图。

图3  各组大鼠肠道菌群Alpha多样性分析图

3.2.4  Beta多样本比较分析  Beta多样本分析是

对不同样本间的群落构成进行比较分析。利用

OTUs之 间 的 关 系，计 算Unifrac距 离[10-11]。Unifrac

距离是一种利用各样本微生物序列间的进化信

息计算样本间距离，获得一个距离矩阵。其值越

小，表示这两个样本在物种多样性方面的差异越

小。由图4可见，在非加权的Unifrac距离热图中，

正常组与二陈汤组存在差异最小（0.271），高脂组

与二陈汤组存在差异最大（0.432），正常组与高
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脂组存在差异稍大（0.420）。为了研究不同样本

群落间的相似性，可通过构建样本的聚类树来描

述。在环境生物学中，UPGMA（unweighted  pair-

group  method  with  arithmetic  mean）是一种较为常

见的聚类分析方法[12]。以非加权Unifrac距离矩阵做

UPGMA聚类分析，并将聚类结果与各样本在门水平

上的物种相对丰度进行整理、汇总，见图5。在门水

平上，正常组与二陈汤组群落具有相似性，其相似性

与高脂组不同。

图4  各组大鼠肠道群落非加权Unifrac距离热图

 

 
 
 

 
     注：左侧为UPGMA聚类数结构，右侧为各样本组在门水平

上的物种相对丰度分布图

图5  各组大鼠肠道菌群UPGMA聚类树图

4 讨论

近年来，儿童超重和肥胖问题日益引起社会各

界关注，根据2014年全国学生体质与健康调查结

果，7～18岁学生超重肥胖率已上升至19.4%，并持续

增长[13]。二陈汤原方组成为半夏、橘红、白茯苓、甘

草，方中祛痰药与理气药相伍，燥湿药与渗湿药、生

津药配合，共奏健脾、理气、燥湿、化痰之功[1]。加味

二陈汤是在二陈汤基础上进行药味剂量变化和加减

而成，前期临床研究已证实其治疗儿童单纯性肥胖

具有较好的疗效[3]。

Toll样受体在调节肠道菌群引起的炎症反应中

起着重要作用[14]。关于“肥胖-肠道菌群-TLRs”三

者间的交互作用关系，研究者揭示了TLRs是肠道黏

膜免疫识别与清除病原菌的关键分子[15-16]。其中，

TLR4是革兰阴性菌脂多糖的重要结合配体，在肥胖

大鼠肠黏膜上皮细胞中过度表达[17]，它与肥胖性炎

症反应直接相关。肥胖可导致肠壁完整性降低，使

细菌脂多糖与脂肪酸渗漏入血液中，激活TLR4与全

身炎症反应；脂肪酸也可以介导内质网应激，从而激

活TLR4。因此，TLR4是肥胖-肠道菌群-TLRs的关

键调控节点。李敏等[18]研究发现肥胖儿童出现TLR4

介导的慢性炎症状态，分析提示TLR4及下游途径

MyD88、TRAM与体质量指数相关，但与血糖、胰岛素

抵抗无相关性。SANTONI  M等[19]研究指出，TLR4在

肥胖儿童体内表达异常增多。本实验发现，肥胖幼

鼠肝脏组织中TLR4表达量较高，与上述报道一致。

而二陈汤组TLR4表达量明显低于高脂组（P<0.05），
提示加味二陈汤能降低肥胖幼鼠肝脏组织中TLR4

的表达量，从而干预肥胖性炎症反应。

TLR4活化在免疫、炎症信号转导中扮演重要

角色，可通过MyD88依赖性信号转导途径激活核

因子-κB（NF-κB），向下启动MCP-1等多种炎性

因子的转录与合成[20]。MCP-1属于单核巨噬细胞

重要趋化因子，上调MCP-1可促进肥胖和胰岛素

抵抗[21]。本实验发现，肥胖幼鼠肝脏组织中MCP-1

无明显上调，加味二陈汤干预后也无明显变化。

分析原因可能是因脂肪组织中多种炎性因子、趋

化因子富集交互作用，吸引单核巨噬细胞等炎性

细胞聚集，释放出更多的趋化及炎性因子。有学者

研究发现，巨噬细胞迁移因子由病态的脂肪组织

分泌，抑制组织中的巨噬细胞游走，增强巨噬细胞

浸润，促进代谢紊乱、炎症状态等肥胖相关的病理

过程[22]。而本次实验样本为肝脏组织，故组间差

异无统计学意义。

对肥胖SD幼鼠肠道菌群的研究结果表明，正

常组、高脂组和二陈汤组获得肠道菌群总数无明显

差异，处理过滤后获得有效数据，二陈汤组的特有

OTUs较其他2组多，说明汤药干预后，能够增加幼

鼠肠道中的菌群数。进一步研究发现，在科水平上，

Muribaculaceae（拟杆菌科）在各组间的差异均无统

计学意义，但从数值上观察到正常组比例最大，其次

为二陈汤组，高脂组最低，说明拟杆菌在正常幼鼠中

数量最多，在肥胖幼鼠中数量最少，经汤药干预后，

拟杆菌有明显增加，提示加味二陈汤可能通过增加

肥胖SD幼鼠肠道菌群中拟杆菌的数量，从而改善肠

道菌群失调的趋势。WALKER  A  W等[23]研究发现，

拟杆菌可以明显抑制脂肪细胞增长，增加肥胖者肠

道中拟杆菌数量有望用于治疗肥胖。此外，拟杆菌

门可促进宿主分解多糖，促进肠黏膜的血管再生和

免疫系统发育，有助于维持肠道微生态平衡[24]。因

本次动物实验经费有限，待今后增加样本量，以进一

步证实此实验结果。
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本研究通过Alpha多样性分析，发现与正常幼鼠

比较，肥胖幼鼠肠道菌种数减少，但多样性无明显差

异，经加味二陈汤干预后虽菌种数量增加，但多样性

仍无明显差异。一般来说，样本中物种的多样性包

括两个方面，一是种类不确定的多少，二是每个种类

分布的均匀度。本次实验多样性以simpson指数为

准，因该指数描述的是从一个群落种连续两次抽样

所得到的个体数属于同一种的概率[25]。而shannon指

数侧重于物种种类的不确定性多少来观察多样性，

不确定物种越多，提示多样性越好。本次实验观察

到加味二陈汤对肥胖幼鼠肠道菌种数量有增加作

用，为避免物种数量可能影响到多样性结果，故选用

simpson指数。观察Beta多样本比较分析中的非加权

Unifrac距离热图和UPGMA聚类树图，均显示正常组

与二陈汤组组间具有相似性，但其相似性与高脂组

不同，提示肥胖SD幼鼠肠道菌群的群落构成与正常

幼鼠存在不同，而加味二陈汤能够调节肥胖幼鼠的

肠道细菌群落构成近似于正常幼鼠。

肠道菌群与肥胖、2型糖尿病等糖脂代谢性疾

病的关系是阐明中医药作用机制的研究热点。目前

关于肠道菌群的检测，要求每个样本组中至少含有3

个（包括3个）以上的单样本，方有检测意义。因本

次课题经费有限，故随机取各组3只雄鼠粪便样本

完成肠道菌群检测。

通过本次动物实验，揭示了加味二陈汤能够降

低幼龄SD肥胖大鼠肝脏组织中Toll样受体4表达量，

增加肠道中拟杆菌数量，改善肠道菌群失调，为进一

步研究加味二陈汤治疗肥胖性炎症方向以及“肥胖-

肠道菌群-TLRs”三者相互作用机制提供参考依据。

下一步研究将重点观察加味二陈汤对肥胖幼鼠肠上

皮细胞中TLR4的调节作用以及相关炎症基因表达

情况。
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溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一种特

发性、慢性结肠黏膜炎症性疾病，以反复发生的肠道

溃疡，伴腹痛、腹泻及黏液脓血便为其主要临床表

现。其发病原因尚未完全明确，可能是基因易感个

体肠道共生菌群失调导致黏膜免疫反应的结果，其

发病机制与肠屏障破坏、免疫应答失调、氧化应激和

遗传等因素有关[1]。目前尚无治愈UC的方法，西医通

过使用抗炎药、强效类固醇药或免疫调节剂来控制

症状，但不会获得持久的缓解。

近年来，中药单药活性成分治疗UC的实验研

究日益增多，对中药作用机制探索、开发利用和质

量把控有着相当重要的意义[2]。黄芪多糖是豆科植

物黄芪的主要活性成分之一，《本草备要》云“（黄

芪）益元气，壮脾胃。凡劳倦内伤，脾虚泄泻，脏器下

垂……皆可用之”。黄芪多糖已被证实具有抗炎、抗

病毒、抗肿瘤、免疫调节、保护肝肾等作用[3]。本文对

黄芪多糖通过保护肠道黏膜屏障、调节免疫、调控信

号通路、调节肠道菌群等方面从而改善UC炎症、控制

症状的作用机制，进行了较为系统全面的概述，为后

续UC的实验研究与临床治疗提供充分有效的参考。

1 黄芪多糖对肠黏膜屏障的保护作用

肠黏膜屏障损伤是UC发病和病情进展的关键

环节，保护肠黏膜屏障稳态，促进肠黏膜屏障愈合已

成为治疗UC的主要研究方向之一。

1.1  提高肠紧密连接蛋白表达 三种跨膜蛋

白——咬合蛋白（occludin）、闭合蛋白、黏附分子以

及外周蛋白（zonula  occludens，ZOs），如ZO-1、ZO-2、

ZO-3，对紧密连接肠黏膜上皮细胞尤为重要。上皮

细胞的完整性及其紧密连接是肠道机械黏膜屏障的

结构基础。YAN  X等[4]研究表明，黄芪多糖能够提高

occludin和ZO-1的表达，改善UC模型鼠肠道黏膜屏

障功能。

黄芪多糖治疗溃疡性结肠炎的研究进展
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摘 要  溃疡性结肠炎（UC）是一种原因不明的常见慢性肠道炎性疾病，病程长、易反复发作且有癌变的风险，目前尚

缺乏有效的治疗方案。黄芪多糖是黄芪的主要活性成分之一，具有免疫调节、抗炎、抗氧化、抗肿瘤、修复损伤、保护血管等

功能。黄芪多糖通过保护肠黏膜屏障、调节免疫反应、调控信号通路、调节肠道菌群等方式治疗UC，具有一定的疗效。通过

查阅整理近年来黄芪多糖对UC作用机制研究的相关文献，旨在为黄芪多糖治疗UC的药物开发和实验提供思路与参考。
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