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摘要    通过 16S rRNA 高通量测序和代谢组学技术研究白芷多糖（Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides，RP）

治疗溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）的作用机制。采用 2.5%葡聚糖硫酸钠（dextran sulfate sodium，DSS）诱

导小鼠 UC 模型。根据各组小鼠体质量变化、疾病活动指数（disease activity index，DAI）、结肠长度和病理变化评

估 RP 对 UC 小鼠的治疗效果。RT-qPCR 法检测小鼠结肠组织白细胞介素（interleukin，IL）-6、IL-1β、肿瘤坏死因子

（tumor necrosis factor，TNF）-α、髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）、粘蛋白 2（mucin 2，Muc2）和紧密连

接蛋白 Occludin、Claudin2 及 ZO-1 的 mRNA 表达。酶联免疫吸附测定（ELISA）法检测小鼠结肠组织 IL-1β、TNF-α

的蛋白表达。采用荧光素渗透法评估小鼠肠道通透性。通过免疫组化法检测小鼠结肠组织 Muc2 及 Occludin 的蛋白表

达。通过 16S rRNA 测序和超高效液相色谱与四极杆-轨道阱（UPLC-Q-Exactive Plus）质谱联用技术检测小鼠肠道菌

群及粪便代谢物的变化。结果表明，白芷多糖低剂量组能够有效缓解 UC 小鼠一般症状，改善结肠炎症，降低肠道通

透性，促进 Muc2 分泌和紧密连接蛋白的表达。白芷多糖低剂量组能够增加 UC 小鼠肠道菌群多样性，抑制

Ochrobactrum、Streptococcus 等有害菌的相对丰度。小鼠粪便中鉴定出 27 种差异代谢物，白芷多糖低剂量组能够回调

发生紊乱的代谢物水平。精氨酸和脯氨酸代谢是白芷多糖低剂量干预后差异最显著的氨基酸代谢途径。因此，白芷多

糖可以改善 UC 小鼠一般症状，抑制结肠炎症，维持肠黏膜屏障完整性，其机制可能与调节肠道菌群结构和精氨酸和

脯氨酸代谢密切相关。 
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Abstract    This study employed 16S rRNA gene high-throughput sequencing and metabolomics to explore the mechanism 

of Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides (RP) in the treatment of ulcerative colitis (UC). A mouse model of UC was 
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induced with 2.5% dextran sulfate sodium. The therapeutic effects of RP on UC in mice were evaluated based on changes in 

body weight, disease activity index (DAI), and colon length,  as well as pathological changes. RT-qPCR was performed to 

assess the mRNA levels of interleukin (IL)-6, IL-1β, tumor necrosis factor (TNF)-α, myeloperoxidase (MPO), mucin 2 

(Muc2), occludin, claudin2, and ZO-1 in the mouse colon tissue. ELISA was employed to measure the expression of IL-1β and 

TNF-α in the colon tissue. The intestinal permeability of mice was evaluated by the fluorescent dye permeability assay. 

Immunohistochemistry was employed to detect the expression of Muc2 and occludin in the colon tis sue. Changes in gut 

microbiota and metabolites were analyzed by 16S rRNA sequencing and ultra-high-performance liquid chromatography 

coupled with quadrupole-orbitrap mass spectrometry (UPLC-Q-Exactive Plus Orbitrap MS), respectively. The results 

indicated that low-dose RP alleviated general symptoms, reduced colonic inflammation and intestinal permeability, and 

promoted Muc2 secretion and tight junction protein expression in UC mice. In addition, low-dose RP increased gut microbiota 

diversity in UC mice and decreased the relative abundance of harmful bacteria such as Ochrobactrum and Streptococcus. 

Twenty-seven differential metabolites were identified in feces, and low-dose RP restored the levels of disturbed metabolites. 

Notably, arginine and proline metabolism were the most significantly altered amino acid metabolic pathways following low-

dose RP intervention. In conclusion, RP can ameliorate general symptoms, inhibit colonic inflammation, and maintain 

intestinal mucosal barrier integrity in UC mice by modulating gut microbiota composition and arginine and proline 

metabolism. 

Key words    Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides; ulcerative colitis; gut microbiota; metabolomics  

溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一种主要累及结直肠黏膜的慢性非特异性炎症性肠病，

其发病率在亚洲等地区仍保持增长趋势 [1]。本病以反复发作的腹痛、腹泻、脓血便为主要临床特

征[2]。生物制剂和 JAK 抑制剂、鞘氨醇-1-磷酸受体调节剂等小分子药物的研发应用使 UC 的治疗目标

由维持疾病缓解的达标治疗转向组织学愈合和疾病清除 [3]。尽管如此，UC 患者的缓解率仍未突破

30%的上限，仍有必要寻找替代药物打破目前 UC 的治疗困境[4]。 

多糖是由 10 个以上单糖通过糖苷键相互连接形成的一种大分子物质 [5]。多糖具有调节免疫、抗

肿瘤、抗病毒等多种药理活性[6]。近年来，多糖对 UC 的治疗作用成为研究的热点，包括果胶、鼠李

糖半乳糖醛酸、壳聚糖、果聚糖、糖胺聚糖、藻类多糖、真菌和中药多糖等，其治疗 UC 具有疗效确

切、安全、不良反应少等优点[7]。研究表明，多糖能够通过抗炎、修复肠黏膜屏障、调节肠道菌群等

途径缓解 UC[8]。 

白芷是伞形科植物杭白芷的根，具有祛风止痛，消肿排脓之功，是临床治疗 UC 的常用中药[9]。

欧前胡素、异欧前胡素、白芷乙素等白芷主要化学成分能够有效缓解 UC 小鼠的结肠炎症[10-12]。白芷

多糖（Angelicae Dahuricae Radix  polysaccharides，RP）是白芷的有效成分之一。研究表明，白芷多

糖能够增强免疫低下小鼠的非特异性免疫与特异性免疫[13]。目前尚未发现白芷多糖干预 UC 的机制研

究。基于此，本研究旨在通过 16S rRNA 高通量测序和代谢组学技术明确白芷多糖治疗对 UC 小鼠的

药效及作用机制，为临床治疗 UC 提供理论和实验基础。 

1  材料 

1.1  药品与试剂 

白芷多糖（货号 Wkq22072710，四川维克奇生物科技有限公司）；葡聚糖硫酸钠（ dextran 

sodium sulfate，DSS，货号 160110，美国 MP Biomedicals 公司）；5-氨基水杨酸（5-aminosalicylic 

acid，5-ASA，货号 A79809，美国 Sigma-Aldrich 公司）；组织固定液（货号 G1101，武汉赛维尔生

物科技有限公司）；RNA 提取试剂盒、HiScript® Ⅲ RT SuperMix、ChamQ SYBR Master Mix for 

qPCR （货号 R711、R323-01、Q311-02/03，南京诺唯赞生物科技有限公司）；白细胞介素 -1β

（ interleukin-1β， IL-1β）、肿瘤坏死因子 -α（ tumor necrosis factor-α，TNF-α）（货号 EK201B、

EK282，杭州联科生物技术有限公司）；异硫氰酸荧光素-葡聚糖（fluorescein isothiocyanate-dextran，

FITC-dextran，货号 46944，美国 Sigma-Aldrich 公司）；Occludin 抗体、粘蛋白 2（mucin 2，Muc2）

抗体（货号 GB111401、GB11344，武汉赛维尔生物科技有限公司）；无水乙醇（货号 100092683，

国药集团化学试剂有限公司）。 
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1.2  仪器 

Centrifuge 5810R 台式高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；Direct-Q 纯水仪（美国 Millipore

公司）；AF-103AS 制冰机（意大利 Scotsman 公司）；LightCycler® 96 实时荧光定量 PCR 仪（瑞士

Roche 公司）；NanoDrop2000 超微量分光光度计（美国 ThermoFisher 公司）；CKX41 倒置显微镜

（日本 Olympus 公司）；JB-P5 包埋机（武汉俊杰电子有限公司）；RM2016 切片机（上海徕卡仪器

有限公司）；Multiskan FC（IVD 型号）多功能酶标仪（美国 ThermoFisher 公司）；Nexera X2 LC-

30AD 超高压液相色谱仪（日本 Shimadzu 公司）；Q Exactive Plus 质谱仪（美国 ThermoFisher 公

司）。 

1.3  动物 

48 只雄性 C57BL/6 小鼠（SPF 级，6~8 周龄），体质量（20±2）g，购自浙江维通利华有限公

司，许可证号 SCXK（浙）2021-0006，饲养于南京中医药大学附属医院动物实验中心，合格证号

SYXK（苏）2022-0070，温度 25 ℃，相对湿度 55%±5%，每日光照/避光各 12 h，自由进食饮水。本

实验经过南京中医药大学附属医院实验动物伦理委员会批准，动物伦理批件号 2022DW-61-01。 

2  方法 

2.1  造模及给药方法 

适应性喂养 7 d 后,将 48 只小鼠随机分为对照（Ctrl，n=8）组、模型（DSS，n=10）组、5-氨基

水杨酸（5-ASA，n=10）组、白芷多糖低剂量（RPL，n=10）组、白芷多糖高剂量（RPH，n=10）

组，共 5 组。实验第 1~7 天对照组自由饮用蒸馏水，其余各组自由饮用 2.5% DSS 溶液，诱发肠炎。

第 8~14 天各组小鼠自由饮用蒸馏水。从实验第 1 天开始，对照组和模型组每日给予等体积的蒸馏水

灌胃，5-氨基水杨酸组每日给予 100 mg‧kg-1 5-ASA 灌胃，白芷多糖低剂量和高剂量组每日分别给予

200、400 mg‧kg-1 白芷多糖灌胃，连续灌胃 14 d。白芷多糖给药剂量参照先前发表的文献[14]。 

2.2  小鼠一般状况及 DAI评分 

每日观察小鼠体质量变化、腹泻程度及血便情况，进行综合评分并记录，三者平均分即为小鼠

DAI 评分[15]。评分标准见表 1。 

表1  DAI评分 

Table 1  DAI scores 

计分/分 体质量下降率/% 大便性状 便血情况 

0 无 正常 正常 

1 1～5 - - 

2 6～10 便溏 潜血 

3 11～15 - - 

4 ＞15 腹泻 显性出血 

2.3  苏木素-伊红（HE）染色 

将结肠组织置于 4%多聚甲醛溶液固定，乙醇梯度脱水后浸蜡包埋，脱蜡至水，蒸馏水冲洗，依

次使用苏木素染液和伊红染液染色，脱水封片，显微镜镜检，获取病理扫描图像。  

2.4  实时荧光定量 PCR（quantitative real-time PCR，RT-qPCR） 

根据 FreeZol Reagent-R711 RNA 提取试剂盒说明书步骤进行结肠组织总 RNA 提取，使用

HiScript® Ⅲ RT SuperMix 逆转录试剂盒进行逆转录。根据 ChamQ SYBR qPCR Master Mix PCR 检测

试剂盒说明书配制 10 μL 反应体系，在 LightCycler® 96 实时荧光定量 PCR 仪上进行荧光定量分析。

以 β-actin 为内参，应用 2-ΔΔCt 计算各组基因相对表达量。引物序列见表 2。 
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表2 引物序列 

Table 2 Sequences of primers 

基因 引物序列（5′-3′） 

mouse-IL-6 F：5′-CCACTTCACAAGTCGGAGGCTTA-3′ 

R：5′-AGTGCATCATCGTTGTTCATAC-3′ 

mouse-IL-1β F：5′-AATGCCACCTTTTGACAGTGATG-3′ 

R：5′-GGAAGGTCCACGGGAAAGAC-3′ 

mouse-TNF-α F：5′-AAGGCCGGGGTGTCCTGGAG-3′ 

R：5′-AGGCCAGGTGGGGACAGCTC-3′ 

mouse-MPO F：5′-GAGTCCCACTCAGCAAGGTC-3′ 

R：5′-TCTGGCGATTCAGTTTGGCT-3′ 

mouse-Muc2 F：5′-TGTGTTTCAGGCTCCATCAC-3′ 

R：5′-TGCAGCCATTGTAGGAAATC-3′ 

mouse-Occludin F：5′-ACAAAGAGCTCTCTCGTCTCG-3′ 

R：5′-CATAGTCTCCCACCATCCTC-3′ 

mouse-Claudin2 F：5′-GTCAGCTTGCCAGAGACACT-3′ 

R：5′-TGGCAGTGTCTCTCCAAATCCG-3′ 

mouse-ZO-1 F：5′-AGTTCTGCCCTCAGCTACCA-3′ 

R：5′-GCTTAAAGCTGGCAGTGTC-3′ 

mouse-β-actin F：5′-CTCATGAAGATCCTGACCGAG-3′ 

R：5′-AGTCTAGAGCAACATAGCACAG-3′ 

2.5  酶联免疫吸附测定（enzyme-linked immunosorbent assays，ELISA）实验 

取结肠组织 30 mg，加入 300 μL PBS，匀浆后 12 000×g，4 ℃ 离心 10 min，取上清 200 μL 并分

装，-80 ℃保存备用。IL-1β 和 TNF-α 的 ELISA 检测参照试剂盒说明书进行。 

2.6  肠道通透性实验 

末次给药后禁食 4 h，每只小鼠给予 FITC-dextran 400 mg‧kg-1 灌胃。4 h 后采血，避光静置 1 h，4 

000×g，4 ℃离心 10 min，收集血清。酶标仪检测吸光度（A）并计算各组小鼠血清 FITC-dextran 含

量。 

2.7 免疫组化 

石蜡切片脱蜡至水，组织切片与 Occludin 和 Muc2 抗体（1：200）在 4 ℃下孵育过夜，滴加相应

种属二抗，室温孵育 50 min。苏木素复染 3 min，分化、返蓝后流水冲洗，脱蜡封片。显微镜镜检获

取扫描图像。采用 ImageJ 软件对结果进行定量分析。 

2.8 16S rRNA高通量测序 

将小鼠回盲瓣内容物送至上海拜谱生物科技有限公司进行 16S rRNA 测序。使用 DNA 提取试剂

盒抽取微生物组总 DNA，并通过 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 提取质量。使用特定引物对 16S 

rRNA 基因 V3~V4 可变区实施 PCR 扩增。采用 Vazyme VAHTSTM DNA Clean Beads 进行产物纯

化，并使用 Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit 进行定量分析。采用 Illumina 公司的 TruSeq Nano 

DNA LT Library Prep Kit 制备测序文库。使用 illumina NovaSeq 平台和 NovaSeq 6000 SP Reagent Kit

进行测序。 

2.9代谢组学 

将小鼠回盲瓣内容物送至上海拜谱生物科技有限公司进行非靶代谢组学检测。粪便样品于 4 ℃解

冻，称取 50 mg 样品，加入 400 μL 预冷的甲醇-水（4：1，v/v）溶液，在组织破碎仪中低温匀浆破

碎，加入 600 μL 预冷的甲醇-水（4：1，v/v）溶液，混匀，冰浴中超声 20 min，-20 ℃静置 1 h，16 

000×g，4 ℃离心 20 min，取上清液，上清液在高速真空浓缩离心机挥干。质谱检测时加入 100 μL 预

冷的甲醇-水（1：1，v/v）溶液复溶，20 000×g，4 ℃离心 15 min。色谱分离采用带有 ACQUITY 

UPLC® HSS T3（2.1 mm×100 mm，1.8 µm）色谱柱的 SHIMADZU-LC30 超高效液相色谱系统。进样

量 4 μL，柱温 40 ℃，流速 0.3 mL‧min-1；色谱流动相 A 为 0.1%甲酸水溶液，B 为 0.1%甲酸的乙腈

溶液；色谱梯度洗脱程序如下，0~2 min，0 B；2~6 min，0~48% B；6~10 min，48%~100% B；10~12 
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min， 100% B； 12~12.1 min， 100%~0 B， 12.1~15 min， 0 B。采用电喷雾电离（ electrospray 

ionization，ESI）对样品进行正、负离子模式检测。UPLC 分离后用 QE Plus 质谱仪对样品进行质谱分

析。采用 MSDIAL v4.9 软件对数据进行峰提取。代谢物鉴定采用精确质量数匹配和二级谱图匹配的

方式。检索 HMDB、MassBank、GNPS 等公共数据库及拜谱自建代谢物标准品库鉴定代谢物结构。

使用 Python 软件对质谱数据进行多维统计分析。 

2.10  统计学分析 

计量资料采用均数±标准误（x±SEM）表示，使用 GraphPad Prism 8.0.1 软件对各组数据进行单

因素方差分析。P＜0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  白芷多糖对 UC小鼠一般症状的影响  

实验过程中，对照组小鼠正常进食、饮水，毛发有光泽，反应灵敏，大便正常，体质量平稳增

长。DSS 组小鼠从造模第 5 天开始出现明显的腹泻、血便等肠炎特征，小鼠体质量持续下降至第 10

天，第 10~14 天小鼠体质量恢复缓慢。与对照组相比，DSS 组小鼠体质量显著降低，DAI 评分显著升

高，结肠长度显著缩短；与 DSS 组相比，RPL、RPH 和 5-ASA 治疗后小鼠体质量显著增加，DAI 评

分显著降低，结肠长度显著增加。结果表明，白芷多糖可以显著缓解 UC 小鼠体质量减轻、结肠长度

缩短，并降低 DAI 评分，见图 1。 

 

Ctrl. 对照组；DSS. 模型组；5-ASA. 5-氨基水杨酸组（100 mg‧kg-1）；RPL/H. 白芷多糖低/高剂量组（200、400 mg‧kg-1）（图 2～

7 、表 8 同）；与模型组相比*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，与对照组相比#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001。 

图 1 白芷多糖对溃疡性结肠炎小鼠体质量、结肠长度和 DAI 评分的影响（x±SEM，n=6～8） 

Fig.1 Effects of Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides on body weight, colon length and DAI in ulcerative colitis mice （x±SEM，n=6-8） 

3.2 白芷多糖对 UC小鼠结肠病理损伤的影响 

HE 染色结果显示，对照组小鼠结肠组织结构完整，上皮细胞排列有序，无充血水肿。DSS 组小

鼠结肠出现上皮细胞坏死，隐窝结构紊乱，甚至消失，黏膜及黏膜下层可见大量炎症细胞浸润。与

DSS 组相比，RPL、RPH 和 5-ASA 组小鼠结肠组织病理损伤显著减轻，表现为上皮细胞排列有序，

隐窝结构相对完整，炎症细胞浸润较少。结果表明，白芷多糖能够减轻 UC 小鼠结肠组织病理损伤，

见图 2。 

 

图 2 白芷多糖对溃疡性结肠炎小鼠结肠病理损伤的影响（HE 染色，×100） 

Fig.2 Effect of Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides on colon pathological damage in ulcerative colitis mice （HE staining，×100） 
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3.3白芷多糖对 UC小鼠结肠炎症的影响 

与对照组相比，DSS 组小鼠结肠组织 IL-6、IL-1β、TNF-α 和 MPO 的 mRNA 表达水平显著上

调；与 DSS 组相比，RPL、RPH 和 5-ASA 组小鼠结肠组织 IL-6、IL-1β、TNF-α 和 MPO 的 mRNA 水

平显著下调。与对照组相比，DSS 组小鼠结肠组织 IL-1β 和 TNF-α 的蛋白表达水平显著上调；与 DSS

组相比，RPL、RPH 和 5-ASA 组小鼠结肠组织 IL-1β 和 TNF-α 的蛋白表达水平显著下调。结果表

明，白芷多糖能够有效抑制 UC 小鼠结肠炎症因子的表达，控制结肠炎症，见表 3、4。 

表3 白芷多糖对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织IL-6、IL-1β、TNF-α、MPO mRNA表达水平的影响（x±SEM，n=6） 

Table 3 Effect of Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides on mRNA expression levels of IL-6, IL-1β, TNF-α and MPO in colon tissues of mice 

with ulcerative colitis（x±SEM，n=6） 

组别 剂量/mg·kg-1·d-1 IL-6 mRNA 表达 IL-1β mRNA 表达 TNF-α mRNA 表达 MPO mRNA 表达 

对照 - 1.000±0.329 1.000±0.196 1.000±0.137 1.000±0.219 

模型 - 14.780±2.6933） 46.620±8.3133） 4.559±0.8183） 6.763±0.7853） 

5-氨基水杨酸 100 0.502±0.1226） 2.343±0.4036） 0.783±0.0596） 0.824±0.1816） 

白芷多糖 200 0.728±0.0966） 8.943±1.5336） 0.985±0.0456） 0.668±0.0786） 

 400 2.043±0.5436） 17.580±4.8596） 1.231±0.0936） 0.880±0.1676） 

注：与对照组相比1）P<0.05，2）P<0.01，3）P<0.001，与模型组相比4）P<0.05，5）P<0.01，6）P<0.001（表 4～8 同）。 

表4 白芷多糖对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织IL-1β、TNF-α蛋白表达水平的影响（x±SEM，n=6） 

Table 4 Effect of Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides on protein expression levels of IL-1β and TNF-α  in colon tissues of mice with 

ulcerative colitis（x±SEM，n=6） 

组别 剂量/mg·kg-1·d-1 IL-1β/pg·mg-1 TNF-α/pg·mg-1 

对照 - 126.600±14.980 131.100±30.050 

模型 - 410.300±76.4303） 679.200±139.9003） 

5-氨基水杨酸 100 143.800±22.0305） 98.720±11.6406） 

白芷多糖 200 215.300±43.5104） 94.790±19.2706） 

 400 165.900±31.6905） 102.200±31.8906） 

3.4白芷多糖对 UC小鼠肠黏膜屏障的影响 

与对照组相比，DSS 组小鼠血清中肠道来源的 FITC-dextran 浓度显著升高；与 DSS 组相比，

RPL、RPH 组小鼠血清 FITC-dextran 浓度显著下调，见表 5。与对照组相比，DSS 组小鼠结肠组织

Muc2、Occludin、ZO-1 mRNA 表达下调；RPL、RPH 和 5-ASA 治疗能够显著上调 Muc2、Occludin、

ZO-1 mRNA 表达。与对照组相比，DSS 组小鼠结肠组织 Claudin2 的 mRNA 表达显著上调；RPL、

RPH 和 5-ASA 治疗后能够显著下调 Claudin2 的 mRNA 表达，见表 6。免疫组化结果显示，各组小鼠

结肠组织 Muc2 和 Occludin 的蛋白表达与 mRNA 表达水平一致，见图 3、表 7。上述结果表明，白芷

多糖能够通过上调 UC 小鼠肠道紧密连接蛋白的表达，增加黏蛋白的分泌，从而促进肠黏膜屏障的修

复。 

表5 白芷多糖对溃疡性结肠炎小鼠血清FITC-dextran的影响（x±SEM，n=3） 

Table 5 Effect of Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides on serum FITC-dextran content in mice with ulcerative colitis（x±SEM，n=3） 

组别 剂量/mg·kg-1·d-1 FITC-dextran/μg·mL-1 

对照 - 1.269±0.026 

模型 - 2.909±0.4071） 

5-氨基水杨酸 100 2.708±0.400 

白芷多糖 200 0.966±0.3334） 

 400 1.177±0.0594） 
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表6 白芷多糖对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织Muc2、Occludin、Claudin2、ZO-1 mRNA表达水平的影响（x±SEM，n=6） 

Table 6 Effect of Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides on mRNA expression levels of  Muc2, Occludin, Claudin2 and ZO-1 in colon tissues of 

mice with ulcerative colitis（x±SEM，n=6） 

组别 剂量/mg·kg-1·d-1 Muc2 mRNA 水平 Occludin mRNA 水平 ZO-1  mRNA 水平 Claudin2 mRNA 水平 

对照 - 1.000±0.137 1.000±0.123 1.000±0.100 1.000±0.161 

模型 - 0.466±0.065 0.411±0.0552） 0.579±0.1222） 1.880±0.2851） 

5-氨基水杨酸 100 2.384±0.3175） 0.946±0.0855） 0.988±0.0536） 0.835±0.1265） 

白芷多糖 200 3.449±0.1116） 1.139±0.1306） 0.945±0.0285） 0.832±0.0556） 

 400 3.106±0.6186） 0.932±0.0845） 0.956±0.0695） 1.184±0.0714） 

 

图 3 白芷多糖对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织 Muc2、Occludin 蛋白表达水平的影响（x±SEM，n=6） 

Fig.3 Effect of Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides on protein expression levels of Muc2 and Occludin in colon tissues of mic e with 

ulcerative colitis（x±SEM，n=6） 

表7 白芷多糖对溃疡性结肠炎小鼠结肠组织Muc2、Occludin蛋白表达水平的影响（x±SEM，n=6） 

Table 7 Effect of Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides on protein expression levels of Muc2 and Occludin in colon tissues of mic e with 

ulcerative colitis（x±SEM，n=6） 

组别 剂量/mg·kg-1·d-1 Muc2 阳性相对表达 Occludin 阳性相对表达 

对照 - 0.149±0.024 0.270±0.022 

模型 - 0.054±0.0061） 0.120±0.0223） 

5-氨基水杨酸 100 0.129±0.0184） 0.224±0.0145） 

白芷多糖 200 0.140±0.0164） 0.252±0.0125） 

 400 0.131±0.0104） 0.207±0.0124） 

3.5白芷多糖对 UC小鼠肠道菌群结构的影响 

3.5.1菌群多样性分析 

选取对照组、DSS 组和白芷多糖低剂量组小鼠回盲瓣内容物进行 16S rRNA 高通量测序。Chao 指

数体现物种在群落中的丰富度，Faith 指数体现物种的谱系多样性，常被用于肠道菌群的 α 多样性评
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估。与对照组比较，DSS 组 Chao 指数和 Faith 指数显著降低；与 DSS 组比较，白芷多糖低剂量组

Chao 指数和 Faith 指数显著回调。基于 weighted_unifrac 距离算法绘制主坐标分析（ principal 

coordinates analysis，PCoA）图，研究各组样本之间菌群结构的差异（β 多样性）。结果显示，与对

照组相比，DSS 组小鼠肠道菌群结构发生变化，DSS 组分布偏离了对照组，而白芷多糖低剂量组分布

趋向于对照组，见图 4。上述结果表明，白芷多糖低剂量干预能够恢复  UC 小鼠肠道菌群失调，使

UC 小鼠肠道菌群 α 多样性和 β 多样性向对照组趋近。 

 

Ctrl. 对照组；DSS. 模型组；RP. 白芷多糖低剂量组（200 mg‧kg-1）（图 5 同） 

图 4 白芷多糖对溃疡性结肠炎小鼠肠道菌群多样性和组成的影响（x±SEM，n=6） 

Fig.4 Effect of Angelicae Dahuricae Radix polysaccharides on intestinal microbiota diversity and composition in ulcerative colitis mice（x±SEM，

n=6） 

3.5.2菌群组成分析 

在 科 水 平 上 ， 小 鼠 肠 道 菌 群 主 要 由 Erysipelotrichaceae 、 S24-7 、 Lachnospiraceae 、

Ruminococcaceae、Bifidobacteriaceae 等组成。在属水平上，小鼠肠道菌群主要由 Allobaculum、

Bifidobacterium、Bacteroides、Ruminococcus、Lactobacillus 等组成，见图 4。 

3.5.3菌群物种差异分析及 KEGG代谢通路分析 

依据平均丰度前 50 位的属的菌群数据绘制聚类热图。结果显示，与对照组相比，DSS 组

Bifidobacterium、Sutterella、Streptococcus、Allobaculum、Ochrobactrum、Streptomyces 等菌群的相对

丰度显著上调，Odoribacter、Coprococcus、Dorea、Oscillospira、Dehalobacterium 等菌群的相对丰度

显著下调。经过白芷多糖低剂量干预后，上述菌群丰度均得到了回调。对白芷多糖低剂量组与 DSS

组的差异物种进行 KEGG 代谢通路预测分析，结果显示，预测的 KEGG 二级代谢通路主要涉及氨基

酸代谢、碳水化合物代谢、辅因子和维生素代谢、萜类化合物、聚酮类化合物的代谢、脂类代谢和能

量代谢，见图 5。结果表明，白芷多糖低剂量干预 UC 小鼠能够使小鼠肠道菌群相对丰度向对照组趋

近，其作用机制可能涉及氨基酸代谢途径。 
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图 5 各组小鼠肠道菌群物种差异分析及 KEGG 代谢通路分析 

Fig.5 Species differences of intestinal microbiota and KEGG metabolic pathway analysis of mice in each group  

3.6白芷多糖对 UC小鼠粪便代谢谱的影响 

3.6.1  偏最小二乘判别分析（partial least squares discriminant analysis，PLS-DA） 

DSS 组与对照组的 PLS-DA 得分图完全分离，该模型 R2Y=0.997，Q2=0.799，表明模型预测能力

较好。为防止模型出现过拟合，进行 200 次置换检验对模型进行内部验证，R2 与 Q2 均与纵轴相交

（R2=0.974, Q2 =-0.760），且回归线斜率均大于 0。白芷多糖低剂量组与 DSS 组的 PLS-DA 得分图完

全分离，该模型 R2Y=0.985，Q2=0.168，200 次置换检验结果显示，R2 与 Q2 均与纵轴相交（R2=0.997, 

Q2=-0.110），且回归线斜率均大于 0，见图 6。上述结果表明该模型预测能力良好，没有出现过拟合

现象。 

 

图 6 各组间小鼠粪便代谢物的 PLS-DA 得分图及 200 次置换检验图 

Fig.6 PLS-DA score plots and 200 iterations permutations test of fecal metabolites of mice among groups  

3.6.2 差异代谢物鉴定 

根据 FC>1.50 或<0.67 且 P<0.05 的标准结合 VIP>1. 0 筛选差异代谢物，结果显示，各组小鼠

粪便中鉴定出 27 种差异代谢物，见表 8。为了直观地显示各组样本间代谢物变化的显著性，筛选潜

在的标志代谢物，将上述代谢物作热图，见中国知网本文增强出版附加材料。以上结果表明，白芷多

糖低剂量干预能够使 UC 小鼠粪便代谢物水平向对照组小鼠趋近。 

表8 粪便中差异代谢物的鉴定分析 

Table 8  Identification and analysis of differential metabolites in the feces  

代谢物 tR/min 分子式 离子模式 

DSS vs Ctrl   RP vs DSS 

VIP P FC VIP P FC 

methylpyrazine 2.02  C5H6N2 [M+H]+ 2.04 0.00 5.45 2.48 0.00 0.39 
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2-hydroxy-3-（2-hydroxyphenyl）
propanoic acid 

6.62  C9H10O4 [M‒H]‒ 1.94 0.00 6.97 2.03 0.02 0.52 

imidazolepropionic acid 2.02  C6H8N2O2 [M+H]+ 1.90 0.00 12.84 2.34 0.00 0.29 

5-aminopentanoate 1.64  C5H11NO2 [M+H]+ 1.93 0.00 5.12 1.80 0.05 0.44 

PC（20:4/20:4） 11.76  C48H80NO8P [M+H]+ 1.83 0.00 0.04 2.13 0.02 9.29 

5-methylpyrazine-2-carboxylic acid 2.01  C6H6N2O2 [M‒H]‒ 1.81 0.00 0.47 2.32 0.00 2.01 

3-amino-2,2-dimethylpropanoic 

acid 
1.41  C5H11NO2 [M+H]+ 1.74 0.00 5.91 2.23 0.01 0.31 

gibberellin A110 9.21  C20H28O5 [M‒H]‒ 1.80 0.00 0.41 1.96 0.03 1.98 

medicagenic acid 10.88  C30H46O6 [M‒H]‒ 1.65 0.00 4.72 1.98 0.02 0.38 

oryzalic acid A 10.71  C20H30O5 [M‒H]‒ 1.71 0.00 0.20 2.27 0.01 4.51 

ophthalmic acid 1.72  C11H19N3O6 [M+H]+ 1.66 0.00 8.85 1.93 0.03 0.27 

spermidine 1.12  C7H19N3 [M+H]+ 1.69 0.01 0.27 1.84 0.05 5.07 

3-methylpentanoylcarnitine 8.12  C13H25NO4 [M+H]+ 1.59 0.01 3.47 1.87 0.04 0.44 

3-methylnonanedioylcarnitine 8.13  C17H31NO6 [M+H]+ 1.60 0.01 11.49 2.12 0.01 0.16 

Oct-5-enedioylcarnitine 6.87  C15H25NO6 [2M+H]+ 1.60 0.01 26.46 1.96 0.03 0.21 

27-hydroxyisomangiferolic acid 12.67  C30H48O4 [M‒H]‒ 1.55 0.01 4.55 2.08 0.02 0.30 

maltotriose 1.47  C18H32O16 [M+Na]+ 1.56 0.01 0.26 1.94 0.03 7.00 

S-adenosylmethionine 1.38  C15H22N6O5S [M+H]+ 1.57 0.02 0.30 1.88 0.04 4.85 

Glu-CA 9.39  C29H47NO8 [M+H]+ 1.39 0.02 44.16 1.83 0.04 0.13 

acetylleucine 7.88  C8H15NO3 [M+H]+ 1.42 0.02 1.66 1.95 0.03 0.61 

GABA 1.35  C4H9NO2 [M+H]+ 1.45 0.02 1.76 2.11 0.01 0.50 

cellobiose 0.95  C12H22O11 [M‒H]‒ 1.41 0.02 0.37 2.16 0.01 3.37 

maltose 0.93  C12H22O11 [M+Cl]‒ 1.40 0.03 0.25 1.87 0.04 7.32 

asiatic acid 11.57  C30H48O5 [M+H‒H2O]+ 1.37 0.03 4.81 1.83 0.04 0.25 

ganolucidic acid E 11.64  C30H44O5 [M‒H2O‒H]‒ 1.35 0.03 6.16 1.80 0.05 0.23 

biliverdin 10.60  C33H34N4O6 [M+H]+ 1.42 0.03 4.74 1.86 0.04 0.27 

taurine 1.23  C2H7NO3S [M‒H+2Na]+ 1.29 0.04 1.91 1.89 0.03 0.46 

注：VIP.变量重要性投影；FC.差异倍数。 

3.6.3 代谢通路分析    

进一步对获得的差异代谢物进行 KEGG 通路分析，以 P<0.05 为标准筛选白芷多糖低剂量干预

UC 小鼠影响的代谢通路。结果显示，白芷多糖低剂量干预后影响最显著的 KEGG 二级代谢通路分类

分别为 氨基酸代谢、碳水化合物代谢，脂类代谢等。KEGG 三级代谢通路分析结果显示，精氨酸和
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脯氨酸代谢是白芷多糖低剂量干预后影响最显著的氨基酸代谢途径，见图 7。以上结果表明，白芷多

糖低剂量干预可能通过影响 UC 小鼠粪便精氨酸和脯氨酸代谢途径发挥治疗 UC 的作用。 

 

n 表示涉及相应代谢通路的差异代谢物数量；灰色框及中间的字母代表各 KEGG 二级代谢通路。 

图 7 差异代谢物所涉及的 KEGG 代谢通路 

Fig.7 KEGG metabolic pathways involved in differential metabolites 

3.6.4各组小鼠肠道差异菌群和差异氨基酸代谢物的相关性分析     

对筛选的差异菌属和精氨酸和脯氨酸相关代谢物进行 spearman 相关性层次聚类分析，见图 8。S-

腺苷甲硫氨酸（S-adenosylmethionine）及亚精胺（spermidine）与 Bifidobacterium、Ochrobactrum、

Streptococcus 相对丰度呈显著负相关。γ-氨基丁酸（GABA）与 Ochrobactrum 、Streptococcus 、

Sutterella、Allobaculum、Turicibacter 相对丰度呈显著正相关。 

 

图 8 小鼠肠道差异菌群和粪便差异代谢物的关联分析  

Fig.8 Correlation analysis between intestinal differential microbiota and fecal differential metabolites in mice  

4  讨论 

UC 是一种反复发作、易癌变的终生性、难治性消化病[16]。免疫抑制剂、生物制剂、新型小分子

药物以及微生态制剂的不断研发和推广为中重度、难治性 UC 患者提供了更多的治疗选择。尽管如

此，沙利度胺对胎儿有严重的致畸性，硫唑嘌呤起效慢且存在骨髓抑制的风险，生物制剂易增加患者

感染的风险，长期应用存在失应答可能，奥扎莫德初次使用常导致患慢型心律失常等[17]。药物不良反

应使治疗 UC 的各种药物的临床应用受到一定限制。 

中医认为 UC 当属“泄泻”“肠痈”“久痢”等病范畴。白芷因其消痈排脓、祛风止痛之功效，常被列

于 UC 的治疗方药，如治疗痰泻之炙肝散、消痈排脓之托里消毒散、托里透脓散等[18]。本课题组前期

研究结果表明，中药白芷能够改善 UC 小鼠结肠炎症，增加杯状细胞数量，维持肠黏膜屏障完整

性[19]。天然多糖因其安全有效的特点，有望被开发为治疗 UC 的替代药物，但 RP 对 UC 小鼠的治疗

作用及相关机制尚不明确。 

采用 2.5%的 DSS 溶液自由饮用 7 d 是目前常用的诱导小鼠 UC 模型的方法[20]。本文通过构建 UC

小鼠模型，研究 RP 干预对 UC 小鼠一般症状及结肠炎症的影响。实验结果表明，与对照组相比，

DSS 组小鼠体质量显著下降，腹泻和血便明显，DAI 评分显著升高，结肠长度明显缩短。镜下结果显

示，DSS 组小鼠结肠组织存在明显充血水肿，隐窝结构紊乱，伴有大量炎症细胞浸润，说明造模成

功。RP 和 5-ASA 干预能够显著减少 UC 小鼠体质量下降和结肠缩短，降低 DAI 评分，并改善 UC 小

鼠病理损伤。不仅如此，RP 和 5-ASA 干预显著减少了 UC 小鼠结肠组织 IL-1β、TNF-α 等炎症因子的
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表达，表明 RP 和 5-ASA 干预可以显著缓解 UC 小鼠一般症状和结肠炎症。整体而言，RPL 组疗效优

于 RPH 组，RP 组的疗效优于 5-ASA 组。 

完整的肠黏膜屏障系统能够有效防止肠腔中的病原菌和有害物质接触和刺激肠上皮细胞，并维持

机体内环境稳态。粘蛋白减少、黏液层变薄、紧密连接蛋白表达下调、肠上皮细胞功能障碍、结构破

坏或固有层大量炎症细胞浸润均可导致肠黏膜屏障破坏，肠道免疫稳态失调，诱发或加重 UC[21]。研

究表明，活动期 UC 患者结肠组织杯状细胞数量显著下调，粘液层核心成分 Muc2 分泌减少，紧密连

接蛋白表达下调，肠黏膜通透性增加[22-24]。因此，维持肠黏膜屏障完整性，促进黏膜愈合在 UC 的治

疗中至关重要。本实验结果显示，RP 和 5-ASA 干预能够促进 UC 小鼠肠上皮细胞 Muc2 分泌，显著

上调 Occludin 蛋白表达水平，并降低结肠通透性，提示 RP 和 5-ASA 干预对 UC 小鼠肠黏膜屏障具有

保护作用。 

肠道菌群紊乱参与 UC 的发生发展。研究表明，UC 患者的肠道菌群 α 多样性较健康对照组显著

降低[25]。本实验结果显示，DSS 组的 α 多样性指数 Chao 指数及 Faith 指数较对照组显著降低，而 RP

低剂量干预能够显著上调 Chao 指数及 Faith 指数，与先前的研究结果一致。进一步分析对照组、DSS

组、RPL 组 3 组小鼠之间的差异物种，结果显示，与对照组相比，DSS 组小鼠 Bifidobacterium、

Sutterella、Streptococcus 、Allobaculum、Ochrobactrum、Streptomyces 等菌群的相对丰度显著上调，

而 Odoribacter 、Coprococcus 、Dorea、Oscillospira、Dehalobacterium 等菌群的相对丰度显著下

调。 RP 低剂量干预能够回调相关菌群的相对丰度。研究表明， Sutterella、 Streptococcus 、

Allobaculum、Ochrobactrum、Streptomyces 等菌群丰度在 UC 患者或小鼠中显著上调，被认为是结肠

炎恶化的潜在因素[26-30]。Odoribacter 、Coprococcus 、Dorea、Oscillospira、Dehalobacterium 等通常

被认为是肠道有益菌，并能缓解结肠炎症 [31-34]。进一步对差异物种进行 KEGG 富集分析，预测的

KEGG 二级代谢通路主要涉及氨基酸代谢。以上研究结果表明 RP 低剂量干预能够调节肠道菌群结

构，抑制致病菌的生长，促进有益菌的增殖，进而缓解 UC。 

肠道菌群广泛参与宿主氨基酸代谢，影响宿主免疫平衡和肠黏膜完整性[35]。粪便非靶代谢组学结

果显示，RP 低剂量干预能够显著影响 UC 小鼠血清代谢谱。对 RP 干预后的差异代谢物进行 KEGG

富集分析，结果显示氨基酸代谢是差异最显著的代谢途径，包括精氨酸和脯氨酸代谢、丙氨酸、天冬

氨酸和谷氨酸代谢、β-丙氨酸代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢等。其中，精氨酸和脯氨酸代谢是 RP 低

剂量干预后差异最显著的氨基酸代谢途径，涉及的相关代谢物有 5-氨基戊酸乙酯、S-腺苷甲硫氨酸、

亚精胺、γ-氨基丁酸等。 

研究表明，S-腺苷甲硫氨酸和亚精胺能够缓解 UC 小鼠结肠炎症[36-37]。而 γ-氨基丁酸能够增强小

鼠对 DSS 诱导的结肠炎的易感性[38]。本研究结果显示，RP 低剂量组能够通过影响小鼠粪便精氨酸和

脯氨酸代谢改善 UC，表现为显著上调 UC 小鼠粪便 S-腺苷甲硫氨酸和亚精胺的浓度，同时显著下调

γ-氨基丁酸的浓度。表明白芷多糖低剂量干预可以恢复 UC 小鼠精氨酸和脯氨酸代谢平衡。 

进一步分析 RP 低剂量干预后的差异肠道菌属与精氨酸和脯氨酸代谢相关代谢物的相关性，结果

显示，S-腺苷甲硫氨酸和亚精胺与 Ochrobactrum、Streptococcus 等有害菌的相对丰度呈显著负相关，

而 γ-氨基丁酸与 Ochrobactrum、Streptococcus 等有害菌的相对丰度呈显著正相关。上述结果表明 RP

能够恢复 UC 小鼠肠道菌群结构，下调肠道有害菌相对丰度，调节粪便精氨酸和脯氨酸代谢，进而缓

解 UC。 

综上所述，RP 能够通过抑制结肠炎症，促进肠黏膜屏障修复缓解 UC。其机制可能是通过增加肠

道菌群多样性，抑制 Ochrobactrum、Streptococcus 等有害菌增殖，调节精氨酸和脯氨酸代谢实现的。

本研究提示 RP 是一种安全、有效的替代药物，为 RP 的开发利用及 UC 的治疗提供了实验依据。 
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