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摘要：目的 从代谢组学及肠道菌群角度探讨葛根芩连汤干预胰岛素抵抗（IR）大鼠肠道代谢紊乱的作用机

制。方法 将雄性 SD 大鼠随机分成正常组、模型组及葛根芩连汤低、中、高剂量（1.65、4.96、14.86 g·kg-1）组。

采用高脂饲料喂养 12 周建立 IR 大鼠模型；模型复制成功后，连续灌胃给药 16 周，每天 1 次，同时继续以高

脂饲料喂养。给药结束后，采用超高效液相色谱-串联四级杆-飞行时间质谱（UHPLC/Q-TOF-MS）结合多元分

析的代谢组学技术对大鼠的粪便样品进行代谢轮廓分析，分析各组大鼠粪便内源性代谢物的变化，鉴定潜在

的生物标记物并进行生物学意义分析。对粪便样品进行 16S rRNA V3~V4 区域测序，通过两部分模型（Two-
part model）对生物标记物与肠道菌群进行关联性分析。结果 筛选和鉴定出 5 个潜在生物标记物：咪唑丙酸、

吲哚丙烯酸、二十碳四烯酸、二十四碳六烯酸及十二烷二酸；与模型组比较，葛根芩连汤低剂量组的十二烷

二酸含量明显增加（P＜0.05），二十四碳六烯酸含量明显减少（P＜0.05）。肠道菌群关联分析结果显示，二十碳

四烯酸和十二烷二酸共关联到 5 个肠道菌群操作分类单元（OTU），涉及到的肠道菌群为厚壁菌门和拟杆菌门，

其中厚壁菌门消化链球菌科 Romboutsia 属为二者所共有，其余 OTU 为十二烷二酸特有；另外 3 个生物标记物

未关联到相关肠道菌群。结论 葛根芩连汤对高脂诱导的 IR 大鼠的预防作用可能与其改善肠道中内源性代谢

物及相关肠道菌群的水平，恢复体内正常代谢活动有关。
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Study on Fecal Metabolic Mechanism and Related Flora of Gegen Qin Lian Decoction in Rats with
Insulin Resistance
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ZHANG Qiyun1，2，3， JIANG Li1，2，3， LIU Haiyun1，XU Guoliang1，2，3（1. Research Center for Differentiation and
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Abstract：Objective To investigate the mechanism of Gegen Qin Lian decoction on intestinal metabolic disorder in
insulin resistance（IR）rats from the perspectives of metabonomics and intestinal microflora. Methods Male SD rats
were randomly divided into normal control group，model group and low，medium and high dose groups of Gegen Qin
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糖尿病是以胰岛素抵抗（IR）、高血糖为主要特征

的一种慢性代谢性疾病，由于 IR 阶段是发展为 2 型

糖尿病（T2DM）的可逆阶段 [1]，在此阶段进行有效干

预可以降低糖尿病的患病率。研究[2-4]表明，肠道菌

群参与了 T2DM 的发病过程，IR 与肠道菌群的改变

密切相关。因此，探究肠道代谢及相关菌群对预防

T2DM 的发生发展具有重要意义。葛根芩连汤源自张

仲景的《伤寒论》，由葛根、黄芩、黄连、甘草 4 味

中药组成，有清热燥湿功效，主治协热下利。随着

对葛根芩连汤药理与临床研究的不断深入，其被广

泛应用于 T2DM 的临床治疗[5-6]。研究[7]发现，葛根芩

连汤的降糖作用可以改变肠道微生物群的结构，通

过增加体内粪便杆菌等有益菌的数量来改善 T2DM。

代谢组学已广泛应用于探究中药及其复方对疾病

的作用机制[8]。与血液代谢组比较，粪便能更有效反

映出肠道菌群在肠道内的状态和其对药物、食物等

的代谢信息，粪便代谢组能检测到约 68%的肠道代

谢物[9-10]，为更好地探究药物在肠道中的代谢情况提

供途径。本课题组前期研究[11]表明，葛根芩连汤对高

脂饮食诱导的 IR 大鼠具有降低血糖、血脂的作用，

葛根芩连汤低剂量（1.65 g·kg-1）具有预防 T2DM 的作

用。但其通过调节肠道菌群及肠道代谢来预防 IR 大

鼠向糖尿病发生发展的作用机制尚不明确。因此，

本研究拟采用超高效液相色谱-串联四级杆-飞行时

间质谱（UHPLC/Q-TOF-MS）技术，继续对正常组、

IR 组（模型组）及葛根芩连汤低剂量组大鼠粪便中的

内源性代谢物进行分析鉴定，同时分析生物标记物

相关联的肠道菌群，以阐明葛根芩连汤低剂量干预

IR 大鼠肠道代谢紊乱的作用机制。

1 材料与方法
1.1 动物 4～5 周龄雄性 SD 大鼠 48 只，SPF 级，

体质量（180±200）g，由江西中医药大学实验动物科

技中心提供，实验动物生产许可证号：SCXK（湘）

2018-0003，动物质量合格证号：201810085。饲养

条件：室温为（22±2）℃，相对湿度为 40%~60%，自

由摄食、饮水。

1.2 药物及试剂 葛根（批号：180124）、黄芩（批

号：171215）、黄连（批号：180131）、灸甘草（批

号：171214），均购自江西江中中药饮片有限公司，

符合《中华人民共和国药典》标准。高脂饲料（批

号：D12492，由 60%脂肪、20%蛋白质和 20%糖类

组成）、普通饲料（批号：GB14924），均购自上海帆

泊生物技术有限公司。粪便 DNA 提取试剂盒，德国

Qiagen 公 司 ， 批 号 ： 160033067。 甲 醇（批 号 ：

10910907738）、乙腈（批号：SHBK4873），均购自德

国 Merck 公司；甲酸，美国 DikmaPure 公司，批号：

2119758。

Lian decoction（1.65，4.96，14.86 g·kg- 1）. IR model was established by feeding high fat for 12 weeks. After the
model was successfully replicated，drugs were administered intragastrically once a day for 16 consecutive weeks，
while the high fat diet was continued. After administration， the fecal profiles of rats were analyzed by UHPLC-Q-
TOF-MS， the changes of endogenous metabolites in feces of rats in each group were analyzed to identify potential
biomarkers and explore their biological significance. DNA of fecal samples were sequenced at 16S rRNA V3-V4
region，and the Two-part model was used to analyze relationship between biomarkers and intestinal flora. Results
After screening， 5 potential biomarkers including imidazole propionic acid， indole acrylic acid， eicosatetraenoic
acid， docosahexaenoic acid， and dodecanedioic acid，were identified. Compared with IR group， the content of
dodecanedioic acid in the low-dose Gegen Qin Lian decoction group was significantly increased（P＜0.05），and the
content of eicosapentaenoic acid was significantly decreased（P＜0.05）. The association analysis of gut microbiota
showed that eicosatetraenoic acid and dodecanedioic acid were associated with five operating taxonomic units（OTU）
of gut microbiota belonged to Firmicutes and Bacteroidetes； of which the Peptostreptococcaceae（Romboutsia） that
belonged to Firmicutes is shared by both and the remaining OTUs were endemic to the dodecanedioic acid. The other
3 biomarkers were not associated with the relevant intestinal microflora. Conclusion The preventive effect of Gegen
Qin Lian decoction on high-fat-induced IR rats may function by improving the levels of endogenous metabolites and
regulating related intestinal flora in the intestine，thereby restoring normal metabolic activities in vivo.

Keywords：Insulin resistance；Gegen Qin Lian decoction；metabonomics；mechanism；gut microbiota；rats
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葛根芩连汤的制备[12]：按照葛根∶黄芩∶黄连∶

炙甘草的质量比为 8∶3∶3∶2 称取药材，加 8 倍量

水浸泡 30 min；加热至沸腾后改用文火煎煮 40 min，
趁热用纱布滤过；滤液浓缩至 1.485 g·mL-1（按生药

量计算）；取部分浓缩液稀释至 0.496、0.165 g·mL-1

后，冷却分装，于 4 ℃冰箱保存，备用。

1.3 主要仪器 1290-G6538 型超高效液相色谱-四级

杆-飞行时间串联质谱仪，美国 Agilent 公司；SL8R
型台式高速冷冻离心机，德国 Thermo Fisher 科技公

司；罗氏 Modularp800 型生化仪，德国罗氏公司；

GENO 2010 型高通量冷冻组织研磨仪，美国 SPEX
SamplePrep 公司；Nanodrop-2000 型核酸蛋白测定

仪，美国 Thermo Fisher 科技公司；ChemiDocXRS+型
化学发光凝胶成像系统，美国 Bio-Rad 公司；HiSeq
2500 型测序平台，美国 Illumina 公司。

1.4 分组、模型复制及给药 [11] 将 48 只雄性大鼠适

应性喂养 1 周后，按体质量随机分为正常组（8 只）和

高脂造模组（40 只）。正常组给予普通饲料，高脂造

模组给予高脂饲料，连续喂养 12 周以复制 IR 模型

（成模率 80%）。模型复制成功后，将 IR 模型大鼠随

机分为模型组及葛根芩连汤低、中、高剂量组，每

组 8 只，并继续给予高脂饲料喂养。葛根芩连汤

低、中、高剂量组分别按照 1.65、4.96、14.86 g·kg-1

剂量灌胃给药，每天 1 次，给药体积为 10 mL·kg-1，

连续给药干预 16 周。正常组、模型组灌胃等量蒸

馏水。

造模后（分组前）及给药后，检测大鼠空腹血糖

（FPG）及空腹胰岛素（FINS）水平，并计算 IR 指数，

结果见前期研究[11]。分组前与正常组比较，造模组大

鼠的 IR 指数明显升高（P＜0.05），空腹血糖值无明显

变化（P＞0.05），表明高脂造模大鼠尚未出现空腹血

糖异常情况，处于糖尿病前期 IR 阶段，IR 模型复制

成功。给药 16 周后，与正常组比较，模型组大鼠的

空腹血糖与 IR 指数均明显上升（P＜0.05， P＜

0.01）。与模型组比较，葛根芩连汤低剂量组大鼠的

空腹血糖与 IR 指数均明显下降（P＜0.05， P＜

0.01），葛根芩连汤中剂量组大鼠仅 IR 指数下降（P＜

0.01），葛根芩连汤高剂量组大鼠的空腹血糖、IR 指

数均无明显变化（P＞0.05）。结果表明，低剂量

（1.65 g·kg-1）葛根芩连汤能够在干预 IR 的同时起到

预防 T2DM 的作用。因此，基于本研究目的，后续

实验选择葛根芩连汤低剂量组进行代谢组学分析。

1.5 粪便样品的收集及预处理[13] 给药结束后，收集

各组大鼠粪便，-80 ℃保存备用。检测前在 4 ℃下解

冻粪便样品，称取粪便 80 mg 于 1.5 mL EP 管中；

加入超纯水 200 μL，高速震荡 20 s， 4 ℃下以

14 000 r·min-1（离心半径为 8.5 cm）离心 15 min，取

上清液于 1.5 mL EP 管中；加入 200 μL 乙腈于沉

淀，重复上一步操作后，在沉淀中加入 200 μL 甲

醇，收集 3 次上清液置于同一 EP 管内；4 ℃下

以 16 000 r·min-1（离心半径为 8.5 cm）离心 15 min，
0.22 μm有机滤膜过滤，取上清液供UHPLC/Q-TOF-MS
检测分析。

1.6 粪便 DNA 16S rRNA 测序及质控 参考相关研

究[14]方法，采用粪便 DNA 提取试剂盒提取粪便中的

肠道菌群基因组 DNA，利用核酸蛋白测定仪检测肠

道菌群基因组 DNA 的浓度和纯度，并用 1%琼脂糖

凝胶检测完整性；通过 Illumina HiSeq 2500 型测序平

台对 16S rRNA 基因的 V3～V4 区域进行测序，将测

序得到的原始 Reads 对序列质量进行质控和过滤，再

提取其丰度值进行后续关联分析。

1.7 样品分析 采用 UHPLC/Q-TOF-MS 技术建立粪

便代谢组学检测方法。色谱条件：色谱柱为

ZORBAX Extend-C18 柱（2.1 mm×100 mm，3.5 μm）；

流动相为 0.1%甲酸水（A）-0.1%甲酸乙腈（B），正/负
离子模式下的梯度洗脱程序见表 1；柱温：35 ℃，

样品室温度：4 ℃，流速：0.4 mL·min-1，进样量 4 μL。
表 1 正/负离子模式下的梯度洗脱条件

Table 1 Gradient elution conditions under positive/negative ion
modes
扫描模式

正离子模式

负离子模式

时间/min
0
2
5

11
12
25
26
27
0
2
3

27
28
29

A 相/%
98
91
65
46
33
0

98
98
98
92
80
0

98
98

B 相/%
2
9

35
54
67

100
2
2
2
8

20
100

2
2

质谱条件：离子源为电喷雾电离子源（ESI）；采

用正、负离子扫描模式测定，毛细管电压（Capillary
voltage）分别为 4 000 V、3 500 V；喷雾室压力为

241.3 kPa；碎片电压（Fragmentor）为 120 V；锥孔电
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压为 60 V；干燥气温度为 350 ℃，流速为 10 L·min-1；

扫描方式为 Full Scan，扫描范围为 m/z 50～1 200。
本实验通过对照组、模型组和葛根芩连汤低剂量组

大鼠粪便样品配制成质控（Quality control，QC）样

品，质谱检测分析过程中采用 QC 样品进行检测，监

控 QC 样品的峰保留时间和峰面积，重复性良好。

1.8 统计学处理方法及代谢组学数据分析 采用

Graphpad prism 6.0 软件进行数据统计分析，计量资

料以均数±标准差（x ± s）表示；多组间比较采用单因

素方差分析（One-way ANOVA），组间比较采用 t 检

验；以 P＜0.05 为差异具有统计学意义。

采用 Profinder（Ver B.06.0）软件对所有采集数据

进行非靶向分子特征提取，得到包含化合物保留时

间（RT）、质荷比（m/z）及峰面积（Area）的 cef 格式文

件；采用 MPP（Mass Profiler Professional）软件对化合

物进行主成分分析（PCA），筛选 Fold change＞2 且

P＜0.05（t 检验）的潜在标记物；采用 Metlin 数据库对

潜在的生物标记物进行匹配，进一步结合 HMDB 数

据库进行分子式及二级质谱数据的碎片信息比对，

最终鉴定各潜在的生物标记物。考察分析各组潜在

生物标记物的回调情况，找出葛根芩连汤干预 IR 大

鼠后具有回调作用的生物标记物，作为葛根芩连汤

干预 IR 作用机制的特异性生物标记物。

1.9 肠道菌群 OTU 与生物标记物的关联分析 [15] 采

用两部分模型（Two-part model）相关性分析方法对肠

道菌群操作分类单位（OTU）与内源性生物标记物 2 组

变量进行关联分析。利用 R 语言中的“Plyr”包获得

与生物标记物有关的菌群，根据 Z 分布计算 Z 得

分。若 Z 为正值，则为正相关，反之则为负相关。

2 结果
2.1 葛根芩连汤干预 T2DM 前期 IR 大鼠的粪便代谢

组学分析

2.1.1 粪便代谢轮廓分析及方法稳定性考察 大鼠粪

便 QC 样品在正、负离子模式下的 UHPLC/Q-TOF-
MS 总离子流图见图 1。正、负离子模式质控样本的

稳定性见表 2、表 3，在所有质控样本质谱数据中随

机选择 6 个峰，比较保留时间和峰面积，其相对标

准偏差分别为＜0.32%、＜3.72%。结果表明，该方

法精确性和重现性良好，检测系统相对稳定，各组

大鼠粪便样品的总离子流图轮廓基本相似，但峰响

应值存在差异。

图 1 大鼠粪便的正、负离子模式总离子流图

Figure 1 Total ion chromatograms of rat faeces under positive and negative ion mode
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43.753.53.2532.752.52.2521.751.51.2510.750.50.250 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 13.5 14 14.5 15 15.5 16 16.5 17 17.5 18 18.5 19 19.5 20 20.5 21 21.5 22 22.5 23 23.5 24 24.5 25 25.5 26 26.5 27 27.5 28 28.5

表 2 正离子模式质控样本的稳定性分析

Table 2 Stability of quality control samples under positive ion mode
峰号

1
2
3
4
5
6

m/z 值
102.091 5
149.059 3
243.096 5
289.214 8
319.161 8
357.276 8

保留时间（RT）/min
25.99
10.45
6.19
8.75
5.19

14.16

RSD RT /%
0.26
0.15
0.09
0.14
0.16
0.05

峰面积（Area）
31 536.33
24 764.50

670 503.83
20 967.83
74 456.33

142 106.00

RSDArea /%
3.71
2.86
2.16
3.60
2.22
2.09

表 3 负离子模式质控样本的稳定性分析

Table 3 Stability of quality control samples under negative ion mode
峰号

1
2
3
4
5
6

m/z 值
116.035 2
135.030 3
187.097 4
249.149 8
271.226 1
295.227 6

保留时间（RT）/min
1.13
0.66
5.04

12.89
21.50
17.64

RSD RT /%
0.28
0.31
0.09
0.13
0.14
0.28

峰面积（Area）
27 207.33

201 529.33
170 674.83
206 580.00
46 040.17
36 276.83

RSDArea /%
2.91
2.89
3.08
2.17
2.76
1.25

A. 正离子模式

B. 负离子模式
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2.1.2 粪便样本主成分分析 结果见图 2。从各组大

鼠粪便样本的主成分分析结果可见，正常组、模型组

及葛根芩连汤低剂量组 3 组之间差异明显，组内聚集

情况良好，葛根芩连汤低剂量组有向正常组靠近的趋

势。结果表明，葛根芩连汤低剂量有促进 IR 模型大

鼠肠道中的小分子代谢物恢复至正常状态的趋势。

图 2 各组大鼠粪便样本的主成分分析结果

Figure 2 Results of PCA of rats' faeces in different groups

正常组

模型组

葛根芩连汤低剂量组

A. 正离子模式 B. 负离子模式

2.1.3 潜在代谢标记物的筛选及鉴定 通过 MPP 软件

分析，将满足 P＜0.05，FC（Fold change）＞2，VIP＞1
的变量 List 导出至 Excel 表格，结合二级质谱（MS/
MS）信息与 HMDB、Metelin 等数据库进行匹配。以

保留时间为 0.589 min、m/z 值为 141.064 2的化合物为

例：通过分子特征提取，得到[M+H]+（m/z 141.064 2），

分子式 C6H8N2O2 在 MassHunter 中得分值较高，在

MS/MS 图谱中主要有 m/z 70.063 6、m/z 81.043 7、m/z
95.059 2、m/z 114.087 5、m/z 123.053 6 的碎片离

子；通过 HMDB 数据库匹配后，确定与内源性代谢

物咪唑丙酸标准化合物图谱最为吻合，对应数据库

m/z 70.065 7、 m/z 81.045 3、 m/z 95.013 3、 m/z
114.055 5、m/z 123.055 8。因此保留时间为 0.589 min、
m/z 值为 141.064 2 的化合物最终被鉴定为咪唑丙

酸，结果见图 3。
利用上述方法最终鉴定出 5 个生物标记物，其在

各组中的相对含量采用峰面积表示，结果见表 4。结

果显示，与正常组比较，模型组大鼠粪便中的咪唑

表 4 葛根芩连汤对胰岛素抵抗大鼠粪便中关键生物标记物的影响（x ± s，n=8）
Table 4 Effects of Gegen Qin Lian decoction on key biomarkers of IR rats（x ± s，n=8）
模式

正离子模式

负离子模式

生物标记物

咪唑丙酸

吲哚丙烯酸

二十碳四烯酸

二十四碳六烯酸

十二烷二酸

峰面积/（×106）

正常组

0.05 ± 0.03
1.60 ± 0.48
0.10 ± 0.02
4.93 ± 2.63
0.41 ± 0.16

模型组

0.33 ± 0.26*

2.22 ± 0.47*

0.33 ± 0.16**

9.96 ± 4.16*

0.07 ± 0.04**

造模后变化趋势

↑*

↑*

↑**

↑*

↓**

葛根芩连汤低剂量组

0.22 ± 0.18
2.05 ± 0.54
0.26 ± 0.07
4.58 ± 2.98#

0.25 ± 0.19#

给药后调节趋势

↓
↓
↓
↓#

↑#

注：与正常组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05。↑表示上调，↓表示下调

图 3 咪唑丙酸的二级质谱图

Figure 3 MS spectrum of imidazolpropionic acid

Cpd 7：0.589: +ESI 产物离子（0.589 min）Frag=175.0V CID@20.0（141.0642[z=1] -> **）20v.d×104

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0

计数与质荷比（m/z）
50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150

55.053 6 63.021 7 70.063 6 81.043 7

84.079 4

90.044 2

95.059 2

101.023 9 108.042 1 114.087 5 123.053 6 132.046 5 144.100 4

141.064 2
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丙酸、吲哚丙烯酸、二十碳四烯酸、二十四碳六烯

酸含量明显上升，十二烷二酸含量明显下降，差异

均有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）；给药 16 周

后，葛根芩连汤低剂量能使大鼠肠道中与 IR 相关的

内源性代谢物均呈良好回调趋势，与模型组比较，

其中二十四碳六烯酸明显下调，十二烷二酸明显上

调，差异均有统计学意义（P＜0.05）。
2.2 肠道菌群与生物标记物的关联分析 结果见

表 5。共鉴定得到 1 个与二十碳四烯酸显著相关的肠

道菌群 OTU：OTU1001，注释到厚壁菌门消化链球

菌科 Romboutsia 属。共鉴定得到 5 个与十二烷二酸

显著相关的肠道菌群 OTU：OTU1001、OTU1183、
OTU1075、OTU1403 及 OTU1164，除与 OTU1001 呈

正相关外，其余 OTU 均呈负相关，OTU1001 为二十

碳四烯酸和十二烷二酸所共同关联，十二烷二酸涉

及到的肠道菌群为厚壁菌门和拟杆菌门。其余 3 个

生物标记物未注释到相关联的肠道菌群。

关联生物标记物

二十碳四烯酸

十二烷二酸

十二烷二酸

十二烷二酸

十二烷二酸

十二烷二酸

OTU ID
OTU1001
OTU1001
OTU1183
OTU1075
OTU1403
OTU1164

相关性系数

-1.05
1.43

-0.08
-0.26
-2.24
-3.56

注释结果

厚壁菌门消化链球菌科 Romboutsia 属

厚壁菌门消化链球菌科 Romboutsia 属

厚壁菌门瘤胃菌科 Ruminiclostridium_9 属

厚壁菌门瘤胃菌科 Ruminococcaceae_UCG-014 属

拟杆菌门拟杆菌科 Bacteroides 属 Bacteroides_cellulosilyticus 种

拟杆菌门拟杆菌科 Bacteroides 属 Bacteroides_acidifaciens 种

功能

与空腹血糖、胰岛素和高密度脂蛋白呈负相关；与总胆固

醇、甘油三酯和低密度脂蛋白呈正相关[16]

降解多糖，通过产生乙酸和丁酸等发挥抗炎作用[17-18]

改善代谢紊乱[19]

与胰岛素抵抗及血脂异常呈负相关[20-24]

调节胰岛素敏感性、糖耐量异常及能量代谢、抗炎、抗免

疫及维持肠道稳态[25-27]

表 5 葛根芩连汤干预胰岛素抵抗大鼠的关键生物标记物关联肠道菌群操作分类单位（OTU）注释

Table 5 Intervention of Gegen Qin Lian decoction on key biomarkers associated intestinal flora OTU in IR rats

3 讨论
本研究通过检测大鼠空腹血糖（FPG）及空腹胰岛

素（FINS）水平，并计算胰岛素抵抗（IR）指数，表明

高脂饲料喂养大鼠可成功建立 IR 大鼠模型，且葛根

芩连汤低剂量（1.65 g·kg-1）能够在干预 IR 的同时起

到预防 2 型糖尿病（T2DM）的作用。本课题组前期研

究 [11]基于 UHPLC/Q-TOF-MS 方法对葛根芩连汤干

预 IR 大鼠进行了血清代谢组学分析，表明葛根芩连

汤可能通过调节马尿酸、12-去氧胆酸、3-Oxo-4，
6-choladienoic acid 和溶血磷脂酰胆碱等关键靶点，

干预胆汁酸代谢、磷脂代谢以及肠道菌群代谢等途

径，达到预防 T2DM 的目的。

本研究进一步通过粪便代谢组学分析发现，IR
模型大鼠粪便中有 5 个内源性代谢物的含量发生明

显变化，而葛根芩连汤低剂量可使之呈现良好的回

调趋势。通过 16S rRNA 高通量测序技术对各组大鼠

的粪便样品进行测序，基于 Two-part model 分析方

法，对肠道菌群与生物标记物进行关联性分析，结

果显示二十碳四烯酸和十二烷二酸能够关联到相关的

肠道菌群，分别为厚壁菌门消化链球菌科 Romboutsia

属 ； 厚 壁 菌 门 瘤 胃 菌 科 Ruminiclostridium_9 属 、

Ruminococcaceae_UCG-014 属；拟杆菌门拟杆菌科

Bacteroides属 Bacteroides_cellulosilyticus种、Bacteroides_

acidifaciens 种。提示葛根芩连汤低剂量可能是通过调

节内源性代谢物的含量及相关的肠道菌群来预防

T2DM 的发生发展。

咪唑丙酸在体内参与组氨酸代谢[28]。肠道中存在

多种含有尿刊酸还原酶（UrdA）的细菌，组氨酸在

UrdA 的作用下生成咪唑丙酸。肠道代谢紊乱时，咪

唑丙酸的含量升高，引起哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）超活化，触发其下游的靶分子核糖体蛋白 S6
激酶（S6K）的负反馈通路，抑制胰岛素受体底物蛋白

（IRS）的表达，加速了 IR 的发生[29-30]，咪唑丙酸的含

量与 IR 的发生发展存在密切关系 [31-32]。本研究中，

IR 模型组大鼠的粪便中咪唑丙酸含量升高，葛根芩

连汤低剂量组大鼠体内的咪唑丙酸含量呈回调趋

势，可能与肠道菌群的恢复存在一定关系。

吲哚丙烯酸（IA）在体内参与色氨酸代谢，是色氨

酸在消化链球菌作用下生成的肠道代谢产物，能够

起到保护肠道上皮屏障的作用，还可通过刺激巨噬

细胞产生白细胞介素 10（IL- 10）来发挥抗炎作

用[33-35]。本研究中，IR 模型组大鼠粪便中的吲哚丙烯

酸含量升高，葛根芩连汤低剂量组大鼠体内的吲哚

丙烯酸含量呈回调趋势，表明葛根芩连汤可通过肠

道菌群来影响色氨酸的代谢。

二十碳四烯酸和二十四碳六烯酸都属于 n-3 多

不 饱 和 脂 肪 酸（n-3PUFAs）。 肥 胖 时 服 用 含 有

n-3PUFAs 的食物可以有效改善葡萄糖和脂质代

谢[36]；Caesar 等[37]发现，含有 n-3PUFAs 的食物可以

增加小鼠体内有益菌的数量，从而减轻 IR 和炎性反
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应。本研究中，IR 模型组大鼠粪便中的二十碳四烯

酸、二十四碳六烯酸含量升高，葛根芩连汤低剂量

能够使大鼠体内二十碳四烯酸、二十四碳六烯酸含

量呈回调趋势，表明葛根芩连汤能够调节 n-3PUFAs
的含量，从而改善 IR。

十二烷二酸（C-12）属于直链二羧酸家族。在

T2DM 患者体内，C-12 能够促进骨骼肌组织中甘油

三酯的水解和肝脏中糖原的转化，还可以降低血

糖、血脂及改善 IR，也可作为一种肠内或肠外的营

养物质发挥治疗 T2DM 的作用[38-40]。本研究中，IR 模

型组大鼠粪便内的 C-12 含量下降，而葛根芩连汤低

剂量可以调节其含量。肠道菌群关联结果显示，与

C-12 相关联的菌群为厚壁菌门和拟杆菌门。

OTU1001注释到厚壁菌门消化链球菌科 Romboutsia

属，作为二十碳四烯酸和十二烷二酸的共有菌群，

与二十碳四烯酸呈负相关，与十二烷二酸呈正相

关。Romboutsia 是梭菌属中新提出的属种，在体内最

终代谢为乙酸盐和甲酸盐[41-42]。乙酸属于短链脂肪酸

（SCFA）的一种，在肠腔内产生的乙酸盐通过门静脉

流入血液和肝脏，在肝脏中可以促进脂质和胆固醇

的合成，但乙酸盐和脂质代谢之间的具体关系仍存

在争议[43]。近年来研究[16]表明，Romboutsia 的丰度与

FPG、FINS 水平和高密度脂蛋白（HLD-C）之间呈负相

关，与总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）和低密度脂蛋

白（LDL-C）呈正相关，在 T2DM 大鼠体内 Romboutsia

丰度明显增加。OTU1183 和 OTU1075 来自厚壁菌门

瘤胃菌科，在属水平上分别注释为 Ruminiclostridium_9
和 Ruminococcaceae_UCG-014，与 C-12 呈负相关。

厚壁菌在肠道内对体内的营养物质进行消化并维持

宿主的健康，同时也是短链脂肪酸的产生菌群。

Ruminiclostridium_9 通过酶复合物来降解多糖，也

能生成乙酸和丁酸等物质来发挥抗炎作用 [17-18]。

Ruminococcaceae_UCG-014 的丰度与高脂饮食密切相

关 ， 高 脂 饮 食 诱 导 的 高 甘 油 三 酯 大 鼠 体 内

Ruminococcaceae_UCG-014 的丰度明显降低 [19]，提示

Ruminiclostridium 家族可能是代谢改变的关键因素。

拟杆菌在肠道内的丰度与肥胖的发生发展密切相

关 [44]。OTU1403 在种水平上注释到 Bacteroides_cellu⁃

losilyticus，与 C-12 呈负相关。与 Ruminiclostridium_9
作用相似，Bacteroides_cellulosilyticus 也可以分解纤维

素，通过摄入高水溶性黏性纤维膳食诱导肠道中

Bacteroides_cellulosilyticus 的生长，增加胃肠道纤维的

凝胶形成能力，延迟胃排空和抑制葡萄糖及胆固醇

吸收，最终代谢为乙酸盐、丙酸盐和琥珀酸盐 [20-23]。

Bacteroides_cellulosilyticus 的丰度与 IR 及血脂异常呈

负相关[24]。OTU1164 在种水平上注释为 Bacteroides_

acidifaciens（BA），与 C-12 呈负相关。Bacteroides_

acidifaciens 是从小鼠盲肠中分离的一种细菌，在体内

发挥有益菌的作用，如调节胰岛素敏感性、糖耐量

异常、脂质代谢、抗炎及能量代谢等[25-27]。给予低剂

量葛根芩连汤后，Romboutsia 与二十碳四烯酸的变化

趋势相反，与十二烷二酸变化趋势一致；Ruminiclos⁃

tridium_9、Ruminococcaceae_UCG-014、Bacteroides_

cellulosilyticus 及 Bacteroides_acidifaciens 与十二烷二

酸变化趋势相反。结果表明葛根芩连汤可能是通过

影响厚壁菌和拟杆菌的丰度来调节内源性代谢物的

变化，具体机制有待进一步证实。

综上所述，本研究应用 UHPLC/Q-TOF-MS 及

16S rRNA 高通量测序技术，分析了 IR 大鼠及葛根芩

连汤干预后大鼠肠道内源性代谢物及相关菌群的变

化，共鉴定出 5 个生物标记物与 IR 密切相关，表明

葛根芩连汤可能通过有效调节脂肪酸类物质及厚壁

菌门和拟杆菌门的肠道菌群水平来改善 IR 和脂质代

谢。葛根芩连汤对 IR 大鼠肠道代谢紊乱具有调节作

用，这为从肠道内源性代谢物及肠道微生态角度探

讨葛根芩连汤的作用机制提供了依据。
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