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摘要:目的 探讨粪菌移植对骨质疏松症的改善作用,以及大鼠肠道菌群对青娥丸生、盐品中主要化学成分的代谢作用。方

法 将36只SD大鼠随机分为6组,假手术组、模型组、仙灵骨葆胶囊治疗组(阳性药组)、青娥丸生品粪菌移植治疗组(青娥

丸生品移植组)、青娥丸盐品粪菌移植治疗组(青娥丸盐品移植组)以及益生菌组。采用去除双侧卵巢法制备大鼠骨质疏松症

模型。青娥丸生、盐品移植组自造模6周后开始分别给予相应的粪菌液(每100g体质量给予2mL),对照组和模型组给予等

体积生理盐水,益生菌组给予乳酸杆菌菌液1mL。给药8周后,采用 Micro􀆼CT检测大鼠骨密度(BMD);通过ELISA法检测

大鼠血清雌二醇(E2)、骨钙素(BGP)、碱性磷酸酶(BAP)和抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)的含量以及炎症因子IL􀆼17、IL􀆼6和

TNF􀆼α的水平;采用三点弯曲试验法检测大鼠股骨力学指标的变化;采用GC􀆼MS技术测定大鼠肠道内容物中乙酸、丙酸和丁

酸的含量。体外实验将青娥丸生、盐品分别与大鼠肠道菌群共孵育,采用UHPLC􀆼Q􀆼TOF/MS技术对共孵育样品中青娥丸主

要成分的原型和代谢产物进行检测与分析,并推测其代谢途径。结果 与假手术组相比,骨质疏松模型组大鼠表现为BMD
降低(P<0.001),血清中E2 水平降低(P<0.001),BGP、BAP、TRAP水平升高(P<0.001),骨力学参数中最大载荷、最大挠

度和刚度降低(P<0.05,P<0.01,P<0.001),血清中IL􀆼17、IL􀆼6和TNF􀆼α水平升高(P<0.001),肠道内容物中乙酸、丙酸

和丁酸含量降低(P<0.01,P<0.001)。与模型组相比,青娥丸生、盐品移植组上述指标均有不同程度的改变,趋于假手术组

水平,但青娥丸生、盐品移植组之间各指标无显著性差异。体外共孵育实验结果表明,青娥丸方中4种主要原型成分在经肠道

菌群代谢后共产生14种代谢产物,其中主要代谢产物为肠二醇、肠内酯、补骨脂素和异补骨脂素等,而青娥丸生、盐品共孵育

样品的代谢产物之间无显著差异。结论 青娥丸可通过肠道菌群减少大鼠血清中炎症因子的产生,增加大鼠肠道中短链脂

肪酸的含量,改善大鼠骨质疏松;大鼠肠道菌群能够影响青娥丸方中主要成分的代谢。肠道菌群是青娥丸治疗骨质疏松症的

靶点,青娥丸和肠道菌群之间相互作用可能是青娥丸改善骨质疏松症的机制之一。
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  绝经后骨质疏松症(PMO)是一种常见疾病,约

50%妇女绝经后会出现骨质疏松。近年来,肠道微

生态与骨代谢的关系已成为医学研究的热点,肠道

菌群与骨质疏松症发生发展有关[1]。益生菌可通过

调节宿主肠道菌群,降低炎症因子的表达水平,促进

钙的吸收等多种途径来改善骨质代谢[2􀆼4]。
课题组前期研究发现,青娥丸对去卵巢引起的

大鼠骨质疏松症具有良好的治疗效果,且由盐杜仲、
盐补骨脂组方的青娥丸(青娥丸盐品)具有更强的抗

骨质疏松作用[5]。课题组研究还发现,PMO发生

时出现益生菌数量减少、肠道菌群丰度改变等肠道

微生态变化,而青娥丸能调节去卵巢大鼠的肠道菌

群丰度趋于假手术组,并与短链脂肪酸的改变及炎

症因子的降低相关,但具体机制尚不明确。粪菌移

植通过将供菌体粪便中的菌群经口服方式移植给接

收体,使得接收体肠道内细菌组成以及丰度改变,并
接近于供菌体[6]。采用粪菌移植实验,能够将青娥

丸改善的肠道菌群移植给骨质疏松模型大鼠,验证

肠道菌群是否为青娥丸发挥抗骨质疏松作用的靶点

之一。此外,青娥丸中的部分化学成分也可能通过

肠道菌群发生脱氢、脱羟基、脱糖基等反应,转化成

不同的代谢产物,发挥抗骨质疏松作用[7]。
本文通过粪菌移植和肠道菌群共孵育实验探讨

青娥丸与大鼠肠道菌群的相互作用,为青娥丸通过

肠道菌群途径发挥抗骨质疏松作用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

青娥丸由盐杜仲、盐补骨脂、炒核桃仁、蒸大蒜

4味中药组成,杜仲饮片购于北京本草方源药业科

技有限公司(四川成都,批号:18010􀆼1);补骨脂饮片

购于北京本草方源药业科技有限公司(河南商丘,批

号:18050􀆼1);雌二醇(E2)、骨钙素(BGP)、骨特异性

碱性磷酸酶(BAP)、抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)、

IL􀆼17、TNF􀆼α、IL􀆼6
 

ELISA检测试剂盒均购自上海

酶 联 生 物 科 技 有 限 公 司 (批 号:20210111A,

20210108A,20210106A,20210106A,20210106A,

20210106A,20210108A);鼠李糖乳杆菌(Lactobac-
cillus

 

rhamnosum)购于南京乐诊有限公司(批号:

20042501);LB培养基购自青岛高科技工业园海博

生物技术有限公司(批号:20191029);仙灵骨葆胶囊

购于贵州同济堂制药有限公司(批号:181125)。

1.2 仪器

Micro􀆼CT(Skyscan
 

1176,比 利 时 Bruker公

司);生物力学测试仪(Acumen3,美国 MTS公司);
厌氧培 养 箱(AW200SG,英 国 Electrotek公 司);

Genespeed
 

1536离心机(基因有限公司);UHPLC􀆼
Q􀆼TOF/MS质谱联用系统:超高效液相色谱系统

(30AD,日 本 Shimadzu公 司),Q􀆼TOF􀆼MS/MS
 

5600+质谱仪(ESI离子源,美国AB
 

Sciex公司)。

1.3 实验动物

雌性SD大鼠48只,3月龄,由南京青龙山实验

动物中心提供,合格证号:SCXK(苏)􀆼2018􀆼0049。
实验前将大鼠置于SPF级恒温(20~24℃)、恒湿

(45%~60%)的环境控制室中,按标准光照/暗循环

12h/12h,连续7d。实验获得了南京中医药大学动

物伦理委员会的批准(批准号:202006A005)。

1.4 青娥丸给药样品的制备

1.4.1 杜仲不同炮制样品的制备 生杜仲:刮去残

留粗皮,洗净,切块或丝,干燥。盐杜仲:取净杜仲丝

或块,用盐水拌匀,闷润,待盐水被吸尽后,置锅内,
中火加热,炒至丝断,表面焦黑色,取出放凉,每

100kg净杜仲用食盐2kg。
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1.4.2 补骨脂不同炮制样品的制备 生补骨脂:簸
净杂质,洗净,晒干。盐补骨脂:取净补骨脂用盐水

拌匀,微润,置锅内用文火炒至微鼓起,取出,晾干。
每100kg净补骨脂用食盐2kg。

1.4.3 青娥丸生品制备 取生杜仲480g,生补骨

脂240g,炒核桃仁150g,大蒜120g。将大蒜蒸熟,
干燥后与杜仲以及补骨脂粉碎成细粉,然后过筛,再
将核桃仁捣烂,与以上粉末共研,过筛混匀,每100g
粉末加炼蜜50g制成大蜜丸。

1.4.4 青娥丸盐品制备 取盐杜仲480g,盐补骨

脂240g,炒核桃仁150g,大蒜120g,制备方法同

“1.4.3”。

1.4.5 青娥丸样品的提取 分别取青娥丸生、盐品

样品各800g,粉碎,加入8倍量95%乙醇,加热回

流提取2次,每次1h;醇提后过滤得到药渣,再加入

8倍量的水,加热回流提取2次,每次1h;合并4次

提取液浓缩,药液最终浓度为0.6g/mL。

1.5 青娥丸生、盐品给药大鼠粪菌移植菌液和益生

菌菌液的制备

另取12只SD大鼠,每天上午10点分别给予

大鼠(n=6)青娥丸生、盐品3.0g/(kg·d),然后于

次日上午8点通过腹部挤压法,采集新鲜粪便各

100mg,用 1 mL 灭 菌 PBS 溶 解,涡 旋 混 匀,

3000r/min离心10min,取上层清液,即为菌液。
每日现用现配。将鼠李糖乳杆菌冻干粉稀释至1×
109

 

CFU/mL分装,放置于4℃冰箱备用。

1.6 动物造模以及给药方法

36只SD大鼠随机分为假手术组,模型组,阳性

药组,青娥丸生、盐品移植组,益生菌组,每组6只。
适应性喂养1周后进行戊巴比妥(40mg/kg)腹腔

麻醉。去卵巢大鼠通过背部切口切除双侧卵巢,假
手术大鼠切除同等质量的脂肪组织。术后5周,称
取氨苄青霉素1g,甲硝唑1g,万古霉素0.5g以及

硫酸新霉素0.5g,加入1L双蒸水中,充分混匀制

备抗生素水。青娥丸生、盐品移植组分别给予抗生

素水5d,随后给予正常水3d,用于制造低菌鼠模

型[5]。从第6周开始,青娥丸生、盐品移植组分别灌

胃相应的粪菌移植菌液,每100g大鼠灌胃2mL,
过程如图1所示。阳性药组给予仙灵骨葆胶囊

0.6g/(kg·d),模型组与假手术组给予等量生理盐

水,益生菌组每天给予制备的乳酸杆菌1mL,各组

每日给药1次,持续8周。

图1 粪菌移植组给药示意图

1.7 大鼠粪便、血清以及组织样本的收集

各组大鼠连续给药8周后,腹主动脉取血,室温

静置1h后,4500r/min离心5min,取上清,并立即

-80℃保存。动物处死后,剥离双侧股骨,其中左

侧股骨用生理盐水浸泡过的纱布包裹,4℃保存,右
侧股骨用4%中性福尔马林溶液固定。每只大鼠取

肠道内容物于EP管中,-80℃冰箱保存。

1.8 大鼠骨微结构和骨密度(BMD)检测

将大鼠右侧股骨样本独立固定,使用 Micro􀆼CT
对股 骨 远 端 进 行 扫 描,扫 描 条 件 设 置 为:电 压

65kV,电流385μA,扫描层厚度18μm。扫描数据

导入NRecon
 

v1.6.3进行三维重建,使用CTAn和

CTvol软件进行分析,获得BMD参数。

1.9 大鼠骨生物力学检测

取大鼠左侧股骨,使用游标卡尺测量股骨的长

度并确定中点位置。使用夹具将标本固定在生物力

学测试仪上,直至股骨出现断裂为实验终点。根据

参数得载荷􀆼位移曲线,计算最大负荷、最大挠度和

刚度3项参数。

1.10 大鼠血清E2、BGP、BAP和TRAP水平检测

将大鼠血清样品从冰箱取出,于4℃解冻。根

据说明书使用E2、BGP、BAP和TRAP
 

ELISA试剂

盒进行检测。

1.11 大鼠肠道内容物中乙酸、丁酸、丙酸含量检测

取大鼠肠道内容物100mg,参照文献[8]制备及

检测。在水、丙醇和吡啶(8∶3∶2)的反应系统中,
加入氯甲酸丙酯100μL,用正己烷两步萃取法提

取。采 用 Agilent
 

HP􀆼5
 

ms(1901s􀆼433)柱

(0.25mm×30m×0.25μm)分离,分离比为50∶
1。电离能为70eV,源温度为230℃,四极杆温度为

150 ℃。入 口 温 度 设 置 为 250 ℃。溶 剂 延 迟

1.5min后,得到 GC􀆼MS数据,MS扫描范围m/z
 

40~550。

1.12 大鼠血清IL􀆼17、IL􀆼6和TNF􀆼α水平检测

将大鼠血清样品从冰箱取出,于4℃解冻。根

据说明书使用IL􀆼17、IL􀆼6和TNF􀆼α
 

ELISA试剂盒
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进行检测。

1.13 青娥丸生、盐品浸膏的制备

分别精密称取青娥丸生、盐品各50.00g,用8
倍量水(400mL)浸泡30min,武火煮沸,文火保持

微沸1h,4层纱布过滤药液,加热回流提取2次,水
提后药渣再加8倍量的95%乙醇,加热回流提取2
次,每次1h;合并4次提取液,浓缩至1g/mL,再倒

入蒸发皿中水浴蒸至干浸膏,-20℃保存。

1.14 青娥丸与大鼠肠道菌离体共培养

取正常大鼠粪便适量,配制粪菌液后,再以1∶
10的比例用LB培养基对肠道菌上清液进行稀释,
混悬3min[9]。青娥丸生、盐品浸膏用60%乙醇溶

解分别制成0.03g/mL的青娥丸浸膏复溶液。于

灭菌后的离心管中接种入980μL肠道菌液,平行3
份。其中2份加入20μL青娥丸生、盐品浸膏复溶

液,分别作为药物与肠道菌共孵育组,另1份作为肠

道菌空白组。取青娥丸生、盐品浸膏复溶液加入到

LB培养液中,作为药物空白组。各组均轻轻吹打均

匀,于37℃厌氧培养箱中共同孵育72h。孵育后,
以体积比1∶1加入甲醇终止反应,涡旋2min,

12000r/min离心10min,取上清,利用真空浓缩仪

将其溶液挥干,残渣加入1mL
 

60%甲醇溶解,涡旋

2min,以12000r/min离心10min,取上清,进样

UHPLC􀆼Q􀆼TOF/MS分析。

1.15 UHPLC􀆼Q􀆼TOF/MS分析条件

色谱柱:Waters
 

C18 反相色谱柱(2.1mm×
100mm,1.7μm),流动相为0.1%甲酸水(A)􀆼乙腈

(B),梯度洗脱程序:0~2min,5%B;2~5min,

5%~20%B;5~7min,20%~24%B;7~8min,

24%~36%B;8~10min,36% ~45%B;10~
16min,45%~58%B;16~21min,58%~85%B;

21~25min,85%~100%B。柱温为30℃,流速为

0.3mL/min,进样量为2μL。
质谱扫描分别于正、负离子模式下进行。喷雾

辅 助 气 体:雾 化 气 (Gas1):55psi(1psi=
6.896kPa);辅助加热器(Gas2):55psi;气帘气:

35psi。离 子 源 温 度:550 ℃;离 子 喷 雾 电 压

(ISVF):+4500V/-4500V;去簇电压(DP):+
60V/-60V;碰 撞 能 量(CE):+35V/-35V;

TOF􀆼MS扫描范围:100~2000Da;Production
 

MS
扫描范围:50~1500Da。

1.16 数据分析

1.16.1 统计学方法 应用SPSS17.0统计软件。
计量资料以􀭺x±s表示。符合正态分布并且方差

齐,则进行单因素方差分析;不符合正态分布或方差

不齐,进行非参数检验。P<0.05为差异有统计学

意义。

1.16.2 代 谢 产 物 鉴 定 通 过 Chemicalbook、

SciFinder数据库下载各有效成分的 mol文件,建立

包含化学成分的名称、分子式和 mol结构式等信息

的青娥丸有效成分化学成分库。将质谱数据导入

PeakView1.2中,对化学成分进行匹配鉴别。将质

谱数据导入 Metabolitepilot
 

2.0.4中,处理过程分

为初步筛选代谢产物和进一步确认代谢产物。

2 结果

2.1 青娥丸生、盐品移植组大鼠的骨小梁结构及

BMD测定结果

如图2所示,与假手术组比较,模型组骨小梁稀

疏,骨小梁微结构受损。与模型组相比,各治疗组骨

小梁数目增加,但未能完全使受损的骨小梁微结构

恢复至假手术组的水平。给药8周后,与假手术组

比较,模型组BMD明显减少(P<0.001);与模型组

相比,青娥丸生、盐品移植组和益生菌组BMD均能

显著增加(P<0.05,P<0.01)。

注:与假手术组比较,***P<0.001;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。􀭺x±s,n=6。

图2 青娥丸生、盐品移植组大鼠的骨小梁结构和BMD
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2.2 青娥丸生、盐品移植组大鼠血清指标的测定结

果

如图3所示,给药8周后,与假手术组比较,模
型组大鼠血清E2 的含量明显减少(P<0.001);与
模型组相比,青娥丸生、盐品移植组和益生菌组大鼠

血清E2 含量明显增加(P<0.05,P<0.01,P<

0.001)。与 假 手 术 组 比 较,模 型 组 大 鼠 血 清 的

TRAP、BAP和BGP含量均明显增加(P<0.001);
与模型组比较,青娥丸生、盐品移植组和益生菌组大

鼠血清中的TRAP、BAP和BGP含量均显著降低

(P<0.05,P<0.001,P<0.01)。

注:与假手术组比较,***P<0.001;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01,###P<0.001。􀭺x±s,n=6。

图3 青娥丸生、盐品移植组大鼠血清E2、TRAP、BAP、BGP的水平

2.3 青娥丸生、盐品移植组大鼠骨力学指标分析结

果

如表1所示,与假手术组相比,模型组大鼠股骨

的最大载荷、最大挠度和刚度均显著降低(P<
0.05,P<0.01,P<0.001);与模型组相比,青娥丸

生品移植组大鼠股骨的最大载荷和刚度显著增加

(P<0.01,P<0.001),青娥丸盐品移植组和益生

菌组大鼠股骨的最大载荷、最大挠度和刚度均显著

增加(P<0.05,P<0.01,P<0.001)。

2.4 青娥丸生、盐品移植组大鼠肠道内容物中短链

脂肪酸含量的测定结果

如图4所示,与假手术组比,模型组大鼠肠道内

容物中乙酸、丙酸和丁酸含量均显著降低(P<
0.001,P<0.01);与模型组相比,青娥丸生品移植

组大鼠肠道内容物中丙酸和丁酸含量显著升高

(P<0.01,P<0.05),青娥丸盐品移植组和益生菌

组大鼠肠道内容物中乙酸、丙酸和丁酸含量均升高

(P<0.05,P<0.01)。
表1 青娥丸生、盐品粪菌移植组大鼠骨力学指标(􀭺x±s,n=6)

组别
最大载荷/

N

最大挠度/

mm

刚度/

(N·mm-1)
假手术组 133.33±10.46 0.75±0.10 0.28±0.03
模型组 96.17±14.41***0.59±0.08* 0.21±0.04**

阳性药组 127.00±5.66### 0.69±0.05# 0.26±0.02#

生品移植组 130.67±7.23### 0.66±0.03 0.27±0.01##

盐品移植组 129.17±4.71### 0.76±0.10##0.27±0.04#

益生菌组 123.33±8.91## 0.70±0.06# 0.27±0.02##

 注:与假手术组比较,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001;与

模型组比较,#P<0.05,##P<0.01,###P<0.001。

注:与假手术组比较,**P<0.01,***P<0.001;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01。􀭺x±s,n=6。

图4 青娥丸生、盐品移植组大鼠肠道内容物中乙酸、丙酸、丁酸含量

2.5 青娥丸生、盐品移植组大鼠血清炎症指标的测

定结果

如图5所示,与假手术组相比,模型组大鼠血清

IL􀆼17、IL􀆼6和TNF􀆼α水平显著升高(P<0.001);

与模型组相比,青娥丸生、盐品移植组和益生菌组大

鼠血清IL􀆼17、IL􀆼6和TNF􀆼α水平均显著降低(P<
0.05,P<0.01,P<0.001)。
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注:与假手术组比较,***P<0.001;与模型组比较,#P<0.05,##P<0.01,###P<0.001。􀭺x±s,n=6。

图5 青娥丸生、盐品移植组大鼠血清TNF􀆼α、IL􀆼6、IL􀆼17水平

2.6 UHPLC􀆼Q􀆼TOF/MS基准峰色谱图

正、负离子模式下肠道菌空白组、药物空白组和

生、盐品青娥丸与肠道菌共孵育组的 UHPLC􀆼Q􀆼
TOF/MS总离子流图见图6~7。

图6 正离子模式下各实验组UHPLC􀆼Q􀆼TOF/MS基准峰色谱图

图7 负离子模式下各实验组UHPLC􀆼Q􀆼TOF/MS基准峰色谱图

2.7 青娥丸主要有效成分的代谢产物分析结果

通过查阅单体有效成分肠道菌代谢相关文献,
结合课题组前期青娥丸盐炙前后有效成分含量变化

的研究结果,选取4种有效成分评价青娥丸生、盐品

肠道菌代谢的差异,包括环烯醚萜类(京尼平苷),苯
丙素类(松脂醇二葡萄糖苷),香豆素类(补骨脂苷和

异补骨脂苷)。根据对照品保留时间,特征碎片峰及

精确质量数的变化鉴定4种有效成分在肠道菌孵育

液中的代谢过程,其主要代谢途径如图8~10。主

要代谢产物鉴定结果如表2所示,共发现14种代谢

产物,其中主要的代谢产物为植物雌激素肠二醇、肠

内酯、补骨脂素和异补骨脂素,青娥丸生品和盐品在

代谢产物种类上相同。

3 讨论

发生PMO的主要原因是机体的雌激素水平降

低,导致破骨细胞与成骨细胞的动态平衡被打破,破
骨细胞的数量与活性增强,从而导致骨量的减少,形
成骨质疏松。仙灵骨葆胶囊对于绝经后骨质疏松症

的治疗有良好的临床疗效[10],也有大量文献将其用

作治疗绝经后骨质疏松症的阳性药[11]。血清E2 的

含量反映了体内雌激素的水平,大鼠摘除双侧卵巢

后,体内E2 水平显著降低,表明去卵巢手术成功。
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Micro􀆼CT可以通过三维视角反映骨小梁形态结构,
得到的骨小梁三维图像可直观反映骨小梁状态。

BMD测定作为临床评价骨脆性的常用方法,对于评

估骨折危险具有重要意义。
表2 青娥丸有效成分体外肠道菌代谢物分析结果

No.
保留时间/

min
分子式

理论

质量数

实测

质量数
误差 二级碎片 代谢物鉴定

PDG 5.89 C32H42O16 681.2400 681.2406 0.9 681.2638,519.1866,357.1338,151.0416 松脂醇二葡萄糖苷

PDG􀆼M1 9.47 C20H22O6 357.1344 357.1341 0.9 357.1341,151.0389 松脂酚

PDG􀆼M2 8.36 C20H26O6 361.1657 361.1667 2.9 331.1662,313.1409,179.0705,165.0556 开环异落叶松树脂酚

PDG􀆼M3 5.72 C18H22O6 333.1344 333.1350 1.9 303.1287,167.0701,135.0452,123.0479 肠二醇+2OH
PDG􀆼M4 8.31 C18H22O5 317.1395 317.1396 0.5 271.1964,121.0659,119.0498,107.0521 肠二醇+OH
PDG􀆼M5 9.05 C18H22O4 301.1445 301.1442 -1.0 271.1328,133.0648,107.0502 肠二醇

PDG􀆼M6 10.17 C18H18O4 297.1132 297.1138 1.8 253.1223,189.0859,121.0653,107.0515 肠内酯

PDG􀆼M7 7.89 C18H18O6 329.1031 329.1046 4.7 285.1140,135.0821,107.1051 肠内酯+2OH
PDG􀆼M8 8.52 C18H18O5 313.1082 313.1096 4.7 268.1293,189.0556,135.0433,123.0449 肠内酯+OH
PDG􀆼M9 8.92 C18H18O5 313.1082 313.1096 4.7 268.1293,189.0556,135.0433,107.0533 肠内酯+OH
JNPG 5.73 C17H24O10 387.1297 387.1291 -1.5 355.1109,225.0773,207.0653,101.0249 京尼平苷

JNPG􀆼M1 6.54 C11H14O5 225.0769 225.0772 1.4 207.0657,123.0461,105.0363,101.0263 京尼平

C􀆼1 6.05 C17H18O9 365.0878 365.0875 -0.9 203.0340,159.0450,130.0422 补骨脂苷

C􀆼M1 10.02 C11H6O3 187.0388 187.0391 0.7 187.0391,143.0501,131.0507,115.0561 补骨脂素

C􀆼M2 8.93 C11H10O4 207.0652 207.0651 -0.4 189.0560,161.0607,147.0447,133.0627 补骨脂素+2H+H2O
C􀆼2 6.17 C17H18O9 365.0878 365.0870 -2.1 203.0339,159.0448 异补骨脂苷

C􀆼M3 10.23 C11H6O3 187.0389 187.0391 0.1 187.0390,143.0501,131.0507,115.0561 异补骨脂素

C􀆼M4 9.21 C11H10O4 207.0652 207.0654 0.8 189.0561,161.0647,147.0443,133.0653 异补骨脂素+2H+H2O

图8 松脂醇二葡萄糖苷在大鼠肠道菌中可能的代谢途径

图9 京尼平苷在大鼠肠道菌中可能的代谢途径

图10 补骨脂苷和异补骨脂苷在大鼠肠道菌中可能的代谢途径

骨代谢主要由破骨细胞介导的骨吸收和成骨细

胞介导的骨形成构成,骨代谢可及时反映机体内骨

转换状态以及骨代谢、骨重建的变化[12]。BAP与

BGP是反映成骨细胞活性的重要指标,女性绝经后

骨合成速率较对照组明显增快,
 

符合“高转换型”骨
代谢特点[13]。TRAP是反映破骨细胞活性的重要

指标。骨生物力学指标可以提供更多有关骨力学性

质的信息,是一种直接的测试手段。本实验测定并

分析了青娥丸粪菌移植之后大鼠BMD,血清E2、

BAP、BGP、TRAP含量以及股骨生物力学参数,发
现粪菌移植后,大鼠BMD升高,PMO 得到改善。
但青娥丸生、盐品移植组之间无显著性差异,说明肠

道菌群是青娥丸抗大鼠骨质疏松的作用靶点之一,
但盐炙不能通过肠道菌群途径来增强大鼠抗骨质疏

松症作用。

PMO发生后会使肠道微生态紊乱,使具有降

解黏蛋白能力的细菌丰度增加,黏蛋白减少,则细菌

更多地黏附到肠上皮细胞,使肠上皮细胞上的模式
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识别受体发出信号,激活 NF􀆼κB通路。上皮细胞

NF􀆼κB活化增加促炎细胞因子,如TNF􀆼α,IL􀆼1和

INF􀆼γ等破坏肠道屏障[14],肠道通透性增加,导致

肠道菌群中的有害菌以及影响骨质疏松的有害代谢

物进入机体,进一步引发免疫应答,生成大量以

TNF􀆼α为主的促破骨细胞生成因子,TNF􀆼α诱导核

因子κB受体活化因子配体(RANKL)和巨噬细胞

集落刺激因子(M􀆼CSF),并下调骨保护素,最终促

进破骨细胞的激活和骨吸收[15]。短链脂肪酸可增

加紧密连接蛋白(Occludin)的表达,从而保护肠道

屏障,减少上述反应[16]。因此,本实验检测了粪菌

移植后血清炎症标志物水平的变化,结果显示青娥

丸生、盐品粪菌移植均可降低大鼠血清中TNF􀆼α、

IL􀆼17和IL􀆼6水平。同时实验发现青娥丸生、盐品

粪菌移植可增加肠道内容物内短链脂肪酸的含量。
因此,减少炎症因子的产生,增加短链脂肪酸的含量

可能是青娥丸通过肠道菌群改善骨质疏松症的机制

之一。
通过青娥丸与大鼠肠道菌体外共孵育实验,利

用UHPLC􀆼Q􀆼TOF/MS法对其4种原型有效成分

代谢产物进行检测和分析,发现青娥丸主要代谢产

物为植物雌激素肠二醇、肠内酯、补骨脂素和异补骨

脂素等。植物雌激素化学结构与雌激素类似,可以

通过雌激素受体影响骨重建。补骨脂素通过上调成

骨细胞特异性标志基因(包括BGP和骨唾液蛋白)
的表达,增强BAP的活性,激活骨形态发生蛋白信

号,以剂量依赖的方式促进成骨分化[17]。异补骨脂

素可调控骨质疏松大鼠骨组织 Runx2/MMP13信

号通路实现骨保护作用[18],还可通过激活成骨细胞

的生物学活性改善骨代谢[19]。因此,青娥丸通过肠

道菌群代谢产生治疗骨质疏松症的代谢产物,可能

也是青娥丸通过肠道菌群改善骨质疏松症的机制之

一。
本文从肠道微生物与中药复方相互作用的角度

探讨了青娥丸是通过多靶点、多途径治疗骨质疏松

症,而肠道菌群是其治疗骨质疏松症的靶点之一。
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