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• 实验研究 • 

基于 16S rRNA 技术分析金乌健骨胶囊对胶原诱导关节炎模型大鼠肠道菌
群的影响 
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摘  要：目的  基于 16S rRNA 技术研究金乌健骨胶囊对胶原诱导关节炎模型大鼠肠道菌群的影响，并探讨其作用机

制。方法  将 24 只 Wistar 大鼠随机分为 6 组，分别为对照组，模型组，金乌健骨胶囊 0.225、0.450、1.350 g/kg 组及甲氨蝶

呤（0.001 g/kg）组，每组 4 只。除对照组外，其余各组大鼠制备胶原诱导关节炎模型后 ig 相应药物，给药期间观察大鼠一

般状态并收集大鼠粪便，连续 ig 4 周后处死大鼠。苏木精–伊红（HE）染色观察各组大鼠关节滑膜及结肠组织病理变化情

况，提取粪便基因组 DNA，利用 Illumina Miseq 测序平台对样本 16S rRNA 进行测序，对测序结果进行生物信息学分析。结

果  与模型组大鼠相比，金乌健骨胶囊 1.350 g/kg 组和甲氨蝶呤组关节炎指数评分显著降低（P＜0.05、0.01）。6 组样本间

Chao、observed species、Shannon、Simpson 指数没有统计学差异。肠道菌群组成及结构差异分析显示，与对照组相比，模型

组普雷沃菌属 Prevotella Shan and Collins 和螺旋杆菌属 Helicobacter Gest and Favinger 的相对丰度均增高（P＜0.05），毛螺菌

属_NK4A136_group （Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_group）的相对丰度降低（P＜0.05）。与模型组相比，金乌健

骨胶囊 0.225 g/kg 组 Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_group 的相对丰度显著增高（P＜0.01）；金乌健骨胶囊 0.450 g/kg

组 Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_group 的相对丰度增高（P＜0.05），Prevotella Shan and Collins 和 Helicobacter Gest 

and Favinger 的相对丰度降低（P＜0.05）。结论 金乌健骨胶囊可能是通过调节肠道菌群的结构组成而发挥治疗类风湿关节炎

的作用。 
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Effect of Jinwu Jiangu Capsules on intestinal flora of collagen-induced arthritis 

model rats was analyzed based on 16S rRNA technology 

LI Hu-fan1, 2, ZHONG Qin2, MA Wu-kai2, HUANG Ying2, ZHU Dan2, CHEN Chang-ming2 

1. Guizhou University of Traditional Chinese Medicine, Guiyang 550002, China 

2. Department of Rheumatology and Immunology, The 2nd Affiliated Hospital of Guizhou University of Traditional Chinese 

Medicine, Guiyang 550001, China 

Abstract: Objective  To study the effects of Jinwu Jiangu Capsules on intestinal microflora of collagen-induced arthritis model rats 

based on 16S rRNA technology, and discuss the mechanism of action. Methods  A total of 24 Wistar rats were randomly divided into 

6 groups: control group, model group, Jinwu Jiangu Capsules 0.225, 0.450, 1.350 g/kg group, and methotrexate (0.001 g/kg) group, 

with 4 rats in each group. Except the control group, the other groups were given relevant drugs intragastrically after the preparation of 

collagen-induced arthritis model. During the administration, the general state of the rats was observed and the feces of the rats were  
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collected, and the rats were sacrificed after continuous ig for 4 weeks. The histopathological changes in joint synovium and colon were 

observed by HE staining. Genome DNA of fecal specimens were extracted and the 16S rRNA were sequenced by Illumina Miseq 

platform. Sequencing results were analyzed by bioinformatics methodology. Results  Compared with model group, the arthritis index 

scores of Jinwu Jiangu Capsules 1.350 g/kg group and methotrexate group were significantly decreased (P < 0.05, 0.01). There was no 

statistical difference in Chao, observed species, Shannon, and Simpson indexes among the 6 groups of samples. The analysis of 

intestinal flora composition and structure showed that compared with the control group, the relative abundance of Prevotella Shan and 

Collins and Helicobacter Gest and Favinger in the model group was increased (P < 0.05). The relative abundance of the Lachnospira 

Bryant and Small_NK4A136_group was decreased (P < 0.05). Compared with model group, the relative abundance of Lachnospira 

Bryant and Small_NK4A136_group in Jinwu Jiangu Capsules 0.225 g/kg group was significantly increased (P < 0.01). Compared with 

model group, the relative abundance of Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_group in Jinwu Jiangu Capsules 0.450 g/kg group 

were increased (P < 0.05), while the relative abundance of Prevotella Shan and Collins and Helicobacter Gest and Favinger was 

decreased (P < 0.05). Conclusions  Jinwu Jiangu Capsules may play a role in treatment of rheumatoid arthritis by regulating the 

structural composition of intestinal flora. 

Key words: Jinwu Jiangu Capsules; 16S rRNA technology; rheumatoid arthritis; intestinal microflora; Prevotella Shan and Collins; 

Helicobacter Gest and Favinger; Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_group 

. 

类风湿关节炎发病机制复杂，包括遗传因素、

环境因素及免疫功能紊乱等，其中肠道菌群失调作

为重要的环境因素在类风湿关节炎的发病及病情

进展中发挥重要作用[1-2]。据最新的流行病学和基础

研究证据表明，黏膜部位（肠道黏膜、口腔黏膜或

肺黏膜）与失调微生物群之间的相互作用可能在类

风湿关节炎的发展中起重要作用[3-4]，这些证据支持

了类风湿关节炎的发病机制可能开始于黏膜部位，

然后过渡到滑膜关节的观点[1]。而在类风湿关节炎

患者中观察到患者出现肠道炎症及屏障功能的降

低现象，说明肠道菌群失调会改变机体肠道上皮黏

膜细胞的通透性，发生肠道炎症及屏障功能紊乱，

产生大量自身抗体或促炎免疫细胞，自身抗体和免

疫细胞产生的细胞因子运输到关节部位，造成关节

滑膜组织炎症及骨质破坏，即失调肠道菌群会通过

肠–关节轴引发关节炎发作，促进类风湿关节炎的

发病[5-6]。 

甲氨蝶呤、来氟米特、硫酸羟氯喹等传统抗风

湿药物连用是目前临床规范化治疗类风湿关节炎

的主要方案。但是传统抗风湿药具有起效慢，不良

反应率高的缺点[7]。苗药金乌健骨胶囊是贵州中医

药大学第二附属医院院内制剂，是苗医治疗痹证的

经典验方，由金毛狗脊、黑骨藤、小花青风藤、乌

梢蛇、三七、姜黄、甘草等组成，具有补肾祛邪、

散瘀解毒之功。经长期临床观察，金乌健骨胶囊对

类风湿关节炎的治疗有着良好的疗效，能够有效改

善类风湿关节炎患者临床症状和体征，降低抗风湿

药如甲氨蝶呤等的不良反应[8-10]。 

动物实验研究证实金乌健骨胶囊能够减轻胶

原诱导关节炎模型大鼠足趾的肿胀，降低模型大鼠

血清致炎因子白细胞介素-17（IL-17）、肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）、白细胞介素-1（IL-1）等的分泌，同

时能够抑制滑膜细胞核因子-κB（NF-κB）/P65、NF-

κB/P50 的蛋白活性[11-12]。体外细胞实验证实金乌健

骨方含药血清可以抑制人类风湿关节炎关节滑膜

细胞增殖，降低滑膜细胞培养上清液血管内皮生长

因子（VEGF）、血管紧张素（Ang）、缺氧诱导因

子-1α（HIF-lα）[13]，抑制类风湿关节炎滑膜细胞自

噬相关基因蛋白轻链 3（LC3）、自噬相关基因

（Beclin-1）、Ⅲ型磷脂酰肌醇 3 激酶（VPS34）的表

达[14]。上述研究说明金乌健骨胶囊对类风湿关节炎

的治疗具有多靶点协同作用，然而，金乌健骨胶囊

与肠道菌群之间的关系尚不清楚。本研究主要目的

是检测金乌健骨胶囊对胶原诱导的关节炎模型大

鼠肠道菌群的丰度、物种组成及多样性的影响，从

肠–关节轴出发对进一步揭示金乌健骨胶囊对胶

原诱导关节炎大鼠肠道菌群的影响，并为类风湿关

节炎治疗提供新的理论依据具有重要意义。 

1  材料和方法 

1.1  动物 

雌性 SPF 级 Wistar 大鼠，6～8 周龄，体质量

150～180 g，由长沙市天勤生物技术有限公司提供，

许可证号 SCXK（湘）2019-0013。实验动物饲养于

贵州中医药大学甲秀校区实验动物中心内，动物饲

养室保持（23.0±1.5）℃，相对湿度（45±15）%。

大鼠待适应性喂养 7 d 后进行实验。所有实验大鼠

的使用和喂养严格遵照贵州中医药大学伦理委员

会规章制度执行（批准号 ky2020035）。 
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1.2  试剂与仪器 

金乌健骨胶囊（黔药制字 Z20160028，规格 0.45 

g/粒，批号 170701）购自贵州中医药大学第二附属

医院药剂科；甲氨蝶呤片（上海上药信谊药厂有限

公司，批号 H31020644）。牛Ⅱ型胶原冻干粉（美国

Chondrex 公司，批号 200078）；弗氏完全佐剂（美

国 Sigma 公司，批号 SLCD4457）；DNA 提取试剂

盒（天根生化科技北京有限公司，批号 DP328）；

Qubit dsDNA Assay Kit（美国 Life Technologies 公

司，批号 Q32854）；Tks Gflex DNA Polymerase（日

本 Takara 公司，批号 R060B）。 

5418 台式高速冷冻离心机（天津一方科技有限

公司）；580BR10905 PCR 仪（美国 Bio-rad 公司）；

SN 002358 QIAxtractor（天根生化科技北京有限公

司）；NanoDrop 2000 超微量分光光度计（美国

Thermo Fisher 公司）；HE-120 电泳仪（上海天能公

司）；2500 凝胶成像仪（上海天能公司）；2500 Hiseq

测序仪（美国 Illumina 公司）。 

1.3  实验分组、动物模型制备与样品采集 

24 只雌性 SPF 级 Wistar 大鼠，随机分为对照

组，模型组，金乌健骨胶囊低、中、高剂量组，甲

氨蝶呤组，每组 4 只。参考文献方法[15]制备胶原诱

导关节炎模型，除对照组外，其余各组大鼠待尾根

部及右后足垫部消毒后，注射 0.2 mL/只胶原乳剂致

炎。7 d 后再次加强免疫，于尾根部及右后足垫部皮

内注射 0.4 mL/只致炎。造模后大鼠如出现烦躁，精

神萎靡，足趾、趾骨及膝关节肿胀，行走困难，则

胶原诱导关节炎模型成功[16]。 

加强免疫后 1 d 开始 ig 给药，对照组及模型组

每日按照大鼠体质量 100 g/mL ig 生理盐水，其余各

组按照成人与动物给药等效剂量换算给药，等效剂

量换算＝（人药物剂量/60 kg）×0.625，金乌健骨

胶囊组每日分别给药（低剂量：0.225 g/kg，中剂量：

0.45 g/kg；高剂量：1.35 g/kg），甲氨蝶呤组每周给

药 0.001 g/kg。ig 时间为 4 周。末次给药后各组大

鼠禁食不禁水，采集大鼠新鲜粪便 6～8 粒至灭菌

后的离心管中，−80 ℃冰箱保存，用于后续肠道菌

群分析。采集血清后处死动物，分离关节滑膜组织

及结肠组织用于观察组织病理变化。 

1.4  检测指标及方法 

1.4.1  一般情况与疾病活动指数评分  致炎第 7 天

后观察各组大鼠一般情况（体质量变化、毛色变化、

活动状态、饮食及饮水情况），测量大鼠关节肿胀

度。按照关节炎指数 5 级评分法评价大鼠四肢关节

的变化情况[17]。根据评分总和得到关节炎指数。 

1.4.2  关节滑膜及结肠组织病理切片  处死大鼠

后取大鼠双后膝关节滑膜组织及大鼠大肠组织，于

4%多聚甲醛液固定，按照常规方法脱钙、脱水、石

蜡包埋、切片组织块，厚度为 4 μm，进行苏木精–

伊红染色（HE），高倍镜下选取视野观察关节滑膜

及结肠组织病理变化情况。 

1.4.3  基因组 DNA 的提取及上机测序  分别用采

集勺挑取收集好的大鼠粪便样本中间部分置于无

菌管中并置于冰上待用，每个样本称取 0.2 g 分装

于 2 mL 无菌 EP 管中，剩余样本存于−80 ℃冰箱。

采用粪便基因组 DNA 提取试剂盒提取大鼠粪便基

因组 DNA 并利用琼脂糖电泳检测基因组 DNA 的

纯度。紫外分光光度计（Nanodrop）定量后取适量

检测合格的肠道菌群 DNA 样本于离心管中，用无

菌水稀释至 1 ng/mL 用作模板，使用 Takara Ex TAq

（Takara）高保真酶和细菌 16S rRNA 高变区 V3～

V4 引物（前端引物：5’-TACGGRAGGCAGCAG-3’，

后端引物：5’-AGGGTATCTAATCCT-3’）进行 PCR

扩增。PCR 产物使用电泳检测，检测后使用磁珠纯

化，纯化后作为二轮 PCR 模板，并进行二轮 PCR

扩增，再次使用电泳检测，使用磁珠纯化，并进行

文库制备、文库质检及产物定量，利用高通量测序

平台对检测合格的文库样本进行 16S rRNA 测序。 

1.5  生物信息学分析 

1.5.1  数据处理  使用 Trimmomatic（0.35 版本）、

Flash（1.2.11 版本）、Split_ibraries（1.8.0 版本）、

Uchime（2.4.2 版本）软件对测序生成的原始数据进

行低质量部分剪切、拼接、过滤，得到有效数据。 

1.5.2  运算分类单元（OTU）分类[18]  利用 Vsearch

（2.4.2 版本）软件以有效数据 97%的相似度进行基

于序列间相似度的 OTU 聚类，选取丰度最高的序

列作为该 OUT 的代表序列。 

1.5.3  α 多样性分析[18]  α 多样性指某个群落内部

或环境内部物种的多样性，重点关注群落内的物种

多样性及均匀度，通过单样本的多样性分析来反映

样本内微生物群落的丰富度和多样性，物种丰富度

和多样性主要通过 α 多样性指数（Simpson、Chao1、

Shannon、Observed species）来表示。 

1.5.4  β 多样性分析[18]  β 多样性指不同环境条件

下群落之间物种组成的相似性及差异性。 

1.5.5  群落结构分布  对 6 组数据在门、属的分类
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层级进行相对丰度的注释和汇总，并绘制长条图。 

1.6  统计学分析 

采用 SPSS 23.0 软件进行分析，计量资料描述

用x ± s 表示，两组间比较采用独立样本的 t 检验。 

2  结果 

2.1  胶原诱导关节炎大鼠一般情况与疾病活动指

数评分 

对照组大鼠在 4 周实验中毛色明亮而光滑，食

物摄入量和饮水量正常，体质量逐渐增加。模型组、

金乌健骨胶囊低、中、高剂量组和甲氨蝶呤组在造

模后 1 周内可见足垫部及尾根注射出红肿，在致炎

关节对侧出现轻度肿胀现象。造模第 2 周，大鼠双

后肢出现一定程度肿胀，模型组的关节肿胀程度较

金乌健骨胶囊低、中、高剂量组和甲氨蝶呤组明显，

待造模时间达到第 3 周，模型组大鼠的关节肿胀程

度达到高峰，并伴有行动迟缓、摄食饮水减少、体

重减轻、毛色泛黄暗淡现象。造模第 4 周，模型组

大鼠关节出现肿胀变形现象，金乌健骨胶囊中、高

剂量组和甲氨蝶呤组大鼠的上述表现得到一定改

善，金乌健骨胶囊低剂量组改善不明显。 

与对照组大鼠相比，模型组大鼠关节炎指数评

分显著升高（P＜0.01）；与模型组大鼠相比，第 4 周

金乌健骨胶囊 1.350 g/kg 组和甲氨蝶呤组关节炎指

数评分显著降低（P＜0.05、0.01），见表 1。 
 

表 1  各组大鼠关节炎症指数评分（x ± s，n = 4） 

Table 1  Score of joint inflammation index in each group (x ± s, n = 4 ) 

组别 剂量/(g∙kg−1) 
关节炎指数评分 

第 1 周 第 2 周 第 3 周 第 4 周 

对照 — 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

模型 —  1.75±0.25**  3.25±0.25**  3.75±0.25**  4.00±0.00** 

金乌健骨胶囊 0.225 1.50±0.29 3.00±0.00 3.50±0.29 3.75±0.25 

 0.450 1.50±0.29 3.00±0.00 3.50±0.29 3.50±0.29 

 1.350 1.50±0.29 2.75±0.25  3.00±0.00*  3.00±0.00# 

甲氨蝶呤 0.001 1.50±0.29 2.75±0.25  3.00±0.00*   2.75±0.25## 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group 

2.2  大鼠关节滑膜及结肠组织病理变化 

大鼠关节滑膜组织 HE 染色结果见图 1，镜下

观察关节滑膜组织，对照组大鼠滑膜细胞排列整

齐，未见明显炎性细胞浸润、血管舒张及组织增生

现象；模型组大鼠滑膜细胞增厚，可见大量炎性细

胞浸润，滑膜细胞呈现绒毛状增生，滑膜血管增生，

血管翳形成。金乌健骨胶囊 0.225、0.450、1.350 g/kg

组及甲氨蝶呤组滑膜细胞可见少量炎性细胞浸润，

滑膜组织增生情况较模型组有不同程度的改善。 

 
图 1  大鼠关节滑膜组织 HE 染色结果 

Fig. 1  HE staining results of synovial tissue of rat joints 

大鼠结肠组织 HE 染色结果见图 2，镜下观察

大鼠结肠组织，对照组大鼠结肠黏膜完整，肌层结

构正常，未见炎症；模型组大鼠结肠黏膜部分有炎

症，肌层结构组织出现炎症及炎性细胞浸润，个别

黏膜层变薄。金乌健骨胶囊 0.225、0.450、1.350 g/kg

组及甲氨蝶呤组结肠组织细胞可见少量炎性细胞

浸润，结肠组织细胞病变情况较模型组有不同程度

的改善。 

 

图 2  大鼠结肠组织 HE 染色结果 

Fig. 2  HE staining results of rat colon tissue 

 

对照                  模型         金乌健骨胶囊 0.225 g∙kg−1 

 

金乌健骨胶囊0.450 g∙kg−1  金乌健骨胶囊1.350 g∙kg−1  甲氨蝶呤0.001 g∙kg−1 

 
金乌健骨胶囊0.450 g∙kg−1  金乌健骨胶囊1.350 g∙kg−1  甲氨蝶呤0.001 g∙kg−1 

对照                          模型        金乌健骨胶囊0.225 g∙kg−1 
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2.3  16S rRNA 测序结果分析 

本研究 6 组 24 个样本经测序后得到的干净标

签数据量分布在 65 773～72 689，干净标签经过去

除嵌合体得到最终用于分析的数据的有效标签数

据量分布在 51 459～65 367，各样本 OTU 个数分布

在 1 117～2 312。物种积累曲线显示随着测序样本

的数量与相应的等级值增加，大鼠样本菌群数量与

相对丰度趋于恒定值，表明达到充分的测序深度，

能够反映一定的群落丰富度见图 3。另外，OTU 的

数量接近实际情况，说明本研究测序样本的群落组

成均匀度较高，见图 4。 

 

图 3  物种累计曲线 

Fig. 3  Species accumulation curve 

 

A1～A4-对照   B1～B4-模型   C1～C4-金乌健骨胶囊 0.225 

g∙kg−1  D1～D4-金乌健骨胶囊 0.450 g∙kg−1  E1～E4-金乌健骨胶

囊 1.350 g∙kg−1  G1～G4-甲氨蝶呤 

A1 — A4 - control  B1 — B4 - model  C1 — C4 - Jinwujiangu 

Capsules 0.225 g∙kg−1  D1 — D4 - Jinwujiangu Capsules 0.450 

g∙kg−1  E1 — E4 - Jinwujiangu Capsules 1.350 g∙kg−1  G1 — G4 - 

methotrexate 

图 4  OTU 等级–丰度分布曲线 

Fig. 4  Rank-abundance distribution curve 

与对照组相比，代表模型组大鼠肠道菌群的丰

富度指数（Chao1、Observed species）和多样性指数

（Shannon、Simpson）均无明显差异。与模型组相比，

金乌健骨胶囊 0.225、0.450、1.350 g/kg 组和甲氨蝶

呤组的大鼠肠道菌群丰富度指数（Chao1、Observed 

species）和多样性指数（Shannon、Simpson）也均

无明显差异，见表 2。提示以上 4 组药物对胶原诱

导关节炎大鼠的肠道菌群丰富度及多样性无明显

影响。 

通过 Weighted UniFrac NMDS 分析显示，对照

组、模型组、金乌健骨胶囊 0.225、0.450 g/kg 组之

间有一定的重叠，金乌健骨胶囊 1.350 g/kg 组和甲

氨蝶呤组之间有一定的重叠，它们之间能形成较能

区分的两组整体肠道群落结构，并且 Stress＝0.116＜

0.2，故此分析较为可靠，见图 5。 

2.4  金乌健骨胶囊治疗前后的大鼠肠道菌群差异

分析 

根据物种注释结果，选取每个样品在门、纲、

目、科、属以及种水平上最大丰度排名前15的OTU，

生成相对丰度柱形累加图。从门的水平上看，6 组

样本中检测到的拟杆菌门（Bacteroidetes）、厚壁菌

门（Firmicutes）及变形菌门（Proteobacteria）为优

势菌群，占细菌总数 99%以上，见图 6。与对照组

相比，模型组放线菌门（Actinobacteriota）的相对丰

度增高（P＜0.05），酸杆菌门（Acidobacteriota）的

相对丰度降低（P＜0.01）。与模型组相比，金乌健

骨胶囊 0.225 g/kg 组 Actinobacteriota 的相对丰度降

低（P＜0.05）。与模型组相比，金乌健骨胶囊 1.350 

g/kg 组 弯 曲 杆 菌 （ Campilobacterota ）、

Acidobacteriota、芽单胞菌门（Gemmatimonadota）、

黏 菌 门 （ Myxococcota ）、 硝 化 螺 旋 菌 门

（Nitrospirota）、纤维杆菌门（Fibrobacterota）的相对

丰度显著升高（P＜0.01），Actinobacteriota 的相对

丰度降低（P＜0.05）。与模型组相比，甲氨蝶呤组

Campilobacterota、Acidobacteriota、Gemmatimonadota

的相对丰度显著升高（P＜0.01），Myxococcota、

Nitrospirota、Fibrobacterota 的相对丰度升高（P＜

0.05），Actinobacteriota 的相对丰度降低（P＜0.05），

见表 3。 

进一步在属水平上对金乌健骨胶囊治疗前后

的大鼠肠道菌群进行比较分析，6 组样本中检测到

的优势菌群为普雷沃菌属 Prevotella Shan and 

Collins 和 Muri 菌（Muribaculaceae），见图 7。与对 
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表 2  各组大鼠肠道菌群的多样性指数与丰富度指数（x ± s，n = 4） 

Table 2  Diversity index and richness index of intestinal flora of rats in each group (x ± s, n = 4 ) 

组别 剂量/(g∙kg−1) 
丰富度指数 多样性指数 

覆盖度 
Chao1 Observed species Shannon Simpson 

对照 — 2 462.32±200.32 1 923.26±221.62 6.97±0.61 0.95±0.02 0.99 

模型 — 2 148.35±65.83 1 562.92±56.59 6.23±0.22 0.94±0.01 0.99 

金乌健骨胶囊 0.225 2 273.53±104.84 1 657.86±99.07 5.89±0.44 0.87±0.05 0.99 

 0.450 2 138.42±232.01 1 627.02±199.44 6.69±0.30 0.96±0.01 0.99 

 1.350 2 431.01±154.12 1 785.42±139.91 6.47±0.42 0.92±0.03 0.99 

甲氨蝶呤 0.001 1 875.34±193.53 1 403.12±166.52 6.06±0.53 0.90±0.05 0.99 

 

 

图 5  肠道菌群 β 多样性分析（NMDS 分析） 

Fig. 5  β diversity analysis of intestinal flora (NMDS 

analysis) 

照组相比，模型组 Prevotella Shan and Collins 和螺

旋杆菌属 Helicobacter Gest and Favinger 的相对丰

度增高（P＜0.05），毛螺菌属_NK4A136_group 

（Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_group）的

相对丰度降低（P＜0.05）。与模型组相比，金乌健

骨 胶 囊 0.225 g/kg 组 Lachnospira Bryant and 

Small_NK4A136_group 的相对丰度显著增高（P＜

0.01）。与模型组相比，金乌健骨胶囊 0.450 g/kg 组

Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_group 相对

丰度增高（P＜0.05）。Prevotella Shan and Collins 和

Helicobacter Gest and Favinger 相对丰度降低（P＜

0.05），见表 4。 

 

 

A1～A4-对照  B1～B4-模型  C1～C4-金乌健骨胶囊 0.225 g∙kg−1  D1～D4-金乌健骨胶囊 0.450 g∙kg−1  E1～E4-金乌健骨胶囊 1.350 g∙kg−1  

G1～G4-甲氨蝶呤 

A1 — A4 - control  B1 — B4 - model  C1 — C4 - Jinwujiangu Capsules 0.225 g∙kg−1  D1 — D4 - Jinwujiangu Capsules 0.450 g∙kg−1  E1 — E4 - 

Jinwujiangu Capsules 1.350 g∙kg−1  G1 — G4 - methotrexate 

图 6  门水平上的菌群物种相对丰度 

Fig. 6  Relative abundance of flora species at phylum level 

 

3  讨论 

类风湿关节炎是临床上常见的多病因共同作

用导致的慢性自身免疫疾病，众多研究表明肠道菌

群失调可能是影响类风湿关节炎发生发展的一个

重要环境因素。肠道菌群失调不仅会改变机体肠道

上皮黏膜细胞的通透性，降低机体的免疫耐受功

能，产生多种炎性因子及抗体在关节处或各器官聚

集，启动机体细胞免疫或体液免疫反应，攻击机体

自身组织，导致类风湿关节炎的发生与发展[19-20]。

临床治疗类风湿关节炎通常采用抗炎或免疫抑制 
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表 3  各组大鼠肠道菌群在门水平上的相对丰度比较（x ± s，n = 4） 

Table 3  Comparison on relative abundance of intestinal flora in each group at phylum level (x ± s, n = 4 ) 

组别 
剂量/ 

(g∙kg−1) 
Bacteroidota Firmicutes Proteobacteria Campilobacterota Actinobacteriota 

对照 — 60.290 0±6.420 0 34.650 0±5.880 0 3.030 0±1.950 0 0.230 0±0.010 0 1.710 0±0.380 0 

模型 — 59.800 0±7.830 0 35.350 0±6.410 0 1.060 0±0.280 0 0.270 0±0.030 0 4.500 0±0.720 0* 

金乌健骨 

胶囊 

0.225 60.240 0±8.360 0 37.010 0±8.430 0 1.040 0±0.180 0 0.250 0±0.010 0 0.890 0±0.230 0# 

0.450 57.520 0±3.700 0 40.370 0±3.940 0 1.160 0±0.120 0 0.220 0±0.050 0 0.320 0±0.030 0# 

 1.350 63.930 0±3.110 0 30.570 0±4.130 0 1.250 0±0.140 0 2.410 0±0.210 0## 0.440 0±0.080 0# 

甲氨蝶呤 0.001 55.900 0±9.400 0 39.370 0±9.520 0 1.060 0±0.220 0 2.550 0±0.210 0## 0.380 0±0.030 0# 

组别 
剂量/ 

(g∙kg−1) 
Desulfobacterota Spirochaetota Acidobacteriota Gemmatimonadota Deferribacterota 

对照 — 0.360 0±0.060 0 0.020 0±0.020 0 0.004 0±0.010 0 0.002 0±0.010 0 0.020 0±0.010 0 

模型 — 0.420 0±0.150 0 0.005 0±0.002 0 0.002 0±0.000 3** 0.000 2±0.000 4 0.020 0±0.004 0 

金乌健骨 

胶囊 

0.225 0.450 0±0.120 0 0.004 0±0.002 0 0.003 0±0.001 0 0.000 2±0.001 0 0.010 0±0.001 0 

0.450 0.330 0±0.150 0 0.020 0±0.020 0 0.002 0±0.001 0 0.000 4±0.000 4# 0.020 0±0.003 0 

 1.350 0.410 0±0.140 0 0.240 0±0.230 0 0.160 0±0.000 4## 0.090 0±0.002 0## 0.020 0±0.005 0 

甲氨蝶呤 0.001 0.780 0±0.260 0 0.010 0±0.002 0 0.060 0±0.000 4## 0.040 0±0.010 0## 0.010 0±0.003 0 

组别 
剂量/ 

(g∙kg−1) 
Fusobacteriota Myxococcota Nitrospirota Cyanobacteria Fibrobacterota 

对照 — 0.050 0±0.040 0 0.002 0±0.010 0 0.001 0±0.010 0 0.002 0±0.010 0 0.001 0±0.010 0 

模型 — 0.003 0±0.001 0 0.002 0±0.000 4 0.001 0±0.000 1 0.004 0±0.002 0 0.001 0±0.000 2 

金乌健骨 

胶囊 

0.225 0.004 0±0.002 0 0.002 0±0.000 3 0.001 0±0.000 4 0.002 0±0.002 0 0.001 0±0.000 2 

0.450 0.010 0±0.002 0 0.002 0±0.000 2 0.001 0±0.000 2 0.002 0±0.001 0 0.001 0±0.000 1 

 1.350 0.010 0±0.003 0 0.040 0±0.003 0## 0.020 0±0.003 0## 0.003 0±0.003 0 0.004 0±0.003 0## 

甲氨蝶呤 0.001 0.004 0±0.001 0 0.010 0±0.003 0# 0.010 0±0.001 0# 0.003 0±0.002 0 0.010 0±0.003 0# 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05   ##P < 0.01 vs model group 

 
图 7  属水平上的菌群物种相对丰度 

Fig. 7  Relative abundance of flora species at genus level  
 

药物如甲氨蝶呤、来氟米特、硫酸羟氯喹等传统抗

风湿药物治疗，但存在停药后易复发、起效慢，长

期使用出现不良反应率高等缺点[7-21]。已有许多临

床和实验表明中医药能克服一些传统抗风湿药物

的缺点，在治疗类风湿关节炎中具有一定优势。本

课题组的前期研究发现苗药金乌健骨胶囊对类风

湿关节炎的治疗具有多靶点协同作用，其能通过其

抗炎作用有效减轻胶原诱导关节炎模型大鼠足趾

的肿胀及大鼠血清致炎因子分泌，抑制人滑膜细胞

NF-κB 通路活性[11-12]。体外细胞实验证实金乌健骨 
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表 4  各组大鼠肠道菌群在属水平上的相对丰度比较（x ± s，n = 4） 

Table 4  Comparison on relative abundance of intestinal flora in each group at the genus level (x ± s, n = 4 ) 

组别 
剂量/ 

(g∙kg−1) 

Prevotella Shan 

  and Collins 
Muribaculaceae Lactobacillus Blautia Ruminococcus 

对照 — 24.230 0±6.330 0 29.220 0±7.140 0 3.210 0±1.220 0 2.010 0±1.390 0 1.740 0±0.800 0 

模型 — 32.010 0±2.340 0* 22.270 0±4.210 0 3.740 0±1.350 0 7.210 0±5.370 0 4.110 0±2.330 0 

金乌健骨

胶囊 

0.225 31.990 0±12.850 0 22.640 0±5.610 0 11.810 0±6.700 0 1.240 0±0.710 0 1.220 0±0.330 0 

0.450 12.660 0±7.070 0# 35.800 0±5.560 0 9.570 0±4.300 0 1.830 0±1.220 0 4.160 0±2.910 0 

 1.350 30.620 0±10.500 0 24.560 0±8.260 0 3.610 0±1.200 0 1.050 0±0.160 0 1.910 0±0.800 0 

甲氨蝶呤 0.001 28.790 0±11.550 0 16.520 0±5.690 0 2.600 0±1.330 0 3.500 0±1.320 0 2.350 0±1.550 0 

组别 剂量/ 

(g∙kg−1) 

Clostridia_UC

G-014 

Lachnospira Bryant and 

Small_NK4A136_group 
Bacteroides Roseburia 

Prevotellaceae_

NK3B31_group 

对照 — 1.810 0±0.730 0 3.570 0±0.600 0 1.440 0±1.100 0 1.330 0±0.510 0 0.330 0±0.100 0 

模型 — 1.300 0±0.310 0 0.540 0±0.190 0* 1.120 0±0.300 0 0.970 0±0.580 0 0.770 0±0.520 0 

金乌健骨 

胶囊 

0.225 1.360 0±0.330 0 2.360 0±0.120 0## 0.500 0±0.120 0 2.150 0±1.000 0 0.550 0±0.370 0 

0.450 4.730 0±1.950 0 1.190 0±0.110 0# 2.740 0±1.670 0 1.280 0±0.430 0 0.140 0±0.070 0 

 1.350 2.470 0±0.610 0 0.890 0±0.380 0 1.410 0±0.270 0 1.230 0±0.720 0 2.160 0±1.110 0 

甲氨蝶呤 0.001 3.380 0±2.580 0 5.340 0±5.560 0 6.400 0±3.980 0 1.760 0±1.210 0 2.300 0±1.530 0 

组别 
剂量/ 

(g∙kg−1) 

Helicobacter Gest  

and Favinger 
Marvinbryantia Staphylococcus Fusicatenibacter UCG-005 

对照 — 0.330 0±0.100 0 5.010 0±4.610 0 0.004 0±0.003 0 0.002 0±0.001 0 0.020 0±0.010 0 

模型 — 0.770 0±0.140 0* 0.150 0±0.100 0 0.010 0±0.010 0 0.004 0±0.002 0 0.001 0±0.000 2 

金乌健骨 

胶囊 

0.225 0.540 0±0.370 0 0.140 0±0.060 0 0.010 0±0.004 0 0.002 0±0.002 0 0.010 0±0.010 0 

0.450 0.140 0±0.070 0# 0.100 0±0.020 0 0.004 0±0.002 0 0.002 0±0.001 0 0.010 0±0.010 0 

 1.350 2.160 0±1.110 0 0.090 0±0.070 0 0.010 0±0.010 0 0.003 0±0.003 0 0.010 0±0.010 0 

甲氨蝶呤 0.001 2.300 0±1.530 0 0.030 0±0.020 0 0.020 0±0.010 0 0.003 0±0.002 0 0.001 0±0.001 0 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05   ##P < 0.01 vs model group 

胶囊含药血清可以抑制人类风湿关节炎关节滑膜

细胞增殖，降低 VEGF、Ang、HIF-lα、LC3、Beclin-

1、VPS34 等表达水平[13-14]。而金乌健骨胶囊与肠道

菌群之间的关系尚不清楚，因此研究金乌健骨胶囊

对胶原诱导关节炎模型大鼠肠道菌群的丰度、物种

组成及多样性的影响能够帮助阐述金乌健骨胶囊

对类风湿关节炎的作用机制，具有重要意义。 

在本研究中，观察金乌健骨胶囊对胶原诱导关

节炎模型大鼠的抗炎作用，模型组大鼠出现关节肿

胀，并伴有行动迟缓、摄食饮水减少、体质量减轻、

毛色泛黄暗淡现象。HE 染色结果显示，模型组大鼠

滑膜细胞增厚，可见大量炎性细胞浸润，滑膜细胞

呈现绒毛状增生，滑膜血管增生，血管翳形成。金

乌健骨胶囊 0.450、1.350 g/kg 组和甲氨蝶呤组大鼠

滑膜及结肠组织的上述表现得到一定改善，金乌健

骨胶囊 0.225 g/kg 组改善不明显。由此证明了本次

实验造模比较成功，金乌健骨胶囊能改善类风湿关

节炎，且金乌健骨胶囊 0.450、1.350 g/kg 组改善类

风湿关节炎效果最好。 

高通量测序结果表明无论是甲氨蝶呤还是金

乌健骨胶囊对胶原诱导关节炎大鼠的肠道菌群总

体的丰富度和多样性均无明显影响，金乌健骨胶囊

对胶原诱导关节炎大鼠的抗炎作用可能不是通过

改变胶原诱导关节炎大鼠总体的肠道菌群丰富度

和多样性实现的，可能是通过改变其中的某些特定

菌的丰富度或者某些特定菌的功能来实现的。肠道

微生物群落结构直方图显示各组大鼠肠道微生物

种类及相对丰度，各组样本中检测到的优势菌群相

对丰度无差异，拟杆菌门、厚壁菌门及变形菌门占

细菌总数 99%以上。与对照组相比，模型组
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Actinobacteriota 的相对丰度增高，Acidobacteriota 的

相对丰度降低；与模型组相比，金乌健骨胶囊 0.225 

g/kg 组 Actinobacteriota 的 相 对 丰 度 降 低 ；

Campilobacterota、Acidobacteriota、Gemmatimonadota、

Myxococcota、Nitrospirota、Fibrobacterota 的相对丰度

增高。 

各组样本中检测到的优势菌群为 Prevotella 

Shan and Collins 和 Muribaculaceae。与对照组相比，

模型组相对丰度增高的菌群有 Prevotella Shan and 

Collins 和 Helicobacter Gest and Favinger，降低的有

Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_group。与

模型组相比，金乌健骨胶囊给药组相对丰度增高的

菌群有 Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_ 

group 和 Helicobacter Gest and Favinger；降低的有

Prevotella Shan and Collins。 

Prevotella Shan and Collins 主要集聚于正常人

体的口腔、女性生殖道等部位，是临床上较常见的

一种条件致病菌。Scher 等[22]研究人员在类风湿关

节炎患者的临床研究中发现，类风湿关节炎初诊患

者携带的 Prevotella Shan and Collins 比健康者或病

人与慢性、接受治疗的类风湿关节炎患者多，说明

Prevotella Shan and Collins 可能介导类风湿关节炎

的发生发展。这项研究与本研究结果一致，模型组

Prevotella Shan and Collins 的相对丰度增高，而金

乌健骨胶囊给药组能够在不同程度降低 Prevotella 

Shan and Collins 含量，说明金乌健骨胶囊可能通过

抑制 Prevotella Shan and Collins 起到对胶原诱导关

节炎大鼠的抗炎作用，其具体作用机制值得进一步

探讨。 

Helicobacter Gest and Favinger 中特别是幽门螺

杆菌是定植于胃黏膜的革兰阴性菌，与胃溃疡、胃

癌、食管癌等许多消化系统疾病密切相关，宿主免

疫应答的异常可能是致病机制之一。近年来的研究

发现幽门螺杆菌与类风湿关节炎的发病机制密切

相关，Zentilin 等[23]证实根除幽门螺杆菌可降低类

风湿性关节炎的疾病严重程度。本研究结果与这项

研究相符，相比于对照组，模型组 Helicobacter Gest 

and Favinger 的相对丰度增高。而对比于模型组，金

乌健骨胶囊给药组Helicobacter Gest and Favinger的

相对丰度降低。因此，推断金乌健骨胶囊可能通过

抑制 Helicobacter Gest and Favinger 的含量起到抑

炎作用。 

Lachnospira 可能为一种潜在的有益菌，能够参

与多种碳水化合物的代谢。Coras 等[24]的研究表明

抗炎饮食有助于改善类风湿关节炎患者的临床症

状。瘤胃菌科、梭状芽胞杆菌属、拟杆菌属、毛螺

菌属在基线时与疾病活动度呈负相关，而肠杆菌科

与基线疾病活性指标呈正相关。同时最近的研究发

现抗环瓜氨酸多肽抗体阳性（CCP+）组中靶向链球

菌科细菌和毛螺菌科的噬菌体增加，因此类风湿关

节炎风险人群中靶向这些细菌的噬菌体出现富集

或表明噬菌体可能通过靶向这些关键的细菌类群，

从而参与类风湿关节炎的发病过程[25]。本研究同样

能证实以上观点，模型组 Lachnospira Bryant and 

Small_NK4A136_group 的相对丰度相较于对照组

降低，而金乌健骨胶囊给药组能够在增高

Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_group 的相

对丰度，金乌健骨胶囊可能通过调节 Lachnospira 

Bryant and Small_NK4A136_group 的含量抑制类风

湿关节炎的作用机制同样值得进一步研究。 

综上，金乌健骨胶囊可能通过增加肠道内

Lachnospira Bryant and Small_NK4A136_group 的相

对丰度，降低 Prevotella Shan and Collins 和

Helicobacter Gest and Favinger 的相对丰度，调整肠

道的微生态平衡，从而发挥治疗类风湿关节炎的作

用。从中也可以看出菌群、疾病与药物之间存在着

较为复杂的网络关系。  
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