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摘  要：目的  确证芍药苷对 α-异硫氰酸酯（α-isothiocyanate，ANIT）诱导胆汁淤积大鼠的药效作用，通过 16S rRNA 技术

探究芍药苷对肠道菌群的调节作用机制。方法  SD 大鼠随机分为对照组、模型组及芍药苷高、中、低剂量（200、100、50 

mg/kg）组和熊去氧胆酸（60 mg/kg）组，每组 10 只。给予药物干预 7 d，第 4 天 ig ANIT（60 mg/kg）诱导胆汁淤积模型。

测定胆汁体积流量；检测血清中血清中天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、丙氨酸氨基转移酶（alanine 

aminotransferase，ALT）、γ-谷氨酰转肽酶（γ-glutamyl transpeptidase，γ-GT）活性及总胆红素（total bilirubin，TBIL）、直接

胆红素（direct bilirubin，DBIL）、总胆汁酸（total bile acid，TBA）水平；采用苏木素-伊红（HE）染色观察肝脏组织病理变

化；收集大鼠肠内容物进行肠道菌群测序，探索芍药苷对肠道菌群的影响。结果  与模型组比较，芍药苷有效改善胆汁体积

流量（P＜0.05），显著下调大鼠血清中肝功能指标 AST、ALT、γ-GT 活性及胆汁淤积指标 TBIL、DBIL、TBA 水平（P＜

0.01），改善肝细胞损伤。肠道菌群测序结果可知，芍药苷显著上调厚壁菌门与拟杆菌门比值及异杆菌属 Allobaculum、布劳

特氏菌属 Blautia 丰度（P＜0.05），降低颤螺菌属 Oscillospira、瘤胃球菌属 Ruminococcus 丰度（P＜0.05、0.01）。结论  芍

药苷可能通过改善 ANIT 诱导的胆汁淤积大鼠肠道菌群失调，从而发挥对胆汁淤积肝损伤的改善作用。 
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Abstract: Objective  To verify the pharmacodynamic effect of paeoniflorin on α-isothiocyanate (ANIT)-induced cholestasis in rats, 

and explore the regulatory mechanism of paeoniflorin on intestinal flora by 16S rRNA technology. Methods  SD rats were randomly 

divided into control group, model group, paeoniflorin high-, medium-and low-dose (200, 100, 50 mg/kg) groups and ursodeoxycholic 

acid (60 mg/kg) group, with 10 rats in each group. After 7 d of drug intervention, model of cholestasis was induced by ig ANIT (60 

mg/kg) on 4th day. Bile volume flow was measured; Activities of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), 

γ-glutamyl transpeptidase (γ-GT) and levels of total bilirubin (TBIL), direct bilirubin (DBIL), total bile acid (TBA) in serum were 
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detected; Hematoxylin eosin (HE) staining was used to observe the pathological changes of liver tissue; Intestinal contents of rats was 

collected for intestinal flora sequencing to explore the effect of paeoniflorin on intestinal flora. Results  Compared with model group, 

paeoniflorin effectively improved bile volume flow (P < 0.05), significantly down-regulated liver function index AST, ALT, γ-GT 

activities and cholestatic index TBIL, DBIL and TBA levels (P < 0.01), improved the damage of liver cells. The sequencing results of 

intestinal flora showed that paeoniflorin significantly increased the ratio of Firmicutes/Bacteroides and abundance of Allobaculum and 

Blautia (P < 0.05), and decreased the abundance of Oscillospira and Ruminococcus (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Paeoniflorin may 

improve the liver injury of cholestasis by improving the imbalance of intestinal flora in ANIT-induced cholestasis rats. 

Key words: paeoniflorin; α-isothiocyanate; cholestasis; pharmacodynamic effect; 16S rRNA; intestinal flora 

胆汁淤积肝脏疾病是一种因各种内外原因，导

致有毒胆汁酸过度积累或胆汁流量改变，胆管和肝

细胞受损的肝脏疾病，胆汁淤积本身也会进一步加

重肝脏的损害[1]。据统计，我国慢性肝病住院患者

胆汁淤积肝脏疾病的发生率高达 10.26%，在原发硬

化性胆管炎患者中发生率高达 75%，肝硬化中可达

47.76%[2]。在胆汁淤积疾病过程中，胆汁酸是胆汁

的重要成分，约占胆汁固体成分的 85%，胆汁酸在

肝脏合成后，进入胆管分泌到胆囊，后进入小肠参

与食物消化，最后大部分胆汁酸在回肠末端重新吸

收，通过门静脉返回肝脏，另有 5%的胆汁酸通过粪

便排出[3]，这个过程为胆汁酸的肝肠循环。因此，任

何造成胆汁酸平衡失调的因素都能导致胆汁淤积的

形成。胆汁酸通过肝肠循环将肠道与肝脏连接起来，

肠道菌群可调节经肝脏合成排入肠道的胆汁酸，同

时肠道菌群的结构和分布又受胆汁酸的影响。 

肠道菌群失调与胆汁淤积性肝病密切相关[4]，

由于肝脏和肠道经胆管、门静脉和体循环进行双向

交流[5]，因此肠道菌群失调可能通过肠-肝轴引起肝

脏的炎症性疾病[6]。研究表明，肠道菌群失调，肠内

代谢产物包括肠源性毒素和微生物代谢物通过门静

脉进入肝脏，引起肝细胞炎症损伤，激活肝脏免疫

应答机制，从而导致肝功能改变[7]。此外，肠道微生

物在肝脏病理生理过程中发挥重要作用，能够通过

改变肠道通透性、调节胆碱代谢、调节胆汁酸代谢

等来改善肝脏炎症和（或）纤维化[8]。 

传统中医药理论将胆汁淤积归属于“黄疸”范

畴，处方数据挖掘研究表明，治疗淤胆型肝炎的中

药复方汤剂中最常用的中药之一为赤芍，使用频率

高达 82.61%[9]。赤芍为毛茛科芍药属植物芍药的干

燥根，性凉能泻肝胆之热，味苦可入胆而益胆汁，

《神农本草经》中述其“主邪气腹痛，除血痹，破坚

积，寒热疝瘕，止痛，利小便”[10]。“瘀”贯穿淤胆

型肝炎始终，使用赤芍可清利肝胆热毒、改善脉道

瘀阻的状态；现代药理学研究也证实，大剂量赤芍

可通过调节转运蛋白的表达，并调节胆汁酸组成和

含量，从而改善胆汁淤积[11]。其主要活性成分芍药

苷于 1963 年作为一种单萜苷首次从芍药中分离得

到[12]，芍药苷可以改善大鼠肝组织淤胆型炎症、坏

死和胆管增生[13-14]。表明赤芍中的主要效应成分芍

药苷具有显著的保肝利胆作用，能够通过抗氧化、

抗凋亡、抗炎等具体的通路发挥效应，然而对芍药

苷与肠道菌群的调节关联却少有研究。因此，本研

究采用 α-异硫氰酸酯（α-isothiocyanate，ANIT）致

大鼠急性肝内胆汁淤积模型对芍药苷进行药效学评

价，进而通过考察芍药苷对大鼠肠道菌群的影响来

研究其作用机制，为芍药苷通过调节肠道菌群从而

改善胆汁淤积提供科学依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 200～220 g，购

自斯贝福（北京）生物技术有限公司，许可证号

SCXK （ 京 ） 2019-0010 ， 动 物 合 格 证 号

No.110324220102750123。动物于成都中医药大学动

物实验中心动物房饲养，自由进食饮水，适应性喂

养 3 d 后进行实验。动物实验经成都中医药大学实

验动物伦理委员会批准（批准号 2020-0312）。 

1.2  药品与试剂 

ANIT（批号 L2104215，质量分数≥98.0%）购

自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；芍药苷（批

号 CHB-S-068，质量分数≥95.0%）购自成都生物克

洛 玛 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 熊 去 氧 胆 酸

（ursodeoxycholic acid，UDCA，批号 L21056A，质

量分数≥98.5%）购自德国 Losan Pharma Gmbh；天

冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）

试剂盒（批号 20220210）、丙氨酸氨基转移酶

（ alanine aminotransferase，ALT）试剂盒（批号

20220304 ）、 γ- 谷 氨 酰 转 肽 酶 （ γ-glutamyl 

transpeptidase，γ-GT）试剂盒（批号 20220323）、总

胆红素（ total bilirubin，TBIL）试剂盒（批号
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and explore the regulatory mechanism of paeoniflorin on intestinal flora by 16S rRNA technology. Methods  SD rats were randomly 

divided into control group, model group, paeoniflorin high-, medium-and low-dose (200, 100, 50 mg/kg) groups and ursodeoxycholic 

acid (60 mg/kg) group, with 10 rats in each group. After 7 d of drug intervention, model of cholestasis was induced by ig ANIT (60 

mg/kg) on 4th day. Bile volume flow was measured; Activities of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), 
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detected; Hematoxylin eosin (HE) staining was used to observe the pathological changes of liver tissue; Intestinal contents of rats was 

collected for intestinal flora sequencing to explore the effect of paeoniflorin on intestinal flora. Results  Compared with model group, 

paeoniflorin effectively improved bile volume flow (P < 0.05), significantly down-regulated liver function index AST, ALT, γ-GT 

activities and cholestatic index TBIL, DBIL and TBA levels (P < 0.01), improved the damage of liver cells. The sequencing results of 

intestinal flora showed that paeoniflorin significantly increased the ratio of Firmicutes/Bacteroides and abundance of Allobaculum and 

Blautia (P < 0.05), and decreased the abundance of Oscillospira and Ruminococcus (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Paeoniflorin may 

improve the liver injury of cholestasis by improving the imbalance of intestinal flora in ANIT-induced cholestasis rats. 
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胆汁淤积肝脏疾病是一种因各种内外原因，导

致有毒胆汁酸过度积累或胆汁流量改变，胆管和肝

细胞受损的肝脏疾病，胆汁淤积本身也会进一步加

重肝脏的损害[1]。据统计，我国慢性肝病住院患者

胆汁淤积肝脏疾病的发生率高达 10.26%，在原发硬

化性胆管炎患者中发生率高达 75%，肝硬化中可达

47.76%[2]。在胆汁淤积疾病过程中，胆汁酸是胆汁

的重要成分，约占胆汁固体成分的 85%，胆汁酸在

肝脏合成后，进入胆管分泌到胆囊，后进入小肠参

与食物消化，最后大部分胆汁酸在回肠末端重新吸

收，通过门静脉返回肝脏，另有 5%的胆汁酸通过粪

便排出[3]，这个过程为胆汁酸的肝肠循环。因此，任

何造成胆汁酸平衡失调的因素都能导致胆汁淤积的

形成。胆汁酸通过肝肠循环将肠道与肝脏连接起来，

肠道菌群可调节经肝脏合成排入肠道的胆汁酸，同

时肠道菌群的结构和分布又受胆汁酸的影响。 

肠道菌群失调与胆汁淤积性肝病密切相关[4]，

由于肝脏和肠道经胆管、门静脉和体循环进行双向

交流[5]，因此肠道菌群失调可能通过肠-肝轴引起肝

脏的炎症性疾病[6]。研究表明，肠道菌群失调，肠内

代谢产物包括肠源性毒素和微生物代谢物通过门静

脉进入肝脏，引起肝细胞炎症损伤，激活肝脏免疫

应答机制，从而导致肝功能改变[7]。此外，肠道微生

物在肝脏病理生理过程中发挥重要作用，能够通过

改变肠道通透性、调节胆碱代谢、调节胆汁酸代谢

等来改善肝脏炎症和（或）纤维化[8]。 

传统中医药理论将胆汁淤积归属于“黄疸”范

畴，处方数据挖掘研究表明，治疗淤胆型肝炎的中

药复方汤剂中最常用的中药之一为赤芍，使用频率

高达 82.61%[9]。赤芍为毛茛科芍药属植物芍药的干

燥根，性凉能泻肝胆之热，味苦可入胆而益胆汁，

《神农本草经》中述其“主邪气腹痛，除血痹，破坚

积，寒热疝瘕，止痛，利小便”[10]。“瘀”贯穿淤胆

型肝炎始终，使用赤芍可清利肝胆热毒、改善脉道

瘀阻的状态；现代药理学研究也证实，大剂量赤芍

可通过调节转运蛋白的表达，并调节胆汁酸组成和

含量，从而改善胆汁淤积[11]。其主要活性成分芍药

苷于 1963 年作为一种单萜苷首次从芍药中分离得

到[12]，芍药苷可以改善大鼠肝组织淤胆型炎症、坏

死和胆管增生[13-14]。表明赤芍中的主要效应成分芍

药苷具有显著的保肝利胆作用，能够通过抗氧化、

抗凋亡、抗炎等具体的通路发挥效应，然而对芍药

苷与肠道菌群的调节关联却少有研究。因此，本研

究采用 α-异硫氰酸酯（α-isothiocyanate，ANIT）致

大鼠急性肝内胆汁淤积模型对芍药苷进行药效学评

价，进而通过考察芍药苷对大鼠肠道菌群的影响来

研究其作用机制，为芍药苷通过调节肠道菌群从而

改善胆汁淤积提供科学依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 200～220 g，购

自斯贝福（北京）生物技术有限公司，许可证号

SCXK （ 京 ） 2019-0010 ， 动 物 合 格 证 号

No.110324220102750123。动物于成都中医药大学动

物实验中心动物房饲养，自由进食饮水，适应性喂

养 3 d 后进行实验。动物实验经成都中医药大学实

验动物伦理委员会批准（批准号 2020-0312）。 

1.2  药品与试剂 

ANIT（批号 L2104215，质量分数≥98.0%）购

自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；芍药苷（批

号 CHB-S-068，质量分数≥95.0%）购自成都生物克

洛 玛 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 熊 去 氧 胆 酸

（ursodeoxycholic acid，UDCA，批号 L21056A，质

量分数≥98.5%）购自德国 Losan Pharma Gmbh；天

冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）

试剂盒（批号 20220210）、丙氨酸氨基转移酶

（ alanine aminotransferase，ALT）试剂盒（批号

20220304 ）、 γ- 谷 氨 酰 转 肽 酶 （ γ-glutamyl 

transpeptidase，γ-GT）试剂盒（批号 20220323）、总

胆红素（ total bilirubin，TBIL）试剂盒（批号
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20220407）、直接胆红素（direct bilirubin，DBIL）试

剂盒（批号 20220311）、总胆汁酸（total bile acid，

TBA）试剂盒（批号 20220209）购自南京建成生物

工程研究所。 

1.3  仪器 

1600R 型低温离心机（上海力申科学仪器有限

公司）；DG5032 型酶标仪（南京华东电子集团）；

JA5003 型电子分析天平（上海舜宇平科学仪器有限

公司）；CI-S 型倒置显微镜（日本 Nikon 公司）；THZ-

92A 型气浴恒温振荡器（上海博迅医疗生物仪器股

份有限公司）；KQ-500DE 型超声波清洗器（昆山超

声仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  分组、给药及造模 

SD 大鼠适应性饲养 3 d 后，采用随机数字表法

随机分为对照组、模型组、芍药苷高、中、低剂量

（200、100、50 mg/kg）组和 UDCA（60 mg/kg）组，

每组 10 只。各给药组 ig 相应药物（10 mL/kg），对

照组和模型组 ig 等体积生理盐水，1 次/d，连续 7 d。

实验第 4 天，模型组和各给药组 ig ANIT（60 mg/kg）

诱导胆汁淤积模型，对照组 ig 等体积橄榄油，记录

给药前及给药 7 d 后大鼠的体质量变化。 

2.2  芍药苷对胆汁淤积大鼠胆汁体积流量的影响 

大鼠 ip 乌拉坦麻醉后，仰卧位固定，剑突下开

腹，进行胆总管插管手术留取胆汁，为了确保准确

测量，插管 5 min 后对胆汁收集取样 20～30 min，

于−80 ℃保存直至分析，胆汁收集量与流出时间的

比值为胆汁体积流量。 

2.3  芍药苷对胆汁淤积大鼠血清中 AST、ALT、γ-

GT 活性及 DBIL、TBIL、TBA 水平的影响 

大鼠麻醉后，腹主动脉取血，于室温下静置 4 h

后，4 ℃、3000 r/min 离心 10 min，分离血清，于

0 ℃保存，按试剂盒说明书测定血清中 AST、ALT、

γ-GT 活性及 DBIL、TBIL、TBA 水平。 

2.4  芍药苷对胆汁淤积大鼠肝脏组织病理变化的

影响 

取各组大鼠肝脏，于 4%多聚甲醛中固定 24 h

后，脱水，石蜡包埋，常规切片，进行苏木素-伊红

（HE）染色，于显微镜下观察肝脏病理变化。 

2.5  肠内容物标本采集 

于无菌状态下取出各组大鼠整个肠道，吸取无

菌 PBS 溶液，冲洗消化道外壁后，切取所需结肠段，

轻柔挤出内容物或剖开肠道用无菌手术刀挖取内容

物 1～3 g 置于无菌 EP 管，立刻放入−80 ℃液氮冻

存，1 d 内转存至−80 ℃低温冰箱保存。 

2.6  大鼠肠道菌群 16S rRNA 检测 

提取对照组、模型组、芍药苷高剂量组样本的

基因组 DNA，检测 DNA 的纯度和浓度合格后，取

适量的基因组 DNA 为模板，根据测序区域的选择，

添加样本特异性 Barcode 序列，与 Pfu 高保真 DNA

聚合酶进行 PCR，确保扩增效率和提取 DNA 样品

的准确性、样品检测、纯化、建库、并采用 Illumina 

Miseq 平台进行高通量测序。下机数据按照 QIIME2 

DaDa2 分析流程或 Vsearch 软件的分析流程进行序

列去噪或操作分类单位（ operational taxonomic 

units，OTU）聚类，进行 ASV/OTU 物种注释，并

与大鼠微生物数据库进一步比对，得到样本的物种

分类信息，进行聚类分析及多样性分析，后通过京

都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes，KEGG）通路富集分析预测样本

的菌群代谢功能。 

2.7  统计学分析 

利用 SPSS 19.0 与 Prism 8 软件进行数据统计与

作图分析，结果以 x s 表示，各组数据正态齐且方

差也齐时，多组样本之间采用单因素方差分析（One-

way ANOVA）。 

3  结果 

3.1  芍药苷对胆汁淤积大鼠体质量的影响 

如图 1 所示，自第 4 天造模后，与对照组比较，

各组大鼠体质量均降低；第 7 天，与对照组比较，

模型组大鼠体质量显著降低（P＜0.01）；与模型组

比较，芍药苷高、中剂量组和 UDCA 组大鼠体质量

均明显升高（P＜0.05、0.01）。 

     

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

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

图 1  芍药苷对胆汁淤积大鼠体质量的影响 ( x s , n = 10) 

Fig. 1  Effect of paeoniflorin on body weight of rats with 

cholestasis ( x s , n = 10) 
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20220407）、直接胆红素（direct bilirubin，DBIL）试

剂盒（批号 20220311）、总胆汁酸（total bile acid，

TBA）试剂盒（批号 20220209）购自南京建成生物

工程研究所。 

1.3  仪器 

1600R 型低温离心机（上海力申科学仪器有限

公司）；DG5032 型酶标仪（南京华东电子集团）；

JA5003 型电子分析天平（上海舜宇平科学仪器有限

公司）；CI-S 型倒置显微镜（日本 Nikon 公司）；THZ-

92A 型气浴恒温振荡器（上海博迅医疗生物仪器股

份有限公司）；KQ-500DE 型超声波清洗器（昆山超

声仪器有限公司）。 

2  方法 

2.1  分组、给药及造模 

SD 大鼠适应性饲养 3 d 后，采用随机数字表法

随机分为对照组、模型组、芍药苷高、中、低剂量

（200、100、50 mg/kg）组和 UDCA（60 mg/kg）组，

每组 10 只。各给药组 ig 相应药物（10 mL/kg），对

照组和模型组 ig 等体积生理盐水，1 次/d，连续 7 d。

实验第 4 天，模型组和各给药组 ig ANIT（60 mg/kg）

诱导胆汁淤积模型，对照组 ig 等体积橄榄油，记录

给药前及给药 7 d 后大鼠的体质量变化。 

2.2  芍药苷对胆汁淤积大鼠胆汁体积流量的影响 

大鼠 ip 乌拉坦麻醉后，仰卧位固定，剑突下开

腹，进行胆总管插管手术留取胆汁，为了确保准确

测量，插管 5 min 后对胆汁收集取样 20～30 min，

于−80 ℃保存直至分析，胆汁收集量与流出时间的

比值为胆汁体积流量。 

2.3  芍药苷对胆汁淤积大鼠血清中 AST、ALT、γ-

GT 活性及 DBIL、TBIL、TBA 水平的影响 

大鼠麻醉后，腹主动脉取血，于室温下静置 4 h

后，4 ℃、3000 r/min 离心 10 min，分离血清，于

0 ℃保存，按试剂盒说明书测定血清中 AST、ALT、

γ-GT 活性及 DBIL、TBIL、TBA 水平。 

2.4  芍药苷对胆汁淤积大鼠肝脏组织病理变化的

影响 

取各组大鼠肝脏，于 4%多聚甲醛中固定 24 h

后，脱水，石蜡包埋，常规切片，进行苏木素-伊红

（HE）染色，于显微镜下观察肝脏病理变化。 

2.5  肠内容物标本采集 

于无菌状态下取出各组大鼠整个肠道，吸取无

菌 PBS 溶液，冲洗消化道外壁后，切取所需结肠段，

轻柔挤出内容物或剖开肠道用无菌手术刀挖取内容

物 1～3 g 置于无菌 EP 管，立刻放入−80 ℃液氮冻

存，1 d 内转存至−80 ℃低温冰箱保存。 

2.6  大鼠肠道菌群 16S rRNA 检测 

提取对照组、模型组、芍药苷高剂量组样本的

基因组 DNA，检测 DNA 的纯度和浓度合格后，取

适量的基因组 DNA 为模板，根据测序区域的选择，

添加样本特异性 Barcode 序列，与 Pfu 高保真 DNA

聚合酶进行 PCR，确保扩增效率和提取 DNA 样品

的准确性、样品检测、纯化、建库、并采用 Illumina 

Miseq 平台进行高通量测序。下机数据按照 QIIME2 

DaDa2 分析流程或 Vsearch 软件的分析流程进行序

列去噪或操作分类单位（ operational taxonomic 

units，OTU）聚类，进行 ASV/OTU 物种注释，并

与大鼠微生物数据库进一步比对，得到样本的物种

分类信息，进行聚类分析及多样性分析，后通过京

都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of 

genes and genomes，KEGG）通路富集分析预测样本

的菌群代谢功能。 

2.7  统计学分析 

利用 SPSS 19.0 与 Prism 8 软件进行数据统计与

作图分析，结果以 x s 表示，各组数据正态齐且方

差也齐时，多组样本之间采用单因素方差分析（One-

way ANOVA）。 

3  结果 

3.1  芍药苷对胆汁淤积大鼠体质量的影响 

如图 1 所示，自第 4 天造模后，与对照组比较，

各组大鼠体质量均降低；第 7 天，与对照组比较，

模型组大鼠体质量显著降低（P＜0.01）；与模型组

比较，芍药苷高、中剂量组和 UDCA 组大鼠体质量

均明显升高（P＜0.05、0.01）。 

     

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

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

图 1  芍药苷对胆汁淤积大鼠体质量的影响 ( x s , n = 10) 

Fig. 1  Effect of paeoniflorin on body weight of rats with 

cholestasis ( x s , n = 10) 
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3.2  芍药苷对胆汁淤积大鼠胆汁体积流量的影响 

对照组大鼠胆汁体积流量为（21.44±0.66）

μL/min；模型组大鼠胆汁体积流量为（7.11±0.36）

μL/min，与对照组比较具有统计学差异（P＜0.05）；

芍药苷高剂量组胆汁体积流量为（17.15±0.19）

μL/min，与模型组比较具有统计学差异（P＜0.05）。

表明芍药苷高剂量可以有效改善胆汁淤积大鼠胆汁

体积流量。 

3.3  芍药苷对胆汁淤积大鼠血清中 AST、ALT、γ-

GT 活性及 DBIL、TBIL、TBA 水平的影响 

如表 1 所示，与对照组比较，模型组大鼠血清

中肝功能指标 ALT、AST、γ-GT 活性与胆汁淤积指

标 DBIL、TBIL、TBA 水平均明显升高（P＜0.01）；

与模型组比较，各给药组大鼠血清中肝功能指标

ALT、AST、γ-GT 活性与胆汁淤积指标 DBIL、TBIL、

TBA 水平均明显降低（P＜0.01），且呈剂量相关性。 

3.4  芍药苷对胆汁淤积大鼠肝脏组织病理变化的

影响 

如图 2 所示，对照组大鼠肝脏组织结构正常，

肝细胞索状排列整齐，肝细胞间肝窦明显，未见明

显组织病理损伤改变；模型组大鼠肝细胞萎缩呈严

重长梭状形态，肝窦和汇管区见炎性细胞浸润，汇

管区见胆管上皮细胞及纤维细胞增生；芍药苷高剂

量组大鼠肝脏组织可见炎性细胞浸润；芍药苷中剂

量组大鼠肝细胞萎缩，纤维细胞增生，见有肝窦和

汇管区见炎性细胞浸润；芍药苷低剂量组大鼠肝细

胞空泡变性可见，肝窦和汇管区见炎性细胞浸润，

汇管区见胆管上皮细胞及纤维细胞增生；UDCA 组

大鼠肝组织汇管区可见少量炎性细胞浸润，肝窦内

可见数个灶性炎性细胞浸润区。 

3.5  大鼠肠道菌群测序变化与物种注释 

对对照组、模型组、芍药苷高剂量组样本进行 16S 

rRNA 检测，3 组大鼠肠道菌群测序结果中，高质量序

列数目为 2 377 872，碱基数目为 1 005 993 655，平均

长度为 418 bp，序列长度分布在 400～440 bp（图 3-

A），符合 16S rRNA V3～4 要求，可知后续分析较

为可靠，测序结果能够反映样本的真实情况。物种

分类注释图表明肠道菌群各分类单元门、纲、目、

科、属、种水平的 ASV/OTU 数（图 3-B）。统计后

得，对照组、芍药苷高剂量组、模型组门水平及以

下 ASV/OTU 数分别为 2204、2223、2413，属水平

ASV/OTU 数分别为 623、632、659。

表 1  芍药苷对胆汁淤积大鼠血清中 AST、ALT、γ-GT 活性及 DBIL、TBIL、TBA 水平的影响 ( x s , n = 10) 

Table 1  Effect of paeoniflorin on AST, ALT, γ-GT activities and DBIL, TBIL, TBA levels in serum of rats with cholestasis 

( x s , n = 10) 

组别 剂量/(mg·kg−1) ALT/(U·L−1) AST/(U·L−1) γ-GT/(U·L−1) DBIL/(μmol·L−1) TBIL/(μmol·L−1) TBA/(μmol·L−1) 

对照 — 16.44±6.67 26.75±8.18 0.34±0.17 6.17±2.23 2.40±0.63 10.46±2.20 

模型 — 182.13±58.08** 160.85±29.39** 10.67±6.97** 110.53±34.79** 69.70±16.71** 140.39±24.62** 

芍药苷 200 48.67±12.32## 72.61±13.16## 1.45±0.37## 14.73±2.44## 6.18±1.39## 29.29±7.69## 

 100 76.66±10.13## 110.36±8.94## 2.39±0.26## 25.68±7.14## 12.91±2.03## 50.69±12.45## 

 50 113.76±10.27## 134.04±11.56## 3.82±0.46## 49.91±7.27## 27.75±11.60## 81.53±9.88## 

UDCA 60 17.41±5.08## 55.08±10.84## 0.53±0.43## 7.23±4.50## 2.71±0.94## 38.96±10.26## 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01 

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

 

“↑↑”表示细胞增生或者细胞纤维化；“↑”表示细胞空泡萎缩形态变性；“◯”表示炎性浸润 

“↑↑” means cell proliferation or cell fibrosis; “↑” means cell vacuole atrophy and morphological degeneration; “◯” indicates inflammatory infiltration 

图 2  芍药苷对胆汁淤积大鼠肝脏组织病理变化的影响 

Fig. 2  Effect of paeoniflorin on pathological changes of liver tissue in rats with cholestasis
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A-高质量序列长度分布统计图  B-物种分类注释图  C-对照组  M-模型组  HP-芍药苷高剂量组，下图同 

A-high quality sequence length distribution statistical chart  B-species classification annotation chart  C-control group  M-model group  HP-

paeoniflorin high-dose group, same as below figures 

图 3  大鼠肠道菌群测序变化与物种注释 

Fig. 3  Sequencing changes and species annotation of intestinal flora in rats 

3.6  大鼠肠道菌群 α 多样性分析 

如图 4-a 所示，Shannon 和 Simpson 指数表征

多样性，与对照组比较，模型组 Shannon 和 Simpson

指数均升高；与模型组比较，芍药苷高剂量组

Shannon 和 Simpson 指数均降低，群落多样性降低，

表明芍药苷能够降低胆汁淤积大鼠肠道菌群多样

性。Pielou’s evenness 指数表征均匀度，与对照组比

较，模型组 Pielou’s evenness 指数升高；与模型组

比较，芍药苷高剂量组 Pielou’s evenness 指数降低，

表明芍药苷能够降低胆汁淤积大鼠肠道菌群均匀

度。丰度等级曲线反映各样本中 ASV/OTU 丰度的

分布规律，各组在横轴上的范围较大且平缓下降，

表明各组大鼠肠道菌群物种丰富度高和物种分布均

匀（图 4-b）。物种累积曲线随样本量的增加，曲线

始终保持上升趋势，表明样本量还须补充（图 4-c）。 

3.7  大鼠肠道菌群 β 多样性分析 

β 多样性分析可比较不同样本肠道菌群的物种

多样性，探索各组菌群组成的差异性。Adonis 显示

组间差异大于组内差异（R2＝0.201、P＝0.001），提

示各组肠道菌群结构具有显著差异性。主坐标分析

（principal coordinates analysis，PCoA）与非量度多

维尺度分析（non-metric multidimensional scaling，

NMDS）如图 5 所示，各组内样本点相对聚集，说

明各组组内样本点之间的变异度较小；组间较为离

散，说明各组组间样本具有物种差异，NMDS 结果

的 stress 值＝0.156＜0.2，表明 NMDS 分析的结果

可靠。提示芍药苷高剂量一定程度上可以调节

ANIT 诱导的胆汁淤积大鼠肠道菌群组成变化。 

3.8  大鼠肠道菌群物种组成分析 

3.8.1  门水平下各组肠道菌群组成及物种丰度分

析  如图 6-a、b 所示，各组大鼠菌群优势种类差异

不大，主要由厚壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌门

（Bacteroidetes）、放线菌门（Actinobacteria）、变形菌

门（Proteobacteria）等构成，其中厚壁菌门与拟杆菌

 

a-Simpson、Shannon 和 Pielou’s evenness 指数  b-丰度等级曲线  c-物种累积曲线 

a-Simpson, Shannon and Pielou’s evenness index  b-Rank-abundance curve  c-species accumulation curve 

图 4  大鼠肠道菌群 α 多样性分析 

Fig. 4  α Diversity analysis of intestinal flora in rats 
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A-PCoA 分析  B-NMDS 分析 

A-PCoA analysis  B-NMDS analysis 

图 5  大鼠肠道菌群 β 多样性分析 

Fig. 5  β Diversity analysis of intestinal flora in rats 

          

a-门水平下各组肠道菌群组成及物种丰度柱状图  b-门水平下优势种类  c-属水平下各组肠道菌群组成及物种丰度柱状图  d-属水平下优势种

类  e-物种组成热图  与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 

a-histogram of intestinal flora composition and species abundance in each group at phylum level  b-dominant species at phylum level  c-histogram of 

intestinal flora composition and species abundance in each group at genus level  d-dominant species at genus level  e-species composition heat map  *P < 

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

图 6  门及属水平上大鼠肠道菌群物种组成 

Fig. 6  Species composition of intestinal flora in rats at phylum and genus level 

门比例最高，占 80%以上。与对照组比较，模型组

拟杆菌门、变形菌门相对丰度显著升高（P＜0.01），

厚壁菌门相对丰度显著降低（P＜0.05）；与模型组

比较，芍药苷高剂量组拟杆菌门相对丰度显著降低

（P＜0.01），厚壁菌门、放线菌门相对丰度显著升高

（P＜0.05、0.01），厚壁菌门与拟杆菌门比值（F/B）

升高。表明芍药苷能够调控 ANIT 诱导的胆汁淤积

大鼠肠道菌群优势物种厚壁菌门、拟杆菌门、放线

菌门的群落丰度。 

3.8.2  属水平下各组肠道菌群组成及物种丰度分

析  如图 6-c、d 所示，各组大鼠菌群优势种类分布

列有前 20 种，菌属组成所占百分比不同，其中乳杆

菌属 Lactobacillus、异杆菌属 Allobaculum、布劳特

氏菌属 Blautia、颤螺菌属 Oscillospira、梭菌属
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Clostridium 是相对丰度前 5 位的菌属。与对照组比

较，模型组异杆菌属、布劳特氏菌属、拟杆菌属

Bacteroides 相对丰度显著升高（P＜0.05）；与模型

组比较，芍药苷高剂量组异杆菌属、布劳特氏菌属

相对丰度显著升高（P＜0.05），颤螺菌属、瘤胃球

菌属 Ruminococcus 相对丰度显著降低（P＜0.05、

0.01）。表明芍药苷能够调控 ANIT 诱导的胆汁淤积

大鼠肠道菌群优势物种异杆菌属、布劳特氏菌属、

颤螺菌属的群落丰度。 

为了进一步比较样本间的物种组成差异，使用

热图进行物种组成分析对各样本的物种丰度分布趋

势进行展示。以属水平的分类单元组成作为分析对

象，平均丰度前 50 位的属水平的丰度数据绘制热

图（图 6-e）。 

3.9  大鼠肠道菌群标志物种差异分析 

为直观展示菌群物种的重要性，排序绘制带柱

状图的热图，将重要性前 100 的物种从上到下，在影

响分组的重要性上依次递减，重要性靠前的物种可

认为是组间差异的标志物种（图 7-I）。通过标志物种

差异分析（LDA effect size，LEfSe），LEfSe 分析结

果包括 3 部分：一是显著差异物种 LDA 值分布柱状

图（图 7-II），展示各个组内显著富集的标志物种及

其重要性程度，LDA 效应量＞2 以及 P＜0.05 具有

显著统计学意义，可见对照组具有丰度差异的物种

为螺旋体门（ p-Spirochaetes ）、螺旋体目（ o-

Spirochaetales）、螺旋体科（f-Spirochaetaceae）、螺旋

体纲（c-Spirochaetes）、密螺旋体属（g-Treponema）、

副帕拉普氏菌属（g-Paraprevotella）；芍药苷高剂量

组 具 有 丰 度 差 异 的 物 种 为 红 蝽 菌 目 （ o-

Coriobacteriales）、红蝽菌科（f-Coriobacteriaceae）、

红蝽菌纲（c-Coriobacteriia）、多尔氏菌属（g-Dorea）、

罗尔斯顿菌属（g-Ralstonia）；模型组具有丰度差异的

物种为粪热杆菌属（g-Coprothermobacter）、热脱硫杆

菌科（ f-Thermodesulfobiaceae ）、热袍菌纲（ c-

Thermotogae）、热袍菌目（o-Thermotogales）、热袍菌

科（f-Thermotogaceae）、热袍菌（p-Thermotogae）、

热袍菌科（g-S1）、副拟杆菌属（g-Parabacteroides）、

紫胞菌科（f-Porphyromonadaceae）、嗜热厌氧菌目

（o-Thermoanaerobacterales）、梭状芽孢杆菌 MBA08

（Bacteria-MBA08）。二是物种分类学分枝图，将

LDA 值图中各组样品中标志物种进一步按照分类

学层次进行分布，由内至外辐射的圆圈代表了由门

至属（或种）的分类级别（图 7-III）。三是组间丰度

柱状图，将不同分组样品中的标志物种进一步组间

比较，如图 8 所示，与对照组比较，模型组红蝽菌

纲、梭状芽孢杆菌 MBA08、多尔氏菌属、紫胞菌科、

热袍菌纲相对丰度上升，罗尔斯顿菌属、副帕拉普

氏菌属、螺旋体纲相对丰度下降；与模型组比较，

芍药苷高剂量组红蝽菌纲、多尔氏菌属、罗尔斯顿

菌属相对丰度上升，梭状芽孢杆菌 MBA08、紫胞菌

科、热袍菌纲相对丰度下降。此外，对照组与芍药苷

高剂量组 HP 组梭状芽孢杆菌 MBA08、紫胞菌科、

  

I-组间差异的标志物热图  II-物种 LDA 值分布柱状图  III-基于分类等级树的组间差异分类单元展示图（以 0.01%为阈值） 

I-heat map of markers of differences between groups  II-species LDA value distribution histogram  III-display diagram of classification units of group 

differences based on classification level tree (with 0.01% as threshold) 

图 7  大鼠肠道菌群物种 LEfSe 分析 

Fig. 7  Species LEfSe analysis of intestinal flora in rats 
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热袍菌纲相对丰度极低，其中梭状芽孢杆菌

MBA08、热袍菌纲相对丰度在对照组中并无体现，

为胆汁淤积大鼠肠道菌群显著标志物种。 

3.10  大鼠肠道菌群通路富集差异分析 

KEGG 数据库的核心为生物代谢通路分析数据

库，如图 9 所示，3 组大鼠肠道菌群 KEGG 通路主

要富集在代谢、遗传信息处理 2 大代谢通路方面，

功能类别主要富集在碳水化合物代谢、氨基酸代谢、

辅酶因子和维生素代谢、萜类多酮类代谢、脂质代

谢等。 

 

图 8  大鼠肠道菌群物种 LEfSe 分析组间丰度柱状图 

Fig. 8  Histogram of abundance among groups of intestinal flora species LEfSe analysis in rats 

 

图 9  肠道菌群 KEGG 通路富集差异分析 

Fig. 9  KEGG pathway enrichment difference analysis of intestinal flora
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4  讨论 

在基础研究中，ANIT 引起动物的肝脏中出现

各种生物化学和组织病理学变化，包括胆管上皮和

胆管上皮细胞坏死，因此被广泛用于诱发胆汁淤

积。早期有关 ANIT 诱导胆汁淤积模型的研究中，

ANIT 可能通过消耗肝细胞或胆管上皮细胞的还原

型谷胱甘肽或其他硫醇而引起毒性，进而引起动物

的肝脏中出现各种生物化学和组织病理学变化，包

括胆管上皮和胆管上皮细胞坏死，从而造成肝功能

损伤[15]。AST、ALT、γ-GT、TBIL、DBIL、TBA 是

临床诊断肝功能的重要指标，反映了肝脏生理病理

状况，肝脏受损时，以上指标会明显升高。本研究

结果显示，模型组大鼠血清中肝功能相关指标明显

升高，肝脏病理切片观察到肝细胞萎缩呈严重长梭

状形态，肝窦和汇管区见炎性细胞浸润，汇管区见

胆管上皮细胞及纤维细胞增生，胆汁体积流量明显

降低，表明本研究中 ANIT 诱导的胆汁淤积明显。 

芍药在中医中广泛用于脑血管疾病、心血管疾

病、神经系统疾病和肝脏疾病的治疗[16]，其味酸，

故能入肝以生肝血，味苦故能入胆而益胆汁，味酸

而兼苦，且又性凉，又善泄肝胆之热。同时现代药

理学研究证实芍药活性成分不仅有保肝作用，还能

减轻胆汁淤积症状[17]。芍药中提取的主要生物活性

成分芍药苷因其对肝脏具有强大的疗效，深有药用

研究价值而深受关注[18]，但芍药苷抗胆汁淤积的具

体作用机制尚不清楚。本研究结果显示，给予不同

剂量的芍药苷干预 1 周后，大鼠血清中肝功能指标

AST、ALT、γ-GT 活性与胆汁淤积指标 TBIL、DBIL、

TBA 水平呈剂量相关性降低，肝脏组织病理损伤明

显减轻，肝小叶内肝细胞肿胀变性得到缓解，肝窦

内炎性细胞浸润、汇管区炎性细胞浸润和纤维组织

增生均减少。胆汁淤积是由各种复杂原因导致有毒

胆汁酸积聚，造成胆汁体积流量改变。芍药苷高剂

量组胆汁体积流量较模型组明显升高，表明芍药苷

能够改善胆汁淤积状况，这也体现了芍药能够疏肝

利胆退黄的功效。上述结果说明芍药苷在治疗胆汁

淤积症状时有一定疗效。 

本研究成功建立了 ANIT 诱导的胆汁淤积大鼠

模型，并基于 16S rRNA 技术评价芍药苷对胆汁淤

积大鼠肠道菌群的调节作用，从肠道菌群角度初步

探讨芍药苷改善胆汁淤积的作用机制。多样性分析

表明胆汁淤积疾病进展过程会伴随肠道菌群失调，

高剂量的芍药苷一定程度上可以调节 ANIT 诱导的

胆汁淤积大鼠肠道菌群组成及结构变化。进一步对

各组肠道菌群组成及物种丰度进行分析，门水平上，

相较于对照组，模型组拟杆菌门、变形菌门丰度显

著升高；相较于模型组，芍药苷高剂量组拟杆菌门

丰度显著降低，厚壁菌门、放线菌门丰度显著升高。

属水平上，相较于对照组，模型组异杆菌属、布劳

特氏菌属、拟杆菌属丰度显著升高；相较于模型组，

芍药苷高剂量组异杆菌属、布劳特氏菌属丰度显著

升高，颤螺菌属、瘤胃球菌属丰度显著降低。LEfSe

组间标志物种差异分析结果显示，与对照组比较，

模型组红蝽菌纲、梭状芽孢杆菌 MBA08、多尔氏菌

属、紫胞菌科、热袍菌纲相对丰度升高，罗尔斯顿

菌属、副帕拉普氏菌属、螺旋体纲相对丰度下降；

与模型组比较，芍药苷高剂量组红蝽菌纲、多尔氏

菌属、罗尔斯顿菌属相对丰度升高，梭状芽孢杆菌

MBA08、紫胞菌科、热袍菌纲相对丰度下降，并发

现梭状芽孢杆菌 MBA08、紫胞菌科、热袍菌纲为胆

汁淤积大鼠肠道菌群显著标志物种。大鼠肠道菌群

KEGG 功能富集差异分析表明，菌群功能类别主要

富集在碳水化合物代谢、氨基酸代谢、辅酶因子和

维生素代谢、萜类多酮类代谢、脂质代谢等。 

肠道微生态紊乱引起肠道内潜在有害物质如病

原菌、内毒素、炎症因子等增加，导致肠道上皮细

胞间紧密连接破坏，肠道渗透性增加以及肠黏膜结

构改变，继而通过门静脉作用于肝脏，促进肝脏炎

症[19]。近年研究强调了微生物组和肠道屏障在肝脏

疾病中的作用，导致将肠-肝轴概念作为一种常见的

致病原理和潜在的治疗靶点[20]，通过抗生素、益生

菌等调节肠道微生态减少有害菌和有害物质产生，

或通过改善肠道屏障减少肠道细菌及有害物质进入

肝脏，或调节肝脏免疫功能增加其抗菌反应[21]。人

体和大鼠肠道内细菌多半属于厚壁菌门和拟杆菌

门，显著影响机体生理功能，F/B 变化作为一种生

物失调标志与多种疾病进展相关[22-23]，如在间充质

干细胞移植治疗四氯化碳诱导的急性肝损伤实验

中，治疗组 F/B 值升高[24]，在本研究中，芍药苷高

剂量组主要表现为厚壁菌门相关菌群增加，拟杆菌

门相关菌群减少，F/B 值升高。变形菌门属于对宿

主有害的内毒素产生菌，在本研究中，胆汁淤积大

鼠肠道菌群丰度较高。乳杆菌属是最主要的益生菌

类群之一，研究表明，在胆总管结扎诱导的胆汁淤

积小鼠中，乳杆菌通过作用于法尼醇 X 受体-成纤

维细胞生长因子 15 信号通路抑制胆汁酸合成，从
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而减少胆汁酸分泌，并增强胆汁酸排泄，从而防止

胆汁酸诱导的小鼠过度肝损伤和纤维化[25]，更有报

道突出了乳酸杆菌对胆汁淤积小鼠肠道和肝脏稳态

的潜在治疗效果[26]。布劳特氏菌属、异杆菌属广泛

分布于哺乳动物的粪便和肠道，并显示出潜在的益

生菌特性[27]，在缓解炎症疾病和代谢紊乱方面发挥

着有利作用，对特定微生物具有抗菌活性[28]。研究

发现，布劳特氏菌属能够产生短链式脂肪酸以维持

肠道黏膜屏障的完整性，且通过相关性分析，布劳

特氏菌与血清中 ALT、γ-GT 活性呈负相关[29]。颤螺

菌属、布劳特氏菌属、瘤胃球菌属、罗氏菌属

Roseburia 等肠道微生物通过产生短链脂肪酸为肠

上皮细胞提供能量和营养，能够恢复肠道黏膜[30]。

梭菌属通过 7α-脱羟基化将未结合的初级胆汁酸转

化为次级胆汁酸，临床研究表明胆汁淤积患者梭菌

属丰度低于正常组[31]，本研究发现，相较于对照组

和芍药苷高剂量组，ANIT 诱导的胆汁淤积大鼠肠

道菌群梭菌属丰度低。罗氏菌属丰度与葡萄糖和脂

质代谢之间存在关联，且具有预防免疫性肝损伤和

改善保护性修复肠道屏障的功能[32]。拟杆菌属抑制

肠道微生物群衍生的 7α-脱羟基酶对胆酸向脱氧胆

酸的转化[33]。胆汁淤积大鼠肠道菌群显著标志物种

紫胞菌科丰度的增加、血浆内毒素水平的升高和肝

脏炎症与慢性肝病的并发症密切相关[34]。另外，布

劳特氏菌属丰度与胰岛素敏感性和脂质代谢的负面

影响显著正相关，瘤胃球菌属可以降解抗性淀粉，从

而增加肠道能量吸收[35]，本研究中 3 组大鼠肠道菌

群 KEGG 功能富集主要在代谢通路方面，因此芍药

苷可能通过调节肠道菌群丰度影响碳水化合物、氨

基酸及脂质等的代谢，从而减轻胆汁淤积性肝损伤。 

本研究通过大鼠体质量变化、血清肝功能与胆

汁淤积指标、胆汁酸体积流量测定及肝脏病理切片

等一系列综合评定芍药苷对 ANIT 诱导的胆汁淤积

大鼠药效学研究，结果均表明芍药苷可以有效缓解

由于胆汁淤积导致的肝损伤，减少肝内胆汁淤积带

来的危害。此外，通过肠内容物菌群测序分析，胆

汁淤积疾病进展过程会伴随肠道菌群的失调，且高

剂量的芍药苷一定程度上可以调节 ANIT 诱导的胆

汁淤积大鼠肠道菌群组成及结构变化，F/B 值升高，

降低肠道有害菌拟杆菌门及胆汁淤积大鼠肠道菌群

显著标志物种梭状芽孢杆菌 MBA08、紫胞菌科、热

袍菌纲丰度，提升肠道有益菌厚壁菌门、布劳特氏

菌属、异杆菌属丰度，促进胆汁淤积大鼠肠道菌群

向正常水平恢复。综上，芍药苷对胆汁淤积的治疗

作用与其对胆汁淤积大鼠肠道菌群失调的改善作用

具有相关性。 
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