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• 药理与临床 • 

桑黄中性多糖结构特征及其通过调控肠道菌群改善小鼠肝纤维化的作用机制 

许秋莹，姚路蒙，王星星，高珍洁，高思琦，吴建军*，秦路平*  

浙江中医药大学药学院，浙江 杭州  310053 

摘  要：目的  表征桑黄水部位多糖（water-eluted fraction of Sanghuangporus vaninii polysaccharides，SHP-W）的结构特征，

并探讨其调节肠道菌群改善四氯化碳（carbon tetrachloride，CCl4）诱导的小鼠肝纤维化的作用机制。方法  采用水提醇沉、

弱阴离子交换色谱法从桑黄 Sanghuangporus vaninii 子实体中制备得到 SHP-W。采用苯酚硫酸法、间羟基联苯法和 BCA 法

测定 SHP-W 的总糖、糖醛酸和蛋白含量，通过高效尺寸排阻色谱法（high performance size exclusion chromatography，HPSEC）、

傅里叶红外光谱法（fourier transform infrared spectrophotometer，FT-IR）、离子色谱法（ion chromatography，IC）和甲基化结

合气相色谱-质谱联用（gas chromatography and mass spectrometry，GC-MS）等对 SHP-W 的结构特征进行表征。C57BL/6J 小

鼠 ip 15% CCl4-橄榄油溶液 6 周构建肝纤维化模型，给予 SHP-W（25、50、100 mg/kg）或索拉非尼（10 mg/kg）干预 3 周，

采用苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）、天狼星红和 Masson 染色观察小鼠肝脏的病理形态学改变；采用全自动生化分

析仪分析血清丙氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（aspartate aminotransferase，AST）、

总胆汁酸（total bile acids，TBA）、总胆红素（total bilirubin，TBIL）和直接胆红素（direct bilirubin，DBIL）水平；采用免疫

组化法检测肝组织 I 型胶原（collagen-I，Col-I）和 α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）的表达；采用 Western 

blotting 检测肝组织 Col-I、α-SMA 和转化生长因子-β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）的蛋白表达；采用 16S rDNA

测序分析肠道菌群，并采用抗生素干扰验证菌群作用。结果  SHP-W 是由 2 个不同相对分子质量（1.818×104、2.040×103）

的多糖组成的部位多糖，其总糖质量分数为（88.27±3.76）%，不含糖醛酸和蛋白质。单糖组成结果显示 SHP-W 由半乳糖、

甘露糖和岩藻糖以及葡萄糖组成，物质的量比为 34.6∶23.0∶22.7∶19.7，同时含有 3-O-甲基半乳糖；甲基化分析显示 SHP-

W 由 1,3,6-Glcp 等 14 种糖苷键组成。动物实验结果显示，与对照组比较，模型组小鼠血清 AST、ALT、TBIL、DBIL 和 TBA

水平显著升高（P＜0.001），肝细胞索排列紊乱，炎性细胞浸润明显，出现大量的纤维组织增生，肝组织中 Col-I、α-SMA 和

TGF-β1 蛋白表达显著上调（P＜0.05、0.001）；与模型组比较，各给药组小鼠肝组织的假小叶及汇管区胶原纤维沉积均有不同

程度改善，血清肝功能水平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），肝组织 Col-I、α-SMA 和 TGF-β1 蛋白表达下调（P＜0.05、0.01、

0.001）。抗生素干扰后，SHP-W 改善肝纤维化的效果被显著抑制。结论  从桑黄子实体中制备得到 SHP-W，糖醛酸含量测定、

红外光谱以及单糖组成显示其为中性多糖。SHP-W 可显著改善血清肝功能、抑制 HSCs 活化、减少胶原纤维沉积从而改善 CCl4

诱导的小鼠肝纤维化，且其抗肝纤维化作用依赖于对肠道微生物的调节。 
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Abstract: Objective  To analyze the structural characteristics of water-eluted fraction of Sanghuangporus vaninii polysaccharides 

(SHP-W) and explore the mechanism of SHP-W on improving carbon tetrachloride (CCl4)-induced liver fibrosis in mice by regulating 

gut microbiota. Methods  SHP-W was extracted from S. vaninii using water extraction and ethanol precipitation, followed by 

purification through weak anion-exchange chromatography. The total sugar, uronic acid and protein contents of SHP-W were 

determined by phenol sulfuric acid method, m-hydroxybiphenyl method and BCA method. The structural characterization of SHP-W 

was carried out by high performance size exclusion chromatography (HPSEC), Fourier transform infrared spectrophotometer (FT-IR), 

ion chromatography (IC) and methylation combined gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). C57BL/6J mice were prepared 

with a 15% CCl4 olive oil solution via ip for six weeks to establish a liver fibrosis model. SHP-W (25, 50, 100 mg/kg) or sorafenib (10 

mg/kg) were administered for three weeks, and the pathological morphological changes in liver tissues were observed using 

hematoxylin-eosin (HE), sirius red and Masson staining. A fully automated biochemical analyzer was used to analyze the levels of 

alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), total bile acids (TBA), total bilirubin (TBIL) and direct bilirubin 

(DBIL) in serum. Immunohistochemistry was used to detect the expressions of collagen-I (Col-I) and α-smooth muscle actin (α-SMA) 

in liver tissue. Western blotting was used to detect the expressions of Col-I, α-SMA and transforming growth factor-β1 (TGF-β1) 

proteins in liver tissue. 16S rDNA sequencing was used to analyze the gut microbiota, and antibiotic interference was used to verify 

the role of the microbiota. Results  SHP-W was a refined polysaccharide composed of two polysaccharides with different relative 

molecular weights (1.818 × 104, 2.040 × 103), with a total sugar content of (88.27 ± 3.76)%, and without uronic acid and protein. The 

monosaccharide composition results showed that SHP-W was composed of galactose, mannose, fucose and glucose, with a molar ratio 

of 34.6∶23.0∶22.7∶19.7, and also contained 3-O-methylgalactose. Methylation analysis showed that SHP-W was composed of 14 

glycosidic bonds, including 1,3,6-Glcp.The animal experiment results showed that compared with control group, the levels of AST, 

ALT, TBIL, DBIL and TBA in serum of mice in model group were significantly increased (P < 0.001), the arrangement of liver cell 

cords was disordered, inflammatory cell infiltration was obvious, and a large amount of fibrous tissue proliferation was appeared, the 

expressions of Col-I, α-SMA and TGF-β1 protein in liver tissue was significantly up-regulated (P < 0.05, 0.001). Compared with model 

group, the collagen fiber deposition in pseudo lobules and portal area of liver tissue of mice in each treatment group was improved to 

varying degrees, and the serum liver function level was significantly reduced (P < 0.05, 0.01, 0.001), the expressions of Col-I, α-SMA 

and TGF-β1 protein in liver tissue was down-regulated (P < 0.05, 0.01, 0.001). After antibiotic interference, the effect of SHP-W on 

improving liver fibrosis was significantly inhibited. Conclusion  SHP-W were prepared from S. vaninii fruiting bodies, the 

determination of uronic acid content, infrared spectroscopy and monosaccharide composition showed that SHP-W were neutral 

polysaccharide. SHP-W could significantly improve serum liver function, inhibit HSCs activation, reduce collagen fiber deposition, 

and thus improve CCl4-induced liver fibrosis in mice. Its anti-fibrotic effect depends on the regulation of gut microbiota. 

Key words: neutral polysaccharides from Sanghuangporus vaninii (Ljub) L. W. Zhou et Y. C. Dai; structural characteristics; 

monosaccharide composition; liver fibrosis; gut microbiota; activation of hepatic stellate cells; collagen fiber deposition 

肝纤维化是慢性肝病进展为肝硬化和肝癌的

核心病理阶段，其特征是肝星状细胞（hepatic stellate 

cells，HSCs）的持续活化及细胞外基质（extracellular 

matrix，ECM）的病理性沉积[1-2]。中国是全球慢性

肝病负担最重的国家，超过 1/3 的成年人群存在肝

脂肪变性、代谢性功能障碍相关脂肪肝和肝纤维

化[3]，尽管肝纤维化病理机制已被广泛研究，但目

前美国食品药品监督管理局和中国国家药品监督

管理总局批准的抗肝纤维化的药物仍然十分局限，

远未满足临床治疗需求[4]，这一现状反映了开发抗

肝纤维化新型治疗策略的迫切需求。中药多成分、

多靶点的作用特点与肝纤维化复杂的发病机制高

度契合。研究发现，中药复方在抑制肝脏炎症和调

节免疫方面具有确切的作用，如扶正祛瘀方、复方

鳖甲软肝片和芪甲柔肝汤等可在体内外抑制 HSCs

活化以及减少胶原纤维沉积[5-8]。柚皮素、栀子苷、

阿魏酸、黄芪甲苷以及莪术醇等通过抑制转化生长

因子-β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）/ 

Smad 信号通路发挥改善肝纤维化的作用[9-13]。尽管

中药复方和单体成分在肝纤维化治疗中展现出一

定疗效，然而其应用仍存在一定局限性：（1）复方

制剂化学成分复杂，药效物质基础不明确；（2）部

分单体成分生物利用度低且可能丧失中药多靶点

协同优势；（3）现有的研究尚未系统阐明多糖抗肝

纤维作用[14-15]。 

近年来，中药多糖是天然产物开发中研究相对

较少的大分子物质，展现出多靶点、多通路的调控特

性，在抗肝纤维化研究中具有独特优势[16]。麦冬多糖
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可通过调节 TGF-β1/Smad 和丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase，MAPK）信号通路

改善肝损伤[17]；菊粉样果聚糖则能通过抑制黏着斑

激酶（focal adhesion kinase，FAK）/磷脂酰肌醇 3-激

酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/蛋白激酶 B

（protein kinase B，Akt）信号通路抑制 HSCs 活化[18]。

以上发现为中药多糖的抗肝纤维化研究提供了重要

参考。桑黄 Sanghuangporus vaninii (Ljub) L. W. Zhou 

et Y. C. Dai 作为传统药用真菌，其多糖成分在改善

肝损伤方面显示出潜在疗效，Chen 等[19]发现桑黄多

糖可通过剂量相关性地降低四氯化碳（ carbon 

tetrachloride，CCl4）诱导的血清转氨酶升高、减少肝

脂质过氧化、提高抗氧化酶活性及改善肝组织病理

损伤，从而发挥保肝、抗氧化作用；Zhao 等[20]发现

桑黄多糖通过激活腺苷酸活化蛋白激酶（AMP-

activated protein kinase，AMPK）/ 核因子 E2 相关因

子 2（nuclear factor erythroid 2-related -factor 2，Nrf2）

信号通路显著减轻对乙酰氨基酚（acetaminophen，

APAP）诱导的急性肝损伤，并改善肝组织病理变化。

尽管桑黄多糖具有良好的抗肝损伤作用，但改善肝

纤维化的作用及潜在机制尚不明确。 

多糖因其高相对分子质量和复杂结构难以被

宿主直接消化吸收，主要依赖肠道菌群代谢为短链

脂肪酸等活性物质发挥系统作用[21]。多项研究发

现，多糖可通过调节肠道菌群从而改善肥胖、代谢

性肝病等疾病状态[22-23]，这为研究桑黄多糖的抗肝

纤维化机制提供了新思路。基于此，本研究制备桑

黄水部位多糖（water-eluted fraction of S. vaninii 

polysaccharides，SHP-W），采用系列仪器分析方法

对 SHP-W 进行结构表征，通过建立 CCl4诱导小鼠

肝纤维化模型，系统考察 SHP-W 对肝功能指标、

纤维化标志物及肝脏组织病理学的影响，并结合

16S rDNA 高通量测序技术分析肠道菌群变化，旨

在解析 SHP-W 通过重塑肠道菌群-肝脏互作改善肝

纤维化的作用，为其临床应用提供理论依据。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠，体质量（22±2）g，

购自上海斯莱克实验动物有限公司，动物许可证号

SCXK（沪）2022-0004。动物饲养于浙江中医药大

学实验动物中心，环境温度为 22～24 ℃，相对湿度

为（40±10）%，自由进食饮水。动物实验经浙江

中医药大学实验动物伦理委员会批准（批准号

2023121108）。 

1.2  药材 

桑黄的干燥子实体购自杭州市淳安县千岛湖，

经浙江中医药大学药学院秦路平教授鉴定为桑黄 S. 

vaninii (Ljub) L. W. Zhou et Y. C. Dai。 

1.3  药品与试剂 

DEAE SephroseTM Fast Flow 弱阴离子交换树脂

（货号 17-0709-01）购自英国 GE Healthcare Bio-

seciences 公司；Shodex 系列右旋糖酐标准品（P5、

P10、P20、P50、P100、P200、P400、P800，货号

分别为 F8400005、F8400010、F8400020、F8400050、

F8400100、F8400200、F8400400、F8400800）购自

日本昭和电工株式会社；单糖标准品甘露糖（货号

C17D9H77586，质量分数为 98%）、鼠李糖（货号

H10S9Z69863，质量分数为 98%）、半乳糖（货号

E1927035，质量分数为 99%）、葡萄糖（货号

Q18F10N80946，质量分数为 99%）、阿拉伯糖（货

号 S15A10G85850，质量分数为 98%）、木糖（货号

A22S6X3606，质量分数为 99%）、岩藻糖（货号

X29D7Y27768，质量分数为 98%）、盐酸氨基葡萄

糖（货号 A22S6X3606，质量分数为 98%）、果糖（货

号 J01J10R89818，质量分数为 99%）、核糖（货号

H26F10Z81556，质量分数为 99%）、氨基半乳糖盐

酸盐（货号为 B01J8S37079，质量分数为 98%）、葡

萄糖醛酸（货号 K14M10S82777，质量分数≥98%）、

半乳糖醛酸（货号 K02A9B66077，质量分数为

97%）、古罗糖醛酸（货号 S200115AG1，质量分

数≥98%）和甘露糖醛酸（货号 S200108AM1，质

量分数≥98%）均购自江苏博睿糖生物技术有限公

司；间羟基联苯（货号 S30798）、橄榄油（货号

S30503）、索拉非尼（货号 S45467）购自上海源叶

生物科技有限公司；硫酸（货号 7664-93-9）购自上

海凌峰化学试剂有限公司；CCl4（货号 C805332）

购自上海麦克林生化科技股份有限公司；羧甲基纤

维素钠（sodium carboxymethyl cellulose，CMC-Na，

货号 FY36183）购自南通飞宇生物科技有限公司；

苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）试剂盒（货

号 D006-1-3）、Masson 试剂盒（货号 D026-1-3）购

自南京建成生物工程研究所；天狼星红试剂盒（货

号 GC307014）购自武汉塞维尔生物科技有限公司；

I 型胶原（collagen-I，Col-I）抗体（货号 AB270993）、

α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）

抗体（货号 AB124964）、TGF-β1 抗体（货号
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AB179695）购自英国 Abcam 公司；HRP 标记的山

羊抗兔 IgG 二抗（货号 A0208）购自上海碧云天生

物技术股份有限公司；GAPDH 多克隆抗体（货号

10494-1-AP）购自武汉三鹰生物技术有限公司；丙

氨酸氨基转移酶（alanine aminotransferase，ALT）

试剂盒（货号D001）、天冬氨酸氨基转移酶（aspartate 

aminotransferase，AST）试剂盒（货号 D002）、总胆

汁酸（total bile acid，TBA）试剂盒（货号 D101Z）、

总胆红素（total bilirubin，TBIL）试剂盒（货号

D115）、直接胆红素（direct bilirubin，DBIL）试剂

盒（货号 D116W）购自宁波美康生物科技股份有限

公司；甲硝唑（货号 A600633）、青霉素 G 钾（货

号 A613460）购自生工生物工程上海股份有限公司；

硫酸新霉素（货号 MB1716）、盐酸万古霉素（货号

MB1260）购自大连美仑生物技术有限公司。 

1.4  仪器 

Nicolet IS50 型红外光谱仪、MuLtiskan GO 型

酶标仪、ICS5000 型离子色谱仪（美国赛默飞世尔

科技有限公司）；Agilent 7890 型气相色谱-单四级杆

质谱联用仪、Agilent 1260 型高效液相色谱仪（美国

安捷伦公司）；Su8010 型场发射扫描电子显微镜（日

本日立公司）；SCIENTZ-50FG/C 型冷冻干燥机（宁

波新芝生物科技股份有限公司）；5810R 型台式高速

大容量离心机（德国艾本德股份公司）；GD50102 型

凝胶成像系统（莫纳生物科技有限公司）；RE52-99

型旋转蒸发仪（上海亚荣升华仪器厂）。 

2  方法 

2.1  SHP-W 的制备 

将桑黄子实体按照料液比 1∶12在 95%乙醇浸

泡过夜，加热至 60 ℃提取 1 h，滤过，滤渣挥干乙

醇即得脱脂后的桑黄。称取脱脂后的桑黄，按照料

液比 1∶20 加入水，95 ℃加热提取 1 h，滤过，将

提取液浓缩至一定体积，慢加快搅加入 95%乙醇直

至乙醇终体积分数为 80%，室温静置过夜。抽滤，

沉淀挥干乙醇，以一定体积纯水溶解，经冷冻干燥

机干燥，得桑黄总多糖。取约 4 g 桑黄总多糖溶解

在 100 mL 纯水中，8 000×g 离心 10 min 后，取上

清液上样于 DEAE SepharoseTM Fast Flow 弱阴离子

交换柱，以水为流动相进行洗脱，收集洗脱液，减

压浓缩，透析 48 h，冷冻干燥，即得 SHP-W。 

2.2  SHP-W 的结构表征 

2.2.1  总糖、糖醛酸以及蛋白含量测定 

（1）总糖含量测定：采用苯酚硫酸法测定 SHP-

W 的总糖含量。精密称取 2.0 mg 葡萄糖标准品，配

制成质量浓度为 0.5 mg/mL 的标准品母液，分别精

密量取 0、30、60、120、150、180、240、300 μL 标

准品母液于试管中，分别以水补至 300 μL，配成系

列质量浓度为 0、0.05、0.10、0.20、0.25、0.30、0.40、

0.50 mg/mL 的葡萄糖标准品溶液；加入 150 μL 6%

苯酚和 750 μL 浓硫酸，摇匀，60 ℃水浴条件反应

30 min 后于 490 nm 处测定吸光度（A）值。以葡萄

糖标准品质量浓度为 X 轴，A 值为 Y 轴，得标准曲

线。取 SHP-W 3 份各 2.0 mg，按照标准品方法操

作，根据标准曲线计算得到 SHP-W 的总糖含量。 

（2）糖醛酸含量测定：采用间羟基联苯法测定

SHP-W 的糖醛酸含量。以葡萄糖醛酸为标准品，精

密称量 2.0 mg，配制成质量浓度为 0.25 mg/mL 的

标准品母液，分别精密量取 0、0.2、0.4、0.6、0.8、

1.0 mL 标准品母液于 20 mL 具塞试管中，分别以水

补至 1.0 mL，配成系列质量浓度为 0、0.05、0.10、

0.15、0.20、0.25 mg/mL 的葡萄糖醛酸标准品溶液；

冰浴条件下加入 6 mL 四硼酸钠-浓硫酸溶液，90 ℃

水浴条件下反应 5 min，冰上冷却后加入 0.1 mL 间

羟基联苯溶液，混匀，静置 5 min，超声除泡 1 min，

在 520 nm 处测定 A 值。以葡萄糖醛酸标准品质量

浓度为 X 轴，以 A 值为 Y 轴，得标准曲线。取 SHP-

W 3 份各 2.0 mg，按照标准品方法操作，根据标准

曲线计算得到 SHP-W 的糖醛酸含量。 

（3）蛋白含量测定：采用 BCA 蛋白定量分析

试剂盒测定，按照试剂盒说明书 A∶B 试剂按 50∶

1 比例配制工作液，并配制 1 mg/mL 的蛋白标准溶

液，按照 0、1、2、4、8、12、16、20 μL 加入标准

液，并以水稀释到 20 μL，配制成系列质量浓度为

0、0.05、0.10、0.20、0.40、0.60、0.80、1.00 mg/mL

的标准溶液，取 SHP-W 3 份配制成 0.5 mg/mL 的样

品溶液，96 孔板中每孔加入 20 μL 标准溶液或样品

溶液，随后标准曲线孔和样品孔同时加入 200 μL 工

作液，置于 37 ℃下反应 30 min，在 562 nm 处测定

A 值，以牛血清白蛋白浓度为 X 轴，以 A 值为 Y 轴，

绘制标准曲线。根据标准曲线计算得到 SHP-W 的

蛋白浓度。 

2.2.2  相对分子质量测定  采用高效液相色谱仪

结合示差折光检测器（rid differential detector，RID）

的高效尺寸排阻色谱法（high-performance size-

exclusion chromatography，HPSEC）测定 SHP-W 的

相对分子质量。色谱柱为TSK-G5000和TSK-G4000
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串联柱（300 mm×7.5 mm，10 μm），流动相为 0.2 

mol/L 的 NaCl 溶液，进样体积为 20 μL，柱温箱温

度和检测器温度均设置为 40 ℃，体积流量为 0.8 

mL/min，时间为 30 min。 

采用具有不同相对分子质量的右旋糖酐标准

品（P5、P10、P20、P50、P100、P200、P400、P800），

分别以流动相溶解配制为 2.0 mg/mL 的标准品溶

液，0.22 μm 的微孔滤膜滤过，进样检测。SHP-W

样品同标准品操作。以右旋糖酐标准品的保留时间

与对应的重均相对分子质量通过 3 次拟合绘制校正

曲线，并根据拟合方程及样品的保留时间计算 SHP-

W 的相对分子质量。 

2.2.3  傅里叶红外光谱分析  取约 2.0 mg SHP-W

样品与 100 mg 的干燥 KBr 混合，研细后压片，在

500～4 000 cm−1 进行红外扫描，对扫描图的吸收峰

进行分析。 

2.2.4  扫描电镜分析  取约 5.0 mg 干燥后的 SHP-

W 粉末，黏附于含有双面黏合剂的导电碳膜上，置

于离子溅射仪的样品舱中，进行喷金 40 s 左右。接

着将样品取出，置入扫描电镜观察室，在 2.0 kV 加

速电压下使用扫描电子显微镜，进行观察。 

2.2.5  单糖组成分析 

（1）标准品溶液的制备：精密称取 15 种单糖标

准品（岩藻糖、鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄

糖、木糖、甘露糖、果糖、核糖、半乳糖醛酸、葡

萄糖醛酸、氨基半乳糖盐酸盐、盐酸氨基葡萄糖、

古罗糖醛酸、甘露糖醛酸）加入 3 mol/L TFA 2 mL，

120 ℃水解 3 h，氮吹吹干，加入水涡旋混匀，配成

标准母液溶液。 

（2）样品溶液的制备：精确称取 5.0 mg SHP-W

置于安瓿瓶中，加入 3 mol/L TFA 2mL，120 ℃水解

3 h。准确吸取酸水解溶液转移至管中氮吹吹干，加

入 5 mL 水涡旋混匀。吸取 50 µL 加入 950 µL 水，

12 000 r/min 离心 5 min，取上清进离子色谱仪分析。 

（ 3）检测条件：离子色谱仪配置 Dionex 

CarboPacTM PA20 色谱柱（150 mm×3 mm，6 μm），

以 15 种单糖为标准品。流动相 A 为水，B 为 250 

mmol/L NaOH，C 为含 500 mmol/L NaOH 水溶液和

50 mmol/L NaAc 的水溶液，梯度洗脱：0～23.0 min，

98% A、2% B；23.0～23.1 min，98%～80% A、2%～

20% B；23.1～33.0 min，80% A、20% B；33.0～33.1 

min，80% A、20%～0 B、0～20% C；33.1～46.0 min，

80% A、20% C；46.0～46.1 min，80%～20% A、

20%～80% C；46.1～66.0 min，20% A、80% C；66.0～

66.1 min，20%～98% A、0～2% B、80%～0 C；66.1～

80.0 min，98% A、2% B。体积流量为 0.3 mL/min；

进样量为 25 µL；柱温为 30 ℃；检测器为电化学检

测器。根据绝对定量方法，测定不同单糖质量，根据

单糖摩尔质量计算出各单糖物质的量之比。 

2.2.6  糖苷键连接分析  取适量 SHP-W 于三颈烧

瓶并置于含有 P2O5的真空干燥器中干燥过夜，加入

无水二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）搅拌

溶解 2 h，再加入研成粉末的 NaH，室温搅拌反应

1 h，铝箔避光，逐滴加入 1.5 mL 的 CH3I，滴加完

成后继续搅拌反应过夜，加水终止反应。纯水透析

48 h 后冻干。冻干样品溶于氯仿，水洗 3 次，氯仿

层无水硫酸钠干燥，挥干氯仿，甲基化后样品进行

红外光谱验证甲基化是否完全，若无完全甲基化，

重复进行甲基化反应直至甲基化完全。 

取甲基化后样品 1～2 mg，加入 2 mol/LTFA，

封口，121 ℃水解 2 h，水解结束后多次加甲醇蒸干

除去 TFA；加入 30 mg 硼氘化钠，并加入 1 mL 纯

水，还原 5～8 h，多次加甲醇-冰醋酸 5∶1 减压蒸

去溶剂直至粉末，甲醇蒸干 3 次，105 ℃烘干 10 

min；加入 3 mL 乙酸酐，105 ℃乙酰化 10 min，趁

热加入 1 mL 水振摇以终止反应；用 2 mL 氯仿萃取

乙酰化产物，水洗 3 次，氯仿层经无水硫酸钠干燥，

GC-MS 分析。 

GC-MS 条件：Thermo TR-5MS 色谱柱（60 m× 

0.25 mm，0.25 μm）；程序升温条件：起始温度

140 ℃，以 2 ℃/min 升温至 180 ℃；再以 1 ℃/min

升温至 200 ℃；再以 3 ℃/min 升温至 250 ℃，保持

5 min，进样口温度为 250 ℃；载气为氦气，体积流

量为 1 mL/min。 

2.3  SHP-W 对 CCl4诱导的肝纤维化小鼠的影响 

2.3.1  动物分组、造模与给药  将 36 只 SPF 级雄

性 C57BL/6J 小鼠随机分为对照组、模型组、索拉

非尼（10 mg/kg）组和 SHP-W 低、中、高剂量（25、

50、100 mg/kg）组，每组 6 只。既往文献报道[19]，

桑黄多糖（50、100 mg/kg）对小鼠急性肝损伤有显

著的保护作用，基于此，本研究选择 25、50、100 

mg/kg 分别作为低、中、高剂量组。配制 15% CCl4-

橄榄油溶液，按 2 mL/kg 每周 ip 3 次，共造模 6 周。

自造模第 4 周起，各给药组 ig 相应药物（10 mL/kg），

对照组和模型组 ig 等体积的蒸馏水，1 次/d，连续

给药 3 周。 
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2.3.2  样品收集  末次给药后，小鼠禁食过夜，采

集全血，4 ℃下静置 1 h，3 500 r/min 离心 15 min，

取上清于−80 ℃冰箱保存。取肝脏和肠道进行影像

采集并记录质量，计算肝脏指数（肝脏指数＝肝脏

质量/体质量），取肝脏大叶组织块（0.5 cm×0.5 cm× 

0.5 cm）置于 4%多聚甲醛固定液中固定，用于后续

病理染色分析，余下肝组织液氮速冻后置于用于肠

道微生物 16S rDNA 测序分析。 

2.3.3  血清生化指标测定  取血清，采用全自动双

酶联用仪检测肝功能指标，包括 ALT、AST、TBA、

TBIL 和 DBIL。 

2.3.4  组织病理学分析  肝组织浸泡在 4%中性多

聚甲醛中 48 h 进行完全固定，经脱水包埋后切片。

切片置于 70 ℃烘箱中烘烤 1 h，在环保脱蜡液中浸

泡 30 min，脱蜡 2 次，经无水乙醇、95%乙醇、80%

乙醇、70%乙醇进行梯度复水，按照 HE、天狼星红

和 Masson 染色试剂盒说明书进行染色，中性树脂

封片，密封的切片由动力断层扫描仪扫描。 

2.3.5  免疫组化染色检测肝组织相关蛋白表达  

将肝组织切片置于烘箱 70 ℃烘烤 1 h，进行梯度脱

蜡复水；随后将切片没入修复液（柠檬酸缓冲液）

中进行热修复（100 ℃、10 min，60 ℃、25 min），

冷却后浸泡于 PBS 中置于摇床清洗，重复 3 次，后

将切片避光浸泡在 3%过氧化氢溶液中，静置 15 min

灭活内源性过氧化物酶。用 10%山羊血清室温孵育

1 h，封闭完成后滴加 Col-I（1∶200）、α-SMA（1∶

2 000）一抗，并置于湿盒中 4 ℃孵育过夜；滴加二

抗，37 ℃孵育 30 min。将切片暴露于 DAB 标记的

显色液进行显色，并用苏木素染液染核，切片用中

性树脂封片，由动力断层扫描仪自动扫描。 

2.3.6  Western blotting 检测肝组织相关蛋白表达  

称取 30 mg 肝组织，用含 1%混合抑制剂的 RIPA 裂

解液裂解肝组织，匀浆，4 ℃、14 000 r/min 离心 15 

min，取上清，采用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度后，

加入 5×Loding Buffer，在 95 ℃的金属浴条件下加

热 10 min 使蛋白变性。经过十二烷基磺酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳，转移到聚偏二氟乙烯膜上，加入

5%牛血清白蛋白封闭 2 h，加入 Col-I（1∶1 000）、

α-SMA（1∶5 000）、TGF-β1（1∶1 000）一抗，4 ℃

孵育过夜；加入二抗，室温孵育 1 h；PBST 洗涤后，

滴加超敏 ECL 化学发光试剂，于化学发光显影仪进

行曝光，应用 Image J 软件对目的条带进行灰度统

计，计算各目的蛋白的相对表达量。 

2.3.7  16S rDNA 测序分析肠道菌群结构   采用

16S rDNA 高通量测序技术对肠道内容物样本中的

肠道微生物群落进行分析。首先从内容物样本中提

取微生物总 DNA，使用特异性引物扩增 16S rDNA

的 V3～V4 可变区，并对 PCR 产物进行纯化。随后，

利用 Illumina 测序平台构建测序文库并进行双端测

序（paired-end sequencing）。获得原始测序数据后，

通过质量控制和过滤去除低质量序列，保留高质量的

有效数据。对有效序列进行可操作分类单元

（operational taxonomic unit，OTU）聚类分析，采用去

噪算法优化序列数据，并在不同分类水平（门、属）

上进行物种分析。基于标准化处理后的 OTU 丰度矩

阵，计算 α 多样性指数（Chao1 指数）和 β 多样性指

数[主坐标分析（principal coordinate analysis，PCoA）]，

并进行群落结构的多元统计分析、线性判别分析

（linear discriminant analysis effect size，LEfSe）等。 

2.4  SHP-W 对抗生素干扰后肝纤维化小鼠的影响 

2.4.1  抗生素溶液的制备  称取 1 g 甲硝唑、1 g 青

霉素 G 钾、1 g 硫酸新霉素、0.5 g 万古霉素，加入

到 2 L 的干净瓶中，即得抗生素溶液。 

2.4.2  动物分组、造模、给药及指标测定  将 36 只

SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠随机分为对照组、模型

组、SHP-W（100 mg/kg）组和对照＋抗生素组、模

型＋抗生素组和模型＋抗生素＋SHP-W（100 

mg/kg）组，每组 6 只。肝纤维化小鼠造模与给药方

法同“2.3.1”项，抗生素各处理组小鼠饮用抗生素

溶液，其他组自由饮用正常水。实验结束后，动物

取材及处理检测同“2.3”项。 

2.5  统计学分析 

采用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析，以 x s

表示。采用单因素方差分析法（One-way ANOVA）

对多组进行比较分析，采用最小显著性差异法

（LSD）-t 对 2 组进行比较。采用 GraphPad Prism 9.5

软件制图。 

3  结果 

3.1  SHP-W 的结构表征 

3.1.1  SHP-W 总糖、糖醛酸以及蛋白质含量测定  

通过水提醇沉法、弱阴离子交换色谱法从桑黄子实

体中制备得到 SHP-W，采用苯酚硫酸法测定总糖含

量，标准曲线的回归方程为 y＝2.774 6 x＋0.115 6，

R2＝0.995 7，计算得到总糖质量分数为（88.27±

3.76）%；间羟基联苯法测定糖醛酸含量，标准曲线

的回归方程为 y＝4.603 2 x＋0.038，R2＝0.996 2，
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未测出糖醛酸；BCA 试剂盒测定蛋白质含量，标准

曲线的回归方程为 y＝1.738 1 x＋0.174，R2＝0.998 1，

未测出蛋白质。结果说明 SHP-W 几乎不含有糖醛

酸和蛋白质，为中性多糖。 

3.1.2  相对分子质量测定  采用 HPSEC 对 SHP-W

进行相对分子质量测定，如图 1-A 所示，除 NaCl 溶

剂峰外，SHP-W 在 16.88、20.34 min 显示 2 个主

峰，根据标准曲线和软件计算，2 个主峰主要相对

分子质量分别为 1.818×104 和 2.040×103。结果显

示，SHP-W 是由 2 个不同相对分子质量多糖组成的

部位多糖。其中高相对分子质量组分（1.818×104）

可能对应于支化度较高的多糖结构，而低相对分子

质量组分（2.040×103）则提示存在较低的相对分子

质量多糖。 

 

A-SHP-W 的 HPSEC 图；B-SHP-W 的红外光谱图；C-GC-MS 法检测 SHP-W 的单糖组成；D-IC 法检测 SHP-W 的单糖组成；E-3-O-甲基半乳

糖的 MS 图；F-SHP-W 的扫描电镜图；G-甲基化联合 GC-MS 检测 SHP-W 的糖苷键类型。 

A-HPSEC of SHP-W; B-FT-IR of SHP-W; C-determination of monosaccharide composition of SHP-W by GC-MS; D-determination of monosaccharide 

composition of SHP-W by IC; E-MS of 3-O-methylgalactose; F-scanning electron micrographs of SHP-W; G-determination of glycosidic linkage patterns 

of SHP-W by methylation analysis coupled with GC-MS. 

图 1  SHP-W 的结构特征 

Fig. 1  Structural characteristics of SHP-W 
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3.1.3  红外光谱分析  如图 1-B 所示，SHP-W 显示

出多糖的基本红外光谱特征，3 443.72 cm−1 处出现

强而宽的吸收峰，对应多糖中丰富的-OH 的伸缩振

动；2 929.47 cm−1 归属于多糖中骨架 C-H 对称和不

对称的伸缩振动，可能存在-CH2 和-CH3；1 000～

1 200 cm−1 的 3 个特征吸收峰表明存在吡喃糖；

900～800 cm−1 的吸收峰表示存在异头碳的 α 和 β

构型；在 1 740 cm−1 处没有检测到吸收峰，说明不

含羰基官能团，即 SHP-W 不含糖醛酸，为中性多

糖，与糖醛酸测定结果一致。 

3.1.4  单糖组成分析  采用离子色谱仪和糖醇乙

酸酯（partially methylated alditol acetates，PMAAs）

法联合 GC-MS 测定 SHP-W 中的单糖组成。如图 1-

C、D 所示，与 15 种单糖标准品对比，SHP-W 由半

乳糖、葡萄糖、甘露糖、岩藻糖组成，物质的量比

为 34.6∶23.0∶22.7∶19.7。此外，PMAAs 总离子

流图显示在保留时间为 27.5 min 观察到 1 个色谱

峰，该峰不属于已知的单糖标准。通过 PMAA 的

GC-MS 分析（图 1-E），该化合物的主要离子碎片

为 m/z 71、81、99、111、129、141、159、189、201、

231、261，特征性片段为 m/z 261、189，与文献报

道的 3-O-甲基半乳糖糖醇乙酸酯衍生物的质谱图

一致[24]，提示 PMAAs 总离子流图显示在保留时间

为 27.5 min 的单糖为 3-O-甲基半乳糖。 

3.1.5  扫描电镜分析  如图 1-F 所示，在放大 1 000

倍下，SHP-W 样品表面呈现紧密堆积的片层状结构，

表明多糖分子间通过较强的相互作用（如氢键或疏

水作用）形成了致密的凝聚态。进一步放大（×5 000）

显示，片层结构内部存在明显的多孔特征，孔壁由

纤维状多糖聚集体构成。 

3.1.6  糖苷键连接分析  甲基化结合 GC-MS 联用

分析 SHP-W 的糖苷键连接方式，将部分甲基化

PMAAs 的 SHP-W 的质谱与标准 PMAAs 质谱进行

比较。根据单糖衍生物的保留时间和主要的离子碎

片峰，推断峰表示的糖部分及其连接方式。乙酰化

PMAAs 和相应的总离子流图如图 1-G 和表 1 所示。

SHP-W 由 1,2,4-Fucp、1,4-Galp、1,3,6-Glcp、1,6-

Galp、1,2,6-Manp、t-Glcp、1,3,6-Galp，t-Manp、1,4-

Manp、1,2,4,6-Manp、1,2-Manp、1,3,4-Galp、1,3-Galp

和 1,3,4-Fucp 组成，物质的量比为 19.7∶16.4∶

13.4∶10.3∶8.8∶8.6∶5.1∶4.1∶3.9∶2.5∶2.4∶

2.1∶1.7∶0.8。 

表 1  SHP-W 的 14 种糖苷键及物质的量 

Table 1  14 Types of glycosidic bonds and molar ratios of SHP-W 

tR/min 糖苷键 质谱碎片 (m/z) 物质的量比 连接类型 

27.795 2,3,4,6-Me4-Glcp 43, 71, 87, 101, 117, 129, 143, 161, 205 0.086 Glcp-(1→ 

28.033 2,3,4,6-Me4-Manp 43, 71, 87, 101, 117, 129, 143, 161, 205 0.041 Manp-(1→ 

30.155 2-Me1-Fucp 43, 87, 99, 115, 117, 129, 131, 145, 175, 189 0.008 →3,4)-Fucp-(1→ 

38.617 3,4,6-Me3-Manp 43, 87, 129, 161, 189 0.024 →2)-Manp-(1→ 

39.182 3-Me1-Fucp 43, 87, 101, 117, 129, 143, 159, 189 0.197 →2,4)-Fucp-(1→ 

42.192 2,3,6-Me3-Galp 43, 87, 99, 101, 113, 117, 129, 131, 161, 173, 233 0.164 →4)-Galp-(1→ 

43.538 2,3,6-Me3-Manp 43, 87, 99, 101, 113, 117, 129, 131, 161, 173, 233 0.039 →4)-Manp-(1→ 

44.974 2,4,6-Me3-Galp 43, 87, 99, 101, 117, 129, 161, 175 0.017 →3)-Galp-(1→ 

46.994 2,3,4-Me3-Galp 43, 87, 99, 101, 117, 129, 161, 189, 233 0.103 →6)-Galp-(1→ 

50.681 2,6-Me2-Galp 43, 87, 99, 117, 129, 149 0.021 →3,4)-Galp-(1→ 

54.374 2,4-Me2-Glcp 43, 87, 117, 129, 159, 189, 233 0.134 →3,6)-Glcp-(1→ 

58.472 3,4-Me2-Manp 43, 87, 99, 129, 189 0.088 →2,6)-Manp-(1→ 

59.221 2,4-Me2-Galp 43, 87, 117, 129, 159, 189, 233 0.051 →3,6)-Galp-(1→ 

62.381 3-Me1-Manp 43, 85, 87, 99, 127, 129, 159, 189 0.025 →2,4,6)-Manp-(1→ 

3.2  SHP-W 对 CCl4 诱导的肝纤维化小鼠的改善

作用 

3.2.1  SHP-W 对肝纤维化小鼠体质量和肝脏指数

的影响  如图 2 所示，与对照组比较，模型组小鼠

体质量显著降低（P＜0.001），肝脏指数显著升高

（P＜0.001）；与模型组比较，各给药组小鼠体质量

均显著升高（P＜0.01、0.001），肝脏指数显著降低

（P＜0.05、0.01、0.001）。 

3.2.2  SHP-W 对肝纤维化小鼠血清肝功能的影响  

如图 3 所示，与对照组比较，模型组小鼠血清中

AST、ALT、TBIL、DBIL 及 TBA 水平均显著升高

（P＜0.001），提示肝损伤及胆汁代谢异常；与模型

组比较，各给药组小鼠血清中 AST、ALT 活性显著

降低（P＜0.01、0.001），SHP-W 中、高剂量组和索 
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与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 2  SHP-W 对 CCl4诱导的肝纤维化小鼠体质量和肝脏指数的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Effect of SHP-W on body weight and liver index in CCl4-induced liver fibrosis mice ( x s , n = 6) 

 

图 3  SHP-W 对 CCl4诱导的肝纤维化小鼠血清生化的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Effects of SHP-W on serum biochemistry in CCl4-induced liver fibrosis mice ( x s , n = 6) 

拉非尼组 TBIL 水平显著降低（P＜0.05、0.01），

SHP-W 各剂量组 DBIL 水平显著降低（P＜0.05、

0.01），SHP-W 低、高剂量组 TBA 水平显著降低

（P＜0.05）。表明 SHP-W 对 CCl4 诱导的肝纤维化小

鼠血清肝功能改变有显著的改善作用。 

3.2.3  SHP-W 对肝纤维化小鼠肝组织病理和胶原

纤维沉积的影响  HE 染色结果（图 4-A）显示，与

对照组比较，模型组小鼠肝组织呈现出肝小叶结构

紊乱，并伴有大量炎性细胞浸润；经 SHP-W 或索

拉非尼干预后，肝组织结构破坏程度减轻，炎性细

胞浸润减少，以 SHP-W 高剂量组的改善效果最为

显著。天狼星红染色结果（图 4-B、C）显示，模型

组小鼠肝脏汇管区胶原纤维沉积显著增加（P＜

0.001），并形成连续纤维间隔；经 SHP-W 或索拉非

尼干预后，胶原纤维沉积显著减少（P＜0.001），其

中 SHP-W 高剂量组的改善作用最佳。 
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A-HE 染色结果；B-天狼星红染色结果；C-天狼星红染色阳性面积半定量分析。 

A-HE staining result; B-sirius red staining result; C-semi-quantitative analysis of area stained positively with sirius red. 

图 4  SHP-W 对 CCl4诱导的肝纤维化小鼠肝组织病理和胶原纤维沉积的影响 (×200; x s , n = 6) 

Fig. 4  Effect of SHP-W on liver histopathology and collagen fiber deposition in CCl4-induced liver fibrosis mice 

(× 200; x s , n = 6) 

3.2.4  SHP-W 对肝纤维化小鼠肝组织中纤维化相

关蛋白表达的影响  为评估肝纤维化程度及 HSCs

活化状态，采用免疫组化染色对肝组织 Col-I 及 α-

SMA 的表达进行检测。Col-I 作为肝纤维化中主要的

胶原类型，其沉积程度可客观反映肝纤维化进程[25]；

α-SMA 作为 HSCs 活化的特异性分子标志物，其表

达水平可有效评估 HSCs 的活化状态[26]。如图 5 所

示，与对照组比较，模型组小鼠肝组织中 Col-I、α-

SMA 的阳性表达显著升高（P＜0.001）；与模型组

比较，各给药组小鼠肝组织中 Col-I、α-SMA 的阳

性表达均显著降低（P＜0.001），其中 SHP-W 高剂

量组的作用最佳。 

为进一步验证上述结果，采用 Western blotting

检测肝纤维化小鼠肝脏中纤维化标志物（Col-I、

TGF-β1 和 α-SMA）的蛋白表达水平。如图 6 所示，

与对照组比较，模型组小鼠肝组织中 Col-I、TGF-β1

和 α-SMA 蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）；与模

型组比较，各给药组小鼠肝组织中 Col-I 蛋白表达

水平显著降低（P＜0.05、0.01），SHP-W 低、高剂

量组和索拉非尼组肝组织 TGF-β1 蛋白表达水平显

著降低（P＜0.05、0.01、0.001），SHP-W 中、高剂

量组和索拉非尼组 α-SMA 蛋白表达水平显著降低 

对照 模型 25  50  100 索拉非尼 
         SHP-W/(mg·kg−1) 

对照                                模型                            索拉非尼 

 

SHP-W 25 mg·kg−1                          SHP-W 50 mg·kg−1                           SHP-W 100 mg·kg−1 
 
 

对照                     模型                    索拉非尼 

 

SHP-W 25 mg·kg−1               SHP-W 50 mg·kg−1           SHP-W 100 mg·kg−1 
 
 

阳
性
染
色
面
积

/%
 

### 

*** 
*** 

*** 
*** 

2.5 
 

2.0 
 

1.5 
 

1.0 
 

0.5 
 

0.0 
 

A  

B 

C 

200 μm 

200 μm 



·4654· 中草药 2026 年 6 月 第 57 卷 第 12 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 June Vol. 57 No. 12 

   

 

图 5  SHP-W 对 CCl4诱导的肝纤维化小鼠肝组织中 Col-I 及 α-SMA 表达的影响 (×200; x s , n = 6) 

Fig. 5  Effect of SHP-W on expressions of Col-I and α-SMA in liver tissues of CCl4-induced liver fibrosis mice 

(× 200; x s , n = 6) 

 

图 6  SHP-W 对 CCl4诱导的肝纤维化小鼠肝组织中纤维化标志物表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of SHP-W on expressions of fibrotic markers in liver tissues in CCl4-induced liver fibrosis mice ( x s , n = 3) 
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（P＜0.05），其中 SHP-W 高剂量组对纤维化标志物

表达的抑制作用最佳。以上结果表明，SHP-W 可能

通过抑制 HSCs 活化、减少纤维沉积来发挥其抗肝

纤维化作用。 

3.2.5  SHP-W 对肝纤维化小鼠肠道微生物的影响  

基于 Jaccard 距离矩阵的 PCoA 结果（图 7-A～C）

显示，对照组与模型组在坐标空间上呈现显著分离，

表明 CCl4 诱导的肝纤维化显著改变了肠道菌群的 β

多样性结构。SHP-W 组的样本分布呈现出向对照组

方向迁移的趋势，提示 SHP-W 干预可能部分逆转了

CCl4引起的菌群失调。在门水平上（图 7-D～F），与

模型组相比，SHP-W 干预显著降低了厚壁菌门

（Firmicutes）的相对丰度（P＜0.01），同时拟杆菌门

（Bacteroidetes）相对丰度呈现上升趋势，且 SHP-W

高剂量组厚壁菌门/拟杆菌门值显著降低（P＜0.05）。

对属水平进行热图（图 8-A）和 LEfSe（图 8-B、C）

分析，以 lg LDA＞3 为阈值，与模型组相比，中剂

量的 SHP-W 显著改变了 9 个菌属的丰度，其中杜氏

菌属 Dubosiella、回肠杆菌 Ileibacterium、欧陆森氏

菌属 Olsenella、苏黎世杆菌属 Turicibacter、罗氏菌

属 Roseburia 丰度增加，而 Ligilactobacillus 、

LachnosPiraceae_UCG_006 、 Coriobacteriaceae_ 

UCG_002 丰度降低；高剂量的 SHP-W 则影响了 7

个菌属的丰度变化，杜氏菌属 Dubosiella、穆氏菌属

Muribaculum 、脱硫弧菌属 Desulfovibrionaceae_ 

unclassfied、苏黎世杆菌 Turicibacter、红球菌属

Rhodococcus 丰度增加，Peptococcaceae_unclassfied

丰度下降。相关性分析（图 8-D）进一步显示，杜氏

菌 Dubosiella、脱硫弧菌属 Desulfovibrionaceae_ 

unclassfied 与血清 AST、ALT 和天狼星红染色半定

量呈现负相关（P＜0.05）。提示 SHP-W 可能通过调

节特定菌群的丰度来改善 CCl4诱导的肝纤维化。 

 

A～C-PCoA 图；D～E-门水平厚壁菌门、拟杆菌门相对丰度；F-厚壁菌门/拟杆菌门值。 

A—C-PCoA; D—E-relative abundances of Fimucites and Bacteroidota at phylum level; F-Fimucites/Bacteroidota ratio. 

图 7  SHP-W 对 CCl4诱导的肝纤维化小鼠肠道菌群 PCoA 和门水平的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 7  Effect of SHP-W on PCoA and phylum level of gut microbiota in CCl4-induced liver fibrosis mice ( x s , n = 5) 

3.3  抗生素干扰后对 SHP-W 改善肝纤维化的影响 

α 多样性指数是对样本中物种多样性的分析，

包括样本中物种组成的丰富度和均匀度[27-28]。通过

Chao1 指数评估，发现抗生素处理组的物种丰富度

较未加抗生素组急剧下降（P＜0.01、0.001，图 9-

A），表明抗生素处理显著抑制了肠道微生物丰度。 

3.3.1  SHP-W 对抗生素干扰后肝纤维化小鼠体质

量和肝脏指数的影响  如图 9-B、C 所示，在抗生

素干扰下，与抗生素组相比，模型＋抗生素组小鼠

体质量显著下降（P＜0.001），肝脏指数显著升高

（P＜0.01）；与模型＋抗生素组比较，模型＋抗生素＋

SHP-W 干预后小鼠体质量及肝脏指数无显著变化，

表明 SHP-W 对肝纤维化小鼠体质量和肝脏的保护

作用依赖于肠道菌群。 
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A-属水平上的微生物分布热图；B、C-LEfSE 分析；D-不同菌属和血清肝损伤指标的 Spearman 分析。 

A-heatmap of microbial distribution at genus level; B, C-LEfSE analysis; D-Spearman analysis of different genera and serum liver injury indicators. 

图 8  SHP-W 对 CCl4诱导的肝纤维化小鼠肠道菌群属水平的影响 

Fig. 8  Effect of SHP-W on genus level of gut microbiota in CCl4-induced liver fibrosis mice 

 

与未加抗生素的相应组别比较：
▲

P＜0.05  
▲▲

P＜0.01  
▲▲▲

P＜0.001，下图同。 
▲

P < 0.05  
▲▲

P < 0.01  
▲▲▲

P < 0.001 vs corresponding group without antibiotics, same as below figures. 

图 9  SHP-W 对抗生素干扰后肝纤维化小鼠肠道 α 多样性分析 (A)、体质量 (B) 和肝脏指数 (C) 的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 9  Effect of SHP-W on α-diversity analysis (A), body weight (B) and liver index in liver fibrosis mice after antibiotic 

interference ( x s , n = 6) 
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3.3.2  SHP-W 对抗生素干扰后肝纤维化小鼠血清

肝功能的影响  如图 10 所示，与对照组相比，模型

组小鼠肝组织中 ALT、AST、TBIL、DBIL 以及 TBA

水平显著升高（P＜0.001）；SHP-W 干预后小鼠肝

功能指标水平显著下降（P＜0.001）。抗生素干扰后，

与抗生素组相比，模型＋抗生素组小鼠肝组织中血

清肝功能水平显著升高（P＜0.001）；与模型＋抗生

素组比较，模型＋抗生素＋SHP-W 组小鼠血清肝功

能指标无显著变化，表明 SHP-W 对肝纤维化小鼠

血清肝功能水平的改善作用依赖于肠道菌群。 

 

图 10  SHP-W 对抗生素干扰后 CCl4诱导肝纤维化小鼠血清生化的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 10  Effects of SHP-W on serum biochemistry in CCl4-induced liver fibrosis mice after antibiotic interference 

( x s , n = 6) 

3.3.3  SHP-W 对抗生素干扰后肝纤维化小鼠肝组

织病理变化的影响  HE 染色结果（图 11-A）显示，

与对照组相比，模型组小鼠肝组织呈现显著的肝小

叶结构紊乱，并伴有大量炎性细胞浸润；SHP-W 干

预后，肝组织结构破坏程度减轻，炎性细胞浸润减

少。抗生素干扰后，与抗生素组相比，模型＋抗生

素组小鼠肝组织结构破坏严重，并伴随大量的炎性

细胞浸润，模型＋抗生素＋SHP-W 干预后小鼠结构

破坏及炎性细胞浸润并无显著改善。 

采用 Masson 染色对肝组织胶原沉积情况进行

评估。结果如图 11-B、C 所示，与对照组相比，模

型组小鼠肝组织内可见大量蓝色胶原纤维沉积（P＜

0.001），主要分布于汇管区及中央静脉周围，并形

成明显的纤维间隔；SHP-W 干预后，胶原沉积程度

减轻（P＜0.001）。抗生素干扰后，与抗生素组相比，

模型＋抗生素组小鼠肝组织可见大量蓝色胶原纤

维沉积（P＜0.001）；模型＋抗生素＋SHP-W 干预

后蓝色胶原纤维沉积仍然存在，并无显著改善。以

上结果表明 SHP-W 改善肝纤维化小鼠肝损伤及抑

制胶原沉积的作用依赖于肠道菌群。 

3.3.4  SHP-W 对抗生素干扰后肝纤维化小鼠肝组

织中纤维化相关蛋白表达的影响  免疫组化染色

结果（图 12）显示，与对照组比较，模型组小鼠肝

组织中 Col-I 和 α-SMA 表达水平升高（P＜0.001），

SHP-W 干预后表达水平显著下降（P＜0.01、0.001）。

抗生素干预后，与抗生素组相比，模型＋抗生素组

小鼠肝组织中 Col-I 和 α-SMA 的阳性表达显著升高

（P＜0.001），提示肝纤维化程度加重；与模型＋抗

生素组比较，模型＋抗生素＋SHP-W 干预后小鼠肝

组织 Col-I 和 α-SMA 的阳性表达无显著变化。 

Western blotting 结果（图 13）显示，与对照组

比较，模型组小鼠肝组织中 Col-I、α-SMA、TGF-β1

蛋白表达水平显著上调（P＜0.05），SHP-W 干预后

Col-I、α-SMA、TGF-β1 蛋白表达显著下调（P＜

0.01）。抗生素干预后，与抗生素组比较，模型＋抗

生素组小鼠肝组织中 Col-I、TGF-β1 和 α-SMA 的蛋 
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A-HE 及 Masson 染色（×200）；B-Masson 染色阳性染色面积半定量分析（n＝6）。 

A-HE, Masson staining result (× 200); B-semi-quantitative assessment of area stained positively by Masson staining (n = 6). 

图 11  SHP-W 对抗生素干扰后肝纤维化小鼠肝组织病理变化的影响 

Fig. 11  Effect of SHP-W on liver histopathology in liver fibrosis mice after antibiotic interference 

 

图 12  SHP-W 对抗生素干扰后肝纤维化小鼠肝组织中 Col-I 及 α-SMA 表达的影响 (×200; x s , n = 6) 

Fig. 12  Effect of SHP-W on expressions of Col-I and α-SMA in liver tissues of liver fibrosis mice after antibiotic interference 

(× 200; x s , n = 6) 
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图 13  SHP-W 对抗生素干扰后肝纤维化小鼠肝组织中纤维标志物表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 13  Effect of SHP-W on expressions of fibrotic markers in liver tissues of liver fibrosis mice after antibiotic interference 

( x s , n = 3) 

白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01）；与模型＋抗

生素组比较，模型＋抗生素＋SHP-W 干预后小鼠肝

组织中 Col-I、TGF-β1 和 α-SMA 的蛋白表达水平无

显著变化。以上结果表明 SHP-W 抑制肝纤维化小

鼠 HSCs 活化和减少胶原纤维沉积的作用依赖于肠

道菌群。 

4  讨论 

肝纤维化是各种因素导致慢性肝损伤后引起

HSCs 活化、肝组织内 ECM 过度沉积、肝脏正常结

构破坏为主要特征的一种病理性疾病[29]。目前临床

缺乏特效抗纤维化药物，天然药物因其多靶点调控

特性，在抗肝纤维化研究中备受关注。药用真菌桑

黄已被报道具有良好的保肝活性[30-31]，其中，桑黄

多糖虽表现出显著的抗肝纤维化潜力[32-33]，但其活

性多糖的结构和作用机制尚不明确。因此本研究从

桑黄子实体中采用水提醇沉、弱阴离子交换柱制备

SHP-W，经 HPSEC 分析确定 SHP-W 是由 2 个不同

相对分子质量（1.818×104、2.040×103）多糖组成

的部位多糖。离子色谱法结果显示其单糖组成为半

乳糖、葡萄糖、甘露糖、岩藻糖，物质的量比为 34.6∶

23.0∶22.7∶19.7，与文献报道的桑黄多糖组成特征

相同[34-35]。通过甲基化分析联合 GC-MS 鉴定表明，

SHP-W 由 14 种特征性糖苷键组成，包括 1,2,4-

Fucp、1,4-Galp、1,3,6-Glcp、1,6-Galp、1,2,6-Manp、

t-Glcp、1,3,6-Galp、t-Manp、1,4-Manp、1,2,4,6-Manp、

1,2-Manp、1,3,4-Galp、1,3-Galp 和 1,3,4-Fucp。通过

以上信息并结合文献[36-37]，SHP-W 为中性多糖。基

于上述结构特征，进一步构建 CCl4 诱导的肝纤维化

模型以探究 SHP-W 的抗肝纤维化活性，结果表明

SHP-W 可显著降低血清中肝功能水平，改善组织病

理损伤。HSCs 活化是肝纤维化进展的关键环节，

SHP-W 干预可显著降低 α-SMA、Col-I、TGF-β1 表

达，抑制 HSCs 活化，并呈现一定的剂量相关性，

以上结果表明 SHP-W 通过抑制 HSCs 活化和减少

胶原沉积，显著改善 CCl4诱导的小鼠肝纤维化。 

中药多糖是一类天然生物大分子，因其口服吸

收利用度低，肠道菌群是多糖代谢吸收的主要部

位。“肠-肝轴”是多糖发挥作用的关键途径之一，

其可通过调节肠道菌群组成，修复肠道屏障功能，

调节肠道细胞因子水平等途径，改善肠道微生物紊

乱[38]。因此进一步分析 SHP-W 对肝纤维化小鼠肠

道菌群的影响，16S rDNA 高通量测序结果显示，

SHP-W 干预后，可显著增加杜氏菌属 Dubosiella、

回肠杆菌 Ileibacterium、欧陆森氏菌属 Olsenella、苏

黎世杆菌属 Turicibacter、罗氏菌属 Roseburia、穆氏

菌属 Muribaculum、脱硫弧菌属 Desulfovibrionaceae_ 
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unclassfied、红球菌属 Rhodococcus 丰度，相关性分

析结果显示杜氏菌属 Dubosiella、脱硫弧菌属

Desulfovibrionaceae_unclassfied 与肝纤维化程度相

关。其中杜氏菌属 Dubosiella 被报道为慢性肝病中

的益生菌，如泽泻多糖可通过增加杜氏菌属

Dubosiell 的相对丰度以改善 APAP 引起的急性肝损

伤[39]。瓜子金水提物可通过增加杜氏菌属 Dubosiell

的相对丰度以改善蛋氨酸-胆碱缺乏（methionine-

choline deficient，MCD）饮食诱导的肝损伤小鼠的

肠道微生物失调[40]。以上结果提示 SHP-W 可能通

过增加特定菌群的丰度发挥抗肝纤维化的作用。进

一步使用抗生素替代无菌小鼠的肠道菌群清除实

验探究肠道菌群对SHP-W抗肝纤维化作用的影响，

结果显示抗生素干扰使 SHP-W 改善肝纤维化的作

用被抵消，表明 SHP-W 改善 CCl4 诱导的小鼠肝纤

维化的作用依赖于肠道菌群。但 SHP-W 能否通过

增加杜氏菌属 Dubosiell 丰度发挥改善肝纤维化的

作用机制仍需进一步研究。本研究仍存在一些局

限，目前获得的 SHP-W 为部位多糖组分，尚未分

离得到结构明确的均一性多糖，且缺乏对其精细结

构（如糖苷键连接方式、分支度等）的全面解析。

本研究虽然证实肠道菌群在 SHP-W 抗肝纤维化中

的作用，但尚未鉴定出关键的菌群代谢产物及其作

用机制。未来研究将从以下几个方面重点开展：（1）

采取凝胶渗透色谱法结合多维 NMR 技术获取均一

性多糖并解析其精细结构；（2）整合宏基因组学、

代谢组学及无菌动物模型，系统阐明 SHP-W 通过

特定菌群代谢物（如次级胆汁酸、色氨酸衍生物等）

调控肝纤维化的分子机制。 

综上，SHP-W 是由 2 种相对分子质量（1.818

×104和 2.040×103）多糖组成的部位多糖，由半乳

糖、葡萄糖、甘露糖、岩藻糖组成，为中性多糖。

SHP-W 可通过抑制 HSCs 活化、胶原纤维沉积、调

节肠道菌群组成，从而改善 CCl4 诱导的小鼠肝纤维

化，且其抗肝纤维化作用依赖于肠道菌群。 

志谢：浙江中医药大学中医药科学院药学科研中心公共

平台提供技术协助。 
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