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基于“肠道菌群–胆汁酸代谢”探讨茵栀黄颗粒对胆汁淤积症小鼠的改善
作用及其机制 

张灵雁，于东升，李晓萍* 

郑州大学第一附属医院，河南 郑州  450052 

摘  要：目的  探讨茵栀黄颗粒治疗小鼠胆汁淤积症的作用及其机制。方法  将 8 周龄 C57BL/6 小鼠给予含 1%胆酸的饲料

2 周，构建小鼠胆汁淤积症模型，将小鼠分为对照组、模型组、熊去氧胆酸（0.1 g/kg）组以及茵栀黄颗粒（5、10、20 g/kg）

组，各组分别 ig 相应药物，对照组和模型组大鼠 ig 同体积生理盐水，连续给药 4 周。分别给予收集小鼠血清，全自动生化

仪测定肝功能相关指标，超高效液相色谱串联质谱（UPLC-MS/MS）测定胆汁酸成分；收集小鼠肝组织，苏木精–伊红（HE）

染色观察肝脏组织病理变化；RT-qPCR 检测肝组织炎症因子和胆汁酸代谢关键基因的 mRNA 表达水平；Western blotting 检

测肝组织胆汁酸代谢关键蛋白的表达情况；收集小鼠盲肠内容物，Illumina Miseq 测序平台对 V3～V4 可变区进行扩增和测

序，对小鼠肠道菌群结构进行分析。结果  与模型组相比，茵栀黄颗粒各组小鼠血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸

氨基转移酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）水平均显著降低（P＜0.05、0.01、0.001）；且能够显著改善小鼠肝组织损伤。与模

型组相比，茵栀黄颗粒各剂量组小鼠肝脏白细胞介素-10（IL-10）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）、单核细

胞趋化蛋白-1（MCP-1）mRNA 表达水平均显著降低，白细胞介素-1β（IL-1β）、胆固醇 7-羟化酶（CYP7A1）、胆盐输出泵

（Bsep）、牛磺胆酸钠共转运蛋白（Ntcp）、胆汁酸转运蛋白多药耐药相关蛋白 2（Mrp2）、UDP 葡糖醛酸基转移酶 1 家族多肽

A1（Ugt1a1）mRNA 表达水平均显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），并影响胆汁酸代谢关键蛋白的 mRNA 和蛋白表达。16S 

rDNA 测序显示，茵栀黄颗粒组小鼠肠道菌群中乳杆菌属相对丰度显著升高，罗斯氏菌属和 Allobaculum 属相对丰度显著降

低。胆汁酸代谢组学发现，茵栀黄颗粒能够降低多种次级胆汁酸的含量。结论  茵栀黄颗粒改善胆汁淤积的作用机制可能与

调控肠道菌群组成影响胆汁酸代谢有关。 
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Effect and mechanism of Yinzhihuang Granules on cholestasis mice based on the 

"intestinal flora-bile acid metabolism" 
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Abstract: Objective  To investigate the effect and mechanism of Yinzhihuang Granules in treatment of cholestasis mice. Methods  

C57BL/6 mice at the age of 8 weeks were given a diet containing 1% cholic acid for 2 weeks to establish a mouse cholecystasis model, 

and the mice were divided into control group, model group, ursodeoxycholic acid (0.1 g/kg) group, and Yinzhihuang Granules (5, 10, 

20 g/kg) groups, each group was given the corresponding drug intragaically, and the rats in the control group and model group were 

given the same volume of normal saline intragaically. The drug was administered continuously for 4 weeks. Serum was collected, liver 

function indexes were determined by automatic biochemical analyzer, and bile acid components were determined by UPLC-MS/MS. 

Liver tissues of mice were collected and stained with hematoxylin-eosin (HE) to observe the pathological changes of liver tissue. The 

mRNA expression levels of inflammatory factors and key genes of bile acid metabolism were detected by RT-qPCR. The expression 

of key proteins of bile acid metabolism in liver tissues was detected by Western blotting. The contents of mouse cecum were collected,  
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and the V3 — V4 variable regions were amplified and sequenced by Illumina Miseq sequencing platform, and the structure of mouse 

intestinal flora was analyzed. Results  Compared with model group, the serum levels of ALT, AST, and ALP in Yinzhihuang Granules 

group were significantly decreased (P < 0.05, 0.01, 0.001), and it can significantly improve the liver tissue damage of mice. Compared 

with model group, the mRNA expression levels of liver IL-10, TNF-α, IL-6, and MCP-1 in each dose group of Yinzhihuang Granules 

were significantly decreased. The mRNA expression levels of IL-1β, CYP7A1, Bsep, Ntcp, Mrp2, and Ugt1a1 were all positive 

significantly increased (P < 0.05, 0.01, 0.001), and affected the mRNA and protein expression of key proteins in bile acid metabolism. 

16S rDNA sequencing showed that the abundance of Lactobacillus in gut microbiota of mice in Yinzhihuang Granules group was 

significantly increased, and the abundance of Roseburia and Allobaculum was significantly reduced. Bile acid metabolomics found 

that Yinzhihuang Granules could reduce the content of various secondary bile acid. Conclusion  Mechanism of Yinzhihuang Granules 

on improving cholestasis liver injury may be related to regulating the composition of gut microbiota and affecting bile acid metabolism. 

Key words: Yinzhihuang Granules; cholestasis; bile acid metabolism; gut microbiota; Bsep; Ntcp 

 

胆汁淤积症是一种由肝细胞分泌受损或肝内

外胆管阻塞引起胆汁酸在肝内外积聚的综合症。遗

传性疾病如胆道闭锁、自身免疫性肝病、感染性肝

病如乙肝病毒感染、药物诱导性和代谢性疾病等多

种因素都会引起胆汁淤积症。胆汁淤积症如不及时

治疗，会导致肝纤维化和肝硬化[1]。目前临床常用

于胆汁淤积症的药物有熊去氧胆酸、奥贝胆酸和 S

腺苷蛋氨酸等[2]。 

茵栀黄颗粒目前常用于急性黄疸性肝炎，其主

要组分为茵陈、栀子和黄芪提取物。前期研究发现，

茵栀黄颗粒可以改善高脂饮食引起的肥胖和肝脏

脂肪变性[3]，还可以通过上调胆汁酸转运蛋白多药

耐药相关蛋白 2（Mrp2）与胆盐输出泵（Bsep）的

表达，对异硫氰酸-α-萘酯诱导的大鼠肝内胆汁淤积

具有保护作用[4]。茵栀黄颗粒可以减轻雌激素诱发

的大鼠妊娠期肝内胆汁淤积症[5]，但其对胆汁淤积

性肝损伤的作用机制尚不清楚。 

肠道菌群失调与胆汁淤积症密切相关[6]。肠道

菌群是一个复杂的微生物生态系统，肠道内菌群失

调不仅可能通过肠–肝轴引起肝脏的炎症性疾病，

还能够影响体内结合型胆汁酸的代谢过程[7]。因此，

本研究采用胆管结扎致小鼠急性肝内胆汁淤积模

型对茵栀黄颗粒进行药效学评价，进而通过检测茵

栀黄颗粒对小鼠胆汁酸组成和肠道菌群的影响来

研究其作用机制，以阐明茵栀黄颗粒通过调节肠道

菌群影响胆汁酸稳态调节的作用机制，为茵栀黄颗

粒在治疗胆汁淤积症中的临床应用提供证据。 

1  材料与方法 

1.1  药品与试剂 

茵栀黄颗粒购自鲁南厚普制药有限公司（规格

3 g/袋，批号 09190871），熊去氧胆酸（质量分数≥

98.5%，批号 L21043A）购自德国 Losan Pharma 

GmbH 公司。TRIzol（货号 R401-01），2×ChamQ 

Universal SYBR（货号 Q711-02）和 HiScript II 1st 

Strand cDNA 逆转录试剂盒（货号 R212-01）购自

南京诺唯赞生物科技股份有限公司。含 1%胆酸的

饲料购自江苏省协同医药生物工程有限责任公司。

天冬氨酸氨基转移酶（AST）试剂盒（批号

20220410）、丙氨酸氨基转移酶（ALT）试剂盒（批

号 20220317）、碱性磷酸酶（ALP）（批号 20220321）

购自南京建成生物工程研究所。Anti-NTCP1 一抗

（货号ab131084）、Anti-CYP7A1一抗（货号ab234982）

购自美国Abcam公司，Anti-FXR一抗（货号#72105）

购自美国Cell Signaling Technology公司，Anti-BSEP

（货号#67512-1-Ig）、Anti-α-tubulin一抗（货号 11224-

1-AP）、HRP-conjugated Affinipure Goat Anti-Mouse

二抗（货号#SA00001-1）购自武汉三鹰生物技术有

限公司。高敏 ECL化学发光试剂盒（批号 20211201）

购自苏州新赛美生物科技有限公司。 

1.2  主要仪器 

徕卡RM 2135病理组织石蜡切片机（德国Leica

公司）；蔡司 Axiolab 5 型正置光学显微镜（日本

ZEISS 公司）；Amersham Image Quant 800 超灵敏多

功能成像仪（美国 Cytiva 公司）；QuantStudio™ 5 实

时荧光定量 PCR 系统（美国 Applied Biosystems 公

司）；AB Triple TOF 6600 质谱仪（美国 AB SCIEX

公司）；Agilent 1290 Infinity LC 超高压液相色谱仪

（美国 Agilent 公司）。 

1.3  实验动物 

48 只 8 周龄 C57BL/6 小鼠，体质量 18～22 g，

购自北京维通利华实验动物技术有限公司，实验动

物许可证号 SCXK（京）2014-0001。本实验方案获

郑州大学第一附属医院生命科学伦理委员会批准，

批号 2021-KY-0990-002。 
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1.4  实验动物分组、造模及给药 

C57BL/6 小鼠饲养于郑州大学第一附属医院

SPF 环境中，温度（20±2）℃、相对湿度（50±5）%，

均自由饮食、饮水。适应性饲养 7 d 后，按体质量

随机分为 6 组，分别为对照组、模型组、熊去氧胆

酸组，以及茵栀黄颗粒 5、10、20 g/kg 组，每组 8

只。对照组给予普通饲料，其余各组均给予含 1%胆

酸的饲料 2 周，构建小鼠胆汁淤积症模型[8-9]。于实

验第 3 周开始，茵栀黄颗粒组小鼠分别 ig 茵栀黄颗

粒 5、10、20 g/kg[10]，熊去氧胆酸组小鼠 ig 0.1 g/kg 

熊去氧胆酸[4]，对照组和模型组大鼠 ig 同体积生理

盐水，连续给药 4 周。 

1.5  样本收集 

实验结束后，收集小鼠肝组织，一部分用 4%多

聚甲醛固定后用于苏木精–伊红（HE）染色，一部

分液氮速冻后，−80 ℃保存，用于 Western blotting

和 RT-qPCR 检测。收集小鼠盲肠内容物，液氮速冻

后，−80 ℃保存，用于肠道菌群测定。收集小鼠血

清，−80 ℃保存，用于非靶代谢组学检测。 

1.6  血清生化指标检测 

收集小鼠血液，3 000 r/min 离心 10 min，分离

血清，按照试剂盒说明书测定血清 ALT、AST、ALP

水平。 

1.7  肝脏组织病理学检测 

收集小鼠肝组织，4%多聚甲醛固定后，乙醇梯

度脱水，二甲苯透明，浸蜡包埋切片，行 HE 染色，

封片后显微镜下观察肝组织形态学变化。 

1.8  免疫印迹检测 

取肝组织，加入 RIPA 裂解液在匀浆器中充分

研磨后，BCA 法测定蛋白浓度，用聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离 30 μg 蛋白，然后转移至 PVDF 膜上。用

5%脱脂牛奶封闭 1 h 后，加入一抗 4 ℃（FXR 一

抗 1∶1 000 稀释，BSEP 一抗 1∶1 000 稀释，NTCP

一抗 1∶1 000 稀释，CYP7A1 一抗 1∶1 000 稀释，

α-tubulin 一抗 1∶5 000 稀释）孵育过夜，TBST 洗

涤 3 次，每次 5 min，室温孵育二抗 1 h，TBST 洗

涤 3 次，每次 5 min，ECL 发光液显色，用 Cytiva

化学发光成像仪拍照并分析。 

1.9  RT-qPCR 检测 

取肝组织，加入 TRIzol 充分匀浆后提取总

RNA，取 1 μg RNA 为模板，按照试剂盒说明书逆

转录合成 cDNA。RT-qPCR 按照 SYBR 试剂说明书

进行，反应体系为 10 μL。结果用 2−ΔΔCt 计算，以相

对值表示，其中引物序列见表 1。 

表 1  RT-qPCR 引物序列 

Table 1  Primer sequences for RT-qPCR 

基因 ID 正向（5’-3’） 反向（5’-3’） 

36B4 11837 AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT CCGCAGGGGCAGCAGTGG 

IL-10 16153 GCTCTTACTGACTGGCATGAG CGCAGCTCTAGGAGCATGTG 

IL-1β 16176 GCCACCTTTTGACAGTGATGA ATGTGCTGCTGCGAGATTTG 

IL-6 16193 ACAAAGCCAGAGTCCTTCAGAG TGACTCCAGCTTATCTCTTGGT 

TNF-α 21926 GATCGGTCCCCAAAGGGATG CCACTTGGTGGTTTGTGAGT 

MCP-1 20296 TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT 

CYP7A1 13122 GCTGTGGTAGTGAGCTGTTG GTTGTCCAAAGGAGGTTCACC 

CYP27A1 104086 GCACAGGAGAGTACGGAGG CGGGCAAGTGCAGCACATA 

CYP8B1 13124 TGCAAAAGAACTGGTGCTCAA CGAACCTTTAGGCCCTAGCAT 

FXR 20186 GGCAGAATCTGGATTTGGAATCG GCCCAGGTTGGAATAGTAAGACG 

Bsep 27413 TCTGACTCAGTGATTCTTCGCA CCCATAAACATCAGCCAGTTGT 

Mrp2 12780 GTGTGGATTCCCTTGGGCTTT CACAACGAACACCTGCTTGG 

Ntcp 20493 CAAACCTCAGAAGGACCAAACA GTAGGAGGATTATTCCCGTTGTG 

Ugt1a1 394436 GCTTCTTCCGTACCTTCTGTTG GCTGCTGAATAACTCCAAGCAT 

 

1.10  胆汁酸含量分析 

收集模型组和茵栀黄颗粒 20 g/kg 组小鼠胆汁，

甲醇沉淀蛋白后，12 000 r/min、4 ℃离心 10 min，

取上清液 100 μL 加入到检测瓶中。数据采集仪器系

统主要包括超高效液相色谱（Waters ACQUITY 

UPLC）和质谱（AB 三重四极杆质谱仪）。色谱条

件为 ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱（100 mm×

2.1 mm，1.7 μm）；流动相：A 相为超纯水（含 0.01%

甲酸），B 相为乙腈；体积流量 0.25 mL/min；柱温

40 ℃；进样量 5 μL；洗脱梯度：0～4 min，25% B；

4～9 min，25%～30% B；9～14 min，30%～36% B；

14～18 min，36%～38% B；18～24 min，38%～50% 
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B；24～32 min，50%～75% B；32～35 min，75%～

100% B；35～38 min，100%～25% B。采用电喷雾

离子源（ESI），负离子电离模式。离子源温度

500 ℃，离子源电压−4 500 V，碰撞气压力 41.37 

kPa，气帘气压力 206.84 kPa，雾化气和辅助气压均

为 344.74 kPa。采用多重反应监测（MRM）进行扫

描。所采用的对照品信息见表 2。 

根据不同浓度的对照品，以对照品的浓度为横

坐标，以对照品的峰面积为纵坐标作图，建立靶向 

表 2  胆汁酸对照品信息 

Table 2  Bile acid reference product information 

胆汁酸 名称 

alloLCA 别胆石酸 

LCA 石胆酸 

isoLCA 异石胆酸 

NorDCA 23-脱甲脱氧胆酸 

6-ketoLCA 6-酮基石胆酸乙酯 

12-ketoLCA 12-酮基石胆酸 

7-ketoLCA 7-酮基石胆酸 

β-UDCA 3β-熊去氧胆酸 

DCA 去氧胆酸 

CDCA 鹅去氧胆酸 

UDCA 熊去氧胆酸 

HDCA 猪去氧胆酸 

NorCA 正胆酸 

DHCA 脱氢胆酸 

7,12-diketoLCA 7,12-二酮石胆酸 

6,7-diketoLCA 6,7-二酮石胆酸 

α-MCA α-鼠胆酸 

UCA 熊果胆酸 

β-MCA β-鼠胆酸 

CA 胆酸 

ACA 别胆酸 

βCA 3β-胆酸 

GUCA 甘氨熊胆酸钠盐 

GLCA 甘氨石胆酸钠盐 

GHDCA 甘氨猪去氧胆酸 

GCDCA 甘氨鹅脱氧胆酸钠盐 

GUDCA 甘氨熊脱氧胆酸 

GDCA 甘氨脱氧胆酸钠盐 

LCA-3S 硫酸化石胆酸钠盐 

GCA 甘氨胆酸 

TLCA 牛磺石胆酸钠盐 

THDCA 牛磺猪去氧胆酸钠盐 

TUDCA 牛磺熊去氧胆酸钠盐 

TDCA 牛磺脱氧胆酸钠盐 

TCDCA 牛磺鹅去氧胆酸 

TCA 牛磺胆酸钠盐 

T-α-MCA 牛磺-α-鼠胆酸钠盐 

THCA 牛磺猪胆酸钠盐 

T-β-MCA 牛磺-β-鼠胆酸钠盐 

CDCA-G 鹅去氧胆酸-葡萄糖醛酸结合物 

CDCA-3G 鹅去氧胆酸-3-β-D-葡萄糖醛酸 

CDCA-24G 鹅去氧胆酸-24-酰基-β-D-葡萄糖醛酸 

化合物与其峰面积的方程，根据样品中相应化合物

的峰面积计算其浓度。根据样品中胆汁酸浓度进行

凝聚层次聚类（agglomerate hierarchical clustering）：

即将每个对象归为一类，合并这些类成为越来越大

的对象，直到终结。通过 R（v 3.3.2）中 pheatmap

程序包对数据集进行缩放，得到代谢物相对定量值

层次聚类图，进行偏最小二乘判别（PLS-DA）分析。 

1.11  16S rDNA 测序 

采用试剂盒说明书对各组小鼠样本的盲肠内

容物 DNA 进行提取，根据测序区域的选择，使用

NEB Next®Ultra™DNA Library Prep Kit 建库试剂盒

进行文库构建，构建好的文库通过 Agilent 

Bioanalyzer 2100 和 Qubit 进行质检，采用 Illumina 

Miseq 测序平台对 V3～V4可变区进行扩增和测序，

并利用线性判别分析效应大小（LEfSe）和 R 软件

进行表达和分析。 

1.12  统计分析 

采用 GraphPad Prism 8.3 软件对数据进行统计

分析，数据以x ± s 表示，2 组间均数比较采用 t 检

验，多组间均数比较采用 One-way ANOVA 检验。 

2  结果 

2.1  茵栀黄颗粒对小鼠血清指标的影响 

与对照组相比，模型组小鼠血清 ALT、AST、

ALP 水平显著升高（P＜0.01）；与模型组相比，茵

栀黄颗粒各组小鼠血清 ALT、AST、ALP 水平均显

著降低（P＜0.05、0.01、0.001），表明茵栀黄颗粒

干预能够显著减轻胆汁淤积小鼠肝损伤，见表 3。 

2.2  茵栀黄颗粒对小鼠肝组织病理学的影响 

结果发现，对照组小鼠肝脏组织结构正常，未

见明显组织病理损伤。与对照组相比，模型组小鼠

肝窦和汇管区炎性细胞浸润增加，肝组织坏死面积

显著增加，细胞坏死率增加（P＜0.001）。与对照组

相比，熊去氧胆酸组小鼠肝组织炎症细胞浸润减

轻，坏死面积显著减小，细胞坏死率减少（P＜

0.001），茵栀黄颗粒 5 g/kg 组肝组织坏死面积减小，

细胞坏死率减少（P＜0.05），但炎性细胞浸润未见

减轻。茵栀黄颗粒 10、20 g/kg 组小鼠肝组织炎性细

胞浸润和坏死率均显著减少（P＜0.01、0.001），见

图 1。 

2.3  茵栀黄颗粒对小鼠肝脏炎症因子和胆汁酸代

谢关键基因 mRNA 表达水平的影响 

RT-qPCR 结果显示，与对照组相比，模型组小

鼠肝脏 IL-10、TNF-α、IL-6、MCP-1 mRNA 表达水 
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表 3  茵栀黄颗粒对胆汁淤积小鼠血清 ALT、AST、ALP 水平的影响（x ± s，n = 8） 

Table 3  Effect of Yinzhihuang Granules on serum ALT, AST, and ALP levels of cholestasis mice (x ± s, n = 8 ) 

组别 剂量/(g·kg−1) ALT/(U·L−1) AST/(U·L−1) ALP/(U·L−1) 

对照 — 28.35±0.79 57.60±5.06 71.50±18.54 

模型 — 1 741.60±239.73** 1 821.80±306.50** 658.80±87.56** 

熊去氧胆酸    0.1 837.25±73.27### 736.90±82.46### 183.27±21.55### 

茵栀黄颗粒  5 1 423.70±146.67# 1 131.80±125.36# 276.50±31.02## 

 10 1 132.25±115.16## 1 118.30±98.40## 243.80±24.21### 

 20 998.25±152.43### 987.50±151.708## 127.15±15.45### 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001 
**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group 

 

  与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001 

***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group 

图 1  茵栀黄颗粒对胆汁淤积小鼠肝脏组织病理学的影响（x ± s，n = 8） 

Fig. 1  Effect of Yinzhihuang Granules on histopathology of liver in cholestasis mice (x ± s, n = 8 ) 

平显著上调，IL-1β、CYP7A1、Bsep、Ntcp、Mrp2、

Ugt1a1 mRNA 表达水平显著下调（P＜0.05、0.01）；

与模型组相比，熊去氧胆酸组和茵栀黄颗粒各剂量

组小鼠肝脏 IL-10、TNF-α、IL-6、MCP-1 mRNA 表

达水平均显著降低，IL-1β、CYP7A1、Bsep、Ntcp、

Mrp2、Ugt1a1 mRNA 表达水平均显著升高（P＜

0.05、0.01、0.001）。且茵栀黄颗粒各剂量组改变趋

势呈剂量相关性。以上结果表明，茵栀黄颗粒能够

降低胆汁淤积引起的肝脏炎症反应，并影响肝脏胆

汁酸代谢相关基因的表达，见图 2。 

2.4  茵栀黄颗粒对小鼠肝组织胆汁酸代谢相关蛋

白表达水平的影响 

Western blotting 检测小鼠肝组织胆汁酸代谢关

键蛋白的表达水平，结果发现，与对照组相比，模

型组小鼠肝组织中胆汁酸代谢的主要调节因子

FXR、胆汁酸外排的主要转运蛋白 Bsep 和胆汁酸

重吸收的主要受体 Ntcp 的表达水平显著降低（P＜

0.001），胆汁酸生物合成的主要限速酶 CYP7A1 表

达水平显著上调，表明小鼠肝组织胆汁酸代谢失

调。熊去氧胆酸和茵栀黄颗粒各剂量组能够显著上

调 FXR、Bsep、Ntcp 的表达水平，下调 CYP7A1 表

达水平，且其作用呈剂量相关性，表明茵栀黄颗粒

能够上调肝组织 FXR、Bsep、Ntcp 的表达水平，促

进胆汁酸外排和重吸收，降低肝组织 CYP7A1 表达

水平，减少胆汁酸的合成，而调节肝脏胆汁酸代谢

过程，见图 3。 

2.5  茵栀黄颗粒对胆汁淤积小鼠胆汁酸的影响 

收集小鼠胆汁，LC-MS 法检测模型组和茵栀黄

颗粒 20 g/kg 组小鼠胆汁中 40 种胆汁酸的成分。 

2.5.1  代谢物轮廓分析  用偏最小二乘法–判别

分析法（PLS-DA）分析 2 组小鼠胆汁代谢轮廓，结

果 2 组胆汁酸成分明显区分，具有可比性，见图 4A。 

2.5.2  差异胆汁酸分析  其中 30 种胆汁酸成分有

差异，见图 4B。从中选出 8 种差异最显著的胆汁

酸，与模型组相比，茵栀黄颗粒 20 g/kg 组小鼠胆汁

中初级胆汁酸 TCDCA、次级胆汁酸 UDCA、ACA、

THCA、T-α-MCA、T-β-MCA 和结合型胆汁酸

CDCA-G 的含量显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），

次级胆汁酸 α-MCA 的含量显著降低（P＜0.001），

见图 4C。 
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A-对照  B-模型  C-熊去氧胆酸  D-茵栀黄颗粒 5 g·kg−1  E-茵栀黄颗粒 10 g·kg−1  F-茵栀黄颗粒 20 g·kg−1  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＜0.001 

A- control  B-model  C- ursodeoxycholic acid  D-Yinzhihuang Granules 5 g·kg−1  E- Yinzhihuang Granules 10 g·kg−1  F- Yinzhihuang Granules 20 

g·kg−1  *P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group 

图 2  茵栀黄颗粒对胆汁淤积小鼠肝脏组织炎症和胆汁酸代谢相关基因表达水平的影响（x ± s，n = 8） 

Fig. 2  Effect of Yinzhihuang Granules on liver inflammation and bile acid metabolism related gene expression in cholestasis 

mice (x ± s, n = 8 ) 

 

图 3  茵栀黄颗粒对胆汁淤积小鼠肝脏胆汁酸代谢相关蛋

白表达水平的影响 

Fig. 3  Effect of Yinzhihuang Granules on bile acid 

metabolism related protein expression in 

cholestasis mice 

2.6  茵栀黄颗粒对胆汁淤积小鼠肠道菌群结构的

影响 

收集小鼠肠道内容物，16S rRNA 测序分析茵

栀黄颗粒对胆汁淤积小鼠肠道菌群结构的影响。 

2.6.1  α 多样性分析  采用 α 多样性分析对小鼠肠

道菌群物种多样性进行评价，见表 4。结果显示，

模型组 Shannon 指数，Chao 指数和 Ace 指数显著

降低（P＜0.05），表明模型组小鼠肠道菌群物种多

样性显著减少。与模型组相比，茵栀黄颗粒 20 g/kg

组小鼠 Shannon 指数，Chao 指数和 Ace 指数显著

升高（P＜0.05），表明茵栀黄颗粒可以增加胆汁淤

积小鼠肠道菌群的物种多样性。 

2.6.2  β 多样性分析  基于OUT（operational taxonomic 

units）水平的 ANOSIM 分析表明，模型组小鼠的肠

道菌群组成较对照组发生了显著变化（R＝0.371 1，

P＝0.001）；茵栀黄颗粒组小鼠的肠道菌群结构与对

照组无明显差异（R＝0.211 1，P＝0.066），而与模

型组相比存在显著差异（R＝0.146 9，P＝0.033）。

NMDS 分析结果显示，模型组小鼠肠道菌群结构与

对照组相比显著偏离，给予茵栀黄处理能显著恢复

肠道菌群结构，见图 5。以上结果表明，胆汁淤积

小鼠的肠道菌群失调，茵栀黄颗粒能够恢复胆汁淤

积小鼠的肠道菌群结构。 

2.6.3  群落结构分析  主坐标分析（PCoA）结果提

示模型组与茵栀黄颗粒 20 g/kg 组小鼠整体肠道菌

群组成有显著差异（图 6）。在门水平上，厚壁菌门、

拟杆菌门和放线均门是 2 组小鼠肠道菌群主要门，

但在各组中组成不同。与模型组相比，茵栀黄颗粒

组小鼠肠道菌群厚壁菌门与拟杆菌门相对丰度降

低，而放线菌门相对丰度升高。在目水平上，梭菌

目、乳酸杆菌目和拟杆菌目是 2 组小鼠肠道菌群主

要目，与模型组相比，茵栀黄颗粒组小鼠肠道菌群

中乳杆菌属相对丰度显著升高，梭菌目和拟杆菌目

相对丰度显著降低。在属水平上，乳杆菌属、罗斯

氏菌属和 Allobaculum 属是 2 组小鼠肠道菌群主要

的属，与模型组相比，茵栀黄颗粒组小鼠肠道菌

群中乳杆菌属相对丰度显著升高，罗斯氏菌属和

Allobaculum 属相对丰度显著降低（图 7、8）。 
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A-代谢物轮廓分析图  B-差异胆汁酸热图  C-差异胆汁酸分析图  与茵栀黄颗粒 20 g·kg−1组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 

A-metabolite profile diagram  B-differential bile acid heat diagram  C-differential bile acid analysis diagram   *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs 

Yinzhihuang Granules 20 g·kg−1 group 

图 4  茵栀黄颗粒对胆汁淤积小鼠胆汁成分的影响（x ± s，n = 8） 

Fig. 4  Effect of Yinzhihuang Granules on bile components in cholestasis mice (x ± s, n = 8 ) 

表 4  各组大鼠肠道菌群 α 多样性分析（x ± s，n = 8） 

Table 4  Analysis on α diversity of intestinal flora of rats in each group (x ± s, n = 8 ) 

组别 剂量/(g·kg−1) Shannon 指数 Simpson 指数 Chao 指数 Ace 指数 

对照 — 6.18±0.05 0.010±0.001 5 864.42±352.60 8 061.97±326.31 

模型 — 5.88±0.09* 0.015±0.002 4 625.58±319.78* 6 772.05±426.21* 

茵栀黄颗粒  20 6.11±0.06# 0.012±0.001 5 386.48±396.41# 8 452.81±513.77# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group 
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图 5  NMDS 分析 

Fig. 5  Non-metric multidimensional scaling 

 

图 6  群落结构差异分析 

Fig. 6  Analysis of differences in community structure 

 

图 7  门水平上各组肠道菌群相对丰度 

Fig. 7  Relative abundance of gut microbiota at phylum level in each group 

LDA（Linear discriminant analysis）LEfSe（Effect 

Size）分析是一种用于发现和解释高维度数据生物

标识（基因、通路和分类单元）的分析工具，可用

于 2 个或多个分组的比较，它强调统计意义和生物

相关性，能够在组间寻找具有统计学差异的生物标

识，LEfSe LDA 分析进一步证实了以上结果（图 9）。

茵栀黄颗粒能够显著降低肠道菌群中与胆汁酸次

级代谢相关 Clostridium 和 Bacteroides（图 10）。 

3  讨论 

中医古书籍中并无胆汁淤积症对应病名，近现

代医家根据其症状将其归属为“淤黄”“黄疸”等范

畴，其病机与湿、热、瘀有关。如《黄帝内经》记

载“溺黄赤，安卧者，黄疸，目黄者曰黄疸。”这是

对黄疸最早的论述[11]。《医学集成》说：“疸症有五，

曰黄汗、曰黄疸、曰谷疸、曰酒疸、曰女劳疸……

同是湿热湿寒所化，故曰治湿不利小便，非其治

也。”指出湿热为黄疸的主要病机。现代医家结合自

身临床经验认为，脾虚亦是发黄的潜在病机，即“湿

主瘀从、黄因虚生”[12]。治疗黄疸时尤为注重固护

肝阴、固护胃阴、固护元气[13]。经过历代医家的实

践与总结，黄疸是由湿热困阻脾胃，脾肾阳虚、寒

湿内停，进而血分，产生血瘀、血热之证，方可发

黄。故在临床治疗中，除了从湿论治，还应加以凉

血化瘀、温补脾肾之品。 
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图 8  属水平上各组肠道菌群相对丰度 

Fig. 8  Relative abundance of gut microbiota at genus level in each group 

茵栀黄颗粒由《伤寒论》中经典名方“茵陈蒿

汤”（茵陈蒿、栀子、大黄）经演化而成，主要组分

为茵陈、栀子、黄芩、金银花，具有清热解毒、利

湿退黄的功效，主要用于治疗肝炎、肝纤维化以及

肝内胆汁淤积[4-5, 14-16]。目前临床治疗中，多与谷胱

甘肽联用治疗药物性肝损伤引起的黄疸，与亮菌甲

素连用治疗胆汁淤积引起的黄疸，与双环醇联用治

疗病毒性肝炎引起的黄疸[17]，但其相关分子机制尚

不清楚。本研究发现，茵栀黄颗粒可以降低胆汁淤

积引起的肝脏炎症反应，减小胆汁淤积引起的肝组

织坏死面积。 

有报道称，茵栀黄颗粒的主要有效成分绿原

酸、黄芩苷、栀子苷和木犀草素[18]。黄芩苷能够通

过上调肠道中产丁酸盐的菌群如 g_Alistipes、

g_Butyricicoccus 等的丰度，维持肠道屏障完整性而

发挥降压作用[19]。祛湿化瘀方中的绿原酸和栀子苷

可以通过上调拟杆菌及梭菌的相对丰度显著而改

善非酒精性脂肪性肝炎症状[20-21]。本研究发现，茵

栀黄颗粒能够上调胆汁淤积小鼠肠道中乳杆菌相

对丰度，降低梭菌和拟杆菌的含量，而且能够降低

与胆汁酸次级代谢相关的Clostridium和Bacteroides

的相对丰度。 

初级胆汁酸是指在肝脏中以胆固醇为原料从

头合成的胆汁酸，以胆酸和鹅去氧胆酸为主。初级

胆汁酸的从头合成包括经典通路和非经典通路 2 种

途径，分别受 CYP7A1 和 CYP27A1 调节[22-23]。经

典通路合成 70%以上的胆汁酸，其过程包括甲基

化、加氧反应、合成胆汁酸核心结构和侧链加氢等

步骤[24-25]。首先，胆固醇在内质网上经过甲基化反

应，产生甲基胆固醇，然后通过加氧反应，形成醛

类物质。醛类物质通过多环化合成形成某种胆汁酸

的核心结构，最后进行侧链加氢反应，生成初级胆

汁酸。经典通路以肝细胞内质网中的 CYP7A1 为主

要限速酶催化发生，且 FXR 负反馈调控[26-27]。初级

胆汁酸在体内经转运、排泄、重吸收和代谢等多种

途径。约 50%的初级胆汁酸在小肠内被肠道吸收，

重吸收的初级胆汁酸经过肝脏代谢，转化为次级胆

汁酸，再排泄到肠道中。这一过程中，Ntcp 和 Bsep

是肝胆汁酸摄取和排泄过程中的 2 个关键的转运蛋

白[28]。肝细胞表面的 Bsep 负责将胆汁酸运输至胆

小管，经血液循环后，小部分被肝细胞基底膜的胆

汁酸转运体和肠道主动摄取吸收，剩余的被排泄出

体外，Ntcp 则负责摄取所有的结合性胆汁酸。胆汁

酸循环中任一环节受损均可能导致胆汁淤积性肝

损伤的发生。茵栀黄颗粒能抑制肝组织中 CYP7A1 

mRNA 和蛋白表达水平，上调 FXR、Bsep、Ntcp 

mRNA 和蛋白表达水平，通过抑制胆汁酸合成，促

进胆汁酸代谢、转运和重吸收而减轻胆汁酸诱导的 
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图 9  LEfSe LDA 分析 

Fig. 9  LEfSe LDA analysis 

肝损伤。 

肠道菌群的分布在胆汁酸代谢中发挥着重要

的作用[29-30]。在肠道中，初级胆汁酸可以被菌群代 

 

与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 

***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group 

图 10  茵栀黄颗粒对胆汁淤积小鼠肠道菌群结构的影响 

（x ± s，n = 8） 

Fig. 10  Effect of Yinzhihuang Granules on the structure of 

gut microbiota in cholestasis mice (x ± s, n = 8 ) 

谢，进行大量的生物转化，主要包括水解、氧化、

聚合、脱硫和酯化、7α-脱羟基和 7β-脱羟基等[31]。

初级胆汁酸在胆汁酸辅酶Ａ合成酶和胆汁酸氨基

酸转移酶的催化下与甘氨酸和牛磺酸结合，形成初

级结合型胆汁酸，初级结合型胆汁酸生物转化的第

1 步是由胆盐水解酶（BSH）介导的水解去结合化，

将结合胆汁酸水解为游离胆汁酸和甘氨酸或牛磺

酸，BSH 高表达于 Bacteroides、Enterococcus、

Bifidobacterium 、 Clostridium 、 Lactobacillus 和

Listeria 等多种肠道菌群中[32-33]。CA 和 CDCA 的

7α-脱羟基反应，分别产生 DCA 和 LCA；熊去氧胆

酸的胆汁酸 7β-脱羟基反应产生 LCA[34]。水解后生

成的初级游离型胆汁酸会经过 7α-脱羟基酶介导的

7α-脱羟基化反应生成次级胆汁酸，7α-脱羟基酶仅

有少数菌群产生，如 Clostridium、Eubacterium[35-36]。

除此之外，生成的次级胆汁酸还会经过氧化、差异

异构化，主要由 Peptostreptococcus、Escherichia、

Bacteroides、Clostridium、Eubacterium、Eggerthella、

Ruminococcus、Bifidobacterium、Lactobacillus 等参

与[37-40]。而酯化和脱硫作用可以促进胆汁酸通过粪
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便 排泄 ，主 要 由 Clostridium 、 Peptococcus 、

Fusobacterium 、 Proteobacteria 、 Pseudomonas 、

Bacteroides 等参与[31, 41-42]。由此可见，肠道菌群的

生物转化功能，是决定总胆汁酸池中各成分胆汁酸

浓度最重要的因素，肠道菌群群落结构的不同，可

以导致胆汁酸池的明显变化。本研究发现，茵栀黄

颗粒能够降低肠道菌群中Clostridium和Bacteroides

的含量，影响胆汁酸在肠道中的生物转化相关。 

本研究发现，小鼠胆汁淤积时，肝组织胆汁酸

合成增加，而胆汁酸转运、重吸收和代谢降低，肠

道菌群结构改变，影响胆汁酸生物转化，改变胆汁

池中各种胆汁酸的含量。茵栀黄颗粒能够抑制肝组

织中胆汁酸合成，促进胆汁酸转运、重吸收和代谢，

并通过调节肠道菌群结构，而改善胆汁酸成分，减

轻胆汁淤积引起的肝损伤。 
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