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　 　 【摘要】 　 目的　 探索恒古骨伤愈合剂对 db / db 小鼠血糖和肠道微生物的影响。 方法　 将野生型小鼠作为对

照组,db / db 小鼠随机分为模型组和恒古骨伤愈合剂治疗组;灌胃给药 12 周后,检测空腹血糖、血清糖化血红蛋白

和胰岛素含量,使用 16S
 

rDNA 技术分析小鼠肠内容物菌群变化及预测菌群功能。 结果　 与模型组比较,恒古骨伤

愈合剂降低 db / db 小鼠空腹血糖(P<0. 01)、血清糖化血红蛋白(P<0. 01)、胰岛素抵抗指数(P<0. 01),升高胰岛素

含量(P<0. 01);恒古骨伤愈合剂增加 db / db 小鼠盲结肠有益菌丰度,降低害菌丰度,其中马文氏菌属的丰度显著

升高(P<0. 01);恒古骨伤愈合剂抑制了 db / db 小鼠菌群 D-精氨酸和 D-鸟氨酸代谢、鞘脂代谢、半乳糖代谢的降低

及赖氨酸降解、硫中继系统、丙酸代谢的升高(P<0. 05)。 结论　 恒古骨伤愈合剂具有降血糖功效和调节 db / db 小

鼠肠道微生态平衡的作用。
【关键词】 　 恒古骨伤愈合剂;降血糖性能;肠道菌群;16S
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

Osteoking
 

on
 

hyperglycemia
 

and
 

regulating
 

gut
 

microbiota
 

in
 

db / db
 

mice.
 

Methods　 Wildtype
 

mice
 

were
 

used
 

as
 

the
 

control
 

group,
 

and
 

db / db
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

model
 



and
 

Osteoking
 

groups.
 

After
 

intragastric
 

administration
 

for
 

12
 

weeks,
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

and
 

serum
 

glycosylated
 

hemoglobin
 

and
 

insulin
 

levels
 

were
 

measured,
 

changes
 

in
 

intestinal
 

microflora
 

were
 

determined,
 

and
 

functional
 

pathways
 

related
 

to
 

intestinal
 

microflora
 

in
 

mice
 

were
 

predicted
 

by
 

16S
 

rDNA
 

sequencing.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

Osteoking
 

decreased
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

( P < 0. 01),
 

serum
 

glycosylated
 

hemoglobin
 

( P < 0. 01),
 

and
 

the
 

insulin
 

resistance
 

index
 

(P<0. 01),
 

and
 

increased
 

insulin
 

content
 

(P<0. 01)
 

in
 

db / db
 

mice.
 

Osteoking
 

increased
 

the
 

abundance
 

of
 

beneficial
 

intestinal
 

microflora
 

and
 

decreased
 

the
 

abundance
 

of
 

harmful
 

bacteria.
 

Moreover,
 

the
 

abundance
 

of
 

Marvinbryantia
 

was
 

increased.
 

Osteoking
 

alleviated
 

the
 

decrease
 

in
 

metabolism
 

of
 

D-arginine
 

and
 

D-ornithine,
 

sphingolipid,
 

and
 

galactose
 

metabolism
 

( P < 0. 05 )
 

and
 

inhibited
 

lysine
 

degradation,
 

the
 

sulfur
 

relay
 

system,
 

and
 

propanoate
 

metabolism
 

(P < 0. 05).
 

Conclusions 　 Osteoking
 

has
 

hypoglycemic
 

properties
 

and
 

improves
 

the
 

intestinal
 

microflora
 

imbalance
 

in
 

db / db
 

mice.
【Keywords】　 Osteoking;

 

hypoglycemic
 

properties;
 

gut
 

microbiota;
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rDNA
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db / db
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　 　 2 型糖尿病( type
 

2
 

diabetes
 

mellituss,T2DM)是

一种以慢性血糖升高为主要临床表现的代谢性疾

病,占糖尿病患者 90%。 若血糖控制不佳,可引起

多器官并发症,患者生存质量降低甚至死亡。 肠道

菌群在人和动物肠道中构成复杂生态系统,现有研

究已证明,肠道菌群与 2 型糖尿病密切相关,有益菌

和有害菌比例失调[1] 。 同时,肠道菌群产生如短链

脂肪酸、胆汁酸、脂多糖、硫化氢等多种代谢产物,
对 2 型糖尿病的发生发展至关重要[2] 。 db / db 小鼠

瘦素受体缺陷、肥胖且患糖尿病,临床症状为糖、脂
代谢异常及胰岛素抵抗等,是 2 型糖尿病及并发症,
如糖尿病肾病、心血管病变、骨代谢异常等研究的

良好动物模型[3] 。 恒古骨伤愈合剂为收录于药典

的处方药,源于彝族民间古方,具有补肝肾、活血益

气、消肿止、接骨续筋的功能。 恒古骨伤愈合剂多

用于骨折、骨关节炎、腰椎间盘突出症、骨质疏松

症、股骨头坏死等骨伤科疾病的临床治疗,未见降

血糖相关报道。
现代中医药认为糖尿病的病机特点为肝、脾、

肾功能失调,三脏同调疗效满意[4] 。 这与恒古骨伤

愈合剂补肝肾的功能相吻合。 在现代中医临床药

物中,恒古骨伤愈合剂是异病同治的典型代表[5] ,
其君臣药红花、黄芪、杜仲、三七、人参、鳖甲常用于

糖尿病的中医药临床治疗[6] 。 因此,本实验探讨恒

古骨伤愈合剂对 2 型糖尿病 db / db 小鼠降血糖作用

及其肠道菌群的影响,为扩大民族药恒古骨伤愈合

剂药理学疗效提供基础材料。

1　 材料与方法

1. 1　 实验动物
  

　 　 SPF 级 8 周龄雄性 C57BL / KsJ-db / db 小鼠 12
只,SPF 级野生型小鼠 6 只,购自斯贝福(北京) 生

物技术有限公司[ SCXK(京) 2019 - 0010]、[ SCXK
(京)2019-0030]。 小鼠饲养于昆明医科大学实验

动物学部[SYXK(滇)2020-0006],室温(22±2)℃ ,
相对湿度(50±10)%,明暗周期为 12

 

h / 12
 

h,小鼠自

由饮水和摄食全价颗粒饲料。 实验操作符合动物

福利伦理要求,经昆明医科大学动物实验伦理委员

会批准(KMMU20220812),并按实验动物使用的 3R
原则给予人道的关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 恒古骨伤愈合剂(批号:20201111)购自云南克

雷斯制药股份 有 限 公 司; 小 鼠 胰 岛 素 ( Fasting
 

insulin, FINS )、 糖 化 血 红 蛋 白 A1c ( Glycated
 

hemoglobin
 

A1c,GHbA1c)酶联免疫吸附测定试剂盒

(齐一生物科技(上海) 有限公司);胶回收试剂盒

(德国 qiagen 公司); Phusion􀅺
 

High-Fidelity
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

with
 

GC
 

Buffer ( 英国 Biolabs 公司);
TruSeq􀅺

 

DNA
 

PCR-Free
 

Sample
 

Preparation
 

Kit 建库

试剂盒(四川瑞博特生物科技有限公司)。 血糖仪

器( 三诺生物股份有限公司); 电泳仪 ( Tanon-
EPS300,中国);凝胶成像仪(Tanon-2500,中国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分组与样本采集
 

　 　 小鼠适应性饲养 4 周后,将野生型小鼠作为对

照组(wt 组) (n = 6),12 只 db / db 小鼠随机分为模

型组(db 组)和恒古骨伤愈合剂治疗组( ok 组);治
疗组以临床成人常用剂量(按 60

 

kg 计算),并按人

和动物体表面积换算法折算等效剂量为 15. 3
 

g / (kg
·2 d),wt 组和 db 组小鼠给予等体积生理盐水。 连

续灌胃 12 周。 给药前和给药 12 周各检测空腹血糖

(禁食 12
 

h)1 次。 给药 12 周后,3%的戊巴比妥钠

腹腔注射麻醉后,心脏取血离心后取血清,将收集

到的血清 1000
 

r / min 离心 20
 

min,取上清保存于
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-80℃ 。 脱颈椎处死小鼠。 无菌取盲结肠,分离内

容物分装至 2
 

mL 无菌 EP 管中,每管样品量 0. 5 ~
2. 0

 

g,液氮速冻,-80℃保存。
1. 3. 2　 db / db 小鼠治疗后血清酶联免疫吸附

(ELISA)检测

　 　 根据 ELISA 试剂盒说明书检测血清中小鼠胰

岛素(FINS)和糖化血红蛋白(GHbA1c)水平。

注:A:空腹血糖;B:糖化血红蛋白;C:胰岛素;D:胰岛素抵抗指数。 与 wt 组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与 db 组比较,
 #P<0. 05。

图 1　 恒古骨伤愈合剂对 db / db 小鼠血糖的治疗作用

Note.
 

A,
 

Fasting
 

blood
 

glucose
 

level.
 

B,
 

Glycosylated
 

hemoglobin.
 

C,
 

Fasting
 

insulin.
 

D,
 

Insulin
 

resistance
 

index.
 

Compared
 

with
 

wt
 

group,
 

∗P<0. 05,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

db
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

1　 Therapeutic
 

effect
 

of
 

Osteoking
 

on
 

blood
 

glucose
 

in
 

db / db
 

mice

1. 3. 3　 肠道菌群 16S
 

rDNA 测序
 

　 　 使用 Hipure
 

Stool
 

DNA
 

Kits
 

提取小鼠肠内容物

DNA,对 16S
 

rDNA
 

V3+V4 区扩增,引物序列 F:5’-
CCTAYGGGRBGCASCAG-3 ’; R: 5 ’-GGACTACNN

 

GGGTATCTAAT-3’。 PCR 扩增程序为 95℃ 预变性

2
 

min;98℃变性 10
 

s,50℃退火 30
 

s,72℃延伸 35
 

s,
30 个循环;72℃ 延伸 5

 

min,扩增体系为 50
 

μL:10×
Buffer

 

KOD
 

5
 

μL,2. 5
 

mmol / L
 

dNPS
 

5
 

μL,Primer
 

F
 

1. 5
 

μL,Primer
 

R
 

1. 5
 

μL,KOD 酶 1. 0
 

μL,加 ddH2O
至 50

 

μL, DNA 模板 100
 

ng;用 AxyPrep
 

DNA
 

Gel
 

Extraction
 

Kit 纯化 PCR 产物,使用 ABI
 

StepOnePlus
 

System 定量,利用 Illumina
 

NovaSeq 测序平台测序,
原始数据提交到 SRA 数据库,获得最终的 ASVs[7] ,
对每个 ASV 的代表序列做物种注释。 同时, 对

ASVs 进行菌群多样性分析、差异分析及功能预

测等。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用软件 SPSS
 

22. 0 进行分析,使用平均数±标
准差( 􀭰x±s)表示计量数据,多组间差异比较采用单

因素方差分析,两组间比较采用 T 检验,P<0. 05 表

示差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 恒古骨伤愈合剂降血糖作用

　 　 如图 1 所示,经恒古骨伤愈合剂治疗后,对小鼠

空腹血糖(fasting
 

blood
 

glucose
 

level,FBGL)、血清糖

化血红蛋白、胰岛素含量进行检测,结果显示,给药

前,db 组的空腹血糖显著高于 wt 组(P<0. 01)。 提

示 db 组小鼠为良好糖尿病模型。 治疗后,db 组小

鼠的空腹血糖显著高于 wt 组(P<0. 01)。 ok 组空腹

血糖显著低于 db 组(P<0. 05),但仍显著高于 wt 组
(P<0. 05)。 与 wt 组相比,db 组小鼠的 GHbA1c 和

胰岛素抵抗指数 ( insulin
 

resistance
 

index, HOMA-
IR)均极显著升高(P < 0. 01),胰岛素水平显著降

低,经恒古骨伤愈合剂治疗后,GHbA1c 和 HOMA-
IR 均显著降低(P<0. 05),胰岛素水平显著升高(P<
0. 01),但仍与 wt 组有显著差异(P<0. 05)。 提示恒

古骨伤愈合剂良好的降血糖及改善胰岛素抵抗

作用。
2. 2　 肠道菌群测序(operational

 

taxonomic
 

units,
OTU)和韦恩图

　 　 OTU 是对样本的有效序列以 97%的一致性聚

类后进行物种注释的结果。 3 组小鼠共有 1107 个

OTUs。 韦恩图呈现小鼠间共有的、特有的 OTUs,其
中 496 个 OTUs 为 3 组共有;ok 组与 wt 组共有的

OTUs 为 85 个,而与 db 组共有的 OTUs 仅为 55 个。
2. 3　 α和 β多样性分析

　 　 α 多样性体现菌群的丰富度和均匀性,其中

chao1 / ACE 关注物种丰富度,值越大,物种越丰富。
simpson / shannon / PD

 

whole
 

tree 表征物种分布的均
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匀度和多样性。 Goods
 

coverage 代表覆盖度,指数越

大,测序覆盖度越高。 稀释曲线表示测序数据的合

理性,曲线趋平坦,数据趋合理。 与 wt 组小鼠相比,
db / db 小鼠菌群的丰富度和多样性均降低,治疗后

有所增加 ( 表 1 )。 各组 goods
 

coverage 均大于

99. 7%,稀释曲线平缓,表明样本中的物种均被检测

到(图 2A)。

表 1　 3 组小鼠肠道菌群 α 多样性指数
Table

 

1　 α
 

diversity
 

index
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

the
 

three
 

groups
 

of
 

mice
组别 Groups chao1 ACE

 

shannon simpson PD
 

whole
 

tree Goods
 

coverage
db 组

db
 

group 438. 65 446. 06 5. 71 0. 93 28. 41 0. 999

wt 组
wt

 

group 553. 11 558. 75 6. 18 0. 96 39. 77 0. 998

ok 组
ok

 

group 457. 69 461. 59 6. 03 0. 94 31. 19 0. 999

注:A:3 组小鼠肠道菌群稀释曲线;B:3 组小鼠肠道菌群主坐标分析。

图 2　 α 和 β 多样性分析

Note.
 

A,
 

Dilution
 

curve
 

of
 

intestinal
 

flora
 

of
 

mice
 

in
 

3
 

groups.
 

B,
 

Principal
 

coordinate
 

analysis
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

the
 

3
 

groups
 

of
 

mice.

Figure
 

2　 α
 

and
 

β
 

diversity
 

analysis

基于 OTU 水平的主坐标分析 ( principal
 

co-
ordinates

 

analysis,PCoA)中,样本距离的远或近,分
别对应物种组成结构的差异性或一致性。 本研究

中 3 组小鼠肠道菌群 PCoA 分析如图 2B,ok 组介于

db 组与 wt 组间,提示恒古骨伤愈合剂对 db / db 小

鼠肠道菌群物种组成结构有一定调节。
2. 4　 门与属水平的菌群丰度

　 　 门水平上,db 组 db / db 小鼠优势门为厚壁菌、
拟杆菌、疣微菌、变形菌、脱铁杆菌、放线菌、黑色素

杆菌 等。 属 水 平 上, 小 鼠 盲 结 肠 以 阿 克 曼 菌

(Akkermansia)、 杜氏乳杆菌 ( Dubosiella)、 螺杆菌

(Helicobacter )、 拟 杆 菌 ( Bacteroides )、 乳 酸 杆 菌

(Lactobacillus)、经黏液真杆菌(Blautia)、副拟杆菌

(Parabacteroides)、另枝菌( Alistipes) 等为主。 厚壁

菌门和拟杆菌门的比值表明了代谢性疾病的状况,
如糖脂代谢、骨质疏松[8] 。 变形菌门与炎性反应相

关。 与 wt 组比较,模型组厚壁菌门、脱铁杆菌门、放
线菌门和阿克曼菌属、杜氏乳杆菌属丰度值降低,
而疣微菌门、变形菌门、黑色素杆菌门和螺杆菌属、
拟杆菌属、副拟杆菌属、另枝菌属丰度增加。 在门

和属水平,治疗均改善了以上情况,提示恒古骨伤

愈合剂缓解 db / db 小鼠肠道菌群失调。
2. 5　 差异菌筛选

　 　 通过 T-test 分析组间菌群的差异,与 wt 组比

较,db 组中有益微生物瘤胃菌科 ( Unidentiled _
Ruminococcaceae) 降低, 差异有统计学意义 ( P <
0. 05)(图 3A)。 恒古骨伤愈合剂治疗后 db / db 小

鼠的马文氏菌属(Marvinbryantia)升高,差异有统计

学意义(P<0. 01)(图 3B)。
2. 6　 菌群功能预测

　 　 使用 PICRUSt 软件对小鼠样本进行 KEGG 通

路功能注释,韦恩图显示 3 组小鼠共有 5028 个

OTUs;db 组 db / db 小鼠与 wt 组共有的 OTUs 仅为

64 个,ok 组与 wt 组共有的 OTUs 为 251 个。 T-test
分析组间菌群功能的差异发现,小鼠菌群的功能差
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注:A:db 组与 wt 组的差异菌;B:ok 组与 db 组差异菌属。

图 3　 差异菌筛选

Note.
 

A,
 

Different
 

bacteria
 

between
 

db
 

group
 

and
 

wt
 

group.
 

B,
 

Different
 

bacteria
 

in
 

ok
 

group
 

and
 

db
 

group.

Figure
 

3　 Screening
 

of
 

different
 

bacteria

异主要在脂类、碳水化合物和氨基酸代谢以及次生

代谢产物合成、聚糖生物合成、代谢等方面。 与 wt
组比较, db / db 小鼠菌群鞘脂代谢 ( sphingolipid

 

metabolism) (P = 0. 011)、氰胺酸代谢 ( cyanoamino
 

acid
 

metabolism)(P= 0. 016)、半乳糖代谢( galactose
 

metabolism) ( P = 0. 017 )、 苯 丙 酸 生 物 合 成

(phenylpropanoid
 

biosynthesis) (P = 0. 019)、其他聚

糖降解(other
 

glycan
 

degradation) (P = 0. 020)、肽酶

(peptidases) (P = 0. 040) 显著降低;而硫中继系统

( sulfur
 

relay
 

system ) ( P = 0. 007 )、 丙 酸 代 谢

(propanoate
 

metabolism)(P= 0. 012)、甘油磷脂代谢

(glycerophospholipid
 

metabolism) (P = 0. 013)、丙酮

酸代谢(pyruvate
 

metabolism)(P= 0. 015)、脂肪酸生

物合成( fatty
 

acid
 

biosynthesis) (P = 0. 021)、四环素

生物合成( tetracycline
 

biosynthesis) (P = 0. 026)、赖
氨酸降解(lysine

 

degradation)(P= 0. 028)显著升高。
恒古骨伤愈合剂治疗缓解了 db / db 小鼠菌群 D-精

氨酸和 D-鸟氨酸代谢(P = 0. 014)、鞘脂代谢(P =
0. 031)、半乳糖代谢(P = 0. 046)的降低;抑制了模

型小鼠菌群赖氨酸降解(P= 0. 039)、硫中继系统(P
= 0. 043)、丙酸代谢(P= 0. 048)的升高。

3　 讨论

　 　 恒古骨伤愈合剂是由红花、黄芪、三七等 9 味单

药组成的复方制剂,未见其对糖尿病作用的相关报

道。 但其 9 个组分药中的 8 个具有降糖的药理作

用,如陈皮提取物抑制 α-葡萄糖苷酶[9] 。 红花羟基

红花黄色素 A 和羟基山萘酚-葡萄糖苷是红花最主

要的降糖活性成分[10] 。 杜仲多糖可通过提高免疫

力与抗氧化能力降低四氧嘧啶致糖尿病小鼠血糖。
三七和人参中的皂苷、多肽、多糖等,如人参皂苷

Rb3 降血糖、降血脂、调节胰岛素水平和抗氧化。 黄

芪甲苷通过抑制肝葡萄糖- 6 -磷酸酶降血糖[11] 。
洋金花中的萜类化合物,如倍半萜和黄酮类化合

物,具有较强的抗氧化和降糖作用[12] 。 鳖甲煎丸通

过基质金属蛋白酶 9 改善糖尿病合并动脉粥样硬化

大鼠血脂及内皮细胞功能[13] 。 本实验表明恒古骨

伤愈合剂降低了 db / db 小鼠的空腹血糖、血清糖化

血红蛋白和胰岛素抵抗指数,升高 db / db 小鼠血清

胰岛素水平,这是首次报道恒古骨伤愈合剂的降血

糖效应。
肠道微生物参与多种物质代谢,被称为第二基

因组[14] 。 大量研究发现糖尿病患者肠道菌群发生

改变。 较高的微生物群 α 多样性,以及更多的丁酸

产生肠道细菌,与较少的 2 型糖尿病和较低的胰岛

素抵抗相关。 饲喂高脂饲料的胖小鼠血清脂多糖

增加,升高的肿瘤坏死因子与胰岛素抵抗和血脂正

相关,肠变形菌门增加和放线菌门减少[15] 。 低能量

食物降低小鼠体重和肠疣微菌门,增加放线菌门。
将瘦小鼠粪菌移植于肥胖小鼠,显著降低其体脂和

肠拟杆菌门,增加厚壁菌门和放线菌[16] 。 对 193 例

2 型糖尿病患者研究发现 12 组细菌与胰岛素抵抗

指数 或 2 型 糖 尿 病 相 关, 其 中 马 文 氏 菌 属

(Marvinbryantia)与较低的胰岛素抵抗指数 HOMA-
IR 相关[17] 。 与以上报道相似,本实验中观察到的

24 周龄 2 型糖尿病 db / db 小鼠肠道放线菌门、疣微

菌门和厚壁菌门降低,变形菌门相对丰度增加。 恒

古骨伤愈合剂治疗后,小鼠肠道菌群失衡得到缓
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解,其中马文氏菌属丰度显著升高(P<0. 01),推测

恒古骨伤愈合剂通过改善 db / db 小鼠肠道菌群降低

胰岛素抵抗发挥降血糖作用。
此外,菌群功能预测结果表明 db / db 小鼠菌群

的功能差异主要为脂类、碳水化合物和氨基酸代

谢,次生代谢物合成、聚糖生物合成、代谢等。 恒古

骨伤愈合剂抑制了 db / db 小鼠菌群 D-精氨酸和 D-
鸟氨酸代谢、鞘脂代谢、半乳糖代谢的降低和赖氨

酸降解、硫中继系统、丙酸代谢的升高。 推测菌群

失调引起相关功能变化,进而影响肠道微环境,增
加菌群紊乱。 恒古骨伤愈合剂可重塑 2 型糖尿病

db / db 小鼠肠道菌群,同时改善 2 型糖尿病引起的

肠粪便代谢产物的异常表达,恢复糖脂代谢紊乱,
实现降糖功效。 这些发现有助于深入了解 2 型糖尿

病的病因、发病机制和治疗。 但相关机制仍需进一

步研究验证。
综上,恒古骨伤愈合剂具有降血糖功效,可改

善 2 型糖尿病 db / db 小鼠肠道微生态平衡,其中马

文氏菌属丰度显著升高。 本研究为拓展彝药恒古

骨伤愈合剂药理疗效提供基础材料和新思路。
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