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摘要：目的  研究茯苓多糖（PCP）对环磷酰胺（CTX）诱导的肠道粘膜损伤的修复作用，探讨其对肠道微生物群和代谢产物的影

响，以及对肠粘膜损伤小鼠的潜在保护机制。方法  建立CTX诱导的小鼠肠道黏膜损伤模型，观察PCP对肠道屏障和免疫功能

的保护作用。小鼠随机分为6组：正常对照组（NC）、CTX模型组（MC）、CTX+谷氨酰胺阳性药物组（PC）、CTX+PCP低剂量组

（LD）、CTX+PCP中剂量组（MD）、CTX+PCP高剂量组（HD）。除NC组外，其余各组小鼠连续3 d腹腔注射CTX（80 mg/kg），NC

组注射生理盐水。PC组给予谷氨酰胺（300 mg/kg），LD、MD、HD组分别给予PCP（75、150、300 mg/kg），连续灌胃7 d。检测各

组小鼠紧密连接蛋白（occludin、ZO-1）表达水平、血清内毒素、D-乳酸盐、二胺氧化酶（DAO）水平、肠道通透性、结肠损伤情况以

及细胞因子（IL-4、IL-22、IL-17A、IFN-γ等）水平变化。16S rRNA测序分析肠道微生物群组成变化，气相色谱-质谱法检测短链

脂肪酸（SCFAs，如乙酸、丙酸）水平，Western blotting检测GPR41表达。粪菌移植（FMT）实验验证肠道微生物在PCP修复肠道

损伤中的作用。结果  与模型组相比，PCP处理组小鼠结肠组织中紧密连接蛋白Occludin和ZO-1表达显著升高（P<0.001），血

清内毒素、D-乳酸盐、DAO水平及肠道通透性均显著降低（P<0.05），结肠组织中 IL-4、IL-22、IL-17A和 IFN-γ的mRNA表达水

平显著升高（P<0.001）。PCP处理组小鼠肠道中Muribaculaceae相对丰度增加（P<0.01），Lactobacillus和Bacteroides相对丰度

减少（P<0.05），结肠内容物中乙酸和丙酸含量升高（P<0.05），GPR41蛋白表达水平显著升高（P<0.001）。FMT实验证实了肠道

微生物在PCP修复肠粘膜损伤中的关键作用。结论  PCP能够保护CTX引起的肠粘膜损伤，其机制可能通过调节肠道微生物

群和短链脂肪酸的代谢，从而增强肠道的防御能力。
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Abstract: Objective  To investigate the protective effects of Poria cocos polysaccharide (PCP) against cyclophosphamide (CTX)-
induced intestinal mucosal injury and its impact on gut flora and their metabolites in mice. Methods Adult BALB/C mice were 
randomized into normal control group, CTX model group, glutamine (positive control) group, and low-, medium- and high-
dose PCP treatment groups. In all but the normal control group, the mice were subjected to modeling of CTX-induced 
intestinal mucosal injury by intraperitoneal CTX injections for 3 days, followed by treatment with gavage of normal saline, 
glutamine (300 mg/kg), or PCP at 75, 150, or 300 mg/kg for 7 consecutive days. The colonic expressions of tight junction 
proteins (occludin and ZO-1), serum endotoxin, D-lactate, and DAO levels, intestinal permeability, colon injury, and colonic 
cytokine levels (IL-4, IL-22, IL-17A, and IFN-γ mRNA) were assessed. Gut microbiota, short-chain fatty acids (SCFAs; mainly 
acetates and propionates) and colonic GPR41 expression were analyzed using 16S rRNA sequencing, GC-MS, and Western 
blotting, respectively. Fecal microbiota transplantation (FMT) experiment was conducted to validate the role of gut microbes in 

PCP-mediated repair of intestinal injuries. Results 
Compared with those in the model group, the mice 
treated with PCP showed significantly increased colonic 
occludin and ZO-1 expressions, reduced serum 
endotoxin, D-lactate and DAO levels, and lowered 
intestinal permeability with increased colonic expressions 
of IL-4, IL-22, IL-17A, and IFN-γ mRNA. PCP treatment 
obviously increased the abundance of Muribaculaceae, 
decreased Lactobacillus and Bacteroides, increased the 
contents of acetate and propionate in the colon, and 
upregulated colonic GPR41 expression. The results of 
FMT experiment confirmed the crucial role of gut 
microbes in PCP-mediated repair of CTX-induced 
intestinal injuries in mice. Conclusion PCP can protect 
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against CTX-induced intestinal mucosal injury in mice possibly by modulating gut flora and SCFAs metabolism to enhance 
intestinal defense capacity.
Keywords: Poria cocos polysaccharide; intestinal mucosal injury; gut flora; short-chain fatty acids; GPR41

环磷酰胺（CTX）是一种广泛使用的化疗药物，可用

于治疗多种癌症和自身免疫性疾病，如直肠癌、肝癌和

溃疡性结肠炎［1］。然而，CTX治疗会导致各种副作用，

如胃肠道粘膜损伤、肠道通透性增加、免疫功能降低，微

生物群紊乱［2］。以往的研究表明，CTX 会导致一些革兰

氏阳性细菌迁移到淋巴结组织，并改变肠道微生物群［3］。

因此，亟需开发能够减轻CTX的副作用的免疫调节剂。

肠道黏膜是一种复杂的屏障，不仅具有物理隔离，

营养吸收、免疫调节和其他多种生物学功能，而且能够

保护宿主免受毒素和病原微生物的侵袭［4］。肠道微生

物是肠道微环境及肠屏障的重要调控因子，构成肠道的

微生物屏障，维持肠道和机体健康，肠道微生物紊乱会

破坏肠黏膜屏障［5］。研究表明，通过调节肠道微生物是

改善肠黏膜损伤的重要途径之一［6］。肠道微生物通过

发酵膳食纤维产生代谢物短链脂肪酸（SCFAs），能够调

控肠道免疫反应并减轻炎症［7］。SCFAs可通过结合并

作用于G蛋白偶联受体（GPR），例如GPR41，在维持肠

道屏障和免疫稳态中至关重要［8］。

中药多糖是中药的重要活性成分之一，在调节环磷

酰胺诱导的免疫低下和肠道损伤中具有显著的作用， 

但是具体的作用机制不清［9， 10］。茯苓为多孔菌科真菌 

Poria cocos （Schw.） Wolf 的干燥菌核，是我国常用的

一种传统中草药和功能食品，已有 2000 多年的历史［11］。

茯苓多糖（PCP）是茯苓的主要活性成分之一，具有抗肿

瘤、保肝、抗炎、抗氧化和调节免疫的作用［12-15］。前期研

究表明［16， 17］，PCP对环磷酰胺复制的模型小鼠具有显著

的免疫调节作用，但具体作用机制及PCP对环磷酰胺诱

导的肠道粘膜损伤的修复作用未见到报道。课题组研

究表明，PCP是相对分子质量为 11 583 的多糖，主要由

甘露糖、D-氨基葡萄糖盐酸盐、葡萄糖、半乳糖和岩藻糖

组成。其骨架结构可能包含 t-Gal（p）、6-Gal（p） 和2，6-

Gal（p） ［14］。在正常大鼠中，PCP 可通过改变肠道微生物

群组成和 SCFAs 水平来调节肠道屏障功能和免疫功

能［14］。但是 PCP是否能够通过调节肠道微生物改善

CTX诱导的肠道粘膜损伤和免疫功能及其作用机制尚

不清楚。因此，本研究采用CTX诱导小鼠肠损伤和免

疫低下模型，探究 PCP 通过调节肠道微生物群和

SCFAs 的代谢改善CTX诱导肠损伤小鼠的作用，并采

用粪菌移植实验进行验证。本研究为PCP益生元和免

疫佐剂的开发提供数据支撑，同时为多糖减轻CTX的

副作用提供依据。

1  材料和方法

1.1  主要试剂与仪器

环磷酰胺（阿拉丁生化科技股份公司），小鼠二胺氧

化酶（DAO）ELISA 试剂盒、小鼠粘蛋白 2（MUC2） 

ELISA 试剂盒（泉州市睿信生物科技公司），TRIZOL 试

剂（Ambion），反转录试剂盒（兰杰柯科技有限公司），

DDGTO SYBR Premix ExTagTM 试剂盒（东洋纺（上海）

生物科技公司），EZNATMMag-Bind DNA 试剂盒

（Omega），盐酸饱和氯化钠溶液（北京谱析标准技术有

限公司），内参 GAPDH 一抗（山东思科捷生物科技有限

公司），小鼠 GPR41 抗体（成都正能生物技术有限责任

公司），Multiskan Spectrum 酶标仪（赛默飞世尔科技公

司），Analytic jena 核酸蛋白检测仪（安徽徽特医疗科技

发展有限公司），C1000 Touch 荧光定量 PCR 仪（BIO-

RAD 公司）。

1.2  茯苓多糖的制备和提取

茯苓是由安徽省金山寨食（药）用菌种植专业合作

社统一加工提供，经安徽中医药大学生药系俞年军教授

鉴定为多孔菌科真菌茯苓 （ Poria cocos Schw. Wolf） 

的干燥菌核，PCP是经由水醇沉淀法分离制备，其提取

与纯化过程严格依据课题组前期方法开展［18］。茯苓粉

末首先用蒸馏水提取2次（1∶20，60 ℃）提取茯苓粉2次，

然后用乙醇（80%~95%）混合沉淀。根据 Sevage 方法

对粗多糖进行脱蛋白处理后对多糖溶液进行透析和冻

干，得到茯苓多糖。本研究中使用的PCP相对分子质量

为 11 583，具有独特的多糖形态。它主要由以下摩尔比

组成：甘露糖、D-氨基葡萄糖盐酸盐、葡萄糖、半乳糖和

岩藻糖的摩尔比分别为 15.308∶0.967∶28.723∶31.631∶

23.371。根据甲基化分析，t-Gal（p）、6-Gal（p）和2，6-Gal

（p）可能构成了PCP的骨架［14］。

1.3  动物与实验设计

药效学实验设计：雌性SPF BALB/C小鼠，体质量

20.0±2.0 g，6~8周龄，购自杭州子源实验动物科技有限

公司（SCXK-2019-0004）。所有实验过程均遵循安徽中

医药大学动物伦理委员会的规定（伦理批号：AHUCM-

MOUSE-2021033）。小鼠在室温 24±2℃、相对湿度

（55±5） %、12 h周期性光照。适应环境后分随机6组：

正常对照组（NC）、CTX模型组（MC）、CTX+谷氨酰胺

（Gln）阳性药物组（PC）、CTX+茯苓多糖低剂量组（LD）、

CTX+茯苓多糖中剂量组（MD）、CTX+茯苓多糖高剂量

组（HD）。除NC组小鼠外，所有小鼠连续3 d腹腔注射

80 mg/kg的CTX，1次/d。NC 组小鼠注射生理盐水［19］。

PC 组的小鼠在接下来的7 d中灌胃300 mg/kg的谷氨
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酰胺，而 NC 组和 MC 组的小鼠则服用生理盐水。LD、

MD和HD组的小鼠分别灌胃PCP 75、150和300 mg/kg。

粪菌移植（FMT）实验设计：收集上述NC组、MC组

和高剂量PCP组的供体小鼠新鲜排出的粪便；将粪便样

本置于预冷的无菌生理盐水中，充分混匀，制备成浓度

为50 mg/mL的均匀悬浮液；将样品置于4 ℃条件下，以

2800 r/min的转速离心2 min，收集上清液作为粪菌移植

的供体悬液［20］。将受体小鼠随机分为3组（n=6）： ABX+

CTX+FMT-NC 组（FMTNC）、ABX+CTX+FMT-MC 组

（FMTMC）和 ABX+CTX+FMT-PCP 组（FMTPCP）。各组

小鼠自由饮用含1 g/L氨苄西林、1 g/L甲硝唑、0.5 g/L

万古霉素和 0.5 g/L新霉素的抗生素水7 d以复制伪无

菌的肠道环境［21］，在10~13 d腹腔注射 80 mg/kg CTX。

在第14~21天，分别灌胃NC组、MC组和高剂量PCP组

小鼠的供体悬液。

1.4  ELISA分析

通过摘眼球采集小鼠血液样本，离心获得血清，然

后使用ELISA试剂盒，按照制造商的说明检测内毒素、

DAO 和 D-乳酸的浓度。同时解剖小鼠结肠组织，进行

研磨离心，取其上清液测定MUC2的表达。

1.5  qRT-PCR法分析

采用TRIZOL试剂法提取结肠组织总RNA，使用

反转录试剂盒合成cDNA。通过SYBR Premix ExTaqTM

扩增并分析cDNA片段以测定基因表达水平。通过2- ∆ ∆Ct 

进行数据分析。β-actin 被确定为标准化的管家基因，

检测IL-4、IL-22、IL-17A和IFN-γ等mRNA表达水平。

1.6  HE染色

取1 cm结肠组织经4%的多聚甲醛固定24 h后，将

固定样本置于组织脱水机中脱水过夜。经常规脱水、透

明、浸蜡和包埋后然后在切片机上进行5 μm厚度的连

续切片，经捞片、烤片后，置于载玻片上风干。

将制备好的石蜡切片依次用二甲苯 I和 II脱蜡各

10 min。随后，切片依次用100%、90%、80%和70%乙

醇各5 min进行复水处理，并在脱蜡后用去离子水清洗。

苏木精染色20 min后，水洗后切片，用0.2%伊红染液复

染2 min，再用95%乙醇处理2 min。脱水处理后，切片

依次用95%、100%乙醇 I和 II处理，最后用二甲苯透明

化，中性树胶封片，置于光学显微镜下观察并拍照。

1.7  PAS 染色

如上所述，石蜡切片经脱蜡、复水、用去离子水冲洗

并苏木精染色5~10 min。随后，切片用足量清水冲洗，

用高碘酸染色10 min，蒸馏水冲洗；Schiff 氏染液染色 

10~20 min，倾去染液，接着滴加偏重亚硫酸钠，作用 

1 min，然后流水冲洗 10 min，最后脱水、透明、封固。

1.8  免疫荧光染色

将5 μm 厚的石蜡包埋结肠组织标本切片用二甲

苯脱蜡，用不同浓度的酒精溶液脱水，然后用柠檬酸缓

冲液进行抗原修复，并在室温下用 10% 马血清封闭

30 min。将切片在4 ℃下与 ZO-1、Occludin 一抗（一抗

稀释比例1∶500）一起温育过夜，然后与花青（CY2）缀和

的山羊抗兔二抗（二抗稀释比例1∶10 000）在室温下保

持 1 h。用 PBS 洗涤后，将切片用 4'，6-二脒基-2-苯基

吲哚（DAPI）染色进行核染色。然后，将切片用具有 

DAPI 的 Fluoroshield 封固剂固定。使用荧光显微镜获

取图像，Image J 软件进行定量分析。

1.9  肠道微生物区系的 16S rRNA 测序

从小鼠结肠内容物中提取DNA使用EZNA™ Mag-

Bind Soil DNA试剂盒。通过PCR扩增细菌16S rRNA

基因的V3/V4区域，引物为 343F（TACGGRAGGCAG 

CAG）和 798R（AGGGTATCTAATCCT）。PCR产物经

纯化、定量并标准化后，使用 TruSeq Nano DNA LT 

Library Preparation 试剂盒构建测序文库。测序在

Illumina MiSeq平台上进行。以Goods coverage指数作

为反映测序深度的指标，以Chao1和ACE指数反映微

生物的丰富度，Shannon 和 Simpson 指数反应了肠道

菌群的多样性。同时采用LEfSe分析出差异的肠道微

生物。

1.10  利用气相色谱-质谱法（GC-MS）测定 SCFAs 的含量

本研究，根据课题组前期方法的基础上进行改

动［22］，采用GC-MS分析乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸

和异戊酸。选择乙酸，丙酸，丁酸，异丁酸，戊酸，异戊酸

作为标准品，并作出标准曲线。根据标准品的保留时间

和质谱特征确定样品中的短链脂肪酸的种类，根据标准

曲线计算出具体的短链脂肪酸的含量。

样品处理：将结肠内容物冻干并研磨成粉末，取冻

干粉末适量与150 μL1 mol/L盐酸饱和氯化钠的溶液混

合。加入1.5 mL含内标物（2-乙基丁酸酯，5.0 μg/mL）的乙

酸乙酯，将样本放于均质器上研磨混匀，经 10 000 r/min 

离心10 min后取200 μL上清，放入 100.0 mg 硫酸镁干

燥后，16 000 r/min离心 10 min，再取 150 μL 上清，用 

50.0 mg 硫酸镁干燥，经16 000 r/min 离心10 min 后，取

72 μL上清置 于密封气相小瓶中，加入18 μL 衍生化试

剂 MTBSTFA，旋紧瓶盖，混匀后置于80 ℃水浴中加热 

20 min 后，将样本放于室温衍生化8 h，过0.22 μm 滤膜后，

4 ℃冷藏保存备用。色谱条件：RTX-5MS色谱柱（30 m×

0.25 mm×0.25 μm），载气为氦气（流速1.0 mL/min）。程

序升温为起始温度为 40 ℃，保持 3 min，以 40 ℃/min

升至 60 ℃并保持 3 min；以 10 ℃/min升至 110 ℃保持

5 min；最后以40 ℃/min升至210 ℃保持1 min。进样口温

度200 ℃，检测器温度230 ℃。进样量1 μL，分流比100∶1。

质谱条件：电子电离 EI，电子能量70 eV，离子源温

度200 ℃，接口温度 220 ℃，溶剂延迟时间为 4 min，采

用全扫描方式，扫描范围为30~300 m/z。
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1.11  Western blotting分析

取 100 mg 的结肠组织，使用液氮从结肠组织中提

取蛋白，采用 BCA 试剂盒检测蛋白浓度，按 4∶1 加入上

样缓冲液，将蛋白于100 ℃加热变性10 min。制备10% 

SDS-PAGE凝胶分离蛋白，进行上样、电泳、转膜。蛋白

转移后，用 5% 脱脂牛奶阻断 PVDF 膜。将膜放入 

GAPDH、GPR41一抗（稀释比1∶1000）中孵育过夜，然

后与特定的二抗（1∶10 000）孵育。用极超敏化学发光试

剂盒检测抗原-抗体复合物，并用 ImageJ 进行灰度分析。

1.12  统计学分析

使用 SPSS 23.0 软件进行统计分析。数据用均数±

标准差表示。对于方差齐符合正态分布的计量资料，级

别比较采用单因素方差分析，采用LSD分析进行多组

之间的两两比较，P<0.05认为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  茯苓多糖对 CTX 治疗小鼠结肠生理状态的影响

本研究建立了CTX诱导的小鼠肠黏膜损伤模型

（图1A）。与NC组相比，CTX组的胸腺指数和脾脏指

数降低（P<0.001），表明CTX治疗对这些免疫器官造

成严重损伤，PCP干预后的小鼠脾脏和胸腺指数增加

（P<0.05，图1B、C）。CTX处理缩短结肠长度（P<0.05）并

降低结肠指数（P<0.01，图1D、E），高剂量PCP可改善这

一现象。HE染色组织病理分析显示NC组肠黏膜结构

完整，上皮细胞排列整齐紧密；相反，MC组肠黏膜结

构严重损伤，肌层和黏膜层厚度显著减少， PCP 干预

（尤其是高剂量 PCP组）治疗明显改善上述病理变化

（图1F）。

2.2  PCP对CTX处理小鼠肠道屏障功能的影响

CTX处理后，MC组小鼠Occludin和ZO-1表达降

低（P<0.001），与 MC 组小鼠相比，PCP各剂量均可增加

ZO-1 表达，中高 PCP 剂量组可增加 Occludin 的表达

（P<0.01，图2A~D）。此外，CTX 处理后的MC组小鼠

中杯状细胞的数量（P<0.001）和MUC2的分泌减少（图

2E、F），血清内毒素、DAO和D-乳酸水平升高（P<0.001、

P<0.01、P<0.05，图2G~I）。PCP干预后，高剂量PCP可

恢复杯状细胞数的数量（P<0.001）和增加MUC2的表

达（P<0.05），降低血清内毒素DAO和D-乳酸的水平。

中剂量 PCP降低了DAO和D-乳酸水平（P<0.001、P<

0.01），而低剂量PCP仅降低了DAO水平（P<0.01）。

2.3  PCP对小鼠结肠黏膜免疫细胞因子的影响

qRT-PCR检测结果显示，与NC组相比，MC组中

Th2相关（IL-4、IL-5、IL-13）、Th17相关（IL-17A、IL-17F、

IL-22）和免疫调节因子（IFN-γ、TGF-β）表达下调（P<

0.05，图3A~H）。然而，这些细胞因子的含量通过 Gln 与 

PCP 处理后而升高（P<0.01），且呈剂量依赖性。

2.4  PCP对CTX处理小鼠肠道菌群组成的影响

以Goods coverage指数作为反映测序深度的指标，

同时采用 Chao1 和 ACE 指数反映微生物的丰富度，

Shannon 和 Simpson 指数反应了肠道菌群的多样性

（表 1）。各组的Goods coverage指数为1，表明测序深

度适合肠道菌群分析。MC 组小鼠的 Chao1、ACE、

Shannon 和 Simpson 指数低于 NC 组小鼠，在高剂量 

PCP 处理后，指数增加，表明高剂量PCP可以提高肠道

菌群的丰富度和多样性。Rank aundance曲线变宽并趋

于平稳，表明物种组成丰富且均匀程度高（图4A）。主

坐标分析（PCoA）结果显示，NC、MC和HD组形成独立

聚类，组间分离明显，证实了分组的有效性和肠道微生

物组成显著差异（图4B）。此外，对常见OTUs的Venn图

分析（图4C）显示NC、MC和HD组共包含198个OTUs，

NC、MC和HD组分别有110、125和776个独特OTUs。

在门水平上，主要包括 Bacteroidota、Firmicutes、

Actinobacteriota、Campilobacterota、Desulfobacterota

共5各菌门，其中Bacteroidota 和 Firmicutes 的丰富度

是两个优势菌门，约占总菌群的90%（图4D）。与NC组

相比，MC 组小鼠 Firmicutes 的相对丰度显著高于 NC 组

小鼠（P<0.05）， Bacteroidota 相对丰度显著低于 NC 组

小鼠（P<0.01，图 4F、G），MC 组小鼠的 Firmicutes/ 

Bacteroidota 的比值明显高于 NC 组小鼠（P<0.05，图

4H），其他菌群无显著变化。高剂量 PCP 处理后逆转了

菌群的相对丰度，Firmicutes/Bacteroidota 的比值显著

下降（P<0.05）。在属水平上（图4E），Muribaculaceae、

Lactobacillus、Bacteroides、Alistipes 和 Prevotellaceae_

UCG-001的相对丰度存在显著差异，与NC小鼠相比，

MC 组小鼠的 Muribaculaceae 相对丰度较低，而

Lactobacillus和 Bacteroides的丰度较高，高剂量 PCP 

给药后，显著逆转了上述菌群的相对丰度（P<0.05，

图 4I~K）。

LEfSe 分析结果（图 4L）表明，NC 组小鼠以 

Bacteroidota、Bacteroidia、Bacteroidales 为主要菌群，

而 MC 组小鼠以 Clostridia、Lachnospirales、Lachno-

spiraceae为主要菌群。通过物种分支例图（图4M）PCP

能重塑CTX小鼠肠道菌群，提升Muribaculaceae相对

丰度同时降低了Lactobacillus和Bacteroides的丰度。

2.5  PCP对CTX处理小鼠短链脂肪酸（SCFAs）含量的

影响

气相色谱-质谱联用（GC-MS）技术对结肠样本中

的6种短链脂肪酸（乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸和异

戊酸）定量分析结果显示，其中异丁酸和异戊酸未被检

测到（图5A、B）。与NC组相比，MC 组小鼠结肠内容物中

乙酸、丙酸含量降低（P<0.05）。与MC 组相比，中剂量和

高剂量 PCP 处理后升高了乙酸和丙酸的含量（P<0.05，

图5C~F）。其余短链脂肪酸无显著差异。
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图1　PCP对CTX 治疗小鼠结肠生理状态的影响
Fig. 1　Effect of PCP on physiological state of the colon in CTX-treated mice. A: Illustration of the experiment design. i. p.:
Intraperitoneal injection,i.g.: Irrigation. B: Spleen index (spleen weight/body weight). C: Thymus index (thymus weight/body 
weight) of the mice. D: Colon length of the mice. E: Colon index (colon weight/body weight). F: HE staining of the colon tissue 
(Original magnification: ×7.5). NC: Control group; MC: CTX model group; PC: CTX+Glutamine (positive drug) group; LD: 
CTX+PCP low dose group; MD: CTX+PCP medium dose group; HD: CTX+PCP high dose group. Data are presented as Mean±
SD (n=6). *P<0.05, ***P<0.001 vs NC group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs MC group.
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对 显 著 变 化 的 菌 属（ 如 Muribaculaceae、

Lactobacillus、Bacteroides 和 Firmicutes）与短链脂肪酸

（乙酸、丙酸、丁酸、戊酸）进行Spearman 相关性分析（图

5G）。结果显示，Muribaculaceae 与乙酸、丙酸均呈强

正相关（r=0.67，P<0.001），Bacteroides 亦与二者正相

关（r=0.33，P<0.01），提 示 这 些 菌 属 可 能 在 促 进 

SCFAs 合成种发挥关键作用；相反，Lactobacillus 和

Firmicutes 与丙酸呈强负相关（r=-0.67，P<0.001），与

乙酸呈负相关（r=-0.33，P<0.01）。

MC组中GPR41的表达显著下调（P<0.001），而所有

PCP治疗组均通过PCP处理逆转了这一现象（图5H、I）。

2.6  FMT对CTX处理小鼠结肠生理状态的影响

粪菌移植实验结果显示，与FMTNC组相比，FMTMC

组的胸腺指数和脾脏指数显著降低（P<0.05，图6A），结

肠长度显著变短（P<0.05），结肠指数显著降低（P<0.001），

FMTPCP干预有效地逆转了这一现象（图6B~E）。组织病

理学显示，与FMTNC组相比，FMTMC组结肠黏膜结构严

重受损，炎症细胞浸润显著增加；PCP干预后，FMTPCP组
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图2　PCP对CTX处理小鼠肠道屏障功能的影响
Fig.2　Effect of PCP on intestinal barrier function in CTX-treated mice. A-D: Immunofluorescence staining of occludin and 
ZO-1 (green: occludin and ZO-1; blue: nucleus; ×7.5). E: PAS staining showing mucus-secreting epithelial cells (×7.5). F: 
MUC2 contents in colonic tissues. G: Endotoxin levels in serum. H: DAO levels in serum. I: D-Lactate levels in serum. Data 
are presented as Mean±SD (n=6). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs NC group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs MC group.
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结肠黏膜结构趋于完整，炎症浸润显著减轻（图6F）。

qRT-PCR检测结肠组织中的细胞因子水平（图6G），

与 FMTNC 组相比，FMTMC 组中 Th2 相关（IL-4、IL-5、

IL-13）、Th17相关（IL-17A、IL-17F、IL-22）和免疫调节

因子（IFN-γ、TGF-β）表达显著下调，FMTPCP治疗恢复了

细胞因子的的水平。

2.7  FMT对小鼠结肠通透性的影响

免疫荧光分析显示，与FMTNC组相比，FMTMC组的

Occludin和ZO-1表达显著减少（P<0.001），FMTPCP干预

显著上调了这些紧密连接蛋白的表达，恢复了屏障的完

整性（P<0.001，图 7A~D）。组织病理学评估结果显示

FMTMC样本中的PAS阳性杯状细胞减少，而FMTPCP治

疗有效逆转了这一现象（图7E）。ELISA定量分析显示

FMTMC组MUC-2减少（P<0.05），而FMTPCP组则恢复了

MUC-2的表达（P<0.01）。此外，FMTMC小鼠表现出肠

道损伤血清标志物（内毒素、DAO、D-乳酸）升高，而

FMTPCP组显著降低了肠道损伤血清标志物（内毒素、

DAO、D-乳酸）的含量（图7F）。

2.8  FMT对小鼠结肠SCFAs含量和GPR41的影响

SCFAs 的定量分析结果显示，与 FMTNC组相比，

FMTMC组的乙酸和丙酸浓度显著降低（P<0.001，P<0.01），

而丁酸和戊酸水平没有显著变化，FMTPCP干预显著提高

了乙酸和丙酸的含量（P<0.05，图8A~D）。与FMTNC组

相比，FMTMC组中GPR41的表达显著下调（P<0.001），

而PCP干预后逆转了这一现象（图8E、F）。

3  讨论

化疗仍是肿瘤治疗的基石，但其常伴随不良反应，

包括肠道黏膜屏障损伤和免疫抑制［23］。环磷酰胺是一

种广泛使用的广谱抗肿瘤药物，已知会导致骨髓功能抑

制、免疫功能减弱，并干扰肠道黏膜屏障［3］。由于这些特

性，它常被用于建立小鼠免疫抑制和肠道损伤模型。近

年来研究表明，天然产物（如多糖）在增强肠道黏膜屏障

功能和调节免疫中具有作用明显。然而，大多数多糖本

身可能无法被宿主直接消化，其主要治疗机制是通过改

变肠道菌群及其代谢产物实现［24， 25］。如冬虫夏草多

糖［26］、姜黄多糖［27］及天麻多糖［28］及苍术多糖［29］均可通过

改善菌群失衡，促进SCFAs的生成途径缓解环磷酰胺

诱导的小鼠肠道屏障与免疫损伤，但是其具体机制及多

糖与肠道微生物之间相互关系有待进一步阐明。本研

究建立环磷酰胺诱导的免疫抑制和肠道损伤小鼠模型，

探究PCP通过调节肠道微生物及其代谢物缓解环磷酰
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图3　PCP对小鼠结肠黏膜免疫细胞因子的影响
Fig.3　Effect of PCP on immune cytokines in the colonic mucosa of the mice. A-H: Relative mRNA expression levels of IL-4, 
IL-5, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-22, IFN-γ, and TGF-β detected with RT-qPCR, using β-actin as the reference control. Data are 
represented as Mean±SD (n=6). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs NC group; ##P<0.01, ###P<0.001 vs MC group.
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图4　PCP对CTX处理小鼠肠道菌群组成的影响
Fig. 4　Effect of PCP on gut microbiota composition in CTX-treated mice. A: Species abundance distribution curve. B: Principal 
coordinates analysis. C: Venn graph showing species overlap. D: Phylum-level microbial composition. E: Genus-level microbial 
composition. F: Firmicutes abundance. G: Bacteroidetes abundance. H: Firmicutes-to-Bacteroidetes ratio. I: Muribaculaceae abundance. 
J: Lactobacillus abundance. K: Bacteroides abundance. L: LDA score. M: Phylogenetic distribution of discriminant taxa. Data are 
represented as Mean±SD (n=6). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs NC group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs MC group.
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胺诱导的小鼠免疫抑制和肠道损伤的作用及其机制，并

通过粪菌移植实验验证肠道微生物在其中的关键作用。

肠黏膜是机体最大消化吸收场所，保护健康的重要

屏障，也是肠道菌群的寄居地［30］。紧密连接蛋白是肠黏

膜机械屏障的重要组成部分，可作为反映肠道通透性的

标志性指标，包括Occludin、ZO-1、Claudin-1等。当紧

密连接蛋白的表达减少或上皮细胞受损时，肠道机械屏

障会被破坏，导致肠道通透性增加，从而使有害的大分

子和内毒素流入血液，最终导致一些疾病的发生［31］。肠

上皮中的杯状细胞可以分泌粘蛋白MUC-2和组织蛋白

表1　NC组、MC组与HD组肠道菌群多样性指数比较
Tab.1　　Diversity indexes of gut microbiota in NC, MC, and HD groups (Mean±SD, n=6)

Group

NC

MC

HD

Chao1

195.22±50.78

182.98±17.05

275.21±52.61

ACE

195.79±51.02

183.05±16.94

274.09±51.86

Shannon

5.81±0.21

5.51±0.23

6.32±0.44

Simpson

0.97±0.00

0.96±0.01

0.98±0.01
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图5　PCP对CTX处理小鼠SCFAs含量的影响
Fig. 5　Effect of PCP on SCFAs content in CTX-treated mice. A: Standard curve of each component of SCFAs to be 
measured. B: GC chromatogram of mixed control solution of SCFAs (1: acetic acid; 2: propionic acid; 3: butyric acid; 4: 
isobutyric acid; 5: valeric acid; 6: isovaleric acid; 7: 2-ethylbutyric acid). C: Acetate levels. D: Propionate levels. E: Butyrate 
levels. F: Valerate levels. G: Correlation analysis between gut microbiota and short-chain fatty acids. H: Representative 
bands of GPR41. I: Protein expression of GPR41. Data are presented as Mean±SD (n=6). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs 
NC group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs MC group.
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酶，形成粘液层，阻止肠上皮与肠道中的微生物种群和

代谢产物之间的直接相互作用［32］。环磷酰胺的使用会

损害肠道屏障，出现杯状细胞减少和黏液分泌减少的情

况［33］。本研究表明，PCP改善了肠道黏膜损伤，增加关

键紧密连接成分ZO-1和Occludin表达，MUC2细胞因

子的分泌，增加杯状细胞数，显著降低血清内毒素、D-乳

酸和DAO水平。这些结果共同表明，PCP通过多种途

径发挥肠道屏障保护作用，维持肠道稳态、减轻环磷酰

胺诱导的肠道损伤。

在细胞因子网络方面，其对调节肠道黏膜屏障稳态

和细胞间免疫通讯至关重要［34］。细胞因子作为重要的

调控分子，在协调肠道黏膜免疫中发挥着核心作用。环

磷酰胺处理小鼠中，与 Th2、Th17 相关的多种细胞因子

及 IFN-γ、TGF-β 表达显著降低，显示肠道黏膜免疫抑

制；而 PCP干预显著上调与 Th1 和 Th2 免疫反应相关

的细胞因子表达，提示PCP可能通过调节 Th1/Th2 细

胞因子产生，增强肠道黏膜免疫、促进稳态，这与生物活

性多糖增强环磷酰胺诱导免疫抑制模型中肠道免疫的

文献报道一致，即生物活性多糖在环磷酰胺诱导的免疫

抑制模型中可增强肠道免疫［35］。研究结果表明，PCP可
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图6　FMT对CTX处理小鼠结肠生理状态的影响
Fig.6　Effect of FMT on colon injury in CTX-treated mice. A: Illustration of the design of fecal microbiota transplantation (FMT) 
experiment. B: Splenic somatic index (organ-to-body weight ratio). C: Thymus index (thymus weight/body weight). D: Colon 
length. E: Colon index (colon weight/body weight). F: HE staining (×100). FMTNC: FMT normal group; FMTCTX: FMT CTX model 
group; FMTPCP: FMT-Poria cocos polysaccharide. G: FMT modulates immune function in CTX-treated mice (Relative mRNA 
expression levels of cytokines: IL-4, IL-5, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-22, IFN-γ, and TGF-β). Data are presented as Mean±SD (n=6). 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs FMTNC group; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs FMTMC group.
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能通过调节肠道黏膜内的免疫功能，保护小鼠免受环磷

酰胺诱导的肠道黏膜损伤。

肠道微生物群在正常生理条件下保持相对平衡的

状态，共同维护肠道和身体的健康。一旦肠道微生物群

的平衡被破坏，将直接影响肠道微生物群结构和代谢行

为，有害细菌将显著增加，对肠道和身体造成损害［36］。

本 研 究 发 现 ，在 门 水 平 上 ，Bacteroidota 和 

Firmicutes 占据总菌群 90%以上，PCP 可以显著增加 

Bacteroidota 以及降低 Firmicutes 的丰富度，这与以往

的研究结果一致［37］。在属水平上，PCP 处理后可以显著

增 加 Muribaculaceae 的 相 对 丰 度 。 研 究 表 明 ，

Muribaculaceae可编码大量分解碳水化合物的酶，可降

解各类复杂多糖，这可能是PCP能促进Muribaculaceae

在肠道生长的原因。研究表明，Muribaculaceae可能通

过增加黏液蛋白基因的表达量和分泌再生，缓解结肠组

织损伤并降低肠道通透性，代谢膳食纤维产生短链脂肪

酸，与病原体竞争肠道黏液层的生态位和营养物质，抵

抗肠道致病菌的定殖等途径改善肠道屏障与免疫［38］。

PCP作为大分子多糖，提示PCP可能被Muribaculaceae

降解为短链脂肪酸发挥作用。

大部分多糖不能在小肠内被消化或吸收，可能通过

肠道菌群转化为 SCFAs。SCFAs在调节免疫反应、维

持上皮屏障功能、及作为肠上皮细胞能量来源方面发挥

有效的作用［39-41］。实验数据表明，与NC相比，环磷酰胺

处理的小鼠体内乙酸和丙酸浓度显著降低，而高剂量

PCP治疗可显著逆转这一现象，乙酸和丙酸的水平显著

升高。相一致的，相关性分析表明，产短链脂肪酸的

Muribaculaceae与粪便中的乙酸和丙酸水平呈正相关。

研究表明，乙酸和丙酸通过激活肠上皮细胞中的

GPR41调节肠道免疫，增强肠道屏障功能［42］，我们研究

发现PCP以剂量依赖的方式激活GPR41受体。这些结

果表明，PCP可能通过微生物群依赖的机制增强SCFAs

的生物合成，从而激活肠道上皮细胞中的GPR41，增强

肠道黏膜免疫，从而减轻环磷酰胺诱导的肠道损伤。

FMTNC     FMTMC     FMTPCP

G
***

###

E
nd

ot
ox

in
 (

ng
/L

) 250
240
230
220
210
200
190
180
170

FMTNC     FMTMC     FMTPCP

B

***

###

O
cc

lu
di

n 
po

si
ti

ve
 

ce
ll

 p
er

 f
ie

ld
 (

%
) 30

25
20
15
10

5
0

FMTNC     FMTMC     FMTPCP

*
#

D
A

O
 (

pg
/m

L
)

100

80

60

40

20

0

H

FMTNC     FMTMC     FMTPCP

D

***

###

Z
O

-1
 p

os
it

iv
e 

ce
ll

 p
er

 f
ie

ld
 (

%
)

14
12
10

8
6
4
2
0

FMTNC     FMTMC     FMTPCP

F

*
##

M
U

C
-2

 (
μg

/L
)

100

80

60

40

20

0

FMTNC     FMTMC     FMTPCP

I ***
#

D
-l

ac
ta

te
 (
μg

/L
)

400
350
300
250
200
150
100

50
0

FMTNC                                            FMTMC                                         FMTPCP

FMTNC                                            FMTMC                                         FMTPCP

FMTNC                                            FMTMC                                         FMTPCP

A

C

E

Occludin

ZO-1

PAS

图7　FMT对小鼠结肠通透性的影响
Fig.7　Effect of FMT on intestinal permeability of the mice. A-D: Immunofluorescence staining of occludin and ZO-1. (green: Occludin 
and ZO-1; blue: nucleus; ×100). E: PAS staining showing mucus-secreting epithelial cells (×100). F: MUC2 content in colonic tissue. G: 
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综上所述，本研究结果表明，PCP可能通过增加

Muribaculaceae的相对丰度，促进乙酸和丙酸的生产，

激活 GPR41蛋白增强肠道黏膜免疫，从而减轻CTX诱

导的小鼠肠道黏膜损伤。然而，本研究是在CTX给药的

特定背景下进行的，而非针对肠道毒性的一般模型。由

于CTX主要用于癌症、自身免疫性疾病和免疫介导的

疾病等特定情况，因此在涉及癌症或癌症治疗的模型中

评估PCP的效果，将更具临床相关性。此外，在未来的

研究中，在属水平的研究基础上，我们将重点筛选PCP

调节的具体菌种，揭示PCP调节肠道微生物的具体机制

及其结构基础。总体而言，本研究强调了PCP在缓解化

疗引起的肠道损伤和改善整体肠道健康方面的潜力。

这些发现为探索膳食多糖（如PCP）作为功能性食品和

治疗剂在临床应用中的潜力提供了坚实的理论基础。
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图8　FMT对小鼠结肠SCFAs含量和GPR41的影响
Fig. 8　Effect of FMT on SCFAs content and GPR41 in the colon of the mice. A: Acetate. B: Propionate. C: 
Butyrate. D: Valerate concentrations. E: Representative bands of GPR41. F: Quantitative analysis of GPR41 
protein expression normalized to β-actin. Data are presented as Mean±SD (n=6). **P<0.01, ***P<0.001 vs 
FMTNC group; #P<0.05, ###P<0.001 vs FMTMC group.
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