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黄芪囊泡样纳米颗粒通过调节肠道菌群降低 db/db 糖尿病小鼠
血糖的作用机制分析
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［摘要］ 目的：研究黄芪水煎液中囊泡样纳米颗粒（VLNs）的提取方法及特性，探讨黄芪 VLNs通过调节 db/db 小鼠肠道菌

群来降低血糖的作用机制。方法：采用超速离心法和尺寸排阻色谱法分别富集黄芪水煎液中的 VLNs，通过透射电子显微镜、

纳米颗粒跟踪分析仪分析黄芪水煎液中 VLNs 的形态、粒径、浓度。选用 db/db 糖尿病小鼠，按血糖值随机分为模型组，黄芪

VLNs高、中、低剂量（21.1，10.6，5.3 g·kg-1）组和二甲双胍组（0.25 g·kg-1），每组 7 只，另设 7 只 C57BL/6 小鼠作为正常组，灌胃给

药 3 周（每日 1 次），每周观察小鼠空腹血糖变化；苏木素-伊红（HE）染色观察糖尿病小鼠肝脏和胰腺病理形态情况；采集小鼠

粪便进行肠道微生物 16S rRNA 多样性检测。结果：2 种方法所得纳米颗粒粒径均在 200 nm 左右，超速离心法提取的黄芪

VLNs 具有典型的茶托状，其浓度为 3.0×1011个/mL；尺寸排阻色谱法所得黄芪 VLNs 形态相对较差，其浓度为 2.2×1011个/mL。

给药 3 周后，与模型组比较，黄芪 VLNs高、中、低剂量组均能显著降低糖尿病小鼠的空腹血糖（P<0.05，P<0.01）；可改善肠道菌

群失调，显著降低厚壁菌门/拟杆菌门比例，提高有益菌相对丰度，降低有害菌相对丰度。结论：黄芪 VLNs 可能通过调节肠道

菌群中厚壁菌门/拟杆菌门的比例来降低 db/db 糖尿病小鼠的血糖。

［关键词］ 黄芪；囊泡样纳米颗粒；超速离心法；尺寸排阻色谱法；空腹血糖；肠道菌群；粒径分布

［中图分类号］ R587；R94；R28；R378.2 ［文献标识码］ A ［文章编号］ 1005-9903（2021）14-0111-08

［doi］ 10.13422/j.cnki.syfjx.20211556 ［增强出版附件］ 内容详见 http：//www.syfjxzz.com 或 http：//cnki.net

［网络出版地址］ https：//kns.cnki.net/kcms/detail/11.3495.r.20210425.1531.001.html

［网络出版日期］ 2021-04-26 9：03
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［Abstract］ Objective： To study the extraction method and characteristics of vesicle-like nanoparticles

（VLNs）in Astragali Radix decoction，and to explore the mechanism of the VLNs in reducing blood glucose by

regulating the gut microbiota of db/db diabetic mice. Method： Ultracentrifugation and size exclusion

chromatography were used to enrich VLNs from Astragali Radix decoction，and the morphology，particle size

and concentration of the VLNs were analyzed by transmission electron microscope and nanoparticle tracking

analyzer. The db/db diabetic mice were randomly divided into model group，Astragali Radix VLNs high- ，
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medium- and low-dose（21.1，10.6，5.3 g·kg-1）groups and metformin group（0.25 g·kg-1）according to their

blood glucose levels. There were 7 mice in each group，and another 7 C57BL/6 mice were set as the normal

group. The mice were given intragastrically for 3 weeks（once a day），and the changes of fasting blood glucose

were observed every week. Hematoxylin-eosin（HE）staining was used to observe the pathological morphology

of liver and pancreas of diabetic mice. The feces of mice were collected for 16S rRNA diversity detection of

intestinal microbes. Result： The size of the nanoparticles obtained by the two methods was about 200 nm.

Astragali Radix VLNs extracted by ultracentrifugation had a typical saucer-like shape with the concentration of

3.0×1011 particles·mL-1. The morphology of Astragali Radix VLNs obtained by size exclusion chromatography

was relatively poor with the concentration of 2.2×1011 particles·mL-1. After 3 weeks of administration，compared

with the model group，Astragali Radix VLNs high-，medium- and low-dose groups could significantly reduce the

fasting blood glucose of diabetic mice（P<0.05，P<0.01）. The VLNs could improve the gut microbiota

dysbiosis，significantly decrease the ratio of Firmicutes/Bacteroidota，and increase the relative abundance of

beneficial bacteria and reduce the relative abundance of harmful bacteria. Conclusion：Astragali Radix VLNs

may reduce the blood glucose of db/db diabetic mice by adjusting the ratio of Firmicutes/Bacteroidota in the

intestinal flora.

［Keywords］ Astragali Radix； vesicle-like nanoparticles； ultracentrifugation； size exclusion

chromatography；fasting blood glucose；intestinal flora；particle size distribution

黄芪是中医临床上常用的益气药，具有补气固

表、利尿托毒、排脓、敛疮生肌等功效。现代药理学

研究表明，黄芪具有降血糖、调节免疫、改善心功能

等作用，是治疗糖尿病、心血管疾病、肿瘤、免疫性

疾病等常用中药之一［1-4］。据统计，目前已从黄芪中

分离和鉴定出多糖类、皂苷类、黄酮类、异黄酮类、

甾醇、氨基酸和挥发油等成分［5］，其中黄酮类、皂苷

类和多糖类是黄芪防治糖尿病最主要的三类成

分［6］，但也有可能还有其他尚未被发现的具有降糖

作用的活性成分。

近年来，科研人员在植物类中药中发现了囊泡

样纳米颗粒（VLNs）的存在，且研究表明其具有多种

生物活性。例如，蒲公英、红景天来源的 VLNs 具有

抗炎作用，能够抑制白细胞介素 -6（IL-6）和肿瘤坏

死因子（TNF）等炎症因子的产生，对肺纤维化也具

有良好的治疗作用［7］；生姜来源的 VLNs 在抑制分

泌蛋白血凝素的表达中起着重要作用，并影响其他

线粒体和细胞质蛋白的表达，如热休克蛋白、轴突

和运动蛋白，以促进肠道伤口愈合［8］；人参来源的

VLNs 具有抗肿瘤作用［9］。这些报道为中药新活性

成分的研究提供了新的切入点［10］。

VLNs 的提取主要包括超速离心法、尺寸排阻

色谱法、超滤法、聚合沉淀法［10］等。中药 VLNs 是将

新鲜中药榨汁［8-9］或中药饮片煎煮后［7］得到的药汁

通过超速离心获得。基于此，本实验拟比较超速离

心法和尺寸排阻色谱法，确定分离黄芪水煎液中

VLNs 的方法，对 VLNs 特征进行鉴定与分析，并从

肠道菌群角度探讨黄芪 VLNs 对 db/db 糖尿病小鼠

肠道菌群的调节作用，为黄芪 VLNs 的后续研究提

供实验依据。

1 材料

ES-1100 型电子天平（长沙湘平科技发展有限

公司），CR21GⅢ型低温高速离心机和 55P-72 型超

速离心机（日本 Hitachi公司），JEM1230 型透射电子

显微镜（日本 Jeol 公司），ZetaView PMX 110 型纳米

颗粒跟踪分析仪（德国 Particle Metrix 公司），Accu-

Chek Performa 卓越型血糖仪（德国罗氏诊断有限公

司），GeneAmp® 9700 型聚合酶链式反应（PCR）扩增

仪（美国应用生物系统公司），Ci-S 型倒置显微镜

（日本尼康公司）。
磷酸盐缓冲液（PBS，北京索莱宝公司，批号

P1020），罗氏卓越金锐血糖试纸（德国罗氏诊断有

限公司，批号 478882），qEV70 型分离柱（新西兰

Izon Science 公司，批号 10643），盐酸二甲双胍片（中

美 上 海 施 贵 宝 制 药 有 限 公 司 ，批 号 国 药 准 字

H20023370，批号 ABS0450），E.Z.N.A.® Soil DNA kit

（美国 Omega 公司，批号 M9636020000K12T004）；
黄芪饮片由河北百草康神药业有限公司提供，批号

2008012，经中国中医科学院西苑医院张鹏研究员

鉴定为豆科植物膜荚黄芪 Astragalus membranaceus

的干燥根（产地甘肃），符合 2020 年版《中华人民共

和国药典》的相关规定。
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SPF 级雄性 C57BL/6 小鼠，5 周龄；SPF 级雄性

db/db 小鼠，5 周龄，均购自北京唯尚立德生物科技

有限公司，合格证号 SCXK（京）2016-0009，实验单

位使用许可证号 SYXK（京）2018-0018，动物饲养于

中国中医科学院西苑医院基础研究所 SPF 级动物实

验室，相对湿度 40%~60%，温度（22±2）℃。动物实

验符合中国中医科学院西苑医院医学伦理委员会

要求，批准号 2021XLC001-2。

2 方法

2.1 黄芪 VLNs的提取与表征

2.1.1 黄芪水煎液制备 取黄芪饮片 200 g，加入

12 倍量蒸馏水回流提取 90 min，过 200 目筛；药渣加

入 12 倍量蒸馏水回流提取 90 min，过 200 目筛；合并

2 次煎煮液，于旋转蒸发仪中减压浓缩至 200 mL。

2.1.2 超速离心法富集黄芪 VLNs 取黄芪煎煮液

100 mL 于 4 ℃，300×g 离心 10 min，取上清液，置于

50 mL 离心管中，于 4 ℃，3 000×g 离心 30 min，取上

清置于另一 50 mL 的离心管中，于 4 ℃，1 万×g 离心

30 min，取上清置于超速离心机配套离心管中，配平

后置于超速离心机中，于 4 ℃，15 万×g 离心 90 min。

弃上清，用 PBS 200 µL 吹打离心管底部，重悬沉淀

并吸取至合适的冻存管中，置于-80 ℃冻存备用。

2.1.3 尺寸排阻色谱法富集黄芪 VLNs 取黄芪煎

煮液 100 mL 于 4 ℃，300×g 离心 10 min，取上清液，

置于 50 mL 离心管中，于 4 ℃，3 000×g 离心 30 min，

取上清置于另一 50 mL 离心管中，于 4 ℃，1 万×g 离

心 30 min，过 0.45 µm 微孔滤膜，得滤液约 10 mL。

向 qEV70 型分离柱的储液器中加入 PBS 约 100 mL，

当 PBS 液面达储液器底部筛板 2 mm 时，更换 15 mL

的新收集管，用移液枪加入上述得到的滤液 10 mL。

当液面达到筛板顶部时，添加 PBS 冲洗分离柱，接

收液体积达 25 mL 时，在分离柱垂直下方更换新的

收集管，开始收集含有黄芪 VLNs 的溶液。当流出

液体积达 5 mL 时，收集完毕，该溶液即富含黄芪

VLNs。将收集的样本-80 ℃冻存备用。

2.1.4 黄芪 VLNs 的形态表征 取上述 2 种方法获

得的黄芪 VLNs 各 20 µL，呈水滴状滴至电镜铜网

中，使滴液在铜网上保留片刻（>1 min），2% 磷钨酸

溶液负染固定 1~10 min，滤纸吸干后室温自然晾

干，透射电子显微镜（TEM）观察。

2.1.5 黄芪 VLNs 粒径、颗粒分布与浓度检测 以

去离子水清洗样本池，纳米颗粒跟踪分析仪用聚苯

乙烯微球（110 nm）校准；用 PBS 清洗样本池；黄芪

VLNs 用 PBS 稀释至浓度约 1×107 个/mL（具体稀释

倍数需要参照样本实际情况），待测。

2.2 动物实验

2.2.1 动物分组与处理 将 35 只 db/db 小鼠适应性

饲养 7 d，测定各组小鼠空腹血糖值，按血糖值随机

分为模型组，黄芪 VLNs 高、中、低剂量组和二甲双

胍组，每组 7 只；另设 7 只 C57BL/6 小鼠作为正常

组，各组小鼠均用普通饲料喂养。按成人日服黄芪

生药量 30 g 为低剂量，60 g 为中剂量，120 g 为高剂

量计算，成人按体质量 70 kg 计算，根据体表面积换

算小鼠的等效剂量为成人 12.33 倍，即黄芪 VLNs

高、中、低剂量组分别按 21.1，10.6，5.3 g·kg-1（以生

药量计给药），二甲双胍组则按剂量 250 mg·kg-1 给

药，正常组给予等体积蒸馏水，各组均以 10 mL·kg-1

的体积灌胃给药，每日 1 次，连续 3 周。

2.2.2 空腹血糖检测 每周禁食 6 h，采用尾尖采血

方式检测小鼠血糖。

2.2.3 胰腺与肝脏病理组织形态 实验结束后处

死小鼠，取肝脏和胰腺经 4% 多聚甲醛溶液室温固

定，常规包埋，切片，苏木素-伊红（HE）染色，光镜下

观察组织病理形态。

2.2.4 肠道菌群检测 实验结束后取小鼠直肠中

的粪便 3~5 颗，置于冷冻管，并迅速放入液氮，备用。

根据 E.Z.N.A.® soil DNA kit说明书进行微生物群落

总 DNA 抽提，然后进行 PCR 扩增，Illumina Miseq 测

序 及 原 始 数 据 处 理 。 最 后 用 UPARSE 软 件［11］

（http：//drive5. com/uparse/，version 7.1），根 据

97%［11-12］的 相 似 度 对 序 列 进 行 操 作 分 类 单 元

（OTUs）聚类，利用 RDP Classifier［13］（http：//rdp.cme.

msu.edu/，version 2.2）对每条序列进行物种分类注

释，比对 SILVA 16S rRNA 数据库（v138），设置比对

阈值 70%。在美吉生信云平台（www.majorbio.com）
进行群落组成分析及物种差异分析。

2.3 统 计 学 分 析 实 验 结 果 用 x̄± s 表 示 ，运 用

SPSS 21.0 软件对实验数据进行统计分析，多组数据

比较采用单因素方差分析，等级资料采用非参数统

计的秩和检验，P<0.05 表示差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 黄芪 VLNs 的形态 TEM 结果显示，超速离心

法获得的黄芪 VLNs 呈典型茶托状或凹陷的半球

状，背景干净；尺寸排阻色谱法提取的黄芪 VLNs 形

态较差，囊泡有所损坏，背景相对干净，见图 1。

3.2 黄芪 VLNs 的粒径大小、颗粒分布与浓度 测

量结果显示，超速离心法所得到的黄芪 VLNs 粒径

相对较小，分布较集中，浓度 7.4×107 个/mL（稀释
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倍数 4 000 倍），原始浓度 3.0×1011 个/mL，粒径峰值

165.8 nm，峰面积占比 95.2%，平均粒径 172.4 nm，处

于 12.5~457.5 nm 分布。尺寸排阻色谱法所得黄芪

VLNs 粒径相对较大、范围较宽，浓度 4.3×107个/mL

（稀释倍数 5 000 倍），原始浓度 2.2×1011个/mL，粒径

峰值 193.2 nm，峰面积占比 90.9%，实测平均粒径

216.7 nm，处 于 12.5~612.5 nm 分 布 。 说 明 黄 芪

VLNs的提取更合适采用超速离心法。

3.3 黄芪 VLNs 对 db/db 小鼠血糖的影响 与正常

组比较，模型组小鼠的血糖在给药的第 1，2，3 周均

显著升高（P<0.01）。与模型组比较，黄芪 VLNs 高、

中、低剂量组小鼠血糖在给药的第 1，2 周无明显变

化，第 3 周时，黄芪 VLNs 各剂量组和二甲双胍组小

鼠的血糖显著降低（P<0.05，P<0.01）。见表 1。

3.4 胰腺 HE 染色 正常组胰腺组织中胰岛呈圆形

均匀分布，数目及面积均未见减少，胰岛细胞胞浆

充盈，未见变性及坏死。模型组中胰腺组织中胰岛

分散，胰岛数目较少，面积减少，形成呈长条撕裂

状，胰岛细胞空泡化变性严重，可见凋亡细胞，纤维

化形成。黄芪 VLNs 高剂量组胰岛数目及胰岛内细

胞数目明显增加，胰岛细胞空泡化变性程度低，凋

亡细胞少见，未见纤维化改变；中剂量组胰岛数目

及胰岛内细胞数目增加，轻度空泡化变性，凋亡细

胞少见，轻度纤维化改变；低剂量组胰岛较分散，胰

岛数目及胰岛内细胞数目减少，胰岛细胞轻度空泡

化变性，凋亡细胞可见，轻度纤维化改变。二甲双

胍组胰岛结构及胰岛细胞内排列较完整均匀，胰岛

数目减少不明显，面积轻度减少，空泡化程度低，凋

亡细胞偶见，未见明显纤维化。见图 2。

3.5 肝脏 HE 染色 模型组肝小叶结构消失，肝细

胞肿胀明显，排列紊乱，细胞内出现大脂肪空泡，胞

浆内可见大小不一脂滴，汇管区扩张，肝细胞周围

及汇管区伴有炎症细胞浸润。二甲双胍组与黄芪

VLNs 高剂量组肝小叶结构紊乱，肝细胞轻度肿胀，

排列不规则，细胞内出现小脂肪空泡，灶性汇管区

扩张，汇管区少量炎症细胞浸润。黄芪 VLNs 中剂

量组肝小叶结构紊乱，肝细胞轻度肿胀，排列不规

则，细胞内出现大小不一脂肪空泡，汇管区扩张，血

管增生、扩张，汇管区少量炎症细胞浸润；低剂量组

肝小叶结构紊乱，肝细胞肿胀明显，排列紊乱，细胞

内出现大小不易的脂肪空泡，灶性汇管区扩张，肝

细胞及汇管区伴有炎症细胞浸润。见图 3。

3.6 黄芪 VLNs对 db/db 小鼠肠道菌群的影响

3.6.1 物种组成情况 各组之间有 40 个物种为共

有物种，正常组和黄芪 VLNs 高剂量组各有 1 个为

A. 超速离心法；B. 尺寸排阻色谱法

图 1 黄芪 VLNs的 TEM（×120 000）
Fig. 1 TEM of Astragali Radix VLNs（×120 000）

A. 正常组（nor）；B. 模型组（mod）；C. 黄芪 VLNs 高剂量组（hig）；
D. 黄芪 VLNs 中剂量组（med）；E. 黄芪 VLNs 低剂量组（low）；F. 二

甲双胍组（con）（图 3 同）
图 2 各组小鼠胰腺组织的病理观察（HE，×200）
Fig. 2 Pathological morphology of pancreatic tissue of mice in

each group（HE，×200）

表 1 黄芪 VLNs对 db/db糖尿病小鼠血糖的影响（x̄± s，n=7）

Table 1 Effects of Astragali Radix VLNs on blood glucose in

db/db diabetic mice（x̄± s，n=7）

组别

正常

模型

黄芪 VLNs

二甲双胍

剂量/g·kg-1

21.1

10.6

5.3

0.25

血糖/mmol·L-1

1 周

8.4±1.1

13.2±1.41）

13.7±2.7

11.2±0.4

11.3±0.6

14.0±2.4

2 周

8.6±1.3

12.9±2.01）

11.6±2.4

12.0±1.4

12.5±1.3

12.4±1.4

3 周

8.8±0.8

14.6±2.01）

12.2±1.13）

12.2±1.93）

12.6±1.72）

11.3±1.33）

注：与正常组比 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01（表2同）。
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特有物种，黄芪 VLNs 中、低剂量组和二甲双胍组各

有 2，3，6 个特有物种；而模型组含有 16 个特有物

种。提示正常组和黄芪 VLNs 高剂量组物种组成更

为相近。物种组成多样性分析显示 ，拟杆菌门

（Bacteroidota）是正常组小鼠菌群的绝对优势菌门；
厚壁菌门（Firmicutes）为次要优势菌门。与正常组

相比，模型组小鼠厚壁菌门和拟杆菌门相对丰度

具有显著差异（P<0.01）。经药物治疗后，给药组

厚壁菌门 /拟杆菌门比率逐渐接近正常组水平，其

中黄芪 VLNs 高剂量组效果最明显，见表 2。小鼠

菌群科水平分析显示，拟杆菌门下 Muribaculaceae

为正常组小鼠优势菌科，其相对丰度达 73.32%，模

型组则降至 37.94%；黄芪 VLNs 高、中、低剂量组和

二甲双胍组中的 Muribaculaceae 含量相对模型组

有所增加。相对于正常组，模型组中厚壁菌门下

的 毛 螺 菌 科（Lachnospiraceae）和 乳 杆 菌 科

（Lactobacillaceae）相对丰度增加，其中毛螺菌科具

有 统 计 学 意 义（P<0.01）。 与 模 型 组 比 较 ，黄 芪

VLNs 高、中、低剂量组中毛螺菌科和乳杆菌科相

对丰度均有所减少，其中以高剂量组效果较佳。

见表 2。

3.6.2 LEfSe 多级物种差异判别分析 LEfSe 可以

用于区别 2 个或 2 个以上的类群，其不同颜色节点

代表在对应组别中显著富集，且对组间差异存在显

著影响的微生物类群。线性判别分析（LDA）可以

估算每个物种丰度对差异效果影响的大小，LDA 分

值越大，代表物种丰度对差异效果影响越大。由图

4 可知，正常组中其丰度对差异效果影响较大的物

种有拟杆菌门，拟杆菌纲（Bacteroidia），拟杆菌目

（Bacteroidales）和 Muribaculaceae 等。模型组中影

响较大的菌群有厚壁菌门，杆菌纲（Bacilli），乳杆菌

目（Lactobacillales）和乳杆菌科等。黄芪 VLNs 高剂

量 组 中 对 群 落 结 构 影 响 较 大 的 有 链 球 菌 科

（Streptococcaceae），理 研 菌 科（Rikenellaceae）和

Marinifilaceae。黄芪 VLNs 中剂量组中对群落结构

影响较大的有 Butyricicoccaceae。黄芪 VLNs 低剂

量 组 中 对 群 落 结 构 影 响 较 大 的 有 梭 菌 纲

（Clostridia），毛螺菌科和毛螺菌目（Lachnospirales）
等。二甲双胍组中对群落结构影响较大的有丹毒

丝 菌 目（Erysipelotrichales），韦 荣 球 菌 科

（Erysipelotrichaceae） 和 肠 杆 菌 科

（Enterobacteriaceae）等。

4 讨论

目前，植物 VLNs 的提取主要采用超速离心

法［7-10，14-15］。此外，细胞外囊泡的常用提取方法还有

尺寸排阻色谱法、聚合沉淀法、超滤法等［16］；其中尺

寸排阻色谱法是根据分子粒径大小进行分离，操作

简单，能够极大地保留囊泡活性。超速离心法则是

通过采用不同离心力，将样品中各种组分按沉降系

数不同而进行逐级分离的方法，是提取 VLNs 最经

典的方法，但需要用到超速离心机及配套的离心管

图 3 各组小鼠肝脏组织的病理观察（HE，×200）
Fig. 3 Pathological morphology of liver tissue of mice in each

group（HE，×200）

表 2 各组小鼠肠道菌群物种差异分析（x̄± s，n=7）

Table 2 Species difference analysis of intestinal flora of mice in each group（x̄± s，n=7）

组别

正常

模型

黄芪 VLNs

二甲双胍

剂量/g·kg-1

21.1

10.6

5.3

0.25

Bacteroidota

87.25±4.96

49.91±17.981）

78.22±8.363）

77.02±5.563）

67.73±5.94

75.29±6.793）

Firmicutes

11.10±4.76

46.26±18.481）

19.93±8.483）

20.61±4.783）

29.49±5.60

21.27±6.423）

Muribaculaceae

73.32±9.94

37.94±9.511）

60.76±3.25

56.72±9.32

39.03±15.43

54.96±15.12

Lachnospiraceae

7.17±3.50

24.01±5.721）

11.66±7.442）

12.82±2.97

22.98±2.58

9.68±6.343）

Lactobacillaceae

0.30±0.26

9.10±11.62

2.2±3.72

2.80±2.64

2.15±1.73

2.75±0.94
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和适配器，时间长、步骤相对繁琐，不适合实验室大

样本的提取［10］。

在本研究中，采用超速离心法及尺寸排阻色谱

法分离、提取黄芪 VLNs，并比较了 2 种方法的提纯

效果。选择对黄芪水煎液进行提取，采用 300×g 离

心 10 min，3 000×g 离心 30 min，1 万×g 离心 30 min

进行初步提取，然后利用 15 万×g 离心 90 min 的超

速离心法及尺寸排阻色谱法进行最后的分离、提

取。2 种方法获得的黄芪 VLNs 均具有类似于哺乳

动物的细胞外囊泡的结构，但超速离心法提取的黄

芪 VLNs 形态良好、背景干净，且粒径分布较为集

中；尺寸排阻色谱法获得的黄芪 VLNs 粒径相对较

大，粒径范围较宽，电镜图背景较杂，囊泡有损坏，

可能是由于黄芪含有丰富的糖类，在过 0.45 μm 滤

膜时，阻力较大，对囊泡有所损坏。因此，针对含糖

量较为丰富的黄芪来说，超速离心法更为适合。而

根据统计数据显示，一般 100 g 植物原料可以提取

得到 VLNs 320~450 mg［17］。故笔者对超速离心法

的提取率进行了考察，经多次试验，发现 100 g 黄芪

大约可以提取到 VLNs 400 mg。说明采用超速离心

法获得的黄芪 VLNs 产量较高，有利于其在应用中

的大规模批量生产。

黄芪对糖尿病具有良好的治疗作用，能够显著

降低糖尿病小鼠血糖，改善胰岛素抵抗［18］。黄芪多

糖和黄芪皂苷是黄芪起到降糖作用的主要成分，每

天给大鼠灌胃黄芪皂苷，连续灌胃 4 周，每周测定各

组大鼠空腹血糖水平，结果发现其可有效降低实验

性糖尿病大鼠血糖［19］；黄芪多糖对 1 型和 2 型糖尿

病小鼠血糖也具有辅助性降低血糖，可发挥改善胰

岛素抵抗等作用［20-21］。另有研究报道，黄芪饮片及

其有效部位（多糖、黄酮、皂苷等）给糖尿病大鼠灌

胃 30 d 后，其血糖均显著下降［22］。因此，本实验采

用灌胃方式评价了黄芪 VLNs 对 db/db 糖尿病小鼠

的降糖作用，结果表明黄芪 VLNs给药 3 周即可产生

明显的降糖作用。与黄芪多糖 700 mg·kg-1·d-1的给

药剂量相比［23］，黄芪 VLNs 在给药时间和给药剂量

上均占有一定的优势。同时，有研究报道黄芪水煎

液以 3 g·kg-1（成人每日服用 30 g）给大鼠灌胃，其降

糖作用不具显著性［24］。而黄芪 VLNs 低剂量（成人

每日服用 30 g）依旧具有显著降糖作用。另外，笔者

于第 3 周实验结束前检测了小鼠糖化血红蛋白，但

未见明显变化，可能是由于糖化血红蛋白是反映 2~

3 个月的血糖平均水平变化，本实验给药周期较短，

故无明显变化；对小鼠的肝脏和胰腺组织进行了

HE 染色观察，发现黄芪 VLNs 高剂量组对组织形态

具有较好的改善作用，进一步证实了黄芪 VLNs 对

糖尿病小鼠具有一定的治疗作用。

菌群失调是推动肥胖、糖尿病等代谢性疾病发

展的重要因素之一，临床研究发现糖尿病患者体内

的肠道微生物丰度区别于健康志愿者［25-27］，因此调

节肠道菌群可能是治疗糖尿病的有效途径之一。

目前，大量研究认为肠道微生物是治疗糖尿病的关

键［28］。据研究，与糖尿病相关的菌群有厚壁菌门、

梭菌属、罗氏菌属、双歧杆菌、拟杆菌属、乳酸杆菌、

肠杆菌和芽孢杆菌等，其中厚壁菌门、梭菌属和罗

氏菌属能够降低结肠 pH，影响胰岛素抵抗及糖尿病

等；拟杆菌属、乳酸杆菌和双歧杆菌与调节血糖、胆

固醇，以及维持肠道屏障功能有关；乳酸杆菌、肠杆

菌和芽孢杆菌与激活脑 -肝脏神经轴调节血糖平衡

有关［29-30］。肠道微生物可以通过碳水化合物发酵产

生对人体有益的短链脂肪酸（SCFA），而缺乏 SCFA

图 4 各组样本肠道菌群的 LEfSe多级物种差异判别分析

Fig. 4 LEfSe multi-level species difference discriminant analysis

of intestinal flora in each group
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与 2 型糖尿病有关［31］。此外，通过调节厚壁菌门/拟

杆菌门的比例，也对糖尿病小鼠血糖有一定的改善

作用［32］。为此，本文检测了 db/db 小鼠的肠道菌群

多样性，发现正常组与给药组中拟杆菌门和厚壁菌

门含量与模型组截然相反，与模型组比较，给药组

均降低了厚壁菌门/拟杆菌门比率，提高有益菌的相

对丰度，证实黄芪 VLNs 可能通过调节肠道菌群进

而改善 db/db 小鼠血糖。

口服黄芪 VLNs 可以通过调节肠道菌群降低糖

尿病小鼠血糖 ，这一结论可能与文献报道口服

VLNs 不能直接吸收入血［33］有关，此外，这与 TENG

等［34］发现给结肠炎小鼠口服生姜 VLNs，可以调节

肠道菌群，完善肠道屏障功能，进而减轻结肠炎的

结果一致。但也有研究发现，金银花汤剂中的微小

核糖核酸 2911（miRNA2911）可以吸收进入体内并

自我组装成细胞外囊泡发挥作用［35-36］。提示黄芪

VLNs 除了通过影响肠道菌群降低血糖，还可能通

过被胃肠壁吸收内化，其含有的各种成分进行自我

组装，再以分泌细胞外囊泡形式“吐出”作用于靶细

胞、靶器官，进而调节血糖，但这一结果还有待进一

步研究证实。综上分析，本研究初步建立了黄芪

VLNs 超速离心法富集的新方法，并发现黄芪 VLNs

可能通过调节肠道菌群降低 db/db 糖尿病小鼠血

糖，表明黄芪 VLNs 可能是黄芪降糖的新成分，但关

于其降糖作用机制及其他药理作用尚需进行更为

深入的研究。。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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