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摘要：探讨枸杞多糖（Lycium barbarum Polysaccharide，LBP）对过敏性哮喘小鼠肠道菌群的影响。本研究将 C57BL/6 小鼠随机

分为 3 组：空白对照组、过敏性哮喘模型组与 LBP 干预哮喘疾病组。在 LBP 干预 7 周后，分别观察了小鼠的常规状况，HE 染色检

测了肺组织病理改变，16 S rRNA 测序分析了肠道菌群的多样性改变。研究结果表明，LBP 干预小鼠哮喘表现显著缓解，呼吸频促的

程度较轻，无口唇爪甲黯淡。HE 病理染色表明，LBP 干预后炎症细胞浸润显著减少，病理损伤明显减轻。为了进一步研究相关机制，

又检测了 LBP 干预后的肠道菌群的多样性改变。测序分析结果表明，LBP 干预哮喘疾病组显著改变了肠道菌门水平的厚壁菌门

（p=0.0351）和拟杆菌门（p=0.0015）；在菌群属水平上显著改变了乳酸菌属（p=0.0105）、梭菌属（p=0.0027）、拟杆菌属（p=0.0385）

与 Alistipes 菌属（p=0.0467）。结果说明，LBP 改善过敏性哮喘并改变了肠道菌群的组成，可能丰富哮喘的发病机制与提供新的防治

手段。 

关键词：哮喘；枸杞多糖；肠道菌群；高通量测序 

文章篇号：1673-9078(2019)09-67-73                                         DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2019.9.007 

Effect of Lycium barbarum Polysaccharide on Gut microbiota in Allergic 

Asthmatic Mice 
CUI Fang1, SHI Chun-li1, YIN Mei2, GAO Xiao-ping3, WANG Li-ying4, HE Bin4, ZHAO Wei1, ZHAO Jia-qing1 

(1.Basic Medical College of Ningxia Medical University, Yinchuan 750003, China) 
(2.Department of Respiratory Medicine, General Hospital of Ningxia Medical University, Yinchuan 750004, China) 

(3.Otolaryngology Head and Neck Surgery, General Hospital of Ningxia Medical University, Yinchuan 750004, China) 
(4.Ningxia Senmiao Goji Technology and Development Co. Ltd., Yinchuan 750000, China) 

Abstract: The purpose of this study was to investigate the effect of Lycium barbarum polysaccharide (LBP) on intestinal flora in allergic 

asthmatic mice. Firstly, C57BL/6 mice were randomly divided into three groups: blank control group, allergic asthma model group and LBP 

intervention group. After 7 weeks of LBP intervention, routine status of mice was observed; pathological changes of lung tissue were detected by 

HE staining; and intestinal flora diversity was analyzed by 16 S rRNA sequencing. The results showed that after LBP intervention, the asthmatic 

performance of the mice was significantly relieved, and the degree of respiratory mitigation was mild, and there was no sputum purpura. To 

further investigate the mechanism, we detected the diversity of intestinal flora after LBP intervention. Sequencing and analysis showed that LBP 

intervention significantly changed the intestinal Firmicutes (p=0.0351) and Bacteroides (p=0.0015) in asthmatic mice, and significantly changed 

the genera of Lactobacillus (p=0.0105), Clostridium (p=0.0027), Bacteroides (p=0.0385) and Alistipes (p=0.0467). In conclusion, LBP 

improved allergic asthma and changed the composition of gut microbiota, which may enrich the knowledge of asthma pathogenesis and provide 

new prevention and treatment methods.  
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过敏性哮喘是一种慢性炎症性疾病，对公众健康

构成严重威胁。统计数据显示，全球至少有 3 亿人患 
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有哮喘。据估计，到 2025 年，全球将增加 1 亿哮喘患

者。过敏性哮喘的主要特征是气道高反应性[1,2]。当机

体接触变应原时，嗜酸性粒细胞、巨噬细胞等炎症细

胞被激活，Th2 细胞增多，继而激活 B 细胞，产生大

量的 IgE。而 IgE 与肥大细胞和嗜碱性粒细胞结合，

从而促使肥大细胞脱颗粒，分泌组胺、白三烯、前列

腺素等大量炎症介质，导致气道平滑肌收缩、血管扩



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.9 

68 

张通透性增加、黏液分泌增加，使气道变窄引起哮喘

发作[3-5]。 
目前研究发现[6]，肠道微生物群在保持健康和过

敏性哮喘的发生发展中起着重要作用。有研究显示[7]，

肠道中的特定微生物物种可能在过敏性哮喘发展中起

保护或致病作用。有结果表明[8]肠道微生物群通过某

些机制可能使免疫细胞极化，如 T 辅助细胞，这些细

胞可促进或有利于过敏性炎症的发展。有研究显示[9,10]

乳酸杆菌、双歧杆菌等益生菌可能通过减少卵清蛋白

(Ovalbumin，OVA)过敏模型中的气道高反应性和相关

的 Th2 反应介导的免疫瀑布级联反应，来减轻过敏反

应治疗哮喘。例如，乳酸杆菌可以抑制 IL-12 和 IFN-γ，
来减少 IgE 的产生，起到改善过敏性哮喘的作用。 

枸杞是一种传统的中草药，具有多种生物活性和

药理作用。它主要用来治疗高脂血症[11]、糖尿病[12]

及癌症 [13]等疾病。枸杞多糖（Lycium barbarum 
Polysaccharide，LBP）是由枸杞的干燥成熟果实经脱

脂、水提、反复醇沉所得，是枸杞的主要活性成分。

枸杞多糖是由阿拉伯糖、葡萄糖、半乳糖、甘露糖、

木糖、鼠李糖 6 种单糖成分组成，并含有多种微量元

素和氨基酸，具有抗应激、抗衰老、抗疲劳、抗氧化、

降血脂、增强免疫力的作用[14,15]。有文献报道 LBP 已

被证明是双歧杆菌和乳酸杆菌的新型益生元的候选物
[16]。目前枸杞多糖与过敏性哮喘的研究国内外尚未见

报道。本研究是为了探讨 LBP 对过敏性哮喘小鼠肠道

菌群的影响，可能会对丰富哮喘的发病机制，为哮喘

的防治手段提供新的线索。同时，为 LBP 的健康作用

的开发提供了新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  动物、材料与试剂 

1.1.1  实验动物 

实验动物均为 C57BL/6 小鼠，雌性，6~8 周龄，

平均体重 18~22 g，由北京维通利华实验动物技术有

限公司提供（合格证号：SCXK 京 2016-0006）。实验

动物均符合动物伦理委员会的要求，小鼠饲养于 SPF
级的动物房内，由高压灭菌处理的饮用水和饲料进行

喂养。 
1.1.2  材料与试剂 

本项目使用的枸杞多糖（从枸杞果实中提取的，

含量为 31%，浓度为 1200 mg/mL）由宁夏森淼科技

集团股份有限公司提供；卵清蛋白（OVA），由 Sigma
公司提供；氢氧化铝凝胶，由 Thermo 公司提供；苏

木素伊红（HE）染色试剂盒，由北京索莱宝科技有限

公司提供。 

1.2  仪器与设备 

蒸汽灭菌高压锅 LDZX-75KBS，山东博科科学仪

器有限公司；制冰机 JP-100P，上海继谱电子科技有

限公司；超净工作台 SJ-CJ-2FD，苏洁医疗有限公司；

-80 ℃低温保存箱 MDF-U500VX，上海凌仪生物科技

有限公司；电子分析天平 ESJ-A，沈阳龙腾电子有限

公司；光学显微镜 BX43，深圳市三利化学品有限公

司；生物组织自动包埋机 KH-BL，湖北孝感阔海医疗

科技有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  构建 OVA 诱导的哮喘小鼠模型 
小鼠在第 14、21 和 28 d 腹腔注射 200 μL（内含

100 μg OVA 与 4 mg 氢氧化铝）致敏；第 35 d 至第 41 
d，用 50 μL 的 OVA 溶液（浓度为 1 mg/mL）滴鼻处

理，随后每两 d 用 50 μL 的 OVA 溶液（浓度为 1 
mg/mL）滴鼻一次，并持续到实验第 50 d，完成过敏

性哮喘模型的构建。 
1.3.2  实验分组 

 
图1 小鼠哮喘模型制备示意图 

Fig.1 Schematic diagram of the preparation of mouse asthma model

将 45 只 SPF 级的雌性 C57BL/6 小鼠随机分成 3
组（n=15）：空白对照组（B），过敏性哮喘模型组（AN），

LBP 干预哮喘疾病组（AY）。按图 1 的方法进行干预，

灌胃剂量为 100 μg/(g·d)。每日观察干预后小鼠的神

志、精神、食欲、活动等体征。 
1.3.3  小鼠粪便收集 

模型构建成功后，次日将小鼠并转移到新鲜的灭

菌笼中，每笼一只。分别在灭菌管中收集来自每只小
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鼠的新鲜粪便 0.5 g，并且在收集期间将灭菌管置于冰

上。收集后立即将其冷冻至液氮，最后在-80 ℃下储

存直至 DNA 提取。 
1.3.4  HE 染色 

在处死小鼠后，立即将肺组织固定在 4%多聚甲

醛中，常规脱蜡至水。用 HE 的试剂盒染色。在光学

显微镜下观察每个切片，并找到用于病理学分析的代

表性图像，评估小鼠气道、血管周围和肺泡细胞中炎

症细胞的浸润。 
1.3.5  16 S rRNA 高通量测序分析 

根据参考文献描述的方法[17-21]，使用十六烷基三

甲基溴化铵法进行总基因组 DNA 提取。确定提取样

本 DNA 浓度和纯度后，使用无菌水将 DNA 稀释至 1 
ng/μL。使用条形码索引引物（341F 和 806R），通过

聚合酶链反应（PCR）扩增 16 S 核糖体 DNA 基因的

V3 和 V4 区域。经 1%琼脂糖凝胶电泳分离条带后，

使用Gene JETTM Gel 进行 PCR 产物的纯化。使用 Ion 
Plus Fragment Library Kit 48 rxns 生成测序文库。该文

库在 Ion S5TMXL 平台上测序，并且生成 400~450 bp
的单端读数。在特定的过滤条件下进行以获得高质量

的有效读数。通过 Uparse 软件进行序列分析，并且将

≥97%的同一性分配给相同的操作分类单元（OTU）。

筛选每个 OTU 的代表性序列。最后，将每个样品的

数据标准化，进行 OUT 聚类分析、Alpha 和 Beta 多

样性分析、菌群差异分析等[22-24]。 
1.3.6  统计学分析 

所有数据经 SPSS 20.0 统计软件和 Graphpad 
Prism 5 软件进行数据统计和图表制作，实验结果以均

数±标准差（x±s）表示，各组之间采用单因素方差分

析，若有统计学意义，则进行两组之间比较，采用

LSD-t 检验。p＜0.05 表示差异有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  LBP 可改善过敏性哮喘小鼠的常规状况 

C57BL/6 小鼠在 OVA 滴鼻激发第 7 d 出现打喷

嚏、烦躁好动、抓耳挠腮等症状。三组动物症状表现

结果显示：和空白对照组相比，过敏性哮喘模型组小

鼠出现毛发黯淡倒竖、呼吸频率加快及口唇爪甲黯淡

紫绀等症状；LBP 干预哮喘疾病组的小鼠哮喘表现程

度明显轻于过敏性哮喘模型组，毛发相对柔顺有光泽、

呼吸频促的程度较轻、口唇爪甲黯淡紫绀程度较轻。

从小鼠的常规状况来看，过敏性哮喘模型组的哮喘症

状程度最重，而经过 LBP 干预后，小鼠的整体状态明

显好于过敏性哮喘模型组，这提示 LBP 能够改善过敏

性哮喘，对哮喘症状具有一定程度的缓解作用。 

2.2  LBP 可减轻过敏性哮喘小鼠的肺组织病

理学损伤 

 

 

 
图2 LBP干预对肺组织病理学改变的影响（左×200，右×400） 

Fig.2 The effect of LBP intervention on pathological changes in 

lung tissue (left×200, right×400) 

小鼠肺组织切片病理染色结果如图 2 所示，与空

白对照组相比，过敏性哮喘模型组小鼠的气管、支气

管、肺泡及血管周围可见大量的嗜酸性细胞和淋巴细

胞等浸润、肺组织结构不完整、黏膜上皮增生明显、

气道上皮损伤严重及肺泡间隔增厚等病理表现。而

LBP干预哮喘疾病组的病理损伤程度较过敏性哮喘模

型组明显减轻，肺组织及周围的炎症细胞浸润明显减

少、肺组织结构相对完整、黏膜上皮轻度增生、气道

上皮损伤减轻及肺泡间隔增厚程度减轻。因此，可以

说明 LBP 具有改善过敏性哮喘的作用。在哮喘的发生

发展过程中，当机体接触到变应原时，炎症细胞、气

道上皮损伤和肺泡间隔肥厚等由此开始形成，并且出

现气道平滑肌收缩及血管通透性增加等病理表现，这

与之前的文献报道的相一致[25]。而 LBP 可以通过减少

肺组织的炎症细胞浸润、减轻气管、支气管和气道上

皮损伤以及减少肺泡间隔的厚度，即从过敏反应的“始
发站”开始减缓哮喘的进程。 

2.3  LBP 对肠道菌群的影响 
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2.3.1   OTU 分析 
为研究各组样本的物种组成，测量每个样本平均

82,322个读数，通过质量控制获得77,376个有效数据，

质量控制效率为 94.04%。将序列聚类成具有 97%一致

性的 OTU。根据聚类得到的 OTUs 分析结果（图 3），
可以看到三组样品中共有的 OTU 数目是 564 个，空

白对照组、哮喘模型组及 LBP 干预组特有的 OTU 数

目 29 个、36 个、40 个。空白对照组和哮喘模型组的

共有的 OTU 数目为 480 个，空白对照组与 LBP 干预

组共有的 OTU 数目为 479 个，哮喘模型组与 LBP 干

预组共有的 OTU 数目为 524 个。由此可以看出，哮

喘模型中的菌群OTU与对照组具有显著差别，而LBP
干预哮喘后肠道菌群发生了显著变化。 

 
图3 在不同的样品中基于OTU的 Venn图 

Fig.3 OTU-based Venn diagram in different samples  
2.3.2  物种 Alpha 多样性分析 

稀疏曲线结果如图4所示，当测序数量达到10000
时，曲线趋向平坦，说明本次测序数据量合理。当测

序数量达到 20000 时，说明测序量足够，能够基本覆

盖所有物种，更多的数据量也只会产生极少量新的物

种(OTUs)。在物种丰富度方面，LBP 干预哮喘疾病组

的最高，过敏性哮喘模型组次之，空白对照组最低；

在物种分布均匀度方面，各组差异无统计学意义。我

们在等级聚类曲线中也得到了类似结果。如图 5 所示，

在水平方向上，通过曲线的宽度反映了物种的丰富度，

LBP 干预哮喘疾病组的曲线在横轴上的跨度最大，则

表明 LBP 干预哮喘疾病组物种丰富度最高；在垂直方

向上，三组曲线平滑度基本类似，则表明三组样本中

的物种均匀。根据以上结果推断，过敏性哮喘模型组

物种丰富度高于空白对照组，可能与哮喘小鼠肠道屏

障功能减弱，肠道菌群比例失调如益生菌数量减少及

机会菌大量繁殖等有关[26]；LBP 干预哮喘疾病组的物

种丰富度高于其他组，可能是由于 LBP 的干预调节了

肠道菌群，减轻了哮喘小鼠的肠道菌群失调，丰富了

肠道菌群的物种构成，改善了肠道菌群的多样性。 

 
图4 小鼠粪便菌群的稀疏曲线 

Fig.4 Rarefaction curve of mouse fecal microflora 

 
图5 小鼠粪便菌群的等级丰度曲线 

Fig.5 Rank Abundance curve of mouse fecal microflora 
2.3.3  物种 Beta 多样性分析 

PCA 结果如图 6a 所示，LBP 干预哮喘疾病组和

空白对照组在 PCA 图中的距离接近，表明它们的群落

组成较相似，菌群组成差异不是很大，说明可能是LBP
能够纠正哮喘小鼠的肠道菌群，使之接近于空白对照。

通过观察图 6b 可得，空白对照组和哮喘模型组之间的

距离相对偏远，表明细菌群落组成存在着差异，说明

哮喘疾病严重影响了正常小鼠肠道菌群的构成。如图

6c 所示，哮喘模型组与 LBP 组之间的距离较远，表

明细菌群落的主要组成差异明显，说明 LBP 干预后显

著影响了过敏性哮喘的肠道菌群组成。 
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图 6 主成分分析PCA 

Fig.6 Unifrac PCA 

2.3.4  物种菌群结构分析 

 
图7 小鼠粪便中微生物菌群在门水平上的相对丰度 

Fig.7 The relative abundance of microbial species in phylum 

level 

 
图8 小鼠粪便中微生物菌群的属水平上的相对丰度 

Fig.8 The relative abundance of microbial species in genus level 

为了进一步了解 LBP 对哮喘中肠道菌群组成的

影响，做了门和属水平上的微生物状况的相关分析。

通过观察图 7 可得，三组小鼠粪便菌群中主要占优势

的菌门包括厚壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌门

（Bacteroidetes）和变形菌门（Proteobacteria）。与过

敏性哮喘模型组相比，LBP 干预哮喘疾病组小鼠粪便

菌群的菌门比例降低，包括拟杆菌门（Bacteroidetes）
（p=0.0015）、疣微菌门（Verrucomicrobia）（p=0.0473）
及放线菌门（Actinobacteria）（p=0.0440），而比例增

高的为厚壁菌门（Firmicutes）（p=0.0351）。通过观察

图 8 可得，优势菌属为乳酸杆菌属（Lactobacillus）、
梭菌属（unidentified_Clostridiales）和 Alistipes 菌属。

与过敏性哮喘模型组相比，LBP 干预哮喘疾病组的

Alistipes 菌属比例降低（p=0.0468）、乳酸杆菌属

（Lactobacillus）比例显著升高（p=0.0105）、双歧杆

菌属（Bifidobacterium）比例升高（p=0.0026）、梭菌

属 （ unidentified_Clostridiales ） 比 例 明 显 降 低

（p=0.0027）、艾克曼氏菌属（Akkermansia）比例升

高（p=0.0386）。 
菌群结构分析结果显示，LBP 可以有效促进乳酸

杆菌和双歧杆菌的增殖，这与之前的文献报道相一致
[16]。目前已经有大量的研究表明[27,28]，乳酸杆菌属具

有维护肠道屏障的作用，通过阻止致病菌的定植与粘

附，来维持正常的肠道菌群平衡。同时，研究发现[29]，

乳酸杆菌属能够调节肠道内的免疫反应，通过行使免

疫功能，影响肠道炎症的发生和发展。LBP 可以促进

双歧杆菌的增殖，双歧杆菌属于放线菌门，具有增强

免疫力、调节肠道菌群的作用。Alistipes 菌属为致病

菌，可对肠道起到一定的致炎作用[30]。而该菌属在过

敏性哮喘模型组的比例较高，说明 Alistipes 菌属可能

参与哮喘疾病的发生发展。梭菌属，多为革兰阴性杆

菌，大多数为专性厌氧，梭菌属和哮喘的相关报道显

示[31]，该菌属可促进结肠调节性 T 细胞积累和降低卵

白蛋白特异性 IgE 水平。这与我们的研究结果相一致，

可以得知梭菌属的显著改变在哮喘疾病的发生发展过

程中起到了一定的作用。而相对于哮喘模型组，LBP
干预后的艾克曼氏菌属比例升高。该菌属具有潜在的

抗炎作用，并且对调节宿主代谢紊乱有着积极的作用
[32]。由此说明，LBP 干预可以调节哮喘小鼠的肠道菌

群，使更多的有益菌成为优势菌群，抑制有害菌的增

殖，从而维持了哮喘小鼠的肠道健康。 

3  结论 

通过对过敏性哮喘小鼠进行 LBP 干预，观察并记

录其常规状况，发现 LBP 干预可以缓解过敏性哮喘小

鼠的烦躁好动、毛发黯淡倒竖、呼吸频率加快等症状。
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通过病理学结果可知，LBP 可以明显减轻病理损伤，

显著减少炎症细胞的浸润。通过对小鼠的粪便菌群进

行高通量测序分析，发现 LBP 干预的小鼠肠道菌群丰

度较未干预的小鼠有所增加，菌群结构发生改变，说

明 LBP 对过敏性哮喘小鼠的肠道起到调节作用。本研

究初步证实 LBP 能够改善小鼠过敏性哮喘，并且显著

改变了肠道菌群的组成，为该病的防治提供了新的手

段与策略，丰富了该病的发病机制。然而，LBP 改善

哮喘的具体机制以及与肠道菌群的关联需要在接下来

的研究中进一步展开研究。 
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