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摘  要 : 口服肝素药物的开发需要系统地理解口服肝素与肠道菌群之间的互作过程。通过荧光体视镜观察荧光素

标记的肝素经小鼠口服后在体内的分布情况，利用高效液相色谱法检测肝素在模拟胃肠液中的稳定性和体外培养

肠道菌群模拟肠道菌对肝素的降解作用，发现口服肝素主要分布在小鼠胃肠道内，在体外模拟胃肠液条件下肝素

结构稳定，但能够被添加肝素的厌氧培养基培养后的肠道菌群降解。为了进一步揭示口服肝素对健康小鼠肠道菌

群的影响，利用 Illumina MiSeq 高通量测序技术测定口服肝素后 C57BL/6J 小鼠粪便菌群的 16S rRNA 序列，与口

服生理盐水的小鼠粪便菌群进行对比，发现口服肝素的小鼠粪便菌群的生物多样性降低；在门水平上，菌群结构

差异不显著；而在属水平上，别样杆菌属 Alistipes、副萨特氏菌属 Parasutterella 和艾克曼菌属 Akkermansia 相对

丰度增高，而嗜胆菌属 Bilophila、肠杆菌属 Enterorhabdus、瘤胃梭菌属 Ruminiclostridium、普雷沃氏菌科

Prevotellaceae_UCG_001、瘤胃梭菌属 Ruminiclostridium-9、拟杆菌属 Bacteroides、Lachnoclostridium、Candidatus_ 

Saccharimonas、Intestinimonas 和 Dubosiella 的相对丰度减少，表明口服肝素能够影响小鼠肠道菌群结构。此外，

实验发现口服肝素对小鼠无明显毒副作用，具有较高安全性。研究结果将为开发肝素口服递送策略提供新的思路，

为口服肝素类药物的开发提供参考。 

关键词 : 肝素，口服，肠道菌群，降解，胃肠道 
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Abstract:  The development of orally administrated heparin drugs requires a systematic understanding of the interaction 
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between heparin and gut flora. The in vivo distribution of fluorescein-labeled heparin that is orally administrated by mice was 

observed using fluorescein microscopy. In addition, the stability of heparin in simulated gastric and intestinal fluids, as well as 

the in vitro degradation of heparin by gut flora were detected by HPLC. The results show that orally administrated heparin was 

mainly distributed in the gastrointestinal tract of mice, and exerted structural stability under the condition of simulated gastric 

and intestinal fluids in vitro. However, heparin could be degraded by intestinal flora cultured in medium containing heparin. In 

order to further study the effect of orally administrated heparin on intestinal flora in mice, the fecal microbiota 16S rRNA 

fragment of C57BL/6J mice was tested by the Illumina Mi-Seq high-throughput sequencing technology. Compared with the 

gut flora of mice that orally administrated by saline, the biodiversity of gut flora in mice with orally administrated heparin was 

decreased. The difference of microflora structure was not significant at the phylum level, and the relative abundance of 

Alistipes, Parasutterella and Akkermansia was increased at the genus level, and the relative abundance of Bilophila, 

Enterorhabdus, Ruminiclostridium, Prevotellaceae_UCG_001, Ruminiclostridium-9, Bacteroides, Lachnoclostridium, 

Candidatus, Saccharimonas, Intestinimonas and Dubosiella was reduced. These findings indicate that heparin could influence 

the gut flora of mice. In addition, no obvious toxic and side effects were found in mice that orally administrated heparin, 

suggesting the safety of orally administrated heparin. 

Keywords:  heparin, oral administration, gut microbiota, degradation, gastrointestinal tract 

肝素是一种天然存在于哺乳动物体内的线性

多糖大分子，属于糖胺聚糖家族。其结构中含有

3-O-硫酸基的特殊五糖结构，能特异性结合血液

中的 AT III，从而使肝素具有抗凝活性[1-4]。肝素

作为抗凝血药物应用于临床已有 80 多年的历史，

目前低分子量肝素是临床上应用最广泛的抗凝血

药物之一。在临床应用中，肝素类药物以静脉或

皮下注射给药途径为主，尚未见口服肝素类药物

上市。由于肝素口服制剂不仅能减少通过注射给

药的疼痛和不适，而且还有可能减少住院时间，

有更好的患者依从性，因此口服肝素类药物的开

发具有重要的临床意义和应用价值。 

通常认为肝素分子量大、带强负电、极性强

等特性是导致肝素口服生物利用度低的主要原  

因[5]。根据这些特性，以往的研究者已经尝试使

用多种药物递送剂改善口服肝素经胃肠道吸收困

难的问题，包括制备肝素缀合脱氧胆酸形成复合

物[6-7]、脂质体[8]、油-水乳剂以及与聚合物和纳米

颗粒结合等修饰方式研制肠溶肝素制剂等[9-11]。

但是有关口服肝素在体内的吸收代谢途径及其与

肠道菌群的相互作用目前仍不明确。在大鼠静脉

和动脉血栓形成模型中，肝素经口服给药后能在

内皮细胞中发现肝素存在，并且检测到显著的抗

血栓活性[12-13]，表明口服肝素在体内能被内皮吸

收发挥作用。关于口服肝素体内分布的研究中，

通过口服给与小鼠荧光标记的牛磺胆酸  (TCA)

与肝素和多西紫杉醇 (DTX) 连接后的结合物，

分析其在体内的分布发现该类肝素结合物能够到达

小鼠结肠部位[7]。通过口服给予大鼠 0.025–15 mg/kg

的亭扎肝素后，未能在给药后 24 h 内的粪便中检

测出肝素[14]。口服给予狗 7.5 mg/kg 的肝素胶囊

24 h 后，结果只在 1 只狗的粪便中检测到了肝素，

而在实验组内的其他狗的粪便中均未检测到肝  

素[15]。关于口服肝素后粪便中未检测到肝素，与

胃肠道对口服肝素的消化降解作用以及粪便中肝

素检测方法灵敏度相关。因此考察消化道对口服

肝素的影响，需要了解口服肝素在胃液、小肠液

和结肠液环境中的稳定性以及肠道菌群对肝素的

降解能力。 

解析口服肝素的体内活性以及生物利用度

面临的另一个关键问题是阐明肝素与肠道菌群

的相互作用。由于肝素糖链结构复杂以及高度

硫酸化特性使其不易被降解，目前已知肝素酶

可以通过识别特定底物裂解位点破坏糖苷键降

解肝素 [16]，定殖于人体的多形拟杆菌 Bacteroides 

thetaiotaomicron 能够利用自身编码的糖苷水解酶  
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(GH)/多糖裂解酶  (PL) 和硫酸酯酶协同作用克

服糖胺聚糖的硫酸化问题降解肝素[17]，在厚壁菌

门的大型基因组研究中发现存在一类可能有助于

肝素代谢的 GH 或 PL 位点[18]。通过分析肠道菌

群降解肝素的能力，考察肠道菌群对口服肝素稳

定性和抗凝活性的影响，为进一步解析口服肝素

在消化道内的代谢和吸收提供基础。关于肝素对

肠道菌群影响的研究中，Duan 等[19]利用变性梯度

凝胶电泳 (PCR-DGGE)，探索了口服肝素两周后

的小鼠肠道菌群变化，发现与口服生理盐水的小

鼠相比，口服肝素的小鼠粪便菌群中的乳杆菌变

多而肠球菌减少，暗示口服肝素会对肠道菌群结

构产生影响。但是该研究仅采用 PCR-DGGE 进行

了菌群解析，能得到的信息有限，无法全面揭示

口服肝素对肠道菌群结构变化的影响。 

综上所述，虽然目前的研究初步揭示了口服

肝素在有些条件下能够进入体内循环系统的现

象，但大部分研究尚处在探索阶段，仅就口服肝

素在体内不同脏器内的分布进行了探索，而且不

同研究采用的肝素形态和动物模型不同，远远没

有获得面向口服药物研制的统一结论，对口服肝

素在胃肠内的动态变化及其与肠道菌群的相互作

用过程的系统研究还很初步。因此，需要不断建

立全面解析肝素在动物体内分布及其作用机制的

方法。为了系统地揭示口服肝素在胃肠道的变化

及其与肠道菌群的互作，本研究采用健康小鼠作

为动物模型，通过检测荧光肝素在小鼠体内的分

布和在模拟胃肠液中的稳定性，建立体外检测肠

道菌群对肝素降解作用的评价方法，并结合

Illumina MiSeq 测序技术研究口服肝素对健康小

鼠肠道菌群结构的影响。 

本研究的意义在于通过分析口服肝素在健康

模式动物胃肠道内的稳定性，分析可能影响口服

肝素发挥作用的因素，为未来进一步研究口服肝

素递送药物增加肝素在体内的吸收提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

肝素(河北常山生化药业股份有限公司，原料

药级，Mw：(16 430±40) Da，抗 Xa 因子活性：

(191.8±5.7) IU/mg)、厌氧肉汤培养基 (青岛海博

生物科技有限公司)、氯化血红素(上海阿拉丁试

剂有限公司)、维生素 K1 (上海阿拉丁试剂有限公

司)、粪便基因组提取试剂盒 (DP328-02，天根生

化科技有限公司)、采用细菌基因组提取试剂盒

(DP302-02，天根生化科技有限公司)、叠氮化钠 

(色谱纯，Biotopped 公司)、无水硫酸钠(色谱纯，

Sigma 公司)、TSK-GEL G2000SWXL (TOSOH 公

司)、C57BL/6J 小鼠 (清华大学实验动物中心购买)。 

1.2  方法 

1.2.1  荧光肝素在体内代谢分布测定 

荧光肝素制备：将肝素溶液 (100 mg/mL)、

Texas Red 酰肼 (Thermo Fisher Scientific 公司，

100 mg/mL 溶于 DMSO) 和 1-乙基-3-(3-二甲基氨

基丙基)碳二亚胺盐酸盐  (EDC，20 mg/mL) 按  

10︰3︰3 比例混合后，室温避光孵育 2 h，再添

加少量 EDC (总浓度 1 mg/mL)，过夜孵育，利用

3.5 kDa 透析袋彻底透析除盐并冻干后得到 Texas 

Red 标记的肝素。 

C57BL/6J 雄性小鼠 (周龄：6–8 周) 购自清

华大学实验动物中心，小鼠为无特定病原体 (SPF)

级，在清华大学实验动物中心的屏障环境中饲养，

饲养环境为 12 h 光照/12 h 黑暗循环，温度控制为

(22.5±2.5) ℃，湿度控制为 50%±5%。在 C57BL/6J

雄性小鼠禁食 24 h 后，口服给与荧光肝素溶液 

(25 mg/kg) 10 h 后，眼眶取血并断颈处死小鼠后

进行解剖，采集小鼠的心、肝、脾、肺、肾、胃、

小肠和结肠组织样品，在 4  PBS℃ 缓冲液中短暂

储存，之后使用荧光体视镜观察上述组织中的荧

光肝素分布情况，实验中使用锡箔纸封好的离心

管以避光保存小鼠器官。 
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1.2.2  肝素胃肠液稳定性测定 

配制模拟胃液和模拟小肠液，模拟胃液 

(SGF)：胃蛋白酶 1.6 g，氯化钠 2.0 g，HCl 调至

pH 1.2，用容量瓶定容至 500 mL。模拟小肠液 

(SIF)：肠液素 10.0 g，磷酸二氢钾 6.8 g，NaOH

调 pH 至 6.8，用容量瓶定容至 500 mL。模拟结肠

液：肠液素 10.0 g，磷酸二氢钾 6.8 g，NaOH 调

至 pH 7.2，用容量瓶定容至 500 mL。按 30 mg/mL

的终浓度称取适量肝素粉末，分别溶解于对应体

积的模拟胃液、肠液和结肠液中，分别移取各溶

液 2 mL 至标记好的离心管中，37 ℃孵育并在不

同时间收获对应的离心管，100 ℃下水浴 5 min

后，10 000 r/min 离心 10 min 取 1.5 mL 上清液，

用  0.45 μm 滤头过滤，将滤液冷冻干燥后测定肝

素分子量变化。 

1.2.3  肝素分子量测定 

采用欧洲药典规定的凝胶渗透色谱法测肝素

分子量。使用 WATERS 液相检测系统、紫外检测

器和示差检测器串联、 TSK-GELG2000SWXL  

(7.8 mm×300 mm，TOSOH，日本) 进行检测。色

谱条件如下，流速：0.5 mL/min，柱温：35 ℃，进样

体积：20 μL，紫外检测波长：234 nm，时间：40 min，

流动相：28.4 g/L 无水硫酸钠溶液，pH 5.0±0.1。 

1.2.4  粪便菌悬液制备 

向 40 mL PBS 溶液中加入 20 mg 半胱氨酸盐

酸盐充分溶解后 121 ℃灭菌 15 min，配制成无菌

预还原 PBS 溶液。在清华大学实验动物中心的超

净工作台内取 5 粒新鲜小鼠粪便，迅速放入含有

1 mL 无菌预还原 PBS 溶液的离心管中，冰盒中

带回实验室。用螺旋振荡器将粪便混匀制成菌悬

液，4 ℃、1 000 r/min 瞬时离心 2 次，取上清液

作为接种菌悬液。 

1.2.5  小鼠肠道菌群的体外培养 

称取 60 g 厌氧肉汤培养基  (GAM) 溶于    

1 000 mL 蒸馏水中使其充分溶解后，按 60 mL/ 

250 mL 分装于厌氧培养瓶中，121 ℃灭菌 15 min，

按 0.05%的终浓度分别加入过滤除菌后的维生素

K1 溶液与氯化血红素溶液配制成厌氧肉汤培养

基。向其中再加入过滤除菌的肝素溶液配制成含

有 0.5%的肝素厌氧肉汤培养基。在超净工作台中

向厌氧瓶培养瓶中通氮气以去除瓶中的氧气，用

无菌注射器按照 0.5% (体积比) 的接种量取接种

菌悬液进行接种，在恒温摇床中，37 ℃、200 r/min

下厌氧培养 48 h。 

1.2.6  体外培养肠道菌基因组 DNA 提取 

采用细菌基因组提取试剂盒提取肠道菌基因

组，严格按照试剂盒里的实验步骤逐步操作，得

到的核酸样品使用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测提

取的基因组 DNA 完整性。 

1.2.7  PCR 扩增肠道菌群肝素酶基因 

在 Brenda 酶库搜索肝素酶并获取基因序列，

根据基因序列信息设计了 7 对引物，以体外培养

的肠道菌基因组为模板，以表 1 中的引物进行

PCR 反应，通过琼脂糖电泳和 Gel Extraction kit 

(D2500-01，OMEGA BIO-TEK 公司) 纯化回收序

列大小正确的扩增序列，送至南京金唯智公司进

行测序。 

1.2.8  肝素抗凝活性测定 

肝素的抗凝血活性通过使用 APTT 活化部分

凝血酶时间测定试剂盒 (R3018，Sysmex公司) 以

及抗 Xa 活性测定试剂盒 (82098539，Chromogenix

公司，发色底物法) 进行检测，具体方法参考欧

洲药典药品标准 EP7.0 及叶逢春博士论文方法[20]。 

1.2.9  肠道菌群体外共孵育肝素底物 

配制肝素底物缓冲液 (100 mL)：Tris 0.208 7 g、

NaCl 0.257 4 g、无水氯化钙 0.007 77 g，肝素 1.0 g，

HCl 调至 pH 7.0±0.1。 

将厌氧培养 48 h 后的 20 mL 菌液移入离心管

中，4 ℃、10 000 r/min 离心 15 min 取沉淀，再用

PBS 缓冲液清洗菌体 2 次，将得到的菌体与肝  

素底物缓冲液在 30 ℃下共孵育 3 h，孵育完毕后

13 000 r/min 离心 20 min，取上清低温冷冻干燥
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后，用高效液相色谱仪检测肝素分子量变化。 

1.2.10  动物实验设计及粪便取样 

将 C57BL/6J 雄性小鼠 (周龄：6–8 周) 随机

分成两组即灌胃生理盐水组 (WT 组) 和灌胃肝

素组 (HP 组)，每组 10 只。按 30 mg/(kg·d)的肝

素剂量连续给小鼠灌胃 30 d，对照组小鼠灌胃生

理盐水，实验过程中所有小鼠均可任意饮水与饮

食。给药期间记录小鼠体重变化，在动物实验中  

心的超净工作台内采集每只小鼠灌胃后的第 10、

20、30 天的新鲜粪便样本，每次采集粪便后迅速

置入标记过的 1.5 mL 无菌离心管内置于冰盒中，

在实验室–80 ℃冰箱中储存直至分析。 

1.2.11  粪便样本基因组 DNA 提取 

使用粪便基因组提取试剂盒提取粪便菌群基

因组，严格按照试剂盒里的实验步骤逐步操作，

得到的核酸样品使用超微量分光光度计测定含

量，并用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测提取的基因组

DNA 完整性。 

1.2.12  16S rRNA 微生物群落分析 

通过测定 16S rRNA 中的 V3–V4 区序列，对

小鼠的肠道菌群结构进行分析。高通量测序文库

构建和基于 Illumina MiSeq 平台的测序工作由

GENEWIZ 公司 (苏州，中国) 完成。经过质量过

滤，去除嵌合体序列，最终得到的序列用于操作

分类单元 (Opetational taxonomic unit，OTU) 分

析，使用 VSEARCH (1.9.6) 进行序列聚类 (序列

相似性设为 97%)，用参考数据库 Silva 132 比对

16S rRNA。然后用 RDP classifier (Ribosomal 

Database Program) 贝叶斯算法对 OTU 的代表性

序列进行物种分类学分析，之后分析样本的 Alpha

多样性和 Beta多样性，统计每个样本的群落组成。 

1.2.13  结肠长度、脾重指数与组织学分析 

给药周期结束后，给予小鼠安乐死，并解剖

小鼠获得全段结肠组织，用标尺测量小鼠结肠长

度后，取一部分结肠组织置于 10%福尔马林中固

定，之后制作肠组织石蜡切片，再对切片进行苏 

表 1  肝素酶引物序列 

Table 1  Primer sequence of heparinase 
Primer 
name

Primer sequence(5ʹ–3ʹ) 
Size 
(bp) 

A-F 
A-R 

AGAAAAGCATCCTGCGTCTGAGTC 
CTTGATCTGTGATGATAGTCGCACCT

24 
26 

B-F 
B-R 

ACGGGTAAACGTACAGGCTG 
ACGGGAACGGTACTATCACCTAC 

20 
23 

C-F 
C-R 

GACCGAACGGGTGAATGTT 
ACCTATAGCATACCGGCACTGT 

19 
22 

D-F 
D-R 

GCATTAATCACCCTCTGCCT  
AGAGCCCCCTATTTCTCTGAGT 

20 
22 

E-F 
E-R 

AAGCAGGCCAGAGGTTACCT  
GCTATCTGTACGCCTACCACTTTC 

20 
24 

F-F 
F-R 
G-F 
G-R 

CTGGCAAGAGATAGAGGGAGTTAAT 
TGGCAAAAGTAACGACACGAT 
GAGCAACCTGCCGTGATAAAGGT 
GGTTTCGGTAAGGAATCAACCAGTCT

25 
21 
23 
26 

 

木精-伊红染色，通过显微镜观察拍照。另取小鼠

脾脏，在分析天平上测定湿重并记录，计算出脾

重指数，即脾重指数=脾脏重量(mg)/体重(g)。结

果以 mg/10 g 体重表示。 

1.2.14  统计学分析 

所有实验均有生物学重复，所有数据均以平

均值±标准偏差表示。生物统计学显著性差异使用

Origin Lab 软件 (Origin Pro 8.0，Origin Lab Co，

Northampton，MA，USA) 进行单向方差分析

(ANOVA)，P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  口服荧光肝素的小鼠体内分布 

使用荧光体式镜分别观察口服灌胃荧光肝素

10 h 后，小鼠的心、肝、脾、肺、肾、胃、小肠

和结肠的荧光肝素分布情况。如图 1 所示，荧光

肝素主要分布在小鼠的胃、小肠的食糜中以及结

肠部位 (图 1A)；而在小鼠的心、肝、脾、肺、

肾的剖面并未观察到荧光肝素的存在 (图 1B)，同

时血清中也未检测到荧光肝素信号。表明口服肝

素 10 h 后肝素主要集中存在于胃肠道中，未经血

液循环进入到肠外其他脏器中。由此可以推测，

小鼠口服肝素后，胃肠道环境是影响口服肝素代 
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图 1  荧光肝素在小鼠体内不同组织中的分布 

Fig. 1  Distribution of fluorescent heparin in tissues. (A) From the top to the bottom are the stomach, stomach section, 
small intestine and colon tissue. (B) From top to bottom are the heart, liver, spleen, lung and kidney tissue sections. The 
left side of the figure is the famous field, and the right side is the corresponding fluorescent picture. 
 

谢与稳定性的主要因素之一，因此需要了解口服

肝素在胃肠道环境中的存在特性。 

2.2  肝素在模拟胃肠液中的稳定性 

实验使用的肝素为未分级肝素，是一种分子

量不均一的混合物，色谱峰分布较宽，保留时间

为 13.8 min (图 2A)。通过灌胃给药肝素后肝素首

先进入胃环境，其主要特点是酸性较强。结果发

现在模拟胃液中消化 12 h 的肝素色谱峰的保留时

间和峰面积均未变化 (图 2B)，说明肝素在模拟胃

液环境中比较稳定，肝素分子量无明显变化。此

外，在模拟小肠液条件下消化 12 h 的肝素色谱峰

的保留时间和峰面积也没有变化 (图 2C)，表明肝

素在模拟小肠液条件下稳定性较好。最后，肝素

在模拟结肠液条件下消化 24 h 内的色谱峰的保留

时间和峰面积没有改变 (图 2D)，表明肝素在模

拟结肠液环境中稳定性高。以上实验结果表明，

模拟胃液、小肠液和结肠液对肝素的稳定性影响

较小，暗示口服肝素能够稳定到达结肠部位。 

2.3  肠道菌群体外降解肝素的特性 

考虑到上述模拟胃肠液为无菌状态，而现实

小鼠肠道特别是结肠段存在大量肠道菌群，因此

探究口服肝素在小鼠肠道内的代谢，需要考察肝

素与肠道菌群的互作关系。由于肠道内环境十分

复杂，结肠内存在种类繁多且宿主难以消化的复

杂多糖，会对低剂量肝素检测产生较大的影响，

且目前尚未建立检测肠道内和粪便中肝素的有效

分析方法。因此，我们通过体外培养粪便菌群的

方法，间接推测结肠中肠道菌群对肝素的影响。 
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图 2  肝素在模拟胃肠液中的高效液相色谱图 

Fig. 2  High performance liquid chromatogram of heparin in simulated gastrointestinal fluids for different time periods. 
(A) Standard heparin. (B) Heparin in simulates gastric fluid. (C) Heparin in simulates small intestine fluid. (D) Heparin 
in simulates colon fluid. 
 

在体外使用添加肝素的厌氧肉汤培养基培养粪便

菌群，收集并测定培养 0、2、6、24 h 时培养液

中的肝素，发现培养液中的肝素色谱峰保留时间

一致。但是在同样的样品制备条件下，随着培养

时间延长不同培养液中的肝素峰面积逐渐减小 

(图 3A)，表明肝素能被厌氧瓶中培养的肠道菌群

降解。与添加肝素的厌氧肉汤培养基培养的肠道

菌群细胞体外共孵育后的肝素色谱图明显右移，

保留时间增大，肝素分子量变小，出现与低分子

肝素色谱图相似的寡糖色谱峰 (图 3 B)，进一步

表明体外培养的肠道菌群可以利用肝素且能将大

分子肝素降解为小分子肝素。由此推测，体外培

养的小鼠肠道菌群中存在能够降解肝素的菌属，

暗示肠道菌群会对口服肝素产生影响。 

为了进一步获得培养菌群降解肝素的分子证据，

进一步提取体外培养的肠道菌群基因组 (图 4 A)，利

用肝素酶引物对该基因组进行 PCR 扩增，通过琼

脂糖凝胶电泳检测得到扩增后的 DNA 电泳条带 

(图 4B)。并对 DNA 进行回收、纯化与测序后，

在 NCBI 中进行序列比对，其中 A 引物扩增得到

的序列与多形拟杆菌 Bacteroides thetaiotaomicron 

7330 编码的肝素酶Ⅱ (hep B) 相似度达 99% 

(Sequence ID: CP012937.1)，G 引物扩增得到的序

列与解纤维素拟杆菌 Bacteroides cellulosilyticus 

WH2 编码的肝素酶Ⅱ (hep B)相似度达 97% 

(Sequence ID: CP012801.1)。肝素酶Ⅱ是以肝素和 
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图 3  肝素体外降解色谱图 

Fig. 3  Chromatogram of degradation heparin in vitro. (A) High-performance gel permeation chromatogram of heparin 
after fermented in vitro at different time points. Blank: Anaerobic broth medium. (B) Chromatogram of in vitro degradation 
of heparin substrate after culture of intestinal flora with (+HP bacteria) or without (-HP bacteria) heparin medium. 
 

 
图 4  细菌基因组及 PCR 产物电泳图 

Fig. 4  Electrophoresis of bacterial genome and PCR 
products. (A) Agarose gel electro-phoresis of bacterial 
genome. M: DNA marker; band 1 and 2: bacterial genome 
of two samples. (B) Agarose gel electrophoresis of PCR 
amplified. M: DNA marker; A–G: PCR amplification 
products by primer A–G (Table 1), respectively. 

硫酸乙酰肝素为底物，裂解 2-O 硫酸化的糖醛酸

的典型肝素酶。上述结果进一步证明体外培养的

肠道菌群中可能存在产生肝素酶Ⅱ的菌群，从而

发挥了降解肝素的作用。此外，为研究肠道菌群

降解后的肝素抗凝活性变化，检测了被体外培养

的肠道菌群降解后肝素的活化部分凝血活酶时间 

(APTT) 和抗 Xa 因子活性。结果发现，与原肝素

相比，其抗凝活性没有明显下降趋势仍具有抗凝活

性 (表 2)，说明培养肠道菌群降解后的肝素仍有抗

凝活性，该结果为口服抗凝肝素研制提供了参考。 

2.4  口服肝素对健康小鼠肠道菌群的影响 

2.4.1  口服肝素对健康小鼠肠道菌群的总体结构

影响 

本文通过测定粪便菌群的 16S rRNA 的

V3–V4 区，分析第 10、20、30 天的 HP 组与 WT 组 
 

表 2  经体外培养肠道菌群降解后肝素抗凝活性 

Table 2  The anticoagulant activity of heparin after 
in vitro degradation by cultivated intestinal flora 

Sample 
APTT 

(IU/mg) 
FL 
(%) 

Anti Xa 
( IU/mg)

FL 
(%) 

HP 163.93 6.1 216.25 10.9 

Degraded HP 158.69 10.4 184.64 9.4 

FL: fiducial limit. 
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小鼠的粪便菌群差异。在移除不合格序列后，每

个样品平均获得约 70 000–90 000 万条序列信息。

根据 97%的序列相似性分析，在不同时间点的

WT 组和 HP 组中都鉴定出 435 个以上的 OTUs，

测序数据量相同时，在灌胃第 10、20、30 天时

HP 组 OTUs 数目均高于 WT 组 (表 3)。对于不同

组中的所有样品序列，Goods_coverage 较高几乎

完全覆盖 (表 3)，表明该测序方法可以表征肠道菌

群的真实组成。分析 Alpha 多样性发现，在灌胃第

10、20、30 天时 HP 组与 WT 组相比差异不显著，

但在灌胃第 10 天时与 WT 组相比 HP 组中 Shannon

和 Simpson 值显著下降 (P<0.05)。以上结果表明，

灌胃肝素对健康小鼠的肠道菌群结构有影响。 

为了进一步验证上述结果，应用了 Venn 图解

分析，主坐标分析 (PCoA) 和聚类分析 (图 5)。

如图 5A 所示，大部分 OTUs 是 WT 组和 HP 组共

有的，少数是各自独特的 OTUs，其中灌胃 30 d

后的小鼠特有的 OTUs 数最多。PCoA 评分图揭示

了 HP 组小鼠的肠道菌群与 WT 组相比存在差异，

但相同处理不同天数的小鼠的微生物群差异较小

(图 5B)。聚类分析也表明 WT 组和 HP 组微生物

群之间存在差异性 (图 5C)。这些结果进一步证实

了灌胃肝素能在一定程度上调节健康 C57BL/6J

小鼠的肠道菌群结构。 

 

表 3  不同灌胃时间的 HP 组及 WT 组小鼠肠道菌群多样性指数 

Table 3  Diversity of gut microbiota of HP and WT groups after different time of oral administration  

Richness  Diversity   

Group Ace Chao1  Shannon Simpson Goods_coverage Reads OTUs 

10d WT 465±15 478±30  6.71±0.11 0.981±0.002 0.999±0.000 59781±10437 431±14

10d HP 471±8 481±5  6.42±0.10* 0.970±0.004* 0.999±0.000 63457±3306 443±7 

20d WT 473±13 479±17  6.52±0.17 0.979±0.003 0.999±0.000 62239±12331 442±11

20d HP 474±7 479±4  6.50±0.06 0.973±0.001 0.999±0.000 63837±1666 449±4 

30d WT 463±8 476±13  6.39±0.19 0.976±0.003 0.999±0.000 59555±3583 429±15

30d HP 469±4 470±7  6.00±0.49 0.956±0.016 0.999±0.000 54940±5534 433±15

WT: control; HP: heparin; data are expressed as ±x s (n=3), *P<0.05. 

 

 
 

图 5  灌胃肝素对小鼠肠道菌群结构影响 

Fig. 5  Structural modulation of gut microbiota by heparin treatments. (A) Venn diagrams showing the unique and 
shared OTUs in the gut microbiota among the WT group and heparin group in different time points of oral 
administration. (B) Plots shown were generated using the unweighted version of the UniFrac-based PcoA. (C) 
Clustering analysis of variance from PCoA matrix scores; WT: control group; HP: heparin group. 
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2.4.2  灌胃肝素对小鼠肠道菌群中特定菌属的影响 

为了分析 HP 灌胃后的小鼠肠道菌群结构变

化，在门和属水平上比较了灌胃不同时间 HP 组

和 WT 组小鼠的菌群结构差异。如图 6A 所示，

在门水平上，WT 组和 HP 组小鼠肠道菌群中优势

菌门组成无差异，主要由厚壁菌门、拟杆菌门、

变形菌门、脱铁杆菌门和放线菌门等菌门构成。

在第 30 天时 HP 组和 WT 组中拟杆菌门相对丰度

均有增高趋势，但是差异不显著。在门水平上，

相同时间点 HP 组与 WT 组间菌群没有显著差异，

通过对 3 个时间点的 WT 组和 HP 组内样品进行

LEfSe 分析，在属水平上发现了两组中分别对肠 

 

 
 

图 6  灌胃肝素在门和属水平对肠道菌群的影响 

Fig. 6  Response of gut microbiota at the phylum and genus levels to heparin treatments. (A) Relative abundance of gut 
microbiota at the phylum level. LEfSe analysis identifies the gut microbiota phylotypes with the statistical difference in 
abundance between the WT and HP groups. (B) After 10 d. (C) After 20 d. (D) After 30 d. Only the phylotypes with 
LDA score higher than 2 were shown. 
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道菌群结构差异性影响较大的微生物。图 6B、6C

和 6D 中显示了灌胃后第 10、20、30 天时 WT 组

和 HP 组内的样本基于 LDA 分值分析得到的柱状

图，柱状图中展示了两个组别中分别对菌群结构

差异贡献较大的标志性微生物。由图 6B 所示，

在灌胃第 10 天时 WT 组与 HP 组肠道菌群存在一

定差异，HP 组中对菌群结构差异影响较大的微生

物 主 要 是 来 自 变 形 菌 门 Proteobacteria 中 的

Parasutterella、疣微菌门 Verrucomicrobia 中的

Akkermansia 和 Ruminococcaceae-UCG-014 等，

WT 组中对菌群结构差异影响较大的微生物是

Prevotellaceae_UCG_001、罗斯氏菌属 Roseburia、

Ruminiclostridium、颤杆菌克属 Oscillibacter、厌

氧棍状菌属 Anaerotruncus 和 Lachnoclostridium； 

由图 6C 所示，在灌胃 20 d 时 HP 组中对菌群结构差

异影响较大的优势菌为丁酸弧菌属 Butyricimonas、

Ruminiclostridium、Ruminiclostridium_9、Oscillibacter

和 Intestinimonas ， 而 WT 组 中 的 优 势 菌 为

Prevotellaceae_UCG_001、Lachnoclostridium 以及

Enterorhabdus；在灌胃 30 d 时发现 (图 6D)，在

HP 组对菌群结构差异影响较大的 Butyricimonas

和 Parabacterioides 等丰度升高，而 Dubosiella、

Lachnoclostridium 和 Candidatus_Saccharimonas

等丰度降低。说明口服肝素能够改变小鼠肠道中

某些菌属的相对丰度，对健康 C57BL/6J 小鼠肠道

菌群结构有调节作用。 

2.5  口服肝素的体内药物安全性 

分别检测连续灌胃 30 d 肝素和灌胃生理盐水

后健康小鼠的体重、结肠长度、脾重指数和结肠

组织结构变化，初步分析口服肝素的生物安全性。

如图 7A 所示，HP 组与 WT 组的小鼠体重变化趋

势一致。通过测定 WT 组和 HP 组小鼠的结肠长 

 
 

图 7  口服肝素对小鼠生长的影响 

Fig. 7  Effect of oral heparin on mouse growth. (A) The curve of body weight change in mice with heparin 
administered for 30 d. (B) Effect of gavage heparin 30 d on colon length in mice. (C) HE-stained of colon section of 
mice after heparin administration for 30 d. (D) Effects of gavage heparin 30 d on spleen weight index in mice. 
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度以及观察结肠组织结构 HE 染色切片，分析口

服肝素对小鼠结肠的宏观结构影响。发现 WT 组

与 HP 组小鼠的结肠长度无统计学差异 (图 7B)。

HP 组与 WT 组小鼠的结肠结构相似，肠粘膜完整

无脱落，隐窝结构正常，上皮细胞排列整齐，形

态正常 (图 7C)，提示长期口服肝素对小鼠的结肠

长度、结构无显著影响。脾重指数是粗略反映机

体免疫能力强弱的指标，如图 7D 所示，灌胃肝

素 30 d 后 HP 组与 WT 组的脾重指数也无生物统

计学差异，说明口服灌胃肝素 30 d 对小鼠的免疫

功能无明显影响。以上结果均表明口服肝素对健

康小鼠具有较高安全性。 

3  讨论 

本研究首先通过体外菌群培养和动物实验，

结合高效液相色谱法等现代仪器分析手段以及

Illumina 高通量测序技术，对肝素和肠道菌群的

相互作用过程进行分析，初步探究了肠道菌群对

肝素的降解作用和口服肝素对小鼠肠道菌群的调

节作用。体外实验结果表明，肝素在模拟胃肠液

中的稳定性高，不易被降解。之前的研究也表明

肝素中糖苷键不易被酸水解，其中的 O-硫酸基对

酸水解相当稳定，而在碱性条件下，N-硫酸基相

当稳定[21-22]。实验证明肝素能够被体外培养的肠

道菌群降解，目前相关代谢组学研究也发现粪便

菌群能够编码丰富多样的复杂多糖降解酶，特别

是拟杆菌门中的菌属[23]。通过检测体外培养的肠

道菌群降解后的肝素的抗凝血活性，发现降解前

后肝素抗凝活性变化较小，这与前人研究报道提

及的经肝素酶Ⅱ和Ⅲ降解的肝素仍有抗凝活性的

结果一致[24]。这一结果表明，尽管肠道菌群能够

降解口服肝素，但其抗凝活性仍能够保持，为未

来口服肝素药物递送策略的研究提供了参考。 

体内动物实验表明口服荧光标记的肝素主要

分布在小鼠胃肠道内，这与之前一项口服荧光肝

素复合物在体内代谢研究结果一致，荧光肝素主

要在回肠积累，在结肠中也有分布[7]。分析粪便

菌群的 16S rRNA 序列发现，长期口服肝素的小

鼠肠道菌群结构发生变化，与 WT 组相比灌胃肝

素后小鼠的肠道菌群多样性降低；在属水平上，

口 服 肝 素 使 肠 道 菌 群 中 的 某 些 菌 属 ， 如

Parasutterella、Akkermansia、Ruminiclostridium、

Intestinimonas、Butyricimona 和 Parabacterioides

的相对丰度增加。现在已经发现 Parasutterella 菌

属能够产生琥珀酸，细菌来源的琥珀酸盐通过促

进严格厌氧细菌的定殖，对宿主产生有益作用[25]；

其中的 Intestinimonas 和 Butyricimonas 菌属中的

某些菌属被发现能够产生短链脂肪酸 [26-28]；而

Akkermansia 菌属中的 Akkermansia muciniphila 被

认为是一种很有前景的益生菌，能够降解肠粘蛋

白生成短链脂肪酸[29]，与肥胖、糖尿病、心脏代

谢疾病和低度炎症呈负相关[30-31]，另外还有研究

发现它能粘附于肠上皮细胞并在体外增强肠上皮

单层细胞完整性，增强受损肠道的屏障功能[32]。口

服肝素后 Bilophila、Enterorhabdus 菌属的相对丰

度减少。其中 Enterorhabdus 被发现在前驱糖尿病

患者体内丰度增高[33]；Bilophila 菌属中的沃氏嗜

胆菌 Bilophila wadsworthia 是一种能够引起和加

重炎症的致病菌[34-35]。 

最后，在口服肝素生物安全性方面，本研究

表明长时间口服肝素没有对小鼠的生长产生明显

负面影响，表明口服肝素安全性高。这与 Kim 等[36]

用低分子量肝素-脱氧胆酸盐结合物对小鼠口服

毒性研究结果一致，该研究中没有造成小鼠的体

征参数以及死亡率的变化，通过延长给药时间至

4 周小鼠也无死亡和体重下降现象。综上所述，

口服灌胃肝素能够被肠道菌群降解，能够在一定

程度上调节肠道菌群结构，这可能与口服肝素的

生物利用度和体内生物活性的发挥有关，为未来

口服肝素类药物的开发及药效解析提供参考。 
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