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摘 要 目的 探讨芍药汤对湿热泄泻大鼠肠道微生态的影响。方法 将雄性SD大鼠随机分为生理组、模型组和芍药汤低、中、高

剂量组（单次以生药量计分别为5.62、28.10、56.20 g/kg），每组7只。除生理组外，其余组均采用高糖高脂饲料、高温高湿环境饲养

联合白酒、大肠杆菌菌悬液灌胃的方法构建湿热泄泻大鼠模型。造模成功后第2天，芍药汤各剂量组大鼠分别灌胃相应药液，早

晚各1次，连续3 d。末次给药后，进行粪便宏基因组测序及生物学信息分析，并检测其肠道细胞色素 P450（CYP）酶及肠道菌群代

谢酶活性。结果 各组大鼠肠道菌群的各项 α 多样性指标比较，差异均无统计学意义（P＞0.05）。各组大鼠肠道菌群组成相似，主

要菌门包括厚壁菌门、放线菌门、疣微菌门等，核心优势菌属包括杜氏杆菌属、乳杆菌属、龙包茨氏菌属；低、中、高剂量芍药汤可不

同程度逆转模型组大鼠肠道厚壁菌门、龙包茨氏菌属、双歧杆菌属、单球杆菌属等相对丰度的降低，以及变形菌门、疣微菌门、埃希

菌属-志贺菌属、棒状杆菌属等相对丰度的升高（P＜0.05）。芍药汤各剂量组大鼠参与碳代谢、辅因子生物合成等途径的肠道菌群

的相对丰度较高。与模型组比较，芍药汤各剂量组大鼠的氨苯酚、咪达唑仑代谢消除率，对硝基苯酚浓度（低剂量组除外）及其代

谢率均显著升高（P＜0.05）。结论 芍药汤可纠正湿热泄泻大鼠的肠道菌群紊乱，促进肠道CYP代谢酶和菌群代谢酶活性的恢复，

从而改善肠道微生态。
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Effects of Shaoyao decoction on intestinal microecology in rats with damp-heat diarrhea
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the impact of Shaoyao decoction on the intestinal microecology of rats with damp-heat 

diarrhea. METHODS Male SD rats were randomly divided into physiological group， model group， and Shaoyao decoction low-， 

medium- and high-dose groups （single dose of 5.62， 28.10 and 56.20 g/kg， by raw drugs）， with 7 rats in each group. Except for 

the physiological group， the remaining groups were all fed with high-sugar and high-fat diet， raised in a high-temperature and high-

humidity environment， and administered white liquor and Escherichia coli suspension by gavage to establish a rat model of damp-

heat diarrhea. On the second day after modeling， rats in each dosage group of Shaoyao decoction were administered the 

corresponding solution by gavage， once in the morning and once in the evening， for 3 consecutive days. After the last 

administration， fecal metagenomic sequencing analysis and biological information analysis were performed to detect the activities of 

intestinal cytochrome P450 （CYP） enzymes and intestinal flora metabolic enzymes. RESULTS There was no significant difference 

in the α diversity indexes of intestinal flora among the groups （P＞0.05）. The main phyla of rats in each group included 

Firmicutes， Actinobacteriota and Verrucomicrobiota， and the core dominant genera included Dubosiella， Lactobacillus and 

Romboutsia； low- ， medium- and high-dose of Shaoyao decoction could reverse the decrease in the relative abundance of 

Firmicutes， Romboutsia， Bifidobacterium and Monoglobus， as well as the increase in the relative abundance of Proteobacteria， 

Verrucomicrobiota， Escherichia-Shigella and Corynebacterium （P＜0.05）. Rats in each dosage group of Shaoyao decoction showed 

higher relative abundance of intestinal flora involved in carbon metabolism and cofactor biosynthesis pathways. Compared with the 

model group， the elimination rates of aminophenol and midazolam， as well as the concentration （except for the low-dose group） 

and metabolic rate of p-nitrophenol in rats of each dose group of Shaoyao decoction were significantly increased （P＜0.05）. 
CONCLUSIONS Shaoyao decoction can correct intestinal flora disorder in rats with damp-heat diarrhea， promote the recovery of 

intestinal CYP metabolic enzymes and intestinal flora metabolic enzymes， and thereby comprehensively improve intestinal 

microecology.
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芍药汤首载于《素问病机气宜保命集》，由白芍、黄

连、当归、木香、槟榔、炙甘草、大黄、黄芩、肉桂组方而

成[1]。该方为反治法代表方，是治疗湿热泄泻的主方，临

床疗效显著[2―3]，但其药效发挥的具体科学内涵尚有待

借助现代技术予以阐释，以便后续传承应用。本课题组

前期通过 16S rDNA 序列分析证实，芍药汤可改善湿热

泄泻大鼠的肠道菌群多样性[4]，但并未对粪便样品进行

宏基因组测序分析；且 16S rDNA 仅能基于保守区进行

以属水平为主的分类分析，无法获取具体功能信息，难

以满足肠道菌群与宿主健康关联深度机制的研究需求。

与 16S rDNA 序列分析相比，宏基因组测序能直接解析

菌群全部遗传信息，实现精准到种甚至菌株水平的物种

鉴定，并可同时挖掘功能基因（如代谢通路、耐药基因

等），能更全面、精准、系统地解析样本中微生物群落的

组成特征及其基因功能。基于此，本研究以湿热泄泻大

鼠为对象，探讨芍药汤对大鼠肠道菌群宏基因组学、肠

道细胞色素 P450（cytochrome P450，CYP450）代谢酶及

菌群代谢酶活性的影响，以期为芍药汤作用机制阐释及

中医特色治法研究提供新的思路。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用仪器包括 Illumina NovaSeqTM X Plus 测

序仪（美国 Illumina 公司），GeneAmp 9700型聚合酶链式

反应（PCR）仪（美国 ABI 公司），SPX-150B-8型生化培养

箱（上 海 博 迅 实 业 有 限 公 司 医 疗 设 备 厂），Vanquish     

Horizon 型超高效液相色谱系统、Q-Exactive HF-X 型质

谱 仪 、TSQ Quantiva/Endura 型 质 谱 仪（美 国 Thermo 

Fisher Scientific 公司），TU-1901型紫外-可见分光光度

计（北京普析通用仪器有限责任公司）等。

1.2　主要药品与试剂

白芍、黄连、当归、木香、槟榔、炙甘草、大黄、黄芩、

肉 桂 饮 片（批 号 分 别 为 20200201、200301、200603、

191201、190501CP0655、200508、02-19120201、20200203、

20191211）均购自河南张仲景大药房股份有限公司，由

河南中医药大学第一附属医院药检室施钧瀚副主任药

师鉴定均为真品。

对照品氨苯砜（批号 100114-201602，纯度 99.2%）、

咪达唑仑（批号171265-201402，纯度99.8%）、黄芩苷（内

标，批号110715-202223，纯度97.2%）均购自中国食品药

品检定研究院；LB 肉汤培养基（批号 L8291）购自北京索

莱宝科技有限公司；DNA 提取试剂盒（批号 dp712-02）购

自天根生化科技（北京）有限公司；AxyPrepDNA 凝胶回

收试剂盒（批号 AP-GX-250）购自美国 Axygen Scientific

公司；NEXTFlexTM Rapid DNA-Seq 试剂盒（批号 5114-

08）购自美国 BIOO 公司；NovaSeq X Series 25B 测序试

剂盒（批号 20104706）购自美国 Illumina 公司；对硝基苯

基-β-D-吡喃葡萄糖苷（批号 P134941）购自阿拉丁试剂

（上海）有限公司；甲醇、乙腈、乙酸均为色谱纯，其余试

剂均为分析纯或实验室常用规格，水为纯净水。

1.3　动物与饲料

本研究使用的健康清洁级雄性 SD 大鼠由河南省实

验动物中心提供，体重为 160～200 g，动物生产许可证

号为 SCXK（豫）2017-0001。所有实验动物均日常饲养

于清洁级动物实验室（温度20～26 ℃，相对湿度40%～

70%）内，自由摄食、饮水。高糖高脂饲料、普通饲料均

由河南省实验动物中心提供。本实验全程遵循实验动

物福利伦理相关要求，研究方案获得河南中医药大学第

一附属医院实验动物福利伦理审查委员会审批（批准编

号 YFYDW2020010）。

1.4　细菌

大肠埃希菌 Escherichia coli 标准菌株 CVCC1524，

由中国兽医药品监察所提供。

2　方法
2.1　药液的制备

取白芍30 g，黄连、当归、黄芩各15 g，木香、槟榔、炙

甘草各 6 g，大黄 9 g，肉桂 5 g，混合；加 6倍量水浸泡 30 

min 后，煎煮 40 min，过滤；药渣以同法再次煎煮，过滤；

合并两次滤液，冷冻干燥，备用。临用前，以生理盐水稀

释，制成0.2 g/mL（以生药量计，下同）的药液，作为低剂

量组药液；按比例增加各饮片用量，同法煎煮、干燥、稀

释，分别制成1、2 g/mL 的药液，作为中、高剂量组药液。

2.2　造模与分组

将大鼠随机分为生理组、模型组、芍药汤高剂量组、

芍药汤中剂量组、芍药汤低剂量组，每组7只。生理组大

鼠以普通饲料于常规环境下饲养，其余4组大鼠参考文

献方法[5]建立湿热泄泻模型：大鼠先以含12% 猪油和8%

蜂蜜的高糖高脂饲料饲养 7 d，再于高温高湿环境[温度

（32±2）℃、相对湿度85%～90%]下饲养7 d。于造模的

最后3 d，灌胃52度白酒（每200 g 体重灌胃2 mL），每天

1次，连续 3 d；于造模的最后 2 d，灌胃 1×109 cfu/mL 大

肠埃希菌菌悬液（以生理盐水为溶剂，每200 g 体重灌胃

2 mL），每天1次。若大鼠出现稀便症状≥1 d，则视为模

型构建成功。

造模成功后第 2天，生理组和模型组大鼠灌胃等体

积生理盐水（每 200 g 体重灌胃 5.6 mL），芍药汤低、中、

高剂量组大鼠分别灌胃“2.1”项下芍药汤药液（每 200 g

体重每次灌胃 5.6 mL，即单次以生药量计分别为 5.62、

28.10、56.20 g/kg，相当于1、5、10倍临床等效剂量），每天

早晚各1次，连续3 d。

2.3　粪便宏基因组测序与生物学信息分析

末次给药 3 h 后，采集各组 7只大鼠的新鲜粪便样

品，于－80 ℃保存。取出上述样品，加入磷酸盐缓冲液

（PBS）适量，充分振荡混匀 5～10 min 后，以 3 000×g 离

心5 min×3次；合并上清液，以15 000×g 离心5 min；收

集菌体沉淀，依次用 PBS 洗涤 4次、水洗涤 1次后，用水

50 μL 重悬，加入等体积 TritonX-100试剂，于沸水浴中

静置 5 min，再于冰浴中骤冷，得细菌裂解液，备用。取

上述裂解液，利用相应试剂盒抽提样品总 DNA，待检测
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其浓度、纯度和完整性后进行片段化处理；筛选长度约

400 bp 的 DNA 片段，使用 NEXTFlexTM Rapid DNA-Seq

试剂盒构建双端测序文库，再使用测序仪进行宏基因组

测序。上述实验由上海美吉生物医药科技有限公司

完成。

采用 Fastp 软件对所得序列文本（reads）3′、5′端的

adapter 序列进行质量剪切，去除长度＜50 bp、平均碱基

质量＜20以及含氮碱基的 reads；采用 BWA 0.7.17软件

进行宿主 DNA 序列比对，去除相似性高的污染 reads；使

用 UPARSE 软件，以相似度97% 为阈值对测序序列进行

操作分类单元（operational taxonomic unit，OTU）聚类分

析，并根据 OTU 聚类结果进行 α 多样性分析、各菌群

（门、属水平）组间丰度差异分析；根据相对丰度进行主

要菌门和优势菌属分析。使用 MEGAHIT 1.1.2软件对

优化后的序列进行拼接组装，并筛选长度≥300 bp 的重

叠群（contigs）作为最终的拼接结果；使用 Prodigal 2.6.3

软 件 对 上 述 contigs 进 行 开 放 阅 读 框（open reading 

frames，ORFs）预测，选择长度≥100 bp 的片段，将其翻

译为氨基酸序列；采用 CD-HIT 4.7软件对预测出的所有

样品序列进行聚类分析，以最长的基因序列为代表，构

建非冗余基因集；使用 Diamond 2.0.13软件将非冗余基

因集的氨基酸序列与京都基因和基因组数据库（Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）进行比对

（BLASTP 比对参数设置期望值 e-value 为1×10－5）[6]，获

得各组非冗余基因对应的 KEGG 功能，并以基因和蛋白

功 能 分 类（KEGG orthology annotation，简 称“KO 注

释”）、代谢通路（pathway）、酶学分类（enzyme commis‐

sion classification，EC）、表达相似基因集合（module）对

应的基因丰度总和计算对应功能类别的丰度。上述实

验亦由上海美吉生物医药科技有限公司完成。

2.4　肠道CYP代谢酶活性检测

2.4.1　色谱与质谱条件

以 Acquity UPLC BEH C18（2.1 mm×100 mm，1.7 

μm）为色谱柱，以0.1% 甲酸溶液（A）-乙腈（B）为流动相

进 行 梯 度 洗 脱（0～5.0 min，20%B→100%B；5.0～6.0 

min，100%B；6.0～6.1 min，100%B→20%B；6.1～9.0 min，

20%B）；柱 温 为 30 ℃；流 速 为 0.2 mL/min；进 样 量 为      

1 μL。

采 用 电 喷 雾 电 离 源 ，以 多 反 应 监 测（multiple-

reaction monitoring，MRM）模式进行正离子扫描；毛细

管电压为 3 500 V；雾化器压力为 25 psi；干燥气温度为

325 ℃；干燥气流速为 7.0 L/min；碰撞气为高纯氮气。

各待测成分及内标的定量用质谱参数见表1。

2.4.2　溶液制备与方法学考察

精密称取氨苯砜、咪达唑仑对照品各适量，加甲醇

溶解，制成每1 mL 含氨苯砜2.5 mg 和咪达唑仑2.82 mg

的混合对照品母液。精密吸取上述混合对照品母液，以

甲醇稀释，制成一系列质量浓度的对照品溶液，备用。

取黄芩苷对照品适量，用甲醇溶解，制成每1 mL 含黄芩

苷 10 μg 的内标工作液，备用。定量分析的方法学考察

符合《药物非临床药代动力学研究技术指导原则》[7]的相

关要求。

2.4.3　样品孵育体系建立

末次给药后，将大鼠禁食不禁水24 h；随后，各组取

6只大鼠，麻醉后处死，分离其幽门下肠段适量，参考文

献方法[8]制备大鼠肠微粒体（质量浓度为255 ng/μL），并

构建样品孵育体系。该孵育体系包含500 ng/mL 的氨苯

砜、1 400 ng/mL 咪达唑仑、100 mmol/L PBS（pH7.4）、还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）生成系统

（1.3 mmol/L 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸、3.3 mmol/L 葡萄

糖-6-磷酸、1.08 U/mL 葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、3.3 mmol/L

氯化镁）和肠微粒体，反应总体积为200 μL。

2.4.4　样品孵育、处理与代谢率测定

将上述孵育体系于 37 ℃下孵育 20 min，加冰甲醇

190 μL 终止反应，以 15 000×g 离心 5 min；取上清液 80 

μL，精密加入内标工作液 20 μL，涡旋混匀 30 s；加入甲

醇500 μL，涡旋混匀3 min，再以15 000×g 离心10 min；

取上清液，以氮气流吹干，残渣用甲醇200 μL 复溶，涡旋

混匀 2 min，再以 15 000×g 离心 10 min，取上清液进行

超高效液相色谱-串联质谱分析。通过检测反应前后探

针药物氨苯砜和咪达唑仑的质量浓度变化，计算探针药

物代谢率[探针药物代谢率＝（1－孵育后反应体系中探

针药物的质量浓度/初始时反应体系中探针药物的质量

浓度）×100%]，用于表征各组大鼠肠微粒体中 CYP450

代谢酶活性。

2.5　肠道菌群代谢酶活性检测

参考文献方法[9]，于末次给药 3 h 后，收集各组 6只

大鼠的结肠和回肠段内容物，加入4倍量的 PBS 稀释，制

成混悬液；取上述混悬液 1 mL 加入 LB 肉汤培养基 5 

mL，混匀，制得肠菌培养液；精密量取上述肠菌培养液5 

mL，以醋酸钠-醋酸缓冲液定容至 25 mL，制得酶溶液。

取另一离心管，加入醋酸钠-醋酸缓冲液（pH 与酶溶液相

同）0.6 mL、上述酶溶液0.2 mL、20 mmol/L 底物（对硝基

苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷）溶液 0.2 mL，于 37 ℃下孵育

120 min，随后以 1 mol/L 碳酸二钠溶液 2.5 mL 终止反

应。反应溶液经离心后取上清液，使用紫外-可见分光

光度计于400 nm 波长下测定其吸光度值，按标准曲线法

计算最终反应体系中对硝基苯酚的含量并计算底物代

谢率（底物代谢率＝孵育后反应体系中对硝基苯酚的摩

尔浓度/初始时反应体系中底物的摩尔浓度×100%），用

于表征各组大鼠肠道菌群代谢酶活性。

表1　各待测成分及内标的定量用质谱参数

待测成分/内标
氨苯砜
咪达唑仑
黄芩苷（内标）

母离子 m/z

249.1

341.9

447.0

子离子 m/z

92.1

323.7

271.0

驻留时间/ms

200

200

200

碎裂电压/V

100

30

60

碰撞能/eV

21

22

21
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2.6　统计学方法

采用 SPSS 24.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s 表示，多组间比较采用方差分析，进一步两两

比较采用 LSD-t 检验。检验水准α＝0.05。

3　结果
3.1　芍药汤对肠道菌群的影响

3.1.1　α 多样性分析

各组大鼠肠道菌群的 α 多样性指标[包括丰度覆盖

度估计量（abundance-based coverage estimator，ACE）和

Chao、Shannon、Simpson 指数]虽有细微波动，但组间比

较的差异均无统计学意义（P＞0.05）。结果见表2。

3.1.2　肠道菌群组成分析

在门水平（图1A）中，各组大鼠肠道菌群组成相似，

主要菌门为厚壁菌门 Firmicutes、放线菌门 Actinobacte-

riota、疣微菌门 Verrucomicrobiota、变形菌门 Proteobac-

teria，其相对丰度均超过 1%。与生理组相比，模型组厚

壁菌门的相对丰度显著降低，变形菌门、疣微菌门的相

对丰度均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，芍药汤

低、高剂量组厚壁菌门的相对丰度均显著升高，变形菌

门、疣微菌门的相对丰度均显著降低（P＜0.05），且其菌

群结构接近于生理组；芍药汤中剂量组变形菌门的相对

丰度亦显著降低（P＜0.05），其余菌门的相对丰度与模

型组比较的差异均无统计学意义（P＞0.05）。

在属水平（图 1B）上，5组大鼠的核心优势菌属（相

对丰度＞5%）呈高度保守性，其中杜氏杆菌属 Dubosie-

lla、乳杆菌属 Lactobacillus 和龙包茨氏菌属 Romboutsia

的相对丰度均排前3位。进一步分析结果显示，与生理

组相比，模型组埃希菌属-志贺菌属 Escherichia-Shigella

（典型致病菌）、阿克曼氏菌属 Akkermansia、乳杆菌属、

棒状杆菌属 Corynebacterium 的相对丰度均显著升高

（P＜0.05），龙 包 茨 氏 菌 属、严 格 梭 菌 群 Clostridium_

sensu_stricto_1、双歧杆菌属 Bifidobacterium、苏黎世杆

菌属 Turicibacter、丹毒丝菌科未分类群 norank_f_Erysipe-

lotrichaceae、瘤 胃 球 菌 科 未 分 类 群 norank_f_Rumino-

coccaceae、别样杆菌属 Allobaculum、单球杆菌属 Mono‐

globus、NK4A214群 NK4A214_group 的相对丰度均显著

降低（P＜0.05）。与模型组比较，芍药汤各剂量组龙包

茨氏菌属、严格梭菌群、双歧杆菌属、苏黎世杆菌属、单

球杆菌属的相对丰度，芍药汤低、高剂量组的瘤胃球菌

科未分类群、别样杆菌属、NK4A214群的相对丰度以及

芍药汤中、低剂量组的丹毒丝菌科未分类群的相对丰度

均显著升高（P＜0.05）；芍药汤各剂量组乳杆菌属、埃希

菌属-志贺菌属的相对丰度，芍药汤高剂量组棒状杆菌

属的相对丰度以及芍药汤高、低剂量组阿克曼氏菌属的

相对丰度均显著降低（P＜0.05）。

3.1.3　KEGG 通路富集分析

注释到 KEGG 数据库的基因共 3 502个，各组独占

和共有基因的分布情况见图2。

各组间具有明显差异的通路共381条（P＜0.05），其

中基因功能关联菌群相对丰度排前 15位的通路如图 3

所示。其中，与生理组相比，模型组氨基酸生物合成、淀

粉和蔗糖代谢相关菌群的相对丰度均显著降低（P＜

0.05）。与模型组相比，芍药汤高剂量组相对丰度较高的

肠道菌群对应基因主要富集于代谢通路、辅因子生物合

成（P＜0.05），相对丰度较低的肠道菌群对应基因主要

富集于氨基酸生物合成、碳代谢、氨酰基-tRNA 生物合

成、淀粉和蔗糖代谢、同源重组、肽聚糖合成、错配修复、

DNA 复制（P＜0.05）；芍药汤中剂量组相对丰度较高的

肠道菌群对应基因主要富集于代谢通路、辅因子生物合

成、淀粉和蔗糖代谢、半乳糖代谢（P＜0.05），相对丰度

较低的肠道菌群对应基因主要富集于核苷酸代谢、嘧啶

代谢、同源重组、肽聚糖合成、错配修复、DNA 复制（P＜

0.05）；芍药汤低剂量组相对丰度较高的肠道菌群对应基

因主要富集于碳代谢（P＜0.05）。

表2　各组大鼠粪便样品中肠道菌群的α多样性指标比

较（x±s，n＝7）

组别
生理组
模型组
芍药汤高剂量组
芍药汤中剂量组
芍药汤低剂量组

ACE

710.93±163.03

434.89±132.04

794.25±114.05

560.85±118.29

680.37±53.58

Chao 指数
685.98±155.65

429.75±128.04

774.93±99.56

548.07±116.94

662.01±49.31

Shannon 指数
3.22±0.64

2.59±0.52

3.42±0.41

3.23±0.25

3.23±0.25

Simpson 指数
0.10±0.01

0.15±0.08

0.09±0.03

0.10±0.03

0.10±0.03

Firmicutes

Actinobacteriota

Verrucomicrobiota

Proteobacteria

Desulfobacterota

others

Dubosiella

Lactobacillus

Romboutsia

Clostridium_sensu_stricto_ 1

Bifidobacterium

norank_f_norank_o_Clostridia_UCG-014

Akkermansia

Turicibacter

norank_f_Erysipelotrichaceae

Corynebacterium

Allobaculum

Staphylococcus

norank_f_Ruminococcaceae

unclassified_f_Lachnospiraceae

UCG-005

Escherichia-Shigella

Monoglobus

NK4A214_group

norank_f_Oscillospiraceae

Enterorhabdus

unclassified_f_Oscillospiracea

unclassified_f_Eggerthellacea

Desulfovibrio

others

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

相
对

丰
度

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

相
对

丰
度

Ⅰ              Ⅱ                 Ⅲ                Ⅳ                   Ⅴ
A. 门水平

Ⅰ             Ⅱ             Ⅲ              Ⅳ                Ⅴ
B. 属水平

Ⅰ：生理组；Ⅱ：模型组；Ⅲ：芍药汤高剂量组；Ⅳ：芍药汤中剂量组；Ⅴ：芍药汤低剂量组。

图1　各组大鼠粪便样品中肠道菌群的结构比较
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3.2　芍药汤对肠道CYP代谢酶的影响

与生理组比较，模型组大鼠氨苯砜、咪达唑仑的代
谢消除率均显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，芍药汤
各剂量组大鼠氨苯砜、咪达唑仑的代谢消除率均显著升
高（P＜0.05）。结果见表3。

3.3　芍药汤对肠道菌群代谢酶活性的影响

与生理组比较，模型组大鼠的对硝基苯酚浓度及其
代谢率均显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，芍药汤
中、高剂量大鼠的对硝基苯酚浓度和芍药苷各剂量组大
鼠的对硝基苯酚代谢率均显著升高（P＜0.05）。结果
见表4。

4　讨论
芍药汤是治疗湿热泄泻的主方，临床疗效显著。本

课题组前期研究发现，芍药汤可改善湿热泄泻大鼠的肠
道菌群多样性。为进一步明确该方对湿热泄泻大鼠肠
道微生态的影响，本研究进一步开展了肠道菌群宏基因
组学及生物信息学分析，并对肠道 CYP 代谢酶活性及肠
道菌群代谢酶活性进行了评价。

在肠道菌群差异方面，模型组大鼠体内龙包茨氏菌

属、苏黎世杆菌属、双歧杆菌属、别样杆菌属、严格梭菌

群、单球杆菌属、瘤胃球菌科未分类群、NK4A214群、丹

毒丝菌科未分类群的相对丰度均较生理组显著降低，而

低、中、高剂量的芍药汤可不同程度地提高上述菌属的

相对丰度。研究指出，龙包茨氏菌属能产生大量丁酸，

有助于减轻肠道炎症反应[10]；双歧杆菌为益生菌，可促

进多种肠道疾病的转归[11]；苏黎世杆菌属的相对丰度与

免疫反应呈正相关[12]；严格梭菌群在多种疾病的治疗过

程中均有明显上调，对疾病转归具有积极作用[13]；别样

杆菌属对肠道屏障完整性的维持和肠道免疫系统的构

建至关重要，是肠道内的保护性菌群[14]；单球杆菌属在

健康人群肠道内显著富集，与抗炎、增强肠道屏障、缓解

结肠炎有关[15]；瘤胃球菌科未分类群和 NK4A214群通常

在健康人群体内富集，可参与短链脂肪酸合成[16―17]；丹

毒丝菌科未分类群则具备合成脂肪酸的能力[16―17]。同

时，模型组大鼠两类致病菌属（埃希菌属-志贺菌属、棒

状杆菌属）的相对丰度均较生理组显著上升，而低、中、

高剂量的芍药汤可不同程度地降低上述菌属的相对丰

度。文献指出，埃希菌属-志贺菌属是肠道细菌感染性

疾病的主要致病菌[18]；白喉棒杆菌、纹带棒杆菌等棒状

杆菌属细菌均为典型致病菌[19]。上述肠道菌群分析结

果表明，芍药汤可显著改善湿热泄泻大鼠的肠道菌群结

构，主要表现为上调益生菌属或潜在益生菌、下调致

病菌。

在差异代谢通路方面，与健康大鼠相比，在湿热泄

泻状态下，大鼠体内参与氨基酸生物合成、淀粉和蔗糖

代谢的肠道菌群的相对丰度较低。研究指出，氨基糖代

谢异常会导致肠道炎症和渗透性增加，从而引发腹

泻[20]；淀粉和蔗糖是人体必需的碳水化合物，在提供能

量的同时还可产生短链脂肪酸，后者有助于维护肠道屏

障 ，其 代 谢 紊 乱 会 削 弱 肠 道 屏 障 功 能 进 而 诱 发 腹

泻[21―22]。中剂量的芍药汤可显著提升富集于淀粉和蔗

糖代谢通路相关基因所对应肠道菌群的相对丰度，从而

改善湿热泄泻对上述通路造成的不良影响。此外，本研

究结果还显示，低、中、高剂量芍药汤在其余通路方面的

表现亦与模型组存在明显差异，主要涉及碳代谢、核苷

酸代谢、肽聚糖合成、嘧啶代谢和氨酰基-tRNA 生物合

成等。碳代谢紊乱，可减少短链脂肪酸生成，从而削弱

肠道屏障功能，最终诱发腹泻[21―22]；核苷酸代谢可促进

益生菌增殖，增强肠道黏膜屏障功能[20]；肽聚糖合成异

芍药汤低剂量组 芍药汤中剂量组

芍药汤高剂量组

模型组

生理组

图2　各组大鼠肠道菌群KEGG富集基因分布的Venn图

代谢通路

氨基酸生物合成

辅因子生物合成

碳代谢

核苷酸代谢

氨基糖和核苷酸糖代谢

嘧啶代谢

淀粉和蔗糖代谢

氨酰基-tRNA 生物合成

同源重组

肽聚糖合成

丙酮酸代谢

错配修复

半乳糖代谢

DNA 复制

0.009 34
0.011 61

0.000 06

0.007 79

0.011 39
0.000 53

0.012 60
0.001 52

0.000 11

0.000 05

0.000 09
0.004 62

0.000 15
0.000 62
0.000 05

生理组
模型组
芍药汤高剂量组
芍药汤中剂量组
芍药汤低剂量组

0   5  10 15 20

平均相对丰度/%

P 值

图3　各组大鼠肠道菌群对应基因富集的差异通路（相

对丰度排前15位）

表3　各组大鼠肠微粒体中氨苯砜和咪达唑仑代谢消除

率比较（x±s，n＝6）

组别
生理组
模型组
芍药汤高剂量组
芍药汤中剂量组
芍药汤低剂量组

氨苯砜代谢消除率/%
61.59±6.90

17.74±7.13a

41.78±17.07b

24.83±5.90b

38.79±12.25b

咪达唑仑代谢消除率/%
64.19±4.12

20.89±7.44a

54.23±7.22b

34.64±10.52b

44.67±7.06b

a：与生理组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。

表4　各组大鼠体内对硝基苯酚浓度及其代谢率比较

（x±s，n＝6）

组别
生理组
模型组
芍药汤高剂量组
芍药汤中剂量组
芍药汤低剂量组

对硝基苯酚浓度/（mmol/L）

14.615±0.544

11.282±0.625a

13.319±0.442b

12.513±0.475b

11.655±0.238

对硝基苯酚代谢率/%
74.04±1.90

56.12±3.53a

66.56±2.55b

61.65±1.37b

58.27±1.29b

a：与生理组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.05。
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常可破坏肠道菌群平衡，削弱黏膜屏障功能，进而诱发

腹泻[23]；嘧啶代谢涉及 DNA/RNA 合成、能量供应，其代

谢异常可诱导肠道细胞凋亡，破坏肠道屏障功能[24]；氨

酰基-tRNA 生物合成是蛋白翻译的核心环节，其生物合

成异常会破坏黏膜蛋白合成并激活免疫炎症反应，从而

诱发或加重腹泻[25]。芍药汤对上述代谢途径的调控，体

现了其改善湿热泄泻大鼠肠道微生态的复杂作用机制。

本研究结果还显示，湿热泄泻大鼠体内氨苯砜、咪

达唑仑的代谢消除率和对硝基苯酚浓度及其代谢率均

较正常大鼠显著降低，提示湿热泄泻大鼠肠道 CYP 酶和

肠道菌群代谢酶活性均明显减弱。经不同剂量芍药汤

干预后，大鼠体内氨苯砜、咪达唑仑的代谢消除率和对

硝基苯酚浓度（低剂量组除外）及其代谢率均显著升高，

提示芍药汤可有效促进肠道 CYP 代谢酶和肠道菌群代

谢酶活性向正常生理状态转归。

综上所述，芍药汤可纠正湿热泄泻大鼠的肠道菌群

紊乱，可促进肠道 CYP 代谢酶和菌群代谢酶活性的恢

复，从而改善肠道微生态，但该方对肠道菌群的具体调

控机制尚有待进一步深入探讨。
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