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实验研究

高通量测序研究中药经方对正常小鼠肠道菌群的影响
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摘要　目的：探讨四君子汤、麻杏石甘汤、麻杏石甘汤合四君子汤对正常小鼠肠道菌群多样性的影响。方法：将２０只
Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分为正常组、四君子汤组、麻杏石甘汤组、麻杏石甘汤合四君子汤组４组，每组５只，除正常组给予无菌双
蒸水灌胃外，其余３组分别以对应汤药灌胃。于灌胃第４、７天无菌收集各组小鼠粪便，１６ＳｒＲＮＡ高通量测序法检测各组
药物对小鼠粪便中微生物群落结构及多样性变化的调节。结果：各药物的干预使正常小鼠肠道菌群的 ＯＴＵ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ）数量产生了变化，麻杏组菌群丰富度增加尤为显著（Ｐ＜００５）；２时间段各中药组的菌群香农指数（Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ）较正常组比较均有变化、麻杏组的菌群多样性增加更为明显；正常组分别与给药组比较，正常组与四君组间共有的
ＯＴＵｓ数目最多，其菌群间的相似性最高；药物的使用会使小鼠肠道的优势菌群发生结构及比例的变化；给药组与正常组
小鼠的总体菌群在结构上分离明显、差异有统计学意义；四君子汤、麻杏石甘汤合四君子汤的使用会显著性地使与短链脂

肪酸（ＳＣＦＡ）产生相关的菌属丰度增加。结论：与正常组比较，各中药组小鼠肠道菌群结构及多样性均发生明显变化。
关键词　肠道菌群；四君子汤；麻杏石甘汤；高通量测序；１６ＳｒＲＮＡ；小鼠；经方
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　　数量巨大、种类繁多的肠道微生物构成了人体中
最复杂的微生态系统［１］。肠道菌群与宿主之间互利

共生、相互依存，肠道菌群在调控新陈代谢的途径、维

生素等人体必需成分的合成以及促进免疫系统的建

成等方面都发挥重要作用；而宿主肠道则为菌群提供

富含营养、适宜的生存环境［２３］，宿主与肠道菌群间的

稳定平衡对维系人体的健康发挥着不可或缺的作用。

近年来，Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序等一些前沿性技术的应
用加速了肠道菌群的研究进展，使得肠道菌群与人体

生理病理变化间的联系得到更深入的研究。

首载于《太平惠民和剂局方》的四君子汤，是益气

健脾之经典方剂，临床上用于治疗脾胃气虚诸证。诸

多研究表明，四君子汤可以通过对肠道菌群结构及多

样性的调节来对机体发挥一系列的作用。孟良艳［４］

等通过对大鼠粪便１６ｓｒＤＮＡ的测序，发现四君子汤
可以通过调节肠道中益生菌数量的变化、改变肠道菌

群的多样性来改善脾虚大鼠肠道菌群的失调。温秋

玉［５］等的临床研究显示，采用肠道菌群培养法分析四

君子汤对新生儿窒息患儿肠道菌群多样性的影响，结

果显示，四君子汤治疗后，患儿双歧杆菌及肠球菌的

肠道定植数量较对照组明显增多，说明四君子汤可以

改善新生儿窒息患儿肠道菌群的失衡情况。

麻杏石甘汤（麻黄杏仁甘草石膏汤）出自《伤寒

论》，具有辛凉宣肺、清热平喘的功用，主治外感风寒

之肺热咳喘、邪热雍肺证，临床上在防治证属邪热雍

肺的甲型Ｈ１Ｎ１流感中应用广泛［６］。本实验室前期

研究证实，麻杏石甘汤合四君子汤能明显增强麻杏

石甘汤治疗流感病毒小鼠的效果。因此，本实验采

用四君子汤、麻杏石甘汤、麻杏石甘汤合四君子汤分

别给正常小鼠灌胃，高通量测序分析各组小鼠肠道

菌群结构及多样性的变化，以明确各组药物对肠道

菌群的作用以及四君子汤是否通过对肠道菌群的调

节来对麻杏石甘汤的治疗起到增效作用。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＰＦ级 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠 ２０只，１７～
１９ｇ，雄性，购于北京维通利华实验动物技术有限公
司（许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６００１１），于ＳＰＦ级动物
房中饲养。

１１２　药物　１）四君子汤：茯苓１０ｇ、党参１０ｇ、炙
甘草１０ｇ、白术１０ｇ，共需１剂。药物浸泡于蒸馏水
中４０ｍｉｎ，第一煎大火煮沸后，小火煎煮３０ｍｉｎ；第
二煎大火煮沸后，小火煎煮２０ｍｉｎ，最后将２次煎煮
汤药混合浓缩至２６６７ｍＬ，制成含生药１５ｇ／ｍＬ的

药液。２）麻杏石甘汤：麻黄 ６ｇ、杏仁９ｇ、生石膏
２４ｇ、生甘草６ｇ，共需１剂。药物（麻黄与生石膏单
独浸泡）浸泡于蒸馏水中４０ｍｉｎ，生石膏先煎
３０ｍｉｎ，加入杏仁、生甘草熬至水沸后，小火煎煮
１５ｍｉｎ，加入麻黄后下，再煎煮５ｍｉｎ；倒出汤药后加
水进行第二次煎煮（大火煮沸后，小火煎煮１０ｍｉｎ），
最后将２次所煮汤药混合浓缩至３０ｍＬ，制成含生
药１５ｇ／ｍＬ的药液。３）麻杏石甘汤合四君子汤：将
以上制备好的２组汤药各取出１０５ｍＬ共２１ｍＬ混
合并浓缩至１０５ｍＬ。以上药物均购于北京中医药
大学国医堂。

１２　方法
１２１　分组　小鼠按随机数字表法随机分为４组：
正常组（Ｚ组）、四君子汤组（简称四君组 Ｓ组）、麻
杏石甘汤组（简称麻杏组即Ｍ组）、麻杏石甘汤合四
君子汤组（简称麻四组ＭＳ组），每组５只（数字１～５
对应第４天取材样本、数字６～１０对应第７天取材
样本）。

１２２　给药方法　正常组给予无菌双蒸水灌胃，
０１５ｍＬ／次，２次／ｄ；其余 ３组分别以对应汤药灌
胃，０１５ｍＬ／次，２次／ｄ。４组动物均连续灌胃７ｄ。
１２３　取材方法　１）取无菌滤纸一张；２）带好无菌
手套，一手固定小鼠颈部，另一只手按摩小鼠肛门附

近，使其排出的粪便掉落在干净的滤纸上；３）用灭过
菌的镊子将粪便（不少于 ３粒）夹到冻存管（Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ）里，拧紧盖子，标清编号，放到液氮中；
１２４　Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通量测序１６ＳｒＲＮＡ测序实验流
程　粪便ＤＮＡ提取；设计合成、引物接头；ＰＣＲ扩增、
产物纯化；ＰＣＲ产物定量和均一化；Ｍｉｓｅｑ文库构建、
Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序。以上过程均由美吉生物公司完成。
１３　统计学方法　采用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２００统计软
件进行数据分析，采用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ检验。以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　粪便样本微生物测序 ＯＵＴ分类结果　要了解
样本测序结果中的菌属等数目信息，就需要对序列

进行聚类。通过聚类，将序列按照彼此的相似性分

归为许多小组，一个小组就是一个 ＯＴＵ。通常在
９７％的相似水平下的ＯＴＵ进行生物信息统计分析。
经 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序后，４组 ４０个样本总共获得
１１６７４２７条优化序列，平均每个样本 ２９１８６条序
列、３４２个ＯＴＵｓ。其中正常组１０个样本，共３０１８５１
条序列、３３５６个ＯＴＵｓ；四君组１０个样本，共２９５５５１
条序列、３３８７个ＯＴＵｓ；麻杏组１０个样本，共２８９７２２
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条序列、３５９２个ＯＴＵｓ；麻四组１０个样本，共２８０３０３
条序列、３３２９个ＯＴＵｓ。经统计，各给药组的干预均
对正常小鼠肠道菌群的 ＯＴＵ数量产生影响。除麻
四组外，各给药组的 ＯＴＵ数量均升高，麻杏组尤为
明显（Ｐ＜００５），表明各组药物均能影响正常小鼠
肠道菌群的丰富度。各组样品相关信息见表１。

表１　各组小鼠粪便样品测序结果及多样性指数

ＳａｍｐｌｅＩＤ Ｒｅａｄｓ ＯＴＵ ａｃｅ ｃｈａｏ ｓｈａｎｎｏｎ

Ｚ１ ３２５５１ ３３１ ３６７ ３７４ ３９３
Ｚ２ ２８０９８ ３７６ ４０２ ４０１ ４１２
Ｚ３ ２７８４０ ３４３ ３８４ ３８９ ３７７
Ｚ４ ３１７７４ ３３９ ３８６ ３７８ ３５７
Ｚ５ ２７３３９ ２８０ ３４７ ３７３ ３６７
Ｚ６ ３１６０１ ３５０ ３８４ ３８５ ４０４
Ｚ７ ３２６９６ ３６１ ４０５ ４０７ ３７１
Ｚ８ ２８９４１ ３１４ ３４５ ３４４ ３７２
Ｚ９ ３３９７６ ３１４ ３６６ ３７９ ３４２
Ｚ１０ ２７０３５ ３４８ ３９１ ４１１ ３８５
Ｓ１ ３６４５４ ３１７ ３６１ ３５８ ３８７
Ｓ２ ２８９９５ ３１８ ３５６ ３７５ ３９４
Ｓ３ ３１６３４ ３５２ ３９８ ４０９ ３４３
Ｓ４ ２８４５０ ３６２ ４０５ ４１５ ３８２
Ｓ５ ２６６２８ ３３４ ３７５ ３６９ ３４９
Ｓ６ ２４２４１ ３３２ ３６３ ３６０ ３９４
Ｓ７ ２６９１６ ３０７ ３４９ ３４９ ３４
Ｓ８ ３３６７８ ３４１ ３８３ ３７３ ３６９
Ｓ９ ２９３１０ ３６１ ４０９ ４２２ ３７３
Ｓ１０ ２９２４５ ３６３ ４０４ ４０７ ３６５
Ｍ１ ２８６９７ ３５６ ４０２ ４１３ ４０５
Ｍ２ ２９４８６ ３５５ ４０２ ４４３ ３８４
Ｍ３ ２９６２８ ３３９ ３６８ ３８４ ４０２
Ｍ４ ２６９１３ ３７６ ４１２ ４２２ ４１
Ｍ５ ２７０２９ ３９８ ４３０ ４２６ ４１
Ｍ６ ２７９５８ ３５７ ３９２ ３９６ ４０７
Ｍ７ ３５２６２ ３７８ ４１０ ４１３ ４１４
Ｍ８ ２６９４８ ３３４ ３５９ ３６１ ３９７
Ｍ９ ２９４４５ ３８３ ４０８ ４１９ ４２８
Ｍ１０ ２８３５６ ３１６ ３４５ ３５２ ３１８
ＭＳ１ ３３４４２ ２９９ ３５８ ３７０ ３３
ＭＳ２ ２５８５７ ３５４ ４００ ３９４ ３６９
ＭＳ３ ３４０７４ ３４８ ３９２ ３９０ ３７６
ＭＳ４ ２６６１７ ３１８ ３７２ ３７２ ３６４
ＭＳ５ ２８６７４ ３５９ ３８６ ３８７ ４１５
ＭＳ６ ３２３６１ ２９９ ３６３ ３６８ ３１１
ＭＳ７ ２３６３７ ３４４ ３９４ ３９７ ３９２
ＭＳ８ ２４５８５ ３５２ ３８６ ３９６ ３８
ＭＳ９ ２７４７４ ３３９ ３９１ ３９３ ３７９
ＭＳ１０ ２３５８２ ３１７ ３６２ ３６０ ３８１

２２　药物对正常小鼠肠道菌群多样性的影响　
Ｓｈａｎｎｏｎ指数用来评价微生物群落的多样性，利用各
样本的测序量在不同测序深度时的微生物多样性指

数构建曲线，以此反映各样本在不同测序数量时的

微生物多样性。当曲线趋于平坦时，说明测序数据

量足够大，可以反映样本中绝大多数的微生物信息，

其数值的高低可以表示菌群数量的变化。２时间段
各中药组菌群 Ｓｈａｎｎｏｎ指数较正常组比较均有变
化：在给药第４天，四君组菌群Ｓｈａｎｎｏｎ指数较正常
组比较，指数值略有降低，其菌群数量略有减少；麻杏

组Ｓｈａｎｎｏｎ指数较正常组升高，其菌群数量增加；麻
四组菌群 Ｓｈａｎｎｏｎ指数较正常组比较，指数有所减
少，其菌群数量有所降低。给药第７天各组指数趋势
变化大致相同。综上所述，表明各组药物均可以对正

常小鼠肠道菌群的数量及多样性产生影响。见图１。
２３　药物对正常小鼠肠道菌群相似度的影响　通
过韦恩图（Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍ）可以比较分析各组之间独
有和共有的ＯＴＵ数目，进而比较多个样本群落间组
成的相似度与重叠关系。正常组与四君组：用药第

４天与用药第 ７天，２组共有的 ＯＴＵｓ数目分别为
４４５、４４７，正常组独有的ＯＴＵｓ数目分别为２０、２９，四
君组独有的ＯＴＵｓ数目为２９、２２；正常组与麻杏组：用
药第４天与用药第７天，２组共有的 ＯＴＵｓ数目分别
为４３５、４４１，正常组独有的 ＯＴＵｓ数目分别为３０、３５，
麻杏组独有的ＯＴＵｓ数目为４９、２９；正常组与麻四组：
用药第４天与用药第７天，２组共有的 ＯＴＵｓ数目分
别为４３５、４４１，正常组独有的 ＯＴＵｓ数目分别为３０、
３５，麻四组独有的ＯＴＵｓ数目为４２、４３。结果表明，随
着用药时间的延长，各中药组与正常组之间共有的

ＯＴＵｓ数目均增加。其中，四君组与正常组间共有的
ＯＴＵｓ数目最多，其菌群间的相似性最高。见图２。
２４　药物对小鼠肠道菌群结构组成的影响

通过群落结构组分图可以得知一个或多个样本

在各分类水平上的分类学比对情况。正常组与各中

药组在门（Ｐｈｙｌｕｍ）与属（Ｇｅｎｕｓ）２个分类学水平上
的差异。见图３。
２４１　在门分类学水平上，在第４天与第７天２个
时间段，四组样本的菌群组成以拟杆菌门 Ｂａｃｔｅ
ｒｏｉｄｅｔｅｓ、厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ２个菌门为主，两者所
占比例总和在各组各时间段内均大于９４％。

用药第４天，拟杆菌门在各中药组中所占比例
均大于正常组，其中以麻四组所占比例最高

（６６０５％），麻杏组与麻四组的拟杆菌门占比相较正
常组分别增加了５０３％、５６８％，四君组与正常组相
差不大，仅增加了 ０１６％；厚壁菌门在各中药组中
所占比例均小于正常组，其中以麻四组所占比例最

低（２８９１％），麻杏组与麻四组的厚壁菌门占比相较
正常组分别降低了６１９％、８６６％，四君组与正常组
相差不大，仅减少了０４５％。

·５２１１·世界中医药　２０１９年５月第１４卷第５期



图１　各组小鼠菌群香农指数（ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ）图

　　用药第 ７天，拟杆菌门在麻四组中占比最高
（７２８４％），比正常组增加２６％，麻杏组较正常组降低
１２５９％，四君组与正常组比较，差异无统计学意义，仅
增加０１％；厚壁菌门在麻四组中占比最低（２３６３％），
相较正常组降低 ３８１％，麻杏组较正常组升高
１１８５％，四君组与正常组相差不大，仅增加０６４％。
２４２　在属分类学水平上，ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ＿
Ｓ２４＿７＿ｇｒｏｕｐ为４组各时间段占比最高的种属，其比
例均大于２４％。

在第４天与第７天的正常组中，ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｂａｃｔｅ
ｒｏｉｄａｌｅｓ＿Ｓ２４＿７＿ｇｒｏｕｐ、乳杆菌属 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｐｒｅｖｏ

ｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００１、Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ是肠道菌群中占比最高
的４个种属。

服用四君子汤后，样本菌群结构基本不变、而其

优势菌属的比例有所变化：ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ＿
Ｓ２４＿７＿ｇｒｏｕｐ的占比在２时间段均升高（分别升高
１６２％、２２４％）；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００１的占比均
下降（２时间段分别降低 ０７３％、５５３％）；乳杆菌
属占比在给药第４天较正常组降低１３３％，但随着
给药时间的延长，在第 ７天其占比较正常组增加
０７８％；Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ的占比在２时间段均降低（分别降
低１％、０１５％）。
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图２　各中药组与正常小鼠菌群Ｖｅｎｎ图

　　服用麻杏石甘汤后，在第４天和第７天样本的
菌群结构中，ＬａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａＮＫ４Ａ１３６ｇｒｏｕｐ的占比
均升高；Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ的占比在２时间段均升高（分别升
高３８７％、１７６％）；Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００１的占比
均下降（２时间段分别降低２８９％、２８３％）。

　　服用麻杏石甘汤合四君子汤后，普雷沃氏菌科
在样本中的占比升高：给药第 ４天，Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿
ＵＣＧ＿００１占比增加１９４％、给药第７天，Ｐｒｅｖｏ
ｔｅｌｌａｃｅａｅＮＫ３Ｂ３１ｇｒｏｕｐ以 １３９％的占比成为样本
中仅次于ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ＿Ｓ２４＿７＿ｇｒｏｕｐ
的种属；Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ的占比在２时间段均降低 （分别

降低３３４％、１３３％）；ＲｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅＵＣＧ０１４
在给药第４天占比相较正常组增加３１６％。
２５　药物对整体菌结构变化的影响　对门与属２
个分类学水平群落结构的分析已证实３种药物可以
对小鼠肠道菌群的结构产生影响。接下来采用

ｗｅｉｇｈｔｅｄＵｎｉＦｒａｃ距离矩阵的 ＰＣｏＡ分析进行剖析，
以展示菌群之间的相似度，来查看不同组别间肠道

菌群的整体结构差异是否显著。每个散点代表一个

个体，当散点越聚集，说明其差异性越小、相似性越

大；当散点越分散，说明其差异性越大。各给药组与

正常组间比较，差异有统计学意义，表明药物干预组

小鼠与正常组小鼠的总体菌群在结构上分离明显、

差异有统计学意义。见图４。
２６　药物组与正常小鼠肠道菌群的差异

ＬＥｆＳＥ表示显著性差异，是一种用于发现高维
生物标识和揭示基因组特征的软件，可以检测到与

图３　各组小鼠群落结构组分图
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图４　ＵｎｉＦｒａｃＰＣｏＡ分析比较样本间的差异

丰度有显著性差异的类群。为了鉴定不同条件下的

特定细菌分类群，通过线性判别分析效应大小

（ＬＤＡ）比较来自正常组、四君组、麻杏组、麻四
组肠道微生物每个物种丰度对差异效果影响的

大小。

２６１　在属分类学水平上，用药第４天有１８种肠
道细菌在正常组与四君组间表现出显著差异。Ｅｕ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｂｒａｃｈｙ＿ｇｒｏｕｐ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｖｅｎｔｒｉｏｓｕｍ＿
ｇｒｏｕｐ、布劳特氏菌属 Ｂｌａｕｔｉａ、Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｔｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、
Ａｎａｅｒｏｆｕｓｔｉｓ、葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ等在四君组
中富集；罗氏菌属 Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ｇ＿Ｉｎ

ｃｅｒｔａｅ＿Ｓｅｄｉｓ、Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ＿ｇ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ、Ｃｌｏｓ
ｔｒｉｄｉａｃｅａｅ＿１、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ａｒｔｈｒｏｍｉｔｕｓ、Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ＿３等
在正常组中富集。

用药第７天，有１２种肠道细菌在正常组与四君
组间表现出显著差异。Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｂｒａｃｈｙ＿ｇｒｏｕｐ、
Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｖｅｎｔｒｉｏｓｕｍ＿ｇｒｏｕｐ、Ｃｏｒｉｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ＿ｇ＿
ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ等在四君组中富集；Ｇａｓｔｒａｎａｅｒｏｐｈｉｌａｌｅｓ、
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００９、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿
００１等在正常组中富集。见图５。
２６２　在属分类学水平上，用药第４天有２０种肠
道细菌在正常组与麻杏组间表现出显著差异。Ｃａｎ
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图５　正常组　四君组显著性差异图

ｄｉｄａｔｕｓ＿Ｓａｃｃｈａｒｉｍｏｎａｓ、Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ、Ｐｅｐｔｏｃｏｃ
ｃａｃｅａｅ＿ｇ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｓ、Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ＿１粪球菌属＿１等
在麻杏组中富集；Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ乳杆菌属、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉ
ａｃｅａｅ＿１、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ａｒｔｈｒｏｍｉｔｕｓ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿
ｃｏｐｒｏｓｔａｎｏｌｉｇｅｎｅｓ＿ｇｒｏｕｐ、Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈｉａ等在正常组
中富集。

　　用药第７天，有４５种肠道细菌在正常组与麻杏
组间表现出显著差异。Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ、Ｃｏｐｒｏｃｏｃｃｕｓ＿１粪
球菌属＿１、Ａｃｅｔａｔｉｆａｃｔｏｒ、Ｒｕｍｉｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、Ｂｉｌｏｐｈｉｌａ
嗜胆菌属、Ｏｓｃｉｌｌｉｂａｃｔｅｒ颤螺旋菌属、Ａｎａｅｒｏｔｒｕｎｃｕｓ、
Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｂｒａｃｈｙ＿ｇｒｏｕｐ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｓａｃｃｈａｒｉ
ｍｏｎａｓ、Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ、Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ｇ＿ｕｎｃｕｌ
ｔｕｒｅｄ、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ罗斯氏菌属、Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ＿ｇ＿ｕｎ
ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ等在麻杏组中富集；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ＿Ｓ２４＿７＿
ｇｒｏｕｐ、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ、Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚｉａ等在正常组中富集。
见图６。
２６３　在属分类学水平上，用药第４天有３０种肠
道细菌在正常组与麻四组间表现出显著差异。Ｒｕ
ｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ｇ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ、Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ帕拉萨特
菌属、Ｅｎｔｅｒｏｒｈａｂｄｕｓ、Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｔｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、Ｓｔａｐｈｙｌｏ

ｃｏｃｃｕｓ葡萄球菌属、Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ｇ＿ｕｎｃｕｌ
ｔｕｒｅｄ、Ａｎａｅｒｏｆｕｓｔｉｓ等在麻四组中富集；Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ
乳杆菌属、Ｄｅｆｌｕｖｉｉｔａｌｅａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿０１１、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿
Ａｒｔｈｒｏｍｉｔｕｓ、Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ＿３等在正常组中富集。

用药第７天，有２４种肠道细菌在正常组与麻四
组间表现出显著差异。Ｅｎｔｅｒｏｒｈａｂｄｕｓ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿
ｖｅｎｔｒｉｏｓｕｍ＿ｇｒｏｕｐ、Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ｇ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ、
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ双歧杆菌属、Ａｎａｅｒｏｆｕｓｔｉｓ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌ
ｌａｃｅａｅ＿ＮＫ３Ｂ３１＿ｇｒｏｕｐ等在麻四组中富集；Ｐｒｅｖｏｔｅｌ
ｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００１、Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ＿３、Ｄｅｆｌｕｖｉｉｔａｌｅａｃｅａｅ＿ＵＣＧ
＿０１１、Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００９、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿
ＵＣＧ＿００１等在正常组中富集。见图７。
３　讨论

肠道菌群数量巨多，种类庞大，功能复杂多

样［７］，在人类的演变过程中与人体形成了稳定的一

体，正常的菌群微生态在人体的发育、代谢、免疫、感

染的预防及治疗等方面发挥了举足轻重的作

用［８，９］，而一旦这种平衡的关系被打破，则会引起疾

病的发生。近年来，肠道菌群的研究引起了国内外

学者的重视。大多数肠道细菌（尤其是厌氧菌）在
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体外很难被培养，而现今新技术的应用加速了肠道

菌群领域的研究，以帮助了解肠道菌群在健康和疾

病中发挥的作用。本实验通过对各组小鼠粪便样本

高通量测序结果的研究来分析菌群的整体变化，更

进一步的反映各经方药物对小鼠肠道菌群状态的

影响。

短链脂肪酸（ＳＣＦＡ），又被称为挥发性脂肪酸。
甲酸、乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸、异戊酸等都囊

括其中，尤以乙酸、丙酸和丁酸含量最高［１０］。肠道

中碳水化合物经细菌的发酵、蛋白降解是２种产生
ＳＣＦＡ的途径。ＳＣＦＡ可通过参与肠道的能量供应
来对宿主起重要的生理调节作用。ＳＣＦＡ在维持肠
道ＰＨ及电解质平衡、保护肠黏膜、调节免疫等方面
均起到重要作用［１１１３］。丁酸作为 ＳＣＦＡ的一种，可

以增加乳杆菌的产量，文献报道［１４］其可以通过激活

Ｔｒｅｇ细胞和抑制促炎细胞因子产生的通路来调节慢
性炎性反应。

高通量测序结果表明，四君子汤、麻杏石甘汤、

麻杏石甘汤合四君子汤的作用均可以对正常小鼠肠

道菌群的结构及比例产生影响。各给药组菌群

ＯＴＵ数量及ｓｈａｎｎｏｎ指数相较正常组变动明显，其
菌群丰度及多样性随之变化。ＵｎｉＦｒａｃＰＣｏＡ分析结
果证实各给药组与正常组间菌群结构差异有统计学

意义。拟杆菌门与厚壁菌门是小鼠肠道中占比最高

的两大菌门，各给药组在第４天的拟杆菌门占比均
大于正常组，尤以麻四组最高；给药第７天，麻四组
拟杆菌门占比仍高于其他组，而麻杏组拟杆菌门占

比下降且低于正常组，四君组拟杆菌门占比与正常

图６　正常组　麻杏组显著性差异图
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图７　正常组　麻四组显著性差异图

组相差无几。在属水平上，各给药组的优势菌属结

构及比例也有明显变化。乳杆菌属是常见的益生

菌，可以通过发酵食物产生乳酸从而降低 ＰＨ值，达
到抑制病原菌的目的［１５］。Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ属是一种常见的
病原菌，相关文献报道其可能与结肠炎有关。服用

四君子汤后，乳杆菌属占比虽在用药第４天下降，但
随着用药的延长，其占比在第７天明显高于正常组。
Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ占比在 ２时间段内相较正常组均有所下
降。仅从肠道优势菌属的结构及比例可以推断，在

服药初期，例如乳杆菌属的益生菌占比不会出现明

显变化，但其在肠道菌群中的占比会随用药时间的

延长而出现显著增长的趋势，因此四君子汤的使用

可以通过增加有益菌、抑制病原菌来对肠道菌群进

行调节。服用麻杏石甘汤后，丁酸产生菌 Ｌａｃｈｎｏ
ｓｐｉｒａｃｅａＮＫ４Ａ１３６ｇｒｏｕｐ与病原菌Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ占比在２
时间段内均出现了明显升高的趋势，而乙酸产生菌

Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００１占比均下降，说明服用麻杏
石甘汤后，肠道中的不同益生菌有相反的变化趋势，

而病原菌会大幅增长，说明麻杏石甘汤调节肠道菌

群的平衡作用并不明显。Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ是一种
与丁酸产生有关的菌科。服用麻杏石甘汤合四君子

汤后，Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿０１４在给药第 ４天占
比较正常组显著增加，而 Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ在２时间段占比
均降低，另有２种 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ菌科的菌属占比均
增加。通过菌群优势菌属的变化趋势，我们发现，麻

杏石甘汤合四君子汤对肠道菌群的影响并不单单是

两单方作用的叠加：病原菌 Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ在合方中的变
化趋势与四君组相同而与麻杏组呈相反趋势；乙酸

产生菌科 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ在麻杏组中占比降低而在
合方中显著升高；合方的使用，会使在单方中占比均

不占优势的丁酸产生菌 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ成为优势
菌属。我们初步判断，四君子汤及麻四汤的使用可
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以增加肠道有益菌属，减少病原菌，且合方的使用会

使肠道菌群出现区别于两单方的新变化趋势，合方

是否可以通过菌群的变化趋势产生新的作用有待进

一步探讨研究。

Ｂｌａｕｔｉａ、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｖｅｎｔｒｉｏｓｕｍ＿
ｇｒｏｕｐ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ、Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒ
ａｃｅａｅ等均是与短链脂肪酸产生相关的细菌。在属
水平上的显著性差异分析显示，四君组在用药第４
天，Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｖｅｎｔｒｉｏｓｕｍ＿ｇｒｏｕｐ与 Ｂｌａｕｔｉａ均显著
升高，而 Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ与 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ＿１的含量降低，
诱导免疫应答所必需的共生菌Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ａｒｔｈｒｏｍｉ
ｔｕｓ分段丝状细菌在四君组中也有了降低的趋势。
用药第７天，Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｖｅｎｔｒｉｏｓｕｍ＿ｇｒｏｕｐ菌属仍
显著性升高，Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００９与 Ｌａｃｈｎｏ
ｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ＵＣＧ＿００１２菌属降低。有研究显示［１５］，

Ｂｌａｕｔｉａ属 Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ科，可通过产生乙酸为器
官供能，而一些产丁酸盐的菌属可以降低 Ｂｌａｕｔｉａ的
丰度，这可能是由于有机体竞争相同的底物或者形

成抑制物质导致的，因此，Ｂｌａｕｔｉａ的变化与其他产
丁酸菌的细菌呈相反趋势也是合理的。麻杏组在用

药第４天，Ｐｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ｇ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｓ与 Ｃｏｐｒｏｃｏｃ
ｃｕｓ＿１粪球菌属＿１在麻杏组中显著性增多，乳杆菌
属、分段丝状细菌显著降低；给药第７天，Ｃｏｐｒｏｃｏｃ
ｃｕｓ＿１粪球菌属＿１、Ｏｓｃｉｌｌｉｂａｃｔｅｒ颤螺旋菌属、Ｅｕｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ＿ｂｒａｃｈｙ＿ｇｒｏｕｐ、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ等在麻杏组中显著富
集。Ｐｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ是存在于肠道和呼吸道中的消
化球菌科，粪球菌属是常见病原菌，结果显示，给药

第４天，常见病原菌增多、益生菌降低；给药第７天，
虽然丁酸产生菌属Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ有所升高，但病原菌还
是显著增多。因此麻杏石甘汤对肠道菌群的调节作

用并不明显。麻四组用药第４天，Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿
ｇ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ等在麻四组中显著增加，乳杆菌属与
分段丝状细菌显著性减少，减少的此２种菌属与麻
杏组第４天减少的菌属一致。而用药第７天，与短
链脂肪酸产生相关的２个菌属 Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｖｅｎｔｒｉｏ
ｓｕｍ＿ｇｒｏｕｐ与 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ｇ＿ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ增加，
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ双歧杆菌属的含量也显著性升高。

我们的研究结果表明，各中药经方均可以改变

肠道菌群的构成及比例，四君子汤、麻杏石甘汤合四

君子汤的使用会显著性地使与ＳＣＦＡ相关的菌属丰
度增加，且四君子汤与麻杏石甘汤的合用，使双歧杆

菌这一益生菌的丰度显著增加。而麻杏石甘汤合四

君子汤明显增强麻杏石甘汤治疗流感病毒小鼠的作

用是否与 ＳＣＦＡ相关菌属的增加有关，需要进一步
验证。
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