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!基础研究!

超微七味白术散与酵母菌联用对菌群失调腹泻小鼠

肠道细菌多样性的影响

龙承星#

"

!

#贺#璐#

#郭抗萧%

#谭周进#

#尹抗抗#

摘要#目的#探讨七味白术散与酵母菌联用对肠道细菌多样性的影响"为临床联用提供理论依据#

方法#

9$

只
IJK

级
L+

小鼠"随机分为正常组$模型组$传统七味白术散组和
!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母组"每组
#!

只# 采用抗生素建立小鼠菌群失调腹泻模型"给予抗生素造模菌群失调腹泻小鼠"分别灌胃

!6M

超微七味白术散%

"

!

"9 OH

&

PO

!

Q

'超微七味白术散(

N !6M

酵母菌%

"

!

!6

$

#"

#"个酵母
H

&

PO

!

Q

'($传

统七味白术散%

"

!

#G OH

&

PO

!

Q

'传统七味白术散($等量无菌生理盐水"采集回肠肠道内容物"提取肠道微生

物宏基因组
E5R

"引物经过聚合酶链式反应&

S230<:/,C: D@,=- /:,D>=2-

"

J&T

'扩增后进行核糖体
E5R

扩增片段限制性内切酶分析&

,<S3=U=:Q /=V2C2<,3 E5R /:C>/=D>=2- ,-,30C=C

"

RTETR

'# 结果#

!6M

超

微七味白术散
N !6M

酵母菌组条带数$操作分类单元&

2S:/,>=2-,3 >,W2-2<=D .-=>C

"

F)XC

'数均为
6

"

C@,--2-

指数
!

!

%!#8

$

V/=332.=-

指数
#

!

%$#9

"均低于正常组和传统七味白术散组"与模型组相同"但细菌

组成与模型组有异)

!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母菌组相似性指数为
"

!

%"%"

"主成分密切度高于传统七

味白术散组和模型组"聚类分析中"与正常组归为一类# 结论#

!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母菌组的肠

道菌群与正常组更接近"通过调整肠道微生态达到治疗抗生素相关性腹泻的效果"优于传统七味白术散#

关键词#七味白术散) 酵母菌) 抗生素相关性腹泻) 肠道细菌) 中医药微生态
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##健康人肠道内的微生物分为
%

类#益生菌"包含双

歧杆菌)乳酸菌)酵母菌等对机体有益的细菌"占菌群

多数"可形成生物膜拮抗致病菌"调节免疫等作用&条

件致病菌"包含肠杆菌)肠球菌"仅占菌群的
#H# """

"

与益生菌形成一定的平衡"体内益生菌减少时"平衡被

打破"条件致病菌就会失去制约而大量繁殖"导致腹

泻"如阪崎肠杆菌会引发肠炎而引起腹泻'

#

(

&过路菌"

包含金黄色葡萄球菌)念珠菌等"当菌群平衡被打破

时"过路菌将会在短时间内大量繁殖"从而导致胃肠道

疾病引起腹泻'

!

(

* 肠道菌群之间的平衡对于胃肠道

疾病而言至关重要*

抗生素进入人体后"抑制或杀灭其敏感的细菌"菌

群比例失衡"致病菌)过路菌在短时间内大量繁殖"引

起胃肠道疾病"导致腹泻"称为抗生素相关性腹泻

$

,->=V=2>=D ,CC2D=,>:Q Q=,//@:,

"

RRE

%

'

%

(

"其发生

的概率为
6M

%

!6M

"在临床上发病率高"若不及时治

疗"会导致休克甚至死亡"因此越发引起重视'

9

(

* 有

研究证实"口服微生态制剂与抗菌药同时运用"可预防

RRE

的发生'

6

(

* 微生态调节剂即益生菌)益生元)合

生元对
RRE

有很好的治疗作用"已成为临床治疗的

重要措施* 对于中医学而言"中医经验方成为应对

RRE

的新药立方依据之一'

G

(

*

七味白术散作为治疗脾虚腹泻的代表方"由人参)

白术)茯苓)木香)藿香)甘草和葛根七味药组成* 实验

研究和临床应用表明"七味白术散能提高有益菌的数

量"恢复肠道菌群平衡"对抗生素相关腹泻有很好的疗

效'

7

&

8

(

* 课题组前期研究也发现"

!6M

超微七味白术

散
N !6M

酵母菌联用能达到七味白术散全量效

果'

#"

"

##

(

* 酵母菌是目前广泛应用于动物的益生菌"可

直接抑制病原菌的生长"改善肠道内菌群分布'

#!

(

* 超

微七味白术散使菌群失调腹泻小鼠肠道酵母菌数增

加"并且超微七味白术散与酵母菌联用在治疗菌群失

调腹泻上具有协同作用'

#%

(

* 因此"本实验将两者联合

运用"探讨七味白术散与酵母菌联用对肠道细菌多样

性的影响"旨在分析其联用效果的协同机制"并为其对

菌群失调腹泻的疗效机制提供实验依据*

资料与方法

#

#实验动物#

IJK

级昆明小鼠
9$

只"雌)雄各

半"体重$

!"

'

!

%

O

"

#

月龄"购于湖南斯莱克斯实验动

物有限公司"动物许可证号#

I&cL

$湘%

!"##

&

"""%

*

饲料由湖南中医药大学动物实验中心提供"为小鼠常

规饲料配方* 屏蔽环境实验设施 由湖南中医药大学

动物实验中心提供"

IJK

级动物房* 遵守国家有关实

验动物保护与使用准则*

!

#七味白术散)超微七味白术散和酵母菌的制备

!

!

#

#传统七味白术散的制备#按照人参$山西%(

炒白术$浙江%(白茯苓$云南%(炙甘草$内蒙古%(木香

$云南%(藿香叶$广东%#葛根$湖南%为
"

!

G

(

#

(

#

(

"

!

%

(

"

!

G

(

#

(

#

的比例称取药物"以上药物均购于湖南

中医药大学第一附属医院"药物剂量参考文献 '

#9

("

按照传统中医煎药的方法制成
! OH<^

汤剂"

9

)冰箱

中保存备用*

!

!

!

#超微七味白术散的制备#按上述配比称取

七味白术散"超微粉碎"制备超微七味白术散"加入适

量开水搅拌"冷却后低速离心取上清液"制成
! OH<^

汤剂"稀释成
!6M

量"

9

)冰箱中保存备用*

!

!

%

#酵母菌的制备#课题组从试验动物肠道内

容物中分离出
#

株汉逊德巴利酵母菌$

E:V,/02<0

"

D:C @,-C:-==

%"体外试验表明七味白术散对该酵母具

有明显的促进作用'

#6

(

"活化后接种到马铃薯蔗糖液体

培养基"

!$

)摇床振荡培养
%G @

"

9 """ / H<=-

离心

6 <=-

"弃上清液"沉淀重复洗涤
#

%

!

次* 加入生理

盐水"轻敲将酵母菌分散"经血球计数板计数"稀释为

#"

#"个
H<^

"即为全量酵母'

#G

(

"将全量酵母稀释至

!6M

量酵母$

"

!

!6

$

#"

#"个
H<^

%"

9

)冰箱保存*

%

#试剂#硫酸庆大霉素注射液)头孢拉定胶囊"用

无菌生理盐水配成浓度为
G!

!

6 OH^

的抗生素混合液
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#

'

G

支庆大霉素$

! <^

%

N%

粒头孢$

"

!

!6 O

%配制成混合

液("

9

)保存'

8

(

*

J[I

缓冲液"

);

缓冲液"蛋白酶
L

"溶

菌酶"

#"M IEI

"

)/=C

缓冲液"氯仿 &异戊醇$

!9

(

#

%"

7"M

乙醇"

% <23H^

乙酸钠"

Q5)JC

"

),b

聚合酶"琼脂糖"

高效离心柱型琼脂糖凝胶回收试剂盒"

`@,!

)

TC,!

)

I,<!

和
`=-Q "

* 引物为#

!7K

#

6

*&

R_R_)))_R)&

"

&)__&)&R_

&

%

*$

#" #<23H^

%和
#98!T

#

6

*&

__)

"

)R&&))_))R&_R&))

&

%

*$

#" #<23H^

%"由北京鼎国

昌盛生物技术有限责任公司合成*

9

#动物分组#课题组前期研究证实"

!6M

超微

七味白术散
N!6M

酵母菌为最佳配伍'

#%

(

*

9$

只小鼠

适应性饲养
%

天后"用随机数字表进行分组"共
9

组"

即#正常组)模型组)传统七味白术散组)

!6 M

超微七

味白术散
N!6 M

酵母组"每组
#!

只"雌)雄各半"分笼

饲养*

6

#造模方法#正常组用
"

!

9 <^H

次无菌水灌胃"

其余各组用
"

!

9 <^H

次抗生素混合液灌胃* 每天

!

次"持续
6 Q

"粪便变得湿稀软时即造模成功'

8

(

*

G

#给药治疗#造模成功后"正常组和模型组灌胃

无菌生理盐水&按照临床等效用药剂量"传统七味白术

散组和
!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母菌组分别灌

药
"

!

#G OH

$

PO

!

Q

% 传统七味白术散汤剂'

##

( 和

"

!

"9 OH

$

PO

!

Q

%超微七味白术散
N "

!

!6

$

#"

#"个酵

母
H

$

PO

!

Q

%

'

#%

(

"每天
!

次"连续
9

天*

7

#肠道内容物的提取#参照罗学娅等'

#7

(

)李琨

等'

#$

(的方法进行肠道内容物提取* 将实验小鼠颈椎

脱臼处死后"放置于超净工作台上"在无菌条件下采集

各组回肠的肠道内容物"通过无菌操作将收集到的同

组老鼠肠道内容物进行混匀"保存备用*

$

#宏基因组
E5R

的提取#采用课题组建立的

方法'

#8

(进行肠道微生物宏基因组
E5R

的提取"即肠

道内容物经过丙酮洗涤"溶菌酶)

IEI

裂解"

&)R[

处

理"酚
H

氯仿抽提后得到高质量的
E5R

"保存备用*

8

#肠道微生物宏基因组
E5R

细菌引物
J&T

扩

增#

J&T

扩增反应体系为#

#"

$

),b [.UU:/

为
6 #̂

"

Q5)J +=W>./:

$

!

!

6 <<23H^

%为
9 #̂

"正)反引物各

# #̂

"

),b

酶 $

!

!

6 XH#̂

% 为
# #̂

"模板
E5R

为

! #̂

"无菌水补足至
6" #̂

*

J&T

扩增程序为#

89

)

6 <=-

"

%6

个循环 $

89

)

96 C

)

6!

)

96 C

)

7!

)

8" C

%"

7!

)

#" <=-

*

J&T

产物经
# M

琼脂糖凝胶

电泳)

;[

染色)凝胶成像仪观察分析*

#"

#对
J&T

产物进行胶回收#按照高效离心

柱型琼脂糖凝胶回收试剂盒+

5;J"!6

&

#

,说明书

进行*

##

#细菌
J&T

产物限制性酶切片断分析#以

`@, !

)

TC, !

)

I,< !

和
`=-Q "

酶切
J&T

产物"

反应体系为#

J&T

产物
#" #̂

"

QQ `

!

F #! #̂

"

#"

$

V.UU:/ ! #̂

"

`@, !

)

TC, !

)

I,< !

和
`=-Q "

酶各

! #̂

*

%7

)反应
9 @

后经
#M

琼脂糖凝胶电泳)

;[

染色)凝胶成像仪观察分析*

#!

#数据分析#条带分析运用
Y.,->=>0 F-:

软

件进行"记录琼脂糖凝胶上的
E5R

片段"+出现,记为

#

"+不出现,记为
"

"进行统计分析* 多样性指数由

EJI ]7

!

"6

软件计算"相似性指数通过
!DH, N V

计

算'

!"

(

"聚类分析)主成分分析运用
IJII #8

!

"

进行*

结##果

#

#肠道细菌宏基因组
J&T

产物酶切后
RTETR

分析$图
#

%#传统七味白术散组和正常组一样"条带

数)

F)XC

数均为
G

"而模型组和
!6M

超微七味白术

散
N!6M

酵母菌组的条带数和
F)XC

数均为
6

* 但从

条带分布情况来看"

!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母

菌组与正常组共有
6

条相同条带"分布在
7""

%

# """ VS #

条)

9""

%

7"" VS #

条)

!""

%

9"" VS

#

条)

!"" VS

以下
!

条&传统七味白术散组与正常组共

有
9

条相同条带"

7""

%

# """ VS #

条)

9""

%

7"" VS #

条)

!""

%

9"" VS #

条)

!"" VS

以下
#

条&模型组与正常

组共有
%

条相同条带"

9""

%

7"" VS #

条)

!""

%

9"" VS

#

条)

!"" VS

以下
#

条*

##注#

#

为
+,/P:/

组&

!

&

9

为正常组&

6

&

7

为模型组&

$

&

#"

为传统七味白术散组&

##

&

#%

为
!6M

超微七味白术散
N !6M

酵母菌组

图
#

"

Y.,->=>0 F-:

软件条带分析结果

!

#肠道细菌多样性指数及相似性指数结果分析

$表
#

%#

!6M

超微七味白术散
N !6M

酵母菌组与模

型组多样性指数相同"正常组与传统七味白术散组多

样性指数相同"

!6M

超微七味白术散
N !6M

酵母菌

组)模型组多样性指数略低于正常组)传统七味白术散

组*

!6M

超微七味白术散
N !6M

酵母菌组相似性指

数最大"传统七味白术散组低于
!6M

超微七味白术

散
N!6M

酵母菌组"但高于模型组*
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表
#

"肠道细菌的多样性指数和相似性指数

组别
-

多样指数

I`R55F5 [T(^^FX(5

&a;LR5F*IL(

正常
#! !

+

6$6 " #

+

6$! " #

+

""" "

模型
#! !

+

%!# 8 #

+

%$# 9 "

+

#$# $

传统七味白术散
#! !

+

6$6 " #

+

6$! " "

+

!!! !

!6M

超微七味白术散
N

!6M

酵母菌
#! !

+

%!# 8 #

+

%$# 9 "

+

%"% "

%

#肠道细菌聚类和主成分分析结果$图
!

"表
!

)

%

%

当聚类距离
d#"

时"传统七味白术散组和模型组聚为

一类"正常组和
!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母菌组

聚为一类&当聚类距离
d"

)

e6

时"模型组)正常组和

##注#

R#

&

R%

为正常组&

[#

&

[%

为模型组&

&#

&

&%

为传统七味白术散组&

E#

&

E%

为
!6M

超微七味白术散
N

!6M

酵母菌组

图
!

"各组小鼠肠道细菌的聚类分析

表
!

"解释的总方差

成分
初始特征值

合计 方差$

M

% 累积$

M

%

提取平方和载入

合计 方差$

M

%累积$

M

%

# 6

+

"GG 9!

+

!#8 9!

+

!#8 6

+

"GG 9!

+

!#8 9!

+

!#8

! !

+

$98 !%

+

79% G6

+

8G! !

+

$98 !%

+

79% G6

+

8G!

% #

+

G%6 #%

+

G!$ 78

+

68# #

+

G%6 #%

+

G!$ 78

+

68#

9 #

+

%#6 #"

+

867 8"

+

697 #

+

%#6 #"

+

867 8"

+

697

6 "

+

696 9

+

6%8 86

+

"$7

G "

+

%!G !

+

7#6 87

+

$"#

7 "

+

#6" #

+

!98 88

+

"6"

$ "

+

"7" "

+

6$# 88

+

G%#

8 "

+

"99 "

+

%G8 #""

+

"""

#" %

+

#%#;

&

#$ !

+

G"8;

&

#7 #""

+

"""

##

&

#

+

9!#;

&

%%

&

#

+

#$9;

&

%! #""

+

"""

#!

&

9

+

77$;

&

#7

&

%

+

8$#;

&

#G #""

+

"""

表
%

"成分矩阵

组别
成分

# ! % 9

R# "

+

#8! "

+

$%" "

+

!!8

&

"

+

#99

R!

&

"

+

"6! "

+

$7!

&

"

+

9%9 "

+

#76

R%

&

"

+

"6! "

+

$7!

&

"

+

9%9 "

+

#76

[# "

+

86"

&

"

+

#"9

&

"

+

"79 "

+

#GG

[! "

+

$#G

&

"

+

"$8

&

"

+

%#9 "

+

!$7

[% "

+

86"

&

"

+

#"9

&

"

+

"79 "

+

#GG

&# "

+

8G# "

+

##7

&

"

+

"67

&

"

+

#!#

&! "

+

7"$ "

+

"98 "

+

699

&

"

+

!96

&% "

+

8G# "

+

##7

&

"

+

"67

&

"

+

#!#

E#

&

"

+

!#9 "

+

!%6

&

"

+

%97

&

"

+

766

E!

&

"

+

%G# "

+

%!% "

+

9%6 "

+

G%7

E% "

+

#G$ "

+

G9$ "

+

G86

&

"

+

#7%

##注#

R#

&

R%

为正常组&

[#

&

[%

为模型组&

&#

&

&%

为传统七味白

术散组&

E#

&

E%

为
!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母菌组

!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母菌组各聚为一类"传

统七味白术散组中
&#

)

&%

聚为一类* 主成分分析中

前
9

个主成分"包含信息的
8"

!

697M

* 正常组)

!6M

超微七味白术散
N !6M

酵母菌组与
9

个成分均有密

切关系"但密切度不及正常组&传统七味白术散组与
%

个主成分有密切关系&模型组与
!

个主成分有密切

关系*

讨##论

模型组的条带数)

F)XC

数和多样性指数低于正

常组和传统七味白术散组"与
!6M

超微七味白术散
N

!6M

酵母菌组相同* 模型组的相似性指数和主成分

密切度低于正常组)

!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母

菌组和传统七味白术散组* 聚类分析中"模型组与传

统七味白术散组归为一类* 模型组肠道菌群的种类不

及正常组)

!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母菌组和传

统七味白术散组* 两种结果说明"抗生素造成了肠道

细菌种类和数量的减少"同时引起小鼠腹泻* 泄泻为

泻下次数多"是一种病理状态"那么必然会泻下体内的

精微物质"这些精微物质中也必然包含肠道菌群* 模

型组是在应用抗生素后引起的
RRE

"而腹泻又为肠道

菌群平衡失调引发"故可推断"抗生素抑制或灭杀了肠

道中的有益菌"并且是以减少有益菌为主"因为模型组

与正常组比较"减少的条带数)

F)X

数为
#

"然而却引

起腹泻"这个+

#

,就是有益菌*

七味白术散作为治疗脾虚腹泻的良方"临床上不

仅可以缓解泄泻的症状"缩短治疗时间"还能减少患者

的负面情绪"对
RRE

有积极的治疗作用'

!#

"

!!

(

* 课题

组前期研究发现"七味白术散可以恢复肠道菌群失衡"

并且促进有益菌的生长"原因在于此方含有益生
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##

(

* 从中医学角度而言"或许在于其健脾益气

之功* 在本次试验中"传统七味白术散组条带数)

F)XC

数)多样性指数)相似性指数)主成分密切度高

于模型组"体现了七味白术散调节肠道菌群的能力*

但是这些数据低于正常组和
!6M

超微七味白术散
N

!6M

酵母菌组"说明传统七味白术散可以治疗腹泻"

但不及
!6M

超微七味白术散
N !6M

酵母菌联合应

用的效果*

超微中药用超微粉碎技术制成"打破了细胞壁的

屏障"增加了溶出量和溶出率"比表面积增大"更有利

于药物的吸收* 课题组研究已证实"七味白术散
6"M

超微汤药与传统全量效果相当'

##

(

"在于其对微生态平

衡有明显的调节作用'

!%

(

* 临床上"张崇泉教授认为"

应当将七味白术散与益生菌生态制剂联用"用于
RRE

的治疗'

!9

(

"蔡建斌教授用七味白术散与益生菌联用治

疗
RRE

"效果显著'

!6

(

* 基于以上研究"考虑到酵母菌

是使用时间最长"效果明显的有益菌"其代谢具有益生

元的功能* 本试验探究超微七味白术散与酵母菌联用

对
RRE

的影响* 从实验结果分析"尽管
!6M

超微七

味白术散
N!6M

酵母菌组条带数)

F)XC

数)多样性指

数不及传统七味白术散组"但相似性指数)主成分密切

度高于传统七味白术散组"聚类分析中"与正常组归为

一类* 表明
!6M

超微七味白术散
N!6M

酵母菌组菌

种与正常组更相近" 治疗效果较传统七味白术散组更

优" 但是尚未达到正常水平" 可能是因为治疗时间

较短*
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