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基于 16S rDNA 技术和 TLRs/MyD88/NF-κB 信号通路探讨
参苓白术散抗腹泻型肠易激综合征大鼠的分子机制
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［摘要］ 目的：基于 16S rDNA 技术和分子生物学手段探讨参苓白术散治疗腹泻型肠易激综合征（IBS-D）的分子机制。

方法：42 只 SPF 级 SD 大鼠中随机分为空白组，参苓白术散高（SLBZS-H）、中（SLBZS-M）、低（SLBZS-L）剂量组，匹维溴铵组和

模型组，每组 7 只。采用冰冷番泻叶（0.45 g∙mL-1）灌胃（10 mL∙kg-1）联合束缚应激方法制备 IBS-D 大鼠模型，连续 14 d。造模

成功后以 10 mL∙kg-1的灌胃体积给予各组相应药物：匹维溴铵组灌胃匹维溴铵（2.0 g∙L-1）、SLBZS-H、SLBZS-M、SLBZS-L 组

分别灌胃 2.36、1.18、0.59 g∙mL-1的参苓白术散药液，正常组和模型组灌胃同体积生理盐水，连续 14 d。观察并记录大鼠一般情

况：体质量、粪便、精神状态和死亡等情况。并在造模前（第 1 天）、造模后（第 14 天）和治疗后（第 28 天）检测各组大鼠体质量、

腹壁回缩反射评分（AWR）和稀便率；苏木素-伊红（HE）对实验动物结肠组织的形态学特征进行显微观察；酶联免疫吸附测定

法（ELISA）定量分析各组 5-羟色胺（5-HT）、白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）及肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的浓度变

化；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠结肠组织中 Toll样受体 4（TLR4）、Toll样受体 2（TLR2）、髓样分化因子 88（MyD88）
及核转录因子-κB（NF-κB）信号通路关键蛋白的表达水平；16S rDNA 技术检测大鼠肠道菌群结构变化。结果：与空白组比较，

模型组大鼠结肠部分黏膜上皮脱落和炎性细胞浸润；血清中 TNF-α、IL-1β、IL-6 和 5-HT 含量明显升高（P<0.05）；结肠组织中

TLR2、TLR4、MyD88 和 NF-κB 蛋白表达明显增加（P<0.05）；物种丰富度（Richness）、Chao1 丰富度指数（Chao1）、丰度覆盖估计

指数（ACE）及 Shannon 多样性指数均明显降低（P<0.05），厚壁菌门（Firmicutes）、放线菌门（Actinobacteria）、拟杆菌属 -H

（Bacteroides-H）、乳杆菌属（Lactobacillus）和唾液乳杆菌属（Ligilactobacillus）的相对丰富度明显降低（P<0.05），拟杆菌门

（Bacteroidetes）、变形菌门（Proteobacteria）、普氏菌属（Prevotella）相对丰富度明显升高（P<0.05）。与模型组比较，SLBZS-H 组、

SLBZS-M 组、SLBZS-L 组及匹维溴铵组大鼠的结肠结构组织更加清晰，且仅部分区域存在少量炎性细胞、血清中 TNF-α、

IL-1β、IL-6 和 5-HT 含量明显降低（P<0.05）、TLR2、TLR4、MyD88 和 NF-κB 蛋白表达明显减少（P<0.05）；分组信息不明确微生

物方面，相比于模型组，SLBZS-H、SLBZS-M、SLBZS-L 组 Richness、Chao1、ACE 及 Shannon 多样性指数均明显上升（P<0.05），
Firmicutes 和 Actinobacteria 的丰富度明显升高（P<0.05），Bacteroidetes、Proteobacteria 和 Prevotella 丰富度明显降低（P<0.05），
匹维溴铵组中 Prevotella 明显减少（P<0.05）、拟杆菌属-H（Bacteroides-H）、Muribaculum、乳杆菌属（Lactobacillus）、唾液乳杆菌

（Lactobacillus salivarius）相对丰富度明显增加（P<0.05）。结论：参苓白术散能够有效治疗 IBS-D，其分子机制可能是通过改善

肠道菌群和抑制 TLRS/MYD88/NF-κB 信号通路降低炎症反应发挥治疗作用。
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［［Abstract］］  Objective：： Based on 16S rDNA technology and molecular biology methods， the molecular mechanism of 

Shenling Baizhusan in the treatment of diarrhea-predominant irritable bowel syndrome （IBS-D） was investigated. Methods：： The 

42 SD rats with SPF were randomly divided into no control group， SLBZS-H， medium （SLBZS-M）， low （SLBZS-L） dose group， 

positive control group and model group， with 7 rats in each group. The rat model of IBS-D was prepared by ice-cold senna 

（0.45 g ∙ mL-1） gavage （10 mL ∙ kg-1） combined with restraint stress for 14 consecutive days. After successful modeling， the 

corresponding drugs were given to each group with a gavage volume of 10 mL ∙ kg-1： The positive group was administered with 

2.36 ， 1.18， 0.59 g∙mL-1 of Shenling Baizhusan in the Positive group and the Model group with the same volume of normal saline 

for 14 d. The general condition of the rats： Weight， feces， mental state and death were observed and recorded. The body weight， 

abdominal wall retraction reflex score （AWR） and loose stool rate of rats in each group were measured before （the first day）， after 

the model （day 14） and after treatment （day 28）. Hematoxylin-eosin staining was used to observe the morphological characteristics 

of colon tissues of experimental animals. Enzyme-linked immunosorbent assay was used to quantitatively analyze the concentration 

of inflammatory mediators in the peripheral blood of experimental animals. Western blotting was used to detect the expression levels 

of key proteins of Toll-like receptor 4 （TLR4）， Toll-like receptor 2 （TLR2）， myeloid differentiation factor 88 （MyD88） and 

nuclear factor-κB （NF-κB） signaling pathway in rat colon tissue. 16S rDNA technology was used to detect the structural changes of 

intestinal microbiota in rats. Results：： Compared with Control， the colon of the Model group showed partial mucosal epithelial 

shedding and inflammatory cell infiltration. The contents of TNF- α， IL-1β， IL-6 and 5-HT in serum increased （P<0.05）， the 

protein expressions of TLR2， TLR4， MyD88 and NF-κB in colon tissue increased （P<0.05）， the diversity indices of Richness， 

Chao1， abundance-based coverage estimator（ACE） and Shannon decreased （P<0.05）， and the phylum Firmicutes， 

Actinobacteria， The relative richness of Bacteroides-H， Lactobacillus and Ligilactobacillus decreased （P<0.05）， while the relative 

richness of Bacteroidetes， Proteobacteria and Prevotella increased （P<0.05）. Compared with the model group， the colonic structure 

and organization of the SLBZS-H group， SLBZS-M group， SLBZS-L group and Positive group were clearer， and only a small 

number of inflammatory cells were present in some areas， and the serum contents of TNF-α， IL-1β， IL-6 and 5-HT were decreased 

（P<0.05）， TLR2， TLR4， The protein expressions of MyD88 and NF- κB decreased （P<0.05）， and compared with the model 

group， the diversity indices of Richness， Chao1， ACE and Shannon in the SLBZS-H， SLBZS-M and SLBZS-L groups increased 

（P<0.05）， and the richness of Firmicutes and Actinobacteria increased （P<0.05）. The richness of Proteobacteria and Prevotella 

decreased （P<0.05）， and the abundance of Prevotella decreased （P<0.05）， Bacteroides-H， Muribaculum， Lactobacillus and 

salivarius in the Positive group salivarius （P<0.05）. Conclusion：： Shenling Baizhusan can effectively treat IBS-D， and its 

molecular mechanism may be to play a therapeutic role by improving intestinal flora and inhibiting the TLRS/MyD88/NF- κB 

signaling pathway to reduce inflammatory response.

［［Keywords］］ Shenling Baizhusan； diarrhoeal irritable bowel syndrome； intestinal flora； immune inflammation； Toll-like 

receptors/myeloid differentiation factor 88/nuclear factor-κB（TLRs/MyD88/NF-κB）

肠易激综合征（IBS）是一种以腹痛、排便习惯

改变为特征的慢性功能性胃肠疾病，全球患病率高

达 3.8%。依据罗马标准，IBS 患者被划分为四大主

要亚型，分别是腹泻型（IBS-D）、便秘型（IBS-C）、混
合型（IBS-M）及未分型（IBS-U），其中 IBS-D 为主要

亚型，占比 31.5%［1-3］。 IBS-D 具有长期腹痛和腹泻

的疾病特征，现代医学缺乏特异性治疗药物等问题

导致该疾病患者的生活质量严重降低，亟待探索新

的干预策略提高患者生活质量［4］。近年来，包括参

苓白术散在内的中药复方凭借其整体调节和多靶

点干预的优势，在改善 IBS-D 症状方面展现出独特

的潜力，但是其作用机制并未阐明。因此，揭示参

苓白术散在内的中药复方抗 IBS-D 的分子机制，对

推动中医药治疗 IBS-D 和开发新型治疗策略具有重

要价值。

研究证实，IBS-D 的发病与肠道菌群失调、内脏

高敏感性、肠道低度炎症及脑-肠轴紊乱等多种机制

相关［5］。随着微生态学研究的深入，肠道菌群失调

在胃肠道疾病中的作用日益受到重视，可通过破坏

肠道屏障功能，联系机体免疫诱发炎症反应导致疾

病的发生［6］。其中厚壁菌门和拟杆菌门是肠道内的

主要菌群，其比值被认为是机体健康与否的标志［7］。

此外，Toll 样受体家族/髓样分化因子 88/核转录因

子 -κB（TLRs/MyD88/NF-κB）作为机体免疫炎症的

重要信号通路，在胃肠道疾病中占有重要地位［8］。

TLRs/MyD88/NF-κB 激活可使下游促炎性细胞因子

白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）和肿瘤

坏死因子 -α（TNF-α）等大量产生，这些促炎因子介
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导肠上皮屏障损伤，导致肠道通透性异常升高，扰

乱肠道动力调节机制和促使外周敏化，形成内脏高

敏感状态最终引发腹泻［9］。

参苓白术散来源于《太平惠民和剂局方》，是治

疗胃肠疾病的经典方剂，主要由人参、茯苓、白术、

山药、莲子肉等药材组成，具有健脾益气、渗湿止泻

的功效，临床用于改善 IBS-D 疗效显著［10-11］。且现

代药理学研究发现，参苓白术散在调节肠道菌群、

抗炎、抗氧化、增强免疫力等机制中发挥一定药理

作 用 。 然 而 ，参 苓 白 术 散 在 肠 道 菌 群 和 TLRs/

MyD88/NF-κB 信号通路作用于 IBS-D 的具体分子

机制并未被完全阐述。因此，基于上述前人研究背

景 ，本 实 验 拟 通 过 建 立 IBS-D 大 鼠 模 型 ，通 过

16S rDNA 技术和分子生物学手段探讨参苓白术散

基于肠道菌群和 TLRs/MyD88/NF-κB 信号通路抗

IBS-D 的分子机制。此研究不仅为进一步探索出中

医药抗 IBS-D 的分子机制提供了理论基础，也为深

入理解中药复方通过菌群-免疫-炎症调控疾病的作

用机制提供了新的思路。

1 材料

1.1　动物     6~8 周龄（SPF）级雄性 SD 大鼠，体质量

为（210±10） g，由辽宁长生生物技术股份有限公司

提供，合格证号 SCXK（辽）2020-001。饲养于河南

中医药大学实验动物中心［实验动物许可证号

SYXK（豫）2021-0015］，动物饲养环境参数为室内

温度 21~25 ℃，光照采用 12 h/12 h 明暗交替，环境

湿度 40%~60%。

1.2　伦理     本研究经河南中医药大学实验动物中

心伦理委员会批准（伦理编号 IACUC-202312025）。
1.3　 药 物     参 苓 白 术 散 由 麸 炒 白 术 15 g、山 药

15 g、茯苓 15 g、人参 15 g、白扁豆 12 g、莲子 9 g、麸

炒薏苡仁 9 g、砂仁 6 g、桔梗 6 g、炙甘草 10 g 组成，

均购自河南中医药大学第一附属医院龙子湖院区，

以上药物经河南中医药大学第一附属医院药学部

陈天朝副主任药师鉴定均符合 2020 年版《中华人民

共和国药典》规定。所有药物使用 12 倍比例纯净水

冷水浸泡 30 min 后采用 2 次沸水煎煮后，过滤浓缩

成 2.36 g∙mL-1的高质量浓度溶液，一部分使用生理

盐水梯度稀释为 1.18、0.59 g∙mL-1的中、低质量浓度

溶液，均 4 ℃保存备用。番泻叶（购自张仲景大药

房，批号 230901-3）溶液制备先以 4 倍体积沸水浸泡

30 min，煎煮，然后纱布过滤浓缩，最终制成生药含

量为 0.45 g∙mL-1的番泻叶药液，存于 4 ℃冰箱备用。

匹维溴铵（北京福元医药股份有限公司，生产批号

H20133036，规格 50 mg/片），利用生理盐水制成

2.0 g∙L-1的悬浮液。

1.4　试剂     大鼠 5-羟色胺（5-HT）、IL-6、TNF-α、

IL-1β酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（上海酶

联源桔生物科技有限公司，货号分别为 YJ003125、

YJ102828、YJ002859、YJ003057）；苏木素染液、醇溶

伊红染液、中性树胶（安徽欣乐生物技术有限公司，

批号分别为 0320220、0222215、030220）；二甲苯（天

津市凯通化学有限公司，批号 2020223）；无水乙醇

（上海广诺化学有限公司，批号 2020221）；Toll 样受

体 4（TLR4）、MyD88、NF-κB 抗体［普健生物科技

（武汉）有限公司，货号分别为 19811-1-AP、29946-1-

AP、10745-1-AP］；Marker（上海三鹰生物技术有限

公 司 ，货 号 PL0004），甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH，美国 Proteintech 公司，批号 60004-1-Ig）。
1.5　仪器     Heraeus Fresco 21 型高速冷冻离心机、

Varioskan LUX 型 酶 标 仪（ 美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）；YB-7LF 型自动脱水机、ZT-12M 型

包埋机、YT-7FB 型摊烤片机（武汉亚光电子有限公

司）；RM2016 型轮转式切片机（德国 Leica 公司）；
DHG-9070 型电热鼓风干燥箱（上海三发科学仪器

有 限 公 司）；CX41 型 生 物 显 微 镜（日 本 Olympus 

Corporation 有限公司）；DYCP-32C 型琼脂糖水平电

泳仪（北京市六一仪器厂）；T100 型聚合酶链式反应

（PCR）仪、转膜仪（美国 Bio-Rad 公司）；NovaSeq 

6000 测序仪（美国 Illumina公司）。
2 方法

2.1　IBS-D 模型大鼠建立［12］    经过 1 周的适应性饲

养，采用随机数字表法将 42 只大鼠分为空白组 7 只

和 造 模 组 35 只 。 造 模 组 大 鼠 采 用 冰 冷 番 泻 叶

（0.45 g∙mL-1）灌胃联合束缚应激制备 IBS-D 模型，

空白组灌胃同体积生理盐水 ，以上灌胃均按照

0.01 mL∙g-1 的灌胃体积进行灌胃，连续 14 d。造模

结束后对大鼠进行模型评价，以大鼠一般状态改

变，体质量下降、粪便含水量及腹壁回缩反射评分

（AWR）上升为造模成功标准。

2.2　分组与给药     将造模成功后的大鼠随机分为

模型组、匹维溴铵组、SLBZS-H 组、SLBZS-M 组和

SLBZS-L 组，正常组和模型组大鼠灌胃生理盐水，

SLBZS-H 组、SLBZS-M 组和 SLBZS-L 组灌胃相应

治疗药物，参照 Dreyer's 体表面积等效剂量换算公

式进行计算，以成人临床日剂量 112 g 生药量为基

准，通过种属间代谢速率校正系数 6.3 进行剂量转

换 ：实 验 动 物 等 效 剂 量 =（112 g×6.3）/60 kg=
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11.76 g·kg-1·d-1（中剂量组），据此建立梯度给药方案

（23.59、11.76、5.88 g·kg-1·d-1），匹 维 溴 铵 组 灌 胃

2.0 g∙L-1匹维溴铵，均以 10 mL∙kg-1灌胃体积灌胃，

以上操作连续 14 d。干预结束后观察大鼠的一般状

态、检测各组大鼠的体质量、稀便率和 AWR 评分。

2.3　 取 材     大 鼠 粪 便 ：将 各 组 大 鼠 新 鲜 的 粪 便

（10 g）装入冻存管中，并放于-80 ℃冰箱中保存，用

于 16S rDNA 肠道菌群测序。采集腹主动脉血：采

用腹腔注射 2% 戊巴比妥钠溶液（40 mg∙kg-1）对大

鼠实施麻醉。待麻醉起效后，经腹主动脉采集全血

样本。将采集的血液样本立即置于 4 ℃预冷离心管

中，以 3 500 r∙min-1 的转速在 4 ℃低温条件下离心

15 min（离心半径 10 cm）。离心后吸取上层血清，分

装于无菌离心管中，然后迅速转移至-80 ℃超低温

冰箱保存，用于后续 ELISA 实验。大鼠结肠组织：

选取距离肛门约 8 cm 处的病变显著区域，截取尺寸

为长宽各 1 cm 的组织样本 2 份，其中 1 份立即置于

4% 浓度的多聚甲醛（PFA）固定液中，用于结肠组织

形态观察分析；另 1 份-80 ℃冰箱保存，蛋白免疫印

迹法（Western blot）检测。

2.4　观察指标与检测方法     一般状态、体质量：观

察记录每组大鼠的体质量、饮食量、精神状态、毛

发、粪便情况等。稀便率：将实验动物采用单笼饲

养模式，使用底部为不锈钢网状结构的专用大鼠饲

养笼，下方配置整张滤纸覆盖的收集托盘。收集并

观察 6 h 内各组大鼠的粪便。对于观察期内未排便

的大鼠，按照实验统计学处理方法，将其排便粒数

设为 1，以避免数据偏差。同时，采集新鲜粪便样本

（10 g）置于无菌冻存管中，于-80 ℃超低温冰箱保

存，以备后续进行 16S rDNA 测序分析，研究肠道微

生物群落结构。稀便率的计算方法如下，以滤纸表

面是否出现污渍作为粪便性状的判定标准，统计每

只实验动物在观察期内的稀便次数与排便总量，通

过公式计算得出稀便率=（稀便次数/排便总次数）×

100%。腹壁回缩反射，在进行 AWR 检测前，各组大

鼠需经历 36 h 的禁食期（允许自由饮水）。检测时，

使用乙醚进行麻醉处理，随后将大鼠固定于专用实

验装置中。采用经石蜡油润滑的 8 F 导尿管（配备

气囊）经肛门插入结肠约 7 cm 深度，确保实验动物

仅能进行前后移动。待其完全适应实验环境后，依

次注入 1.0、1.5、2.0 mL 的 37 ℃温水进行球囊扩张

刺激，每个刺激量持续 20 s，重复 3 次，刺激间隔

30 s。记录每次扩张时动物的行为反应，取 3 次评分

的均值作为最终结果。评分标准见增强出版附加

材料。

结肠组织形态：结肠组织标本经梯度脱水、石

蜡包埋后切片（3 μm），脱蜡复水后行苏木素 -伊红

（HE）染色，经脱水透明处理，中性树胶封片，光镜下

观察黏膜结构并采集图像分析。

ELISA 检测血清：采用 ELISA 试剂盒检测血清

5-HT、IL-6、IL-1β及 TNF-α浓度，按说明书步骤操

作；酶标仪 450 nm 测吸光度 A，标准曲线四参数方

程计算浓度。

Western blot 检测大鼠结肠组织样本中 TLR2、

TLR4、MyD88、NF- κB 等 关 键 信 号 分 子 的 表 达 ：

取-80 ℃结肠组织冰上匀浆，放射免疫沉淀法缓冲

液（RIPA）裂解液裂解后离心取上清；聚氰基丙烯酸

正丁酯（BCA）定量蛋白，煮沸变性后经十二烷基硫

酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离，转至

PVDF 膜；分 别 使 用 一 抗 TLR2（1∶2 000）、TLR4

（1∶4 000）、NF-κB（1∶6 000）、MyD88（1∶3 000）4 ℃

孵育过夜，GAPDH（1∶10 000）作为内参。辣根过氧

化物酶（HRP）二抗室温反应 60 min，增强化学发光

（ECL）显影后图像系统分析条带灰度值，并进行统

计学分析。

16S rDNA 肠 道 菌 群 测 序 ：采 用 16S 核 糖 体

DNA 高通量测序技术对大鼠粪便样本中的肠道微

生物群落进行分析。首先从粪便样本中提取微生

物总 DNA，使用特异性引物扩增 16S rDNA 的 V3-

V4 可变区，并对 PCR 产物进行纯化。随后，利用

Illumina 测序平台构建测序文库并进行双端测序。

获得原始测序数据后，通过质量控制和过滤去除低

质量序列，保留高质量的有效数据。对有效序列进

行可操作分类单元（OTU）聚类分析，采用去噪算法

优化序列数据，并在不同分类水平门、属上进行物

种注释。基于标准化处理后的 OTU 丰度矩阵，计算

α多样性指数（包括 Shannon 指数、Chao1 指数等）和
β多样性指数，并进行群落结构的多元统计分析，包

括主坐标分析（PCoA）和线性判别分析（LEfSe）等。

2.5　统计学处理     运用 GraphPad Prism 9.1.0 软件

对实验数据进行统计学分析与图表绘制，多组间比

较确定其差异性，应用单因素方差分析（One-way 

ANOVA）和多重比较检验法（Multiple comparisons）
方法。P<0.05 表明差异有统计学意义。

3 结果

3.1　参苓白术散对 IBS-D 大鼠一般状态的影响     

正常组大鼠毛发有光泽，进食量正常，无扎堆和弓

背，不易被激怒，肛门干净；造模大鼠进食量减少，
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毛发无光泽，有弓背和扎堆现象，易被激怒，肛门污

秽；经参苓白术散和匹维溴铵药物灌胃后，大鼠进

食逐渐增多，毛发恢复正常，肛门污秽、易被激怒和

扎堆现象明显缓解。

3.2　参苓白术散对 IBS-D 大鼠体质量、稀便率及腹

壁回缩反射的影响     造模前，正常组和造模大鼠的

体质量、稀便率和腹壁回缩反射差异均无统计学意

义。造模后，与正常组比较，模型组、SLBZS-H 组、

SLBZS-M 组、SLBZS-L 组和匹维溴铵组的大鼠体质

量明显降低（P<0.05），稀便率明显升高（P<0.05），
AWR 明显升高（P<0.05），符合 IBS-D 模型大鼠标

准；药物干预后，与模型组大鼠相比，SLBZS-H 组、

SLBZS-M 组、SLBZS-L 组和匹维溴铵组的大鼠体质

量均明显升高（P<0.05），稀便率均明显降低（P<

0.05），AWR 明显下降（P<0.05），说明匹维溴铵和参

苓白术散药物可以改善 IBS-D 大鼠的一般状态。见

表 1-表 3。

3.3　参苓白术散对 IBS-D 大鼠结肠组织形态的影

响     正常组和干预组结肠组织结构正常，各层结构

清晰，黏膜表层完整，黏膜上皮未见糜烂，固有层、

黏膜下层未见充血、水肿等病理变化，肌层、浆膜正

常。参苓白术散高、中、低剂量组和阳性对照组可

见少量炎性细胞；模型组部分组织结构可以看到少

量炎性细胞浸润，部分黏膜上皮脱落和杯状细胞减

少，部分隐窝结构皱缩炎性细胞浸润。见图 1。

3.4　 参 苓 白 术 散 对 IBS-D 大 鼠 血 清 中 TNF- α、

IL-1β、IL-6、5-HT 含量的影响     与正常组比较，模型

组大鼠 TNF-α、IL-1β、IL-6 和 5-HT 炎症因子水平明

显 上 升（P<0.05）。 相 比 于 模 型 组 ，SLBZS-H 组 、

SLBZS-M 组、SLBZS-L 组和匹维溴铵组的 TNF-α、

IL-1β、IL-6 和 5-HT 炎症因子水平均出现了明显降

低（P<0.05），说明参苓白术散和匹维溴铵可以降低

IBS-D 大鼠血清中炎症因子水平。见表 4。

3.5　 参 苓 白 术 散 对 IBS-D 大 鼠 结 肠 组 织 TLR4、

MyD88 和 NF-κB 蛋白表达水平的影响     相较于正

常组，模型组 TLR4、TLR2、MyD88 和 NF-κB 蛋白表

达量明显上升（P<0.05）。与模型组相比较，给予不

同浓度的参苓白术散及匹维溴铵处理的大鼠的

TLR4、TLR2、MyD88 和 NF-κB 蛋白表达量均明显

下降（P<0.05），说明参苓白术散和匹维溴铵可以减

表 2　参苓白术散对 IBS-D 大鼠稀便率的影响  （x̄± s，n=7）

Table 2　 Effect of Shenling Baizhusan on defecation rate of IBS-D 

rats （x̄± s，n=7） %

组别

正常组

模型组

匹维溴铵组

SLBZP-H 组

SLBZP-M 组

SLBZP-L 组

剂量

/g∙mL-1

0.002

23.59

11.76

5.88

造模前

1.286±0.488

1.571±0.535

1.419±0.430

1.000±0.000

1.400±0.502

1.429±0.535

造模后

1.143±0.378

56.570±1.9881）

56.000±1.8261）

57.000±2.3091）

57.000±1.1551）

56.000±2.0821）

治疗后

1.429±0.535

55.710±2.360

15.710±1.6042）

13.860±2.1162）

15.430±1.7182）

19.290±1.2542）

表 1　参苓白术散对 IBS-D 大鼠体质量的影响  （x̄± s，n=7）

Table 1　 Effect of Shenling Baizhusan on body weight of IBS-D 

rats （x̄± s，n=7） g

组别

正常组

模型组

匹维溴铵组

SLBZP-H 组

SLBZP-M 组

SLBZP-L 组

剂量

/g∙kg-1

0.02

23.59

11.76

5.88

造模前

250.70±5.23

249.60±7.56

252.30±8.69

250.00±8.96

244.50±11.27

248.70±5.56

造模后

349.00±5.11

266.10±10.401）

260.50±5.911）

261.10±4.531）

260.10±5.131）

263.00±5.381）

治疗后

395.00±3.57

270.90±2.57

331.70±5.712）

355.80±3.272）

332.80±4.642）

318.40±16.142）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 3、表 5-

表 9 同）

表 3　参苓白术散对 IBS-D 大鼠 AWR 的影响  （x̄± s，n=7）

Table 3　 Effect of Shenling Baizhusan on AWR in IBS-D rats 

（x̄± s，n=7） 分

体积

/mL

1

1.5

2.0

组别

正常组

模型组

匹维溴铵组

SLBZP-H 组

SLBZP-M 组

SLBZP-L 组

正常组

模型组

匹维溴铵组

SLBZP-H 组

SLBZP-M 组

SLBZP-L 组

正常组

模型组

匹维溴铵组

SLBZP-H 组

SLBZP-M 组

SLBZP-L 组

剂量

/g∙kg-1

0.002

23.59

11.76

5.88

0.002

23.59

11.76

5.88

0.002

23.59

11.76

5.88

造模前

0.42±0.53

0.57±0.53

0.42±0.53

0.42±0.53

0.42±0.53

0.42±0.53

0.57±0.78

0.57±0.78

0.71±0.75

0.71±0.75

0.57±0.78

0.71±0.75

0.71±0.75

0.57±0.78

0.71±0.75

0.71±0.75

0.57±0.78

0.71±0.75

造模后

0.42±0.53

2.42±0.531）

2.57±0.541）

2.42±0.541）

2.28±0.481）

2.57±0.531）

0.71±0.75

2.28±0.481）

2.57±0.531）

2.57±0.531）

2.42±0.531）

2.57±0.531）

0.71±0.75

3.28±0.751）

3.28±0.751）

3.00±0.811）

3.00±1.001）

3.14±0.691）

治疗后

0.28±0.48

2.71±0.48

1.14±0.372）

0.71±0.482）

1.28±0.482）

1.42±0.532）

0.71±0.75

2.71±0.48

1.28±0.482）

1.14±0.372）

1.28±0.482）

1.57±0.532）

1.00±0.57

3.00±0.81

1.42±0.532）

1.28±0.482）

1.57±0.532）

1.71±0.752）

注：与相同体积刺激正常组比较 1）P<0.05；与相同体积模型组比

较 2）P<0.05
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少 IBS-D 大鼠结肠中 TLRs/MyD88/NF-κB 信号通路 相关蛋白水平。见表 5、图 2。

3.6　参苓白术散对 IBS-D 大鼠肠道菌群的影响     

3.6.1　物种的注释与评估     Shannon 曲线和花瓣图

分析显示，在测序深度同样的条件下，与模型组比

较，正常组、匹维溴铵组、SLBZS-H 组、SLBZS-M 组

和 SLBZS-L 组 的 大 鼠 的 OTU 数 量 均 有 所 增 加 ，

SLBZS-H 组增加较为显著，说明参苓白术散和匹维

溴铵可提高 IBS-D 大鼠体内肠道微生物丰富度。见

增强出版附加材料。

3.6.2　物种组成分析     门水平上，与正常组比较，

模型组大鼠 Firmicutes 和 Actinobacteria 等门类的菌

群丰富程度明显减少（P<0.05），而 Bacteroidetes 和

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 匹维溴铵组；D. SLBZS-H 组；E. SLBZS-M 组；F. SLBZS-L 组（图 2 同）
图 1　参苓白术散对 IBS-D 大鼠结肠组织形态的影响  （HE，×40）

Fig. 1　Effect of Shenling Baizhusan on colon histomorphology in IBS-D rats （HE，×40）

表 4　参苓白术散对 IBS-D 大鼠血清中 TNF-α、IL-6、IL-1β与 5-HT 水平的影响  （x̄± s，n=7）

Table 4　Effect of Shenling Baizhusan on TNF-α， IL-6， IL-1β and 5-HT expression levels IBS-D rats （x̄± s，n=7） ng·L-1

组别

正常组

模型组

匹维溴铵组

SLBZS-H 组

SLBZS-M 组

SLBZS-L 组

剂量/g∙kg-1

0.002

23.59

11.76

5.88

TNF-α

32.61±4.78

122.38±7.631）

79.28±2.832）

79.83±3.602）

85.94±3.142）

100.94±4.152）

IL-1β

67.11±8.60

144.18±11.361）

100.65±3.472）

103.07±4.462）

108.63±0.992）

119.64±1.872）

IL-6

32.61±4.78

122.38±7.641）

79.28±2.832）

79.83±3.602）

85.94±3.142）

100.94±4.162）

5-HT

190.30±14.98

405.47±25.101）

311.44±14.832）

301.49±13.112）

326.87±3.392）

334.58±6.712）

表 5　参苓白术散对 IBS-D 大鼠结肠组织 TLR2、TLR4、MyD88 和 NF-κB 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=7）

Table 5　Effect of Shenling Baizhusan on expression of TLR2， TLR4， MyD88 and NF-κB in colon tissue of IBS-D rats （x̄± s，n=7）

组别

正常组

模型组

匹维溴铵组

SLBZS-H 组

SLBZS-M 组

SLBZS-L 组

剂量/g∙kg-1

0.002

23.59

11.76

5.88

TLR4/GAPDH

0.67±0.22

2.39±0.251）

0.65±0.152）

0.85±0.042）

0.72±0.102）

0.83±0.302）

TLR2/GAPDH

1.80±0.83

4.81±0.251）

2.12±0.182）

2.33±1.262）

1.76±0.822）

1.98±1.182）

MyD88/GAPDH

0.82±0.35

2.85±0.431）

1.38±0.142）

1.51±0.162）

1.33±0.042）

1.32±0.092）

NF-κB/GAPDH

1.56±0.39

3.81±0.241）

2.00±0.422）

1.95±0.392）

1.70±0.362）

2.24±0.352）

图 2　各组大鼠结肠组织 TLR2、TLR4、MyD88 和 NF-κB 蛋白表达

电泳

Fig. 2　 Electrophoresis of TLR2，TLR4，MyD88 and NF- κB 

protein expression in colonic tissues of rats in each group
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Proteobacteria 菌群丰富度明显增加（P<0.05）。与模

型 组 比 较 ，正 常 组 、匹 维 溴 铵 组 、SLBZS-H 组 、

SLBZS-M 组 和 SLBZS-L 组 大 鼠 的 Firmicutes 和

Actinobacteria 菌群丰富度数目明显提升（P<0.05），
而 Bacteroidetes 和 Proteobacteria 的菌群丰富度则明

显降低（P<0.05）。见表 6。

属水平上，与正常组比较，模型组中 Prevotella

的菌群相对丰富度明显呈现上升趋势（P<0.05），而
Bacteroides-H、Lactobacillus 和 Ligilactobacillus 的相

对丰富度呈明显降低趋势（P<0.05）。与模型组比

较，SLBZS-H 组、SLBZS-M 组、SLBZS-L 组和匹维

溴铵组的 Prevotella 的相对丰富度出现明显下降

（P<0.05），SLBZS-H 组、SLBZS-M 组 Bacteroides-H、

Muribaculum 和 Limosilactobacillus 明 显 升 高（P<

0.05）；匹 维 溴 铵 组 Bacteroides-H、Muribaculum、

Lactobacillus、Ligilactobacillus 相对丰度明显升高

（P<0.05）。说明参苓白术散能够提高 IBS-D 大鼠有

益菌数目和降低有害菌数目。见表 7。

3.6.3　α多样性分析     Chao1 指标代表生物群落的

物种丰裕程度，数值越高，代表群落中的物种数量

越多。Shannon 指标、Simpson 指标及 Faith_pd 等参

数的数值越大，说明样本中的物种分布越广泛。相

较于正常组，模型组的 Chao1 指数、Shannon 指数、

Faith_pd 指数和 Simpson 指数均呈明显下降趋势

（P<0.05）；经 SLBZP 干 预 后 ，与 模 型 组 比 较 ，

SLBZS-H 组、SLBZS-M 组、SLBZS-L 组和匹维溴铵

组 的 Chao1 指 数 、Shannon 指 数 、Faith_pd 指 数 和

Simpson 指数明显上升（P<0.05）。见表 8。

表 6　参苓白术散对 IBS-D 大鼠门水平肠道菌群差异分析  （x̄± s，n=7）

Table 6　Analysis on difference of intestinal flora at portal level of IBS-D rats by Shenling Baizhusan （x̄± s，n=7）

组别

正常组

模型组

匹维溴铵组

SLBZP-H 组

SLBZP-M 组

SLBZP-L 组

剂量/g∙kg-1

0.002

23.59

11.76

5.88

Firmicutes

0.47±0.02

0.26±0.031）

0.42±0.012）

0.38±0.012）

0.35±0.012）

0.33±0.012）

Actinobacteria

0.08±0.01

0.03±0.011）

0.06±0.012）

0.05±0.012）

0.04±0.012）

0.04±0.012）

Bacteroidetes

0.21±0.03

0.52±0.041）

0.29±0.032）

0.29±0.012）

0.31±0.022）

0.39±0.022）

Proteobacteria

0.01±0.01

0.07±0.011）

0.03±0.012）

0.04±0.012）

0.05±0.012）

0.05±0.012）

表 7　参苓白术散对 IBS-D 大鼠属水平肠道菌群差异分析  （x̄± s，n=7）

Table 7　Analysis on  difference of intestinal flora in IBS-D rats by Shenling Baizhusan （x̄± s，n=7）

组别

正常组

模型组

匹维溴铵组

SLBZP-H 组

SLBZP-M 组

SLBZP-L 组

剂量/g∙kg-1

0.002

23.59

11.76

5.88

Prevotella

0.024 0±0.014 3

0.235 4±0.068 81）

0.035 7±0.002 62）

0.037 4±0.017 72）

0.060 9±0.009 82）

0.101 1±0.006 42）

Bacteroides-H

0.073 3±0.007 4

0.027 3±0.004 71）

0.078 2±0.000 72）

0.088 7±0.000 72）

0.087 5±0.000 72）

0.054 5±0.000 82）

Lactobacillus

0.162 4±0.025 2

0.023 8±0.014 01）

0.112 6±0.033 02）

0.141 2±0.046 22）

0.120 3±0.034 52）

0.072 1±0.003 1

Ligilactobacillus

0.290 4±0.037 4

0.018 9±0.006 51）

0.339 2±0.067 62）

0.033 1±0.004 22）

0.026 0±0.013 52）

0.045 3±0.017 2

表 8　参苓白术散对 IBS-D 大鼠肠道 α多样性分析  （x̄± s，n=7）

Table 8　Analysis of Shenling Baizhusan on α diversity of intestine in IBS-D rats （x̄± s，n=7）

组别

正常组

模型组

匹维溴铵组

SLBZP-H 组

SLBZP-M 组

SLBZP-L 组

剂量/g∙kg-1

0.002

23.59

11.76

5.88

Chao1

640.30±71.97

383.10±71.291）

498.10±18.372）

531.90±13.542）

455.90±37.452）

437.40±46.062）

Simpson

0.97±0.01

0.64±0.051）

0.88±0.032）

0.85±0.012）

0.84±0.032）

0.79±0.042）

Shannon

6.82±0.52

3.80±0.391）

5.32±0.132）

5.46±0.512）

5.27±0.162）

4.82±0.462）

Faith-pd

34.52±2.25

21.54±0.781）

28.73±0.982）

28.09±1.412）

26.12±0.702）

25.42±2.512）
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3.6.4　β多样性分析和功能预测分析     PCoA 显示

正常组与模型组空间分离，表明肠道菌群结构显著

改变；匹维溴铵组、SLBZS-H 组及 SLBZS-M 组向正

常 组 聚 集 ，其 中 SLBZS-H 组 分 布 最 接 近 ，提 示

SLBZP 可改善菌群紊乱。京都基因与基因组百科

全书（KEGG）预测显示各组大鼠肠道菌群前 10 代

谢通路包括 D-丙氨酸代谢、D-谷氨酰胺/谷氨酸代

谢、其他糖降解、DNA 错配修复、链霉素生物合成、

肽聚糖生物合成、氨酰基-tRNA 生物合成、核糖体功

能、缬氨酸/亮氨酸/异亮氨酸生物合成及细胞周期

调控等。见增强出版附加材料。

3.6.5　功能差异比较     功能注释分析显示，正常组

与模型组在细胞凋亡、自噬、铜绿假单胞菌生物膜

形成、铁死亡、溶酶体、坏死性凋亡、过氧化物酶体

及群体效应等功能上存在显著差异（P<0.05，P<

0.01）；模型组与 SLBZS 各组在细胞凋亡、铁死亡、

过氧化物酶体和群体效应中差异显著（P<0.05，P<

0.01）。见增强出版附加材料。

4 讨论

参苓白术散出自《太平惠民和剂局方》，广泛被

应用于治疗胃肠疾病，且临床效果显著［13］。该方主

要由人参、茯苓、白术、白扁豆、莲子、甘草、山药、砂

仁、薏苡仁、桔梗等中草药组成，人参健脾养胃；白
术、茯苓搭配共建燥湿健脾之功；山药、薏苡仁和白

扁豆三者健脾化湿；砂仁芳香化湿，和胃降逆；桔梗

宣发肺气；甘草具有调和诸药，共奏祛湿止泻的功

效。本实验采用冰冷番泻叶灌胃联合束缚应激造

模方法构建 IBS-D 动物实验模型，经过一段时间造

模处理后，造模大鼠均出现稀便、AWR 评分增高、体

重下降和易被激怒等异常情况，符合一般 IBS-D 模

型大鼠特点［14］。而经参苓白术散和匹维溴铵药物

治疗后，大鼠的稀便率和 AWR 被显著改善，说明参

苓白术散可以有效改善 IBS-D 大鼠腹泻和腹痛等不

适症状。

本研究发现肠道菌群在各组大鼠中存在明显

差异，提示参苓白术散治疗 IBS-D 大鼠可能是通过

调节肠道菌群紊乱实现。随后根据 Western blot、

HE 和 ELISA 结果得知，参苓白术散和匹维溴铵药

物能够改善大鼠结肠病理损伤、降低大鼠结肠

TLR4、TLR2、MyD88 和 NF-κB 蛋白的表达量和下

调大鼠血清中的炎症因子的水平，推测参苓白术散

治疗 IBS-D 的机制可能是通过调节 IBS-D 大鼠肠道

菌群和调控 TLRs/MyD88/NF-κB 信号通路抑制炎

症反应来发挥治疗作用的。

本实验证明改善肠道菌群是参苓白术散治疗

IBS-D 大鼠的有效方向［15-17］。槲皮素、人参皂苷、桔

梗皂苷等是参苓白术散中关键活性成分，可通过其

抗氧化特性，调节免疫细胞功能和肠道菌群结构，

上调有益菌群的丰度降低炎性因子的表达进而改

善炎症，且肠道微生物还可将桔梗皂苷转化为具有

抗炎作用的生物活性物质，通过 TLR4/NOD 信号通

路缓解肠道炎症［18-21］。

在本研究中，对大鼠粪便采取 16S rDNA 肠道

菌 群 测 序 ，肠 道 微 生 物 群 落 主 要 由 Firmicutes、

Actinobacteria、Bacteroidetes 和 Proteobacteria 四 大

菌门构成。实验结果显示，经参苓白术散干预后，

肠道菌群结构发生显著改变，其中 Firmicutes 和

Actinobacteria 的 相 对 丰 度 显 著 升 高 ，而

Bacteroidetes 和 Proteobacteria 的丰度则呈现下降趋

势。从功能角度来看，Firmicutes通常与抗炎作用相

关，能够促进短链脂肪酸的产生；而 Bacteroidetes 则

与促炎反应密切相关，其代谢产物可能诱导炎症反

应。因此，Firmicutes 与 Bacteroidetes 的相对丰度比

值（F/B）被广泛认为是评估肠道微生态平衡和炎症

状态的重要生物学指标，该比值的变化可反映肠道

屏障功能的完整性及机体的炎症水平。

经参苓白术散治疗后，厚壁菌门和放线菌门数

量增加，拟杆菌门和变形菌门数量减少；在机体中，

厚壁菌门一般具有抗炎作用，拟杆菌门具有促炎作

用，其比值是判断肠道菌群健康与否和炎症的重要

指标［22-23］。放线菌门和变形菌门在胃肠道均与炎症

相关，放线菌门通过代谢和免疫调节活动，发挥保

护和抗炎作用；变形菌门则是菌群失调和炎性疾病

的标志，通过脂多糖（LPS）等机制引发炎症［24-25］。

根据本实验门水平分析结果来看，参苓白术散能够

显著改善厚壁菌门与拟杆菌门的比值，降低变形菌

门和提高放线菌门的微生物数量，发挥机体抗炎作

用。在属水平上，实验结果显示主要以普氏菌属为

主要有害菌，拟杆菌属、乳杆菌属等为主要有益菌。

普氏菌属可产生短链脂肪酸（SCFAs）如丙酸和丁

酸，这些代谢物对肠道屏障功能和抗炎作用具有重

要作用，普氏菌属的比例升高可能会通过增强肠道

免疫反应或增加肠道通透性加剧炎症和不适症

状［26］。拟杆菌属的一个重要亚群拟杆菌属 -H 与肠

道屏障功能和代谢活动密切相关，其代谢产物如

LPS 可通过激活 TLR4，诱导黏膜炎症，加重肠道不

适症状［2］。乳杆菌属衍生物在研究中发现可通过增

强紧密连接蛋白表达（如 ZO-2）的能力，减轻 IBS-D
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患者的肠道通透性从而缓解症状，此外，乳酸菌还

可通过调节 5-HT 信号通路及减少促炎性细胞因子

的产生，改善 IBS-D 腹痛和腹泻症状［27-28］。根据属

水平实验结果显示，参苓白术散调节肠道菌群治疗

IBS-D 大鼠的作用机制可能是通过提高肠道屏障和

抑制炎症通路降低炎症因子的表达。从 α和 β分析

显示的结果来看，参苓白术散能够上调大鼠肠道微

生物丰富度，功能预测分析和功能差异性比较显示

模型组和参苓白术散治疗组在细胞凋亡、铁死亡、

过氧化物酶体和群体效应上有显著差异、而细胞凋

亡、铁死亡、过氧化物酶体和群体效应与炎症反应

关系密切，因此推测参苓白术散可能通过调节大鼠

肠道菌群修复免疫损伤进而降低炎症反应治疗

IBS-D。

低 度 炎 症 是 IBS-D 的 重 要 潜 在 机 制 ，TLRs/

NF-κB 信号转导通路作为重要的调控网络，在肠道

黏膜慢性低度炎症和免疫稳态失衡等病理生理过

程中发挥着核心作用［29］，从分子机制层面来看，当

位于细胞膜表面的模式识别受体（如 TLR2、TLR4

等）与其相应配体结合而被激活后，会启动下游级

联反应。首先，胞质内的 MyD88 表达水平显著上

调；随后，这一信号通过 IκB 激酶（IKK）复合物的磷

酸化作用传导至细胞核内 ，这一过程将会促使

NF-κB 抑制蛋白进一步降解，进而使 NF-κB 能够迁

移 至 细 胞 核 内 。 这 一 系 列 分 子 事 件 最 终 导 致

TNF-α、IL-6 等促炎细胞因子的转录水平显著升高，

诱发持续的炎症反应。值得注意的是，这种炎症微

环境的形成会进一步导致肠道神经元敏感性增强，

从而促进内脏高敏感状态的发生发展，严重影响患

者的肠道功能和生活质量，这与最新研究报道指出

低度炎症与 IBS-D 有密切联系观点一致［30-31］。在本

实验中，Western blot、HE 和 ELISA 实验结果显示参

苓白术散明显降低了 TLR4、MyD88 和 NF-κB 蛋白

表达、改善了大鼠结肠组织结构轻度损伤和抑制

TNF-α、5-HT、IL-6、IL-1β炎性因子释放，与已有的

研究结果类似，证明了参苓白术散可以很好地改善

IBS-D 的低度炎症变化。

综上所述，本研究利用 16S rDNA 扩增测序技

术、Western blot、HE 和 ELISA 等实验，初步揭示了

参苓白术散治疗 IBS-D 的可能性机制。但是由于中

药复方成分多且复杂和庞大多样的肠道微生物，导

致药物治疗疾病的具体途径并不明确。而从本实

验中功能差异比较和功能预测分析部分来看，细胞

凋亡、铁死亡和过氧化物酶体皆可以作为 IBS-D 机

制新的研究方向，且以上机制皆与肠道黏膜屏障密

切相关，可通过氧化应激和炎症损伤肠道上皮屏

障，增加肠道通透性并加重炎症反应，引起胃肠道

疾病。此外，研究发现免疫介导的细胞凋亡可能是

IBS-D 发生的重要触发因素，进一步为潜在的治疗

靶点提供了线索［32-34］。最后，继本实验之后，拟更进

一步通过多组学技术继续深入探讨和开展更多针

对 IBS-D 发病和治疗机制的研究。
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