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芍药汤对湿热泄泻大鼠的炎性细胞因子与肠道菌群的影响
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［摘要］ 目的：明确芍药汤对湿热泄泻大鼠的止泻抗炎作用和肠道菌群调节作用，探讨芍药汤中“通因通用”法的作用机

制。方法：采用高温+高湿+高糖高脂饮食+致病因子方式造模，分别设置正常组（不造模）、模型组（给予生理盐水），芍药汤全

方组（生药 5.62 g·kg-1），芍药汤全方去大黄组（生药 5.15 g·kg-1），单味大黄组（生药 0.01 g·kg-1），给药 5 日，每天早晚 2 次。每天

晚上给药 3 h 后用腹泻指数评估各给药组止泻效果，最后 1 次给药 3 h 后用酶联免疫吸附测定法检测大鼠血清中大鼠肿瘤坏死

因子-α（TNF-α），大鼠白细胞介素-6（IL-6），大鼠白细胞介素-1β（IL-1β）和大鼠白细胞介素-2（IL-2）含量，用 16sDNA 对大鼠粪

便中菌群结构进行表征。结果：与模型组比较，芍药汤全方、芍药汤去大黄和单味大黄水煎液均可显著降低大鼠腹泻指数（P<

0.01），其起效速度为芍药汤全方>芍药汤去大黄>单味大黄。与模型组比较，3 种给药方案均可显著降低大鼠体内炎症因子水

平（P<0.01），其中芍药汤全方组效果最佳，而单味大黄组和芍药汤去大黄组次之，二者之间并无显著性差异。与模型组比较，

各组给药方案均可以显著减少致病菌和条件致病菌（如 Escherichia-Shigella，Prevotella，Enterorhabdus 和 Bacteroides）的丰度，

增加益生菌（如 Ruminococcus，Turicibacter 和 Lachnospiraceae）的增殖（P<0.01）。其中单味大黄组、芍药汤全方组和正常组的

肠道菌群结构更加接近，芍药汤去大黄组较正常组和其余两个给药组差异较大（P<0.01）。结论：芍药汤可通过抗炎和调节肠

道菌群紊乱两个环节促进湿热泄泻大鼠的转归，方中大黄对于降低有害菌丰度、促进益生菌增殖方面起到关键作用，是芍药汤

促进肠道菌群再平衡的关键，也初步证实了芍药汤方用大黄“通因通用”治疗湿热泄泻的科学性。
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［［Abstract］］ Objective：： To investigate the effect of Shaoyaotang on diarrhea， inflammation， and

intestinal flora in rats with dampness-heat diarrhea and explore the mechanism of therapeutic principle "treating

incontinent syndrome with dredging method" of Shaoyaotang. Method：：The dampness-heat diarrhea model was

induced by high temperature，high humidity，high sugar and fat diet，and pathogenic factors. The rats were

divided into normal group，model group（normal saline），Shaoyaotang group（5.62 g·kg-1），Rhei Radix et

Rhizoma（RRER）-free Shaoyaotang group（5.15 g·kg-1），and RRER group（0.01 g·kg-1）. The rats were treated
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correspondingly for five days，twice a day in the morning and evening. The diarrhea index was used to evaluate

the antidiarrheal effect of each group three hours after the administration in the evening. The levels of tumor

necrosis factor（TNF）-α，interleukin（IL）-1β，IL-2，and IL-6 in the serum were detected by enzyme-linked

immunosorbent assay（ELISA）three hours after the last administration. The structure of intestinal flora in feces

was characterized by 16sDNA. Result：： Compared with the model group，the Shaoyaotang group，the RRER-

free Shaoyaotang group，and the RRER group showed reduced diarrhea index（P<0.01），with the onset rates

ranking as the Shaoyaotang group>the RRER-free Shaoyaotang group>the RRER group. Those three groups with

drug intervention all showed decreased levels of inflammatory factors（P<0.01），especially the Shaoyaotang

group，and no significant difference was observed between the RRER group and the RRER-free Shaoyaotang

group. The abundance of pathogenic bacteria and conditioned pathogens（e.g. Escherichia-Shigella，Prevotella，

Enterorhabdus，and Bacteroides）was reduced and the proliferation of probiotics（such as Ruminococcus，

Turicibacter，and Lachnospiraceae）was increased in the groups with drug intervention（P<0.01）. For the

structure of intestinal flora，the RRER group and the Shaoyaotang group were close to the normal group，and the

RRER-free Shaoyaotang group was different from the other three groups（P<0.01）. Conclusion：： Shaoyaotang

can improve the outcome of rats with dampness-heat diarrhea through anti-inflammation and regulation of

intestinal flora disorders. RRER in the prescription plays a key role in reducing the abundance of harmful bacteria

and promoting the proliferation of probiotics，which is the key of Shaoyaotang in promoting the re-balance of

intestinal flora. It also confirms the scientificity of treating dampness-heat diarrhea with RRER following the

therapeutic principle "treating incontinent syndrome with dredging method".

［［Keywords］］ Shaoyaotang；dampness-heat diarrhea；intestinal flora；16sDNA；Rhei Radix et Rhizoma

芍药汤为“通因通用”法的代表方剂之一，首载

于《黄帝内经·素问·病机气宜保命集》，后世医家皆

推此方为治疗湿热痢疾之主方，目前临床上仍被广

泛应用于湿热下痢腹泻。芍药汤全方由白芍、黄

连、当归、木香、槟榔、甘草、大黄、黄芩、肉桂组成［1］，

其最大的特点在于使用大黄，取其苦寒沉降之性，

合芩连则清热燥湿之功著，合归芍则活血行气之力

彰，其泻下通腑作用可通导湿热积滞从大便而去，

体现“通因通用”之法［2］。但关于芍药汤“通因通用”

治法的科学内涵目前多从中医基础理论出发进行

理论分析［3-4］，尚未见采用实验方法对该治法进行深

入研究。“以方见法，方能验法”，方剂是治则、治法

的具体表现，以代表方剂为载体，开展中医特色治

法研究，可为阐明中医特色治则、治法的科学内涵

提供新思路。芍药汤中“通因通用”法之要点在于

用以泻下通腑作用，通导湿热积滞从大便而去，芍

药汤主证为湿热痢疾，其致病过程与肠道菌群紊乱

高度相关［5-6］。湿热泄泻其病因是外感时邪疫毒、内

伤饮食不洁以致湿热结于肠腑，大肠传导失司，发

为痢疾，与之对应的现代适应症有细菌性痢疾、阿

米巴痢疾、急性肠炎等多种常见感染性腹泻［7-8］。在

感染性腹泻的发病过程中，肠道内大量繁殖致病

菌，造成肠道菌群紊乱；同时，这些致病菌会分泌内

毒素和外毒素引起炎症反应和小血管循环障碍，导

致肠黏膜炎症、坏死及溃疡，破坏肠道屏障，进一步

加剧菌群紊乱，造成恶性循环［9-10］。因此，在湿热泄

泻的治疗中，加速致病物质排泄，调节肠道菌群平

衡，促进肠道微生态转归是关键环节，是芍药汤中

“通因通用”法的核心。

本文以芍药汤为载体，通过大黄在芍药汤中作

用机制的研究，探究“通因通用”法的深刻含义，为

中医药的特色治则、治法理论的研究提供思路和参

考。本实验采用湿热泄泻大鼠模型，比较芍药汤中

有无大黄的拆方前后在整体药效、抑制炎症因子和

肠道菌群变化 3 个层面的差异，探究芍药汤中“通因

通用”法的作用机制，为中医特色治法研究提供新

的思路。

1 材料

1.1 动物 选取健康无腹泻清洁级雄性 SD 大鼠，

体质量（180±20）g，合格证号 SCXK（豫）2017-0001，

河南省实验动物中心提供，所有的研究严格按照中

国实验动物委员会制定指南进行，整个动物实验方

案经过河南中医药大学第一附属医院动物实验伦

理委员会批准（编号 YFYDW2020010），SD 大鼠在

河南中医药大学第一附属医院清洁级动物实验室

饲养，整个实验取材操作也在该实验室内进行。
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1.2 药物与试剂 实验所用药材均购自张仲景大

药房，由河南中医药大学第一附属医院药检室施钧

瀚副主任药师鉴定分别为毛茛科植物芍药 Paeonia

tactilora 的干燥根（海王百草堂药业有限公司，批号

20200201），毛茛科植物黄连 Coptis chinensis 的干燥

根 茎（批 号 200301），伞 形 科 植 物 当 归 Angelica

sinensis 的 干 燥 根（批 号 200603），菊 科 植 物 木 香

Aucklandia lappa 的干燥根（批号 191201），豆科植物

甘草 Glycyrrhiza uralensis的干燥根及根茎的蜜炙品

（批号 200508），上述 4 种饮片均购自亳州市张仲景

中药饮片有限责任公司，棕榈科植物槟榔 Areca

catechu 的干燥成熟种子（批号 190501CP0655）和樟

科植物肉桂 Cinnamomum cassia 的干燥树皮（批号

20191211），上述 2 种饮片购自安国市光明饮片加工

厂，蓼科植物掌叶大黄 Rheum palmatum 的干燥根和

根茎（安徽金芙蓉中药饮片厂，批号 02-19120201）
和唇形科植物黄芩 Scutellaria baicalensis 的干燥根

（ 山 西 振 东 道 地 药 材 开 发 有 限 公 司 ，批 号

20200203）。大肠埃希菌（Escherichia coli，中国兽

药监察所，批号 CVCC1524）；大鼠肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α），大鼠白细胞介素 -6（IL-6），大鼠白细胞介

素 -1β（IL-1β），大鼠白细胞介素 -2（IL-2），大鼠胃动

素（MTL），大鼠血管活性肠肽（VIP），大鼠生长抑素

（SS）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（上海茁

彩生物科技有限公司，批号分别为 ZC-37624，ZC-

36404，ZC-M6543，ZC-36393，ZC-37312，ZC-37398，

ZC-37193）；LB 肉汤培养基（北京索莱宝科技有限

公司，批号 L8291）；DNA 提取试剂盒（DP712）［天根

生 化 科 技（ 北 京 ）有 限 公 司 ，批 号 dp712-02］；
AxyPrep DNA Gel Extraction Kit（ 美 国 Axygen

Scientific Inc 公司，批号 AP-GX-250）；NEXTFLEX

Rapid DNA-Seq 试剂盒（美国 Bioo Scientific 公司，

批号 5114-08）。
1.3 仪器 HFsafe-1200 型Ⅱ级生物安全柜（上海

力申科学仪器有限公司），SPX-150B-8 型生化培养

箱（上海博迅实业有限公司医疗设备厂），HVE-50

型高压灭菌锅（苏州国高电子有限公司），TS-200B

型恒温摇床（上海天呈实验仪器制造有限公司），
Multiskan FC 型酶标仪［赛默飞世尔科技（中国）有
限 公 司］，MiSeq 测 序 仪（美 国 Illumina 公 司），

GeneAmp 9700 型 PCR 仪（美国 ABI公司）。
2 方法

2.1 大鼠湿热泄泻模型制备 参考文献建立大鼠

湿热泄泻模型［11-12］，SD 大鼠，高糖高脂饲料（普通鼠

粮中加 12% 猪油，8% 蜂蜜）饲料喂养 7 d，将大鼠置

于高温［（32±2）℃］和高湿环境（85%~90%）的环境

中 7 d，灌服白酒（10 mL·kg-1，1 次/d），连续 3 d 后，用

大肠埃希菌（1×109 CFU·mL-1，10 mL·kg-1）灌胃 2 d。

2.2 动物分组和各给药方案 SD 大鼠，雄性，随机

分为正常组、模型组、芍药汤全方组、芍药汤全方去

大黄组、单味大黄组，每组 6 只，正常组不造模，其余

4 组按照大鼠湿热泄泻模型制备方法造模。正常组

和模型组灌胃给药生理盐水，芍药汤全方组灌胃给

药芍药汤全方水煎液（每次折合生药 5.62 g·kg-1，相

当于临床等效量），芍药汤全方去大黄组灌胃给药

芍药汤去大黄水煎液（每次折合生药 5.15 g·kg-1，相

当于临床等效量），单味大黄组灌胃给药单味大黄

水煎液（每次折合生药 0.01 g·kg-1，相当于临床等效

量），给药 5 日，每日早晚 2 次。

2.3 药液制备方法 芍药汤全方水煎液：取白芍

30 g，当归、黄连、黄芩各 15 g，槟榔、木香、炙甘草各

6 g，大黄 9 g，肉桂 5 g，浸泡 30 min 后，煎煮 2 次，每

次加 6 倍水，煎煮 40 min，合并 2 次滤液，冷冻干燥后

备用，用时用生理盐水溶解为 1 g·mL-1 的药液灌胃

使用。全方去大黄水煎液：取白芍 30 g，当归、黄连、

黄芩各 15 g，槟榔、木香、炙甘草各 6 g，肉桂 5 g，煎

煮方法同芍药汤全方组，合并滤液后，冷冻干燥后

备用，用时用生理盐水溶解为含生药质量浓度为

1.0 g·mL-1的药液灌胃使用。单味大黄水煎液：取大

黄 9 g，浸泡 30 min 后，煎煮 2 次，每次加 6 倍水，煎煮

40 min，合并 2 次滤液，冷冻干燥后备用，用时用生

理盐水溶解为生药 0.5 g·mL-1的药液灌胃使用。

2.4 大鼠腹泻指数测量 每日最后 1 次给药 3 h

后，测量腹泻指数。腹泻指数：在每笼大鼠笼底垫

上滤纸，观察统计各组大鼠的稀便数和稀便级，稀

便率=稀便数/总便数×100%，腹泻指数=稀便率×稀

便级。每次给药后更换滤纸，连续观察每次给药后

3 h 内的排便情况。稀便级的判断标准如下，1 级糊

状便，直径<2 cm；2 级稀糊状便，2 cm<直径<3 cm；
3 级水样便，直径>3 cm。干便和稀便的区分以滤纸

有无污迹为标准。圆形污迹测直径，椭圆形或不规

则形测最长的直径和近似圆的直径 ，两者取平

均数［13］。

2.5 大鼠血清免疫细胞因子（TNF-α，IL-1β，IL-2，

IL-6）和 胃 肠 激 素（MTL，VIP，SS）检 测 采 用

ELISA 对大鼠血清中相关细胞因子和胃肠激素进

行含量测定。按照试剂盒说明书要求在酶标板中加

入标准品与待测样品，各样品均设置三孔，37 ℃温育
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30 min，洗涤后，加入生物素标记抗体工作液，重复温

育、洗涤后，加入显色剂，37 ℃避光 15 min 后加入终

止液。采用酶标仪测定各孔吸光度 A，以标准品 A 和

浓度绘制标准曲线，进行上述指标的含量测定。

2.6 大鼠粪便 16SDNA 多样性检测 无菌采集管，

收集各组最后一次给药 3 h 后的新鲜粪便，-80 ℃冻

存备用。采用适量磷酸盐缓冲液（PBS）充分混匀 5~

10 min，3 000 ×g 离心 5 min 取上清液，上述过程重

复 3 次，收集上清高速离心 15 000×g 离心 5 min 后取

沉淀，沉淀的细菌用 PBS 液洗 4 次，水洗 1 次，加入

蒸馏水 50 μL 悬浮细菌，加入 1%TritonX-100 50 μL

破碎菌体，煮沸 5 min 后立即放入冰水中冷却备用。

用 338F（5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′）和
806R（5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′）引物

对 V3-V4 可变区进行 PCR 扩增，扩增程序为：95 ℃

预变性 3 min，27 个循环（95 ℃变性 30 s，55 ℃退火

30 s，72 ℃ 延伸 30 s），最后 72 ℃延伸 10 min 。扩

增 体 系 为 20 μL，FastPfu 缓 冲 液 4 μL，2.5 mmol

dNTPs 2 μL，引物（5 μmol）0.8 μL，FastPfu 聚合酶

0.4 μL；DNA 模板 10 ng。 PCR 产物利用 AxyPrep

DNA Gel Extraction Kit 进 行 纯 化 ，利 用 Miseq

PE300 平台进行测序。

2.7 生 物 学 信 息 分 析 原 始 测 序 序 列 使 用

Trimmomatic 软件质控，使用 FLASH 软件进行拼

接：设置 50 bp 的窗口，如果窗口内的平均质量值<

20，从窗口开始截去后端碱基，去除质控后长度<

50 bp 的序列；barcode 需精确匹配，引物允许 2 个碱

基的错配，去除模糊碱基；根据重叠碱基 overlap 将

两端序列进行拼接，overlap 需>10 bp。去除无法拼

接的序列。使用 UPARSE 软件，根据 97% 的相似度

对序列进行 OTU 聚类；使用 UCHIME 软件剔除嵌

合体。利用 RDP classifier 对每条序列进行物种分

类注释，比对 Silva 数据库（SSU123），找出可信度达

80% 以上的种属信息，并统计样品的物种群落组

成；使用 LEfSe 软件进行组间差异分析，找出各组中

的重要菌属。

2.8 统计学分析 采用 SPSS 22.0 统计软件进行数

据分析，剂量资料用 x̄± s 表示，分析腹泻指数、免疫

因子和胃肠激素的组间差异，P<0.05 差异有明显统

计学意义。

3 结果

3.1 对湿热泄泻大鼠排便的影响 与模型组比较，

芍药汤全方组给药第 1 天后腹泻指数就有显著下降

（P<0.01），后续给药腹泻指数呈显著持续下降趋势，

芍 药 汤 去 大 黄 组 在 给 药 第 2 天 后 显 著 下 降（P<

0.01），单味大黄组在给药第 3 天后显著下降（P<

0.01）。与芍药汤全方组比较，芍药汤去大黄组在给

药第 1 天后腹泻指数较全方组高（P<0.01），其后几

天的腹泻指数两组差异无统计学意义；单味大黄组

和芍药汤去全方组的腹泻指数差异较大，单味大黄

组给药 5 d 内腹泻指数均显著高于芍药汤全方组

（P<0.01），差异有明显统计学意义。上述结果表明

各组对腹泻大鼠均有较好的止泻作用，其中以全方

组效果最佳。见表 1。

3.2 对湿热泄泻大鼠肠道免疫的影响 与正常组

比较，模型组的血清 TNF-α，IL-1β，IL-2 和 IL-6 水平

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，芍药汤全方组上

述细胞因子水平显著降低（P<0.01），芍药汤去大黄

组 TNF- α，IL-1β，IL-2 和 IL-6 均 显 著 下 降 ，其 中

IL-1β，IL-2 和 IL-6 与芍药汤全方组比较显著升高

（P<0.01），单味大黄组 TNF-α，IL-1β，IL-2 和 IL-6

显著下降，但 IL-1β，IL-2 和 IL-6 仍显著高于芍药汤

全方组（P<0.01）。见表 2。

3.3 对湿热泄泻大鼠胃肠激素的影响 与正常组

比较，模型组的血清 MTL，VIP 水平显著升高，SS 水

平显著下降（P<0.01）；与模型组比较，芍药汤全方

组、芍药汤去大黄组和单味大黄组显著降低 MTL，

VIP 水平，显著升高 SS 水平（P<0.01）；与芍药汤全

表 1 芍药汤对湿热泄泻大鼠排便的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of Shaoyaotang on defecation in rats with dampness-heat diarrhea（x̄± s，n=6）

组别

模型

芍药汤全方

芍药汤去大黄

单味大黄

剂量/g·kg-1

5.62

5.15

0.01

腹泻指数

第 1 天

1.30±0.11

0.93±0.241）

1.16±0.282）

1.19±0.352）

第 2 天

1.16±0.06

0.85±0.331）

0.84±0.151）

1.07±0.212）

第 3 天

1.13±0.10

0.52±0.231）

0.56±0.171）

0.76±0.171，2）

第 4 天

1.33±0.37

0.34±0.081）

0.48±0.081）

0.76±0.151，2）

第 5 天

0.88±0.07

0.20±0.051）

0.28±0.071）

0.33±0.081，2）

注：与模型组比较 1）P<0.01；与芍药汤全方组比较 2）P<0.01。
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方组比较，芍药汤去大黄组降低 MTL，VIP 水平更 显著（P<0.01）。见表 3。

3.4 芍药汤对湿热泄泻大鼠肠道菌群的影响

3.4.1 质控分析 各组的 Rank 曲线和 Shannon 曲

线平缓集中，表明测序数据足够充分，能够真实反

映样品中的大部分微生物信息。见图 1，2。

3.4.2 Alpha 多样性 不同给药组肠道菌群 α多样

性分析结果见表 3。由结果可知，模型组的 ACE，

Chao 指数略高于正常组，Shannon 指数和 Simpson

指数无显著差异。生大黄组的 ACE 指数，Chao 指

数略低于其他组 ，芍药汤全方组和生大黄组的

Simpson 指数略高于其他组。但总体上，上述各多

样性指数在各组间差异无统计学意义。表明在短

时间内（1 月内）不同状态及不同给药方案对大鼠的

肠道菌群多样性有较小的影响，但程度有限。

3.4.3 物种组成的分析 在门（phylum）水平上，

5 组 大 鼠 菌 群 种 类 差 异 不 大 ，主 要 由 厚 壁 菌 门

（Firmicutes），拟杆菌门（Bacteroidetes），放线菌门

（Actinobacteriota）和变形菌门（Proteobacteria）构成，

相对丰度均>1%，其中 Firmicutes 和 Bacteroidetes 丰

度共占 80% 以上。在模型组中，Proteobacteria 丰度

较高在 2.6% 以上，而正常组、芍药汤全方、芍药汤去

大黄和单味大黄组中丰度较低，均<2%；Firmicutes

在模型组中丰度偏低，在 70% 以下，其次是单味大

黄组，丰度为 75% 左右，在正常组、芍药汤全方组和

芍 药 汤 去 大 黄 组 中 丰 度 较 高 ，丰 度 >80%；
Actinobacteriota 在 芍 药 汤 全 方 组 中 相 对 丰 度 更

高（>10%），其次是正常组、芍药汤去大黄组和模型

组（相对丰度在 7.3%~7.6%），在单味大黄组中相对

表 2 芍药汤对湿热泄泻大鼠肠道免疫的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of Shaoyaotang on intestinal immunity of rats with dampness-heat diarrhea（x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

正常

模型

芍药汤全方

芍药汤去大黄

单味大黄

剂量/g·kg-1

5.62

5.15

0.01

TNF-α

37.51±1.42

46.23±0.871）

38.42±1.122）

40.27±0.592）

39.60±1.25

IL-1β

10.44±0.43

55.05±1.051）

12.48±0.422）

21.92±0.282，3）

25.48±1.292，3）

IL-2

0.40±0.01

1.85±0.051）

0.40±0.022）

0.52±0.032，3）

0.63±0.032，3）

IL-6

25.28±0.28

95.95±0.891）

32.36±0.482）

46.00±0.762，3）

55.64±1.222，3）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01；与芍药汤全方组比较 3）P<0.01（表 3 同）。

表 3 芍药汤对湿热泄泻大鼠胃肠激素的影响（x̄± s，n=6）

Table 3 Effect of Shaoyaotang on gastrointestinal hormone in rats with dampness-heat diarrhea（x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

正常

模型

芍药汤全方

芍药汤去大黄

单味大黄

剂量/g·kg-1

5.62

5.15

0.01

MTL

54.18±0.97

120.82±1.021）

80.35±2.112）

65.87±8.902，3）

77.93±1.652）

VIP

28.73±1.10

36.46±0.471）

32.17±1.402）

30.15±0.202，3）

31.59±1.532）

SS

625.51±6.72

476.71±4.311）

552.07±2.332）

551.64±26.412）

534.37±11.892）

图 2 Rank-abundance曲线

Fig. 2 Rank-abundance curve

A. 模型组；B. 芍药汤全方组；C. 芍药汤去大黄组；D. 单味大黄组；
E. 正常组（图 2 同）
图 1 Shannon稀释曲线

Fig. 1 Shannon dilution curve
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丰度偏低（<5%）。见增强出版附件材料。

在属（genus）分类水平上，5 组大鼠相对丰度极

高（ >5%）的 菌 属 种 类 差 异 不 大 ，乳 酸 杆 菌 属

（Lactobacillus 菌属），罗姆布茨菌属（Romboutsia 菌

属），norank_f_Muribaculaceae 菌属在各组中均是相

对丰度前 3 位的菌属。但除这 3 种菌属外其余相对

丰度较高（>1%）的菌属在各组间则存在较大差异，

整体来看芍药汤全方组、单味大黄组和正常组在菌

属构成方面最为接近，其次是芍药汤去大黄组，而

模型组和其他四组差异较大。如典型的致病菌大

肠杆菌-志贺氏菌属（Escherichia-Shigella 菌属）在模

型组中相对丰度最高，在其余三组中相对丰度较小

（<1%），其中在芍药汤全方组中相对丰度最小，梭菌

属（Clostridia 菌属）在模型组和去大黄组中的相对

丰度也比正常组、芍药汤全方组和单味大黄组高，

但毛螺菌_NK4A136 菌属（Lachnospiraceae_NK4A13

6 菌 属 ），Turibacter 菌 属 和 葡 萄 球 菌 属

（Staphylococcus 菌属）在模型组中的相对丰度则小

于其余 4 组。此外，Roseburia 菌属在芍药汤全方组

中相对丰度较高，而在其余 3 组中相对丰度一般，普

雷沃氏菌_NK3B31 菌属（Prevotellaceae_NK3B31 菌

属）在单味大黄组中相对丰度很高（>5%），但在其他

组中相对丰度较小。见增强出版附件材料。

3.4.4 差异物种筛选 LEfSE 是一种用于发现高

纬生物标识和揭示基因组特征的软件，可以检测

到与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、模型组、去大黄组、

芍药汤全方组、单味大黄组肠道微生物每个物种

丰度对差异效果影响的大小。各组大鼠均发现了

差异菌属，其中在模型组中发现 9 个分类群，包括

变 形 菌 门（Proteobacteria），γ - 变 形 菌 属

（Gammaproteobacteria），__Escherichia_Shigella，红

蝽 菌 科 _UCG_002（Coriobacteriaceae_UCG_002），
阿 托 波 菌 属（Atopobiaceae），颤 螺 菌 属

（Oscillospiraceae），对大肠湿热证有重要作用。弯

曲 杆 菌 属（Campilobacterota），弯 曲 杆 菌 目

（Campylobacterales），螺杆菌属（Helicobacter）和梭

菌属（Clostridia）等在正常组大鼠中富集；皮杆菌属

（Dermabacteraceae），微球菌属（Micrococcaceae），
微 杆 菌 属（Microbacteriaceae），短 状 杆 菌 属

（_Brachybacterium），毛螺旋菌属（_Lachnospiraceae）
和 Turicibacter 在芍药汤全方组中富集；髌骨细菌门

（_Patescibacteria），Candidatus_Saccharimonas 和瘤

胃球菌属（Ruminococcus）等在芍药汤去大黄组中富

集；普雷沃氏菌属（Prevotella）在单味大黄组中富

集。见增强出版附件材料。

进一步统计发现（详见增强出版附件材料），在
门分类水平上，与其余 4 组比较，模型组变形菌门

（Proteobacteria）明显增加，厚壁菌门（Firmicutes）明
显减少（P<0.05）。与正常组比较，芍药汤全方组在

门分类水平上差异无统计学意义，芍药汤去大黄组

中的 Patescibacteria 明显增加，单味大黄组的拟杆菌

门（Bacteroidota）和 Proteobacteria 明 显 增 加 ，

Firmicutes菌门较正常组明显减少（P<0.05）。
在 属 分 类 水 平 上 ，与 正 常 组 比 较 ，模 型 组

Escherichia-Shigella，拟杆菌属（Bacteroides）明显增

表 3 各组大鼠粪便样品测序结果及多样性指数

Table 3 Sequencing results and diversity index of fecal samples of

rats in each group

样品 ID

A-1

A-2

A-3

A-4

A-5

B-1

B-2

B-3

B-4

B-5

C-1

C-2

C-3

C-4

C-5

D-1

D-2

D-3

D-4

D-5

E-1

E-2

E-3

E-4

E-5

ACE

544.409 9

628.399 1

524.195 3

496.685 2

624.143 1

550.101 6

520.940 0

479.528 4

553.617 2

521.380 8

515.814 2

557.256 7

535.368 6

537.529 4

523.126 8

499.049 2

491.633 0

590.296 6

597.374 3

587.505 9

500.750 4

494.234 3

594.930 0

512.347 6

499.254 8

Chao

540.220 3

630.327 9

525.842 1

530.487 2

632.020 0

554.307 7

523.269 2

490.538 5

571.021 3

531.534 9

520.125 0

570.583 3

550.212 8

552.062 5

538.312 5

493.775 9

485.840 9

600.306 1

596.272 7

590.888 9

499.769 2

492.400 0

608.375 0

531.066 7

509.021 7

Shannnon

3.561 5

4.413 7

3.430 4

3.442 5

4.355 0

3.742 9

3.601 1

3.507 1

3.935 7

3.990 3

3.677 3

3.929 7

3.771 2

3.633 7

3.579 4

3.194 2

4.412 3

4.103 3

3.721 6

4.068 6

3.429 6

3.179 2

4.201 1

3.575 5

3.553 2

Simpson

0.075 3

0.030 5

0.099 0

0.074 6

0.034 8

0.073 9

0.072 8

0.068 0

0.069 0

0.054 1

0.064 1

0.058 7

0.065 6

0.080 9

0.086 8

0.118 4

0.032 2

0.058 5

0.084 4

0.056 6

0.079 7

0.117 9

0.041 1

0.064 9

0.065 2

注：A.模型组；B.正常组；C.芍药汤全方组；D.芍药汤去大黄组；

E.单味大黄组。
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加（P<0.05），Escherichia-Shigella 菌属是典型的肠道

致病菌，研究表明 Escherichia-Shigella 是感染性腹

泻、溃疡性结肠炎等多种肠道疾病的病因之一［14-15］，

Bacteroides 菌属是临床上最重要的革兰阴性菌，正

常寄居于人和动物的肠道、口腔、上呼吸道和生殖

道，而当机体免疫功能紊乱或菌群失调时，能导致

内源性感染［16］。

与正常组比较，芍药汤全方组的 Escherichia-

Shigella，大肠埃希菌属（Colidextribacter），臭气杆菌

属（Odoribacter）和 Intestinimonas 明 显 减 少（P<

0.05），肠 杆 菌 属（Enterorhabdus）和 拟 杆 菌 属

（Bacteroides）明显增加（P<0.05）。与模型组比较，

芍药汤全方组 Escherichia-Shigella 和 Prevotella 明

显 减 少 ， Romboutsia， 棒 状 杆 菌 属

（Corynebacterium），Turicibacter 和 Lachnospiraceae

明显增加（P<0.05）。上述菌属涉及一些常见的致病

菌/条件致病菌和一些益生菌，如 Prevotella 属常见

革兰阴性厌氧杆菌，主要集聚于正常人体的口腔、

女性生殖道等部位，是临床上较常见的一种条件致

病 菌 ，可 引 起 这 些 部 位 的 内 源 性 感 染［17］ 。

Odoribacter， Romboutsia， Intestinimonas 和

Turicibacter 菌属是人体内潜在益生菌，Odoribacter

和 Romboutsia 能够产生大量丁酸［18-19］，有助于减轻

炎 症 反 应 ，研 究 表 明 1 型 糖 尿 病 患 儿 粪 便 中

Intestinimonas 丰度低于正常组［20］，Turicibacter 与增

强免疫反应呈正相关［21］。这些致病菌和益生菌在

芍药汤全方组中的变化表明，与模型组比较，芍药

汤对于肠道菌群紊乱有显著的纠正作用，可以明显

降低致病菌（如 Escherichia-Shigella 和 Prevotella），
显著增加潜在益生菌（Romboutsia，Turicibacter 和

Lachnospiraceae）。但与正常组比较，芍药汤全方组

对部分条件致病菌（Enterorhabdus和 Bacteroides）的
调 控 作 用 差 异 无 统 计 学 意 义 ，对 部 分 益 生 菌

（Odoribacter和 Intestinimonas）有一定抑制作用。

与正常组比较，芍药汤去大黄组的 Clostridium_

sensu_stricto_1 和 Odoribacter 明显减少（P<0.05）；
与 模 型 组 比 较 ，芍 药 汤 去 大 黄 组 Escherichia-

Shigella 明 显 减 少 ，Ruminococcus，Turicibacter 和

Lachnospiraceae 明显增加（P<0.05）。这些结果表

明，芍药汤去大黄组也可以减少致病菌 Escherichia-

Shigella，但效果不如芍药汤全方组（芍药汤全方组

的 Escherichia-Shigella 显著低于其余 4 组），可以促

进益生菌 Ruminococcus，Turicibacter 和 Lachnospir-

aceae 的增殖，但和芍药汤全方组差异无统计学意

义，与正常组比较，对部分益生菌（Odoribacter 和

Intestinimonas）有一定抑制作用，对部分条件致病菌

（Clostridium_sensu_stricto_1）的抑制作用差异无统

计学意义。

单 味 大 黄 组 Lachnospiraceae，Prevotellaceae_

NK3B31_group 和 Prevotella 较 正 常 组 明 显 增 加

（P<0.05）。 与 模 型 组 比 较 ，单 味 大 黄 组

Ruminococcus 和 Lachnospiraceae 明 显 增 加 ，

Escherichia-Shigella 明显减少（P<0.05）。单味大黄

组中菌群变化结果表明单味大黄对模型组肠道菌

群的调控作用和芍药汤去大黄组及芍药汤全方组

类似，同样表现为一方面减少致病菌（Escherichia-

Shigella）的 增 殖 ，促 进 益 生 菌（Ruminococcus 和

Lachnospiraceae）的增殖。在于正常组的菌群差异

方面，单味大黄组和芍药汤全方组类似，对一些条

件致病菌（Prevotella）抑制作用有限。

4 讨论

本文从整体药效、相关炎症因子及胃肠激素水

平和肠道菌群结构 3 个方面分析了芍药汤对大肠湿

热证大鼠的作用，并通过有无大黄的拆方比较，探

究大黄在芍药汤“通因通用”治疗湿热泄泻中的潜

在机制。根据各组大鼠腹泻指数的结果，芍药汤全

方组、芍药汤去大黄组和单味大黄组均表现出不同

程度的止泻作用，其中芍药汤全方组和芍药汤去大

黄组的止泻效果明显优于单味大黄组。进一步分

析研究结果可以发现，3 种给药方案均可显著降低

湿热泄泻大鼠体内炎症因子水平，其中芍药汤全方

组效果最佳，而单味大黄组和芍药汤去大黄组次

之，二者之间并无显著性差异。造成单味大黄组在

降低腹泻指数方面效果不如其余两种给药方案的

原因可能与对胃肠激素水平变化有关，与模型组相

比三种给药方案均显著降低 MTL 和 VIP，显著增加

了 SS 的血清含量，表明 3 种给药方案均可降低湿热

泄泻大鼠胃肠道蠕动，但其中芍药汤去大黄组在降

低胃肠蠕动方面比全方组和单味大黄组作用显著，

该现象可能与大黄本身的药理作用相关。生大黄

中的蒽醌类成分已被大量研究报道证实具有显著

的致泻作用，可以显著提升 MTL 和 VIP 水平［22］。因

此，可能是生大黄的使用造成芍药汤全方组在减少

胃肠激素水平方面不如芍药汤去大黄组。值的注

意的是，芍药汤全方在改善湿热泄泻大鼠腹泻、减

少炎症因子释放方面仍优于去大黄组，说明芍药汤

中配伍大黄有利于湿热泄泻的转归，通过分析芍药

汤的组方原理，该现象的原因可能与芍药汤的“通
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因通用”配伍特色有关。芍药汤的一大配伍特色是

方用大黄，通因通用治疗腹泻，因此推测芍药汤中

取大黄通利之功，导湿热积滞从大便而去，加速肠

道致病菌及有害代谢产物的排出，促进肠道微生态

的恢复，各组大鼠肠道菌群结构结果也支持这一

推测。

本文中采用 16sDNA 技术对不同组大鼠粪便中

菌群多样性进行了检测，从各组大鼠粪便物种组成

和差异物种筛选结果分析，各组给药方案均可以显

著改善大肠湿热证大鼠的肠道菌群，主要表现为减

少致病菌和条件致病菌（如 Escherichia-Shigella，

Prevotella，Enterorhabdus 和 Bacteroides）的丰度，增

加 益 生 菌（ 如 Ruminococcus，Turicibacter 和

Lachnospiraceae）的增殖。进一步分析三种给药方

案的差异可以发现整体上比较，单味大黄组和芍药

汤全方组的肠道菌群结构更加接近，这两组也与正

常组菌群结构更相似，而芍药汤去大黄组较正常组

和其余两个给药组差异较大。一方面，芍药汤去大

黄组的 Clostridia 菌属和 norank_f_Muribaculaceae

菌属丰度显著高于芍药汤全方组、单味大黄组和正

常组，Escherichia-Shigella 菌属也略高于正常组和

其余两个给药组，其中 Clostridia 菌属是一群革兰阳

性菌，多数为非致病菌，但也有相当一部分为致病

菌［23］，Escherichia-Shigella 菌属则是典型的肠道致

病菌，芍药汤去大黄组在这些致病菌的抑制方面效

果 不 及 全 方 组 和 单 味 大 黄 组 。 另 一 方 面

Lactobacillus 菌属，Bifidobacterium 菌属在芍药汤去

大 黄 组 中 则 低 于 正 常 组 和 其 余 2 个 给 药 组 ，

Lactobacillus 菌属是目前已报道的几乎天然存在于

所有脊椎动物和哺乳动物肠道内的乳酸菌，对肠黏

膜具有很强的黏附能力，可改善肠道菌群分布，拮

抗 有 害 菌 定 植 ，避 免 罹 患 肠 道 疾 病［24］ ，

Bifidobacterium 菌属就是人们熟知的双歧杆菌，常

作为益生菌而用在食品、医药中广泛使用［25］，芍药

汤去大黄组在提高这些益生菌丰度方面作用不及

其他两个给药组。这些肠道菌群结果充分表明，芍

药汤中有无大黄可以直接影响其对于肠道菌群的

调节作用，方中的大黄充分发挥了加速致病菌排

除，促进肠道菌群再平衡的作用。

本实验采用高温+高湿+高糖高脂饮食+致病因

子方式造模，接近中医证型里的“大肠湿热证”，从

实验结果分析，芍药汤在改善肠道菌群稳态方面作

用最为显著，此过程中大黄发挥了不可替代的作

用，也证明了“通因通用”理论的科学性。但本研究

中仅采用了 16sDNA 方法对菌群的结构进行了表

征，未能进一步进行宏基因组测序，未能更全、精确

和深入地分析粪便样本中的各菌群及其基因功能；
此外本研究的数据量仍然偏少，且动物实验和临床

研究仍有不小区别，因此后期希望能结合临床研究

和宏基因组测序技术，更加深入阐明芍药汤作用

机制。
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