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蒸大蒜多糖抗幼年大鼠菌群失调性腹泻的作用及机制
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［摘要］ 目的：验证蒸大蒜多糖抗幼年大鼠菌群失调性腹泻的药效，采用 16S rRNA 技术探究其对幼年菌群失调性腹泻大

鼠肠道菌群的调节作用。方法：将 SD 幼年大鼠随机分为空白组、模型组、双歧杆菌三联活菌胶囊组（西药组）、蒸大蒜多糖高剂

量组、低剂量组，每组 6 只。建立菌群失调性腹泻模型，正常组与模型组给予生理盐水灌胃，给药剂量均为 10 mL·kg-1，高剂量

组给予 500 mg·kg-1蒸大蒜多糖，低剂量组给予 250 mg·kg-1蒸大蒜多糖进行治疗，连续干预 7 d，每天 1 次。以稀便率、稀便级、

腹泻指数、小肠推进率、苏木素-伊红（HE）染色为指标考察蒸大蒜多糖改善幼年大鼠腹泻症状的作用。收集大鼠的粪便，进行

16S rRNA 高通量测序并分析其结果。结果：与模型组比较，西药组与蒸大蒜多糖高、低剂量组幼年大鼠一般情况明显好转，平

均稀便率及腹泻指数显著下调（P<0.01），小肠推进率明显降低（P<0.05），HE 染色显示蒸大蒜多糖治疗之后，结肠组织炎性细

胞浸润改善，肠腺组织结构恢复趋于正常，其他结构无异常，说明蒸大蒜多糖能显著改善幼年大鼠的腹泻状况。菌群测序结果

可知，蒸大蒜多糖对幼年菌群失调性腹泻模型大鼠菌群丰度有调节作用，提高幼年菌群失调性腹泻模型大鼠菌群生物丰富度

指数与多样性指数，其中拟杆菌门（Bacteroidota）丰度增加，厚壁菌门（Firmicutes）与变形菌门（Proteobacteria）丰度降低。

结论：蒸大蒜多糖能够通过调节菌群丰度，从而起到治疗幼年大鼠菌群失调性腹泻的作用。
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［［Abstract］］ Objective：：To verify the efficacy of steamed Allii Sativi Bulbus polysaccharide in regulating

the intestinal flora of young dysbiosis-induced diarrhea rats based on 16S rRNA gene sequencing. Method：：The

young SD rats were randomly divided into blank group，model group，positive drug group（bifid triple viable

capsules），and high-dose and low-dose steamed Allii Sativi Bulbus polysaccharide groups，six in each group. The

dysbiosis-induced diarrhea rat model was established，and the blank group and the model group were given

normal saline by gavage（each 10 mL·kg-1），and the high-dose and low-dose steamed Allii Sativi Bulbus

polysaccharide groups were administered with corresponding drugs（500 mg·kg-1 and 250 mg·kg-1，respectively），
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once a day for seven consecutive days. The loose stool rate，loose stool grade，diarrhea index，small intestine

propulsion rate and hematoxylin-eosin（HE）staining were used as indexes to investigate the effect of steamed

Allii Sativi Bulbus polysaccharide on improving diarrhea symptoms in young rats. The feces of rats were

collected for 16S rRNA gene high-throughput sequencing. Result：： Compared with the model group， the

positive drug group and the high-dose and low-dose steamed Allii Sativi Bulbus polysaccharide groups had

alleviated symptoms，down-regulated loose stool rate and diarrhea index（P<0.01）and decreased small intestine

advancement rate（P<0.05）. HE staining showed that after the treatment with steamed Allii Sativi Bulbus

polysaccharide，the inflammatory cell infiltration of the colon tissue was improved and the intestinal gland

recovered to the normal condition，which indicated that steamed Allii Sativi Bulbus polysaccharide could

significantly ameliorate the diarrhea in young rats. The sequencing results revealed that steamed Allii Sativi

Bulbus polysaccharide had a moderating effect on the abundance of the intestinal flora of young dysbiosis-

induced diarrhea rats，elevating the flora richness and diversity indexes. Specifically， the abundance of

Bacteroidota was increased while that of Firmicutes and Proteobacteria was decreased. Conclusion：： Steamed

Allii Sativi Bulbus polysaccharide can be used to treat dysbiosis-induced diarrhea in young rats by regulating the

abundance of intestinal microbiota.

［［Keywords］］ Allii Sativi Bulbus polysaccharide；steaming；diarrhea；efficacy；mechanism

腹泻是一种胃肠道疾病［1］，据世界卫生组织

（WHO）和联合国儿童基金会（UNICEF）数据显示，

全球每年约有 22 亿腹泻病例［2］，而<5 岁的患儿约占

27.25%［3］。腹泻病仍然是低收入和中等收入国家

5 岁以下儿童死亡的主要原因［4］。菌群失调性腹泻

在中医学中称为“泄泻”［5］。现在多用广谱抗生素治

疗菌群失调性腹泻［6］。由于小儿肝肾功能不健全，

免疫功能不完善，抗生素引起的毒性反应可导致小

儿幼嫩机体生理功能或者组织结构发生改变［7］。因

此，寻找一种安全有效无不良反应的治疗手段十分

重要。

大蒜为百合科葱属植物蒜 Allium sativum 的鳞

茎，具有解毒消肿、杀虫、止痢的功效，主治痈肿疮

疡、泄泻、痢疾。大蒜以无过敏反应、无不良反应、

无耐药性等优点而一直被广泛使用［8］。《本草纲目》

曰：“治泄泻暴痢及干湿霍乱”。由于生大蒜味道大

且刺激性太强，一般不会直接使用生大蒜，因此经

常需要经过处理之后再使用［9］。查阅文献发现，药

王孙思邈就曾经用蒸大蒜治疗小儿腹泻［10］。蒸制

是中药传统的炮制方法之一，其目的在于改变药

性，增强疗效［11］。课题组前期研究表明，蒸大蒜可

以治疗菌群失调性腹泻。

大蒜中主要含有蒜氨酸［12］、蒜氨酸酶［13］、大蒜

素［14］、大蒜多糖［15］等多种生物活性成分。文献报

道，多糖作为一种益生元，具有不良反应小，安全性

高［16］的 特 点 ，可 以 有 效 地 促 进 肠 道 益 生 菌 的 增

殖［17］，改变肠道中微生物菌群比例治疗腹泻［18］。大

部分中药多糖可通过调节肠道菌群的比例，增加有

益菌，减少有害菌从而改善机体的健康水平［19］。

蒸大蒜中的多糖是否可以通过调节肠道菌群

从而治疗腹泻还未见报道。本文首先建立了蒸大

蒜多糖的提取工艺，然后通过动物实验验证蒸大蒜

多糖对幼年菌群失调性腹泻大鼠的治疗作用，进而

研究其对幼年大鼠肠道菌群的影响，为蒸大蒜多糖

临床治疗小儿菌群失调性腹泻提供新的实验依据。

1 材料

1.1 试药 大蒜（河南，开封），头孢拉定胶囊（扬子

江 药 业 集 团 有 限 公 司 ，批 号 H32020984，规 格

0.1 g/粒），硫酸庆大霉素（大连美仑生物技术有限公

司，批号 00420A，规格 5 g/瓶），双歧杆菌三联活菌

胶囊（上海信谊药厂有限公司，批号 S10950032，规

格 0.21 g/粒），木瓜蛋白酶（活力单位>200 U·mg-1，

北京博奥拓达科技有限公司，批号 9001-73-4），纤维

素酶（活力单位>15 000 U·g-1，国药集团化学试剂有限

公司，批号 F20090831），果胶酶（活力单位>1万 U·g-1，

上海楷洋生物技术有限公司，批号 090303），无水乙

醇（国药集团化学试剂有限公司，批号 20211012），
二 甲 苯（ 南 京 化 学 试 剂 有 限 公 司 ，批 号

13080311128），苏木素 -伊红（HE）染液试剂盒（江苏

凯基生物技术股份有限公司，批号 KGA224），中性

树 胶（ 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ，批 号

10004160），E.Z.N.A.® Soil DNA Kit 型 DNA 抽提试

剂盒（美国 Omega Bio-Tek 公司，批号 M963020000C

17V002），MiSeq Reagent Kit v3 型测序试剂盒（美国
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Illumina公司，批号 2060747）。
1.2 仪器 2000 Y 型多功能粉碎机（铂欧五金制品

有限公司），ATY 124 型 1/1 万天平（岛津公司），
Labconco 4.5 型 LABCONCO 冷冻干燥干机（北京照

生行仪器设备有限公司），Synergy H1 型酶标仪（美

国 Thermo 公司），KQ-500 E 型数控超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司），Eppendorf 5424R 型离

心机［科至达（北京）信息技术有限公司］，Milli-Q 型

超纯水制备仪（美国 Millipore 公司），Leica RM2016

型病理切片机（上海徕卡仪器有限公司），JT-12J 型

脱水机、JB-L5 型包埋机、JK-6 型组织摊片机、JB-L5

型冻台（武汉俊杰电子有限公司），Eclipse 80i 型显

微镜（上海衡浩仪器有限公司）。
1.3 实验动物 30 只雄性 SD 幼年大鼠（SPF 级），
体质量（60±5）g，由浙江省医学科学院提供。动物

合格证号 SCXK（浙）2019-0002。实验大鼠在室温

中饲养，湿度（60±5）%，标准光照，自由饮水，标准营

养颗粒饲料喂养（含钙 1.0%，磷 0.6%）。动物实验程

序获得南京中医药大学机构动物护理与使用委员

会批准（伦理授权号 202005A029）。所有的动物都

是按照机构的指导方针和道德规范处理。

2 方法

2.1 蒸大蒜多糖的提取 通过响应面法确定蒸大

蒜多糖的最佳提取工艺［20-21］。具体提取工艺，生大

蒜剥去外皮，放于蒸锅中，水沸腾之后蒸制 1 h 蒸

熟，晾干切碎，冻干，打粉，得到蒸大蒜粉末。称取

一定量的蒸大蒜粉末，按照质量比加入 2% 木瓜蛋

白 酶 ，2% 纤 维 素 酶 ，3% 果 胶 酶 ，料 液 比 1∶10

（g·mL-1）加入超纯水，混合均匀，调节超声波清洗机

的功率 175 W、温度 50 ℃、时间 30 min，进行提取。

提取结束，于 4 000 r·min-1、离心 10 min（离心半径

9.95 cm，下同），取上清液，残渣加同样水量混合均

匀，再次以同样条件超声提取第二次，合并上清液，

以 80% 的无水乙醇沉淀 12 h，弃去上清，重复醇沉

3 次，加水复溶，放置于-80 ℃预冻 8 h 后，冻干机冻

干，即得蒸大蒜多糖粉末。

2.2 蒸大蒜多糖抗腹泻作用研究 将 30 只 SD 幼

年大鼠随机分为 5 组，每组 6 只。分别为空白组（生

理盐水）、模型组（生理盐水）、双歧杆菌三联活菌胶

囊组（西药组，给药剂量 500 mg·kg-1［22］）、蒸大蒜多

糖高剂量组（高剂量组，给药剂量 500 mg·kg-1［23］）、
蒸 大 蒜 多 糖 低 剂 量 组（ 低 剂 量 组 ，给 药 剂 量

250 mg·kg-1）。
适应性饲养 5 d 之后开始造模，参照文献［24］

并加以改良进行菌群失调性腹泻大鼠模型的制备。

造模方式为灌胃混合型抗生素，硫酸庆大霉素和头

孢拉定，连续灌胃 7 d 进行造模，以稀便率、稀便级、

腹泻指数为腹泻造模成功指标。造模成功之后隔

天开始灌胃给药。连续给药 7 d，每天 1 次。造模期

间及恢复期间每天称量 1 次体质量，并观察动物的

毛发变化，尾部肛门干净程度等。造模期间及恢复

期每天将大鼠隔离观察，笼底垫上滤纸。观察记录

大鼠排便情况及大鼠表观特征的变化情况。稀便

数根据石坤［25］对粪便腹泻评分标准进行统计。其

中稀便率、稀便级及腹泻指数的具体计算方法如

下。稀便率=总排稀便点数/总排便点数×100%。稀

便级表示每只大鼠稀便的程度，以稀便污染滤纸的

直径（d）定级，分为 4 级；1 级，d<1 cm；2 级，d 为 1~

2 cm；3 级，d 为 2~3 cm；4 级，d>3 cm。腹泻指数=稀

便率×平均稀便级［26］。

每组大鼠给药第 7 天当晚隔夜禁食 12 h。次日

对大鼠灌胃碳末（含 5% 活性炭粉和 10% 阿拉伯胶）
2 mL，30 min 后脱颈椎处死大鼠，取全段小肠，测量

小肠全段长度和墨水推进长度，计算小肠墨汁推进

率。小肠墨汁推进率=墨水推进长度/小肠全段长

度×100%。

剥离结肠上段约 2 cm 处切断取下，用生理盐水

冲洗干净，快速置 10% 甲醛溶液中固定，进行 HE 染

色评估大鼠病理评分。同时取各组大鼠粪便，16S

rRNA 检测分析其菌群变化，采用 Illumina Miseq 高

通量测序平台对粪便标本中的 16S rRNA 基因进行

定性分析。测序数据保存在美国国立生物技术信

息中心（NCBI）的分区域行动方案数据库中。

2.3 统 计 学 处 理 采 用 SPSS 26.0 和 GraphPad

Prism 7.0 软件对本研究所得数据进行统计学处理

和分析，数据结果采用 x̄ ± s 表示，多组间比较采用

单因素方差分析。均以 P<0.05 表示差异具有统计

学意义。

3 结果

3.1 对各组大鼠状态及稀便率、稀便级、腹泻指数

变化的影响 实验期间，空白组大鼠精神状态良

好、大便成形、尾部肛门处干净未见红肿。其余 4 组

大鼠造模后精神萎靡，出现稀便现象，尾部肛口周

边毛发潮湿带粪便，呈明显的腹泻症状；给药后，西

药组与治疗组大鼠腹泻情况好转，精神状态恢复，

7 d 后，西药组、蒸大蒜多糖高、低剂量组大鼠状态与

空白组差异无统计学意义。腹泻情况结果见表 1。

3.2 对各组大鼠小肠推进率变化的影响 各组大
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鼠小肠推进率见表 2。与模型组比较，治疗组高剂

量组与低剂量组小肠推进率均明显低于模型组（P<

0.05，P<0.01），且高剂量组效果优于低剂量组；与模

型组比较，西药组具有显著治疗效果（P<0.01）。表

明蒸大蒜多糖能改善模型大鼠肠动力亢进状态。

3.3 各组大鼠结肠组织病理变化 空白组除固有

层可见少量炎性细胞外，其他结构无异常。模型组

腺体萎缩变短，部分上皮细胞脱落，有大量炎细胞

浸润，腺体排列紊乱。与模型组比较，各治疗组症

状均有所改善，其中，西药组基本恢复至正常水平。

高剂量组腺体组织排列整齐，有少量炎细胞浸润，

结肠组织病理切片与模型组比较情况明显好转，与

空白组已无明显差别。低剂量组固有层有少量炎

性细胞浸润，肠腺组织情况得到改善，但没有高剂

量组效果明显。见图 1。

3.4 各组菌群测序变化 菌群测序结果中，覆盖率

（Coverage）指数均达到 99%，表明此次测序样本量

充足，且样本序列基本被测出。说明测序结果能够

反映样本的真实情况。丰度等级（Rank-abundance）
曲线表明与空白组比较，模型组物种丰度和物种均

匀度较小，说明模型建立成功，给药之后物种丰度

和 物 种 均 匀 度 基 本 恢 复 正 常 水 平 。 辛 普 森

（Simpson）指数结果发现模型组群落多样性很低，

给药后，给药组群落多样性增加。香农（Shannon）
指数显示与空白组比较，模型组大鼠肠道微生物的

多样性很低，给药之后多样性基本恢复到与空白组

相当的水平。Chao 指数说明与空白相比较，模型组

群落丰度明显下降，给药后，群落丰度恢复。ACE

指数也是群落丰度指数，给药之后，群落丰度基本

恢复至与空白组相当的水平。结合所有指数结果

发现，与空白组相比，模型组物种丰度、群落均匀度

表 1 蒸大蒜多糖对大鼠腹泻情况的影响（x̄± s，n=6）

Table 1 Effect of diarrhea of rats by steamed Allii Sativi Bulbus polysaccharide（x̄± s，n=6）

组别

模型组

西药组

高剂量组

低剂量组

平均稀便率/%

给药前

0.88±0.21

0.85±0.06

0.89±0.39

0.90±0.08

给药后

0.82±0.39

0.21±0.822）

0.10±1.562）

0.17±0.982）

平均稀便级

给药前

1.33±0.37

1.28±0.47

1.43±0.26

1.26±0.19

给药后

1.38±0.27

0.92±0.87

0.50±0.702）

0.67±1.67

腹泻指数

给药前

1.18±0.37

1.07±0.32

1.26±0.41

1.13±0.24

给药后

1.08±0.36

0.27±0.802）

0.11±1.242）

0.15±1.632）

注：空白组均为 1。与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

表 2 蒸大蒜多糖对大鼠小肠推进率的影响（x̄± s，n=6）

Table 2 Effect of intestinal propulsion rate of rats by steamed

Allii Sativi Bulbus polysaccharide（x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

西药组

高剂量组

低剂量组

小肠推进率/%

53.25±0.032）

63.80±0.10

53.87±0.092）

53.37±0.082）

55.98±0.031）

注：与模型组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

注：A. 空白组；B. 模型组；C. 西药组；D. 高剂量组；E. 低剂量组

图 1 蒸大蒜多糖对大鼠结肠组织病理染色（HE）
Fig. 1 Pathological staining of colonic tissue of rats by steamed Allii Sativi Bulbus polysaccharide（HE）
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及菌群多样性均比较小，给药后趋近于与空白组相 当的水平。见图 2。

门、属水平下基于 Bray-Curtis 距离的主坐标分

析（PCoA），研究不同组别的群落组成表明，不同组

别的群落组成存在明显差异。5 个不同的组别样本

群落组成具有明显差异。表明门、属水平下通过偏

最小二乘法分析（PLS-DA）中的样本点分布的离散

情况，不同组别菌群组成差异较大。以上结果均说

明造模与治疗会影响大鼠群落组成的比例变化。

见图 3、图 4。

门水平下各组肠道菌群组成及物种丰度分析。

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，

其 中 Firmicutes 和 Bacteroidetes 共 占 80% 以 上 。

Firmicutes 在模型组中丰度较高，在 90% 左右，在治

疗组中丰度较低，丰度低于 80%；Actinobacteriota 在

模型组中几乎没有，治疗组中相对丰度均有不同程

度的增高。见图 5。

属水平下各组肠道菌群组成及物种丰度分析。

5 组大鼠相对丰度极高（>5%）的菌属种类差异不

大 ，但 菌 属 组 成 所 占 百 分 比 不 同 ，肠 球 菌 属

（Enterococcus）、乳杆菌属（Lactobacillus）、罗姆布茨

菌属（Romboutsia）、norank_f_Muribaculaceae 菌属在

各组中均是相对丰度前 4 位的菌属。整体来看治疗

组与空白组在菌属构成方面最为接近，而模型组和

其他 4 组差异较大。具体来说，与模型组相比，其余

4 组 Lactobacillus菌属的比例均比较高。

门水平下不同组别样品中优势菌种的组成是

相似的，其中优势菌是 Firmicutes，Bacteroidetes 是

第二优势菌，Actinobacteriota 是第三优势菌。门水

平 下 5 组 30 个 样 本 共 产 生 44 个 分 类 操 作 单 元

（OTU），其中 5 组共有的 OTU 为 8 个，空白组、模型

组、西药组、高剂量组、低剂量组的 OTU 分别为 10、

9、8、9、8 个。表明各组样本微生物组成种类相似，

但组成比例发生变化。属水平下不同组别样品中

优 势 菌 种 的 组 成 是 相 似 的 ，其 中 优 势 菌 是

Enterococcus 菌属，Lactobacillus 菌属是第二优势

菌，Romboutsia 菌属是第三优势菌。属水平下 5 组

30 个样本共产生 632 个 OTU，其中 5 组共有的 OTU

为 72 个，空白组、模型组、西药组、高剂量组、低剂量

组的 OTU 分别为 139、100、130、131、132 个。同样

表明各组样本微生物组成相似，但组成比例发生变

化。见增强出版附加材料。

4 讨论

综合稀便率、稀便级、腹泻指数、结肠组织病理

注：A. Coverage 指数；B. Rank-abundance 曲线；C. Simpson 指数；D. Shannon 指数；E. Chao 指数；F. ACE 指数；c. 高剂量组；d. 低剂量组；
i. 西药组；j. 模型组；k. 空白组

图 2 肠道菌群丰度等级曲线及 Alpha多样性分析

Fig. 2 Rank-abundance curve and alpha diversity analysis of intestinal flora
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病变等结果发现大蒜多糖对幼年大鼠菌群失调性

腹泻有较好的治疗效果。菌群测序结果表明，门水

平下治疗组肠道菌群组成及物种丰度分析，与模型

组相比，西药组与给药组的厚壁菌门与变形菌门丰

度降低，拟杆菌丰度增加。给药组肠道中厚壁菌门

与拟杆菌门的比值低于空白组，可能是机体吸收能

量较低所致［27］。其中厚壁菌门可促进宿主吸收或

储存能量，拟杆菌门可通过降解碳水化合物、蛋白

图 4 门、属水平样本 PLS-DA分析及菌群分型

Fig. 4 PLS-DA and flora typing of samples at phylum and genus level

注：A，B. 门水平；C，D. 属水平；A，C. PCoA；B，D. PCA；c. 高剂量组；d. 低剂量组；i. 西药组；j. 模型组；k. 空白组（图 4 同）
图 3 门、属水平下样本 beta多样性的 PCoA及 PCA分析

Fig. 3 Comparison of beta diversity and flora typing of samples at phylum and genus level by PCoA and PCA
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质等，促进宿主吸收营养，平衡肠道微生态［27］。在

属水平上，与模型组性比，大蒜多糖治疗之后乳杆

菌属丰度增加。乳杆菌属是常见的益生菌，可抑制

病原菌与肠黏膜上皮细胞黏附，阻碍其在肠道内定

植、繁殖［28］，能够治疗或辅助治疗新生儿腹泻［29］。

蒸大蒜多糖可能增加了肠道中有益菌如拟杆菌门

相对丰度，降低了有害菌变形菌门、志贺氏菌属等

的相对丰度并调节腹泻大鼠肠道菌群使之趋于正

常，达到治疗菌群菌群失调性腹泻的作用。

综上所述，蒸大蒜多糖对幼年大鼠菌群失调性

腹泻均具有比较好的治疗效果，且蒸大蒜多糖是通

过调节菌群丰度从而对幼年大鼠菌群失调性腹泻

起到治疗作用。研究结果可为蒸大蒜多糖治疗小

儿菌群失调性腹泻的临床应用提供实验依据。
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