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［摘要］ 目的：研究补肺汤对慢性阻塞性肺疾病（COPD）肺气虚证大鼠肠道菌群的影响，探讨中药调控肠道菌群进而恢复

肺-肠轴平衡的作用机制。方法：将大鼠随机分为 7 组，每组 12 只，即空白组、模型组、粪菌移植（FMT）组、地塞米松组及补肺汤

低、中、高剂量组。除空白组外，其余各组采用香烟和锯末烟熏联合气管内滴入脂多糖（LPS）的方法建立 COPD 肺气虚证大鼠

模型。补肺汤低、中、高剂量组分别灌胃补肺汤药液（3.645、7.29、14.58 g·kg-1），FMT 组给予粪菌液灌肠（10 mL·kg-1），地塞米

松组给予醋酸地塞米松片混悬液灌胃（0.135 mg·kg-1），空白组和模型组大鼠灌胃等量蒸馏水，连续干预 28 d 后收集新鲜粪便，

进行 16S rRNA 基因测序，取肺脏及结肠组织苏木素-伊红（HE）染色后进行病理形态学观察，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检
测肺组织肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-8（IL-8）含量。结果：与空白组比较，模型组肺组织结构重度异常，肺泡萎缩塌

陷，伴随炎症细胞重度浸润；与模型组比较，补肺汤高剂量组损伤程度明显改善，肺泡结构基本正常，炎症细胞浸润减少。与空

白组比较，模型组结肠组织结构重度异常，黏膜层上皮细胞糜烂脱落，炎症细胞数量增多，黏膜下层水肿，间隙增大；与模型组

比较，补肺汤中、高剂量组损伤程度明显改善，黏膜层上皮细胞排列整齐紧密，未见明显变性，黏膜层仅少量炎症细胞浸润。与

空白组比较，模型组肺组织 TNF-α、IL-8 含量显著升高（P<0.01）；与模型组比较，补肺汤低、中、高剂量组肺组织 TNF-α、IL-8 含

量显著降低（P<0.01）。补肺汤明显调节模型大鼠的物种数量及 Alpha、Beta 多样性，纠正肠道菌群回归正常丰度与多样性，正

向调节 COPD 肺气虚证模型大鼠的 4 种差异菌门（厚壁菌门、变形菌门等）与 13 种差异菌属（苏黎世杆菌属、乳杆菌属、厌氧螺

菌属、肠单胞球菌属等），并下调 2 种碳水化合物代谢通路功能，包括磷酸戊糖途径（非氧化分支）Ⅰ和还原型戊糖磷酸循环。

结论：补肺汤可调整肠道菌群物种丰度和多样性，影响代谢通路功能，修复肺及结肠组织结构，调节炎性因子水平，进而改善

COPD 肺气虚证，作用机制可能与其调节炎症相关的肠道菌群而恢复 COPD 肺气虚证肺-肠轴平衡有关。
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deficiency syndrome of chronic obstructive pulmonary disease（COPD）， and to explore the mechanism of 

traditional Chinese medicine in regulating intestinal flora and thus restoring the balance of lung-gut axis. 

Method：： A total of 84 rats were randomly divided into 7 groups， including blank group， model group， fecal 

bacterial transplantation（FMT） group， dexamethasone group and low， medium and high dose groups of 

Bufeitang， 12 rats in each group. Except for the blank group， cigarette and sawdust fumigation combined with 

intratracheal instillation of lipopolysaccharide（LPS） were used to establish the COPD rat model with lung Qi-

deficiency syndrome in all other groups. The low， medium and high dose groups of Bufeitang were intragastric 

administrated with Bufeitang（3.645， 7.29， 14.58 g·kg-1）， the FMT group was given fecal bacteria liquid enema

（10 mL·kg-1）， dexamethasone group was given dexamethasone acetate tablet suspension by gavage（0.135 mg·kg-1）， 

the blank group and model group were given equal amount of distilled water. Fresh feces were collected after 28 d 

of continuous intervention for 16S rRNA gene sequencing. Lung and colon tissues were stained with hematoxylin-

eosin（HE） for pathomorphological observation， and enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was 

performed to detect the contents of tumor necrosis factor- α（TNF- α） and interleukin-8（IL-8） in lung tissues. 

Result：： Compared with the blank group， the model group showed severe abnormal lung tissue structure with 

alveolar atrophy and collapse accompanied by severe inflammatory cell infiltration. Compared with the model 

group， the extent of injury was significantly improved， and inflammatory cell infiltration was reduced with 

basically normal alveolar structure in the high dose group of Bufeitang. Compared with the blank group， the 

model group had severely abnormal colonic tissue structure， the epithelial cells in the mucosal layer were eroded 

and shed， the number of inflammatory cells increased， the submucosal layer was edematous and the gap was 

enlarged. Compared with the model group， the extent of damage was significantly improved in the medium and 

high dose groups of Bufeitang， the epithelial cells in the mucosal layer were neatly and closely arranged， with 

only a small amount of inflammatory cell infiltration and no significant degeneration. Compared with the blank 

group， the TNF- α and IL-8 levels of lung tissue in the model group were significantly increased（P<0.01）. 

Compared with the model group， the TNF-α and IL-8 levels of lung tissues in the low， medium and high dose 

groups of Bufeitang were significantly decreased（P<0.01）. Bufeitang significantly modulated the number of 

bacteria species as well as alpha and beta diversity of model rats， corrected the return of intestinal flora to normal 

abundance and diversity， and positively regulated 4 differential phyla（such as Firmicutes， Proteobacteria） and 

13 differential genera（such as Turicibacter， Lactobacillus， Anaerobiospirillum， Intestinimonas） in COPD 

model rats with lung Qi-deficiency syndrome， and down-regulated 2 carbohydrate metabolic pathway functions， 

including the pentose phosphate pathway（non-oxidative branch） Ⅰ  and the Calvin-Benson-Bassham cycle. 

Conclusion：： Bufeitang can modulate the abundance and diversity of intestinal flora species， affect the function 

of metabolic pathways， repair the structure of lung and colon tissues， regulate the level of inflammatory factors， 

and thus improve COPD with lung Qi-deficiency syndrome. The mechanism may be related to its regulation of 

inflammation-related intestinal flora to restore the balance of lung-gut axis in COPD with lung Qi-deficiency 

syndrome.

［［Keywords］］ chronic obstructive pulmonary disease（COPD）； 16S rRNA； Bufeitang； intestinal flora； 

lung-gut axis； famous classical formulas； inflammatory factor

慢性阻塞性肺疾病（COPD）是一种进行性呼吸

系统疾病，由于人口老龄化和风险因素（空气污染、

职业粉尘和吸食香烟等）暴露的增加，我国 COPD 总

体患病率近几十年仍在持续上升。据 2018 年中国

COPD 流行率调查研究显示，40 岁及以上的成年人

COPD 总体患病率约 13.6%［1］，远高于 2002—2004 年

调查的总体患病率 8.2%［2］。我国的 COPD 门诊患者

经济负担较重且疾病稳定性与预防不足，患者中度

至重度气流阻塞、急性加重和其他并发症的风险普

遍存在［3］。因此，对于阐明 COPD 发病机制，探寻有

效防治药物是当前研究重点。目前学界普遍认为

炎症反应、氧化应激、细胞自噬和细胞凋亡等病理
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机制均能驱动 COPD 的发生发展［4-5］，但并不能完全

解释 COPD 的发病机制。已有研究表明，肠道菌群

和肺之间受肺-肠轴的串扰影响，与 COPD 的发生发

展密切相关［6］。COPD 患者普遍存在肠道菌群失调

的情况，肠道致病菌数量增多将加重 COPD 患者肺

部感染风险［7］。肠道菌群失衡对肠道黏膜屏障功能

和机体免疫反应将造成不利影响，导致局部和全身

炎症介质水平升高，是促进 COPD 发生发展的关键

作用机制［8］。通过药物调节肠道菌群平衡、改善炎

症反应或将成为防治 COPD 的新方向。

补肺汤出自元代李仲南的《永类钤方》［9］，全方

由人参、黄芪、熟地黄、五味子、紫菀、桑白皮 6 味中

药组成，诸药合用金水相生，肺肾双补，共奏补肺益

气，止咳平喘之功，是临床治疗肺系疾病的经典名

方。COPD 属于中医学“肺胀”“喘证”或“喘病”等疾

病范畴，其主要病因病机为虚、痰、瘀互结［10］。临床

选用补肺汤治疗 COPD，方药与病机相互契合，对于

COPD 肺气虚证、肺肾气虚证均有良好的临床疗

效［11-12］。同时，本课题组前期基于“肺与大肠相表

里”“肺合大肠”理论，已就中药复方保护肺 -肠轴的

作用机制［13］和补肺汤干预肺纤维化［14］开展了相关

研究，但尚缺乏补肺汤干预 COPD 肺气虚证作用机

制的文献报道，故本研究选择 COPD 肺气虚证模型

大鼠，探讨补肺汤是否通过调节肠道菌群相对丰度

及多样性、控制炎性因子水平、改善肺和肠道组织

形态，从而达到调节 COPD 肺 -肠轴平衡的目的，为

全面阐释该方干预 COPD 的作用机制、增加 COPD

的临床治疗选择提供实验依据。

1 材料

DHG-9240A 型电热恒温鼓风干燥箱（上海跃进

医疗器械厂），BPH-9042 型精密恒温培养箱（上海一

恒科学仪器有限公司），CMax Plus 型酶标仪（美国

Molecular Devices 公司），HM 355S 型石蜡切片机、

NanoDrop 2000 型超微量分光光度计（美国 Thermo

公司），QL-901 型旋涡振荡器（海门市其林贝尔仪器

制造有限公司），TS-2 型脱色摇床（海门市麒麟医用

仪器厂），MF53 型光学显微镜（广州市明美光电技

术有限公司），T100 型梯度聚合酶链式反应（PCR）
仪（美国 Bio-Rad 公司），NovaSeq 6000 型高通量测

序仪（美国 Illumina公司）。
脂多糖（LPS，北京索莱宝科技有限公司，批号

L8880），醋酸地塞米松片［重庆科瑞制药（集团）有
限公司，批号 610003］，伊红染色液、苏木素染色液

（武 汉 赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

G1002、G1004），高 保 真 PCR 预 混 液（美 国 New 

England Biolabs 公司，货号 F532S，含 GC 缓冲液），
GeneJET 凝胶回收试剂盒（美国 Thermo 公司，货号

K0692），TruSeq PCR-Free DNA 建库试剂盒（美国

Illumina 公司，货号 FC-121-3003），肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）、白细胞介素（IL）-8 酶联免疫吸附测定法

（ELISA）试剂盒（泉州市睿信生物科技有限公司，批

号 分 别 为 RX302058R、RX302854R）；人 参（批 号

201201）、黄 芪（ 批 号 210101）、熟 地 黄（ 批 号

200801）、醋 五 味 子（批 号 200801）、紫 菀（批 号

200301）、桑白皮（批号 200401）饮片均由北京本草

方源（亳州）药业科技有限公司生产，购自北京同仁

堂贵阳药店有限责任公司，并经贵州中医药大学药

学院孙庆文教授鉴定人参为五加科植物人参 Panax 

ginseng 的根和根茎的炮制加工品，黄芪为豆科植物

蒙古黄芪 Astragalus membranaceus var. mongholicus

的根的炮制加工品 ，熟地黄为玄参科植物地黄

Rehmannia glutinosa 的块根的炮制加工品，醋五味

子为木兰科植物五味子 Schisandra chinensis 的成熟

果实的炮制加工品，紫菀为菊科植物紫菀 Aster 

tataricus 的根和根茎的炮制加工品，桑白皮为桑科

植物桑 Morus alba 的根皮的炮制加工品。

雄性 Wistar 大鼠 84 只，体质量（220±20） g，SPF

级，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供，合

格证号 SCXK（湘）2019-0004。本实验经贵州中医

药大学实验动物伦理审查委员会批准，伦理审查编

号 20210030。

2 方法

2.1　药液制备［15］    称取黄芪 24 g、熟地黄 24 g、人

参 9 g、紫菀 9 g、桑白皮 9 g、醋五味子 6 g，加 5 倍量

水浸泡 30 min，武火煮沸后用文火继续煎煮 30 min，

使用医用纱布过滤药液，水浴浓缩成生药质量浓度

为 1.5 g·mL-1的补肺汤水煎液，密封储存于 4 ℃冰箱

中备用。

2.2　粪菌液的制备     参照文献［16］并加以改良，灌

肠当天收集空白组大鼠 2 h 内的新鲜粪便，按照粪

便与生理盐水 1∶5 的比例，置于无菌烧杯中充分混

合；经孔径为 0.25 mm 的不锈钢滤网过滤 3 次，除去

未吸收的食物残渣和小颗粒物质；无菌过滤后将滤

液以 5 000 r·min-1 离心 15 min（离心半径 8 cm），收
集上清液，于 2 h 内灌肠。

2.3　模型的制备     参照文献［17］所载方法并加以

改良，采用香烟和锯末烟熏联合气管内滴入 LPS 的

方法，建立 COPD 肺气虚证大鼠模型。将 84 只大鼠
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适应性喂养 1 周后随机分为 7 组，每组 12 只。分别

为空白组、模型组、粪菌移植（FMT）组、地塞米松组

及补肺汤低、中、高剂量组。造模第 1 天和第 14 天，

将各组大鼠麻醉后仰卧保定，切开颈部皮肤，分离

皮下组织及肌肉，暴露气管，将注射针头在环状软

骨之间连接处向肺侧刺入，空白组注入生理盐水

200 μL，其余 6 组注入 1 g·L-1 LPS 溶液 200 μL，药

液注入后即刻将大鼠直立，并左右摇晃 15 s，使药液

均匀分布，随后缝合肌肉、皮下组织和皮肤并做好

伤口消毒。第 2~13 天和 15~23 天，除空白组外，其

余 6 组使用锯末 50 g+香烟烟丝 7.11 g 混合点燃烟

熏，每日烟熏 1 次，每次 30 min；第 24~30 天，改为每

日烟熏 3 次，每次 30 min。COPD 模型复制成功与

否依据模型组大鼠肺组织形态学改变，肺气虚证模

型复制成功与否依据症状体征变化。

2.4　给药干预     参照人和动物间按体表面积折算

的等效剂量比值，大鼠等效剂量相当于人的 6.3 倍。

补肺汤低、中、高剂量组每日按人体临床常用剂量

的 0.5、1、2 倍折算后给予大鼠补肺汤灌胃（按生药

量计算分别为 3.645、7.29、14.58 g·kg-1），FMT 组按

10 mL·kg-1 给予粪菌液灌肠，地塞米松组按剂量

0.135 mg·kg-1 灌胃给予醋酸地塞米松片混悬液，空

白组和模型组按 10 mL·kg-1灌胃蒸馏水。所有组别

连续给药干预 28 d，每日 1 次。

2.5　样本采集     在末次给药 24 h 后，于麻醉状态下

处死大鼠，打开胸腔，摘取肺脏组织；随后打开腹

腔，截取结肠组织并纵行剖开后取结肠内容物于无

菌离心管储存，用生理盐水将结肠内壁残留的附着

物冲洗干净；将结肠内容物置入液氮中保存备用，

肺脏和结肠组织一部分用 4% 多聚甲醛固定、一部

分置于-80 ℃冰箱保存。

2.6　苏木素 -伊红（HE）染色检测大鼠组织病理改

变     按照 HE 染色操作规范，取 4% 多聚甲醛固定的

肺、结肠组织，经常规乙醇梯度洗脱、石蜡包埋后切

片，石蜡切片脱蜡复水，苏木素染细胞核，伊红染细

胞质，脱水封片，利用光学显微镜镜检，图像采集分

析依次进行。

2.7　肺组织 TNF-α、IL-8 水平的检测     取肺组织，

加入裂解液机械研磨后，于 4 ℃、12 000 r·min-1离心

15 min（离心半径 8 cm），取上清液，使用 ELISA 试

剂盒检测肺组织 TNF-α和 IL-8 的含量，实验步骤严

格按照说明书进行，使用酶标仪在 450 nm 处测定吸

光度 A，计算样品浓度。

2.8　16S rRNA 测序     从每组中随机选 3 个样本进

行粪便 DNA 抽取和肠道菌群多样性检测，引物合成

及测序委托重庆精准医疗产业技术研究院有限公

司完成。先抽取粪便 DNA 并进行总 DNA 质检，随

后使用高保真 PCR 预混液对基因组 DNA 进行 PCR

扩增，扩增选择 V4 可变区域，序列为上游引物 515F

（5ʹ -GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3ʹ），下 游 引 物

806R（5ʹ -GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3ʹ），引物

长度 292 bp。根据 PCR 产物浓度用 GeneJET 试剂

盒进行 PCR 产物纯化。使用 TruSeq PCR-Free DNA

建库试剂盒进行文库构建，构建好的文库经 Qubit 

2.0 进行定量和检测。检测合格后使用高通量测序

仪进行上机测序。

2.9　统计学分析     实验数据采用 GraphPad Prism 

8.0 软件进行统计学分析，数据以 x̄± s 表示，组间比

较采用 t 检验及非参数检验，P<0.05 表示差异有统

计学意义。

3 结果

3.1　大鼠一般症状、体征观察     空白组大鼠精神状

态良好，被毛有光泽，呼吸平稳，鼻部未见分泌物。

模型组大鼠出现蜷伏少动，拱背蜷卧，被毛蓬起无

光泽，呼吸急促，鼻部分泌物较多，偶可闻及咳嗽及

气道痰鸣音，进食量减少，随着造模时间的延长，上

述症状逐渐加重。通过药物干预后，各给药组大鼠

上述症状和体征较模型组均有不同程度的改善，其

中补肺汤高剂量组症状改善明显。

3.2　对大鼠肺组织的影响     由图 1 可知，空白组大

鼠肺组织结构正常，肺泡结构清晰，肺泡壁未见增

厚，组织未见明显炎症细胞浸润。模型组大鼠肺组

织结构重度异常，大量肺泡萎缩塌陷、肺泡腔消失，

肺实质化，伴随炎症细胞重度浸润。FMT 组大鼠肺

泡腔结构不清晰，肺泡轻度萎缩，肺泡壁轻度增厚，

并可见少量巨噬细胞及淋巴细胞浸润。地塞米松

组大鼠肺泡结构较为清晰，肺泡壁未见明显增厚，

组织可见少量炎症细胞浸润，损伤程度较模型组明

显改善。补肺汤低、中剂量组大鼠部分肺泡萎缩塌

陷、肺泡腔消失，肺实质化，伴随少量炎症细胞浸

润，可见少量未塌陷，损伤程度较模型组稍有改善。

补肺汤高剂量组大鼠肺泡结构基本正常，未见明显

塌陷，肺泡壁未见明显增厚，组织仅有少量炎症细

胞浸润。

3.3　对大鼠结肠组织的影响     由图 2 可知，空白组

肠组织结构正常，黏膜上皮细胞排列整齐紧密，未

见明显变性脱落，隐窝数量正常，可见大量杯状细

胞；黏膜层炎症细胞数量未见增多。模型组肠组织
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结构重度异常，黏膜层上皮细胞糜烂脱落，炎症细

胞数量增多，黏膜下层水肿，间隙增大。FMT 组隐

窝上皮细胞未见明显变性，黏膜层轻度水肿，间隙

增大。地塞米松组肠组织黏膜层上皮细胞排列整

齐紧密，未见明显变性，见少量炎症细胞浸润。补

肺汤低剂量组肠组织较模型组有所改善，黏膜层少

量上皮细胞坏死，胞核固缩；黏膜层水肿，间隙增

大，并可见少量炎症细胞浸润。补肺汤中、高剂量

组肠组织黏膜层上皮细胞排列整齐紧密，未见明显

变性，黏膜层见少量炎症细胞浸润。

3.4　对 COPD 肺气虚证大鼠肺组织 TNF-α、IL-8 含

量的影响     与空白组比较，模型组 TNF-α、IL-8 含量

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，FMT 组 TNF-α、

IL-8 含量明显升高（P<0.05，P<0.01），地塞米松组和

补肺汤低、中、高剂量组 TNF-α、IL-8 含量显著降低

（P<0.01），见表 1。但地塞米松组和补肺汤高剂量组

的 TNF-α含量差异无统计学意义。

3.5　大鼠肠道菌群测序     

3.5.1　质控分析     稀释曲线可直接反映测序数据

量的合理性并间接反映样本中物种的丰富程度，随

着横轴测序深度增加，纵轴丰度曲线逐渐趋于平

缓，表明测序数据量足以反映出肠道物种丰度趋于

饱和，不会随着测序深度的增加而增多。提示此次

测序量足以反映样品物种的多样性。稀释曲线见

增强出版附加材料。

3.5.2　肠道菌群操作分类单位（OTU）数目     经高

通量测序后，根据不同分组绘制出韦恩图，不同组

别用不同颜色花瓣表示，花心部分为所有样品共有

的 OUT，结果发现 7 组共有 OUT 有 29 个，而空白

组、模型组、FMT 组、地塞米松组及补肺汤低、中、高

注：A.空白组；B.模型组；C.FMT 组；D.地塞米松组；E.补肺汤低剂量组；F.补肺汤中剂量组；G.补肺汤高剂量组（图 2-图 4 同）；黄色箭头标

示肺泡结构，红色箭头标示炎症细胞

图 1　各组大鼠肺组织的病理学变化（HE，×400）

Fig.  1　Histopathological changes of lung tissue of rats in each group （HE，×400）

注：黄色箭头标示结肠黏膜上皮细胞结构，红色箭头标示炎症细胞

图 2　各组大鼠结肠组织的病理学变化（HE，×400）

Fig.  2　Histopathological changes of colonic tissues of rats in each group （HE，×400）
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剂量组独有 OUT 分别为 116、98、170、123、121、95、

160 个，说明各组间菌群结构差异较大，COPD 肺气

虚证模型的肠道菌群 OTU 总数下降，而给药后

OTU 总数有所上升。韦恩分析见增强出版附加

材料。

3.5.3　肠道菌群 Alpha 多样性变化     Alpha 多样性

反映的是样本微生物群落多样性，通过对单个样品

的多样性分析可以反映样本内的物种丰度及物种

多样性。肠道菌群物种多样性常用 Shannon 指数进

行衡量，受样本群落中物种丰度和物种均匀度的影

响，Shannon 指数越大，说明样品的物种多样性越

高。与空白组比较，模型组大鼠的 Shannon 指数明

显升高（P<0.05）；与模型组比较，补肺汤低、中、高剂

量组大鼠的的 Shannon 指数具有明显降低（P<0.05，

P<0.01），提示肠道菌群物种多样性具有回调趋势。

见图 3。

3.5.4　肠道菌群 Beta 多样性变化     由主成分分析

（PCA）结果可知，各组样品距离明显分散无重合，与

空白组比较，模型组样本距离聚类发生了一定的偏

移；与模型组比较，各给药组样本均有向空白组回

归 的 趋 势 。 主 成 分 1 和 2 分 别 可 以 解 释 组 间

22.85%、12.12% 的差异，见增强出版附加材料。说

明造模及给药处理均对大鼠肠道菌群结构产生了

一定影响，补肺汤对 COPD 肺气虚证大鼠肠道菌群

Beta多样性具有干预作用。

3.5.5　肠道菌群结构分析     物种组成分析显示，在

门水平上，厚壁菌门（Firmicutes）在各组中的相对丰

度排序依次为补肺汤低剂量组（79.43%）、地塞米松

组（75.20%）、空白组（72.60%）、补肺汤中剂量组

（71.33%）、FMT 组（68.77%）、补 肺 汤 高 剂 量 组

（64.50%）、模 型 组（62.47%）；拟 杆 菌 门

（Bacteroidetes）在各组中的相对丰度排序依次为

FMT 组（18.63%）、模型组（17.87%）、地塞米松组

（14.47%）、空 白 组（14.43%）、补 肺 汤 高 剂 量 组

（12.76%）、补肺汤中剂量组（10.87%）、补肺汤低剂

量组（5.05%）；变形菌门（Proteobacteria）在各组中的

相对丰度排序依次为模型组（5.39%）、补肺汤低剂

量 组（2.92%）、空 白 组（2.66%）、地 塞 米 松 组

（1.69%）、补 肺 汤 中 剂 量 组（1.52%）、FMT 组

（1.44%）、补肺汤高剂量组（1.30%）；见图 4a。在属

水平上，普雷沃氏菌属（Prevotella）在各组中的相对

丰度排序依次为模型组（8.00%）、FMT 组（6.71%）、
地塞米松组（4.87%）、空白组（3.19%）、补肺汤高剂

量组（1.69%）、补肺汤中剂量组（1.48%）、补肺汤低

剂量组（1.00%）；巴恩斯氏菌属（Barnesiella）在各组

中的相对丰度排序依次为模型组（2.44%）、FMT 组

（2.00%）、补肺汤高剂量组（1.68%）、补肺汤中剂量

组（0.99%）、地塞米松组（0.66%）、空白组（0.66%）、
补肺汤低剂量组（0.46%）；乳杆菌属（Lactobacillus）
在各组中的相对丰度排序依次为空白组（14.16%）、
FMT 组（13.84%）、补肺汤低剂量组（12.64%）、补肺

汤高剂量组（9.09%）、地塞米松组（8.26%）、补肺汤

中剂量组（6.89%）、模型组（2.00%）；见图 4b。

LEfSe 分析发现，在门水平上，与空白组比较，

模型组表现出螺旋体门（Spirochaetes）丰度增加，厚

壁菌门丰度减少。与模型组比较，FMT 组、地塞米

松 组 及 补 肺 汤 高 、中 、低 剂 量 组 变 形 菌 门 、

Candidatus_Saccharibacteria 丰 度 均 有 不 同 程 度 减

少；除补肺汤高剂量组外，其余各干预组厚壁菌门

丰度增加；补肺汤不同剂量组拟杆菌门丰度减少。

在属水平上，与空白组比较，模型组普雷沃氏菌属、

厌氧螺菌属（Anaerobiospirillum）、梭状芽孢杆菌属

表 1　补肺汤对 COPD 肺气虚证模型大鼠肺组织 TNF-α 和 IL-8 含

量的影响（x̄± s，n=5）

Table 1　 Effect of Bufeitang on TNF- α and IL-8 levels in lung 

tissue of COPD rats with lung Qi-deficiency syndrome （x̄± s，n=5）

ng·L-1

组别

空白组

模型组

FMT 组

地塞米松组

补肺汤低剂量组

补肺汤中剂量组

补肺汤高剂量组

剂量

10 mL·kg-1

0.135 mg·kg-1

3.645 g·kg-1

7.290 g·kg-1

14.580 g·kg-1

TNF-α

3.80±0.37

7.36±0.352）

7.91±0.313）

5.04±0.104）

6.11±0.114）

6.03±0.114）

5.02±0.224）

IL-8

69.78±1.53

117.72±1.752）

128.19±0.264）

89.99±0.804）

109.69±1.444）

109.35±0.684）

50.28±7.344）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（图 3 同）

图 3　各组大鼠肠道菌群 Shannon 指数分析（x̄± s，n=3）

Fig.  3　 Shannon index analysis of intestinal flora of rats in each 

group （x̄± s，n=3）
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（Clostridium）_ⅩⅣ a、密螺旋体属（Treponema）、优
杆 菌 属（Eubacterium）、肠 单 胞 球 菌 属

（Intestinimonas）丰度增多，拟杆菌属（Bacteroides）、
假 单 胞 菌 属（Pseudomonas）、Clostridium_sensu_

stricto、罗姆布茨菌属（Romboutsia）、苏黎世杆菌属

（Turicibacter）丰度减少。与模型组比较，FMT 组、

地塞米松组和补肺汤各剂量组均表现出厌氧螺菌

属、Clostridium_ⅩⅣ a、Clostridium_sensu_stricto 和

Saccharibacteria_genera_incertae_sedis 丰度减少，苏

黎世杆菌属丰度增加；FMT 组普雷沃氏菌属丰度减

少，乳杆菌属、拟杆菌属、罗姆布茨菌属丰度增加；
地塞米松组优杆菌属、肠单胞球菌属、巴恩斯氏菌

属丰度减少，罗姆布茨菌属、拟杆菌属丰度增加；补
肺汤低剂量组优杆菌属、拟杆菌属、阿克曼氏菌属

（Akkermansia）、巴恩斯氏菌属、普雷沃氏菌属丰度

减少，罗姆布茨菌属丰度增加；补肺汤中剂量组拟

杆菌属、肠单胞球菌属、优杆菌属、普雷沃氏菌属丰

度减少，乳杆菌属、罗姆布茨菌属丰度增加；补肺汤

高剂量组肠单胞球菌属、拟杆菌属、普雷沃氏菌属

丰度减少；乳杆菌属丰度增加。各组大鼠肠道菌群

组间差异显著物种筛选的 LEfSe 分析见增强出版附

加材料。

3.6　功能预测     为了确定肠道微生物区系的分类

变化是否对其功能造成影响，通过 PICRUSt2 对

OUT 进行 MetaCyc 肠道菌群功能预测，见增强出版

附加材料。与空白组比较，模型组大鼠共有 16 种差

异代谢通路，其中涉及核苷酸代谢通路 PWY-6609

（腺嘌呤和腺苷抢救Ⅲ）、PWY-6126（腺苷核苷酸从

头生物合成的超通路Ⅱ）、PWY-7222（鸟苷脱氧核糖

核苷酸从头生物合成Ⅱ）、PWY-7220（腺苷脱氧核糖

核 苷 酸 从 头 生 物 合 成 Ⅱ ）和 脂 质 代 谢 通 路

PHOSLIPSYN-PWY［磷脂生物合成的超通路Ⅰ（细

菌）］、PWY0-1319［胞苷二磷酸（CDP）-二酰基甘油

生物合成Ⅱ］、PWY-5667（CDP-二酰基甘油生物合

成Ⅰ）功能下调；而核苷酸代谢通路 PWY-5686［尿

苷单磷酸（UMP）生物合成Ⅰ］、PWY-7219（腺苷核

糖核苷酸从头生物合成），氨基酸代谢通路 PWY-

5101（L- 异 亮 氨 酸 生 物 合 成Ⅱ）、VALSYN-PWY

（L-缬氨酸生物合成）、ILEUSYN-PWY［L-异亮氨酸

生物合成Ⅰ（来自苏氨酸）］、PWY-5104（L-异亮氨酸

生物合成Ⅳ），碳水化合物代谢通路 CALVIN-PWY

（还原型戊糖磷酸循环）、PWY-7111 ［丙酮酸发酵成

异丁（工程化）］功能上调。与模型组比较，FMT 组

表现出 5 种核苷酸、3 种脂质和 1 种碳水化合物代谢

通路功能上调，4 种氨基酸、2 种碳水化合物代谢通

路功能下调；地塞米松组表现出 4 种核苷酸代谢通

路功能上调，4 种氨基酸、1 种碳水化合物代谢通路

功能下调；补肺汤低剂量组 2 种碳水化合物代谢通

路功能下调；补肺汤中剂量组表现出 5 种核苷酸、

3 种脂质、2 种碳水化合物代谢通路功能上调，4 种氨

基酸、3 种碳水化合物、2 种核苷酸代谢途径功能下

调；补肺汤高剂量组表现出 2 种脂质、2 种核苷酸代

谢途径功能上调，3 种氨基酸、2 种碳水化合物代谢

途径功能下调。FMT 组、地塞米松组和补肺汤各剂

量组均出现还原型戊糖磷酸循环途径功能下调，且

补肺汤各剂量组均出现 NONOXIPENT-PWY［磷酸

戊糖途径（非氧化分支）Ⅰ］和还原型戊糖磷酸循环

途径功能下调。

4 讨论

肠道菌群被认为是宿主另一个必要“器官”，与

宿主形成共代谢系统，参与宿主的营养、代谢、排泄

和代谢物转化等过程，维持肠黏膜屏障的完整性，

并通过连接器官参与宿主的生命活动［18］。由微生

物和免疫细胞介导的肺和肠组织之间的相互作用

注：a.门水平物种丰度；b.属水平物种丰度

图 4　各组大鼠肠道菌群在不同分类水平的相对丰度

Fig.  4　 Relative abundance of intestinal flora of rats in each 

group at different taxonomic levels
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网络，即为肺 -肠轴，肠道菌群可与免疫系统相互作

用，介导肠道和肺的免疫功能，免疫细胞通过淋巴

系统和血液循环影响局部乃至全身免疫稳态［19］。

据报道，COPD 模型大鼠外周 LPS 水平升高，同时伴

随着肠道菌群丰度和多样性改变，可能影响结肠菌

群代谢产物的水平，从而诱导肠道微生物转移和易

位，增加 COPD 致病菌感染和相关炎症介质产生的

风险［20-21］。而肺部遭受严重感染时，外周循环的高

水平促炎因子将扰乱肠道菌群并破坏肠道完整性，

导致肠道局部炎症增加，以及“肠漏”的发生，使细

菌和毒素又通过肺-肠轴之间的串扰加重肺部感染，

造成恶性循环［22］。如 TNF-α 、IL-8 与 COPD 的慢性

炎症程度密切相关，这些炎症介质将加重肺部炎症

细胞浸润，破坏肺组织结构［23］。

本文研究结果显示，模型组大鼠肺组织出现严

重病变，同时结肠组织结构完整性也遭到破坏，肺

组织 TNF-α、IL-8 含量显著升高；补肺汤各剂量组干

预后能有效改善肺、结肠组织形态，降低炎性因子

TNF-α、IL-8 在肺组织中的含量，减轻炎症反应所引

发的肺组织损伤，表明补肺汤能有效改善 COPD 肺

气虚证大鼠的肺、结肠组织形态，减轻肺组织炎症

反应；而 FMT 组大鼠肺组织 TNF-α、IL-8 含量较模

型组升高，肺组织病变程度却较轻，可能是由于本

研究仅采用粗提取的方法制备粪菌液，未对其中更

微小的杂质或有害微生物进行处理，导致激发肺组

织 TNF-α、IL-8 水平上升；而 COPD 肺组织损伤受多

种作用机制影响［24］，加之肠道细菌种群组成复杂且

与 COPD 之间相关联的作用靶点较多［25-26］，故 FMT

帮助恢复模型大鼠肠道菌群平衡修复肺组织损伤

的潜在靶点仍有待深入挖掘。

基于 16S rRNA 测序的肠道菌群研究多采用

OUT 聚类、Alpha 多样性、Beta 多样性和代谢功能等

指标进行分析。有研究指出 COPD 患者肠道菌群的

Alpha、Beta 多样性与健康人群之间具有显著差异，

并以此推测肠道菌群结构的改变与 COPD 预后不良

之间的关系［27］；其中 Alpha 多样性指数的不稳定性

与 COPD 患者肺功能下降之间存在潜在关联并影响

COPD 的进展［28］。本文研究结果表明，与空白组比

较，模型组肠道菌群 OTU 总数下降，并综合 Alpha

多样性 Shannon 指数和 Beta 多样性 PCA 可知，模型

组物种多样性及丰度均发生了明显偏移，补肺汤

高、中、低剂量组肠道菌群物种丰富度指数与多样

性指数较模型组均有不同程度改善。在代谢功能

方面，BOWERMAN 等［29］研究发现 COPD 患者的特

征性代谢物概况主要涉及脂质、氨基酸和异种微生

物的相关代谢物。本研究则发现 COPD 肺气虚证模

型大鼠主要涉及核苷酸、碳水化合物、氨基酸和脂

质代谢通路的差异变化，补肺汤主要针对碳水化合

物代谢通路磷酸戊糖途径（非氧化分支）Ⅰ和还原

型戊糖磷酸循环途径功能发挥下调作用。综上分

析，补肺汤对 COPD 肺气虚证的肠道菌群具有整体

调节作用，推断其可能是由于中药复方具有多靶

点、多途径干预的特性，帮助机体恢复肠道菌群平

衡［30-31］，但其作用机制仍需进一步探索。

据报道，有 80%~90% 的 COPD 患者有吸烟史，

香烟烟雾的长期刺激是公认导致 COPD 的主要原

因［32］。运用分类学组成和聚类学分析发现，与从不

吸烟的人群相比，当前吸烟者肠道菌群的拟杆菌门

比例显著增加，而厚壁菌门的比例则显著降低［33］。

本研究制备的 COPD 肺气虚证大鼠模型基本符合吸

烟者肠道细菌门类的变化，模型组大鼠表现为厚壁

菌门的丰度减少和拟杆菌门、变形菌门和螺旋体门

的丰度增加。补肺汤主要针对肠道菌群 4 种细菌门

进行调节，其中包括减少拟杆菌门、变形菌门和

Candidatus_Saccharibacteria 的相对丰度，增加厚壁

菌门的相对丰度；厚壁菌门作为肠道中占比最大的

优势菌群，参与宿主能量物质的合成代谢［34］，补肺

汤通过增加模型大鼠厚壁菌门丰度，对于调节肠道

菌群稳态和保护肠道健康，维持正常生理机能发挥

重要作用。同时调节 13 种细菌属，包括增加苏黎世

杆菌属和乳杆菌属等有益菌属的丰度，以及减少厌

氧螺菌属、Clostridium、肠单胞球菌属等有害细菌属

的丰度；其中苏黎世杆菌属-宿主之间的生理机制刚

逐步被认知。

苏黎世杆菌属是肠道菌群的重要成员，在葡聚

糖硫酸钠诱导的肠道炎症中发现数量减少［35］，且与

高多酚含量食物诱导的淋巴细胞免疫功能调节呈

正相关［36］。早产巴马猪模型在接受益生菌干预后

可帮助机体生长发育和肺泡化进程，可能是益生菌

通过促进回肠绒毛发育和改变肠道菌群结构，从而

促进机体生长发育和肺泡化进程，其益生菌干预组

的回肠优势菌属均为苏黎世杆菌属［37］，故推测该属

可能是影响肺 -肠轴健康状态的关键靶细菌属。已

有研究报道化浊解毒方［38］和灵芝孢子油［39］等可增

强机体免疫活性及抗炎能力，进而发挥治疗作用，

这与其提升苏黎世杆菌属的相对丰度密切有关。

本文研究显示，与模型组比较，FMT 组、地塞米松组

和补肺汤各剂量组均表现出了苏黎世杆菌属相对
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丰度增加。因此，补肺汤对 COPD 肺气虚证大鼠的

肠道菌群紊乱具有正向调节作用，使细菌物种结构

及多样性趋向正常状态，这可能与其通过增加以苏

黎世杆菌属为代表的优势细菌属而恢复肺 -肠轴平

衡，减轻 COPD 肺、肠组织的慢性炎症反应有关。

综上所述，COPD 肺气虚证大鼠出现肠道菌群

紊乱、炎性因子水平升高、肺和结肠组织结构遭到

破坏，基本符合肺 -肠轴理论，部分揭示了 COPD 肺

肠同病的现代医学内涵。尽管本实验初步验证了

补肺汤能纠正 COPD 肺气虚证的肠道菌群紊乱，调

节与炎症相关的肠道菌群，抑制肺及肠道组织的炎

症反应，修复组织损伤，达到恢复肺-肠轴平衡状态、

发挥肺肠同治作用干预 COPD 的目的，但现阶段对

于补肺汤药效物质基础研究还不够完善，加之肠道

菌群组成十分庞杂，其与疾病间的关系及中药对其

调控机制仍有待进一步探讨。因此，后续将考虑通

过构建单一菌种的介入性试验，探索影响 COPD 的

关键肠道细菌种属及其作用机制，为 COPD 的临床

防治提供参考。
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