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基于“心与小肠相表里”探讨松萝抗大鼠动脉粥样硬化及对
回肠菌群的影响
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［摘要］ 目的：在“心与小肠相表里”中医理论指导下，探讨松萝治疗动脉粥样硬化（AS）大鼠与回肠肠道菌群的关系。方

法：48 只 SD 大鼠随机分为正常组 8 只和造模组 40 只，采用高脂饲料联合腹腔注射维生素 D3建立 AS 模型。造模组大鼠随机分

为 5 组，模型组、辛伐他汀组（4 mg·kg-1）和松萝醇提物低（0.7 g·kg-1），中（1.4 g·kg-1），高剂量组（2.8 g·kg-1），每组 8 只。干预治

疗 4 周后，收集各组大鼠血液、主动脉、回肠及回肠内容物。酶联免疫吸附法检测大鼠血清脂多糖（LPS），肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α），白细胞介素 -6（IL-6）的含量，苏木素 -伊红（HE）染色法检测大鼠胸主动脉病理形态，蛋白免疫印迹法（Western blot）
检测大鼠回肠组织紧密连接蛋白闭锁小带蛋白-1（ZO-1），闭合蛋白（Occludin）的蛋白表达，16S rRNA 高通量测序技术检测各

组大鼠回肠肠道菌群多样性和丰度的变化。结果：与正常组比较，模型组大鼠主动脉斑块沉积明显，血清 LPS，TNF-α，IL-6 的

含量均显著升高（P<0.01），回肠组织 ZO-1，Occludin 的蛋白表达显著降低（P<0.01）。与模型组比较，松萝能明显改善模型大鼠

主动脉的斑块沉积，降低血清 LPS，TNF-α，IL-6 的含量（P<0.05，P<0.01），同时提高紧密连接蛋白 ZO-1，Occludin 的蛋白表达

（P<0.05，P<0.01）。 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 变 形 菌 门 Proteobacteria 和 拟 杆 菌 门 Bacteroidetes 的 丰 度 发 生 显 著 变 化 ，

Bacteroidetes/厚壁菌门（Firmicutes）（B/F）明显降低（P<0.05）。Alpha 和 Beta 多样性分析表示模型组肠道菌群物种总数较高，

但丰度较低且分布不均（P<0.05，P<0.01），且富集大量致病菌。与模型组比较，松萝醇提物可显著升高 B/F 值，改善模型大鼠

回肠菌群结构的紊乱，降低致病菌、提高益生菌的相对丰度。结论：松萝对 AS 具有良好的治疗效果，其作用机制可能是与改善

肠道菌群结构紊乱，增强肠黏膜屏障，降低血清 LPS 及炎症因子水平有关。
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Effect of Usnea diffracta Against Atherosclerosis in Rats and on Microbial Flora of Ileum：

An Investigation Based on Interior-exterior Relationship Between Heart and Small Intestine

ZHANG Liu-dai，XIONG Wei，XU Qing，LIU Xing-hong，HUANG Jing-qun，
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［Abstract］ Objective： To explore the correlation between the efficacy of Usnea diffracta in treating

atherosclerosis（AS）and the altered microbial flora in rat ileum based on the interior-exterior relationship

between heart and small intestine in traditional Chinese medicine（TCM）. Method： Forty-eight SD rats were

randomized into a normal group（n=8）and a modeling group（n=40）. The AS model was established with high-

fat diet combined with intraperitoneal injection of vitamin D3. The successfully modeled rats were further

randomly divided into the model group， positive control（simvastatin， 4 mg·kg-1） group， and low-
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（0.7 g·kg-1），medium-（1.4 g·kg-1），and high-dose（2.8 g·kg-1）U. diffracta ethanol extract groups，with eight

rats in each group. After four weeks of intervention，the blood，aorta，ileum，and ileum content of rats in each

group were collected. The levels of serum lipopolysaccharide（LPS），tumor necrosis factor- α（TNF- α）and

interleukin 6（IL-6）were measured by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA），and the pathological

changes in rat thoracic aorta was detected by hematoxylin-eosin（HE）staining. Western blot was conducted to

determine the protein expression levels of tight junction protein zonula occluden（ZO-1）and Occludin in rat

ileum，and the high-throughput 16S rRNA sequencing technology was employed to detect changes in microbial

diversity and abundance in rat ileum of each group. Result：Compared with the normal group，the model group

exhibited obvious aortic plaque deposition，increased LPS，TNF-α，and IL-6 levels（P<0.01），but decreased

ZO-1 and Occludin protein expression（P<0.01）. The comparison with the model group revealed that U. diffracta

significantly ameliorated the aortic plaque deposition of model rats，lowered serum LPS，TNF- α，and IL-6

levels（P<0.05，P<0.01），and up-regulated ZO-1 and Occludin protein expression（P<0.05，P<0.01）. The

abundance of Proteobacteria and Bacteroidetes in the model group changed significantly in contrast to that in the

normal group，and the Bacteroidetes/Firmicutes（B/F）value declined（P<0.05）. Alpha and Beta diversity

analysis indicated higher total number of intestinal flora species in the model group，but lower richness and

uneven distribution（P<0.05，P<0.01），with a large number of pathogenic bacteria enriched. The ethanol extract

of U. diffracta significantly increased the B/F value，corrected the structural disorder of microbial flora in ileum，

reduced pathogenic bacteria，and increased the relative abundance of probiotics. Conclusion：U. diffracta exerts

the therapeutic effect against AS possibly by improving the intestinal microbial communities，strengthening the

intestinal mucosal barrier function，and reducing the serum LPS and inflammatory factors.

［Keywords］ Usnea diffracta； atherosclerosis（AS）； inflammation； intestinal mucosal barrier；
intestinal flora

“心与小肠相表里”是中医藏象基本理论之一。

《黄帝内经·灵枢·经脉第十》曰：“心手少阴之脉，起

于心中，出属心系，下膈，络小肠”，“小肠手太阳之

脉，起于小指之端……入缺盆，络心”。心与小肠通

过经脉相互络属，生理上相互协调，病机上相互影

响，治疗上相互为用，在临床实践中发挥着重要作

用。根据“心与小肠相表里”理论，心血管系统疾病

和小肠等肠道的生理病理息息相关，这一点也得到

越来越多现代研究的支持，如发现肠道菌群和动脉

粥 样 硬 化（AS），冠 心 病 等 心 血 管 疾 病 有 密 切

关系［1-2］。

AS 是以脂质沉积、巨噬细胞泡沫化及斑块的沉

积为主要病理的慢性炎症疾病，同时也是导致血栓

形成，缺血性心脏病和中风的主要原因之一［3］。目

前，抗 AS 的药物主要集中在抗炎、调节血脂、抗氧

化和血管内皮等相关靶点［4-5］。现代研究表明，肠道

菌群及其代谢物可以促进炎症反应，升高脂肪组织

和肝脏中胆固醇和甘油三酯水平，增加动物模型中

的病灶面积来促进 AS［6］。如肠道菌群通过产生氧

化三甲胺等物质在心血管疾病中扮演重要角色［7］，

也可诱导花生四烯酸的代谢紊乱引发炎症，加速 AS

的进程［8］。而通过药物或电针等多种手段纠正肠道

菌群的紊乱，可有效可减少高脂饮食引起的血脂异

常，炎症，AS 斑块的增加和肠屏障功能障碍［9-10］。

松萝为松萝科松萝属植物长松萝或节松萝的

地衣体，始载于《神农本草经》，含松萝酸等多种化

学成分，具有抗菌、抗肿瘤、抗炎、心血管保护等药

理作用［11］。本课题组之前已经证明了松萝醇提物

能明显促进 AS 模型大鼠的脂质代谢，减少主动脉

斑块面积，具有良好的抗 AS 作用［12］。本研究采用

高脂饲料联合腹腔注射维生素 D3（VD3）的方法建立

AS 大鼠模型，并用松萝醇提物进行干预治疗，在“心

与小肠相表里”理论指导下，从病理学、肠道菌群、

肠黏膜屏障和炎症 4 个方面进一步探讨松萝抗 AS

的作用机制，为松萝抗 AS 临床应用提供实验依据。

1 材料

1.1 动物 48 只 SPF 级 SD 雄性大鼠，体质量 170~

190 g，购于四川成都达硕实验动物有限公司，合格

证号 SCXK（川）2020-030。饲养环境保持在（22±

2）℃，相对湿度为 50%±10%，明暗周期 12 h，自由

饮水和进食。实验已由西南交通大学动物伦理委

员会批准，批准编号为 SWJTU-2006-001。

··37



第 27 卷第 14 期
2021 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 14

Jul. ，2021

1.2 药物与试剂 松萝购自于四川省成都市荷花

池中药材市场，经西南交通大学生命科学与工程学

院宋良科副教授鉴定为节松萝 Usnea diffracta；辛伐

他汀片（山东鲁抗医药集团赛特有限责任公司，批

号 H20083839）；VD3 注射液（哈尔滨市宏达动物药

品厂，批号 080021417）；苏木素，伊红（武汉赛维尔

生物技术有限公司，批号 G1004，G1001）；肿瘤坏死

因子-α（TNF-α），白细胞介素-6（IL-6）测定酶联免疫

吸附测定（ELISA）试剂盒（依科赛生物科技有限公

司，批号 22J328，22J288）；脂多糖（LPS）ELISA 测定

试剂盒（泉州市睿信生物科技有限公司，批号 Dec

2020）；闭锁小带蛋白 -1（ZO-1）兔单克隆抗体（美国

Affinity Bioscience 公司，批号 AF5145）；闭合蛋白

（Occludin）兔单克隆抗体，β -肌动蛋白（β -actin）鼠
抗，山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G（H＆L），山羊抗鼠二

抗（成都正能生物技术有限责任公司，批号分别为

502601，DD1027，JJ0903，II1120）；BIOMICS DNA

Microprep Kit，Zymoclean Gel Recovery Kit（美 国

Zymo Research 公司，批号分别为 D4301，D4008）；
NEBNext Ultra Ⅱ DNA Library Prep Kit for

Illumina（英国 NEW ENGLAND BioLabs 公司，批号

NEB#E7645L）。
1.3 仪器 ES10K-1D 型电子天平，JD110-4 型分析

天平（沈阳龙腾电子有限公司）；D3024 型高速离心

机（北京大龙兴创实验仪器有限公司）；JJ-12J 型脱

水机，JB-P5 型包埋机（武汉俊杰电子有限公司）；
RM2016 型病理切片机（上海徕卡仪器有限公司）；
Eclipse Ci-L 型正置白光拍照显微镜（日本 Nikon）；
JY Mini P4 型电泳槽，JY300LIE 型电泳仪（北京君

意东方电泳设备有限公司）；DNM9602G 型酶标仪

（成都普朗医疗设备有限公司）；Chemiscope 6100 型

显影仪（上海勤翔科学仪器有限公司）；Qubit@ 2.0

Fluorometer（ 美 国 Thermo Scientific 公 司 ）；
GeneAmp PCR System 9700（美国 ABI 公司）；Hiseq

Rapid SBS Kit v2（美国 Illmina公司）。
2 方法

2.1 松萝醇提物的制备 松萝用 80% 的乙醇浸泡

2 次。第 1 次用 6 倍体积的乙醇浸泡 24 h，第 2 次用

4 倍体积乙醇浸泡 12 h。将 2 次的滤液混合均匀后，

使用旋转蒸发仪减压浓缩，干燥后得到浸膏粉末，

提取率为 5.782 %。

2.2 模型的建立 大鼠适应性喂养 7 d 后，随机分

为正常组（8 只）和造模组（40 只）。本实验采用高脂

饲料联合腹腔注射 VD3的方法建立 AS 模型。正常

组喂食普通饲料，造模组给予高脂饲料（3.5% 胆固

醇+0.5% 胆酸钠+0.2% 丙硫氧嘧啶+5% 白糖+10%

猪油+80.8% 基础饲料［12］）。并于造模开始前，给予

造模大鼠腹腔注射 60 万 U·kg-1的 VD3，每隔 1 d 注射

1 次，共 3 次。正常组的大鼠腹腔注射同剂量的生理

盐水。

2.3 分组及给药 AS 模型建立成功后，将造模大

鼠随机分成 5 个组，分别为模型组、阳性组（辛伐他

汀，0.004 g·mL-1）和松萝醇提物低、中、高剂量组

（0.07，0.14，0.28 g·mL-1），每组 8 只。据文献［12］，

将阳性药辛伐他汀、松萝醇提物低、中、高剂量组的

剂量分别设置为 0.004，0.7，1.4，2.8 g·kg-1·d-1，每日

灌胃给药 1 次，连续灌胃 4 周，正常组与模型组给予

等体积的蒸馏水。

2.4 样本采集与处理 于末次给药后，各组大鼠禁

食、不禁水 12 h。采用股动脉取血，室温静置 30~

60 min，在 3 000 r·min-1（离心半径 8 cm），4 ℃条件

下离心 15 min，获取大鼠血清，置于-80 ℃条件下备

用。在冰盘上快速分离大鼠的回肠组织，取 2~3 cm

回 肠 及 回 肠 内 容 物 放 置 于 灭 菌 干 燥 的 冻 存 管

中，-80 ℃条件下冻存。剥离大鼠胸主动脉，4% 多

聚甲醛固定。

2.5 苏木素 -伊红（HE）染色观察主动脉病理变化

按常规包埋、切片，厚度 4 μm，HE 染色后于 200

倍光镜下观察组织形态学变化。

2.6 ELISA 检测血清中 LPS，TNF-α，IL-6 的水平

采 用 ELISA 检 测 各 组 大 鼠 测 定 血 清 中 LPS，

TNF-α，IL-6 的水平，具体操作严格参照测试盒说明

书要求进行检测。

2.7 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 ZO-1，

Occludin 蛋白表达 使用动物总蛋白提取试剂盒对

大鼠回肠组织进行蛋白提取，BCA 定量法对样品蛋

白总浓度进行测定。将处理好的样品加热至 95 ℃

变性后备用。配制分离胶和浓缩胶，待浓缩胶凝固

后，依次上样，按照浓缩胶 80 V/分离胶 120 V 恒压

电泳。电泳结束后取出胶体，于 100 mA 恒流下进

行转膜，TBST 洗涤，用 5% 脱脂牛奶封闭 2 h，TBST

洗涤 3 次，加入一抗（稀释比例 1∶1 000），4 ℃ 孵育

过夜。第 2 天用 TBST 洗涤 3 次，加入二抗（稀释比

例 1∶1 000），室温孵育 2 h，TBST 洗涤。加入 ECL

显影液于多功能显影仪进行显影。以 β-actin 为内

参照，采用 Image J软件对蛋白条带灰度值进行分析

2.8 肠道菌群 16S 片段高通量测序 从备用回肠

内容物中随机抽取 28 个样本（每组 4 个）。正常组、
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模型组、辛伐他汀组、低、中、高剂量组编号依次编

号 HK1~HK4，HM1~HM4，HY1~HY4，HD1~HD4，

HZ1~HZ4， HG1~HG4。 根 据 Zymo Research

BIOMICS DNA Microprep Kit 进行样本 DNA 的纯

化，使用 0.8% 琼脂糖电泳检测 DNA 完整性。使用

515F（5'-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3'）和 806R

（5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'）［13］对样本的

16S rDNA V4 区域进行扩增。PCR 产物与 6 倍上样

缓冲液混合，随后使用 2% 琼脂糖凝胶进行目的片

段电泳检测。检测合格的样品使用 Zymoclean Gel

Recovery Kit 回 收 目 的 条 带 。 Qubit@ 2.0

Fluorometer 定量，最后等摩尔量混合。使用 NEW

ENGLAND BioLabs 公 司 NEBNext Ultra Ⅱ DNA

Library Prep Kit for Illumina 建库后，采用 PE250 测

序方式，测序试剂盒使用 Illmina 公司 Hiseq Rapid

SBS Kit v2。

2.9 肠道菌群 16S 片段高通量测序信息分析 使

用 FLASH 拼接双端序列。使用 QIIME 从 raw reads

中拆分出各样本序列之后进行质控，使用 Uchime算

法 和 gold 数 据 库 去 除 嵌 合 体 ，得 到 有 效 数 据

Effiective Tag。 基 于 Usearch（http：//drive. com/

uparse/）软件，使用 UPARSE 算法在 97% 的一致性

水平上进行运算分类单位（OTU）聚类，挑选出 OTU

的代表性序列，使用 SILVA 数据库进行物种分类信

息的划分，对代表性序列进行比对并过滤，构建进

化树，过滤掉不需要的 OTU 并进行重抽样。群落组

成，Alpha 多样性，Beta 多样性，差异物种分析等均

使用 R 语言。

2.10 统计学处理 采用 SPSS 17.0 软件进行统计

学分析，计量资料采用 x̄± s 表示，多组间比较采用方

差分析，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对 AS 大鼠主动脉病理学的影响 正常组大鼠

主动脉形态正常，内膜光滑平整，平滑肌细胞排列

整齐，无病理变化；模型组大鼠的主动脉中膜受损，

内膜出现大量泡沫细胞，并伴有明显斑块沉积；辛
伐他汀组大鼠血管内皮细胞部分缺失，平滑肌细胞

胞质较为疏松，外膜胶原排列疏松；低剂量组大鼠

的内皮细胞部分缺失，中膜增厚，可见少量斑块沉

积；中剂量组大鼠的主动脉内膜完整，中膜厚薄均

匀，外膜胶原排列较为疏松；高剂量组大鼠的主动

脉血管各层结构清晰，内膜完整，中膜厚薄均匀，平

滑肌细胞排列较为整齐，未见明显泡沫细胞、炎症

反应及斑块沉积。见图 1。

3.2 对 AS 大鼠血清 LPS，TNF-α，IL-6 的影响 与

正常组比较，模型组大鼠血清中 LPS，TNF-α和 IL-6

含量显著升高（P<0.01）；与模型组比较，除低剂量组

TNF-α 的含量无明显变化 ，各给药组血清 LPS，

TNF-α和 IL-6 含量均明显降低（P<0.01，P<0.05）。
见表 1。

3.3 对 AS 大鼠回肠肠黏膜屏障的影响 与正常组

比较，模型组大鼠回肠组织 ZO-1 和 Occludin 的表达

水平显著下降（P<0.01）；与模型组比较，松萝醇提物

可明显升高回肠组织中 ZO-1 和 Occludin 的表达水

平（P<0.05）；辛伐他汀组与模型组比较差异无统计

学意义。见图 2，表 2。

3.4 对 AS 大鼠回肠肠道菌群的影响

3.4.1 OTU 聚类分析 正常组 OTU 数量为 350 个，

模型组有 1 000 个，辛伐他汀组有 563 个，松萝醇提

物低剂量组有 539 个，中剂量组有 297 个，高剂量组

有 352 个，6 组共有的 OTU 数目为 225 个。正常组特

有 OTU 数目为 125 个，占比 0.08%；与正常组比较，

模型组特有 OTU 数目为 775 个，占比 0.56%，呈显著

性升高（P<0.05）；经灌胃给药后，辛伐他汀组及松萝

各剂量组大鼠的 OTU 聚类结果趋于正常组（P<

0.05，P<0.01）。见图 3。

3.4.2 菌群的群落结构分析 在门分类水平上，相

A. 正常组；B. 模型组；C. 辛伐他汀组；D. 松萝醇提物低剂量组；E.

松萝醇提物中剂量组；F. 松萝醇提物高剂量组（图 2~6 同）
图 1 松萝醇提物对大鼠主动脉病理学的影响（HE，×200）
Fig. 1 Effect of Usnea diffracta ethanol extract on aortic

pathology in AS rats（HE，×200）
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对丰度比较高的有变形菌门（Proteobacteria），厚壁

菌门（Firmicutes），拟杆菌门（Bacteroidetes），疣微菌

门（Verrucomicrobia），放 线 菌 门（Actinobacteria），
Epsilonbacteraeota，酸杆菌门（Acidobacteria），绿弯

菌 门（Chloroflexi），Rokubacteria，广 古 菌 门

Euryarchaeota，见图 4。其中，相对丰度排名前 3 的

Proteobacteria，Firmicutes 和 Bacteroidetes 占 比

72.81%~99.08%，具有绝对优势。与正常组比较，模

型组 Proteobacteria 相对丰度明显升高（P<0.05），
Bacteroidetes 丰度明显减少（P<0.05），而各组间的

Firmicutes 丰 度 则 没 有 明 显 变 化 ，Bacteroidetes/

Firmicutes（B/F）的比值明显降低（P<0.05）。与模型

组 比 较 ，松 萝 醇 提 物 各 剂 量 组 均 能 明 显 降 低

Proteobacteria 相对丰度（P<0.05，P<0.01），高剂量组

和辛伐他汀组 Bacteroidetes 的相对丰度明显增加

（P<0.05），B/F 值 明 显 升 高（P<0.05，P<0.01）.

见表 3。

在属分类水平上，与正常组比较，模型组拟杆

菌 属（Bacteroides），大 肠 埃 希 菌 志 贺 菌 属

（Escherichia-Shigella），粪肠球菌属（Enterococcus）

的 相 对 丰 度 明 显 降 低（P<0.05）；假 单 胞 菌 属

（Pseudomonas） ， Ralstonia， 葡 萄 球 菌 属

（Staphylococcus）的相对丰度显著升高（P<0.05）。

与 模 型 组 比 较 ，各 给 药 组 均 能 明 显 下 调

Pseudomonas，Ralstonia，Staphylococcus 的相对丰度

（P<0.05）。同时，辛伐他汀组 Bacteroides，阿克曼菌

属（Akkermansia），中剂量组 Escherichia-Shigella，肠

杆菌属（Enterobacter），Akkermansia，Enterococcus，

高剂量组副拟杆菌属（Parabacteroides）的相对丰度

明显上调（P<0.05，P<0.01）。见图 4。

3.4.3 Alpha 多 样 性 分 析 稀 释 曲 线（rarefaction

curve）趋向平缓说明该实验的测序深度和测序数据

量足够多，可以进行数据分析。各组 Alpha 多样性

指数的分析结果见表 4。各组 Coverage 数值均在

0.9 以上，说明样本序列中未被测出的概率较低，见

图 5（a）。Chao1 和 Ace 指数常用来估算物种总数。

表 1 松萝醇提物对 AS大鼠血清 LPS，TNF-α，IL-6的影响（x̄± s，n=8）

Table 1 Effect of Usnea diffracta ethanol extract on LPS，TNF-α，IL-6 of AS rat serum（x̄± s，n=8）

组别

正常

模型

辛伐他汀

松萝醇提物

剂量/g·kg-1

0.004

0.7

1.4

2.8

LPS/μg·L-1

97.26±14.29

159.64±59.82）

107.71±35.774）

110.16±18.064）

93.03±18.384）

97.50±34.554）

TNF-α/ng·L-1

169.96±23.31

206.99±31.102）

148.24±10.624）

202.42±21.76

150.01±20.464）

151.88±10.964）

IL-6/ng·L-1

316.61±69.48

483.46±155.192）

356.64±83.063）

420.64±99.563）

359.92±32.103）

339.61±130.804）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2，3 同）。

图 2 各组大鼠回肠组织 ZO-1和 Occludin蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of ZO-1 and Occludin protein expressions

in ileum of each group

表 2 松萝醇提物对 AS 大鼠回肠组织 ZO-1 和 Occludin 蛋白表达

的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of Usnea diffracta ethanol extract on protein

expressions of ZO-1 and Occludin in ileum of AS rats（x̄± s，n=3）

组别

正常

模型

辛伐他汀

松萝醇提物

剂量/g·kg-1

0.004

0.7

1.4

2.8

ZO-1/β-actin

1.08±0.04

0.72±0.062）

0.71±0.06

0.88±0.123）

0.87±0.033）

0.77±0.03

Occludin/β-actin

0.99±0.12

0.49±0.052）

0.50±0.02

0.64±0.063）

0.66±0.033）

0.65±0.053）

图 3 松萝醇提物对 AS大鼠肠道菌群影响的 OTU聚类分析

Fig. 3 OTU-Venn clustering analysis of effect of Usnea diffracta

ethanol extract on intestinal microflora of AS rats
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与正常组比较，模型组 Chao1 和 Ace 指数明显升高

（P<0.05），与模型组比较，各给药组均明显降低（P<

0.05，P<0.01）。 Simpson 和 Shannon 指数多用来评

估物种的多样性及均衡性，数值越大，多样性越高。

与正常组比较，模型组大鼠的 Simpson 和 Shannon

指数明显降低（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，松

萝各剂量组与辛伐他汀组均能明显上调菌群丰度

和多样性（P<0.05，P<0.01）。通过 Rank-Abundance

曲线研究各样本中物种的丰度和均匀度，见图 5

（b）。与正常组比较，模型组的曲线水平宽度较宽，

而性状更为倾斜，表明模型组肠道菌群丰度较高，

但是物种分布不均，而松萝醇提物能使上述情况得

到明显改善。

3.4.4 Beta 多样性分析 Beta 多样性分析是对不同

样品的微生物群落结构进行比较分析，其关注点在

样本间的差别上。最常用的分析方式是首先基于

物种丰度数据（OTU 表）计算样本间的距离，使用多

种统计方法进行分析，如主坐标分析（PCoA），非度

量多维标度法（NMDS）等进行分析。如图 6（a）所
示，图中每一个点代表每一个样本的相对位置。距

离越远，代表群落的结构差异越大。模型组与正常

组之间的相对距离较远，而辛伐他汀组及松萝醇提

物各剂量组均靠近正常组，表明经过灌胃治疗之

后，由 AS 病变引起的肠道菌群紊乱均的得到明显

改善。NMDS 的结果也表明，松萝醇提物能很好改

善回肠肠道菌群的紊乱，见图 6（b）。
3.4.5 差异物种分析 通过多个分组之间的比较，

使用线性区分分析规模效应（LEfSe）分析可以找到

图 4 松萝醇提物对 AS大鼠肠道菌群影响的门（a）及属（b）分类水平的分类学组成分析

Fig. 4 Taxonomic composition analysis of phyla（a）and genus（b）taxonomic levels of effect of Usnea diffracta ethanol extract on

intestinal microflora of AS rats

表 3 松萝醇提物对 AS大鼠各组门分类水平物种相对丰度的影响（x̄± s，n=4）

Table 3 Effect of Usnea diffracta ethanol extract on relative abundance of horizontal species in each group of phyla（x̄± s，n=4）

组别

正常

模型

辛伐他汀

松萝醇提物

剂量/g·kg-1

0.004

0.7

1.4

2.8

Proteobacteria

0.424±0.071

0.729±0.1321）

0.175±0.0944）

0.411±0.3463）

0.545±0.1993）

0.308±0.0794）

Firmicutes

0.259±0.115

0.25±0.135

0.174±0.078

0.214±0.062

0.213±0.072

0.237±0.143

Bacteroidetes

0.302±0.086

0.012±0.0041）

0.379±0.2283）

0.219±0.236

0.048±0.049

0.404±0.1973）

B/F

1.78±0.12

0.03±0.011）

2.49±2.044）

0.84±0.86

0.26±0.26

2.34±1.43）
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重要并且在组之间差异显著的物种。门、纲、目、科

和属 5 个水平的分析结果用线性判别分析（LDA）
score 和环形树状图表示，见图 7，8。LDA score 及环

形树状图中不同颜色节点（淡黄色节点表示在不同

分组中均无显著差异，或对组间差异无显著影响的

微生物类群），代表在对应组别中显著富集，且对组

间差异存在显著影响的微生物类群。

通过筛选 LDA score>2 的结果，发现正常组有 4

个分类群、模型组有 21 个分类群、阳性药组有 7 个

分类群、松萝醇提物低剂量组有 6 个分类群、中剂量

组有 3 个分类群、高剂量组有 10 个分类群。结果表

明，Enterococcus，乳杆菌属（Lactobacillales）等益生

表 4 松萝醇提物对 AS大鼠 OTU分类的 alpha多样性指数的影响（x̄± s，n=4）

Table 4 Effect of Usnea diffracta ethanol extract on alpha diversity indexes by OUT in AS rat（x̄± s，n=4）

组别

正常

模型

辛伐他汀

松萝醇提物

剂量/g·kg-1

0.004

0.7

1.4

2.8

Chao1

592.12±77.49

800.16±231.281）

702.44±52.15

589.29±76.833）

538.71±9.894）

550.12±27.924）

ACE

606.48±68.02

841.11±251.791）

721.51±48.23

603.81±74.453）

547.29±18.984）

565.86±28.174）

Shannon

3.13±0.3

2.45±0.272）

3.29±0.214）

3.19±0.224）

2.99±0.393）

3.40±0.154）

Simpson

0.88±0.04

0.77±0.061）

0.89±0.034）

0.89±0.033）

0.85±0.104）

0.91±0.024）

Coverage

0.99

0.99

0.99

0.99

0.99

0.99

图 6 松萝醇提物对 AS大鼠肠道菌群影响的多样性主坐标分析（a）和非度量多维标度法分析（b）
Fig. 6 Principal Co-ordinates analysis（a）and non-metric multi-dimensional scaling（b）of effect of Usnea diffracta ethanol extract on

intestinal microflora of AS rats

图 5 松萝醇提物对 AS大鼠肠道菌群影响的稀释曲线（a）及 Rank-Abundance曲线（b）
Fig. 5 Rarefaction curve（a）and Rank-Abundance curve（b）of effect of Usnea diffracta ethanol extract on intestinal microflora of AS rats
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菌显著富集在正常组中。辛伐他汀组中优势菌群

有 Bacteriodes，Akkermansia 等益生菌。副杆菌属

Parabacteroides，毛螺菌科（Lachnospiraceae）显著富

集在松萝醇提物低、高剂量组。模型组中，显著差

异物种包括变形菌（Proteobacteria），γ -变形杆菌

（Gammaproteobacteria） ， 葡 萄 球 菌 科

（Staphylococcaceae），无色杆菌（Achromobacter）等

条件致病菌。

4 讨论

中医理论“心与小肠相表里”阐述了心血管生

理病理与小肠的相关性。《黄帝内经·素问·五藏生

成》说“诸血者，皆属于心”，心主血脉，心阳温煦和

心血濡养有助于小肠化物功能；而“小肠者，受盛之

官，化物出焉”（《黄帝内经·素问·灵兰秘典论》），小

肠化物，泌别清浊，清者上输心肺化血以养心脉。

小肠受盛化物，将饮食水谷化为精微和糟粕两部

分，而肠道菌群和食物的消化、吸收密切相关［14］，因

此肠道菌群的生理功能是小肠受盛化物功能的重

要体现之一［15］。

病机上，中医认为心和小肠相互影响，如心经

实火可移热于小肠，反之小肠有热也可循经上熏于

心。从肠道菌群角度，研究也表明小肠菌群可以通

过降低肝脏胆汁酸合成限速酶 CYP7A1 的表达使肝

脏胆汁酸的合成受阻，导致胆固醇的降解减少［16］，

从而促发 AS 等心血管疾病；而胆汁酸本身也可以

直接或间接地影响肠道微生物群［17］。故本研究在

“心与小肠相表里”理论指导下，从肠道菌群角度，

考察了松萝对 AS 模型大鼠回肠菌群，及和菌群正

常与否密切相关的肠黏膜屏障、炎症反应的影响。

本实验采用高脂饲料喂养联合 VD3腹腔注射成

功建立大鼠的 AS 模型。病理结果表明模型组大鼠

的主动脉病变明显，中膜基本受损，内膜出现大量

泡沫细胞，并伴有明显斑块沉积。松萝可明显改善

AS 大鼠主动脉的钙化沉积，对 AS 具有良好的治疗

效果。

越来越多的研究表明，肠道菌群与 AS 的产生

有密切关系［18-19］，但目前的研究主要集中在对大肠

菌群的考察，而受区域含氧量、营养物质的生物利

用率，pH 值，生物素 -亲和素结合法（BAs），黏液和

免疫因素等影响，胃肠道不同区域的菌群分布存在

种 类 、丰 度 等 差 异［20］。 如 回 肠 菌 群 主 要 由

Bacteroides，梭 状 芽 孢 杆 菌（Clostridium），肠 杆 菌

（Enterobacteria），肠 球 菌（Enterococcus），乳 杆 菌

图 8 松萝醇提物对 AS大鼠肠道菌群影响的 LEfSe-物种分支进化

Fig. 8 LEfSe-species clade evolution of effect of Usnea diffracta

ethanol extract on intestinal microflora of AS rats

A. 松萝醇提物低剂量组；B. 松萝醇提物高剂量组；C. 正常组；D. 模

型组；松萝醇提物低剂量组；E. 辛伐他汀组；F. 松萝醇提物中剂量

组（图 8 同）
图 7 松萝醇提物对 AS大鼠肠道菌群影响的 LEfSe-LDA分析

Fig. 7 LEfSe-LDA analysis of effect of Usnea diffracta ethanol

extract on intestinal microflora of AS rats

··43



第 27 卷第 14 期
2021 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 14

Jul. ，2021

（Lactobacillus）组 成［21］；结 肠 菌 群 多 以 毛 螺 菌

（Lachnospiraceae），拟杆菌（Bacteroidaceae）和普雷

沃氏菌（Prevotellaceae）为主［22］。本研究发现模型

大鼠回肠的肠道菌群结构与正常组比较呈现明显

差异。其中，变形菌门 Proteobacteria 的相对丰度明

显上调，Bacteroidetes 显著减少，Firmicutes 无显著

变化，B/F 值明显降低。而 Proteobacteria 的增加会

导致肠道炎症的发生，被认为是肠道菌群失调的标

志［23］；高脂高糖环境会导致机体糖脂代谢紊乱，肠

道 菌 群 构 成 比 例 失 调 ，Firmicutes 占 比 增 加 ，

Bacteroidetes 占比减少，B/F 值下降［24］，而松萝可降

低 Proteobacteria 的相对丰度，显著升高 B/F 比值，有

效改善 AS 大鼠肠道菌群失调。

Alpha和 Beta多样性分析表示模型组肠道菌群

物种总数较高，但丰度较低且分布不均，从而导致

模型大鼠与正常大鼠的肠道菌群结构之间存在显

著差异。在 LefSe 分析中，正常组中富集的乳杆菌

属 Lactobacillales是肠道中的主要益生菌，对维持胃

肠道的微生态平衡起着至关重要的作用［25］；而模型

组 中 富 集 的 菌 属 主 要 有 Gammaproteobacteria，

Staphylococcaceae， Achromobacter。 其 中 ，

Gammaproteobacteria 和葡萄球菌（Staphylococcu）s

是常见的致病菌，Achromobacter 则可引起全身各部

位的感染，尤以继发感染常见［26］。而在松萝治疗

组 ，上 述 致 病 菌 显 著 减 少 ，并 且 Bacteriodes，

Lachnospiracea， Akkermansia， Enterococcus 和

Parabacteroides 显 著 富 集 ，其 中 Bacteriodes，

Lachnospiracea 是能够产生短链脂肪酸的细菌，有

助于肠屏障完整性，且短链脂肪酸的增加可以降低

肠道炎症水平，具有累加效应［27-28］；Akkermansia 可

以降解肠道中的黏蛋白，增肠道炎症感染宿主的黏

液稳态，与肥胖、炎症和代谢紊乱等呈负相关［29］；
Enterococcus 可降低了高胆固醇饮食的载脂蛋白 E

敲 除（ApoE-/- ）小 鼠 和 兔 子 的 AS 斑 块 大 小［30］；
Parabacteroides 是人体核心菌群之一，在糖脂代谢

方面发挥正向调节作用与肥胖、非酒精性脂肪肝、

糖尿病等疾病状态呈显著负相关。实验结果表明

松萝可降低致病菌的含量，增加益生菌的相对丰

度，同时纠正 AS 大鼠回肠菌群丰度过高但分布不

均的状态，有效改善 AS 大鼠菌群结构紊乱，使其趋

于正常水平。

长期饲喂高脂饮食会诱发肠道菌群紊乱，导致

肠道屏障功能受损和通透性的增加，LPS 及微生物

通过受损的肠上皮进入体循环，进一步诱导炎症反

应或脂质代谢紊乱，引发或加重 AS 病变［31］。完整

的肠道屏障可有效阻止肠道 LPS，微生物及其代谢

物进入血液循环，因此调节肠道屏障可有效预防或

改善 AS 病变。肠黏膜屏障作为主要的肠道屏障，

调 控 机 体 的 信 号 转 导 以 及 肠 源 性 LPS 吸 收［32］。

ZO-1 和 Occludin 是肠黏膜屏障中的关键蛋白，是反

映细胞间紧密连接完整性的重要指标［33］。模型大

鼠回肠组织中 ZO-1 和 Occludin 的蛋白表达显著降

低，通过松萝治疗后的 AS 大鼠回肠组织中 ZO-1 和

Occludin 的表达明显上调，表明松萝增强了 AS 模型

大鼠的肠黏膜屏障功能。LPS 进入血液循环会诱导

趋化因子和细胞黏附分子的表达，促进泡沫细胞形

成［34］；减少三磷酸腺苷结合盒转运体（ABCA1 和

ABCG1），抑制胆固醇的逆转运，促使胆固醇在组织

细胞内堆积；间接触发炎症因子的释放，如 TNF-α，

IL-6［35］。TNF-α通过增加低密度脂蛋白跨内皮细胞

转运，加快早期 AS 的进程［36］。此外，还可诱导斑块

中巨噬细胞表达，促进基质金属蛋白酶的分泌，从

而降低 AS 斑块的稳定性［37］。而 IL-6 则可通过诱导

血小板源性生长因子的表达，加速血管平滑肌细胞

增殖，促进 AS 进展［38］。模型大鼠血清中 LPS，炎症

因子含量明显上调，经过松萝的治疗，LPS，TNF-α

和 IL-6 的含量得到明显降低。

可见，作为小肠受盛化物功能重要体现的肠道

菌群异常，以及和其相关的肠道屏障功能减弱，菌

群及其代谢物进入血液引起的炎症反应，引发或促

进了 AS 的进程，表明“心与小肠相表里”病理病机

上的相互影响。松萝可以通过调节回肠肠道菌群

的结构，降低肠道内有害菌群的含量，增加益生菌

丰度，调整肠道的微生态平衡，同时可明显改善肠

道屏障障碍，减少肠道微生物及其代谢物如 LPS 等

进入血液，从而有效降低 AS 模型大鼠血清中炎症

因子含量达到改善 AS 的治疗效果，充分体现了在

“心与小肠相表里”理论指导下治疗上的相互为用。
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·书讯·

头颈部肿瘤患者化疗护理临床路径
——评《头颈部肿瘤多学科诊疗病例精选》

头颈部肿瘤由于其特殊的解剖学位置以及复杂多样的类型，在化疗中具有风险性，因此需要采取针对性的护理临床路径，

确保其治疗的效率。《头颈部肿瘤多学科诊疗病例精选》的出版，对我国近年来的典型头颈部肿瘤多学科诊疗病例进行病情、化

疗状况、治疗及护理路径的探析，为临床上头颈部肿瘤患者的化疗护理提供了重要的理论以及实践护理路径。

《头颈部肿瘤多学科诊疗病例精选》作者李正江，人民卫生出版社 2019 出版。全书主要精选头颈部不同肿瘤多学科治疗

的典型病例，从病史采集、临床检查、多学科查房讨论、治疗过程、治疗后的随诊及专家点评等几个方面进行整理，辅以必要的

影像图片及手术照片。本书特色是树立肿瘤多学科综合治疗的理念，传递头颈部肿瘤规范化治疗信息，图文并茂，易于指导头

颈肿瘤科内科、外科、放射科医师开展化疗、外科治疗、放疗工作，提高头颈部肿瘤的整体治疗水平。书中不仅详细描述了常见

头颈部肿瘤的诊治过程，同时也详细介绍了同种类型肿瘤的不同手术方式，结合指南和共识，详细阐述了不同头颈部肿瘤的治

疗原则。本书收集了 53 例常见的头颈部肿瘤，从病史采集、影像学检查、实验室检查、内镜检查、治疗过程、随诊过程，均给予

详细记载，针对不同的病例，结合目前的指南和共识，给予分析讨论，为具有初步临床经验的头颈部肿瘤医师，尤其头颈外科医

师提供了很好的学习平台，同时也为临床化疗护理措施的实施，指明了方向。

伴随医学技术的进步，医学影像技术、计算机技术、多叶准直仪以及加速器技术的应用正在增加，各种精密化疗技术正在

临床实践中逐渐被使用。在实施临床护理路径中，应根据患者的文化程度、心理状况、病情等制定护理计划，并事先出具临床

护理的路径表，严格按照计划执行，患者需要积极配合护理过程。在此期间，需整合护理措施，避免发生护理措施不足的问题。

同时，规范护理相关工作，确保患者的生命安全。临床护理路径强调实用性，并严格规定护理措施的实施时间和前提条件，以

消除护理人员在护理工作中的盲目性、不必要的重复以及随意性。该书呈现了不同手术方式的详细记载。例如，在第一章中，

就甲状腺癌的临床病例提供了清晰的超声诊断、颈胸部 CT 诊断影像，真实地分析了甲状腺癌的影像学及实验室检查特征，为

后续化疗及护理工作开展，提供重要的指导。本书的出版有助于推动头强部肿瘤的规范化治疗。

《头颈部肿瘤多学科诊疗病例精选》一书内容丰富，使用时可根据患者的肿瘤类型及肿瘤所处的阶段，选择针对性的治疗

及护理措施，引导读者进行归纳、比对，找出共性和特点，鼓励读者查阅最新的研究进展进行讨论。另一方面，鼓励临床人员查

阅相关文献和使用该书作为参考书，将这些参考资料的内容融入临床护理的过程。参与该书编写的所有编者均师从头颈外科

医师唐平章教授，体现了各自在不同岗位、不同医院对头颈部肿瘤综合治疗的不同理解和处理，该书的出版，能够进一步强化

头颈部肿瘤多学科的综合治疗，加强头颈部肿瘤医护团队的培养，提高头颈部肿瘤患者的生存率，改善其生活质量。书中病例

均是编撰人自己诊治过的实例，读来真实可信，既可作为青年专科医生们很好的民师益友，也适合其他科医师浏览。

（作者伍雪妹，叶三霞，湖北省肿瘤医院，武汉 430000）
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