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摘要： 目的　 考察益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠肠道菌群和脑⁃肠轴的影响。 方法　 小鼠随机分

为对照组、 模型组、 益气健脾饮组 （益气健脾饮 ０􀆰 １６ ｇ ／ ｍＬ）、 益生菌组 （２􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 双歧三联活菌肠溶胶囊）、 联合

用药组 （０􀆰 １６ ｇ ／ ｍＬ 益气健脾饮＋２􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 双歧三联活菌肠溶胶囊）， 每组 ６ 只。 除对照组外， 其余各组小鼠采用番

泻叶和不规律饮食建立腹泻型肠易激综合征模型， 然后给予相应药物干预， 对照组和模型组灌胃蒸馏水， 连续 １４ ｄ。
给药结束后， 观察小鼠排便情况和体质量变化， 通过结肠扩张检测内脏敏感性， 旷场实验检测情感障碍。 收集小鼠粪

便、 血清及结肠组织， ＨＥ 染色和 ＴＵＮＥＬ 染色观察结肠组织病理损伤及细胞凋亡情况， ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＬＰＳ、 ＬＤＨ、
Ｄ⁃ＬＡ、 ＳＰ、 ＮＫ⁃１、 ５⁃ＨＴ、 ＮＰＹ 水平和结肠组织 ５⁃ＨＴ、 ＮＰＹ 水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１、 ＳＰ、
ＮＫ⁃１ ｍＲＮＡ 表达， １６Ｓ ＲＮＡ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ／ ＮｏｖａＳｅｑ 测序平台分析结肠菌群丰度、 结构。 结果　 与模型组比较， 联合

用药组小鼠体质量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分和内脏敏感性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 旷场实验中活动次数增加 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 结肠组织炎性细胞浸润减轻， 凋亡细胞占比降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 血清 ＬＰＳ、 ＬＤＨ、 Ｄ⁃ＬＡ、 ＳＰ、 ＮＫ⁃１、 ５⁃ＨＴ 水平

和结肠组织 ５⁃ＨＴ 水平、 ＮＫ⁃１、 ＳＰ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 血清 ＮＰＹ 水平和结肠组织 ＮＰＹ 水平、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 联合用药组小鼠乳杆菌属丰度增加， 肠道菌群 α⁃多样性指数降

低。 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ （类黄酮生物合成） 是联合用药组和益气健脾饮组共同影响的差异通路。 结论　 益气健脾饮

和益生菌联合使用具有协同作用， 能改善小鼠腹泻型肠易激综合征症状， 并可能通过改善肠道微生物群结构、 肠道屏

障损伤和肠⁃脑轴神经递质分泌来缓解腹泻疼痛和情感障碍。
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　 　 肠易激综合征是一种常见的慢性疾病， 全世界约有

１１􀆰 ２％ 的人患该病［１］ ， 其特征是与排便相关的反复腹痛和

大便频率或形式的改变， 根据排便形式进一步分类可分为

便秘型肠易激综合征、 腹泻型肠易激综合征和混合排便型

肠易激综合征［２］ 。 肠易激综合征患者经常会出现心理合并

症 （例如焦虑和抑郁） ［３］ ， 故抗抑郁已成为共识［４⁃６］ ， 美国

胃肠病学会推荐使用三环类抗抑郁药和选择性 ５⁃羟色胺

（５⁃ＨＴ） 再摄取抑制剂来改善肠易激综合征患者的整体症

状。 腹泻型肠易激综合征是肠易激综合征最常见的亚型

（占比 ２８％ ～ ４６％ ）， 饮食调整和益生菌可用于管理， 但仍

然需要确定新的分子靶点和替代治疗［７］ 。 腹泻型肠易激综

合征在中医中并没有病名记载， 但可以依据其临床症状归

于 “泄泻” “腹痛” 等范畴， 认为本病是外感六淫、 内伤

七情、 饮食不节所致， 脾虚湿盛是其基本病机， 因此， 腹

泻型肠易激综合征中医用药以健脾化湿药物为主［８］ 。

虽然腹泻型肠易激综合征的病理生理学仍不清楚， 但

目前已经提出了几种可能机制， 包括胃肠道微生物群改变、
传染性胃肠炎、 内脏超敏反应、 肠⁃脑轴失调、 慢性压力、
遗传因素等［９⁃１０］ 。 有研究表明， 腹泻型肠易激综合征的发

展与肠功能障碍和肠上皮细胞通透性增加有关［１１⁃１２］ 。 益气

健脾饮具有健脾益气、 和胃消食、 行气止痛的作用， 在临

床上对腹泻有良好的治疗作用， 但其机制尚不清楚。 因此，
本研究将以脾虚型腹泻型肠易激综合征小鼠为对象， 基于

肠道微生物群、 肠道屏障和肠⁃脑轴， 探讨益气健脾饮对本

病的作用。
１　 材料和方法

１􀆰 １　 动物　 健康雄性 ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠 ３０ 只 （动物质量合

格证号 ５１２０３５０００３０７６１）， ６ 周龄， 体质量 （２０􀆰 ０±２􀆰 ０） ｇ，
购自成都达硕生物科技有限公司 ［实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （川） ２０２０⁃０３０］。 本研究经青海大学附属医院科研
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伦理委员会批准 （伦理号 Ｐ⁃ＳＬ⁃２０１９００２４）， 实验方案符合

公平性、 安全性原则， 实验动物符合国家相关要求。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 番泻叶 （批号 １７０９０９） 购自苏州市春

晖堂药业有限公司， 经青海大学附属医院副主任中药师倪

惠珍鉴定为正品， 取 ２ ０００ ｇ， 加 １０ 倍量蒸馏水浸泡 ３０
ｍｉｎ， 加 ３ ０００ ｍＬ 蒸馏水煮沸后文火再煮 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 重

复 １ 次， 合并 ２ 次滤液， 浓缩成生药量１ ｇ ／ ｍＬ的提取液。
双歧三联活菌肠溶胶囊 （批号 Ｓ１９９９３０６５） 购自晋城海斯

制药有限公司。 益气健脾饮由党参、 黄芪、 红景天、 附子、
干姜、 白芍、 柴胡、 炒建神曲、 炙甘草按一定比例组成，
制成中药配方颗粒， 购自华润三九医药股份有限公司。
ＴＵＮＥＬ 试剂盒 （批号 ４９３３０９００） 购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司； 脂

多糖 （ＬＰＳ）、 乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ）、 Ｄ⁃乳酸 （Ｄ⁃ＬＡ）、 ５⁃羟
色胺 （５⁃ＨＴ）、 神经肽 Ｙ （ＮＰＹ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （货号 Ｅｋ⁃
Ｍ２１１４１、 Ｅｋ⁃Ｍ２０７９６、 Ｅｋ⁃Ｍ２８０１４、 Ｅｋ⁃Ｍ２０３６０、 ＥＫ⁃
Ｍ２０８１３） 购自上海酶研生物科技有限公司； Ｐ 物质 （ＳＰ）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （货号 ＣＳＢ⁃Ｅ０８３５９ｍ） 购自武汉华美生物工

程有限公司； 神经激肽⁃１ （ ＮＫ⁃１） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （货号

ＴＷ７６０７） 购自上海通蔚生物工程有限公司。
１􀆰 ３　 分组及造模　 小鼠适应性喂养 ７ ｄ 后， 随机分为对照

组、 模型组、 益气健脾饮组、 益生菌组和联合用药组， 每

组 ６ 只， 各组小鼠体质量组间无显著差异 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
除对照组外， 其余各组小鼠灌胃 ４ ℃ 番泻叶提取液 （１０
ｍＬ ／ ｋｇ）， 每天 ２ 次， 连续 １０ ｄ， 其间不定时喂食、 饮食无

常， 以期建立脾虛型腹泻型肠易激综合征模型。
１􀆰 ４　 给药　 模型建立后， 益气健脾饮组予以 ０􀆰 １６ ｇ ／ ｍＬ 益

气健脾饮混悬液， 益生组予以 ２􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 双歧三联活菌肠

溶胶囊溶液， 联合用药组予以 ０􀆰 １６ ｇ ／ ｍＬ 益气健脾饮和 ２􀆰 １
ｍｇ ／ ｍＬ 双歧三联活菌肠溶胶囊混合溶液， 对照组和模型组

予以蒸馏水， 灌胃给药 （０􀆰 １ ｍＬ ／ １０ ｇ）， 每天 １ 次， 连续

１４ ｄ。
１􀆰 ５　 指标检测

１􀆰 ５􀆰 １　 大便性状和体质量　 记录小鼠体质量， 观察其排便

情况并进行 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分， 评分标准见表 １。
表 １　 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分标准

状态 类型 特征 分数 ／ 分
便秘 １ 型 散在的硬团，难以排除 １

２ 型 表面凹凸的团块状 ２
３ 型 表面干裂的肠状 ３

正常 ４ 型 表面柔软的肠状 ４
５ 型 软的团块 ５

腹泻 ６ 型 糊状 ６
７ 型 水样便 ７

１􀆰 ５􀆰 ２　 行为学检测　 实验最后 １ 天， 将小鼠放进特制的透

明塑料笼中固定， 用胶布把导管和其尾部缠在一起， 将润

滑的乳胶球囊 （长度 ４􀆰 ５ ｃｍ） 组装到取栓导管后放入结肠

中， 并将导管另一头连接到装满水的注射器中， 用于结肠

扩张。 待小鼠适应环境后， 向球囊中逐渐注水扩张肠道，
每次持续 ２０ ｓ， 分别观察腹部抬起、 背部拱起容量阈值，

以评估内脏敏感性。
小鼠休息 １ ｈ 后进行旷场实验， 置于 ４０ ｃｍ× ４０ ｃｍ×

３０ ｃｍ箱中， ２ ｍｉｎ 后记录水平、 垂直活动次数， 观察 ５ ｍｉｎ
内活动情况。 每测完 １ 只小鼠后， 用 ７５％ 乙醇清洁该区域

清洁笼子， 再进行下一次测试。 完成所有行为学检测后，
３％ 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小鼠， 腹主动脉采血， 处死，
采集结肠组织和内容物。
１􀆰 ５􀆰 ３　 结肠组织 ＨＥ 染色　 将结肠组织用 ４％ 多聚甲醛固

定后石蜡包埋， 脱水， 切片， 苏木精染色 １０ ～ ２０ ｍｉｎ， 伊

红染色 ３～５ ｍｉｎ， 封片后通过 ＢＡ２１０ Ｄｉｇｉｔａｌ 数码三目摄像

显微镜观察病理形态变化。
１􀆰 ５􀆰 ４　 结肠组织 ＴＵＮＥＬ 染色　 按照 ＴＵＮＥＬ 试剂盒说明书

操作， 组织切片脱蜡至水， 柠檬酸微波修复， 将切片与

ＴＵＮＥＬ 反应液在 ３７ ℃黑暗环境中孵育 ６０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 清洗 ３
次， 每次 ５ ｍｉｎ， ＤＡＰＩ 染核 １５ ｍｉｎ， 采用 Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ ２５０ 数

字切片扫描仪进行扫描， 然后采集图像， 凋亡细胞核显示

绿色， 正常细胞核显示蓝色。
１􀆰 ５􀆰 ５　 血清或结肠组织 ＬＰＳ、 ＬＤＨ、 Ｄ⁃ＬＡ、 ５⁃ＨＴ、 ＮＰＹ、
ＳＰ、 ＮＫ⁃１ 水平检测 　 采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＬＰＳ、 ＬＤＨ、
Ｄ⁃ＬＡ、 ５⁃ＨＴ、 ＮＰＹ、 ＳＰ、 ＮＫ⁃１ 在血清或结肠组织中的水

平， 严格按照说明书进行， 通过酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 波长处

吸光度。
１􀆰 ５􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１、 ＳＰ、
ＮＫ⁃１ ｍＲＮＡ 表达 　 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取结肠组织中的总

ＲＮＡ， 分光光度计测定其浓度和纯度， 按照反转录试剂盒

说明书反转录为 ｃＤＮＡ， 进行 ＰＣＲ 扩增反应。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为

内参， ２－ΔΔＣＴ 法计算 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１、 ＳＰ、 ＮＫ⁃１ ｍＲＮＡ 表

达， 引物序列见表 ２。
表 ２　 引物序列

基因 引物序列

ＳＰ 正向 ５′⁃ＡＧＣＣＡＧＧＧＧＴＴＡＣＡＴＣＴＧＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＡＣＡＧＡＣＡＧＣＣＴＣＧＡＣＡＴＧＴＧ⁃３′

ＮＫ⁃１ 正向 ５′⁃ＣＣＡＣＡＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＧＡＣＡＧＴＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＡＴＡＣＣＣＡＡＴＣＡＣＣＡＧＣＡＧＡＧ⁃３′

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 正向 ５′⁃ＡＴＣＧＴＧＧＣＴＴＴＴＧＣＴＴＴＡＡＴＣＡＴＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＧＧＣＴＣＴＴＣＡＴＣＡＴＡＡＡＴＧＴＣＴＴ⁃３

ＺＯ⁃１ 正向 ５′⁃ＡＣＣＧＡＡＡＣＣＴＣＴＣＴＡＴＧＣＴＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＴＣＡＴＴＴＣＣＡＣＣＡＧＣＴＡＣＴＣＧ⁃３′

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＴＧＣＴＣＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡ⁃３′

１􀆰 ５􀆰 ７　 高通量测序　 将采集的粪便置于液氮中保存， 送至

上海派诺森生物科技有限公司， 采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ ／
ＮｏｖａＳｅｑ 平台对群落 ＤＮＡ 片段进行双端 （Ｐａｉｒｅｄ⁃ｅｎｄ） 测

序， 序列经去噪处理后使用 ＱＩＩＭＥ２ （２０１９􀆰 ４） 软件进行物

种分类学注释， 接着进行 ＡＳＶ ／ ＯＴＵ 表抽平。 数据分析包

括 （１） 通过对抽平后的 ＡＳＶ ／ ＯＴＵ 表格进行统计， 获得肠

道菌群在门和属水平上的组成表； （２） 使用未抽平的

ＡＳＶ ／ ＯＴＵ 表对深度进行抽平， 以最大抽平深度时的得分计

算 ａｌｐｈａ 多样性指数； （３） 使用生物代谢通路分析数据库
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（ＫＥＧＧ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｏｍｅ． ｊｐ ／ ｋｅｇｇ ／ ｐａｔｈｗａｙ． ｈｔｍｌ） 预

测肠道菌群富集的潜在通路。
１􀆰 ６　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行处理，
结果以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用非配对 ｔ 检验， 多组

间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
２　 结果

２􀆰 １　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠表

征的影响 　 与对照组比较， 模型组小鼠体质量降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
益气健脾饮组和益生菌组小鼠体质量和粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分无

明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而联合用药组小鼠体质量升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 粪便 Ｂｒｉｓｔｏｌ 评分降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 见图 １Ａ ～ １Ｂ。
与对照组比较， 模型组小鼠腹部抬起值和背部拱起值降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明内脏敏感性升高； 与模型组比较， 益气健

脾饮组和益生菌组小鼠腹部抬起值和背部拱起值无明显变

化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而联合用药组小鼠腹部抬起值和背部拱起

值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明内脏敏感性降低， 见图 １Ｃ。

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠表

征的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

２􀆰 ２　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠情

感障碍的影响　 如图 ２ 所示， 与对照组比较， 模型组小鼠

水平活动次数和垂直活动次数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

比较， 益气健脾饮组和益生菌组小鼠水平活动次数升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 垂直活动次数无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而联合

用药组小鼠水平活动次数和垂直活动次数升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

　 注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜
　 ０􀆰 ０１。

图 ２　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠

旷场实验活动次数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

２􀆰 ３　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠结

肠组织损伤的影响　 如图 ３ 所示， 对照组小鼠结肠组织结

构完整， 黏膜层、 黏膜下层、 肌层和外膜分层明显， 未见

明显病理改变和细胞凋亡； 与对照组比较， 模型组小鼠结

肠黏膜固有层出现大量炎性细胞聚集， 以淋巴细胞和中性

粒细胞为主， 且结肠组织细胞发生凋亡， 凋亡细胞占比升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气健脾饮组、 益生菌组

及联合用药组小鼠结肠黏膜组织炎性细胞浸润减轻， 凋亡

细胞占比降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 且联合用药组作用更佳 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。
２􀆰 ４　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠肠

道屏障的影响　 如图 ４Ａ～４Ｃ 所示， 与对照组比较， 模型组

血清 ＬＰＳ、 ＬＤＨ、 Ｄ⁃ＬＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 益气健脾饮组和益生菌组血清 ＬＰＳ、 ＬＤＨ、 Ｄ⁃ＬＡ 水平

　 　 　 　

注： Ａ 为小鼠结肠组织 ＨＥ 染色， Ｂ 为小鼠结肠组织 ＴＵＮＥＬ 染色， Ｃ 为小鼠结肠凋亡细胞占比。 与对照组比较，＃＃Ｐ＜

０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与联合用药组比较，＆＆Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠结肠组织损伤的影响
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠肠道屏障的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而联合用药组血清 ＬＰＳ、 ＬＤＨ、 Ｄ⁃
ＬＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 如图 ４Ｄ～ ４Ｅ 所示， 与

对照组比较， 模型组结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 益气健脾饮组和益生菌

组结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， 而联合用药组结肠组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ５　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠

　 　 　 　

脑⁃肠轴相关因子分泌的影响 　 如图 ５ 所示， 与对照组比

较， 模型组血清和结肠组织 ５⁃ＨＴ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＮＰＹ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＮＫ⁃１、 ＳＰ 水平和结肠组织

ＮＫ⁃１、 ＳＰ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 联

合用药组血清和结肠组织 ５⁃ＨＴ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＮＰＹ
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＮＫ⁃１、 ＳＰ 水平和结肠

组织 ＮＫ⁃１、 ＳＰ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ａ～Ｄ 分别为小鼠血清 ５⁃ＨＴ、 ＮＰＹ、 ＮＫ⁃１、 ＳＰ 水平， Ｅ～Ｆ 分别为小鼠结肠组织 ５⁃ＨＴ、 ＮＰＹ 水平， Ｇ～ Ｈ 分别为小鼠结肠组织

ＮＫ⁃１、 ＳＰ ｍＲＮＡ 表达。 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠脑⁃肠轴相关因子分泌的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

２􀆰 ６　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠肠

道菌群的影响 　 如图 ６Ａ 所示， 在门水平上， 与对照组比

较， 模型组 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ （厚壁菌门） 相对平均丰度降低，
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ （拟杆菌门） 相对平均丰度升高； 与模型组比
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较， 益气健脾饮组、 益生菌组及联合用药组 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 相对

平均丰度增加， Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 相对平均丰度降低， 其中联合

用药组优于益气健脾饮组和益生菌组。 在属水平上， 与对

照组比较， 模型组 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ （乳杆菌属） 相对平均丰度

降低； 与模型组比较， 益气健脾饮组、 益生菌组及联合用

药组 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ 相对平均丰度增加， 其中联合用药组优于

益气健脾饮组和益生菌组。
如图 ６Ｂ 所示， 与对照组比较， 模型组肠道菌群降低了

在 Ａｔｒａｚｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ （阿特拉津降解产物）、 Ｔｒｏｐａｎｅ，
ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ ａｎｄ ｐｙｒｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ （莨菪碱、 哌啶和

吡啶生物碱的生物合成）、 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ （类黄酮生

物合 成 ）、 ｂｅｔａ⁃Ｌａｃｔａｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ （ 内 酰 胺 抗 药 性 ） 和

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓ （细菌趋药性） ５ 个通路中的富集； 与

模型组比较， 益气健脾饮组增加了肠道菌群在 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、 Ｔｒｏｐａｎｅ， ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ ａｎｄ ｐｙｒｉｄｉｎｅ
ａｌｋａｌｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 通路的富集， 益生菌组增加了肠道菌群

在 Ａｔｒａｚｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ、 ｂｅｔａ⁃Ｌａｃｔａｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ、 Ｔｒｏｐａｎｅ，
ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ ａｎｄ ｐｙｒｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 通路的富集， 而益

气健脾饮和益生菌联合组增加了肠道菌群在 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 通路的富集。

注： Ａ 为门、 属水平上前 ２０ 位肠道菌群， Ｂ 为组间 ＫＥＧＧ 差异通路分析 （横轴为 ｌｏｇＦＣ 值， 正值代

表上调， 负值代表下调）。

图 ６　 益气健脾饮联合益生菌对腹泻型肠易激综合征小鼠肠道菌群的影响 （ｎ＝６）
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　 　 如表 ３ 所示， 与对照组比较， 模型组 Ｃｈａｏ１、 Ｓｉｍｐｓｏｎ、
Ｓｈａｎｎｏｎ、 Ｐｉｅｌｏｕ＿ ｅ、 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ ｓｐｅｃｉｅｓ、 Ｆａｉｔｈ＿ ｐｄ 有升高趋

势， Ｇｏｏｄｓ＿ ｃｏｖｅｒａｇｅ 有降低趋势， 但无显著性差异 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）； 与 模 型 组 比 较， 联 合 用 药 组 Ｃｈａｏ１、 Ｓｉｍｐｓｏｎ、

Ｓｈａｎｎｏｎ、 Ｐｉｅｌｏｕ＿ ｅ、 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ ｓｐｅｃｉｅｓ、 Ｆａｉｔｈ＿ｐｄ 有降低趋

势， Ｇｏｏｄｓ＿ ｃｏｖｅｒａｇｅ 有升高趋势， 但无显著性差异 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。

表 ３　 各组肠道菌群 Ａｌｐｈａ 多样性指数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 Ｃｈａｏ１ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｓｈａｎｎｏｎ Ｐｉｅｌｏｕ＿ｅ Ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ Ｆａｉｔｈ＿ｐｄ Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ

对照组 ７３５􀆰 ６２±９２􀆰 ３５ ０􀆰 ９５±０􀆰 ０１ ６􀆰 ７１±０􀆰 ２９ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０３ ６１１􀆰 ５７±５８􀆰 ７１ ３０􀆰 ３６±３􀆰 ０６ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０１
模型组 １ １６３􀆰 ７９±４０２􀆰 １２ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０４ ７􀆰 ４２±０􀆰 ９１ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０７ ８８５􀆰 ９７±２３７􀆰 １８ ３７􀆰 ０３±５􀆰 ２４ ０􀆰 ９４±０􀆰 ０２

益气健脾饮 ７２５􀆰 ７５±３３６􀆰 ８２ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０２ ７􀆰 ２０±１􀆰 １１ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０５ ６４３􀆰 １７±２９９􀆰 ４６ ３１􀆰 ６４±１２􀆰 ７９ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０１
益生菌 １ ０８３􀆰 ０６±１６３􀆰 ０１ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０２ ７􀆰 ５０±０􀆰 ７５ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０５ ８４２􀆰 ５７±１８４􀆰 ９２ ３６􀆰 ９７±４􀆰 ２３ ０􀆰 ９５±０􀆰 ０１

联合用药组 ７３９􀆰 ０３±２２８􀆰 ２２ ０􀆰 ９５±０􀆰 ０３ ６􀆰 ６１±０􀆰 ７３ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０５ ５７６􀆰 ４７±１４９􀆰 ９６ ３２􀆰 ０７±５􀆰 ７９ ０􀆰 ９７±０􀆰 ０１

３　 讨论

本研究评估了益气健脾饮和益生菌单独使用及其联合

使用对腹泻型肠易激综合征小鼠症状的改善作用， 并分析

了可能机制。 结果表明， 益气健脾饮和益生菌联合使用对

腹泻型肠易激综合征小鼠腹泻、 腹痛及情感障碍的改善作

用优于单独用药组。
肠黏膜屏障是由肠上皮细胞和紧密连接组成的， 对于

营养吸收、 抵御病原体和维持肠道稳态至关重要［１３⁃１４］ ， 多

项研究表明， 黏膜屏障功能的改变与腹泻型肠易激综合征

在内的多种肠道疾病有关［１５⁃１６］ 。 本研究发现， 益气健脾饮

和益生菌联合使用能提高腹泻型肠易激综合征小鼠结肠组

织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、 ＺＯ⁃１ ｍＲＮＡ 表达， 并减轻结肠组织炎性细胞

浸润和肠细胞凋亡， 表明益气健脾饮和益生菌联合使用改

善了腹泻型肠易激综合征小鼠肠道黏膜屏障， 且作用优于

单独用药组。
目前广泛认为， 肠易激综合征中的低度炎症会导致局

部神经纤维敏化［１７］ ， 进而导致中枢敏化［１８］ ， 因此， 肠易激

综合征 （与其他功能性胃肠道疾病一样） 被认为是一种脑⁃
肠轴疾病［１９⁃２０］ 。 大量研究表明， 肠易激综合征模型大鼠内

脏敏化和情绪障碍与神经递质 ５⁃ＨＴ、 ＮＰＹ、 ＳＰ、 ＮＫ⁃１ 的异

常表达相关， 在腹泻型肠易激综合征中， ５⁃ＨＴ、 ＳＰ、 ＮＫ⁃１
表达的提高促进了肠蠕动， 并提高了疼痛刺激的敏感

性［２１⁃２２］ 。 本研究发现， 益气健脾饮和益生菌联合使用可以

降低 ５⁃ＨＴ、 ＳＰ、 ＮＫ⁃１ 水平， 提高 ＮＰＹ 水平， 表明益气健

脾饮和益生菌联合使用改善了腹泻型肠易激综合征小鼠脑⁃
肠轴神经递质分泌， 从而降低了腹泻型肠易激综合征敏感

性和情感障碍， 且作用优于单独用药组。
肠道菌群菌群失调也是腹泻型肠易激综合征的可能机

制之一［２３］ 。 研究表明， 肠道微生态失调可破坏肠黏膜屏障

功能， 使肠道通透性增高， 发生免疫紊乱， 从而让神经内

分泌和应激行为更加敏感［８，２４］ ； 腹泻型肠易激综合征患者

肠道菌群中厚壁菌门占比降低， 拟杆菌门占比增加［２５⁃２６］ 。
本研究发现， 腹泻型肠易激综合征小鼠肠道菌群也发生了

同样的改变， 而益气健脾饮和益生菌联合使用增加了腹泻

型肠易激综合征小鼠厚壁菌门平均相对丰度， 降低了拟杆

菌门平均相对丰度。 乳酸杆菌一直是肠道微生态的研究重

点， 常用作益生菌用于维持稳定的肠道微生态［２７］ ， 在腹泻

型肠易激综合征患者中， 乳杆菌属相对丰度降低［２５］ ， 且大

量研究表明， 乳酸杆菌用于治疗腹泻型肠易激综合征可以

通过调整肠道菌群结构改善腹泻型肠易激综合征症

状［２８⁃３０］ ， 提示乳酸杆菌属相对丰度可能是腹泻型肠易激综

合征的治疗靶点。 本研究结果显示， 益气健脾饮和益生菌

联合使用增加了腹泻型肠易激综合征小鼠乳杆菌属相对丰

度， 说明两者联用可通过增加乳杆菌属相对丰度来改善肠

道菌群结构， 从而改善症状。 此外， 本研究还分析了益气

健脾饮和益生菌联合使用对腹泻型肠易激综合征小鼠肠道

菌群多样性改变， 结果表明两者联用降低了肠道菌群 α 多

样性。
ＫＥＧＧ 通路分析发现， 腹泻型肠易激综合征小鼠肠道

菌群降低了在 Ａｔｒａｚｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ、 Ｔｒｏｐａｎｅ， ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ ａｎｄ
ｐｙｒｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、 ｂｅｔａ⁃
Ｌａｃｔａｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ、 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓ 通路的富集， 而益气

健脾饮增加了在 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、 Ｔｒｏｐａｎｅ， ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ
ａｎｄ ｐｙｒｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 通路的富集， 益生菌增加了

在 Ａｔｒａｚｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ、 ｂｅｔａ⁃Ｌａｃｔａｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ、 Ｔｒｏｐａｎｅ，
ｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ ａｎｄ ｐｙｒｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 通路的富集， 益气

健脾饮和益生菌联合使用增加了在 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 的

富集。 类黄酮具有许多药用价值， 包括抗癌、 抗氧化、 抗

炎、 抗病毒， 还具有神经保护、 心脏保护作用， 这些生物

活性取决于其类型、 作用方式及生物利用度［３１］ 。 本研究中

益生菌可能通过增加益气健脾饮中类黄酮的生物利用度来

提高益气健脾饮对腹泻型肠易激综合征的改善作用， 但样

本量较少， 需要进一步验证。
综上所述， 益气健脾饮和益生菌联合使用具有协同作

用， 能改善小鼠腹泻型肠易激综合征症状， 可能通过调节

肠道微生物群结构、 肠道屏障损伤和肠⁃脑轴神经递质分泌

来改善腹泻疼痛和情感障碍。 此外， 益气健脾饮和益生菌

对腹泻型肠易激综合征的协同作用可能与肠道菌群功能在

Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 通路上的富集相关。
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