
微生物学通报 Sep. 20, 2014, 41(9): 1764−1770 
Microbiology China © 2014 by Institute of Microbiology, CAS 

tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.130819 
 

                           

基金项目：长沙市科技局项目(No. k1307020-31)；湖南省培育发展战略性新兴产业专项引导资金(长财企指[2012]号) 

*通讯作者：Tel：86-731-85381154 

：谭周进：tanzhjin@hotmail.com；蔡光先：tanzhjin@sohu.com  

收稿日期：2013-11-27；接受日期：2014-01-20；优先数字出版日期(www.cnki.net)：2014-02-20 

研究报告 

超微铁皮石斛对脾虚便秘小鼠肠道乳酸杆菌多样性的影响 
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摘  要：【目的】探讨超微铁皮石斛对脾虚便秘小鼠肠道乳酸杆菌多样性的影响，为疗效提供

依据。【方法】制备小鼠脾虚便秘模型，灌胃铁皮石斛传统汤剂、超微 50%量汤剂治疗，采集

肠道内容物提取肠道微生物宏基因组 DNA，用乳酸杆菌特异引物 PCR 后进行 ARDRA 分析。

【结果】结果显示，正常组、铁皮石斛传统汤剂组和超微 50%量汤剂组的 OTUs、Shannon 指

数和 Brillouin 指数相同，且均大于模型组；铁皮石斛超微 50%量汤剂组与正常组乳酸杆菌群落

结构的相似性系数最大，为 0.333 3，其次是模型组为 0.181 8，传统汤剂组最小，为 0.166 7；聚

类分析和主成分分析结果显示，小鼠肠道乳酸杆菌多样性受脾虚便秘造模影响，发生改变，铁皮

石斛两种汤剂通过不同的途径对其进行调控作用。【结论】铁皮石斛对脾虚便秘小鼠肠道乳酸杆菌

多样性的调整作用明显，且超微 50%量汤剂组小鼠肠道乳酸杆菌多样性更接近正常组，疗效更优。 

关键词：小鼠，脾虚便秘，肠道微生物，铁皮石斛，乳酸杆菌，分子多样性，ARDRA 
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Abstract: [Objective] To provide the basis for its treatment, the effect of ultra-micro powder 
Dendrobium officinale on the molecular diversity of intestinal Lactobacillus in mice with 
spleen-deficiency constipation was studied. [Methods] The mice with spleen-deficiency constipation 
in treatment groups were respectively given the traditional decoction of Dendrobium officinale and 
50% dose of ultra-micro powder Dendrobium officinale. The metagenome DNA of intestinal 
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microflora was extracted from intestinal contents. Then ARDRA analysis was made after PCR by 
specific primer of Lactobacillus. [Results] The results showed that OTUs, Shannon index and 
Brillouin index in the normal group, the traditional decoction group and the 50% dose of ultra-micro 
powder group were the same, and all were larger than which in the model group. Compared with 
Lactobacillus community structure in normal group, the similarity coefficient was 0.333 3 in the 50% 
dose of ultra-micro powder group, 0.181 8 in the model group, 0.166 7 in the traditional decoction 
group. The cluster analysis and principal components analysis suggested that molecular diversity of 
intestinal Lactobacillus in mice changed by the effect of spleen-deficiency constipation model, and 
the two kinds of decoction of Dendrobium officinale regulated it in different ways. The Dendrobium 
officinale had obvious effect on the molecular diversity of intestinal Lactobacillus in mice with 
spleen-deficiency constipation. [Conclusion] The efficacy of 50% dose of ultra-micro powder 
Dendrobium officinale was the best in all treatment groups, and the molecular diversity of intestinal 
Lactobacillus in 50% dose of ultra-micro powder Dendrobium officinale group was closer to the 
normal group. 

Keywords: Mice, Spleen-deficiency constipation, Intestinal microbiota, Dendrobium officinale, 
Lactobacillus, Molecular diversity, ARDRA 

便秘(Constipation)是一种常见的胃肠功能失

调症，主要临床症状是排便困难、排便次数少、粪

便干硬，整个消化道排空时间延长[1]。便秘人群易

出现肠道菌群紊乱，严重影响人们的生活质量，长

期便秘还与急性心脑血管疾病、痴呆、结直肠癌等

有密切的关系[2-4]。铁皮石斛(Dendrobium officinale)

为兰科石斛属多年生草本植物，是石斛之极品，具

有独特的药用价值。《本草纲目》中记载“主伤中，

除痹，下气，补五脏虚劳羸弱，强阴，久服厚肠

胃”[5]。有研究证实铁皮石斛对胃阴虚证病人大便

干燥而致的便秘有很好的疗效，能软化大便，增强

小肠推进运动[6]。 

肠道微生物显著影响部分与肠道功能有关重

要基因的表达，对肠道的健康发育及肠道功能的实

现具有重要意义[7]。乳酸杆菌(Lactobacillus)是一类

能够分解多种糖类产生大量乳酸的革兰氏阳性杆

菌，在厌氧环境下生长好，广泛存在于人体和动物

的口腔、泌尿生殖道、胃肠道内，是体内不可或缺

的具有重要生理功能的益生菌[8]。乳酸杆菌已广泛

应用于一些疾病治疗，可用于增强患者的免疫功

能、预防感染、调整肠道菌群平衡等[9-11]。彭芝榕

等[12]的研究发现，植物乳杆菌 F1208 对便秘大鼠

具有润肠通便，促生长发育的作用，能够抑制肠道

肠球菌、肠杆菌的生长。刘晓梅等[13]的研究也证

实乳酸杆菌均具有润肠通便的作用，并对维持肠道菌

群平衡有较好功效。乳酸杆菌对于治疗便秘，维持肠

道微生态的平衡具有重要意义。本文应用 PCR 技术

与 RFLP 技术结合衍生而来的 ARDRA 技术[14-15]，

进行小鼠肠道乳酸杆菌分子多样性的研究，将有助

于揭示铁皮石斛对脾虚便秘的疗效机理。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  动物：20±2 g清洁型昆明小鼠 24只，雌雄

各半，购于上海斯莱克斯实验动物有限公司。 

1.1.2  药物：取番泻叶(购于湖南中医药大学附属

一医院，产自云南) 500 g，加 10 倍量沸水浸泡   

10 min后过滤，收集滤液在 75 °C水浴中蒸发浓缩，

制备成 100% (1 g/mL生药)的水煎液[16]。4 °C保存

备用。 

铁皮石斛常规细粉和超微粉由湖南龙石山铁

皮石斛基地有限公司提供。称取适量铁皮石斛常规

细粉，加入 100 倍体积的水浸泡 30 min，按常规

方法先煎煮后浓缩，制备成浓度为 0.1 g/mL 的铁

皮石斛传统汤药；称取适量超微铁皮石斛，加适量

的开水冲泡 30 min，制备成超微铁皮石斛 50%量

汤药，浓度为 0.05 g/mL。4 °C保存备用。 
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1.1.3  试剂：引物序列为正向引物 16S rRNA基因

通用引 7f [5′-AGAGTTTGAT(C/T)(A/C)TGGCTCA 

G-3′]和反向引物 LAB-rev (5′-CTCAAAACTAAA 

CAAAGTTTC-3′)[17]由北京鼎国昌盛生物技术有限

责任公司合成。蛋白酶 K、溶菌酶、dNTPs、Taq

酶、高效离心柱型琼脂糖凝胶回收试剂盒和限制性

内切酶 Sam I、Hind III、Hha I和 Rsa I均购于北京

鼎国昌盛生物技术有限责任公司。其他试剂均为国

产分析纯。0.1 mol/L PBS (pH 7.4)、Tris缓冲液、   

0.5 mol/L EDTA、TE缓冲液、10 g/L RNaseA、10% 

SDS、3 mol/L乙酸钠、24:1 (体积比)的氯仿异戊醇、

70%乙醇、10×TBE缓冲液、1%琼脂糖凝胶，均参

照文献[18-19]配制。 

1.2  方法 

1.2.1  动物分组：实验小鼠在清洁安静的 SPF 动

物房适应性饲养 2 d后随机分成 4组，即正常组(6

只)、模型组(6只)、铁皮石斛传统汤剂组(6只)、铁

皮石斛超微 50%量汤剂组(6只)，雌性各半。 

1.2.2  造模方法：模型组正常饮水喂食，且每天 2

次灌胃番泻叶水煎液 0.4 mL/(只·次)，连续 7 d，造

成脾虚模型；第 8天起停用番泻叶水煎液，控制饮

食，隔天喂低纤维饲料生大米 48 g，自由饮水一

次，0.5 h，采用饥饱失常方法延续脾虚状态，连续

8 d；共 15 d，制备小鼠脾虚便秘模型。正常组正

常饮水喂食，且前 7 d需灌胃与番泻叶水煎液等量

的生理盐水，每天 2次。参照文献[17]进行，小鼠

背毛枯槁失去光泽、倦卧、嗜睡、四肢疲软无力、

拱背、消瘦、干瘪，在持续上述脾虚症状的基础上，

大便数量减少、颗粒变小、变硬，则造模成功。 

1.2.3  治疗：造模成功后，根据《中国药典》(2010

年)[20]中介绍铁皮石斛的临床等效用量，铁皮石斛

传统汤剂组和超微铁皮石斛 50%量汤剂组分别灌

胃 0.25 mL/(只·次)，正常组和模型组分别灌胃等量

的无菌水，每天 2次，连续 7 d。 

1.2.4  小鼠肠道内容物的提取：治疗完成后，将所

有小鼠一次性全部颈椎脱臼处死并放于超净工作

台上，无菌采集各组盲肠段内容物，同组每 2只小

鼠的肠道内容物收集在一起，通过无菌操作进行混

匀，每组共 6只小鼠，3个重复。立即带回实验室，

20 °C保存备用。 

1.2.5  肠道菌群宏基因组提取：肠道菌群宏基因组

提取，参照文献[18-19]进行。样品预处理，取 2.0 g

样品于 50 mL无菌离心管，加入 30 mL 0.1 mol/L 

PBS和 510颗 0.3 mm的无菌玻璃珠，涡旋混匀，

200×g离心 2 min后取上清，重复洗涤 2次；合并

上清液，10 000×g离心 8 min，收集沉淀；沉淀依

次用 PBS 洗涤 1 次、丙酮洗涤 2 次、PBS 洗涤 3

次后于 4 mL TE缓冲液(pH 8.0)重悬，备用。 

取 500 µL预处理后的菌悬液于 1.5 mL无菌离

心管，加入 45 µL TE缓冲液、5 µL蛋白酶K和 20 µL

溶菌酶，37 °C反应 30 min后加入 30 µL 10% SDS，

混匀，37 °C反应 40 min，每 10 min振摇一次。分

别加入 100 µL 5 mol/L NaCl，80 µL CTAB/NaCl，

混匀，65 °C反应 10 min。加入等体积 Tris-饱和酚:

氯仿:异戊醇(25:24:1，体积比)，10 000×g离心 3 min，

取上清；再加入等体积氯仿:异戊醇(24:1，体积比)，

10 000×g离心 3 min，取上清，重复操作一次。加

入 1/10体积 3 mol/L醋酸钠及 2倍体积无水乙醇，

20°C沉淀过夜。10 000×g离心 10 min，沉淀用

70%乙醇洗涤 1次，自然干燥后溶于 50 µL TE缓

冲液，20°C 保存备用。1%琼脂糖凝胶电泳、EB

染色、凝胶成像仪观察分析。 

1.2.6  肠道微生物宏基因组 DNA 乳酸杆菌特异引

物 PCR：PCR扩增反应体系为：10×Taq Buffer 5 µL，

dNTPs Mixture (2.5 mmol/L) 4 µL，7f (10 µmol/L)  

1 µL，LAB-rev (10 µmol/L) 1 µL，Taq酶(2.5 U/µL) 

1 µL，模板 DNA 2 µL，ddH2O补足至 50 µL。扩

增程序为：94 °C 5 min；94 °C 45 s，52 °C 45 s，

72 °C 90 s，共 35个循环；72 °C 10 min。PCR产

物经1%琼脂糖凝胶电泳、EB染色、凝胶成像仪观

察分析。 

1.2.7  对 PCR 产物进行胶回收：按照高效离心柱

型琼脂糖凝胶回收试剂盒“NEP025-1”说明书进行。 

1.2.8  PCR 产物限制性酶切片段分析：以 Hha I、
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Rsa I、Sam I和 Hind III酶切 PCR产物，反应体系

为：PCR产物 10 µL，ddH2O 12 µL，10×Buffer 2 µL，

Hha I、Rsa I、Sam I和 Hind III酶各 2 µL。37 °C

反应 4 h后经 1%琼脂糖凝胶电泳、EB染色、凝胶

成像仪观察分析。运用 Quantity One软件进行条带

分析，琼脂糖凝胶上 DNA片段按“出现”记为“1”，

“不出现”记为“0”，进行统计分析，DPS v7.05、

NTSYS-PC软件计算多样性指数和相似系数。 

(1) Shannon指数(H')：H'=– i i
1

( ln )
S

i

P P

   

式中：S为物种总数，Pi为第 i种物种个体数

占群落总个数的比例。 

(2) Brillouin指数(H)：H=
1 2 3

1 !
ln

! ! !

N

N n n n
 

式中：n1为抽样中第 1个物种的个体数量，n2

为抽样中第 2个物种的个体数量，n3为抽样中第 3

个物种的个体数量，依次类推，N抽样中所有物种

的个体总和。 

(3) Czekanowski (Cs)：Cs=
2

( ) 100

j

a b 
 

式中：a为某一样品的酶切图谱的条带数目，

b 为另一样品的酶切图谱的条带数目；j 为两个泳

道所共有条带的数目。完全不同的两个图谱其相似

系数为 0，而完全相同的 2个图谱的相似系数为 1。 

运用 SPSS 16.0进行聚类分析和主成分分析。 

2  结果与分析 

2.1  肠道菌群宏基因组 DNA 乳酸杆菌特异引物

PCR 电泳图 

如图 1所示，经过正向引物即细菌通用引物 7f 

[5′-AGAGTTTGAT(C/T)(A/C)TGGCTCAG-3′]和反

向引物即乳酸杆菌特异引物 LAB-rev (5′-CTCAA 

AACTAAACAAAGTTTC-3′)[17]，PCR 后得到的条

带大小在 1 500 bp左右，且条带稳定清晰。 

2.2  肠道菌群宏基因组的乳酸杆菌 PCR 产物酶

切后 ARDRA 分析 

各组小鼠肠道菌群宏基因组 DNA经乳酸杆菌 

 
 

图 1  小鼠肠道乳酸杆菌 16S rRNA 基因 PCR 电泳图 
Figure 1  The intestinal Lactobacillus 16S rRNA gene PCR 
electrophoresis  
注：正常组：A1、A2、A3；模型组：B1、B2、B3；铁皮石斛传

统汤剂组：C1、C2、C3；铁皮石斛超微 50%量组：D1、D2、D3. 

Note: The control group: A1, A2, A3; The model group: B1, B2, 
B3; The traditional decoction of Dendrobium officinale group: C1, 
C2, C3; The 50% dose of ultra-micro powder of Dendrobium 
officinale group: D1, D2, D3. 

 

特异引物 PCR扩增后，产物经 Hha I、Rsa I、Sam I

和 Hind III酶切，1%琼脂糖凝胶电泳，Quantity One

软件进行条带分析，结果见图 2。将每一个 16S 

rDNA 限制性片段长度多态性类型归纳为同一个

OTUs，OTUs 多样性能用以估计分离物中存在的

最低限度的细菌种的数目。如表 1所示，除模型组

OTUs数为 5外，其余 3组 OTUs数为 6。模型组

与正常组有 1 条相同大小的条带，大小为 200 bp

左右；铁皮石斛传统汤剂组与正常组有 1条相同大

小的条带，在 700 bp左右，无与模型组相同大小

的条带；铁皮石斛超微50%量汤剂组有 2条条带大

小与正常组相同，分别是 1 000 bp 左右 1 条，

200–400 bp有 1条，无与模型组相同大小的条带，

有 3条条带大小与铁皮石斛传统汤剂组相同，分别

是 400–700 bp有 1条、200–400 bp有 2条。脾虚

便秘造模影响小鼠肠道微生物，造成肠道乳酸杆菌

失调，经铁皮石斛传统汤剂和超微 50%量汤剂治

疗，得到调整，且铁皮石斛超微50%量汤剂组最接

近正常组水平。 

2.3  各组小鼠肠道乳酸杆菌多样性指数及相似

系数结果 

多样性指数 Shannon 和 Brillouin愈大，群落所

含的信息量愈大，群落中生物种类增多，代表了群

落的复杂程度增高。相似性系数 Czekanowski越大，

表示群落多样性越相似。经 DPS v7.05、NTSYS-PC

软件分析，各组小鼠肠道乳酸杆菌多样性指数和相 
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图 2  Quantity One 软件分析条带数量结果 
Figure 2  The result analysed by Quantity One 
注：24：正常组；57：模型组；810：铁皮石斛传统汤剂

组；1113：铁皮石斛超微 50%量组. 

Note: 24: The normal group; 57: The model group; 810: 
Traditional decoction of Dendrobium officinale group; 1113: 
50% dose of ultra-micro powder of Dendrobium officinale group. 

似系数如表 2所示，正常组、铁皮石斛传统汤剂组

和铁皮石斛超微 50%量汤剂组 Shannon 指数和

Brillouin指数均相同，且大于模型组，则脾虚便秘

造模使得小鼠肠道乳酸杆菌的多样性降低，经铁皮

石斛治疗后其多样性有所恢复。比较各组肠道乳酸

杆菌群落与正常组的相似性，铁皮石斛超微 50%

量汤剂组的相似系数最大，为 0.333 3，模型组次

之，传统汤剂组最小，为 0.166 7，则铁皮石斛超

微 50%量汤剂组小鼠肠道细菌群落与正常组最相

似，其对脾虚便秘的治疗效果较传统汤药组好。 

 

表 1  各组小鼠肠道乳酸杆菌 ARDRA 的 OTUs 数 
Table 1  The OTUs by ARDRA of intestinal Lactobacillus in mice 

 
正常组 

The normal group

模型组 

The model 
group 

传统铁皮石斛汤剂组 

The traditional decoction of 
Dendrobium officinale group 

50%超微铁皮石斛汤剂组 

The 50% dose of ultra-micro powder of 
Dendrobium officinale group 

OTUs 6 5 6 6 

 
表 2  各组小鼠肠道乳酸杆菌菌群多样性指数和相似系数 

Table 2  The diversity index and similarity coefficient of intestinal Lactobacillus in mice 

组别 Groups Shannon (H') Brillouin (H) Czekanowski (Cs)

The normal group 2.585 0 1.582 0 1.000 0 

The model group 2.321 9 1.381 4 0.181 8 

The traditional decoction of Dendrobium officinale group 2.585 0 1.582 0 0.166 7 

The 50% dose of ultra-micro powder of Dendrobium officinale group 2.585 0 1.582 0 0.333 3 

 

2.4  各组小鼠肠道乳酸杆菌聚类分析和主成分

分析 

如图 3 所示，各组小鼠肠道乳酸杆菌菌群聚

类分析如图 3 中 A，被聚为同一类的各组小鼠肠

道乳酸杆菌群落结构和数量最接近。当聚类距  

离＞20且≤25时，各组小鼠肠道肠道乳酸杆菌菌

群被聚为 2 类，正常组和两个治疗组聚为 1 类，

模型组为 1类；当聚类距离＞15且≤20时，各组

小鼠肠道乳酸杆菌菌群被聚为 3 类，正常组和模

型组分别聚为 1 类，两个治疗组为 1 类；当聚类

距离≤15 时，各组小鼠肠道肠道乳酸杆菌菌群被

聚为 4 类，每组为一类。脾虚便秘造模使得小鼠

肠道乳酸杆菌多样性发生改变，经铁皮石斛治疗，

菌群结构得到一定的调整，且两种汤剂的治疗效

果较一致，都接近正常组水平。各组小鼠肠道乳

酸杆菌菌群主成分分析如图 3中 B，四组对成分 1

的方差贡献率为 46.22%，对成分 2的方差贡献率

为 36.83%。铁皮石斛超微50%量汤剂组位于第一

象限，正常组位于第二象限，模型组位于第三象

限，铁皮石斛传统汤剂组位于第四象限，且仅正

常组对 PC2 的贡献率比较大，其余 3 组均对 PC1

的贡献率较大，则铁皮石斛传统汤剂和超微 50%量

汤剂对脾虚便秘小鼠肠道乳酸杆菌群落结构和数

量具有明显的调整作用，但并未达到正常组水平。 
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图 3  各组小鼠肠道乳酸杆菌聚类分析和主成分分析 
Figure 3  The cluster analysis and principal components 
analysis of intestinal Lactobacillus in mice 
注：A：聚类分析图；B：为主成分分析图. 

Note: A: The cluster analysis; B: The principal components 
analysis. 
 

3  讨论 

小鼠肠道菌群宏基因组经乳酸杆菌特异引物

进行 PCR扩增，产物经酶切后应用 ARDRA技术进

行统计分析，正常组、铁皮石斛传统汤剂组和微超

50%量汤剂组的 OTUs、Shannon 指数和 Brillouin

指数分别相同，且均大于模型组；铁皮石斛超微50%

量汤剂组与正常组群落结构的相似性系数最大，达

到了 0.333 3，其次是模型组为 0.181 8，传统汤剂

组则最小，为 0.166 7；小鼠肠道乳酸杆菌群落多样

性因脾虚便秘造模而遭到破坏，经铁皮石斛两种汤

剂治疗，有所调整，超微 50%量汤剂效果优于传统

汤剂。聚类分析和主成分分析也显示类似结果。 

乳酸杆菌是人体和动物胃肠道的益生菌群，经

与病原菌对限制性营养素的竞争来抑制病原菌的

生长，调节肠道微生态的组成，形成生物学屏障；

其代谢所产生的乳酸、细菌素、过氧化氢以及双乙

酰等物质对其他细菌的作用，有助于调整菌群之间

的关系，使得菌群最佳优势组合得以维持和保证；

通过与致病菌的拮抗作用，抑制其生长及毒素的粘

附，阻止其侵入和定殖[21-22]。乳酸菌产生的酸性代

谢产物使肠道环境偏酸性，符合一般消化酶的最适

pH 值要求，使得肠道的蠕动和分泌增强，同时也

促进养分的消化吸收[23]。乳酸杆菌能促进重要维

生素的生成，如人体内主要的 B族维生素、叶酸，

能减少同型半胱氨酸的产生，对抵抗慢性便秘等疾

病有重要作用，而叶酸就是由乳酸乳球菌和植物乳

酸杆菌合成的，同时又被加式乳酸杆菌所消耗，如

此形成一个网络循环[24]。经证实，乳酸杆菌均具

有润肠通便的作用，并对维持肠道菌群平衡有较好

功效[12-13]，与本研究结果具有一致性。此外，乳酸

杆菌还能产生植酸酶，能将不可溶性的营养成分水

解为可溶性，加速肠道对营养素的吸收[25]，有利

于对铁皮石斛有效成分的利用。乳酸杆菌在超微铁

皮石斛对脾虚便秘的治疗中起着重要作用。 

铁皮石斛化学成分复杂，富含石斛多糖、氨基

酸、石斛碱、黏液质、微量元素等，对治疗胃肠道

疾病等有很好的疗效[26-27]。铁皮石斛多糖能有效抑

制肠道中的大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢

杆菌[28-29]，使得乳酸杆菌和双歧杆菌等有益菌得到

竞争性增殖。体外研究发现石斛多糖对超氧阴离子

自由基和羟基自由基有清除作用[30]，则铁皮石斛

可能对与超氧阴离子自由基、羟基自由基相关的肠

道微生物，如大肠杆菌等，起到促进或抑制作用。

氨基酸、生物碱等为乳酸杆菌的生长提供丰富的氮

源，还可在动物肠道中合成蛋白质及维生素。铁皮

石斛中含有丰富的黏液质，可促进胃液的分泌，帮

助消化，可能有助于肠道受损细胞的修复，促进乳

酸杆菌的定植。铁皮石斛中含有丰富的微量元素，

可为乳酸杆菌提供必需的营养物质。铁皮石斛能有
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效改善脾虚便秘，其复杂的化学成分，对肠道乳酸

杆菌的多样性调控作用明显。 
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