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研究报告 

七味白术散对菌群失调腹泻小鼠肠道细菌多样性的影响 
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摘  要：【背景】肠道微生物与人体多项生理功能密切相关，我们课题组前期研究表明七味白

术散对菌群失调腹泻有较好的疗效。【目的】探讨与七味白术散疗效相关肠道微生物，比较传

统中药饮片与超微中药饮片的疗效，进一步明确七味白术散治疗菌群失调腹泻的机理，为临床

应用提供科学依据。【方法】应用抗生素建立菌群失调小鼠腹泻模型，分别灌胃给药七味白术

散传统汤剂和超微 50%量七味白术散汤剂。治疗结束后，提取肠道内容物微生物宏基因组DNA，

建立 16S rRNA 基因文库进行测序。【结果】肠道微生物中的群落由乳酸菌(Lactobacillus spp.)、

屎肠球菌 (Enterococcus feacium)、梭状芽孢杆菌 (Clostridium spp.)、黏液真杆菌 (Blautia 

producta)、毛螺旋菌(Anaerostipes spp.)、腐生性葡萄球菌(Staphylococcus saprophyticus)和不能

培养的细菌组成，其中乳酸菌为优势菌，占全部细菌 DNA 克隆数的 61.90%。经抗生素造模后

Lactobacillus spp.数量明显减少，Enterococcus feacium 成为优势菌种，Clostridium spp.、Blautia 

product、Anaerostipes spp.和 Staphylococcus saprophyticus 等在数量上开始有增长的趋势，而治

疗结束后，传统七味白术散治疗组和超微 50%量七味白术散治疗组的 Lactobacillus spp.比例均

有所恢复，且超微 50%量七味白术散治疗组的乳酸菌比例与正常组最接近；通过建立聚类树和

计算各组中各菌群的多样性(H)、丰富度(S)、均匀度(E)及优势度指数(D)可知，超微 50%量七

味白术散治疗组可与正常组聚为一类，且超微 50%量七味白术散治疗组各项指数与正常组最为

接近，说明超微 50%量七味白术散治疗组肠道微生物的基因文库及多样性与正常组最接近，超

微 50%量七味白术散汤剂的治疗效果优于七味白术散传统汤剂。【结论】应用 16S rRNA 基因

克隆文库技术进一步明确了正常小鼠肠道中细菌群落的组成，以及七味白术散对菌群失调腹泻  

小鼠肠道细菌群落的恢复效果，超微 50%量七味白术散汤剂的治疗效果优于七味白术散传统 

汤剂。 

关键词：肠道微生物，基因文库，多样性，16S rRNA 基因，七味白术散 
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Effects of Qiweibaizhu powder on the intestinal bacterial 
diversity in dysbacteriotic diarrhea mice 

GUO Kang-Xiao1,2  PENG Mai-Jiao1  PENG Xin-Xin1  HUI Hua-Ying1*   
TAN Zhou-Jin1* 

(1. Hunan University of Chinese Medicine, Changsha, Hunan 410208, China) 
(2. Changsha Health Vocational College, Changsha, Hunan 410100, China) 

Abstract: [Background] Intestinal microbiota is related to several physiological functions of human 
body. A large number of studies have shown that Qiweibaizhu powder has effects on diarrhea mice. 
[Objective] Compare with traditional Chinese medicine and ultra-shattered medicine curative effect. 
To explore the correlation efficacy with Qiweibaizhu powder to provide scientific evidence for the 
clinical application. [Methods] Dysbacteriotic diarrheal mice model were constructed via 
administration of antibiotics and then treated with traditional Qiweibaizhu powder and 50% amount 
of ultra-shattered Qiweibaizhu powder. After the treatment, 16S rRNA gene of microorganisms in 
intestinal contents of different groups was analyzed by PCR cloning, and corresponding gene library 
was constructed. [Results] Lactobacillus spp., Enterococcus feacium, Clostridium spp., Blautia 
producta, Anaerostipes spp., Staphylococcus saprophyticus and uncultured bacterium were in the 
normal intestinal microbial flora, and Lactobacillus spp. was the dominant bacteria in the 
predominant intestinal microbial flora, accounting for 61.90% of the total bacterial DNA clone 
number. Compared with the control group, the proportion of Lactobacillus spp. in the model group 
was significantly decreased and opportunistic pathogen was increased. After intrgastric 
administration, the proportion of Lactobacillus spp. in the traditional Qiweibaizhu powder treatment 
group and 50% amount of ultra-shattered Qiweibaizhu powder treatment group was recovered, which 
the proportion of Lactobacillus spp. in 50% amount of ultra-shattered Qiweibaizhu powder treatment 
group was close to the normal group. Through establishing a clustering tree and calculating the 
diversity (H), species richness (S) and dominance index (D) of each category, we knew that each 
index of 50% amount of ultra-shattered Qiweibaizhu powder treatment group were approximately to 
the control group. In conclusion, the intestine microbial diversity of 50% amount of ultra-shattered 
Qiweibaizhu powder treatment group was most close to the normal group. [Conclusion] The 16S 
rRNA gene clone library technique was used to further clarify the composition of bacterial 
community in normal mice and the recovery of intestinal bacterial community in Qiweibaizhu 
powder, and the effect of 50% amount of ultra-shattered Qiweibaizhu powder treatment was better 
than the traditional Qiweibaizhu powder treatment. 

Keywords: Intestinal microbiota, Gene library, Diversity, 16S rRNA gene, Qiweibaizhu powder 

人体肠道内有大量的微生物，它们的构成和活

动影响着宿主的免疫、粘膜发育和营养与药物代 

谢[1-4]。肠道菌群的组成和功能与宿主的健康状态密

不可分[5-6]。研究表明腹泻和肠道菌群失调密切相

关，正常肠道菌群可通过产生细菌素、短链脂肪酸

等物质来降低氧化还原反应、降解病原体毒素，并

可杀死外袭菌或降低其毒性。常驻菌栖居在肠道粘

膜的表面，阻碍了病原体与肠粘膜的接触，形成防

止外袭菌在宿主体内定殖的屏障，从而具有了防御

感染的能力。正常菌群可刺激宿主产生免疫及清除

机制，如加强抗体产生、刺激吞噬细胞功能和增加

干扰素产生等。因此，肠道菌群数量改变和比例失

调可使致病菌产生作用而导致腹泻，而慢性腹泻又

可加重菌群失调。腹泻患者盲目应用抗生素不仅消

灭了敏感的具有屏障作用能拮抗外袭菌的有益细

菌导致菌群失调加重，而且抗生素可引起真菌感

染，加重腹泻，导致恶性循环[7-10]。本课题组前期

研究表明[11]七味白术散对菌群失调腹泻有较好疗
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效，而且七味白术散传统汤药与超微 50%量七味白

术散汤药、超微 25%量七味白术散+25%量酵母菌微

生态制剂对菌群失调腹泻有较好的疗效且疗效相当。 

肠道微生物结构复杂，大多数菌种无法在实验

室培养，传统的培养方法不可避免地造成了菌群的

富集和衰减，而且传统微生物培养方法操作费时费

力，受外界因素影响较大，研究肠道菌群的种类也

不够全面，无法从基因进化的角度对肠道菌群进行

分类研究[1]。采用 16S rRNA 基因克隆文库技术既

可以分析样品中肠道微生物的种类，又可以反映各

种微生物在肠道中的相对比例，而且通过这种方式

可以检测实验室条件下不能培养的微生物[12-13]。本

实验采用 16S rRNA 基因克隆文库技术分析菌群失

调腹泻小鼠肠道中微生物的多样性和群落结构组

成情况，以期为针对性地探明七味白术散对肠道菌

群失调腹泻的治疗机理研究提供充足的数据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  动物和饲料  

SPF 级 KM 小鼠 24 只，雌雄各半，体质量为

20±2 g，购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司，

由湖南中医药大学动物实验中心提供。饲料由湖南

中医药大学动物实验中心提供。 

1.1.2  药物 

七味白术散复方按文献[14]熬制成七味白术

散传统汤剂，4 °C 保存备用。将单味中药超微粉

碎后，按复方中的配比加入适量开水，搅拌，冷

却至 40 °C 后 200×g 低速离心 10 min，取上清液，

制成超微饮片 50%量汤剂，4 °C 保存备用[15]。 

1.1.3  主要试剂和仪器及培养基 

硫酸庆大霉素，宜昌人福药业；头孢拉定，石药

集团欧意药业有限公司。将 3 粒头孢拉定胶囊和 6 支

硫酸庆大霉素注射液用无菌生理盐水配成浓度为

62.5 g/L 的抗生素混合液，4 °C 保存备用[15]。蛋白酶

K、溶菌酶，天津恒兴化学试剂制造有限公司；Taq 

DNA 聚合酶、DL3000 DNA marker、PCR 产物纯化

试剂盒、胶回收试剂盒、大肠杆菌 DH5α 感受态细胞、

氨苄青霉素、GV pXT19-T 载体，北京鼎国昌盛生

物技术有限责任公司。PCR 仪，Eppendorf 公司；

凝胶成像系统，Bio-Rad 公司。LB 培养基参照文   

献[15]配制。 

1.2  方法 

1.2.1  动物分组 

实验动物适应性喂养后按随机数字表法分成正

常组、模型组、传统七味白术散治疗组、超微 50%量

七味白术散治疗组，每组 6 只，雌雄各半，分笼饲养。 

1.2.2  造模方法  

参照文献[16]进行造模，粪便变得稀湿即造模

成功。 

1.2.3  给药方法及剂量  

造模成功后灌胃给药，每天 2 次，连续 4 d。

正常组及模型组均给予等量的无菌生理盐水，其余

各组按临床等效用药剂量给药[16]。 

1.2.4  小鼠肠道内容物的提取  

将处死的小鼠立即放于超净工作台上，无菌采

集各组回肠段内容物，收集同组小鼠肠道内容物通

过无菌操作进行混匀后，−20 °C 保存备用[16]。 

1.2.5  样品预处理   

取 2.0 g 小鼠肠道内容物于 50 mL 无菌离心管

中，加入 30 mL 0.1 mol/L PBS 溶液和 5−10 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，弃上清；沉淀依次用 PBS 洗涤 1 次、丙酮

洗涤 2 次、PBS 洗涤 3 次后重悬于 4 mL TE 缓冲液

中(pH 8.0)，备用[17]。 

1.2.6  肠道菌群宏基因组 DNA 的提取   

取 500 μL 预处理后的菌悬液于 1.5 mL 无菌离

心管中，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。加入 100 μL 5 mol/L NaCl，混匀；加入 80 μL 

CTAB/NaCl，混匀，65 °C 反应 10 min。按上述方

法经酚:氯仿:异戊醇(25:24:1，体积比)抽提等步骤提

取基因组 DNA[17-19]。 
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1.2.7  细菌 16S rRNA 基因的 PCR 扩增  

采用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGG 

CTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGAC 

TT-3′) PCR 扩增 16S rRNA 基因，引物委托生工生

物工程(上海)股份有限公司合成。 

PCR 反应体系：10×Taq buffer 5 μL，dNTP 

mixture (2.5 mmol/L) 4 μL，27F 和 1492R (10 μmol/L)

各 1 μL，Taq 酶(2.5 U/μL) 1 μL，模板 DNA 2 μL，

ddH2O 补足至 50 μL。 

PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 45 s，52 °C 

45s，72 °C 90 s，36 个循环；72 °C 10 min。PCR 产

物用 0.7%琼脂糖凝胶电泳检测后，保存于 4 °C 待用。 

1.2.8  目标片段的回收   

采用 PCR 产物纯化试剂盒回收目的片段。 

1.2.9  肠道细菌 16S rRNA 基因文库的构建及序列

测定   

将纯化回收后的 DNA 片段连接至 GV pXT19-T

载体上，转化进入大肠杆菌 DH5ɑ 感受态细胞中，

在含有 IPTG 和 X-Gal 及氨苄青霉素(100 mg/L)的

LB 平板上 37 °C 培养过夜。将转化后平板置于 4 °C

培养 4 h，使蓝白色菌落充分显现。从 LB 培养基上

用无菌牙签挑取白色菌落，送生工生物工程(上海)

股份有限公司测序，测序使用 M13 Primer。 

1.3  统计分析 

1.3.1  多样性指数   

选用 Shannon-Wiener 指数(H)、丰富度指数(S)

分析肠道中微生物多样性特征，采用 Simpson 优势度

指数(D)测定群落内不同物种所占的地位。 

1.3.2  聚类树的构建   

采用 SPSS 20.0 软件处理数据，构建聚类树。 

2  结果与分析 

2.1  连接与转化 

通过蓝白斑筛选计算 DNA 转化率，DNA 转化

率是指每微克载体 DNA 在最佳转化条件下进入受

体细胞的分子数，是衡量转化效率的重要指标，经

计算所得 DNA 转化率为 1.1×107 个/μg，可见感受

态细胞正常且转化效率较高[20]。进一步的实验结果

表明，当外源片段与载体以 9:1 的比例连接时，所

得转化子最多，正常组、模型组、传统七味白术散

治疗组和超微 50%量七味白术散治疗组的克隆子

分别约为 2.0×103、2.2×103、1.9×103 和 2.0×103 个，

白斑比率达 90%以上，通过计算得知各组别所得克

隆子均高于 1 150，已达到建库的容量[21]。 

2.2  肠道微生物16S rRNA基因克隆文库的建立 

各组随机挑取 1 300 个阳性菌落送至生工生物

工程(上海)股份有限公司进行测序，引物为 M13。

结果如表 1 所示，经 DNA 序列分析和同源性比较

可知，肠道细菌的构成表现出明显的多样性，有约

式 乳 酸 菌 ( L a c t o b a c i l l u s  s p p . ) 、 屎 肠 球 菌

(Enterococcus feacium)、梭状芽孢杆菌(Clostridium 

spp.)、黏液真杆菌(Blautia producta)、毛螺旋菌

(Anaerostipes spp.)、腐生性葡萄球菌(Staphylococcus 

saprophyt icus)和不能培养的细菌(Uncultured 

bacterium)等 7 个分属，同属间相似性达到 97%以

上；正常组以 Lactobacillus spp.为优势菌种；经过

抗生素造模后 Lactobacillus spp.数量明显减少，

Enterococcus feacium、Clostridium spp.、Blautia 

producta、Anaerostipes spp.和 Staphylacoccus 

saprophyticus 等在数量上有所增加，Enterococcus  

 
表 1  各组肠道中存在的菌种类别及数目 
Table 1  Species and number of strains in the intestinal tract 

Species 1 2 3 4 

Lactobacillus spp. 804 300 595 720 

Enterococcus feacium 248 420 195 360 

Clostridium spp. 114 300 192 142 

Blautia producta 3 60 8 3 

Anaerostipes spp. 5 60 12 5 

Uncultured bacterium 124 120 260 60 

Staphylococcus 
saprophyticus 

2 40 30 10 

注：1：正常组；2：模型组；3：传统七味白术散治疗组；4：

超微 50%量七味白术散治疗组. 

Note: 1: The normal group; 2: The model group; 3: The group 
treated with traditional Qiweibaizhu powder; 4: The group treated 
with 50% the amount of ultra-shattered Qiweibaizhu powder. 
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feacium 成为优势菌种；通过给药治疗后，两治疗组

中的 Lactobacillus spp.数量均有所回升，超微 50%

量七味白术散治疗组的乳酸菌数量恢复效果优于

传统七味白术散治疗组。 

2.3  各组别中乳酸菌及屎肠球菌所占比例 

各组别中乳酸菌和屎肠球菌所占比例如表 2 所

示，正常组中乳酸菌比例达到 61.90%，抗生素造模

使得乳酸菌比例明显下降，屎肠球菌比例上升；给

药治疗后，两治疗组的乳酸菌比例均有所上升，且

超微 50%量七味白术散治疗组中乳酸菌的比例与正

常组更为接近，但该组的屎肠球菌比例下降不明显。 

2.4  肠道中乳酸菌的主要种属及其所占比例 

如图 1 所示，BLAST 分析发现，正常小鼠肠道 

中的乳酸菌主要为 Lactobacillus johnsonii C37An9、

Lactobacillus johnsonii NCC533、Lactobacillus 

johnsonii DPC6026 和 Lactobacillus johnsonii FI9785，

模型组(即自然恢复组)中 Lactobacillus johnsonii  

C37An9和Lactobacillus johnsonii DPC6026比例均有

所下降，其中 Lactobacillus johnsonii DPC6026 甚至

降为 0；在经过药物治疗后，Lactobacillus johnsonii 

C37An9和Lactobacillus johnsonii DPC6026的比例均

有 所 上 升 ， 其 中 传 统 七 味 白 术 散 治 疗 组 中 的

Lactobacillus johnsonii C37An9 、 Lactobacillus 

johnsonii NCC533和Lactobacillus johnsonii DPC6026

所占比例与正常组最为接近；超微 50%量七味白术

散治疗组中的 Lactobacillus johnsonii DPC6026 所占

比例与正常组最为接近。 

2.5  各处理组多样性指数分析 

Shannon-Wiener 多样性指数(H)包含 2 个因素：

反映物种数目的丰富度(S)和均匀度(E)。H、S、E

三者呈正相关，微生物种类数目多可增加多样性；

同样，种类之间个体分配均匀性增加也会使多样性

提高。Simpson 优势度指数(D)表示物种优势度，D

值越大优势度越高。由图 2 可知，过量使用抗生素 

 
 
表 2  乳酸菌及屎肠球菌所占百分比 
Table 2  The percentage of Lactobacillus spp. and Enterococcus feacium (%) 

Groups Lactobacillus spp. Enterococcus feacium 

The normal group 61.90 19.04 

The model group 22.72 31.82 

The group treated with traditional Qiweibaizhu powder 40.91 13.64 

The group treated with 50% the amount of ultra-shattered Qiweibaizhu powder 57.14 28.57 
 

 
 
 
 

 
 

图 1  各组中 Lactobacillus spp.不同菌株所占比例 
Figure 1  The proportion of different strains of Lactobacillus spp. in each group 
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图 2  不同处理组肠道细菌的多样性指数 
Figure 2  The dominance index of intestinal bacteria in different treatment groups 
Note: A: Diversity index (H); B: Species richness index (S); C: Evenness index (E); D: Dominance index (D). a: Lactobacillus spp.; b: 
Enterococcus feacium; c: Clostridium spp.; d: Blautia producta; e: Anaerostipes spp.; f: Staphylococcus saprophyticus; g: Uncultured 
bacterium. 
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使肠道中 Lactobacillus spp.的生长明显受到了抑

制 ， Blautia product 、 Anaerostipes spp. 、

Staphylacoccus saprophyticus 等条件致病菌的生长

开始占优势，使 Lactobacillus spp.的多样性、丰富

度、均匀度及优势指数均下降，且经过药物治疗后

Lactobacillus spp.的各项指数均有所上升，其中超微

50%量七味白术散治疗组的恢复效果要优于传统  

七味白术散治疗组。 

2.6  各组肠道菌群聚类树 

采用 SPSS 20.0 软件处理数据构建聚类树，结

果见图 3。由图 3 可知，4 个组聚成 3 个类群。第     

1 类群为正常组和超微 50%量七味白术散治疗组，

占 50%；第 2 类群为传统治疗组，占 25%；第 3 类

群为模型组，占 25%。正常组和超微 50%量七味白

术散治疗组聚为一类，说明经过超微 50%量七味白

术散治疗后，小鼠肠道中菌群的种类和数量与正常

组最接近，两组间肠道菌群的多样性最接近，即超

微 50%量七味白术散汤剂的效果要优于传统汤剂。 

3  讨论与结论 

肠道菌群对人体和动物的生长发育及抵抗疾

病具有重要意义。过量使用抗生素或应激等因素会

破坏已建立的肠道微生物区系平衡关系，如乳酸杆

菌趋于减少而大肠杆菌增加；应激引起激素水平的 

 

 
 

 
图 3  各组肠道菌群聚类树 
Figure 3  Intestinal flora of each group 
注：1：正常组；2：模型组；3：传统七味白术散治疗组；4：

超微 50%量七味白术散治疗组. 

Note: 1: The normal group; 2: The model group; 3: The group 
treated with traditional Qiweibaizhu powde; 4: The group 50% 
amount of ultra-shattered Qiweibaizhu powder. 

变化可影响肠绒毛分泌物的产生，从而影响附着的

微生物。一旦这些变化超过人体和动物生理范围

时，则引起消化道菌群之间的平衡改变，微生态

平衡被打破，进而表现出病理状态，如腹泻等。

上述不利影响可以使用益生菌来加以改变，使之

重新建立完整的肠道微生物群系，使肠内菌群正

常化，抑制病原菌如大肠杆菌、沙门氏菌及梭状

菌等，促使乳酸杆菌等有益菌增殖，保持健康的

肠道内菌群平衡[22]。 

通过构建 16S rRNA 基因克隆文库分析正常组

的肠道菌群可知，肠道内的正常菌群以乳酸菌为主

要优势菌，乳酸菌是一群杆状或球状的革兰氏阳性

细菌，是人体和动物肠道内必不可少的益生菌。菌

群失调腹泻小鼠肠道内乳酸菌大量减少，屎肠球菌

数量明显上升成为优势菌种，通过七味白术散治疗

后乳酸菌数量明显上升。有研究表明[23]，七味白术

散对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、产气杆菌等致病

菌的生长均有抑制作用，对肠道酵母菌有一定的促

进作用，而酵母菌能刺激肠黏膜分泌分泌型 IgA 和

其他免疫球蛋白等物质，可促进乳酸杆菌的生长。

乳酸菌能阻止病原菌对肠道的入侵和定殖，抑制病

原菌和抗感染，维持肠道的微生态平衡，预防和抑

制肿瘤的发生，增强机体免疫力，促进消化，合成

氨基酸和维生素，降低胆固醇，抑制内毒素的生产，

延缓衰老和抗辐射等[24]。大量事实证明[25-27]，只要

肠道中乳酸杆菌的数量减少或丢失，出现菌群失

调，就可能导致疾病的发生；只要肠道中乳酸杆菌

的数量增加，区系得到平衡，就可以促进机体健康

和治疗某些疾病。可见，增加机体肠道中乳酸杆菌

数量是一种预防和治疗某些疾病的重要措施。七味

白术散对乳酸菌等的调节作用可能是其治疗菌群

失调腹泻的机理之一。 

本研究应用 16S rRNA 基因克隆文库技术分别

构建了正常组、模型组、七味白术散传统汤剂治疗

组以及超微 50%量七味白术散组肠道细菌 16S 

rRNA 基因克隆文库，进一步明确了正常小鼠肠道

中细菌群落的组成情况，以及七味白术散对菌群失
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调腹泻小鼠肠道细菌群落的恢复情况。但由于本研

究只对细菌的 16S rRNA 基因克隆文库进行了构

建，对肠道中的其他微生物类群(如真菌等)还未能

全面认识，需进一步研究。因此，为探明七味白术

散对菌群失调腹泻小鼠肠道微生物的恢复情况，还

需综合分析各种肠道微生物多样性的构成，从而进

一步为七味白术散的临床应用提供可靠依据。 
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