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种方法治疗肠道菌群失调合并过敏性哮喘大鼠对肠道菌群的影响"
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"摘要#
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目的
!

根据-肺与大肠相表里.的理论!为肺肠合治法治疗肠道菌群失调并过敏性哮喘提供理论依据%方法
!

实验

共分了空白组$模型组$阳性组和
'

种中药复方的给药组*采用头孢哌酮加白色念珠菌灌胃
IP

大鼠的方式复制肠道菌群失调!并

在此基础上运用卵清清蛋白注射致敏与雾化诱发哮喘!雾化同时分别给予加味升降散$桂枝加厚朴杏子汤和增液承气汤药液从肺

肠合治$治肺和治肠进行治疗*采用
38Y<"

全身体积描记系统分析呼吸功能!通过
$)I9P54

分析肠道菌群的变化%结果
!

根据

_Fd

值分析各组肠道菌群物种组成发现!各组对乳酸杆菌的恢复接近空白组且优于阳性组!

'

个治疗组均可促进变形菌门和拟

杆菌门菌群的恢复!但肺肠合治效果最佳!通过
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多样性分析发现肠道微生物菌群多样性从高到低分别是治肠组$治肺组$肺

肠合治组$模型组*呼吸频率和气道高反应性模型组为
1)%&2)

"

$&1/

#!治疗后肺肠合治组$治肺组和治肠组分别为
$0$&-(
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#和
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#!各治疗组大鼠呼吸频率均低于模型组!而气道高反应性只有肺肠合治组和治肠组低于模型组且

差异有统计学意义"
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#%结论
!

肺肠合治法治疗肠道菌群失调合并过敏性哮喘大鼠在肺功能和肠道菌群恢复上优于单纯

治肠或治肺法%

"关键词#

!

哮喘*肠道菌群*中医治疗学

"中图法分类号#
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过敏性哮喘#

6BB:9

?

#<6+7AC6

$是由多种细胞特别是肥大细

胞(嗜酸性粒细胞和
F

淋巴细胞参与的慢性气道炎症+

$

,

&大

量研究表明哮喘患者的肠道菌群多样性均发生变化'提示过敏

性哮喘与肠道菌群的多样性关系密切+

1.'

,

%临床研究也发现'在

利用常规手段治疗过敏性哮喘患者同时调节患者的肠道菌群'

恢复肠道微生态'可提高过敏性哮喘的治疗效果'而且复发率

更低+

0

,

&中医认为!-肺与大肠相表里'肺病及肠'肠病亦可及

肺.

+

2

,

&现代医学研究也表明肺与肠关系密切'并且二者均参

与了公共黏膜免疫系统的构成&因此'本研究基于-肺与大肠

相表里.的理论'笔者提出在治法上分别从肺肠合治(治肺(治

肠治疗肠道菌群失调合并过敏性哮喘大鼠'研究
'

种治法对模

型大鼠肠道菌群和呼吸功能的影响'为中医治疗肠道菌群失调

合并过敏性哮喘提供实验依据&
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材料与方法
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实验动物
!
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级
IP

大鼠
2%

只'雄性'体质量#

1%%a

1%

$

?

'购于简阳达硕动物科技有限公司'许可证号!

IJcU

#

E

$

--0'

重庆医学
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年
(
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$%成都中医药大学科技发展基金资助项目#
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作者简介$付雯#
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博士'讲师'主要从事中西医结合基础研究&
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#川$&

IP

大鼠饲养于标准大鼠塑料笼中'动物自由进

食及饮用生活饮用水&动物房温度
1%

!

10 b

'相对湿度

0%;

!

-%;

'空气流通&

!&"

!

仪器与试剂
!

头孢哌酮#华北制药河北华民药业有限责

任公司'批号
LJ2$'%'%$

$%枯草芽孢杆菌二联活菌#后简称妈

咪爱'北京韩美药品有限公司'批号
1%$'$12%

$%氨茶碱#西南

药业股份有限公司'批号
1%$0%'%1

$%

WO46C

@

P54I7""BE#,#

U#7

#

W76

?

:,

'批号
$02%2%/00

$%白色念珠菌#广东环凯微生物科

技有限公司'批号
4%%/$3

$%

KXOI4U#7G"9+O

?

4

#上海一研生

物科技有限公司'批号
X_F1%$0$$

$&

!&#

!

各组处理方案及模型构建方法

!&#&!

!

空白组
!

适应性喂养结束后'以无菌水代替生活饮用

水'生理盐水代替卵清清蛋白#

_\4

$进行灌胃(注射致敏和雾

化吸入&

!&#&"

!

模型组
!

适应性喂养结束后'给予
IP

大鼠
%&2

?

"

X

的

头孢哌酮水溶液'自由饮用'连续处理
2!

&第
)

天将生活饮用

水换成无菌水'同时单次灌胃
$%

(

<G8

"

CX

的白色念珠菌
2%

$

X

'使其定植肠道'以进一步加重肠道菌群失调&将配制好的

_\4

凝胶致敏剂'分别于第
%

天和第
-

天于大鼠双侧胸部和

腹股沟共
0

点皮下注射各
%&$2CX

'同时腹腔注射
%&0%CX

'

共
$&%%CX

&第
$0

天开始将大鼠置于
$%<Cg$%<Cg1%<C

有机玻璃盒内'超声雾化吸入
$; _\4

以诱发哮喘'每天
$

次'每次
'%C#,

'连续
-!

&

!&#&#

!

阳性组
!

造模后从激发当天开始以妈咪爱
f

氨茶碱灌

胃'连续
-!

&

!&#&$

!

给药组
!

造模后'从激发当天开始
'

种方药根据成人

每日中药的服用量'依据)药理实验方法学*人和鼠之间体积比

换算系数进行换算'以换算后的剂量灌胃大鼠'连续
-!

&各组

药物具体灌胃方案见表
$

#人体质量按
)%=

?

计算$&

表
$

!!

各组处理方案

组别
生理盐水

#

CX

"

1%%

?

$

妈咪爱

#

CX

"

1%%

?

$

氨茶碱

#

C

?

"

1%%

?

$

中药浓缩液

#

CX

"

1%%

?

$

空白组
$ S S S

模型组
$ S S S

阳性组
S $ )1&2 S

肺肠合治组
S S S $&2%

治肠组
S S S $&(1

治肺组
S S S %&-2

!&$

!

药物制备及给药方法

!&$&!

!

桂枝加厚朴杏子汤
!

治肠组采用桂枝加厚朴杏子汤'

桂枝
(

?

'炙厚朴
)

?

'杏仁
)

?

'白芍
(

?

'炙甘草
)

?

'生姜
(

?

'

大枣
'

枚&

!&$&"

!

增液承气汤
!

治肺组采用增液承气汤'玄参
'%

?

'麦冬

#连心$

10

?

'细生地
10

?

'大黄
(

?

'芒硝
0&2

?

&

!&$&#

!

加味升降散
!

肺肠合治组采用加味升降散'炒僵蚕
$%

?

'蝉衣
)

?

'姜黄
$%

?

'酒大黄
$%

?

'炙麻黄
)

?

'苦杏仁
$%

?

'黄

芩
$%

?

'厚朴
$%

?

&以上药物均购于成都市北京同仁堂药房'

经成都中医药大学药学院李敏教授鉴定为正品'熬制成每
$

CX

药液含生药
$

?

的浓缩液'高温灭菌后冷藏备用&

!&B

!

大鼠肠道
$)I9P54

的检测
!

根据实验分组'每组均取
)

只动物'根据
WO46C

@

P54I7""B[6,!>""=

操作说明提取粪

便
P54

'每个样本
P54

各取
1%

$

X

混合均匀&将提取的基因

组
P54

送深圳华大基因科技服务有限公司'分析
'

个样本的

肠道菌群的物种基因组成&

!&F

!

大鼠呼吸功能测定
!

利用
38Y<"

动物肺功能分析系统进

行测定&

!&G

!

肺组织标本的病理切片分析
!

处死大鼠'迅速沿正中线

打开胸腔'取下右肺下叶'固定好肺组织并用石蜡进行包埋&

最后进行常规苏木精
.

伊红#

[K

$染色处理&

!&K

!

支气管肺泡灌洗液#

34X]

$(肠黏膜
+O

?

4

的检测
!

提取

34X]

和肠黏膜黏液'用酶联免疫吸附试验#

KXOI4

$检测
+O

?

4

水平&

!&L

!

统计学处理
!

利用
ILII$'&%

软件对所有数据进行统计

学分析'计量资料用
Ia"

表示'采用方差分析'以
#

#

%&%2

为

差异有统计学意义&

"

!

结
!!

果

"&!

!

大鼠呼吸功能测定
!

模型组大鼠的呼吸频率显著高于空

白组和阳性组#

#

#

%&%$

$%但对于气道高反应性指标而言'

'

组

差异无统计学意义#

#

$

%&%2

$'见表
1

&

表
1

!!

大鼠呼吸频率和气道高反应性比较%

Ia"

&

(e/

'

组别 呼吸频率 气道高反应性

空白组
$$(&%-a$(&0$ %&(2a%&1$

模型组
1)%&2)a')&(0

""((

$&1/a%&%(

阳性组
$2'&%2a$0&)2

"

$&%-a%&$$

!!

"

!

#

#

%&%2

'

""

!

#

#

%&%$

'与空白组比较%

((

!

#

#

%&%$

'与阳性

组比较

"&"

!

34X]

细胞的
K_I

计数
!

模型组
34X]

中的嗜酸性粒

细胞#

'&')a%&0'

$显著高于空白组#

$&))a%&''

$和阳性组

#

$&%a%

$'差异有统计学意义#

#

#

%&%$

$'见表
'

&

!!

4

!空白组%

3

!模型组%

J

!阳性组%编号
$

代表放大倍数
$%%

倍'编

号
1

代表放大倍数
0%%

倍

图
$

!!

肺组织
[K

染色观察

"&#

!

肺组织
[K

染色观察
!

空白组大鼠#图
$4

$的肺组织未

见明显炎性细胞%模型组#图
$3

$肺组织中可见明显的炎性细

/-0'
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年
(

月第
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胞浸润'同时气管壁增厚伴气管管腔缩小&阳性组大鼠的肺组

织#图
$J

$炎性细胞明显少于模型组'但比空白组仍有较多炎

性细胞'气管管壁增厚的状态有所缓解&

"&$

!

34X]

和肠黏膜的
+O

?

4

水平
!

模型组
34X]

中的
+O

?

4

水平显著低于空白组#

#

#

%&%2

$%同时肠黏膜中
+O

?

4

的水平

模型组显著低于空白组(阳性组#

#

#

%&%$

(

#

#

%&%2

$'见表
'

&

表
'

!!

34X]

和肠黏膜中
+O

?

4

的水平%

(e/

'

组别
34X]

肠黏膜

空白组
%&2%a%&%0 %&'0a%&%2

模型组
%&0'a%&%-

"

%&1'a%&%0

""(

阳性组
%&0-a%&%' %&'%a%&%/

!!

"

!

#

#

%&%2

'

""

!

#

#

%&%$

'与空白组比较'

(

!

#

#

%&%2

'与阳性组

比较

"&B

!

大鼠肠道
$)I9P54

的分析

"&B&!

!

_Fd

及其丰度分析
!

各处理组内的物种丰度可通过

_Fd

初步反映&模型组肠道菌群的物种丰度分别比治肠组和

治肺组低
$%&/1;

和
$'&);

'但高于肺肠合治组&

"&B&"

!

物种及其丰度分析
!

将不同样品的物种根据
_Fd

值'按照门(纲(目(科(属进行分类'并跟数据库的数据进行比

对'做出各样品物种
@

9"G#B#,

?

的柱状图&模型组的肠道乳酸杆

菌比治肠组(治肺组和肺肠合治组分别低
/)&//;

(

--&1;

和

-0&)(;

'而且
'

个治疗组跟阳性组相比'分别高了
/1&-;

(

/1&);

和
/%&-1;

%模型组的变形菌门数量比治肠组(治肺组

和肺肠合治组分别低
$'&0;

(

1(&)(;

和
/%&0;

'见图
1

&

图
1

!!

各处理组在各分类等级上的物种
@

9"G#B#,

?

柱状图

"&B&#

!

样品复杂度分析
!

#

$

$单个样品复杂性分析!模型组物

种多样性最低'各治疗组的物种多样性从高到低分别是治肠

组(治肺组(肺肠合治组'见表
0

&#

1

$不同样品物种组成聚类

分析!在物种组成相似性上'肺肠合治组(治肺组和模型组最接

近'阳性组和治肠组则跟模型组距离稍远'空白组距离其他
2

组均较远&

"&F

!

大鼠呼吸功能测定
!

呼吸频率空白组为#

$$(&%-a

$(&0$

$次'模型组#

1)%&2)a')&(0

$次'阳性组#

$2'&%2a

$0&)2

$次'肺肠合治组#

$0$&-(a1/&//

$次'治肺组#

$'-&12a

1)&'-

$次'治肠组#

1%'&$)a$-&21

$次&各治疗组大鼠呼吸频

率均显著低于模型组#

#

#

%&%$

$'而且治肺组与肺肠合治组跟

空白组的差异无统计学意义#

#

$

%&%2

$&气道高反应性空白

组
%&(2a%&1$

'模型组
$&1/a%&%(

'阳性组
$&%-a%&$$

'肺肠

合治组
%&('a%&$1

'治肺组
$&'a%&00

'治肠组
%&/0a%&$)

'肺

肠合治组和治肠组均低于模型组且差异有统计学意义#

#

#

%&%2

$'其他各组差异无统计学意义#

#

$

%&%2

$&

表
0

!!

样品
4B

@

A6

多样性统计结果

组别
">+:9H:!

+

@

:<#:+

指数

<A6"

指数

6<:

指数

+A6,,",

指数

+#C

@

+",

指数

空白组
/1/ 101$&2(/ 0$-/&11( '&-(0/0( %&%)12%)

模型组
2(' $'02&)/2 $(/%&(-$ '&%%'/-' %&$100/)

阳性对照组
-$/ $2)%&2(2 12)-&/%2 '&'))$)/ %&$%%/)-

肺肠合治组
20% $$%2&')) $/)$&'(0 1&/)(-($ %&$2(-%0

治肠组
-'$ $($%&(01 '$('&22- '&-'$02' %&%)1/$1

治肺组
)// $2/-&(%2 120)&$0' '&$0%21 %&$'%%-)

!!

">+:9H:!+

@

:<#:+

(

<A6"

(

6<:

指数!反映样品中群落的丰富度%

+A6,.

,",

(

+#C

@

+",

指数!反映群落的多样性

#

!

讨
!!

论

!!

本实验分别从肺肠合治(治肺和治肠三个角度利用加味升

降散(桂枝加厚朴杏子汤(增液承气汤治疗肠道菌群失调合并

过敏性哮喘大鼠&选方依据!桂枝加厚朴杏子汤首载于)伤寒

论0辨太阳病脉证并治*第
$/

条-喘家作'桂枝汤'加厚朴(杏

子佳.与第
0'

条-太阳病'下之'微喘者'表未解故也'桂枝加厚

朴杏子汤主之&.此方是中医-伤寒论.中治疗哮喘病症的经典

方之一'同时已有许多研究表明此方可以治疗哮喘&廖伟平+

)

,

利用加减该方的方法治疗变异型哮喘患者
'2

例'试验结果表

明治疗组显效率
//&);

'对照组#常规西药$显效率
2'&';

%而

$

年后复发率治疗组为
$0&';

'对照组为
0%&%;

'可见该方治

疗效果显著优于对照组'因此作为从肺治疗的方药%)温病条辨

0中焦篇*第
$-

条指出!-阳明温病'下之不通'其证有五11

津液不足'无水舟停者'间服增液'再不下者'增液承气汤主

之&.增液承气汤具有滋阴增液'泄热痛便的功效&肖阳娥等+

-

,

利用该方治疗
0%

例慢性呼吸衰竭患者发现'中医治疗组有效

率达到
/1&2;

'而对照组仅
2)&);

'差异有统计学意义#

#

#

%&%2

$&王爱华+

/

,利用该方治疗喘证患者'发现患者服用
$%

剂

后即康复&根据-肺与大肠相表里.理论'增液承气汤可以承气

清热(增液益津'从而达到化痰降气平喘的功效'因此作为从肠

治肺的方药%升降散源于明代医家张鹤腾编著的)伤暑全书*'

后得清代医家杨粟山发挥载于)伤寒瘟疫条辨*

+

(

,

&该方以僵

蚕为君'蝉蜕为臣'姜黄为佐'大黄为使'米酒为引'蜂蜜为导&

鲁恒心+

$%

,研究发现利用升降散加减治疗咳嗽变异型哮喘
'/

例'有效率高达
(1&$$;

%靳文学等+

$$

,利用加味升降散治疗过

敏性哮喘豚鼠'结果表明加味升降散可下调哮喘豚鼠肺内
+O.

?

4

的高免疫状态&笔者在主方基础上'加了炙麻黄(苦杏仁(

黄芩和厚朴&麻黄和杏仁加强了该方的升降作用%黄芩清肺解

毒'泄肺之郁热%厚朴下气平喘'通畅腑气'作为肺肠合治的

方药&

本实验结果显示'所有治疗组肠道菌群中正常菌群的数量

均有不同程度的提高'有害菌群数量降低'但是对于肠道微生

物菌群多样性的恢复'治肠组优于其他两组&但肺肠合治组对

变形菌门和拟杆菌门的恢复效果最佳'说明肺肠合治法对于肠

道优势菌种的恢复比单纯治肠法更有优势&升降散的应用目

前国内主要集中在呼吸道疾病或外感发热等疾病上+

$1.$'

,

&本

实验发现该方对肠道菌群的恢复具有疗效'还可应用于肠道疾

病的治疗&

对于改善过敏性哮喘的典型症状呼吸频率和气道高反应

性而言'

'

组均能有效地降低呼吸频率'但只有肺肠合治组对

气道高反应性也有比较好的改善作用'说明#下转第
'0/'

页$
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肺肠合治法在对过敏性哮喘呼吸功能的恢复上优于单纯治肺

法和单纯治肠法&这与国内其他学者利用肺肠合治法治疗过

敏性哮喘的实验结果一致+

$0

,

&

综上所述'肺肠合治的治疗方法对于治疗肠道菌群失调合

并过敏性哮喘大鼠在肺功能和肠道菌群恢复上都具有明显的

优势和疗效'可作为治疗该病的首选治疗方案'为中医治疗肠

道菌群失调合并过敏性哮喘提供了实验依据&治肠方在肠道

菌群多样性的恢复上具有明显优势'而且治肺组对肠道致病菌

梭状芽孢杆菌的抑制作用最优'因此可通过重新配伍的方法找

到一个更优的肺肠合治方&
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