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基于生理及寒热模型大鼠肠道菌群多样性变化的淫羊藿药性归属研究 1 
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摘  要：目的  基于高通量测序技术探讨淫羊藿 Epimedii Folium 对生理状态及寒热模型大鼠肠道菌群多样变化的影响以判

断淫羊藿的药性归属。方法  取 SD 大鼠 40 只随机分为 3 部分，生理状态大鼠、热证模型大鼠及寒证模型大鼠。生理状态

大鼠共 10 只，随机分为 2 组：空白组与淫羊藿组（SmQ）；热证模型大鼠共 15 只，随机分为 3 组：空白组、热证模型组（RmcM）、

热证模型淫羊藿组（RmcQ）；寒证模型大鼠共 15 只，随机分为 3 组：空白组、寒证模型组（HMmc）、寒证模型淫羊藿组（HQmc）。
分别采用优乐甲 120 mg/kg 及冰水游泳方式建立大鼠热证与寒证模型，SmQ 组、RmcQ 组和 HQmc 组自造模第 1 天起 ig 淫

羊藿提取物（10 mL/kg），空白组给予等量生理盐水，连续给药 15 d，之后取大鼠新鲜粪便进行肠道菌群多样性分析。结果  淫
羊藿可引起不同证候大鼠肠道菌群中 OTUs 数量、α 多样性及主要菌门丰度的变化，同时通过 β 多样性分析可发现不同样本

间的菌群结构出现显著性差异；同一样本间的菌群结构较为相似，表明实验所获得的样本可用于分析肠道菌群的变化。在门

水平下，各模型淫羊藿组样本的拟杆菌门相对丰度均发生显著上升，厚壁菌门相对丰度发生显著下降，结合两菌门所具有的

功能可对淫羊藿药性进行进一步推断。结论  通过对不同证候大鼠肠道菌群多样性的综合分析，生品淫羊藿药性偏寒凉，这

可为临床合理用药提供理论依据。 
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Categorization of drug property of Epimedii Folium based on changes of intestinal 
microbial flora diversity in physiological and cold-heat syndrome rats 
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Abstract: Objective  To explore the effects of crude Epimedium Folium on the changes of intestinal flora in physiological state, 
cold-heat syndrome model rats based on high-throughput sequencing technology, in order to determine the cold and heat properties 
of Epimedium Folium. Methods  Forty SD rats were randomly divided into three parts, including physiological state rats, heat 
syndrome model rats, and cold syndrome model rats. Ten rats in physiological state were randomly divided into two groups, 
including control group and Epimedium Folium administration group (SmQ); Fifteen heat syndrome model rats were randomly 
divided into three groups, including control group, heat syndrome model group (RmcM) and Epimedium Folium administration 
group (RmcQ); Fifteen cold syndrome model rats were randomly divided into three groups including control group, cold syndrome 
model group (HMmc), and Epimedium Folium administration group (HQmc). The heat and cold syndrome model were modeled with 
120 mg/kg Euthyrox and ice water at 0 ℃. The Epimedium Folium administration group was given the extract (10 mL/kg) from the 
1st d of modeling, and the control group was treated with equivalent normal saline for 15 d. Finally fresh rat faeces were taken for 
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analysis of intestinal flora diversity. Results  Epimedium Folium can cause changes in the number of OTUs, the diversity of alpha 
and the abundance of main bacteria in the intestinal flora of rats with different syndromes. By analyzing the diversity of beta, it can 
be found that there were significant differences in the structure of the flora between different samples, and the structure of the flora 
between the same samples was similar, indicating that the samples obtained from the experiment can be used to analyze the changes 
in the intestinal flora. At the phylum level, the relative abundance of Bacteroides phylum in the Epimedium Folium administration 
group increased significantly, and the relative abundance of Firmicutes phylum decreased significantly. Combining the functions of 
the phylum can infer the property of Epimedium Folium. Conclusion  The analysis of the diversity of the intestinal flora of rats with 
different syndromes shows that the property of Epimedium Folium maybe belong to the cold property, which provides a theoretical 
basis for clinical rational use of drugs. 
Key words: Epimedium Folium; intestinal flora; traditional Chinese medicine property; high-throughput sequencing; syndrome 
 

中药药性理论是对中药性质与功能的高度概

括，以四气五味为其核心内容，此外还包括升降浮

沉、归经、毒性等内容[1]。淫羊藿来源于小檗科植

物淫羊藿 Epimedium brevicornu Maxim.、箭叶淫羊

藿 E. sagittatum (Sieb. et Zucc.) Maxim.、柔毛淫羊

藿 E. pubescens Maxim.或朝鲜淫羊藿 E. koreanum 
Nakai 的干燥叶，为临床常用的补肾药。淫羊藿首

载于《神农本草经》，其性寒、味辛；而《本草纲

目》中，李时珍对淫羊藿的描述为“味甘气香，性

温不寒，能益精气”，同时根据《中国药典》2020
年版记载，淫羊藿性温，味辛、甘，主入肝、肾经，

具有补肾阳、强筋骨、祛风湿的功效[2]。与最初的

记载相比，淫羊藿的药性描述存在较大变化，因此

明确该药药性对临床用药具有指导作用。中药的

“寒、热、温、凉”药性可通过药物作用后的机体

反映概括得来[3]，而肠道菌群对于维持人体健康具

有重要作用，通过对比服药前后的肠道菌群差异可

对药物的功能及性质进行推测。本课题组前期从物

质及能量代谢的角度对其药性进行了初步研究[4]，

故本实验以 Illumina MiSeq 高通量测序平台为依

托，从大鼠肠道菌群结构及多样性角度着手，研究

生品淫羊藿对生理状态与寒热模型大鼠的影响，进

一步分析淫羊藿的药性归属，为临床辨证用药提供

理论依据。 
1  仪器与材料 
1.1  仪器与试剂 

KDC-160HR 型高速低温离心机（科大创新股份

公司），RS232G型紫外分光光度计（Eppendorf公司），

AL204 电子天平（梅特勒-托利多仪器有限公司），超

低温冰箱（赛默飞世尔科技中国有限公司），YP10001
电子称（上海佑科仪器有限公司），DYY-6C 型电泳

仪，2720 型聚合酶链式反应（PCR）仪（美国 ABI
公司），gdsAUTO520 型凝胶成像系统和 32RL117950

型台式紫外分析仪（美国 BG 公司），FLx800 型多功

能酶标仪（美国 BioTek 公司），QuantiFluorTM TBS380
型荧光计（美国 Promega 公司）。 

TruSeq Nano DNA LT 样 品 制 备 试 剂 盒

（FC-121-4001、FC-121-4002），核酸纯化试剂盒

（Agencourt AMPure XP Beads，批号 A63881）和

MiSeq 测序试剂盒 v2 （ 600-cycles-PE ，货号

MS-102-3003）均购自 Illumina 公司；溴化乙锭 [生
工生物工程（上海）股份有限公司，货号 EX328-5 
mL]；强力土壤 DNA 提取试剂盒（美国 MoBio，货

号 12888）；Q5 超保真 DNA 聚合酶（新英格兰生物

有限公司）；脱氧核糖核苷三磷酸（dNTP，10 
mmol/L ，上海派森诺生物科技有限公司）；

APGX-500G DNA 凝胶回收试剂盒（美国 Axygen
公司）；文库检测及定量试剂盒（Invitrogen 公司，

批号 75510-019）；高灵敏度 DNA 检测试剂盒

（Agilent 公司，批号 5067-4626）。 
1.2  药物 

淫羊藿药材购买于世一堂中药材有限公司，批

号为 140316，经黑龙江中医药大学中药资源学教研

室王振月教授鉴定为小檗科植物淫羊藿 E. 
brevicornu Maxim. 的干燥叶。优甲乐片（德国默克，

批号 20160815，规格 50 g×100 片/盒），氯化钠

注射液（吉林省都邦药业股份有限公司，批号

1509290509）。 
1.3  动物 

SD 雄性大鼠，SPF 级，体质量（200±20）g，
由黑龙江中医药大学实验动物中心提供，动物实验

由黑龙江中医药大学实验动物管理与使用委员会批

准（批准号 2018043001），许可证编号 SCXK（黑）

2018-003。标准鼠饲料喂养，自由饮水，所有实验

大鼠的使用严格遵守动物保护协会所规定的有关规

定。实验动物监测系统环境为通风、避光、隔音、
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屏蔽状态，采用自动定时光控系统控制大鼠生活环

境的明暗光照（12 h/12 h），室温（24±3）℃，湿

度 40%～70%，噪声≤40 dB，光照强度 300 lx。 

   

2  方法 
2.1  供试药液的制备 
2.1.1  淫羊藿提取物的制备  淫羊藿提取物由前期

实验所得[5]。提取方法：将淫羊藿生药材于 15 倍蒸

馏水中回流提取 1 h，共 2 次；合并 2 次药液，滤过

并减压浓缩至稠浸膏，出膏率约为 21%。依照《中

国药典》2020 年版要求对供试药液进行测定，生品

淫羊藿提取物中淫羊藿苷的质量分数为 0.53%，根

据成人每日临床最高用量10 g及出膏率计算大鼠给

药剂量为 0.175 g/kg，临用时以蒸馏水稀释，制成

36 mg/kg 的淫羊藿提取物溶液。 
2.1.2  优甲乐溶液的制备  取优甲乐片剂研细，取

粉末适量，精密称定，加入蒸馏水超声混悬，制成

12 mg/mL 的优乐甲溶液。 
2.2  动物分组、造模与给药 
2.2.1  动物的分组  SD大鼠40只随机分成3部分，

供生理状态实验、热证模型大鼠实验及寒证模型大

鼠实验用。生理状态实验大鼠随机分为 2 组：空白

（K）组与淫羊藿组（SmQ），每组 5 只；热证模型

实验大鼠随机分为 3 组：空白组、热证模型组

（RmcM）、热证模型淫羊藿组（RmcQ），每组 5 只；

寒证模型实验大鼠随机分为 3 组，包括空白组、寒

证模型组（HMmc）与寒证模型淫羊藿组（HQmc），
每组 5 只。 
2.2.2  造模及给药  大鼠适应性饲养 3 d 后开始造

模，热证模型实验中的 RmcM 组与 RmcQ 组大鼠 ig
给予 120 mg/kg 优甲乐。空白组大鼠 ig 给予等量蒸

馏水，1 次/d，连续 15 d；寒证模型实验中的 HMmc
组与 HQmc 组大鼠在 0 ℃冰水中游泳，当大鼠后腿

僵直时结束，1 次/d，连续 15 d。SmQ 组、RmcQ
组和HQmc组大鼠从造模第 1天开始 ig淫羊藿提取

物 10 mL/kg，各实验中的空白组、RmcM组与HMmc
组每天 ig 给予等量蒸馏水，连续 15 d。实验进行至

第 14 天，将各组大鼠放入实验动物监测系统中 24 h，
监测各组大鼠的氧气消耗量、CO2 呼出量、产热量

及能量转化率。 
2.3  样本采集 

末次给药后，将大鼠麻醉，随后截取大鼠盲肠

段，取其内容物即新鲜粪便，于液氮中速冻并保存

于超低温冰箱（−80 ℃）中。 

2.4  粪便 DNA 提取及测序 
利用强力土壤 DNA 提取试剂盒提取各样本

的全部 DNA，提取步骤严格按照说明书进行，提

取结束后，利用 0.8%琼脂糖凝胶电泳判断 DNA
分子大小，并通过紫外分光光度计对 DNA 进行定

量。在干冰条件邮寄至上海派森诺生物科技有限

公司进行测序。随后通过 PCR 扩增及其产物定量、

文库构建、质检与定量获得合格的文库，最后在

MiSeq 机器上进行 2×300 bp 的双端测序。得到原

始数据后，再经 QIIME 软件与 Mothur 软件等进

行分析，最终得到各组实验样本菌群的分析与处

理结果。 
2.5  统计分析 

采用 SPSS 22.0 统计软件处理各组数据，实验

结果以 x s 表示。多组间比较采用单因素 ANOVA
分析，组间差异采用最小显著性差异法（LSD）分

析，P＜0.05 时，组间差异具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  各组大鼠基础代谢情况 

结果表明与空白组相比，淫羊藿对生理状态大

鼠的基础代谢无显著影响。在热证模型实验中，

RmcM 组大鼠的产热量、CO2 呼出量及能量转化率

较空白组均显著升高，表明热证大鼠造模成功；与

RmcM 组相比，RmcQ 组大鼠的 CO2呼出量显著降

低。在寒证模型实验中，HMmc 组大鼠的产热量、

CO2 呼出量、氧气消耗量及能量转化率较空白组均

显著降低；与 HMmc 组相比，HQmc 组大鼠各项指

数未发生显著变化。见表 1～3。 
3.2  淫羊藿提取物对生理状态大鼠肠道菌群多样

性的影响 
3.2.1  2 组大鼠样本肠道菌群的 OTUs（operational 
taxonomic units）划分与分析  空白组共有 2650 个

OTUs，独有 1433 个 OTUs，SmQ 组有 2099 个

OTUs，独有 882 个 OTUs，2 组共有 1217 个 OTUs，
如图 1 所示。与空白组相比，SmQ 组 OTUs 数量

显著降低。 
3.2.2  2组大鼠样本肠道菌群的α多样性分析  如图

2-A～C 所示，各组样本的多样性几近饱和，表明

测序深度足够，同时各组样本量已足以反应群落的

丰富度。将 2 组样本的生物多样性指数进行比较，

如表 4 所示，与空白组相比，SmQ 组的丰富度指数

Chao1 与多样性指数 Shannon 均显著升高（P＜0.05、
0.01）。 
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表 1  生理状态大鼠基础代谢情况 ( 5 n , sx ) 
Table 1  Basal metabolism of physiological state rats ( 5 n , sx ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 产热量/(kJ·h−1) 能量转化率/% 氧气消耗量/(mL·kg−1·h−1) CO2呼出量/(mL·kg−1·h−1) 

空白 － 8.16±0.34 0.91±0.02 0.60±0.08 0.56±0.08 

SmQ 175 8.08±0.84 0.90±0.06 0.59±0.05 0.55±0.04 

表 2  热证模型大鼠基础代谢情况 ( 5 n , sx ) 
Table 2  Basel metabolism of heat syndrome model rats ( 5 n , sx ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 产热量/(kJ·h−1) 能量转化率/% 氧气消耗量/(mL·kg−1·h−1) CO2呼出量/(mL·kg−1·h−1)

空白 － 6.11±1.05 0.76±0.04 0.37±0.05 0.43±0.07 

RmcM － 7.07±1.34* 0.80±0.04** 0.40±0.07 0.50±0.08* 

RmcQ 175 6.86±1.05 0.79±0.04 0.41±0.06 0.43±0.07# 

与空白组比较：
*P＜0.05  **P＜0.01；与 RmcM 组比较：

#P＜0.05 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs blank group; #P < 0.05 vs RmcM group 

表 3  寒证模型大鼠实验基础代谢实验结果 ( 5 n , sx ) 
Table 3  Results of basal metabolism experiment of cold syndrome model rats ( 5 n , sx ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 产热量/(kJ·h−1) 能量转化率/% 氧气消耗量/(mL·kg−1·h−1) CO2呼出量/(mL·kg−1·h−1)

空白 － 8.96±1.30 0.83±0.06 0.52±0.07 0.45±0.09 

HMmc － 8.29±1.17** 0.78±0.06** 0.49±0.13** 0.43±0.12* 

HQmc 175 8.16±1.26 0.77±0.07 0.48±0.08 0.41±0.09 

与空白组比较：
*P＜0.05  **P＜0.01，表 4 同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs blank group, same as below Table 4 

 

   

K-空白组  SmQ-淫羊藿组，下图同 
K-blank group  SmQ-Epimedium Folium group, same as below 
图 1  生理状态大鼠样本肠道菌群 OTUs 的 Venn 图 

Fig. 1  OTUs Venn diagram of intestinal flora in 
physiological rat samples 

3.2.3  2 组大鼠样本肠道菌群的分类学组成分析  空
白组肠道菌群隶属于 11 个门、61 个属，SmQ 组肠道

菌群隶属于 13 个门、63 个属，如图 3 所示。结合图

4 进一步分析，与空白组相比，门水平下 SmQ 组中的

厚壁菌门（Firmicutes）和变形菌门（Proteobacteria）
丰度水平显著上调，放线菌门（Actinobacteria）、拟

杆 菌 门 （ Bacteroidetes ） 和 疣 微 菌 门

（Verrucomicrobia）丰度水平显著下调。属水平下

SmQ 组中的棒杆菌属 Corynebacterium（P＜0.01）、
阎氏菌属 Yaniella（P＜0.05）、粘放线菌 Adlercreutzia
里斯滕森菌属 Christensenella（P＜0.05）、嗜碱菌属 

1433      1217        882 
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图 2  生理状态大鼠样本肠道菌群的稀疏曲线 (A)、物种累积曲线 (B)、丰度等级曲线 (C) 

Fig. 2  Rarefraction curve (A), species accumulation curve (B), and abundance grade curve (C) of intestinal flora in 
physiological rat samples 

ra
re

fa
ct

io
n 

m
ca

su
rc

: 
ob

se
rv

ed
sp

ec
le

s 1500 

1000 

500 

0 0       20 000    40 000 
sequences per sample 

K1 
K2 
K3 
K4 
K5 
SmQ1 
SmQ2 
SmQ3 
SmQ4 
SmQ5 

 
 
 

    2    4    6    8    10
number sample 

4000

3000

2000

1000

0

sp
ec

ie
s d

et
ec

te
d 

K1 
K2 
K3 
K4 
K5 
SmQ1
SmQ2
SmQ3
SmQ4
SmQ5
 

15 

10 

5 

0 O
U

T 
A

bu
nd

an
ce

 (l
og

 2
) 

  0    500   1000  1500  2000
OUT Rank 

A                                    B                                            C          
 
 
 

show categories: 
Legend 

 



·3958· 中草药 2021 年 7 月 第 52 卷 第 13 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 July Vol. 52 No. 13 

表 4  生理状态大鼠肠道菌群微生物多样性指数 ( 5 n , sx ) 
Table 4  Biodiversity index of intestinal flora in physiological rat samples ( 5 n , sx ) 

组别 Chao1 指数 ACE 指数 Simpson 指数 Shannon 指数 

空白 810.8±388.7 1 049.50±567.25 0.930±0.039 5.85±0.83 

SmQ 1 037.8±126.9* 1 121.90±179.14 0.980±0.004 7.43±0.29** 

   

图 3  生理状态大鼠样本肠道菌群在门 (A) 和属 (B) 水平下丰度分布 
Fig. 3  Abundance distribution of intestinal flora in physiological rat samples at level of phylum (A) and genus (B) 

 

图 4  生理状态大鼠样本肠道菌群具有显著差异的菌门 
Fig. 4  Phylum with significant difference of intestinal 
microflora in physiological rat samples 

（P＜0.01）、柯林斯氏菌属 Collinsella（P＜0.05）、
拟杆菌属 Bacteroides（P＜0.01）、副拟杆菌属

Parabacteroides（P＜0.01）、丁酸弧菌属Butyricimonas
（P＜0.01）、芽孢杆菌属 Bacillus（P＜0.01）、球菌属

Sporosarcina（P＜0.01）、肠球菌属 Enterococcus
（P＜0.01）、乳杆菌属 Lactobacillus（P＜0.01）、克

Alkaliphilus（P＜0.01）、布劳特氏菌属 Blautia（P＜
0.05）、考拉杆菌属 Phascolarctobacterium（P＜

0.01）、粪芽孢菌属 Coprobacillus（P＜0.01）、霍尔

德曼氏菌属 Holdemania（P＜0.05）、萨特氏菌属

Sutterella（P＜0.05）、冷杆菌属 Psychrobacter（P＜
0.05）丰度水平显著上调；苏黎世杆菌属 Turicibacter
（P＜0.05）、粪球菌属 Coprococcus（P＜0.05）、毛

螺菌属 Lachnospira（P＜0.05）、罗斯拜瑞氏菌属

Roseburia（P＜0.05）、粪杆菌属 Faecalibacterium
（P＜0.01）、颤螺旋菌属 Oscillospira（P＜0.01）、支

原体属 Allobaculum（P＜0.01）丰度水平显著下调。 
3.2.4  2 组大鼠样本肠道菌群的 LEfse（ linear 
discriminant analysis effect size）分析  根据 LEfSe
分析，可确定 2 组间具有丰富度差异的菌群种类，

如图 5 所示。在空白组中，丰度较高的菌属有

Psychrobacter、拟杆菌属、芽孢杆菌属、嗜碱菌属、

乳 杆 菌 属 、 Bilophila 、 克 里 斯 滕 森 菌 属 、

Adlercreutzia、丁酸弧菌属、粪芽孢菌属、布劳特氏

菌属、球菌属、考拉杆菌属、柯林斯氏菌属、Oligella、
副拟杆菌属、霍尔德曼氏菌属、棒杆菌属、萨特氏

菌属、肠球菌属。在 SmQ 组中，丰度较高的菌属

有 Aggregatibacter、Odoribacter、Desulfovibrio、粪

球菌属、粪杆菌属、罗斯拜瑞氏菌属、苏黎世杆菌

属、颤螺旋菌属、Anaerovibrio、Treponema。 
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3.2.5  2 组大鼠样本肠道菌群的 β 多样性分析  如
图 6-A 所示，各组样本基本存在于各自区域内，

表明组内样本间的肠道菌群具有较强的相似性。

在图 6-B 中，组间差异显著高于组内差异，表明

2 组间样本的肠道菌群结构多样性存在明显差异，

即淫羊藿提取物可对生理状态大鼠的肠道菌群产

生影响。 
3.2.6  2 组大鼠样本肠道菌群比较分析  如图 7 所

示，通过偏最小二乘判别分析（partial least squares 
discriminant analysis，PLS-DA），空白组与 SmQ 组

各自聚类，且 2 组显著分开，表明 2 组间的肠道菌

群结构及多样性具有明显差异。 
3.3  淫羊藿提取物对热证模型大鼠肠道菌群多样

性的影响 
3.3.1  3 组大鼠样本肠道菌群的 OTUs 划分与分

析  热证模型实验共分为 3 组，其中空白组共有

2220 个 OTUs，独有 498 个 OTUs，RmcM 组共有

1643 个 OTUs，独有 8 个 OTUs，RmcQ 组共有

1715 个 OTUs，独有 11 个 OTUs，3 组共有的 OTUs
为 1531 个，如图 8 所示。与空白组相比，RmcM
组和 RmcQ 组 OTUs 显著降低，但 RmcQ 具有一

定回调趋势。 

   

   

图 5  生理状态大鼠样本肠道菌群的 LEfSe 多级物种差异判别分析 
Fig. 5  LEfSe prediction of intestinal microflora in physiological rat samples

图 6  生理状态大鼠样本肠道菌群 β 多样性分析 
Fig. 6  Beta diversity analysis of intestinal microflora in physiological rat samples 
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图 7  生理状态大鼠样本肠道菌群 PLS-DA 

Fig. 7  PLS-DA of intestinal microflora in physiological rat 
samples 

 
RmcQ-热证模型淫羊藿组  RmcM-热证模型组，下图同 
RmcQ-Epimedium Folium group of heat syndrome model  
RmcM-heat syndrome model group, same as below 

3.3.2  3 组大鼠样本肠道菌群的 α多样性分析  如
图 9-A～C 所示，曲线趋于平坦，表明样本量足以

反应群落丰富度，同时测序深度足以反映样本的多

样性。从图 9-C 可以看出 RmcM 组肠道菌群丰度

显著低于空白组，但 RmcQ 组丰度曲线介于 RmcM
组和空白组之间，说明有上调肠道菌群丰度的作

用，可见经淫羊藿治疗后 RmcM 组群落的均匀度

被拉伸，丰富度显著增加。与空白组相比，RmcM
组 Chao1 和 ACE 指数值有所降低，多样性指数无

明显差异。与 RmcM 组比较，RmcQ 组 Chao1 与

ACE 指数值有所回升，但 3 组间的指数差异并不

具显著性，见表 5。 

20 
 

10 

图 8  热证模型大鼠样本肠道菌群 OTUs 的 Venn 图 
Fig. 8  OTUs Venn diagram of intestinal flora in heat 
syndrome model rats samples 

3.3.3  3 组大鼠样本肠道菌群的分类学组成分析  空
白组肠道菌群隶属于 10 个门、50 个属；RmcM 组

肠道菌群隶属于 8 个门、48 个属；RmcQ 组肠道菌

群隶属于 8 个门、49 个属。如图 10 所示，在门水

平下，空白组、RmcM 组、RmcQ 组具有显著性差

异的有拟杆菌门、厚壁菌门和疣微菌门，其中 RmcQ
组拟杆菌门的丰度水平呈上调趋势，厚壁菌门和疣

微菌门呈下调趋势；各组丰度水平排序结果如下：

在拟杆菌门中为 RmcQ 组＞RmcM 组＞空白组；在

厚壁菌门中为 RmcM 组＞空白组＞RmcQ 组；在疣

微菌门中为空白组＞RmcM 组＞RmcQ 组。结合图

11 分析，在属水平下，与空白组相比，RmcM 组中

考拉杆菌属（P＜0.05）的丰度水平显著性下降；与

RmcM 组相比，RmcQ 组中嗜碱菌属与戴沃斯菌属 

 

图 9  热证模型大鼠样本肠道菌群的稀疏曲线 (A)、物种累积曲线 (B)、丰度等级曲线 (C) 
Fig. 9  Rarefraction curve (A), species accumulation curve (B), and abundance grade curve (C) of intestinal flora in heat 
syndrome model rats samples 

表 5  热证模型实验菌群微生物多样性指数 ( 5 n , sx ) 
Table 5  Diversity indices analysis of intestinal flora in heat syndrome model rats samples ( 5 n , sx ) 

组别 Chao1 指数 ACE 指数 Simpson 指数 Shannon 指数 

空白 676.2±213.9 846.4±223.3 0.930±0.039 5.79±0.78 

RmcM 567.8±129.5 706.9±215.2 0.930±0.048 5.73±0.87 

RmcQ 666.0±80.23 894.6±127.1 0.940±0.036 5.94±0.64 
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图 10  热证模型大鼠样本间肠道菌群具有显著差异的菌门 
Fig. 10  Phylum with significant differences of intestinal 
flora in heat syndrome model rats samples 

 
图 11  热证模型大鼠样本肠道菌群属水平的群落分类丰度

分布热图 
Fig. 11  Heat map of community taxonomic abundance 
distribution of intestinal flora in heat syndrome model rats 
samples at genus level 
 
Devosia（P＜0.05）的丰度水均显著下降。 
3.3.4  3 组大鼠样本肠道菌群的 β 多样性分析  基
于 UniFrac 距离的样本聚类分析以等级树的形式表

现各组样本间的相似性，样本间分支越短，两样本

越相似，如图 12 所示。与 RmcM 组相比，空白组

多数样本与 RmcQ 组样本间分支长度更短，表明 2
组间群落结构具有明显相似性。 

3.3.5  3 组大鼠样本肠道菌群比较分析   通过

PLS-DA，如图 13 所示，空白组、RmcM 组、RmcQ
组 3 组各呈类聚现象，且空白组和 RmcM 组无明显

交叉，表明 RmcM 组菌群群落有明显变化，RmcQ
组和空白组有所交叉，具有一定共线性，表明对热

证模型大鼠肠道菌群有回调作用。 
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3.4.1  3组大鼠样本肠道菌群的OTUs划分与分析  空
白组共有 2004 个 OTUs，独有 982 个 OTUs，HMmc
组共有 1908 个 OTUs，独有 14 个 OTUs，HQmc 组

共有 1907 个 OTUs，独有 51 个 OTUs，3 组共有的

OTUs 为 822 个 OTUs，如图 14 所示。与空白组相

比，HMmc 组和 HQmc 组 OTUs 显著降低。 
3.4.2  3组大鼠样本肠道菌群的α多样性分析  如图

15-A～C 所示，测序深度足够反映群落多样性，同

时各组样本的 OTUs 数量接近实际情况。在图 15-C
中可明显看出空白组群落丰富度最高，但均匀度最 

 

图 12  热证模型大鼠样本肠道菌群 β 多样性分析 
Fig. 12  Beta diversity analysis of intestinal flora in heat 
syndrome model rats samples 

 

图 13  热证模型大鼠样本肠道菌群 PLS-DA 判别分析 
Fig. 13  PLS-DA of intestinal flora in heat syndrome model 
rats samples 
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差；HQmc 组群落丰富度下调，但群落均匀度显著

增加。与空白组比较，HMmc 组 Simpson 和 Shannon
指数显著升高（P＜0.05），Chao1 与 ACE 指数也有

所升高。与 HMmc 组比较，HQmc 组 Chao1 与 ACE
指数有所升高，如表 6 所示。 
3.4.3  3 组大鼠样本肠道菌群的分类学组成分析  在
门水平上，空白组肠道菌群隶属于 10 个门，45 个

属；HMmc 组肠道菌群隶属于 9 个门，54 个属；

HQmc 肠道菌群隶属于 9 个门，53 个属。如图 16
所示，空白组、HMmc 组和 HQmc 组具有显著性差

异的有拟杆菌门、厚壁菌门和变形菌门，其中 HQmc
组拟杆菌门和变形菌门的丰度水平呈上调趋势，厚

壁菌门呈下调趋势。各组门丰度水平排序结果如下：

在拟杆菌门和变形菌门中HQmc组＞HMmc组＞空 

 
HMmc-寒证模型组  HQmc-寒证模型淫羊藿组，下图同 
HMmc-cold syndrome model group  HQmc-Epimedium Folium 
group of cold syndrome model, same as below 
图 14  寒证模型大鼠样本肠道菌群 OTUs 的 Venn 图 

Fig. 14  OTUs Venn diagram of intestinal flora in cold 
syndrome model rats samples 
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图 15  寒证模型大鼠样本肠道菌群的稀疏曲线 (A)、物种累积曲线 (B)、丰度等级曲线 (C) 

Fig. 15  Rarefraction curve (A), species accumulation curve (B), and abundance grade curve (C) of intestinal flora in cold 
syndrome model rats samples 

表 6  寒证模型大鼠菌群微生物多样性指数 ( 5 n , sx ) 
Table 6  Diversity indices analysis of intestinal flora in cold syndrome model rats samples ( 5 n , sx ) 

组别 Chao1 指数 ACE 指数 Simpson 指数 Shannon 指数 

空白 675.0±255.9 805.3±280.3 0.93±0.04 5.79±0.79 

HMmc 813.0±78.8 948.6±102.6 0.98±0.01* 6.91±0.33* 

HQmc 848.8±90.2 1 067.9±199.8 0.97±0.01 6.76±0.26 

与空白组比较：
*P＜0.05 

*P < 0.05 vs blank group 

白组；在厚壁菌门中空白组＞HMmc 组＞HQmc 组；

在空白组中拟杆菌门和变形菌门丰度水平显著高于

HMmc 组与 HQmc 组。结合图 17、18 进一步分析，

在属水平下，与空白组相比，HMmc 组中乳杆菌属

（P＜0.05）、布劳特氏菌属（P＜0.05）、拟杆菌属、

棒杆菌属（P＜0.01）、粘放线菌属（P＜0.05）、副

拟杆菌属（P＜0.05）、支原体属（P＜0.05）的丰度

水平显著下降，颤螺旋菌属（P＜0.01）、厌氧弧菌

属 Anaerovibrio（P＜0.01）的丰度水平显著上升。

与 HMmc 组相比，HQmc 组中拟杆菌属（P＜0.05）、
普氏菌属 Prevotella（P＜0.01）的丰度水平显著上

升，乳杆菌属（P＜0.05）的丰度水平显著下降。 
3.4.4  3 组大鼠样本肠道菌群的 LEfse 分析  如图

19 所示，在空白组中丰度较高的菌属有苏黎世杆菌

属、 Anaerostipes 、芽孢杆菌属、嗜碱菌属、

Akkermansia、乳杆菌属、Aerococcus、Dehalobacterium、

Pseudomonadaceae 、 Pseudomonas 、 Oligella 、

Jeotgalicoccus 、 Staphylococcus 、 棒 杆 菌 属 、

Brachybacterium、Lactococcus、Bifidobacterium、阎

氏菌属；在 HMmc 组中丰度较高的菌属有支原体

属、Anaerobiospirillum、颤螺旋菌属、Fusobacterium、

Actinomyces；在 HQmc 组中丰度较高的菌属有  
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图 16  寒证模型大鼠样本间肠道菌群具有显著差异的菌门 
Fig. 16  Bacteria with significant differences of intestinal 
flora in cold syndrome model rats samples 

 

图 17  寒证模型大鼠样本肠道菌群在属水平下丰度分布 
Fig. 17  Abundance distribution of intestinal flora in cold 
syndrome model rats samples at genus level 

Treponema、拟杆菌属、Flexispira、厌氧弧菌属、

Paraprevotella、丁酸弧菌属、普氏菌属、Rothia、
Desulfovibrio、Odoribacter、Aggregatibacter。 
3.4.5  3 组大鼠样本肠道菌群的 β 多样性分析  通
过 PCA 主成分分析，可考察各样本组间群落结构的

相似性，如图 20 所示，空白组与 HMmc 组的样本

完全分离，HMmc 组与 HQmc 组的样本基本分离，

3 组样本基本存在于各自区域内，表明寒证及淫羊

藿提取物对大鼠肠道菌群结构产生了一定影响。 
3.4.6  3组大鼠样本肠道菌群比较分析  如图 21所
示，空白组独自聚集，HMmc 组和 HQmc 组聚集区

域较为一致，且空白组和 HMmc 组明显无交叉，表

明 HMmc 组大鼠菌群群落较空白组有明显变化。

HQmc 组和 HMmc 组大鼠肠道菌群交叉较为集中， 

 

图 18  寒证模型大鼠样本属水平的群落分类丰度分布热图 
Fig. 18  Heat map of community taxonomic abundance 
distribution of intestinal flora in cold syndrome model rats 
samples at genus level 
且 HQmc 组大部分被 HMmc 组所包围，表明 HMmc
组大鼠肠道菌群多样性更为丰富。 
4  讨论与结论 

中医认为“入腹方知性”，即中药经口服进入人

体后会产生不同的疗效，药物疗效与所患病症之间

具有紧密联系，借此对中药的寒热温凉进行判断。

本研究选取生理状态及寒热模型状态大鼠进行实

验，其中寒热证模型的建立参考既往研究。热证模

型大鼠以优乐甲为造模试剂[6]，造模成功后，大鼠

出现体温升高、大便干燥等症状，与实热证表现的

身热烦躁、大便秘结、小便短赤等临床症状相符合；

寒证模型采用在 0 ℃冰水游泳的方式造模[7]，造模

成功后，大鼠出现寒颤、蜷缩少动、反应迟钝、大

便稀、小便清等症状，与中医寒证症状具有一致性。

为模拟服药过程，实验采取 ig 方式给予各组大鼠生

品淫羊藿提取物。 
本课题组前期基于实验动物基础代谢和能量

代谢[8]，对炮制前后淫羊藿的药性归属进行了初步

研究。结果发现生品淫羊藿可显著降低实验动物的

氧气吸入量、二氧化碳呼出量及自主活动系数，并

显著降低大鼠血清中甲状腺素与促甲状腺激素的

含量；而炮制后的淫羊藿可使实验动物的产热量 
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图 19  寒证模型大鼠样本肠道菌群的 LEfSe 多级物种差异判别分析 
Fig. 19  LEfSe prediction of intestinal flora in cold syndrome model rats samples 

 

图 20  寒证模型大鼠样本肠道菌群 β 多样性的 PCA 
Fig. 20  PCA of beta diversity of intestinal flora in cold 
syndrome model rats samples 

显著升高，明显增加大鼠血清中甲状腺素、琥珀酸

脱氢酶、促甲状腺激素、三磷酸腺苷（adenosine 
triphosphate，ATP）酶的含量及总抗氧化能力，诱

导 ATP 酶的产生，同时促进 ATP 氧化分解产生能

量，表明生品淫羊藿与炮制品淫羊藿可对机体产生

相反的作用。本实验基础代谢实验结果表明，生品

淫羊藿可显著降低热证模型大鼠的 CO2 呼出量，并 

 
图 21  寒证模型大鼠样本肠道菌群 PLS-DA 判别分析 

Fig. 21  PLS-DA of intestinal flora in cold syndrome model 
rats samples 

回调热证模型大鼠的产热量及能量转化率，表明该

药对热证模型各指标具有一定改善作用；但生品淫

羊藿干预寒证模型大鼠后，使其显著降低的基础代

谢各项指标均发生了同向变化，表明该药对寒证模

型作用较小，结合前期研究结果推测生品淫羊藿的

药性偏寒凉。肠道菌群研究结果表明，生品淫羊藿

对不同模型大鼠肠道菌群的 OTUs 数量具有不同的

调节趋势，可使生理状态大鼠肠道菌群 OTUs 数量

显著降低；生品淫羊藿干预热证模型大鼠后，可明

显回调热其显著下降的 OTUs 数量；寒证模型大鼠

总体及独有的 OTUs 数量显著下降，生品淫羊藿对
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其总体 OTUs 数量影响不明显，但可显著回调其独

有的 OTUs 数量。同时各组样本的 α 多样性指数也

发生不同变化，生品淫羊藿使生理状态大鼠的

Chao1 与 Shannon 指数显著升高；在热证模型实验

中，模型组大鼠的 Chao1 和 ACE 指数有所下降，

生品淫羊藿给药后可回升相应指数，表明该药可回

调热证模型大鼠的群落丰富度；在寒证模型实验

中，模型组大鼠肠道菌群的 Chao1、ACE、Simpson
与 Shannon 指数均有所升高，生品淫羊藿干预后，

使寒证模型的 Chao1 与 ACE 指数发生同向变化，

结合其 OTUs 数量进一步分析可知生品淫羊藿虽然

对寒证模型的 OTUs 总量影响较小，但可增加寒证

模型大鼠的菌群物种数，即提高寒证模型的群落丰

富度。这些变化表明，生品淫羊藿可抑制生理状态

大鼠肠道菌群多样性，回调热证模型大鼠肠道菌群

多样性，同向调节寒证模型大鼠肠道菌群多样性，

因此推测生品淫羊藿可能具有与热相反的药性。 
另外，通过研究不同分类水平下具有显著性差

异分类单元的丰度变化，发现在门水平下各模型大

鼠肠道菌群主要以拟杆菌门、厚壁菌门与变形菌门

为主，生品淫羊藿可使热证模型大鼠肠道菌群的拟

杆菌门丰度水显著增加，并下调厚壁菌门的丰度水

平，同时使寒证模型大鼠肠道菌群中变形菌门的丰

度水平显著升高。已有研究表明，厚壁菌门与拟杆

菌门间的比值与机体健康状态密切相关，两者比值

降低更有利于维持宿主健康。拟杆菌可参与多糖代

谢与胆汁酸和类固醇代谢，厚壁菌门可帮助机体从

食物中获得能量[9]，同时 2 个菌门在肠道中均可代谢

碳水化合物产生短链脂肪酸，包括丁酸盐和丙酸盐，

二者可参与机体的脂质代谢与葡萄糖代谢[10-11]，对

维持机体健康具有重要意义。主要菌门丰度水平

的变化结果提示，生品淫羊藿通过调节拟杆菌门

与厚壁菌门的丰度水平对热证模型各指标起到一

定改善作用，可帮助热证模型大鼠恢复并维持健

康状态，同时厚壁菌门丰度水平的降低提示生品

淫羊藿可抑制细胞获取食物中的能量，降低细胞

能量储藏。 
综上所述，结合 3 组实验所得的基础代谢实验

结果与肠道菌群多样性研究结果，从肠道菌群的角

度出发推测生品淫羊藿的药性偏向寒凉，该判断与

课题组前期实验结果具有一致性。而《中国药典》

2020 年版中记载淫羊藿的药性为温，与本实验所得

出的结果不一致，其原因可能是《中国药典》中收

录的该药材为炙淫羊藿（生品淫羊藿切丝后加入已

加热融化的羊脂油中，文火炒至均匀有光泽后取出

放凉）。羊脂油性温，经其炮制后淫羊藿的药性发

生改变，由寒凉转为温性，温肾助阳之力增强。 
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