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［摘　要］　目的　探讨丁酸钠和四神丸配伍对肾阳亏虚证泄泻小鼠的疗效，为发挥经典方剂的现代应用提供试验

依据。方法　采用腺嘌呤联合番泻叶灌胃，建立肾阳亏虚证泄泻小鼠模型。灌胃给药１００％四神丸水煎液、５０ｍｇ／ｋｇ

丁酸钠＋７５％四神丸水煎液、１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋５０％四神丸水煎液、２００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋２５％四神丸水煎液，以

及３００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠，比较分析小鼠一般体征、摄食饮水、肛温、体重、粪便含水率、脏器指数、肠道内容物菌群及酶

活性。结果　治疗后小鼠精神状态、摄食饮水量、肛温以及粪便含水率逐渐恢复。自然恢复组、２００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋

２５％四神丸组和５０ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋７５％四神丸组小鼠体重与正常组差异有统计学意义（犘＜０．０５），１００ｍｇ／ｋｇ丁

酸钠＋５０％四神丸组小鼠体重（３４．２３±４．９３）ｇ升高，接近正常组小鼠体重（３５．６９±４．７８）ｇ。１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋

５０％四神丸组小鼠脾脏指数恢复正常，与自然恢复组小鼠比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。各组小鼠胸腺指数

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。治疗后，小鼠肠道内菌群开始恢复，细菌数各组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；

与自然恢复组相比，各治疗组小鼠大肠埃希菌数显著降低（犘＜０．０１），１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋５０％四神丸组小鼠大肠

埃希菌数最少；１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋５０％四神丸组和５０ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋７５％四神丸组小鼠双歧杆菌数量恢复至

与正常组无差异（犘＞０．０５）；１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋５０％四神丸组小鼠乳酸杆菌数量恢复显著（犘＜０．０５）。自然恢复

组小鼠淀粉酶、乳糖酶、蛋白酶活性均高于正常组（均犘＜０．０５），１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋５０％四神丸组小鼠酶活性更

接近正常组；与自然恢复组相比，１００％四神丸使小鼠乳糖酶活性显著降低（犘＜０．０１），１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋５０％四

神丸组小鼠木聚糖酶活性与正常组最接近。结论　丁酸钠配伍促进四神丸疗效发挥，１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋５０％四

神丸组改善小鼠精神状态、泄泻症状、肠道内酶活性以及微生物稳态效果优于单独使用丁酸钠和四神丸。

［关　键　词］　丁酸钠；肾阳亏虚证泄泻；酶活性；肠道微生态；四神丸
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ｒａｔｅ＋５０％Ｓｉｓｈｅｎｐｉｌｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｉｎｍｉｃｅｍｅｎｔａｌｓｔａｔｕｓ，ｄｉａｒｒｈｅａｓｙｍｐｔｏｍｓ，ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ

ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓｕｓｉｎｇｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅｏｒＳｉｓｈｅｎｐｉｌｌａｌｏｎｅ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅ；ｄｉａｒｒｈｅａｗｉｔｈｋｉｄｎｅｙｙａｎｇｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｓｙｎｄｒｏｍｅ；ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏ

ｅｃｏｌｏｇｙ；Ｓｉｓｈｅｎｐｉｌｌ

　　腹泻是一类全世界范围内常发的疾病，主要表

现为每日多次排便，粪便不成型或水样便，严重腹泻

可导致死亡。调查［１２］显示，腹泻死亡率随着儿童年

龄的增长而下降，并在成年后保持相对稳定，是全球

５岁以下儿童死亡的主要因素。根据病因、临床表

现等，中医将腹泻分为不同证型，其中肾阳亏虚证泄

泻较为常见且病因复杂［３］，因此，为提供更有效的治

疗方式，研究此类疾病的治疗方法有重要意义。

课题组前期用腺嘌呤联合番泻叶灌胃小鼠，已

成功建立肾阳亏虚证泄泻小鼠模型。肾阳亏虚证泄

泻小鼠肠道内容物中的微生物和酶活性较正常小鼠

有一定变化，其中，蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶和木聚

糖酶等酶活性在造模后升高，细菌、乳酸杆菌和大肠

埃希菌等在肠内容物中的数量也出现不同改变［４］。

四神丸作为治疗肾阳亏虚证泄泻的经典方剂，具有

温肾健脾的作用，能促进肠黏膜损伤愈合，降低过度

的炎症反应［５］；还能改善肾脏结构、能量代谢以及肠

黏膜菌群的多样性［６］。研究［７］表明，四神丸不仅可

以改善肠易激综合征（ＩＢＳ）小鼠腹泻和腹痛的症

状，还可以通过激活自噬、抑制内质网（ＥＲ）应激、促

进黏液分泌来调节肠道屏障功能。作为中国传统方

剂，四神丸能根据患者不同症状加减药物配比，具有

灵活且价格低廉的优点。然而，传统中药单方疗效

欠佳，临床上常与其他方剂合用，或与西医治疗协同

互补提高疗效。药物可通过影响短链脂肪酸

（ｓｈｏｒｔｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＳＣＦＡｓ）在肠道内的产生

来治疗肠道疾病：四神丸治疗后的腹泻小鼠肠道内

容物中ＳＣＦＡｓ水平发生变化，丙酸、丁酸、异丁酸和

异戊酸增多，乙酸、戊酸水平下降［８］。葛根芩连汤

（ＧＱＤ）通过增加ＳＣＦＡｓ的水平减轻仔猪的肠黏膜

炎症和腹泻［９］。因此，考虑将经典方剂四神丸与

ＳＣＦＡｓ联合使用治疗肾阳亏虚证泄泻。

ＳＣＦＡｓ是一类由肠道中膳食纤维代谢产生的有

机酸，既可以作为机体能量的来源，在治疗腹泻、维持

肠道菌群稳态方面也具有重要作用［１０］。ＳＣＦＡｓ可通

过改善肠道能量代谢，维护肠黏膜屏障功能和促进

肠道电解质和水的吸收来改善腹泻［１１］。丁酸钠作

为短链脂肪酸盐的一种，可影响机体的免疫、炎症反

应，同时也能调节机体的消化能力和血液代谢，其在

维持肠道健康方面至关重要［１２］。丁酸钠可通过多

种途径治疗肠道疾病，如调节肠道菌群，抑制肠道炎

症以减轻小鼠结肠炎［１３］；提高肠道内淋巴细胞
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（ＩＥＬ）和免疫球蛋白 Ａ（ＩｇＡ）＋细胞以及双歧杆菌

的数量，增强肠黏膜的免疫功能［１４］。此外，丁酸钠

作为理想的生长促进剂可对机体内蛋白酶、淀粉酶

等酶活性产生影响［１５］。然而，丁酸钠的用量也需关

注，过量丁酸钠可能会诱发细胞凋亡，也可能对机体

产生可逆的毒性作用［１６１７］。研究［１８］表明，丁酸钠药

物浓度在１００～４００ｍｇ／ｋｇ范围内疗效最好，可减

轻肠炎小鼠中性粒细胞的浸润程度，改善葡聚糖硫

酸钠（ＤＳＳ）诱导的肠炎小鼠的结肠缩短程度，当给

药浓度＞５００ｍｇ／ｋｇ时，反而加重小鼠结肠损伤。

因此，本研究使用课题组前期小鼠模型，在观察小鼠

一般体征的同时评估其肠道微生物活性和酶活性，

定量肠道微生物菌落，探讨丁酸钠与四神丸的各配

伍组合对肾阳亏虚证泄泻小鼠的疗效，旨在选择

合适的组合，为四神丸治疗肾阳亏虚证泄泻提供

新思路。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试验动物及饲养环境　７０只体重为１８～

２２ｇ的ＳＰＦ级雄性昆明小鼠，购于湖南斯莱克景达

实验动物有限公司［许可证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１９－

０００４］。小鼠均饲养于湖南中医药大学动物实验中

心［实验单位许可证编号：ＳＹＸＫ（湘）２０１９－０００９］。

湖南中医药大学动物伦理委员会动物伦理批准编号

为 ＨＮＵＣＭ２１－２４０３－４３。

１．１．２　试验药物及制备　腺嘌呤（德国ｂｉｏｆｒｏｘｘ，

批号：ＥＺ７８９０Ｃ４５０）。腺嘌呤混悬液制备方法：用无

菌水将腺嘌呤配置成５ｍｇ／ｍＬ的混悬液，每日现配

现用，避光保存。番泻叶（亳州市沪谯药业有限公

司，批号２１１１０９００２２）。番泻叶水煎液制备：取番

泻叶浸泡后于水浴锅中加热，过滤后浓缩成含生药

１ｇ／ｍＬ番泻叶水煎液，４℃保存备用。

四神丸方剂：补骨脂（盐）１２ｇ，肉豆蔻（煨）６ｇ，

吴茱萸（制）３ｇ，五味子（醋制）６ｇ，大枣（去核）６ｇ，

生姜６ｇ，批号分别为２３１００１（湖南君昊中药饮片科

贸有限公司）、２３０８３１０７（湖南衡岳中药饮片有限公

司）、２３０８０１（湖 南 荣 康 中 药 饮 片 有 限 公 司）、

Ａ２３１０３１（豪州市永刚饮片厂有限公司）、２３１０００１

（湖南新参芝林中药饮片有限公司）。按照配方比例

称取药物，在３００ｍＬ水中浸泡３０ｍｉｎ，煮沸，后转

文火煎煮３０ｍｉｎ，用纱布过滤药液。剩余药渣用

２００ｍＬ水按相同程序煎煮，过滤后，将两次药液混

合，浓缩成含生药０．２９ｇ／ｍＬ的四神丸水煎液
［１９］。

按不同比例将四神丸和丁酸钠（上海阿拉丁生化科

技股份有限公司，批号：Ｉ２３１３５６３）配伍组合。

１．２　方法

１．２．１　造模　适应性喂养４ｄ后，７０只小鼠按随

机数表法分为正常组（ＮＣ组）１０只，模型组６０只。

腺嘌呤联合番泻叶水煎液造小鼠肾阳亏虚证泄泻

模型［１７］。造模共计１４ｄ，模型组给予腺嘌呤混悬液

［５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），０．４ｍＬ／只，１次／ｄ］连续灌胃１４ｄ，

从第８天开始，给番泻叶水煎剂［１０ｇ／（ｋｇ·ｄ），

０．４ｍＬ／只，１次／ｄ］，连续给药７ｄ。ＮＣ组等频率

予等体积无菌水灌胃。

１．２．２　分组与给药方法　造模１４ｄ后，停止造模

因素，剔除不符合模型评价的小鼠，保留每组６

只。模型组随机分为自然恢复（ＮＭ）组、１００％四

神丸（ＳＳＰ）组、５０ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋７５％四神丸（ＬＢ

ＨＰ）组、１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋５０％四神丸（ＭＢＭＰ）

组、２００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋２５％四神丸（ＨＢＬＰ）组、

３００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠（ＳＢ）组进行治疗。ＳＳＰ组灌胃四

神丸水煎剂［５ｇ／（ｋｇ·ｄ），０．３５ｍＬ／只，２次／ｄ］，连

续７ｄ；其他组灌胃相同次数和体积对应药液；ＮＣ

组和ＮＭ组灌胃相同次数和体积的无菌水。四神

丸灌胃剂量参考课题组前期论文［１９］。

１．２．３　模型评价标准　基于肾阳亏虚证泄泻的临

床表现，建立模型的评价指标：通过测量小鼠肛温、

行为学变化来反映四肢冰凉、体温下降以及精神萎

靡的症状；通过测定小鼠粪便含水率反映腹泻程

度；通过测量体重及摄食量来反映体重减轻及食欲

不振［２０］。

１．２．４　肛温、体重、饮食饮水量、粪便含水率的测定　

在试验的第１、７、１４、１７和２１天测量小鼠肛温、体

重，并在试验的第１、７、１０、１４、１７、２１天收集小鼠新

鲜粪便，记录粪便湿重后，１１０℃烘干至恒重并称其

重量，记录小鼠摄食量及饮水量。粪便含水率＝（粪

便湿重－粪便干重）／粪便湿重×１００％

１．２．５　脏器指数测定　取小鼠完整脾、胸腺，除去

多余脂肪组织后用滤纸吸干表面血液，并称重。

脏器指数＝脏器质量（ｇ）／体重（ｇ）×１００％

１．２．６　微生物培养　无菌操作取小鼠空肠至回肠

段内容物，按比例加入无菌水后（样品∶无菌水＝３∶

５０），振荡摇匀３０ｍｉｎ以完全释放肠道内容物中的

微生物。细菌在牛肉膏－蛋白胨琼脂培养基中培

养，大肠埃希菌在伊红美蓝琼脂培养基（ＥＭＢ）中培

养，双歧杆菌在双歧杆菌琼脂培养基中培养，乳酸杆
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菌在 ＤｅＭａｎＲｏｇｏｓａＳｈａｒｐｅ琼脂培养基中培养。

以稀释平板法对微生物菌落进行计数，计算每克肠道

内容物的菌落数。细菌和大肠埃希菌３７℃恒温培养

２４ｈ后计数，双歧杆菌和乳酸杆菌３７℃恒温厌氧培

养４８ｈ后计数
［２１］。

１．２．７　微生物活度测定　二乙酸荧光素（ＦＤＡ）被

细菌和真菌中非特异性酶催化水解，释放出可通过

分光光度法测量的有色产物荧光素。该水解酶活性

在一定程度上可以反映肠道微生物的代谢能力［２２］。

按１．２．５小结方法得到内容物与无菌水的混合物

后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ收集上清液为粗酶液。

ＦＤＡ储备液：２ｍｇＦＤＡ中加入１ｍＬ丙酮制备成

２ｍｇ／ｍＬＦＤＡ储备液，避光于－２０℃保存。吸取

ＦＤＡ储备液加入至磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中（Ａ液），

使ＦＤＡ反应液终浓度为１０μｇ／ｍＬ。试管中依次

加入２ｍＬＡ液、１０μＬ粗酶液，振荡摇匀后加２ｍＬ

丙酮终止反应；空白组依次加入２ｍＬＡ液、１０μＬ

粗酶液和２ｍＬ丙酮后振荡摇匀。振荡摇匀条件：

２４℃摇床９０ｍｉｎ。反应结束后，用紫外－可见分光

光度计于４９０ｎｍ波长测定吸光度
［２３］。

１．２．８　酶活性测定　用紫外－可见分光光度计测

量粗酶液中酶活性。淀粉酶采用３，５－二硝基水杨

酸（ＤＮＳ）法在５２０ｎｍ波长下测定吸光值；蛋白酶

采用福林酚法在６６０ｎｍ波长下测定吸光值；乳糖

酶采用邻硝基苯βＤ半乳吡喃糖苷（ＯＮＰＧ）法在

４２０ｎｍ波长下测定吸光值；木聚糖酶采用ＤＮＳ法

在５５０ｎｍ波长下测定吸光值
［２４］。

１．３　统计分析　应用ＳＰＳＳ２５．０进行统计分析，

各组定量资料用均数±标准差表示。若多组间数据

均符合正态分布和方差齐性，则采用单因素方差分

析，否则采用犓狉狌狊犽犪犾犠犪犾犾犻狊犎 检验。犘≤０．０５表

示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠造模和治疗阶段一般体征、平均摄食量、

平均饮水量变化　腺嘌呤灌胃后，小鼠开始出现蜷

缩抱团行为；灌胃番泻叶后，出现明显的腹泻症状，

部分小鼠肛周区域有粪便粘黏，垫料潮湿且发臭。

小鼠精神状态不佳，毛发稀疏、黯淡。此外，与 ＮＣ

组相比，各模型组小鼠平均摄食量略降低，饮水量明

显增加。

治疗期间，小鼠摄食量开始增长，ＮＭ组在后期

长幅较缓，ＳＢ组和ＬＢＨＰ组增长幅度接近 ＮＣ组，

ＨＢＬＰ组、ＭＢＭＰ组和ＳＳＰ组增长较快；各组平均

饮水量恢复，与 ＮＭ 组相比，治疗组饮水量降低明

显，逐渐向ＮＣ组靠近。治疗后的小鼠肛周洁净程

度、毛发光泽度、精神状态恢复，但ＮＭ 组仍存在小

鼠肛周潮湿，且垫料干燥程度不如其余治疗组的情

况。这提示四神丸、丁酸钠和不同配伍组合的丁酸

钠与四神丸对改善小鼠肾阳亏虚证泄泻相关症状有

一定的效果。见图１。

日数!

!

"

平
均
摄
食
量
"
#
$

只
%

& '( '& )(

'*

'&

')

+

,

-

平
均
饮
水
量

"
.
/
$

只
%

'0

')

'(

*

,

0

日数!

!

"

& '( '& )(

12

13

45

65/7

3537

/567

447

图１　丁酸钠与四神丸配伍对小鼠平均摄食量和平均饮水量的影响

犉犻犵狌狉犲１　ＳｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅａｎｄＳｉｓｈｅｎｐｉｌｌｏｎａｖｅｒａｇｅｆｏｏｄｉｎｔａｋｅａｎｄａｖｅｒａｇｅｗａｔｅｒｉｎｔａｋｅｉｎｍｉｃｅ

２．２　小鼠造模和治疗阶段体重、肛温变化　第１４

天造模结束时，各模型组小鼠体重低于ＮＣ组（犘＜

０．０５），肛温也呈下降趋势。治疗阶段各组小鼠体

重和肛温开始恢复，第１７ｄ，ＳＢ组、ＭＢＭＰ组和

ＳＳＰ组小鼠体重恢复至与ＮＣ组无显著性差异（均

犘＞０．０５）。第２１ｄ，ＮＭ 组、ＬＢＨＰ组与 ＮＣ组比

较，差异仍均有统计学意义（均犘＜０．０５）。ＭＢＭＰ

组小鼠体重（３４．２３±４．９３）ｇ更接近 ＮＣ组体重

（３５．６９±４．７８）ｇ。见图２。

·１４６·中国感染控制杂志２０２５年５月第２４卷第５期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２４Ｎｏ５Ｍａｙ２０２５
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　　注：与ＮＣ组比较，Ａ代表犘＜０．０５，ａ代表犘＜０．０１；与ＮＭ组比较，ｂ代表犘＜０．０１；与 ＨＢＬＰ组比较，Ｄ代表犘＜０．０５，

ｄ代表犘＜０．０１；与 ＭＢＭＰ组比较，Ｅ代表犘＜０．０５。

图２　丁酸钠与四神丸配伍对小鼠体重和肛温的影响（狀＝６）

犉犻犵狌狉犲２　ＳｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅａｎｄＳｉｓｈｅｎｐｉｌｌｏｎｗｅｉｇｈｔａｎｄａｎａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｍｉｃｅ（狀＝６）

２．３　小鼠造模和治疗阶段粪便性状变化　灌胃番

泻叶后第三天，小鼠出现软便、腹泻的情况：粪便颜

色变淡，易被镊子夹取变形，在滤纸上按压有明显的

水渍印，粪便含水量急剧升高，而ＮＣ组稳定。停止

造模开始治疗后，小鼠粪便含水量逐渐降低，

ＭＢＭＰ组降低明显，更接近 ＮＣ组，粪便颜色恢复

正常，在滤纸上按压水渍印消失，提示１００ｍｇ／ｋｇ

丁酸钠＋５０％四神丸的配伍组合可能对肾阳亏虚证

泄泻腹泻症状的改善效果更好。见图３。
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图３　丁酸钠与四神丸配伍对小鼠粪便含水率的影响

犉犻犵狌狉犲３　ＳｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅａｎｄＳｉｓｈｅｎ

ｐｉｌｌｏｎｆｅｃａｌｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｉｎｍｉｃｅ

２．４　丁酸钠与四神丸配伍对肾阳亏虚证泄泻小鼠

脏器指数的影响　与 ＮＣ组相比，ＮＭ组小鼠脾脏

指数升高（犘＝０．００６），其余治疗组与ＮＣ组接近（犘＜

０．０５）；ＭＢＭＰ组与ＮＭ组小鼠脾脏指数比较，差异

有统计学意义（犘＝０．０２７）。与 ＮＭ 组小鼠相比，

ＭＢＭＰ组和ＬＢＨＰ组小鼠胸腺指数呈下降趋势，

但各组小鼠胸腺指数差异均无统计学意义（均犘＞

０．０５）。见图４。

２．５　丁酸钠与四神丸配伍对肾阳亏虚证泄泻小鼠

肠道可培养菌落数的影响　肾阳亏虚证泄泻小鼠肠

道内容物中菌群发生改变，ＮＭ组小鼠细菌数大于
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　　注：与ＮＣ组比较，ａ代表犘＜０．０１；与 ＮＭ 组比较，Ｂ代表犘＜

０．０５。

图４　丁酸钠与四神丸配伍对小鼠脏器指数的影响（狀＝６）

犉犻犵狌狉犲４　ＳｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅａｎｄＳｉｓｈｅｎ

ｐｉｌｌｏｎｏｒｇａｎｉｎｄｅｘｉｎｍｉｃｅ（狀＝６）

ＮＣ组，但差异无统计学意义（犘＞０．０５），大肠埃希

菌数显著增加（犘＜０．０１），双歧杆菌和乳酸杆菌数

减少（均犘＜０．０１）。各治疗组中，小鼠细菌数量随

四神丸比例升高而降低，大肠埃希菌数 ＭＢＭＰ组

最低，乳酸杆菌数在治疗后也开始恢复，其中

ＭＢＭＰ组中最高。与 ＮＣ组相比，除 ＨＢＬＰ组外，

添加丁酸钠的治疗组小鼠双歧杆菌数恢复更明显，

恢复至与ＮＣ组无显著差异（犘＞０．０５），且双歧杆

菌数在ＬＢＨＰ组中最大。由此推断，１００ｍｇ／ｋｇ丁

酸钠＋５０％四神丸对肾阳亏虚证泄泻小鼠肠道可培

养菌落数调控效果可能最好，５０ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋

７５％四神丸次之。见表１。

２．６　丁酸钠与四神丸配伍对肾阳亏虚证泄泻小鼠

肠道内容物微生物活度的影响　ＮＭ组小鼠微生物

活度较ＮＣ组降低（犘＜０．０１）。ＨＢＬＰ组、ＭＢＭＰ

组、ＬＢＨＰ组小鼠微生物活度升高（犘＜０．０１），说明

肾阳亏虚证泄泻小鼠的肠道微生物代谢能力下降，

经治疗后恢复，提示各配伍组疗效较单用四神丸和

丁酸钠可能更好。见图５。
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表１　丁酸钠与四神丸配伍对小鼠肠道内可培养菌落数的影响（狓±狊，ＣＦＵ／ｇ，狀＝３）

犜犪犫犾犲１　ＳｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅａｎｄＳｉｓｈｅｎｐｉｌｌｏｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｃｕｌｔｕｒａｂｌｅｃｏｌｏｎｉｅｓｉｎｍｉｃｅ（狓±狊，

ＣＦＵ／ｇ，狀＝３）

组别 细菌（×１０８） 大肠埃希菌（×１０５） 双歧杆菌（×１０８） 乳酸杆菌（×１０８）

ＮＣ １．５９０±１．３３４ １．９７９±０．３０８ １０．６０１±１．７６７ ５．５９５±１．７４３

ＮＭ ２．０１９±０．６６２ ５．７２０±０．０６４ａ ３．６７１±１．８３６Ａ １．２２４±０．２８０ａ

ＳＢ ２．４８６±０．７７４ ３．３６９±０．１０７ｂ ４．１４４±２．７１３ ３．０７８±１．５３１Ａ

ＨＢＬＰ １．８８５±０．７１４ ２．５７９±０．８６８ｂ ３．５３４±１．７６７Ａ １．８２６±０．７３５ａ

ＭＢＭＰ １．４５１±０．７２５ １．２７２±０．１２２ｂＣｄ ５．８０６±２．６６１ ３．９４８±２．０１９Ｂ

ＬＢＨＰ １．４１３±０．４６８ ３．３４４±１．３５４ｂ ６．９００±１．５２３ ３．２９７±０．９７３Ａ

ＳＳＰ ０．４７４±０．３７０ １．３１０±０．０２７ｂＣｆ ２．３７１±２．７１６ａ ２．０１５±０．６７３ａ

犉 １．９６７ １８．６１０ ４．７７９ ４．０３５

犘 ０．１４０ ＜０．００１ ０．００８ ０．０１０

　　注：与ＮＣ组比较，Ａ代表犘＜０．０５，ａ代表犘＜０．０１；与ＮＭ组比较，Ｂ代表犘＜０．０５，ｂ代表犘＜０．０１；与ＳＢ组比较，Ｃ代表犘＜０．０５；与

ＨＢＬＰ组比较，ｄ代表犘＜０．０１；与ＬＢＨＰ组比较，ｆ代表犘＜０．０１。
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　　注：与ＮＣ组比较，ａ代表犘＜０．０１；与ＮＭ组比较，ｂ代表犘＜０．０１；

与ＳＢ组比较，ｃ代表犘＜０．０１；与 ＨＢＬＰ组比较，ｄ代表犘＜０．０１；与

ＭＢＭＰ组比较，ｅ代表犘＜０．０１；与ＬＢＨＰ组比较，ｆ代表犘＜０．０１。

图５　丁酸钠与四神丸配伍对小鼠肠道内微生物活度的变化

（狀＝３）

犉犻犵狌狉犲５　ＳｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅａｎｄＳｉｓｈｅｎ

ｐｉｌｌｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｍｉｃｅ（狀＝３）

２．７　丁酸钠与四神丸配伍对肾阳亏虚证泄泻小鼠

肠道内容物酶活性的影响　与 ＮＣ组相比，ＮＭ 组

小鼠肠道内容物中淀粉酶活性、乳糖酶活性、蛋白酶

活性升高（均犘＜０．０５）。除ＬＢＨＰ组外，各治疗组

淀粉酶活性有下降趋势；除 ＨＢＬＰ组外，各治疗组

乳糖酶活性也存在下降趋势；与 ＮＭ 组比较，蛋白

酶活性除ＳＢ组外均显著降低（均犘＜０．０１），其中

ＭＢＭＰ组蛋白酶活性最低。ＮＭ 组小鼠木聚糖活

性较ＮＣ组升高，ＭＢＭＰ组木聚糖活性在数值上接

近ＮＣ组。由此可知，肾阳亏虚证泄泻小鼠肠道内

容物酶活性出现了一定程度的改变，而丁酸配伍四

神丸能够改善肾阳亏虚证泄泻对小鼠肠道内容物酶

的影响。见表２。

表２　丁酸钠与四神丸配伍对小鼠肠道酶活性的影响（Ｕ／ｇ，狀＝３）

犜犪犫犾犲２　ＳｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｂｕｔｙｒａｔｅａｎｄＳｉｓｈｅｎｐｉｌｌｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｍｉｃｅ（Ｕ／ｇ，狀＝３）

组别 淀粉酶［犕（犘２５，犘７５）］ 乳糖酶［犕（犘２５，犘７５）］ 蛋白酶（狓±狊） 木聚糖酶（狓±狊）

ＮＣ ０．９４０（０．７１３，０．９４０） １．９５５（１．８５２，１．９６７） ０．３４３±０．１５９ ０．０６３±０．０２０

ＮＭ １．６１０（１．１４９，２．０７０）Ａ ２．２５１（２．２１７，２．２７２）Ａ ０．６８４±０．１４７ａ ０．２４１±０．１９８

ＳＢ ０．８６５（０．８５４，１．０９６） １．８５１（１．８４７，１．９５９） ０．４８６±０．０９７ ０．５４４±０．２１３ａ

ＨＢＬＰ １．３４４（１．２４９，１．３５０） ２．４１２（２．４０７，２．４２２）ＡＣ ０．１９２±０．０６５ｂ ０．１５０±０．０６７Ｃ

ＭＢＭＰ １．２９７（１．２０４，１．３６０） ２．１３８（２．１２８，２．１４３） ０．１５２±０．１１０ｂＣ ０．０６７±０．０３１ｃ

ＬＢＨＰ １．７０９（１．６３７，１．７３２） ２．０４９（２．０４９，２．０５７）Ｄ ０．１５８±０．１０４ｂＣ ０．２２９±０．０３０

ＳＳＰ １．５２２（１．２５１，１．５４６） ０．８３６（０．８３３，０．８５２）ｂｄＥ ０．１９９±０．１５６ｂ ０．０８６±０．０１７ｃ

犎／犉 １６．１８０ １８．７８３ １０．４１０ ６．６２１

犘 ０．０１３ ０．００５ ＜０．００１ ０．００２

　　注：与ＮＣ组比较，Ａ代表犘＜０．０５，ａ代表犘＜０．０１；与ＮＭ组比较，ｂ代表犘＜０．０１；与ＳＢ组比较，Ｃ代表犘＜０．０５，ｃ代表犘＜０．０１；与

ＨＢＬＰ组比较，Ｄ代表犘＜０．０５，ｄ代表犘＜０．０１；与 ＭＢＭＰ组比较，Ｅ代表犘＜０．０５。表示为犎 值。
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３　讨论

肾阳是全身阳气的根本，肾阳不足会导致脏腑

经络失于温养，气血运行无力，从而出现面无光泽，

精神萎靡，体温下降，畏寒怕冷等病态体征。根据该

体征，本研究记录小鼠摄食饮水量、肛温、体重、粪便

含水量及脏器指数，结果显示，与ＮＭ 组相比，各治

疗组干预后小鼠饮食饮水恢复更为迅速，每组各有

优势。各组小鼠肛温均恢复至与ＮＣ组差异无统计

学意义（均犘＞０．０５），ＳＢ组、ＭＢＭＰ组及ＬＢＨＰ组

小鼠肛温在数值上与 ＮＣ组接近。ＳＢ组、ＭＢＭＰ

组和ＳＳＰ组小鼠体重恢复至ＮＣ组水平，仅ＮＭ 组

与ＮＣ组差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＭＢＭＰ组

和 ＨＢＬＰ组治疗后，小鼠粪便含水率降低迅速。这

说明丁酸钠和四神丸以及他们配伍组合均能改善小

鼠肾阳亏虚证泄泻症状，其中 ＭＢＭＰ组优势更为

明显。脏器受到损伤时会出现水肿、充血等病理形

态变化，脏器指数随脏器质量的变化而改变，是毒理

评价常用的指标，可反映机体免疫水平变化，但存在

一定滞后性［２５］。各组小鼠胸腺指数差异虽无统计

学意义，并不意味不同治疗方案对小鼠免疫功能无

影响，应结合其他结果进行讨论分析。

人体肠道内存在数量庞大且复杂的微生物菌

群。正常稳定的肠道菌群对维持宿主健康有重要意

义，在塑造肠道免疫系统、增加代谢、为宿主提供营

养物质等方面发挥着核心作用。中药能改变肠道菌

群群落组成，进一步影响菌群代谢物，如肠道中的

酶。同时，肠道菌群及酶也可以对中药成分进行转

化吸收利用［２６］。本研究中，丁酸钠、四神丸及不同

配伍组治疗提升了乳酸杆菌和双歧杆菌在小鼠肠内

容物中的数量，减少了大肠埃希菌数量和细菌总数，

恢复了肾阳亏虚证泄泻小鼠的肠道稳态。大肠埃希

菌作为人和动物肠道内的正常定植菌，在肠道微生

态平衡时无害，当疾病发生，肠道微生态失衡，肠致

病性大肠埃希菌数量就会增加。研究［２７］表明，肠致

病性大肠埃希菌作为腹泻的病原体，可引起儿童出

现水样便，降低抗菌免疫水平。双歧杆菌和乳酸杆

菌作为益生菌，可以改善肠道上皮细胞的完整性，并

有一定抗炎作用。喂食乳酸杆菌和双歧杆菌的小鼠

肠道微生物组发生显著变化，其改变对小鼠健康具

有积极影响［２８］。各治疗组小鼠大肠埃希菌数量均

显著下降（均犘＜０．０１），大肠埃希菌数量在 ＭＢＭＰ

组和ＳＳＰ组中更低。ＳＢ组、ＭＢＭＰ组和ＬＢＨＰ组

治疗促进了小鼠肠道双歧杆菌的增殖，使其恢复至

正常水平。１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋５０％四神丸更有利

于乳酸杆菌在肠道中定植。这提示治疗对恢复小鼠

肠道免疫水平有一定益处，且 ＭＢＭＰ组在平衡肠

道菌群方面存在一定优势。

胃肠道系统中微生物会产生和分泌酶，酶通过

降解脂肪、蛋白质和碳水化合物来完成营养物质的

消化和吸收［２９］。酶的补充可以治疗许多肠道疾病，

反过来也可以通过对机体肠道内酶活性的检测来判

断药物对疾病的疗效。然而，酶不是越多越好，有些

酶的上调也可能提示潜在的健康问题。肠道蛋白酶

介导消化和免疫的信号传导，其活性增加会导致肠

道屏障的破坏和内脏超敏反应［３０］。粪便蛋白酶活

性可作为疾病发生的标志物。研究［３１］显示，ＩＢＳ患

者由于粪便的蛋白酶水解活性增加，导致结肠通透

性增加，使用丝氨酸蛋白酶抑制剂后可有效阻断蛋

白酶对屏障的影响。同时，丝氨酸蛋白酶抑制剂还

能使蛋白酶活性增加的ＩＢＳ大鼠内脏超敏反应得到

改善［３２］。本研究中，治疗后小鼠内容物蛋白酶活

性降低，除ＳＢ组外，各组与ＮＭ组间均有差异（均

犘＜０．０１）。这说明丁酸钠与四神丸的配伍能有效

改变其酶活性，避免酶活性过高对肠道屏障及脏器

产生损伤。其中，ＭＢＭＰ组蛋白酶活性最低，这可

使酶适时地在特定部位和环境中发挥其作用，保证

体内代谢的正常进行。

综上所述，短链脂肪酸盐丁酸钠和经典方剂四

神丸配伍，对治疗肾阳亏虚证泄泻有一定的积极意

义，其中以１００ｍｇ／ｋｇ丁酸钠＋５０％四神丸比例的

治疗组恢复更为明显，改善了小鼠精神状态及泄泻

症状，同时也恢复了小鼠肠道内酶活性及微生物稳

态。此研究在探寻四神丸治疗肾阳亏虚证泄泻的同

时还能减少中药用量，即促进四神丸疗效的同时减

轻了中药毒性成分对机体的损伤。但从这些方面评

价疗效仍显不足，还需深入探究该配伍组合治疗肾

阳亏虚证泄泻的具体机制，如通过测序精准检测肠

道菌群结构是否改变，或是否通过影响肠道中某种

特定的菌及其代谢物来改变肠菌稳态从而影响疾病

恢复进程。此外，后续还可通过细胞试验确定药物

治疗疾病的具体通路，从宏观到微观，更加清晰地探

明作用机制。因此该配伍组合是否能作为治疗肾阳

亏虚证泄泻小鼠最合适的组合仍需进一步研究。
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