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桂枝茯苓胶囊及其主要成分对原发性痛经模型大鼠肠道菌群的
影响Δ
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摘 要 目的：探讨桂枝茯苓胶囊及其主要成分（芍药苷、丹皮酚、苦杏仁苷）对原发性痛经模型大鼠肠道菌群的影响。方法：将雌

性SD大鼠随机分为正常组、模型组、胶囊组（桂枝茯苓胶囊内容物，1 000 mg/kg）、芍药苷组（15.0 mg/kg）、丹皮酚组（10.3 mg/kg）

和苦杏仁苷组（12.1 mg/kg），每组6只。除正常组外，其余各组大鼠均于背部皮下注射苯甲酸雌二醇和腹腔注射缩宫素建立原发

性痛经模型。于皮下注射苯甲酸雌二醇的第4天起，正常组大鼠灌胃等体积生理盐水，模型组大鼠灌胃等体积0.5％羧甲基纤维

素钠溶液，各给药组大鼠灌胃相应药物，每天 1次，连续 7 d。在检测各组大鼠扭体次数和子宫组织中一氧化氮（NO）、丙二醛

（MDA）含量的基础上，采用气相色谱法检测其结肠内容物中乙酸、丙酸、丁酸等短链脂肪酸（SCFAs）的含量；以多样性指数为指

标，采用细菌基因组重复序列-聚合酶链式反应（Rep-PCR）和肠杆菌基因组间重复序列-聚合酶链式反应（Eric-PCR）技术评价大鼠

粪便中肠道菌群的多样性。结果：与正常组比较，模型组大鼠扭体次数显著增多，子宫组织中NO、MDA含量均显著升高，结肠内

容物中乙酸、丙酸、丁酸及总SCFAs含量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；肠道菌群DNA电泳条带数量明显减少，大部分条带亮

度明显减弱，且给药1 h时其多样性指数（Rep-PCR和Eric-PCR法，下同）均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。与模型组比较，胶囊

组、芍药苷组、丹皮酚组大鼠的扭体次数均显著减少，胶囊组、丹皮酚组大鼠子宫组织中NO含量以及胶囊组、芍药苷组、丹皮酚组

MDA含量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；胶囊组大鼠结肠内容物中丙酸及总SCFAs含量，芍药苷组乙酸、丙酸、丁酸及总SC-

FAs含量以及丹皮酚组丙酸、丁酸及总SCFAs含量均显著升高，而芍药苷组异戊酸含量显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；各给药组

大鼠肠道菌群DNA电泳条带及亮度均有不同程度的改变，且给药1 h时胶囊组和芍药苷组大鼠肠道菌群的多样性指数均显著升

高，而丹皮酚组和苦杏仁苷组大鼠肠道菌群的上述多样性指数均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。结论：桂枝茯苓胶囊可显著减少

原发性痛经模型大鼠的扭体次数，降低其子宫组织中NO、MDA的含量；同时，该药还可调节大鼠结肠内容物中SCFAs含量和肠道

菌群多样性。上述作用可能与该药中的芍药苷和丹皮酚等成分有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effects of Guizhi fuling capsules and its principal components （paeoniflorin，

paeonol and amygdalin）on the intestinal flora of primary dysmenorrhea model rats. METHODS：Female SD rats were randomly

divided into normal group，model group，capsule group（Guizhi fuling capsule，1 000 mg/kg），paeoniflorin group（15.0 mg/kg），

paeonol group（10.3 mg/kg）and amygdalin group（12.1 mg/kg），with 6 rats in each group. Except for normal group，other groups

were given estradiol benzoate subcutaneously on the back of rats and oxytocin intraperitoneally to induce primary dysmenorrhea

model. From the 4th day after subcutaneous injection of estradiol benzoate，normal group was given constant volume of normal

saline intragastrically；model group was given constant volume of 0.5％CMC-Na solution intragastrically；administration groups

were given relevant medicine intragastrically，once a day，for

consecutive 7 days. The writhing times and the contents of NO

and MDA in uterus tissue of rats were determined，and then

the contents of short-chain fatty acids（SCFAs）such as acetic

acid，propionic acid，butyric acid in colonic contents were

detected by GC method. Using diversity index as index，
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桂枝茯苓胶囊是参照东汉张仲景《金匮要略》中的

经典名方桂枝茯苓丸经剂型改良而得，由桂枝、茯苓、桃

仁、牡丹皮、芍药等5味中药组成，具有活血化瘀、消癥散

结等功效，临床主要用于妇人瘀血经络所致癥块、经闭、

原发性痛经、产后恶露不尽等症[1]。研究表明，原发性痛

经与雌激素分泌密切相关，而雌激素紊乱可引起部分肠

道菌群的显著改变[2-3]。肠道菌群种类繁多，是维持人体

正常消化功能的微生物，具有抵御感染和降低自身免疫

疾病发生风险的能力，其多样性直接反映了机体的健康

状态[4]。短链脂肪酸（SCFAs）是由碳水化合物和蛋白质

在厌氧环境下经肠道菌群发酵所生成的产物，主要包括

乙酸、丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、戊酸等，具有维持机

体肠道微生态平衡的作用，是肠道菌群代谢的重要信息

分子，影响着体内雌激素、生长激素等激素的合成和分

泌[5-7]。

桂枝茯苓胶囊作为治疗原发性痛经的有效药物，其

主要成分芍药苷、丹皮酚、苦杏仁苷等具有抗氧化作用，

对痛经、卵巢囊肿等症的治疗均具有较好的效果 [8]；同

时，芍药苷可显著促进嗜酸乳杆菌和粪肠球菌的增殖[9]，

丹皮酚、苦杏仁苷分别对两歧双歧杆菌、脆弱拟杆菌、

丁酸梭菌以及金黄色葡萄球菌、大肠杆菌具有抑制作

用 [10-11]。由此可见，桂枝茯苓胶囊及其主要成分对大鼠

病理状态下肠道菌群的调节具有重要意义。目前，关于

桂枝茯苓胶囊的研究主要集中于其各成分的含量测定

以及药理活性、子宫评价指标以及子宫形态变化等方

面[12]，而关于该药对肠道菌群的影响尚未见报道。基于

此，本研究通过注射苯甲酸雌二醇和缩宫素建立大鼠原

发性痛经模型[13-14]，在给予桂枝茯苓胶囊及其主要成分

（芍药苷、丹皮酚、苦杏仁苷）的基础上，通过药效学指标

来评价该药及其成分的治疗作用；同时，运用气相色谱

（GC）技术进一步考察大鼠结肠内容物中 SCFAs 的含

量 ，借助细菌基因组重复序列 - 聚合酶链式反应

（Rep-PCR）和肠杆菌基因组间重复序列-聚合酶链式反

应（Eric-PCR）两种技术来分析大鼠肠道菌群多样性的

变化，以期阐明桂枝茯苓胶囊及主要成分对原发性痛经

模型大鼠肠道菌群的影响，为该药治疗原发性痛经的物

质基础和作用机制的深入研究提供参考。

1 材料

1.1 仪器

Quant Studio 3型荧光定量PCR仪[赛默飞世尔科技

（中国）有限公司]；PowerPac HC 型电泳系统、Universal

HOOD Ⅱ型多功能凝胶成像仪[伯乐生命医学产品（上

海）有限公司]；DNM-9602G型酶标仪（北京普朗生物科

技有限公司）；Centrifuge 5424型高速离心机（德国 Ep-

pendorf公司）；7890B型GC仪[安捷伦科技（中国）有限

公司]；HH-4型数显恒温水浴锅（常州国华电器有限公

司）；XS205DU型电子分析天平[梅特勒-托利多仪器（上

海）有限公司]；CT62A型高压蒸汽灭菌锅（上海博讯实

业有限公司医疗设备厂）；Milli-Q PACIFICT Ⅱ7型纯水

仪[密理博（上海）贸易有限公司）]。

1.2 药品与试剂

桂枝茯苓胶囊（江苏康缘药业股份有限公司，批

Rep-PCR and Eric-PCR were used to evaluate the diversity of intestinal flora in feces of rats. RESULTS：Compared with normal

group，the writhing times of rats were increased significantly in model group；the contents of NO and MDA in uterus were

increased significantly，while the contents of acetic acid，propionic acid and butyric acid in colonic contents and total content of

SCFAs were decreased significantly （P＜0.05 or P＜0.01）；the number of DNA electrophoresis bands of intestinal flora was

significantly reduced， the brightness of most bands was significantly reduced，and the diversity indexes （by Rep-PCR and

Eric-PCR method，hereinafter）1 h after administration were significantly reduced（P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with model

group，writhing times of rats were decreased significantly in capsule group，paeoniflorin group and paeonol group；the contents of

NO in uterus of rats in capsule group and paeoniflorin group as well as the contents of MDA in capsule group，paeoniflorin group

and paeonol group were decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）；the propionic acid content and total content of SCFAs in

colon of rats in capsule group，the contents of acetic acid，propionic acid and butyric acid，total content of SCFAs in paeoniflorin

group as well as the contents of propionic acid and butyric acid， total content of SCFAs in paeonol group were increased

significantly； the content of isovaleric acid was decreased significantly in paeoniflorin group （P＜0.05 or P＜0.01）；DNA

electrophoresis bands and its brightness of intestinal flora changed to different extents in administration groups，and the diversity

indexes of intestinal flora 1 h after administration were increased significantly in capsule group and paeoniflorin group，while those

indexes were decreased significantly in paeonol group and amygdalin group（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Guizhi fuling

capsules can significantly reduce writhing times and the contents of NO and MDA in uterus of primary dysmenorrhea model rats. At

the same time，the capsules also can regulate SCFAs content in colonic contents and intestinal flora diversity of rats. The above

effects may be related to paeoniflorin and paeonol in the capsules.

KEYWORDS Guizhi fuling capsules；Effective component；Primary dysmenorrhea；Short-chain fatty acids；Intestinal flora

diversity；Rat
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号：171006，规格：0.31 g/粒）；芍药苷对照品（批号：

X12A8C33627，纯度：≥98％）、丹皮酚对照品（批号：

Z08J6L1，纯度：98≥％）均购自上海源叶生物科技有限

公司；苦杏仁苷对照品（东京 TCI 公司，批号：H3BBD-

GE，纯度：≥97％）；乙酸对照品（批号：J181172，纯度：≥

99.9％）、丙酸对照品（批号：SHBD0049V，纯度：≥

99.5％）、丁酸对照品（批号：SHBG8089V，纯度：≥

99％）、戊酸对照品（批号：G1818016，纯度：≥99.5％）、

异戊酸对照品（批号：C1702044，纯度：≥99.5％）、2-乙基

丁酸对照品（内标，批号：STBH4972，纯度：≥99％）均购

自默克生命科学上海有限公司；异丁酸对照品（国药集

团上海化学试剂有限公司，批号：20180104，纯度：≥

99％）；苯甲酸雌二醇注射液（湖北武当动物药业有限责

任公司，批号：170721，规格：1 mL ∶1 mg）；缩宫素注射液

（宁波市三生药业有限公司，批号：S171110，规格：2 mL ∶
10单位）；一氧化氮（NO）测定试剂盒（批号：20180503）、

丙二醛（MDA）测定试剂盒（批号：20180502）均购自南

京建成生物工程研究所；QIAamp® DNA Stool Mini Kit

试剂盒（德国 Qiagen 公司，批号：160050377）；2×Taq

PCR Mix 试剂[天根生化科技（北京）有限公司，批号：

KT201801]；DL2000 DNA Marker（批 号 ：A2501C）、

DL5000 DNA Marker（批号：AHF1916）均购自宝生物工

程（大连）有限公司；Rep-PCR 引物 [ 上游（Rep1r）：

5′-IIIICGICGICATCIGGC-3′，下游（Rep2i）：5′-ICGICT-

TATCIGGCCTAC-3′]、Eric-PCR 引 物 [ 上 游（Eric1f）：

5′-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3′，下游（Eric2r）：

5′-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3′]均由南京金

斯瑞生物科技有限公司设计、合成；乌来糖（上海沪试实

验室器材股份有限公司）；琼脂糖、溴化乙锭（美国Sigma

公司）；5×氨基丁三醇-硼酸（TBE，上海生工生物工程技

术有限公司）；氯化钠注射液（批号：SD18082803，规格：

250 mL ∶ 2.25 g，作生理盐水用）；乙醚、硫酸、无水乙醇等

其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3 动物

SPF级健康SD大鼠 36只，雌性，体质量（200±20）

g，由浙江省医学科学院提供，生产许可证号：SCXK（浙）

2014-0001。所有大鼠均在SPF级动物房中分笼适应性

饲养1周，室温（24±2）℃，每12 h昼夜交替。

2 方法

2.1 溶液配制、造模与样品收集

2.1.1 给药溶液的配制 称取芍药苷、丹皮酚、苦杏仁

苷对照品以及桂枝茯苓胶囊内容物各适量，用 0.5％羧

甲基纤维素钠（CMC-Na）溶液配制成芍药苷、丹皮酚、苦

杏仁苷以及胶囊内容物质量浓度分别为 3.0、2.0、2.4、

200 g/L的混悬液，临用新配。

2.1.2 分组、造模与给药 取大鼠 36只，随机分为正常

组、模型组、胶囊组（桂枝茯苓胶囊内容物，1 000 mg/kg）、

芍药苷组（15.0 mg/kg）、丹皮酚组（10.3 mg/kg）、苦杏仁苷

组（12.1 mg/kg），每组6只。胶囊组剂量设置参考本课题

组前期研究，各成分组剂量设置参考现有文献的定量分

析结果[15-16]。通过注射苯甲酸雌二醇和缩宫素复制大鼠

痛经模型：除正常组大鼠于背部皮下注射等体积生理盐

水外，其余各组大鼠均于背部皮下注射苯甲酸雌二醇注

射液，每天 1次，连续 10天（其中第 1、10天每只注射 0.2

mL，其余各天每只注射 0.1 mL）；于皮下注射苯甲酸雌

二醇的第4天起，各给药组大鼠均灌胃相应药物，模型组

大鼠灌胃0.5％CMC-Na混悬液，正常组大鼠灌胃生理盐

水，灌胃量均为5 mL/kg，每天1次，连续7天；于第10天

末次给药 1 h后，模型组和各给药组大鼠单次腹腔注射

缩宫素注射液1.0 mL，若大鼠出现扭体反应则表明模型

成功[17]。

2.1.3 样品收集 分别于腹腔注射缩宫素后 1、48 h时

收集大鼠粪便，并于 48 h 时用 20％乌来糖溶液麻醉大

鼠，处死，摘除子宫，并收集结肠内容物，于－80 ℃保存，

备用。

2.2 药效指标评价

于摘除子宫前，观察并记录注射缩宫素后30 min内

大鼠的扭体次数，并计算扭体反应抑制率：扭体反应抑

制率＝（模型组大鼠平均扭体次数－给药组大鼠平均扭

体次数）/模型组大鼠平均扭体次数×100％。空白组大

鼠未见扭体反应，记为“0”。

取“2.1.3”项下子宫样本适量，于冰浴条件下采用玻

璃匀浆器进行匀浆处理。取匀浆液适量，分别采用硫代

巴比妥酸法、硝酸还原酶法以酶标仪检测各组大鼠子宫

组织中NO、MDA的含量，严格按照试剂盒说明书操作。

2.3 结肠内容物中SCFAs含量测定

2.3.1 GC 条件 色谱柱：Agilent DB-FATWAX 毛细管

柱（30 m × 0.25 mm，0.25 μm）；升温程序：初始温度

80 ℃，以 7 ℃/min升至 190 ℃（保持 2 min）；载气：高纯

氮气（纯度：≥99.999％）；流速：1 mL/min；进样口温度：

240 ℃；火焰离子化检测器（FID）温度：240 ℃；进样量：

2 μL；分流比：5 ∶1。
2.3.2 样品处理 称取“2.1.3”项下结肠内容物适量，加

水0.4 mL和50％硫酸溶液0.1 mL，涡旋5 min，以12 000

r/min 离心 10 min。吸取上清液 0.4 mL，加入乙醚 0.5

mL，涡旋5 min，以12 000 r/min离心10 min，取上层有机

层396 μL，加入质量浓度为1.25 g/L的内标溶液（以乙醚

为溶剂配制，临用现配）4 μL，混匀，取适量进行GC分析。

2.3.3 方法学考察 分别取乙酸、丙酸、异丁酸、丁酸、

异戊酸和戊酸对照品适量，用乙醚配制成质量浓度均为

1 g/L的混合对照品贮备液。取上述混合对照品贮备液

用乙醚逐级稀释后，进行标准曲线、定量下限、精密度、
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重复性、稳定性、回收率等方法学考察，所有溶液均临用

现配[18]。

2.3.4 SCFAs 的含量测定 取“2.1.3”项下结肠内容物

适量，按“2.3.2”项下方法处理后，再按“2.3.1”项下GC条

件进样分析，记录峰面积。根据标准曲线计算样品中

SCFAs的质量浓度，并计算其含量（X，mg/g）：X＝c×v×D/

m[式中，c为样品中SCFAs的质量浓度（mg/L），v为样品

预处理时的定容体积（L），m为结肠内容物的取样质量

（g），D为样品稀释倍数]。

2.4 肠道菌群多样性分析

2.4.1 肠道菌群DNA提取 取“2.1.3”项下各组大鼠粪

便适量，使用QIAamp® DNA Stool Mini Kit试剂盒提取

其细菌DNA，严格按试剂盒说明书操作。

2.4.2 Rep-PCR 和 Eric-PCR 扩增 扩增反应体系（25

μL，两种方法相同）：DNA 模板 3.0 μL、上/下游引物各

0.5 μ L、2 × Taq PCR Mix 12.5 μ L、ddH2O 8.5 μ L。

Rep-PCR 反应条件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 1

min，39 ℃退火 30 s，36 ℃再退火 30 s，72 ℃延伸 3 min，

共 35个循环；72 ℃再延伸 9 min。Eric-PCR反应条件：

94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 1 min，49 ℃退火 30 s，

46 ℃再退火30 s，72 ℃延伸3 min，共35个循环；72 ℃再

延伸 9 min。扩增反应产物行 2％琼脂糖凝胶电泳（电

压：90 V，时间：1 h），以 1％溴化乙锭试液显色后，使用

多功能凝胶成像仪成像并拍照，以DL2000 DNA Marker

（2 000 bp）、DL5000 DNA Marker（5 000 bp）为参照，获

取DNA条带信息。利用 Image Lab 6.0软件将电泳图谱

转变为波峰图，其中每个波峰代表1个条带，假设1个条

带代表1个细菌类群，条带波峰峰面积则代表该类群的

种群数量。采用多样性指数（H′，即Shannon-Wiener指

数）描述大鼠肠道菌群的多样性：H′＝－∑（pi lnpi）（式

中，pi＝ni/N，ni为大鼠的第 i条带的峰面积，N为此大鼠所

有条带的峰面积总和），H′值越高则表明菌群多样性越

丰富[19-20]。

2.5 统计学方法

采用SPSS 24.0软件对数据进行统计分析。数据均

以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用LSD检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 药效学评价指标

腹腔注射缩宫素后，与正常组比较，模型组大鼠均

出现了明显的扭体反应，且扭体次数显著增加（P＜

0.01）；与模型组比较，胶囊组、芍药苷组、丹皮酚组大鼠

的扭体次数均显著减少（P＜0.05或P＜0.01），抑制率分

别为 60.1％、77.9％、34.8％。与正常组比较，模型组大

鼠子宫组织中NO、MDA含量均显著升高（P＜0.05）；与

模型组比较，胶囊组、丹皮酚组大鼠子宫组织中NO含量

以及胶囊组、芍药苷组、丹皮酚组MDA含量均显著降低

（P＜0.05或P＜0.01），详见表1。

表 1 各组大鼠扭体反应以及子宫组织中NO、MDA含

量比较（x±±s，n＝6）

Tab 1 Comparison of writhing reaction and the con-

tents of NO and MDA in uterus tissues of rats

in each group（x±±s，n＝6）

组别

正常组
模型组
胶囊组
芍药苷组
丹皮酚组
苦杏仁苷组

扭体反应
扭体次数

0

27.66±15.88＊＊

11.00±7.77#

6.17±3.37##

18.00±13.75#

22.33±12.13

抑制率，％

60.1

77.9

34.8

19.2

NO，μmol/g pro

7.41±1.87

17.29±6.88＊

7.91±2.66#

16.05±8.48

6.94±3.16#

14.79±4.68

MDA，μmol/g pro

1.22±0.29

3.05±1.12＊

1.37±0.48#

1.03±0.67##

1.49±0.89#

2.08±0.82

注：与正常组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，
#P＜0.05，##P＜0.01

3.2 结肠内容物中SCFAs含量变化

3.2.1 GC方法学考察结果 （1）专属性：混合对照品溶

液（经乙醚稀释，质量浓度均为50 mg/L）、结肠内容物样

品溶液、空白溶剂（乙醚）的GC图见图 1。其中，图 1A、

图1B在同一保留时间有相同的色谱峰，且分离度良好；

空白溶剂（图 1C）对定量分析无干扰，提示本法专属性

好。（2）线性关系：6种SCFAs检测质量浓度的线性范围

均为 5～1 000 mg/L（R2均大于 0.999），定量下限均为 5

mg/L。（3）精密度、重复性、稳定性及回收率试验：精密

度、重复性试验的 RSD 分别为 0.5％～2.5％、4.8％～

10.9％（n＝6）；结肠内容物样品溶液室温放置8 h内稳定

（RSD 为 5.1％～11.2％，n＝5）；6种 SCFAs 成分的平均

加样回收率为 99.0％～113.3％（RSD为 9.6％～14.1％，

n＝9）。精密度、稳定性试验数据略，其余详见表2。

3.2.2 结肠内容物中SCFAs含量 与正常组比较，模型

组大鼠结肠内容物中乙酸、丙酸、丁酸及总SCFAs的含

量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。与模型组比较，胶

囊组大鼠结肠内容物中丙酸及总SCFAs含量，芍药苷组

乙酸、丙酸、丁酸及总SCFAs含量以及丹皮酚组丙酸、丁

酸及总SCFAs含量均显著升高，而芍药苷组异戊酸含量

显著降低（P＜0.05或P＜0.01），详见表3。

3.3 肠道菌群多样性变化

3.3.1 肠道菌群DNA电泳图 各组大鼠粪便中肠道菌

群 DNA 的 Rep-PCR 和 Eric-PCR 电泳图见图 2。由图

2A、图 2B 可见，与正常组比较，模型组大鼠肠道菌群

DNA的电泳图中条带数量明显减少，且大部分条带的亮

度明显减弱、小部分条带亮度有所增强。与模型组比

较，胶囊组和芍药苷组大鼠肠道菌群DNA的电泳图中
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条带数量增多，亮度明显增强；丹皮酚组大鼠的电泳图

中部分条带的亮度明显增强，也有部分条带的亮度有所

减弱；苦杏仁苷组大鼠的电泳图中条带数量明显减少，

其亮度明显减弱。此外，上述现象在Eric-PCR电泳图中

更为明显，故本研究采用Eric-PCR法对末次给药48 h后

的大鼠粪便进行分析，发现随着给药时间的延长，模型

组、苦杏仁苷组和丹皮酚组的条带数和条带亮度均有明

显增多/增强的趋势，胶囊组和芍药苷组的条带数和条带

亮度则明显减少/减弱，各组间差异减小，详见图2C。

3.3.2 肠道菌群的多样性指数 给药 1 h时，与正常组

比较，模型组大鼠肠道菌群的多样性指数均显著下降

（P＜0.05或 P＜0.01）；与模型组比较，胶囊组和芍药苷

组大鼠肠道菌群的多样性指数均显著升高，而丹皮酚组

和苦杏仁苷组大鼠肠道菌群的多样性指数均显著降低

（P＜0.05或P＜0.01）。给药48 h时，各组大鼠肠道菌群

的多样性指数组间比较，差异均无统计学意义（P＞

0.05），详见表4。

4 讨论

痛经是最常见的妇科疾病，桂枝茯苓胶囊在治疗原

注：1～6.正常组；7～12.模型组；13～18.胶囊组；19～24.苦杏仁苷

组；25～30.丹皮酚组；31～36.芍药苷组；37. DL2000 DNA Marker；38.

DL5000 DNA Marker

Note：1-6. normal group；7-12. model group；13-18. capsule group；

19-24. amygdalin group；25-30. paeonol group；31-36. paeoniflorin

group；37. DL2000 DNA Marker，38. DL5000 DNA Marker

图 2 各组大鼠粪便中肠道菌群 DNA 的 Rep-PCR 和

Eric-PCR电泳图

Fig 2 Rep-PCR and Eric-PCR electrophoretograms

of intestinal flora DNA in feces of rats in each

group

正常组 模型组 胶囊组 苦杏仁苷组 丹皮酚组 芍药苷组

A.给药1 h时大鼠肠道菌群的Rep-PCR电泳图

正常组 模型组 胶囊组 苦杏仁苷组 丹皮酚组 芍药苷组

B.给药1 h时大鼠肠道菌群的Eric-PCR电泳图

正常组 模型组 胶囊组 苦杏仁苷组 丹皮酚组 芍药苷组

C.给药48 h时大鼠肠道菌群的Eric-PCR电泳图

注：1.乙酸；2.丙酸；3.异丁酸；4.丁酸；5.异戊酸；6.戊酸；7.内标

Note：1. acetic acid；2. propionic acid；3. isobutyric acid；4. butyric

acid；5. isovaleric acid；6. valeric acid；7. internal standard

图1 气相色谱图

Fig 1 GC chromatograms
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表2 6种SCFAs的回归方程、线性范围、定量下限以及

重复性、加样回收率试验结果

Tab 2 Results of regression equation，linear range，

limit of quantification and test of repeatability

and recovery for 6 kinds of SCFAs

SCFAs

乙酸
丙酸
丁酸
异丁酸
戊酸
异戊酸

回归方程

y＝20.28x+0.520 1

y＝35.033x+0.140 6

y＝43.968x+0.254 0

y＝43.521x+0.369 3

y＝49.954x+0.194 2

y＝52.42x+0.235 2

R 2

0.999 8

0.999 9

0.999 9

0.999 4

0.999 9

0.999 9

线性范围，
mg/L

5～1 000

5～1 000

5～1 000

5～1 000

5～1 000

5～1 000

定量下限，
mg/L

5

5

5

5

5

5

重复性（n＝6）

平均含量，
mg/g

0.82

0.36

1.31

0.05

0.07

0.06

RSD，
％

4.8

10.9

8.1

7.7

5.0

5.2

加样回收率（n＝9）

平均加样回
收率，％

113.3

100.7

99.0

99.7

101.2

102.5

RSD，
％

9.9

14.1

11.9

12.6

9.6

10.5

表3 各组大鼠结肠内容物中SCFAs的含量比较（x±±s，

n＝6，mg/g）

Tab 3 Comparison of the contents of SCFAs in colo-

nic contents of rats in each group（x±±s，n＝6，

mg/g）

组别
正常组
模型组
胶囊组
芍药苷组
丹皮酚组
苦杏仁苷组

乙酸
1.05±0.23

0.82±0.14＊

0.79±0.14

1.03±0.13#

0.89±0.18

0.79±0.23

丙酸
0.42±0.12

0.22±0.06＊

0.45±0.10#

0.39±0.06#

0.41±0.07#

0.27±0.03

丁酸
1.99±0.65

1.07±0.23＊＊

1.12±0.41

1.51±0.26#

1.36±0.47#

0.91±0.34

戊酸
0.08±0.02

0.07±0.02

0.08±0.02

0.06±0.02

0.08±0.01

0.07±0.01

异戊酸
0.06±0.02

0.07±0.02

0.06±0.02

0.04±0.01#

0.06±0.01

0.06±0.02

异丁酸
0.06±0.01

0.06±0.02

0.06±0.01

0.05±0.01

0.06±0.01

0.06±0.02

总SCFAs

3.65±1.02

2.22±0.64＊＊

2.86±0.61#

3.09±0.46##

2.87±0.67#

2.14±0.54

注：与正常组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，
##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01
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发性痛经方面具有较好的疗效[1]。据文献报道，芍药苷、

丹皮酚、苦杏仁苷均具有良好的镇痛、抗菌作用，其中芍

药苷是芍药的主要有效成分，具有缓解痉挛性疼痛的作

用[21]，丹皮酚、苦杏仁苷是治疗痛经中药复方中的常见

成分，具有缓解痛经的作用[22]。在痛经的发生过程中，

机体脂质过氧化反应加剧，其中内皮舒张因子NO和脂

质过氧化产物MDA发挥着重要的作用[23]。NO可作用

于子宫平滑肌，影响子宫收缩，其生成量增多可引发疼

痛[24]。痛经发作时，子宫平滑肌阵发性收缩可导致肌间

血管受压而引发子宫肌层及内膜的暂时性缺血，子宫组

织细胞由于缺血而生成较多的氧自由基，造成MDA含

量增加[25]。本课题组前期药效学研究结果表明，0.27～

1.08 mg/g 的桂枝茯苓胶囊对大鼠子宫组织前列腺素

F2α、前列腺素E2、超氧化物歧化酶以及NO、MDA等指标

均有明显的改善作用[12]。基于此，本研究设置胶囊组给

药剂量为1 000 mg/kg（以该胶囊内容物计算），同时结合

芍药苷、丹皮酚和苦杏仁苷在制剂中的含量（3种成分

的含量范围分别为 14.80～18.5、7.13～10.8、8.72～14.4

mg/g）设置各单体成分的给药剂量[15-16]。本研究通过皮

下注射苯甲酸雌二醇和腹腔注射缩宫素建立了大鼠原

发性痛经模型，并通过药效学实验证明了桂枝茯苓胶囊

能显著减少模型大鼠的扭体次数，降低大鼠子宫组织中

NO、MDA的含量，而芍药苷和丹皮酚也表现出了类似

的作用。这提示桂枝茯苓胶囊对原发性痛经具有较好

的治疗作用，芍药苷和丹皮酚可能是发挥治疗作用的有

效成分之一。

SCFAs 是肠道菌群和机体之间的关键链接因子之

一，能够调节动物体内孕酮、雌二醇的合成与分泌[6-7，26]。

肠道内含量最为丰富的SCFAs是乙酸、丙酸和丁酸，其

主要来源于肠道内碳水化合物的分解代谢；同时，肠道内

氨基酸的代谢也会产生SCFAs，如异丁酸、异戊酸等[27]。

本研究发现，原发性痛经模型大鼠结肠内容物中乙酸、

丙酸、丁酸及总SCFAs的含量均显著降低，以丁酸含量

变化最为明显。有研究揭示了产生丁酸的肠道细菌主

要属于厚壁菌门中瘤胃菌科、毛螺旋菌科和梭菌科等，

上述菌种均可降低肠道通透性、减少肠道炎症，促进宿

主免疫系统和代谢系统完善，其丰度与粪便中丁酸的含

量显著相关[28]。在给予相应药物后，胶囊组大鼠结肠内

容物中丙酸及总SCFAs含量，芍药苷组大鼠乙酸、丙酸、

丁酸及总SCFAs含量以及丹皮酚组大鼠丙酸、丁酸及总

SCFAs含量均较模型组显著升高，而芍药苷组大鼠异戊

酸含量较模型组显著降低。这提示桂枝茯苓胶囊可提

高模型大鼠结肠内容物中丁酸、乙酸、丙酸等SCFAs的

含量，且发挥这种作用的可能是芍药苷和丹皮酚，与上

述药效学实验结果基本一致；但有关芍药苷组大鼠体内

异戊酸含量的降低尚有待后续研究进一步探讨。

Rep-PCR和Eric-PCR技术可用于鉴别属、种、菌株

的差异，其中 Rep-PCR 可扩增细菌基因组中的重复序

列，针对的是菌株的相同片段；Eric-PCR可扩增肠杆菌

基因组间的重复序列，针对的是肠杆菌间的相同片段；

两种方法均具有检测快速、操作简单等优点，已广泛应

用于微生物研究中[29]。为全面反映模型大鼠肠道菌群

的变化情况，本研究同时采用了Rep-PCR和Eric-PCR两

种方法。结果显示，造模后，模型组大鼠肠道菌群的

DNA电泳图中可见条带数量明显减少，亮度发生变化，

多样性指数较正常组显著降低。这提示大鼠肠道的微

生态平衡被打乱，菌群多样性发生改变。给予药物 1 h

后，与模型组比较，胶囊组和芍药苷组大鼠肠道菌群

DNA的电泳图中条带数量增多，其亮度明显增强；丹皮

酚组大鼠的电泳图中部分条带的亮度明显增强，但也有

部分条带的亮度有所减弱；苦杏仁苷组大鼠的电泳图中

条带数量明显减少，其亮度明显减弱。多样性指数检测

结果显示，给药1 h时，胶囊组和芍药苷组大鼠的多样性

指数均较模型组显著升高，而丹皮酚组和苦杏仁组大鼠

的多样性指数均显著降低。这提示桂枝茯苓胶囊能在

用药早期可对模型大鼠肠道菌群的多样性进行调节，且

芍药苷可能是发挥该作用的主要成分。给药48 h时，各

组大鼠的多样性指数无显著差异，推测可能是在 48 h

时，大鼠的扭体反应早已消失，SCFAs的失调亦逐步恢

复，这可能与大鼠机体的自我恢复能力有关，但具体机

制有待后续研究予以验证。

综上所述，桂枝茯苓胶囊可显著减少原发性痛经模

型大鼠的扭体次数，降低其子宫组织中NO、MDA的含

量；同时，该药还可调节大鼠结肠内容物中SCFAs的含

量和肠道菌群多样性。这提示调节SCFAs和菌群多样

性可能是桂枝茯苓胶囊治疗原发性痛经的机制之一，上

述作用可能与该药中的芍药苷和丹皮酚等成分有关。

本课题组后续还将通过16S rDNA高通量测序等技术对

表4 各组大鼠肠道菌群多样性指数比较（x±±s，n＝6）

Tab 4 Comparison of intestinal flora diversity index-

es of rats in each group（x±±s，n＝6）

组别
正常组
模型组
胶囊组
芍药苷组
丹皮酚组
苦杏仁苷组

Rep-PCR（1 h）

1.21±0.31

0.99±0.23＊

1.39±0.51##

1.50±0.06##

0.55±0.18#

0.13±0.27##

Eric-PCR（1 h）

0.94±0.25

0.63±0.09＊＊

0.88±0.22#

1.47±0.35##

0.22±0.16#

0.09±0.03##

Eric-PCR（48 h）

0.92±0.13

0.75±0.33

0.86±0.35

0.90±0.29

0.81±0.25

0.72±0.39

注：与正常组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. normal group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model group，
#P＜0.05，##P＜0.01
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主要调节的肠道菌群种属进行进一步鉴定，并分析其变

化情况，深入探讨该药的作用机制。
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