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基于“肾为胃之关”理论阳虚便秘患者

肠道微生态联合粪便代谢特征分析

张轩１，张尹２，隋楠１，３

（１．辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 １１０８４７；２．中国人民解放军北部战区总医院，辽宁 沈阳 １１０００３；
３．辽宁中医药大学附属第三医院，辽宁 沈阳 １１０００３）

　　摘要：目的 探讨阳虚便秘患者肠道菌群结构组成、肠道微生物代谢通路及粪便短链脂肪酸的特征，为阳虚便秘的诊

治提供依据。方法 选取２０例阳虚便秘患者和２０例健康志愿者为研究对象，运用１６ＳｒＲＮＡ测序技术分析肠道菌群结
构组成，气相色谱－质谱联用法测定粪便短链脂肪酸水平，分析显著差异菌群与短链脂肪酸的相关性，最后运用宏基因
测序技术分析肠道微生物的差异代谢通路。结果 与健康对照者相比，阳虚便秘患者肠道菌群 α多样性指数显著升高，
β多样性显著改变，在门水平，拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ）、梭杆菌门（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）等丰度显
著增加（Ｐ＜００５），厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）等丰度显著降低（Ｐ＜００５）；在属水平，副拟杆菌属
（Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、瘤胃球菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）及柯林斯氏菌属（Ｃｏｌｌｉｎｓｅｌｌａ）等丰度显著增加（Ｐ＜００５）；戴阿利斯特杆菌
属（Ｄｉａｌｉｓｔｅｒ）、Ｆｕｓｉｃａｔｅｎｉｂａｃｔｅｒ、罗氏菌属（Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ）、双歧杆菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、乳酸杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、普拉梭菌
属（Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等丰度显著降低（Ｐ＜００５）。阳虚便秘患者粪便短链脂肪酸乙酸、丙酸、己酸水平显著降低（Ｐ＜
０００１）；丁酸、异丁酸、戊酸、异戊酸水平显著升高（Ｐ＜０００１），相关性分析结果表明短链脂肪酸与差异菌群存在相关
性，宏基因组测序的功能分析表明阳虚便秘患者肠道微生物碳水化合物代谢（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、氨基酸代谢（Ａ
ｍｉｎｏａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、辅助因子和维生素代谢（Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｃｏｆａｃｔｏｒｓａｎｄｖｉｔａｍｉｎｓ）等通路的相关基因丰度显著减少
（Ｐ＜００５），基因翻译（Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）、神经退行性疾病（Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅ）等通路的相关基因丰度显著增加（Ｐ＜
００５）。结论 阳虚便秘患者肠道菌群结构组成、微生物代谢通路及粪便短链脂肪酸水平发生显著性改变，这些改变可能

是导致便秘的重要原因。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ；Ｙａｎｇｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｆｌｏｒａ；ｓｈｏｒｔ－ｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄｓ；ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈ
ｗａｙｓ

　　功能性便秘（Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ，ＦＣ）是临床常见的消
化系统疾病，主要表现为排便次数少、排便不尽感、肛门直肠阻

塞感、粪便干结等症状［１］，严重影响患者的生活质量及身心健

康。ＦＣ的发病机制尚未完全明确，目前愈来愈多的研究表明，
ＦＣ的发生同肠道微生态二者之间有密切而又复杂的关系，肠
道菌群分布、数量及种类发生紊乱均会引发ＦＣ［２－３］。

肠道微生态源自先天，作用于后天，同时其状态受内外环

境的影响，有着与中医类似的阴阳、脏腑以及正邪属性［４］。中

医理论中肾乃先天之本，是人一身元气之源，元气生则脾胃运

化精微，营养五脏六腑，使机体的生理功能得到正常发挥，其机

制与肠道微生物对宿主的营养代谢机制具有相似性［５］。肾的

阴阳平衡对维持机体阴阳平衡状态至关重要，尤其是肾的阳气

充盛既能增强机体抵御外邪的能力，又能增强机体自我功能调

节能力。故本研究以“肾为胃之关”理论为指导，通过对阳虚

便秘患者肠道菌群结构组成、菌群代谢通路及短链脂肪酸水平

的分析，深入探讨肠道微生物稳态失衡与阳虚便秘的关系及阳

虚便秘的潜在发病机制，将有助于从肠道微生态角度为中医

“从肾论治”便秘提供科学依据。

１　资料与方法
１．１　研究对象

本研究纳入２０２１年１２月—２０２２年１２月就诊于辽宁中医
药大学附属第三医院的阳虚便秘患者２０例作为阳虚便秘组
（ＦＣ组）。ＦＣ组入组标准：①符合罗马Ⅳ功能性便秘诊断标
准［６］和中医阳虚便秘诊断标准［７］；②年龄１８～７５岁，男女均
可；③签署知情同意书。ＦＣ组排除标准：①妊娠期或哺乳期妇
女；②有严重的认知障碍，精神状态异常；③伴有某些重要脏器
器质性疾病，或患有梅毒等性病者。

选取同期２０例健康志愿者为健康对照组（ＮＣ组），ＮＣ组
入选标准：①年龄、性别、体质量指数（Ｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｅｘ，ＢＭＩ）与
ＦＣ组相匹配；②无烟酒史；③４周内未使用益生菌类、抗生素
及抑酸剂等药物。ＮＣ组排除标准：①既往被确诊为便秘的患
者；②怀孕或哺乳期妇女；③精神障碍及认知障碍者。
１．２　基线资料收集

收集阳虚便秘患者和健康志愿者的年龄、性别、ＢＭＩ，入组
患者及健康对照组成员均清楚本研究的相关内容并签署知情

同意书。本研究已通过辽宁中医药大学附属第三医院伦理委

员会的审核批准（ＬＬＰＪ－ＺＹ－ＧＣ－２０２１－００１－０１），并遵循
《赫尔辛基宣言》伦理准则。

１．３　粪便样本的收集和处理
采集入组成员的粪便标本，嘱咐受试者便前在便池内垫上

硫酸纸避免污染，然后用无菌采集棒采集新鲜粪便（不少于３
ｇ）后迅速放入肠道菌群检测专用粪便收集器。标本收集完成
后液氮速冻，并在３ｈ内转运至实验室并放置于－８０℃低温冰
箱保存。

１．４　１６ＳｒＲＮＡ测序
１．４．１　ＤＮＡ提取及ＰＣＲ扩增　严格按照ＤＮＡ提取试剂盒说
明提取粪便样本的基因组 ＤＮＡ，ＤＮＡ质量经１％琼脂糖凝胶
电泳检验合格后，使用通用引物对细菌１６Ｓ高变区Ｖ３～Ｖ４进
行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经进一步检测后用 ＡｇｅｎｃｏｕｒｔＡＭＰｕｒｅ
ＸＰ（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，Ｉｎｃ．，ＵＳＡ）核酸纯化试剂盒纯化。最后
将纯化后的扩增片段建立测序文库，应用 ＭｉｓｅｑＰＥ３００（Ｉｌｌｕｍｉ
ｎａ，ＵＳＡ）平台进行高通量测序。ＭｉｓｅｑＰＥ３００测序得到的是双
端序列数据，需要进一步处理得到高质量序列 ｃｌｅａｎｔａｇｓ。最
后将ｃｌｅａｎｔａｇｓ用ｕｐａｒｓｅ、ｕｃｌｕｓｔ聚类方式生成９７％相似度的分
类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ），应用 ＱＩＩＭＥ提取各
ＯＴＵ的代表序列，并与数据库比较注释。
１．４．２　生物信息学分析　基于 ＯＴＵ聚类及注释结果，绘制
Ｖｅｎｎ图。根据物种丰度进行 α多样性分析，α多样性能够反
映一个特定生态系统内的物种多样性水平；β多样性分析可将
各组肠道菌群差异可视化；使用 Ｐｈｙｔｈｏｎ（ｖ２．７）软件进行线性
判别分析（Ｌｉｎｅａｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓｅｆｆｅｃｔｓｉｚｅ，ＬＥｆＳｅ），在不
同分类水平找出差异有统计学意义的菌群。

１．５　粪便短链脂肪酸（Ｓｈｏｒｔ－ｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＳＣＦＡｓ）的检测
参照文献［８］进行取样，根据 ＰＣＡ分析结果，选择 ＦＣ组和

ＮＣ组受试者粪便标本各６例进行短链脂肪酸检测。取粪便２
ｍＬ于ＥＰ管中，加入１ｍＬ纯水，涡旋１０ｓ后进一步研磨、离
心，加入０．１ｍＬ５０％硫酸、０．８ｍＬ提取液（含内标２－甲基戊
酸，２５ｍｇ／Ｌ，甲基叔丁基醚），涡旋１０ｓ，振荡１０ｍｉｎ，超声１０
ｍｉｎ（冰水浴）再将样本４℃离心，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；
－２０℃静置３０ｍｉｎ；取出上清液于进样瓶中上机检测。检测
仪器：岛津ＧＣ２０３０－ＱＰ２０２０ＮＸ气相色谱质谱联用仪。
１．６　宏基因组测序
１．６．１　基因组ＤＮＡ组装及测序　宏基因组测序选取样本与
短链脂肪酸检测样本一致。提取粪便基因组 ＤＮＡ之后，经质
检、打断、打断产物纯化，将纯化后的 ＤＮＡ打断产物用２％琼
脂糖凝胶对文库片段进行筛选，之后进行ＰＣＲ富集完成Ｈｉｓｅｑ
文库构建，最终把不同文库按照有效浓度及目标下机数据量的

需求在ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ平台上机测序。
１．６．２　测序数据处理　原始下机数据为 Ｉｌｌｕｍｉｎａｆａｓｔｑ格式，
对原始数据进行拆分、质量剪切去除宿主污染等操作，得到优
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质序列，使用拼接软件对优质序列进行拼接组装，并进行基因

预测。对预测出的基因进行功能注释分类，在此基础上，进行

样本相似性聚类、排序检验以及差异统计分析。

１．７　统计学方法
数据统计采用 ＳＰＳＳ２４．０软件，计量资料进行正态检验，

服从正态分布的计量资料采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用
独立样本Ｔ检验进行分析；不服从正态分布用中位数与四分位
距（ｍｅｄｉａｎ，Ｑ１－Ｑ３）表示，采用Ｔｕｋｅｙ检验或Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检
验来比较组间差异，Ｐ＜００５差异有统计学意义。
２　结果
２．１　基线资料比较

见表１。本研究共纳入４０例受试者，其中包括阳虚便秘
患者（ＦＣ组）２０例和健康对照者（ＮＣ组）２０例。结果显示，ＦＣ
组和 ＮＣ组的年龄、性别及 ＢＭＩ差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）。

表１　两组基线资料比较

组别 例数 性别（男／女）年龄／（岁，珋ｘ±ｓ）ＢＭＩ／（ｋｇ／ｍ２，珋ｘ±ｓ）

ＦＣ组 ２０ ６／１４ ４７．２５±１６．８４ ２２．４３±４．２４
ＮＣ组 ２０ ５／１５ ４８．３０±１５．６４ ２１．６４±３．９５
χ２或ｔ值 ０．１２５ ０．３７５ ０．６７１
Ｐ值 ０．７２３ ０．８７０ ０．５１２

２．２　ＯＴＵ聚类分析
如插页ⅩⅦ图１。本次实验结果显示 ＦＣ组与 ＮＣ组共同拥

有的ＯＴＵ为３００８个，ＮＣ组特有ＯＴＵ数为１６２１个，ＦＣ组特有
ＯＴＵ数为２４７２个。
２．３　α多样性分析

比较两组间 α多样性指数，结果见插页ⅩⅦ图 ２。除 ＰＤ＿
ｗｈｏｌｅ＿ｔｒｅｅ指数，ＦＣ组 ｃｈａｏ１指数、ｓｈａｎｎｏｎ指数及 ｓｉｍｐｓｏｎ指
数均显著高于ＮＣ组，说明 ＦＣ组肠道菌群的丰富度及多样性
高于ＮＣ组。
２．４　β多样性分析

通过主成分分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）、偏最
小二乘判别分析（Ｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，
ＰＬＳ－ＤＡ）和非度量多维标度分析法（Ｎｏｎ－ｍｅｔｒｉｃｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎ
ｓｉｏｎａｌｓｃａｌｉｎｇ，ＮＭＤＳ）评估 β多样性，结果见插页ⅩⅧ图３。ＮＣ
组和ＦＣ组组间的距离较远，而各组组内样本之间的距离较
近，说明两组内样本的肠道菌群结构趋于一致，而组间差异性

较大。

２．５　菌群结构组成比较
２．５．１　门水平的菌群结构组成及差异菌群分析　如插页ⅩⅧ图
４Ａ所示，在门水平，两组菌群的相对丰度均以厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉ
ｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）为
主，其中厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）在两
组中占比均达８９％。比较两组肠道菌群在门水平的差异性，
绘制差异物种热图，如插页ⅩⅨ图５Ａ所示，ＮＣ组与 ＦＣ组共有
１２个差异菌群（均Ｐ＜００５）。与 ＮＣ组相比，ＦＣ组梭杆菌门
（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕ
ｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ）、Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｏｔａ等菌群相对丰度显著升高（ｔ＝
４６２１，Ｐ＜０００１；ｔ＝３．４７４，Ｐ＝０００３；ｔ＝３．６８１，Ｐ＝０００２；ｔ＝
７．１８２，Ｐ＜０００１）；厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、变形菌门（Ｐｒｏ
ｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｏｔａ、Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ等相对丰度显著降
低（ｔ＝３．４６７，Ｐ＝０００３；ｔ＝３．１４９，Ｐ＝０００５；ｔ＝２．２９８，Ｐ＝

００３３；ｔ＝３．８８２，Ｐ＝０００１）。
２．５．２　属水平的菌群结构组成及差异菌群分析　如插页ⅩⅧ图
４Ｂ所示，在属水平，戴阿利斯特杆菌属（Ｄｉａｌｉｓｔｅｒ）、拟杆菌属
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、Ｂｌａｕｔｉａ及 Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｃｏｐｒｏｓｔａｎｏｌｉｇｅｎｅｓ＿ｇｒｏｕｐ等
为两组的优势菌群。对比两组肠道菌群在属水平的差异性，选

取菌群相对丰度ｔｏｐ２０且有显著差异的物种绘制热图（均Ｐ＜
００５），如插页ⅩⅨ图５Ｂ所示，相比于 ＮＣ组，ＦＣ组副拟杆菌属
（Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、瘤胃球菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）、脱硫弧菌属
（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ）及柯林斯氏菌属（Ｃｏｌｌｉｎｓｅｌｌａ）等菌群相对丰度显
著上调（ｔ＝４．６６５，Ｐ＜０００１；ｔ＝２．７６１，Ｐ＝００１２；ｔ＝６．３７８，
Ｐ＜０００１；ｔ＝２．３８３，Ｐ＝００２８）；而戴阿利斯特杆菌属（Ｄｉａｌｉ
ｓｔｅｒ）、Ｆｕｓｉｃａｔｅｎｉｂａｃｔｅｒ、罗氏菌属 （Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ）、双歧杆菌属
（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、普拉梭菌属（Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等菌群相对丰
度显著降低（ｔ＝３．２１２，Ｐ＝０００５；ｔ＝６．４３９，Ｐ＜０００１；ｔ＝
７５１８，Ｐ＜０００１；ｔ＝４．７１８，Ｐ＜０００１；ｔ＝６．６４６，Ｐ＜０００１）。
２．６　特异性差异菌群分析

通过ＬＥｆＳｅ分析并绘制线性判别（Ｌｉｎｅａｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌ
ｙｓｉｓ，ＬＤＡ）分布柱状图，见插页ⅩⅩ图６，在不同分类水平找出具
有统计学意义的差异菌群。结果显示，ＦＣ组共有 Ｏｓｃｉｌｌｏｓｐｉｒ
ａｌｅｓ、Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｃｏｐｒｏｓｔａｎｏｌｉｇｅｎｅｓ＿ｇｒｏｕｐ、梭菌纲（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）、拟
杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）等５９个菌群显著富集，ＮＣ组共有负菌纲
（Ｎｅｇａｔｉｖｉｃｕｔｅｓ）、毛螺菌科（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）、双歧杆菌属
（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、乳酸杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）等５８个菌群显著
富集。

２．７　短链脂肪酸水平检测
结果见插页ⅩⅨ图７，气相色谱质谱法测定ＮＣ组（ｎ＝６）及

ＦＣ组（ｎ＝６）的短链脂肪酸水平。与ＮＣ组相比，ＦＣ组粪便乙
酸、丙酸、己酸含量显著降低（ｔ＝４８．６０４，Ｐ＜０００１；ｔ＝
４０７６９７，Ｐ＜０００１；ｔ＝１６７．９０９，Ｐ＜０００１），而异丁酸、丁酸、
异戊酸、戊酸含量显著升高（ｔ＝２９５．４２７，Ｐ＜０００１；ｔ＝５６．０２６，
Ｐ＜０００１；ｔ＝６０７．２１５，Ｐ＜０００１；ｔ＝６６３．０４１，Ｐ＜０００１）。
２．８　差异菌群与短链脂肪酸的相关性

如插页ⅩⅪ图８所示，门水平选取拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）和
厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），属水平选取双歧杆菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ）等菌属与７种短链脂肪酸进行关联性分析，分析结果显
示，异丁酸、丁酸、异戊酸、戊酸水平与拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）、
Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｃｏｐｒｏｓｔａｎｏｌｉｇｅｎｅｓ＿ｇｒｏｕｐ、Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ呈正相关，与戴
阿利斯特杆菌属（Ｄｉａｌｉｓｔｅｒ）、双歧杆菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、普
拉梭菌属（Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、乳酸杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、厚壁
菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、Ｂｌａｕｔｉａ呈负相关。
２．９　宏基因组测序的功能分析

如插页ⅩⅪ图 ９Ａ所示，根据京都基因与基因组百科全书
（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）数据库的注
释结果绘制ＦＣ组（ｎ＝６）与 ＮＣ组（ｎ＝６）在 ＫＥＧＧＬｅｖｅｌ２级
ｔｏｐ３０的相对功能丰度柱形图。结果显示，ＦＣ组与 ＮＣ组的代
谢通路均以碳水化合物代谢（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、氨基酸
代谢（Ａｍｉｎｏａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、基因翻译（Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）、辅助因
子和维生素代谢（Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｃｏｆａｃｔｏｒｓａｎｄｖｉｔａｍｉｎｓ）等为主。
如图９Ｂ所示，与ＮＣ组相比，ＦＣ组氨基酸代谢（Ａｍｉｎｏａｃｉｄｍｅ
ｔａｂｏｌｉｓｍ）（ｚ＝２．２０１，Ｐ＝０００４）、碳 水 化 合 物 代 谢
（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）（ｚ＝２．２３２，Ｐ＝０００４）、内分泌和代
谢疾病（Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｄｉｓｅａｓｅ）（ｚ＝２．２０１，Ｐ＝
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０００４）、辅助因子和维生素代谢（Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｃｏｆａｃｔｏｒｓａｎｄｖｉ
ｔａｍｉｎｓ）（ｚ＝２．２０１，Ｐ＝０００４）等代谢通路相关基因丰度显著
减少；基因翻译（Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）（ｚ＝１．５７２，Ｐ＝００３７）、神经退行
性疾病（Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅ）（ｚ＝１．３６３，Ｐ＝００３７）等通
路的相关基因丰度显著增加。

３　讨论
３．１　阳虚便秘患者肠道菌群结构特征

肠道菌群在影响宿主生理功能上有着重要作用，因此有学

者将肠道菌群称作宿主的“功能器官”［９］，研究指出阳虚患者

体内存在肠道菌群紊乱，且肠道菌群失衡会损伤脾胃阳气，化

生内寒进而导致脾肾阳虚［１０］。本次研究α多样性及β多样性
分析结果显示，ＦＣ组肠道菌群丰富度及多样性显著高于 ＮＣ
组，且二者的菌群结构组成有明显差异。在门水平，ＦＣ组拟杆
菌门的相对丰度显著增加，前人的研究结果［１１］也表明ＦＣ患者
的拟杆菌门丰度水平约为健康受试者的２倍，并且拟杆菌门水
平可能与ＦＣ的严重程度呈正相关，事实上有研究指出拟杆菌
门相对丰度增加可能是肠内容物通过肠道速度变缓的原因之

一［１２］。在属水平，ＦＣ组脱硫弧菌属相对丰度显著上调，而罗
氏菌属、双歧杆菌属、乳酸杆菌属等有益菌属相对丰度显著下

降。研究指出脱硫弧菌属可将结肠中的硫酸盐还原，产生高浓

度的硫化氢，不仅对肠黏膜的屏障功能造成损伤，还会抑制肠

道蠕动，可看作是ＦＣ的潜在致病菌属［１３］。双歧杆菌属和乳酸

杆菌属是我们熟知的肠道有益菌群，二者可酵解寡糖产生乳酸

和醋酸，从而降低肠腔内的 ｐＨ值，促进肠的蠕动促使大便排
出，同时乳酸、醋酸等有机酸还可增加肠管内渗透压，促进水分

吸收来软化粪便［１４］。此外，ＤＥＳＢＯＲＮＥＴＬ等［１５］研究发现双

歧杆菌能促使大鼠释放更多５－羟色胺（５－Ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎ，
５－ＨＴ）等神经递质，通过与相应受体结合，使肠道平滑肌加速
收缩、加快肠蠕动，可有效改善 ＦＣ症状。另有研究表明罗氏
菌属可产生多种对肠道健康有益的短链脂肪酸［１６］，近期的研

究更是直接指出该菌属丰度的降低可能是导致 ＦＣ的主要原
因［１７］。综合上述分析结果推测在门水平拟杆菌门的高丰度可

能是导致阳虚便秘的原因之一；在属水平，脱硫弧菌属、罗氏菌

属、双歧杆菌属及乳酸杆菌属相对丰度的改变可能与阳虚便秘

的发生密切相关。

３．２　阳虚便秘患者肠道菌群代谢产物的特征
短链脂肪酸是肠道菌群的代谢产物，可分为乙酸、丙酸、丁

酸、异丁酸、戊酸、异戊酸等，在维持肠道黏膜屏障、调节肠道免

疫反应、促进肠道蠕动和吸收等方面发挥着重要作用，与 ＦＣ
的发生发展有着密切联系［１８－１９］，不同的短链脂肪酸对阳虚便

秘患者肠道功能的干预作用是有差异的。本次研究结果显示

ＦＣ组乙酸、丙酸水平较 ＮＣ组显著降低，而丁酸、异戊酸水平
显著增加。乙酸可以促进结肠内免疫球蛋白 Ａ（Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕ
ｌｉｎＡ，ＩｇＡ）的产生，影响ＩｇＡ与特定肠道细菌的结合能力，可通
过调节这些细菌在结肠内的生长定植，从而加强肠黏膜的免疫

屏障功能［２０］。丙酸可通过肠黏膜上皮中的Ｇ蛋白偶联受体引
起大鼠结肠低频率、高振幅的收缩，对结肠内容物的推动起到

重要作用［２１］。异戊酸浓度升高会引起结肠平滑肌松弛，抑制

肠道蠕动［２２］。丁酸可抑制结肠黏蛋白分泌，刺激结肠水和电

解质吸收使粪便干燥坚硬，同时还可能抑制结肠平滑肌收缩引

起ＦＣ［２３－２４］，此外丁酸盐水平升高会导致神经元氧化磷酸化途
径上调，而细胞周期和内源性重组途径下调，进而引起一系列

细胞损伤和细胞周期紊乱，阻碍肠神经系统的修复从而加重便

秘的症状［２５］。可见短链脂肪酸的含量变化可能是导致阳虚便

秘的主要原因，但具体的机制尚不够明确，仍有待进一步深入

研究。

课题组通过对阳虚便秘患者肠道菌群特征及短链脂肪酸

代谢产物的联合分析，发现乙酸、丙酸水平与双歧杆菌属、乳酸

杆菌属丰度呈正相关，也有研究［２６］证实，受试者口服乳酸杆菌

４周后，双歧杆菌和其他有益菌增加，而脱硫弧菌和其他机会
致病菌减少，所有年龄组的乙酸盐和丙酸盐水平均出现显著性

增加。推测阳虚便秘患者乙酸、丙酸水平的显著降低可能是由

双歧杆菌属、乳酸杆菌属丰度显著下降导致的。肠道菌群与短

链脂肪酸之间存在的“协同”或“拮抗”关系，可能是阳虚便秘

患者肠道微生态失衡的潜在机制，因此，调节阳虚便秘患者肠

道特定菌群的丰度进而改善短链脂肪酸代谢产物的水平可作

为阳虚便秘防治的重要方法。

３．３　阳虚便秘患者肠道微生物代谢通路的特征
本研究通过宏基因组测序的功能分析表明：阳虚便秘患者

在碳水化合物代谢、氨基酸代谢、辅助因子和维生素代谢等通

路丰度明显减少，而这些代谢通路涉及了肠道微生物对人体最

普遍的生理功能，碳水化合物代谢与短链脂肪酸的生成密切相

关［１６］。肠道菌群可通过氨基酸代谢生成另一类代谢产物氨基

酸，在维持肠道健康方面有许多积极作用，如缬氨酸、异亮氨酸

和苯丙氨酸，可以通过糖异生进一步转化为葡萄糖，从而为身

体补充能量，苏氨酸可促进上皮屏障功能恢复［２７］。肠道微生

物通过辅助因子和维生素代谢影响维生素等的生成和吸

收［２８］。因此我们推测肠道微生物代谢通路的改变可能是肠道

微生态失衡导致阳虚便秘的内在机理，可作为后续研究的重要

方向。

综上所述，肠道微生物稳态失衡是阳虚便秘发生的重要因

素，推测肠道罗氏菌属、双歧杆菌属、乳酸杆菌属等丰度相对减

少，以及肠道微生物对碳水化合物的代谢能力减弱，可能会导

致短链脂肪酸水平的改变，使肠道功能受损，从而进一步耗伤

脾肾之阳导致阳虚便秘的发生。因此，从调整肠道菌群入手，

结合中医药防治便秘的独特优势，在中医理论的指导下，探索

中医药通过调整肠道微生态治疗阳虚便秘的途径和方法具有

重要的临床意义。

３．４　基于中医“肾为胃之关”理论对阳虚便秘的认识
中医将便秘的病位归于大肠，《灵枢·本输》云：“大肠小

肠，皆属于胃”。大肠、小肠均属于六腑，实属胃家，与胃的功

能密切关联，实际上大肠主传化、传导的功能从整体观念考虑，

可以看作是胃主降浊功能的延伸，二者均需通过“通”“降”功

能使机体保持正常运转的状态。

“肾为胃之关”首见于《内经》，《素问·水热穴论篇》中

称：“肾者，胃之关也。关门不利，故聚水而从其类也”。后世

医家对于此不断发挥应用，尤其在二便失常疾病的病机阐述和

指导治疗方面的论述较为多见，丰富了“肾为胃之关”的理论

内涵。明·张景岳在《类经·针刺类》中所注：“肾主下焦，开

窍于二阴，水谷入胃，清者由前阴而出，浊者由后阴而出，肾气

化则二阴通，肾不气化，则二阴闭；肾气壮，则二阴调，肾气虚则

二阴不禁，故曰肾为胃之关”。《景岳全书·泄泻》中也写道：

“肾为胃之关，开窍于二阴，所以二便之开闭皆肾脏之所主”。

《景岳全书·秘结》曰：“凡下焦阳虚，则阳气不行，阳气不行则
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不能传送，而阴凝于下，此阳虚而阴结也”。肾阳虚，命门火

衰，不足以蒸化津液来温助大肠发挥正常的推动传导功能，故

可见大便的排出困难。“肾为胃之关”理论阐释了便秘的病因

病机多与肾阳虚衰密切相关。肾藏精，化为肾气，其中在机体

的各个脏腑、组织、器官发挥推动及温煦等作用的肾中精气被

称为肾阳。大肠排便功能正常，需要阳气发挥其温煦作用和推

动作用来保障大肠的运化功能。阳气主要来自先天之本———

肾阳。肾阳不足，命门火衰，气化无权，脾胃失于温煦、大肠传

导推动无力，且肠道失于濡润，糟粕内停是阳虚便秘发生的主

要病机。

同时，“肾为胃之关”理论为临床上从肾治疗阳虚便秘奠

定了重要基础。《景岳全书·秘结》曰：“便秘有不得不通者，

若察其元气已虚，……，但用济川煎主之，则无有不达。”济川

煎具有温肾阳、润大便的功用，在治疗肾阳虚之便秘上发挥其

功效，疗效显著。有研究［２９］表明应用济川煎治疗慢性功能性

便秘的老年患者，能促进肠道菌群平衡，使肠道厌氧菌群中的

乳酸菌和双歧杆菌数量出现明显升高，其需氧菌群中的酵母菌

和大肠杆菌数量出现明显回落，便秘症状明显缓解。

综上所述，肾为先天之本，肠道微生物来源于先天，肾的功

能正常是肠道微生物达到平衡和稳态的重要保障，肠道菌群失

调是便秘发生的关键环节。以“肾为胃之关”理论为指导，以

肠道微生物稳态作为切入点，进一步深入探讨肠道微生物稳态

失衡与便秘的相关性及其机制，阐明“肾为胃之关”与便秘的

现代科学内涵，使中医理论在未来的研究探索中进一步得以继

承和创新，同时为临床“从肾论治”便秘奠定一定的理论基础，

对进一步优化治疗具有重要意义。
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ⅩⅦ

基于“肾为胃之关”理论阳虚便秘患者肠道微生态联合粪便代谢特征分析

（正文见１４６－１５０页）

注：ＮＣ．健康对照组，ＦＣ．阳虚便秘组。
图１　两组ＯＴＵ韦恩图

注：ＮＣ．健康对照组，ＦＣ．阳虚便秘组；Ａ为ｃｈａｏ１指数，Ｂ为ＰＤ＿ｗｈｏｌｅ＿ｔｒｅｅ指数，Ｃ为ｓｈａｎｎｏｎ指数，Ｄ为ｓｉｍｐｓｏｎ指数。
图２　两组α多样性指数分析
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Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．１
Ｊａｎ．２０２６

ⅩⅧ

　　注：ＮＣ．健康对照组，ＦＣ．阳虚便秘组；Ａ为ＰＣＡ分析，Ｂ为 ＮＭＤＳ分析，Ｃ为ＰＬＳ－ＤＡ分析；不同颜色或图形的点代表不同的样本分组，
横、纵坐标轴的刻度是相对距离，无实际意义。

图３　两组β多样性分析

注：ＮＣ．健康对照组，ＦＣ．阳虚便秘组；Ａ为门水平菌群结构组成，Ｂ为属水平菌群结构组成。
图４　两组菌群结构组成比较
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注：ＮＣ．健康对照组，ＦＣ．阳虚便秘组；Ａ为门水平差异菌群相对丰度比较，Ｂ为属水平差异菌群相对丰度比较。
图５　两组差异菌群分析

注：ＮＣ．健康对照组，ＦＣ．阳虚便秘组；Ｐ＜０００１。
图７　两组短链脂肪酸含量比较
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　　注：ＮＣ．健康对照组，ＦＣ．阳虚便秘组；展示了ＬＤＡｓｃｏｒｅ＞３的有统计学差异的菌群，柱状图的长度代表显著差异物
种的影响力大小，长度越长，差异越显著。

图６　两组差异菌群ＬＥｆＳｅ分析
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注：Ｐ＜００５；Ｐ＜００１。
图８　差异菌群与短链脂肪酸的相关性热图

注：Ａ为肠道微生物功能丰度比较；Ｂ为代谢通路相关基因丰度比较；ＮＣ．健康对照组，ＦＣ．阳虚便秘组。
图９　两组肠道微生物功能特征比较
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