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背景与意义01
          四君子汤（人参、白术、茯苓、甘草）是中医健脾补气的经典方剂，此外还具有

免疫调节、降血压、抗肿瘤、抗炎和抗衰老等功效。从四君子汤中提取的均质多糖S-

3-1具有增强免疫的活性，也是该方剂含量最丰富且起主要功效的物质。由于多糖分子

量大，其体内代谢途径和机制复杂。目前，用于研究多糖降解的体外模型大多局限于

单一环境，没有考虑口服后胃肠道的整个过程。

        本研究目的：通过研究S-3-1对人体肠道微生物结构及代谢产物的影响，了解其免

疫调节作用。

        



ü 研究思路

ü 研究方法

ü 研究方案可行性说明
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四君子汤 匀质多糖 S-3-1 人工胃肠液 孵育S-3-1

粪菌悬液 ＋ GAM培养基 厌氧培养 过滤 菌液

S-3-1＋菌液孵育S-3-1＋菌液 菌液（对照）

材料与方法

0 h 3 h 6 h 9 h 12 h 24 h 48 h

总多糖降解率 菌群测定 SCFAS含量测定
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材料与方法:

n 多糖提取

  以重量比3:3:3:2的四味药材配制四君子汤，并进行均相多糖S-3-1的制备：

   1、干燥的草药在蒸馏水中煮两次，浓缩到1g/mL。

   2、将上清离心，加入乙醇沉淀粗多糖。

   3、采用离心法收集沉淀，Sevage法脱蛋白。

   4、用氯仿和正丁醇(4:1)剧烈震荡粗多糖沉淀5次，依次用乙醇、丙酮和醚洗涤。 

   5、用蒸馏水将总多糖溶解。0.45mm滤膜过滤，放入DEAE-52纤维素色谱柱中，分别用去

离子水0.1M NaCl、0.2M NaCl、0.3M NaCl洗脱，流速1mL/min。将保留时间为4min的洗脱液，

浓缩干燥，回收残渣命名为S-3-1。



人工胃液：0.046M HCl，含胃蛋白酶400mg, pH 1.5

人工肠液：0.05M KH2PO4，含胰蛋白400mg, pH 6.8

          40mL S-3-1 (1mg/mL)孵育于等体积人工胃液或肠液中， 37°C 水浴。分别在0、1、2、

4、6h取0.8mL的混合溶液，立即用3mL水饱和正丁醇淬灭，用苯酚-硫酸法测定0.4mL溶液

中多糖浓度，用DNS法测定0.4mL溶液中还原糖浓度。

多糖降解率：

（其中D为降解速率;I为初始多糖浓度;T为总多糖浓度;R是还原糖的浓度）

n 多糖降解率测定（稳定性）



n 肠道菌群及SCFAS含量的测定

         将粪便样品与25倍体积的GAM肉汤混合均匀。沉淀物用纱布过滤除去。37°C厌

氧培养，混合气体 (H2 5%,CO210% N2 85%)。S3-1 和孵育后的分别与菌液在相同体积

下混合。对照组，只包含GAM和人类粪便。在孵化过程中，各个时间点取3份样品，

反应各点立即用3倍的水饱和正丁醇中止，测定人体肠道菌群组成及SCFA含量。

SCFAS：

1、0.2mL 硫酸(50%)和1mL内标溶涡流

震荡1min。

2、加入0.8mL粪菌悬液上清， 4°C  

12000 rpm， 10min，后用乙醚萃取。

气相色谱仪(GC - 2010)，色谱柱DB-FFAP

（30m*0.25mm*0.25µm)。

GAM：

酪蛋白色氨酸(17.0g/L)、大豆蛋白胨(3.0g/L)、

葡萄糖(6.0g/L)、巯基乙酸钠(0.5g/L)、亚硫

酸钠(0.1g/L)、氯化钠(2.5g/L)、白藜芦醇

(0.001g/L)、L-半胱氨酸(0.25g/L)和琼脂

(0.7g/L)组成。



ü 研究目标

ü 成果形式

ü 应用前景
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Fig.1A 均匀多糖S-3-1在人工胃肠液中的稳定性

6.36%

7.30%

人工肠液中含有胰淀粉酶，它作用于1,4 - Glc的边界区域降解糖链，多糖中含有1,4 - Glc ，它将加速还原糖的生产。



Fig.1B S-3-1和孵育后的S-3-1在人粪便悬浮液中的稳定性
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97.78%
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Fig.2  S-3-1与孵育S-3-1对肠道菌群组成的影响

9个属 13个属



Fig.3 在S-3-1组和孵育S-3-1组中，相对丰度都有显著变化的7个属

拟杆菌 杆菌

小球菌

S-3-1和孵育S-3-1都能影响这些菌的丰度，孵育S-3-1似乎有更强
的影响，推测可能是因为发酵后含有较多还原糖。



Fig.4 丰度仅在S-3-1下有显著变化的：

帕拉普氏菌属 颤螺旋菌属



Fig.4 丰度仅在孵育S-3-1下有显著变化的：

球菌

萨特氏菌属

杆菌属
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Fig-3、4小结：

1） S-3-1和孵育后的S-3-1均可调节人体肠道菌群中链球菌、球菌、拟杆

菌、肠球菌、梭菌等的丰度。

2）S-3-1只能调节帕拉普氏菌和颤螺旋菌2种菌的丰度，而S-3-1孵育后，

受影响菌群转变为瘤胃球菌、萨特氏菌、拟杆菌等6种菌。



Fig.5 粪便悬液中3种SCFA含量变化（检测出7种，3种有显著变化）
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Fig.6 人肠道微生物丰度变化与SCFA含量的相关性研究

1） S-3-1下脂肪酸含量的变化与 Paraprevotella丰度有关。

2）乙酸和总酸含量的增加与孵育S-3-1对Enterococcus、Sutterella及Butyricimonas等丰度的

影响有关。



ü 问题评估

ü 相关对策

ü 研究总结

ü 成绩与思考
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n  S-3-1通过调节肠道细菌群的丰度发挥动物调节作用。

n  孵育的S -3-1可以调节更多的细菌，共13种，并可以调节SCFA含量影响免疫调节。

n 胃液和肠液的孵育增强了S-3-1调节肠道菌群组成的能力，降低了细菌对碳源的需求。

本研究为多糖体外药理机制的研究提供了新的思路。
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