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双歧杆菌联合左卡尼汀对菌群失调腹泻模型大鼠肠道菌群的影
响Δ
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摘 要 目的：研究双歧杆菌联合左卡尼汀对菌群失调腹泻模型大鼠肠道菌群的影响。方法：将30只SD大鼠随机分为空白对照

组、模型组、益生菌组（双歧杆菌三联活菌肠溶胶囊 70 mg/mL）、左卡尼汀组（左卡尼汀注射液 50 mg/mL）和左卡尼汀+益生菌组

（左卡尼汀注射液50 mg/mL+双歧杆菌三联活菌肠溶胶囊70 mg/mL）。除空白对照组外，其余各组大鼠均连续灌胃50 mg/mL克

林霉素磷酸酯（2 mL/只，每天1次，连续4天）以建立菌群失调腹泻模型。实验第5天起进入恢复期，各给药组大鼠开始灌胃相应

药物，空白对照组和模型组大鼠灌胃等体积生理盐水；灌胃体积均为1 mL/只，每天1次，连续给药7天。实验期间观察各组大鼠的

一般情况；收集造模期结束时正常对照组和模型组大鼠的粪便以及恢复期末次给药后各组大鼠的粪便，分别进行肠道菌群基因组

DNA提取与聚合酶链式反应扩增、文库构建和高通量测序，并对处理后的有效数据进行操作分类单元聚类、物种注释以及肠道菌

群的Alpha和Beta多样性分析。结果：造模期结束时，与空白对照组比较，模型组大鼠开始出现1级和2级粪便，肠道菌群的多样

性、丰富度以及肠道中厚壁菌门/拟杆菌门比值和乳杆菌属、双歧杆菌属和阿克曼氏菌属等益生菌的丰度均显著降低（P＜0.05），

而肠球菌属等致病菌的丰度显著升高（P＜0.05）。恢复期结束时，与模型组比较，益生菌组、左卡尼汀组和左卡尼汀+益生菌组大

鼠的活动量和粪便的形态、颜色恢复至正常，肠道菌群的多样性和丰富度差异均无统计学意义（P＞0.05），但其肠道中乳杆菌属的

丰度有一定提高，且左卡尼汀+益生菌组大鼠肠道中阿克曼氏菌属的丰度显著升高（P＜0.05）。结论：双歧杆菌联合左卡尼汀虽对

提高菌群失调腹泻模型大鼠肠道菌群的多样性和丰富度无显著效果，但能在一定程度上增加其肠道中益生菌的丰度。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Bifidobacterium combined with L-carnitine on intestinal flora of dysbacteriosis

diarrhea model rats. METHODS：Totally 30 SD rats were randomly divided into blank control group，model group，probiotics

group（Bifidobacterium triple viable enteric coated capsules 70 mg/mL），L-carnitine group（L-carnitine injection 50 mg/mL）and

L-carnitine + probiotics group（L-carnitine injection 50 mg/mL + Bifidobacterium triple viable enteric coated capsules 70 mg/mL）.

Except for blank control group，the rats in other groups were given 50 mg/mL clindamycin phosphate intragastrically（2 mL/rat，

once a day，for 4 consecutive days）to establish the model of dysbacteriosis diarrhea. On the 5th day of the experiment，the rats in

administration groups were given corresponding drugs intragastrically，blank control group and model group were given equal

volume of normal saline intragastrically；with the dosage volume of 1 mL/rat，once a day，for consecutive 7 days. The general

situation of rats in each group was observed during the experiment. The feces of normal control group and model group at the end

of the modeling and the feces of the rats in administration group after the last administration were collected for genomic DNA

extraction，polymerase chain reaction amplification，library construction and high-throughput sequencing. After processing，the

effective data were analyzed by operational taxonomic unitsclustering and species annotation，as well as Alpha and Beta diversity of

intestinal flora. RESULTS： At the end of the modeling，

compared with blank control group，grade 1 feces and grade 2

feces were found in model group. The diversity and richness

of intestinal flora， the ratio of Firmicutes/Bacteroidetes and

the abundance of probiotics such as Lactobacillus，

Bifidobacterium and Ackermann were significantly decreased

（P＜0.05），while the abundance of pathogenic bacteria such
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肠道菌群是寄生在人体肠道内的微生物群落的总

称，与人体健康密切相关，其不仅能够发挥屏障功能和

营养作用，而且还可参与机体代谢反应和免疫应答 [1]。

正常情况下，肠道菌群中的正常菌群和致病菌群维持着

一定的平衡，当这种平衡被打破时，机体则容易发生相

应的疾病，如肠道炎症性疾病、代谢综合征等[2]。腹泻是

造成发展中国家婴幼儿死亡的第二大原因，反复腹泻会

导致婴幼儿营养不良和发育迟缓[3]。相关研究表明，肠

道菌群定植模式异常与新生儿腹泻、母乳喂养不耐受有

关。当喂养不耐受发生时，新生儿肠道菌群的多样性及

丰富度明显降低[4]。此外，腹泻患儿体内肠道菌群中双

歧杆菌的含量显著降低[3]。

益生菌（如双歧杆菌等）是目前临床上常用的新生

儿腹泻治疗药物，能够调节患儿肠道微生态的多样性。

研究表明，益生菌能够与致病菌竞争肠上皮细胞的结合

位点，分泌抗菌肽和细菌素等，可有效地抑制致病菌的

生长；同时，其还具有增强肠道屏障、调节肠道免疫功能

等作用[5]。左卡尼汀是一种哺乳动物体内能量代谢必需

的天然物质，是新生儿的一种条件性必要营养素。正常

情况下，新生儿能够从母乳中获取左卡尼汀，但因母乳

喂养不耐受引起的腹泻可能导致婴幼儿左卡尼汀缺乏，

此时需要额外补充[6]。我院医师在临床实践中发现，联

合使用双歧杆菌和左卡尼汀治疗新生儿母乳喂养不耐

受效果较好，但目前尚未检索到相关证据支持两者联用

具有协同作用，且相关作用机制亦不明确。因此，本研

究利用抗生素建立菌群失调腹泻大鼠模型，通过研究左

卡尼汀和双歧杆菌联用对模型大鼠肠道菌群的影响，以

期从肠道菌群角度出发初步探究双歧杆菌和左卡尼汀

联用治疗新生儿母乳喂养不耐受的作用机制。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有HR/T16M型台式高速冷冻

离心机（湖南赫西仪器装备有限公司）、T100型梯度聚合

酶链式反应（PCR）仪（美国Bio-Rad公司）、EPS 300型电

泳仪（上海天能科技有限公司）、Qubit型荧光定量仪（美

国Thermo Fisher Scientific公司）、HiSeq2500 PE250型测

序系统（美国 Illumina公司）等。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用主要药品与试剂有左卡尼汀注射液（常

州兰陵制药有限公司，批号 21811220，规格 5 mL ∶ 1 g）、

注射用克林霉素磷酸酯（珠海亿邦制药股份有限公司，

批号 19040501，规格 0.75 g）、双歧杆菌三联活菌肠溶胶

囊（晋城海斯制药有限公司，批号 20180701，规格 210

mg）、磁珠法土壤和粪便基因组DNA提取试剂盒（北京

天根生化科技有限公司，货号DP712）、Phusion®超保真

PCR Master Mix（含GC缓冲液）试剂盒（美国NEB公司，

货号 M0532S）、GeneJET 胶回收试剂盒（美国 Thermo

Fisher Scientific 公司，货号 K0731）、TruSeq DNA PCR-

Free Library Preparation Kit建库试剂盒（美国 Illumina公

司，货号 FC-121-3001）；其余试剂均为分析纯或实验室

常用规格，水为蒸馏水。

1.3 动物

健康SPF级SD大鼠，共30只，5周龄，雌雄各半，体

质量（223±31）g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公

司，实验动物生产许可证号为SCXK（湘）2013-0004。大

鼠购入后，分笼饲养于昆明医科大学附属延安医院中心

实验室，饲养室温度为（24±2）℃、相对湿度为 50％～

70％。本研究动物实验设计和实施方案通过了昆明医

科大学附属延安医院伦理委员会审核和批准。

2 方法
2.1 分组、造模与给药

将 30只SD大鼠适应性饲养 1周后，按体质量随机

分为空白对照组、模型组、益生菌组、左卡尼汀组和左卡

尼汀+益生菌组，每组6只，雌雄各半。实验第1～4天为

造模期：从实验第1天起，模型组、益生菌组、左卡尼汀组

和左卡尼汀+益生菌组大鼠均灌胃 50 mg/mL的克林霉

素磷酸酯（2 mL/只，以生理盐水为溶剂配制），每天1次，

连续灌胃4天，复制菌群失调腹泻模型[7]；空白对照组大

鼠灌胃等体积生理盐水。从实验第5天起进入恢复期：

益生菌组大鼠灌胃 70 mg/mL 的双歧杆菌三联活菌肠

溶胶囊（以生理盐水为溶剂配制）；左卡尼汀组大鼠灌

胃 50 mg/mL的左卡尼汀（以生理盐水为溶剂配制）；左

卡尼汀+益生菌组大鼠同时灌胃 70 mg/mL的双歧杆菌

三联活菌肠溶胶囊和 50 mg/mL的左卡尼汀；空白对照

组和模型组大鼠灌胃等体积生理盐水。每天1次，各组

灌胃体积均为1 mL/只，连续给药7天。其中，左卡尼汀

和益生菌给药剂量根据药品说明书中人体剂量与大鼠

换算系数计算后设置。

2.2 大鼠一般情况观察及标本采集

造模期及恢复期均每天称量并记录大鼠体质量、摄

as Enterococcus was significantly increased （P＜0.05）. At the end of the recovery period，compared with model group，the

activity，fecal morphology and color of rats in probiotics group，L-carnitine group and L-carnitine + probiotics group returned to

normal，and the diversity and richness of intestinal flora had no significant difference （P＞0.05）. However，the abundance of

Lactobacillus in intestinal tract was increased to a certain extent，and the abundance of Ackermann in intestinal tract of rats in

L-carnitine + probiotics group was significantly increased （P＜0.05）. CONCLUSIONS：Although Bifidobacterium combined with

L-carnitine have no significant effect on improving the diversity and richness of intestinal flora in dysbacteriosis diarrhea model

rats，it could increase the abundance of probiotics to a certain extent.

KEYWORDS Intestinal flora；Probiotics；L-carnitine；Bifidobacterium；High-throughput sequencing；Diversity
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食量、饮水量，观察其毛发变化。实验第5天给药前（即

造模期结束后），收集空白对照组和模型组大鼠的新鲜

粪便 4～5粒于无菌EP管中，观察并记录粪便颜色和形

态后将其置于－80 ℃冰箱中冻存，备用（因各造模组的

造模方式相同，故仅对模型组和空白对照组的结果进行

比较，以评价造模效果）。实验第11天给药结束后（即恢

复期结束后），收集 5组大鼠的新鲜粪便 4～5粒于无菌

EP管中，观察并记录粪便颜色和形态后将其置于－80 ℃

冰箱中冻存，备用。参考文献[7]方法对粪便形态进行分

级：0级为褐色、成形、硬粪便；1级为黄色或褐色、成形、

软粪便；2级为黄色或褐色、稀烂、不成形粪便。

2.3 大鼠肠道菌群基因组DNA提取与PCR扩增

根据磁珠法土壤和粪便基因组DNA提取试剂盒说

明书方法提取粪便样本中肠道菌群的基因组DNA，利用

琼脂糖凝胶电泳检测DNA的纯度和浓度后，用无菌水

稀释 DNA 至 1 ng/µL。以稀释后的 DNA 为模板进行

PCR 扩增。 16S V4 区引物序列为 515F：5′-GTGC-

CAGCMGCCGCGGTAA-3′；806R：5′-GGACTACHVG-

GGTWTCTAAT-3′。反应体系含 Phusion Master Mix

（2×）15 µL，上、下游引物（2 µmol/L）各 3 µL，DNA模板

（1 ng/µL）10 µL，无菌水 2 µL。扩增条件为98 ℃预变性

1 min；98 ℃变性10 s，50 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，共

30个循环；再以 72 ℃延伸 5 min结束反应。使用 2％琼

脂糖胶电泳（电压 80 V、电泳时间 40 min）纯化 PCR 产

物。使用GeneJET胶回收试剂盒割胶回收主带大小在

400～450 bp 之间的目标条带。上述 DNA 提取与 PCR

扩增均由北京诺禾致源生物信息有限公司完成。

2.4 大鼠肠道菌群基因组文库构建与高通量测序

根据 TruSeq DNA PCR-Free Library Preparation Kit

建库试剂盒方法进行文库的构建，将构建好的文库经过

Qubit定量和文库检测。Qubit数值≥30者，使用测序系

统进行测序。上述文库构建与高通量测序均由北京诺

禾致源生物信息有限公司完成。

2.5 大鼠肠道菌群基因组测序数据处理与分析

2.5.1 原始数据处理 因测序得到的原始数据（Raw

tags）中还存在一定比例的干扰数据，为了使信息分析的

结果更加准确、可靠，首先将Raw tags从碱基数达到3的

第1个低质量碱基位点截断，进一步过滤掉其中连续高

质量碱基长度小于 tags长度75％的数据，再与物种注释

数据库（https：//github.com/torognes/vsearch/）进行比对，

检测并去除嵌合体序列，从而得到最终的有效数据（Ef-

fective tags）。

2.5.2 可操作分类单元聚类和物种注释 利用Uparse

v7.0.1001软件对所有样本的全部有效数据进行聚类，以

97％的一致性将序列聚类成为可操作分类单元

（OTUs），以 OTUs 中出现频数最高的序列作为代表对

OTUs进行物种注释[8]。根据物种注释结果，分别统计在

门、属水平丰度排名前10的物种。

2.5.3 样本DNA测序质量评估及肠道菌群的Alpha多

样性分析 使用R 2.15.3软件绘制稀释曲线、等级聚类

曲线、物种累积箱形图和分组OTUs韦恩图，以评价测序

的深度、物种丰富度、样本量是否足够以及各组OTUs组

成情况。使用Qiime 1.9.1软件进行样本的Alpha多样性

分析，计算香农指数（Shannon 指数）、Chao1指数、ACE

指数和样品文库覆盖率（Goods coverage）。其中，Shan-

non指数反映样品中微生物的多样性，其值越大，说明菌

群多样性越高；Chao1和ACE指数反映群落中OTUs的

数目，是生态学中估计物种总数的常用指数，其值越大，

说明菌群丰富度越高；Goods coverage反映测序结果是

否可代表样本中微生物的真实情况，其值越大（最大值

为1），说明样本中序列被测出的概率越高[9]。

2.5.4 肠道菌群的Beta多样性分析 用Qiime 1.9.1软

件计算 Unifrac 距离、构建 UPGMA（Unweighted pair-

group method with arithmetic mean）样本聚类树，使用

R 2.15.3软件绘制无度量多维标定（Non-metric multi-di-

mensional scaling，NMDS）图[10]。

2.6 统计学方法

采用SPSS 20.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 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表示差异具有统计学

意义。

3 结果
3.1 造模情况

3.1.1 造模期大鼠的一般情况观察结果 造模期内，各

组大鼠均较活泼、反应敏捷，毛发光亮，饮食正常。但从

实验第3天起，模型组大鼠开始出现1级成形、软粪便和

2级稀烂、不成形粪便，而空白对照组大鼠的粪便在整个

实验期内均为0级硬粪便。空白对照组和模型组大鼠体

质量的增长值分别为（13.50±2.59）、（13.00±5.02）g，二

者比较差异无统计学意义（P＞0.05）。

3.1.2 造模期粪便样本DNA测序质量评估及肠道菌群

的Alpha多样性分析结果 稀释曲线结果显示，当序列

接近60 000时，再增加序列数量后很少产生新的OTUs，

表明试验测序深度足够[11]。等级聚类曲线结果显示，从

水平方向看，空白对照组在横轴上物种等级的跨度显著

大于模型组，表明空白对照组大鼠肠道菌群的丰富度高

于模型组。物种累积箱形图结果显示，当样本数量不断

增加至空白对照组和模型组样本量之和时，很少有新的

物种出现，表明样本数量足够[12]。通过空白对照组和模

型组样本聚类得到的分组OTUs韦恩图看，两组样本（12

份）有 580个共有的OTUs，其中空白对照组有 112个特

征OTUs，而模型组只有63个特征OTUs，表明空白对照

组大鼠肠道菌群的物种丰富度高于模型组。造模期

DNA测序质量评估及肠道菌群的Alpha多样性分析结

果见图1。

模型组大鼠 Shannon 指数显著低于空白对照组
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（P＜0.01），说明空白对照组大鼠肠道菌群的多样性显

著高于模型组。模型组大鼠Chao1、ACE指数虽低于空

白对照组，但差异无统计学意义（P＞0.05）。空白对照

组和模型组大鼠的Goods coverage均为 0.99，这进一步

表明两个组的测序深度足够，样品中序列未被检测到的

可能性较低。造模期两组大鼠肠道菌群的Alpha多样性

指数统计结果见表1。

表1 造模期两组大鼠肠道菌群的Alpha多样性指数统

计结果（x±±s，n＝6）

Tab 1 Statistical results of Alpha diversity indexes of

intestinal flora of rats in 2 groups during mo-

deling period（x±±s，n＝6）

组别
空白对照组
模型组

Shannon指数
4.55±0.55

3.27±0.62＊＊

Chao1指数
457.00±78.36

421.77±51.10

ACE指数
460.39±81.13

428.01±47.99

Goods coverage

0.99±0.00

0.99±0.00

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊＊P＜0.01

3.1.3 造模期大鼠肠道菌群的 Beta 多样性分析结果

NMDS分析结果显示，空白对照组和模型组大鼠肠道

中菌群分为2群，并分布在不同区域，表明两组大鼠肠道

菌群存在明显差异。UPGMA样本聚类分析结果显示，

两组大鼠肠道中细菌组成的相似度聚类可分成2类，模

型组除有1只大鼠与空白对照组归为同类外，其余均为

不同类，表明空白对照组大鼠的肠道菌群整体与模型组

不同。造模期大鼠肠道菌群的Beta多样性分析结果见

图2。

3.1.4 造模期大鼠肠道菌群结构组成分析结果 在门

水平上，空白对照组和模型组大鼠的优势菌门均为厚壁

菌门和拟杆菌门，但与空白对照组比较，模型组大鼠肠

道中厚壁菌门丰度显著降低（P＜0.05），拟杆菌门丰度

显著升高（P＜0.05），厚壁菌门/拟杆菌门（F/B）比值分别

为1.87和0.67。在属水平上，空白对照组大鼠的优势菌

属为拟杆菌属和乳杆菌属，而模型组大鼠的优势菌属为

拟杆菌属和 Romboutsia。空白对照组大鼠肠道中乳杆

菌属、双歧杆菌属（因排序不在前10，限于篇幅结果未详

细展示）以及考拉杆菌属、阿克曼氏菌属的丰度均显著

高于模型组（P＜0.05），而拟杆菌属、肠球菌属和粪芽孢

菌属（因排序不在前10，限于篇幅结果未详细展示）的丰

度均显著低于模型组（P＜0.05）。造模期两组大鼠肠道

菌群（丰度排名前10位）结构组成分析结果见表2（表中

数值为0.00±0.00的表示其对应菌株的丰度＜0.005）。

图1 造模期大鼠粪便样本DNA测序质量评估及肠道菌群的Alpha多样性分析结果

Fig 1 Results of DNA sequencing quality evaluation and Alpha diversity analysis of intestinal flora in fecal samples of

rats during modeling period
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3.2 益生菌联合左卡尼汀对模型大鼠肠道菌群的影响

3.2.1 恢复期大鼠的一般情况观察结果 恢复期（实验

第5～11天），空白对照组大鼠较活泼、反应敏捷，毛发光

亮，饮食正常，其粪便均为褐色、成形的0级粪便。模型

组大鼠虽反应尚可，但活动量较空白对照组明显减少，

且持续出现不成形的 1级和 2级粪便，体质量增长较

慢。益生菌组、左卡尼汀组和左卡尼汀+益生菌组大鼠

的活动量以及粪便的形态和颜色均逐渐恢复至正常，且

体质量增长未见减慢。在实验第11天，空白对照组、模

型组、益生菌组、左卡尼汀组和左卡尼汀+益生菌组大鼠

的体质量增长值分别为（40.17±13.57）、（35.67±8.82）、

（47.17±22.23）、（41.50±20.11）、（41.83±8.84）g，其中
益生菌组大鼠体质量增长值显著高于模型组（P＜

0.05）。实验周期内各组大鼠体质量增长情况见图3。

3.2.2 恢复期样本 DNA 测序质量评估及肠道菌群的
Alpha多样性分析结果 稀释曲线结果显示，当序列接
近60 000时，即使再增加序列也很少产生新的OTUs，表
明试验测序深度足够[11]。等级聚类曲线结果显示，从水
平方向看，各组在横轴上物种等级的跨度大小为空白对
照组＞模型组＞益生菌组＞左卡尼汀+益生菌组＞左卡
尼汀组，说明益生菌、左卡尼汀和左卡尼汀+益生菌组均
不能提高大鼠肠道菌群的丰富度。物种累积箱形图结
果显示，当样本量不断增加至5组样本量之和时，很少有
新的物种出现，表明 5组样本量足够[11]。通过各组聚类
得到的分组OTUs韦恩图看，5组样本共有416个共有的
OTUs，空白对照组、模型组、益生菌组、左卡尼汀组和左
卡尼汀+益生菌组分别有33、21、33、19、8个特征OTUs，

说明益生菌能够增加模型大鼠的特征OTUs。恢复期大
鼠粪便样本DNA测序质量评估及肠道菌群的Alpha多
样性分析结果见图4。

从 Goods coverage 来看，各组大鼠的 Goods cover-
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图2 造模期两组大鼠肠道菌群的Beta多样性分析结果

Fig 2 Results of beta diversity analysis of intestinal flora of rats in 2 groups during modeling period

表 2 造模期两组大鼠肠道菌群（丰度排名前 10位）结

构组成分析结果（x±±s，n＝6，％％）

Tab 2 Results of structural composition analysis of in-

testinal flora（top 10 in the list of abundance）

of rats in 2 groups during modeling period（x±±

s，n＝6，％％）

水平
门

属

类别
厚壁菌门（Firmicutes）

拟杆菌门（Bacteroidetes）

朊细菌门（Proteobacteria）

螺旋体门（Spirochaetes）

疣微菌门（Verrucomicrobia）

放线菌门（Actinobacteria）

未命名的细菌门
无壁菌门（Tenericutes）

蓝藻门（Cyanobacteria）

Rokubacteria

拟杆菌属（Bacteroides）

乳杆菌属（Lactobacillus）

Romboutsia

未命名的Clostridiales

未命名的Enterobacteriaceae

肠球菌属（Enterococcus）

考拉杆菌属（Phascolarctobacterium）

阿克曼氏菌属（Akkermansia）

未命名的Ruminococcaceae

毛螺旋菌属（Parasutterella）

空白对照组
54.50±4.04

29.15±8.55

7.52±6.44

5.01±6.95

2.49±2.35

1.08±0.88

0.14±0.13

0.04±0.02

0.01±0.03

0.01±0.01

25.77±6.70

15.86±8.22

3.88±4.18

4.93±9.31

4.94±5.88

1.21±0.42

2.77±1.29

2.49±1.84

2.02±1.44

1.18±1.58

模型组
34.73±8.42＊

51.64±11.83＊

12.52±4.16

0.09±0.01

0.56±0.33

0.38±0.26

0.02±0.02＊

0.01±0.01

0.00±0.00

0.01±0.01

50.63±12.04＊

1.30±0.41＊

11.85±14.78

5.25±5.37

4.80±3.35

3.58±1.91＊

0.74±0.30＊

0.56±0.32＊

0.94±0.25

0.31±0.09＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05

图 3 实验周期内各组大鼠的体质量增长情况（x±±s，

n＝6）

Fig 3 Weight growth of rats in each group during the

experimental period（x±±s，n＝6）
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age均达到了 1.00，表明恢复期各组样本的测序深度均

足够。从 Shannon 指数来看，各给药组大鼠的 Shannon

指数虽均低于空白对照组，但只有左卡尼汀+益生菌组

差异具有统计学意义（P＜0.01），表明仅左卡尼汀+益生

菌组大鼠肠道菌群多样性较空白对照组显著降低。同

时，模型组和各药物组大鼠 Chao1、ACE 指数均低于空

白对照组（P＜0.05或 P＜0.01），且益生菌、左卡尼汀和

左卡尼汀+益生菌均未表现出提升模型大鼠 Shannon、

Chao1和 ACE 指数的趋势（P＞0.05）。以上结果表明，

益生菌、左卡尼汀和左卡尼汀+益生菌给药后均不能提高

腹泻模型大鼠肠道菌群的多样性和丰富度。恢复期各组

大鼠肠道菌群的Alpha多样性指数统计结果见表3。

3.2.3 恢复期大鼠肠道菌群的 Beta 多样性分析结果

NMDS分析结果显示，仅空白对照组大鼠的物种信息

与其余各组无重叠部分，说明空白对照组与其余各组大

鼠的肠道菌群构成差异较大；而模型组、益生菌组、左卡

尼汀组、左卡尼汀+益生菌组大鼠之间肠道菌群构成差

异相对较小，说明益生菌、左卡尼汀、左卡尼汀+益生菌

均不能显著改变模型大鼠的肠道菌群。UPGMA样本聚

类分析结果显示，只有空白对照组各样本在UPGMA聚

类树中的距离较为相近，被单独聚为一类，而其余组各

样本间均存在重叠部分。上述结果说明，除空白对照组

外，其余各组大鼠肠道菌群的构成无明显差异，这进一

步证实了“3.2.2”项下结论。恢复期各组大鼠肠道菌群

的Beta多样性分析结果见图5。

表3 恢复期各组大鼠肠道菌群的Alpha多样性指数统

计结果（x±±s，n＝6）

Tab 3 Statistical results of Alpha diversity indexes of

intestinal flora of rats in each group during re-

covery period（x±±s，n＝6）

组别
空白对照组
模型组
益生菌组
左卡尼汀组
左卡尼汀+益生菌组

Shannon指数
4.63±0.47

4.58±0.37

4.37±0.27

4.28±0.23

3.91±0.55＊＊##

Chao1指数
525.55±158.15

403.16 ±51.05＊

402.91±41.74＊

350.42±27.95＊＊

386.35±37.60＊＊

ACE指数
485.69±61.55

402.05±43.54＊＊

409.05±42.26＊＊

354.65±27.82＊＊

386.33±36.74＊＊

Goods coverage

1.00±0.00

1.00±0.00

1.00±0.00

1.00±0.00

1.00±0.00

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，
##P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model

group，##P＜0.01

3.2.4 恢复期大鼠肠道菌群结构组成分析结果 在门

水平上，空白对照组、模型组、益生菌组、左卡尼汀组和

左卡尼汀+益生菌组大鼠的 F/B比值分别为 0.58、0.39、

0.45、0.28、0.30；与空白对照组比较，模型组大鼠肠道中

厚壁菌门、无壁菌门的丰度均显著降低（P＜0.05），朊细

菌门的丰度显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，益生菌

组大鼠的F/B比值显著升高、朊细菌门以及左卡尼汀组

图4 恢复期大鼠粪便样本DNA测序质量评估及肠道菌群的Alpha多样性分析结果

Fig 4 Results of DNA sequencing quality evaluation and Alpha diversity analysis of intestinal flora in fecal sam-

ples of rats during recovery period
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表4 恢复期各组大鼠肠道菌群（丰度排名前10位）结构组成分析结果（x±±s，n＝6，％％）

Tab 4 Results of structural composition analysis of intestinal flora（top 10 in the list of abundance）of rats in each

group during recovery period（x±±s，n＝6，％％）

水平
门

属

类别（英文名）

拟杆菌门（Bacteroidetes）

厚壁菌门（Firmicutes）

疣微菌门（Verrucomicrobia）

朊细菌门（Proteobacteria）

未命名的细菌门
放线菌门（Actinobacteria）

无壁菌门（Tenericutes）

螺旋体门（Spirochaetes）

广古生菌门（Euryarchaeota）

Rokubacteria

其他
拟杆菌属（Bacteroides）
阿克曼氏菌属（Akkermansia）
未命名的Ruminococcaceae
乳杆菌属（Lactobacillus）
杜氏杆菌属（Dubosiella）
毛螺旋菌属（Parasutterella）
副拟杆菌属（Parabacteroides）
考拉杆菌属（Phascolarctobacterium）

布劳特氏菌属（Blautia）
未命名的Lachnospiraceae
其他

空白对照组
49.04±9.20
28.62±9.61
19.00±14.42
2.60±1.03
0.27±0.22
0.25±0.12
0.12±0.10
0.07±0.04
0.01±0.03
0.00±0.00
0.01±0.01

25.76±5.12
19.00±5.46

4.08±3.63
1.94±1.54
1.58±3.28
1.12±0.85
0.98±0.39
0.96±0.36
0.38±0.41
0.30±0.20

43.90±5.43

模型组
52.94±5.97
20.65±3.10＊

20.04±8.06
4.69±1.87＊

0.01±0.01＊

0.16±0.11
0.01±0.01＊

0.02±0.03
0.01±0.01
0.00±0.00
1.47±0.01

43.94±6.71＊

11.04±5.59＊

1.64±0.34
0.31±0.45＊

0.06±0.08
0.91±0.34
2.19±1.46
1.97±1.00
0.48±0.18
0.34±0.33

37.13±11.53

益生菌组
61.96±9.55
27.91±8.74
6.90±4.93
2.97±1.70#

0.01±0.01
0.16±0.08
0.02±0.01
0.06±0.09
0.00±0.00
0.00±0.00
0.01±0.02

43.01±12.16
6.90±4.93
3.26±3.23
1.16±0.87
0.14±0.15
1.51±0.76
1.39±0.41
1.95±1.53
0.97±0.49
0.52±0.41

39.19±11.12

左卡尼汀组
69.90±3.46#

19.82±4.42
5.74±4.11#

4.21±1.17
0.01±0.01
0.28±0.22
0.01±0.01
0.02±0.03
0.00±0.00
0.00±0.00
0.00±0.00

57.29±2.49 #

5.74±4.11
1.91±0.87
0.43±0.21
0.02±0.01
1.49±0.90
2.89±1.63
2.26±0.87
0.40±0.20
1.00±1.15

26.57±3.70#

左卡尼汀+益生菌组
53.30±13.03
15.85±4.51
27.45±17.13
2.93±0.84#

0.00±0.00
0.41±0.51
0.02±0.02
0.04±0.04
0.00±0.00
0.00±0.00
0.01±0.00

44.68±10.77
27.45±17.13#

1.39±0.55
0.62±0.58
0.06±0.13
1.01±0.28
1.71±0.98
1.60±0.77
1.08±1.63
0.28±0.09

20.13±6.11#

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. model group，#P＜0.05

图5 恢复期各组大鼠肠道菌群的Beta多样性分析结果

Fig 5 Results of beta diversity analysis of intestinal flora of rats in each group during recovery period
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大鼠肠道中疣微菌门的丰度均显著降低（P＜0.05），左
卡尼汀+益生菌组大鼠肠道中朊细菌门丰度显著降低
（P＜0.05）。在属水平上，与空白对照组比较，模型组大
鼠肠道中拟杆菌属的丰度显著升高（P＜0.05），阿克曼
氏菌属、乳杆菌属的丰度均显著降低（P＜0.05）；与模型
组比较，左卡尼汀+益生菌组大鼠肠道中阿克曼氏菌属
的丰度显著升高（P＜0.05），且益生菌组、左卡尼汀组和
左卡尼汀+益生菌组大鼠肠道中乳杆菌属的丰度均有不
同程度的提高。恢复期各组大鼠肠道菌群（丰度排名前
10位）结构组成分析结果见表4（表中数据为0.00±0.00

的表示对应菌株的丰度＜0.005）。

4 讨论
人体肠道内庞大的菌群大致可以分为 3类：一类是

共生菌，主要是专性厌氧菌，包括乳杆菌、双歧杆菌以及
部分梭菌类和革兰氏阳性球菌（如粪链球菌、乳球菌）

等，其参与了食物的消化过程并促进肠道的蠕动，同时
具有增强机体免疫力、抑制致病菌生长等功能；另一类
是条件致病菌，如大肠埃希菌和肠球菌等，其在正常情
况下对人体有益，但在某些因素（如长期使用广谱抗生
素、肠道动力异常）的作用下其大量繁殖后也会对机体
产生危害；还有一类是致病菌，如艰难梭菌、金黄色葡萄
球菌等，这类细菌在正常人体肠道内含量较少[7，12]。正
常情况下，人体肠道内的细菌相互拮抗、相互协同，在质
和量上形成一种动态平衡，但长期使用抗生素会导致敏
感菌的生长被抑制，致病菌借机大量繁殖而导致肠道菌
群的紊乱[13]。
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目前许多研究采用抗生素建立肠道菌群失调动物
模型，如郭佳裕等[14]通过灌胃盐酸林可霉素（120 mg/d，

连续灌胃7天）成功建立了肠道菌群紊乱小鼠模型；再如
李娜等[15]通过灌胃头孢曲松钠溶液（0.02 mL/g，头孢曲
松质量浓度为 0.6 g/mL，连续灌胃 10天）成功建立了小
鼠肠道菌群失调模型。但不同类型的抗生素、不同的
给药剂量和给药时间都会影响造模效果。本研究通过
灌胃克林霉素磷酸酯（50 mg/mL）的方法来建立了大鼠
肠道菌群失调模型。张文娣[7]的研究结果显示，50 mg/mL

的克林霉素磷酸酯可导致大鼠肠道菌群失调，但停药一
段时间后可在一定程度上恢复，提示在该剂量下不会引
起大鼠肠道菌难以逆转的失调情况。本研究结果显示，

在造模期结束时，模型组大鼠肠道菌群的多样性和丰富
度显著低于空白对照组，该结果与文献[16]报道相一致；

在菌群结构方面，模型组大鼠肠道中F/B比值较空白对
照组显著下降（F/B比值是反应肠道菌群紊乱的重要指
标[12]），同时乳杆菌属、双歧杆菌属、阿克曼氏菌属等益
生菌的丰度也显著下降，而肠球菌属等致病菌的丰度显
著升高，且UPGMA聚类分析也将空白对照组和模型组
样本聚为2类。以上研究结果均提示，本研究中肠道菌
群紊乱大鼠模型复制成功。

益生菌是临床上常用的治疗新生儿腹泻和母乳喂
养不耐受的制剂，常用的益生菌包括双歧杆菌、嗜酸乳
杆菌、地衣芽孢杆菌等[17－18]。姜琳等[19]的研究显示，合用
双歧杆菌乳酸菌片可有效预防小儿抗生素相关腹泻；伍
静等[20]的研究表明，口服乳酸菌和双歧杆菌能够上调肠
道菌群失衡模型小鼠肠道中乳酸菌和双歧杆菌的数量，

调节和修复其肠道菌群的平衡状态。但是由于益生菌
为活菌制剂，其生物活性易受外部环境的影响，且其进
入人体或动物消化道后，受到胃酸和胆盐等的影响，最
终能到达肠道并定植发挥作用的活菌数量极少，有时并
不能发挥益生效果[5]。在本研究中，当恢复期结束时，笔
者发现灌胃益生菌后不能提高模型大鼠肠道菌群的丰
富度和多样性，但是能提高其F/B比值。相关研究显示，

抗生素可导致腹泻模型小鼠肠道中F/B比值显著下降，

提示灌胃益生菌可改善菌群失调腹泻模型大鼠的肠道
菌群紊乱情况[21]。此外，乳杆菌属是常见的益生菌，其
能够治疗或辅助治疗新生儿腹泻及胃肠道等疾病 [22]。

在本研究中，益生菌组大鼠肠道中乳杆菌属的丰度较模
型组有一定升高。可见，灌胃益生菌后，其可通过改变
菌群结构、增加肠道内益生菌丰度来改善模型大鼠的腹
泻情况。

左卡尼汀又名左旋肉毒碱，是一种由氨基酸生物合
成的季铵化合物，在能量代谢尤其是脂肪酸的分解代谢
中起着重要作用；同时，其还具有抗氧化、维持体内细胞
膜稳定以及促进蛋白质合成等活性[23]。此外，左卡尼汀
是肠道菌群产生三甲胺的重要来源[24]。本研究结果显
示，联合使用益生菌和左卡尼汀虽不能提高菌群失调腹
泻模型大鼠肠道菌群的丰富度、多样性以及F/B比值，但
能够在一定程度上提高其肠道中阿克曼氏菌属和乳杆

菌属等益生菌的丰度。多项研究表明，阿克曼氏菌对肠
道炎症、肥胖、糖尿病等疾病具有改善作用，能够降低炎
症因子水平、诱导肠道菌群重塑、在维持肠道稳态中具
有重要作用，有望被开发为生物治疗剂和下一代益生菌
制剂[25－26]。

综上所述，本研究通过采用克林霉素磷酸酯灌胃的
方式成功建立了菌群失调腹泻大鼠模型，初步证明了益
生菌联合左卡尼汀对模型大鼠肠道菌群的多样性和丰
富度无显著恢复作用，但能在一定程度上提高其肠道益
生菌的丰度。本研究为临床联合使用左卡尼汀和益生
菌提供了一定的参考，但要确认该作用及具体机制还需
扩大样本量进行更深入的研究。
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摘 要 目的：研究加味六味地黄汤对慢性肾脏病矿物质和骨异常（CKD-MBD）模型大鼠肾/骨组织损伤的影响。方法：将雄性

SD大鼠随机分为正常组（n＝10）、单纯高磷组（n＝30）、模型组（n＝30）、骨化三醇组（阳性对照，0.09 μg/kg，n＝30）和加味六味地

黄汤组（以生药总量计10 g/kg，n＝30）。采用高磷联合腺嘌呤饲料饲养6周的方法建立CKD-MBD模型。造模后，正常组和模型

组大鼠继续以普通饲料/高磷饲料饲养并灌胃蒸馏水；各药物组大鼠改为普通饲料饲养并灌胃相应药液（溶剂均为水）；按0.1 mL/kg每

天按时灌胃1次，连续6周。正常组大鼠末次给药后取血、处死，其余各组大鼠分别于给药2、4、6周时随机取10只取血、处死。检

测各组大鼠血清中尿素氮（BUN）、血肌酐（Scr）、钙、磷、全段甲状旁腺激素（iPTH）、成纤维细胞生长因子23（FGF-23）、核因子κB

受体活化因子配体（RANKL）和骨钙素含量，测定股骨头的骨密度，观察肾组织和骨组织的形态学变化并计算肾小管损伤百分比

和肾间质纤维化分值。结果：与正常组比较，单纯高磷组大鼠各时间点上述指标均无明显变化（P＞0.05），肾/骨组织亦无异常改

变。与单纯高磷组相同时间点比较，模型组大鼠各时间点血清中BUN、Scr、磷、iPTH、FGF-23、RANKL、骨钙素含量和肾小管损伤

百分比、肾间质纤维化分值均显著升高，血清中钙含量和股骨头的骨密度均显著降低（P＜0.05或P＜0.01），肾组织呈弥散性纤维

化，骨小梁宽度增加、成骨细胞减少。与模型组相同时间点比较，加味六味地黄汤组和骨化三醇组大鼠各时间点血清中BUN（加

味六味地黄汤组给药2周除外）、Scr、血磷、iPTH、FGF-23、RANKL、骨钙素含量和肾小管损伤百分比、肾间质纤维化分值均显著降

低，血清中钙含量和骨密度（给药2周除外）均显著升高（P＜0.05或P＜0.01），肾/骨组织病理变化明显改善；而加味六味地黄汤组

和骨化三醇组上述各指标差异均无统计学意义（P＞0.05）。结论：加味六味地黄汤可改善CKD-MBD模型大鼠肾/骨组织损伤，提

高其骨密度并调节钙磷代谢紊乱。
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