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·论著·
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【摘要】 目的  通过 16S rDNA 测序技术探究脓毒症大鼠早期肠道微生态变化。方法  将 60 只雄性 SD
大鼠按随机数字表法分为盲肠结扎穿孔术（CLP）组和假手术组（Sham 组），每组 30 只。CLP 组采用 CLP 法制
备脓毒症大鼠模型；Sham组只开腹但不进行盲肠结扎穿孔。术后24 h每组取8只大鼠肠道粪便及腹主动脉血，
其余大鼠用于观察 7 d 存活情况。采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水平；
对粪便样本进行16S rDNA测序，利用序列对比和聚类后获得的操作分类单元（OTU）信息进行多样性分析（α多
样性和β多样性）、主坐标分析及线性判别分析效应量分析（LEfSe），观察脓毒症大鼠早期肠道微生态的变化并
挖掘标志性菌群。结果  制模后 24 h，CLP 组大鼠出现呼吸急促、毛发散乱等表现，且血清 TNF-α水平较 Sham
组显著升高（ng/L：43.95±9.05 比 11.08±3.27，P＜0.01）；制模后 7 d，Sham 组大鼠全部存活，而 CLP 组大鼠累
积生存率仅31.82%。多样性分析显示，Sham组与CLP组α多样性指标比较差异无统计学意义〔物种数量（个）：
520.00±52.15比492.25±86.61，Chao1丰富度估计量：707.25±65.69比668.93±96.50，Shannon指数：5.74±0.42 
比 5.79±0.91，Simpson 指数：0.93±0.03 比 0.94±0.05，均 P＞0.05〕；β多样性分析显示，无论是否根据 OTU 加
权，组间差异均大于组内差异（丰度加权矩阵：R＝0.23，P＝0.04；丰度不加权矩阵：R＝0.32，P＝0.01）。门水平
差异菌群分析显示，与 Sham 组相比，CLP 组变形菌门和 TM7 菌门丰度显著升高〔18.100%（15.271%，26.665%） 
比 6.974%（2.854%，9.764%），0.125%（0.027%，0.159%）% 比 0.018%（0.008%，0.021%），均 P＜0.05〕；在属水平上， 
CLP组螺杆菌属、钌杆菌属、颗粒链菌属、梭菌属ⅩⅧ等机会致病菌的丰度较Sham组显著升高〔5.090%（1.812%， 
6.598%）比 0.083%（0.034%，0.198%），0.244%（0.116%，0.330%）比 0.016%（0.008%，0.029%），0.006%（0.003%，
0.010%）比 0.001%（0%，0.003%），0.094%（0.035%，0.430%）比 0.007%（0.003%，0.030%），均 P＜0.05〕，而拟普
雷沃菌属、罗姆布茨菌属等益生菌的丰度较Sham组显著降低〔7.345%（3.662%，11.546%）比22.504%（14.403%，
26.928%），0.113%（0.047%，0.196%）比 1.229%（0.809%，2.290%），均 P＜0.01〕。LEfSe 分析结果显示，厚壁菌
门所属益生菌在 Sham 组显著富集，罗姆布茨菌是富集最显著的菌种；而螺杆菌属、颗粒链球菌属和梭菌属ⅩⅧ
等机会致病菌在 CLP 组显著富集，螺杆菌 _NGSU_2015 为富集最显著的菌种。结论  脓毒症早期大鼠肠道微
生态结构显著改变，主要表现为拟普雷沃菌属等益生菌丰度显著降低，螺杆菌属等机会致病菌丰度显著升高。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  changes  of  intestinal  microecology  in  the  early  stage  of  sepsis  rat 
model by 16S rDNA sequencing.  Methods  Sixty male Sprague-Dawley  (SD)  rats were randomly divided  into cecal 
ligation and puncture (CLP) group and sham operation group (Sham group), with 30 rats in each group. In the CLP group, 
sepsis rat model was reproduced by CLP method; the rats in the Sham group only underwent laparotomy without CLP. At 
24 hours after the operation, the intestinal feces and serum samples of 8 rats in each group were collected. The survival 
rate of the rest rats was observed until the 7th day. The level of serum tumor necrosis factor-α (TNF-α) was detected by 
enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA).  Intestinal  feces  were  sequenced  by  16S  rDNA  sequencing  technology. 
The operational taxonomic unit (OTU) data obtained after sequence comparison and clustering was used for α diversity 
and β diversity  analysis,  principal  coordinate  analysis  and  linear discriminant  analysis  effect  size  analysis  (LEfSe)  to 
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  根据第 3 版国际脓毒症与感染性休克定义［1］，

脓毒症是宿主对感染反应失调导致的危及生命的器

官功能障碍，在我国重症监护病房发生率超过20%，

病死率在 35% 以上，是重症患者主要死亡原因［2］。

内皮损伤和微循环障碍在脓毒症病理生理过程中扮

演着重要角色［3］。肠道是人体最大的免疫器官，也

是多器官功能障碍时最先受累器官。基础和临床研

究都表明，脓毒症伴随肠道黏膜屏障受损和菌群移

位等肠道功能异常现象［4-6］。肠黏膜屏障功能受损

导致细菌、毒素入血和移位，可加重系统性炎症及

远隔器官功能失调，反过来进一步加重肠黏膜损伤，

从而形成恶性循环［3，6-8］。肠道微生态可能成为预

防和治疗脓毒症的新靶点［9］。现有的研究中采集

脓毒症患者粪便样本的时间点大多集中于入院 72 h

后；而有研究表明入院 6 h 肠道菌群即开始变化［10］；

前期基础研究则表明，24 h 可能是脓毒症动物模型

菌群结构变化的高峰期［11］。与临床队列相比，动

物模型缩小了药物应用、遗传、习惯和代谢的变异，

更能反映共同的病理生理过程。因此，本研究通过

16S rDNA 测序技术结合生物信息学分析，观察脓毒

症早期大鼠肠道菌群谱的改变，以期为后续探寻脓

毒症早期生物标志物及治疗靶点提供理论基础。

observe the changes of intestinal microecology in early sepsis rats and excavate the marker flora.  Results  At 24 hours  
after  the  reproduction  of  the  model,  the  rats  in  the  CLP  group  showed  shortness  of  breath,  scattered  hair  and  other 
manifestations, and  the  level of  serum TNF-α increased significantly as compared with  that  in  the Sham group  (ng/L:  
43.95±9.05  vs.  11.08±3.27,  P  <  0.01).  On  the  7th  day  after  modeling,  the  cumulative  survival  rate  of  the  Sham 
group  was  100%,  while  that  of  the  CLP  group  was  31.82%.  Diversity  analysis  showed  that  there  was  no  significant 
difference  in α diversity  parameter  between  the  Sham  group  and  the  CLP  group  (number  of  species:  520.00±52.15 
vs.  492.25±86.61,  Chao1  richness  estimator:  707.25±65.69  vs.  668.93±96.50,  Shannon  index:  5.74±0.42  vs. 
5.79±0.91, Simpson index: 0.93±0.03 vs. 0.94±0.05, all P > 0.05). However, the β diversity analysis showed that the 
difference between groups was greater  than  that within groups whether weighted according  to OTU or not  (abundance 
weighted matrix: R  =  0.23, P  =  0.04;  abundance  unweighted matrix: R  =  0.32, P  =  0.01).  At  the  phylum  level,  the 
abundance  of Proteobacteria  and Candidatus_sacchari  in  the CLP group  increased  significantly  as  compared with  the 
Sham  group  [18.100%  (15.271%,  26.665%)  vs.  6.974%  (2.854%,  9.764%),  0.125%  (0.027%,  0.159%)% vs.  0.018% 
(0.008%, 0.021%), both P < 0.05]. At the genus level, the abundance of opportunistic pathogen including Helicobacter, 
Ruthenium,  Streptococcus,  Clostridium ⅩⅧ  in  the  CLP  group  was  significantly  higher  than  that  in  the  Sham  group 
[5.090% (1.812%, 6.598%) vs. 0.083% (0.034%, 0.198%), 0.244% (0.116%, 0.330%) vs. 0.016% (0.008%, 0.029%), 
0.006%  (0.003%,  0.010%)  vs.  0.001%  (0%,  0.003%),  0.094%  (0.035%,  0.430%)  vs.  0.007%  (0.003%,  0.030%),  all  
P < 0.05], and  the abundance of probiotics such as Alloprevotella and Romboustia was significantly  lower  than  that  in 
the Sham group [7.345% (3.662%, 11.546%) vs. 22.504% (14.403%, 26.928%), 0.113% (0.047%, 0.196%) vs. 1.229% 
(0.809%, 2.29%), both P < 0.01]. LEfSe analysis showed that  the probiotics belonging to Firmicutes were significantly 
enriched in the Sham group, and Romboustia was the most significantly enriched species. Opportunistic pathogens such as 
Helicobacter, Streptococcus and Clostridium ⅩⅧ were significantly enriched in the CLP group, Helicobacter_NGSU_ 2015  
was  the  most  significantly  enriched  species.  Conclusion  In  the  early  stage  of  sepsis,  the  intestinal  microbiota 
structure of rats is significantly changed, which mainly shows that the abundance of Alloprevotella and other probiotics is 
significantly reduced, while that of Helicobacter and other opportunistic pathogens is significantly increased.
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1 材料与方法 

1.1  实验动物：6～8周龄SPF级雄性SD大鼠60只，

体质量（200±12）g，购自北京维通利华实验动物技

术有限公司，合格证号：SCXK（京）2016-0006。动

物饲养于河南省中医药研究院，以颗粒维持饲料饲 

养，每天12 h昼夜循环，自由进食水，在（25±2） ℃的 

SPF 级环境中饲养 1 周。本研究动物实验方案及数

据分析流程经郑州大学第一附属医院科研项目伦理

审查委员会审批（审批号：2019-KY-235），均符合动 

物福利与伦理相关要求。

1.2  动物分组及模型制备：动物术前禁食 12 h，按

随机数字表法分为假手术组（Sham 组）和盲肠结扎

穿孔术（cecum ligation and puncture，CLP）组，每组

30 只。CLP 组采用 CLP 法建立脓毒症大鼠模型［12］。

腹腔注射 2% 戊巴比妥钠 1 mL/kg 麻醉大鼠，仰卧位

固定，开腹后牵出盲肠，在盲肠约 1/2 处结扎，于结

扎肠管中点用 18 G 无菌注射器针头在两侧系膜缘

间贯穿 1 次，挤出少量肠内容物后回纳腹腔，关腹。

皮下注射 37 ℃预热的 0.9% 氯化钠溶液进行液体复

苏。Sham 组不结扎穿刺盲肠，其余步骤相同。制模

完成后所有大鼠在复温灯下照射 1 h，放回动物房。

1.3  样本收集和指标检测：两组均于制模后 24 h 取
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8 只大鼠，收集结肠末端粪便，立即浸入液氮淬灭，

24 h 后转至 -80 ℃储存。采用含促凝剂的负压采血

管收集大鼠腹主动脉血 2 mL，4 ℃下静置 30 min， 

待血清析出后离心并收集上层血清，-20 ℃保存。

采用酶联免疫吸附试验检测血清肿瘤坏死因子-α

（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平，根据试剂盒

（武汉华美生物工程有限公司）说明书操作。观察其

余大鼠的 7 d 生存情况。

1.4  16S rDNA 测序：提取粪便样本中的总微生物

DNA，采用聚合酶链反应（polymerase chain reaction，

PCR）对菌群 DNA 的 V3～V4 区域进行扩增，引物

为 341F（5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3'）和 805R 

（5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3'），每个样本引

物 5' 端分别用特异性条形码标记，并对通用引物进

行测序。PCR 产物验证通过 2% 琼脂糖凝胶电泳进

行，以超纯水作为阴性对照。PCR 产物纯化后使用 

Qubit荧光计定量。制备扩增子库，在NovaSeq PE250 

平台进行扩增子库和样本测序，测序深度和量分别

使用 Angilent 2100 型生物分析仪（美国安捷伦科技

有限公司）及 Illumina 库定量试剂盒（美国卡帕生物

科技有限公司）进行评估，原始数据匹配端合并采用

FLASH 软件进行。依据 Fqtrim（v0.94）标准对原始

数据进行质量控制，使用 Vsearch（v2.3.4）过滤嵌合

序列，应用 DADA2 包解调，去重后获得单碱基精度

的特征序列。基于扩增序列变体构建操作分类单元

（operational taxonomic unit，OTU），序列比对用 Blast

进行，并通过SILVA数据库进行分类和注释，用每个

样本总丰度进行归一化。α多样性和β多样性通过 

QIIME2 软件计算，均以相同随机序列进行归一化。

1.5  数据分析

1.5.1  炎症因子及生存分析：符合正态分布的连续

性变量以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比较采用

Wilcoxon 秩和检验。采用 Kaplan-Meier 法分析两组

大鼠的生存情况，组间比较采用时序检验。P＜0.05 

为差异具有统计学意义。相关分析和运算用 R 语言 

（v4.0.2）的 base 包和 survival 包完成。

1.5.2  测序数据质控：采用物种稀释曲线反映测序

深度，对不同样本量进行 100 次随机取样模拟，观察

样本物种多样性随样本量增加的变化趋势，曲线趋

于平缓则说明测序深度足够。

1.5.3  α多样性分析：α多样性可反映样本内部的

群落丰富度，通过 Chao1 丰富度估计量和物种数量

评估物种丰富度，低丰度特征序列的深度用序列覆

盖率评估，菌群丰富度及均匀度分别用 Shannon 指

数和Simpson指数评价。数据符合正态分布，以 x±s 

表示，组间比较采用 Mann-Whitney U 检验，P＜0.05

为差异具有统计学意义。

1.5.4  β多样性分析：根据 OTU 聚类信息计算样

本间的距离，分别根据丰度加权与不加权的方式构

建样本 Unifrac 距离矩阵，采用主坐标分析（principal 

coordinate analysis，PCoA）进行特征降维，同时通过

Anosim 相似性检验来验证组间差异，Anosim 检验的 

R 值范围为 -1～1，R 值越接近 1，表明组间差异越

大，P＜0.05 则表明检验可信度较高。

1.5.5  物种差异分析：利用门、纲、目、科、属、种水

平的菌落组成和丰度信息进行差异菌群分析。经正

态性检验菌群丰度呈非正态分布，以中位数（四分位

数）〔M（QL，QU）〕表示，组间比较采用 Wilcoxon 秩和

检验，P＜0.05 为差异具有统计学意义。通过线性判

别分析效应量分析（linear discriminant analysis effect 

size analysis，LEfSe）探讨潜在的疾病相关菌群标志，

如线性判别分析（linear discriminant analysis，LDA）

分值（log10LDA）＞2，则该菌群被认为是潜在的标志 

菌群。分析相关运算及结果可视化用R语言（v4.0.2）

的 vegan 包和 ggplot2 包完成。 

2 结 果 

2.1  CLP 制模情况：制模后 24 h，CLP 组大鼠出现

倦怠、乏力、毛发散乱、呼吸急促、腹部膨隆的表现；

而 Sham 组大鼠无明显异常改变。CLP 组大鼠血清

TNF-α水平较 Sham 组显著升高（ng/L：43.95±9.05 

比 11.08±3.27，P＜0.01），提示CLP大鼠体内炎症水

平显著升高。制模后 7 d，CLP 组大鼠存活 7 只，而 

Sham 组存活 22 只；Kaplan-Meier 生存曲线分析亦

显示，CLP 组大鼠 7 d 累积生存率显著低于 Sham 组

（31.82% 比 100.00%，P＜0.01）。

2.2  肠道菌群分析

2.2.1  16S rDNA 测序结果：对收集到的 16 份动物

粪便样本进行 16S rDNA 测序后，共得到 893 081 条

有效序列，平均序列数 55 817.56 条，平均序列长度

502 bp，质量值＞30 的碱基百分比均值为 87.32%。

2.2.2  OTU 聚类和稀释曲线：对 CLP 组和 Sham 组

样本中的有效序列聚类后共获得 1 436 个 OTU，其

中 108 个只在 Sham 组出现，68 个只在 CLP 组出现，

1 260 个为两组共有。物种稀释曲线显示（图 1），随

着样本量增加，新增 OTU 数量减少，曲线趋于平缓，

提示测序深度足够。
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2.2.3  α多样性分析（表 1）：CLP 组大鼠肠道菌群

α多样性指标与 Sham 组相比差异均无统计学意义

（均 P＞0.05）。两组样本覆盖率均达 99% 左右。

2.2.4  β多样性分析：分别基于 OTU 丰度加权与不 

加权 Unifrac 距离构建样本距离矩阵，并进行 PCoA

分析，可以看出两组样本区分度较好，样本间距离小

于组间距离（图 2）；Anosim 相似性检验结果也表明，

不论是否根据 OTU 丰度加权，组间差异均显著大于

组内差异（丰度加权矩阵：R＝0.23，P＝0.04；丰度不 

加权矩阵：R＝0.32，P＝0.01）。

2.2.5  门水平差异菌群分析：在门水平上，两组大

鼠肠道优势菌群均为拟杆菌门、厚壁菌门和变形菌

表 1　两组大鼠肠道菌群的α多样性分析（x±s）

组别
动物数

（只）

物种数量

（个）

Chao1 丰富度

估计量

Shannon

指数

Sham 组 8 520.00±52.15 707.25±65.69 5.74±0.42
CLP 组 8 492.25±86.61 668.93±96.50 5.79±0.91

组别 动物数（只） Simpson 指数 序列覆盖率（%）

Sham 组 8 0.93±0.03 98.84±0.18
CLP 组 8 0.94±0.05 98.93±0.19

注：Sham 为假手术，CLP 为盲肠结扎穿孔术；物种数量和 Chao1 

丰富度估计量为物种丰富度指标，Shannon 指数为菌群丰富度指标，

Simpson 指数为菌群均匀度指标

门（图 3A）。与 Sham 组相比，CLP 组变形菌门丰度

显著升高〔18.100%（15.271%，26.665%）比 6.974% 

（2.854%，9.764%），P＜0.05〕，拟杆菌门丰度略有降低

〔45.794%（25.276%，50.095%）比 61.558%（45.079%， 

70.648%），P＞0.05〕，厚壁菌门的丰度相近〔33.721% 

（20.683%，47.039%）比26.751%（24.680%，32.732%）， 

P＞0.05〕。另外，CLP组 TM7菌门的丰度较Sham组 

显著升高（P＜0.05；表 2）。

2.2.6  属水平差异菌群分析（图 3B；表 2）：在属水

平上，CLP 组丰度较高的肠道菌群依次是拟杆菌属

〔10.643%（7.989%，17.834%）〕、埃希菌属〔9.180%

（6.713%，21.420%）〕、乳酸杆菌属〔6.467% （3.694%，

15.340%）〕，而 Sham 组丰度较高的肠道菌群依次是

拟普雷沃菌属〔22.504%（14.403%，26.928%）〕、普雷

沃菌属〔6.360%（4.077%，17.579%）〕和未分类的紫

单胞菌科〔6.719%（6.145%，9.947%）〕；CLP 组拟普

雷沃菌属丰度较 Sham 组显著降低（P＜0.01）。CLP

组显著富集的菌属包括丁酸弧菌属、钌杆菌属、颗

粒链菌属、梭菌属ⅩⅧ、普罗旺斯菌属、光冈菌属、

厌氧产氢杆菌属及螺杆菌属，丰度显著高于Sham组 

注：OTU 为操作分类单元；在对不同样本量进行的 
100 次随机取样模拟中选取 16 次进行分析

图 1  大鼠肠道菌群 OTU 的样本稀释曲线

注：CLP 为盲肠结扎穿孔术，Sham 为假手术

图 3  两组大鼠在门水平（A）与属水平（B）肠道菌群构成的堆积棒状图

注：Sham 为假手术，CLP 为盲肠结扎穿孔术，OTU 为操作分类单元，
PCoA 为主坐标分析；PC1、PC2、PC3 表示选定的主成分， 

坐标轴的含义为相对距离，无实际意义； 
样本越接近，说明菌群相似性越高

图 2  根据两组大鼠肠道菌群 OTU 丰度 
加权（A）与不加权（B）的 PCoA 分析
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表 2　两组大鼠肠道差异显著菌属丰度比较〔M（QL，QU）〕 

门 属
丰度（%）

门 属
丰度（%）

Sham 组 CLP 组 Sham 组 CLP 组

拟杆菌门 丁酸弧菌属   0.070（  0.034，  0.078） 0.154（0.115，  0.216） a 未分类的梭菌目   0.017（0.015，0.048） 0.006（0.003，0.010） b

拟普雷沃菌属 22.504（14.403，26.928） 7.345（3.662，11.546） a 梭菌属ⅩⅧ    0.007（0.003，0.030） 0.094（0.035，0.430） b

帕拉普菌属   2.183（  0.531，  3.015） 0.170（0.093，  0.927） b 普罗旺斯菌属   0.005（0.002，0.012） 0.031（0.011，0.057） b

马赛普雷沃菌属   0.046（  0.022，  0.099） 0.010（0.002，  0.026） b 光冈菌属   0        （0       ，0       ） 0.003（0       ，0.007） b

厚壁菌门 钌杆菌属   0.016（  0.008，  0.029） 0.244（0.116，  0.330） a 瘤胃球菌属   0.037（0.028，0.061） 0.008（0.003，0.014） b

颗粒链菌属   0.001（  0       ，  0.003） 0.006（0.003，  0.010） a 消化球菌属   0.007（0.004，0.026） 0.001（0       ，0.003） b

罗姆布茨菌属   1.229（  0.809，  2.290） 0.113（0.047，  0.196） a 厌氧棒状菌属   0.086（0.046，0.411） 0.022（0.007，0.041） b

未定的毛螺旋菌科  0.010（  0.002，  0.016） 0        （0       ，  0        ） b 厌氧产氢杆菌属   0.003（0.002，0.004） 0.005（0.004，0.012） b

乳头杆菌属   0.003（  0.002，  0.006） 0        （0       ，  0        ） b 变形菌门 螺杆菌属   0.083（0.034，0.198） 5.090（1.812，6.598） b

优杆菌属   0.051（  0.043，  0.060） 0.011（0.006，  0.019） b TM7 菌门 未定的 TM 菌门   0.018（0.008，0.021） 0.125（0.027，0.159） b

月单胞菌属   1.027（  0.598，  1.408） 0.111（0.073，  0.388） b

注：Sham 为假手术，CLP 为盲肠结扎穿孔术；与 Sham 组比较，aP＜0.01，bP＜0.05

（均 P＜0.05）；而CLP组拟普雷沃菌属、帕拉普菌属、

马赛普雷沃菌属、罗姆布茨菌属、未定的毛螺旋菌

科、乳头杆菌属、优杆菌属、月单胞菌属、未分类的

梭菌目、瘤胃球菌属、消化球菌属和厌氧棒状杆菌

属丰度则较 Sham 组明显降低（均 P＜0.05）。

2.2.7  LEfSe 分析（图 4）：对归一化的菌群丰度由门

至种进行LEfSe分析，得到84个组间差异物种，与差

异菌群分析结果基本一致。LDA 分析显示，与 CLP 

组相比，厚壁菌门在 Sham 组富集最显著，集中于梭

菌目下的罗姆布茨菌属、乳头杆菌属、消化球菌属、 

孢子杆菌属和未定的毛螺旋菌科；此外，新月菌属也 

在 Sham 组显著富集。与 Sham 组相比，未分类的细

菌和变形菌门在 CLP 组显著富集，集中在 OTU 894、

OTU 8251、OTU 2398、嗜胆菌属、螺杆菌属；另外，

未分类的毛螺旋菌科、光冈菌属、厌氧杆菌属、颗粒

链球菌属和厚壁菌门下的优杆菌属也在CLP组显著 

富集。在种水平，罗姆布茨菌属和螺杆菌_NGSU_2015 

分别为 Sham 组与 CLP 组最具特征性菌种。

注：Sham 为假手术，CLP 为盲肠结扎穿孔术，LEfSe 为线性判别分析（LDA）效应量分析；绿色代表 Sham 组较 CLP 组显著富集 
且差异显著的菌群（Sham 组），红色代表 CLP 组较 Sham 组显著富集且差异显著的菌群（CLP 组）

图 4  两组大鼠肠道菌群 LEfSe 分析进化分支图（A）和 LDA 分值柱形图（B）



·  33  ·中华危重病急救医学  2022 年 1 月第 34 卷第 1 期  Chin Crit Care Med，January   2022，Vol.34，No.1

3 讨 论 

  本研究中使用 CLP 模型分析脓毒症早期大鼠

肠道微生态多样性和构成的改变，结果显示，CLP 组

与 Sham 组大鼠肠道菌群α多样性参数的差异并无

统计学意义，这与先前报道的大鼠 CLP 制模后 72 h 

肠道菌群的变化一致［13］，提示在脓毒症早期肠道微

生态多样性并未发生显著改变。此前临床研究报道，

脓毒症患者入院 6 h 肠道菌群的α多样性即开始降

低［10］；而采用 DNA 扩增凝胶电泳分离比对进行的 

严重腹腔感染动物模型的研究结果表明，制模后24 h 

回结肠α多样性指标Shannon指数升高［11］。这一差

异可能与临床实践中患者入院后进食方式的改变和

抗菌药物的应用有关。另外，β多样性分析结果显 

示，CLP 组与 Sham 组在菌群构成和丰度上存在显

著差异，这与先前报道的结果基本一致［11，13-14］，表明 

CLP 制模后 24 h，脓毒症模型动物肠道微生态稳态

已发生改变。

  在门水平的差异菌群分析显示，CLP 组大鼠肠

道变形菌门和 TM7 菌门的丰度均较 Sham 组显著升

高，其中变形菌门在 LDA 分析中也表现出两组间的

显著差异，其下属多种机会致病菌。有研究表明，变

形菌门的异常扩张与结肠细胞的氧化增加相关，可

能是肠道上皮功能失调的特征［15］，这与脓毒症的病

理生理背景相符，具有作为脓毒症早期菌群标志的

潜力。然而，本实验中鉴定到的 TM7 菌门菌群均为

目前尚未确定归属的菌群，有研究报道其与糖尿病

小鼠乏力、消瘦、高血糖等症状有关［16］，具有潜在的

研究价值。

  在属水平的差异菌群分析显示，拟杆菌门普雷

沃菌科下的菌属丰度显著降低，这与近年临床肠道

微生态研究结果相同［14，17］。普雷沃菌是一类益生

菌，与肠道丁酸水平相关［16］，包括丁酸在内的短链

脂肪酸被证明可以调节能量代谢，改善胰岛素抵抗，

并促进肠道营养的分解吸收［18］。Schulthess 等［19］

的研究表明，丁酸可以通过抑制组蛋白脱乙酰酶 3

驱动巨噬细胞代谢的变化，增加抗微生物肽的作用。

除普雷沃菌外，罗姆布茨菌属、乳头杆菌属、优杆菌

属、厌氧棒状菌属也是产短链脂肪酸益生菌［20-22］，

本研究显示 CLP 组上述益生菌丰度均较 Sham 组显

著降低，提示脓毒症早期肠道消化功能和稳态破坏。

差异菌群分析及 LDA 分析均提示，厚壁菌门下的罗

姆布茨菌属在 CLP 组显著富集，而在制模 72 h 及之

后时间点采样的研究数据中并未发现其与对照组存

在显著差异［11，13］，具有进一步研究价值。本研究中

其他在 CLP 组丰度明显降低的菌群，如月单胞菌属

被报道与口腔溃疡的修复有关，具有潜在的抗炎作

用［23］。Milani 等［24］关于老年住院患者感染的研究

则表明，未分类的梭菌目菌群丰度降低与艰难梭菌

感染呈正相关，反映了脓毒症早期可能存在的菌群

移位和机会致病菌丰度上升，这也在本研究 CLP 组

富集的差异菌属中得到印证，且与临床研究报道结

果相近［17］，与近年来报道的脓毒症小鼠肠道菌群分

析结果基本相符［25］。在本研究 CLP 组中，富集最

明显的菌属为螺杆菌属。螺杆菌属可以从大鼠结肠

分离得到［26］。Sarma-Rupavtarm 等［26］的研究表明，

实验性或自发的螺杆菌属感染促进了结肠炎相关的

免疫异常，并可能受白细胞介素-10（interleukin-10，

IL-10）的反向调控；而螺杆菌属其他菌种如肝螺杆

菌可导致小鼠肝炎和肠道炎症反应［27］。以上研究

都表明螺杆菌属在促炎过程中具有潜在作用。Jin

和 Zhang［28］的研究表明，高脂饮食组大鼠肠道中丁

酸弧菌属和梭状芽孢杆菌 _ⅩⅧ的丰度均显著增加，

而采用二甲肼诱导肿瘤后梭状芽孢杆菌 _ⅩⅧ的丰

度则显著升高，提示两种菌属丰度升高在炎症与免

疫过程中具有潜在的关联；Kwong 等［29］研究报道，

菌血症患者粪便中颗粒链菌属的富集与菌血症患者

后续的癌症风险相关，提示可能与持续的免疫功能

失调有关。

  值得注意的是，尽管本研究中 Sham 组与 CLP

组厚壁菌门的丰度差异无统计学意义，但 LDA 分析

仍表明厚壁菌门可能是Sham组的标志性菌群，而在

属种水平上部分厚壁菌门下属菌群反而在 CLP 组

显著富集。一般认为，丁酸弧菌属是产丁酸的益生

菌，而本研究结果显示丁酸弧菌属却在 CLP 组显著

富集，丁酸弧菌下属某些菌群被报道为罕见的菌血

症致病菌［30］，这可能是丁酸弧菌属异常表现的原因

之一。Xia 等［31］的研究表明，在酒精性肝硬化小鼠

模型中，丁酸弧菌属的富集与肝脏的氧化应激及炎

症相关，这也是脓毒症中器官损伤的机制之一［3］。 

另外，光冈菌属发酵产生乳酸和琥珀酸，与普氏杆菌

近似［32］，却在脓毒症早期大鼠肠道中异常富集。目

前关于光冈菌属的报道有限，其具体机制仍有待进

一步研究证明。

  近年来，关于粪菌移植作为治疗手段的报道越

来越多。在小鼠模型中发现，移植正常小鼠的粪便可

提高脓毒症小鼠肠道细菌清除能力，并可以通过干
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扰素调节因子 3（interferon regulatory factor 3，IRF3） 

途径修复肠道免疫功能［33］；甚至曾有案例报道粪

菌移植成功逆转了脓毒症伴腹泻患者的肠道菌群紊

乱［34］。本研究结果也表明，普雷沃菌属可能是粪菌

移植的备选菌群之一，后续应当开展相关研究探究

其实际作用和机制。

  综上所述，在脓毒症早期大鼠肠道中菌群多样

性变化不显著，但菌群组成发生显著变化，表现为以

普氏杆菌为主的益生菌丰度降低，以螺杆菌属为主

的机会致病菌丰度升高，可能是潜在的菌群标志。

具有发酵作用的丁酸弧菌属和光冈菌属在脓毒症大

鼠体内异常富集，其机制及与脓毒症的关联仍需要

进一步研究明确。
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