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【摘要】 目的 探究大鼠在自然衰老过程中肠道菌群组成的演变过程。方法 在无特定致病菌环境中饲养8月龄雄性无

特定病原体级的SD大鼠5只,分别于19、20、21、22、23、24月龄时取大鼠粪便进行16s核糖体RNA检测以分析肠道菌

群的丰度及组成。结果 大鼠肠道菌群的丰度及多样性随月龄的增加而降低。19~21月龄大鼠肠道菌群的组成相似,以厚

壁菌门和拟杆菌门为主,且占比接近,22~24月龄大鼠厚壁菌门相对丰度显著减少,而拟杆菌门相对丰度显著增多。不同

月龄大鼠肠道菌群的差别主要存在于厚壁菌门、拟杆菌门、放线菌门和变形菌门等,月龄越大的老年大鼠肠道菌群中益生

菌丰度越低,致病菌丰度越高。结论 自然衰老大鼠随着月龄增加肠道菌群的丰度和多样性也随之发生演变,为老年大鼠

及人群的肠道菌群及疾病研究提供了数据参考。
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【Abstract】 Objective To

 

explore
 

the
 

evolution
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

rats
 

during
 

natural
 

aging.Methods Five
 

8-month-old
 

male
 

rats
 

were
 

raised
 

without
 

specific
 

pathogenic
 

bacteria.At
 

the
 

age
 

of
 

19,20,21,22,23
 

and
 

24
 

months,the
 

abundance
 

and
 

diversity
 

of
 

their
 

intestinal
 

flora
 

were
 

detected
 

by
 

16s
 

ribosomal
 

RNA (16s
 

rRNA).Results The
 

abundance
 

and
 

diversity
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

rats
 

decreased
 

with
 

increasing
 

age.The
 

composition
 

of
 

intestinal
 

flora
 

of
 

19-21
 

month-old
 

rats
 

was
 

similar,
with

 

predominating
 

Firmicutes
 

and
 

Bacteroides,equally.The
 

relative
 

abundance
 

of
 

Firmicutes
 

in
 

22-24
 

month-old
 

rats
 

decreased,while
 

Bacteroides
 

increased
 

significantly.The
 

differences
 

of
 

intestinal
 

flora
 

of
 

rats
 

at
 

different
 

months
 

of
 

age
 

were
 

mainly
 

in
 

Firmicutes,Bacteroides,Actinobacteria
 

and
 

Proteobacteria.Older
 

rats
 

had
 

lower
 

abundance
 

of
 

probiotic
 

bacteria
 

and
 

higher
 

abundance
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
 

in
 

the
 

intestinal
 

flora
 

with
 

aging.Conclusions The
 

abundance
 

and
 

diversity
 

of
 

intestinal
 

flora
 

of
 

rats
 

change
 

during
 

the
 

natural
 

aging,providing
 

data
 

reference
 

for
 

the
 

research
 

of
 

intestinal
 

flora
 

and
 

diseases
 

in
 

elderly
 

rats
 

and
 

people.
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  人体的胃肠道中存在10~100万亿微生物,其

中包括细菌、真菌、原生动物、病毒以及古细菌

等,这些微生物的基因总和是人类基因总数的100
多倍,不仅扩展了宿主的基因库,而且构成宿主

的肠道微生态环境稳态,参与宿主的代谢、免疫

功能[1]。近年来,随着高通量测序技术的不断发展

与成熟,越来越多的研究证实,肠道菌群与肥胖、

糖尿病等代谢性疾病[2]、炎症性肠病[3]、胃肠道及
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其他恶性肿瘤[4]、心脑血管疾病[5]和自身免疫性疾

病[6]密切相关,并在调节胰岛素敏感性、脂肪储存

和体重方面发挥关键作用[7]。

然而,肠道菌群往往受到宿主饮食习惯、基

因组及环境因素的影响而存在差异,为真实世界

研究带来了很大困难。因此在无特定致病菌环境

中饲养的实验大鼠成为肠道菌群相关研究的重要

工具动物。既往研究发现,在相同的饲养环境中,

大鼠的性别、年龄、品系以及来源是决定大鼠肠

道菌群多样性及差异性的主要内源性因素[8]。但自

然衰老大鼠的肠道菌群丰度及多样性的演变过程

却鲜有报道。本研究旨在通过对在无特定致病菌

环境中饲养的相同品系的衰老雄性大鼠不同月龄

时的肠道菌群进行16s核糖体RNA检测,探究大

鼠在自然衰老过程中的肠道菌群丰度及多样性演

变,为老龄大鼠及人群的肠道菌群及疾病研究提

供数据参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物及粪便收集 为避免性别、年龄、

品系及饲养环境因素的干扰,在无特定致病菌环

境中饲养5只8月龄无特定病原体级的SD大鼠,

体重 (220±10)g,购自北京华阜康生物科技股

份有限公司。大鼠可自由采食和饮水。饲养环境

温度为 (20±0.5)℃,相对湿度为 (60±10)%,

光照/黑暗周期控制12h/12h。分别于19、20、21、

22、23、24月龄时抓取大鼠,刺激排便后,迅速

使用无菌冻存管采集新鲜粪便,置于液氮中冷冻,

后保存于-80℃冰箱中。本研究已通过伦理委员

会批准,伦理号为TJCH-2023-003。

1.2 微生物检测及生物学分析

1.2.1 微生物组总DNA提取 根据粪便样本特

点采用不同的提取方案,获得高质量的宏基因组

DNA,并通过Nanodrop检测DNA样品浓度及纯

度,通过琼脂糖凝胶电泳检测DNA样品完整性,

通过这些严谨、可靠的样本检测、质控流程确保

测序结果的真实可信。

1.2.2 目标片段PCR扩增 设计扩增可变区的特

定区段 (V3~V4区)的引物,采用 ABI
 

Gene-

Amp􀆿
 

9700型PCR仪对样本DNA进行扩增。扩

增引 物 为341F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-

3') 和 805R (5'-GACTACHVGGGTATCTA-

ATCC-3')。

1.2.3 扩增产物荧光定量 将PCR扩增产物进行

荧光定量,荧光试剂为 Quant-iT
 

PicoGreen
 

dsD-

NA
 

Assay
 

Kit(Thermo
 

Fisher,P7589),定量仪

器为 Microplate
 

reader(BioTek,FLx800)。根据

荧光定量结果,按照每个样本的测序量需求,对

各样本按相应比例进行混合。

1.2.4 测 序 文 库 制 备  采 用Illumina公 司 的

TruSeq
 

Nano
 

DNA
 

LT
 

Library
 

Prep
 

Kit制备测序

文库。在Agilent
 

Bioanalyzer上采用Agilent
 

High
 

Sensitivity
 

DNA
 

Kit对测序文库进行质检,并在

Promega
 

QuantiFluor荧光定量系统上采用Quant-

iT
 

PicoGreen
 

dsDNA
 

Assay
 

Kit对测序文库进行定

量。

1.2.5 上机测序 测序文库的质检和定量检测合

格后,根据有效浓度及目标数据量的需求将文库

pooling上机测序。

1.2.6 数据分析 Illumina
 

PE250测序得到的PE
 

reads首先根据重叠 (overlap)关系进行拼接,同

时对序列质量进行质控和过滤,对所有样本的有

效数据以97%的一致性进行操作分类单元 (Oper-

ational
 

Taxonomic
 

Units,OTU)聚类分析和物种

注释 (数据库Silval32)。基于 OTU 聚类分析结

果,可以对OTU进行多种多样性指数分析,以及

检测测序深度;基于分类学信息,可以在各个分

类水平上进行群落结构的统计分析。在上述分析

的基础上,可以进行一系列群落结构和系统发育

等深入的统计学和可视化分析。

1.3 统计学方法 基于前述 OTU聚类结果,使

用Qiime软件 (Version
 

1.9.1)计算各个样本的α
多样性指数 (检验水准α=0.05)。样本间的物种

丰度分布差异程度可通过统计学中的距离进行量

化分析,使用统计算法Bray-Curtis计算两两样本

间距离,获得距离矩阵,可用于后续进一步的β多

样性分析和可视化统计分析,使用R软件 (Ver-

sion
 

2.15.3)绘制主坐标分析 (principal
 

coordi-

nates
 

analysis,PCoA)图。线性判别分析效应大

小 (linear
 

discriminant
 

analysis
 

effect
 

size,

LEfSe)是一种线性判别分析 (linear
 

discriminant
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analysis,LDA)方法,默认LDA预设值为>2即

认为组间具有显著差异。

2 结果

2.1 不同月龄大鼠肠道微生物群落构成 在门、

属水平分别选择相对丰度最高的前6个、前20个

物种做柱状图进行分析 (图1A、B)。在门水平

上,19月龄的大鼠肠道菌群拟杆菌门 (Bacteroi-

data)与厚壁菌门 (Firmicutes)相对丰度最高,

且所占比例相当,并持续至21月龄。自22月龄

起,厚壁菌门的相对丰度显著增多,拟杆菌门的

相对丰度较前显著减少。此外,随着月龄的增加,

疣微菌门 (Verrucomicrobiota)的相对丰度也逐

渐减少,而变形菌门 (Proteobacteria)及放线菌

门 (Actinobacteria)的相对丰度逐渐增多。在属

水平上,19~21月龄的大鼠肠道菌群鼠杆状菌科

某未定名属 (Muribaculaceae _norank)相对丰度

最高,梭菌纲某未定名属 (Clostridia
 

UCG-014_

norank)次之。此外,宿主关联乳杆菌属 (Ligi-

lactobacillus)、乳杆菌属 (Lactobacillus)、黏液

乳 杆 菌 属 (Limosilactobacillus)、瘤 胃 球 菌 属

(Ruminococcus)、苏黎 世 杆 菌 属 (Turicibacter)

等菌属相对丰度均较高。随着月龄的逐渐增大,

鼠杆状菌科某未定名属相对丰度显著减少,宿主

关联乳杆菌属、乳杆菌属、黏液乳杆菌属、苏黎

世杆菌属相对丰度显著增加,而梭菌纲某未定名

属及瘤胃球菌属相对丰度无显著变化。

图1 不同水平微生物群落相对丰度

注:A,不同月龄大鼠肠道菌群的门水平相对丰度柱状图;B,不同月龄大鼠肠道菌群的属水平相对丰度柱状图。
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2.2 不同月龄大鼠肠道微生物的α多样性 如图

2A至C所示,不同月龄大鼠的肠道菌群α多样性

存在显著差异。随着月龄的不断增加,大鼠肠道

菌群Chao指数 (图2A)及Shannon指数 (图2B)

均呈 现 下 降 趋 势,差 异 有 统 计 学 意 义 (P =

0.001
 

68,P=0.008
 

98),Simpson指数 (图2C)

呈现上升趋势 (P=0.039
 

35)。这提示,随着大

鼠不断衰老,肠道菌群的丰度及多样性均逐渐

降低。

2.3 不同月龄大鼠肠道微生物的β多样性 β多

样性通过分析各样本间的物种组成成分和丰度信

息来反映样本间的关系,如图3所示,图中PC1
能解释样本差异数据的45.46%,PC2能解释样本

差异数据的4.7%,不同颜色的散点代表不同月龄

图2 不同月龄大鼠的肠道菌群α多样性分析图

注:A,Chao指数;B,Shannon指数;C,Simpson指数。

图3 不同月龄大鼠的肠道菌群PCoA分析结果

注:PC,主成分。

大鼠的肠道菌群,菌群结构相近的样本有聚在一

起的倾向,直观清晰地反映不同月龄大鼠间的

肠道菌群差异。19~21月龄大鼠肠道菌群结构

相似,22~24月龄大鼠肠道菌群结构相似。月

龄越大,相同 月 龄 大 鼠 组 内 各 样 本 间 越 分 散,

反之越集中。

2.4 不同月龄大鼠肠道微生物的LEfSe差异分析

如图4所示,对不同月龄大鼠的肠道菌群进行比

较,6个采样时间点共筛选出72个具有差别的细

菌群落。不同月龄大鼠肠道菌群的差别主要存在

于厚壁菌门、拟杆菌门、放线菌门和变形菌门等。

19月龄大鼠粪便样本中拟杆菌门的鼠杆状菌科及

拟杆菌科 (Bacteroidaceae)等相对丰度显著增

高;20月龄大鼠粪便样本中厚壁菌门的消化球菌

科 (Peptococcaceae)等相对丰度显著增高;21月
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图4 不同月龄大鼠肠道菌群的LEfSe差异分析

注:A,不同月龄大鼠肠道菌群LEfSe多级物种层级树状图;B,不同月龄大鼠肠道菌群标志物种的LDA效应值柱状图;LDA,线性

判别分析。

龄大鼠粪便样本中厚壁菌门的毛螺菌科 (Lachno-

spiraceae)以及变形菌门的萨特氏菌科 (Sutterel-

laceae)等相对丰度显著增高;22月龄大鼠粪便样

本中放线菌门的爱格士菌科 (Eggerthellaceae)、

厚壁菌门的乳杆菌科 (Lactobacillaceae)以及变

形菌门的肠杆菌科 (Enterobacteriaceae)等相对

丰度显著增高;23月龄大鼠粪便样本中放线菌门

的棒状菌科 (Corynebacteriaceae)等相对丰度显

著增高;24月龄大鼠粪便样本中拟杆菌门的海生

线状菌科 (Marinifilaceae)以及厚壁菌门的丹毒

丝菌科 (Erysipelotrichaceae)、单球藻科 (Mono-

globaceae)和 消 化 链 球 菌 科 (Peptostreptococ-

caceae)等相对丰度显著增高。总体来说,月龄越

大的大鼠存在的差异菌属越多,这与之前的PCoA
分析结果显示月龄越大的大鼠样本越离散结果相

符合。

3 讨论

在机体自然衰老过程中,肠道是起始器官,

包括肠道组织退行性变、肌层增厚等组织学改

变[9],从而导致肠壁黏膜功能、肠道通透性均会发

生相应的衰老性变化[10],从而影响肠道菌群的生

存环境,改变肠道菌群的稳态及功能,甚至发生
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菌群易位等现象,从而导致免疫调节异常及相关

疾病[11]。越来越多研究者意识到肠道菌群是促进

宿主机体发育和稳态的重要生理因素,并且在不

同的生命周期中,肠道菌群随着宿主的年龄变化

而变化[12]。但不同个体间菌群差异较大,易受饮

食习惯、健康状态、治疗药物及宿主基因组的影

响,为人群中肠道菌群的进一步研究带来很大困

难。因此,本文拟通过对无菌大鼠衰老过程中肠

道菌群变化趋势的探究,为衰老人群相关疾病的

研究提供理论基础。

Yang等[13]研究显示,年龄会影响大鼠肠道菌

群厚壁菌门/拟杆菌门比值,老龄鼠体内拟杆菌门

更多,厚壁菌门更少。在本研究中也得到相似的

结果,自然衰老的大鼠随着月龄的增加,厚壁菌

门逐渐减少,拟杆菌门逐渐增多。拟杆菌门属于

革兰氏阴性菌,既往研究发现其基因组中富含大

量碳水化合物活性酶基因,能够降解和发酵多种

膳食纤维,以乙酸盐和丙酸盐为主要代谢产物[14]。

另有研究发现,拟杆菌门具有多种产生维生素和

辅酶的基因,在宿主的食物消化和营养利用中发

挥重要作用[15]。厚壁菌门属革兰氏阳性菌,研究

发现其基因组中富含生物合成及膜转运相关基因,

可产生丁氨酸及多种B族维生素[16]。另有研究发

现,厚壁菌门丰度升高可能与抗炎和改善肠道屏

障相关[17]。综上所述,很多学者认为,由厚壁菌

门增加或拟杆菌门减少引起的厚壁菌门/拟杆菌门

比值增加是肠道菌群失调的标志,但这种菌群失

调对老龄鼠及人群的消化系统、免疫系统及神经

系统等多个系统功能的影响有待进一步研究。

既往对肠道菌群的研究年龄跨度大,多将老

年人群与年轻人群的肠道菌群进行对比研究。比

如,Biagi等[18]研究发现,在半超级百岁 (105岁

及以上)老人的肠道微生物群中,发现了不同于

年轻人的肠道菌群微生态,这些人群肠道内的健

康菌落包括疣微菌门的阿克曼菌属 (Akkerman-

sia)、放线菌门的双歧杆菌属 (Bifidobacterium)

和厚壁菌门的克里斯滕森菌科 (Christensenellace-

ae)等。另有研究发现,中老年人的肠道菌群与其

一生中其他时期显著不同,拟杆菌数量相对较多,

且难辨梭菌菌群分布模式也发生了改变[19]。而以

月为计量单位对衰老大鼠肠道菌群的演变过程进

行详细探究却鲜有人为。本研究发现,19~21月

龄大鼠肠道菌群的组成相似,以厚壁菌门和拟杆

菌门为主,且占比接近,22~24月龄大鼠厚壁菌

门相对丰度显著减少,而拟杆菌门相对丰度显著

增多。在β多样性的PCoA分析中也同样发现,19

~21月龄大鼠肠道菌群结构相似,22~24月龄大

鼠肠道菌群结构相似。这提示衰老大鼠的肠道菌

群组成并未以月的速度进行演变,而是在3个月左

右的时间中存在明显差异。这一结果为今后大鼠

肠道菌群的研究周期提供了基础,可有效降低实

验成本,提高实验效率。

本研究通过对不同月龄大鼠的肠道菌群进行

LEfSe分析发现,在科和属水平上,月龄越小的大

鼠肠道益生菌丰度越高。比如拟杆菌门的拟杆菌

科及乳杆菌科丰度在19月龄大鼠粪便中显著增高。

既往研究显示,拟杆菌科的某些菌株不仅参与完

善宿主免疫T细胞的功能,同时也参与结肠神经

元活动的调节[20],Yoshida等[21]发现拟杆菌科的

菌株可以减少肠道其他微生物脂多糖的产生,降

低内毒素的释放入血,从而有效抑制促炎反应。

既往大量研究显示,乳杆菌科的多种菌株通过参

与合成多种消化酶、氨基酸和维生素帮助宿主对

食物进行消化吸收和营养利用,同时具有免疫调

节功能和增强肠道黏膜屏障的功能[22]。因此拟杆

菌和乳杆菌制剂已经作为益生菌被广泛应用到多

种疾病的治疗中。在本研究中,随着衰老大鼠的

月龄不断增加,致病菌丰度也随之增多。如在21
月龄大鼠粪便中丰度增高的毛螺菌科,曾被证实

在高脂饲料诱导的小鼠模型中丰度显著增加[23]。

研究发现,肠杆菌丰度与宿主体内胆固醇和胰岛

素等肥胖相关指标的水平成正相关,同时与肿瘤

坏死因子α、白细胞介素6等炎性相关因子的水平

也呈正相关,提示肠杆菌可能参与宿主体内促炎

反应[24]。本研究也发现,在自然衰老的大鼠粪便

样本中,随着月龄的增加,肠杆菌科相对丰度显

著增多,但这类致病菌如何参与大鼠的衰老过程

有待进一步研究。

综上所述,自然衰老的大鼠随着月龄的不断

增加,肠道菌群的丰度及多样性均呈下降趋势,
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•论著•
厚壁菌门逐渐减少,拟杆菌门逐渐增多。在科和

属水平上,拟杆菌科及乳杆菌科等益生菌相对丰

度在月龄较小的大鼠肠道菌群中显著增高,而肠

球菌科、链球菌科及毛螺菌科等致病菌相对丰度

在月龄较大的大鼠样本中显著增高。本研究为衰

老大鼠和人群的肠道菌群及相关疾病研究提供重

要依据。
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