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头孢曲松对乳鼠肠道上皮组织及肠道菌群的影响

万群　程如越　郭佳汶　王柯　沈曦　蒲芳芳　李鸣　何方

（四川大学华西公共卫生学院营养与食品卫生学及毒理学系，四川 成都　610041）

［摘要］　目的　探究头孢曲松对生命早期小鼠肠道上皮组织及肠道菌群的影响，以及对成年期小鼠肠上

皮组织恢复及菌群再建的影响。方法　36 只 BALB/C 新生小鼠随机分为对照组和实验组（n=18）。实验组小鼠

在出生后 21 d 内，每日用头孢曲松（100 mg/kg）灌胃，对照组用等量生理盐水灌胃。采用免疫组化法检测小

鼠肠道各部位上皮细胞相关蛋白（Ki67、Muc2、ZO-1）表达；qPCR 和二代测序法分析小鼠粪便细菌总浓度及

粪便细菌组成。结果　头孢曲松干预 21 d 时，与对照组比较，实验组小鼠体重、肠上皮细胞相关蛋白 Ki67、

ZO-1 表达降低，Muc2 表达升高（P<0.05）；总细菌浓度下降但丰富度及多样性增高（P<0.05）；粪便细菌以

厚壁菌门为主，含较多葡萄球菌和肠球菌。生后 56 d 时，实验组小鼠肠道上皮组织有所恢复，但体重、菌群

群落结构等仍和对照组比较差异有统计学意义（P<0.05）。结论　早期头孢曲松干预能显著损伤机体早期肠道

上皮组织的发育和肠道菌群的构建，肠道菌群在生命早期的损伤会部分地延续到成年期，有可能继续影响机

体在成年期各种生长发育及生理代谢。                               ［中国当代儿科杂志，2018，20（4）：318-325］
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Effect of ceftriaxone on the intestinal epithelium and microbiota in neonatal mice
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Abstract: Objective    To investigate the effect of ceftriaxone on the intestinal epithelium and microbiota in mice 
in the early-life stage, as well as the recovery of the intestinal epithelium and reconstruction of intestinal microbiota in 
adult mice. Methods    A total of 36 BALB/C neonatal mice were randomly divided into control group and experimental 
group, with 18 mice in each group. The mice in the experimental group were given ceftriaxone 100 mg/kg every day by 
gavage within 21 days after birth. Those in the control group were given an equal volume of normal saline by gavage. 
Immunohistochemistry was used to measure the expression of Ki67, Muc2, and ZO-1 in the intestinal epithelium. 
qPCR and next-generation sequencing were used to analyze the overall concentration and composition of fecal bacteria. 
Results    After 21 days of ceftriaxone intervention, the experimental group had a significant reduction in body weight, a 
significant reduction in the expression of Ki67 and ZO-1 and a significant increase in the expression of Muc2 in intestinal 
epithelial cells, a significant reduction in the overall concentration of fecal bacteria, and a significant increase in the 
diversity of fecal bacteria compared with the control group (P<0.05). Firmicutes was the most common type of fecal 
bacteria in the experimental group, and there were large amounts of Staphylococcus and Enterococcus. The experimental 
group had a certain degree of recovery of the intestinal epithelium, but there were still significant differences in body 
weight and the structure of intestinal microbiota between the two groups at 56 days after birth (P<0.05). Conclusions    
Early ceftriaxone intervention significantly affects the development of the intestinal epithelium and the construction of 
intestinal microbiota in the early-life stage. The injury of the intestinal microbiota in the early-life stage may continue to 
the adult stage and affect growth and development and physiological metabolism.

[Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(4): 318-325]
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头孢曲松在世界卫生组织基本药物标准清

单中是卫生系统所需的最有效和最安全的药物之

一 [1]，属于第三代头孢菌素，通过抑制细菌细胞壁

粘肽的合成而起作用，因此常用于治疗呼吸道、

泌尿道感染等。但使用头孢曲松也存在一些副作

用包括皮疹、腹泻等，由于头孢曲松在儿童中使

用频繁，近期有研究发现儿童使用头孢曲松导致

溶血性贫血的案例 [2]，也有研究发现儿童使用头孢

曲松可能引起肾后性急性肾功能衰竭 [3]。

生命早期是机体生长发育的关键时期，在该

阶段受到的影响可能伴随一生，肠道健康是机体

正常生长的关键，机体各种生长发育及生理代谢

与肠道菌群密切相关。已有众多研究表明，使用

抗生素对机体体重 [4]、肠道屏障功能 [5]、肠道上皮

细胞 [6] 及肠道菌群产生作用 [7]，并且已有研究发

现短期的抗生素使用会造成长期的影响，单一剂

量的克林霉素已被证明可诱导小鼠微生物群的组

成发生显著变化，并因此赋予机体对艰难梭菌存

在长期易感性 [8]。流行病学调查也显示在生命第 1

年接受抗生素治疗会导致后期哮喘风险增加，且

广谱头孢菌素的使用在这些儿童中最常见 [9]。有动

物实验也表明，若从母鼠妊娠期开始，而不是在

乳鼠断奶时开始给予低剂量青霉素，小鼠会产生

更强的生理改变 [10]。

肠道菌群是机体的重要组成部分，菌群失调

是某些疾病的重要因素，因此肠道菌群可作为治

疗疾病的靶点。许多研究使用抗生素来破坏肠道

菌群平衡，进而建立菌群失调模型，其中头孢曲

松的应用已很常见 [11-13]。研究发现大多数抗生素

可从三个方面诱导肠道改变：即微生物群的消耗，

抗生素对宿主组织的直接影响以及对抗生素存在

耐药性的残留微生物发挥的作用 [14]，可见菌群在

抗生素对肠道的影响上发挥着重要作用。

本课题组之前对 1~21 d 新生乳鼠进行抗生素

灌胃的研究已证实抗生素可对早期肠道组织产生

重要影响，对肠道菌群的改变具有重要意义 [7]。本

研究在之前研究的基础上，考虑到头孢曲松对乳

鼠肠道具有更加显著的影响，针对头孢曲松这一

种抗生素的作用做进一步探究，通过检测肠道组

织结构、肠上皮细胞相关蛋白表达来观察早期头

孢曲松干预对机体肠道上皮组织发育的影响；且

基于肠道菌群的重要作用，利用最新的二代测序

方法重点关注肠道菌群多样性、群落结构及各水

平组成上的改变，深入探讨肠道菌群的作用；并

且关注停止头孢曲松干预后到达小鼠成年期（56 d）

时，早期对肠道组织的影响是否有所恢复。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

6 只 SPF 级 BALB/C 孕 鼠， 孕 龄 13 d， 购 于

四川省医学科学院实验动物研究所，饲养于塑料

笼中，自由饮水饮食，环境温度 23±1℃，湿度

50%~70%，12 h 昼夜循环。孕鼠分娩后共 36 只新

生小鼠，随机分成对照组和实验组（n=18），实

验组以 100 mg/kg 溶解于生理盐水的头孢曲松（上

海阿拉丁生化科技股份有限公司）灌胃，出生后

0~7 d 灌胃量为 10 μL，8~14 d 为 100 μL，15~21 d

为 200 μL，对照组在前 21 d 灌予等量生理盐水，

两组从第 22 天开始停止灌胃，继续喂养至 56 d。

1.2　试剂与仪器

无水乙醇、二甲苯（上海国药集团化学试剂

有限公司）；EDTA（pH9.0）抗原修复液、BSA、

苏木素染液、苏木素分化液、苏木素返蓝液、兔

抗鼠 Ki67 单克隆抗体（1 : 500）、HRP 标记山羊抗

兔 二 抗、DAB 显 色 试 剂 盒、EDTA（pH8.0） 抗 原

修复液、自发荧光淬灭剂、抗荧光淬灭封片剂、

DAPI（武汉赛维尔生物科技有限公司）；兔抗鼠

Muc2 单克隆抗体（1 : 200）（Abcam, USA）；兔抗

鼠 ZO-1 单克隆抗体（1 : 200）、488 山羊抗兔荧光

二抗（1 : 400）（武汉谷歌生物科技有限公司）；

SYBR Premix Ex Taq Ⅱ（ 宝 生 物 工 程 大 连 有 限 公

司）；粪便细菌总 DNA 提取试剂盒（北京天根

生化科技北京有限公司）；AMPure XT（Beckman 

Coulter Genomics, USA）；Qubit 试 剂 盒（Invitrogen, 

USA）； 粪 便 DNA V6-V8 区 引 物（U968-F：

5'-AACGCGAAGAACCTTAC-3' 和 L1401-R：

5'-CGGTGTGTACAAGACCC-3'），16srRNA 的 V3-V4 

区 引 物（338F：5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3'

和 806R：5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'）（上

海生工生物工程股份有限公司）。

脱水机、包埋机、冻台（武汉俊杰电子有限

公司），病理切片机（上海徕卡仪器有限公司），

组织摊片机（浙江省金华市科迪仪器设备有限公
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司），脱色摇床、涡旋混合器（武汉赛维尔生物

科技有限公司），正置荧光显微镜、成像系统（日

本 尼 康 ），CFX96 system（Bio-Rad Laboratories, 

USA），二代测序由成都贝斯拜尔生物科技有限公

司完成。

1.3　病理检测

分别取生后第 21 天、第 56 天新生小鼠的整

个肠道组织，10% 磷酸盐缓冲溶液固定 1 d，进行

常规苏木精 - 伊红染色，显微镜下检测每只小鼠

回肠及结肠部位至少 12 个区域 20 个绒毛和隐窝

的深度。

1.4　免疫组织化学检测

石蜡切片依次在二甲苯、酒精、蒸馏水中

脱蜡水洗后，将组织切片置于抗原修复液修复

盒中，于微波炉内进行抗原修复（Ki67 用 pH9.0

的 EDTA，Muc2 用 pH6.0 的柠檬酸抗原修复缓冲

液，ZO-1 用 pH8.0 的 EDTA），中火 8 min，停火

8 min，转中低火 7 min，自然冷却后将玻片置于

PBS（pH7.4）中，在脱色摇床上晃动洗涤 3 次，

每 次 5 min。Ki67 和 Muc2 需 再 放 入 3% 双 氧 水

溶液中，室温避光孵育 25 min，继续将玻片置于

PBS（pH7.4）中，在脱色摇床上晃动洗涤 3 次，

每次 5 min 以阻断内源性过氧化物酶；ZO-1 用组

化笔在组织周围画圈，在圈内加入自发荧光淬灭

剂 5 min，流水冲洗 10 min 以淬灭荧光；再各自用

3%BSA 室温封闭 30 min，轻轻甩掉封闭液，在切

片上滴加按一定比例配好的一抗（Ki67、Muc2、

ZO-1），切片平放于湿盒内 4℃孵育过夜。脱色洗

涤后加相应二抗室温孵育 50 min，Ki67 和 Muc2 加

DAB 显色液显色，再用苏木素和反蓝液复染细胞

核，酒精、无水乙醇、二甲苯脱水后中性树胶封片；

ZO-1 加完抗体后直接用 DAPI 染液复染细胞核，

抗荧光淬灭封片剂封片。最后各自进行镜检和图

像采集，Ki67、Muc2 阳性表达为棕黄色，ZO-1 阳

性表达为相应荧光素标记的亮绿色，采用 Image-
Pro Plus 软件检测阳性区域的积分光密度值，每个

部位切片至少采集 5 个视野进行检测，求得积分

密度平均值。

1.5　DNA提取及细菌定量

收集小鼠粪便冻存于 -80℃，采用粪便细菌

总 DNA 提取试剂盒提取 DNA，进行实时荧光定

量 PCR 扩增，标准曲线采用大肠杆菌 DNA 进行绝

对定量，引物参考 Biasucci 等 [15] 选取 V6-V8 通用

引 物 序 列 U968-F：5'-AACGCGAAGAACCTTAC-3'

和 L1401-R：5'-CGGTGTGTACAAGACCC-3'，结合

SYBR Premix Ex Taq Ⅱ聚合酶于相应 PCR 仪中进

行扩增。

1.6　二代测序

引 物 5' 端 连 上 特 定 的 barcode 以 及 通 用 引

物。上游引物：338F ：5'-ACTCCTACGGGAGGCA-
GCAG-3'，下游引物：806R：5'-GGACTACHVGGG-
TWTCTAAT-3'[16]。反应体系：DNA 模板 50 ng，上

下游引物各 2.5 μL， Phusion Hot start flex 2X Master 

Mix（NEB，M0536L）12.5 μL， 用 ddH2O 添 加 到

25 μL 进行 PCR 扩增；反应条件：98℃ 30 s；98℃ 

10 s，54℃ 30 s，72℃ 45 s，35 个循环。PCR 产物

经 AMPure XT 磁珠纯化后，用 Qubit 试剂盒定量，

用 Agilent 2100 Bioanalyzer 检测扩增文库的大小，

用 Library Quantification Kit for Illumina 试剂盒定量

文 库。PhiX Control library（v3）（Illumina） 文 库

与扩增文库按比例（约 30%）混合后上机测序。

用 bcl2fastq（v1.8.4）和 FLASH 软件（v1.2.11）对

原始测序数据进行预处理，采用 Qiime（v1.9.1）

进一步分析序列，采用 de novo UCLUST 算法对优

质序列按照 97% 的相似度聚类，得到 OTU，并选

取代表序列与 Greengene 数据库比对，得到物种分

类信息，并生成 OTU 表。 用 PyNAST（v0.1）软件

对代表性序列进行比对，然后使用 FastTree（v2.1.7）

构建进化树，再用 qiime 脚本计算 α 多样性指数

（Ace、Chao1、Shannon、Simpson、PD_whole_

tree）。用 Qiime 的 python 脚本 DESeq2 检测差异

OTUs，P<0.01 视 为 差 异 显 著。 用 R 包 EDDA 来

实现 Metastats 在各分类水平下的物种差异分析，

P<0.05 视为差异显著。LEfSe 分析用 LDA 算法来

鉴定不同处理条件下的差异标志性物种。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 22.0 统计软件对数据进行统计学

分析，符合正态分布的计量资料用均数 ± 标准差

（x±s）表示，两组均数比较采用独立样本 t 检

验；不符合正态分布的计量资料以中位数（四分

位间距）[M（P25，P75）] 表示，两组间比较采用

Wilcoxon 秩和检验。P<0.05 为差异有统计学意义。
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2　结果

2.1　两组小鼠体重变化

新生小鼠随着年龄的增长体重也持续上升，

但与对照组相比，实验组体重普遍较低，干预

的第 7 天和第 21 天实验组体重显著低于对照组

（P<0.05），停止干预后从第 28 天持续到第 56 天，

实验组体重未见恢复，均低于对照组（P<0.01），

见图 1。

时间（d）

图 3　两组肠上皮细胞 Ki67 表达柱形图（21 d 时 n=6，

56 d 时 n=12）　　a 示与对照组比较，P<0.05。

图 4　两组肠上皮细胞 Muc2 表达柱形图（21 d 时

n=6，56 d 时 n=12）　　a 示与对照组比较，P<0.05。

图 2　两组小鼠回肠和结肠肠管绒毛及隐窝的病理组

织切片（苏木精 - 伊红染色，×200）　　可见与对照组相比，

实验组绒毛长度及隐窝深度（空泡区域）都显著缩短。

图 1　两组小鼠随年龄增长的体重变化　　a 示与对照组

比较，P<0.05。

2.2　两组小鼠肠组织病理检测

干预 21 d 时，对照组小鼠回肠和结肠部位绒

毛排列整齐、致密且长短一致，结肠部位隐窝明显，

大而整齐，深度较长；实验组小鼠回肠和结肠部

位绒毛排列稀疏杂乱，且长短不一，隐窝呈现明

显皱缩，深度缩短。见图 2。

对照组

实验组

回肠 结肠

2.3　两组小鼠肠组织 Ki67、Muc2 及 ZO-1 表达

变化

出生后 21 d 时，实验组小鼠十二指肠、回

肠、结肠 Ki67 的阳性表达显著低于对照组（分别

t=2.854、3.011、2.882，P<0.05）；出生后 56 d 时，

实验组小鼠十二指肠、回肠、结肠 Ki67 的阳性表

达与对照组比较差异无统计学意义（P>0.05）。见

图 3。

出 生 后 21 d 时， 实 验 组 小 鼠 空 肠 及 回 肠

Muc2 黏蛋白的阳性表达显著高于对照组（分别 t=
-2.296、-2.130，P<0.05）；出生后 56 d 时，实验

组小鼠空肠及回肠 Muc2 黏蛋白的阳性表达与对照

组比较差异无统计学意义（P>0.05）。见图 4。

出生后 21 d 时，实验组小鼠回肠紧密连接

蛋 白 ZO-1 的 阳 性 表 达（100±29） 低 于 对 照 组

（617±326，t=1.579，P>0.05）；出生后 56 d 时，

实验组小鼠回肠紧密连接蛋白 ZO-1 的阳性表达

（1 214±112）与对照组（1 723±212）比较差异

无统计学意义（t=2.124，P>0.05），虽差异无统

计学意义，但免疫荧光图片可见实验组 ZO-1 表达

分散、稀疏、杂乱，而对照组 ZO-1 表达整齐紧密，

见图 5。

体
重

（
g）

K
i6

7
阳

性
表

达
O

D
值

M
uc

2
阳

性
表

达
O

D
值

25

20

15

10

5

0

250 000

200 000

150 000

100 000

50 000

0

200 000
180 000
160 000
140 000
120 000
100 000

80 000
60 000
40 000
20 000

0

0         7       14       21       28       35       42      49       56

对照组

实验组

a

a a

a

a

十二指肠

21 d

21 d

56 d

56 d

回肠 结肠 十二指肠 回肠

回肠 回肠空肠 空肠

结肠

对照组

实验组

对照组

实验组



 第 20 卷 第 4 期

  2018 年 4 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.20 No.4

Apr. 2018

·322·

2.4　总细菌浓度及肠道菌群 α- 多样性

实时荧光定量 PCR 检测结果发现：21 d 实验

组总细菌浓度显著低于对照组（P<0.01），56 d 实

验组总细菌浓度显著高于对照组（P<0.05）。

从丰富度指数（Ace 和 Chao1）和多样性指数

（Shannon 和 Simpson）看，21 d 实验组小鼠肠道

菌群多样性和丰富度都显著高于对照组（P<0.05），

56 d 两组小鼠肠道菌群多样性和丰富度比较差异

均无统计学意义（P>0.05）。21 d 实验组小鼠谱

系多样性指数（PD_whole_tree）明显高于对照组

（P<0.05），56 d 实验组小鼠 PD_whole_tree 显著

低于对照组（P<0.05）。见表 1~2。

表 1　两组 21 d 时总细菌浓度及肠道菌群 α- 多样性结果比较　[ x±s 或 M（P25，P75）]

组别 n 总细菌浓度 Ace Chao1 Shannon Simpson PD_whole_tree

对照组 6 10.14±0.10 347.47(268.31, 434.40) 364.97(267.63, 461.53) 3.76(3.22, 4.05) 0.838(0.79, 0.86) 14.93(13.90, 16.99)

实验组 6 7.72±0.08 597.77(481.63, 668.44) 611.97(513.34, 685.05) 4.54(4.51, 4.71) 0.893(0.89, 0.91) 26.03(22.35, 28.12)

t(Z) 值 46.198 (-2.309) (-2.309) (-2.309) (-2.309) (-2.309)

P 值 <0.01 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

注：Ace 及 Chao1 指数反映群落丰富度，指数越大群落丰富度越高；Shannon 及 Simpson 指数反映群落多样性，指数越大多样性越高；
PD_whole_tree 指数反映谱系多样性，指数越大说明进化树的分支越多物种种类越多。

表 2　两组 56 d 时总细菌浓度及肠道菌群 α- 多样性结果比较　[ x±s 或 M（P25，P75）]

组别 n 总细菌浓度 Ace Chao1 Shannon Simpson PD_whole_tree

对照组 12 10.33±0.37 907.73(767.24, 1 004.28) 924.84(787.45, 1 030.13) 5.80(5.06, 5.94) 0.943(0.898, 0.956) 35.77(33.12, 38.02)

实验组 12 10.90±0.20 589.85(444.35, 736.17) 607.51(447.73, 761.03) 5.44(4.41, 5.79) 0.930(0.897, 0.956) 27.54(22.89, 30.37)

t(Z) 值 -3.315 (2.021) (2.021) (1.155) (0.289) (2.309)

P 值 <0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 <0.05

注：Ace 及 Chao1 指数反映群落丰富度，指数越大群落丰富度越高；Shannon 及 Simpson 指数反映群落多样性，指数越大多样性越高；
PD_whole_tree 指数反映谱系多样性，指数越大说明进化树的分支越多物种种类越多。

对照组 实验组

图 5　两组回肠部位肠上皮细胞 ZO-1 的膜定位表达　

　ZO-1 阳性表达呈亮绿色。对照组 ZO-1 表达整齐紧密，实验组

ZO-1 表达分散杂乱；21 d 时对照组 ZO-1 表达高于实验组，56 d

时两组 ZO-1 表达无显著差异。

21 d

56 d

2.5　粪便细菌菌群菌落结构及组间差异

头孢曲松干预 21 d 的新生小鼠，其粪便细菌

结构从门水平到属水平都有明显改变，且与对照

组呈现显著差异。根据 LEfSe 分析，从整个粪便细

菌组成看，实验组菌群丰度明显高于对照组，以

芽孢杆菌目下的葡萄球菌科为主要特征菌，其次

是肠球菌科；对照组以拟杆菌目下的拟杆菌科和

乳杆菌目下的乳杆菌科为主要特征菌，见图 6。

相对丰度的组间差异比较可见，21 d 时实验

组门水平主要以厚壁菌门为主，其次是变形菌门；

而对照组以拟杆菌门为主，厚壁菌门次之。实验组

属水平上以葡萄球菌属、肠球菌属丰度显著高于对

照组（P<0.01），而对照组拟杆菌属和乳酸菌属丰

度显著高于实验组（P<0.05）。停止干预后，从第

56 天两组小鼠的肠道菌群发现，实验组相对对照

组仍呈厚壁菌门显著偏高，但其次变为拟杆菌门；

对照组无变化。在属水平上相对对照组，实验组出

现了占显著优势的 Akkermanisia 属（P<0.05）。见

表 3~4。
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表 3    受试小鼠粪便细菌在门水平上的平均相对丰度　（x±s，%）

组别
21 d (n=6) 56 d (n=12)

放线菌门 拟杆菌门 厚壁菌门 变形菌门 放线菌门 拟杆菌门 厚壁菌门 变形菌门

对照组 0.02±0.01 65.71±13.06 27.39±12.22 5.60±2.78 0.19±0.19 79.33±3.25 15.52±4.32 3.53±2.25

实验组 1.72±0.54 5.38±3.89 71.01±11.91 21.17±9.65 0.05±0.02 43.30±15.07 48.30±15.68 4.17±1.51

t 值 -6.314 8.853 -5.112 -3.102 1.388 4.674 -4.030 -0.473

P 值 <0.01 <0.001 <0.01 <0.05 >0.05 <0.01 <0.01 >0.05

表 4    受试小鼠粪便细菌在属水平上前 5位优势菌的平均相对丰度　（x±s，%）

组别
21 d (n=6)

拟杆菌属 肠球菌属 乳酸菌属 Rummeliibacillus 属 葡萄球菌属

对照组 55.30±22.08 0.95±0.65 31.81±19.91 0.02±0.02 0.06±0.05

实验组 1.21±1.13 18.90±9.52 1.22±0.47 16.56±4.07 35.14±2.67

t 值 4.893 -3.764 3.071 -8.128 -26.287

P 值 <0.01 <0.01 <0.05 <0.001 <0.001

续表 4

组别
56 d (n=12)

Akkermansia 属 拟杆菌属 乳酸菌属 示波螺旋菌属 副拟杆菌属

对照组 1.33±1.80 36.30±23.11 12.87±10.28 4.91±4.43 11.97±8.35

实验组 11.33±6.98 38.41±22.75 0.51±0.28 18.97±17.06 14.70±7.86

t 值 -2.773 -0.130 1.203 -1.595 -0.475

P 值 <0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

图 6　两组小鼠生后 21 d 时粪便细菌结构分支树图　　红色为实验组，绿色为对照组。扇形面积大小代表菌群丰

富度。由中心向外辐射的扇形区域依次代表界（kingdom, k）、门（phylum, p）、类（class, c）、目（order, o）、科（family, f）、

属（genus, g）各个分类水平。树枝中红色节点表示在实验组中起到重要作用的微生物类群，绿色节点表示在对照组中起到重

要作用的微生物类群，黄色节点表示在两组中均没有起到重要作用的微生物类群。可见实验组主要节点集中在 r 区域 c-Bacilli（杆

菌类），其中 m 区域 o-Bacillales（芽孢杆菌目）下的 l 区域 f-Staphyloccaceae（葡萄球菌科）较突出，p 区域 f-Enterococcaceae（肠

球菌科）（属乳杆菌目）也为特征菌；对照组主要节点集中在 i 区域 o-Bacteroidales（拟杆菌目），其下的 e 区域 f-Bacteroideaceae

（拟杆菌科）为主要特征菌，r 区域 c-Bacilli（杆菌类）下的 q 区域 f-Lactobacillaceae（乳杆菌科）（属乳杆菌目）也在对照组

中起到重要作用。

a: f-Microbacteriaceae
b: f-Micrococcaceae
c: o-Actinomycetales
d: c-Actinobacteria
e: f-Bacteroidaceae
f: f-Porphyromonadaceae
g: f-S24-7
h: f-Odoribacteraceae
i: o-Bacteroidales
j: c-Bacteroidia
k: f-Planococcaceae
l: f-Staphylococcaceae
m: o-Bacillales
n: f-Aerococcaceae
o: f-Carnobacteriaceae
p: f-Enterococcaceae
q: f-Lactobacillaceae
r: c-Bacilli
s: f-Peptostreptococcaceae
t: f-Alcaligenaceae
u: f-Burkholderiaceae
v: o-Burkholderiales
w: c-Betaproteobacteria
x: f-Enterobacteriaceae
y: o-Enterobacteriales
z: f-Moraxellaceae
a0: o-Pseudomonadales
a1: f-Thiotrichaceae
a2: o-Thiotrichales
a3: f-Xanthomonadaceae
a4: o-Xanthomonadales
a5: c-Gammaproteobacteria
a6: f-F16
a7: o-CW040
a8: c-TM7-3
a9: f-Anaeroplasmataceae
b0: o-Anaeroplasmatales
b1: c-Mollicutes
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3　讨论

国内外已有不少研究采用抗生素持续灌胃小

鼠来作为肠道菌群紊乱模型，且已有研究发现抗

生素干预 21 d 可造成小鼠肠道菌群明显改变 [17]，

考虑到新生小鼠前 21 d 为其哺乳期与人类生命早

期类似，在 56 d 时小鼠到达成年期，因此本研究

以头孢曲松持续灌胃新生小鼠 21 d 造成其菌群紊

乱为模型，推断生命早期使用抗生素造成的具体

影响及其到达成年期恢复的可能性。

本研究发现，早期使用头孢曲松对小鼠的体

重增加会造成明显影响，且在停止干预后体重未

见恢复，到成年阶段实验组体重都显著低于对照

组，说明头孢曲松的使用会对机体产生一定的副

作用且影响可能持续存在。许多研究表明，抗生

素的使用与肥胖有关，抗生素能促进机体生长且

早期的作用对后期的影响更加明显 [18]，但也有研

究发现万古霉素在干预期间使小鼠体重降低 [19]，

阿莫西林对小鼠成年期生长无显著影响 [20]，因此

我们推测抗生素对机体的影响与抗生素的类型、

施用途径、研究对象生理状况等有关。

本研究中，头孢曲松干预使受试小鼠绒毛长

度及隐窝深度缩短，Ki67 表达的减少、紧密连接

蛋白 ZO-1 膜定位表达降低，这些结果表明受试小

鼠肠上皮细胞组织的构造及功能上均出现损伤，

证实头孢曲松干预能显著影响肠上皮细胞增殖及

肠黏膜功能的建立。本实验同时还发现头孢曲松

干预使 Muc2 黏蛋白相对对照组呈显著增加趋势。

有研究在探讨阿霉素对肠道损伤时指出，阿霉素

可能直接作用于肠道细菌，导致快速的生态失调，

继而导致对肠上皮的直接损伤，也可能破坏将肠上

皮与肠腔细菌分开的物理屏障，如黏蛋白屏障 [21]，

且已有发现抗生素直接作用于肠道的基因主要在

隐窝和绒毛上皮中表达 [14]，也有相关数据表明受

抗生素刺激小鼠肠内容物的蛋白质谱改变与肠道

菌群失调有关 [22]。本研究中发现肠道绒毛及隐窝、

紧密连接蛋白受到了损伤，但 Muc2 黏蛋白表达却

升高，提示头孢曲松可能直接作用于肠道组织或

通过改变肠道细菌而产生作用，而 Muc2 黏蛋白

的显著增加可认为是伴随头孢曲松干预引起的肠

道组织或肠道细菌异常的机体自身的防御反应，

从另一侧面再度证实头孢曲松干预能显著的影响

肠上皮细胞增殖及肠黏膜功能。在停止干预后，

到达小鼠成年期时各蛋白表达与对照组不再呈现

显著差异，说明停止使用头孢曲松后其所造成的

上皮细胞增殖及菌群损伤得到了一定程度恢复，

Muc2 黏蛋白相关的防御反应得到缓解。

本研究发现头孢曲松在干预期间小鼠肠道总

细菌浓度显著降低；但二代测序结果显示实验组

反映细菌丰富度的指数及反映菌群多样性的指数

都显著高于对照组；而从群落结构看实验组以厚

壁菌门和变形菌门为主，并含有大量的葡萄球菌

和肠球菌，而对照组以拟杆菌门占优势，含有较

多拟杆菌和乳酸菌。考虑到抗生素的抗菌谱和自

身特性，推测头孢曲松可能杀灭了大多数正常菌

群而导致总细菌浓度降低，却促进了很多潜在有

害菌如葡萄球菌和肠球菌等的异常生长因而提升

了肠道菌群的多样性及丰富度，这也与本课题组

之前的研究结果一致 [7]。有研究指出肠道拟杆菌和

乳酸杆菌可发酵食物由来的植物性纤维产生短链

脂肪酸，可被肠道上皮细胞吸收从而营养促进上

皮细胞发育进而强化肠道屏障功能 [23]，而肠球菌、

葡萄球菌等肠道潜在病原菌则具有诱发炎症的风

险 [24-25]，头孢曲松干预引起的肠内细菌组成的改

变，特别是引起的乳酸菌的缺乏，拟杆菌的显著

减少，肠球菌、葡萄球菌等肠道潜在病原菌的增多，

这可能是导致受试乳鼠肠黏膜损伤及肠上皮细胞

功能低下的重要原因之一。停止干预后，第 56 天

的受试小鼠肠道菌群结果显示，实验组总细菌含

量上升，厚壁菌门和对照组相比仍显著偏多，拟

杆菌门偏少，两组在属水平优势菌群的构成上同

样存在显著差异，说明头孢曲松对肠道菌群的影

响可部分延续到成年期。而实验组在属水平上出

现了占一定优势的 Akkermanisia 属，Akkermanisia

可降解黏蛋白，使肠道黏液层不断更新，并能产

生寡糖和短链脂肪酸，对肠上皮细胞起到保护作

用并促进其他肠内细菌的定植 [26]，本研究中头孢

曲松干预使 Muc2 黏蛋白显著增加可认为是停止干

预后 Akkermanisia 属显著上升的重要原因之一，

Akkermanisia 可能在肠道损伤的恢复中发挥了重要

作用，且 Akkermansia 与肥胖呈负相关 [26]，这也可

部分解释本研究后期实验组体重较对照组低的原

因，但还需进一步研究。

综上，本研究证明早期头孢曲松干预可显著
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影响肠道组织发育和功能分化，头孢曲松引起的

肠道菌群异常可能是重要原因之一，停止干预后

肠道组织的结构和功能有部分恢复，但考虑到成

年期菌群仍存在差异且体重未见恢复，推测头孢

曲松早期干预还可能继续影响机体生长发育及各

种生理代谢。
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