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基于高通量测序分析早产认知障碍
大鼠肠道菌群结构特征

乐涛　卢红艳　薛正阳　徐苏晴　唐炜

（江苏大学附属医院儿科，江苏 镇江　212001）

［摘要］　目的　分析早产认知障碍大鼠肠道菌群结构特征，探讨肠道菌群改变与早产认知障碍的关系。

方法　给孕 16~17 d Sprague-Dawley 大鼠连续 2 d 腹腔注射脂多糖（LPS）建立认知障碍模型，以腹腔注射 PBS

为对照。孕 21 d 行剖宫术，将早产大鼠随机分配给代母鼠喂养。于生后 30 d 利用 Morris 水迷宫中的定位航行实

验对早产大鼠进行认知评估，并分为早产认知障碍组（n=21）与正常对照组（n=10）。采用苏木精 - 伊红染色

观察两组大鼠海马病理改变，提取各组大鼠粪便进行 16S rRNA 测序并分析。同时对两组大鼠肠道菌群进行主

成分分析（PCA）。结果　与对照组相比，早产认知障碍大鼠海马可见大量神经元变性坏死；肠道菌群丰富度

及多样性降低（P<0.05）；门水平上变形菌门丰度增加（P<0.05）；目、科、属水平上，普氏菌属、乳杆菌属

等丰度显著降低，葡萄球菌科、寡养杆菌属等丰度显著增加（P<0.05）。PCA 显示两组大鼠在肠道菌群构成上

差异明显。结论　早产认知障碍大鼠肠道菌群结构发生明显变化，可为早产认知障碍导致的微生态变化的治疗

及干预提供依据。                                                                        ［中国当代儿科杂志，2019，21（7）：701-707］
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Structural features of intestinal flora in preterm rats with cognitive impairment: an 
analysis based on high-thorough sequencing
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Jiangsu University, Zhenjiang, Jiangsu 212001, China (Lu H-Y, Email: lhy5154@163.com) 

Abstract: Objective    To study the structural features of intestinal flora in preterm rats with cognitive impairment 
and the association of the change in intestinal flora with cognitive impairment in preterm rats. Methods    Sprague-Dawley 
rats at 16-17 days of gestation were intraperitoneally injected with lipopolysaccharide for two consecutive days to establish 
a model of cognitive impairment, and the rats treated with intraperitoneally injected phosphate-buffered saline were 
established as the control group. Cesarean section was performed on day 21 of gestation, and preterm rats were randomly 
assigned to healthy maternal rats for feeding. The place navigation test in the Morris water maze was used to evaluate 
cognition on day 30 after birth. According to the result, the preterm rats were divided into cognitive impairment group with 
21 rats and normal control group with 10 rats. Hematoxylin and eosin staining was used to observe pathological changes of 
the hippocampus, and fecal samples were collected for 16S rRNA sequencing and analysis. A principal component analysis 
(PCA) was performed for intestinal flora. Results    Compared with the normal control group, the cognitive impairment 
group showed degeneration and necrosis of a large number of neurons in the hippocampus. Compared with the normal 
control group, the cognitive impairment group had significant reductions in the abundance and diversity of intestinal flora 
(P<0.05), with a significant increase in the abundance of Proteobacteria at the phylum level (P<0.05), as well as significant 
reductions in the abundance of Prevotella and Lactobacillus and significant increases in the abundance of Staphylococcaceae 
and Oligella at the order, family, and genus levels (P<0.05). PCA showed a significant difference in the composition of 
intestinal flora between the two groups. Conclusions    There is a significant change in the structure of intestinal flora 
in preterm rats with cognitive impairment, which provides a basis for the treatment and intervention of microecological 
changes due to cognitive impairment after preterm birth.                            [Chin J Contemp Pediatr, 2019, 21(7): 701-707]
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早产儿过早脱离母体，脑发育易受各种不良

宫外因素及并发症影响，导致神经及认知发育异

常。文献报道 [1]，极早早产儿认知功能障碍发生率

达 40%。认知障碍等脑功能问题很大程度影响早

产儿生长发育，并对今后学校教育甚至成年产生

负面影响 [2]。研究发现，肠道菌群紊乱可影响认知

功能，生后早期小鼠肠道益生菌群丰度和菌群多

样性下降引起成年小鼠焦虑与认知行为改变 [3]。

肠道菌群与大脑之间的关系可追溯到脑发育。胎

儿出生后，环境中的微生物在婴儿肠道内定植并

且在大脑发育过程中起着非常重要的作用 [4]。Diaz 

Heijtz 等 [5] 研究结果显示，与无特定病原体小鼠相

比，无菌小鼠大脑前额皮质多个亚区域中突触可

塑性相关基因 mRNA 表达明显降低，下丘脑、杏

仁核等区域中的突触素表达明显降低，提示肠道

菌群定植在一定程度上影响了大脑发育。抑郁症

及孤独症等存在认知障碍的精神神经变性疾病均

存在肠道菌群异常改变 [6-7]。应用益生菌可有效改

善宿主焦虑、抑郁、认知功能、自闭及应激反应

等一系列神经系统功能失调 [8]，提示肠道菌群在大

脑发育及认知功能形成过程中起重要作用。目前

有关早产认知障碍与肠道菌群关系的研究较少。

本研究通过建立早产认知障碍大鼠模型，比较早

产认知障碍组与正常对照组大鼠肠道菌群结构、

多样性及丰度差异，从微生态角度探讨早产认知

障碍与肠道菌群的关系，为早产认知障碍微生态

治疗干预提供新靶点。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

脂多糖（LPS，美国 Sigma 公司），QIAamp® 

DNA Stool Mini Kit 试剂盒（德国 QIAGEN 公司），

带有 Barcode 的 16S V4 通用引物（515F-806R）（美

国 Life 公 司 ），GoTaq® Hot Start Colorless Master 

Mix 高效高保真酶（美国 Promega 公司）。

Morris 水迷宫实验和跟踪系统由江苏大学医

学院实验室提供，-80℃冰箱（德国西门子），

MD 荧光定量检测仪（美国 Molecular Device 公司），

Illumina MiSeq 测 序 仪（ 美 国 Illumina 公 司 ），

Onedrop 仪器（南京五义科技有限公司）。

1.2　早产认知障碍大鼠模型建立

SPF 级孕 16~17 d 健康 Sprague-Dawley（SD）

孕鼠，由江苏大学动物房提供，体重 370~450 g，

实验动物质量合格证号：201819539，动物实验许

可证号：SYXK（苏）2013-0036。参照文献建立认

知障碍大鼠模型 [9]，给孕 16~17 d SD 大鼠连续 2 d

腹腔内注射 LPS，每次 330 μg/kg；以腹腔内注射

PBS 为对照。孕 21 d 行剖宫产术，将早产大鼠随

机分给健康代母鼠喂养；获得 30 只模型组早产大

鼠和 15 只对照组早产大鼠，并进行编号。每只代

母鼠喂养 5 只早产大鼠，室温 25.0±0.5℃，12 h

昼 / 夜周期，普通大鼠饲料喂养，自由取食和饮水，

喂养 30 d。SD 大鼠 1 月龄时约等同于人类 2~5 岁，

即幼儿期，此时认知功能发育正常与否基本能够

充分展示 [10]，故选择生后 30 d 大鼠进行认知功能

研究。Morris 水迷宫实验是公认的评估啮齿类动物

认知障碍的金标准 [11]，本研究利用 Morris 水迷宫

中的定位航行实验对大鼠进行认知功能评估，即

找到平台时间越长得分越低，认知功能越低 [12]。

两组大鼠在生后 30 d 进行 Morris 水迷宫定位航行

实验，从 30 只模型组大鼠中选择定位航行得分最

低的 21 只大鼠作为早产认知障碍组，从 15 只对

照组大鼠中选择定位航行得分最高的 10 只大鼠作

为正常对照组。重新编号后进行肠道菌群检测。

1.3　大鼠粪便样本采集和贮存

两组大鼠生后 30 d 收集大便标本：一手戴无

菌手套，一手抓大鼠尾部，用 75% 乙醇棉球消毒

大鼠肛门部位，轻柔按摩大鼠腹部刺激排便，用

无菌小镊子取大鼠新排在无菌滤纸上的大便 2~3 

粒，放入 5 mL 灭菌离心管中。收集标本封口后立

即放入 -80℃冰箱保存。

1.4　海马组织标本采集与处理

Morris 水迷宫实验后处死两组大鼠，采用 4%

多聚甲醛固定，取全脑，常规脱水，石蜡包埋，切片，

行苏木精 - 伊红（HE）染色，观察海马细胞形态

学变化。

1.5　大便 16S rRNA 测序流程

选用 QIAamp® DNA Stool Mini Kit 试剂盒对样

本基因组 DNA 进行提取，采用 Onedrop 仪器和琼

脂糖凝胶电泳检测 DNA 的纯度和浓度。取 2.5 ng

稀释后的基因组 DNA 作为模板，使用带有 Barcode
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的 16S V4 通 用 引 物（515F-806R）、GoTaq® Hot 

Start Colorless Master Mix 高效高保真酶进行 PCR。

PCR 产物使用 MD 荧光定量检测 DNA 浓度；根据

PCR 产物浓度进行等浓度混样，充分混匀后使用

QIAquick® PCR Purification Kit 试剂盒纯化回收产

物。回收产物后进行第二轮扩增，引入 Illumina 桥

式 PCR 兼容引物，扩增产物使用 Pico Green 荧光

定量及 Agilent 2200 TapeStation 电泳工作平台检测，

合格后使用 MiSeq 进行上机测序。采用 Illumina 

MiSeq 测序平台得到下机数据，对高通量测序的

原始数据首先根据 Barcode 信息，将单个样品数据

拆分出来，取出引物序列，进行测序序列质量控

制；通过质量检查序列，应用 Ribosomal Database 

Project（RDP）Classifier 2.3，使用 Silva 数据库进

行序列比对，确定每条序列的分类等级（界、门、纲、

目、科、属、种）；应用 Mothur 进行分类操作单

元（operational taxonomic units, OTUs）划分，以序

列相似性 97% 为标准，将这些序列划分为 OTUs，

并按照序列数量生成 OTU 丰度谱。菌群丰富度及

多样性是指一个特定区域或者生态系统内菌群的

丰富度及多样性，常用的度量标准有 Chao1 指数、

Ace 指数、Shannon 指数和 Simpson 指数。Chao1 指

数及 Ace 指数主要用于计算物种的丰富度，Chao1 

指数和 Ace 指数越大，代表样本中菌群越丰富；

Shannon 指数及 Simpson 指数主要用于计算物种多

样性，Shannon 指数越大，Simpson 指数越小，代

表样本中菌群多样性程度越高。

1.6　统计学分析

应用 SPSS 19.0 统计软件对数据进行统计学分

析，符合正态分布计量资料以均数 ± 标准差（x±s）

表示，两组样本间比较采用两样本 t 检验。不符合

正态分布计量资料以中位数（四分位间距）[M（P25，

P75）] 表示，两组间比较采用 Mann-Whitney U 检验。

两组间肠道菌群主成分分析（principal component 

analysis, PCA）应用方差分解，对多维数据进行降

维后提取出数据中最主要的元素和结构。P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　Morris 水迷宫定位航行实验

在定位航行实验前，早产认知障碍组大鼠

平均体重为 109±8 g，正常对照组大鼠平均体重

为 106±7 g，两组大鼠平均体重比较差异无统计

学 意 义（t=1.08，P>0.05）。 在 定 位 航 行 实 验 第

5 天，早产认知障碍大鼠找到平台的平均时间为

40±5 s，明显长于正常对照组（18±4 s），差异

有统计学意义（t=13.29，P<0.05）。

2.2　两组大鼠海马神经元病理变化

正常对照组大鼠海马神经元结构清晰，大小

正常，细胞核呈淡蓝染色，呈圆形、椭圆形排列。

早产认知障碍组大鼠海马神经元数目明显减少，

细胞排列不整齐，可见大量神经元变性坏死。见

图 1。

图 1　两组大鼠海马神经元病理变化（苏木精 - 伊红染色）　　正常对照组大鼠海马神经元结构清晰，大小正常，

细胞核呈淡蓝染色；早产认知障碍组大鼠海马神经元数目明显减少，细胞排列不整齐，可见大量神经元变性坏死。

正常对照组

早产认知障碍组

×100 ×400
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2.3　两组大鼠肠道菌群多样性结果分析

与正常对照组相比，菌群丰富度指标 Chao1

指 数 及 Ace 指 数 在 早 产 认 知 障 碍 组 显 著 降 低

（P<0.05）；而代表菌群多样性的 Shannon 指数在

早产认知障碍组也显著低于正常对照组（P<0.05），

Simpson 指 数 在 两 组 间 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）。见表 1。

表 2　两组大鼠肠道菌群门水平优势菌群比较　（x±s，%）

组别 n 拟杆菌门 厚壁菌门 变形菌门 螺旋菌门

正常对照组 10 60±16 30±12 5.2±2.4 3.0±2.0

早产认知障碍组 21 51±20 29±12 14.0±11.7 3.2±2.3

t 值 1.22 0.17 2.33 0.30

P 值 0.234 0.867 0.027 0.768

图 2　两组大鼠肠道菌群门水平分布　　横坐标表示所有样本，纵坐标表示每个菌门的相对丰度。早产认知障碍组：

LS1~LS21；正常对照组：LT01~LT10。

表 1　两组大鼠肠道菌群丰富度及多样性指标比较

（x±s）

组别 n Chao1 Ace Shannon Simpson

正常对照组 10 359±21 352±15 3.8±0.5 0.08±0.05

早产认知障碍组 21 335±25 332±20 3.2±0.5 0.06±0.03

t 值 2.61 2.84 3.36 1.25

P 值 0.014 0.008 0.002 0.221

2.4　两组大鼠肠道菌群门水平差异性分析

所有样本菌群主要由拟杆菌门（Bacteroidetes）、

厚壁菌门（Firmicutes）、变形菌门（Proteobacteria）、

螺旋菌门（Spirochaetae）构成，这 4 个菌门包含

了所有样本丰度 98.4% 的肠道细菌。其中，拟杆

菌门和厚壁菌门为大鼠肠道菌群的优势菌群。早

产认知障碍组拟杆菌门、厚壁菌门及螺旋菌门丰

度与正常对照组比较差异无统计学意义（P>0.05），

变形菌门丰度较正常对照组显著增加（P<0.05）。

见图 2，表 2。

2.5　两组大鼠肠道菌群目、科、属水平差异性分析

目、科、属水平上能检测到的菌种有 97 种，

取含量前 30 种进行绘图比较。与正常对照组比较，

早产认知障碍组大鼠肠道中条件致病菌寡养杆菌

属、嗜冷杆菌属、葡萄球菌科、肠球菌属相对丰度

显著增高（P<0.05）；而普氏菌属、乳杆菌属、拟

杆菌目、普雷沃氏菌属、副杆菌属、梭菌目、另枝

菌属相对丰度显著降低（P<0.05）。见表 3，图 3。

2.6　两组大鼠肠道菌群 PCA 分析

PCA 分析显示，正常对照组大鼠各样本点间

距离较小，提示正常对照组大鼠肠道菌群较为相

似，但早产认知障碍组大鼠各样本点间距较大，

表明小鼠肠道菌群在实验条件下产生了较大的差

异；且两组样本点之间距离也较大，提示两组大

鼠在肠道菌群构成上差异明显。见图 4。
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3　讨论

Morris 水迷宫实验能有效筛选出认知障碍大

鼠。本研究结果发现，与正常对照组大鼠相比，

在定位航行实验中，早产认知障碍大鼠找到平台

的平均时间明显延长，提示存在认知障碍。海马

是脑边缘系统的重要组成部分，是负责情感和认

知功能的关键脑区 [13]。海马神经损伤会显著影响

大鼠学习记忆能力及认知功能。本研究中大鼠海

马组织 HE 染色结果发现，早产认知障碍大鼠海马

组织神经元数目明显减少，细胞排列不整齐，可

图 4　主成分分析　　第一主成分（PC1）=28.87% 表示

PC1 对样品差异的贡献值；第二主成分（PC2）=19.17% 表示 PC2

对样品差异的贡献值。

图 3　两组大鼠肠道菌群目、科、属水平分布　　横坐标表示所有样本，纵坐标表示每个菌群的相对丰度。早产认

知障碍组：LS1~LS21；正常对照组：LT01~LT10。

表 3　两组大鼠肠道菌群目、科、属水平优势菌群比较　[M（P25，P75），%]

组别 n 普氏菌属 乳杆菌属 拟杆菌目 寡养杆菌属 普雷沃氏菌属

正常对照组 10 18.9(17.6, 28.6) 3.1(1.9, 4.3) 4.8(3.6, 5.9) 0.01(0, 0.03) 2.2(1.1, 3.0)

早产认知障碍组 21 6.2(3.8, 10.4) 1.0(0.4, 3.2) 2.0(0.7, 4.2) 2.14(0.12, 4.92) 0.2(0.1, 1.6)

U 值 28.00 51.00 51.00 13.00 46.00

P 值 0.001 0.023 0.022 <0.001 0.012

嗜冷杆菌属 副杆菌属 葡萄球菌科 肠球菌属 梭菌目 另枝菌属

0(0, 0) 0.9(0.7, 1.0) 0(0, 0.01) 0.01(0.01, 0.02) 0.62(0.54, 0.81) 0.66(0.40, 0.77)

0.42(0.03, 2.89) 0.6(0.4, 0.8) 0.50(0.03, 1.28) 0.28(0.07, 1.39) 0.21(0.15, 0.45) 0.36(0.22, 0.60)

13.50 55.00 7.00 24.00 39.00 56.00

<0.001 0.035 <0.001 <0.001 0.004 0.039
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见大量神经元变性坏死，进一步说明认知障碍与

海马组织损伤有关。

肠道微生物被称为机体第二基因组，是人体

不可分割的基因组成部分 [14]。Mayer [15] 通过 MRI

扫描大脑结构并比较肠道内细菌类型发现，大脑

区域间连接不同，其肠道菌群也不同，推测肠道

细菌在脑发育过程中可能帮助塑造大脑结构。Sudo

等 [16] 研究发现，无菌小鼠大脑皮层和海马组织中

脑源性生长因子（BDNF）的表达量明显降低，并

可能影响情绪、行为及感觉，提示肠道微生物作

为重要的环境因素可影响大脑发育和功能。肠道

微生物多样性的平衡对于维持宿主的健康状况至

关重要 [17]，普遍认为，肠道菌群多样性越高，越

有利于健康。在描述疾病相关微生物群的文献中，

肠道菌群多样性减低是许多疾病的共同特征，如

克罗恩病、肠易激惹综合征、糖尿病、哮喘、孤

独症等肠道菌群多样性均有下降，移植正常肠道

菌群对这些疾病有治疗作用 [18]。Desbonnet 等 [3] 研

究发现，小鼠口服抗生素降低肠道菌群多样性及

丰富度的模型中，小鼠出现认知障碍，同时小鼠

海马组织表达 BDNF 及 5- 羟色胺（5-HT）水平下降，

BDNF 在脑中有神经保护作用，海马组织中 BDNF

表达下降会降低学习和记忆功能，5-HT 水平下降

会导致焦虑行为，考虑肠道菌群多样性及丰富度

下降可致小鼠 BDNF 及 5-HT 表达量下降是导致认

知障碍的一个重要原因。本研究中对两组大鼠肠

道菌群多样性分析发现，正常对照组肠道菌群种

类组成的丰富度及多样性高于早产认知障碍组，

这和既往在啮齿类动物中的研究结论相一致，小

鼠肠道微生物群的菌群缺失可导致小鼠过度应激

及焦虑行为 [3,19]，推测在发育阶段，某些肠道菌群

种类的缺失可能会影响宿主认知功能形成。

早产儿由于胃肠功能不成熟、出生体重低、

抗生素使用等原因导致肠道菌群定植延迟，多样

性丰度显著减少，达优势化时间延迟。本研究两

组大鼠肠道菌群门水平差异性分析发现，早产认

知障碍大鼠肠道菌群变形菌门丰度较正常对照组

明显增高。研究发现 [20]，变形菌门丰度越高，肠

道菌群紊乱越明显，变形菌门增多已成为肠道菌

群紊乱的标志物，变形菌门增多可引发肠道炎症

及慢性炎症免疫应激。Yang 等 [21] 发现，慢性应激

显著影响前额叶皮层神经元形态和功能，暴露于

慢性应激状态下的小鼠前额叶皮层细胞萎缩和髓

鞘形成障碍，进一步影响认知功能。所以我们推测，

变形菌门丰度增高导致肠道菌群紊乱，引起肠道

炎症，导致慢性炎症应激反应，是早产认知障碍

的一个重要病因。

在目、科、属水平上，Berrington 等 [22] 研究

发现，早产儿专性厌氧菌水平降低，肠杆菌科和

肠球菌科等兼性厌氧菌水平增加。Scheperjans 等 [23]

发现，患有神经系统疾病患者普雷沃氏菌、乳杆

菌等菌属的丰度较正常人明显降低。存在认知障

碍的孤独症患儿普氏菌属和拟杆菌属较正常儿童

丰度明显减低 [24]。本研究显示，两组肠道菌群在

科、目、属水平上有着明显差异，主成分分析结

果显示，认知障碍大鼠与正常对照组大鼠肠道菌

群构成上有明显差异，早产认知障碍大鼠中普氏

菌属、乳杆菌属、拟杆菌目、普雷沃氏菌属、副

杆菌属、梭菌目、另枝菌属较正常对照组相对丰

度减低；而寡养杆菌属、嗜冷杆菌属、葡萄球菌科、

肠球菌属相对丰度较正常对照组增高。普氏菌属、

乳杆菌属、拟杆菌目、普雷沃氏菌属、另枝菌属

可以产生短链脂肪酸（SCFAs）。SCFAs 是结肠细

菌发酵的主要产物，可调节肠道菌群、维持体液

和电解质的平衡，以及为宿主提供能量 [25]。同时，

SCFAs 可调节血脑屏障通透性，维持中枢神经系

统内环境稳定，如果 SCFAs 降低则认知障碍发生

的风险增高，进而影响大脑发育及行为 [26]。研究

发现，乳杆菌属能够产生 γ- 氨基丁酸（GABA）[27]，

GABA 是哺乳动物中枢神经系统中重要的抑制性神

经传达物质，具有保护认知功能的作用。而肠道

寡养杆菌属、嗜冷杆菌属、葡萄球菌科、肠球菌

属丰度增加往往会导致炎症因子长期过量释放，

对大脑发育产生不利影响。

早产认知障碍大鼠肠道菌群结构发生明显变

化，其丰富度及多样性降低，肠道菌群紊乱，普

氏菌属、乳杆菌属、拟杆菌目、普雷沃氏菌属、

另枝菌属等益生菌群丰度减低，寡养杆菌属、嗜

冷杆菌属、葡萄球菌科、肠球菌属等有害菌群丰

度增加，这些肠道菌群的变化可能是早产认知障

碍发生的可能原因。这些发现可为早产认知障碍

微生态治疗干预提供新靶点，目前肠道菌群改变

如何影响早产认知障碍仍有待进一步研究。
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