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摘要：目的 探讨水环境地塞米松污染对小鼠肠道菌群的影响。方法 将20只Balb/c小鼠随机分为对照组和实验组，每组5只。

实验低剂量组灌喂含0.035 ng地塞米松磷酸钠的饮用水，中剂量组为0.225 ng、高剂量组为2.25 ng，对照组灌喂不含地塞米松磷

酸钠的饮用水。每日观察小鼠行为、皮毛、大便等的变化。灌喂第36 d处死小鼠，取回盲部组织提取细菌基因组DNA，扩增

16S rDNA V6可变区，扩增产物变性凝胶梯度电泳（DGGE）后分析。切取DGGE图谱上的优势条带，扩增、纯化后克隆测序，其

序列BLAST比对分析。结果 各实验组小鼠均出现性情暴躁、斗殴打架、咬断尾部等现象。DGGE图谱聚类分析表明各组小鼠

回盲部均具有较稳定的菌群；主成分分析表明各组的优势菌群存在一定差异；菌群多样性分析表明，与对照组相比，低剂量组菌

群的种类和数量明显增加（P<0.05）；中、高剂量组种类和数量显著增加（P<0.01）。16S rDNA V6区序列分析显示实验组和对照

组具有共有菌属15种、差异菌属2种，优势菌种类和比例发生了改变。对照组有乳杆菌属的细菌定植，而中、高剂量实验组乳杆

菌属的细菌消失，却出现志贺菌属的细菌。结论 饮水地塞米松污染可影响小鼠神经系统，使小鼠肠道内细菌的种类、数量及优

势菌所占的比例发生改变，菌群多样性增加；抑制肠道益生菌的定植，利于肠道致病菌的入侵。
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Abstract: Objective To evaluate the effect of water pollution with dexamethasone on intestinal flora in mice. Methods Twenty
Balb/c mice were randomly divided into control group and low-, moderate- and high-dose dexamethasone groups. The mice
in dexamethasone groups were exposed to dexamethasone sodium phosphate in drinking water at doses of 0.035, 0.225, and
2.25 ng for 36 days. The changes in behaviors, fur condition, and feces of the mice were observed daily. All the mice were
sacrificed at 36 days and the tissues in the ileocecal region was collected for denaturant gradient gel electrophoresis (DGGE) of
16S rDNA V6 variable regions of microbes and sequence analysis with BLAST. Results The mice in the 3 dexamethasone
groups all showed aggressive behaviors. Cluster analysis of DGGE graph showed relatively stable floras in the ileocecal region
in all the mice, but principal component analysis identified differences in the dominating flora among the groups. Diversity
analysis of the flora revealed significantly increased amount and types of bacteria in the intestinal flora in all the 3
dexamethasone groups (P<0.05 or 0.01) compared with the control group. Sequence analysis of 16S rDNA V6 regions showed
15 common bacterial species and 2 differential species between the dexamethasone groups and the control group with changes
in the type and proportion of the dominating bacterium in the dexamethasone groups. Lactobacillus colonization was detected
in the control group but not in moderate- and high-dose dexamethasone groups, and Shigella species were found in the latter
two groups. Conclusion Water contamination with dexamethasone can affect the nervous system of mice, cause changes in the
types and amounts of intestinal bacteria and the dominating bacteria, and inhibit the colonization of probiotics in the intestinal
floras to increase the risk of invasion by intestinal pathogenic bacteria.
Key words: dexamethasone sodium phosphate; pollution; drinking water; intestinal flora; denaturant gradient gel
electrophoresis; 16S rDNA V6 variable region

基础研究

近10余年来，地塞米松类药物已广泛应用于临床 各科多种疾病的治疗，如自身免疫性疾病、过敏症、哮喘

及皮肤科、眼科的疾病。目前，中国已成为世界上最大

的地塞米松类药物市场［1］。临床常用的地塞米松制剂为

易溶于水、易吸收的地塞米松磷酸钠（Dexamethasone
sodium phosphate），其药用效果与地塞米松相同，多用

于治疗和预防药物引起的过敏及病毒性感冒引起的发
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烧等病症，而且是抢救垂危病人不可缺少的急救药

物［2］。临床上，地塞米松类药物在应用生理剂量治疗时

无明显不良反应，长期或大剂量使用后可引起医源性库

欣综合征，免疫抑制，加重癫痫持续状态，儿童生长抑

制、青光眼、白内障等不良反应［3-4］。地塞米松类药物在

应用过程中，其药物残液可经各种途径污染环境，特别

是医院废水；也可从应用者体内经分泌液和尿液排出，

污染更广泛的水环境［5］。目前，医院废水的处理主要采

用物理、生物化学和消毒的方法，这些方法可清除废水

中的病原体、放射性物质、重金属等，但尚未对激素类污

染物进行有效处理。近年来，国内外多篇报道在水体中

已发现地塞米松类药物的污染［6-8］，但尚无水体污染地塞

米松类药物后造成生物危害的报道。本文通过小鼠动

物模型，观察含不同污染剂量地塞米松磷酸钠的饮用水

对小鼠生长发育及其肠道菌群的影响，为评价水体地塞

米松类药物污染造成的危害提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 3周龄无特定病原体（SPF级）雄性

Balb/c小鼠20只，体质量18±1.2 g/只，购自重庆医科大

学实验动物中心，SPF级动物房喂养，室内湿度为45%~

65%，温度为22~25 ℃，光暗比为1∶1。喂养中所用饲

料、饮用水、垫料及鼠笼等均经过严格消毒灭菌。

1.1.2 主要试剂 细菌基因组抽提试剂盒、2×Taq PCR

Master Mix 购自北京天根生物科技有限责任公司；

SanPrep柱式DNA胶回收试剂盒、PCR引物、Tris、琼脂

糖、EDTA·2H2O购自上海生工科技有限公司；DNA凝

胶纯化试剂盒、DNA Marker、Goldview购自大连宝生

物工程有限公司；30%丙烯酰胺预混液、去离子甲酰胺、

硝酸银、TEMED、尿素、过硫酸铵购自北京鼎国有限公

司；地塞米松磷酸钠标准品购自上海哈灵生物科技有限

公司。试验中其余试剂均用分析纯售品自行配制。

1.2 方法

1.2.1 动物试验 为评价水体地塞米松污染对小鼠的影

响，将20只小鼠随机分成4组，每组5只，每组饲养于同

1个鼠笼。经过2 d适应性饲养后，根据国内外水体中地

塞米松污染剂量的报道［6-8］，以及适应性饲养时每只小鼠

每日饮水量，推算实验组每只小鼠从污染饮水中可能摄

入的地塞米松磷酸钠含量，除正常饮水外，一次性灌喂

含不同剂量地塞米松磷酸钠的饮用水。实验低剂量组

（A组）灌喂含0.035 ng地塞米松磷酸钠的饮用水，中剂

量组（B组）含0.225 ng、高剂量组（C组）含2.25 ng，于每

日8~9 am灌喂0.2 mL，对照组同法灌喂同量不含地塞

米松磷酸钠的饮用水。含地塞米松磷酸钠的饮用水均

为当日配制。每日观察小鼠行为、皮毛、大便等的变化，

连续35 d。

1.2.2 采集肠道标本 第36天在乙醚麻醉下断颈处死小

鼠，无菌条件下从小鼠回盲部上下各1 cm处切取肠段，

纵向剖开，除去内容物，用无菌生理盐水反复清洗3次，

置无菌EP管内-80 ℃保存。

1.2.3 细菌DNA提取 取出冷冻的回盲部标本，室温下

解冻，用无菌剪刀剪碎后放入无菌研钵中，加入 500 μL

灭菌生理盐水研磨，将研磨后的悬液移至无菌EP管中，

添加无菌生理盐水至1000 μL，用细菌基因组DNA提取

试剂盒按说明书提取细菌DNA。取1 μL提取的DNA

用核酸浓度测定仪测量DNA含量，加无菌双蒸水稀释

成100 ng/μL，-20 ℃保存。

1.2.4 原核生物16S rDNA V6区扩增 以提取的细菌

DNA为模板，采用含GC夹的原核生物16S rDNA V6

区通用引物［9］进行扩增，引物序列为 V6-GCF：

5'-CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGG

GCACGGGGGCACGGGGGGAACGCGAAGAAGA

ACCTTAC-3'；V6-GCR：5'-CGGTGTGTACAAGACC

C-3'。PCR 反应体系：2×rTaq Mix 12.5 μL，ddH2O

9.5 μL，V6-GCF、V6-GCR各 1 μL，DNA模板 1 μL，总

体积 25 μL。PCR扩增程序：95 ℃ 10 min；30个循环

（95 ℃ 30 s，56 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min）；72 ℃ 10 min。

扩增产物2%琼脂糖凝胶电泳分析。

1.2.5 变性凝胶梯度电泳及图谱分析 参照Liu［10］的方

法，将扩增产物进行变性凝胶梯度电泳(Denaturing

Gradient Gel Glectrophoresis, DGGE)，通过预试验，略

有改进。采用8%聚丙烯酰胺凝胶和40%-60%尿素为

变性梯度，16S rDNA V6 区 PCR 扩增产物和 6 ×

loading Buffer上样各5 μL。电泳条件为：1× TAE恒温

60 ℃；恒压200 V，预电泳10 min；再恒压85 V，电泳时

间13 h。电泳结束后，取出凝胶硝酸银染色，凝胶成像

分析系统拍照。用Quantity One软件（Version 4.6.2，

BIO-RAD Laboratory，America）对DGGE图谱的条带

数目(丰富度，S)进行分析，将相关数据导入BIO-DAP软

件[Parks，Canada（PHQ）and National Park，Canada]和

Excel，计算香农指数（Shannon-Wiener diversity index,

H’）和均匀度指数（Pielou index, E）。通过SPSS 17.0

软件对各组小鼠肠道菌群结构进行主成分分析。

1.2.6 DGGE优势条带的扩增 切取DGGE电泳凝胶上

的优势条带，分别置无菌EP管中，用无菌去离子水冲洗

2次，捣碎并浸泡于50 μL无菌去离子水中，4 ℃过夜，使

凝胶内的DNA完全析出。2000 r/min离心1 min，取上

清液2 μL为模板，用原核生物16S rDNA V6区不含GC

夹通用引物进行扩增，引物序列为V6-R：CGGTGTG-

TACAAGACCC，V6-F：AACGCGAAGAACCTTAC。

PCR反应体系同前，扩增程序：95 ℃ 10 min，30个循环
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（95 ℃ 30 s，54 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min），72 ℃ 10 min［11］。

1.2.7 克隆测序及其数据处理 扩增后用DNA回收试剂

盒回收并纯化，送上海美吉生物科技有限公司克隆测

序。用TM 5.0软件对全部测序结果进行操作分类单元

(Operational taxonomic units, OTU)划分［12-13］。并将测

得的 DNA 序列在 NCBI 上 Genbank 数据库进行

BLAST比对，以16S rDNA基因序列相似性大于或等

于97%视为同一菌属［14］。将全部已知序列按属进行细

菌分类。

1.2.8 统计学分析 将数据用SPSS 17.0软件进行统计

学分析。不同组间比较采用单因素方差分析，分析后的

两两比较采用Tukey检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 对小鼠生长发育的影响

各组小鼠饲喂35 d后均存活，各从灌喂第6天开始,

实验组小鼠出现皮毛凌乱，斗殴打架、咬断尾部等现象，

其中有12只小鼠尾部被咬伤或咬断（图1），而对照组无

此现象。各组小鼠大便无异常。

↓
↓

A B

图1 小鼠尾部的改变
Fig.1 Changes of the mouse' tails following exposed to dexamethasone in drinking water. A:
The tail was bitten off; B: Deformed tail due to repeated infection after being bitten.

2.2 16S rDNA V6区PCR扩增结果

从回盲部肠段提取的细菌基因组DNA经 2%琼

脂糖凝胶电泳显示（图2），各实验组标本可见长度约

430 bp条带，对照组无此条带，表明细菌DNA得到特

异性扩增。经核酸浓度测定仪检测，扩增的核酸浓度均

大于800 ng/μL，可用作模板进行16S rDNA V6区PCR

扩增。

图2 细菌基因组DNA PCR产物电泳图
Fig.2 Electrophoretogram of DNA PCR products of the bacterial genome. M:
DNA Marker; NC: Negative control; A: Low dose group; B: Medium dose
group; C: High dose group.
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2.3 DGGE图谱分析

2.3.1 聚类分析 小鼠回盲部16S rDNA V6区DGGE

图谱见图3，用Quantity one 软件分析各组之间图谱的

相似性，通过UPGAM法计算并绘制各组之间相似性树

状图（图4），再根据该树状图分析各组间菌群结构的相

似程度。根据相似性系数，将相似性较高的标本归为1

组。本实验结果可分为2组。Ⅰ组包含了B组和C组所

有的标本，Ⅱ组包含了N组和A组所有的标本，各实验
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组中小鼠肠道菌群结构的相似性均在0.90以上，Ⅰ组中

B组与C组相似性为0.88；Ⅱ组中N组与A组的相似性

为0.86。表明各组小鼠回盲部具有较稳定的菌群结构，

低剂量实验组与对照组菌群结构差异不大，而中、高剂

量组与对照组菌群结构差异较大。

2.3.2 主成分分析 对 DGGE 图谱进行主成分分析

（Principal component analysis, PCA），根据每组小鼠第

一、第二主成分的分值绘制PCA图（图5）。X坐标轴表

示第一主成分PC1（56.85%），Y轴表示第二主成分PC2

（13.71%），括号里的百分比代表主成分的贡献率。各组

的数据点均集中分布于不同区域，表明各组的优势菌群

均存在一定差异。

2.3.3 菌群种类分析 在DGGE图谱中（图3），每一泳道

即为1只小鼠回盲部的16S rDNA V6区图谱，每一条带

即为1种细菌的16S rDNA V6区，每一泳道中的条带数

量可反映小鼠回盲部菌群种数，条带数目越多，说明该

样本细菌种类越多；反之则越少。泳道中条带粗细不一

致，则对应的光密度不同，表明此条带所含的DNA量不

同［15］。其中，DNA含量多的条带为优势条带，代表了菌

群中的优势细菌；相同位置的条带为共有条带，表明含

有共同的细菌种类，差异条带表明含有特有的细菌种

类。从图谱中可见，对照组和实验组均有大量相同位置

的条带和少量不同位置的条带。

2.3.4 菌群多样性分析 丰富度是反映菌群多样性的指

标之一，条带数越多，表明菌群丰富度越大、种类越多；

香农指数反映了菌群的细菌种类与数量的变化；均匀度

指数显示了优势菌种类及其相对含量［16］。从表1可见，

A组与对照组相比菌群丰富度与香农指数明显增加（P<

0.05），B组和C组的丰富度与香农指数比对照组显著增

加（P<0.01）。各实验组与对照组均匀度指数无明显差

异（P>0.05）。表明实验组与对照组细菌的种类和数量

均有差异，但优势菌种类与菌群相对含量相似。

2.4 16S rDNA V6区序列分析

2.4.1 菌群分布分析 DGGE图谱中的优势条带扩增后

克隆测序，用Blast工具与GenBank数据库中已有序

列进行比对，发现17种菌属，其中共有菌属15种、差异

菌属2种。对照组含有乳杆菌属的细菌，而中、高剂量

图3 各组肠道菌群16srDNA的DGGE图谱
Fig.3 DGGE graph of 16srDNA of the intestinal flora in each
group of mice.

N1 N2 N3 N4 N5 A1 A2 A3 A4 A5 B1 B2 B3 B4 B5 C1 C2 C3 C4 C5

图4 各组小鼠肠道菌群系统树图
Fig.4 Dendrogram of the intestinal flora in each group of mice.
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图5肠道菌群DGGE图谱的PCA图

Fig.5 PCA gram of DGGE graph of the intestinal flora.

表1 DGGE图谱菌群多样性分析
Tab.1 Diversity analysis of flora based on DGGE graph (n=5,
Mean±SD)

Group

N

A

B

C

H'

3.65±0.01096

3.74±0.0006368*

3.80±0.01153**

3.84±0.00831**

S

14.41±1.517

15.61±0.548*

16.43±1.095**

16.82±0.548**

E

0.98±0.004

0.98±0.003

0.99±0.003

0.99±0.002

N: Negative control; A: Low dose group; B: Medium dose group; C:

High dose group. *P<0.05, **P<0.01 vs control group. S: Species

richness; H': Shannon-Wiener diversity index; E: Pielou index.
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实验组乳杆菌属的细菌消失，却出现志贺菌属的细菌

（表2）。

2.4.2 菌群结构分析 各组小鼠菌群构成比（图6）表明

本实验组小鼠回盲部定植着以毛螺旋菌属、布劳蒂亚菌

属、螺杆菌属和黏液螺旋菌属为优势菌的固有菌群，其

中，实验A组与对照组均以毛螺旋菌属所占比例最多，

分别为22.6%和28%，其次为布劳蒂亚菌属、螺杆菌属

和黏液螺旋菌属；而实验组B组、C组则以黏液螺旋菌

属所占比例最多，分别为32.7%和34.1%，其次为毛螺旋

菌属、布劳蒂亚菌属和螺杆菌属。对照组中定植的乳杆

菌占1.2%，而中、高剂量组出现的志贺菌属细菌分别占

0.5%和0.7%。此结果表明小鼠饮用含不同剂量地塞米

松磷酸钠的水后，回盲部定植的优势菌种类和比例发生

了一定的改变。

3 讨论

地塞米松是长效的糖皮质类激素，性质较稳定，可

通过多种途径进入水体。近年来，国内外多篇报道表明

在养猪场、医院、工厂的废水中均存在糖皮质类激

素，其中，废水中地塞米松磷酸钠的污染量大多集中于

7~450 ng/L之间［4-6］。适应性喂养观察到每只小鼠日饮水

量约为5 mL，因此，本研究每日一次性灌喂含0.035、

0.225、2.25 ng地塞米松磷酸钠的饮用水模拟低、中、高

剂量地塞米松污染的水源水，通过Balb/c小鼠来探讨天

然水体中地塞米松污染对小鼠生长发育及其肠道菌群

的影响。

表2 优势条带序列比对结果
Tab.2 Sequence alignment results of the dominant bands

Band properties

Unique bands

Common bands

Bacterial genus

Lactobacillus

Shigella

Odoribacter

Helicobacter

Oscillibacter

Bacteroides

Enterobacter

Desulfovibrio

Lachnospira

Ruminococcus

Roseburia

Uncultured bacterium

Blautia

Alistipes

Mucispirillum

Defluviicoccus

Rikenella

Max ident (%)

99

97

97

99

99

99

98

99

99

97

97

98

97

97

98

98

97

Lactobacillus
Shigella
Enterobacter
Bacteroides
Odoribacter
Oscillibacter
Rikenella
Defluviicoccus
Desulfovibrio
Roseburia
Uncultured bacterium
Ruminococcus
Alistipes
Mucispirillum
Helicobacter
Blautia
Lachnospira

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%
N A B C

图6各组小鼠肠道菌群构成比

Fig.6 Proportion of the intestinal flora in each group of mice. N: Negative control; A:
Low dose group; B: Medium dose group; C: High dose group.

Balb/c小鼠性情温顺，胆小怕惊，一般很少相互殴

打［17］。本实验中，给小鼠灌喂含不同污染剂量地塞米松

磷酸钠饮用水后，从第6天开始，实验组小鼠均出现皮

毛凌乱、咬尾、斗殴等性情改变的现象，各实验组中共有

12只小鼠尾部被咬伤或咬断，尾部多次咬伤后反复感染

而引起不规则组织增生，尾部变形，而对照组小鼠无此

现象。此结果表明饮用含不同剂量地塞米松磷酸钠的

饮水可使小鼠的性情从温顺变为烦懆，可能影响了小鼠
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神经系统的发育，与临床上长期或大剂量使用地塞米松

后加重癫痫持续状态相符［18］。

从微生态的角度，人和动物的正常菌群分为以高数

量（>1%）定植于特定部位的固有菌群、以低数量（<1%）

定植于特定部位的增补菌群和短暂停留的暂时菌群。

本实验旨在探讨饮水地塞米松污染对小鼠肠道菌群的

影响，故取菌群相对稳定的回盲部，并洗尽肠内容物，有

利于分析定植于肠道的固有菌群［19］。

DGGE图谱分析表明各组小鼠回盲部具有较稳定

的菌群结构，含不同剂量地塞米松磷酸钠的饮用水对小

鼠回盲部细菌的种类和数量均有一定的影响，使优势菌

在菌群中所占的比例发生一定的改变，在一定程度上增

加菌群的多样性。其中，地塞米松磷酸钠低剂量对菌群

结构影响较小，中、高剂量对菌群结构影响较大。饮水

中地塞米松污染引起肠道菌群变化的原因可能是肠道

菌群中有的细菌能以地塞米松为碳源和能源进行代谢，

从而促进其生长［20］，使菌群结构和分布发生改变。将

DGGE图谱中的优势条带扩增后测序，与GenBank数

据库中已有的细菌序列进行比对，发现17种菌属，其中

共有菌属15种、差异菌属2种。对照组含有乳杆菌属的

细菌，而实验中、高剂量组乳杆菌属的细菌消失，却出现

志贺菌属的细菌。乳杆菌属的细菌是肠道菌群的主要

成员，现已广泛作为益生菌，应用于保健食品中，而志贺

菌属的细菌多为肠道致病菌。

以上结果表明，饮水中地塞米松污染，无论是低剂

量还是高剂量对小鼠神经系统均有明显的影响，并可使

小鼠肠道菌群的结构发生改变，抑制肠道益生菌的定

植，有利于肠道致病菌的入侵。因此，天然水体中地塞

米松污染对人体健康可能造成潜在的危害［21］。
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