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大鼠肠道自发荧光微生物的分布
田树红，王日超，肖敏，符健∗

（海南医学院海南省药物安全性评价研究中心，海口　 ５７１１９９）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨不同发育阶段大鼠肠道自发荧光微生物在肠道内的分布。 方法　 采用 Ｋｉｎｅｔｉｃｓ ＩＶＩＳ 小

动物活体成像系统的荧光检测技术对不同发育阶段 ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光微生物在肠道内的分布位置进行检测

和评估。 先对体外培养的大肠杆菌标准菌株进行荧光检测，然后在同一检测条件下分别对大肠杆菌的分布位置进

行检测。 扩大荧光检测激发光波长范围，去除饲料和粪便等外来自发荧光物质的荧光背景，分别检测出生 ３、１４ ｄ
和 ６０ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光微生物的分布。 结果　 大肠杆菌在 ４８５ ～ ５３５ ｎｍ 激发波长范围内能发荧光。 大

肠杆菌在出生 ３ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道系统中主要分布于胃，少量分布于回肠；在出生 １４ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道系统中主要

分布于胃和盲肠，少量分布于回肠；在出生 ６０ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道系统中主要分布于回肠内，少量分布于空肠、结肠

和盲肠内。 扩大荧光检测激发光波长范围后，自发荧光微生物在出生 ３ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道系统中主要分布于回肠，
其次是胃；在出生 １４ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道系统中主要分布于胃，其次是盲肠，少量分布于回肠和空肠；在出生 ６０ ｄ 的

ＳＤ 大鼠肠道系统中均有分布，主要分布于回肠和盲肠。 结论　 采用小动物活体成像系统荧光检测技术检测自发

荧光肠道微生物，对研究肠道微生物在寄主不同发育阶段肠道内的分布有一定的帮助和指导作用，为肠道微生物

与寄主和经胃肠道给药关系的研究提供一定的依据。
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　 　 动物的肠道内存在大量的肠道微生物即肠道

菌群（ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ），在人类的肠道内约有数十万

亿个细菌［１］。 肠道菌群对寄主体内的营养物质代

谢［２］、自身发育、免疫及疾病［３，４］ 的产生等诸多方面

都起着极其的重要作用。 因此，肠道微生物成了近

年来微生物研究的热点。 目前，已经取得了许多进

展。 如机体代谢期间常见的肠道细菌相互作用的

分子机制［５］，饮食对个体肠道菌群环境改变起到更

为重要作用［６］，肠道中的特殊细菌或通过影响于机

体外周血清素的产生进而引发一些外周血清素相

关疾病（如肠易激综合征、心血管疾病及骨质疏松

症等） ［５］，影响癌症免疫治疗效果［４］，与葡萄糖耐受

性和胰岛素敏感性的关系［７］，不同菌群之间的竞争

关系帮助维持了肠道生态系统的稳定［５］。 此外，婴
儿微生物菌群还会随不同时期饮食的不同而发生

变化，并且随着时间的变化趋于稳定和成熟，越来

越接近成人肠道微生物菌群［８］。 然而，关于肠道系

统不同发育阶段肠道菌群分布的研究还较少，基因

组测序是目前菌群研究的常用方法［９］，但这种方法

需要耗费大量的时间和金钱，也并不适用于所有肠

道菌群的研究。 组织自发荧光普遍存在于动物各

种身体组织，而且不同组织的荧光强度又不尽相

同，微生物同样也会产生自发荧光。 因此，通过屏

蔽或去除不相关的荧光信号就可以检测到所需要

菌群的自发荧光，从而判断自发荧光肠道菌群在肠

道内的分布情况。 本文采用 Ｋｉｎｅｔｉｃｓ ＩＶＩＳ 小动物活

体成像系统的荧光检测技术，首次对不同发育阶段

肠道系统内自发荧光肠道菌群的分布进行研究，为
肠道菌群在寄主不同发育和生长阶段（即时间和空

间的变化）中分布情况的研究提供思考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株及培养基成分

大肠杆菌标准菌株由海南省农垦医院友情提

供，ＬＢ 培养基（ｇ ／ Ｌ）：蛋白胨 ５，酵母粉 １０，氯化钠

１０，琼脂粉 １５。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物来源及饲养环境

ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，６０ 日龄，雌雄各 ６ 只，体重 １８０

～ ２２０ ｇ，购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【ＳＣＸＫ（湘）２０１３ － ０００４】。 ３ 日龄和 １４ 日龄 ＳＤ 大

鼠由上述大鼠交配繁殖，雌雄各 ６ 只。 实验地点为

海南省药物安全性评价研究中心 ＳＰＦ 级实验室

【ＳＹＸＫ（琼）２０１２ － ００１３】。 实验动物饲料购于广东

省医学实验动物中心。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器和试剂

Ｋｉｎｅｔｉｃｓ ＩＶＩＳ 小动物活体成像系统（美国精诺

真）；ＶＩＰ ３０００ 型气体麻醉系统（Ｍａｔｒｘ）；麻醉剂异

氟烷（瑞沃德）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大肠杆菌标准菌株的自发荧光测定

将纯化在 ＬＢ 固体培养基上的大肠杆菌标准菌

株放入 Ｋｉｎｅｔｉｃｓ ＩＶＩＳ 小动物活体成像系统内的样品

放置处，选择激发波长范围为 ３００ ～ ６００ ｎｍ，然后拍

照并检测大肠杆菌标准菌株的自发荧光情况。
１􀆰 ２􀆰 ２　 出生 ３ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光大肠杆

菌的测定

用 Ｍａｔｒｘ 的 ＶＩＰ ３０００ 型气体麻醉系统对动物进

行吸入式深度麻醉，麻醉剂为异氟烷。 剖开腹腔，
完整取出其胃肠道系统，放入小动物活体成像系统

内的样品放置处，选择与大肠杆菌标准菌株相同的

激发波长，然后拍照并检测动物肠道内大肠杆菌的

自发荧光强度及其在胃肠道内的分布情况，荧光越

强，菌数越多荧光越弱，菌数越少。
１􀆰 ２􀆰 ３　 出生 １４ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光大肠

杆菌的测定

动物麻醉、取材和检测方法同“１􀆰 ２􀆰 ２”项。
１􀆰 ２􀆰 ４　 出生 ６０ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光大肠

杆菌的测定

除动物麻醉、取材和检测方法与“１􀆰 ２􀆰 ２”项相

同外，由于动物饲料也会产生荧光，因此，结果分析

时应去除饲料和粪便产生的荧光。
１􀆰 ２􀆰 ５　 大鼠自发荧光肠道菌群的测定

将激发光波长范围设置为 ３００ ～ ６００ ｎｍ，将
“１􀆰 ２􀆰 ２ ～ １􀆰 ２􀆰 ４”项中检测肠道内自发荧光大肠杆

菌的肠道系统再重新检测，去除自发荧光大肠杆

菌、饲料、粪便及胃肠道组织等荧光背景，即为其他

自发荧光的肠道菌群。
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１􀆰 ２􀆰 ６　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件对所得数据进行单因素方

差分析，计算结果用平均值加减标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）形

式表示，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 大肠杆菌标准菌株的自发荧光检测结果

荧光检测结果表明，大肠杆菌标准菌株在激发

光波长为 ４８５ ～ ５３５ ｎｍ 时，能检测到较强荧光（图
１Ｂ）。 比较图 １ 中 Ａ 和 Ｂ 可见，荧光位置与大肠杆

菌的位置能一一对应。 因此，在特定激发波长时，
用 Ｋｉｎｅｔｉｃｓ ＩＶＩＳ 小动物活体成像系统的荧光检测技

术能检测到大肠杆菌的自发荧光。
２􀆰 ２　 哺乳期 ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光大肠杆菌

分别将出生 ３ ｄ 和 １４ ｄ 的 ＳＤ 大鼠麻醉后完整

取出胃肠道组织，包括胃、十二指肠、空肠、回肠、结
肠、盲肠和直肠等。 在与大肠杆菌同一检测条件下

检测其胃肠组织内的自发荧光的强弱及分布（图
２）。 结果表明，出生 ３ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光

均主要分布在胃，少量分布在回肠。 出生 １４ ｄ 的

ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光均主要分布在胃和盲肠，少
量分布在回肠，其余部分未见明显荧光。 而胃、肠
和粪便（见图 ２ 中黄色箭头所指）在当前条件下并

未检测到荧光。 因此，可以推断出生 ３ ｄ 的 ＳＤ 大鼠

肠道大肠杆菌主要分布于胃，少量分布于回肠；出
生 １４ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道大肠杆菌主要分布于胃和盲

肠，少量分布于回肠。
２􀆰 ３　 出生 ６０ ｄ ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光大肠杆菌

将出生 ６０ ｄ 的 ＳＤ 大鼠麻醉后完整取出胃肠道

组织，在与大肠杆菌同一检测条件下检测其胃肠组

织内的自发荧光的强弱及分布（图 ３）。 结果表明，
出生 ６０ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光均主要分布在

回肠，少量分布在空肠，然后是直肠、胃和盲肠。 在

这一检测条件下胃肠组织未能检查出荧光，但需要

去除粪便和饲料所产生的荧光，从图 ３ 中可以看出，
饲料和粪便未能检测到荧光。 因此，可以推断出生

６０ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道大肠杆菌主要分布于回肠，少
量分布在空肠，然后是直肠、胃和盲肠。
２􀆰 ４　 ＳＤ 大鼠胃肠道内其他自发荧光肠道菌群测定

去除胃肠组织、粪便、饲料和自发荧光大肠杆

菌的荧光背景，当激发光的波长为 ４２０ ～ ４８５ ｎｍ 时，
发现在大鼠胃肠道内还存在其他的自发荧光肠道

菌群（图 ４、图 ５ 和图 ６）。 荧光强度越强，表明该区

域的自发荧光肠道菌群数量越多。 结果表明，出生

３ ｄ 的 ＳＤ 大鼠，其他的自发荧光肠道菌群主要分布

在回肠，其次是胃，而自身的自发荧光大肠杆菌则

主要分布在胃，见图 ４；出生 １４ ｄ 的 ＳＤ 大鼠，其他

的自发荧光肠道菌群主要分布在胃和盲肠，与自身

的自发荧光大肠杆菌则主要分布类似，见图 ５；出生

６０ ｄ 的 ＳＤ 大鼠，其他的自发荧光肠道菌群主要分

布与自身的自发荧光大肠杆菌则主要分布类似，而
且分布更广，荧光强度也明显增强，见图 ６。
　 　 统计结果显示，出生３、１４ ｄ 和６０ ｄ 的 ＳＤ 大鼠自

发荧光肠道菌群荧光强度分别约为 ８􀆰 ６ｅ ＋ ６
ｐ ／ ｓｅｃ ／ ｃｍ２ ／ ｓｒ

μｗ ／ ｃｍ２ 、８􀆰 ４ｅ ＋ ７ ｐ ／ ｓｅｃ ／ ｃｍ２ ／ ｓｒ
μｗ ／ ｃｍ２ 和 １􀆰 ２ｅ ＋ １１

ｐ ／ ｓｅｃ ／ ｃｍ２ ／ ｓｒ
μｗ ／ ｃｍ２ 。 可见，ＳＤ 大鼠在出生 １４ ｄ 后，肠道菌

群自发荧光强度是出生 ３ ｄ 时的近 １０ 倍，出生 ６０ ｄ
后肠道菌群自发荧光强度是出生３ ｄ 时的近１４００ 倍。

３　 讨论

人类肠道菌群的研究已经变得非常活跃和重

要，为了解人肠道中细菌的物种分布，２０１０ 年，由欧

盟第七框架计划资助的子项目“ＭｅｔａＨＩＴ”计划项目

研究组收集了来自于欧洲人肠道菌群的 １２４ 个样

本，采用高通量的测序技术测序，估计人肠道中存

在约 １１００ 种细菌，平均每个体内约含有 １６０ 种优势

菌种［１０］。 越来越多的研究表明，肠道菌群与人类多

种疾病息息相关，而人类在治疗疾病时，许多药物

对肠道菌群可能存在不同程度的影响。 目前，利用

肠道菌体自发荧光的特性来研究肠道菌群分布的

报道较少。 有研究用携带 ｌｕｘ 基因簇的质粒转化到

大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）ＤＨ５α 感受态细胞中，再
将发光大肠杆菌注射到 ＩＣＲ 小鼠（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ）盲
肠内，２４ ｈ 后检测小鼠肠道内微生物的荧光能持续

发光 １６ ｈ 以上［１１］。 本文利用菌体自发荧光的现

象，简单而且直观地分析了某些自发荧光菌群在 ＳＤ
大鼠肠道内的分布情况，希望能对肠道菌群分布的

研究有所帮助。
不同发育阶段的 ＳＤ 大鼠肠道菌群除了在分布

上存在较大差异外，实验结果还表明，不同发育阶

段的 ＳＤ 大鼠肠道菌群在数量上存在较大差异。 出

生 １４ ｄ 的 ＳＤ 大鼠肠道菌群自发荧光强度是出生 ３
ｄ 时的近 １０ 倍，出生 ６０ ｄ 后肠道菌群自发荧光强度

是出生 ３ ｄ 时的近 １４００ 倍。 荧光强度的强弱与自

发荧光菌体的数量成正相关，菌体越多，荧光强度
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注：Ａ：大肠杆菌普通照片；Ｂ：大肠杆菌荧光照片。

图 １　 大肠杆菌的自发荧光检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｏｒｄｉｎａｒｙ ｐｈｏｔｏ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ；Ｂ： Ａｕｔｏ⁃ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｈｏｔｏ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ Ｅ． ｃｏｌｉ．

Ｆｉｇ． １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ Ｅ． ｃｏｌｉｓ ｔｒａｉｎ．

注：Ａ：出生 ３ ｄ ＳＤ 大鼠胃肠道荧光照片；Ｂ：出生 １４ ｄ ＳＤ 大鼠胃肠道荧光照片。

图 ２　 哺乳期 ＳＤ 大鼠肠道内自发荧光大肠杆菌的分布

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ａｕｔｏ⁃ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｈｏｔｏ ｏｆ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ａｔ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ． Ａ： Ａｕｔｏ⁃ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｈｏｔｏ ｏｆ
ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ａ ＳＤ ｒａｔ ａｔ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ． Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｗａｓｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏ⁃ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ａｔ ｌａｃｔａｔｉｏｎ

图 ３　 出生 ６０ ｄ ＳＤ 大鼠肠道内

自发荧光大肠杆菌的分布

Ｆｉｇ． ３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏ⁃ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
Ｅ． ｃｏｌｉ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ａｔ ６０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ

图 ４　 出生 ３ ｄ ＳＤ 大鼠肠道内除大肠杆菌以外的

其他自发荧光肠道菌群的分布

Ｆｉｇ． ４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏ⁃ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｔｈｅ
ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ａｔ ３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ．

Ｂｅｓｉｄｅｓ Ｅ． ｃｏｌｉ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｏｍｅ ｏｔｈｅｒ ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ．
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图 ５　 出生 １４ ｄ ＳＤ 大鼠肠道内除大肠杆菌以外的

其他自发荧光肠道菌群的分布

Ｆｉｇ． ５　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏ⁃ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｉｎ ｔｈｅ
ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｏｆ ＳＤ ｒａｔｓ ａｔ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ．

Ｂｅｓｉｄｅｓ Ｅ． ｃｏｌｉ， ｔｈｒｅｒ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｏｍｅ ｏｔｈｅｒ
ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ．

注：ａ 和 ｂ 为动物粪便，ｃ 为动物饲料。

图 ６　 出生 ６０ ｄ ＳＤ 大鼠肠道内除大肠杆菌以外的

其他自发荧光肠道菌群的分布

Ｎｏｔｅ：ａ ａｎｄ ｂ ａｒｅ ｗａｓｔｅｓ， ｃ ｉｓ ａｎｉｍａｌ ｆｅｅｄ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｔｈｅ ＳＤ
ｒａｔ ａｔ ６０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｂｉｒｔｈ． Ｂｅｓｉｄｅ Ｅ． ｃｏｌｉ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ

ａｌｓｏ ｏｔｈｅｒ ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ．

越强。 这些分别和数量上的差异这可能与食物和

机体环境的变化有关。 肠道菌群的变化对饮食的

应答呈现明显的剂量依赖关系，饮食的微妙变化会

引起肠道菌群成分结构的改变［６］。 因此，在进行药

物相关试验时，需要考虑药物对不同年龄阶段的受

试对象肠道菌群的影响，因为肠道菌群的改变可能

也使机体的某些功能异常［８］。 虽然用小动物活体

成像系统荧光检测技术能检测的某些自发荧光菌

群的大致分布，但还有许多问题需要解决，比如还

尚不清楚这些自发荧光的菌群种类，也不确定产生

自发荧光的菌群占所有肠道菌群的比例，以及能检

测到其自发荧光的菌体数量等。
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