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系统性红斑狼疮小鼠肠道微生物与抗 ｄｓＤＮＡ
抗体水平的相关性
邹桂香１，段新旺１∗，牛海涛２∗

（１． 南昌大学第二附属医院 风湿免疫科，南昌　 ３３０００６； ２． 中国医学科学院医学实验动物研究所，
北京协和医学院比较医学中心，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨系统性红斑狼疮（简称狼疮） ＴＣ 小鼠肠道微生物菌群结构与抗 ｄｓＤＮＡ 抗体之间的关

系。 方法　 ＥＬＩＳＡ 法检测狼疮 ＴＣ 小鼠血清抗 ｄｓＤＮＡ 抗体，然后分别收集 ｄｓＤＮＡ 阳性组和阴性组的小鼠粪便，利
用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００ 高通量测序，进行粪便样本 １６Ｓ 测序，比较两组之间的肠道微生物菌群结构与抗 ｄｓＤＮＡ 抗体

水平之间的关系。 结果　 通过 ＥＬＩＳＡ 检测抗体结果和小鼠粪便高通量测序结果显示，ｄｓＤＮＡ 阳性组 ＴＣ 小鼠的物

种群落多样性显著低于 ｄｓＤＮＡ 阴性组；同时，两组 ＴＣ 小鼠肠道微生物分别在门水平 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ（绿弯菌门）；纲水

平 Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（ β 变形菌纲）、Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ （ δ 变形菌纲） 和 Ｋｔｅｄｏｎｏｂａｃｔｅｒｉａ （纤线杆菌纲）；目水平

Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ（伯克氏菌目）、 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏｎａｌｅｓ （脱硫弧菌目） 和 Ｋｔｅｄｏｎｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ （纤线杆菌目）； 科水平

Ａｌｃａｌｉｇｅｎａｃｅａｅ（产碱菌科）和 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ（脱硫弧菌科）；属水平 Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ（副萨特氏菌属）和 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ
（脱硫弧菌属）上差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 狼疮 ＴＣ 小鼠肠道微生物菌群结构与抗 ｄｓＤＮＡ 抗体高度相关，
本研究为进一步阐明肠道微生物菌群与系统性红斑狼疮发病机制的关系提供依据。
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　 　 系统性红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，
ＳＬＥ，简称狼疮），是以抗核抗体为代表的多种致病

性自身抗体增加、免疫复合物异常沉积及免疫细胞

功能失调而引起的一种慢性多器官损害的自身免

疫性疾病。 作为一种具有代表性的系统性的自身

免疫性结缔组织病，发病具有明显的性别差异，男
女比例大体上为 １∶ ９［１］。 虽然国际上对狼疮的研究

很多，但确切的发病机制仍不清楚［２］。 研究普遍认

为其发病机制与基因遗传、免疫失调、激素及环境

等多种因素相关［３］。 狼疮是一种多基因易感性疾

病，有明显的家系聚集性。 相关研究中报道，狼疮

患者中同卵双胞胎共同患病率为 ２４％～ ５７％ ，远高

于异卵双胞胎共同患病率的 ２％ ［４ － ５］。 所以同卵双

胞胎中有一方发病，另一方的不发病的概率也有

４０％以上，环境因素可能起到了重要作用。
系统性红斑狼疮小鼠模型 Ｂ６． ＮＺＭＳｌｅ１ ／ ２ ／ ３

（ＴＣ 小鼠） 是一种是由 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ Ｊ 小鼠与狼疮

ＮＺＭ２４１０ 小鼠杂交后建立的、同时携带三种狼疮易

感基因（ Ｓｌｅ１ ／ Ｓｌｅ２ ／ Ｓｌｅ３）的纯合遗传性自发狼疮小

鼠，该模型可模拟人类狼疮的自身免疫特征，其发

病主要特征表现为抗 ｄｓＤＮＡ 阳性［６］。 然而我们的

研究发现虽然 ＴＣ 小鼠基因型完全相同，但有很少

一部分雌鼠不发病，表现为抗 ｄｓＤＮＡ 阴性，该部分

雌鼠不发病的原因至今未明。 相关研究提示，基因

遗传因素虽然在狼疮的发病中发挥重要作用，但环

境因素也与狼疮的发生发展密切相关［７］。 我们推

测肠道微生物作为环境因素的重要组成部分，与 ＴＣ
小鼠的 ｄｓＤＮＡ 水平相关。 相关报道，狼疮发病的危

险因素包括：使用抗生素、寄生虫药物或胃肠道疾

病相关药物等［８］。 上述危险因素提示肠道微生物

菌群结构与狼疮发病高度相关。
肠道微生物菌群参与了人体的代谢、营养和免

疫调节功能［９ － １０］。 通过与相邻的肠道黏膜环境直

接相互作用，肠道微生物菌群可影响肠道黏膜的通

透性，进而参与局部和全身的免疫炎症活动［１１］。 越

来越多的证据表明，胃肠道中的微生物菌群影响啮

齿动物模型中自身免疫疾病的发生发展［１２］。
本研究通过检测同周龄 ＴＣ 雌鼠的抗 ｄｓＤＮＡ 抗

体，比较 ｄｓＤＮＡ 阳性组与 ｄｓＤＮＡ 阴性组的肠道微

生物菌群结构差异，探讨狼疮 ＴＣ 小鼠肠道微生物

菌群结构与抗 ｄｓＤＮＡ 抗体的关系。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＴＣ 小鼠为纯合狼疮小鼠（Ｂ６． ＮＺＭＳｌｅ１ ／ ２ ／ ３），
由美国佛罗里达大学 Ｍｏｒｅｌ Ｌａｕｒｅｎｃｅ 教授实验室赠

送并在中国医学科学院医学实验动物研究所 ＳＰＦ３
级动物房饲养及繁殖【ＳＹＸＫ（京）２０１５ － ００３５】，在
饲养及繁殖期间，使用小鼠标准饲料和洁净饮用水

（由中国医学科学院医学实验动物研究所提供）。
饲养环境：相对湿度 ４０％～７０％ ，温度 ２０ ～ ２６℃，昼
夜交替各半。 所有实验操作符合实验动物伦理要

求（伦理审批号：ＩＬＡＳ— ＦＧ －２０１５ － ０１６）。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂材料

ＥＬＩＳＡ 法检测抗 ｄｓＤＮＡ 抗体实验的相关试剂：
包被抗原 ｄｓＤＮＡ，购于 Ｓｉｇｍａ 公司；标记抗体 Ｇｏａｔ
Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ，购于 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司；酶底物

显色剂 Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ， 购于 Ｓｉｇｍａ 公司。 小

鼠粪便 ＤＮＡ 提取试剂盒，购于天根生化科技（北
京）有限公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 抗 ｄｓＤＮＡ 抗体检测

３０ 周龄 ＴＣ 雌性小鼠 ３５ 只，体重 ２５ ～ ３０ ｇ，脸
颊采血后离心， 取血清。 ＥＬＩＳＡ 检测血清中抗

ｄｓＤＮＡ 抗体，具体操作步骤参考文献［１３］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠粪便收集

无菌环境下收集 ＴＣ 小鼠的新鲜粪便，每份标

本粪便均不少于 ３ 粒，快速置于灭菌离心管中，
－ ８０℃保存。
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１􀆰 ２􀆰 ３　 ＤＮＡ 提取和测序

按照说明书，使用粪便 ＤＮＡ 提取试剂盒对小鼠

粪便样本中的微生物总 ＤＮＡ 进行提取；利用琼脂糖

凝胶电泳检测 ＤＮＡ 的纯度和浓度，将基因组 ＤＮＡ
样品稀释至 １ ｎｇ ／ μＬ 作为模板，针对细菌的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因高变区 Ｖ３ ～ Ｖ４ 区进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ
产物检验合格后，通过混样、建库及文库质控，将检

测合格的文库进行高通量测序。
１􀆰 ３　 数据分析与统计学方析

将原始序列进行碱基去除过滤，再去除嵌合体

序列得到最终有效的序列。 根据最终有效序列的

相似性对微生物菌群进行聚类，相似性为 ９７％的序

列聚类成为 ＯＴＵｓ（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ）。 采

用 ＯＴＵｓ 聚类分析及物种注释、多样性指数分析及

组间差异物种分析等对两组 ＴＣ 小鼠微生物菌群进

行生物学信息分析。

注：不同颜色代表不同的菌门。

图 ２　 组间门水平相对丰度结构对比图

Ｎｏｔｅ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｙｌａ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

微生物菌群数据采用 Ｑｉｉｍｅ 软件计算 Ｓｈａｎｎｏｎ，
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数及 ＵｎｉＦｒａｃ 距离并采用 Ｒ 软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ
２􀆰 １５􀆰 ３）进行 Ａｌｐｈａ 多样性指数及 Ｂｅｔａ 多样性指数

组间差异分析，进行 ｔ 检验，及作图。 血清检测抗体

数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件进行 ｔ 检验。 所有

数据均以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性的标准。

２　 结果

２􀆰 １　 抗 ｄｓＤＮＡ 抗体检测

ＴＣ 小鼠的 ｄｓＤＮＡ 检测结果如图 １ 所示：同龄

ＴＣ 小鼠多数为 ｄｓＤＮＡ 阳性（ｄｓＤＮＡ⁃ｐｏｓ． ），然而很

少部分 ＴＣ 小鼠为 ｄｓＤＮＡ 阴性（ｄｓＤＮＡ⁃ｎｅｇ． ）。

注：ｄｓＤＮＡ 阳性的 ＴＣ 小鼠（ｎ ＝ ３０）； ｄｓＤＮＡ 阴性的 ＴＣ 小

鼠（ｎ ＝ ５）；∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 １　 ＴＣ 小鼠 ｄｓＤＮＡ 浓度

Ｎｏｔｅ． ｄｓＤＮＡ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｌｕｐｕｓ ＴＣ ｍｉｃｅ （ ｎ ＝ ３０ ）； ｄｓＤＮＡ⁃

ｎｅｇａｔｉｖｅ ｌｕｐｕｓ ＴＣ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ５）． ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇ． １　 ｄｓＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＴＣ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 肠道微生物菌群生物学信息分析

２􀆰 ２􀆰 １　 肠道微生物物种丰度分析

为了解两组样本的物种丰度含量，根据不同分

类水平的物种注释及丰度信息，选取两组在门水平

上平均丰度排名前 １０ 的物种，根据其在每组中的丰

度信息，得到门水平上物种相对丰度柱形图，可直

观查看每组样本在门水平上相对丰度较高的物种

及其比例。 两组组间门水平相对丰度信息如图 ２ 所

示：ｄｓＤＮＡ 阳性组 ＴＣ 小鼠 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门）的
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物种丰度含量高于 ｄｓＤＮＡ 阴性组，ｄｓＤＮＡ 阳性组

ＴＣ 小鼠 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）的物种丰度含量

低于 ｄｓＤＮＡ 阴性组，提示厚壁菌门与拟杆菌门和

ＴＣ 小鼠 ｄｓＤＮＡ 水平有一定相关性。
２􀆰 ２􀆰 ２　 肠道微生物菌群多样性比较分析

肠道微生物菌群多样性可用 Ａｌｐｈａ 多样性指数

和 Ｂｅｔａ 多样性指数进行分析。 通过 Ａｌｐｈａ 多样性

指数分析，本研究未发现 ｄｓＤＮＡ 阳性与 ｄｓＤＮＡ 阴

性组 ＴＣ 小鼠组间物种多样性均值差异有显著性。
Ｂｅｔａ 多样性是对微生物群落构成的比较分析，

评估不同组样本微生物群落的差异。 如图 ３ 所示：
利 用 ＯＴＵｓ 的 丰 度 信 息 构 建 ＵｎｉＦｒａｃ 距 离

（Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ，Ｂｅｔａ 多样性指标之一），通过 ｔ
检验，ｄｓＤＮＡ 阳性组的物种群落多样性显著低于

ｄｓＤＮＡ 阴性组 ＴＣ 小鼠（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 提示 ＴＣ 小鼠

的微生物菌群多样性与抗 ｄｓＤＮＡ 抗体水平相关。

图 ３　 Ｂｅｔａ 多样性组间差异箱形图

Ｆｉｇ． ３　 Ｂｏｘ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｔｈｅ β⁃ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｇｒｏｕｐ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

２􀆰 ２􀆰 ３　 肠道微生物菌群结构组间差异物种分析

通过在门、纲、目、科、属水平上对两组测序样

本进行比较分析，发现 ｄｓＤＮＡ 阳性组与 ｄｓＤＮＡ 阴

性组 ＴＣ 小鼠分别在门水平的 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ （绿弯菌

门）；纲水平的 Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ （ β 变形菌纲）、
Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（ δ 变形菌纲） 和 Ｋｔｅｄｏｎｏｂａｃｔｅｒｉａ
（纤线杆菌纲）；目水平的 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ（伯克氏菌

目 ）、 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏｎａｌｅｓ （ 脱 硫 弧 菌 目 ） 和

Ｋｔｅｄｏｎｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ （ 纤 线 杆 菌 目 ）； 科 水 平 的

Ａｌｃａｌｉｇｅｎａｃｅａｅ（产碱菌科）和 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ（脱
硫弧菌科）；属水平 Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ（副萨特氏菌属）、
Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ（脱硫弧菌属）上差异均有显著性（图
４），提示 ＴＣ 小鼠的肠道微生物菌群结构可能与抗

ｄｓＤＮＡ 抗体水平相关。

３　 讨论

３􀆰 １　 肠道微生物菌群多样性与系统性红斑狼疮的

关系

相关研究分析，肠道微生物菌群整体多样性降

低将增加自身免疫性疾病的风险［１４］。 本研究发现

ｄｓＤＮＡ 阳性的 ＴＣ 小鼠和 ｄｓＤＮＡ 阴性的 ＴＣ 小鼠之

间在 Ｂｅｔａ 多样性指数中差异有显著性，且 ｄｓＤＮＡ 阳

性组 ＴＣ 小鼠的 Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ 数值显著低于

ｄｓＤＮＡ 阴性组，说明 ｄｓＤＮＡ 阳性组的肠道微生物菌

群多样性指数降低可能与系统性红斑狼疮的发病

相关，提示肠道微生物菌群多样性降低与狼疮抗

ｄｓＤＮＡ 抗体水平相关。
３􀆰 ２　 肠道微生物菌群结构与系统性红斑狼疮的关系

本研究肠道微生物菌群的门、纲、目、科、属不

同物种分类水平中，既有益生菌如乳杆菌，也有与

宿主共存的机会致病菌如大肠杆菌，还有致病菌如

金葡菌等。 且 ｄｓＤＮＡ 阳性组与阴性组 ＴＣ 小鼠在肠

道微生物菌群的各个分类水平差异均有显著性，提
示肠道微生物菌群结构与狼疮抗 ｄｓＤＮＡ 抗体水平

相关。
肠道微生物菌群中厚壁菌门和拟杆菌门在本

研究中两组占 ９０％以上，属于优势菌群。 厚壁菌门

和拟杆菌门的比例被称为 Ｆ ／ Ｂ 比率，可作为评估肠

道微生物菌群失调的生物标志物［１５］，且 Ｆ ／ Ｂ 比率被

认为与人类肠道微生物菌群成分有显著的相关

性［１６］。 有文献报道，狼疮患者，其肠道微生物菌群

Ｆ ／ Ｂ 比率低于健康人［１７］。 但有另外文献报道，高血

压和肥胖患者肠道微生物菌群 Ｆ ／ Ｂ 比率高于健康

人［１８ － １９］。 尽管肠道微生物菌群 Ｆ ／ Ｂ 比率被认为是

肠道微生物菌群紊乱的标志，但 Ｆ ／ Ｂ 比率的升高或

降低与疾病的相关性仍存在很大争议。 本研究

ｄｓＤＮＡ 阳性组 ＴＣ 小鼠的 Ｆ ／ Ｂ 比率高于 ｄｓＤＮＡ 阴

性组，与人类狼疮报道的 Ｆ ／ Ｂ 比率低于健康人群差

异较大，可能与 ＴＣ 小鼠的狼疮易感基因相关，有待

进一步深入研究。
相关研究发现，狼疮小鼠病情的严重程度与肠

道中乳酸杆菌的消耗和毛螺菌的增加有一定相关

性［２０］。 本研究中发现 Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＿ＮＫ４Ａ１３６ ＿
ｇｒｏｕｐ（毛螺菌）在 ｄｓＤＮＡ 阳性组 ＴＣ 小鼠含量高于

ｄｓＤＮＡ 阴性组， 提示毛螺菌的增加与抗 ｄｓＤＮＡ 水

平正相关。 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）在两组中含量

在 １􀆰 ２％～１􀆰 ６％左右，在该菌门下，ｄｓＤＮＡ 阳性组与
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注：橙色表示 ｄｓＤＮＡ 阳性组 ＴＣ 小鼠，蓝色表示 ｄｓＤＮＡ 阴性组 ＴＣ 小鼠。 Ａ 图，左侧表示绿弯菌门水平；Ｂ 图，左侧表示 β 变形菌

纲、δ 变形菌纲和纤线杆菌纲水平；Ｃ 图，左侧表示伯克氏菌目、脱硫弧菌目和纤线杆菌目水平；Ｄ 图，左侧表示产碱菌科和脱硫弧

菌科水平；Ｅ 图，左侧表示副萨特氏菌属和脱硫弧菌属水平；所有 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 图，右侧均为该图左侧物种在两组组间差异的统计

学分析结果 Ｐ 值，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有显著性。

图 ４　 门、纲、目、科、属水平组间差异物种对比图

Ｎｏｔｅ． Ｏｒａｎｇｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｓＤＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＴＣ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｓＤＮＡ ｎｅｇａｔｉｖｅ ＴＣ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｉｄｅ ｏｆ Ｐａｎｅｌ Ａ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ． Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｉｄｅ ｏｆ Ｐａｎｅｌ Ｂ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｅｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ， Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ， ａｎｄ Ｋｔｅｄｏｎｏｂａｃｔｅｒｉａ． Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｉｄｅ ｏｆ
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