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摘要%目的!探讨菌群感应信号分子 >a酰基高丝氨酸内酯!>a35+I8676*OM12OI35962O*(GEH*"对小鼠肠道微生物菌

群构成的影响(为感染状态下肠道微生态的紊乱补充理论依据+ 方法!)a6/6aA"#aE=H分子经腹腔注射小鼠后(于
&( 8 分别在小鼠十二指肠及空回肠部位用拭子涂抹法取样(并通过 <IIY7123E1*Od &B## 高通量测序平台对样品 "?=

MK>G测序(并进行微生物菌群分类构成及多样性分析+ 结果!在实验小鼠肠道内共检出 && 个细菌门("#% 个细菌

属)对照组和 )a6/6aA"#aE=H处理组小鼠肠道不同部位菌群均以厚壁菌门!sB#h"和变形菌门!s&#h"为主(但两组

在属水平菌群构成有明显差异(对照组优势菌属依次为葡萄球菌’埃希氏a志贺菌’乳球菌’假单胞菌’肠球菌()a6/6a

A"#aE=H处理组优势菌属主要为肠球菌’埃希氏a志贺菌’葡萄球菌)多样性和丰度分析提示 )a6/6aA"#aE=H处理组肠

道菌群多样性均有提高(大肠埃希菌属等主要优势菌丰度显著上升(而且空回肠部位的菌落丰度最高+ 结论!

GEH*对小鼠肠道菌群构成影响较小(而对菌群内部某些特定类群结构变化影响较明显+

关键词%群体感应)>a酰基高丝氨酸内酯)"?= MK>G测序)微生物多样性

中图分类号% J)’!!文献标识码% G!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#&a##&’a#?

’>C%"#4)%?%;]41**24"##?a?"’%4&#"%4#&4##B

!!对于人和动物而言(机体内微生物菌群的稳态
在机体的生存和健康方面发挥着异常关键的作用(
某种常驻微生物的比例失衡会导致整个微生物稳态
的破坏(继而诱发疾病的产生 , "- + 而菌群感应
!dY6MY7*O2*12L( =̂"现象是普遍存在于细菌群体
内的一种通过自身合成的信号分子感知周围环境(
并进而调控细菌密度和生理功能的自调控现象 , &- +
其中 GEH*是革兰阴性菌 =̂ 系统中最重要的一类
信号分子(可以调控细菌多种生理特性的表达(也是
近年来的研究热点+ 然而(GEH*是否会干扰机体
一定区域内微生物菌群的多样性构成以及整个微生
态稳定(尚未见相关研究报道+ 本研究主要采用外
源性菌群感应信号分子 )a6/6aA"#aE=H为作用因素(
通过 "? *MJ>G高通量测序平台分析小鼠肠道内的
微生物种类和多样性变化情况(以期对 GEH*在机
体微生物菌群调节方面的作用有更深入的了解(为
疾病状态下致病菌的预防和临床治疗提供一定的参
考依据+

/K材料与方法

/N/K材料
/N/N/!实验动物%? 周龄 =F\级 ZGHZ;5健康雌鼠
"& 只(体质量!"?CBo&"L;只(购于军事医学科学院
实验动物中心(实验动物质量合格证%=AW‘a!军"
&#"&a###()实 验 动 物 使 用 许 可 证% =SW‘a! 军 "
&#"&a##"&+
/N/N5!试剂与耗材%>a! )a6/6,O5326+I" 8676*OM12O
I35962O!)a6/6aA"#aE=H( GJ级"购于北京瀚普医药
有限公司)玉米油!GJ级"购于上海阿拉丁公司)无
水乙醇购于国药试剂有限公司)通用细菌采样管购
于友康基业生物科技公司)细菌基因组 K>G提取试
剂盒购于天根生物有限公司)‘GFGD3d FAJ‘19*
购于 ‘GFGZ16*+*9O7*公司)V12NIY9O胶回收试剂盒
购于 <̂GRN>公司)>NZ>O/9& TI9M3DV K>GH1[M3M+
FMO: ‘19P6M<IIY7123建库试剂盒购于 >O-N2LI32,
Z16I3[*公司+
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/N5K方法
/N5N/!动物分组与样品采集%ZGHZ;5小鼠在 &Bi
&? g下饲养(统一喂食(自由饮水(饲养至 ? 周龄(
体质量为!"$CBo&"L;只(随机分为对照组和 )a6/6a
A"#aE=H处理组(每组 ? 只+ 将用玉米油稀释的 )a
6/6aA"#aE=H工作液!B# 776I;H"采用腹腔注射法处
理小鼠(对照组单纯注射玉米油+ 首次注射后 &( 8
以拭子涂抹法分别在十二指肠及空回肠部位进行采
样!A" 为对照组十二指肠部位样品)A& 为对照组空
回肠部位样品)G" 为 GEH*处理组十二指肠部位样
品)G& 为 GEH*处理组空回肠部位样品"(取样后迅
速置于@$# g冻存备用+
/N5N5!K>G提取与文库构建%细菌基因组 K>G提
取试剂盒 !北京 D<G>RN>公司 " 提取宏基因组
K>G(FAJ扩增 "?= MK>Ge)ae( 区(通用引物为
)(#\% AADGARRR>ZRAG=AGR( $#BJ%RGADGA>e
RRRDGDADGGDAA+ 扩增产物纯化后混样构建文
库(对文库进行 Ŷ[19定量和检测(筛选合格文库+
/N5N3!"?= MK>G测序与序列优化处理%合格文库
采用 <IIY7123E1*Od &B## 高通量测序平台对 "? *
MJ>Ge)ae( 区域测序进行双端测序(测序长度为
&B# [:+ 利用 \3*9̂A软件对原始序列质量进行评
估后(DM177673915软件做质控(过滤低 ^值 MO3,*
后 重 新 进 行 评 估( 利 用 \HG=8 ! \3*9HO2L98
G,]Y*97O296P=86M9MO3,*" 软件根据 FNMO3,*间
6XOMI3: 关系将通过质控的成对 MO3,*拼接成一条序
列(得到 93L*序列+
/N5N2 ! UDT 生 成 及 丰 度 分 析% 利 用 <̂<VN
! Ŷ32919391XO<2*1L89*<296V15M6[13IN56I6L+" 软 件
包 , )-进行 UDT及多样性分析+ 用 Y*O3M58?" 软件进
行嵌合体序列的去除 , (aB-和 Y5IY*9法 , B-对序列进行
%’h相似水平聚类(得到所有 UDT)JKFAI3**1P1OM
法 , ?-!562P1,O25O5Y96PPr#C$"对 UDT进行分类学
!D3/6267+"注释+ 同时计算 ’多样性指数(包括
A836" 指数 , ’- ’=832262aQ1O2OM指数 , $-及 =17:*62 指
数(并绘制指数曲线+
/N5NO!物种分类比较及 !多样性分析%根据 UDT
分类学注释结果对每组微生物菌群进行物种分类+
/N5N4!UDT及物种组间差异分析%根据组内平均
UDT丰度(利用非参数统计方法 -1I56/检验分别对
不同分组样品物种进行显著性差异分析(找出组间
显著差异的 UDT及物种(差异显著性水平定义为
Fr#C#B+

5K结果

5N/K样本数据量的统计及高质量测序数据的筛选
与统计

<IIY7123高通量测序共得到 "&& $&$ i)?( ’&?
个原始 MO3,*(碱基总量为 )#C’" i%#C"$ V[:(软件
DM177673915质控后优质 MO3,*在 ""& )$$ i))% )’?
之间(碱基总量在 &’C$’i$(C&)V[: 之间(质量评分
)# 分以上的占 %#C&"h以上(表明质控后数据量足
够(数据质量高+ 将质控后 MO3,*根据 FNMO3,*之
间的 6XOMI3: 关系利用 PI3*8 软件将成对序列拼接为
完整数据对(得到有效序列大于 B# %"& 条(平均长
度大于 (B%C%$ [:(数据量足够(序列质量高(符合下
游实验要求+
5N5K小鼠肠道微生物菌群多样性分析
5N5N/!样品 UDT聚类结果%根据 %’h的相似性水
平对肠道样品进行 UDT聚类(按分组内样品平均
UDT聚类结果进行统计+ 如图 "3所示(( 组样品的
测序量依次增多时(5836" 指数增长逐渐放缓(测序
量再增多对 5836" 指数的增长无太大贡献(表明各
组样品测序合理(测序量已经足够(基本覆盖了组内
所有的物种+ 5836" 丰度指数提示()a6/6aA"#aE=H
!G" 和 G& 组"对小鼠十二指肠部位和空回肠部位
内微生物菌群多样性均有抑制(其中对十二指肠部
位菌群的多样性抑制明显(空回肠部位内菌群多样
性抑制略差+
5N5N5!样品中微生物多样性结果%根据 UDT聚类
统计(利用 *832262 指数公式构建分组内样品平均
多样性水平 *832262a-1O2OM指数曲线+ 如图 "[ 所
示(( 组样品的 *832262 指数曲线并不随测序深度的
增加而增大(而是趋于平坦(表明各组样品测序深度
足够(测序量合理(基本覆盖了组内所有的微生物群
落+ =832262 多样性指数提示()a6/6aA"#aE=H!G" 和
G& 组"可提高小鼠十二指肠部位和空回肠部位内
的微生物多样性(其中对十二指肠部位微生物的多
样性提高明显(空回肠部位内微生物多样性提高程
度略差+
5N3K小鼠肠道微生物菌群结构分析

门水平菌群结构分析%小鼠肠内共检测出 &&
个门的细菌(主要以厚壁菌门 !\1M715Y9O*"和变形
菌门!FM69O6[359OM13"为主+ 同一取材部位不同处
理组相比较(外源 )a6/6aA"#aE=H对菌群门水平的
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图 /K小鼠肠道不同样品组微生物菌群多样性分析
注%3% 5836" 指数分析)[% *832262a-1O2OM指数分析

M#)S/KD#VG(J#%:W:(G% H#Y-GT#F$ %&%:$T#T(WH#WW-G-&F9#V-#&F-TF#&-T%9L:-T)G(+LT
>69O%3% 5836" 323I+*1*)[% *832262a-1O2OM323I+*1*

影响无显著差异)但同一组别内不同取材部位的
样品门水平菌群分布差别较大(在十二指肠部位(
对照组及 )a6/6aA"#aE=H处理组厚壁菌门百分比分
别为 ?%h和 ’BC(’h(远高于变形菌门! &"C#"h和
&(C&’" (而在空回肠部位(两组内厚壁菌门和变形
菌门分布水平较相近 ! (BC&&hiB#C%&h" + 见
表 "+

表 /K小鼠肠道主要细菌占比情况表

(序列标签#F%)T$百分比’&#]$)

@%J:-/K@"-LG(L(GF#(&(WH(9#&%&FJ%VF-G#% #&

9#V-#&F-TF#&-(F%)TL-GV-&F%)-’ &#]$)

门!F8+IY7" A" G" A& G&

厚壁菌 ?% ’BC(’ (%C’ (BC&&

变形菌 &"C#" &(C&’ (%C(( B#C%&

!!属水平菌群结构分析%小鼠肠内共检测出 "#%
个细菌属(主要有葡萄球菌属! @,’2?D%"6"6651"’埃希
氏菌8志贺菌属 !316?)*&6?&’8@?&$)%%’ "’ 肠球菌属
!3#,)*"6"6651"’乳球菌属! ;’6,"6"6651"’假单胞菌属
!F1)5B"L"#’1"’变形杆菌属 !F*",)51"’节杆菌属
!I*,?*"+’6,)*"’ ! ;D1&#&+’6&%%51"’短波单胞杆菌属
!:*)/5#B&L"#’1"及拟杆菌属!:’6,)*"&B)1"等+ 外源
)a6/6aA"#aE=H作用后(肠内不同部位菌群构成均有
明显变化(如图 & 所示(对照组十二指肠部位微生
物菌群主要以葡萄球菌属为主(其次为假单胞菌
属()a6/6aA"#aE=H作用后(这两个细菌属水平分别
由 ?’C’h’"$C()h降至 )?C"%h和 #C#"h(大肠杆

菌a志贺菌属和肠球菌属水平显著上升)对照组空
回肠部位微生物菌群主要以大肠杆菌a志贺菌属为
主(其次为乳球菌属()a6/6aA"#aE=H作用组葡萄球
菌属和肠球菌属水平明显上升(乳球菌属水平大
幅度下降+
5N2K小鼠肠道微生物菌群物种丰度分析

将 A"’A&’G"’G& 样品组内属物种丰度相加(

按照从大到小进行排序(选取 96:B#! Y25I3**1P1O, 除
外"的属物种进行热图分析!图 )3"(其中颜色从蓝
到红(表示对应的菌落丰度由小到大(结果显示丰度
最高的菌属为大肠杆菌a志贺菌属(而菌落丰度最高
的样品组为 G& 组+ 利用非参数统计 -1I56/检验分
别对各组样本聚类 UDT进行显著性差异分析()a
6/6aA"#aE=H处理后 !G" 和 G& 组"十二指肠部位
和空回肠部位均有显著差异变化的 UDT共有 ")

个(分类结果显示分别属于葡萄球菌属’肠球菌属
和大肠杆菌a志贺菌属+ 对于十二指肠部位取材样
本(除 UDT"&#!葡萄球菌属"丰度显著下降外(其
余 "& 个差异显著 UDT!肠球菌属和大肠杆菌a志
贺菌属"丰度均增加 !见图 )[" )对于空回肠部位
样 品( UDT"&#’ UDT&")’ UDT))’’ UDT)$’’
UDTB%(’UDT’&’’UDT’(B 和 UDT’’( 丰度显著上
升(UDT&??’UDT&?$’UDT)"B’UDT(&$ 和 UDT(B#

丰度显著下降(即显著提高葡萄球菌属’肠球菌属
的丰度(但抑制大肠杆菌a志贺菌属的丰度 !见
图 )5" +

1%&1
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图 5K38(.(8E/68Z!;作用 52 "小鼠肠内不同部位属水平菌群的变化

M#)S5KE"%&)-T(WF"-#&F-TF#&%:J%VF-G#% )-&+T%FH#WW-G-&FL(T#F#(&T%WF-G

38(.(8E/68Z!;FG-%F9-&FW(G52 "#&9#V-#&F-TF#&-

图 3K不同样品组小鼠肠道微生物菌群物种丰度分析
注% 3% 各组样本在属水平的菌落丰度热图) [% 外源 )a6/6aA"#aE=H对小鼠十二指肠部位微生物菌群聚类 UDT的

调控)5% 外源 )a6/6aA"#aE=H对小鼠空回肠部位微生物菌群聚类 UDT的调控"

M#)S3K@"-#&F-TF#&%:9#VG(J#%:W:(G% %J+&H%&V-%&%:$T#T(WH#WW-G-&FT%9L:-)G(+LT
>69O% 3% D8O8O3973: 6P,1PPOMO29LM6Y: *37:IO*62 98OLO2Y*IOXOI) [% D8OMOLYI39162 6PO/6LO26Y*)a6/6aA"#aE=H62 715O

,Y6,O2Y7715M6[13I5677Y219+UDT) 5% D8OMOLYI39162 6PO/6LO26Y*)a6/6aA"#aE=H62 715O]O]Y26a1IOY7715M6[13I5677Y219+UDT
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3K讨论

在细菌对宿主的感染机制研究中(除了细菌本
身产生的毒力因子’生物膜等参与感染过程(在细菌
生理过程中发挥重要调控作用的 GEH*信号分子也
不容忽视+ 研究证实(长链 GEH*可参与调控多种
致病菌的多种生理功能(还可引发宿主机体的免疫
失调(如()a6/6aA"#aE=H可提高铜绿假单胞菌的抗

生素耐药性 , %- ()a6/6aA"&aE=H可引起宿主炎症反应

和其他免疫系统应激 , "#a"&- (A"&aE=H可增加空回肠

部位沙门氏菌生物膜的形成 , ")- (增强其耐药性+ 而
在 GEH*作用下(机体内微生物含量最丰富的部
位***肠道微生物稳态是否也会受到影响(目前尚
不明确+

大量研究已证实(人和多种动物的肠道内都蕴
含着极其复杂多样的微生物群落 , "(a"B- (在机体健康
状态下(这些微生物群落内部各种群间生长扩繁维
持在稳定的状态(形成微生物稳态 , "?- + 而当机体处
于异常状态下(如感染’内分泌失衡等疾病状态或饮
食结构改变等情况下(肠道内的微生物稳态也会被
打破(并可能进一步导致机体发生相应的机能变
化 , "’a"$- + 近年来(随着高通量测序技术和各种新的
种系聚类方法对微生物群落结构的研究进展(极大
促进了人们对肠道微生物的深入了解+ 本研究即是
通过 <IIY7123E1*Od &B## 测序平台(运用 "?= MK>G
高通量测序技术 , "%a&#-分析 )a6/6aA"#aE=H作用后小
鼠肠道的微生物组多样性变化情况(弥补了传统检
测方法中体外培养分离微生物种类有限的弱点(通
过分析精准的大信息量数据以明确菌群感应信号分
子对小鼠肠道微生物多样性的影响(可以为感染性
疾病的相关研究提供数据依据+

本研究通过对样品 "?= MK>G扩增的 e)ae( 区
域测序(在小鼠肠道内共检测到 "? 个细菌门类((’
个细菌属类+ 在 )a6/6aA"#aE=H信号分子作用下(肠
道相同部位菌群门水平的分布无明显变化(但可影
响相同取材部位菌群属水平的分布构成(主要表现
为降低葡萄球菌属!十二指肠部位"’假单胞菌属及
乳球菌属分布水平(而增加大肠杆菌a志贺菌属’肠
球菌属’葡萄球菌属 !空回肠部位"和肠球菌属水
平(且 )a6/6aA"#aE=H对不同部位的葡萄球菌属作用
亦不同+ 此种现象说明(外源 GEH*不仅可调控多
种革兰阴性菌的比例(亦可调控部分革兰阳性菌的

比例(其调控可能涉及如下因素%一是外源 )a6/6a
A"#aE=H改变了周围环境中的不同种类 GEH*分子
的比例(并进而影响了 GEH*在菌体内的综合调控
效应(造成了细菌种群构成的上升或下降(这一点与
=-1P9等在 I)*"L"#’1?DB*"2?&%’ 中的研究相似 , &"- )
二是 GEH*分子虽然主要由革兰阴性菌产生(但近
年研究也发现个别革兰阳性菌也会产生 GEH*分
子 , &&- (说明不同细菌种群间的菌群感应系统存在复
杂的信号交流机制(可以相互影响(Q12cOM等学者
的研究也为这一理论做了支持 , &)- +

本文研究提示(小鼠肠道细菌基因组含量丰富(
且不同部位微生物分布构成存在差异(并与菌群感
应信号分子存在密切联系+ 研究获得的相关研究数
据对于探寻机体肠道微生物菌群分布失衡调控机
制(以及肠道感染性疾病的防治提供了新的思路+
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