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　　［摘要］　目的　研究固醇调节元件结合蛋白 １ｃ（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｃ，
ＳＲＥＢＰ１ｃ）缺失对小鼠肠道菌群结构的影响。方法　以 ＳＲＥＢＰ１ｃ基因敲除鼠为研究对象，收集纯合敲
除型（ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ）和同窝野生型（ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ）的小鼠粪便，采用１６ＳｒＤＮＡ测序粪便基因组 ＤＮＡ，
采用物种分类学分析、多样性指数分析、聚类分析、主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）等，
比较敲除型和野生型两组小鼠肠道菌群结构的组成差异。检测两组小鼠肝脏脂合成代谢以及肠道屏障

的差异。结果　常规饲养下，ＳＲＥＢＰ１ｃ基因敲除对小鼠的体重及肝脏总胆固醇含量（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，
ＴＣ）没有显著影响，明显减少肝脏内甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）含量。α多样性指数（Ｓｏｂｓ指数）分析发
现，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠的肠道菌群多样性显著低于野生型小鼠（Ｐ＜０．０１）；ＰＣＡ分析显示，两组小鼠肠道
菌群组成有一定程度的差异。在门水平，厚壁菌门与拟杆菌门比值在 ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠肠道中有上升
趋势，但没有统计学差异；在属水平，相较于野生型小鼠，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠肠道的理研菌属（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａ）
相对丰度显著减少（Ｐ＜０．０５），同时肠道抗菌肽Ｒｅｇ３γ和紧密连接蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达显著下调。结论　
脂代谢关键调控基因ＳＲＥＢＰ１ｃ缺失降低小鼠肠道菌群多样性，减少理研菌属相对丰度水平，可能与肠
道屏障减弱有关。
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ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯｍｉｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆＳＲＥＢＰ１ｃ，ａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，
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ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂａｒｒｉｅｒ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍ ｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ｃｓｔｃ２０２１ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ０４６５）ａｎｄｔｈｅｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒ
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ｆｎｆ７７０３＠ ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　成人肠道中有超过５００种微生物，参与了机体营
养物质的消化与吸收，与肠黏膜一起构成的肠道生物

屏障能阻止病原体的入侵［１］；还参与调节免疫、炎症、

代谢等［２－３］，与人体的健康密切相关。诸多研究表明

肠道菌群的异常变化与各种疾病的发生发展有关，

如免疫性疾病［４］、炎症性肠道疾病［５］、代谢性疾

病［６－８］等。

　　在代谢性疾病中，肠道菌群参与脂代谢、糖代谢、
胰岛素信号通路等的调控，肠道菌群自身也受到多种

因素的调节，包括膳食、环境、遗传因素等［９－１１］。固醇

调节元件结合蛋白（ｓｔｅｒｏｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＲＥＢＰｓ）是调控脂质代谢相关基因表达的关
键性核转录因子，包括三种 ＳＲＥＢＰ亚型，在脂质合成
中扮演不同的角色。固醇调节元件结合蛋白１ｃ（ｓｔｅｒｏｌ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｃ，ＳＲＥＢＰ１ｃ）是肝脏
脂合成代谢的关键调控者，转录调控脂肪酸和甘油三

酯合成过程的关键酶，在机体肥胖、胰岛素抵抗中发挥

着重要作用［１２－１４］。有研究发现，无菌小鼠在接受常规

喂养小鼠的粪菌移植后，体脂含量和胰岛素抵抗会增

加６０％，菌群促进了肠道对单糖的吸收，上调肝内脂
合成调控基因 ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达，增加甘油三酯合
成［１５］。然而，ＳＲＥＢＰ１ｃ对小鼠肠道菌群结构的影响并
不清楚。本研究通过采集 ＳＲＥＢＰ１ｃ基因缺失小鼠和
野生型小鼠的粪便，以及 １６ＳｒＤＮＡ测序，分析
ＳＲＥＢＰ１ｃ基因缺失对小鼠肠道菌群结构的影响。

１　材料与方法

１．１　实验小鼠与鉴定
　　ＳＲＥＢＰ１ｃ杂合缺失型小鼠（ＳＲＥＢＰ１ｃ＋／－）受赠于

重庆医科大学第二附属医院杨刚毅教授，包括１只雄
鼠，２０周龄，体重３１．４ｇ；１只雌鼠，２０周龄，体重２９．７ｇ。
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购买于江苏集萃药康生物科技有限公
司，共２雄，２雌，５～６周龄，体重１６．０～１８．４ｇ。小鼠
饲养于ＳＰＦ级动物房，动物房温度２５℃，湿度４０％～
６０％，１２ｈ昼夜更替。ＳＲＥＢＰ１ｃ＋／－小鼠通过杂交后获
得ＳＲＥＢＰ１ｃ纯合敲除型（ＳＲＥＢＰ１ｃ－／－，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ）
和野生型（ＳＲＥＢＰ１ｃ＋／＋，ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ）。
　　小鼠基因鉴定：采用鼠尾直接ＰＣＲ试剂盒（Ｂｉｍａｋｅ，
Ｃａｔ：Ｂ４００１５）快速提取小鼠基因组ＤＮＡ、ＰＣＲ扩增，再
通过凝胶电泳鉴定小鼠基因型。鉴定引物：ＳＲ１：５′
ＡＴＣＧＧＣＧＣＧＧＡＡＧＣＴＧＧＧＧＴＡＧＣＧＴＣＴ３′；ＳＲ２：５′
ＴＣＴＣＣＡＧＡＴＴＴＡＴＧＣＡＧＧＴＣＡＴＡＡＡＴＡＧＴＡＣ３′；ＳＲ３：
５′ＧＣＴＣＡＧＴＴＣＧＡＧＧＴＧＣＴＧＴＴＴＣＴＧ３′。ＰＣＲ反应体
系：ＤＮＡ１μＬ，引物共１μＬ，２ＸＭＰＣＲ混合液１０μＬ，
Ｈ２Ｏ８μＬ，共 ２０μＬ；ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性
５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，
３５个循环数。
１．２　小鼠粪便与组织样本收集
　　实验小鼠分为 ２组：野生型组（ＷＴ）和敲除组
（ＫＯ），每组各５只雄鼠，均为６周龄。两组小鼠给予
常规饮食，无特殊处理，记录小鼠体重变化与饮食情

况。小鼠１２周龄时，在超净工作台上，使用１．５ｍＬ无
菌ＥＰ管收集ＷＴ组和ＫＯ组小鼠粪便，收集后立即于
液氮中速冻，再冻存于－８０℃冰箱。小鼠粪便收集完
成后，禁食过夜，安乐死后收集小鼠肝脏及肠组织，于

液氮中速冻后再冻存于－８０℃冰箱，用于后续实验。
本研究经陆军军医大学实验动物福利伦理审理委员会

５８３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）



审核，符合动物伦理和动物福利要求（批件号：

ＡＭＵＷＥＣ２０２０１９４）。
１．３　荧光定量ＰＣＲ
　　组织 ＲＮＡ提取与基因表达检测：采用 ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ试剂（Ｔａｋａｒａ，Ｃａｔ：９１０９）提取收集的小鼠肝脏组
织ＲＮＡ，通过 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
ＵＳＡ）检测 ＲＮＡ浓度，取 １μｇＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ
（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ，Ｃａｔ：ＲＲ０４７Ａ），采用荧
光定量ＰＣＲ（ＴＢＧｒｅｅｎＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，Ｃａｔ：ＲＲ８２０Ａ）
检测基因表达量。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性３ｍｉｎ，
９５℃变性１０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸１５ｓ，４０个
循环数。基因检测的引物序列见表１。

表１　引物序列

基因　　　　 引物序列

ＳＲＥＢＰ１ｃ
上游 ＧＡＡＣＡＧＡＣＡＣＴＧＧＣＣＧＡＧＡＴ

下游 ＴＣＡＧＧＡＧＡＧＴＴＧＧＡＣＣＴＧ

ＦＡＳＮ
上游 ＡＡＧＴＴＧＣＣＣＧＡＧＴＣＡＧＡＧＡＡ

下游 ＧＡＣＣＧＣＴＴＧＧＧＴＡＡＴＣＣＡＴＡ

ＡＣＣ１
上游 ＣＧＡＡＧＧＧＣＴＴＡＣＡＴＴＧＣＣＴＡ

下游 ＧＧＡＴＧＴＴＣＣＣＴＣＴＧＴＴＴＧＧＡ

ＳＣＤ１
上游 ＴＧＴＣＴＣＧＧＴＧＴＧＴＧＴＣＧＧＡＧＴ

下游 ＴＧＴＡＣＣＡＣＴＡＣＣＴＧＣＣＴＧＣＡＴＧ

Ｒｅｇ３β
上游 ＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＣＣＴＣＡＣＡＴ

下游 ＴＧＧＧＡＡＴＧＧＡＧＴＡＡＣＡＡＴＧ

Ｒｅｇ３γ
上游 ＣＡＡＧＡＴＧＴＣＣＴＧＡＧＧＧＣ

下游 ＣＣＡＴＣＴＴＣＡＣＧＴＡＧＣＡＧＣ

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
上游 ＣＴＧＣＣＴＧＣＡＣＧＡＴＧＴＣＴ

下游 ＧＡＧＴＧＴＴＣＡＧＣＣＣＡＧＴＣＡＡ

ＺＯ１
上游 ＴＣＡＧＣＡＧＣＡＡＣＡＧＡＡＣＣＡ

下游 ＧＴＡＧＣＡＣＣＡＴＣＣＧＣＣＴＴ

１．４　肝脏内甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、总胆固醇
（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）含量检测

　　甘油三酯和总胆固醇检测采用南京建成生物工程
研究所试剂盒（Ｃａｔ：Ａ１１０１１，Ａ１１１１１）。首先采用
ＲＩＰＡ裂解液（上海碧云天生物技术有限公司，Ｃａｔ：
Ｐ００１３Ｂ）裂解收集的小鼠肝脏组织，于 １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ；取２．５μＬ上清加到２５０μＬ检测液中，混
匀，３７℃孵育１０ｍｉｎ，用酶标仪（５１０ｎｍ）检测各孔吸
光值。蛋白浓度测定采用ＢＣＡ法试剂盒（上海碧云天
生物技术有限公司，Ｃａｔ：Ｐ００１２）。
１．５　１６ＳｒＤＮＡ测序
　　小鼠粪便样本的１６ＳｒＤＮＡ测序由上海美吉生物
医药科技有限公司完成。具体操作步骤如下：

　　基因组 ＤＮＡ提取、扩增：ＤＮＡ粪便菌群基因组
ＤＮＡ提取采用土壤ＤＮＡ提取试剂盒 （ＯｍｅｇａＢｉｏｔｅｋ，
ＵＳＡ）。ＤＮＡ浓度通过 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００测定，并利用
１％琼脂糖凝胶电泳检测样本基因组 ＤＮＡ质量。针对
细菌１６ＳｒＤＮＡ基因的 Ｖ３Ｖ４高变区设计合成 引物：
３４１Ｆ（５′ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＲＳＧＣＡＧＣＡＧ３′），８０６Ｒ（５′
ＧＧＡＣＴＡＣＶＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣ３′），进行ＰＣＲ（ＧｅｎｅＡｍｐ
９７００，ＡＢＩ，ＵＳＡ）扩增。ＰＣＲ反应体系：４μＬ５×
ＦａｓｔＰｆｕ缓冲液、２μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、上下游引物
（５μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．８μＬ、０．４μＬＦａｓｔＰｆｕＤＮＡ聚合酶
（ＴｒａｎｓＧｅｎ，Ｃｈｉｎａ），和１０ｎｇ基因组ＤＮＡ，共２０μＬ反
应体系。ＰＣＲ反应使用以下程序：９５℃预变性３ｍｉｎ；
９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，２７个
循环；最后再７２℃延伸１０ｍｉｎ。每个样本按照以上程
序进行 ３个重复，同一样本的 ＰＣＲ产物混合后通过
２％琼脂糖凝胶电泳检测，并使用ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回
收试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ，ＵＳＡ）回收、纯化ＰＣＲ产物；最后采
用 ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭＳＴ蓝色荧光定量系统（Ｐｒｏｍｅｇａ，
ＵＳＡ）对纯化的 ＰＣＲ产物进行检测定量，之后将每份
扩增产物等量混合。

　　文库构建、测序：通过 ＰＣＲ将 Ｉｌｌｕｍｉｎａ接头序列
添加至目标区域外端（ＴｒｕＳｅｑＴＭ ＤＮＡＳａｍｐｌｅＰｒｅｐ
Ｋｉｔ，Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＵＳＡ）；使用凝胶回收试剂盒切胶回收
ＰＣＲ产物，２％琼脂糖电泳检测；采用氢氧化钠处理纯
化的ＰＣＲ产物，变性产生单链ＤＮＡ片段，最后测序工
作在ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ平台完成。
１．６　测序数据分析
　　Ｍｉｓｅｑ测序得到的原始数据首先根据序列的重叠
关系进行拼接，同时对序列质量进行质控和过滤。根

据标签区分样本后，基于分类操作单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，ＯＴＵ）对样本进行物种分类学分析、多
样性指数分析、聚类分析、主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）等；基于分类学信息，在各个
分类水平上，如门水平、科水平、属水平等，进行小鼠粪

便样本中细菌群落结构的统计分析；最后在上述分析

的基础上，对ＳＲＥＢＰ１ｃ野生型和纯合敲除型两组小鼠
粪便样本的群落组成进行差异显著性检验（Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ
ｔ检验）。
１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计分析，计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，两组之间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

６８３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２　结果

２．１　ＳＲＥＢＰ１ｃ敲除对小鼠体重的影响
　　如图１Ａ、Ｂ所示，ＳＲＥＢＰ１ｃ＋／－小鼠通过配对繁殖
获得 ＳＲＥＢＰ１ｃ纯合敲除型和野生型，即 ＳＲＥＢＰ１ｃ－／－

（ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ）和 ＳＲＥＢＰ１ｃ＋／＋（ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ）。在常
规饮食喂养下，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠的体重与野生型小
鼠无明显差异（图１Ｃ）。ＳＲＥＢＰ１ｃ是通过调节脂肪代
谢相关酶的基因表达影响体内脂肪合成，检测也发现

ＳＲＥＢＰ１ｃ敲除后，小鼠肝内脂肪合成关键酶的编码基
因脂肪酸合成酶（Ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳＮ），硬脂酰

辅酶Ａ去饱和酶（ＳｔｅａｒｏｙｌＣｏＡｄｅｓａｔｕｒａｓｅ，ＳＣＤ１）表达
显著降低（Ｐ＜０．０５），相应的肝脏中 ＴＧ含量明显减少
（Ｐ＜０．０５），ＴＣ含量无明显变化（图１Ｄ、Ｅ）。
２．２　ＳＲＥＢＰ１ｃ基因敲除对小鼠肠道菌群的影响
　　两组小鼠共测序 １０个样本，平均测序序列数
５８４３２．５，平均长度 ４４１ｂｐ。以抽取的序列数及其对
应的多样性指数（Ｓｈａｎｎｏｎ指数）构建 ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ
曲线。从曲线图可以看出，随着测序数据量的增加，曲

线趋于平坦；当数据量大于 ５０００序列数时，Ｓｈａｎｎｏｎ
指数达到峰值，说明样本测序数据量足够大，可以反映

样本中绝大多数的微生物信息（图２Ａ）。
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Ａ：小鼠鉴定电泳图　Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～２：ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ小鼠基因组 ＤＮＡ扩增产物电泳条带；３～６：ＳＲＥＢＰ１ｃ
ＫＯ小鼠基因组 ＤＮＡ扩增产物电泳条带；Ｂ：ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ和 ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠肝组织中 ＳＲＥＢＰ１ｃｍＲＮＡ相对
表达水平；Ｃ：ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ和ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠体重比较；Ｄ：两组小鼠肝组织中脂合成代谢酶编码基因的表达
水平检测；Ｅ：两组小鼠肝脏ＴＧ，ＴＣ含量检测　ＷＴ：野生型组；ＫＯ：敲除组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＴ组比较，Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ
ｔ检验

图１　ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠肝脏脂肪合成代谢检测（ｎ＝５，珔ｘ±ｓ）
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图２　测序样本ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ曲线和物种丰度（ｎ＝５）
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　　基于ＯＵＴ水平，采用维恩图分析两组小鼠肠道菌
群 ＯＵＴ数量及种类的相似性，如图 ２Ｂ所示，
ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ和ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠总ＯＵＴ分别为２９３
和２９０个，特异性 ＯＴＵ分别为３３和３０个，共有 ＯＵＴ
为２６０个，占总 ＯＵＴ数的 ８０．５％。α多样性分析发
现，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ组Ｓｈａｎｎｏｎ指数有所降低，Ｓｏｂｓ指数
显著降低（Ｐ＜０．０１），说明ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠的肠道菌
群多样性显著低于野生型小鼠（图３）。
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图３　两组小鼠肠道菌群的α多样性指数分析（ｎ＝５，珔ｘ±ｓ）

　　进一步地，基于 ＯＵＴ水平的主成分分析也显示，
两组小鼠肠道菌群组成有所不同（图４）。因此，我们
在不同分类水平上对两组小鼠的物种组成差异进行了

进一步的分析。在门水平，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠肠道中
厚壁菌门增加 ５．２３％，拟杆菌门减少 ５．３４％ （图
５Ａ），厚壁菌门与拟杆菌门比值在 ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠
肠道中有上升趋势，但没有统计学差异（图５Ｂ）。

　 　 在 科 水 平，Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ，Ｆａｍｉｌｙ＿ＸＩＩＩ，
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ＿１的相对丰度在 ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠肠道
中均 显 著 降 低 （图 ５Ｃ）；其 中 Ｆａｍｉｌｙ＿ＸＩＩＩ和
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ＿１均属于拟杆菌门，其差异与两组小鼠
在门水平的组成差异相符。在属水平，相较于野生型

小 鼠，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ 小 鼠 肠 道 的 Ｒｉｋｅｎｅｌｌａ，
Ｒｕｍｉｎｉｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ＿９，Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ，（Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ）＿
ｘｙｌａｎｏｐｈｉｌｕｍ＿ｇｒｏｕｐ， Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿ Ａｒｔｈｒｏｍｉｔｕｓ和
（Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ）＿ｂｒａｃｈｙ＿ｇｒｏｕｐ相对丰度均显著减少
（图５Ｄ，Ｐ＜０．０５）。其中 Ｒｉｋｅｎｅｌｌａ（理研菌属）属于拟
杆菌门理研菌科（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ），有研究报道发现
Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ与炎症反应［１６－１７］、高脂饮食［１８］、内脏脂

肪沉积相关［１９］。

２．３　ＳＲＥＢＰ１ｃ敲除小鼠的肠道屏障减弱可能与肠道
菌群变化有关

　　有研究发现，岩藻多糖可增加小鼠肠道中理研菌
属、粪球菌属等短链脂肪酸产生菌，降低炎症因子表

达，增加紧密连接蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达，改善小鼠肠道黏
膜损伤［２０］。那么，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小鼠肠道内理研菌属
的降低，是否会影响小鼠肠道屏障。我们采用荧光定

量ＰＣＲ检测了两组小鼠肠道中抗菌肽 Ｒｅｇ３β和
Ｒｅｇ３γ，与紧密连接蛋白 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和 ＺＯ１的表达水
平。如图６所示，与野生型小鼠相比，ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小
鼠肠道内Ｒｅｇ３γ和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达水平均显著降低（图
６，Ｐ＜０．０５），Ｒｅｇ３β和ＺＯ１表达也有所下降。结果表
明，ＳＲＥＢＰ１ｃ基因敲除引致的小鼠肠道屏障减弱，可
能与小鼠肠道中理研菌属的丰度减少有关。

! """

# """

"

$% """

$! """

$& '""

$! """ $% """ " % """ ! """ & """

()*

（
%'+,-.

）

(
)
/

（
0
%
1
2
,
.

）

34 56

7 '''

! '''

2 '''

0 '''

'

8/ 999

82 999

8! 999

(
)
*

:

;

56

34

Ａ：在ＯＵＴ水平，采用ＰＣＡ法对两组小鼠肠道菌组成进行聚类分析；Ｂ：两组小鼠肠道菌群ＰＣＡ分析中的主成分
ＰＣ１　　ＷＴ：野生型组；ＫＯ：敲除组

图４　两组小鼠肠道菌群组成的ＰＣＡ分析（ｎ＝５）

８８３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!" #$

!" %&

'()

'(*

+,)

+(-

-()

-

相
对
丰
度
比
值

（
厚
壁
菌
门
.

拟
杆
菌
门
）+,-

-,/

-,0

-,1

-,'

-

相
对
丰
度
（
门
水
平
）

23456789:656;

<97=94>56;

?459@8A3456793

B78568A3456793

85C67;

!"

%&

-,')

-,'-

-,+)

-,+-

-,-)

-

D

6

E

9

4

8

A

3

4

5

6

7

3

4

6

3

6

F

E

8

;

5

7

9

:

9

3

4

6

3

6

G

+

<

3

=

9

E

H

G

I

J

J

J

比
例
（
K

）

相对丰度（科水平）

!"

%&

L

9

M

6

@

6

E

E

3

L

>

=

9

@

9

4

E

8

;

5

7

9

:

9

>

=

G

N

D

6

E

9

4

8

A

3

4

5

6

7

（
O

>

A

3

4

5

6

7

9

>

=

）G
P

H

E

3

@

8

Q

C

9

E

>

=

G

R

7

8

>

Q

F

3

@

:

9

:

3

5

>

;

G

?

7

5

C

7

8

=

9

5

>

;

（
O

>

A

3

4

5

6

7

9

>

=

）G
A

7

3

4

C

H

G

R

7

8

>

Q

相对丰度（属水平）

比
例
（
K

）

0

1

'

-,0

-,1

-,'

-

? 2

F

S

3

3

3

3

3

3

3

3

3
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平上的差异菌；Ｄ：两组小鼠在属水平上的差异菌

图５　两组小鼠肠道菌群组成在门、科、属水平的差异分析（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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图６　小鼠肠道屏障相关基因表达检测（ｎ＝５，珔ｘ±ｓ）荧光
定量 ＰＣＲ检测 ＳＲＥＢＰ１ｃＷＴ和 ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小
鼠肠道中抗菌肽 Ｒｅｇ３β和 Ｒｅｇ３γ，与紧密连接蛋白
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１的表达水平

３　讨论

　　人体肠道内寄生的细菌数目有４０万亿，其基因总
数约为人自身基因数目的１５０倍，因此肠道菌群也被
称为人体的“第二基因组”。肠道菌群可以消化食物

成分、合成必需维生素、刺激和调节免疫系统、排除病

原体、支持肠道功能等。在代谢方面，越来越多的证据

表明，肠道菌群的异常与糖代谢、脂代谢、肠肽分泌、胰

岛素敏感性的紊乱密切相关［２１－２３］。

　　目前研究认为，肠道菌群的微生态平衡受饮食、药
物、遗传因素等的影响。饮食是影响肠道菌群组成、多

样性的关键因子之一，在肠道菌群的定植、成熟及肠微

生态系统稳定的维持中都起到非常关键的作用。高

脂饮食的小鼠肠道中细菌α多样性降低，厚壁菌门与
拟杆菌门比值增加，双歧杆菌数量减少［２４］；ＷＵ等［２５］

研究发现长期食用高动物蛋白高脂肪和低碳水化合物

的受试者，肠道内拟杆菌属较高，普雷沃菌属水平较

低，而低动物蛋白低脂肪高碳水化合物饮食的受试者

肠道内细菌正好与之相反。饮食、药物等可能通过影

响肠道菌群结构及肠道代谢物的产生，参与调控宿主

糖脂代谢。在我们课题组以往的研究中，发现降糖药

ＤＰＰ４ｉ干预显著改变了高脂喂养小鼠和 ２型糖尿病
患者的肠道菌群结构及肠道代谢物水平；ＤＰＰ４ｉ改变
的肠道菌群通过粪菌移植给无菌鼠，可显著改善高脂

饮食诱导的葡萄糖不耐受［２６］，提示肠道菌群参与了降

９８３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）



糖药ＤＰＰ４ｉ改善糖代谢的作用。
　　除饮食、药物等外在因素，宿主自身遗传因素也对
肠道菌群结构组成具有一定影响。近期研究发现髓样

分化因子ＭＹＤ８８敲除小鼠肠道及多种组织内约氏乳
杆菌的相对丰度显著增加；在体外，约氏乳杆菌主要持

续存在于树突细胞中［２７］，可能与免疫调控有关。本研

究首次探索了 ＳＲＥＢＰ１ｃ基因缺失对小鼠肠道菌群组
成的影响。通过与野生型小鼠对比，我们发现

ＳＲＥＢＰ１ｃ敲除小鼠肠道菌群的α多样性降低，厚壁菌
门增加５．２３％，拟杆菌门减少５．３４％，表明ＳＲＥＢＰ１ｃ
基因缺失在一定程度上影响了小鼠的肠道菌群结构组

成。ＳＲＥＢＰ１ｃ是促进肝脏脂肪生成的关键调控者，其
调控的ＦＡＳＮ、ＡＣＣ１、ＳＣＤ１等在脂肪生成过程中发挥
关键作用［２８－２９］。在该研究中我们也发现，ＳＲＥＢＰ１ｃ敲
除显著下调了肝组织中ＦＡＳＮ及ＳＣＤ１的表达，相应的
肝内甘油三酯含量也显著降低，然而ＳＲＥＢＰ１ｃ表达水
平是否通过影响脂肪酸含量从而影响肠道菌群组成值

得进一步探究。

　　随着研究的深入，肠道菌群和宿主之间的相互作
用机理也越来越多被发现。宿主基因表达水平对肠道

微生物组成结构可产生一定影响，而肠道菌群及其代

谢产物也可调节宿主的基因表达水平、基因表观修饰

等，从而参与代谢调控。葛根岑连汤是一种常用于

２型糖尿病的中药配方，其关键组分小檗碱可调节肠
道菌群组成，富集粪杆菌及丁酸盐产生菌，增加肠道短

链脂肪酸水平，同时还下调免疫应答相关基因，上调脂

代谢相关基因，缓解系统性及局部炎症［３０］。新近研究

还发现，肠道菌群还可调控宿主 ＤＮＡ甲基化修饰、组
蛋白修饰和ＲＮＡ甲基化修饰［３１－３２］。

　　除肠道菌群整体结构失衡对宿主的影响外，某些
重要的单一菌属变化也会影响机体代谢水平和免疫反

应。近期研究发现主要分布在肠道黏液层的艾克曼氏

菌（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａｍｕｃｉｎｉｐｈｉｌａ），可通过分泌黏蛋白保护
肠道黏膜屏障，并被发现参与了一线降糖药二甲双胍

的降糖机制［２４］。本研究在不同分类水平上对两组小

鼠肠道菌组成进行了差异分析，发现 ＳＲＥＢＰ１ｃＫＯ小
鼠肠道中理研菌属丰度显著降低，同时肠道屏障也减

弱。理研菌可发酵肠道内未消化的膳食纤维，生成短

链脂肪酸，为肠上皮细胞提供能量，使肠腔黏膜层增

厚，维护正常的屏障功能，促进肠道健康。那么

ＳＲＥＢＰ１ｃ的缺失导致小鼠肠道菌群结构的变化，是否
与肠道屏障的改变直接相关，也值得我们进一步探索。

　　综上所述，脂代谢关键调控基因ＳＲＥＢＰ１ｃ缺失降

低小鼠肠道菌群多样性，影响小鼠肠道菌群结构组成，

可能与肠道屏障减弱有关，该研究结果为深入探讨宿

主基因与肠道菌群互作关系提供了实验与理论依据。
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ｏｆＧｅｇｅｎＱｉｎｌｉａｎＤｅｃｏｃｔｉｏｎｖｉａｔｈｅｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉｏｔａａｒｅ
ａｔｔｒｉｂｕｔａｂｌｅｔｏｉｔｓｋｅｙｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｂｅｒｂｅｒｉｎｅ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ
ＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０２０，１８（６）：７２１－７３６．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｇｐｂ．２０１９．０９．００７．

［３１］ＲＯＭＡＮＯＫＡ，ＭＡＲＴＩＮＥＺＤＥＬＣＡＭＰＯＡ，ＫＡＳＡＨＡＲＡＫ，
ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ，ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ，ａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ｇｕｔｂａｃｔｅｒｉａｌｃｈｏｌｉｎｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＨｏｓｔＭｉｃｒｏｂｅ，
２０１７，２２（３）：２７９－２９０．ｅ７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｈｏｍ．２０１７．
０７．０２１．

［３２］ＷＡＮＧＸＹ，ＬＩＹ，ＣＨＥＮＷＪ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｗｉｄｅ
ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｏｆＮ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙｔｈｅ
ｍｏｕｓｅｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｓ，２０１９，２９（２）：１６７－１７０．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４２２０１８０１２７２．

（收稿：２０２２０６１６；修回：２０２２０８２８）

（编辑　刘秋池）

１９３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（２３）




