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抗生素诱导小鼠肠道菌群失调对免疫功能和 

ToU样受体 2、4基因表达的影响 

刘崇海，杨锡强，刘恩梅，赵晓东，刘 玮，王莉佳 

(重庆医科大学附属儿童医院免疫实验室，重庆 400014) 

【摘 要】目的：探讨抗生素诱导小鼠肠道菌群失调后对机体免疫功能和Toll样受体 2、4的影响。方法：60只BALB／c小鼠分为 

2组 ：抗生素组和对照组，抗生素组连续 7天口服头孢哌酮，7天后经口给予白色念珠菌。结果：抗生素组小鼠肠道内肠杆菌、肠 

球菌、双歧杆菌、乳酸杆菌较对照组减少，白色念珠菌增加；脾指数、PHA诱导的淋巴细胞转化率 、迟发型变态反应 、抗体生成细 

胞数和脾脏的TLR2和 TLR4基因表达水平均低于对照组。结论：抗生素诱导肠道菌群失调后小鼠免疫功能和TLR2、TLR4 

mRNA表达均降低。 
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Influence of intestinal flora dysregulation induced by antibiotic on immun_ty 

and toll-like receptor 2。4 gene expression in mice 

LIU Chonghai，et al 

(Laboratory of Immunology，the Children’S Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the effects of intestinal flora dysregulation induced by antibiotic on immune function and toll— 

like receptor(TLR)2，4．Methods：Sixty BALB／c mice were divided into two groups：antibiotic and control group．The mice in 

antibiotic group were treated with cefoperazone orally for consecutive 7 days．After 7 days，mice were inoculated with Candida 

albicans．Resu／ts：Th e quantity of Enterobacteriaceae，Entemcoccus， Bifidobacterium and Lactobacillus in antibiotic therapy 

group was significantly lower than that in the control group．Th e quantity of Candida albicans increased in the antibiotic 

therapy group．Spleen index，lymphocytic transformation rate induced by PHA，delayed—type hypersensitivity and the number of 

antibody secreting cells，the gene expression of TLR2 and TLR4 mRNA in spleen were lower than those in the control group． 

Conclusions：Th e intestinal flora dysregulation induced by antibiotic may decrease the immune function and toll-like receptor 

2，4 gene expression in mice． 

【Kev words】Antibiotic；Intestinal flora；Immunity function；Toll—like receptor 

肠道正常菌群所形成的庞大而复杂的微生态 

系统对机体有重要的生理意义，包括抵御病原体入 

侵、刺激机体免疫器官的成熟、激活免疫系统及参 

与合成多种维生素、调节物质代谢等作用。当肠道 

菌群出现菌群失调时，对机体会产生诸多不 良影 

响。T0U样受体(Toll—like receptor，TLR)是天然免疫 

中重要的模式识别受体it】，通过信号传导途径，激活 

多种前炎性因子，参与抗感染的炎症过程。目前对 

肠道菌群失调后的适应性免疫状态研究较多 ，但肠 

作者介绍：刘崇海(1976一 )，男，讲师，博士生， 

主要研究方向：哮喘发病和预防。 

道菌群失调后TLR的改变研究较少。因此我们采用 

临床上常用的头孢哌酮诱导小鼠肠道菌群失调，观 

察小鼠免疫功能以及 TLR2和TLR4基因表达的变 

化。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物 

清洁级雌性 BALB／c小鼠共 60只，3周龄 ，由重庆医科 

大学实验动物中心提供并代养，按实验要求随机分 2组 ，每 

组 30只 。 

1．2 主要 实验材料 
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1．2．1 白色念珠菌 临床分离并鉴定的白色念珠菌由重庆 

医科大学附属儿童医院检验科提供，实验前 5天将白色念珠 

菌接种在沙氏培养基上，置于 37℃培养箱中培养，待长成明 

显菌落后，收集培养基表层白色念珠菌，PBS洗 3次，用血球 

计数池计数并将白色念珠菌调整为 109CFU／ml浓度 ，4℃保 

存备用。 

1．2．2 绵羊红细胞(SRBC) 无菌取绵羊红细胞 10ml，加肝 

素钠抗凝，用生理盐水洗涤 3次，每次 2000r／rain 10min离 

心 ，除去其中的纤维蛋白和血小板等。离心后弃上清液，取适 

量 SRBC用生理盐水配成 2％和 20％浓度的细胞悬液 ，4cc 

保存备用。 

1．2．3 补体 5只成年豚鼠经乙醚麻醉后，暴露股动脉，经 

股动脉取血，分离血清，混合后分装，置 一70~C保存备用。使 

用 时用 SA缓 冲 液 (含 巴比 妥酸 0．4o6~~L，MgCl：·6H：0 

O．1 g，LJ，CaC12"2H2O O．2g／L，氯化钠 8．38g／L，碳酸氢钠 2．5g／L， 

巴比妥钠 O．3g／L)1：10稀释。 

1．2．4 肠球菌、肠杆菌、双歧杆菌 、乳酸杆菌和白色念珠菌选 

择性培养基 EMB、EC、BS、LBS和沙氏培养基均 由本实验室 

配制。 

1_3 实验方法 

1_3．1 动物模型建立 60只小鼠分 2组 ：头孢哌酮(海南斯 

达制药有限公司)加白色念珠菌处理组(简称抗生素组)和对 

照组，抗生素组连续口服抗生素头孢哌酮 7天，25mg／(只· 

天)，第 7天经 口给予白色念珠菌 1次，5O l／只，促进小鼠 

肠道内菌群失调。第 8天每组 1O只小鼠取盲肠内容物做细 

菌、真菌培养计数和脾指数及植物血凝素(PHA)诱导的小鼠 

淋巴细胞转化实验，剩下 2O只用于迟发型变态反应和抗体 

生成细胞数的测定。对照组小鼠用等量生理盐水代替抗生 

素、白色念珠茵和 SRBC进行实验。 

1．3．2 肠道细菌培养计数 小鼠断颈后暴露盲肠 ，取盲肠内 

容物 0．1g，加0．9ml稀释液，在涡旋器上200r／min振荡 10rain， 

均质化的标本为 1O--稀释度，取此稀释度标本 0．1ml加入稀 

释液 0．9ml混匀 ，该稀释度为 1Ot稀释度 ，如此次第稀释到 

1 稀释度。取 EMB、EC、LBS、BS和沙氏培养基分别作肠杆 

菌、肠球菌、乳酸杆菌、双歧杆菌和白色念珠菌培养和计数。 

取 1 、10-s、104 3个稀释度，每次取 1O l标本液滴种于培 

养基上，每个稀释度接种3个滴液，以便计算均值。将 Bs和 

LBS培养基放人厌氧罐中采用 Gaspak厌氧法培养，37％厌 

氧培养 48～72h，将 EMB、EC和沙氏培养基放人 37~C孵箱需 

氧培养，24～48h后观察结果。选择菌落数在 1O～5O个的稀 

释度进行菌落计算 ，结果以 Log的菌落形成单位 ／g(CFU／g) 

表示。菌株的鉴定：根据菌落形态特征、Gram染色、镜下菌体 

形态及生化反应进行鉴别(由检验科人员完成)。 

计算公式 ：cFu，；F每一稀释度平均菌落数 ×稀释倍数 ／ 

滴种体积(m1) 

1．3．3 脾指数测定 小鼠断颈前测其体重，断颈后分离小鼠 

脾脏 ，用电子天平称脾脏重量，脾指数=脾脏重量 ／小鼠体 

重。 

1_3．4 PHA诱导的小鼠淋巴细胞转化实验(nTr法) 小鼠 

断颈后浸入 75％的酒精消毒，无菌条件下取脾 ，用小弯剪在 

300目不锈钢筛网上剪碎脾脏，制成单个细胞悬液 ，PBS液洗 

3次 ，每次 1500r／min 10min离心。将洗过 3次的细胞悬浮于 

2ml的 1640培养液中，用台盼兰染色计数活细胞数 ，活细胞 

应在 95％以上，将细胞数调整为 2×106／ml。每份细胞悬液分 

2：fL211入 12孑L培养板中，2ml／孑L，其中--：fL2H 100 l PHA 

使 PHA终浓度为 5 g／ml，另外一孔不加 PHA刺激作为对 

照。将培养板放入含有 5％CO：的 37~(2培养箱中培养 72h，培 

养结束前 4h，每孑L弃去培养液 1．5ml，加入 1．5ml不含小牛血 

清的 1640培养液 ，同时加入 MTI'(5mg／m1)100 l／孑L，孵箱 

中继续培养 4h。培养结束后弃去培养液，每孔加入二甲基亚 

砜 150 l，吹打混匀 ，使紫色结晶完全溶解 ，分别装到 96孑L 

平底培养板中，每孔分装 3孔作为平行样，在酶标仪上比色。 

转化值 =加 PHA刺激的 OD值 一不加 PHA刺激的 OD 

值。 

1．3．5 检测迟发型变态反应 (Delayed—type hypersensitivity， 

DTH) 实验第 7天用 2％SRBC腹腔注射 ，每只小鼠注射 

0．2ml，4天后 ，用游标卡尺测量左后足跖厚度，然后于测量部 

位皮下注射 20％SRBC进行激发 ，每只小鼠注射 1O l。注射 

后于 48h用游标卡尺测量左后足跖厚度，同一部位检测 3 

遍。 

DTH(mm)=激发后足跖厚度一激发前足跖厚度 

1．3．6 抗体生成细胞数的测定 (定量溶血分光光度测定 

法l 21) 实验第 7天用2％SRBC腹腔注射，每只小鼠注射02ml，4 

天后，取小鼠脾脏制成单个脾细胞悬液，用 SA缓冲液配成 

2×107]ml。在试管中加入脾细胞悬液 lml(对照管用 SA缓冲 

液 lml代替)、0．2％SRBC lml、1：1O补体 lml，充分混匀，置 

37℃水浴中温育 1h，取出用 3000r／min 10min离心 ，吸取上 

清液用分光光度计测 413nm的 OD值。 

1．3．7 小鼠脾脏 TLR2和 TLR4表达水平检测 按 Trizol使 

用说明提取脾组织总 RNA，核酸定量仪定量后取 lug RNA 

逆转录合成 cDNA进行 PCR。小鼠 B—actin上游引物序列为 

5’一ACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATC一3’，下游弓I物 

序列为 5’-TAGCCACGCTCGGTCAGGATCTrCAT一3’，退火 

温度 为 59％ ，产物为 366bp；TLR2上游 引物序列为 5’一 

TcAAAAGTcGATcGGcGAcAT一3’，下 游弓I物 序歹U为 5’一 

TAcccAGcTcGcTcATcAcGT一3’，退火温度为 6O℃，产物为 

340bp；TLR4上 游 弓I物 序歹U为 5’一CAAGAACATAGATCT— 

GAGCTFCAACCC一3’，下游引物序列为 5’一GCTGTCCAATAG 

GGAAGC1-ITI’CTAGAG一3’，退火温度为 62℃。产物为 278bp。 

产物用 1．5％琼脂糖电泳，凝胶成像系统扫描 ，Quantity one 

V4．4软件进行定量分析。 

1．4 统计方法 

所有数据采用 SPSS11．0统计软件分析，各组检测结果 

均以 ±s表示 ，各组比较采用两样本的t检验，P<O．05为差 
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异，有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 肠道茵群培养计数 

小鼠肠道内细菌计数结果如表 1，抗生素组小 

鼠肠道内肠杆菌、肠球菌、双歧杆菌、乳酸杆菌较对 

照组减少，白色念珠菌增加(P<0．01)，表明肠道菌群 

的种类 、数量和比例发生异常变化 ，偏离正常的生 

理组合 ，转变为病理性组合状态 ，出现肠道菌群失 

调。 

2．2 免疫功能指标的检测(表 2) 

抗生素组小鼠的脾指数、PHA诱导的小鼠淋巴 

细胞转化率、迟发型变态反应(DTH)、抗体生成细胞 

数的测定结果均低于对照组(P(0．01)，说明抗生素 

诱导肠道菌群失调后小鼠免疫功能降低。 

2．3 脾脏 TLR2和TLR4基因表达水平 

小 鼠脾脏 -actin、TLR2和 TLR4的 PCR产物 

电泳结果如图 1，以 B—actin为参照，用 Quantity one 

软件进行定量分析各组 rrLR表达水平(见表 3)，结 

果显示抗生素组小鼠脾脏的 TLR2和 TLR4基因表 

达水平均较对照组低(P<0．05)。 

表 1 肠道菌群数量(1ogl~／g) 

抗生素组 

对照组 

t值 

0．0035±0．0o02 

0．0o55±0．0oo8 

2．23 

0．0086±0．0016 

0．0147±0．0o2O- 

2．1r 

0．094±0．013 

0．152±0．021 

2．13 

0．193±0．0O4 

0．215±0．0o7 

2．13 

注： =10，7<0．01 

3 讨 论 

正常情况下 ，肠道菌群与机体保持着和谐 、稳 

定的平衡状态。肠道固有菌群的持续刺激被认为是 

免疫成熟所必需的。当肠道正常菌群的种类、数量 

和比例发生异常变化 ，偏离正常的平衡状态 ，转变 

为病理性组合状态，即为菌群失调。导致肠道菌群 

失调的原因主要有饮食改变、疾病和抗生素的使 

用。临床上最为常见的原因是抗生素的不合理使 

用，特别是广谱抗生素的长时间应用。由于国内外 

并没有抗生素诱导肠道菌群失调动物模型的金标 

准，我们参照 Nove~MC[31等采用的方法建立了肠道 

菌群失调动物模型，选用临床上常用的头孢菌素类 

抗生素处理小鼠，并经口给予白色念珠菌，进一步 

促进其菌群失调 ，参照梁庆红等 所采用的方法判 

断小鼠肠道菌群失调动物模型建立是否成功。实验 

发现经头孢哌酮和白色念珠菌处理的小鼠肠道菌 

群结构发生了改变，表现在肠道内肠杆菌、肠球菌、 

双歧杆菌和乳酸杆菌数量下降，白色念珠菌数量上 

升，同时小鼠出现腹泻、皮毛凌乱无光泽，体重下降 

等表现嘲，说明抗生素导致小鼠肠道菌群失调动物 

模型建立成功。Nove~MC[31等采用类似方法建立了 

肠道菌群失调动物模型，发现停用抗生素后 12天 

小鼠仍处于肠道菌群失调状态 ，说明这种肠道菌群 

失调动物模型比较稳定。 

Oyama N嘲等连续 7天给 3周大小的BALB／c小 

鼠用卡那霉素导致小鼠肠道菌群失调，发现血清中 

总 IgGl和 IgE升高，IgG2水平降低，脾细胞体外经 

抗 CD3抗体刺激后IL-4分泌增加而IFN一 降低， 

提示肠道菌群对免疫系统有明显影响。相关研究表 
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明，肠道菌群失调后 ，小鼠脾脏巨噬细胞前体细胞、 

T淋巴细胞的数量减少，脾脏溶血空斑数减少 ，巨噬 

细胞吞噬率降低 。我们在抗生素诱导小鼠肠道菌 

群失调动物模型的基础上检测了脾指数 、反映细胞 

免疫功能的DTH、PHA诱导的小鼠淋巴细胞转化实 

验和反映体液免疫功能的抗体生成细胞数的测定 ， 

结果表明抗生素组小鼠的脾指数、PHA诱导的小鼠 

淋巴细胞转化率、迟发型变态反应(DTH)、抗体生成 

细胞数的测定结果均低于对照组 ，说明由于缺乏肠 

道正常菌群的刺激和营养作用，影响了外周免疫器 

官的正常功能，机体的免疫功能下降。 

600bp 

500bp 

300bp 

200bp 

注：中间条带是 maker，maker左侧 3个条带为对照 

组，右侧 3个条带为抗生素组，每组从左至右分别是 

B—actin、TLR2和 TLR4的PCR结果。 

图 1 13-actin、TLR2和TLR4的 PCR结果 

表 3 TLR2和 TLR4定量分析结果 

注 ：n=lO， ’<0．Ol 

TLR是一类可激活人体天然免疫 ，在感染早期 

发挥保护性作用的重要膜受体家族，目前在人类发 

现 10种 TLR，在小鼠上发现 11种 TLR，有限的 

TLR家族成员可对相对广泛的病原微生物进行识 

别，并通过胞质的TLR功能区向胞内传递信号，引 

起一系列免疫反应，它们在天然免疫中可发挥重要 

的抗感染免疫功能，并与免疫耐受、特异性抗感染 

免疫以及一些疾病相关。其中TLR2主要识别脂蛋 

白和肽聚糖，这些配体广泛存在于 Gram阳性菌及 

支原体上【81。TLR4主要识别 Gram阴性菌细胞膜上 

的LPS，它是引起对 LPS应答的主要受体[91。我们实 

验发现，肠道菌群失调后，TLR2和 TLR4 mRNA的 

表达水平较对照组降低 ，分析原因可能是抗生素使 

用后，肠道菌群数量明显减少，机体免疫系统受到 

的菌群刺激减少 ，免疫压力减小；同时抗生素诱导 

肠道菌群失调，使脾脏缺乏肠道正常营养作用。由 

于 TLR基因表达水平下降，有可能影响其下游的适 

应性免疫功能。但是抗生素诱导肠道菌群失调后是 

否对其他 TLR产生影响以及 TLR表达的改变如何 

影响适应性免疫有待于进一步研究。 

综上所述 ，我们采用抗生素诱导肠道菌群失 

调，小鼠出现免疫应答能力降低，TLR2和4基因表 

达水平下降，为抗生素使用导致肠道菌群失调对机 

体免疫功能影响提供了实验依据，提示在临床工作 

中要高度重视抗生素的合理使用，减少大剂量、广 

谱抗生素的长时间使用 ，重视微生态平衡 ，避免和 

减少肠道菌群失调对机体产生的不良影响。 

(作者现单工作单位：川北医学院附属医院儿科，四川 

637000) 
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