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!基础研究!

寒凝血瘀状态对子宫内膜异位症小鼠

肠道菌群结构的影响

倪?鑫$毕艳丽$孙$帅$俞超芹

摘要$目的$观察寒凝血瘀状态对子宫内膜异位症
&89LMJ:

小鼠肠道菌群结构和腹腔内脂多糖

"

MNO

#含量的影响$ 方法$采用随机数字表法将小鼠随机分为空白对照组"空白组#%寒凝血瘀模型组"寒

瘀组#%内异症模型组"内异症组#%寒凝血瘀型内异症复合模型组"复合模型组#%每组
8

只并分别进行造模$

采用
#:O

核糖体基因测序法对小鼠粪便样本进行分析$ 小鼠
MNO

酶联免疫试剂盒检测小鼠腹腔灌洗液中

MNO

浓度$ 结果$与内异症组比较%复合模型组小鼠肠道菌群中放线菌门等
;

种菌门及乳杆菌属等
!

种菌

属丰度显著增加"

N P"

!

"#

%

N P"

!

"8

#&而拟杆菌门及拟杆菌目
O!;

#

9

组等
;

种菌属丰度显著降低"

N P

"

!

"#

%

N P"

!

"8

#$ 复合模型组小鼠腹腔灌洗液中
MNO

浓度显著高于空白组与寒瘀组"

N P"

!

"8

#%亦高于内

异症组%但差异无统计学意义"

N Q"

!

"8

#$ 结论$寒凝血瘀状态能够改变正常小鼠和内异症小鼠肠道菌群

结构%并影响小鼠腹腔内
MNO

浓度$

关键词$寒凝血瘀& 子宫内膜异位症& 动物模型& 肠道菌群& 脂多糖
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$$子宫内膜异位症$简称内异症&是一种女性常见

疾病"是由于子宫内膜基质细胞与腺体在子宫被覆黏

膜及子宫肌层以外部位种植生长导致'

#

"

!

(

) 寒凝血瘀

是内异症患者的常见证型"主要与饮冷受凉"体阳受

损"从而导致气血运行失调有关"与痛经*月经紊乱*局

部囊肿*不孕等症状的出现密切相关'

%

"

;

(

) 肠道菌群

寄生于人体肠道内"对人体代谢*免疫*神经等功能有

着重要影响"与多种疾病的发生发展密切相关'

8

(

) 本

实验引入寒凝血瘀型子宫内膜异位症小鼠模型"观察

寒凝血瘀状态对内异症小鼠肠道菌群结构以及腹腔内

脂多糖$

4CY/Y/4FTB--DB2CS1

"

MNO

&浓度影响"以期为

子宫内膜异位症的研究提供新思路)

材料与方法

#

$动物及分组$

!8

只
:

周龄健康雌性
&89LMJ:

小鼠"购于北京维通利华实验动物技术有限公司"实验

动物生产许可证号#

O&?b

$京&

!"#:

"

""":

) 采用随

机数字表法分为空白对照组$简称空白组&"寒凝血瘀

模型组$简称寒瘀组&"内异症模型组$简称内异症

组&"寒凝血瘀型内异症复合模型组$简称复合模型

组&"每组
8

只"供体鼠
8

只) 于海军军医大学附属长

海医院动物中心
ON>

条件下饲养"

#! D

光照"

#! D

黑

暗"每周更换
#

次敷料"

!; D

自由食用无菌营养颗粒

饲料与无菌水) 所有实验操作均严格遵照海军军医大

学附属长海医院实验动物中心指南执行"遵守动物保

护*动物福利和伦理原则及相关规定)

!

$药物$苯甲酸
!

"雌二醇由美国
OCZAB

#

]4S2C-D

公司提供"实验用芝麻油由美国
]-2/T /2

#

ZBUC-T

公司提供)

%

$试剂与仪器$氯化钠注射液"中国大冢制药有

限公司产品%

98c

医用消毒酒精"杭州欧拓普生物技

术有限公司产品%小鼠
MNO

酶联免疫试剂盒"美国

&XO]L(,

公司产品%

I6]

提取试剂盒"美国
,A1ZB

LC/

#

)1`

公司产品%

I6]

凝胶提取试剂盒"美国
]WF

#

Z1U LC/T-C1U-1T

公司产品%

!c

琼脂糖凝胶"西班牙

LC/_1T.

公司产品%

>BT.NRG

聚合酶"中国
)2BUTV1U

公司产品%

I6]

提取试剂盒"美国
+N

公司产品) 移

液器$型号#

@YY1US/2R 6#%;:!&

&*小型离心机$型

号#

@YY1US/2R 8;%" ^

&和高速台式冷冻离心机$型

号#

@YY1US/2R 8;!;^

&均"德国
@YY1US/2R

公司产

品%超微量分光光度计$型号#

6BU/I2/Y!"""

&"美国

)D12A/ >CTD12 O-C1U.CRC-

公司产品%电泳仪$型号#

I==

#

:&

&"中国北京市六一仪器厂产品%

N&^

仪$型

号#

]L( V1U1]AY $9""

型&"美国
]L(

公司产品%

I6]

定量检测仪 $型号#

dGBU.C>4G/2

#

O)

&"美国
N2/

#

A1ZB

公司产品%

+(O@d

测序仪 $型号#

(44GACUB

+CT1E

&和
[(O@d

测序仪$型号#

(44GACUB DCT1E

&均为

美国
(44GACUB

公司产品% 酶标仪 $型号#

LC/)1`

@MW7""

&"美国
LC/.1`

公司产品%微型荧光计$型号#

+!!"

&"为中国
V1U1 &/AYBUF MCAC.1S

公司产品%

旋涡混合器$型号#

dM

#

$"#

&"由中国海门其林贝尔仪

器制造有限公司产品%粉碎研磨仪$型号#

)M

#

;7^

&"中

国上海万柏生物科技有限公司产品%剪刀*镊子*

#

!

8 AM @N

管"均由上海长海医院动物中心提供)

;

$方法

;

!

#

$内异症小鼠模型构建$参照参考文献'

:

("

将小鼠于动物中心适应
!

周) 第
#

*

;

*

9

天皮下注射

"

!

! AM

雌激素溶液"第
7

天行子宫内膜碎片移植) 将

供体鼠脱颈处死后"

98c

酒精浸泡
% ACU

"解剖获得子

宫) 沿子宫纵轴剖开并剪碎为
# AA

%

# AA

%

# AA

大小碎片后"用
!" AM

注射器吸取内膜碎片"按供体鼠

与受体鼠以
#

&

!

的比例进行腹腔注射移植) 移植后当

天及造模的第
##

*

#;

天皮下注射
"

!

! AM

雌激素溶液)

小鼠自然生长
%

周后进行解剖与标本收集"腹腔内可见

明显内异病灶"提示造模成功$图
#

&) 内膜移植过程尽

可能在无菌条件下进行) 实验过程中无小鼠死亡)

图
#

$内异症小鼠腹腔内病灶

;

!

!

$寒凝血瘀小鼠模型以及复合模型构建$小

鼠于动物中心适应
#

周"每天下午固定时间将小鼠行

冷水浴"水温
" e;

'"持续时间
: ACU

"连续
#

周"可

见小鼠耳廓血流减缓"爪甲颜色转为青紫"提示寒凝血

瘀模型小鼠构建成功'

9

(

) 复合模型小鼠在寒凝血瘀

模型基础上行内异症造模构建)

;

!

%

$小鼠腹腔灌洗液获取$小鼠自然生长
%

周

后"予脱颈处死"

98c

酒精浸泡
% ACU

) 取出后用
8 AM

注射器吸取无菌生理盐水
! AM

行腹腔注射) 轻柔小

鼠腹部
# ACU

"用剪镊剥除小鼠腹部局部皮毛"露出腹

壁后剪开一小口"用注射器吸取腹腔灌洗液
#

!

8 AMJ

只"

于
;

'条件下"

# %"" 2JACU

"离心
: ACU

) 去沉淀留取

上清"置于"

7"

'保存) 根据
MNO

酶联免疫试剂盒说
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明书对小鼠腹腔灌洗液上清行
MNO

浓度检测)

;

!

;

$粪便样本获取与测序$在获取腹腔灌洗液

后"用剪刀剪取小鼠盲肠段"用镊子将盲肠中粪便捋出

置于
#

!

8 AM @N

管中) 每只小鼠获取
% e;

粒粪便"

置于"

7"

'保存) 根据
I6]

提取试剂盒说明书进

行样本总
I6]

抽提"利用
6BU/I2/Y!"""

对抽提的

I6]

浓度和纯度进行检测%用
%%7>

$

8

(#

]&)&

#

&)]&VVV]VV&]V&]V

#

%

(&和
7":^

$

8

(#

VV]&

#

)]&[3VVV)*)&)]])

#

%

(& 引物对细菌
#:T^6]

的
3% e 3;

可变区进行
N&^

扩增) 使用
!c

琼脂糖

凝胶回收
N&^

产物"利用
I6]

凝胶提取试剂盒进行

纯化"

!c

琼脂糖电泳检测) 利用
I6]

定量检测仪进

行定量检测) 根据
(44GACUB +CO1E

平台标准操作规

程将纯化后的扩增片段构建
N@ !

%

%""

文库"并利用

+CO1E

平台进行测序) 原始测序序列使用
)2CA

#

A/AB.C-

软件质控"使用
>M]O[

软件进行拼接) 使

用
XT1B2-D

软件 $

\12TC/U 9

!

" D..Y

#

JJS2C\185-/AJ

GYB2T1J

&"根据
$9c

的相似度对序列进行
,)X

聚类"

并在聚类的过程中去除单序列和嵌合体) 利用
^IN

-4BTTCRC12

$

D..Y

#

JJ2SY5-A15ATG51SGJ

& 对聚类后的

代表序列进行物种分类注释"比对
OC4\B

数据库

$

OOX#!7J#:T 0B-.12CB

&"设置比对阈值为
9"c

) 利

用
^

语言工具作图绘制群落
LB2

图"从而得知不同分

组在门和属水平上的群落结构组成情况)

;

!

8

$统计学方法$应用
ONOO !#

!

"

统计软件

进行分析"采用
`2GT`B4

#

*B44CT

秩和检验对
;

组之间

肠道菌群丰度差异进行比较后"进一步采用
*C4-/W/U

秩和检验进行两组之间肠道菌群丰度差异比较%两组

间腹腔灌洗液
MNO

浓度差异比较采用
.

检验)

N P

"

!

"8

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组肠道菌群门水平比较$图
!

*

%

&$

;

组小

鼠肠道菌群门水平进行比较" 厚壁菌门*拟杆菌门*变

形菌门*放线菌门*螺旋体菌门*柔膜菌门*脱铁杆菌门

和未分类菌门差异有统计学意义$

N P"

!

"8

&%与空白

组比较"寒瘀组小鼠肠道菌群中的厚壁菌门*放线菌

门*螺旋体菌门*柔膜菌门*脱铁杆菌门和未分类菌门

丰度显著增加"而拟杆菌门和变形菌门丰度显著降低"

差异均有统计学意义$

N P"

!

"#

"

N P"

!

"8

&) 与内异

症组比较"复合模型组小鼠肠道菌群中的放线菌门*螺

旋体菌门*脱铁杆菌门及未分类菌门丰度显著增加"而

拟杆菌门丰度显著降低 $

N P"

!

"#

"

N P"

!

"8

&)

!

$各组肠道菌群属水平比较$图
;

*

8

&$取小鼠

图
!

$空白组与寒瘀组小鼠肠道菌群门水平丰度比较

图
%

$内异症组与复合模型组小鼠肠道菌群门水平丰度比较

图
;

$空白组与寒瘀组小鼠肠道菌群属水平丰度比较

图
8

$内异症组与复合模型组小鼠肠道菌群属水平丰度比较
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肠道菌群丰度前
#8

属水平进行比较"

;

组间拟杆菌目

O!;

#

9

组*乳杆菌属*别样棒菌属*毛螺菌科
6b;#%:

组*拟杆菌属*毛螺旋菌属*肠杆菌属和普雷沃氏菌科

6b%L%#

组 差异有统计学意义$

N P"

!

"8

&%取丰度前

#8

的菌属两两比较分析发现"与空白组比较"寒瘀组

小鼠肠道菌群中的乳杆菌属*肠杆菌属和假丝酵母菌

属丰度显著增加"而拟杆菌目
O!;

#

9

组*毛螺菌科

6b;]#%:

组*拟杆菌属*普雷沃氏菌科
6b%L%#

组*

瘤胃梭菌属
f$

和布劳特菌属丰度显著降低"差异有统

计学意义$

N P"

!

"8

&) 与内异症组比较"复合模型组

小鼠肠道菌群中乳杆菌属*肠杆菌属丰度显著增加"而

拟杆菌目
O!;

#

9

组*别样棒菌属*副萨特氏菌属和理

研菌属丰度显著降低"差异有统计学意义$

N P"

!

"#

"

N P"

!

"8

&)

%

$各组腹腔灌洗液
MNO

浓度比较$表
#

&$与空

白组比较"寒瘀组小鼠腹腔灌洗液中
MNO

浓度未见明

显改变"差异无统计学意义$

N Q"

!

"8

&"而内异症组及

复合模型组显著升高$

N P"

!

"8

&) 与寒凝组比较"复合

模型组小鼠腹腔灌洗液中
MNO

浓度显著升高$

N P

"

!

"8

&) 与内异症组比较"复合模型组小鼠腹腔灌洗液

中
MNO

浓度虽升高"但差异无统计学意义$

N Q"

!

"8

&)

表
#

$各组小鼠腹腔灌洗液
MNO

浓度比较$$

UZJAM

"

W

)

T

&

组别
U MNO

空白
8 "

*

98

)

"

*

"7

寒瘀
8 "

*

98

)

"

*

":

内异症
8

"

*

$%

)

"

*

#8

!

复合模型
8

#

*

":

)

"

*

#:

!"

$$注#与空白组比较"

g

N P"

!

"8

%与寒瘀组比较"

"

N P"

!

"8

讨$$论

现代社会生活方式改变"使得人们能够接触到大

量反季节性环境与食物"如办公室空调常年运转*经期

不注意饮食*过食寒凉冷饮"积年累月会导致女性出现

寒凝血瘀的状态"严重的会影响女性正常生理"导致月

经紊乱及一系列妇科症状"如痛经*月经不调等) 本实

验利用寒凝血瘀型内异症雌性小鼠模型观察到肠道菌

群结构改变"腹腔内
MNO

浓度增加)

目前"内异症的发病原因尚不清楚"可能与经血逆

流*遗传*免疫以及手术等因素相关'

7

(

) 基于肠道菌群

与机体免疫功能之间的密切关系"有研究者认为肠道菌

群可能对子宫内膜异位症的发生发展起了推动作用"但

是肠道菌群失调与子宫内膜异位症发生发展之间的因

果关系仍旧存在疑问'

$

(

) 有学者通过动物实验研究发

现"内异症动物模型造模前后的肠道菌群结构出现了改

变"而这种改变随着实验时间的延长而更加显著'

:

(

)

MNO

是绝大多数革兰氏阴性菌外膜的必需组成

部分"而这些革兰氏阴性菌每一次进行分裂"就会合成

和运输数百万的
MNO

分子'

#"

(

) 当细菌死亡溶解或者

人为破坏后"大量
MNO

会被释放出来"与人体内各种

细胞相互作用"引起机体一系列反应"如持续低度炎

症'

##

(

) 肠道菌群结构失调会影响肠道内环境"导致肠

壁免疫功能失调*通透性改变'

#!

(

"进而可能使得肠道

内
MNO

渗透到腹腔内"引起腹腔内环境的改变) 有研

究认为内异症是一种炎性疾病"其发生发展与人体盆

腔内环境紊乱密不可分'

#%

(

)

MNO

是一种典型促炎因

子"能够诱发机体产生多种炎症反应因子"从而导致盆

腔炎性环境的出现与维持'

#;

(

)

综上所述"本实验通过观察寒凝血瘀型内异症小

鼠模型和内异症小鼠的肠道菌群结构"发现失调的肠

道菌群进一步影响了小鼠腹腔内环境"使得腹腔内

MNO

浓度增加)

小鼠肠道菌群组成复杂"主要集中于厚壁菌门和

拟杆菌门"而放线菌门*梭杆菌门和疣微菌门等丰度明

显较低'

#8

(

) 目前有动物研究显示"厚壁菌门水平显著

升高及厚壁菌门与拟杆菌门比值显著降低与肥胖疾病

发生密切相关'

#:

(

"这与另一项人群研究结果相一

致'

#9

(

"提示厚壁菌门与能量代谢密切相关) 在本研究

中"笔者发现寒凝血瘀状态下小鼠肠道菌群中厚壁菌

门与拟杆菌门比值也存在升高的现象"但这种比值的

升高是基于厚壁菌门水平显著升高和拟杆菌门水平显

著降低实现) 寒凝血瘀状态小鼠代谢能力降低"体内

供能存在不足"而丰度显著升高的厚壁菌门是一种产

能菌门"能够有效促进小鼠吸收热量和增加体重'

#7

(

)

拟杆菌门与碳水化合物代谢基因密切相关'

#$

(

"而本研

究发现寒凝血瘀状态小鼠肠道内拟杆菌门显著降低"

这可能导致食物消化吸收受阻"供能不足"从而导致小

鼠寒凝血瘀症状的出现)

在本研究丰度最高的
!

种菌属中"寒瘀组和复合

模型组的拟杆菌目
O!;

#

9

组丰度显著低于各自对照

组"而乳杆菌属丰度显著高于各自对照组) 拟杆菌目

O!;

#

9

组属于拟杆菌门"是革兰氏阴性菌的一种) 笔

者推测"内异症小鼠肠道菌群种拟杆菌目
O!;

#

9

组在

寒凝血瘀状态下大量死亡"导致菌体外膜在肠道内溶

解"释放出大量的
MNO

) 复合模型小鼠腹腔内存在内

异病灶"加上肠道内菌群失调"使得肠壁通透性改变导

致
MNO

进入腹腔) 复合模型小鼠肠道内显著升高的

乳杆菌属属于厚壁菌门"是革兰氏阳性菌的一种"能够

在厌氧条件下产能"为寒凝血瘀状态小鼠提供热量维
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!

#"

持正常生命活动)

综上所述"本研究发现寒凝血瘀型内异症小鼠肠

道菌群存在失调"门水平以厚壁菌门显著升高"拟杆菌

门显著较低为特征%属水平以乳杆菌属$厚壁菌门&显

著升高而拟杆菌目
O!;

#

9

组$拟杆菌门&显著降低为

特征) 本研究也发现"寒凝血瘀型内异症小鼠肠道菌

群能够随着宿主状态的改变而发生纠偏调整"增加厚

壁菌门及乳杆菌属数量为宿主提供更多能量以对抗外

界影响) 此外"失调的肠道菌群与内异症导致的炎性

腹腔环境可能共同影响着寒凝血瘀型内异症小鼠肠壁

通透性"使得肠道内
MNO

进入小鼠腹腔"进一步促进

内异症的发展)

利益冲突! 无)
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