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摘要 ： 目的　比较联合抗生素经灌胃与自由饮水两种给药复制大鼠伪无菌模型的效果，为优化伪无菌

模型复制方法提供参考。方法　将 SD 大鼠随机分为正常组、抗生素灌胃组和抗生素饮水组，每组 5 只。抗生

素灌胃组采用含 200 mg/mL 氨苄西林、200 mg/mL 甲硝唑、200 mg/mL 新霉素和 100 mg/mL 万古霉素的混悬

液，按 1 mL/kg 体积每日灌胃；抗生素饮水组在灭菌饮用水中加入 0.5 g/L 氨苄西林、0.5 g/L 甲硝唑、0.5 g/L 新

霉素和0.25 g/L万古霉素，大鼠自由饮水，干预14 d。干预后第5、10、14天，无菌取大鼠粪便进行菌群培养；14 d

后取大鼠粪便进行 16S 核糖体 rDNA（16S rDNA）测序；分离肝脏、脾脏、肾脏、胸腺称重，取各组大鼠结肠组织

进行苏木精-伊红（HE）染色及免疫组织化学染色。结果　与正常组比较，在有氧和厌氧培养条件下，第5天起

抗生素灌胃组和抗生素饮水组粪便菌落显著减少，伪无菌大鼠模型复制成功并稳定维持到第14天。与正常组

比较，抗生素饮水组第2～6天体重均下降（P <0.05），第7～14天体重差异均无统计学意义（P >0.05）；抗生素灌

胃组第6天体重高于正常组（P <0.05）。正常组、抗生素灌胃组和抗生素饮水组大鼠肝脏、肾脏、脾脏和胸腺系

数的比较，差异均无统计学意义（P >0.05）。各组大鼠结肠免疫组织化学结果显示，与正常组比较，抗生素灌胃

组与抗生素饮水组中紧密连接蛋白闭锁小带蛋白-1（ZO-1）、闭合蛋白（Occludin）在肠上皮和腺上皮细胞细胞

质及细胞膜呈阳性表达，棕黄色染色较多。基于16S rDNA测序的α多样性分析显示：与正常组比较，抗生素灌

胃组和抗生素饮水组的 ACE、Sobs 及 Shannon 指数均降低（P <0.05），Simpson 指数均升高（P <0.05）；抗生素饮

水组的 Simpson 指数较抗生素灌胃组升高（P <0.05）。基于 Bray-Curtis 距离的 β 多样性分析显示：正常组样本

与抗生素灌胃组、抗生素饮水组样本明显分离（ANOSIM相似性分析：r =0.816，P =0.001）。抗生素灌胃组和抗

生素饮水组变形菌门丰度均高于正常组（均 P <0.05），抗生素灌胃组与抗生素饮水组比较，差异无统计学意义

（P >0.05）；正常组厚壁菌门、拟杆菌门及放线菌门丰度高于抗生素灌胃组和抗生素饮水组（均P <0.05）。抗生

素饮水组摩根菌属丰度高于抗生素灌胃组和正常组（均P <0.05）；抗生素灌胃组埃希-志贺菌属丰度高于抗生

素饮水组和正常组（P < 0.05）；正常组乳酸杆菌属、拟杆菌属及 norank_f__Muribaculaceae 属丰度高于抗生素灌

胃组和抗生素饮水组（均 P <0.05）。基于 KEGG 的菌群功能预测分析结果显示：在碳水化合物代谢、氨基酸代

谢、能量代谢、萜类化合物和聚酮类化合物代谢、辅助因子和维生素代谢等多个途径上，3组预测丰度的总体比

较，差异均有统计学意义（P <0.05）。结论　联合抗生素经灌胃和自由饮水给药均可在 14 d 内有效复制 SD 大

鼠伪无菌模型，但抗生素灌胃组与抗生素饮水组均出现条件致病菌异常繁殖现象，这提示抗生素干预可能通过

筛选压力改变菌群结构，使原本处于低丰度的潜在致病菌获得生长优势。这为研究者根据实验目标菌群选择

适宜的抗生素给药策略复制伪无菌模型提供了参考。
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Abstract:  Objective To compare the effects of combined antibiotics administered via gavage and free 

drinking water to establish a pseudo germ-free (PGF) model in SD rats, and to provide a reference for the 

optimisation of the construction method of the PGF model.  Methods SD rats were randomly divided into 3 groups 

of 5 rats each: normal group (Group N), antibiotic gavage group (Group I) and antibiotic drinking water group 

(Group D). Group I was treated with a suspension containing 200 mg/mL ampicillin, 200 mg/mL metronidazole, 200 

mg/mL neomycin, and 100 mg/mL vancomycin by daily gavage at a rate of 1 mL/kg volume; In group D, 0.5 g/L 

ampicillin, 0.5 g/L metronidazole, 0.5 g/L neomycin and 0.25 g/L vancomycin were added to sterilised drinking 

water and rats were given free access to water for 14 d of the intervention. On the 5th, 10th and 14th days after the 

intervention, feces of the rats were aseptically taken for bacterial colony culture; after 14 days, rat faeces were taken 

for 16S ribosomal rDNA (16S rDNA) sequencing; liver, spleen, kidney and thymus were isolated and weighed, and 

colon tissue was taken for HE and immunohistochemical staining.  Results Compared with group N, under aerobic 

and anaerobic culture conditions, the fecal colonies in groups I and D significantly decreased from day 5. The PGF 

rat model was established and stably maintained until day 14. However, compared with group N, the body weight of 

group D significantly decreased from day 2 to day 6 (both P < 0.05), and the difference in weight from day 7 to 14 

was not statistically significant (P > 0.05); the weight of the group I was higher than that of the group N on day 6 

(P < 0.05). Comparison of liver, kidney, spleen and thymus coefficients of rats in group N, group I and group D 

showed no statistically significant difference (P > 0.05). Alpha diversity analysis based on 16S rDNA sequencing 

showed that ACE, Sobs and Shannon indices were decreased (P < 0.05) and Simpson indices were increased (P < 

0.05) in the group I and group D compared with the group N; Simpson indices in the group D were increased (P < 

0.05) compared with that in the group I. Beta diversity analysis based on Bray-Curtis distance showed that the 

samples from the normal group were significantly separated from the samples from the group I and group D 

(ANOSIM similarity analysis: r = 0.816, P = 0.001); Samples from the group I and group D were clustered closer 

together, indicating a higher degree of similarity in bacterial flora composition between the two groups. The 

abundance of Proteobacteria was higher in the group I and group D than in the group N (both P < 0.05), and the 

difference between the group I and group D was not statistically significant (P > 0.05); the abundance of Firmicutes, 

Bacteroidetes and Actinomycetes was higher in the normal group than in the group I and group D (all P < 0.05). The 

abundance of Morganella spp. was higher in the group D than in the group I and the group N (both P < 0.05); the 

abundance of Escherichia-Shigella spp. was higher in the group I than in the group D and the group N (both P < 

0.05); the abundance of Lactobacillus spp., Bacteroides spp. and norank_f__Muribaculaceae spp. in the group N was 

higher than in the group I and group D (both P < 0.05). KEGG-based functional prediction analyses of the bacterial 

colonies showed statistically significant differences (P < 0.05) in the overall comparison of predicted abundance 

among the three groups in a number of pathways, including carbohydrate metabolism, amino acid metabolism, 

energy metabolism, terpene and polyketide metabolism, cofactors, and vitamin metabolism.  Conclusion Combined 

antibiotics administered by gavage and free drinking water were effective in replicating the PGF rat in SD rats within 

14 d. However, abnormal multiplication of conditionally pathogenic bacteria occurred in both the group I and the 

group D, which suggests that antibiotic interventions may change the colony structure through screening pressure, so 

that potentially pathogenic bacteria, which would otherwise be at a low abundance, may gain a growth advantage. 

This provides a reference for researchers to replicate the PGF rat model by selecting appropriate antibiotic 

administration strategies according to the experimental target flora.

Keywords:  16S rDNA sequencing; pseudo germ-free rats; intestinal barrier; ZO-1; Occludin; antibiotic 

combination

肠道菌群作为宿主重要的“代谢器官”，在营养

吸 收 、免 疫 调 节 和 疾 病 防 御 等 方 面 发 挥 关 键 作

用[1-2]。肠道菌群失调与多种疾病的发生、发展密切

相关，如炎症性肠道疾病、血管内皮损伤、神经认知
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恢复，以及肥胖和糖尿病等代谢性疾病[3-6]。因此，

深入研究肠道菌群与宿主健康的互作机制具有重

要的科学意义和临床价值。

伪无菌动物模型，特别是伪无菌大鼠模型，是

研究肠道菌群在生理和病理过程中作用的理想工

具[7-9]。相较于无菌模型，伪无菌模型有类似于无菌

动物的特性[10-11]，且更接近真实的动物生理功能 。

伪无菌动物模型在维持肠道黏膜结构完整性和免

疫功能方面优于完全无菌模型，因此近年来，伪无

菌模型而不是无菌模型被频繁用于研究肠道菌群

与外源代谢之间的关系[12-13]。这其中，伪无菌大鼠

肠道屏障功能也得到越来越多的关注。然而，目前

仍缺乏对伪无菌模型与正常肠道状态在肠道微生

态结构、肠道屏障功能及系统代谢特征方面的系统

比较研究。目前，氨苄西林钠、硫酸新霉素、甲硝唑

和盐酸万古霉素是复制伪无菌模型常用的抗生素

组合，但伪无菌模型复制方法和时间缺乏统一性和

标准化[14-15]。此外，长期使用广谱抗生素可能导致

菌群失调、耐药性产生，以及对宿主生理功能的非

特异性影响[16]。因此，短期、稳定且可靠的伪无菌大

鼠模型有助于更准确地揭示特定菌群或菌群结构

变化对宿主的影响，为开发基于菌群的疾病干预策

略奠定基础。

本研究通过联合抗生素灌胃与饮水两种方法

复制伪无菌大鼠模型，探究不同方法复制的伪无菌

模型大鼠的生物学特性、肠道屏障及代谢功能，拟

建立一种规范稳定、高效且无病理损伤的伪无菌大

鼠模型复制方法，为肠道菌群相关研究提供可行的

模型复制策略。

1  材料与方法 

1.1　材料　

1.1.1 　 实验动物 　采用 6～8 周龄 SD 大鼠 15 只，均

为 SPF 级雄性健康大鼠，体重 150～180 g，购于湖南

斯莱克景达实验动物有限公司（实验动物生产许可

证号：SCXK 湘 2021-0002，实验动物使用许可证号：

SYXK 湘 2019-0009）。大鼠饲养条件：12/12 h 光/暗

循环，温度（23±2）℃，相对湿度 55%，动物自由摄食

饮水，适应性喂养 7 d。本动物实验方案经湖南中医

药 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ，实 验 动 物 伦 理 批 准

号：HNUCM21-2311-11。

1.1.2 　 主要试剂和仪器 　5% 无菌脱纤维马血（南

京 森 贝 伽 生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号 ：SBJ-ST-

HO005），营养肉汤培养基粉（货号：HB0108）、营养

琼脂粉（货号：HB0129）、EG 培养基（货号：HB8594）

（青 岛 海 博 生 物 技 术 有 限 公 司），甲 硝 唑（货 号 ：

O16IS228855）、氨苄西林（货号：JS274127）、新霉素

（货号：KS361817）和万古霉素（货号：JY247625）（上

海源叶生物科技有限公司），微生物 350 mL 厌氧培

养袋和厌氧产气袋购于日本三菱集团，PBS 液（北京

索莱宝科技有限公司，批号：240008004），戊巴比妥

钠（德国 Merck KgaA 公司，批号：2209116），苏木精-

伊红（hematoxylin and eosin, HE）染色液（武汉赛维尔

生物科技有限公司，货号：G1005），兔多克隆抗体闭

锁小带蛋白-1 （zonula occludens-1  , ZO-1）（武汉赛维

尔生物科技有限公司，货号：GB11195），兔多克隆抗

体闭合蛋白（Occludin）（武汉三鹰生物技术有限公

司，货号：27260-1）。脱水机（型号：JJ-12J）、包埋机

（型号：JB-P5）（武汉俊杰电子有限公司），病理切片

机（上海徕卡仪器有限公司，型号：RM2016）。

1.1.3 　 联合抗生素配置方案 　参考文献[17-19]，确

定抗生素灌胃组灌胃[20-22]和抗生素饮水组饮水[15，23]

方法和剂量。抗生素灌胃组：200 mg/mL 氨苄西林、

200 mg/mL 甲 硝 唑 、200 mg/mL 新 霉 素 和 100 mg/mL

万古霉素的混悬液，按 1 mL/kg 体积灌胃。抗生素饮

水组：在灭菌饮用水中加入 0.5 g/L 氨苄西林、0.5 g/L

甲硝唑、0.5 g/L 新霉素和 0.25 g/L 万古霉素配成混悬

液，大鼠自由饮水。

1.2　实验方法　

1.2.1 　 分组及模型复制 　将 SD 大鼠随机分为正常

组、抗生素灌胃组、抗生素饮水组，各 5 只。抗生素

饮水组饮水仅限于抗生素水，每 2 天更换新鲜抗生

素饮水，自由摄取食物；抗生素灌胃组每天给予联

合抗生素灌胃，正常饮水和饲料喂养；正常组以生

理盐水灌胃，正常饮水和饲料喂养。共喂养 14 d。

1.2.2 　 培养基制备 　EG 培养基：根据说明书配成，

灭菌冷却后加 5% 无菌脱纤维马血备用；营养肉汤

培养基：根据说明书配成，灭菌冷却后备用。

1.2.3 　 观察大鼠日常行为 　观察大鼠的进食、饮水、

毛发光泽、精神状态和粪便等日常情况，持续 14 d。

1.2.4 　 大鼠体重和脏器系数检测 　持续 14 d 记录

大鼠的体重。大鼠安乐死后，分离脾脏、肾脏、肝脏
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和胸腺，记录克重并计算脏器系数。脏器系数=脏

器质量/（体重/100）×100%。

1.2.5 　 大鼠粪便菌群培养 　无 菌 收 集 大 鼠 粪 便 。

取 1 g 样 本 于 9 mL 含 有 2 粒 6 mm 无 菌 玻 璃 珠 的

PBS 中，充分振荡使样本均质化，随后按 1×10-1 对

样本进行梯度稀释。吸取 100 μL 涂布于培养皿，

静置 30 min。厌氧培养时将厌氧产气袋与培养皿密

封于厌氧袋[23]，有氧培养直接倒置入培养箱，均于

37 ℃培养 24～48 h 后拍照记录菌落数。

1.2.6 　 HE染色观察结肠组织 　采用戊巴比妥钠处

死大鼠 ，取结肠组织放入多聚甲醛固定 ，经脱水、

透 明 、浸 蜡 及 石 蜡 包 埋 ，切 成 4 μm 切 片 。 将 切 片

依次置于二甲苯Ⅰ中浸泡 20 min、二甲苯Ⅱ中浸泡

20 min、无水乙醇Ⅰ中浸泡 5 min、无水乙醇Ⅱ中浸

泡 5 min、75% 乙醇中浸泡 5 min 进行梯度脱水，随

后用流水冲洗。加入苏木精染液中染色 3～5 min，

水洗，分化液分化，水洗，返蓝液返蓝，冲洗；切片依

次置于 85%、95% 梯度乙醇脱水各 5 min，加入伊红

染 液 中 染 色 5 min。 将 已 完 成 染 色 的 切 片 依 次 置

于 无 水 乙 醇 Ⅰ 、无 水 乙 醇 Ⅱ 、无 水 乙 醇 Ⅲ 中 各 浸

泡 5 min 进行彻底脱水；随后，将切片移入二甲苯Ⅰ
和二甲苯Ⅱ中各透明 5 min，中性树胶封片。最后，

使用光学显微镜对切片进行观察和图像采集分析。

1.2.7 　 免疫组织化学染色检测结肠组织紧密连接蛋

白 ZO-1、Occludin 的表达 　组织切片脱蜡水化后浸

于枸橼酸钠溶液，微波炉高温抗原修复至表面有气

泡 ，自 然 冷 却 至 室 温 。 经 3% H2O2 内 源 性 封 闭 、

5%BSA 外源性封闭后，滴加稀释抗体（ZO-1 1∶100，

Occludin 1∶100）4 ℃过夜，二抗孵育 1 h，暗室显微镜

观 察 显 色 ，染 核 脱 水 透 明 封 片 后 观 察 表 达 。 采 用

Image J 软件对其进行分析。

1.2.8 　 16S 核糖体 rDNA（16S Ribosomal DNA, 16S 

rDNA）测序 　提取大鼠粪便样本微生物总 DNA，用

肠 道 菌 群 V3-V4 区 引 物 338F （5'- 

ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3'） 和 806R （5'- 

GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'）进 行 PCR 扩 增 。

产物纯化合格后上机测序，数据过滤后构建扩增子

序列变体（amplicon sequence variant, ASV），进行物种

分类注释、丰富度、多样性及差异分析，使用预测工

具 Tax4Fun（R-3.3.1 版）进行功能预测。本次测序由

上海美吉生物医药科技有限公司完成，生物信息学

分析用美吉生物云平台（https://cloud.majorbio.com/）。

1.3　统计学方法　

数据分析采用 SPSS 27.0、Origin 2022 及 R 语言

统计软件。计量资料以均数±标准差（x±s）表示，

比较采用单因素方差分析或重复测量设计的方差

分析或 H 检验，两两比较用 LSD-t 检验、Dunn's test

或 χ2 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2  结果 

2.1　3组大鼠日常行为　

空白组大鼠精神状态良好，饮食饮水正常，较

活跃，粪便成形；抗生素灌胃组和抗生素饮水组大

鼠精神差，毛发粗糙、光泽度降低，实验前 5 d 饮水

饮食减少、后期饮水多，粪便偏软。

2.2　3组大鼠体重及脏器系数比较　

正常组、抗生素灌胃组和抗生素饮水组大鼠第

2～14 天的体重比较，采用重复测量设计的方差分

析，结果：①不同时间点的体重比较，差异有统计学

意义（F =397.823，P =0.000）；②3 组的体重比较，差

异有统计学意义（F =12.797，P =0.001）；③3 组体重

的变化趋势比较，差异有统计学意义（F =5.974，P =

0.000）。进一步两两比较，采用 LSD-t 检验，结果：与

正常组相比，抗生素饮水组第 2～6 天体重均下降

（P <0.05），第 7～14 天 体 重 差 异 均 无 统 计 学 意 义

（P >0.05）；抗 生 素 灌 胃 组 第 6 天 体 重 高 于 正 常 组

（P <0.05）。见表 1。

正常组、抗生素灌胃组和抗生素饮水组大鼠肝

脏、肾脏、脾脏和胸腺系数的比较，经单因素方差分

析，差异均无统计学意义（P >0.05）。见表 2。

2.3　大鼠粪便菌群体外培养结果　

大 鼠 粪 便 菌 群 体 外 有 氧 和 厌 氧 培 养 显 示 ，正

常 组 粪 便 培 养 皿 表 面 的 菌 落 多 ；而 从 第 5 天 至 第

14 天，抗生素灌胃组和抗生素饮水组菌落极少，偶

散见菌落成形（见图 1）。与正常组相比，两种模型

复制方法均在第 5 天即可将肠道菌群大部分清除，

短期内复制伪无菌模型成功且稳定。

2.4　各组大鼠结肠组织病理学比较　

正 常 组 大 鼠 结 肠 上 皮 细 胞 结 构 清 晰 、隐 窝 完

整、固有层无水肿；抗生素灌胃组及抗生素饮水组

大鼠结肠组织结构完整，杯状细胞增多、帕内特细

胞减少，炎症细胞浸润轻、隐窝完整。与正常组相

比，两种伪无菌模型复制方法均未对大鼠结肠组织
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表 1　3组大鼠不同时间的体重比较 （n =5， g， x±s）

组别

正常组

抗生素灌胃组

抗生素饮水组

F 值

P 值

第 1 天

258.20±8.32

266.60±10.57

264.40±8.08

1.241

0.324

第 2 天

268.80±9.73

271.60±10.26

242.20±1.64

23.181

0.000

第 3 天

283.60±10.90

279.20±6.98

245.40±3.21

12.191

0.001

第 4 天

291.20±10.35

290.00±4.58

250.80±2.17

5.469

0.021

第 5 天

297.60±9.42

298.20±5.12

267.2±15.71

4.035

0.046

第 6 天

308.00±7.18

319.60±12.36

283.20±12.68

4.639

0.032

第 7 天

320.20±10.40

333.20±14.48

288.80±7.69

0.610

0.559

组别

正常组

抗生素灌胃组

抗生素饮水组

F 值

P 值

第 8 天

329.40±13.78

342.60±13.54

300.20±6.54

0.098

0.907

第 9 天

333.00±13.77

342.80±13.54

307.80±5.07

3.722

0.055

第 10 天

343.80±12.11

348.60±13.63

313.80±3.90

2.949

0.091

第 11 天

351.80±14.74

350.00±9.25

328.20±9.68

2.339

0.139

第 12 天

359.40±14.88

365.40±13.33

352.60±18.52

1.084

0.369

第 13 天

362.00±15.38

368.20±13.29

352.60±17.70

0.815

0.466

第 14 天

375.20±15.87

373.40±12.97

366.40±19.10

0.606

0.365

表 2　3组大鼠各脏器系数比较 （n =5， %， x±s）

组别

正常组

抗生素灌胃组

抗生素饮水组

F 值

P 值

肝脏

5.00±0.34

4.66±0.47

4.03±0.67

4.687

0.310

肾脏

0.29±0.03

0.25±0.03

0.25±0.05

2.141

0.160

脾脏

0.93±0.02

0.88±0.07

0.91±0.08

0.793

0.475

胸腺

0.20±0.01

0.20±0.01

0.19±0.01

1.000

0.397

抗生素饮水组

抗生素灌胃组

正常组

有
氧

培
养

第 5 天 第 10 天 第 14 天

抗生素饮水组

抗生素灌胃组

正常组

厌
氧

培
养

图1　大鼠粪便体外培养
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产生明显病理学损伤。见图 2。

2.5　各组大鼠结肠组织紧密连接蛋白的表达　

各组大鼠结肠免疫组织化学结果显示，与正常

组比较，抗生素灌胃组与抗生素饮水组中紧密连接

蛋白 ZO-1、Occludin 在肠上皮和腺上皮细胞的细胞

质及细胞膜中呈阳性表达，棕黄色染色较多，见图

3。说明短期内联合 4 种抗生素干预，大鼠结肠组织

物理屏障未见明显损害。

2.6　各组大鼠肠菌多样性分析　

3 组样本共有 ASV 2 874 个。正常组、抗生素灌

胃组、抗生素饮水组独有的 ASV 分别为 2 257、35、

522 个，说明各组间肠道菌群 ASV 数量存在一定差

异，且抗生素饮水组与抗生素灌胃组的特征 ASV 数

量明显减少。见图 4。

纳 入 全 部 15 只 大 鼠 的 粪 便 样 本 ，Rank-

Abundance 曲线结果表明，物种累积曲线趋缓，说明

本研究的数据量充足且合理，且在抗生素干预后抗

生素灌胃组与抗生素饮水组 ASV 丰富度显著降低。

见图 5。

基于 16S rDNA 测序的 α 多样性分析显示：3 组

大鼠的 ACE、Sobs、Shannon、Simpson 指数比较，差异

均有统计学意义（P <0.05）。两两比较显示：与正常

组相比，抗生素灌胃组和抗生素饮水组的 ACE、Sobs

及 Shannon 指数均降低（P <0.05），Simpson 指数均升

高（P <0.05）；抗生素饮水组的 Simpson 指数较抗生

                             正常组                                                    抗生素灌胃组                                                抗生素饮水组                      

图2　各组大鼠结肠组织病理组织切片　（HE 染色，比例尺 50 μm，×20）

ZO-1

Occludin

                             正常组                                                    抗生素灌胃组                                                抗生素饮水组                      

图3　各组大鼠结肠组织ZO-1、Occludin的表达　（免疫组织化学染色，比例尺 20 μm，×40）

正常组 抗生素灌胃组

抗生素饮水组

4

35

1

5

50

2 257

522

图4　韦恩图
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素灌胃组升高（P <0.05）。见表 3。

基于 Bray-Curtis 距离的 β 多样性分析显示：主

坐标分析（PCoA）与非度量多维尺度分析（NMDS）均

表明，正常组样本与抗生素灌胃组、抗生素饮水组

样 本 明 显 分 离（ANOSIM 相 似 性 分 析 ：r =0.816，P =

0.001），提示抗生素处理显著改变了大鼠肠道菌群

结 构 ；抗 生 素 灌 胃 组 与 抗 生 素 饮 水 组 样 本 聚 集 较

近，表明两组间菌群组成相似度较高。见图 6。

2.7　各组大鼠肠菌丰度与差异分析　

各 组 菌 群 在 门 、属 水 平 的 整 体 组 成 见 图 7。

200 400 600 800

正常组
抗生素灌胃组
抗生素饮水组

100

10

1

0.1

0.01

0.001

相
对

丰
度

/%

ASV 等级排名

图5　Rank-Abundance曲线

表 3　各组大鼠肠道菌群α多样性分析 （n =5， x±s）

组别

正常组

抗生素灌胃组

抗生素饮水组

F 值

P 值

ACE

568.55±276.48

13.26±3.94①

126.86±199.89①

11.089

0.002

Sobs

545.80±260.03

13.00±4.00①

123.00±195.31①

11.220

0.002

Shannon

3.85±0.59

1.02±0.42①

0.83±0.96①

29.746

0.000

Simpson

0.07±0.03

0.46±0.14①

0.74±0.24①②

21.879

0.000

注： ①与正常组比较，P <0.05；②与抗生素灌胃组比较，P <0.05。
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0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0
-0.1
-0.2

-0.3

-0.4

-0.5

-0.6

PC1/46.21%

PC
2/

26
.7

6%

PCoA on Genus level
r =0.842，P =0.001

正常组
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抗生素饮水组

正常组
抗生素灌胃组
抗生素饮水组
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主坐标分析（PCoA）                                                                        非度量多维尺度分析（NMDS）

图6　基于Bray-Curtis距离的肠道菌群β多样性分析

ProteobacteriaFirmicutesBacteroidotaActinobacteriotaPatescibacteriaunclassified_k__norank_d__BacteriaDesulfobacterotaCampilobacterotaCyanobacteriaVerrucomicrobiota

正常组 抗生素
灌胃组

抗生素
饮水组

门
水

平
上

的
相

对
丰

度

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
正常组 抗生素

灌胃组
抗生素
饮水组

属
水

平
上

的
相

对
丰

度

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

MorganellaEscherichia-ShigellaLactobacillusBacteroidesnorank_f__MuribaculaceaeStreptococcusunclassified_f__LachnospiraceaeParabacteroidesParasutterellaProteusPrevotellaceae_UCG-001Lachnospiraceae_NK4A136_groupDubosiellaPhascolarctobacteriumKlebsiellaBlautianorank_f__norank_o__Clostridia_UCG-014BacillusAlloprevotellaRomboutsiaClostridium_innocuum_groupNK4A214_groupBifidobacteriumTuricibacterRuminococcus_torques_group

Prevotellaceae_NK3B31_groupEnterococcusCorynebacteriumChristensenellaceae_R-7_groupRoseburiaothers

Proteobacteria：变形菌；Firmicutes：厚壁菌；Bacteroidota：拟杆菌；Actinobacteriota：放线菌；Desulfobacterota：脱硫杆菌；Campilobacterota：弯曲菌；

Cyanobacteria：蓝细菌；Verrucomicrobiota：疣微菌；Morganella：摩根菌； Escherichia-Shigella：埃希-志贺菌；Lactobacillus：乳酸杆菌属；

Streptococcus：链球菌；Parabacteroides：副拟杆菌；Parasutterella：副梭特氏菌；Phascolarctobacterium：考拉杆菌属。

图7　各组门、属水平上最丰富的菌群柱状图
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Lefse 多级物种差异判别分析见图 8。在多层级进行

差异检验，分析差异物种，并用 LDA 值来衡量物种

对差异效果的影响，提示该物种可能在疾病的发生

发展过程中起到的作用。

在 门 水 平 上 ，3 组 大 鼠 的 变 形 菌 门

（Proteobacteria）、厚 壁 菌 门（Firmicutes）、拟 杆 菌 门

（Bacteroidata）、放 线 菌 门（Actinobacteriota）、脱 硫 杆

菌门（Desulfobacterota）的相对丰度比较，差异有统计

学意义（P <0.05）。进一步两两比较，抗生素灌胃组

和 抗 生 素 饮 水 组 变 形 菌 门 丰 度 均 高 于 正 常 组（均

P <0.05），抗生素灌胃组与抗生素饮水组比较，差异

无统计学意义（P >0.05）；正常组厚壁菌门、拟杆菌

门及放线菌门丰度高于抗生素灌胃组和抗生素饮

水组（均 P <0.05）。见表 4。

在属水平上，3 组大鼠的摩根菌属（Morganalla）、

埃希-志贺菌属（Escherichia-Shigella）、乳酸杆菌属

（Lactobacillus）、拟 杆 菌 属（Bacteroidota）、norank_f__

Muribaculaceae 的相对丰度比较，差异有统计学意义

（P <0.05）。进一步两两比较，抗生素饮水组摩根菌

属丰度高于抗生素灌胃组和正常组（均 P <0.05）；抗

生素灌胃组埃希-志贺菌属丰度高于抗生素饮水组

和正常组（P <0.05）；正常组乳酸杆菌属、拟杆菌属

及 norank_f__Muribaculaceae 属丰度高于抗生素灌胃

组和抗生素饮水组（均 P <0.05）。见表 5。

正常组
抗生素灌胃组
抗生素饮水组

LEfSe Bar 正常组
抗生素灌胃组
抗生素饮水组

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0
LDA SCORE

           LefSe 多级物种层级树图                                                               LDA 判别柱形图

p__Firmicutes

c__Bacteroidia

p__Bacteroidia

o__Bacteroidales

c__Bacilli

o__Lactobacillales

c__Clostridia

g__Lactobacillus

f__Lactobacillaceae

o__Lachnospirales

p__Proteobacteria

c__Gammaproteobacteria

o__Enterobacterales

g__Escherichia-Shigella

f__Enterobacteriaceae

f__Sutterellaceae

g__Parasutterella

g__Morganella

f__Morganellaceae

f__Pseudomonadaceae

g__Pseudomonas

c__Alphaproteobacteria

o__Mycoplasmatales

g__Mycoplasma

f__Mycoplasmataceae

f__Desulfovibrionaceae

c__Desulfovibrionia

图8　肠道菌群从门到属的LEfSe分析

表 4　各组大鼠门水平前5位差异物种比较 （n =5， x±s）

组别

正常组

抗生素灌胃组

抗生素饮水组

H 值

P 值

变形菌门

5.49±5.37

97.83±4.45

91.74±15.46

10.220

0.006

厚壁菌门

52.55±18.62

2.13±4.45

3.52±6.40

10.220

0.006

拟杆菌门

40.31±14.73

0.00±0.00

3.91±8.18

11.667

0.003

放线菌门

1.17±1.93

0.00±0.00

0.39±0.69

9.733

0.008

脱硫杆菌门

0.08±0.05

0.00±0.00

0.13±0.29

8.382

0.015

表 5　3组属水平前5位差异物种比较 （n =5， x±s）

组别

正常组

抗生素灌胃组

抗生素饮水组

H 值

P 值

摩根菌属

0.00±0.01

25.76±21.98

85.22±16.21

12.727

0.002

埃希-志贺菌属

2.81±2.56

62.88±21.41

6.42±12.27

9.62

0.008

乳酸杆菌属

14.19±14.42

2.07±4.48

0.52±0.96

8.029

0.018

拟杆菌属

16.00±15.20

0.00±0.00

0.30±0.66

10.876

0.004

norank_f__Muribaculaceae

12.92±8.79

0.00±0.00

3.11±6.95

9.535

0.009
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2.8　各组大鼠肠菌微生物群的功能预测　

为 了 探 究 肠 道 菌 群 的 整 体 代 谢 景 观 ，采 用

Tax4Fun 对样品中的细菌进行了 KEGG 功能通路的

预测。3 组的功能通路丰度特征见图 9，抗生素灌胃

组和抗生素饮水组表现出相似的功能途径丰度谱。

各组功能途径的统计差异采用 R 语言（vega 包，版本

2.5.3）进行分析，P <0.01 作为过滤显示功能预测结

果。3 组大鼠肠道菌群功能预测结果表明：在碳水

化合物代谢、氨基酸代谢、能量代谢、萜类化合物和

聚酮类化合物代谢、辅助因子与维生素代谢等多个

代谢途径上，3 组差异显著，见图 10。

基于 KEGG 的菌群功能预测分析结果显示：在

碳水化合物代谢、膜转运、氨基酸代谢、能量代谢、

辅助因子与维生素代谢、核苷酸代谢、糖链生物合

成与代谢、萜类化合物与聚酮类化合物代谢、传染

病：细菌、免疫系统途径上，3 组预测丰度的总体比

较 ，经 Kruskal-Wallis H 检 验 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（P <0.05）。经 Benjamini-Hochberg（BH）法校正多重

比较后，与正常组相比，抗生素灌胃组和抗生素饮

水组在碳水化合物代谢、糖链生物合成与代谢的丰

度降低（校正后 P <0.01），在氨基酸代谢、能量代谢、

辅 助 因 子 与 维 生 素 代 谢 的 丰 度 升 高（校 正 后 P <

0.01）；与抗生素灌胃组相比，抗生素饮水组在碳水

化合物代谢、膜转运、萜类化合物与聚酮类化合物

代谢的丰度降低（校正后 P <0.001），在氨基酸代谢

及辅助因子与维生素代谢的丰度升高（校正后 P <

0.01）。见表 6。

3  讨论 

越来越多的研究表明，肠道菌群结构变化对宿

主有着深远的影响[24-26]，伪无菌模型在这些领域得

到了广泛的应用[27-28]。然而，伪无菌模型的研究并

不充分，该模型的应用也不规范和统一[14,29]。许多

研究使用氨苄西林钠、硫酸新霉素、甲硝唑和盐酸

万古霉素来消耗大部分肠道细菌，从而复制伪无菌

模型。在之前的研究中，混合抗生素可以在 1 周内

消耗相对丰富的肠道菌群[17]。本研究发现，抗生素

暴露 5 d 后，有氧及厌氧培养结果均显示，抗生素灌

胃 组 和 抗 生 素 饮 水 组 处 理 均 使 菌 落 数 显 著 减 少 。

此外，伪无菌模型在抗生素暴露 14 d 后，大鼠结肠

组织病理切片显示，与正常组比，抗生素灌胃组和

抗生素饮水组的结肠组织结构完整，杯状细胞稍增

其他
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图10　3组不同的代谢途径丰度差异分析

表 6　3组粪便微生物群功能预测结果 （%，x±s）

组别

正常组

抗生素灌胃组

抗生素饮水组

P 值

矫正 P 值

碳水化合物

代谢

12.43±1.02

11.58±0.69

8.96±0.56

0.000 2

0.000 7

膜转运

8.13±2.54

8.68±0.21

7.90±0.17

0.001 3

0.002 4

氨基酸

代谢

5.60±0.35

5.67±0.18

6.37±0.16

0.000 6

0.001 5

能量代谢

3.67±0.20

3.92±0.05

4.11±0.04

0.000 1

0.000 5

辅助因子

与维生素

代谢

2.95±0.33

3.62±0.15

4.12±0.10

0.000 2

0.000 6

核苷酸

代谢

2.88±0.33

2.62±0.07

2.86±0.06

0.002 3

0.003 5

糖链生物合

成与代谢

1.64±0.38

1.03±0.03

1.12±0.04

0.003 8

0.005 1

萜类化合

物与聚酮

类化合物

代谢

0.74±0.02

0.91±0.07

0.66±0.05

0.001 5

0.002 5

传染病：

细菌

0.55±0.07

0.77±0.04

0.89±0.03

0.000 1

0.000 4

免疫系统

0.17±0.05

0.10±0.01

0.14±0.01

0.002 5

0.003 5
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多、帕内特细胞减少，隐窝完整。同时，与正常组相

比，抗生素灌胃组和抗生素饮水组的 ACE、Sobs 及

Shannon 指数降低，物种丰富度和多样性均显著降

低，说明抗生素灌胃和抗生素饮水两种策略均能复

制伪无菌大鼠模型。

肠道菌群通过多种机制调控肠黏膜屏障功能，

肠 黏 膜 屏 障 由 上 皮 细 胞 及 细 胞 间 紧 密 连 接 构 成 ，

ZO-1 和 Occludin 作 为 结 构 性 蛋 白 ，维 持 屏 障 完 整

性，防止病原体和毒素渗透[30]。益生菌及其代谢产

物（如短链脂肪酸 SCFAs）可显著增强紧密连接蛋白

表达，促进调节性 T 细胞分化，抑制过度炎症，从而

维持 ZO-1 和 Occludin 稳定性[31]。本研究发现，抗生

素灌胃组与抗生素饮水组大鼠结肠组织紧密连接

蛋白 ZO-1、Occludin 在肠上皮和腺上皮细胞的细胞

质及细胞膜中高表达，肠道组织屏障功能完整，未

见明显的病理损伤。然而，抗生素暴露的第 14 天，

抗生素灌胃组与抗生素饮水组大鼠结肠组织紧密

连接蛋白 ZO-1、Occludin 在肠上皮和腺上皮细胞的

细 胞 质 及 细 胞 膜 中 高 表 达 ，肠 道 组 织 屏 障 功 能 完

整，未见明显的病理损伤。然而，抗生素暴露的第

14 天，抗生素灌胃组与抗生素饮水组大鼠结肠组织

紧密连接蛋白 ZO-1、Occludin 蛋白表达较正常组稍

降低。HOLOTA 等[32] 发现，长期接触抗生素会增加

肠黏膜通透性，这与短链脂肪酸水平降低有关，抗

生素治疗引起的肠道菌群失调导致肠道黏膜通透

性增加，这可能增加全身暴露于异种抗生素。

有研究发现，抗生素治疗导致大鼠肠道微菌群

的紊乱，从而降低了氟尿嘧啶对结直肠癌的抗肿瘤

效果[33]。ZHANG 等[34] 证实高原缺氧环境可导致粪

便微生物群数量和组成的变化，说明肠道环境可改

变肠道菌群，导致肠道菌群的个体差异。肠道菌群

的这些变化可改变体内药物代谢活性，导致全身血

液药物暴露增加，药物治疗效果降低。最近的一项

报告显示，肾移植患者粪便中 prausnitzii 粪杆菌的丰

度 与 口 服 他 克 莫 司 剂 量 呈 正 相 关 ，他 克 莫 司 与

prausnitzii 粪杆菌孵育产生两种化合物[35]。因此，在

使用伪无菌模型探索肠道菌群对药物代谢差异的

影响时，肠道菌群组成的比较研究至关重要。本研

究发现，正常组与抗生素灌胃组和抗生素饮水组在

不 同 分 类 水 平 上 的 肠 道 细 菌 分 布 存 在 显 著 差 异 。

正常组主要由厚壁菌门和拟杆菌门组成，而抗生素

灌胃组与抗生素饮水组主要由变形菌门组成。此

外，在科属水平上，正常组具有更大的丰富度和多

样性 ，其中抗生素饮水组以摩根菌属、肠杆菌属、

Muribaculum 属为主，抗生素灌胃组以肠杆菌属、摩

根菌属、萨特氏菌属为主。

肠道菌群作为药物代谢的一个重要但经常被

忽视的组成部分已被越来越多地认识到。最近的

研究发现，肠道菌群在伊立替康代谢和伊立替康腹

泻毒副反应中发挥着越来越重要的作用[36]。为了解

肠道菌群在药物代谢中的作用，并比较和分析伪无

菌模型中肠道菌群的功能，本研究基于 KEGG 代谢

途径注释预测各组肠道菌群的功能。值得注意的

是，与抗生素灌胃组和抗生素饮水组相比，正常组

碳水化合物代谢途径的丰度显著增加。研究表明，

胰岛素抵抗和胰岛素敏感性相关的肠道细菌可通

过独特的碳水化合物代谢模式改善胰岛素抵抗[37]。

此研究亦表明，导致菌群分离的前 10 位代谢物包括

几种氨基酸和发酵产物，如琥珀酸盐和富马酸盐，

这些代谢物中的大多数优先由拟杆菌产生，这与本

研究的物种组成研究成果一致。此外，其他代谢途

径如碳水化合物代谢、萜类和多酮类代谢途径在抗

生素灌胃组中明显降低，而氨基酸代谢及辅助因子

和维生素代谢丰度显著升高，这表明饮水法与灌胃

法大鼠的肠道菌群代谢功能发生了变化。

但本研究并未探讨肠道菌群如何影响药物代

谢的个体差异及其参与药物代谢的过程。需要更

先进的实验方法和更多的样本来探索伪无菌模型

的异种代谢能力和更多的伪无菌模型的特征证据。

综上所述，本研究结果表明，联合抗生素经灌

胃和自由饮水给药均可在 14 d 内有效复制 SD 大鼠

伪无菌模型，但抗生素灌胃组在维持动物体重稳定

方面可能更具优势。值得注意的是，本研究中抗生

素灌胃组与抗生素饮水组均出现条件致病菌异常

繁殖现象（如埃希−志贺菌属、摩根菌属），这提示抗

生素干预可能通过筛选压力改变菌群结构，使原本

处于低丰度的潜在致病菌获得生长优势。这些非

研究目标菌群的存在，可能通过代谢产物、定植竞

争等途径影响实验变量，甚至引发机会性感染。因

此，在利用伪无菌模型开展研究时，除关注目标菌

群变化外，研究人员还需要考虑肠道通透性及肠道

内非目标菌群的动态变化。在伪无菌模型中，肠道

菌群的组成和代谢功能发生了巨大变化。这些发
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现为研究者根据实验目标菌群选择适宜的抗生素

给药策略复制伪无菌模型提供了深入的见解，并可

能为未来的研究提供模型参考。
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