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  [摘要] 目的 探讨慢性间歇性低氧(CIH)对大鼠肠道菌群失调与血糖变化的影响。方法 选取30只健

康雄性SD大鼠,采用随机数字表法分为正常对照组(NC组)、CIH
 

4周组(CIH4组)、CIH
 

8周组(CIH8组),
每组10只。分析大鼠肠道菌群种类及丰度表达,检测静脉血中肿瘤坏死因子α(TNF-α)、脂多糖(LPS)、胰岛

素(INS)、空腹血糖(FBG)水平,计算胰岛素抵抗指数(HOMA-IR),观察胰腺及肠道组织病理学改变及核因子-
κB(NF-κB)表达。结果 CIH4组、CIH8组大鼠FBG、LPS、HOMA-IR、TNF-α水平均高于NC组(P<0.05),
且CIH8组变化更明显(P<0.05)。CIH8组大鼠INS水平均高于 NC组、CIH4组(P<0.05),但 NC组与

CIH4组比较差异无统计学意义(P>0.05)。CIH可导致肠道组织广泛黏膜糜烂,上皮细胞脱落,固有层广泛

可见较多炎性细胞浸润;胰腺组织腺体杯状细胞消失,有的地方可见腺体脱落,残留基底组织。CIH8组大鼠胰

腺和肠道组织中 NF-κBp65表达高于 NC组(P<0.05),其余组间比较差异均无统计学意义(P>0.05)。
结论 CIH暴露可使大鼠肠道菌群失调,血糖水平改变。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

chronic
 

intermittent
 

hypoxia
 

(CIH)
 

on
 

intestinal
 

flo-
ra

 

imbalance
 

and
 

blood
 

sugar
 

changes
 

in
 

rats.Methods A
 

total
 

of
 

30
 

healthy
 

male
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

control
 

group
 

(NC
 

group),the
 

CIH4
 

weeks
 

group
 

(CIH4
 

group),and
 

the
 

CIH8
 

weeks
 

group
 

(CIH8
 

group),with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

types
 

and
 

abundance
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

rats
 

were
 

analyzed.The
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),lipopolysaccharide
 

(LPS),insulin
 

(INS)
 

and
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

(FBG)
 

in
 

venous
 

blood
 

were
 

detected.The
 

insulin
 

resistance
 

index
 

(HOMA-IR)
 

was
 

calculated.The
 

histopathological
 

changes
 

of
 

pancreas
 

and
 

intestine
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

nuclear
 

factor
 

of
 

Kap-
pa

 

B
 

(NF-κB)
 

were
 

observed.Results The
 

levels
 

of
 

FBG,LPS,HOMA-IR,and
 

TNF-α
 

in
 

the
 

CIH4
 

and
 

CIH8
 

groups
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

NC
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

changes
 

in
 

the
 

CIH8
 

group
 

were
 

more
 

obvious
 

(P<0.05).The
 

INS
 

levels
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

CIH8
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

NC
 

group
 

and
 

CIH4
 

group
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

NC
 

group
 

and
 

the
 

CIH4
 

group
 

(P>0.05).CIH
 

can
 

lead
 

to
 

extensive
 

mucosal
 

erosion
 

of
 

intestinal
 

tissue,epithelial
 

cell
 

shed-
ding,and

 

more
 

inflammatory
 

cells
 

infiltration
 

in
 

the
 

lamina
 

propria;The
 

goblet
 

cells
 

of
 

pancreatic
 

gland
 

disap-
peared,and

 

glands
 

fell
 

off
 

in
 

some
 

places,leaving
 

basal
 

tissue.The
 

expression
 

of
 

NF-κBp65
 

in
 

pancreas
 

and
 

in-
testine

 

of
 

rats
 

in
 

the
 

CIH8
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

NC
 

group
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

signifi-
cant

 

difference
 

among
 

other
 

groups
 

(P>0.05).Conclusion CIH
 

exposure
 

can
 

lead
 

to
 

imbalance
 

of
 

intestinal
 

flora
 

and
 

changes
 

of
 

blood
 

sugar
 

level
 

in
 

rats.
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  阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征(obstructive
 

sleep
 

apnea-hypopnea
 

syndrome,OSAHS)是临床常

见的综合征,目前普遍认为OSAHS是一种全身性疾

病,可致多器官损害,其是高血压的致病因素,也是糖

尿病、中风、缺血性心肌病、心力衰竭、心律失常等疾

病的独立危险因素[1]。慢性间歇性低氧(chronic
 

in-
termittent

 

hyoxia,CIH)是 OSAHS特有的病理生理

改变,可导致氧化应激、炎症、交感神经过敏和内皮功

能障碍[2]。OSAHS发生并发症病因的中心因素是氧

化应激和炎症反应。动物模型显示,氧化应激和炎症

反应 增 加 活 性 氧 自 由 基(reactive
 

oxygen
 

species,
ROS),其可通过相关酶类的激活及磷酸化过程活化

核因子-κB(NF-κB),后者将导致其下游大量促炎因

子、黏附因子表达增强,激活单核细胞、淋巴细胞、内
皮细胞等引起内皮功能受损和多系统疾病[3]。肠道

菌群作为人或动物的“共生体”,可以辅助宿主进行营

养吸收和能量代谢[4]。正常情况下肠道菌群与机体

处于平衡状态,通过肠道屏障将肠腔内存在的大量细

菌及毒素和机体内环境分隔开,避免了细菌的滞留和

移位,正常肠道内的细菌及内毒素并不致病。当由于

各种原因打破这种平衡时,肠道屏障破坏,导致细菌

发生结构、功能变化或空间上的转移,从而引发机体

疾病。肠道黏膜在正常情况下处于高灌注状态,对缺

血、缺氧极其敏感,无论是机体整体还是肠道缺血、缺
氧都会直接损伤肠道黏膜,进一步影响肠道微生物的

定殖[5]。越来越多的研究发现,长期处于CIH状态下

会引起肠道菌群改变、血糖调节紊乱,但其机制仍不

清楚[6-7]。因此,本研究探讨CIH对大鼠肠道菌群与

血糖的作用机制,以期为改善患者预后提供潜在的

靶点。
1 材料与方法

1.1 实验动物

  选取健康雄性SD大鼠30只,6周龄,体重180~
220

 

g,购自重庆腾鑫比尔实验动物销售有限公司。
1.2 主要试剂

  大鼠肿瘤坏死因子α(TNF-α)、脂多糖(LPS)、血
糖、胰岛素(INS)的ELISA试剂盒购自上海研辉生物

科技有限公司,NF-κB抗体兔多抗购自北京博奥森生

物技术有限公司。纯氮气购自贵州省安顺市特种气

体有限公司。
1.3 方法

1.3.1 模型制作及分组

  SD大鼠按随机数字表法分为正常对照组(NC
组)、CIH

 

4周组(CIH4组)、CIH
 

8周组(CIH8组),
每组10只。诱导CIH模型:向舱内循环充入氮气(纯
度>99.9%)和空气,氧气分析仪持续检测低氧舱内

氧气浓度,确保低氧舱内氧气浓度维持在7%~21%;
充入氮气使得低氧舱氧气浓度维持在7%,持续时间

30
 

s,恢复氧浓度21%,持续时间90
 

s,每次循环2
 

min[4]。CIH大鼠每天结束实验后将实验动物取出,
放入饲养箱内自由饮水与摄食,饲养条件及生活环境

与NC组相同,实验过程中CIH8组大鼠死亡2只。
分别在实验第4周结束时留取CIH4组大鼠粪便,实验

第8周结束时留取CIH8组、NC组大鼠粪便。粪便采

集方法:75%乙醇连续3次消毒大鼠肛周皮肤刺激大鼠

排便,灭菌镊子从大鼠肛门部取出粪便放入无菌EP管

中-80
 

℃冰箱保存。第4、8周结束实验时,于清晨保

持空腹状态,100
 

g/L水合氯醛(300
 

mg/kg)腹腔注射

进行常规麻醉大鼠,经股动脉采血并处死大鼠,立即暴

露胰腺组织及肠道组织并做好分离,室温下4%多聚甲

醛固定24
 

h。暴露肠道,寻找回盲部,摘取部分小肠段

及大肠起始段,清水冲洗多次直至肠道无粪便残渣,放
入无菌EP管中-80

 

℃冰箱保存。离心血标本(3
 

000
 

r/min,离心15
 

min),留取上清液。
1.3.2 检测大鼠血清中TNF-α、LPS、INS及空腹血

糖(FBG)水平

  采用 ELISA 法检测各组大鼠血清中 TNF-α、
LPS、INS及FBG水平,具体步骤参照试剂盒说明书。
采用稳态模型法计算胰岛素抵抗指数(HOMA-IR)。
1.3.3 高通量测序

  通过干冰将大鼠粪便转运至深圳微科服技术有

限公司,后续大鼠肠道菌群测序工作交由该公司进

行。根据E.Z.N.A.soil试剂盒(杭州西顿生物科

技有限公司)对大鼠肠道样品进行DNA抽提,Nano-
Drop2000对DNA浓度和纯度进行检测,1%琼脂糖

凝胶电泳检测DNA提取质量;338上游引物5'-ACT
 

CCT
 

ACG
 

GGA
 

GGA
 

GCA
 

G-3'和8806下游引物

5'-GGA
 

CTA
 

CHV
 

GGG
 

TWT
 

CAA
 

T-3'对 V3~
V4可变区进行PCR扩增。2%琼脂糖凝胶回收PCR
产物,AxyPrep

 

DNA
 

Gel
 

Extraction
 

Kit(美国 Axy-
gen公司)进行纯化,Tris-HCl洗脱,2%琼脂糖电泳

检测。普洛麦格(北京)生物技术有限公司进行定量

检测。根据IlluminaMiSeq平台标准操作规程将纯化

后的扩增片段构建PE300的文库,美国Illumina公司

的 MiseqPE300平台进行测序。
1.3.4 大 鼠 胰 腺、肠 道 组 织 病 理 学 改 变 及 NF-κB
表达

  胰腺、肠道组织制作石蜡切片和苏木精-伊红

(HE)染色,观察病理学改变。免疫组化测定大鼠胰

腺、肠道组织NF-κB表达。复水,抗原修复,3%过氧

化氢室温下孵育,加入NF-κBp65兔抗人单克隆抗体

和生物素二抗,DAB显色,复染脱水,中性树胶封片固

定、晾干后高倍视野显微镜下观察,成像完成后使用

Image-Pro
 

Plus
 

6.0分析软件分析,结果表示为目标

蛋白的平均光密度。
1.4 统计学处理
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  采用SPSS25.0软件进行统计学分析。正态分布

的计量资料以x±s表示,多组比较采用单因素方差

分析,两两比较采用LSD-t检验。以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组大鼠血清中FBG、LPS、INS、HOMA-IR、

TNF-α水平比较

  CIH4、CIH8组血清中 FBG、LPS、HOMA-IR、
TNF-α水平均高于NC组(P<0.05),且CIH8组变

化更明显(P<0.05)。CIH8组大鼠INS水平均高于

NC、CIH4组(P<0.05),但NC组与CIH4组比较差

异无统计学意义(P>0.05),见表1。

表1  各组大鼠血清中FBG、INS、HOMA-IR、LPS、TNF-α水平比较(x±s)

项目 NC组(n=10) CIH4组(n=10) CIH8组(n=8) F P

FBG(mmol/L) 3.302±0.183 4.479±0.182a 5.949±0.298ab 203.483 <0.001

INS(pg/mL) 7.513±0.034 7.652±0.028 7.912±0.194ab 18.545 <0.001

HOMA-IR 1.098±0.051 1.523±0.059a 2.092±0.121ab 216.720 <0.001

LPS(ng/mL) 10.375±0.035 14.916±0.550a 17.763±0.674ab 329.594 <0.001

TNF-α(pg/mL) 56.220±0.519 57.786±0.691a 59.670±0.496ab 54.092 <0.001

  a:P<0.05,与NC组比较;b:P<0.05,与CIH4组比较。

2.2 各组大鼠肠道菌群种类及丰度表达

  CIH大鼠肠道菌群门水平相对丰度主要集中在

放线菌门、变形菌门,而 NC组大鼠肠道菌群门水平

相对丰度主要集中在厚壁菌门和拟杆菌门。CIH 大

鼠肠道菌群在属水平随着低氧时间的延长未指明的

梭菌目细菌、瘤胃球菌属细菌、未指明消化链球菌科

细菌、密螺旋体属细菌、拟杆菌属细菌、苏黎世杆菌属

细菌及棒状杆菌属细菌的相对丰度增加,乳酸菌属细

菌及普雷沃菌属细菌的相对丰度减少,NC组大鼠肠

道菌群属水平相对丰度主要集中在乳酸菌属细菌和

普雷沃菌属细菌。
2.3 各组大鼠胰腺和肠道组织病理学改变及NF-κB
表达

  NC组大鼠胰腺组织少量胰腺腺泡胞质疏松,胞
核居中,与周围细胞产生间隔;有的胰岛细胞胞质疏

松,未见明显炎性细胞浸润。间歇性低氧可导致大鼠

胰腺组织腺体杯状细胞消失,有的地方可见腺体脱

落,残留基底组织。NC组大鼠肠黏膜结构完整,有的

地方可见腺体脱落,固有层少许炎性细胞浸润。间歇

性低氧可导致大鼠肠道组织广泛黏膜糜烂,上皮细胞

脱落,腺体杯状细胞消失,有的地方可见腺体脱落,残
留基底组织,固有层广泛可见较多炎性细胞浸润,见
图1。
CIH8组胰腺和肠道组织中NF-κBp65表达高于

NC组(P<0.05),其余组间比较差异均无统计学意

义(P>0.05),见图2、表2。

图1  各组大鼠胰腺、肠道组织 HE染色(200×)
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图2  各组大鼠胰腺和肠道组织免疫组化检测(200×)

表2  各组不同组织中NF-κBp65表达比较(x±s)

组别 n 胰腺组织 肠道组织

NC组 10 0.112±0.008 0.007±0.006
CIH4组 10 0.369±0.028 0.071±0.006
CIH8组 8 0.375±0.019a 0.075±0.018a

  a:P<0.05,与NC组比较。

3 讨  论

  CIH是OSAHS最具特征性的病理生理改变,长
期间歇性低氧状态诱发机体的氧化应激被认为是

OSAHS引起多系统并发症的最重要机制。OSAHS
由于反复发生低氧、复氧过程,可能引起类似缺血-再
灌注的病理生理改变,产生大量ROS,进一步激活炎

症因子,引起全身炎症反应[8]。人或动物的肠道黏膜

处于高灌注状态,因此对缺血、缺氧十分敏感。机体

整体或肠道缺血、缺氧的状态会直接损伤肠道黏膜系

统,导致肠道菌群发生改变、菌群移位[9-11]。肠道菌群

主要位于结肠,机体内外环境破坏均可导致肠道菌群

紊乱[12]。CIH小鼠在全身炎症因子水平升高的情况

下,肠道菌群发生明显改变,特别是拟杆菌属、脱硫弧

菌科增多,双歧杆菌属减少。有研究表明,肠道菌群

发酵后的主要代谢产物短链脂肪酸(short
 

chain
 

fatty
 

acid,SCFA)如乙酸、丙酸、丁酸等参与调节机体代谢、
肠道免疫及炎症反应[13]。肠道免疫系统通过肠道微

生物与先天性免疫系统的 Toll样受体(toll-like
 

re-
ceptors,TLR)的相互作用引发免疫信号,TLR可通

过相关信号通路激活NF-κB途径参与肠道的炎症反

应[14-15]。而肠道菌群紊乱可通过引发机体慢性炎症、
代谢紊乱、改变SCFA等途径进一步促成糖尿病的发

生、发展[14]。NF-κB是哺乳动物的一种多效性转录因

子,受氧化应激、LPS、细胞因子等多种刺激而活化,有

研究发现NF-κB是介导 OSAHS炎症反应的重要转

录因子[5]。机体在一般情况下NF-κB处于失活状态,
CIH引起类似缺血-再灌注损伤的病理改变,产生大

量ROS,激活相关信号通路和NF-κB途径,进而启动

基因的转录,使得下游的炎症相关因子如白细胞介素-
6(interleukin-6,IL-6)、TNF-α等表达增加[16],引起血

管内皮功能损伤。有研究证实,LPS可通过CD14/
Toll受体通路激活NF-κB,进入细胞核后与DNA结

合,从而启动炎性因子TNF-α、IL-6等的表达,引发机

体慢性炎症反应和代谢紊乱[17]。有临床试验研究将

中重度OSAHS患者与健康对照进行比较,分别检测

氧化应激相关指标及炎症因子水平,3个月后重复检

测上述指标,发现中重度OSAHS患者氧化应激相关

指标及炎症因子水平明显升高[18]。有实验研究把大

鼠至于间歇性低氧环境下生存4周,发现低氧状态下

大鼠的IL-6、TNF-α明显升高[19]。有研究指出,氧化

应激和炎症反应使得机体产生大量的ROS,其具有细

胞毒性,可通过多种途径促进胰岛β细胞凋亡,直接

导致胰腺细胞功能受损[20]。机体为适应环境,大量表

达炎症因子,其中NF-κB由胞质转位到胞核,激活细

胞炎 性 转 导 通 路,TNF-α、IL-6等 炎 性 因 子 增 加。
TNF-α可诱导胰岛素抵抗(insulin

 

resistance,IR)和
INS受体底物1(insulin

 

receptor
 

substrate
 

1,IRS-1)
的丝氨酸磷酸化水平升高,而抑制正常的酪氨酸磷酸

化,使INS受体与底物结合降低,信号传导受抑制,
INS不能发挥正常作用[21]。此外,TNF-α通过蛋白

磷酸酶2C(protein
 

phosphatase
 

2C,PP2C)的转录上

调,关键能量传感器AMP依赖的蛋白激酶失活来抑

制INS敏感性[22]。有研究显示[23-24],小鼠皮下注射

LPS
 

4周后血糖升高、糖耐量异常,并出现了IR等。
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PANOUTSOPOULOS等[25]发现,给予 OSAHS患

者持续气道正压通气(continues
 

the
 

positive
 

pressure
 

to
 

ventilate,CPAP)治疗后,体内高水平的 CRP及

IL-6等 明 显 下 降,IR 缓 解。有 研 究 提 示,短 期 的

CPAP治疗能够降低睡眠期间或全天的血糖水平,改
善IR[26]。动物实验发现,低氧能造成肠道菌群改变,
从而增加肠道通透性,改变血浆外泌体,诱导脂肪细

胞功能障碍,致使IR增加;已有动物实验证实,将
OSAHS小鼠粪便微生物转移至受体小鼠后,出现了

IR[27-28]。因此,OSAHS引起的肠道菌群失调可以导

致IR。本实验通过模拟OSAHS的间歇低氧状态,建
立CIH大鼠模型,进一步验证了其可引起肠道菌群失

调,体内炎症因子水平发生改变,LPS、TNF-α、NF-κB
水平升高,肠道组织和部分胰腺组织腺体破坏,血糖

水平改变,为OSAHS合并糖尿病患者的防治提供了

新思路。
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