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  [摘要] 目的 探 讨 硫 酸 庆 大 霉 素 介 导 的 大 鼠 肠 道 菌 群 影 响 糖 脂 代 谢 和 炎 症 改 善 高 血 压 的 关 系。
方法 将Sprague-Dawley大鼠(8周龄)分为正常饮食组(ND组,n=11)、高脂肪饮食组(HFD组,n=13)和

HFD联合硫酸庆大霉素灌胃组(GS组,n=13)。第5~13周每周监测血压,并在第13周评估胰岛素、白细胞

介素(IL)-1β、IL-6、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、脂多糖(LPS)、总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)、低密度脂蛋白-胆

固醇(LDL-C)、高密度脂蛋白-胆固醇(HDL-C)水平和稳态模型胰岛素抵抗指数(HOMA-IR),对来自大鼠结肠

粪便的DNA标本进行宏基因组分析。结果 第1周,3组血压比较差异无统计学意义(P>0.05)。第5~10
周,GS组血压高于ND组,差异有统计学意义(P<0.05)。第5~13周,HFD组血压高于 ND组,第10~13
周,GS组血压低于 HFD组,差异有统计学意义(P<0.05)。与 ND组比较,HFD组 TC、TG、LDL-C水平、

HOMA-IR更高,HDL-C水平更低,差异有统计学意义(P<0.05)。与 HFD组比较,GS组TG、LDL-C水平、

HOMA-IR更低,HDL-C水平更高,差异有统计学意义(P<0.05)。HFD组LPS、IL-1β、IL-6、TNF-α水平高

于ND组,而GS组低于HFD组(P<0.05)。偏最小二乘判别分析结果表明,HFD组、GS组肠道微生物群在

结构上与ND组不同。家族水平结果显示,3组肠道微生物群结构发生了变化,包括24个发生明显变化的微生

物群。层次分析显示,HFD组f-脱硫弧菌比例高于 ND组,而GS组低于 HFD组,差异有统计学意义(P<
0.05)。结论 口服抗生素硫酸庆大霉素可改善 HFD引起的糖脂代谢异常和炎症,机制可能为通过调节肠道

菌群结构、丰度及LPS水平来缓解高血压。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

gentamicin
 

sulfate
 

mediated
 

gut
 

microbi-
ota

 

in
 

affecting
 

glucolipid
 

metabolism
 

and
 

inflammation
 

with
 

hypertension
 

improvement.Methods Sprague-
Dawley

 

rats
 

(8-weeks-old)
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

normal
 

diet
 

group
 

(ND,n=11),high
 

fat
 

diet
 

group
 

(HFD,

n=13)
 

and
 

HFD
 

combined
 

with
 

gentamicin
 

sulfate
 

gavage
 

group
 

(GS,n=13).Blood
 

pressure
 

was
 

monitored
 

weekly
 

during
 

5-13
 

weeks,and
 

the
 

levels
 

of
 

insulin,IL-1β,IL-6,TNF-α,LPS,TC,TG,LDL-C,HDL-C
 

and
 

homeostasis
 

model
 

assessment
 

of
 

insulin
 

resistance
 

index
 

(HOMA-IR)
 

were
 

assessed
 

at
 

13
 

weeks.The
 

met-
agenomic

 

analyses
 

were
 

performed
 

on
 

DNA
 

samples
 

from
 

rat
 

colonic
 

feces.Results The
 

blood
 

pressure
 

in
 

13
 

weeks
 

had
 

no
 

statistical
 

difference
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

(P>0.05).The
 

blood
 

pressure
 

during
 

5-10
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weeks
 

in
 

the
 

GS
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

ND
 

group
 

with
 

statistical
 

difference
 

(P<0.05).The
 

blood
 

pressure
 

during
 

5-13
 

weeks
 

in
 

the
 

HFD
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

ND
 

group,and
 

the
 

blood
 

pressure
 

during
 

10-13
 

weeks
 

in
 

the
 

GS
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

HFD
 

with
 

statistical
 

difference
 

(P<0.05).
Compared

 

with
 

the
 

group
 

ND,the
 

levels
 

of
 

TC,TG,LDL-C
 

and
 

HOMA-IR
  

in
 

the
 

HFD
 

group
 

were
 

higher,the
 

HDL-C
 

level
 

was
 

lower,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

HFD
 

group,the
 

levels
 

of
 

TG,LDL-C
 

and
 

HOMA-IR
 

in
 

the
 

GS
 

group
 

were
 

lower,the
 

HDL-C
 

level
 

was
 

higher,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

LPS,IL-1β,IL-6
 

and
 

TNF-α
 

in
 

the
 

HFD
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

ND
 

group,while
 

the
 

GS
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

the
 

HFD
 

group
 

(P<
0.05).The

 

partial
 

least
 

squares
 

discriminant
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

intestinal
 

microbiota
 

in
 

the
 

HFD
 

group
 

and
 

GS
 

group
 

was
 

different
 

in
 

structure
 

from
 

that
 

in
 

the
 

ND
 

group.The
 

family
 

level
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

structure
 

of
 

the
 

gut
 

microbiota
 

changed
 

in
 

three
 

groups,including
 

24
 

microbiotas
 

with
 

significant
 

changes.The
 

hierarchical
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

proportion
 

of
 

f-desulphovibrio
 

in
 

the
 

HFD
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

ND
 

group,while
 

the
 

GS
 

group
 

was
 

lower
 

the
 

HFD
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Oral
 

antibiotic
 

gentamicin
 

sulfate
 

could
 

improve
 

the
 

glucose
 

and
 

lipid
 

metabolism
 

ab-
normalities

 

and
 

inflammation
 

caused
 

by
 

HFD
 

and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

to
 

relieve
 

hypertension
 

by
 

regulating
 

intestinal
 

flora
 

structure,abundance
 

and
 

LPS
 

level.
[Key

 

words] gentamicin
 

sulfate;intestinal
 

microbiota;insulin
 

resistance;inflammation;hypertension

  高血压不仅是心血管疾病和卒中的危险因素,也
是代谢综合征的危险因素之一,而代谢综合征与肥胖

和糖尿病密切相关[1]。既往研究表明,遗传易感性和

环境因素促进高血压的发生、发展[2]。近年来越来越

多的研究显示,高血压与肠道菌群的改变有关[3],而
口服抗生素和益生菌都可以通过改变肠道菌群从而

控制血压升高[4]。近期研究表明,高血压患者血清脂

多糖(LPS)水平升高[5]。高脂肪饮食(HFD)会增加

肠道来源的LPS,进而引发体内胰岛素抵抗和低级别

炎症[6],肠道菌群改变或促进肠道通透性可以增加循

环LPS水平。抗生素治疗可以极大地改变小鼠的肠

道菌群,从而降低循环LPS水平,最终改善胰岛素抵

抗和慢性炎症[7],而胰岛素抵抗和慢性炎症在高血压

的发病机制中起着重要作用[8-9]。
肠道菌群对HFD喂养大鼠血压影响的潜在机制

是复杂的。硫酸庆大霉素是氨基糖苷类抗生素的一

种,口服硫酸庆大霉素不会经消化道吸收入血,而是

直接作用于肠道的革兰氏阴性菌[10],而革兰氏阴性菌

占肠道菌群中所有细菌的99%以上。故本研究通过

比较正常饮食(ND)、HFD、HFD联合硫酸庆大霉素

干预后血压、血脂、血糖水平和大鼠肠道菌群的变化,
以及内毒 素、炎 症 因 子、胰 岛 素 抵 抗 等 指 标,探 讨

HFD对肠道菌群的影响,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

从川北医学院实验动物中心获得8周龄雄性

Sprague-Dawley大鼠37只[SYXK(川)2013-076]。

1.2 方法

1.2.1 实验动物分组与饲养

将大鼠适应性地喂食 ND
 

1周,然后分为3组:

ND组(n=11)、HFD组(n=13)和 HFD联合硫酸庆

大霉素灌胃组(GS组,n=13)。第2~13周,HFD
组、GS组喂食 HFD,ND组接受 ND。第9~13周,

GS组通过灌胃额外给予硫酸庆大霉素(四川长征制

药有限公司,7.2
 

mg/kg,每周1次),HFD组和 ND
组接受相同剂量的生理盐水。ND、HFD膳食营养成

分的比例见表1。ND中脂肪供能10.5%,碳水化合

物供能62.5%,蛋白质供能27.0%。HFD中脂肪供

能40.0%,碳 水 化 合 物 供 能42.5%,蛋 白 质 供 能

17.5%。
表1  ND、HFD膳食营养成分(g/100

 

g)

成分 ND HFD

玉米粉 30.0 28.0

豆粕 20.0 20.0

小麦粉 20.0 15.0

麸皮 12.0 10.0

骨粉 2.5 2.5

鱼粉 8.0 6.0

微量营养素 1.0 1.0

茶籽油 0 5.0

猪油 0 12.0

食盐 0.5 0.5

1.2.2 血压测量

大鼠适应性喂养1周后的清晨,用血压计系统

(BP6A,四川成都泰盟科技有限公司)给大鼠尾部阻
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断气囊充气加压,当阻断器放气减压至脉搏波刚开始

出现时记录为收缩压,继续减压出现的波峰处记录为

舒张压,再继续减压随即出现平均动脉压(或计算平

均动脉压=1/3收缩压+2/3舒张压)。每只大鼠连

续测定3次,取其安静状态下的血压计算平均值,每
周测1次。第1周测得3组大鼠血压值作为基线水

平,第5周开始下一次血压测量,直至第13周,每周

测量每只大鼠的血压,记录血压水平进行评估。

1.2.3 标本采集

在第13周结束时,大鼠麻醉后颈椎脱臼,立即对

其进行右心室穿刺,采集血液标本到肝素真空管,离
心1

 

000×g
 

15
 

min,收集血浆于-80
 

℃储存。随即

解剖大鼠采集结肠部分的粪便标本,并在液氮中冷

冻,于-80
 

℃储存。

1.2.4 ELISA分析

ELISA用于测定血浆胰岛素(CEA448Ra,武汉

云克 隆 科 技 股 份 有 限 公 司)、白 细 胞 介 素(IL)-1β
(KGEHC002b/KGEHC002b-1,江苏凯基生物技术股

份有限公司)、IL-6[KGEHC007(HS)/KGEHC007
(HS)-1,江苏凯基生物技术股份有限公司]和肿瘤坏

死因子-α(TNF-α,KGEHC103a/KGEHC103a-1,江苏

凯基生物技术股份有限公司)。

1.2.5 血浆LPS和生化指标测定

按照试剂说明书,用鲎试剂测定法(EC32545S,
厦门生物科技有限公司)对血浆LPS进行定量。自动

生化分析仪(bs-420,深圳迈瑞生物医疗电子股份有限

公司)通过化学发光法测定血浆总胆固醇(TC)、甘油

三酯(TG)、低密度脂蛋白-胆固醇(LDL-C)、高密度脂

蛋白-胆固醇(HDL-C)和稳态模型胰岛素抵抗指数

(HOMA-IR),HOMA-IR=空腹血清胰岛素(mU/L)×
空腹血糖(mmol/L)/22.5。

1.2.6 宏基因组分析

按照说明书,用 TIAN
 

amp
 

Stool
 

DNA 试剂盒

(DP328)提取结肠粪便的DNA,DNA标本在上海美

吉生物医学科技有限公司进行宏基因组分析。

1.3 统计学处理

采用SPSS22.0软件进行数据分析,采用Graph-
Pad

 

Prism9.0绘图,计量资料以x±s表示,比较采用

t检验或One-way
 

ANOVA检验,以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 硫酸庆大霉素可改变高脂血症引起的血压升高

第1周,3组血压比较差异无统计学意义(P>
0.05)。第5~10周,GS组血压高于 ND组,差异有

统计学意义(P<0.05)。第5~13周,HFD组血压高

于ND组,差异有统计学意义(P<0.05)。第10~13
周,GS组血压低于HFD组,差异有统计学意义(P<
0.05),见图1。

2.2 硫酸庆大霉素可改变 HFD诱 导 的 糖 脂 代 谢

紊乱

与 ND组比较,HFD组 TC、TG、LDL-C水平、

HOMA-IR更高,HDL-C水平更低,差异有统计学意

义(P<0.05)。与 HFD组比较,GS组 TG、LDL-C
水平、HOMA-IR 更 低,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.05),见表2。

2.3 硫酸庆大霉素改变 HFD诱导的肠道微生物群

相关的LPS和炎症因子水平

HFD组LPS、IL-1β、IL-6、TNF-α水平高于 ND
组,而GS组低于HFD组(P<0.05),见图2。

  a:P<0.05,GS组与 ND组比较;b:P<0.05,GS组与 HFD组比

较;c:P<0.05,HFD组与ND组比较。

图1  3组大鼠血压变化情况

  A:LPS;B:IL-1β;C:IL-6;D:TNF-α;
a:P<0.05。

图2  硫酸庆大霉素对3组大鼠血浆LPS和炎症因子的影响
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表2  3组大鼠生化和糖脂代谢指标比较(x±s)

组别 n TC(mmol/L) TG(mmol/L) LDL-C(mmol/L) HDL-C(mmol/L) HOMA-IR

ND组 11 0.88±0.09 0.51±0.19 0.32±0.12 0.67±0.18 1.78±0.87

HFD组 13 1.42±0.42a 0.83±0.29a 0.50±0.17a 0.49±0.15a 3.74±1.61a

GS组 13 1.13±0.41 0.54±0.26b 0.34±0.08b 0.59±0.14 2.35±1.05b

  a:P<0.05,与ND组比较;b:P<0.05,与 HFD组比较。

2.4 硫酸庆大霉素改变 HFD喂养小鼠的微生物群

结构

偏最小二乘判别分析结果表明,HFD组、GS组

肠道微生物群在结构上与ND组不同,表明本研究中

的分类模型在区分ND、HFD和GS组方面具有令人

满意的性能,见图3。

2.5 肠道微生物群落丰富度(家族水平)
家族水平结果显示,3组肠道微生物群结构发生

了变化,包括24个发生明显变化的微生物群。层次

分析结果显示,HFD组f-脱硫弧菌比例高于ND组,
而 GS组 低 于 HFD 组,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),见图4。

  红色:ND组;蓝色:HFD组;绿色:GS组;每个点代表1个标本,点

密度越大,标本之间的差异就越小。

图3  3组大鼠肠道菌群采用偏最小二乘判别评估操作

分类单元水平

  A:3组肠道菌群的家族水平分析;B:3组肠道f-脱硫弧菌的家族水平分层分析;a:P<0.05。

图4  3组大鼠家族水平肠道微生物群的相对丰度

3 讨  论

  人体肠道具有复杂的微生物群落结构,是人体及

其代谢过程的重要组成部分,与健康密切相关[11]。据

报道,肠道菌群及其代谢产物与心血管疾病相互作

用,包括动脉粥样硬化、高血压、心力衰竭、肥胖、2型

糖尿病和慢性肾脏疾病[3]。超过60%的高血压危险

因素与代谢紊乱有关。因此,有学者认为肠道菌群通

过影响宿主代谢和能量吸收、破坏肠道屏障和影响炎

症因子的释放来影响血压[12-13]。故本研究比较了

ND、HFD和HFD联合硫酸庆大霉素喂养的大鼠在

血压、HOMA-IR、LPS、炎症因子和肠道菌群方面的

差异,还探讨了硫酸庆大霉素降低血压的可能机制和

途径。
既往研究表明,HFD诱导的肠道菌群直接促进

肥胖发生、发展[14]。肥胖会刺激交感神经系统,增加

身体对钠和水的吸收及血管紧张素Ⅱ的形成,从而增

加患高血压的风险[15]。本研究结果表明,HFD会升

高血压,这与既往研究[15]结果一致。已经发现口服益

生菌或口服抗生素可以通过改变肠道菌群来缓解大

鼠原发性高血压的发生、发展[16]。然而,肠道菌群是

否通过细菌及其代谢产物或基因调节高血压的发生

和发展尚不清楚。既往研究已经证实,f-脱硫弧菌是

一种革兰氏阴性肠道厌氧细菌[17],与肠道中LPS的

产生密切相关[18]。LPS通过肠道黏液进入肠道,导致

9211重庆医学2024年4月第53卷第8期



短链脂肪酸的分解和硫化氢的产生[19]。同时,LPS激

活Toll样受体4(TLR4)信号通路,增加IL-1β、IL-6、

TNF-α和巨噬细胞趋化因子-1(MCP-1)等炎症因子

的形成和释放。炎症因子直接作用于血管内皮细胞,
从而促进血管平滑肌细胞的增殖,增加血管阻力并导

致高血压[20]。
本研究肠道菌群测序结果显示,与 ND组比较,

HFD组f-脱硫弧菌的比例更高,而GS组则较低。此

外,第5~13周,HFD组血压高于ND组。这一结果

表明,HFD喂养可能通过增加肠道菌群中f-脱硫弧菌

的丰度来促进炎症,从而增加血浆LPS和作用于血管

内皮细胞并升高血压的炎症因子水平。这些发现与

上述既往研究结果一致。另一项研究发现,抗生素改

变了肠道菌群,从而改善了代谢内毒素血症,降低了

慢性炎症引起的胰岛素抵抗[21]。TLR4信号通路的

激活与胰岛素抵抗密切相关[22]。TNF-α结合胰岛素

受体并使其失活,IL-18和IL-1β等炎症因子也可导

致胰岛素抵抗,其具体分子机制尚不清楚[23]。胰岛素

抵抗也被认为会损害内皮依赖性血管舒张,从而升高

血压[24]。因此作者推测,与ND组比较,HFD组f-脱
硫弧菌的富集增加了LPS的合成,破坏了肠上皮,增
加了肠通透性,从而升高了IL-1β、IL-6和 TNF-α水

平。在HFD喂养的大鼠中灌胃硫酸庆大霉素降低了

肠道菌群中f-脱硫弧菌的丰度,从而降低了 HOMA-
IR、LPS、炎症并最终降低了血压。

既往研究证实,庆大霉素是一种针对革兰氏阴性

菌的广谱抗菌剂[25],但对有益的厌氧菌无效,可以有

效保护体内的益生菌,且口服后被快速代谢,不会被

肠道吸收。一些研究发现,细菌在死亡、自溶、繁殖或

黏附在其他细胞上时往往会释放LPS,从而导致毒

性[26]。从本研究结果推断,HFD可能会增加革兰氏

阴性菌f-脱硫弧菌的菌群丰度,而硫酸庆大霉素可能

会抑制革兰氏阴性菌的丰度,从而释放大量LPS。因

此,GS组LPS水平高于 ND组。在 GS组中,尽管

LPS水平未降至与ND组相同的水平,但血压已降至

与ND组几乎相同的水平。这些结果提示,当体内的

LPS超过一定水平时,可能会增加炎症因子水平并升

高血压,但将LPS水平控制在一定范围内是否对防治

高血压有益还需深入研究。
综上所 述,口 服 抗 生 素 硫 酸 庆 大 霉 素 可 改 善

HFD引起的糖脂代谢异常和炎症,机制可能为通过

调节肠道菌群结构、丰度及LPS水平来缓解高血压。
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