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［摘要］ 目的 探讨动脉粥样硬化模型小鼠肠道菌群特征、代谢产物氧化三甲胺 ( TMAO) 含量、心功能水
平及三者的相关性。 方法 10 只 ApoE － / －小鼠高脂饲料喂饲 12 周建立动脉粥样硬化模型设为模型组，另
取 10 只 C57BL /6 /J 小鼠作为正常组。运用小动物超声仪检测心功能 ［包括左心室射血分数 ( LVEF) 、左心
室短轴缩短率 ( LVFS) ］，采用全自动生化分析仪检测各组小鼠血清总胆固醇 ( TC) 、甘油三酯 ( TG) 、高
密度脂蛋白胆固醇 ( HDL-C) 、低密度脂蛋白胆固醇 ( LDL-C) 含量，油红 O 染色观察小鼠主动脉脂质沉积
情况，高效液相色谱质谱联用 ( LC /MS) 法检测血浆 TMAO 水平，16SrDNA 高通量测序技术分析肠道菌群
特征。采用 Spearman相关系数法对模型组小鼠肠道优势菌属、TMAO 水平及心功能进行相关性分析。 结果
与正常组比较，模型组小鼠 LVEF、LVFS值显著下降，血清 TG、TC、LDL-C 水平显著升高，HDL-C 水平显
著降低 ( P ＜ 0. 05) 。模型组小鼠主动脉脂质沉积明显，血浆 TMAO 水平明显升高 ( P ＜ 0. 05) ，肠道菌群中
Lachnospiraceae_ NK4A136_ group、罗氏菌属、Lachnoclostridium、肠杆菌属、优杆菌属丰度显著升高，拟普
雷沃菌属丰度显著降低 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。相关分析结果显示，优势菌属中 Lachnoclostridium与 TMAO
水平呈正相关，TMAO水平与 LVEF、LVFS呈正相关 ( P ＜ 0. 05) 。 结论 动脉粥样硬化模型小鼠肠道菌群
发生紊乱，代谢产物 TMAO增多，且菌群多样性改变与血浆 TMAO水平及心功能具有相关性。
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心血管疾病是严重危害人类健康的常见病，

《中国心血管健康与疾病报告 2019 概要》［1］显示，
我国现阶段心血管病人数约为 3. 3 亿，占居民死亡
原因的 43%以上，高居死亡原因首位。动脉粥样
硬化 ( atherosclerosis，AS ) 是心血管疾病的主要
病理基础，而血脂异常则是 AS 等心脑血管疾病的
重要危险因素。中医学认为，脾主运化，为气血生
化之源，而血中脂质亦由水谷化生，并依赖脾的转

输功能布散周身。脾失健运，脾虚生痰，因痰致
瘀，痰瘀互结，阻于脉道则是 AS 的重要病机［2］。
肠道菌群作为机体 “第二基因组”，对宿主代谢、
免疫调节、炎症反应等均具有重要影响，肠道菌群
失调与 AS的发生、发展密切相关［3］。且肠道菌群
直接参与饮食物的消化吸收，是脾主运化功能的微

观表现，维持肠道菌群平衡是脾主运化的主要生理

功能［4］，而肠道菌群失调则是脾失健运的重要病

理因素。研究显示，与健康人比较，AS 患者的肠
道菌群明显失衡［5 － 6］，且脾虚状态下，血脂水平异

常，血清总胆固醇 ( TC) 、甘油三酯 ( TG) 、低密
度脂蛋白胆固醇 ( LDL-C) 水平升高，高密度脂蛋
白胆固醇 ( HDL-C ) 水平降低，心功能亦降低，
此时肠道菌群也发生紊乱，同时菌群多样性改变与

血清血脂水平具有一定的相关性［7 － 8］。因此，有效
纠正肠道菌群失调可能成为预防和治疗 AS 的新途
径和新靶点。氧化三甲胺 ( TMAO) 是广泛分布于
海洋生物组织内的小分子有机化合物，肠道菌群可

将胆碱类物质代谢为三甲胺 ( TMA) ，TMA在肝脏
黄素单氧化酶 ( FMOs) 的催化下氧化为 TMAO 进
入血液。研究［9 － 11］表明，血浆 TMAO 水平高的人
群发生心血管危险事件的风险比低水平人群高 2. 5
倍，TMAO已被公认为心血管疾病的独立危险因
子，会促进 AS发展。本研究应用载脂蛋白 E 基因
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敲除( ApoE － / － ) 小鼠构建 AS 模型，利用 16SrDNA
高通量测序技术、高效液相色谱质谱联用 ( LC /
MS) 技术、高分辨小动物超声技术，观察 AS模型
小鼠肠道菌群特征、TMAO含量及心功能变化，进
一步分析肠道菌群及其代谢产物 TMAO 与心功能
的相关性，为以肠道菌群及其代谢产物为靶点，通

过健脾化瘀祛痰法防治 AS 提供依据。本研究通过
辽宁中医药大学附属医院动物实验伦理委员会伦理

学审查 ［批号: 2019Y5( DW) -020-01］。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
SPF级雄性 C57BL /6J 小鼠 10 只，6 周龄，体

重 18 ～ 20 g; 相同遗传背景的 SPF 级雄性 C57BL /
6J ApoE － / －小鼠 10 只，6 周龄，体重 18 ～ 20 g，均
购自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: SCXK ( 京) 2012 － 0001。适应
性喂养于辽宁中医药大学实验动物中心，自然光

照，自由饮水，动物房温度为 ( 20. 90 ± 2. 87 ) ℃，
空气相对湿度为 ( 47. 50 ± 15. 42) %。
1. 2 主要试剂与仪器

TC、TG、LDL-C、HDL-C试剂盒 ( 批号分别为
CH0103152、CH0105151、CH0105162、CH0105161 ) ，
四川迈新生物技术有限公司; MoBio PowerSoil DNA
Isolation Kit ( 100 ) 试剂盒 ( 批号 12888-100 ) ，
QIAGEN 公 司; 油 红 O 染 色 试 剂 盒 ( 批 号
G1260) ，索莱宝科技有限公司; 苏木素染液 ( 批
号 G1004) ，武汉谷歌生物科技有限公司; 水合氯
醛 ( 批号 S24149 ) ，上海源液生物科技有限公司;
异氟烷 ( 批号 C002160602 ) ，河北一品制药股份
有限公司; 超声耦合剂 ( 批号 20190212) ，天津津
亚科技发展有限公司; 高脂饲料 ( 含 21% 脂肪，
15%猪油，0. 15% 胆固醇等，批号 201708180 ) ，
北京科澳协力饲料有限公司。
全自动生化分析仪 ( 日本日立电子公司，型号

7180) ; 超高分辨率小动物超声仪 ( 加拿大 Visual
Sonics公司，型号 VEVO2100 ) ; 高速冷冻离心机
( 赛默飞世尔科技有限公司，型号 ThermoST16Ｒ) ;
液相色谱仪 ( Agilent Technologies Inc，型号 1290
Infinity series UHPLC) ; 质谱仪 ( Agilent Technolo-
gies Inc，型号 6470 Triple Quadruple MS /MS) ; DM
IL LED普通型光学显微镜 ( Leica 公司，型号 DM
IL LED ) ; 电泳仪 ( Bio-Ｒad 公司，型号 Power-
PacTM Basic) ; MiSeq高通量二代测序仪 ( Illumina
公司，型号 MiSeq) 。

1. 3 动物分组及造模
适应性喂养 1 周后，将 10 只 ApoE － / －小鼠作

为模型组，C57BL /6J小鼠 10 只作为正常组。模型
组参照文献 ［12］给予高脂饲料制备 AS 模型，正
常组小鼠给予普通饲料，两组均饲喂 12 周。
ApoE － / －小鼠由于敲除了 ApoE 基因，导致 LDL-C
清除障碍而沉积于动脉管壁，易于形成 AS 病灶，
是 AS研究中常用且较好的动物模型［13］。造模结束
后，取主动脉组织行油红 O 染色，镜下观察主动
脉壁内膜有斑块形成，则说明实验造模成功［14］。
本研究 10 只小鼠均造模成功。
1. 4 观察指标及方法
1. 4. 1 心脏功能 造模结束后采用异氟烷持续吸
入性麻醉，小鼠仰卧位固定于操作台上，待翻正反

射消失后，胸部给予脱毛膏脱毛备皮，涂适量耦合

剂，将高分辨率小动物超声仪的探头 ( 400 MHz)
置于耦合剂上，调整探头角度，进行心脏超声检

查，获取左心室心脏 B 型超声、M 型超声成像，
测量左心室射血分数 ( LVEF ) 、短轴缩短率
( LVFS) 。
1. 4. 2 血脂水平 造模结束后小鼠禁食不禁水
12 h，腹腔注射 4%水合氯醛 ( 1. 5 ml /25 g) ，眼球
取血。3000 r /min，离心半径 10 cm，4℃ 离心
30 min，分别取上清液及血浆，全自动生化分析仪
检测血清 TC、TG、LDL-C和 HDL-C水平。
1. 4. 3 血浆 TMAO水平 四倍体积的 4℃冰冷甲
醇沉淀血浆蛋白质之后，注射上清液中小分子分析

物于苯基柱 ( 4. 6 ～ 250 mm，5 mm SB-Phenyl; Agi-
lent技术) ，使用 Cohesive HPLC 接口 PE Sciex API
365 三重四极杆质谱仪，流速 0. 8 ml /min。LC梯度
测试条件为: 已腈 10 mmol /L，含有 5 mmol /L 甲酸
铵，25%甲醇和 0. 1%甲酸，起始于 0. 5 min，持续
3 min。在正面多反应监测 ( MＲM) 中监测 TMAO，
使用特征前体产物离子跃迁的模式: m/z7658。制
备 TMAO标准品的浓度以制备校准曲线用于定量
血浆 TMAO水平。
1. 4. 4 肠道菌群检测分析 急性失血法处死小鼠
后，开腹暴露肠道，取出盲肠组织中的粪便样本，

迅速冻存于液氮内，后转移至 － 80℃冰箱保存。基
因组 DNA 提取与 PCＲ: 粪便样本解冻后，按照
MoBio PowerSoil DNA Isolation Kit ( 100) 试剂盒操
作手册提取基因组 DNA，Nanodrop 检验 DNA 质量
及浓度，引物由北京奥维森基因科技有限公司合

成，上 游 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG， 下 游
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GGACTACHVGGGTWTCTAAT，引物长度为 468 bp，
对菌群 16SrDNA V3 － V4 区进行 PCＲ 扩增。每个
样本重复 3 次，将同一样本的 PCＲ 产物混合后用
2%琼脂糖凝胶电泳检测。菌群 16SrDNA 测序分析
由北京奥维森基因科技有限公司完成，选用 Illumi-
na Miseq测序平台 PE300 测序技术进行高通量测
序，包括 16SrDNA 测序质量评估、分类单元
( OTU) 分析、肠道菌群物种组成分析。
1. 4. 5 主动脉组织病理学形态 取固定的胸主动
脉组织，用吸水纸将组织块的固定液充分吸干，切

成 1 cm ×1 cm小块，包埋，固定于冰冻切片机上，
制作 10μm冰冻切片，用干净清洁的硅化载玻片粘
取冷冻切片，切片干燥后用 60%异丙醇浸 40 s，油
红 O染色 15 min，60%异丙醇冲洗后蒸馏水冲洗 2
次，苏木素染色 5 min，蒸馏水冲洗 2 次，1% 盐
酸-乙醇分色 1 s，甘油明胶封片后显微镜下观察并
拍照。
1. 5 统计学方法
采用 SPSS 21. 0 统计软件分析数据，符合正态

分布数据均以均值 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，不符合
正态分布数据用中位数和四分位数间距即 M ( Q25 ～
Q75 ) 表示。两组比较采用独立样本 t 检验，组间
菌群比较采用 Metastats 分析，相关分析采用
Spearman相关系数法。检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2. 1 两组小鼠心功能、血浆 TMAO水平比较
表 1 示，与正常组比较，模型组小鼠 LVEF、

LVFS显著下降，血浆 TMAO 水平明显升高 ( P ＜
0. 05)。

表 1 两组小鼠心功能及血浆 TMAO水平比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 LVEF /% LVFS /% TMAO /ng·ml －1

正常组 10 59. 84 ± 4. 67 31. 48 ± 3. 22 155. 80 ± 29. 57
模型组 10 38. 13 ± 4. 28a) 18. 32 ± 2. 31a) 574. 30 ± 215. 95a)

注: TMAO，氧化三甲胺; LVEF，左心室射血分数; LVFS，

左心室短轴缩短率。

a) 与正常组比较，P ＜ 0. 05。

2. 2 两组小鼠血脂水平比较
表 2 示，与正常组比较，模型组小鼠血清中

TG、TC、LDL-C 水平显著升高，HDL-C 水平显著
降低 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 3 两组小鼠主动脉病理形态结果
图 1示，正常组小鼠主动脉管壁无粥样斑块沉

积，模型组小鼠主动脉内可见明显的粥样斑块沉积。

正常组 模型组

注: 箭头所指为沉积于动脉壁的粥样斑块。

图 1 两组小鼠主动脉油红 O染色结果 ( × 50)

2. 4 两组小鼠肠道菌群比较
2. 4. 1 16SrDNA测序质量评估 绘制肠道菌群稀
释性曲线以评估样本的测序数据量是否合理，当曲

线趋于平坦时，说明样本测序数据量合理，产生的

OTU趋于平稳; 反之则说明随着测序数据量增大，
可能会产生较多新的 OTU。本次实验两组样本平
均得到 20209 条有效系列，当序列接近 21000 时
再增加序列时只产生少量新的 OTU，表明此次实
验测序数据量合理。
2. 4. 2 肠道菌群 OTU分析结果 通过对两组小鼠
共 20 个样本进行优化，聚类得到 OTUs 韦恩图，
两组样本共有 434 个相同的 OTUs，正常组有 698
个特征 OTUs，模型组有 70 个特征 OTUs。
2. 4. 3 肠道菌群物种组成分析 根据物种注释结
果，统计两组中至少一组属水平相对丰度在 1. 5%
以上的物种，表 3 示，与正常组比较，模型组
Lachnospiraceae _ NK4A136_ group、Lachnoclostridium、
罗氏菌属、肠杆菌属、优杆菌属相对丰度显著升
高，拟普雷沃菌属相对丰度显著降低 ( P ＜ 0. 05 或
P ＜ 0. 01) 。

表 2 两组小鼠血清 TG、TC、LDL-C、HDL-C水平比较 ( mmol /L，珋x ± s)

组别 鼠数 TC TG HDL-C LDL-C

正常组 10 12. 00 ± 0. 99 0. 33 ± 0. 04 2. 23 ± 0. 12 3. 39 ± 0. 43
模型组 10 37. 73 ± 1. 38a) 0. 92 ± 0. 08a) 1. 56 ± 0. 12a) 14. 54 ± 1. 01a)

注: TG，甘油三酯; TC，总胆固醇; LDL-C，低密度脂蛋白胆固醇; HDL-C，高密度脂蛋白胆固醇。

a) 与正常组比较，P ＜ 0. 05。
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表 3 两组小鼠肠道优势菌属丰度比较 ( 至少一组平均丰度 ＞ 1. 5%) ［%，珋x ± s /M ( Q25 ～ Q75) ］

菌属 鼠数 正常组 模型组 P值

Lachnospiraceae_ NK4A136_ group 10 14. 57 ± 8. 42 27. 95 ± 13. 40 0. 0171
拟普雷沃菌属 10 5. 68 ± 5. 15 0. 05 ± 0. 04 0. 0009
Lachnoclostridium 10 2. 21 ± 1. 74 4. 17 ± 2. 09 0. 0341
罗氏菌属 10 1. 43 ± 1. 29 2. 37 ( 1. 70 ～ 12. 16) 0. 0311
肠杆菌属 10 1. 42 ± 0. 94 3. 22 ± 1. 32 0. 0032
优杆菌属 10 0. 12 ( 0. 04 ～ 1. 22) 2. 87 ± 2. 49 0. 0091

2. 5 模型组小鼠肠道优势菌属、血浆 TMAO 水平
与心功能的相关性分析

表 4 示，模型组小鼠肠道优势菌属中，Lach-
noclostridium与 TMAO 水平呈显著正相关 ( P ＜
0. 05) ，所有优势菌属与 LVEF、LVFS 均无显著相
关性 ( P ＞ 0. 05 ) ; 血浆 TMAO 水平与 LVEF、
LVFS呈显著正相关 ( P ＜ 0. 05) 。

表 4 模型组小鼠优势菌属与 TMAO、LVEF、LVFS的
相关性分析结果

项目
TMAO
相关系数 P值

LVEF
相关系数 P值

LVFS
相关系数 P值

Lachnospiraceae_
NK4A136_ group

0. 055 0. 881 － 0. 237 0. 510 － 0. 176 0. 626

Lachnoclostridium 0. 648 0. 043 0. 353 0. 318 0. 438 0. 206
罗氏菌属 － 0. 539 0. 108 － 0. 328 0. 354 － 0. 438 0. 206
肠杆菌属 0. 564 0. 090 0. 383 0. 275 0. 371 0. 291
优杆菌属 0. 030 0. 934 － 0. 225 0. 532 － 0. 128 0. 725
TMAO 1. 000 － 0. 705 0. 023 0. 754 0. 012

注: TMAO，氧化三甲胺; LVEF，左心室射血分数; LVFS，

左心室短轴缩短率。

3 讨论

中医学认为，脾主运化水谷，为气血生化之

源，血中脂质亦由脾运化水谷而生成，并依赖脾的

转输功能布散周身。若过食肥甘厚味，损伤脾胃，
脾失健运，水谷精微物质输布失常，聚而为痰，因

痰致瘀，痰瘀互结，常导致血脂异常及 AS，日久
则易引发心血管疾病。本研究结果显示，采用高脂
喂饲 ApoE － / －小鼠 12 周后，模型组小鼠血清 TG、
TC、LDL-C水平显著升高，HDL-C 水平显著降低，
同时模型组小鼠主动脉内可见明显的脂质沉积，形

成粥样斑块，说明成功建立 AS模型。
LVEF、LVFS是反映心排出量及心肌收缩能力

的重要指标，随着动脉硬化病变程度的增加，

LVEF 及 LVFS 不同程度降低［15］。本研究结果显
示，与正常组比较，模型组小鼠 LVEF 及 LVFS 值
均显著下降，说明小鼠左心室心肌收缩能力下降，

心功能降低。

AS是一种慢性炎症性疾病，炎症反应在 AS
病变的发生发展中发挥着非常重要的作用［16］。肠
道菌群失调参与代谢性和炎症性疾病的发生和进

展［3］，越来越多的研究表明肠道菌群在 AS 的发生
发展中有重要作用［17］。既往研究［6］表明，AS 患者
的肠道菌群失衡，其中拟杆菌、乳酸杆菌等益生菌
明显减少，毛螺旋菌等厚壁菌门明显增多。TMAO
是肠道菌群的重要代谢产物，其作为心血管疾病重

要的风险预测因子，能够通过多种途径促进动脉粥

样硬化的发展［18 － 20］。TMAO 的生成量与人类肠道
菌群的种类有关，普氏菌属丰度高的肠道菌群要比

拟杆菌属丰度高的肠道菌群 TMAO 含量多［21］。本
研究结果显示，与正常组小鼠相比，模型组小鼠

Lachnospiraceae_ NK4A136_ group、罗氏菌属、肠杆
菌属、优杆菌属、Lachnoclostridium丰度显著升高，
拟普雷沃菌属丰度显著降低，血浆 TMAO 水平显
著升高。Lachnospiraceae_ NK4A136_ group 属于毛
螺旋菌科，与罗氏菌属及优杆菌属均属于厚壁菌

门。Lachnoclostridium 是 Amadou 等［22］首次从肥胖
患者的粪便样品中分离出来的。肠杆菌属为普遍存
在于肠道菌群中的一个机会致病菌［23］。研究显示，
二乙基亚硝胺处理的大鼠，在炎症反应的同时伴随

着肠杆菌属增加，而且肠杆菌属与高脂诱导的氧化

应激呈正相关［24］，通过抑制肠球菌的生长可以改

善糖和脂肪的代谢［25］。另有研究［26］表明，梭菌
( Lachnospiraceae_ NK4A136_ group及罗氏菌属为梭
菌纲) 的增加可能会增强葡聚糖硫酸钠诱导的炎

症反应。本研究肠道菌群物种组成结果与上述报道
一致，提示高脂饮食造成了 AS小鼠肠道菌群紊乱。
此外，肠道菌群优势菌属、血浆 TMAO 水平

与心功能的相关性研究结果显示，模型组小鼠肠道

优势菌属中，Lachnoclostridium 与 TMAO 水平呈显
著正相关，血浆 TMAO 水平与 LVEF、LVFS 呈显
著正相关，提示肠道菌群与 TMAO、心功能密切相
关。未来实验中可以进一步探讨三者之间的相互作
用及机制。Lachnoclostridium 目前研究尚少，其在
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AS发生发展中的作用有待进一步深入研究。
综上所述，高脂饮食条件下，脾胃受损，运化

失司，痰瘀互结致血脂异常，且不能维持肠道微生

物稳态，导致 AS小鼠肠道菌群发生紊乱，益生菌
丰度下降，与脂代谢相关的菌属丰度升高，代谢产

物 TMAO增多，且菌群多样性改变与血浆 TMAO
水平及心功能具有一定的相关性。本研究样本量虽
然满足测序需求，但仍相对不足，后续研究中拟增

加样本量并结合临床研究，采用健脾化瘀祛痰法防

治 AS，为揭示 AS的发病机制及临床多角度、多靶
点防治 AS提供一定的研究思路及依据。
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Intestinal Flora and its Metabolite Trimethylamine Oxide in Correlation with Cardiac Function in Atheroscle-
rosis Model Mice
LYU Meijun，JIA Lianqun，LENG Xue，WANG Ying，DU Ying，LI Ning，WANG Qun，CHEN Si，CAO
Yuan
Key Laboratory of Ministry of Education in Theory and Application of Visceral Manifestations of Chinese Medicine，Liaoning University
of Traditional Chinese Medicine，Shenyang，110032
ABSTＲACT Objective To explore the characteristics of the intestinal flora of atherosclerosis model mice，the
content of the metabolite trimethylamine oxide ( TMAO) ，the cardiac function level，and the correlations among them．
Methods Ten ApoE － / － mice were fed with high-fat diet for 12 weeks to establish the atherosclerosis model，and an-
other 10 C57BL /6 /J mice were set as the normal group． The small animal ultrasonic detector was used to assess the
cardiac function including left ventricular ejection fraction ( LVEF) and left ventricular fractional shortening ( LVFS) ;
automatic biochemical analyzer was used to detect the content of serum total cholesterol ( TC) ，triglyceride ( TG) ，
high-density lipoprotein cholesterol ( HDL-C) and low-density lipoprotein cholesterol ( LDL-C) ; Oil Ｒed O staining
was used to assess the lipid deposition of aorta; high-performance liquid chromatography-mass spectrometry ( LC /MS)
method was used to detect the plasma TMAO level; 16SrDNA high-throughput sequencing technology was used to ana-
lyze the characteristics of intestinal flora． The correlations among the dominant bacteria in the mice intestines，the
TMAO level and the cardiac function in the model group were analyzed with Spearman correlation coefficient method．
Ｒesults Compared to the normal group，the model group had significantly lower levels of LVEF and LVFS，higher
levels of serum TG，TC and LDL-C，and lower HDL-C level ( P ＜ 0. 05) ． In the model group，the deposition of aorta
lipid was obvious; the plasma TMAO level was significantly increased ( P ＜ 0. 05) ; the abundance of Lachnospiraceae
_ NK4A136_ group，Ｒosella，Lachnoclostridium，Enterobacter，and Eubacterium in the intestinal flora were signifi-
cantly increased，while the abundance of Prevotella was significantly reduced ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． The results of
correlation analysis showed that the dominant bacteria genus Lachnoclostridium was positively correlated with the
TMAO level，and the TMAO level was positively correlated with LVEF and LVFS ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion In
mice model of atherosclerosis，the intestinal flora is disturbed and the metabolite TMAO increased，suggesting that the
diversity of flora changes，the plasma TMAO level and the cardiac function seem to be correlated．
Keywords atherosclerosis; intestinal flora; trimethylamine oxide; cardiac function
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