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摘要　 目的　 探讨广谱抗生素处理后，大鼠肠道菌群的改

变、恢复及其对认知行为是否产生影响。 方法　 实验大鼠随

机分为抗生素处理（ＡＴ）组和对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组；ＡＴ 组用氨苄

青霉素、万古霉素、甲硝唑和亚胺培南 ４ 种抗生素混合液灌

胃 ３ ｄ，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组用等量的生理盐水灌胃。 在第 ４ 天（距最后

一次抗生素处理 ２４ ｈ）及 ２ 个月时收集粪便进行 １６ｓ ｒＲＮＡ
基因测序检测肠道菌群的改变；在 ２ 个月时通过基于操作条

件反射的延迟匹配样本任务（ＤＭＴＰ）和 Ｙ 迷宫检测两组大

鼠认知行为。 结果　 第 ４ 天 ＡＴ 组大鼠肠道菌群减少，包括

菌群多样性减少（Ｐ ＜ ０. ０００ １）；优势菌拟杆菌门数量减少

（Ｐ ＜ ０. ０００ １），厚壁菌门数量减少（Ｐ ＝ ０. ０００ １）；而变形菌

门相对丰度增加（Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 停用抗生素后肠道菌群恢

复，在 ２ 个月时与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较差异无统计学意义；且 ＡＴ
组大鼠的认知行为与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较差异亦无统计学意义。
结论　 广谱抗生素处理会引起大鼠肠道菌群减少，但这种减

少是暂时的，在停用抗生素后会恢复正常，并且不会影响大

鼠的工作记忆和空间记忆。
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　 　 在人体肠道生活着 １００ 万亿个微生物，是人体

细胞总数的 １０ 倍，被称为肠道微生物或肠道菌

群［１］。 抗生素作为干预肠道菌群的主要方式之一，
会引起肠道菌群失调，影响认知行为。 研究［２］ 表

明，联合抗生素（氨苄青霉素、杆菌肽、美罗培南、新
霉素和万古霉素）处理可使小鼠新物体识别记忆受

损。 氨苄青霉素处理引起小鼠空间记忆和新物体识

别记忆缺陷［３］。 但是这些研究并未报道抗生素处

理后肠道菌群是否恢复以及对认知行为的长期影

响。 该研究通过 ４ 种广谱抗生素联合应用观察大鼠

肠道菌群的改变、恢复及对认知行为的影响。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物与分组　 ３ 月龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠

（ｎ ＝ １２），体质量 ２８０ ～ ３００ ｇ，购自长沙天勤生物技

术有限公司［许可证号为 ＳＣＸＫ（湘） ２０１４⁃００１０］。
所有大鼠在山西医科大学实验动物中心饲养，每笼

２ 只，环境温度 ２０ ～ ２２ ℃，湿度 ５０％ ，昼夜明暗交替

时间为 １２ ｈ ／ １２ ｈ。 食物和水经高压灭菌，所有动物

自由进食和水。
实验大鼠随机分两组，每组 ６ 只。 一组为抗生

素处理（ＡＴ）组，用抗生素混合液灌胃 ３ ｄ。 抗生素

混合制剂为：氨苄青霉素［１８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），山东鲁

抗医药股份有限公司］，万古霉素［７２ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），
华北制药股份有限公司］，甲硝唑［９０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），
陕西必康制药集团控股有限公司］和亚胺培南［９０
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），杭州默沙东制药有限公司］，每天 ２ 次

（间隔 １２ ｈ），每次灌胃 ２ ｍｌ，持续 ３ ｄ，之后常规饲

养至 ２ 个月。 另一组为对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组，灌胃等量

的生理盐水持续 ３ ｄ，之后常规饲养至 ２ 个月。 在第

４ 天（距最后一次抗生素处理 ２４ ｈ）收集粪便进行肠

道菌群检测。 在 ２ 个月时进行肠道菌群和认知行为

的检测。
１． ２　 粪便样本采集 　 在第 ４ 天（距最后一次抗生

素处理 ２４ ｈ）和 ２ 个月时分别收集粪便进行肠道菌

群检测。 采集粪便前，紫外消毒通风橱处理 ３０ ｍｉｎ。
采集时，带上无菌手套，在通风橱收集大鼠粪便 ０． ５
～ １０ ｇ，装入无菌冻存管，立即放在冰上并做好标

记，迅速放入液氮中，收集完后立即放入 － ８０ °Ｃ 冰

箱保存。
１． ３　 １６ｓ ｒＲＮＡ 基因测序　 用粪便 ＤＮＡ 提取试剂

盒（生产批号 １５４０４１６４１，德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司）提取各

样本微生物组总 ＤＮＡ，委托上海派森诺生物科技股

份有限公司在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＭｉＳｅｑ 高通量测序平台进行

高通量测序。 使用 ＱＩＩＭＥ２ 软件和 ＶＳＥＡＲＣＨ 软件

进行序列去噪和可操作分类单元（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏ⁃
ｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔ，ＯＴＵ）聚类。 使用 Ｒ 软件包（ ｖ３. １. １）计
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算 ＯＴＵ 数量和 Ｓｈａｎｎｏｎ 多样性指数。 使用 Ｒ 软件

包进行基于加权 ＵｎｉＦｒａｃ 距离的非度量多维尺度

（ｎｏｎｍｅｔｒｉｃ ｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｃａｌｉｎｇ，ＮＭＤＳ）分析，显
示样本间 ＯＴＵ 组成的差异。 使用 ＲＤＰ Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 软
件 ｖ. ２. ２ 对 ＯＴＵ 代表性序列进行物种水平的分类，
置信阈值 ８０％ 。 在 Ｒ （ ｖ３. １. １ ） 软件进行统计分

析［４］。
１． ４　 基于操作条件反射的延迟匹配样本任务（ｄｅ⁃
ｌａｙｅｄ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｔｏ ｐｏｓｉｔｉｏｎ，ＤＭＴＰ）检测 　 在操作

条件反射测试室（ＭＥＤ⁃００７⁃ＣＴ，美国 Ｍｅｄ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ
公司，图 １Ａ），通过基于操作条件反射的 ＤＭＴＰ 检测

大鼠的工作记忆（图 １Ｂ）。 在训练开始前 ５ ｄ，限制

大鼠饮食，使其体质量维持在原体质量的 ８０％ ～
８５％ ，但不限制饮水，直至行为实验结束。

训练阶段程序：① 首先进行食槽训练，每次实

验时长 ６４ ｍｉｎ，包括 ３８ 粒食物颗粒，间隔（１００ ±
４０）ｓ；② 压杆训练，每次随机伸出左杆 ／右杆，老鼠

压杆后获得一次食物奖励，每次实验时长 ３０ ｍｉｎ，包
含 ５０ 次压杆。

延迟匹配任务：包括 ３ 个阶段即样本阶段、延迟

阶段和选择阶段（图 １Ｂ）。 样本阶段：房灯亮，实验

开始，一个杆伸出（左右随机，此杆为“ｓａｍｐｌｅ”杆），
老鼠压杆，杆回缩，开始计时延迟。 延迟阶段：鼠要

鼻触食槽，延迟后的第 １ 次鼻触，左右两杆同时伸

出，进入选择阶段。 选择阶段：① 鼠压正确杆（样本

阶段“ｓａｍｐｌｅ”杆为正确杆），两杆回缩，奖励食物颗

粒，５ ｓ 间隔后，进行下一次测试；② 鼠压错误杆，两
杆回缩，房灯灭 ５ ｓ，即“ｔｉｍｅｏｕｔ”期。 开始训练时，延
迟设为 ０ ｓ。 如果连续 ２ 次实验正确率达 ８０％以上，
进入延迟。 延迟 １，延迟设为 ０ ｓ、１ ｓ、２ ｓ、３ ｓ、４ ｓ、５
ｓ、６ ｓ，７ 个延迟为一组（ｂｌｏｃｋ），一组中每个延迟随

机出现且每个延迟只出现一次，７ 个延迟后进入下

一组。 如果连续 ２ 次实验正确率达 ８０％ 以上，进入

延迟 ２。 延迟 ２ 设为 ０ ｓ、１ ｓ、２ ｓ、４ ｓ、８ ｓ、１２ ｓ、１６ ｓ。
如果连续 ２ 次实验正确率达 ８０％以上，开始测试实

验，延迟设为 ０ ｓ、２ ｓ、４ ｓ、８ ｓ、１２ ｓ、１８ ｓ、２４ ｓ，连续测

试 ５ 个实验，记录每个延迟的正确率。 在抗生素处

理后 ２ 个月时进行测试实验。
１． ５　 Ｙ 迷宫检测 　 Ｙ 迷宫（ＸＲ⁃ＸＹ１０３２，上海欣软

信息科技有限公司）共 ３ 个臂，各个臂夹角 １２０°，每
一臂尺寸 ６０ ｃｍ ×１０ ｃｍ ×３５ ｃｍ（长 × 宽 × 高）。 实

验时在迷宫各个臂内贴上不同几何图形，作为视觉

标记。 Ｙ 迷宫检测大鼠的空间记忆。 实验分 ２ 个阶

段 。第１个阶段为训练期，用隔板挡住一个臂（此

图 １　 基于操作条件反射的 ＤＭＴＰ
Ａ：操作条件反射测试室；Ｂ：ＤＭＴＰ 检测程序

臂为新异臂），大鼠由起始臂背对迷宫的中心放入，
在起始臂和其他臂自由探索 １０ ｍｉｎ，然后取出；间隔

１ ｈ 后，开始第 ２ 个阶段为测试期，打开新异臂，大鼠

仍由起始臂放入，在 ３ 个臂探索 ５ ｍｉｎ。 记录大鼠进

入每个臂的次数及在每个臂的持续时间。 每次实验

的新异臂与起始臂随机设置，且每组样本新异臂在

起始臂的左侧和右侧动物数相等。 在抗生素处理后

２ 个月时进行。
１． ６　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １３. ０ 软件对数据进

行分析处理，结果以 �ｘ ± ｓ 表示。 ＤＭＴＰ 比较采用重

复测量双因素方差分析，其余采用独立样本 ｔ 检验，
Ｐ ＜ ０. ０５ 示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 抗生素处理减少大鼠肠道菌群数量　 用氨苄

青霉素、万古霉素、甲硝唑和亚胺培南 ４ 种抗生素联

合处理 ３ ｄ 可减少大鼠肠道菌群数量。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，ＡＴ 组大鼠肠道菌群 ＯＴＵ 数量明显减少（见
图 ２Ａ）。

从 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ 稀疏曲线可以看出，随测序量不

断增加，稀疏曲线变缓，序列深度足够，可以反映当

前样品所包含的多样性（见图 ２Ｂ）。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠
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Ｓｈａｎｎｏｎ 指数为（７. ９３ ± ０. ４１），ＡＴ 组大鼠 Ｓｈａｎｎｏｎ
指数（３. ６４ ± ０. ５７）降低，差异有统计学意义（ ｔ ＝
１３. １８，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。

基于 ＵｎｉＦｒａｃ 距离的 ＮＭＤＳ 结果表明，ＡＴ 组大

鼠肠道菌群（ＡＴ⁃１）与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃１）不同（见
图 ２Ｃ）。 在门水平，共检测出 １５ 个门。 其中拟杆菌

门（Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） 和厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ） 之和占

０. ９０ 以上，是大鼠粪便中主要的优势菌门。 与 Ｃｏｎ⁃

ｔｒｏｌ 组比较，ＡＴ 组 Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 减少，差异有统计学

意义（ ｔ ＝ ９. ８９１，Ｐ ＜ ０. ０００ １，见图 ２Ｄ）；Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ 减
少，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ７. ３９７，Ｐ ＝ ０. ０００ １，见图

２Ｄ）；而变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａcｔｅｒｉａ）增加，差异有统计

学意义（ ｔ ＝ １８. ３７，Ｐ ＜ ０. ０００ １，见图 ２Ｄ）。 在属水

平，ＡＴ 组大鼠 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ、Ｂｌａｕｔｉａ、Ｐｈａｓcｏｌａｒcｔｏｂａcｔｅｒｉ⁃
ｕｍ、 Ｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ、 Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｓ、 Ｒｕｍｉｎｏcｏccｕｓ、 Ｐａｒａｂａcｔｅ⁃
ｒｏｉｄｅｓ 数量减少（见图 ２Ｅ、Ｆ）。

图 ２　 第 ４ 天 ＡＴ 组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠的肠道菌群差异

Ａ：各分类水平的 ＯＴＵ 数；Ｂ：Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ 稀疏曲线；Ｃ：Ｗｅｉｇｈｔｅｄ ＵｎｉＦｒａｃ ＮＭＤＳ 分析的样本二维排序图，ＡＴ⁃１：第 ４ 天 ＡＴ 组大鼠肠道菌群，
Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃１：第 ４ 天 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肠道菌群，ＡＴ⁃２：抗生素处理后 ２ 个月 ＡＴ 组大鼠肠道菌群，Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃２：抗生素处理后 ２ 个月 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肠道

菌群；Ｄ：门水平的菌群组成和丰度分布图；Ｅ：结合聚类分析的属水平群落结构热图；Ｆ：属水平的菌群组成和丰度分布图
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图 ３　 抗生素处理后 ２ 个月 ＡＴ 组和 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠的肠道菌群

Ａ：各分类水平的 ＯＴＵ 数；Ｂ：Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ 稀疏曲线；Ｃ：门水平的菌群组成和丰度分布图；Ｄ：属水平的菌群组成和丰度分布图

２． ２　 抗生素处理后 ２ 个月大鼠肠道菌群恢复　 抗

生素处理后 ２ 个月 ＡＴ 组大鼠肠道菌群 ＯＴＵ 数量恢

复，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较差异无统计学意义（见图 ３Ａ）。
肠道菌群多样性也恢复，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数为

（８. ８３ ± ０. ２４ ）， ＡＴ 组 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数为 （ ９. １３ ±
０. ３４），两组比较差异无统计学意义（见图 ３Ｂ）。

基于 ＵｎｉＦｒａｃ 距离的 ＮＭＤＳ 结果表明，抗生素

处理后 ２ 个月 ＡＴ 组（ＡＴ⁃２）肠道菌群可以恢复，与
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｃｏｎｔｒｏｌ⁃２）比较差异无统计学意义（见图

２Ｃ）。 在门水平，２ 个月后拟杆菌门和厚壁菌门数量

恢复，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较差异无统计学意义 （见图

３Ｃ）。 在属水平，２ 个月后 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ、Ｒｕｍｉｎｏcｏccｕｓ、
Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｓ、 Ｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ、 Ｐｈａｓcｏｌａｒcｔｏｂａcｔｅｒｉｕｍ 数 量 恢

复，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较差异无统计学意义（见图 ３Ｄ）。
２． ３　 抗生素处理对工作记忆的影响　 通过基于操

作条件反射的 ＤＭＴＰ 检测 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＡＴ 组大鼠的

认知行为。 结果显示，随着延迟的增加，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
和 ＡＴ 组大鼠的正确压杆率均减少。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠

在 ０ ｓ、２ ｓ、４ｓ、８ ｓ、１２ ｓ、１８ ｓ、２４ ｓ 延迟的正确压杆率

分别为 １００. ０％ 、９９. ５％ 、９８. ８％ 、９３. ０％ 、８８. ３％ 、
８１. ５％ 、８０. ８％ ；ＡＴ 组大鼠在 ０ ｓ、２ ｓ、４ ｓ、８ ｓ、１２ ｓ、
１８ ｓ、 ２４ ｓ 延迟的正确压 杆 率 分 别 为 ９８. ８％ 、
９９. ０％ 、 ９６. ０％ 、 ９１. ２％ 、 ８３. ７％ 、 ８３. ０％ 、 ７７. ３％ 。
在各延迟，两组大鼠的正确压杆率比较差异无统计

学意义（Ｆ ＝ ３. ０２９，Ｐ ＝ ０. １１２，见图 ４）。

图 ４　 利用 ＤＭＴＰ 检测 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＡＴ 组大鼠的工作记忆

２． ４　 抗生素处理对空间记忆的影响　 大鼠在探索
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Ｙ 迷宫新异臂的次数和时间反映其空间记忆功能。
Ｙ 迷宫检测结果显示，两组大鼠探索新异臂的次数

和时间比较差异无统计学意义。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠探

索新异臂次数占总探索次数的比率为 （０. ４３ ±
０. ０１），ＡＴ 组为（０. ４６ ± ０. ０２），两组比较差异无统

计学意义（ ｔ ＝ １. １３１，Ｐ ＝ ０. ２８４，见图 ５Ａ）。 同样，
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠探索新异臂的时间占总探索时间的

比率为（０. ５４ ± ０. ０３），ＡＴ 组为（０. ５６ ± ０. ０３），两组

比较差异无统计学意义（ ｔ ＝ ０. ３８１，Ｐ ＝ ０. ７１１，见图

５Ｂ）。

图 ５　 利用 Ｙ 迷宫检测 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＡＴ 组大鼠的空间记忆

Ａ：探索新异臂的次数的比率；Ｂ：探索新异臂的时间的比率

３　 讨论

　 　 健康成年人的肠道菌群有两个主要门：拟杆菌

门和厚壁菌门，占 ０. ９０ 以上；其次为放线菌门、变形

菌门、梭杆菌门和疣微菌门［５］。 肠道菌群为人类的

“第 ２ 基因组”，从出生开始定植于人体肠道［６］。 微

生物与宿主互利共生，在营养代谢、维持肠黏膜屏障

功能和免疫调节中起着重要作用［７ － ８］。
肠道菌群在调控大脑功能及行为中发挥重要作

用，因此提出了“微生物 － 肠 － 脑轴”的概念［９ － １０］。
抗生素处理影响正常肠道菌群的数量和结构，引起

菌群失调。 研究［３］表明，氨苄青霉素处理的小鼠厚

壁菌门数量减少，引起小鼠 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫空间记忆

和新物体识别记忆缺陷。 万古霉素和氨苄青霉素处

理短暂性前脑缺血小鼠会增加变形菌门的数量，加
重其在 Ｙ 迷宫、新物体识别和巴恩斯迷宫任务中的

认知功能损害［１１］。 另一项研究［２］用氨苄青霉素、杆
菌肽、美罗培南、新霉素和万古霉素 ５ 种抗生素组合

处理的小鼠肠道菌群数量减少和细菌多样性下降，
引起小鼠新物体识别记忆受损。 这些研究表明一种

抗生素或抗生素组合短期处理可能破坏肠道菌群而

影响认知功能，但是停用抗生素后肠道菌群是否会

恢复以及对认知行为是否有长期影响并未见报道。

本研究应用氨苄青霉素、万古霉素、甲硝唑和亚

胺培南 ４ 种抗生素联合处理，观察到抗生素抑制大

鼠肠道菌群，引起肠道菌群多样性减少，优势菌拟杆

菌门和厚壁菌门数量均减少。 与之前的研究［２］ 结

果一致，氨苄青霉素、万古霉素、甲硝唑和和亚胺培

南组合可以非选择性的去除肠道微生物，引起优势

菌的普遍下调。 因此，本研究进一步证实短期使用

抗生素处理是一种有效的模型，可以探索微生物群

及其依赖性脑功能和行为变化的因果关系。 除了抗

生素处理，无菌（ｇｅｒｍ ｆｒｅｅ，ＧＦ）动物也是研究肠道

菌群的一个有利工具［１２］。 因为 ＧＦ 动物不含有任何

菌群，可以单独引入某一菌株来观察其对宿主健康

的作用，或通过移植患者（或疾病模型动物）的粪便

微生物来观察肠道菌群对疾病发生发展的影响。 但

是 ＧＦ 动物表现为永久性神经发育和认知行为缺

陷［１３］，因此当前 ＧＦ 动物的相关研究仍有一些值得

改进的地方。 与 ＧＦ 动物研究比较，本研究证实广

谱抗生素的短期应用并不会对认知行为造成长期影

响。 本研究结果进一步支持，通过广谱抗生素处理

抑制宿主肠道菌群，然后移植患者或疾病模型动物

的粪便微生物来观察其对认知功能的作用是一种更

为理想的模型。
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