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摘　 要： 本试验旨在研究溶血性葡萄球菌来源的细胞外囊泡（ＳＨ⁃ＥＶｓ）对小鼠生长性能、免疫

力、肠道形态与微生物区系的影响。 选用体重、日龄接近的 ２０ 只健康雄性离乳 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，
采用完全随机试验设计分为 ２ 个组，每组 １０ 个重复，每个重复 １ 只小鼠。 每隔 １ ｄ 给对照组小

鼠灌服 １５０ μＬ 磷酸盐缓冲液 （ ＰＢＳ），给试验组小鼠灌服 １５０ μＬ ＳＨ⁃ＥＶｓ 悬液 （含 ５００ μｇ
ＳＨ⁃ＥＶｓ）。 试验期为 ５ ｄ。 结果显示：１）与对照组相比，灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 显著降低了小鼠的平均日

采食量和平均日增重（Ｐ＜０．０５），并有提高料重比的趋势（Ｐ ＝ ０．０５２）。 ２）与对照组相比，灌服

ＳＨ⁃ＥＶｓ 显著提高了小鼠血清肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ⁃α）和白细胞介素－１０（ ＩＬ⁃１０） 含量（Ｐ＜
０．０５），显著降低了血清免疫球蛋白 Ａ（ ＩｇＡ）含量（Ｐ＜０．０５），有降低血清免疫球蛋白 Ｇ（ ＩｇＧ）含

量的趋势（Ｐ ＝ ０．０６７）。 ３）灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 导致小鼠回肠绒毛损伤，肠绒毛稀疏。 ４）与对照组相

比，灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 在门水平上显著降低了小鼠肠道拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） 的相对丰度（Ｐ ＜
０．０５），显著提高了酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
浮霉菌门（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）的相对丰度（Ｐ＜０．０５）；在属水平上显著降低了小鼠肠道普雷沃氏菌

科 ＵＣＧ⁃００１（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００１）、拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、拟普雷沃菌属（Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）
的相对丰度（Ｐ＜０．０５）；在种水平上显著降低了小鼠肠道产酸拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ａｃｉｄｉｆａｃｉｅｎｓ）的

相对丰度（Ｐ＜０．０５），显著提高了毛螺菌科细菌 ＣＯＥ１（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ＣＯＥ１）的相对

丰度（Ｐ＜０．０５）。 由此可见，灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 降低了小鼠的生长性能、免疫力，一定程度上损伤了肠

道形态发育并扰乱了肠道菌群结构，对小鼠健康产生了不利影响。
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　 　 细胞外囊泡（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＥＶｓ）是细

胞分泌至胞外的膜性囊泡［１］ 。 近年来，关于它作

为细胞间新“细胞信使”的研究越来越多，且受到

广泛的重视［２－３］ 。 在各种原核和真核微生物中，许
多细胞因子与 ＥＶｓ 有关，ＥＶｓ 运输是一种普遍现

象［３－４］ 。 ＥＶｓ 由真核生物、古细菌和细菌产生，由

脂质双分子层组成，形成直径从 ２０ ～ ５００ ｎｍ 不等

的含腔球体［５］ 。 研究显示，ＥＶｓ 参与肿瘤进展、免
疫调节、新陈代谢、肠道微生物区系的塑造等过

程［６－１０］ 。 细菌来源的 ＥＶｓ 于 １９６５ 年首次在大肠

杆菌中被发现［１１］ 。 细菌来源的 ＥＶｓ 携带多种物

质，包括毒力因子、黏附素、ＤＮＡ、ＲＮＡ、毒素、免疫
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调节因子和营养清除因子，与细胞毒性、宿主细胞

入侵、膜融合、生物膜的产生、病毒入侵、ＤＮＡ 传

递、受 体 响 应 和 抗 生 素 耐 药 蛋 白 的 转 移 过 程

相关［１２－１３］ 。
　 　 葡萄球菌是一种圆形或卵圆形的革兰氏阳性

球菌，呈葡萄状，无鞭毛，无荚膜，不产生芽孢［１４］ 。
临床上，葡萄球菌病主要是由金黄色葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ）引起的。 金黄色葡萄球菌

是一种常见的人兽共患病原菌，在自然界分布广

泛，可引起人和动物感染，也可引起细菌性食物中

毒或饲料中毒［１５］ ，肠毒素是导致金黄色葡萄球菌

食物中毒的主要毒力因子［１６］ 。 相比金黄色葡萄球

菌，关于溶血性葡萄球菌 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｈａｅｍｏ⁃
ｌｙｔｉｃｕｓ）的研究鲜有报道。 溶血性葡萄球菌是一种

凝固酶阴性葡萄球菌，以共生菌的形式存在于皮

肤中［１７］ ，是重要的医院感染病原菌［１８］ 。 酚可溶性

调节肽（ｐｈｅｎｏｌ⁃ｓｏｌｕｂｌｅ ｍｏｄｕｌｉｎｓ，ＰＳＭ）是溶血性葡

萄球菌的主要毒力因子，是一类具有广泛的细胞

溶解活性的两亲性肽毒素，包含一种 α 型 ＰＳＭ 和

３ 种 β 型 ＰＳＭ，４ 种 ＰＳＭ 均具有较强的促炎活性，
可促进中性粒细胞趋化［１９］ 。 溶血性葡萄球菌来源

的细胞外囊泡（ＳＨ⁃ＥＶｓ）是否携带 ＰＳＭ，是否通过

ＰＳＭ 产生促炎活性尚不明确。 本试验拟研究 ＳＨ⁃
ＥＶｓ 对小鼠生长、免疫功能、肠道结构及微生物区

系的影响，以期为细菌 ＥＶｓ 的深入研究提供参考。

１　 材料与方法
１．１　 菌株及其培养

　 　 溶血性葡萄球菌为本实验室保存菌种，由生

工生物工程（上海）股份有限公司通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因测序进行菌种鉴定，采用 ＹＰＤ 液体培养基

（含１．０％酵母提取物、２．０％蛋白胨、２．０％葡萄糖）
于 ３０ ℃下在转速为 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 的水平摇床上振荡

培养 １４ ～ １６ ｈ 至 ＯＤ６００ ｎｍ达到 １．０ ～ １．５。
１．２　 ＳＨ⁃ＥＶｓ 的分离、纯化与鉴定

　 　 将保存的溶血性葡萄球菌菌种复苏，在新鲜

ＬＢ 液体培养基中于 ３０ ℃下在转速为 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ
的水平摇床上扩大培养，使 ＯＤ６００ ｎｍ达到 １．０ ～ １．５；
然后将培养物于 ４ ℃ 、２ ０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ；收集

上清于４ ℃ 、１０ ０００×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ；取上清经过超

速离心机于 ４ ℃ 、１２０ ０００ ×ｇ 离心 ９０ ｍｉｎ，得到

ＳＨ⁃ＥＶｓ 沉淀，将获得 ＳＨ⁃ＥＶｓ 沉淀经过磷酸盐缓

冲液（ ＰＢＳ）重悬后再一次经超速离心机于 ４℃ 、

１２０ ０００×ｇ 离心 ９０ ｍｉｎ，富集得到的沉淀即为纯化

的 ＳＨ⁃ＥＶｓ，纯化后的 ＳＨ⁃ＥＶｓ 用 ＰＢＳ 重悬，放入

－８０ ℃保存备用。
　 　 将 １０ μＬ ＳＨ⁃ＥＶｓ 的 ＰＢＳ 悬液滴加于铜网上

沉淀 ２０ ｍｉｎ，用滤纸吸去浮液，接着再用蒸馏水漂

洗 １ ～ ３ 次。 吸取 ２％的醋酸双氧铀 １０ μＬ 滴加于

铜网上沉淀 １ ｍｉｎ，滤纸吸去浮液后常温干燥

１５ ｍｉｎ，通 过 ＪＥＭ － ２０００ＥＸ 透 射 电 子 显 微 镜

（ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＴＥＭ） 来 观 察

ＳＨ⁃ＥＶｓ 的外部形态特征［２０］ 。 利用纳米颗粒跟踪

分析 仪 （ Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ） 来 测 定 ＥＶｓ 的 粒

径［２１］ 。 利用二奎啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒

测定 ＳＨ⁃ＥＶｓ 的蛋白质浓度。
１．３　 试验动物及饲养管理

　 　 试验动物为无特定病原体（ＳＰＦ）级的健康雄

性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，１４ ～ １７ ｇ，２８ ～ ３０ 日龄，购自广

东省医学实验动物中心，许可证号：ＳＣＸＫ （粤）
２０１８⁃０００２。 饲养环境温度保持在（２２ ±２） ℃ ，相
对湿度保持在（５０±１０）％，光照周期为 １２ ｈ 光照 ／
１２ ｈ 黑暗。 动物试验开始前先使小鼠习惯动物设

施 １ 周，动物试验按照《实验动物管理条例》 （２０１７
年修订）执行。
１．４　 试验设计

　 　 选取 ２０ 只小鼠，采用完全随机试验设计分为

２ 个组，每组 １０ 个重复，每个重复 １ 只小鼠。 参照

Ｔｅｎｇ 等［９］ 的方法，每隔 １ ｄ 给试验组小鼠灌服

１５０ μＬ ＳＨ⁃ＥＶｓ 悬液（含 ５００ μｇ ＳＨ⁃ＥＶｓ），给对照

组小鼠灌服 １５０ μＬ ＰＢＳ，共灌服 ３ 次。 试验期为

５ ｄ。 试验期内自由饮水、自由采食。 试验饲粮为

购自广东省医学实验动物中心的小鼠标准饲粮。
１．５　 样品采集

１．５．１　 小鼠生长性能数据采集

　 　 在试验始末清晨对每只小鼠进行空腹称重，
记录个体重；试验过程中记录每只小鼠每天的采

食量。
１．５．２　 小鼠粪便采集

　 　 试验结束当天采集小鼠的新鲜粪样，置于

２ ｍＬ无菌 ＰＥ 管中，于－８０ ℃条件下储存待测。
１．５．３　 小鼠血液采集

　 　 试验结束后利用蘸有异氟烷的棉球将小鼠麻

醉，然后对小鼠进行眼球采血，血液静置 １ ｈ 后，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ，分离血清。 小心吸取血

清分装于 １．５ ｍＬ 的试管中，于－８０ ℃条件下储存

０２７４
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待测。
１．５．４　 小鼠回肠组织采集

　 　 采血后，断颈处死小鼠，剖开腹腔，于回肠中

段采集 ２ ｃｍ 左右的组织样品，灭菌生理盐水冲洗

干净，置于 ４％甲醛缓冲溶液中固定，以备制作

切片。
１．６　 检测指标与方法

１．６．１　 小鼠生长性能指标测定

　 　 根据试验始末小鼠体重计算平均日增重

（ＡＤＧ）；根据每只小鼠每日的采食量计算平均日

采食量（ＡＤＦＩ）；根据平均日增重及平均日采食量

计算料重比（Ｆ ／ Ｇ）。
１．６．２　 小鼠血清免疫指标测定

　 　 血 清 肿 瘤 坏 死 因 子 － α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素－１０（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１０，
ＩＬ⁃１０）、免疫球蛋白 Ａ（ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ａ， ＩｇＡ）、
免疫球蛋白 Ｇ（ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｇ，ＩｇＧ）含量均采

用上海酶联生物科技有限公司生产的试剂盒测

定，测定方法按照说明书进行。
１．６．３　 小鼠肠道形态观察

　 　 将固定的回肠标本经脱水、透明、浸蜡、包埋、
修块、切片、展片、常规苏木精－伊红（ＨＥ）染色等

处理后，制成石蜡切片。 之后用显微镜在 ４０ 倍下

随机选择多个非连续性视野观察切片，并挑选典

型视野拍摄成图片。
１．６．４　 小鼠肠道微生物区系测定

　 　 从小鼠粪便样本中提取基因组 ＤＮＡ 后，利用

琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 的纯度和浓度。 用带

有 ｂａｒｃｏｄｅ 的特异引物扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ３＋Ｖ４
区，引物序列为：３４１Ｆ，５′－ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧ⁃
ＣＡＧ－ ３′；８０６Ｒ，５′ －ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡ⁃
ＡＴ－３′。 然后 ＰＣＲ 扩增产物切胶回收，用 ＱｕａｎｔｉＦ⁃
ｌｕｏｒＴＭ荧光计进行定量。 将纯化的扩增产物进行

等量混合，连接测序接头，构建测序文库，使用

ＨｉＳｅｑ２５００ 的 ＰＥ２５０ 模式上机测序。
　 　 测序得到 ｒａｗ ｒｅａｄｓ 之后，对低质量 ｒｅａｄｓ 进行

过滤，再进行序列拼接、序列过滤、序列去嵌合体

等处理，得到优化序列（ ｔａｇｓ）。 用 Ｕｐａｒｓｅ 软件以

９７％的一致性（ ｉｄｅｎｔｉｔｙ）对所有样品的优化序列聚

类成为操作分类单元（ＯＴＵ），获得 ＯＴＵ 后，根据

分析流程，使用 ＱＩＩＭＥ （ ｖｅｒｓｉｏｎ １． ９． １） 依次进行

ＯＴＵ 分析、Ａｌｐｈａ 多样性分析、菌群结构分析［２２］ 。
１．７　 数据处理

　 　 试验数据经 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 初步整理后，采用

ＳＰＳＳ １９．０ 统计软件的独立样本 ｔ 检验法进行组间

差异显著性比较，以 Ｐ＜０．０５ 为差异显著，０．０５≤
Ｐ＜０．１０ 为差异有显著趋势，结果以平均值±标准

差表示。

２　 结果与分析
２．１　 ＳＨ⁃ＥＶｓ 的生物学特性

　 　 采用差速离心法从溶血性葡萄球菌培养液上

清中得到较多的纯化 ＳＨ⁃ＥＶｓ（图 １－ａ）。 对纯化

ＳＨ⁃ＥＶｓ 进行 ＴＥＭ 观察（图 １－ｂ），发现 ＳＨ⁃ＥＶｓ 大

小不一，外形呈现圆形或椭圆形，直径 １００ ｎｍ 左

右，在 ２０ ～ ５００ ｎｍ范围之内，符合细菌 ＥＶｓ 颗粒粒

径的要求。 随后采用纳米颗粒跟踪分析仪检测纯

化 ＳＨ⁃ＥＶｓ 的粒径分布（图 １－ｃ），结果显示模式曲

线线条平缓流畅，说明含有的杂质较少，纯度较

好；检测得到的粒子分布系数（ＰＤＩ）为 ０．２７１，介于

０．０８ ～ ０．７０，证明体系分散度适中，检测结果置信

度 高； 平 均 粒 径 为 １２２． ５ ｎｍ， 粒 径 主 峰 为

１６２．３ ｎｍ，粒径２０ ～ ２００ ｎｍ 百分比为 ６９．９％，与细

菌 ＥＶｓ 的理论颗粒粒径大小基本吻合。
２．２　 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠生长性能的影响

　 　 由表 １ 可知，与对照组相比，小鼠灌服ＳＨ⁃ＥＶｓ
显著降低了平均日采食量和平均日增重 （ Ｐ ＜
０．０５），有提高料重比的趋势（Ｐ ＝ ０．０５２），其中平

均日采食量降低了 ４． ８０％，平均日增重降低了

１２．８７％，料重比提高了 ９．２０％。
２．３　 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠血清免疫指标的影响

　 　 由表 ２ 可知，与对照组相比，小鼠灌服ＳＨ⁃ＥＶｓ
显著提高了血清 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１０ 含量（Ｐ＜０．０５），
显著降低了血清 ＩｇＡ 含量（Ｐ＜０．０５），有降低血清

ＩｇＧ 含量的趋势（Ｐ ＝ ０．０６７），其中 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１０
含量分别提高了 １６．２６％和 ４．５４％，ＩｇＡ 和 ＩｇＧ 含

量分别降低了 ９．１５％和 ６．０３％。
２．４　 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠肠道形态的影响

　 　 由图 ２ 可知，对照组小鼠的回肠绒毛生长状

态良好，完整性好，数量较多，密度较大；而试验组

小鼠的回肠绒毛密度降低，有一定程度的损伤。
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　 　 ａ：分离纯化 ＳＨ⁃ＥＶｓ 的主要步骤示意图；ｂ：ＴＥＭ 观察 ＳＨ⁃ＥＶｓ 的形态；ｃ：Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ 检测 ＳＨ⁃ＥＶｓ 的粒径分布。
　 　 ａ： ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｔｅｐｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＨ⁃ＥＶｓ； ｂ： ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＳＨ⁃ＥＶｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ； ｃ： ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＳＨ⁃ＥＶｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ．

图 １　 ＳＨ⁃ＥＶｓ 的分离和表征

Ｆｉｇ．１　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＨ⁃ＥＶｓ

表 １　 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠生长性能的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＨ⁃ＥＶｓ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｃｅ

项目 Ｉｔｅｍｓ 对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ 试验组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

初始体重 ＩＢＷ ／ ｇ １５．６４±０．６６ １５．６８±０．７８ ０．８９８
终末体重 ＦＢＷ ／ ｇ １９．８３±０．７２ １９．３２±０．６７ ０．１２０
平均日采食量 ＡＤＦＩ ／ ｇ ４．３１±０．２６ａ ４．１０±０．１５ｂ ０．０４２
平均日增重 ＡＤＧ ／ ｇ ０．８７±０．０８ａ ０．７６±０．０７ｂ ０．００６
料重比 Ｆ ／ Ｇ ５．０１±０．３９ ５．４７±０．５３ ０．０５２

　 　 同行数据肩标不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。 下表同。
　 　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０．０５）， ｗｈｉｌｅ ｗｉｔｈ ｎｏ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒ⁃
ｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＞０．０５） ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

表 ２　 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠血清免疫指标的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＨ⁃ＥＶｓ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｉｍｍｕｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

项目 Ｉｔｅｍｓ 对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ 试验组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ

肿瘤坏死因子－α ＴＮＦ⁃α ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ７４．５４±４．５８ｂ ８６．６６±６．９１ａ ０．００１
白细胞介素－１０ ＩＬ⁃１０ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ５３．６５±２．２０ｂ ５６．０８±２．１５ａ ０．０２６
免疫球蛋白 Ａ ＩｇＡ ／ （μｇ ／ ｍＬ） ３８．８０±１．８６ａ ３５．２５±２．８４ｂ ０．００８
免疫球蛋白 Ｇ ＩｇＧ ／ （ｍｇ ／ ｍＬ） ２．３１±０．１１ ２．１７±０．１８ ０．０６７

２．５　 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠肠道微生物区系的影响

２．５．１　 Ａｌｐｈａ 多样性分析

　 　 由表 ２ 可知，对照组和试验组检测到的物种

数量均较高 ，在１９３４ ～ ２０１０个 ；覆盖度也均在

９９．６％以上，说明测序结果已基本覆盖样本的多样

性。 对照组和试验组的 Ｃｈａｏ１ 指数、ＡＣＥ 指数、
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数均差异不显著（Ｐ＞
０．０５）。

２２７４
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　 　 ＰＢＳ 代表对照组，ＳＨ⁃ＥＶｓ 代表试验组。 下图同。 ＰＢＳ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＳＨ⁃ＥＶｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ．
Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ．

图 ２　 小鼠回肠黏膜组织形态

Ｆｉｇ．２　 Ｉｌｅｕｍ ｍｕｃｏｓａ ｔｉｓｓｕｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍｉｃｅ

２．５．２　 稀释曲线

　 　 通过绘制稀释曲线可评价测序量是否足够，
并能间接反映样本中物种的丰富程度。 由图 ３－ａ
可见，各样本的稀释曲线趋于平缓或者达到平台

期，可以认为继续增加测序深度已经不影响物种

多样性，说明测序量足够。
２．５．３　 韦恩图

　 　 韦恩图可用于统计多个样本中所独有与共有

的 ＯＴＵ 数目，能够比较直观地表现样本的 ＯＴＵ
数目组成相似性及重叠情况。 由图 ３－ｂ 可知，对
照组和试验组共有 １ ７４０ 个 ＯＴＵ，对照组独有

１ ３５５个 ＯＴＵ，试验组独有 １ １６８ 个 ＯＴＵ。
２．５．４　 基于 ＯＴＵ 的主成分分析（ＰＣＡ）
　 　 通过分析不同样本 ＯＴＵ（９７％相似性）组成能

够反映样本之间的差异和距离，ＰＣＡ 运用方差分

解，将多组数据的差异反映在二维坐标图上，坐标

轴取能够最大反映方差值的 ２ 个特征值。 由

图 ３－ｃ可知，对照组与试验组样本分散较远，相似

性有较大差异。

表 ３　 Ａｌｐｈａ 多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ

项目 Ｉｔｅｍｓ 对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ 试验组 Ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ Ｐ 值 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ
检测到的物种数量 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｎｕｍｂｅｒ ／个 ２ ００９．６７±１１８．１６ １ ９３４．００±８４．５５ ０．２６３
覆盖度 Ｃｏｖｅｒａｇｅ ／ ％ ９９．６３±０．０２ ９９．６３±０．０８ ０．９７３
丰富度 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ
Ｃｈａｏ１ 指数 Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ ２ ６５５．３１±１７６．８６ ２ ６２３．４８±１１８．１８ ０．７４０
ＡＣＥ 指数 ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ ２ ５３８．０２±１８７．５２ ２ ５０４．９９±９８．４３ ０．７３２
多样性 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ７．７９±０．４４ ８．１７±０．６１ ０．２５２
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ０．９８±０．０１ ０．９８±０．０１ ０．９２３

图 ３　 稀释曲线（ａ）、韦恩图（ｂ）和 ＰＣＡ 图（ｃ）
Ｆｉｇ．３　 Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ （ａ）， Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ （ｂ） ａｎｄ ＰＣＡ ｄｉａｇｒａｍ （ｃ）
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２．５．５　 小鼠肠道菌群结构

　 　 灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠肠道菌群门水平相对丰

度的影响如图 ４ 所示。 从样本中获得的主要菌群

分别属于拟杆菌门 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） 和厚壁菌门

（ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ）， 在 对 照 组 中 分 别 占 ４２． ８４％ 和

１３．１９％，在试验组中分别占 ２３． ５６％ 和 １６． ９９％

（图 ４－ａ）。 与对照组相比，灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 显著降低

了小鼠肠道 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 的相对丰度（Ｐ＜０．０５），
显著提高了酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿弯菌门

（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、变形菌门（ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、浮霉菌

门 （ Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ ） 的 相 对 丰 度 （ Ｐ ＜ ０． ０５ ）
（图 ４－ｂ）。

　 　 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ：拟杆菌门；Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ：厚壁菌门；Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ：酸杆菌门；Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ：放线菌门；Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ：绿弯菌门；
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ：变形菌门；Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ：浮霉菌门；Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ：疣微菌门；Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ：芽单胞菌门；Ｏｔｈｅｒ：
其他。

图 ４　 在门水平上的肠道菌群结构（ａ）以及有显著差异的菌门（ｂ）
Ｆｉｇ．４　 Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ （ａ） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ ｐｈｙｌａ （ｂ）

　 　 灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠肠道菌群属水平相对丰

度的影响如图 ５ 所示。 从样本中获得的主要菌群

分别属于阿里叶柄菌属 （ Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ）、毛 螺 菌 科

ＮＫ４Ａ１３６ 组（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ＮＫ４Ａ１３６＿ｇｒｏｕｐ）、
螺杆 菌 属 （ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ）， 在 对 照 组 中 分 别 占

４．４４％、３．７９％、３．０７％，在试验组中分别占 ６．０５％、
３．４８％、３． ７０％ （图 ５ － ａ）。 与对照组相比，灌服

ＳＨ⁃ＥＶｓ显著降低了小鼠肠道普雷沃氏菌科 ＵＣＧ⁃
００１（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ ＿ＵＣＧ⁃００１）、拟杆菌属 （ Ｂａｃｔｅ⁃
ｒｏｉｄｅｓ）、拟普雷沃菌属（Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）的相对丰度

（Ｐ＜０．０５）（图 ５－ｂ）。
　 　 灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠肠道菌群种水平相对丰

度的影响如图 ６ 所示。 从对照组样本中获得的主

要菌群为产酸拟杆菌 （ Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ａｃｉｄｉｆａｃｉｅｎｓ）、
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｍａｓｔｏｍｙｒｉｎｕｓ、 马 赛 拟 杆 菌 ｄｎＬＫＶ３
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｍａｓｓｉｌｉｅｎｓｉｓ ｄｎＬＫＶ３），分别占０．８５％、
０．７７％、０．５９％；从试验组样本中获得的主要菌群

为毛螺菌科细菌 ２８⁃４（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿
２８⁃４）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｍａｓｓｉｌｉｅｎｓｉｓ ｄｎＬＫＶ３、嗜酸细小

链 孢 菌 ＤＳＭ４４９２８ （ Ｃａｔｅｎｕｌｉｓｐｏｒａ ａｃｉｄｉｐｈｉｌａ
ＤＳＭ４４９２８）， 分 别 占 ０． ７３％、 ０． ４４％、 ０． ４３％
（图 ６－ａ）。 与对照组相比，灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 显著降低

了小鼠肠道 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ａｃｉｄｉｆａｃｉｅｎｓ 的相对丰度

（Ｐ＜０． ０５ ）， 显 著 提 高 了 毛 螺 菌 科 细 菌 ＣＯＥ１
（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＿ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＿ＣＯＥ１） 的相对丰度

（Ｐ＜０．０５）（图 ６－ｂ）。

３　 讨　 论
　 　 本试验采用 ＴＥＭ 和 Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ Ｎａｎｏ ＺＳ 从形态

学和颗粒大小对 ＳＨ⁃ＥＶｓ 进行了系统分析。 结果

显示，大部分 ＳＨ⁃ＥＶｓ 粒径在 ２０ ～ ５００ ｎｍ，外形呈

现圆形或椭圆形，符合文献报道的关于细菌 ＥＶｓ
的形态特征［５］ 。
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图 ５　 在属水平上的肠道菌群结构（ａ）以及有显著差异的菌属（ｂ）
Ｆｉｇ．５　 Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ （ａ） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｅｒａ （ｂ）

　 　 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ａｃｉｄｉｆａｃｉｅｎｓ：产酸拟杆菌；Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｍａｓｓｉｌｉｅｎｓｉｓ ｄｎＬＫＶ３：马赛拟杆菌 ｄｎＬＫＶ３；Ｃａｔｅｎｕｌｉｓｐｏｒａ ａｃｉｄｉｐｈｉｌａ
ＤＳＭ４４９２８：嗜酸细小链孢菌 ＤＳＭ４４９２８；Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿２８⁃４：毛螺菌科细菌 ２８⁃４；Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿
ＣＯＥ１：毛螺菌科细菌 ＣＯＥ１；Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｇｅｎｉｃｕｌａｔｅ：弯曲假单胞菌；Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ ＿ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＿ＣＩＥＡＦ ＿０２０：梭菌目细菌

ＣＩＥＡＦ０２０；Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｆｏｒｍｏｓｕｓ：美丽短芽胞杆菌；Ｏｔｈｅｒ：其他。

图 ６　 在种水平上的肠道菌群结构（ａ）以及有显著差异的菌种（ｂ）
Ｆｉｇ．６　 Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌ （ａ） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｈａｎｇｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ （ｂ）

　 　 本试验研究了 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠生长性能、血清

免疫指标的影响，结果显示小鼠灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 后平

均日采食量和平均日增重以及血清 ＩｇＡ、ＩｇＧ 含量

降低，血清 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１０ 含量升高。 血清免疫

球蛋白含量是反映动物机体免疫性能的重要指标

之一，血清中 ＩｇＡ、ＩｇＧ 含量的降低表明动物体免

疫机能减弱；ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１０ 参与炎性反应和免疫

反应，是炎症因子［２３－２５］ 。 溶血性葡萄球菌的典型

毒力途径是：形成生物膜［２６］ ，产生 ＰＳＭ［１９］ ，由于大

量的插入序列导致频繁的表型重排［２７］ 。 溶血性葡

萄球菌感染主要由血液和器械相关感染引起，对
免疫功能低下患者的影响尤为明显［２８］ 。 溶血性葡

萄球菌产生的 ＰＳＭ 具有较强的促炎活性［２９］ ，引起

发烧、发冷、心动过速和呼吸急促等症状。 过激的

免疫反应以败血症为特征［１９］ 。 溶血性葡萄球菌通

过产生抑制剂作用于淋球菌细胞的生长和休
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眠［３０］ 。 炎症反应导致采食量减少，进而影响动物

的生长［３１］ 。 本试验中，试验组小鼠生长性能的下

降可能与灌喂 ＳＨ⁃ＥＶｓ 引起的炎症反应有关。 由

此可见，ＳＨ⁃ＥＶｓ的作用与其来源菌（溶血性葡萄球

菌）较为相似，提示 ＳＨ⁃ＥＶｓ 中可能含有来自于溶

血性葡萄球菌的毒力因子 ＰＳＭ。
　 　 有些肠道炎症局限于结肠和直肠，有些则遍

布全肠段［３２］ 。 小肠是吸收营养物质的主要场

所［３３］ ，小肠炎症直接影响到营养物质的吸收利用

率。 因此，本试验选择回 肠 作 为 观 察 点，研 究

ＳＨ⁃ＥＶｓ对小鼠肠道形态的影响，结果显示，灌服

ＳＨ⁃ＥＶｓ 后小鼠的回肠绒毛密度下降，出现一定程

度的损伤。 研究显示溶血性葡萄球菌的毒力因子

ＰＳＭ 具有广泛的细胞溶解活性［１９］ 。 上述结果再

次提示，ＳＨ⁃ＥＶｓ 中可能携带了来自于溶血性葡萄

球菌的毒力因子 ＰＳＭ，ＰＳＭ 感染肠道上皮细胞，诱
发了炎症反应和细胞损伤。
　 　 哺乳动物的肠道中有数万亿微生物，被视为

是一个额外的器官。 肠道微生物在维持肠道环境

稳定和宿主健康方面起着重要作用［３４－３５］ 。 肠道微

生物在宿主免 疫 系 统 发 育［３６］ 、肠 上 皮 细 胞 分

化［３５］ 、肠道黏膜屏障维持［３７］ 中发挥了重要作用。
肠道微生物的组成受多种环境因素的影响，包括

抗生素、生活方式、饮食和卫生条件［３５］ 。 研究显

示，动植物来源的 ＥＶｓ 可改变动物肠道菌群结

构［７－９］ 。 本试验研究了 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠肠道菌群

结构的影响，结果显示，从样本中获得的最主要菌

门是 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，与文献报道［３８］中关于小鼠肠道

菌群的研究结果一致。 在门水平上，灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ
显著降低了小鼠肠道拟杆菌门的相对丰度，下降

幅度高达 ５２．２５％，可见灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 对小鼠肠道

菌群 产 生 了 较 大 的 影 响。 在 属 水 平 上， 灌 服

ＳＨ⁃ＥＶｓ显著降低了小鼠肠道 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃
００１、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ 的相对丰度，三者

均属于 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，拟杆菌纲（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ），拟杆

菌目（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ）。 发生这种变化主要可能是

基于 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ 的共同特征，而这种共同特征可

能是 ＳＨ⁃ＥＶｓ 的作用靶点。 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ 的细菌可

能通过摄取 ＳＨ⁃ＥＶｓ 而摄入了 ＰＳＭ，进而诱发了细

胞损伤。
　 　 ＳＨ⁃ＥＶｓ 含有哪些主要成分？ 是否携带了

ＰＳＭ，本研究没有直接的证据。 引起小鼠炎症反

应、免疫力下降、肠道菌群紊乱的物质基础及作用

机制是什么？ 还需要更为深入地研究。

４　 结　 论
　 　 ① 灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 降低了小鼠的平均日采食量

和平均日增重，进而降低了小鼠的生长性能。
　 　 ② 灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 提高了小鼠血清 ＴＮＦ⁃α 和

ＩＬ⁃１０ 含量，降低了血清 ＩｇＡ 含量，进而降低了小

鼠的免疫力。
　 　 ③ 灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ 降低了小鼠回肠绒毛密度，
损伤了回肠形态结构。
　 　 ④ 灌服 ＳＨ⁃ＥＶｓ，在门水平降低了小鼠肠道

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 的相对丰度，提高了 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ、
Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ、 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ、 Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ 的 相 对

丰度；在属水平降低了小鼠肠道 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ ＿
ＵＣＧ⁃００１、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ 的相对丰度；
在种水平降低了小鼠肠道 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ａｃｉｄｉｆａｃｉｅｎｓ
的相对丰度，提高了 Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ ＿ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＿
ＣＯＥ１ 的相对丰度。
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