
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２０ꎬ３６(６):１４８９~１４９７
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

朱道仙ꎬ陆　 江ꎬ赵学刚ꎬ等. 大黄素通过选择性调节肠道菌群缓解犬慢性肾衰竭[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２０ꎬ３６(６):１４８９￣１４９７.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２０.０６.０１９

大黄素通过选择性调节肠道菌群缓解犬慢性肾衰竭

朱道仙１ꎬ　 陆　 江２ꎬ　 赵学刚２ꎬ　 刘　 莉１ꎬ　 吴　 双１ꎬ３

(１.江苏农牧科技职业学院动物医学院ꎬ江苏 泰州 ２２５３００ꎻ ２.江苏农牧科技职业学院宠物科技学院ꎬ江苏 泰州 ２２５３００ꎻ ３.
江苏省兽用生物制药高技术研究重点实验室ꎬ江苏 泰州 ２２５３００)

收稿日期:２０２０￣０４￣１８
基金项目:江苏省 ３３３ 高层次人才培养工程或“六大人才高峰”项目

(ＮＹ￣００９)ꎻ江苏农牧科技职业学院院级项目(ＮＳＦ２０１７０６)ꎻ
江苏省大学生创新创业训练计划项目(２０１８１２８０６０１５Ｙ)

作者简介:朱道仙(１９７８－)ꎬ女ꎬ安徽寿县人ꎬ硕士ꎬ讲师ꎬ主要从事动

物临床营养及代谢病研究ꎮ (Ｔｅｌ) １３９２１７０００８２ꎻ(Ｅ￣ｍａｉｌ)
３３１８０２９０１＠ ｑｑ.ｃｏｍ

通讯作者:吴　 双ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ｊｓｗｕｓｈｕａｎｇ＠ ｓｉｎａ.ｃｎ

　 　 摘要:　 为研究大黄素对犬慢性肾衰竭(ＣＲＦ)的治疗效果与对肠道菌群的调节作用之间的关系ꎬ探究大黄素

延缓 ＣＲＦ 的作用机制ꎬ采用 ３４ 例犬慢性肾衰竭病例ꎬ其中大黄素治疗组(ＲＴ)２２ 例ꎬ常规治疗组(ＵＴ)１２ 例ꎮ ＵＴ 组

患犬口服复方 α￣酮酸片＋肾脏处方粮ꎻＲＴ 组在 ＵＴ 组基础上按 １００ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)口服大黄素ꎬ治疗期为 ４５ ｄꎮ 定时

采集患犬血液ꎬ检测尿毒素水平并无菌收集患犬粪便ꎬ用于肠道菌群 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序及其代谢物检测ꎮ 将 ２ 组治疗

前后的患犬粪菌液移植给慢性肾衰竭模型无菌小鼠ꎬ验证患犬肠道菌群对 ＣＲＦ 的影响ꎮ 结果显示:ＲＴ 组患犬的血

清肌酐(Ｓｃｒ)、血尿素氮(ＢＵＮ)、硫酸吲哚酚(ＩＳ)和硫酸对甲酚(ＰＣＳ)含量逐渐降低ꎬ肠道菌群丰度增加ꎬ与试验前

及 ＵＴ 组有显著差异ꎻ菌群结构也发生改变ꎬ表现为肠杆菌科、假单胞菌科等细菌丰度逐渐降低ꎬ而普氏杆菌属、乳
杆菌属、丁酸梭菌属和双歧杆菌属等有益菌逐渐成为优势菌群ꎬ与 ＵＴ 组有差异ꎮ ＲＴ 组肠道菌群在遗传信息处理、
核苷酸代谢、辅助因子和维生素代谢等代谢途径方面表现活跃ꎬ患犬粪中代谢物丁酸含量升高ꎬ吲哚与 Ｈ２Ｓ 含量逐

渐降低ꎬ与试验前及 ＵＴ 组有显著差异ꎬ这些代谢物含量的变化趋势与其生产菌群的变化趋势相一致ꎮ 慢性肾衰竭

无菌小鼠粪菌移植结果表明ꎬＲＴ 组试验后的粪菌可以显著降低小鼠血中 Ｓｃｒ 和 ＢＵＮ 含量ꎮ 以上结果说明ꎬ大黄素

可以使 ＣＲＦ 犬紊乱的肠道菌群重建平衡ꎬ改变细菌代谢物水平ꎬ从而减少肠道菌群对犬慢性肾衰竭的不良影响ꎮ
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　 　 近年来ꎬ犬的慢性肾衰竭(ＣＲＦ)发病率逐年上

升ꎬ治愈率低、成本高ꎬ对宠物诊疗业产生了严峻的

挑战ꎮ 慢性肾衰竭与肠道菌群间关系密切ꎬ前者可

以导致后者发生紊乱ꎬ后者紊乱又可加剧 ＣＲＦ 的发

展ꎬ最终恶化病情[１￣２]ꎮ 因此ꎬ肠道菌群是一个复杂

的微生物生态系统ꎬ增加有益菌丰度对动物健康至

关重要[３￣５]ꎬ调节肠道菌群有望成为治疗犬慢性肾衰

竭的新方式ꎮ
大黄素具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种药理作

用[６]ꎬ可以通过调节肠道菌群治疗多种疾病[７￣９]ꎮ
虽然有报道发现大黄素对 ＣＲＦ 具有疗效[１０]ꎬ但是

否与调节肠道菌群有关却鲜有报道ꎬ而且也有研究

结果表明大黄素对猫 ＣＲＦ 无治疗价值[１１]ꎮ 大黄素

对犬 ＣＲＦ 是否具有治疗作用以及是否与调节肠道

菌群有关ꎬ是一项值得研究的课题ꎮ 因此ꎬ本试验给

ＣＲＦ 患犬口服大黄素后ꎬ观察尿毒素指标和肠道菌

群的动态变化ꎬ探讨二者间的因果关系ꎬ从肠道菌群

调控角度阐释大黄素治疗犬慢性肾衰竭的作用机

制ꎬ为临床应用提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病例资料

选取 ２０１７ 年 ７ 月至 ２０１９ 年 ７ 月期间ꎬ到江苏

农牧科技职业学院动物医学院教学宠物医院就诊的

诊断为慢性肾衰竭的患犬 ４５ 例ꎬ按照纳入标准剔除

１１ 例ꎬ剩余病例用于研究ꎮ 研究纳入标准为:①符

合国际肾病研究协会( ＩＲＩＳ)犬猫慢性肾病诊断标

准[１２]ꎻ②就诊前 １ 个月内未使用抗生素、益生菌或

微生态调节剂等ꎻ③未伴有其他疾病ꎬ如胃肠道疾

病ꎬ尿路感染、急性肾炎、尿结石等泌尿道疾病ꎬ心脏

病、糖尿病、肥胖症等可导致肾功能障碍的疾病以及

各种感染性疾病ꎮ 所有研究病例的主人均对本研究

计划有详细的了解ꎬ并签署知情同意书ꎮ
１.２　 临床治疗试验

按随机数字表法将 ３４ 例病例随机分成大黄素

治疗组(ＲＴ 组ꎬｎ ＝ ２２)和常规治疗组(ＵＴ 组ꎬｎ ＝
１２)ꎮ ＵＴ 组患犬治疗方案为口服复方 α￣酮酸片(摩
登狗生物科技有限公司产品ꎬ１ 片 /次ꎬ２ 次 / ｄ) ＋自
由采食肾脏处方粮(上海信元动物药品有限公司生

产)ꎬ ＲＴ 组 在 ＵＴ 组 治 疗 的 基 础 上 按 １００
ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)口服大黄素ꎬ自由饮食ꎬ治疗期为 ４５ ｄꎮ
并分别于治疗前(０ ｄ)与治疗后 １５ ｄ、３０ ｄ、４５ ｄ 早

晨ꎬ空腹采集血液ꎬ用酶联免疫吸附测定(ＥＬＩＳＡ)法
检测血清肌酐(Ｓｃｒ)、血尿素氮(ＢＵＮ)、硫酸吲哚酚

(ＩＳ)和硫酸对甲酚(ＰＣＳ)含量ꎮ 同时ꎬ经无菌直肠

采集粪便后平分成 ４ 份ꎬ分别用于短链脂肪酸(ＳＣ￣
ＦＡ)含量检测(气相色谱 /质谱法)、Ｈ２ Ｓ 含量检测

(亚甲基蓝法)、吲哚含量检测(分光光度计法)和肠

道菌群 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序ꎮ
１.３　 慢性肾衰竭无菌小鼠粪菌移植试验

１.３.１　 粪菌液制备　 试验前收集 ３ 例 ＲＴ 组患犬粪

便并充分混匀ꎬ结束后再次收集相同病例粪便并充

分混匀ꎬＵＴ 组粪便收集方法同 ＲＴ 组ꎮ 最终制成 ４
种粪便样本ꎬ分别为 ＵＴ 组试验前(Ｕ￣ｐｒｅ)和试验后
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(Ｕ￣ｐｏｓｔ)、ＲＴ 组试验前(Ｒ￣ｐｒｅ)和试验后(Ｒ￣ｐｏｓｔ)ꎮ
在无氧室中ꎬ分别取各个粪便样本 ０􀆰 ５ ｇꎬ加入 ２５ ｍｌ
无菌 Ｒｉｎｇｅｒ’ｓ 缓冲液稀释ꎬ充分搅匀后静置 ５ ｍｉｎꎬ
然后将上清液转移到干净的试管中ꎬ并添加等量

２０％(质量体积比)无菌脱脂乳溶液ꎬ制成粪菌液ꎮ
试验当天制备新鲜粪菌液ꎬ其余的保存在－８０ ℃备

用ꎮ
１.３.２　 慢性肾衰竭无菌小鼠粪菌移植　 将 ３２ 只断

奶的无菌 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠在 １２ ｈ (日) / １２ ｈ
(夜)光周期下饲养于柔性薄膜塑料隔离器中ꎬ喂食

经过消毒的正常食物与水ꎬ在粪菌移植前定期收集

粪便、食物、水和填料等样本进行细菌学检查来监测

细菌污染情况ꎮ 在 ７ 周龄时ꎬ随机将小鼠等分为 ４
组(每组单独隔离)ꎬ参考 Ｍｉｃｈａｅｌ 等[１３]的方法ꎬ第 １
周给各组小鼠按 ２５０ ｍｇ / ｋｇ体质量隔天灌服腺嘌

呤ꎬ后 ３ 周按 １５０ ｍｇ / ｋｇ体质量隔天灌服腺嘌呤ꎮ 建

模成功后ꎬ４ 组小鼠分别口服 １００ μｌ 下列粪菌液:Ｕ￣
ｐｒｅ、Ｕ￣ｐｏｓｔ、Ｒ￣ｐｒｅ 和 Ｒ￣ｐｏｓｔꎬ并于第 ２ ｄ 加强 １ 次ꎮ
分别于口服粪菌液前和口服后 ３０ ｄꎬ空腹收集各组

小鼠血液用于 Ｓｃｒ、ＢＵＮ、ＩＳ 和 ＰＣＳ 的检测ꎬ检测方

法同方法 １.２ꎬ同时采集粪便进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序ꎮ
１.４　 肠道菌群 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序

称取无菌粪便样 １００ ｍｇꎬ采用 Ｑｉａｇｅｎ ＤＮＡ 试

剂盒按说明书提取总 ＤＮＡꎮ 再以获得的细菌 ＤＮＡ
为模板进行细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ３、Ｖ４ 可变区 ＰＣＲ
扩增ꎬ上游引物( Ｆ)序列为 ５′￣ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧ￣
ＧＣＡＧＣＡＧ￣３′ꎬ下游引物 ( Ｒ) 序列为 ５′￣ＧＧＡＣＴＧ￣
ＣＡＣＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ￣３′ꎮ 扩增程序为:９５ ℃ 预变性

１０ ｍｉｎꎬ９２ ℃变性 ４５ ｓꎬ５０ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０
ｓꎬ６ 个循环ꎻ９２ ℃变性 ４５ ｓꎬ６８ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延

伸 ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ然后 ７２ ℃扩展延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃
保存ꎮ 采用生工生物工程(上海)股份有限公司的

ＰＣＲ 产物纯化试剂盒对所得 ＰＣＲ 产物进行纯化后ꎬ
用 ＮＥＢ Ｎｅｘｔ 􀅺 ＵｌｔｒａＴＭ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕ￣
ｍｉｎａ 建库试剂盒进行文库构建ꎬ 使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｍｉｓｅｑ ＰＥ ３００ 平台进行 Ｐａｉｒｅｄ￣ｅｎｄ 测序ꎮ
１.５　 生物信息学分析

将测序数据经 ＱＩＩＭＥ(ｖｅｒｓｉｏｎ １.９.１)进行去除

接头序列、低复杂度序列和低质量序列的处理ꎬ得到

高通量原始碱基序列ꎮ 用贝叶斯分类器将相似性大

于 ９７％的序列划分为 １ 个分类操作单元(ＯＴＵ)ꎬ与
ＧｒｅｅｎＧｅｎｅ 数据库进行比对ꎬ得到 ＯＴＵ 注释结果及

丰度ꎮ ＯＴＵ 数量差异用 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ 检验ꎬ将各样

本 ＯＴＵ 丰度标准化后进行主成分分析(ＰＣＡ)ꎮ 通

过 ＬＥｆＳｅ 分析[１４] 组间差异菌群ꎬ并绘制聚类热图ꎬ
运用 ＰＩＣＲＵＳｔ 软件[１５]预测菌群基因组功能ꎬ与京都

基因与基因组百科全书数据库(ＫＥＧＧ)比对ꎬ获得

ＫＥＧＧ 直系同源基因簇(ＫＯ)注释信息及丰度ꎬ进而

进行 ＫＥＧＧ 代谢通路的差异分析ꎮ
１.６　 数据处理

血液指标及粪代谢物数据结果用平均值±标准

差表示ꎬ 采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 统计软件方差分析(ＡＮＯ￣
ＶＡ)程序单因素方差分析进行组间比较ꎬ组内比较

采用重复测量资料方差分析ꎬ分类资料用 Ｐｅａｒｓｏｎ
卡方检验ꎮ 肠道菌群数据比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ￣Ｗａｌｌｉｓ
检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异显著ꎬＰ<０􀆰 ０１ 表示差异极

显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 研究对象的基本特征

本试验所用犬 ＣＲＦ 病例共有 ３４ 例ꎬ其中 ＲＴ 组

２２ 例ꎬＵＴ 组 １２ 例(表 １)ꎮ 与 ＵＴ 组比较ꎬＲＴ 组 Ｓｃｒ
及 ＢＵＮ 水平、性别构成、年龄分布、体质量情况、饲
养方式和生活环境等均无显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

表 １　 纳入研究病例的基本特征

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｂａｓｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｏｇｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ

ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

特　 征　 　 ＲＴ(ｎ＝ ２２) ＵＴ(ｎ＝ １２) Ｐ 值

肾功能指标

血清肌酐(Ｓｃｒ)含量(μｍｏｌ / Ｌ) １９８.４０±２２.３６ １８５.４０±２５.２９ ０.１５８

尿素氮(ＢＵＮ)含量(ｍｍｏｌ / Ｌ) ４７.２０±１０.５５ ４２.３０±８.１１ ０.１４０

性别 ０.７２４

雄性 １３.０ / ５９.１ ６.０ / ５０.０

雌性 ９.０ / ４０.９ ６.０ / ５０.０

年龄 ６.５±３.５ ７.１±２.６ ０.５７５

体质量(ｋｇ) ８.８５±２.４７ ８.２８±２.９６ ０.５８４

饲养方式 ０.６１０

商品粮 １６.０ / ７２.７ ９.０ / ７５.０

自配粮 ６.０ / ２７.３ ３.０ / ２５.０

生活环境 ０.４１０

户内 １８.０ / ８１.８ １１.０ / ９１.７

户外 ４.０ / １８.２ １.０ / ８.３
ｎ:样本数(个)ꎻＲＴ 组:大黄素治疗组ꎻ ＵＴ 组:常规治疗组ꎮ
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２.２　 大黄素对 ＣＲＦ 患犬肾功能的影响

由图 １ 可知:与 ０ ｄ 比较ꎬＲＴ 组患犬的 Ｓｃｒ、
ＢＵＮ 含量呈降低趋势ꎬ从 １５ ｄ 开始有显著差异(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ３０ ｄ 时差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ４５ ｄ 时分别

降低了 ４８􀆰 ３９％、７２􀆰 ５３％ꎻ与 ＵＴ 组比较ꎬＲＴ 组患犬

在 １５ ｄ、３０ ｄ 和 ４５ ｄ 时的 Ｓｃｒ、ＢＵＮ 含量显著降低

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＲＴ 组患犬的 ＩＳ、ＰＣＳ 含量从 １５ ｄ 开始

极显著低于 ０ ｄ 时的含量(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ４５ ｄ 时达到了

最低值(分别为 ５􀆰 ２６ μｇ / ｍｌ、１１􀆰 ９８ μｇ / ｍｌ)ꎬ并且低

于 ＵＴ 组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

ＲＴ:大黄素治疗组ꎻＵＴ:常规治疗组ꎮ ∗表示与 ０ ｄ 比较差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示与 ０ ｄ 比较差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ＃表示 ＲＴ 组与 ＵＴ
组在同时间点比较差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 １　 大黄素对慢性肾衰竭(ＣＲＦ)患犬肾功能指标的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ｏｎ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｎｄｉｃｅｓ ｉｎ ｄｏｇｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ(ＣＲＦ)

２.３　 大黄素对 ＣＲＦ 患犬肠道菌群的影响

研究发现ꎬＲＴ 组患犬肠道菌群 ＯＴＵｓ 数量随时

间推移明显升高ꎬＵＴ 组患犬肠道菌群 ＯＴＵｓ 数量变

化不大(图 ２ａ)ꎮ ＰＣＡ 结果显示ꎬＰＣＡ１ 可解释 ３５.
５２％样本差异ꎬ各样本随着试验时间有沿 ＰＣＡ１ 轴

右移的趋势ꎬ试验后 ＲＴ 组样本主要集中于右侧ꎬ与
其他样本的离散程度较高(图 ２ｂ)ꎮ 在比较不同时

间点 ＯＴＵｓ 的差异性时发现ꎬ与 ０ ｄ 比较ꎬＲＴ 组 １５ ｄ
时患犬肠道菌群有 １０６ 个 ＯＴＵｓ 下调ꎬ８４ 个 ＯＴＵｓ 上
调(图 ２ｃ)ꎻ３０ ｄ 时有 １８３ 个 ＯＴＵｓ 下调ꎬ １３７ 个

ＯＴＵｓ 上调(图 ２ｄ)ꎻ４５ ｄ 时共有 ２１１ 个 ＯＴＵｓ 下调ꎬ
１５８ 个 ＯＴＵｓ 上调(图 ２ｅ)ꎮ 与 ＵＴ 组比较ꎬＲＴ 组有

７４ 个 ＯＴＵｓ 下调ꎬ５４ 个 ＯＴＵｓ 上调(图 ２ｆ)ꎮ
２.４　 ＣＲＦ 患犬肠道菌群的 ＬＥｆＳｅ 差异分析

通过 ＬＥＳｆｅ 分析发现ꎬＲＴ 组患犬肠道在 ０ ｄ 时

富集的细菌主要有肠杆菌科(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ)、
假单胞菌科(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ)、肠杆菌属(Ｅｎｔｅｒ￣
ｏｂａｃｔｅｒ)、假单胞菌属 (Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)、埃希氏菌属

(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ)和变形杆菌属(Ｐｒｏｔｅｕｓ)等ꎻ给予大黄

素后 ４５ ｄꎬ优势菌群发生了显著变化ꎬ乳杆菌科

(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ)、普氏杆菌属(Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ)、乳杆菌

属(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ)、丁酸梭菌属(Ｂｕｔｙｒｉｃｉｃｏｃｃｕｓ)和双

歧杆菌属(Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)等有益菌数量显著增加ꎬ
而瘤胃球菌属 ( Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ)、拟杆菌属 ( Ｂａｃｔｅ￣
ｒｏｉｄｅｓ)和优杆菌属(Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ)等则富集在 ＵＴ 组

(图 ３ａ)ꎮ 将上述各差异菌群不同时期的丰度进行

标准化后绘制了聚类热图(图 ３ｂ)ꎮ 可以看出ꎬＲＴ
组的患犬肠道菌群呈现动态变化过程ꎬ表现为原富

集的菌群丰度逐渐降低ꎬ乳杆菌科等有益菌丰度逐

渐升高ꎮ
２.５　 ＣＲＦ 患犬肠道菌群基因功能 ＰＩＣＲＵＳｔ 预测

分析

　 　 ＰＩＣＲＵＳｔ 分析结果(图 ４)显示ꎬ与 ０ ｄ 时(ｐｒｅ￣
ＲＴ)比较ꎬ４５ ｄ 时 ＲＴ 组的患犬肠道菌群在遗传信息

处理过程中转录(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ)、翻译(Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ)、
折叠、 分类和降解 ( Ｆｏｌｄｉｎｇꎬ ｓｏｒｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａ￣
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ｔｉｏｎ)、复制和修复(Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ)等方面以

及核苷酸代谢(Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)、辅助因子和

维生素代谢(Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｃｏｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎｓ)与
细胞运动(Ｃｅｌｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ)等代谢途径方面较活跃ꎬ而
在碳水化合物代谢(Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)、糖生

物合成和代谢(Ｇｌｙｃａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)、
氨基酸代谢(Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)等方面参与度

较低ꎬ与 ＵＴ 组比较也得到了相似的结果ꎮ
２.６　 大黄素对 ＣＲＦ 患犬肠道菌群代谢产物的影响

ＲＴ 组和 ＵＴ 组患犬粪便的乙酸含量在试验过

程中无显著变化ꎬ但 ＲＴ 组的产乙酸菌群的比例却

从 １５ ｄ 开始显著(Ｐ<０􀆰 ０５)高于 ０ ｄ(图 ５ａ、图 ５ｅ)ꎻ
ＲＴ 组丁酸含量和产丁酸菌群丰度在 １５ ｄ、３０ ｄ 及

４５ ｄ 时均显著(Ｐ<０􀆰 ０５)或极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)高于 ０
ｄ 和 ＵＴ 组同时间点(图 ５ｂ、图 ５ｆ)ꎮ ＲＴ 组患犬粪便

吲哚含量(图 ５ｃ)、Ｈ２Ｓ 含量(图 ５ｄ)均呈降低趋势ꎬ
１５ ｄ、３０ ｄ 及 ４５ ｄ 时均极显著低于 ０ ｄ (Ｐ<０􀆰 ０１)并
显著低于同期 ＵＴ 组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＲＴ 组产吲哚菌群

ＯＴＵｓ 相对丰度逐渐降低ꎬ与 ０ ｄ 比较ꎬ１５ ｄ 时有显

著差异(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ３０ ｄ、４５ｄ 时有极显著差异(Ｐ<
０􀆰 ０１ꎬ图 ５ｇ)ꎬ试验 １５ ｄ、３０ ｄ 及 ４５ ｄ 时产 Ｈ２Ｓ 菌群

ＯＴＵｓ 相对丰度也显著低于 ０ ｄ (Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ图 ５ｈ)ꎮ
２.７　 ＣＲＦ 患犬粪菌移植对慢性肾衰竭无菌小鼠肾

功能的影响

　 　 将 ＲＴ 组、ＵＴ 组治疗前与治疗后的患犬肠道菌

群分别移植给慢性肾衰竭无菌小鼠后发现ꎬ各组小

鼠的 Ｓｃｒ、ＢＵＮ 含量均低于灌服粪菌液前ꎬＩＳ 与 ＰＣＳ
含量均高于灌服粪菌液前ꎬＲ￣Ｐｏｓｔ 组 ＩＳ 及 ＰＣＳ 含量

均低于其他 ３ 组(Ｐ< ０􀆰 ０５ 或Ｐ< ０􀆰 ０１ꎬ图 ６ａ)ꎮ Ｒ￣
Ｐｏｓｔ 组 Ｓｃｒ、ＢＵＮ 含量降低幅度较大ꎬ低于其他 ３ 组

(Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ图 ６ｂ、图 ６ｃ)ꎮ ＰＣＡ 结果显示ꎬ各组小鼠

样本与供给粪菌液的犬样本较为聚集ꎬ与其他犬样

本较为分散(图 ６ｄ)ꎬ菌群结构也与粪菌液供体相似

(图 ６ｅ)ꎮ

３　 讨 论

发生慢性肾衰竭时ꎬ由于肾小球滤过能力降低ꎬ
导致肌酐、尿素氮等物质不能顺利经肾排泄而聚积

于血液形成氮质血症ꎮ 本研究结果表明ꎬ大黄素可

以降低 ＣＴＦ 患犬的 Ｓｃｒ 和 ＢＵＮ 含量ꎬ效果优于常规

治疗组ꎬ证实了大黄素对犬 ＣＲＦ 具有治疗价值ꎮ
随着高通量测序技术的发展ꎬ１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技

术已被广泛用于肠道微生物的多样性、物种组成及

细菌基因功能预测等方面的定性与定量研究[１６￣１９]ꎮ
伦恒忠[２０]通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术研究了慢性肾病

进展中肠道菌群的变化情况ꎬ寻找到慢性肾病肠道

菌群的生物标记物(Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ)ꎮ Ｙｅ 等[２１] 也利用

１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术找到了肾移植、慢性肾病与健康

人的差异菌群ꎮ 本研究发现ꎬ大黄素可以提高 ＣＲＦ
犬肠道菌群的丰度ꎬ改变菌群结构ꎬ说明大黄素对

ＣＲＦ 犬肠道菌群具有调节作用ꎻ 通过 ＬＥｆＳｅ 和

ＰＩＣＲＵＳｔ 分析发现ꎬ给予大黄素后ꎬ乳杆菌科、普氏

杆菌属、乳杆菌属、丁酸梭菌属和双歧杆菌属等有益

菌数量显著增加ꎬ菌群基因在遗传信息处理过程、核
苷酸代谢、辅助因子和维生素代谢等代谢途径方面

也较为活跃ꎮ 进一步分析菌群结构与功能的关系ꎬ
发现大黄素可以提高细菌代谢物丁酸的水平ꎬ且与

产丁酸细菌丰度增加有关ꎮ 而有研究结果表明ꎬ肠
道菌群产丁酸能力降低ꎬ引起肠道黏膜通透性增加ꎬ
导致代谢性内毒素血症和慢性炎症ꎬ从而加剧 ＣＲＦ
进展[２２]ꎮ 由此可以推测ꎬ产丁酸菌增加可能是大黄

素作用机制之一ꎮ
ＩＳ 和 ＰＣＳ 是慢性肾脏病及其并发症的独立危

险因素ꎬ与肾小球滤过率呈负相关[２３]ꎮ ＩＳ 可介导肾

小管纤维化相关基因的表达ꎬ加速肾损伤ꎬＰＣＳ 是一

种促氧化剂ꎬ可使肾的抗氧化能力降低ꎬ加重肾组织

损伤ꎮ 而这 ２ 种物质是某些肠道细菌的代谢产物ꎬ
经肠道吸收入血后由肾排泄ꎮ 本研究发现ꎬ给予大

黄素后ꎬ患犬粪便中吲哚含量及产吲哚菌减少ꎬ血液

中 ＩＳ 和 ＰＣＳ 含量也随之降低ꎮ 慢性肾衰竭无菌小

鼠粪菌移植前的 Ｓｃｒ、ＢＵＮ 含量均高于移植后ꎬ说明

肠道菌群对 Ｓｃｒ、ＢＵＮ 含量有调节作用ꎬ但移植粪菌

液后 ＩＳ、ＰＣＳ 含量急剧升高ꎬ可能是由于可以产生吲

哚等前体物的菌群增多有关ꎬ而给予大黄素后的粪

菌液可明显降低 ＩＳ、ＰＣＳ 水平ꎮ 研究结果也为大黄

素通过选择性调节肠道菌群改善犬 ＣＲＦ 提供了有

力证据ꎮ
由于样本量较少ꎬ本研究仅从时间梯度研究了

大黄素选择性调节患犬肠道菌群作用的动态过程ꎬ
未研究大黄素浓度梯度对患犬肠道菌群的影响ꎬ今
后将进一步扩增样本量ꎬ为本研究提供更多的数据

资料ꎮ 此外ꎬ由于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术对属以上水

平的测试精确度较高ꎬ而对细菌种水平的测试精确

度较低ꎬ所以本研究未涉及细菌种水平的研究ꎮ

３９４１朱道仙等:大黄素通过选择性调节肠道菌群缓解犬慢性肾衰竭



ａ:ＯＴＵｓ 数量的变化ꎻｂ: 主成分分析图ꎻｃ:ＲＴ 组 １５ ｄ 时的 ＯＴＵｓ 与 ０ ｄ 时比较的变化ꎻｄ:ＲＴ 组 ３０ ｄ 时的 ＯＴＵｓ 与 ０ ｄ 时比较的变化ꎻｅ:ＲＴ 组

４５ ｄ 时的 ＯＴＵｓ 与 ０ ｄ 时比较的变化ꎻｆ:ＲＴ 组与 ＵＴ 组相比在 ４５ ｄ 时 ＯＴＵｓ 的变化ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异倍数>２􀆰 ０ 倍ꎮ
图 ２　 大黄素对慢性肾衰竭(ＣＲＦ)患犬肠道菌群的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｍｏｄｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｆ ｄｏｇｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ(ＣＲＦ)

ａ:线性判别分析分值(ＬＤＡ 值)柱状图ꎬＬＤＡ>２.０ 表示有显著差异ꎻｂ:菌群聚类热图ꎬ红色表示富集的菌群ꎬ绿色表示减少的菌群ꎮ
图 ３　 慢性肾衰竭(ＣＲＦ)患犬肠道差异菌群分析

Ｆｉｇ.３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｆ ｄｏｇｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ(ＣＲＦ)

４９４１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２０ 年 第 ３６ 卷 第 ６ 期



􀅰:离散性较大的数值ꎻａ:ＲＴ 组试验前与试验结束时比较差异显著(Ｐ<０.０５)ꎻｂ:试验结束时 ＲＴ 组与 ＵＴ 组比较差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ４　 慢性肾衰竭(ＣＲＦ)患犬肠道微生物功能在 ＫＥＧＧ Ｌ１ 和 Ｌ２ 水平代谢途径的比较

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｎｔｒａｓｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｎ Ｌ１ ａｎｄ Ｌ２ ｌｅｖｅｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｉｎ ｔｈｅ ｇｕｔ ｏｆ ｄｏｇｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ(ＣＲＦ)

ａ:犬粪中的乙酸含量ꎻｂ:犬粪中的丁酸含量ꎻｃ:犬粪中的吲哚含量ꎻｄ:犬粪中的硫化氢含量ꎻｅ:产乙酸菌群 ＯＴＵｓ 相对丰度ꎻｆ:产丁酸菌群

ＯＴＵｓ 相对丰度ꎻｇ:产吲哚菌群 ＯＴＵｓ 相对丰度ꎻｈ:产硫化氢菌群 ＯＴＵｓ 相对丰度ꎮ ∗表示与 ０ ｄ 比较差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ∗∗表示与 ０ ｄ 比

较差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎬ＃表示与 ＵＴ 组同时间点比较差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 􀅰表示与中位数离散程度较大的值ꎮ
图 ５　 慢性肾衰竭(ＣＲＦ)患犬粪中代谢产物及其相关肠道菌群的变化

Ｆｉｇ.５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｆｅｃｅｓ ｏｆ ｄｏｇｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ(ＣＲＦ)
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ａ:肌肝浓度ꎻｂ:血尿素氮浓度ꎻｃ:硫酸吲哚酚浓度ꎻｄ:硫酸对甲酚浓度ꎻｅ:肌肝变化率ꎻｆ:血尿素氮变化率ꎻｇ:主成分分析ꎻｈ:菌群分析ꎮ Ｕ￣
ｐｒｅ:ＵＴ 组试验前ꎻＵ￣ｐｏｓｔ:ＵＴ 组试验后ꎻＲ￣ｐｒｅ:ＲＴ 组试验前ꎻＲ￣ｐｏｓｔ:ＲＴ 组试验后ꎮ ∗、∗∗分别表示与试验前比较差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)、极显

著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ＃表示与其他 ３ 组比较差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ６　 粪菌移植对慢性肾衰竭无菌小鼠肾功能的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｒｅｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｎａｌ ｆａｉｌｕｒｅ ｍｉｃｅ

４　 结 论

综上所述ꎬ大黄素可以通过提高 ＣＲＦ 患犬肠道

中乳杆菌科、普氏杆菌属、乳杆菌属、丁酸梭菌属和

双歧杆菌属等有益菌的丰度ꎬ降低肠杆菌科和假单

胞菌科等细菌数量ꎬ从而使肠道菌群代谢物丁酸的

含量升高ꎬＩＳ 和 ＰＣＳ 等有害物质含量降低ꎬ最终改

善 ＣＲＦ 症状ꎮ 这种对菌群的调节作用ꎬ可为治疗犬
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及其他动物的 ＣＲＦ 提供一种新的生态途径ꎮ
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