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抗生素诱导的肠道菌群失调对小鼠肺部真菌感染的

影响及作用机制
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摘要  目的 探讨抗生素诱导的肠道菌群失调对肺部真菌感染的影响及作用机制。方法  将96只雌性C57BL/6J小鼠随机分为

SCS组［头孢哌酮 （-） +环磷酰胺 （+） +烟曲霉 （-） ］、CCS组［头孢哌酮 （+） +环磷酰胺 （+） +烟曲霉 （-） ］、SCA组［头孢哌酮 （-） +环磷

酰胺 （+） +烟曲霉 （+） ］、CCA组［头孢哌酮 （+） +环磷酰胺 （+） +烟曲霉 （+） ］，每组24只。记录小鼠7 d生存率、体重变化和粪便性状

等。采用16S rDNA测序分析小鼠肠道菌群改变； 测定外周血和肺泡灌洗液 （BALF） 中嗜酸性粒细胞 （EOS） 计数； HE染色观察肺

和小肠组织病理学改变，实时PCR检测Fractalkine和CX3CR1 mRNA的表达。结果  与SCS组比较，CCS组小鼠肠道菌群构成改变，

菌群多样性降低。与其他3组比较，CCA组小鼠精神萎靡、活动减少、食欲下降、腹泻明显，7 d生存率明显下降 （P < 0.05）。HE染

色显示，CCA组小鼠存在小肠组织和肺组织炎症反应。CCS组和CCA组小鼠外周血和BALF中EOS计数增加 （P < 0.05）。CCS组

小鼠肺和小肠组织中Fractalkine和CX3CR1 mRNA表达水平均明显升高 （P < 0.05）。结论  抗生素诱导的肠道菌群失调可加重

曲霉感染小鼠肺组织炎症反应，降低生存率。EOS、Fractalkine、CX3CR1可能参与肺真菌免疫反应。
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Abstract  Objective To explore the effect of antibiotic-induced intestinal flora dysregulation on pulmonary fungal infection and its 

underlying mechanism. Methods  A total of 96 female C57BL/6J mice were divided into four groups：SCS：cefoperazone （-） + cyclo-
phosphamide （+） + Aspergillus fumigatus （-）； CCS：cefoperazone （+） + cyclophosphamide （+） + Aspergillus fumigatus （-）； SCA：

cefoperazone （-） + cyclophosphamide （+） + Aspergillus fumigatus （+）； CCA：cefoperazone （+） + cyclophosphamide （+） + Aspergillus 

fumigatus （+）. The 7-day survival rate，body weight，and fecal characteristics were assessed. Alterations in gut microbiota were analyzed，

eosinophils in the peripheral blood and bronchoalveolar lavage fluid （BALF） were counted，histopathological examinations of the lungs and 

small intestine tissues were performed，and the expression of Fractalkine and CX3CR1 mRNA was analyzed. Results  Compared to the 

SCS group，mice in the CCS group exhibited changes in gut microbiota composition and a reduction in microbial diversity. Compared to 

the other three groups，mice in the CCA group exhibited lethargy，reduced activity，decreased appetite，severe diarrhea，and a significantly 

lower 7-day survival rate （P < 0.05）. HE staining revealed typical inflammatory responses in the lungs and small intestine tissues of mice 

in the CCA group. The EOS counts increased in the blood and BALF of mice in the CCS and CCA groups （all P < 0.05）. Compared to the 

SCS group，mice in the CCS group exhibited significantly higher expression of Fractalkine and CX3CR1 mRNA in the lung and small intestine 

tissues （P < 0.05）. Conclusion  Antibiotic-induced intestinal flora dysregulation exacerbated lung inflammatory responses in Aspergillus-
infected mice and reduced survival rates. EOS，Fractalkine，and CX3CR1 may be involved in fungal immunity in the lungs.
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随着人口老龄化，肿瘤和自身免疫性疾病发病

率升高，随着糖皮质激素、免疫抑制剂的广泛应用

以及器官移植的开展，肺部真菌感染逐年增多［1］。

肠道菌群的组成和功能改变与多种免疫介导的炎

症性疾病的发生相关，肠道菌群及其代谢产物可通

过“肠-肺轴”调节肺部感染和免疫［2］。广谱抗生素

的应用是引起肠道菌群失调的最常见原因［3］，导致

多种肺部疾病的发生。肠道菌群失调对肺部真菌感

染的影响尚不明确。本研究通过建立肠道菌群失调

小鼠肺曲霉感染模型，分析肠道菌群失调与肺部真

菌免疫的关系，探讨可能涉及的免疫应答机制，为

肺部真菌感染的预防和治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 烟曲霉菌株  

烟曲霉菌株 （菌株号ATCC13703），购自深圳宏

华生物科技有限公司。参照文献［4］的方法制备烟

曲霉孢子悬液，参照文献［5］的方法制备烟曲霉菌

丝悬液。 

1.2 实验动物和分组

SPF级6~8周的雌性C57BL/6J小鼠，购自江苏集

萃药康生物科技股份有限公司，许可证号SCXK （苏） 

2018-0003。所有动物实验经深圳市人民医院伦理委

员会审核批准 （AUP-250217-LHP-0108-01）。

将96只小鼠随机分为4组：SCS组［头孢哌酮（-） +

环磷酰胺（+） +烟曲霉（-）］、CCS组［头孢哌酮（+） +环

磷酰胺（+） +烟曲霉（-）］、SCA组［头孢哌酮（-） +环

磷酰胺（+） +烟曲霉（+）］、CCA组［头孢哌酮（+） +环

磷酰胺（+） +烟曲霉（+）］，每组24只。4组小鼠均接

受环磷酰胺免疫抑制，第6天腹腔注射环磷酰胺150

mg·kg-1·d-1，第9天腹腔注射环磷酰胺75 mg·kg-1·d-1。

参考文献［4-5］的方法，先给予小鼠头孢哌酮，再给

予烟曲霉，制备经抗生素诱导后肺曲霉感染的小鼠

模型。SCS组小鼠连续尾静脉注射生理盐水5 d，100 

mg·kg-1·d-1。CCS组小鼠连续尾静脉注射头孢哌酮

5 d，100 mg·kg-1·d-1。SCA组小鼠连续尾静脉注射

生理盐水5 d，100 mg·kg-1·d-1，第10天经气管插管

给予烟曲霉1×106 CFU/50 μL。CCA组小鼠连续尾

静脉注射头孢哌酮5 d，100 mg·kg-1·d-1，第10天经气

管插管给予烟曲霉1×106 CFU/50 μL。

各组分别于第5、11、17天处死3只小鼠，用于血

细胞仪检测嗜酸性粒细胞（eosinophil，EOS）计数、

HE染色、实时PCR。各组剩余12只小鼠用于生存率

分析。

1.3 实验方法

1.3.1 一般情况观察：从给予烟曲霉后开始，每天

记录并统计各组小鼠存活情况，持续7 d；观察小鼠

精神状态、毛发、体重、活动度、饮食情况、粪便状况

等，记录第1、5、10、17天时各组小鼠的体重。

1.3.2 小鼠粪便菌群高通量测序：由广东美格基

因科技有限公司完成。收集小鼠的新鲜粪便，使用

DNA提取试剂盒进行基因组DNA抽提后，用1%琼

脂糖凝胶电泳检测DNA的完整性和纯度，采用Nano-

DropOne分 光 光 度 计 （美 国ThermoFisher Scientific

公司） 检测DNA的浓度和纯度。以基因组DNA为模

板，使用带Barcode/Index序列的引物及PremixTaq

（日本TaKaRa公司） 进行PCR扩增。引物序列：341F/

806R，正 向5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATA

AGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG’-3，反 向5’-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGG

GACTACHVGGGTATCTAAT -3’。利用Gene Tools

软件 （Version 4.03.05.0，英国Syngene公司） 对PCR产

物进行浓度对比后，按照等质量原则计算各样品所

需体积，将各PCR产物混合。使用 E.Z.N.A.® Gel Ex-

traction Kit 凝胶回收试剂盒回收PCR混合产物，TE

缓冲液洗脱回收目标DNA片段。后续按照NEBNext®

Ultra™ DNA文库制备试剂盒标准流程进行建库操

作，之后在高通量测序平台进行上机测序。测序得

到的原始图像数据文件，经碱基识别分析转化为原

始测序序列，分析菌群构成和多样性。

1.3.3 病理学观察：采集小鼠肺和小肠组织标本，

10%甲醛液固定、石蜡包埋、组织切片，HE染色，光

镜下观察病理学改变，评估炎症反应。

1.3.4 EOS计数：腹腔注射阿弗丁 （300 μL/25 g） 麻

醉小鼠，收集外周血和支气管肺泡灌洗液 （bronchoal-

veolar lavage fluid，BALF） 标本，血细胞仪检测EOS计数。

1.3.5 实时PCR：提取肺和小肠组织标本总RNA，

逆转录合成cDNA。产物用1.5%琼脂糖电泳，凝胶

成像系统扫描，采用Quantity One V4.4软件系统进

行定量分析。引物序列：β-actin，正向5’-ATCTACG

AGGGCTATGCTCT-3’，反 向5’-TACTCCTGCTTGCT

GATCCA-3’；CX3CR1，正 向5’-TCGCCCTGCCCTTG
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CTTAT-3’，反 向5’-AGACCCATCTCCCTCGCTTGT-

3’；Fractalkine，正向5’-AGTGCCCCACCTGTAAA-

3’，反向5’-GCTCTTGGAGAATGCTATG-3’。

1.4 统计学分析 

采 用GraphPad Prism 6和SPSS 22.0软 件 进 行 统

计分析。计量资料以x-±s表示，2组间比较采用独立

样本t检验，多组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用Tukey法分析。P < 0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 一般情况观察   

分组干预后，SCS组小鼠精神良好，活泼好动，

毛发柔顺，粪便干燥、成形；CCS组小鼠食欲不振，肛

周红肿，排便增多，粪便呈黄绿色，抗生素停用3 d后

好转；SCA组小鼠精神懒散，行动缓慢，毛发杂乱，大

便正常；CCA组小鼠精神萎靡，行动迟缓，毛发杂乱，

食欲不振，腹泻、大便稀溏。

2.2 体重变化和生存率分析

第1~5天抗生素给药期间，各组小鼠的体重随

天数的增加正常增长。第5天后，各组小鼠体重开始

下降，但4组间差异无统计学意义（均P > 0.05）；第10

天开始，曲霉感染（SCA组、CCA组）小鼠体重下降，

CCA组小鼠体重下降更明显。SCS组和CCS组中，第

17天与第5天、第10天比较，小鼠体重变化不明显；

SCA组中，小鼠体重轻微下降；CCA组中，小鼠体重

明显下降（P < 0.05）。第17天时，CCA组小鼠体重明

显低于SCS组（P < 0.05）。见表1。

表1  各组小鼠体重变化（g）

Tab.1  Changes of body weight of mice in each group（g）

Group 1 d 5 d 10 d 17 d

SCS 22.02±0.84 22.76±0.81 22.18±0.73 22.52±0.75

CCS 22.35±0.61 22.98±0.59 22.12±0.62 22.02±0.60

SCA 22.59±0.81 23.25±0.79 22.45±0.86 21.03±0.75

CCA 22.00±0.57 23.10±0.48 22.51±0.55 20.32±0.471），2），3）

F 0.151 4 0.086 1 0.071 4 2.133 0

P 0.928 4 0.967 3 0.975 0 0.108 3

1） P < 0.05 vs. 5 d within group；2） P < 0.05 vs. 10 d within group；3） P < 0.05 vs. SCS group at the same time point.

观察曲霉感染 （SCA组、CCA组） 小鼠的生存情

况，CCA组小鼠7 d生存率显著下降，与SCA组比较差

异有统计学意义 （P < 0.01）。见图1。

2.3 肠道菌群组成情况  

采用16S rDNA高通量测序分析粪便菌群组成，

结果显示，与SCS组小鼠比较，CCS组小鼠粪便变形

菌门和芽孢杆菌属增多，厚壁菌门、疣微菌门和拟

杆菌门减少 （图2A）。α多样性指数分析结果显示，

CCS组生物多样性低于SCS组 （图2B）。指数组间差

异检验结果显示，使用头孢哌酮诱导后CCS组小鼠

肠道菌群多样性降低 （图2C）。PCoA1主坐标分析

结果显示，SCS和CCS组小鼠粪便生物物种空间分布

距离较远，物种组成差异性大 （图2D）。

2.4 肺和小肠组织病理学变化

 HE染色结果显示，SCS组肺泡结构完整，细胞

排列整齐，肺泡腔内无出血、渗液；CCS组肺泡结构

完整，未见炎症细胞浸润；SCA组肺泡间隔增宽，少

量炎症细胞浸润；CCA组细胞排列紊乱，上皮细胞

脱落坏死，肺泡腔内明显充血、水肿及大量炎症细

*P < 0.05 vs. SCA group.

图1  小鼠生存率分析

Fig.1  Changes of survival rate of mice in each group 
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A，bar chart of intestinal flora composition；B，α diversity index chart；C，analysis of the differences between index groups；D，PCoA 1 principal coordinate 

analysis. C01-C05，SCS group；T01-T05，CCS group.

图2  注射头孢哌酮后小鼠肠道菌群的组成情况

Fig.2  Composition of intestinal flora in mice after injection of cefoperazone

胞浸润。SCS组和SCA组小肠黏膜上皮完整无水肿；

CCS组和CCA组小肠黏膜水肿，黏膜细胞脱落，腺体

结构紊乱，黏膜下层水肿、炎症细胞浸润明显。见图

3。

2.5 外周血和BALF中EOS计数变化

4组 间 比 较，第5天、第11天、第17天 时BALF和

外周血中EOS计数均有统计学差异（均P < 0.05）。第

5天时，CCS组和CCA组BALF和外周血中EOS计数明

显高于SCS组和SCA组（均P < 0.05）。第11天时，CCA

组BALF中EOS计 数 明 显 高 于SCS组、CCS组 和SCA

组（P < 0.05），外周血中EOS计数无显著变化。第17天

时，SCA和CCA组BALF和外周血中EOS计数明显高

于SCS组 和CCS组（均P < 0.05），且CCA组BALF和 外

周血中EOS计数明显高于SCA组（均P < 0.05）。SCA

和CCA组中，第17天时BALF和外周血中EOS计数明

显高于第5天、第11天（均P < 0.05）。见表2。

2.6 Fractalkine和CX3CR1 mRNA的表达

实时PCR结果显示，CCS组小鼠肺组织和小肠

组织中，Fractalkine和CX3CR1 mRNA表达水平均明

显高于SCS组 （P < 0.05）。见表3。
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表3  小鼠肺组织和小肠组织中Fractalkine和CX3CR1 mRNA表达水平的比较

Tab.3  Comparison of expression levels of Fractalkine and CX3CR1 mRNA in the lung and small intestinal tissue of mice

Group
Fractalkine mRNA CX3CR1 mRNA

Small intestine Lung Small intestine Lung

CCS   2.72±0.261）   2.29±0.461）   2.06±0.151）   1.81±0.201） 

SCS 0.82±0.14 0.69±0.06 1.01±0.19 0.72±0.06

1） P < 0.05 vs. SCS group.

表2  不同时间点小鼠外周血和BALF中EOS计数的比较

Tab.2  Comparison of levels of EOS in blood and BALF of mice at different time points

Group
BALF Blood

Day 5 Day 11 Day 17 Day 5 Day 11 Day 17

SCS 0.02±0.01 0.02±0.00 0.01±0.00 0.02±0.01 0.07±0.03 0.02±0.00

CCS 0.65±0.171） 0.02±0.00 0.02±0.00 0.22±0.051） 0.04±0.02 0.04±0.01

SCA 0.01±0.002） 0.07±0.021），2），4） 0.31±0.071），2），4），5） 0.02±0.002） 0.09±0.04 0.16±0.031），2），4），5）

CCA 0.64±0.121），3） 0.11±0.031），2），3），4） 1.09±0.201），2），3），4），5） 0.23±0.051），3） 0.05±0.03 0.33±0.031），2），3），4），5）

F 10.740 5.324 22.980 8.295 0.370 33.540

P   <0.000 1   0.007 3   <0.000 1   0.000 5    0.775 3   <0.000 1

1） P < 0.05 vs. SCS group at the same time point；2） P < 0.05 vs. CCS group at the same time point；3） P < 0.05 vs. SCA group at the same time point；4） 

P < 0.05 vs. day 5 within group；5） P < 0.05 vs. day 11 within group. 

3 讨论

肺部真菌感染主要发生在以粒细胞缺乏为代

表的严重免疫缺陷人群，其发病率和死亡率逐年升

高。长期使用广谱抗生素可导致肠道菌群失调，影

响肺部真菌免疫，加重肺组织炎症反应，进而发展

成真菌性肺炎［6］。本研究探讨了肠道菌群失调对肺

部真菌感染发病的影响及相关作用机制，对探寻肺

部真菌感染新的有效防治方法、改善预后具有重要

意义。

头孢哌酮给药后，小鼠出现胃肠功能紊乱现

象，肠道菌群构成改变，生物多样性显著降低，HE染

色显示小肠黏膜水肿、上皮细胞脱落和炎症细胞浸

润，表明抗生素诱导肠道菌群失调小鼠模型建立成

功。在此基础上，使用环磷酰胺抑制小鼠免疫功能、

建立烟曲霉肺部感染模型，发现肠道菌群失调合

并肺曲霉感染的小鼠萎靡少动、毛发蓬乱、食欲不

振、大便稀溏，体重明显下降，7 d生存率明显降低，

BALF和外周血中EOS计数明显升高，HE染色显示

肺组织和小肠组织细胞排列紊乱，存在明显充血、

图3  HE染色观察小鼠肺和小肠组织病理学变化  ×200

Fig.3  Pathological changes of lung and small intestinal tissue of mice  ×200
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水肿和炎症细胞浸润现象，提示肠道菌群失调可加

重曲霉感染引起的炎症反应，增加病死率。

机体的抗真菌免疫反应极为复杂，不同部位、

不同真菌种类以及感染真菌的不同形态 （如酵母

型、菌丝型等） 诱导的免疫反应细胞和信号通路均

存在显著差异［7］。机体的抗真菌免疫包括固有免疫

和适应性免疫。固有免疫主要是中性粒细胞等通过

模式识别受体识别、吞噬并清除真菌，同时激活后

续的适应性免疫［8］。适应性免疫则由树突状细胞和

单核细胞启动，激活辅助性T （helper T，Th） 细胞等

细胞亚群，分泌细胞因子、调节免疫反应并清除真

菌［6］。其中Th17细胞分泌白细胞介素 （interleukin，

IL） -17A，诱导抗菌肽产生，参与Th1细胞、Th2细胞

和调节性T （regulatory T，Treg） 细胞介导的抗真菌免

疫反应［9］。Th2细胞分泌IL-4和IL-13等细胞因子，

抑制Th1细胞介导的免疫反应，促进巨噬细胞的旁

路活化，从而降低抗真菌免疫反应的强度，避免加

剧炎症损伤。研究［10］发现，Treg细胞可产生免疫抑

制效应因子IL-10抑制过度炎症，维持免疫稳态，其

功能异常或IL-10表达失衡可能导致免疫抑制，使真

菌感染持续存在。

肠道菌群与肺部免疫之间的相互作用被称为

“肠-肺轴”。肠道菌群可通过调节肠道免疫反应，

影响固有免疫和适应性免疫细胞的增殖和分化［11］。

肠道菌群失调产生的趋化因子可导致肺部免疫细

胞 （如巨噬细胞、树突状细胞和T细胞） 功能的改变。

已有研究［12］发现，肠道菌群紊乱可增加流行性感冒

病毒、肺炎克雷伯菌等的肺部感染，提示肠道和肺

在维持宿主免疫稳态中相互作用。虽然“肠-肺轴”

在真菌感染中的作用尚未完全明确，但肠道菌群的

组成和功能变化与多种免疫炎症性疾病的发生和

发展密切相关，并可能影响继发性真菌感染的风险

和严重程度［11］。

EOS参与2型免疫反应介导的抗寄生虫感染和

过敏反应，但它对真菌的免疫作用尚未阐明。部分

感染模型中，EOS可能通过吞噬作用、细胞外DNA

捕获以及分泌IL-1β、IL-6、IL-17A、粒细胞-巨噬细

胞集落刺激因子等细胞因子，作用于机体真菌感染

免疫［13］。EOS是肺曲霉感染的重要炎症细胞，产生

IL-17，并参与嗜中性粒细胞、巨噬细胞和淋巴细胞

募集的控制，通过诱导高水平的细胞因子和趋化因

子，产生强烈的炎症过程。因此本研究推测，肠道菌

群失调可能促进EOS在肺部聚集，引起细胞因子失

衡，降低机体对真菌的清除或加重炎症损伤，导致

小鼠肺部感染加重和致死率升高。本研究还发现，

肠道菌群失调可引起Fractalkine和CX3CR1表达增

加，但仍不清楚真菌感染情况下二者的表达。 Frac-

talkine和CX3CR1是体内重要的免疫调节因子，其作

用涉及免疫细胞聚集、炎症调控及宿主防御机制的

调节。CX3CL1 （Fractalkine） 具有膜结合形式和可溶

性形式。膜结合形式的CX3CL1能够通过与CX3CR1

结合，促进单核细胞、巨噬细胞和CD8+T细胞的黏

附和迁移；可溶性形式的CX3CL1作为趋化因子，引

导免疫细胞迁移。CX3CL1过度表达可能加剧炎症

反应，导致肺组织损伤，特别是在免疫失调的情况

下。临床研究［14］发现，对真菌过敏的严重哮喘患者

BALF中Fractalkine升高，提示它参与过敏性气道炎

症反应。本研究推测，肠道菌群失调导致小肠组织

炎症反应，释放炎性细胞因子，通过淋巴或血流传

导至肺组织，从而提高CX3CL1和CX3CR1在小肠和

肺部的表达水平，调节肺局部免疫功能，加重炎症

损伤，减弱真菌清除能力。但Fractalkine和CX3CR1

是否参与EOS的释放、趋化以及炎症反应仍需进一

步的研究证实。

综上所述，头孢哌酮诱导的肠道菌群失调小鼠

肺曲霉感染后症状加重，生存率更低，证实肠道菌

群对肺部真菌免疫具有调节作用；肠道菌群失调小

鼠BALF和外周血中EOS显著增加，伴随小肠和肺组

织中Fractalkine （CX3CL1） 及其受体CX3CR1表达增

加，提示EOS和Fractalkine/CX3CR1信号轴可能参与

肠道菌群对肺部真菌感染的免疫调节。
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