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[摘　 要] 　 目的　 分析两肾一夹(２Ｋ１Ｃ)肾血管性高血压(ＲＶＨ)模型大鼠肠道菌群结构的变化ꎬ为 ＲＶＨ 的防治提

供新思路ꎮ 方法　 ８ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠随机分为 ２Ｋ１Ｃ 模型组和假手术组(每组 ８ 只)ꎬ２Ｋ１Ｃ 手术制备 ＲＶＨ 模型ꎮ
无创尾套法测量大鼠尾动脉收缩压ꎮ 手术干预 ４ 周后ꎬ收集肠道中粪便并从中提取菌群 ＤＮＡꎬ采用 ＰＣＲ￣变性梯度

凝胶电泳方法分析 ２Ｋ１Ｃ 大鼠肠道菌群的多样性ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 对肠道中优势菌群双歧杆菌属和乳酸杆菌属

进行定量检测ꎮ 结果　 与假手术组相比ꎬ２Ｋ１Ｃ 模型组尾动脉收缩压显著升高(１６４.７７ ｍｍＨｇ 比 １２２.０８ ｍｍＨｇꎬＰ<
０.０５)ꎬ而假手术组尾动脉收缩压与造模前相比未发生明显改变(１２２.０８ ｍｍＨｇ 比 １２０.１３ ｍｍＨｇꎬＰ>０.０５)ꎮ ２Ｋ１Ｃ 模

型组与假手术组间肠道菌群多样性有明显差异(Ｐ<０.０５)ꎬ且 ２Ｋ１Ｃ 模型组肠道菌群多样性较低ꎮ ２Ｋ１Ｃ 模型组双

歧杆菌属和乳酸杆菌属含量明显低于假手术组(２.３３５×１０－３ ｎｇ / ｇ 比 １.８０５×１０－２ ｎｇ / ｇꎬ０.０４８ ｎｇ / ｇ 比 ０.１３９ ｎｇ / ｇꎬＰ<
０.０５)ꎮ 结论　 ２Ｋ１Ｃ ＲＶＨ 大鼠肠道菌群多样性显著降低ꎬ双歧杆菌属和乳酸杆菌属含量发生明显改变ꎬ提示其可

能参与了 ２Ｋ１Ｃ 大鼠高血压的发生发展过程ꎮ
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ｇｒｏｕｐ.　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｄ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎ ２Ｋ１Ｃ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (２.３３５×１０－３ ｎｇ / ｇ ｖｓ １.８０５×１０－２ ｎｇ / ｇꎬ ０.０４８ ｎｇ / ｇ ｖｓ ０.１３９ ｎｇ / ｇꎬ Ｐ<０.０５).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｄｉ￣
ｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ２Ｋ１Ｃ ＲＶＨ ｒａｔｓ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｄ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
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　 　 肠道平衡指在正常情况下ꎬ肠道菌群、宿主和

外部环境保持平衡状态ꎮ 某些疾病可打破这种平

衡ꎬ导致肠道菌群失衡[１]ꎮ 研究表明ꎬ心脏病、动脉

粥样硬化均会导致肠道菌群稳态发生改变[２]ꎮ 高

血压与心脑血管疾病发病率密切相关[３]ꎬ并且是动

脉粥样硬化发生的独立危险因素[４]ꎮ 肾血管性高

血压(ｒｅｎｏｖａｓｃｕｌａｒ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎꎬＲＶＨ)占高血压人群

的 １％~５％[５]ꎬ故研究 ＲＶＨ 肠道菌群的变化对治疗

高血压、预防心脑血管疾病以及动脉粥样硬化的发

生具有重要意义ꎮ 单侧 ＲＶＨ 是继发性高血压的一

种ꎬ主要由肾脏实质性病变和肾动脉病变引起的血

压升高[６]ꎮ 单侧 ＲＶＨ 的核心病理生理机制为单侧

肾血流减少ꎬ激活肾素￣血管紧张素系统ꎬ导致进行

性肾脏缺血ꎬ引起进行性肾实质破坏和肾功能降低

等肾结构和功能的改变[７]ꎮ 研究人员发现ꎬ在单侧

ＲＶＨ 动物实验中ꎬ当狭窄持续存在ꎬ肾素的释放并

非持续性增加[５]ꎬ所以肾动脉狭窄导致高血压的过

程一定还有其他机制的参与ꎮ 同时ꎬ有学者提出高

血压使肠道菌群结构发生改变[８]ꎮ 但 ＲＶＨ 肠道菌

群改变的方式鲜见报道ꎮ 本次实验ꎬ采用 ＤＮＡ￣
ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ[ＤＧＧＥ:变性梯度凝胶电泳( ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ
ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ)]、实时荧光定量 ＰＣＲ
( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ＰＣＲ)等试验方法ꎬ欲阐明 ＲＶＨ 的肠道菌群结构及

其优势菌群的变化ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 仪器与试剂

　 　 粪便总 ＤＮＡ 提取试剂盒和琼脂糖凝胶回收试

剂盒购自天根生化科技 (北京) 有限公司ꎻ ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ (Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)购自宝生物工

程(大连)有限公司ꎻ普通 ＰＣＲ 试剂盒购自杭州宝

赛生物科技有限公司ꎻＰＣＲ 引物由生工生物工程

(上海)有限公司合成ꎮ 清洁级 ８ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠

由中国人民解放军军事医学科学院实验动物中心

提供[许可证号:ＳＣＸＫ￣(军)２０１２￣０００４]ꎮ 基因扩增

仪、凝胶成像仪均购自 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻ微量紫外分光

光度仪、Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增仪购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎮ
１.２　 ２Ｋ１Ｃ 大鼠模型制备及取样

１６ 只健康 ８ 周龄雄性 ＳＤ 大鼠(１５０ ~ １７０ ｇ)适
应性饲养 １ 周ꎬ测定大鼠尾动脉收缩压 ( ｓｙｓｔｏｌｉｃ
ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＳＢＰ)、体重作为基准值ꎮ 以体重为

依据按随机数字表法分为两组:两肾一夹 ( ｔｗｏ
ｋｉｄｎｅｙ ｏｎｅ ｃｌｉｐꎬ２Ｋ１Ｃ)模型组、假手术组ꎮ 手术制备

实验模型:２Ｋ１Ｃ 模型组在左肾动脉中段套内径为

０.２ ｍｍ 的银夹ꎻ假手术组分离左肾动脉但不钳夹ꎮ
动态关注大鼠生命体征 ３６ ｈꎮ 术后 ３ 天内ꎬ给予青

霉素 Ｖ 钾片ꎬ每只 ０.５ 万单位 / 天ꎮ 每周固定时间测

定大鼠尾动脉 ＳＢＰ、体重并记录ꎮ 与术前 ＳＢＰ 基准

值相比ꎬ术后 ＳＢＰ 上升≥３０ ｍｍＨｇ 为高血压模型标

准ꎬ低者剔除ꎮ 手术干预 ４ 周后处死ꎬ收集肠道中粪

便待检ꎮ
１.３　 肠道菌群总 ＤＮＡ 提取

将粪便样本按照粪便总 ＤＮＡ 提取试剂盒说明

书操作ꎬＤＮＡ 质量和浓度分别用 １％琼脂糖凝胶电

泳和微量紫外分光光度仪测定ꎮ
１.４　 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 检测

对肠道菌群总 ＤＮＡ １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３ 可变扩增区

进行扩增ꎬ采用通用引物序列为 Ｖ３Ｆ＋ＧＣ:５′￣ＣＧＣ
ＣＣＧ ＣＣＧ ＣＧＣ ＧＣＧ ＧＣＧ ＧＧＣ ＧＧＧ ＧＣＧ ＧＧＧ
ＧＣＡＣ￣３′ꎬＶ３Ｒ ＋ ＧＣ: ３′￣ＧＧＧ ＧＧＣ ＣＴＡ ＣＧＧ ＧＡＧ
ＧＣＡ ＧＣＡ Ｇ￣５′ꎬ目的基因片段长度 ２２０ ｂｐꎮ 使用

ＤＧＧＥ 梯度胶制备装置ꎬ制备变性剂梯度为 ４０％ ~
５５％(１００％的变性剂为 ７ ｍｏｌ / Ｌ 尿素和 ４０％去离子

甲酰胺混合物)的 ８％的聚丙烯酰胺凝胶ꎬ待胶凝固

后ꎬ在 ６０℃恒温中ꎬ点样 ２０ μＬꎬ１００ Ｖ 恒压电泳 ５ ｈ
后ꎬ采用银染法染色ꎮ 用凝胶成像仪观察 ＤＧＧＥ 电

泳图谱并拍照ꎬ采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 分析软件分析肠

道菌群的微生物群落的多样性ꎮ
１.５　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测

对肠道微生物优势菌群双歧杆菌、乳酸杆菌进

行绝对定量分析ꎬ采用琼脂糖凝胶回收试剂盒法回

收粪便 ＤＮＡ 制备成待测优势菌群的标准菌株ꎬ采用

１０ 倍梯度稀释成 ８ 个浓度梯度(１０－１、１０－２、１０－３、
１０－４、１０－５、１０－６、１０－７、１０－８ ｎｇ / ｇ)后上机制备标准曲
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线ꎮ 优势菌群引物序列及退火温度如表 １ 所示ꎮ

表 １. ＰＣＲ 引物信息和预期产物长度

Ｔａｂｌｅ １. ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

名称 引物 ＤＮＡ 序列(５′￣３′) 退火
温度

ＰＣＲ
产物长度

双歧杆菌
正向 ＣＴＣＣＴＧＧＡＡＡＣＧＧＧＴＧＧ
反向 ＧＧＴＧＴＴＣＴＴＣＣＣＧＡＴＡＴＣＴＡＣＡ

５０℃ ５５０ ｂｐ

乳酸杆菌
正向 ＡＧＣＡＧＴＡＧＧＧＡＡＴＣＴＴＣＣＡ
反向 ＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＣＡＴＧＧＡＧ

５８℃ ３４１ ｂｐ

１.６　 统计分析

实验中大鼠的血压和体重数据采用ｘ±ｓ 表示ꎮ
符合正态分布且方差齐的两组独立数据采用两独

立样本 ｔ 检验(α＝ ０.０５)ꎬ非正态或方差不齐的数据

采用秩和检验ꎮ 采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件进行 ＤＧＧＥ
图谱 的 非 加 权 组 平 均 法 ( ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ￣ｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎｓꎬＵＰＧＭＡ) 聚类分析ꎮ
所有统计数据应用 ＳＰＳＳ ２１.０ 统计软件进行统计分

析ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 血压与体重变化

　 　 ２Ｋ１Ｃ 模型组与假手术组大鼠造模前后血压及

体重见表 ２ꎮ 实验结束时ꎬ２Ｋ１Ｃ 模型组大鼠血压与

假手术组及造模前相比均显著上升ꎬ差异具有统计

学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ假手术组大鼠血压与造模前相比

未发生明显改变ꎮ 造模后两组大鼠体重无明显差

异ꎬ但均比造模前增加ꎮ

表 ２. 两组大鼠血压及体重的变化

Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｔｗｏ
ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

时间
血压(ｍｍＨｇ)

假手术组 ２Ｋ１Ｃ 模型组

体重(ｇ)

假手术组 ２Ｋ１Ｃ 模型组

８ 周龄 １２０.１３±１１.９５ １２１.８９±１１.１１ ２５１.８８±１１.３２ ２５２.７８±１２.０２

１０ 周龄 １１９.６９±１８.３５ １３６.３５±１６.５９ ２９６.２５±１５.７５ ２９５.５６±１４.８８

１２ 周龄 １２２.０８±７.６６ １６４.７７±２７.２６ａｂ ３６２.１４±２４.９８ｂ ３４６.２５±２４.８９ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与同组 ８ 周龄(造模前)
相比ꎮ

２.２　 粪便总 ＤＮＡ 提取及 ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 结果

从粪便中提取肠道总 ＤＮＡ 进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３
可变区扩增ꎬ条带长度约 ２２０ ｂｐꎮ 扩增后产物进行

ＤＧＧＥ 实验ꎬ将 ＤＧＧＥ 图谱进行 ＵＰＧＭＡ 聚类分析ꎬ
两组之间的相似系数为 ０.２９ꎮ 结果显示ꎬ２Ｋ１Ｃ 模

型组大鼠肠道菌群多样性明显减少且与假手术组

的相似性较低ꎮ ２Ｋ１Ｃ 模型组 ３ 个样本(编号 １、２、
３)和假手术组 ３ 个样本(编号 ４、５、６)１６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ３
区的 ＰＣＲ 产物凝胶电泳图谱见图 １ꎻＤＧＧＥ 图谱及

ＵＰＧＭＡ 聚类分析结果见图 ２ꎮ

图 １. 肠道微生物总 ＤＮＡ 凝胶电泳图谱 　 　 １、２、３ 为 ２Ｋ１Ｃ
模型组样本ꎬ４、５、６ 为假手术组样本ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉ￣
ｃｒｏｂｅｓ

图 ２. 两组 ＤＧＧＥ 图谱中肠道菌群的变化以及 ＵＰＧＭＡ 聚类分析　 　 １、２、３ 为 ２Ｋ１Ｃ 模型组样本ꎬ４、５、６ 为假手术组样本ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｂｙ ＤＧＧＥ ａｎｄ ＵＰＧＭＡ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

８８０１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １１ꎬ２０１６



２.３　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量检测结果

２Ｋ１Ｃ 模型组大鼠双歧杆菌属和乳酸杆菌属含

量明显低于假手术组(２.３３５×１０－３ ｎｇ / ｇ 比 １.８０５×

１０－２ ｎｇ / ｇꎬ０.０４８ ｎｇ / ｇ 比 ０.１３９ ｎｇ / ｇꎬＰ<０.０５ꎻ图 ３)ꎬ
每组的数值为组内 ８ 只大鼠的平均值ꎮ

图 ３. 两组大鼠肠道菌浓度(ｎ＝ ８)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ (ｎ＝ ８)

３　 讨　 论

肠道菌群作为寄居在人体肠道内微生物群落

的总称ꎬ是人体内最大的微生物调节系统ꎬ在维持

机体正常代谢方面发挥重要作用ꎮ 肠道菌群失调

是指人体肠道有益菌群与有害菌群之间相对平衡

状态被打破ꎬ有益菌数量减少ꎬ有害菌群大量繁殖ꎬ
使体内产生大量的内毒素ꎬ破坏上皮屏障的完整

性ꎬ降低机体免疫能力ꎬ引发炎症及其他免疫相关

疾病[９]ꎮ 因此ꎬ维持肠道菌群平衡对于机体健康具

有重要的意义ꎮ 有研究显示ꎬ肠道益生菌具有恢复

肠道菌群平衡[９]、抵抗癌症[１０]的作用ꎮ 作为肠道有

益菌的代表ꎬ双歧杆菌属和乳酸杆菌属已被证实具

有防止细菌感染、维持肠道稳态、抗炎的能力[１１￣１２]ꎮ
其核心机制为双岐杆菌属、乳酸杆菌属繁殖产生的

低能脂肪酸降低肠道 ｐＨ 值ꎬ抑制大肠杆菌、产气荚

膜菌等有害菌群的生长[１３]ꎬ且调节 Ｔｏｌｌ 样受体、
ＮＯＤ 样受体、细胞因子和 Ｔ 细胞转录因子的表达ꎬ
增加白细胞介素 １０ 的表达ꎬ有效的降低炎症的发

生[１２]ꎬ提高机体的免疫能力[１４]ꎮ 同时ꎬ Ｒａｍｅｚａｎｉ
等[１５]研究慢性肾衰竭终末期时的肠道菌群发现ꎬ肠
道内双歧杆菌属、乳酸杆菌属等有益菌在维持肠道

菌群平衡以及减缓慢性肾衰竭发展上发挥了重要

作用ꎮ ＲＶＨ 对肾功能的损坏是慢性肾衰竭发生的

重要原因ꎬ但国内尚无研究人员对 ＲＶＨ 与肠道菌群

之间的关系作出报道ꎮ
本实验设立 ２Ｋ１Ｃ 模型组和假手术组ꎬ通过两

组间的对比进行 ＲＶＨ 肠道菌群结构分析ꎮ 实验结

束时ꎬ２Ｋ１Ｃ 模型组大鼠与假手术组大鼠相比体重

相近ꎬ血压显著提高ꎬ假手术组大鼠实验前后血压

无明显变化ꎮ 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 方法较传统的微

生物培养技术更灵敏[１６￣１７]ꎬ故本研究采用 ＰＣＲ￣
ＤＧＧＥ、ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 等 方 法 进 行 检 测 和 分 析ꎮ
ＰＣＲ￣ＤＧＧＥ 结果显示ꎬ高血压使肠道菌群种类及数

量发生明显变化ꎬ多样性降低ꎬ且与假手术组具有

明显区别ꎬ该结果与 Ｖａｚｉｒｉ 等[１８] 的结果一致ꎮ ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示ꎬ高血压使肠道菌群含量明显改

变:２Ｋ１Ｃ 模型组双歧杆菌属数量较对照组降低 １ 个

数量级ꎬ乳酸杆菌属的数量降低 ３ 倍左右ꎮ 由以上

结果可知ꎬＲＶＨ 使大鼠肠道菌群失调ꎬ导致内毒素

过量释放ꎬ诱导炎症的发生ꎬ加速机体衰老ꎬ加剧

ＲＶＨ 病情ꎮ 因此ꎬ肠道菌群失调可能在 ２Ｋ１Ｃ 大鼠

高血压的发生发展中发挥了重要作用ꎮ
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