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摘 要

空气污染被证实是全球第四大死亡风险因素。环境细颗粒物（PM2.5）作为空气污染

的主要组成部分之一，已经成为一个较为主要的公共健康问题。脂质代谢的过程包括生

物合成和降解脂类物质，脂质代谢紊乱与代谢性疾病和心血管疾病密切相关。肠道微生

物群被广泛认为是宿主健康的重要组成部分，对宿主代谢功能发挥着关键的作用。为了

探索PM2.5暴露对肠道菌群和肝脏脂质代谢的影响以及PM2.5暴露后肠道微生物变化对调

节脂质代谢紊乱的具体机制。本研究以 C57BL/6小鼠作为试验动物，先通过鼻腔滴注法

建立颗粒物暴露模型。使用 16S rDNA测序、试剂盒检测、HE切片染色、荧光定量 PCR、

Western blot等生物学实验方法，用来研究 PM2.5暴露对小鼠肠道菌群和脂质代谢的影响。

接着通过菌群灌肠法建立粪菌移植模型。重复上述实验方法，检验粪菌移植是否成功，

并探索 PM2.5暴露后的肠道微生物与脂质代谢之间的调控关系。主要结果如下：（1）PM2.5

暴露会引起小鼠肠道菌群中拟杆菌门细菌与厚壁菌门细菌的比例变化，肠道菌群物种多

样性下降。（2）PM2.5暴露会导致肝脏脂肪变性，肝脏和血液中脂质含量显著增加；脂

质合成相关因子 Srebp1，FASN和 ACC1表达水平显著升高，脂质氧化相关因子 PPARα，

ACOX1表达水平升高；脂质分解相关因子 ATGL和 HSL表达水平无明显变化。（3）粪

菌移植后暴露菌群组小鼠的肠道菌群也存在拟杆菌门/厚壁菌门的比例失衡，物种多样性

下降等变化趋势，本研究认为粪菌移植成功。并且发现 PM2.5暴露后小鼠肠道菌群的脂

质代谢功能显著下调。（4）PM2.5暴露后的肠道菌群会导致肝脏脂肪变性，肝脏中脂质

含量显著增加；脂质合成因子 Srebp1和 FASN表达水平显著升高，脂质氧化因子 PPARα，

ACOX1表达水平显著升高；脂质分解因子 ATGL和 HSL有下降趋势。

综上所述，本研究初步得出结论，PM2.5暴露先使小鼠肠道菌群中拟杆菌门细菌与厚

壁菌门细菌的比例变化，物种多样性下降，肠道菌群的脂质代谢功能下调，进一步导致

肝脏内脂质合成因子和脂质氧化因子表达上调引起脂质代谢紊乱，最终导致机体内脂质

含量增加引起体重增加。而 PM2.5暴露引起肠道菌群变化后具体通过哪些途径影响肝脏

脂质合成水平尚不明确，有待后续通过代谢组学进一步研究。

关键词：PM2.5；肠道菌群；脂质代谢；粪菌移植；小鼠



II

Abstract

Air pollution has been shown to be the fourth leading risk factor for mortality worldwide.

Ambient fine particulate matter (PM2.5), one of the major components of air pollution, has

become a more significant public health problem. The process of lipid metabolism involves

biosynthesis and degradation of lipids, and disorders of lipid metabolism are closely

associated with metabolic and cardiovascular diseases. The gut microbiota is widely

recognized as an important component of host health and plays a key role in host metabolic

function. To explore the effects of PM2.5 exposure on intestinal flora and hepatic lipid

metabolism as well as the specific mechanisms by which changes in intestinal microorganisms

regulate lipid metabolism disorders after PM2.5 exposure. In this study, C57BL/6 mice were

used as test animals, and the particulate exposure model was first established by nasal drip

method. Biological experimental methods such as 16S rDNA sequencing, kit assay, HE

section staining, fluorescence quantitative PCR, and Western blot were used to investigate the

effects of PM2.5 exposure on intestinal flora and lipid metabolism in mice. Then the fecal

bacteria transplantation model was established by colony enema method. The above

experimental methods were repeated to test the success of fecal bacteria transplantation and to

explore the regulatory relationship between gut microorganisms and lipid metabolism after

PM2.5 exposure. The main results were as follows: (1) PM2.5 exposure caused changes in the

ratio of Bacteroides anomalies to Bacteroides thickwartii bacteria in the intestinal flora of

mice, and a decrease in species diversity of the intestinal flora. (2) PM2.5 exposure resulted in

hepatic steatosis, with a significant increase in the lipid content of the liver and blood; a

significant increase in the expression levels of the lipid synthesis-related factors Srebp1, FASN,

and ACC1, and an increase in the expression levels of the lipid oxidation-related factors

PPARα, and ACOX1; there were no significant changes in the expression levels of the lipid

catabolism-related factors ATGL and HSL. (3) The intestinal flora of mice in the exposed flora

group after fecal transplantation also showed an imbalance in the ratio of Mycobacterium

anisopliae/Hypococcus spp. and a decrease in species diversity, and this study concluded that

fecal transplantation was successful. And it was found that the lipid metabolism function of

the intestinal flora was significantly down-regulated in mice after PM2.5 exposure. (4) The

intestinal flora after PM2.5 exposure leads to hepatic steatosis, with a significant increase in the

lipid content of the liver; the expression levels of the lipid synthesizing factors Srebp1 and

FASN are significantly increased, and the expression levels of the lipid oxidizing factors
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PPARα, and ACOX1 are significantly increased; and there is a tendency for a decrease in the

lipid catabolic factors ATGL and HSL.

In summary, it is concluded that PM2.5 exposure firstly caused changes in the ratio of

Bacteroides and Bacteroides, decreased species diversity, and down-regulated lipid

metabolism in the intestinal flora, which further led to lipid metabolism disorders caused by

up-regulation of lipid synthesizing factor (LSF) and lipid oxidizing factor (LOF) in the liver,

and ultimately led to the increase of lipid content in the body and body weight gain. The

pathways through which the changes in intestinal flora caused by PM2.5 exposure affect

hepatic lipid synthesis are not clear, and require further study by metabolomics.

Key words: PM2.5；Intestinal flora；Lipid metabolism；Fecal microbiota transplantation；

mice
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缩略语表

缩写 英文名称 中文名称

PM2.5 Fine particulate matter 细颗粒物

PPARα Peroxisome proliferators activated receptor α 过氧化物酶体增殖激活受体α

ACOX1 Acyl-CoA oxidase 1 酰基辅酶 A氧化酶 1

CPT1A Carnitine palmitoyltransferase 1A 肉碱棕榈酰转移酶 1A

Srebp1 Sterol-regulatory element binding proteins 胆固醇调节元件结合蛋白

FASN Fatty acid synthase 脂肪酸合成酶

ACC1 Acetyl-CoA carboxylase1 乙酰辅酶 A羧化酶 1

SCD1 Stearoyl-CoA desaturase1 硬脂酰辅酶 A去饱和酶 1

ATGL Anti-Adipose triglyceride lipase 脂肪甘油三酯脂酶抗体

HSL Hormone-sensitive lipase 激素敏感性甘油三酯脂肪酶

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 甘油醛-3-磷酸脱氢酶

FMT Fecal microbiota transplantation 粪菌移植

RTPCR Real-time polymerase chain reaction 实时荧光定聚合酶链式反应

HE Hematoxylin-eosin staining 苏木精-伊红染色法

ddH2O Double distilled H2O 双蒸水

OD Optical density 光密度

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应

BCA Bicinchoninic acid 聚氰基丙烯酸正丁酯

cDNA Complementary DNA 互补 DNA

DEPC diethyl pyrocarbonate 二甲基亚硝基乙氧基乙基胺

PMSF Phenyl methane sulfonyl fluoride 苯甲磺酰氟

RIPA Radio immunoprecipitation assay lysis buffer RIPA 裂解液

GO Gene Ontology 基因本体论

TG Triacylglycerol 甘油三酯

FFA Free fatty acid 游离脂肪酸

ROS Reactive oxygen species 活性氧

COPD Chronic obstructive pulmonary diseases 全球慢性阻塞性肺疾病

IL-4 Interleukin-4 白介素-4

TNF-α Tumor necrosis factor-α 肿瘤坏死因子-α

TGF-β Transforming growth factor-β 转化生长因子β
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1 引言

自改革开放以来，我国工业化进程加快，经济快速发展，与此相伴而生的环境问题

却日益严峻，环境治理受到了越来越多的关注。近年来随着相关政策的出台，我国在大

气污染治理方面取得了一定的成就，但空气污染问题依然存在，尤其是在京津冀地区经

常出现中度和重度污染天气。PM2.5作为空气污染影响健康的重要环境因素，应该得到重

视。而且暴露于 PM2.5下会导致不良的健康效应，如影响肺功能和机体代谢，进而加重

疾病病情。因此，PM2.5对健康的严重影响已经成为政府和民众关注的重大问题，需要持

续加强大气污染治理工作。

1.1 PM2.5 对健康的影响

空气污染是全球日益严重的公共卫生问题一直被认为是诱发多种疾病的重要危险因

素。世界公共卫生组织已将空气污染问题列为全球第四大死亡原因，每年因空气污染导

致的死亡人数约为 700万，其中 99%的人群生活在世卫组织标准认定为空气质量不达标

的地区（年均 PM2.5浓度＜5 μg/m³）
[1]
。在我国，PM2.5也是最重要的污染物之一，长期

危害着国民健康，其健康效应和毒理机制仍是这几年需要关心的重要问题。

作为大气中的首要污染物，PM2.5受到了广泛的关注。已有研究发现，PM2.5的组成

复杂多样，主要由碳、硫酸盐、硝酸盐等无机离子，多环芳烃等有机物，以及硅、铝、

铁等地壳元素组成
[2]
。PM2.5来源广泛，主要包括由污染源直接排放的一次 PM2.5和大气

中其前体物经化学转化生成的二次 PM2.5。PM2.5能较长时间悬浮于空气中，传输距离长，

影响时间久；总表面积大，易吸附空气中游离的多种有毒有害物质，形成气溶胶，降低

大气可见度，干扰气候变化，影响生态环境；粒径小，可以深入细支气管和肺泡，或是

沉积在肺泡诱导炎症，对呼吸系统和心血管造成不良影响
[3]
。2013年，国际癌症研究机

构确定大气污染和颗粒物为致癌污染物，据统计全球每年约 300万人死于因 PM2.5暴露

引起的肺癌
[4]
。同时许多流行病学的证据证明，PM2.5的长期暴露可引发机体产生多种不

良健康结局，影响居民身体健康
[5, 6]

。除报道较多的呼吸系统、心血管系统
[7]
外，PM2.5

还通过诱导机体炎症反应或氧化应激，进而导致多个组织器官的健康风险，如阿尔茨海

默病等神经退行性疾病
[8-10]

；胃肠道疾病，肠道菌群紊乱等
[11, 12]

；打破机体正常代谢循环，

导致过度肥胖、糖尿病等
[13]
。

研究证据表明，呼吸系统疾病的发病率、住院率和死亡率的增加与 PM2.5浓度的上

升呈正相关，PM2.5浓度每上升 10 μg/m³，住院率就增加 1.13%[14]
。PM2.5具有颗粒直径

小、表面积大、组分复杂和毒性物质吸收能力强等特点，使得它能够进入呼吸道深处，

侵入并沉积在肺泡中，造成肺脏损伤。短期或长期暴露于不同浓度的 PM2.5，会导致呼吸
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系统不同程度的病理变化。已有研究指出，暴露于 PM2.5可能会导致气道发炎反应
[15]

，

肺功能下降
[16]
，哮喘和慢性阻塞性肺病的功能和发病率增加，病情恶化

[17]
，并使肺组织

更易受到损伤
[18]
。PM2.5被吸入上呼吸道后，在细支气管和肺泡表面堆积，然后进一步被

内化进入肺组织细胞，例如上皮细胞和肺泡巨噬细胞，短期暴露于 PM2.5会导致呼吸道

炎症和肺功能异常，如咳嗽、哮喘、支气管炎、肺活量降低等；如果长期接触 PM2.5，会

增加患慢性支气管炎、肺气肿、支气管哮喘、慢性阻塞性肺疾病（Chronic obstructive

pulmonary diseases，COPD）和肺癌等呼吸系统疾病的风险
[19-21]

。PM2.5可以通过增加细

胞内活性氧（Reactive oxygen species，ROS）的水平等方式，引发氧化应激反应[22]，导

致细胞许多正常功能的受损，甚至通过细胞凋亡、细胞自噬等途径促使细胞死亡[23]。PM2.5

可能引发炎症反应，包括炎症细胞的渗入和炎症介质的释放，造成细胞因子释放的失调，

进而可能加剧肺组织的损伤
[24]

。Yang等人的研究结果表明，PM2.5暴露可导致小鼠肺脏

损伤，通过与对照组小鼠作比较发现，PM2.5 暴露后的小鼠血清和肺脏中白介素 4

（Interleukin-4，IL-4）、肿瘤坏死因子α（Tumor necrosis factor-α，TNF-α）和转化生长

因子β（Transforming growth factor-β，TGF-β）等细胞因子水平显著升高
[25]
。与此同时，

细胞因子与其受体之间的相互作用有助于促进支气管重塑，减轻支气管壁增厚和组织纤

维化，从而进一步恶化肺功能
[26]
。

大量研究表明，PM2.5暴露不仅导致心血管功能亚临床指标的变化，而且始终与心血

管发病率和死亡率相关
[27, 28]

。Liu 等人通过一项全球范围内的队列研究发现，暴露于短

期内的 PM10和 PM2.5与每日全因死亡率以及心血管疾病死亡率之间存在正相关关系。每

增加 10μg/m³的 PM10和 PM2.5浓度，每日全因死亡率分别增加 0.44%和 0.68%，每日心

血管疾病死亡率增加 0.36%和 0.55%[29]
。许多研究已经证实，PM2.5可以对心脏自主神经

系统造成损害，导致心率变异性下降。这一情况被认为是心血管疾病发生和致死率的独

立危险因素
[23]
。PM2.5的暴露可能导致一系列生理病理反应，进而增加血压，引发高血压

相关疾病的发生
[30]
。具体机制涉及交感神经张力的增加，全身血管张力的调节，以及伴

随的内皮细胞和血管功能障碍
[23]
。同时，动脉粥样硬化、心脏组织重塑和功能改变，心

脏疾病的发生也认为与 PM2.5暴露相关
[31, 32]

。

环境中 PM2.5暴露是影响人体神经系统
[33]

、生殖系统、内分泌系统不良结局的重要

因素之一，具体疾病如阿尔兹海默症
[34]
、妊娠期糖尿病

[35]
、以及下丘脑-垂体-肾上腺轴

（Hypothalamic pituitary adrenal axis, HPA）激素分泌失衡
[36]
等。此外也有研究发现，PM2.5

还能影响肺内的微生物群落，进而影响周边组织，影响脂质代谢，导致肥胖或代谢轴的

紊乱
[36-38]

。
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1.2 PM2.5 的毒理学机制

1.2.1 氧化应激

PM2.5暴露与不良健康效应关系尚未完全阐明，但氧化应激被认为是其中一个重要的

机制。研究指出，PM2.5诱发的氧化应激可能是导致人体发生毒性反应的关键因素之一
[39]
。

这一机制对于深入理解 PM2.5对健康的影响至关重要，也为预防和治疗相关疾病提供了

新的思路和方向。PM2.5来源广泛，成因复杂，本身可能存在可长时间有活性的自由基和

一些有机化学物质，这些物质被代谢激活后，从而生成或增加细胞内的活性氧含量
[40]

。

PM2.5还会使细胞的抗氧化系统受损，从而降低暴露于 PM2.5后细胞的抗氧化能力，改变

细胞转录组，影响各种酶的表达水平。此外，由 PM2.5暴露导致的活性氧的升高还会进

一步破坏细胞中的生物大分子，如脂质、核酸等，进而破坏遗传物质的完整性和细胞结

构的完整性。过量的 ROS也有可能激活各种信号通路，如 mTOR、p53、NF-κB、ASK1、

JNK等，并最终诱导包括自噬、焦亡等，最终导致组织和人体的不良健康结局
[34, 41, 42]

。

1.2.2 代谢活化

综上，在 PM2.5进入细胞之后，PM2.5中的部分组分，如多环芳烃等挥发性有机物，

可能被细胞中的芳基烃受体识别
[42]
，从而激活这些受体，导致其调控基因的表达上调，

例如细胞色素 p450和一些相关的酶
[43]
。随后，生物代谢酶系统代谢激活 PM2.5释放的部

分有机化学物质变为反应性亲电代谢物，进一步对靶向细胞产生各种毒性反应，同时伴

随有 ROS的增加。

1.2.3 炎症反应

PM2.5引发的健康问题往往与炎症反应密切相关。研究表明，PM2.5在人类和动物细

胞中可以引发炎症反应，并促使促炎介质基因的表达增加，导致相关炎症因子的分泌增

加。这种炎症反应对健康造成不良影响
[44]

。PM2.5对气道上皮细胞中的双向调节蛋白、

TNF-α和肝素结合 EGF样生长因子的 mRNA 表达和蛋白分泌，以及 EGFR的配体有增

强作用，参与了促炎和修复反应
[24]
。同时，PM2.5的暴露介导先天免疫和炎症反应的细胞

表面共刺激分子，改变血液中免疫球蛋白的数量分布以及淋巴细胞谱的分布，进而影响

免疫功能的正常工作，导致如哮喘、心肌炎、糖尿病等。

1.2.4 遗传毒性

PM2.5中的部分组分具有诱变性，多环芳烃和硝基化合物被确认为主要致癌化合物。

研究还表明，PM2.5和高温加热分解的 PM2.5在体外实验中可引起剂量反应致遗传物质突

变性，进一步证实了 PM2.5中某些组分具有诱变特性。这些发现对于了解空气污染对健
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康的潜在影响具有重要意义
[45]

。同时，因其产生的活性氧对大分子的攻击，导致 DNA

在不断的重复氧化损伤与修复，猜测这一过程中，DNA的突变频次会因修复次数的增加

而急剧增加，发生可遗传的突变。

1.3 PM2.5 对动物肠道菌群的影响

肠道微生物群在宿主体内扮演着重要的角色，能够执行一些宿主无法完成自主完成

的生物过程。这些生物过程产生的代谢产物对宿主的代谢和健康状况有着重要影响。因

此，肠道微生物群与宿主之间的相互作用对于宿主的整体健康至关重要。通过研究肠道

微生物对宿主的影响，可以更好地理解动物代谢和健康的之间机制，为未来的相关研究

提供重要的参考依据
[46]
。脊椎动物的肠道微生物组是一个复杂的微生物生态系统，包含

多样性和丰富性的细菌、古细菌和真菌。这些微生物群落能够增强宿主的代谢能力，同

时提供了一系列有益的影响，例如促进营养消化、增强免疫功能以及保护宿主免受病原

体入侵
[47, 48]

。有一些研究发现肠道菌群变化与猪，鼠等动物的肥胖直接相关
[49, 50]

。越来

越多的研究发现，肠道环境的改变和肠道稳态的失衡与胃肠道疾病发展过程中微生物群

组成的变化有关，肠道微生物群失衡能够诱发多种疾病，包括肥胖、肾病、糖尿病、过

敏和炎症性肠病
[51]
。

众所周知，脊椎动物肠道微生物群的结构和组成及其生态功能受到宿主遗传学、生

活环境、饮食和系统发育等一系列因素的强烈影响
[52-54]

。近年来，随着越来越多的流行

病学研究将空气污染与胃肠道病理联系起来，空气污染物如何对肠道系统产生影响越来

越受到关注。已有研究发现，空气污染物暴露与许多常见肠道类疾病存在相关，包括慢

性阑尾炎、结肠炎以及结直肠癌等
[55-57]

。空气污染物可以通过直接或者间接途径进入胃

肠道。研究发现，空气中的 PM2.5可以深入肺部，进入血液循环，从而遍布全身[58]。吸入

的 PM2.5通过粘液纤毛运输，从肺部侵入胃肠道
[58, 59]

。此外，PM2.5还可以通过沉积到食

物和水源中直接进入胃肠道
[60]
。有研究表明，一个摄入典型西方饮食的成年人每天摄入

约 1012-1014个微粒，因此，肠道和肠道微生物群可通过吸入和直接摄入接触到大量的

PM2.5
[60, 61]

。苗利成及其团队的研究表明，PM2.5会在肠道中堆积。通过转录组测序技术，

他们发现，即使是微量的 PM2.5也会导致机体基因表达普遍下调，在总体上影响不明显，

但一旦积累到一定量，就会激活机体的免疫相关信号通路
[62]
。先前的研究称，环境 PM2.5

所携带的化学物质可通过口服改变小鼠肠道微生物组[63]。最近，一些研究也报道了吸入

环境中的 PM2.5会影响肠道微生物群
[64]
。

1.4 PM2.5 对动物肝脏脂质代谢的影响

先前的研究已经证实 PM2.5暴露会导致许多健康问题，包括代谢障碍
[65]

，脂肪组织

炎症
[66]
和肝脏脂质积累

[67]
。在这一系列健康问题中都存在脂质代谢紊乱，并且脂质代谢
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是动物营养的重要组成部分，与代谢性疾病密切相关
[68]
。在哺乳动物中，多余的能量主

要以三酰基甘油（Triglyceride, TG）的形式储存，也被称为甘油三酯，当能量需求超过

当前的营养供应时，甘油三酯会被动员消耗
[69]
。在能量平衡时期，FFA是大多数组织的

主要能量来源，而在某些情况下会产生病理影响
[70, 71]

。此外，如果游离脂肪酸（Free fatty

acid, FFA）水平长期升高，如在哺乳或肥胖期间，TG 可在肝脏组织中积累，这可能产

生脂肪肝等病理后果
[72, 73]

。由于肝脏在调节脂质代谢中的关键作用，肝脏被广泛用于探

索脂质代谢稳态的干扰。近年来的流行病学研究显示，空气污染与非酒精性脂肪肝

（Non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD）的发生，以及其进一步发展存在很强的相关

性
[74]
。而 NAFLD 是最常见的肝脏改变，以脂质积累为特征，与代谢综合征密切相关

[68]
。

它包括广泛的临床组织学谱，包括单纯肝脂肪变性、非酒精性脂肪性肝炎，甚至肝细胞

癌
[75]
。李明等研究发现，PM2.5引起 NAFLD 的重要机制可能是，通过肝细胞脂质合成关

键蛋白肝 X受体α和固醇调节元件结合蛋白 1c诱导肝细胞脂质堆积，并诱发肝细胞氧化

应激
[76]
。因此，维持适当的细胞脂质稳态对正常代谢功能是必不可少的，而脂质代谢功

能的正常是由脂肪生成和脂肪分解的平衡决定的。在生理条件下，FFA不仅可以产生甘

油三酯，脂质的主要成分之一，还可以通过氧化产生能量。由于 FFA在脂肪生成和分解

过程中的重要作用，它可能成为 NAFLD 疾病发展的潜在介质之一
[77]

。由于 FFA和 TG

的重要作用，肝脏中 FFA和 TG含量和变量的增加部分反映了代谢功能障碍。然而，肝

脏 FFA超载，会导致脂肪酸β氧化水平上升，并伴随氧化应激增强，可能是单纯脂肪变

性发展为脂肪性肝炎的核心原因
[78]

。虽然已经有人试图证明 PM2.5暴露会导致肝脂质代

谢异常
[79]

，但是 PM2.5诱导脂质代谢紊乱的分子机制尚不清楚。由于脂质生成和脂质分

解失衡导致了甘油三酯的积累，同时脂肪酸的氧化和与游离脂肪酸相关的代谢也发生了

变化。这些代谢变化是了解 PM2.5诱导脂肪代谢失调的重要分子机制之一，通过深入研

究这些变化，可以更好地理解 PM2.5对脂质代谢的影响。

1.5 动物肠道菌群变化对肝脏脂质代谢的影响

肠道微生物群对宿主的能量稳态、糖代谢和脂质代谢起着重要调节作用
[80]
。研究表

明微生物失衡，即生态失调，与代谢紊乱密切相关，并已证实微生物的功能与代谢紊乱

之间存在因果关系
[81, 82]

。有相关动物模型的研究表明，肠道微生物群会影响宿主的脂质

代谢。一项研究发现，通过对以普通饲料喂养的无肠道菌群小鼠和野生型小鼠进行脂质

组学分析，显示肠道微生物群会对宿主组织和血清中的脂质组成产生影响，而且还会降

低血液循环中甘油三酯的水平。相反地，对以高脂饮食喂养的无肠道菌群小鼠和野生型

小鼠进行脂质组学分析后，发现肠道微生物群却增加了循环甘油三酯、高密度脂蛋白和

总胆固醇水平
[83-85]

。肠道内的微生物群能够通过刺激肝脏合成单不饱和脂肪酸和多不饱

和脂肪酸来影响宿主的脂质代谢。此外，微生物群产生的醋酸盐也可以作为肝脏合成脂
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肪酸的前体
[86]
。益生菌干预小鼠研究结果表明，曲线乳杆菌和植物乳杆菌可以降低高脂

高胆固醇饮食小鼠的血浆和肝脏内的胆固醇含量，并且能够协同作用促进肝脏甘油三酯

的分解。因此，肠道微生物在维持宿主脂质平衡中扮演着重要的角色
[87, 88]

。虽然肠道菌

群与脂质代谢的紊乱在高脂膳食的影响下存在很强的相关性，但是 PM2.5作用下的肠道

菌群与脂质代谢之间的调控机制尚不清晰，需要进一步研究。

1.6 本研究目的与意义

本研究将在前期研究基础上，研究 PM2.5暴露后小鼠肠道微生物的变化对脂质代谢

造成的影响。具体研究内容为首先通过测定肠道菌群和肝脏脂质代谢的指标，阐明 PM2.5

对小鼠肠道菌群和肝脏脂质代谢的影响。其次通过菌群移植验证实验，阐明 PM2.5暴露

后小鼠肠道菌群的变化对脂质代谢的影响，并测定相关指标研究肠道微生物变化对脂质

代谢调控的具体机制。

研究目的：首先是为了确认 PM2.5暴露对肠道菌群和肝脏脂质代谢的影响。其次是

为了阐明 PM2.5暴露是否会通过改变肠道微生物变化对肝脏脂质代谢造成影响，并分析

肠道微生物变化作为中介因素对调节脂质代谢紊乱的具体机制。

研究意义：验证 PM2.5暴露对肠道菌群和肝脏脂质代谢的毒理学效应，以及肠道菌

群作为中介因素对肝脏脂质代谢的影响后，为后续如何缓解这些毒理学效应提供研究基

础。
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2 材料与方法

选取C57BL/6小鼠作为主要的造模研究对象，建立颗粒物暴露和粪菌移植两种模型，

通过肝组织病理学切片染色分析、16S rDNA测序、酶联免疫和荧光定量 PCR等实验方

法，阐明 PM2.5对肠道菌群和脂质代谢的影响，以及 PM2.5通过肠道菌群的变化对脂质代

谢的影响机制。

2.1 试验材料

2.1.1 小鼠品系的选择

试验小鼠是目前用于科学研究较为普遍的哺乳类实验模式动物。试验小鼠存在许多

种类，如最常见的 BALB/C、C57BL/6、NIH、ICR、KM等。其中 C57BL/6繁殖期短，

生产性能好，对代谢敏感。常用于生理学和代谢方面的研究。并且为了避免雌性小鼠生

理期的影响，本研究中选用 C57BL/6雄性小鼠作为研究对象。

2.1.2 主要仪器

本研究中使用的主要仪器名称、设备型号以及公司见表 2.1

表 1 主要实验仪器

Table 1 Main experimental equipment

仪器名称 公司

实时荧光定量 PCR 仪 美国伯乐

PCR 扩增仪 美国伯乐

核酸浓度检测仪 美国赛默飞

Spectra Max 多功能酶标仪 美国美谷分子

酶标仪 美国伯乐

凝胶电泳成像分析仪 北京六一生物科技

琼脂糖凝胶电泳仪 美国伯乐

组织切片机 德国美康

组织切片包埋机 浙江金华公司

续表 1
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2.1.3 主要试剂与耗材

本研究中所用的主要试剂和耗材的名称、类别以及公司见表 2.2

表 2 主要实验试剂

Table 2 Main experimental equipment

仪器名称 公司

全自动组织切片脱水机 浙江金华科迪有限公司

普通光学显微镜 德国徕卡

激光扫描共聚焦显微镜 德国徕卡

小型离心机 德国艾本德

高速离心机 德国艾本德

低温高速离心机 美国赛默飞

超低温真空冷冻干燥仪 上海冠森生物科技

超低温冰箱 青岛海尔股份有限公司

制冰机 北京长流科学仪器有限公司

超净工作台 美国赛默飞

电子移液器 德国艾本德

PCR八连排管（成套） 美国康宁

离心管 美国康宁

组织匀浆器 美国 BioSpec

涡旋振荡仪 四川蜀科有限公司

液氮储存罐 衡中能源有限公司

电子天平 美国 Ohaus

电热恒温水浴锅 北京市永光明医疗仪器厂

高压蒸汽灭菌锅 日本三洋

灌肠针 上海金畔生物科技

试剂名称 公司

C57BL/6J 小鼠 北京赛业生物

Random Primers 美国 Promega

续表 2

试剂名称 公司



内蒙古民族大学硕士学位论文 9

Reverse Transcriptase 美国 Promega

Ribonuclease Inhibitor 美国 Promega

dNTP Mix 美国 Promega

基因引物 北京华大基因

SYBR green 康为世纪生物科技

Bio-red核酸染料 美国 Biotium

琼脂糖 上海麦克林生化科技有限公司

DNA Maker 宝日医生物技术（北京）有限公司

Loading Buffer 宝日医生物技术（北京）有限公司

PBS缓冲液 Thermo Fisher Scientific, USA

ELISA 试剂盒 奇松生物科技有限公司

BCA 蛋白定量试剂盒 康为世纪生物科技

RIPA 裂解液 碧云天生物技术

NP-40 组织裂解液 碧云天生物技术

PMSF 蛋白酶抑制剂 碧云天生物技术

PVDF膜 美国Milipore

蛋白Maker 美国赛默飞

苏木精单抗 武汉普健生物科技

TRIzol Reagent 美国赛默飞

蛋白上样缓冲液 北京索莱宝科技

脱脂奶粉 北京索莱宝科技

蛋白第一抗体 苏州博奥龙免疫技术

化学发光底物(ECL) 美国Milipore

TAE 缓冲液 美国伯乐

Tris缓冲液 美国伯乐

组织细胞甘油三酯酶法测定试剂盒 北京普利莱基因技术

低密度脂蛋白胆固醇含量检测试剂盒 北京索莱宝科技

高密度脂蛋白胆固醇含量检测试剂盒 北京索莱宝科技
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2.2 试验方法

2.2.1 试验技术路线

本研究通过建立颗粒物暴露和粪菌移植模型，探索 PM2.5通过改变小鼠肠道微生物

对脂质代谢的影响。具体路线：

（1）颗粒物暴露模型。采取鼻腔滴注法对小鼠进行暴露实验。暴露结束后，收取动

物血液，并使用相关化学试剂盒检测血浆中脂质水平。收取动物肝脏组织并对其染色，

观察形态学变化；Real-time PCR和 western blot方法用于检测脂质代谢相关因子表达变

化。收取粪便与盲肠内容物，用于 16S rDNA测序与菌液配置。

（2）粪菌移植模型。采取灌肠法对小鼠进行移植实验。移植结束后，收取动物血液，

并使用相关化学试剂盒检测血浆中脂质水平。收取动物肝脏组织并对其染色，观察形态

学变化；Real-time PCR和Western blot方法用于检测脂质代谢相关因子表达变化。收取

盲肠内容物，用于 16S rDNA测序。

图 2. 1 技术路线图

Figure 2.1 Technology roadmap
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2.2.2 试验模型构建与菌液制备

2.2.2.1 PM2.5 悬液制备

首先进行 PM2.5颗粒采集，我们将采集 PM2.5颗粒物的取样地点设置于北京市朝阳区

奥运村街道中国环境科学研究院的大气环境研究所副楼楼顶，该地点周围没有任何建筑

物遮挡。所使用的 PM2.5采样器是在辽宁丹东购买的，仪器参数符合国家对 PM2.5采样标

准的要求。在采集过程中，使用了 Teflon滤膜。采样时流量设置为每分钟 20升，采样

持续时间为 3天。采样完成后，将采集到的膜小心取出，标注好采样日期，然后将其放

置于-20℃的冰箱中保存。其次进行 PM2.5干粉的收集与 PM2.5混悬液的制备，我们将

Teflon采样滤膜从-20℃冰箱取出后，放入装有超纯水的烧杯中，进行超声振荡 1小时，

然后停 5分钟，重复这个操作洗脱 Teflon滤膜上的颗粒物，直至 Teflon滤膜上的颗粒物

基本被洗脱。在这个过程中，使用冰袋或者冰块来保持水温在 0℃以下，重复这个操作 3

次后取出滤膜。接下来，将 PM2.5混悬液倒入 10厘米玻璃培养皿中，并将其置于-80℃超

低温冰箱中进行过夜冷冻。第二天，取出已经完全冰冻的玻璃培养皿，然后放入超低温

真空冷冻干燥仪中干燥 1-2天。等程序结束后，将干燥后的 PM2.5干粉收集起来，然后根

据实验需求称取适量的 PM2.5干粉后，用生理盐水充分混匀分装，并放回 4℃冰箱中备用。

使用前用生理盐水将母液稀释成实验所需浓度，超声震荡混匀使用。

2.2.2.2 粪菌悬液制备

（1）灭菌：佩戴适当的防护设备，如实验手套、口罩和实验室大衣。并确保操作区

域和所使用的仪器、培养皿等已进行适当的消毒处理，以防止外界细菌的污染。

（2）取样：使用无菌勺或无菌探头，从粪便样品中取出约 1 g的样品，并将其转移

到一个无菌试管中。

（3）稀释：将取样的粪便样品与适量的生理盐水按 1:20的比例进行稀释。

（4）搅拌均匀：使用无菌的移液器或振荡器等工具，轻轻地将粪便样品和缓冲液搅

拌混合均匀，以确保样品中的微生物均匀分布。

（5）沉淀：将混合后的样品静置 30 min，让固体颗粒沉淀到底部。

（6）取样品上清：使用无菌移液器，小心地将上清液（不含固体颗粒）转移到另一

个无菌试管或容器中。这个过程尽量避免带入固体颗粒，以减少后续处理步骤中可能出

现的问题。

（7）过滤：使用 0.22 μm的无菌滤膜，将上清液过滤到另一个无菌试管中，以去除

较大的固体颗粒。
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（8）分装和保存：将提取得到的粪菌菌液分装到无菌的试管中封闭保存好，并储存

于适当的温度条件下，以保持其活力和纯度用于后续实验。

2.2.2.3 颗粒物暴露模型构建

前期试验动物采用 16只雄性 C57BL/6小鼠，温度：24±1℃。12 h光暗交替进行，

自主饮食饮水，适应性培养一周后，开始颗粒物暴露模型的建立。试验分组如下：

将小鼠分为两组：1.对照组 2.PM2.5暴露组，每组 8只。暴露组的 PM2.5的暴露方式

选用混悬液鼻腔滴注法进行暴露，暴露剂量根据小鼠体重计算其每日肺通气量，公式如

下：

正常肺通气量（mL）=小鼠体重（g）×0.08-1

每分钟肺通气量（mL）=正常肺通气量（mL）×呼吸频率（次/min）

每日暴露剂量（μg）=每分钟肺通气量（mL/min）×60 min×24 h×μg/m3

对照组则滴注等体积的生理盐水。暴露时间持续四周，避免节律影响，固定每天上

午进行暴露操作，每只小鼠每日暴露剂量约为 50 μg。开始暴露前称取体重，收集粪便

作为基线，并在接下来的每周都进行称取体重和收集粪便直至暴露结束。

2.2.2.4 粪菌移植模型构建

同前期试验一致，试验动物采用 16只雄性 C57BL/6幼龄小鼠，温度：24±1℃。12

小时光暗交替进行，自主饮食饮水，适应性培养一周后，开始粪菌移植模型的建立。试

验分组如下：

将试验小鼠两组：1.对照菌群组 2.暴露菌群组；每组 8只，选用菌群混悬液灌肠法

进行粪菌移植（Fecal microbiota transplantation，FMT），首先将颗粒物暴露结束后收集

的对照组和 PM2.5暴露组的肠道内容物按上述 2.1.3的试验方法制备成菌群悬液，然后把

对照组的菌群悬液和 PM2.5暴露组的菌群悬液通过灌肠法分别移植到对照菌群组和暴露

菌群组。具体灌肠操作为：将小鼠笼中取出并将其固定在工作台上，用 75%酒精擦拭小

鼠腹股部，以消毒皮肤。取出灌肠针，将其填充好菌群悬液。然后将灌肠针插入小鼠肛

门，同时轻轻推动灌肠针，使其顺利进入小鼠直肠，接着缓慢注入灌肠液，注意不要灌

注过快，以免造成小鼠过度疼痛或死亡。在完成灌注后，将灌肠针缓慢拔出，随后将小

鼠放回笼子中，并观察其生理状况。整个菌群移植时间持续两周，为避免节律影响，我

们固定每天上午进行菌群移植操作。开始移植前称取体重，收集粪便作为基线，并在接

下来的每周都进行称取体重和收集粪便直至菌群移植结束。



内蒙古民族大学硕士学位论文 13

2.2.2.5 动物组织及肠道内容物采集

动物模型构建结束后，将小鼠从笼中取出并将其固定在工作台上，使用适当大小的

注射器和针头，在小鼠眼眶窝下搜寻可见的静脉，小心地将针头插入静脉，抽取所需外

周血量，将外周血立即转移到预先准备好的采血管。然后将采血管标记好，并根据实验

要求进行进一步处理或保存。随后，我们使用 4%水合氯醛溶液对小鼠进行了腹腔注射

麻醉处理。一旦小鼠被成功麻醉，我们在整洁的实验台上喷洒了适量的 75%酒精。然后

我们调整小鼠的位置，将其腹部朝上并固定在实验台上。接着小心地剪开小鼠腹部，暴

露出肠道和肝脏，并取出肠道内容物和肝脏组织。我们将肝脏组织分为两部分：一部分

经过磷酸盐缓冲液（PBS）清洗后放入福尔马林固定液中以进行肝脏组织学检测；另一

部分则迅速冷冻存放在-80℃，以备后续进行核酸和蛋白质的提取，以及一些目标因子的

测定；将肠道内容物用于菌群测序。

2.2.3 小鼠肝组织病理学 HE 染色切片

进行 HE染色后，对小鼠肝脏组织进行了病理学评价，以研究 PM2.5对肝组织形态的

影响。同时，本研究还关注了肠道菌群的变化对肝组织形态的影响。切片制作具体步骤

如下：

（1）修剪：取出已经固定在 4%组织固定液中的大鼠肝脏，使用剪刀对其形状进行

适当修剪。

（2）清洗：清水冲洗 15 min。

（3）脱水：脱水中使用了不同浓度的乙醇溶液，整个脱水过程通过全自动脱水机进

行处理。

（4）浸蜡：在组织完成脱水后，进行浸蜡处理，包括二甲苯浸泡 1 min，乙醇和二

甲苯混合溶液浸泡 5 min，纯二甲苯浸润 5 min。

（5）包埋：随后，将事先熔化的石蜡倒入容器中，将肝脏组织固定在石蜡里，并等

待其冷却凝固。

（6）切片：将预先包埋好的蜡块放在加热板上加热，使其表面融化并固定在切片机

上。调整切片机的厚度为 5 μm左右进行切片。随后将切片放入 42℃的温水中进行展开，

待完全展开后将其转移到载玻片上，最后放入烘干机中干燥。。

（7）HE 染色：对玻片先用二甲苯进行洗涤，5 min；接着使用二甲苯洗涤，5 min；

随后使用二甲苯与酒精 1:1的混合液，2 min；采用 100%乙醇处理，5 min；然后使用 100%

乙醇洗涤，5 min；接着用 80%乙醇洗涤，5 min；再使用蒸馏水处理，5 min；使用苏木

精处理，5 min；进行水洗，2 s；接着用 1%盐酸乙醇处理，2 s；再次进行水洗，30 s；

随后采用蒸馏水洗涤，2 s；使用 0.5%伊红液处理，2 min；再次进行蒸馏水洗涤，2 s；
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接着使用 80%乙醇处理，2 s；采用 95%乙醇处理，3 s；然后使用 95%乙醇处理，5 s；

使用无水乙醇处理，10 min；接着使用石炭酸二甲苯处理，10 min；用二甲苯处理，2 min；

再次用二甲苯洗涤，2 min；最后一次用二甲苯处理，2 min。。

（8）封片：前面步骤完成后，在组织中央滴上中性树胶，小心盖上盖玻片，等待自

然风干。

2.2.4 小鼠粪便细菌的 16S rDNA 测序

（1）粪便基因组 DNA提取与样本检测：使用 CTAB/SDS方法提取粪便样品中的总

基因组 DNA。然后使用 NanoDrop 2000分光光度计分析 DNA浓度和纯度，并用琼脂糖

凝胶电泳检测样本质量。

（2）PCR产物获取：针对特定区域的引物，本研究使用 16S V3-V4区的引物（515F

和 806R）来进行细菌多样性鉴定。将所有 PCR反应混合液中加入 15 μL PCR Master Mix、

0.1 µM上游引物、0.1 µM下游引物和总量为 10 ng的基因组 DNA模板，然后用 ddH2O

将总体积补充到 50μL。然后通过 PCR扩增仪进行 95℃下 1 min的初始变性，然后在 95℃

（15 s）、56℃（1 min）和 72℃（30 s）的条件下进行 30个循环，最后保持在 72℃下 3

min。

（3）PCR产物的纯化和质检：对经过合格检测的 PCR产物进行磁珠纯化，磁珠纯

化后的 PCR产物经过浓度测量后与缓冲液等量混合并混匀后，进行琼脂糖凝胶电泳质检，

最后按照需求从凝胶中提取出目标条带。

（4）文库构建：使用 Ion Plus Fragment Library Kit 48 rxns按照制造商的协议生成测

序文库。文库质量在 Qubit@ 2.0荧光仪和荧光定量 PCR仪上评估。

（5）测序：文库质检合格后，使用 NovaSeq6000测序仪对文库进行上机测序。

2.2.5 小鼠血浆中 HDL-C 和 LDL-C 含量的测定

本研究中采取微量法使用脂蛋白胆固醇含量检测试剂盒测定小鼠血浆中高密度脂蛋

白胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇含量。

（1）实验准备：将多功能酶标仪调节波长至 546 nm预热 30 min以上，并根据样本

量大小取适量试剂一和试剂二 37℃预热 10 min。

（2）标准溶液的制备：将试剂盒中 50 μmol/mL胆固醇标准溶液用提取液进行梯度

稀释得到 2.5、1.25、0.625、0.3125、0.15625、0.078125、0.0390625 μmol/mL等浓度的

标准溶液备用。

（3）在 96孔板中按下表步骤加样：
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（4）数据处理方式：将试剂按上表充分混匀后，37℃静置 5 min，测定 546 nm处

吸光度 Q2，分别记为 Q2测量、Q2标准、Q2空白，计算∆Q测量=（Q2测量-Q1测量）

-（Q2空白-Q1空白），∆Q标准=（Q2标准-Q1标准）-（Q2空白-Q1空白）。空白对

照管和标准管只需检测 1次即可。

（5）样本浓度计算：根据预设的浓度（x，μmol/mL）和吸光度ΔQ的标准值（y，

ΔQ标准），我们可以建立一条标准曲线。通过这条标准曲线，我们可以将实际测量的

ΔQ值（y，ΔQ测量）代入公式，从而计算出样本的浓度（x，μmol/mL）。

2.2.6 小鼠肝组织中甘油三酯含量的测定

本研究中采用微量法利用组织甘油三酯酶法测定试剂盒测定肝脏组织中甘油三酯的

含量。

（1） 肝组织裂解：采取减量称重法通过离心管精准称量 50 mg肝脏组织，接着按

每 1 mg组织加 20 μL裂解液的比例加入 1 mL的裂解液。然后利用组织匀浆仪使组织充

分匀浆，匀浆后静置 10 min。

（2）组织液提取：取适量上清液转移到 1.5 mL离心管中，70℃加热 10 min，这一

过程中若组织添加量过多，溶液可能出现絮状沉淀，随后使用 3000 rpm离心 10 min，取

上清液用于后续酶标仪测定。

（3）工作液配制：根据样本数量，配置适量工作液 1与工作液 2的混合溶液，两者

的体积为 4:1。

（4）标准品稀释：用蒸馏水或者 PBS将浓度为 4 mM甘油标准品按不同的比例稀

释为 1000、250、62.5、31.25、15.625、7.8125、0 μmol/L等浓度的标准溶液。

（5）上样：在 96孔板中每孔加入 5-20 μL样品/标准品并用工作液补充总体积到 200

μL，每个样品进行三次技术重复。

（6）孵育：将添加完样本的 96孔板放置在 37ºC或 25ºC下反应 15 min。反应结束

后颜色在 60 min内逐渐稳定。

试剂名称(μL） 测量管 标准管 空白对照管

样本 5 - -

标准液 - 5 -

提取液 - - 5

试剂一 180 180 180

充分混匀，37℃静置 5 min，测定 546 nm处吸光度 Q1，分别记为 Q1测量、Q1标准、Q1空白。

试剂二 60 60 60

表 3 样本检测混样表

Table 3 Sample detection mixing table
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（7）检测：使用多功能酶标仪在吸光度 550 nm处测定各管 OD值，并根据绘制的

标准曲线计算甘油三酯含量。

2.2.7 试验小鼠肝脏总 RNA 提取

本研究中使用 Trizol法提取肝脏组织中的总 RNA。正式实验开始前需将实验所需的

实验耗材，如组织匀浆仪，手术剪刀、镊子、1.5 mL离心管以及不同大小的枪头等耗材

在 0.1% DEPC水中浸泡过夜，用来去除耗材表面原有的 RNA 酶，浸泡完成后用锡纸密

封包裹放入高压灭菌锅中高压灭菌 1 h，进一步去除仪器和耗材表面的 RNA 酶，以减少

RNA 酶的污染对本实验的干扰。最后将实验耗材放入干燥箱中烘干后取出，-20℃冰箱

内低温保存备用。

（1）将 50 mg小鼠肝脏组织放入 1.5 mL离心管中，加入适量液氮并使用组织匀浆

仪充分匀浆。接着加入 0.5 mL Trizol溶液，放置于冰上半小时。然后使用离心机以 12,000

r/min的速度进行 10 min的离心，弃去沉淀，将上清液转移到新的 1.5 mL离心管中。

（2）往离心管中加入 200升氯仿，在充分混合后存放在冰上，等待 15 min，之后

以 12,000 r/min的速度进行 20 min的离心。观察到样品分为三层，RNA 主要存在于上

层。然后将上层无色水相转移至新的 1.5 mL离心管中。

（3）往上层无色水相中加入 500 μL提前预冷好的异丙醇，缓慢混匀溶液，然后冰

上放置 30 min或更长时间，让 RNA 可以充分析出。

（4）使用高速低温离心机在 4℃环境下以 12,000 r/min的速度进行 15 min的离心，

离心结束后管底可见透明 RNA 沉淀；小心倒掉上清液，保留离心管的管底沉淀。

（5）往沉淀中加入 500μL 由 DEPC水配制而成的 75%乙醇溶液，使用移液器缓慢

抽打溶液，使沉淀悬浮，随后使用使用高速低温离心机在 4℃环境下以 12,000 r/min的速

度进行 5 min的离心，弃去上清，重复上述步骤一次；

（6）室温下将乙醇挥发干净后，用 50 μL DEPC水溶解 RNA。

（7）用 Nanodrop测定样本 RNA 浓度及 OD260/280的比值来衡量 RNA 的质量。

（8）通过琼脂糖凝胶电泳进一步分析提取到的 RNA 样本。通常情况下，应当确保

观察到的 28S和 18S条带清晰明亮，且 28S的亮度应该至少是 18S的两倍，只有这样的

RNA 样品才能进行后续分析。

（9）将 RNA 置于-80℃冰箱保存，用于后续实验。

2.2.8 试验小鼠肝脏基因表达水平检测

本研究使用荧光定量 PCR技术分析小鼠肝脏内目的基因的表达水平。荧光定量 PCR

作为一种新型核酸定量检测方法，在生物与医学领域得到广泛应用。相较于传统 PCR，

qPCR引入荧光染色技术，通过荧光信号的释放来实现 DNA 的定量检测。在 PCR扩增
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过程中，荧光染料与 DNA双链结合，随着 DNA链的合成逐渐增加而产生荧光标记，荧

光信号的强度反映了所含 DNA的变化。通过监测这些荧光信号，研究者可以实时监测

目标基因的表达水平，并通过循环阈值（Cycle threshold Ct）的变化来计算出目的基因的

绝对或相对表达量。

2.2.8.1 cDNA 合成

根据上述实验所测定的 RNA 溶液浓度，将 2 μg RNA 溶液加入到八连排中。接着

加入 1 μL的随机引物，加入DEPC水达到总体积为 12.5 μL，并在 PCR扩增仪中进行 70℃

反应 10 min，随后立即置于冰上 5 min。接着依次向离心管中加入 4 μL 5×Reaction buffer，

0.5 μL RNase Inhibitor，2 μL dNTP以及 1 μL Reverse transcriptase，反应总体积为 20 μL。

将充分混匀的混合液放入普通 PCR仪中，进行 37℃反应 60 min，85℃反应 5 min。反应

完成后稀释 30倍分装，并存放于-80℃备用。

2.2.8.2 小鼠基因引物设计与合成

本研究中的所有基因的上下游引物序列均通过NCBI网站中Gene模块进行设计并检

验，接着由北京华大基因科技有限公司合成。具体引物序列信息如下表所示。

表 4 小鼠基因引物序列

Table 4 Mouse gene primer sequence

基因名称 正向引物(5’→3’) 反向引物(5’→3’)

PPARα TGAGGAAGCCGTTCTGTGAC CACAATCCCCTCCTGCAACT

ACOX1 ATGTTTATCCCTACCTTGCTGAATC CTCGAAGATGAGTTCCGTGGC

CPT1a GTCCTGCAACTTTGTGCTGG CAGGTGCTGGTGCTTTTCAC

Srebp1 ACTGGACACAGCGGTTTTGA CTCAGGAGAGTTGGCACCTG

Fasn GCAGCTGTTGGTTTGTCCTG GGGGGCAATTCCTTCCATGA

ACC1 ATGTGGCCTGGGTAGATCCT CGGACAAGGTAAGCCCCAAT

Scd1 CCTCCGGAAATGAACGAGAGA ATCCCGAAGAGGCAGGTGTA

续表 4

基因名称 正向引物(5’→3’) 反向引物(5’→3’)

ATGL TTCGCAATCTCTACCGCCTC AGCAAAGGGTTGGGTTGGTT

HSL CTGTCGTCTCTGGCCAACAT GCATCTCAAAGGCCTCAGGT

GAPDH AGAGTGTTTCCTCGTCCCGT AATCCGTTCACACCGACCTT
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2.2.8.3 实时荧光定量 PCR

（1）反应体系配制：

2×SYBR Green染料 10 μL

ddH2O 5 μL

正向引物 0.5 μL

反向引物 0.5 μL

cDNA 4 μL

共 20 μL的体系。

（2）仪器反应参数设置

95℃ 10 min 预变性

95℃ 15 s 变性

57℃ 40 s 退火

72℃ 30 s 延伸

共 40个循环；样品从 65℃ 5 s至 95℃加热递增形成熔解曲线。

（3）最终结果计算：采用 2 -ΔΔCt公式计算基因 mRNA 相对表达量：

2 -ΔΔCt=2-((Ct 目的基因-Ct 内参基因)实验组-( Ct 目的基因-Ct 内参基因)对照组)

2.2.9 小鼠肝脏蛋白表达水平检测

本研究主要通过蛋白质印迹法检测小鼠肝脏内目的蛋白表达水平。蛋白质印迹法是

目前较为常见的分子生物学技术。

2.2.9.1 蛋白质提取

（1）提前将 RIPA裂解液放置在室温下溶解，并用涡旋振荡机振荡确保溶液充分混

匀。根据实验需要取适量的裂解液，在使用前几分钟内添加适量的 100 mM PMSF原液，

以达到最终 PMSF浓度为 1 mM。

（2）用手术剪刀将小鼠肝脏组织切成细小碎片状，然后按照每 20 mg组织加入 200

μL含 PMSF的 RIPA裂解液比例混合。使用组织匀浆仪完全匀浆直至完全裂解；裂解完

成后，以 12,000 rpm/min的速度离心 5 min，小心吸取上清液，即得到肝组织蛋白溶液，

将溶液冷冻保存在-20℃用于后续研究。

2.2.9.2 BCA法测定蛋白质浓度

（1）制备蛋白标准品：将 0.4 mL蛋白标准配制液加入到一管含有 10 mg BSA的蛋

白标准中，轻轻摇晃使其充分溶解。然后将其配制成 25 mg/mL的蛋白标准溶液。取适
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量的蛋白标准溶液（10 μL），加入到 490 μL的稀释液中，以将其稀释至终浓度为 0.5

mg/mL。

（2） BCA工作液的配制：根据实际测定样品数量，试剂 1和试剂 2按照 50:1的

比例，配制适量的工作液。完成配制后的工作液短时间内可以在室温下保持相对稳定，

但需尽快进行测定工作以确保准确性。

（3） 样本蛋白浓度测定 ：将浓度为 25 mg/mL的蛋白标准溶液依次加入 96孔板

的标准品孔中，加入的体积分别为 0、1、2、4、8、16和 20 μL。然后使用标准稀释液

补足到每个孔的总体积为 20 μL。这样蛋白标准品的浓度分别为 0、0.0125、0.025、0.05、

0.1、0.2和 0.25 mg/mL。接下来，将从 2.3.5.1中提取的蛋白质样品加入相应的样品孔中，

加入的体积为 20 μL。然后向每个加样孔中加入 200 μL预先配置好的 BCA工作液，并

将板置于恒温箱中，保持在 37℃下孵育 30 min。孵育结束后，使用 Elx800酶标仪在 A562

波长下测定吸光度值。根据标准品的吸光度和浓度数据制定标准曲线。最后利用标准曲

线以及样品的吸光度和体积信息，计算样品蛋白质的浓度，并进行分装

（4） 加热变性储存：一部分蛋白样本加入 5×SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液，开水

变性 5-10 min，再快速转移至-20°C放置 5 min，处理后样品可长期储存。余下蛋白样本

-80℃冻存。

2.2.9.3 蛋白质印迹法

（1）配制聚丙烯酰氨凝胶（SDS-PAGE）

① 组装电泳仪，并加入清水检查是否漏水，倒掉清水，吸干水分。

② 按照目的蛋白分子量大小制备 5 mL10%分离胶，配方如下：

蒸馏水 1.3 mL

30%Acr-Bis（29:1） 1.7 mL

1 M Tris, pH 8.8 1.9 mL

10% SDS 0.05 mL

10% 过硫酸铵（AP） 0.05 mL

TEMED 0.002 mL

③ 倒入分离胶，异丙醇封液，30 min左右凝固。

④ 按照配方配制 2 mL5%浓缩胶，配方如下：

蒸馏水 2.04 mL

30%Acrylamide 0.51 mL

1 M Tris-HCl溶液 pH6.8 0.39 mL

10%过硫酸铵（AP） 0.03 mL

10%SDS 0.03 mL
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TEMED 0.003 mL

⑤ 分离胶凝固后吸走异丙醇，加入浓缩胶，去除气泡后插入梳子，凝固后将胶板取

下，可立即用于电泳或者放入电泳液中 4℃保存。

（2）上样及电泳

配制电泳缓冲液，外槽加入电泳缓冲液至相应位置，内槽加满，拔出梳子。电泳缓

冲液（5×）配方如下：

Tris 15.14 g

Glycine 72.07 g

SDS 5 g

ddH2O 定容至 1000 mL

母液 4℃存放，用时稀释为 1×。

根据 BCA法测定的蛋白质浓度，计算出适当的上样体积并使用 10％的 SDS-聚丙烯

酰胺凝胶电泳对蛋白质进行分离。选择较好的孔加样，并记录加样位置，每个泳道上样

10-30 μg总蛋白质（根据目标蛋白质表达量进一步调整），并在泳道两侧加入 5 μL标准

Marker。将 1×电泳缓冲液加入电泳槽淹没槽口。完成样品加入后，开始电泳，初始电

压可设为 75 V（后续通过浓缩凝胶中的蓝色 Loading Buffer位置来调整电压，最高可达

110 V）。

（3）转膜

按如下配方配制转膜液（10×）：

Tris 30.3 g

Glycine 144 g

ddH2O 定容至 1000 mL

母液 4℃存放，使用前加入 ddH2O及甲醇（ddH2O:甲醇体积比为 7:2）稀释为 1×。

电泳结束后，首先需将 10×转移缓冲液与甲醇以及去离子水按照 1:2:7的比例稀释，

制备成 1×转移缓冲液。接着，将浓缩胶去除并保留分离胶，随后加入 1×转移缓冲液完

全覆盖分离胶。转膜的过程可以采用湿转膜的方法，设置 110 V的恒压条件，转膜时间

为 120 min，在冰上或 4℃的条件下进行。

（4）封闭：转膜完成后，将 PVDF膜在 PBS中浸泡 5 min后，转移到含有 5%牛奶

的封闭液（牛奶与 TBS-T的比例为 1:20，即 2.5 g脱脂奶粉加 50 mL TBS-T）中封闭 2 h。

（5）一抗孵育：将一抗抗体加入到抗体孵育盒中，然后将膜放入抗体孵育盒中，在

4℃下，摇床缓慢摇动孵育 12-16 h。

（6）洗膜：在一抗孵育结束后，使用 1×TBST溶液（10×TBS与去离子水的比例

为 1：9，加入 Tween-20，浓度为 0.05％）对膜进行 3次洗涤，每次 5-10 min，在摇床上

匀速摇动。
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（7）二抗孵育：根据一抗种属源性，加入对应源性的二抗抗体到抗体孵育盒中，然

后将洗好的膜放入抗体孵育盒中，室温摇床缓慢 2 h孵育。

（8）显影：二抗孵育结束后用 1×TBST溶液清洗 PVDF膜三遍以上，每遍 5-10 min，

然后将显色液 A和 B按照 1:1的比例混合后，均匀滴加到 PVDF膜上，随后用凝胶成像

分析仪观察影像，保存影像结果。

2.2.10 数据处理与统计分析

本研究使用 Excel对数据进行整理和计算，数据以平均值±标准偏差（SD）表示，

并使用 GraphPad 8.0 软件进行数据统计分析和图形绘制。采用单因素方差分析

（One-ANOVA）方法检验实验组之间差异，两组之间比较使用 LSD-t检验，如果 p值小

于 0.05，则认为差异具有显著性。
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3 结果

3.1 PM2.5 暴露后小鼠肠道菌群和肝脏脂质代谢的变化

为了研究细颗粒物对小鼠肠道菌群和肝脏脂质代谢的影响，本研究对颗粒物暴露组

和对照组两组进行了化学试剂盒检测、16S rDNA测序、肝组织病理学观察、RT-PCR和

Western Blot 等实验

3.1.1 PM2.5 暴露后小鼠肥胖程度的变化

在本研究中为了验证 PM2.5暴露对小鼠肥胖的影响，本研究记录小鼠从暴露开始每

一周的体重大小，并用化学检测试剂盒测定了小鼠暴露完成后血浆中高密度脂蛋白胆固

醇（HDL-C）和低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）的含量以及肝脏中甘油三脂（TG）的含

量。

3.1.1.1 PM2.5 暴露后小鼠体重的变化

如图 3.1显示，PM2.5暴露前，暴露组小鼠与对照组小鼠体重无明显差异，随着 PM2.5

开始暴露后，暴露组小鼠体重相比于对照组显著升高。

图 3.1 PM2.5暴露后小鼠体重变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.1 Body weight changes in mice after PM2.5 exposure. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

3.1.1.2 PM2.5 暴露后血浆中HDL-C和LDL-C含量的变化

如图 3.2的结果显示，PM2.5暴露后小鼠外周血中 HDL-C的含量显著下降，其主要

作用是将组织细胞的胆固醇经过血液转运至肝脏组织，促进肝脏细胞中胆固醇的积累。
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而 PM2.5暴露后小鼠外周血中的 LDL-C含量显著升高，其主要作用是将肝脏组织的胆固

醇经过血液转运至其他组织，促进组织细胞中胆固醇的积累。

图 3.2 PM2.5暴露后小鼠血浆中 HDL-C和 LDL-C的变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.2 Changes of HDL-C and LDL-C in plasma of mice after PM2.5 exposure *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001

3.1.1.3 PM2.5 暴露后肝脏中TG含量的变化

如图 3.3的结果显示，PM2.5暴露后小鼠肝脏中 TG含量显著升高，甘油三酯是由甘

油和脂肪酸酯化而成，是血脂的主要成分，通常在肝脏中合成和分解。

图 3.3 PM2.5暴露后小鼠肝脏中 TG的变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.3 Changes of TG in the liver of mice after PM2.5 exposure. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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3.1.1.4 小结

通过 PM2.5暴露后对小鼠体重和其外周血中相关指标的测定分析，本研究发现 PM2.5

暴露会使小鼠体重升高，肝脏中甘油三脂以及组织细胞中脂质堆积，导致小鼠肥胖。

3.1.2 PM2.5 暴露后小鼠肠道菌群变化

为了系统的研究 PM2.5对小鼠肠道菌群的影响，本研究借助 16S RDNA测序观察两

组小鼠肠道菌群的变化。

3.1.2.1 PM2.5 暴露后肠道菌群物种相对丰富度变化

如图 3.4所示，PM2.5暴露四周后暴露组小鼠肠道菌群中拟杆菌门相对占比减少，厚

壁菌门相对占比增加，而对照组小鼠肠道菌群中拟杆菌门和厚壁菌门相对占比无显著性

变化。

图 3.4 PM2.5暴露后小鼠肠道菌群物种相对丰富度变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.4 Changes in relative abundance of intestinal flora in mice after exposure to PM2.5. *P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001
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3.1.2.2 PM2.5 暴露后肠道菌群α多样性变化

如图 3.5的结果所示，虽然 PM2.5暴露后暴露组小鼠的肠道菌群α多样性与对照组相

比无明显差异，但是暴露组小鼠的肠道菌群α多样性相比于对照组小鼠存在差异（P=0.24）。

图 3.5 PM2.5暴露后小鼠肠道菌群α多样性变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.5 Changes in α-diversity of intestinal flora in mice after PM2.5 exposure. *P < 0.05, **P <

0.01, ***P < 0.001

3.1.2.3 PM2.5 暴露后肠道菌群β多样性变化

如图 3.6的结果所示，虽然 PM2.5暴露后暴露组小鼠的肠道菌群β多样性与对照组相

比无明显差异，但是暴露组小鼠的肠道菌群β多样性相比于对照组小鼠存在差异（P=0.06），

并且在主坐标分析（PCoA分析）上只存在少部分交集。

图 3.6 PM2.5暴露后小鼠肠道菌群β多样性变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.6 Changes in beta diversity of intestinal flora in mice after PM2.5 exposure. *P < 0.05, **P

< 0.01, ***P < 0.001
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3.1.2.4 PM2.5 暴露后肠道菌群数量相对变化

观察图 3.7的结果，发现 PM2.5暴露后暴露组（B）小鼠的肠道菌群数量相比对照组

（A）明显减少了。

图 3.7 PM2.5暴露后对照组与暴露组小鼠肠道菌群数量的相对变化.

Figure 3.7 Relative changes in intestinal flora populations of control and exposed mice after PM2.5

exposure.

3.1.2.5 小结

通过颗粒物暴露模型的 16S rDNA测序的结果分析，本研究发现 PM2.5暴露会诱导小

鼠的肠道菌群相对物种丰度，相对菌群数量以及α和β多样性发生变化。这些结果进一步

说明了 PM2.5暴露可能会导致小鼠肠道菌群发生紊乱。

3.1.3 PM2.5 暴露后小鼠肝脏脂质代谢的变化

为了系统的研究 PM2.5对小鼠肝脏脂质代谢的影响，本研究借助肝组织病理学观察、

RT-PCR 和Western blot 来研究两组小鼠肝脏脂质代谢的变化。

3.1.3.1 PM2.5 暴露后小鼠肝组织病理性变化

为了系统的研究 PM2.5对小鼠肝脏的影响，本研究借助 HE 染色观察两组小鼠肝脏

的病理变化。如下图 3.8结果显示，对照组小鼠肝脏未见明显组织病变异常。PM2.5暴露

后的小鼠（P），其肝细胞间隙变大，同时可以观察到肝细胞胞浆内含有大小不等的小

脂滴空泡，细胞核被挤到细胞一边，疑似存在肝脂肪变性。以上结果表明，PM2.5进入呼
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吸系统后可诱导小鼠肝细胞密度变小，并且长时间 PM2.5暴露小鼠肝脏出现脂滴空泡发

生脂肪变性。

C P

图 3.8 PM2.5暴露后小鼠的肝组织切片染色.

Figure 3.8 Liver tissue section staining in PM2.5-exposed mice.

3.1.3.2 PM2.5 暴露后肝脏脂质代谢基因表达水平变化

（1）PM2.5暴露后脂质氧化相关基因的表达变化

本研究主要测定了肝脏中主要调控脂肪酸氧化的因子过氧化物酶体增殖物激活受体

α（PPARα）以及主要调节脂肪酸β氧化途径中的一些酶类如酰基辅酶 A氧化酶 1（ACOX1），

肉碱棕榈酰转移酶 1A（CPT1A）等。如图 3.9所示，PM2.5暴露后小鼠肝脏中 ACOX1表

达水平显著升高，PPARα的表达水平呈上调趋势（P=0.06）。

图 3.9 PM2.5暴露后小鼠的肝脏脂质氧化相关因子的基因表达水平变化. *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001

Figure 3.9 Changes in gene expression levels of hepatic lipid oxidation-related factors in mice after

PM2.5 exposure. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

（2）PM2.5暴露后脂质合成相关基因的表达变化
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关于 PM2.5对肝脏的脂质合成影响分析，本研究中主要测定了一些肝脏主要调控脂

质合成的因子如甾醇调节元件结合蛋白 1(Srebp1)，脂肪酸合成酶(Fasn)，乙酰辅酶 a羧

化酶 1(ACC1)，硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1(SCD1)等。其结果如图 3.10所示，PM2.5暴露

后小鼠肝脏中 Srebp1，Fasn，ACC1等因子表达水平显著升高。

图 3.10 PM2.5暴露后小鼠的肝脏脂质合成相关因子的基因表达水平变化. *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001

Figure 3.10 Changes in gene expression levels of hepatic lipid synthesis-related factors in mice after

PM2.5 exposure. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

（3）PM2.5暴露后脂质分解相关基因的表达变化

关于 PM2.5对肝脏的脂质分解影响分析，本研究中主要测定了一些肝脏主要调控脂

质分解的因子如脂肪甘油三酯脂肪酶（ATGL）和激素敏感性甘油三酯脂肪酶（HSL）等。

其结果如图 3.11所示，PM2.5暴露后暴露组小鼠肝脏中脂质分解相关因子的表达水平与

对照组无明显差异。
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图 3.11 PM2.5暴露后小鼠的肝脏脂质分解相关因子的基因表达水平变化. *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001

Figure 3.11 Changes in gene expression levels of hepatic lipolysis-related factors in mice after PM2.5

exposure. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

3.1.3.3 PM2.5 暴露后小鼠的肝脏脂质代谢蛋白表达水平变化

为了进一步验证上述基因水平变化的结果，并考虑到 PPARα在脂质代谢中的诸多作

用，其中包括脂肪酸的氧化和合成、胆固醇的代谢以及脂肪细胞分化。在本研究采用了

western blot 检测了肝脏中 PPARα的蛋白表达水平变化。如图 3.12 的结果所示，PM2.5

暴露后小鼠肝脏中 PPARα蛋白表达水平显著升高。

图 3.12 PM2.5暴露后小鼠的肝脏 PPARα的蛋白表达水平变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <

0.001

Figure 3.12 Changes in protein expression levels of hepatic PPARα in mice after PM2.5 exposure. *P <

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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3.1.3.4 小结

通过颗粒物暴露模型的 RT-PCR和 western blot的结果分析，我们发现 PM2.5暴露会

引起小鼠肝脏脂质合成水平显著升高，脂质分解水平无明显变化，从而进一步引起脂质

氧化水平升高，导致肝脏脂质代谢紊乱。

3.2 粪菌移植（FMT）后小鼠肠道菌群与肝脏脂质代谢水平的变化

为了验证 PM2.5暴露导致的小鼠肠道菌群变化与其肝脏脂质代谢紊乱之间的关系，

本研究进行了粪菌移植验证实验。并采用化学试剂盒检测、16S rDNA 测序、肝组织病

理学观察、RT-PCR和Western Blot 等实验方法进行了验证。

3.2.1 粪菌移植后小鼠的肠道菌群变化

通过比较实施粪菌移植后不同时间段对照菌群组和暴露菌群组的 16S rDNA 测序结

果分析对照菌群组肠道菌群和暴露菌群组肠道菌群以及粪菌移植前小鼠肠道菌群的差异。

3.2.1.1 粪菌移植后小鼠肠道菌群的物种丰度变化

如图 3.13所示，移植一周后，暴露菌群组（ExposureA）和对照菌群组（ControlA）

中肠道菌群相对丰度无明显变化；移植两周后，暴露菌群组（ExposureB）中的拟杆菌门

相对占比变低，厚壁菌门相对占比升高（p=0.09）。而对照菌群组（ControlB）中的拟

杆菌门和厚壁菌门相对占比无明显变化，这与 PM2.5暴露后小鼠肠道菌群变化趋势一致。

并且 FMT结束后，暴露菌群组与对照菌群组小鼠的肠道菌群相对丰度存在差异。
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图 3.13 粪菌移植两周内肠道菌群物种丰度变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.13 Changes in intestinal flora species abundance within two weeks of fecal bacteria

transplantation. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

3.2.1.2 粪菌移植后小鼠肠道菌群α多样性变化

如图 3.14所示，在粪菌移植一周后暴露菌群组（ExposureA）和对照菌群组（ControlA）
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的肠道菌群α多样性无明显变化。而在粪菌移植两周后暴露菌群组（ExposureB）的肠道

菌群α多样性相比于对照菌群组（ControlB）呈下降趋势（P=0.13）。

图 3.14 粪菌移植两周内肠道菌群α多样性变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.14 Changes in the alpha diversity of the intestinal flora within two weeks of fecal bacteria

transplantation. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

3.2.1.3 粪菌移植后小鼠肠道菌群β多样性变化

如图 3.15所示，在粪菌移植一周后暴露菌群组和对照菌群组的肠道菌群β多样性无

明显变化。而在粪菌移植两周后暴露菌群组的肠道菌群β多样性相比于对照菌群组呈上

升趋势（P=0.06）。通过主坐标分析发现粪菌移植一周后暴露菌群组和对照菌群组的肠

道菌群在主坐标分析上存在较小差异，而粪菌移植两周后暴露菌群组和对照菌群组的肠

道菌群在主坐标分析上存在较大差异。

图 3.15 粪菌移植两周内肠道菌群β多样性变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.15 Changes in beta diversity of intestinal flora within two weeks of fecal bacteria

transplantation. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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3.2.1.4 粪菌移植前后小鼠的肠道菌群功能差异分析

如图 3.16 所示，暴露菌群组在粪菌移植后（P.CN）相比于未进行菌群定植前

（P.Baseline），其小鼠的肠道菌群脂质代谢功能下调。而对照菌群组小鼠的肠道菌群

（C.CN和 C.Baseline）脂质代谢功能无明显变化。

图 3.16 粪菌移植前后肠道菌群功能富集差异. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.16 Differences in functional enrichment of intestinal flora before and after fecal bacteria

transplantation. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

3.2.1.5 粪菌移植后不同组别小鼠的肠道菌群功能差异分析

如图 3.17所示，粪菌移植后，暴露菌群组小鼠的肠道菌群脂质代谢功能（P.CN）相

比于对照菌群组(C.CN)显著下调。
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图 3.17 粪菌移植后小鼠的肠道菌群功能差异分析. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.17 Differential analysis of intestinal flora function in mice after fecal bacteria transplantation.

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

3.2.1.6 小结

通过粪菌移植暴露模型的 16S rDNA测序的结果分析，发现移植 PM2.5暴露后肠道菌

群的小鼠其肠道菌群相对丰度，α多样性和β多样性变化趋势与 PM2.5暴露后小鼠肠道菌

群变化趋势一致。因此我们认为粪菌移植模型构建成功。并且我们发现暴露菌群组的肠

道菌群脂质代谢功能相比于对照组显著下调。

3.2.2 粪菌移植后小鼠肥胖的变化

在本研究中为了验证颗粒物暴露后的肠道菌群对小鼠肥胖的影响，本研究记录小鼠

从粪菌移植开始每一周的体重大小，并用化学检测试剂盒测定了小鼠粪菌移植完成后血

浆中 HDL-C和 LDL-C的含量。

3.2.2.1 粪菌移植后小鼠体重的变化

如图 3.18显示，粪菌移植前，两组小鼠体重无明显差异。粪菌移植两周后暴露菌群

组小鼠体重相比于对照菌群组组呈上升趋势（P=0.069）。这一现象说明颗粒物暴露后的

肠道菌群可能会诱导小鼠肥胖。
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图 3.18 粪菌移植后小鼠体重变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.18 Changes in body weight of mice after fecal transplantation. *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001

3.2.2.2 粪菌移植后小鼠血浆中HDL-C和LDL-C含量的变化

如图 3.19的结果显示，粪菌移植后小鼠外周血中 HDL-C的含量显著下降。而粪菌

移植后小鼠外周血中 LDL-C的含量呈上升趋势（p=0.09），这些结果进一步说明颗粒物

暴露后的肠道菌群可能会导致其他组织中胆固醇的堆积。

图 3.19 粪菌移植后小鼠血浆中 HDL-C和 LDL-C 的变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.19 Changes in plasma HDL-C and LDL-C in mice after fecal bacteria transplants. *P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001
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3.2.2.3 粪菌移植后小鼠肝脏中TG含量的变化

如图 3.20的结果显示，粪菌移植后小鼠肝脏中 TG的含量显著下降。这一结果进一

步说明颗粒物暴露后的肠道菌群可能会导致肝脏中甘油三酯的堆积。

图 3.20 菌群移植后小鼠肝脏中 TG的变化. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3.20 Changes of TG in the liver of mice after fecal bacteria transplants. *P < 0.05, **P <

0.01, ***P < 0.001

3.2.2.4 小结

通过粪菌移植后对小鼠体重和其外周血中相关指标的测定分析，本研究发现颗粒物

暴露后的肠道菌群会使小鼠体重升高以及组织细胞中脂质堆积，导致小鼠肥胖。

3.2.3 粪菌移植后小鼠肝脏脂质代谢的变化

为了系统的研究 PM2.5对小鼠肠道菌群的影响，本研究借助肝组织病理学观察、

RT-PCR和Western Blot来研究两组小鼠肝脏脂质代谢的变化。

3.2.3.1 粪菌移植后小鼠肝组织病理性变化

为了系统的研究颗粒物暴露后的肠道菌群对小鼠肝脏的影响，本研究借助 HE染色

观察两组小鼠肝脏的病理变化。如下图 3.21结果显示，对照菌群组小鼠肝脏（C）未见

明显组织病变异常。暴露菌群组的小鼠（P），其肝细胞间隙变大，同时可以观察到肝

细胞胞浆内含有大小不等的小脂滴空泡，细胞核被挤到细胞一边，疑似存在肝脂肪变性。
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图 3.21 粪菌移植后小鼠的肝组织切片染色.

Figure 3.21 Liver tissue section staining in mice after faecal bacteria transplantation.

3.2.3.2 粪菌移植后小鼠肝脏脂质代谢基因表达水平的变化

（1）粪菌移植后脂质氧化相关基因的表达变化

如图 3.22所示，粪菌移植后暴露菌群组小鼠肝脏中 PPARα和 ACOX1表达水平显著

升高，CPT1a的表达水平呈上调趋势（P=0.055）。

图 3.22 粪菌移植后小鼠的肝脏脂质氧化相关因子的基因表达水平变化. *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001

Figure 3.22 Changes in gene expression levels of hepatic lipid oxidation-related factors in mice after

fecal bacteria transplants. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

（4）粪菌移植后脂质合成相关基因的表达变化

结果如图 3.23所示，粪菌移植后小鼠肝脏中 Srebp1和Fasn表达水平显著升高，ACC1

（p=0.077）和 SCD1（p=0.12）的表达水平呈上调趋势。
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图 3.23 粪菌移植后小鼠的肝脏脂质合成相关因子的基因表达水平变化. *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001

Figure 3.23 Changes in gene expression levels of hepatic lipid synthesis-related factors in mice after

fecal bacteria transplants. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

（5）粪菌移植后脂质分解相关基因的表达变化

图 3.24 粪菌移植后小鼠的肝脏脂质分解相关因子的基因表达水平变化. *P < 0.05, **P < 0.01,

***P < 0.001

Figure 3.24 Changes in gene expression levels of hepatic lipolysis-related factors in mice after fecal

bacteria transplants. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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结果如图 3.24所示，菌群移植后暴露菌群组小鼠肝脏中 ATGL的表达水平呈下调趋

势（p=0.07），而 HSL的表达水平与对照菌群组无明显差异。

3.2.3.3 小结

通过粪菌移植模型的 RT-PCR的结果分析，暴露菌群组相比对照菌群组小鼠肝脏脂

质合成和脂质氧化水平显著升高，脂质分解水平呈下降趋势。这些结果进一步说明了颗

粒物暴露后小鼠的肠道菌群会导致小鼠肝脏脂质代谢发生紊乱。
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4 讨论

大气颗粒物是空气污染导致健康和环境风险增加的主要因素[89]。已有相关研究证实

大气颗粒物在影响健康方面扮演着重要角色，其对健康的负面影响主要涉及呼吸系统疾

病[89, 90]、心血管疾病[91-93]、肥胖症[94-96]、神经性疾病[9, 97]和癌症[98-100]等。还有一些毒理

学方面的研究则发现大气颗粒物能够引发炎症反应[101]、氧化应激[102]、遗传毒性[103]、致

突变性以及致癌性等[104-107]。目前已有相关报道证实大气颗粒物对机体的消化系统造成

一定的影响，导致代谢障碍和肥胖[36-38]。然而，大气颗粒物在宿主体内对肠道菌群和脂

质代谢的具体调控和作用机制仍不清楚。因此本研究的目的是探讨 PM2.5暴露对小鼠肠

道菌群和脂质代谢的影响以及这两者之间的调节机理。通过构建颗粒物暴露模型和粪菌

移植暴露模型，发现 PM2.5暴露可显著上调小鼠肝脏脂质合成和脂质氧化水平，并伴随

着小鼠肠道菌群发生改变。且小鼠肠道菌群变化在小鼠肝脏脂质代谢紊乱中起关键作用。

4.1 PM2.5 暴露对小鼠肠道菌群的影响

肠道微生物群被广泛认为是宿主健康的重要组成部分，对宿主功能发挥着关键的作

用。肠道微生物群的平衡与宿主健康密切相关，不仅影响身体的新陈代谢和免疫调节，

还与一些疾病的发生和发展有关
[108]

。已有相关研究表明，PM2.5可以通过黏液纤毛系统

从肺部传输到肠道
[109]

。因此，最新的研究报告指出，PM2.5暴露影响了动物模型中的肠

道微生物群
[110, 111]

。此外，还有报道称，吸入 PM2.5三周会改变 C57BL/6小鼠的肠道组成

和肠道微生物多样性
[112]

。本研究将 PM2.5暴露四周后的小鼠盲肠内容物进行 16S rDNA

测序，共鉴定出 8个常见细菌门，包括拟杆菌门、厚壁菌门、变形菌门、脱铁杆菌门、

髌骨菌门、热脱硫杆菌门和疣微菌门，并且发现暴露组和对照组小鼠肠道微生物群中拟

杆菌门和厚壁菌门为主要菌门，其次是变形菌门，这一结果与之前的研究结果一致
[113, 114]

。

Wang等人报道，暴露于环境中的 PM2.5会导致肠道生态失调，这与粪便细菌 Chao值降

低相关
[115]

。因此本研究对暴露组和对照组的肠道微生物 OTUs物种注释结果进行了层次

聚类分析，发现暴露组小鼠肠道微生物中拟杆菌门微生物相比于对照组小鼠相对丰度降

低，而厚壁菌门微生物相对丰度升高。许多现有的出版物报道了肠道中两种优势门共生

关系的比例（>90%），拟杆菌门/厚壁菌门的比例变化与肠道生态失调有关
[116]

。在本研

究中 PM2.5暴露后小鼠体重显著升高。一些相关的动物模型研究发现，拟杆菌门/厚壁菌

门的比例的下降被广泛认为与肥胖呈正相关
[117, 118]

。有相关研究提出，肥胖与厚壁菌门的

增加和拟杆菌门的减少有关，因为厚壁菌门细菌的能量提取效率高于拟杆菌门，从而促

进了卡路里的吸收，然后增加了体重
[119, 120]

。肥胖菌群的说法正好解释了 PM2.5暴露后小

鼠体重变化趋势与肠道菌群中拟杆菌门和厚壁菌门细菌的变化趋势存在相关。通过肠道

菌群多样性分析发现暴露于 PM2.5小鼠的肠道菌群 Alpha多样性和 Beta多样性相比于对
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照组，其肠道菌群 Alpha多样性呈下降趋势，Beta多样性呈上调趋势。由于 Alpha多样

性和 Beta 多样性通常用于分别描述相同空间位点的多样性和不同不同空间位点之间的

多样性
[121]

，并且这些变化可能会影响微生物的功能模块。通过 PCA分析，发现暴露组

小鼠肠道微生物和对照组微生物在空间分布上仅存在较小交集。尽管这些结果没有统计

学意义，PM2.5暴露也显著改变了整个肠道菌群的相对组成，使一些细菌类群优于其他细

菌。

4.2 PM2.5 暴露对小鼠肝脏脂质代谢的影响

新出现的证据表明，空气污染的有害影响，特别是 PM2.5与代谢紊乱，包括胰岛素

抵抗、脂质积累和高血糖
[122-124]

。由于肝脏在调节物质代谢中的关键作用，肝脏被广泛用

于探索代谢稳态的靶点。非酒精性脂肪肝是最常见的肝脏改变，其以脂质积累为特征，

与代谢综合征密切相关
[125]

。这些与肝脏脂质积累有关的健康问题已严重威胁到公众健康。

为了进一步了解 PM2.5对肝脏脂质代谢的影响，本研究首先测定了 PM2.5暴露后小鼠肝脏

脂质合成相关基因 Srebp1，FASN，ACC1和 SCD1的表达水平。Srebp1是一种位于内质

网的细胞内胆固醇传感器，为胆固醇调节提供反馈。Srebp1参与调控 FASN、ACC1和

SCD1的表达
[126, 127]

。FASN是脂肪酸从头合成的关键酶
[128]

。ACC1是脂肪从头生成（DNL）

过程中的第一个限速酶，在脂肪酸合成中起着重要作用
[129]

。SCD1是一种限速酶，可以

催化单饱和脂肪酸的合成
[130]

。本研究的结果显示 PM2.5暴露后小鼠肝脏中 Srebp1，Fasn，

ACC1等因子表达水平显著升高，而 SCD1无明显变化。这一结果表明，PM2.5暴露会诱

导小鼠肝脏脂质合成。

为了了解 PM2.5暴露是否会导致肝脏脂质代谢紊乱，而脂质代谢功能的正常是由脂

肪生成和脂肪分解的平衡决定的。因此本研究后续测定了 PM2.5暴露后小鼠肝脏脂质分

解相关基因 ATGL、HSL和脂质氧化基因 PPARα、ACOX1、CPT1A的表达水平。脂类

分解是指在细胞脂滴中储存的三酰基甘油发生连续水解的过程，在脂类代谢中具有重要

作用
[131]

。ATGL和 HSL脂肪酶被认为是脂解的主要调节因子
[132]

。ATGL是催化脂解的第

一步，将三酯甘油分解成为脂肪酸和二酰基甘油。激酶 HSL水解二酰基甘油生成单酰基

甘油和游离脂肪酸(FFAs)，其主要受 ATGL的控制
[133, 134]

。三酯甘油水解产生的脂肪酸主

要进行β-氧化代谢，此过程主要发生在线粒体和过氧化物酶体内
[135]

。这些脂肪酸氧化

途径中的几个关键酶受 PPAR调控。线粒体内脂肪酸氧化的程度受CPT1调节，而ACOX1

是一种限速酶，它通过催化过氧化物酶体脂肪酸氧化的起始步骤来主要调控过氧化物酶

体脂肪酸的氧化
[136]

。在本研究，发现 PM2.5暴露后小鼠肝脏中脂质分解相关基因 ATGL

和 HSL表达水平无明显变化，脂质氧化相关基因 ACOX1表达水平显著性上调，PPARα

的表达水平呈上调趋势（P=0.06）。这些结果显示，PM2.5暴露会诱导小鼠肝脏脂质氧化，

而对肝脏脂质分解无明显改变。脂质代谢的平衡主要受脂质合成和脂质分解的调控，
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PM2.5暴露会引起小鼠肝脏内脂质合成表达上升而脂质分解水平无明显变化，说明 PM2.5

暴露会引起小鼠肝脏脂质代谢紊乱。而脂质氧化相关因子表达的上调我们推测可能是机

体为了维持肝脏脂质代谢稳态将脂质的增量部分氧化分解做出的调节。

为了验证PM2.5暴露导致小鼠肝脏脂质代谢紊乱最终是否会导致小鼠肝脏脂质堆积，

本研究又测定了 PM2.5暴露后小鼠血浆中 HDL-C和 LDL-C以及小鼠肝脏中 TG的含量，

并分析了肝脏组织切片 HE染色结果。HDL-C的主要作用是将组织细胞的胆固醇经过血

液转运至肝脏组织，促进肝脏细胞中胆固醇的积累，LDL-C主要作用是将肝脏组织的胆

固醇经过血液转运至其他组织，促进组织细胞中胆固醇的积累[137]。肝脏中 TG含量和通

量的增加部分反映了代谢功能障碍并且肝脏 TG含量超载，会导致脂肪酸β氧化水平升高

[78]。组织切片结果显示 PM2.5暴露后小鼠肝内含有大小不等的小脂滴空泡，细胞核被挤到

细胞一边，肝脏疑似存在肝脂肪变性，检测结果显示 PM2.5暴露后小鼠血浆中 HDL-C含

量显著降低，LDL-C含量显著升高，肝脏中 TG含量显著升高。这些结果表明，PM2.5

暴露会引起肝脏脂质代谢紊乱导致小鼠肝脏脂质堆积发生脂肪变性，并引起血浆中

HDL-C和 LDL-C改变，将肝脏堆积的脂肪转运至其他组织引起肥胖。

4.3 PM2.5 暴露后小鼠肠道菌群的变化对肝脏脂质代谢的影响

一些研究发现，针对肠道微生物群的治疗可以改善人类代谢功能。此外，研究还发

现，从肥胖、脂肪变性或 2型糖尿病患者植入的粪便微生物群可以在小鼠受体中部分复

制供体的代谢表型
[119, 138-140]

。因此本研究采取灌肠的方式将 PM2.5暴露后的小鼠肠道菌群

移植到一批未经任何处理的小鼠中，来研究 PM2.5暴露后的小鼠肠道菌群对肝脏脂质代

谢的影响。通过分析菌群移植前后小鼠粪便 16S rDNA测序结果，发现菌群移植一周后，

暴露菌群组小鼠肠道微生物中拟杆菌门与厚壁菌门相对丰度均无明显变化，并且小鼠肠

道菌群 Alpha多样性和 Beta多样性也未发生显著改变。而菌群移植两周后，发现暴露菌

群组相比于对照菌群组小鼠肠道菌群 Alpha多样性存在下降趋势，Beta多样性存在升高

趋势，而且暴露菌群组小鼠肠道微生物相对丰度相比对照菌群组，其拟杆菌门相对占比

显著减少，厚壁菌门相对占比呈上升趋势。这些变化与 PM2.5暴露后小鼠肠道菌群的变

化大致相似，因此本研究判断粪菌移植模型构建成功。随后通过肠道菌群功能 GO分析，

分析结果发现暴露菌群组小鼠肠道菌群在菌群移植后脂质代谢功能显著下调，而对照菌

群组小鼠肠道菌群在脂质代谢功能上无明显变化，且暴露菌群组小鼠肠道菌群脂质代谢

功能相比于对照菌群组仍显著降低。为了进一步验证 PM2.5暴露后小鼠肠道菌群的变化

对脂质代谢的影响，本研究对菌群移植后小鼠肝脏进行了切片 HE染色，并检测了肝脏

脂质代谢相关指标和外周血脂质含量。检测结果表明，暴露菌群组相比于对照菌群组小

鼠肝脏脂质合成基因 Srebp1和 FASN显著上调，脂质分解基因 ATGL有一定下调趋势，

脂质氧化基因 PPARα和 ACOX1显著上调。并且与对照菌群组相比，暴露菌群组小鼠肝
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脏中 TG含量显著增加，血浆中 HDL-C含量显著减少。HE染色结果也表明，暴露菌群

组小鼠肝脏存在一定的脂肪变性。这些结果表明 PM2.5暴露后小鼠的肠道菌群会引起小

鼠肝脏脂质代谢紊乱并导致肥胖。

本研究的研究结果表明，PM2.5暴露会使小鼠肠道菌群中拟杆菌门/厚壁菌门的比例

失衡，物种多样性下降，进一步导致肝脏内脂质合成因子和脂质氧化因子表达上调引起

脂质代谢紊乱，最终导致小鼠肝脏脂质含量增加引起肥胖。
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5 结论

该研究以 C57BL/6小鼠作为研究材料，通过颗粒物暴露模型和粪菌移植模型，并从

16S rDNA测序以及基因表达和蛋白表达水平探究 PM2.5暴露对肠道菌群和脂质代谢的

影响以及 PM2.5暴露后肠道菌群和脂质代谢之间的调控机理。所得结论如下：

PM2.5 暴露通过引起小鼠肠道菌群中拟杆菌门/厚壁菌门的比例失衡、物种多样性下

降，导致肠道菌群紊乱；这一结果可能会间接引起小鼠肝脏脂质合成水平升高，进而导

致肝脏和血浆脂质含量增加，引起肝脏脂质氧化水平升高，从而使得小鼠体重增加。
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