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·基础研究·

兔膝骨性关节炎模型肠道菌群的 16S rRNA 检测分析△
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摘要：［目的］探讨肠道菌群在兔膝骨关节炎（knee osteoarthritis, KOA）与正常对照之间的差异。［方法］ 20 只大耳白兔，

随机分成 2 组，12 只关节内注射 2％木瓜蛋白酶溶液制备 KOA 模型，另外 8 只关节内注射等量生理盐水为正常对照。采集动

物粪便样本，利用 16S rRNA 基因靶向测序技术进行检测，分析各自粪便中肠道菌群的多样性及分布情况。［结果］KOA 组粪

便含有 20 188 种物种（ASV/OTU），而对照组含有 14 029 种（ASV/OTU）。KOA 组在粪便菌群的门、属水平上显著丰富于照组

（P<0.05），但两组在菌群纲、目、科、种水平上的差异无统计学意义（P>0.05）。KOA 组在门水平以厚壁菌、拟杆菌的数量最

多，在属水平上以瘤胃球菌属及颤螺菌属数量最多；其中明显的标志物种为变形杆菌。菌群主要与代谢通路密切相关，其中在

碳水化合物代谢、氨基酸代谢及辅助因子和维生素代谢上极为突出。［结论］ KOA 组与对照组的肠道菌群之间存在一定差异，

标志物种为变形杆菌。
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Abstract: [Objective] To investigate the difference of gut microbiota between knee osteoarthritis (KOA) and normal control in rabbits.
[Methods] A total of 20 Japanese white rabbits were randomly divided into 2 groups, of them, 12 animals were injected 2% papain solution
intraarticularly to prepare KOA model, while the other 8 rabbits were injected normal saline intraarticularly as normal control. Fecal sam⁃
ples were collected and detected by 16S rRNA gene targeted sequencing technology to analyze the diversity and distribution of gut microbio⁃
ta in their feces. [Results] The KOA group had a total of 20 188 species (ASV/OTU) , while the control group was of 14 029 species (ASV/
OTU) . The fecal flora in KOA group was significantly more abundant than that in the control group in levels of phylum and genus (P<
0.05) , but there were no statistical significant differences in the levels of class, order, family and specie between the two groups (P>0.05) .
The KOA group had the greatest number of firmicutes and bacteroides at phylum level, and ruminococcus and spironella flutter at genus lev⁃
el, with an obvious marker species of proteus. The gut microbiota was closely related to metabolic pathways, especially carbohydrate metab⁃
olism, amino acid metabolism, cofactor and vitamin metabolism. [Conclusion] There are some differences in gut microbiota between KOA
group and control group, and proteus is the marker species.

Key words: 16S rRNA, gut microbiota, proteus, knee osteoarthritis

膝骨关节炎（knee osteoarthritis, KOA）是一种常

见的老年性关节疾病，以反复关节疼痛、活动受限、

软骨退变为主要特征［1］。据流行病学研究发现，65
岁以上老年人 KOA 的发病率可达 50%，随着人口老

龄化的加重，KOA 的发病率越来越高［2，3］，从而导

致致残率及经济压力更加沉重，然而目前其发病机制

尚未明确。有研究发现，KOA 可能与肠道菌群（gut
microbiota, GMB）的变化有关，虽然没有直接证据表

明 GMB 是否通过免疫系统影响 KOA 的发生和发

展，但两者有共同的危险因素，如饮食、年龄、肥
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胖、炎性疾病等［4-10］。作者的前期研究显示，GMB
可能参与了 KOA 发病机制［11］，然而目前却尚无试验

研究来进一步证实此观点，故本文拟通过对 KOA 兔

进行肠道菌群基因测序，观察兔 KOA 模型与 GMB
变化的关系。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

成年健康 CV 级日本大耳白兔 20 只（产地：南

宁），体重 2~3 kg，雌雄各半，由广西广得生物科技

有限公司提供（许可证号: SCXK 桂 2017－0001)。按

随机数字表法随机分成 2 组，KOA 组 12 例，对照组

8 例，分别编号。

1.2 膝骨关节炎模型建立

兔子先在 SPF 级实验室适应 3 d。将兔仰卧固定

于兔台上，用剪刀剃掉右后腿膝关节周围毛发，露出

皮肤，碘伏棉签消毒，轻轻弯曲右膝关节，自膝关节

外侧膝眼进针，刺入关节腔内，先回抽，确定针头位

于关节腔内后，KOA 组于 1、4、7 d 注入含 2％木瓜

蛋白酶溶液 0.5 ml，注射完后屈伸膝关节 20 次左

右，以使所注射溶液能均匀浸润膝关节腔。对照组相

同方法注射 0.5 ml 生理盐水。注射后每天驱使兔活动

20 min。首次关节腔注射木瓜蛋白酶 2 周后即可以获

得稳定的 KOA 模型。

1.3 样本采集与 DNA 提取

将兔 KOA 模型造模成功后，未做特殊药物干

预，于第 15 d 早上，统一收集两组兔的粪便，将标

本置于-80°C 的干冰包装袋，按测序公司的要求，

24 h 转送至其实验室。采用二代 16S rRNA 测序技术

对粪便样本进行检测。对所有采集的粪便样本，进行

总 DNA 提取，并利用 Nanodrop 法进行定量检测，同

时运用 1.2%琼脂糖凝胶电泳试验鉴定提取质量。

1.4 DNA 扩增

采用全式金公司的 Pfu 高保真 DNA 聚合酶，以

微生物核糖体 RNA 或特定基因片段为靶点，通过设

计相应的引物并添加样本特异性 Barcode 序列，进而

对 rRNA 基因可变区或特定基因片段进行 PCR 扩

增。同时运用磁珠的吸附作用对扩增产物进行纯化回

收，采用荧光试剂 （Quant-iT PicoGreen dsDNA As⁃
say Kit）对回收产物进行荧光定量，按照每个样本的

测序量需求，对各样本进行相应比例的混合。

1.5 文库分析

采用美国 Illumina 公司的 TruSeq Nano DNA LT

Library Prep Kit 制备测序文库，首先对上述扩增产物

进行序列末端修复，通过试剂盒中的 End Repair Mix
2 切除 DNA 序列 5’端的突出碱基，同时添加一个

磷酸基团、补齐 3’端的缺失碱基；在 DNA 序列的

3’端添加 A 碱基以防止 DNA 片段自连，同时保证

目标序列能与测序接头相连（测序接头 3’端有一个

突出的 T 碱基）；在序列 5’端添加含有文库特异性

标签（即 Index 序列）的测序接头，使 DNA 分子能

被固定在 Flow Cell 上；采用 BECKMAN AMPure XP
Beads，通过磁珠筛选去除接头自连片段，纯化添加

接头后的文库体系；对上述连上接头的 DNA 片段进

行 PCR 扩增，从而富集测序文库模板，并采用

BECKMAN AMPure XP Beads 再次纯化文库富集产

物；通过 2%琼脂糖凝胶电泳，对文库做最终的片段

选择与纯化。

1.6 DNA 测序

上机测序前，先对文库在 Agilent Bioanalyzer 上
进行质检，后采用 Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay
Kit 在 Promega QuantiFluor 荧光定量系统对文库进行

定量分析，筛选合格的文库；将合格的上机测序文库

梯度稀释后，根据所需测序量按相应比例混合，并经

NaOH 变性为单链进行上机测序。

1.7 统计学方法

采用 SPSS 26.0 统计软件对实验数据进行统计学

处理，计量资料 x̄ ±s表示，组间均数对比采用独立样

本 t检验方法；计数资料采用卡方检验，P<0.05 为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 样本的差异性分析

本项目纳入的研究样本共 20 例，其中 KOA 组

12 例，对照组 8 例，结果显示，KOA 组共含有 20
188 种物种 （ASV/OTU），而对照组含有 14 029 种

ASV/OTU，其中两者共有的 ASV/OTU 有 3 924 个，

详见图 1a。使用 GraPhlAn 工具，展示各 ASV/OTU
（样本总体中的）在进化树中的位置，并标出各分类

单元。画出样本中相对丰度在 0.01%以上的 ASV/
OTU，详见图 1b。将两组菌群所含的物种进行比

较，结果见表 1，两组间在门、属水平的差异具有统

计学意义（P<0.05），KOA 组在门、属水平上菌群均

较对照组更为丰富；而在纲、目、科、种水平的差异

无统计学意义 （P>0.05），说明 KOA 组在纲、目、

科、种水平上菌群与对照组相当。
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图 1 两组样本差异性分析图 1a: ASV/OTU 的韦恩图 1b: 含显著性分析的 GraPhlAn 进化树图 1c: 韦恩图不同区域的

ASV/OTU 数目统计柱状图 1d: 韦恩图不同区域的 ASV/OTU 丰度柱状图

1a 1b

1d1c

此外，为深入研究韦恩图中的物种分类分布（各

个区域） 情况，ASV/OTU 的数量使用柱状图表述，

研究发现在门水平上：厚壁菌、拟杆菌的数量最多，

在属水平上：瘤胃球菌属及颤螺菌属数量最多，详见

图 1c；而在各个区域的物种丰度组成上发现：厚壁

菌、拟杆菌的物种丰度较广（门水平上）；同时发现

瘤胃球菌属及多形杆状菌物种丰度广（属水平上），

详见图 1d。

表 1 KOA 组与对照组物种分类（种， x̄ ±s）与比较

物种层级

门

纲

目

科

属

种

KOA 组

10.92±0.90
19.08±2.23
26.67±3.42
42.75±6.51
54.75±7.23
25.83±3.95

对照组

9.88±0.64
17.88±1.46
24.75±3.15
40.00±6.51
48.88±3.40
28.13±2.23

P 值

0.007

0.161
0.216
0.213
0.047

0.116

2.2 物种组成热图

采用热图进行物种组成分析比较样本间的物种组

成差异：将样本中平均丰度前 50 位的属的丰度数据

绘制热图，发现 OA 组的物种组成较对照组的更加丰

富，尤其在普雷沃菌属、不动杆菌属、厌氧菌属、绿

脓杆菌属、劳森氏菌属等菌群。详见图 2a。
2.3 LEfSe 分析

LEfSe 分析是一种常见的差异分析方法，不仅可

以直接对所有分类水平同时进行差异分析，而且更加

强调寻找分组之间稳健的差异物种，即标志物种

（biomarker）。本研究发现 KOA 组的变形杆菌、α-变
形菌、弧菌科等差异显著，其中变形杆菌为 KOA 组

的 GMB 标志物种，详见图 2b。

2.4 关联网络分析

基于微生物之间相互关系进行样本网络推断分析

（network analysis）构建样本的关联网络图，其中每

个点代表群落中的一个 ASV/OTU；两个点之间的连

接线代表所连接的两个点之间的正相关或负相关的分

布趋势。研究发现 KOA 组与对照组均含有丰富的菌

群，详见图 2c。
2.5 代谢通路分析

利用 KEGG 数据库对样本从代谢、遗传信息处

理、环境信息处理、细胞进程、生物体系统和人类疾

病 6 个方面进行二级功能通路丰度分析，发现菌群样

本主要与代谢通路密切相关，其中在碳水化合物代

谢、氨基酸代谢及辅助因子和维生素代谢上极为突
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出；详见图 2d。

图 2 物种组成等分析 2a: 物种聚类的属水平物种组成热图 2b: 标志物种的 LDA 效应值柱状图 2c: 关联网

络图 2d: 预测的 KEGG 二级功能通路丰度图

2a 2b

2c 2d

3 讨 论

众所周知，在人类肠道中存在的大量微生物菌落

对人类健康起到至关重要的调节作用。GMB 不仅对

消化系统产生影响，而且能调节机体的代谢、免疫、

炎症状态［12，13］。有研究显示，通过利于运动对 GMB
的重塑作用及对脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）及

Toll 样受体 4（toll-like receptor4, TLR4）信号通路的

调控，因 LPS 能激活 TLR4 受体蛋白及下游蛋白 NF-
κB 这两条途径［14］。另外，研究表明 GMB 在痛风性

关节炎的发病机制扮演了重要角色，可能因其能够抑

制抑炎因子的释放，以及促进促炎因子的释放［15］。

同时，有研究通过探讨 GMB、肠道微环境、脑肠

轴、代谢免疫与骨关节炎的关系，发现 GMB 影响中

药的疗效，中药可影响 GMB 平衡，且证实 GMB 与

骨关节炎密切相关［16］。

但是，GMB 中哪些菌属在 KOA 起作用呢？本研

究门、属水平发现：KOA 组在门、属水平上菌群均

较对照组丰富；在纲、目、科、种水平发现：KOA
组在纲、目、科、种水平上菌群与对照组相当。进一

步研究发现，在门水平上：厚壁菌、拟杆菌的数量最

多；在属水平上：瘤胃球菌属及颤螺菌属数量最多；

在 ASV/OTU 丰度图上，结果亦是如此。同时，OA
组的标志物种为变形杆菌。这一结果与大多数的研究

类似［17~21］。因此，作者认为肠道菌群中的变形杆菌

有可能成为研究 KOA 的标志物。

另外，作者前期的研究发现 miRNA 在 KOA 发

生发展中的作用明显。而外泌体在 OA 的深入研究，

亦为 OA 软骨再生提供了新思路 ［22］。已有学者在

miRNA-21-/-小鼠模型上，发现 miRNA 具有正向或负

向调控肠道的免疫调节功能和屏障功能，从而起到重

要调节作用 ［23， 24］；另外，还发现 GMB 也可作为

miRNA 和宿主之间的桥梁。因其可通过改变 miRNA
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的表达水平进而与宿主相互作用。那么，解析 miR⁃
NA 与 GMB 相互作用的机制，将在 KOA 发病机制上

提供新的思路和方法。

GMB 和宿主关系为相互影响，可视为两者之间

的动态平衡。GMB 对人体代谢与免疫系统影响，体

现在健康状态及疾病的发生发展中；而机体的行为

（生活方式、饮食、运动习惯等） 又反作用影响

GMB，导致 GMB 的多样性。虽然，当前已有许多研

究发现了某些疾病伴随着肠道菌群的改变而改变，且

肠道菌群发生变化也会影响疾病的发展进程及其转

归；但是，研究均未能阐明其中的因果关系。Xu
等［25］在对亚洲人群的肠道菌群研究后，发现微生物

与疾病，并不能简单定义谁是因谁是果。在不同的复

杂疾病中，肠道菌群时而为因，时而为果，需要个案

分析。

就目前而言，对肠道菌群的具体结构和功能及其

影响因素和作用机制的深入研究仍将是未来肠道菌群

研究的重点方向。本研究为实验兔的研究，与大多数

的研究（无菌小鼠为实验对象）一样，仅仅是一种病

态的动物模型，其结果能否适用于临床还是未知的，

为此，本研究团队将在下一阶段对 KOA 人体的肠道

菌群菌落分布、物种丰度以及肠道菌群代谢产物进行

研究，为肠道菌群相关疾病的发生机制及其原理提供

新思路、新方法。
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