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［摘 要］ 目的：探究支气管肺发育不良（bronchopulmonary dysplasia，BPD）模型小鼠青春期肺部菌群特点。方法：32只

C57BL/6J 新生小鼠，分为空气雌性组、空气雄性组、高氧雌性组、高氧雄性组，每组8只。高氧组小鼠生后即置于FiO2>95%的

环境中7 d，空气组小鼠置于同室内空气（FiO2=21％）环境；之后所有小鼠室内空气环境下饲养直至6周。苏木精⁃伊红（hema⁃
toxylin⁃eosin，HE）染色法观察小鼠肺组织病理变化；16S rDNA测序分析肺组织菌群特点。结果：BPD模型小鼠青春期肺组织

肺泡化程度降低（P<0.01），双因素方差分析显示性别对小鼠辐射状肺泡计数（radial alveolar count，RAC）变化无显著差异（F=
2.001，P＞0.05）。Anosim相似性分析结果显示空气组和高氧组雄性小鼠肺部菌群差异有统计学意义（r=0.906，P=0.03），雌性

小鼠菌群差异无统计学意义（r=-0.094，P=0.722）。Alpha多样性结果显示高氧组和空气组的肺部菌群物种丰富度无统计学差

异（P＞0.05），Beta多样性分析中，PCoA图显示4组肺部菌群存在统计学差异（P<0.05）。LEfSe分析结果显示，高氧组棒状杆菌

属（Corynebacterium）丰度下降，葡萄球菌种（Staphylococcus）升高。结论：BPD模型小鼠青春期肺部微生物群失调，棒状杆菌属

（Corynebacterium）丰度下降，葡萄球菌种（Staphylococcus）升高，并且菌群失调可能与性别相关。
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Characteristics of pulmonary microbiome in adolescent mice model of bronchopulmonary
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［Abstract］ Objective：To explore the pulmonary microbiome characteristics of adolescent mice model of bronchopulmonary
dysplasia（BPD）. Methods：Thirty⁃two C57BL/6J neonatal mice were divided into air female group，air male group，hyperoxic female
group，and hyperoxic male group，with 8 mice in each group. The mice in the hyperoxic group were placed in the environment with
FiO2>95% for 7 days immediately after birth，and the mice in the air group were placed in the same indoor air with FiO2=21%. All mice
were then raised in indoor air environment until 6 weeks. The pathological changes of lung tissues were observed by hematoxylin⁃eosin
staining（HE）. The characteristics of pulmonary microbiome were analyzed by 16S rDNA sequencing. Results：The alveolation degree
of lung tissue decreased in early hyperoxygen exposure group（P < 0.01）. Two⁃factor ANOVA showed that radial alveolar count（RAC）
had no significant difference between sex in mice（F=2.001，P > 0.05）. The results of Anosim similarity analysis showed that there was
statistical significance in pulmonary microbiome of male mice in the air group and the high oxygen group（r=0.906，P=0.03），while
there was no statistical significance in the female mice（r=- 0.0938，P=0.722）.Alpha diversity results showed that there was no
statistical difference in the species richness of lung flora between the high oxygen group and the air group（P > 0.05），and in the
analysis of Beta diversity，PCoA diagram showed that there were statistical differences in lung flora among the four groups（P < 0.05）.
LEfSe analysis showed that the abundance of Corynebacterium in the high oxygen group decreased and Staphylococcus increased.
Conclusion：The lung microbiota of adolescent mice in the BPD model are disregulated，with a decrease in the abundance of
Corynebacterium，and an increase in Staphylococcus，and the microbiota imbalance might be related to gender.
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支气管肺发育不良（bronchopulmonary dysplasia
BPD）是早产儿最常见的慢性肺病之一［1］。BPD本

质是在遗传易感性的基础上，氧中毒、气压伤或容

量伤以及感染或炎症等各种不利因素对发育不成

熟肺（囊泡期或早期肺泡期）导致的不同程度的肺泡

间隔损伤、肺纤维化及异常血管发育和重塑等［2］。尽

管产前预防性皮质类固醇激素的使用，生后气管内表

面活性物质替代治疗，保护性的通气策略和目标氧饱

和度策略等都极大提高了BPD患儿生存率［3］，但是

BPD患儿在其成长过程中会出现持续的肺功能恶

化，反复呼吸道感染，以及因呼吸道疾病再入院的

风险增加，并可能在成年时期发展为慢性阻塞性肺疾

病（chronic obstructive pulmonary disease，COPD）［4］。

随着非培养方法鉴定细菌技术的成熟及运用，已可

在肺部检测出微量细菌定植［5］。越来越多的证据表

明，BPD 患儿会受到肺部微生物菌群失调的影响，

并可能与疾病的发生和发展有关［6］。目前对BPD
患儿肺部菌群的研究更多关注疾病早期［7］，缺乏对

远期特点的相关研究。此外，有研究显示 BPD存

在性别易感性的差异［8］。本研究通过高通量测序

探究高氧暴露BPD模型小鼠青春期（生后 6周）肺

部菌群的特点及性别因素对其影响。

1 材料和方法

1.1 材料

32只出生时间相差 30 min以内的新生 C57BL/
6J 小鼠（SPF级），购自南京医科大学医药动物实验

中心，饲养于南京医科大学附属淮安第一医院动物

实验中心。环境温度恒定（24±2）℃，相对湿度60%~
70%，昼夜光照各 12 h，自由饮水及采食，饮水及饲

料由动物中心提供。本实验已获得南京医科大学

附属淮安第一医院伦理委员会批准（批号：DW⁃P⁃
2023⁃001⁃06）。
1.2 方法

1.2.1 实验分组

32只 C57BL/6J新生小鼠，分为 4组，每组 8只，

即空气雌性组（Ⅰa）、空气雄性组（Ⅰb）、高氧雌性组

（Ⅱa）、高氧雄性组（Ⅱb）。高氧组小鼠生后即置于

吸入氧浓度>95%的环境中 7 d，空气组小鼠置于同

室内空气（FiO2=21％）环境；母鼠每24 h在高氧组和

空气组之间轮换，以避免母鼠出现氧中毒。之后高

氧及空气组新生小鼠与各自母鼠饲养在相同空气

环境下直至 6周，且所有小鼠在此期间所食饲料完

全相同。6周龄小鼠其身体各个器官逐渐成熟，相

当于青春期，研究显示小鼠肺部菌群在 5~6周龄时

多样性更高，6~8周龄时保持稳定［9］。

1.2.2 样本采集

生后第 43天小鼠经 100% CO2吸入法处死，无

菌条件下开胸，取肺叶组织，用无菌PBS冲洗。右肺

上叶用4%多聚甲醛固定，石蜡包埋后连续切片，厚

度为 4 μm，制备HE 染色病理切片，其余肺组织立

即在液氮中冷冻，转移至-80 ℃冰箱保存。

1.2.3 肺部组织微生物区系分析

样品 16S rDNA 检测由南京枫梓生物医药科技

有限公司完成，选取细菌 16S rRNA基因V3~V4 可

变区进行 PCR 扩增。通过对测序序列（reads）进行

拼接、质控和过滤，以97%的相似度聚类为分类操作

单元（operational taxonomic units，OTU），利用 RDP
classifier对每条序列进行物种分类注释［10］，根据物

种注释情况进一步分析 Alpha 多样性、Beta 多样性、

物种丰度。

1.2.4 肺组织形态分析及肺损伤病理学评估

根据本实验室之前的方法，计算辐射状肺泡计

数（radical alveolar count，RAC）值评估肺泡化程度，

由光学显微镜采集图像，以双盲方式光学显微镜下

每张切片随机选取 6个视野进行观察并测量RAC，
最终取平均值，并进行组间比较。

1.3 统计学方法

采用 SPSS25.0 统计软件进行分析。实验数据

以均数±标准差（x ± s）表示，两组间用独立样本 t检

验进行比较分析，多组间比较采用双因素方差分

析。Anosim 相似性分析可检验组间差异是否大于

组内，判断实验分组是否存在意义。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 肺部组织病理改变

2.1.1 小鼠肺组织病理

两组空气组小鼠肺泡结构正常，大小均匀，肺

泡壁及支气管结构正常；两组高氧组肺泡结构不规

则，肺泡间隔断裂及炎性细胞浸润，支气管壁增厚

（图1A）。
2.1.2 RAC值

高氧组RAC 值下降（P < 0.001）；双因素方差分

析显示性别对小鼠 RAC 变化无显著差异（F=2.001，
P=0.173，图1B）。
2.2 肺部菌群测序数据质控与OTU分析

共 32例小鼠肺部标本进行 16S rDNA基因测
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图1 小鼠肺组织病理改变

Figure 1 The histopathological changes of lung tissues in
mice
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序。对下机 fastq数据进行质控得到 clean tags，抽平

处理后每个样本得到28 907条 tags，Shannon⁃Wiener
曲线显示测序数据量可以反映样本中绝大多数的

微生物信息（图 2A）；使用 uparse软件 unoise3降噪

方法0.97相似度对celan tags进行Featurs聚类，32个
样本共产生784个Featurs。基于OTU的Venn 图中，

4种不同颜色的圆对应4组小鼠肺部所含的菌群，重

叠部分则为共同含有的菌群（图2B）。
2.3 小鼠肺部菌群组间差异分析

4 组小鼠肺部菌群组间与组内差异性分析

Anosim相似性分析结果显示，空气组和高氧组雌

性小鼠肺部菌群差异无统计学意义（r=-0.094，P=
0.722），空气组和高氧组雄性小鼠菌群差异有统计

学意义（r=0.906，P=0.03）。说明BPD模型小鼠青春

期肺部微生物存在性别差异，主要集中在雄性小鼠

肺部菌群的改变（表1）。
2.4 小鼠肺部菌群Alpha多样性分析

小鼠肺部菌群Shannon 指数综合体现物种的丰

富度和均匀度，指数的高低还会受均匀度影响，即

样本中的物种分布越均匀，多样性越高。4组肺部

菌群丰富度及 Shannon 指数差异无统计学意义（P=
0.713，图 3A）。这意味着 4组之间的肺部菌群丰富

度没有统计学意义。

2.5 小鼠肺部菌群Beta多样性分析

PCoA图显示，4组样本基本上分别聚集在不同

的象限，样本群落组成有差异性（P<0.05，图3B）。
2.6 小鼠肺部菌群差异物种分析

2.6.1 小鼠肺部菌群群落特征

通过对比数据库对 OTU 进行物种分类，绘制物

种相对丰度柱状图。在门水平，肺部菌群的主要成

员为放线菌门（Actinobacteriota），变形菌门（Proteo⁃

bacteria）、厚壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌门（Bacte⁃

roidota）；在属水平主要为红球菌属（Rhodococcus），

不动杆菌属（Acinetobacter），气单胞菌属（Aeromon⁃

as），假单胞菌属（Pseudomona），葡萄球菌属（Staphy⁃

lococcus）（图4）。
2.6.2 肺部菌群差异物种分析

在门水平，与空气组相比，高氧组变形菌门

（Proteobacterial）丰度减少，差异有统计学意义（P <
0.05），其中以雄性组变化为主，高氧雄性组相比于

空气雄性组变形菌门（Proteobacteria）减少，放线菌

门（Actinobacteriota）升高。在属水平，高氧组气单胞

菌属（Aeromonas）、不动杆菌属（Acinetbacter）丰度减

少。高氧雄性组气单胞菌属（Aeromonas）、不动杆菌

属（Acinetbacter）减少，红球菌属（Rhodococcus）升高

（图5）。
2.6.3 小鼠肺部菌群LEfSe分析

LEfSe 分析结果显示，气单胞菌种（Aeromonas）、

棒状杆菌属（Corynebacterium）、梭状芽孢杆菌属

（Clostridium）丰度在空气组高；葡萄球菌种（Staphy⁃

lococcus）、耐盐咸海鲜球菌种/属（Jeotgalicoccus）丰

度在高氧组升高（图6）。
3 讨 论

肺部微量的微生物定植，在健康状况下可以调

节机体免疫系统，在部分呼吸系统疾病中，肺部微

生物群失调与疾病进展有关［11］。本组空气对照组

青春期小鼠肺部优势菌群在门水平是变形杆菌门

（Proteobacteria），厚壁菌门（Firmicutes）和放线菌门

（Actinobacteriota），这与文献报道一致［9］。但在属水

平，主要是红球菌属（Rhodococcus）、不动杆菌属

（Acinetobacter）、气单胞菌属（Aeromonas），假单胞菌
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A：Shannon⁃Wiener曲线（Ⅰa：空气雌性组；Ⅰb：空气雄性组；Ⅱa：高氧雌性组；Ⅱb：高氧雄性组）；B：小鼠肺部菌群 Venn 图。

图2 肺部菌群测序数据质控与OTU分析

Figure 2 Pulmonary microbiome sequencing data quality control and OTU analysis
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图3 小鼠肺部菌群多样性分析

Figure 3 Analysis of pulmonary microbiome diversity in mice

属（Pseudomonas）、葡萄球菌属（Staphylococcus）。而

Kenneth 等［12］报道 8周小鼠中最丰富的属为葡萄球

菌属（Staphylococcus）、棒状杆菌属（Corynebacterium）

和假单胞菌属（Pseudomonas）。这表明在门水平上

小鼠的主要微生物组是相同的，但在属水平上不

同，这可能是受小鼠种类、年龄、性别、体重或不同

的生活环境的影响所致［13］。

本研究显示BPD模型小鼠青春期肺部菌群中

葡萄球菌属较空气组升高，棒状杆菌属丰度减少，

存在微生物群失调。有研究显示，金黄色葡萄球菌

可通过其蛋白质调控气道黏膜的免疫反应，诱导气

表1 小鼠肺部菌群Anosim组间差异分析

Table 1 Analysis of pulmonary microbiome in mice with
Anosim

组别

空气雌性组 vs. 高氧雌性组

空气雄性组 vs. 高氧雄性组

空气组 vs. 高氧组

r值

-0.094
0.906
0.146

P值

0.722
0.030
0.042
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图5 小鼠肺部菌群在门、属水平的差异分析

Figure 5 Difference analysis of pulmonary flora in mice at phylum and genus level
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图4 小鼠肺部菌群在门、属水平物种组成及相对丰度

Figure 4 The relative abundance of pulmonary microbiome inmice at the phylum and genus level
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图 6 小鼠肺部菌群 LEfSe分析柱状图

Figure 6 Histogram of LEfSe analysis of pulmonary microbiome in mice
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道上皮细胞活化并且释放 TSLP、IL⁃25和 IL⁃33等细

胞因子，引起 DC 和 ILC2细胞的持续免疫应答和

2型免疫应答的活化，进而促进过敏性气道疾病的

发展［14］。而棒状杆菌会抑制肺炎链球菌的呼吸道

定植和感染活性，同时棒状杆菌也是被证明可通过

Toll样受体3（TLR3）介导产生保护作用和产生抗菌

肽抑制潜在的病毒和细菌病原体［15］。早期高氧暴

露BPD小鼠动物模型显示，BPD小鼠其肺部正常微

生物群的建立会遭到破坏，其中链球菌（Streptococ⁃

cus）显著升高，丹毒丝菌（Erysipelotrichaceae）明显降

低［16］。临床研究显示新生儿出生后气道微生物群

落失调与 BPD 的发生有关，变形杆菌（Proteobacte⁃

ria）增加和乳酸杆菌（Iactobacillus）丰度降低与BPD
的风险增加有关［17］。肺部微生物群失调可以参与

到急性肺部损伤中，而一旦非有益的呼吸道微生物

群的建立起来，会引发一个促炎症途径的自我强化

循环，这种状态可能通过气道结构的改变而永久改

变呼吸道微环境，可能导致长期后遗症，包括哮喘

和慢性阻塞性肺病［18］。

性别差异存在于许多肺部疾病的整个周期中，

已有研究发现BPD肺损伤存在性别差异［19］。本研

究显示，BPD模型小鼠青春期肺组织HE染色显示

肺泡数目和肺泡密度均降低，与之前研究结果一

致［20-21］，早期肺部氧化应激可以改变肺发育的分子

通路，导致肺泡化受损、肺微血管重塑、平滑肌过度

增生和中度纤维化，导致晚期肺发育改变、肺损伤

和肺功能受损［22］。然而RAC值不存在性别差异，这

可能与追赶生长有关［23］。在对BPD模型小鼠青春

期肺部菌群Anosim 组间差异分析时，发现肺部菌群

存在性别差异。目前 Shastri等［24］发现了肠道发酵

中存在性别差异的证据，雌性小鼠在喂食补充低聚

果糖的食物饮食后，与雄性相比，拟杆菌门的表达

增加。也有研究发现慢性烟雾暴露导致雄性和雌

性小鼠盲肠微生物群落存在显著差异［25］。随着肠⁃
肺轴概念的提出，已经知道肠⁃肺轴是双向的，这种

双向通讯是可能是通过微生物直接产生或经免疫触

发后生成的化学信号实现的，这些信号分子可以通过

血液和淋巴游走全身，帮助调节免疫系统［26-27］。本研

究显示，BPD模型小鼠的青春期肺部菌群存在性别

差异，但其肺损伤无性别差异，可能是由于肺部微

环境差异引起的［28］，但其是否有意义还需进一步研

究确定。

综上所述，本研究发现BPD模型小鼠的青春期

肺部存在微生物群失调，并且肺部菌群存在性别差

异，这项研究只是初步探讨，还需要进一步验证针

对肺部菌群的进一步研究有可能为BPD远期预后

产生积极影响。
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