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痰瘀互结证急性冠脉综合征大鼠肠道菌群的
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【摘要】目的 基于宏基因组测序探析痰瘀互结证急性冠脉综合征（Ａｃｕｔｅ Ｃｏｒｏｎａｒｙ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＣＳ）大鼠的肠道菌群特征，为
临床防治提供科学实验依据。 方法 采用高脂饮食联合腹腔注射异丙肾上腺素建立痰瘀互结证 ＡＣＳ 模型，宏基因组测序分

析大鼠肠道菌群物种组成，并进行 Ａｌｐｈａ 多样性指数分析、ＬＥｆＳｅ 多级物种差异判别分析、ＫＥＧＧ 功能注释及 Ｎｅｔｗｏｒｋ 分析。
结果 与正常组相比，痰瘀互结证 ＡＣＳ 组放线菌门、变形菌门、螺旋体门、梭菌属等丰度升高，乳杆菌属等丰度降低，差异菌

群为变形菌门、放线菌门、密螺旋体属、柯林斯菌属等，差异代谢通路为苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成、缬氨酸、亮
氨酸和异亮氨酸的生物合成等。 正常组大鼠的差异菌群为乳杆菌属等，差异代谢通路为半乳糖代谢等。 放线菌门、变形菌

门、螺旋体门与苯丙氨、酸酪氨酸和色氨酸的生物合成、精氨酸的生物合成、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成等成显

著正相关（Ｐ ＜ ０． ０５）。 结论 痰瘀互结证 ＡＣＳ 组大鼠特征性差异菌群为变形菌门、密螺旋体属、柯林斯菌属等，变形菌门等

与苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成等代谢通路显著相关，差异菌群通过协同调节差异通路可能是痰瘀互结证急性冠

脉综合征发生发展的关键病机。
【关键词】肠道菌群；　 痰瘀互结证；　 急性冠脉综合征；　 宏基因组测序

ＤＯＩ 标识：
【中图分类号】Ｒ２５９；Ｒ２５６． ２　 　 【文献标识码】Ａ　 　

　 　 急性冠脉综合征（Ａｃｕｔｅ Ｃｏｒｏｎａｒｙ Ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＣＳ）
是冠脉内不稳定的粥样硬化斑块破裂最终引起心脏急

性缺血的疾病［１］。 近 ４０ 年来我国痰瘀互结型冠心病

患者显著增多［２］，疾病复发率和死亡率逐渐升高［３］，
严重威胁着人们身体健康。 中医认为 ＡＣＳ 应归属于

“胸痹” “真心痛”等范畴［４］，流行病学调查显示 ＡＣＳ
最常见证型之一为痰瘀互结证［５，６］。 《丹溪心法》中提

到“痰夹瘀血，遂成窠囊”，痰瘀同源，相互化生，痰瘀

互结是导致胸痹心痛病情发展恶化的重要因素［７］。 肠

道菌群通过调节人体免疫应答反应、脂质代谢、碳水化

合物代谢等途径参与心血管病的发生［８］，影响 ＡＣＳ 的

诊治和预后［９］。 宏基因组测序是一种对特定环境中所

有微生物 ＤＮＡ 进行测序的高通量测序技术［１０］，可检

测肠道菌群的整个基因组，相较 １６ＳｒＲＮＡ 测序［１１］灵敏

度和分辨率更高，能够检测到种属水平的差异并对菌

群功能进行准确注释［１２］。 本研究通过建立痰瘀互结

证 ＡＣＳ 大鼠模型，利用宏基因组测序，分析痰瘀互结

证 ＡＣＳ 大鼠肠道菌群的结构特征，为从肠道菌群角度

防治 ＡＣＳ 常见证型痰瘀互结证提供实验依据。

１　 材料

１． １　 实验动物及分组

健康 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ３０ 只，体重（２２０ ± ２０） ｇ，雌
雄各半，适应性饲养一周后，随机分为正常组和痰瘀互

结证 ＡＣＳ 组，每组 １５ 只。 正常组正常饲料喂养，痰瘀

互结证 ＡＣＳ 组高脂饲料喂养。 动物由辽宁长生生物

技术有限公司提供，合格证号 ＳＣＸＫ（辽）２０２０ － ０００１。
所有大鼠均在辽宁中医药大学动物中心饲养，动物自

由饮食。 本研究动物实验方案已通过辽宁中医药大学

实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 查 批 准 （ 批 准 号：
２１００００４２０２３０５８）。 所有实验操作均严格按照实验动

物伦理相关规定进行。
１． ２　 试剂与仪器

高脂饲料配方：１０％ 猪油，１％ 胆固醇，０． ５％ 胆酸

钠，０． ２％甲基硫氧嘧啶，５％蔗糖，８３． ３％基础饲料，购
自江苏美迪森生物医药有限公司（许可证号：１００３０）。
维生素 Ｄ３ 购自哈尔滨市通外区宏达动物药品厂（批
号：０８００２１４１７）。 异丙肾上腺素购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ
生物科技公司（批号：ＨＹ － Ｂ０４６８）。 ＨＥ 染液套装（货
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号：Ｇ１００３）均购自 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ。 血脂试剂盒购自南京博

研生物科技（ＢＹａｂｓｃｉｅｎｃｅ）有限公司。 肠道微生物组

ＤＮＡ 提取试剂盒（ＯｍｅｇａＥ． Ｚ． Ｎ． Ａ． ＳｔｏｏｌＤＮＡＫｉｔ，批号：
ＯｍｅｇａＤ４０１５ － ０２）。 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ 生物分析仪购自美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司。 八通道多导心电图（ＭＤ３０００ － Ｃ）购自

安省正华生物仪器设备有限公司。 脱水机（型号：Ｄｏ⁃
ｎａｔｅｌｌｏ）购自 ＤＩＡＰＡＴＨ。 包埋机（型号：ＪＢ － Ｐ５）与冻

台（型号：ＪＢ － Ｌ５）均购自武汉俊杰电子有限公司。 病

理切片机（型号：ＲＭ２０１６）购自上海徕卡仪器有限公司。
组织摊片机（型号：ＫＤ － Ｐ）购自浙江省金华市科迪仪器

设备有限公司。 烤箱（型号：ＧＦＬ － ２３０）购自天津市莱

玻瑞仪器设备有限公司。 冰冻切片机（型号：ＣＲＹＯＳＴＡ⁃
ＲＮＸ５０）购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司。 粘附载

玻片石蜡切片白漆色带（型号：Ｇ６０１２ －１）与粘附载玻片

冰冻切片白漆色带（型号：Ｇ６０１２ － ２）均购自 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ。
盖玻片（型号：１０２１２４３２Ｃ）购自江苏世泰实验器材有限

公司。 正置光学显微镜（型号：ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＥ１００）与成

像系统（型号：ＮｉｋｏｎＤＳ － Ｕ３）均购自日本尼康。

２　 方法

２． １　 模型制备

痰瘀互结证 ＡＣＳ 组大鼠一次性腹腔注射维生素

Ｄ３４０ 万 ｉｕ ／ ｋｇ 后，用高脂饲料连续喂饲 ３０ｄ，模拟饮食

不节，过食肥甘厚味，以致脾胃失健，聚湿成痰，日久成

瘀，痰瘀互结。 利用团队前期研制的《中医证候动物模

型症状评价专家系统》 ［１３］ 筛评痰瘀互结证模型大鼠。
给予两组大鼠异氟烷吸入麻醉，采用腹腔注射异丙肾

上腺素 ４５ｍｇ ／ ｋｇ 复制急性冠脉综合征模型。 正常组大

鼠腹腔注射等体积生理盐水。
２． ２　 血脂检测

从大鼠眼眶静脉丛取血，３０００ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ｍｉｎ，取
上清液，用全自动生物化学分析仪检测两组大鼠血清

甘油三酯（ Ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，ＴＧ）、总胆固醇（Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，
ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（Ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏ⁃
ｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＬＤＬ － Ｃ）、高密度脂蛋白胆固醇（Ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ － Ｃ）含量。
２． ３　 八通道多导心电图记录大鼠标准肢体Ⅱ导联心

电图变化

在将大鼠麻醉后腹腔注射异丙肾上腺素前，连接

八通道多导生理记录仪并将电极插入大鼠四肢皮下，
记录大鼠正常心电图。 待心电图稳定后给予痰瘀互结

证 ＡＣＳ 组大鼠腹腔注射异丙肾上腺素，记录 ３０ｍｉｎ 大

鼠标准肢体Ⅱ导联心电图变化情况，测量并记录 ５ 个

心动周期。
２． ４ 　 苏木精—伊红染色 （Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｓ，
ＨＥ 染色）法镜下观察大鼠心肌组织结构

取 １００ｇ ／ Ｌ 多聚甲醛低温固定的心肌组织，梯度乙

醇脱水、透明、浸蜡、包埋、切片、烤片、脱蜡、水化、ＨＥ
染色、晾干、封片，光镜下观察心肌组织结构断裂情况

并采集图像。
　 ２． ５ 宏基因组测序及数据分析

参照 Ｏｍｅｇａ Ｅ． Ｚ． Ｎ． Ａ． Ｓｔｏｏｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ （Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ
－ ｔｅｋ， Ｉｎｃ． ， ＵＳＡ）试剂盒说明书提取肠道菌群 ＤＮＡ，
用 １％琼脂糖凝胶电泳和分光光度法进行 ＤＮＡ 质量和

浓度检测检测合格的 ＤＮＡ 样品经打碎修复纯化扩增

等步骤构建文库。 文库用 Ｑｕｂｉｔ２． ０ 进行初步定量、稀
释，后使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 对文库的插入片段进行检测，
符合预期后，使用 Ｑ － ＰＣＲ 方法对文库的有效浓度进

行准确定量（文库有效浓度 ＞ ３ｎｍｏｌ． Ｌ － １）。 文库质

检合格后，把不同文库按照有效浓度及目标下机数据

量的需求 ｐｏｏｌｉｎｇ 后在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ６０００ 平台测

序。 对原始下机数据使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ（ｖ０． ３６）软件进

行质控，包括去除接头序列、低质量 ｒｅａｄｓ。 质控后将

得到 的 高 质 量 序 列 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 使 用 ＤＩＡＭＯＮＤ
ＢＬＡＳＴＸ 算法进行比对和物种注释，使用组装软件

ＭＥＧＡＨＩＴ（ｖ１． ０． ６）对测序数据进行组装，并过滤掉组

装结果中 ５００ｂｐ 以下的片段。 采用 ｐｒｏｄｉｇａｌ（Ｖ２． ６． ３）
软件对组装得到的 ｃｏｎｔｉｇ 序列进行 ＯＲＦ （Ｏｐｅｎ Ｒｅａｄ⁃
ｉｎｇ Ｆｒａｍｅ） 预测，使用 ＣＤ － ＨＩＴ（ｖ４． ８． １）软件对预测

的结果去冗余，从而得到非冗余基因集。 采用 Ｂｏｗｔｉｅ
（ｖ１． １． ２）软件将测序数据与构建的非冗余基因集进

行比对，并统计单个基因在不同样本的丰度信息。 将

预测得到非冗余基因集与功能注释数据库 Ｋｅｇｇ 进行

比对和注释。
２． ６　 统计学分析方法

采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２７ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ１０
进行统计分析，计量资料符合正态分布时以 ｘ ± ｓ；不符

合时以 Ｍ 表示。 组间比较符合正态且方差齐采用独

立样本 ｔ 检验，不符合正态或方差不齐采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
秩和检验。 Ｐ ＜ ０． ０５ 表示差异有统计学意义。

３　 结果

３． １　 两组大鼠血脂水平比较

与正常组相比，痰瘀互结证 ＡＣＳ 组大鼠血清中

ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ － Ｃ 含量升高（Ｐ ＜ ０． ０１），ＨＤＬ － Ｃ 含量下

降（Ｐ ＜ ０． ０１），差异有统计学意义。 见图 １。
３． ２　 两组大鼠心电图比较

正常组大鼠心电图正常，未见心律失常及 ＳＴ －
Ｔ 异常改变；痰瘀互结证 ＡＣＳ 组大鼠可见 ＳＴ 段上

移，高尖 Ｔ 波，为急性冠脉综合症心电图改变。 见

图 ２。
３． ３　 ＨＥ 染色镜下观察心肌细胞形态

光镜下观察 ＨＥ 染色的两组心肌细胞形态，正常

组大鼠心肌细胞排列整齐、胞质丰富。 痰瘀互结证
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ＡＣＳ 组大鼠缺血区心肌组织紊乱、心肌束断裂、间隙增

宽、间质大量炎性细胞浸润、心肌细胞核丢失，心肌细

胞呈空泡样变。 见图 ３。

与正常组大鼠比较，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１；ｎ ＝ １５
图 １　 两组大鼠血脂水平比较

图 ２　 两组大鼠心电图比较

３． ４　 Ａｌｐｈａ 多样性指数分析

Ａｌｐｈａ 多样性指数是反应微生物群落中物种多样

性的重要依据。 其中 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数可

反应物种丰富度和均匀度。 Ｓｈａｎｎｏｎ 值和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 值

越大，说明群落多样性越高。 结果显示，痰瘀互结证

ＡＣＳ 组的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 值均显著高于正常

组（Ｐ ＜ ０． ０１），说明痰瘀互结证 ＡＣＳ 组菌群多样性显

著增高。 见图 ４。
３． ５　 肠道菌群物种组成分析

两组在门水平上的菌群分布如图 ５ 所示。 丰度排

名前五的依次是厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）、变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和螺旋体门（ Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ），这五种菌

门占全部物种组成的 ９０％以上。 其中厚壁菌门占主要

优势。 与正常组相比，痰瘀互结证 ＡＣＳ 组厚壁菌门和

拟杆菌门丰度降低，放线菌门、变形菌门、螺旋体门丰

度升高，厚壁菌门 ／拟杆菌门比例升高。 见图 ５。

图 ３　 两组大鼠心肌细胞形态学结果

两组在属水平上丰度前 ２０ 位的菌属在两组均占

全部物种组成 ６０％ 以上，以乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、
Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、普雷沃氏菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）、梭菌属（Ｃｌｏｓ⁃
ｔｒｉｄｉｕｍ）、 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ； ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ、 拟 杆 菌 属 （ Ｂａｃｔｅ⁃
ｒｏｉｄｅｓ）、瘤胃球菌属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）为主要菌属，如图
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６ 所示。 与正常组相比，痰瘀互结证 ＡＣＳ 组乳杆菌属、
Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、普雷沃氏菌丰度降低，梭菌属、Ｆｉｒｍｉ⁃
ｃｕｔｅｓ；ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ、瘤胃球菌属丰度升高。 见图 ６。

Ｐ ＜ ０． ０１ 即为有显著差异

图 ４　 Ａｌｐｈａ 多样性指数 Ｐ 值及箱型图

图 ５　 两组门水平物种组成

图 ６　 两组属水平物种组成

３． ６　 ＬＥｆＳｅ 分析

通过 ＬＥｆＳｅ 分析筛选出丰度有显著差异的菌群。
ＬＤＡ 值分布条形图显示造成两组菌群差异的主要

贡献菌，在门水平上，痰瘀互结证 ＡＣＳ 组为变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、螺旋体门

（Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ）、脱铁杆菌门（Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒｅｓ），正常组为拟

杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、疣微菌门（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）和 ｃａｎ⁃
ｄｉｄａｔｅ＿ｄｉｖｉｓｉｏｎ＿ＣＰＲ；属水平上，痰瘀互结证 ＡＣＳ 组主要为

罗氏菌属（Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ）、密螺旋体属（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ）、柯林斯菌

属（Ｃｏｌｌｉｎｓｅｌｌａ）、厌氧螺菌属（Ａｎａｅｒｏｂｉｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）和克雷伯

氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）；正常组为乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、
Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ 和另枝菌属（Ａｌｉｓｔｉｐｅｓ）。 见图 ７、图 ８。

图中每列代表一种物种，列的长度对应 ＬＤＡ 分数；
ＬＤＡ 分数越高，差异越大；ＬＤＡ 的绝对值表示 ２ 个组之间

不同水平差异显著的物种的影响程度

图 ７　 两组门水平 ＬＤＡ 值分布条形图（ＬＤＡ ＞ ２）

图 ８　 两组属水平 ＬＤＡ 值分布条形图（ＬＤＡ ＞ ３）

进化分支图显示，痰瘀互结证 ＡＣＳ 组大鼠显著富

集的菌群为密螺旋体科、密螺旋体属、Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ＿ｐｏｒｃｉ⁃
ｎｕｍ 种、Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ＿ｓｕｃｃｉｎｉｆａｃｉｅｎｓ 种，柯林斯菌属、肠道

柯林斯菌种、Ｃｏｌｌｉｎｓｅｌｌａ＿ｐｒｏｖｅｎｃｅｎｓｉｓ 种、Ｃｏｌｌｉｎｓｅｌｌａ＿ｓｐ＿
ＡＦ０８＿２３ 种，罗氏菌属、Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ＿ｓｐ＿４９９ 种，脱铁杆菌

科、脱铁杆菌属、Ｄｅｆｅｒｒｉｂａｃｔｅｒ＿ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｃａｎｓ 种等。 正常

组中显著富集的菌群为阿克曼氏菌科、嗜黏蛋白阿克
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曼菌种，乳杆菌属、乳杆菌种，Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、鼠联合 乳杆菌种、动物联合乳杆菌种。 见图 ９。

图中从内到外辐射的圆圈分别代表了门、纲、目、科、属、种的分类层级；
不同层级上的每一个小圆圈代表相应水平下的一组微生物集群，小圆圈大小与相对丰度呈正比，

小圆圈的绿色和红色分别代表正常组和痰瘀互结证 ＡＣＳ 组的差异物种，黄色小圆圈代表在两组中均无显著差异的物种

图 ９　 两组 ＬＥｆＳｅ 分析进化分支树

３． ７　 组间差异代谢通路分析

采用京都基因与基因组百科全书（ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅ⁃
ｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）进行差异菌群功能分

析预测，两组在 ＫＥＧＧ Ｌｅｖｅｌ Ｃ 有显著差异的代谢通路

共有 １５６ 条，选取两组富集菌群数量最多的前 ２０ 条通

路作图。 由图可见，正常组菌群在半乳糖代谢、磷转移

酶系统、核糖体丙酮酸代谢、糖酵解葡萄糖生成、氨基

酸和核苷酸糖代谢、淀粉和蔗糖代谢、果糖和甘露糖代

谢的富集程度显著升高（Ｐ ＜ ０． ０５）；痰瘀互结 ＡＣＳ 组

菌群在细菌分泌系统、泛酸和辅酶 Ａ 的生物合成、甘油

磷脂代谢、精氨酸的生物合成、缬氨酸、亮氨酸和异亮

氨酸的生物合成、丁酸盐代谢、甘油脂代谢、乙醛酸盐

和二羧酸盐代谢、苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合

成、嘌呤代谢、柠檬酸循环、脂肪酸的生物合成的富集

程度显著升高（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见图 １０。

图中红色代表该通路在正常组中显著富集，
蓝色代表该通路在痰瘀互结证 ＡＣＳ 组中显著富集

图 １０　 两组富集程度前 ２０ 的差异代谢通路热图

３． ８　 Ｎｅｔｗｏｒｋ 分析

通过 Ｎｅｔｗｏｒｋ 分析绘制肠道菌群与 ＫＥＧＧ 通路之

间相关性网络分析图。 结果显示度值较高的通路为苯

丙氨酸酪氨酸和色氨酸的生物合成、缬氨酸亮氨酸和

异亮氨酸的生物合成、嘌呤代谢、精氨酸的生物合成

等。 肠道菌群度值从高到低依次为放线菌门、软壁菌

门、厚壁菌门、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ｓａｃｃｈａｒｉｂａｃｔｅｒｉａ、疣微菌门、
梭杆菌门、螺旋体门、变形菌门、纤维杆菌门。 其中，苯
丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成、精氨酸的生物合

成、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成、细菌分泌

系统与放线菌门、变形菌门、螺旋体门均成显著正相

关，（Ｐ ＜ ０． ０５）；嘌呤代谢、半乳糖代谢、糖酵解葡萄糖

生成与放线菌门、变形菌门、螺旋体门均成显著负相关

（Ｐ ＜ ０． ０５）。 放线菌门与丁酸盐代谢、乙醛酸和二羧

酸代谢成显著正相关（Ｐ ＜ ０． ０５）。

图中节点圆形代表肠道菌群，三角形代表 ＫＥＧＧ 通路，
节点越大代表度值越高，代表在网络图中越重要，

节点之间线条的粗细与物种相互作用相关系数的绝对值成正相关，
红色线条代表连接的两节点为正相关，蓝色为负相关

图 １１　 肠道菌群群与 ＫＥＧＧ 通路 Ｎｅｔｗｏｒｋ 分析图
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４　 讨论

ＡＣＳ 在中医里属于“胸痹心痛”范畴，痰瘀互结是

ＡＣＳ 的重要致病原因并且和机体炎症及动脉粥样硬化

密切相关［１４，１５］。 肠道菌群多样性和相对丰度的改变可

能干扰人体内正常机体代谢活动，导致心血管疾病的

发生［１６，１７］。 肠道菌群微生物组及其代谢产物与机体的

炎症反应、免疫、脂质代谢等机制密切相关［１８，１９］，部分

代谢物能进入血液循环，通过一系列全身信号效应，破
坏肠道屏障功能，促进动脉粥样硬化，影响血栓的形成

和进展［２０］。
本研究中痰瘀互结证 ＡＣＳ 组大鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、

ＬＤＬ － Ｃ 显著升高、ＨＤＬ － Ｃ 显著降低，心电图急性冠

脉综合征改变明显，心肌细胞形态明显改变，心肌组织

缺血区炎症细胞浸润，与王青等研究一致［２１ ～ ２３］。 Ａｌ⁃
ｐｈａ 分析显示痰瘀互结证 ＡＣＳ 组菌群多样性显著高于

正常组，菌群结构发生特征性改变，与 Ｉｋｒａｍ Ｋｈａｎ、陈
路玉和许果［２４ ～ ２６］等研究一致。

本研究发现两组样本的优势菌群种类虽然相同，
但比例存在差异。 在门水平上，与正常组相比，痰瘀互

结证 ＡＣＳ 组厚壁菌门和拟杆菌门丰度降低，且厚壁菌

门 ／拟杆菌门（Ｆ ／ Ｂ）值较正常组升高，该比值的升高与

冠心病、肥胖、斑块形成等密切相关［２３，２７，２８］。 变形菌门

和放线菌门的升高与 Ｋｈａｎ Ｉ 等［２５，２９］ 研究基本一致。
有研究表明变形菌门和放线菌门可作为诊断冠心病的

潜在指标［２５，２９，３０］。 变形菌门增加可导致血液中脂多糖

和氧化三甲胺水平升高［３１，３２］。 ＬＰＳ 能够促进血管炎症

反应，加速斑块发展和影响斑块稳定性［３３］。 氧化三甲

胺能直接导致血小板高反应性并增强体内血栓形

成［３４］，是心血管疾病风险的标志物［３５］，血浆氧化三甲

胺水平与斑块不稳定性和斑块大小呈正相关［３６］。 在

属水平上，与正常组相比，痰瘀互结证 ＡＣＳ 组梭菌属丰

度升高，有研究认为梭菌属与动脉粥样硬化以及冠心

病密切相关［３７］，但是确切的相关机制尚不清楚。
ＬＥｆＳｅ 组间差异显著性分析发现，痰瘀互结证 ＡＣＳ

组中起重要作用的是变形菌门、放线菌门、螺旋体门、
密螺旋体属、柯林斯菌属、脱铁杆菌属、罗氏菌属等。
其中螺旋体门及门下密螺旋体属作为显著差异贡献

菌，在科、属、种三个层级引起显著差异作用，影响最

大。 螺旋体门包含密螺旋体属、疏螺旋体属和钩端螺

旋体属等致病性菌属，与多种感染性疾病譬如梅毒、牙
周炎、莱姆病和病毒感染等［３８，３９］的炎性反应密切相关。
有研究发现失眠可能是肠道菌群介导的低炎症反

应［４０，４１］，而螺旋体门在脾虚失眠患者和 ＴＮＦ － α 显著

增加的肝郁脾虚大鼠中显著升高，ＴＮＦ － α 作为一种促

炎细胞因子，是最早参与全身炎症反应的介质之一，能
促进炎性细胞的黏附，诱导其他炎性细胞因子的释放，

加快机体炎症效应［４２］。 Ｃｏｒｒｅａ Ｒ［４３］等发现螺旋体门在

出现肠上皮损伤和结肠组织有明显炎症细胞浸润的感

染寨卡病毒小鼠中显著增加。 密螺旋体属有“隐形病

原体”之称，是已被确定的致病类群［４４］，能够诱导炎性

反应［４５］和中度先天免疫反应，导致慢性而非急性（通
常是全身性）感染［４６］，粪便中密螺旋体的增加常被视

为机体状态不健康［４７］。 血脂代谢异常被证实与动脉

粥样硬化的发生发展密切相关［４８］。 柯林斯菌属能影

响脂质代谢并参与胆汁酸代谢［４９］，产生的代谢产物可

增加肠上皮通透性，破坏肠功能屏障。 《黄帝内经》中
说“心合小肠”，肠屏障的损伤使肠道代谢物通过“微
生物群 －肠道 －心脏轴（ＭＧＨ）”引起动脉粥样硬化等

心血管疾病［５０］。 脱铁杆菌属能生产对血管斑块不利

的脂多糖，并导致肥胖和慢性炎症［５１］。 罗氏菌属能够

产生丁酸盐，抑制斑块，改善动脉粥样硬化，与动脉粥

样硬化病变发展呈负相关［５２］。 但 Ｃｉｒｓｔｅａ Ｍ 等［５３］ 认

为，“好”细菌也有“坏”的一面。 近年来有研究发现心

肌梗死大鼠中罗氏菌属显著增高［５４］，但尚未有研究报

道罗氏菌属对痰瘀互结证 ＡＣＳ 有致病作用，且由于本

次研究样本量较少，因此，我们尚不清罗氏菌的改变是

因急性冠脉病变引起的应激反应短期内所导致，还是

已有冠脉病变倾向的个体在急性冠脉病变发生前就己

经出现了目前观到的肠道菌群改变，罗氏菌属对动脉

粥样硬化在保护作用的同时有无致病作用及其相关机

制有待后续研究进一步探讨。 在正常组中显著富集的

嗜黏蛋白阿克曼菌种具有抗炎特性，能够有效改善肠

道炎症等症状，是一种重要的抗动脉粥样硬化的有益

菌［５５］。 其丰度与宿主体内胆汁酸、短链脂肪酸水平成

正相关，能通过胆汁酸、膜蛋白、短链脂肪酸等功能成

分调节宿主功能［５６］。
在功能预测方面，痰瘀互结证 ＡＣＳ 组中苯丙氨酸、

酪氨酸和色氨酸的生物合成，柠檬酸循环，甘氨酸、丝
氨酸和苏氨酸代谢以及乙醛酸和二羧酸代谢途径与冠

心病的发生有关［５７］。 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸是人

体内三种芳香族氨基酸，可调节有关炎症的细胞信号

通路而参与炎症过程，对动脉粥样硬化产生影响［５８］，
柠檬酸循环代谢， 是糖、脂肪和蛋白质分解的共同通

路和最终代谢通路，异常时会影响心功能，直接或间接

促进冠心病的发展［５９］。 柠檬酸循环与氨基酸代谢联

系密切［５７］，精氨酸、酪氨酸的合成障碍会影响细胞内

蛋白质的合成与代谢， 导致心肌凋亡及坏死［６０］。 嘌呤

代谢和缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸等各种氨基酸代谢

的紊乱可能通过调节能量代谢和炎症反应参与冠心病

发病过程［６１］。 缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成

及甘油磷脂代谢的变化能反应痰瘀型心绞痛的本

质［６２］。 此外，缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的生物合成

还与支链氨基酸（Ｂｒａｃｈ ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ， ＢＣＡＡ）的合

·６·
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成有关，ＢＣＡＡ 代谢稳态对机体生理调节发挥着重要

的作用［６３］，血浆 ＢＣＡＡ 及其代谢物的升高与心血管疾

病风险独立相关［６４，６５］，对机体健康可能起到负面作用。
结合本研究 Ｎｅｔｗｏｒｋ 分析结果所示，放线菌门、变形菌

门、螺旋体门可能通过上调苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸

的生物合成，精氨酸的生物合成，缬氨酸、亮氨酸和异

亮氨酸的生物合成等通路促进动脉粥样硬化和冠心病

的发生。 甘油磷脂代谢途径中的主要成分磷酸甘油酯

水解产生的溶血磷脂能破坏细胞膜，激活参与动脉粥

样硬化的 ＰＰＡＲγ 通路［６６］，促进动脉硬化。 乙醛酸盐和

二羧酸盐代谢产物可改善动脉粥样硬化和脂质代

谢［６７，６８］。 有研究表明胆碱、ＤＬ － Ｏ － 磷酸丝氨酸和二

甲基甘氨酸等对心血管健康有益的代谢物参与乙醛酸

盐和二羧酸盐的代谢途径，在药物治疗冠心病中具有

潜在作用［６９］，该通路的富集程度增加是否为机体应激

性增高有待进一步研究。
综上，痰瘀互结证 ＡＣＳ 大鼠肠道菌群结构与正常

大鼠存在显著差异，菌群多样性显著上升。 痰瘀互结

证 ＡＣＳ 组大鼠特征性菌群为密螺旋体科、密螺旋体属，
柯林斯菌属、肠道柯林斯菌种，脱铁杆菌科、脱铁杆菌

属等。 且主要差异菌群变形菌门、放线菌门、螺旋体门

等与苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成、缬氨酸、
亮氨酸和异亮氨酸的生物合成、精氨酸的生物合成等

代谢通路显著相关，主要差异菌群通过协同调节差异

通路可能是痰瘀互结证急性冠脉综合征发生发展的关

键病机。
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