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摘要： 目的　 观察炙黄芪⁃石菖蒲 （ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ） 对阿尔茨海默病 Ａβ４２转基因果蝇行为学、 脑组织病理损伤及肠道微

生物结构的影响。 方法　 Ｗ１１１８果蝇作为空白组 （Ｗ１１１８）， Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２转基因果蝇随机分为模型 （Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２） 组、 多奈哌

齐 （Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ） 组和炙黄芪⁃石菖蒲 （ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ） 组， 测定各给药组果蝇生存能力。 给药第 ２８ 天， 测定各组果蝇攀

爬指数； ＥＬＩＳＡ 法检测脑组织 Ａβ、 ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＲＯＳ 和 ＣＡＴ 水平； ＨＥ 和 Ｎｉｓｓｌ 染色观察脑组织损伤情况； 采用 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 高通量测序技术对各组果蝇肠道微生物进行多样性分析。 结果 　 与 Ｗ１１１８组比较， Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组果蝇寿命缩短，
攀爬指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 脑组织 Ａβ、 ＭＤＡ、 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ、 ＣＡＴ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 神经细胞

死亡数增加， 尼氏体数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组肠道微生物群的结构发生了变化， 属水平主要体现在普罗威登

斯菌属、 产碱杆菌属、 狭义梭菌属、 沙门氏菌属、 厌氧支原体属相对丰度存在差异， 而科水平主要表现在摩根菌科、
梭菌科、 非固醇菌原体科存在差异。 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组比较， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （２ ∶ １） 组果蝇寿命延长， 攀爬指数升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 脑组织 Ａβ、 ＭＤＡ、 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ、 ＣＡＴ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 神经细胞死亡数减少， 尼氏

体数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 可部分回调 Ａβ４２转基因果蝇肠道微生物的结构。 结论 　 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 可能是通过减少 Ａβ 沉

积， 改善抗氧化、 神经损伤和肠道微生物结构等对 Ａβ４２ 转基因果蝇起到神经保护作用。
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　 　 阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ） 是

一种常见的神经退行性疾病， 主要表现在智力与认

知功能障碍、 行为及人格改变， 其对老年人的危害

程度仅次于心脑血管疾病与恶性肿瘤。 据 《Ｗｏｒｄ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ Ｒｅｐｏｒｔ ２０１８》 统计， ２０１８ 年全球有近 ５
０００ 万例 ＡＤ 患者， 预计到 ２０５０ 年将增加至 １􀆰 ５２
亿例［１］。 ＡＤ 在中医中属于 “呆症” 范畴， 主要病

机为气滞血瘀、 痰浊瘀血蒙蔽清窍， 属 “本虚标

实”， 以虚为本， 血瘀， 痰为标。
黄 芪 为 豆 科 植 物 蒙 古 黄 芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ

ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ （Ｆｉｓｃｈ．） Ｂｇｅ． ｖａｒ． ｍｏｎｇｈｏｌｉｃｕｓ （Ｂｇｅ．）
Ｈｓｉａｏ 或膜荚黄芪 Ａ． ｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ （Ｆｉｓｃｈ．） Ｂｇｅ． 的

干燥根； 石菖蒲为天南星科植物石菖蒲 Ａｃｏｒｕｓ

ｔａｔａｒｉｎｏｗｉｉ Ｓｃｈｏｔｔ 的干燥根茎。 黄芪⁃石菖蒲为临床

治疗 ＡＤ 的高频药对［２］。 黄芪补气健脾、 升举清

阳， 石菖蒲开窍豁痰醒神， 两药合用， 体现了补泻

结合、 虚实兼顾、 气血同补、 痰瘀兼化、 宁神开窍

的多样性治法。 课题组前期将黄芪与红芪炮制前后

分别配伍石菖蒲， 对 Ａβ４２ 转基因果蝇进行干预，
发现 炙 黄 芪⁃石 菖 蒲 （ ｈｏｎｅｙ⁃ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ Ａｓｔｒａｇａｌｉ
Ｒａｄｉｘ⁃Ａｃｏｒｉ Ｔａｔａｒｉｎｏｗｉｉ Ｒｈｉｚｏｍａ， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ） 效果

最佳， 故本研究选用 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ， 进一步探讨其

对 Ａβ４２转基因果蝇的作用及其机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 Ｗ１１１８和 Ａβ４２转基因果蝇均源自美国布

卢明顿果蝇库存中心［３］。 选取 ３ ～ ５ 日龄的雄性果
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蝇， 自由摄取玉米粉标准培养基， 控制饲养室温度

２５ ℃， 相对湿度 ６０％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光暗周期循环。
１􀆰 ２　 试剂　 黄芪 （批号 ２２０７０３２）、 石菖蒲 （批号

２１０５００９） 饮片均购自甘肃中医药大学附属医院，
黄芪的炮制采用 ２０２０ 年版 《中国药典》 中的方

法。 β⁃淀粉样蛋白 （ ａｍｙｌｏｉｄ β⁃ｐｒｏｔｅｉｎ， Ａβ） 检测

试剂盒 （批号 ＭＭ⁃９２６１７００２） 购自江苏酶免实业

有限公司； 超氧化物歧化酶 （ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
ＳＯＤ） 检测试剂盒 （批号 ２０２４０１１１⁃Ｎ７９３３７７Ｃ）、
丙二醛 （ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ） 测定试剂盒 （批
号 ２０２４０１１１⁃Ｎ９１５５０１Ｃ）、 活性氧自由基 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ ） 检 测 试 剂 盒 （ 批 号

２０２４０１１１⁃Ｎ０２６６９１Ｃ）、 过 氧 化 氢 酶 （ ｃａｔａｌａｓｅ，
ＣＡＴ） 测定试剂盒 （批号 ２０２４０１１１⁃Ｎ４６００６６Ｃ） 均

购自上海酶联生物科技有限公司； 粪便基因组提取

试剂盒 （批号 ２０２３０４１３） 购自美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司；
Ｂｉｏｗｅｓｔ ａｇＡｒｏｓｅ 琼脂糖 （批号 ＢＩ３４２２７９） 购自西班

牙 Ｂｉｏｗｅｓｔ 公 司； ＦａｓｔＰｆｕ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （ 批 号

２０２３０１１４） 购自北京全式金生物技术有限公司；
ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ （批号 ＡＸ４９１３） 购

自美国 Ａｘｙｇｅｎ 公司； ＮＥＸＴＦＬＥＸ Ｒａｐｉｄ ＤＮＡ⁃Ｓｅｑ
Ｋｉｔ （批号 ＢＳ２３９７５） 购自美国 Ｂｉｏｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；
ＭｉＳｅｑ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｖ３ （批号 Ｉ３０３３４） 购自美国

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＳＭＺ⁃１４０ 显微镜 ［麦克奥迪 （厦门）
电气股份有限公司］； Ｓｙｎｅｒｇｙ ＨＴＸ 酶标仪 （美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＨｉＳｅｑ２５００ 测序仪 （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 动物分组和给药处理 　 取 Ａβ４２转基因果蝇，
随机分为 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组 （ＥＬａｖ⁃Ａβ４２）、 盐酸多奈哌

齐 （阳性对照） 组 （Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ）、 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 干预

组 （ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ ３ ∶ １、 ２ ∶ １、 １ ∶ １、 １ ∶ ０、 ０ ∶ １、
１ ∶ ２、 １ ∶ ３ ）； 另取 Ｗ１１１８ 果蝇为正常对照组

（Ｗ１１１８）。 Ｗ１１１８ 组和 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组给予标准培养基，
Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ 组给予含 ４􀆰 ３４ ｍｇ ／ ｍＬ 多奈哌齐的标准培

养基， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 各给药组分别给予含相应比例

ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 提取物的标准培养基。 培养基每 ２～３ ｄ
更换 １ 次， 至第 １０、 ２１、 ２８ 天分别进行攀爬能力

测试。
２􀆰 ２　 果蝇攀爬能力测试　 取各组果蝇各 ９ 管， 每

管约 ２０ 只， 实验开始前将果蝇置于攀爬管底部，
利用果蝇的负趋地性测定单位时间内攀爬至固定高

度的果蝇数目占管内果蝇总数的比例， 独立重复 ３

次， 取平均值， 评价果蝇的攀爬能力。
２􀆰 ３　 果蝇生存实验　 取每组果蝇各约 １８０ 只， 平

均分装至 ９ 个培养管中， 于正常条件下饲养。 实验

过程中每天记录果蝇的死亡数量， 直至果蝇完全死

亡。 通过 Ｌｏｇ⁃Ｒａｎｋ 检验进行生存曲线分析， 统计

各组果蝇生存情况。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测 Ａβ、 ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＲＯＳ、 ＣＡＴ
水平　 给药 ２８ ｄ 后， 各组果蝇经 ＣＯ２ 麻醉后， 于

冰上快速切取头部， 匀浆后分别按照果蝇 Ａβ、
ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＲＯＳ、 ＣＡＴ 试剂盒说明书操作， 分别

在 ４５０、 ５５０、 ５３２、 ４８８、 ２４０ ｎｍ 波长处测定其光

密度 （ＯＤ） 值， 根据公式计算各指标水平。 每 ２５
只果蝇为 １ 个样本， 每个样本均设置 ６～８ 个复孔。
２􀆰 ５　 ＨＥ 和 Ｎｉｓｓｌ 染色观察果蝇脑组织损伤情况　 给

药 ２８ ｄ 后， 取各组果蝇各 ３ 只， 于冰上快速切取

头部， 置于 ４％ 多聚甲醛组织固定液中固定 ３ ｈ 以

上， 经过石蜡包埋、 切片、 贴片后， 分别进行 ＨＥ
染色和 Ｎｉｓｓｌ 染色， 中性树胶封片， 于显微镜下观

察并拍照保存。
２􀆰 ６　 果蝇肠道菌群 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析

２􀆰 ６􀆰 １　 样品收集　 给药结束后， 取 Ｗ１１１８组、 Ｅｌａｖ⁃
Ａβ４２组和 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （２ ∶ １） 组果蝇于冰上麻醉，
７０％ 乙醇消毒 ２ ｍｉｎ， 无菌水冲洗 ２ 次， 快速切取

腹部， 放入 １􀆰 ５ ｍＬ 无菌离心管中， 液氮速冻后保

存于－８０ ℃冰箱中备用， 每个样品收集 １００ 头左右

的果蝇腹部， 分别设置 ６ 个生物学重复。
２􀆰 ６􀆰 ２　 测序　 按照粪便基因组提取试剂盒说明书

提取 ＤＮＡ， 并对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因可变区 ３⁃４ （Ｖ３⁃
Ｖ４） 的条形码特异性细菌引物进行 ＰＣＲ 扩增。 在

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 平台上进行测序文库构建和

配对末端测序， 并利用百迈客云平台 （北京百迈

客生物科技有限公司） 分析数据。 将 Ｉ 原始图像数

据文件进一步处理， 通过对其进行碱基识别， 并转

化为原始序列， 将序列信息和相对应的测序质量信

息以 ＦＡＳＴＱ 文件格式保存。
２􀆰 ６􀆰 ３　 测序数据处理和分析 　 使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ
ｖ０􀆰 ３３ 软件对测序得到的 Ｒａｗ Ｒｅａｄｓ 进行过滤； 然

后使用 Ｃｕｔａｄａｐｔ １􀆰 ９􀆰 １ 软件进行引物序列的识别与

去除， 得到不包含引物序列的 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ。 质量

过滤完成后使用 Ｕｓｅａｒｃｈ ｖ１０ 软件， 通过 ｏｖｅｒｌａｐ 对

每个样品的 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ 进行拼接， 然后根据不同

区域的长度范围对拼接后数据进行长度过滤。 利用

ＵＣＨＩＭＥ ｖ４􀆰 ２ 软件， 鉴定并去除嵌合体序列， 得

到最终有效数据。 最后对得到的结果划分 Ｆｅａｔｕｒｅ
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（ＯＴＵｓ、 ＡＳＶｓ）， 分析菌群的多样性、 差异性、 相

关性等。
２􀆰 ７　 统计学分析 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 软件进

行处理， 实验数据以平均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示，
组间比较采用单因素方差分析， 方差齐时各组间比

较采用最小显著性差异法 （ＬＳＤ） 进行事后检验，
方差不齐时各组间比较采用塔姆黑尼 Ｔ２ 法进行事

后检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 作为差异具有统计学意义的标准。
３　 结果

３􀆰 １　 果蝇给药天数及 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 比例选择　 以各

组果蝇在给药 １０、 ２１、 ２８ ｄ 的攀爬能力作为判定

给药天数的标准。 给药 １０ ｄ， 各组果蝇攀爬能力比

较无明显差异 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）， 见图 １Ａ； 给药 ２１ ｄ，
Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组果蝇攀爬能力较 Ｗ１１１８ 组降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 各给药组果蝇攀爬能力较 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组无显

著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １Ｂ； 给药 ２８ ｄ， Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２

组果蝇攀爬能力较 Ｗ１１１８组降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 各给药

组果蝇攀爬能力较 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
且 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （２ ∶ １） 组攀爬指数最高， 见图 １Ｃ。

果蝇生存实验结果显示， Ｗ１１１８ 组、 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２

组、 Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ 组以及 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （３ ∶ １、 ２ ∶ １、
１ ∶ １、 １ ∶ ０、 ０ ∶ １、 １ ∶ ２、 １ ∶ ３） 组果蝇中位生存

期分别为 ４３、 ２９、 ３４、 ３１、 ３３、 ３１、 ３１、 ３２、 ３１、
３２ ｄ。 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组及各给药组果蝇中位生存期低于

Ｗ１１１８组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 各比例组的中位

生存期高于 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 且 ＨＰＡＲ⁃
ＡＴＲ （２ ∶ １） 组中位生存期最高， 见图 １Ｄ。

果蝇脑组织 Ａβ 水平测定结果显示， Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２

组果蝇脑组织 Ａβ 水平高于 Ｗ１１１８ 组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 各比例组果蝇脑组织 Ａβ 水平均低于

Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 且 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （ ２ ∶ １）
组 Ａβ 水平最低， 见图 １Ｅ。

综合以上结果， 确定给药天数为 ２８ ｄ， ＨＰＡＲ⁃
ＡＴＲ 比例为 ２ ∶ １， 按此条件进行后续实验。

注： Ａ～Ｃ 分别为给药 １０、 ２１、 ２８ ｄ 各组果蝇攀爬能力比较 （ｘ±ｓ， ｎ ＝ ９）； Ｄ 为各组果蝇生存实验结果 （ｎ ＝ ９）； Ｅ 为各组果蝇

脑组织 Ａβ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ６）。 与 Ｗ１１１８组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 给药天数对果蝇的影响

３􀆰 ２　 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 对 Ａβ４２转基因果蝇脑组织病理的

影响

３􀆰 ２􀆰 １　 ＨＥ 染色 　 如图 ２ 所示， Ｗ１１１８组果蝇脑组

织比较完整， 几乎观察不到空洞； Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组果

蝇脑组织切片可以明显观察大量神经元死亡后留下

的空洞， 表明 Ａβ４２转基因果蝇发生了神经退行性

病变； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组比较， Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ 组和 ＨＰＡＲ⁃
ＡＴＲ （２ ∶ １） 组果蝇脑组织中的空洞明显减少，
表明 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 可减轻 Ａβ４２转基因果蝇的神经退

行性变化。
３􀆰 ２􀆰 ２　 Ｎｉｓｓｌ 染色　 如图 ３、 表 １ 所示， 与 Ｗ１１１８组

比较， Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组果蝇脑组织尼氏体数量减少
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注： 蓝色箭头指向大量神经元死亡后留下的空洞。

图 ２　 各组果蝇脑组织 ＨＥ 染色

图 ３　 各组果蝇脑组织 Ｎｉｓｓｌ 染色

（Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组比较， Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ 组和

ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （２ ∶ １） 组果蝇脑组织可见清晰的尼氏

体， 尼氏体数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 １　 各组果蝇脑组织尼氏体数量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 尼氏体数量 ／ 个
Ｗ１１１８组 ２１８􀆰 ０±１３􀆰 ０

Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组 １３２􀆰 ０±８􀆰 ０＃＃

Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ 组 １８６􀆰 ７±８􀆰 ７∗∗

ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ（２ ∶ １）组 １６３􀆰 ３±７􀆰 ５∗

　 　 注： 与 Ｗ１１１８ 组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组比较，∗ Ｐ ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 对 Ａβ４２ 转基因果蝇脑组织 ＳＯＤ、
ＭＤＡ、 ＲＯＳ、 ＣＡＴ 水平的影响 　 与 Ｗ１１１８ 组比较，
Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组果蝇脑组织 ＳＯＤ、 ＣＡＴ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 ＲＯＳ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｅｌａｖ⁃
Ａβ４２组比较， Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ 组和 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （２ ∶ １）
组果蝇脑组织 ＳＯＤ、 ＣＡＴ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＭＤＡ、 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。
３􀆰 ４　 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 对 Ａβ４２转基因果蝇肠道微生物结

构的影响

３􀆰 ４􀆰 １　 样本微生物群落结构与分布 　 用 Ｃｒｉｃｏｓ 图

来描述样本与物种之间的对应关系， 该图反映了每

个样本的优势物种组成比例以及各优势物种在不同

样本之间的分布比例， 见图 ５Ａ。 果蝇肠道微生物

主要 有 变 形 菌 门 （ Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ ）、 厚 壁 菌 门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、 拟杆菌门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）、 放线菌门

注： 与 Ｗ１１１８组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组果蝇脑组织 ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＲＯＳ、 ＣＡＴ 水平比

较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ） 等。 各组果蝇肠道优势菌群均

是变形菌门， 其丰度均在 ８０％ 以上， 而厚壁菌门、
拟杆菌门和放线菌门在各组果蝇中的分布虽然略有

差异， 但仍以变形菌门为优势菌群。
３􀆰 ４􀆰 ２　 α⁃多样性 　 α⁃多样性为描述样本微生物多

样性的指标， 可直观表示物种的丰富度和均匀度，
体现 样 品 的 复 杂 性［４］。 本 研 究 选 取 Ｓｈａｎｎｏｎ、
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Ｓｉｍｐｓｏｎ、 Ｃｈａｏ１ 和 ＡＣＥ 指数这 ４ 种常用的 α⁃多样

性指数进行分析， 绘制箱式图， 比较各组间 ４ 种指

数的差异。 Ｃｈａｏ１ 指数和 ＡＣＥ 指数主要表示样本

中物种丰富度的大小， Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指

数主要表示样本的丰富度和均匀度［５］。 如图 ５Ｂ ～
５Ｅ 所示， 与 Ｗ１１１８ 组 比 较， Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组 Ｃｈａｏ１、
ＡＣＥ、 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２

组比较， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （２ ∶ １） 组 ４ 种指数均无明显

变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４􀆰 ３　 β⁃多样性 　 β⁃多样性指数分析是通过物种

距离比较样本在物种多样性方面的差异， 以及对不

同样本的微生物组成进行比较分析， 各组 β⁃多样

性说明了样本间的相似性， 数值差异越大， 表明各

组样品组成差异越大［６］。 本研究采用主坐标分析

（ＰＣｏＡ） 和非度量多维尺寸 （ ＮＭＤＳ） 分析了

ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 对 Ａβ４２转基因果蝇肠道微生物组成的

影响， 见图 ５Ｆ ～ ５Ｇ。 各组间组内距离相近， 组间

距离远， 表明各组肠道微生物的结构发生了变化。
与 Ｗ１１１８组比较， Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组肠道微生物组成发生

变化； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组比较， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （２ ∶ １）
组回调了肠道菌群组成分的改变。 以上结果证实了

ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 对 Ａβ４２转基因果蝇肠道微生态失衡的

改善作用。

注： Ａ 为微生物群落结构分布 Ｃｒｉｃｏｓ 图； Ｂ～Ｅ 分别为 Ｃｈａｏ１、 ＡＣＥ、 Ｓｈａｎｎｏｎ、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数； Ｆ～ Ｇ 分别为基于 ＯＴＵ 丰度的肠道

菌群 ＰＣｏＡ、 ＮＭＤＳ 分析。 与 Ｗ１１１８组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组果蝇样本微生物群落结构与分布 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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３􀆰 ４􀆰 ４　 肠道菌群组成差异分析　 根据数据库对比

结果， 门水平上物种组成存在显著差异的为放线菌

门， 研究表明放线菌门在体内发挥维持肠道生态平

衡、 参与营养物质代谢、 增强肠道免疫功能、 保护

肠黏膜屏障等作用， 为衡量肠道健康的重要指标。
与 Ｗ１１１８组比较， Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组放线菌门相对丰度降

低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组比较， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ
（２ ∶ １） 组放线菌门相对丰度升高且趋于正常 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 除放线菌门外， 门水平上物种组成差异不

明显， 故本研究仅对科和属水平的差异菌群进行统

计研究。
各组果蝇肠道菌群科水平分布结果见图 ６， 在

科水平上发现了 ６ 种潜在的差异菌， 分别为海丝菌

科 （ Ｍａｒｉｎｉｆｉｌａｃｅａｅ ）、 根瘤菌科 （ Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ ）、
摩 根 菌 科 （ Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａｃｅａｅ ）、 产 碱 菌 科

（Ａｌｃａｌｉｇｅｎａｃｅａｅ）、 梭菌科 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ）、 非固

醇菌原体科 （Ａｃｈｏｌｅｐｌａｓｍａｔａｃｅａｅ） 等。 与 Ｗ１１１８ 组

比较， Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组根瘤菌科、 摩根菌科、 产碱菌

科、 梭菌科、 非固醇菌原体科相对丰度降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组比较， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ
（２ ∶ １） 组摩根菌科、 梭菌科、 非固醇菌原体科相

对丰度升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 结果表明， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 干

预 Ａβ４２转基因果蝇的作用可能与调节摩根菌科、
梭菌科、 非固醇菌原体科相对丰度有关。

注： 与 Ｗ１１１８组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 科水平上菌群比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

　 　 各组果蝇肠道菌群属水平分析结果见图 ７， 在

属水平上发现了 １１ 种差异菌群， 包括臭杆菌属

（Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ）、 异根瘤菌属 （Ａｌｌｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、 新根

瘤 菌 属 （ Ｎｅｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ）、 副 根 瘤 菌 属

（Ｐａｒａｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、 根瘤菌属 （Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、 普罗威

登 斯 菌 属 （ Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ ）、 产 碱 杆 菌 属

（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）、 真杆菌属 （Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、 狭义梭菌

属 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ＿ ｓｅｎｓｕ ＿ ｓｔｒｉｃｔｏ ＿ １）、 沙门氏菌属

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、 厌氧支原体属 （Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ） 等。
与 Ｗ１１１８组比较， Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组普罗威登斯菌属、 狭

义梭菌属、 沙门氏菌属相对丰度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，

Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组比较， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ（２ ∶ １）
组普罗威登斯菌属、 狭义梭菌属、 沙门氏菌属、 厌

氧支原体属、 产碱杆菌属相对丰度升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 干预 Ａβ４２转基因果蝇

的作用可能与调节普罗威登斯菌属、 狭义梭菌属、
沙门氏菌属、 厌氧支原体属、 产碱杆菌属相对丰度

有关。
３􀆰 ４􀆰 ５　 基于线性判别效应量分析的差异菌群的验

证研究 　 线性判别效应量分析 （ ｌｉｎｅ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ， ＬＥｆＳｅ） 的核心原理是运用线性

判别分析 （ ｌｉｎｅ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＬＤＡ） 手段，
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注： 与 Ｗ１１１８组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 属水平上菌群比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

精准估算每个物种丰度对样本整体差异效果所产生

的影响程度， 以此筛选出对样本造成显著差异影响

的物种， 借助这一分析方法， 可直观地从相关图片

中洞察各样本的优势生物种群。 本研究将 ＬＤＡ 阈

值设定为 ４， 针对各组样品展开 ＬＥｆＳｅ 分析， 结果

　 　 　 　 　

见图 ８， Ｗ１１１８组中普罗威登斯菌属 （Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ）、
厌氧 支 原 体 属 （ Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ ）、 产 碱 杆 菌 属

（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ） 丰度较高； Ｅｌａｖ⁃Ａβ４２ 组中拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ） 丰度较高； ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （２ ∶ １） 组

中柠檬酸杆菌属 （Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ） 丰度较高。

图 ８　 ＬＥｆＳｅ 分析结果

４　 讨论

神经元细胞外 Ａβ 沉积是 ＡＤ 主要病理变化之

一， 其中毒性最强的是 Ａβ１－４２， 易于形成原纤

维［７］。 ＳＯＤ 是一种可以清除自由基的抗氧化酶［８］；
ＭＤＡ 作为脂质过氧化反应的产物， 可以反映机体

脂质的过氧化程度［９］； ＲＯＳ 水平是反映机体氧化

应激的重要指标［１０］； 而 ＣＡＴ 水平的高低则可反映

自由基清除能力［１１］。 氧化应激发生在 ＡＤ 的各个

阶段， 氧化程度随着疾病的进程不断加重， 故

ＳＯＤ、 ＭＤＡ、 ＲＯＳ、 ＣＡＴ 可以作为反应 ＡＤ 发展的
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重要影响因素。 研究表明， 黄芪中的多糖类和皂苷

类成分可以通过抑制 Ａβ 产生或聚集、 神经炎症等

发挥神经保护作用［１２］； 石菖蒲中的挥发油类成分

也可起到改善学习记忆能力、 防治 ＡＤ 的作用［１３］。
肠道菌群在维持宿主生物屏障、 免疫调节、 物

质代谢及营养吸收等方面发挥重要作用， 而昆虫肠

道共生菌同样可参与调控寄主的能量代谢与代谢平

衡。 相关研究表明， 肠道菌群可通过神经、 免疫和

循环途径调节中枢神经系统的发育和稳态； 同时，
中枢神经系统可通过内分泌反应等途径调控肠道微

生物群落结构［１４⁃１５］， 这种肠⁃脑轴的双向调控作用在

ＡＤ 的发生发展过程中同样具有重要意义。 近年来，
肠道菌群已经成为研究 ＡＤ 发生发展的新途径。

本研究结果表明， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 可延长 Ａβ４２ 转

基因果蝇生存时间， 提高其攀爬指数， 并降低脑组

织 Ａβ 水平， 且 ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 配伍比例 ２ ∶ １ 时效果

最佳。 此外， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ （ ２ ∶ １） 可通过降低

Ａβ４２转基因果蝇脑组织 ＲＯＳ、 ＭＤＡ 水平， 升高

ＣＡＴ、 ＳＯＤ 水平发挥神经保护作用。 １６Ｓ ｒＲＮＡ 高

通量测序结果显示， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 给药后， Ａβ４２转基

因果蝇肠道菌群的物种丰富度及菌群样本多样性无

明显改变， 而肠道微生物群的结构发生了变化。
Ａβ４２ 转 基 因 果 蝇 肠 道 科 水 平 上 摩 根 菌 科

（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａｃｅａｅ）， 梭菌科 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ）， 非固

醇菌原体科 （Ａｃｈｏｌｅｐｌａｓｍａｔａｃｅａｅ） 相对丰度降低，
属水平上普罗威登斯菌属 （Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ）、 产碱杆

菌属 （ Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）、 狭义梭菌属 （ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ＿
ｓｅｎｓｕ＿ ｓｔｒｉｃｔｏ＿ １）、 沙门氏菌属 （ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、 厌

氧支 原 体 属 （ Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ ） 相 对 丰 度 降 低；
ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 给药后可部分回调 Ａβ４２转基因果蝇肠

道微生物的结构。
综上所述， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ 可通过降低果蝇脑组

织 Ａβ 水平及氧化应激水平发挥神经保护作用， 从

而提高果蝇生存与运动能力。 此外， ＨＰＡＲ⁃ＡＴＲ
能在一定程度上改善 Ａβ４２转基因果蝇肠道微生物

的失衡。
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