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摘要 目的　探究口服丁酸钠经肠-肌轴对抗生素预处理的 CT26 荷瘤小鼠骨骼肌萎缩的影响以及其潜在的作用机制。        

方法　60只8周龄的SPF级BALB/c雄性小鼠，随机分为对照组（NC组，n=18），抗生素清扫组（ABX组，n=42）。ABX组

经灌胃给予四联抗生素预处理，NC组则灌胃给予等体积的无菌水（0.2 ml/次，1次/d，6 d/周，持续2周），四联抗生素混合

物由甲硝唑1 g/L、万古霉素0.5 g/L、氨苄西林1 g/L和庆大霉素1 g/L组成。确定预处理成功后，ABX组和NC组中各随机

抽取6只（分别命名为Abx组和NC0组）进行肠道菌群测序分析。剩余ABX组背部皮下接种0.2 ml CT26细胞悬液（细胞密

度为1×107/ml）后，再随机分为对照+荷瘤模型组（0_NaB组，n=12）、口服低剂量丁酸钠+荷瘤模型组（L_NaB组，n=12）、

口服高剂量丁酸钠+荷瘤模型组 （H_NaB 组，n=12），剩余 NC 组相同部位接种 0.2 ml 生理盐水。L_NaB 组给药量为           

0.3 g/（kg·d），H_NaB组给药量为0.5 g/（kg·d），NC组和0_NaB组给予等体积的生理盐水（0.2 ml/次，1次/d，6 d/周，持续4

周）。观察小鼠一般状态，测定各组小鼠前肢抓力、腓肠肌质量及其肌纤维横截面积，16S rRNA测序技术检测盲肠内容物

评估肠道微生物菌群结构变化，苏木精-伊红（HE）染色观测小肠壁病理结构变化，酶联免疫吸附测定（ELISA）检测血

清、腓肠肌 TNF-α、IL-6、IL-1β 及 LPS 含量，蛋白质印迹法检测小肠 ZO-1、闭合蛋白（occludin）表达及腓肠肌 TLR4/

MyD88/NF-κB信号通路相关蛋白的表达。结果　a. Abx组α多样性显著性低于 NC0组（P<0.01），肠道中绝大部分微生物菌

群被清除。b. 与NC组相比，0_NaB组小鼠皮下荷瘤凸显，并伴随第3、4周末体重均显著降低（P<0.05），腓肠肌质量及肌

纤维横截面积显著降低（P<0.01），以及第 5、6周时前肢抓力亦显著减弱（P<0.01）；与 0_NaB相比，L_NaB组和H_NaB

组小鼠荷瘤质量明显降低趋势，腓肠肌质量及肌纤维横截面积明显增加，第 5、6 周时前肢抓力显著增加（P<0.05，P<

0.01）。c. 与0_NaB相比，L_NaB组、H_NaB组α多样性中Shannon、Observed species指数显著性升高（P<0.05）；在属水平

上 ， 与 0_NaB 组 相 比 ， L_NaB 组 Paratutterella 相 对 丰 度 显 著 性 降 低 （P<0.01）， H_NaB 组 Escherichia-Shigella、

Parasutterella相对丰度值显著性降低（P<0.01）。d. 与0_NaB组相比，L_NaB组、H_NaB组小肠组织结构较完整，炎性细胞

浸润明显减少，毛细血管轻微扩张。其中，L_NaB组ZO-1、occludin表达量显著升高（P<0.01）。e. L_NaB组、H_NaB组腓

肠肌LPS浓度以及TLR4、MyD88、p-IκBα、p-NF-κB p65蛋白表达量显著性低于0_NaB组（P<0.05）；H_NaB组血清TNF-α

浓度及L_NaB组、H_NaB组腓肠肌TNF-α浓度显著性低于 0_NaB组（P<0.05，P<0.01，P<0.01）。结论　口服NaB可通过

改善CT26荷瘤小鼠肠道微生物菌群物种α多样性，调整肠道微生物菌群的组成，改善小肠黏膜屏障功能，抑制LPS诱导的

促炎反应，进而延缓骨骼肌萎缩，其潜在机制涉及骨骼肌TLR4/MyD88/NF-κB信号转导的下调。
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恶性肿瘤已成为一项重大的全球公共卫生挑

战，常伴随体重下降和骨骼肌萎缩等症状，其发病

机制涉及全身性炎症反应与胰岛素抵抗，已知这些

都受肠道微生物菌群的影响［1］。近年来肠道微生

物菌群与骨骼肌相互作用已经成为人类健康研究领

域的焦点，肠道微生物菌群结构和功能的改变可能

会影响骨骼肌质量和功能［2-4］，即骨骼肌病理生理

状态在很大程度上依赖于肠道微生物菌群组成及物

种丰度的变化［5］。

肠道微生物菌群的代谢产物，例如胆汁酸［6］、
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短链脂肪酸 （short chain fatty acids，SCFAs）［5，7］

以及内毒素 （脂多糖 （lipopolysaccharide， LPS））［4， 8］，

可通过能量代谢、炎症及免疫等多种途径直接或间

接影响骨骼肌的质量与功能，从而构成肠 -肌

轴［9-10］。其中，LPS作为革兰氏阴性菌外膜中的一

种强效内毒素，以其显著的促炎特性而备受关

注［4］。肠道微生物菌群紊乱及多样性下降可损害

肠黏膜屏障功能，导致LPS易位进入循环系统，并

通过血液运输至骨骼肌。在骨骼肌中，LPS通过激

活Toll样受体（Toll-like receptors，TLRs） /髓样分

化 因 子 88 （myeloid differentiation factor 8，

MyD88） /核 转 录 因 子 κB （nuclear transcription 

factor-κB，NF-κB）信号通路，促使促炎细胞因子

肿瘤坏死因子α （tumor necrosis factor-α，TNF-α）、

白介素 （interleukin， IL） -6 和 IL-1β 的生成与释

放，进而诱发骨骼肌炎症反应，最终导致骨骼肌

萎缩［4，8，10］。

丁酸 （butyric acid） 作为一种重要的 SCFAs，

是盲肠和结肠内微生物菌群以膳食纤维为底物发酵

的主要终末产物之一，在体内外实验中表现出较好

的抗炎作用，对调节肠道微生物菌群、维持肠道内

稳态发挥重要作用［11］。丁酸钠（sodium butyrate，

NaB）是丁酸的钠盐，NaB在多种疾病模型中具有

抗炎和免疫调节的作用［12-14］。多项研究表明，NaB

可通过调节TLRs/NF-κB信号通路来减轻LPS诱导

的炎症，例如肾损伤［15］、牛胚胎气管细胞炎

症［16］、坏死性小肠结肠炎体外 IEC-6细胞模型［17］、

牛巨噬细胞炎症反应［18］等。丁酸盐可通过肠道吸

收至外周血循环实现对TLRs及其相关信号分子表

达的抑制或促进作用，在治疗慢性炎症、恶性肿瘤

等相关疾病中具有巨大潜力［15，19］。然而，在癌症

患者或相关动物实验模型中，NaB对肠道微生物菌

群与炎症通路之间相互作用的调控机制目前仍不完

全明确，亟待进一步深入研究。

在 肿 瘤 相 关 研 究 中 ， 抗 生 素

（antibioticcocktail，ABX）预处理常用于构建伪无

菌肠道模型，有助于排除复杂菌群干扰，以模拟临

床肿瘤患者因治疗或疾病本身所致的肠道微生物菌

群失调状态。尽管 NaB 在肠道炎症和微生物菌群

调节中的作用已有报道，但其在抗生素预处理背景

下的肿瘤相关性肌萎缩模型中的作用尚未得到系统

研究。本研究创新性地采用四联抗生素预处理模拟

临床肿瘤患者常见肠道微生态紊乱状态，并结合

CT26荷瘤小鼠模型，明确将其与骨骼肌萎缩直接

联系，通过检测骨骼肌质量与功能、炎症因子及

TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路，系统揭示 NaB 通

过调控肠道菌群-肠道屏障-系统炎症-骨骼肌信号的

完整作用路径。本研究不仅拓展了 NaB 在复杂病

理环境下的应用场景，也为肠-肌轴调控肿瘤相关

性肌萎缩提供了新的实验依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

选用 BALB/c 雄性小鼠，8 周龄，60 只，SPF

级，购于斯贝福（北京）生物技术有限公司（生产

许可证号：SCXK（京） 2019-0010，实验动物质量

合格证编号：11032422010828851）。动物饲养及方

案经成都体育学院伦理委员会审核 （成体伦理

［2022］ 7 号）通过，使用标准啮齿类动物笼饲养

于成都体育学院SPF级动物房［实验动物使用许可

证号：SYXK（川） 2018-211］，4只/笼，高压灭菌

玉米芯垫料消毒垫于饲养笼，2 d更换 1次，自由

饮水饮食，动物实验室自然昼夜节律光照，保持良

好通风，控制室温21~23℃，相对湿度40%~60%。

适应性喂养 1 周后，将小鼠随机分为对照组

（NC 组，n=18），抗生素预处理组 （ABX 组，n=

42）。小鼠经过 2 周抗生素预处理后，从 NC 组和

ABX组各随机抽取6只（分别命名为NC0组和Abx

组），利用16S rRNA测序技术检测盲肠内容物，验

证抗生素清扫小鼠模型。剩余 ABX 组小鼠接种

CT26 细胞株后，随机分为对照 + 荷瘤模型组

（0_NaB组，n=12）、口服低剂量丁酸钠+荷瘤模型

组（L_NaB 组，n=12）、口服高剂量丁酸钠+荷瘤

模型组（H_NaB组，n=12）。再次分组时 4组间体

重无显著性差异。剩余NC组小鼠在相同部位接种

等体积生理盐水。

1.2　抗生素预处理方案

四联抗生素混合物溶于无菌水，采用灌胃方

式，ABX组小鼠每次给予 0.2 ml混合物溶液，NC

组小鼠每次给予等体积的无菌水，1次/d，6 d/周，

共持续 2 周。四联抗生素混合物由甲硝唑 1 g/L

（M1547，美国 Sigma-Aldrich）、万古霉素 0.5 g/L

（SBR00001，美国Sigma-Aldrich）、氨苄西林 1 g/L

（A9518，美国 Sigma-Aldrich） 和庆大霉素 1 g/L

（E003632，美国Sigma-Aldrich）组成［20］。

1.3　皮下注射CT26细胞株

CT26结肠癌细胞系（CL-0071，Procell）使用

CT26 专用培养基（CM-0071，Procell）在 5% CO2
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培养箱中培养，隔天传代培养。当细胞活力达到

95% 时，使用 0.25% 胰酶-EDTA 消化细胞 3 min，

加10%FBS完全培养液终止消化，将细胞悬液调整

为细胞密度 1×107/ml。于 10周龄末，腹腔麻醉后，

取 0.2 ml 细胞悬液接种于 ABX 组小鼠背部皮下，

NC组小鼠相同部位接种 0.2 ml生理盐水，所有操

作均在无菌条件下进行［21-22］。

1.4　口服NaB方案

采用灌胃给药方式，小鼠接种CT26细胞株次

日，即开始口服 NaB 干预。其中，L_NaB 组小鼠

给药量为0.3 g/（kg·d），H_NaB组小鼠为0.5 g/（kg·d），

0.2 ml/次，1 次/d，6 d/周，共持续 4 周，而 NC 组

和0_NaB组小鼠每次给予等体积的生理盐水。NaB

干预剂量主要参考前期文献［23-25］在类似动物模型

中（如肠道炎症、肠道菌群和代谢紊乱模型）所报

道的常用有效剂量范围进行确定。

1.5　动物取材及样本处理

动物实验结束后，禁食12 h，经腹腔注射麻醉

后，通过眼球采血并离心获取血清。随后在低温条

件下打开腹腔，取出盲肠段，清洗其外表面后，将

盲肠内容物挤出至无菌冻存管中，并于−80°C 保

存，用于后续肠道微生物菌群测序分析。另取小肠

段，清洗内外表面后，分别置于4%多聚甲醛中固

定或−80°C保存，以供后续进行苏木精-伊红（HE）

染色或蛋白质印迹检测。迅速分离腓肠肌组织，并

保存于−80°C，以备蛋白质印迹检测。

1.6　检测指标及方法

1.6.1　一般状态观察

每日观察并记录各组小鼠精神状态、反应情

况、进食饮水、体毛颜色、体形状态、荷瘤生长情

况等一般状态以及其他特殊情况。

1.6.2　小鼠骨骼肌质量指标检测

固定组织经脱水，石蜡包埋，切片脱蜡至水，

苏木精染色10~20 min，自来水冲洗1~3 min，盐酸

酒精分化 5~10 s，自来水冲洗 1~3 min，浸入 50℃

的温水中或弱碱性水溶液返蓝，直到出现蓝色为

止，自来水冲洗 1~3 min，浸入 85%酒精 3~5 min，

伊红染色3~5 min，水洗3~5 s，梯度酒精脱水，二

甲苯透明，中性树胶封固，图像采集，用 Image J

图像分析软件对骨骼肌横截面积进行测量。

1.6.3　小鼠前肢抓力的测试

利用 YLS-13A大小鼠抓力测定仪（济南益延，

中国）测量小鼠前肢抓力，每周末以1 min为间隔

进行3次连续的测量，取平均值。

1.6.4　肠道微生物菌群测序

a. DNA抽提和PCR扩增

采用 MagPure Soil DNA LQ Kit 试剂盒对样本

的基因组 DNA 进行提取，利用 NanoDrop 2000 超

微量分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测DNA浓度

和纯度，-20℃保存。以提取的基因组 DNA 为模

板，使用带Barcode的特异引物和Takara Ex Taq高

保真酶进行细菌16S rRNA基因的PCR扩增。通用

引 物 为 343F （5'-TACGGRAGGCAGCAG-3'） 和

798R （5'-AGGGTATCTAATCCT-3'），细菌多样性

鉴定区域为16S V3-V4区。

b. 文库构建和测序

PCR 扩增产物使用琼脂糖凝胶电泳检测和

AMPure XP beads磁珠纯化，以纯化后PCR扩增产

物为二轮PCR模板，并进行二轮PCR扩增，二轮

PCR 扩增产物再次使用琼脂糖凝胶电泳检测和

AMPure XP beads 磁珠纯化，Qubit 定量，Illumina 

NovaSeq 6000 测序平台测序，生成 250 bp 双端

reads。测序由上海欧易生物医学技术有限公司

完成。

c. 生物信息学分析

生物信息学数据分析也由上海欧易生物医学科

技有限公司完成。原始数据为FASTQ格式，数据

下机后，先使用Cutadapt软件将 raw data序列剪切

掉引物序列。再使用DADA2将上一步合格的双端

raw data按照QIIME 2 （2020.11）默认参数进行质

量过滤、降噪、拼接及去嵌合体等质控分析，得到

代表序列及 ASV 丰度表格。使用 QIIME 2 软件包

挑选出各个ASV代表序列后，将所有代表序列与

Silva （version138）数据库进行比对注释。物种比

对注释使用 q2-feature-classifier 软件默认参数进行

分析。采用QIIME 2软件进行 α多样性分析。α多

样性又称样本内多样性，Simpson、Shannon 指数

反映肠道微生物菌群物种多样性（即丰富度和均匀

度），Chao1、Observed species 指数衡量肠道微生

物菌群物种丰度（即物种总数），但不考虑每个物

种的占比情况（均匀度）。

操作分类单元 （operational taxonomic units，

OUT）物种注释后，采用贝叶斯算法对其代表序

列进行分类汇总，可得到样本在界 （kingdom）、

门 （phylum）、 纲 （class）、 目 （order）、 科

（family）、属 （genus）、种 （species） 这 7 个水平

上 的 绝 对 丰 度 （abundance） 以 及 相 对 丰 度

（relative abundance） 数据。由于不同菌株间拷贝
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数存在差异，绝对丰度分析结果存在误差，相对丰

度能一定程度抵消拷贝数不同和样品间的数量差

别，后续一般根据相对丰度结果进行分析。本实验

主要进行门、属上的群落结构分析。

1.6.5　小肠黏膜屏障功能指标检测

a. 各组小鼠小肠壁病理形态学的检测

利用HE染色技术检测各组小鼠小肠肠壁病理

形态学变化，具体实验步骤同 1.6.2中病理切片制

作。随后在生物显微镜下，重点观察肠壁各层结

构、炎性细胞浸润及黏膜完整性等形态学改变。

b. 各组小鼠小肠黏膜通透负相关蛋白 ZO-1、

闭合蛋白（occludin）表达的检测

取适量组织称重，总蛋白质提取时按 1 mg组

织/20 μl裂解液加入预冷RIPA裂解液（含PMSF），

匀浆，静置 10 min，低温离心取上清液，BCA 法

测定总蛋白浓度；将上样缓冲液 （2×loading 

buffer） 与蛋白质 （1∶ 1） 在水浴锅加热变性

（100℃，10 min），冷却分装，-20℃保存；SDS聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，湿法转膜，室温下

5%脱脂奶粉封闭 1 h，4℃封闭过夜孵育一抗，抗

ZO-1 抗 体 （21773-1-AP， proteintech） 及 抗

occludin抗体（ET1701-76，huabio）稀释液浓度分

别为1∶5 000和1∶1 000；第2天，TBST液洗涤，

室 温 孵 育 二 抗 2 h， 抗 体 HRP‑羊 抗 兔 IgG

（BA1054， BOSTER） 稀 释 浓 度 为 1∶ 10 000，

TBST 液再次洗涤；增强型化学发光 （enhanced 

chemiluminescence， ECL） 检 测 ， 暗 室 内 用

VisionWorks系统成像进行显影，使用 Image J软件

进行灰度值分析，以目的蛋白/β-actin计算出相对

表达量。

1.6.6　小鼠腓肠肌炎症指标检测

严格按照酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒

使用说明书检测血清、骨骼肌TNF-α、IL-6、IL-1β

及LPS含量。

采用蛋白质印迹法检测腓肠肌 TLR4/MyD88/

NF-κB 信号通路相关蛋白质表达水平，抗 TLR4

（AP1504a， abcepta）、 抗 MyD88 （ab219413，

abcam）、抗 IκBα （ET1603-6，huabio）、抗 p-IκBα

（ET1609-78，huabio）、抗NF-κB p65（ET1603-12，

huabio）和抗p-NF‑κB p65（YP0191，immunoway）

抗体稀释液浓度均为 1∶1 000，具体实验步骤

同1.6.5。

1.7　统计学处理

采用 SPSS22.0 软件进行统计学处理，所有数

据用平均值±标准差（x̄±s）表示。多组间比较采用

单因素方差 （one-way ANOVA） 进行分析，若方

差 齐 则 采 用 LSD 检 验 ； 若 方 差 不 齐 则 采 用 

Tamhane’s T2检验；两组间比较采用独立样本 t检

验；α多样性分析采用Wilcoxon秩和检验进行两两

比较。结果以P<0.05具有统计学意义。

2　结 果

2.1　抗生素预处理显著清除小鼠肠道中微生物

菌群

12例肠道样本经高通量测序后共产生 954 042

条序列，再经质量过滤、降噪、拼接及去嵌合体等

质控分析，共获得 726 597条有效序列，最终形成

ASV 3 443个。如图1a显示，NC0组和Abx组各有

相同的ASV 1个，NC0组特有ASV 3 217个，Abx

组特有ASV 224个。肠道微生物群原始测序数据已

存入美国国家生物技术信息中心（National Center 

for Biotechnology Information，NCBI）序列读取档

案（Sequence Read Archive，SRA）数据库，所提

交数据的BioProject登录号为：PRJNA1233653。

如 图 1b 显 示 ， Abx 组 Simpson、 Shannon、

Chao1、Observed species 4个指数显著性低于NC0

组（P<0.01）。

如图 1c所示，从门水平物种热图可见，抗生

素预处理可显著清除小鼠肠道中绝大部分的微生物

菌群，模拟无菌鼠的肠道环境。

2.2　口服NaB改善小鼠一般状态

与 NC 组相比，0_NaB 组小鼠呈现精神萎靡、

弓背、动作迟缓、食欲下降、体毛无光泽、立毛等

一般状态。L_NaB 组、H_NaB 组小鼠精神状态、

食欲、体毛光泽度等一般状态都稍强于0_NaB组。

接种CT26细胞株后，约第 9天徒手触摸到小

鼠皮下米粒般大小肿块，随后3组小鼠荷瘤体积逐

渐增大。取材时，3组小鼠全部形成荷瘤，成瘤率

100%。其中，与 0_NaB相比，L_NaB组和H_NaB

组小鼠荷瘤质量有明显降低趋势。

第 3、4 周末 0_NaB 组小鼠体重显著低于 NC

组，第 4 周末 H_NaB 组小鼠体重显著高于 0_NaB

组（P<0.05）。值得注意的是，第 4~6 周末 L_NaB

组、H_NaB组3组小鼠体重（含荷瘤质量）明显低

于NC组，而0_NaB组小鼠体重（含荷瘤质量）增

长最快，甚至高于NC组（图 2b）。再结合图 2a荷

瘤质量，提示口服NaB有利于CT26荷瘤小鼠瘦体

重保持。
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2.3　口服NaB对小鼠骨骼肌质量的保护效应

如图 3a 所示，与 NC 组相比， 0_NaB 组、

L_NaB组、H_NaB组腓肠肌湿重显著性降低（P<

0.01，P<0.05，P<0.01）。

如图 3b 所示，与 NC 组相比， 0_NaB 组、

L_NaB组、H_NaB组腓肠肌肌纤维横截面积显著减少

（P<0.01， P<0.01， P<0.05），与 0_NaB 组相比，

L_NaB组腓肠肌肌纤维横截面积显著增加（P<0.01）。

如图 3c所示，NC组小鼠腓肠肌肌纤维大小、

形态、结构基本正常，未见肌纤维萎缩、变性、坏

死，其他3组小鼠腓肠肌肌纤维大小不一、粗细不

等，可见不同程度的肌纤维萎缩、变性、坏死，其

中，0_NaB组最为严重。
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Fig. 1　Changes in the gut microbiota of mice following antibiotic pretreatment
(a) ASV distribution presented in a fan plot. The core number denotes ASVs common to all samples (core ASVs). Each petal number indicates the 

count of ASVs unique to that sample (total ASVs minus core ASVs). (b) Violin plots of alpha-diversity indices. b1: Simpson, b2: Shannon, b3: Chao1, 

b4: Observed species. P<0.01. (c) Heatmap of species abundance at the phylum level. Red indicates higher species relative abundance, while blue 

represents lower relative abundance.
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2.4　口服NaB对小鼠前肢抓力的保护效应

如图 4所示，与NC组相比，0_NaB组小鼠前

肢抓力在第5、6周显著降低（P<0.01），L_NaB组

和 H_NaB 组小鼠前肢抓力在第 6 周也显著降低  

（P<0.05），与 0_NaB 组相比，L_NaB 组和 H_NaB

组小鼠前肢抓力在第5、6周显著增加（P<0.05，P

<0.01）。

2.5　口服NaB改善小鼠肠道菌群多样性并调节其

结构组成

24 例 肠 道 样 本 经 高 通 量 测 序 后 共 产 生             

1 917 382 条序列，再经质量过滤、降噪、拼接及

去嵌合体等质控分析，共获得 1 180 238条有效序

列，最终形成ASV 2 470个。如图5a所示，NC组、

0_NaB 组、L_NaB 组、H_NaB 组各有相同的 ASV 
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4 个，NC 组特有 ASV 1 399 个，0_NaB 组特有

ASV 325 个，L_NaB 组特有 ASV 369 个，H_NaB

组特有ASV 361个。肠道微生物群原始测序数据已

存入 NCBI SRA 数据库，所提交数据的 BioProject

登录号为：PRJNA1233653。

如图 5b 所示：与 NC 组相比， 0_NaB 组、

L_NaB组、H_NaB组Simpson、 Shannon、Chao1、

Observed species 指数显著性降低 （P<0.01）；与

0_NaB 组 相 比 ， L_NaB 组 Simpson、 Shannon、

Observed species 指数显著性升高 （P<0.05， P<

0.01， P<0.01）； H_NaB 组 Shannon、 Chao1、

Observed species 指数显著性升高 （P<0.05， P<

0.01，P<0.01）。

如 图 5c 所 示 ， 在 门 水 平 包 括 拟 杆 菌 门

（Bacteroidota）、厚壁菌门（Firmicutes）、变形菌门

（Proteobacteria）、弯曲杆菌门 （Campilobacterota）

4种优势菌门；与NC组相比，0_NaB组拟杆菌门

（Bacteroidota）、变形菌门（Proteobacteria）相对丰

度值显著性升高（P<0.05，P<0.01），L_NaB 组拟

杆菌门（Bacteroidota）相对丰度值显著性升高（P

<0.05），H_NaB组拟杆菌门（Bacteroidota）、厚壁

菌门 （Firmicutes） 相对丰度值显著性升高 （P<

0.05）。在属水平上，与 NC 组相比，0_NaB 组、

L_NaB组和H_NaB组拟杆菌属（Bacteroides）、副

拟杆菌属（Parabacteroides）相对丰度值显著性升

高 （P<0.01）， 而 Muribaculaceae、 毛 螺 菌 属

NK4A136 （Lachnospiraceae_NK4A136_group） 相

对丰度值显著性降低（P<0.01），以及 0_NaB 组、

H_NaB组副萨特氏菌属（Parasutterella）相对丰度

值 显 著 性 升 高 （P<0.01）； 与 0_NaB 组 相 比 ，

H_NaB 组埃希氏菌 - 志贺氏菌属 （Escherichia-

Shigella）相对丰度值显著性降低（P<0.01），以及

L_NaB 组 、 H_NaB 组 副 萨 特 氏 菌 属

（Parasutterella） 相 对 丰 度 值 显 著 性 降 低 （P

<0.01）。

2.6　口服NaB增强小鼠小肠黏膜屏障功能

如图 6a 所示：NC 组小肠组织结构完整、清

晰，未见明显炎性细胞浸润和增生；0_NaB组小肠

组织结构较完整，局部见黏膜层变性坏死，少量炎

性细胞浸润，以淋巴细胞为主，部分纤维组织增

生，可见核呈长椭圆形的成纤维细胞，毛细血管轻

微扩张；L_NaB 组小肠组织结构较完整，局部见

黏膜层变性坏死，少量炎性细胞浸润，以淋巴细胞

为主，少量纤维组织增生，可见成纤维细胞；

H_NaB组小肠组织结构较完整，见极少量炎性细

胞浸润，毛细血管轻微扩张。

如图 6b所示，与NC组相比，0_NaB组ZO-1、

occludin 表达量显著降低 （P<0.01），与 0_NaB 组

比，L_NaB 组 ZO-1、 occludin 表达量显著升高  

（P<0.01）。
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2.7　口服NaB抑制小鼠腓肠肌炎症信号通路

如图 7a所示，与NC组相比，0_NaB组血清、

腓肠肌 LPS 浓度显著性升高 （P<0.05，P<0.01），

L_NaB 组腓肠肌 LPS 浓度显著性升高 （P<0.01），

与 0_NaB 组相比，L_NaB 组和 H_NaB 组腓肠肌

LPS浓度显著性降低（P<0.01）。

如图 7b所示，各组小鼠腓肠肌TLR4/MyD88/

NF-κB 信号通路相关蛋白表达量变化趋势为0_NaB

组>L_NaB 组>H_NaB 组>NC 组。与 NC 组相比，

0_NaB 组 TLR4、 MyD88、 IκBα、 p-IκBα、           
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Fig. 5　Changes in the gut microbiota
(a) ASV distribution presented in a fan plot. The core number denotes ASVs common to all samples (core ASVs). Each petal number indicates the 

count of ASVs unique to that sample (total ASVs minus core ASVs). (b) Violin plots of alpha-diversity indices. b1: Simpson, b2: Shannon, b3: 

Chao1, b4: Observed species. (c) The bar plot of gut microbiota community structure. c1: phylum-level community structure bar plot of mouse gut 

microbiota, c2: genus-level community structure bar plot of mouse gut microbiota.*P<0.05, **P<0.01.
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p-NF-κB p65 蛋白表达量显著性升高 （P<0.01），

L_NaB组TLR4、p-IκBα、p-NF-κB p65蛋白表达量

显著性升高 （P<0.05，P<0.01，P<0.05），H_NaB

组 p-NF- κB p65 蛋白表达量也显著性升高 （P<

0.05）； 与 0_NaB 组 相 比 ， L_NaB 组 TLR4、

MyD88、p-IκBα、p-NF-κB p65蛋白表达量显著性

降低（P<0.05），H_NaB组TLR4、MyD88、IκBα、

p-IκBα、p-NF-κB p65蛋白表达量显著性降低（P<

0.05）；与L_NaB组相比，H_NaB组p-IκBα蛋白表

达量显著性降低（P<0.05）。

如图 7c 所示，0_NaB 组、L_NaB 组血清炎症

因子 TNF- α、 IL-1β 浓度显著性高于 NC 组 （P<

0.05），H_NaB组血清炎症因子TNF-α浓度显著性

低于 NC 组和 0_NaB 组 （P<0.05）。 L_NaB 组、

H_NaB 组腓肠肌炎症因子 TNF-α 浓度低于 0_NaB

组（P<0.01）；0_NaB组、L_NaB组、H_NaB组腓

肠肌炎症因子 IL-6、 IL-1β 浓度高于 NC 组 （P

<0.01）。

3　讨 论

3.1　抗生素预处理模拟小鼠无菌肠道环境及CT26
荷瘤小鼠模型的验证

对于肠道微生物菌群的功能研究常用ABX预

处理来模拟无菌肠道环境，常通过灌胃或饮水从而

清除大部分肠道微生物菌群，有助于更好地了解肠

道微生物与宿主相互作用。在某些疾病模型中，应

用ABX所产生的伪无菌肠道环境可消除其他微生

物影响、促进干预细菌的定植，从而替代无菌小鼠

用于疾病研究［26］。本研究采用四联抗生素预处理

法，探究口服NaB对CT26荷瘤小鼠的肠道微生物

菌群结构、肠黏膜屏障功能、骨骼肌炎症的影响并

探索其初步机制。结果表明，经抗生素灌胃预处理

后，Abx 组小鼠肠道 ASV 数量急剧减少，肠道微

生物菌群 α 多样性显著性降低（P<0.01），有效清

除小鼠肠道内绝大部分肠道微生物菌群，成功模拟

了无菌肠道环境。

在肿瘤研究的多种模型中，皮下荷瘤模型因其

操作简便、重复性高而成为应用最为普遍的实验体

系之一［27］。该模型通常将小鼠或人类来源的肿瘤

细胞移植至免疫缺陷或免疫正常小鼠的皮下，使其

形成局部肿瘤，便于观察与干预［27］。目前已有多

种细胞系被用于构建疾病状态，包括CT26［28-29］或

C26［29］细胞诱导的结直肠癌模型、LLC细胞［30］构

建的Lewis肺癌模型，以及B16F10细胞［31］诱导的

黑色素瘤模型等。其中，CT26［28］或 C26［32］细胞

诱导的结直肠癌皮下荷瘤小鼠模型可稳定再现肿瘤
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Fig. 6　Changes in the small intestinal barrier function
(a) HE staining of the mouse small intestine (×400). The red arrow indicates focal mucosal degeneration and necrosis, the yellow arrow points to a 

fibroblast, the green arrow denotes dilated capillaries, the blue arrow highlights lymphocytes, and the black arrow identifies neutrophils.                  

(b) Expression of ZO-1 and occludin in the mouse small intestine: a comparison of tight junction proteins negatively correlated with intestinal 

permeability. **P<0.01.
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伴随的肌肉萎缩表型，已成为研究肿瘤相关性肌萎

缩最常用且最具有代表性的动物模型。本研究在利

用抗生素预处理模拟无菌肠道环境的基础上，采用

皮下注射CT26细胞株建立荷瘤小鼠模型，取材时

0_NaB 组、L_NaB 组和 H_NaB 组小鼠全部形成皮

下荷瘤，成瘤率 100%。由此可见，实验成功构建

了CT26荷瘤小鼠模型。

与 0_NaB 组相比，L_NaB 组和 H_NaB 组小鼠

前肢抓力在第 5、6周显著增加，腓肠肌湿重及其

肌纤维横截面积明显增加，提示口服 NaB 有利于

CT26荷瘤小鼠骨骼肌质量和功能保持。但遗憾的

是，本研究未设置“无抗生素+CT26+NaB组”及

“无抗生素+NaB组”作为对照组，从而难以完全排

除 2 周抗生素预处理本身对骨骼肌产生的独立影

响，尤其在炎症状态、代谢水平、肌肉质量与功能

等方面的具体效应。值得指出的是，在抗生素处理

结束后，各组小鼠体重并未表现出显著性差异，这

提示在后续实验阶段，抗生素预处理本身可能并未

对机体基础代谢状态造成显著影响。此外，本研究

发现，经口服NaB 4周后L_NaB组和H_NaB组小
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Fig. 7　Change of the gastrocnemius muscle inflammation in mice
(a) Comparison of LPS concentrations in mouse serum and gastrocnemius muscle. (b) Comparison of TLR4/MyD88/NF- κB signaling pathway 

protein expression in the mouse gastrocnemius muscle. (c) Comparison of inflammatory cytokine concentrations in mouse serum and gastrocnemius 

muscle.*P<0.05, **P<0.01.
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鼠荷瘤质量明显低于 0_NaB 组，并且精神状态、

食欲、体毛光泽度等一般状态得到显著改善。

3.2　口服NaB对荷瘤小鼠肠道微生物菌群的影响

丁酸盐在维持肠道健康方面发挥着关键作

用［13，33］。研究表明，外源性丁酸盐可通过增加有

益菌群［13，34］和减少有害菌群来调节肠道微生物菌

群组成，并刺激具有抗炎潜力的 SCFAs 生成菌的

增殖，从而调节肠道微生物菌群［33］。刘华缓等［35］

在炎症相关结直肠癌小鼠模型中发现，NaB干预可

一定程度恢复α多样性和群落构成变化，并在不同

水平改变物种构成比。Sun等［13］利用口服NaB干

预可减轻坏死性小肠结肠炎小鼠的肠道炎症并部分

纠正肠道微生物菌群紊乱。Wei 等［36］实验发现，

补充 NaB 能有效缓解肠道微生物菌群的失调，从

而改善肠道微生态的完整性。另外，粪便丁酸水平

可 能 成 为 评 估 粪 菌 移 植 （fecal microbiota 

transplantation，FMT）对溃疡性结肠炎疗效的生物

标志物，添加产丁酸细菌通过改变肠道微生物菌群

可能延长FMT对溃疡性结肠炎的治疗效果［37］。本

研究发现，口服NaB能使得CT26荷瘤小鼠肠道微

生物α多样性呈现上升趋势，一定程度上趋向正常

组，H_NaB组更加明显。进一步进行肠道微生物

菌群群落结构分析发现，0_NaB 组 Proteobacteria

相对丰度值显著性高于 NC 组（P<0.05），而明显

低于 L_NaB 和 H_NaB 组 （P>0.05）， H_NaB 组

Escherichia-Shigella 相对丰度值显著性低于 0_NaB

组（P<0.01），L_NaB 组、H_NaB 组 Parasutterella

相对丰度值显著性降低 （P<0.01） 也显著低于

0_NaB组（P<0.01）。其中，Proteobacteria是胃肠

道中一类适应性强、具有潜在致病性的常见菌，其

丰度升高可作为哺乳动物结肠肠道菌群失调的一个

潜在的微生物标志［38］，Escherichia-Shigella分类群

同时涵盖共生菌与病原体，其相对丰度的显著升高

均 应 视 作 肠 道 微 生 态 失 衡 的 潜 在 标 志 ，

Parasutterella 作为革兰氏阴性菌，其细胞壁成分

LPS 可因肠道黏膜屏障功能受损而易位进入体循

环 ， 进 而 通 过 激 活 TLR4/NF- κB 信 号 通 路 ，          

诱 发 局 部 肠 道 及 全 身 性 的 固 有 免 疫                         

炎症反应。 Proteobacteria、 Escherichia-Shigella、

Parasutterella相对丰度值的变化提示口服NaB可有

效地降低CT26荷瘤小鼠肠道微生物致病菌群。

3.3　口服NaB对荷瘤小鼠小肠黏膜屏障功能的

影响

肠黏膜屏障（intestinal mucosal barrier，IMB）

是机体阻止肠腔内有害物质如致病微生物、抗原和

促炎因子等入侵血液循环的重要屏障，包括机械、

生物、化学以及免疫屏障，其中，以机械屏障最为

重要［39］。众所周知，丁酸盐是肠道微生物菌群代

谢产生的关键 SCFAs，在维持 IMB 功能方面具有

重要作用［12］。研究表明，丁酸盐也是调控紧密连

接蛋白表达的重要信号分子，可显著上调claudin-1

和ZO-1的表达水平，增强肠上皮细胞间的紧密连

接结构，进而对维持肠道屏障完整性发挥关键作

用［40-41］。本研究中 L_NaB 组小鼠小肠壁 ZO-1、

occludin蛋白表达量显著高于 0_NaB组（P<0.01），

与上述文献［40-41］结果一致。丁酸盐还能够通过其

抗炎特性调节肠道局部免疫，有效抑制 TNF-α、

IL-1β、IL-6 及 IL-8 等促炎细胞因子的表达，并促

进抗炎因子 IL-10 的释放，从而维持肠道免疫稳

态［42］。本研究病理形态学观察到，与NC组相比，

0_NaB组小肠组织局部见黏膜层变性坏死，少量炎

性细胞浸润，以淋巴细胞为主，部分纤维组织增

生，可见经抗生素预处理的CT26荷瘤小鼠小肠组

织炎性细胞增多，提示其小肠黏膜屏障功能可能被

破坏，经为期 4 周 NaB 口服干预后，L_NaB 组和

H_NaB组小肠组织炎性细胞浸润明显减少，其中，

H_NaB 组仅见极少量炎性细胞浸润。此外，Liu

等 ［43］体内实验结果表明，丁酸盐可显著改善C26

恶病质小鼠的肠道屏障功能，有效抑制LPS易位，

并降低机体氧化应激水平；进一步的体外细胞实验

表明，丁酸盐可能通过调节氧化应激反应参与肌细

胞萎缩的调控过程。

3.4　口服NaB对荷瘤小鼠骨骼肌炎症的影响

研究表明，TLRs/MyD88/NF-κB信号通路在全

身性炎症反应中起着重要作用，与糖尿病肾病［44］、

胰岛炎症诱导的 β细胞功能障碍［45］等疾病进程显

著相关。而肠道微生物菌群代谢产物LPS在肠道内

主要发挥负性调节作用，能够通过识别并激活

TLR4相关信号通路，进而参与多种炎症性疾病的

调控。有研究表明，慢性肾病状态下肠道微生态失

调可引起循环LPS水平升高，并通过LPS/TLR/NF-

κB信号通路促进骨骼肌萎缩［46］。张玄［47］实验发

现，NaB可显著抑制甲状腺癌细胞增殖，减少促炎

因子TNF-α、IL-6的释放，并诱导细胞凋亡与G0/

G1期周期阻滞，其作用机制可能与调控TLR4/NF-

κB信号通路有关。

对比各组小鼠血清与腓肠肌中LPS的浓度观察

到，腓肠肌LPS浓度普遍低于血清水平，这可能与
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肠道微生物菌群代谢产物LPS进入血液循环，并随

之转运至骨骼肌［48］、肝脏［49］、大脑［50］等诸多个

外周器官有关。其中，L_NaB组和H_NaB组腓肠

肌LPS浓度显著性低于 0_NaB组（P<0.01）。随血

液运输至骨骼肌 LPS 激活腓肠肌 TLR4/MyD88/  

NF- κB 信号相关通路， L_NaB 组和 H_NaB 组

TLR4、MyD88、p-IκBα、p-NF-κB p65蛋白表达量

显著性低于 0_NaB 组 （P<0.05），且 H_NaB 组      

p-IκBα 蛋白表达量显著性低于 L_NaB 组 （P<

0.05），提示 p-IκBα可能在该信号通路调控中具有

重要作用，可能在H_NaB组中这一作用更为明显。

炎症因子结果显示，CT26荷瘤小鼠血清炎症因子

（TNF-α、IL-1β）、腓肠肌炎症因子（IL6、IL-1β）

浓度显著高于正常健康小鼠，经为期4周NaB口服

干预后，口服高剂量丁酸钠小鼠血清、腓肠肌及口

服低剂量丁酸钠小鼠腓肠肌 TNF-α 浓度显著低于

CT26荷瘤小鼠水平，尤以口服高剂量丁酸钠小鼠

血清、腓肠肌TNF-α浓度下降幅度明显。上述结果

提示，口服 NaB 显著抑制了骨骼肌内 LPS 诱导的

促炎反应，可能与下调其 TLR4/MyD88/NF-κB 信

号通路有关。

3.5　口服NaB经肠-肌轴的作用及可能机制分析

肠道微生物菌群的代谢产物是肠-肌轴调节骨

骼肌炎症的关键介质。肠道微生物菌群紊乱及多样

性下降可损害 IMB 功能，导致有害代谢产物 LPS

等易位进入循环系统，激活炎症通路，损害骨骼肌，

导致骨骼肌质量和功能下降［51］。本研究在利用抗

生素预处理模拟无菌肠道环境的基础上，发现口服

NaB使得CT26荷瘤小鼠肠道微生物 α多样性一定

程度上趋向正常组，调整了肠道微生物菌群的组

成，降低了 Proteobacteria、Escherichia-Shigella、

Parasutterella等潜在致病菌的相对丰度值。这一改

变进一步增强了小肠黏膜屏障功能，有效抑制LPS

诱导的促炎反应。进一步研究表明，上述效应可能

通过下调骨骼肌中 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路

而实现，从而为NaB经由肠-肌轴延缓肌肉萎缩提

供了关键分子依据。

3.6　本研究的不足

a. 本研究设计存在一定局限性，未设置“无抗

生素+CT26+NaB组”及“无抗生素+NaB组”作为

对照组，本研究系初步探索性工作，未来研究将在

此基础上开展进一步对照实验，以明确 NaB 在有

无抗生素背景下的独立效应，深入验证相关机制。

b. 本研究仅设置了低、高两个剂量 NaB        

0.3 g/（kg·d）与 0.5 g/（kg·d）进行干预，未能通过多

梯度浓度实验系统评估其量效关系并明确最佳作用

剂量。未来研究有必要设立更细致的剂量梯度，以

进一步阐明NaB量效特征并确定其最优干预浓度。

c. 本研究未对来自肠道菌群微生物代谢产物

LPS进行追踪定位，未能证明来自肠道菌群微生物

代谢产物LPS与腓肠肌上TLR4相结合，下一步拟

进行肠道黏膜、骨骼肌、血清代谢组学以及转录组

学的检测，试着从代谢组学或转录组学角度去验证

或进一步揭示机制。

4　结 论

口服NaB可通过改善CT26荷瘤小鼠肠道微生

物菌群物种 α 多样性，调整肠道微生物菌群的组

成，改善小肠黏膜屏障功能，抑制LPS诱导的促炎

反应，进而延缓骨骼肌萎缩，其潜在机制涉及骨骼

肌TLR4/MyD88/NF-κB信号转导的下调。
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Abstract　Objective  To explore the effect of oral sodium butyrate on skeletal muscle atrophy in CT26 tumor 

mice through the gut microbiota-skeletal muscle axis and its potential mechanism. Methods  Sixty SPF BALB/c 

male mice aged 8 weeks were randomly divided into a normal control group (NC, n=18) and a ABX-depleted 

group (ABX, n=42). The ABX mice were pretreated with a quadruple antibiotic cocktail via oral gavage (0.2 ml 

per administration, once daily, 6 d per week, for 2 weeks), whereas NC received an equal volume of sterile water. 

The quadruple antibiotic cocktail consisted of metronidazole (1 g/L), vancomycin (0.5 g/L), ampicillin (1 g/L), 

and gentamicin (1 g/L). Following successful pretreatment, six mice from each group were randomly selected for 

gut microbiota sequencing analysis and designated as the Abx group and the NC0 group, respectively. 
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Theremaining mice in ABX were subcutaneously inoculated in the dorsum with 0.2 ml of CT26 cell suspension 

(at a cell density of 1×107/ml). Then these mice were randomly allocated into three subgroups: a control tumor 

bearing model group (0_NaB, n=12), a tumor-bearing model group receiving low-dose oral sodium butyrate 

(L_NaB, n=12), a tumor-bearing model group receiving high-dose oral sodium butyrate (H_NaB, n=12). And 

mice in NC were inoculated at the same site with 0.2 ml of normal saline. The administration dose for L_NaB was 

0.3 g/(kg·d), that for H_NaB was 0.5 g/(kg·d), while NC and 0_NaB were given the same volume of normal 

saline (0.2ml per time, once daily, 6 d per week, for 4 weeks). The general condition of mice was monitored, and 

forelimb grip strength gastrocnemius muscle mass and its muscle fiber cross-sectional area were measured for 

each group. The structural changes in gut microbiota were assessed by 16S rRNA sequencing of cecal contents. 

Pathological alterations in the intestinal wall were examined via HE staining. Serum and gastrocnemius muscle 

levels of TNF‑α, IL-6, IL-1β, and LPS were quantified using ELISA. The protein expression of ZO-1 and 

occludin in the small intestine, as well as proteins associated with the TLR4/MyD88/NF-κB signaling pathway in 

the gastrocnemius muscle, were detected by Western blot analysis. Results  (1) The alpha-diversity in Abx was 

significantly lower than that in NC0 (P<0.01), a significant decrease of the mass and muscle fiber cross-sectional 

area of the gastrocnemius (P<0.01), with the majority of gut microbiota being effectively depleted. (2) Compared 

with NC, the subcutaneous tumors of mice in 0_NaB were prominent, a significant increase of the mass and 

muscle fiber cross-sectional area of the gastrocnemius, accompanied by a significant decrease in body weight at 

the end of the 3th and 4th week (P<0.05), and a significant weakening of the forelimb grasping strength at the 5th 

and 6th week (P<0.01). Compared with 0_NaB, the tumor mass of mice in L_NaB and H_NaB showed a 

significant decreasing trend, and the grip strength of the forelimbs significantly increased at the 5th and 6th week 

(P<0.05, P<0.01). (3) Compared with 0_NaB, the Shannon and Observed species indices in α diversity of L_NaB 

and H_NaB were significantly increased (P<0.05). At the genus level, compared with 0_NaB, L_NaB exhibited a 

significant decrease in the relative abundance of Parasutterella (P< 0.01), while H_NaB showed significant 

reductions in the relative abundances of both Escherichia-Shigella and Parasutterella (P < 0.01). (4) Compared 

with 0_NaB, the small intestinal tissue structure in L_NaB and H_NaB was more intact, the infiltration of 

inflammatory cells was significantly reduced, and the capillaries were slightly dilated. The expression levels of 

ZO-1 and occludin proteins in L_NaB were significantly increased (P<0.01). (5) The LPS concentration in the 

gastrocnemius muscle and the protein expression levels of TLR4, MyD88, p-IκBα, and p-NF-κB p65 in L_NaB 

and H_NaB were significantly lower than those in 0_NaB (P<0.05). The serum TNF-α concentration in H_NaB 

and TNF-α concentration in the gastrocnemius muscle of the L_NaB and H_NaB were significantly lower than 

those in 0_NaB (P<0.05, P<0.01, P<0.01). Conclusion  Oral administration of NaB can improve gut microbiota 

α diversity, adjusting its composition, improving intestinal mucosal barrier function, reducing the LPS-induced 

pro-inflammatory response, and delaying skeletal muscle atrophy. The underlying mechanism may involve down 

regulation of TLR4/MyD88/NF-κB signaling in skeletal muscle.  
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