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摘要

由于过敏性疾病在世界范围内流行且尚无治愈方法，因此有必要探讨其病理生理机制。由于过敏性疾病
与肠道菌群失调相关，本研究从宿主与微生物的分子层面，结合代谢组学和微生物组学，寻找可能的机
制。本研究对SD大鼠注射青蒿花粉提取物以诱导其对花粉的过敏反应，这种过敏反应降低了血液中的
缬氨酸、异亮氨酸、天门冬氨酸、谷氨酸、谷氨酰胺、吲哚丙酸和肌醇浓度，并减少了粪便中的短链脂肪酸
（SCFA）。来自于瘤胃球菌科（Ruminococcaceae）、毛螺菌科（Lachnospiraceae）和梭状芽孢杆菌
（Clostridiales）的几个有益菌属在模型组中表达减少，而幽门螺杆菌 Helicobacter 和阿克曼氏菌
Akkermansia仅在模型组中表达。此外，模型组肠道claudin-3和肝脏脂肪酸结合蛋白表达下调，与代谢变
化和细菌有关。本文的研究结果表明，氨基酸及其衍生物（尤其是缬氨酸和色氨酸的还原产物吲哚丙
酸）、短链脂肪酸和肠道微生物（特别是幽门螺杆菌Helicobacter和阿克曼氏菌Akkermansia）的改变可能
通过抑制claudin蛋白表达和影响黏液层而破坏肠道屏障功能，进而导致花粉过敏。

© 2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 
Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license 

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. 引言

花粉过敏是一种季节性过敏性鼻炎（allergic rhinitis, 

AR），主要影响上呼吸道系统。花粉过敏是由吸入的植物

花粉引起的，仅发生在特定的人群中[1]。据报道，由风

或者昆虫携带的花粉均可引起过敏反应，并且症状和严重

程度因个人的特定健康状况而有所不同[2‒3]。迄今为止，

源自草和树木的150多个花粉过敏原已在全球范围内得到

认可[4]。北美和欧洲的主要花粉过敏原分别是豚草属

（Ambrosia）和禾本科植物（Gramineae）的花粉。在中

国，尤其是在北部，蒿属植物（Artemisia）和葎草属植物

（Humulus）的花粉是引起秋季花粉过敏的关键因素[5‒6]。
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花粉过敏的主流学说是不平衡的免疫系统。Wambre

等[7]首先发现了一个名为TH2A的 2型辅助T细胞亚群，

该细胞亚群是过敏性疾病发病机制中涉及的特定细胞。虽

然对过敏性疾病中免疫细胞的研究已经进行了二十多年，

但仍然没有有效的策略来治疗这种过敏反应[8‒9]。研究

人员已经开始意识到过敏反应可能不只是一个简单特征的

免疫系统紊乱，同样全基因组的关联分析也鉴定出与花粉

过敏相关的数十个基因座[10‒11]。然而，异常基因并不

一定会导致表型的改变，从而降低其预测疾病的能力。其

他研究表明，肺上皮缺损与花粉过敏的风险有关[9]。但

是，迄今为止，还没有一个全面的理论可以解释花粉过敏

的病理过程。因此，对疾病发病机制的深入了解可能有助

于改进疾病监测和新的药物策略[12‒13]。

哺乳动物体内有 10万亿~100万亿个共生细菌，被称

为微生物群[14]。这种复杂的微生物群拥有的基因数量是

人类基因组编码基因的数百倍，可以参与广泛的代谢活动

[15]。然而，由于细菌数量众多，且对宿主-微生物群相互

作用的机制研究相对较少，因此确定宿主相关肠道菌群的

功能状态非常具有挑战性[16]。组学技术的出现，特别是

代谢组学的出现，为肠道细菌功能的研究开辟了新思路

[17]。代谢组学用于对生命系统中特定条件下的低分子量

代谢物，即代谢组进行分析[18]。从本质上讲，代谢组代

表了实时的整体生理状态，反映了基因组修饰和环境刺激

对生命系统的相互作用[19]。

肠道菌群失调与免疫介导的疾病如过敏性疾病的发病

机制有关。例如，与持续牛奶过敏的儿童相比，在牛奶过

敏缓解的儿童粪便中梭状芽孢杆菌和厚壁菌门出现富集

[17]。在本研究中，在大鼠模型中结合了非靶向代谢组学

分析和微生物多样性分析，更好地确定与花粉过敏相关的

肠道菌变化。本研究旨在识别与花粉过敏相关的代谢物和

肠道细菌，并深入了解与花粉过敏相关的潜在病理生理

机制。

2. 材料与方法

2.1. 化学试剂

高效液相色谱级乙腈、甲醇购自赛默飞世尔科技公司

（中国）。超纯水购自杭州娃哈哈集团有限公司。色谱级丙

酮购自国药集团化学试剂有限公司。N, O-双（三甲基硅

烷基）三氟乙酰胺（含1%三甲基氯硅烷）、O-甲氧基胺-

盐酸、d4-琥珀酸、丙酸和丁酸（99.9%）购自美国Sigma-

Aldrich 公司。醋酸（100%）购自德国默克公司。氯化

钠、碳酸氢钠和氢氧化铝购自北京索莱宝科技有限公司。

苯酚购自阿拉丁控股集团有限公司（中国）。

2.2. 动物实验

雄性SD大鼠，体重约200 g，购自中国医学科学院医

学实验动物研究所。所有动物都可以自由获取食物和水，

温度保持在 22~24 °C，光/暗循环 12 h。所有操作均经中

国医学科学院-北京协和医学院医学实验动物研究所动物

伦理委员会批准，符合机构准则和伦理规范。

将青蒿花粉溶于柯卡氏溶液（氯化钠5.00 g、碳酸氢

钠2.75 g、苯酚4.00 g、超纯水1000 mL）中，最终浓度为

1 mg·mL−1。然后将提取物与氢氧化铝按1∶1（体积分数）

的比例混合。将大鼠随机分为对照组（n = 8）和模型组

（n = 8）。经过 6天适应期后，分别于第 7天、第 13天和

第19天腹腔注射花粉佐剂混合物或生理盐水1 mL。致敏

后，在第 20~25 天对大鼠鼻腔滴注 20 uL（每个鼻孔

10 uL）的盐水或花粉提取物。实验结束时采集血浆、尿

液、粪便和肠道内容物。实验设计如图1（a）所示。

2.3. 模型验证

使用酶联免疫吸附测定（ELISA）确定花粉特异性的

免疫球蛋白 E（IgE）的水平。当使用 ELISA 试剂盒时，

严格遵循制造商的方案（美国BioTSZ公司）。将鼻腔的组

织标本固定在4%多聚甲醛溶液中，然后浸入乙二胺四乙

酸（EDTA）溶液中进行脱钙化两周。苏木精和曙红染色

用于染色组织。

2.4. 代谢组学

血浆、尿液、粪便和肠道内容物立即保存在−80 ℃冰

箱直至用于分析。血浆和粪便代谢组学分析采用日本岛津

公司的GC-2010 Plus气相色谱系统与GCMS-QP2020单四

极杆型气相色谱质谱联用仪。样品处理和气相色谱-质谱

（GC-MS）分析都遵循补充方法中总结的既定规程。

2.5. 肠道屏障功能标志物的测定

采用尿 claudin-3 的 ELISA 试剂盒 （目录号 KL-

CLDN3-Ra；上海康朗生物科技有限公司）、L-FABP 的

ELISA试剂盒（目录号ARB12324；北京百奥莱博科技有

限公司）；I-FABP 的 ELISA 试剂盒（目录号 ARB14534；

北京百奥莱博科技有限公司）测定尿中claudin-3、肝脏和

肠道脂肪酸结合蛋白（L-FABP和 I-FABP）水平。

2.6. 实时定量聚合酶链反应测定 claudin-3 和 L-FABP 的

表达

采用实时定量聚合酶链反应（RT-qPCR）检测肠道中

claudin-3 和 L-FABP 的表达。用 NucleoZOL 试剂（Mach‐
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ery Nagel，德国）分离提取总 RNA（每 100 mg 组织加

1 mL NucleoZOL），并使用QuantScript RT试剂盒[天根生

化科技（北京）有限公司]逆转录成 cDNA。将所得 cDNA

用作模板。RT-qPCR引物来自于已发表的参考文献[20‒

21]，如表1所示。甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）作为

内参。使用 ABI 7500 实时聚合酶链反应（PCR）系统

（Applied Biosystems，美国）进行RT-qPCR。反应条件如

下：95 °C预变性 30 s，然后进行 40个溶解循环（95 °C, 

10 s）和退火/延伸（60 °C, 30 s）。每个模板的PCR反应在

96孔板中重复三次。将循环阈值（Ct）用于比较对照组

和模型组之间的基因表达水平。

2.7. 微生物多样性分析

根据制造商的说明，使用E.Z.N.A.®土壤DNA试剂盒

（Omega Bio-tek，美国）从粪便样本中分离微生物DNA。

用引物 338F（5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3′）和

806R（5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′）扩增细菌

16Sr RNA基因的V3~V4区。然后从 2%的琼脂糖凝胶中

提取PCR产物，使用AxyPrep DNA凝胶提取试剂盒（Axy‐

gen Biosciences，美国）进行纯化。对纯化后的扩增子进

行 Illumina MiSeq测序分析。

2.8. 粪便中短链脂肪酸的靶向分析

该方法参考了先前发表的研究[22]。将所选短链脂肪

酸（SCFA）的储备溶液溶解在丙酮中，乙酸的浓度为

50 ug·mL−1，丙酸和丁酸的浓度为2 ug·mL−1。通过将三种

短链脂肪酸标准品混合在一起制备校准曲线（乙酸浓度：

50 ng·mL−1、 100 ng·mL−1、 250 ng·mL−1、 500 ng·mL−1、

1000 ng·mL−1、2500 ng·mL−1、5000 ng·mL−1、12 500 ng·mL−1、
25 000 ng·mL−1 和 50 000 ng·mL−1；丙酸和丁酸浓度：

2 ng·mL−1、 4 ng·mL−1、 10 ng·mL−1、 20 ng·mL−1、

40 ng·mL−1、100 ng·mL−1、200 ng·mL−1、500 ng·mL−1、

1000 ng·mL−1和 2000 ng·mL−1）。称量每个粪便样品，并

在室温（20~25 ℃）下在 8倍（g·mL−1）丙酮中浸泡 3 h。

对样品进行涡旋：4 °C、2450 r·min−1离心5 min。收集上

清液用于气相色谱（GC）分析（GC-2014；日本岛津公

司），用于分离短链脂肪酸，仪器参数与之前发表的研究

[22]相同。

2.9. 统计分析

将获得的 GC-MS 数据在 R Studio 的“XCMS”包中

进行处理（峰值拾取和校准）。在R中分别归一化后，将

质量控制（QC）样本中相对标准偏差低于30%且70%的

样本存在的特征纳入后续多变量分析。在经过对数变换和

帕累托优化之后，对数据进行正交偏最小二乘判别分析

（OPLS-DA）。然后利用由OPLS-DA模型得到的S图，基

图1. 动物模型的建立与评价。（a）动物实验设计；（b）血清特异性 IgE水平；（c）鼻黏膜粒细胞密度。数据为每组 8只大鼠的均值±标准差（SD）。
***P < 0.001，采用Mann-Whitney检验。

表1　本研究中使用的引物序列

Primer name

Claudin-3 (forward)

Claudin-3 (reverse)

L-FABP (forward)

L-FABP (reverse)

GAPDH (forward)

GAPDH (reverse)

Primer sequence (5'‒3')

CATCCTGCTGGCCGCCTTCG

CCTGATGATGGTGTTGGCCGAC

CCTCATTGCCCATATGAACTTCTCCGG

AGCGGATCCTAAATTCTCTTGCTGACTC

GCCACATCGCTCAGACACCA

CTCAGCCTTGACGGTGCCAT
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于协方差P[1]和Pcorr值（P[1] > 0.05, Pcorr > 0.8，或P[1] < 

−0.05, Pcorr < −0.6）进行筛选。所有多变量分析均采用

SIMCA（版本 14；MKS Umetrics AB，瑞典） [23]进行。

选择最具差异表达的特征在原始数据中进行半量化，特征

水平用峰面积与内部标准峰面积的比值进行表征。通过比

对美国国家标准与技术研究院（National Institute of Stan‐

dards and Technology, NIST）数据库，对代谢物进行鉴定。

为了比较对照组和模型组，本研究使用单变量非参数

Mann-Whitney检验（双侧）检测代谢特征水平。

为了研究每种代谢物和细菌菌株与花粉过敏之间的关

联，采用了 Spearman相关性分析。使用免费在线Major‐

bio云平台（上海美吉生物医药科技有限公司）进行微生

物多样性分析。

3. 结果

3.1. SD大鼠的花粉过敏特征

在激发阶段（从第20天到第25天），在模型组中观察

到明显的花粉诱导的鼻炎症状。大鼠在受到花粉提取物的

刺激后不久开始打喷嚏和挠鼻子。为了进一步证实花粉过

敏的发展，在大鼠被安乐死后测量血清特异性 IgE水平。

与预期结果一致，模型组大鼠的 IgE水平显著增加（增加

约1.5倍；P < 0.001），表明建立的模型成功。此外，在激

发阶段结束后，模型组鼻黏膜中的粒细胞密度也高于对照

组[见图1（b）、（c）以及附录A中的图S1]

3.2. 花粉过敏大鼠血浆代谢组学的变化

在确认该模型建立成功后，对血浆样本进行代谢组学

分析，以寻找与花粉过敏相关的代谢物。OPLS-DA模型

显示，对照组和模型组血浆代谢谱有明显差异，生化指标

发生改变[图2（a）]。为了确定哪个代谢物是对照组和模

型组之间最明显的鉴别特征，使用相应的相关 S图[图 2

（b）]根据本文第二节方法部分所述的标准进行处理。选

择了 14个代谢物。在检查原始数据和对比NIST数据库

后，有 12个代谢物的相似性指数超过 85，即缬氨酸、胆

固醇、柠檬酸盐、苏氨酸、尿素、异亮氨酸、天冬氨酸、

亮氨酸、谷氨酸、谷氨酰胺、吲哚丙酸（IPA）和肌醇。

然后，在原始数据中测量这些代谢物的峰值面积（标准化

为内标），以进行单变量分析。胆固醇、柠檬酸盐、苏氨

酸和尿素不在分析范围之内，因为这些差异没有统计学意

义。支链氨基酸亮氨酸在模型组中未显示出实质性改变。

缬氨酸和异亮氨酸在模型组中均显著降低，分别下降为原

来的 57%和 52%，因此，不排除亮氨酸。模型组血浆天

冬氨酸、谷氨酸、谷氨酰胺、IPA和肌醇水平下降[ P < 

0.05；图2（c）]。其中，IPA是肠道微生物衍生的代谢物

（减少为原来的50%），如图2（c）所示。

3.3. 粪便微生物群的生态多样性

由于肠道菌群失调与过敏性疾病有关，并且在本研究

中观察到肠道菌代谢物的变化，因此对粪便微生物群组成

进行了分析，以探索组成差异，以及模型组中改变的微生

物群与宿主血液中代谢物相关的程度。将粪便样品进行

图2. 对照组和模型组大鼠血浆样本的代谢组学分析。（a）OPLS-DA模

型图。（b）S-plot模型图。每个点代表一个特征，红色的点是基于本文

第二节方法部分所述的标准选择的点。（c）小提琴图显示对照组和模型

组之间的代谢特征水平。数据为每组 8 只大鼠的均值±标准差。采用

Mann-Whitney检验，*P < 0.05，**P < 0.01。NS：无统计学意义。
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16S rRNA测序，如下所述：共分析了998 342个读数，并

将其聚类为 835个操作分类单元（OTU）。与对照组大鼠

相比，模型组大鼠OTU的OPLS-DA图显示出明显的变化

[图3（a）]。

为了研究花粉过敏大鼠体内微生物群的具体变化，本

研究评估了模型组和对照组在不同菌群水平上的相对丰

度。在大鼠粪便样本确定的门中，疣微菌门仅存在于模型

组。厚壁菌和拟杆菌是主要的门；模型组中厚壁菌与拟杆

菌的比例低于对照组，为0.67，表明厚壁菌门中的生物丰

度较低[图 3（b）]。在科水平上，模型组中瘤胃球菌科

（Ruminococcaceae）和毛螺菌科（Lachnospiraceae）的相

对丰度降低，而普雷沃氏菌科（Prevotellaceae）和疣微菌

科（Akkermansiaceae）的相对丰度增加[图3（c）]。

在属水平上，还观察到模型组和对照组之间的显著变

化，模型组包含更少的细菌菌株[图3（d）]。来自瘤胃球

菌科的有益菌属，以及毛螺菌科中的Blautia、梭菌科中

的Romboutsia和Clostridium的相对丰度显著减少或消失。

这些有益属可能产生短链脂肪酸。在瘤胃球菌科中，

Ruminococcaceae_UCG-005 的相对丰度从 10% 降至 3%，

Ruminococcaceae_UCG-009 的相对丰度从 0.075% 降至

0.025%，Ruminococcaceae_NK4A214_group的相对丰度从

1.1% 下降至 0.03%。在毛螺菌科中， Lachnosspirace‐

ae_FCS020_group 和 Blautia 的相对丰度分别从 0.05% 和

2% 降至 0.02% 和 0.1%。 Unclassified_o_Clostridiales 和

Romboutsia相对丰度分别降低（变为原来的 15%和 26%）

（P < 0.05，图4）。梭菌属Clostridium_sensu_stricto_1在模

型组中几乎消失。有趣的是，阿克曼氏菌、普雷沃氏菌属

Prevotellaceae_Ga6A1_group和幽门螺杆菌（Helicobacter）

仅在模型组中检测到，而在对照组中未检测到（图 4）。

除这些差异外，对照组中的真杆菌属（Eubacterium_noda‐

tum_group）丰度也较高，是模型组的4倍。

3.4. 短链脂肪酸的变化和上皮细胞的完整性测定

之前研究发现模型组大鼠产短链脂肪酸菌群减少，为

了验证这一发现，测定了粪便中三种短链脂肪酸（乙酸、

丙酸和丁酸）的水平。还检测了由粪便代谢组学检测到的

单糖，已知这些单糖被细菌代谢，产生短链脂肪酸。粪便

中短链脂肪酸和单糖的浓度差异显著。如图 5（a）、（b）

图3. 不同水平的微生物群多样性分析。（a）OPLS-DA模型图；（b）基于门水平的群落分析；（c）基于科水平的群落分析；（d）显示前 45个属的

热图。

5



所示，模型组中乙酸、丙酸和丁酸水平显著降低。因此，

模型组中测定的两种单糖均有积累。该分析表明，由于肠

道生态失调，模型组的短链脂肪酸水平降低。这证实了对

照组和模型组大鼠产短链脂肪酸菌群丰度的差异。

先前的研究已经表明短链脂肪酸和其他菌群代谢物可

以维持上皮屏障，因此本研究对模型组和对照组的肠道完

整性进行了评估。L-FABP和 I-FABP是上皮细胞完整性的

生物标志物，claudin-3属于紧密连接蛋白，因此，本研究

首先在蛋白质水平上对它们进行测量。结果显示，模型组

大鼠尿中 claudin-3 和 L-FABP 水平较低，claudin-3 和 L-

FABP分别下降为原来的 50.76%和 81.97%，而 I-FABP水

平无明显变化[图5（c）]。然后，研究了肠道 claudin-3和

L-FABP 在转录水平上的含量。与预期一致，模型组中

claudin-3和L-FABP表达下调，其转录水平下调幅度甚至

高于蛋白水平，claudin-3和L-FABP下降为原来的30.40%

和0.10% [图5（d）]。这些观察结果表明肠道的完整性受

到了破坏。

3.5. 代谢组学、肠道菌群和生物学指标测定

为了确定代谢物的相对数量、肠道细菌的相对丰度和

生物学指标之间是否存在相关性，本研究计算了 Spear‐

man相关系数。三种细菌菌株，即幽门螺杆菌、真杆菌属

和梭菌属（Clostridium_sensu_stricto_1）与血清 IgE 水平

显著相关。在三种细菌中，幽门螺杆菌与几乎所有血浆代

谢物显著相关。虽然未检测到 Lachnospiraceae_FCS020_

group与血清 IgE之间的相关性，但其与异亮氨酸、IPA和

肌醇呈正相关。至于代谢物，只有 IPA和血清 IgE呈负相

关（图6）。

claudin-3 与血清 IgE 水平呈负相关 [ r = −0.77, P = 

0.013；图 7（a）]，与缬氨酸、谷氨酸、IPA、天冬氨酸

和肌醇呈正相关[图7（b）]。值得注意的是，claudin-3与

幽门螺杆菌之间存在强烈的相关性，幽门螺杆菌是唯一与

claudin-3显著相关的属[ r = −0.79, P = 0.009；图 7（c）]。

L-FABP与Blautia呈正相关，与阿克曼氏菌和Prevotella‐

ceae_Ga6A1_group。L-FABP 水平与血清 IgE 或血浆代谢

物水平之间无相关性。

4. 讨论

在 7 种下调的氨基酸或其代谢物中，支链氨基酸

（BCAA）缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸是必需的，不能由人

类合成，因此，它们来源于摄入的食物或由肠道微生物合

成。由于对照组和模型组的大鼠接受相同的食物喂养，

图4. 变化细菌菌株的单变量分析。数据为每组6只大鼠的均值±标准差，使用Mann-Whitney检验，*P < 0.05，**P < 0.01。ND：未检测到。
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BCAA的下降趋势有可能是由花粉过敏引起的肠道微生物

群的异常蛋白质代谢引起的。然后，本文分析了春季花粉

过敏所致鼻炎患者的数据，所有BCAA在花粉过敏发作阶

段表现出类似的减少趋势，亮氨酸显著减少为原来的

87.72% [24]。IPA是色氨酸的细菌衍生代谢物[25]。色氨酸

也是一种必需氨基酸。与BCAA类似，不同水平的 IPA也

可能是肠道微生物代谢能力改变的结果。通过 16S rRNA

测序检测到的肠道微生物群的失调证实了这些变化，异亮

氨酸与Lachnospiraceae_FCS020_group呈正相关，而缬氨

酸与幽门螺杆菌呈负相关。据报道，一些细菌菌株可产生

IPA。在本研究中没有发现这些细菌菌株；相反，研究发

现 IPA与Ruminococcaceae_UCG-005、Helicobacter、Lach‐

nospiraceae_FCS020_group 和 Eubacterium_nodatum_group

的相对丰度密切相关。其中，Ruminococcaceae_UCG-005，

Lachnospiraceae_FCS020_group和Eubacterium_nodatum_

group均属于梭菌目，可将色氨酸代谢为 IPA [26]。此外，

在人体血清样本中发现 IPA水平与瘤胃球菌科菌株之间呈

正相关[27]。因此，这些肠道细菌数量的减少可能是 IPA

水平降低的原因。

IPA已被发现通过激活孕烷X受体来调节小鼠肠道屏

障功能，该受体进一步上调紧密连接蛋白（如 claudins和

occludins）的表达[28]。IPA是唯一与 IgE水平呈显著相关

的代谢物，IPA与 claudin-3呈正相关。这可能在一定程度

上解释了模型组claudin-3表达的抑制。谷氨酰胺是哺乳动

物生物体液中丰富的非必需氨基酸，已被证明是肠黏膜屏

障功能的重要营养物质[29‒30]。作为细胞快速分裂的主

要底物，谷氨酰胺可以调节紧密连接蛋白[包括 claudin-1、

occludin和zonula occludens-1（ZO-1）]的表达。谷氨酰胺

的减少可能导致这些蛋白的减少和肠绒毛的萎缩[29‒31]。

谷氨酰胺主要通过激活Ca2+/钙调素-依赖性的蛋白激酶激

活蛋白激酶信号通路来增加紧密连接蛋白的水平，改善肠

道屏障完整性[30]。

BCAA也有助于肠道屏障功能。BCAA的缺乏，尤其

是异亮氨酸的缺乏，可能导致免疫功能受损和病原体易感

性增加[32‒33]。异亮氨酸可诱导上皮细胞和免疫细胞中

β-防御素的表达，在哺乳动物先天免疫中发挥作用[34]。

此外，异亮氨酸可能为动物组织中谷氨酰胺的合成提供

氮，缺乏异亮氨酸会抑制上述紧密连接蛋白的表达[35]。

图5. 粪便短链脂肪酸（a），粪便单糖（b），蛋白质水平的claudin-3、L-FABP和 I-FABP（c），以及转录水平的claustin-3和L-FABP（d）的测定。使用

Mann-Whitney检验，*P < 0.05，** P < 0.01。
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在本研究中，异亮氨酸和谷氨酰胺之间存在着显著的正相

关关系，这在一定程度上证明了它们之间的相互作用。缬

氨酸的缺乏也会通过促进促炎细胞因子，同时阻止抗炎细

胞因子而损害肠道的免疫屏障。同时，缬氨酸的缺乏会通

过抑制occludin、claudin-3和ZO-1的转录，从而降低肠道

的屏障功能[36]。因此，缬氨酸水平的降低也可能导致

claudin-3表达的抑制，因为在本研究中观察到缬氨酸和

claudin-3之间存在显著的正相关关系。屏障完整性的破坏

可能导致肠道通透性增加，导致细菌易位以及过敏原和蛋

白渗透的增加[29,37‒38]。因此，这些结果提示肠道屏障

功能障碍可能参与花粉过敏的病理改变。

巧合的是，本研究观察到的肠道生态失调也可能导致

肠道屏障功能异常。与对照组相比，模型组厚壁菌门的相

对丰度较低。这种减少在气道过敏儿童中也有报道[39]。

在厚壁菌门中，减少的细菌大多数是能够通过代谢膳食纤

维而产生短链脂肪酸的菌株，包括 Eubacterium_noda‐

tum_group以及来自瘤胃球菌科和毛螺菌科及梭菌属的菌

种。瘤胃球菌科和毛螺菌科是丁酸的主要生产者[40]。梭

菌属主要产生丙酸[41]。肠道微生物群落的这种变化与三

种最丰富的短链脂肪酸（乙酸、丙酸和丁酸）水平的下降

以及单糖积累水平相一致。来源于瘤胃球菌科和毛螺菌科

的物种已被证明与鸡蛋过敏有关，但在这些研究中，毛螺

菌科和瘤胃球菌科中某些属的丰度增加与儿童鸡蛋过敏有

关，这与本研究的观察结果不同[42]。

短链脂肪酸是肠道上皮细胞的重要养料，尤其是丁

酸，是结肠上皮细胞的首选能量来源，对维持肠道健康至

关重要[43‒44]。短链脂肪酸也是肠道免疫反应和上皮细

胞保护功能的重要介质[45‒46]。短链脂肪酸刺激肠内紧

密连接蛋白的表达，增加黏蛋白的表达，改善肠道形态。

它们还能降低凋亡细胞的百分比，减弱脂多糖诱导的细胞

旁通透性的增加，最终促进上皮细胞的完整性和修复[47‒

48]。具体来说，微生物产生的丁酸盐主要在肠道中发挥

图6. 血浆代谢物、IgE水平和肠道细菌菌株之间的相关性分析。
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关键作用。它增加了上皮细胞对氧气的消耗，参与协调屏

障保护功能[44,49‒50]。乙酸通过减少炎性细胞因子的合

成而具有抗炎作用[51]。除了产生短链脂肪酸外，这些菌

株还在维持肠道和全身免疫稳态中发挥作用。研究发现，

来自健康人体样本的梭状芽孢杆菌菌株可增强调节性T细

胞丰度，并可阻断对食物过敏原的致敏作用，减轻过敏性

腹泻[52‒53]。

除了产生短链脂肪酸的细菌，幽门螺杆菌也引起了本

文研究人员的注意，因为该菌株与 IgE和 claudin-3水平都

呈现出显著的负相关。研究表明，幽门螺杆菌会抑制胃上

皮细胞紧密连接处 claudin分子的表达，导致小分子和大

分子通过消化上皮的通道增加[54]。幽门螺杆菌还会改变

胃上皮结构，导致胃屏障功能受损；许多其他种类的幽门

螺杆菌也会导致人类疾病[55‒56]。鉴于幽门螺杆菌属定

植在肠道黏膜，本研究中出现的模型组幽门螺杆菌菌株可

能对肠上皮细胞claudin-3表达产生抑制作用，导致肠道的

通透性增加[57]。最近，有几篇报道显示幽门螺杆菌可能

与过敏性疾病的发生有关。例如，Dautriche等[58]描述了

一种独特的现象：持续性皮肤超敏反应与幽门螺杆菌感染

之间存在关联。

另一个值得注意的属是阿克曼氏菌属，该菌仅在模型

组中被检测到，与L-FABP呈负相关。阿克曼氏菌被认为

是一种有前途的“下一代益生菌”。研究表明，阿克曼氏

菌的降低与年龄诱导的肠道通透性有关，其给药可通过增

加肠道内大麻素水平来调节肠道屏障功能[59‒60]。此外，

阿克曼氏菌衍生的细胞外小泡已被证明是控制肠道通透性

的功能部分[61]。然而，在本研究中，模型组中阿克曼氏

菌的丰度增加。最近一项基于来自5个国家的数据集的荟

图7. claudin-3与 IgE水平（a）、Claudn-3与血浆代谢物（b）、Clauden-3与幽门螺杆菌（c）、L-FABP与肠道细菌菌株（d）之间的相关性分析。
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萃分析显示，阿克曼氏菌在人类肠道中的过度表达与帕金

森病的进展相关，因为该菌增加了肠道通透性，并使肠道

神经丛易受氧化应激[62]。阿克曼氏菌是一种黏蛋白降解

细菌，在2型糖尿病患者中检测到其增加[63]。

黏液蛋白是黏液层的组成部分，黏液层是形成肠道防

御系统的第一道物理屏障，保护上皮细胞免受化学、酶和

微生物的损伤[64]。因此，模型组中丰富的阿克曼氏菌可

能通过降解黏液层和使上皮细胞容易被过敏原接触而导致

上皮完整性的丧失。在肠道缺血的大鼠中也观察到这种由

黏蛋白紊乱引起的肠功能受损[65]。但是，阿克曼氏菌与

肠道完整性之间的关系需要进一步研究。

Prevotellaceae_Ga6A1_group 是普雷沃氏菌科相关菌

株，在炎症黏膜中具有较高的转录活性[66]。有报道称，

普雷沃氏菌科（Prevotellaceae）中一些未知的成员具有较

高的炎症易感性，普雷沃氏菌属可能加剧肠道炎症[67‒

68]。Prevotellaceae_Ga6A1_group的丰度增高可能与过敏

性炎症有关。

claudin蛋白是紧密连接链的主要成分。紧密连接蛋

白形成紧密连接链，在上皮细胞中封闭细胞旁通路，防止

腔内抗原摄取[69]。在 claudin蛋白中，claudin-3是紧密连

接的核心成分，可作为肠道屏障完整性的标志[70]。因

此，claudin-3在肠道部位的表达明显减少，表明模型组动

物在花粉过敏后，肠道上皮完整性被破坏。此外，clau‐

din-3水平的下降也与血清 IgE水平的升高密切相关，提示

claudin-3的变化可能对花粉过敏的发展产生影响。clau‐

dins已被证明是哮喘患者气道上皮屏障功能障碍的生物标

志物，但其渗漏的确切机制有待进一步研究[71]。特应性

皮炎患者体内 claudin 表达紊乱。Yamaga 等 [72]描述了

claudin-3表达异常降低在特应性皮炎发病机制中的作用。

L-FABP主要定位于小肠，在肠上皮细胞中表达。L-FABP

已被证明是肠黏膜损伤的非侵入性生物标志物[73‒74]。

此外，数据显示L-FABP有助于黏膜的完整性和细胞形态

的保存，脂肪酸结合蛋白与肠细胞质量损失相关[75]。本

文的研究结果表明，检测到的幽门螺杆菌和阿克曼氏菌可

能通过影响claudin-3蛋白表达或黏液层，从而破坏肠道屏

障功能，增加对花粉过敏的易感性。同时，肠道菌群失调

导致缬氨酸、丁酸等营养代谢物的缺乏，进一步驱动肠道

屏障功能障碍，从而导致花粉过敏。

5. 结论

总之，肠道屏障完整性的破坏被认为与花粉过敏的病

理机制有关，特别是缬氨酸、IPA、短链脂肪酸的减少以

及幽门螺杆菌和阿克曼氏菌种类的增加可能抑制肠道内紧

密连接蛋白的表达和黏液层的形成，从而导致肠道上皮防

御功能障碍（漏肠），使宿主容易发生花粉过敏。在此条件

下，其他肠道上皮细胞营养代谢物和产短链脂肪酸菌株的

变化进一步增强了肠道通透性。这些发现不仅为微生物在

花粉过敏发生过程中的作用提供了重要信息，而且表明逆

转肠道渗漏可能是预防和管理花粉过敏的有效策略。此

外，建议在生化、细胞和临床水平上进一步探索因果关系。
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