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摘　 要　 锌⁃阿奇霉素（Ｚｉｎｃ⁃ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ，Ｚｎ⁃ＡＺＭ）可用于 ２０１９ 冠状病毒病（Ｃｏｒｏｎａ ｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ ２０１９，ＣＯＶＩＤ⁃
１９）的预防和治疗，研究锌⁃阿奇霉素对肠道菌群的体外影响为其临床应用提供参考。 通过体外发酵、宏基因

组测序及气相色谱等方法研究锌⁃阿奇霉素对肠道菌群及短链脂肪酸的影响。 结果表明，锌⁃阿奇霉素提高克

雷伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、拉恩氏菌属（Ｒａｈｎｅｌｌａ）和泛菌属（Ｐａｎｔｏｅａ）等的相对丰度，显著降低巨球菌属（Ｍｅｇａ⁃
ｍｏｎａｓ）和双歧杆菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等的相对丰度。 锌⁃阿奇霉素还显著改变肠道菌群的代谢途径、抗性基

因的丰度及短链脂肪酸的含量。 锌⁃阿奇霉素显著改变肠道菌群结构、抗性基因丰度及短链脂肪酸含量，对人

体健康存在潜在的负面影响。
关键词　 人体肠道菌群；体外发酵；锌⁃阿奇霉素；宏基因组测序；短链脂肪酸
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　 　 锌元素在人体的生长发育、新陈代谢及免疫

等方面都发挥着极为重要的作用［１］。 大量研究表

明锌盐可预防和治疗多种病毒性传染病，如降低

机体内 ＨＩＶ 载量［２］，对流感病毒和 ２０１９ 冠状病毒

病 （ Ｃｏｒｏｎａ ｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ ２０１９， ＣＯＶＩＤ⁃１９ ） 有灭

活［３］及治疗作用。 锌离子不易被机体吸收，超过
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９０％由肠道排出体外［４］；其在肠道内对菌群结构

影响显著，特别是膳食锌过量会加重艰难梭菌

（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）患者的病情［５］。 阿奇霉素属

于大环内酯类抗生素，其抑菌活性强、抗菌谱广，
并具有免疫调节作用。 临床上常用阿奇霉素治疗

细菌性疾病，如对鸟分枝杆菌复合群（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ⁃
ｕｍ ａｖｉｕｍ ｃｏｍｐｌｅｘ）引起的疾病疗效良好［６］。 但阿

奇霉素的生物利用度较低，且主要经肠道排出体

外［７］，其在肠道内的代谢过程中可能会影响菌群

结构。 在 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 大流行期间，锌⁃阿奇霉素

（Ｚｉｎｃ⁃ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ，Ｚｎ⁃ＡＺＭ）等广泛用于该病毒的

预防和治疗。 据报道 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 对轻症 ＣＯＶＩＤ⁃１９
有良好的预防和治疗作用［８］，其机理可能是 Ｚｎ⁃
ＡＺＭ 提高了体内免疫球蛋白 Ｇ 的含量［９］，抑制了

ＣＯＶＩＤ⁃１９ 的增殖［１０］。 此外，ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患者的病

情与其肠道菌群结构密切相关［１１］，锌盐和阿奇霉

素都具有较强的抑菌活性，它们是否通过调节肠

道菌群结构及其代谢产物而有利于 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 等

疾病的治疗仍然未知。 体外模拟发酵是认识肠道

菌群与药物相互作用的主要途径之一［１２⁃１３］，而 ＶＩ
培养基可较好地模拟人体肠道菌群发酵［１４］。 鉴

于 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 在临床上的广泛应用，以及 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 对

肠道菌群结构的影响尚未有报道，因此，本研究基

于人体肠道菌群的体外模拟发酵、宏基因组测序

以及气相色谱等手段，探索 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 对肠道菌群

结构及其代谢产物的影响，为全面了解 Ｚｎ⁃ＡＺＭ
对人体健康的影响提供肠道菌群方面的参考。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 志愿者招募 　 本研究共招募健康志愿者

１２ 名，年龄在 ２０ 岁到 ２２ 岁之间，阅读并签署知情

同意书。 所有志愿者饮食习惯基本相近，无吸烟

或酗酒等习惯，收集粪便样品前至少 ３ 个月内未

服用抗菌药物或益生元等。
１．１．２　 培养基 　 对照组（Ｃｏｎ）ＶＩ 培养基（ｇ ／ Ｌ）：
淀粉 ８，胰蛋白胨 ３，蛋白胨 ３，酵母膏 ４．５，粘蛋白

０．５， 胆盐 ３＃ ０．４，Ｌ⁃ｃｙｓｔｅｉｎｅ⁃ＨＣｌ ０．８，氯化血红素

０． ０５， ＮａＣｌ ４． ５， ＫＣｌ ２． ５， ＭｇＣｌ２ · ６Ｈ２Ｏ ４． ５，
ＣａＣｌ２·６Ｈ２Ｏ ０．２，ＫＨ２ＰＯ４ ０．４，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ３，
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ ０．１，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ ０．３２，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０． １， ＣｏＳＯ４ · ７Ｈ２Ｏ ０． １８， ＺｎＳＯ４ · ７Ｈ２Ｏ ０．１８，
ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ０． ０１， ＮｉＣｌ２ ·６Ｈ２Ｏ ０． ０９２， １ ｍＬ
Ｔｗｅｅｎ⁃８０［１４］。 根据 ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 和阿奇霉素的

口服剂量分别为 ２５０ ｍｇ［２］和 ５００ ｍｇ［１５］，约９４．５％
ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ［４］和 ４８．７％阿奇霉素［７］ 经肠道排出

体外，以及结肠液体体积约为 ０．３ Ｌ［１６］，得出结肠

内 ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 和阿奇霉素的浓度分别约为 ７８８
ｍｇ ／ Ｌ 和 ８１１ ｍｇ ／ Ｌ， 考虑到误差， 实验组 （ Ｚｎ⁃
ＡＺＭ）为添加 ７８０ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＺｎＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ 和 ８００
ｍｇ ／ Ｌ 阿奇霉素的 ＶＩ 培养基。
１．１．３　 主要试剂与仪器设备 　 ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（纯
度 ９９．５％，天津市福晨化学试剂厂）；阿奇霉素（纯
度 ９８％，上海源叶生物科技有限公司）。 厌氧工作

站（ＡＷ４００ＳＧ ／ ＴＧ，英国 ＥＬＥＣＴＲＯＴＥＫ）；超净工作

台（ＢＣＭ⁃１０００Ａ，苏州安泰空气技术有限公司）；电
子天平（ＢＳＡ１２４Ｓ，赛多利斯科学仪器有限公司）；
离心机（１⁃１４，德国 ＳＩＧＭＡ）；立式压力蒸汽灭菌器

（ＹＸＱ⁃ＬＳ⁃５０ＳＩＩ，上海博讯实业有限公司医疗设备

厂）；气相色谱（ＧＣ⁃２０１０ ｐｌｕｓ，日本岛津公司）；气相

色谱柱（ＩＮＴＥＲＣＡＰ⁃ＦＦＡＰ，日本岛津公司）。
１．２　 方法

１．２．１　 肠道菌群悬液制备 　 收集新鲜粪便样品

后，立即送回实验室，按照 １ ∶１０（ｇ ∶ｍＬ）比例，用 ｐＨ
７．０，０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的无菌 ＰＢＳ 缓冲液稀释混匀、过滤，
即获得人体肠道菌群悬液，并注意严格无菌操作。
１．２．２　 菌群模拟发酵与宏基因组测序 　 粪便悬

液制备完成后，立即按照 １ ∶１９（体积比）分别接种

于对照组和实验组培养液中，置于 ３７ ℃厌氧工作

站（ＶＮ２ ∶ＶＣＯ２ ∶ＶＨ２ ＝ ８０ ∶１０ ∶１０）中混匀发酵。 ４８ ｈ
后分别收集 １．８ ｍＬ 发酵液，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，上清液用于短链脂肪酸含量的测定，沉淀样

品用于宏基因组测序［１７］。 获得原始数据上传至

ＮＣＢＩ 数据库（登录号 ＰＲＪＮＡ５６１⁃６６０）。
１．２．３　 短链脂肪酸分析　 取 １．２．２ 步骤中的上清

液 １．０ ｍＬ，添加 ２５％偏磷酸巴豆酸溶液 ０．２ ｍＬ，混
匀后－２４ ℃静置 １２ ｈ 以上，室温溶解。 １３ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心两次，每次 １５ ｍｉｎ，获得的上清液采用气

相色谱仪检测短链脂肪酸含量［１８］：采用气相色谱

柱（０．３２ ｍｍ×３０ ｍｍ×０．５ μｍ），以巴豆酸为内标

物，以乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸和异戊酸为

标准品进行氢火焰离子化检测器（ＦＩＤ）检测；其
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中进样量 １ μＬ、进样室和检测器温度 ２５０ ℃、载气

为氮气、吹扫流量 ３．０ ｍＬ ／ Ｌ、压力 ５４．２ ｋＰａ、分流

比为 ８ ∶１；起始柱温 ８０ ℃，１０ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 １９０ ℃
后维持 ０． ５ ｍｉｎ；４０ ℃ ／ ｍｉｎ 升至 ２３０ ℃，维持 ４
ｍｉｎ。
１．２．４　 阿奇霉素含量检测　 阿奇霉素含量的测定

步骤如下［１９］：发酵液与乙醇按照 ５ ∶１（体积比）混
匀，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 １ ｍＬ 上清液中加入

２ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏ，再于冰浴中缓慢加入 ７ ｍＬ ９．７６０ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｈ２ＳＯ４ 溶液，混匀。 ６０ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ 后，采用酶标仪

读取 ４８２ ｎｍ 处溶液的吸光值。
１．２．５　 数据统计分析　 宏基因测序数据分析方法

同参考文献［１７］：用 ＫｎｅｅｄＤａｔａ 对原始数据进行

质控和去宿主，合格后采用 Ｋｒａｋｅｎ２ 和微科盟自

建数据库分析有效序列的物种序列数，用 Ｂｒａｃｋｅｎ
估算其实际丰度，并用 ＵＭＡｎＮ２ 将样本序列与

ＵｎｉＲｅｆ９０ 数据库比对，获得注释信息和相对丰度

表；再将有效序列与抗性基因数据库 ＣＡＲＤ 比对

获得注释信息表。 基于物种、功能及抗性基因的

丰度表，分析人体肠道菌群结构及功能等。 采用

微科盟生科云生信分析工具对肠道菌群等进行线

性判别分析（ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ，
ＬＥｆＳｅ），并以 ＬＤＡ＞２．０ 为筛选标准，找出样品间

有显著差异的菌属及代谢途径等。 采用 ＩＢＭ
ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０．０ 对实验数据进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相

关性等分析，ｒ＞０．９０，相关性较强。 最后用 Ｇｒａｐｈ⁃
ｐａｄ ｐｒｉｓｍ ５．０ 和 ＨｅｍＩ １．０ 进行绘图。

２　 结果与分析

２．１　 数据质量分析

发酵样品进行宏基因组测序获得的数据如表

１ 所示，符合测序要求，可进行后续分析。

表 １　 人体肠道菌群宏基因组测序数据

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄａｔａ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｂｙ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

样品
Ｒａｗ Ｄａｔａ

Ｒｅａｄｓ ／ １０７ Ｂａｓｅ ／ Ｇ

Ｃｌｅａｎ Ｄａｔａ

Ｒｅａｄｓ ／ １０７ Ｂａｓｅ ／ Ｇ
Ｃｌｅａｎ ／ ％ Ｑ２０ ／ ％ Ｑ３０ ／ ％ ＧＣ ／ ％

Ｃｏｎ ２．３４±０．０５ ７．０２ ± ０．１６ ２．２１±０．０６ ６．６４±０．１７ ９４．５７±０．３７ ９８．４２±０．０１ ９４．４６±０．０４ ４６．３３±２．５１

Ｚｎ⁃ＡＺＭ ２．３６±０．０２ ７．０９±０．０５ ２．２０±０．０２ ６．６３±０．０７ ９３．６２±０．５４ ９８．３７±０．０１ ９４．３８±０．０３ ５３．００±１．００

２．２　 人体肠道菌群的群落结构分析

采用 Ｋｒａｋｅｎ２ 数据库对测序数据进行注释分

类。 结果显示，门水平上 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 提高变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的相对丰度，降低厚壁菌门（Ｆｉｒ⁃
ｍｉｃｕｔｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ） 和拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）的相对丰度（图 １Ａ）。 科水平上

Ｚｎ⁃ＡＺＭ 提高肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）的相

对丰度，降低新月形单胞菌科（ Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｄａｃｅ⁃
ａｅ）、双歧杆菌科（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）、乳酸菌科

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）、拟杆菌科（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ） 和

普雷沃菌科 （ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ） 等的相对丰度 （图

１Ｂ）。 属水平上 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 提高克雷伯氏菌属

（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）的相对丰度，降低埃希菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ⁃
ｉａ）、 巨 单 胞 菌 属 （ Ｍｅｇａｍｏｎａｓ ）、 双 歧 杆 菌 属

（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、普雷沃氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）和拟

杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）等的相对丰度（图 １Ｃ）。 种

水平上 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 提高肺炎克雷伯菌 （ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）、 产气克雷伯 氏 菌 （ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ａｅｒｏ⁃

ｇｅｎｅｓ）、变栖克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｖａｒｉｉｃｏｌａ）和类肺

炎克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｑｕａｓｉｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）等的相

对丰度，降低大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）、单形

巨单胞菌（Ｍｅｇａｍｏｎａｓ ｆｕｎｉｆｏｒｍｉｓ）、假小链双歧杆

菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｓｅｕｄｏｃａｔｅｎｕｌａｔｕｍ）、青春双歧

杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔｉｓ） 和粪源普雷沃

氏菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｃｏｐｒｉ）等的相对丰度（图 １Ｄ）。 其

他微生物群落结构分析结果显示，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 降低

甲烷球形菌属（Ｍｅｔｈａｎｏｓｐｈａｅｒａ）、甲烷短杆菌属

（Ｍｅｔｈａｎｏｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒ）、酵母菌属（ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、
念珠菌属（Ｃａｎｄｉｄａ）和毕赤酵母属（Ｐｉｃｈｉａ）等的

相对丰度；提高甲烷八叠球菌属 （Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉ⁃
ｎａ）、马拉色菌属（Ｍａｌａｓｓｅｚｉａ）、纳卡氏菌属（Ｎａ⁃
ｋａｓｅｏｍｙｃｅｓ）、曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、节担菌属（Ｗａｌｌ⁃
ｅｍｉａ）、威克汉姆酵母属（Ｗｉｃｋｅｒｈａｍｏｍｙｃｅ）、平脐

蠕孢属（Ｂｉｐｏｌａｒｉｓ）、外囊菌属（Ｔａｐｈｒｉｎａ）、Ｊｉａｏｄａ⁃
ｖｉｒｕｓ、Ｗｅｂｅｒｖｉｒｕｓ、 Ｓｈａｍｓｈｕｉｐｏｖｉｒｕｓ 和 Ｓｌｏｐｅｋｖｉｒｕｓ 等

的相对丰度（图 ２）。
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图 １　 肠道菌群相对丰度分析

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别为门、科、属和种水平

Ａ， Ｂ， Ｃ， Ｄ ｍｅａｎｓ ｐｈｙｌｕｍ， ｆａｍｉｌｙ， ｇｅｎｕｓ， ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ２　 肠道菌群在属水平的相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ
Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为古菌、真菌和病毒

Ａ， Ｂ， Ｃ ｍｅａｎｓ ａｒｃｈａｅａ， ｆｕｎｇｉ， ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．３　 人体肠道菌群的 ＬＥｆＳｅ 分析

肠道菌群线性判别分析（Ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ，ＬＥｆＳｅ）结果显示，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 显著

提高克雷伯氏菌属、盐弧菌属（Ｓａｌｉｎｉｖｉｂｒｉｏ）、曲霉
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属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、拉恩氏菌属（Ｒａｈｎｅｌｌａ）、泛菌属

（Ｐａｎｔｏｅａ）、 勒克菌属 （ Ｌｅｃｌｅｒｃｉａ）、 果胶杆菌属

（Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）及科萨克氏菌属（Ｋｏｓａｋｏｎｉａ）的

相对丰度；显著降低巨球菌属（Ｍｅｇａｍｏｎａｓ）、双歧

杆菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、Ｌｅｎｔｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｐａｕｌｊｅ⁃
ｎｓｅｎｉａ、促生乳杆菌属（Ｌｅｖｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、片球菌属

（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）、孪生球菌属（Ｇｅｍｅｌｌａ）、乳酸菌属

（ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ）、 Ｍｅｓｏｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ、 厌 氧 棒 状 菌 属

（Ａｎａｅｒｏｓｔｉｐｅｓ）、苏黎世杆菌属（Ｔｕｒｉｃｉｂａｃｔｅｒ）、链球

菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、厌氧丁酸菌属（Ａｎａｅｒｏｂｕｔｙｒｉ⁃
ｃｕｍ）、毛螺梭菌属（Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）和韦荣氏球

菌属（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ）等的相对丰度（图 ３Ａ）。 种水平

上 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 显著提高肺炎克雷伯菌、产气克雷伯

菌、拟肺炎克雷伯杆菌、变栖克雷伯菌、肠杆菌

ＲＨＢＳＴＷ００９９４（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． ＲＨＢＳＴＷ００９９４）、
拉氏西地西菌（Ｃｅｄｅｃｅａ ｌａｐａｇｅｉ）、短尾噬菌体病毒

ｃｔＩｌＯ２７（Ｐｏｄｏｖｉｒｉｄａｅ ｓｐ． ｃｔＩｌＯ２７）、瓦氏泛菌（Ｐａｎ⁃
ｔｏｅａ ｖａｇａｎｓ）、菠萝泛菌（Ｐａｎｔｏｅａ ａｎａｎａｔｉｓ）、克雷伯

菌噬菌体 ＢＵＣＴ６１０（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｈａｇｅ ＢＵＣＴ６１０）和

密歇根克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｍｉｃｈｉｇａｎｅｎｓｉｓ）等的相

对丰度，显著降低假小链双歧杆菌、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ
ｇｅｎｏｍｏｓ、溃蚀齿密螺旋体（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ ｐｈａｇｅｄｅｎｉｓ）、
纤细弯曲菌（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｇｒａｃｉｌｉｓ）、长双歧杆菌

（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌｏｎｇｕｍ）、链球菌 １１６ Ｄ４（Ｓｔｒｅｐｔｏ⁃
ｃｏｃｃｕｓ ｓｐ． １１６ Ｄ４）、乳酸片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ ａｃｉｄｉ⁃
ｌａｃｔｉｃｉ）、 Ｌｉｍｏｓｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｖａｇｉｎａｌｉｓ、链球菌 １６４３
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ． １６４３）、长尾噬菌体病毒 ｃｔＤｍＱ３
（Ｓｉｐｈｏｖｉｒｉｄａｅ ｓｐ． ｃｔＤｍＱ３）、丙酸蛛网菌（Ａｒａｃｈｎｉａ
ｐｒｏｐｉｏｎｉｃａ）、 超 巨 巨 单 胞 菌 （Ｍｅｇａｍｏｎａｓ ｈｙｐｅｒ⁃
ｍｅｇａｌｅ）、短乳杆菌（Ｌｅｖｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｒｅｖｉｓ）、副地衣

芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）和德氏乳杆菌

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ）等的相对丰度（图 ３Ｂ）。

图 ３　 肠道菌群差异性的 ＬＥｆＳｅ 分析
Ｆｉｇ．３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｔａｘａ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＬＥｆＳｅ

Ａ 和 Ｂ 分别表示属和种水平

Ａ ａｎｄ Ｂ ｍｅａｎｓ ｇｅｎｕｓ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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２．４　 肠道菌群 ＫＥＧＧ 代谢通路的差异性分析

肠道菌群生物学功能统计分析结果显示，一
级代谢途径中 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 提高环境信息处理（ｅｎｖｉ⁃
ｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）及降低新陈代谢

（ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）的相对丰度（图 ４Ａ）；二级代谢途径

中 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 显著提高外源物质生物降解和代谢

（ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、折叠、
分类与降解（ ｆｏｌｄｉｎｇ， ｓｏｒｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）、跨
膜运输（ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）、脂代谢（ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂ⁃
ｏｌｉｓｍ）、信号传导（ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ）、抗肿瘤药

耐药性（ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ）、衰老（ ａｇ⁃
ｉｎｇ）、环境适应（ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ）和病毒

感染疾病（ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒａｌ）等的丰度，显著

降低氨基酸代谢（ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、其他次

生代谢产物生物合成（ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｓｅｃｏｎｄ⁃
ａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ）、细胞运动（ｃｅｌｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ）、聚糖生

物合成代谢（ｇｌｙｃａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、
其他 氨 基 酸 代 谢 （ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓ）、细胞生长和死亡（ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅａｔｈ）、
神经系统（ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ）和心血管疾病（ｃａｒｄｉｏ⁃
ｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ）等的相对丰度（图 ４Ｂ）；三级代谢

途径中 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 显著提高吩嗪生物合成（ ｐｈｅｎａ⁃
ｚｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、牛磺酸与次牛磺酸代谢（ ｔａｕ⁃
ｒｉｎｅ ａｎｄ ｈｙｐｏｔａｕｒｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、氨基苯甲酸酯降

解（ａｍｉｎｏｂｅｎｚｏａｔｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）、阿特拉津降解（ａｔ⁃
ｒａｚｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）和苯甲酸盐降解（ｂｅｎｚｏａｔｅ ｄｅｇ⁃
ｒａｄａｔｉｏｎ）等的丰度，显著降低鞭毛组装（ ｆｌａｇｅｌｌａｒ
ａｓｓｅｍｂｌｙ）、万古霉素抗药性 （ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔ⁃
ａｎｃｅ）、铂耐药性（ｌａｔｉｎｕｍ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ）、苯丙素

生物合成（ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）和半乳糖

代谢 （ ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 等的相对丰度 （图

４Ｃ）。

图 ４　 基于 ＨＵＭＡｎＮ２ 对宏基因序列进行 ＫＥＧＧ 功能分析

Ｆｉｇ．４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＫＥＧＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ＨＵＭＡｎＮ２
Ａ、Ｂ 和 Ｃ 分别表示 ＫＥＧＧ 通路在 １、２ 和 ３ 代谢水平上的差异

Ａ， Ｂ， ａｎｄ Ｃ ｍｅａｎｓ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｌｅｖｅｌ １， ｌｅｖｅｌ ２， ａｎｄ ｌｅｖｅｌ ３

２．５　 肠道菌群抗性基因的差异性分析

影响微生物耐药性的因素较多，宏基因组测

序分析发现 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 对肠道菌群的抗性基因影响

显著。 丰度前 １０ 的抗性基因中有 ９ 种基因的丰
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度变化显著。 主要是 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 降低了转座子介导

的核苷酸转移酶的基因（ＡＲＯ ３００２８３７）丰度，提
高了多药外排复合物的基因（ＡＲＯ ３０００２１６）、内
膜转运蛋白的基因（ＡＲＯ ３０００５０２）、多药外排泵

调节抑制因子（ＡＲＯ ３０００５１８）、多药外排泵的负

调控因子 （ ＡＲＯ ３０００５１６）、多药外排系统亚基

（ＡＲＯ ３００４０４３）和膜定位传导激酶的基因（ＡＲＯ

３０００８３０）等的丰度（图 ５）。
２．６　 短链脂肪酸和阿奇霉素含量分析

短链脂肪酸是肠道菌群的重要代谢产物，
具有多种重要的生理功能，其含量变化与肠道菌

群结构变化具有较强的相关性。 气相色谱检测结

果显示，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 显著降低乙酸和丙酸的含量

（图 ６）。肠道菌群对阿奇霉素的降解率仅为 ５％。

图 ５　 抗性基因丰度的差异性分析

Ｆｉｇ．５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ
∗：Ｐ＜０．０５

图 ６　 短链脂肪酸（ＳＣＦＡｓ）的含量

Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＳＣＦＡｓ

２．７　 肠道菌群与抗性基因及短链脂肪酸的相关

性分析

菌群与抗性基因及短链脂肪酸的相关性分析

显示，克雷伯氏菌属、科萨克氏菌属、双歧杆菌属

和巨单胞菌属等微生物与抗性基因及短链脂肪酸

的相关性较大，克雷伯氏菌属和科萨克氏菌属等

与抗性基因及短链脂肪酸的相关性又与毛螺梭菌

属、双歧杆菌属及巨单胞菌属等的相关性相反

（图 ７）。
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图 ７　 肠道菌群与抗性基因及短链脂肪酸的相关性分析

Ｆｉｇ．７　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＳＣＦＡｓ
∗：ｒ＞０．９０

３　 讨　 论

人体肠道菌群体外发酵实验表明 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 显

著影响肠道菌群结构。 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 提高变形菌门的

相对丰度，降低厚壁菌门、放线菌门和拟杆菌门的

相对丰度，其中变形菌门相对丰度的提高是肠道

菌群失调和疾病风险增加的标志［２０］。 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 比

氯霉素［１８］ 或抗病毒药物［１４］ 对肠道菌群的影响

大，且与肠易激综合征患者［２１］ 的肠道菌群结构类

似，提示 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 可能存在一定的副作用。 在科

水平上，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 提高肠杆菌科及降低双歧杆菌

科的相对丰度，与焦虑人群的肠道菌群结构类

似［２２］；降低新月形单胞菌科的相对丰度可能不利

于胆管炎的治疗［２３］。 在属和种水平上，Ｚｎ⁃ＡＺＭ
提高克雷伯氏菌属的相对丰度，如肺炎克雷伯氏

菌和变栖克雷伯菌。 克雷伯氏菌属具有耐阿奇霉

素的特性［２４］，其中肺炎克雷伯氏菌在重症 ＣＯＶ⁃
ＩＤ⁃１９ 患者的肠道菌群中丰度较高［２５］。 变栖克雷

伯菌也是一种新发现的人畜共患病原菌，易引起

血液感染［２６］，这提示在应用 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 进行预防和

治疗 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 时，需要密切关注肺炎克雷伯氏

菌的潜在危害。 神经退行性病变患者体内的巨单

胞菌属、双歧杆菌属、单形巨单胞菌和假小链双歧

杆菌等的相对丰度较低［２７］，而 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 降低这些

属和种的相对丰度可能会影响人体健康，如假小

链双歧杆菌具有改善受损神经和提高免疫力的功

能［２８］。 此外，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 降低长双歧杆菌和德氏乳

杆菌等益生菌的相对丰度，并提高拉恩氏菌属、泛
菌属和科萨克氏菌属等机会病原菌的相对丰度。
在其他微生物方面，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 提高真菌中的马拉

色菌属、纳卡氏菌属和曲霉属等的相对丰度可能

有损于人体健康，降低毕赤酵母属的相对丰度可

能会提高总胆固醇水平［２９］。 总之，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 明显

提高病原菌并降低益生菌的相对丰度可能会影响

人体健康。
在 ＫＥＧＧ 代谢通路方面，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 显著提高

环境信息处理以及降低新陈代谢途径，这与糖尿

病患者的代谢途径变化类似［３０］。 此外，在健康人

菌群代谢途径中，聚糖生物合成与代谢及其他次

生代谢物生物合成的相对丰度较高，外源物质生

物降解和代谢等的相对丰度较低［３１］，而 Ｚｎ⁃ＡＺＭ
对这些代谢途径的影响恰好相反。 在三级代谢水

平上，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 提高牛磺酸和次牛磺酸代谢有助

于缓解便秘［３２］，提高氨基苯甲酸酯、阿特拉津和

氨基苯甲酸盐降解等代谢途径会损害机体的免

疫力等［３３］ ，但可能通过苯丙素生物合成途径的

上调得到修复［３４］ 。 在抗性基因方面，Ｚｎ⁃ＡＺＭ与

纳米 Ａｌ２Ｏ３ 体外模拟结果类似，都显著改变肠道

菌群结构、提高转座酶的相对丰度及改变菌群抗

性基因［３５］ 。 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 可提高多药外排泵复合物

及其抑制因子的丰度，而这些抗性基因多存在于

革兰阴性病原菌中［３６］ ，而其降低核苷酸转移酶

的丰度可能有利于抗菌活性的发挥［３７］ 。 可能是

因为 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 抑制病原菌的活性弱、抑制益生菌
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的活性强，从而提高克雷伯氏菌属等病原菌的相

对丰度，降低双歧杆菌属和巨单胞菌属等益生菌

的相对丰度，进而改变人体的肠道菌群结构。 双

歧杆菌属、巨单胞菌属及厌氧丁酸菌属等在代谢

过程中可产生短链脂肪酸，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 降低这些微

生物的相对丰度，进而导致发酵液中的短链脂肪

酸含量下降，而短链脂肪酸含量的下降会诱发许

多疾病的发生［３８］ ，这也提示服用 Ｚｎ⁃ＡＺＭ 可能有

一定的副作用。
总之，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 降低双歧杆菌属和乳酸杆菌

属等益生菌的相对丰度，提高克雷伯氏菌属等病

原菌的相对丰度，将对人体健康造成潜在的负面

影响，特别是克雷伯氏菌感染者，在使用 Ｚｎ⁃ＡＺＭ
进行 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 治疗时应考虑该病原菌的潜在危

害。 另外，鉴于实验样本较少，模拟实验和临床实

践间的差异等，Ｚｎ⁃ＡＺＭ 对人体肠道菌群的副作

用还需要深入研究。
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