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人源化粪菌移植实验动物模型在抑郁症研究中的应用进展
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摘要: 抑郁症的发病率不断上升, 但其病理机制仍有许多未知之处。越来越多的证据表明, 抑郁症的发生发展

与肠道菌群的变化存在密切关系。然而, 由于不同环境因素造成个体间菌群组成的巨大差异, 研究者通常需要较大

量的样本才能得到可靠结果。而实验动物模型因其具有高度一致性的背景、可控的实验环境及可人工干预的特点,

在疾病发生机制及药物作用机制研究中发挥着重要作用。选择合适的实验动物模型不仅可用于模拟人类抑郁症疾

病的临床症状表现, 还可揭示临床特征与肠道菌群改变的因果关系。本文对粪菌移植技术的发展历程及其应用、菌

群与抑郁症之间的密切联系、人源化粪菌移植实验动物模型在抑郁症研究中的应用, 以及人源化菌群制备的方法和

关键技术进行综述, 为人源化粪菌移植实验动物模型在抑郁症发病机制研究及抗抑郁药物作用机制研究方面的合

理应用提供参考依据。
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Abstract: The incidence rate of depression is increasing, but its pathological mechanism is still unknown.

More evidence shows that the occurrence and development of depression is closely related to the changes of gut

microbiome. However, due to the huge differences in bacterial composition among individuals caused by different

environmental factors, researchers usually need a large number of samples to get reliable results. Experimental

animal models play an important role in the pathogenesis of diseases and the mechanism of drug action because

of their highly consistent background, controllable experimental environment, and the characteristics of artificial

intervention. Therefore, the selection of appropriate experimental animal models can not only simulate the clinical

symptoms of human depression, but also reveal the causal relationship between clinical characteristics and gut

microbiome changes. In this review, the development and application of fecal microbiota transplantation technology,

the close relationship between flora and depression, the application of humanized fecal microbiota transplantation

experimental animal model in the study of depression, as well as the preparation methods and key technologies of

humanized fecal microbiota were summarized, which provided a reference for the research on the pathogenesis of

depression and the mechanism of antidepressant drugs of humanized fecal microbiota transplantation experimental

animal model. This review provides a reference for the reasonable application of this aspect.
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抑郁症是一种常见的情感障碍性精神疾病, 患者

表现出心情郁闷、丧失兴趣、带有负罪感等心理状态,

具有高患病率、高疾病负担、高致残率和高异质性等特

点, 是世界性公共卫生难题[1]。预计到 2030年, 抑郁症

将成为居于首位的疾病[2]。截至目前, 抗抑郁药物仍

然是治疗抑郁症的经典手段, 虽然可使一些患者的病

情得到缓解, 但这些患者也会伴有一些功能障碍, 如神

经功能异常、心血管功能异常、泌尿功能异常等[3]。近

年来, 越来越多的证据指向抑郁症的发病机制与肠道

菌群的结构和功能改变密切相关, 为抑郁症的发病和

治疗研究提供了新思路。

自 2007年底美国国立卫生研究院启动“人物微生

物组计划”以来, 肠道菌群在机体的生理及病理学研究

中的地位越来越突出。人类肠道中定植了数以万计的

肠道菌群, 是一个复杂的微生物群落系统, 其作为一个

动态整体, 受到多种因素影响。肠道菌群参与机体代

谢为其提供底物和能量, 参与构成肠黏膜免疫屏障等,

对宿主的正常生理功能产生重要影响。由于肠道菌群

具有显著的宿主特异性, 易受到宿主内外环境的影响,

在一定程度上使得肠道菌群的数量和种类发生变化。

对于越来越多的疾病来说, 微生物群的改变逐渐成为

疾病的诊断和疗效判定的指标, 且在病理学中发挥着

重要作用[4]。临床研究发现, 肠道菌群在抑郁症等精

神疾病的发病中也扮演重要角色, 重性抑郁症患者与

健康人在肠道菌群的多样性、菌群丰度以及比例方面

存在显著差异[5]。这些研究为抑郁症的治疗及预防提

供了新的见解。但是, 临床研究很难在人体中进行直

接干预实验以探究肠道菌群改变与疾病核心机制的因

果关系, 因此应用人源化粪菌移植实验动物模型探讨

疾病与肠道菌群的关系, 并阐释药物通过干预肠道菌

群发挥治疗作用的药理机制尤为重要。

随着菌群移植技术的不断发展和成熟, 人们开始

尝试将人类粪便菌群移植到实验动物体内进行科学研

究, 通过这种技术手段建立人源化粪菌移植实验动物

模型[6]。与其他实验动物模型相比, 粪菌移植动物模

型不仅可有效控制宿主遗传背景、环境因素及菌群等

因素, 还可提供非常丰富的生物学信息“大数据”。此

外, 人源化粪菌移植还缩小了动物与人之间在肠道微

生态方面的差异。因此, 利用人源化粪菌移植实验动

物模型模拟人的胃肠道系统以及肠道菌群的生活环

境, 已成为揭示中医药与肠道菌群相互作用关系的关

键研究策略之一。

本文对粪菌移植技术的发展历程及其应用、菌群

与抑郁症之间的密切联系、人源化粪菌移植实验动物

模型在抑郁症研究中的应用, 以及人源化菌群制备的

方法和关键技术进行综述, 为人源化粪菌移植实验动

物模型在抑郁症发病机制研究及抗抑郁药物作用机制

研究方面的合理应用提供参考依据。

1 粪菌移植技术的发展历程及其应用

1.1 粪菌移植技术的发展历程

为了恢复患者正常的肠道生态, 将健康个体的粪

便处理成混悬液, 通过多种途径输注到患者胃肠道内,

以期重建肠道菌群, 即粪菌移植技术 (fecal microbiota

transplantation, FMT)。FMT最早可以追溯到 1 700多

年前的东晋时期,《肘后备急方》首次记载了用粪清治

疗食物中毒、严重腹泻和发热并濒临死亡患者的方

子 :“绞粪汁 , 饮数合至一二升 , 谓之黄龙汤 , 陈久者

佳”。之后的大量中医学书籍, 如《本草纲目》、《伤寒

论》等都不断更新其用法、治疗危重疾病状态及效果评

估。国外关于 FMT的最早报道可追溯至 1958年美国

Eiseman等[7]报道的FMT可有效治疗伪膜性肠炎患者,

由于当时对抗生素认识的局限性和错误地认为金葡菌

感染是伪膜性肠炎的主因, FMT并未引起关注。1978

年, 梭状芽胞杆菌感染被发现是伪膜性肠炎的主因, 并

与抗生素的使用密切相关, 粪菌治病的方法才逐渐得

到重视[8,9]。此后, 有关FMT研究的文献出现井喷式的

增加。

1.2 粪菌移植技术的应用现状

研究结果表明, 宿主的遗传特性、饮食结构和肠道

菌群的组成存在着复杂的相互作用关系。人体微生物

特别是肠道微生物, 其基因数目远超宿主本身, 并且因

为其在宿主代谢和免疫调节等方面发挥的重要作用

而备受研究者关注[10]。越来越多的研究揭示了菌群和

人类疾病之间的密切关联, 表明肠道菌群的紊乱极有

可能是多种疾病的关键风险因素[11]。目前, 随着有关

肠道菌群基础研究的不断深入, 已有研究发现肠道菌

群应用于临床常规治疗或临床实验的疾病包括消化

系统疾病 (结肠炎、顽固性便秘、炎症性肠病)、内分泌

系统疾病 (糖尿病、肥胖)、自身免疫性疾病、慢性疲劳

综合征、心血管疾病、神经精神疾病 (抑郁症、自闭症、

焦虑) 以及慢性肾病、肿瘤和衰老等多病因异质性

疾病[12-16]。
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2 人源化粪菌移植实验动物模型制备

2.1 研究策略

在临床中, 研究肠道菌群在抑郁状态下的作用机

制存在巨大挑战, 不论是在健康还是疾病状态下, 要探

索人体自身的生物学问题, 都需要特定观察对象和大

量实验素材。在涉及人体的研究中, 人为引入病原体、

致癌物或者毒性物质, 在伦理上是严格禁止的, 且很难

从人体获得所需的各种组织样本等。尽管体外细胞培

养可解决部分问题, 但仍难以再现有机体的整体性及

生物体各系统之间的相互作用, 而且由于不同环境因

素 (工作环境、居住地、饮食习惯等) 造成个体间菌群

组成存在巨大差异 , 通常需要数量较大的样本[17,18]。

因此, 亟需选择一种合适的实验动物模型替代人体应

用于科学研究。

啮齿类动物具有繁殖速度快、可形成近交系、饲养

方便等特点, 使其成为最为理想的实验动物研究对象

之一[19]。然而, 动物与人体的肠道菌群组成具有一定

的差异性, 因此动物体内的实验结果并不能完全等同

于人体结果。利用接种了人体肠道菌群的小鼠, 构建

出具有人源化菌群的实验动物模型, 可为研究人体肠

道菌群生态系统和疾病发病机制提供有效的研究

手段。

目前, 解析与疾病表型相关的肠道菌群改变与疾

病核心病理机制因果关系的关键研究策略主要是将人

源粪便菌群通过基因组测序, 鉴定出与疾病或证候相

关的特异性菌属, 然后将菌液或纯化的特异性菌群以

灌胃方式注入无菌小鼠或者伪无菌小鼠 (将无特定病

原体的小鼠通过给予混合抗生素处理后得到的小鼠)

体内, 最后通过表型鉴定建立肠道菌群和疾病证候的

因果关系。

2.2 实验设计

依据上述研究策略, 利用粪菌移植揭示抑郁症与

肠道微生物群改变相关性因果关联实验设计示意图

如图 1所示。首先, 通过汉密尔顿抑郁量表 (hamilton

depression scale) 和抑郁自评量表 (self-rating depres‐

sion scale) 对临床招募的受试者进行筛选, 分别收集健

康者和抑郁患者的粪便样本, 并在采集后2 h内进行处

理, 然后采用宏基因组测序分析, 筛选和鉴定出与疾病

或证候相关的特异性菌群。在测序的同时, 对供试者

依据证候或疾病诊断标准进行分组。对样品进行粪便

悬液制备后, 挑选不同背景的无菌小鼠或者伪无菌小

鼠, 通过灌胃给予无菌/伪无菌小鼠粪便悬液建立粪菌

移植抑郁症实验动物模型, 进一步监测无菌/伪无菌小

鼠不同组别的代谢表型, 探讨抑郁症发生发展的机制,

给予中药或者化药进行药效与机制研究。最后整合临

床信息、粪菌移植实验动物表型及宏基因组测序结果,

进一步阐释肠道菌群与抑郁症的因果关系。

2.3 人源化粪菌移植菌液制备关键技术

2.3.1 供体筛选 粪菌移植类似于现代医学外科手术

中的器官移植, 存在传播疾病的风险, 必须对供体进行

严格筛查, 排除潜在危害问题[20]。在供体选择时要制

定严格的纳入排除标准, 包括遗传背景、表型特征、传

染病、常见病原体检查等指标, 确保供体选择恰当, 保

证研究结果准确可靠。

2.3.2 菌液制备 人源粪便悬液的制备一般在洁净工

作台进行, 其制备标准尚未统一。收集到供体粪便样

本后, 应经过混悬、离心、过滤等过程。首先以无菌生

理盐水或磷酸盐缓冲盐溶液稀释粪便样本, 溶剂体积

为 3～5倍, 均匀搅拌 15 min使粪便均匀化, 达到液体

浆液浓度; 接着使用物理方法过滤、离心粪便匀浆液,

去除较大的颗粒物, 最后将粪便悬液置于密闭容器中,

在-80 ℃条件下冷冻保存[21-24]。因为粪便微生物主要

是厌氧菌, 所以减少粪便制备过程中的氧气暴露时间

对于确保粪便微生物的生存能力至关重要[25]。

2.3.3 粪菌移植成功的评价标准 对于粪菌移植的成

功与否, 目前并没有明确的评价标准和体系[26]。因为

肠道菌群被移植到不同物种的宿主体内, 因此人源化

动物模型中的宿主和微生物群关系不一定能反映人类

中的真实关系。目前常用的评价标准是, 首先通过受

试小鼠的行为学表型判断菌群移植是否出现与人源供

体相似的特异性表型, 然后对临床受试者和人源化粪

菌移植后受试小鼠的肠道菌群进行宏基因组测序分

析, 查看菌属的丰度和物种是否具有相似性。因此, 为

使粪菌移植能更广泛应用于药物防治精神系统疾病,

需不断制定和完善相应的评价标准。

3 抑郁症动物模型的发生发展及其与肠道菌群的相

互作用

3.1 抑郁症动物模型的发生发展

抑郁症研究的重要手段之一是动物模型, 理想的

动物模型应具有良好的表面效度、结构效度和预测效

度。然而, 目前多数动物模型都只能模拟抑郁症症状

的一个或者几个方面, 且每个模型仍存在一些缺陷, 如

模型制备耗时长、操作过于复杂、科研成本高及科研设

备要求严格等。当前抑郁症实验动物模型主要分为药

物诱导模型、社会环境应激模型、基因改变遗传模型和

脑损伤模型等。2016年, Zheng等[27]首次证实了肠道

菌群失衡是抑郁症发生的关键因素, 抑郁症与肠道微

生物群之间存在双向交流, 移植抑郁患者粪便的小鼠

相对于对照组小鼠表现出明显的抑郁样行为。此外,

大鼠粪菌移植模型也表现出类似结果。这些研究均表
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明肠道菌群可能在抑郁症发病的复杂机制中发挥重要

作用, 粪菌移植实验动物模型将会广泛应用于抑郁症

发病机制及治疗药物作用机制的研究中。

3.2 抑郁症与肠道菌群的相互作用关系

抑郁症的病因非常复杂, 目前认为生物、心理和社

会环境因素都参与了抑郁症的发生。抑郁情绪可能诱

导特定肠道微生物群物种的改变, 并最终导致严重的

抑郁症疾病发生。Zheng等[27]通过将抑郁症和正常人

的菌群植入无菌小鼠体内, 结果发现, 前者表现出明显

抑郁样行为, 且发现放线菌显著增多, 而拟杆菌减少。

Aizawa等[28]研究发现, 抑郁症患者的肠道菌群组成与

健康者不同, 存在明显的微生态失衡现象。在菌群门

水平上, 放线菌、拟杆菌增多, 而厚壁菌减少; 在菌群属

水平上, 普氏菌群丰度表现丰富, 粪杆菌和反刍球菌丰

度减少, 乳酸菌和双歧杆菌的数目明显减少。由此可

见, 菌群多样性的变化与抑郁症存在高度相似性, 表明

人源肠道菌群的定植可以影响宿主的行为或者诱发相

关疾病的发生。

在机体肠壁上有很多肠神经, 它们可以把肠道消

化、吸收、免疫的信息传到丘脑 , 所以大脑可接受到

肠道的很多信号。同时, 大脑作为机体的中枢, 可通过

微生物-肠-脑轴影响抑郁症患者和实验动物肠道菌

群的物种组成多样性及其丰度变化, 也可通过副交感

神经影响肠道的功能[29-31]。下丘脑-垂体-肾上腺轴

(hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA 轴) 是脑-肠

之间非常重要的一个通路, 而 HPA轴功能亢进、皮质

醇分泌增高是抑郁症患者常见的神经生物学表现之

一, 皮质醇的释放也使得肠壁T细胞释放大量促炎因

子, 产生一些炎症因子的释放并通过血脑屏障, 继而影

响大脑的应激反应, 这些应激反应可改变机体的肠道

通透性、破坏肠道黏膜屏障, 激活肠黏膜免疫并导致肠

道菌群结构紊乱, 引起炎症反应[32]。此外, 脑-肠之间

的肠道微生物还会产生很多影响大脑功能的神经递

质, 如单胺类 [5-羟色胺 (5-hydroxytryptamine, 5-HT)、

犬尿氨酸 (kynurenine, Kyn)、色氨酸 (tryptophan, Trp)

和多巴胺 (dopamine, DA)]、氨基酸类 [γ-氨基丁酸 (γ-

aminobutyric acid, GABA) 和谷氨酸 (glutamic acid,

Glu)] 等抑制性神经递质。这些产物不仅可直接作用

于肠神经系统和迷走神经系统 , 还可通过调节肠内

分泌细胞以内分泌和旁分泌的方式影响中枢神经系统

的活动, 从而导致抑郁行为发生[33]。已有证据表明, 与

健康对照组相比 , 抑郁症患者和抑郁小鼠中白介素

Figure 1 The application of the experimental animal model of human fecal bacteria transplantation in the study of the pathogenesis of de‐

pression. TCM: Traditional Chinese medicine
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(interleukin, IL)-6、IL-8、肿瘤坏死因子 (tumor necrosis

factor-α, TNF-α)、Kyn和C反应蛋白 (C-reactive protein,

CRP) 等水平明显升高, 以及Trp代谢紊乱[34]。由此可

见, 神经递质水平、HPA轴功能调控、炎症因子表达等

不仅与抑郁症疾病有密切关系, 同时也与肠道菌群的

变化密切相关。

3.3 人源化粪菌移植抑郁实验动物模型的建立与行

为学评价

Turnbaugh等[35]首次将肥胖和健康者的微生物群

移植到健康的无菌动物体内, 直接证明了肠道菌群改

变可导致疾病。随后人源化粪菌移植模型被广泛应用

到抑郁症、结肠炎和糖尿病等研究中。

3.3.1 粪菌移植到无菌小鼠体内引发抑郁样行为 无

菌动物是一种体内不存在任何细菌的动物或现有检测

手段在其体内不能检测出任何细菌的动物, 与普通动

物相比, 具有干扰因子少、操作可控等优势, 可更明确

研究新移植微生物群的生物功能和机制。人体肠道菌

群一旦在无菌小鼠体内成功定植 , 就可维持较长时

间[36]。Zheng 等[27]首次将抑郁症患者和健康人体的

“粪便微生物群”移植到无菌小鼠中, 在人源化粪菌移

植 2周后, 先后进行了悬尾实验、强迫游泳实验和旷场

实验, 与健康对照组相比, 接受抑郁患者粪菌移植的小

鼠不动时间显著增长, 表明肠道微生物紊乱可诱导无

菌小鼠产生抑郁样行为。

3.3.2 粪菌移植到伪无菌小鼠体内引发抑郁样行为

由于无菌设施需大量资源来建立和维护, 对于许多基

因型小鼠模型没有无菌选择。而且使用无菌小鼠造模

并不会导致供体菌群完全转移到受体小鼠中[37]。因此

为了克服这种局限性, 通过混合抗生素预处理后建立

与人类微生物群相关的动物模型是有效研究手段之

一[38]。研究表明, 在粪菌移植之前使用混合抗生素可

能有助于改变受体体内的肠道微生物群, 从而使供体

肠道菌群在受体内更好定植[39]。常用的抗生素组合为

0.5 g·L-1万古霉素、1 g·L-1硫酸新霉素、1 g·L-1甲硝唑和

1 g·L-1氨苄青霉素, 该抗生素混合物已被证明可非选

择性清除肠道微生物[40]。Staley等[41]通过使用不同混

合抗生素 (氨苄西林、头孢哌酮和盐酸克林霉素等) 清

除小鼠体内固有的肠道菌群, 然后将人类肠道菌群单

次植入无特定病原体 (specific pathogen free, SPF) 小

鼠体内, 这种经抗生素处理的伪无菌小鼠在人类肠道

菌群植入程度上与无菌小鼠受体模型相当; 并且, 这种

伪无菌小鼠可很容易地应用到不同小鼠基因型和与不

同疾病状态相关的人类微生物群的研究中。Zhao

等[42]用带有酒精中毒患者粪便的微生物群移植到经过

混合抗生素处理 3周后的C57BL/6J小鼠体内, 先后进

行了酒精偏好、社会交互、旷场和高架十字迷宫实验,

结果发现小鼠表现出自发的酒精偏好、焦虑和抑郁样

行为以及社交障碍。Kelly等[43]通过将抑郁症患者和

健康人体的“粪便悬液”移植到微生物群减少的伪无菌

鼠中, 通过糖水偏爱、旷场、高架十字迷宫和强迫游泳

实验检测, 结果发现受试动物表现出类似的抑郁样和

焦虑样行为。以上结果均表明, 肠道微生物群紊乱可

诱导伪无菌鼠产生抑郁样行为。

综上所述, 人源化粪菌移植实验动物模型不仅可

移植人的菌群, 还可使动物表现出类似的抑郁样行为。

这一模型的发展为人类研究抑郁障碍发病机制以及药

物作用机制提供新思路的同时, 也给研究人员带来了

一些问题, 在选择无菌或是SPF级动物时, 应当根据课

题组环境而定, 而在实验过程中是否使用抗生素、抗生

素种类的选择以及其产生的不良反应都应当进行合理

充分的考虑。

4 人源化粪菌移植抑郁实验动物模型的应用

前期已有大量研究表明, 传统中医药可有效改善

抑郁症的核心症状, 通过影响肠道菌群的多样性、结

构、组成以及代谢产物等调节肠道菌群失调是治疗抑

郁症的潜在靶点[44]。而动物模型作为药物研发过程中

不可缺少的环节, 对于评价创新药物的有效性和安全性

有重要意义。Wang等[45]通过接种健康志愿者的粪便悬

液构建菌群人源化小鼠 (human flora-associated, HFA)

模型后给予不同浓度黑枸杞多糖, 乳酸杆菌、双歧杆菌

数量显著增加, 而肠杆菌、肠球菌数量显著下降, 说明

黑枸杞多糖可调节HFA小鼠肠道菌群结构, 增加有益

菌在HFA小鼠肠道中的定植力。当前很少有研究使用

人源化粪菌移植抑郁动物模型对抗抑郁药物进行药效

学评价, 大多是将抑郁鼠的鼠源粪便移植到受试鼠中,

然后使用一些抗抑郁西药或者外源补充一些前体物质

或者抑制剂来改善抑郁样行为。Siopi等[46]通过将慢性

应激引起小鼠抑郁后的粪便移植给无菌小鼠, 受体小鼠

表现出明显的抑郁样行为, 但是由于受体小鼠Trp代谢

中的 5-HT途径受损, 通过给予氟西汀并未改善其抑郁

样行为, 但是补充 5-HT的直接前体 5-羟基色氨酸可改

善其抑郁样行为。Chevalier等[47]分别将抑郁小鼠的粪

便移植给无菌和伪无菌小鼠, 同样都表现出抑郁样行

为, 但并没有通过给予抗抑郁药物来进行治疗性给药,

而是外源性补充一些前体物质或抑制剂来改善其抑郁

样行为。因此, 当前对于该模型的应用, 仍面临着巨大

挑战, 需要在理论和技术层面不断的发展和完善。

5 总结与展望

人源化粪菌移植抑郁实验动物模型与其他动物模

型相比, 更加贴合抑郁症的临床表型, 在阐明发病机
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制、药物作用机制等方面具有明显的优势和广泛的应

用前景。通过粪菌移植可更好地模拟一些特殊的精神

和行为表型, 同样也能揭示其生物学机制。而人源化粪

菌移植实验动物模型复制成功的前提是筛选出更符合

构建人源化实验动物模型的粪便菌群以及优化供体粪

菌的制备方法, 这将为人源化粪菌移植实验动物模型

成功建立及合理应用奠定基础。
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