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基于肠道菌群探讨运动改善2型糖尿病小鼠骨髓内皮组
细胞功能的影响研究

陈海燕，戴 霞，张迷磊，莫彬彬
（广西医科大学第一附属医院内分泌科，南宁 530021）

【摘 要】目的：探讨有氧联合抗阻运动是否通过改善肠道有益菌群的多样性、丰度、结构及其对 2型糖尿病小鼠骨髓内皮祖细

胞（endothelial progenitor cells，EPCs）功能的影响。方法：将 40只 8周龄雄性 db/db小鼠随机分为空白对照组（DZ组）糖尿病模

型+有氧联合抗阻运动组（联合运动）（L组）、糖尿病模型+粪便移植组（SY组）、糖尿病模型组（TJ组），每组 10只。L组进行 8周

有氧联合抗阻运动干预，于周一、周三和周五进行有氧运动，周二、周四和周六进行抗阻运动，6 d/周。SY组和TJ组分别采用L
组运动 8周后的小鼠粪便和DZ组小鼠粪便制成悬浊液予灌肠，2次/d，共 14 d。灌肠结束后检测各组小鼠骨髓EPCs增殖、迁

移、黏附和体外血管生成能力，采用流式细胞仪检测鉴定EPCs表型CD34和CD31，16SrRNA检测各组小鼠粪便肠道菌群的丰

度及多样性ELISA检测各组小鼠血清胰高血糖素样肽-1（glucagon-like peptide1，GLP-1）。结果：肠道菌群多样性结果显示，在

纲水平上，与 TJ 组比较，SY 组小鼠肠道 Clostridia（54.60% vs. 32.21%）和 Bacteroidia（47.63% vs. 36.39%）的丰度上升，Gamma⁃
proteobacteria（0.30% vs. 12.57%）丰度下降，差异有统计学意义（P=0.019、P=0.028、P=0.002）与 DZ 组比较，SY 组小鼠的肠道

Bacteroidia（47.63% vs. 38.5%）丰度上升，Bacilli（2.56% vs. 12.36%）丰度下降，差异有统计学意义（P=0.021、P=0.039）。在科水

平上，与DZ组比较，SY组小鼠肠道产丁酸盐细菌Lachnospiraceae（43.86% vs. 26.44%）和Oscillospiraceae（7.8% vs. 2.15%）的丰

度显著升高（P=0.004、P=0.001）与 TJ 组比较，SY 组小鼠肠道 Lachnospiraceae（43.86% vs. 32.89%）、Lactobacillaceae（9.89% vs. 
3.8%）和Oscillospiraceae（7.8% vs. 2.21%）菌群丰度显著升高（P=0.045、P=0.006、P=0.001）。SY组小鼠EPCs增殖、迁移、黏附和

血管生成能力明显高于DZ组和TJ组（P=0.002、P=0.000、P=0.000、P=0.000、P=0.016、P=0.049、P=0.019、P=0.026）。DZ组 SY组

和 TJ 组 3 组小鼠血清 GLP-1（pmmol/L）含量（1.90±0.22，2.82±0.40 和 2.24±0.49）比较，差异有统计学意义（F=31.082，P=
0.000）。与 DZ 组比较，SY 组小鼠血清 GLP-1水平明显升高（P=0.000）与 TJ组相比，SY 组小鼠血清 GLP-1水平显著升高（P=
0.000）肠道菌群数量与内皮组细胞功能相关性分析结果显示：Clostridia（r=0.696，P=0.041）、Oscillospiraceae（r=0.697，P=0.037）
Muribaculaceae与内皮组细胞迁移能力（r=0.753，P=0.019）和血管生成（r=0.810，P=0.008）呈正相关。结论：有氧联合抗阻运动

可能通过提高2型糖尿病小鼠肠道有益菌的丰度、多样性及结构及提高GLP-1表达，从而改善2型糖尿病小鼠骨髓EPCs功能。
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To investigate the effect of exercise on the function of bone marrow 
endothelial cells in type 2 diabetic mice based on intestinal flora

Chen　Haiyan，Dai　Xia，Zhang　Milei Mo Binbin
（Department of Endocrinology，The First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University）

【Abstract】Objective：To investigate whether aerobic exercise combined with resistance exercise can improve the diversity，abundance 
and structure of intestinal beneficial flora and its effect on the function of bone marrow endothelial progenitor cells（EPCs） in type 2 
diabetic mice. Methods：Forty 8-week-old male db/db mice were randomly divided into control group（DZ group）. Diabetic model + 
aerobic and resistance exercise group（combined exercise）（L group），diabetic model + fecal transplantation group（SY group），and dia⁃
betic model group（TJ group），with 10 rats in each group. Group L carried out aerobic exercise combined with resistance exercise for 8 

weeks，aerobic exercise on Monday，Wednesday and Friday，and re⁃
sistance exercise on Tuesday，Thursday and Saturday，6 days/W. In 
SY and TJ groups，the feces of mice in group L and DZ after 8 
weeks of exercise were made into suspension，respectively，and then 
enema was given twice a day for 14 days. After the end of enema，
the proliferation，migration，adhesion and angiogenesis ability of 
bone marrow EPCs in each group were detected. The EPCs pheno⁃
types CD34 and CD31 were identified by flow cytometry，and the 
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abundance and diversity of intestinal flora in feces were detected by 16SrRNA. ELISA was used to detect serum glucagon-like peptide1
（GLP-1） in each group. Results：At the class level，the abundance of Clostridia（54.60% vs. 32.21%） and Bacteroidia（47.63% vs. 
36.39%） in the SY group was higher than that in the TJ group. The abundance of Gammaproteobacteria（0.30% vs. 12.57%） was sig⁃
nificantly decreased（P=0.019，P=0.028，P=0.002）. Compared with DZ group，the abundance of Bacteroidia in SY group increased
（47.63% vs. 38.5%），and the abundance of Bacilli decreased（2.56% vs. 12.36%），and the difference was statistically significant（P=
0.021，P=0.039）. At the family level，the abundance of Lachnospiraceae（43.86% vs. 26.44%） and Oscillospiraceae（7.8% vs. 2.15%） 
in the SY group was significantly higher than that in DZ group（P=0.004，P=0.001）. Compared with the TJ group，The abundance of 
Lachnospiraceae（43.86% vs. 32.89%），Lactobacillaceae（9.89% vs. 3.8%） and Oscillospiraceae（7.8% vs. 2.21%） in the intestinal 
tract of SY group was significantly increased（P=0.045，P=0.006，P=0.001）. The proliferation，migration，adhesion and angiogenesis of 
EPCs in SY group were significantly higher than those in DZ group and TJ group（P=0.002，P=0.000，P=0.000，P=0.000，P=0.016，P=
0.049，P=0.019，P=0.026）. The content of serum glucagon peptide-1（GLP-1）（pmmol/L） in DZ group SY and TJ group（1.90±0.22，
2.82±0.40 and 2.24±0.49） was significantly different（F=31.082，P=0.000）. Compared with DZ group，the serum GLP-1 level in SY 
group was significantly increased（P=0.000）. Compared with TJ group，the serum GLP-1 level in SY group was significantly increased
（P=0.000）. The correlation analysis between the number of intestinal flora and the function of endothelial cells showed that：Clostridia
（r=0.696，P=0.041），Oscillospiraceae（r=0.697，P=0.037） Muribaculaceae was positively correlated with cell migration（r=0.753，P=
0.019） and angiogenesis（r=0.810，P=0.008） in the endothelial group. Conclusion：Aerobic exercise combined with resistance exercise 
may improve the function of EPCs in bone marrow of type 2 diabetic mice by increasing the abundance，diversity and structure of ben⁃
eficial intestinal bacteria and increasing the expression of GLP-1.
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糖尿病的心血管并发症是糖尿病患者死亡的

主要原因之一，据统计全世界每年因糖尿病及其并

发症死亡的人数约有 500 万，占总死亡人数的

8.2%[1]。其发生机制与内皮损伤及功能异常导致血

管新生障碍有关[2]。内皮祖细胞（endothelial pro⁃
genitor cells，EPCs）可增殖分化成内皮细胞，能有效

发挥促血管新生的作用从而预防糖尿病血管病

变[3]。因此，如何提高机体在糖尿病高糖状态下

EPCs能力对防治糖尿病心血管并发症有重要意义。

胰高血糖素样肽 -1（glucagon-like peptide1，
GLP-1）是近年来治疗 2型糖尿病及其 2型糖尿病血

管并发症的研究热点。研究表明，2 型糖尿病患者

GLP-1水平升高在促进胰岛β细胞分泌、控制血糖、

减轻血管炎症损伤及其促进 EPCs 增殖、迁移和修

复血管损伤等功能发挥着重要的作用[4]。因此，机

体 GLP-1 与血管 EPCs 功能密切相关，通过提高机

体 GLP-1 的水平来改善内皮组细胞增殖、迁移、黏

附及其血管生成能力，是防治 2型糖尿病血管并发

症亟待解决的临床关键问题。运动是糖尿病管理

的有效手段，不少国内外文献证实了运动可改善肠

道菌群结构，提高与促进GLP-1分泌相关的肠道菌

群的丰度，如 Lachnospiraceae、Faecalibacterium 和

prausnitzii 等短链脂肪酸（SCFAs）细菌群的丰度。
[5-6] 目前关于运动改善EPCs功能主要以有氧运动和

抗阻运动为主，有氧联合抗阻运动（联合运动）对 2

型糖尿病小鼠 EPCs 功能的影响的相关研究较少，

且具体通过何种途径尚不明确。本研究将联合运

动 8周后的小鼠粪便制成粪便悬浮液移植入小鼠肠

道，干预结束后体外分离培养骨髓源 EPCs，检测各

组小鼠EPCs功能以及小鼠肠道菌群的丰度和血清

GLP-1 表达。探讨有氧联合抗阻运动是否通过改

善肠道菌群丰度和多样性，促进GLP-1分泌进而改

善 EPCs 能力，为运动改善肠道菌群及预防糖尿病

心血管并发症提供新思路。

1　资料与方法

1.1　研究对象及分组

研究对象为：40只雄性BKSdb/dbC57小鼠，8周龄（购买

于南京君科生物工程有限公司，随机血糖大于 300 mg/L）作

为 2型糖尿病小鼠模型。将 40只雄性 BKSdb/dbC57小鼠随

机分为空白对照组（DZ组）、糖尿病模型+有氧联合抗阻运动

组（联合运动）（L 组）、糖尿病模型+粪便移植组（SY 组）、糖

尿病模型组（TJ组），每组10只。

1.2　实验方法

1.2.1　运动干预方法　3组小鼠均以繁殖饲料喂养，空白对

照组期间不做任何干预。糖尿病模型+有氧联合抗阻运动

组（L组）采取为期8周的联合有氧+抗阻运动干预（一周运动

干预 6 d，即有氧运动的时间为星期一、三和五抗阻运动为星

期二、四和六）。有氧运动方式是小鼠在坡度为 0度的小鼠

跑台（北京东西仪器科技有限公司，型号：WDW－1型）进行

有氧跑步运动[7]，具体见表 1。抗阻运动采用尾部负重爬自

制梯（高1 m，坡度为85°）运动[8]，具体见表2。
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1.2.2　粪便移植干预方法　　本课题组前期通过对 T2DM 小

鼠进行有氧运动、抗阻运动和有氧联合抗阻运动干预 8周后

检测小鼠肠道菌群，结果显示有氧联合抗阻运动方式更有利

于提高 2型糖尿病小鼠肠道菌群有益菌的丰度和组成。基

于前期基础，本课题组采用糖尿病模型+有氧联合抗阻运动

组小鼠作为粪便采集组，只采集该组小鼠的粪便用于粪便移

植。采用抗生素持续予糖尿病模型+粪便移植组（SY组）和

糖尿病模型组（TJ组）小鼠灌胃 4周。结束后，分别采用糖尿

病模型+有氧联合抗阻运动组运动 8周后的小鼠新鲜粪便和

空白对照组小鼠粪便制成悬浊液予灌肠予 SY 组和 TJ 组灌

肠，2次/d，共 14 d。灌肠前 3 h将 db/db小鼠放入清洁网笼，

轻揉小鼠下腹部及肛门刺激排便，收集新鲜粪便，称重按照

粪便与生理盐水 1∶5的比例将两者混合搅拌均匀，按照人类

和小鼠每公斤体重的剂量换算系数为9.01计算。按20 mg/kg
算0.3 g/d，予0.3 mL的500 mg/mL粪便悬浊液灌肠。

1.2.3　肠道菌群检测　　应用 16SrRNA高通量测序技术测定

菌群。称取各组粪便样本各 100 mg，釆用 E.Z.N.A.StoolD⁃
NAKit 提取样品的总基因组 DNA，紫外分光光度计下测定

DNA 样品中核酸纯度。针对所有粪便细菌的 16SrRNAV4
区，合成带有 barcode的特异引物，PCR 反应体系扩增后，对

目的条带使用胶回收试剂盒回收纯化产物。Quant iTPico⁃
GreendsDNAAssayKit 建库试剂盒对纯化产物进行文库的构

建，再使用MiSeq平台进行上机测序。

1.2.4　物种注释及分类学分析　　使用 USEARCH[9]（version 
10.0）在相似性 97%（默认）的水平上对序列进行聚类，默认

以测序所有序列数的 0.005% 作为阈值过滤 OTUs[10]。根据

Feature的序列组成得到其物种分类。对于肠道菌群多样性

分析，利用Alpha多样性指数分析和Beta多样性分布分析展

示，在相同物种丰富度的情况下，群落中各物种具有越大的

均匀度，则认为群落具有越大的多样性，说明样品的物种多

样性越高[11]。
1.2.5　EPCs 的分离培养与鉴定　　干预结束后取材，各组均

采用全骨髓贴壁法培养 EPCs。用无菌医用剪刀、镊子分离

小鼠肱骨、股骨及胫骨，存放于含抗生素（青霉素-链霉素-
两性霉素 B 添加剂）的 FBS 的磷酸缓冲盐溶液（phophate-
buffered saline，PBS）溶液中，紫外线消毒杀菌超净台 30 min
后转移标本，用含三抗的无菌 PBS 反复 3~4 次冲洗骨髓腔，

收集骨髓细胞至无菌 50 mL 离心管中，用 1 200 r/min，离心

5 min 后用无菌巴氏吸管吸取出上层细胞冲洗液，加入 PBS

清洗细胞，离心获取细胞沉淀，加入 EGM-2MV 培养基

EPCs，按 106/cm2的密度接种于预先用人纤维连接蛋白包被

的 25 cm 正方透气盖斜口细胞培养瓶中，置于含有浓度为

5%二氧化碳培养箱培养，其温度为 37 ℃，饱和湿度为 95%。

每天在显微镜下观察细胞生长情况，于培养后第 4 d予细胞

第 1次换液，并在显微镜下观察EPC形态及生长情况后加入

含有生长因子和胎牛血清的培养基，置于培养箱中培养，

之后每隔 48 h换液。细胞生长增殖到一定数量后对EPCs进
行流式鉴定，待细胞生长汇合度达到 80% 后对细胞传代培

养。对 EPCs 进行，收集 1×106细胞，加入 1 mL PBS 重悬细

胞，1 200 r/min 离心 5 min，弃上清。分别加入含 CD31-PE
（5 μL）、CD34-PE（5 μL）、的 100 μL PBS（含 1% BSA），4 ℃
避光孵育 20 min。用PBS（含 1% BSA）重悬细胞，1 200 r/min
离心5 min弃上清。加入400 μL PBS（含1% BSA）悬浮细胞，

上机鉴定。

1.2.6　EPCs增殖功能　　①收集DZ组、SY组和TJ组的细胞，

调整细胞悬液浓度，使待测细胞调密度至 1×105个/mL，96孔

板每孔加入100 μL。②5% CO₂，37 ℃分别培养细胞24 h、48 h
后，每孔加入10 μL CCK-8溶液，细胞培养箱内继续孵育1 h，
在450 nm测定吸光度。

1.2.7　EPCs迁移功能　　采用细胞划痕实验检测细胞迁移功

能。计数至 1×106 个/mL 各取 1 mL 细胞悬液加入至 6 孔板

中，再加入 1 mL完全培养基，5% CO₂，37 ℃培养细胞 24 h取

出，吸去原培养基，用 20 μL 枪头划痕（正中间竖线一道），

PBS清洗 2次后，在 6孔板底部用黑色记号笔横线划分三等

分，显微镜下分别拍照 3~5处，并保存数据，加入无血清培养

基，再将划痕后的 6 孔板置于 5% CO₂，37 ℃培养细胞 48 h，
取出吸去原培养基，PBS清洗 1次后显微镜下拍照并保存数

据。各组EPCs分别于 0 h和 48 h在倒置荧光/相差显微镜成

像分析，并计算其迁移率。

1.2.8　EPCs黏附功能　　①人纤连蛋白在 96孔板包被，包被

浓度为 5 μg/cm2，PBS稀释纤连蛋白原液，每孔加入 50 μL稀

释后的纤连蛋白，即置于 5% CO₂，37 ℃细胞培养箱中包被，

包被时间为 2 h。②取 DZ组、SY组和 TJ组的细胞消化重悬

计数，使各组细胞浓度为 1×105个/mL，弃去孔板中未结合的

纤连蛋白，PBS清洗 2次后接种细胞，每孔加入 100 μL细胞

悬液。③接种 1 h 后，吸去培养基，PBS 缓缓洗涤细胞 3 次，

显微镜下观察各组细胞贴壁情况，每组取 9个视野进行拍照

记录。

1.2.9　EPCs体外血管生成能力　①基质胶准备：实验前 1 d
将基质胶置于4 ℃冰箱过夜，使胶能缓慢融化（同时4 ℃预冷

枪头用于吸取基质胶，同时预冷 96孔板）。②待基质胶冻融

后，用预冷枪头混匀，EP管提前预冷置于冰盒中，取出预冷

的 96孔板，每孔加入 50 μL基质胶原液，加入时避免产生气

泡，置于细胞培养箱中 60 min 待其凝固。③消化 DZ 组、SY
组和TJ组的细胞，计数至3×105个/mL，每孔加入100 μL细胞

悬液，细胞培养箱培养4 h后显微镜下观察并拍照。

1.2.10　检测 GLP-1 水平　　ELISA 法检测小鼠血清 GLP-1。
于干预后采用腹膜内注射戊巴比妥钠麻醉小鼠后进行眼球

静脉采血，收集的血液静置2 h离心分离血清，具体操作方法

均按ELISA试剂盒说明书进行。

表 1　有氧运动

周次

1
2~8

速度（m/min）
10~15

15

运动时间（min）
30
60

坡度（%）

0
0

表 2　抗阻运动

周次

1
2
3
4

5~8

负重（%BW）

10
20
30
50
70

组数与次数（Set×Rep）
2×3

2×3

2×3

2×3

2×3

坡度（%）

85
85
85
85
85
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1.3　统计学方法

采用 Image J软件对图片进行分析、SPSS 26.0统计软件

进行统计分析，符合正态分布的计量资料以均数±标准差

（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比

较采用 LSD-t 法，相关性分析用 Pearson 法或 Spearman 法。

检验水准α=0.05。

2　结　果

2.1　运动对2型糖尿病小鼠肠道菌群多样性的影响。

2.1.1　各组小鼠肠道菌群 Alpha 多样性分布　　各组小鼠肠

道菌群 Alpha 多样性指数结果以 Chao1、Simpson、Shannon、
PD_whole_tree和ACE指数来展示。粪便移植后，3组小鼠肠

道菌群 Chao1、Simpson、Shannon、PD_whole_tree 和 ACE 指数

差异均有统计学意义（F=8.103，P=0.006；F=5.110，P=0.025；
F=8.375，P=0.005；F=4.716，P=0.031；F=8.179，P=0.006）。两

两比较结果显示，与TJ组比较，SY组小鼠肠道菌群的Simpson
升高，差异均有统计学意义（P=0.049）与DZ组比较，SY组小

鼠肠道菌群的 Chao1、Simpson、Shannon、PD_whole_tree 和

ACE 指数升高，差异均有统计学意义（P=0.002、P=0.009、P=
0.002、P=0.010、P=0.002）。与 DZ 组比较，TJ 组小鼠肠道菌

群的Chao1、Shannon和ACE指数升高，差异均有统计学意义

（P=0.017、P=0.017、P=0.017）。见表3。
2.1.2　各组小鼠肠道菌群Beta多样性分布　　非度量多维标

定法[12]（Non-MetricMulti-Dimensional Scaling，NMDS）基于

Bray-Curtis距离来进行分析的非线性模型，以点的形式反映

在二维平面上。其设计目的是克服线性模型（包括 PCA、

PCoA）的缺点，更好地反映生态学数据的非线性结构，当

stress小于 0.05时，则具有很好的代表性。本研究小鼠肠道

菌群 Beta 多样性以 NMDS 表示。如图 1显示，3组小鼠肠道

菌群具有明显的差异（stress=0.047 0）。

2.2　联合运动对2型糖尿病小鼠肠道菌群结构的影响

2.2.1　各组小鼠肠道菌群在纲（class）水平上分布　　粪便移

植后，在纲水平上，DZ组糖尿病小鼠粪便优势菌分别是梭菌

纲（Clostridia）（38.5%），拟杆菌纲（Bacteroidia）（35.67%）、杆

菌纲（Bacilli）（12.36%）以及变形菌纲（Gammaproteobacteria）
（3.8%）这 4 种优势菌约占 93%~96%。TJ 组小鼠肠道梭菌

纲、拟杆菌纲、杆菌纲以及变形菌纲分别占 32.21%、36.39%、

11.05% 和 12.57%。3 组小鼠肠道菌群在纲水平比较，Clos⁃
tridia、Bacteroidia 和 Gammaproteobacteria 丰度有统计学意义

（F=3.971，P=0.047；F=4.421，P=0.036；F=8.816，P=0.005）。

两两比较结果显示，与 TJ 组比较，SY 组小鼠肠道 Clostridia
（54.60%）和 Bacteroidia（47.63%）的比例上升（P=0.019、P=
0.028），Gammaproteobacteria（0.30%）丰度下降，差异有统计

学意义（P=0.002）与DZ组比较，SY组小鼠的肠道Bacteroidia
（47.63%）丰度上升（P=0.021），Bacilli（2.56%）丰度下降，差

异有统计学意义（P=0.039）与DZ组比较，TJ组小鼠肠道变形

菌纲比例上升（P=0.014）。见图2和图3。

2.2.2　各组小鼠肠道菌群在科（family）水平上分布　　干预结

束后，本实验结果显示：在科（family）水平上，3 组小鼠肠道

菌群丰度在毛螺菌科（Lachnospiraceae）、乳杆菌科（Lactobac⁃
illaceae）和颤螺菌科（Oscillospiraceae）比较，差异有统计学

意 义（F=6.465，P=0.012；F=5.485，P=0.020；F=12.231，P=
0.001）。DZ 组小鼠肠道毛螺菌科、乳杆菌科和颤螺菌科的

丰度分别为 26.44%、5.69% 和 2.15%，TJ 组小鼠肠道毛螺菌

科、乳杆菌科和颤螺菌科的丰度分别为 32.89%、3.80% 和

2.21%，两两比较结果显示，与 DZ组比较，SY 组小鼠肠道产

丁 酸 盐 细 菌 Lachnospiraceae（43.86%）和 Oscillospiraceae
（7.8%）的丰度升高，差异均有统计学意义（P=0.004、P=
0.001）与TJ组比较，SY组小鼠肠道Lachnospiraceae（43.86%）、

Lactobacillaceae（9.89%）和 Oscillospiraceae（7.8%）菌群丰度

升高，差异有统计学意义（P=0.045、P=0.006、P=0.001）DZ组

和TJ组小鼠肠道Lachnospiraceae、Lactobacillaceae和Oscillo⁃
spiraceae 菌群丰度比较，差异无统计学意义（P=0.213、P=
0.127，P=0.936）。见图4。

表 3　各组小鼠肠道菌群 Alpha 多样性指数的比较（x±s）

指数

Chao1
Simpson
Shannon
PD_whole_tree
ACE

DZ组

203.96±107.39

0.97±0.02

5.86±0.95

16.50±5.94

204.90±108.10

SY组

395.28±50.65a

0.99±0.01ab

7.34±0.16a

27.44±5.85a

397.38±50.65a

TJ组
339.23±61.73

0.97±0.11

6.87±0.29

22.40±5.09

340.98±60.86

F值

8.103
5.110
8.375
4.716
8.179

P值

0.006
0.025
0.005
0.031
0.006

注：DZ，空白对照组；SY，糖尿病模型+粪便移植组；TJ，糖尿病模型组；a，与 DZ 组相比，P＜0.05；b，与 TJ 组相比，P＜0.05

注：DZ，空白对照组；SY，糖尿病模型+粪便移植组；TJ，糖尿病模型组

图 1　各组小鼠 NMDS 分析图
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2.3　EPCs细胞形态学观察与鉴定

内皮组细胞在蛋白包被的培养瓶中培养，24 h 开始贴

壁，4 d贴壁基本完全，EPCs形态大多数呈圆形或椭圆形，少

部分细胞呈长梭形 7 d 后，EPCs 多呈圆形或梭形 14 d 后

EPCs不断增殖以梭形细胞增多，可见“铺石路”状改变，见图

5。取细胞进行流式细胞术鉴定EPCs细胞表面标记，流式细

胞仪检测表型 CD31 和 CD34 检出率分别为 95.2%、27.9%。

见图6。

                               注：DZ，空白对照组；SY，糖尿病模型+粪便移植组；TJ，糖尿病模型组

图 2　各组各个样本在纲水平上的肠道菌群物种分类热图分布

注：DZ，空白对照组；SY，糖尿病模型+粪便移植组；TJ，糖尿病模型组

图 3　各组小鼠肠道菌群在纲（class）水平上丰度柱状累加图
注：DZ，空白对照组；SY，糖尿病模型+粪便移植组；TJ，糖尿病模型组

图 4　各组小鼠肠道菌群在科（family）水平上丰度柱状累加图
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2.4　EPCs功能

2.4.1　　增殖　　本研究采用粪便移植干预后观察小鼠EPCs的
增殖能力，结果显示，3组小鼠EPCs增殖能力差异有统计学

意义（F=17.176，P=0.003）。两两比较结果显示，SY 组小鼠

EPCs 的增殖能力明显比 TJ 组和 DZ 组增强（P=0.002、P=
0.000）。DZ 组与 TJ 组小鼠 EPCs 增殖能力差异无统计学意

义（P=0.588）。见表4。
2.4.2　　粘附　　本实验结果显示，3 组小鼠 EPCs 粘附能力差

异有统计学意义（F=13.843，P=0.000）。两两比较结果显示，

SY组小鼠 EPCs的粘附细胞数量明显多于 DZ组和 TJ组（均

P =0.000）。DZ组与 TJ组小鼠EPCs粘附能力差异无统计学

意义（P=0.540）。见图7和表4。
2.4.3　　迁移功能　　研究结果显示：3 组小鼠 EPCs 迁移能力

差异有统计学意义（F=5.934，P=0.038）。两两比较结果显

示，SY组小鼠EPCs的迁移能力高于DZ组和TJ组，差异有统

计学意义（P=0.016、P=0.049）。DZ组与TJ组小鼠EPCs迁移

能力差异无统计学意义（P=0.429）。见图8和表4。
2.4.4　　血管生成功能　3组小鼠EPCs迁移能力差异有统计

学意义（F=6.339，P=0.033）。两两比较结果显示，SY组小鼠

EPCs体外血管形成官腔结构明显高于DZ组和TJ组，差异有

统计学意义（P=0.019、P=0.026）。DZ组与TJ组小鼠EPCs血
管生成能力差异无统计学意义（P=0.806）。见图9和表 4。
2.5　联合运动对2型糖尿病小鼠血清GLP-1水平的影响。

粪便移植干预后，DZ 组 SY 组和 TJ 组 3 组小鼠血清

GLP-1（pmmol/L）含 量（1.90±0.22，2.82±0.40 和 2.24±

0.49）比较，差异有统计学意义（F=31.082，P=0.000）。两两

表 4　各组 EPCs 功能比较（x±s）

项目

增殖

粘附

迁移

血管生成

DZ组

0.48±0.30

201.67±17.07

12 571.33±7 509.66

33.67±7.57

SY组

1.07±0.26ab

243.11±27.19ab

45 088.00±18 754.12ab

58.67±3.21ab

TJ组
0.41±0.30

195.56±16.6

20 888.00±4 966.20

35.67±14.36

F值

17.176
13.843

5.934
6.339

P值

0.003
0.000
0.038
0.033

注：DZ，空白对照组；SY，糖尿病模型+粪便移植组；TJ，糖尿病模型组；a，与 DZ 组相比，P＜0.05；b，与 TJ 组比较，P＜0.05

注：EPCs形态学观察（倒置显微镜，100×）细胞培养第4 d后，EPCs处于贴壁状态，多呈圆形（左）8 d后，EPCs多

呈梭形或圆形（中）14 d后，EPCs形态呈梭形细胞并大量增殖，长满培养瓶底部，可见有“铺石路”状改变（右）

图 5　EPCs 细胞生长情况

                         注：CD34（左）CD31（右）

图 6　流式细胞术鉴定 EPCs 细胞表面标记 CD34 和 CD31 结果
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比较结果显示，与 DZ组比，SY 组小鼠血清 GLP-1水平显著

升高，差异有统计学意义（P=0.000）与 TJ组相比，SY 组小鼠

血清 GLP-1水平升高，差异有统计学意义（P=0.000）TJ组与

DZ组相比，差异无统计学意义（P=0.368）。见图10。

2.6　肠道菌群与内皮组细胞功能相关性分析。

采用小鼠骨髓内皮组细胞增殖、迁移、黏附和血管生成

功能与相应的肠道菌群（Clostridia、Bacteroidia、Bacilli、Gam⁃
maproteoBacteria、Lachnospiraceae、Muribaculaceae、Bacteroi⁃
daceae和 Lactobacillaceae）的数量分别进行两因素相关性分

析。结果显示，Clostridia（r=0.696，P=0.041）、Oscillospiraceae
（r=0.697，P=0.037）Muribaculaceae 与内皮组细胞迁移能力

（r=0.753，P=0.019）和血管生成（r=0.810，P=0.008）呈正相

关。见表5。
2.7　联合运动对小鼠摄食量的影响

实验期间小鼠未发生呕吐、腹泻、便秘、便血精神萎靡及

死亡等不良情况，小鼠均可正常饮食饮水。每周同一时间测

量小鼠 24 h摄食量和粪便量，小鼠 24摄食量结果显示，根据

重复测量设计方差分析，数据满足球形检验（χ2=22.331，P=
0.079），故选择球形检验结果，即分组效应、组别与时间的交

互作用、时间效应对 24 h 摄食量的影响均有统计学差异

（F 组别=14.401，P 组别=0.001；F 时间=332.039，P 时间=0.000；F 交互=

　　　　　　　　   注：DZ 组，空白对照组；SY 组，糖尿病模型+粪便移植组；TJ 组，糖尿病模型组

图 7　EPCs 黏附功能（倒置显微镜，100×）

                                   注：DZ 组，空白对照组；SY 组，糖尿病模型+粪便移植组；TJ 组，糖尿病模型组

图 8　EPCs 迁移功能（倒置显微镜，100×）

注：DZ组，空白对照组；SY组，糖尿病模型+粪便移植组；TJ组，糖尿病

模型组；a，与 DZ 组比较，P＜0.05；b，与 TJ 组比较，P＜0.05
图 10　各组小鼠血清 GLP-1 水平比较

                                   注：DZ 组，空白对照组；SY 组，糖尿病模型+粪便移植组；TJ 组，糖尿病模型组

图 9　EPCs 血管生成功能（倒置显微镜，100×）
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9.989，P 交互=0.000）。组别简单效应检验结果显示，除了在第

1 周，组别的简单效应不明显（F=1.857，P=0.198，偏 η2=
0.236），在第 2、3、4、5 和 6 周，组别的简单效应均明显（F=
8.240，P=0.006，偏 η2=0.579；F=36.51，P=0.000，偏 η2=0.859；
F=18.794，P=0.000，偏 η2=0.758；F=3.978，P=0.047，偏 η2=
0.399；F=6.000，P=0.016，偏 η2=0.5）。时间简单效应分析结

果显示：DZ组、SY组和TJ组在 3种不同方式干预下，时间的

简单效应均明显（F=67.622，P=0.000，偏η2=0.977；F=46.547，
P=0.000，偏 η2=0.967；F=52.591，P=0.000，偏 η2=0.970）。组

间各时间点两两比较结果显示，与DZ组比较，SY组小鼠24 h
摄食量在第 2、3、4 和 6 周差异有统计学意义（P=0.002，P=
0.000，P=0.000，P=0.006）。与 TJ 组比较，SY 组小鼠 24 h 摄

食量在第 3、5和 6周差异有统计学意义（P=0.037、P=0.017、
P=0.033）。见表6。
2.8　联合运动对小鼠24 h粪便量的影响。

根据重复测量设计方差分析，数据满足球形检验（χ2=

12.758，P=0.558），故选择球形检验结果，即分组效应、组别

与时间的交互作用、时间效应对24 h摄食量的影响均有统计

学差异（F 组别=10.441，P 组别=0.002；F 时间=74.201，P 时间=0.000；
F 交互=3.104，P 交互=0.003）。组别简单效应检验结果显示，除

了在第 1 周，组别的简单效应不明显（F=0.083，P=0.092，偏
η2=0.014），在第 2、3、4、5和 6周，组别的简单效应均明显（F=
6.964，P=0.010，偏 η2=0.537；F=4.696，P=0.031，偏 η2=0.439；
F=5.014，P=0.026，偏 η2=0.445；F=8.164，P=0.006，偏 η2=
0.576；F=4.419，P=0.036，偏 η2=0.424）。时间简单效应分析

结果显示：DZ组、SY组和TJ组在 3种不同方式干预下，时间

的简单效应均明显（F=21.147，P=0.000，偏 η2=0.930；F=
10.012，P=0.003，偏 η2=0.862；F=26.233，P=0.000，偏 η2=
0.943）。组间各时间点两两比较结果显示，与DZ组比较，SY
组小鼠 24 h 排便量在第 2 和 3 周差异有统计学意义（P=
0.004、P=0.021）。与TJ组比较，SY组小鼠 24 h摄食量在第 5
差异有统计学意义（P=0.003、P=0.012）。见表7。

表 5　肠道菌群与 EPCs 功能相关性分析

肠道菌群

Clostridia

Bacteroidia

Oscillospiraceae

Gammaproteo-bacteria

Lachnospiraceae

Muribaculaceae

Bacteroidaceae

Lactobacillaceae

细胞增殖

r/rs值

0.696
0.276
0.697

-0.223
0.541

-0.629
0.276
0.518

P值

0.041
0.473
0.037
0.546
0.132
0.070
0.473
0.153

细胞迁移

r/rs值

-0.330
0.381

-0.294
-0.447
-0.346

0.753
0.381

-0.315

P值

0.386
0.311
0.443
0.228
0.361
0.019
0.311
0.409

细胞粘附

r/rs值

-0.012
0.211
0.031
0.257
0.128

-0.467
0.211
0.304

P值

0.965
0.450
0.913
0.335
0.650
0.079
0.450
0.274

血管生成功能

r/rs值

-0.044
0.483

-0.330
-0.412
-0.479

0.810
0.483

-0.159

P值

0.226
0.188
0.385
0.270
0.192
0.008
0.188
0.682

表 6　各组小鼠不同时间点 24 h 摄食量（克）的比较（x±s）

时间

第1周

第2周

第3周

第4周

第5周

第6周

DZ组

2.60±0.38

3.56±0.19

4.02±0.18

4.98±0.34

5.92±0.51

6.90±0.26

SY组

2.98±0.15

4.22±0.33a

5.50±0.35ab

6.08±0.24a

5.70±0.37b

6.20±0.39ab

TJ组
2.82±0.36

4.10±0.27

5.08±0.29

5.84±0.30

6.38±0.24

6.70±0.32

F值

1.857
8.240

36.510
18.794

3.978
6.000

P值

0.198
0.006
0.000
0.000
0.047
0.016

注：DZ 组，空白对照组；SY 组，糖尿病模型+粪便移植组；TJ 组，糖尿病模型组；F 组别=14.401，P 组别=0.001；F 时间=332.039，P 时间=0.000；F 交互=

9.989，P 交互=0.000；a，与 DZ 组比较，P＜0.05；b，与 TJ 组比较，P＜0.05

表 7　各组小鼠不同时间点 24 h 排粪便量（颗）的比较（x±s）

时间

第1周

第2周

第3周

第4周

第5周

第6周

DZ组

83.60±3.64

84.60±3.65

91.40±9.21

103.20±3.27

108.40±2.30

113.80±4.82

SY组

82.60±5.77

96.40±5.68a

103.80±4.27a

108.60±4.34

106.20±4.60b

110±3.81b

TJ组
83.80±5.26

93.80±6.10c

103.80±7.80c

115.40±9.07c

120.00±8.63c

120.40±7.50

F值

0.082
6.964
4.696
5.014
8.164
4.419

P值

0.920
0.010
0.031
0.026
0.006
0.060

注：DZ 组，空白对照组；SY 组，糖尿病模型+粪便移植组；TJ 组，糖尿病模型组；F 组别=10.441，P 组别=0.002；F 时间=74.201，P 时间=0.000；F 交互=3.104，

P 交互=0.003；a，与 DZ 组比较，P＜0.05；b，与 TJ 组比较，P＜0.05
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3　讨　论

运动是改善 2型糖尿病的“五驾马车”之一。有

研究表明运动可提高有益菌的数量和丰度，降低有

害菌的数量，从而促进宿主健康[13-14]。前期研究结

果亦表明有氧联合抗阻运动 8周的小鼠肠道菌群多

样性和有益菌群的组成丰度及小鼠骨髓内皮组细

胞功能优于单一的有氧运动或抗阻运动[15-16]。而

EPCs 的数量和功能与某些肠道菌群密切相关。

Sommese L 等[17]使用细菌 B.henselae 喂养小鼠后，其

循环EPCs数量下降，而使用细菌B.fragilis喂养小鼠

后能拮抗细菌B.henselae引起的EPCs数量下降。补

充益生菌 LisosanG 或乳酸菌能阻止脂多糖损害

EPCs 的活性和功能[18-19]。但运动如何影响 EPCs 的
功能的具体机制尚未明确。

为了探究有氧联合抗阻运动以何种方式影响 2
型糖尿病患者 EPCs 的功能，将有氧联合抗阻运动

后小鼠的粪便移植入无菌小鼠后，对各组小鼠的骨

髓 EPCs 的功能进行检测。本研究结果显示：运动

提高了肠道菌群的多样性和结构，干预后，SY组小

鼠肠道菌群的 Chao1、Simpson、Shannon、PD_whole_
tree和ACE指数高于DZ组，与 Liu Y[20]等研究一致。

在纲（class）水平上，与 TJ组比较，SY组小鼠的梭菌

纲和拟杆菌纲的比例上升。变形菌纲比例下降与

DZ 组比较，SY 组小鼠的肠道菌群拟杆菌纲比例上

升与 Friques AG 等[19]研究一致。在科（family）水平

上，与DZ组比较，SY组小鼠产丁酸盐细菌毛螺菌科

（Lachnospiraceae）和颤螺菌科（Oscillospiraceae）的肠

道菌群丰度显著升高。与 TJ 组比较，SY 组毛螺菌

科（Lachnospiraceae）、乳杆菌科（Lactobacillaceae）和

颤螺菌科（Oscillospiraceae）的肠道菌群丰度显著升

高。与 Yang WQ 等[21]研究一致。本研究还发现肠

道菌群中有益菌与内皮组细胞功能具有显著相关

性，内皮组细胞功能随着有益菌的丰度的升高而增

强。提示有氧联合抗阻运动改善 2 型糖尿病 EPCs
功能的途径可能通过提高肠道菌群有益菌的丰度

和结构及多样性增加循环中 EPCs 的数量，促进损

伤血管的修复能力，预防 2型糖尿病血管并发症的

发生。

肠道菌群可能通过其代谢产物影响宿主健康，

肠道菌群的代谢产物如短链脂肪酸、氧化三甲胺等

则会加剧心血管疾病的发生发展。研究表明运动

可通过提高梭状芽孢杆菌科、乳杆菌科等产丁酸盐

类菌群的丰度产短链脂肪酸（short-chain fattyacids，

SCFA）的有菌群产生[22]，SCFA可刺激胰高血糖素样

肽 1（GLP-1），从而促胰岛素分泌、降低血糖以及改

善胰岛素抵抗性[23]，机体 GLP-1水平增加可通过调

节GLP-1受体依赖途径和非依赖途径促进 EPCs增
殖与分化[24-26]。Yin HG 等[27]研究报道，EPCs 加入

GLP-1 干预后，EPCs 的增殖、黏附和血管生成功能

增强。本研究结果表明采用有氧联合抗阻运动组

粪便移植后，SY 组小鼠产 SCFA 的有益菌毛螺菌

科、乳杆菌科和粪球菌科的丰度和数量高于 DZ 组

和 TJ 组，GLP-1 水平及 EPCs 增殖、迁移、黏附和体

外血管生成功能亦高于其DZ组和TJ组。运动还可

能通过降低氧化三甲胺（trimethylamine-N-oxide，
TMAO）降低 2型糖尿病心血管发生风险。1项对胰

岛素抵抗的患者进行 12周的运动干预研究发现，有

氧运动组的患者血浆 TMAO 水平及颈动脉内膜内

侧厚度明显减少，患心血管疾病风险随之降低[28]，
TMAO水平升高与动脉粥样硬化、血栓形成、心力衰

竭等发病风险升高正相关[29]。而与TMAO代谢相关

的肠道菌群有梭状芽孢杆菌、埃希氏菌、肠杆菌、不

动杆菌、变形杆菌[30]。该研究发现运动粪便移植后，

SY 组小鼠杆菌纲及变形菌纲比例下降，小鼠体内

TMAO水平可能下降，从而预防了血管损伤。此外，

运动可减轻氧化应激损伤，氧化应激反应是糖尿病

血管损伤的中心环节，肠道菌群在机体抗氧化系统

中具有重要作用。研究显示，摄入益生菌可有效提

高抗氧化水平，降低超氧阴离子和过氧化氢的活

性[31]。肠道菌群可以介导非酶途径，通过还原硝酸

盐，增加一氧化氮的水平，促进内皮组细胞生长，减

少内皮组细胞功能障碍及血管损伤。

综上所述，联合有氧-抗阻运动可能通过增

加肠道菌群有益菌的数量、丰度及多样性及促进

GLP-1 分泌、降低 TMAO 水平及氧化应激反应，从

而改善 2型糖尿病小鼠内皮组细胞的功能，从而防

治 2型糖尿病心血管病变。本研究将以运动改善肠

道菌群为靶点，为预防糖尿病及其血管并发症提供

临床依据。有关有氧联合抗阻运动通过调节肠道

菌群改善EPCs功能的具体机制有待深入研究。
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