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摘要 ：

[背景] 六价铬 [Cr(VI)] 暴露能引起肠道菌群结构紊乱，造成功能损伤。维生素 C（VC）是人体
必需的微量营养素之一，在促进肠道益生菌生长，改善肠道屏障，维持肠道菌群稳态中起重
要作用。而 VC 对 Cr(VI) 暴露致肠道菌群紊乱的调节作用还有待研究。

[目的] 探讨 VC 对 Cr(VI) 暴露导致小鼠肠道菌群紊乱的影响。

[方法] 32 只 SPF 级 C57BL/6 小鼠适应性喂养 3 d 后，随机分为正常对照组（Con 组）、VC 组、
重铬酸钾（K2Cr2O7）组 [Cr(VI) 组 ] 和 VC+K2Cr2O7 组 [VC+Cr(VI) 组 ]。于第 4 天早 8:00，Con 组小
鼠灌胃给予双蒸水，腹腔注射双蒸水；VC 组小鼠灌胃给予 VC，腹腔注射双蒸水；Cr(VI) 组小
鼠灌胃给予双蒸水，腹腔注射 K2Cr2O7 溶液；VC+Cr(VI) 组小鼠灌胃给予 VC，腹腔注射 K2Cr2O7

溶液。VC 给药量为 200 mg·kg−1
，K2Cr2O7 给药量为 1.25 mg·kg−1

，连续处理 45 d 后处死小鼠，

取结肠内容物于无菌冻存管中，每组收集 3 个重复样本。标记好后立即投入液氮中迅速冷冻。
待所有样本收集完成后，转移至-80 ℃ 超低温冰箱中保存。结肠内容物样本通过高通量测序
及生物信息学软件分析肠道菌群结构。

[结果] 与 Con 组相比，Cr(VI) 暴露导致小鼠体重增加值减少。小鼠回肠组织发生病理改变，

Cr(VI) 组有明显炎症细胞浸润，VC+Cr(VI) 组炎症细胞浸润减少。Cr(VI) 组小鼠肠道菌群分类
操作单元（OTU）数目改变。α 多样性分析中，Cr(VI) 暴露组 Sobs 指数平均为 240.333±67.796，
Chao 指数为 258.173±64.813，Ace 指数为 259.481±66.891，较 Con 组降低（P < 0.05），PD whole
tree 指数为 27.863±2.399，较 Con 组升高（P < 0.05），VC 干预可改善 Cr(VI) 暴露导致上述指标
的变化（P < 0.05）。β 多样性分析中，主坐标分析结果表明 Cr(VI) 组和 Con 组之间有明显分离，

VC 干预后，分离趋势有回调，差异减小。多样本相似性树状图结果显示正常对照组和 VC 组
最先聚类在一起，然后与 VC+Cr(VI) 组聚成一类，最后再与 Cr(VI) 组聚成一类。Cr(VI) 组小鼠
肠道中的拟杆菌门、单糖菌门和软壁菌门丰度降低，厚壁菌门丰度升高；乳杆菌属、另枝菌
属、拟杆菌属和瘤胃梭菌属丰度升高，其中拟杆菌属与 Con 组小鼠相比，丰度升高有统计学
意义（P < 0.05）；而经 VC 干预后，上述肠道微生物中菌门及菌属的丰度变化均有所改善。

[结论] Cr(VI) 暴露可导致小鼠肠道损伤及菌群结构紊乱，而 VC 干预可在一定程度上改善上
述变化，使肠道菌群结构趋向正常。
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Abstract:

[Background] Hexavalent chromium [Cr(VI)] exposure can cause structural disruption of intestinal
flora  and  functional  impairment.  Vitamin  C  (VC)  is  one  of  the  essential  micronutrients,  which
plays an important role in promoting the growth of intestinal probiotics, improving the intestinal
barrier, and maintaining the homeostasis of intestinal flora. However, the regulatory effect of VC
on the intestinal flora disorders caused by Cr(VI) exposure remains to be investigated.
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[Objective] To investigate the effect of VC on intestinal flora disruption in mice due to Cr(VI) exposure.

[Methods] Thirty-two SPF-grade C57BL/6 mice were acclimatized and fed for 3 d and randomly divided into control (Con), VC, potassium
dichromate [K2Cr2O7,  Cr(VI)],  and VC+K2Cr2O7 [VC+Cr(VI)] groups. At 8:00 a.m. on day 4, the Con group (double-distilled water given by
gavage and injected intraperitoneally), the VC group (VC given by gavage and double-distilled water injected intraperitoneally), the Cr(VI)
group (double-distilled water given by gavage and K2Cr2O7 solution injected intraperitoneally), and the VC+Cr(VI) group (VC given by gavage
and K2Cr2O7 solution injected intraperitoneally) were treated. The dose of VC was 200 mg·kg−1, and the dose of K2Cr2O7 was 1.25 mg·kg−1.
The mice were treated for 45 consecutive days and then executed, the contents of the colon were sampled in sterile freezing tubes, and
three replicates were collected from each group. After labeling, the samples were immediately put into liquid nitrogen for rapid freezing.
After all the samples were collected, they were transferred to a -80 ℃ ultra-low temperature refrigerator for storage. Samples of colon
contents were analyzed for intestinal flora structure by high-throughput sequencing and bioinformatics software.

[Results] The Cr(VI) exposure resulted in reduced body weight gain values in mice compared to the Con group. Pathological changes oc-
curred in the ileal tissue of mice, with significant inflammatory cell infiltration in the Cr(VI) group and reduced inflammatory cell infiltration
in the VC+Cr(VI) group. The number of operational taxonomic units (OTUs) of intestinal flora was altered in the Cr(VI) group of mice. In
the α diversity analysis, the mean Sobs index in the Cr(VI) group was 240.333±67.796, the Chao index was 258.173±64.813, and the Ace
index was 259.481±66.891, which were significantly lower than those in the Con group (P < 0.05), the PD whole tree index in the Cr(VI)
group was 27.863±2.399, which was significantly higher than that in the Con group (P < 0.05), and the VC intervention significantly reversed
the changes of the above indexes due to Cr(VI) exposure (P < 0.05). In the β diversity analysis, the principal coordinates analysis (PCoA)
results showed a significant separation between the Cr(VI) group and the Con group, and after the VC intervention, there was a retraction
of the separation trend and the difference was reduced. The multi-sample similarity dendrogram results showed that the control and the
VC groups clustered together first,  then with the VC+Cr(VI)  group, and finally with the Cr(VI)  group. The abundances of Bacteroidetes,
Saccharibacteria, and Tenericutes in the intestine of mice in the Cr(VI) group were decreased, and the abundance of Firmicutes was in-
creased; the abundances of Lactobacillus, Alistipes, Bacteroides, and Ruminiclostridium were also increased. Included among these, Bac-
teroides showed a significantly higher abundance compared to the control mice (P < 0.05). Changes in the abundances of phyla and genera
of the above mentioned gut microorganisms were reversed after the VC intervention.

[Conclusion] Cr(VI) exposure can lead to intestinal damage and disorganization of the intestinal flora structure in mice, while VC intervention
can ameliorate the above changes to a certain extent and normalize the intestinal flora structure.

Keywords: vitamin C; hexavalent chromium; intestinal flora; diversity; relative abundance; high-throughput sequencing

  

环境中的铬主要以三价铬 [Cr(III)] 和六价铬
[Cr(VI)] 的形式存在，Cr(III) 的生物利用度和生态毒性
较低，而 Cr(VI) 易溶于水，具有高度流动性和毒性，

易穿透细胞壁，可通过消化道、呼吸道、皮肤进入到体
内[1–2]

，表现出致癌和致突变倾向，对生物体的损害
性更强[3–4]。Cr(VI) 进入生物体后能够诱导机体产生
活性氧（reactive oxygen species, ROS），促进氧化应激，

对脂质、DNA 和其他大分子造成损伤，危害健康 [5]。
研 究 表 明， Cr(VI) 可 促 进 1,2 —二 甲 基 肼 （1,2-
dimethylhydrazine, DMH）诱导小鼠结直肠癌（colorec-
tal cancer, CRC）的发生，其机制可能与 Cr(VI) 促进氧
化应激导致肠道菌群结构紊乱有关[6]。维生素 C（vi-
tamin C, VC）又被称为抗坏血酸，是公认的强抗氧化
剂，能够改善机体的氧化应激状态，在维持机体正
常生理功能和促进健康中起重要作用[7]。适量的 VC
摄入能够特异性清除机体内过多的氧自由基，缓解
氧自由基损伤引起的肠道黏膜屏障破坏，降低肠源
性感染的发生，有助于维持肠道稳态 [8]。综上所述，

本研究旨在探讨 Cr(VI) 暴露对机体肠道菌群的影响
及 VC 的改善作用。

 1    材料与方法
 1.1   动物及分组

32 只 SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠，周龄 6~7 周，体
重（22±2）g，适应性喂养 3 d。随机分为正常对照组
（Con）、VC 组、重铬酸钾（K2Cr2O7）组 [Cr(VI) 组 ] 和 VC+
重铬酸钾（K2Cr2O7）组 [VC+Cr(VI) 组 ]，每组 8 只。利用
双蒸水配制 4 mg·mL−1 VC 及 0.03 mg·mL−1 K2Cr2O7 溶液。
于第 4 天早 8:00，正常对照组灌胃给予双蒸水，腹腔
注射双蒸水；VC 组灌胃给予 VC，腹腔注射双蒸水；
Cr(VI) 组灌胃给予双蒸水，腹腔注射 K2Cr2O7 溶液；VC+
Cr(VI) 组灌胃给予 VC，腹腔注射 K2Cr2O7 溶液。结合文
献[9–10]及课题组前期研究，本研究中设置 VC 给药量为
200 mg·kg−1

，K2Cr2O7 溶液给药量为 1.25 mg·kg−1
，连续

处理 45 d，称量体重并记录。饲养温度范围 18~22 ℃，

相对湿度范围 45%~55%，12 h 光照/12 h 黑暗，自由进
食、饮水。本实验经山东第二医科大学伦理委员会审
查并批准，批准号为 WFMC2016/SQ-06。
 1.2   结肠内容物样本收集

小鼠处死后，在无菌操作台内分别收集各组小鼠
结肠内容物，每组小鼠结肠内容物分装于 3 个无菌冻
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存管中，并立即投入液氮中迅速冷冻。待所有样本收
集完成后，转移至-80 ℃ 超低温冰箱保存并送检。
 1.3   肠道菌群测序

结肠内容物样本交予上海微基公司，利用 16SrD-
NA 分析技术对粪便标本的聚合酶链式反应（poly-
merase chain reaction, PCR）产物进行高通量测序，并
进行质控。序列质控采用 Trimmomatic（version: 0.38）
软件,采取按窗口去低质量的方法，cutadapt（version:
1.16）软件进行测序接头和引物处理，FLASH（version:
1.2.11）软件筛选不符合序列，并进行序列优化。
 1.4   统计学方法
 1.4.1   高通量测序及生物信息学分析　对 12 个样本
进行文库制备并进行高通量测序及生物信息学分析，

区分每个样本的测序结果，并对序列质量进行质控和
过滤得到优化序列。将优化序列进行分类操作单元
（operational taxonomic units, OTU）聚类分析和物种分
类学统计。OTU 是为了方便分析，人为给某一个分类
单元（品系、属、种等）设置的同一标志，了解一个样品
测序结果中的菌门、菌属等信息，需要对序列进行归
类操作，按相似性分为若干小组，一个小组就是一个
OTU，根据不同的相似度水平，对所有序列进行 OTU
划分及生物信息统计分析。基于 OTUs 聚类分析结果，

进行 α 多样性指数分析及群落结构上的 β 多样性分
析。检测 α 多样性相关指标，如 Sobs、Chao、ACE 指数，

反映样品中微生物群落的丰富度，即群落中物种的数
量；Shannon、Simpson、PD whole tree 指数等，反映样
品微生物群落中物种丰富度和均匀度。检测 β 多样性
相关指标，包括基于 Unweighted Unifrac 进行的主坐
标分析（principal  co-ordinates  analysis,  PCoA），基于
Jaccard 相似系数（Jaccard similarity coefficient）的多样
本相似性树状图等，比较样品（组）间在物种多样性方
面的差异大小。

x ± s

 1.4.2   统 计 学 分 析 　 采 用 R（version:3.6.0）语 言 、
GraphPad 8.0.2、SPSS 26.0 软件统计分析数据及作图。
数据结果用 表示，采用单因素方差分析进行组间
比较，最小显著差数法进行两两比较，若数据方差不
齐用 Dunnett T3 检验，检验水准 α=0.05。

 2    结果
 2.1   小鼠体重变化

各组小鼠连续处理 45 d 后体重增加值见图 1。正
常对照组和 VC 组小鼠体重 45 d 前后变化无明显差异。
Cr(VI) 组小鼠体重增加值低于正常对照组（P < 0.05）。

VC 干预可在一定程度上改善 Cr(VI) 暴露引起的小鼠
体重增加值降低。

 2.2   各组小鼠结肠内容物样本的稀释性曲线
如图 2，当序列数逐渐增加，稀释曲线趋向平坦时，

更多的数据量只会产生少量新的 OTUs，表明各组样本
测序数据量合理，物种多样性检测有足够的测序数据
支持，可进行数据分析。

 2.3   VC 对 Cr(VI) 暴露小鼠肠道菌群 OTUs 的影响
图 3 为各组小鼠肠道菌群基于 OTUs 的韦恩图，

反映各组样本的 OTUs 数目构成的相似性及重叠情
况。四组之间共有 OTUs 285 个。正常对照组、VC 组、
Cr(VI) 组和 VC+Cr(VI) 组特有 OTUs 分别为 3、11、19
和 61 个，各组之间的微生物类别存在一定程度的
差异。
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图 1   VC 对 Cr(VI) 暴露小鼠体重变化的影响

Figure 1   Effects of VC on body weight changes in Cr(VI)-exposed
mice
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图 2   各组小鼠结肠内容物样本的稀释性曲线

Figure 2   Dilution curves of mouse colon content samples in each
group
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 2.4   α 多样性分析
表 1 为各组小鼠肠道微生物 α 多样性指数。各组

测序深度指数（Coverage）均达到 0.999 以上，表明此
次测序结果能够代表样品的真实情况。由表 1 知，Cr(VI)
组 Sobs、Chao、Ace 指数与正常对照组相比降低（P < 
0.05），PD whole tree 指数高于正常对照组（P < 0.05）；
Shannon、Simpson 指数的变化与正常对照组相比，差
异无统计学意义。VC 干预后，Sobs、Chao、Ace 指数和
PD whole tree 指数与 Cr(VI) 组相比前三个指标升高
（P < 0.05），而 PD whole tree 指数降低（P < 0.05）。
 2.5   β 多样性分析
 2.5.1   各组小鼠肠道菌群的主坐标分析　图 4 是各组
小鼠肠道菌群基于 Unweighted Unifrac 进行的主坐标
分析。正常对照组和 VC 组之间分离不明显，提示这两
组小鼠肠道菌群的组成差异不大，而 Cr(VI) 组和正常
对照组之间有明显分离，提示这两组小鼠肠道菌群的
组成存在较大差异，VC 干预后，小鼠肠道菌群的组成
与正常对照组相比又有回调，差异减小。

 2.5.2   各组小鼠肠道菌群的多样本相似性树状图　图 5

为各组小鼠肠道菌群的 Jaccard 多样本相似性树状图，

通过对样本进行聚类分析，进一步研究不同样本间的

相似性。由图可知，正常对照组和 VC 组最先聚类在一
起，表明这两组菌群结构相似性最高，然后与 VC+Cr(VI)
组聚成一类，最后再与 Cr(VI) 组聚成一类，提示 Cr(VI)
组菌群结构与正常对照及 VC 组相比，差异较大。
 2.5.3   各组小鼠肠道菌群的门水平差异性分析　各组
小鼠门水平肠道微生物物种分布如图 6。经 OTUs 注释
分析得出，各组主要优势菌门为厚壁菌门（Firmicutes）
和拟杆菌门（Bacteroidetes）。Cr(VI) 暴露使厚壁杆菌
（Firmicutes）相对丰度升高，拟杆菌门（Bacteroidetes）、
单糖菌门（Saccharibacteria）和软壁菌门（Tenericutes）
降低，而 VC 干预可在一定程度上缓解上述变化。
 2.5.4   各组小鼠肠道菌群的属水平差异性分析　图 7
和表 2 为各组小鼠属水平肠道微生物物种分布。从属
水平上看，在 Cr(VI) 暴露后，小鼠肠道中乳杆菌属（Lac-
tobacillus）、 另 枝 菌 属 （Alistipes）、 拟 杆 菌 属 （Bac-
teroides）和瘤胃梭菌属（Ruminiclostridium）丰度均有

 

表 1   各组肠道微生物 α 多样性指数
Table 1    α diversity indexes of intestinal microorganisms of mice in each group

 

组别 Sobs Chao Ace Shannon Simpson PD whole tree

Con 314.333±5.508   341.069±7.324   334.756±5.041   3.930±0.117 0.056±0.008 22.644±0.053 

VC 315.000±9.000   322.352±9.255   323.642±12.075 4.099±0.049 0.041±0.001 22.646±1.066 

Cr(VI) 240.333±67.796* 258.173±64.813* 259.481±66.891* 3.618±0.685 0.071±0.043 27.836±2.399*

VC+Cr(VI) 346.333±23.714# 370.576±26.666# 367.008±21.662# 3.950±0.347 0.051±0.023 24.506±1.428#

F 4.610 5.379 4.768 0.810 0.782 8.048

P 0.037 0.025 0.034 0.523 0.536 0.008

[ 注 ]：*：与 Con 组相比，P<0.05；# ：与 Cr(VI) 组相比，P<0.05。
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图 3   VC 对 Cr(VI) 暴露小鼠肠道菌群 OTUs 的影响

Figure 3   Effects of VC on OTUs of intestinal flora in Cr(VI)-exposed
mice
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图 4   各组小鼠肠道菌群的主坐标分析

Figure 4   Principal coordinate analysis of the intestinal flora of
mice in each group
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所升高，与正常对照组相比，拟杆菌属（Bacteroides）相
对丰度升高明显（P < 0.05）。VC 干预后，上述 4 个菌属
相对丰度均有所降低，其中瘤胃梭菌属 （Rumini-
clostridium）和拟杆菌属（Bacteroides）相对丰度与 Cr(VI)
组相比，明显降低（P < 0.05）。

 3    讨论
Cr(VI) 被世界卫生组织列为 1 类致癌物，能以多

种途径进入人体，降低免疫系统活性[11–12]
，增加致癌、

致畸和致突变风险[13]。长期暴露于高浓度的 Cr(VI) 还
可引起明显的胃肠道症状，常伴有体重减轻，胃黏膜
出血和溃疡等，提示 Cr(VI) 暴露可能会严重影响胃肠
道形态和生理功能[2]。本研究中 Cr(VI) 暴露致小鼠回
肠组织发生病理改变，出现绒毛表层破损，局部脱落
及炎症细胞浸润。Cr(VI) 暴露能抑制肉鸡、鼠、鱼等动
物的生长趋势[14–15]。本研究亦发现 Cr(VI) 暴露导致小
鼠体重增长减缓，推测可能与 Cr(VI) 暴露导致小鼠肠
道损伤有关。

肠道作为外界物质进入人体的主要渠道，极易受
到各种因素影响而使菌群结构发生改变。肠道菌群由
大量不同的微生物组成，是一种复杂的微生态系统，

一般情况下都保持着一种动态平衡以维持机体健
康[16]。本研究对 Cr(VI) 暴露小鼠肠道微生物进行了检
测和分析，稀释性曲线结果表明样本测序充分，数据

 

表 2   各组小鼠肠道微生物优势菌属水平
Table 2    Levels of dominant genus of intestinal microorganisms

in each group of mice
 

组别 乳杆菌属 另枝菌属 拟杆菌属 瘤胃梭菌属
Con 0.030±0.005 0.031±0.013 0.012±0.005 0.001±0.001

VC 0.035±0.017 0.018±0.006 0.007±0.001 0.002±0.001

Cr(VI) 0.150±0.128 0.058±0.069 0.112±0.087* 0.067±0.049

VC+Cr(VI) 0.102±0.116 0.046±0.039 0.007±0.004# 0.002±0.001#

F 1.306 0.546 4.764 9.214

P 0.338 0.664 0.034 0.006

[ 注 ]*：与 Con 组相比，P<0.05；# ：与 Cr(VI) 组相比，P<0.05。
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图 5   各组小鼠肠道菌群的多样本相似性树状图
Figure 5   Multi-sample similarity dendrogram of intestinal flora in

each group of mice
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图 6   各组小鼠肠道微生物门水平物种分布柱状图

Figure 6   Histogram of species distribution at the phylum level of
intestinal microorganisms in each group of mice
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图 7   各组小鼠肠道微生物属水平物种分布柱状图

Figure 7   Histogram of species distribution at the genus level of
intestinal microorganisms in each group of mice
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量合理，结果具有统计意义。OTU 分析表明 Cr(VI) 暴
露对肠道微生物的丰富性有一定影响。α 多样性指数
分析结果表示，Cr(VI) 暴露小鼠 Sobs、Chao、Ace 指数
均显著降低，PD whole tree 指数显著升高，表明小鼠
肠道微生物的丰度、多样性及均匀度发生变化。有研
究发现，鸡暴露于 Cr(VI) 后，其肠道菌群的组成及菌群
在不同门、属水平上均发生变化[2]。本研究中，Cr(VI)
暴露后，小鼠肠道微生物门水平上拟杆菌门、单糖菌
门、软壁菌门、厚壁菌门丰度均发生改变。而在属水
平上，Cr(VI) 暴露导致小鼠肠道内乳杆菌属、另枝菌属、
拟杆菌属和瘤胃梭菌属的丰度均升高，其中，拟杆菌
属丰度升高明显。拟杆菌属不仅是导致腹腔内脓毒症
的最常见感染因素之一，还与皮肤与软组织感染、妇
科感染、坏疽性阑尾炎及其他疾病有关[17]。乳酸杆菌
作为乳杆菌属的一种，是来自肠道的机会性病原体，

可引起败血症、风湿性心脏病和感染性心内膜�炎[18]。
另枝菌属能导致细菌产生有害代谢物，如氨、硫化氢、
甲酚、吲哚、苯酚等，这些有害代谢物能被人体吸收从
而损害结肠细胞，诱导结直肠癌的发生[19–21]。瘤胃梭
菌属可在一定情况下产生内毒素，与肠道疾病、免疫
性疾病、神经系统疾病相关[22]。以上提示 Cr(VI) 暴露
导致小鼠肠道微生物属水平发生显著变化，增高机体
相关患病风险，进而促进肠组织发生病理改变，小鼠
吸收功能障碍，体重增加减缓。

VC 作为一种人体必需的膳食营养素，是一系列生
物合成及基因调节酶的辅助因子，可直接影响肠道的
氧化还原稳态，调节肠道微生物群[23]

，促进肠道益生
菌的生长，改善肠道屏障，维持肠道菌群稳态，在免疫
系统的功能调节中起重要作用[24]。有研究发现 VC 干
预可使大鼠肠道内乳酸杆菌和双歧杆菌的数量较酒
精性肝损伤大鼠明显增多，高剂量组甚至恢复到正常
组水平，表明 VC 对酒精性肝损伤大鼠的肠道菌群失
衡有显著改善作用[25]。本研究中，VC 干预亦在一定程
度上改善 Cr(VI) 暴露导致的小鼠肠道菌群紊乱，缓解
肠组织病理损伤，进而使小鼠的体重增加值升高。

本研究的局限性主要为样本量较少，后期将在本
次研究结果的基础上增加肠道内容物样本量，进一步
探究 Cr(VI) 暴露致肠道微生态改变的机制，为包括
Cr(VI) 在内的重金属及其他外源化学物导致健康危害
的防治提供新方向与参考。
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