
网
络

出
版

时
间

：２０２２
－
０５

－
２８

１４：５３　
网

络
出

版
地

址
：ｈｔｔｐｓ：／／ｋｎｓ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍ

ｓ／ｄｅｔａｉｌ／３４．１０６５．Ｒ．２０２２０５２６．１０１６．００４．ｈｔｍ
ｌ

基
于
高
通
量
测
序
技
术
分
析
肠
道
菌
群
在
酒
精
性

肝
损
伤
小
鼠
中
的
变
化

孙
　

玉
，王

惠
惠

，王
晓

宇
，胡

纯
秋

２０２２
－
０４

－
１０

接
收

基
金

项
目

：国
家

自
然

科
学

基
金

（
编

号
：８１４０２６７６）；安

徽
省

自
然

科
学

基

金
（
编

号
：１５０８０８５ＱＨ１８７）；安

徽
省

博
士

后
研

究
人

员
科

研
活

动
经

费
资

助
项

目
（
编

号
：２０１６Ｂ１４１）

作
者

单
位

：安
徽

医
科

大
学

公
共

卫
生

学
院

营
养

与
食

品
卫

生
学

系
，合

肥
　

２３００３２
作

者
简

介
：孙

　
玉

，女
，硕

士
研

究
生

；
胡

纯
秋

，女
，副

教
授

，责
任

作
者

，Ｅ⁃ｍ
ａｉｌ：ｈｕｃｈｑｉｕ＠

１６３．ｃｏｍ

摘
要

　
目
的

　
建

立
酒

精
性

肝
损

伤
小

鼠
模

型
，分

析
其

肠
道

菌
群

变
化

，并
探

讨
小

鼠
酒

精
性

肝
损

伤
可

能
机

制
。
方
法

　
６
周

龄
小

鼠
随

机
分

为
对

照
组

（Ｃｔｒｌ组
）
和

酒
精

组
（ＥｔＯＨ

组
）。

ＥｔＯＨ
组

使
用

Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ液
体

饲
料

喂
养

１１
ｄ
后

再
给

予
单

次
酒

精
灌

胃
建

立
慢

性
加

急
性

酒
精

性
肝

损
伤

模
型

。
Ｃｔｒｌ

组
使

用
液

体
对

照
饲

料
喂

养
，并

给
予

等
热

量
糊

精
灌

胃
。

灌
胃

后
９

ｈ
收

集
血

清
、肝

脏
和

肠
道

组
织

以
及

粪
便

样
本

。
检

测
血

清
丙

氨
酸

氨
基

转

移
酶

（ＡＬＴ）、天
冬

氨
酸

氨
基

转
移

酶
（ＡＳＴ）、三

酰
甘

油
（ＴＧ

）
水

平
；肝

脏
肿

瘤
坏

死
因

子
（ＴＮＦ）⁃α、白

细
胞

介
素

（ＩＬ）⁃６、ＩＬ⁃８、
ＩＬ⁃１β

ｍ
ＲＮＡ

水
平

；观
察

肝
脏

和
肠

道
Ｈ
Ｅ

染
色

病
理

改
变

；采
用

Ｉｌｌｕｍ
ｉｎａ

高
通

量
测

序
检

测
粪

便
α
多

样
性

、β
多

样
性

及
门

、属
水

平
物

种
构

成
变

化
。
结
果

　
与

Ｃｔｒｌ组
相

比
，酒

精
暴

露
导

致
小

鼠

血
清

ＡＬＴ、ＡＳＴ
上

升
（Ｐ

＜
０ư０１），肝

脏
ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１β

ｍ
ＲＮＡ

升
高

（Ｐ
＜
０ư０１）。

Ｈ
Ｅ
染

色
结

果
显

示
酒

精
暴

露
的

小
鼠

肝
脏

出

现
脂

肪
空

泡
，有

散
在

细
胞

坏
死

以
及

炎
性

浸
润

；肠
道

结
构

欠
清

晰
、腺

体
萎

缩
，有

炎
症

浸
润

。
ＥｔＯＨ

组
小

鼠
肠

道
菌

群
结

构
改

变
，菌

门
水

平
上

，厚
壁

菌
门

（Ｆｉｒｍ
ｉｃｕｔｅｓ）

丰
度

升
高

（Ｐ
＜
０ư０５），

菌
属

水
平

上
，副

萨
特

菌
（Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ）

丰
度

减
少

（Ｐ
＜
０ư０５），

且
以

梭
菌

属
中

的
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ

⁃ｓｅｎｓｕ⁃ｓｔｒｉｃｔｏ
为

关

键
菌

属
。
结
论

　
酒

精
性

肝
损

伤
小

鼠
的

肠
道

菌
群

构
成

发
生

变

化
，该

变
化

可
能

与
肝

病
发

生
相

关
。

关
键
词

　
酒

精
；肠

道
菌

群
；肝

损
伤

中
图
分
类
号

　
Ｒ

１１７
文
献
标
志
码

Ａ
文
章
编
号

１０００
－
１４９２（２０２２）０６

－
０８６０

－
０７

ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００
－
１４９２．２０２２．０６．００４

　
　

世
界

范
围

内
，每

年
因

饮
酒

造
成

的
死

亡
人

数
超

过

３００
万

，造
成

全
球

超
过

５％
的

疾
病

负
担

［１］。
长

期
饮

酒

造
成

肝
脏

损
伤

，可
发

展
为

酒
精

性
肝

病
（ａｌｃｏｈｏｌｉｃ

ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，

ＡＬＤ）。
ＡＬＤ

在
所

有
的

肝
脏

疾
病

中
发

病
率

及
病

死
率

最
高

［２］。
越

来
越

多
证

据
表

明
，肠

道
菌

群
在

肝
脏

疾
病

的
发

病
过

程
中

发
挥

重
要

作
用

。
肝

脏
和

肠
道

由
门

静
脉

相
连

，一
旦

肠
道

菌
群

发
生

紊
乱

，肠
道

稳
态

被

破
坏

，
过

量
肠

道
抗

原
进

入
肝

脏
，

会
导

致
肝

脏
免

疫
耐

受
失

衡
，
造

成
肝

脏
病

变
和

损
伤

［３］。
已

有
研

究
［４］表

明

ＡＬＤ
小

鼠
体

内
Ｆｉｒｍ

ｉｃｕｔｅｓ
丰

度
下

降
，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ

丰

度
上

升
；但

另
有

实
验

［５］表
明

酒
精

暴
露

造
成

小
鼠

肠
道

Ｆｉｒｍ
ｉｃｕｔｅｓ

丰
度

增
加

，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ
相

对
丰

度
下

降
。

尽

管
已

有
研

究
［６］表

明
肠

道
菌

群
与

ＡＬＤ
发

病
密

切
相

关
，

但
肠

道
菌

群
多

样
性

以
及

构
成

的
具

体
变

化
尚

存
争

议
，

仍
需

更
多

实
验

补
充

验
证

。
该

研
究

以
慢

性
酒

精
喂

养
加

急
性

酒
精

灌
胃

（Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ
模

型
）
建

立
酒

精
性

肝
损

伤

小
鼠

模
型

，通
过

检
测

血
清

生
化

指
标

、
肝

脏
炎

性
因

子

ｍ
ＲＮＡ

水
平

、肝
脏

和
肠

道
病

理
形

态
学

改
变

及
肠

道
菌

群
测

序
分

析
确

定
酒

精
暴

露
对

肠
道

菌
群

的
影

响
，揭

示

肠
道

菌
群

在
酒

精
性

肝
病

发
生

中
的

作
用

，为
酒

精
性

肝

损
伤

机
制

研
究

提
供

依
据

，以
期

为
酒

精
性

肝
损

伤
患

者

的
治

疗
提

供
新

思
路

。

１　
材
料
与
方
法

１．１　
材
料

１．１．１　
实

验
动

物
　

１６
只

６
周

龄
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ

雄
性

小

鼠
，体

质
量

２０
～
２３

ｇ，购
自

北
京

维
通

利
华

实
验

动
物

技

术
有

限
公

司
。

ＳＰＦ
级

动
物

房
温

度
２０

～
２５

℃
，湿

度
维

持
（５０

±
５）％

，光
照

周
期

为
１２

ｈ／１２
ｈ
昼

夜
交

替
。

该

实
验

方
案

经
安

徽
医

科
大

学
实

验
动

物
伦

理
审

查
委

员
会

审
核

通
过

。
１．１．２　

动
物

饲
料

　
动

物
饲

料
均

购
自

江
苏

南
通

特
洛

菲
饲

料
科

技
有

限
公

司
。

Ｃｔｒｌ
组

小
鼠

喂
养

Ｌｉｅｂｅｒ⁃Ｄｅ⁃
Ｃａｒｌｉ酒

精
液

体
对

照
饲

料
（ＴＰ４０３０Ｃ）。

能
量

构
成

比

为
：
碳

水
化

合
物

４７％
、
脂

肪
３５％

、
蛋

白
质

１８％
。

ＥｔＯＨ
组

小
鼠

喂
养

Ｌｉｅｂｅｒ⁃ＤｅＣａｒｌｉ
酒

精
液

体
饲

料

（ＴＰ４０３０Ｄ），饲
料

能
量

构
成

比
为

：碳
水

化
合

物
１９％

、
脂

肪
３５％

、蛋
白

质
１８％

和
酒

精
２８％

。
１．１．３　

主
要

仪
器

　
罗

氏
公

司
ＲＬ７６００Ｄ

全
自

动
生

化

分
析

仪
、石

蜡
切

片
机

、全
自

动
组

织
脱

水
机

、组
织

包
埋

机
、冷

冻
切

片
机

均
购

自
德

国
徕

卡
公

司
；ＯＬＹＭ

ＰＵＳ
显

·０
６８

·
安

徽
医

科
大

学
学

报
　

Ａｃｔａ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭ

ｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　
２０２２

Ｊｕｎ；５７（６）



微
镜

购
自

日
本

奥
林

巴
斯

公
司

。
１．２　

方
法

１．２．１　
动

物
分

组
与

处
理

　
１６

只
６
周

龄
小

鼠
适

应
性

喂
养

１
周

后
，随

机
分

配
到

对
照

组
（Ｃｔｒｌ

组
）
和

酒
精

组

（ＥｔＯＨ
组

），每
组

８
只

；造
模

过
程

包
括

５
ｄ
液

体
饲

料

适
应

期
，６

ｄ
酒

精
液

体
饲

料
过

渡
期

（
酒

精
液

体
饲

料
与

对
照

液
体

饲
料

混
合

的
比

例
分

别
为

（１
∶
２、１

∶
１、

２
∶１），１０

ｄ
酒

精
饲

料
造

模
期

和
单

次
５

ｇ／ｋｇ
酒

精
灌

胃

（Ｃｔｒｌ组
灌

胃
９
ｍｇ／ｋｇ

麦
芽

糖
糊

精
溶

液
）。

灌
胃

９
ｈ
后

麻
醉

小
鼠

取
材

，收
集

血
清

和
组

织
进

行
后

续
检

测
。

１．２．２　
血

清
丙

氨
酸

氨
基

转
移

酶
（ａｌａｎｉｎｅ

ａｍ
ｉｎｏｔｒａｎｓ⁃

ｆｅｒａｓｅ，
ＡＬＴ）、天

冬
氨

酸
氨

基
转

移
酶

（ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍ

ｉｎ⁃
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，

ＡＳＴ）、三
酰

甘
油

（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，
ＴＧ）

检
测

　
取

血
后

于
常

温
静

置
２
ｈ，离

心
３
５００

ｒ／ｍ
ｉｎ，１５

ｍ
ｉｎ，

分
离

血
清

后
，使

用
全

自
动

生
化

分
析

仪
测

定
血

清
ＡＬＴ、

ＡＳＴ
以

及
ＴＧ

含
量

。
１．２．３　

Ｈ
Ｅ

染
色

　
取

新
鲜

组
织

，迅
速

置
于

４
％

多
聚

甲
醛

内
固

定
，制

作
石

蜡
包

埋
。

制
备

４
ｎｍ

切
片

，进
行

苏
木

精
和

伊
红

染
色

，
封

片
，
光

学
显

微
镜

下
观

察
（

×
２００）。

肠
道

病
理

评
分

参
考

ＤＩＥＬＥＭ
ＡＮ

评
分

标
准

［７］。
１．２．４　

实
时

荧
光

定
量

ＰＣＲ
实

验
（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）　

根
据

ＴＲＩｚｏｌ试
剂

盒
说

明
书

，提
取

肝
脏

组
织

总
ＲＮＡ，

稀
释

后
确

定
ＲＮＡ

纯
度

并
定

量
至

０ư５
μｇ／μｌ，

逆
转

录
成

ｃＤＮＡ
后

，用
１
μｌｃＤＮＡ

上
机

扩
增

，以
１８Ｓ

为
内

参
，以

ＥｔＯＨ
组

与
Ｃｔｒｌ

组
的

比
值

来
表

示
肿

瘤
坏

死
因

子

（ｔｕｍ
ｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ

ｆａｃｔｏｒ，
ＴＮＦ）⁃α、

白
细

胞
介

素
（ｉｎｔｅｒ⁃

ｌｅｕｋｉｎ，
ＩＬ）⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１β

ｍ
ＲＮＡ

水
平

（
表

１）。

表
１　

各
基
因
的
引
物
序
列

基
因

名
称

引
物

序
列

（５′⁃３′）
１８Ｓ

Ｆ：ＣＡＴＴＧＣＣＧＧＴＧＧＡＡＡＴＴＣＣＴＴ
Ｒ：ＣＣＡＴＣＣＡＡＴＣＧＧＴＡＧＴＡＧＣＧ

ＴＮＦ⁃α
Ｆ：ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ
Ｒ：ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ

ＩＬ⁃１β
Ｆ：ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ
Ｒ：ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ

ＩＬ⁃６
Ｆ：ＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＴＴＣＣ
Ｒ：ＴＴＧＧＴＣＣＴＴＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣ

ＩＬ⁃８
Ｆ：ＴＣＧＡＧＡＣＣＡＴＴＴＡＣＴＧＣＡＡＣＡＧ
Ｒ：ＣＡＴＴＧＣＣＧＧＴＧＧＡＡＡＴＴＣＣＴＴ

１．２．５　
１６Ｓ

ｒＤＮＡ
测

序
　

造
模

结
束

时
，采

取
无

菌
方

法
收

集
粪

便
，从

每
组

随
机

选
取

５
～
６
个

粪
便

样
品

进
行

检
测

。
利

用
ＱＩＡａｍ

ｐ
ＤＮＡ

ＳｔｏｏｌＭ
ｉｎｉＫｉｔ试

剂
盒

提
取

粪
便

总
基

因
组

ＤＮＡ，取
３０

ｎｇ
合

格
的

ＤＮＡ
样

品
加

引

物
，引

物
序

列
为

５１５
Ｆ：ＧＴＧＣＣＡＧＣＭ

ＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ，

８０６
Ｒ：ＧＧＡＣＴＡＣＨ

ＶＧＧＧＴＷ
ＴＣＴＡＡＴ，

配
置

成
ＰＣＲ

反
应

体
系

后
对

Ｖ３
＋
Ｖ４

区
域

进
行

扩
增

，扩
增

条
件

为

９５
℃

、３
ｍ
ｉｎ，循

环
３０

次
（９５

℃
、４５

ｓ，５６
℃

、４５
ｓ，７２

℃
、４５

ｓ），７２
℃

、１０
ｍ
ｉｎ，４

℃
静

置
，纯

化
后

的
扩

增
产

物
溶

于
Ｅｌｕｔｉｏｎ

Ｂｕｆｆｅｒ，
贴

上
标

志
完

成
建

库
，
以

Ｈ
ｉｓｅｑ２５００

测
序

系
统

的
ＰＥ２５０

模
式

上
机

测
序

，
将

原

始
数

据
存

储
于

序
列

数
据

库
，用

于
后

续
分

析
。

１．２．６　
肠

道
菌

群
测

序
结

果
分

析
　

α
多

样
性

分
析

采

用
估

计
物

种
总

数
的

Ｃｈａｏ
指

数
和

综
合

评
估

群
落

丰
富

度
及

均
匀

度
的

Ｓｈａｎｎｏｎ
指

数
；β

多
样

性
分

析
采

用
主

坐
标

分
析

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏ
ｏｒｄｉｎａｔｅｓａｎａｌｙｓｉｓ，

ＰＣｏＡ），使
用

相
似

性
分

析
分

别
从

门
和

属
水

平
比

较
各

组
小

鼠
肠

道
菌

群
组

成
差

异
。

采
用

组
间

群
落

差
异

分
析

（ＬＤＡ
ｅｆｆｅｃｔ

ｓｉｚｅ，
ＬＥｆＳｅ）

确
定

各
组

小
鼠

菌
群

样
本

之
间

有
显

著
差

异
的

类
群

。
１．３　

统
计
学
处
理

　
结

果
以

�ｘ
±
ｓ
表

示
，
采

用
ＳＰＳＳ

２２ư０
统

计
软

件
进

行
分

析
，组

间
差

异
采

用
两

独
立

样
本

ｔ检
验

，以
Ｐ

＜
０ư０５

为
组

间
差

异
有

统
计

学
意

义
。

２　
结
果

２．１　
基
本
情
况

　
两

组
小

鼠
均

无
死

亡
现

象
，ＥｔＯＨ

组

小
鼠

最
后

１
次

灌
胃

后
出

现
嗜

睡
、瘫

倒
等

醉
酒

症
状

，７
ｈ
后

逐
渐

恢
复

意
识

。
Ｃｔｒｌ

组
小

鼠
情

况
良

好
、
行

动
正

常
。

２．２　
酒
精
对
小
鼠
体
质
量
的
影
响

　
酒

精
对

小
鼠

体
质

量
的

影
响

见
图

１。
ＥｔＯＨ

组
小

鼠
实

验
期

间
体

质
量

呈
下

降
趋

势
，且

造
模

后
期

有
较

大
幅

度
下

降
，由

于
Ｃｔｒｌ组

遵

循
等

热
量

喂
养

原
则

，Ｃｔｒｌ组
小

鼠
体

质
量

与
ＥｔＯＨ

组
保

持
一

致
趋

势
，
后

期
波

动
较

为
平

稳
。

造
模

结
束

时
，

ＥｔＯＨ
组

相
较

于
Ｃｔｒｌ

组
体

质
量

降
低

（ｔ＝
５ư７２８，Ｐ

＜
０ư０１）。

表
明

摄
入

酒
精

对
小

鼠
体

质
量

有
一

定
影

响
。

图
１　

酒
精
对
小
鼠
体
质
量
的
影
响

与
Ｃｔｒｌ组

比
较

：
∗

∗
Ｐ
＜
０ư０１

２．３　
酒
精
对
小
鼠
肝
脏
损
伤
的
影
响

　
相

较
于

Ｃｔｒｌ组
，

·１
６８

·
安

徽
医

科
大

学
学

报
　

Ａｃｔａ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭ
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ＥｔＯＨ
组

肝
脏

指
数

无
升

高
趋

势
（ｔ＝

０ư０６４，Ｐ
＝
０ư９５１）

（
图

２Ａ
）。

与
Ｃｔｒｌ

组
ＡＬＴ、ＡＳＴ

相
比

，ＥｔＯＨ
组

血
清

ＡＬＴ、ＡＳＴ
活

性
升

高
（ｔ＝

３ư０９７，Ｐ
＝
０ư０１５；ｔ＝

５ư３２４，
Ｐ

＝
０ư００１）（

图
２Ｂ、Ｃ）。

ＥｔＯＨ
组

ＴＧ
相

较
于

Ｃｔｒｌ
组

有
升

高
趋

势
，但

差
异

无
统

计
学

意
义

（ｔ＝
１ư５７１，Ｐ

＝
０ư２０９）（

图
２Ｄ）。

Ｈ
Ｅ

染
色

后
显

示
ＥｔＯＨ

组
小

鼠
肝

小

叶
界

限
不

清
，肝

索
排

列
紊

乱
，可

见
清

晰
的

脂
肪

空
泡

，
同

时
观

察
到

散
在

的
细

胞
坏

死
以

及
炎

性
浸

润
（
图

２Ｅ）。
Ｃｔｒｌ组

小
鼠

肝
小

叶
结

构
正

常
，肝

索
放

射
状

排
列

，肝
窦

及
肝

细
胞

未
见

明
显

病
理

性
损

伤
。

２．４　
酒
精
对
小
鼠
肝
脏
炎
性
因
子
基
因
表
达
的
影
响

　

与
Ｃｔｒｌ组

相
比

，ＥｔＯＨ
组

小
鼠

肝
脏

ＴＮＦ⁃α
ｍ
ＲＮＡ

有

升
高

趋
势

，
但

差
异

无
统

计
学

意
义

（ｔ＝
２ư７３７，Ｐ

＝
０ư０６９），ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１β

ｍ
ＲＮＡ

相
对

表
达

量
均

升
高

（ｔ＝
３ư８５８，

Ｐ
＝

０ư００８；
ｔ
＝

１０ư２３７，
Ｐ

＜
０ư０１；

ｔ
＝

１１ư９６０，Ｐ
＜
０ư０１）（

图
３）。

２．５　
酒
精
对
小
鼠
肠
道
病
理
改
变
的
影
响

　
ＥｔＯＨ

组
小

鼠
结

肠
黏

膜
表

面
不

光
滑

、
结

构
欠

清
晰

，
腺

体
排

列
紊

乱
、萎

缩
，可

见
炎

症
浸

润
。

Ｃｔｒｌ组
小

鼠
结

肠
组

织
表

面

光
滑

，
且

腺
体

排
列

整
齐

，
无

明
显

充
血

或
水

肿
现

象
。

ＥｔＯＨ
组

与
Ｃｔｒｌ

组
结

肠
病

理
学

评
分

差
异

有
统

计
学

意

义
（ｔ＝

７ư１５５，Ｐ
＜
０ư０１）。

见
图

４。

图
２　

酒
精
对
小
鼠
肝
脏
损
伤
的
影
响

Ａ：肝
脏

指
数

；Ｂ：血
清

ＡＬＴ
水

平
；Ｃ：血

清
ＡＳＴ

水
平

；Ｄ：血
清

ＴＧ
水

平
；Ｅ：肝

脏
Ｈ
Ｅ

染
色

×
２００；与

Ｃｔｒｌ组
比

较
：
∗

∗
Ｐ
＜
０ư０１

图
３　

酒
精
对
小
鼠
肝
脏
炎
性
因
子
表
达
的
影
响

Ａ：肝
脏

ＴＮＦ⁃α
ｍ
ＲＮＡ

水
平

；Ｂ：肝
脏

ＩＬ⁃６
ｍ
ＲＮＡ

水
平

；Ｃ：肝
脏

ＩＬ⁃８
ｍ
ＲＮＡ

水
平

；Ｄ：肝
脏

ＩＬ⁃１β
ｍ
ＲＮＡ

水
平

；与
Ｃｔｒｌ组

比
较

：
∗

∗
Ｐ
＜
０ư０１

·２
６８

·
安

徽
医

科
大

学
学

报
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图
４　

小
鼠
结
肠

Ｈ
Ｅ
染
色
及
病
理
评
分

Ａ：结
肠

Ｈ
Ｅ

染
色

×
１００；Ｂ：结

肠
病

理
学

评
分

；与
Ｃｔｒｌ组

比
较

：
∗

∗
Ｐ
＜
０ư０１

２．６　
酒
精
对
小
鼠
肠
道
菌
群
的
影
响

２．６．１　
ＡｌＰｈａ

多
样

性
分

析
　

ＡｌＰｈａ
多

样
性

分
析

是
对

单
个

样
品

中
物

种
多

样
性

的
分

析
，图

５
中

ＡｌＰｈａ
多

样

性
相

关
指

标
Ｃｈａｏ

指
数

和
Ｓｈａｎｎｏｎ

指
数

显
示

，ＥｔＯＨ
组

与
Ｃｔｒｌ组

物
种

丰
富

度
和

均
匀

度
差

异
无

统
计

学
意

义

（Ｐ
＞
０ư０５）。

图
５　

Ａ
ｌＰｈａ

多
样
性
分
析

Ａ：Ｃｈａｏ
指

数
；Ｂ：Ｓｈａｎｎｏｎ

指
数

２．６．２　
ＰＣｏＡ

分
析

　
ＰＣｏＡ

分
析

即
主

坐
标

分
析

，可
用

来
研

究
样

本
群

落
组

成
的

相
似

性
或

相
异

性
。

样
本

的
物

种
丰

度
和

构
成

越
接

近
，
则

在
ＰＣｏＡ

图
中

距
离

越
近

。
ＰＣｏＡ１

作
为

第
１

主
坐

标
对

肠
道

菌
群

的
代

表
性

为

２８ư６３％
、
ＰＣｏＡ２

为
第

２
主

坐
标

，代
表

性
为

２０ư０３％
。

ＰＣｏＡ２
轴

上
可

见
ＥｔＯＨ

组
与

Ｃｔｒｌ
组

距
离

相
差

较
大

且

差
异

有
统

计
学

意
义

（Ｒ
２＝

０ư１７６，Ｐ
＝
０ư０３２），见

图
６。

表
明

两
组

小
鼠

肠
道

菌
群

的
物

种
的

丰
度

和
构

成
存

在
差

异
。

图
６　

ＰＣ
ｏＡ

分
析

２．６．３　
肠

道
菌

群
门

水
平

丰
度

分
析

　
两

组
小

鼠
肠

道

菌
群

主
要

由
６
个

菌
门

构
成

，且
两

组
均

以
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ

和
Ｆｉｒｍ

ｉｃｕｔｅｓ
为

主
要

菌
门

，
其

他
菌

门
丰

度
较

低
。

与

Ｃｔｒｌ组
相

比
，ＥｔＯＨ

组
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ

差
异

无
统

计
学

意

义
（Ｐ

＞
０ư０５），

而
Ｆｉｒｍ

ｉｃｕｔｅｓ
相

对
丰

度
升

高
（ｔ

＝
１ư２６５，Ｐ

＝
０ư０３６）。

进
一

步
比

较
Ｆｉｒｍ

ｉｃｕｔｅｓ／Ｂａｃｔｅ⁃
ｒｏｉｄｅｔｅｓ，差

异
无

统
计

学
意

义
（Ｐ

＞
０ư０５）。

见
图

７。
２．６．４　

肠
道

菌
群

属
水

平
丰

度
分

析
　

Ｃｔｒｌ组
和

ＥｔＯＨ
组

中
由

１１
个

菌
属

构
成

，且
可

知
的

优
势

菌
属

均
为

Ａｋ⁃
ｋｅｒｍ

ａｎｓｉａ，且
ＥｔＯＨ

组
丰

度
有

下
降

趋
势

，但
差

异
无

统

计
学

意
义

（ｔ＝
１ư３８４，Ｐ

＝
０ư０５３）。

与
Ｃｔｒｌ

组
相

比
，

ＥｔＯＨ
组

Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ
相

对
丰

度
降

低
（ｔ＝

３ư２０１，Ｐ
＝

０ư０１６）。
见

图
８。

·３
６８

·
安

徽
医

科
大

学
学

报
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图
７　

肠
道
菌
群
门
水
平
丰
度
分
析

与
Ｃｔｒｌ组

比
较

：
∗
Ｐ
＜
０ư０５

图
８　

肠
道
菌
群
属
水
平
丰
度
分
析

与
Ｃｔｒｌ组

比
较

：
∗
Ｐ
＜
０ư０５

２．６．５　
ＬＥｆ

Ｓｅ
差

异
分

析
结

果
　

采
用

ＬＥｆ
Ｓｅ

筛
选

Ｃｔｒｌ组
和

ＥｔＯＨ
组

之
间

有
差

异
的

物
种

。
当

ＬＤＡ
值

超

过
设

定
值

（
默

认
设

定
值

为
２）

则
认

为
该

物
种

是
构

成

Ｃｔｒｌ
组

与
ＥｔＯＨ

组
肠

道
菌

群
差

异
的

生
物

标
志

物
。

Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
⁃ＸＶＩＩＩ（Ｐ

＝
０ư０３５）

在
Ｃｔｒｌ组

中
富

集
，Ｃｌｏｓ⁃

ｔｒｉｄｉａｃｅａｅ
和

Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
⁃ｓｅｎｓｕ⁃ｓｔｒｉｃｔｏ

（
Ｐ

＝
０ư０１５、

０ư０１５）
在

ＥｔＯＨ
组

中
丰

度
较

低
。

见
图

９。

图
９　

ＬＥｆＳｅ
差
异
分
析

３　
讨
论

　
　

酒
精

性
肝

病
作

为
全

球
重

大
公

共
卫

生
问

题
，建

立

完
善

、可
靠

的
酒

精
性

肝
损

伤
模

型
是

研
究

其
发

病
机

制

和
探

索
其

防
治

方
法

的
重

要
前

提
。

目
前

常
用

的
酒

精
肝

损
伤

动
物

模
型

主
要

包
括

慢
性

酒
精

喂
养

模
型

、胃
内

灌

注
酒

精
模

型
、急

性
酒

精
灌

胃
模

型
以

及
慢

性
酒

精
喂

养

加
一

次
急

性
灌

胃
的

Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ
模

型
。

该
研

究
采

用

Ｇａｏ⁃Ｂｉｎｇｅ
模

型
，不

仅
缓

解
了

慢
性

酒
精

喂
养

时
间

过
长

导
致

的
病

死
率

较
高

问
题

，又
避

免
了

急
性

酒
精

灌
胃

模

型
病

理
改

变
效

果
微

弱
的

缺
点

，同
时

高
度

还
原

人
类

饮

酒
方

式
，短

期
内

可
造

成
更

严
重

的
肝

脏
损

伤
［８］。

血
清

ＡＬＴ、ＡＳＴ
升

高
被

广
泛

认
为

是
酒

精
性

肝
损

伤
的

显
著

性
标

志
。

过
量

酒
精

刺
激

肝
脏

时
，乙

醇
代

谢

产
生

自
由

基
侵

袭
肝

细
胞

膜
以

及
线

粒
体

膜
，引

起
膜

通

透
性

增
大

，释
放

ＡＬＴ、ＡＳＴ
入

血
。

脂
质

代
谢

异
常

引
起

的
肝

脂
质

堆
积

是
ＡＬＤ

最
早

的
表

现
形

式
［９］。

该
研

究

结
果

显
示

，
与

Ｃｔｒｌ
组

相
比

，ＥｔＯＨ
组

小
鼠

血
清

ＡＬＴ、
ＡＳＴ

大
幅

升
高

，ＴＧ
有

升
高

趋
势

，但
差

异
无

统
计

学
意

义
。

该
研

究
中

酒
精

暴
露

并
没

有
引

起
小

鼠
肝

指
数

的
变

化
。

白
云

峰
等

［１０］利
用

ＢＡＬＢ
／ｃ、Ｃ５７

和
Ｃ３Ｈ

３
种

不

同
品

系
小

鼠
建

立
酒

精
性

肝
动

物
模

型
，比

较
各

项
肝

损

伤
指

标
后

表
明

，Ｃ５７
品

系
小

鼠
肝

指
数

虽
无

明
显

变
化

，
但

由
于

其
对

酒
精

厌
恶

性
更

低
，血

清
ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＧ

升

高
更

显
著

，Ｈ
Ｅ

染
色

呈
现

病
理

改
变

更
严

重
，仍

是
最

理

想
的

实
验

动
物

品
系

。
该

研
究

中
ＥｔＯＨ

组
小

鼠
肝

脏
病

理
切

片
也

有
不

同
程

度
的

脂
肪

空
泡

、炎
性

浸
润

，与
血

清

结
果

变
化

基
本

一
致

。
以

上
结

果
说

明
该

研
究

成
功

建
立

酒
精

性
肝

损
伤

模
型

。
肠

道
菌

群
失

调
导

致
的

肠
道

屏
障

功
能

障
碍

、细
菌

位
移

、内
毒

素
血

症
是

ＡＬＤ
发

生
的

中
心

环
节

［１１］。
长

期
大

量
酒

精
暴

露
造

成
肠

道
菌

群
失

调
，肠

道
屏

障
破

坏
，

内
毒

素
进

入
肠

腔
与

Ｔｏｌｌ样
受

体
及

ＮＯＤ
样

受
体

结
合

，
激

活
ＮＦ⁃κＢ

通
路

，释
放

大
量

包
括

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β
在

内

的
炎

性
因

子
，同

时
可

以
与

ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８
等

相
互

作
用

发
生

炎
性

级
联

效
应

，
从

而
促

进
肝

脏
损

伤
［１２］。

Ｐａｒｋ
ｅｔ

ａｌ ［１３］研
究

表
明

，酒
精

喂
养

小
鼠

的
肠

道
上

皮
细

胞
结

构

丢
失

、肠
绒

毛
及

隐
窝

变
形

。
该

研
究

同
样

表
明

，酒
精

暴

露
可

致
小

鼠
结

肠
结

构
欠

清
晰

、腺
体

萎
缩

，出
现

炎
症

浸

润
。

同
时

发
现

ＥｔＯＨ
组

小
鼠

肝
脏

ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８
等

炎
性

因
子

水
平

升
高

。
Ｅｎｇｅｎ

ｅｔａｌ ［４］研
究

表
明

ＡＬＤ
小

鼠
体

内
Ｆｉｒｍ

ｉｃｕｔｅｓ
下

降
，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ

和
Ｖｅｒｒｕｃｏｍ

ｉｃｒｏ⁃
ｂｉａ

数
量

上
升

，而
Ｌｉｎ

ｅｔａｌ ［５］同
样

利
用

酒
精

喂
养

小
鼠

发
现

Ｆｉｒｍ
ｉｃｕｔｅｓ

丰
度

增
加

，Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ
相

对
丰

度
下

降
。

该
研

究
表

明
，酒

精
暴

露
虽

然
对

小
鼠

肠
道

菌
群

多

样
性

无
较

大
影

响
，但

在
改

变
菌

群
构

成
方

面
有

很
大

作

用
。

在
菌

门
水

平
上

，ＥｔＯＨ
组

小
鼠

肠
道

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ
无

明
显

变
化

，
而

Ｆｉｒｍ
ｉｃｕｔｅｓ

丰
度

增
加

。
进

一
步

比
较

Ｆｉｒｍ
ｉｃｕｔｅｓ／Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，差

异
无

统
计

学
意

义
。

在
菌

属

水
平

上
，
ＥｔＯＨ

组
肠

道
Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ

丰
度

下
降

。

·４
６８

·
安

徽
医

科
大

学
学

报
　

Ａｃｔａ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭ

ｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　
２０２２

Ｊｕｎ；５７（６）



Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ是一种常见的革兰阳性菌，能够通过加重

脂质沉积导致肝脏损伤［１４］。 Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ 作为肠道

健康粪便核心微生物之一，与炎症性肠病、脂肪肝等

疾病发生密切相关［１５］。 进一步 ＬＥｆ Ｓｅ 差异分析显

示，与 Ｃｔｒｌ 组相比，ＥｔＯＨ 组以 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ 和 Ｃｌｏｓ⁃
ｔｒｉｄｉｕｍ⁃ｓｅｎｓｕ⁃ｓｔｒｉｃｔｏ 为其重要菌种，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ⁃ＸＶＩＩＩ
则为 Ｃｔｒｌ 组中的重要菌种。 而许文琦 等［１６］ 利用酒

精喂养建立大鼠酒精肝模型，发现毛螺菌科和瘤胃

球菌属⁃１ 为酒精作用下肠道发挥作用的重要菌属，
原因可能是不同动物品种的肠道菌群结构和丰度本

就存在一定差异，因此，在酒精作用下发挥作用的菌

群也有所不同。 由此可知，酒精暴露未影响肠道菌

群多样性，但改变了肠道菌群结构，并可能通过上调

小鼠肠道 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ 丰度、减少 Ｐａｒａｓｕｔｔｅｒｅｌｌａ 相对丰

度，且以 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｃｅａｅ 和 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ⁃ｓｅｎｓｕ⁃ｓｔｒｉｃｔｏ 为

重要菌属，影响肠道健康，改变肠道屏障功能。
综上所述，酒精暴露造成的肝脏损伤小鼠，其肠

道菌群发生变化，该变化可能与肝病的发生相关。
该研究从肠道菌群变化入手，揭示其在酒精暴露致

小鼠肝损伤中的作用，为探索酒精性肝病的预防和

治疗方法提供新思路。
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ＩＬ⁃６ 在对乙酰氨基酚肝损伤后再生中的作用
郁福乾，宋莎莎，路　 燕，章礼久

摘要　 目的　 通过体外实验探讨白细胞介素（ ＩＬ）⁃６ 在对乙

酰氨基酚（ＡＰＡＰ）所致急性肝损伤（ＡＬＩ）后肝再生过程中的

作用。 方法　 体外实验，培养 ＡＭＬ１２ 小鼠正常肝细胞，ＣＣＫ⁃
８ 法检测不同浓度 ＡＰＡＰ 药物和 ＩＬ⁃６ 中和抗体（ ＩＬ⁃６ Ａｂ）作
用于 ＡＭＬ１２ 细胞后细胞的活力，筛选出最适药物作用浓度；
ＥＬＩＳＡ 测量 ＩＬ⁃６ 浓度；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、
ＨＧＦ 等肝脏再生相关蛋白水平；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＩＬ⁃６ 、ＰＣ⁃
ＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平。 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ư ０ 软件处理数

据。 结果　 通过 ＣＣＫ⁃８ 数据，筛选 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 最适药物浓度

造模以及 ０ư ０１ μｇ ／ ｍｌ ＩＬ⁃６ Ａｂ 作用细胞。 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测量

ＩＬ⁃６ 浓度，０、４、１２、２４、４８ ｈ ＩＬ⁃６ 浓度分别为 ０、１ư ７９４、２ư ２６４、
１ư ６５８、１ư ０８６ ｐｇ ／ ｍｌ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结 果， 与 ＡＰＡＰ 处 理

ＡＭＬ１２ 细胞其他时间点相比，４ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白水

平最高，１２ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＰＣＮＡ、ＨＧＦ 蛋白水平最高 （ Ｐ ＜
０ư ０５）。 与 ４ ｈ ＡＰＡＰ 组相比，４ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组 Ｃｙｃｌｉｎ⁃
Ｄ１、ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 １２ ｈ ＡＰＡＰ 组相

比，１２ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组 ＰＣＮＡ、ＨＧＦ 表达减低 （ Ｐ ＜
０ư ０５）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果，与 ＡＰＡＰ 处理 ＡＭＬ１２ 细胞其他时间

点相比，４ ｈ ＡＰＡＰ 组 ＩＬ⁃６、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平达高
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峰（Ｐ ＜ ０ư ０５）；与 ４ ｈ ＡＰＡＰ 组相比，４ ｈ ＡＰＡＰ ＋ ＩＬ⁃６ Ａｂ 组

ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｍＲＮＡ 水平降低（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 结论 　 ＩＬ⁃６
Ａｂ 通过中和 ＩＬ⁃６ 抑制 ＳＴＡＴ３ 磷酸化进而抑制肝细胞再生，
推测 ＩＬ⁃６ 在 ＡＰＡＰ 诱导的肝损伤后肝再生过程中可能起到

促进作用。
关键词　 对乙酰氨基酚；急性肝损伤；白细胞介素⁃６；ＩＬ⁃６ 中

和抗体；肝再生

中图分类号　 Ｒ ３２９ư ４；Ｒ ３３３ư ４；Ｒ ５７５；Ｒ ９７７ư ９
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２２）０６ － ０８６６ － ０６
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　 　 药物性肝损伤（ｄｒｕｇ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ，ＤＩＬＩ）
是指由药物和（或）其代谢产物引起的肝脏损伤，其
发病率近年来呈上升趋势，目前已是中国非感染性

肝病的第 ２ 大病种［１］。 其中以对乙酰氨基酚（ａｃｅｔ⁃
ａｍｉｎｏｐｈｅｎ，ＡＰＡＰ） 过量诱导的急性肝衰竭 （ ａｃｕｔｅ
ｌｉｖｅｒ ｆａｉｌｕｒｅ，ＡＬＦ）最为常见［２ － ３］。 在肝脏损伤及修

复再生过程中，炎症反应起至关重要的作用。 炎症

诱导的再生主要由炎症细胞释放的各种细胞因子和

生长因子调控，目前研究较多的促炎细胞因子是白

细胞 介 素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ ）⁃６ 和 肿 瘤 坏 死 因 子

（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ）⁃α［４］。 体内研究表明

ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 在炎症反应早期介导肝损伤，但在后

期能够促进肝脏再生［５ － ６］。 该研究旨在通过体外实

验探讨 ＩＬ⁃６ 在 ＡＰＡＰ 所致急性肝损伤（ ａｃｕｔｅ ｌｉｖｅｒ
ｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）后肝再生过程中的作用。
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