
= = arug=bvaluation=oesearch= =第 QM卷=第 Q期= = OMNT年 Q月=

= = = = = =

•=QSQ=•=

高通量测序和实时荧光定量 mCo分析何首乌肝损伤与肠道微生物组的关系=

邓= =红 NI=O，吴纯启 O，赵春雪 P，许赫雷 NI=O，井= =潇 NI=O，董延生 O，唐春萍 N，杨= =威 QG，王全军 OG，江= =涛 RG=
NK=广东药科大学=中药学院，广东=广州= = RNMMMS=
OK=军事医学科学院毒物药物研究所=国家北京药物安全评价研究中心=抗毒药物与毒理学国家重点实验室，北京= = NMMURM=
PK=天津市武清区人民医院=药剂科，天津= = PMNTMM=
QK=广东省生物资源应用研究所=广东省动物保护与资源利用重点实验室=广东省野生动物保护与利用公共实验室，广东=广

州= = RNMOSM=
RK=广东药科大学=实验动物中心，广东=广州= = RNMMMS=

摘  要：目的= =采用 fllumin~高通量测序技术和实时荧光定量 mCo（oe~lJqime= mCo，oqJmCo）法研究何首乌（mj）致肝

损伤与肠道微生物组间的关系，并验证两种定量方法的一致性。方法= =雄性 pa大鼠随机分为 R组：对照组、脂多糖（imp）
组、impH对乙酰氨基酚（AmAm）组、mj组和 impHmj组；大鼠尾 iv给予 QKM=mgLkg=imp建立肝损伤模型，各组相应每天

N次 ig给予 MKSOR=gLkg=AmAm和 NO=g生药Lkg=mj，记录大鼠体质量；分别于造模后 O、NQ=Ü、R和 U=d，对大鼠粪便中细菌 NSp=
rokA基因的 sQ高变区进行 fllumin~高通量测序，根据测序结果得出的差异物种，采用 oqJmCo进行验证；取造模后 U=d大
鼠肝脏组织，eb染色，光学显微镜观察。结果= =大鼠肝脏病理学检查结果显示，与对照组比较，imp组大鼠存在肉芽肿，

mj组无异常病变；与 imp组比较，impHmj大鼠肝细胞出现轻度变性和微小肉芽肿增多，impHAmAm组可见微小肉芽肿和

淋巴细胞浸润。fllumin~高通量测序结果提示，与对照组比较，随着 mj给药次数增加，单独给予 mj的大鼠肠道微生物无

显著变化；impHmj组表现为肠球菌科和毛螺旋菌科细菌逐渐增加，乳杆菌属细菌减少，且与 imp组有差异；oqJmCo结果

显示，与对照组比较，随着 mj给药次数的增加，单独给予 mj的大鼠肠道微生物无显著变化；impHmj组肠球菌科、毛螺

旋菌科细菌数显著增加（m＜MKMR），乳杆菌属细菌数显著减少（m＜MKMR），且与 imp组比较有显著差异。结论= = mj肝损伤

大鼠存在不同程度的菌群失衡，且 fllumin~高通量测序和 oqJmCo检测结果具有良好的一致性，但 fllumin~高通量测序技术

可获得更多的微生物信息，更具优势。=
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AbstractW=lbjective= = qo=síudy=íÜe=rel~íionsÜip=beíween=molygonum=multiflorum=EmjF=induced=liver=injury=~nd=guí=flor~=by=fllumin~=
ÜigÜJíÜrougÜpuí=sequencing=~nd=oe~lJíime=mCo=EoqJmCoFK=jethods= =j~le=pa=r~ís=were=r~ndomly=divided=inío=conírol=groupI=imp=
groupI=imp=H=~ceí~minopÜen=EAmAmF=groupI=mj=group=~nd=imp=H=mj=groupK=o~ís=were=iv=~dminisíered=wiíÜ=MKMMQ=gLkg=imp=in=í~il=
ío=m~ke=liver=injury=modelK=o~ís=in=corresponding=group=were=ig=~dminisíered=wiíÜ=MKSOR=gLkg=AmAm=~nd=NO=gLkg=Ecrude=drugF=mj=
once= ~= d~yI= record= íÜe= body=weigÜí= of= r~ís= ~í= íÜe= s~me= íimeK= fllumin~= ÜigÜJíÜrougÜpuí= sequencing=w~s= used= ío= sequence= íÜe=sQ=
Üyperv~ri~ble=region=of=NSp=rokA=gene=of=r~í=fec~l=b~cíeri~K=According=ío=íÜe=resulís=of=íÜe=sequencing=of=differení=speciesI=í~ken=íÜe=
oqJmCo=ío=íesí=~nd=verify=íÜe=biom~rkerI=observed=íÜe=rel~íionsÜip=beíween=mj=induced=liver=injury=~nd=guí=flor~I=~nd=comp~red=íÜe=
consisíency=of=íÜe=íwo=meíÜodsK=qÜe=liver=íissue=of=r~ís=w~s=sí~ined=wiíÜ=eb=~nd=observed=by=opíic~l=microscope=U=d=~fíer=modelingK=
oesults= = eisíop~íÜologic~l=~n~lysis=reve~led=íÜ~íI=comp~red=ío=conírol=groupI=imp=group=exisíed=some=microgr~nulom~I=mj=group=
Ü~ve=no=signific~ncesX=Comp~red=ío=imp=groupI=imp=H=mj=group=induced=mild=degener~íion=of=liver=cells=~nd=incre~sed=íÜe=number=
of= microgr~nulom~I= imp= H= AmAm= group= exisíed= some= micro= gr~nulom~= ~nd= lympÜocyíes= infilír~íionK= fllumin~= ÜigÜJíÜrougÜpuí=
sequencing= sÜowed= íÜ~íI= comp~red= ío= conírol= groupI= ~s= íÜe= íimes= of= í~king= mjI= íÜe= b~cíerium= number= of=bnterococcaceae= ~nd=
iachnospiraceae= incre~sedI= wÜile= íÜe= iactobacillus= decre~sed= in= imp= H= mj= groupI= ~nd= Ü~d= ~= difference= imp= wiíÜ= groupK= qÜe=
oqJmCo=sÜowed= íÜe=b~cíerium=number=of=bnterococcaceae= ~nd=iachnospiraceae= incre~sedI=wÜile= íÜe= iactobacillus= decre~sed= in=
imp=H=mj=groupI=comp~red=ío=conírol=groupI=~nd=Ü~d=~n=obvious=difference=wiíÜ=imp=groupK=Conclusion= = qÜe=liver=injury=r~ís’=guí=
flor~=induced=by=mj=sÜow=imb~l~nce=ío=some=exíeníI=~nd=íÜe=íwo=meíÜods=~pply=in=qu~níií~íive=~n~lysis=sÜows=~=good=consisíencyI=
wÜile=fllumin~=ÜigÜJíÜrougÜpuí=sequencing=obí~ins=more=inform~íion=~bouí=microbioí~=~nd=Ü~s=~=gre~íer=~dv~ní~ge=íÜ~n=oqJmCoK=
hey=wordsW=eigÜJíÜrougÜpuí=sequencingX=oe~lJíime=mCoX=molygonum=multiflorum=qÜunbKX=liver=injuryX=guí=microbioí~=
=

何首乌为蓼科（molygonaceae）植物何首乌

molygonum=multiflorum=qÜunbK（mj）的干燥块根xNz，

目前多用于临床用药、美容和营养保健产品等。近

年来，mj 肝损伤的报道屡见不鲜xOJRz，国家食品药

品监督管理局也发出 mj 可导致肝损伤风险的警告

信息xSz，自此加大了人们对 mj肝损伤的研究xTz。因

mj的成分复杂、毒性作用机制研究不够明确，目前

国内不同研究机构对此尚未形成统一认识。=
肝脏是机体最大的代谢器官，肝脏和肠道在生

理和解剖学上存在着紧密的联系。当肠道黏膜受损，

肠道失调的菌群和内毒素会大量进入肝脏激发并释

放各种细胞因子和炎症介质，使肝脏发生损伤xUz；

当肝功能发生障碍时，也影响着肠道，有研究采用

CClQ致大鼠急、慢性肝损伤，均出现肠球菌和肠杆

菌等增加的肠道微生态紊乱现象xVz。说明肝脏和肠

道互相影响，而肠道的改变又会影响肠道微生物。

所以本研究以肠道菌群为出发点，研究 mj的肝损

伤与肠道微生物组间的关系。=
肠道微生物组是指栖息在机体肠道的全部微生

物的总和，可参与机体营养吸收、黏膜保护和肠道

免疫等过程xNMz。已有研究报道，肠道微生物与炎症

性肠病、肥胖症、O 型糖尿病和帕金森xNNJNQz等疾病

有关。目前常用的肠道微生物的检测方法主要有传

统培养法、变性梯度凝胶电泳（aen~íuring=gr~diení=
gel=elecíropÜoresis，addb）法、定量 mCo（oqJmCo）
法、新一代测序（kexíJgener~íion=pequencing，kdp）

技术和宏基因组（jeí~genomics）技术等。传统培

养法耗时费力，目前一般用于对细菌特征形态的观

察；addb法是一种不依赖培养技术的方法，可全

面监测微生物群落的动态变化，但是只能反映菌落

中优势菌群的改变xNRz；oqJmCo 法是目前常用的定

量方法，可用于研究微生物区系的变化，了解微生

物的动态变化过程，但是此法受荧光素种类和检测

光源的限制，还需与其他的研究方法配合使用xNSz；

kdp技术，又称为第二代测序技术，是目前常用的

基因测序技术，以 fllumin~公司的 polex~为代表的

新一代高通量测序技术广泛应用于微生物学的研

究，可以检测菌落中低丰度菌群的变化，比较适合

于肠道微生态中物种多样性和丰富度的菌群分析，

是一种性价比较高的方法xNTz；宏基因组技术可以检

测更低丰度的菌落变化，获得更多的微生物信息，

但是此法目前测序价格昂贵xNUz。因此，选择合适的

研究方法有利于对实验进行全面的分析和探索。=
本研究在实验室前期研究的基础上，收集大鼠

药物处理后不同时间点的粪便样本，采用 fllumin~
高通量测序技术对大鼠粪便样本中的 NSp= rakA上

的高变区 sQ 区进行定性和定量研究，同时采用实

时荧光定量 mCo（qoqJmCo）对测序得出的主要差

异物种进行定量分析，全面分析 mj肝损伤大鼠肠

道微生态的改变，并进一步揭示 mj的肝损伤与肠

道微生物组间的关系，为 mj的临床安全、科学用

药提供参考和依据。=
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N= =材料=
NKN= =药物与主要试剂=

mj 购自北京绿野药业有限公司，批号

NRMVMTMQ，经解放军 PMO医院肖小河研究员鉴定为

何首乌 molygonum=multiflorum=qÜunbK的干燥块根，

按照文献xNVJOMz处理得终质量浓度为 OKQ=gLmi=mj醇

溶液；对乙酰氨基酚（AmAm，阳性药，国药集团化

学试剂有限公司，批号 TQpg_bh）；脂多糖（imp，
pimg~公司，批号 MORjQMQMs）。=

粪便中微生物总 akA 提取试剂盒 nfA~mp®=
akA= píool= jini= hií（德国 nfAdbk 公司，批号

NRNMQSQVS）；oqJmCo 引物（由上海生工生物工程

股份有限公司合成）；oqJmCo 标准质粒 akA（由

广州复能基因有限公司完成）；pv_o®= mremix= bx=
q~qqj=ff（购自 qAhAoA公司，批号 AhVPMO）。=
NKO= =动物=

pmc级 pa大鼠，雄性，体质量 NTM～NVM= g，
购自北京维通利华实验动物科技有限公司，实验动

物生产许可证号 pCuh（京）OMNOJMMMN。饲养于军

事医学科学院国家北京药物安全评价研究中心

（k_Capbo）dim实验室，NO=ÜLNO=Ü明暗交替，温

度 OM～OQ=℃，湿度 QMB～TMB，自由饮食、水。

k_Capbo 已通过国际实验动物评估和认可委员会

（AAAiAC）认证。所有动物适应性饲养 P=d后供试。=
NKP= =主要仪器=

eeJO 型数显恒温水浴锅（常州国华电器有限

公司）；Cenírifuge=RQNRa离心机（bppendorf公司）；

oqJmCo仪oe~lJqime=mCo=aeíecíion=pysíem（_ioJr~d
公司，型号 CcuVS）；jsO= jinisÜ~ker 涡旋震荡仪

（德国 fhA 集团）；jfiifJn 超纯水系统（美国

jillipore公司）。=
O= =方法=
OKN= =肝损伤模型的建立及分组给药=

NMO 只雄性 pa 大鼠随机分为 R 组：对照组、

imp组、impHAmAm组、mj组和 impHmj组，每

组 S只。参照本课题组前期方法xNUJOMz，除对照组和

mj组，其他各组大鼠尾 iv给予 QKM=mgLkg=imp，建

立 mj肝损伤模型。从大鼠尾 iv给予 imp后开始计

时，共分为 Q个时间点：造模后 O、NQ=Ü，R、U=d，
其中造模后 O=Ü只有对照组和 imp组，其他 P个时

间点均含以上 R组。O= Ü后，各组相应每天 N次 ig
给予 MKSOR=gLkg=AmAm和 NO=g生药Lkg=mj，给药剂

量设定参照文献xNVJONz，分别连续给药 NQ=Ü、R、T=d，

记录各组大鼠的体质量。=
OKO= =肝脏病理学检查=

取第 U天各组大鼠的肝脏组织，大体观察后随

机选取 P 只大鼠取肝脏组织，QB多聚甲醛溶液固

定，取材，脱水后石蜡包埋，再切成 Q= μm 薄片，

常规苏木素–伊红（eb）染色，光学显微镜观察。=
OKP= =粪便样本的采集及总 akA提取=

分别取 O、NQ=Ü、R、U=d对照组、imp组、mj
组和 impHmj组大鼠结肠至直肠部分的粪便样本，

立即收集于冻存管并置于液氮中，实验结束后立即

转移至－UM=℃冰箱保存待测。=
粪便中微生物总akA的提取严格按照nfA~mp®=

akA=píool=jini=hií试剂盒的操作步骤进行。=
OKQ= = fllumina高通量测序技术=

采用 fllumin~ 高通量测序技术，基于 fllumin~=
eipeq=mbORM测序平台，对 NSp=rokA基因的 sQ高
变区进行测序分析，所用引物为 RNRc：R’JdqdCCA=
dCjdCCdCddqAAJP’和 UMSo：R’JddACqACes=
dddqtqCqAAqJP’。=

取“OKQ”项提取的粪便中微生物总 akA，经

质检合格后，根据细菌 NSp=rokA基因 sQ高变区进

行 mCo扩增，然后利用 fllumin~=eipeq=mbORM进行

高通量测序；构建小片段文库进行双末端

（m~iredJbnd）测序。此部分服务外包于北京诺禾致

源生物信息科技有限公司完成。=
OKR= =荧光实时定量 mCo=

经查阅文献xOOz，设计或参考 oqJmCo所需特异

性引物：毛螺旋菌科、肠球菌科和乳杆菌属，并在

_iApq基因库（wwwK=ncbiKnlmKniÜKgovL_iApq）内

比对引物序列的特异性（见表 N）。=
将标准质粒 akA进行梯度（NM倍）稀释，分

别得到毛螺旋菌科、肠球菌科和乳杆菌属拷贝数为

PKSO×NMT～PKSO×NMO、PKSP×NMT～PKSP×NMO 和
PKPS×NMT～PKPS×NMO的标准品，并以 logNM为底拷

贝数的对数为横坐标（v），所得 Ct值为纵坐标（u）
作图得标准曲线方程：肠球菌科标准曲线方程 v＝－

OKUNS=SOu＋PTKQVT=UN（rO＝MKVVR=PO）；毛螺旋菌科

标准曲线方程 v＝－OKTVQ= OPu＋PPKOSQ= NR（rO＝
MKVUT=UV）；乳杆菌属标准曲线方程v＝－OKUSOTN=u＋
PQKNUS=TQ（rO＝MKVVO=VO）。取“OKQ”项所提取的粪

便中微生物总 akA，经质检合格后，作为 oqJmCo
待测 akA模板。oqJmCo反应 OM=μL 反应体系的构

建：pv_o®=mremix=bx=q~qqj=ff=NM=μL，mCo上下游=
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表 N= = oqJmCo引物序列=
qable=N= = mrimer=sequence=of=oealJtime=mCo=

细菌菌科= 引物名称= 引物序列（R’JP’）= 产物片段大小Lbp=
毛螺旋菌科= bubJc= ACq=CCq=ACd=ddA=ddC=AdC= NQM=
= brecJo= dCq=qCq=qAd=qCA=odq=ACC=d= =
肠球菌科= bníerJc= CCC=qqA=qqd=qqA=dqq=dCC=AqC=Aqq= NPV=
= bníerJo= ACq=Cdq=qdq=ACq=qCC=CAq=qdq= =
乳杆菌属= i~cJc= AdCdqqdqCCddAqqqAqqd= OOV=

= i~cJo= CCAqoCqqqCdAdCCqCAdC= =
=
引物各 MKQ=μL，akA模板 N=μL，加灭菌蒸馏水补齐

至 OM=μL；反应条件：预变性：VR=℃、PM= s；mCo
反应：VR=℃、R=s；SM=℃=退火 PM=s；共 QM个循环，

反应结束后进行溶解曲线分析。将得到的 Ct值代入

标准曲线方程，计算得拷贝数，待测样品拷贝数最

后换算成 N=g粪便中所含有的总拷贝数。=
OKS= =统计学分析=

本研究根据 fllumin~= eipeq= mbORM高通量测序

的标准化操作规程进行操作。所得数据均采用 –x s
表示，运用 pmpp= NVKM软件进行数据分析，采用单

因素方差分析（lneJt~y=AklsA）进行方差齐性检

验，方差齐时用 ipa法进行组间比较，方差不齐时

用 aunneíí’s= qP 法进行组间比较。采用 dr~pÜm~d=

mrism=S软件进行作图分析。=
P= =结果=
PKN= =对大鼠体质量的影响=

如表 O所示，imp造模后，与对照组比较，mj
组大鼠体质量无明显变化，各时间点 imp组大鼠体

质量显著下降（m＜MKMR）；造模后 NQ= Ü，与对照组

比较，impHAmAm和 impHmj组大鼠体质量显著下

降（m＜MKMR），与 imp组比较差异不显著；造模后 R
和 U=d，与对照组比较，impHAmAm和 impHmj组大

鼠体质量显著下降（m＜MKMR），且造模后 R 和 U= d=
impHAmAm、造模后 U=d=impHmj组与 imp组比较显

著差异（m＜MKMR）。结果提示，与 imp 组比较，

impHAmAm和impHmj可以抑制大鼠体质量的增长。=

表 O= =各组大鼠在不同时间点体质量的变化( x±sI=n=Z=S)=
qable=O= = teigh=changes=of=rats=in=each=group=at=different=time=point=E x±sI=n=Z=SF=

组别= 剂量LEg·kg−NF=
体质量Lg=

造模后 O=Ü= 造模后 NQ=Ü= 造模后 R=d= 造模后 U=d=
对照= µ= ONPKOU–PKQR= ONSKOR–QKUU= OPMKPU–RKNU= OQSKSP–NMKPR=
imp= MKMMQ= OMRKSU–QKQSG= NVQKTP–RKUSG= NVRKUO–NKSMG= OMVKMM–PKTVG=
impHAmAm= MKMMQHMKSOR= OMVKOO–PKTU= NVQKOT–QKNRG= NUVKPP–SKNRG@= NVRKMT–TKOTG@=
mj= NO= OMVKQP–TKOV= ONQKRM–PKOM= OOUKUU–QKUS= OQMKUT–SKSP=
impHmj= MKMMQHNO= OMVKPT–SKOO= NVPKMR–QKQP*∆= NVPKOR–QKQR*∆= OMNKNO–PKRT*#∆=

与对照组比较：Gm＜MKMR；与 imp组比较：@m＜MKMR；与 mj组比较：
△m＜MKMR=

Gm=Y=MKMR=vs=conírol=groupX=@m=Y=MKMR=vs=model=groupX=△m=Y=MKMR=vs=mj=group

PKO= =大鼠肝组织病理学的变化=
造模后 U= d，imp组有 N例（NLP）肝组织轻微

肝损伤，impHAmAm组有 P例（PLP）肝组织轻度变

性，impHmj组有 P例（PLP）肝组织轻度损伤，而

对照组和 mj组大鼠肝组织无损伤现象。根据各组

大鼠肝组织病理学检查发现，与对照组比较，mj
组肝组织病理检查无异常病变，imp组散在少量微

小肉芽肿；与 imp组比较，impHmj组肝细胞出现

轻度变性和微小肉芽肿增多，impHAmAm组可见微

小肉芽肿和淋巴细胞浸润。结果提示，impHAmAm
和 impHmj组给药可使肝脏组织发生病变，出现肝

损伤，且 impHAmAm组肝损伤比 impHmj组严重。

结果见图 N。=
PKP= = fllumina 高通量测序检测肝损伤大鼠肠道菌

群改变=
通过对对照组、imp组、mj组和 impHmj组进

行高通量测序分析：经 imp诱导 O=Ü后，与对照组比

较，imp组毛螺旋菌科细菌数显著减少（m＜MKMR），=
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对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = imp= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = impHAmAm=

    

mj= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = impHmj=

图 _箭头指示散在的微小肉芽肿；图 C箭头指示有淋巴细胞浸润；图 b箭头指示轻度变性的肝细胞=
Arrow= in= cigK= _= sÜows= some= microgr~nulom~X= Arrows= in= cigK= C= sÜow= íÜ~í= ~= number= of= lympÜocyíes= infilír~íionX= Arrows= in= cigK= b= sÜow= mild=
degener~íion=of=liver=cells=

图 N= =各组大鼠肝组织病理学检查=
cigK=N= = eistopathological=changes=of=liver=of=rats=in=each=group=

乳杆菌属有所增加，肠球菌科无明显改变。造模

NQ=Ü后，与对照组比较，mj组和 impHmj组大

鼠肠道菌群无明显变化，且 impHmj 组与 imp
组比较无明显差异；造模 R=d后，与对照组比较，

mj 组大鼠肠道菌群无明显改变，impHmj 组毛

螺旋菌科细菌数有所增加，而 imp组表现为肠球

菌科和毛螺旋菌科细菌数显著增加（m＜MKMR）；
造模 U= d 后，与对照组比较，mj 组大鼠肠道菌

群无明显改变；imp组表现为 P种菌属均增加，

其中肠球菌科和毛螺旋菌科差异显著（m＜
MKMR）；impHmj组大鼠毛螺旋菌科、肠球菌科细

菌数显著增加（m＜MKMR），乳杆菌属细菌数有所

减少，与 imp组比较差异显著（m＜MKMR）。结果

提示，mj 的肝损伤可能与肠球菌科和毛螺旋菌

科细菌数增加、乳杆菌属细菌数减少有关。结果

见图 O。=
=

= = = = = = = = = = = = =
=

=
与对照组比较：Gm＜MKMR；与 imp组比较：@m＜MKMR；与 mj组比较：

Δm＜MKMR=
Gm=Y=MKMR=vs=conírol=groupX=@m=Y=MKMR=vs=model=groupX=Δm=Y=MKMR=vs=mj=group=

图 O= =高通量测序分析各组大鼠在不同时间点肠球菌科、毛螺旋菌科、乳杆菌属细菌数的变化( x±sI=n=Z=S)=
cigK= O= = Changes= of= bacterium= number= of= bnterococcaceae, iachnospiraceae= and= iactobacillus= of= rats= in= each= group= at=
different=time=point=detected=by=highJthroughout=sequencing=E x±sI=n=Z=SF=
=
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PKQ= = qoqJmCo法检测肝损伤大鼠肠道菌群的改变=
经 imp诱导 O=Ü后，与对照组比较，imp组大

鼠肠道菌群无明显改变；造模 NQ=Ü后，与对照组比

较，mj 组大鼠肠道菌群无明显改变，impHmj 组

表现为毛螺旋菌科细菌数显著增加（m＜MKMR），而

imp组毛螺旋菌科细菌数有所增加，但差异不显著；

造模 R=d后，与对照组比较，mj组大鼠肠道菌群无

明显改变，impHmj组表现为毛螺旋菌科细菌数有

所增加，与 imp组比较差异不显著；造模 U=d后，

与对照组比较，mj 组大鼠肠道菌群无明显改变，

impHmj组表现为肠球菌科、毛螺旋菌科细菌数显

著增加（m＜MKMR），乳杆菌属细菌数显著减少（m
＜MKMR），且与 imp组比较，毛螺旋菌科和乳杆菌属

细菌数有显著性差异（m＜MKMR）。结果提示，imp
联合 mj给药所致的肝损伤可能与肠球菌科、毛螺

旋菌科细菌数的增加和乳杆菌属细菌数的减少有

关，且与 fllumin~ 高通量测序技术的结果具有一致

性。结果见图 P。=

= =

与对照组比较：Gm＜MKMR；与 imp组比较：@m＜MKMR；与 mj组比较：
Δm＜MKMR=

Gm=Y=MKMR=vs=conírol=groupX=@m=Y=MKMR=vs=model=groupX=Δm=Y=MKMR=vs=mj=group=

图 P= = oqJmCo分析各组大鼠在不同时间点对肠球菌科、毛螺旋菌科、乳杆菌属细菌数的影响( x±sI=n=Z=S)=
cigK= P= = Changes= of= bacterium= number= of= bnterococcaceaeI= iachnospiraceae= and= iactobacillus= of= rats= in= each= group= at=
different=time=point=detected=by=oealJtime=mCo=E x±sI=n=Z=SF=

Q= =讨论=
中药是中华民族的瑰宝，由于人们对中药毒性

认识不足，临床上不能做到科学、合理的给药，从

而使得中药毒性事件频繁发生。中药 mj因具有多

种功效，广泛应用于临床、美容和营养保健品，但

近年来频繁报道 mj导致肝损伤的事件，使得人们

开始重视并加大研究 mj的毒性及其毒性机制。=
目前，对于 mj肝损伤动物模型的建立常采用

时间长达 N～P个月、剂量高达 QM～SM=gLkg给药造

模xOPJORz。本课题组前期采用 imp诱导 pa大鼠成功

建立 mj的肝损伤模型，imp是常用的免疫激活剂，

能直接激活机体免疫系统产生炎症介质，imp 通过

与 imp 结合蛋白（i_m）结合，再与 CaNQ 结合成

impJi_mJCaNQ复合物，qioQ识别此复合物，启动

qioQ介导的下游信号通路而发生肝损伤xOSJOTz。imp
和某些药物联合使用可诱导药物产生类似于临床的

药物性特异质肝损伤。iuyendy等xOUz采用 imp和临

床可导致特异质肝损伤的药物雷尼替丁联合使用产

生了肝损伤，而 imp与不能产生特异质肝损伤的药

物法莫替丁联合使用却没有出现肝损伤。同样，

t~ring 等xOVz发现 imp 可使有特异质肝损伤的曲伐

沙星出现肝损伤，而左氧氟沙星未出现肝损伤。说

明imp诱导的动物模型可以作为评价研究药物特异

质肝损伤的有效方法之一。本研究发现，imp 联合

mj 给药可以抑制大鼠体质量的增长，且大鼠肝脏病

理检查可见微小肉芽肿增多和轻度肝细胞变性，这与

本课题组前期的研究结果相一致xNVJONz，说明了本研究

成功建立 mj肝损伤模型。=
传统 mj肝损伤研究多从细胞、分子水平去研

究其毒性作用机制，而肠道微生物组和分子生物学

技术的发展为科研工作者提供了新的研究方向。

fllumin~高通量测序技术和 qoqJmCo法是目前常用

的肠道微生物组研究方法。fllumin~ 高通量测序技

术广泛用于某一特定微生物菌落的多样性、定性、

定量研究，是目前较常用的一种研究微生物的方法。

qoqJmCo法以其快捷、精准、不易污染样品等优点

广泛用于分子定量实验。因此，本研究以肠道菌群

为出发点，采用 fllumin~ 高通量测序技术和
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qoqJmCo法全面分析 mj的肝损伤与大鼠肠道微生

物组间的关系。本研究结果显示，随着 mj给药次

数的增多，impHmj组大鼠表现为肠球菌科、毛螺

旋菌科细菌数增多，乳杆菌属细菌数减少。

肠球菌科细菌是肠道的有害菌，被列为是引起

医院感染的第一大病原菌xPMz，它可引起菌血症、伤

口感染和尿路感染等疾病，临床上常见于过度使用

抗生素或者免疫力低下的患者xPNJPOz。有文献研究采

用 CClQ制备大鼠急、慢性肝损伤模型，采用传统培

养法和 qoqJmCo法研究发现，模型组大鼠均出现肠

球菌科细菌数增多的现象 xVz。这与本研究中

impHmj组肠球菌科细菌数增多结果相一致。虽然

肠球菌科是 imp组的差异物种，但是 impHmj组大

鼠肠道菌科细菌数随着给药次数的增加而增加，而

imp 组表现为减少的趋势。因此可说明 imp 联合

mj给药组大鼠肠球菌科细菌数的增加与 imp的作

用无关。毛螺旋菌科是机体的有益菌，它可参与肠

道碳水化合物发酵分解成短链脂肪酸的过程，而机

体的组织和肠道上皮细胞的重要营养来源就是短链

脂肪酸xPPz。此时，大鼠肠道中毛螺旋菌科细菌数的

增加可能是机体为了抵制有害菌的增加而增加其

数量，这与文献研究报道连续 VM= d给予大鼠喂食

氟环唑使得大鼠出现肝损伤，fllumin~高通量测序

得到的结果相一致xPQz。乳杆菌属细菌是机体常见

的有益菌，文献报道，肝脏发生障碍时，表现为乳

杆菌属细菌数减少= xPRJPSz，这与本研究结果相一致。=
上述结果提示，mj的肝损伤可能与肠球菌科、

毛螺旋菌科细菌数的增加，乳杆菌属细菌数的减少

有关。目前，关于 mj的肝损伤与肠道菌群间关系

的研究鲜有文献报道。本实验室后续将在本研究基

础上，加大实验动物样本量、增加时间点或者采用

医院收集的 mj肝损伤患者的粪便样本，深入研究

mj的肝损伤对肠道微生物结构和功能的改变。=
综上所述，本研究成功建立 imp诱导 mj的肝

损伤模型，且采用 fllumin~ 高通量测序技术和

qoqJmCo 法研究发现，mj 的肝损伤大鼠表现为肠

球菌科和毛螺旋菌科细菌数增加、乳杆菌属细菌数

减少，两种方法表现出良好的一致性，但 fllumin~
高通量测序技术可检测更低丰度的物种、获得更多

的微生物信息。将微生物组学研究方法应用于中药

药理毒理的研究，为中药药理毒理学的科研工作者

提供了一种全新的方式，有助于认清中药的潜在毒

性，加快中药现代化、国际化进程。
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