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高通量测序和实时荧光定量 PCR分析何首乌肝损伤与肠道微生物组的关系 
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摘  要：目的  采用 Illumina高通量测序技术和实时荧光定量 PCR（Real-Time PCR，RT-PCR）法研究何首乌（PM）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 SD大鼠随机分为 5组：对照组、脂多糖（LPS）
组、LPS+对乙酰氨基酚（APAP）组、PM组和 LPS+PM组；大鼠尾 iv给予 4.0 mg/kg LPS建立肝损伤模型，各组相应每天

1次 ig给予 0.625 g/kg APAP和 12 g生药/kg PM，记录大鼠体质量；分别于造模后 2、14 h、5和 8 d，对大鼠粪便中细菌 16S 
rRNA基因的 V4高变区进行 Illumina高通量测序，根据测序结果得出的差异物种，采用 RT-PCR进行验证；取造模后 8 d大
鼠肝脏组织，HE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，LPS组大鼠存在肉芽肿，

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

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

显著变化；LPS+PM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 LPS组有差异；RT-PCR结果

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

旋菌科细菌数显著增加（P＜0.05），乳杆菌属细菌数显著减少（P＜0.05），且与 LPS组比较有显著差异。结论  PM肝损伤

大鼠存在不同程度的菌群失衡，且 Illumina高通量测序和 RT-PCR检测结果具有良好的一致性，但 Illumina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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Abstract: Objective  To study the relationship between Polygonum multiflorum (PM) induced liver injury and gut flora by Illumina 
high-throughput sequencing and Real-time PCR (RT-PCR). Methods  Male SD rats were randomly divided into control group, LPS 
group, LPS + acetaminophen (APAP) group, PM group and LPS + PM group. Rats were iv administered with 0.004 g/kg LPS in tail 
to make liver injury model. Rats in corresponding group were ig administered with 0.625 g/kg APAP and 12 g/kg (crude drug) PM 
once a day, record the body weight of rats at the same time. Illumina high-throughput sequencing was used to sequence the V4 
hypervariable region of 16S rRNA gene of rat fecal bacteria. According to the results of the sequencing of different species, taken the 
RT-PCR to test and verify the biomarker, observed the relationship between PM induced liver injury and gut flora, and compared the 
consistency of the two methods. The liver tissue of rats was stained with HE and observed by optical microscope 8 d after modeling. 
Results  Histopathological analysis revealed that, compared to control group, LPS group existed some microgranuloma, PM group 
have no significances; Compared to LPS group, LPS + PM group induced mild degeneration of liver cells and increased the number 
of microgranuloma, LPS + APAP group existed some micro granuloma and lymphocytes infiltration. Illumina high-throughput 
sequencing showed that, compared to control group, as the times of taking PM, the bacterium number of Enterococcaceae and 
Lachnospiraceae increased, while the Lactobacillus decreased in LPS + PM group, and had a difference LPS with group. The 
RT-PCR showed the bacterium number of Enterococcaceae and Lachnospiraceae increased, while the Lactobacillus decreased in 
LPS + PM group, compared to control group, and had an obvious difference with LPS group. Conclusion  The liver injury rats’ gut 
flora induced by PM show imbalance to some extent, and the two methods apply in quantitative analysis shows a good consistency, 
while Illumina high-throughput sequencing obtains more information about microbiota and has a greater advantage than RT-PCR. 
Key words: High-throughput sequencing; Real-time PCR; Polygonum multiflorum Thunb.; liver injury; gut microbiota 
 

何首乌为蓼科（Polygonaceae）植物何首乌

Polygonum multiflorum Thunb.（PM）的干燥块根[1]，

目前多用于临床用药、美容和营养保健产品等。近

年来，PM 肝损伤的报道屡见不鲜[2-5]，国家食品药

品监督管理局也发出 PM 可导致肝损伤风险的警告

信息[6]，自此加大了人们对 PM肝损伤的研究[7]。因

PM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[8]；

当肝功能发生障碍时，也影响着肠道，有研究采用

CCl4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[9]。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 PM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[10]。已有研究报道，肠道微生物与炎症

性肠病、肥胖症、2 型糖尿病和帕金森[11-14]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（Denaturing gradient 
gel electrophoresis，DGGE）法、定量 PCR（RT-PCR）
法、新一代测序（Next-generation Sequencing，NGS）

技术和宏基因组（Metagenomics）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；DGGE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[15]；RT-PCR 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[16]；

NGS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 Illumina公司的 Solexa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[17]；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[18]。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 Illumina
高通量测序技术对大鼠粪便样本中的 16S rDNA上

的高变区 V4 区进行定性和定量研究，同时采用实

时荧光定量 PCR（qRT-PCR）对测序得出的主要差

异物种进行定量分析，全面分析 PM肝损伤大鼠肠

道微生态的改变，并进一步揭示 PM的肝损伤与肠

道微生物组间的关系，为 PM的临床安全、科学用

药提供参考和依据。 
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1  材料 
1.1  药物与主要试剂 

PM 购自北京绿野药业有限公司，批号

15090704，经解放军 302医院肖小河研究员鉴定为

何首乌 Polygonum multiflorum Thunb.的干燥块根，

按照文献[19-20]处理得终质量浓度为 2.4 g/mL PM醇

溶液；对乙酰氨基酚（APAP，阳性药，国药集团化

学试剂有限公司，批号 74SJBEK）；脂多糖（LPS，
Simga公司，批号 025M4040V）。 

粪便中微生物总 DNA 提取试剂盒 QIAamp® 
DNA Stool Mini Kit（德国 QIAGEN 公司，批号

151046496）；RT-PCR 引物（由上海生工生物工程

股份有限公司合成）；RT-PCR 标准质粒 DNA（由

广州复能基因有限公司完成）；SYBR® Premix Ex 
TaqTM II（购自 TAKARA公司，批号 AK9302）。 
1.2  动物 

SPF级 SD大鼠，雄性，体质量 170～190 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 SCXK（京）2012-0001。饲养于军

事医学科学院国家北京药物安全评价研究中心

（NBCDSER）GLP实验室，12 h/12 h明暗交替，温

度 20～24 ℃，湿度 40%～70%，自由饮食、水。

NBCDSER 已通过国际实验动物评估和认可委员会

（AAALAC）认证。所有动物适应性饲养 3 d后供试。 
1.3  主要仪器 

HH-2 型数显恒温水浴锅（常州国华电器有限

公司）；Centrifuge 5415D离心机（Eppendorf公司）；

RT-PCR仪Real-Time PCR Detection System（Bio-rad
公司，型号 CFX96）；Ms2 Minishaker 涡旋震荡仪

（德国 IKA 集团）；MILLI-Q 超纯水系统（美国

Millipore公司）。 
2  方法 
2.1  肝损伤模型的建立及分组给药 

102 只雄性 SD 大鼠随机分为 5 组：对照组、

LPS组、LPS+APAP组、PM组和 LPS+PM组，每

组 6只。参照本课题组前期方法[18-20]，除对照组和

PM组，其他各组大鼠尾 iv给予 4.0 mg/kg LPS，建

立 PM肝损伤模型。从大鼠尾 iv给予 LPS后开始计

时，共分为 4个时间点：造模后 2、14 h，5、8 d，
其中造模后 2 h只有对照组和 LPS组，其他 3个时

间点均含以上 5组。2 h后，各组相应每天 1次 ig
给予 0.625 g/kg APAP和 12 g生药/kg PM，给药剂

量设定参照文献[19-21]，分别连续给药 14 h、5、7 d，

记录各组大鼠的体质量。 
2.2  肝脏病理学检查 

取第 8天各组大鼠的肝脏组织，大体观察后随

机选取 3 只大鼠取肝脏组织，4%多聚甲醛溶液固

定，取材，脱水后石蜡包埋，再切成 4 μm 薄片，

常规苏木素–伊红（HE）染色，光学显微镜观察。 
2.3  粪便样本的采集及总 DNA提取 

分别取 2、14 h、5、8 d对照组、LPS组、PM
组和 LPS+PM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－80 ℃冰箱保存待测。 
粪便中微生物总DNA的提取严格按照QIAamp® 

DNA Stool Mini Kit试剂盒的操作步骤进行。 
2.4  Illumina高通量测序技术 

采用 Illumina 高通量测序技术，基于 Illumina 
HiSeq PE250测序平台，对 16S rRNA基因的 V4高
变区进行测序分析，所用引物为 515F：5’-GTGCCA 
GCMGCCGCGGTAA-3’和 806R：5’-GGACTACHV 
GGGTWTCTAAT-3’。 

取“2.4”项提取的粪便中微生物总 DNA，经

质检合格后，根据细菌 16S rRNA基因 V4高变区进

行 PCR扩增，然后利用 Illumina HiSeq PE250进行

高通量测序；构建小片段文库进行双末端

（Paired-End）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。 
2.5  荧光实时定量 PCR 

经查阅文献[22]，设计或参考 RT-PCR所需特异

性引物：毛螺旋菌科、肠球菌科和乳杆菌属，并在

BLAST基因库（www. ncbi.nlm.nih.gov/BLAST）内

比对引物序列的特异性（见表 1）。 
将标准质粒 DNA进行梯度（10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

3.62×107～3.62×102、3.63×107～3.63×102 和
3.36×107～3.36×102的标准品，并以 log10为底拷

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

2.816 62X＋37.497 81（r2＝0.995 32）；毛螺旋菌科

标准曲线方程 Y＝－2.794 23X＋33.264 15（r2＝
0.987 89）；乳杆菌属标准曲线方程Y＝－2.86271 X＋
34.186 74（r2＝0.992 92）。取“2.4”项所提取的粪

便中微生物总 DNA，经质检合格后，作为 RT-PCR
待测 DNA模板。RT-PCR反应 20 μL 反应体系的构

建：SYBR® Premix Ex TaqTM II 10 μL，PCR上下游 
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表 1  RT-PCR引物序列 
Table 1  Primer sequence of Real-time PCR 

细菌菌科 引物名称 引物序列（5’-3’） 产物片段大小/bp 
毛螺旋菌科 Eub-F ACT CCT ACG GGA GGC AGC 140 
 Erec-R GCT TCT TAG TCA RGT ACC G  
肠球菌科 Enter-F CCC TTA TTG TTA GTT GCC ATC ATT 139 
 Enter-R ACT CGT TGT ACT TCC CAT TGT  
乳杆菌属 Lac-F AGCGTTGTCCGGATTTATTG 229 

 Lac-R CCATRCTTTCGAGCCTCAGC  
 
引物各 0.4 μL，DNA模板 1 μL，加灭菌蒸馏水补齐

至 20 μL；反应条件：预变性：95 ℃、30 s；PCR
反应：95 ℃、5 s；60 ℃ 退火 30 s；共 40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 1 g粪便中所含有的总拷贝数。 
2.6  统计学分析 

本研究根据 Illumina HiSeq PE250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 SPSS 19.0软件进行数据分析，采用单

因素方差分析（One-Way ANOVA）进行方差齐性检

验，方差齐时用 LSD法进行组间比较，方差不齐时

用 Dunnett’s T3 法进行组间比较。采用 GraphPad 

Prism 6软件进行作图分析。 
3  结果 
3.1  对大鼠体质量的影响 

如表 2所示，LPS造模后，与对照组比较，PM
组大鼠体质量无明显变化，各时间点 LPS组大鼠体

质量显著下降（P＜0.05）；造模后 14 h，与对照组

比较，LPS+APAP和 LPS+PM组大鼠体质量显著下

降（P＜0.05），与 LPS组比较差异不显著；造模后 5
和 8 d，与对照组比较，LPS+APAP和 LPS+PM组大

鼠体质量显著下降（P＜0.05），且造模后 5 和 8 d 
LPS+APAP、造模后 8 d LPS+PM组与 LPS组比较显

著差异（P＜0.05）。结果提示，与 LPS 组比较，

LPS+APAP和LPS+PM可以抑制大鼠体质量的增长。 

表 2  各组大鼠在不同时间点体质量的变化( x±s, n = 6) 
Table 2  Weigh changes of rats in each group at different time point ( x±s, n = 6) 

组别 剂量/(g·kg−1) 
体质量/g 

造模后 2 h 造模后 14 h 造模后 5 d 造模后 8 d 
对照 — 213.28±3.45 216.25±4.88 230.38±5.18 246.63±10.35 
LPS 0.004 205.68±4.46* 194.73±5.86* 195.82±1.60* 209.00±3.79* 
LPS+APAP 0.004+0.625 209.22±3.78 194.27±4.15* 189.33±6.15*# 195.07±7.27*# 
PM 12 209.43±7.29 214.50±3.20 228.88±4.86 240.87±6.63 
LPS+PM 0.004+12 209.37±6.22 193.05±4.43*∆ 193.25±4.45*∆ 201.12±3.57*#∆ 

与对照组比较：*P＜0.05；与 LPS组比较：#P＜0.05；与 PM组比较：
△P＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; △P < 0.05 vs PM group

3.2  大鼠肝组织病理学的变化 
造模后 8 d，LPS组有 1例（1/3）肝组织轻微

肝损伤，LPS+APAP组有 3例（3/3）肝组织轻度变

性，LPS+PM组有 3例（3/3）肝组织轻度损伤，而

对照组和 PM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，PM
组肝组织病理检查无异常病变，LPS组散在少量微

小肉芽肿；与 LPS组比较，LPS+PM组肝细胞出现

轻度变性和微小肉芽肿增多，LPS+APAP组可见微

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

损伤，且 LPS+APAP组肝损伤比 LPS+PM组严重。

结果见图 1。 
3.3  Illumina 高通量测序检测肝损伤大鼠肠道菌

群改变 
通过对对照组、LPS组、PM组和 LPS+PM组进

行高通量测序分析：经 LPS诱导 2 h后，与对照组比

较，LPS组毛螺旋菌科细菌数显著减少（P＜0.05）， 
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对照                             LPS                                  LPS+APAP 

    

PM                                LPS+PM 

图 B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 E箭头指示轻度变性的肝细胞 
Arrow in Fig. B shows some microgranuloma; Arrows in Fig. C show that a number of lymphocytes infiltration; Arrows in Fig. E show mild 
degeneration of liver cells 

图 1  各组大鼠肝组织病理学检查 
Fig. 1  Histopathological 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

14 h后，与对照组比较，PM组和 LPS+PM组大

鼠肠道菌群无明显变化，且 LPS+PM 组与 LPS
组比较无明显差异；造模 5 d后，与对照组比较，

PM 组大鼠肠道菌群无明显改变，LPS+PM 组毛

螺旋菌科细菌数有所增加，而 LPS组表现为肠球

菌科和毛螺旋菌科细菌数显著增加（P＜0.05）；
造模 8 d 后，与对照组比较，PM 组大鼠肠道菌

群无明显改变；LPS组表现为 3种菌属均增加，

其中肠球菌科和毛螺旋菌科差异显著（P＜
0.05）；LPS+PM组大鼠毛螺旋菌科、肠球菌科细

菌数显著增加（P＜0.05），乳杆菌属细菌数有所

减少，与 LPS组比较差异显著（P＜0.05）。结果

提示，PM 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 2。 
 

             
 

 
与对照组比较：*P＜0.05；与 LPS组比较：#P＜0.05；与 PM组比较：

ΔP＜0.05 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; ΔP < 0.05 vs PM group 

图 2  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±s, n = 6) 
Fig. 2  Changes of bacterium number of Enterococcaceae, Lachnospiraceae and Lactobacillus of rats in each group at 
different time point detected by high-throughout sequencing ( x±s, n = 6) 
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3.4  qRT-PCR法检测肝损伤大鼠肠道菌群的改变 
经 LPS诱导 2 h后，与对照组比较，LPS组大

鼠肠道菌群无明显改变；造模 14 h后，与对照组比

较，PM 组大鼠肠道菌群无明显改变，LPS+PM 组

表现为毛螺旋菌科细菌数显著增加（P＜0.05），而

LPS组毛螺旋菌科细菌数有所增加，但差异不显著；

造模 5 d后，与对照组比较，PM组大鼠肠道菌群无

明显改变，LPS+PM组表现为毛螺旋菌科细菌数有

所增加，与 LPS组比较差异不显著；造模 8 d后，

与对照组比较，PM 组大鼠肠道菌群无明显改变，

LPS+PM组表现为肠球菌科、毛螺旋菌科细菌数显

著增加（P＜0.05），乳杆菌属细菌数显著减少（P
＜0.05），且与 LPS组比较，毛螺旋菌科和乳杆菌属

细菌数有显著性差异（P＜0.05）。结果提示，LPS
联合 PM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 Illumina 高通量测序技术的结果具有一致

性。结果见图 3。 

  

与对照组比较：*P＜0.05；与 LPS组比较：#P＜0.05；与 PM组比较：
ΔP＜0.05 

*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; ΔP < 0.05 vs PM group 

图 3  RT-PCR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±s, n = 6) 
Fig. 3  Changes of bacterium number of Enterococcaceae, Lachnospiraceae and Lactobacillus of rats in each group at 
different time point detected by Real-time PCR ( x±s, n = 6) 

4  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 PM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 PM导致肝损伤的事件，使得人们

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

时间长达 1～3个月、剂量高达 40～60 g/kg给药造

模[23-25]。本课题组前期采用 LPS诱导 SD大鼠成功

建立 PM的肝损伤模型，LPS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，LPS 通过

与 LPS 结合蛋白（LBP）结合，再与 CD14 结合成

LPS-LBP-CD14复合物，TLR4识别此复合物，启动

TLR4介导的下游信号通路而发生肝损伤[26-27]。LPS
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。Luyendy等[28]采用 LPS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 LPS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，

Waring 等[29]发现 LPS 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LPS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，LPS 联合

PM 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[19-21]，说明了本研究

成功建立 PM肝损伤模型。 
传统 PM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。

Illumina高通量测序技术和 qRT-PCR法是目前常用

的肠道微生物组研究方法。Illumina 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。

qRT-PCR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 Illumina 高通量测序技术和
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qRT-PCR法全面分析 PM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 PM给药次

数的增多，LPS+PM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[30]，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[31-32]。有文献研究采

用 CCl4制备大鼠急、慢性肝损伤模型，采用传统培

养法和 qRT-PCR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 [9]。这与本研究中

LPS+PM组肠球菌科细菌数增多结果相一致。虽然

肠球菌科是 LPS组的差异物种，但是 LPS+PM组大

鼠肠道菌科细菌数随着给药次数的增加而增加，而

LPS 组表现为减少的趋势。因此可说明 LPS 联合

PM给药组大鼠肠球菌科细菌数的增加与 LPS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[33]。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 90 d给予大鼠喂食

氟环唑使得大鼠出现肝损伤，Illumina高通量测序

得到的结果相一致[34]。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 [35-36]，这与本研究结果相一致。 
上述结果提示，PM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 PM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 PM肝损伤患者的粪便样本，深入研究

PM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 LPS诱导 PM的肝

损伤模型，且采用 Illumina 高通量测序技术和

qRT-PCR 法研究发现，PM 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 Illumina
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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