
Drug Evaluation Research第47卷 第1期  2024年1月 Vol. 47 No. 1 January 2024

基于 16S rDNA 测序技术分析对乙酰氨基酚致肝损伤小鼠肠道菌群变化

特征
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摘 要：目的  采用16S rDNA测序技术分析对乙酰氨基酚（APAP）所致药物性肝损伤（DILI）小鼠肠道菌群的变化，并探

讨小鼠DILI的可能机制。方法  20只雄性C57BL/6N小鼠随机分为对照组和APAP组，APAP组 ig APAP（600 mg·kg−1）复制

DILI 小鼠模型，对照组 ig 0.5% 羧甲基纤维素钠（CMC-Na）溶液。连续 14 d 后，试剂盒法检测血清中丙氨酸氨基转移

酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、脂多糖（LPS）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）的含量或活

性；HE染色法观察肝脏和肠道病理变化；16S rDNA测序法分析粪便肠道菌群组成结构。结果  与对照组相比，APAP组小

鼠血清中ALT、AST、LPS、TNF-α、IL-6的含量或活性显著升高（P＜0.01），肝细胞内可见大量的嗜酸性变和明显的炎性

细胞浸润，回肠和结肠黏膜层腺体皱缩。肠道菌群结构紊乱，变形菌门（Proteobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、不

动杆菌属（Acinetobacter）相对丰度显著升高（P＜0.01），疣微菌门（Verrucomicrobia）、艾克曼菌属（Akkermansia）相对

丰度、Shannon指数显著下降（P＜0.05）。结论  APAP致小鼠DILI时肠道菌群的结构和组成均发生变化，APAP可能通过破

坏肠道微生物稳态和肠道屏障，增加肠道通透性致内毒素外漏，加重DILI的程度。
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Abstract: Objective To analyze the changes of gut microbiota during drug-induced liver injury (DILI) in mice induced by 

acetaminophen (APAP) using 16S rDNA sequencing technology, and to explore the possible mechanism of DILI in mice. 

Method 20 male C57BL/6N mice were randomly divided into control group and APAP group. The APAP group was ig with 

APAP (600 mg·kg−1) to bulid the DILI mouse model, while the control group was ig with an equal amount of 0.5% carboxymethyl 

cellulose sodium (CMC-Na) solution. After 14 consecutive days, the contents or activities of alanine aminotransferase (ALT), 

aspartate aminotransferase (AST), lipopolysaccharide (LPS), tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) in serum were 

determined under anesthesia. HE staining to observe the pathological changes of the liver and intestines. 16S rDNA sequencing to 

analyze the composition and structure of fecal gut microbiota. Results Compared with the control group, the contents or activities of 

ALT, AST, LPS, TNF-α and IL-6 in serum of APAP group were significantly increased (P < 0.01), a large number of eosinophilic 
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changes and obvious inflammatory infiltration cell were observed in liver cells. Glands in the ileum and colon mucosa were shrunk. 

The structure of intestinal microbiota was disordered, the relative abundance of Proteobacteria, Actinobacteria, and Acinetobacter 

were significantly increased (P < 0.01), the relative abundance of Verrucomicrobia, Akkermansia and Shannon index were decreased 

significantly (P < 0.01, 0.05). Conclusion The structure and composition of intestinal microbiota in mice with DILI induced by 

APAP have undergone changes. APAP may increase intestinal permeability and lead to endotoxin leakage by disrupting intestinal 

microbiota homeostasis and intestinal barrier, exacerbating DILI.

Key words: drug-induced liver injury; acetaminophen; gut microbiota; high-throughput sequencing; 16S rDNA

对乙酰氨基酚（APAP）为临床上常用的解热镇

痛药，常规治疗剂量疗效显著，一旦过量服用后会

产生严重的肝毒性，造成急性肝损伤，甚至进一步

发展为急性肝衰竭［1］。据报道，APAP致药物性肝损

伤（DILI）率逐年上升，已成为西方国家引发急性肝

衰竭的最主要因素［2］。

肠道菌群是人体肠道内正常微生物的总称，主

要以细菌为主，具有免疫调节、能量代谢、抗病毒、

抗衰老等作用，被称为人体内的“隐形器官”［3］。随

着对“肠-肝轴”的深入研究，肠道菌群与 DILI的关

系已成为热点［4-5］。肠道菌群紊乱会影响肝病，在正

常免疫反应时，少量细菌及其代谢产物会被肝脏库

普弗细胞清除，但当肠道菌群失调或门静脉高压破

坏肠黏膜功能时，进入肝脏的内毒素和细菌增多，

激活库普弗细胞和肝细胞，释放炎症因子，对肝脏

及肠黏膜功能造成进一步损伤［1］。目前，已有研究

证实，肠道菌群与对APAP、他克林、异烟肼、利福平

等药物所致肝损伤存在联系［6-9］，然而肠道微生态与

APAP肝损伤的相关性研究仍处于初级阶段。本研

究 ig APAP建立DILI小鼠模型，检测血清生化指标，

观察肝和肠的病理形态学改变及肠道菌群的变化

情况，探讨APAP对肠道菌群的影响，揭示肠道菌群

在 DILI 中的作用，为 DILI 的机制研究和临床预防

提供参考。

1　材料

1.1　实验动物

SPF级雄性 C57BL/6N 小鼠 20只，体质量 18～

22 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供（合格证号 No.110011200110848785），实验动物

生产许可证号 SCXK（京）2021-0011，小鼠饲养于重

庆三峡医药高等专科学校实验动物中心，自由进食

水，恒湿温，12 h交替照明。实验经重庆三峡医药高

等专科学校生物医学伦理委员会批准，编号 SYYZ-

A-2212-0005。

1.2　实验药物

对乙酰氨基酚片（石药集团欧意药业有限公

司，规格：每片 0.5 g，批号 016171002），实验时将其

充分研磨，加入 0.5% 羧甲基纤维素钠（CMC-Na），

用蒸馏水溶解配制成所需浓度的混悬液。

1.3　实验试剂

天冬氨酸氨基转移酶（AST）、丙氨酸氨基转移

酶（ALT）试剂盒（批号分别为 201201、201001），深

圳市库贝尔生物科技股份有限公司提供；肿瘤坏死

因子 α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）试剂盒（批号

分别为 SXM063、SXM032），上海森雄科技事业有

限公司提供；细菌内毒素脂多糖（LPS）试剂盒（批号

ECK-0882），安度斯生物有限公司提供。

1.4　实验仪器

iChem-300 型自动生化仪（深圳市库贝尔生物

科技有限公司）；HT150R 型高速台式冷冻离心

机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；BX43F型

显微镜［奥林巴斯（中国）有限公司］；RM2016型切

片机（上海徕卡仪器有限公司）。

2　方法

2.1　动物分组

将 20只小鼠适应性喂养 1周，随机分为对照组

和APAP（600 mg·kg−1，剂量参考文献报道［10］及预试

验设置）组，每组 10只，ig给药，对照组 ig等量CMC-

Na溶液，连续 ig 2周。

2.2　标本采集

实验结束后，摘眼球取血，3 500 r ·mL−1 离

心15 min，收集冷贮待测血清指标；颈椎脱臼处死小

鼠，开腹剖取肝脏、回肠和结肠组织，4% 多聚甲醛

固定，用于观察病理形态学变化；同时取小鼠新鲜

粪便，−80 ℃保存。

2.3　血清指标检测

自动生化仪检测小鼠血清中AST、ALT、TNF-α

和 IL-6的活性或含量，终点显色法检测血清中LPS

含量。

2.4　HE染色法

取出固定的肝、肠组织，脱水、包埋、切片、染

色，观察结果。

2.5　16S rDNA测序

使用随机数字表法每组选取 4只小鼠的粪便标
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本送 至 上 海 派 森 诺 生 物 科 技 有 限 公 司 进 行

16S rDNA 测 序 ，分 析 粪 便 肠 道 菌 群 组 成

结构。

2.6　统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件对实验数据进行统计分

析，并以 x
—
±s表示，组间差异用两样本独立 t检验。

3　结果

3.1　血清中 ALT、AST 活性和 TNF-α、IL-6、LPS

含量

与对照组相比，APAP组小鼠血清中ALT、AST

活性和 TNF- α、IL-6、LPS 含量均显著升高（P＜

0.01），见表1。

3.2　肝、肠病理形态变化

肝脏 HE 染色结果显示，对照组小鼠肝小叶结

构完整，肝细胞索排列整齐呈放射状，肝细胞核圆

而清晰，无明显病变；APAP 组小鼠肝小叶结构破

坏，肝细胞索排列紊乱，肝细胞内嗜酸性变和炎性

细胞浸润明显，偶见点状坏死。回肠 HE染色结果

显示，对照组小鼠回肠黏膜层结构完整清晰，绒毛

分布排列均匀、整齐，无明显病变；APAP组小鼠回

肠黏膜层结构破坏，绒毛脱落、断裂，隐窝结构被破

坏，腺体皱缩，严重炎性浸润明显。结肠HE染色结

果显示，对照组小鼠结肠黏膜层结构完整，固有层

腺体排列整齐，黏膜下层未见明显病变；APAP组小

鼠结肠黏膜上皮轻微水肿，固有层腺体皱缩、扭曲，

间隙增宽，局部炎性细胞浸润。结果见图 1～3。

3.3　APAP对小鼠肠道菌群的影响

3.3.1　α多样性分析　α多样性能反映物种丰度和

多样性。测序样本的微生物群落 Chao1 指数和

Shannon指数稀释曲线趋向平坦，说明本实验的测

序深度已基本覆盖到样品中所有的物种，见图 4。

Chao1数值越大，说明物种越丰富；Shannon指数越

大，说明物种多样性越高。结果显示，对照组和

APAP组物种丰度无显著差异，而物种多样性有显

著差异（P＜0.05），见图5。

3.3.2　β多样性分析　β多样性能衡量群落间的差

别，PCoA 图中样本的距离可反映样本组成和丰度

的相似度，距离越近代表样本组成和丰度越接近。

PCoA1 为第 1 主坐标，对肠道菌群的代表性为

38.4%、PCoA2 为第 2 主坐标 ，代表性为 18.7%。

PCoA1轴上可见对照组和 APAP组距离相差较大，

表明两组小鼠肠道菌群结构组成和多样性存在差

异，见图6。

3.3.3　肠道菌群物种组成分析　门水平上，选取丰

表1　小鼠血清ALT、、AST活性和TNF-α、、IL-6、、LPS含量变化（x
—

±s，n=10）

Table 1　Changes of ALT，， AST activity，， and TNF- α、、 IL-6 and LPS content in mice（x
—

±s，n=10）

组别

对照

APAP

剂量/（mg·kg−1）

—

600

AST/（U·L−1）

  71.50±7.10

289.10±27.06**

ALT/（U·L−1）

  26.70±3.59

248.30±24.30**

TNF-α/（pg·mL−1）

15.58±1.02

29.65±2.09**

IL-6/（pg·mL−1）

26.09±1.49

39.44±2.41**

LPS/（EU·mL−1）

0.061±0.007

0.106±0.014**

与对照组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group.

图2　回肠组织病理变化（HE，×200）

Fig. 2　Morphological change of ileum tissue (HE, ×200)

图1　肝组织病理变化（HE，×200）

Fig. 1　Morphological change of liver tissue (HE, ×200)

图3　结肠组织病理变化（HE，×200）

Fig. 3　Morphological change of colon tissue (HE, ×200)

··98



Drug Evaluation Research第47卷 第1期  2024年1月 Vol. 47 No. 1 January 2024

度含量前 10的肠道菌群物种，首先，2组小鼠粪便菌

群厚壁菌门（Firmicutes）和拟杆菌门（Bacteroidetes）

丰度最高，为绝对优势菌门，占比均在 84%以上，其

次 为 变 形 菌 门（Proteobacteria）、疣 微 菌

门（Verrucomicrobia）及放线菌门（Actinobacteria）。

与 对 照 组 相 比 ，APAP 组 的 Bacteroidetes 和

Firmicutes无显著差异，Verrucomicrobia的丰度显著

降低（P＜0.05），Proteobacteria和Actinobacteria显著

升高（P＜0.05），见图7。

属水平上，选取丰度含量前 10 的肠道菌群物

种，2组小鼠粪便菌群乳杆菌属（Lactobacillus）丰度

最高，其次为不动杆菌属（Acinetobacter）、艾克曼菌

属（Akkermansia）。与对照组相比 ，APAP 组的

Acinetobacter显著升高（P＜0.05），Akkermansia显著

降低（P＜0.05），见图8。

3.3.4　LEf Se 差异分析　LEf Se 分析对照组和

APAP 组之间的物种差异，柱状图线性判别分

析（LDA）得分大于2，表明该物种是2组之间肠道菌

群差异性标志物种，长度越长表明该物种的差异越

显著。LEf Se分析结果显示，2组小鼠的特异菌群

为艾普西隆变形杆菌纲（Epsilonproteobacteria）、弯

曲 杆 菌 目（Campylobacterales）、韦 荣 氏 球 菌

科（Veillonellaceae）、Helicobacteraceae、月形单胞菌

图7　肠道菌群在门水平的分布

Fig. 7　Distribution of intestinal microflora on phylum level

与对照组比较：*P＜0.05。
*P < 0.05 vs control group.

图5　肠道菌群α多样性

Fig. 5　Alpha diversity of intestinal flora

图4　肠道菌群稀释曲线

Fig. 4　Dilutioncurve of intestinal flora sequencing

图6　肠道菌群PCoA图

Fig. 6　PCoA of intestinal flora
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属（Selenomonas）、螺旋杆菌科属（Helicobacter）、

Mogibacteriaceae、 狄 氏 副 拟 杆 菌

属（Parabacteroides）等 差 异 显 著（P＜0.05），

见图9。

3.3.5　相关性分析　将门、属水平上有显著差异菌

群及LEf Se分析获得的 8个生物标志物与血清肝功

能、炎症、内毒素等指标进行Spearman相关性分析，

Verrucomicrobia、Akkermansia 与 血 清 中 AST、

ALT、TNF-α、IL-6、LPS 呈负相关（P＜0.05、0.01）；

Proteobacteria、 Actinobacteria、 Acinetobacter、

Epsilonproteobacteria、 Campylobacterales、

Veillonellaceae、Helicobacteraceae、Helicobacter与血

清中 AST、ALT、TNF- α、IL-6 呈正相关（P＜0.05、

0.01）；Mogibacteriaceae、Parabacteroides 与血清中

TNF- α、IL-6 呈负相关（P＜0.05）。Proteobacteria、

Actinobacteria、 Acinetobacter、 Veillonellaceae、

Selenomonas 和血清中 LPS 呈正相关（P＜0.05、

0.01），见图10。

4　讨论

APAP是DILI的常用造模药物，正常用法用量

下，APAP进入机体后会在肝脏中代谢，在代谢酶的

作用下产生毒性产物N-乙酰对苯醌亚胺（NAPQI），

随后与谷胱甘肽（GSH）结合，一旦 APAP 过量，

NAPQI增加，GSH耗尽，短时间内会发生氧化应激

和大量肝细胞坏死［11］。文献检索发现，小鼠 APAP

致肝损伤模型剂量在 200～600 mg·kg−1，剂量越高

肝损伤程度越严重［10］。研究证实，小鼠和人类的

APAP毒性机制相同，当APAP用量超过 150 mg·kg−1

时均会出现肝损伤，被认为是最理想的模拟人类

DILI的动物模型［12-13］。课题组通过体征、肝功能、肝

组织病理的变化对小鼠品种、给药剂量进行了筛

选，发现C57BL/6N小鼠对APAP更敏感，且在给药

600 mg·kg−1 血清肝功能水平和肝细胞受损明显。

AST、ALT 是衡量肝脏损伤程度的“金指标”，在

DILI的过程中，肝细胞死亡并释放相关内容物导致

血清中的 ALT、AST活性升高［14-15］。本研究结果显

示，与对照组相比，APAP 组小鼠血清中 AST、ALT

显著升高，肝病理切片也出现不同程度的坏死、炎

性细胞浸润，这些表征说明DILI模型制备成功。

“肠-肝轴”理论指出，肝肠两个器官共同起源于

胚胎前肠，生长成熟后与门静脉和胆道相通，门静

脉是 70% 肝脏血供的源泉［16］。肠黏膜机械屏障是

肠黏膜屏障的重要组成成分，是人体与外源性微生

物的第一道防线，防止细菌内毒素等有害物质进入

肝脏；肝脏是机体发挥免疫功能的重要器官，提供

第二道防线；肝、肠两个器官在结构上和功能上相

辅相成，又具有相同的胚胎起源，构建起机体与外

界的“肠-肝”防御系统。肠道内大量的细菌与内毒

图8　肠道菌群在属水平的分布

Fig. 8　Distribution of intestinal microflora at genus r＜0为负相关，r＞0为正相关；*P＜0.05  **P＜0.01。

r < 0 is negative correlation， r > 0 is positive correlation； *P < 0.05  
**P < 0.01.

图10　Spearman's 相关性分析热图

Fig. 10　spearmanr correlation analysis heat map

图9　LEf Se差异分析

Fig. 9　LEfSe analysis of intestinal microflora
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素被肠黏膜屏障隔离，当肠道屏障功能受损时，肠

黏膜通透性增加致使细菌移位以及 LPS增多，LPS

由门静脉系统进入肝脏 ，被肝脏中 Toll 受体

4（TLR4）识 别 ，TLR4 可 以 启 动 髓 样 分 化 因

子（MyD88）依赖性通路，激活NF-κB，释放 TNF-α、

IL-6，引起肝脏炎症损伤［17］。研究发现，四氯化碳致

DILI大鼠的回肠结构被破坏，黏膜水肿明显，炎症

细胞浸润增加［18］。Gong 等［19］发现，抗结核药物诱

发的 DILI 小鼠会破坏肠道屏障，导致结肠上皮脱

落，隐窝深度缩短，出现大量炎性浸润。本研究结

果显示，APAP致DILI小鼠回肠和结肠结构被破坏，

腺体皱缩，炎性细胞浸润；APAP组小鼠血清中TNF-

α、IL-6、LPS显著升高，说明APAP致小鼠DILI可能

会通过影响肠道屏障，致内毒素外漏，加重肝脏炎

症损伤。

肝脏与肠道通过“肠-肝轴”相连，共同参与机体

免疫功能，具有双向调节作用，肠道菌群可以通

过“肠-肝轴”影响肝脏疾病的发生和转归，肝脏疾病

也可能导致菌群的结构和组成发生变化［20-21］。最新

研究表明，肠道菌群失调会影响APAP的磺化，导致

肝脏中APAP的堆积，加重DILI［5］；同时肠道菌群还

可以调节APAP昼夜节律性肝损伤［22］。本研究选择

16S rDNA 测序技术分析 APAP 致小鼠肝损伤肠道

菌群的变化特征，发现小鼠肠道菌群的多样性、结

构及组成均明显改变。在菌门水平上，APAP组小

鼠肠道 Verrucomicrobia丰度减少，而 Actinobacteria

和 Proteobacteria 增加，两组小鼠的绝对优势菌

Firmicutes 和 Bacteroidetes 未发生明显变化。在属

水 平 上 ，APAP 组 的 Acinetobacter 丰 度 增 加 ，

Akkermansia 减少。Proteobacteria 含有条件致病菌

及病原菌，其中革兰阴性菌产生LPS，肠源性内毒素

上升，导致肠源性内毒素血症，恶化肝脏损伤［23］。

研究发现，Actinobacteria和 Proteobacteria的增加在

酒精性肝损伤的发展中起致病作用，其作用机制和

肝 脏 炎 症 有 关［24］ 。 Akkermansia 归 属 于

Verrucomicrobia，是 1种常见的益生菌，在降解肠黏

膜蛋白过程中发挥重要作用，通过增加黏液厚度增

强肠道屏障功能［25］。结果表明，在 APAP 致小鼠

DILI时，不影响肠道优势菌的种类，但会影响其组

成和比例。进一步进行 LEf Se差异分析和相关性

分析结果也表明，对照组和APAP组之间显著差异

菌群及部分差异性标志物种与肝损伤标志物、炎症

因子、内毒素等有显著相关性，说明 APAP 致小鼠

DILI与肠道微生态密切相关。

APAP致DILI小鼠肠道菌群的多样性、组成和

结构均发生了变化，该变化可能会破坏肠道微生物

稳态和肠道屏障，进一步影响肝脏疾病。本研究从

肠道菌群的变化入手，揭示其在APAP致小鼠肝损

伤中的作用，为APAP诱导的DILI机制研究开辟了

新通路，但由于肠道微生物的组成结构复杂，肠道

菌群与DILI之间的因果关系及具体作用机制还需

要进一步研究。
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