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基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术分析利福平致
大鼠肝损伤中肠道菌群变化特征
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摘要　 目的　 采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术分析利福平（ＲＦＰ）致
大鼠抗结核药物性肝损伤（ＡＤＬＩ）中肠道菌群的变化。 方法

　 将 ２４ 只雄性 ＳＤ 大鼠随机均分为对照组（Ｄ０ 组）、ＲＦＰ 灌

胃 １０ ｄ 组（Ｒ１０ 组）、ＲＦＰ 灌胃 ２８ ｄ 组（Ｒ２８ 组）。 用随机数

字表法每组选取 ４ 只大鼠的粪便标本进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序。
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结果　 与 Ｄ０ 组比较，Ｒ１０ 组和 Ｒ２８ 组 α 多样性和 β 多样性

均发生改变（Ｐ ＜ ０. ０５），门水平上拟杆菌门（Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）丰
度增加，厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ）丰度减少（Ｐ ＜ ０. ０５）；属水平
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cｏccａcｅａｅ＿ｕＣＧ⁃０１４ 丰度减少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 ＲＦＰ 致大

鼠 ＡＤＬＩ 过程中，肠道菌群数量减少，结构和组成均发生改

变，有益菌减少，致病菌增多，但其菌群多样性未见改变。
关键词　 抗结核药物性肝损伤；利福平；１６Ｓ ｒＤＮＡ；肠道菌

群；高通量测序
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一线抗结核药物之一，然而经 ＲＦＰ 治疗的结核病患

者会出现血清转氨酶升高、轻度肝炎、肝脏胆汁淤积

等肝损伤表现［１］。 这种抗结核药物性肝损伤（ａｎｔｉ⁃
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｄｒｕｇ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＤＬＩ）已成为

结核病治疗中的一大难题，肠道微生物组学研究的

进展为 ＡＤＬＩ 的预防和治疗提供了新思路。
人类肠道微生物群由 １ ０００ 多种细菌组成［２］。

肠道菌群处于生态平衡状态时可以抵抗致病菌并且

防止致病菌过度繁殖，但当大量使用抗生素或抗菌

药物后，肠道菌群的生态平衡被破坏，进而通过肠 －
肝轴调控肝脏疾病的进展［３］。 此外，肠道菌群也可

通过分泌对甲酚来降低对乙酰氨基酚的磺化作用，
进而导致药物性肝损伤的发生［４］。 而 ＲＦＰ 治疗后

的肠道菌群变化特征与 ＡＤＬＩ 的发生是否有关联仍

需研究。 该研究使用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序技术分析 ＲＦＰ
致 ＡＤＬＩ 大鼠模型中肠道菌群的变化特征。

１　 材料与方法

１． １　 实验动物 　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ２４ 只，６ ～ ８
周龄、体质量 １８０ ～ ２５０ ｇ，购自北京维通利华实验动

物技术有限公司，饲养于华北理工大学实验动物中

心，大鼠自由进食与饮水，交替照明各 １２ ｈ，温度 ２４
℃左右，相对湿度 ６０％ ～ ８０％ 。 本研究已获华北理

工大 学 动 物 伦 理 委 员 会 审 查 批 准 （ 批 文 号：
ＬＸ２０１８１３７）。
１． ２　 主要试剂　 ＲＦＰ 购自日本 ＴＣＩ 公司，丙氨酸氨

基转移酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天冬氨酸

氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）检测试

剂盒购自南京建成生物工程研究所。
１． ３　 ＲＦＰ 灌胃液配制　 称取 ＲＦＰ 粉末 １. ２ ｇ 溶解

于 ６０ ｍｌ 生理盐水中，配置成浓度为 ２０ ｍｇ ／ ｍｌ 的
ＲＦＰ 灌胃液。
１． ４　 动物分组　 ２４ 只 ＳＤ 雄性大鼠经适应性喂养

１ 周，随机分为对照组（Ｄ０ 组，ｎ ＝ ８）、ＲＦＰ 灌胃 １０ ｄ
组（Ｒ１０ 组，ｎ ＝ ８）、ＲＦＰ 灌胃 ２８ ｄ 组（Ｒ２８ 组，ｎ ＝
８）。 对照组大鼠在 ０ ｄ 处死，其余两组给予 １００ ｍｇ ／
（ｋｇ·ｄ） ＲＦＰ 灌胃，分别于连续灌胃 １０ ｄ 和 ２８ ｄ 后

处死各组所有大鼠。
１． ５　 标本采集　 末次给药 ２４ ｈ 后，收集大鼠新鲜

粪便颗粒于 ５ ｍｌ 无菌冻存管中，置于 － ８０ ℃保存。
处死大鼠，取肝组织，经 ＨＥ 染色后观察组织形态。
１． ６　 ＡＬＴ、ＡＳＴ 检测 　 按照试剂盒说明书进行操

作，在 ９６ 孔板中加入 ＡＬＴ、ＡＳＴ 基液和血清，３７ ℃
孵育 ３０ ｍｉｎ，各孔中加入 ２，４⁃二硝基肼，３７ ℃孵育

２０ ｍｉｎ，各孔加入 ＮａＯＨ，室温静置。 使用酶标仪检

测吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
１． ７　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序 　 使用随机数字表法每组选

取 ４ 只大鼠的粪便标本送至上海美吉生物医药科技

有限公司进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序。 设计 １６Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ３
～ Ｖ４ 区域的引物，引物序列为 Ｆ：５′⁃ＮＮＮＮＣＣＴＡ⁃
ＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ⁃３′、Ｒ：５′⁃ＮＮＮＮＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧ⁃
ＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ⁃３′，扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ 片段，将获得

ＰＣＲ 产物进行纯化后，采用 Ｑｕｂｉｔ ２. ０ 测定纯化后的

ＰＣＲ 扩增子浓度，构建 ｃＤＮＡ 文库，使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ⁃
ＭｉＳｅｑ 平台来测序。
１． ８　 肠道菌群测序结果分析 　 Ａｌｐｈａ 多样性分析

采用 Ｓｏｂｓ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数；β 多样性分析采用

主坐标分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ），并
使用相似性分析（ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ，Ａｎｏｓｉｍ）来评

估组间差异；分别从门和属水平比较各组大鼠肠道

菌群组成。
１． ９　 统计学处理 　 使用 ＳＴＡＭＰ 和 Ｒ 软件进行组

间差异分析。 ＳＴＡＭＰ 软件中的 ＡＮＯＶＡ 检验和

Ｒｓｔａｔｓ 包中的 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 秩和检验用于多组间差

异分析，Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验用于两组间差异分析。
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 实验大鼠肝组织 ＨＥ 染色结果　 Ｄ０ 组肝小叶

结构正常，肝细胞形态完整，整齐排列，细胞核大小

正常；Ｒ１０ 组肝细胞排列紊乱、细胞质疏松，伴有气

球样变和点状坏死；Ｒ２８ 组可见肝小叶结构破坏，大
面积肝细胞溶解性坏死且部分细胞核染色变深。 见

图 １。 与 Ｒ０ 组比较，Ｒ１０ 组和 Ｒ２８ 组 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水

平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），差异有统计学意义，见表 １。 表

明随着 ＲＦＰ 灌胃时间的延长，肝细胞出现损伤现

象，大鼠 ＡＤＬＩ 造模成功。

表 １　 三组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平变化（Ｕ ／ Ｌ，�ｘ ± ｓ）

组别 ｎ ＡＬＴ ＡＳＴ
Ｒ０ ８ ３９． ２８ ± ２． ９１ ８６． ４３ ± ６． ６１
Ｒ１０ ８ ８１． ４５ ± ６． ６７∗ １７４． ９４ ± １８． ５７∗

Ｒ２８ ８ １０４． ７９ ± ８． ７２∗ ２１２． ３７ ± １９． ８４∗

Ｆ 值 １０２． ３９ ６４． １９
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与 Ｒ０ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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图 １　 三组大鼠肝组织病理学光镜图　 × ２００

Ａ：Ｄ０ 组；Ｂ：Ｒ１０ 组；Ｃ：Ｒ２８ 组

图 ２　 三组大鼠肠道菌群的 Ａｌｐｈａ 多样性

Ａ：Ｓｏｂｓ 指数；Ｂ：Ｓｈａｎｎｏｎ 指数；与 Ｒ１０ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 实验大鼠肠道菌群结构的变化　 Ｓｏｂｓ 指数和

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数可以反映群落物种数量和群落多样

性，Ｄ０ 组、Ｒ１０ 组、Ｒ２８ 组 Ｓｏｂｓ 指数差异有统计学意

义（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｓｈａｎｎｏｎ 指数差异无统计学意义（Ｐ
＞ ０. ０５），见图 ２。 通过 ＰＣｏＡ 图对肠道菌群进行 β
多样性分析，可以直观的看到 Ｄ０ 组、Ｒ１０ 组、Ｒ２８ 组

明显分开，而各组组内样本呈现聚集现象，第一主成

分（ＰＣ１）和第二主成分（ＰＣ２）分别解释了总变量的

３３. ９３％和 ２３. ３５％ ；结合 Ａｎｏｓｉｍ 分析，三组大鼠组

内肠道菌群结构相似，各组间肠道菌群结构差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ３。 说明在 ＲＦＰ 致大

鼠肝损伤过程中改变了肠道菌群结构及其丰富度，
而多样性未发生改变。
２． ３　 实验大鼠肠道菌群物种组成分析　 根据 ＯＵＴ
物种注释结果，三组大鼠在门水平上主要由厚壁菌

门（Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、放线菌门

（ Ａcｔｉｎｏｂａcｔｅｒｉａ ）、 疣 微 菌 门 （ Ｖｅｒｒｕcｏｍｉcｒｏｂｉａ ） 和

Ｐｒｏｔｅｏｂａcｔｅｒｉａ构成，其中 Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ 和 Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 占
细菌总数的 ８５％ 以上， 在三组中均丰度最高。
Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验结果显示，在三组中丰度变化有

差异的是 Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ、 Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、 Ａcｔｉｎｏｂａcｔｅｒｉａ 和

Ｖｅｒｒｕcｏｍｉcｒｏｂｉａ 。与Ｄ０组大鼠比较 ，随着给予ＲＦＰ

图 ３　 三组大鼠肠道菌群的 ＰＣｏＡ 图

图中样本距离越远，菌群结构差异越大；Ｒ２ 表示分组对样本差

异的解释度，Ｒ２ 值越大，表示分组对差异的解释度越高

药物时间的延长，Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 丰度增加，Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ
丰度减少，Ａcｔｉｎｏｂａcｔｅｒｉａ 丰度先增加后减少，Ｖｅｒｒｕ⁃
cｏｍｉcｒｏｂｉａ 丰度先减少后增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 其中 Ｆｉｒ⁃
ｍｉcｕｔｅｓ、Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ、Ａcｔｉｎｏｂａcｔｅｒｉａ 丰度变化较明显，
Ｄ０ 组、Ｒ１０ 组、Ｒ２８ 组 Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ 丰度分别为 ７２％ 、
５３％ 、３２％ ； Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 丰度分别为 １７％ 、 ３３％ 、
６１％ ；Ａcｔｉｎｏｂａcｔｅｒｉａ 丰度分别为 ４％ 、１６％ 、２％ 。 进
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一步两两比较，与 Ｄ０ 组比较，Ｒ１０ 组 Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ 和

Ｐａｔｅｓcｉｂａcｔｅｒｉａ 丰度减少，Ｒ２８ 组 Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ 和 Ａcｔｉ⁃
ｎｏｂａcｔｅｒｉａ 丰度减少， Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 丰度增加 （ Ｐ ＜
０. ０５）；与 Ｒ１０ 组比较，Ｒ２８ 组 Ａcｔｉｎｏｂａcｔｅｒｉａ 丰度减

少（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４。
　 　 在属水平上，三组大鼠粪便样本中共有 Ｌａcｔｏ⁃
ｂａcｌｌｌｕｓ、 Ｂｉｆｉｄｏｂａcｔｅｒｉｕｍ、 Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ 等 ２１ 个 属，
Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验结果显示，三组大鼠肠道菌群相

对丰度有统计学差异的属共 １５ 个。 与 Ｄ０ 组比较，
随着给予 ＲＦＰ 药物时间的延长 ｕｎcｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿Ｐｒｅｖｏ⁃
ｔｅｌｌａcｅａｅ、Ｂｌａｕｔｉａ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａcｅａｅ＿ＮＫ３Ｂ３１＿ｇｒｏｕｐ、Ｅｒｙｓ⁃
ｉｐｅｌｏｔｒｉcｈａcｅａｅ＿ｕＣＧ⁃００３、Ｆｏｕｒｎｉｅｒｅｌｌａ 丰度增加， Ｌａc⁃
ｔｏｂａcｉｌｌｕｓ、Ｒｏｍｂｏｕｔｓｉａ、 Ｒｕｍｉｎｏcｏccａcｅａｅ ＿ ｕＣＧ⁃０１４ 丰

度减少，Ｂｉｆｉｄｏｂａcｔｅｒｉｕｍ、Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ、Ｆａｅcａｌｉｂａcｕｌｕｍ 丰

度先增加后减少，Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ、Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ、Ｐｒｅｖｏｔｅｌ⁃
ｌａcｅａｅ＿Ｇａ６Ａ１＿ｇｒｏｕｐ、Ｒｕｍｉｎｏcｏccｕｓ＿１ 丰度先减少后

增加（均 Ｐ ＜ ０. ０５），其中 Ｌａcｔｏｂａcｉｌｌｕｓ 丰度变化较为

明显，Ｄ０ 组、Ｒ１０ 组、Ｒ２８ 组 Ｌａcｔｏｂａcｉｌｌｕｓ 丰度分别

为 ５２％ 、３４％ 、８％ ；与 Ｄ０ 组比较，Ｒ１０ 组 Ｄｕｂｏｓｉｅｌｌａ、
ｕｎcｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｆ＿ｌａcｈｎｏｓｐｉｒａcｅａｅ、Ｆａｅcａｌｉｂａcｕｌｕｍ 丰度增

加，Ｒ２８ 组 ｎｏｒａｎｋ＿ｆ＿Ｍｕｒｉｂａcｕｌａcｅａｅ、Ｒｕｍｉｎｏcｏccｕｓ＿１
丰度增加，Ｌａcｔｏｂａcｉｌｌｕｓ 丰度减少；与 Ｒ１０ 组比较，
Ｒ２８ 组 Ｌａcｔｏｂａcｉｌｌｕｓ、Ｆａｅcａｌｉｂａcｕｌｕｍ 丰度减少，Ｒｕｍｉ⁃
ｎｏcｏccｕｓ＿１ 丰度增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 肠道菌群是衡量机体健康程度及水平的指标之

一，已有研究发现肠道菌群多样性与多种疾病有关。
本研究选择 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量测序技术对 ＲＦＰ 诱导

大鼠肝损伤模型中的肠道菌群多样性进行分析，其
结果能够有效解释粪便标本中肠道菌群的物种分

布、丰度、差异以及进化关系，为 ＲＦＰ 诱导的 ＡＤＬＩ
机制研究提供了新的视角，为 ＡＤＬＩ 的预防及治疗

提供实验理论基础。
肠道是微生物群的天然栖息地，菌群可以通过

各种途径发挥作用。 有益菌群，比如粪球菌属（Ｃｏｐ⁃
ｒｏcｏccｕｓ）、假丁酸弧菌属（Ｐｓｅｕｄｏｂｕｔｙｒｉｖｉｂｒｉｏ）、罗氏菌

属（Ｒｏｔｈｉａ）等，可以通过产生短链脂肪酸而使宿主

受益［５］。 在本研究中，厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ）和拟杆

菌门（Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）在 ＲＦＰ 构建的大鼠 ＡＤＬＩ 模型中

图 ４　 三组大鼠肠道菌群在门水平的组成及差异分析

Ａ：三组大鼠肠道菌群在门水平的物种组成；Ｂ：三组大鼠肠道菌群的菌门差异比较；Ｃ：Ｄ０ 组和 Ｒ１０ 组的菌门差异比较 Ｄ：Ｄ０ 组和 Ｒ２８ 组

的菌门差异比较；Ｅ：Ｒ１０ 组和 Ｒ２８ 组的菌门差异比较；与 Ｒ０ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｒ１０ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ５　 三组大鼠肠道菌群在属水平的组成及差异分析

Ａ：三组大鼠肠道菌群在属水平的物种组成；Ｂ：三组大鼠肠道菌群的菌属差异比较；Ｃ：Ｄ０ 组和 Ｒ１０ 组的菌属差异比较；Ｄ：Ｄ０ 组和 Ｒ２８ 组

的菌属差异比较；Ｅ：Ｒ１０ 组和 Ｒ２８ 组的菌属差异比较；与 Ｒ０ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 Ｒ１０ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

是绝对优势菌群，随着给予 ＲＦＰ 药物时间的延长，
Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 丰度增加，Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ 丰度减少，虽然影

响了其组成比例，但未影响优势菌群的种类。 Ｆｉｒｍ⁃
ｉcｕｔｅｓ 和 Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 在不同的肝脏疾病均被证实可

以影响疾病的进展，比如，Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 减少，放线菌

门（Ａcｔｉｎｏｂａcｔｅｒｉａ） 的增加，会导致肝病的恶化［６］。
也有研究发现，在酒精性肝病发生后，起到抗炎和保

护黏膜作用的 Ｆｉｒｍｉcｕｔｅｓ 呈现显著降低［７］。 大鼠给

予 ＲＦＰ 灌胃后，Ｂａcｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ 丰度增加，说明 Ｂａcｔｅ⁃
ｒｏｉｄｅｔｅｓ 参与了 ＡＤＬＩ 发生，但因果关系尚不明确。
　 　 同样的，有研究报道指出肠道微生物群对药物

的代谢有直接和间接的影响［８］，这导致肠道菌群中

有益菌群和致病菌群丰度变化程度不同，这可能是

Ａcｔｉｎｏｂａcｔｅｒｉａ 丰度先增加后减少的原因，进一步的，
在属水平上，本研究发现在 ＡＤＬＩ 大鼠肠道中 Ｌａcｔｏ⁃
ｂａcｉｌｌｕｓ 数量减少，Ｌａcｔｏｂａcｉｌｌｕｓ 作为一种有益共生菌

属，可增强小鼠肝脏的核转录因子 Ｅ２ 相关因子 ２ 活

性，进而起到保护肝脏免受氧化性损伤［９］。 在慢性

肝炎患者和全身炎症反应综合征患者粪便中均表现

出致病菌数量增加，Ｂｉｆｉｄｏｂａcｔｅｒｉｕｍ 和 Ｌａcｔｏｂａcｉｌｌｕｓ
等有益菌的数量减少［１０ － １１］，与本研究结果一致。

本研究通过对大鼠肠道菌群的分析，证实了

ＲＦＰ 致 ＡＤＬＩ 的发生改变了大鼠肠道菌群的丰度，
未改变其多样性，菌群的结构和组成均发生了改变，
有益菌减少，致病菌增多。 本研究对大鼠的饲养过

程进行了严格的质量控制，提升了肠道菌群与 ＡＤＬＩ
之间联系的可靠性，然而大鼠的饲养时间也可能是

一个影响因素，未能在每个时间点设置空白对照组

是本研究的局限性。 肠道菌群数量较多，组成复杂，
探究关键菌群在 ＡＤＬＩ 中如何发挥作用仍是进一步

研究的重点。
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