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摘要　目的　研究粪菌移植（ＦＭＴ）对 １５种肠源性雌激素及其代谢物（ＥＭｓ）组成的影响及其与非酒精性脂肪性肝病
（ＮＡＦＬＤ）的相关性。方法　将３０只雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠分为正常组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、高糖高脂联合低剂量 ＣＣｌ４诱导 ＮＡＦＬＤ模型
组（Ｍｏｄｅｌ）、正常雌鼠粪菌移植造模小鼠组（ＦＭＴ）。造模１７周后，ＨＥ法观察各组小鼠肝脏病理，生化法检测肝功能血清丙氨
酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、肝组织三酰甘油（ＴＧ）、肝组织总胆固醇（ＴＣ）水平，超高效液相色谱质
谱联用法检测肝门静脉血清１５种ＥＭｓ含量，Ｐｅａｒｓｏｎ法分析疾病表型与肠源性 ＥＭｓ相关性。结果　成功构建 ＮＡＦＬＤ模型，
ＦＭＴ组肝脏结构形态改善，肝功能、肝脂均较Ｍｏｄｅｌ组显著下降；ＮＡＦＬＤ小鼠肝门静脉血血清 Ｅ１、Ｅ２及其２，４位代谢物较
正常小鼠减少，而大多数１６，１７位代谢物（除１６αＯＨＥ１外）含量则较正常小鼠增多。相关性分析显示，ＡＬＴ与 Ｅ３、１７ｅｐｉＥ３
呈强正相关，与Ｅ１、Ｅ２、４ＭｅＯＥ１、１６αＯＨＥ１呈强负相关；ＴＣ指标与１７ｅｐｉＥ３呈强正相关，与 Ｅ１、４ＭｅＯＥ１、１６αＯＨＥ１呈强负
相关。结论　ＦＭＴ通过恢复疾病状态下紊乱的肠源性ＥＭｓ组成参与改善ＮＡＦＬＤ病情。
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　　非酒精性脂肪性肝病（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃｆａｔｔｙｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）是全球最常见的慢性肝病之一，女
性ＮＡＦＬＤ发病率明显低于男性［１］。临床研究［２］表

明，雌激素信号传导有助于女性预防和限制肝脏代

谢和炎症的激增，横断面研究［３］显示，雌激素羟化

代谢物与母体雌激素比率及肠道菌群多样性相

关［３］，肠道菌群中某些特定菌属够显著调节机体雌

激素及其代谢物水平及种类［４］。这些经肠菌代谢

产生的肠源性雌激素及其代谢物（ｅｓｔｒｏｇｅｎａｎｄｉｔｓ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ，ＥＭｓ）可经肝门静脉入肝，其中的活性物
质极有可能影响肝病的转归。

　　粪菌移植术（ｆｅｃａｌｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，

ＦＭＴ）通过改善肠道菌群结构和恢复肠菌稳态，有效
减轻ＮＡＦＬＤ病情［５］。然而，该保护作用是否与改

善后肠道菌群的雌激素代谢产物有关尚不清楚。该

研究观察了在ＮＡＦＬＤ的疾病状态下接受ＦＭＴ治疗
后肠源性ＥＭｓ组成的变化规律，通过相关性研究考
察ＦＭＴ对肝脏的保护作用是否与其改善肠源性
ＥＭｓ组成有关。

１　材料与方法

１．１　材料　
１．１．１　实验小鼠　３０只雄性、１０只雌性 ＳＰＦ级８
周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，体质量（２０±２）ｇ，购于安徽医
科大学实验动物中心［许可证号：ＳＣＸＫ（皖）２０１７
００１，伦理批号：ＬＬＳＣ２０２４２５０８］，所有动物在特定的
无病原体（ＳＰＦ）条件下饲养，温度控制在（２２±
２）℃，相对湿度为（５０±１０）％，光照时间为１２ｈ／ｄ，
小鼠自由获取食物和水。

１．１．２　主要试剂　橄榄油（上海阿拉丁试剂有限
公司，货号：Ｏ１０８６８６），四氯化碳（ＣＣｌ４）（上海阿拉
丁试剂有限公司，货号：Ｃ６３９７８２）；氨苄西林、万古
霉素、硫酸新霉素、甲硝唑（上海生工生物工程股份

有限公司，批号：Ａ１００３３９０００５、Ａ６００９８３、Ｂ５４０７２７、
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Ａ４２９６８９）；丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，
ＡＬＴ），天门冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）试剂盒，三酰甘油（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）测试
盒，总胆固醇（ｓｅｒｕｍｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）测试盒（南
京建成生物工程研究所，货号：Ｃ００９２１、Ｃ０１０２１、
Ａ１１０１１、Ａ１１１１１）；超高效液相色谱质谱联用
（ｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＨＰＬＣＭＳ）检测相关试剂信息见表
１。
１．１．３　主要仪器　ＲＭ２１３５型石蜡切片机（德国
Ｌｅｉｃａ公司）；ＢＭⅡ型病理组织包埋机（合肥电子科
学研究所）；ＳＷＣＪ１Ｂ型单人单面超净工作台（绍
兴苏净净化设备有限公司）；ＫＤＣ１２０ＨＲ超速冷冻
离心机（德国ｈｅｔｔｉｃｈ科学仪器公司）；ＶａｎｑｕｉｓｈＵＨ
ＰＬＣＡｌｔｉｓｐｌｕｓ液相色谱三重四级杆质谱联用仪（美
国赛默飞公司）。

１．２　方法

１．２．１　实验分组与给药　３０只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄性小
鼠随机分为３组：正常组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、ＮＡＦＬＤ模型组
（Ｍｏｄｅｌ）、正常雌鼠粪菌移植造模小鼠组（ＦＭＴ），每
组１０只。此外，饲养同品系正常供体雌性小鼠１０
只以提供正常雌鼠粪菌液。

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ组与供体小鼠喂以普通饲料和灭菌水，
每周１次腹腔注射０１５μＬ／ｇ橄榄油；Ｍｏｄｅｌ组和
ＦＭＴ组小鼠喂以高脂饲料（按质量计含１３％脂肪、
４１％蔗糖、１２５％胆固醇）和高糖水（含２３１ｇ／Ｌ果
糖＋１８９ｇ／Ｌ葡萄糖），每周腹腔注射１次低剂量
０１５μＬ／ｇ１０％ ＣＣｌ４橄榄油溶液；持续 １７周。开
始上述造模前，ＦＭＴ组先以混合抗菌药物溶液（１ｇ／
Ｌ氨苄西林＋１ｇ／Ｌ硫酸锌霉素＋０５ｇ／Ｌ万古霉素
＋１ｇ／Ｌ甲硝唑）灌胃破坏原有肠道菌群，每１２ｈ一
次，以粪菌液平板计数法鉴定原有菌群基本消失后，

每周２次以正常雌鼠粪菌液（５×１０８ＣＦＵ／２００μＬ／
只）灌胃给药。具体流程如图１。

表１　超高效液相色谱质谱联用检测相关试剂

Ｔａｂ．１　ＲｅａｇｅｎｓｆｏｒＵＨＰＬＣＭＳｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ＣｈｉｎｅｓｅＮａｍｅ ＥｎｇｌｉｓｈＮａｍｅ ＣａｔａｌｏｇＮｕｍｂｅｒ

雌酮（Ｅ１）１ ｅｓｔｒｏｎｅ １００８４９

雌二醇（Ｅ２）１ １７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ １００１８２

雌三醇（Ｅ３）１ ｅｓｔｒｉｏｌ １００９３４

２羟基雌酮（２ＯＨＥ１）２ ２ｈｙｄｒｏｘｙｅｓｔｒｏｎｅ ＩＲ７１７５２

２甲氧基雌酮（２ＭｅＯＥ１）２ ２ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒｏｎｅ ＺＣ４７３１４

４羟基雌酮（４ＯＨＥ１）２ ４ｈｙｄｒｏｘｙｅｓｔｒｏｎｅ ＩＲ３０４１０

４甲氧基雌酮（４ＭｅＯＥ１）２ ４ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒｏｎｅ ＩＲ１５２６３

１６α羟基雌酮（１６αＯＨＥ１）２ １６αｈｙｄｒｏｘｙｅｓｔｒｏｎｅ ＺＣ２１９２４

２羟基雌二醇（２ＯＨＥ２）２ ２ｈｙｄｒｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌ ＺＣ２０８３０

２甲氧基雌二醇（２ＭｅＯＥ２）２ ２ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌ ＺＣ４７５１３

４羟基雌二醇（４ＯＨＥ２）２ ４ｈｙｄｒｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌ ＺＴＲＨ９４１８９５

４甲氧基雌二醇（４ＭｅＯＥ２）３ ４ｍｅｔｈｏｘｙｅｓｔｒａｄｉｏｌ Ｍ２６２６３２

１６酮雌二醇（１６ｋｅｔｏＥ２）２ １６ｋｅｔｏｅｓｔｒａｄｉｏｌ ＺＴＲＫ１８８７５０

１７环雌三醇（１７ｅｐｉＥ３）２ １７ｅｐｉｅｓｔｒｉｏｌ ＺＴＲＥ５８６５１０

１６表雌三醇（１６ｅｐｉＥ３）２ １６ｅｐｉｅｓｔｒｉｏｌ ＺＣ２５２５９
１７β雌二醇２，４，１６，１６ｄ４（ｄ４Ｅ２）２ １７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ２，４，１６，１６ｄ４ ＩＲ２２９２２
１７β雌三醇ｄ３（ｄ３Ｅ３）２ １７βｅｓｔｒｉｏｌｄ３ ＺＴＲＥ８８８９６２

４对乙酰氨基苯磺酰氯（ＡＳＣ）４ ４ａｃｅｔａｍｉｄｏｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ Ｎ８３０２８８

二氯甲烷４ ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ Ｄ８０７８２５

甲醇４ ｍｅｔｈａｎｏｌ Ｍ８１３９０４

醋酸钠４ ｓｏｄｉｕｍａｃｅｔａｔｅ ７６７４９６
碳酸氢钠（ＮａＨＣＯ３）４ ｓｏｄｉｕｍｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅ Ｓ８１８０８２

β葡萄糖醛酸酶／硫酸酯酶５ βｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ／ａｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅａｒｙｌｓｕｌｆａｔａｓｅ Ｓ２６０３６

Ｌ抗坏血酸６ Ｌａｓｃｏｒｂｉｃａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ １０３４０７２

甲酸７ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ Ｆ３０１９５７

　　１：中国食品药品检定研究院；２：上海甄准生物科技有限公司；３：加拿大多伦多研究化学（ＴＲＣ）；４：上海麦克林生化科技有限公司；５：上海

源叶生物科技有限公司；６：上海沪试实验室器材股份有限公司；７：上海阿拉丁生化科技股份有限公司
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图１　小鼠分组与处理
Ｆｉｇ．１　Ｍｉｃｅｇｒｏｕｐｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ

１．２．２　粪菌液平板计数法　在混合抗菌药物溶液
灌胃破坏 ＦＭＴ组原有肠道菌群后，取 ＦＭＴ组与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组新鲜粪便，使用生理盐水稀释后，分别接
种于ＧＡＭ、ＢＨＩ培养基中，同时设置空白对照组
（Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ），即将生理盐水分别接种于 ＧＡＭ、
ＢＨＩ培养基，将培养基在３５℃厌氧培养箱中培养
２４ｈ，取出拍照观察。
１．２．３　新鲜粪菌液提取　用按摩刺激小鼠腹部的
方法收集小鼠新鲜粪便，置于甘油 －无菌生理盐水
中（体积比１∶５），充分搅拌，倒入研钵。充分研磨
后，依次用８０目、２００目无菌不锈钢滤网过滤，过滤
后的混悬液在６０００ｒ／ｍｉｎ、４℃下离心１５ｍｉｎ，弃上
清液，加入等量生理盐水重悬后再次离心，重复以上

操作２～３次，将最终沉淀物加入等量生理盐水混匀
后重悬，得到新鲜粪菌液。以上操作均于２ｈ内在
无菌超净台内完成，所有粪菌液现用现配［１２］。

１．２．４　生化指标检测　小鼠禁食不禁水１２ｈ后，
腹腔注射０２ｍＬ／１０ｇ三溴乙醇，收集肝门静脉血
置于冰上静置，４℃、３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集
上层血清，分装后－８０℃储存。按照相应检测试剂
盒说明书操作方法，检测血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性及
ＴＧ、ＴＣ含量。
１．２．５　肝脏指数测定　麻醉动物前称量小鼠体质
量，收集肝门静脉血后，颈椎脱臼处死小鼠，立即摘

取肝脏并称重，根据以下公式计算小鼠肝脏指数：

肝脏指数（％）＝肝脏重量（ｇ）／体质量（ｇ）×１００％
１．２．６　病理切片与ＨＥ染色　摘取肝脏称重后，使
用预冷生理盐水洗涤，使用滤纸吸干水分后，置于

４％中性甲醛进行固定，石蜡包埋，制备４μｍ切片。
分别使用二甲苯Ⅰ浸泡 １０ｍｉｎ，二甲苯Ⅱ浸泡 １０
ｍｉｎ，依次置于１００％、９５％、８５％、７０％乙醇中浸泡
各５ｍｉｎ，苏木精染色５ｍｉｎ，盐酸乙醇反蓝，伊红染
色３ｍｉｎ，依次于７０％、８５％、９５％、１００％乙醇中浸
泡各１ｍｉｎ，封片，风干。
１．２．７　ＵＨＰＬＣＭＳ检测小鼠肝门静脉血血清１５种

ＥＭｓ含量　按课题组前期建立的血清雌激素类物质
检测方法，采用ＵＨＰＬＣＭＳ法检测小鼠肝门静脉血
血清１５种ＥＭｓ浓度［６］。

１．２．７．１　血清样本前处理　取０５ｍＬ血清样本，
依次加入 ２０μＬ内标工作液（１０ｎｇ／ｍＬｄ４Ｅ２、５０
ｎｇ／ｍＬｄ３Ｅ３）、０５ｍＬ酶解缓冲液［５μＬβ葡萄糖
醛酸酶／硫酸酯酶、２ｍｇＬ抗坏血酸、０５ｍＬ０１５
ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠缓冲液（ｐＨ＝４１）］，摇床３７℃避光孵
育２０ｈ。加入３ｍＬ二氯甲烷，液液萃取３０ｍｉｎ，于
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集下层溶液。上述
萃取步骤重复２次，合并下层溶液于３７℃温和流动
氮气下吹干。将 ３０μＬＡＳＣ丙酮溶液和 ３０μＬ
ＮａＨＣＯ３溶液（ｐＨ＝１０５）加入吹干后残渣中，避
光，于３００ｒ／ｍｉｎ、６０℃下振摇１５ｍｉｎ进行衍生化，
－２０℃冷却５ｍｉｎ停止反应。４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ，吸取 ５５μＬ上清液至进样瓶中待检。
ＥＭｓ校准标准品和质量控制样品的水解、提取、衍生
化均按相同程序进行。

１．２．７．２　色谱条件　使用赛默飞 Ｖａｎｑｕｉｓｈ液相色
谱系统对血清样本进行色谱分离。色谱柱为 Ａｃｑｕ
ｉｔｙＵＰＬＣＨＳＳＴ３色谱柱（１５０ｍｍ×２１ｍｍ，１８
μｍ）；流动相Ａ相为水相（含０１％甲酸），Ｂ相为甲
醇；梯度洗脱程序见表２，流速为０１５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温
为４０℃，样品盘温度为４℃，进样体积为５０μＬ。

表２　肝门静脉血血清色谱洗脱梯度

Ｔａｂ．２　Ｓｅｒｕｍｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｅｌｕｔｉｏｎｇｒａｄｉｅｎｔ

ｆｏｒｈｉｌａｒｖｅｉｎｂｌｏｏｄ

Ｔｉｍｅ（ｍｉｎ） Ｆｌｏｗ（ｍＬ／ｍｉｎ） Ａ（％） Ｂ（％）
０．００ ０．１５ ５０ ５０
９０．００ ０．１５ ６０ ４０
１２０．００ ０．１５ ６５ ３５
１２５．００ ０１５ ６５ ３５
１２５．１０ ０．１５ ５０ ５０
１３０．００ ０．１５ ５０ ５０

１．２．７．３　质谱条件　使用Ａｌｔｉｓｐｌｕｓ三重四极杆质
谱仪进行质谱分析，正离子模式下气源参数优化如

下，气源温度：３００℃，喷雾电压：５５００Ｖ，窗帘气体：
７０ｋＰａ，加热器气体：１０５ｋＰａ，雾化器气体：１４０ｋＰａ。
采用多反 应 监 测 （ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，
ＭＲＭ），参数如表３所示。
１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８０２软
件，采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）与重复测量资料
的方差分析（ＲＭＡＮＯＶＡ）评估多组实验数据的总
体差异，并通过ＬＳＤｔ检验确定两组间显著差异，统
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计数据以 珋ｘ±ｓ展示。Ｐ＜００５为差异有统计学意
义，利用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性系数法分析两因素间的相关
性。

表３　雌激素及其代谢物串联质谱ＭＲＭ

条件的最佳参数

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔａｎｄｅｍｍａｓｓ

ＭＲＭｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｅｓｔｒｏｇｅｎａｎｄｉｔｓｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ＥＭｓ Ｑ１Ｍａｓｓ（Ｄａ） Ｑ３Ｍａｓｓ（Ｄａ） ＣＥ（ｅＶ）
Ｅ１ ４６８．１８ １９８．０２ ３０
Ｅ２ ４７０．２０ １９８．０２ ３０
Ｅ３ ４８６．１９ １９８．０２ ３０
２ＯＨＥ１ ６８１．１９ １９８．０２ ３０
４ＯＨＥ１ ６８１．１９ １９８．０２ ３０
２ＭｅＯＥ１ ４９８．１９ １９８．０２ ３０
４ＭｅＯＥ１ ４９８．１９ １９８．０２ ３０
１６αＯＨＥ１ ４８４．１８ １９８．０２ ３０
２ＯＨＥ２ ６８３．２１ １９８．０２ ３０
４ＯＨＥ２ ６８３．２１ １９８．０２ ３０
２ＭｅＯＥ２ ５００．２１ １９８．０２ ３０
４ＭｅＯＥ２ ５００．２１ １９８．０２ ３０
１６ｋｅｔｏＥ２ ４８４．１８ １９８．０２ ３０
１６ｅｐｉＥ３ ４８６．１９ １９８．０２ ３０
１７ｅｐｉＥ３ ４８６．１９ １９８．０２ ３０
ｄ４Ｅ２ ４７４．２２ １９８．０２ ３０
ｄ３Ｅ３ ４８９．２１ １９８．０２ ３０

　　ＣＥ：ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙ．

２　结果

２．１　伪无菌小鼠模型验证　使用粪菌液平板计数

法验证ＦＭＴ组小鼠伪无菌造模是否成功。混合抗
生素灌胃７ｄ的粪便菌群几乎完全消失，说明伪无
菌小鼠模型成功建立。见图２。
２．２　ＦＭＴ对 ＮＡＦＬＤ小鼠肝脏病理、体质量和肝
指数的影响　如图３Ａ所示，各组小鼠肝脏拍照观
察，Ｃｏｎｔｒｏｌ组肝脏呈深红色，质地光滑；而 Ｍｏｄｅｌ组
肝脏呈粉红色，光泽差，质地明显粗糙且有颗粒感；

与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＦＭＴ组肝脏形态有所好转。ＨＥ
染色显示（图３Ｂ），Ｃｏｎｔｒｏｌ组肝细胞的形态保持完
好，排列有序，肝索呈放射状分布，肝小叶结构完整，

没有观察到脂肪变性、细胞坏死或炎症细胞浸润的

现象；在Ｍｏｄｅｌ组中，肝细胞的细胞核显著扩大，大
量的肝细胞出现了空泡化变性现象，表明脂肪变性

非常严重，可以观察到明显的细胞坏死和炎症细胞

浸润现象，ＦＭＴ组的细胞排列出现混乱，肝细胞内
也有脂肪变性现象，与Ｍｏｄｅｌ组相比有明显改善。
　　如图３Ｃ所示，造模期间各组小鼠体重均稳定
增长，Ｍｏｄｅｌ组和ＦＭＴ组体质量均高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ
＜００１），与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＦＭＴ组体质量下降（Ｐ＜
００１）。如图３Ｄ所示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组、
ＦＭＴ组肝重比上升（Ｐ＜００１），与 Ｍｏｄｅｌ组相比，
ＦＭＴ组肝重比下降（Ｐ＜００１）。
２．３　ＦＭＴ对 ＮＡＦＬＤ小鼠肝功能、肝脂的影响　
通过试剂盒检测小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性及肝组织
ＴＧ、ＴＣ浓度。ＡＬＴ、ＡＳＴ活性和 ＴＧ、ＴＣ表达水平可
以反应肝脏损伤和脂质生成情况，如图４所示，与

图２　伪无菌小鼠模型验证

Ｆｉｇ．２　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆａｐｓｅｕｄｏｓｔｅｒｉｌｅｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ
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图３　粪菌移植对ＮＡＦＬＤ小鼠肝脏形态、

病理、体质量和肝重比的影响

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｅｃａｌｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

ｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｎｄｌｉｖｅｒｗｅｉｇｈｔ

ｒａｔｉｏｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈＮＡＦＬＤ

　　Ａ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒ×２００；Ｃ：Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｍｉｃｅｉｎ

ｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ；Ｐ＜

００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

图４　粪菌移植降低ＮＡＦＬＤ小鼠血清转氨酶活性和肝脂含量
Ｆｉｇ．４　Ｆｅｃａｌｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｒｅｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｈｅｐａｔｉｃｌｉｐｉｄｌｅｖｅｌｓｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈＮＡＦＬＤ
　　Ａ：ＴｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｅｒｕｍＡＬＴａｎｄＡＳＴｉｎｍｉｃｅ；Ｂ：Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ＴＧａｎｄＴＣｉｎｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＭｏｄｅｌｇｒｏｕｐ．

Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组和ＦＭＴ组ＡＬＴ、ＡＳＴ活性与
ＴＧ、ＴＣ水平上升（Ｐ＜００１），说明肝细胞损害程度
加重，脂质生成显著增多；与 Ｍｏｄｅｌ组相比，ＦＭＴ组
ＡＬＴ、ＡＳＴ活性和ＴＧ、ＴＣ水平降低（Ｐ＜００１），说明
移植正常雌鼠粪便粪菌可保护肝细胞，减轻其受损

程度和脂质堆积。

２．４　ＦＭＴ对 ＮＡＦＬＤ小鼠肝门静脉血血清中 １５
种ＥＭｓ影响　与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组 Ｅ１及其
２，４位代谢物（Ｅ１、２ＯＨＥ１、４ＯＨＥ１、２ＭｅＯＥ１、４
ＭｅＯＥ１）、１６αＯＨＥ１均下降（Ｐ＜００５）；与 Ｍｏｄｅｌ组
相比，ＦＭＴ组中上述 Ｅ１及其代谢物均上升（Ｐ＜
００５）。见图５Ａ。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组Ｅ２及
其２，４位代谢物（Ｅ２、２ＯＨＥ２、４ＯＨＥ２、２ＭｅＯＥ２、
４ＭｅＯＥ２）均下降（Ｐ＜００５），而１６ｋｅｔｏＥ２上升（Ｐ
＜００５）；与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＦＭＴ组Ｅ２及其２，４位
代谢物均上升（Ｐ＜００５），而 １６ｋｅｔｏＥ２下降（Ｐ＜
００５）。见图５Ｂ。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｍｏｄｅｌ组Ｅ３及
其代谢物１７ｅｐｉＥ３上升（Ｐ＜００５），１６ｅｐｉＥ３无显
著性差异；与Ｍｏｄｅｌ组相比，ＦＭＴ组 Ｅ３及其代谢物
１６ｅｐｉＥ３、１７ｅｐｉＥ３均下降（Ｐ＜００５）。见图５Ｃ。
　　以上结果提示，ＮＡＦＬＤ小鼠肝门静脉血血清中
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图５　ＵＨＰＬＣＭＳ法检测小鼠肝门静脉血血清１５种雌激素及其代谢物

Ｆｉｇ．５　ＵＨＰＬＣＭＳｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ１５ｅｓｔｒｏｇｅｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｒａｔｈｅｐａｔｉｃｐｏｒｔａｌｖｅｎｏｕｓｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍ
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图６　ＮＡＦＬＤ表型指标与肠源性ＥＭｓ相关性分析

Ｆｉｇ．６　ＨｅａｔｍａｐｏｆｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆＮＡＦＬＤａｎｄｅｎｔｅｒｏｇｅｎｉｃＥＭｓ

Ｅ１、Ｅ２及其２，４位代谢物含量较正常小鼠减少，
而大多数１６，１７位代谢物（除１６αＯＨＥ１外）含量
则较正常小鼠增多，说明在疾病过程中，肠源性ＥＭｓ
组成显著紊乱，ＦＭＴ处理显著恢复了疾病中紊乱的
肠源性ＥＭｓ构成比例。
２．５　ＮＡＦＬＤ表型与 ＥＭｓ的相关性分析　Ｐｅａｒｓｏｎ
法分析上述肠源性 ＥＭｓ组成的显著变化与疾病病
情的相关性。结果显示除１６αＯＨＥ１外，ＡＳＴ、ＡＬＴ、
ＴＧ、ＴＣ与 Ｅ１、Ｅ２及其全部 ２，４位取代物（２
ＯＨＥ１、４ＯＨＥ１、２ＭｅＯＥ１、４ＭｅＯＥ１、２ＯＨＥ２、４
ＯＨＥ２、４ＭｅＯＥ２）呈负相关关系，与 １６，１７位取代
物（Ｅ３、１６ｅｐｉＥ３、１７ｅｐｉＥ３、１６ｋｅｔｏＥ２）呈正相关。
以上结果提示，ＦＭＴ对肝脏的保护作用极有可能与
其显著改善肠源性ＥＭｓ组成结构有关。

３　讨论

　　随着全球代谢综合征、肥胖和糖尿病的增加，
ＮＡＦＬＤ的患病率急剧上升，影响了世界约四分之一
的人口，ＮＡＦＬＤ已成为最普遍的慢性肝病类型［７］。

几项队列研究［８］一致证明，ＮＡＦＬＤ患者主要死亡原
因是心血管疾病，其次是肝外恶性肿瘤和肝脏相关

并发症。ＮＡＦＬＤ男性的发病率约为女性的２倍，且
随着年龄的增大，发病率增高［９］。

　　ＮＡＦＬＤ的主要致病因素在于肝细胞中脂肪酸
的过度积累［１０］，Ｍａｄｄｉｎｅｍｉｅｔａｌ［１１］探索发现微生物
治疗可以显著改善 ＮＡＦＬＤ人群的肝脏硬度、肝脂
肪变性。有研究［１２］表明基因可通过调控肠道菌群

而调控肝损伤，也有实验研究［１３］显示，高脂肪饮食

诱导的ＮＡＳＨ小鼠经过８周 ＦＭＴ相关干预后，肝脏
脂肪变性显著减少。本次实验结果显示，ＦＭＴ可减
弱ＮＡＦＬＤ小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ活性，降低肝组织
ＴＧ、ＴＣ含量，改善肝细胞损伤，为临床通过 ＦＭＴ治

疗ＮＡＦＬＤ提供依据。
　　过去，肝脏调节机体雌激素代谢功能研究较多，
而肠道菌群雌激素代谢功能则有待更多探索。

Ｆｌｏｒｅｓｅｔａｌ［１４］首次在临床证实了肠道菌群可调节
机体雌激素水平，发现男性和绝经后女性体内非卵

巢来源雌激素及其代谢物与梭状芽孢杆菌呈现相关

性。过去研究中多采用血、尿作为检测雌激素代谢

物的样本，这些传统样本中的 ＥＭｓ属于“肝后性因
素”，即是经肝脏代谢后释放入体循环的，无法从机

制上阐明经由肠道菌群代谢产生的 ＥＭｓ（属于“肝
前性因素”）对肝脏疾病带来的潜在影响。由于肠

道游离雌激素及其代谢物可通过门静脉大量汇入肝

脏（肝脏７０％～８０％血供来自门静脉）。因而，该研
究采用肝门静脉血进行肠源性ＥＭｓ的检测。
　　Ｆｕｈｒｍａｎｅｔａｌ［１５］的临床研究发现肠道菌群多样
性越高，其产生的雌激素代谢产物（如２羟基、４羟
基、１６羟基化产物）与母体雌激素（Ｅ１和 Ｅ２）的比
例也越高，该实验分析了 ＮＡＦＬＤ小鼠经过 ＦＭＴ，１５
种肠源性 ＥＭｓ组成结构的变化，显示 ＦＭＴ在升高
肝门静脉血清中的Ｅ１和Ｅ２浓度的同时，降低了Ｅ３
以及Ｅ２的１６位羟基取代物浓度。此外，课题组还
进一步细化研究了母体雌激素取代物，发现经过

ＦＭＴ，母体雌激素的２、４取代产物浓度有所升高，
同时 １６αＯＨＥ１浓度升高，该结果与 Ｆｕｈｒｍａｎｅｔ
ａｌ［１５］的临床数据一致。可见，ＦＭＴ可增加小鼠肠道
菌群多样性，并调节肠道内 ＥＭｓ的类型和水平，进
而可能导致慢性肝病的性别差异。

　　本次实验中１５种 ＥＭｓ与 ＮＡＦＬＤ小鼠的肝功
能、肝脂相关性分析显示，母体雌激素（Ｅ１、Ｅ２）及其
２，４位代谢物 （２ＯＨＥ１、４ＯＨＥ１、２ＭｅＯＥ１、４
ＭｅＯＥ１、２ＯＨＥ２、４ＯＨＥ２、４ＭｅＯＥ２）与疾病表型呈
负相关，为潜在具有护肝活性的物质，而１６，１７位
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代谢物与疾病表型呈正相关，为潜在具有损伤肝活

性的物质，这一发现不仅为ＮＡＦＬＤ的发病机制提供
了新的代谢层面的见解，还为开发基于 ＥＭｓ调节的
新型治疗策略提供了潜在靶点，有助于未来精准医

学在ＮＡＦＬＤ治疗中的应用，具有重要的临床转化价
值。但这些物质对肝脏的活性作用和机制仍有待进

一步研究明确。
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