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[摘要] 目的 探讨高强度阿托伐他汀(ATO)导致肝损伤小鼠肠道菌群的改变及其与肝组织中CYP2E1的

关系。方法 C57BL/6小鼠40只,按照处理方式不同分为4组,每组10只,低强度ATO组(ATO-L组)、中强度

ATO组(ATO-M组)、高强度ATO组(ATO-H 组)小鼠每天分别灌胃含有10、20、30mg/kgATO的生理盐水

1mL,对照组(CON组)小鼠每天灌胃等量生理盐水,持续4周。HE染色后透射电镜下观察各组小鼠肝脏病理状

态,检测各组小鼠血清中ALT、AST、TNF-α、IL-6和IL-10水平以及肝脏组织中SOD活力、CYP2E1的 mRNA水

平,采用16SrDNA测序法分析小鼠新鲜粪便中肠道菌群分布,将差异有显著意义的菌属的相对丰度与肝脏组织中

CYP2E1mRNA水平及SOD活力进行相关性分析。结果 经 HE染色及透射电镜下观察显示,ATO-M 组、

ATO-H组小鼠肝脏均出现不同程度的损伤现象;各组小鼠血清中 ALT、AST、IL-6、TNF-α和肝脏组织中SOD活

力差异有显著性(F=4.57~7.74,P<0.05)。ATO-H组小鼠肠道菌群稳态失衡,ATO-H组拟杆菌门、厚壁菌门、

变形菌门和脱铁杆菌门的相对丰度与CON组比较,差异有显著性(t=2.89~5.22,P<0.05);两组紫单孢菌科、普
氏菌科、乳杆菌科、毛螺菌科、螺杆菌科的相对丰度差异有显著性(t=2.45~5.46,P<0.05);两组螺杆菌属、拟普雷

沃菌属、普氏菌属和乳杆菌属的相对丰度差异具有显著性(t=2.46~7.41,P<0.05)。乳杆菌属的相对丰度与肝脏

组织SOD活力呈正相关(r=0.48,P<0.05),与肝组织中CYP2E1的 mRNA水平呈负相关(r=-0.62,P<
0.05)。结论 高强度他汀类药物可导致小鼠肠道菌群稳态失衡,抗氧化应激能力下降,肠道菌群乳杆菌属的减少

可能会促进肝脏的氧化应激反应。
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CHANGEININTESTINALFLORAANDITSASSOCIATION WITHLIVERCYP2E1IN MICE WITHLIVERINJURYINDUCED

BYHIGH-INTENSITYATORVASTATIN SONGBingxue,SONGYuqing,LIU Xin,YU Haichu,XIN Hui,LIANG Hui
(DepartmentofCardiology,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266100,China)

[ABSTRACT] Objective ToinvestigatethechangeinintestinalfloraanditsassociationwithliverCYP2E1inmicewithli-

verinjurycausedbyhigh-intensityatorvastatin(ATO). Methods Accordingtothetreatmentmethod,40C57BL/6micewere

dividedintolow-intensityATOgroup(ATO-Lgroup),medium-intensityATOgroup(ATO-Mgroup),high-intensityATO

group(ATO-Hgroup),andcontrolgroup(CONgroup),with10ratsineachgroup.ThemiceintheATO-Lgroup,theATO-M

group,andtheATO-Hgroupweregiven1mLnormalsalinecontainingATOatdosesof10,20,and30mg/kg,respectively,by

gavage,andthoseintheCONgroupweregivenanequalvolumeofnormalsalinebygavage,for4consecutiveweeks.HEstaining

andtransmissionelectronmicroscopywereusedtoobserveliverpathologicalstate.Relatedmethodswereusedtomeasurethese-

rumlevelsofalanineaminotransferase(ALT),aspartateaminotransferase(AST),tumornecrosisfactor-α(TNF-α),interleukin-

6(IL-6),andinterleukin-10,theactivityofsuperoxidedismutase(SOD)inlivertissue,andthemRNAexpressionlevelof

CYP2E1inlivertissue.16SrDNAsequencingwasusedtoanalyzethedistributionofintestinalflorainfreshfecesofmice,anda

correlationanalysiswasconductedtoinvestigatethecorrelationoftherelativeabundanceofbacterialgenerawithsignificantdiffe-

renceswiththemRNAexpressionlevelofCYP2E1andSODactivityinlivertissue. Results HEstainingandtransmissionelec-

tronmicroscopyshowedvaryingdegreesofliverinjuryintheATO-MandATO-Hgroups.Thereweresignificantdifferencesinthe

serumlevelsofALT,AST,IL-6,andTNF-αandSODactivityinlivertissuebetweengroups(F=4.57-7.74,P<0.05).Intesti-

nalfloradysregulationwasobservedintheATO-Hgroup,andatthephylumlevel,thereweresignificantdifferencesintherelative

abundanceofBacteroidetes,Firmicutes,Proteobacteria,andDeferribacteresbetweentheATO-HgroupandtheCONgroup(t=

2.89-5.22,P<0.05);atthefamilylevel,thereweresignificantdifferencesbetweenthesetwogroupsintherelativeabundanceof

Porphyromonadaceae,Prevotellaceae,Lactobacillaceae,Lachnospiraceae,andHelicobacteraceae(t=2.45-5.46,P<0.05).at

thegenuslevel,thereweresignificantdifferencesbetweenthesetwo

groupsintherelativeabundanceofHelicobacter,Alloprevotella,

Prevotella,andLactobacillus(t=2.46-7.41,P<0.05).Therela-
tiveabundanceofLactobacilluswaspositivelycorrelatedwithSOD
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activityinlivertissue(r=0.48,P<0.05)andwasnegativelycorrelatedwiththemRNAexpressionlevelofCYP2E1inlivertissue
(r=-0.62,P<0.05). Conclusion High-intensitystatinsmayinduceintestinalfloradysregulationandreduceanti-oxidative

stressabilityinmice,andthereductioninLactobacillusmaypromoteoxidativestressresponseoftheliver.
[KEYWORDS] Gastrointestinalmicrobiome;Atorvastatin;Chemicalanddruginducedliverinjury;CytochromeP-450en-

zymesystem;RNA,messenger;Superoxidedismutase;Lactobacillus

  目前临床对于动脉粥样硬化斑块不稳定患者普

遍采用高强度他汀类药物治疗[1-3]。研究发现,高强

度阿托伐他汀(ATO,40~80mg/d)可使低密度脂

蛋白胆固醇(LDL-H)降低幅度>50%,但强度增加

的同时,不良反应发生率也随之增加,如肝损伤、胃
肠道反应等[4-6]。细胞色素P450酶超家族(CYP)
参与的氧化应激损伤是目前公认的他汀类药物致肝

损伤机制之一。CYP2E1属于肝脏CYP之一,不仅

参与药物或外源性物质转化,同时也参与了氧化应

激反应激活和调节,是氧自由基产生的关键酶[7-8]。

CYP2E1基因的过度表达能够降低抗氧化酶水平,
增加氧化应激损伤,介导炎症反应的发生[9-10]。

人体肠道存在大量正常菌群,当机体内外环境

变化时,比如受药物、疾病等影响,肠道内各菌种间

的比例可发生改变,即引起菌群失调[11-12]。在不同

肝损伤模型中均发现有肠道菌群失调以及肝组织中

CYP2E1表达增加的现象[13]。目前,他汀类药物致

肝损伤与肠道菌群稳态失调及CYP2E1表达水平

的相关性仍不明确。本研究旨在探讨高强度他汀类

药物致肝损伤后,对肠道菌群分布的影响及其与肝

脏中CYP2E1水平的关系。

1 材料与方法

1.1 材料来源

C57BL/6小鼠40只,体质量21~24g,由青岛

大学无特定病原体动物实验室提供。随机分为对照

组(CON组)、低强度ATO组(ATO-L组)、中强度

ATO组(ATO-M 组)、高强度 ATO 组(ATO-H
组),每组10只。

1.2 各组小鼠的处理

ATO-L组、ATO-M组和ATO-H组小鼠每天

清晨分别灌胃含有10、20、30mg/kgATO的生理

盐水1mL,CON组小鼠每天灌胃等量生理盐水,持
续4周。于末次灌胃后,收集每组小鼠新鲜粪便;同
时每组小鼠禁食不禁水12h,腹腔麻醉后,眼眶取

血,分离血清;并迅速解剖分离出肝脏,用生理盐水

漂洗,滤纸拭干后备用。

1.3 肝脏形态学评估

1.3.1 肝组织病理学观察  切取各组小鼠肝大叶

相同部位约0.9cm×0.9cm×0.5cm大小的组织

块,置于40g/L的多聚甲醛溶液中固定24h后脱

水,二甲苯透明30min以后,常规石蜡包埋,以4~
5μm厚度连续切片,苏木精-伊红(HE)染色,梯度

乙醇脱水,二甲苯透明后,中性树脂封片。显微镜下

进行病理学观察并拍照。

1.3.2 肝组织超微结构观察 再次切取各组小鼠

肝大叶相同部位约3mm×1mm×1mm的组织

块,置于4℃的0.28mol/L戊二醛溶液中固定24h
后,用0.10mol/L磷酸缓冲液漂洗,0.03mol/L锇

酸固定,梯度丙酮脱水,环氧树脂(EPON812)包埋,
采用超薄切片机50~70nm厚切片,经醋酸双氧铀

及柠檬酸铅各染色15min后,透射电镜下进行超微

结构观察并拍照。

1.4 血清及肝脏组织中各项指标检测

采用双抗体夹心法检测每组小鼠血清中谷丙转

氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)水平;采用酶联免

疫吸附试验检测每组小鼠血清中IL-6、IL-10以及

TNF-α水平;采用黄嘌呤氧化酶法检测每组小鼠肝

脏组织中SOD活力;采用实时定量PCR方法检测

各组小鼠肝脏组织中CYP2E1mRNA的相对表达

水平。以上所有的操作步骤均严格按照说明书的要

求进行。

1.5 肠道菌群的测定

取ATO-H 组与CON组小鼠新鲜粪便,委托

山东锐翌基因科技有限公司提取粪便样品中基因组

DNA并质检,采用16SrDNA测序法分析粪便中肠

道菌群的分布。采用运算分类单位分析、物种分类

与丰度分析、显著性差异分析等方法,比较优势菌株

在门、科、属分类等级的丰度及差异。

2 结  果

2.1 各组小鼠肝脏形态学比较

HE染色显示,CON组小鼠肝小叶结构清楚,
细胞排列整齐,胞浆均匀,肝细胞索以中央静脉为中

心呈放射状排列;ATO-L组小鼠肝小叶结构基本

正常,中央静脉有少量红细胞聚集,肝索排列较为整

齐;ATO-M组小鼠肝小叶结构紊乱,中央静脉有红

细胞聚集,肝索排列不齐,肝窦扩张,中央静脉和汇

·594·



精准医学杂志2023年12月第38卷第6期 JPrecisMed,December2023,Vol.38,No.6

管区见炎性细胞浸润,空泡数量增多;ATO-H组小

鼠肝小叶结构模糊,中央静脉充满红细胞和液体渗

出物,肝细胞肿胀、排列紊乱,细胞核变形,扩张的充

血性窦压迫周围肝细胞板,中央静脉和汇管区可见

大量炎性细胞浸润,并且可见空泡化的细胞质和凋

亡细胞。

  透射电镜观察结果显示,CON组肝细胞核呈规

则圆形或椭圆形,染色质分布较细,核膜完整清晰,
线粒体形态正常,嵴结构清晰,粗面内质网扁平、排
列整齐,细胞边界中有毛细胆管和紧密连接,偶见溶

酶体和脂滴;ATO-L组胞质脂滴、溶酶体数量较

CON组增多;ATO-M 组细胞核形态基本正常,细
胞膜欠清,线粒体大小不一,数目较 ATO-L组增

多,粗面内质网肿胀、排列紊乱,溶酶体、脂滴数量较

ATO-L组增多;ATO-H组细胞核出现萎缩、变形,
形状不规则,染色质浓缩,核膜不规则、模糊,细胞膜

界限不清,线粒体数量较 ATO-M 组明显增多,形
态不一,嵴结构模糊,粗面内质网肿胀扩张断裂,排

列紊乱无序,脂肪滴较 ATO-M 组增多,溶酶体减

小,数目增多,糖原颗粒增多。

2.2 各组小鼠血清及肝组织中各项指标的比较

各组小鼠血清中ALT、AST、IL-6、TNF-α和肝

组织中SOD活力比较差异均有显著性(F=4.57~
7.74,P<0.05),其中ATO-H组小鼠血清中ALT、

AST水平与CON组、ATO-L组及 ATO-M 组比

较差异均有显著性(P<0.05),ATO-M组小鼠血清

中AST水平与CON组比较均差异有显著性(P<
0.05);CON组小鼠血清中IL-6水平与ATO-L组、

ATO-M组以及 ATO-H 组比较差异均有显著性

(P<0.05);ATO-H 组小鼠血清中TNF-α水平与

CON组、ATO-L组比较差异有显著性(P<0.05);

CON组小鼠的肝组织中SOD活力与 ATO-L组、

ATO-M组及ATO-H组比较差异均具有显著意义

(P<0.05);各组小鼠血清中IL-10水平和肝组织中

CYP2E1mRNA表达水平比较差异无显著性(P>
0.05)。见表1。

表1 各组小鼠血清及肝组织中各项指标比较(n=10,􀭵x±s)

指标 CON组 ATO-L组 ATO-M组 ATO-H组 F/F' P

ALT(z/μg·L-1) 43.5±21.2 52.7±23.4 61.5± 5.6 94.5±16.1 5.68 0.013
AST(z/μg·L-1) 83.5±12.3 104.8±40.1 138.4±13.6 180.5±37.5 7.74 0.004
IL-6(ρ/μg·L-1)  0.9± 0.5  1.6± 0.2  1.7± 0.3  1.8± 0.6 4.57 0.018
TNF-α(ρ/μg·L-1)  3.3± 0.7  2.7± 0.5  4.0± 0.2  5.4± 1.0 5.39 0.044
IL-10(ρ/μg·L-1) 10.8± 1.9 15.5± 6.0 17.1± 5.1 17.4± 4.7 1.57 0.248
SOD(z/kU·g-1) 129.0±16.1 108.0± 8.8 102.2± 5.2 92.0± 7.2 6.44 0.007
CYP2E1mRNA  0.8± 0.2  0.9± 0.3  1.1± 0.4  1.3± 0.3 2.50 0.097

2.3 高强度 ATO干预对小鼠肠道菌群分子生态

学的影响

在门水平,与CON组比较,ATO-H组拟杆菌

门的相对丰度显著降低(t=2.89,P<0.05),而厚壁

菌门、变形菌门和脱铁杆菌门相对丰度则显著升高

(t=3.30~5.22,P<0.05),见表2。ATO-H 组与

CON组厚壁菌门/拟杆菌门(F/B)丰度比值分别为

0.73±0.09和0.27±0.16,两组比较差异有显著性

(t=5.56,P<0.05)。在科水平,与CON组比较,

ATO-H组毛螺菌科、紫单孢菌科、普氏菌科和乳杆

菌科相对丰度显著降低(t=2.45~5.33,P<0.05),
螺杆菌科的相对丰度显著升高(t=5.46,P<0.05)。
见表3。在属水平,与CON组比较,ATO-H 组小

鼠肠道菌群优势物种螺杆菌属相对丰度显著性升高

(t=7.41,P<0.05),拟普雷沃菌属、普氏菌属和乳

杆菌属相对丰度则明显减低(t=2.46~3.20,P<
0.05)。见表4。

2.4 肠道菌群与肝组织SOD活力和CYP2E1水

平的相关性分析

将上述在属水平相对丰度差异有显著性的螺杆

菌属、拟普雷沃菌属、普氏菌属和乳杆菌属与肝组织

SOD活力及CYP2E1mRNA表达行相关性分析结

果显示,乳杆菌属相对丰度与肝组织SOD活力呈显

著正相关(r=0.48,P<0.05),与肝组织CYP2E1
mRNA表达呈负相关(r=-0.62,P<0.05)。

  表2 CON组与ATO-H组小鼠肠道菌群优势物种在门

水平的相对丰度比较(n=10,􀭵x±s)

分组 拟杆菌门 厚壁菌门 变形菌门 脱铁杆菌门

CON组 70.95±16.53 18.89±8.87 2.12±1.46 0.03±0.04
ATO-H组 49.14± 3.19 35.82±3.17 14.01±4.31 0.43±0.27

3 讨  论

他汀类药物相关的肝损伤是临床上十分关注的

不良反应之一[14-15]。目前,全球应用他汀类药物的
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表3 CON组与ATO-H组小鼠肠道菌群优势物种在科水平的相对丰度比较(n=10,􀭵x±s)

分组 紫单孢菌科 乳杆菌科 螺杆菌科 普氏菌科 毛螺菌科

CON组 64.56±11.01 25.63±2.47 1.35±1.11 7.77±2.07 1.51±0.67
ATO-H组 42.13± 3.50 11.85±5.15 13.37±4.76 3.43±1.51 0.55±0.45

  表4 CON组与ATO-H组小鼠肠道菌群优势物种在属

水平的相对丰度比较(n=10,􀭵x±s)

分组 螺杆菌属 拟普雷沃菌属 普氏菌属 乳杆菌属

CON组 4.93±4.16 16.74±8.58 10.86±4.86 5.54±2.59
ATO-H组 37.76±7.96 3.99±2.42 4.14±2.67 1.34±1.35

人群广泛,高强度 ATO的应用会增加肝损伤的发

生率[6]。本研究结果显示,中强度及高强度的ATO
可导致显著的肝损伤,ATO-M 组、ATO-H组小鼠

肝脏组织HE染色及肝脏组织透射电镜下的超微结

构均提示有明显的改变,血清ALT、AST水平升高

显著,炎症反应被激活,肝组织SOD活力下降,提示

中高强度他汀类药物可导致小鼠肝损伤,引起了小

鼠抗氧化酶活力下降。本研究结果还显示,肝损伤

严重的ATO-H组小鼠肝组织中CYP2E1mRNA
表达水平有升高趋势,与其他研究结果一致。如

MOTAWI等[16]发现他汀类药物导致的大鼠肝脏损

伤模型中,肝脏CYP2E1活性显著升高,而通过柚

皮素抑制肝脏CYP2E1的上调可以发挥肝保护作

用;REN等[17]发现CYP2E1特异性抑制剂(二烯丙

基硫化物)可以抵消氧化应激损伤、细胞内Ca2+ 稳

态失调及细胞凋亡等。另外,多酚类物质(丁香苷)、
大蒜素及生物碱提取物等天然成分对肝脏的保护作

用,其机制均是抑制肝脏CYP2E1的表达和抗氧化

的作用[18]。所以,CYP2E1的表达水平升高,可能

是他汀类药物致肝损伤的重要机制。
本研究进一步对高强度ATO干预后小鼠肠道

菌群分布进行分析,结果显示ATO-H组小鼠肠道

菌群稳态失调,菌群相对丰度显著改变,ATO-H组

和CON组小鼠肠道菌群F/B差异有显著性。由于

厚壁菌门囊括了几乎所有革兰阳性菌(G+),而拟杆

菌门包含了大部分革兰阴性菌(G-),因此上述结果

提示他汀类药物干预后肠道中G+ 与G- 构成比发

生改变,使肠道菌群紊乱、稳态失衡。ATO-H组小

鼠肠道菌群中乳杆菌属相对丰度明显下降。进一步

对乳杆菌属与肝组织中CYP2E1mRNA的表达水

平进行相关性分析,结果显示,小鼠肠道中乳杆菌属

与肝组织中CYP2E1mRNA表达水平呈显著负相

关,与肝组织SOD活力呈显著正相关,提示当高强

度他汀类药物干预以后,肠道菌群乳杆菌属占比下

降,CYP2E1mRNA表达水平升高,肝组织SOD活

力随之下降。由此可以推测,肝脏损伤小鼠的肠道

存在菌群稳态失调,肠道中乳杆菌属的占比与肝组

织中CYP2E1mRNA表达水平密切相关。
本研究分析了高强度ATO肝损伤小鼠的肠道

菌群组成,与CON组相比,ATO-H 组优势菌群及

菌群的相对丰度具有明显的差异,提示他汀类药物

干预后小鼠肠道菌群丰度及多样性可能受到显著影

响,菌群稳态失衡与肝脏损伤之间可能存在相互促

进的关系。有研究发现,肠道菌群的改变在肝损伤

的进展中起着重要的作用,肝脏通过门脉系统和胆

道系统与肠道菌群密切关联,肝功能异常时,会削弱

肠道的屏障功能,引起肠道菌群的稳态失衡,而菌群

失衡可能会促使肝脏氧化应激及炎性反应的激活,
导致肝细胞损伤和凋亡[19-20]。同时,本研究发现他

汀类药物干预后肠道菌群乳杆菌属的相对丰度与肝

组织SOD水平及CYP2E1mRNA表达水平均具

有显著相关性。目前,已有研究发现肝脏组织中

CYP2E1的表达水平,受机体肠道菌群稳态的影

响。JOUROVÁ等[21]通过比较正常小鼠和无菌小

鼠的肠道菌群分布,提出肠道菌群影响肝组织中

CYP2E1的表达水平。ZHANG等[22]在四氯化碳

诱导的肝损伤模型中发现肝组织SOD表达水平下

降,CYP2E1表达水平增加,激活了机体氧化应激

反应,给予补充羊奶,即改善肠道菌群分布后,肠道

菌 群 失 衡 得 到 改 善,且 CYP2E1 的 表 达 下 调。

CHO等[23]在对乙酰氨基酚诱导肝损伤模型中证实

肠道菌群稳态与肝组织中CYP2E1表达及SOD活

力 密 切 相 关,且 改 善 肠 道 菌 群 稳 态 可 以 调 节

CYP2E1的表达以及SOD的活力。此外,乳杆菌

属作为一种重要的肠道益生菌,参与肠道中糖、蛋白

质等物质代谢及乳酸、丁酸等短链脂肪酸的产生,并
对维护肠道微生态稳定发挥重要调节作用[24-25]。

综上所述,本研究结果显示,高强度他汀类药物

致肝损伤后可能通过影响肠道菌群稳态,使肝组织

中CYP2E1的表达水平上调,激活氧化应激,降低

抗氧化酶的水平,从而导致肝损伤的发生,其中,肠
道菌群乳杆菌属的减少可能促进肝脏氧化应激。但

具体机制均需进一步验证。
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