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  [摘 要] 目的 建立肝性脑病大鼠模型及粪便细菌移植(FMT)模型,探索细菌移植后肝性脑病大鼠肠

道菌群的改变。方法 选择30只SD大鼠,采用四氯化碳联合乙醇的方法建立肝性脑病大鼠模型。将大鼠随

机分成3组,A组为正常对照组,B组为肝性脑病模型组,C组为FMT组,每组10只。B组进行同等剂量生理

盐水灌胃,C组进行FMT(按200
 

μL/d灌胃,每毫升细菌溶液含细菌1.5×1011)。每天观察大鼠生存情况。收

集大鼠肠道粪便进行宏基因组测序。结果 实验过程中大鼠共死亡9只,A组无死亡。FMT前后,C组大鼠移

植后体重明显增加。通过宏基因组测序,发现C组较B组可有效地改善菌种的多样性和丰度;与A组比较,B、C
组中变形菌门含量显著升高,拟杆菌门丰度显著降低。结论 FMT可以改变肝性脑病大鼠肠道菌群的结构。

[关键词] 粪便细菌移植; 肝性脑病; 宏基因组; 肠道菌群; 大鼠

DOI:10.3969/j.issn.1009-5519.2024.06.003 中图法分类号:R333.4;R378.2;R575.3
文章编号:1009-5519(2024)06-0913-05 文献标识码:A

Macrogenomic
 

analysis
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

rats
 

with
 

hepatic
 

encephalopathy
 

after
 

fecal
 

microbiota
 

transplantation*

WANG
 

Weiwei1,LIU
 

Fengrui2,LYU
 

Chaohua1,SHEN
 

Chengxiang1

(1.Department
 

of
 

Hepatobiliary
 

Surgery,Tongliang
 

District
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Chongqing,
Chongqing

 

402560,China;2.Department
 

of
 

Hepatobiliary
 

Surgery,the
 

Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

the
 

Army
 

Medical
 

University,Chongqing
 

400037,China)
[Abstract] Objective To

 

establish
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

hepatic
 

encephalopathy
 

and
 

fecal
 

microbiota
 

trans-
plantation(FMT)

 

model,and
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

bacterial
 

transplantation
 

on
 

intestinal
 

flora
 

in
 

rats
 

with
 

he-
patic

 

cirrhosis.Methods A
 

total
 

of
 

30
 

SD
 

rats
 

were
 

selected
 

and
 

rat
 

liver
 

models
 

were
 

established
 

using
 

car-
bon

 

tetrachloride+ethyl
 

alcohol
 

method.The
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

three
 

groups:group
 

A
 

as
 

the
 

normal
 

control
 

group,group
 

B
 

as
 

the
 

hepatic
 

encephalopathy
 

model
 

group,and
 

group
 

C
 

as
 

the
 

FMT
 

group,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.Group
 

B
 

was
 

given
 

the
 

same
 

dose
 

of
 

normal
 

saline,and
 

group
 

C
 

was
 

given
 

FMT
 

transplantation
(200

 

μL/d,bacteria
 

1.5×1011
 

per
 

mL
 

of
 

bacterial
 

solution).The
 

survival
 

of
 

the
 

rats
 

was
 

observed
 

daily.The
 

intestinal
 

feces
 

of
 

rats
 

were
 

collected
 

for
 

metagenomic
 

sequencing.Results A
 

total
 

of
 

nine
 

rats
 

died
 

during
 

the
 

experiment,while
 

group
 

A
 

did
 

not
 

die.Before
 

and
 

after
 

FMT,the
 

body
 

weight
 

of
 

rats
 

in
 

group
 

C
 

increased
 

significantly
 

after
 

transplanta-
tion.Through

 

metagenomic
 

sequencing,it
 

was
 

found
 

that
 

group
 

C
 

could
 

effectively
 

improve
 

the
 

diversity
 

and
 

abun-
dance

 

of
 

bacteria
 

compared
 

with
 

group
 

B.Compared
 

with
 

group
 

A,the
 

content
 

of
 

Proteobacteria
 

in
 

group
 

B
 

and
 

C
 

was
 

significantly
 

increased,while
 

the
 

abundance
 

of
 

Bacteroides
 

was
 

significantly
 

decreased.Conclusion FMT
 

can
 

alter
 

the
 

structure
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

rats
 

with
 

hepatic
 

encephalopathy.
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  肝硬化是一种严重影响人类生活质量的疾病,会
引起如肝性脑病(HE)等严重并发症。近年研究表

明,微生物群和宿主之间的联系在 HE的发病机制中

起着关键作用,因此微生物群落组成和功能不仅可以

应用在 HE的诊断领域,其治疗作用还被探索用于

HE的治疗[1-2]。
近年来,粪便细菌移植(FMT)已成为生物医学和

临床医学的研究热点。FMT对不同疾病的临床反应

为与各种疾病相关的微生物群-宿主相互作用提供了

证据,如重症感染、糖尿病、癌症、肝硬化、肠道疾病和

其他疾病[3-4]。
近年来,已有学者将FMT安全应用于代偿性肝

硬化和酒精性肝硬化患者,并取得了有效的临床结

果。对于 HE患者,FMT不仅可以改变相关患者的

认知功能,还可明显降低相关不良事件发生风险[5-6]。
因此,本研究对HE大鼠进行FMT,通过研究其肠道
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微生物变化情况,以期进一步了解FMT后何种细菌

发挥作用,为深入研究FMT相关机制提供理论基础。
1 材料与方法

1.1 实验动物及分组 选择雄性SPF级SD大鼠30
只,体重(250.0±49.0)g,购于湖南安生美药物研究

院有限公司,许可证号:SCXK(湘)2019-0004。各大

鼠购回后适应性喂养1周,保持自由饮水、进食,通
风,12

 

h明暗交替。将30只大鼠随机分为3组:A组

为正常对照组,B组为 HE模型组,C组为FMT组,
每组10只。本研究通过重庆市铜梁区人民医院伦理

委员会审核并批准(2021-40)。
1.2 HE大鼠模型的建立 参照前期研究建立 HE
大鼠模型[7]。四氯化碳、大豆油按2︰3的比例混

合,于B、C组大鼠颈背部皮肤皮下注射,首次注射按

每100
 

g体重0.5
 

mL,而后按每100
 

g体重0.3
 

mL
注射,每周注射2次;予5%乙醇自来水溶液自饮。A
组正常喂养,普通饮水,颈背部皮下注射生理盐水。
造模持续9周。
1.3 模型验证 参照前期研究进行模型验证[7]。大鼠

持续造模9周后,随机选取B组大鼠5只,A组大鼠

1只,7%水合氯醛(每100
 

g体重0.5
 

mL)麻醉,暴露肝

脏,可见B组大鼠肝脏相比A组大鼠病变明显,说明造

模成功。
1.4 各组大鼠的处理 B组进行同等剂量生理盐水

灌胃;C组进行FMT,按200
 

μL/d(1
 

mL粪便细菌溶

液中含粪便细菌1.5×1011)进行灌胃处理,移植细菌

购于河北蓝域信科菌群资源中心。每天观察大鼠生

存情况。收集大鼠肠道粪便进行宏基因组测序。
1.5 肠道菌群宏基因组分析 参考朱宏斌等[8]的方

法,进行细菌宏基因组分析。首先基于
 

Illumina
 

No-
vaSeq/HiSeq高通量测序平台,采用全基因组鸟枪法

策略,
 

将提取获得的菌群宏基因组总DNA,或宏转录

组以mRNA为模板合成的cDNA双链,随机打断为

短片段,并构建合适长度的插入片段文库,对这些文

库进行双端测序。每个样本构建一个文库。对原始

数据进行质量筛查,去除非目的序列(Trimmomatic
 

0.32,http://www.usadellab.org/cms/index.php?
page=trimmomatic),获取可用于下游宏基因组分析

的高质量数据集。接着,在进行
 

BBCMS
 

校正后读取

长序列,使用 MEGAHIT进行拼接,构建宏基因组叠

连群(contigs)序列集;使用软件 MMseqs2的
 

linclust
 

模式将
 

contigs
 

序列集按相似度95%、对齐区域覆盖

度90%(占短序列的比例)进行去冗余,获得非冗余的

contigs集合,去冗余后采用专门用于预测原核微生物

和宏基因组基因序列的
 

MetaGeneMark
 

软件(ht-
tp://exon.gatech.edu/GeneMark/)识别其中的开放

阅读框(ORF),
 

进行基因预测,获得非冗余氨基酸序

列集。随后,对氨基酸序列使用 KEGG数据库、GO
数据库及EggNOG

 

数据库等进行功能注释,获得各

等级的功能类群丰度谱,并进行功能组成分析、多样

性分析、差异分析等。同时,对高质量数据集、非冗余

氨基酸序列进行物种注释,获得种及种以下精细水平

的物种组成谱,并进行物种组成分析、多样性分析、差
异分析等。物种注释利用 MEGAN比对NR数据库,
利用R软件绘制门、纲、目、科、属、种分类等级的物种

丰度柱状图。
1.6 各组大鼠关键菌群的LEfSe分析 为了更加了

解大鼠肠道菌种的显著差异,进行LEfse分析。通过
 

LEfSe
 

本地分析软件进行分析,并使用
 

R
 

软件的
 

ggtree
 

等包将分析结果可视化。
1.7 统计学处理 所有数据采用SPSS24.0软件进

行统计。符合正态分布的计量资料采用x±s表示。
物种和功能差异采用STAMP分析;多组间统计使用

单因素方差;组间差异使用 Welch's
 

t检验。检验水

准α=0.05。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 大鼠一般生存情况和大便情况 实验过程共死

亡大鼠9只,所有大鼠在建模后都出现不同程度嗜

睡、反应迟缓及活动量变少情况,偶有厌食及消瘦。
在FMT后2周,B组大鼠仍然持续上述变化,C组大

鼠开始出现自主活动增加,进食增加并伴随大便明显

好转呈正常状态。移植前,3组大鼠体重比较,差异无

统计学意义(P>0.05);移植后,B组大鼠体重较 A
组明显下降,C组较B组明显增加,差异均有统计学

意义(P<0.05)。见表1。
表1  各组大鼠移植前后体重变化(x±s,g)

时间 A组 B组 C组

移植前 252.3±23.2 240.8±30.0 254.9±37.9

移植后 265.2±27.1 237.9±25.8a 284.9±15.8b

  注:与A组移植后比较,aP<0.05;与B组移植后比较,bP<0.05。

2.2 各组大鼠肠道菌群结构差异分析 在门水平

上,将注释到的菌门取20类进行绘制(图1)。与 A
组比较,B、C组中变形菌门的丰度升高,拟杆菌门的

丰度下降;C、B组进行对比,拟杆菌门的丰度增加,变
形菌门的丰度下降,差异均有统计学意义(P<0.05)。
在种水平上,将注释到的菌种取含量前20种的进行

绘制(图2),与A组进行比较,B组中大肠杆菌(Esch-
erichia

 

coli)、拟杆菌(Bacteroides
 

sartorii)、Dorea
 

sp.
CAG:317、志贺氏杆菌(Shigella

 

sonnei)、梭状芽孢杆

菌(Clostridium
 

perfringens)菌种的含量增加,而普雷

沃氏菌(Prevotella
 

sp.)MGM1、P2-180、P5-92及厚壁菌

门细菌(Firmicutes
 

bacterium)ASF500、0.1×D8-71、1×
D42-67的丰度明显减少,C组相对B组改善明显。
Dorea

 

sp.CAG:317在C组丰度最高。韦恩图分析显

示,3组大鼠共有相同菌种19
 

034种,A组与B组和A
组与C组共有相同菌种分别为681、1

 

327种,B组与C
组共有相同菌种1

 

148种;而有组别特异性的菌种为A
组1

 

200种,B组865种,C组1
 

151种。
将每个样本的种水平分类单元按其丰度从高到低沿

横坐标依次排列后,将丰度值经log2
 

对数转换作为纵坐

标,在
 

R
 

软件中编写脚本绘制各样本的丰度等级曲线。
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丰度等级曲线显示,相对A组来说,B组菌种的丰度明显

降低,FMT后,C组菌种的丰度明显增加(图3)。

图1  门水平分布

图2  种水平分布

2.3 各组大鼠关键菌群的LEfSe分析 
 

在种水平

上,取3组大鼠肠道菌群LDA差异分析对数得分值

大于4的菌种进行比较,结果显示,3组间具有显著差

异的物种分别有拟普雷沃菌科、气单胞菌科及琥珀酸

弧菌科等32种;肠杆菌科、梭状芽孢杆菌及志贺氏菌

等48种;Dorea
 

sp.CAG:317及乳酸杆菌属12种。
不同种间LDA评分的柱状分布见图4,差异物种的系

统发育分布见图5。

图3  丰度等级曲线

  注:长度越长表明该分类单元的差异越显著。

图4  不同种间LDA评分的柱状分布

图5  分类学分支图
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3 讨  论

  HE作为晚期肝硬化住院和发病的最主要原因,
在实际治疗中,可以用于治疗的方案极其有限[9]。人

类肠道和肝脏的微生物组通过影响每个系统的健康

和疾病状态而共存,全身炎症及内毒素血症等影响肠

道微生物的因素是HE发病的主要机制[10]。近年来,
微生物-肠道-肝脏轴学说成为研究热点,肝脏通过门

静脉系统及胆道系统与胃肠道直接相关,因此首先接

触肠源性代谢物、细胞成分和激素等物质,与肝脏免

疫细胞相互作用,引起炎症反应,诱发各种肝脏疾病

的进展[11-12]。
肠道菌群是影响肠道功能的一个很重要的因素,

关系到肝硬化及其并发症的进展[13]。FMT最近已成

为肝硬化相关疾病的潜在治疗方法[14]。鉴于肠道微

生物在HE的治疗中越来越被重视,现在很多的证据

表明肠道微生物和 HE的发病机制有关[5]。然而,就
病程而言,肝硬化发生在 HE之前,加之肝硬化是一

个不可逆的过程,因此,研究关注点可能更应该在 HE
发生之前甚至是早期肝硬化。

众所周知,肝硬化也是原发性肝癌的一个前置性

病变,所以对肝硬化的早期干预也无疑有益于肝癌的

防治。越来越多的证据表明,从肝硬化前期到肝硬

化、肝功能失代偿期直至肝移植,肠道菌群组成和功

能的变化在肝脏疾病中起着重要作用[15]。本研究在

动物的选择和FMT模型的构建方法上,作者团队在

前期研究中也做了探索,最终选择死亡率更低、可重

复性和观察性更好的SD 大鼠作为最终的实验动

物[7,16],在建模方法上最终选择了四氯化碳联合乙醇

的方法构建HE模型[7]。
本研究结果发现,相对B组来说,C组在移植前

后能有效改善大鼠的体重,使其体重增长情况更加趋

近于A组,B组大鼠相对于A组表现出明显的下降趋

势,后期也未得到改善。
既往宏基因组研究表明,肝硬化患者肠道菌群丰

度存在降低现象,同时发生变化的是潜在致病菌,如
肠杆菌科、葡萄球菌科和肠球菌科的相对丰度增加,
潜在有益细菌毛螺菌科和瘤胃菌科的相对丰度降

低[17]。本研究采用宏基因组手段分析了 HE模型大

鼠在FMT前后肠道菌群结构和功能的差异化,并对

其做了物种
 

Alpha
 

多样性分析,丰度等级曲线结果表

明,FMT可以显著改善 HE大鼠肠道菌群的丰度。
FMT后,肠道菌群的丰度基本上恢复到了与A组相

当的水平。物种结果分析发现,3组分组菌群结构优

势门是拟杆菌门和变性菌门,且相对 A组而言,B组

变性菌门丰度升高,而许多致病性细菌均属于这两门

菌属,如大肠杆菌和痢疾杆菌、沙门氏菌属。而拟杆

菌门丰度呈下降趋势,普雷沃菌属是拟杆菌门中优势

属。相对于B组,C组变性菌门呈现下降趋势,拟杆

菌门呈现升高趋势。这与前面的一些研究结论吻

合[18]。上述研究结果提示,FMT可以有效地恢复肝

硬化所带来的拟杆菌的损耗,同时也有效地抑制肝硬

化所带来的变形菌的增加,因此推测FMT通过改变

肠道菌群中不同菌的比例来调节肠道微环境进而达

到有效治疗HE的目的。
本研究LEfSe分析结果表明,B组显著表达的菌

种有大肠杆菌及梭状芽孢杆菌等,从构成上来说主要

还是以变形菌门肠杆菌科为主,结果和前面的研究相

吻合。而经过FMT后,乳酸杆菌及Dorea
 

sp.CAG:
317等益生菌占有更大优势,后者可能通过诱导Treg
并抑制Th17细胞的分化和功能,从而调节肠道免疫

反应,维持肠道黏膜屏障的完整性和稳定性[19],进而

减少肠道有害物质进入门静脉系统损害肝脏。综上

所述,FMT主要是通过改变肠道菌群中拟杆菌门和

变形杆菌门中不同细菌的比例来调节肠道微生物环

境,进而影响HE的病程和大脑的功能。作者团队既

往的研究结果表明,FMT可以明显改善 HE大鼠的

肠道屏障功能及认知功能,进而改变大鼠的行为。因

此有理由认为,FMT是针对肝硬化所致 HE的一个

潜在治疗方案[7],可改善患者的生活质量。
本研究不足之处在于,仅针对肠道细菌改变进行

了研究,但对于肝硬化所致HE,大脑组织到底发生了

何种改变仍值得研究。随后将进一步利用功能磁共

振研究HE大鼠经FMT后大脑结构及功能,探索其

作用机制。
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