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基于16S rDNA测序分析酒精性脂肪肝病
进展中小鼠肠道菌群变化
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摘要 目的：采用16S rDNA测序技术分析酒精性脂肪肝病（AFLD）发展过程中小鼠肠道菌群的变化，并探讨小鼠AFLD进展

的可能机制。方法：将60只雄性C57BL/6小鼠随机分为对照组（35只）和模型组（25只）。适应性喂养5 d后，对照组小鼠每天

喂食Lieber-DeCarli对照流质饲料（TP4030C），模型组小鼠每天喂食含有4%乙醇的Lieber-DeCarli流质饲料（TP4030B），连续

30 d后，采用苏木精—伊红（HE）染色法观察肝脏病理变化；16S rDNA测序法分析肠道菌群组成结构。结果：与对照组相比，

AFLD模型组小鼠肠道菌群的α多样性结果显示其物种丰富度降低（P＜0.05）。Beta多样性结果表明两组小鼠肠道菌群结构

组成和丰度存在显著差异（P＜0.05）。与对照组相比，模型组粪杆菌属（Faecalibaculum）、杜博菌属（Dubosiella）、异杆菌属（Al-

lobaculum）、瘤胃球菌属UCG-013（Ruminococcaceae UCG-013）等菌属相对丰度升高，乳酸杆菌属（Lactobacillus）、毛螺菌属

（Lachnospiraceae NK4A136 group）等菌属相对丰度降低。模型组小鼠肠道菌群在丙氨酸转移酶、谷胱甘肽水解酶和组蛋白乙

酰转移酶通路活性显著增加（P＜0.05）。结论：含 4%乙醇的Lieber-DeCarli流质饲料成功构建了AFLD C57BL/6小鼠模型，

AFLD小鼠肠道菌群的结构和组成均发生变化，酒精可能通过破坏肠道微生物稳态，增加丙氨酸转移酶、谷胱甘肽水解酶和组

蛋白乙酰转移酶通路活性加快AFLD的进展。
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Abstract Objective: To analyze the changes of gut microbiota in the progression of alcoholic fatty liver disease

(AFLD) using 16S rDNA sequencing technology, and to explore the possible mechanism of AFLD progression in

mice. Methods: A total of 60 male C57BL/6 mice were randomly divided into control group (n=35) and model

group (n=25). After adaptive feeding for 5 days, mice in the control group were fed a control Lieber-DeCarli fluid

feeds (TP4030C) daily, and mice in the model group were fed Lieber-DeCarli fluid feeds (TP4030B) containing

4% ethanol daily. After 30 consecutive days, hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe the pathologi-

cal changes of the liver. 16S rDNA sequencing was used to analyze the composition and structure of gut microbio-

ta. Results: Compared with the control group, Alpha diversity results of the gut microbiota of mice in the AFLD

model group showed reduced species richness (P＜0.05). Beta diversity results indicated significant differences

in the structural composition and abundance of the gut microbiota of the two groups of mice (P＜0.05). Com-

pared with the control group, the relative abundance of Faecalibaculum, Dubosiella, Allobaculum, Ruminococca-

ceae UCG-013 were higher in the model group, while the relative abundance of Lactobacillus and Lachnospirace-
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ae NK4A136 group were lower in the model group. The activity of gut microbiota in alanyltransferase, glutathi-

one hydrolase and histone acetyltransferase pathways was significantly increased in the model group of mice (P＜

0.05). Conclusion: AFLD C57BL/6 mouse model is successfully constructed on Lieber-DeCarli fluid feeds con-

taining 4% ethanol, and both the structure and composition of the gut microbiota of AFLD mice are altered. Alco-

hol may accelerate the progression of AFLD by disrupting gut microbial homeostasis and increasing the activities

of alanyltransferase, glutathione hydrolase, and histone acetyltransferase pathways.

Keywords alcoholic fatty liver disease; 16S rRNA gene sequencing; gut microbiota; dominant bacteria

酒精性肝病是由于长期大量饮酒导致的肝脏

疾病[1]，早期多表现为酒精性脂肪肝病（alcoholic fat-

ty liver disease, AFLD）[2]。AFLD存在健康危害，随

着生活水平的提高和生活方式的改变，酗酒者在人

口中的比例逐年上升[3-5]，导致AFLD的发生率也在

不断增高 [6]。AFLD是可以逆转的，但若不及时干

预，可发展为酒精性肝炎、肝纤维化、肝硬化，甚至

肝癌 [7]。尽管国内、外对AFLD的发病机制进行了

大量的研究，但临床上仍缺乏针对AFLD的有效治

疗方法[8]。

研究表明，肠道菌群可通过肠—肝轴与肝脏沟

通[9-10]。肠道菌群的组成和失调在AFLD的发生、发

展中发挥着重要作用[11-12]。长期过量饮酒可导致肠

道菌群的组成和分布紊乱，进而损害肠道屏障，增

加肠壁通透性，使进入肝脏的有害代谢物增加[9-10]。

因此，维持肠道微生物群落稳态，保护肠黏膜屏障，

防止细菌及其产物移位，对调节AFLD进程至关重

要。Guo等[13]发现，使用Lieber-DeCarli酒精饲料喂

养的动物，其肝功能损伤加剧。目前使用 Lieber-

DeCarli流质饲料建立动物酒精性肝病模型的方法

有多种，如 NIAAA 模型 [14]、Lieber-DeCarli 模型 [15]、

GaoBinge模型[16]等。其中NIAAA模型和GaoBinge

模型均通过慢性酒精喂养加急性酒精灌胃的方式

来模拟人类长期酗酒和大量饮酒相结合的饮酒行

为，易产生肝脏炎症反应，进而导致酒精性肝炎[14]。

然而，为降低酒精强制性摄入（灌胃）对AFLD模型

建立的影响，本研究复制Lieber-DeCarli模型，通过

在C57BL/6小鼠中使用Lieber-DeCarli酒精饲料长

期喂养的方式来模拟人类长期饮酒行为，旨在观察

酒精性肝病早期（AFLD发展时期）小鼠肠道菌群的

变化，并尝试从小肠微生物群变化的角度，进一步

利用该模型研究AFLD的机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

60只雄性C57BL/6小鼠，6周龄，体质量（22±2）g，

由广西医科大学实验动物中心提供，动物生产许可

证号为SCXK桂2020-000。本实验已通过广西中医

药大学动物实验福利伦理审查（批准编号 ：

DW20231115-261）。Lieber-DeCarli 对照流质饲料

（TP4030C）和 乙 醇 Lieber- DeCarli 流 质 饲 料

（TP4030B）购自南通特洛菲饲料科技有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 动物造模 将60只小鼠随机分为对照组（35只）

和模型组（25只）。两组小鼠均用不含乙醇的TP4030C

适应性喂养 5 d后，对照组每天喂食TP4030C，连续

30 d；模型组小鼠每天喂食含有4%乙醇的TP4030B，

连续30 d。

1.2.2 取材 造模结束后，使用 1%戊巴比妥钠溶

液，以 0.05 mL/10 g剂量对C57BL/6小鼠进行腹腔

注射麻醉；开腹，迅速取出肠道，冷生理盐水清洗肠

道外表面后，用无菌镊子取小肠内容物置于无菌

2.0 mL EP管中，标记好小鼠品系、编号、采样日期

等，于-80 ℃冰箱保存待用。

收集小鼠肝脏左叶，固定在 10%多聚甲醛溶液

中，制作石蜡切片，行苏木精—伊红（HE）染色，于显

微镜下观察肝脏组织病理形态。并根据《酒精性肝

病诊疗指南（2023版）》判断AFLD分期，以确定是

否造模成功。依据肝细胞脂肪变性占据所猎取肝

脏组织标本量的范围，分为 4度（F0～F4）：F0：＜5%

肝细胞脂肪变；F1：5%～30%肝细胞脂肪变；F2：

31%～50%肝细胞脂肪变性；F3：51%～75%肝细胞

脂肪变；F4：75%以上肝细胞脂肪变。

1.2.3 DNA提取及16S rDNA测序 对所有小鼠小

肠内容物进行 16S rDNA高通量测序，高通量测序

及测序文库构建由广西爱生生命科技有限公司完

成。主要步骤包括样本总DNA 抽提与质检、PCR

扩增、DNA文库构建、Illumina上机测序，物种注释

使用Silva 132数据库。

1.3 生物信息学方法

使用在 R 软件中运行的 DADA2 进行质量修

整、推断扩增子序列变异（ASV）和分类学分类。样

本复杂度分析（Alpha Diversity）由 QIIME2 软件计
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算 Observed species 指数、Chao1 指数、Simpson 指

数、Shannon指数，这些指数反映样本内微生物群落

的丰富度和多样性，Alpha（α）多样性可定义为样本

内多样性的衡量标准，使用ASV级别的数据进行分

析，并在P＜0.05的Alpha截止条件下进行Wilcoxon
秩和检验。使用R软件进行多样〔Beta（β）Diversi-

ty〕比较分析；使用 ade4、ggplot2等软件包进行主坐

标分析（PCoA）和ANOsim相似性分析；LEfse分析

采用阈值LDA得分≥2分筛选组间具有显著差异的

细菌种群；根据测序数据使用 PICRUSt2生物信息

软件包，进行基于KEGG数据库的功能预测。

2 结 果

2.1 小鼠一般情况

对照组小鼠毛发光泽顺滑，精神状态较好，活

动良好。模型组小鼠毛发紊乱，易怒，精神状态下

降。

2.2 肝脏病理形态变化

肝脏HE染色结果如图 1所示，对照组小鼠（图

1A）肝脏小叶结构正常，肝脏板条索状，围绕中央静

脉排列紧密，无炎症、充血、水肿或脂肪变性；模型

组（图1B）小鼠肝脏小叶结构不规整，约70%肝细胞

出现小泡、中泡及大泡性脂肪变性，说明小鼠AFLD

模型建立成功，肝细胞脂肪变性均达F3级。

2.3 小鼠肠道菌群分析

2.3.1 小鼠肠道微生物稀释曲线 从稀释曲线分

析，纳入全部 60个样本（对照组 35个样本，模型组

25个样本）后，16S rDNA基因文库的测序平均深度

超过25 000，并且随着测序深度的增加，曲线也趋于

平缓，菌群中的ASV总数将不再随着新样本的加入

而显著增加，表明测序的深度已足以反映群落的物

种组成，见图2。

A：对照组；B：模型组。

图1 小鼠肝组织HE染色图（×200）

blank：对照组；JJ：模型组。

图2 稀释曲线

2.3.2 小鼠肠道微生物α多样性分析 α多样性主

要评估组内物种的多样性、均匀度、覆盖度等情

况。Chao1、Observed_otus数值越大，说明物种越丰

富；Shannon、Simpson指数越大，说明物种多样性越

高。结果显示，与对照组相比，模型组小鼠微生物

物种多样性Chao1（P=0.002 1）、Observed_otus数值

（P=0.002）显著降低，而 Simpson e 指数显著增高

（P＜0.001），其他指数无显著差异（P＞0.05），表明

AFLD模型小鼠肠道微生物物种丰富度显著减少，

而物种多样性无显著变化，见图3。

blank：对照组；JJ：模型组。

图3 小鼠肠道微生物α多样性分析
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2.3.3 小鼠肠道微生物 β多样性分析 β多样性是

对微生物群落构成的比较，表示群落中组间的差

异。PCoA图（图4A）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 65.23% ；PCoA2 为第 2 主坐标，代表性为

15.42%。PCoA1轴上可见对照组和模型组距离相

差较大。

利用Bray-Curtis算法计算两两样品间的距离，

然后将所有距离从小到大进行排序，再进行

ANOsim相似性分析，如图 4B所示，R＞0提示组间

差异大于组内差异，且差异显著（P=0.001），该结果

进一步表明本研究的分组合理。

A：PCoA分析；B：ANOsim相似性分析；blank：对照组；JJ：模型组。

图4 肠道菌群β多样性分析

2.3.4 小鼠肠道微生物组成和结构差异 使用韦

恩图统计两组小鼠肠道微生物共有和特有ASV数

目，发现两组小鼠肠道微生物构成存在差别，其中

对照组独有的 ASV 数目为 450 个，模型组独有的

ASV数目为124个，两组共有ASV数目322个，见图5。

blank：对照组；JJ：模型组。

图5 小鼠肠道菌群ASV分布Venn图

2.3.5 小鼠肠道微生物群落结构分析 在属水平

上，两组小鼠的优势菌属存在差异。对照组前 3位

的优势菌属分别为乳酸杆菌属（Lactobacillus）、杜博

菌属（Dubosiella）和毛螺菌属（Lachnospiraceae NK4-

A136 group）；模型组前3位的优势菌属分别为杜博

菌属（Dubosiella）、粪杆菌属（Faecalibaculum）和异

杆菌属（Allobaculum）。与对照组相比，模型组小鼠

肠道菌群中乳酸杆菌属（Lactobacillus）、毛螺菌属

（Lachnospiraceae NK4A136 group）相对丰度下降，

而粪杆菌属（Faecalibaculum）、异杆菌属（Allobacu-

lum）、杜博菌属（Dubosiella）、瘤胃球菌 UCG- 013

（Ruminococcaceae UCG-013）属相对丰度上升，见图6。

2.3.6 小鼠肠道菌群组间差异物种分析 在属水

平上，乳酸杆菌属（Lactobacillus）、粪杆菌属（Faecal-

ibaculum）、回肠杆菌属（Ileibacterium）、瘤胃球菌

UCG-013（Ruminococcaceae UCG-013）、Coriobacte-

riaceae UCG-002、异杆菌属（Allobaculum）等菌属的

组间的群落结构差异相对显著，且乳酸杆菌属（Lac-

tobacillus）的组间的群落结构差异最显著，见图7。

2.3.7 LEfSe差异分析 LEfSe分析鉴定了小鼠肠

道微生物群落的特征性微生物（LDA阈值2）。结果

显示，对照组的差异性优势菌属是乳酸杆菌属（Lac-

tobacillus）和毛螺菌属（Lachnospiraceae NK4A136-

group）；模型组的差异性优势菌属是粪杆菌属（Fae-

calibaculum）、杜博菌属（Dubosiella）、异杆菌属（Al-

lobaculum）、瘤胃球菌 UCG-013（Ruminococcaceae

UCG-013）、Coriobacteriaceae UCG-002、回肠杆菌属

（Ileibacterium），见图8。
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图7 组间差异物种分析

图8 LEfSe差异分析

2.3.8 肠道菌群功能预测分析 为了进一步评估

AFLD发展过程中对小鼠肠道菌群的影响,本研究

采用 PRCRUSt2 软件通过EC数据库，将菌群与功

能建立了映射，进行功能预测，并对差异功能进行

KEGG通路富集分析。与对照组相比，模型组小鼠

肠道菌群在丙氨酸转移酶〔UDP-N-acetylmuramoyl-

pentapeptide- lysine N(6)- alanyltransferase〕、谷胱甘

肽水解酶（glutathione hydrolase）、γ-谷氨酰转移酶

（gamma- glutamyltransferase）、腐胺氨甲酰转移酶

（putrescine carbamoyltransferase）、组蛋白乙酰转移

酶（histone acetyltransferase）的 KEGG 途径上显著

增加（P＜0.05），而 α-半乳糖苷酶（alpha-galactosi-

dase）通路显著降低（P＜0.05），见图9、表1。

图9 功能预测KO差异分析

表1 相关代谢通路名称

编号

EC：1.5.1.24
EC：3.2.1.58
EC：4.1.1.83
EC：6.1.2.1

EC：2.7.1.175
EC：1.13.11.4
EC：4.1.1.82
EC：5.4.2.9

EC：5.3.3.18

EC：3.2.1.22
EC：2.3.1.48
EC：2.1.3.6
EC：2.3.2.2

EC：3.4.19.13

EC：2.3.2.10

名称

N (5)-( carboxyethyl ) ornithine synthase
Glucan 1,3-beta-glucosidase

4-hydroxyphenylacetate decarboxylase
D-alanine--( R )-lactate ligase

Maltokinase
Gentisate 1,2-dioxygenase

Phosphonopyruvate decarboxylase
Phosphoenolpyruvate mutase

2-(1,2-epoxy-1,2-dihydrophenyl )
acetyl-CoA isomerase

Alpha-galactosidase
Histone acetyltransferase

Putrescine carbamoyltransferase
Gamma-glutamyltransferase

Glutathione hydrolase

UDP-N-acetylmuramoylpentapeptide-
lysine N (6)-alanyltransferase

blank：对照组；JJ：模型组。

图6 小鼠属水平物种丰度展示图
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3 讨 论

本研究中，对照组小鼠每天喂食 TP4030C，模

型组小鼠每天喂食含有 4%乙醇的 TP4030B，连续

30 d后，HE病理结果显示，模型组小鼠大约 70%肝

细胞出现小泡、中泡及大泡性脂肪变性，根据《酒精

性肝病诊疗指南（2023版）》可诊断为AFLD F3度，

小鼠AFLD造模成功。

16S rDNA测序分析揭示了AFLD进展过程中

肠道微生物群组成的变化。结果表明，相较于对照

组，通过酒精饲料喂食显著降低了小鼠肠道微生物

的α多样性指数，导致菌群丰富度受损。β多样性分

析显示，模型组与对照组组间差异显著大于组内差

异，揭示通过酒精饲料喂食显著改变了小鼠肠道菌

群结构。这一变化与AFLD的发生可能相关，与既

往研究[11]结果相一致。此外，在属水平上，各组优势

菌属存在差异。在对照组中，潜在有益菌如乳酸杆

菌属、杜博菌属等占据优势。酒精饲料喂食处理

后，异杆菌属的相对丰度在模型组中显著增加，异

杆菌属通常被视为有益菌，对肠道屏障功能的维持

和抗炎作用至关重要[17-18]。酒精饲料喂食小鼠引起

的肝组织变化可能导致肠屏障破坏，进而影响肠道

菌群结构，异杆菌属数量的增加，反映了肠道微生

物群落在维持结构平衡和肠屏障完整性方面的自

然调整反应。

进一步LEfSe差异分析及组间差异分析发现，

模型组中有益菌种乳酸杆菌属相对丰度显著降低；

某些潜在病原菌如粪杆菌属相对丰度显著升高。

乳酸杆菌属是人类肠道中的有益菌之一。研究表

明，乳酸杆菌产生大量的挥发性脂肪酸，可抑制需

氧性有害菌的过度产生，从而维持肠道菌群的平

衡[19-20]。

KEGG通路富集分析显示，与对照组相比，模型

组小鼠肠道菌群在丙氨酸转移酶、谷胱甘肽水解

酶、γ-谷氨酰转移酶、腐胺氨甲酰转移酶、组蛋白乙

酰转移酶的KEGG途径上显著增加，而α-半乳糖苷

酶通路显著降低。提示通过酒精饲料喂食显著影

响了小鼠肠道菌群功能，尤其是在转移酶代谢相关

途径。揭示了AFLD进展过程中肠道内独特的微生

物群特征和微生态变化，有助于发现AFLD新型生

物标志物和治疗靶点，但其相关性仍需进一步的研

究验证。以上研究提示，AFLD小鼠的肠道菌群物

种丰富度显著减少，肠道菌群结构变化显著，某些

细菌可以作为微生物群落调节疗法的靶标[21]，例如

乳酸杆菌属，可能为AFLD的精准治疗开辟新途径。

此外，以往涉及AFLD的研究表明，使用Lieber-

DeCarli流质饲料构建AFLD模型的小鼠，在探索其

肠道菌群变化时检测部位多数为粪便[22]和盲肠[23]，

而对小肠微生物群落的研究较少。然而Yan等[24]发

现，每个肠段的功能和菌群是不同的，使用粪便样

本作为分析肠道微生物组成的方法存在一个主要

缺点，即粪便主要反映了结肠末端的微生物群体。

因此，利用粪便或盲肠内容物作为肠道菌群研究的

材料，其能否全面地反映整个肠道微生物群落的情

况，仍有待证明。

本研究以AFLD小鼠小肠的肠道菌群变化特征

为研究对象，揭示了其在小鼠AFLD进展过程中的

作用，为AFLD小鼠肠道菌群变化的全面性研究增

加了理论依据。此外，通过对微生物群落的干预措

施来减轻或逆转AFLD进展也具有一定潜力，本研

究的发现也为其奠定基础。
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