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二乙基亚硝胺诱导的大鼠肝癌前期病变肠道微生物组

-短链脂肪酸代谢途径的动态变化及益生素干预效应*

卢宏全1**,时彩艳2,林明利3,张诚胜4

(1.海南西部中心医院肿瘤内科,海南儋州
 

571700;2.海南西部中心医院放疗科;

3.儋州市人民医院检验科;4.海南医学院第二附属医院肿瘤内科)

【摘要】 目的 探讨二乙基亚硝胺(DEN)诱导的大鼠肝癌前期病变中肠道微生物组-短链脂肪酸代谢途径的动态变化,

以及益生素干预的效应。 方法 本研究选用雄性SD大鼠,通过一次性腹腔注射DEN诱导肝癌模型。实验分为对照

组、DEN模型组和DEN模型干预组,后者自DEN注射次日起接受益生菌饮食干预。通过16S
 

rRNA基因测序分析肠

道菌群组成,采用气相色谱-质谱联用(GC-MS)检测粪便中的SCFA含量,并通过生化指标、组织病理学检测和分子生物

学方法评估干预效果。 结果 DEN模型组大鼠的体重增长显著缓慢(30±20
 

g),肝功能损害指标(ALT、AST、ALP、

GGT)显著升高,与对照组(体重增长50±15
 

g;ALT
 

35±5
 

U/L,AST
 

30±4
 

U/L,ALP
 

90±10
 

U/L,GGT
 

20±3
 

U/L)

和干预组(体重增长40±18
 

g;ALT
 

70±15
 

U/L,AST
 

65±10
 

U/L,ALP
 

150±20
 

U/L,GGT
 

45±8
 

U/L)相比有统计学

差异。DEN模型组大鼠的 HGF、TGF-β和α-SMA表达量显著高于对照组和干预组。肠道菌群分析显示,DEN模型组

的Chao1和Shannon指数显著低于对照组和干预组。SCFA分析结果表明,DEN模型组大鼠的丙酸(0.52±0.19
 

mmol/L)和异戊酸(0.36±0.054
 

mmol/L)含量显著降低,而在DEN模型干预组中丙酸(0.80±0.21
 

mmol/L)和异戊酸

(0.64±0.19
 

mmol/L)含量较DEN模型组显著恢复。 结论 DEN诱导的大鼠肝癌模型中,肠道微生物组结构和

SCFA代谢途径发生显著变化,益生素干预可以改善肠道微生物组成,增加SCFA产量,减轻肝脏损伤,对抗肝脏纤维化

和肿瘤发展。这些发现为利用肠道微生物组和SCFA代谢途径预防和治疗肝癌提供了新的视角。

【关键词】 二乙基亚硝胺(DEN);肝细胞癌(HCC);肠道微生物组;短链脂肪酸(SCFAs);益生素干预

【文献标识码】 A   【文章编号】 1673-5234(2024)07-0761-07

[Journal
 

of
 

Pathogen
 

Biology.
 

2024
 

Jul.;19(7):761-767.]

Dynamic
 

changes
 

of
 

gut
 

microbiome-short-chain
 

fatty
 

acid
 

metabolic
 

pathways
 

in
 

diethylnitrosamine-
induced

 

rat
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

preneoplastic
 

lesions
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

probiotic
 

intervention
LU

 

Hongquan1,SHI
 

Caiyan2,LIN
 

Mingli3,ZHANG
 

Chengsheng4 (1.Oncology
 

Department
 

of
 

Hainan
 

Western
 

Central
 

Hospital,Danzhou,Hainan
 

571700,China;2.Hainan
 

Western
 

Central
 

Hospital,Radiotherapy
 

Department;3.Laboratory
 

Department
 

of
 

Danzhou
 

People􀆳s
 

Hospital;4.Department
 

of
 

Oncology,Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Hainan
 

Medical
 

College)***

【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

dynamic
 

changes
 

of
 

intestinal
 

microbiome-short-chain
 

fatty
 

acid
 

metabolic
 

pathways
 

in
 

diethylnitrosamine
 

(DEN)-induced
 

liver
 

precancerous
 

lesions
 

in
 

rats
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

probiotic
 

intervention.
 Methods Male

 

SD
 

rats
 

were
 

used
 

in
 

this
 

study,and
 

the
 

liver
 

cancer
 

model
 

was
 

induced
 

by
 

a
 

one-time
 

intraperitoneal
 

injection
 

of
 

DEN.
 

The
 

experiment
 

was
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group,a
 

DEN
 

model
 

group
 

and
 

a
 

DEN
 

model
 

intervention
 

group,with
 

the
 

latter
 

receiving
 

probiotic
 

dietary
 

intervention
 

starting
 

from
 

the
 

day
 

after
 

DEN
 

injection.
 

The
 

composition
 

of
 

intestinal
 

flora
 

was
 

analyzed
 

by
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequencing,the
 

SCFA
 

content
 

in
 

feces
 

was
 

detected
 

by
 

gas
 

chromatography-mass
 

spectrometry
 

(GC-MS),and
 

the
 

intervention
 

effect
 

was
 

evaluated
 

by
 

biochemical
 

indicators,

histopathological
 

testing
 

and
 

molecular
 

biology
 

methods. Results The
 

weight
 

growth
 

of
 

the
 

rats
 

in
 

the
 

DEN
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

slower
 

(30±20
 

g),and
 

the
 

liver
 

function
 

damage
 

indicators
 

(ALT,AST,ALP,GGT)
 

were
 

significantly
 

increased.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(weight
 

gain
 

50±15
 

g;ALT
 

35±5
 

U/L,AST
 

30±4
 

U/L,ALP
 

90±10
 

U/L,GGT
 

20±3
 

U/L)
 

and
 

the
 

intervention
 

group
 

(weight
 

gain
 

40±18
 

g;ALT
 

70±15
 

U/L,AST
 

There
 

was
 

a
 

statistical
 

difference
 

compared
 

with
 

65±10
 

U/L,ALP
 

150±20
 

U/L,GGT
 

45±8
 

U/L).
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

HGF,

TGF-β
 

and
 

α-SMA
 

in
 

rats
 

in
 

the
 

DEN
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

intervention
 

group.
 

Intestinal
 

flora
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

Chao1
 

and
 

Shannon
 

index
 

of
 

the
 

DEN
 

model
 

group
 

were
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significantly
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

control
 

group
 

and
 

intervention
 

group.
 

SCFA
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

contents
 

of
 

propionic
 

acid
 

(0.52±0.19
 

mmol/L)
 

and
 

isovaleric
 

acid
 

(0.36±0.054
 

mmol/L)
 

in
 

rats
 

in
 

the
 

DEN
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

reduced,while
 

in
 

the
 

DEN
 

model
 

intervention
 

group,the
 

contents
 

of
 

propionic
 

acid
 

were
 

significantly
 

reduced.
 

The
 

contents
 

of
 

isovaleric
 

acid
 

(0.80±0.21
 

mmol/L)
 

and
 

isovaleric
 

acid
 

(0.64±0.19
 

mmol/L)
 

were
 

significantly
 

restored
 

compared
 

with
 

the
 

DEN
 

model
 

group. Conclusion In
 

the
 

DEN-induced
 

rat
 

liver
 

cancer
 

model,the
 

intestinal
 

microbiome
 

structure
 

and
 

SCFA
 

metabolic
 

pathways
 

undergo
 

significant
 

changes.
 

Prebiotic
 

intervention
 

can
 

improve
 

the
 

intestinal
 

microbial
 

composition,increase
 

SCFA
 

production,reduce
 

liver
 

damage,and
 

combat
 

liver
 

fibrosis
 

and
 

tumor
 

development.
 

These
 

findings
 

provide
 

a
 

new
 

perspective
 

on
 

using
 

the
 

gut
 

microbiome
 

and
 

SCFA
 

metabolic
 

pathways
 

to
 

prevent
 

and
 

treat
 

liver
 

cancer.
【Keywords】  Diethylnitrosamine

 

(DEN);hepatocellular
 

carcinoma
 

(HCC);gut
 

microbiome;short-chain
 

fatty
 

acids
 

(SCFAs);probiotic
 

intervention

  肝癌是全球癌症相关死亡的主要原因之一,近年

来,尽管治疗方法得到不断提升,但其发病率仍逐年上

升,预后依然不甚理想[1-2]。肝癌的发病机制复杂,涉
及多种生物标志物和多因素病因[3-4],这些特点持续挑

战着有效治疗和改善预后的努力。肠道微生物群对宿

主肝功能的影响已经揭示了肿瘤发生的新视角[5
 

-6],
特别是短链脂肪酸(SCFAs)在代谢中的作用[7-8]。二

乙基亚硝胺(DEN)诱导的啮齿动物肝癌模型为研究

与人类疾病相类似的肝癌多阶段过程提供了宝贵的视

角[9-10]。DEN的代谢活化可导致 DNA 加合物的形

成、突变和随后的致癌转化[11-12]。然而,这种模型中肠

道微生物组及其代谢产物,例如SCFAs的作用尚未得

到充分研究。肠道微生物失衡已经与多种肝脏疾病的

发病机制联系在一起,肠肝轴假说支持了肠道微生物

与肝脏健康之间的双向关系[13-15]。SCFAs,包括丁

酸、丙酸和乙酸,不仅是结肠上皮细胞的关键能量来

源,还 调 节 炎 症 反 应 和 肝 脏 代 谢,影 响 肝 癌 的 发

生[16-17]。因此,阐明DEN诱导的肝癌模型中肠道微

生物组成的动态变化及其SCFA代谢谱对于理解肝

癌发展的病理生理机制,以及识别新的生物标志物和

治疗靶点至关重要。本研究旨在描绘DEN诱导的肝

癌大鼠模型中肠道微生物群及其SCFA代谢产物的

变化,从而为预防、诊断和治疗 HCC提供新的策略和

方向。

材料与方法

1 实验动物

实验采 用 雄 性6~8周200~250
 

g
 

Sprague-
Dawley

 

(SD)大鼠,动物在特定病原体自由(SPF)条件

下饲养,光照周期光/暗比为12
 

h/12
 

h,饲养环境的温

度控制为22±2
 

℃,湿度为50%~60%。实验前进行

为期1周的适应性饲养,期间自由进食和饮水。实验

方案按照国家和机构关于动物护理和使用的指导原

则,并通过单位伦理委员会的批准。

2 动物模型

将SD大鼠随机分为3组:对照组、DEN模型组

和DEN模型干预组,每组10只。对照组:动物接受

等体积的生理盐水腹腔注射。DEN模型组:动物通过

一次性腹腔注射特定剂量的DEN(50
 

mg/kg体重)以
诱导肝癌模型。实验第16周,通过组织病理学检测评

估肝脏结构和肿瘤的生长情况。在实验结束时取部分

大鼠进行肝脏组织切片、HE染色评估肝脏病变程度。

DEN模型干预组:在DEN注射诱导肝癌模型后,从第

2
 

d起,每天通过口鼻给予益生菌饮食。所有动物将

在实验开始后的第2
 

d开始接受治疗,持续至实验结

束,共16周。实验期间每周监测大鼠体重和一般健康

状况,以评估干预效果。

3 微生物组分析

实验结束后,收集大鼠粪便样本进行16S
 

rRNA
基因测序分析。利用特定引物扩增细菌16S

 

rRNA基

因V3-V4区域,并通过高通量测序平台进行测序

(Illumina
 

NovaSeq,美国)。获得的序列数据进行质

量控制、操作分类单元(OTU)聚类和物种注释。

4 短链脂肪酸的测定

利用气相色谱-质谱联用(GC-MS)检测粪便中的

SCFA含量。粪便样本经过同位素稀释的内标法进行

标准化处理,之后进行衍生化反应和色谱分离。通过

与标准品对照,定量分析乙酸、丙酸、丁酸和异戊酸等

SCFAs的浓度。

5 统计学分析

所有统计分析使用R语言(v4.2.3)实现。连续

变量以均值±标准差(Mean±SD)。采用Spearman
相关性分析获得差异菌群与差异菌群、差异代谢物与

差异代谢物、差异代谢物与差异菌群之间的关系。采

用Pearson 相关性分析获得差异代谢产物与血清生化

学指标之间的关系。两组间比较采用Student􀆳s
 

t检

验,三组及以上组间比较采用单因素方差分析(one-
way

 

ANOVA),然后用Dunnett法对两两比较的结果

进行校正。P<0.05为差异有统计学意义。
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结 果

1 肝功能相关的生化指标

DEN模型组的体重增长(30±20
 

g)较对照组(50
±15

 

g)和干预组(40±18
 

g)显著减缓。生化指标分

析显示,DEN模型组的肝功能损害明显,ALT(120±
25

 

U/L)、AST(110±20
 

U/L)、ALP(210±30
 

U/L)
和GGT(85±15

 

U/L)水平均显著高于对照组(ALT
 

35±5
 

U/L,AST
 

30±4
 

U/L,ALP
 

90±10
 

U/L,

GGT
 

20±3
 

U/L)和干预组(ALT
 

70±15
 

U/L,AST
 

65±10
 

U/L,ALP
 

150±20
 

U/L,GGT
 

45±8
 

U/L)。
分子标志物的表达量也反映了相同的趋势,DEN模型

组的 HGF、TGF-β和α-SMA 的相对表达量分别为

3.5±0.5、4.0±0.6和3.8±0.4,而在干预组中这些

指标显著降低,分别为2.0±0.3、2.5±0.4和2.2±
0.2,对照组分别为1.0±0.1。详细特征参数见表1。

表
 

1 各组大鼠模型的生化指标对比
Table

 

1 Comparison
 

of
 

biochemical
 

indicators
 

of
 

rat
 

models
in

 

each
 

group

生化指标
对照组
(n=10)

DEN模型组
(n=10)

DEN模型
干预组(n=10) P1 P2 P3

体重增长(g) 50.12±15.51 30.01±20.99 40.07±18.50 <0.001 <0.027 0.021
ALT

 

(U/L) 35.70±5.55 120.15±25.14 70.01±15.44 <0.001 <0.001 0.007
AST

 

(U/L) 30.92±4.61 110.09±20.01 65.11±10.77 <0.001 <0.001 0.011
ALP

 

(U/L) 90.82±10.55 210.10±30.41150.37±20.10 <0.001 <0.001 0.004
GGT

 

(U/L) 20.43±3.90 85.48±15.33 45.10±8.16 <0.001 0.032 0.034
  注:ALT:丙氨酸转氨酶;AST:天冬氨酸转氨酶;ALP:碱性磷酸酶;GGT:γ-谷氨酰转肽
酶;HGF:肝细胞生长因子;TGF-β:转化生长因子-β;α-SMA:α-平滑肌肌动蛋白;P1:
DEN模型组vs对照组;P2:DEN模型干预组vs对照组;P3:DEN模型组vs

 

DEN模型干预组。

2 影像学和分子生物学结果

HE染色结果显示,对照组的大鼠肝脏结构正常,
未观察到异常增生。DEN模型组的大鼠在实验的第

16周时,有80%(8/10)的大鼠显示肝脏结构不规则,
存在多发性小结节。DEN 模型干预组的大鼠中有

50%(5/10)显示类似模型组的肝脏异常,但结节数量

和大小较模型组小(图1)。

图
 

1 对照组、DNE模型组和DEN模型干预组第6周镜下

HE染色肝脏组织

Fig.1 HE
 

liver
 

tissue
 

under
 

microscope
 

at
 

the
 

6th
 

week
 

in
 

the
control

 

group,DNE
 

model
 

group
 

and
 

DEN
 

model
 

intervention
 

group

Western
 

blot分析的结果见表2和图2。与对照

组相比,DEN 模型组肝脏的 HGF表达水平(3.5±
0.5,P<0.05)显著升高,DEN模型干预组也显著升

高(2.0±0.3,P<0.05);同时,DEN模型组的 HGF
表达水平与DEN模型组相比也显著升高(3.5±0.5

 

vs
 

2.0±0.3,P<0.05)。TGF-β在3组之间的表达

情况与 HGF类似,与对照组相比,DEN 模型组的

TGF-β表达水平(4.0±0.6,P<0.05)显著升高,

DEN模型干预组也显著升高(2.5±0.4,P<0.05);同
时,DEN与DEN模型组相比也显著升高(4.0±0.6

 

vs
 

2.5±0.4,P<0.05)。同样地,与对照组的α-SMA
表达量相比,DEN模型组(3.8±0.4)和DEN模型干

预组(2.2±0.2)的表达水平均显著升高(P<0.05),
而α-SMA 在 DEN 模型组的表达水平也显著高于

DEN模型干预组(3.8±0.4
 

vs
 

2.2±0.2,P<0.05)。

图
 

2 各组间不同因子 Western
 

blot结果

Fig.2 Western
 

blot
 

results
 

of
 

different
 

factors
 

among
 

each
 

group

表
 

2 各组大鼠模型中不同因子在肝脏中的表达量对比
Table

 

2 Comparison
 

of
 

expression
 

levels
 

of
 

different
 

molecules
in

 

the
 

liver
 

of
 

rat
 

models
 

in
 

each
 

group

因子
对照组
(n=10)

DEN模型组
(n=10)

DEN模型
干预组(n=10) P1 P2 P3

HGF 1.01±0.15 3.56±0.51 2.08±0.37 <0.001 <0.001 0.027
TGF-β 1.03±0.17 4.09±0.62 2.59±0.43 <0.001 <0.001 0.031
α-SMA 1.08±0.11 3.83±0.45 2.21±0.22 <0.001 <0.001 0.029
  注:P1:DEN模型组vs对照组;P2:DEN模型干预组vs对照组;P3:DEN
模型组vs

 

DEN模型干预组。

3 肠道菌群组成结构分析

16S
 

rRNA基因测序分析显示,各组大鼠模型肠

道菌群门水平(Phylum)前10丰度占比的群菌分别为

疣微菌门、厚壁菌门、变形菌门、放线菌门、拟杆菌门、
肠杆菌门、梭杆菌门、酵母菌门、螺旋菌门和保形菌门

(图3)。生物多样性分析结果显示,DEN模型组大鼠

的肠道菌群与对照组和干预组相比,Chao1(36.30±
5.09

 

vs
 

44.62±4.36,P<0.05)和Shannon(4.25±
0.33

 

vs
 

5.99±0.43,P<0.05)多样性指数均显著降

低(图4)。对照组与干预组的Chao1(44.62±4.36
 

vs
 

36.30±5.09,P>0.05)和Shannon(5.99±0.43
 

vs
 

5.56±0.58,P>0.05)指数相比无明显的统计学差异

(图4)。

·367·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2024年7月 第19卷第7期

Jul.2024, Vol.19,No.7



图
 

3 各组大鼠模型肠道菌群门水平(Phylum)菌种(Top10)
微生物结构组成

Fig.3 Microbial
 

structure
 

composition
 

of
 

intestinal
 

flora
 

phylum
level

 

species
 

(Top10)
 

in
 

each
 

group
 

of
 

rat
 

models

图
 

4 各组大鼠模型粪便样本中肠道菌群α多样性比较

Fig.4 Comparison
 

of
 

alpha
 

diversity
 

of
 

intestinal
 

flora
in

 

fecal
 

samples
 

of
 

rat
 

models
 

in
 

each
 

group

对肠道菌群的门水平丰度进行差异分析的结果显

示(图5),DEN模型组与对照组和干预组相比,拟杆

菌门和放线菌门的丰度显著减少约2.52%和3.26%,
以及1.98%和2.17%(P<0.05,表3),而厚壁菌门、
疣微 菌 门 和 变 形 菌 门 的 丰 度 显 著 增 加3.29%和

4.4%,2.18%和2.8%,以及2.62%和1.91%(P<
0.05,表3)。主坐标分析结果显示3组模型之间的肠

道微生物组成的各自聚类趋势明显(图6),提示接受3
种不同干预的大鼠模型的肠道微生物组成存在明显差

异。LEfSe分析对比3组模型中存在显著丰度差异的

微生物群落,结果亦显示出了各组之间的肠道菌群特

征(图7)。

表
 

3 各组大鼠模型中门水平(Phylum)肠道菌群丰度对比
Table

 

3 Comparison
 

of
 

intestinal
 

flora
 

abundance
 

at
 

the
 

phylum
level

 

in
 

each
 

group
 

of
 

rat
 

models
肠道菌群 对照组 DEN模型组 DEN模型干预组 P1 P2 P3
保形菌门 10.25±1.6 10.16±1.56 9.64±1.90 0.152 0.863 0.421
厚壁菌门 11.04±1.42 14.33±1.53 9.93±1.50 0.688 0.021 0.002
变形菌门 9.00±1.54 11.62±2.05 9.71±1.32 0.621 0.018 0.007
拟杆菌门 9.60±1.10 7.08±1.75 10.34±1.35 0.123 0.026 0.022
放线菌门 9.94±0.95 8.05±1.64 10.22±2.27 0.848 0.015 0.006
梭杆菌门 10.87±0.79 9.76±1.72 9.25±1.10 0.247 0.629 0.290
疣微菌门 9.65±1.07 11.83±1.86 9.03±1.41 0.433 0.003 0.013
肠杆菌门 10.26±1.38 9.38±2.24 10.33±2.08 0.537 0.434 0.182
螺旋菌门 10.06±1.34 9.62±1.81 10.16±1.49 0.554 0.616 0.216
酵母菌门 9.34±1.86 9.18±1.59 11.39±1.03 0.531 0.675 0.219
  P1:DEN模型组vs对照组;P2:DEN模型干预组vs对照组;P3:DEN模型组vs

 

DEN模
型干预组。

图
 

5 各组大鼠模型样本中门水平(Phylum)肠道菌群的
丰度差异聚类热图(图中数值为z-score归一化后的相对丰度值)
Fig.5 Clustering

 

heat
 

map
 

of
 

the
 

abundance
 

differences
 

of
 

intestinal
flora

 

at
 

the
 

phylum
 

level
 

in
 

rat
 

model
 

samples
 

from
 

each
 

group
 

(the
values

 

are
 

the
 

relative
 

abundance
 

values
 

after
 

z-score
 

normalization)

4 短链脂肪酸含量

此外,GC-MS分 析 结 果 表 明,与 对 照 组 相 比,

DEN模型组中的丙酸(1.03±0.21
 

mmol/L
 

vs
 

0.52
±0.19

 

mmol/L,P<0.05)和异戊酸(0.85±0.17
 

vs
 

0.36±0.054
 

mmol/L,P<0.05)含量均有显著降低

(表4)。同时,DEN 模型干预组大鼠粪便中的丙酸

(0.80±0.21
 

mmol/L
 

vs
 

0.52±0.19
 

mmol/L,P<
0.05)和异戊酸(0.64±0.19

 

mmol/L
 

vs
 

0.36±0.054
 

mmol/L,P<0.05)含量较DEN模型组显著恢复(表

4)。乙酸和丁酸的含量在3组模型鼠之间对比未发现

明显的统计学差异(P>0.05)。
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图
 

6 各组大鼠模型样本肠道菌群操作分类单元(OTU)
主坐标分析结果

Fig.6 Principal
 

coordinate
 

analysis
 

results
 

of
 

operational
taxonomic

 

units
 

(OTU)
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

rat
 

model
 

samples
from

 

each
 

group

  从中心向外辐射的圆圈代表分类级别。节点的大小代表物种的相

对丰度。各组之间没有显着差异的物种的节点统一为黄色。
 

其余节点

的颜色对应于图中指定的组颜色。例如,红色节点表示该分类单元在

组间具有显着差异,并且在对照组中丰度最高。
图

 

7 各组间LDA效应大小分析Cladogram图

Fig.7 Cladogram
 

plot
 

of
 

LDA
 

effect
 

size
 

analysis
 

between
 

groups

表
 

4 通过GC-MS鉴定的各组间短链脂肪酸含量对比

Table
 

4 Comparison
 

of
 

short-chain
 

fatty
 

acid
 

content
between

 

3
 

groups
 

identified
 

by
 

GC-MS
短链脂肪酸 对照组 DEN模型组 DEN模型干预组 P1 P2 P3
丙酸含量
(mmol/L) 1.03±0.21 0.52±0.19 0.80±0.21 <0.001 0.018 0.012

异戊酸含量
(mmol/L) 0.85±0.17 0.36±0.054 0.64±0.19 <0.001 0.002 0.033

  P1:DEN模型组vs对照组;P2:DEN模型干预组vs对照组;P3:DEN模型组vs
 

DEN模
型干预组。

Pearson相关性分析显示异戊酸和丙酸的含量与

丙氨酸转氨酶(ALT)和天冬氨酸转氨酶(AST)显著

负相 关;同 时,异 戊 酸 的 含 量 与 γ-谷 氨 酰 转 肽 酶

(GGT)显著负相关(图8)。此外,对3组大鼠模型肠

道 菌 群 的 优 势 菌 种 与 短 链 脂 肪 酸 的 含 量 进 行

Spearman 相关性分析结果显示,异戊酸与拟普雷沃

氏菌属、拟杆菌属和 Muribaculaceae菌属呈正相关

(图9)。

红色代表相关,蓝色代表相关,颜色越深代表相关强度越大。
图

 

8 SCFA与血清生化参数之间Spearman相关性热图

Fig.8 Spearman
 

correlation
 

heat
 

map
 

between
 

SCFA
and

 

serum
 

biochemical
 

parameters

  红色代表相关,蓝色代表相关相关性,颜色越深表示相关性越强。
图

 

9 各组大鼠模型中前10种肠道优势菌群与短链脂肪酸

SCFA的Spearman相关性热图

Fig.9 Spearman
 

correlation
 

heat
 

map
 

of
 

the
 

top
 

10
 

dominant
intestinal

 

flora
 

and
 

short-chain
 

fatty
 

acids
 

SCFA
 

in
 

each
 

group
of

 

rat
 

models

讨 论

本研究结果显示,DEN处理显著加剧了大鼠的肝

损伤,肝功能生化指标(ALT、AST、ALP、GGT)及肝

脏病理学变化都证实了这一点。这些结果与其他使用

DEN诱导的肝癌模型的研究结果一致,证实了DEN
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是一个有效的肝致癌剂,能够在大鼠中复制与人类肝

癌相似的发病过程[18-19]。值得注意的是,在DEN模

型干预组中,益生菌的应用显著减轻了DEN引起的

肝脏损伤,生化指标和分子标记物(HGF、TGF-β和α-
SMA)的水平显著下降。这一现象提示,干预措施可

能通过改善肠道微生物群来施展其保护作用,这与肠

肝轴的概念相符合,后者指出肠道微生物群的失衡与

肝脏疾病密切相关[14,20]。肠道微生物组的变化与肝

脏病变之间的联系已经在多项研究中得到了证实,特
别是对于肠道微生物组产生的SCFAs,其对肝功能的

保护作用已经被广泛报道[21]。
在本研究中,DEN模型组的肠道微生物组的多样

性显著下降,这可能是由于DEN的毒性效应及其对

肝脏代谢的影响,进而影响了肠道环境。而益生菌的

干预恢复了肠道微生物多样性,并显著改变了微生物

丰度,这可能与益生菌对肠道微生物生态平衡的正面

影响有关。短链脂肪酸(SCFAs)是肠道菌群发酵膳食

纤维的产物,对于维持肠道健康和调节免疫系统具有

至关重要的作用[22]。本研究中,DEN 模型组大鼠

SCFA的含量显著降低,特别是丙酸和异戊酸。这些

变化可能与肠道菌群组成的改变有关,研究指出,特定

的微生物群落如拟杆菌门和放线菌门与SCFA的产

生密切相关[23-24]。在DEN模型干预组中,益生菌的

投给显著提高了丙酸和异戊酸的水平,这一发现表明

益生菌可能通过促进特定产酸菌群的增长而改善了

SCFA的产生。此外,SCFA 含量与肝脏损伤指标

(ALT和AST)呈负相关,这支持了SCFAs对肝脏有

保护作用的假设,并可能通过抑制炎症反应和调节代

谢途径实现[25-26]。HGF、TGF-β和α-SMA的表达水

平在DEN模型组中显著升高,与肝脏损伤和纤维化

程度相关。HGF是肝细胞生长因子,通常在肝脏再生

和修复中起作用,但在肝脏疾病进展中 也 可 能 升

高[27]。TGF-β是一种多功能细胞因子,其在肝纤维化

和肝癌发展中的促进作用已得到广泛研究证实[28]。

α-SMA是肌肉细胞的标记物,其表达的增加通常与肝

脏纤维化相关[29]。
在DEN模型干预组中,益生菌的应用降低了这

些分子标记物的表达,表明益生菌可能通过抑制肝脏

病理过程中的关键信号途径来发挥其抗肝癌效应。本

研究中,DEN处理导致的肠道微生物组结构的变化,
尤其是厚壁菌门、疣微菌门和变形菌门的丰度增加,拟
杆菌门和放线菌门的丰度减少,这可能与肝癌的发展

过程有关。先前的研究也表明,肠道微生物失衡与肝

癌发展密切相关[30]。益生菌的干预可能通过恢复肠

道微生物的正常平衡,降低了肠道菌群引起的炎症和

其他肝癌相关的代谢途径,从而发挥了其抗致癌效应。

尽管本研究提供了益生菌干预在DEN诱导的肝癌大

鼠模型中的潜在效果,但仍存在一些限制和未解决的

问题。未来的研究需要在更大的样本量上进行验证,
并探索不同种类的益生菌对肠道微生物组和SCFA
代谢的具体影响。此外,肠道微生物组与宿主肝脏之

间的相互作用机制,以及SCFAs的具体代谢途径在肝

癌发展中的作用仍需深入研究。探索益生菌对肝癌治

疗的长期影响和潜在的副作用也同样重要。
综上所述,DEN诱导的肝癌前期病变中,肠道微

生物组和SCFA代谢途径的动态变化对肝癌发展具

有重要影响,而益生菌干预具有改善肠道微生物组成、
增加SCFA产量、降低肝损伤标志物、抑制纤维化和

肝癌相关分子标记物表达的潜力。本研究的发现为预

防和治疗肝癌提供了新的生物学基础,并为未来相关

领域的深入研究指明了方向。
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