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N-乙酰半胱氨酸缓解顺铂肝损伤的作用机制研究
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【摘 要】目的：研究 N-乙酰半胱氨酸（N-acetylcysteine，NAC）对顺铂肝损伤大鼠的肝保护作用以及肠道菌群、白细胞介素 6
（interleukin-6，IL-6）、肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）以及核因子κB（nuclear factor-κB，NF-κB）表达的影响。

方法：雄性 SD 大鼠随机分为对照组（NC 组）、顺铂组（CP 组）和 N-乙酰半胱氨酸组（NAC 组）。NAC 组用 NAC 15 mg/kg连
续灌胃8 d。第5天灌胃30 min后，除NC组外均腹腔注射8 mg/kg顺铂诱导大鼠急性肝损伤。以全自动生化分析仪检测天冬氨

酸转氨酶（aspartate transaminase，AST）、丙氨酸转氨酶（alanine transaminase，ALT）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）和总

胆红素（total bilirubin，TBIL）的含量。计算大鼠的肝指数。用Western blot测定和分析各组大鼠肝组织中NF-κB、IL-6、TNF-α
的相对表达量。利用 16S rDNA 技术对各样本 V3-V4 区扩增信息进行测定与分析。结果：相较于 NC 组，CP 组的 AST、ALT、
ALP和TBIL的含量均明显上升，而NAC的介入逆转了顺铂致大鼠肝功能异常；相较于NC组，CP组大鼠的肝指数明显升高（P=
0.000），而NAC组大鼠肝指数相较于CP组明显下降（P=0.007）；相对于NC组，CP组 IL-6、TNF-α和NF-κB表达都明显上升，而

NAC组降低了这些基因的表达，IL-6和TNF-α表达差异有统计学意义（P=0.006，P=0.000）。相对于NC组，CP组肠道菌群的α
多样性指数均明显升高，而相较于CP组，NAC组肠道菌群的α多样性指数均有下降趋势。在门水平，与CP组比较，NAC组放

线菌门丰度增加而厚壁菌门的丰度减少。在属水平，与CP组比较，NAC组瘤胃球菌属的丰度下降，双歧杆菌属和异杆菌属丰

度升高。结论：NAC能够缓解顺铂急性肝损伤，其机制可能与下调 IL-6、TNF-α和NF-κB的表达以及调节肠道菌群丰度及多

样性有关。
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【Abstract】Objective：To investigate the hepatoprotective effect of N-acetylcysteine（NAC） on rats with liver injury induced by cisplatin 
and its effect on intestinal flora and the expression of interleukin-6（IL-6），tumor necrosis factor- α（TNF-α），and nuclear factor-
kappa B（NF- κB）. Methods：Male Sprague-Dawley rats were randomly divided into control group（CG），cisplatin group（CP），and 
NAC group. The rats in the NAC group were given NAC 15 mg/kg by gavage for 8 consecutive days. At half an hour after intragastric 
administration on the fifth day，all rats except those in the NC group were given intraperitoneal injection of 8 mg/kg cisplatin to induce 
acute liver injury. An automatic biochemical analyzer was used to measure the content of aspartate aminotransferase（AST），alanine 
aminotransferase（ALT），alkaline phosphatase（ALP），and total bilirubin（TBIL）； liver index was calculated for the rats； Western blot 
was used to measure the relative expression levels of NF-κB，IL-6，and TNF-α in liver tissue； the 16S rDNA technique was used to 
measure and analyze the amplification information of the V3-V4 regions of each sample. Results：Compared with the NC group，the CP 

group had significant increases in the content of AST，ALT，ALP，
and TBIL，while NAC reversed the abnormal liver function caused 
by cisplatin. Compared with the NC group，the CP group had a sig⁃
nificant increase in liver index（P=0.000），while the NAC group had 
a significant reduction in liver index compared with the CP group
（P=0.007）. Compared with the NC group，the CP group had signifi⁃
cant increases in the expression levels of IL-6，TNF- α，and NF-
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κB，while the NAC group showed reductions in the expression of these genes，with significant differences in the expression of IL-6 and 
TNF-α（P=0.006 and 0.000）. Compared with the NC group，the CP group had a significant increase in the α-diversity index of intesti⁃
nal flora，while compared with the CP group，the NAC group tended to have a reduction in the α-diversity index of intestinal flora. Com⁃
pared with the CP group at the phylum level，the NAC group had an increase in the abundance of Actinobacteria and a reduction in the 
abundance of Firmicutes. Compared with the CP group at the genus level，the NAC group had a reduction in the abundance of Rumino⁃
coccaceae and increases in the abundance of Bifidobacterium and Allobaculum. Conclusion：NAC can alleviate acute liver injury 
caused by cisplatin，possibly by downregulating the expression of IL-6，TNF-α，and NF-κB and regulating the abundance and diver⁃
sity of intestinal flora.
【Key words】drug-induced liver injury；N-acetylcysteine；liver index；liver function；intestinal flora

药源性肝损伤即药物、中草药及膳食补充剂

所致的肝脏损伤，目前缺乏特异性生物标志物且

其极易发展为急性肝功能衰竭[1]。顺铂是临床常

用的抗肿瘤药物，因其严重的肝损伤给治疗和患

者带来巨大的影响。在国外，N-乙酰半胱氨酸（N-
acetylcysteine，NAC）被认为是治疗药物性肝损伤的

重要药物[2]。近年来，学者们发现 NAC 可以缓解氯

氮平[3]、抗结核药物[4]以及环磷酰胺[5]等诱导的肝损

伤。在治疗药源性肝损伤的临床中具有广泛的应

用前景。前期研究发现 NAC 对因潜在恶性疾病而

接受化疗药物治疗的儿童的肝毒性具有治疗作

用[6]，但其具体机制并不明确。

肠道菌群是定植于人体消化道的微小生物体，

其能够激活体内免疫系统，导致促炎症基因的表

达，进而促进慢性肝脏疾病的发生[7]。前期研究表

明顺铂肝损伤伴随着肠道菌群的丰度和多样性变

化[8]，但NAC的治疗能否对肠道菌群产生治疗作用还

未有报道。因此，本研究旨在探究NAC对顺铂肝损

伤的保护作用、相关蛋白表达以及肠道菌群的影响。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　动物　SPF 级 SD 雄性大鼠，8 周龄，共 15 只，动物生

产许可证号：SCXK（京）2019-0010，由斯贝福（北京）生物技

术有限公司提供。实验过程均在甘肃中医药大学实验动物

中心 SPF级屏障环境内进行。动物实验内容经甘肃中医药

大学实验动物伦理委员会批准（伦理批准号：2023-501）。

1.1.2　试剂与仪器　NAC，批号：S30O11P129148，购于兰州

普兰特生物科技有限公司。顺铂，批号：2H0265B03，购于齐

鲁制药有限公司。白细胞介素 6（interleukin-6，IL-6）抗体、

肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，TNF）抗体、核因子

κB（nuclear factor-κB，NF-κB）抗体（武汉赛维尔生物科技有

限公司，批号分别为 GB11117、GB11188、GB11997）；β-actin
抗体、HRP 标记的兔抗山羊 IgG（武汉赛维尔生物科技有限

公司，货号分别为 GB12001和 GB23204）；苏木素、DAB显色

试剂、BCA 蛋白定量试剂盒（武汉赛维尔生物科技有限公

司，货号 G1004、G1212、G2026）。显微镜（尼康仪器有限公

司E100）；蛋白垂直电泳仪；化学发光仪（CLINX）；分析软件

采用AIWBwellTM（武汉赛维尔生物科技有限公司）。

1.2　方法

1.2.1　造模、分组与给药　SPF雄性大鼠适应性喂养1周后，

随机分成 3组：①对照组（NC组）；②顺铂组（CP组）；③N-乙
酰半胱氨酸组（NAC组）。每组 5只，使用 13.5 mg/kg NAC溶

液灌胃。连续预防给药8 d，在第 5 天灌胃 30 min 后，除对照

组外其他 2 组腹腔注射 8 mg/kg 的顺铂溶液造成大鼠肝损

伤[9]，末次给药禁食不禁水，24 h后戊巴比妥钠麻醉，腹主动

脉取血，收集新鲜粪便，并剖取完整肝脏保存于-80 ℃冰箱。

1.2.2　肝脏指数　末次称重后，剖取全部肝脏，使用 PBS清

洗肝脏血渍并称取对应肝脏重量。以肝指数=肝脏重量/大
鼠体质量×100%计算肝脏指数[10]。

1.2.3　肝功能检测　取大鼠新鲜血液离心，吸出上清并采用

Cobas c 311全自动生化分析仪（德国罗氏）对血清中天冬氨

酸转氨酶（aspartate transaminase，AST）、丙氨酸转氨酶（ala⁃
nine transaminase，ALT）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，
ALP）以及总胆红素（total bilirubin，TBIL）进行定量检测。

1.2.4　Western blot　取适量的肝脏组织，加入蛋白裂解液，

充分低温研磨离心后取上清液采用BCA蛋白定量测定法进

行检测其浓度，按比例加入 5×还原型蛋白缓冲液，沸水浴

15 min后-20 ℃保存。经 10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离、转至聚偏二氟乙烯膜后，5% 脱脂奶粉封闭

30 min，加入一抗，在 4 ℃下孵育过夜（摇床慢摇），然后 Tris
缓冲盐吐温溶液洗膜 3次，加入二抗（1∶5 000），在室温下孵

育 30 min，Tris缓冲盐吐温溶液快速刷洗 3 次后，膜上滴加

ECL 曝光液，在凝胶成像系统中曝光。将胶片进行扫描存

档，使用 PhotoShop 整理去色并用 Alpha 软件处理系统分析

目标带的光密度值。用 Image J软件分析蛋白条带得到积分

光密度值，以β-actin作为内参。目的蛋白相对表达值=目的
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蛋白条带灰度值/β－actin蛋白条带灰度值[11]。

1.2.5　生物信息学分析　用 QIIME2 软件的 DADA2 方法对

原始测序数据在 95% 相似度下进行操作分类单元（opera⁃
tional taxonomic units，OTU）聚类分析。基于 OUT 在不同样

本中的分布，进行 α 多样性和 β 多样性评估。α 多样性包

括Chao1多样性指数（Chao1）、观察到的物种指数（Observed_
species）、辛普森指数（Simpson）和香农指数（Shannon），反映

样本中群落的丰富度和多样性。β 多样性包含 NMDS 分析

和样品聚类分析，结果反映了样本不同分组之间肠道菌落的

结构差异。应用 QIIME2 软件对 OUT 的代表序列进行分类

学分析以获得门和属水平的物种注释信息。

1.3　统计学方法

利用 Graphpad Prism 9.3 软件对数据进行统计和处理，

计量资料以均数±标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用独立样本 t 检验，检验水准

α=0.05。

2　结 果

2.1　大鼠体质量以及肝指数

各组大鼠体质量前期均明显增长，腹腔注射顺铂后 CP
组体质量呈缓慢下降趋势，NAC组大鼠体质量相对接近NC
组大鼠体质量趋势（图 1A）。方差分析 3组大鼠肝指数差异

有统计学意义（F=14.880，P=0.001）；与 NC 组比较，CP 组的

肝指数明显升高（P=0.000）；与 CP组比较，NAC 组的肝指数

呈明显下降趋势（P=0.007），NAC组与NC组肝指数差异无统

计学意义（P=0.177），见图1B。

2.2　大鼠肝功能变化

方差分析 3组大鼠肝功能各指标差异有统计学意义，统

计分析结果分别是AST（F=20.420，P<0.001）、ALT（F=18.010，
P<0.001）、ALP（F=8.922，P<0.001）以及 TBIL（F=4.425，P=
0.005）。与 NC组组比较，CP组血清中 AST、ALT、ALP、TBIL
的含量均升高，差异均有统计学意义（P=0.001、P<0.001、P<
0.001、P=0.002）；NAC 组与 CP 组比较，以上上述 4个指标均

下降（P<0.001、P<0.001、P=0.004、P=0.009），见表1。
2.3　大鼠肝脏蛋白的表达变化

如图 2所示，CP组大鼠肝脏中 IL-6、TNF-α和 NF-κB 3
种蛋白均明显表达。与 CP 组相比，NAC 组大鼠肝脏 IL-6、
TNF-α 和 NF-κB 的表达均有下降。通过对灰度值的计算，

方差分析 3 组大鼠 IL-6、TNF、NF-κB 的表达差异有统计学

意义，统计结果分别是 IL-6（F=11.710，P<0.001）、TNF-α（F=
137.700，P<0.001）和NF-κB（F=13.510，P<0.001）。如表 2所

示，相较于NC组，CP组大鼠的肝脏 IL-6、TNF-α以及NF-κB
的表达上升（均 P<0.001），而相较于 CP 组，NAC 组 IL-6 和

TNF-α的表达下降（P=0.006和P<0.001）；NF-κB的表达差异

无统计学意义（P=0.070）。表明 NAC 可以降低顺铂肝损伤

大鼠肝脏中炎症因子 IL-6、TNF-α以及NF-κB的表达。

注：a，与 NC 组比较，P<0.01；b，与 CP 组比较，P<0.01；c，与 NC 组比

较，P>0.05；n=5
图 1　大鼠体质量变化以及肝指数

表 1　各组大鼠肝功能比较（x±s；n=5）

组别

NC组

CP组

NAC组

F值

P值

AST（U/L）
120.10±9.84

206.10±17.99a

152.80±21.84b

20.420
<0.001

ALT（U/L）
42.06±10.26

104.80±14.08a

62.98±13.92b

18.010
<0.001

ALP（U/L）
190.30±26.69

254.30±23.34a

206.40±17.58b

8.922
<0.001

TBIL（μmolU/L）
13.90±3.56

21.56±0.73a

14.71±4.04b

4.425
<0.001

注：a，与 NC 组比较，P<0.01；b，与 CP 组比较，P<0.01

图 2　大鼠 IL-6、NF-κB 和 TNF-α 蛋白表达
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2.4　α多样性分析

方差分析提示 3 组大鼠 α 多样性指数差异有统计学意

义，统计结果分别是 Chao1多样性指数（F=9.486，P=0.003）、

物种指数（F=11.780，P=0.002）、辛普森指数（F=7.598，P=
0.007）和香农指数（F=13.020，P=0.001）。相较于 NC 组，CP
组大鼠的多样性指数、物种指数、辛普森指数以及香农指数

均升高，差异有统计学意义（P=0.002、P=0.001、P=0.005 和

P=0.001），与 CP 组相比，NAC 组物种指数和香农指数降低

（P=0.008 和 P=0.027），多样性指数和辛普森指数相对降低

（P=0.188和P=0.460）。提示NAC介入改善了顺铂肝损伤大鼠

的肠道菌群的异常菌群丰度的增高以及多样性改变，见表3。
2.5　β多样性分析

NMDS 分析显示，CP 组与 NC 组的轮廓分离较为明显，

NAC 组与 CP 组轮廓分离较为明显（图 3A）。Bray-Curtis 
Anosim分析（图3B）提示样本的组间差异大于组内差异（R>0）。

聚类分析（图 3C）显示，各组样本聚类较好，NAC2 与 CP3 形

成聚类，而其他（NAC1、NAC3、NAC4 和 NAC5）聚类较好且

与CP组相距较远，表明NAC能够影响肝损伤大鼠肠道菌群

的群落结构。

2.6　肠道菌群物种分析

在属水平上，如图 4A所示，S24-7、普雷沃菌属、异杆菌

属等是各组大鼠主要的菌属群。方差分析提示 3组大鼠肠

道菌群的瘤胃球菌属（F=3.408，P=0.0473）、双歧杆菌（F=
4.426，P=0.031）和异杆菌属（F=4.066，P=0.045）的丰度具有

统计学意义。与NC组相比，CP组大鼠肠道菌群中瘤胃球菌

属的丰度升高（P=0.050）而双歧杆菌和异杆菌属的丰度降低

（P=0.033、P=0.040）；与 CP 组相比，NAC 组的瘤胃球菌属的

丰度下降（P=0.143），双歧杆菌和异杆菌属的丰度上升（P=
0.980、P=0.907），但差异无统计学意义。如图 4B所示，方差

分析提示 F/B值具有统计学意义（F=4.802，P=0.042）。相较

于 NC 组，CP 的 F/B 值升高（P=0.035），而相对于 CP 组，NAC
组 F/B 值下降（P=0.299）。如表 4所示，在门水平上，方差分

析提示 3组大鼠肠道菌群的放线菌门（F=3.963，P=0.042）和

厚壁菌门（F=6.036，P=0.022）的丰度变化差异有统计学意

义。与NC组相比，CP组大鼠肠道放线菌门的丰度降低（P=
0.038），厚壁菌门的丰度升高（P=0.013）；相对于 CP组，NAC
组放线菌门的丰度升高（P=0.933），厚壁菌门的丰度降低

（P=0.310）。如图 4C 所示，在门水平上，大鼠肠道菌群中厚

壁菌门和拟杆菌门为丰度最高的 2种菌门，相对丰度分别为

44.3% 和 53.7%。厚壁菌门/拟杆菌门比值的升高被认为肠

道菌群生态系统的紊乱[12]以及慢性应激的产生[13]。综上，

NAC可在一定程度上恢复由顺铂肝损伤大鼠的肠道菌群失

调的情况，改善失调的菌群结构。

表 2　大鼠 IL-6、NF-κB 和 TNF-α 相对表达量（x±s；n=5）

组别

NC组

CP组

NAC组

F值

P值

IL-6
0.30±0.12

1.15±0.16a

0.70±0.15b

11.710
<0.001

TNF-α
0.20±0.06

1.80±0.59a

0.62±0.15b

137.700
<0.001

NF-κB
0.39±0.27

0.94±0.37a

0.78±0.41c

13.510
<0.001

注：a，与 NC 组比较，P<0.01；b，与 CP 组比较，P<0.01，c，与 CP 组比

较，P>0.05

表 3　各组大鼠肠道菌群 α 多样性比较（x±s）

组别

NC组

CP组

NAC组

F值

P值

Chao1多样性指数

2 019.82±82.74

2 395.81±115.80a

2 245.79±158.30b

9.486

0.003

观察到的物种指数

1 839.93±178.88

2 146.92±142.08a

1 887.98±129.39c

11.780

0.002

辛普森指数

0.967±0.012

0.987±0.004a

0.980±0.004b

7.598

0.007

香农指数

7.39±0.25

8.26±0.20a

7.72±0.26d

13.020

0.001

覆盖范围

>98%

>98%

>98%

/

/

注：a，与 NC 组比较，P<0.01；b，与 CP 组比较，P>0.05；c，与 CP 组比较，P<0.01；d，与 CP 组比较，P<0.05

图 3　大鼠肠道菌群 β 多样性分析
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3　讨 论

药源性肝损伤主要表现为肝脏炎症反应，如转

氨酶升高、肝细胞凋亡以及免疫紊乱[14]。NF-κB上

调，则会驱使炎症因子的过表达[15]，如本文中的 IL-
6和 TNF-α。NAC 是一种良好的抗氧化药物，可以

清除自由基以及抗细胞凋亡[16]。本次实验表明，

NAC 降低了 NF-κB 和炎症 IL-6 以及 TNF-α 的表

达，降低了肝脏AST、ALT、ALP以及BILT的表达，对

于抗肿瘤药物顺铂所致肝损伤的缓解具有积极的

作用。

肠道菌群近年来被证明与急性[17]或者慢性[18]肝

脏损伤有极强的关联性。肠道菌群的丰富度和多

样性被认为是肠道紊乱与否的标志[19]。本次研究表

明，顺铂干预后的大鼠肠道菌群α多样性增高，提示

有害菌群丰度升高，与 Gong SH[8]的研究结果一致，

表明本次实验造模的成功。而 NAC 干预后肠道菌

群的 α 多样性降低，接近于 NC 组。表明 NAC 可以

降低顺铂所致异常的肠菌丰度增高以及多样性改

变。β 多样性分析也表明 NAC 干预能够影响顺铂

肝损伤大鼠肠道菌群群落结构。

李莉莉等[20]发现肝硬化肝损伤患者肠道菌群中

瘤胃球菌属丰度明显升高，这与研究中顺铂肝损伤

后肠道菌群瘤胃球菌属丰度明显升高一致。异杆

菌属在生理上能利用碳水化合物生成丁酸，缓解脂

多糖LPS诱导的肠道通透性增加[21]。双歧杆菌属是

放线菌门严格厌氧的革兰阳性多形性杆状细菌，其

有抗菌和病毒、抗炎、降低血脂水平、提高免疫力以

及抗氧化活性等功效[22]。因此异杆菌属和双歧杆菌

属被认为是肠道菌群中有益菌群。进一步分析获

知，NAC治疗后大鼠的肠道菌群中瘤胃球菌属的丰

度下降，双歧杆菌和异杆菌属的丰度上升。表明

NAC可以通过提高有益菌丰度，降低有害菌丰度从

而优化紊乱的肠道菌群结构。

综上可知，NAC可以通过升高有益菌群双歧杆

菌和异杆菌属的丰度，降低有害菌群瘤胃球菌属的

丰度、抑制肝脏中 IL-6 和 TNF-α 以及 NF-κB 的表

达从而缓解顺铂致药源性肝损伤。
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