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丁酸盐改善肝脏缺血再灌注损伤的机制研究
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摘要  目的：探讨肠道丁酸代谢对肝脏缺血再灌注损伤（IRI）的作用及其分子机制。方法：通过 70% 肝脏缺血

建立小鼠 IRI 模型，利用链霉素建立的产丁酸菌缺失模型，外源性给予丁酸盐补充干预，检测不同模型下血清转氨

酶、病理、凋亡、炎症及线粒体超微结构，结合转录组测序、Western Blot 等验证组蛋白去乙酰化酶 3(HDAC3)/NF‑
κB 通路的变化。结果：链霉素处理加重了小鼠 IRI，转氨酶 ALT 和 AST 水平显著升高，肝脏呈现更为广泛的融合

性坏死、肝索断裂及剧烈的炎症细胞浸润，细胞凋亡增多，线粒体嵴的崩解与空泡化加重。外源性补充丁酸盐显著

逆转了上述病理表型。机制上，丁酸盐抑制 HDAC3 活性，稳定 IκBα，阻断 NF‑κB p65 核转位及下游炎症因子释放。

结论：肠道产丁酸菌的缺失会增加 IRI易感性。丁酸盐通过抑制 HDAC3/NF‑κB 通路发挥抗炎和保护线粒体作用，

围手术期恢复肠道产丁酸菌生态位或补充丁酸盐有望成为减轻肝脏 IRI的新策略。
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Abstract

Objective:: To explore the role of intestinal butyrate metabolism in liver ischemia‑reperfusion in‑
jury (IRI) and its molecular mechanism.  Methods:: A mouse model of IRI was established by 70% 
liver ischemia.  A butyrate ‑producing bacteria ‑deficient model was established by streptomycin treat‑
ment.  Exogenous butyrate supplementation was used for intervention.  Serum enzymes, pathology, 
apoptosis, inflammation and mitochondrial ultrastructure were detected in different models.  The 
changes of histone deacetylase 3 （HDAC3)/NF ‑ κB pathway were verified by transcriptome se‑
quencing and Western Blot.  Results:: Streptomycin treatment aggravated IRI in mice, with significant‑
ly increased ALT and AST levels, more extensive confluent necrosis, disrupted hepatic cords and se‑
vere inflammatory cell infiltration in the liver, increased apoptosis, and aggravated mitochondrial cris‑
tae disintegration and vacuolization.  Exogenous butyrate supplementation significantly reversed the 
above pathological phenotypes.  Mechanistically, butyrate inhibited HDAC3 activity, stabilized IκBα, 
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blocked NF ‑κB p65 nuclear translocation and the release of downstream inflammatory factors.  Con⁃
clusion:: The absence of intestinal butyrate ‑producing bacteria increases the susceptibility to IRI.  Bu‑
tyrate exerts anti‑inflammatory and mitochondrial protective effects by inhibiting the HDAC3/NF‑κB 
pathway.  Restoring the intestinal butyrate ‑producing bacteria niche or supplementing butyrate during 
the perioperative period may become a new strategy to alleviate liver IRI.

Key Words Butyrate； Hepatic Ischemia‑Reperfusion Injury； Liver Transplantation； HDAC3； 
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肝移植是终末期肝病最有效的治疗手段之

一［1］，但肝移植的术后并发症仍未得到根本解决。

其中肝脏缺血再灌注损伤（ischemia‑reperfusion in‑
jury，IRI），仍是影响受者预后和移植物长期存活的

重要因素，严重影响终末期肝病患者的治疗效果［2］。

IRI 可发生于供肝获取、保存及再灌注的全过程，约

40% 的病例在移植后 1 周内出现，是移植物无功能、

急性排斥和胆道病变的关键风险因素［3］。 IRI 通常

呈现为移植后 24~48 h 内血清转氨酶水平的急剧攀

升以及胆汁分泌量的显著下降。病理学上则可见

肝细胞肿胀、坏死、胆汁淤积及不同程度的炎性细

胞浸润，其严重程度与冷、热缺血持续时间、供肝质

量及受体状态等因素密切相关［4］。冷缺血主要损伤

胆管和肝窦内皮细胞［5］，热缺血则以肝细胞 ATP 耗

竭和不可逆坏死为主［6］。在 IRI 过程中，Kupffer 细
胞、肝窦内皮细胞及中性粒细胞共同放大无菌性炎

症［7‑8］。肝脏 IRI不仅是肝移植围手术期最关键的病

理生理事件之一，也是影响移植物短期功能恢复和

长期预后。

近年来，“肠‑肝轴”理论揭示了肠道微生态对肝

脏的重要影响。其中，短链脂肪酸（short‑chain fatty 
acids，SCFAs）是肠道菌群调节肝脏的关键代谢

物［9‑10］，SCFAs 之一的丁酸盐因其高生物活性备受

关注，该物质主要来源于结肠中厚壁菌门（如普拉

梭菌、直肠真杆菌）对膳食纤维的发酵［11‑14］，其水平

受饮食、益生菌、药物及生活方式等因素调节［15］。

丁酸盐通过肠‑肝轴发挥抗炎和保护肝功能作用，它

可强化肠道屏障、抑制炎症因子扩散，促进调节性 T
细胞活化、抑制 Th17 反应，并作为内源性组蛋白去

乙酰化酶（histone deacetylases，HDAC）抑制剂，通

过表观遗传调控炎症通路［16‑17］。已有动物实验［18］提

示丁酸盐对大鼠 IRI 有保护作用。荟萃分析亦显

示，肝硬化患者粪便丁酸盐水平下降 40%~70%，

且横断面研究表明，低丁酸盐水平与患者 30 d 死亡

率相关［19‑20］。此外，丁酸盐可改善西方饮食诱导的

小鼠脂肪性肝炎 ，减轻肝脏脂肪蓄积及炎症损

伤［21］。这些证据共同提示，肠道菌群代谢产物（尤

其是丁酸盐）可能在肝损伤与预后中扮演重要

角色。

为此，本研究基于链霉素可显著减少 Clostridia
（梭菌纲）丰度、进而降低产丁酸菌水平的已有报

道［22］，通过链霉素介导的菌群干预构建产丁酸菌缺

失的小鼠模型，旨在明确产丁酸菌减少与肝脏 IRI
加重之间的关联，并在此基础上评价外源性丁酸盐

的保护效应，从 HDAC 抑制及炎症信号转导角度阐

明其分子机制，以期为临床防治肝脏 IRI 提供新的

理论依据和干预策略。

1 材料与方法

1. 1　化学试剂与药物   丁酸盐（货号：S102954 ‑
500 g）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；硫

酸链霉素（货号：S8290）购自北京索莱宝科技有限

公 司 ；脂 多 糖（Lipopolysaccharide，LPS；货 号 ：

BS904‑10 mg）购自北京兰杰柯科技有限公司。

1. 2　实验动物与处理   本研究选用无特定病原体

（SPF）级 8 周龄 C57BL/6 雄性小鼠，平均体质量为

（20±2） g，适应性喂养 1 周后进行处理，小鼠购自湖

南斯莱克景达实验动物有限公司。本实验所有操作

规程均严格遵守国家实验动物福利标准，并经武汉

大学动物实验伦理委员会审批通过（审批编号：

WP20240352）。所有小鼠在术前禁食 12 h，自由饮

水。夹闭左、中叶肝蒂 60 min，再灌注 24 h，建立

70% 肝脏缺血模型。实验分为两部分：第一部分是

肠道产丁酸菌缺乏对肝脏 IRI的影响（消耗实验），旨

在模拟终末期肝病患者产丁酸菌缺乏的病理状态。

小鼠随机分为三组（n=8）：Sham 组行假手术处理，

IRI组术前 3 d每日给予等量生理盐水灌胃（i. g.），链

霉素（Stre）+IRI组于术前连续 3 d 给予链霉素（1 g ·
kg-1，i. g.）以特异性杀灭产丁酸菌，随后行肝脏 IRI
手术［22］。第二部分是外源性补充丁酸盐对肝脏 IRI
的保护作用（治疗实验），旨在评价丁酸盐的干预价
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值。小鼠随机分为三组（n=8）：Sham 组行假手术处

理，IRI 组于术前 3 d 每日给予等量生理盐水灌胃（i.
g.），丁酸盐+IRI组于术前连续 3 d 给予丁酸盐（0. 7 
g·kg-1，i. g.）灌胃，随后行肝脏 IRI 手术。实验完成

后进行肝组织与血清的获取。

1. 3　肝细胞缺氧复氧模型建立及分组   本研究选

用人正常肝细胞（THLE‑2 细胞）作为体外模型。将

细胞以适宜密度接种于六孔板中，采用高糖 DMEM
培养基（含 10% 胎牛血清和 1% 青霉素 ‑链霉素双

抗），在 37 ℃、5% CO₂的常规条件下培养至对数生

长期后进行实验处理。

缺氧/复氧模型的建立，缺氧/复氧实验设置 4组：

对照组、丁酸盐处理组、单纯缺氧/复氧组、丁酸盐处

理组。其中，对照组始终维持在正常培养条件下；丁

酸盐处理组为正常培养条件下给予丁酸钠干预；单纯

缺氧/复氧组和丁酸盐处理组则采用缺氧处理 6 h（在

无糖 DMEM 中，置于三气培养箱，气体环境为 5% 
CO₂和 95% N₂），之后更换为常规高糖 DMEM，在正

常培养条件下（37 ℃、5% CO₂）进行复氧 6 h。丁酸盐

处理组在缺氧处理前 1 h 向培养基中添加终浓度为

0. 5 mmol·L-1的丁酸钠，并于整个缺氧/复氧处理过

程中持续作用。每组设置 3个生物学重复。

炎症模型的建立，为构建 LPS 诱导的炎症模

型，设置 3 组：对照组、LPS 刺激组、LPS+丁酸盐处

理组。将细胞接种于六孔板中培养贴壁后，对照组

更换为正常高糖 DMEM 培养基；LPS 刺激组更换

为 含 有 5 μg·mL-1 LPS 的 高 糖 DMEM 培 养 基 ；

LPS+ 丁酸盐处理组更换为同时含有 5 μg·mL-1 
LPS 和 0. 5 mmol·L-1 丁酸钠的高糖 DMEM 培养

基 。 所 有 组 别 均 在 常 规 培 养 条 件 下（37 ℃ 、5% 
CO₂）处理 24 h，之后收取细胞样本用于后续检测。

每组同样设置 3 个生物学重复。

1. 4　HE、TUNEL 及免疫组化染色   肝组织样本

经 4% 缓冲多聚甲醛固定、石蜡包埋后，制成 4 μm
切片。采用低浓度至高浓度梯度乙醇进行脱水处

理，脱水后使用二甲苯冲洗，进行石蜡包埋。将石

蜡组织切片，依次使用二甲苯、高浓度至低浓度乙

醇进行脱蜡至水，蒸馏水冲洗。行常规 HE、TU‑
NEL、免疫组化染色并用中性树胶封片，显微镜下

观察肝组织病理损伤。镜检后通过图像分析评估

炎症及组织损伤程度。免疫组化抗体购自武汉爱

博泰克生物科技有限公司，稀释比例如下：CD68
（1∶3 000），髓过氧化物酶（MPO，1∶500）。

1. 5　实时逆转录聚合酶链反应   使用 TRIzol 试剂

按照制造商的说明从肝脏中提取总 RNA，并通过逆

转录盒逆转录为 cDNA（赛维尔生物，武汉）。使用

近岸蛋白试剂盒，通过 SYBR Green 两步法实时荧

光定量 PCR 对小鼠肝脏组织的肿瘤坏死因子‑α（tu‑
mor necrosis factor‑α，TNF‑α）、白细胞介素 ‑6（inter‑
leukin‑6，IL‑6）、白细胞介素 ‑1β（interleukin‑1β，IL‑
1β）和核因子 κB（nuclear factor kappa‑B，NF‑κB）的

mRNA 进 行 定 量 ，对 THLE ‑ 2 细 胞 的 HDAC2、
HDAC3、HDAC8、NF‑κB 抑制因子 α（NFKBIA）的

mRNA 进行定量，引物序列见表 1。

1. 6　血清酶检测   采用丙氨酸氨基转移酶（ALT）/
天冬氨酸氨基转移酶（AST）赖氏法试剂盒（建成生

物，南京）对小鼠肝脏组织进行酶活性定量检测。

1. 7　电镜样本制备及观察   于小鼠肝脏组织在冰

上快速取出后，立即投入电镜固定液中，在培养皿

内将组织切割成 1 mm³小块，随后转移至装有新鲜

固定液的 EP 管中，于 4 ℃避光保存及固定，随后经

锇酸后固定、梯度乙醇脱水、环氧树脂包埋、超薄切

片及醋酸铀‑柠檬酸铅双重染色，于透射电镜下观察

肝细胞超微结构。

1. 8　免疫荧光   实验采用间接免疫荧光法，主要

试剂包括以 0. 01 mol·L-1 PBS 配制的 3% BSA 封

闭液和 1% BSA 抗体稀释液。抗体购自武汉爱博

泰克生物科技有限公司，货号及稀释比例如下：

表 1　引物序列

目的基因

IL‑1β
IL‑6

TNF‑α
NF‑κB

HDAC2
HDAC3
HDAC8
NFKBIA

上游引物（5'—3'）
GAAATGCCACCTTTTGACAGTG
TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC

CCTGTAGCCCACGTCGTAG
AGCGCGGGGACTATGACTT

ATGGACAAGGCCACCCAATG
TCTGCTACTACTACGACGGTGA

AGTTCTGCTCGCGTTACACA
TCATTTTGGGAGGAGGAGGC

下游引物（5'—3'）
TGGATGCTCTCATCAGGACAG
TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

GGGAGTAGACAAGGTACAACCC
GCCCGGTTATCAAAAATCGGAT
TTGGCTTTGTGAGGGCGATAG

TCATTTCTTCGGCAGTGGCT
CAGAAGCCAGAGGCCTCAAA

ACCACATGCTTCAGATTCCCT
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p‑p65（AP0124，1∶200），p65（A19653，1∶100），IκBα
（A1187，1∶100），HDAC3（A19537，1∶100）。二抗

稀释比例为 1∶200~1∶500。
1. 9　蛋白质免疫印迹法   本实验采用组织蛋白质

提取与 Western Blot 技术进行蛋白质分析。抗体购

自武汉爱博泰克生物科技有限公司，稀释比例如

下：p‑p65（1∶2 000），p65（1∶5 000），IκBα（1∶1 000），

GAPDH（1∶5 000）。

1. 10　转录组测序   对收集到的肝脏组织进行

RNA 提取并进行文库构建，使用 Illumina 等平台对

文库进行测序，获得大量短序列（reads），并进行进

一步的数据处理与分析。文库构建及测序由武汉

百易汇能生物科技有限公司完成。

1. 11　统计学方法   本研究采用 GraphPad Prism 9
统计软件对数据进行分析。数据以均数±标准差

（x±s）表示，多组比较采用单因素方差分析（ANO‑
VA）与 Tukey 检验，P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1　链霉素介导的产丁酸菌缺失显著加重小鼠肝

脏缺血再灌注损伤   与 Sham 组相比，IRI 组表现出

明显的缺血再灌注病理损伤，包括胞质空泡化、血窦

充血以及局灶性肝细胞坏死。研究［22］表明，链霉素

可以特异性的杀灭产丁酸菌。在这种产丁酸菌缺乏

的情况下，Stre+IRI组病理损伤进一步加重，可检测

到大面积的肝细胞融合性坏死、肝索结构严重紊乱

以及更为广泛的炎症细胞浸润（图 1A）。生化检测

结果显示，IRI组小鼠血清中 ALT 和 AST 水平显著

升高，提示缺血再灌注成功诱导了肝损伤。值得注

意的是，与单纯 IRI 组相比，经链霉素预处理的

Stre+IRI 组小鼠血清 ALT 和 AST 水平升高（图

1B）。TUNEL 染色结果显示，与 Sham 组相比，IRI
组肝组织内凋亡细胞数量明显增多；而 Stre+IRI 组
TUNEL 阳性信号进一步增强，表现为更为密集的荧

光红点，提示产丁酸菌缺失显著促进了肝细胞凋亡

（图 1C）。免疫组化染色显示，与 Sham 组相比，IRI
组肝组织内 MPO 阳性的中性粒细胞及 CD68阳性的

巨噬细胞浸润显著增加；而 Stre+IRI 组炎症细胞浸

润进一步加剧，表现为坏死区周围棕褐色颗粒大量

聚集且呈簇状分布（图 1D）。这一结果表明，肠道菌

群失衡导致丁酸盐缺乏，进而诱发了失控的免疫炎

症反应并加速了程序性细胞死亡。在细胞超微结构

方面，Sham 组肝细胞线粒体结构完整，嵴排列整齐；

与 Sham 组相比，IRI 组线粒体表现出明显的超微结

构损伤，包括线粒体中度肿胀、部分嵴断裂及基质空

泡化；而 Stre+IRI 组线粒体损伤进一步恶化，表现

为线粒体极度肿胀甚至崩解、嵴大量消失以及双层

膜结构破裂（图 1E）。产丁酸菌缺失加重了缺血再灌

注诱导的线粒体功能障碍与结构破坏，导致肝细胞

能量代谢衰竭并最终促进组织坏死。以上结果表

明，清除产丁酸菌群后，肝脏对缺血再灌注激惹的敏

感性增加，实质损伤程度显著加剧。

2. 2　产丁酸菌缺失通过激活 NF⁃κB 信号通路增

强肝脏缺血再灌注后的炎症损伤   为了进一步阐

明肠道产丁酸菌缺失加重肝脏 IRI 的分子机制，进

一步对单纯 IRI 组与 Stre+IRI 组小鼠的肝组织进

行了转录组测序分析。转录组分析结果显示，与单

A. 肝组织 HE 染色；B. 血清 ALT、AST 水平检测；C. 肝组织

TUNEL 荧 光 染 色 ；D. 肝 组 织 MPO 及 CD68 免 疫 组 化 染 色 ；

E. 肝细胞线粒体电镜扫描图像；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
图 1　链霉素介导的产丁酸菌缺失对小鼠肝脏 IRI的影响
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纯 IRI 组相比，Stre+IRI 组肝组织的基因表达谱发

生了显著改变。火山图显示，两组间共有 424 个差

异表达基因（DEGs），其中 320 个基因显著上调，

104 个基因显著下调（图 2A）。聚类热图结果进一

步证实，Stre+IRI 组与单纯 IRI 组的差异基因呈现

出截然不同的表达模式（图 2B）。GSEA 富集分析

结果显示，NF‑κB 信号通路在 Stre+IRI 组中呈显

著富集且高度激活态势（图 2C）。Stre+IRI 组上调

的差异基因主要集中在炎症与免疫反应相关通路，

包括趋化因子信号通路、中性粒细胞胞外陷阱

（NETs）形成以及 NF‑κB 信号通路等（图 2D、2E）。

这一结果表明，清除产丁酸菌导致的肠道微生态失

衡，在转录水平上显著诱导了肝脏炎症信号通路的

过度激活。

与 Sham 组相比，IRI 组小鼠肝组织中促炎因子

TNF‑α、IL‑6、IL‑1β 及 NF‑κB 的 mRNA 水平均显著

上调，证实了肝脏 IRI 模型中炎症反应的成功激活。

更值得关注的是，与单纯 IRI组相比，Stre+IRI组中

A. 肝脏转录组学火山图；B. 肝脏转录组学聚类热图；C. GSEA 富集分析；D、E. KEGG 通路图；F~I. 小鼠肝脏组织 TNF‑α、IL‑6、IL‑
1β及 NF‑κB的 mRNA表达水平；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

图 2　产丁酸菌缺失后小鼠肝脏转录组学的变化
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上述促炎因子的表达水平进一步大幅升高（图 2F~
2I），Stre 干预加剧了 IRI 过程中的炎症损伤。这与

转录组测序揭示的信号通路富集特征一致，进一步

验证了相关通路在调控炎症反应中的潜在作用。

上述结果表明，产丁酸菌缺失显著增强了缺血再灌

注诱导的炎症级联反应，与 NF‑κB 信号通路及其下

游促炎介质的过度激活相一致。

2. 3　外源性补充丁酸盐显著减轻小鼠肝脏缺血再

灌注损伤   HE 染色结果显示，IRI 组表现出明显的

肝组织坏死及血窦充血；而丁酸盐+IRI 组的病理

损伤显著减轻，表现为坏死区域明显缩小、肝细胞

排列趋于整齐且空泡化程度减轻（图 3A）。与单纯

IRI 组相比，经丁酸盐预处理的丁酸盐+IRI 组小鼠

血清 ALT 和 AST 水平显著下降（图 3B）。外源性

补充丁酸盐可有效拮抗缺血再灌注诱导的肝实质

损伤，具有显著的肝脏保护作用。

IRI 组肝组织内存在大量的凋亡阳性信号；而

丁酸盐+IRI组 TUNEL 阳性荧光显著减弱，提示丁

酸盐有效抑制了缺血再灌注诱导的肝细胞死亡（图

3C）。免疫组化染色显示，IRI 组肝组织内可见大量

MPO 阳性的中性粒细胞及 CD68 阳性的巨噬细胞

浸润；而丁酸盐+IRI 组的炎症细胞招募显著减少，

表现为棕褐色阳性颗粒的数量明显下降且分布稀

疏（图 3D）。这一结果表明，丁酸盐通过抑制炎症细

胞的趋化与激活，在肝脏局部构建了抗炎微环境，

从而阻断了炎症级联反应。IRI 组线粒体表现出严

重的肿胀及嵴断裂；而丁酸盐+IRI 组的线粒体超

微结构得到了显著改善，表现为线粒体形态基本恢

复正常、双层膜结构清晰且嵴排列较为整齐（图

3E）。丁酸盐能够有效维持线粒体的结构完整性，

保护肝细胞的“能量工厂”免受应激损伤。与单纯

IRI 组相比，丁酸盐+IRI 组小鼠肝组织中促炎因子

TNF‑α、IL‑6 及 IL‑1β 及 NF‑κB mRNA 水平显著降

低（图 3F~3I）。结合前述转录组发现，丁酸盐补充

可降低 NF‑κB 信号通路下游促炎因子的转录水平，

并减轻肝脏炎症损伤。

2. 4　丁酸盐可通过 HDAC影响 NF⁃κB来减轻肝脏

缺血再灌注损伤   由 于 丁 酸 盐 是 内 源 性 广 谱

A. 肝组织 HE 染色； B. 血清 ALT、AST 水平检测； C. 肝组织 TUNEL 荧光染色； D. 肝组织 MPO 及 CD68 免疫组化染

色； E.肝细胞线粒体电镜扫描图像； F~I.小鼠肝脏组织 TNF‑α、IL‑6、IL‑1β 及 NF‑κB 的 mRNA 水平；*P<0.05，**P<0.01，
***P<0.001。

图 3　补充丁酸盐对小鼠肝脏 IRI的影响
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HDACs 抑制剂，首先通过 RT‑qPCR 检测了肝组织

中 HDAC 家族主要成员的表达情况。结果显示，在

IRI 诱导的肝损伤中，HDAC2、HDAC3 和 HDAC8
的 mRNA 水平均显著升高（图 4A）；然而，在给予丁

酸盐干预后，HDAC3的表达下调幅度最为显著。已

有文献明确报道 HDAC3 可通过去乙酰化 NF ‑κB 
p65亚基负向调控其转录活性［23］。因此，本研究选取

HDAC3作为丁酸盐发挥抗炎保护效应的关键靶点，

并以此为基础开展后续验证实验。丁酸可通过抑制

HDAC3活性，上调 NFKBIA（IκBα）的表达，促进 p65
的胞质滞留，从而抑制其核转位及下游炎症基因的

转录，减轻炎症反应。为了排除体内复杂循环系统

及多器官相互作用的干扰，进一步引入 LPS 诱导的

肝细胞炎症模型进行体外实验，旨在验证丁酸盐对

肝细胞直接的调节作用。结果显示，LPS 刺激可显

著诱导细胞内 HDAC3的高表达，并伴随其下游抑制

因子 NFKBIA 的转录水平下降；而丁酸处理则有效

减弱了 LPS对 NFKBIA 的抑制作用（图 4B）。

为了揭示 HDAC3 抑制后如何影响炎症级联反

应 ，后 续 重 点 检 测 了 NF ‑ κB 通 路 的 激 活 状 态 。

Western Blot 结果显示（图 4C、4D），IRI 模型中，

IκBα 蛋白发生大量降解以及 p65 蛋白的高度磷酸

化。而丁酸盐的处理显著逆转了这一过程，表现为

IκBα 蛋白水平的有效稳固及 p‑p65 水平的显著下

降。免疫荧光染色进一步展示，单纯给予丁酸处理

可以明显降低 HDAC3 的蛋白表达，但对 IκBα 和

p65 蛋白没有明显影响（图 5A~5C）；与 Ctrl 组相

比，IRI 组中 IκBα 的表达明显降低，p65 蛋白表现出

明显的细胞核聚集（核转位）；而在丁酸盐干预组

中，抑制了 IκBα 的蛋白降解，p65 的核转位被显著阻

断，蛋白主要留存于细胞质中（图 6A、6B）。结果表

明丁酸盐通过靶向抑制 HDAC3 的活性，提升了

NFKBIA 的转录水平并稳定了 IκBα 蛋白，从而阻断

NF‑κB 的核转位及下游炎症因子的转录，缓解缺血

再灌注诱导的肝脏炎症损伤。

3 讨论

肝脏 IRI 是肝移植、肝切除等过程中的关键病

理事件，涉及氧化应激、炎症级联和细胞死亡。“肠 ‑
肝轴”理论提示，肠道菌群代谢物丁酸盐具有肠屏

障保护、免疫调节及抗炎作用，从该角度探讨 IRI 机
制具有理论和转化价值［24‑27］。

终末期肝病本身已伴随肠屏障受损、内毒素移

位及系统性炎症，而丁酸盐缺乏将进一步削弱肠道

稳态［28‑29］。已有前瞻性研究显示，移植前菌群多样

性下降与术后急性排斥、血流感染相关，提示产丁

酸菌状态可能与移植预后有关［29‑30］，但现有证据多

为相关性，菌群差异受抗生素、饮食等多因素影响，

尚不能确立独立因果关系。本研究价值在于揭示

产丁酸菌缺乏与 IRI 易感性的内在联系，但其作为

A. THLE‑2 细胞缺氧复氧（IRI）模型进行丁酸盐干预后各 HDAC 分子及 NFKBIA 的 mRNA 水平变化；B. THLE‑2 细

胞 LPS 模型 HDAC 及 NFKBIA 的 mRNA 水平变化；C、D. THLE‑2 细胞缺氧复氧模型进行丁酸盐干预后 IκBα 及 p‑p65 分

子的蛋白表达变化；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
图 4　丁酸盐影响 NF⁃κB通路探究
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独立预测指标仍需大样本、多中心队列验证。

在动物实验中，本研究通过链霉素预先模拟产

丁酸菌缺失状态，发现其显著加重肝脏再灌注后的

生化损伤、细胞凋亡及线粒体超微结构破坏，而外

源性丁酸盐可逆转这些改变。尽管既往研究［31］已

证实丁酸盐在多种模型中具有抗炎保护效应，但多

聚焦于肠道局部。本研究发现其在菌群失衡背景

下对肝脏 IRI 具有保护作用。但在本实验中，链霉

素并非特异性针对产丁酸菌，可能影响其他菌群及

代谢网络。因此，动物层面的结论支持“产丁酸菌

耗竭加重 IRI，丁酸盐补充有纠正作用”的观点，但

仍需考虑抗生素及菌群重塑等叠加因素。

在机制上，本研究支持 HDAC3/NF‑κB 轴参与

丁酸盐的保护作用。IRI 过程中 NF‑κB 活化增强并

上调 TNF‑α 等炎症基因［32］，而丁酸盐可抑制 IκBα
降解及 p65 磷酸化入核，与既往巨噬细胞研究［33］结

果一致。丁酸盐对 HDAC3/NF‑κB 轴的调控应视

为其抗炎保护的关键环节之一，但 NF‑κB 通路抑制

往往伴随氧化应激减轻和细胞死亡减少［34］，这些广

泛改善可能是多条通路协同的结果，其它信号可能

与丁酸盐一同参与其中。值得注意的是，丁酸盐作

为经典的 HDAC 抑制剂，其对多种 HDAC 亚型的

广谱抑制活性已被证实参与抗炎调控，除 HDAC3
外，还可通过抑制 HDAC1、HDAC2 等上调组蛋白

乙酰化水平、重塑染色质开放状态，从而调控一系

列 抗 炎 基 因 的 表 达 ；此 外 ，丁 酸 盐 亦 可 通 过 非

HDAC 依赖途径（如激活 GPR43/GPR109A 等短链

脂肪酸受体）发挥抗炎效应。因此，丁酸盐的抗炎

作用是多重机制共同参与的综合性调控过程 ，

HDAC3/NF‑κB 轴为其关键组成部分，但并非唯一

途径。

电镜结果显示，丁酸盐显著减轻 IRI 诱导的线

粒体肿胀、嵴断裂及膜紊乱，这一结果与综述性证

据中炎症减轻与线粒体损伤缓解并行的趋势相一

致［5，35］。这一形态学改善可能继发于炎症和氧化应

激的整体减轻，尚不能直接证明丁酸盐重塑线粒体

代谢程序，其是否通过独立代谢途径发挥作用仍有

待深入研究。

从临床转化角度，本研究提示 IRI 风险评估可

适度延伸至肠道微生态与代谢表型。术前评估产

丁酸菌状态具有补充现有风险分层体系的潜力。

丁酸盐作为生理代谢产物，在通过膳食纤维、益生

菌、粪菌移植等恢复产丁酸菌生态位等方面展现出

干预前景［25，36］，但其在移植围手术期的真实获益、安

A. THLE‑2 细胞进行丁酸盐干预后 HDAC3 分子的免疫荧光

结果；B. THLE‑2 细胞进行丁酸盐干预后 IκBα 分子免疫荧光结

果；C. THLE‑2 细胞进行丁酸盐干预后 p65 分子的免疫荧光结果。

图 5　丁酸盐通过 HDAC3调控 NF⁃κB信号通路

A. THLE‑2 细胞缺氧复氧模型进行丁酸盐干预后 IκBα 分子

免疫荧光结果；B. THLE‑2 细胞缺氧复氧模型进行丁酸盐干预后

p‑p65 分子的免疫荧光结果。

图 6　细胞 IRI模型中丁酸盐对 NF⁃κB信号通路的影响
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全边界及适用人群仍需大规模前瞻性研究明确。

目前更稳妥的立场是：肠道丁酸代谢干预是一个值

得深入验证的方向。

本研究在虽验证了 HDAC3/NF‑κB 轴的重要

性，但尚未排除 HDACs、GPR41/43、PPAR、调节性

T 细胞等通路的协同作用［36‑38］；链霉素模型与临床

复杂菌群演变存在差异，未来需借助无菌动物或特

定定植模型进一步确证因果链条。此外，本研究未

对肠道菌群全貌及产丁酸菌丰度进行系统性检测，

这也是当前工作的主要局限性之一。后续研究将

进一步结合临床样本与动物模型，深入阐明菌群代

谢物在其中的具体作用与机制。

综上所述，肠道产丁酸菌缺失与肝脏缺血再灌

注损伤相关。丁酸盐处理与 HDAC3 下调、IκBα 稳

定、NF‑κB 激活受抑及线粒体结构改善相伴发生。

这些发现支持丁酸盐通过参与调控炎症放大和细

胞器损伤发挥保护作用，为未来针对肠道微生态代

谢干预防治肝脏 IRI 提供了初步的实验依据，其临

床应用价值仍有待高质量的前瞻性研究确认。
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