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#摘要$

!

目的
!

探讨蜡样芽孢杆菌!

[8

#对肝内胆汁淤积大鼠的肝损伤和肠黏膜通透性的影响'方法
!

将

5)

只大鼠分为对照组(模型组及
[8

低(高剂量组"每组
!)

只'除对照组外"其余大鼠均单次灌胃
&

3

荼基异硫氰

酸盐!

7R(O

#建立胆汁淤积模型'

[8

低(高剂量组于造模次日开始灌胃
[8
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>SV
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#"对照

组和模型组灌胃等体积蒸馏水"每天
!

次"连续
$*

'检测各组大鼠血清中丙氨酸转氨酶!

7QO

#(天冬氨酸氨基

转移酶!

7FO

#(二胺氧化酶!

K7A

#(总胆红素!

O3[(Q

#和乳酸!

Q7

#的水平&观察各组大鼠肝组织病理学变化"免

疫组织化学分析各组大鼠小肠组织中紧密连接蛋白
A88=X*,1

和
YA3!

的表达'结果
!

与对照组比较"模型组大

鼠血清中
7QO

(

7FO

(

K7A

(

O3[(Q

及
Q7

水平明显升高"小肠组织中
A88=X*,1

和
YA3!

表达明显减少!
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&

)-)$

#'与模型组比较"

[8

低(高剂量组大鼠血清中
7FO

(

K7A

和
Q7

等水平明显降低!

&

&
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#&肝组织病理

学明显改善"小肠组织中
A88=X*,1

和
YA3!

的蛋白表达增加!

&

&

)-)$

#'结论
!

[8

对胆汁淤积大鼠肝损伤有一

定保护作用"可改善其肠黏膜通透性"其机制可能与上调小肠组织中紧密连接蛋白的表达有关'
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胆汁淤积型肝损伤是由于肝细胞和!或"毛细胆

管排泌障碍引起胆汁流出部分或完全阻滞#引起肝脏

损伤$胆汁淤积时进入肠道内的胆汁减少#导致肠上

皮细胞间紧密连接表达减少#肠黏膜通透性增加#引

起肠道功能紊乱&肠源性感染$肠黏膜受损时#肠道

内的细菌和内毒素经门静脉进入肝脏#激活肝内巨噬

细胞分泌大量细胞因子#引起炎症级联反应#加重肝

损伤#形成恶性循环+

!

,

$益生菌能够调节肠道内菌群

生态平衡#改善肠黏膜通透性#有研究显示其可降低

胆红素#改善肝损伤+

63.

,

$本研究旨在探索蜡样芽孢

杆菌!

T<8,==X089:9X0

#

[8

"对胆汁淤积大鼠肝损伤和肠

黏膜通透性的影响#并分析小肠组织中紧密连接蛋白

A88=X*,1

和
YA3!

的表达变化#为临床治疗胆汁淤积

及相关疾病提供实验依据$

!

!

材料与方法

!-!

!

材料
!

动物)

5)

只雄性
FK

大鼠购自河南省实

验动物中心#

#

!

4

周龄#体质量
!4)

!

6))

N

$试剂)

[8

活菌胶囊购自安阳市源首生物药业有限责任公司%

&

3

荼基异硫氰酸盐!

7R(O

"购自美国
F,

N

C<

公司%丙氨

酸转氨酶!

7QO

"&天冬氨酸氨基转移酶!

7FO

"&血清

总胆红素!

O3[(Q

"&二胺氧化酶!

K7A

"试剂盒购自南

京建成生物工程研究所%乳酸!

Q7

"试剂盒购自南京

森贝伽生物科技有限公司%兔抗
A88=X*,1

&

YA3!

多克

隆抗体购自北京博奥森生物技术有限公司$
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!

方法

!-"-!

!

造模方法
!

将
5)

只雄性
FK

大鼠#按随机数

字表分为对照组&模型组及
[8

低&高剂量组#每组
!)

只$除对照组外#其余大鼠均单次灌胃
7R(O

!

$)

C

N

*

`

N

"橄榄油溶液建立大鼠胆汁淤积模型+

5

,

%

[8

低&

高剂量组于造模次日开始灌胃
[8

!
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"#对照组和模型组灌胃等体积蒸馏水#均

每天
!

次#连续
$*

$

!-"-"

!

肝功能和肠黏膜通透性检测
!

末次给药后禁

食
!6M

#腹腔注射
!)B

水合氯醛麻醉大鼠#腹主动脉

取血#离心分离血清#按照试剂盒说明书检测血清中

7QO

&

7FO

&

K7A

的活性和
O3[(Q

&

Q7

水平$

!-"-#

!

肝组织病理检测
!

采血后分离大鼠肝脏#取

固定部位经中性甲醛固定#石蜡包埋#切片#

@E

染色

后于显微镜下观察肝组织病理学形态$

!-"-$

!

免疫组织化学检测
!

采血后取大鼠小肠#常

规脱水&包埋#切片#二甲苯脱蜡后乙醇水化#抗原修

复后分别滴加
A88=X*,1

&

YA3!

一抗!

!n4))

"#链霉亲

和素
3

生物素复合物!

F7[>

"法孵育二抗#二氨基联苯

胺!

K7[

"显色后复染#显微镜下观察#细胞质染成棕

黄色为阳性细胞$用
(C<

N

93I:+I=X0#-)

图像分析软

件分析
A88=X*,1

&

YA3!

免疫反应阳性的累积光密度

值!

,1D9

N

:<D9*+

P

D,8<=*910,D

G

#

(AK

"$每张切片随机

取
.

个视野分析#取其平均值$

!-#

!

统计学处理
!

采用
FIFF!2-)

软件进行统计分

析#计量资料以
Gj#

表示#不同组间比较采用单因素

方差分析#组间两两多重比较采用
QFK

检验#以
&

&

)-)$

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"-!

!

各组大鼠肝功能检测指标比较
!

与对照组比

较#模型组大鼠血清中
7FO

&

7QO

和
O3[(Q

水平明显

升高!

&

&

)-)$

"$与模型组比较#

[8

高剂量组大鼠血

清
7QO

&

7FO

及
O3[(Q

水平均明显降低!

&

&

)-)$

"#

见表
!

$

表
!

!!

各组大鼠肝功能检测指标比较%

Gj#

(

*k!)

&

组别
7QO
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V

*

Q

"

7FO

!

V

*

Q

"

O3[(Q

!

*

C+=

*

Q

"

对照组
54-#6j$-$. !)6-64j!6-45 !-6!j)-6"

模型组
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<

[8

低剂量组
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<T
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<
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!!

<

)
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#与对照组比较%

T

)

&

&

)-)$

#与模型组比较

"-"

!

各组大鼠血清
Q7

和
K7A

水平比较
!

与对照

组比较#模型组大鼠血清
Q7

和
K7A

水平明显升高

!

&

&

)-)$

"%与模型组比较#

[8

低&高剂量组大鼠血清

Q7

和
K7A

水平均明显降低!

&

&

)-)$

"#见表
6

$

表
6

!!

各组大鼠血清
Q7

和
K7A

水平比较%

Gj#

(

*k!)

&

组别
Q7

!

*

N

*

Q

"

K7A

!

V

*

Q

"

对照组
!2$6-$.j!$.-6) .-#$j!-$4

模型组
66$2-6"j!45-.2

<

!"-!6j.-.!

<

[8

低剂量组
!"#4-4$j6).-"!

<T

!5-4#j6-5.

<T

[8

高剂量组
!4"6-)4j!46-5)

<T

4-42j!-"#

<T

!!

<
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#与对照组比较%

T

)
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#与模型组比较
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7

)对照组%

[

)模型组%

>

)

[8

低剂量组%

K

)

[8

高剂量组

图
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普通光镜下观察各组大鼠的肝组织病理改变%
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图
6

!!

显微镜下观察各组大鼠小肠组织中
A88=X*,1

及
YA@

表达%

K7[

(

l6))

&

!!

<

)

&

&

)-)$

#与对照组比较%

T

)

&

&

)-)$

#与模型组比较

图
.

!!

各组大鼠小肠组织中
A89=X*,1

及
YA3!

表达水平比较

"-#

!

各组大鼠肝组织病理结果比较
!

普通光镜下#

对照组大鼠肝小叶结构正常#肝细胞呈整齐的索状排

列#细胞形态正常无变性坏死#汇管区未见炎性细胞

浸润%模型组肝细胞肿胀&空泡样变形#坏死#细胞排

列紊乱#汇管区出现大量的炎性细胞浸润#局部有胆

管增生%

[8

低&高剂量组肝组织病理损伤明显较模型

组为轻#肝细胞排列相对正常#少见炎性浸润#尤其是

[8

高剂量组#炎性细胞及肝细胞坏死明显减少#见

图
!

$

"-$

!

各组大鼠小肠组织中
A88=X*,1

&

YA3!

的表达水

平比较
!

与对照组相比#模型组大鼠小肠组织中
A83

8=X*,1

&

YA3!

蛋白表达明显减少!

&

&

)-)$

"$与模型

组比较#

[8

低&高剂量组大鼠小肠组织中
A88=X*,1

&

YA3!

表达均明显增加!

&

&

)-)$

"#见图
6

&

.

$

#

!

讨
!!

论

!!

自从马歇尔提出了'肝肠轴(的概念#肝脏疾病与

肠道之间的相互作用就逐渐受到关注+

$

,

$肝内胆汁

淤积时排进肠道内胆汁减少#导致肠黏膜上紧密连接

表达减少#肠上皮细胞间紧密连接断裂#肠黏膜屏障

受损#通透性增加#肠道内细菌和内毒素移位进入门

静脉系统#激活肝内巨噬细胞分泌大量细胞因子#产

生炎症级联反应和免疫应答#引起或加重肝损伤$基

于肝肠轴的存在#改善肠黏膜通透性&保护肠黏膜屏

障可能是治疗肝脏相关疾病的切入点+

#

,

$

肠道内的菌群不仅在人体消化吸收&免疫应答等

方面发挥作用#其作为肝肠轴的重要媒介#与肝硬化&

肝性脑病&胆汁淤积&脂肪性肝病等有关+

2

,

$有研究

证实#益生菌可能通过改善肠道菌群&调节肠道屏障

功能等机制进而改善患者肝脏功能的作用+

4

,

$本研

究显示
[8

可降低胆汁淤积大鼠血清中
7FO

&

7FO

及

O3[(Q

水平#改善肝组织病理#表明
[8

具有改善胆汁

淤积大鼠肝损伤的作用$

K7A

是存在于肠黏膜上层绒毛细胞中具有高度

活性的细胞内酶#细胞受损后
K7A

进入淋巴管和血

液系统#导致血液中
K7A

活性增加#

K7A

是反映小

肠黏膜通透性的敏感指标+

"3!)

,

$

Q7

是胃肠道固有细

菌的代谢产物#哺乳动物不具备将其分解的酶#肠黏

膜正常时很少被机体吸收#测定血清中
Q7

水平能够

反映肠黏膜的完整程度和通透性的改变+

!!

,

$本研究

发现模型组大鼠的血清中
Q7

和
K7A

水平较对照组

大鼠明显升高!

&

&

)-)$

"#说明胆汁淤积大鼠的肠黏

膜屏障受到损伤#结构受到破坏#

[8

干预后#大鼠血清

中
Q7

&

K7A

水平降低#表明
[8

可改善大鼠肠黏膜通

透性#对肠黏膜屏障具有保护作用$

肠黏膜上皮细胞与细胞间连接形成完整的生物

屏障#细胞间连接以紧密连接最为重要#控制着物质

))!5
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跨膜运输及维持细胞的极性+

!6

,

$紧密连接包括
A83

8=X*,1

&周膜蛋白紧密连接蛋白家族和
>=<X*,1

跨膜蛋

白家族#

A88=X*,1

表达于细胞基侧膜顶端#与其他蛋

白构成紧密连接的基本结构#调控上皮细胞的跨上皮

电阻和膜转运功能+

!.

,

$

YA3!

则在连接
A88=X*,1

中

起桥梁作用#是
A88=X*,1

与细胞内骨架系统连接的关

键物质#对肠上皮起稳定作用+

!5

,

$紧密连接表达的改

变可能是胆汁淤积时肠黏膜屏障损伤的重要原因+

!$

,

$

本实验发现模型组大鼠的小肠组织中
A88=X*,1

和

YA3!

表达水平较对照组大鼠明显减少#

[8

干预后#大

鼠小肠组织中
A88=X*,1

和
YA3!

表达增加$紧密连接

是肠黏膜屏障完整的基础#这提示
[8

上调大鼠肠黏

膜紧密连接蛋白
A88=X*,1

和
YA3!

的表达可能是其改

善肠黏膜通透性#进而保护肝损伤的关键因素$

综上所述#

[8

可能通过改变肠黏膜通透性&增加

紧密连接蛋白表达进而通过肝肠轴对胆汁淤积大鼠

肝损伤产生保护作用#然而肝肠之间相互作用复杂#

[8

保护肝损伤的具体机制还有待进一步深入研究$
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