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"摘要#
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目的
!

分析益生菌对急性肝内胆汁淤积模型大鼠肝损伤的保护作用及其机制$方法
!

)%

只幼年

雄性
;\

大鼠分为正常组%模型组与干预组!每组各
1%

只$干预组大鼠每天
$

次行益生菌
0&1i$%

/ 个活菌数)

5

M

灌胃!正常组与模型组给予同等量温生理盐水灌胃$模型组与干预组第
>

天开始建立急性肝内胆汁淤积模

型!造模后
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分别处死大鼠!取血行总胆红素"

GKBU

#%直接胆红素"

\KBU

#%丙氨酸氨基转移酶"

FUG

#%二

胺氧化酶"

\F[
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乳酸"
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#检测!取肝组织测定核因子
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K
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XY.
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#%肿瘤坏死因子
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#表达$

结果
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造模后
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模型组及干预组血清
GKBU
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\KBU
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FUG
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水平和肝组织
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表

达均显著高于正常组!且干预组低于模型组!差异均有统计学意义"
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益生菌能有效保护急性

肝内胆汁淤积模型大鼠肝损伤!其机制可能与益生菌下调血清
\F[

%

\.UF

及肝组织
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肝内胆汁淤积发生与肝细胞功能异常*胆管损伤

密切相关%典型症状为黄疸*大便浅黄%实验室指标中

胆红素上升&

$.1

'

)急性肝内胆汁淤积好发于儿童%特

别是婴儿%是导致其残疾或死亡的主要原因&

'

'

)临床

治疗以熊去氧胆酸等药物治疗为主%价格较高%且部

分患儿无效)

益生菌可促使肠道菌群生态平衡%其常用于肠道

感染防治&

0

'

)相关报道发现益生菌对慢性酒精性肝

损伤*胆汁淤积性黄疸有一定疗效&

>.)

'

)但目前关于

益生菌对急性肝内胆汁淤积性肝损伤疗效的相关报

道较少)本研究对
+

.

异硫氰酸萘酯#

FXBG

$致急性肝

内胆汁淤积幼鼠模型行益生菌预处理%检测二胺氧化

)>'1

重庆医学
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年
-

月第
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卷第
$0

期

"

基金项目!

1%$>

年度河南省医学科技攻关计划项目#

1%$>%'1'0

$)

!

作者简介!王菊平#

$(/0D

$%主管药师%硕士%主要从事临床药理学研究)



酶#

\F[

$*

\.

乳酸#

\.UF

$等肠黏膜屏障功能血清指

标及肝细胞核因子
.

,

K

#

XY.

,

K

$*肿瘤坏死因子
.

+

#

GXY.

+

$表达%分析益生菌的作用机制%现报道如下)

>
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材料与方法

>&>

!

材料

>&>&>

!

实验动物
!

断乳
1

周的健康*雄性清洁级
;\

大鼠
)%

只%体质量
)>

"

$%%

M

%购自上海义森生物科

技有限公司%由本实验室饲养%自由饮水)

>&>&?

!

药物*主要试剂及设备
!

益生菌
.

培菲康胶囊

#上海信谊药厂有限公司%规格!
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萘异硫氰酸酯#
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FXBG

%美国
;#

M

@<

公司$(总胆红素#

GKBU

$*直

接胆红素#

\KBU

$*丙氨酸氨基转移酶#

FUG

$试剂盒

#上海超研生物科技有限公司$(

\F[

*

\.UF

试剂盒

#上海恒远生物科技有限公司$%多克隆鼠抗
XY.

,

K

抗

体*多克隆羊抗
GXY.

+

抗体#美国
;<,3<9?IT

公司$(

迈瑞
K;.'>%

全自动生化分析仪#武汉盛世达医疗设

备有限公司$(光学显微镜#日本
X#5",

公司$)

>&?

!

方法

>&?&>

!

药物配置
!

FXBG

使用前通过麻油制备为

$a

溶液(益生菌胶囊*熊去氧胆酸片使用前通过温生

理盐水稀释)

>&?&?

!

分组与造模
!

)%

只
;\

大鼠适应性喂养
-1

2

%将其分为正常组*模型组与干预组%每组
1%

只)干

预组大鼠每天
$

次给予益生菌
0&1i$%

/ 个活菌数"

5

M

灌胃%正常组与模型组大鼠则行同等量温生理盐水

灌胃)第
>

天模型组*干预组行
%&>a

#

>%@

M

"

5

M

$

FXBG

麻油混合液
$%

M

"

U

灌胃构建急性肝内胆汁淤

积模型%正常组不予以
FXBG

干预%仅给予等量麻油

灌胃)为保证灌胃药物吸收的充分性%所有大鼠灌胃

前后
$12

内禁食%但不禁饮)造模后
0/

*

-12

分别处

死大鼠%每组各
$%

只)

>&?&@

!

标本采集
!

处死大鼠前对其注射
$a

戊巴比

妥钠
>%@

M

"

5

M

%腹腔逐一剪开%腹主动脉分离%抽取
'

@U

动脉血%以
'%%%?

"

@#,

离心
$%@#,

%上清液提取

后用于血清相关指标检测)取血后切取肝左叶组织%

0a

多聚甲醛固定)

>&?&D

!

血清相关指标检测
!

通过迈瑞
K;.'>%

全自

动生化分析仪测定各组大鼠血清
GKBU

*

\KBU

*

FUG

水平(通过
VUB;F

法测定血清
\F[

*

\.UF

水平)

>&?&E

!

肝组织检测
!

肝组织常规石蜡包埋%

>

%

@

连

续切片%脱水%苏木素
.

伊红#

cV

$染色%光学显微镜下

观察肝组织病理情况)免疫组织化学法测定肝组织

XY.

,

K

*

GXY.

+

表达%

;Z

法免疫组织化学染色%苯二

胺显色%苏木素复染%封片#细胞质或细胞核内存在棕

黄色颗粒$)

0%%

倍光学显微镜下观察%测定吸光度

#

2

$值%重复测量
'

次%取平均值)

>&@

!

统计学处理
!

采用
;Z;;$/&%

软件进行数据分

析%计量资料以
D_B

表示%多组间比较采用方差分

析%两两比较采用
U;\.:

检验%以
!

$

%&%>

为差异有

统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

大鼠情况
!

各组大鼠均存活%正常组大鼠活动*

皮毛*尿液颜色均正常(模型组大鼠毛发无光泽%活动

量减少%体质量降低%尿液为黄色(干预组大鼠活动*

体质量较模型组显著改善)

?&?

!

各组大鼠血清肝功能指标比较
!

模型组*干预

组造模后
0/

*

-12

血清
GKBU

*

\KBU

*

FUG

水平均明

显高于正常组#

!

$

%&%>

$%而干预组低于模型组%差异

有统计学意义#

!

$

%&%>

$%见表
$

)

表
$

!!

各组大鼠不同时间点血清
GKBU

(

\KBU

(

!!!

FUG

水平比较$

D_B

%

项目 造模后
0/2

造模后
-12

GKBU

#

%

@"=

"

U

$

!

正常组
1%&0/_$&)- 1%&>'_$&>(

!

模型组
$>>&$1_1>&'0

<

-1&//_1-&%%

<

!

干预组
/%&1-_1$&-'

<J

0%&-)_$'&%)

<J

\KBU

#

%

@"=

"

U

$

!

正常组
>&/(_$&$0 0&($_%&>/

!

模型组
0/&>1_-&)/

<

$0&0'_0&)1

<

!

干预组
1%&$1_)&0>

<J

$%&1$_$&)(

<J

FUG

#

]

"

U

$

!

正常组
1&-$_1&%1 0&0>_$&/'

!

模型组
01&)(_1%&('

<

$'&/0_-&($

<

!

干预组
1$&1'_>&0-

<J

)&'-_1&%1

<J

!!

<

!

!

$

%&%>

%与正常组比较(

J

!

!

$

%&%>

%与模型组比较

?&@

!

各组大鼠
\F[

*

\.UF

水平比较
!

模型组*干预

组造模后
0/

*

-12

血清
\F[

*

\.UF

水平均明显高于

正常组#

!

$

%&%>

$%且干预组低于模型组%差异有统计

学意义#

!

$

%&%>

$%见表
1

)

表
1

!!

各组大鼠血清
\F[

(

\.UF

水平比较$

D_B

%

项目 造模后
0/2

造模后
-12

\F[

#

]

"

U

$

!

正常组
>)&)/_(&$% >0&>-_/&)/

!

模型组
$%1&10_$1&$1

<

(%&')_$%&10

<

!

干预组
/>&%1_$$&)%

<J

-)&0-_(&')

<J

\.UF

#

%

@"=
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U

$

!

正常组
0&')_%&)> 0&1>_%&-$

!

模型组
$%&10_$&/$

<

-&$'_$&-/

<

!

干预组
)&>1_1&%>

<J

0&(%_%&)>

<J

!!

<

!

!

$

%&%>

%与正常组比较(

J

!

!

$

%&%>

%与模型组比较

?&D

!

肝组织病理观察
!

正常组大鼠肝脏外观*颜色

均正常%显微镜下肝小叶显示清晰%无肝细胞病变发

生)模型组大鼠肝脏外观显著肿胀%显微镜下肝小叶

轮廓模糊%大量炎性细胞浸润汇管区%肝细胞嗜酸性

->'1

重庆医学
1%$(

年
-

月第
0/

卷第
$0

期



图
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各组动物典型的肝组织病理图片

变*点状坏死%造模后
0/2

上述症状进一步加重%造模

后
-12

上述症状有所缓解)干预组大鼠肝脏病变较

模型组明显减轻%见图
$

)

?&E

!

各组大鼠肝组织
XY.

,

K

*

GXY.

+

表达比较
!

模

型组*干预组造模后
0/

*

-12

肝组织
XY.

,

K

*

GXY.

+

表达均明显高于正常组#

!

$

%&%>

$%且干预组低于模

型组%差异有统计学意义#

!

$

%&%>

$%见表
'

)

表
'
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各组大鼠肝组织
XY.

,

K

(

GXY.

+

表达比较$

D_B
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项目 造模后
0/2

造模后
-12

XY.
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K

!

正常组
%&%0>_%&%1% %&%01_%&%$/

!

模型组
%&1/$_%&%01

<

%&1$)_%&%>$

<
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干预组
%&1%%_%&%>0

<J

%&$'1_%&%'(

<J

GXY.
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正常组
%&%>-_%&%1$ %&%>%_%&%1'

!

模型组
%&1)'_%&%0(

<

%&$-)_%&%-%

<
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干预组
%&$/0_%&%>)

<J

%&$1%_%&%$>

<J

!!

<

!

!

$

%&%>

%与正常组比较(
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肝内胆汁淤积主要由胆汁分泌过多*排泄异常引

起%胆汁过分堆积易损伤肝细胞%而肝细胞损伤会对

肠黏膜造成不同程度的影响%引发肠道功能紊乱%严

重时可能导致全身炎性反应综合征#

;BE;

$*多器官功

能衰竭%威胁患者生命&

-./

'

%为此修复机体肠黏膜屏障

至关重要)此外%急性肝内胆汁淤积发生后
XY.

,

K

*

GXY.

+

等细胞因子水平明显上升%诱导炎性反应%也

会破坏肠黏膜屏障)

益生菌为一种常见微生态制剂%在胆汁淤积性肝

病*肠道菌群改善等方面应用较多%补充有效剂量益

生菌一方面可刺激肠道内有益菌生长%另一方面可经

多种途径抑制肠道内致病菌生长*黏附*浸润%有利于

肠道内菌群恢复%同时可促进胆汁排泄%抑制炎性因

子产生或释放%改善肠黏膜屏障功能&

(

'

)相关文献发

现益生菌能保护酒精性肝损伤%这与其对肠道微环境

调整%增强肠道屏障功能有关&

$%

'

)谢基明等&

$$

'研究

发现益生菌可能通过抑制
GUE0

"

VE8

通路%使过氧

化物酶体增殖剂激活受体#
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$上调以发挥保护急性肝

损伤的目的)根据肝内胆汁淤积发病机制及相关研

究%笔者对与肠黏膜屏障功能相关的指标#

\.UF

*

\F[

*织
XY.

,

K

*

GXY.

+

$进行分析%其中
\.UF

*

\F[

分别为细菌发酵的代谢产物和肠黏膜上层绒毛细胞

内酶%肠黏膜被损坏时%

\.UF

*

\F[

被大量释放到血

液%致使血清
\.UF

*

\F[

水平显著上升)为此临床

常将这两项作为肠道屏障功能评价的血清指标)肝

内胆汁淤积发生时多伴肠源性内毒素血症%可刺激机

体
XY.

,

K

*

GXY.

+

等炎性因子释放&

$1

'

%而上述因子会

损伤相关结构及功能%进而损伤机体肠黏膜屏障功

能)

XY.

,

K

是一种在人体内多种细胞中分布的转录

因子%可多向调控基因转录)一旦细胞被胞外信号刺

激%会激活单个或多个信号传递途径%致使
B

,

K

被磷

酸化*泛素化%且经由
1);

蛋白酶降解和
XY.

,

K

解

离&

$'

'

)

XY.

,

K

被激活%快速由细胞质移动至细胞核%

与前炎性细胞因子#如
GXY.

+

$*单核细胞趋化蛋白
.$

#

:9Z.$

$等靶基因相关序列结合%基因转录启动%促

使
GXY.

+

等大量释放%放大初始炎症信号)

XY.

,

K

活化后对
GXY.

+

等炎性介质触发%引发瀑布样级联

反应)

GXY.

+

被证实通过下调闭合蛋白表达%以损坏

肠黏膜屏障&

$0

'

)

FXBG

为间接肝毒剂%通过肝细胞毒性*膜脂质

过氧化反应等促使肝细胞及胆管上皮细胞损伤*坏

死%同时可造成小叶间胆管附近炎症出现%导致胆管

阻塞%胆汁淤积明显%且伴肝实质细胞损害&

$>

'

)本实

验通过
FXBG

造模%操作简单%与人类肝内胆汁淤积

表现一致性较高)本研究结果发现%

FXBG

所致急性

肝内胆汁淤积大鼠模型成功%大鼠血清
GKBU

*

\KBU

*

FUG

*

\F[

*

\.UF

水平比正常组明显上升%可见胆汁

淤积会导致肝损伤%影响肠道黏膜功能)本研究模型

组*干预组造模后
-12

肝功能及其他相关指标比造模

后
0/2

均有所下降%与熊小丽等&

-

'报道相符)分析其

原因!

FXBG

诱导肝内胆汁淤积形成中在胆汁内与还

原性谷胱甘肽结合%随时间推移%结合的
FXBG

慢慢

解离排泄%进而
-12

后肝脏胆汁淤积有所改善%这为

今后药物干预设立关键时间点提供了依据)此外%本

研究发现与模型组比较%干预组造模后
0/

*

-12

血清

GKBU

*

\KBU

*

FUG

水平均显著低%提示益生菌能明显

改善
;XBG

所致肝内胆汁淤积大鼠肝损伤程度)分
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析其原因可能与益生菌下调血清
\F[

*

\.UF

水平及

XY.

,

K

*

GXY.

+

表达有关)益生菌通过调整肠道内菌

群%改变肠道微生态环境%减轻了炎性反应%促进了肠

道黏膜屏障功能修复%进而有利于胆汁淤积症状缓解

及肝功能恢复)

综上所述%益生菌可通过下调血清
\F[

*

\.UF

水平及
XY.

,

K

*

GXY.

+

表达%减轻炎性反应%修复肠黏

膜屏障功能%达到治疗肝内胆汁淤积的目的)
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