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“肝-肠轴”的概
念指出肠道和肝
脏在机体免疫防
御机制上互相影
响、互相调节、
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通过对炎症性肠
病(inflammatory 
bowe l  d i sease , 
IBD)相关肝胆疾
病的研究 ,  有利
于充分认识、综
合分析 IBD的病
情及肠外表现.
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Abstract
AIM: To investigate the therapeutic effects of 
Bacillus licheniformis on experimental colitis 
associated hepatobiliary disease. 

METHODS: Forty-five male BALB/c mice 
were randomly divided into three groups: 
a normal group , a model group and a 
t reatment group. Exper imenta l co l i t i s 
was induced in mice with dextran sulfate 
sodium. Disease activity index (DAI) was 
evaluated daily during the study period. 
Serum levels of aspartate transaminase (ALT), 
alanine aminotransferase (AST), D-lactate, 
diamine oxidase (DAO), and endotoxin were 
measured. The levels of tumor necrosis 
factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) in 
liver tissue were measured by ELISA.

RESULTS: Compared with the normal group, 
DAI score was significantly higher in the DSS 
group (P < 0.05); however, DAI score was 
significantly lower in the treatment group 
compared with the DSS group (P < 0.05). 
Colon shortening was more significant in the 
DSS group than in the treatment group (P 
< 0.05). Compared with the normal group, 
serum levels of ALT, AST, D-lactate, DAO, and 
endotoxin as well as the levels of TNF-α and 
IL-6 in liver homogenates were significantly 
increased (P < 0.05) in the DSS group; these 
parameters were significantly lower in the 
treatment group than in the DSS group (P < 
0.05). 

CONCLUSION: Bacillus licheniformis can 
reduce the severity of colitis associated liver 
disease possibly by promoting the recovery of 
intestinal mucosal permeability and immune 
function. 
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■研发前沿
近年来, 微生态制
剂在临床上的应
用越发广泛 ,  在
恢复肠道菌群平
衡、防止感染、
合 理 利 用 抗 生
素、提高机体免
疫力等方面有重
要作用, 且肝病的
微生态疗法亦是
目前研究热点.

reserved. 
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摘要
目的: 探讨地衣芽孢杆菌对实验性结肠炎相
关肝脏病变的治疗作用与机制. 

方法:  将45只B A L B/c小鼠随机分为正常
组、葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium, 
D S S)组和治疗组 ,  实验过程中对各组小
鼠进行疾病活动指数评分(disease activity 
index, DAI), 在造模及给药后第11天处死小
鼠, 检测血清丙氨酸氨基转移酶(aspartate 
transaminase, ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶
(alanine aminotransferase, AST)、D -乳酸、

二胺氧化酶(diamine oxidase, DAO)、内毒
素(endotoxin), 取结肠及肝脏进行HE染色, 
运用酶联免疫吸附测定(ELISA)肝组织匀浆
中肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)、白介素-6(interleukin-6, IL-6)含量
水平. 

结果: 通过地衣芽孢杆菌对DSS模型小鼠进
行治疗发现, 与正常组比较, DSS组DAI评分
明显增高(P <0.05), 治疗组与DSS组相比DAI
评分降低(P <0.05); DSS组结肠长度与治疗
组相比缩短程度更为显著(P <0.05); 与正常
组比较, DSS组及治疗组血清ALT、AST、
D -乳酸、D A O、内毒素均升高(P <0.05), 
肝组织匀浆中TNF-α、IL-6含量显著升高
(P <0.05); 而治疗组血清ALT、AST、D -乳
酸、DAO、内毒素较DSS组均降低(P <0.05), 
肝组织匀浆中TNF-α、IL-6含量较DSS组显
著降低(P <0.05). 

结论: 地衣芽孢杆菌对实验性结肠炎及相关
肝胆病变有明显治疗作用, 可能与改善肠黏
膜通透性和恢复免疫功能有关. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文结合关于炎症性肠病(inflammatory 

bowel disease, IBD)相关肝脏病变的最新研究, 
通过应用地衣芽孢杆菌调节肠道菌群平衡, 改
善肠道炎症引起的微生态紊乱, 观察地衣芽孢

杆菌对葡聚糖硫酸钠诱导的实验性结肠炎模型

小鼠的治疗作用, 以期为IBD相关肝脏病变的临

床治疗寻求新的治疗途径.
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0  引言

炎症性肠病(inf lammatory bowel d isease, 
IBD)专指病因及发病机制未明的炎症性肠道

疾病(idiopathic inflammatory bowel disease), 
包括溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)和
克罗恩病(Crohn's disease, CD). 目前认为其

发病可能是遗传、免疫、肠黏膜屏障功能

失调、饮食、精神等多因素综合作用所致[1]. 
I B D的主要病变虽然位于肠道, 但与之相关

的各种肠外表现也并非少见, 肝胆疾病被认

为是最常见的肠外表现之一. 有研究 [2]推测

I B D时, 肠黏膜屏障受损以及肠道菌群失调

导致黏膜通透性增高, 细菌发生移位且内毒

素产生增多, 入血后转运至肝脏, 激活肝内的

枯否细胞(Kupffe r)致炎性因子[如肿瘤坏死

因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白

介素-6(interleukin-6, IL-6)等]增多, 对肝细胞

产生直接损害, 导致肝胆疾病的发生. Aron等[3]

在实验动物模型的门静脉中发现肠源杆菌可

支持肠道菌群移位的观点, 但至今I B D与肝

胆疾病的病因及发病机制尚未有合理的解

释. 研究[4,5]证明葡聚糖硫酸钠(dextran sulfate 
sodium, DSS)在致UC模型同时可伴发肝脏炎

症、脂肪变等表现, 与人类UC伴发肝胆疾病

有诸多相似之处, 因此本实验应用DSS构建

实验性结肠炎模型[6], 以模拟人类UC, 通过对

D -乳酸、二胺氧化酶(diamine oxidase, DAO)
的测定研究地衣芽孢杆菌治疗前后U C小鼠

肠黏膜通透性变化, 并检测肝功能及肝组织

中TNF-α、IL-6的含量水平, 分析其在疾病过

程中的变化, 为临床UC及相关肝胆病变的病

因及治疗提供新思路. 
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■相关报道
国 外 最 新 研 究
结果表明 ,  补充
益生菌制剂调节
肠道菌群平衡有
利于缓解葡聚糖
硫酸钠 (dextran 
sulfate sodium, 
DSS)诱导的实验
性结肠炎小鼠的
结 肠 炎 症 表 现 , 
且通过肠道微生
态环境的改善有
利于缓解肠道炎
症导致的相关肝
脏病变 ,  因此微
生态疗法应得到
更多的重视.

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂7周龄BALB/c小鼠45只, 体质

量18-23 g, 由北京维通利华实验动物技术有限

公司提供, 动物合格证号No. 11400700046690. 
D S S(M W =  36000-50000)购自美国M P 
Biochemicals; 便隐血(OB)试剂(匹拉米洞半

定量检测法)购自珠海贝索生物技术有限公

司; TNF-α(Lot Number: 3017938)、IL-6(Lot 
Number: 2317740)ELISA试剂盒均购自美国

BD Biosciences; D -乳酸检测试剂盒购自美国

AAT Bioquest Inc.; DAO试剂盒购自上海纪

宁实业有限公司; 内毒素ELISA试剂盒购自

上海邦奕生物科技有限公司; 动物组织蛋白

裂解液、蛋白酶抑制剂均购自北京德路祺科

技有限公司; 地衣芽孢杆菌活菌胶囊(国药准

字: S10950019)购自东北制药集团沈阳第一

制药有限公司; GentleMACS™全自动温和组

织处理器购自德国美天旎生物技术有限公司

(Miltenyi Biotec GmbH); BECKMAN CX9全
自动生化分析仪购自美国Beckman-coul te r
公司. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组与模型的建立: 45只♂BALB/c
小鼠采用随机数字表法分为正常组、DSS组
及治疗组, 每组15只. 各组小鼠体质量对比, 差
别无统计学意义(P >0.05). 普通恒温环境, 代谢

笼独立饲养. 以无菌蒸馏水配置3%DSS溶液为

唯一饮用水供DSS组及治疗组小鼠自由饮用

10 d[4], 正常组饮用蒸馏水. 地衣芽孢杆菌108 
CFU/mL于造模第1天起对治疗组进行灌胃给

药(0.2 mL/10 g), 1次/d, 其余两组予生理盐水

灌胃. 
1.2.2 结肠炎症程度评估: 实验过程中每日给

小鼠称质量, 测大便隐血, 观察大便性状、饮

食、皮毛光泽度、精神及活动状态等, 用于评

估疾病活动指数(disease activity index, DAI)(表
1). 小鼠出现稀便、便隐血阳性、肉眼血便中

任一项作为造模成功标准. 造模至第11天时将

小鼠去眼球取血后颈椎脱臼处死. 
1.2.3 病理切片HE染色检查: 统一取同一部位1 
cm左右远端结肠组织甲醛固定、石蜡包埋切

片, 行苏木精-伊红(HE)染色. 统一取0.5 cm3左

右肝脏左叶甲醛固定24 h后, 常规石蜡切片制

作, HE染色, 图像处理系统拍照分析. 
1.2.4 肠黏膜通透性、内毒素及肝功能测定: 收
集小鼠血液于无菌Eppendorf管中, 4 ℃ 3000 g离
心10 min, 吸取上清, -80 ℃冻存. 参照试剂盒说

明书检测血清中D -乳酸、DAO、内毒素水平; 
采用全自动生化仪以IFCC推荐法检测血清丙

氨酸氨基转移酶(aspartate transaminase, ALT)、
天门冬氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, 
AST). 
1.2.5 TNF-α、IL-6含量测定: 取肝脏右叶组织

冰生理盐水冲洗, 吸水纸吸干水分后称质量, 
弯盘置于冰上以眼科剪剪碎组织, 每100 mg组
织加入1 mL冰动物组织蛋白裂解液及1%蛋白

酶抑制剂, 用GentleMACS™全自动温和组织处

理器制备组织匀浆, 4 ℃ 10000 g离心15 min, 吸
取上清液, 重复离心1次再次收集上清, -80 ℃
冻存. 参照ELISA试剂盒说明书测定TNF-α、
IL-6含量. 

统计学处理 所有统计应用SPSS19.0统计

软件, 实验数据以mean±SD表示, 各组间比

较采用单因素方差分析, 组间两两比较采用

Student't检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 结肠炎活动程度评估和肝脏大体表现 DSS
组小鼠逐渐出现不同程度的腹泻、便血、精

神萎靡、体质量减轻等. 治疗组腹泻、便血、

体质量减轻等症状较轻, 可见成形便, 治疗后

期多为便隐血阳性, 肉眼血便少见. 第11天处

死小鼠后, 正常组结肠外观平滑, 长度偏长, 肠
黏膜光整, 无溃疡、出血; DSS组小鼠结肠红

肿, 长度缩短, 肠黏膜凹凸不平, 伴糜烂、充

血, 个别伴有脓液; 治疗组结肠轻度水肿伴渗

出, 炎症程度较轻, 个别可见点状出血点. 正常

组小鼠肝脏表面红润、光滑、无出血点, 质软, 
韧性较好; DSS组肝脏普遍颜色暗淡、表面可

     

表  1  DAI评分标准

体质量下降(%) 大便性状 大便隐血/肉眼血便 记分

0 正常          正常 0

1-5 松散 隐血阳性 1

6-10 2

11-15 稀便 肉眼血便 3

>15 4

DAI: 疾病活动指数评分.
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■创新盘点
近年来对IBD相
关肝胆疾病的关
注越来越多 ,  然
而二者的病因及
发病机制仍未明
确 ,  肝脏病变与
结 肠 炎 症 并 存 , 
二者并非独立存
在 ,  可能拥有某
些共同的发病机
制 ,  因此对这一
方面的研究有利
于综合、全面认
识IBD.

见鲜红色出血点、质脆、夹持易破裂; 治疗组

小鼠肝脏颜色较红润, 依稀可见少量出血点, 
质软. 
2.2 组织病理学改变 结肠HE染色光镜下观察, 
正常组小鼠结肠黏膜上皮完整, 腺体排列整

齐, 无充血水肿, 无炎症细胞浸润; DSS组结肠

黏膜明显充血水肿, 黏膜上皮损伤脱落可见溃

疡形成, 腺体结构不完整伴炎细胞浸润; 治疗

组结肠黏膜伴或不伴水肿, 个别腺体结构不完

整, 少炎细胞浸润. 肝脏HE染色光镜下观察, 
正常对照组肝脏结构清晰, 无炎性细胞浸润, 
无细胞肿胀及脂肪滴; DSS组肝小叶周围细胞

颗粒变性, 伴炎细胞浸润, 肝细胞内可见脂肪

滴; 治疗组肝脏可见炎症细胞浸润, 肝小叶周

围肝细胞颗粒变性及细胞肿胀较少见或表现

轻微(图1).  
2.3 DAI、结肠长度、内毒素水平比较 通过

对各组小鼠每日体质量变化、大便性状和

隐血情况计算小鼠DAI评分结果显示, DSS
组、治疗组与正常组比较, D A I评分明显增

高(P <0.05), 治疗组D A I较D S S组明显降低

(P <0.05). 全结肠长度测量结果显示DSS组、

治疗组与正常组比较 ,  结肠长度明显缩短

(P <0.05), 治疗组与D S S组相比结肠长度增

加(P <0.05). 血清内毒素水平测定结果提示, 
D S S组、治疗组小鼠内毒素水平较正常组

明显升高, 治疗组内毒素水平较DSS组降低

(P <0.05)(表2). 
2.4 各组肠黏膜通透性、肝功能、TNF-α、
IL-6比较 对各组小鼠D -乳酸、DAO、ALT、
AST的测定提示, DSS组、治疗组较正常组肠

黏膜通透性增加、肝功能减退(P <0.05), 其中

治疗组与DSS组相比, 肠黏膜通透性降低、肝

功能好转(P <0.05)(表3). ELISA检测肝组织匀

浆中TNF-α、IL-6结果显示, DSS组、治疗组

较正常组TNF-α、IL-6表达水平增高(P <0.05), 
治疗组与DSS组相比, TNF-α、IL-6表达水平

降低(P <0.05)(图2). 

3  讨论

UC的病因及发病机制至今尚不十分明确, 以
腹痛、腹泻、黏液脓血便、里急后重等为主

要临床表现. 此外, 在累及全身各个系统的肠

外表现中肝胆疾病屡见不鲜, 并且是影响IBD
病死率的重要因素之一. 有报道显示, IBD患

者并发肝胆疾病的几率明显高于一般人群[7,8]. 
1998年, Riegler等[9]提出了“肝-肠轴”的概念, 
指出肠道和肝脏在机体免疫防御机制上互相

影响、互相调节、紧密相关. 因此通过对IBD
相关肝胆疾病的研究, 有利于充分认识、综合

分析IBD的病情及肠外表现, 为IBD的综合治

疗提供帮助. 
研究[5,10]表明, DSS模型诱发肝胆病变并

非DSS直接作用, 而是由于结肠黏膜通透性增

表  2  各组小鼠DAI、结肠长度、内毒素水平比较 (n = 15, mean±SD)

     
分组 DAI(分) 结肠长度(cm) 内毒素(EU/mL)

正常组 0.3±0.1 7.8±0.5 0.13±0.01

DSS组  7.9±0.3a  5.5±0.4a  0.27±0.02a

治疗组   3.7±0.2ac   6.7±0.3ac   0.16±0.01ac

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  DSS组. DAI: 疾病活动指数评分; DSS: 葡聚糖硫酸钠.

表  3  各种小鼠肠黏膜通透性、肝功能测定 (n  = 15, mean±SD)

     
分组 D -乳酸(μg/L) DAO(U/L) ALT(U/L) AST(U/L)

正常组  545.39±23.17 11.37±4.13 36.82±6.33  72.21±10.58

DSS组 1328.42±31.94a  23.21±6.51a  54.73±7.39a 102.37±11.41a

治疗组  1195.63±21.33ac   15.85±4.97ac   41.42±7.69ac    91.74±10.26ac

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  DSS组. DSS: 葡聚糖硫酸钠; DAO: 二胺氧化酶; ALT: 丙氨

酸氨基转移酶; AST: 天门冬氨酸氨基转移酶.
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■应用要点
本文应用地衣芽
孢杆菌治疗实验
性结肠炎小鼠相
关 的 肝 脏 病 变 , 
通过调节肠道微
生态平衡达到改
善肝脏功能的目
的 ,  期望可以通
过调节肠道菌群
平衡减轻致炎反
应, 从而缓解IBD
及其相关的肝脏
病变.

高, 黏膜屏障受损导致细菌易位、内毒素水平

升高等因素引发肝脏病变, 并且肝胆疾病的出

现与结肠炎症相伴随, 这与人类UC并发肝胆

疾病有诸多相似之处. Karlsson等[11]的研究指

出, DSS诱导UC模型引发肝脏病变与人类IBD
相似, 可用于验证IBD相关肝脏疾病代谢改变

及靶向研究. 因此本实验应用DSS诱导UC模

型, 通过物理、化学方式破坏生物生理稳态使

肠黏膜上皮屏障破坏, 通过各种途径激活巨

噬细胞、T细胞、中性粒细胞等, 进一步引起

免疫细胞因子改变[10]. 肠黏膜屏障功能可防止

肠道内有害物质通过肠壁进入肠外组织或器

官中, 而当这一屏障功能被破坏, 肠黏膜通透

性增加, 肠道失去原有的抵抗能力, 产生肠源

性细菌移位和内毒素血症等[12]. 肠源性内毒素

血症可激活肝Kuffper细胞释放炎性介质, 同

时激活补体并趋化中性粒细胞聚集, 引发过度

炎症反应, 进一步损伤肝细胞. D -乳酸、DAO
是反应肠黏膜通透性的敏感指标, DSS组D -乳
酸、DAO显著升高, 黏膜通透性增加屏障功

能受损, 治疗组D -乳酸、DAO有所降低, 肠黏

膜屏障功能较好. 
已证实DSS模型主要由1型/2型辅助性T

细胞(T helper cells 1/T helper cells 2, Th1/Th2)
反应介导, 与人类UC的免疫学反应十分相似. 
TNF-α又称恶液素(cachectin), 主要由巨噬细

胞、单核细胞产生的一种非糖蛋白的单核因

子. TNF-α具有多种生物学作用, 与受体结合

后可诱导细胞溶解、死亡; 损伤内皮细胞, 激
活凝血系统; 作为内源性致热源引起发热, 刺
激机体产生I L-1、I L-6等; 促进细胞增殖分

化, 调节免疫功能以及抗肿瘤作用等[13]. IL-6

A B

C D

E F

图  1  各组小鼠结肠、肝脏病理(HE×200). A: 正常黏膜腺体; B: DSS组腺体消失, 黏膜完整性破坏; C: 治疗组黏膜腺体

较为规则; D: 正常肝细胞; E: DSS组肝细胞变性, 炎细胞浸润. F: 治疗组肝细胞中少炎细胞浸润.
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■名词解释
DSS:  是葡聚糖
的聚阴离子衍生
物 ,  由葡聚糖和
氯 磺 酸 的 酯 化
反应形成 ,  有提
高核酸杂交率、
显示免疫相关活
动、纯化材料等
重要作用 ,  是制
备小鼠实验性结
肠炎经典模型的
物理制剂; 
疾 病 活 动 指 数
评 分 ( d i s e a s e 
ac t iv i ty  index, 
DAI): 结合患者
(患病动物)的体
质 量 下 降 百 分
率、大便黏稠度
和大便出血三个
方面进行综合评
分将 3 项结果的
总分除以 3 即为
DAI值.

是一种多肽物质, 主要由T细胞、B细胞、单

核巨噬细胞等分泌, 在各种炎症反应中起着核

心调节作用. 有研究报道IL-6除了对B细胞具

有刺激作用外, 还是肝细胞的强效刺激因子, 
通过基因转录诱导肝细胞合成急性期反应蛋

白, 其中以C反应蛋白和淀粉状蛋白A的增加

尤为显著[14]. 在UC患者和UC结肠炎小鼠的肠

黏膜中含有大量巨噬细胞及其产生的促炎因

子(TNF-α、IL-6等), 他们参与了结肠的病理

损伤, 同时肠道内革兰氏阴性菌过度繁殖产生

大量内毒素, 他是TNF-α强有力的激活剂. 促
炎因子增多、内毒素释放入血可直接损伤肝

细胞并会激活肝内细胞因子网络系统引起炎

性变. 结果中DSS组肝脏组织匀浆中TNF-α、
IL-6明显升高, 经过地衣芽孢杆菌治疗后二者

表达水平降低. 
血清学检查是临床上评估肝功能最常用

的检验指标, 其中转氨酶水平是检测肝细胞受

损的敏感指标. ALT主要存在于肝细胞胞中, 
AST则主要位于肝细胞线粒体中. 肝细胞受损

变性时, 细胞膜通透性改变, ALT游离出来进入

血液; 当肝细胞受损严重累及线粒体等细胞器

时, AST释放入血. DSS组小鼠ALT、AST升高, 
肝功能减退且受损较严重, 地衣芽孢杆菌治疗

组较DSS组有所改善. 
地衣芽孢杆菌活菌胶囊属于需氧的益生

菌制剂, 进入肠道后通过消耗氧气制造厌氧环

境, 促进正常厌氧菌如双歧杆菌、乳酸杆菌等

繁殖, 同时抑制腐败菌生长繁殖, 减少细菌内

毒素的产生; 可降低肠道pH, 酸性环境促进氨

及内毒素排泄, 利于患者肝功能好转[15]. 有研

究[16,17]报道, 口服地衣芽孢杆菌活菌胶囊可改

善肠道微环境, 减少氨及内毒素的吸收, 抑制

炎症因子释放, 对于辅助治疗肝脏炎症性疾病

具有较好的临床价值. 本研究应用地衣芽孢杆

菌治疗UC小鼠模型, 提示其可能是通过调节

肠道菌群, 促进肠黏膜屏障功能恢复, 减少细

菌移位、内毒素的生成和入血以及炎性因子

的产生, 从而减轻内毒素和炎性因子对肝脏的

损伤作用. 
U C肠外表现的发病机制仍不十分明确, 

肝脏病变与结肠炎症并存, 二者并非独立存在, 
可能拥有某些共同的发病机制, 如自身免疫因

素、UC合并细菌感染引起菌血症、有毒物质

的吸收等. 本研究表明地衣芽胞杆菌有利于促

进肠黏膜屏障功能的恢复, 使其在抗结肠炎作

用的同时改善了肝功能, 下调了炎症因子的表

达, 促进免疫功能恢复, 更有利于UC的综合治

疗, 为识别UC的肠外表现, 进行早期、有效的

治疗, 进一步控制UC的疾病进展及改善预后

提供新的思路. 
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■同行评价
虽然地衣芽孢杆
菌对肝硬化等肝
病的疗效已有大
量文章, 对IBS的
疗效也已肯定, 但
对IBD肝损害的
文章还不多. 本研
究对IBD肝损害
的临床研究和诊
治有参考意义.
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