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Abstract 
AIM: To investigate the interventional effect of 
microbiological capsules (Medilac-S) containing 
Bacillus subtilis and Enterococcus on intestinal 
flora in patients with nonalcoholic steatohepati-
tis (NASH). 

METHODS: Thirty healthy adults and sixty pa-
tients with NASH were included, and they were 
divided into three groups: group A (30 healthy 
adults, control group), group B (30 patients, 
treated with basic drugs), and group C (30 pa-
tients, treated with basal drugs and Medilac-S). 
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■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)的
发病机制至今尚
未明确, 在众多致
病因素中, 小肠细
菌过度生长、细
菌移位、肠黏膜
通透性改变等所
致的肠源性内毒
素血症(IETM)在
非酒精性脂肪性
肝炎(NASH)的发(NASH)的发
病中起着重要的
作用.

Eight types of representative bacteria of the in-
testinal flora were cultivated and counted, and 
the levels of serum endotoxin, TNF-α, IL-6 and 
ALT was determined in all groups before treat-
ment and 4 wk after treatment.

RESULTS: Compared to group A, the numbers 
of Bacillus bifidus, Bacillus lactis and Bacteroi-
des decreased (7.13 ± 1.28 vs 8.83 ± 1.24, t = -6.65, 
P < 0.01; 6.67 ± 1.21 vs 7.31 ± 1.12, t = -2.16, P < 
0.05; 6.99 ± 1.31 vs 7.82 ± 1.15, t = -2.41, P < 0.05), 
that of Enterobacteria increased (7.28 ± 1.22 vs 
6.54 ± 1.08, t = 4.83, P < 0.01), and serum levels 
of endotoxin, IL-6 and TNF-α increased (168.37 
EU/L ± 24.13 EU/L vs 110.53 EU/L ± 18.33 EU/L, 
t = 11.69, P < 0.01; 42.62 ng/L ± 12.65 ng/L vs 
21.58 ng/L ± 8.47 ng/L, t = 7.71, P < 0.01; 15.98 
ng/L ± 3.19 ng/L vs 8.63 ng/L ± 2.49 ng/L, t = 
11.97, P < 0.01) in patients with NASH (groups 
B and C) before the treatment. After 4 weeks of 
treatment, the numbers of Bacillus bifidus, Bacil-
lus lactis and Bacteroides increased significantly 
(all P < 0.01), that of Enterobacteria decreased (P 
< 0.05), and serum levels of endotoxin, TNF-α, 
IL-6 and ALT decreased remarkably (P < 0.05) in 
group C but not in group B compared to group 
A. The clinical symptoms were improved more 
apparently in group C than in group B.

CONCLUSION: Alteration of intestinal flora and 
overgrowth of Gram-negative bacilli probably 
participate in the development of NASH. Me-
dilac-S can effectively improve intestinal flora, 
decrease serum levels of endotoxin, TNF-α, IL-6 
and ALT, and improve clinical symptoms in pa-
tients with NASH.

Key Words: Nonalcoholic steatohepatitis; Bacillus 
subtilis; Intestinal flora; Microecological products; 
Enterococcus; Endotoxin
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■研发前沿
随着“肠-肝”轴
(Gut-Liver Axis)
这一新概念的提
出, 肠道菌群正成
为肝病研究热点.

摘要 
目的:  探 讨 枯 草 杆 菌 肠 球 菌 二 联 活 菌 胶
囊对非酒精性脂肪性肝炎(n o n-a l c o h o l i c 
steatohepatitis, NASH)患者肠道菌群失调的干
预作用. 

方法: 选择肠道菌群中具有代表性的细菌共8
种(肠杆菌、肠球菌、葡萄球菌、双歧杆菌、

乳杆菌、拟杆菌、梭菌、酵母样真菌)进行培
养和计数, 检测所有被研究者的血清内毒素、

TNF-α、IL-6和ALT的浓度. 选择健康正常成
人30例作为正常对照组(A组), NASH共60例, 
随机分为常规治疗组(B组)和观察组(C组)各
30例, B组采用常规保肝治疗, C组常规保肝治
疗的同时联用枯草杆菌肠球菌二联活菌胶囊
治疗, 治疗4 wk, 比较各组治疗前后肠道细菌
数量的变化和内毒素、TNF-α、IL-6、ALT的
变化, 并比较B组和C组治疗后临床症状的缓
解情况.  

结果:  与A组比较 ,  治疗前N A S H组肠杆菌
显著增多(7.28±1.22 vs  6.54±1.08, t  = 4.83, 
P <0.01), 而双歧杆菌、乳酸杆菌、拟杆菌显
著减少(7.13±1.28 vs  8.83±1.24, t  = -6.65, 
P <0.01; 6.67±1.21 vs  7.31±1.12, t  = -2.16, 
P <0.05; 6.99±1.31 vs  7.82±1.15, t  = -2.41, 
P <0.05); 血清中内毒素、IL-6、TNF-α的浓
度显著增高(168.37 EU/L±24.13 EU/L vs  
110.53 EU/L±18.33 EU/L, t  = 11.69, P<0.01; 
42.62 ng/L±12.65 ng/L vs  21.58 ng/L±
8.47 ng/L, t  = 7.71, P <0.01; 15.98 ng/L±
3.19 ng/L vs  8.63 ng/L±2.49 ng/L, t  = 11.97, 
P <0.01); C组治疗后与治疗前比较双歧杆菌、

乳杆菌、拟杆菌的数量显著增多(P<0.01), 肠杆
菌的数量显著减少(P <0.05), 血清中内毒素、

TNF-α、IL-6、ALT的浓度显著降低(P <0.01), 
C组治疗后临床症状较B组有显著改善. 

结论: NASH患者存在肠道菌群失调、革兰氏
阴性杆菌过度生长, 提示肠道微生态失衡可能
参与了NASH的发生发展. 枯草杆菌肠球菌二
联活菌胶囊可明显改善NASH肠道菌群失调, 
降低血清中内毒素、TNF-α、IL-6、ALT的水
平, 改善临床症状. 

关键词: 非酒精性脂肪性肝炎; 枯草杆菌; 肠球菌; 

微生态制剂; 肠道菌群; 内毒素 
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty liver 
disease, NAFLD)近年来的发病率正稳步上升. 非
酒精性脂肪性肝炎(non-alcoholic steatohepatitis, 
NASH)是NAFLD病程进展中的主要阶段, 近一

半的NASH患者可发展至肝纤维�, 约15%发展

至肝硬�, 3%进展至最终的肝衰竭[1]. NAFLD的

发病机制至今尚未明确, 在众多致病因素中, 小
肠细菌过度生长、细菌移位、肠黏膜通透性改

变等所致的肠源性内毒素血症(intestinal endo-
toxemia, IETM)在NASH的发病中起着重要的作

用. 随着“肠-肝”轴(gut-liver axis)[2]这一新概念

的提出, 肠道菌群正成为肝病研究热点. 本文就

NASH患者肠道菌群的变�及其肠源性内毒素

血症进行初步研究, 并采用枯草杆菌肠球菌二联

活菌胶囊进行干预, 观察枯草杆菌肠球菌二联活

菌胶囊对NASH的治疗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 2010-03/2011-10本院经临床、实验室

和B超(或CT)检查诊断为NASH患者60例, 男32
例, 女28例, 年龄25-70岁, 平均年龄47.5岁±l2.3
岁. 所有患者诊断符合NASH诊断标准[3]. 排除感

染、使用抗生素、微生态调节剂、酸奶、胃肠

道动力药物及其他可影响肠道通透性制剂的患

者. 另选择30例健康成年�且愿意受试者为正

常对照组(A组), 男女各15例, 年龄20-70岁, 平均

47.1岁±10.7岁. NASH组患者随机分为治疗组

(B组)和观察组(C组)各30例. 
1.2 方法

1.2.1 治疗: B组给予常规保肝治疗, 口服甘草酸

二胺肠溶胶囊(江苏正大天晴药业有限公司, 规
格150 mg)3粒/次, 3次/日; C组在B组治疗的基础

上加上枯草杆菌肠球菌二联活菌胶囊(北京韩美

药品有限公司)口服治疗, 500 mg/次, 3次/日, 疗
程均为4 wk. 实验期间不使用抗菌药物及其他影他影影

响肠道菌群的制剂. 
1.2.2 肠道菌群的培养及检测: 采集实验对象

的新鲜粪便标本2份分别盛放在普通无菌小瓶

和无氧小瓶迅速送至实验室. 肠道菌群的培养

及检测: 称取新鲜粪便0.5 g加入4.5 mL 0.9%的

无菌氯�钠溶液中, 按l0倍连续稀释法稀释至

10-9. 分别取10-9、10-7、10-5、10-3、10-1, 稀释液

50 μL依次接种在选择性培养基上. 肠道菌群的

选择: 选择具有代表性的需氧菌3种(肠杆菌、肠

球菌、葡萄球菌), 厌氧菌4种(双歧杆菌、乳杆
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■相关报道
研究表明内毒素
及炎性细胞因子
均参与了 N A S H
的发生发展. 内毒
素不仅直接损害
肝细胞, 而且使肠
道微生态环境发
生改变, 加重肠道
菌群失调.

菌、拟杆菌、梭菌)及酵母样真菌进行培养. 培
养基选择: 肠球菌、葡萄球菌用羊血平板, 肠杆

菌用中国兰琼脂平板, 真菌用沙氏培养基, 双歧

杆菌用BS血琼脂平板, 乳酸杆菌为MRS营养琼

脂, 拟杆菌用BDS培养基, 梭菌采用RCM培养基

(强�梭菌培养基). 需氧菌置35 ℃孵箱培养24 h, 
酵母样真菌置25 ℃孵箱培养48-72 h, 厌氧菌采

用抽气换气培养法培养48 h. 使用ATB全自动微

生物鉴定系统(法国生物梅里埃公司)进行细菌

鉴定. 结果以每克粪便湿重中菌落形成单位的

对数值表示(lgCFU/g). 
1.2.3 血清指标的检测: 清晨空腹静脉血6 mL离
心后取血清置-70 ℃冰箱中保存待测. 血清内毒

素定量测定采用鲎试剂基质偶氮显色法(试剂盒

由上海伊�医学科技公司提供); TNF-α和IL-6的
检测采用酶联免疫法定量测定(试剂盒由深圳晶

美生物工程有限公司提供), 按说明书进行操作; 
血清ALT的检测使用日立7170A全自动生�分

析仪检测. 
1.2.4 临床疗效的评定: 记录B、C两组治疗前乏

力、肝区不适、腹胀、厌食、腹泻、便秘等临

床症状以及治疗后的缓解情况(症状减轻或�

失), B超检查治疗前肝脏肿大情况以及治疗后回

复情况(缩小或恢复正常大小), 并做疗效比较分

析, 结合血清学指标ALT做疗效判定. 
统计学处理 计量资料使用mean±SD表示. 

使用SPSS17.0统计软件进行统计学分析, 组间比

较采用独立样本t检验, 治疗前后比较采用配对t
检验; 直线相关采用Pearson相关分析; 率的比较

采用χ2
检验, P <0.05提示差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 治疗前NASH组和A组肠道菌群菌落数的比

较 治疗前NASH组与A组比较各肠道菌群发生

显著变�, 肠杆菌显著增加(t  = 4.83, P <0.01), 而
双歧杆菌、乳杆菌、拟杆菌显著减少(t  = -6.65, 
P <0.01; t = -2.16, P <0.05; t  = -2.41, P <0.05); 而肠

球菌、葡萄球菌、酵母真菌和梭菌没有发生显

著改变(P >0.05, 表1). 
2.2 治疗前NASH组和A组血清指标的比较 治疗

前NASH组与A组比较, 内毒素、IL-6和TNF-α
等指标均显著增加(t = 11.69、7.71、11.97, 
P <0.01, 表2). 
2.3 治疗前后B组和C组肠道菌群菌落数的比较

治疗前两组所有菌落数比较均无统计学意义

(P >0.05), 提示二者具有可比性; B组治疗后与治

疗前比较无显著差异(P >0.05), 而C组治疗后与

治疗前比较有显著改变, 其中肠杆菌显著减少

(t = -2.79, P <0.05), 而双歧杆菌、乳杆菌、拟杆

菌显著增加(t  = 4.27, P <0.01; t = 3.25, P <0.01; t  = 
2.93, P <0.01, 表3, 图1).图1).). 
2.4 治疗前后B组和C组血清指标的比较 治疗前

两组所有指标比较均无统计学意义(P >0.05), 提
示二者具有可比性; B组内毒素、IL-6、TNF-α
与治疗前比较无显著改变(P >0.05); C组治疗后

与治疗前比较内毒素、IL-6、TNF-α、ALT均
有显著降低(t  = -3.98、-2.42、-2.27、-8.61,、-8.61,-8.61, P  
<0.01). 治疗后C组与B组比较, ALT差异显著(t = 
-4.73, P <0.01, 表4, 图2). 
2.5 肠道菌群与内毒素及TNF-α、IL-6的相关分

析 在有显著变�的4种细菌中, 只有肠杆菌与内

表  1  治疗前NASH患者和健康组肠道菌群菌落数的比较 (mean±SD, lgCFU/g)

     分组  n     肠杆菌     肠球菌  葡萄球菌   酵母真菌   双歧杆菌     乳杆菌     拟杆菌      梭菌

A组 30 6.54±1.08 7.48±1.25 5.45±0.97 5.26±0.87 8.83±1.24 7.31±1.12 7.82±1.15 7.51±1.28

NASH组 60 7.28±1.22b 7.86±1.32 5.27±1.04 4.84±0.82 7.13±1.28b 6.67±1.21a 6.99±1.31a 7.47±1.23

aP<0.05 ,  bP<0.01 vs  A组.

表  2  治疗前NASH患者和健康组血清指标的比较 (mean±SD)

     分组  n   内毒素(EU/L)    IL-6(ng/L)   TNF-α(ng/L)      ALT(U/L)

A组 30 110.53±18.33 21.58±8.47   8.63±2.49   26.86±6.27

NASH组 60 168.37±24.13b 42.62±12.65b 15.98±3.19b 109.24±41.50b

bP<0.01 vs  A组.
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毒素显著正相关(r  = 0.644, P <0.01), 而肠杆菌与

TNF-α、IL-6均不相关(P >0.05); 血清内毒素和

TNF-α、IL-6显著正相关(r  = 0.485, P <0.01; r  = 
0.477, P <0.01). 
2.6 治疗前临床症状及治疗后B组和C组临床表

现缓解情况(减轻或消失)比较 治疗前有症状的

NASH患者主要为乏力、腹胀、肝区不适、厌

食、腹泻或便秘, 其中腹胀和腹泻占到了NASH
组的一半以上 ,  而其他症状则占N A S H组的

20%-40%, 12例患者无任何不适症状, 占总例数

的20%. 治疗后C组与B组比较临床症状及肝肿

大缓解更显著(P <0.05或0.01, 表5, 6). 

3  讨论

研究证实肠道菌群失调不仅参与了肥胖的发

生[4-6], 还与NASH关系密切[7]. 本研究显示NASH
患者肠道菌群发生了显著变�, 双歧杆菌、乳

杆菌和拟杆菌的菌落数均较正常对照组明显减

少(P <0.05), 而肠杆菌的菌落数较正常对照组则

有显著增加(P <0.01), 这提示NASH患者肠道菌

群发生了显著改变, 以肠杆菌为代表的需氧菌

显著增长, 而以双歧杆菌及乳杆菌为代表的厌

氧菌却显著降低, 这证实了NASH存在菌群失调

及肠道革兰氏阴性杆菌过度生长. 现有研究表氏阴性杆菌过度生长. 现有研究表阴性杆菌过度生长. 现有研究表

明内毒素及炎性细胞因子均参与了NASH的发

生发展. 内毒素不仅直接损害肝细胞, 而且使肠

道微生态环境发生改变, 加重肠道菌群失调[8]. 
此外, 内毒素还能激活肝脏库普弗细胞引发炎

症级联反应[9-13], 引发肝细胞凋亡、坏死. 本研究

中NASH患者的血清内毒素水平、TNF-α和IL-6

表  3  治疗后B组和C组肠道菌群菌落数的比较 (mean±SD, lgCFU/g)

     分组  n   时间     肠杆菌   双歧杆菌     乳杆菌     拟杆菌

B组 30 治疗前 7.35±1.15 7.15±1.31 6.61±1.13 7.10±1.19

治疗后 7.44±1.21 7.27±1.10 6.67±1.13 6.95±1.22

C组 30 治疗前 7.57±1.16 7.11±1.14 6.78±1.26 7.30±1.35

治疗后 6.70±1.13a 8.42±1.26b 7.63±1.39b 7.67±1.28b

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组治疗前.

表  4  治疗后B组和C组血清指标的比较 (mean±SD)

     分组  n   时间    内毒素(EU/L)    IL-6(ng/L) TNF-α(ng/L)        ALT(U/L)

B组 30 治疗前 167.86±25.08 43.33±12.28 15.74±3.18 114.35±40.49

治疗后 159.19±24.53 39.07±10.89 14.71±2.83   85.87±41.53c

C组 30 治疗前 170.18±22.73 42.53±13.02 16.42±3.21 106.52±38.64

治疗后 142.03±18.56b 34.75±9.33a 14.25±2.79a   57.25±18.17bf

aP<0.05, bP<0.01 vs  C组治疗前; cP<0.05 vs  B组治疗前; fP<0.01 vs  B组治疗后.
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图� ��������������������� ��  1 ������������������� ��治疗前后B组和C组肠道菌群菌落数的比较��. B1: B组

治疗前; B2: B组治疗后; C1: C组治疗前; C2: C组治疗后.
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图� ������������������ ��  2 ���������������� ��治疗前后B组和C组血清指标的比较��. B1: B组治疗前; 

B2: B组治疗后; C1: C组治疗前; C2: C组治疗后.

■创新盘点
本文就 N A S H 患
者肠道菌群的变
化及其肠源性内
毒素血症进行初
步研究, 并采用枯
草杆菌肠球菌二
联活菌胶囊进行
干预, 观察枯草杆
菌肠球菌二联活
菌胶囊对 N A S H
的治疗作用.
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较正常对照组显著增加, 直线相关分析显示肠

杆菌与内毒素显著正相关, 而内毒素与TNF-α、
IL-6显著正相关, 表明肠杆菌、内毒素、炎症细

胞因子间关系密切, 他们对NASH的发生发展起他们对NASH的发生发展起们对NASH的发生发展起

着重要作用, 推测正是由于NASH患者肠道革兰

氏阴性杆菌过度生长导致内毒素生成过多, 且阴性杆菌过度生长导致内毒素生成过多, 且
破坏了肠道原有的生物屏障功能, 结果使大量

的细菌内毒素通过损害的肠黏膜屏障进入门静黏膜屏障进入门静屏障进入门静

脉形成IETM, 内毒素及炎症细胞因子共同参与

肝损害的病理过程. 
枯草杆菌肠球菌二联活菌胶囊是新型的微

生态制剂, 有较强的调节肠道菌群的作用[14,15]. 
枯草杆菌肠球菌二联活菌治疗NASH国内外报

道少见. 本研究显示C组治疗后以肠杆菌为代

表的需氧菌减少(P <0.05), 而以双歧杆菌、乳杆

菌、拟杆菌为代表的厌氧菌显著增多(P <0.01), 
血清内毒素、TNF-α和IL-6也显著降低(P <0.05), 
这与储建坤等[16]的研究结果一致. 而B组则没有

发生显著变�(P >0.05), 这提示C组肠道菌群失

调及IETM较B组得到了明显改善. 而B组和C组
治疗前后比较ALT均显著降低, 但二者比较后

者降低更显著(P <0.01), 这提示甘草酸二胺胶囊

保肝治疗降酶效果显著, 但仅能从一定程度上

降低转氨酶, 不能显著降低IETM以及炎症因子

TNF-α和IL-6的水平. 相反, C组由于枯草杆菌肠

球菌二联活菌促进肠道菌群的修复及平衡, 从
一定程度上解决了肠道菌群失调及肠道革兰氏氏

阴性杆菌过度生长的问题, 修复了受损的肠黏黏

膜屏障, 降低了IETM, 进一步抑制了肝脏库普屏障, 降低了IETM, 进一步抑制了肝脏库普

弗细胞产生细胞因子对肝脏的“二次打击”, 
改善了肝脏的炎症程度, 因而内毒素、炎症细

胞因子水平及转氨酶显著降低, 所以C组的“保

肝”效果明显强于B组. 
从临床症状缓解情况及肝肿大的回缩情况

看, 治疗后C组乏力、腹胀、肝区不适、厌食、

大便次数增多或便秘症状、肝肿大均较B组有

显著改善, 这提示联合使用保肝药和枯草杆菌

肠球菌二联活菌胶囊进行干预治疗, 效果优于

单用保肝药治疗, 这与张纪伟等[17]的研究结果一

致. 我们在试验中还观察到虽然ALT显著降低, 
临床症状也明显改善, 但C组治疗后各血清学

指标仍远>正常值, 这提示联合保肝和肠道干预

治疗仍然难以取得最理性的治疗效果, 原因是

NASH的发病是多因素共同作用的结果, 可能仅

从这两方面干预仍不能完全阻止NASH的进展, 
另一方面, 我们的研究也只观察了4 wk, 长时间

的干预治疗究竟效果如何仍不得而知, 所以一

方面对于该治疗方案时效关系的观察还将继续

进行, 另一方面对于NASH发病机制的研究则显

得更为重要. 
总之, NASH患者存在肠道菌群失调、革兰

氏阴性杆菌过度生长和IETM, 提示肠道微生态阴性杆菌过度生长和IETM, 提示肠道微生态

失衡参与了NASH的发生发展. 给予枯草杆菌肠

球菌二联活菌胶囊调节肠道菌群治疗, 可以恢

复肠道微生态平衡, 减轻IETM, 降低炎症因子的

分泌, 减少对肝细胞“二次打击”, 从而对延缓

NASH进展为肝纤维�、肝硬�可能具有重要

作用, 所以联合使用保肝药和微生态制剂治疗

NASH仍不失为目前较为理想的治疗方案. 
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