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■背景资料
急性肝衰竭(acute 
liverfailure, ALF)
是肝衰竭的一种
亚型 ,  起病急、
死亡率高达90%
以上, ALF时因肠
道菌群失调等多
种机制导致严重
内毒素血症 ,  肝
衰竭患者的肠道
微生态失调与内
毒素血症之间存
在 着 密 切 联 系 , 
互为因果 ,  形成
恶性循环 ,  导致
严重的临床后果.

Abstract
AIM
To evaluate the effect of An Soup of Miao 
nationality on acute hepatic failure by detecting 
the expression of Occludin in the intestinal 
mucosa and the content of interleukin-22 (IL-22) 
in liver tissue.

METHODS
Forty male SD rats were randomly and equally 
divided into four groups, namely, normal 
control group, acute liver failure model group, 
bifid triple viable bacteria group, and An Soup 
group. The bifid triple viable bacteria group 
and An Soup group were gavaged with bifid 
triple viable bacteria and An Soup once a day 
for 9 d; the normal control group and acute 
liver failure model group were gavaged with 
equal volume of normal saline. At the 8th day, 
all groups except the normal control group 
were subcutaneously injected with 300 mg/kg 
thioacetamide (prepared with TAA and normal 
saline) once a day for two consecutive days to 
induce acute hepatic failure. At the 10th day, 
the rats were killed, serum samples were taken 
to detect the levels of alanine aminotransferase 
and aspartate aminotransferase, and ileal tissue 
that was 3 cm away from the ileocecal junction 
and hepatic tissue were taken to detect the 
expression of Occludin in the intestinal mucosa 
and the content of IL-22 in hepatic tissue, 
respectively. 

RESULTS
Except for the normal control group, the levels 
of serum transaminase and content of IL-22 in 
hepatic tissue increased significantly in the other 
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three groups (P < 0.01). Compared with the 
model group, the levels of serum transaminase 
decreased significantly in the bifid triple viable 
bacteria group and An Soup group (P < 0.05), 
but the difference between the bifid triple viable 
bacteria group and An Soup group was not 
significant (P > 0.05). Compared with the model 
group, the content of IL-22 in hepatic tissue 
increased significantly in the bifid triple viable 
bacteria group and An Soup group (P < 0.05), 
but there was no significant difference between 
the bifid triple viable bacteria group and An 
Soup group (P > 0.05). Except the normal control 
group, the expression level of Occludin in the 
intestinal mucosa decreased in other three groups 
(P < 0.01). Compared with the model group, the 
expression of Occludin in the intestinal mucosa 
increased significantly in the bifid triple viable 
bacteria group and An Soup group (P < 0.05), 
although the difference between the bifid triple 
viable bacteria group and An Soup group was 
not significant (P > 0.05).

CONCLUSION
An Soup has dietary effects on acute hepatic 
failure by protecting intestinal mucosal barrier 
and up-regulating IL-22 expression.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
通过检测肠黏膜紧密连接蛋白Occludin的
表达及肝组织中白介素-22(interleukin-22, 
IL-22)的含量, 初步探讨腌汤对急性肝衰竭
(acute liverfailure, ALF)的食疗作用. 

方法
40只♂SD大鼠随机分成正常组、模型组、

双歧杆菌三联活菌组、腌汤腌组, 每组10只. 
双歧杆菌三联活菌组、腌汤组分别予双歧
杆菌三联活菌、腌汤灌胃, 1次/d, 连续9 d, 
正常对照组、模型组则用等容积的生理盐

水灌胃. 于实验第8天, 除正常组外, 其余3组
予硫代乙酰胺(生理盐水配制)按300 mg/kg
皮下注射, 1次/d, 连续2 d, 建立大鼠ALF模
型. 于实验的第10天, 股动脉放血处死大鼠, 
留取血清测血清谷丙转氨酶, 谷草转氨酶
含量; 留取距回盲部3 cm回肠组织及肝组织
行肠黏膜紧密连接蛋白Occludin及肝组织
IL-22的检测.

结果
与正常组比, 各组大鼠血清转氨酶水平及肝
组织IL-22含量明显增加(P <0.01). 与模型组
比, 双歧杆菌三联活菌组、腌汤组血清转
氨酶的水平有所下降(P <0.01), 双歧杆菌三
联活菌组与腌汤组相比, 差别无统计学意
义(P >0.05); 与模型组相比, 双歧杆菌三联
活菌组、腌汤组大鼠肝组织IL-22含量增加
(P <0.05), 与双歧杆菌三联活菌组比较, 腌汤
组无明显差异(P >0.05); 除正常组外, 各组
大鼠肠黏膜Occludin表达水平下降(P <0.01), 
与模型组相比, 双歧杆菌三联活菌组、腌
汤组肠黏膜Occludin的表达水平明显上升
(P <0.05), 与双歧杆菌三联活菌组相比, 腌汤
组Occludin的表达水平差异无统计学意义
(P >0.05).

结论
苗族腌汤可能通过保护大鼠肠黏膜屏障, 上
调IL-22的表达对ALF发挥食疗作用. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本研究拟通过观察苗族腌汤、双歧杆

菌三联活菌对急性肝衰竭(acute liverfailure, ALF)
大鼠肝组织白介素-22、肠黏膜Occludin蛋白表

达水平的影响, 探讨苗族腌汤对ALF的食疗作用.
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0  引言

肝衰竭是多种因素(病毒、药物、酒精、肝毒

性物质、遗传代谢性疾病等)引起的严重肝细

胞损害, 导致其合成、解毒、排泄和生物转

化等功能发生严重障碍或失代偿, 出现以凝

■相关报道
苗族腌汤是具特
殊的腌味及富含
乳酸菌为主的微
生态菌群的食品, 
袁林艳等已经证
明了腌汤可以保
护肝衰竭大鼠肠
黏膜屏障, 减少肝
衰竭大鼠血清内
毒素的生成或释
放, 防治由肿瘤坏
死因子-α导致的
继发性肝损伤.
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血功能障碍、黄疸、肝性脑病、腹水等为主

要表现的一组临床症候群. 急性肝衰竭(acute 
liverfailure, ALF)是其中一种亚型, 起病急、死

亡率高达90%以上[1]
, ALF时因肠道菌群失调[2]

等多种机制导致严重内毒素血症[3], 内毒素及

其代谢产物、白介素(interleukin, IL)、肿瘤

坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、
NO等炎性细胞因子异常升高, 一方面可以导

致大量肝细胞坏死或凋亡, 另一方面影响或破

坏肠黏膜屏障功能, 使得一些大分子物质、细

菌及其毒素均可以随意通过肠黏膜屏障, 并且

与自发性细菌性腹膜炎、肠源性内毒素血症

(intestinal endotoxemia, IETM)、肝性脑病等

严重并发症的发生密切相关. 肝衰竭患者的肠

道微生态失调与内毒素血症之间存在着密切

联系, 互为因果, 形成恶性循环, 导致严重的

临床后果. 肠道微生态调节治疗必须作为肝衰

竭综合治疗的一个不可缺少的方面[4]. 苗族腌

汤是具特殊的腌味及富含乳酸菌为主的微生

态菌群的食品[5], 袁林艳等[6]已经证明了腌汤

可以保护肝衰竭大鼠肠黏膜屏障, 减少肝衰竭

大鼠血清内毒素的生成或释放, 防治由TNF-α
导致的继发性肝损伤, 本研究拟通过观察苗族

腌汤、双歧杆菌三联活菌对ALF大鼠肝组织

IL-22、肠黏膜Occludin蛋白表达水平的影响, 
进一步探讨苗族腌汤对ALF大鼠肝脏食疗保

健作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠40只, 体质量为250-300 g; 动
物来源: 贵阳医学院实验动物中心; 清洁级动物

房, 动物房使用许可证号: SYXK(黔)2002-0001; 
S P F级鼠饲料 ,  饲料生产许可证号 :  S C X K 
(渝)2007-0006. 双歧杆菌三联活菌肠溶胶囊(商
品名: 贝飞达, 210 mg/粒; 晋城海斯制药), 苗
族腌汤(取自贵州省黔东南苗族自治州农户

家 ,  通过细菌培养活菌计数 ,  测得其总菌数

为2.16×106 c f u/m L, 乳酸菌活菌数为1.68
×106 cfu/mL); 硫代乙酰胺(thioacetamide, 
TAA)购自成都市科龙化工试剂厂; 兔抗大鼠

Occludin抗体: sc-5562, 购自Santa cruz; 二抗

(羊抗兔)购自上海基因公司; IL-22试剂盒购

自北京永辉生物科技有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 实验动物分组及处理: 将40只♂SD大

鼠随机分成: 正常组、ALF模型组、双歧杆

菌三联活菌组、腌汤组, 每组10只. 双歧杆菌

三联活菌组予双歧三联活菌胶囊(生理盐水

配制, 6 mL/只, 10.5 mg/mL, 1次/d)、腌汤组

(6 mL/只, 1次/d)灌胃, 连续9 d, 正常对照组

及ALF模型组则用同等容积生理盐水灌胃, 1
次/d, 连续9 d. 于实验第8天, 除正常组外, 予
TAA(生理盐水配制)按300 mg/kg皮下注射, 1
次/d, 连续2 d, 建立大鼠ALF模型, 期间大鼠

均自由进食进水. 
1.2.2 标本收集: 于第2次注射TAA后24 h处死

大鼠. 用苯巴比妥钠注射液50 mg/kg腹腔注射

麻醉. 股动脉取血, 2000 r/min离心10 min, 制
备血清, 放入-20 ℃保存; 肝左叶40 g/L甲醛固

定, 剩余肝组织及回肠组织用生理盐水清洗后

-80 ℃保存. 
1.2.3 指标测定: (1)肝组织病理组织学. 肝左

叶用40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋切片. HE染色, 
光镜下观察肝脏病理变化; (2)大鼠血清谷丙

转氨酶(alanine transaminase, ALT)及谷草转

氨酶(aspartate transaminase, AST)测定. 采用

Siemens Advia 1650全自动生化分析仪, 由贵

阳医学院附属医院生化科严格按试剂盒操作; 
(3)Western blot法测定肠黏膜Occludin蛋白表

达量. 各组称取200 mg回肠组织, 加入1 mL组
织蛋白裂解液, 充分匀浆后, 4 ℃, 12000 r/min, 
离心10 min, 离心后取上清即为所提取蛋白. 采
用BCA法法对蛋白样品进行定量, 将蛋白样品

调成相同浓度, 加入相同体积上样缓冲液, 沸
水煮10 min, 进行蛋白变性. 取80 μg总蛋白进

行8%SDSPAGE凝胶电泳, 电泳后将蛋白转至

硝酸纤维素膜上, 脱脂奶粉封闭1 h, 加入兔抗

大鼠多克隆Occludin抗体(1∶500)4 ℃过夜. 然
后加入碱性磷酸酶标记的羊抗兔-IgG抗体(1∶
1000), 室温孵育1 h, 显色液显色. 结果通过天

能图像分析系统进行分析; (4)ELISA检测肝组

织IL-22的含量. 肝组织∶PBS(pH 7.4) = 1∶9, 
肝组织100 mg, PBS 900 μmL进行匀浆取上清. 
采用酶联吸附法, 严格按照试剂盒说明操作. 

统计学处理 所有数据均用SPSS17.0统计

软件分析, 计量资料以mean±SD表示, 多组间

比较采用单因素方差分析(ANOVA), 分析前行

方差齐性检验, 方差齐时用LSD法; 方差不齐

时用Dunnett T3法. 以P <0.05为差异有统计学

意义. 

■创新盘点
本研究通过观察
苗族腌汤、双歧
杆菌三联活菌对
ALF大鼠肝组织
白 介 素 - 2 2、肠
黏膜Occludin蛋
白表达水平的影
响 ,  进一步探讨
苗族腌汤对ALF
大鼠肝脏食疗保
健作用机制.



蒋玉杰, 等. 苗族腌汤对急性肝衰竭大鼠肠黏膜Occludin及肝组织IL-22的影响

2017-01-08|Volume 25|Issue 1|WCJD|www.wjgnet.com 52

2  结果

2.1 大鼠肝脏病理组织学改变 正常组肝组织肝

细胞未见变性及坏死, 肝组织小叶结构完整、

清晰, 以中央静脉为中心, 肝细胞索呈放射状

整齐排列, 肝门管区结构正常, 无炎性细胞浸

润; 模型组肝小叶结构破坏, 肝细胞索排列紊

乱, 肝细胞呈灶状坏死及大片坏死, 坏死区大

量炎性细胞浸润; 各干预组: 肝小叶结构破坏, 
肝细胞索排列紊乱, 肝细胞不同程度变性、坏

死, 坏死区可见大量炎性细胞. 双歧杆菌组及

腌汤组与模型组损伤程度无明显区别(图1).
2.2 大鼠转氨酶水平 各组大鼠血清转氨酶水平

明显高于正常组, 差异有统计学意义(P<0.01); 与
模型组比较, 双歧杆菌组和腌汤组大鼠转氨酶

水平均不同程度低, 差异有统计学意义(P<0.05); 
与双歧杆菌组比较, 腌汤组转氨酶水平无明显

升高, 差异无统计学意义(P>0.05)(表1).

2.3 大鼠肝组织IL-22的水平 模型组、双歧杆

菌组、腌汤高组大鼠肝组织IL-22明显高于正

常组(P <0.05); 与模型组比较, 双歧杆菌组和腌

汤组大鼠转氨酶水平均不同程度升高, 差异有

统计学意义(P <0.05); 与双歧杆菌组比较, 腌汤

组差异无统计学意义(P >0.05)(表1). 
2.4 大鼠回肠上皮细胞Occludin表达情况 模型

组Occludin的表达水平明显降低于正常对照组

(P <0.01); 各干预组Occludin的表达水平较模型

组高(P <0.05), 与双歧杆菌组比较, 腌汤组差异

无统计学意义(P >0.05)(图2).

3  讨论

肝衰竭时肠黏膜屏障功能障碍引起肠道菌群

失调 ,  部分革兰阴性杆菌过度繁殖 ,  产生大

量内毒素; 而受损的肝脏又无法完全将其清

除, 不仅导致过量的内毒素进入体循环, 形成

IETM, 同时也加剧了内毒素对肝脏的损害[7,8]. 
内毒素诱导产生TNF-α、NO、IL-6等炎性细

胞因子, 能通过一定的机制影响或是破坏肠黏

膜屏障功能, 导致肠黏膜通透性增高. 肠道机

械屏障主要由肠黏膜上皮细胞及细胞间紧密

连接组成. 肠道机械屏障的跨膜蛋白Occludin是
构成紧密连接的重要结构, 其存在决定肠选择

■同行评价
本 文 设 计 合 理 , 
方法可靠 ,  研究
结论正确 ,  具有
一定的价值.

图  1  大鼠组织病理学变化(HE×400). A: 正常组. 肝组织肝细胞未见变性及坏死, 肝组织小叶结构完整、清晰, 以中央

静脉为中心, 肝细胞索呈放射状整齐排列, 肝门管区结构正常, 无炎性细胞浸润; B: 模型组; C: 双歧杆菌三联活菌组; D: 

腌汤组. B, C, D组: 肝小叶结构破坏, 肝细胞索排列紊乱, 肝细胞呈灶状坏死及大片坏死, 坏死区大量炎性细胞浸润.

A B

DC

Occludin

actin

64 kDa

42 kDa

1         2         3        4

图  2  大鼠回肠上皮细胞紧密连接Occludin蛋白表达情
况. 1: 正常组; 2: 模型组; 3: 双歧杆菌组; 4: 腌汤组.
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性屏障和肠道的通透性, 一旦减少、缺失、变

异, 会引起肠上皮细胞通透性增加[9-12], 细菌、

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)和大分子物质

通过紧密连接进入体循环[13]. 肠黏膜的修复, 
可以减少细菌、LPS和大分子物质通过紧密

连接进入体循环, 以及降低肝内的炎症因子如

IL-6、TNF-α、干扰素-γ的释放, 减轻对肝脏

的再次损伤. 
本实验通过腹腔注射TAA成功建立ALF

大鼠模型, 肝细胞受损后, 存在于肝细胞浆的

ALT和线粒体的AST从肝细胞中释放入血, 使
血清ALT和AST同时增高, 其半衰期分别为

151.2 h和48 h, 在肝损伤的第1周内, 血清中转

氨酶的水平能很好地反映肝细胞炎症、坏死

的程度, 转氨酶水平与肝细胞损伤呈正相关, 
是较常用于反映肝功能的客观指标. 模型组血

清ALT、AST、血浆内毒素水平表达均明显升

高, 光镜下肝组织HE染色可见肝小叶结构紊

乱, 肝细胞索消失, 多处出血坏死灶, 并有大量

炎症细胞浸润, 符合肝衰竭的病理学改变. 
本研究中肝衰竭组肝组织HE染色见到肝

细胞呈灶状坏死及大片坏死, 提示成功制造了

大鼠肝衰竭模型; 双歧杆菌组、腌汤组肝组织

病理与模型组相比, 变化程度不明显, 但血清

转氨酶的水平下降了. 说明其发挥了有效治疗

作用. 一些研究[14,15]表明, 微生态制剂可以保护

肠道黏膜免受大肠杆菌的侵蚀以及可以降低

肠道通透性, 此外, 微生态制剂还可以保护表

皮生长因子和促进损伤的肠黏膜的修复. 双歧

杆菌三联活菌是微生态制剂中的益生菌, 与肠

道黏膜屏障功能的保护作用有关[16,17], 有助于

维持微环境的稳定及保护肠道的屏障功能[18,19]. 
多项研究[20-22]证实能双歧杆菌能明显改善肝衰

竭患者IETM, 我们的研究结果显示, 双歧杆菌

三联活菌能保护肝细胞免受损伤, 与文献报道

结果一致. 
袁林艳等[6]应用免疫组织化学方法检测回

肠上皮细胞紧密连接蛋白Occludin的表达, 显
示出应用腌汤对TAA诱导的ALF大鼠可以上调

大鼠回肠上皮细胞紧密连接蛋白Occludin的表

达, 改善机械屏障. 本研究应用更准确的实验方

法Western blot再次检测Occludin的表达, 表2和
图3的结果同样显示: 模型组Occludin的表达水

平明显降低于正常对照组, 腌汤组及双歧杆菌

表  1  各组大鼠血清转氨酶的比较 (n  = 10, mean±SD, U/L)

     分组 ALT AST

正常组  64.59±11.58  120.06±10.38

模型组 2282.36±911.61b     5280.29±2396.45b

双歧杆菌组  1196.28±445.38ad      3120.47±1043.69ad

腌汤组  1218.57±409.62cd      3045.23±1185.62cd

F值 20.604 16.290

P值 <0.05 <0.05

aP<0.05, cP<0.05 vs  模型组; bP<0.01, dP<0.01 vs  正常组. ALT: 谷丙转氨酶; AST: 谷草转

氨酶.

     

表  2  大鼠回肠上皮细胞紧密连接Occludin蛋白相对表
达量 (mean±SD)

分组 Occludin/actin

正常组 0.212±0.074

模型组  0.042±0.050b

双歧杆菌组   0.1421±0.0050ad

腌汤高组   0.1351±0.0559cd

F值 539.385

P值 <0.05

aP<0.05, cP<0.05 vs  模型组; bP<0.01, dP<0.01 vs  正常组.
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A          B          C          D

图  3  大鼠回肠黏膜Occludin/actin灰度值结果. aP<0.05 vs  

B组, bP<0.01 vs  A组. A: 正常组; B: 模型组; C: 双歧杆菌组; 

D: 腌汤组.
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组Occludin的表达水平较模型组高, 本研究结

果还显示: 与双歧杆菌三联活菌组比较, 腌汤

组回肠上皮细胞Occludin的表达略低, 但两组

比较差异无统计学意义(P>0.05). 提示腌汤与双

歧杆菌三联活菌在对TAA诱导的ALF在改善肠

道通透性的方面的作用功效无明显区别.
I L-22是I L-10细胞因子家族成员之一 , 

IL-22是一种新型的免疫介质, 他由激活的Th
细胞(Th1、Th17、Th22细胞)以及天然免疫细

胞(NK细胞, ILC细胞)分泌产生, 但却并不作用

于这些细胞. 近年来的研究[23-25]发现在各种类

型的肝细胞损伤过程中, IL-22对肝细胞的损

伤有保护及促进肝细胞再生的作用. Wahl等[26]

用重组IL-22干预T细胞介导的小鼠急性肝炎

(ConA诱导)模型, 发现IL-22 mRNA以及IL-22
在肝组织中显著高表达, IL-22的中和抗体还

可以减少STAT3信号的活化并且加重肝损伤, 
认为IL-22是肝细胞的存活因子, 能减轻T细胞

介导的肝损伤. 在对乙酰氨基酚诱导的ALF
模型的实验中, 预先单独注射IL-22, 通过激活

STAT3, 降低转氨酶的水平, 从而保护了肝脏

免受药物的损伤[27]. IL-22对LPS/D-乳酸诱导的

ALF的干预实验中, 血清中ALT、总胆红素水

平明显下降, 并证实了IL-22通过激活STAT3, 
诱导抗凋亡蛋白表达, 减少细胞的凋亡, 保护

肝脏[28]. 有研究[29]显示, 在急性肝炎疾病(如
ConA性肝炎), 炎性刺激导致IL-22的大量产

生, 升高的IL-22通过促进肝细胞的有丝分裂及

提高肝细胞的修复功能, 在短期内起着抗炎和

保护肝细胞的作用. 因此推测, IL-22是通过抑

制炎症的反应, 降低转氨酶的水平, 达到对肝

病的保护性作用. 我们的研究结果显示, 各干

预组大鼠肝组织IL-22含量均较模型组明显增

高, 提示双歧杆菌三联活菌、腌汤能通过上调

IL-22水平, 从而对肝脏起保护性作用. 
总之, 贵州苗族腌汤对TAA诱导的ALF大

鼠有预防作用, 可能通过以下机制发挥预防作

用: (1)上调肝细胞的存活因子IL-22抑制肝脏

炎症反应; (2)保护肠道黏膜的机械屏障, 减少

炎症因子对肝脏的再次损伤. 
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