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益生菌调节肠道微生物群/Nrf2/HO-1信号通路
对高脂喂养大鼠非酒精性脂肪肝的影响*

李文娟,潘美民,刘阳珍,何娟,蔡春琳**

(长沙市第一医院感染科,湖南长沙
 

410005)

【摘要】 目的 探究益生菌对非酒精性脂肪肝(nonalcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease,NAFLD)大鼠肠道微生物群的调节作

用,以及益生菌调节大鼠Nrf2/HO-1信号通路的可能机制。 方法 建立喂食高脂饮食(high-fat
 

diet,HFD)14周的

NAFLD大鼠模型,并对其进行不同干预(312
 

mg/(kg·d)益生菌或(10
 

mg/(kg·d)阿托伐他汀),采用相应的试剂盒测

定各组大鼠血清脂质和总胆汁酸(total
 

bile
 

acids,TBA);通过苏木精-伊红染色检测大鼠肝脂肪变性和脂质积聚情况;采
用 Western

 

blot检测大鼠肝脏中Nrf2和 HO-1蛋白水平;采用RT-PCR检测16S
 

rDNA,分析大鼠肠道微生物群的变

化。 结果 苏木精-伊红染色染色显示,对照组大鼠肝小叶结构清晰完整,无脂质浸润。HFD组有明显的脂肪变性、

脂肪泡、肝索结构紊乱和炎症细胞浸润。HFD-P和 HFD-A组肝脏脂肪变性和炎症细胞浸润显著减少。NAS的结果显

示,HFD组的肝脏炎症较NC组严重;HFD-P组和 HFD-A组治疗后肝脏炎症显著改善。与 HFD组相比,益生菌和阿

托伐他汀显著降低了血脂和TBA水平。益生菌显著增加肝脏中Nrf2和 HO-1蛋白质的表达。但阿托伐他汀组无明显

变化。益生菌和阿托伐他汀可以上调NAFLD模型大鼠肠道微生物群的多样性,并下调致病菌的丰度。 结论 益生

菌通过调节肠道微生物群/
 

Nrf2/HO-1信号通路减轻HFD大鼠的NAFLD,这些结果提示益生菌治疗可能是改善非酒精性脂

肪肝病的有效策略。
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Probiotics
 

reduce
 

nonalcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

in
 

rats
 

fed
 

with
 

high-fat
 

diet
 

through
 

the
 

intestinal
 

microbiota/Nrf2/HO-1
 

signaling
 

pathway
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

regulatory
 

effect
 

of
 

probiotics
 

on
 

intestinal
 

microbiota
 

in
 

rats
 

with
 

nonalcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

(NAFLD),and
 

to
 

explore
 

the
 

possible
 

mechanism
 

of
 

probiotics
 

regulating
 

Nrf2
 

/
 

HO-1
 

signaling
 

pathway
 

in
 

rats. Methods A
 

NAFLD
 

rat
 

model
 

was
 

established
 

by
 

feeding
 

high-fat
 

diet
 

(HFD)
 

for
 

14
 

weeks,and
 

different
 

interventions
 

(312
 

mg/(kg·d)
 

probiotics
 

or
 

10
 

mg/(kg·d)
 

atorvastatin
 

)
 

were
 

performed.
 

Serum
 

lipids
 

and
 

total
 

bile
 

acids
 

(TBA)
 

were
 

measured
 

by
 

corresponding
 

kits.
 

Hepatic
 

steatosis
 

and
 

lipid
 

accumulation
 

in
 

rats
 

were
 

detected
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

staining.
 

The
 

protein
 

levels
 

of
 

Nrf2
 

and
 

HO-1
 

in
 

rat
 

liver
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

RT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

16
 

S
 

rDNA,and
 

the
 

changes
 

of
 

intestinal
 

microflora
 

in
 

rats
 

were
 

analyzed. Results 
Hematoxylin-eosin

 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

structure
 

of
 

hepatic
 

lobules
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

clear
 

and
 

complete
 

without
 

lipid
 

infiltration.
 

The
 

HFD
 

group
 

had
 

obvious
 

steatosis,fat
 

bubbles,hepatic
 

cord
 

structure
 

disorder
 

and
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration.
 

Hepatic
 

steatosis
 

and
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

HFD-P
 

and
 

HFD-A
 

groups.
 

The
 

results
 

of
 

NAS
 

showed
 

that
 

the
 

liver
 

inflammation
 

in
 

the
 

HFD
 

group
 

was
 

more
 

serious
 

than
 

that
 

in
 

the
 

NC
 

group.
 

Liver
 

inflammation
 

was
 

significantly
 

improved
 

in
 

HFD-P
 

group
 

and
 

HFD-A
 

group
 

after
 

treatment.
Compared

 

with
 

the
 

HFD
 

group,probiotics
 

and
 

atorvastatin
 

significantly
 

reduced
 

blood
 

lipid
 

and
 

TBA
 

levels.
 

Probiotics
 

significantly
 

increased
 

the
 

expression
 

of
 

Nrf2
 

and
 

HO-1
 

proteins
 

in
 

the
 

liver.
 

However,there
 

was
 

no
 

significant
 

change
 

in
 

the
 

atorvastatin
 

group.
 

Probiotics
 

and
 

atorvastatin
 

can
 

up-regulate
 

the
 

diversity
 

of
 

intestinal
 

microflora
 

in
 

NAFLD
 

model
 

rats
 

and
 

down-regulate
 

the
 

abundance
 

of
 

pathogenic
 

bacteria. Conclusion Probiotics
 

alleviate
 

NAFLD
 

in
 

HFD
 

rats
 

by
 

regulating
 

the
 

gut
 

microbiota
 

/
 

Nrf2
 

/
 

HO-1
 

signaling
 

pathway.
 

These
 

results
 

suggest
 

that
 

probiotic
 

treatment
 

may
 

be
 

an
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effective
 

strategy
 

to
 

improve
 

non-alcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease.
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words】 probiotics;gut
 

microbiota;Nrf2
 

/
 

HO-1
 

signaling
 

pathway;nonalcoholic
 

liver
 

disease

  非 酒 精 性 肝 病 (Nonalcoholic
 

liver
 

disease,

NAFLD)是全球慢性肝病常见病因,预计将成为未来

十年肝移植最常见的适应症[1]。NAFLD仅限于与肝

脏相关的疾病,但越来越多的证据表明,NAFLD是一

种多因素疾病,它与血脂异常、肥胖、高血压和糖尿病

密切相关[2-3]。然而,NAFLD的发病机制尚不完全清

楚,因而缺乏有效的药物治疗。
研究表明,抑制过度氧化是治疗 NAFLD的一种

可能方法[4]。肝病可通过激活具有抗氧化作用的核红

系2相关因子2(nuclear
 

erythroid
 

2-related
 

factor
 

2,

Nrf2)途径来治疗[5]。Nrf2是一种氧化应激介导的转

录因子,具有多种细胞保护的下游靶点。另外,Nrf
 

2
信号传导的药理学活化导致血红素加氧酶1(Heme

 

oxygenase
 

1,HO-1)和 NAD(P)H-醌氧化还原酶1
(NQO

 

1)的基因高表达,进而抑制炎症和氧化应激反

应[6]。因此,有必要开发针对氧化应激的潜在治疗策

略来治疗NAFLD。
益生菌是存在于培养乳制品中的活微生物,在健

康和疾病中发挥着至关重要的作用[7-9]。一项研究表

明,益生菌可减少 NAFLD患者的肝损伤,改善肝功

能[10]。益生菌可以调节肠道微生物群,增强肠道屏障

功能,调节免疫系统[11-12],并通过调节短链脂肪酸和胆

汁酸 代 谢 来 改 善 肝 脏 脂 质 代 谢[13],有 助 于 改 善

NAFLD的预后。本研究旨在探讨益生菌对 Nrf2/

HO-1信号通路的影响,为寻求 NAFLD新的治疗方

法提供理论和实验依据。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物 24只SPF级雄性Sprague-Dawley
(SD)大鼠,体重160~180

 

g[许可证号SYXK(苏)

2023-0041],购自江苏悟空生物科技有限公司。大鼠

在无病原体条件下(22
 

℃,12
 

h光/暗周期)饲养,自由

获得标准食物和饮用水。所有动物试验均经长沙市第

一医院伦理委员会批准,本研究遵循《美国国立卫生研

究院实验动物护理和使用指南》的指导方针进行。

1.2 主要试剂和仪器 复方嗜酸乳杆菌片(批准文

号:国药准字 H10940114)购自通化金马药业集团股

份有限公司(中国)。甘油三酯(triglyceride,TG)、胆
固 醇 (cholesterol,CHOL)、丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶

(alanine
 

aminotransferase,ALT)、天冬氨酸氨基转移

酶(aspartate
 

aminotransferase,AST),高密度脂蛋白

(high-density
 

lipoprotein,HDL),低密度脂蛋白(low-

density
 

lipoprotein,LDL)和总胆汁酸(total
 

bile
 

acid,

TBA)等ELISA试剂盒均购自北京索莱宝科技有限

公司(中国)。Nrf2单克隆抗体、HO-1单克隆抗体和

β-actin单克隆抗体等购自Abcam公司(英国)。

2 方法

2.1 动物试验 24只雄性SD大鼠随机分为4组:正
常喂养对照组(Control)、高脂喂养组(high-fat

 

diet-
fed,HFD)、高脂喂养+益生菌治疗组(HFD-P)和高

脂喂养+阿托伐他汀(HFD-A)治疗。每组6只。阿

托伐他汀能改善 NAFLD患者的血脂异常,并改善

NAFLD。因此,阿托伐他汀作为治疗对照药物,并与

益生菌治疗作比较。大鼠正常喂养(含10%kcal脂肪

的LAD0011)或HFD(含45%
 

kcal脂肪的TP23000)

6周后,Control组和 HFD组给予生理盐水。HFD+
P组大鼠给予益生菌312

 

mg/(kg·d),1次/d,连续8
周给予复方嗜酸乳杆菌片(107 嗜酸性粒菌/g);HFD
+A组大鼠灌胃阿托伐他汀10

 

mg/(kg·d),1次/d,
连续8周。复方嗜酸乳杆菌片成人每次两片(0.5

 

g),

3次/d。转换后的成人剂量为50
 

mg/(kg·d)。大鼠

的等效剂量是成人的6.25倍。因此,每只大鼠灌胃益

生菌312
 

mg/(kg·d)。同法计算阿托伐他汀大鼠灌

胃剂量为10
 

mg/(kg·d)。14周后在禁食麻醉下采

大鼠腹静脉采血,分离血清备用。同时采集肝脏标本,
并留取粪便备检。

2.2 生化检测 取大鼠血清,通过商品化的试剂盒分

别检测血清 TG、CHOL、ALT、AST,HDL,LDL和

TBA含量。

2.3 肝脏组织病理学检查 将大鼠肝组织在4%中

性缓冲甲醛中固定24h后切片,使用苏木精-伊红

(hematoxylin-eosin,HE)染色,在显微镜下观察肝组

织中的脂肪滴。NAFLD活性评分是肝脏炎症程度的

半定量评估指标。根据肝细胞脂肪变性(0~3)、小叶

炎症(0~3)和气球样变(0~2)的加权和计算 NAS。
根据NAS,将 NAFLD分为“非 NASH”(NAS<3)、
“边缘NASH”(NASH=3~4)和“明确NASH”(NAS
=5~8)。

2.4 肠道微生物群检测 取大鼠粪便,使用E.Z.N.
A.􀆿Stool

 

DNA试剂盒提取DNA,按说明书操作。以

提取的 DNA 为模板PCR扩增16
 

S
 

rDNA 基因的

V3-V4 高 变 区,引 物 为 341
 

F(5'-CCTACGGGN
 

GGCWGCAG-3')和 805
 

R (5'-GACTACHVGGG
 

TATCTAATCC-3')。反应程序:98
 

℃初始变性30
 

s;

98
 

℃变性10
 

s,54
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸45
 

s,共30
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个循环;72
 

℃再延伸10
 

min。PCR产物委托联川生

物公司在NovaSeq
 

PE
 

250平台上测序并进行生物信

息学分析,根据香农指数(Shannon)和辛普森指数

(Simpson)及维恩图分析大鼠肠道微生物群的α多样

性;大鼠肠道微生物群的差异性通过主 成 分 分 析

(Principal
 

Component
 

Analysis,PCA)和主坐标分析

(Principal
 

Coordinate
 

Analysis,PCoA)进行分类,分
析肠道微生物群的β多样性。

2.5 肝脏 Nrf2和 HO-1蛋白检测 采用 Western
 

blot方法。使用总蛋白提取试剂盒大鼠肝组织总蛋

白,BCA法测定蛋白质含量。提取产物经10%SDS-
PAGE电泳后转移到PVDF膜上,用含5%脱脂乳的

TBS-Tween
 

20(TBST)封闭1;加入相应一抗(分别为

Nrf2单克隆抗体、HO-1单克隆抗体和β-actin单克隆

抗体,稀释度均为1∶5000)4
 

℃孵育过夜,洗涤;加入

HRP标记山羊抗兔IgG(1∶5000)或 HRP标记山羊

抗大鼠IgG(1∶5000)室温孵育1
 

h,洗涤,增强化学发

光(enhanced
 

chemiluminescence,ECL)法检测蛋白质

表达,并用Odyssey
 

Fc(LI-COR)捕获信号。

2.6 统计学分析 采用SPSS
 

26.0软件进行统计学

分析。计量资料数据均以平均值±标准差(x±s)表
示,组间和组内比较采用单因素方差分析,并进行

Dunnett􀆳s检验。微生物组相关分析数据采用R软件

进行分析处理。P<0.05为差异具有统计学意义。

结 果

1 益生菌对高脂饮食诱导的 NAFLD大鼠体重变化

的影响

试验第6周,高脂饮食大鼠体重与Control组相

比略有增加,但差异无统计学意义(P=0.44);第10
周和第14周末,HFD-P组和 HFD-A组体重与 HFD
组相比略有下降,但差异无统计学意义(第10周,P=
0.34;第14周,P=0.42)(表1)。

表
 

1 各组大鼠的体重变化(x±s,g)

Table
 

1 Changes
 

in
 

body
 

weight
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group(x±s,g)
分组 0周 6周 10周 14周

Control组 201.7±17.2 378.7±23.1 444.5±33.7 467.8±44.1
HFD组 203.9±20.1 405.5±25.0 456.2±27.1 475.2±29.3
HFD-P组 206.9±19.4 386.7±16.8 409.6±23.9 422.3±31.1
HFD-A组 204.6±21.8 398.7±27.6 428±22.9 444.7±31.3

2 益生菌对高脂饮食诱导的 NAFLD大鼠肝组织学

的影响

HE染色显示,Control组大鼠肝小叶结构清晰完

整,无脂质浸润。HFD组有明显的脂肪变性、脂肪泡、
肝索结构紊乱和炎症细胞浸润。HFD-P和 HFD-A
组肝脏脂肪变性和炎症细胞浸润显著减少。NAS的

结果显示,HFD组的肝脏炎症较 NC组严重;HFD-P
组和HFD-A组治疗后肝脏炎症显著改善(图1)。

  A 大鼠肝脏图片 B 大鼠肝脏组织病理学变化(HE染色,200
×) C 大鼠肝脏炎症 NAFLD活性评分(a与control组比较,P<
0.05;b与 HFD组比较,P<0.05。

图
 

1 益生菌对HFD诱导NAFLD大鼠肝组织病理学变化的影响

A rat
 

liver
 

picture B rat
 

liver
 

histopathological
 

changes
 

(HE
 

staining,
 

200×) C rat
 

liver
 

inflammation
 

NAFLD
 

activity
 

score
 

(a
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group;P<0.05;b
 

Compared
 

with
 

HFD
 

group;P<0.05
 

).
Fig.1 Effect

 

of
 

probiotics
 

on
 

pathological
 

changes
 

of
 

liver
 

tissue
in

 

HFD-induced
 

NAFLD
 

rats

3 生化指标

与Control组相比,HFD组大鼠肝脏ALT、AST、

TG、CHOL、LDL 和 TBA 水 平 均 显 著 升 高(P <
0.01),HDL水平无显著变化(均P>0.05);与 HFD
组相 比,HFD-P 组 和 HFD-A 组 ALT、AST、TG、

TBA和CHOL水平均显著下降(均P<0.05)(表2)。

表
 

2 各组大鼠生化指标比较
Table

 

2 Comparison
 

of
 

biochemical
 

indexes
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
分组 Control组 HFD组 HFD-P组 HFD-A组

ALT
 

(U/L) 50.4
 

±
 

4.2 221.6±60.8a 161.8±40.5b 167.1±48.3b

AST
 

(U/L) 133.4±20.1 362.8±75.4a 288.6±42.2b 267.8±57.3b

HDL
 

(mmol/L) 0.45±0.06 0.42±0.08 0.47±0.11 0.43±0.05
LDL

 

(mmol/L) 0.16±0.03 0.43±0.11a 0.34±0.09 0.45±0.07
CHOL(mmol/L) 1.32±0.18 2.27±0.43a 1.98±0.42b 2.17±0.16b

TG(mmol/L) 0.35±0.05 0.55±0.12a 0.36±0.06b 0.32±0.07b

TBA(mmol/L) 21.84±10.01 66.28±19.8a 31.42±6.01b 42.69±9.87b

  注:a与Control组比较,P<0.05;b与 HFD组比较,P<0.05。

4 益生菌对HFD诱导NAFLD大鼠肠道微生物群失

衡的改善作用

与Control组相比,HFD组大鼠肠道微生物群的

α多样性指数(Shannon和Simpson)均显著下降(均

P<0.05),HFD-P组和 HFD-A 组显著增加(P<
0.05)(图2A-C)。4组大鼠肠道微生物群的差异性通

过PCA和PCoA分析进行分类,结果如图3A-B),4
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组大鼠均聚集在PCoA图谱上,并且没有重叠,表明4
组大白鼠肠道微生物群的β多样性存在差异。4组之

间的分离程度高,表明不同微生物群落之间的相似程

度低。HFD-P组与Control组接近,说明益生菌干预

对NAFLD模型大鼠肠道微生物群的多样性有一定影

响。与Control组相比,HFD组的类杆菌增加,梭菌

减少。HFD-P组拟杆菌减少,HFD-A 组梭菌增加。
在家族水平上,卟啉单胞菌科在HFD组、HFD-P组和

HFD-A组均减少,脱硫弧菌科在 HFD-P和 HFD-D
组均增加(图3C-D)。表明益生菌可上调 NAFLD模

型大鼠肠道微生物群的多样性,下调致病菌的丰度,改
善肠道微生物群失衡。

A 维恩(Venny)图 B Shannon指数 C Simpson指数
图

 

2 益生菌干预对HFD诱导NAFLD大鼠肠道微生物群
多样性的影响
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  A PCA分析 B PCoA分析 C 4个群体在阶级和家庭层面
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3 益生菌改善HFD诱导的NAFLD大鼠肠道微生物群失衡效果
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5 益生菌对NAFLD大鼠肝脏中Nrf2/HO-1通路的

影响

Western
 

blot检测HFD组大鼠肝组织中Nrf2和

HO-1的相对表达水平均显著低于Control组(均P<
0.05),HFD-P组显著高于 HFD组(均 P<0.05),

HFD-A组与 HFD组比较差异无统计学意义(P>
0.05)(图4)。

  A NAFLD大鼠肝脏中Nrf2和HO-1的 Western
 

blot分析 B 
NAFLD大鼠肝脏中 Nrf2和的表达量箱线图 C NAFLD大鼠肝脏
中 HO-1的表达箱线图(a与Control组比较,P<0.05;b与 HFD组比
较,P<0.05)。

图
 

4 益生菌对NAFLD大鼠肝脏Nrf2/HO-1通路的影响
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讨 论

NAFLD引起机体氧化-抗氧化状态失衡,导致机

体脂质过氧化和氧化压力升高,而脂质过氧化水平和

氧化压力高与动脉粥样硬化等心脑血管疾病的发生发

展密切相关[14]。本研究获得的数据表明,益生菌在预

防和治疗NAFLD中的作用机制可能与抗氧化Nrf2/

HO-1信号通路的激活密切相关,该信号通路调节抗

氧化酶水平并清除脂质过氧化物以维持氧化-抗氧化

平衡,同时将血脂水平降至正常范围。
临床和动物实验证明,益生菌可以改善肠道微生

物群的失衡和肠道炎症[15-16]。目前已有多种类型的益

生菌用于NAFLD治疗,如乳杆菌和双歧杆菌。其机

制主要包括改善转氨酶水平和肝脏脂肪变性程度,减
少肝脏炎症和调节肠道微生物群[17]。本研究旨在靶

向益生菌(嗜酸乳杆菌)干预,以调节肠道微生物群/

Nrf2/HO-1轴,并改善 HFD 诱导的大鼠 NAFLD。
这项 工 作 将 为 益 生 菌 单 一 疗 法 或 联 合 疗 法 治 疗

NAFLD提供实验基础。
本研究用高脂喂养大鼠6周,建立 NAFLD大鼠

模型。与Control组相比,HFD组血清 ALT、AST、

TG、CHOL和LDL水平升高,HDL水平降低,TBA
含量显著升高。组织病理学检查Control组在鼠肝小

叶结构清晰完整,无脂质浸润。HFD组有明显的脂肪

变性、脂肪空泡、肝索结构紊乱、炎性细胞浸润。表明
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NAFLD大鼠脂质代谢和胆汁酸代谢紊乱。与 HFD
组相比,HFD-P组和HFD-A组大鼠血清ALT、AST、

TG、CHOL、TBA、LDL及 HDL水平均无显著变化,
表明益生菌和他汀类药物具有保护肝脏、调节脂质和

胆汁酸代谢的作用。
研究表明,胆汁酸代谢与NAFLD密切相关[18-19]。

胆汁酸是重要的信号分子,参与糖脂代谢和能量代谢,
调节肠肝循环和外周器官的炎症[20-21]。肠道微生物群

与胆汁酸代谢密切相关。调节胆汁酸代谢的主要途径

是水解结合胆汁酸,使游离胆汁酸脱羟基并完全修

饰[22]。本研究分析了4组大鼠肠道微生物群的变化。
在门水平上,HFD组的拟杆菌丰度增加,梭菌丰度减

少。HFD-P组拟杆菌门丰度减少,HFD-A组拟菌门

增加。在科水平上,卟啉单胞菌科丰度在 HFD组、

HFD-P组 和 HFD-A 组 减 少,脱 硫 弧 菌 科 丰 度 在

HFD-P和 HFD-A组增加。表明益生菌和阿托伐他

汀可上调NAFLD模型大鼠肠道微生物群的多样性,
下调致病菌的丰度,改善肠道微生物群失调。

本研究还分析了抗氧化机制在NAFLD中的重要

性[23],该机制已被认为是治疗 NAFLD的潜在靶点。
众所周知,Nrf2/HO-1信号通路作为一种抗氧化通路

在NAFLD进展中发挥重要作用,这被认为是肝病的

治疗策略[5]。本研究中益生菌治疗激活了Nrf2/HO-
1抗氧化途径,使大鼠体重增加减缓,脂质功能障碍得

到改善,NAFLD得到缓解。
益生菌对NAFLD大鼠具有保护作用,其治疗显

著改善了HFD大鼠的肝脏病理损伤和血脂水平,减
轻了肝脂肪变性,并通过上调 Nrf2/HO-1通路的活

性和改善肠道微生物群失调影响胆汁酸代谢。益生菌

对NAFLD的上述保护机制可能通过上调肠道微生物

群/Nrf2/HO-1信号通路活性降低血脂水平,改善肝

脏组织病理学改变。
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