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本文引用：张娟，王琼，戴伟杰，等．长双歧杆菌、肠系膜明串珠菌和鼠李糖乳杆菌对小鼠血清超氧化物歧化酶、

谷胱甘肽过氧化物酶、丙二醛水平及肝细胞脂肪变性的影响［Ｊ］．新乡医学院学报，２０１４，３１（１０）：

７８６７８８，７９１．
【基础研究】

长双歧杆菌、肠系膜明串珠菌和鼠李糖乳杆菌对小鼠血清超氧化物

歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶、丙二醛水平及肝细胞脂肪变性的影响

张　娟，王　琼，戴伟杰，杨晓钟
（南京医科大学附属淮安第一医院消化科，江苏　淮安　２２３３００）

摘要：　目的　探讨长双歧杆菌（ＢＬ）、肠系膜明串珠菌（ＬＭ）和鼠李糖乳杆菌（ＬＲ）对小鼠血清抗氧化活性的促
进作用及对小鼠肝细胞脂肪变性的影响。方法　雄性健康清洁级Ｂａｌｂ／ｃ小鼠５０只，随机分为对照组、模型组、ＢＬ干
预组、ＬＭ干预组及ＬＲ干预组，每组１０只。模型组、ＢＬ干预组、ＬＭ干预组、ＬＲ干预组小鼠每日饲以高脂饲料，连续
１５周，并同时分别予以生理盐水或ＢＬ、ＬＭ、ＬＲ灌胃，连续１５周，检测小鼠血清超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧
化物酶（ＧＳＨＰｘ）活性和丙二醛（ＭＤＡ）水平，并观察细胞脂肪变性。结果　对照组小鼠无肝脂肪变性８只（８０％），轻
度脂肪变性２只（２０％）；模型组小鼠呈现中、重度肝脂肪变性分别为４只（４０％）、６只（６０％）；ＢＬ干预组中、重度脂肪
变性分别为５只（５０％）、４只（４０％），ＬＭ干预组中、重度肝脂肪变性均为４只（分别占４０％），与对照组比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），而与模型组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；ＬＲ干预组小鼠以轻度肝脂肪变性为主，共８只
（８０％），与模型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，模型组小鼠ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性显著降低（Ｐ＜
００５），ＭＤＡ水平显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＢＬ干预组和ＬＭ干预组小鼠ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性、ＭＤＡ水平差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而ＬＲ干预组ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性显著升高（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＢＬ
干预组与ＬＭ干预组小鼠比较ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性、ＭＤＡ水平差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而ＬＲ干预组小鼠ＳＯＤ和
ＧＳＨＰｘ活性较ＢＬ干预组、ＬＭ干预组均显著升高（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水平较 ＢＬ干预组、ＬＭ干预组均显著降低（Ｐ＜
００５）。与对照组比较，模型组小鼠肝功能指标及肝指数均显著升高（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，ＢＬ干预组和ＬＭ干预组
小鼠肝功能指标及肝指数差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而ＬＲ干预组除总胆固醇（ＴＣ）外，三酰甘油（ＴＧ）、丙氨酸氨基
转移酶（ＡＬＴ）、门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）和肝指数均显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＢＬ干预组和ＬＭ干预组小鼠肝功能指标及
肝指数差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而ＬＲ干预组小鼠除ＴＣ外，ＴＧ、ＡＬＴ、ＡＳＴ和肝指数均较ＢＬ干预组和ＬＭ干预组
显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＬＲ对小鼠血清的抗氧化活性有加强作用，显著抑制了小鼠肝细胞脂肪肝变性。
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ａｎｄＬＭｇｒｏｕｐ（Ｐ＞００５）；ｗｈｉｌｅｉｎＬＲｇｒｏｕｐ，ＴＧ，ＡＬＴ，ＡＳＴａｎｄｌｉｖｅｒｉｎｄｅｘｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＢＬｇｒｏｕｐ
ａｎｄＬＭｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）ｅｘｃｅｐｔＴＣ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＬＲｏｎｔｈｅｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｓｅｒｕｍａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｉｓｓｉｇｎｉｆ
ｉｃａｎｔｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｓｔｅａｔｏｓｉｓｉｎｍｉｃｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ；Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ；Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｈａｍｎｏｓｕｓｏｎ；ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ；ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅａｔｏｓｉｓ

　　非酒精性脂肪肝的发病机制尚未清楚，目前普
遍认为氧化应激和脂质过氧化损伤起主要作用［１］。

益生菌具有抗氧化活性，人在摄入益生菌后，其总抗

氧化水平显著升高，而氧化应激指标明显降低［２］，

因此益生菌的摄入可能对脂肪肝的防治有积极作

用。长双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ，ＢＬ）、肠系
膜明串珠菌（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ，ＬＭ）及鼠李糖
乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｈａｍｎｏｓｕｓ，ＬＲ）为常见益生菌，
容易获得，已应用于食品等行业。本研究旨在观察

ＢＬ、ＬＭ和ＬＲ对小鼠血清超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘ
ｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉ
ｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）活性和丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ
ｈｙｄｅ，ＭＤＡ）水平及肝细胞脂肪变性的影响。

１　材料与方法

１．１　菌种　ＢＬ、ＬＭ、ＬＲ冷冻真空干燥菌种购于中
国普通微生物菌种保藏中心并 －３３℃保存。使用
时，将菌种冻粉接种于 ＭＲＳ（ｄｅＭａｎ，Ｒｏｇｏｓａａｎｄ
Ｓｈａｒｐｅ）液体培养基，３７℃厌氧培养２４ｈ后再次接
种于新鲜ＭＲＳ培养基进行活化。活化后的菌液作
为实验用菌液接种母液置于４℃保存。实验前１ｄ，
将母液接种于新鲜ＭＲＳ培养基进行培养，获得新鲜
活化菌液用于实验。

１．２　实验动物　５周龄健康清洁级雄性 Ｂａｌｂ／ｃ小
鼠５０只，体质量（２０．０±２．０）ｇ，由苏州大学实验动
物中心提供，用基础饲料适应性喂养１周后，随机分
成５组，即对照组、高脂饲养组（模型组）、ＢＬ干预
组、ＬＭ干预组、ＬＲ干预组，每组１０只。
１．３　主要试剂和仪器　ＳＯＤ检测试剂盒、ＧＳＨＰｘ

试剂盒和ＭＤＡ水平检测试剂盒购自南京建成工程
研究所；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＳｐｅｃｔｒｕｍ１５００酶标仪（美国Ｔｈｅｒ
ｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＳｙｎｃｈｒｏｎＣＸ５全自动生化分析
仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）。
１．４　动物模型制备　对照组小鼠继续喂以基础饲
料。模型组小鼠每日喂食高脂饲料，同时给予１ｍＬ
生理盐水灌胃，连续１５周，以体质量超过对照组的
３０％为标准判断非酒精性脂肪肝造模成功；ＢＬ干预
组、ＬＭ干预组和ＬＲ干预组在给予高脂饲料喂养的
同时分别给予１０１１Ｌ－１ＢＬ、ＬＭ和ＬＲ各１ｍＬ灌胃，
连续１５周。
１．５　血清抗氧化指标及肝功能检测　灌胃１５周
后，各组小鼠禁食水１２ｈ，颈部脱臼法处死小鼠，迅
速打开腹腔，经腹主动脉取血，以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心５ｍｉｎ分离血清，采用黄嘌呤氧化酶法检测血清
ＳＯＤ活性，硫代二硝基苯甲酸法检测 ＧＳＨＰｘ活性，
硫代巴比妥酸比色法检测 ＭＤＡ水平；使用全自动
生化分析仪检测总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、三
酰甘油（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、丙氨酸氨基转移酶（ａｌａ
ｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）和天门冬氨酸氨基转移
酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）。
１．６　肝组织病理学观察　取小鼠肝脏测质量并计
算肝指数：肝指数 ＝肝脏湿质量／体质量 ×１００％。
于左叶肝组织相同部位取材（０．４ｃｍ×０．４ｃｍ×
０．２ｃｍ），置于４０ｇ·Ｌ－１中性甲醛液中固定，常规
石蜡包埋、切片，进行苏木精伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏ
ｓｉｎ，ＨＥ）染色，光学显微镜观察并摄片。参照艾迎
春等［３］的方法对脂肪肝变性程度进行判断，分为４
级：无脂肪变性；轻度：脂肪变性在肝小叶 ＜１／３；中
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度：脂肪变性在肝小叶占１／３～１／２；重度：脂肪变性
在肝小叶＞１／２。
１．７　统计学处理　应用 ＳＡＳ９．１统计学软件对数
据进行分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，
两样本均数比较采用 ｔ检验，计数资料比较采用 χ２

检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组小鼠肝脏病理学变化　对照组小鼠无肝
脂肪变性者８只（８０％），轻度脂肪变性２只（２０％）；
而模型组小鼠呈现中、重度肝脂肪变性，分别为４只
（４０％）和６只（６０％），说明非酒精性肝脂肪变性模
型构建成功；干预组小鼠也出现不同程度肝脂肪变

性，ＢＬ干预组和 ＬＭ干预组以中、重度肝脂肪变性
为主，其中ＢＬ干预组中、重度脂肪变性分别为５只
（５０％）和４只（４０％），ＬＭ干预组中、重度肝脂肪变
性均为４只（分别占４０％），与对照组比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），而与模型组比较差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）；ＬＲ干预组小鼠则以轻度肝脂肪
变性为主，共８只（８０％），与模型组比较差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　各组小鼠血清抗氧化指标比较　结果见表１。
与对照组比较，模型组小鼠 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ活性显
著降低（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。
与模型组比较，ＢＬ干预组和 ＬＭ干预组小鼠各项指
标差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而ＬＲ干预组ＳＯＤ

和ＧＳＨＰｘ活性显著升高（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水平显
著降低（Ｐ＜０．０５）。ＢＬ干预组与ＬＭ干预组小鼠比
较各项指标差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而ＬＲ干
预组小鼠ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ活性较 ＢＬ干预组、ＬＭ干
预组均显著升高（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ水平较 ＢＬ干预
组、ＬＭ干预组均显著降低（Ｐ＜０．０５）。
表１　各组小鼠血清ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性及ＭＤＡ水平比较
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍ ＳＯＤ，ＧＳＨＰｘａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄ
ＭＤＡｌｅｖｅｌｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＳＯＤ／

（×１０３Ｕ·Ｌ－１）

ＧＳＨＰｘ／

（×１０３Ｕ·Ｌ－１）

ＭＤＡ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
对照组 １０ １１４．３３±７．８０ ２４３．６１±２１．６３ １０．８８±１．５８
模型组 １０ ６５．７８±７．４９ａ ２０３．１９±１４．４４ａ １７．４０±１．８９ａ

ＢＬ干预组 １０ ７９．１３±７．１６ａｂ ２２３．０７±１３．１６ａｂ １５．９９±１．７０ａｂ

ＬＭ干预组 １０ ７５．３１±５．９７ａｂ ２２１．０４±８．５４ａｂ １４．８６±１．３５ａｂ

ＬＲ干预组 １０ １０３．１２±９．４６ｃ ２３５．４２±８．２３ｃ １２．５５±１．１１ｃ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与 ＬＲ干预组比较ｂＰ＜０．０５；与模

型组比较ｃＰ＜０．０５。

２．３　各组小鼠肝功能指标及肝指数的比较　结果
见表２。与对照组比较，模型组小鼠各项指标均显
著升高（Ｐ＜０．０５）。与模型组比较，ＢＬ干预组和
ＬＭ干预组小鼠各项指标差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），而ＬＲ干预组除ＴＣ外，ＴＧ、ＡＬＴ、ＡＳＴ和肝指
数均显著降低（Ｐ＜０．０５）。ＢＬ干预组和ＬＭ干预组
之间各项指标比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；
而ＬＲ干预组除ＴＣ外，ＴＧ、ＡＬＴ、ＡＳＴ和肝指数均较
ＢＬ干预组和ＬＭ干预组显著降低（Ｐ＜００５）。

表２　各组小鼠血清ＴＣ、ＴＧ、ＡＬＴ、ＡＳＴ及肝指数比较
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍＴＣ，ＴＧ，ＡＬＴ，ＡＳＴａｎｄｆａｔｔｙｌｉｖｅｒｉｎｄｅｘｏｆｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＣ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＴＧ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＡＬＴ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ＡＳＴ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） 肝指数／％
对照组 １０ １．６０±０．２６ ０．４８±０．１３ ３８．３５±８．４８ １５２．３１±６．９５ ２．１４±０．１２
模型组 １０ ２．６４±０．１７ａ １．０４±０．２３ａ ７８．８６±１７．２２ａ ２０７．０７±１０．９７ａ ３．８７±０．２２ａ

ＢＬ干预组 １０ ２．４６±０．１０ａ ０．８４±０．１２ａｂ ６３．２６±８．０８ａｂ １９６．５０±１３．６６ａｂ ３．６０±０．１６ａｂ

ＬＭ干预组 １０ ２．２９±０．１４ａ ０．９４±０．１１ａｂ ７１．３７±６．７５ａｂ １９４．８８±１３．５７ａｂ ３．６７±０．１１ａｂ

ＬＲ干预组 １０ １．９９±０．１５ ０．７２±０．１４ｃ ４２．１７±９．９１ｃ １５６．８５±１３．１６ｃ ２．４５±０．１４ｃ

　　注：与对照组比较ａＰ＜０．０５；与ＬＲ干预组比较ｂＰ＜０．０５；与模型组比较ｃＰ＜０．０５。

３　讨论

益生菌是指摄入一定量时能对宿主健康产生有

益作用的微生物活体，近年研究表明益生菌对非酒

精性脂肪肝的防治也有一定效果［４］。ＢＬ、ＬＭ和 ＬＲ
为人类重要益生菌，常应用于乳制品行业。ＭＤＡ水
平可衡量机体氧化应激水平的高低［５６］，而 ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ是体内重要的抗氧化酶［７］。本研究结果显

示，经ＬＲ干扰后，小鼠血清 ＳＯＤ和 ＧＳＨＰｘ活性较
模型组显著提高，而 ＭＤＡ水平显著降低，这与 Ｄｅ
ａｂｅ等［８］的研究结果一致，表明ＬＲ能显著提高小鼠
血清抗氧化水平。血清胆固醇等指标是评判脂肪肝

的重要指标，本研究中，相对于抗氧化活性较低的

ＬＭ和ＢＬ，ＬＲ干预组小鼠血清 ＴＣ、ＴＧ、ＡＬＴ和 ＡＳＴ
及肝指数都得到显著改善，表明 ＬＲ对血清抗氧化
活性的提高与脂肪肝指标的改善密切相关。动物机

体内存在大量不饱和脂肪酸，它们极易受到过氧化

作用而产生脂质过氧化物，使得肝脏氧化应激反应

增强，引起肝纤维化及脂质过氧化，最终使脂肪沉积

的肝细胞变性坏死，因此，血清抗氧化水平的提高对

防控脂肪肝形成有重要意义。ＬＲ干预组中、重度肝
细胞脂肪变性小鼠数目较其他组显著降低，与本

研究中其他脂肪肝指标检测结果相吻合，进一步证

（下转第７９１页）
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３　讨论

基底膜培养可以得到离体培养的耳蜗毛细胞、

听神经纤维及螺旋神经节，可以同时观察毛细胞、听

神经纤维及螺旋神经节在明确的单纯损伤因素下病

理改变规律，并判断各种损伤因素引起的毛细胞与

螺旋神经节之间的原发改变和继发改变。基底膜离

体培养时螺旋神经节通过神经纤维与毛细胞相连，

能持续获得毛细胞的营养支持而长时间存活，有利

于获得较多的螺旋神经细胞用于实验研究［１２］。基

底膜培养为研究毛细胞、听神经损害机理及其修复

提供了理想的实验模型。

耳蜗基底膜体外培养的方法大致分为２种，即
无血清培养法和有血清培养法［３８］。应用不同的培

养基可以引发不同的细胞分裂，本研究采用有血清

培养方法，血清能够提供丰富的营养组分，提供细胞

增殖所必需的生长因子，有促进生长的效果。本实

验中观察到毛细胞和听神经纤维生长良好。

在将基底膜转移到培养皿的过程中，国内外多

数采用的方法是将基底膜分离出来，放入预先滴有

胶原凝胶液的培养皿中，胶原凝胶液的配制包括胶

原凝胶液为Ａ液，１０×Ｅａｇｌｅ培养基溶液为 Ｂ液，质
量分数２％碳酸钠溶液为 Ｃ液，按 ＡＢＣ＝９
１１比例配成［３４，６］。这种方法能有效地固定基底

膜于培养皿中，易于完好地将培养完成的样品取出

并进行免疫荧光及分子生物学等实验，但此种培养

法凝胶配制过程成本较高且配制过程复杂。作者的

方法是将基底膜接种在已滴加少量培养基的２４孔
细胞培养板中的细胞爬片上，静置０．３ｈ待基底膜
成功贴壁后再缓慢加入１ｍＬ的培养基继续培养。

培养结束后取出细胞爬片进行免疫荧光染色，实验

中可得到较高的基底膜贴壁成功率，贴壁成功后基

底膜附着牢固不易从细胞爬片上脱落，取出细胞爬

片可以得到完整培养的基底膜，从而有利于后续的

实验研究。本实验所建立的方法省去了配置鼠尾凝

胶的过程，操作简便易行，同样能取得稳定良好的培

养结果。建立耳蜗基底膜培养的模型同时观察毛细

胞、神经纤维及螺旋神经节细胞的变化，有利于开展

耳蜗相关损伤的病理及病理生理机制的研究。
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明ＬＲ干预组小鼠血清抗氧化活性的提高与小鼠肝
细胞脂肪变性的抑制作用紧密相关。

本研究提示，ＬＲ能显著增加小鼠血清抗氧化水
平并能显著抑制小鼠肝细胞脂肪变性，其对小鼠非

酒精性肝细胞脂肪变性的抑制作用与对小鼠血清抗

氧化活性的加强有关。
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