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摘　要：本研究利用植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum，LP）与酵母菌（Saccharomyces cerevisiae）协同发酵制

备明日叶酵素（FAK），探讨其对小鼠酒精性肝损伤的改善作用及机制。雄性昆明小鼠分为 7组（n=12），包括

正常组、模型组、水飞蓟宾组、明日叶冻干粉组、明日叶酵素低剂量组、中剂量组和高剂量组，进行 30 d灌胃食

用酒精建立酒精性肝损伤模型，定期测量小鼠体重。实验结束后，测定血清血脂水平、脏器变化及 FAK对小鼠肠

道菌群的影响。结果表明，FAK能显著改善酒精诱导的肝损伤小鼠体重降低，显著降低（P<0.05）其肝脏指数、

血脂含量以及肝损伤标志酶水平，还能够降低肝脏脂肪含量，提高抗氧化酶含量以及降低炎症因子水平，FAK干

预后 GSH-Px活性显著提高（P<0.05），MDA浓度降低，可以减轻酒精代谢引起的肝脏氧化损伤。机制研究结果

显示，FAK干预后 F/B值降低恢复到接近正常水平，Muribaculaceae 等有益菌丰度升高，通过减少 LPS移位和促

进 SCFAs生成（如 Muribaculaceae 可产 SCFAs）增强肠道屏障，改善了门水平和属水平上群落相对丰度的异常变

化，减少了内毒素的产生与释放，本研究中的 FAK主要通过调节菌群结构发挥作用，体现了“以菌治菌”的独特

性。推测 FAK可能通过改变肠道菌群多样性以及群落结构修复肠道屏障，维持酒精性肝损伤小鼠的肠道稳态。本

研究为明日叶资源的高值化利用以及在保护酒精性肝损伤功能性食品中的开发与应用提供了理论支持。
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Abstract： This  study  investigated  the  hepatoprotective  effects  and  mechanisms  of  fermented  Angelica  keiskei  (FAK),
produced through synergistic fermentation using Lactobacillus plantarum and Saccharomyces cerevisiae,  against alcohol-
induced  liver  injury  in  mice.  Male  Kunming  mice  were  randomly  divided  into  seven  groups  (n=12  per  group):  normal
control,  model  control,  silibinin-treated,  freeze-dried Angelica  keiskei  powder,  and  low-,  medium-,  and  high-dose  FAK
groups.  Alcohol-induced liver  injury  was  established  via  30-days  intragastric  administration  of  edible  alcohol,  with  body  
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weight  monitored  periodically.  Post-intervention  assessments  included  serum  lipid  profiles,  organ  indices,  hepatic  injury
markers,  antioxidant  enzymes,  inflammatory  cytokines,  and  gut  microbiota  alterations.  Results  demonstrated  that  FAK
significantly  attenuated  alcohol-induced  weight  loss  (P<0.05)  and  reduced  hepatic  index,  serum lipid  levels,  and  hepatic
injury  markers.  FAK intervention  notably  decreased  hepatic  lipid  accumulation  while  enhancing  antioxidant  capacity,  as
evidenced  by  increased  glutathione  peroxidase  (GSH-Px)  activity  and  reduced  malondialdehyde  (MDA)  concentrations
(P<0.05),  and  could  alleviate  alcohol  metabolism-induced  hepatic  oxidative  damage.  Mechanistic  analyses  revealed  that
FAK restored the Firmicutes-Bacteroidetes (F/B) ratio to near-normal levels and ameliorated alcohol-induced phylum- and
genus-level  dysbiosis,  and  the  abundance  of  beneficial  bacteria,  such  as Muribaculaceae,  increased.  This  alleviated  the
abnormal changes in community relative abundance at the phylum and genus levels by strengthening the gut barrier, which
was  achieved  by  reducing  LPS  translocation  and  promoting  SCFA  production  (e.g.,  Muribaculaceae  could  produce
SCFAs),  thereby  reducing  the  production  and  release  of  endotoxins.  In  this  study,  FAK  primarily  exerted  its  effects  by
modulating  the  structure  of  the  gut  microbiota,  reflecting  the  unique  concept  of  "using  bacteria  to  combat  bacterial
imbalance". It was speculated that FAK might repair the intestinal barrier and maintain intestinal homeostasis in mice with
alcoholic  liver  injury  by  altering  the  diversity  and  community  structure  of  the  gut  microbiota.  This  study  provides  a
theoretical foundation for the high-value utilization of Angelica keiskei resources and its potential application in functional
foods targeting alcohol-related hepatic disorders.

Key words：Angelica keiskei；Jiaosu；alcoholic liver injury；gut microbiota；regulatory effects

酒精性肝病（Alcoholic liver disease，ALD），亦

称酒精性肝损伤，是因长期大量饮酒导致的中毒性肝

损伤。目前 ALD在全球的发病率逐年上升，已成为

除病毒性肝炎以外导致肝损伤的第二大诱因[1−2]。其

初期表现为脂肪肝，进而发展为肝炎、肝纤维化和肝

硬化，这三种形式可单独或混合存在。目前，对于酒

精性肝损伤的治疗包括戒酒、改善饮食或药物干预，

更严重者需进行肝移植[3−5]，但这些治疗方法存在着

治疗周期过长、副作用大的弊端，因此，针对 ALD研

究更加有效且无副作用的干预策略，开发具有有效改

善作用的绿色功能食品具有重要意义。

明日叶（Angelica keiskei）是一种食药兼用的多

年生草本植物，富含类黄酮、查尔酮、香豆素等活性

物质，具有抗氧化、保护肝脏、降血糖、降血压、降血

脂、抗菌以及抗炎作用等多重生物学活性。2019年

5月，明日叶经国家卫生健康委员会审核，正式批准

成为我国新食品原料资源，具有广阔的开发前景。酵

素（Jiaosu）最早起源于日本，后来发展到欧美、中国

台湾等地区，在我国大陆尚属新兴行业。2018年

12月，我国轻工行业标准发布了《酵素产品分类导则》

（QB/T 5324-2018）与《植物酵素》（QB/T 5323-2018），
其中将酵素明确定义为：是以动物、植物、菌类等为

原料，添加或不添加辅料，经微生物发酵制得的含有

特定生物活性成分的产品[6]。研究证明，利用微生物

对植物进行发酵会产生大量酶类，包括超氧化物歧化

酶、蛋白酶及脂肪酶，还有多酚、多糖、有机酸、磷脂

类及皂苷类等有效成分[7]，具有抗氧化、抗肿瘤、解

酒护肝的多重保健作用[8]。因此，酵素作为一种纯天

然开发的新型健康食品，有益成分丰富，保健功效多

样，近年来引起了研究者与消费者的广泛关注。

然而，目前植物酵素产品的开发多以酵母菌、乳

酸菌、醋酸菌以及霉菌等单一菌种进行发酵[9]，往往

存在功能成分单一、风味欠佳或功效不显著等问

题。课题组前期研究发现酵母菌单菌制备的明日叶

酵素可通过调节肝脏脂肪代谢以及肠道菌群组成有

效改善小鼠肥胖症状[10]，但存在着口味较差的缺陷。

本研究则尝试采用益生菌（植物乳杆菌+酵母菌）协同

发酵技术制备明日叶功能酵素，以期利用植物乳杆菌

可分解植物纤维释放活性成分、酵母菌可产生丰富

酶系促进物质转化的不同菌种优势实现协同作用。

本文通过建立酒精性肝损伤小鼠动物模型，评价明日

叶酵素对酒精性肝损伤的预防和改善效果，基于“肝-
肠轴”理论探索该酵素对酒精性肝损伤的作用机理，

同时通过肝脏病理、生化指标及肠道菌群分析评价

其护肝功效，旨在为新食品原料资源明日叶的高值化

利用和改善酒精性肝损伤功能食品的开发提供理论

基础及实验依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

SPF级雄性昆明小鼠（6周龄，84只，体质量 38±
2 g，许可证号：SCXK（京）2019-0010）　北京斯贝福生

物技术有限公司。饲养于单位动物房，置于温度（22~
25 ℃）和湿度（50%~60%）的环境中，12 h明暗循环，

自由进食、饮水。本动物研究经青岛大学伦理委员

会批准，动物伦理编号为 QDU-AEC-2023385；明日

叶冻干粉　山东明日叶生物科技有限公司；植物乳杆

菌 Bio-60181　北京百欧博伟生物技术有限公司；高

活性干酵母　安琪酵母股份有限公司；水林佳水飞蓟

宾胶囊　天津天力士制药集团股份有限公司；红星二

锅头（56%vol）　北京红星股份有限公司；总超氧化

物歧化酶（T-SOD）测定试剂盒　南京建成生物工程

研究所有限公司；ELISA试剂盒（EK297-01）　杭州

联科生物技术有限公司；DNA抽提试剂盒　广州飞

扬生物工程有限公司；FastPfu聚合酶　北京全式金

生物技术股份有限公司；AxyPrep DNA凝胶提取试

剂盒　爱思进生物技术（杭州）有限公司；BecuNGS®
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DNA&RNA共建库试剂盒　美国柏尔生物科技公

司；MiSeq试剂盒　因美纳（中国）科学器材有限

公司。

YXQ-LS-50SII立式压力蒸汽灭菌器　上海博

迅实业有限公司 ；DHP-9052电热恒温培养箱、

LTN2-16K台式高速离心机、SHZ-D（Ⅲ）循环水式

多用真空泵、DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器

　青岛蓝特恩科教仪器设备有限公司；Practum 124-
1CN电子天平　赛多利斯科学仪器（北京）有限公

司；UV-8000紫外可见分光光度计　上海元析仪器

有限公司；PHS-3E pH计　上海仪电科学仪器股份

有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   明日叶酵素（FAK）的制备　通过一系列前期

试验对明日叶酵素的工艺参数进行了优化[11−12]。将

高活性干酵母与无菌水按照 1:10（g/mL）的比例混

合溶解，37 ℃ 活化 30 min，备用。将 3%植物乳杆

菌种子液接种于 50 mL MRS培养基中，37 ℃ 培养

22 h，备用。准确称量 13 g明日叶冻干粉，紫外灯

照射灭菌 30 min，溶于 100 mL无菌水中（浓度为

0.13 g/mL）。根据预实验结果，在无菌条件下，接种

1.3%（V/V）的酵母菌液和 7.7%（V/V）的植物乳杆菌

悬液，于 37 ℃ 发酵 90 h，12000 r/min离心 4 min得

到上清液，即 FAK。

 1.2.1.1   FAK活性成分检测　参照总黄酮检测试剂

盒说明书，采用紫外分光光度法测定 FAK中总黄酮

含量；参照查尔酮检测试剂盒说明书，采用高效液相

色谱法（HPLC）测定查尔酮含量，色谱条件：C18 柱

（250×4.6 mm，5 μm），流动相为甲醇-0.1% 磷酸水

（60:40），流速 1.0 mL/min，检测波长 360 nm，柱温

30 ℃。结果显示，FAK中总黄酮含量为 12.5±0.8 mg/
g，查尔酮含量为 3.2±0.3 mg/g。

 1.2.2   酒精诱导肝损伤小鼠模型的建立与给药　

84只 SPF级雄性昆明小鼠，适应性喂养 1周后，随

机分成 7组（n=12），分别为正常组（N）、模型组（M）、

水飞蓟宾组（P）（相当于小鼠每日摄入 100 mg/kg体

重）、明日叶冻干粉组（NF）（相当于小鼠每日摄入

16.64 mg/kg总黄酮）、明日叶酵素低剂量组（FL）（相
当于小鼠每日摄入 2.4 mg/kg总黄酮、1125 U/kg SOD
酶、2.5×108 CFU/kg LP）、明日叶酵素中剂量组（FM）

（相当于小鼠每日摄入 4.8 mg/kg总黄酮、2250 U/kg
SOD酶、5×108 CFU/kg LP）、明日叶酵素高剂量组

（FH）（相当于小鼠每日摄入 9.6 mg/kg总黄酮、4500 U/
kg SOD酶、109 CFU/kg LP）。按表 1进行干预，持

续 32 d每天进行灌胃[13]。干预期间每 4 d测量小鼠

体重，根据体重变化及时调整灌胃量。末次灌胃结

束后，禁食 12 h，收集小鼠粪便 2~3粒，立即放入液

氮中，随后转移到−60 ℃ 冰箱中。采用眼球摘除法

取血，3000 r/min离心 15 min后分离血清，分装后置

于−60 ℃ 冰箱中，保存待测。处死小鼠后，立即测量

小鼠肝脏重量，并取肝左叶组织用 4%多聚甲醛进行

固定，用于组织病理学分析；将肝脏剩余部分迅速放

入液氮中冷冻，并于−60 ℃ 冰箱中保存，直到进一步

分析[14]。

 1.2.3   肝脏指数的计算　测定各组小鼠体重及肝脏

质量，计算各组小鼠的肝脏指数，计算如公式（1）[15]：

肝脏指数(%) =
小鼠肝脏质量(g)
小鼠体质量(g)

×100 式（1）

 1.2.4   肝脏组织病理分析　取固定后的肝脏组织，常

规石蜡包埋、切片（厚度 4 μm），进行 H&E染色和油

红-O染色。H&E染色观察肝组织结构、细胞形态及

炎性浸润情况；油红-O染色观察肝脏脂质沉积情况，

采用 Image-Pro Plus 6.0软件定量分析脂滴面积占

比[15–16]。

 1.2.5   血清生化分析　血清中生化指标根据试剂盒

说明书进行操作，测定小鼠血清中的甘油三酯（Tri-
glycerides，TG）、总胆固醇（Total  cholesterol，TC）、
高密度脂蛋白胆固醇 （High-density  lipoprotein
cholesterol，HDL-c）、低密度脂蛋白胆固醇（Low-
density lipoprotein cholesterol，LDL-c）、谷草转氨酶

（Aspartate aminotransferase，AST）以及谷丙转氨酶

（Alanine aminotransferase，ALT）的含量。

 1.2.6   肝脏生化分析　取小鼠肝脏组织，制备成

10%的肝脏匀浆液，离心后取上清液按照试剂盒

说明书进行操作。采用全自动生化分析仪检测小

鼠肝脏匀浆中的 TG、TC、谷胱甘肽过氧化物酶

（Glutathione peroxidase，GSH-Px）、肝脏超氧化物歧

化酶（Superoxide dismutase，SOD）、丙二醛（Malon-
dialdehyde，MDA）的水平。

 1.2.7   酶联免疫检测法（ELISA）测定炎症指标　采

用 ELISA试剂盒测定小鼠血清中炎症相关细胞因子

肿瘤坏死因子-α（Tumor necrosis factor-α，TNF-α）、
白介素-6（Interleukin-6，IL-6）以及白介素-1β（Inter-
leukin-1β，IL-1β）[17]。

 1.2.8   肠道微生物多样性分析　干预结束，收集各

组小鼠粪便样本（n=5）置于离心管中，−80 ℃ 超低温

冰箱保存。采用 CTAB法提取粪便微生物总 DNA，

使用引物 338F（5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-

 

表 1    各组小鼠分组与给药情况

Table 1    Grouping and administration of mice in each group

分组
上午10时 下午3时

干预物 剂量 干预物 剂量

正常组（N） 生理盐水 10 mL/kg/d 生理盐水 7 mL/kg/d
模型组（M） 生理盐水 10 mL/kg/d 50%酒精 7 mL/kg/d

水飞蓟宾组（P） 水飞蓟宾 100 mg/kg/d 50%酒精 7 mL/kg/d
明日叶冻干粉组（NF） 未发酵干预物 10 mL/kg/d 50%酒精 7 mL/kg/d
FAK低剂量组（FL） FAK稀释4倍 10 mL/kg/d 50%酒精 7 mL/kg/d
FAK中剂量组（FM） FAK稀释2倍 10 mL/kg/d 50%酒精 7 mL/kg/d
FAK高剂量组（FH） FAK原液 10 mL/kg/d 50%酒精 7 mL/kg/d
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3'）和 806R（ 5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'）

扩增 16S rRNA基因的 V3~V4区扩增产物。经 2%

琼脂糖凝胶电泳检测后，使用 AxyPrep DNA凝胶提

取试剂盒纯化，采用建库试剂盒构建文库，通过

Illumina MiSeq平台进行高通量测序（2×300 bp）。

测序数据经 QIIME2软件处理，进行 α 多样性（Sobs、

Simpson、Ace、Chao指数）和 β 多样性（PLS-DA分

析）分析；在门水平和属水平统计物种相对丰度，并进

行组间差异检验[18]。

 1.3　数据处理

本研究所有实验数据均以平均值±标准差表示，

数据使用 SPSS 26进行单因素方差分析（one-way

ANOVA）并使用 OriginPro绘图，当 P<0.05时不同

组之间有显著性差异，不同字母代表有显著性差异。

 2　结果与分析

 2.1　各组小鼠的体重和肝脏指数变化

本实验每 4 d测量一次小鼠体重，小鼠在整个试

验周期内的体重变化如图 1A所示。各组小鼠体重

发生明显变化，说明 32 d的不间断酒精刺激对小鼠

的体重产生了影响。随着酒精摄入时间的延长，小鼠

的体重从第 4 d开始产生变化。与 N组相比，M组

小鼠精神状态为先亢奋继而萎靡，嗜睡，食欲缺乏，皮

毛颜色暗淡且不顺滑，体重变化呈现降低的趋势。

干预结束后，称量小鼠最终体重，如图 1B所示。与

N组相比，M组小鼠体重显著性降低（P<0.05）。与

M组相比，P、FH组干预效果优于 NF、FL、FM组，

前者更接近正常体重水平。结果表明，高剂量 FAK

干预效果更接近阳性组，对于酒精性肝损伤小鼠体重

变化具有积极作用。

如图 2A，N组小鼠肝脏形态正常，颜色鲜红且

均匀，富有弹性，无病变。M组小鼠肝脏颜色变浅，

表层及边缘模糊，质地绵软，发生病变。而 FAK干

预后，ALD小鼠的肝脏形态病变现象有所改善。肝

脏指数如图 2B所示，与 N组相比，M组小鼠的肝脏

指数显著性升高（P<0.05），说明酒精诱导造成了

ALD小鼠的肝脏肿胀[19]。与 M组相比，FL组、FM

组和 FH组的肝脏指数均显著降低（P<0.05）。结果

表明，明日叶酵素对酒精性肝损伤小鼠肝脏指数

的降低有显著作用。
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图 2    各组小鼠的肝脏宏观形态与肝脏指数
Fig.2    Liver morphology and liver index of mice in each group
注：A. 各组小鼠的肝脏宏观形态；B. 各组小鼠的肝脏指数水平。
 

 2.2　明日叶酵素对各组小鼠肝脏和血清的影响

 2.2.1   肝脏组织病理变化　小鼠肝脏组织的 H&E

和油红-O染色结果如图 3和图 4所示。其中，H&E

染色结果（图 3）显示，N组健康小鼠肝小叶结构清

晰，肝索放射性排列，无典型坏死病变现象。M组小

鼠肝组织结构紊乱，细胞肿胀且边缘模糊，细胞核破

裂，脂质异常积聚，出现明显炎性细胞浸润，发生严重

病变。与 M组相比，FL组、FM组和 FH组的肝组

织结构相对完整，排列相对整齐，细胞边缘比较清晰，

但 FL组仍存在少许肝细胞肿胀，无炎性细胞浸润现

象，FM组和 FH组的组织形态与 P组相当，接近于

N组。然而 NF组与 M组相比，肝细胞结构形态有

所改善，也无炎性细胞浸润，但其总体效果与明日叶
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图 1    各组小鼠体重变化与最终体重

Fig.1    Body weight change and final body weight of mice
in each group

注：A. 各组小鼠体重变化；B. 各组小鼠最终体重。N-空白对
照组；M-模型组；P-阳性对照组；NF-未发酵对照组；FL-明日
叶酵素低剂量组；FM-明日叶酵素中剂量组；FH-明日叶酵
素高剂量组。相同字母表示组间没有显著差异（P>0.05），不
同字母表示组间有显著差异 （P<0.05） ，图 2、图 5~图 9、
图 12~图 13同。
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酵素干预组相比略差。油红-O染色结果（图 4）显
示，M组肝组织内红色脂滴大量聚集，FAK干预组脂

滴面积明显减少，且呈剂量依赖性。
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图 3    各组小鼠肝脏组织病理学切片（H&E，200×）
Fig.3    Liver histopathology sections of mice in each group

（H&E, 200×）
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图 4    各组小鼠肝脏组织病理学切片（油红-O，200×）
Fig.4    Liver histopathology slices of mice in each group (oil

red-O, 200×)
 

 2.2.2   肝脏及血清生化指标　如图 5所示，M组小鼠

的 TC、TG含量显著高于 N组（P<0.05），说明长期过

量饮酒使 M组小鼠肝脏的多余脂肪无法及时清除，

造成严重的脂肪堆积。与 M组相比，阳性对照组和

FAK干预组的 TC、TG含量均呈现下降的趋势，以

及 FM组和 FH组的 TG含量显著性下降（P<0.05），

NF组的 TC和 TG含量均无显著变化，表明经发酵

得到的 FAK在一定程度上缓解了 ALD小鼠的肝脏

脂肪堆积。

如图 6所示，与 N组相比，M组小鼠的血清

TC、TG和 LDL-c水平分别升高了 10.91%、62.43%

和 68.27%，以及 HDL-c水平显著降低了 36.87%（P<

0.05），血脂水平产生了显著性变化，该结果证实对

小鼠进行短期持续的酒精诱导会造成血脂水平异

常。由图 6A和图 6B可知，与 M组相比，FH组小鼠
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图 5    各组小鼠的肝脏 TC、TG水平

Fig.5    Levels of TC and TG in liver of mice in each group

 

A 6

ab
a a

a abab
b4

2

0
N M P NF FL FM FH

N M P NF FL FM FH

N M P NF FL FM FH

N M P NF FL FM FH

TC
 (m

m
ol

/L
)

B 2.0
a a

bb
bcc bc

1.5

1.0

0.5

0

TG
 (m

m
ol

/L
)

C 4

a

bc
bc

cc

bb3

2

1

0

H
D

L-
c 

(m
m

ol
/L

)

D 2.5

ab
a

b
b

b b
b

2.0

1.5

1.0

0.5

0

LD
L-

c 
(m

m
ol

/L
)

图 6    各组小鼠血清血脂水平

Fig.6    Blood lipid level of mice in each group
注：A. 各组小鼠血清 TC水平；B. 各组小鼠血清 TG水平；C.
各组小鼠血清 HDL-c水平；D. 各组小鼠血清 LDL-c水平。
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的 TC水平显著降低了 14.49%（P<0.05），FL组和

FM组也呈现降低的趋势，但无显著性差异；与 M

组相比，FL组、FM组和 FH组的 TG水平显著降低

（P<0.05），分别降低了 20.07%、25.51%和 30.59%，

且呈剂量相关。由图 6C可知，与 M组相比，FM

组和 FH组的 HDL-c水平分别显著升高了 40.63%

和 48.25%（P<0.05），P组、NF组和 FL组也呈现升

高的趋势但不显著。由图 6D可知，与 M组相比，

FL组、FM组和 FH组的 LDL-c水平分别降低了

19.43%、22.86%和 33.71%，P组降低了 30.29%，NF

组反而升高了 4.57%，但 6组之间的差异不显著。上

述结果共同表明明日叶酵素干预能够有效恢复

酒精诱导的血脂水平异常，进而减轻过量酒精摄入

引起的脂质积累，并且其改善效果优于未发酵组。

肝脏转氨酶（ALT和 AST）是一种参与人体新陈

代谢的酶，它可以对体内的蛋白质与氨基酸进行转

化，在身体的各个组织、器官中都有大量的存在，但

主要集中在肝脏细胞的胞浆中。当肝脏细胞受到炎

症损伤时，转氨酶会从肝脏细胞释放到血液中。因

此，血清转氨酶水平的高低是判断肝脏损伤程度的

重要指标[20]。由图 7可知，与 N组相比，由于M组小

鼠摄入过量酒精，其 ALT和 AST水平分别显著升

高了 76.38%和 55.61%（P<0.05），表明酒精性肝损

伤小鼠模型建立成功，M组小鼠肝脏已损伤。FAK

干预后，与 M组相比，FL组、FM组和 FH组的 ALT

和 AST水平均显著性降低（P<0.05），并依次呈剂量

相关。NF组的 AST水平也显著降低了 14.51%，

而 ALT水平则降低不显著。综上所述，明日叶酵素

可以有效修复酒精诱导的肝细胞功能异常，从而改

善 ALD小鼠的肝细胞损伤。

 2.3　明日叶酵素对小鼠肝脏氧化应激和炎症的影响

 2.3.1   肝脏氧化应激　小鼠肝脏匀浆中抗氧化酶活

性和过氧化物产物含量如图 8A~图 8C所示。与

N组相比，M组 SOD和 GSH-Px活性明显降低（P<
0.05），MDA过氧化物含量升高 72.98%（P<0.05），表
明酒精干预导致小鼠肝脏过氧化物蓄积[21–22]。与 M
组相比，P组 SOD活性最接近正常水平，但仍与

N组存在显著差异（P<0.05）。FL和 FH组 SOD活性

显著增强（P<0.05），NF和 FM组变化不明显（P>
0.05）。FAK干预后，GSH-Px活性提高，MDA浓度

降低，表明 FAK可以通过增强抗氧化酶活性和降低

小鼠肝脏过氧化物的水平来减轻酒精代谢引起的肝

脏氧化损伤。
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图 8    各组小鼠的肝脏抗氧化酶和氧化产物水平
Fig.8    Levels of antioxidant enzymes and oxidation products

in liver of mice in each group
注：A. 各组小鼠的肝脏 SOD水平；B. 各组小鼠的肝脏 GSH-
Px水平；C. 各组小鼠的肝脏MDA含量。
 

 2.3.2   肝脏炎症因子　如图 9可知，与 N组相比，M
组小鼠的 TNF-α、IL-6、IL-1β 分别显著（P<0.05）升
高了 42.10%、48.00%和 73.93%，表明过量饮酒破

坏了 ALD小鼠的免疫系统，促进炎症因子的释放，
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图 7    各组小鼠肝损伤标志酶水平

Fig.7    Levels of liver injury marker enzymes in each group
注：A. 各组小鼠 ALT水平；B. 各组小鼠 AST水平。
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激活炎症因子通路，进而造成肝脏的炎症损伤。与

M组相比，P组、FL组、FH组、FM组炎症因子水平

显著（P<0.05）下降。FH组的 TNF-α、IL-6、IL-1β 分

别 降 低 了 22.49%、 28.24%和 22.15%， FM组 的

TNF-α、 IL-6、 IL-1β 分别降低了 28.39%、 25.19%

和 15.42%；FL和 NF组的改善效果略微。综上所述，

明日叶酵素能有效抑制酒精诱导的小鼠肝脏炎症因

子释放，改善肝脏炎症。

 2.4　ALD小鼠肠道菌群分析

本研究利用 16S rRNA基因测序技术探讨了

FAK对 ALD小鼠肠道菌群的影响。Rank-Abun-

dance曲线主要用于说明样品的丰富度，曲线下降越

平缓，表明物种多样性越高。曲线的形状反映群落

的均匀度，曲线的突然下降表明优势菌群落比例

越高，群落均匀度越低。如图 10A所示，M组的物种

丰富度最高，NF组的物种丰富度最低。图 10B和

图 10C显示，当提取序列超过 2000时，Sobs和 Shan-

non指数的稀释曲线已趋于平坦，即操作分类单元

（OTU）趋向于饱和，说明本实验的样品测量数据足

以捕捉大部分微生物多样性。 各组小鼠肠道菌群共

有及特有 OTU数目分析结果显示，如图 11A，各组

共有 OTU数目为 479个，其中，N组 860个，M组

937个，FL、FM和 FH组分别有 863、846和 824个，

表明摄入酵素后，OTU数量出现明显变化。图 11B

显示，N、M、P、NF等组和 FAK干预组的样本分离

良好，而 FL、FM和 FH组相对接近，推断酒精或明

日叶酵素是影响分区的主要因素。通过构建基于

OTU水平的层级聚类分析，图 11C反映出 FH组与

M组距离较远，表明 FAK干预对酒精诱导小鼠的肠

道菌群产生了影响，且与模型组有较大差异。图 11D

中 X轴为组内或者组间的距离值，Between对应的

箱子代表组间差异距离值，其余箱子代表组内差异距

离值，结果显示组间差异大于或与组内差异相当，因
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图 9    各组小鼠肝脏组织内炎症因子水平

Fig.9    Levels of inflammatory factors in liver tissue of mice
in each group

注：A. 各组小鼠的肝脏 TNF-α 水平；B. 各组小鼠的肝脏 IL-
6水平；C. 各组小鼠的肝脏 IL-1β 水平。
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图 10    小鼠肠道菌群的物种多样性相关曲线

Fig.10    Correlation curve of species diversity of intestinal
microbiota in mice

注：A. Rank-Abundance曲线；B. 稀释曲线-Sobs指数；C. 稀释
曲线-Shannon指数。
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此判断分组具有意义。

图 12展示各组肠道菌群的 Alpha多样性分析

结果。Simpson指数是目前广泛接受的生态多样性

衡量指标，与评价物种丰富度的 Sobs、Ace、Chao

指数一样，均出现了明显的变化。M组的 Sobs和

Ace指数相较于 N组明显升高，Chao指数也相较于

N组呈现上升趋势，而 Simpson指数则明显下降，说

明酒精诱导小鼠的肠道菌群丰富度增加，但多样性
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Fig.12    Alpha diversity analysis of intestinal microbiota in mice
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降低。FAK干预后，4个多样性指数均较 M组有所

改善。

由图 13A可知，所有小鼠组别的肠道菌群主要

优势菌为拟杆菌门 （Bacteroidota）和厚壁菌门

（Firmicutes），两者所占比例之和约为菌种总数的

80%~90%。由图 13C、图 13D可知，与模型组相比，

FAK干预组的 Bacteroidota的相对丰度明显增加，

Firmicutes的相对丰度显著降低（P<0.05）。图 13E
展示了门水平的 Firmicutes/Bacteroidetes（F/B）比
值。有研究表明 F/B值较高可能与脂肪肝有关，

F/B比值越低则反映肠道菌群状态越优[23]。模型组

的 F/B比值显著高于正常组（P<0.05），FAK干预使

F/B比值明显降低。如图 13F~图 13H所示，与 M
组相比，FAK干预组的 Campilobacterota和 Desulfo-
bacter的相对丰度呈增加趋势，Actinobacteriota的相

对丰度则呈降低趋势。

由图 13B可知，小鼠肠道中的优势属为 norank_
f_Muribaculaceae 和 Lactobacillus。如图 13I~图 13L
所示，与 N组相比，M组的 norank_f_Muribaculaceae
和 Prevotellaceae_UCG-001均呈下降趋势，Lacto-
bacillus 和 Lachnospiraceae_NK4A136-group呈 上

升趋势。与 M组相比，NF、FM和 FH组的 norank_
f_Muribaculaceae 相对丰度显著（P<0.05）升高。Lac-
tobacillus 的相对丰度在 NF和 FL组显著（P<0.05）
降低，而在 FM和 FL组则有所升高。FAK干预导

致 Lachnospiraceae_NK4A136的相对丰度下降 ，

Prevotellaceae_UCG-001在 NF组中呈现增加趋势。

 3　讨论
本研究探究了协菌发酵制备明日叶酵素（FAK）

对酒精诱导的小鼠肝损伤的改善作用，并分析了其潜

在的作用机制。

体重变化是反映机体健康程度最直接的指标之
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一，而体重降低则是 ALD的主要标志之一[24]。研究

结果显示酒精干预结束后，M组小鼠体重显著性降

低，小鼠精神状态先亢奋继而萎靡，表明其健康程度

与情绪状态因干预而变差。肝脏脂质沉积及脂代谢

紊乱也是 ALD的主要标志之一 [25]。此外，TG和

TC被认为是诊断脂肪变性的重要指标，肝脏中脂肪

过度堆积会导致 TG和 TC的含量升高，影响肝细胞

功能，并使机体对肝毒素敏感[26]。本研究发现 M组

小鼠肝脏中多余的脂肪无法及时清除，造成了严重的

脂肪堆积。且肝脏组织切片的油红-O染色结果进一

步证实了该推论，酒精会造成 ALD小鼠的肝脏脂肪

堆积以及脂肪变性，而 FAK的干预则可以缓解该病

理变化。

正常情况下，血清转氨酶（ALT和 AST）分布在

肝脏细胞质和线粒体中，血清中的含量很低，而肝脏

受到损伤或者坏死时，ALT和 AST就会渗入血液

中。因此，血清中 ALT和 AST水平升高提示肝细胞

通透性增高、损伤或坏死，是肝损伤最显著的指标[27]。

本文结果显示，M组小鼠的 ALT、AST水平显著升

高，表明 M组小鼠肝脏受到损伤而造模成功。FAK
的干预显著抑制了这种变化，且呈剂量效应关系，表

明 FAK可以有效逆转酒精诱导的小鼠肝细胞功能

异常，从而缓解其肝脏损伤。

伴随大量酒精在肝脏内的代谢，机体氧化应激

及炎症状态也会随之改变。酒精性肝损伤往往伴随

肝脏抗氧化能力下降，脂质过氧化，诱发肝脏氧化应

激及慢性炎症。TNF-α、IL-6等促炎症因子是肝慢

性炎症反应的关键产物，其水平升高直接导致促炎性

巨噬细胞肝脏迁移增加，从而加速肝脏 NF-κB、JNK
炎症细胞通路级联，进一步加剧肝脏氧化损伤[28]。本

研究显示，FAK干预显著抑制了酒精引起的肝脏氧

化应激及慢性炎症，提示 FAK可能通过抗氧化、抗

炎发挥保肝作用。

肝脏通过肝门和胆汁分泌系统直接与肠道相互

作用，肠道的不同状态如菌群紊乱、小肠蠕动受损、

胆汁流量减少等均会对肝功能产生影响，造成肝功能

障碍[29–30]。反之，肠道菌群是门静脉 LPS的主要来

源，是慢性肝损伤中肝纤维化发展的重要先决条

件[31]。本实验通过群落柱形图（Bar图）更直观的可

视化分析了各组在门水平和属水平上的群落物种组

成。研究表明 F/B值与脂肪代谢有关，F/B值越高越

容易吸收热量。F/B的低比值被认为是胃肠道健康

的指示[32]。然而，模型组的 F/B值显著干预其他组，

提示模型组的肠道健康状态较差。经过 FAK的干

预，高、中、低剂量组的 F/B值均显著降低，但与干预

剂量成反比，提示肠道菌群的健康程度可能与干预剂

量密切相关。

综上所述，FAK对缓解酒精性肝损伤具有潜在

的积极作用，以上证据为进一步研究明日叶的保肝作

用提供了重要理论依据。

 4　结论
本研究通过建立酒精性肝损伤小鼠动物模型，

结果显示，明日叶酵素能显著改善酒精诱导的 ALD
小鼠体重降低，显著降低 ALD小鼠的肝脏指数、血

脂含量以及肝损伤标志酶水平，推测明日叶酵素可能

通过抑制肝脏肿胀、脂肪蓄积等途径来改善酒精诱

导的肝脏损伤。

小鼠肝脏生化指标以及病理学检测结果显示，

明日叶酵素还能够降低肝脏脂肪含量，提高抗氧化酶

含量以及降低炎症因子水平，推测明日叶酵素还可能

通过抑制肝脏脂肪堆积，提高抗氧化酶水平与减少炎

症因子的释放等途径缓解 ALD小鼠的肝脏炎症

状态。

小鼠肠道菌群检测结果显示，酒精与明日叶酵

素均能显著影响肠道菌群多样性。明日叶酵素的干

预使 ALD小鼠肠道菌群的 F/B值恢复到接近正常

水平，并改善了门水平和属水平上群落相对丰度的异

常变化，减少内毒素的产生与释放，推测明日叶酵素

通过改变肠道菌群多样性以及群落结构修复肠道屏

障，维持 ALD小鼠的肠道稳态。综上所述，明日叶

酵素作为基于新食品原料资源开发的绿色功能食品，

未来在保健食品乃至生物医药领域具有广阔应用

前景。
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