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摘要：目的　探讨联苯双酯对蛋氨酸－胆碱缺乏（ＭＣＤ）饮食诱导的小鼠代谢功
能障碍相关脂肪性肝病（ＭＡＳＬＤ）的保护作用及其潜在机制。方法　雄性
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠２４只，随机分为对照组、模型组以及试验组，模型组用ＭＣＤ饮食
喂养建立 ＭＡＳＬＤ模型，试验组在建模的基础上给予联苯双酯（３００ｍｇ·ｋｇ－１）
干预。６周后，用苏木精－伊红法和油红Ｏ染色法评估小鼠肝病理学，用试剂盒
法检测肝甘油三酯（ＴＧ）含量、血清脂多糖（ＬＰＳ）水平和血清丙氨酸氨基转移酶
（ＡＬＴ）水平，用高通量测序分析法检测肠道菌群组成与多样性，用蛋白质印迹法
检测闭锁小带蛋白－１（ＺＯ－１）和闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）的相对表达水平。结果
　油红Ｏ染色显示，试验组较模型组的肝细胞脂肪变性数量和程度均显著降
低。ＭＣＤ饮食成功诱导小鼠脂肪性肝炎，表现为肝 ＴＧ和血清 ＡＬＴ均显著升高
及明显肝细胞脂肪变性。对照组、模型组和试验组的肝 ＴＧ含量分别为
（６６４３±１４５８）、（２３１２９±２０２６）和（１９０３９±２９３３）μｍｏｌ·ｇ－１；血清ＡＬＴ水
平分别为（５２０４±１６８０）、（２１９７４±１２３３７）和（３１６８±１０７０）ＩＵ·Ｌ－１；ＬＰＳ
水平分别为（０８９±０５７）、（４０１±０６５）和（０５２±０２５）ＥＵ·ｍＬ－１；ＺＯ－１蛋
白相对表达水平分别为１００±０９４、００６±００３和０２５±０２７；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白
相对表达水平分别为１００±０５７、００６±００３和０１５±０１５，试验组的上述指
标与模型组比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）。联苯
双酯干预可显著降低血清ＡＬＴ和肝 ＴＧ水平，并显著减轻肝细胞脂肪变性的数
量和严重程度。在肠－肝轴方面，联苯双酯显著改善了模型小鼠肠道菌群的多
样性和丰度，特别是增加了与胆汁酸代谢密切相关的嗜胆菌属（Ｂｉｌｏｐｈｉｌａ）和脱
硫弧菌属（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ）的相对丰度。同时，联苯双酯干预显著上调了肠道紧密
连接蛋白ＺＯ－１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ的表达，并降低了血清ＬＰＳ水平。结论　联苯双酯
有效改善ＭＣＤ饮食诱导的小鼠 ＭＡＳＬＤ，其作用机制与调节肠－肝轴密切相关，
包括重塑肠道菌群结构（增加 Ｂｉｌｏｐｈｉｌａ和 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ相对丰度）、增强肠道屏
障功能（上调紧密连接蛋白、降低血清ＬＰＳ）以及潜在影响胆汁酸代谢。
关键词：联苯双酯；代谢功能障碍相关脂肪性肝病；肠－肝轴；保护作用
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ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ（ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｒｅｄｕｃｉｎｇｓｅｒｕｍＬＰＳ），ａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙａｆｆｅｃｔｉｎｇｂｉｌｅ
ａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｂｉｆｅｎｄａｔｅ；ｍｅｔａｂｏｌｉｃｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｔｅａｔｏｔｉｃｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ；ｇｕｔ－ｌｉｖｅｒａｘｉｓ；ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ

　　 代谢功能障碍相关脂肪性肝病 （ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｔｅａｔｏｔｉｃｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅ，ＭＡＳＬＤ）
是遗传易感个体由于营养过剩和胰岛素抵抗引起的

慢性进展性肝病，包括代谢相关脂肪肝、代谢相关脂

肪性肝炎及其相关纤维化和肝硬化［１－２］。随着经济

发展和生活方式改变，ＭＡＳＬＤ已成为全球慢性肝病
的主要病因。流行病学研究显示，其全球患病率约为

２５％，预计未来１０年患病人数将增长１８３％［３］。中

国人群患病率亦呈持续上升趋势，且存在显著的地区

与种族差异［４］。ＭＡＳＬＤ可以促进心血管疾病、慢性
肾病以及肝细胞癌的发病［１－２，５－６］。研究证实，肠 －
肝轴在 ＭＡＳＬＤ的发生发展中发挥重要影响，肠道菌
群、肠源性代谢产物及肠道屏障功能是其关键因素。

联苯双酯（ｂｉｆｅｎｄａｔｅ）具有保护肝细胞、减轻肝病理损
伤和增强肝解毒功能的作用。本研究以蛋氨酸 －胆
碱缺乏（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ－ｃｈｏｌｉｎｅｄｅｆｉｃｉｅｎｔ，ＭＣＤ）饮食诱导
的小鼠 ＭＡＳＬＤ为模型，评估联苯双酯对肠道菌群组
成和肠屏障功能的调控作用，旨在从肠 －肝轴角度揭
示其对肝细胞的保护机制。

材料和方法

１　材料
动物 　 雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，８周龄，体重

２４～２６ｇ，ＳＰＦ级，购自北京维通利华实验动物技术公司，
动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６－０００６；动物使用
许可证号：ＳＹＸＫ（京）２０１９－００２３。本实验经中国医
学科学院药物研究所实验动物管理与动物福利委员

会批准（伦理批号：２０２５－１４６２）。小鼠用塑胶盒饲
养，喂以ＳＰＦ级标准饲料；自由摄水，室温２０～２５℃，
日温差３℃，湿度５０％～６０％，光照１２ｈ明暗交替。

药品与试剂　联苯双酯片，规格：２５ｍｇ，批号：
２５０６０１０６，批准文号：国药准字 Ｈ２３０２３４８５，中国黑龙
江鸿祥制药有限公司生产；谷丙转氨酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎ
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ／ｇｌｕｔａｍｉｃ－ｐｙｒｕｖｉｃｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，ＡＬＴ／ＧＰＴ）
测试试剂盒，南京建成生物技术有限公司生产；（肝组

织）高脂样本甘油三酯（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）酶法测定试
剂盒，北京普利莱基因技术有限公司生产；蛋白酶抑
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制剂混合物（ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｃｋｔａｉｌ），上海 ＭＣＥ公
司生产；放射性免疫沉淀测定分析（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅ
ｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解液（强）、ＢＣＡ蛋白检测试
剂盒、十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉ
ｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）蛋白上样缓冲液（５×），均由上海碧云
天生物技术股份有限公司生产；ＰＡＧＥ凝胶快速制备
试剂盒（１０％）和（１５％），均由上海雅酶生物医药科
技有限公司生产；彩色预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ（１０～１８０ｋｄ）
和（１０～２４５ｋｄ），均由北京金普来生物科技有限公司
生产；快速转模缓冲液，南京艾思易生物科技有限公

司生产；闭锁小带蛋白 －１（ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ－１，
ＺＯ－１）和闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ），均由美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司生产；β－肌动蛋白（ｂｅｔａ－Ａｃｔｉｎ，β－Ａｃｔｉｎ）、辣
根过氧化物酶标记的山羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ（重链 ＋
轻链）、辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠免疫球蛋

白Ｇ（重链＋轻链），均由武汉爱博泰克生物科技有限
公司生产；膜再生液（抗体去除液、抗体剥离液），由北

京普利莱基因技术有限公司生产；超敏化学发光

（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）试剂盒，苏州新赛
美生物科技有限公司生产；革兰氏阴性菌脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）检测试剂盒，湛江安度斯生
物有限公司生产；快速粪便ＤＮＡ检测试剂盒（ＱＩＡａｍｐ
ＦａｓｔＤＮＡＳｔｏｏｌＭｉｎｉＫｉｔ），德国 ＱＩＡＧＥＮ公司生产；
Ｍａｙｅｒ苏木素染液和醇溶伊红染液，均由南昌雨露实
验器材有限公司生产；油红 Ｏ无水乙醇饱和溶液，北
京国药集团化学试剂有限公司生产。

仪器　ＰｏｗｅｒＰａｃＨＣ高电流电泳仪电源，美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；μＱｕａｎｔ微孔板分光光度计，美国
Ｂｉｏｔｅｋ仪器有限公司产品；Ｆ１５恒温混匀仪，德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品；ＣＫＸ４１倒置显微镜，日本奥林巴
斯株式会社产品；ＭｉｓｅｑＰＥ３００测序平台，美国Ｉｌｌｕｍｉｎａ
公司产品。

２　实验方法
２１　联苯双酯混悬液制备方法

每次制备约３ｄ的给药量，精密称取对应重量的
联苯双酯粉末，按３００ｍｇ·ｋｇ－１·１０ｍＬ－１，分多次加
入对应体积０５％羧甲基纤维素（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕ
ｌｏｓｅ，ＣＭＣ）溶液，研磨至形成均匀的混悬液。于４℃
保存，３ｄ内使用完毕。
２２　构建小鼠ＭＡＳＬＤ模型［７－８］

用ＭＣＤ饮食喂养构建小鼠 ＭＡＳＬＤ模型。ＭＣＤ
饮食饲料完全不含或仅含极低水平的蛋氨酸和胆碱，

以ＭＣＤ饮食喂养小鼠，肝合成磷脂减少，不能有效地

合成极低密度脂蛋白，从而使甘油三酯在肝内积聚，

肝组织出现脂肪变性。

２３　动物分组与处理方法
将动物随机分为对照组、模型组和试验组，每组

８只。试验组每日 １次灌胃给予联苯双酯混悬液
３００ｍｇ·ｋｇ－１，每 次 给 药 前 将 动 物 称 质 量，按
１０ｍＬ·ｋｇ－１计算给药体积。在试验组给予联苯双酯
混悬液的同时，对照组和模型组小鼠给予等量的赋形

剂０５％ ＣＭＣ。对照组小鼠用蛋氨酸 －胆碱充足对
照饲料饲养，模型组及试验组用 ＭＣＤ饲料饲养。上
述造模及治疗实验过程于动物适应性饲养７ｄ后开
展，整个实验过程为期６周。
２４　样本采集方法

在末次给药后处死小鼠，冰上收集血清、盲肠内

容物和肝／小肠组织，于－８０℃冷冻保存。
２５　苏木精－伊红染色法和油红Ｏ染色法进行小鼠
肝病理学分析

将肝组织置于 １０％的福尔马林中固定，石蜡
包埋、切片后进行苏木精伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－
ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，Ｈ＆Ｅ），评估损伤的严重程度。用
油红 Ｏ对肝组织的冰冻切片进行染色，观察肝中
脂质积聚程度。

２６　试剂盒法检测小鼠血清 ＡＬＴ、ＬＰＳ及肝 ＴＧ
水平

严格遵守试剂盒说明书检测小鼠血清中的 ＡＬＴ、
ＬＰＳ和肝ＴＧ的水平。
２７　高通量测序法分析小鼠盲肠内容物微生物多样性

实验结束时，将小鼠盲肠内容物收集在无菌低温

保存管中，向保存管中充入氮气防止厌氧菌失活。微

生物总ＤＮＡ用 ＱＩＡａｍｐｆａｓｔＤＮＡＳｔｏｏｌｍｉｎｉｋｉｔ提取，
ＤＮＡ纯度及浓度经ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００和１％琼脂糖凝胶
电泳评估。用１６ＳｒＲＮＡ基因 Ｖ３－Ｖ４高变区通用引
物３４１Ｆ（５′－ＣＣＴＡＹＧＧＧＲＢＧＣＡＳＣＡＧ－３′）和 ８０６Ｒ
（５′－ＧＧＡＣＴＡＣＮＮＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ－３′）进行聚合酶
链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增，在 Ｉｌ
ｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑＰＥ３００测序平台进行高通量测序。原始
测序数据经 Ｃｕｔａｄａｐｔ软件去除接头序列，用 ＤＡＤＡ２
算法在 ＱＩＩＭＥ２２０２０６软件中完成质控、去噪、拼接
及嵌合体去除，生成特征序列（ａｍｐｌｉｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｖａｒｉ
ａｎｔｓ，ＡＳＶｓ）用于后续分析。样本间测序深度标准化
后，用ＱＩＩＭＥ２软件计算 α多样性指数（Ｃｈａｏ指数和
Ｓｈａｎｎｏｎ指数），确定肠道微生物群中各种细菌的丰
度、多样性及具体组成情况。由奥维森基因科技（天

津）有限公司进行样品处理和分析。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２０Ｏｃｔｏｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４２）

２８　蛋白质印迹法检测小鼠肠上皮紧密连接蛋相对
表达水平

取不同组别小鼠的小肠组织，准确称质量并剪

碎，每５０ｍｇ组织加入裂解液５００μＬ后置于冰上匀浆
［裂解液中 ＲＩＰＡ∶苯甲基磺酰氟（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）∶ｃｏｃｋｔａｉｌ＝１００∶１∶１］。样品匀浆后置
于冰上裂解３０ｍｉｎ，４℃ 下以１２×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，取上清测定样品中蛋白浓度。用ＢＣＡ试剂盒
测定上清液中的蛋白浓度。按样品中总蛋白终浓度

为５μｇ·μＬ－１配制样品体系，金属浴 １００℃加热
８ｍｉｎ使蛋白变性失活，冰上冷却５ｍｉｎ，－２０℃冻存，
按照每孔１０μＬ上样。制备ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶。进行
蛋白电泳，结束后进行蛋白转膜。３７℃空气浴，５％脱
脂奶粉震荡封闭１ｈ，封闭后用含 Ｔｗｅｅｎ－２０的 Ｔｒｉｓ
缓冲盐溶液（ｔｒｉｓ－ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈｔｗｅｅｎ２０，ＴＢＳＴ）
洗去膜表面残留的奶粉。一抗４℃振荡过夜，ＴＢＳＴ
振荡洗涤 ３次，二抗 ３７℃空气浴振荡孵育 ３０ｍｉｎ，
ＴＢＳＴ振荡洗涤３次。向聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜上滴加ＥＣＬ显影液，用ＣｙｔｉｖａＡＩ８００
凝胶成像系统捕获图像。用 ＩｍａｇｅＱｕａｎｔＴＬ８１凝胶
分析系统定量测定靶蛋白的相对表达水平。计算相

对灰度值∶相对灰度值 ＝目标蛋白实际灰度值／内参
实际灰度值。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２７０１软件进行统计分析。计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）、
ＬＳＤ－ｔ检验或Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ检验。

结　　果

１　联苯双酯对ＭＡＳＬＤ模型小鼠脂肪性肝炎的保护
作用

试验组小鼠每日１次灌胃给予联苯双酯混悬液
３００ｍｇ·１０ｍＬ－１·ｋｇ－１，对照组和模型组小鼠给予
等量的赋形剂（０５％ ＣＭＣ），给药６周。

ＭＣＤ饮食６周后，模型组小鼠的血清 ＡＬＴ和肝
ＴＧ均显著高于对照组（均 Ｐ＜００５），试验组小鼠的

血清ＡＬＴ和肝ＴＧ均显著低于模型组（均 Ｐ＜００５），
见表１。

肝病理结果显示，试验组肝细胞脂肪变性数量和

程度显著降低，见图１。在光镜下（×２００），Ｈ＆Ｅ染色
显示，对照组肝细胞形态规则、肝板排列整齐；模型组

肝索结构紊乱，弥漫性微／大泡性脂肪变明显，可见肝
细胞气球样变与散在炎性细胞浸润；与模型组相比，

试验组脂滴空泡数量与体积均明显减少，肝板结构较

为恢复，气球样变和炎症改变显著减轻。油红Ｏ染色
进一步证实上述趋势，模型组出现大片、强阳性的红

色脂滴沉积，而试验组阳性区域与染色强度均明显下

降，仅见零散、小片状沉积，提示其能显著降低肝细胞

内脂质负荷并改善脂肪变性。

２　联苯双酯对ＭＡＳＬＤ模型小鼠肠道菌群的调控作
用

ＭＣＤ饮食６周后，观察α多样性指数（Ｃｈａｏ指数
和Ｓｈａｎｎｏｎ指数）的变化。结果显示，模型组肠道菌
群的多样性和丰度均显著低于对照组（均Ｐ＜０００１），
口服联苯双酯则明显改善小鼠肠道菌群的多样性和

丰度（均Ｐ＜０００１），见图２。１６ＳｒＲＮＡ测序显示，在
门水平小鼠肠道菌群以厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ，Ｆ）与拟
杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ，Ｂ）为主。ＭＣＤ饮食使模型组
Ｆ／Ｂ比值显著升高，提示菌群向厚壁菌倾斜，肠道稳
态受损；联苯双酯干预使 Ｆ／Ｂ比值下降，呈一定纠偏
趋势，表明其对 ＭＣＤ饮食引起的菌群失衡具有调节
　　
表１　３组小鼠血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和肝甘油三酯（ＴＧ）水
平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｒｕｍａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ）
ａｎｄｌｉｖｅｒｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ）ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＡＬＴ（ＩＵ·Ｌ－１） ＴＧ（μｍｏｌ·ｇ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５２０４±１６８０ ６６４３±１４５８

Ｍｏｄｅｌ ２１９７４±１２３３７ ２３１２９±２０２６

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ３１６８±１０７０＃ １９０３９±２９３３＃

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：０５％ ＣＭＣ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：０５％ ＣＭＣ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：

Ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｉｆｅｎｄａｔｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ３００ｍｇ·ｋｇ－１ｏｎｃｅａ

ｄａｙ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

图 １　苏木精伊红染色法（Ｈ＆Ｅ）和油红Ｏ染色法检测不同组别小鼠的肝病理表现（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｌｉｖｅｒｐａｔｈｏｌｏｇｙｉｎｍｉｃｅｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ（Ｈ＆Ｅ）ａｎｄＯｉｌＲｅｄＯｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）
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作用。与对照组及模型组相比，试验组变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）中与胆汁酸代谢有关的嗜胆菌属
（Ｂｉｌｏｐｈｉｌａ）和脱硫弧菌属（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ）相对丰度均
显著增加，在统计学上差异均有统计学意义

（Ｐ＜０００１，Ｐ＜００５），提示联苯双酯有可能影响胆
汁酸代谢，见图３。ＭＡＳＬＤ模型小鼠伴有肠道菌群失
调，联苯双酯可以改善肠道微生物群紊乱。

图 ２　小鼠肠道菌群α多样性指数
Ｆｉｇｕｒｅ２　 α－ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｉｃｅｓｏｆｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
ｏｆｍｉｃｅ
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ ＜ ０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

图 ３　 小鼠肠道嗜胆菌属 （Ｂｉｌｏｐｈｉｌａ）和脱硫弧菌属
（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ）相对丰度
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＲｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｓｏｆＢｉｌｏｐｈｉｌａａｎｄＤｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏｏｆ
ｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｉｎｍｉｃｅ
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃＃Ｐ＜０００１

３　联苯双酯对ＭＣＤ饮食小鼠肠道屏障完整性的保
护作用

６周后，对照组、模型组和试验组的 ＺＯ－１蛋白
相对表达水平分别为 １００±０９４、００６±００３和
０２５±０２７；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白相对表达水平分别为
１００±０５７、００６±００３和０１５±０１５，模型组小鼠
肠道紧密连接蛋白 ＺＯ－１和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ相对表达水平
均显著低于对照组，试验组小鼠ＺＯ－１和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ相
对表达水平均显著高于模型组，在统计学上差异均有

统计学意义（均Ｐ＜０００１）；对照组、模型组和试验组
的ＬＰＳ水平分别为（０８９±０５７）、（４０１±０６５）和

（０５２±０２５）ＥＵ·ｍＬ－１，模型组小鼠血清 ＬＰＳ水平
较对照组显著增加，试验组小鼠血清ＬＰＳ水平较模型
组显著降低（均Ｐ＜０００１），见图４和图５。ＭＣＤ饮食
诱导的小鼠脂肪肝模型伴有肠屏障完整性破坏，联苯

双酯可以保护肠屏障完整性。

图 ４　蛋白质印迹法检测小鼠肠紧密连接蛋白的相对表达
水平

Ｆｉｇｕｒｅ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ＺＯ－１：Ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎｓ－１

图 ５　小鼠血清脂多糖（ＬＰＳ）水平
Ｆｉｇｕｒｅ５　 Ｓｅｒｕｍｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
ｏｆｍｉｃｅ
Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，＃＃＃Ｐ＜０００１

讨　　论

ＭＡＳＬＤ已成为慢性肝病相关死亡率的主要原
因，是我国日益严峻的公共卫生问题［９－１０］。其发生发

展是多种因素共同造成的结果，除遗传、种族、饮食与

环境外，糖脂代谢、氧化应激、线粒体功能障碍、肝 －
肠轴紊乱、炎症与免疫等起到重要作用。其中，肠 －
肝轴作为ＭＡＳＬＤ潜在治疗靶点引起了广泛关注［９］。

肠－肝轴是连接肠道微生物和肝的桥梁，参与了
机体多种物质的代谢，其中可能引起 ＭＡＳＬＤ的发病
机制主要为以下３种：肠道屏障受损、代谢紊乱、肠道
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微生物成分及代谢产物改变。研究表明，高脂肪饮

食、胆汁以及 ＬＰＳ等可以抑制肠道细胞间的紧密连
接，破坏肠道粘膜屏障［１１－１２］；ＭＡＳＬＤ群体肠道 ｓＩｇＡ
含量及淋巴细胞的数量均低于健康人群。肠道菌群

参与了体内多种物质代谢，主要涉及胆汁酸代谢、胆

碱代谢、脂肪积累及胰岛素抵抗，这些因素均可促进

ＭＡＳＬＤ的发生发展［１３］。肠道微生物成分及代谢物也

直接参与了 ＭＡＳＬＤ的发生和进展。与健康人群相
比，ＭＡＳＬＤ患者的肠道有益细菌减少，有害细菌增
多，在疾病不同阶段引起各种代谢产物也发生明显改

变。疾病初期，ＭＡＳＬＤ患者粪便中的短链脂肪酸增
多，随着病程发展而显著减少，其成分由最初的以丙

酸盐、丁酸盐为主变为后期的乙酸盐为主。其可能机

制为短链脂肪酸启动肠道细胞表面的 Ｇ蛋白偶联受
体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｏｏｒ，ＧＰＲ）４１、ＧＰＲ４３以及
ＧＰＲ１０９Ａ受体，降低胰岛素抵抗、减少炎症反应，从而
改善ＭＡｓＬＤ。而当 ＳＣＦＡｓ及丁酸盐减少时，脂质合
成增加、炎症信号上调，ＭＡｓＬＤ出现进展。此外，ＬＰＳ
通过启动Ｔｏｌｌ样受体４引起Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞分泌白细胞介
素 －６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）、白细胞介素 －１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β，ＩＬ－１β）和肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α，ＴＮＦ－α）等，促进肝炎症及纤维化［１２］。

联苯双酯是人工合成五味子丙素的中间产物，是

我国自主研发的一种保肝药物，广泛应用于病毒性肝

炎、药物性肝损伤及其他慢性肝炎伴 ＡＬＴ升高的治
疗。联苯双酯口服生物利用度约２０％～３０％，吸收后
主要分布在肝，肾次之。肝是其代谢的主要部位，４８ｈ
内７０％ ～８０％自粪便排出［１４］。本研究通过 ＭＣＤ饮
食诱导的小鼠 ＭＡＳＬＤ模型，阐释了联苯双酯通过多
靶点调控肠－肝轴发挥抗ＭＡＳＬＤ的作用机制。虽然
联苯双酯存在溶解性差、生物利用度低的固有特性，

我们的结果证实了其在相对较低的体内暴露水平下，

依然能够有效改善肝脏脂肪变性、炎症损伤（显著降

低血清ＡＬＴ和肝脏 ＴＧ）及病理学改变。这一发现为
探索靶向肠道微生态和屏障功能的ＭＡＳＬＤ治疗策略
开辟了有价值的新方向。

本研究尚存在一定的局限性：ＭＣＤ饮食虽能快速
诱导ＭＡＳＬＤ表型，但与人类 ＭＡＳＬＤ的代谢背景（如
胰岛素抵抗）存在差异；未对联苯双酯干预进行不同

浓度分组，其保护作用是否存在剂量依赖性尚待进一

步完善；未检测血清或肝脏中胆汁酸含量及相关代谢

酶的表达，联苯双酯对菌群功能（如胆汁酸转化酶基

因）的直接证据尚待补充。未来研究需在更接近人类

ＭＡＳＬＤ的模型中验证，深入解析具体胆汁酸种类变

化及其介导的信号通路，并探索联苯双酯或其活性成

分在肠道内的直接作用靶点。
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