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[摘要 ] � 选用健康 SD大鼠 36只,雌雄各半,随机分为对照组 ( C组 )、CC l4 注射组 ( CC l4 组 )和富硒乳酸菌制

剂保护组 ( CC l4 - Se组 ). CC l4 组和 CC l4 - Se组皮下注射 CC l4 诱发肝纤维化. C组和 CC l4 组给予普通全价饲

料, CC l4 - S e组喂含富硒乳酸菌的全价饲料.分别在第 4、8周测定肝脏指数, 肝组织匀浆谷胱甘肽过氧化物酶

( GSH - Px)的活性,血中 T淋巴细胞比例,红细胞的免疫功能.结果显示, 在整个实验期间, CC l4 - Se组的肝脏

指数介于对照组和 CC l4组之间. CC l4 组肝匀浆中 GSH - Px活性与 C组比较均明显下降, CC l4 - Se组的 GSH -

Px活性虽较 C组低,但高于或明显高于 CC l4 组. CC l4组大鼠 T-淋巴细胞 (% )、RBC- CR 1花环率和 RBC- IC

花环率都较对照组下降或显著下降,而 CC l4 - Se组大鼠 T -淋巴细胞 (% )虽与对照组相比也下降,但明显高于

CC l4 组,其 RBC- CR 1花环率和 RBC- IC花环率也均高于 CC l4组,并与对照组相当.提示: 富硒乳酸菌制剂通

过保护肝组织抗氧化酶活性,改善和提高免疫细胞功能活动发挥正常有效的作用,从而干预肝纤维化发生发

展.
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Changes of GSH- Px and Immune CellActivities in Hepatic F ibrosis

Rats Intervened by Se�Enriched Lactobacillus
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Abstract: Th irty�six healthy SD ra ts w ith half o f fem a le and m alew ere chosen and random ly d iv ided into a

contro l g roup( g roup C ), a CC l4�injected g roup ( g roup CC l4 ) and a CC l4 plus Se�enriched lactobacillus

g roup ( g roup CC l4 �Se) . The num ber o f rats in each group is 12. H epatic fibrosis was induced by ca rbon

tetrachlor ide ( CC l4 ). G roup CC l4 and g roup CC l4�Sew ere g iven hypoderm ic injection o f olive o il so lution

conta in ing 500 g /L CC l4, fo llowed by in jection o f the sam e so lution ( 0� 3mL /100 g body m ass) ev ery 3

days over e ightw eeks. The rats in g roup C received hypoderm ic in jection of o live o il at the sam e dose and

frequency. During the entire expe rim en tal pe riod, the comm on com plete d iet w as ora lly prov ided da ily in

g roup C and g roup CC l4, and the ra ts in g roup CC l4�Sew ere g iven the diets w ith 3 m g of Se�enr iched lac�

tobacillus per kg feed. The hepatic index, GSH�Px activ ity in liver hom ogenate, T�lym phocy te rates in

b lood, changes o f RBC�CR1 rose tte rates and RBC�IC rose tte rates w ere determ ined in the 4 th and 8th

w eek po st CC l4 injection. The result show ed that during the whole experim enta l pe riod, the hepatic index,

w hich was h ighest in g roup CC l4, was low er o r sign ificantly low er in group CC l4 �Se than in g roup CC l4 but

notably higher than in g roup C. Compared w ith the g roup C, the GSH�Px activity in liver homogena te in

the g roup CC l4 decreased significantly, but in group CC l4�Se, it w as higher o r sign ificantly higher than

tha t in the group CC l4 and was close to that in group C. In group CC l4, T�lym phocy tes( % ) dropped sig�

n ificantly. T� lym phocytes(% ) o f group CC l4�Se is low er than tha t o f group C, but show ing an apparent
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increase as com pared w ith group CC l4. RBC�CR1 rosette ra tes(% ) and RBC�IC rosette ra tes(% ) o f

g roup CC l4 w ere low er or significantly lowe r than those of g roup C. H ow ever, bo th rates( % ) of g roup

CC l4�Se we re m arked ly low er than those in group CC l4 and c lo se to those in group C. It is suggested tha t

Se�enriched lactobacillus could intervene the lip id pe rox idation reaction o f hepatic fibrosis induced by

CC l
4
, and ame liorate and enhance imm uno log ic ce ll function activ ity to keep its norm a l and benefic ial ac�

tion through anti�dam age pro tection.

K ey words: Se�enr iched lactobacillus, ra t, hepatic fibrosis, GSH�Px, imm uno log ica l ce ll

0� 引言

肝纤维化是肝脏疾病共同可逆病理过程, 进一步可发展为不可逆肝硬变.如果纤维化阶段给予合理控

制和治疗,可以避免肝硬变发生
[ 1, 2]

. CC l4对肝细胞有明显的损伤作用,导致肝脂质过氧化, 甚至肝硬变,

同时继发性抑制机体的免疫功能活动
[ 3]
.富硒乳酸菌是一种借助乳酸菌利用无机硒转变成有机硒富集并

生产有机硒的功能性制剂
[ 4 ]

.陈龙等研究显示,富硒乳酸菌能够提高正常机体抗氧化能力, 明显改善 CC l4

诱发肝损伤组织脂质过氧化反应及抗氧化酶活性系统, 同时改善和提高免疫细胞功能活动发挥正常有效

的作用
[ 5]

.然而富硒乳酸菌对 CC l4诱导的慢性肝纤维化大鼠病理生理发生过程中的保护作用尚未见报

道.本研究通过 CC l4诱发肝纤维化大鼠模型,观察了日粮添加富硒乳酸菌干预肝纤维化大鼠肝组织 GSH

- Px活性及血液 T和 B淋巴细胞比例,红细胞免疫功能变化,旨在探讨富硒乳酸菌防止肝纤维化的作用

及其机理,为其应用提供科学依据.

1� 材料与方法

1�1� 实验动物及分组
� � 选用 36只健康 SD大鼠 (上海斯莱克实验动物有限责任公司,许可证号: SCXK (沪 ) 2003 - 0003) ,雌

雄各半,体重 249�33  3�26 g, 经 1周适应性饲养, 随机分为 3组, 即对照组 ( C组 )、CC l4注射组 ( CC l4

组 ) , CC l4 -富硒乳酸菌制剂保护组 ( CC l4 - Se组 ) ,每组 12只. CC l4组和 CC l4 - Se组按 0�3mL /100 g体

重皮下注射含 50% CC l4的橄榄油,对照组注射同等剂量的橄榄油,按每 3 d 1次,共注射 8周. 自注射之日

起, C组和 CC l4组饲喂普通全价饲料, CC l4 - Se组饲喂添加含硒 3mg /kg饲料的富硒乳酸菌制剂全价饲

料
[ 5]

.大鼠自由采食、饮水,每天换水, 隔日换笼中的木屑垫料以保持清洁.环境温度 20! ~ 25! .

1�2� 样品采集和处理
分别在 CC l4注射后 4、8周对各组大鼠称重,并从各组取已编号的 6只大鼠,乙醚麻醉,摘眼球采集血

样 3mL, 迅速放入含有肝素钠 ( 1∀500)的塑料管内, 混匀,进行红细胞免疫功能实验、作血涂片用于 T、B�
淋巴细胞比例测定,然后将血液置 4! 离心 ( 3 000 r/m in, 20m in) ,取出血浆置 - 20! 保存用于其它指标的

测定.然后大鼠脱颈椎处死,打开腹腔,采集肝脏、称重,称取 1g肝组织块放入生理盐水中漂洗,吸干, 并适

当剪成小碎块, 加生理盐水 5mL,在 4! 条件下制成匀浆液, 离心 ( 3 500 r/m in, 30m in) ,取上清液置 - 20!

保存待测.

1�3� 测定指标和方法
( 1) 肝脏指数:取出肝脏后,肉眼观察肝脏外形、体积、颜色、质地改变等, 在生理盐水中清洗表面血

液,并用滤纸洗干水份后称重, 肝脏指数 = (肝重 #体重 ) ∃ 100%.

( 2) 肝组织谷胱甘肽过氧化物酶 ( g lutath ione perox idase, GSH�Px)活性: 硫代二硝基苯甲酸法,试剂盒

由南京建成工程研究所提供.

( 3) T淋巴细胞比例:酸性非特异性酯酶 ( aicd ic ��naph thyl acetate, ANAE )组织化学染色法
[ 6]
.

( 4) 红细胞 CR1花环 ( RBC�CR1R )和红细胞免疫复合物花环 ( RBC�ICR) :试验基本参照郭峰方法
[ 7 ]

.

冻干补体致敏酵母多糖和冻干未致敏酵母多糖, 由上海长海医院红细胞免疫室提供, 用前用生理盐水洗

涤 3次后再配成 1 ∃ 10
8
/mL的酵母菌悬液.以一个红细胞上结有 2个或 2个以上酵母菌为 1个花环, 计

数 200个红细胞, 计算百分率.
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1�4� 数据处理
以平均值和标准误 (M ean  SEM )表示,用计算机统计软件包 S tatist ica对数据作 Students% t检验, 确定

差异显著性.

2� 实验结果

2�1� 大鼠表现和肝脏指数变化
表 1� 富硒乳酸菌干预肝纤维化大鼠肝脏指数变化

Table 1� Changes of hepatic index in hepa tic fibrosis rats interv ened by

Se�enriched lactoba ci llus

Index Group
Post�in jectionw ith CC l4

4w 8w

H epatic ind ex(% )

C ontrol 4. 55  0. 18 3. 98  0. 22

CC l4 5. 83  0. 26* * 6. 26  0. 14* *

CC l4 - Se 5. 70  0. 37* 5. 13  0. 18* * ##

� � * p < 0. 05, * * p < 0. 01 v s C group; ## p < 0. 01 v s CC l4 group.

(n= 6, M ean  SEM )

� � 在实验过程中, C组大鼠行为未见异常,体形

外观、毛色特征和鼠粪形态质地等均正常,宰杀剖

检肝脏色泽暗红,质地光滑柔软,未见任何脏器病

理变化. CC l4组大鼠注射 CC l4后即出现精神抑

郁,减食等症状; 毛色暗淡、紊乱;肝脏大多明显肿

大,颜色灰白,质地变硬,表面呈粗糙橘皮状,可见

明显均匀分布的小结节, 肝组织切片 HE染色可

见明显肝纤维化表现 (数据未显示 ) . CC l4 - Se组

在整个实验期里没有明显临床症状,肝脏体积稍

大,颜色稍显灰黄,质地略粗糙,但无小结节形成. HE染色肝纤维化程度明显减轻.整个实验期内, 各组体

重均随周龄增加而上升,各组间虽无明显差异, 但 CC l4组低于其它两组; 表 1显示, 肝脏指数 CC l4组最

高, CC l4 - Se组低于或明显低于 CC l4组但仍显著高于对照组.

2�2� 富硒乳酸菌干预肝纤维化大鼠肝组织匀浆 GSH - Px活性变化

� 表 2� 富硒乳酸菌干预肝纤维化大鼠肝组织匀浆 GSH - Px活性变化

� Table 2� Changes of GSH�P x activity in liver hom ogena te o f hepatic

fibros is ra ts intervented by Se�enriched lactobacil lus

Index Group
Post�in jectionw ith CC l4

4w 8w

GSH - Px act ivity /

( ∃ 102 U /g tissue)

C ontrol 38. 30  1. 29 34. 05  3. 21

CC l4 15. 66  1. 32* * 17. 00  1. 51* *

CC l4 - Se 22. 71  1. 88* # 21. 52  2. 10* *

� � * * p< 0. 01 vs C group, # p < 0. 05 v s CC l4 group, ( n= 6, M ean  SEM )

� � 在整个实验期内, CC l4组肝匀浆中 GSH - Px

活性与 C组比较均明显下降. CC l4 - Se组的 GSH

- Px活性虽较 C组低, 但高于或明显高于 CC l4

组 (表 2).

2�3� 富硒乳酸菌干预肝纤维化大鼠血中 T淋巴

细胞比例变化

� � 图 1显示,整个实验期, CC l4组大鼠 T-淋巴

细胞 (% )均呈显著下降的趋势, 而 CC l4 - Se组大

鼠 T-淋巴细胞 (% )虽与对照组相比也下降, 但

明显高于 CC l4组.

2�4� 富硒乳酸菌干预肝纤维化大鼠血中红细胞免疫功能变化
由表 3可见,在实验第 4周, CC l4组 RBC- CR1花环率和 RBC- IC花环率都较对照组稍有下降, 在第

8周时, CC l4组 RBC- CR 1花环率进一步下降, RBC- IC花环率已显著低于对照组,而 CC l4 - Se组的 RBC

- CR 1花环率和 RBC- IC花环率均高于 CC l4组, 并与对照组接近.

� 表 3� 富硒乳酸菌干预肝纤维化大鼠血中红细胞免疫功能变化

� Table 3� Changes of RBC immune function in hepa tic fibrosis

rats intervened by Se�enriched lactobacillus

Index G roup
Post� in ject ion w ith CC l4

4w 8w

RBC- CR 1

Rosette rates /%

Con trol 1. 67  0. 21 1. 67  0. 21

CC l4 1. 50  0. 18 1. 17  0. 22

CC l4 - S e 1. 58  0. 30 2. 00  0. 37

RBC- IC

Rosette rates /%

Con trol 1. 75  0. 21 2. 17  0. 33

CC l4 1. 33  0. 25 1. 17  0. 21*

CC l4 - S e 1. 50  0. 22 1. 42  0. 24

� � * p < 0. 05 vs C group. ( n= 6, M ean  SEM )
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3� 讨论

肝纤维化发生的机制是极为复杂的, 目前已从化学药物、细胞因子、相关激素及其受体拮抗剂、基因调

控等方面进行了广泛深入的探索
[ 8]
,但结果仍不尽人意.

本实验表明,随着肝损伤因素的持续存在, 肝纤维化逐渐形成并加重.大鼠体重减轻, 肝指数显著高

于对照组,而富硒乳酸菌保护组大鼠肝脏指数较 CC l4诱导的大鼠显著降低, 说明富硒乳酸菌制剂对 CC l4

诱导的大鼠肝纤维化程度有明显的抑制作用.

本实验结果表明, CC l4组肝组织匀浆中 GSH - Px的活性在整个实验期间显著降低, 而 CC l4 - Se组

GSH - Px活性均高于或显著高于 CC l4组.已有资料显示,抗氧化酶 GSH - Px是生物体内一种重要的含硒

酶,能催化过氧化氢还原, 减少活性氧和自由基的产生, 保护机体组织细胞中不饱和脂肪酸及其它脂类不

被氧化破坏;而硒是 GSH - Px的活性中心,其发挥作用的重要机制就是通过增强 GSH - Px清除自由基抗

氧化活性实现的
[ 9, 10 ]

.本研究发现, 富硒乳酸菌能显著提高肝纤维化大鼠组织匀浆的 GSH - Px活性, 说明

富硒乳酸菌可能通过改善和提高组织细胞抗氧化酶活性机制发挥抗纤维化的保护作用.

T淋巴细胞是体内最重要的免疫活性细胞之一.在整个实验期, CC l4组 T-淋巴细胞 (% )与对照组相

比显著下降,而富硒乳酸菌保护组的下降趋势有所缓解,说明富硒乳酸菌能提高机体的细胞免疫功能,保

护 CC l4诱导的肝纤维化大鼠的细胞免疫抑制.

红细胞免疫系统是机体免疫系统不可缺少的重要组成部分, Fearon等指出血循环中 95%的 C3b受体

( CR1 )存在于红细胞表面,因此红细胞 CR1是红细胞免疫粘附作用的关键部位, 并在运送和清除 IC方面

起着重要作用
[ 11]

.本研究表明,在整个实验期内, CC l4组的 RBC- CR1花环率和 RBC- IC花环率均低于

对照组,说明 CC l4可对大鼠的红细胞免疫功能造成损伤,使其红细胞免疫功能低下,不仅有 C3b受体活性

的下降,还可能有数量的减少. 按照郭峰的分类法, 这种表现类型属于原发性红细胞免疫功能低下或失代

偿性红细胞免疫功能低下.分析认为,发生机理可能是 CC l4注射导致机体红细胞 C3 b受体受到损害, 使其

粘附活性消失,不能粘附免疫复合物.而富硒乳酸菌对大鼠 RBC- CR1花环形成及 RBC- IC花环形成有

一定的促进作用,说明富硒乳酸菌能增强大鼠红细胞膜 C3b受体活性及粘附 IC的能力, 即对大鼠红细胞

免疫功能有一定的增强作用.

鉴于以上实验结果,富硒乳酸菌保护组大鼠的各项指标均较 CC l4诱导组接近于对照组,说明了富硒

乳酸菌通过保护肝组织抗氧化酶活性,改善和提高血液 T淋巴细胞和红细胞免疫细胞功能活动发挥正常

有效的作用,从而有效地干预肝纤维化的进一步发展.
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