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摘要 ： 目的　探讨金双歧对慢性肾脏病大鼠肠黏膜屏障的作用及机制。方法　30只大鼠随机分为对照组、

模型组和金双歧组，每组10只。模型组和金双歧组以阿霉素、腺嘌呤复制慢性肾脏病模型。模型复制成功后，金

双歧组采用金双歧治疗4周。测定各组大鼠的24 h尿蛋白及血肌酐、尿素氮、D-乳酸、内毒素、白细胞介素-6

（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水平。HE染色观察各组大鼠的肾脏、结肠病理变化，

Masson染色观察各组大鼠肾脏纤维化改变，透射电镜观察各组大鼠结肠黏膜超微结构，免疫荧光法检测各组大鼠

结肠 Occludin 蛋白表达，Western blotting 检 测 各 组 大 鼠 结 肠 Toll 样 受 体 4（TLR4）、髓 样 分 化 因 子 88

（MyD88）、核因子 κB P65（NF-κB P65）蛋白表达，实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测各组大鼠结肠

TLR4、MyD88、NF-κB P65 mRNA表达。结果　与对照组比较，模型组、金双歧组大鼠的肌酐、尿素氮、24 h 尿

蛋白、肾间质损伤评分均升高（P <0.05），肾间质纤维化相对面积增加（P <0.05）；模型组与金双歧组大鼠

的上述指标比较，差异无统计学意义（P >0.05）。与对照组比较，模型组、金双歧组大鼠的结肠黏膜病理损伤评

分升高（P <0.05），金双歧组结肠黏膜病理损伤评分低于模型组（P <0.05）；与对照组比较，模型组、金双歧组大

鼠结肠黏膜超微结构损害明显、Occludin蛋白表达减少，金双歧组较模型组超微结构有所恢复，Occludin蛋白表

达增加。与对照组比较，模型组、金双歧组大鼠血清D-乳酸、内毒素、IL-6、IL-1β、TNF-α水平均升高（P <0.05），

金双歧组较模型组均降低（P <0.05）。与对照组比较，模型组、金双歧组结肠TLR4、MyD88、NF-κB P65蛋白及

mRNA表达均升高（P <0.05），金双歧组较模型组均下降（P <0.05）。结论　金双歧对病理损伤重的肾脏无明显保

护作用，金双歧可能通过抑制TLR4/MyD88/NF-κB通路活化，改善慢性肾脏病所致肠黏膜屏障结构及功能障

碍，减轻系统炎症反应。
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Abstract:  Objective To explore the effects of Golden bifid on the intestinal mucosal barrier of rats with 

chronic kidney disease and the mechanism.  Methods Thirty rats were randomly divided into normal control group 

(NOR), model group (CKD), and golden bifid group (JSQ). Besides NOR group, the other rats were treated with 

doxorubicin and adenine to establish chronic kidney disease model. The rats in JSQ group were received respectively 

golden bifid preparations for four weeks. The determination of 24-hours urinary protein level, serum creatinine, 

blood urea nitrogen, endotoxin, D-lactic acid, IL-6, IL-1β, and TNF-ɑ were measured. Kidney and colon tissues were 

harvested for HE. Ultrastructure of colon tissue was observed transmission electron microscopy. The expression and 

location of TJ protein Occludin in the epithelium were investigated by immunofluorescence microscopy. The 

expression of TLR4/MyD88/NF- κB signaling pathway protein were measured by western blot. The expression of 

TLR4, MyD88, NF- κB P65 mRNA were measured by qRT-PCR.  Results The serum creatinine, blood urea 

nitrogen, 24-hours urinary protein level, pathological scoring of renal injury, renal interstitial fibrosis relative area 

ratio in CKD and JSQ group were significantly higher than Nor group (P < 0.05). But there is no obvious difference 

between CKD and JSQ group. Compared with the NOR group, the CKD group had severe pathological damage of 

intestinal mucosa, significant damage of colonic ultrastructure, and significantly decreased expression of Occludin 

protein, but the JSQ group recovered partly. Compared with NOR group, The concentration of D-lactic acid, 

endotoxin, IL-6, IL-1β, TNF-ɑ in CKD group were all significantly higher (P < 0.05), but the JSQ group recovered 

partly. Compared with NOR group, the protein and mRNA expressions of TLR4, MyD88, and NF-κB P65 in the 

colon of the CKD group were significantly increased, but the JSQ group was decreased partly.  Conclusion Gold 

bifid has no obvious protective effect on the kidney with severe pathological damage. Gold bifid may improve the 

structure and function of intestinal mucosal barrier caused by chronic kidney disease and reduce systemic 

inflammation by inhibiting the activation of TLR4/MyD88/NF-κB pathway.

Keywords:  chronic kidney disease; golden bifid; intestinal mucosal barrier; TLR4/MyD88/NF-κB signaling 

pathway

慢 性 肾 脏 病（chronic kidney disease, CKD）发 病

人数逐年增多，已成为备受公众关注的全球性健

康问题之一。2019 年的一项流行病学调查表明全

球 CKD 患病率约为 13.4%，其中 490.2～708.3 万人发

展 为 终 末 期 肾 病（end-stage renal disease, ESRD）[1]。

探索延缓 CKD 进展的治疗方法对减轻患者痛苦和

社会经济负担具有重要意义。近年来，CKD 所致肠

道结构及功能障碍逐渐成为临床研究热点。随着

CKD 的进展，患者肠黏膜屏障逐渐被破坏，肠道菌

群失调，导致致病菌及其产物、各种有毒大分子、肠

源性尿毒症毒素等吸收入血液，加重全身炎症反应

及肾功能恶化，从而形成肠-肾间的恶性循环[2-3]。

既往研究表明，口服益生菌可降低 CKD 患者血清促

炎因子、内毒素水平，促进抗炎因子的生成，保护残

余肾功能[4]。但也有研究发现单独使用益生菌不能

降 低 血 肌 酐 和 尿 素 氮 水 平 ，对 肾 病 无 确 切 治 疗 效

果[5]。CKD 能导致肠道损伤，但其损伤机制尚不明

确。Toll 样受体 4（Toll-like receptor 4, TLR4）/髓样分

化因子 88（myeloid differentiation factor 88, MyD88）/核

因子 κB（nuclear factor kappa-B, NF-κB）通路广泛参

与调节机体炎症反应，其与炎症性肠病、肠易激综

合征、胃肠道肿瘤等疾病密切相关[6-8]，但目前尚无

研究证明其是否与 CKD 所致肠黏膜屏障损伤有关。

目前临床对益生菌治疗 CKD 疗效的认识尚未

统一。本研究拟通过动物实验探讨益生菌金双歧

对 CKD 大 鼠 肾 脏 、肠 道 结 构 和 功 能 的 影 响 ，研 究

CKD 所致肠黏膜损伤是否与 TLR4/MyD88/NF-κB 信

号通路失衡有关，进一步探索益生菌可否通过调节

该通路改善肠黏膜屏障功能，减轻系统炎症反应。

1 材料与方法

1.1　实验动物、主要试剂与仪器

SPF 级健康雄性大鼠 30 只，体重 250～300 g，

由西南医科大学动物实验中心提供[实验动物生产

许可证号：SCXK（川）2018-17，实验动物使用许可

证号：SYXK（川）2018-065]。阿 霉 素（浙 江 海 正 药

业 股 份 有 限 公 司 ，国 药 准 字 ：H20041318 ，规 格 ：

5 mL∶10 mg），腺 嘌 呤（美 国 Sigma 公 司 ，货 号 ：

V900471，规格：25 g/瓶），金双歧（双歧杆菌、保加利

亚乳杆菌、嗜热链球菌三联活菌片）（内蒙古双奇药

业股份有限公司，国药准字：S19980004，0.5 g/片），

白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-1β（IL-1β）、肿
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瘤坏死因子-α（TNF-α）试剂盒均购自英国 Abcam

公司，D-乳酸试剂盒购自上海恒健生物技术有限

公司，内毒素试剂盒购自厦门市鲎试剂实验厂有

限公司，总 RNA 提取试剂盒购自北京天根科技生

化 有 限 公 司 ， 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应（qRT-

PCR）试剂盒购自日本 TaKaRa 公司，Occludin 抗体

购自美国 ProSci 公司，GAPDH 抗体购自美国 Sigma

公 司 ， NF-κB P65 及 p-NF-κB P65 抗 体 购 自 美 国

Cell Signaling Technology 公司，TLR4 及 MyD88 抗体

购 自 英 国 Abcam 公 司 。 高 速 冷 冻 离 心 机（德 国

Eppendorf 公 司），倒 置 相 差 显 微 镜（日 本 Nikon 公

司），自动生化分析仪（美国 Beckman 公司），激光共

聚焦显微镜（德国蔡司公司），吸收光酶标仪（美国

Bio-Rad 公司），荧光定量 PCR 仪（瑞士罗氏公司），

透射电子显微镜（日本 Hitachi 公司）。

1.2　方法

1.2.1 　 复制CKD大鼠模型 　以 5 mL 无菌生理盐水

溶解 10 mg 阿霉素、80 mL 无菌生理盐水溶解 2 g 腺

嘌 呤 配 置 模 型 复 制 所 需 药 液 ；金 双 歧 片 研 磨 成 粉

末，以 25 mL 无 菌 生 理 盐 水 溶 解 5 g 药 粉 ，配 置 成

0.2 g/mL 混悬液，4 ℃避光保存。30 只健康 SD 大鼠

适应性喂养 1 周后，随机分为对照组、模型组及金双

歧组，每组 10 只。第 1 天模型组和金双歧组大鼠一

次 性 尾 静 脉 注 射 阿 霉 素 4 mg/kg，后 连 续 用 腺 嘌 呤

200 mg/（kg·d）灌胃 2 周，再隔日用腺嘌呤200 mg/（kg·d）

灌胃 2 周。模型复制成功后，参照《药理实验方法

学》[9]的人与大鼠用药剂量换算方法，给予金双歧组

大鼠金双歧混悬液 1 mL/（100 g·d）灌胃 4 周，同时以

等体积的生理盐水灌胃对照组和模型组。

1.2.2 　 观察各组大鼠的生理特征 　实验期间观察

各组大鼠的食欲、大小便、皮毛、行为、体型等整体

状况，每周称重。

1.2.3 　 检测各组大鼠的 24 h 尿蛋白 　各组大鼠放

置于代谢笼中收集 24 h 尿液，记录总量，加入防腐

剂，摇匀后立即送西南医科大学附属中医医院检

验科检测 24 h 尿蛋白。

1.2.4 　 检测各组大鼠血清的肌酐、尿素氮、内毒素、

D-乳酸、TNF-α、IL-1β、IL-6 水平 　各组大鼠腹腔

注射 2% 的戊巴妥钠溶液 1 mL/kg 进行麻醉，行腹主

动脉采血，3 000 r/min 离心 15 min 后取上清液，部

分立即检测血清的肌酐及尿素氮水平，部分-20 ℃

冰箱保存备用。采用终点法检测内毒素水平，酶

联 免 疫 吸 附 试 验（ELISA）测 定 D- 乳 酸 、 TNF-α、

IL-1β、IL-6 水平，严格按照试剂盒说明书操作。

1.2.5 　 观察各组大鼠肾脏及肠道组织的病理特征 　

麻醉后断颈处死各组大鼠。速取肾脏组织，切成 1 cm

左右的小块后放入 10% 中性甲醛溶液中固定；取

结肠组织约 6 cm，生理盐水轻轻冲净，剪成 1 cm

左右的小块后部分立即放入 10% 中性甲醛溶液中

固定，部分放入 2.5% 戊二醛固定液中固定后送入

华西医学中心电镜室行透射电镜检查。按照常规

方法将肾脏组织及结肠组织石蜡包埋，依次洗涤、

脱水、透明、浸蜡，使用全自动切片机连续切片 5 μm

厚后进行 HE 染色。按照文献[10]的方法对肾间质

损伤（蛋白管型和肾小管扩张、肾间质纤维化、肾间

质炎细胞浸润）程度评分，评分标准：0 分，无病理损

伤；1 分，轻度病理损伤；2 分，中度病理损伤；3 分，

重度病理损伤。同时将肾脏组织 Masson 染色，任

意选取病理图片高倍镜下 8 个视野，以 IPP 分析软

件计算阳性区域所占肾间质的相对面积。按照文

献[11]对结肠黏膜病理损伤评分，评分标准：0 分 ，

正常黏膜绒毛结构；1 分，肠黏膜绒毛顶端上皮下

间隙增宽，伴毛细血管充血；2 分，绒毛尖端上皮

抬高，绒毛上皮下间隙进一步扩张，与固有膜中度

剥离；3 分，绒毛大量倒伏，大量的同固有膜分离，

部分绒毛顶端脱落；4 分，绒毛破损伴随固有层毛

细 血 管 暴 露 ，可 观 察 到 固 有 膜 的 细 胞 成 分 增 多 ；

5 分，固有膜破坏和不完整、出血或溃疡形成。另将

大鼠结肠蜡块切片 4 μm 厚，脱蜡后放入微波炉进

行抗原热修复（pH=6.0），自然冷却至室温后以 PBS

洗 涤 ， 封 闭 液 封 闭 30 min 后 加 入 Occludin 一 抗 ，

4 ℃条件下孵育过夜，以 PBS 洗涤后加荧光标记的

二抗，室温下孵育 60 min，再次洗涤并滴入 DAPI

染核 10 min，PBS 洗涤后封片，激光共聚焦显微镜

下观察紧密连接蛋白 Occludin 表达。

1.2.6 　 Western blotting 法测定 TLR4、MyD88、NF-

κB P65、p-NF-κB P65蛋白表达 　将大鼠结肠组织、

裂解液及磁珠加入匀浆管中并置于匀浆机中预冷

匀浆，完全裂解后 4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min，

收集上清液，用 BCA 试剂盒测定蛋白浓度。以 8% 

SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白溶液，将蛋白转移至

PVDF 膜上，再将 PVDF 膜置于 5% 脱脂牛奶溶液中

封闭 1 h 后取出，4 ℃下与一抗孵育过夜，TBST 洗

涤后与二抗在室温下孵育 1 h，再次洗涤后以 ECL
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发光液进行显影。用 Gel-Pro 软件分析条带的灰度

值，GAPDH 为内参，计算 TLR4、MyD88、NF-κB P65、

p-NF-κB P65 蛋白相对表达量。

1.2.7 　 qRT-PCR 测 定 结 肠 组 织 TLR4、MyD88、

NF-κB P65 mRNA 表达 　将大鼠结肠组织以匀浆

机研磨后采用 TRIzol 法提取总 RNA，用紫外分光光

度 计 测 量 样 本 OD260、OD280 值 并 根 据 OD260/

OD280 比值估测 RNA 质量，比值为 1.8～2.0 符合实

验要求。以逆转录试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，

反应条件：37 ℃ 15 min、98 ℃ 5 min，以 SYBR Green

法进行扩增，扩增条件：95 ℃预变性 10 min、95 ℃ 

变性 30 s、60 ℃退火 30 s，共 40 个循环。以 β-actin

为 内 参 ，用 2-ΔΔCt 法 计 算 TLR4、MyD88、NF-κB P65 

mRNA 相对表达量。PCR 引物序列见表 1。

1.3　统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件，计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用单因素方差分

析或重复测量设计的方差分析，进一步两两比较

采用 LSD-t 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　各组大鼠的基本生理特征

对照组大鼠食欲较好，皮毛润泽，活动灵活，

尿量正常，大便成形。模型组大鼠食欲明显下降，

后期枯瘦如柴，皮毛干枯，精神萎靡，尿量从模

型复制开始时增多到后期逐渐减少，部分大鼠出

现腹泻。金双歧组大鼠食欲、体重、精神状态较

模型组好，无明显腹泻，但有尿量减少等情况。

对照组、模型组、金双歧组大鼠灌胃前后的

体重比较，采用重复测量设计的方差分析，结果：

①不同时间点的体重无差异（F =2.365，P =0.081）；

②各组的体重有差异（F =1 023.559，P =0.000），模

型组、金双歧组大鼠各时间点的体重均低于对照

组（P <0.05），模型组与金双歧组大鼠各时间点的

体重比较，差异无统计学意义（P >0.05）；③各组

体 重 的 变 化 趋 势 有 差 异（F =5.527，P =0.000）。

见表 2。

2.2　各组大鼠的肌酐、尿素氮及24 h尿蛋白比较

对照组、模型组、金双歧组大鼠的肌酐、尿

素氮及 24 h 尿蛋白比较，经方差分析，差异有统计

学意义（P <0.05）。进一步两两比较，模型组、金

双歧组大鼠的肌酐、尿素氮及 24 h 尿蛋白较对照组

均升高（P <0.05）；模型组与金双歧组大鼠的肌酐、

尿素氮及 24 h 尿蛋白比较，差异无统计学意义（P >

0.05）。见表 3。

2.3　各组大鼠肾脏组织的病理变化

各组大鼠肾脏组织 HE 染色病理结果显示，对

表 1　引物序列 

基因

β-actin

TLR4

MyD88

NF-κB 

P65

引物序列

正向： 5'-CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC-3'

反向： 5'-TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT-3'

正向： 5'-ATGGCATGGCTTACACCACC-3'

反向： 5'-ACACCTCTGTTTTAACCGGA-3'

正向： 5'-TTCGACGCCTTCATCTGCTA-3'

反向： 5'-CATGCGACGACACCTTTTCT-3'

正向： 5'-AGGCTTCTGGGCCTTATGTG-3'

反向： 5'-CATAAGGACCGCTCTCTTCG-3'

长度/

bp

260

154

182

246

表 2　各组大鼠灌胃前后的体重比较 （n =10， g， x±s）

组别

对照组

模型组

金双歧组

灌胃前

339.92±9.28

298.88±15.57†

303.46±15.90†

灌胃第 1 周

352.72±16.32

283.24±15.43†

292.40±14.96†

灌胃第 2 周

368.02±17.56

270.47±17.14†

280.90±18.77†

灌胃第 3 周

392.37±16.68

254.17±17.92†

268.62±15.46†

灌胃第 4 周

414.37±19.08

235.83±13.94†

259.21±15.85†

注 ： † 与对照组比较，P <0.05。

表 3　各组大鼠的肌酐、尿素氮及24 h尿蛋白比较 

（n =10， x±s）

组别

对照组

模型组

金双歧组

F 值

P 值

肌酐/

μmol/L

53.39±9.47

174.08±16.50†

164.47±15.12†

225.151

0.000

尿素氮/

mmol/L

5.44±1.41

25.25±5.81†

22.64±3.90†

70.507

0.000

24 小时尿蛋白/

（mg/24 h）

4.97±1.41

91.56±8.15†

86.41±7.37†

576.618

0.000

注 ：† 与对照组比较，P <0.05。
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照组肾脏组织染色均匀，肾小球、肾小管、肾间

质等结构形态规整。模型组及金双歧组皮髓质变

薄，肾小球数量减少，萎缩硬化，肾小管扩张明

显，上皮细胞变性、坏死，部分管内可见颗粒结

晶沉积，严重者呈片状萎缩。肾间质炎症细胞浸

润明显，且有颗粒管型及蛋白管型，大面积纤维

化。对照组、模型组、金双歧组大鼠的肾间质损

伤 评 分 分 别 为（0.64±0.27）、（7.97±1.33）、（8.15±

0.95）分，3 组比较，经方差分析，差异有统计学意

义 （P <0.05）；进一步两两比较，模型组、金双歧

组 大 鼠 的 肾 间 质 损 伤 评 分 较 对 照 组 升 高 （P <

0.05），模型组与金双歧组肾间质损伤评分比较，

差异无统计学意义 （P >0.05）。见图 1。

各组大鼠肾脏组织 Masson 染色病理结果显示，

对照组肾组织结构清晰、排列整齐，肾小球及小

管结构正常，肾小球系膜、小管基底膜及脉管区

可见少量蓝色线状表达。模型组、金双歧组肾小

管扩张明显，上皮细胞变性、坏死，肾间质可见

大量炎症细胞浸润及蓝色胶原染色，肾小管基底

膜纤维组织增生明显。对照组、模型组、金双歧

组大鼠肾间质纤维化相对面积分别为（3.81±1.10）、

（62.74±6.75）、（64.43±7.52），3 组比较，经方差分

析 ， 差 异 有 统 计 学 意 义（P <0.05）；进 一 步 两 两 比

较，模型组、金双歧组大鼠的肾间质纤维化相对

面积较对照组增加（P <0.05），模型组与金双歧组

肾间质纤维化相对面积比较，差异无统计学意义

（P >0.05）。见图 2。

2.4　各组大鼠结肠黏膜屏障结构与功能变化

各组大鼠结肠黏膜超微结构变化，透射电镜

结果显示，对照组可见大量排列整齐、形态规则

的微绒毛，紧密连接及桥粒清晰可见；模型组微

绒毛脱落缺如，排列不齐，部分倒伏且形态不规

则，紧密连接及桥粒结构模糊；金双歧组结肠黏

膜微绒毛增多，形态规则，排列整齐，紧密连接

及桥粒结构较模型组有所恢复。见图 3。

各组大鼠结肠 HE 染色病理结果显示，正常组

结肠黏膜连续且完整，肠绒毛排列整齐；模型组

结肠黏膜糜烂，上皮脱落，绒毛明显减少，高度

缩短，刷状缘不连续；金双歧组结肠黏膜绒毛密

度及高度增加，刷状缘连续性恢复。对照组、模

型组、金双歧组大鼠结肠黏膜病理损伤评分分别

为（0.53±0.12）、（3.20±0.48）、（2.16±0.34）分，3 组

比较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。

进一步两两比较，模型组、金双歧组的结肠黏膜

病理损伤评分较对照组升高（P <0.05），金双歧组

结 肠 黏 膜 病 理 损 伤 评 分 较 模 型 组 降 低（P <0.05）。

见图 4。

50 μm 50 μm 50 μm

       对照组           模型组 金双歧组

图1　各组大鼠肾脏组织HE染色病理切片　（×200）

50 μm 50 μm 50 μm

       对照组           模型组 金双歧组

图2　各组大鼠肾脏组织Masson染色病理切片　（×200）
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各组大鼠免疫荧光结果显示，对照组结肠黏

膜表面及隐窝处可见大量紧密连接蛋白 Occludin 表

达，整个上皮的蛋白表达连续且致密；模型组肠

黏膜 Occludin 蛋白表达明显减少，分散不连续；金

双歧组 Occludin 蛋白显著增多，且连续性也有明显

恢复。见图 5。

2.5　各组大鼠结肠TLR4/MyD88/NF-κB蛋白相对

表达量比较

对 照 组 、模 型 组 、金 双 歧 组 大 鼠 结 肠 TLR4、

MyD88、NF-κB P65、p-NF-κB P65 蛋白相对表达量

比较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）；

进一步两两比较，模型组、金双歧组大鼠结肠 TLR4、

MyD88、NF-κB P65、p-NF-κB P65 蛋白相对表达量

较 对 照 组 均 升 高（P <0.05）， 金 双 歧 组 大 鼠 结 肠

TLR4、MyD88、NF-κB P65、p-NF-κB P65 蛋 白 相 对

表达量较模型组降低（P <0.05）。见图 6 和表 4。

1 μm1 μm 1 μm

       对照组           模型组 金双歧组

→：紧密连接； ▶：桥粒。

图3　各组大鼠结肠黏膜上皮超微结构　（透射电镜×4 000）

50 μm 50 μm 50 μm

       对照组           模型组 金双歧组

图4　各组大鼠结肠病理切片　（HE 染色×200）

20 μm20 μm 20 μm 20 μm

       对照组           模型组 金双歧组

▶：结肠黏膜表面

图5　各组大鼠结肠黏膜Occludin蛋白的表达　（免疫荧光×400）

65 kD

65 kD

33 kD

95 kD

36 kD

对照组        模型组         金双歧组

p-NF-κB P65

NF-κB P65

MyD88

TLR4

GAPDH

图6　各组大鼠结肠TLR4、MyD88、NF-κB P65、

p-NF-κB P65蛋白表达
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2.6　各组大鼠结肠 TLR4/MyD88/NF-κB mRNA

相对表达量比较

对 照 组 、模 型 组 、金 双 歧 组 大 鼠 结 肠 TLR4、

MyD88、NF-κB P65 mRNA 相对表达量比较，经方差

分析，差异有统计学意义（P <0.05）；进一步两两

比较，模型组、金双歧组大鼠结肠 TLR4、MyD88、

NF-κB P65 mRNA 相对表达量较对照组均升高（P <

0.05），金双歧组大鼠结肠 TLR4、MyD88、NF-κB P65 

mRNA 相 对 表 达 量 较 模 型 组 降 低（P <0.05）。

见表 5。

2.7　各组大鼠D-乳酸、内毒素水平比较

对照组、模型组、金双歧组大鼠血清 D-乳酸、

内毒素水平比较，经方差分析，差异有统计学意

义（P <0.05）。进一步两两比较，模型组、金双歧

组 大 鼠 血 清 D- 乳 酸 、 内 毒 素 水 平 较 对 照 组 升 高

（P <0.05），金双歧组大鼠血清 D-乳酸、内毒素水

平较模型组降低（P <0.05）。见表 6。

2.8　各组大鼠血清炎症因子水平比较

对照组、模型组、金双歧组大鼠血清炎症因

子 IL-6、IL-1β、TNF-α水平比较，经方差分析，

差 异 有 统 计 学 意 义（P <0.05）； 进 一 步 两 两 比 较 ，

模型组、金双歧组血清 IL-6、IL-1β、TNF-α水平

较 对 照 组 均 升 高（P <0.05）， 金 双 歧 组 血 清 IL-6、

IL-1β、 TNF- α 水 平 较 模 型 组 降 低（P <0.05）。

见表 7。

3 讨论

肠黏膜作为重要的保护屏障，将机体内环境

与外界分隔开，防止病原微生物及其产物、其他

有 害 物 质 等 吸 收 入 血 ， 保 证 机 体 正 常 生 命 活 动 。

肠黏膜屏障的完整性与上皮细胞及细胞间的紧密

连接、桥粒及肠道菌群等因素密切相关。本研究

表明，CKD 大鼠出现腹泻等消化道症状，且结肠

黏膜病理损伤明显，上皮糜烂，微绒毛脱落缺如，

紧密连接及桥粒结构模糊，紧密连接蛋白 Occludin

表达明显减少且不连续，直接反映肠黏膜结构及

功能受损的指标 D-乳酸水平也明显升高。其次，

CKD 大鼠血清内毒素水平显著升高，很可能来自

于受损的肠道；血清炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α
水平也明显升高，可能与肠道的吸收增加及机体

免疫系统受刺激后引发的系统炎症反应相关。CKD

所致的肠道结构及功能障碍可能与以下因素相关：

①CKD 致肾脏排泄功能下降，尿素在体内堆积并

表 4　各组大鼠结肠TLR4、MyD88、NF-κB P65、p-NF-

κB P65蛋白相对表达量比较 （n =10， x±s）

组别

对照组

模型组

金双歧组

F 值

P 值

TLR4 蛋白

0.17±0.06

0.92±0.21①

0.44±0.09①②

76.702

0.000

MyD88 蛋白

0.11±0.04

0.75±0.15①

0.47±0.11①②

89.218

0.000

NF-κB P65

蛋白

0.32±0.08

0.83±0.20①

0.68±0.15①②

30.540

0.000

p-NF-κB P65

蛋白

0.19±0.05

0.67±0.16①

0.46±0.14①②

39.527

0.000

注 ： ①与对照组比较， P<0.05； ②与模型组比较， P<0.05。

表 5　各组大鼠结肠TLR4、MyD88、NF-κB P65 mRNA相

对表达量比较 （n =10， x±s）

组别

对照组

模型组

金双歧组

F 值

P 值

TLR4 mRNA

1.48±0.43

4.85±1.16①

3.02±0.90①②

36.711

0.000

MyD88 mRNA

1.42±0.39

3.77±0.95①

2.75±0.75①②

25.826

0.000

NF-κB P65 mRNA

1.79±0.52

5.39±1.24①

4.00±1.11①②

32.567

0.000

注 ： ①与对照组比较， P<0.05； ②与模型组比较， P<0.05。

表 6　各组大鼠D-乳酸水平比较 （n =10， mmol/L， x±s）

组别

对照组

模型组

金双歧组

F 值

P 值

D-乳酸

0.328±0.025

0.927±0.043①

0.819±0.048①②

650.992

0.000

内毒素

0.015±0.003

0.054±0.006①

0.044±0.007①②

118.197

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。

表 7　各组大鼠血清IL-6、IL-1β、TNF-α水平比较 

（n =10， pg/mL， x±s）

组别

对照组

模型组

金双歧组

F 值

P 值

IL-6

13.76±3.68

136.61±17.00①

114.67±14.96①②

244.609

0.000

IL-1β l

15.41±4.18

116.67±15.69①

89.55±14.44①②

174.536

0.000

TNF-α
20.92±4.83

127.82±20.07①

108.70±17.54①②

132.848

0.000

注 ： ①与对照组比较，P <0.05； ②与模型组比较，P <0.05。
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大量进入胃肠道，直接损害肠上皮细胞紧密连接

蛋白 ZO-1、Occludin、Claudin-1[12]。②尿素被肠道微

生物分泌的脲酶水解形成大量氨，再转换为氢氧

化铵，氢氧化铵对紧密连接蛋白具有直接溶解作

用[13]。③肠道菌群失调所致内毒素水平升高，直

接接触破坏紧密连接蛋白，也可通过干扰磷酸化

和去磷酸化过程，间接损伤肠道结构的完整性[14]。

④炎症因子可通过抑制紧密连接蛋白表达、改变

紧 密 连 接 蛋 白 构 象 等 机 制 损 伤 肠 黏 膜 完 整 性[15]。

⑤CKD 患者容量超负荷所致胃肠道水肿，以及血液

透析时短暂缺血再灌注损伤。

CKD 可导致机体肠道菌群结构、数量、分布

等出现明显变化，即肠道菌群失衡，主要表现为

肠球菌、厌氧菌、产气荚膜梭菌等明显增加，但

双歧杆菌等益生菌的数量大量减少。肠道菌群失

衡可引起内毒素、趋化因子、炎症因子等水平升

高并吸收入血液，导致局部及全身的慢性炎症及

氧化应激，加速 CKD 进展。其次，肠道潴留的大

量含氮衍生物被条件致病菌酵解，生成硫酸吲哚

酚、对甲酚硫酸等肠源性尿毒症毒素，其与肾功

能恶化、心血管并发症的发生及死亡关系密切[16]。

由于 CKD 与肠道菌群失衡相互影响，益生菌干预

就 成 为 当 前 治 疗 的 新 策 略 之 一 。 既 往 研 究 显 示 ，

CKD 3、4 期患者在接受乳酸杆菌治疗 2 个月后血

清尿素水平明显下降[5]；也有实验表明鼠李糖乳酸

杆菌能够明显降低 CKD 小鼠的肌酐水平，减轻肾

纤维化程度[17]。本研究结果显示，金双歧组大鼠的

肌酐、尿素氮及 24 h 尿蛋白与模型组比较，差异无

统计学意义，这表明金双歧无法降低 CKD 大鼠的

肌酐、尿素氮及 24 h 尿蛋白，也不能改善肾脏病理

损伤。可能是因为 CKD 大鼠肾脏病理损伤重，后

期单独使用益生菌治疗无法有效延缓肾功能恶化，

故该药对早期 CKD 的干预效果及其他益生菌对肾

脏的治疗作用仍需进一步探索。但是，金双歧对

CKD 所致肠黏膜损伤具有明确保护作用，可改善

大鼠腹泻等消化道症状，恢复肠黏膜屏障的完整

性 ， 同 时 也 能 降 低 其 血 液 中 内 毒 素 、 血 清 IL-6、

IL-1β、 TNF-α 水 平 ， 减 轻 机 体 炎 症 反 应 ， 这 与

WANG 等[4]研究结果相似。

TLR4 属细胞表面信号转导跨膜受体，广泛参

与机体炎症反应。MyD88 是 TLR4 信号通路中的重

要 链 接 分 子 ， 是 胞 外 信 号 向 下 游 转 导 的 重 要 节

点[18]，可激活胞内转录调控因子 NF-κB，启动炎症

级联反应。静息状态下，NF-κB 处于无活性状态，

当细胞受到刺激时，活化形成 p-NF-κB，从胞浆

移至胞核，发挥转录调控作用，促进各种炎症因

子释放[19]。TLR4/MyD88/NF-κB 通路广泛参与机体

炎症反应，与多种胃肠道疾病发生、发展密切相

关。既往研究结果显示，肠易激综合征、溃疡性

结肠炎、结肠癌动物模型中 TLR4、MyD88、NF-κB

蛋白表达明显增加，血清 IL-1β、IL-6、TNF-α等炎

症因子明显升高[6-8]。本研究结果显示，CKD 大鼠

结 肠 组 织 中 TLR4、MyD88、NF-κB P65 及 p-NF-κB 

P65 蛋白表达皆有明显增加，TLR4、MyD88、NF-κB 

P65 mRNA 表达明显上调，血清内毒素及炎症因子

IL-6、IL-1β、TNF-α水平显著升高，经金双歧治

疗后，结肠组织 TLR4/MyD88/NF-κB 通路相关蛋白

表达、mRNA 表达及血液内毒素、炎症因子水平降

低。由此推测，CKD 所致的肠黏膜损伤及系统炎

症反应可能与 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路激活有

关，而益生菌金双歧可能通过抑制该信号通路的

活化，减轻肠道损伤，改善全身炎症反应。

综上所述，金双歧对病理损伤重的肾脏无明

显保护作用，CKD 所致的肠黏膜屏障损伤及系统

炎症反应可能与 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路激活

有 关 ， 而 金 双 歧 可 能 通 过 抑 制 该 信 号 通 路 活 化 ，

减 轻 结 肠 组 织 病 理 损 伤 ， 恢 复 肠 黏 膜 的 完 整 性 ，

降低其通透性，同时改善机体系统炎症反应。
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