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芸豆激酶粗提物改善小鼠非酒精性脂肪肝的作用 

侯寒进，张俊尧，杨梦婷，李张左，陈茜，邝美倩，龚爱华 

（江苏大学医学院，江苏 镇江 212013） 

[摘要] 目的：探讨芸豆激酶粗提物（kidney bean enzyme crude extract，KBECE）对小鼠非酒

精性脂肪肝（nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD）的改善作用。方法：将 30 只雌性 ICR

小鼠随机分出 10 只饲喂普通饲料（正常组），其余 20 只饲喂 45%高脂饲料构建非酒精性脂肪

肝模型，饲喂 2 周后随机分为高脂饮食对照组（高脂组）和芸豆激酶粗提物干预组（干预组），

每组 10 只，分别每日使用 PBS 和 KBECE 处理 6 周，记录体重变化，第 8 周时处死小鼠，采

集血液和肝脏组织；通过 HE 染色和 Masson 染色观察 NAFLD 小鼠的肝脏病理变化；通过试

剂盒检测肝脏组织丙二醛（MDA）和血清三酰甘油（TG）、总胆固醇（TC）、低密度脂蛋白胆

固醇（LDL-C）含量。结果：KBECE 能降低小鼠体重的相对增长速度（P<0.05），改善高脂组

小鼠肝脏脂肪样变性及纤维化病变；与高脂组相比，干预组小鼠肝脏指数降低至 0.043

（P<0.05）、肝脏组织 MDA 含量降低至 71.6 nmol/mgprot（P<0.05）、血清 TG、TC、LDL-C

含量分别降低至 1.22 mmol/L、2.81 mmol/L、0.445 mmol/L（P 均<0.05）。结论：KBECE 可通

过改善脂质代谢紊乱、抑制氧化应激，从而发挥对高脂饮食诱导小鼠 NAFLD 的改善作用。 
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Effect of Kidney Bean Enzyme Crude Extract on Improving Nonalcoholic Fatty Liver in Mice 
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[Abstract] Objective: This study aimed to investigate the ameliorative effect of kidney bean enzyme crude extract 

(KBECE) on nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) in mice. Methods: 30 female ICR mice were randomly 

divided into 10 mice fed with normal diet (normal group), and the other 20 mice were fed with 45% high fat diet to 

establish the model of nonalcoholic fatty liver. After 2 weeks, they were randomly divided into high fat diet control 
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group (high fat group) and kidney bean enzyme crude extract intervention group (intervention group), with 10 mice 

in each group. The mice were treated with PBS and KBECE daily for 6 weeks, and the body weight was recorded 

every week. At the 8th week, the mice were killed and the blood and liver tissue were collected. The pathological 

changes of liver of NAFLD mice were observed by HE and Masson staining. The contents of MDA in liver tissue, 

TG, TC and LDL-C in serum were measured by kit. Results: KBECE decreased the relative growth rate of body 

weight of mice, KBECE could improve hepatic steatoid degeneration and fibrosis in hyperlipidemic mice. 

Compared with the high fat group, the liver index of the intervention group decreased to 0.043 (P<0.05), the 

content of MDA in liver tissue decreased to 71.6 nmol/mgprot, and the content of TG, TC and LDL-C in serum 

decreased to 1.22 mmol/L, 2.81 mmol/L and 0.445 mmol/L respectively (both P<0.05). Conclusion: KBECE can 

improve the NAFLD induced by high fat diet by reducing and improving the disorder of lipid metabolism and 

inhibiting oxidative stress.  

[Key words] kidney bean enzyme; nonalcoholic fatty liver disease; lipid metabolism; oxidative stress 

 

高脂饮食是诱导非酒精性脂肪性肝（nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD）发生发展的

主要因素之一，肝细胞脂肪过度积累引起脂肪变性、炎症以及肝纤维化，最终可发展为肝硬化

和终末期肝病[1]。目前 NAFLD 治疗方法为利用他汀类药物降低患者血脂水平，间接缓解

NAFLD，而他汀类药物疗效差、存在“6%效应”且不良反应较大[2]。因此，迫切需要寻找高

效和低耐药的新型治疗方法。 

纳豆激酶是由枯草芽孢杆菌产生的一种相对分子质量为 27 kD、包含 275 个氨基酸残基的

胞外酶，具有强大的溶栓功能，在高血压、高脂血症等代谢性疾病中具有广泛应用[3-4]。然而，

纳豆激酶传统的发酵原料为黄豆，由于其高嘌呤特性，限制了痛风患者对纳豆激酶制品的使用

[5]。 

本实验室前期研究发现[6]，以红芸豆为发酵原料，可显著提高发酵产物水解纤维蛋白活性、

降低产物中嘌呤含量，并且发酵产物中含有丰富的透明质酸、儿茶素、谷胱甘肽、三萜类化合

物，因此将以红芸豆为发酵原料获得的丝氨酸蛋白酶定义为芸豆激酶。在前期的探索中，已证

明 KBECE 安全可靠，并发现其具有促进口腔黏膜伤口愈合，以及抑制乳腺癌和肝癌生长的作

用[7-9]。本研究旨在探索 KBECE 对高脂饮食诱导的小鼠 NAFLD 的改善作用。  

1 材料与方法 

1.1 实验试剂 

枯草芽孢杆菌（B.subtilis ZY）保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心（保

藏编号 14434）；凝血酶（中国药品生物制品检定所）；纤维蛋白原（美国 Sigma 公司）；尿激
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酶（中国药品生物制品检定所）；PBS（美国 Hyclone 公司）；葡萄糖、氯化钠、胰蛋白胨、磷

酸氢二钠、磷酸二氢钠、氯化钙、硫酸镁、甘油、琼脂糖（上海国药集团）；酵母提取物、牛

肉提取物（北京兰伯瑞生物技术有限公司）；低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、血清总胆固醇

（TC）、三酰甘油（TG）、丙二醛（MDA）检测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；45%高

脂饲料（美迪森生物）；HE 染色试剂盒、Masson 染色试剂盒（北京雷根生物技术有限公司） 

1.2 实验动物与实验设计 

SPF 级 8 周龄雌性 ICR 小鼠 30 只，体重（28 ± 2）g，购自江苏大学实验动物中心，许可

证号：SCXK（苏）2018-0012。小鼠饲养于 IVC 动物房中，设定环境温度 22 ℃ ~ 26 ℃，湿度

40% ~ 60%，昼夜 12 h : 12 h 循环节律，1 周适应期后开始正式实验。 

将 30 只小鼠随机分出 10 只饲喂普通饲料，为正常对照组（正常组），其余 20 只小鼠饲喂

45%高脂饲料构建 NAFLD 模型，两周后 20 只小鼠随机分为高脂饮食对照组（高脂组）与芸

豆激酶粗提物干预组（干预组），正常组和高脂组小鼠每日灌胃 100 μL PBS，干预组每日灌胃

等体积 KBECE，KBECE 剂量为 7.5 U/g，KBECE 处理剂量的选择及安全性评价来源于本实验

室前期研究[7-9]。小鼠于第 8 周结束时禁食 12 h 处死，采集血液和肝脏组织。 

1.3 培养基配制 

种子液培养基：1%葡萄糖，1%蛋白胨，0.5%氯化钠，0.1%酵母提取物，0.5%牛肉提取物，

自然 pH，115 ℃高压灭菌 15 min，冷却后备用。 

固体培养基：1%葡萄糖，1%蛋白胨，0.5%氯化钠，0.1%酵母提取物，0.5%牛肉提取物，

自然 pH，2%琼脂粉，115 ℃高压灭菌 15 min，待冷却至 50 °C 左右倾注细菌培养板，2 h 后倒

置于 4 ℃保存。 

基础发酵培养基：1%红芸豆粉，2%葡萄糖，0.5%氯化钠，0.1%磷酸氢二钾，0.1%磷酸二

氢钾，115 ℃高压灭菌 15 min，冷却后添加 0.02%氯化钙和 0.05%硫酸镁，调整 pH 至 7.0。 

红芸豆发酵培养基：2%红芸豆粉，2%葡萄糖，0.5%氯化钠，0.1%磷酸氢二钾，0.1%磷酸

二氢钾，115 ℃高压灭菌 15 min，冷却后添加 0.02%氯化钙和 0.05%硫酸镁，调整 pH 至 7.0。 

1.4 生长曲线测定 

过夜培养的菌株以 2%接种至种子液培养基，37 °C，225 r/min 条件下培养 24 h。0 ~ 12 h

间隔 1 h 取样，12 ~ 24 h 间隔 2 h 取样，以空白种子培养基为空白对照，采用酶标仪检测样品

在 600 nm 处光密度值，样品光密度值超过 0.8 时稀释后检测（光密度值=稀释后光密度值×稀

释倍数），以时间为横坐标，光密度值为纵坐标，绘制生长曲线。 
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1.5 KBECE 生产及分离 

取 30 μL 保存于-80 ℃的甘油菌接种于 3 mL 种子液培养基，37 ℃，225 r/min 条件下培养

7 h。四区划线接种于固体培养基，37 ℃培养 15 h，挑取单菌落，接种于 3 mL 种子液体培养

基，37 ℃，225 r/min 条件下培养 7 h 制备种子液。将种子液接种于红芸豆发酵培养基中，接

种量 0.8%，37 ℃，225 r/min 条件下发酵 48 h，发酵结束后将红芸豆发酵培养基在 4 ℃，12000×g

条件下离心 10 min，收集上清，获取 KBECE，检测活性后备用。 

1.6 KBECE 活性测定 

配制 30 mL 1%琼脂糖溶液，加热溶解后倾注至 100 mm× 20 mm 细胞培养皿，冷却至 50 ℃

加入 200 μL 纤维蛋白原工作液和 60 μL 凝血酶工作液，混匀后静置冷却。琼脂糖冷却凝固后

使用打孔器制备 15 个孔径 2 mm 的加样孔。尿激酶使用 PBS 稀释至 10、20、40、60、80、100 

U/mL，样品使用 PBS 稀释 400 倍；每孔加入 10 μL 液体，37 ℃孵育 15 h，垂直测量溶圈直径，

以尿激酶浓度为横坐标，溶圈面积为纵坐标，绘制工作曲线计算 KBECE 活性。 

1.7 测定相对体重 

实验开始的第 0、1、2、3、4、5、6、7 周记录每组小鼠的体重，使用以下公式计算相对

体重：相对体重=(wn
 - w0) / w0，wn 为小鼠各周体重。  

1.8 血脂分析 

将收集的血液在 4 ℃，1000×g 条件下离心 15 min，吸取上层血清，分装后保存。TG、TC

和 LDL-C 含量根据试剂盒说明书测定。 

1.9 测定肝脏指数 

小鼠处死后立即通过肝门静脉灌注适量的 PBS 冲洗肝脏的血液，获得完整干净的新鲜肝

脏，拍照并立即记录肝脏的湿重。使用以下公式计算肝脏指数：肝脏指数=肝脏重量/体重。 

1.10 肝脏组织 MDA 检测 

肝脏组织拍照后取 0.1 g 新鲜肝脏组织，PBS 洗涤后于冰上使用匀浆器制备组织匀浆，PBS

调节匀浆液体积至 3 mL，在 4 ℃，2500 r/min 条件下离心 10 min，收集上清。MDA 含量根据

试剂盒说明书测定。 

1.11 肝脏组织形态学检测 

使用 4%多聚甲醛（pH 7.4）固定剩余肝脏组织，48 h 后经过水洗、脱水、透明、浸蜡、

包埋、切片、展片和烤片后制成约 4 μm 厚度的组织病理切片，进行 HE 染色和 Masson 染色后

通过光学显微镜观察。 
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1.12 统计学分析 

采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行统计分析，数据使用均数±标准差( )显示，多组间数

据比较采用单因素方差分析，进一步组间比较使用 LSD-t 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 探究 KBECE 最优制备条件 

将 B.subtilis ZY 甘油菌接种于种子液培养基培养活化，发现活化 7 h 光密度值最高，因此

确定 7 h 为最佳活化时间。将种子液以 0.1%、0.25%、0.5%、0.8%、1%、1.5%以及 2%接种量

接种于基础发酵培养基，发酵 72 h 后检测活性，结果显示在接种比例为 0.8%时 KBECE 活性

达到最高，为 14250 U/mL，随后逐渐下降，因此确定最佳接种比例为 0.8%（P<0.01）；以 0.8%

接种量将种子液接种于基础发酵培养基，发酵 48 h 后 KBECE 活性趋于稳定，确定发酵时间为

48 h。设置红芸豆发酵培养基 1%、2%、4%、5%、6%的红芸豆添加比例，以 0.8%接种比例发

酵 48 h，结果显示添加 2%红芸豆时 KBECE 活性最高，因此确定红芸豆的最佳添加比例为 2%

（P<0.001）。见图 1。 

A：B.subtilis ZY 生长曲线；B：发酵培养基中不同接种量对 KBECE 活性的影响；C：发酵时间对 KBECE 活性的影响；

D：发酵培养基中不同红芸豆添加比例对 KBECE 活性的影响 

图 1 高活性芸豆激酶粗提物的制备 
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2.2 KBECE 对高脂饮食小鼠体重和体态的影响 

在实验进行第 5 周时，与正常组相比，高脂组小鼠体重增速显著增加（P<0.01）；在实验

进行第 7 周时，与高脂组相比，干预组小鼠体重增长速度受到抑制（P<0.05）。在实验进行第

8 周时，高脂组小鼠表现为体型偏大、行动迟缓且毛发粗糙发黄，经 KBECE 处理后，干预组

小鼠恢复至正常体型，行动活跃且毛发柔软有光泽，接近正常组。见图 2。 

 

A：实验设计图；B：ICR 小鼠体重变化；C：KBECE 处理 6 周后小鼠体型变化； 

a：P<0.01，高脂组与正常组相比，b：P<0.05，高脂组与干预组相比 

图 2 KBECE 对小鼠体重的及体态变化的影响 

 

2.3 KBECE 改善小鼠 NAFLD 肝脏病变 

与正常组相比，高脂组小鼠的肝脏体积明显增大，颜色呈暗黄色；与高脂组相比，干预组

小鼠肝脏体积明显减小，外观呈红褐色，接近正常组小鼠肝脏外观。与空组相比，高脂组小鼠

肝脏指数显著增加，经 KBECE 处理后，干预组小鼠肝脏指数由 0.058 下降至 0.043，差异具有

统计学意义（P<0.05）。见图 3。 
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A：KBECE 处理 6 周后小鼠肝脏体积和色泽的变化；B：肝脏指数 

图 3 KBECE 对小鼠肝脏外观及肝脏指数的影响 

 

2.4 KBECE 改善小鼠 NAFLD 肝脏组织形态 

HE 染色结果显示，正常组小鼠肝脏细胞形态正常，组织结构清晰；高脂组小鼠肝脏细胞

排列紊乱，结构异常，脂肪空泡增加，存在炎症浸润；经 KBECE 处理后，干预组小鼠肝脏炎

症浸润减少，细胞恢复至正常形态。Masson 染色结果显示，正常组小鼠肝索结构完整，血管

壁胶原含量低；高脂组小鼠出现纤维化增生，血管壁增厚，胶原沉积增加；经 KBECE 处理后，

胶原沉积减少。见图 4。 

 

A：小鼠肝组织 HE 染色(× 400)；B：小鼠肝组织 Masson 染色(× 400)。标尺：50 μm 

图 4 KBECE 对小鼠肝脏组织形态学的影响 
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2.5 KBECE 增强小鼠 NAFLD 抗氧化能力 

肝脏组织 MDA 含量检测结果显示，与正常组相比，高脂组肝脏组织 MDA 含量由 65 

nmol/mgprot 升高至 81 nmol/mgprot，经 KBECE 处理后，干预组小鼠肝脏 MDA 含量降低至 71.6 

nmol/mgprot（P<0.05）。见图 5。 

图 5 KBECE 对小鼠抗氧化能力的影响 

 

2.6 KBECE 调节小鼠 NAFLD 脂质代谢水平 

高脂组小鼠 TG、TC 和 LDL-C 含量分别为 1.46 mmol/L、3.07 mmol/L、0.625 mmol/L，显

著高于正常组的 1.175 mmol/L、2.47 mmol/L、0.36 mmol/L（P 均<0.05）。经 KBECE 处理后，

干预组小鼠血清 TG、TC 含量明显降低（P 均<0.05）。经 KBECE 处理后，与高脂组相比，干

预组血清 LDL-C 降低至 0.445 mmol/L（P<0.05）。见图 6。 

A：小鼠血清甘油三脂含量；B：小鼠血清总胆固醇含量；C：小鼠血清低密度脂蛋白胆固醇含量 

图 6 KBECE 对小鼠血清脂质含量的影响 

 



9 

 

3 讨论 

高脂饮食是导致 NAFLD 发病率日益增长的重要因素，目前 NAFLD 发病具有年轻化的趋

势，但缺乏有效的治疗方法，迫切需要探寻治疗 NAFLD 的新思路[1]。本研究发现，KBECE

可显著抑制小鼠体重增加，恢复肝脏正常结构，并通过调节脂质代谢、抑制氧化应激缓解

NAFLD 严重程度，为 NAFLD 的治疗提供新的途径。 

NAFLD 发病机制尚未完全明确，随着研究深入，虽然包含脂质代谢、氧化应激、炎症反

应在内的“多重打击”理论成为研究的主流，但调节脂质代谢和缓解氧化应激仍是治疗 NAFLD

的主要方向[10]。口服益生菌可作为 NAFLD 的辅助治疗手段，临床试验指出，连续 12 周服用

益生菌合剂可降低 NAFLD 患者的 TG、TC、LDL-C、丙氨酸转氨酶和天门冬氨酸转氨酶含量

[11]。李兰娟团队指出，益生菌还可以通过产生短链脂肪酸来改善 NAFLD 病变程度[12]。研究报

道，枯草芽孢杆菌和粪肠球菌的活菌制剂可提高肝功能，改善血脂状态，降低内毒素和炎性细

胞因子水平，对 NAFLD 具有治疗作用，但具体机制尚未明确[13]。在此基础上，推测芸豆激酶

作为枯草芽孢杆菌的代谢产物可能具有改善非酒精性脂肪肝的作用。目前临床常用尿激酶和链

激酶进行溶栓治疗，易出现全身出血等不良反应，与之相比，芸豆激酶具有使用安全、低成本、

可工业化生产等优势，有望作为治疗代谢性疾病的潜在药物[14]。 

研究证实高脂饮食可引起哺乳动物的氧化应激，由于活性氧含量的增加导致脂质过氧化，

因此氧化应激与 NAFLD 的发病机制密切相关[15]。丙二醛是自由基诱导的脂质过氧化的最终产

物，可反映氧化应激水平，并可作为组织损伤的标志物，Wu 等[16]研究证实，纳豆激酶通过降

低 MDA 含量抑制炎症及氧化应激，保护小鼠免受急性肾损伤。在本研究中，KBECE 的处理

降低了肝脏组织中 MDA 含量，提示 KBECE 可增强肝脏抗氧化能力，发挥对小鼠 NAFLD 的

改善作用。 

高脂饮食诱导的 NAFLD 往往伴随体重的增加和肝脏脂肪变性[1]。KBECE 处理抑制了

NAFLD 小鼠肝脏和体重的上述变化，减少 NAFLD 对机体的损伤程度。脂质代谢紊乱是导致

NAFLD 的关键因素之一[17]。本研究中，KBECE 可以改善 NAFLD 小鼠血脂代谢，这与 Mohd

等的发现一致[18]，这些结果表明，KBECE 可通过抑制高脂饮食诱导的 NAFLD 小鼠的体重增

长和改善脂质代谢紊乱，从而实现对 NAFLD 小鼠的治疗。 

本研究表明 KBECE 对高脂饮食诱导的小鼠 NAFLD 有一定的治疗作用，与 KBECE 改善

脂质代谢紊乱、保护肝脏免受胆固醇积累和调节氧化应激的能力有关。研究结果证实芸豆激酶

可能是预防和治疗 NAFLD 的一种很有前途的候选药物。 
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