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螺旋藻藻蓝蛋白对酒精性肝损伤大鼠肠道菌群的影响 
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摘要: 酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)是中国常见的肝脏疾病之一, 严重危害人民健康。目前, 

缺乏治疗酒精性肝病的有效方法。螺旋藻藻蓝蛋白(phycocyanin, PC)是一种天然蛋白质, 具有抗炎、抗

氧化等作用。本文研究了 PC 对大鼠酒精性肝损伤的保护作用及其对肠道菌群的影响。利用酒精诱导

酒精性肝损伤模型, 将大鼠随机分为 4 组, 分别为对照组、模型组、阳性对照组、藻蓝蛋白组, 灌胃

PC 干预之后, 通过肝脏切片的 Masson 和 HE 染色的病理分析判断肝损伤的程度, 之后通过 16S rRNA

高通量测序技术检测大鼠肠道菌群的组成和结构。模型组大鼠肠道菌群发生了紊乱, 显著降低了双歧

杆菌(Bifidobacteriaceae)的丰度, 该菌种可以减少肝脏炎症和肝酶, 口服 PC 后 Bifidobacteriaceae 的丰

度显著增加。此外, 酒精诱导后, 乳酸杆菌(Lactobacillaceae)的丰度略微增加, 促进酒精代谢。藻蓝蛋

白能够通过改变酒精性肝损伤大鼠的肠道菌群构成, 从而起到缓解酒精诱导的肝损伤的效果。 
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酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)是由于

持续过度性饮酒而导致的疾病, 最终可发展为终末期

肝病[1, 2]。酒精性肝损伤是由于酒精对肠-肝轴的间接

影响, 以及酒精通过其代谢产物乙醛对肠道的直接影

响。这两种作用都通过激活肝巨噬细胞上的 Toll 样受

体(Toll-like receptors, TLR)4, 导致肝细胞和巨噬细胞

坏死凋亡, 继而产生氧化应激和活性氧, 最后导致细

胞因子的级联反应。肝细胞、巨噬细胞和星状细胞之

间的相互作用以及炎症信号引起的肝微循环中一氧

化氮的变化导致胶原沉积和门脉高压症肝纤维化[3-6]。

据报道, 各种肝脏疾病, 如酒精性肝病(ALD)、非酒精

性肝病(non alcoholic liver disease, NAFLD)都与肠道

菌群的平衡紊乱有关[7-9]。因此, 肠道菌群的稳态在一

定程度上能够影响酒精性肝损伤的进程。 

螺旋藻藻蓝蛋白(phycocyanin, PC)是一种天然蛋

白质。据报道, 藻蓝蛋白具有多种生物活性, 如抗氧

化、抗炎、抗血管生成等[10]。近年来, 已有研究证明

PC 具有抗肝损伤、保护肝脏的作用[10-12]。Xia 等人[13]

使用 30%乙醇灌胃雌性KM小鼠诱导ALD, 研究了 PC

的预防作用。模型组血清谷丙转氨酶 (alanine ami-

notransferase, ALT)和谷草转氨酶(aspartate aminotrans-

ferase, AST)水平分别比对照组升高 113.6%和 96.72%。

与酒精肝小鼠相比, 不同剂量的 PC 可以降低 ALT 和

AST 水平。PC 还可以通过提高机体免疫力来抑制酒精

诱导的亚急性肝细胞损伤。与模型相比, PC 可以显著

提高血清中 CD3+T 和 CD4+T 细胞的活性, 并提高 T 细

胞的增殖率。PC 干预后, 肝损伤小鼠 T 细胞增殖及

CD3+和 CD4+T 细胞均有不同程度的增加[14]。此外, PC

易提取纯化, 可大量生产[15], 且没有细胞毒性[16]。因此, 

PC 可能是一种改善酒精性肝损伤的潜在物质。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料和动物 

螺旋藻藻蓝蛋白(Amax/A280=3.0), 购自新大泽螺

旋藻有限公司(中国福清)。HE 染色试剂盒和 Masson

三色染色试剂盒, 购自北京索莱宝科技有限公司。水

飞蓟素, 购自上海麦克林生化科技有限公司。大鼠饲

料, 购自济南朋悦动物繁育中心。 
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于济南朋悦实验动物繁育中心购进雄性 80 只 8 周

龄 SPF 级 SD 大鼠, 大鼠自由饮食, 适应性培养 1 周。 

1.2  实验方法 

1.2.1  动物模型建立 

将大鼠分为对照组(Con 组)、模型(Mo 组)、藻蓝

蛋白组(PC 组)、阳性对照组(Pos 组), 每组 20 只。

Mo 组以 10 mL/kg/d 25%酒精进行灌胃。每周对大鼠

称重一次, 以调整酒精剂量。Con 组以相等容量的饮

用水灌胃。PC 组藻蓝蛋白剂量设置为 200 mg/kg。

Pos 组水飞蓟素剂量设置为 100 mg/kg。大鼠灌胃 PC

和水飞蓟素 2 h 后进行酒精的灌胃。干预 3 个月结束

后, 将大鼠处死, 收集对应的样品。 

1.2.2  大鼠肝脏组织的 HE 和 Masson 染色 

使用 HE 染色和 Masson 染色试剂盒对大鼠肝脏

石蜡切片进行染色。 

1.2.3  肠道菌群的高通量测序和序列数据分析 

在干预的最后一天收集大鼠粪便, 将大鼠抓起, 

用无菌的冻存管收集大鼠排出的粪便(粪便量需要大

于 150 mg), 放入液氮中速冻后, 置于−80 ℃冰箱进行

保存。参考翟诗翔等[17]的肠道菌群的高通量测序方法

对大鼠粪便进行采集和测序。从大鼠粪便样本中分离

细菌基因组 DNA, 采用 TransStart Fastpfu DNA 聚合酶

反应体系在 V3-V4 可变区内使用特异性引物 338F 和

806R 进行 PCR 扩增(ABI GeneAmp® 9700 型 PCR

仪)(表 1)。通过 2%的琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物并

进行回收(AXYGEN 公司)。使用 DNA 样品制备试剂盒

(Illumina 公司)构建 MiSeq 文库, 并根据测序流程利用

Illumina MiSeq 测序平台进行测序。通过美吉生物云平

台(https: //cloud. majorbio.com)进行生物信息学分析。 

对原始序列进行质量过滤, 并使用 Qiime 平台

的默认参数根据其条形码将其分配给样品 , 使用

Usearch 软件平台提取优化序列的非重复序列, 取出

不重复的单个序列。在 97%的相似性下, 对非重复序

列进行 OTU 聚类。通过 Alpha 多样性分析, 反应肠

道菌群的丰富度和多样性, 包括 sobs、shannon 统计

学分析指数。使用 R 语言 PCoA 统计分析和作图软

件进行 UniFrac PCoA 分析, 基于所选距离矩阵进行

作图, 分析不同组之间的差异。之后进行组间显著性

差异检验 , 根据得到的群落丰度数据 , 对不同组微

生物群落之间的物种进行假设检验, 评估物种丰度

差异的显著性水平。 
 

表 1  肠道菌群的高通量测序使用的引物序列 
Tab. 1  Primer sequences used for high-throughput seque-

ncing of intestinal flora 

测序区域 引物名称 引物序列 

V3-V4 
可变区

338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG

806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT
 

2  实验结果 

2.1  大鼠肝脏病理分析 

HE 染色(图 1)和 Masson 染色(图 2)结果显示, 与

Con 组相比, Mo 组大鼠肝小叶结构模糊, 肝细胞排 

 

图 1  各组大鼠肝脏组织 HE 染色(40×) 

Fig. 1  HE staining of rat liver tissue in each group (40×) 

注: Con, 对照组; Mo, 模型组; Pos, 阳性对照组; PC, 藻蓝蛋白组 

 

图 2  各组大鼠肝脏组织 Masson 染色(100×) 

Fig. 2  Masson staining of rat liver tissue in each group (100×) 

注: Con, 对照组; Mo, 模型组; Pos, 阳性对照组; PC, 藻蓝蛋白组 
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列紊乱 , 细胞肿胀 , 出现空泡型变性和炎性细胞浸

润。大鼠服用 PC 后, 肝细胞和肝小叶结构均较完整。

但是, 与 Mo 组相比, 水飞蓟素治疗的 Pos 组部分肝

小叶结构较模糊 , 肝细胞排列较紊乱 , 中心区域周

围肝细胞肿胀, 偶见炎细胞浸润。 

由此可见, PC 能够抑制肝损伤程度, 延缓肝纤维

化, 推测 PC 对酒精性肝脏组织具有一定的保护作用。 

2.2  肠道菌群基础质控分析 
本研究共完成 77 个样本的多样性数据分析, 共

获得优化序列 4 188 905, 1 739 427 606 bases, 平均

序列长度为 415 bp。Alpha 多样性分析反应了肠道菌

群的丰富度和多样性。如图 3 所示, 本研究稀释曲线

趋近平缓, 大鼠粪便样本菌群数量检测比率接近饱

和。大鼠肠道菌群稀释曲线反映了大鼠在灌胃酒精

后, 与 Con 组相比, Mo 组肠道菌群丰富度和多样性

下降, 而大鼠口服 PC 后肠道菌群丰富度和多样性增

加, 而水飞蓟素治疗的 Pos 组丰富度和多样性结果

较 PC 组高。 

 

图 3  藻蓝蛋白干预对肠道菌群组成的影响 

Fig. 3  Effect of phycocyanin intervention on gut flora composition 
 

通过基于 weighted-unifrac 距离的主坐标分析

(principal co-ordinates analysis, PCoA)分析研究各组

大鼠肠道菌群的差异。如图 4 所示, 各组样本沿主纵 

 

图 4  非加权 unifrac 主坐标分析 

Fig. 4  Unweighted unifrac principal coordinate analysis 

注: 横轴和纵轴表示两个选定的主坐标轴, 百分比表示主坐标轴

对样本组成差异的解释度值 ; 不同颜色或形状的点代表不同分

组的样本, 两样本点越接近, 表明两样本物种组成越相似 

坐标轴形成明显的微生物种类聚集, Mo 组大鼠粪便

中的菌群类型主要分布在 Con 组的右下侧, 口服 PC

后, 大鼠肠道菌群差异向 Con 组和 Mo 组左侧偏移, 

说明酒精和 PC 干预后都能影响大鼠肠道菌群。PC

组肠道菌群分布与 Pos 组部分重叠, 推测口服 PC 后, 

大鼠肠道菌群分布得到改善。 

2.3  对 OTUs 的影响 

对 97%相似度的 OUTs 进行分类, 如图 5 所示, 

Con 组、Mo 组、Pos 组、PC 组共有为 1 426 个 OTU, 

其中 Con 组有 1 152 个, Mo 组有 1 229 个, Pos 组有

1 253 个, PC 组有 1 245 个, 这些组共有的 OTUs 有

967 个。Con 组独有 18 个, Mo 组独有 8 个, Pos 组

独有 3 个, PC 组独有 31 个。结果表明, 酒精诱导后

大鼠肠道菌群的物种数降低, 在口服 PC 后其物种

数增加。 

2.4  PC 对大鼠肠道菌群结构的影响 

为了研究 PC 对大鼠肠道菌群结构的影响, 对各

组的大鼠肠道菌群进行组间差异显著性检验分析。 
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图 5  大鼠粪便肠道菌群的 Veen 图 

Fig. 5  Veen diagram of fecal intestinal flora in rats 

注: Con, 对照组; Mo, 模型组; Pos, 阳性对照组; PC, 藻蓝蛋白

组。其中不同的颜色代表不同的分组(或样本), 重叠部分的数字

代表多个分组中共有的物种数目 , 非重叠部分的数字代表对应

分组所特有的物种数目 

在门分类水平上, 如图 6a 所示, 根据各组菌门

的丰度比例 , 优势菌门为拟杆菌门(Firmicutes)和放

线菌门(Actinobacteriota)。与 Con 组相比, Mo 组、Pos

组和 PC 组显著增加了 Firmicutes 的丰度。而与 Mo

组相比, PC 干预后, 降低了 Firmicutes 的丰度。对于

Actinobacteriota, 结果则与 Firmicutes 截然不同, Mo

组、Pos 组和 PC 组降低了该菌群的丰度, PC 干预后, 

增加了该菌群的丰度(图 6b)。 

在科分类水平上, 如图 7a 所示, 根据各组菌科的

丰度比例, 优势菌科为 Lactobacillaceae、消化链球菌科

(Peptostreptococcaceae), 丹毒丝菌科 (Erysipelotricha-

ceae), 梭菌科(Clostridiaceae)和 Bifidobacteriaceae。Lac-

tobacillaceae 和 Erysipelotrichaceae 的丰度组间无显著

性差异。与 Con 组相比, Mo 组、Pos 组和 PC 组增加了

Peptostreptococcaceae 和 Clostridiaceae 的丰度, 而 PC

组与 Mo 组相比, PC 干预后增加了该两种菌科的丰度。

与 Con 组相比, 酒精干预后 Bifidobacteriaceae 的相对

丰度降低, 加入 PC 后丰度增加(图 7b)。 

 

图 6  藻蓝蛋白干预在门分类水平上对肠道菌群丰度的影响  

Fig. 6  Effect of phycocyanin intervention on gut flora abundance at the phylum classification level 

注: 纵轴表示某一分类学水平下的物种名, 横轴表示物种不同分组中平均相对丰度, 不同颜色的柱子表示不同分组; 最右边为 P 值, P
≤0.05 时具有统计学意义。0.01<*P≤0.05, 0.001<**P≤0.01, *** P≤0.001 
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图 7  藻蓝蛋白干预在科分类水平上对肠道菌群丰度的影响   

Fig. 7  Effect of phycocyanin intervention on gut flora abundance at the family classification level 

注: 纵轴表示某一分类学水平下的物种名, 横轴表示物种不同分组中平均相对丰度, 不同颜色的柱子表示不同分组; 最右边为P值, P≤0.05时

具有统计学意义。0.01<*P≤0.05, 0.001<**P≤0.01, *** P≤0.001 

 

在属分类水平上, 如图 8a 所示, 根据各组菌属的

丰度比例, 优势菌属为乳酸杆菌属(Lactobacillus), 罗姆

布茨菌属(Romboutsia), 梭状芽孢杆菌属(Clostridium)

和双歧杆菌属(Bifidobacterium), Lactobacillus 的丰度各 

 

图 8  藻蓝蛋白干预在属分类水平上对肠道菌群丰度的影响  

Fig. 8  Effect of phycocyanin intervention on gut flora abundance at the genus taxonomic level 

注: Y 轴表示某一分类学水平下的物种名, X 轴表示物种不同分组中平均相对丰度, 不同颜色的柱子表示不同分组; 最右边为 P 值, P≤

0.05 时具有统计学意义。0.01<*P≤0.05, 0.001<**P≤0.01, *** P≤0.001 
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组之间无显著差异性, Mo 组与 Con 组相比, Lactobacil-
lus 的丰度略微增加, PC 干预后, 其丰度降低。与 Con

组相比, 酒精诱导后增加了Romboutsia和Clostridium的

丰度, 口服 PC 后, 该两种菌属的丰度明显增加。而

Bifidobacterium 在酒精干预后丰度显著降低, PC 干预后

其丰度增加(图 8b)。 

为了进一步评估 PC 干预后优势菌群的变化, 对从

门到属分类水平的物种进行 LEfSe (linear discriminant 

analysis effect size, 线性判别分析)多级物种差异判别分

析。如图 9 所示, 线性判别分析得分(LDA 阈值为 2)的

结构总共发现了 54 个具有统计意义的分类单元, 其中

Con 组中差异丰富的分类单元的数量是 Mo 组的 4 倍, 

PC 组中差异丰富的分类单元的数量是 Mo 组的 5 倍。

Con 组中 Actinobacteriota 等显著富集 , Mo 组中

Firmicutes 等显著富集, PC 组中 Clostridiaceae 等显著富

集, 该结果与上述门和属水平上的分析结果基本一致。 

 

图 9  LEfSe 分析生成的线性判别分析(LDA 阈值为 2) 

Fig. 9  Linear discriminant analysis generated by LEfSe analysis (LDA threshold of 2) 

注: LDA 判别柱形图统计多组中有显著作用的微生物类群, 通过 LDA 分析(线性回归分析)获得的 LDA 分值, LDA 分值越大, 代表物种

丰度对差异效果影响越大 
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3  讨论 

螺旋藻藻蓝蛋白是一种具有抗氧化、免疫调节、

抗炎等药理活性的天然活性物质[18]。在本研究中, 使

用酒精和螺旋藻藻蓝蛋白干预 SD 大鼠以研究螺旋

藻藻蓝蛋白对酒精性肝损伤大鼠肠道菌群的影响。 

肠道菌群通过加强肠道屏障, 从而促进健康[19-20]。已

有报道证明, 酒精性肝损伤与肠屏障功能障碍有关[21]。许

多研究已经确定了与酒精相关肠道菌群区系的变化[22-23], 

适度酒精摄入可能会增加肠道菌群区系的 Alpha 多样

性[24]。肠道由近 100 万亿细菌定植, 其中 90%以上属于

Bacteroidetes 和 Firmicutes[8]。Firmicutes/Bacteroidetes (F/B)

可以反映肠道菌群的失调情况[25]。本研究在门分类水平

上, 酒精干预增加了 Firmicutes 的丰度, 进而导致 F/B 值

增加, 口服PC后Firmicutes的丰度与Mo组相比降低, 导

致 F/B 值降低。因此, 推测 PC 能够改善酒精引起的肠道

菌群的紊乱。 

在微生物群中 , 乳酸杆菌能够说明酒精与肠道

菌群之间的联系。肠道菌群将酒精转化为乙醛, 乳酸

杆菌促进乙醛转化为乙酸。乙醛通过干扰上皮层之

间的紧密连接来破坏上皮屏障, 从而导致细菌和脂

多糖(又名内毒素)跨膜通透性和渗漏增加[24]。Sawada

等 [26]曾报道, 肠道细菌产生的脂多糖可以通过激活

TLR4 而引起肝脏炎症。因此, 乳酸杆菌起到保护肠

道 的 作 用 。 本 研 究 在 属 水 平 上 , 酒 精 诱 导 后

Lactobacillus 的丰度略微增加, 酒精转化为乙醛增多, 

造成肝损伤, 从而导致乳酸杆菌丰度增加。而服用

PC 后, 促使乳酸杆菌促进乙醛转化为乙酸, 则乳酸

杆菌的丰度与 Mo 组相比降低了。因此, 我们推测

PC 对酒精引起的肝损伤具有一定程度的影响。 

有益菌可以减少肝脏炎症和肝酶, 从而影响非酒

精性肝损伤。Faouri 等[27]曾在儿童和青少年 NAFLD

患 者 中 使 用 了 含 有 Lactobacillus acidophilus 、

Bifidobacterium 和 Lactobacillus rhamnosus 的益生菌

胶囊, 在治疗后, 肝酶改善和肝脏超声正常化。因此, 

我们可以推测 , Bifidobacterium, Peptostreptococca-
ceae 等有益菌对酒精性肝损伤可能也具有缓解作

用。本研究在属水平上 , 酒精诱导后显著降低了

Bifidobacterium 的丰度, PC 干预后, Bifidobacterium
的丰度增加。而 Peptostreptococcaceae 在酒精诱导后

其丰度增加, 大鼠口服 PC 后该菌属丰度继续增加, 

从而可能缓解肝损伤。同时, 在门水平上, Mo 组的

Actinobacteriota 丰度与 Con 组相比降低, 口服 PC 后

其丰度则增加。而 Bifidobacterium 是 Actinobacteriota
中的一种菌属[28], 可以说明 Actinobacteriota 是一种

有益菌。此外, 我们还发现在大鼠酒精诱导形成肝损

伤后继续口服 PC, 某些特定菌群的相对丰度发生变

化, 这对酒精性肝损伤的肠道菌群的研究提供了新

的方向和途径。 

4  结论 

本研究采用酒精灌胃的方式诱导大鼠酒精性肝

损伤, 证明了 PC 对于酒精性肝损伤可能具有一定的

保护作用。酒精诱导后, 通过肝脏切片 Masson 和 HE

染色的病理分析, 初步判断 PC 对酒精性肝损伤有一

定的缓解作用。之后进行了肠道菌群的高通量测序, 

酒精和 PC 干预后大鼠肠道菌群紊乱, 大鼠肠道菌群

的多样性增加 , 具有抗炎活性的 Bifidobacterium、

Actinobacteriota 和 Peptostreptococcaceae 等有益菌

的丰度增加, 因此, PC 可能是通过增加有益菌的数

量来调节大鼠肠道菌群的平衡, 从而减缓酒精性肝

损伤。本研究为 PC 缓解酒精性肝损伤的机制提供了

新的线索 , 但是体内相互作用关系较为复杂 , 具体

缓解肝损伤的机理还需要进一步的验证。 
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Abstract: Alcoholic liver disease (ALD) is one of the most common liver diseases in China and is a serious health 

risk to people’s health. Currently, effective methods to treat ALD are lacking. Spirulina phycocyanin (PC) is a nat-

urally occurring protein with anti-inflammatory and antioxidant properties. In this study, we investigated the pro-

tective effect of PC on the intestinal flora of rats with alcoholic liver injury. Using an alcohol-induced alcoholic 

liver injury model, rats were randomly divided into four groups: control group, model group, positive control group, 

and PC group. After gavage of PC intervention, pathological analysis of the extent of liver injury was determined 

using Masson and hematoxylin and eosin staining of liver sections, followed by detection of the composition and 

structure of rat intestinal flora using 16S rRNA high-throughput sequencing technology. The intestinal flora of rats 

in the model group was disrupted, significantly reducing the abundance of Bifidobacteria, a species that reduces 

liver inflammation and liver enzymes; however, after oral administration of PC, the abundance of Bifidobacteria 

significantly increased. Furthermore, the abundance of Lactobacillus slightly increased following alcohol induction, 

thereby promoting alcohol metabolism. PC was able to alleviate alcohol-induced liver injury in rats by altering the 

composition of intestinal flora. 
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