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益生菌复合配方对小鼠肠道功能的影响
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摘要:目的:推动益生菌复合配方工业化生产.方法:建

立小鼠便秘、肠黏膜损伤、腹泻模型,考察对照组、模型组

和干预组小鼠的小肠墨汁推进率、排便情况、肠黏膜组织

切片,并结合肠黏膜损伤评分和腹泻评分进行综合评价.

结果:与模型组相比,中、高浓度益生菌复合配方能显著

提高便秘模型小鼠的黑便粒数、重量和小肠墨汁推进率,

同时显著降低肠黏膜损伤模型小鼠的肠黏膜损伤评分,

减轻组织病理损伤.对于腹泻模型小鼠而言,低、中、高

浓度益生菌复合配方干预均可显著降低小鼠肠黏膜损伤

等级.结论:中、高浓度的益生菌复合配方均具有改善小

鼠便秘,减轻肠黏膜损伤,缓解腹泻症状的作用,其中高

浓度效果更佳.
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Abstract:Objective:Thestudyaimedtoexploretheeffectsof

compositeprobioticsontheintestinalregulation．Methods:By

constructingmousemodelofconstipation,intestinaldamageand

diarrhea,theintestinalinkpropulsion,defecationandintestinal

mucosaltissuesectionsinthecontrolgroup,modelgroupand

probioticsＧinterventiongroupwereevaluated．Thediarrheaindex

andintestinalmucosaldamageindex werealsoconsideredfor

comprehensivelyassessment．Results:Comparedwiththemodel

group,the midＧandhighＧconcentrationofcompositeprobiotics

couldsignificantlyimprovethedefecationamountand weight,

andthesmallintestinalinkpropulsionrate．Moreover,theintesＧ

tinalmucosaldamagescoreandhistopathologicaldamagewere

apparentlyreducedintheprobioticsＧinterventiongroupatmidＧ

and highＧconcentrations．The intestinal mucosal damage of

diarrheamodelmicewasrelievedbythecompositeprobioticsat

alltestedconcentrations．ThemidＧandhighＧconcentrationofthe

compositeprobioticshelpedreduceconstipation,diarrhea,and

intestinalmucosaldamage,andthehigherconcentrationworked

moreeffectively．Conclusion:Thecompositeprobioticscanbe

usedasanalternativefortheprobioticsmarketandprovidereferＧ

encesforthedevelopmentofprobioticsproduct．

Keywords:probiotics;constipation;diarrhea;intestinalmucosal

damage;intestinalfunction

常见胃肠道疾病如便秘、腹泻和炎症性肠病等胃肠

道疾病严重影响人们的生活质量.益生菌是一类对宿主

有益的活的微生物,具有维持肠道内环境稳态,抑制有害

菌的生长,调节肠道微生物组成,增强机体免疫力等作

用[１－２].有研究[３]发现,益生菌的摄入能有效调节肠道

菌群,降低pH,增强小肠蠕动,改善便秘.益生菌制剂对

维持肠道菌群紊乱,提高肠道菌群的定殖能力具有显著

效果[４－５].

研究拟通过构建盐酸洛哌丁胺诱导的功能性便秘、

DSS诱导的肠黏膜损伤、抗生素诱导的腹泻３种模型,探
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究益生菌复合配方对小鼠小肠墨汁推进率、排便情况、肠
黏膜组织切片、肠黏膜损伤评分、腹泻评分等指标的影

响,为推动益生菌复合配方工业化生产,应用于肠道疾病

的合理有效性提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

萃可舒益生菌复合配方:具体成分为乳双歧杆菌CPＧ９
(Bifidobacteriumlactis CPＧ９)、婴 儿 双 歧 杆 菌 BLIＧ０２
(BifidobacteriuminfantisBLIＧ０２)、短双歧杆菌 BVＧ８８９
(BifidobacteriumbreveBVＧ８８９)、鼠李糖乳杆菌 MPＧ１０８
(Lactobacillusrhamnosus MPＧ１０８)、嗜热链球菌 SYＧ６６
(StreptococcusthermophilusSYＧ６６),辅 料 为 低 聚 半 乳

糖、低聚乳糖、麦芽糊精、乳糖醇,澳优乳业(中国)有限

公司;

盐酸洛哌丁胺:美国Selleck公司;

阿拉伯树胶:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;

活性碳粉:型号为１０００６６１９,国药集团化学试剂有限

公司;

硫酸葡聚糖钠(DSS):北京酷来搏科技有限公司;

硫酸 庆 大 霉 素 注 射 液:２ mL,８ 万 单 位/支,批 号

５１２０１０６,上海现代哈森(商丘)药业有限公司;

头孢拉定胶囊:０．２５g/粒,批号１１０８０４,广州白云山

医药集团股份有限公司;

其他试剂均为分析纯.

１．１．２　仪器与设备

显微镜:SG５０Ｇ２A４３LＧA型,苏州神鹰光学有限公司;

组织切片机:McIlwain型,上海玉研科学仪器有限

公司;

超净工作台:BBSＧSDC型,济南鑫贝西生物技术有限

公司;

灭菌锅:LMQ．C 型,山东新华医疗器 械 股 份 有 限

公司;

高速冷冻离心机:５８１０R型,德国艾本德股份公司.

１．２　试验动物

健康雄性BALB/c小鼠３００只,体重１８~２２g,伦理

审核编号为JN．No２０１９０５３０b３０００７３０,饲养于江南大学动

物中心,SPF级屏障环境,来源于北京维通利华实验动物

技术有限公司.

１．３　便秘模型

益生菌复合配方人体推荐用量为６g/d,以人体摄入

量的１,１０,３０倍,设低、中、高３个剂量组(活菌数分别为

１．５×１０８,１．５×１０９,４．５×１０９ CFU),１个空白对照组和

１个模型对照组,每组１５只动物,灌胃量为０．２mL/只,

且每２d调整灌胃量,具体试验安排及分组见表１.

表１　便秘模型小鼠试验安排及分组情况

Table１　Trialarrangementofmouseconstipationmodel

分组名称 分组描述 小鼠数量/只

空白组　 生理盐水灌胃共１５d １５

模型组　
盐酸洛哌丁胺 (１０mg/kgBW)灌胃前７d
生理盐水灌胃共１５d

１５

低浓度组

盐酸洛哌丁胺 (１０mg/kgBW)灌胃前７d
活菌数１．５×１０８CFU 益生菌菌液灌胃共

１５d

１５

中浓度组

盐酸洛哌丁胺 (１０mg/kgBW)灌胃前７d
活菌数１．５×１０９CFU 益生菌菌液灌胃共

１５d

１５

高浓度组

盐酸洛哌丁胺 (１０mg/kgBW)灌胃前７d
活菌数４．５×１０９CFU 益生菌菌液灌胃共

１５d

１５

１．３．１　墨汁推进率测定　通过灌胃药物洛哌丁胺,建立

小鼠便秘模型,计算一定时间内小肠的墨汁推进率,来判

断模型小鼠胃肠蠕动功能[６].给药洛哌丁胺０．５h后,

低、中、高剂量组分别给予含受试样品的墨汁(含５％活性

炭粉、１０％阿拉伯树胶),空白对照组和模型对照组小鼠

给予墨汁灌胃.２５min后立即脱颈椎处死动物,打开腹

腔分离肠系膜,剪取上端自幽门、下端至回盲部的肠管,

置于托盘上,轻拉成直线,测量肠管长度为小肠总长度,

从幽门至墨汁前沿为墨汁推进长度[７].并按式(１)计算

墨汁推进率.

M＝
L１

L ×１００％, (１)

式中:

M———墨汁推进率,％;

L１———墨汁推进长度,cm;

L———小肠总长度,cm.

１．３．２　排便时间、粪便粒数和粪便重量测定　通过测定

小鼠首次排黑便时间和６h内排便粒数和排便重量,分析

模型小鼠的排便情况[８].通过灌胃不同浓度的益生菌复

合配方,测定益生菌复合配方的肠道调节作用及对便秘

的缓解作用[９－１０].

１．４　肠黏膜损伤模型

通过饮水给予３％硫酸葡聚糖,建立小鼠肠黏膜损伤

模型,观察肠黏膜病理组织学改变,以此判断模型小鼠肠

黏膜损伤情况[１１].通过灌胃不同浓度的益生菌复合配

方,观察其对肠黏膜的保护作用.具体试验分组情况见

表２.

１．４．１　大便情况疾病活动度(DAI)评分　检测各组小鼠

大便情况疾病活动度,分析各组的病症情况,具体评分细

则见表３.

８
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表２　肠黏膜损伤小鼠试验安排及分组情况

Table２　Trialarrangementofmouseintestinalmucosal

damagemodel

分组名称 分组描述 老鼠数量/只

空白组　 生理盐水灌胃１３d １５

模型组　
前７d３％ DSS灌胃,后６d生理盐水

灌胃
１５

低浓度组
前７d３％ DSS 灌 胃,后 ６d活 菌 数

１．５×１０８CFU益生菌菌液灌胃
１５

中浓度组
前７d３％ DSS 灌 胃,后 ６d活 菌 数

１．５×１０９CFU益生菌菌液灌胃
１５

高浓度组
前７d３％ DSS 灌 胃,后 ６d活 菌 数

４．５×１０９CFU益生菌菌液灌胃
１５

表３　大便情况疾病活动度(DAI)评分细则

Table３　Diseaseactivityindex(DAI)ofmicestool

评分 大便性状 隐血或血便

０ 正常 阴性　　

１ 软便 阴性　　

２ 软便 隐血阳性

３ 腹泻 隐血阳性

１．４．２　苏木精—伊红(HE)染色及肠黏膜损伤评价　给

予受试样品１３d后,剪取盲肠末端至肛门的完整结肠、直
肠肠管,观察各组小鼠结肠变化,测量结肠长度和重量并

制作石蜡切片,进行 HE染色后观察病理组织学变化,并

按Chiu肠黏膜损伤评分表(表４)进行评分[１２－１３].

１．５　腹泻模型

采用混合抗生素造成菌群紊乱引起的腹泻模型,给

予受试样品并观察小鼠腹泻症状及肠黏膜的改变,由此

判断受试样品对小鼠腹泻的影响作用[１４].小鼠灌胃混合

抗生素主要是由硫酸庆大霉素注射液和头孢拉定胶囊组

表４　Chiu肠黏膜损伤评分表

Table４　Chiuintestinalmucosaldamagescore

肠黏膜损伤程度 肠黏膜组织结构变化

１级 正常肠黏膜绒毛

２级
上皮下间隙扩大,通常在长绒毛顶端,常有上

皮充血

３级
上皮下间隙扩张,伴有中等程度的上皮层从

肠黏膜固有层脱落

４级
肠黏膜侧面大块上皮脱落,大顶端部分长绒

毛变光滑

５级
肠绒毛变光滑,毛细血管扩张,肠黏膜固有层

细胞构成增加

６级 肠黏膜固有层消化和分界,出血和出现溃疡

成,将硫酸庆大霉素注射液和头孢拉定胶囊用无菌生理

盐水配成质量浓度为６２．５g/L的抗生素混合液[１５],造成

小鼠体内菌群紊乱进而引起腹泻.通过灌胃不同浓度的

益生菌复合配方,研究益生菌复合配方对肠黏膜损伤和

腹泻症状的改善作用,具体的小鼠试验方案见表５,观察

每组病理组织学、肠黏膜损伤评分及腹泻情况.

表５　腹泻小鼠试验安排及分组情况

Table５　Trialarrangementofmousediarrheamodel

分组名称 组别 老鼠数量/只

空白组　 生理盐水灌胃１４d １５

模型组　
前７d混合抗生素灌胃,后７d生理盐

水灌胃
１５

低浓度组
前７d混合抗生素灌胃,后７d活菌数

１．５×１０８CFU益生菌菌液灌胃
１５

中浓度组
前７d混合抗生素灌胃,后７d活菌数

１．５×１０９CFU益生菌菌液灌胃
１５

高浓度组
前７d混合抗生素灌胃,后７d活菌数

４．５×１０９CFU益生菌菌液灌胃
１５

　　每天观察并记录小鼠形态行为、活动及排便情况,并
按照 AkinobuKurita腹泻评分表进行评分[１６].０分:大
便正常或没有;１分:轻度腹泻,大便可见轻微湿软;２分:

中度腹泻,大便较湿且不成型,并有轻度肛周着色;３分:

重度腹泻,水样便并伴有重度肛周着色.停药２４h后出

现的腹泻为迟发性腹泻.

１．６　数据处理

采用SPSS２２．０统计软件进行分析[１７].对非正态或

方差不齐的数据进行适当的变量转换再进行统计;若变

量转换后仍未达到正态或方差齐的目的,改用秩和检验

进行统计.字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

２　结果与分析

２．１　益生菌复合配方对小鼠便秘的影响

２．１．１　对小肠墨汁推进率的影响　由表６可知,与空白

组相比,模型组墨汁推进率显著降低(P＜０．０５),说明便

秘模型成立.而与模型组相比,低浓度组无显著差异,益
生菌复合配方(中、高浓度组)能显著提高墨汁推进率

(P＜０．０５),但高浓度组与空白组的墨汁推进率无显著差

异,说明低浓度益生菌作用较弱,且复合菌液浓度越高,

推进率越高.在高浓度益生菌的干预下,小肠墨汁推进

率能接近正常水平,说明益生菌在便秘条件下能显著提

高小鼠肠道推进率,并呈浓度依赖性.

２．１．２　对小鼠首粒黑便时间、粒数及重量的影响　由图１
可知,与空白组相比,模型组首粒黑便时间、黑便粒数、黑
便重量均有显著差异(P＜０．０５),说明便秘模型建立成功.

与模型组相比,干预组(中、高浓度的益生菌复合配方)能

９
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显著缩短首粒黑便形成时间,并显著增加６h内黑便粒数

及重量(P＜０．０５);但低浓度益生菌组无明显作用效果;高
浓度益生菌组可恢复至接近空白组水平,说明低浓度益生

菌改善便秘的效果不显著,中、高浓度益生菌复合配方的

摄入可显著促进小鼠肠道蠕动,进而促进小鼠排便效果,

特别是在高浓度的益生菌干预下小鼠能恢复到正常水平.

　　有研究[１８－１９]表明,微生态失衡也是便秘发生的关键

因素之一.其中成人便秘患者双歧杆菌属、乳酸杆菌属、

拟杆菌属、链球菌属均显著降低[２０].微生物提高肠道动

力的原因有:① 微生物主要通过发酵产生短链脂肪酸、甲
烷等刺激肠道神经系统,加快肠道转运[２１];② 肠道菌群

可影响５Ｇ羟色胺(神经内分泌因子和胃肠激素)的产生,

促进肠动力[２２].陈家伦等[２３]研究表明,益生菌组合物

表６　益生菌复合配方对小鼠小肠墨汁推进率的影响

Table６　Effectsofthecompositeprobioticsonintestinal
inkpropulsionrateinmice

分组名称 墨汁推进率/％

空白组　 ８７．１４±１４．２５a

模型组　 ３２．４２±１０．１９c

低浓度组 ４０．１１±１１．０３c

中浓度组 ５５．５８±１１．７５b

高浓度组 ６８．９９±１１．５７a

低、高剂量组可显著提高小肠推进率、黑便粒数和黑便重

量,显著降低首粒黑便时间,具有改善慢传输型便秘的作

用,与试验结果一致.

２．２　益生菌复合配方对小鼠肠炎的影响

２．２．１　大便情况疾病活动度(DAI)评价及肠黏膜损伤等

级　由图２可知,模型组和干预组(低、中、高浓度组)DAI
得分均高于空白组,说明各组均有不同程度的疾病症状.

与空白组 相 比,模 型 组 小 鼠 DAI评 分 显 著 增 加 (P＜
０．０５);与模型组相比,干预组(低、中、高浓度组)小鼠 DAI
评分随干预组中益生菌浓度的升高而降低.此外,经

DSS干预的小鼠肠黏膜损伤评分等级均显著高于空白组

小鼠(P＜０．０５),说明 DSS干预的小鼠出现了急性肠炎的

症状,造模成功.与模型组相比,低浓度组干预后的小鼠

肠黏膜损伤评分等级无显著差异,而中、高浓度组干预后

的小鼠肠黏膜损伤评分均显著降低.说明中、高浓度的

益生菌复合配方在急性肠炎症状下对肠黏膜有保护作

用,且高浓度组的效果更佳,但仍未恢复至空白组水平.

２．２．２　结肠组织切片　由图３可知,与正常组小鼠结肠

组织相比,模型组小鼠结肠组织出现明显的炎症,隐窝结

构组织被破坏;与模型组相比,益生菌复合配方组大部分

隐窝损伤被修复,组织结构逐渐恢复正常.益生菌复合

配方能显著降低 DAI及结肠黏膜损伤评分,可能是益生

菌中含有一些专性厌氧菌,可以长期在肠道中定殖,具有

图１　益生菌复合配方对小鼠６h内首粒黑便时间、粒数及重量的影响

Figure１　Effectsofcompositeprobioticsonthefirstdefecationtime,grainnumberand
weightof６hblackstoolsinmice

图２　益生菌复合配方对小鼠大便情况疾病活动度(DAI)及结肠黏膜评分的影响

Figure２　Effectsofcompositeprobioticsonthediseaseactivityindex(DAI)andcolonicmucosagradinginmice
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维持小鼠肠道微生态平衡的功能[２４].同时益生菌中具有

可以调节肠道屏障功能因子,可以分泌抗病源活性物质

以抑制病原微生物的生长并有效阻止致病菌对小肠上皮

细胞的损伤[２５].另外,益生菌中有一些可产丁酸的菌株,

丁酸可有效地修复肠道黏膜上皮组织的再生,并具有一

定的抗炎作用[２６].

２．３　益生菌复合配方对小鼠腹泻的影响

２．３．１　对小鼠腹泻评分、结肠长度及重量的影响　由图４

可知,根据腹泻评分,空白组无腹泻症状,其他各组均有

不同程度的腹泻症状.与空白组相比,其他各组腹泻评

分均有显著差异(P＜０．０５),说明使用混合抗生素构建小

鼠腹泻模型成功.模型组与空白组结肠长度无显著差

异,说明腹泻对结肠长度无明显影响.在益生菌干预下

结肠重量比正常小鼠更加发达,高浓度组与模型组的结

肠重量具有显著差异(P＜０．０５),说明高浓度益生菌对结

肠重量有明显作用.

图３　结肠组织切片

Figure３　Slicesofthecolontissues

图４　益生菌复合配方对小鼠腹泻评分、结肠长度及重量的影响

Figure４　Effectsofcompositeprobioticsonthediarrheascore,colonlengthandcolonweight

２．３．２　对结肠黏膜损伤的影响　由表７可知,与空白组

相比,其 他 组 肠 黏 膜 损 伤 评 分 均 具 有 显 著 差 异 (P ＜
０．０５),说明腹泻模型造模成功.与模型组相比,干预组的

肠黏膜损伤等级均显著降低,具有保护肠黏膜的作用

(P＜０．０５).由图５可知,与正常组小鼠结肠组织相比,

模型组小鼠结肠组织出现明显的炎症,隐窝结构组织被

破坏;与模型组相比,益生菌复合配方组大部分隐窝损伤

被修复,组织结构逐渐恢复正常.

　　抗生素造成腹泻的机制有:① 抗生素直接引起肠黏

膜损害,造成肠上皮纤毛萎缩,降低胞内酶活性,导致胆

汁合成障碍,减少脂肪吸收,最终造成腹泻;② 抗生素的

表７　益生菌复合配方在小鼠腹泻时对其

结肠黏膜损伤的影响

Table７　Effectsofcompositeprobioticsonthecolonic
mucosaldamageinthediarrheamodel

组别 肠黏膜损伤等级

空白组　 １．２±０．４５c

模型组　 ５．６±０．５５a

低浓度组 ４．４±０．５５b

中浓度组 ３．８±０．８３b

高浓度组 ３．８±０．４８b

图５　益生菌复合配方对结肠形态学影响

Figure５　Effectsofcompositeprobioticsonthecolonmorphology
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使用导致敏感菌群被杀灭,从而造成肠道微生态失衡,致
病菌增加,肠屏障受损,进而导致腹泻[２７－２８].而益生菌

复合配方具有抑制抗生素腹泻症状的功能,可能是在一

定程度上抑制了病原微生物的生长,维护小肠肠道正常

菌群的生长[２９].同时,益生菌在一定情况下可定殖到小

鼠肠道中,并产生一系列活性机制,达到维护肠道生态环

境的作用[３０].试验表明益生菌复合配方能显著降低结肠

黏膜损伤评分,缓解抗生素所致腹泻.

３　结论

试验表明,在小鼠便秘症状下,益生菌可通过增加排

便数量和重量、提高墨汁推进率等指标促进肠道蠕动,有
效缓解便秘作用;在急性肠炎和腹泻症状下,益生菌能通

过降低肠黏膜损伤评分,恢复隐窝结构组织,保护肠黏膜

进而改善腹泻及炎症症状.但是益生菌复合配方改善肠

道疾病的机制仍未明确,具体是单一菌改善还是复合菌

协同作用仍未知,有待进一步研究.
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