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副干酪乳杆菌缓解由洛哌丁胺诱导的小鼠便秘的差异
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摘　 要　 该研究对 ４ 株副干酪乳杆菌 ＬＣ２、ＬＣ３、ＬＣ３８、ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２ 缓解便秘的效果进行了评价，并分析了其差
异性效果的可能途径。 将 ３６ 只 Ｂａｌｂ ／ ｃ雄性小鼠随机分成 ６ 组，空白组、模型组灌胃 ３％蔗糖溶液，其余各组灌
胃副干酪乳杆菌，共 １４ ｄ（１０９ＣＦＵ ／ （ｄ·只））。 第 １５ 天到第 ３０ 天，除继续前 １４ ｄ的操作外，在此之前先灌胃洛
哌丁胺悬液进行便秘模型建立。 实验期间及实验结束后测定小鼠粪便含水量、排首粒黑便时间及小肠推进率；
测定血清中酪酪肽、胃动素水平；测定结肠中 ５⁃羟色胺、结肠中神经营养因子⁃３ 水平；测定结肠中 Ａｑｐ４、ｃ⁃ｋｉｔ基因
转录水平；测定粪便中短链脂肪酸的含量。 结果表明，４ 株副干酪乳杆菌均有缓解便秘的功能，但 ４ 株菌在缓解
便秘的途径中存在着差异。 其中 ＬＣ２ 能通过改善胃肠调节肽、神经营养因子、神经递质、短链脂肪酸水平、Ａｑｐ４
和 ｃ⁃ｋｉｔ基因的转录水平缓解便秘症状，而其余 ３ 株菌缓解便秘的途径各有侧重。 副干酪乳杆菌具有缓解便秘的
潜力，但其缓解便秘的效果以及途径可能存在显著的菌株差异。
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　 　 便秘是一种症状，而非是一种疾病的名称［１］。
当今社会生活节奏越来越快，改变了人们的饮食习
惯。 不仅如此，社会压力也日益增大，使得许多人受
到了便秘的困扰。 便秘的成因复杂，目前用于缓解便
秘的泻剂都有一定的副作用，不能长期使用。 目前大
量的研究发现具有便秘症状的人和正常人的肠道菌

群存在着差异［２ － ３］，因此，我们可以尝试从肠道菌群
入手，通过用益生菌干预肠道菌群，改善肠道微环境，
从而缓解便秘相关症状。
近年来，人们对益生菌领域的兴趣大大增加，与

此同时，利用随机、双盲法进行人体试验，益生菌的益
生功能也逐渐被人们所接受。 联合国粮食及农业组
织定义益生菌为活的微生物，当给予足够数量的益生
菌时，对宿主的健康有益［４］。 人类肠道中最常见的 ２
个属是乳杆菌属和双歧杆菌属。
副干酪乳杆菌 ＬＣ２、ＬＣ３、ＬＣ３８、ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２ 是

分离自健康人肠道的 ４ 株不同遗传背景的菌株。 本
试验通过对由洛哌丁胺造成便秘小鼠模型，研究这 ４
株副干酪乳杆菌的缓解便秘的能力，并比较这 ４ 株菌
在缓解便秘途径可能存在的差异，以期为益生菌缓解
便秘的研究评价提供参考依据，为益生菌生物活性的
开发和利用奠定基础。

１　 材料与方法

１． １　 实验菌株
副干酪乳杆菌 ＬＣ２、ＬＣ３、ＬＣ３８、ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２，江

南大学食品生物技术中心菌种保藏库。
１． ２　 实验材料
盐酸洛哌丁胺胶囊，西安杨森制药有限公司；活

性炭粉，生工生物工程（上海）股份有限公司；小鼠胃
动素 （ＭＴＬ）、小鼠 ５⁃羟色胺 （５⁃ＨＴ）、小鼠酪酪肽
（ＰＹＹ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒，南京森贝伽生物科技有限公
司；小鼠神经营养因子⁃３（ＮＴ⁃３）、上海酶联生物科技
有限公司；阿拉伯树胶粉、乙酸、丙酸、异丁酸、戊酸，
国药集团化学试剂公司。
墨汁配制方法：称取阿拉伯胶 １００ ｇ，量取水 ８００

ｍＬ，将两者混合均匀，加热煮沸至溶液透明，再加入
活性炭 ５０ ｇ，煮沸 ３ 次。 待溶液冷却后，用水稀释定
容至 １ ０００ ｍＬ，４℃保存。
１． ３　 仪器与设备

ＰＢ３００⁃Ｎ电子天平，Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ；真空冷冻干
燥机，美国 ＬＡＢＣＯＮＣＯ 公司；ＧＣ⁃ＭＳ、Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 水净化
系统，密理博（中国）有限公司；Ｍｕｌｔｉｓｃａｎ Ｇｏ 多功能

酶标仪，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司。
１． ４　 实验方法
１． ４． １　 动物实验设计

６ 周龄雄性 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，购自上海斯莱
克公司。 动物实验方案经江南大学伦理委员会批准
（ＪＮ． Ｎｏ２０１８０１１５ｂ１９２０５２０），并按照欧盟指导方针
（２０１０ ／ ６３ ／ ＥＵ）执行。 饲养环境保持在（２３ ± ２）℃，
相对湿度（５０ ± １０）％ ，１２ ｈ 光照 １２ ｈ 黑夜交替。 ３６
只小鼠随机分成空白组、模型组、ＬＣ２ 组、ＬＣ３ 组、
ＬＣ３８ 组、ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２ 组，每组 ６ 只。 小鼠适应 ７ ｄ
后开始灌胃，从第 ８ 天到第 ２５ 天空白组灌胃 ０． ２ ｍＬ
３％蔗糖溶液、模型组灌胃 ０． ２ ｍＬ ３％蔗糖溶液、其余
４ 组灌菌组灌胃相应的用 ０． ２ ｍＬ ３％蔗糖溶液重悬
的菌悬液（５ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 从第 ２６ 天到第 ３０ 天，
首先模型组、灌菌组灌胃 ０． ２ｍＬ ３％蔗糖溶液重悬的
盐酸洛哌丁胺悬液（１０ ｍｇ ／ ｋｇ ｂ． ｗ），空白组灌胃 ０． ２
ｍＬ ３％蔗糖溶液，１ ｈ后，空白组、模型组灌胃 ０． ２ｍＬ
３％蔗糖溶液，灌菌组灌胃相应的用 ０． ２ ｍＬ ３％蔗糖
溶液重悬的菌悬液（５ × １０９ＣＦＵ ／ ｍＬ）。
１． ４． ２　 检测指标及方法
１． ４． ２． １　 小鼠粪便含水量的测定
在第 ２９ 天，灌胃结束后，将小鼠单只放入垫有吸水纸
的笼盒中，收集粪便，称重即为湿重，冻干后，即为干
重，按照公式（１）计算粪便含水量：

粪便含水量 ／ ％ ＝粪便湿重 －粪便干重
粪便湿重

× １００ （１）

１． ４． ２． ２　 小鼠首粒黑便时间测定
第 ３０ 天，空白组给予 ０． ２ ｍＬ ３％蔗糖溶液、模型

组和灌菌组均给予 ０． ２ ｍＬ 盐酸洛哌丁胺溶液（１０
ｍｇ ／ ｋｇ ｂ． ｗ），１ ｈ后，各组菌灌胃墨汁，从灌胃墨汁开
始，记录每一只小鼠排首粒黑便的时间。
１． ４． ２． ３　 小鼠小肠推进率测定
第 ３０天，各组小鼠禁食不禁水过夜。 第 ３１天上午

８点空白组给予 ０． ２ ｍＬ ３％蔗糖溶液、模型组和灌菌组
均给予 ０． ２ ｍＬ盐酸洛哌丁胺溶液（１０ ｍｇ ／ ｋｇ ｂ． ｗ），３０
ｍｉｎ后，空白组和模型组灌胃墨汁，４ 组灌菌组灌胃含
有各自灌胃内容物的墨汁，３０ ｍｉｎ 后处死小鼠，打开
腹腔，剪取上端自幽门，下端至盲肠，测量小肠全长为
“小肠总长度”，从幽门到墨汁前沿为“墨汁推进长
度”，按照公式（２）计算小肠推进率：

小肠推进率 ／ ％ ＝墨汁推进长度（ｃｍ）
小肠总长度（ｃｍ） × １００ （２）

１． ４． ２． ４　 小鼠血清、结肠组织匀浆中胃肠调节肽、神
经递质、神经营养因子检测
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将收集到的小鼠血液静置 ２ ｈ，３ ０００ × ｇ 离心 １５
ｍｉｎ后获得血清，参照相应试剂盒说明书进行实验，
根据标准曲线计算中血清中胃动素（ｍｏｔｉｌｉｎ，ＭＴＬ）、
酪酪肽（ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｔｙｒｏｓｉｎｅ，ＰＹＹ）的浓度。
用预冷的 ＰＢＳ 冲洗结肠组织，去除残留血液，剔

除周围脂肪组织，称重后将其剪碎。 将剪碎的组织与
对应体积的 ＰＢＳ 按照 １∶ ９（ｇ∶ ｍＬ）在组织破碎仪上进
行破碎，最后 ５ ０００ × ｇ离心 １０ ｍｉｎ，取上清检测 ５⁃ＨＴ、
ＮＴ⁃３的浓度。 具体操作参照相应试剂盒说明书。
１． ４． ２． ５　 小鼠结肠组织 Ａｑｐ４ 基因和 ｃ⁃ｋｉｔ 基因表达
量的测定

采用实时荧光定量聚合酶链反应 （ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈｉｎａ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）来测定
相关蛋白的表达量。 取超低温冰箱冻存新鲜结肠组
织，按说明书用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，１ μｇ总 ＲＮＡ经
逆转录合成 ３０ μＬ ｃＤＮＡ，基因引物由生工生物工程
（上海）股份有限公司合成。 Ａｑｐ４ 基因、ｃ⁃ｋｉｔ基因、ｍ⁃
Ｇａｐｄｈ基因引物序列如表 １ 所示。
表 １　 Ａｑｐ４ 基因、ｃ⁃ｋｉｔ基因、ｍ⁃Ｇａｐｄｈ基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｑｐ４ ｇｅｎｅ， ｃ⁃ｋｉｔ ｇｅｎｅ， ｍ⁃Ｇａｐｄｈ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ

目的基因 引物序列（５′⁃３′）

ｃ⁃ｋｉｔ Ｆ：５′⁃ ＧＣＡＧＧＴＴＧＴＣＣＡＡＣＴＴＡＴＴＧＡＧＡ⁃３′
Ｒ：５′⁃ ＧＣＡＧＴＴＴＧＣＣＡＡＧＴＴＧＧＡＧＴ⁃３′

Ａｑｐ４ Ｆ：５′⁃ ＴＧＡＴＴＣＣＡＡＡＣＧＡＡＣＴＧＡＴＧＴＴ⁃３′
Ｆ：５′⁃ ＡＴＡＡＣＴＧＣＧＧＧＴＣＣＡＡＡＡＧＡＴＴ⁃３′

ｍ⁃Ｇａｐｄｈ Ｆ：５′⁃ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ⁃３′

以逆转录得到的 ｃＤＮＡ为模板，进行实时荧光定
量聚合酶链式反应，反应体系共 １０ μＬ。 反应条件
为：９５℃、２ ｍｉｎ，９５℃、３０ ｓ，５９℃、３０ ｓ，７２℃、２０ ｓ，共
３８ 个循环。 以 ｍ⁃Ｇａｐｄｈ 基因为内参，ＣＦＸ９６Ｍａｎａｇｅｒ
软件分析结果。
１． ４． ２． ６　 小鼠粪便中短链脂肪酸含量测定
根据毛丙永［５］的方法利用 ＧＣ⁃ＭＳ测定小鼠冻干

粪便中的短链脂肪酸含量。 使用 Ｒｔｘ⁃Ｗａｘ 柱 （３０
ｍ），参照文献设置载气、流速、分流比、进样量、进样
温度和 ＧＣ升温程序，质谱分析为全扫描模式。 通过
外标法制得标准曲线，小鼠粪便经过冻干、饱和 ＮａＣｌ
浸泡、Ｈ２ＳＯ４ （体积分数 １０％ ）酸化，无水乙醚萃取
后，上机检测，根据标准曲线计算样品中各种短链脂
肪酸的浓度。

２　 结果与分析

２． １　 四株副干酪乳杆菌对小鼠肠道运动能力和粪便
含水量的影响

便秘主要表现为持续性排便困难， 排便次数减
少或排便不尽感以及粪便坚硬干结、含水量减少［６］

等。 所以我们选用小鼠小肠推进率、小鼠排首粒黑便
时间以及粪便含水量这 ３ 个指标来直接反应小鼠便
秘造模情况、乳杆菌缓解便秘情况。
小肠推进率能直接反映小肠的运动能力［７］。 盐

酸洛哌丁胺可以作用于肠道平滑肌，抑制肠道平滑肌
收缩，抑制肠道蠕动，从而延长食物在小肠的停留时
间，这与实际临床便秘类型中慢传输型便秘症状十分
吻合。 由图 １ 可知，模型组小肠推进率与空白组相
比，存在显著差异（Ｐ ＜ ０． ０５），说明用该剂量（１０ ｍｇ ／
ｋｇ ｂ． ｗ）洛哌丁胺造模成功。 ４ 株副干酪乳杆菌中，
ＬＣ３、ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２ 具有良好地缓解由洛哌丁胺造成
的小肠蠕动减慢的现象，ＬＣ２ 次之，ＬＣ３８ 效果并不十
分明显。
小鼠排首粒黑便时间可以反映食糜在整个肠道

转运时间［７］，由图 ２ 可知，空白组和模型组在排首粒
黑便时间上具有显著差异（Ｐ ＜ ０． ０５），说明洛哌丁胺
造模成功。 ４ 株副干酪乳杆菌中，ＬＣ３ 和 ＦＪＳＷＸ３３⁃
Ｌ２ 能较好缩短小鼠排首粒黑便的时间，ＬＣ２ 次之。
有趣的是，ＬＣ３８ 虽然在改善小肠推进率方面没有表
现出明显的效果，但却显著缩短了小鼠排首粒黑便的
时间，推测副干酪乳杆菌 ＬＣ３８ 可通过某种特殊机
制，在对小肠转运速率无影响的情况下，仍能加快结
肠的转运速率，其具体机制有待进一步研究。
除了以上 ２ 个指标，我们还考察了副干酪乳杆菌

对小鼠粪便含水量的影响。 有文献指出，用洛哌丁胺
造成的小鼠便秘模型，会导致粪便含水量减少的现
象［８］，与人类慢传输型便秘的症状相似。 由图 ３ 可
知，经过洛哌丁胺造模后，小鼠粪便的含水量显著低
于空白组（Ｐ ＜ ０． ０５），这与之前研究结果吻合［９］。 从
菌的影响可看出，副干酪乳杆菌 ＬＣ２ 和 ＬＣ３８ 这 ２ 株
菌均能较好地提高粪便中的含水量，达到润肠通便的
效果。 ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２ 的效果次之，ＬＣ３ 的小鼠粪便含
水量与模型组之间没有差异，可知其虽然可以改善便
秘小鼠的肠道运动能力，却不能通过提高粪便含水量
来达到缓解便秘的效果。
２． ２　 四株副干酪乳杆菌对小鼠血清中胃肠肽的影响
胃动素是调节人类胃肠运动功能的胃肠道肽类



食品与发酵工业 ＦＯＯＤ ＡＮＤ ＦＥＲＭＥＮＴＡＴＩＯＮ ＩＮＤＵＳＴＲＩＥＳ
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图 １　 各组小鼠小肠推进率
Ｆｉｇ． １　 Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｐｒｏｐｕｌｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ
注：柱形图上的字母不同表示组间差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。 下同。

图 ２　 各组小鼠排首粒黑便时间
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｉｍｅ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｂｌａｃｋ ｓｔｏｏｌ ｄｅｆｅｃａｔｉｏｎ

图 ３　 各组小鼠粪便含水量
Ｆｉｇ． ３　 Ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

激素［１０］，具有刺激肠道蠕动的作用。 胃动素可以促
进小肠分节运动，从而缩短食糜在小肠中的传递时
间。 ＺＨＡＯ等［１１］利用活性炭对小鼠进行便秘造模，
发现空白组的血清中的 ＭＴＬ 含量显著低于模型组，
灌胃干酪乳杆菌后，其血清中 ＭＴＬ 水平较模型组有
了显著的上升。 由图 ４ 可知，用洛哌丁胺灌胃造模也
可降低小鼠血清中 ＭＴＬ 的浓度，可以看到副干酪乳
杆菌 ＬＣ３、 ＬＣ３８ 和 ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２ 可以将血清中的
ＭＴＬ 恢复至正常水平，推测其可通过改善胃肠肽的
水平实现对便秘的缓解。 综上所述，ＬＣ３８ 在小肠推
进率方面并没有显著差异，所以，对于乳杆菌缓解便
秘的途径可能比较复杂，ＭＴＬ 的水平虽然可以作为
乳杆菌缓解便秘的一个表现，但其缓解便秘具体机制

也可能是多种途径综合的结果。
酪酪肽是一种胃肠激素，它由肠内分泌型 Ｌ 细胞

分泌的一种 ３６ 个氨基酸组成的肽类物质［１２］。 ＷＡＮＧ
等［１３］在小鼠腹腔注射 ＰＹＹ 发现，ＰＹＹ 对清醒小鼠的
结肠推进运动具有抑制作用。 有学者发现，对肥胖患
者进行减肥手术后，同时观察到肠道菌群改变及血清
中 ＰＹＹ含量的改变［１４］，所以肠道菌群可能与 ＰＹＹ 的
分泌有关，用益生菌干预去影响 ＰＹＹ的产生存在可能
性。 从现有对便秘的研究来看，较少有报道乳酸菌通
过调节血清中 ＰＹＹ 的浓度实现对结肠运动的调节。
图 ５显示模型组和空白组血清中 ＰＹＹ 浓度没有明显
差异，但从模型组的数据能够看出上调趋势，可能原因
是洛哌丁胺对血清中 ＰＹＹ的浓度影响并不明显，或者
由于造模时间较短，导致模型组血清中 ＰＹＹ的浓度尚
未显著升高。 但灌胃副干酪乳杆菌 ＬＣ２ 和 ＦＪＳＷＸ３３⁃
Ｌ２的小鼠血清中 ＰＹＹ的浓度较模型组而言，发生了显
著的下调，ＬＣ２和 ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２可能通过某种途径作用
于 Ｌ细胞，调节血清中的 ＰＹＹ 含量，从而调节胃肠道
运动，缓解由洛哌丁胺导致的胃肠道运动变缓的症状。

图 ４　 各组小鼠血清中 ＭＴＬ浓度
Ｆｉｇ． ４　 ＭＴＬ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

图 ５　 各组小鼠血清中 ＰＹＹ浓度
Ｆｉｇ． ５　 ＰＹＹ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

２． ３　 四株副干酪乳杆菌对小鼠结肠神经递质及神经
营养因子的影响

５⁃羟色胺（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ）是调节肠道
蠕动的重要介质， 主要由肠道黏膜的肠嗜铬细胞产
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生［１５］。 ５⁃ＨＴ 与胃肠道蠕动有着密切的关系，有文献
报道 ５⁃ＨＴ 能加速胃肠道蠕动［１６］。 另外已有证据表
明，新 ５⁃ＨＴ受体 ４ 激动剂 ＳＨＲ１１６９５８ 可加速胃肠蠕
动［１７］，且 ５⁃ＨＴ对于肠道推进的作用可以被 ５⁃ＨＴ受体
拮抗剂所阻断［１８］。 这也从侧面印证了 ５⁃ＨＴ对于肠道
蠕动的重要作用。 不仅如此，最新研究表明肠嗜铬细胞
释放 ５⁃ＨＴ可能与微生物代谢物有关［１９］，这也给用益生
菌调节体内 ５⁃ＨＴ 的含量从而加速肠道蠕动提供了可
能。 由图 ６可知，本文的研究表明，通过对小鼠灌胃洛
哌丁胺，模型组与空白组相比，小鼠结肠中的 ５⁃ＨＴ含量
呈显著下降趋势，这表明洛哌丁胺会对肠道中 ５⁃ＨＴ的
含量产生一定的影响。 另外，副干酪乳杆菌 ＬＣ２、ＬＣ３８、
ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２都能不同程度地上调肠道中 ５⁃ＨＴ的含量，
从而加速肠道的收缩，缓解由洛哌丁胺造成的肠动力减
慢现象。 这 ３ 株菌中，ＬＣ２ 能较好地上调结肠中 ５⁃ＨＴ
的浓度，ＬＣ３８ 和 ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２ 次之。 有文献表明，短链
脂肪酸可以影响到 ５⁃ＨＴ 的释放［２０］。 而肠道中的短链
脂肪酸可以由肠道微生物产生，推测副干酪乳杆菌 ＬＣ２、
ＬＣ３８、ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２缓解便秘的途径可能是其提高了便
秘小鼠肠道中部分脂肪酸的含量，从而刺激肠道释放 ５⁃
ＨＴ，促进结肠收缩，加速结肠运动。
有研究发现神经营养因子 ３（ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ⁃３，ＮＴ⁃

３）可促进肠道的蠕动，可用于便秘的治疗。 ＰＡＲＫ⁃
ＭＡＮ等［２１］通过对 １０７ 例便秘患者注射 ＮＴ⁃３，发现
ＮＴ⁃３ 可促进肠道运动，自发、完全排便和总排便次数
明显增加。 ＣＯＵＬＩＥ 等［２２］的研究也有相同结果。 但
是目前对于乳酸菌是否可以通过提高结肠中 ＮＴ⁃３ 的
含量来缓解便秘还鲜有报道。 在本研究中，由图 ７ 可
知，空白组小鼠和模型组小鼠在结肠 ＮＴ⁃３ 浓度方面
存在显著差异，说明由洛哌丁胺造成的便秘小鼠的结
肠中，ＮＴ⁃３ 浓度呈下降趋势。 ４ 株副干酪乳杆菌中，
能显著提高结肠中 ＮＴ⁃３ 浓度的只有 ＬＣ２。 因此，乳
酸菌可能存在具有能提高便秘小鼠结肠中 ＮＴ⁃３ 含量
的能力，但是具有明显的菌株差异性。

图 ６　 各组小鼠结肠中 ５⁃ＨＴ浓度
Ｆｉｇ． ６　 ５⁃ＨＴ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

图 ７　 各组小鼠结肠中 ＮＴ⁃３ 浓度
Ｆｉｇ． ７　 ＮＴ⁃３ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

２． ４　 四株副干酪乳杆菌对 ｃ⁃ｋｉｔ基因和 Ａｑｐ４ 基因转
录水平的影响

在人的消化系统中，存在着一种 Ｃａｊａｌ 间质细胞
（ｉｎｔｅｓｔｉｔｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｃａｊａｌ，ＩＣＣ），ＩＣＣ相当于心脏的起搏
细胞，它是胃肠道的电的起搏细胞［２３］，它能产生一种
促进肠道蠕动的慢波。 包云光等［２４］给 ＳＤ大鼠饲喂复
方苯乙哌啶后，观察到大鼠产生便秘症状的同时伴随
着远端结肠黏膜 ＩＣＣ 数量减少。 而 ｃ⁃ｋｉｔ 受体在 ＩＣＣ
发育过程中具有十分重要的作用［２５］，所以可以通过检
测肠道中 ｃ⁃ｋｉｔ蛋白的表达量来反映肠道中 Ｃａｊａｌ细胞
的数量。 已经有研究发现植物乳杆菌 ＮＣＵ１１６ 可通过
提高胃肠道 ＩＣＣ的 ｃ⁃ｋｉｔ基因表达，从而促进结肠的蠕
动，缓解便秘症状［２６］。 由图 ８ 可知，便秘小鼠和空白
小鼠相比，ｃ⁃ｋｉｔ的转录水平显著下降，这说明有洛哌丁
胺造成的便秘小鼠结肠中 Ｃａｊａｌ细胞数量下降，导致肠
动力减小，产生便秘的症状。 在这 ４ 株副干酪乳杆菌
中，我们发现 ＬＣ２、ＬＣ３能显著提高 ｃ⁃ｋｉｔ的转录水平至
正常水平，但是 ＬＣ３８、ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２ 未能显著提高 ｃ⁃ｋｉｔ
的转录水平，这提示我们，ＬＣ２和 ＬＣ３通过提高便秘小
鼠结肠中 ＩＣＣ的数量缓解便秘症状。 而这种机制在乳
酸菌上并不是普遍存在的，具有显著的菌株差异性。
ＬＣ３８、ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２并不能通过这一途径实现便秘的
缓解。
水通道蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎ）是一种细胞膜上的蛋白

质，可控制水在细胞的进出。 水通道蛋白有许多的亚
家族，其中 Ａｑｐ４ 基因在小鼠结肠中高表达。 研究表
明腹泻和便秘患者中，水通道蛋白的水平都会存在异
常［２７］。 李立胜等［２８］发现洛派丁胺作用于大鼠后可

上调腹泻大鼠结肠黏膜 ＡＱＰ４ 蛋白表达。 另有学者
发现用洛哌丁胺造成小鼠便秘后，其结肠中 ＡＱＰ４ 水
平显著高于正常组［２９］。 由图 ９ 可知，模型组结肠中
的 Ａｑｐ４ 转录水平显著高于正常组，这与前人的研究
结果具有一致性。 结合本研究粪便含水量的数据，灌
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３０　　　 ２０２０ Ｖｏｌ􀆰 ４６ Ｎｏ􀆰 ２ （Ｔｏｔａｌ ３９８）

胃 ＬＣ２ 和 ＬＣ３８ 两株菌的小鼠粪便含水量显著高于
模型组，并达到正常组的水平。 相应地，在图 ９ 中，
ＬＣ２ 使得便秘小鼠结肠中 Ａｑｐ４ 转录水平提升到了正
常水平，这说明灌胃 ＬＣ２ 能够降低结肠细胞水通道
蛋白 ＡＱＰ４ 的表达量实现粪便含水量的增加。 灌胃
ＬＣ３８ 的小鼠结肠中 Ａｑｐ４ 转录水平并未见明显提升，
这提示粪便含水量的升高除了与 ＡＱＰ４ 蛋白表达有
关外，可能还有其他分子的参与。

图 ８　 各组小鼠结肠中 ｃ⁃ｋｉｔ基因相对转录水平
Ｆｉｇ． ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｃ⁃ｋｉｔ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ

ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

图 ９　 各组小鼠结肠中 Ａｑｐ４ 基因相对转录水平
Ｆｉｇ． ９　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ Ａｑｐ４ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ

ｃｏｌｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

２． ５　 四株副干酪乳杆菌对小鼠粪便短链脂肪酸水平
的影响

　 　 短链脂肪酸（ｓｈｏｒｔ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，ＳＣＦＡｓ）是肠

道微生物通过在结肠发酵碳水化合物和氨基酸产生

的［３０］，其种类主要有乙酸、丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸、
异戊酸。 短链脂肪酸对宿主机体有着十分重要的作
用，如为结肠上皮细胞提供能量、维持体液和电解质
的平衡、调节肠道菌群等［３１］。 ＳＣＦＡｓ 能刺激肠壁蠕
动，提高肠内渗透压，促进水分吸收，从而缓解便
秘［７］。 ＨＵＲＳＴ等［３２］通过在豚鼠的结肠管腔注入乙

酸盐、丁酸盐、丙酸盐，发现乙酸盐、丁酸盐可以加速
结肠中的推进速度、而丙酸盐却不能。 ＤＡＳＳ 等［３３］通

过体外实验发现，短链脂肪酸可增加肠道蠕动收缩频
率，不同的酸对蠕动收缩频率的影响也不同，乙酸≈
丙酸≈丁酸 ＞戊酸。 由从表 ２ 可知，模型组和空白组
相比，粪便中乙酸含量存在着显著差异，且灌菌组
ＬＣ２、ＬＣ３、ＬＣ３８ 将粪便中的乙酸含量提高至正常水
平，且 ＬＣ２ 组乙酸含量与 ＬＣ３８ 组乙酸含量相当，ＬＣ３
组其次。 ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２ 菌组由于组内差异较大，导致
未与模型组在乙酸含量上产生显著差异，但其乙酸含
量有上升趋势。 综合肠道运动的实验结果分析，发现
便秘的程度和粪便中的乙酸含量呈一定的相关性，这
与ＷＡＮＧ等的研究结果一致［９］。 其中副干酪乳杆菌
ＬＣ２ 还能上调丙酸、丁酸、异丁酸、戊酸、异戊酸的浓
度，从而提高总酸的含量。

３　 结论

４ 株副干酪乳杆菌中 ＬＣ２ 菌株能通过改善便秘
小鼠体内中 ＭＴＬ、ＰＹＹ ５⁃ＨＴ、ＮＴ⁃３ 水平以及 Ａｑｐ４ 和
ｃ⁃ｋｉｔ基因转录水平，缓解便秘。 其他 ３ 株菌也能在一
定程度上缓解便秘的症状，但其缓解便秘的途径各有
侧重，尤其是在 ５⁃ＨＴ 和 ＮＴ⁃３ 水平上，出现了截然不
同的结果。 这说明，副干酪乳杆菌缓解便秘的效果以
及途径可能存在显著的菌株差异，这种差异还有待于
结合其各自的遗传背景进行深入研究。

表 ２　 各组小鼠粪便中不同短链脂肪酸的含量 单位：ｐｍｏｌ ／ ｍｇ
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｈｏｒｔ⁃ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｃｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

乙酸 丙酸 丁酸 异丁酸 戊酸 异戊酸

空白组 ９２． ８８５ ６ ± ２３． ６８４ ７９ｂ １５． ２１９ ６ ± ２． ５１４ １１ａｂ １５． ９０９ ５ ± ３． ７００ ７１ｃ ３． ４９１ ７ ± ０． ９０３ １６ａｂ ２． ２３６ ４ ± ０． ３１１ ８９ａｂ ２． １７４ ４ ± ０． ５６５ ４９ａｂ

模型组 ４９． ９５７ ９ ± １２． １１５ ５６ａ ８． ７４０ １ ± ２． ８０２ ０６ａ ５． ０５４ ２ ± ５． ０５４ ２ａ ２． ６０６ ７ ± ０． ６３３ ２５ａ １． ５４３ １ ± ０． ５０１１ ４ａ １． ６６９ ３ ± ０． ４４０ ５７ａ

ＬＣ２ １０５． ２９ ± ２９． ８１８ ４９ｂ １９． ５９１ １ ± ９． ４１３ ９４ｂ ９． ５２８ ３ ± ９． ５２８ ３ａｂｃ ４． ３８５ ６ ± ２． ２３７ ９８ｂ ３． ３９８ ５ ± １． ７５５ ８２ｂ ３． ３５４ ３ ± １． ６６７ ７８ｂ

ＬＣ３ ９０． ４７４ ８ ± ２５． ２５８ ３５ｂ １４． ５１６ ３ ± ３． ４２４ １６ａｂ ８． ９０２ ８ ± ８． ９０２ ８ａｂｃ ３． ７９６ ２ ± ０． ９１６ １０ａｂ ２． ９３６ １ ± ０． ９６２９ １ａｂ ２． ５５９ ８ ± ０． ６２１ ５３ａｂ

ＬＣ３８ １０６． ８６ ± ３５． ６５９ ０１ｂ ２０． １１２ ０ ± ４． ４４３ ６１ｂ １４． ５５９ ３ ± １４． ５５９ ２ｂｃ ３． ３０１ １ ± ０． ７６３ ８４ａｂ ２． ５０２ ０ ± １． １８５ ２８ａｂ ２． ４５４ ６ ± ０． ７８８ ６６ａｂ

ＦＪＳＷＸ３３⁃Ｌ２ ８１． ４１３ ２ ± ４３． ５３６ ９６ａ １４． ２８８ ９ ± ７． ８８２ ７７ａｂ ６． ９１５ ３ ± ６． ９１５ ３ａｂ ３． ７２９ ６ ± １． ４１７ ４６ａｂ ２． ０３８ ０ ± ０． ８６５ ７２ａｂ ２． ６８４ ５ ± ０． ９８４ ９６ａｂ

　 　 注：表中不同字母同表示组间差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）。
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