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摘要 目的：探讨双歧杆菌对母婴分离大鼠成年后肠道敏感性及结肠脑源性神经营养因子表达的影响。方法：将 60只新生期 SD

大鼠随机分为 NS组（正常组）、MS组（模型组）、MS+Bif组（双歧杆菌干预），每组 20只大鼠，应用避水应激模型(chronic water

avoidance stress，WAS)避水实验构建大鼠应激波形，通过兴盛时期母婴分离建立大鼠的肠道高敏感模型，新生鼠在断奶之后对溶

剂组与双歧杆菌组分别进行灌胃干预，取大鼠的新鲜粪便进行选择性培养基平皿技术方法检测大鼠粪便的菌群代表性菌种数

量。到大鼠 8 w成年之后应用阶梯体积直肠求精扩张对三组大鼠肠道敏感性进行评价。结果：与对照组相比，模型组大鼠的大肠

杆菌和类杆菌数量明显增多，且通过双歧杆菌干预之后大肠杆菌和类杆菌数量下降，三组大鼠大肠杆菌和类杆菌数量差异显著

（P＜0.05），三组大鼠的双歧杆菌和乳酸菌对比无明显差异（P＞0.05）；对比大鼠成年时利用阶梯体积为 0 mL、0.4 mL、0.8 mL和

1.2 mL直肠球囊扩张评价三组大鼠的肠道敏感性发现，NS组与 MS组在 0 mL和 0.4 mL体积球囊出现扩张的时候血管运动反

应性(vascular motor reactivity，VMR)对比无明显差异（P＞0.05），从 0.4 mL到 1.2 mL两组大鼠显著提高，且对比出现显著差异

（P＜0.05），MS组与 MS+Bif组，在 0 mL到 0.4 mL体积球囊出现扩张的时候 VMR对比无明显差异（P＞0.05），在 0.4 mL到 1.2

mL之后 VMR差异显著（P＜0.05）；对比大鼠血清中的促肾上腺皮质激素(adrenocorticotropic hormone，ACTH)和促肾上腺皮质激

素释放因子(corticotropin releasing factor，CRF)发现，三组 ACTH和 CRF表达差异显著（P＜0.05）；对比大鼠结肠中脑源性神经营

养因子(brain-derived neurotrophic factor，BDNF)发现，三组大鼠的 BDNF表达与 SP（P物质）表达对比出现显著差异（P＜0.05）。结

论：母婴分离大鼠成年之后会出现肠道高敏感性现象，应用双歧杆菌干预之后能够调节肠道菌群，稳定结肠脑源性神经因子表

达，改善肠道敏感性现象。
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Effects of Bifidobacterium on Intestinal Sensitivity and Colonic
Brain-derived Neurotrophic Factor Expression in Adult Rats*

To investigate the effects of Bifidobacterium on intestinal sensitivity and expression of brain-derived neu-

rotrophic factor (BDNF) in adult rats. A total of 60 neonatal SD rats were randomly divided into NS group (normal group,

n=20), MS group (model group, n=20) and MS + BIF group (Bifidobacterium intervention, n=20). The number of representative bacteria

in rat feces was detected by selective culture medium plate technique. After the rats reached adult age at 8 weeks, the intestinal sensitivity

of the three groups was evaluated by stepwise volume rectocentesis. Compared with the control group, the number of Escherichi-

a coli and bacteroides in the model group was significantly increased, and the number of Escherichia coli and Bacteroides decreased after

the intervention of Bifidobacterium. The number of E.coli and bacteroides in the three groups of mice was significantly different (P<0.
05), but there was no significant difference in the Bifidobacterium and Lactobacillus among the three groups (P>0.05). The step volume
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of adult rats was as follows: 0 mL, 0.4 mL, 0.8 mL and 1.2 mL rectal balloon dilation, which was used to evaluate the intestinal sensitivity

of rats in the three groups. The VMR of NS group and MS group had no significant difference when 0 mL and 0.4 mL balloon dilation

appeared(P>0.05), but the VMR was significantly increased from 0.4 mL to 1.2 mL(P<0.05). There was no significant difference in VMR

between MS group and MS+BIF group(P>0.05), but there was significant difference in VMR after 0.4 mL to 1.2 mL(P<0.05). There were
significant differences in the expression of ACTH and CRF and in the expression of BDNF and SP among the three groups (P<0.05).

The intestinal hypersensitivity phenomenon will appear in adult rats after mother infant separation. Bifidobacterium inter-

vention can regulate intestinal flora, stabilize the expression of brain-derived nerve factors in colon and improve intestinal sensitivity.

Bifidobacterium; Mother infant isolated rat; Intestinal sensitivity; Brain-derived neurotrophic factor

前言

近年来随着社会的发展，人们的压力等社会因素增加，导

致了慢性疲劳综合征、糖尿病、代谢综合征、肥胖以及肠道应激

综合征等疾病[1]。越来越多的学者发现生活压力会加重肠道疾

病，导致人们出现肠道应激综合征的情况。肠道应激综合征

(irritable bowel syndrome，IBS）临床多表现为反复腹痛或肠道

不适，而且还会伴随粪便性状异常与排便习惯改变的情况，属

于一种功能性肠胃疾病。相关研究显示[2-4]，IBS除了和胃食管

反流功能性消化不良等一些胃肠道疾病具有共病之外，还与应

急相关的情绪障碍的共病率达到 30 %~50 %。随着临床研究的

发展，益生菌用于应激所导致的胃肠道疾病的研究逐渐增多，

但是其主要治疗机制目前尚不明确。一般临床上主要集中在益

生菌对 CRF的调节上。相关实验表明[5,6]，应急大鼠的肠道通透

性会发生改变、血清 CRF升高，而且应用双歧杆菌能够有效缓

解这一情况。本研究之中主要应用对大鼠母婴分离的方法建立

大鼠肠道敏感性模型，并分析了出现肠道应激反应大鼠应用双

歧杆菌之后对肠道菌群、血清 CRF以及脑源性神经营养因子

的影响，从而判断双歧杆菌对肠道应激综合征的治疗效果。

1 资料与方法

1.1 实验动物

所有大鼠先由交通大学医学部动物实验中心所提供，并将

大鼠进行受孕，在受孕 13~14 d之后，将每只孕鼠进行单独饲

养，将饲养的温度控制在 20~25° 之间，湿度保持在 50~55℃之

间。将出生后的 60只新生大鼠作为主要研究对象，并将 60只

新生期 SD大鼠随机分为 NS组（正常组）、MS组（模型组）、

MS+Bif组（双歧杆菌干预），每组 20只大鼠。

1.2 方法

1.2.1 主要设备 超纯水纯化系统（台湾艾柯公司）；透射电子

显微镜（日立 H-7500）；LEICA ASP300S全自动脱水机（德国徕

卡(1eica)公司）；形态学图像分析系统（Motic）；HEPA100型二

氧化碳培养箱（美国热电公司）、台式离心机（Sigma公司）；4℃

冰箱（中国海尔）；倒置相差显微镜（日本 Olympus公司）；超净

工作台 SW-CJ-2FD（苏州安泰空气技术有限公司）。

1.2.2 母婴分离方法 应用母婴分离建立大鼠肠易激综合症

的高敏感模型，将新生的 SD大鼠出生后的第 2 d到 12 d，从早

上 9点到 12点将幼鼠与母鼠分离，并单独放置在大鼠的饲养

笼之中，将温度控制在 30~33℃之间，并在第 13 d放置于母鼠

笼子中共同饲养，其中对照组的幼鼠不做分离处理与母鼠共同

饲养。

1.2.3 大鼠分组、干预方法与测定指标 在新生期的 SD大鼠

断奶之后，给予母婴分离模型组大鼠不进行相关处理，对于双

歧杆菌干预组的大鼠每天给予双歧杆菌 107 CFU/mL灌胃，每

日 8点给药一次。在大鼠 8周龄之后测定粪便菌群数量、VMR

（肠道敏感性），并测定三组大鼠血清中的血清中的 ACTH（促

肾上腺皮质激素）和 CRF，并应用Western blot测定每组大鼠的

BDNF（结肠脑源性神经营养因子）表达。

1.3 统计学方法

应用 SPSS 23.0，计数资料以（n/%）表示，进行 x2检验；计
量资料以符合正态分布则用均数± 标准差表示，多组间比较采

用 F检验；P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 三组大鼠粪便菌群结果对比分析

与对照组相比，模型组大鼠的大肠杆菌和类杆菌数量明显

增多，且通过双歧杆菌干预之后大肠杆菌和类杆菌数量下降，三

组大鼠大肠杆菌和类杆菌数量差异显著（P＜0.05），三组大鼠

的双歧杆菌和乳酸菌对比无明显差异（P＞0.05），如表 1所示。

表 1 三组大鼠粪便菌群结果对比分析（x± s）
Table 1 Comparative analysis of faeces bacteria among three groups of rats（x± s）

Groups n Bacillus bifidus Bacterium lacticum Bacteroid Bacterium acidi lactici

NS group 20 9.17± 0.31 8.15± 0.29 9.21± 0.32 7.08± 0.23

MSgroup 20 9.02± 0.35 8.04± 0.24 9.48± 0.39 7.45± 0.30

MS+Bifgroup 20 9.08± 0.29 8.12± 0.25 9.12± 0.32 7.13± 0.30

F 1.129 0.950 5.900 10.382

P 0.330 0.392 0.004 ＜0.001
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2.2 双歧杆菌对母婴分离大鼠肠道敏感性影响分析

对比大鼠成年时利用阶梯体积为 0 mL、0.4 mL、0.8 mL和

1.2 mL直肠球囊扩张评价三组大鼠的肠道敏感性发现，NS组

与MS组在 0 mL和 0.4 mL体积球囊出现扩张的时候 VMR对

比无明显差异（P＞0.05），从 0.4 mL到 1.2 mL两组大鼠显著提

高，且对比出现显著差异（P＜0.05），MS组与 MS+Bif组，在 0

ml到 0.4 ml体积球囊出现扩张的时候 VMR对比无明显差异

（P＞0.05），在 0.4 mL 到 1.2 mL 之后 VMR 差异显著（P＜
0.05），如图 1所示。

图 1 双歧杆菌对母婴分离大鼠肠道敏感性影响分析

Fig.1 Analysis of influence of bifidobacterium on intestinal sensitivity in rats isolated from mother and child

2.3 双歧杆菌对应激大鼠血清 ACTH和 CRF的影响

对比大鼠血清中的 ACTH和 CRF发现，三组 ACTH 和

CRF表达差异显著（P＜0.05），NS 组大鼠的血清 ACTH 和

CRF表达最低，建立母婴分离模型之后ACTH和 CRF水平升高，

利用双歧杆菌干预 ACTH和 CRF水平有所降低，如表 2所示。

表 2 双歧杆菌对应激大鼠血清 ACTH和 CRF的影响（x± s）
Table 2 Effects of bifidobacterium on serum ACTH and CRF in stressed rats（x± s）

Groups n ACTH CRF

NS group 20 5.35± 0.81 257.12± 32.53

MS group 20 6.24± 0.75 281.38± 32.2

MS+Bif group 20 5.94± 0.69 277.83± 31.94

F - 7.259 3.306

P - 0.001 0.043

2.4 双歧杆菌对母婴分离大鼠结肠的 BDNF表达影响

对比大鼠结肠中 BDNF发现，三组大鼠的 BDNF表达与

SP表达对比出现显著差异（P＜0.05），NS组大鼠的血清 BDNF

表达与 SP表达最低，建立母婴分离模型之后 BDNF表达与 SP

表达水平升高，利用双歧杆菌干预 BDNF表达与 SP表达水平

有所降低，如表 3所示。

表 3 双歧杆菌对母婴分离大鼠结肠的 BDNF表达影响（x± s）
Table 3 Effect of bifidobacterium on BDNF expression in colon of rats isolated from mother and infant（x± s）

Groups n BDNF SP

NS group 20 3.26± 0.45 256.38± 13.38

MS group 20 6.46± 0.62 667.38± 21.28

MS+BIF group 20 5.38± 0.43 582.48± 18.48

F 206.022 2901.97

P ＜0.001 ＜0.001

3 讨论

BDNF属于内源性神经营养因子，不仅和神经的发育生长

相关，还与高敏感性、内脏疼痛以及躯体具有密切的关系。相关

研究中显示[7-9]，很多 IBS患者出现肠道菌群失调的情况，应用

益生菌能够调节肠道菌群失调，并改善炎症性肠病和 IBS。相

关动物实验研究发现[10-12]，肠道微生物环境的变化之后可以应

用益生菌改善大鼠肠道敏感性，这可能与炎症基因和调节疼痛
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具有重要关系。

本研究结果显示，与对照组相比，模型组大鼠的的大肠杆

菌和类杆菌数量明显增多，且通过双歧杆菌干预之后大肠杆菌

和类杆菌数量下降，三组大鼠大肠杆菌和类杆菌数量差异显

著，三组大鼠的双歧杆菌和乳酸菌对比无明显差异，人体肠道

主要是发挥防疫病原体入侵和消化吸收功能，从而防止病原体

入侵到人体的肠道之内。而肠道菌群一旦因为外界因素打破，

会出现代谢紊乱的情况，导致菌群失调[13-15]。其中乳酸杆菌与双

歧杆菌是胃肠道内的两种重要的益生菌，会终生与宿主相伴，

发挥维持肠道菌群平衡、消化营养的重要作用。在本实验中，母

婴分离大鼠模型出现了大肠杆菌和类杆菌数量增加的情况，这

也表现了肠道紊乱的情况。在应用双歧杆菌之后，肠道菌群的

失调现象出现缓解，这也说明了双歧杆菌能够调节肠道敏感大

鼠的菌群失调状态，从而维持肠道屏障功能的完整性。相关研

究发现[16-18]，应激能够影响肠道菌群，而且应激刺激之后小肠的

需氧量会增加，从而导致大肠杆菌的数量有所增加，抑制小肠

动力异常现象，进而导致菌群失调之后影响肠粘膜变化，对肠

动力产生不利影响，与本研究结果相符。

本研究结果发现，对比大鼠成年时利用阶梯体积为 0 mL、

0.4 mL、0.8 mL和 1.2 mL直肠球囊扩张评价三组大鼠的肠道

敏感性发现，NS组与 MS组在 0 mL和 0.4 mL体积球囊出现

扩张的时候 VMR对比无明显差异，从 0.4 mL到 1.2 mL两组大

鼠显著提高，且对比出现显著差异，MS组与MS+Bif组，在 0mL

到 0.4 mL体积球囊出现扩张的时候 VMR对比无明显差异，在

0.4 mL到 1.2 mL之后 VMR差异显著，由此证明通过母婴分

离建立的 IBS动物模型在大鼠成年之后会出现肠道高敏感性

现象，相关研究也证实了，慢性避水应激能够增加大鼠结肠中

的 BDNF表达量，从而增加肠道敏感性[19-21]。

本研究结果表明，对比大鼠血清中的 ACTH和 CRF发现，

三组 ACTH和 CRF表达差异显著，最近几年来益生菌对应激

导致的胃肠道疾病研究比较多，但是治疗机制目前还不是十分

明确。在本实验中，与对照组相比，模型组的大鼠在母婴分离之

后出现肠道敏感性，从而出现了 CRF升高的情况，然而双歧杆

菌应用之后能够明显缓解这种现象，而且改变了肠道菌群失调

的情况。相关研究等发现[22-24]，在幼年时和母体分离饲养的幼豹

身上也出现了 CRF升高和肠道屏障功能降低的情况，在应用

乳酸杆菌进行干预之后，肠道功能显著恢复，并且能够稳定肠

道敏感状态下活跃 HPA轴，这种情况可能是通过肠道神经介

导，也说明神经系统和肠道系统之间有着密切联系，所以脑肠

轴在一些应激性导致的肠道疾病之中具有重要作用[25-27]。

本研究结果发现，对比大鼠结肠中 BDNF发现，三组大鼠

的 BDNF表达与 SP表达对比出现显著差异，母婴分离大鼠其

成年结肠 SP和 BDNF表达水平显著增加。肠道敏感性会导致

肠道 BDNF的分泌增加，而且 BDNF可能会通过兴奋肠神经

元与黏膜细胞，从而促进 SP释放导致肠道动力增强[28,29]。这一

研究结果也表明大鼠成年后表达出的肠道高敏感性，与正常的

对照组相比较而言，模型大鼠的 BDNF和 SP水平升高，因此

提示在母婴分离大鼠其成年直肠异常表达出 BDNF和 SP参

与了内脏高敏感的形成。Kiank C等[30]研究发现应激能够导致

肠道菌群失调，而且微生态制剂应用能够改善肠道菌群紊乱情

况，从而改善一些 IBS患者腹胀、腹痛以及大便不成型等情况。

因此本研究结果表明早期给予双歧杆菌能够降低 BDNF与 SP

的表达，并改善 IBS大鼠内脏的高敏感性状态。
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