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复方嗜酸乳杆菌片对便秘的治疗作用及对肠道菌群的影响
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　　［摘要］　目的　通过动物实验和细菌１６ＳｒＲＮＡ基因高通量测序，研究复方嗜酸乳杆菌片对便秘
的治疗作用和对肠道菌群的影响。方法　采用复方地芬诺酯片对小鼠进行便秘造模，给予复方嗜酸乳
杆菌片治疗，阳性对照药为酚酞片，测量小鼠的小肠运动能力和粪便含水量，进行病理切片，观察结肠病

理变化，使用１６ｓｒＲＮＡ基因测序研究药物对肠道菌群的影响。结果　小肠运动情况表明：复方嗜酸乳
杆菌片和酚酞能明显提升便秘小鼠的碳墨推进率和粪便含水量；结肠病理切片表明：模型组结肠损伤严

重，给药各组有不同程度改善；１６ＳｒＲＮＡ测序结果显示：便秘模型动物物种丰富度相较于正常组增多，
在门水平上，拟杆菌门和厚壁菌门发生显著性变化，在属水平上，有７个属发生显著性变化，复方嗜酸乳
杆菌片对肠道菌群失调有所改善，而酚酞片对肠道菌群几乎无调节作用。结论　复方嗜酸乳杆菌片对
便秘具有治疗作用，并对肠道菌群具有调节作用。
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　　便秘主要表现为持续排便困难、排便不尽感或排
便次数减少，同时病程较长［１］，其发生与患者的饮食

结构、运动、年龄因素和药物滥用等有一定的关

系［２－３］，长期的便秘易引起患者的焦虑、抑郁情绪，并

导致肠壁的损伤，进一步诱发肠道疾病，影响患者生活

质量［４］。目前临床常用药物如蒽醌类、５ＨＴ受体激动
剂等药物具有一定的副作用，长期使用效果不佳［５］。

研究显示便秘患者或动物的肠道菌群具有明显的改

变，通过使用益生菌制剂，可对便秘产生一定的治疗作

用，同时对肠道菌群具有调节作用［６－７］。

　　复方嗜酸乳杆菌片是一种用于治疗便秘的复合益
生菌制剂，由中国株嗜酸乳杆菌、日本株嗜酸乳杆菌、

粪链球菌和枯草杆菌４种菌粉组成复方片剂，目前尚
缺乏对该复方药物治疗作用的深入实验研究数据。本

研究通过给予便秘小鼠复方嗜酸乳杆菌片，同时设置

酚酞阳性对照，观察益生菌制剂和传统治疗便秘药物

之间的差异，探讨复方嗜酸乳杆菌片对便秘的改善作

用及其机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＳＰＦ级８～１２周龄昆明种小鼠６０只，体质量２２～
２５ｇ，由辽宁长生生物技术股份有限公司提供，许可证
号：ＳＣＸＫ（辽）２０１５０００１。饲养于长春中医药大学
ＳＰＦ级动物房中，自由摄入食物和水。
１．２　药物、试剂及仪器
　　复方地芬诺酯片（产品批号１８１００２０）购自常州康
普药业有限公司；复方嗜酸乳杆菌片（产品批号

２０１９０５１２）购自通化金马药业集团股份有限公司；酚酞
片（产品批号１８０６１０）购自山西亨瑞达制药有限公司；
ＨＥ染色试剂盒（产品批号：１７１４３１）购于北京索宝来
科技有限公司；石蜡切片机（ＬＥＩＣＡ，ＲＭ２２３５）；正置荧
光显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ，ＢＸ５３）；电热恒温鼓风干燥箱
（上海精宏实验设备有限公司，ＤＨＧ９２４０Ａ）。
１．３　方法
１．３．１　实验给药　　实验中治疗给药组均以临床等
效剂量进行给药，复方嗜酸乳杆菌片每日人用剂量

３ｇ，酚酞片每日人用剂量１５０ｍｇ，根据人鼠药物剂量

换算关系表换算，２０ｇ小鼠剂量＝人用剂量×０．００２６，
再经换算得每只鼠每日给药量为复方嗜酸乳杆菌片

０．３９ｇ／ｋｇ，酚酞１９．５ｍｇ／ｋｇ。
１．３．２　小肠运动实验　　４０只昆明种小鼠，分为正
常组（Ｎｏｒ）、模型组（Ｍｏｄ）、菌片组（ＹＪＫ）和阳性组
（ＰＴ），每组１０只，雌雄各半。采用一次性便秘造模的
方法进行实验［８］，菌片组灌胃复方嗜酸乳杆菌片，阳

性组灌胃酚酞片，正常组和模型组灌胃蒸馏水，灌胃

１４ｄ，第１５天给予地芬诺酯５ｍｇ／ｋｇ，给药３０ｍｉｎ后，
各组小鼠采用０．４ｍＬ／只进行碳墨灌胃，２５ｍｉｎ后处
死动物，解剖分离肠系膜，剪取上端自幽门、下端至回

盲部的肠管，轻拉成直线测量小肠碳墨推进率。

１．３．３　粪便含水量检测　　２０只昆明种雄性小鼠分
为正常组（Ｎｏｒ）、模型组（Ｍｏｄ）、菌片组（ＹＪＫ）、阳性组
（ＰＴ），每组５只，以复方地芬诺酯１０ｍｇ／ｋｇ造便秘模
型［９］，正常组灌胃蒸馏水，模型组灌胃复方地芬诺酯

混悬液，菌片组灌胃复方地芬诺酯＋复方嗜酸乳杆菌
混悬液，阳性组灌胃复方地芬诺酯＋酚酞混悬液，连续
给药２１ｄ。给药第１４～１５天，分别收集每只小鼠新鲜
粪便，称量粪便质量，放置６０℃烘箱，４ｈ后再次称量，
测定粪便含水量。粪便含水量（％）＝（粪便湿质量－
粪便干质量）／粪便湿质量。
１．３．４　肠道病理切片 ＨＥ染色　　如 １．３．３所述动
物给药结束，处死后取结肠部位，于 ４％多聚甲醛固
定，乙醇梯度脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、制备５μｍ
切片、摊片，６０℃烤片４ｈ，按照 ＨＥ染色试剂盒进行
染色，于２００倍显微镜下观察结肠病理变化。
１．３．５　１６ＳｒＲＮＡ测序　　如１．３．３所述动物给药结
束，处死后收集结肠粪便，存放于液氮中，样品交由上

海美吉生物医药科技有限公司完成基因测序，测得的

结果通过美吉生物云平台进行分析。

１．４　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ２１．０统计软件，计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，
两组间比较采用配对 ｔ检验，多组间比较采用协方差
分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　动物行为状态
　　在给药期间，正常组动物被毛光洁，反应机敏，活

２３０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



动自如，粪便光亮，排便正常。模型组动物行动较为迟

缓，粪便干燥粗糙，排便困难。

２．２　小肠碳墨推进情况
　　相较于正常组，模型组碳墨推进率明显下降（Ｐ＜
０．０１），表明小鼠肠道蠕动减慢，在复方嗜酸乳杆菌和
酚酞片的干预下，碳墨推进率均有明显提高（Ｐ＜０．０１），
表明复方嗜酸乳杆菌具有促进肠道蠕动，提高胃肠动

力的效果（表１）。

表１　各组小鼠小肠碳墨推进情况　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 推进长度／ｃｍ 小肠总长／ｃｍ 推进率（％）
正常组 ３３．８０±３．０６ ４６．０５±３．６１ ７３．４６±４．３９
模型组 １９．４３±１．８１ ４６．５３±１．６３ ４１．８９±５．１０ａ

菌片组 ２２．５４±１．１６ ４６．２５±１．１９ ４８．７４±３．２８ｂ

阳性组 ２５．１５±３．４７ ４５．７３±２．６６ ５４．９９±９．６０ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

２．３　小鼠粪便含水量变化
　　与模型组相比，正常组小鼠粪便含水量较高（Ｐ＜
０．０１），而菌片组和阳性组粪便含水量均有所提高（Ｐ＜
０．０５，表２）。
２．４　肠道病理切片观察
　　正常组小鼠结肠杯状细胞完整，而模型组结肠杯状
细胞大量破裂，肠道损伤严重，菌片组和阳性组与模型

组相比有所改善，结肠杯状细胞损伤较小（图１箭头示）。

表２　复方嗜酸乳杆菌片对小鼠粪便含水量的影响　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 含水量（％）

正常组 ５２．７４±６．２８

模型组 ３５．８７±５．４４ａ

菌片组 ４２．８３±４．７６ｂ

阳性组 ４１．２２±５．８９ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与模型组比较

２．５　肠道菌群１６ＳｒＲＮＡ检测
２．５．１　样本稀释曲线及Ｖｅｎｎ图　　在可操作分类单
元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ）水平中，样本稀释
曲线都趋于平缓且分布较为集中，说明测序数据量足够

大，可以反映样本中绝大多数的微生物信息（图 ２），
Ｖｅｎｎ图（图３）显示：各组间肠道菌群的组成具有一定
的差异。

２．５．２　肠道菌群多样性分析　　对菌群进行 α多样
性分析，Ｓｈａｎｎｏｎ指数表示物种丰富度和物种的均匀
度，是对群落结构的更综合性的反应，Ｓｈａｎｎｏｎ值越
大，群落的多样性越高。相对于正常组，模型组的菌群

多样性有显著性升高（Ｐ＜０．０１），阳性组同样升高（Ｐ＜
０．０１），而给予复方嗜酸乳杆菌的菌片组，相对于模型
组和阳性组，菌群多样性有所下降（Ｐ＜０．０１），恢复至
正常组水平（图４Ａ）。

正常组 模型组

菌片组 阳性组

!"" !# !"" !#

!"" !# !"" !#

箭头示结肠杯状细胞损伤情况

图１　各组小鼠肠道病理切片观察　（ＨＥ）
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Ａ：α多样性分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，
与模型组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与阳性组比较；Ｂ：β多样性的
ＰＣＡ分析

图４　各组小鼠肠道菌群多样性分析

　　基于β多样性的ＰＣＡ分析，不同颜色或形状的点
代表不同分组的样本，通过点之间的距离体现不同样

本间的差异程度。可见正常组与模型组具有较大差

异，菌片组更接近正常组的肠道菌群组成，而酚酞组与

正常组差异较大，与便秘模型组较为接近（图４Ｂ）。
２．５．３　肠道菌群门水平变化　　在门水平进行分析，
共得到９个门，其中拟杆菌门和厚壁菌门占据主导地
位，结果显示：便秘对这两个菌门会造成较大的影响，

模型组厚壁菌门较正常组相对丰度显著下降（Ｐ＜
０．０５），拟杆菌门相对丰度增加（Ｐ＜０．０５），阳性组的
肠道菌群组成与模型组类似，而使用复方嗜酸乳杆菌

的菌片组对菌群具有调节作用，使菌群组成在门水平

上与正常组相似（Ｐ＜０．０１；图５，表３）。

样
本

门水平的物种丰富度
! !"# !"$ !"% !"& '"!

图５　各组小鼠肠道菌群的门水平变化

表３　各组拟杆菌门和厚壁菌门相对丰度　（％，ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 拟杆菌门 厚壁菌门

正常组 １７．１６±９．４３ ７５．８５±９．２６
模型组 ４２．３９±１５．２６ａ ４９．１２±１７．９９ａ

菌片组 ８．９６±３．６３ｂ ８４．０６±８．２８ｂ

阳性组 ３２．１６±１２．６１ ４９．３９±１０．６８

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较
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图６　肠道菌群的属水平变化

表４　各组肠道菌群的属水平相对丰度变化　（％，ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ Ｉｎｔｅｓｔｉｎｉｍｏｎａｓ Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ

正常组 ６４．００±１２．２７ ８．３３±７．７８ １．３１±０．１１ ０．１０±０．１２ ０．０１±０．０１ ０．０４５４±０．０３８１ ０．００２６±０．００２０

模型组 １８．８９±２５．７１ａ ３１．７５±１０．５３ａ ０．４８±０．１３ａ ０．３４±０．１７ｃ ０．１３±０．０９ｃ ０．００４３±０．００４３ｃ ０．０１２９±０．００５２ａ

菌片组 ４８．０３±２１．１４ｂ ５．０１±１．３３ｄ １．１１±０．１０ｄ ０．１５±０．１５ ０．０２±０．０１ｂ ０．１１９２±０．０１５４ｂ ０．００６８±０．００８４

阳性组 ６．６１±３．６６ ２６．３７±１１．３４ｂ ０．７５±０．２２ｂ ０．１２±０．０９ ０．０４±０．０５ ０．０９４３±０．１２８６ ０．００６０±０．００７２

ａ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．０５，与正常组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较

２．５．４　肠道菌群属水平变化　　属水平上分析，相对于
正常组，模型组Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ、Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ
相对丰度下降（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、
Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ、Ｉｎｔｅｓｔｉｎｉｍｏｎａｓ、Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ相对丰度上升
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），在给予复方嗜酸乳杆菌干预后，
以上几种菌属向正常组有着不同程度的回调（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１；图６，表４）。

３　讨论

　　便秘在临床发病率高，治疗该疾病的药物种类也
较为繁多。随着对肠道菌群在人类疾病中重要性认识

的不断深入，越来越多的研究者开始尝试采用益生菌

治疗肠道疾病［１０］。目前临床上已有较多案例使用益

生菌制剂治疗便秘，取得了较好的疗效。有研究对患

者肠道菌群进行前后自身对照研究，发现其肠道菌群

紊乱改善，菌群结构组成向健康人群靠拢［１１－１２］。复方

嗜酸乳杆菌片的临床治疗结果显示：患者的排便情况

有明显的好转，治疗有效率较高［１３］。本课题组前期在

对便秘小鼠进行粪便菌群选择性培养中发现，不同组

动物之间菌群含量具有差异，复方嗜酸乳杆菌片可提

高肠道菌群中益生菌的含量［１４］。本研究对小鼠使用

复方地芬诺酯进行便秘造模，给予复方嗜酸乳杆菌片

治疗，实验结果显示：复方嗜酸乳杆菌片对便秘具有较

好的治疗效果，可以提高小肠的运动能力，使小肠推进

率显著加快，增加粪便含水量，减轻了结肠组织中的病

理损伤。

　　本研究通过１６ＳｒＲＮＡ对小鼠结肠粪便进行高通
量测序，发现便秘模型与正常动物肠道菌群结构具有

明显的差异，便秘动物的微生物丰富度和多样性较正

常组显著上升，在门水平上，便秘模型组厚壁菌门较正

常组相对丰度显著下降，拟杆菌门相对丰度增加，这与

临床便秘患者肠道菌群研究结果相一致［１５－１６］；通过益

生菌的治疗，便秘小鼠肠道菌群结构在门水平上恢复

到与对照组相似的水平。肠道菌群和代谢产物的变化

可能是便秘病理生理改变的重要原因，研究显示产丙

酸菌主要为拟杆菌门细菌，丁酸水平与厚壁菌门的相
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对丰度呈正相关，而粪便中的丁酸与缓解便秘症状有

一定的关系［１７］。在属水平上，相对于正常组，便秘模型

组有７个属发生了显著性变化，其中Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ（乳杆
菌属）、Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ和Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（瘤胃菌属）占
比较大，模型组中Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ（乳杆菌属）含量显著性
降低，这与其他研究者得到的结果相一致［１８－１９］。在动

物肠道内，该类菌属可利用糖类物质，生成酸性代谢物，

降低肠道 ｐＨ，改善肠道微生物环境，调节宿主免疫系
统［２０－２１］。在便秘模型中，Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ含量显著性升
高，该菌属为新确立的菌属名，曾被称为 Ｓ２４７家族，
在小鼠肠道中含量较高，属于拟杆菌门，Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ
的变化主要与各种饮食治疗、宿主条件或啮齿动物定

殖过程有关［２２－２４］，但该菌属的具体功能目前缺乏深入

的研究。Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ主要发酵代谢产物为乙酸和
甲酸，该菌属的丰度已被证明与肠道的运动能力呈正

相关，在便秘人群中其丰度受到抑制［２５－２６］。

　　本研究给予便秘小鼠复方嗜酸乳杆菌片进行治
疗，相较于模型组，菌片组的菌群丰度与正常组具有更

高的相似性，提示复方嗜酸乳杆菌片具有改善肠道菌

群结构的作用。嗜酸乳杆菌属于乳杆菌属，是动物肠

道菌群中的重要微生物，对肠道中的微生态平衡具有

调节作用［２７］。粪链球菌与枯草杆菌可促进肠道微生

物的纤维素代谢、碳水化合物代谢以及氨基酸代谢，对

动物肠道发育以及物质的消化吸收具有调节作用［２８］。

这几种益生菌均可产生短链脂肪酸，参与机体氧化功

能、调节肠道平衡并改善肠道功能［２９］。

　　本研究同时设立酚酞片作为阳性对照组，结果显
示：酚酞片对于便秘模型小鼠的排便具有良好的促进

作用，但对肠道菌群的结构影响不大，便秘患者若长期

服用刺激性泻药，部分患者可能会出现药物依赖、电解

质紊乱等药物副作用。因此，在临床治疗便秘中，可以

根据患者自身情况，选用益生菌制剂，通过调节肠道菌

群的微生态平衡，或结合适当的化学药物进行治疗，改

善患者临床症状。

利益冲突声明　在课题研究和文章撰写过程，没有因其岗位角
色影响文章观点和对数据结果的报道，不存在利益冲突
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３８７－３９１．
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ｃｏｎｓｔｉｐａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＰｒａｃｔＭｅｄ，２０１６，１１（２５）：２１９－

２２０．ＤＯＩ：１０．１４１６３／ｊ．ｃｎｋｉ．１１５５４７／ｒ．２０１６．２５．１４８．

［１４］周凯旋，李丽静，孙桂媛，等．复方嗜酸乳杆菌片对便

秘的研究［Ｊ］．人参研究，２０１９，３１（４）：２４－２６．ＤＯＩ：
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［１６］ＺＨＵＬＸ，ＬＩＵＷＳ，ＡＬＫＨＯＵＲＩＲ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｎ
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