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Abstract
AIM: To study the effects of the spent culture 
supernatant (SCS) of Lactobacillus acidophilus 
strain LA14 on the intestinal flora in mice with 
antibiotic-associated diarrhoea.

METHODS: Sixty mice were randomly and av-
eragely divided into 6 groups: normal control 
group, model group, SCS group, living bacteria 
group, SCS plus living bacteria group, and spon-
taneous recovery group. The animal model of 
the intestinal flora imbalance was made by intra-
peritoneal administration of ampicillin 2000 mg/

(kg•d) for 3 d. Then the mice in normal control 
group and model group were killed, while the 
mice in the other groups were administered (ig) 
with the corresponding drugs or normal saline 
(30 mL/kg per day, the adopted concentration 
of living bacteria was 3×109 CFU/kg per day) 
for another 3 d. At the end of the 3rd day, all the 
mice were killed and the floras in the contents of 
the caecum were analyzed.

RESULTS: Intestinal flora imbalance occurred 
in the mice administered with ampicillin and 
the numbers (lgCFU/L) of four main intestinal 
floras changed obviously. In comparison with 
those in normal control group, the numbers of 
Escherichia coli and Enterococcus were significant-
ly increased (10.13 ± 0.10 vs 9.03 ± 0.11, P < 0.01; 
10.52 ± 0.11 vs 9.11 ± 0.09, P < 0.01), while the 
numbers of Lactobacillus and Bifidobacterium were 
remarkably decreased (10.51 ± 0.07 vs 11.88 ± 0.10, 
P < 0.01; 10.38 ± 0.31 vs 11.61 ± 0.13, P < 0.05). 
After the mice were administered with SCS, liv-
ing bacteria and SCS plus living bacteria, the 
numbers (compared with those in spontaneous 
recovery group) of Lactobacillus and Bifidobacte-
rium were remarkably increased (Lactobacillus: 
11.53 ± 0.17 vs 9.74 ± 0.37, P < 0.01; 11.54 ± 0.05, 
11.45 ± 0.07 vs 9.74 ± 0.37, P < 0.05; Bifidobacte-
rium: 11.54 ± 0.22, 11.30 ± 0.99 vs 9.51 ± 0.52, P < 
0.05; 11.13 ± 0.16 vs 9.51 ± 0.52, P < 0.01), while 
the numbers of Escherichia coli and Enterococcus 
were significantly decreased again (Escherichia 
coli: 9.42 ± 0.22, 9.50 ± 0.06, 9.22 ± 0.39 vs 9.97 ± 
0.61, P < 0.05; Enterococcus: 9.48 ± 0.20, 9.45 ± 0.16, 
9.37 ± 0.21 vs 9.89 ± 0.43, P < 0.05).

CONCLUSION: Both living bacteria and SCS 
of Lactobacillus acidophilus can regulate the in-
testinal flora imbalance in mice with antibiotic-
associated diarrhoea, and help to recover the 
numbers of Lactobacillus and Bifidobacterium in 
the intestinal tract.

Key Words: Lactobacillus acidophilus ; Spent culture 
supernatant; Antibiotic-associated diarrhoea; Intes-
tinal flora
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■背景资料
益生菌的研发是
当前国内外热点
研 究 问 题 .  但 目
前研制的用于临
床的微生态制剂
多以活菌制剂为
主, 其培养上清液
往往被忽略. 由于
活菌制剂保质期
短、活性下降快, 
因此对其培养上
清液进行深入研
究, 找出其中活性
成分, 对益生菌的
开发与应用具有
重要意义.
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摘要
目的: 研究嗜酸性乳杆菌LA14菌株耗尽培养
上清液(spent culture supernatant, SCS)对抗生
素相关性腹泻小鼠肠道菌群的影响. 

方法:  小鼠60只 ,  随机分为正常组、模型

组、S C S 组、活菌组、S C S+活菌组及自

然恢复组(每组n  = 10). 采用i p氨苄青霉素

2000 mg/(kg•d), 连续3 d造成肠道菌群失调

性腹泻动物模型. 正常组和模型组小鼠于造

模后即处死, 取盲肠内容物进行肠道菌群分

析. 其余各组小鼠分别灌胃受试药物或生理

盐水30 mL/(kg•d)[含菌组中活菌数量为3×
109 CFU/(kg•d)], 3 d后处死, 取盲肠内容物

进行肠道菌群分析. 

结果: 小鼠ip氨苄青霉素造成肠道菌群失调, 
肠道内4种主导菌群的数量(lgCFU/L)明显改

变, 与正常组比较肠杆菌和肠球菌数量显著上

升(10.13±0.10 vs  9.03±0.11, 10.52±0.11 vs  
9.11±0.09, P <0.01), 乳杆菌和双歧杆菌数量

明显下降(10.51±0.07 vs  11.88±0.10, P <0.01; 
10.38±0.31 vs  11.61±0.13, P <0.05). 而灌胃给

予SCS、活菌、SCS加活菌后, 与自然恢复组

比较肠道乳杆菌和双歧杆菌数量明显回升(乳
杆菌: 11.53±0.17 vs  9.74±0.37, P <0.01; 11.54
±0.05, 11.45±0.07 vs  9.74±0.37, P <0.05; 
双歧杆菌: 11.54±0.22, 11.30±0.99 vs  9.51
±0.52, P <0.05; 11.13±0.16 vs  9.51±0.52, 
P <0.01), 肠杆菌和肠球菌数量下降(肠杆菌: 
9.42±0.22, 9.50±0.06, 9.22±0.39 vs  9.97±
0.61, P <0.05; 肠球菌: 9.48±0.20, 9.45±0.16, 
9.37±0.21 vs  9.89±0.43, P <0.05).

结论: 嗜酸性乳杆菌活菌和SCS均能调整抗
生素相关性腹泻小鼠肠道菌群失调, 对乳杆菌
和双歧杆菌有显著扶持作用.

关键词: 嗜酸性乳杆菌; 耗尽培养上清液; 抗生素相

关性腹泻; 肠道菌群
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0  引言

腹泻是多种病因引起的多种肠道疾病的一种常

见症状, 在临床上一般将其分为感染性腹泻和非

感染性腹泻2种, 其中感染性腹泻约占80%. 对于

感染性腹泻, 人们习惯于使用抗生素进行治疗. 
然而由于抗生素的大量盲目使用, 使肠道中有益

菌被抑制, 肠道的微生态平衡被打破, 导致菌群

失调. 此时肠上皮细胞的代谢调节水平和生理功

能发生紊乱, 使腹泻进一步加重, 即产生抗生素

相关性腹泻[1-4], 针对这种现象人们开始尝试着

对感染性腹泻实行非抗菌药物治疗. 随着人们对

肠道微生态的充分认识, 发现微生态制剂能很好

地改善肠道功能紊乱, 且安全、毒副作用小[5-8], 
治疗效果显著. 

嗜酸性乳杆菌是目前国内外开发应用的微

生态制剂的主要菌种, 是人和动物肠道内的一种

重要的益生菌, 他广泛分布在人和动物的消化

道、阴道以及乳制品和发酵的动植物制品中. 他
是乳酸菌家族中受到极为重视研发的益生菌之

一. 据报道嗜酸性乳杆菌微生态制剂对婴幼儿及

成年人急性腹泻、肠道炎症性疾病等均有良好

疗效[9-13]. 我们以人们常常忽略的培养上清液作

为研究对象, 探讨其调节抗生素相关性腹泻小鼠

肠道菌群的作用, 旨在为嗜酸性乳杆菌的进一步

开发应用提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 嗜酸性乳杆菌LA14菌株, 白色粉末状, 
由Danisco中国有限公司惠赠. 昆明种小鼠60只, 
雌雄各半, 体质量20±2 g, 由大连大学实验动物

中心提供. 注射用氨苄青霉素钠(山东瑞阳制药

有限公司生产, 0.5 g/瓶), 临用前用9 g/L的生理

盐水配制成浓度为100 g/L的氨苄青霉素钠溶液

备用. 乳酸杆菌选择性培养基(LBS), 双歧杆菌

选择性培养基(BS), 肠杆菌选择性培养基(EMB), 
肠球菌选择性培养基(EC). 嗜酸性乳杆菌耗尽

培养上清液(spent culture supernatant, SCS)的制

备[14]. 将活化的嗜酸性乳杆菌LA14菌株接种至

LBS培养液中, 37℃厌氧培养72 h. 将菌悬液离

心, 4000 r/min, 10 min, 分离得到SCS. 将菌沉

淀, 分别用9 g/L的生理盐水、SCS重悬后制成

活菌菌液、SCS加活菌菌液, 菌悬液中活菌数量

达到l×1011 CFU/L. 上述各液在动物实验开始之

前配制, 每天实验结束后置于4℃保存.
1 .2  方法 抗生素相关性腹泻小鼠模型的制

备[15-17]. 参照文献略加改动, 将60只小鼠随机分

■研发前沿
近年来, 发达国家
对益生菌的研究
非常活跃, 但关于
其作用机制的探
讨也大都处于研
究阶段. 而我国仅
在双歧杆菌及其
相关的益生菌方
面有所研究, 对嗜
酸性乳杆菌单一
菌种的研究还很
少. 因而对嗜酸性
乳杆菌进行深入
研究非常必要.
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为正常组、模型组、SCS组、活菌组、SCS+活
菌组、自然恢复组. 将模型组、SCS组、活菌

组、SCS+活菌组和自然恢复组分别ip 100 g/L
氨苄青霉素钠溶液2000 mg/(kg·d), 连续3 d, 造
成抗生素相关性腹泻小鼠模型, 正常组小鼠ip
等容积生理盐水. 正常组和模型组小鼠于造模

后即处死 ,  取盲肠内容物进行肠道菌群分析 . 
SCS组、活菌组、SCS+活菌组小鼠则从第4天
开始分别灌胃相应的受试药物, 剂量为30 mL/
(kg·d)[含菌组中活菌数量为3×109 CFU/(kg·d)], 
自然恢复组给予等容积生理盐水, 连续3 d , 然
后处死小鼠, 取盲肠内容物进行肠道菌群分析. 
盲肠内容物标本的处理及菌群检测: 小鼠颈椎

脱臼处死, 在无菌条件下进行剖解, 取近回盲部

盲肠1 cm放于含生理盐水0.8 mL的小瓶中, 振
荡洗涤, 使肠内容物充分稀释, 然后连续10倍稀

释, 取10-6, 10-7, 10-8, 10-9各稀释匀浆液0.01 mL, 
分别滴入LBS, BS培养基中; 取10-5, 10-6, 10-7, 10-8

各稀释匀浆液0.01 mL, 分别滴入EC, EMB培养

基中, 每种菌做2个平行平皿. LBS和BS置37℃
厌氧培养48 h; EC和EMB置37℃培养18 h, 然后

观察结果, 计算菌落数, 折合成每升盲肠内容物

稀释液中肠杆菌、肠球菌、乳杆菌和双歧杆菌

的菌落数, 并以常用对数表示.
统计学处理 各组实验数据经整理后用mean

±SD表示, 采用SPSS 12.0统计学软件对实验数

据进行两样本均数t检验分析.

2  结果

2.1 氨苄青霉素对小鼠肠道正常菌群的影响 用
氨苄青霉素造模后, 肠道内4种主导菌群的数量

明显改变, 其中肠杆菌、肠球菌数量明显增加, 
乳杆菌、双歧杆菌数量减少, 模型组与正常组

小鼠肠道菌群之间存在着显著性差异(P <0.05或 
P <0.01, 表1). 
2.2 SCS治疗抗生素相关性腹泻的效果 用氨苄

青霉素造成小鼠肠道菌群失调后, 每天给小鼠

分别灌胃各受试药物, 3 d后可见SCS组、活菌

组、SCS+活菌组小鼠肠道内乳杆菌和双歧杆菌

数量明显回升, 肠杆菌和肠球菌数量下降, 上述

各治疗组与自然恢复组小鼠肠道菌群之间存在

着显著性差异(P <0.05或P <0.01). 各治疗组小鼠

肠道菌群之间、各治疗组与正常组小鼠肠道菌

群之间差异性不显著(P >0.05, 表2).

3  讨论

腹泻是常见的临床症状, 全球每年因腹泻就有

约200万人丧生. 对于腹泻的治疗, 原则上要针

对病因, 但目前在治疗中, 对于许多引起腹泻的

疾病过程并不能得到满意控制, 也缺乏特异性

治疗方法, 因而饮食疗法、药物疗法、微生态

疗法等支持疗法和对症治疗就成为必不可少的

治疗措施 ,  其中尤其值得关注的是微生态疗

法[18-21]. 微生态疗法使用的是微生态制剂, 微生

态制剂是根据微生态学基本机制研制的, 他是

利用肠道正常菌群成员或其促进物质制备而成. 
目前国内外开发应用的微生态制剂的菌种主要

有乳酸菌(包括乳酸杆菌、乳酸球菌、双歧杆菌

等)、链球菌和各种真菌等, 其中又以乳杆菌和

双歧杆菌居多[22]. 乳酸杆菌特别是嗜酸性乳杆菌

抵抗胃酸和胆碱的能力较强, 能顺利通过胃肠

环境而广泛定植于胃肠中, 在消化道内能很好

地存活, 因而是微生态制剂常用的主要菌种之

一. 然而目前研制的用于临床治疗的微生态制

剂多以活菌制剂为主, 培养上清液往往被忽略,
但活菌保存具有存活率低、保质期短、活性不

稳定等缺点. 我们即以此为切入点, 从以往人们

忽略的培养上清液入手, 探讨其对抗生素相关

性腹泻小鼠肠道菌群的影响. 从实验结果可见, 
当使用氨苄青霉素破坏了肠道内正常菌群的平

衡, 造成了小鼠肠道菌群失调后, 肠道内4种主

导菌群的数量出现明显改变, 其中肠杆菌和肠

球菌数量显著上升, 而乳杆菌和双歧杆菌数量

明显下降. 灌胃使用SCS和活菌等治疗药物后, 
肠道乳杆菌和双歧杆菌数量明显回升, 肠杆菌

和肠球菌数量下降, 表明SCS等治疗药物对小鼠

肠道生理菌群有明显的调节作用. 研究结果提

示, 嗜酸性乳杆菌SCS具有与活菌相同的明显调

节小鼠肠道生理菌群的作用, 并对乳杆菌和双

歧杆菌表现出明显地扶持作用. 另一方面, 由于

在实验中采用的是耗尽培养上清液, 这样就排

除了培养液中的蛋白胨、牛肉浸膏、酵母浸膏

等多种成分对实验结果的影响, 这也提示了在

耗尽培养上清液中应该存在着具有相似功效的

■创新盘点
本文研究结果证
实, 嗜酸性乳杆菌
耗尽培养上清液, 
能调整抗生素相
关性腹泻小鼠肠
道菌群失调, 对乳
酸杆菌和双歧杆
菌具有显著扶持
作用, 提示在耗尽
培养上清液中存
在着活性代谢产
物, 这为进一步提
取、分离其中有
效成分提供依据.

■应用要点
对嗜酸性乳杆菌
耗尽培养上清液
进行活性跟踪、

分离纯化, 找出其
中有效成分, 为开
发新型稳定无毒
的消化疾病临床
药物奠定基础.

     

表  1  抗生素相关性腹泻小鼠肠道菌群 (mean±SD, 
lgCFU/L, n = 10)

分组        肠杆菌             肠球菌           乳杆菌          双歧杆菌

正常    9.03±0.11    9.11±0.09  11.88±0.10  11.61±0.13

模型  10.13±0.10b 10.52±0.11b 10.51±0.07b 10.38±0.31a

aP<0.05, bP<0.01 vs  正常组.
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活性代谢产物. 在以往的报道中, 有作者已提出

在嗜酸性乳杆菌、双歧杆菌的培养上清液中存

在着细菌素、黏附素等成分[23-26], 而我们的研究

结果也证实了SCS调节小鼠肠道生理菌群的作

用. 因而是否可以认为在SCS中存在着多种具有

活性作用的代谢成分? 相关的研究尚在进一步

深入.  
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■同行评价
该研究发现嗜酸
性乳杆菌与活菌
具有相同作用, 对
乳杆菌和双歧杆
菌表现出明显地
扶持作用, 为嗜酸
性乳杆菌的进一
步开发应用奠定
了实验基础. 研究
设计合理, 方法准
确, 结果可靠, 有
一定科学性、创
新性和可读性.


