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Abstract
AIM: To determine the effect of administration 
of Lactobacillus plantarum (LP) on established 
colitis in mice and to explore possible mecha-
nisms involved.

METHODS: A model of colitis was induced by 
intracolonic injection of 2,4,6-trinitrobenzene 
sulfonic acid sodium salt (TNBS) in adult Balb/c 
mice. The mice were then treated with LP (109 
CFU) or vehicle for three weeks. After treat-
ment, all mice were killed and colonic damage 
was evaluated both histologically and biochemi-

cally, including determination of the activity of 
myeloperoxidase (MPO) activity, and the levels 
of leukotriene B4 (LTB4), tumor necrosis factor α 
(TNF-α) and interferon-γ (IFN-γ) in colon tissue.

RESULTS: LP therapy resulted in amelioration 
of colitis induced with TNBS in mice when com-
pared with control mice without undergoing LP 
treatment. This anti-inflammatory effect of LP 
was evidenced by a significant reduction of mac-
roscopic and microscopic colonic damage scores 
(1.11 ± 0. 61 vs 4.62 ± 0. 40, P < 0.05; 1.48 ± 0.40 
vs 5.39 ± 1.12, P < 0.05). Moreover, a reduction 
of neutrophil infiltrate in LP-treated mice was 
confirmed biochemically by a significant reduc-
tion of the activity of colonic MPO (25.14 U/g 
± 5.22 U/g vs 90.3 U/g ± 7.70 U/g, P < 0.05), a 
marker of neutrophil infiltration, in comparison 
with non-treated colitic mice.  In addition, treat-
ment with LP resulted in a lower colonic content 
of LTB4 and in a significant reduction of proin-
flammatory factors, such as TNF-α and IFN-γ, 
when compared with control mice (3.13 ng/g ± 
0.10 ng/g vs 8.43 ng/g ± 0. 49 ng/g, P < 0.05; 205 
ng/g ± 68 ng/g vs 375 ng/g ± 79 ng/g, P < 0.05; 
446 ng/g ± 116 ng/g vs 603 ng/g ± 109 ng/g, P 
< 0.05).

CONCLUSION: Administration of LP is effec-
tive in accelerating the recovery of experimental 
colitis in mice possibly by reducing leukocyte 
accumulation and proinflammatory cytokine ex-
pression.
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摘要
目的: 评估益生菌植物乳杆菌(LP)对三硝基苯

®

■背景资料
炎 症 性 肠 病
(IBD), 包括克罗
恩病和溃疡性结
肠炎, 是病因未明
的肠道非特异性
炎症状态 ,  是遗
传、免疫和环境
综合作用的结果, 
目前仍是一种不
可治愈性疾病.  

■同行评议者
白爱平 ,  副教授 , 
南昌大学第一附
属医院消化内科
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磺酸(TNBS)诱导小鼠肠道炎症损伤的治疗作
用, 并探讨其可能的作用机制. 

方法: 将成年♀Balb/c小鼠随机分成3组: 正
常对照组(Control组), TNBS灌肠诱导小鼠结
肠炎组(TNBS组)和LP干预组(TNBS+LP组). 
TNBS诱导肠炎模型建立后, 给予TNBS+LP
组小鼠灌胃LP 3 wk, 其余两组灌胃空白对照
PBS液. 实验结束后对大鼠一般情况、结肠大
体损伤及组织学损伤进行评估, 并对各组小鼠
结肠组织髓过氧化物酶(MPO)活性、LTB4含
量及促炎细胞因子TNF-α和IFN-γ的表达进行
测定. 

结果: 与TNBS诱导的TNBS组相比, LP明显
减轻了TNBS诱导的小鼠结肠炎症, 表现为疾
病活动指数下降(3.37 ± 0.36 vs  0.97±0.47, 
P <0.05), 结肠大体和组织学评分显著降低
(1.11±0.61 vs  4.62±0.40; 1.48±0.40 vs  5.39
±1.12, 均P <0.05), 且LP显著降低了TNBS诱
导的小鼠结肠黏膜内中性粒细胞浸润, 这与
MPO活性降低相一致(25.14 U/g±5.22 U/g vs  
90.3 U/g±7.70 U/g, P <0.05). 此外, LP明显降
低了TNBS诱导的小鼠结肠内具有化学趋化
活性的LTB4含量(3.13 ng/g±0.10 ng/g vs  8.43 
ng/g±0.49 ng/g, P <0.05)和增加了促炎细胞因
子TNF-α和IFN-γ的表达(205 ng/g±68 ng/g vs  
375 ng/g±79 ng/g; 446 ng/g±116 ng/g vs  603 
ng/g±109 ng/g, 均P <0.05).

结论: 口服植物乳杆菌能有效缓解TNBS诱导
的小鼠结肠炎症状, 其作用机制可能与其降低
白细胞聚集及促炎细胞因子的表达有关.

关键词: 2,4,6-三硝基苯磺酸钠; 植物乳杆菌; 结肠

炎; 炎症性肠病; 促炎细胞因子
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0  引言

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种慢性肠道炎症状态, 包括溃疡性结肠炎和

克罗恩病. IBD是遗传、免疫和环境等综合因素

作用的结果, 具体病因不明. 目前研究表明, 肠
道菌群在IBD的发生发展中起到了至关重要的

作用[1,2]. 益生菌被定义为一种活的微生物, 当
摄入足够数量后能发挥其对宿主的健康有益作

用. 尽管益生菌的具体作用机制不明, 但其具有

调节肠道菌群(促进有益菌的生长、对抗致病菌

的作用)、减缓炎症进程和增强肠道屏障功能

的作用[3,4]. 临床及动物实验研究均证实, 益生菌

能有效诱导和维持缓解溃疡性结肠炎的炎症状

态, 减轻症状[5-7], 而有关益生菌对肠道炎症建立

后的治疗作用研究报道则较少. 本实验旨在评

估益生菌对2,4,6三硝基苯磺酸(trinitro-benzene-
sulfonic acid, TNBS)诱导小鼠肠道炎症损伤的

治疗作用, 并探讨其可能作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 ♀健康清洁级SD大鼠, 购自上海市实

验动物中心; TNBS购于美国Sigma公司; 植物乳

杆菌(Lactobacillus plantarum , LP, CGMCC 1258)
由上海交大昂立医药研究院提供, 以低压冻干

菌粉的形式保存于-20 ℃.
1.2 方法 
1.2.1 LP菌液配制: LP菌粉用Ringer缓冲液稀释

后2 h内经改良MC培养基37 ℃厌氧培养48 h, 活
菌数达5×1010 CFU/g. 将该菌粉置于MRS液体

培养基中37 ℃厌氧培养12 h, 5 000 r/min离心5 
min, 出去上清液, 菌体悬于无菌PBS缓冲液中, 
利用分光光度法配制成1.0×109 CFU/mL浓度的

LP悬液备用. 
1.2.2 实验性结肠炎小鼠模型制作: 按先前建立

的方法利用TNBS诱导小鼠结肠炎模型[8]: 小鼠

禁食24 h后, 用氯胺酮腹腔注射麻醉, 将硅胶导

管(15G)置入肛门内约6 cm, 模型组小鼠经硅胶

导管灌注100 μL TNBS/乙醇溶液(0.5 mg TNBS+
等体积无水乙醇), 正常对照组(Control组)灌注

等量的0.9%盐溶液, 小鼠头低脚高位保持约30 s, 
建立TNBS结肠炎模型. 
1.2.3 实验设计: 采用随机数字表法将24只8周
龄Balb/c小鼠随机分成3组: Control组(n  = 8), 
TNBS组(TNBS, n  = 8), 干预组(TNBS+LP, n  = 
8). TNBS诱导肠炎后, TNBS组小鼠每日清晨灌

胃PBS 0.5 mL, TNBS+LP组小鼠每日灌胃LP 0.5 
mL, 持续3 wk. 实验开始后每日监测小鼠食物

摄入量、体质量和结肠炎临床征象. 对小鼠一

般状况及疾病活动指数(disease activity index, 
DAI)进行评估. DAI依据(体质量下降分数+粪
便性状分数+便血分数)/3进行计算[9]. 实验结束

后将小鼠处死, 收集结肠组织行组织病理学检

查、髓过氧化物酶(myeloperoxidase, MPO)、白

细胞三烯B4(leukotriene B4, LTB4)和促炎细胞

因子TNF-α和IFN-γ分析. 

■研发前沿
因传统的治疗药
物具有较大的不
良反应和治疗有
限性, 具有肠道菌
群调节能力的益
生菌成为 I B D治
疗的研究热点, 但
其作用机制尚不
清楚. 
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1.2.4 结肠炎症大体和组织学损伤评估: 将小鼠

处死后取其结肠组织, 参照Peran等[9]的方法, 进
行大体评分(0-10分). 并将新鲜切取结肠组织置

于40 g/L甲醛中, 经常规石蜡包埋、脱水处理后

4 μm切片, HE染色后镜检, 采用双盲法按如下

标准进行组织病理学评分[10]: 黏膜溃疡(0-2分), 
上皮细胞增生(0-2分), 单核细胞浸润(0-2分), 中
性粒细胞浸润(0-2分), 隐窝萎缩(0-2分)和坏死

(0-2分). 
1.2.5 MPO活性检测: 切除结肠组织约0.2 g置于

冷的六溴十二烷基三甲基铵缓冲中匀浆, 经3个
冻融循环后, 60 ℃孵育, 10 000 g离心10 min, 再
将上清液置于96培养板, 并与3,3',5,5'-四甲基

联苯胺和过氧化氢混合. 测定各样本吸光度(A )
值. 利用蛋白定量试剂盒(Quick Start Bradford 
Protein Assay, Bio-Rad, Hercules, CA)对上清液

蛋白进行定量, MPO活性表示为U/g. 
1 . 2 . 6  LT B 4含量检测 :  按试剂盒 ( C a y m a n 
Chemical, Ann Arbor, MI)方法, 取病变段结肠组

织0.2 g, 按质量体积比为1∶19加入匀浆介质制

成5%组织匀浆, 根据测得的标准品A值和对应

浓度绘制标准曲线, 根据标准曲线和测得的各

样本A值计算对应LTB4含量. 
1.2.7 TNF-α和IFN-γ表达检测: 利用ELISA试

剂盒(BD Pharmingen, Oxford, UK)对结肠组织

TNF-α和IFN-γ的表达进行检查, 方法如下: 将切

除结肠组织与冷的匀浆液(含有2%胎牛血清和

0.5%十六烷基三甲基溴)混合后匀浆, 将匀浆液

在4 ℃ 15 000 g离心15 min. 利用BCA蛋白定量

试剂盒(Pierce, Rockford, IL, USA)对上清液蛋白

进行定量. 结肠上清液中TNF-α和IFN-γ的含量

依据说明进行测量, 表示为μg/g.
统计学处理 本研究应用SPSS16.0统计包进

行统计分析, 实验数据以mean±SD表示, 采用单

因素方差分析(One-way ANOVA)进行各组比较, 
组间比较采用SNK法. 以P <0.05为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 LP改善了TNBS模型小鼠的一般状况 小鼠经

TNBS灌肠诱导肠炎后, 出现食量下降、腹泻、

便血等消化道症状, 及毛色灰暗、精神萎靡和

体质量下降等改变. LP干预后小鼠食量和体重

均出现明显增加, 毛色逐渐光泽, 精神状态明显

好转, 腹泻和血便消失, DAI评分明显下降(3.37
±0.36 vs  0.97±0.47, P <0.05, 图1).
2.2 LP减轻了TNBS模型小鼠结肠大体和组织学

损伤 TNBS诱导后的小鼠结肠大体损伤的部位

主要位于直肠远端, 表现为黏膜充血、水肿、

糜烂、溃疡, 可见肠壁局部增厚、肠腔狭窄. 组
织学分析显示, 损伤部位主要位于黏膜及黏膜

下层, 以中性粒细胞浸润为主, 亦可见单核细

胞、巨噬细胞浸润, 可见透壁性溃疡形成及隐

窝脓肿(图2). LP干预后, 小鼠结肠大体和组织学

病变均出现明显好转, 大体标本仅可见轻度黏

膜充血、水肿, 偶有可见糜烂和溃疡形成, 大体

损伤评分TNBS组明显高于Control组, TNBS+LP
组则显著低于TNBS组(表1).  组织学表现仅有散

在炎症细胞浸润, 且以单核细胞和巨噬细胞为

主, 轻度上皮细胞增生. 组织学损伤评分TNBS
组高于Control组, 而TNBS+LP组较TNBS组则出

现显著降低(表1).
2.3 LP降低了TNBS模型小鼠结肠MPO活性和

■相关报道
Morris等研究发
现, TNBS作用于
肠壁后引起肠壁
的非特异性损伤
和特征性T h 1型
迟发型超敏反应
的发生, 导致结肠
壁出现慢性透壁
性损伤, 形成类似
于人类克罗恩病
的疾病动物模型, 
该 模 型 制 作 简
便、经济 ,  是研
究 I B D发病机制
和药物治疗较理
想的工具.

表  1  各组小鼠大体评分、组织学评分、MPO活性和LTB4含量变化 (n = 8, mean±SD)

     
分组 大体评分(分) 组织学评分(分) MPO活性(U/g) LTB4含量(ng/g)

Control组 0.22±0.09 0.16±0.08 16.60±2.28 1.91±0. 57

TNBS组 4.62±0.40a 5.39±1.12a 90.30±7.70a 8.43±0.49a

TNBS+LP组 1.11±0.61ac 1.48±0.40ac 25.14±5.22c 3.13±0.10ac

aP<0.05 vs  Control组; cP<0.05 vs  TNBS组.

■创新盘点
既往大多数研究
是益生菌对实验
性肠炎的预防性
治疗研究, 而有关
益生菌对肠道炎
症建立后治疗作
用的研究则较少, 
本实验在评估益
生菌疗效的基础
上, 对作用机制进
行了深入分析.

D
AI

4

3

2

1

0
Control组            TNBS组          TNBS+LP组

a

ac

图  1  各组小鼠DAI评分. aP <0.05 vs  Control组; cP <0.05 vs  

TNBS组.
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LTB4含量 MPO作为中性粒细胞浸润的标志物, 
在TNBS诱导的小鼠结肠炎组织出现明显增高, 
而LP干预3 wk后, TNBS+LP组小鼠结肠MPO活

性较TNBS组明显降低, 与Control组已无统计学

差异(表1). 类似于MPO活性分析, LTB4含量在

TNBS诱导的小鼠结肠炎模型中出现明显的增

加, 而LP作用后则出现明显的下降, 尽管LP未能

使LTB4含量恢复至正常水平, 但TNBS+LP组与

TNBS组相比具有明显的统计学差异(表1). 
2.4 LP降低了TNBS模型小鼠结肠促炎细胞因子

的表达 在TNBS诱导的结肠炎模型小鼠结肠组

织中, 促炎细胞因子TNF-α和IFN-γ的表达出现

明显增强, 而LP干预3 wk后, 两者均出现了显著

降低, 具有统计学差异(图3).

3  讨论

已有研究表明, TNBS灌肠诱导小鼠结肠炎的发

生与以下机制有关: TNBS作用后直接引起活性

氧族, 如超氧负离子、过氧化氢等的大量产生, 
引起肠壁的非特异性损伤[11-13]; 随后, 特征性Th1
型迟发型超敏反应的发生则进一步导致结肠壁

出现慢性透壁性损伤, 类似于人类克罗恩病[11,14]. 
既往研究表明益生菌能有效阻止各种半抗

原物质介导的实验性结肠炎的发生[12,15-17], 这可

能与其具有促进有益菌如双歧杆菌、乳酸杆菌

的生长, 增强短链脂肪酸的合成, 增加谷胱甘肽

的合成与分泌, 及调节细胞因子分泌的作用有

关[18-20]. 我们前期的实验研究亦表明, 预防性应

用益生菌能下调黏附分子在实验性结肠炎模型

小鼠中的高表达, 缓解肠道炎症[21].  而有关益生

菌对已建立结肠炎模型的治疗作用研究则较少, 
为此, 本实验在TNBS灌肠诱导小鼠结肠炎建立

的基础上, 开展了益生菌对已建立结肠炎的治

疗作用评估. 本研究发现, LP能有效减轻TNBS
诱导的结肠炎症状, 表现为TNBS小鼠一般状况

的改善、DAI评分的下降、结肠大体和组织损

伤的减轻. 
目前有关益生菌发挥其有益作用的精确机

制尚不十分清楚, 且不同菌株具有不同作用途

径. 益生菌作用机制主要包括: 对潜在致病菌的

竞争性抑制; 调节机体局部和系统免疫反应; 增
强肠道屏障功能等[22]. 本实验研究发现, TNBS
能显著增强小鼠结肠MPO的活性, 增加LTB4的
含量, 促进促炎细胞因子TNF-α和IFN-γ的表达, 
而LP干预后, 则显著降低了MPO的活性和LTB4
含量, 下调了TNF-α和IFN-γ的表达. MPO作为中

性粒细胞浸润的标志物, 已有实验研究证实其

在实验性结肠炎模型中存在高表达[23]. MPO已

■应用要点
口服植物乳杆菌
能有效缓解TNBS
诱导的小鼠结肠
炎症状, 其作用机
制可能与降低白
细胞浸润和促炎
细胞因子的表达
有关 .  同时也提
示, 利用益生菌实
现对 I B D的治疗
作用具有较好的
应用前景.

图  2  组织镜下各组小鼠结肠(HE×200). A: Control组; B: TNBS组; C: TNBS+LP组.

A B C

图  3  各组小鼠结肠组织TNF-α和IFN-γ的表达. A: TNF-α; B: IFN-γ. aP<0.05 vs  Control组; cP<0.05 vs  TNBS组.
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被广泛应用于肠道炎症进展的示踪物质, MPO
活性的降低可以理解为某种既定物质具有抗炎

活性的表现[24]. 本实验中LP干预后MPO活性的

降低与组织学表现相一致, 表现为结肠黏膜内

白细胞浸润水平在LP干预后出现显著降低. 以
往研究已证实, 在IBD模型中, 循环粒细胞向肠

黏膜内的浸润对肠壁损伤起到了主要作用 [25], 
由此, LP这种对炎症细胞向结肠黏膜内浸润的

抑制作用可能与其对抗结肠组织损伤的作用有

关. 以上研究结果与益生菌能抑制结肠炎大鼠

循环白细胞与内皮细胞的黏附作用的结果相

一致. 而益生菌对炎症细胞浸润抑制作用的发

挥有赖于对多种具有化学趋化作用介质的抑

制. 本实验研究发现, LP能显著降低具有化学

趋化活性的LTB4结肠内含量和促炎细胞因子

NF-α、IFN-γ的表达. LTB4通过促进中性粒细

胞向肠黏膜内浸润参与了IBD的发生发展[26]. 促
炎细胞因子TNF-α和IFN-γ作为潜在的化学趋

化物, 能促进粒细胞向炎症肠黏膜内的浸润, 启
动炎症级联反应, 最终导致肠道炎症的持续发

生[27]. Llopis等[28]研究发现, 益生菌干酪乳杆菌

与克罗恩患者炎症肠黏膜共培养能显著对抗大

肠杆菌诱导的促炎作用, 这与抑制关键促炎介

质包括TNF-α、IFN-γ的高表达有关. 此外, 临床

和实验研究均证实益生菌鼠李糖乳杆菌能通过

下调TNF-α/IL-10比率发挥其抗炎作用, 这可能

与其促进Th1型介导的免疫反应向Th2/Th3型转

换有关[29,30].  国内有学者研究表明, 嗜酸乳杆菌

对DSS诱导的实验性结肠炎小鼠有治疗作用, 可
抑制转录因子的表达, 其部分作用机制可能为

通过抑制STAT1、T-bet信号分子的激活来抑制

Th1型免疫反应, 减少对GATA3的抑制而发挥治

疗作用[31]. 
总之, 本实验研究表明, 口服LP能有效缓解

TNBS诱导的小鼠结肠炎症状, 其作用机制可能

与降低白细胞浸润和促炎细胞因子的表达有关. 
同时也提示, 利用益生菌实现对IBD及相关疾病

的治疗作用具有较好的应用前景[32], 但益生菌真

正应用于临床实践中还面临着诸多问题亟待解

决, 如益生菌菌株的选择及其剂量、起止时间

的选择和安全性等, 尚需长期的大规模临床试

验加以验证. 
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