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■背景资料
人体的胃腔由于
酸性内环境和胃
蠕动, 不利于大多
数微生物的定植, 
但仍有部分耐酸
的菌群能够定植
于胃腔, 对维持胃
内微生态平衡起
重要作用. 

高欣, 张振玉, 吴海露, 陈菲菲, 南京医科大学附属南京医院
消化科 江苏省南京市 210006
杨小兵, 王劲松, 南京医科大学附属南京医院病理科 江苏省
南京市 210006
高欣, 硕士, 主要从事胃黏膜损伤与保护的研究.
作者贡献分布: 此课题由高欣与张振玉设计; 研究操作过程及论
文撰写由高欣完成; 资金提供、课题申请由张振玉完成; 数据分
析由吴海露与陈菲菲完成; 病理及免疫组织化学染色操作由杨
小兵与王劲松完成. 
通讯作者: 张振玉, 主任医师, 210006, 江苏省南京市长乐路68
号, 南京医科大学附属南京医院消化科. 
ahwangzhibing776@163. com
电话: 025-87726246
收稿日期: 2012-08-23   修回日期: 2012-09-16
接受日期: 2012-10-08   在线出版日期: 2012-10-28

Protective effect of probiotics 
on aspirin-induced gastric 
mucosal lesions in rats

Xin Gao, Zhen-Yu Zhang, Hai-Lu Wu, Fei-Fei Chen, 
Xiao-Bing Yang, Jin-Song Wang

Xin Gao, Zhen-Yu Zhang, Hai-Lu Wu, Fei-fei Chen, 
Department of Gastroenterology, Nanjing First Hospital 
Affiliated to Nanjing Medical University, Nanjing 210006, 
Jiangsu Province, China
Xiao-Bing Yang, Jin-Song Wang, Department of Pathol-
ogy, Nanjing First Hospital Affiliated to Nanjing Medical 
University, Nanjing 210006, Jiangsu Province, China
Correspondence to: Zhen-Yu Zhang, Chief Physician, 
Department of Gastroenterology, Nanjing First Hospital Af-
filiated to Nanjing Medical University, 68 Changle Road, 
Nanjing 210006, Jiangsu Province, 
China. ahwangzhibing776@163. com
Received: 2012-08-23    Revised: 2012-09-16 
Accepted: 2012-10-08    Published online: 2012-10-28

Abstract
AIM: To determine the protective effect of probi-
otics on aspirin-induced gastric mucosal lesions 
in rats. 

METHODS: Forty healthy male SD rats were 
randomly and equally divided into four groups: 
normal group, injury group, and two probiotics 
groups (bifico group and bioflor group). Gastric 
mucosal lesions were induced by gastric gavage 
of aspirin (150 mg/kg). Rats of probiotics groups 
were pretreated with probiotics before induction 
of gastric mucosal lesions. Gastric histological 
changes were evaluated under a microscope. 
Immunohistochemistry and Western blot were 

used to detect the distribution and expression of 
gastric epithelial tight junction protein occludin. 
The expression of phosphorylated-p38 (p-p38) 
was determined by Western blot. 

RESULTS: Compared to the injury group, le-
sion indices were significantly decreased in the 
probiotics groups (18.4 ± 3.69, 17.1 ± 3.84 vs 25.8 
± 4.94, both P < 0.05). The expression level of 
occludin in the injury group was decreased sig-
nificantly compared to the normal group (P < 
0.05). However, the expression levels of occludin 
in the two probiotics groups were significantly 
higher than that in the injury group (both P < 
0.05). Phosphorylation of p38 was more obvious 
in the injury group than in the normal group (P 
< 0.05). Pretreatment with probiotics significant-
ly inhibited the phosphorylation of p38 (P < 0.05). 

CONCLUSION: Probiotics have a protective ef-
fect on aspirin-induced gastric mucosal lesions 
in rats probably by increasing the expression of 
tight junction protein occludin via the p38 sig-
naling pathway.

Key Words: Probiotics; Aspirin; Gastric mucosal le-
sions; Occludin; MAPK
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摘要 
目的: 研究益生菌对阿司匹林引起的大鼠急
性胃黏膜损伤的影响及其机制.

方法: 40只健康♂SD大鼠随机分为4组, 每组
10只: 对照组、损伤组、培菲康组和亿活组. 
培菲康和亿活组的大鼠分别用相应益生菌制
剂灌胃进行预处理, 然后将除对照组以外所
有大鼠以150 mg/kg阿司匹林灌胃造成急性胃
黏膜损伤; 分别测定各组大鼠的胃黏膜损伤指
数(lesion index, LI); 观察大鼠胃黏膜组织学变
化; 免疫组织化学法检测各组胃黏膜上皮紧密
连接蛋白Occludin的表达情况; 免疫蛋白印迹
法(Western blot)检测紧密连接蛋白Occludin和
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■研发前沿
相关研究已经证
实 ,  益 生 菌 对 各
种原因引起的肠
道黏膜损伤具有
预 防 保 护 作 用 , 
而关于益生菌对
胃黏膜损伤尤其
是非甾体类抗炎
药(NSAIDs)相关
性胃黏膜损伤影
响的报道较少. 

MAPK信号通路中磷酸化p38蛋白的表达量.

结果: 与损伤组相比, 两组益生菌组(培菲康组
和亿活组)胃黏膜损伤较损伤组均减轻(18.4±
3.69、17.1±3.84 vs  25.8±4.94, P <0.05); 大鼠
胃黏膜中的紧密连接蛋白Occludin在损伤组
的表达与对照组相比下降(P <0.05), 而在两组
益生菌组中的表达则较损伤组增加(P <0.05); 
大鼠胃黏膜中磷酸化p38蛋白在损伤组的表达
与对照组相比增加(P <0.05), 而在两组益生菌
组中的表达则较损伤组下降(P <0.05).

结论: 益生菌制剂培菲康和亿活对阿司匹林
引起的大鼠急性胃黏膜损伤均具有明显保
护作用, 其机制可能与通过MAPK中的p38信
号通路上调胃黏膜上皮黏膜紧密连接蛋白
Occludin的表达进而增强了大鼠胃黏膜的物
理屏障功能有关.

关键词: 益生菌; 阿司匹林; 胃黏膜损伤; Occludin

蛋白; MAPK信号通路
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0  引言

阿司匹林为常见的非甾体类抗炎药(nonsteroidal 
antiinflammatory drugs, NSAIDs), 具有抗血小板

凝集的作用, 广泛用于心脑血管疾病的预防. 在
长期使用阿司匹林的患者中, 消化性溃疡、消

化道出血等胃肠道不良反应发生率明显升高, 
已引起了临床医师的关注[1-3]. 临床多用质子泵

抑制剂(proton pump inhibitor, PPI)预防, 有研究

显示联合质子泵抑制剂有增加急性冠脉综合征

(acute coronary syndrome, ACS)患者死亡率和再

住院风险[4-8]. 相关研究已经证实, 益生菌对各种

原因引起的肠道黏膜损伤具有预防保护作用, 
而关于益生菌对胃黏膜损伤尤其是NSAIDs相关

性胃黏膜损伤影响的报道较少. 培菲康和亿活

均为临床广泛使用的益生菌制剂, 本实验研究

培菲康和亿活对阿司匹林引起的大鼠急性胃黏

膜损伤的影响, 并初步探讨其作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级健康♂SD大鼠40只, 体质量200 g
±15 g, 由南京医科大学附属南京医院动物实验

中心提供, 每日光照12 h, 22 ℃恒温环境下常规

饲料喂养. 阿司匹林原料药(批号0702285), 购自

山东新华制药股份有限公司; 双歧杆菌三联活

菌散(商品名: 培菲康, 批号: 20110726)由上海信

谊药厂有限公司馈赠, 每1 g药粉含活菌数不低

于5×107 CFU; 布拉氏酵母菌散(商品名: 亿活, 
产品批号: 1269)由法国百科达制药厂(BIOCO-
DEX)制造, 深圳市康哲药业有限公司馈赠, 每1 g
药粉含活菌数不低于1.3×109 CFU; 临用前阿司

匹林、培菲康和亿活分别按每0.03 g、0.21 g和
0.25 g溶于2 mL 0.5%羧甲基纤维素钠(carboxyl 
methyl cellulose, CMC)溶液中, 制成悬浊液. 
β-actin抗体购自Santa Cruz公司, Occludin、磷酸

化p38(p-p38)抗体购自cell signal公司.
1.2 方法

1.2.1 动物分组: 将40只大鼠适应性饲养1 wk后, 
随机分为对照组、损伤组、培菲康干预组和亿

活干预组4组, 每组10只. 
1.2.2 动物实验: 实验第1-10天, 对照组、损伤组

予2 mL 0.5%CMC溶液进行灌胃, 培菲康干预组

和亿活干预组分别予培菲康和亿活溶液2 mL
进行灌胃, 2次/d; 第10天灌胃后, 所有大鼠禁食

不禁水18 h. 禁食结束后, 对照组予以CMC溶液

2 mL灌胃, 其他所有大鼠予阿司匹林溶液2 mL
灌胃1次. 阿司匹林灌胃4 h后, 以10%水合氯醛

行腹腔注射麻醉处死大鼠, 取胃组织标本.
1.2.3 胃黏膜损伤指数判定: 将大鼠胃组织沿大弯

侧剪开后, 以生理盐水洗净展平, 在解剖显微镜

(×10)下将所有损伤按Guth[9]标准累积计算损伤

指数(Lesion index, LI): 斑点样损伤 = 1分, 损伤直

径(长度)<1 mm为2分, 损伤直径(长度)1-2 mm为

3分, 损伤直径(长度)2-4 mm为4分, 损伤直径(长
度)>4 mm为5分, 宽度>2 mm的损伤积分值×2.
1.2.4 组织学观察: 胃组织经4%中性甲醛固定24 h, 
经常规脱水、透明、石蜡包埋切片, HE染色, 光
镜下观察.
1.2.5 Occludin免疫组织化学染色: 采用Envision
法进行免疫组织化学染色, 观察根据阳性细胞

的百分比进行综合判定: 阳性细胞数<10%为阴

性(-), 10%-20%为弱阳性(＋), 20%-50%为中等

阳性(＋＋), >50%为强阳性(＋＋＋).
1.2.6 Western blot检测胃组织Occludin和p-p38蛋

白表达水平: 取约100 mg胃黏膜层组织, 加入蛋

白裂解液, 4 ℃裂解, 10 000 r/min离心15 min, 取
上清为全蛋白提取物. 将蛋白提取物与蛋白上

样缓冲液混合, 煮沸5 min, 分装保存于-80 ℃冰

箱. 进行SDS-PAGE凝胶电泳, 转膜, 封闭后加入

一抗4 ℃过夜. 再加入辣根过氧化物酶标记的二
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■相关报道
Lam等多位研究
者已经通过动物
实验发现, 益生菌
对大鼠胃黏膜损
伤具有一定的保
护作用.

抗, 孵育后ECL法显色于X光片后照相, 以β-actin
作为内参, 使用Image J 1.44p软件分析处理. 各
组蛋白表达水平均以实际灰度值/β-actin灰度值

的比值来表示.
统计学处理 采用SPSSv17.0软件进行处理

及分析, 实验数据用mean±SD表示, 多组间比较

采用One-way ANOVA分析, 两组间比较采用t检
验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 各组大鼠胃组织大体和病理变化 实验中未

出现大鼠死亡的情况. 通过胃组织大体和病理

切片观察, 对照组大鼠均呈正常胃黏膜表现, 而
其他经阿司匹林灌胃的大鼠胃黏膜则观察到不

同程度的急性胃黏膜病变, 实验造模成功. 损伤

组胃腺部黏膜充血水肿明显, 可见多处条状、

点状出血及糜烂形成; 培菲康组和亿活组损伤

程度和损伤面积均较损伤组减轻, 胃黏膜呈轻

度充血水肿, 仅可见少数小片状及点状出血. 各
组大鼠胃黏膜LI见表1. 损伤组可见黏膜结构失

去完整性及连续性, 可见大片状坏死病灶, 且深

入黏膜深层, 腺体结构破坏, 并可见炎性细胞浸

润; 培菲康组和亿活组病变较损伤组减轻, 只在

黏膜浅层可见部分小片状坏死病灶, 各层结构

排列基本整齐, 未见明显的炎性细胞浸润.
2.2 胃组织Occludin蛋白免疫组织化学染色 Oc-
c l u d i n蛋白连续分布于胃黏膜上皮细胞的边

缘, 主要定位于细胞膜和细胞质. 对照组强阳性

表达率为90%(9/10); 损伤组蛋白分布不均, 染

色较弱, 强阳性表达率均显著低于对照组, 为
10%(1/10); 培菲康组和亿活组强阳性表达率较

损伤组均增加, 分别为40%(4/10)和50%(5/10) 
(图1, 表2).
2.3 Western blot结果分析 以β-actin为内参, Oc-
cludin蛋白条带出现在65 kDa, p-p38蛋白条带出

现在38 kDa, 对各条带进行灰度分析发现: Oc-
cludin蛋白的Western blot检测结果与免疫组织

化学结果一致, 对照组蛋白表达较对照组明显

下降(P <0.05), 而两组益生菌组蛋白表达与对照

A B

C D

图  1   各组胃黏膜
上皮细胞Occludin
蛋 白 表 达 ( × 1 0 0 ) . 
A: 阴性对照组; B: 

阿 司 匹 林 损 伤 组 ; 

C: 培菲康组; D: 亿

活组.

表  1  各组大鼠胃黏膜损伤指数变化 (n  = 10)

     分组  损伤指数 

对照组 0

损伤组 25.8±4.94

培菲康组 18.4±3.69a

亿活组 17.1±3.84c

aP<0.01 vs  损伤组; cP<0.01 vs  损伤组.

表  2  免疫组织化学胃黏膜组织Occludin蛋白表达水平 
(n  = 10)

     
分组

                   阳性率分级

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

对照组 0  1    0      9

损伤组 1  6    2      1

培菲康组 0  2    4      4

亿活组 0  2    3      5
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■创新盘点
目前国内关于益
生菌对胃黏膜保
护的相关报道较
少, 该文通过动物
实验进行证实, 并
对其可能机制进
行了初步研究.

组相比均增加(P <0.05); p-p38蛋白在对照组弱表

达, 而在损伤组明显表达增加(P <0.05), 两组益

生菌组的表达情况较损伤组均下降(P <0.05, 图2, 
表3).

3  讨论

胃肠道黏膜屏障包括物理屏障、化学屏障、免

疫屏障和生物屏障. 由包含益生菌在内的微生

态系统形成了胃肠道第一道非特异性的生物屏

障, 能够控制消化道各种内源性条件致病菌的

定植, 同时具有局部和全身的免疫调节作用, 对
胃肠道黏膜屏障功能起重要作用.

人体的胃腔由于酸性内环境和胃蠕动, 不利

于大多数微生物的定植, 但仍有部分耐酸的菌

群能够定植于胃腔, 对维持胃内微生态平衡起

重要作用. 在本研究中使用的培菲康为双歧杆

菌三联活菌散, 乳酸杆菌为其主要成分之一; 而
亿活则是以布拉氏酵母菌为主的活菌散剂. 研
究已证实, 乳酸杆菌和酵母菌为胃内的主要常

住菌, 是维持胃内微生态平衡的重要力量[10]. 本
实验通过大剂量阿司匹林制造大鼠急性胃黏膜

损伤的模型, 分别以培菲康和亿活对大鼠进行

损伤前预处理, 结果发现经过培菲康或亿活预

处理的大鼠胃黏膜损伤程度较损伤组明显减轻.
其他研究者采用不同的菌株, 也证实益生菌

对胃黏膜具有保护作用[11-16], 其中Lam等[12]的研

究发现, 益生菌能够增强胃黏膜的跨黏膜电阻

(transmucosal resistance, TMR), 即益生菌具有直

接增强胃黏膜上皮的屏障功能的作用.

胃黏膜物理屏障是构成胃黏膜屏障功能的

结构基础, 而紧密连接是物理屏障中重要的组

成. 紧密连接复合体包括紧密连接蛋白、黏附

因子和桥粒, 紧密连接蛋白Occludin为其中重要

的组成之一[17-20]. 我们这前的研究已经证实当人

胃黏膜上皮细胞间的紧密连接受到破坏时, Oc-
cludin蛋白的表达明显下降[21,22]; 国外学者已经

证实益生菌对肠道黏膜屏障功能, 尤其是紧密

连接结构具有促进作用[23-25]. 而本实验中的免疫

组织化学和Western blot结果提示了益生菌对大

鼠胃黏膜组织紧密连接蛋白Occludin的表达具

有促进恢复的作用: 胃黏膜被阿司匹林损伤后, 
Occludin蛋白的表达下降; 而益生菌处理组的下

降程度则明显减轻. Occludin蛋白的正常表达对

维持的黏膜正常屏障功能具有重要意义, 其表

达水平下降可致紧密连接结构和功能异常, 进
而影响黏膜物理屏障功能[26]. 因此我们认为, 在
胃黏膜损伤过程中益生菌能减轻紧密连接损伤

并促进其修复.
p38丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)是细

胞内分裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated pro-
tein kinase, MAPKs)3条主要信号通路之一. 磷酸

化p38(p-p38)是p38蛋白的磷酸化形式, 其表达

水平反映了p38蛋白的磷酸化水平. 本研究通过

Western blot方法对各组大鼠胃黏膜中p-p38蛋白

进行检测, 实验结果提示了p38蛋白磷酸化水平

与益生菌胃黏膜保护作用之间存在关联, 胃黏

膜损伤时p38蛋白磷酸化增强; 而益生菌的预处

理则使p38蛋白磷酸化的程度有所降低. 相关研

究也同样证实, p38 MAPK信号通路在调控胃黏

膜上皮的损伤及修复过程中起重要作用[27-30], 而
且这样的作用与调节黏膜上皮紧密连接蛋白的

表达存在密切关系. Oshima等[28]和Kevil等[29]的

研究均发现p38 MAPK信号通路调节上皮黏膜

细胞间紧密连接蛋白的表达. 结合实验结果, p38 
MAPK信号通路参与了本实验中胃黏膜损伤和

保护的过程, 具体可能是通过调节紧密连接蛋白

Occludin蛋白表达水平而实现的.

表  3  各组大鼠胃黏膜中Occludin/β-actin和p-p38/β-actin平均灰度值

         对照组      损伤组  培菲康组     亿活组

Occludin 1.16±0.22 0.19±0.05a 0.66±0.13c 0.71±0.12e

p-p38 0.16±0.04 1.51±0.33a 0.79±0.22c 0.64±0.13e

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  对照组; eP<0.05 vs  对照组.

Occludin

β-actin

p-p38

1             2           3          4

图  2  Western blot检测各组胃黏膜中Occludin和p-p38蛋白
的表达. 1: 对照组;   2: 损伤组; 3: 培菲康组; 4: 亿活组.
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总之, 益生菌对胃黏膜损伤的保护作用, 不
仅由于其生物屏障的功能, 而且与其增强胃黏

膜上皮细胞间紧密连接蛋白Occludin的表达, 从
而增强胃黏膜物理屏障功能有关, 可能是通过

抑制MAPK中的p38蛋白的磷酸化水平实现的. 
本实验只是对益生菌与胃黏膜物理屏障之间的

关系进行了初步探索, 两者之间的关联仍需进

一步研究证实.
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■应用要点
本文为益生菌制
剂提供了新的的
临床应用领域, 为
NSAIDs相关性胃
黏膜损伤治疗提
供了新的思路. 
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■同行评价
该文设计合理, 实
验方法较为经典, 
证据可靠, 为活菌
制剂在临床应用
中提供了客观的
实验依据.
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