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嗜酸乳杆菌耗尽培养上清液对兔离体肠平滑肌收缩的影响
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［摘要］　目的：观察嗜酸乳杆菌ＬＡ１４菌株耗尽培养上清液 （ｓｐｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ，ＳＣＳ）对兔离体肠平滑肌收缩的影响，

并初步探讨其作用机制。方法：制备兔离体回肠标本，分别记录肠平滑肌的正常收缩频率和幅度作为给药前对照，然后按累

积剂量分别加入嗜酸乳杆菌ＳＣＳ、活菌菌液、ＳＣＳ＋活菌菌液。每次给药０．３ｍｌ，给药间隔６ｍｉｎ，在每次给药４ｍｉｎ后开始描

记收缩曲线，记录时间２ｍｉｎ。观察嗜酸乳杆菌各治疗组对离体肠平滑肌收缩的作用。另取肠段按毛果芸香碱、阿托品或

ＳＣＳ、再毛果芸香碱的顺序给药，观察嗜酸乳杆菌ＳＣＳ对 Ｍ型胆碱受体的作用。结果：按累积剂量连续给予ＳＣＳ或ＳＣＳ＋活

菌菌液０．６～１．５ｍｌ后，兔离体肠平滑肌收缩频率明显降低，与给药前比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），其余各

点与给药前比较均无统计学差异。ＳＣＳ、活菌菌液、ＳＣＳ＋活菌菌液在０．３～１．５ｍｌ剂量范围内，仅ＳＣＳ＋活菌菌液在给药达

１．５ｍｌ时，兔离体肠平滑肌收缩幅度的降低与给药前比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５），其余各点均无统计学差异。ＳＣＳ或阿托品

可明显对抗毛果芸香碱引起的兔离体肠平滑肌收缩幅度的增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），ＳＣＳ还能使兔离体肠平滑肌收缩频率

明显减少（Ｐ＜０．０１）。结论：嗜酸乳杆菌ＳＣＳ可能通过阻断 Ｍ型胆碱受体抑制兔离体肠平滑肌蠕动。
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　　微生态制剂在治疗包括腹泻在内的多种病症中
显示出良好的效果［１３］，且具有不良反应少的优点，
是目前相关研究的热点。嗜酸乳杆菌是人和动物肠
道内乳酸菌家族中一种重要的有益菌，广泛分布于
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。它是乳酸菌家族中极为受重视的益生菌
之一，也是微生态制剂常用的主要菌种之一。嗜酸
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［４６］。我们的前期研
究［７８］发现，嗜酸乳杆菌耗尽培养上清液 （ｓｐｅｎｔｃｕｌ
ｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ，ＳＣＳ）能够调整抗生素相关性小鼠
肠道菌群失调，对小鼠肠道益生菌群有明显的扶持
作用，对小鼠实验性腹泻也有对抗作用，但具体机制
尚不明确。为了进一步了解嗜酸乳杆菌ＳＣＳ抗腹泻
作用与抑制肠平滑肌蠕动的相关性，本研究观察了
其对兔离体肠平滑肌的作用，并初步探讨其作用机
制。

１　材料和方法

１．１　菌种培养　嗜酸乳杆菌ＬＡ１４菌株，白色粉末
状，由Ｄａｎｉｓｃｏ中国有限公司惠赠。将活化的嗜酸乳
杆菌ＬＡ１４菌株接种至乳酸杆菌选择性培养液
（ＬＢＳ）中，３７℃厌氧培养７２ｈ。将菌悬液离心，

１５００×ｇ，１０ｍｉｎ，分离得到ＳＣＳ。将ＳＣＳ浓缩至

４０％，备用。将菌沉淀分别用ＬＢＳ、浓缩至４０％的

ＳＣＳ重悬后制成活菌菌液、ＳＣＳ＋活菌菌液。菌悬液
中活菌数量达到１×１０１１ＣＦＵ／Ｌ。上述各液在动物
实验开始之前配制，置于４℃冰箱保存。

１．２　主要试药及仪器　硝酸毛果芸香碱：上海医药
采购供应站，批号１９９８０９１０；硫酸阿托品：天津金耀
氨基酸有限公司，批号０６１０１９１。ＨＳＳ１Ｂ型离体器
官恒温装置（成都仪器厂）；ＪＺＪ０１型肌肉张力换能器
（成都仪器厂）；ＲＭ６２４０Ｂ型多道生理信号采集处理
系统（成都仪器厂）；ＣＯ２孵箱（Ｈｅｒａｅｒｕｓ公司）；ＢＤ
２３３Ｇ冰箱（海尔集团）；ＶＳ１３００ＬＵ型净化工作台
（苏州佳宝净化工程设备有限公司）。

１．３　离体肠平滑肌运动试验　家兔１２只，雌雄不
限，体质量２．５～３．０ｋｇ，由大连大学实验动物中心
提供。参照文献［９］，家兔禁食２４ｈ，处死后，迅速剖
开腹腔，取出一段回肠，置于充气并保温（３７℃）的台
氏液中。沿肠壁剪去肠系膜，制成１．５ｃｍ的肠段，

将肠内容物冲洗干净备用。实验时将肠段的一端固
定于“Ｌ”形架的弯钩上，另一端与张力换能器相连。
将“Ｌ”形架及肠段放于麦氏浴槽中并固定，同上条件
保温通气。静息张力 １ｇ，平衡 ４０ ｍｉｎ 后开始
实验。　　　
１．４　嗜酸乳杆菌各治疗组对兔离体肠平滑肌的作
用　取家兔５只，每只按上述方法制备１．５ｃｍ肠段

３段。实验分为ＳＣＳ组、活菌组、ＳＣＳ＋活菌组。分
别记录肠平滑肌的正常收缩幅度和频率作为给药前

对照，然后按累积剂量分别向麦氏浴槽中加入ＳＣＳ、
活菌菌液、ＳＣＳ＋活菌菌液。每次给药０．３ｍｌ，给药
间隔６ｍｉｎ，在每次给药４ｍｉｎ后开始描记收缩曲
线，记录时间２ｍｉｎ。观察嗜酸乳杆菌各治疗组对离
体肠平滑肌的作用。

１．５　嗜酸乳杆菌ＳＣＳ对 Ｍ型胆碱受体的作用　取
家兔７只，每只按上述方法制备１．５ｃｍ肠段２段。
实验分为ＳＣＳ组和阿托品组。分别记录肠平滑肌的
正常收缩幅度和频率作为给药前对照，然后向麦氏
浴槽中加入１％硝酸毛果芸香碱溶液０．１ｍｌ，待作用

２ｍｉｎ后分别加入１％硫酸阿托品溶液０．２ｍｌ或

ＳＣＳ１．０ｍｌ，２ｍｉｎ后再次加入１％硝酸毛果芸香碱
溶液０．１ｍｌ，作用２ｍｉｎ。观察ＳＣＳ对 Ｍ 型胆碱受
体的作用。　　　
１．６　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１１．５统计学软件对嗜酸乳杆菌ＳＣＳ、活菌、

ＳＣＳ＋活菌对收缩频率和收缩幅度影响的实验数据
分别进行方差分析，当Ｐ＜０．０５时，各组分别进行给
药后不同累积剂量组与给药前组比较的Ｄｕｎｎｅｔｔ检
验。对嗜酸乳杆菌ＳＣＳ和阿托品对收缩频率和收缩
幅度影响的实验数据分别进行方差分析，当Ｐ＜０．０５
时，各组再分别进行两两比较的ｑ检验。

２　结　果

２．１　嗜酸乳杆菌各治疗组对兔离体肠平滑肌收缩
的影响

２．１．１　收缩频率　结果（图１、表１）表明：在累积给
予０．６～１．５ｍｌ的ＳＣＳ、ＳＣＳ＋活菌后，兔离体肠平
滑肌收缩频率明显降低，与给药前比较差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），其余各点与给药前
比较均无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。结果表明ＳＣＳ能
明显抑制离体肠管的蠕动。
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图１　嗜酸乳杆菌各治疗组对兔离体肠平滑肌收缩频率和收缩幅度的影响图

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓｏｎｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｄ

ａｍｐｌｉｔｕｄｅｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｏｆｒａｂｂｉｔｓ
Ａ：ＳＣＳｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ；Ｃ：ＳＣＳ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

表１　嗜酸乳杆菌各治疗组对兔离体肠平滑肌收缩频率和收缩幅度的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓｏｎｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙａｎｄ

ａｍｐｌｉｔｕｄｅｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｏｆｒａｂｂｉｔｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｂｅｆｏｒｅ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎＶ／ｍｌ
０．３ ０．６ ０．９ １．２ １．５

Ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｓｉｎ２ｍｉｎｕｔｅｓ）

　ＳＣＳ ２０．４０±２．０７ １７．００±２．２４ １２．２０±１．６４ ９．４０±２．５１ ５．００±１．８７ ２．６０±２．７０

　Ｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ２０．４０±３．９８ １９．２０±５．５０ １８．２０±４．７６ １５．００±３．７４ １５．６０±５．９０ １３．００±４．１８

　ＳＣＳ＋ｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ２２．８０±３．０３ １７．００±３．０８ １３．４０±２．３０ １１．４０±５．３７ ７．００±５．５２ ５．２０±７．１２

Ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎａｍｐｌｉｔｕｄｅｌ／ｃｍ
　ＳＣＳ ０．４９±０．２４ ０．４０±０．３１ ０．４５±０．３０ ０．４０±０．２７ ０．３３±０．２７ ０．３８±０．７０

　Ｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １．４５±１．２３ １．１３±０．９２ １．３０±１．０９ １．１８±０．８５ １．１３±０．７２ ０．９９±０．５９

　ＳＣＳ＋ｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ １．０４±０．５６ ０．６５±０．５０ ０．７９±０．５６ ０．６１±０．５０ ０．４７±０．４０ ０．１５±０．２８

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｂｅｆｏｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

２．１．２　收缩幅度　结果（图１、表１）表明：在给予

０．３～１．５ｍｌ的ＳＣＳ、活菌、ＳＣＳ＋活菌后，仅ＳＣＳ＋
活菌组在给药达１．５ｍｌ时，兔离体肠平滑肌收缩幅
度的降低与给药前比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），其余各点均无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。结果
表明ＳＣＳ、活菌对兔离体肠平滑肌收缩幅度均无明
显影响。

２．２　嗜酸乳杆菌ＳＣＳ对 Ｍ型胆碱受体的作用　结
果（图２、表２）表明：ＳＣＳ与阿托品均可明显对抗毛
果芸香碱引起的兔离体肠平滑肌收缩幅度的增加

（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），而ＳＣＳ还能使兔离体肠平
滑肌收缩频率明显减少（Ｐ＜０．０１）。结果表明，ＳＣＳ
具有拮抗毛果芸香碱的作用，可能与其阻断 Ｍ 型胆
碱受体有关。

图２　嗜酸乳杆菌ＳＣＳ（Ａ）及阿托品（Ｂ）作用后兔离体肠平滑肌收缩图

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＣＳｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ（Ａ）ａｎｄａｔｒｏｐｉｎｅ（Ｂ）ｏｎｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｏｆｒａｂｂｉｔｓ
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表２　嗜酸乳杆菌ＳＣＳ对 Ｍ型胆碱受体的作用

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＣＳｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ

ｏｎＭｃｈｏｌｉｎｏｃｅｐｔｏｒ
（ｎ＝７，珚ｘ±ｓ）

Ｄｒｕｇ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

Ｄｏｓａｇｅ
Ｖ／ｍｌ

Ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
（ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎｓ
ｉｎ２ｍｉｎｕｔｅｓ）

Ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ
ａｍｐｌｉｔｕｄｅ
ｌ／ｃｍ

ＳＣＳ － ２５．４３±７．０２ ０．８３±０．５０

　１％Ｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅ ０．１ ２３．５７±５．３８ １．５２±０．８１

　ＳＣＳ １．０ １４．００±５．８９ ０．７０±０．４８

　１％Ｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅ ０．１ １４．００±５．７７ ０．９２±０．６０
Ａｔｒｏｐｉｎｅ － ２７．８３±５．４２ ０．９４±０．６６

　１％Ｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅ ０．１ ２６．５０±６．６９ １．９２±１．１１

　１％ Ａｔｒｏｐｉｎｅ ０．２ ２２．１７±８．４５ ０．２９±０．２７

　１％Ｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅ ０．１ ２３．３３±８．８２ ０．７４±０．６２

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｆｉｒｓｔａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｉｌｏｃａｒｐｉｎｅ

３　讨　论

　　目前临床应用的微生态制剂多以活菌制剂为
主，培养上清液往往被忽略。活菌制剂具有保存菌
的存活率低、保质期短、活性不稳定等缺点，这些都
在一定程度上限制了其应用。本研究即以此为切入
点，选取嗜酸乳杆菌ＬＡ１４菌株，从以往人们忽略的
培养上清液入手，观察嗜酸乳杆菌ＳＣＳ对兔离体肠
平滑肌的作用，并初步探讨其作用机制。

　　本研究结果表明，嗜酸乳杆菌ＳＣＳ、ＳＣＳ＋活菌
能明显减少兔离体肠平滑肌收缩频率，且其作用强
于单纯的活菌，表明在ＳＣＳ中应该存在着抑制肠蠕
动的成分。在嗜酸乳杆菌各治疗组对兔离体肠平滑
肌收缩幅度影响的结果中，可以看到ＳＣＳ和活菌对
兔离体肠平滑肌收缩幅度几乎均无明显影响。鉴于
我们在前期的研究工作中观察到嗜酸乳杆菌ＳＣＳ
对小鼠实验性腹泻有对抗作用，可以认为其抗腹泻
效果与抑制肠蠕动有一定的关系。

　　毛果芸香碱是经典的 Ｍ 型胆碱受体激动剂，本
研究结果表明ＳＣＳ同阿托品一样可明显对抗毛果
芸香碱引起的兔离体肠平滑肌收缩幅度的增加，同
时ＳＣＳ还能使兔离体肠平滑肌收缩频率明显减少，
这提示了ＳＣＳ同阿托品一样具有拮抗毛果芸香碱

的作用，这一作用可能与 Ｍ型胆碱受体阻断有关。

　　本实验采用的是耗尽培养上清液，可排除培养
基中蛋白胨、牛肉浸膏、酵母浸膏、营养基质等多种
成分对实验结果的影响。结合前期观察到的嗜酸乳
杆菌ＳＣＳ对胃肠道功能的多种作用，本研究结果进
一步提示，ＳＣＳ中存在着具有胃肠道功能保护作用
的活性代谢产物，值得深入研究以应用于临床。
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