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粪便微生物粗提液通过抑制 NF-κB信号的抗溃疡性

结肠炎研究 
 

徐敏，蒙月月，靳妲，赵莉，霍贵成 

（东北农业大学，乳品科学教育部重点实验室，黑龙江哈尔滨 150030） 
摘要：本文研究了粪便微生物粗提液对人工诱发溃疡性结肠炎小鼠的治疗作用。将 64 只健康小鼠随机分为 4 组，即完全空白组

（n=20）、肠炎空白组（n=20）、SASP（柳氮硫胺吡啶）组（n=12）和 FMT（粪便微生物移植）组（n=12），处理组小鼠自由饮用 3%

葡聚糖硫酸钠盐（DSS）溶液 7 d，建立溃疡性结肠炎（UC）模型；造模后，SASP 组、FMT 组同时分别给予柳氮硫胺吡啶片及鼠源

粪便微生物提取液干预治疗 4 周，灌胃频率 2 d/次，然后进行为期两周的后续观察。结果显示：与肠炎空白组小鼠相比，粪便微生物

粗提液使 UC 小鼠血清 IL-1β、IL-6 和 TNF-α水平显著降低（p<0.05），并降低 NF-κB 的蛋白表达，增加 IκB 的蛋白表达。研究表明：

粪便微生物粗提液可通过抑制 NF-κB 信号通路的活化来发挥抗溃疡性结肠炎功效，具有应用于临床医学的潜力。 
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Anti-colitis Effect of Fecal Microbiota Crude Extract via Suppressing the 

Nuclear Factor-κB Signaling Pathway 
XU Min, MENG Yue-yue, JIN Da, ZHAO Li, HUO Gui-cheng 

(Northeast Agriculture University, Key Laboratory of Dairy Science, Ministry of Education, Harbin 150030, China) 
Abstract: The effect of crude extract of fecal microbiota on artificially-induced ulcerative colitis in mice was investigated in this study. A 

total of 64 healthy mice were randomly divided into four groups: blank (n=20), enteritis blank (n=20), sulfasalazine (SASP, n=12), and fecal 

microbiota transplantation (FMT, n=12). Mice assigned to the treated groups were allowed to freely drink 3% dextran sulfate sodium salt (DSS) 

solution for seven days, to establish the ulcerative colitis (UC) model. Subsequently, mice in the SASP and FMT groups were treated with SASP 

solution and crude extract of fecal microbiota for four weeks, respectively. Mice were observed for two weeks with a gavage performed once 

every two days. The results showed that compared with the enteritis blank group, crude extract of fecal microbiota significantly decreased serum 

interleukin (IL)-6, IL-1β, and tumor necrosis factor (TNF)-α levels (p<0.05), reduced nuclear factor (NF)-κB protein expression, and increased 

the level of IκB protein expression. The results indicate that crude extract of fecal microbiota exerts an anti-colitis effect by suppressing 

activation of the NF-κB signaling pathway and has potential applications in clinical medicine. 
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溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）是一种病

理漫长与反复发作的炎症性疾病，其临床表现为腹泻、

黏液脓血便、腹痛和里急后重等，多呈反复发作的慢

性病程[1]。目前溃疡性结肠炎的病因与发病机制尚不

十分清楚，以往研究主要集中于遗传易感性和免疫异

常等方面[2]。最近有研究显示，宿主肠道菌群改变、

代谢表型改变以及 NF-κB 信号通路失调很可能是导 
收稿日期：2016-04-28 

基金项目：国家自然科学基金项目（31401512）；国家863项目（2011AA100902）

作者简介：徐敏(1991-)，女，硕士研究生，研究方向：食品科学 

通讯作者：霍贵成（1958-），男，博士，教授，研究方向：食品微生物与生

物技术 

致溃疡性结肠炎发生和发展的关键因素。机体受到外

界刺激（如脂多糖、IL-1β、IL-6 和 TNF-α）时，NF-κB
会与 IκB 分离，游离的 NF-κB 将进入细胞核，从而调

控 IL-1β、IL-6 和 TNF-α等炎性细胞因子的表达，从

而活化机体 NF-κB 信号通路，迫使机体处于持续的活

化状态，过多的炎性细胞因子会引起机体炎症，从而

导致溃疡性结肠炎等炎症性疾病[3]。 
目前治疗溃疡性结肠炎的方法主要包括药物治

疗、营养治疗、心理治疗及手术治疗，其中药物治疗

是最主要的方法。临床常用三类药物柳氮硫胺类、类

固醇激素类和免疫抑制剂类。总体来说，上述药物治

疗见效快，疗效好，可缓解 UC 患者燃眉之苦，但长
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期使用副作用较大，患者不能耐受。首先，传统药物

无法根治患者疾病，治标不治本；其次，不良作用大，

易引起患者头疼、恶心，造成机体消化系统、血液系

统异常；传统药物还具有潜在的致毒致癌性。 
粪菌移植，定义为将健康机体粪便中的功能菌

群，移植到患者胃肠道内，重建具有正常功能的肠道

菌群，以实现肠道及肠道外疾病的诊疗。粪菌移植能

够发挥确切疗效的原因，是移植的菌群尽可能维持了

健康供者的功能肠道菌群，并最终在受者肠道内重建

适合受者的功能菌群[4~5]。 
本研究以健康小鼠的粪便微生物提取液为目标

菌群，以人工溃疡性结肠炎小鼠为试验对象，通过灌

胃健康鼠源粪便微生物粗提液的方式，研究粪便微生

物粗提液对溃疡性肠炎小鼠肠道结构及 NF-κB 信号

通路的影响，旨在探究粪便微生物提取液对溃疡性结

肠炎小鼠疾病的治疗效果。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

BALB/c 小鼠，64 只，雌性，清洁级，7 周购自

北京维通利华试验动物技术有限公司（小鼠许可证号

SCXK 2012-0001），保持饲养环境温度(23±2) ℃，每

天人工灯光照明 12 h，标准小鼠饲料喂养，自由饮

水；IL-1β提取试剂盒、IL-6 试剂盒和 IL-10 试剂盒，

购自武汉博士德生物科技有限公司；甲醛溶液，天津

博迪化工股份有限公司。 
电子显微镜：Motic；注射器：江苏治宇医疗器械

有限公司；液氮罐：成都金凤液氮容器有限公司；眼

科解剖盒：沈阳市久鸣铝制品厂。 

1.2  试验方法 

1.2.1  粪便微生物粗提液的制备 
观察小鼠精神状态、毛发情况、排便频率与粪便

形态等信息，筛选出目标小鼠，并对其进行标记，作

为粪便微生物移植供体小鼠。将供体小鼠的新鲜晨便

标本置于无菌厌氧容器中，冰上保存，2 h 内运至实验

室进行处理，按 7:15（g/mL）的比例将粪便溶于无菌

PBS 溶液中，分别用 2.0、1.0、0.5 和 0.25 mm 的无菌

不锈钢筛过滤，6000 r/min、15 min 离心，取菌体，无

菌 PBS 清洗 3 次，重置于 PBS 溶液中，制得粪便微

生物粗提液，4 ℃冰箱保存备用[6]。 
1.2.2  动物模型的建立 

将 64 只 BALB/c 雌鼠随机分成 4 组，I 完全空白

组（20 只）、Ⅱ肠炎空白组（20 只）、Ⅲ SASP 组（12

只）和Ⅳ FMT 组（12 只）。将 3%葡聚糖硫酸钠（DSS）
溶于水瓶中，让Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ组小鼠自由饮用 7 d，以诱

发试验性溃疡性结肠炎小鼠模型[7]，其中，Ⅰ完全空

白组小鼠饮用灭菌蒸馏水；第 8 d，分别解剖完全空白

组、肠炎空白组小鼠 8 只（参考 ELISA 试验血清的用

量），摘眼球取血，并取小鼠结肠组织，并以小鼠表观

状况、结肠完整性和肠道病理学评分等为指标，验证

小鼠溃疡性结肠炎模型是否建立成功。 
1.2.3  试验设计 

本研究试验设计如下：Ⅰ完全空白组（20 只）：

正常饮食，无特殊处理；Ⅱ肠炎空白组（20 只）：建

模后，按照 0.3 mL PBS/只进行灌胃，灌胃持续 4 周，

灌胃频率 1 次/2 d；Ⅲ SASP 组（12 只）：DSS 造模

后，按照 0.0092 g SASP 溶液/0.3 mL PBS/只进行灌胃，

灌胃持续 4 周，灌胃频率 1 次/2 d；Ⅳ FMT 组（12
只）：造模后，按照 0.14 g 粪便微生物/0.3 mLPBS/只
进行灌胃，灌胃持续 4 周，灌胃频率 1 次/2 d。灌胃

期间每天记录粪便性状、毛发情况和隐血等[8]；灌胃

结束后，每组分别处死小鼠 8 只，摘眼球取血，并取

小鼠结肠组织，宏观观察小鼠结肠组织情况；并对小

鼠结肠组织行 HE 染色，记录病理学指标图片；每组

剩余的小鼠进行后续观察，2 周后同上进行处理。本

研究试验设计图如图 1。 

 
图1 试验方案 

Fig.1 Experimental design 

1.2.4  小鼠结肠组织宏观病理学评价分析小鼠

肠黏膜组织 

灌胃结束后，每组随机选取小鼠，腹腔注射 20%
氨基甲酸乙酯麻醉（6 mL/kg），固定于解剖台上，摘

眼球取血，脱颈处死小鼠后，然后沿腹部正中切口，

将结肠从盲肠、直肠中间剪开，快速剖取结肠，沿着

肠系膜剪开，取出肛门至盲肠末端的整个结肠和直肠

段及结肠粪便，观察各组小鼠结肠的炎症、充血及溃

烂情况，并置显微镜下观察肠黏膜；根据如下表格，

邀请 40 人对各组小鼠结肠组织宏观病理学进行随机

评分，0~3 分评估代表发炎与发炎程度，3 分最严重；

0~3 分代表隐窝损害程度，3 分最严重；0~3 分代表溃

疡程度，3 分最严重；然后用百分数表示：1 分代表
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1~25%、2 分代表 26~50%、3 分代表 51~75%[9]。 
表1 肠道组织宏观病理学评分标准 

Table 1 Macroscopic pathology scoring criteria of intestinal tissues 

分数 隐窝结构 炎症细胞透过性 溃疡 

0 正常 不透过 完整上皮细胞 

1 隐窝长度减少<30% 炎性细胞透过黏膜层 黏膜层溃疡 

2 隐窝长度减少>30%，杯状细胞减少 侵入黏膜下层 黏膜下层溃疡 
3 几乎全部隐窝损失 跨膜透过 跨膜溃疡 

1.2.5  小鼠结肠组织微观病理学评价分析小鼠

肠黏膜组织 
灌胃结束后，各组随机选取待解剖小鼠，对其腹

腔注射 20%氨基甲酸乙酯麻醉（6 mL/kg），固定于解

剖台上，眼球取血分离血清，脱颈处死小鼠，然后沿

腹部正中切口，将结肠从盲肠和直肠中间剪开，快速

剖取结肠，沿着肠系膜剪开，取出肛门至盲肠末端的

整个结肠和直肠段，并于结肠末端（距肛门 1 cm）处

剪取 0.5 cm 长的结肠，福尔马林浸泡，进行 HE 染色

以做病理检查[10]。 
1.2.6  小鼠血清 IL-1β、IL-6、TNF-α含量的测

定 
本研究以与 NF-κB 信号通路密切相关的 IL-1β、

IL-6 和 TNF-α等炎性细胞因子为指标，研究鼠源粪便

微生物提取液对人工溃疡性结肠炎小鼠的作用[10]。灌

胃结束后，各组随机选取待解剖小鼠，对其腹腔注射

20%氨基甲酸乙酯麻醉（6 mL/kg），固定于解剖台上，

眼球取血，室温自然凝固 1 h 后，离心，取血清，待

所有样品收集完后分别用细胞因子（IL-1β、IL-6、
TNF-α）ELISA 试剂盒检测[11]。 
1.2.7  小鼠结肠 NF-κB、IκB 蛋白的表达 

本研究通过 Western-blotting 法，测定与 NF-κB 信

号通路密切相关的两种关键蛋白NF-κB和 IκB的表达

情况，以研究粪便微生物提取液对机体炎性的修复情

况[12]。灌胃结束后，各组随机选取待解剖小鼠，对其

腹腔注射 20%氨基甲酸乙酯麻醉（6 mL/kg），固定于

解剖台上，眼球取血后，取结肠组织，液氮速冻后转

移到-80 ℃冰箱保存，然后用 Western-blotting 进行检

测关键蛋白的表达情况。 

1.3  统计学分析 

试验结果经 SPSS 13.0 统计软件分析，两两比较

采用 Duncan 法。实验结果采用 Mean±SD 表示，p<0.05
为差异有显著性意义。 

2  结果与讨论 

 

2.1  溃疡性结肠炎小鼠模型的验证 

从建模起始（第 0 d）到建模结束（第 8 d），小鼠

体重下降率为 13.76%，肠炎空白组小鼠表观状态不

佳，具体表现在小鼠目光呆滞、毛发暗沉卷曲，有羌

毛现象，见图 2a；并且，肠炎空白组小鼠尾根处有

血斑，说明小鼠有显性便血现象，见图 2b；由HE 染

色图（见图 2c）可知，肠炎空白组相对于完全空白组

HE 染色图，小鼠结肠组织，肠黏膜萎缩，黏膜表面

钝化，隐窝破坏，结构不完整，因此急性溃疡性结肠

炎模型建立成功，可进行下一步治疗试验。 

  

 
图2 溃疡性结肠炎小鼠症状 

Fig.2 Clinical symptoms of UC in mice 

2.2  粪便微生物提取液对溃疡性结肠炎小鼠

结肠组织宏观病理学的影响 

灌胃结束后，各组小鼠的宏观病理学评分如图 3
所示，由图 3 可知，肠炎空白组小鼠的宏观病理学评

分较高，显著差别与处理组及完全空白组；完全空白

组小鼠宏观病理学评分较低，约为 0 分，显著差异与

其他组；在各处理组中，FMT 处理组小鼠宏观病理学

评分较低，与抗生素组之间差异不显著，试验结果表

明粪便微生物粗提液可改善溃疡性结肠炎小鼠结肠的

炎症、充血及溃烂情况，从而修复溃疡性结肠炎小鼠

的肠黏膜损伤。 
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图3 小鼠宏观病理学评分图 

Fig.3 Macroscopic pathology scoring of intestinal tissue 

2.3  粪便微生物提取液对溃疡性结肠炎小鼠

结肠组织微观病理学的影响 

肠炎空白组、FMT 组、SASP 组及完全空白组的

HE 染色病理图见图 4。 

  

  
图4 小鼠HE染色图 

Fig.4 Hematoxylin-eosin staining images of mice in different 

groups 

注：a 为肠炎空白组小鼠；b 为 FMT 组小鼠；c 为 SASP

组小鼠；d 为完全空白组小鼠。 

由图 4 可知，肠炎空白组小鼠，肠黏膜萎缩，黏

膜表面钝化，隐窝破坏，基本处于肠黏膜屏障失衡状

态（图 4a）；经过两个疗程的粪便微生物移植疗法治

疗之后，FMT 组小鼠肠黏膜细胞排列基本整齐，肠黏

膜结构完整，无组织坏死现象（图 4b），说明粪便微

生物移植疗法可以很好的修复溃疡性结肠炎小鼠的肠

黏膜损伤；并且与 SASP 组、完全空白组小鼠 HE 染

色图相比，无明显的差异，说明粪便微生物提取液可

维持小鼠黏膜排列整齐，形态完整，基本恢复正常。 

2.4  小鼠血清细胞因子水平 

表2 灌胃结束后小鼠血清细胞因子水平 

Table 2 Serum cytokine levels of mice after the oral 

administration of treatment (X±SD) 

组别 n IL-1β IL-6 TNF-α 

肠炎空白组 8 103.5±11.6a 84.8±8.0a 91±5.5a 

FMT 组 8 21.9±5.0b 19.8±4.9b 31.4±5.9b 

SASP 组 8 19.0±3.1b 15.5±1.9bc 28.2±7.1b 

完全空白组 8 15.3±2.1c 10.3±4.0c 21.3±4.8c 

注：单位为 pg/mL；均与肠炎空白组数据对比进行显著性

分析，标不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

灌胃结束后小鼠血清细胞因子水平含量表见表

2。 
由表 2 可知，肠炎空白组小鼠血清中 IL-1β含量

较高，可能是由于患溃疡性结肠炎，促使机体持续活

化，从而促进 IL-1β 的高度表达，而经过粪便微生物

移植疗法，溃疡性结肠炎小鼠血清中 IL-1β 含量显著

降低，并于 SASP 组小鼠此种细胞因子含量无显著的

差异，说明鼠源粪便微生物提取液可以显著降低机体

细胞因子 IL-1β 的水平，能达到市面上传统治疗溃疡

性结肠炎的方法。同理，粪便微生物粗提取液在降低

溃疡性结肠炎小鼠血清 IL-6 及 TNF-α 方面也有显著

功效。试验结果表明，小鼠机体在受到造模物质-葡聚

糖硫酸钠盐（DSS）刺激后会产生一定的免疫调节反

应，分泌大量的细胞因子，但是随着益生菌的灌胃处

理，小鼠肠道 NF-κB 信号免疫机制遭到破坏，抑制了

相关细胞因子的表达及翻译过程[13]。鼠源粪便微生物

提取液可能是通过抑制信号通路从而降低与 NF-κB
信号通路密切相关的 IL-1β、IL-6 及 TNF-α等炎性细

胞因子的含量的方式来发挥治疗溃疡性结肠炎小鼠的

功效，如图 5 所示。 

 

图5 粪便微生物提取液调控NF-κB信号通路可能机制图 

Fig.5 Possible mechanism of action of crude extract of fecal 

microbiota via suppression of the NF-κB signaling pathway 
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2.5  小鼠结肠组织关键蛋白表达情况 

 
图6 不同组小鼠结肠蛋白Western-blotting表达情况 

Fig.6 Expression levels of proteins from colon tissues of mice in 

different groups by western blot 

注：A 代表肠炎空白组；B 代表完全空白组；E 代表 SASP

组；F 代表 FMT 组。抗 β-肌动蛋白抗体结合分子量为 42 ku 的

相应蛋白用作内部对照。 

如图 6 所示，肠炎空白组小鼠肠道的 NF-κB p65
蛋白表达量较高，而 IκB 的表达较低；经过对 UC 小

鼠两个疗程的粪便微生物提取液治疗后，发现小鼠肠

道的 NF-κB p65 蛋白表达量显著降低，而 IκB 的表达

显著增高。人工模型 UC 小鼠结肠组织中 NF-κB p65
蛋白表达量较高，而 IκB 的表达较低，说明过多游离

的 NF-κB p65 进入细胞核参与细胞因子的调控，从而

引起机体的持续炎症反应；而经过对 UC 小鼠两个疗

程的粪便微生物提取液治疗后，小鼠肠道的 NF-κB 
p65 蛋白表达量显著降低，而 IκB 的表达显著增高，

说明粪便微生物提取液可以抑制 NF-κB p65 与 IκB 的

分离，游离的 NF-κB p65 蛋白表达量显著降低；因此，

粪便微生物提取液可通过抑制 NF-κB 免疫信号通路

来发挥抗溃疡性结肠炎能力。粪便微生物移植疗法发

挥作用的机制可能是因为：一方面，正常健康小鼠粪

便微生物粗提取液中可能存在某种活性物质，如有益

菌的细胞壁成分、LPS 或者过氧化物，可通过抑制

NF-κB 与 IκB 分离，从而阻止游离的 NF-κB 进入细胞

核，抑制机体 NF-κB 信号通路的持续活化，来起到抗

溃疡性结肠炎的功效[14~16]；另一方面粪便微生物提取

液可以提高肠道菌群多样性，粪便微生物移植之前，

肠道菌群以厚壁菌门和拟杆菌门为主，而粪便微生物

移植可以增加小鼠肠道菌群多样性，主要是拟杆菌门

及产生丁酸盐的菌群组成，其中，厚壁菌门和拟杆菌

门在维持肠道内环境稳态方面均具有重要作用，厚壁

菌门通过产生丁酸盐维持肠上皮细胞的完整性，并增

强机体免疫反应，拟杆菌门能抑制有害菌的增殖
[17~20]。 

 

3  结论 

3.1  粪便微生物粗提取液干预前期可修复溃疡性结

肠炎小鼠肠黏膜损伤，干预后期可使溃疡性结肠炎小

鼠结肠组织排列逐渐整齐，宏观上及微观上接近正常

小鼠结肠组织状况，显著改善溃疡性结肠炎小鼠肠粘

膜损伤现象。 
3.2  粪便微生物粗提取液干预可显著降低疡性结肠

炎小鼠血清中 IL-1β、IL-6 及 TNF-α含量，对与 NF-κB
信号通路密切相关的 IL-1β、IL-6 和 TNF-α等炎性细

胞因子具有显著的调节作用。 
3.3  粪便微生物粗提取液干预可通过抑制 NF-κB 免

疫信号通路来发挥抗溃疡性结肠炎能力，具体表现在

粪便微生物提取液干预治疗后，小鼠肠道的 NF-κB 
p65 蛋白表达量显著降低，而 IκB 的表达显著增高；

推测粪便微生物提取液通过抑制 NF-κB p65 与 IκB 的

分离，促使游离的 NF-κB p65 蛋白表达量显著降低。 
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