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植物乳杆菌 HG20 对大鼠类风湿关节炎的改善作用 
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摘要：为了获得一株对类风湿性关节炎具有辅助治疗作用的乳酸菌新菌株，本研究采用形态学观察、API50 CHL 糖发酵实验、

16S rDNA 和 pheS 基因序列比对，对一株分离自黄瓜表面的乳杆菌新菌株 HG20 进行鉴定。通过踝关节肿胀程度、血清炎症因子水平

和类风湿相关指标，评价菌株 HG20 对Ⅱ-型胶原诱导的类风湿性关节炎模型大鼠的治疗作用。结果表明：HG20 菌株被鉴定为植物乳

杆菌（Lactobacillus plantarum）。动物实验结果显示，给药 21 d 后，HG20 组大鼠踝关节肿胀周长由 3.98 cm 降低至 1.31 cm（65.52%）；

足趾容积由 6.61 mL 降低至 2.35 mL（61.28%）。与模型组比较，植物乳杆菌 HG20 可显著降低血清炎症因子 IL-1β（38.26%）、TNF-α

（52.58%）水平，提高抗炎因子 IL-10 表达（55.38%），减少 C 反应蛋白（CRP 12.89%）、免疫球蛋白 IgG（46.07%）和 IgM（34.29%）

水平。综上所述，植物乳杆菌 HG20 通过降低炎症反应和调节自身免疫，对类风湿性关节炎具有辅助治疗作用，是一株有潜在应用前

景的益生菌新菌株。 
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Abstract: In order to obtain a new strain of lactic acid bacteria with adjuvant therapy of rheumatoid arthritis, morphological observation, 

API50 CHL sugar fermentation experiment, 16S rDNA and pheS gene sequence comparison were performed to isolate a strain HG20 from the 

surface of cucumber for further identification. The therapeutic effect of the HG20 strain on rheumatoid arthritis model rats induced by type II 

collagen was evaluated according to the indices including the degree of ankle swelling, levels of serum inflammatory factor, and 

rheumatoid-related indicators. The results showed that HG20 was identified as a Lactobacillus plantarum strain. Animal experiment results 

showed that after 21 days of administration, the ankle circumference of rats in the HG20 group decreased from 3.98 cm to 1.31 cm (by 65.52%), 

and the toe volume decreased from 6.61 mL to 2.35 mL (by 61.28%).Compared with the model group, L. plantarum HG20 could significantly 

reduce the levels of serum inflammatory cytokines (IL-1β by 38.26%; TNF-α by 52.58%), increase the expression of anti-inflammatory factor 

(IL-10 by 55.38%),reduce C-response protein (CRP by 12.89%) and immunoglobulin (IgG by 46.07%; IgM by 34.29%). In summary, L. 

plantarum HG20 has adjuvant therapeutic effects on rheumatoid arthritis through reducing inflammatory response and regulating autoimmunity. 

It is a new probiotic strain with potential application prospects. 
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类风湿性关节炎（Rheumatoid arthritis，RA）是

一种以关节疼痛、关节囊肿胀、病变等为主要症状的

慢性自身免疫性疾病，其发生发展与大量炎症细胞因

子和炎症介质的释放有关，主要病理变化为慢性滑膜

炎，并逐渐表现为软骨以及骨破坏，最终导致患者发

生关节畸形甚至关节功能丧失，是我国造成劳动力丧

失和致残的主要病因之一[1]。临床上应用非甾体类抗

炎药、糖皮质激素、甲氨蝶呤等药物治疗，主要以减

轻疼痛、控制关节炎的发展速度和防止关节软骨损害

为主。尽管这些药物可在一定程度上改善类风湿性关

节炎的症状，但长期使用会造成抑制机体免疫功能、

诱发类风湿性关节炎患者感染等严重的不良反应[2]。 
最新的研究证据表明，类风湿关节炎的发展与肠

道微生物群的改变关系十分密切[3,4]。乳杆菌是人类肠

道中最重要的共生微生物之一，在调解肠道菌群平衡、

改善肠道功能中发挥着重要作用[5]，其在调节自身免

疫功能，特别是改善类风湿关节炎的作用研究越来越

多的被关注。在一些类风湿性关节炎实验动物模型研

究中，益生菌的使用改善了临床表现，减少了促炎细

胞因子，增加了调节细胞因子。例如，鼠李糖乳杆菌

GG 活菌和死菌对 T 细胞依赖性实验性关节炎具有明

显的预防和治疗作用[6]。在小鼠模型中，瑞士乳杆菌

SBT2171 的体内感染阻止了类风湿关节炎的发展[7]。

另外，针对益生菌在治疗炎症和免疫缺陷疾病方面的

疗效，随机对照临床试验证明，补充特定益生菌具有

抗炎作用，有助于增加类风湿性关节炎患者的日常活

动和缓解症状[8,9]。 
目前，益生菌作为类风湿关节炎预防或治疗的一

种潜在方法，尚未得到系统的研究，但其作用和机制

正不断被揭示。利用益生菌作为辅助治疗被认为是治

疗类风湿关节炎的一个有前途的方向。因此，本研究

对自主分离的一株乳杆菌进行了鉴定，以Ⅱ-型胶原诱

导大鼠类风湿性关节炎模型，通过踝关节肿胀程度、

血清炎症细胞因子表达和类风湿相关指标的检测，初

步评价了菌株对类风湿性关节炎的辅助治疗作用。 

1  材料与方法  

1.1  主要试剂 

API50 CHL 试剂盒，法国梅里埃公司；完全弗氏

佐剂，美国 Sigma 公司；牛 II 型胶原，美国 Chondrex
公司；大鼠肿瘤坏死因子（TNF-α）、白介素 1β（IL-1β）、
白介素 10（IL-10）、C 反应蛋白（CRP）、免疫球蛋白

G、免疫球蛋白 MELISA 试剂盒，江苏酶标生物科技

有限公司。 

1.2  仪器与设备 

SQ810C 型高压灭菌器，日本 YAMATO 公司；

ELx800 型全自动酶标仪，美国 BioTek 公司；

SorvallEvolotion RC 型高速冷冻离心机，美国 Thermo
公司；BX51 显微镜，日本 Olympus 公司；Cary300
紫外可见分光光度计，美国 Varian 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  菌株的分离与鉴定 
菌株 HG20 是从市售新鲜黄瓜表面中分离得到

的。经平板菌落形态观察，单菌落显微镜检、革兰氏

染色、过氧化氢酶活性检测，初步判定为乳杆菌。 
API50 CHL 碳水化合物发酵鉴定。根据生物梅里

埃公司的 API50 CHL 鉴定试纸条对乳杆菌的碳水化

合物发酵实验进行分析。具体操作过程参照试剂盒说

明书和曲菲[10]的实验方法进行。 
16S rDNA[11]和 pheS 基因[12]序列扩增和比对。采

用 CTAB 法提取基因组 DNA，根据基因序列的保守

区域分别设计 16S rDNA（27F：5'-AGAGTTTGATC 
CTGGCTCAG-3'、1492R：5'-GGTTACCTTGTTACGA 
CTT-3'）和 pheS（p-F：5'-CCGTGAAGAACTGGAA 
CA-3'，p-R：5'-CCTAACCCAAAGGCAAAA-3'）引

物，进行 PCR 扩增和产物测序后，通过 BLAST 将获

得菌株 16S rDNA 和 pheS 序列与 GenBank 库中已知

菌株的序列信息进行同源性比对分析，鉴定待测菌

株；以 16S rDNA 和 pheS 序列同源性大于 99%为标准

进行属种归类。利用 MEGA 5.0 软件中的 Neighbor- 
Joining法构建待测菌株与模式菌株 16S rDNA和 pheS
序列的系统发育树。 
1.3.2  菌株活化及菌悬液的制备 

将冻存菌株在 MRS 液体培养基中连续传代活化

后，按 3%（V/V）接种于 MRS 液体培养基中，37 ℃
静置培养 16 h，离心（4000 r/min，4 ℃，10 min），
弃上清，灭菌生理盐水清洗菌体沉淀两次后，调整菌

液浓度至 1.0×109 CFU/mL，4 ℃保存、备用。 
1.3.3  动物分组及模型建立 

清洁级 ICR 6~8 周龄雄性健康 SD 大鼠 30 只，体

质量 180~200 g，购于长春市亿斯实验动物技术有限

公司。适应性饲养 1 周后，随机分成 3 组：对照组、

模型组和 HG20 组，每组 10 只。参照造模方法[13]并
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稍加改动。配制造模剂：小牛软骨Ⅱ型胶原溶于 0.1 
mol/L 乙酸中配制浓度为 2 mg/mLⅡ型胶原液，并按

1:1（V/V）比例与完全弗氏佐剂充分混合、乳化，于

4 ℃中保存备用。模型组和 HG20 组大鼠后足左、右

侧足跖部酒精擦拭后，均皮内注射造模剂 50 μL。7 d
后，同样方法加强注射 1 次，加强注射后大鼠四肢足

爪均严重肿胀，踝关节直径增长幅度≥2 mm 为造模成

功。造模成功后，HG20 组灌胃 2 mL/d 浓度为 1.0×109 
CFU/mL 的植物乳杆菌菌液，连续 21 d，对照组和模

型组灌胃等量生理盐水。对照组、模型组和 HG20 组

大鼠均正常饮食饮水。实验结束后，采用卷尺测量大

鼠踝关节周长、采用排水法测量其足趾容积。各组大

鼠心脏取血，离心（3000 r/min，4 ℃，15 min），收

集血清分装、冻存备用。 
1.3.4  血清生化指标测定 

血清中 IL-10、IL-1β、TNF-α、IgG、IgM、CRP
水平测定按照试剂盒说明书操作进行。 

1.4  数据统计分析 

应用 SPSS 21.0 软件，数据用均值±标准差（ x ±s）
表示，组间比较采用 t 检验。*表示与模型组比较差异

显著（p<0.05），**表示与模型组比较差异极显著

（p<0.01）。 

2  结果与分析 

2.1  植物乳杆菌HG20 的鉴定 

2.1.1  菌株的形态学鉴定 

  

图 1 菌株 HG20 形态学鉴定 

Fig.1 Morphological identification of strain HG20 

注：a 为菌株 HG20 菌落形态照片，b 为菌株 HG20 革兰

氏染色后显微镜检照片。 

将活化 3 代的 HG20 菌株于固体 MRS 培养基上

划线培养（37 ℃，72 h），观察菌落形态如图 1a，HG20
菌落呈乳白色、边缘整齐、表面光滑、圆形、凸起。

挑取单菌落进行革兰氏染色，光学显微镜镜检结果见

图 1b，菌株圆端呈直杆状，单个、成对或短链状。革

兰氏染色结果为阳性。过氧化氢酶试验结果为阴性。

综合分析上述结果，菌株 HG20 初步鉴定为乳杆菌。 

2.1.2  API50 CHL 鉴定结果 
利用API50 CHL碳水化合物发酵对HG20菌株进

行鉴定。结果如表 1 所示，将 49 种碳水化合物发酵结

果输入 API 数据库进行比对分析，该菌株鉴定为植物

乳杆菌（Lactobacillus plantarum）。 
表 1 植物乳杆菌 HG20 API50 CHL 鉴定结果 

Table 1 Identification of L. plantarum HG20 by API50 CHL 

碳水化合物 HG20  碳水化合物 HG20

S-甘露醇 -  ARBULIN - 

赤藻糖醇 -  七叶灵柠檬酸铁铵 - 

D-阿拉伯糖 -  2-酮基-葡萄糖酸盐 - 

L-阿拉伯糖 -  5-酮基-葡萄糖酸盐 - 

D-核糖 +  甲基-βD–吡喃木糖苷 - 

D-木糖 -  D-麦芽糖 - 

L-木糖 -  D-乳糖 + 

D-侧金盏花醇Ⅰ -  D -蜜二糖 + 

葡萄糖酸钾 +  D-蔗糖 + 

D-半乳糖 +  D-海藻糖 + 

D-葡萄糖 +  菊糖 - 

D-果糖 +  D-松三糖 - 

D-甘露醇 +  D-棉子糖 + 

L-山梨糖 -  淀粉 - 

L-鼠李糖 -  糖原 - 

卫茅醇 -  木糖醇 - 

肌醇 -  D-龙胆二糖 + 

甘露醇 +  D-土伦糖 - 

D-纤维二糖 +  D-来苏糖 - 

水杨苷 +  D-塔格糖 - 

山梨醇 -  D-岩藻糖 - 

甲基-D-吡喃甘露糖苷 -  L-岩藻糖 - 

甲基-D-吡喃葡萄糖苷 -  D-阿拉伯糖 + 

N-乙酰-葡糖胺 +  L-阿拉伯糖 - 

苦杏仁甙 +    

2.1.3  系统发育树的建立 
将测序得到的乳杆菌 16S rDNA 序列与 NCBI 已

提交的模式菌株的 16S rDNA 序列进行 BLAST 同源

性比对，并构建其系统发育树如图 2 所示，其结果与

植物乳杆菌和戊糖乳杆菌同源性较高，达到99%以上。

由于 16S rDNA 系统发育树中，戊糖乳杆菌与植物乳

杆菌亲缘关系较近，无法通过 16S rDNA 序列比对进

行区分，因此本研究对菌株 HG20 的 pheS 基因进行

了测序和序列比对，并构建系统发育树（图 3），菌

株 HG20 与植物乳杆菌模式菌株 L. plantarum 
DSM20174 基因序列相似性为 100%，可以确定为植

物乳杆菌。 
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图 2 基于 16S rDNA 序列的植物乳杆菌 HG20 系统进化树 

Fig.2 Phylogenetic tree of L. plantarum HG20 based on 16S rDNA sequence 

 
图 3 基于 pheS 序列的植物乳杆菌 HG20 系统进化树 

Fig.3 Phylogenetic tree of L. plantarum HG20 based on pheS sequence 
综合上述生理生化、API50 CHL 碳水化合物发酵

和特定基因序列比对的结果，菌株 HG20 鉴定为植物

乳杆菌（L. plantarum）。菌株由吉林省命之元生物科

技有限公司于2019年11月21日保藏于中国典型培养

物保藏中心（武汉），保藏编号为：CCTCC NO：

M2019964。 

2.2  大鼠踝关节肿胀程度 

表2 植物乳杆菌HG20株对胶原性关节炎大鼠踝关节肿胀程

度影响 

Table 2 The effect of L. plantarum HG20 on ankle swelling 

of collagenous arthritis rats 

组别 
踝关节周长/cm 足趾容积/mL 

给药第 1 d 给药第 21 d 给药第 1 d 给药第 21 d

对照 0.87±0.08** 0.90±0.19** 1.72±0.05** 1.77±0.31**

模型 4.09±0.16 3.80±0.48 6.89±0.23 6.07±0.33

HG20 3.98±0.22 1.31±0.30** 6.61±0.32 2.35±0.25**

   
图 4 对照组（a）、模型组（b）和 HG20 组（c）动物代表性

后肢的形态学变化 

Fig.4 Morphological changes of representative hind paws of 

animals from the Control (a), model (b), and HG20 (c) 
大鼠踝关节肿胀程度结果如表 2 所示，与模型组

比较，植物乳杆菌 HG20 灌胃 21 d 后，大鼠踝关节周

长降低 65.52%，足趾容积降低 61.28%，说明植物乳

杆菌 HG20 具有缓解胶原诱导的类风湿性关节炎模型

大鼠关节肿胀、具有明显的抗炎效果（图 4）。另据文

献报道，与本研究的结果一致，瑞士乳杆菌 SBT2171[14]

和发酵乳杆菌[15]同样对缓解类风湿关节炎模型大鼠

踝关节肿胀程度具有积极意义。 

2.3  血清炎症因子检测结果 

表3 植物乳杆菌HG20株对胶原型关节炎大鼠血清中炎症因

子影响 

Table 3 The effect of L. plantarum HG20 on serum 

inflammatory factors of collagenous arthritis rats 

组别 TNF-α /(pg/mL) IL-lβ /(pg/mL) IL-10 /(pg/mL)

对照 41.81±7.44** 43.49±10.15** 70.32±3.95** 

模型 122.58±16.09 120.20±13.33 36.98±3.44 

HG20 58.13±2.29** 74.21±9.79** 57.46±7.04** 

炎性细胞因子被认为是导致关节炎关节损伤和

疾病进展的破坏分子[16]。在类风湿性关节炎发病期

间，促进炎症反应的细胞因子如 IL-1β、TNF-α 浓度

会有所上升，而抗炎细胞因子水平有所下降，这些变

化会加重炎症反应，对滑膜和关节软骨造成伤害[17]。

本研究检测了 TNF-α、IL-1β、IL-10 等三种与类风湿

性关节炎发病中起关键作用的细胞因子，植物乳杆菌

HG20 具有显著的抗炎作用，可降低胶原型关节炎大

鼠 TNF-α、IL-1β 水平至 58.13 pg/mL、74.21 pg/mL
（p<0.01），同时使病理性降低的 IL-10 水平升高

55.38%，有效缓解病情，降低炎症程度。 
IL-10 等抗炎细胞因子可预防关节炎相关的炎症

损伤[18]。本研究中，植物乳杆菌 HG20 抑制促炎症细

胞因子如 IL-1β和 TNF-α的水平，同时增加血清 IL-10
的产生，是治疗胶原佐剂性关节炎的两个主要机制。

在先前的研究中，细胞因子分析的结果清楚地表明，

嗜酸乳杆菌显著增加了 IL-10，还降低了 IL-6 和
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TNF-α[19]。干酪乳杆菌在胶原诱导的关节炎动物模型

中也显示了相同的结果[20]。在本研究中我们发现，类

风湿性关节炎大鼠饲喂植物乳杆菌 HG20 可能是通过

降低促炎分子水平和增加 IL-10 产生，抑制类风湿关

节炎的发展。我们的研究结果与 Amdeka[21]等的结论

一致。 

2.4  血清类风湿相关指标检测 

 

 

 
图5 植物乳杆菌HG20株对胶原型关节炎大鼠血清中免疫球蛋

白和C-反应蛋白水平的影响 

Fig.5 The effect of L. plantarum HG20 on serum 

immunoglobulin and CRP of collagenous arthritis rats 

由图 5 所示，模型组大鼠的免疫指标 IgG、IgM
和 CRP 明显升高（p<0.01），分别达到 9.42 mg/mL、
14.70 μg/mL、22.11 pg/mL，灌胃植物乳杆菌 HG20 后，

血清中 IgG、IgM 和 CRP 指标均显著降低（p<0.01），
分别为 5.08 mg/mL、9.66 μg/mL 和 19.26 pg/mL。说

明植物乳杆菌 HG20 对胶原型类风湿性关节炎模型大

鼠血清中与激发类风湿因子的形成和参与机体急性

免疫应答的 IgG 和 IgM 的表达具有显著的抑制作用，

是机体防御系统的重要的组成部分。降低 CRP 水平有

助于改善急性期性类风湿性关节炎的炎症反应。 
CRP 作为一种免疫调节因子，属于一种急性期反

应物，在类风湿性关节炎患者体内呈现出高表达的状

态[22]。有研究证明干酪乳杆菌可通过降低 CRP 水平，

改善胶原型大鼠关节炎症状[23]。植物乳杆菌细胞壁中

也含有对弗氏佐剂性关节炎大鼠炎症标志物 CRP 抑

制的抗炎活性成分[24]。这可能是植物乳杆菌改善类风

湿性关节炎的一种效应物质。本研究的结果也进一步

证实植物乳杆菌 HG20 可通过降低血清 CRP 水平，降

低类风湿性关节炎急性期的炎症反应。 
IgG、IgM 也是表明类风湿性关节炎严重程度的

代表性分子。在类风湿性关节炎的发生发展过程中，

诱发类风湿性关节炎的始动因子可使机体产生 IgG 抗

体，IgG 抗体可通过自聚合引发一系列炎症级联反应，

从而激发类风湿因子的形成；而由 Th1 细胞分泌的促

炎细胞因子可介导 IgM亚型向 IgG2a和 IgG2b亚型的

转变[25]。Kim[26]等发现瑞士乳杆菌可通过降低小鼠

IgG 水平和炎症免疫反应，预防胶原诱导的实验性关

节炎。干酪乳杆菌可以通过降低大鼠血清中胶原特异

性 IgG 和 IgG2a 水平来改善类风湿性关节炎的症状
[27]。明串珠菌也被证明可以通过降低小鼠血清中胶原

特异性 IgG 和 IgG2a 水平来改善类风湿性关节炎的症

状[28]。研究发现干酪乳杆菌和嗜酸乳杆菌可降低关节

炎模型大鼠血清中 IgM 的水平[29]。植物乳杆菌 HG20
通过显著降低血清中 IgG 和 IgM，改善类风湿性关节

炎急性期症状（图 4 和图 5），这与上述文献报道的结

果一致。 

3  结论 

本研究通过形态学观察、API50 CHL糖发酵实验、

16S rDNA 和 pheS 基因序列比对，鉴定一株分离自黄

瓜表面的菌株HG20为植物乳杆菌。植物乳杆菌HG20
可抑制类风湿关节炎大鼠关节肿胀，降低血清中的促

炎症细胞因子和关节炎相关免疫球蛋白水平，对胶原

型类风湿性关节炎具有辅助治疗作用。然而，植物乳

杆菌 HG20 影响类风湿关节炎的确切机制尚不清楚，

还需要动物实验和临床研究进一步验证，使其成为一

种有前途的治疗策略。 
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