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复合乳杆菌对盐酸洛哌丁胺致慢传输型 

便秘小鼠的缓解作用 
 

陈家伦，黄桂霞，甘聃
*
 

（仙乐健康科技股份有限公司，广东汕头 515041） 

摘要：为研究复合乳杆菌（鼠李糖乳杆菌 LrGG-100、长双岐杆菌 CP-9、嗜酸乳杆菌 LA-99 和干酪乳杆菌 LC-88）对慢传输型

便秘小鼠的缓解作用。使用盐酸洛哌丁胺作为便秘小鼠造模药物。将雄性 BALB/c 小鼠随机分成健康组、便秘组、阳性组、复合乳杆

菌低、高剂量组；灌胃相应内容物 21 d 后，处死小鼠取样，测定小鼠小肠推进率等胃肠道功能指标、血清细胞因子水平、胃肠调节

肽含量以及 AQP3 和 c-kit 的转录水平。结果显示，与便秘组相比，复合乳杆菌低、高剂量组的小肠推进率显著提高 61.45%（p<0.05）、

1.22 倍（p<0.05），排便时间缩短 21.42%（p<0.05）、29.14%（p<0.05），排便数量增加 1.50 倍（p<0.05）、1.52 倍（p<0.05），排便质

量增加 1.13 倍（p<0.05）、1.25 倍（p<0.05）；高剂量组的AQP3 和 c-kit 基因转录水平分别是便秘组的 1.82 倍（p<0.05）和 2.00 倍（p<0.05）；

灌胃复合乳杆菌能够增加血清中 P 物质和胃动素含量，降低血清血管活性肠肽、生长抑素和内皮素-1 含量。复合乳杆菌能有效缓解

便秘症状，其作用可能与胃肠调节肽水平以及 AQP3 和 c-kit 的表达有关。 
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Relief Effect of Compound Lactobacillus for Loperamide Hydrochloride- 

Induced Slow Transit Constipation in Mice  
CHEN Jialun, HUANG Guixia, GAN Dan* 

(Sirio Pharma Co. Ltd., Shantou 515041, China) 
Abstract: To explore the relieving effect of compound Lactobacillus (Lactobacillus rhamnosus LrGG-100, Bifidobacterium longum CP-9, 

Lactobacillus acidophilus LA-99 and Lactobacillus casei LC-88) for slow transit constipation in mice, loperamide hydrochloride was used to 

establish a mouse model of constipation. Male BALB/c mice were randomly divided into the healthy group, constipation group, positive group, 

and low- and high-dose compound lactobacillus groups. After 21 days of gavage with corresponding contents, the mice were sacrificed for 

sampling, and their gastrointestinal function indicators such as the small intestine propulsion rate, levels of secreted serum cytokines, contents of 

gastrointestinal regulatory peptides, and transcription levels of AQP3 and c-kit were measured. The results showed that compared with the 

constipation group, the low- and high-dose compound lactobacillus groups had higher small intestine propulsion rate (increased by 61.45%, 

p<0.05; 1.22 times, p<0.05), shortened defecation time (decreased by 21.42%, p<0.05; 29.14%, p<0.05), increased number of defecation 

(increased by 1.5 times p<0.05; 1.52 times, p<0.05), and increased weight of stool (increased by 1.13 times, p<0.05; 1.25 times, p<0.05) in, the 

transcription levels of AQP3 and c-kit genes of the high-dose group were 1.82 times (p<0.05) and 2.00 times (p<0.05), respectively, those of the 

constipation group. Intragastric administration of compound Lactobacillus could increase the contents of substance P and motilin in the serum, and 

decrease the contents of vasoactive intestinal peptides, somatostatin and endothelin-1. Compound Lactobacillus could alleviate constipation 

symptoms. This effect may be related to the level of gastrointestinal regulatory peptides and the expressions of AQP3 and c-kit. 
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随着生活水平的提高，人们的饮食结构和生活方

式发生很大变化，便秘的发病率也因此呈现逐年上升

趋势，引起越来越多的关注[1]。慢传输型便秘（Slow 
transit constipation，STC）作为一种多因素特发疾病，

发病机制较为复杂，严重便秘症状会引发皮肤痤疮、

内分泌失调、腹胀甚至导致心肌梗塞和猝死。长时间

服用溶剂性、刺激性泻药会带来严重副作用，导致肠

道粘膜、肠神经和肠道菌群平衡遭受损害[2]，引发后续

性便秘。通过使用微生物制剂来改善肠道微生态，提升

胃肠道功能，来达到缓解便秘的方法逐渐开始流行。在

针对慢传输型便秘肠道转运时间缓慢的研究中，发现动

物双歧杆菌 DN173010（每天摄入 3.7×1010 CFU）[3]和

干酪乳杆菌 shirota（每天摄入 6.5×109 CFU）[4]均能够

缩短肠转运时间。多菌株制剂在市场应用更多，人群

适用性更广，常见多菌制剂的研究如二联菌（动物双

歧杆菌 BB-12+嗜酸乳杆菌 La-5）[5]、三联菌（短双歧

杆菌+嗜酸乳杆菌+两歧双歧杆菌）[6]均能改善便秘症

状，而益生菌的功效与菌株特异性关联紧密，复合乳

杆菌（鼠李糖乳杆菌LrGG-100+长双岐杆菌CP-9+嗜酸

乳杆菌 LA-99+干酪乳杆菌 LC-88）中所有菌株均未曾

报道过与缓解便秘功效相关的研究，因此本文中选用

该复合菌研究缓解便秘方向功能具有一定创新性。 
在研究中发现，STC 的发病机制与肠神经系统

（Enteric Nervous System，ENS）的改变密切相关，

位于肠道内壁的神经系统，独立于中枢神经系统，调

节胃肠道的运动、分泌、新陈代谢等功能[7]。Cajal 间
质细胞（Interstitial Cells of Cajal，ICC）作为胃肠道的

起搏细胞，参与胃肠道的动力学变化[8,9]，在 STC 患

者结肠发现ICC特异性酪氨酸蛋白激酶受体c-kit的显

著降低[10]，表明其在 STC 发病机制中的重要性。水通

道蛋白（Aquaporins，AQP）在人体水运输中发挥重

要作用，AQP3 在结肠粘膜上皮表达，已经成为便秘

治疗的一个新靶点[11]。越来越多研究表明益生菌定植

于肠道，通过调节肠道免疫来稳定肠道内稳态[12-14]。 
本研究通过使用盐酸洛哌丁胺造模便秘小鼠模

型，探索复合乳杆菌对胃肠道功能的作用，同时通过

检测胃肠调节肽、AQP3、c-kit、细胞因子等指标对复

合乳杆菌的作用机制进行探索，为治疗 STC 的产品开

发应用提供支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

SPF 级 BALB/c 雄性小鼠，6 周龄，购自北京维

通利华公司，在江南大学实验动物中心饲养，许可证

号：SYXK（苏）2021-0056，实验方案通过江南大学

伦理委员会批准（JN.No20190930b0501220）；复合乳

杆菌（鼠李糖乳杆菌 LrGG-100:长双岐杆菌 CP-9:嗜酸

乳杆菌 LA-99:干酪乳杆菌 LC-88=4:2:1:1），仙乐健康

科技股份有限公司；易蒙停盐酸洛哌丁胺（每粒 
2 mg），西安杨森制药；活性炭及引物合成，生工生

物；小鼠 P 物质（Substance P，SP）、胃动素（Motilin，
MTL）、胃泌素（Gastrin，Gas）、血管活性肠肽

（Vasoactive Intestinal Peptide，VIP）、生长抑素

（Somatostatin，SS）、内皮素（Endothelin 1，ET-1）、
D-乳酸、紧密连接蛋白（Occludin）、肿瘤坏死因子-α
（Tumor Necrosis Factor-α，TNF-α）、干扰素 -γ
（Interferon γ，IFN-γ）、白介素 2（Interleukin 2，IL-2）、
白介素 4（Interleukin 4，IL-4）、白介素 6（Interleukin 6，
IL-6）、白介素 10（interleukin 10，IL-10）、白介素 12
（Interluekin 12，IL-12）、白介素 17（Interleukin，IL-17）
和抗体（sIgA）酶联免疫试剂盒，南京森贝伽生物；

阿拉伯树胶粉，国药试剂。 
PB300-N 电子天平，梅特勒-托利多；Multiscan Go

多功能酶标仪，赛默飞公司；CFX384 Real Time PCR 
System，伯乐生命医学产品公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品配制 
使用生理盐水稀释动物歧岐杆菌BB-12成菌悬液

2.5×109 CFU/mL（阳性对照），稀释成复合乳杆菌重

悬液 2.5×109 CFU/mL（低剂量）和 2.5×1010 CFU/mL
（高剂量）。 

墨汁配制：阿拉伯胶、水和活性炭按比例 2:2:1
混合煮沸，冷藏保存。 

盐酸洛哌丁胺悬液：使用生理盐水重悬盐酸洛哌丁胺。 
1.2.2  动物模型建立与分组 

小鼠饲养在（23±2）℃，相对湿度 50%±10%环

境中，12 h 明暗交替节律，实验期间，饮水进食自由。 
适应培养一周后，将小鼠随机分成 5 组，每组 10

只：健康组、便秘组、阳性组、复合乳杆菌低剂量组、

复合乳杆菌高剂量组。便秘组灌胃生理盐水，阳性、

低、高剂量组灌胃菌悬液，持续 7 d，第 8 天开始根据

小鼠体重按量灌胃盐酸洛哌丁胺悬液，灌胃剂量 
10 mg/kg 造模，以显著延长的首粒黑便排除时间为造

模成功依据，造模后，阳性、低、高剂量组按 0.2 mL 
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BB-12、复合乳杆菌低、高剂量悬液进行灌胃，每天 1
次，持续 7 d，健康组全程灌胃生理盐水。 
1.2.3  小鼠首粒黑便时间、黑便粒数、黑便质

量及小肠推进率的测定  
灌胃至第 21 天，健康组灌胃生理盐水 0.2 mL、

其余组均根据小鼠体重按量给予 0.2 mL 生理盐水重

悬的盐酸洛哌丁胺悬液（剂量 10 mg/kg），1 h 后，开

始灌胃墨汁，记录小鼠首粒黑便排出时间、6 h 内黑便

排出粒数和黑便总质量。 
禁食 24 h，第 22 天，给予健康组生理盐水 0.2 mL

灌胃，同时其余组根据小鼠体重按量给予 0.2 mL 生理

盐水重悬盐酸洛哌丁胺悬液（剂量 10 mg/kg）灌胃，

30 min 后，健康组和便秘组灌胃墨汁，其余组给与含

对应内容物的等量墨汁。30 min 后，脱颈小鼠，取整

个肠管，测小肠和墨汁推进长度，计算小肠推进率： 

0

100%AI
A

= × . 

式中： 

I——小肠推进率，%； 

A——墨汁推进长度，cm； 

A0——小肠总长度，cm。 

1.2.4  细胞因子及胃肠调节肽检测 
采血前禁食不禁水 12 h，采用异氟烷对小鼠进行

麻醉，眼眶取血，收集小鼠血液，3 000 g 离心 15 min
后收集上清，使用对应 ELISA 试剂盒小鼠血清中细胞

因子及胃肠调节肽（SP、MTL、Gas、VIP、SS、ET-1）
含量，具体步骤参考试剂盒说明书。 
1.2.5  小鼠结肠组织AQP3和 c-kit基因表达水

平检测 
表1 引物序列 

Table 1 Primer sequences 

引物名称 序列（5’to 3’） 
actin-F GGTGAAGGTCGGTGTCAACG 

actin-R CAAAGTTGTCATGGATGACC 

c-kit-F GATCCTGCCAAACTTTTCCTGC

c-kit-R TTTAGCCACATGGAGTTCAGG

AQP3-F GCTGTCACCCTTGGCACTT 

AQP3-R TGCATAGATGGGCAGCTTGA 

取结肠组织，Trizol 法提取总 RNA，逆转录成

cDNA，采用实时荧光定量聚合酶链反应（Quantitative 
real-time polymerase china extraction，qRT-PCR）来测

定相关蛋白的表达量。由生工生物工程有限公司合成

AQP3 （ AF104417 ）、 c-kit （ NM_021099 ）、 actin
（AY618199）引物序列，如表 1 所示。以 cDNA 为模

板，反应体系 10 μL，反应条件为：95 ℃预变性 2 min，

95 ℃变性 30 s，59 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 20 s，共

38 个循环，以 actin 基因为内参，采用 2-△△Ct 法分

析数据，健康组的数值为 1，结果由 CFX96 Manager
软件分析。 

1.3  统计分析 

数据采用 SPSS 21.0 进行显著性分析，GraphPad 
prism 8 作图，采用 one-way ANOVA 多重比较组间差

异，数据以平均数±标准差（mean±SD）表示。 

2  结果与分析 

2.1  复合乳杆菌对便秘小鼠肠道功能的影响 

小肠运动形式主要有三种，紧张性收缩、分节运

动和蠕动[15]，蠕动的作用是推进肠内容物，通过洛哌

丁胺抑制小肠蠕动，造模便秘小鼠。通过测定小肠推

进率、首粒黑便时间、6 h 排便粒数和粪便质量，对小

鼠胃肠道功能进行评价。 
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图1 复合乳杆菌对洛哌丁胺引起的便秘小鼠肠道排泄影响 

Fig.1 Effects of compound lactobacillus on excretion in 

loperamide induced constipation mouse model 

注：n=10/组；各组上不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

如图 1 所示，便秘组在小肠推进率（图 1a）、首

粒黑便时间（图 1b）、黑便粒数（图 1c）和黑便质量

（图 1d）与健康组差异显著（p＜0.05），表明洛哌丁

胺造模便秘小鼠模型成功。与便秘组相比，复合乳杆

菌能够显著改善便秘小鼠胃肠道功能（p＜0.05），表

现为复合乳杆菌低、高剂量组的小肠推进率显著提高

61.45%（p＜0.05）、1.22 倍（p＜0.05），排便时间缩

短 21.42%（p＜0.05）、29.14%（p＜0.05），排便数量

增加 1.50 倍（p＜0.05）、1.52 倍（p＜0.05），排便质

量增加 1.13 倍（p＜0.05）、1.25 倍（p＜0.05），同时

复合乳杆菌与阳性组效果无显著差异（p＞0.05）。这

表明复合乳杆菌具有促进小鼠胃肠道功能，缓解便秘

的功效。王琳琳[16]研究了双歧杆菌对便秘小鼠的改善

作用，结果和本研究一致。 

2.2  复合乳杆菌对便秘小鼠血清细胞因子的影响 

肠道疾病通常会引起肠道免疫应答，研究中发现，

益生菌有调节免疫应答的功能，CD4+辅助 T 细胞

（Thelpercells，Th）可分为Th1、Th2、Th17 和Treg 细

胞[17]，Th1 分泌细胞因子 IL-2（图 2a）、TNF-α（图 2g）
和 IFN-γ（图 2h）介导巨噬细胞活化，参与细胞免疫

功能；Th2 分泌 IL-4（图 2b）、IL-6（图 2c）和 IL-10
（图 2d）介导嗜酸性粒细胞活化，调节体液免疫应答，

IL-12 和 IL-4 分别参与诱导 Th1 和 Th2 的极化，

Th1/Th2 的平衡对于维护机体稳态至关重要。Th17 分

泌 IL-17（图 2f），Treg 分泌 IL-10（图 2d），炎症发生

过程中，导致大量 Treg 转化成 Th17[18]，而胃肠道是

Th17 主要的控制部位[19]，Th17/Treg 的平衡对于肠道

稳态的维持很重要。如图 2 中各细胞因子的分泌所示，

便秘组相比健康组的各细胞因子出现下降，其中 IL-6
和 IL-10 质量浓度显著下降（p＜0.05），其余细胞因

子分析无显著性（p＞0.05），给予便秘小鼠复合乳杆菌

后，会提高细胞因子分泌水平，各组间分析无差异 
（p＞0.05）。这表明复合乳杆菌可能有调节细胞因子

趋于稳定水平，维持 Th1/Th2、Th17/Treg 平衡的能力。 
紧密连接蛋白和 D-乳酸在肠道屏障中起重要作

用[20]，sIgA 是肠道粘膜免疫的关键性指标[21]。便秘组

相比健康组在紧密连接蛋白（图 2j）和D-乳酸（图 2k）
质量浓度有所下降，差异不显著（p＞0.05）；sIgA 的

含量（图 2i）在各组中未发现明显改变（p＞0.05），
表明肠屏障未受到明显损伤。 
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图2 复合乳杆菌对洛哌丁胺引起的便秘小鼠血清指标的影响 

Fig.2 Effects of compound lactobacillus on serum indicators in 

a loperamide induced constipation mouse model  

注：n=8/组；各组上不同字母表示差异显著（p<0.05），无

字母表示无统计学差异。 

肠道微生物群和免疫稳态之间关联密切，这是因

为肠道微生物对免疫系统的发育、细胞因子和趋化因

子的分泌至关重要，肠道微生物能够激活肠道粘膜免

疫系统，促进淋巴细胞增殖分化，激活巨噬细胞和陷

光细胞因子分泌，然而关于炎症调节细胞因子对于便

秘的影响始终存在争论。Marjan 等[22]发现血清细胞因

子水平与年龄相关性便秘之间存在显著关联，降低

Th1/Th2 比率，提高促炎性细胞因子 IL-6 和 TNF-α质
量浓度，而在 Jin 等[23]的研究中发现，血清细胞因子

IL-10/IL-12 和 TNF-α并未发生显著变化。肠道稳态离

不开肠道上皮、细胞因子和微生物菌群之间复杂的相

互作用，从总体变化水平可以看出复合乳杆菌具有平

衡细胞因子趋于健康组的作用。 

2.3  复合乳杆菌对便秘小鼠结肠组织AQP3和

c-kit转录水平的影响 

水通道蛋白 AQP3 在水代谢和肠道通透性中起重

要作用[24]，ICC 能够促进肠道蠕动[25]，c-kit 在 ICC 发

育过程中具有重要作用，研究中常用 c-kit 表达水平反

映 ICC 细胞数量。如图 3 所示，复合乳杆菌灌胃便秘

小鼠后，能够显著促进 AQP3 和 c-ki t 的转录 
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（p＜0.05），表现为高剂量组的 AQP3 和 c-kit 基因转

录水平分别是便秘组的 1.82 倍（p＜0.05）和 2.00 倍

（p＜0.05），且低、高剂量组、阳性组与健康组之间

均无差异（p＞0.05）。 
水通道蛋白的异常会影响结肠水代谢和肠道通透

性，与 STC 的发病紧密相关[26]，本研究发现便秘组小

鼠的 AQP3 转录水平显著下降，给予复合乳杆菌后，

AQP3 转录水平显著提高，小鼠排便质量上升（图 1d），
这表明服用复合乳杆菌后，能够改善水分重吸收，从

而提高粪便含水量，改善便秘，结果和 Yu 等[27]的研

究一致。STC 患者的结肠 ICC 数量明显低于正常[28]，

c-kit 作为其特异性指标能够一定程度上反应 ICC 数

量，复合乳杆菌能够提高 c-kit 的转录水平，表明灌胃

便秘小鼠复合乳杆菌后，小鼠肠道 ICC数量得到提升，

从而促进了肠道蠕动。 

 
图3 复合乳杆菌对AQP3和 c-kit基因表达量的影响 

Fig.3 Effects of compound lactobacillus on expression of AQP3 

and c-kit in mice colon 
注：n=5/组；柱上不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

2.4  复合乳杆菌对便秘小鼠血清胃肠调节肽

的影响 

胃肠调节肽分为以 SP、MTL 和 Gas 为代表的兴

奋性递质，以VIP、SS和ET-1为代表的抑制性递质[29]，

如图 4 所示，洛哌丁胺造模便秘后，促进型递质 SP
（图 4a）、MTL（图 4b）和 Gas（图 4c）质量浓度显

著下降（p＜0.05），而给予复合乳杆菌高剂量治疗后，

能够显著提高 SP 和 MTL 质量浓度（p＜0.05），效果

与阳性组一致，Gas 质量浓度治疗后略有提高，但不

显著（p＞0.05）。抑制型递质 VIP（图 4d）、SS 
（图 4e）和 ET-1（图 4f）在便秘组中质量浓度最高，

显著高于其余组别（p＜0.05），在复合乳杆菌治疗后，

VIP、SS 和 ET-1 显著下降（p＜0.05）。结果表明复合

乳杆菌对小鼠慢传输型便秘可能通过提高 SP 和

MTL，抑制 VIP、SS 和 ET-1 来实现的。 
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图4 复合乳杆菌对洛哌丁胺引起的便秘小鼠血清中胃肠调节

肽的影响 

Fig.4 Effects of compound lactobacillus on gastrointestinal 

hormones in serum samples of loperamide induced 

constipation mouse model 

注：n=8/组；柱上不同字母表示差异显著（p<0.05）。 

ENS 中存在复杂的生化信号通路，胃肠调节肽作

为生化信号传导的重要递质，参与通路的组成，承担

着信号传递功能。研究表明，便秘患者的兴奋性递质

表达减少，抑制性递质表达增加，导致肠道动态平衡

被打破，肠道运动收到抑制[29-31]。MTL 促进胃肠道运

动，Gas 与胃酸分泌，加速胃排空有关，SP 促进胃肠

道平滑肌收缩，刺激结肠粘膜分泌水和电解质，促进

肠道蠕动；而 VIP 的功能是放松胃肠道括约肌，从而

导致肠道转运速率减缓，ET-1 维持血管张力，调节肠

道功能，SS 放松平滑肌，减缓胃排空速度。本研究发

现便秘小鼠的兴奋性递质SP和MTL相比健康组显著

下降，抑制性递质 VIP、SS 和 ET-1 显著上升，给予

复合乳杆菌后，能够恢复平衡，从而改善便秘症状。 

3  结论 

本研究通过对小鼠胃肠道功能进行评价，发现复合

乳杆菌能够显著促进肠道蠕动，提高推进率，改善排泄

功能。通过初步探索复合乳杆菌改善便秘的机制发现，

复合乳杆菌并未影响肠道免疫，而是可能通过调控水通

道蛋白 AQP3 和 c-kit 的表达，来控制肠道水转运和肠

道蠕动，同时调节胃肠调节肽来影响肠道神经系统。该

研究为开发相关功能性食品奠定了理论基础。 
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