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高通量测序分析益生菌对冷食小鼠肠道菌群的干预 
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摘要：采用高通量测序技术分析益生菌对冷食小鼠肠道菌群的影响。将实验小鼠随机分为模型组、对照组和低中高剂量组，分

别灌喂等量的普通冰淇淋、107 cfu/mL 益生菌液和 107、108、109 cfu/mL 的益生菌冰淇淋。连续灌喂 15 d，记录并计算小鼠的稀便率

和腹泻指数，15 d 后，收集各组小鼠粪便进行高通量测序分析。发现食用冷食会导致部分小鼠腹泻，在剂量范围内，益生菌可以缓解

冷凉性敏感小鼠的腹泻症状，高剂量组小鼠的稀便率降低了 3.11%，腹泻指数（10-1）降低了 0.33，抑制效果较其它各组最为明显。

服用了益生菌的小鼠粪便菌群多样性较高（高剂量组 ACE 值为 69987.29，Chao1 值为 27098.77），乳酸菌属、艾克曼氏菌属、Blautia

等菌属占比增大，菌群结构发生改变。因此益生菌可以提高冷凉性腹泻敏感小鼠对冷食的接受度，冷冻载体下的益生菌可以在小鼠肠

道中定植并对小鼠肠道起到调节作用。 
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Abstract: High-throughput sequencing was used to analyze the effects of probiotics on the intestinal flora of cold-fed mice. The 

experimental mice were randomly divided into a model group, a control group, and a low, medium, and high dose group, and an equal amount of 

ordinary ice cream, 107 cfu/mL probiotic liquid, and 107, 108, 109 cfu/mL probiotic ice cream, respectively. The rats were continuously fed for 15 

days, and the stool rate and diarrhea index of mice were recorded and calculated. After 15 days, the feces of each group were collected for 

high-throughput sequencing analysis. It was found that cold food could cause diarrhea in some mice. In the dose range, probiotics could alleviate 

the symptoms of diarrhea in cold-sensitive mice. The high-dose group decreased the stool rate by 3.11% and the diarrhea index (10-1) by 0.33. 

The inhibition effect was significant, compared to the other groups. The fecal flora of mice with probiotics was highly diverse (the high-dose 

group had an ACE value of 69987.29 and the Chao1 value was 27098.77), and the proportion of genus Lactobacillus, Ekmenia, and Blautia 

increased and their structure changed. Therefore, probiotics could improve the acceptance of cold food in cold-sensitive diarrhea-sensitive mice. 

The probiotics under the frozen carrier could be colonized in the intestine of mice and regulate the intestinal tract of mice. 
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因此成为了人们喜欢的冷食品，但是部分人群食用冷

食后会导致肠道冷应激反应从而发生腹泻，这类冷凉

性腹泻在临床上大多被归为腹泻型肠易激综合征

（IBS）[2]。大量文献表明 IBS 的病因受多方面因素影

响，包括肠粘膜屏障通透性改变、脑肠轴功能失调和

免疫功能改变等多种病因，但其具体发病机制尚不完

全清楚[3~6]。大量临床调查表明，小肠有害菌过度增殖、

肠道菌群失调是 IBS 的重要诱因之一[7]。益生菌能够

定植于人体肠道，具有调节肠道菌群、促进人体营养

吸收、增强机体免疫力等多种生理功能[8~11]。采用益
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生菌防治 IBS 的方法在国内外均有应用，并取得了一

定的成效[12,13]。目前，人们补充益生菌主要是通过益

生菌发酵饮料和益生菌制剂，冷载益生菌是一种补充

益生菌的新型方式，将益生菌加入冰淇淋中不仅使益

生菌产品口味多元化，更有望一定程度上缓解因食用

冰淇淋而产生的 IBS 症状，使冰淇淋被更广泛的人群

所接受。 
但低温会导致益生菌死亡率增加，本研究前期通

过大量筛选得到两株抗冻植物乳杆菌 Lp-01 和青春双

歧杆菌 Bba-02；并将 Lp-01 和 Bba-02 应用于益生菌

冰淇淋的配方中，可以使其在较长的贮藏期内依然保

持较高的益生菌活菌数量及活力。近年来，高通量测

序技术[14]已经成为肠道微生物群研究的最前沿平台，

它是以 16S rRNA 为基础的分析技术，具有通量高、

测序快及准确率高等明显优势，帮助人们更全面地了

解肠道微生物群落的构成。本研究采用高通量测序技

术，考察灌胃益生菌冰淇淋后，小鼠的腹泻情况以及

肠道菌群变化；探究益生菌对冷食致肠道应激的缓冲

及对肠道菌群的调节作用。 

1  材料与方法 

1.1  动物、材料与试剂 

1.1.1  实验动物 
清洁级雄性昆明小鼠，周龄 4~6 周，体质量 18~22 

g，由黑龙江省中医药大学药物评价中心提供（合格证

号：SCXK 黑 2013-004）。 
1.1.2  材料与试剂 

植物乳杆菌 Lp-01、青春双歧杆菌 Bba-02，东北

林业大学食品发酵实验室保存；全脂乳粉、白砂糖、

淀粉、稳定剂、乳化剂，绿豆，市售；D4015 粪便基

因组 DNA 提取试剂盒，美国 OMEGA 公司。 

1.2  仪器与设备 

灭菌锅；厌氧培养箱；超净工作台；均质机；凝

冻机。 

1.3  实验方法 

1.3.1  益生菌冰淇淋的制备 
按 14%白砂糖、7%全脂乳粉、3%淀粉、0.5%稳

定剂、0.02%乳化剂的比例称取原料，加入适量水，

经加热、搅拌、均质、灭菌后加入适量植物乳杆菌

Lp-01：青春双歧杆菌 Bba-02 比例为 1:1 的发酵绿豆

汁，老化后倒入凝冻机内凝冻，使凝冻后物料中益生

菌总浓度分别达到 107、108、109 cfu/mL。分别装入冰

淇淋盒子，在-40 ℃下迅速冷冻硬化，备用。 
1.3.2  动物分组 

将 200 只清洁级雄性昆明小鼠正常饲喂 3 d，适应

环境后将其随机分为 5 组，每组 40 只，即为模型组

（B），对照组（C）和低（L）中（M）高（H）三个

剂量组。按表 1 的剂量和方法，连续灌喂 15 d，观察

小鼠生理状态，早晚监测小鼠体重。 
表1 小鼠分组及灌喂方式 

Table 1 Mouse grouping and intragastric administration 

methods 

组别 灌喂量/(mL/kg) 灌喂物 

模型组（B） 200 普通冰淇淋 

对照组（C） 200 107 cfu/mL 的益生菌液 

低剂量组（L） 200 107 cfu/mL 的益生菌冰淇淋

中剂量组（M） 200 108 cfu/mL 的益生菌冰淇淋

高剂量组（H） 200 109 cfu/mL 的益生菌冰淇淋

1.3.3  小鼠粪便计数 
每日灌喂结束后，将小鼠置于垫有滤纸的鼠笼内，

每笼 1 只，视排便情况及时更换滤纸，连续观察 6 h，
记录小鼠的稀便数、总便数。 
1.3.4  腹泻指标 

以稀便率和腹泻指数作为评价小鼠腹泻程度的指

标。稀便率为每只小鼠稀便数与总便数之比。小鼠稀

便后，根据其在滤纸上形成的粪便污迹面积大小来评

定稀便的等级称为稀便级，可分为 4 级：稀便污染直

径小于 1 cm 为 1 级，稀便污染直径 1~1.99 cm为 2 级，

稀便污染直径 2~2.99 cm 为 3 级，稀便污染直径大于

等于 3 cm 为 4 级。将小鼠灌喂后 6 h 内所有粪便的稀

便级统计起来，求其平均值即为该鼠当天的稀便级。

腹泻指数为稀便率与稀便级的乘积。 
1.3.5  小鼠粪便的收集 

最后一次灌喂 12 h 后，收集每组小鼠的粪便不少

于 0.5 g 于干燥的灭菌试管中，在-40 ℃的冰箱中保存

备用。 
1.3.6  高通量测序 

使用 D4015 粪便基因组 DNA 提取试剂盒按说明

书所述步骤提取小鼠粪便中 DNA，干冰条件下送往上

海生工生物工程股份有限公司，对样品进行 PCR 扩增

及上机测序分析。通过引物 341F（CCTACGGGNGGC 
WGCAG）和 805R（GACTACHVGGGTATCTAATCC）
扩增样品 16S rRNA 的 V3~V4 区。提取扩增后的高质

量序列，通过质量控制过滤去除不符合要求的序列，

对所得样品进行 OUT 聚类分析、物种分类分析和菌

群差异分类分析等分析。 
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表2 益生菌对冷食小鼠稀便率的影响 

Table 2 Effect of probiotics on the rate of loose stools in cold-fed mice 

组别 
稀便率/% 

3 d 6 d 9 d 12 d 15 d 

对照组（C） 0 0 0 0 0 

模型组（B） 10.35±2.02 9.80±1.58 9.45±1.97 9.53±1.68 9.38±1.71 

低剂量组（L） 6.95±1.29* 6.74±1.27* 6.44±1.96* 6.34±1.92* 5.73±1.81** 

中剂量组（M） 5.41±1.15* 5.03±1.59** 4.37±1.09** 3.83±1.44** 3.62±1.26** 

高剂量组（H） 4.86±1.37** 3.58±1.24** 2.72±0.95** 2.06±0.86** 1.75±0.92** 

注：*表示与模型组相比，p<0.05，**表示与模型组相比，p<0.01。下表同。 

表3 益生菌对冷食小鼠腹泻指数的影响 

Table 3 Effect of probiotics on diarrhea index in cold-fed mice 

组别 
腹泻指数(10-1) 

3 d 6 d 9 d 12 d 15 d 

对照组（C） 0 0 0 0 0 

模型组（B） 1.35±0.19 1.27±0.16 1.22±0.17 1.22±0.28 1.21±0.21 

低剂量组（L） 0.78±0.19* 0.75±0.26* 0.72±0.34* 0.71±0.19** 0.64±0.33** 

中剂量组（M） 0.60±0.21** 0.55±0.18** 0.48±0.26** 0.42±0.24** 0.40±0.15** 

高剂量组（H） 0.52±0.24** 0.38±0.17** 0.29±0.31** 0.22±0.23** 0.19±0.26** 

1.3.7  数据分析 
实验所得数据均采用 SPSS 20.0 软件进行分析，

所得实验数据采取均数±标准差（⎯x±s）来表示，利用

单因素方差分析组间数据。 

2  结果与讨论 

2.1  小鼠腹泻情况 

实验过程中，对照组小鼠未食用冷凉食物，因此

未发生腹泻现象。部分模型组小鼠出现背毛毛色暗淡、

行动迟缓，水样便次数较多、便内固体内容物较少的

症状，其它组小鼠也出现不同程度此类症状。由表 2、
表 3 可知，随着实验的进行，各组小鼠腹泻情况均有

改善，其中高剂量组小鼠的稀便率降低了 3.11%，在

各组小鼠中下降最多。模型组小鼠在连续 15 d 的实验

过程中，腹泻指数（10-1）由 1.35 下降至 1.21，降低

了 0.14，说明小鼠自身在冷凉性腹泻的症状上体现出

一定的适应性，但直至实验结束并未有大幅度改善。

而高剂量组小鼠腹泻指数（10-1）由 0.52 下降至 0.19，
降低了 0.33，与模型组数据区别极显著，说明益生菌

在剂量组小鼠的肠道内积累定植并逐渐起到调节作

用。实验过程中，两种腹泻指标下剂量组小鼠的腹泻

症状始终呈现高剂量组<中剂量组<低剂量组<模型

组，说明在剂量范围内，服用益生菌的浓度越高，对

小鼠冷凉性腹泻的抑制作用越强。这与 Tina Didari[15]

和 Cong Dai[16]等人的研究结果一致，益生菌对 IBS 症

状具有一定程度的缓解作用。 

2.2  益生菌对冷食小鼠肠道菌群的影响 

2.2.1  样品 OTU 韦恩图 

 
图1 不同样本OTU韦恩图 

Fig.1 Venn profile of OTU in different samples 

用 VENN 图来统计各组样本中共有的和独有的

OTU（operational taxonomic unit）数目，直观地展现

出样品与样品间OTU数目组成的相似性及重叠情况。

利用 R 的 Venn Diagram package 软件分析绘制不同样

本 OTU 分布韦恩图如图 1。可知五组样品中共有的

OTU 数目为 184 个，模型组、对照组以及高、中、低

剂量组分别独有 OTU 数目 2435 个、2617 个、2950
个、2635 个和 2541 个。模型组与高、中、低剂量组

共有的 OTU 数目分别为 325 个、350 个和 415 个，说
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明在三个冷载益生菌剂量组中高剂量组与模型组之间

OTU 差异较大，可能是由于高剂量组摄入冷载益生菌

剂量较高从而对小鼠肠道调控程度最大。对照组与高、

中、低剂量组共有的 OTU 数目分别为 329 个、448 个

和 361 个，说明在三个冷载益生菌剂量组中中剂量组

与对照组 OTU 分类更为接近。 
2.2.2  菌群多样性分析 

利用 mouther 软件分析，采用对测序序列进行随

机抽样的方法，以抽到的序列数与它们所能代表 OTU
的数目构建稀疏曲线。由图 2 可见，随着测序数量的

升高，各样本曲线逐渐趋向平缓，继续增加数据量只

会有少量新的 OTU 产生，这说明样本的测序质量较

高。 

 
图2 小鼠粪便菌群稀疏曲线 

Fig.2 Rarefaction curve analysis of faecal microflora 

表 4 中，OTU 可以代表样品物种的丰度，在各组

样品中，高剂量组的 OTU 数量最高，其数值为 3968，
模型组的 OTU 数量最低，其数值为 3392。ACE、Chao1
值是对样品中菌群物种总数的评估，其数值越大，说

明样品物种丰度越高。各组样品中，高剂量组的 ACE
值和 Chao1 值最高，分别为 69987.29 和 27098.77；模

型组的 ACE 值和 Chao1 值最低，分别为 51961.06 和

20965.44。Shannon 值用于分析样品中群落的多样性，

其数值越大说明样本群落的多样性越高，各组样品的

Shannon 值分布于 4.25~5.16 之间，高剂量组最高，模

型组最低。由表 4 及以上分析可知，通过对 OTU 和

三种 alpha多样性指数的评估得出样品菌群丰关系为：

高剂量组>中剂量组>对照组>低剂量组>模型组。这说

明，灌喂了冷载益生菌的小鼠肠道菌群中的菌群丰度

更高，可能是益生菌通过在肠道内定植，起到了调节

肠道菌群的作用，使肠道菌群维持在一个丰度较高的

平衡水平。Coverage 值代表样品的测序深度，各组样

品的测序覆盖率均达到 0.9 以上，说明样本测序覆盖

率较高，实验数据可靠。 
通过 PCoA（principal co-ordinates analysis）可以

观察样本个体或群体间的差异。样本间相似度越高则

在图中越聚集，反之样本间相似度越低则直线距离越

远。由图 3 可知，五组样本可以显著区分，其中中剂

量组与对照组相似度最为接近，而空白组与对照组相

似度差异最大。 

 
图3 主坐标分析 

Fig.3 Unifrac PCoA 

表4 样品alpha多样性指数 

Table 4 Alpha diversity index of each group 

组别 OTU ACE Chao1 Shannon Coverage 

模型组（B） 3073 51961.06 25965.44 4.62 0.95 

对照组（C） 3256 61987.29 21035.58 4.25 0.94 

低剂量组（L） 3205 60467.57 24082.42 4.80 0.95 

中剂量组（M） 3359 62520.80 26178.85 4.91 0.94 

高剂量组（H） 3478 69987.29 27098.77 5.16 0.94 

2.2.3  菌群结构分析 
由图 4 可知，各组小鼠粪便菌群在门水平上主要

由拟杆菌门（Bacteroidetes）、厚壁菌门（Firmicutes）
以及变形菌门（Proteobacteria）细菌构成，三种菌门

细菌在各组样品中总占比均达到 95%以上，其中拟杆

菌门占比最大。比较对照组与模型组小鼠粪便菌群在

门水平上的构成发现，拟杆菌门占比下降而厚壁菌门

占比增高。观察低、中、高三个剂量组，也呈现出相

同趋势。益生菌冰淇淋中的植物乳杆菌正属于厚壁菌

门，具有调节肠道菌群的作用，能够有效抑制某些肠

道感染[17]。模型组中疣微菌门（Verrucomicrobia）细

菌占比较其它实验组明显较高，而其它各组中，疣微

菌门细菌占比均显著减少，而变形菌门占比均有所增

加，说明服用益生菌小鼠的肠道菌群结构发生改变，
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变形菌门细菌取代了疣微菌门细菌在小鼠肠道内占有

一席之地。比较各组样品中放线菌门（Actinobacteria）
的占比发现，低、中、高剂量组中放线菌门细菌占比

依次增加，而模型组中放线菌门占比很小，这可能是

由于益生菌冰淇淋中含有青春双歧杆菌，而双歧杆菌

属于放线菌门。青春双歧杆菌具有治疗腹泻、增强机

体免疫力、调节肠道菌群的功能[18]。Eleonora Distrutti
等[19]认为肠道菌群的改变与 IBS 的症状存在关联，通

过调节肠道菌群扩增肠道内的有益菌，减少有害菌可

以缓解 IBS 的症状。由此可见，随着益生菌在小鼠肠

道内定植并起到调节作用，小鼠的肠道菌群结构发生

改变。 

 
图4 小鼠粪便菌群在门水平上的百分比 

Fig.4 Percentage of flora at the phylum level 

 

图 5 小鼠粪便菌群在属水平上的百分比 

Fig.5 Percentage of flora at the genus level 

由图 5 可知，各组样品中优势菌属均为巴恩斯氏

菌属（Barnesiella），巴恩斯氏菌是一种厌氧菌，可以

抑制肠道中有害菌的生长。高剂量组中乳酸菌属

（Lacrobacillus）的占比为各组最高，说明益生菌冰淇

淋中的冷载植物乳杆菌可以在小鼠肠道内定植。大量

文献表明，乳酸菌具有良好的改善肠道屏障功能的作

用，这种作用与乳酸菌对肠道菌群结构、肠绒毛结构、

上皮细胞通透性和 TJs、黏液的分泌和免疫功能的调

节有关[20]，通过促进肠道内有益微生物的定植，改变

肠道中短链脂肪酸的组成及数量[21]，从而抵抗致病微

生物侵袭并增强肠道屏障功能的作用[22]。模型组较其

它各组含有较多的 Alistipes 菌属，这是一种容易导致

肠道炎症的致病菌。而高、中剂量组则相对其它各组

含有较高的艾克曼氏菌属（Akkermansia）和 Blautia
菌属。艾克曼氏菌具有潜在的抗炎作用，并且对调节

宿主代谢紊乱有着积极的作用[23]。Blautia 菌属可通过

将肠道气体转化为乙酸清除小肠胀气。由此说明通过

冷载益生菌在肠道内定植，逐渐使更多的有益菌成为

优势菌种，抑制有害菌，从而对机体起到调节作用。

剂量组小鼠腹泻症状的减弱可能也与益生菌定植后肠

道菌群受到调节有关。 

3  结论 

通过对冷食小鼠灌喂益生菌干预，观察记录其体

征及腹泻指标的变化，发现食用冷食会导致部分小鼠

腹泻，但益生菌可以缓解冷凉性敏感小鼠的腹泻症状。

实验过程中高剂量组小鼠的稀便率降低了 3.11%，腹

泻指数（10-1）由 0.52 下降至 0.19，降低了 0.33，在

各组中降低幅度最大，说明剂量范围内益生菌浓度越

高对小鼠冷凉性腹泻的抑制效果越强。因此，冷载益

生菌未来有望被冷凉食物敏感人群所接受。通过对不

同组别小鼠的粪便菌群进行高通量测序分析，发现服

用了冷载益生菌的小鼠肠道菌群丰度较未服用益生菌

的小鼠有所增加，乳酸菌属、艾克曼氏菌属、Blautia
等菌属占比增大，菌群结构发生改变，说明冷载益生

菌可以在正常小鼠肠道中定植并对小鼠肠道起到调节

作用。本实验为冷载益生菌的整肠功能研究提供了参

考依据，为肠胃敏感的冷食爱好者提供了预防腹泻的

新思路。 
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