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【摘要】 　 目的　 探讨生命早期益生菌鼠李糖乳杆菌 ＧＧ (ＬＧＧ) 肠道定植对子代小鼠肠道屏障

及肠道发育的影响及其可能的作用机制ꎮ 方法　 选择 ＳＰＦ 级 ６ 只 ６ 周龄野生型 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雌鼠随机分

为实验组和对照组ꎬ 实验组为 ＬＧＧ 活菌组ꎬ 对照组为 ＬＧＧ 灭活菌组ꎬ 分别予 １０８ ｃｆｕ / ｍｌ ＬＧＧ 活菌或

ＬＧＧ 灭活菌灌胃直至自然分娩ꎮ 两组子代小鼠分别于出生第 １~ ５ 天继续给予 １０７ ｃｆｕ / ｍｌ ＬＧＧ 活菌或

ＬＧＧ 灭活菌灌胃ꎮ 记录 ３ 周子代小鼠体重变化ꎻ 于第 ２、 ３ 周检测子代小鼠 ＬＧＧ 菌的定植情况ꎻ 运

用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法评价肠道促炎因子及紧密连接分子 ｍＲＮＡ 变化ꎻ 运用 ＨＥ、 免疫组化、 免疫荧

光染色法及酶联免疫吸附法评价 ３ 周子鼠的肠道屏障情况ꎮ 结果 　 实验组的子代小鼠与对照组相

比ꎬ 第 １ 周时体重相比无明显差异ꎬ 第 ２ 周和第 ３ 周体重有所增加 [第 ２ 周: (４􀆰 ３２６±０􀆰 １４０) ｇ 比

(３􀆰 ７９０±０􀆰 ２４０) ｇꎬ ｔ＝ ３􀆰 ７０７ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００６ꎻ 第 ３ 周: (８􀆰 ０４０± ０􀆰 ３７０) ｇ 比 (７􀆰 ２９５± ０􀆰 ３２６) ｇꎬ ｔ ＝
３􀆰 １３０ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０１１]ꎻ 仅在实验组子代小鼠的粪便中可检测出 ＬＧＧ 定植ꎮ 肠道定植可促进小肠绒毛长

度及结肠隐窝深度明显增长 [空肠: (３２０􀆰 ０００±２２􀆰 ５１４) μｍ 比 (２６５􀆰 １００±１５􀆰 ６１１) μｍꎬ ｔ＝ ８􀆰 ２５８ꎬ
Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ 回肠 (１５０􀆰 ５００ ± １３􀆰 ０９９) μｍ 比 (１１１􀆰 ０００ ± １１􀆰 ３０８) μｍꎬ ｔ ＝ ９􀆰 ９５８ꎬ Ｐ< ０􀆰 ００１ꎻ 结肠

(２９５􀆰 ０００±１５􀆰 ２０９) μｍ 比 (２３３􀆰 １００±６􀆰 ６７８) μｍꎬ ｔ ＝ ９􀆰 １２９ꎬ Ｐ<０􀆰 ００１]ꎮ 与 ＬＧＧ 灭活组相比ꎬ 实

验组子代小鼠结肠隐窝中杯状细胞的数量增加 [ (３５􀆰 ２４ ±１􀆰 ３７０) 个比 (１１􀆰 ６２±０􀆰 ７８０) 个ꎬ ｔ ＝
１５􀆰 ０００ꎬ Ｐ<０􀆰 ００１]ꎬ 促炎因子 ＩＦＮ￣γ (０􀆰 ５１２±０􀆰 ２０６ 比 １􀆰 ２８０±０􀆰 ２３２ꎬ ｔ ＝ ４􀆰 ９７０ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００１)、 ＩＬ￣６
(０􀆰 ９４１±０􀆰 ２１５ 比 １􀆰 ３６４±０􀆰 ２７１ꎬ ｔ ＝ ２􀆰 ４５２ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０４０)、 ＩＬ￣１０ (０􀆰 ７４４± ０􀆰 ２９４ 比 １􀆰 ３４１± ０􀆰 ３２０ꎬ ｔ ＝
２􀆰 ７６２ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０２５) 和 ＴＮＦ￣α (２􀆰 ５８１±０􀆰 ５００ 比 ３􀆰 ７０２±０􀆰 １５０ꎬ ｔ ＝ ２􀆰 ５５３ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０３４) ｍＲＮＡ 的相对

表达水平降低ꎬ 肠道组织紧密连接分子 (Ｃｌａｕｄｉｎ３) (１􀆰 ８８１±０􀆰 １７２ 比 １􀆰 ２８３±０􀆰 １５２ꎬ ｔ＝ ４􀆰 ９３２ꎬ Ｐ＝
０􀆰 ００１) 和闭锁蛋白分子 (Ｏｃｃｌｕｄｉｎ) (１􀆰 １６４±０􀆰 ３４２ 比 ０􀆰 ８１２±０􀆰 ２２４ꎬ ｔ ＝ ３􀆰 ６７ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１６) 表达含

量显著增加 (Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 结论　 生命早期 ＬＧＧ 定植可通过抑制肠道低度炎症进而保护肠道屏障ꎮ 本

研究将为生命早期补充益生菌进而防治肠道疾病奠定实验基础ꎮ
【关键词】 生命早期ꎻ 鼠李糖乳杆菌ꎻ 低度炎症ꎻ 肠道屏障
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Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ ｓｕｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｌｉｆｅ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ
Ｊｉｎ Ｇｅꎬ Ｌｉｕ Ｘｉａｎｇꎬ Ｘｉｅ Ｒｕｎｘｉａｎｇꎬ Ｇｕｏ Ｚｉｘｕａｎꎬ Ｓｕｎ Ｙｕｅꎬ Ｌｉｕ Ｔｉａｎｙｕꎬ Ｗａｎｇ Ｂａｎｇｍａｏꎬ Ｃａｏ Ｈａｉｌｏｎｇ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙꎬ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３００５２ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｃａｏ Ｈａｉｌｏｎｇꎬ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｃａｏｈａｉｌｏｎｇ＠ ｔｍｕ.ｅｄｕ.ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ (ＬＧＧ) ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ
ｅａｒｌｙ ｌｉｆｅ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈ￣
ｏｄｓ　 Ｓｉｘ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｐｒｅｇｎａｎｔ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｐｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ６ ｗｅｅｋｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉ￣
ｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｇｉｖｅｎ １０８ ｃｆｕ / ｍｌ ＬＧＧ ｌｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｇｉｖｅｎ ＬＧＧ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂａｃｔｅ￣
ｒｉａ ｂｙ ｇａｖａｇｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ １８ ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｕｎｔｉｌ ｎａｔｕｒａｌ ｂｉｒｔｈ. Ｔｈｅ ｐｒｏｇｅｎｙ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎ￣
ｔｉｎｕｅｄ ｔｏ ｂｅ ｇａｖａｇｅｄ ｗｉｔｈ １０７ ｃｆｕ / ｍｌ ｏｆ ＬＧＧ ｌｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｒ ＬＧＧ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｄａｙｓ １－５ ｏｆ ｂｉｒｔｈ.
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Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ３ ｗｅｅｋ􀆳ｐｒｏｇｅｎｙ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ. Ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＧＧ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ
ｍｉｃｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｔ ２ｎｄ ａｎｄ ３ ｒｄ ｗｅｅｋｓ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ. ＨＥꎬ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ
ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｏｆ ３￣ｗｅｅｋ ｏｌｄ ｏｆｆ ｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｇｅｎｙ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｔ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｗｅｅｋꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｗｅｅｋ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ
ｗｅｅｋ [２ｎｄ ｗｅｅｋ: (３􀆰 ７９０±０􀆰 ２４０) ｇ ｖｓ. (４􀆰 ３２６±０􀆰 １４０) ｇꎬ ｔ ＝ ３􀆰 ７０７ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００６ꎻ ３ｒｄ ｗｅｅｋ: (７􀆰 ２９５±
０􀆰 ３２６) ｇ ｖｓ. (８􀆰 ０４０±０􀆰 ３７０) ｇꎬ ｔ＝ ３􀆰 １３０ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０１１]. ＬＧＧ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｃａｎ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｏｎｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｃｅｓ
ｏｆ ｐｒｏｇｅｎｙ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｖｉｌｌｉ
ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｃｒｙｐｔ ｄｅｐｔｈ [ ｊｅｊｕｎｕｍ: (３２０􀆰 ０００±２２􀆰 ５１４) μｍ ｖｓ. (２６５􀆰 １００±１５􀆰 ６１１) μｍꎬ ｔ ＝ ８􀆰 ２５８ꎬ Ｐ<
０􀆰 ００１ꎻ ｉｌｅｕｍ: (１５０􀆰 ５００± １３􀆰 ０９９) μｍ ｖｓ. (１１１􀆰 ０００± １１􀆰 ３０８) μｍꎬ ｔ ＝ ９􀆰 ９５８ꎬ Ｐ< ０􀆰 ００１ꎻ ｃｏｌｏｎ:
(２９５􀆰 ０００±１５􀆰 ２０９) μｍ ｖｓ. (２３３􀆰 １００± ６􀆰 ６７８) μｍꎬ ｔ ＝ ９􀆰 １２９ꎬ Ｐ<０􀆰 ００１]. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｃ ｃｒｙｐｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (１１􀆰 ６２±０􀆰 ７８０ ｖｓ.
３５􀆰 ２４ ±１􀆰 ３７０ꎬ ｔ＝ １５􀆰 ０００ꎬ Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ
ａｓ ＩＦＮ￣γ (１􀆰 ２８０±０􀆰 ２３２ ｖｓ. ０􀆰 ５１２±０􀆰 ２０６ꎬ ｔ＝ ４􀆰 ９７０ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００１)ꎬ ＩＬ￣６ (１􀆰 ３６４±０􀆰 ２７１ ｖｓ. ０􀆰 ９４１±０􀆰 ２１５ꎬ
ｔ＝ ２􀆰 ４５２ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０４０)ꎬ ＩＬ￣１０ (１􀆰 ３４１±０􀆰 ３２０ ｖｓ. ０􀆰 ７４４±０􀆰 ２９４ꎬ ｔ ＝ ２􀆰 ７６２ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０２５) ａｎｄ ＴＮＦ￣α (３􀆰 ７０２±
０􀆰 １５０ ｖｓ. ２􀆰 ５８１±０􀆰 ５００ꎬ ｔ＝ ２􀆰 ５５３ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０３４) ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｉｎｔｉｍａｔｅ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ (Ｃｌａｕｄｉｎ３) (１􀆰 ２８３±０􀆰 １５２ ｖｓ. １􀆰 ８８１±０􀆰 １７２ꎬ ｔ ＝ ４􀆰 ９３２ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００１)
ａｎｄ ｔｈｅ ａｔｒｅｓｉａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ (Ｏｃｃｌｕｄｉｎ) ( １􀆰 １６４±０􀆰 ３４２ ｖｓ. ０􀆰 ８１２±０􀆰 ２２４ꎬ ｔ＝ ３􀆰 ６７ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０１６) ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｅａｒｌｙ ｌｉｆｅ ＬＧＧ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｌｏｗ￣
ｇｒａｄｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗｉｌｌ ｌａｙ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｉ￣
ｏｔｉｃｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｌｉｆｅ ｓｏ ａｓ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 Ｅａｒｌｙ ｌｉｆｅꎻ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧꎻ Ｌｏｗ￣ｇｒａｄｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎꎻ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ: Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｕｎｄｓ (８１７４１０７５)

　 　 研究发现ꎬ 人体消化系统内定植 １０１３ ~ １０１４个

微生物ꎬ 约由 １ ０００ 种细菌组成ꎬ 多定植于小肠

及大肠的不同节段[１￣２] ꎮ 正常条件下肠道菌群处

于动态平衡状态ꎮ 肠道菌群最初定植于母体子

宫ꎬ 其中未出生胎儿暴露在大量母亲菌群的代谢

产物中[３￣５] ꎮ 母亲循环系统及阴道中的细菌可能

是胎儿菌群来源ꎬ 孕期母体传递给胎儿的菌群可

影响胎儿发育[６] ꎮ 在出生后ꎬ 微生物迅速定植于

肠道ꎬ 且肠道菌群的组成在出生后第一年内即可

发育成熟[７] ꎮ 但成熟过程中ꎬ 肠道菌群受多种因

素影响ꎬ 如外界环境、 喂养方式及分娩方式等ꎮ
一旦稳定的宿主与微生物之间的共生关系被打

乱ꎬ 则易导致多种疾病发生[８￣９] ꎮ
鼠李糖乳酸杆菌 ＧＧ ( Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ

ＧＧꎬ ＬＧＧ) 属于生理性细菌ꎬ 乳杆菌属鼠李糖乳杆

菌种ꎬ 是从健康人肠道中分离出的一种革兰阳性

菌ꎮ ＬＧＧ 是临床上应用较多的益生菌ꎬ 其不良反应

少ꎮ 一项随机双盲试验中ꎬ 围生期孕妇服用含 ＬＧＧ
的奶制品ꎬ 新生儿在出生后 １０ 天和 ３ 个月的粪便

样本中均可检测 ＬＧＧ 定植[１０]ꎮ 此外ꎬ 临床研究在

围生期孕妇中应用 ＬＧＧ 制剂可预防儿童期湿疹、
哮喘及过敏疾病的发病率ꎬ 提示 ＬＧＧ 早期干预对

婴幼儿成长存在潜在重要作用ꎬ 但具体的作用机制

尚不清楚ꎮ 本研究旨在探讨生命早期益生菌 ＬＧＧ
定植对子代小鼠肠道发育的影响ꎬ 为临床益生菌早

期干预提供实验支持ꎮ

１　 对象与方法

１􀆰 １　 实验动物

选择 ＳＰＦ 级 ６ 只 ６ 周龄野生型 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雌鼠

随机分为实验组和对照组ꎬ 实验组为 ＬＧＧ 活菌组ꎬ
ＬＧＧ 在乳酸菌肉汤培养基中培养ꎬ 对照组为 ＬＧＧ
灭活菌组ꎬ 采用 ０􀆰 ２５％戊二醛固定 ＬＧＧ １５ ｍｉｎ 得

到 ＬＧＧ 灭活菌ꎬ 适应 １ 周后与 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性小鼠

按 １ ∶ ３ 比例交配ꎮ 选取受孕时间相同的孕鼠在同

笼饲养至受孕后第 １８ 天ꎮ 此后孕鼠分笼饲养ꎬ
并分别予 １０８ ｃｆｕ / ｍｌ ＬＧＧ 活菌或 ＬＧＧ 灭活菌灌胃

直至分娩ꎬ 且仔鼠仅于分娩后第 １ ~ ５ 天分别予以

１０７ ｃｆｕ / ｍｌ ＬＧＧ 活菌或 ＬＧＧ 灭活菌灌胃ꎬ ３ 周后处

死仔鼠ꎮ
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１􀆰 ２　 研究方法

留取全部肠管放于 １０％甲醛ꎬ －８０ ℃保存ꎮ 仔

鼠于出生及每周行 １ 次称重并记录ꎬ 运用 ＰＣＲ 及

凝胶电泳方法判断 ３ 周仔鼠肠道定植情况ꎮ 采用

ＨＥ 染色观察仔鼠空肠、 回肠及结肠肠道绒毛长度

及隐窝深度ꎬ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 及免疫荧光评价肠道

上皮紧密连接分子 ｍＲＮＡ 和蛋白变化ꎬ 免疫组织

化学 染 色、 过 碘 酸 雪 夫 ( Ｐｅｒｉｏｄｉｃ Ａｃｉｄ￣Ｓｃｈｉｆｆꎬ
ＰＡＳ) 染色和观察肠道杯状细胞及潘氏细胞数量变

化ꎬ 同时应用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法及免疫组织化学

染色观察肠道杯状细胞表达ꎮ
１􀆰 ３　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 分析软件分析ꎬ 计量资料采用

均数±标准差表示ꎬ 采用 ｔ 检验ꎬ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差

异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 子代小鼠肠道 ＬＧＧ 定植情况的评价

实验组 ２ 周龄和 ３ 周龄子代小鼠的粪便中均可

检测出 ＬＧＧ 定植ꎬ 而对照组无 ＬＧＧ 定植 (图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 生命早期 ＬＧＧ 定植对子代小鼠肠道发育的影响

两组的子代小鼠第 １ 周时体重比较差异无统计

学意义ꎻ 实验组子代小鼠第 ２ 周体重是 (４􀆰 ３２６±
０􀆰 １４０) ｇꎬ 对照组为 (３􀆰 ７９０±０􀆰 ２４０) ｇꎬ 两组比

较差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ３􀆰 ７０７ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００６)ꎻ 实

验组子代小鼠第三周体重是 (８􀆰 ０４０ ± ０􀆰 ３７０) ｇꎬ
对照组为 (７􀆰 ２９５±０􀆰 ３２６) ｇꎬ 两组比较差异有统

计学意义 ( ｔ ＝ ３􀆰 １３０ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０１１)ꎮ 实验组小鼠回

盲部重量高于对照组 [ ( ０􀆰 ０９９ ± ０􀆰 ０１４３) ｇ 比

(０􀆰 ０７２±０􀆰 ００６) ｇꎬ ｔ＝ ２􀆰 ３８９ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ０４４]ꎬ 而肝脾

图 １　 肠道 ＬＧＧ 定植情况的检测

Ｆｉｇ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ＬＧＧ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ

重量差异无统计学意义 (Ｐ>０􀆰 ０５) (图 ２)ꎮ
　 　 同时 ＨＥ 染色显示实验组子代小鼠 ３ 周龄时空

肠和回肠绒毛长度及结肠隐窝深度较对照组明显增

长 [空肠: (３２０􀆰 ０００±２２􀆰 ５１４) μｍ 比 (２６５􀆰 １００±
１５􀆰 ６１１) μｍꎬ ｔ＝８􀆰 ２５８ꎬ Ｐ<０􀆰 ００１ꎻ 回肠 (１５０􀆰 ５００±
１３􀆰 ０９９) μｍ 比 (１１１􀆰 ０００±１１􀆰 ３０８) μｍꎬ ｔ ＝ ９􀆰 ９５８ꎬ
Ｐ < ０􀆰 ００１ꎻ 结 肠 ( ２９５􀆰 ０００ ± １５􀆰 ２０９ ) μｍ 比

(２３３􀆰 １００±６􀆰 ６７８) μｍꎬ ｔ＝９􀆰 １２９ꎬ Ｐ<０􀆰 ００１] (图 ３)ꎮ
２􀆰 ３　 生命早期 ＬＧＧ 定植抑制子代小鼠肠道慢性低

度炎症

两组子代小鼠 ３ 周龄肠道 ＨＥ 染色均未见明显

镜下炎症改变ꎮ 而基因表达水平上ꎬ 实验组的子代

小鼠较对照组相比ꎬ ＩＦＮ￣γ (０􀆰 ５１２±０􀆰 ２０６ 比 １􀆰 ２８０±
０􀆰 ２３２ꎬ ｔ＝ ４􀆰 ９７０ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００１)、 ＩＬ￣６ (０􀆰 ９４１±０􀆰 ２１５
比 １􀆰 ３６４ ± ０􀆰 ２７１ꎬ ｔ ＝ ２􀆰 ４５２ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０４０)、 ＩＬ￣１０
(０􀆰 ７４４±０􀆰 ２９４ 比 １􀆰 ３４１±０􀆰 ３２０ꎬ ｔ＝２􀆰 ７６２ꎬ Ｐ＝０􀆰 ０２５)

　 　 注: Ａ: 两组小鼠 ０~３ 周体重增长趋势ꎻ Ｂ－Ｄ: ３ 周龄时两组小鼠回盲部重量ꎻ Ｃ: 肝脏重量ꎻ Ｄ: 脾脏重量

图 ２　 子代 ３ 周龄小鼠体重及回盲部、 肝脏、 脾脏重量

Ｆｉｇ ２　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｉｌｅｏｃｅｃａｌꎬ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ３￣ｗｅｅｋ ｏｌｄ ｍｉｃｅ
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和 ＴＮＦ￣α (２􀆰 ５８１±０􀆰 ５００ 比 ３􀆰 ７０２±０􀆰 １５０ꎬ ｔ ＝ ２􀆰 ５５３ꎬ
Ｐ ＝ ０􀆰 ０３４) 等炎症因子 ｍＲＮＡ 的相对表达水平降

低ꎬ 差异具有统计学意义 (图 ４)ꎮ
２􀆰 ４　 生命早期 ＬＧＧ 定植对子代小鼠肠黏膜屏障功

能的影响

杯状细胞 ＰＡＳ 染色结果示实验组子代小鼠结

肠每个隐窝平均 ＰＡＳ 染色阳性细胞数 (３５􀆰 ２４０ ±

１􀆰 ３７０) 个较对照组 (１１􀆰 ６２０±０􀆰 ７８０) 个明显增多

( ｔ＝ １５􀆰 ０００ꎬ Ｐ<０􀆰 ００１)ꎮ 肠道组织紧密连接分子

(Ｃｌａｕｄｉｎ３) (１􀆰 ８８１ ± ０􀆰 １７２ 比 １􀆰 ２８３ ± ０􀆰 １５２ꎬ ｔ ＝
４􀆰 ９３２ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００１) 和闭锁蛋白分子 ( Ｏｃｃｌｕｄｉｎ )
(１􀆰 １６４ ± ０􀆰 ３４２ 比 ０􀆰 ８１２ ± ０􀆰 ２２４ꎬ ｔ ＝ ３􀆰 ６７ꎬ Ｐ＝
０􀆰 ０１６) 表达含量显著增加 (图 ５)ꎮ

　 　 注: ＨＥ 染色评估 ３ 周龄时两组小鼠空肠和回肠肠绒毛及结肠隐窝发育情况

图 ３　 子代 ３ 周龄小鼠肠道发育情况 (苏木精￣伊红染色ꎬ ×２００)
Ｆｉｇ ３　 Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ３￣ｗｅｅｋ ｏｌｄ ｍｉｃｅ (Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ Ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ×２００)

图 ４　 子代 ３ 周龄小鼠肠道组织中炎症因子基因表达

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ３￣ｗｅｅｋ ｏｌｄ ｍｉｃｅ
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　 　 注: Ａ: ＰＡＳ 染色结肠组织标记杯状细胞 (肠道杯状细胞 ＰＡＳ 染色ꎬ ×２００)ꎻ Ｂ: 杯状细胞计数ꎻ Ｃ: ＰＣＲ 检测 ＭＵＣ２ 表达ꎻ Ｄ: 肠道

组织紧密连接分子 Ｃｌａｕｄｉｎ３ 表达ꎻ Ｅ: 闭锁蛋白分子 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 表达

图 ５　 子代 ３ 周龄小鼠肠道杯状细胞数量及紧密连接分子相对表达量

Ｆｉｇ ５　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｇｏｂｌｅｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ３￣ｗｅｅｋ ｏｌｄ ｍｉｃｅ

３　 讨论

广义上说ꎬ 肠道发育 ( ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ)
应包括肠道结构的形成 (肠绒毛和隐窝等)、 构成

肠腺细胞的分化成熟以及肠道免疫系统和微生态的

建立等ꎮ 而肠道发育不良 ( ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍａｌｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔ) 是目前婴幼儿的高危致病因素之一ꎬ 与新

生儿坏死性小肠结肠炎、 感染性腹泻、 先天性巨结

肠以及炎症性肠病等多种新生儿期肠道疾病的发生

有关[１１]ꎮ 婴幼儿肠道发育不良可引起机体多种功能

失衡ꎬ 如胃肠动力减慢使肠道细菌过度繁殖导致菌

群失调ꎬ 杯状细胞分泌黏液不足、 肠上皮间的紧密

连接松弛ꎬ 进而使肠黏膜屏障功能受损致使抗氧化

机制失衡和细菌易位等ꎬ 可导致成年期各种肠道疾

病的发生[１２]ꎮ 因此ꎬ 探究促进婴幼儿肠道发育熟

的治疗或干预措施对防治多种疾病发生具有重要

意义ꎮ
研究表明出生时微生物暴露与定植对新生儿初

始微生物群形成有重要影响[１３]ꎬ 且存在菌群定殖

时间窗ꎮ 最新研究发现ꎬ ＬＧＧ 成功定植的最佳时间

窗为出生后第 １ ~ ５ 天ꎬ 而超过 ５ ｄ 后给予 ＬＧＧ 也

难以定植成功或定植率极低ꎮ 临床研究发现婴儿喂

养 ７ ｄ ＬＧＧ 后ꎬ 其粪便中 ＬＧＧ 可持续存在 ７~１４ ｄꎬ
而动物实验显示 ＬＧＧ 在出生后 １ ~ ５ ｄ 内定植率高

达 ７０％~１００％[１４￣１５]ꎮ 本实验中选用 ＬＧＧ 定植时间

窗为出生后第 １ ~ ５ 天ꎬ 并证实发现小鼠第 ２ 周和

第 ３ 周的粪便菌群内可见 ＬＧＧ 菌定植ꎮ 近年来ꎬ
越来越多实验关注点在于婴幼儿早期口服 ＬＧＧ 可

以促 进 婴 幼 儿 发 育 及 减 少 疾 病 的 发 生[１６￣１７]ꎮ
Ｎｅｒｍｅｓ Ｍ 等[１８]研究者发现特发性皮炎的婴儿口服

ＬＧＧ 后其肠道屏障功能增强ꎬ 有助于免疫应答的发

生及发展ꎮ 一项随机对照研究发现 ＬＧＧ 具有良好

的免疫调节作用ꎬ 可用于减少儿童期轮状病毒引起

的复发性腹泻[１９]ꎮ 本实验发现 ＬＧＧ 生命早期定植

可以增加小鼠空肠、 回肠绒毛长度和结肠组织内隐

窝深度ꎬ 提示生命早期 ＬＧＧ 定植可促进子代小鼠

的肠道发育ꎮ
肠道黏膜屏障是机体最重要的防御体系ꎬ 完整
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的肠道黏膜屏障在吸收营养物质的同时ꎬ 可阻止各

类有害因素侵入ꎬ 维持机体肠道环境稳态ꎮ 肠道黏

膜屏障包括机械屏障、 化学屏障、 免疫屏障及生物

屏障四部分[２０]ꎮ 肠道黏膜屏障功能受损导致多种

疾病的发生ꎬ 如炎症性肠病、 代谢综合征、 肠易激

综合征和结直肠肿瘤等ꎮ 既往研究发现小鼠胃肠道

功能于出生后第 ３ 周发育成熟ꎬ 研究者发现 ＬＧＧ
生命早期定植可促进小鼠肠道杯状细胞数量、 紧密

连接蛋白增多及肠道屏障完整性增强ꎮ 此外ꎬ 肠道

长期低度炎症是肠道屏障功能损伤的重要因素之

一ꎬ 本研究中实验组子代小鼠肠道组织炎症因子表

达量较对照组显著下降ꎬ 由此可推测ꎬ ＬＧＧ 生命早

期定植可能抑制炎症ꎬ 促进肠道屏障功能发育ꎬ 而

是可对成年期抵御肠道细菌感染、 抑制肠道疾病有

保护作用ꎮ
综上所述ꎬ 本研究发现 ＬＧＧ 早期定植可抑制

肠道低度炎症ꎬ 进而保护子代肠道屏障ꎬ 促进子代

小鼠的肠道发育ꎬ 可能对成人肠道健康有持久的积

极影响ꎬ 将为益生菌防治疾病提供治疗新视角ꎬ 但

是其具体保护的分子机制仍有待进一步探究ꎮ
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[１８] Ｎｅｒｍｅｓ Ｍꎬ Ｋａｎｔｅｌｅ ＪＭꎬ Ａｔｏｓｕｏ ＴＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒａｌｌｙ
ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ ｗｉｔｈ ｓｋｉｎ ａｎｄ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏ￣
ｂｉｏｔａ ａｎｄ ｈｕｍｏｒａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｉｎｆａｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｔｏｐｉｃ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ [Ｊ] .
Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ａｌｌｅｒｇｙꎬ ２０１１ꎬ ４１ (３): ３７０￣３７７.

[１９] Ｓｉｎｄｈｕ ＫＮꎬ Ｓｏｗｍｙａｎａｒａｙａｎａｎ ＴＶꎬ Ｐａｕｌ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｍｕｎｅ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｇａｓｔｒｏｅｎ￣
ｔｅｒｉｔｉｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ: ａ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄꎬ
ｄｏｕｂｌｅ￣ｂｌｉｎｄꎬ ｐｌａｃｅｂｏ￣ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｔｒｉａｌ [ Ｊ ] . Ｃｌｉｎ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓꎬ
２０１４ꎬ ５８ (８): １１０７￣１１１５.

[２０] Ｃａｏ Ｈꎬ Ｘｕ Ｍꎬ Ｄｏｎｇ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｂｉｌｅ ａｃｉｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｙｓ￣
ｂｉｏｓｉｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ [ Ｊ ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒꎬ
２０１７ꎬ １４０ (１１): ２５４５￣２５５６.

(收稿日期: ２０１８￣０８￣０３)
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