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Abstract
AIM: To determine the influence of chronic 
psychological stress on intestinal microflora 
and corticotropin-releasing factor (CRF) and to 
investigate the protective effects of Bifidobacterium 
on intestinal function in rats.

METHODS: Fifty female Sprague-Dawley rats 
were randomly and equally divided into five 

groups: normal group, stress group, Bifidobacte-
rium group, Smecta group, and Bifidobacterium 
plus Smecta group. All these groups were sub-
jected to either water avoidance stress (WAS) or 
normal condition for 2 h per day for 7 consecu-
tive days. The in vivo intestinal permeability 
was evaluated by measuring urinary sucralose 
and other sugar probes including lactulose and 
mannitol using capillary column gas chromatog-
raphy (CCGC). Some representative genera of 
gut flora in rat feces were counted on selective 
culture medium plates. The mesenteric lymph 
nodes (MLN) were removed, homogenized and 
cultured to determine bacterial translocation. 
The contents of serum CRF and adrenocortico-
trophic hormone (ACTH) were determined by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).  

RESULTS: Compared with the normal group, 
the number of Escherichia coli (7.347 ± 0.277 vs 
7.078 ± 0.229, P < 0.05), the 24-h urinary concen-
tration of mannitol (5.097% ± 0.453% vs 4.718% 
± 0.399%, P < 0.05), the rate of bacterial transloca-
tion to the MLN (40% vs 10%, P < 0.05), and the 
levels of CRF (300.8 ng/L ± 34.3 ng/L vs 267.0 
ng/L ± 32.3 ng/L, P < 0.05) and ACTH (6.79 ng/L 
± 0.651 ng/L vs 5.68 ng/L ± 0.799 ng/L, P < 0.05) 
increased significantly in the stress group. In 
comparison with the stress group, the number of 
Escherichia coli (7.044 ± 0.281 vs 7.347 ± 0.277, P < 
0.05) and bacteroid (9.075 ± 0.393 vs 9.485 ± 0.306, 
P < 0.05); the rate of bacterial translocation to the 
MLN (10% vs 40%, P < 0.05) and ACTH level (5.92 
ng/L ± 0.477 ng/L vs 6.79 ng/L ± 0.651 ng/L, P 
< 0.05) decreased significantly in the Bifidobacte-
rium intervention group. 

CONCLUSION: The disturbance of intestinal 
microflora occurs and CRF increases signifi-
cantly in rats suffered from chronic psychologi-
cal stress. Bidifobacterium could alleviate the 
disturbance of gut microflora caused by chronic 
psychological stress and partly restore intestinal 
barrier function. 
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■背景资料
IBS在人群中的发
病率很高, 越来越
多的学者认为生
活压力能够导致
或加重IBS. 益生
菌是人类肠道的
原籍菌, 在维持宿
主胃肠道正常生
理功能中发挥重
要作用. 益生菌不
仅能够调节肠道
菌群失调, 而且能
够显著改善IBS和
I B D患者的相关
症状. 

■同行评议者
陈敬贤, 教授, 安
徽医科大学微生
物教研室
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摘要
目的: 探讨应激对大鼠肠道菌群及血清促肾
上腺皮质激素释放激素(CRF)的影响及双歧
杆菌对应激大鼠肠道功能的调节作用.

方法: 50只SD大鼠随机分为5组: 正常对照
组、压力实验组、双歧杆菌干预组、思密达
干预组、双歧杆菌+思密达共同干预组. 采用
WAS(water avoidance stress)避水实验构建大
鼠应激模型, 以三糖为探针, 衍生化毛细管气
相色谱法测定大鼠尿液中三种糖的浓度, 以三
氯蔗糖/甘露醇(S/M)评价大鼠肠道通透性; 取
大鼠新鲜粪便, 用选择性培养基平皿计数法
检测大鼠粪便菌群中几种代表性菌种的数量; 
取肠系膜淋巴结(MLN)培养后测定细菌移位
率; 用酶联免疫法测定大鼠血清中CRF和促肾
上腺皮质激素(ACTH)的含量. 

结果: 与正常对照组相比, 压力实验组大鼠粪
便中以大肠杆菌杆菌为主的条件致病菌数量
增多(7.347±0.277 vs  7.078±0.229, P <0.05); 
24 h尿液中甘露醇量升高(5.097%±0.453% vs  
4.718%±0.399%, P <0.05), MLN细菌移位率
升高(40% vs  10%, P <0.05); CRH (300.8 ng/L
±34.3 ng/L vs  267.0 ng/L±32.3 ng/L, P <0.05), 
ACTH (6.79 ng/L±0.651 ng/L vs  5.68 ng/L±
0.799 ng/L, P <0.05)水平升高. 与压力实验组
相比, 双歧杆菌干预组大肠杆菌(7.044±0.281 
vs  7.347±0.277, P <0.05)、类杆菌(9.075±
0.393 vs  9.485±0.306, P <0.05)数量显著下降, 
细菌移位率下降(10% vs  40%, P <0.05); ACTH
水平下降(5.92 ng/L±0.477 ng/L vs  6.79 ng/L
±0.651 ng/L, P <0.05). 

结论: 在慢性应激条件下, 大鼠出现肠道菌群
失调、肠道通透性升高、神经内分泌处于应
激状态的现象, 双歧杆菌能够缓解慢性应激所
导致的上述现象.
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0  引言

近年来, 社会心理因素对压力相关性(s t r e s s-
associated)疾病如肥胖、代谢综合征、Ⅱ型糖

尿病以及疼痛和慢性疲劳综合征的影响日益

得到关注 [1,2].  越来越多的学者认为生活压力

能够导致或加重功能性肠病如肠易激综合征

(irritable bowel syndrome, IBS)[3,4]以及炎症性肠病

(inflammatory bowel disease, IBD), 如克罗恩病、

溃疡性结肠炎[4,5]. 在胃肠道门诊中仅IBS患者就

达到了40%[6], 而4%-31%的IBS与生活压力和细

菌性肠胃炎有关[7]. IBS等压力相关性胃肠道疾病

的高发病率促使我们研究社会心理因素在胃肠

道疾病发病机制中的具体作用并为其治疗寻找

新的靶标. 目前普遍认为, 促肾上腺皮质激素释

放激素(corticotropin-releasing factor, CRF)在应激

所导致的胃肠道疾病中发挥重要作用[8]. CRF是
应激反应系统中重要的效应因子. 中枢CRF是调

节自主神经系统重要神经递质, 在胃肠道也存在

CRF的表达[4,9], 二者通过调节自主神经系统、胃

肠道神经系统和免疫系统在压力相关性的IBS和
IBD中发挥作用[6,10,11]. 益生菌是人类肠道的原籍

菌, 已经广泛应用于临床, 在维持宿主胃肠道正

常生理功能中发挥重要作用. 益生菌不仅能够调

节肠道菌群失调, 而且能够显著改善IBS和IBD
患者的相关症状[12], 尽管大量的数据显示益生菌

能够调节肠道免疫[13]、阻断病原菌黏附提高黏

膜屏障功能[14,15], 但其在应激所导致的胃肠道疾

病中的治疗作用研究较少. 思密达是临床上常用

的肠道黏膜屏障保护剂, 可抑制细菌移位, 临床

上常用来治疗腹泻. 在本实验中我们拟以避水实

验模拟环境和心理压力, 观察在应激条件下大鼠

肠道生理生化指标的变化, 使用长双歧杆菌、思

密达干预应激大鼠, 观察二者对应激条件下大鼠

肠道功能的调节作用以及在保护应激大鼠肠道

黏膜屏障有无协同作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠(郑州大学实验动物中心合格证

号SCXK(豫)2005-0001); 长双歧杆菌(自金双歧

片中分离, 内蒙古双岐药业, 批号: 090106); 思密

达(蒙脱石散, 博福-益普生天津制药公司, 批号: 
T0461); 大鼠CRF、ACTH-ELSIA试剂盒(美国

ADL公司); 乳果糖(纯度99%, 比利时Acros公司); 

■研发前沿
压力相关性IBS的
发病机制目前仍
不清楚, 目前研究
多集中在肠道菌
群状态、肠道屏
障功能等方面. 其
中CRF作为应激
反应中重要的效
应因子备受研究
者关注.  
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甘露醇(纯度98%, 比利时Acros公司); 三氯蔗糖

(纯度99%, 美国Sigma公司); α-D -甲基甘露糖苷

(内标1, 纯度99%, 美国Sigma公司); 蔗糖(内标2, 
纯度99%, 美国Sigma公司); N-三甲硅烷基咪唑、

吡啶、盐酸羟胺(美国Sigma公司).
1.2 方法 
1.2.1 分组及应激模型的建立: 清洁级SD大鼠50
只, ♀, 体质量200 g±20 g, 随机分为5组: 正常

对照组(A)、压力实验组(B)、双歧杆菌干预组

(C)、思密达干预组(D)、双歧杆菌+思密达共同

干预组(E), 每组10只. A、B、C、D、E组分别

灌胃给以下列溶液2 mL(ig): 生理盐水、生理盐

水、长双歧杆菌107 CFU/mL、思密达0.6 g/kg、
长双歧杆菌107 CFU/mL+思密达0.6 g/kg, 每日

8:00 给药1次. WAS(water avoidance stress)模
型[14]: 每日称质量给药后, 除A组外其余各组动

物均放置到一个8 cm×6 cm的平台上, 平台固

定在一个直径为50 cm, 深50 cm的有水塑料容

器内, 离水面的距离为1 cm, 每次放置2 h(8:00-
10:00am), 实验周期为7 d.
1.2.2 肠道通透性测定: 糖摄取和尿液采集: 第8
天早晨8:00开始, 每组大鼠分别灌胃给予甘露醇

(M)80 mg、三氯蔗糖(S)60 mg、乳果糖(L)120 
mg后放入大鼠代谢笼, 3 h后自由饮水, 该过程

禁食[16]. 收集前5 h和其后19 h尿液, 记录尿液体

积. 实验结束后将采集到的尿液置于-20 ℃条件

下储存, 进行后续的分析. 样品制备[17]: -20 ℃冰

箱内取出尿液样品解冻, 取100 μL样品加入20 
μL内标溶液(含5 g/L内标1、2 g/L内标2), 混匀

后70 ℃氮气吹干, 干燥物加入200 μL含25 g/L
盐酸羟胺的无水吡啶溶液, 70 ℃反应1 h后, 样
品于2 250 r/min离心5 min, 取100 μL上清液转

移到小锥形瓶中, 加入100 μL N -三甲硅烷基咪

唑在70 ℃反应30 min, 得到的硅烷化衍生物密

封储存于-20 ℃冰箱. 在大鼠空白尿液中加入已

知量两种糖制成标准品平行分析. 测定方法[17]: 
衍生化毛细管气相色谱法(capillary column gas 
chromatography, CCGC)测定大鼠尿液中甘露

醇、三氯蔗糖浓度. 色谱柱: HP-5(5%苯甲基硅

烷)柱(30 m×320 μm×0.25 μm); 流动相: 高纯

氮气, 1.0 mL/min; 柱温: 程序升温; 检测器: 氢火

焰离子化检测器, T = 280 ℃; 进样量: 2 μL, 手动

进样, 进样口温度250 ℃. 每种糖定位由相应标

准品的保留时间来确定, 内标标准曲线法计算

样品中每种糖的量. 在该色谱条件下, 内标1、
甘露醇、内标2、三氯蔗糖和乳果糖的保留时

间分别是3.5、4.6、13.7、14.6和15.8 min. 
1.2.3 血清中CRF、ACTH测定: 实验结束日采用

断头法处死大鼠, 收集血液, 室温下凝固20 min, 
低温离心(4 ℃、4 000 r/min, 30 min)分离血清, 
采用ELISA法测定血清中CRF和促肾上腺皮质

激素(adrenocorticotrophic hormone, ACTH)的量.
1.2.4 粪便菌群分析[13]: 大鼠处死后取其新鲜粪

便0.1 g左右, 立即装入已称质量并装有5 mL生
理盐水和2-3粒玻璃珠的无菌试管中, 然后用生

理盐水以10倍的比例倍比稀释成系列混悬液. 
取上述系列稀释液25 μL滴种到4种选择性培养

基上: 大肠杆菌(伊红美兰培养基)、类杆菌(Bds
培养基)、乳酸杆菌(Lbs培养基)、双歧杆菌(Blb
培养基). 大肠杆菌需氧培养24 h, 其余三菌置于

厌氧罐中厌氧培养48 h, 记录菌落数. 根据菌落

形态、涂片分析及耐氧实验结果计算各个菌种

每克粪便中菌落形成单位(CFU/g).
1.2.5 细菌移位: 大鼠处死后以750 mL/L乙醇

溶液浸泡1 h, 于超净台内无菌取肠系膜淋巴结

(mesenteric lymph node, MLN), 匀浆后接种于血

琼脂平板, 37 ℃需氧24 h后或厌氧48 h后观察是

否有细菌生长并记录菌落数. 平板有细菌生长

者记为MLN细菌移位阳性. 移位率 = 阳性大鼠

个数/每组大鼠总数.
统计学处理 实验结果采用SPSS10.0统计

软件包分析. 组间均数比较选用单因素方差分

析, 移位率的比较采用行×列表χ2检验. 采用α = 
0.05为假设检验标准.

2  结果

2.1 粪便菌群分析 与正常对照组相比, 压力实验

组大肠杆菌数量显著增加(P <0.05, 表1), 说明应

激环境下大鼠肠道出现了条件致病菌增多, 肠
道菌群紊乱现象; 与压力实验组相比, 双歧杆菌

干预组及思密达干预组的大肠杆菌数量显著下

降, 双歧杆菌和双歧杆菌+思密达干预组大鼠的

类杆菌数量显著下降(P <0.05), 但三组实验组之

间均无显著性差异, 说明长双歧杆菌、思密达

均能改善应激所导致的肠道菌群紊乱, 二者无

协同作用.
2.2 细菌移位 MLN培养结果显示各组大鼠均有细

菌移位现象发生, 但压力实验组细菌移位率显著

高于其他各组 (P = 0.00, 表2). 双歧杆菌或思密达

干预后, 实验组移位率显著降低(P = 0.00); 双歧杆

菌+思密达组移位率与双歧杆菌组无明显差异.
2.3 大鼠肠道通透性的测定 在该实验中以大鼠

■相关报道
Zairian等研究发
现益生菌能够提
高应激大鼠肠道
屏障功能、阻断
细菌移位. Gareau
等认为肠道微生
物群的改变是结
肠病变的病因, 益
生菌改善应激幼
豹的肠道功能可
能与其调节HPA
轴 正 常 化 有 关 . 
在本课题组的前
期研究中也发现
应激可以导致嗜
酸性粒细胞释放
CRF. 
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尿液S/M值来评价其肠道通透性. 大鼠尿液5 h和
24 h甘露醇、三氯蔗糖、S/M结果见表3. 5 h(数
据未显示)和24 h时S/M值可以分别用来评价小

肠的通透性及整个胃肠道的通透性. 从表3可以

看出压力实验组24 h尿液中甘露醇的量与正常

对照组有显著性差异, 应激条件下大鼠肠道通

透性发生了改变.
2.4 应激对大鼠血清CRF、ACTH的影响 与正

常对照组相比压力实验组血清CRF、ACTH水

平都有显著升高(P <0.05, 表4); 与压力实验组相

比, 双歧杆菌干预组和双歧杆菌+思密达干预组

ACTH水平显著下降(P <0.001). 这说明在应激的

环境下, 大鼠的神经内分泌处于应激状态, 而益

生菌对这种应激状态有缓解作用.

3  讨论

近年来有关益生菌治疗应激所导致的胃肠道

疾病的研究进展迅速, 但其治疗机制目前仍不

清楚. 关于其治疗作用目前主要集中在益生菌

对CRF的调节作用上[18]. 本实验中应激大鼠也

出现了血清C R F升高、肠道通透性改变及肠

道菌群紊乱现象, 而双歧杆菌能够缓解上述现

象, 这与Gareau等[15]的研究结果相符. 在应激反

应中, CRF通过中枢的下丘脑-垂体-肾上腺轴

(hypothalmic-pituitary- adrenal, HPA轴)或者外

周的以CRF为基础的旁分泌系统的激活来调节

胃肠道[11]. 在一定程度上说明益生菌可能是通

过HPA轴这样一个长反射弧来调节应激所导致

的胃肠道功能紊乱: (1)在其生长的肠道上皮位

置, 调节肠道菌群正常化, 阻止病原菌黏附, 通
过保护肠上皮的完整性来增强肠道的屏障功能. 
(2)通过神经体液因子途径, 益生菌可能间接刺

激传入神经纤维. (3)降低全身皮质酮和ACTH
的分泌[19]. 

表  1  大鼠粪便菌群分析结果 (n  = 10, LgCFU/g, mean±SD)

     
分组            	    大肠杆菌	       类杆菌	     乳杆菌		    双歧杆菌

正常组		  7.078±0.229	 9.214±0.323	 8.158±0.388	 9.175±0.312

压力组		  7.347±0.277a	 9.485±0.306	 8.066±0.287	 9.027±0.353

双歧杆菌组	 7.044±0.281c	 9.075±0.393c	 8.123±0.245	 9.088±0.288

思密达组		  7.054±0.302c	 9.145±0.381	 8.039±0.234	 9.084±0.352

双歧杆菌+思密达	 7.128±0.298	 9.127±0.328c	 8.040±0.347	 9.136±0.401

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表  2  各组大鼠细菌移位率结果

     
分组            	 正常组	       压力组           双歧杆菌组         思密达组      双歧杆菌+思密达组

MLN阳性数	      1	           4	                   1	            2		      1

总动物数		     10	         10	                 10	           10		    10

移位率(%)	    10c	         40a	                 10c	           20ac	  	   10c

aP<0.05 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组.

表  3  24 h大鼠尿液中甘露醇、三氯蔗糖的量及S/M (n  = 10, %, mean±SD)

     
分组            	    	  甘露醇(M)	            三氯蔗糖(S)		          S/M

正常组		                4.718±0.399	         6.997±0.520	                 1.304±0.119

压力组		                5.097±0.453a	         6.167±0.588	                 1.252±0.096

双歧杆菌组	               4.753±0.363	         6.031±0.477	                 1.242±0.095

思密达组		                4.826±0.419	         6.075±0.520	                 1.259±0.052

双歧杆菌+思密达	               4.806±0.370	         6.041±0.496	                 1.259±0.079

aP<0.05 vs  正常组.

■创新盘点
本文探讨双歧杆
菌对应激大鼠肠
道功能的保护作
用, 可以恢复受损
的肠道屏障功能, 
C C G C 测定应激
大鼠肠道通透性
的方法专属性较
高, 灵敏度高, 降
低了实验成本. 
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应激大鼠出现肠道通透性的改变可能有下

列原因. CRF是HPA轴的重要神经递质, 其分泌

具有昼夜节律性. CRF由下丘脑室旁核小细胞部

神经元产生, 于垂体前叶与CRF受体结合诱导

ACTH释放, 进而刺激肾上腺糖皮质激素释放[20], 
而糖皮质激素是调节炎症及免疫反应的重要物

质. CRF受体是一种G蛋白偶联受体,其信号传

导是由通过激动cAMP所介导的级联反应[21], 并
最终增加细胞内Ca2+浓度[22]改变膜电位来实现

的. 肥大细胞通过抑制Ca2+内流来抑制自身活化

和脱颗粒, 而CRF能够促进Ca2+内流从而激活肥

大细胞[23]. 肠道的上皮细胞是由一层柱状细胞

组成, 通过紧密连接蛋白进行连接, 阻止抗原等

大分子物质和细菌等通过旁细胞途径进行渗透, 
并且能够分泌大量的黏液素和抑菌蛋白来阻断

细菌黏附. 在应激条件下, 细菌和抗原等可以由

滤泡相关细胞如肥大细胞或紧密连接结构断裂

等方式通过上皮屏障而进入体内[24], 进而引起细

菌移位, 通透性发生改变, 而使用肥大细胞稳定

剂后没有出现应激相关性的肠道通透性升高[3]. 
因此, CRF调节肠道通透性可能是通过肥大细胞

实现的. CRF信号传导的活化, 能够导致致炎因

子的释放[25], 促进肥大细胞释放组胺、IL-1β、

TNF-α等炎症因子[26]. 在我们前期研究中发现应

激可以导致嗜酸性粒细胞释放CRF[27], 而使用

CRF受体阻断剂可以显著的改善应激所导致的

肠道屏障功能紊乱[28]. 因此, CRF在应激相关肠

道功能紊乱中起着重要作用, 但其确切的作用

机制如作用位点等仍需进一步研究.
肠道通透性的测量是评估肠道屏障功能完

整性的最直接方法, 常用大分子糖探针来进行

测定. 乳果糖和甘露醇的被认为是旁细胞和跨

细胞途径通透性的反映, 二者比率曾是一种灵

敏度高的小肠通透性标记. 但由于乳果糖是一

种二糖易被结肠的细菌分解, 改变的结肠pH, 可
能改变结肠微生物群, 改变肠道通透性而不宜

选用. 而三氯蔗糖无这些缺点, 尿液中三氯蔗糖

的排泄可以应用于整个肠道(包括小肠和结肠)

通透性的评估[17]. 本实验中流动相采用了氮气得

到的峰形较好, 分离度能满足实验要求, 降低了

实验成本. 由于相关文献较少, 建立有效的三氯

蔗糖与甘露醇比例(S/M)作为整体肠道通透性的

标记的方法还需深入研究. 本实验中应激大鼠

虽出现肠道甘露醇的通透性升高, 但S/M虽有升

高趋势却无明显变化, 可能有以下原因: 大鼠对

应激具有适应性、WAS模型刺激较弱需延长造

模周期. 该实验中采用了单一菌株干预且干预

时间为较短, 益生菌的联合长期应用值得我们

进一步研究.
本实验中应激大鼠出现了肠道菌群失调、

CRF水平升高、细菌移位等现象, 大鼠的神经内

分泌处于应激状态, 肠道通透性亦发生了改变. 
本实验的结果也证实了双歧杆菌能够缓解上述

现象, 为益生菌治疗应激所导致的肠道相关疾

病的治疗提供了实验依据.
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■同行评价
本研究观察大鼠
在应急模型中肠
道主要菌群发生
的改变, 以及双歧
杆菌干预对此改
变的调节作用, 有
很好的科学意义.
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


