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摘   要：【目的】为了筛选能抑制鼠类柠檬酸杆菌(Citrobacter rodentium)诱发的小鼠结肠炎的益

生菌，并研究其干预机制。【方法】对 4 株筛选的菌株进行人工模拟胃肠液耐受试验，并体外测

试它们对鼠类柠檬酸杆菌的抑制能力，最终筛选出粪肠球菌(Enterococcus faecalis) MG 2108。72 只

雄性 7 周龄 ICR 小鼠经过适应性饲养 7 d 后，被随机分为 2 组：正常对照组(MC 组，24 只，生理

盐水)和炎症对照组(IC 组，48 只，1×1010 CFU/mL 灌胃鼠类柠檬酸杆菌)，7 d 后各采 12 只小鼠，

通过结肠组织 HE 染色和炎症因子检测实验，判断炎症模型建成。原 MC 组(剩下 12 只小鼠)更

名为 NC 组，用以区别建模前后的正常对照组，IC 组随机分成 3 组：自然恢复组(IR 组，12 只，

生理盐水)、环丙沙星组(CF 组，12 只，4 mg/mL 环丙沙星)和粪肠球菌 MG 2108 组(EF 组，12 只，

1×108 CFU/mL 粪肠球菌 MG 2108)。18 d 后结束灌胃，所有小鼠麻醉后眼球取血，解剖。【结果】

粪肠球菌 MG 2108 可以缓解和修复鼠类柠檬酸杆菌引发的小鼠结肠和肝脏损伤，并且通过降低炎

症细胞因子的表达水平和增加紧密连接蛋白的表达水平，促进了结肠炎症组织的修复。它改变了

肠道微生物菌群结构，EF 组的肠杆菌属(Enterorhabdus)和阿克曼菌属(Akkermansia)等有益菌群的

丰度增加，同时短链脂肪酸也显著增加(P<0.05)，并且优于 CF 组和 IR 组。【结论】粪肠球菌 MG 
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2108 是一株有利于肠道健康的益生菌，治疗鼠类柠檬酸杆菌诱导的小鼠结肠炎效果优于环丙沙

星，自然恢复组效果明显差于 EF 组。 

关键词：粪肠球菌 MG 2108；肠道菌群；短链脂肪酸；结肠炎症  

Mechanism of Enterococcus faecalis MG 2108 against  
mouse colitis  

XIE Meigui, WANG Wenyan, LUO Can, LIU Yujie, LAN Shile, WANG Zheng* 
College of Bioscience and Biotechnology, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, Hunan, China 

Abstract: [Objective] To screen probiotics with inhibitory effect on murine colitis induced by 

Citrobacter rodentium and to investigate the mechanism. [Methods] The tolerance of the four screened 

strains was tested with simulated gastrointestinal fluid, and their inhibitory ability against C. rodentium 

was examined in vitro. Finally, Enterococcus faecalis MG 2108 was screened out. A total of 72 male 

7-week-old ICR mice were randomized into two groups after 7-day adaptive feeding: normal control 

group (MC, 24 mice, normal saline) and inflammation control group (IC, 48 mice, 1×1010 CFU/mL C. 

rodentium). After 7 days, 12 mice were respectively selected from the two groups and the inflammation 

was examined based on hematoxylin and eosin (HE) staining of colonic tissues and detection of 

inflammatory factors. The remaining 12 mice from the MC were renamed as NC to distinguish the 

normal control group before and after modeling. The mice of IC group were randomly divided into 

three groups: natural recovery group (IR, 12 mice, normal saline), ciprofloxacin group (CF, 12 mice, 

4 mg/mL ciprofloxacin), and E. faecalis MG 2108 group (EF, 12 mice, 1×108 CFU/mL E. faecalis MG 

2108). After 18 days of gavage, all mice were anesthetized and dissected and blood was taken from the 

eyes. [Results] E. faecalis MG 2108 alleviated the injury of colon and liver induced by C. rodentium. 

E. faecalis MG 2108 promoted the repair of colon tissue via decreasing the expression of inflammatory 

cytokines and increasing the expression of tight junction protein. E. faecalis MG 2108 induced 

structural changes in gut microbiota, as the abundance of beneficial flora such as Enterorhabdus and 

Akkermansia increased in EF group, and the content of short-chain fatty acids (SCFAs) in EF group was 

higher than that in CF and IR groups (P<0.05). [Conclusion] E. faecalis MG 2108, an intestinal 

probiotic strain, shows better effect on the C. rodentium-induced colitis than ciprofloxacin, and the 

effect of IR group was significantly inferior to that of EF group. 

Keywords: Enterococcus faecalis MG 2108; intestinal flora; short-chain fatty acids; colonic inflammation 
 

肠道炎症是由细菌、病毒、真菌和寄生虫

等引起的肠炎[1]。抗生素普遍被用于治疗肠道

炎症，在维护人类和动物健康方面发挥着极其

重要的作用[2]。然而，抗生素的大量使用导致

了细菌抗性基因的增加、生物体内药物残留超

标及环境污染等严重的安全问题 [3]，因此，寻

找抗生素替代物或减少抗生素的使用已成为普

遍共识。随着人们对益生菌、益生元和合生元作

用的研究和认知的深入，越来越多的益生菌被开

发和利用[45]。很多益生菌属于乳酸菌[6]，它们
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在保护宿主免受有害微生物侵害、增强宿主免疫

力及减少代谢紊乱等方面发挥着重要作用[7]。 

有研究表明，很多乳酸菌能调节机体胃肠

道正常菌群、保持微生态平衡，抑制肠道内腐

败菌生长繁殖和腐败物质的产生[89]。粪肠球菌

(Enterococcus faecalis)是一种兼性厌氧肠球菌

属的乳酸菌，呈革兰氏阳性，是哺乳动物肠道

菌群的一员，具有免疫调节作用[10]。粪肠球菌

能够产生抗菌物质，抑制有害菌金黄色葡萄球菌

和大肠杆菌的生长[11]。饲料中添加粪肠球菌不

仅可以増强仔猪的机体免疫性能，还可以改善

断奶前仔猪腹泻[12]。已有研究表明，高温灭活

的粪肠球菌 2001 对炎症性肠病模型的小鼠具

有保护作用，通过其治疗后可降低炎症结肠组

织中环氧化酶-2 (COX-2)、诱导性一氧化氮合成

酶(iNOS)、干扰素-γ (IFN-γ)、白介素-1β (IL-1β)

和白介素-6 (IL-6)细胞因子的表达[13]。 

目前，粪肠球菌广泛运用于药品和食品领

域[1415]。但有关粪肠球菌能否替代抗生素治疗

机体结肠炎症的研究甚少。本研究利用鼠类柠

檬酸杆菌喂养小鼠，一周后成功构建小鼠结肠

炎症模型。在此基础上，将炎症小鼠分为 3 组，

分别为自然恢复组(IR 组)、炎症模型组(CF 组)

和粪肠球菌组(EF 组)，以探求分别在无干预自

然恢复、环丙沙星治疗以及粪肠球菌 MG 2108

治疗下，小鼠的结肠炎症能否得到缓减。通过

测定小鼠的各项生理生化指标，分析肠道菌群

结构，比较和阐述上述 3 种处理方法对鼠类柠

檬酸杆菌引起的小鼠结肠炎症的影响，并揭示

其作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  试验菌株 
试验所用菌株由实验室前期分离鉴定所

得。分别为粪肠球菌 MG 2108 (Enterococcus 

faecalis ， X1) 、 发 酵 乳 杆 菌 (Lactobacillus 

fermentans ， X2) 、德氏乳杆菌 (Lactobacillus 

delbrueckii ， X3) 、 嗜 酸 小 球 菌 (Pediococcus 

acidophilus，X4)和鼠类柠檬酸杆菌(Citrobacter 

rodentium，M1)。 

1.2  耐受性试验 
预先配制人工模拟胃肠液备用，制备 X1、

X2、X3 和 X4 四株菌的菌悬液。耐酸能力测定：

取 4.8 mL 培养了 24 h 的菌悬液置于 20 mL 人

工模拟胃液中，摇匀，于 37 °C、90 r/min 培养，

取 0、1.5 和 3 h 的培养液稀释涂板计数。耐碱能

力测定：取配好的肠液 80 mL 置于上述已经模

拟消化了 3 h 的胃液中，摇匀，于 37 °C、90 r/min

培养，取 0、3、6 h 的培养液稀释涂板计数。 

1.3  试验设计 
72 只 7 周龄的雄性 ICR 小鼠[SCXK (湘) 

2019-0004]购自湖南斯莱克景达实验动物有

限公司，普通饲料[SCXK (湘) 2015-0010]购

自湖南嘉泰实验动物有限公司。试验过程中

涉及小鼠的各项操作，均严格遵守湖南省《实

验动物管理条例》[16]进行。各组小鼠饲养温度

(22±1) °C，12 h 明/12 h 暗循环，全光谱日光灯，

每天均喂食相同的普通饲料，自由饮水。经过

7 d 的适应性饲养后随机分为 2 组：正常对照组

(MC 组) 24 只和炎症对照组(IC 组) 48 只。MC

组灌胃生理盐水，IC 组灌胃鼠类柠檬酸杆菌

1 mL/只/天(1×1010 CFU/mL)，7 d 之后，从 MC

和 IC 组分别采取 12 小鼠只的结肠组织进行 HE

染色。原 MC 组(保留了 12 只小鼠)更名为自然

对照组(NC 组)，IC 组随机分为 3 组，分别为自

然恢复组(IR 组)、环丙沙星组(CF 组)和粪肠球

菌 MG 2108 组(EF 组)。其中 NC 组和 IR 组每

天灌胃生理盐水 1 mL/只、CF 组每天灌胃环丙

沙星溶液 1 mL/只(4 mg/mL)和 EF 组每天灌胃

粪肠球菌 MG 2108 1 mL/只(1×108 CFU/mL)。
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18 d 后结束灌胃，解剖小鼠，取出相应组织和

器官称重，锡箔纸包裹组织，置于液氮速冻并

转至−80 °C 冰箱保存。实验时间计划示意图如

图 1 所示。 

1.4  测定指标与方法 
1.4.1  小鼠结肠组织形态学-HE 染色 

将固定好的结肠组织放于自来水下缓慢冲

洗 2 h，去掉固定液。将组织块进行脱水−包埋−

切片−苏木素染色−伊红染色−中性树胶封片。 

1.4.2  ELISA 血清炎症因子测定 

根据联科生物酶联免疫试剂盒说明书

操作 [17]。  

1.4.3  肝脏抗氧化指标检测 

根据南京建成生物 T-SOD、POD 和 MDA

试剂盒说明书操作[18]。 

1.4.4  实时荧光定量 PCR 测定 

根据试剂盒提取结肠组织中的总 RNA，采

用 FastKing RT Kit With gDNase 试剂盒(湖南艾

科瑞生物工程有限公司)去除 gDNA，SuperReal 

PreMix Plus SYBR Green 试剂盒(湖南艾科瑞生

物工程有限公司)进行反转录，7300 Real-Time 

PCR 仪(ABI 公司)收集小鼠结肠组织各样品的

反应 Ct 值，进行 mRNA 相对表达量计算。 

1.4.5  Western blotting 测定 

将制备好的样品置于−80 °C 保存。选择

12%浓度的下层分离胶和 5%浓度的上层浓缩

胶进行电泳，180 mA 转膜 75 min，封闭 2 h，

一抗抗体过夜，孵二抗 2 h。发光显色液进行显

色，用 Image J 对结果进行灰度分析。 

1.4.6  GC-MS 测定 SCFAs 含量[19] 

将小鼠粪便置于旋涡混匀器上剧烈震振荡

混匀，离心取上清液于 EP 管中，加入 25%偏

磷酸，室温静置反应 4 h，离心后得到的上清液

用 0.45 μm 一次性水系滤膜过滤，置于气相进

样瓶中进行测定。根据标准曲线，算出小鼠各

类短链脂肪酸含量。 

1.4.7  肠道微生物测定 

以干冰运输小鼠粪便至上海百趣生物医学

科技有限公司(上海)进行肠道微生物检测。提取

小鼠粪便肠道微生物的总 DNA。进行小鼠粪便

样本的目标片段 PCR 扩增，将 PCR 扩增产物

通过 2%琼脂糖凝胶电泳进行检测，并对目标片

段进行切胶回收(AXYGEN 公司的凝胶回收试

剂盒)。第一轮引物的组成：PacBio Universal

序列+16S/ITS/古菌引物，目的在于特异性的扩

增；第二轮引物的组成：Barcode 序列+PacBio 

Universal，目的是给每个样本加上 barcode。将

PCR 扩增回收产物进行荧光定量，荧光试剂为

Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit，定量仪器

为 Microplate reader (BioTek，FLx800)。采用

PacBio 公司的 Template Prep Kit 1.0 试剂制备测

序文库。 

1.5  统计学分析 
利用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析，使

用单因素 ANOVA 法对不同组间差异性进行显 

 

 
 

图 1  实验时间计划示意图 
Figure 1  Diagram of experimental time plan. 
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著性分析以及双相关性进行不同组间相关性分

析，事后比较选择 LSD、邓肯 (D)，数据以

“mean±SEM”作图， *P<0.05 ， **P<0.01 。用

GrapPad Prism 8 进行结果分析及作图。 

2  结果与分析 

2.1  四株乳酸菌对人工模拟胃肠液的体外

耐受性实验 
X1、X2、X3 和 X4 4 株菌均以 1×1010 CFU/mL

浓度加入到人工模拟胃肠液中。如表 1 所示，

0 h 以及经过 1.5 h 的人工模拟胃液处理后，除

了 X3，其他菌的存活率均有所降低；但是经过

3 h 处理后，X4 的存活率有所升高。如表 2 所

示，4 株乳酸菌经过胃液“消化了”3 h 后，再

转入人工模拟肠液 3 h 后，X1、X2、X3 和

X4 的存活率处于较高水平，直到经过 6 h 人

工模拟肠液处理后，4 株菌的存活率有了非常

明显的降低。相比之下，X1 和 X3 的人工胃

肠液耐受力较强。 

2.2  四株菌和抗生素对鼠类柠檬酸杆菌的

抑菌实验 
由表 3 所知，X1 和 X3 的抑菌直径分别为

(6.8±0.08) mm 和(7.3±0.14) mm，结合表 1 和表

2 中 4 株菌耐受人工模拟胃肠液的结果，我们 

 

表 1  乳酸菌对胃液的耐受性测定 
Table 1  Determination of tolerance of lactic acid bacteria to gastric fluids 

Strain 
Initial colony count/ 
(109 CFU/mL) 

1.5 h 3 h 

Number of active bacteria/ 
(109 CFU/mL) 

Survival rate/ 
% 

Number of active bacteria/ 
(109 CFU/mL) 

Survival rate/ 
% 

X1 2.25±0.31 1.22±0.12 54.22±0.39 0.50±0.029 22.22±0.41 

X2 2.07±0.22 0.73±0.04 35.26±0.18 0.70±0.06 33.81±0.96 

X3 0.28±0.02 0.32±0.02 114.28±1.00 0.15±0.01 53.57±0.50 

X4 1.11±0.20 0.29±0.03 26.13±0.15 0.50±0.03 45.05±1.00 

 

表 2  乳酸菌对肠液的耐受性测定 
Table 2  Determination of the tolerance of lactic acid bacteria to intestinal fluids 

Strain 
Initial colony count/ 
(106 CFU/mL) 

3 h 6 h 

Number of active bacteria/ 
(106 CFU/mL) 

Survival rate/ 
% 

Number of active bacteria/ 
(106 CFU/mL) 

Survival rate/ 
% 

X1 0.93±0.07 5.14±0.32 552.69±4.57 0.43±0.06 46.23±0.19 

X2 0.63±0.02 2.44±0.40 387.31±20.00 0.14±0.03 22.22±0.08 

X3 0.08±0.01 0.31±0.09 387.50±9.00 0.03±0.01 37.50±0.11 

X4 0.34±0.27 0.31±0.09 91.18±0.33 0.02±0.01 5.88±0.11 

 

表 3  乳酸菌对鼠类柠檬酸杆菌的抑菌实验 
Table 3  Bacteriostasis of lactic acid bacteria against Citrobacter rodentium 

Strain 
Inhibition diameter/mm  

Sensitivity level 
Bacterial solution/(1×108 CFU/mL) Saline/(9 mg/mL)  

X1 6.8±0.08 0±0.00 Not sensitive 

X2 6.3±0.12 0±0.00 Not sensitive 

X3 7.3±0.14 0±0.00 Lowly sensitive 

X4 4.0±0.06 0±0.00 Not sensitive 
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认为 X1 的抑菌能力和稳定性均较好，所以最

终选择了 X1 即粪肠球菌 MG 2108 进行后续的

小鼠实验。由表 4 和 5 所知，无论是相同剂量

的 4 种抗生素还是不同剂量的 4 种抗生素，对

鼠类柠檬酸杆菌抑菌效果相似，其中鼠类柠檬

酸杆菌对土霉素和环丙沙星均为极度敏感，考

虑环丙沙星抑菌效果更好，最终选择环丙沙星

作为后续治疗小鼠结肠炎的抗生素。 

2.3  粪肠球菌 MG 2108 药敏试验 
由表 6 可知，粪肠球菌 MG 2108 对多种抗

生素敏感，提示其携带较少耐药基因，传播耐

药基因的风险较低。 

2.4  小鼠体重、饮食量 
由图 2A、2C 和 2E 可知，建模期间小鼠初

始体重为(33.28±0.52) g，经鼠类柠檬酸杆菌灌

胃 7 d 后，体重有所上升，但组间无显著性差

异(P>0.05)。建模期间的小鼠食量呈下降趋势，

说明鼠类柠檬酸杆菌引起小鼠食欲下降。由图

2B、2D 和 2F 可知，治疗期间抗生素组体重略

有下降，但同时间段内各组小鼠体重、食量及

饮水量均无显著性差别(P>0.05)。 

2.5  小鼠器官重量 
表 7 结果表明，灌胃鼠类柠檬酸杆菌 7 d

后，对小鼠的结肠、心脏、肝脏、脾、肾和脑

重量均无显著性的影响(P>0.05)。如表 8 所示，

经过治疗后和 NC 组相比，IR 组和 CF 组的脾

脏重量显著下降(P<0.05)，除此之外，各组小鼠

的器官重量几乎没有差别。综上所述，说明鼠

类柠檬酸杆菌影响了小鼠的免疫力，在自然恢

复和环丙沙星治疗下，脾脏指数没有恢复，但

灌胃粪肠球菌 MG 2108 组脾脏指数与对照组无

显著差别(P>0.05)。 

 
表 4  相同剂量抗生素对鼠类柠檬酸杆菌的抑菌实验 
Table 4  Bacteriostasis of the same dose of antibiotics against Citrobacter rodentium 

Antibiotic types 
Inhibition diameter/mm  

Sensitivity level 
Aqueous solution/(1.33 mg/mL) Saline/(9 mg/mL)  

Oxytetracycline 22±0.10 0±0.00 Extremely sensitive 

Ciprofloxacin 43±0.10 0±0.00 Extremely sensitive 

Chlortetracycline 8.0±0.10 0±0.00 Lowly sensitive 

Tetracycline 4.0±0.00 0±0.00 Not sensitive 

 
表 5  不同剂量抗生素对鼠类柠檬酸杆菌的抑菌实验 
Table 5  Bacteriostasis of different doses of antibiotics against Citrobacter rodentium with the unequal 
antibiotics 

Type and content of antibiotics 
Inhibition diameter/mm  

Sensitivity level 
Aqueous solution Saline/(9 mg/mL)  

Oxytetracycline (8 mg/mL) 27±0.25 0±0.00 Extremely sensitive 

Ciprofloxacin (4 mg/mL) 43±0.25 0±0.00 Extremely sensitive 

Chlortetracycline (1.33 mg/mL) 10±0.06 0±0.00 Moderately sensitive 

Tetracycline (1.33 mg/mL) 4.0±0.15 0±0.00 Not sensitive 
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表 6  粪肠球菌 MG 2108 药敏试验抑菌圈直径 
Table 6  The result of Enterococcus faecalis drug-sensitivity test 
Antibiotic types Inhibition diameter/mm Sensitivity level Types 

Doxycycline (DOX) 30.67±1.15 Extremely sensitive Tetracycline 

Tetracycline (TET) 30.67±0.58 Extremely sensitive Tetracycline 

Minocycline (MIN) 25.67±0.58 Extremely sensitive Tetracycline 

Florfenicol (FFC) 28.33±0.58 Extremely sensitive Chloramphenicol 

Compound trimethoprim (T/S) 22.67±0.58 Extremely sensitive Sulfonamides 

Vancomycin (VA30) 20.33±1.15 Extremely sensitive Glycopeptides 

Gentamicin (ERM) 18.33±0.58 Highly sensitive Aminoglycoside 

Ciprofloxacin (CFX) 18.00±1.00 Highly sensitive Quinolone 

Levofloxacin (LVX) 15.67±1.15 Highly sensitive Quinolone 

Penicillin (PEN) 15.00±1.00 Highly sensitive Penicillin 

Piperacillin (PRL) 17.67±0.58 Highly sensitive Penicillin 

Cefoperazone (CPZ) 15.33±0.58 Highly sensitive Cerosphere 

Amikana (AZI) 13.67±0.58 Moderately sensitive Aminoglycoside 

Azithromycin (AMK) 13.00±1.00 Moderately sensitive Macrolide 

Norfloxacin (NFX) 13.33±0.58 Moderately sensitive Quinolone 

Ampicillin (AMP) 12.67±0.58 Moderately sensitive Penicillin 

Erythromycin (GEN) 6.33±1.53 Lowly sensitive Macrolide 

Lincomycin (LZN) 8.00±0.00 Lowly sensitive Amide 

Imipenem (IPM) 0.00±0.00 Not sensitive Carbonia 

Kanamycin (KAZ) 0.00±0.00 Not sensitive Aminoglycoside 

Streptomycin (STM) 0.00±0.00 Not sensitive Aminoglycoside 

Oxacillin (OXA) 0.00±0.00 Not sensitive Penicillin 

Cephalexin (CHA) 0.00±0.00 Not sensitive Cerosphere 

Cefazolin (CEZ) 0.00±0.00 Not sensitive Cerosphere 

Cefuroxime Sodium (CFO) 0.00±0.00 Not sensitive Cerosphere 

Ceftazidime (CTZ) 0.00±0.00 Not sensitive Cerosphere 

Ceftriaxone (CTR) 0.00±0.00 Not sensitive Cerosphere 

B Polymyxin B (POL) 0.00±0.00 Not sensitive Polypeptide 

Chloramphenicol (CHA) 0.00±0.00 Not sensitive Other 

Clindamycin (CEZ) 0.00±0.00 Not sensitive Other 

 

表 7  小鼠造模期间的器官重量 
Table 7  Organ weights of mice during modeling/g 
Organ MC IC 

Colon 0.53±0.04a 0.46±0.03a 

Heart 0.18±0.01a 0.16±0.00a 

Liver 1.47±0.05a 1.47±0.04a 

Spleen 0.11±0.01a 0.11±0.01a 

Kidney 0.51±0.04a 0.53±0.02a 

Brain 0.45±0.01a 0.41±0.02a 

Not containing the same alphabet indicates a significant difference (P<0.05), containing one or more of the same alphabets 
indicates no significant difference. Same as below. 
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图 2  小鼠体重、食量和饮水量变化 

Figure 2  Changes in body weight, diet and water intake of mice. A, B: body weight change during modeling 
and treatment; C, D: diet change during modeling and treatment; E, F: water change during modeling and 
treatment. MC: blank control group; IC: inflammation group; NC: natural control group; IR: natural recovery 
group; CF: ciprofloxacin group; EF: Enterococcus faecalis group. Graphing with “mean±SEM”. Same as 
below. 
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表 8  小鼠治疗期间的器官重量 
Table 8  Organ weights of mice during treatment/g 
Organ NC IR CF EF 

Colon 0.55±0.04a 0.49±0.09a 0.49±0.04a 0.59±0.05a 

Heart 0.20±0.02a 0.19±0.01a 0.20±0.01a 0.19±0.01a 

Liver 1.71±0.06a 1.61±0.04a 1.65±0.03a 1.57±0.04a 

Spleen 0.14±0.02a 0.10±0.01b 0.10±0.00b 0.11±0.01ab 

Kidney 0.59±0.03a 0.60±0.01a 0.61±0.02a 0.62±0.03a 

Brain 0.42±0.02a 0.43±0.02a 0.44±0.01a 0.43±0.01a 

 

2.6  结肠组织 HE 染色 
由图 3A 可以看出，与 MC 组比较，IC 组

小鼠的结肠长度显著缩短(P<0.05)；与 NC 组相

比，IR 组(P<0.05)和 CF 组(P<0.01)小鼠的结肠

长度均显著缩短，EF 组则有所增长；结肠的长

短和炎症有一定的关联，结肠越短说明炎症越

严重。如图 3B 所示，HE 染色切片结果也验证

了这一点，IC 组小鼠结肠切片发生了几处明显

的炎症聚集，肠上皮组织受损且出现水肿，隐

窝结构排列紊乱。而 EF 组结肠切片与正常对照

组的几乎无差别。因此，在灌胃鼠类柠檬酸杆

菌引发的小鼠结肠组织炎症现象中，通过粪肠

球菌 MG 2108 的干预能明显改善小鼠的结肠形

态学上的损伤，且效果优于 CF 组和 IR 组。 

 

 
 

图 3  各组小鼠的结肠长度和 HE 染色切片结果 
Figure 3  Colonic length and HE-stained sections of the mice in each group. A: colonic length in mice; B: 
HE-stained sections of mouse colon. ** P<0.01, * P<0.05. Same as below. Scale bar: 500 μm. 
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2.7  ELISA 血清炎症因子测定 
为进一步确定各组小鼠结肠炎症情况，我

们利用 ELISA 测定了各组小鼠血清中重要炎症

指标肿瘤坏死因子-α (TNF-α)含量。由图 4 可

知，与 MC 组相比较，IC 组的 TNF-α 的含量显

著升高(P<0.05)，增加了 40.39%。CF 组和 EF

组的 TNF-α 的含量显著低于 IC 组(P<0.05)，分

别减少了 17.89%和 23.29%。提示粪肠球菌干预

和环丙沙星干预可以有效缓解灌胃鼠类柠檬酸 
 

 
 

图 4  各组小鼠血清中促炎症因子 TNF-α 的含量

变化 
Figure 4  Changes in serum levels of the pro- 
inflammatory factor TNF-α in various groups of mice. 

杆菌所导致的小鼠结肠炎症反应，但自然恢复

组与炎症组无显著差别(P>0.05)。 

2.8  小鼠肝脏抗氧化指标 
如图 5 所示，灌胃鼠类柠檬酸杆菌后，相

较 MC 组或 NC 组，IC 组小鼠肝脏的总超氧化

歧化酶(T-SOD)和过氧化物酶(POD)的含量显著

降低(P<0.05)，分别减少了 31.16%和 23.73%；

丙二醛(MDA)的含量显著升高(P<0.05)，增加了

27.34%。经过一段时间治疗后，与 CF 组和 IR

组相比，EF 组小鼠肝脏的 T-SOD 的含量显著

升高(P<0.05)，分别增加了 15.80%和 16.14%，

且与 NC 组无区别。与 NC 组相比，IR 组中 POD

的含量显著降低(P<0.05)，减少了 14.37%，而

CF 组和 EF 组 POD 含量虽有所降低，但无显著

差别。EF 组 MDA 的含量显著低于 CF 组，减

少了 32.70%。由此推断，粪肠球菌 MG 2108

的治疗可以抑制鼠类柠檬酸杆菌引发的小鼠肝

脏抗氧化能力的降低，保护小鼠肝脏组织的抗

氧化能力。 

2.9  实时荧光定量 PCR 检测小鼠结肠组

织相关基因 mRNA 表达水平 

2.9.1  促炎因子基因 mRNA 的表达 

如图 6 所示，与 MC 组相比，IC 组小鼠结 
 

 
 

图 5  各组小鼠的肝脏抗氧化指标 
Figure 5  Antioxidant indexes of liver in each group of mice. 
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图 6  各组小鼠结肠组织中相关促进炎症基因的表达 
Figure 6  Expression of relevant pro-inflammatory genes in colonic tissues of various groups of mice. 
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肠组织中的 TLR4、TNF-α、IL-7 和 TGF-β1 的

mRNA 相对表达量分别增加 142.33% (P<0.05)、

71.57% (P<0.05)、111.8% (P<0.05)和 138.79% 

(P<0.01)，说明 IC 组炎症反应明显。与 IC 组

比较，EF 组的环氧化酶-2 (Cox-2)的 mRNA

相对表达量减少 64.41% (P<0.05)，同时 EF

组 TLR4、 IL-7、 TGF-β1、信号转导分子      

4 (SMAD4)、单核细胞趋化蛋白 1 (MCP-1)和

白介素-6 (IL-6)的 mRNA 相对表达量显著低

于 CF 组 (P<0.05)，分别减少了 61.04%、

34.95%、40.61%、32.55%、32.95%和 25.08%。

由此说明，灌胃粪肠球菌 MG 2108 能够显著

降低促炎因子的 mRNA 相对表达水平，从而

缓解小鼠炎症，并且效果优于自然恢复组和

环丙沙星组。  

2.9.2  与肠上皮组织通透性相关基因和抑炎因

子的 mRNA 表达水平 

如图 7 所示，IC 组小鼠结肠闭锁小带蛋

白-1 (ZO-1)、肠上皮紧密连接蛋白(OCLN)、转

录 因 子 -3 (FOXP3) 和 白 介 素 -10 (IL-10) 的

mRNA 相对表达量显著低于 MC 组(P<0.05)，

分别减少 53.81%、74.13%、80.94%和 72.65%；

与 IC 组相比，CF 组和 EF 组 ZO-1、FOXP3 和

IL-10 的 mRNA 相对表达量显著升高(P<0.05)；

EF 组 ZO-1 的 mRNA 相对表达量相较 CF 组显

著升高，增加了 105.07%。 

2.10  Western blotting 测定相关蛋白表达 
如图 8 所示，与 MC 组相比，IC 组的 TNF-α、 

 

 
 

图 7  各组小鼠结肠组织中相关抑制炎症基因的表达 
Figure 7  Expression of relevant inflammation-suppressing genes in the colonic tissues of mice in each group. 
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图 8  各组小鼠结肠组织中相关基因表达 
Figure 8  Expression of related genes in the colon tissue of mice in different groups. 
 

IL-6 和 TLR4 的蛋白相对表达量显著升高

(P<0.05) ， 分 别 增 加 了 54.77% 、 83.76% 和

73.78%，而 OCLN 的蛋白相对表达量显著降低

(P<0.05)，减少 61.25%。NC 组、IR 组、CF 组

和 EF 组之间，炎症标志分子 IL-6、TLR4 和连

接蛋白 OCLN 相对表达量无显著差异(P>0.05)。
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EF 组各指标最接近于 NC 正常组，相比 IR 组

和 CF 组，炎症因子表达呈下降趋势，OCLN 的

蛋白相对表达量有一定程度的升高。与 NC 组

和 IR 组相比，EF 组 TNF-α 的蛋白质水平显著

降低(P<0.05)，CF 组与之无显著差异。结果与

q-PCR 测定的 mRNA 结果相符。以上结果表明，

鼠类柠檬酸杆菌降低了小鼠肠上皮组织细胞间

连接蛋白的表达水平，可以推断灌胃鼠类柠檬

酸杆菌增强了小鼠结肠的肠上皮细胞通透性，

从而加强了炎症反应。而灌胃粪肠球菌 MG 

2108 可以抑制这个过程，并且其效果优于环丙

沙星治疗和自然恢复处理。 

2.11  肠道微生物分析 
2.11.1  肠道微生物多样性分析 

为了进一步探究 3 种处理是否对小鼠微生

物肠道群落结构造成影响，对各组小鼠结肠微

生物多样性和组成进行了分析。如图 9 所示，

在 PCoA 主成分分析图中(图 9A)，MC、IC、

NC、IR、CF 和 EF 6 组间存在差异，但组内没

有显著性差异，说明本实验分组情况良好；在

ASV/OTU 的 Venn 图中(图 9B)，可以看出，MC、

IC、NC、IR、CF 和 EF 6 组间有着相同的 OTU，

也有自己独特的 OTU，6 组共有的 OTU 数量为

182，各组独有的 OTU 数量分别为 31、71、24、

31、36 和 47。 

由表 9 可知，IC 组的 Chao 指数、observed 

species、Shannon、Simpson、Pielou-e 和 Faith-pd

比 MC 组均出现增加，但是无显著差异(P>0.05)。

CF 组的 Chao 指数、observed species、Shannon、

Pielou-e 和 Faith-pd 比 MC、IC、NC、IR 及 EF 
 

 
 

图 9  β 多样性分析 
Figure 9  Beta diversity analysis. A: PCoA diagram; B: Veen diagram. 
 

表 9  α 多样性分析 
Table 9  Alpha diversity analysis 
Parameter MC IC NC IR CF EF 

Chao index 351.33±15.97abc 410.73±17.48a 323.48±22.92bc 329.84±8.31bc 301.70±29.50c 380.22±31.43ab 

Observed species 212.95±3.44ab 234.08±6.64a 201.92±9.68ab 198.30±5.47ab 186.58±17.10b 213.30±19.75ab 

Shannon index 6.53±0.10a 6.71±0.11a 6.45±0.13a 6.35±0.11a 6.09±0.23a 6.19±0.40a 

Simpson index 0.97±0.00a 0.98±0.00a 0.97±0.00a 0.97±0.00a 0.96±0.01a 0.95±0.02a 

Pielou-e 0.84±0.01a 0.85±0.01a 0.84±0.01a 0.83±0.01a 0.81±0.02a 0.80±0.04a 

Faith-pd 18.19±0.19a 18.89±0.48a 16.97±1.45ab 16.91±0.44ab 14.91±1.00b 17.86±1.11a 

Good’s coverage 0.89±0.00abc 0.87±0.01c 0.90±0.01ab 0.89±0.00ab 0.90±0.01a 0.88±0.01bc 
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组均出现降低，说明 CF 组中微生物的丰富度

和均匀度出现降低；特别值得注意的是，与 CF

组相比，EF 组 Chao 指数出现明显升高，且呈

显著差异(P<0.05)。 

2.11.2  门水平上的菌群热图及相对丰度分析 

如图 10A 所示，与 NC 组相比，厚壁菌门 
 

 
 

 
 

图 10  各组小鼠肠道微生物门水平上的菌群热图及相对丰度 
Figure 10  Heatmap and flora composition at the level of phylum in various groups of mice. A: heatmap of 
the the level of phylum flora; B–E: changes in the abundance of Firmicutes, Verrucomicrobia, Tenericutes 
and Actinobacteria, respectively. 
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(Firmicutes)的相对丰度在 CF 组中有一定的提

高，但无显著差异(P>0.05)；EF 组 Firmicutes

的相对丰度比 CF 组降低 13.94% (P<0.05) 

(图 10B)。疣微菌门(Verrucomicrobia)的相对丰

度在 EF 组最高，而在 MC 组、IC 组、NC 组

和 IR 组中没有 Verrucomicrobia，说明灌胃粪

肠球菌 MG 2108 可以增加小鼠肠道有益菌门

Verrucomicrobia 的相对丰度(图 10C)。在 CF 组

中没有柔膜菌门(Tenericutes)，其相对丰度为 0，

且与 MC 组相比，差异显著(P<0.01)，说明环丙

沙星治疗对小鼠的肠道微生物群落结构的改变

有别于粪肠球菌 MG 2108 的治疗(图 10D)。与 IC

组相比，CF 组和 EF 组放线菌门(Actinobacteria)

的相对丰度均增加，分别提高了 205.18% (P< 

0.05)和 178.21% (P<0.05) (图 10E)。 

2.11.3  属水平上的菌群相对丰度及热图分析 

由图 11A 所知，肠杆菌属(Enterorhabdus)

和紫单胞菌属(Muribaculum)的相对丰度在 CF

组中最高。而相比 CF 组，它们在 EF 组中的丰

度分别降低 122.89% (P<0.05) ( 图 11B) 和

59.68% (P<0.01) (图 11C)，接近于 NC 组。另枝

菌属(Alistipes)的相对丰度在 MC 组、IC 组、NC

组、IR 组和 EF 组均高于 CF 组，差异显著

(P<0.05) (图 11D)。可以看到，疣微菌门的阿克

曼菌属(Akkermansia)只存在于 CF 组和 EF 组

中，与 CF 组相比，EF 组的 Akkermansia 的相

对丰度有所升高，增加了 230.38% (图 11E)。经

过环丙沙星和粪肠球菌 MG 2108 的治疗后，可

以显著提高 Akkermansia 的相对丰度，但是粪

肠球菌 MG 2108 治疗效果更好。 

2.12  GC-MS 测定粪便中 SCFAs 含量 
为了进一步验证小鼠的抗炎作用是否与肠

道微生物对宿主的直接作用有关，亦或肠道微

生物通过代谢物间接地发挥着抗炎作用，我们

测定了 6 组小鼠粪便中的短链脂肪酸(SCFAs)

含量，结果如图 12A 所示。IC 组中戊酸(valeric 

acid)、异戊酸(isovaleric acid)、丙酸(propionic 

acid)和丁酸(butyric acid)的含量显著低于 MC

组(P<0.05)。EF 组的戊酸和丙酸的含量显著高

于 CF 组(P<0.05)。但 6 组之间异丁酸(isobutyric 

acid) 和乙酸 (acetic acid) 的含量无显著差异

(P>0.05)。据文献报道，SCFAs 的含量变化受到

肠道菌群的调节。因此，分析属水平上肠道微

生物菌群与 SCFAs 含量之间的相关性结果如图

12–12F 所示，戊酸与厌氧菌属(Anaerotignum)存

在正相关的关系(图 12B)，异戊酸与副杆菌属

(Parabacteroides)存在正相关的关系(图 12C)，

丙酸和臭杆菌属 (Odoribacter)、瘤胃球菌属

(Ruminococcus) 存 在 正 相 关 的 关 系 ( 图

12D–12E)，乙酸和黏液状杆菌属(Mucispirillum)

存在负相关的关系(图 12F)。因此，推测肠道菌

群自身的丰度和多样性的改变会导致短链脂肪

酸含量发生变化，进而影响肠道的免疫力。 

3  讨论 

3.1  关于益生菌治疗结肠炎的作用 
越来越多的临床证据表明，很多益生菌为

不同类型的乳酸菌，它们会不同程度地影响肠

腔环境、上皮和粘膜屏障功能以及粘膜免疫系

统[20]。肠道微生物失调与异常免疫反应有关，异

常免疫反应往往伴随着炎症细胞因子的异常产

生[21]。经过 Lactobacillus casei 和 Bifidobacterium 

animalis 的共同干预后，血清中的抑炎细胞因

子 IL-10 增加，而促炎细胞因子 C 反应蛋白和

LPS 降低[22]，IL-10 和 TGF-β 是一种激活巨噬

细胞的抑制剂，参与天然免疫反应的动态平衡

控制。本研究结果发现，经过粪肠球菌 MG 2108

的处理后，改善了小鼠的肠道机械屏障，这一

结果可能与粪肠球菌 MG 2108 对结肠损伤的逆

向调节有关，说明粪肠球菌 MG 2108 的干预有 



 

 

 

5072 Xie Meigui et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(12) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

  

 
 

 
 

图 11  各组小鼠肠道微生物属水平上的菌群热图及相对丰度 
Figure 11  Heatmap and flora composition at the level of genus in various groups of mice. A: heatmap of the 
the level of genus flora; B–E: changes in the abundance of Enterorhabdus, Muribaculum, Alistipes and 
Akkermansia, respectively. 
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图 12  各组小鼠粪便短链脂肪酸的含量及相关性 
Figure 12  Feces short chain fatty acid content and correlation in various groups of mice. A: content of short 
chain fatty acids; B–F: correlation between valeric acid and Anaerotignum, isovaleric acid and 
Parabacteroides, propionic acid and Odoribacter, propionic acid and Ruminococcus, acetic acid and 
Mucispirillum, respectively. 
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助于缓解小鼠结肠组织炎症。经过粪肠球菌

MG 2108 的治疗后，小鼠肝脏的 T-SOD 的水平

显著升高、MDA 的水平显著降低，说明粪肠球

菌 MG 2108 提高了小鼠的抗氧化能力，这有助

于改善小鼠的免疫能力。 

3.2  粪肠球菌 MG 2108 对小鼠肠道菌群结

构的影响 
肠道是人体最大的免疫器官，肠道微生物

区系被广泛地认为在维持人类健康方面起着重

要的作用，肠道菌群的结构和组成反映了微生

物和宿主水平的自然选择 [23]。小鼠肠道主要

微生物菌群为 Bacteroidetes和 Firmicutes 等[24]，

有研究表明，灌胃鼠类柠檬酸杆菌引起小鼠

肠道微生物菌群的组成和多样性产生了相应

变化[2528]，与本研究结果一致。粪肠球菌 MG 

2108 干预后的小鼠肠道微生物菌群结构有所

改变， Akkermansia 的相对丰度显著提高，

Enterorhabdus 和 Muribaculum 的相对丰度有所

下降。Akkermansia 是一种存在于黏液层中的

黏液蛋白降解细菌，可以帮助维持消化道的健

康，减少炎症、糖尿病和肥胖的风险 [29]；

Enterorhabdus 为条件致病菌，一般利用柠檬酸

盐和丙二酸盐作为唯一的碳源和能源，可引起

感 染 ， 并 产 生 对 动 物 体 有 害 的 组 胺 [30] ；

Muribaculum 是革兰氏阴性无芽胞厌氧菌，在

大肠肿瘤、胃癌及克罗恩病等胃肠道疾病中检

出率升高[31]。这些结果充分说明了灌胃粪肠球

菌 MG 2108 不仅可以降低小鼠肠道有害菌的丰

度，而且还能增加小鼠肠道有益菌的丰度，维

持整个小鼠肠道菌群的动态平衡和肠道健康。 

3.3  粪肠球菌 MG 2108 对 SCFAs 含量的

影响 
结肠微生物菌群和未消化的碳水化合物通

过发酵作用产生 SCFAs，SCFAs 被认为是肠道

微生物菌群和免疫系统之间信息传递的介质，

在动物疾病的发生和发展过程中起着重要的作

用[32]。近年研究表明，SCFAs 能够有效保护啮

齿动物和人类免受炎症相关损伤，并通过调节

宿主肠道免疫减少肠道炎症的发生[33]。研究表

明，添加乳酸菌后改变了肠道微生物菌群结构，

从而影响了 SCFAs 的产生[3436]，导致了肠道免

疫力的不同。本研究相关结果表明，鼠类柠檬

酸杆菌诱导了结肠炎症，炎症组和空白对照组

戊酸、异戊酸和丙酸 SCFAs 含量差异明显。经

过粪肠球菌 MG 2108 的干预后，EF 组戊酸、

异戊酸和丙酸含量最接近正常对照组。推断粪

肠球菌 MG2108 通过改善小鼠肠道菌群失调，

增加了肠道菌群的丰度和多样性，导致相应的

短链脂肪酸的含量变化，从而减轻了结肠炎症。 

3.4  益生菌代替抗生素对小鼠免疫力的

影响 
益生菌是农业部批准的有益于动物肠道健

康的绿色添加剂[37]。有研究表明，枯草芽胞杆

菌和屎肠球菌的益生菌制剂在保护或促进机体

免疫力方面明显优于硫酸黏杆菌素和庆大霉素

等抗生素 [38]。本文研究结果显示，粪肠球菌

MG 2108 和环丙沙星都可以治疗由鼠类柠檬酸

杆菌引起的小鼠结肠炎症，均可通过提高抗氧

化能力和增加释放抗炎因子，各项指标均优于

自然恢复组。值得强调的是，粪肠球菌 MG 2108

治疗效果更优于环丙沙星。 

同时，从各项研究指标分析推断，抗生素

和粪肠球菌 MG 2108 治疗小鼠的结肠炎症的机

制是不同的。环丙沙星的作用机制是通过自身

对鼠类柠檬酸杆菌的抑制作用，从而改善了小

鼠结肠炎症，但其在一定程度上损坏了小鼠的

肠道微生物菌群；而粪肠球菌 MG 2108 的作用

机制是通过小鼠肠道微生物菌群结构的改善，改

变和平衡不同 SCFAs 的含量，以达到抑制结肠

炎症的效果。IR 组效果差于粪肠球菌和抗生素
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治疗组，很可能与 Akkermansia 的丰度差别有关。 

4  结论 

粪肠球菌 MG 2108 可以通过改善小鼠肠道

微生物菌群结构，改变和平衡不同 SCFAs 的含

量，改善机体的抗氧化能力，抑制鼠类柠檬酸

杆菌诱导的小鼠结肠炎症。为其进一步在生产

中的应用提供了科学依据。 
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