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摘要

最近的研究揭示了益生菌在缓解与肠道屏障功能障碍相关的代谢疾病方面的潜力。然而，目前还没有一
种能高效筛选抵抗特定代谢疾病益生菌菌株的模型。本研究采用肿瘤坏死因子（TNF-α）和酒精处理的
Caco-2细胞单层膜模型，评价了139株乳杆菌在体外对肠道屏障功能的影响。然后，我们选择了11株对
肠道屏障具有不同调节能力的乳杆菌菌株，进一步在体内评价了它们对卵巢切除引起的骨质疏松症或慢
性酒精性肝损伤的作用效果。体外细胞模型和体内动物模型数据的关联性分析显示，两种疾病模型下的
Pearson系数分别为0.82和−0.97，表明使用体外细胞模型模拟益生菌在体内的保护作用是可靠的。本研
究建立了一种基于Caco-2细胞单层膜模型的体外方法，用于高效筛选可以抵抗特定代谢疾病（如骨质疏
松症和慢性酒精性肝病）的益生菌。

© 2022 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 
Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license 

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. 引言

肠道屏障在维持宿主肠道稳态中起着至关重要的作

用，它将内脏与有害物质分离，并向免疫细胞发出信号使

其适应微生物群，从而维持机体的正常功能[1]。肠道屏

障完整性的改变可导致胃肠道、自身免疫性和炎症性疾病

的发展，以及由肠漏引起的癌症。近期研究表明，肠道屏

障功能障碍与肥胖、糖尿病、高血压、动脉粥样硬化等代

谢性疾病也密切相关[2‒4]。值得注意的是，肠道屏障通

透性的增加会导致细菌代谢物或有害分子渗漏到血液循环

中，从而激活炎症信号通路，刺激破骨细胞因子的产生，

从而加重骨质疏松症[5]。此外，肠道屏障功能的完整性

在酒精性肝病中也起着重要作用。完整性损坏的肠道屏障

会使活菌和微生物代谢物易位到肝脏，在那里诱发和促进

炎症，并导致肝细胞死亡和纤维化反应[6]。

据报道，益生菌对机体免疫和代谢系统的调节存在益

生作用[7]。大量动物研究表明，口服长双歧杆菌Bifido‐

bacterium longum (B. longum) [8]、Lactobacillus rhamnosus 

(L. rhamnosus) [9]和罗伊氏乳杆菌（L. reuteri）[10]可显著

提高骨密度和骨量。三种乳酸菌的混合物可防止卵巢切除

术引起的皮质骨丢失并增加骨吸收[11]。基于临床实验的

一些证据表明，单种或多种益生菌补充剂都可以缓解骨质
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疏松症[12‒13]。一项针对 50例 50~72岁骨质减少患者的

随机双盲安慰剂对照临床研究表明，含有7种细菌的益生

菌补充剂可以通过降低骨碱性磷酸酶（BALP）来抑制骨

吸收和骨转换[14]。此外，在酒精性肝病小鼠模型中，补

充鼠李糖乳杆菌 LGG、VSL#3 和阿克曼氏菌（A. mu‐

ciniphila）的上清液可以逆转肠道渗漏、全身炎症和肝脏

损伤[15‒16]。最近一项综述也表明，益生菌可以通过恢

复肠道屏障功能、抑制氧化应激和降低血液中的内毒素水

平来缓解肝脏炎症[17]。同时，临床数据也表明，口服益

生菌可以减轻肝损伤[18‒19]。两歧双歧杆菌（B. bifidum）

和植物乳杆菌（L. plantarum）的混合物的服用显著改变

了酒精性肝病患者血清丙氨酸转移酶（ALT）、低密度脂

蛋白和总胆红素水平[20]。然而，上述功能性菌株的筛选

存在一定的局限性，大多数筛选仅仅集中在著名的商业益

生菌上，如LGG或VSL#3 [15,21]。另外，一般筛选菌株

是基于益生菌的常见生物学特性，如抗氧化活性、短链脂

肪酸（SCFAs）的产生和胃肠道耐受性，这些特性并不特

别适合筛选具有代谢功能障碍保护作用的菌株[22‒23]。

益生菌在维持肠道屏障功能方面发挥着重要作用[24‒

25]。许多基于动物模型的研究表明，补充益生菌，如布

拉酵母菌[26]、罗伊氏乳杆菌[27]和副干酪乳杆菌[28]，都

有助于减轻葡聚糖硫酸钠（DSS）引起的肠道屏障损伤。

口服长双歧杆菌对西方饮食化小鼠的肠黏膜损伤具有显著

的保护作用[29]。此外，一些临床实验表明，补充特定益

生菌可以缓解肥胖[30]、肠易激综合征[31]和坏死性小肠

结肠炎[32]患者的肠道屏障功能障碍。我们注意到一些益

生菌可以通过直接与肠道屏障相互作用而发挥有益作用。

许多微生物相关的分子模式，包括鞭毛蛋白、毛蛋白和肽

聚糖，通过激活 toll样受体、核苷酸结合和寡聚结构域样

受体途径来调节肠道屏障功能[3]。此外，许多研究表明，

补充特定益生菌还可以通过调节肠道菌群来缓解多种疾

病，包括溃疡性结肠炎、非酒精性脂肪肝和肥胖[33‒34]。

值得一提的是，具有良好肠道屏障调节能力的益生菌也被

报道对代谢性疾病具有保护作用。口服活的或巴氏杀菌后

的罗伊氏乳杆菌可显著降低肠道通透性、血清葡萄糖、胰

岛素以及血清和肝脏中的脂质分布，从而缓解肥胖和糖尿

病[35]。植物乳杆菌 299v和乳双歧杆菌Bi07的混合物在

体外已被证明能显著恢复肠道屏障功能，并且可减少大鼠

心肌梗死面积，改善左心室功能，减轻心血管疾病[36]。

分化后的Caco-2细胞具有微绒毛结构、紧密连接以

及与人小肠相似的细胞极性，可在 transwell膜上自发形成

单层膜[37]。基于 transwell膜的Caco-2细胞单层膜模型被

认为是评估肠道屏障功能的常用体外方法。许多研究使用

该模型来评估各种营养物质和材料，如植物提取物[38]、

乳制品[39]和壳聚糖纳米颗粒[40]对肠道屏障功能的影响。

Anderson等[41]基于Caco-2细胞单层膜评价模型比较了 8

种商业益生菌对肠道屏障功能的不同保护作用。先前一项

利用脂多糖（LPS）诱导的Caco-2细胞的研究表明，补充

A. muciniphila可以恢复肠道屏障的跨上皮电阻（trans-epi‐

thelial electrical resistance, TEER），进而逆转肠道屏障损

伤[42]。然而，据我们所知，该模型主要用于评估益生菌

的肠道屏障调节能力，很少用于进一步筛选针对特定代谢

疾病的菌株。

因此，本研究的目的是评估Caco-2细胞单层膜模型

在代谢性疾病益生菌筛选中的适用性。选择与肠道屏障功

能障碍密切相关的两类代谢性疾病（骨质疏松症和酒精性

肝病），确定不同菌种益生菌对体外肠道屏障功能的调节

与对代谢性疾病的保护作用之间的相关性。基于这些分

析，我们试图建立一个高效的模型来筛选针对特定代谢疾

病的益生菌。

2. 材料与方法

2.1. 细胞系和菌株

Caco-2细胞购自上海生物化学与细胞生物学研究所。

按照先前研究[42]的描述进行培养和传代。139株乳杆菌

分属发酵乳杆菌、干酪乳杆菌、格氏乳杆菌、罗伊氏乳杆

菌、瑞士乳杆菌、鼠李糖乳杆菌、植物乳杆菌和保加利亚

乳杆菌8种，均由江南大学食品微生物培养库提供。部分

培养菌株在细胞培养基中离心悬浮进行细胞实验，另一部

分按照先前研究描述培养冻干进行动物实验[43]。

2.2. 体外实验

在体外进行了三个独立实验。在第一次 TEER 实验

中，将 Caco-2 细胞接种到 12 mm 的细胞培养插入物中

（孔径为 0.4 μm；Costar, USA），密度为 1 × 105。单层细

胞培养 18~21 天，直到 TEER 值稳定，代表细胞分化完

成，形成完整单层膜模型。细胞用肿瘤坏死因子

（TNF）-α（2 ng·mL−1）预处理4 h，进一步洗涤，并加入

乳杆菌菌株（每孔 1 × 108 CFU），培养 4 h。对于第二次

TEER实验，按如上所述的培养过程，对分化完成的Ca‐

co-2单层用 5%酒精处理并加入不同乳杆菌菌株（每孔 1 

× 108 CFU）共同孵育 24 h。剂量和处理时间根据先前的

研究选择[44‒45]。为了检测紧密连接蛋白（ZO-1、Oc‐

cludin和Claudin-1）的mRNA的表达，按照第二次TEER

实验的描述处理细胞（生长在六孔板中），收集细胞并进
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行实时定量聚合酶链反应（RT-PCR）分析，程序和引物

的选择如先前报道[46]。

2.3. 动物

雌性Sprague Dawley大鼠（12周龄）和雄性C57BL/6

小鼠（8周龄）购自上海实验动物中心。饲养条件控制在

温度为 23 ~ 25 ℃，湿度为 40% ~ 60%，光照-黑暗循环

12 h。在适应阶段给所有动物提供干净的水和食物。本研

究的动物实验方案经江南大学伦理委员会批准（JN.

No20190315S0750611和 JN.No20190430c0720714）。

2.4. 卵巢切除术所致骨质疏松症实验

50只大鼠随机分为对照组、模型组、阿仑膦酸钠组、

发酵乳杆菌（5-1L、L9-10-3-1和FZJTZ20M3）、干酪乳杆

菌（F-FJ-ND-D12-L-9和HN13-1）、鼠李糖乳杆菌（LGG）

和植物乳杆菌（8610）10组，每组5只。各组的处理方法

如下。

对照组：假手术后1个月灌胃无菌生理盐水。

模型组：大鼠切除卵巢，1 个月后灌胃无菌生理盐

水。阿仑膦酸钠处理组：大鼠切除卵巢后，用阿仑膦酸钠

无菌溶液灌胃，剂量为1 mg·kg−1。

细菌处理组：大鼠切除卵巢后，1个月后灌胃不同乳

杆菌（5-1L、L9-10-3-1、 FZJTZ20M3、 F-FJ-ND-D12-L-

9、HN13-1、LGG和CCFM8610）的无菌生理盐水悬浮液

（1×109 CFU·mL−1 ·只−1·d−1）。

灌胃量为1.5 mL，连续4周。卵巢切除术是指双侧卵

巢外化、结扎和切除。接受假手术的大鼠仅仅切除了一块

脂肪。阿仑膦酸钠和益生菌的剂量是根据以往的研究选择

的[47‒48]。整个实验结束后，将存活大鼠用异氟醚过量

处死，取其股骨、子宫、血液、结肠、粪便。子宫系数=

（平均子宫重量/平均体重）×100%。使用微型计算机断层

扫描（micro-CT）分析股骨的骨密度和其他骨参数，包括

皮质体积（Ct.V）、骨体积分数（BV/TV）和小梁厚度

（Tb.Th），并将其他股骨固定在 4%多聚甲醛中进行组织

学评估[48]。如前所述，使用气相色谱-质谱法（GCMS-

QP2010 Ultra系统，岛津公司，日本）分析短链脂肪酸浓

度[49]。总 RNA 通过总 RNA 提取试剂盒（Vazyme Bio‐

tech Co., Ltd, China）收集和提取。RNA逆转录采用qPCR

试剂盒（Vazyme Biotech Co., Ltd）。使用 RT-PCR 系统

（CFX Connect; Bio-Rad, USA）检测结肠中ZO-2、Occlu‐

din和Claudin-1 mRNA的表达，如前所述[50]。采用酶联

免疫吸附实验（ELISA）试剂盒（R&D, UK）检测小鼠雌

二醇（E2）、内皮素（ET）、酒石酸抗性酸性磷酸酶

（TRACP）、BALP、结肠肿瘤细胞系（CTX-I）、转化生长

因子（TGF） -β1、TNF-α和白细胞介素（IL） -10 的

水平。

2.5. 酒精性肝损伤实验

将 70只小鼠随机分为 7组[对照组、酒精组、鼠李糖

乳杆菌菌株（LGG）、干酪乳杆菌菌株（RS8-5 和 V-

CQRC7-161-M2）、瑞士乳杆菌菌株（D-7-S146 和 8M-

10）]，每组10只。各组的处理方法如下。

对照组：小鼠给予不含酒精的Lieber DeCarli对照饲

料9周，其中，第5周后给予无菌生理盐水灌胃。

酒精组：小鼠给予含 28%热量酒精的Lieber DeCarli

酒精饲料9周，其中，第5周后用无菌生理盐水灌胃。

细菌处理组：LGG组、RS8-5组、V-CQRC7-161-M2

组、D-7-S146组、8M-10组小鼠灌胃含 28%热量酒精的

Lieber DeCarli酒精饲料9周，其中，第5周后灌胃乳杆菌

无菌盐水悬浮液（1×109 CFU·200 μL−1 ·只−1·d−1）。

灌胃量为 0.2 mL，Lieber DeCarli 饲料配方如表 1 所

示。整个实验结束后，用异氟醚过量处死小鼠，取肝、

血、回肠。肝脏指数计算公式为：肝脏指数=平均肝脏重

量（g）/平均体重（100 g）。采用ELISA试剂盒（R&D）

检测肝脏中 IL-6、IL-1β和内毒素水平。采用RT-PCR系统

（CFX Connect; Bio-Rad），如前所述[51]。采用商用检测

试剂盒（南京建成生物工程研究所）检测肝脏中谷胱甘肽

（GSH）、超氧化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA）水

平。采用全自动生化分析仪（TBA-40FR, Toshiba Medi‐

cal, Japan）检测血清中天冬氨酸转移酶（AST）、ALT、

γ-谷氨酰转肽酶（γ-GT）、总胆固醇（TC）和甘油三酯

（TG）活性。如前所述[52]，将肝脏固定在 4%多聚甲醛

中进行组织学评估。

2.6. 数据分析

数据以均数±标准差（SD）表示。采用单因素方差分

析对结果进行分析，然后进行Tukes检验。P < 0.05有统

计学意义，采用SPSS软件（version 16.0）对所得数据进

行统计分析。使用Pearson相关系数评估变量之间的相关

性。强相关定义为相关系数 r ≥ 0.8。

表1　小鼠Lieber DeCarli饲料热量组成（%）

Calorie composition

Alcohol

Fat

Protein

Carbohydrate

Control liquid feed

0

35

18

47

Mode liquid feed

28

35

18

19
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3. 结果

3.1. 不同乳酸菌菌株对TNF-α处理的Caco-2细胞单层屏障

功能的影响

与对照组相比，TNF-α暴露诱导 Caco-2 细胞单层

TEER显著降低（图1）。不同乳酸菌菌株处理对屏障功能

的调节作用不同。调节能力较强的菌种（L. fermentum 5-

1L、L. casei F-FJ-ND-D12-L-9、L. plantarum 8610、LGG）

的 TEER 恢复度接近 90%，其他菌种 TEER 恢复度在

−50% ~ 80%之间。

3.2. 不同调节能力乳酸菌菌株对大鼠卵巢切除所致骨质疏

松症肠道屏障功能的影响

我们选择了 3株对TEER具有不同调节能力的发酵乳

杆菌菌株，进一步评估它们对骨质疏松症的保护作用[图2

（a）]。补充发酵乳杆菌5-1L对BMD、BV/TV、Ct.V等骨

结构指标均有显著的改善作用（P < 0.05），而其他发酵乳

杆菌菌株（L9-10-3-1和FZJTZ20M3）处理则没有同样显

著的效果[图2（b）~（d）和图S1（a）、（b）]。与其他测

试菌株相比，L. fermentum 5-1L 在降低 TRACP、BALP、

CTX-I和ET水平以及增加ZO-1、Occludin和Claudin-1的

表达方面也更有效[图 2（e）~（h）和图 S1（d）]。如

图 2（i）所示，卵巢切除术导致骨细胞减少，骨小梁增

大。与L9-10-3-1和FZJTZ20M3相比，发酵乳杆菌5-1L处

理对这些变异的恢复效果更显著。与发酵乳杆菌的菌株特

异性作用类似，不同干酪乳杆菌菌株处理的结果也表明，

益生菌对卵巢切除所致骨质疏松的体内保护作用与Caco-2

细胞单层TEER的调节能力有关（见附录A中的图S2）。

3.3. 乳酸菌体外调节肠道屏障能力与体内骨质疏松缓解作

用的相关性分析

如图 3 所示，Pearson 相关分析结果显示，TRACP

（rXY = −0.93）和CTX-I（rXY = −0.81）浓度与TEER值呈显

著负相关，而体内实验中的指标BV/TV（rXY = 0.85）和

Claudin-1（rXY = 0.87）与TEER值呈显著正相关。同时，

主成分分析结果显示，体内与体外指标具有较强的相关

性，rXY = 0.82。

3.4. 肠道屏障调节能力与益生菌缓解骨质疏松作用相关性

的验证

根据图 2、图S1和图S2的结果，我们发现发酵乳杆

图1. TNF-α（2 ng·mL−1）处理后不同乳酸菌菌株对Caco-2细胞单层膜跨上皮电阻（TEER）的影响。
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菌和干酪乳杆菌缓解骨质疏松的作用与其体外肠道屏障调

节呈正相关。为了进一步说明这种相关性是否也存在于其

他物种中，我们选择了另外两种乳酸杆菌（鼠李糖乳杆菌

LGG和植物乳杆菌 8610）来验证肠道屏障调节能力与益

图2. 发酵乳杆菌菌株对大鼠骨质疏松的缓解作用。（a）Caco-2细胞单层膜的TEER；（b）股骨BMD；（c）股骨BV/TV；（d）股骨Ct.v；（e）血清中

TRACP水平；（f）血清BALP水平；（g）结肠紧密连接蛋白mRNA表达水平；（h）血清ET水平；（i）大鼠股骨H&E染色代表性图像的组织学检查。

Mode：进行卵巢切除术。* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001；n.s：与卵巢切除术组相比不显著。EU：ET Unit。

图3. （a）骨质疏松实验中TEER值与各测试参数的相关性；（b）TEER值与PC1的相关性。PC1：通过对骨质疏松实验中所有测试参数的主成分分析

得出第一主成分。
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生菌对骨质疏松症的保护之间的相关性（图 4和图 S3）。

综合图 4所示的所有测试指标，LGG和 8610对骨质疏松

症状均有显著的保护作用（P < 0.05）。

3.5. 不同乳酸菌菌株对酒精处理Caco-2细胞单层屏障功能

的影响

如图 5所示，与对照组相比，酒精处理显著降低了

Caco-2细胞单层的TEER值。添加所测益生菌后，恢复率

在10% ~ 110%之间。

3.6. 不同调节能力乳酸菌菌株对小鼠慢性酒精性肝损伤肠

道屏障功能的影响

选择对肠道屏障功能具有较强调节能力的干酪乳杆菌

RS8-5菌株（TEER值恢复率为110%，对紧密连接蛋白表

达有显著影响）和对肠道屏障保护作用不显著的干酪乳杆

菌V-CQRC7-161-M2菌株[图 6（a）和（b）]，评估其对

酒精性肝损伤的缓解作用。用干酪乳杆菌V-CQRC7-161-

M2治疗对肝功能和ALT、AST、γ-GT、TG、TC等血脂

指标无明显影响，而补充RS8-5和LGG对上述指标的恢

复有明显影响[图6（c）~（e）和图S4]。与干酪乳杆菌V-

CQRC7-161-M2 相比，RS8-5 通过增加 SOD（P < 0.01）

和谷胱甘肽（P < 0.001）的表达，使 MDA 生成降低

（P < 0.001） [图 6（f）、（g）和图 S4]。与 V-CQRC7-161-

M2相比，RS8-5处理对血清内毒素和TNF-α水平的调节

也更有效[图 6（h）和图 S4]。我们注意到 LGG和RS8-5

均能显著减轻酒精性肝脏病理损伤，而V-CQRC7-161-M2

不能提供类似的保护作用[图 6（j）]。此外，补充RS8-5

可以显著降低慢性酒精暴露小鼠的肝脏指数（表S1）。不

同的瑞士乳杆菌菌株处理也表明，益生菌对Caco-2细胞

单层TEER的调节能力与酒精诱导的慢性酒精性肝损伤的

图4. 乳酸菌菌株LGG和8610对大鼠骨质疏松症的缓解作用。（a）Caco-2细胞单层膜的TEER；（b）股骨BMD；（c）股骨BV/TV；（d）血清BALP水

平；（e）血清ET水平；（f）血清E2水平；（g）结肠紧密连接蛋白mRNA表达水平；（h）血清ET水平。Mode：进行卵巢切除术。* P < 0.05; ** P < 
0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001；n.s：与卵巢切除术组相比不显著。
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体内保护作用有关（图S5）。

3.7. 乳酸菌体外调节肠道屏障能力与体内酒精性肝损伤缓

解作用的相关性分析

Pearson 相关分析结果显示，紧密连接蛋白、SOD、

GSH等体外指标与体内TEER值呈显著正相关（r > 0.9）。

其他与酒精性肝损伤严重程度相关的指标，如内毒素、

ALT、AST、TC、MDA 与 TEER 值呈显著负相关（r < 

−0.9）[图7（a）]。此外，主成分分析结果显示，体内和

体外指标具有很强的相关性，rXY = −0.97 [图7（b）]。

4. 讨论

4.1. 肠屏障功能障碍模型的选择

本研究通过测定Caco-2细胞单层的TEER，探讨乳酸

菌菌株对肠道屏障功能的调节作用。我们进一步评估了益

生菌对肠道屏障功能的调节能力与对特定代谢疾病的保护

之间的相关性。Caco-2细胞是人上皮性结直肠腺癌细胞，

其结构和功能与分化的小肠上皮细胞相似，可在 transwell

膜上自发形成单层[37]。因此，我们利用培养的Caco-2细

胞单层作为体外模型来检测肠道屏障功能。TEER测量是

一种常用的电生理方法，用于量化基于细胞单层阻抗的紧

密结渗透率。据报道，肠上皮细胞可通过测量TEER反映

肠道屏障功能；该方法的优点是无创，可用于实时监测活

细胞[53]。TNF-α已被报道在骨质疏松症的发病机制中起

重要作用，在骨质疏松患者中观察到 TNF-α水平升高，

另一项研究表明缺乏TNF-α受体的小鼠不发生骨质流失

[54‒55]。潜在的机制可能是 TNF-α通过激活 NF-κB 和

PI3K/Akt信号，协同促进RANKL [核因子（NF）-κB配

体]诱导的破骨细胞形成[56]。也有报道称 TNF-α在 2~

10 ng·mL−1时，以剂量依赖性的方式显著降低Caco-2单层

的TEER，这表明它是增加肠通透性的重要因素[44]。卵巢

切除术可导致体内雌激素水平降低，是公认的诱发动物骨

质疏松的常用方法[14]。雌激素缺乏可诱导 T 细胞产生

TNF-α，通过激活TNF-α受体 p55增强巨噬细胞集落刺激

因子和RANKL诱导的破骨细胞生成[57]。然而，卵巢切

除术仅在体内受到限制，我们选择TNF-α在细胞模型中

模拟骨质疏松症。由于本研究的主要目的是建立一种体外

模型，以高效筛选潜在的益生菌对抗特定代谢疾病，因此

我们只考虑了细菌对屏障的作用，而没有详细研究益生菌

调节屏障的作用模式。临床常用药物阿仑膦酸钠通过诱导

破骨细胞失活抑制骨吸收来缓解骨质疏松症，本动物实验

选择阿仑膦酸钠作为阳性对照[58]。在酒精性肝病的体外

模拟中，我们注意到，大剂量酒精治疗会导致肠道屏障受

损，增加肠道通透性，进一步破坏肠道菌群平衡，诱发内

毒素血症，最终导致酒精性肝损伤[59]。既往研究表明，

图5. 不同乳酸菌菌株对5%酒精处理Caco-2细胞单层膜跨上皮电阻（TEER）的影响。
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图6. 干酪乳杆菌菌株减轻小鼠酒精性肝损伤的作用。（a）Caco-2细胞单层膜的TEER；（b）Caco-2细胞紧密连接蛋白mRNA表达水平；（c）血清中

ASL水平；（d）血清中TG水平；（e）血清TC水平；（f）血清中MDA水平；（g）血清SOD水平；（h）血清内毒素水平；（i）肝脏中TNF-α水平；

（j）小鼠肝脏H&E染色代表性图像的组织学检查。* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001；n.s：与酒精处理组相比不显著。

图7. （a）酒精性肝损伤实验TEER值与各实验指标的相关性；（b）TEER值与PC1的相关性，PC1：通过对酒精性肝损伤实验中所有测试参数的主成

分分析得出第一主成分。
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仅2.5%浓度的酒精暴露就能破坏Caco-2细胞的微管蛋白，

且酒精浓度与Caco-2细胞单层膜通透性增加呈剂量依赖

关系[60‒61]。在动物实验中，Lieber-DeCarli饮食法通常

用于模拟慢性酒精滥用[62]。大量证据表明，LGG治疗可

调节黏膜免疫系统，增强肠道屏障功能，抑制内毒素产

生，减轻酒精性肝损伤[44,63‒64]。因此，本研究以该益

生菌菌株作为阳性对照。

4.2. 菌株依赖性的体外调节肠屏障功能障碍

根据我们的体外实验数据，不同的乳杆菌菌株对肠道

屏障调节能力表现出显著的菌株特异性，但没有物种特异

性（图1和图5）。与我们的结果一致，在Caco-2细胞单层

模型上，与其他7种商业使用的益生菌菌株相比，鼠李糖

乳杆菌HN001处理对TEER值的影响更为显著[41]。动物

研究表明，脆弱拟杆菌FSHCM14E1对DSS诱导的肠屏障

损伤的恢复效果最优，该菌株短链脂肪酸分泌能力优于其

他脆弱拟杆菌菌株[65]。益生菌产生的特定分子，如有机

酸、细胞外囊泡和分泌蛋白，可能与在增强肠道屏障功能

中起重要作用的信号通路（如NF-κB、肌球蛋白轻链激

酶、丝裂原活化蛋白激酶和蛋白激酶A途径）发生不同的

相互作用[66]。这可能部分解释了不同益生菌对Caco-2细

胞单层屏障功能的菌株特异性调节作用。不同乳酸菌在遗

传构成、葡萄糖利用和环境抗性等生理特性上存在显著差

异[67]。以往的研究表明，属于同一物种的益生菌，如双

歧杆菌[68]、拟杆菌[65]和阿克曼氏菌[69]，对肠道健康的

调节作用存在差异。然而，一些研究表明，益生菌对便秘

或非酒精性脂肪肝的保护作用存在种间差异[70‒71]。益

生菌的功能可能与细菌的生物学特性、菌株和宿主的相互

作用、益生菌在体内的作用方式等复杂因素有关[72]。这

些因素可能导致益生菌对宿主的种间效应的结果存在争

议。因此，为了避免不同菌种的干扰，更全面地评价乳杆

菌对肠道屏障功能的调节能力，我们选择了三种乳杆菌

（发酵乳杆菌、干酪乳杆菌、瑞士乳杆菌）分别进行动物

实验。在本研究中，上述三种益生菌的测试菌株数量相对

于其他益生菌种类要多。同时，这三种动物对肠道屏障的

调节能力也存在巨大差异。此外，先前几项基于动物实验

的研究表明，用这三种菌治疗可显著逆转肠屏障功能障碍

[73‒74]。

4.3. 菌株依赖性的体内调节肠屏障功能障碍

骨结构指标包括BMD、Ct.V、BV/TV以及紧密连接

蛋白指标，在整体评价中权重高于其他指标，可视为与骨

质疏松缓解呈正相关的参数。因此，通过主成分分析

（PCA），这些参数的综合指标为正。主成分分析法是将原

有的多个指标通过线性组合成为一个新的综合指标的方法

[75]。由于相关系数是通过分析TEER与动物实验综合指

标的相关程度得出的，因此骨质疏松模型实验中的相关系

数为 0.82（图 2、图S1、图S2）。早前的一份报告提供了

直接的体内证据，证明发酵乳杆菌能够预防应激性肠屏障

功能障碍，并对调节全身免疫反应发挥有益作用[76]。据

报道，发酵乳制品可改变骨代谢相关标志物的基因表达水

平，下调卵巢切除术刺激的骨凋亡相关基因[77]。此外，

用干酪乳杆菌治疗可以通过降低去卵巢大鼠抗酒石酸酸性

磷酸酶的活性来预防骨质流失[78]。在体外实验中，通过

鼠李糖乳杆菌LGG和植物乳杆菌CCFM8610对TNF-α具
有显著的保护作用，进一步验证了肠道屏障调节能力与益

生菌对骨质疏松症的保护作用之间的相关性。这些结果与

先前的研究一致，表明口服LGG可以通过刺激产生丁酸

盐的肠道细菌（如梭状芽胞杆菌）的生长来增加雌性小鼠

的骨形成，并通过肠道微生物依赖的抗炎机制减弱富马酸

替 诺 福 韦 酯 引 起 的 雄 性 小 鼠 骨 丢 失 [9, 21]。 虽 然

CCFM8610缓解骨质疏松的研究未见报道，但该菌株的治

疗已被证明在重金属引起的肠道损伤和DSS诱导的肠道

炎症中发挥重要作用。进一步的结果表明，其潜在机制与

紧密连接蛋白的恢复和肠上皮细胞凋亡的抑制有关[51,

79]。除了骨质疏松模型外，我们还通过测定大鼠的紧密

连接蛋白表达、肝脏病理组织病理学、氧化应激水平、肝

功能指标和炎症因子，评估了干酪乳杆菌和瑞士乳杆菌菌

株对酒精性肝病的保护作用，证实了肠道屏障调节能力与

益生菌的体内保护作用之间存在类似的正相关关系（图6

和图S5）。

4.4. 强相关性：在体外人体细胞模型中模拟/预测体内

效果。

相当多的研究证实了益生菌对代谢性疾病的保护作

用。然而，目前还缺乏一种高效的筛选这些有益菌株的方

法。基于特定模型的动物实验已被认为是模拟人类代谢功

能障碍的可靠方法。然而，这些模型在效率和费用上都存

在不足。卵巢切除所致骨质疏松大鼠模型的建立需要

30天以上，而Lieber-DeCarli饮食法小鼠模型模拟慢性酒

精性肝损伤进行益生菌筛选的实验周期总是超过50天[62,

80]。与基于微生物学和细胞生物学技术的体外实验相比，

动物饲养和手术的成本相对较高。更重要的是，动物研究

是一个严重的伦理挑战，替换、减少和细化（3R）被认

为是强制性的规则[81]。相关分析被认为是衡量两个或多

个可变因素之间相关程度的常用方法。许多研究使用这种
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方法来评估益生菌与体内生理功能之间的关系，如双歧杆

菌与排便急迫性的关系[82]、益生菌发酵的中草药与肠道

内稳态的关系[83]、益生菌定植与艰难梭菌感染的关系

[84]。为了说明体外肠道屏障调节能力与体内特定代谢性

疾病缓解之间的相关性，我们选择了相关性分析方法。在

本研究中，Caco-2细胞单层模型被证明是一种可行的体外

代谢性疾病益生菌筛选方法。Pearson相关系数 rXY在统计

学上被定义为两个变量之间的关系强度及其相互关联的度

量[85]。Pearson相关系数返回的值介于−1和 1之间，rXY

的绝对值≥0.8表示X和Y之间有很强的相关性[86]。与我

们的研究类似，在对体外渗透的溶剂累积数量和利用共聚

焦拉曼光谱（CRS）测量的相应体内皮肤摄取进行线性回

归后，发现了很强的体内外相关性（rXY = 0.82），这表明

CRS是分析皮肤配方中药物和载体传递的有力工具[87]。

根据本研究的结果，骨质疏松症和酒精性肝损伤的细胞实

验与动物实验的 Pearson 相关系数分别为 0.82 和−0.97

（图 3和图 7），表明该细胞模型模拟益生菌在体内的保护

作用是可靠的。与动物模型相比，Caco-2细胞单层模型在

实验周期、成本和通量方面具有优势。我们的结果可能为

筛选针对特定代谢疾病的益生菌提供一种潜在的方法。

5. 结论

综上所述，本研究表明具有良好肠道屏障调节能力的

乳杆菌菌株对代谢性疾病具有保护作用。我们开发了一种

基于Caco-2细胞单层模型的体外筛选方法，用于鉴定针

对特定代谢疾病（如骨质疏松症和酒精性肝病）的潜在益

生菌。
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