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［摘 要］ 目的：以产肠毒素大肠杆菌（enterotoxigenic Escherichia coli，ETEC）诱导肠道菌群失调性腹泻模型，分析益生菌嗜

黏蛋白阿克曼氏菌（Akkermansia muciniphila，A. muciniphila）对ETEC诱导腹泻的改善效果。方法：用ETEC诱导小鼠腹泻模

型。实验小鼠随机分为PBS组、模型组、干预组。干预组给予灌服A. muciniphila菌液（浓度为 1×109 CFU/mL）0.2 mL/d，连续

5 d，模型组口腔灌服ETEC菌液（浓度为1×109 CFU/mL）0.5 mL/d。记录小鼠身体状况、体重、腹泻率和死亡率的变化；HE染色

观察结肠组织病理变化；ELISA检测血清白细胞介素（interleukin，IL）IL⁃1β、IL⁃6、肿瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，
TNF⁃α）的含量；RT⁃PCR检测结肠组织 IL⁃1、TNF⁃α、IL⁃6 mRNA的表达；收取小鼠粪便进行 16S rRNA高通量测序并进行统计

分析。结果：干预组与模型组相比，身体状况明显改善，腹泻率降低了66%，死亡率降低了30%；血清 IL⁃1β、IL⁃6和TNF⁃α含量

明显降低（P < 0.05）。结肠组织 IL⁃1、IL⁃6、TNF⁃α mRNA含量明显降低（P < 0.05）。结肠组织病理变化显著改善。16S rRNA
测序显示干预组物种相对丰度明显增加，肠道菌群α多样性与菌群组成发生明显改变，在干预组中，多种益生菌丰度增加。

结论：益生菌A. muciniphila通过增加肠道菌群多样性、保护结肠黏膜组织和降低炎症因子的表达，减轻ETEC引起的腹泻。
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［Abstract］ Objective：We used enterotoxigeni Escherichia coli（ETEC） to build the diarrhea model induced by intestinal flora
dysfunction. Then the probiotics Akkermansia muciniphila（A. muciniphila）was used to analyze the protective effect in the diarrhea.
Methods：The diarrhea model of mice was induced by ETEC. The experimental mice were randomly divided into PBS group，ETEC
model group and A. muciniphila treatment group. Each mouse of the A. muciniphila treatment group was treated with A. muciniphila

solution（1×109 CFU/mL）0.2 mL/d for 5 days，and the model group was gavaged with ETEC solution（concentration 1×109 CFU/mL）
0.5 mL/d for 5 days. The changes of physical condition，body weight，diarrhea rate and mortality of mice were recorded；the pathological
changes of colon tissue were observed using HE staining；the contents of serum interleukin（IL）⁃1β，IL⁃6 and tumor necrosis factor⁃α
（TNF⁃α）were detected using ELISA method；the expression of IL⁃1，TNF⁃α and IL⁃6 mRNA in colon tissue were detected by RT⁃PCR；

and the feces of mice were collected for 16S rRNA high⁃throughput sequencing and statistical analysis. Results：Compared with the
ETEC model group，the physical condition of the A. muciniphila treatment group was significantly improved，the diarrhea rate was
reduced by 66%，the mortality rate was reduced by 30%，and the contents of serum IL ⁃ 1β，IL ⁃ 6 and TNF ⁃α were significantly
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decreased. The contents of IL⁃1 mRNA，IL⁃6 mRNA and TNF⁃α mRNA in colon tissue were significantly decreased. The pathological
changes of colon tissue were significantly improved. 16S rRNA sequencing showed that the relative abundance of species increased
significantly，the α diversity and the composition of intestinal microflora changed significantly in the A. muciniphila treatment group. In
the A. muciniphila treatment group，the abundance of multiple probiotics increased. Conclusion：Probiotics A. muciniphila can relieve
diarrhea caused by ETEC through increasing intestinal flora diversity，protecting colonic mucosa and reducing the expression of
inflammatory factors.
［Key words］ ETEC；Akkermansia muciniphila；diarrhea；gut microbiota

［J Nanjing Med Univ，2023，43（01）：027⁃033］

产肠毒素大肠杆菌（enterotoxigenic Escherichia

coli，ETEC）是引起腹泻的主要致病菌之一［1］，严重

威胁人体健康。目前临床所用的药物治疗效果不

佳且不良反应多。益生菌具有调节肠道菌群、减轻

炎症反应等功能，可以缓解ETEC导致的腹泻情况；

但是不同益生菌治疗ETEC所致腹泻的具体机制并

不清楚。

嗜黏蛋白阿克曼氏菌（Akkermansia muciniphila，

A. muciniphila）与宿主健康有着密切联系，多项研究

表明，A. muciniphila可以改善炎症反应和代谢综合

征的不良症状［2］，延缓代谢性疾病的发展进程［3］。

因此，它也被认为是对宿主机体有益的潜在益生

菌［4］。目前尚无关于A. muciniphila减缓ETEC致小

鼠腹泻的具体研究。本研究采用灌胃方式给予小

鼠A. muciniphila菌液连续5 d，之后同样采取灌胃的

方式给予ETEC菌液感染小鼠，观察小鼠腹泻情况，

感染ETEC后 24 h小鼠体内炎症因子的表达、肠道

损伤情况和肠道菌群改变情况，探讨A. muciniphila

减轻ETEC致小鼠腹泻的机制，为预防和减缓ETEC
引起的腹泻提供新的治疗方案。

1 材料和方法

1.1 材料

菌株A. muciniphila和ETEC均来自中国工业微

生物保藏中心（CICC）。4~6周龄 SPF级C57BL/6雄
性小鼠 24只（北京斯贝福生物有限公司）。小鼠喂

养在动物房，12 h光照/12 h黑暗循环，温度控制在

23 ℃，湿度控制在53%。本研究经东部战区疾病预

防 中 心 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 批（审 批 号

2022015642），符合实验室动物管理与使用准则。

1.2 方法

1.2.1 A. muciniphila及ETEC的培养

A. muciniphila使用脑心浸液培养基（BD公司，

美国）培养，3.7 g/100 mL，高压蒸汽灭绝法灭菌后，

冷却至55 ℃时向培养基中加入终浓度为6 g/L的苏

氨酸，37 ℃时加入 A. muciniphila，使用厌氧箱进行

培养 48 h；ETEC使用 LB培养基，于 37 ℃恒温摇床

中进行培养12 h。
1.2.2 腹泻模型的构建

小鼠适应性饲养1周后，通过ETEC的灌胃构建

腹泻模型小鼠。培养ETEC至吸光度为1.0，菌量约

为 1×109 CFU/mL，直接灌胃小鼠。造模约12 h后观

察小鼠，造模成功的判断标准为小鼠出现腹泻、无

力、厌食等症状。

1.2.3 A. muciniphila对腹泻模型小鼠的影响

将15只小鼠随机分为3组，每组均为5只。PBS
组，每天正常饮食；模型组，小鼠提前空腹 6 h，之
后灌胃ETEC菌液，并在接下来 24 h内观察小鼠腹

泻情况、精神状况；干预组，培养 A. muciniphila至

600 nm下吸光度约为1.0，菌量约为 1×109 CFU/mL。
取菌液0.2 mL进行灌胃，连续灌胃5 d。之后小鼠空

腹 6 h，灌胃ETEC菌液，接下来 24 h观察小鼠腹泻

情况、精神状况。造模结束后使用代谢笼收集各组

小鼠粪便，颈椎脱臼处死小鼠收集结肠组织和血

液。血液 2 800 r/min离心 15 min，收集血清和部分

结肠组织置于-80 ℃冰箱冻存。

1.2.4 腹泻程度观察

小鼠腹泻程度的计算公式为：稀便率=一定时

间内所排稀便数/一定时间内排便总数；腹泻指数=
稀便率×稀便级［5］。

1.2.5 ELISA检测小鼠炎症因子

取小鼠血清，按ELISA试剂盒（RD公司，美国）

说明书检测，使用酶标仪在 450 nm处测定吸光度，

根据相应标准曲线计算白细胞介素（interleukin，
IL）⁃1β、肿瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，

TNF⁃α）、IL⁃6的含量。
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1.2.6 qRT⁃PCR检测小鼠结肠组织mRNA的表达

将冻存在-80 ℃冰箱的小鼠结肠组织取出，使

用RNA提取试剂盒（上海飞捷公司）从结肠组织中

提取总RNA。各检测指标的引物序列如下（表 1）。

使用 PowerUp SYBR Green 试剂盒，反应体系为

2 × SYBRGreenMasterMix10μL、ForwardPrimer2μL、
Reverse Primer 2 μL、Template 2 μL、ddH2O 6 μL，用
荧光定量PCR仪进行扩增。以β⁃actin为内参，计算

各mRNA相对表达水平。

表1 引物序列及名称

Table 1 Primer sequences and names
引物名称

TNF⁃α正向引物

TNF⁃α反向引物

IL⁃6正向引物

IL⁃6反向引物

IL⁃1正向引物

IL⁃1反向引物

序列（5′→3′）
ACGTCGTAGCAAACCACCAA
TAGCAAATCGGCTGACGGTG
TGATGCACTTGCAGAAAACA
ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC
ATGAAAGACGGCACACCCAC
GCTTGTGCTCTGCTTGTGAG

1.2.7 结肠组织病理切片观察小鼠结肠组织的变

化

造模结束后，将结肠取出并用PBS冲洗掉结肠

组织中的血液。之后使用4%多聚甲醛固定结肠组

织，经脱水、石蜡包埋、切片（4~5 μm）、二甲苯脱蜡、

无水乙醇水合、HE染色固定，镜下观察结肠组织形

态变化。

1.2.8 16S rRNA检测小鼠肠道菌群的变化

将小鼠粪便从-80 ℃冰箱取出，用粪便DNA提取

试剂盒（QIAamp公司，德国）提取小鼠粪便DNA，将粪

便DNA标本进行16S rRNA基因V3~V4（341F~806R）
区域的 PCR 扩增。反应体系包含 2 × PCR Buffer
15 μL、上游引物 1 μL（5 pmol/L）、下游引物 1 μL
（5 pmol/L）、模板 DNA ≥1 μL（50 ng）、DNA Polymerase
0.6 μL（1.25 U/μL）、ddH2O补足至30 μL。PCR的反

应程序为94 ℃初始变性5 min；94 ℃变性30 s，56 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 20 s，26个循环；72 ℃ 5 min。
扩增产物使用磁珠纯化，纯化后的 PCR产物进行

Illumina PE250文库构建及测序。以上测序由上海

欧易生物科技有限公司完成。

1.3 统计学方法

采用 Prism 5.0软件进行统计学分析。计量资

料用均数±标准差（x ± s）表示。使用单因素方差分

析，用Newman⁃Keuls比较总差异，P < 0.05为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 ETEC感染后小鼠的表现

PBS组存活率为100%，而模型组24 h存活率明

显下降，仅为 40%；干预组 24 h存活率是 75%，与模

型组相比，存活率明显增加。感染ETEC后小鼠表

现出身体蜷缩成团、毛发光泽度降低、精神不振、行

动迟缓、进食饮水频率降低、大便稀疏、腹泻情况增

加等症状。干预组小鼠腹泻率及腹泻指数较模型

组小鼠明显降低（表2）。
表2 各组小鼠的腹泻及存活情况

Table 2 Diarrhea rate and survival rate of mice in each
group

腹泻率（%）

腹泻指数

存活率（%）

PBS组（n=5）
0
0

100

模型组（n=5）
100
50
40

干预组（n=5）
34
33
75

指标

2.2 血清炎症因子水平的变化

各组小鼠血清炎症因子水平的检测结果显

示，与PBS组相比，模型组小鼠血清炎症因子 IL⁃1β、
IL⁃6和TNF⁃α浓度明显升高，干预组较模型组 IL⁃1β、
IL⁃6和TNF⁃α浓度明显降低，差异具有统计学意义

（P < 0.05，图1）。
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图1 各组小鼠血清 IL⁃1β、IL⁃6和TNF⁃α水平

Figure 1 Levels of IL⁃Iβ，IL⁃6 and TNF⁃α in serum of mice in each group
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图4 各组小鼠肠道菌群α多样性

Figure 4 α Diversity of gut microbiota in each group mice

两组比较，*P < 0.05，n=5。
图3 各组小鼠炎症因子mRNA（IL⁃1β、IL⁃6、TNF⁃α）水平的变化

Figure 3 Changes of inflammatory factor mRNA（IL⁃1β，IL⁃6，TNF⁃α）levels of mice in each group
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图2 各组小鼠结肠组织的变化（× 40）
Figure 2 Changes in colon tissue of mice in each group（× 40）
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2.3 结肠病理变化

小鼠结肠切片显示，模型组结肠组织固有层腺

体紊乱，杯状细胞减少，并伴有炎性细胞浸润，而干

预组小鼠结肠组织内黏膜肌层、固有层和黏膜柱状

上皮结构完整，且结肠组织形态上与PBS组没有太

大差异（图 2），说明 A. muciniphila对小鼠的肠黏膜

有一定的保护效果。

2.4 结肠组织炎症因子mRNA表达的变化

与PBS组相比，模型组小鼠结肠组织IL⁃1 mRNA、

IL⁃6 mRNA、TNF⁃α mRNA水平显著升高，而干预组

小鼠各炎症因子mRNA水平较模型组小鼠明显降

低，差异具有统计学意义（P < 0.05，图3）。

2.5 小鼠肠道菌群的变化

2.5.1 肠道菌群α多样性指数

16S rRNA肠道菌群高通量测序结果显示模型

组小鼠肠道菌群α多样性明显降低。与 PBS组相

比，模型组小鼠菌群ACE指数、Chao1和 Shannon指
数均明显降低，而干预组小鼠明显恢复了肠道菌群

的α多样性（图4）。

2.5.2 肠道菌群结构的改变

采用主坐标分析（PCoA）和非度量多维尺度分

析（NMDS）确定PBS组、模型组以及干预组之间β多
样性的差异。结果显示，PBS组、模型组和干预组之

间肠道菌群区系存在显著差异，PCoA分析和NMDS
分型显示各组小鼠之间均有明显的聚类（图 5），表

明A. muciniphila可以改变肠道微生物区系组成。
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Figure 5 β Diversity of gut microbiota in each group mice
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图6 各组小鼠相关细菌的丰度

Figure 6 Abundance of mouse related bacteria in each group

2.5.3 A. muciniphila增加了肠道中有益菌的数量

分析各组小鼠门水平及属水平细菌的组成，结

果显示模型组小鼠拟杆菌门与厚壁菌门的比例明

显增加，提示ETEC使肠道菌群发生了改变。进一

步分析各组小鼠肠道菌群中主要优势菌的数量，肠

鼠杆菌（Muribaculaceae）、Mucispirillum、经黏液真杆

菌属（Blautia）、拟普雷沃菌属（Alloprevotella）以及

乳酸杆菌（Lactobacillus）在模型组小鼠中均明显

降低，而在干预组小鼠中的数量增加（图 6）。提示

A. muciniphila可以增加其他有益菌的数量。

3 讨 论

ETEC是一种常见的可以引起腹泻的大肠杆

菌，有研究发现其致病性与菌毛黏附素、耐热肠毒

素和不耐热肠毒素有关［6-7］，但其致病的具体机制并

不清楚。研究发现腹腔注射ETEC K88能诱导雄性

ICR小鼠的肠道炎症，ETEC K88提高了小鼠回肠中

部 IL⁃1β、IL⁃6、TNF⁃α等促炎细胞因子的表达［8-9］。

另有研究发现ETEC降低了小鼠的体重和粪便水分

含量，并破坏了空肠形态，且感染ETEC后，小鼠空

肠绒毛长度缩短，造成上皮糜烂［10-11］。本研究取小

鼠结肠组织段检测炎症因子的表达，与之前的研究
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检测肠段组织虽不同，但两次炎症因子检测结果具

有相似性。此外，本研究病理切片结果也显示小鼠

结肠部位有明显的炎症细胞浸润、结肠黏膜发生紊

乱等病理特征性反应。

肠道菌群在维持人类健康中发挥着重要的作

用，这些菌群与人体相互作用有利于食物的消化吸

收、能量代谢，菌群的代谢产物有利于调节肠道局

部和全身免疫应答，阻止外来病原微生物的入侵，

维持肠道稳态［9］。有文献报道腹泻和营养不良均与

肠道微生物菌群失调有关［12-13］。然而，肠道微生物

菌群在ETEC引起的腹泻中的作用尚不清楚，通过

16S rRNA菌群测序，本研究发现干预组与模型组小鼠

的α多样性明显不同。提示给予小鼠A. muciniphila

后可改善因ETEC引起的肠道菌群的α多样性降低。

此外，肠道菌群测序结果显示Blautia、Alloprevotella、

Mucispirillum、Muribaculaceae、Lactobacillus等体内主

要优势菌均发生了显著变化。其中，Blautia作为肠

道微生物区系的优势属，在代谢性疾病、炎症性疾病

和生物转化中发挥着一定的作用［14］。Alloprevotella

可以通过分解短链脂肪酸促进肠道分泌一种有助

于控制机体血糖浓度的L细胞，改善机体糖代谢紊

乱［15］。有研究报道 Lactobacillus能有效预防 ETEC
引起的腹泻小鼠体重减轻和肠道损伤症状，减少炎

症因子的产生，增强肠道屏障功能［16］。此外，有研

究发现 Lactobacillus对 ETEC感染性腹泻的保护作

用是通过多种途径进行干预的，主要包括下调促炎

细胞因子和上调抗炎细胞因子，增加水通道蛋白

3（aquaporin3，AQP3），降低 Toll 样受体 4（Toll⁃ like
receptor 4，TLR4）和热稳定肠毒素（ST）的表达，调节

肠道微生物菌群，增加短链脂肪酸的产生［17］。这些

研究均强调 Lactobacillus在缓解 ETEC引起的腹泻

方面可能起到有益的作用［18-19］，这些益生菌相对丰

度的增加说明 A. muciniphila可以通过增加其他益

生菌的丰度，从而增加其益生作用，进而改善机体

肠道损伤情况。

随着近年来有关 A. muciniphila的研究不断增

加，A. muciniphila 已经逐渐成为新的“明星益生

菌”。这种潜在的益生菌可以在肠道细胞上进行定

植［20］。A. muciniphila在寄主的代谢调节与免疫反应

中起着重要作用，且已被证明是一种有效的治疗肥

胖症、2型糖尿病、动脉粥样硬化、自闭症等相关胃

肠功能障碍疾病的靶点［21］。A. muciniphila的主要代

谢产物是短链脂肪酸，可以在结肠中被吸收，并作

为结肠细胞的能量来源，它们还在各种类型的代谢

紊乱中显示出潜在的治疗和抗炎作用［22-24］。Everard
等［25］研究发现给予小鼠灌胃A. muciniphila后，小鼠

体重和脂肪质量增加得到减缓，血清甘油三酯和空

腹血糖水平下降，胰岛素敏感性增强。此外，口服

A. muciniphila可以降低由高脂饮食引起的肥胖小鼠

肠道屏障的通透性，嗜黏蛋白可使饲喂高脂饮食的

肥胖小鼠和酒精性脂肪肝小鼠肠道内层黏液厚度

增加，增加杯状细胞数量，上调紧密连接蛋白的表

达，包括occludin、claudin、ZO⁃1、ZO⁃2和ZO⁃3［25-27］。

本实验通过检测炎症因子的表达、病理切片

的观察以及 16S rRNA的肠道菌群测序可以观察到

A. muciniphila通过降低机体炎症因子的表达以及增

加肠道菌群中有益菌的丰度以减缓由ETEC引起的

急性腹泻。

本研究也存在一些不足，如选取的小鼠为 6周
龄，有研究显示A. muciniphila对不同年龄段宿主的

代谢调节有不同的影响［28］，在此研究基础上，应继续

研究不同年龄段小鼠给予A. muciniphila后的腹泻恢

复情况。本研究只进行了动物实验，并未进行细胞

实验，后续应该进行体外实验来验证A. muciniphila

对细胞水平的影响。

总的来说，本研究显示A. muciniphila可以减轻

由 ETEC引起的小鼠腹泻。这为进一步研究益生

菌对治疗肠道炎症提供了临床参考。研究拓展了

A. muciniphila的潜在益生功能，也为今后基于益生

菌治疗改善急性腹泻提供了理论支撑。
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