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肠内营养联合益生菌对直肠恶性肿瘤术后大鼠肠粘膜屏障
及血清炎症因子的影响 *
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摘要 目的：研究肠内营养（enteral nutrition, EN）联合益生菌对直肠恶性肿瘤术后大鼠肠粘膜屏障及血清炎症因子的影响。方法：

选取 32只 SPF级雄性 SD大鼠，随机分对照组、模型组、EN组和 EC组，每组 8只。模型组、EN组和 EC组建立直肠恶性肿瘤术

后模型，EN组灌胃给予肠内营养混悬液，EC组灌胃肠内营养混悬液加益生菌颗粒，对照组和模型组灌胃同体积的生理盐水，四

组大鼠均连续灌胃 7 d。观察各组大鼠小肠超微结构；检测 occludin蛋白、D-乳糖及炎症因子的表达水平。结果：模型组大鼠小肠

上皮细胞紧密连接和绒毛结构遭破坏，EN组和 EC组与模型组相比有明显改善。与对照组相比，模型组大鼠 occludin蛋白和抑炎

因子 IL-10的表达水平均较低，D-乳糖、血清白介素 1茁（interleukin-1茁, IL-1茁）和肿瘤坏死因子 -琢（tumor necrosis factor-琢,TNF-琢）
的表达水平较高（P＜0.05）；与模型组相比，EN组和 EC组的 occludin蛋白和 IL-10的表达水平较高，D-乳糖、IL-1茁和 TNF-琢的
表达水平较低（P＜0.05）；与 EN组相比，EC组 occludin蛋白和 IL-10的表达水平较高，D-乳糖、IL-1茁和 TNF-琢的表达水平较低
（P＜0.05）。结论：肠内营养联合益生菌可有效改善直肠恶性肿瘤术后大鼠的肠道屏障功能，提高 occludin蛋白的表达，降低 D-乳

糖的表达，降低促炎因子 IL-1茁和 TNF-琢的表达同时升高抑炎因子 IL-10的表达。
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Effect of Enteral Nutrition Combined with Probiotics on
Intestinal Mucosal Barrier and Serum Inflammatory Factors of Rats

after Rectal Cancer Operation*

To study the effect of enteral nutrition (EN) combined with probiotics on intestinal mucosal barrier and

serum inflammatory factors of rats after rectal cancer operation. 32 male SPF grade SD rats were randomly divided into control

group, model group, EN group and EC group, with 8 rats in each group. The model group, EN group and EC group were established

postoperative rectal cancer model, the EN group was administrated with enteral nutritional suspension, the EC group was administrated

with enteral nutritional suspension combined with probiotic granules, the control group and model group were administrated with same

volume of saline. The ultrastructure of small intestine of each group was observed, the occludin protein, D-lactose and inflammatory

factors were detected. The tight junction and villi structure of intestinal epithelial cells of model group were disorganized, while

EN group and EC group were improved. As compared with control group, the expression of occludin protein and IL-10 of model group

were lower, while D-lactose, IL-1茁 and TNF-琢 were higher (P<0.05); as compared with model group, the expression of occludin protein
and IL-10 of EN group and EC group were higher, while D-lactose, IL-1茁 and TNF-琢 were lowedr(P<0.05); as compared with EN group,

the expression of occludin protein and IL-10 of EC group were higher, while D-lactose, IL-1茁 and TNF-琢 were lowedr (P<0.05).
EN combined with probiotics could siginificantly alleviate the intestinal mucosal barrier function, increase the expression of

occludin protein and decrease the expression of D-lactose, decrease the expression of IL-1茁 and TNF-琢 while increase the expression of

IL-10.
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前言

直肠恶性肿瘤是消化道常见的恶性肿瘤之一，为目前全球

范围内发病率第三的恶性肿瘤，严重威胁人类的生命健康[1]。目

前广泛性根治手术为临床上主要治疗手段[2]，然而，既往研究[3，4]

表明，饥饿、创伤、严重感染及手术等均可引发机体产生强烈的

创伤应激，并可导致肠粘膜细胞萎缩、肠绒毛稀疏断裂、肠粘膜

通透性增大等现象。完整的肠道屏障可有效阻止细菌、毒素、大

分子抗原等有害物质的吸收，维持机体内环境的稳定，而肠粘

膜屏障一旦受损，即可引发多种疾病[5]。因此，术后尽快恢复肠

道屏障功能对于维持患者机体免疫平衡、抑制全身炎症反应以

及促进患者的康复至关重要。肠内营养（enteral nutrition, EN）

是指经胃肠道提供机体代谢所需各类营养物质的营养支持方

式，为吞咽困难、消化道疾病、意识障碍以及重症患者等的最主

要的营养支持方式之一[6]。但手术等创伤应激状态下患者肠道

微环境往往伴随一定的改变，肠道菌群失衡，致病菌增多，因此

标准的肠内营养无法有效的改善创伤应激状态下机体的营养

状况、炎症反应和免疫失衡[7]。益生菌为机体正常肠道菌群中的

一类优势菌群，可通过与肠黏膜紧密结合而形成生物屏障，并

定植于宿主肠道内，对于维持肠道微环境稳态、降低肠粘膜通

透性、刺激机体免疫反应等具有重要的作用[8]。因此，本研究将

肠内营养联合益生菌应用于直肠恶性肿瘤手术切除模型大鼠，

观察其对大鼠肠粘膜屏障以及血清炎症因子表达水平的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 选取 6周龄 SPF级雄性 SD大鼠 32只，体

质量 160~180 g，由我院医学动物实验中心提供，许可证号：

SYXK（疆）2020-0906，常规饲养于恒温恒湿洁净动物房内，正

常 12 h昼夜交替，自由摄食饮水。

1.1.2 主要试剂 N-甲基 -N-亚硝基脲（N-methyl-N-nitrosourea,

NMU）、戊巴比妥钠：美国 Sigma-Aldrich 公司；肠内营养混悬

液（TPF）：纽迪希亚制药（无锡）有限公司；益生菌颗粒：上海励

成营养科技有限公司；兔抗大鼠 occludin抗体：北京博奥森生

物技术有限公司；DAB试剂盒：美国 Promega公司；酶联免疫

吸附试验（ELISA）试剂盒：美国 TSZ公司。

1.1.3 主要仪器 低温冰箱：青岛海尔股份有限公司；全自动

酶联免疫分析仪：美国 BioTek公司；病理石蜡包埋机：湖北康

泰医疗设备有限公司；石蜡切片机：深圳市瑞沃德生命科技有

限公司；qRT-PCR仪：美国MJ-Research公司。

1.2 方法

1.2.1 MNU药液的配制 用灭菌注射液用水溶解适量 MNU

药粉，配制为浓度为 4 mg/mL的MNU药液。

1.2.2 分组及建模 大鼠适应性饲养 1周后，随机分为对照

组、模型组、肠内营养（EN）组、肠内营养 +益生菌（EC）组，每组

8只。模型组、EN组和 EC组均采用灌肠MNU药液的方法建

立直肠恶性肿瘤模型，在注射器前段涂抹少许石蜡油，按

1 mL/200 g的剂量给予各只大鼠灌肠，缓慢匀速推注后原位保

持 10 min，共连续灌肠 16周，其中前 4周以 3次 /周的频率灌

肠，第 5~16周以 1次 /周的频率给予灌肠。对照组以相同频率

给予同体积的生理盐水灌肠。

1.2.3 肿瘤的切除 末次灌肠结束后次日，腹腔注射 2 %戊巴

比妥钠麻醉模型组、EN组和 EC组大鼠，待麻醉效果满意后，

仰卧固定大鼠，备皮，常规消毒，以手术剪逐层打开肛门上

1 cm处，打开腹腔，纵向剪开直肠，找到并切除肿瘤，逐层缝合

伤口，并在手术部位撒少许青霉素药粉；对照组大鼠仅打开腹

腔，不作任何处理后即缝合。手术全程均严格执行无菌操作，术

后大鼠自由摄食饮水。

1.2.4 给药方法 自手术结束后的次日开始，EN组灌胃给予

肠内营养混悬液，混悬液热量为 1673.6 kJ/100 g，灌胃量为

598.19 kJ/(kg·d)，每天分三次灌胃；EC组灌胃肠内营养混悬液

加益生菌颗粒，灌胃量同 EN组；对照组和模型组灌胃同体积

的生理盐水。四组大鼠均连续灌胃 7 d。

1.2.5 小肠超微结构观察 实验结束后处理各组大鼠，打开腹

腔，取距回盲部 5 cm处小肠组织约 1 cm，用冰冷的生理盐水反

复冲洗除去内容物，置于 4℃的 2 %戊二醛溶液中固定 30 min，

在冰面上切取约 5 mm3大小的组织块，再次以 4℃的 2 %戊二

醛溶液固定 3 h，以冰冷的 PBS冲洗三次，1 %锇酸固定，酒精

洗脱，醋酸铀、枸橼酸铅双重染，制作电镜片，在透射电镜下观

察各组大鼠小肠超微结构。

1.2.6 免疫组化法检测 occludin蛋白的表达 将各组大鼠小

肠和直肠的石蜡样本，切约 3 滋m厚的薄片，置于 42℃水箱展

片，65℃烤片 4 h，随后以二甲苯脱蜡，乙醇水化，再以 EDTA

（pH 8.0）修复抗原，加一抗，置于室温下孵育过夜，PBS洗涤，

加二抗，室温下继续孵育 30 min，DAB显色 5 min，蒸馏水冲

洗，复染，显微镜下读片，以 PBS替代一抗作为空白对照，所有

操作均按照试剂盒说明书进行。分别由两名病理医师采用双盲

法进行结果判读，在高倍镜下（400伊）随机选取 5个阳性细胞密

集的视野，采用 Image-pro病理图像分析软件半定量计算阳性

物质的积分光密度，用以表示 occludin蛋白的表达水平。

1.2.7 比色法检测血清 D-乳糖的表达 各组大鼠眼眶取血

4 mL，4000 rpm离心 10 min，取上层血清，采用 D-乳糖检测试

剂盒测定其中 D-乳糖的表达水平。

1.2.8 IL-1茁、TNF-琢和 IL-10表达水平的检测 取各组大鼠血

清，采用 ELISA 法检测其中 IL-1茁、TNF-琢 和 IL-10 的表达

水平。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件对数据进行统计分析，计量资料

以（x依s）表示，多组间比较采用单因素方差分析（ANOVA），各
组之间两两比较采用 dunnett-t检验，以 P＜0.05表示有统计

学差异。

2 结果

2.1 小肠超微结构观察

透射电镜观察可见对照组大鼠小肠组织完整，微绒毛排列

整齐，上皮细胞连接清晰紧密；模型组大鼠小肠上皮细胞连接

间隙变宽，绒毛结构完整性遭破坏，绒毛排列不齐、间质疏松，

出现断裂或脱落等现象；EN组和 EC组大鼠与模型组相比绒

毛结构完整性及排列规则性等均有明显改善，见图 1。
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Note: *P＜0.05 vs control group; #P＜0.05 vs model group; △ P＜0.05 vs EN group.

图 1各组大鼠小肠超微结构变化（15000伊）
Fig. 1 Changes of ultrastructure of small intestine of each group（15000伊）

Groups n
Expression of occluding proteins

Small intestine Rectum

Control group 8 3.98依0.61 4.60依0.68

Model group 8 0.92依0.35* 1.04依0.31*

EN group 8 2.09依0.37*# 2.17依0.57*#

EC group 8 2.90依0.51*#△ 3.24依0.62*#△

F 59.796 58.242

P ＜0.001 ＜0.001

表 1各组大鼠小肠和直肠 occludin蛋白的表达水平比较（x依s）
Table 1 Comparison of expression levels of occludin protein in small intestine and rectum of each group（x依s）

Groups n D- lactose (mmol/L)

Control group 8 0.35依0.03

Model group 8 1.93依0.19*

EN group 8 1.23依0.08*#

EC group 8 0.96依0.12*#△ &

F 237.449

P ＜0.001

表 2各组大鼠血清 D-乳糖表达水平比较（x依s）
Table 2 Comparison of expression level of serum D-lactose of each group（x依s）

Note: *P＜0.05 vs control group; #P＜0.05 vs model group; △ P＜0.05 vs EN group.

2.2 occludin蛋白的表达比较

与对照组相比，模型组大鼠的小肠和直肠中 occludin蛋白

的表达水平均较低（P＜0.05）；EN组和 EC组的 occludin蛋白

的表达水平显著高于模型组（P＜0.05）；与 EN组相比，EC组

occludin蛋白的表达水平较高（P＜0.05），见表 1。

2.3 D-乳糖表达水平比较

与对照组相比，模型组大鼠血清 D-乳糖表达水平较高

（P＜0.05）；与模型组相比，EN组和 EC组的 D-乳糖表达水平

较低（P＜0.05）；与 EN组相比，EC组 D-乳糖表达水平较低

（P＜0.05），见表 2。

2.4 IL-1茁、TNF-琢和 IL-10的表达水平比较

与对照组相比，模型组大鼠血清促炎因子 IL-1茁和 TNF-琢
的表达水平显著升高、而抑炎因子 IL-10的表达水平显著降低

（P＜0.05）；与模型组相比，EN 组和 EC组的 IL-1茁 和 TNF-琢
的表达水平较低、IL-10的表达水平较高（P＜0.05）；EC 组的

IL-1茁和 TNF-琢的表达水平低于 EN组、IL-10的表达水平高于

EN组（P＜0.05），见表 3。

3 讨论

直肠恶性肿瘤为消化道常见的恶性肿瘤之一，腹腔镜全直
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Note: *P＜0.05 vs control group; #P＜0.05 vs model group; △ P＜0.05 vs EN group.

表 3各组大鼠血清 IL-1茁、TNF-琢和 IL-10的表达水平比较（x依s）
Table 3 Comparison of expression level of serum IL-1茁, TNF-琢 and IL-10 of each group（x依s）

Groups n IL-1茁(ng/L) TNF-琢(ng/L) IL-10(ng/L)

Control group 8 1.03依0.11 15.87依3.13 53.84依6.76

Model group 8 2.96依0.23* 39.86依5.58* 23.44依5.02*

EN group 8 2.13依0.18*# 31.41依4.04*# 33.77依5.67*#

EC group 8 1.66依0.15*#△ 23.72依3.69*#△ 41.89依6.02*#△

F 176.405 47.774 37.961

P ＜0.001 ＜0.001

肠系膜切除术（total mesorectal excision, TME）等根治术为目前

临床上治疗直肠恶性肿瘤的主要手段[9]。然而，术前的禁食、手

术带来的创伤应激、抗菌药物的使用等均会导致肠道微环境的

破坏、菌群失调、肠绒毛稀疏断裂、肠粘膜通透性增大等[10]。一

旦肠粘膜屏障功能受损，便可导致肠道内致病菌、内毒素以及

代谢废物等穿透肠壁侵入体循环，引起全身炎症反应、重症感

染、免疫功能失调等，故保持肠粘膜屏障的完整性对于维持机

体内环境稳态及预防某些疾病的发生至关重要[11]。EN是指经

胃肠道提供机体代谢所需各类营养物质的营养支持方式，益生

菌可有效补充肠道内正常生理性优势菌群，调节肠道微环境生

态平衡，抑制有害菌群的生长，减少炎性细胞对肠粘膜的损伤，

并在肠道内形成有层次的菌膜，从而降低肠黏膜通透性，增强

肠道黏膜的修复能力，此外还可刺激机体免疫反应，提高机体

免疫功能[12，13]。已有多项研究[14-16]表明，肠内营养联合益生菌对

急性胰腺炎、重症呼吸系统疾病、颅脑损伤、卒中等均具有良好

的疗效。

本研究将肠内营养联合益生菌应用于直肠恶性肿瘤手术

切除模型大鼠，透射电镜观察小肠超微结构可见，模型组大鼠

小肠上皮细胞紧密连接和绒毛结构遭破坏，绒毛出现断裂或脱

落，提示手术带来的创伤应激可导致肠道屏障功能的损伤；经

肠内营养和益生菌治疗后，EN组和 EC组大鼠的小肠上皮细

胞连接间隙和绒毛结构与模型组相比均得以明显改善，提示肠

内营养联合益生菌可有效改善创伤应激大鼠的肠道屏障功能。

Occludin蛋白是构成紧密连接最重要的结构蛋白之一，可

调控细胞间的紧密连接，封闭细胞旁间隙，当 occludin蛋白缺

失时，即可导致紧密连接无法形成，因此 occludin蛋白的表达

水平可反映紧密连接和肠道屏障功能的损伤情况[17]。本研究通

过进一步检测 occludin蛋白的表达水平可以发现，模型组大鼠

小肠和直肠中 occludin蛋白的表达水平显著低于对照组；而

EN组和 EC组 occludin蛋白的表达水平与模型组相比均明显

提高，同时 EC组高于 EN组，与 Zheng T等[18]的动物实验结果

类似，该学者探究肠内营养和益生菌的结合促进回肠袋 -肛门

吻合术后恢复，结果显示肠内营养联合益生菌可有效促进肠袋

-肛门吻合术后大鼠的恢复，联用组大鼠的营养状况、粪便菌群

分布、病理组织学评分以及 occludin蛋白的表达水平均显著优

于肠内营养或益生菌单用组。

哺乳动物自身几乎不产生 D-乳糖，血清中的 D-乳糖主要

来源于肠道中微生物的代谢，并经由肠粘膜吸收入血。由于 D-

乳糖分子量较大，在肠道屏障功能正常的情况下，血清 D-乳糖

的表达水平极低；当肠道屏障受损时，肠道中的 D-乳糖即可被

大量吸收入血，导致血清 D-乳糖表达水平的显著上调，因此血

清 D-乳糖可作为反映肠道功能和屏障损伤的有效标志物之

一[19，20]。本研究中，与对照组相比，模型组大鼠血清 D-乳糖表达

水平显著升高，提示大鼠肠黏膜屏障遭破坏；经肠内营养联合

益生菌治疗后，EN 组和 EC组的 D- 乳糖表达水平均显著降

低，提示肠内营养联合益生菌有效改善了大鼠肠道屏障功能，

减少了对肠道内 D-乳糖的吸收；同时 EC组 D-乳糖表达水平

低于 EN组，目前还没有直接研究肠内营养联合益生菌在直肠

恶性肿瘤术后对 D-乳糖的影响。但刘跃平等[21]的研究类似，在

常规抗病毒治疗的基础上联用益生菌用于病毒性腹泻患者的

治疗，结果表明益生菌可有效改善患者肠道菌群和肠粘膜功

能，且联用组患者 D-乳糖的表达水平与常规治疗组均有显著

差异。提示益生菌可促进对肠道屏障功能的改善作用。

既往研究[22]表明，手术、术后疼痛等应激反应可引起环氧

化酶的活化并激发炎症级联反应，导致促炎因子的大量释放和

抑炎因子的分泌减少。IL-1茁和 TNF-琢为典型的单核细胞和巨
噬细胞分泌的促炎因子，是神经 -内分泌 -免疫功能复杂网络

系统中的重要介质，其表达水平的高低可反映机体损伤程度和

刺激程度[23]。Watari等[24]的研究表明，TNF-琢可通过增加肠道上
皮细胞脱落、增加肠粘膜的通透性而损伤肠道屏障功能。Shen

等[25]的研究还发现，TNF-琢可造成 occludin蛋白的功能异常，

无法定位于细胞间紧密连接而发挥作用，从而导致细胞间紧密

连接的破坏。IL-1茁对肠道屏障的生理改变与 TNF-琢相似，且
可与 TNF-琢产生协同作用，增强炎症反应[26]。IL-10为重要的抑

炎因子，当机体发生感染、创伤应激、自身免疫系统疾病等情况

时，抑炎因子的表达上调，并刺激 B淋巴细胞增殖产生抗体，从

而发挥体液免疫[27]。基础研究[28]发现，敲除 IL-10基因的小鼠其

肠道上皮细胞间隙为正常小鼠的两倍，上皮细胞脱落增多，肠

道通透性增加。本研究结果显示，模型组大鼠血清促炎因子

IL-1茁 和 TNF-琢 的表达水平显著高于对照组，而抑炎因子
IL-10显著低于对照组，提示直肠恶性肿瘤术后模型大鼠的肠

道屏障功能存在损伤；经肠内营养联合益生菌治疗后，EN组和

EC组大鼠血清 IL-1茁和 TNF-琢的表达水平显著显著降低，而
IL-10显著升高，提示肠内营养联合益生菌有效改善了大鼠肠

道屏障功能，减轻了炎症反应；此外 EC组 IL-1茁和 TNF-琢的
表达水平低于 EN组、IL-10的表达水平高于 EN组，提示益生
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菌可促进对肠道屏障功能的改善作用。与顾慧媛[29]的研究类

似，该学者探究了益生菌联合早期肠内营养治疗对重症急性胰

腺炎患者血清炎性因子、肠黏膜屏障功能的影响，对照组予早

期肠内营养支持治疗，观察组在此基础上联合应用双歧三联活

菌胶囊治疗，结果显示治疗后，观察组患者的血清 CRP、

TNF-琢、IL-6明显低于对照组。本研究通过直肠恶性肿瘤术后
大鼠，给予肠内营养联合益生菌，结果显示大鼠的肠道屏障功

能、炎症状态均得到了改善，对后续研究肿瘤、肠道疾病术后的

治疗有一定的提示作用。

综上，本研究表明，肠内营养联合益生菌可有效改善直肠

恶性肿瘤术后大鼠的肠道屏障功能，提高 occludin蛋白的表

达，降低 D-乳糖的表达，降低促炎因子 IL-1茁和 TNF-琢的表达
同时升高抑炎因子 IL-10的表达，减轻炎症反应状态。
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