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研究报告

益生菌干预对运动大鼠胃肠激素与 ＡＱＰ４ 表达
的影响

莫伟彬１，２，杨衍滔１，郭艳菊１，周彩华１，邵晓云３∗

（１． 广西师范大学体育学院，广西 桂林　 ５４１００４； ２． 药用资源化学与药物分子工程国家重点实验室 广西 桂

林　 ５４１００４； ３． 桂林医学院人体解剖学教研室，广西 桂林　 ５４１００４）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究益生菌干预下力竭性运动大鼠胃肠道功能的影响。 方法　 ４０ 只 ＳＤ 雄性大鼠随机分为

安静对照组（ＮＣ），运动对照组（ＭＥ），安静给药组（ＮＣＹ），运动给药组（ＭＥＹ）。 ＭＥ 与 ＭＥＹ 组进行 ６ 周力竭训练，
速度为 １９ ３ ｍ ／ ｍｉｎ，坡度为 ５ｏ，每天训练 １ 次，每周 ６ ｄ。 ＮＣＹ 与 ＭＥＹ 组每日灌胃浓度为 １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ 益生菌溶液

１０ ０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）。 ６ 周力竭训练结束后，检测大鼠血清中胃肠激素 ｇｈｒｅｌｉｎ、ＰＹＹ、ＣＣＫ、ＧＬＰ － １、ＭＴＬ 和 ＧＡＳ 指标含

量，并采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠胃和结肠组织中 ＡＱＰ４ 的表达。 结果 　 ＭＥ 组大鼠血清 ｇｈｒｅｌｉｎ 和

ＰＹＹ 含量均高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０ ０１），而 ＭＥ 组 ＣＣＫ、ＧＬＰ － １、ＭＴＬ 和 ＧＡＳ 含量均低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０ ０１）；ＮＣＹ 组大

鼠血清 ｇｈｒｅｌｉｎ、ＰＹＹ 均低于 ＭＥ 组（Ｐ ＜ ０ ０１），而 ＣＣＫ、ＧＬＰ － １、ＭＴＬ 和 ＧＡＳ 含量均高于 ＭＥ 组（Ｐ ＜ ０ ０１）；ＭＥＹ
组大鼠血清 ｇｈｒｅｌｉｎ 高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０ ０５）而低于 ＭＥ 组（Ｐ ＜ ０ ０１）；ＭＥＹ 组大鼠血清 ＰＹＹ 的含量低于 ＭＥ 组（Ｐ
＜ ０ ０１）；ＭＥＹ 组大鼠血清 ＣＣＫ 含量低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０ ０５）而高于 ＭＥ 组（Ｐ ＜ ０ ０５）；ＭＥＹ 组大鼠血清 ＧＬＰ － １、
ＭＴＬ 和 ＧＡＳ 含量均高于 ＭＥ 组（Ｐ ＜ ０ ０１）。 ＭＥ 组大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜
０ ０１ 或 Ｐ ＜ ０ ０５）；ＮＣＹ 和 ＭＥＹ 组大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均高于 ＭＥ 组（Ｐ ＜ ０ ０１ 或 Ｐ ＜
０ ０５）。 结论　 力竭性运动引起大鼠胃肠激素含量发生变化以及 ＡＱＰ４ 表达的上升与补充益生菌溶液密切相关，
提示益生菌可能参与了胃肠激素的分泌和水代谢的过程。

【关键词】 　 益生菌；力竭运动；胃肠激素；水通道蛋白 － ４；大鼠

【中图分类号】 Ｑ９５ － ３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １００５⁃４８４７（２０１８） ０４⁃０４１１⁃０７
Ｄｏｉ：１０ ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５ － ４８４７ ２０１８ ０４ ００１

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｏｎ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＱＰ４ ｉｎ ｒａｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅｘｅｒｃｉｓｅ

ＭＯ Ｗｅｉｂｉｎ１，２， ＹＡＮＧ Ｙａｎｔａｏ１， ＧＵＯ Ｙａｎｊｕ１， ＺＨＯＵ Ｃａｉｈｕａ１，ＳＨＡＯ Ｘｉａｏｙｕｎ３∗

（１． Ｓｐｏｒｔ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕｉｌｉｎ ５４１００４， Ｃｈｉｎａ． ２． Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ
Ｂａｓｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， Ｇｕｉｌｉｎ ５４１００４． ３． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｕｍａｎ Ａｎａｔｏｍｙ， Ｇｕｉｌｉｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕｉｌｉｎ ５４１００４）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＳＨＡＯ Ｘｉａｏｙｕｎ． Ｅｍａｉｌ： ５７６９４１６２４＠ ｑｑ． ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｏｎ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＡＱＰ４ ｉｎ ｒａｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｏｒｔｙ ｍａｌｅ ＳＤ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｑｕｉｅｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ



中国实验动物学报 ２０１８ 年 ８ 月第 ２６ 卷第 ４ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ ２０１８，Ｖｏｌ． ２６ Ｎｏ． ４

（ＮＣ）， ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ ＭＥ）， ｑｕｉｅｔ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ ＮＣＹ） ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ ＭＥＹ）． Ｔｈｅ
ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ ６ ｗｅｅｋｓ： ｔｈｅ ｒｕｎｎｉｎｇ
ｓｐｅｅｄ ｗａｓ １９ ３ ｍ ／ ｍｉｎ， ｔｈｅ ｓｌｏｐｅ ｗａｓ ５°， ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ， ６ ｄ ／ ｗｅｅｋ ｆｏｒ ６ ｗｅｅｋｓ． Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ ｗａｓ ｇａｖａｇｅｄ １０ ０ ｍＬ ／ （ｋｇ ／ ｄ） ｉｎ ｔｈｅ ｑｕｉｅｔ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｍｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． Ａｆｔｅｒ ６ ｗｅｅｋｓ
ｏｆ ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ， ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｇｈｒｅｌｉｎ， ＰＹＹ， ＣＣＫ， ＧＬＰ － １， ＭＴＬ ａｎｄ ＧＡＳ ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ． ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＱＰ４ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｇｈｒｅｌｉｎ
ａｎｄ ＰＹＹ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０１）． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ＣＣＫ， ＧＬＰ － １， ＭＴＬ ａｎｄ ＧＡＳ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０１）． Ｔｈｅ
ｓｅｒｕｍ ｇｈｒｅｌｉｎ ａｎｄ ＰＹＹ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣＹ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ＣＣＫ， ＧＬＰ － １， ＭＴＬ ａｎｄ ＧＡＳ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣＹ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０１）． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｇｈｒｅｌｉｎ
ｉｎ ｔｈｅ ＭＥＹ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０５） ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０１）．
Ｔｈｅ ＰＹＹ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥＹ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ＣＣＫ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥＹ
ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０５） ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ＧＬＰ － １，
ＭＴＬ ａｎｄ ＧＡＳ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥＹ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０１ ｏｒ Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣＹ ａｎｄ ＭＥＹ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０ ０１ ｏｒ
Ｐ ＜ ０ ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ ｃａｕｓｅｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＡＱＰ４
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｍａｙ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ； ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｅｘｅｒｃｉｓｅ； ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅｓ； ａｑｕａｐｏｒｉｎ ４； ｒａｔｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ： Ｗｅ ｄｅｃｌａｒｅ ｔｈａｔ ｗｅ ｈａｖｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ ｓｔａｔｅｍｅｎｔ．

　 　 胃肠运动受肠道神经系统和体液调节的影响，
而长时间的激烈运动或高强度运动应激常引起肠

道屏障功能受损，肠道微生态系统紊乱［１］。 益生菌

是人和动物等宿主有益的微生物。 在 ２００１ 年 ＦＡＯ ／
ＷＨＯ（联合国粮农组织 ／世界卫生组织）将益生菌定

义为“当机体从膳食中摄入足够的量，能够对机体

或宿主产生有益作用的活性微生物” ［２］。 Ｄｅｌ 等［３］

研究表明，益生菌能够耐受机体组织内胃液、胆汁

和胰脏等分泌物黏附于肠道上皮细胞的活性微生

物。 最近研究还发现，益生菌在机体内具有改善胰

岛素敏感性与降胆固醇［４］、增强肠道的消炎抗菌、
抗氧化和提高肌肉的抗疲劳能力［５］ 等作用。 目前

通过益生菌干预运动大鼠胃肠道调节激素和水通

道蛋白 － ４ （ａｑｕａｐｏｒｉｍ４， ＡＱＰ４） 变化的研究较少。
本研究建立 ６ 周的力竭运动大鼠模型，观察益生菌

对运动大鼠胃肠道功能的影响，为探讨高强度运动

时益生菌对机体消化系统的影响提供实验依据。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验动物　
４０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠，１０ 周龄，体重（２５０

± １０） ｇ，购自桂林医学院实验动物中心【 ＳＣＸＫ
（桂）２０１３ － ０００１】。 饲养和实验均在桂林医学院

实验动物中心屏障环境中进行【 ＳＹＸＫ（桂）２０１３ －
０００１】。 饲养期间给予大鼠标准饲料及洁净饮用

水（均由桂林医学院实验动物中心提供）。 饲养环

境温度 ２０ ～ ２６℃，湿度 ６０％ ± ５％ 。 所有操作均

符合 实 验 动 物 伦 理 学 要 求 （ 伦 理 审 批 号：
ＧＬＭＣ２０１７０３０４９）。
１ １ ２　 益生菌

研究材料为益生菌固体配剂（每 １００ ｇ 益生菌

中含长双歧杆菌 １ ２ × １０１０ ＣＦＵ、两歧双歧杆菌

１ ９ × １０１０ ＣＦＵ、嗜热链杆菌 ３ ２ × １０９ ＣＦＵ、嗜酸

乳杆菌 ４ ６ × １０９ ＣＦＵ、德氏乳杆菌保加利亚亚种

３ ０ × １０９ ＣＦＵ），购于哈尔滨美化生物技术股份有

限公司 （批号：Ｇ２０１１０１９８）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 动物分组及益生菌灌服量

将大鼠随机分为安静对照组（ＮＣ），运动对照

组 （ ＭＥ ）， 安 静 给 药 组 （ ＮＣＹ ）， 运 动 给 药 组

（ＭＥＹ）。 动物适应性饲养 ３ ｄ 后，运动对照组和

运动给药组进行适应性训练 １ 周。 每天训练前 ３０
ｍｉｎ 采用专业灌胃器灌胃 １ 次，其中安静给药组和

运动给药组每日灌胃新配制的益生菌 １０ ０ ｍＬ ／
（ｋｇ·ｄ），其中益生菌浓度为 １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ［５］ 。 对照

组灌服等量生理盐水，连续灌服给药 ６ 周，１ 次 ／
日，直到实验结束。
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１ ２ ２　 动物模型与取材

运动训练模型按 Ｂｅｄｆｏｒｄ［６ － ７］ 方案进行设计，
设定大鼠运动跑台的速度为 １９ ３ ｍ ／ ｍｉｎ（ ７６％
的 ＶＯ２ｍａｘ左右） ，保持此强度至力竭，其中跑台坡

度为 ５ ｏ，每天训练 １ 次，每周 ６ ｄ，共 ６ 周。 力竭

判断标准为大鼠四肢伏地，声光电刺激不能继续

运动。 ６ 周力竭训练结束后大鼠空腹 ２４ ｈ， 用乌

拉坦溶液（浓度 ２０％ ）按 ３ ｍＬ ／ ｋｇ 腹腔注射麻醉

后解剖，抽取主动脉血液 ５ ｍＬ，放入离心管中，待
放 ２ ｈ 后，经 ３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ （４℃ ），取血

清于 ＥＰ 管中，标记， － ８０℃冰箱中保存。 取血后

迅速解剖取胃和肠，胃沿胃大弯处剪开分为二

份，肠组织主要取结肠部分，然后用冰冻的生理

盐水清洗三次后，滤纸吸干，包裹后放入 － ８０℃
冰箱中待测。

１ ２ ３　 大鼠激素指标测定

采用酶联免疫法测定胃肠激素指标，大鼠血清

ｇｈｒｅｌｉｎ（生长激素酰化肽）试剂盒（货号：ｈｊ⁃Ｃ１９８９）；
ＰＹＹ（酪酪肽）试剂盒（货号：ｈｊ⁃Ｃ８２４１）； ＣＣＫ（胆囊

收缩素）试剂盒（货号：Ｃ３５５８）、ＧＬＰ － １（胰高血糖

素样肽）试剂盒（货号：Ｃ１４０２）； ＭＴＬ（胃动素）试剂

盒（货号：Ｃ１７４９）和 ＧＡＳ（胃泌素）试剂盒（货号：
Ｃ１７４８）均由上海常斤生物科技有限公司提供，测定

方法严格按照说明方法进行。 测定仪器为酶标测

定仪（型号：Ｍ１０００，ＴｅＣＡｎ，瑞士）。
１ ２ ４　 大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 及蛋白表达的

测定

（１）引物合成

大鼠 ＡＱＰ４ 与 β⁃ａｃｔｉｎ 基因引物设计见表 １（由
上海生工设计合成）。

表 １　 引物序列与扩增长度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ
引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列（５’ － ３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５’ － ３’）
扩增长度（ｂｐ）

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ （ｂｐ）
水通道蛋白 － ４

ＡＱＰ４

内参基因
β⁃ａｃｔｉｎ

ＣＡＡＡＣＧＧＡＣＴＧＡＴＧＴＣＡＣＴＧＧＣＴＣ
ＣＴＣＴＣＣＡＧＡＴＴＧＧＴＣＴＴＴＣＣＣＴＴ

ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ
ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ

４２９

１５０

　 　 （２）ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 检测

首先，取胃肠组织各 １００ ｍｇ 匀浆，各组织的测

定严 格 按 照 Ｔｒｉｚｏｌ 说 明 提 取 总 ＲＮＡ； 然 后 按

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司生产的反转录 ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒说明

书取胃肠组织各 ５ ５ μＬ ＲＮＡ 合成 ｃＤＮＡ，其条件：
室温反应 １０ ｍｉｎ；４２℃，４５ ｍｉｎ；９５℃，５ ｍｉｎ；４℃，５
ｍｉ）。 取各组织 ｃＤＮＡ ２ ５ μＬ，上下游引物各 ０ ５
μＬ，去离子水 １０ μＬ，ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ 进行

ＰＣＲ 扩增转录，胃肠组织转录条件均为：９５℃ 预变

性 ３ ｍｉｎ；９５℃变性 ４５ ｓ；５５℃退火 ３０ ｓ；４０ 个循环，
７２℃延伸 ５ ｍｉｎ。 最后，各取 １０ μＬ 转录产物于

１ ５％的琼脂糖凝胶模板电泳（１１０ Ｖ， ６０ ｍｉｎ）。 用

凝胶成像系统（Ｂｉｏｓｅｒｓｓ⁃ｌ８０５ 型， ＢＤ 公司， 美国，）
分析其灰度值，其比值均采用胃肠组织 ＡＱＰ４ ／ β⁃
ａｃｔｉｎ 来表示。

（３）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
取大鼠胃肠组织各 ２００ ｍｇ 经剪碎、液氮研磨并充

分裂解后，离心（１０ ０００ ｒｐｍ／ ｍｉｎ） ５ ｍｉｎ 取上清液，胃
肠组织均用 ＢＣＡ 法测定浓度，各组织以２５ μＬ 上样，经
１０％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后，将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上，
恒定电流 １４ Ｖ，１００ ｍＡ，转印 ２ ｈ 后，封闭过夜，加入

ＡＱＰ４、β⁃Ａｃｔｉｎ 一抗过夜，加入二抗孵育 １ ｈ，ＥＣＬ 显色

和曝光。 用凝胶成像系统对胃肠组织 ＡＱＰ４ 与 β⁃Ａｃｔｉｎ
蛋白条带的灰度扫描并用比值表示。
１ ３　 统计学方法

对各组数据统计均用 ＳＰＳＳ １９ ０ 进行处理，计
量资料用 （ｘ ± ｓ） 表示，组间比较采用多重比较和单

因素方差分析，并进行 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２ １　 益生菌对运动大鼠胃肠激素含量的比较

ＭＥ 组大鼠血清 ｇｈｒｅｌｉｎ 和 ＰＹＹ 含量均高于 ＮＣ
组（Ｐ ＜ ０ ０１），而 ＭＥ 组大鼠血清 ＣＣＫ、ＧＬＰ － １、
ＭＴＬ 和 ＧＡＳ 含量均低于 ＮＣ 组 （Ｐ ＜ ０ ０１）；ＮＣＹ
组大鼠血清 ｇｈｒｅｌｉｎ、ＰＹＹ 均低于ＭＥ 组 （Ｐ ＜ ０ ０１）
但高于 ＮＣ 组，而 ＣＣＫ、ＧＬＰ －１、ＭＴＬ 和 ＧＡＳ 含量均

高于 ＭＥ 组 （Ｐ ＜ ０ ０１）；ＭＥＹ 组大鼠血清 ｇｈｒｅｌｉｎ
高于 ＮＣ 组 （ Ｐ ＜ ０ ０５ ） 而低于 ＭＥ 组 （ Ｐ ＜
０ ０１）；ＭＥＹ 组大鼠血清 ＰＹＹ 的含量低于ＭＥ 组 （Ｐ
＜ ０ ０１）；ＭＥＹ 组大鼠血清 ＣＣＫ 含量低于 ＮＣ 组

（Ｐ ＜ ０ ０５）而高于 ＭＥ 组 （Ｐ ＜ ０ ０５）；ＭＥＹ 组大

鼠血清 ＧＬＰ －１、ＭＴＬ 和 ＧＡＳ 含量均高于 ＭＥ 组 （Ｐ
＜ ０ ０１）。 见表 ２。
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表 ２　 益生菌对运动大鼠胃肠激素影响的比较 （ ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０， ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｅｘｅｒｃｉｓｅ（ ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０， ｐｇ ／ ｍＬ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

生长激素酰化肽
Ｇｈｒｅｌｉｎ

酪酪肽
ＰＹＹ

胆囊收缩素
ＣＣＫ

胰高血糖素样肽
ＧＬＰ － １

胃动素
ＭＴＬ

胃泌素
ＧＡＳ

安静对照组 ＮＣ ２０３ ４５ ± ９ ０５ ９８ ２１ ± １ ０４ １６７ ８７ ± １ ４０ ２７ ５１ ± ０ ４９ ２７９ ３５ ± ２ １９ ４７ ４５ ± ２ １５

运动对照组 ＭＥ ２８０ ３５ ± ６ １７ｂ １１３ ２４ ± ２ ０５ｂ １３７ ５０ ± １ １９ｂ ２１ ３３ ± ０ ５６ｂ ２３９ ３１ ± １ １８ｂ ３７ ２２ ± １ ３５ｂ

安静给药组 ＮＣＹ ２１０ １３ ± ５ １５ｄ ９９ ２８ ± ２ １５ｄ １６８ ８０ ± １ ４６ｄ ２７ ８１ ± ０ ４１ｄ ２８０ １５ ± １ １４ｄ ４８ １７ ± ２ ２６ｄ

运动给药组 ＭＥＹ ２１６ ２３ ± ８ １０ａｄ １００ １３ ± １ ０６ｄ １５９ ７９ ± １ ５１ａｃ ２６ ５２ ± ０ ３９ｄ ２６９ ３２ ± ２ ０９ｄ ４５ ６１ ± ２ １８ｄ

注：与 ＮＣ 组比较，“ａ”示 Ｐ ＜ ０ ０５，“ｂ”示 Ｐ ＜ ０ ０１；与 ＭＥ 组比较，“ｃ”示 Ｐ ＜ ０ ０５；“ｄ”示 Ｐ ＜ ０ ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， “ａ” ｍｅａｎｓ Ｐ ＜ ０ ０５， “ｂ” ｍｅａｎｓ Ｐ ＜ ０ ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ， “ｃ” ｍｅａｎｓ Ｐ ＜ ０ ０５， “ｄ” ｍｅａｎｓ
Ｐ ＜ ０ ０１．

２ ２　 大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 表达　
ＭＥ 组大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 表达均低于

ＮＣ 组 （Ｐ ＜ ０ ０１ 或 Ｐ ＜ ０ ０５）；ＮＣＹ 大鼠胃肠组

织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 表达均高于 ＭＥ 组（Ｐ ＜ ０ ０１）；
ＭＥＹ 组大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 表达均高于 ＭＥ
组（Ｐ ＜ ０ ０１ 或 Ｐ ＜ ０ ０５），但低于 ＮＣ 组，其中

ＭＥＹ 组大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 表达与 ＮＣ 组比

较差异无显著性。 见图 １、表 ３。
２ ３　 大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ 蛋白表达

ＭＥ 组大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ 蛋白表达均低于 ＮＣ
组（Ｐ ＜ ０ ０１），ＮＣＹ 和ＭＥＹ 组大鼠胃肠组织ＡＱＰ４ 蛋

白表达均高于ＭＥ 组（Ｐ ＜ ０ ０１）。 见图 ２、表 ３。

图 １　 各组大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 产物电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

图 ２　 各组大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ 蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＡＱＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｍａｃｈ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

表 ３　 大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ 表达量比较（ ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＱＰ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ（ ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

胃水通道蛋白 － ４ ｍＲＮＡ
Ｓｔｏｍａｃｈ ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ

肠水通道蛋白 － ４ ｍＲＮＡ
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ

胃水通道蛋白 － ４ 蛋白
Ｓｔｏｍａｃｈ ＡＱＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ

肠水通道蛋白 － ４ 蛋白
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ＡＱＰ４ ｐｒｏｔｅｉｎ

安静对照组 ＮＣ １ ３２ ± ０ ０９ １ ４０ ± ０ １０ ２ １６ ± ０ １８ １ ９６ ± ０ ０５

运动对照组 ＭＥ ０ ４５ ± ０ １３ｂ ０ ９１ ± ０ ０６ａ １ ３１ ± ０ １５ｂ １ ０７ ± ０ １６ｂ

安静给药组 ＮＣＹ １ ３８ ± ０ ０７ｄ １ ４５ ± ０ １６ｄ ２ １９ ± ０ １６ｄ １ ９８ ± ０ １３ｄ

运动给药组 ＭＥＹ １ ２７ ± ０ １０ｄ １ ２９ ± ０ ２１ｃ １ ９６ ± ０ ０５ｄ １ ９１ ± ０ １６ｄ

注：与 ＮＣ 组比较，“ａ”示 Ｐ ＜ ０ ０５，“ｂ”示 Ｐ ＜ ０ ０１；与 ＭＥ 组比较，“ｃ”示 Ｐ ＜ ０ ０５；“ｄ”示 Ｐ ＜ ０ ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， “ａ” ｍｅａｎｓ Ｐ ＜ ０ ０５， “ｂ” ｍｅａｎｓ Ｐ ＜ ０ ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＥ ｇｒｏｕｐ， “ｃ” ｍｅｎｓ Ｐ ＜ ０ ０５， “ｄ” ｍｅａｎｓ Ｐ ＜ ０ ０１．
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３　 讨论

胃肠道作为机体内的内分泌器官，存在着大量

的微生物菌群，肠道细菌量达到 １０１４个以上，在机体

内具有相互依赖、制约和维持胃肠道平衡［８］。 有研

究表明，肠道正常菌群受到破坏时，易引起菌群失

调，导致便秘［９］、胃肠道功能失调或肿瘤［１０］ 等各类

胃肠道疾病。 益生菌是人和动物等宿主有益的微

生物，对保护机体组织中胃和肠道方面具有重要的

作用。 Ｓｃｈｗａｒｔｚ 等［１１］ 和 Ｂａｒｂａｒａ 等［１２］ 研究表明，益
生菌能够调节肠道炎症患者的肠道菌群平衡，稳定

肠道黏膜的屏障和减少胃肠道菌群移位的发生。
Ｊｅｎｓｅｎ 等［１３］证明了益生菌与消化性溃疡和慢性胃

炎中的幽门螺杆菌存在拮抗作用，并且能够抑制幽

门螺杆菌的黏附和修复胃黏膜。 因此，研究益生菌

干预运动大鼠胃肠道激素具有重要的意义。
胃肠道激素 ｇｈｒｅｌｉｎ、 ＰＹＹ 肽、 ＣＣＫ、 ＧＬＰ － １、

ＭＴＬ 和 ＧＡＳ 对机体的胃肠道调节具有重要的生理

作用［１４ － １５］。 Ｗｕ 等［１６ － １７］ 研究表明，ｇｈｒｅｌｉｎ 具有保

护肠道功能屏障和降低乳酸的堆积等功能。 Ａｓｈｂｙ
等［１８］和 Ｓｌｏｔｈ 等［１９］研究发现，ＰＹＹ 是抑制食欲作用

的多肽，在机体内具有调节能量、减缓肠胃的排空

和胃酸分泌的增多。 ＣＣＫ 属 ＣＣＫＲｓ 中 Ｇ 蛋白偶联

受体的家族成员，具有调节肠胃功能和抑制食欲的

作用［２０ － ２１］。 ＧＬＰ － １ 属肠源性肠促胰岛素激素，具
有抑制胃排空和增加肠道葡萄糖的转化［２２］。 ＭＴＬ
是由 ２２ 个氨基酸组成的多肽，具有增加胃肠动力的

收缩和刺激胃蛋白酶的分泌［２３］。 ＧＡＳ 是重要的胃

肠道调节因素，具有加快胃肠道蠕动、刺激胃酸分

泌、促进胃内因子和胆汁的分泌等作用［２３ － ２４］。 胃肠

道调节激素的含量能够反映胃肠道功能的状态，调
节激素的正常分泌能够保证胃肠道的消化、吸收和

排泄等，以免发生胃肠道功能失调。 常保荣等［２５］ 研

究发现，有氧运动能够提高大鼠血清 ｇｈｒｅｌｉｎ 含量，
提高大鼠胃排空速率，改善身体成份。 有研究表

明，节食减肥引起机体 ｇｈｒｅｌｉｎ 水平升高，ＰＹＹ 和

ＧＬＰ －１ 的含量受到抑制［２６ － ２７］。 运动结合饮食干预

后胃肠调控激素 ｇｈｒｅｌｉｎ 水平升高，而 ＰＹＹ 水平不

变［２８］。 王茹等［１４］ 对肥胖青少年进行为期 ４ 周的高

住低练与膳食干预后，实验组青少年胃肠道调控激

素 ｇｈｒｅｌｉｎ、ＰＹＹ 和 ＧＬＰ －１ 含量升高，ＣＣＫ 含量有所

降低。 蒋波等［２９］ 在窒息新生儿饮食中添加益生菌

后发现， 窒息新生儿补充益生菌后体内的激素 ＭＴＬ

和 ＧＡＳ 含量逐渐恢复到正常的水平，同时表明添加

益生菌有利于新生儿肠道的恢复。 本研究发现，力
竭运动后大鼠血清 ｇｈｒｅｌｉｎ 和 ＰＹＹ 含量均显著升高，
这与 Ｍａｒｔｉｎｓ 等［３０］ 研究结果一致，提示力竭运动使

机体糖原的消耗导致能量代谢负平衡有关，加速了

胃的排空。 通过补充益生菌溶液后发现，大鼠血清

ｇｈｒｅｌｉｎ 和 ＰＹＹ 含量均高于安静对照组但与运动组

比较有一定的差异性，提示这可能是由于益生菌溶

液保护胃肠道在运动中发生异常，防止胃肠道功能

紊乱。 研究还发现，力竭运动后大鼠血清 ＣＣＫ、ＧＬＰ
－１、ＭＴＬ 和 ＧＡＳ 含量均低于安静对照组。 而 ＣＣＫ
属抑制食欲因子，血清中 ＣＣＫ 含量的下降表明胃肠

分泌量下降，机体能量消耗加大，食欲增强［７］。 力

竭运动中 ＧＬＰ － １ 和 ＭＴＬ 含量的下降这与郑必海

等［３１］研究结果一致，这可能是由于力竭运动引起机

体内氧的缺乏，ＧＬＰ － １ 和 ＭＴＬ 分泌量增加，加速了

胃肠动力的排空和能量的消耗，易引起胃肠道黏膜

损伤。 ＧＡＳ 的下降这可能是由于胃酸分泌增多和

能量的消耗存在一定的关系。 通过补充益生菌溶

液后发现，大鼠血清 ＣＣＫ、ＧＬＰ － １、ＭＴＬ 和 ＧＡＳ 含

量均有上升的趋势，逐渐恢复到安静时的水平。 提

示益生菌溶液可能起到调节胃肠激素，使胃肠动力

和胃液分泌等功能趋于正常，保护胃肠道损伤和运

动紊乱。 但胃肠道调节激素机制还有待深入研究。
水通道蛋白 － ４（ＡＱＰ４）属水通道蛋白（ＡＱＰ）

特异性转运水跨膜蛋白家族成员之一，它的表达主

要存在于胃壁和结肠组织中［３２］；具有维持胃肠道水

液代谢平衡、免疫调节和细胞迁移等生理功能［３３］。
Ｈａｒｄｉｎ 等［３４］研究发现，大鼠和人体中的结肠损伤都

与 ＡＱＰ４ 表达下调和 ＡＱＰ４ 参与了结肠液体的分泌

相关。 杨鹏等［３５］研究发现，活动性胃炎和胃黏膜腺

体萎缩与 ＡＱＰ４ 表达下调有关。 赵琴等［３６］ 研究表

明，胃和十二指肠有炎症和腹泻时，ＡＱＰ４ 表达下

降，胃肠道水的重吸收减少，胃肠黏膜的电解质失

调，但通过补充藤黄后胃肠道 ＡＱＰ４ 表达升高，胃肠

道的通透性增加。 本研究发现，力竭运动后大鼠胃

肠组织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均低于安静对照

组，提示长时间的力竭运动可能导致大鼠胃肠组织

黏膜功能受损和胃肠道调节激素分泌异常，从而引

起胃肠道水液代谢失调。 通过补充益生菌溶液后

发现，大鼠胃肠组织 ＡＱＰ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均增

加，提示 ＡＱＰ４ 表达在益生菌的作用下增加可能参

与了胃肠水代谢的过程，调节了胃肠激素分泌，保
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证了胃肠道功能的正常。 但益生菌溶液在不同强

度运动方式下对机体产生的机制还有待深入研究。
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