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丁酸梭菌修复肠道屏障治疗肠
易激综合征的作用及机制研究

【摘要】 目的 探究丁酸梭菌修复肠道屏障治疗肠易激综合征（IBS）的作用及机制。 方法 将32只雄性乳鼠和4只母鼠按随

机数字表分为对照组、模型组、丁酸钠（NaB）组和丁酸梭菌组，每组8只乳鼠1只母鼠；除对照组外，其余3组建立IBS小鼠模型。饲养

至45 d后药物干预2周。记录小鼠体重、4 h排便次数及内脏敏感性；通过16S rRNA测序检测肠道菌群构成，高效液相色谱法检测粪

便丁酸水平；采用荧光分光光度计检测血清异硫氰酸荧光素标记的葡聚糖（FITC-D）、酶联免疫吸附试验检测血浆二胺氧化酶（DAO）

水平，采用免疫组织化学染色和蛋白质印迹法检测紧密连接蛋白[闭合蛋白（Occludin）和小带闭锁蛋白-1（ZO-1）]表达情况以评估肠

道屏障功能，采用蛋白质印迹法检测Toll样受体2（TLR2）/髓样分化因子88（MyD88）/核因子-κB（NF-κB）通路蛋白活性。人结直肠

腺癌细胞系Caco-2分为正常组、模型组、NaB组、NaB+沉默组、C29组和NaB+激动剂组，除正常组外，其余5组建立细胞屏障损伤模

型。各组予相应试剂处理。采用Transwell法检测细胞FITC-D渗透率，蛋白质印迹法及免疫荧光染色法检测细胞Occludin、ZO-1、

TLR2、MyD88、NF-κB蛋白表达情况。 结果 丁酸梭菌和NaB干预后，小鼠IBS症状改善，表现为体重增长、4 h排便次数减少、内脏

敏感性降低（均P＜0.05）。丁酸梭菌干预可重塑肠道菌群结构，表现为产丁酸菌丰度增加，粪便丁酸水平上升（P＜0.01）。丁酸梭菌

和NaB干预后血清FITC-D和血浆DAO水平均显著降低（均P＜0.01），Occludin和ZO-1蛋白表达水平和相对表达量均显著升高

（均P＜0.01），TLR2、MyD88和NF-κB相对表达量均显著降低（均P＜0.05）。细胞实验证实NaB通过抑制G蛋白偶联受体109A抑

制TLR2/MyD88/NF-κB通路蛋白表达，促进紧密连接蛋白表达。 结论 丁酸梭菌通过代谢产物丁酸抑制TLR2/MyD88/NF-κB通路

活性，修复IBS肠道屏障功能，为IBS的微生态制剂治疗策略提供理论依据。

【关键词】 肠易激综合征；丁酸盐类；肠道屏障；胃肠道微生物组；Toll样受体2/髓样分化因子88/核因子-κB通路
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肠易激综合征（irritable bowel syndrome，IBS）是临

床常见功能性胃肠病，以腹痛伴排便异常为主要临床表

现，且无可解释症状的器质性病变。可分为腹泻型（di-

arrhea-predominant，IBS-D）、便秘型、混合型和未定型4

个亚型，以IBS-D最为常见[1]。肠道屏障功能受损被认

为是其发生、发展的重要因素[2]，而改善肠道屏障功能可

有效缓解腹痛、腹泻等IBS症状[3-4]。短链脂肪酸（short

chain fatty acids，SCFAs）由肠道微生物发酵未消化食物

而成，主要包含乙酸、丙酸和丁酸。丁酸是肠上皮细胞

主要的供能物质，对维持肠道屏障功能具有重要意

义[5]。临床研究发现，IBS 患者产丁酸菌丰度明显下

降[6]；补充丁酸梭菌后临床症状缓解，其机制可能与肠道

丁酸水平上调、肠道屏障修复有关[7]。Toll样受体（Toll-

like receptors，TLRs）在机体内担任识别病原体相关分子

的重要角色，其可通过髓样分化因子88（myeloid differ-

entiation factor 88，MyD88）激活核因子-κB（nuclear fac-

tor-κB，NF-κB）引发慢性炎症，是肠道屏障免疫稳态的

重要调控因子。在葡聚糖硫酸钠（dextran sulfate sodi-

um salt，DSS）诱导的结肠炎模型中，TLR2表达明显增

加，促炎因子释放，肠道屏障受损[8]，而使用TLR2抑制

剂可逆转这一现象[9]。Zhao等[10]发现，靶向抑制TLR2/

NF-κB通路可抑制促炎细胞因子释放，上调肠上皮紧

密连接蛋白[如闭合蛋白（Occludin）和密封蛋白-1]的表

达。在脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的急性肺受

损模型中，丁酸盐可通过抑制TLR2/MyD88/NF-κB通路

降低促炎因子的积累，减轻组织病理学损伤[11]。本研究

探讨丁酸梭菌及其代谢产物丁酸在抑制TLR2/MyD88/

NF-κB通路、进而修复IBS肠道屏障功能中的作用，旨

在为IBS治疗提供新的药物选择。

1 材料和方法

1.1 实验动物、细胞及菌株 SPF级雄性C57BL/6乳鼠

（出生后1 d）32只、母鼠4只购自杭州医学院，动物生产

许可证号：SCXK（浙）2019-0002，饲养于浙江省中医药

研究院实验动物中心，动物试验许可证号：SYXK（浙）

2019-0010。饲养条件：21~23℃、相对湿度（50%±5%）、

12 h昼夜交替，自由饮水进食。本研究经浙江省中医药

研究院实验动物福利伦理委员会审查通过（批准文号：

浙中研动物伦理审字第[2021]002号）。人结直肠腺癌

细胞系Caco-2购自武汉普诺赛公司（批号：CL-0050），

培养在含10% 胎牛血清和1%双抗的改良伊格尔培养

基中，37 ℃、5% CO2，隔天换液，正常传代。丁酸梭菌购

自上海保藏生物技术中心（批号：ATCC 19398），使用强

化梭菌培养基，37 ℃厌氧静置培养。

1.2 主要试剂 三硝基苯磺酸（trinitrobenzene sulfonic

acid，TNBS）水溶液（0.5 g/L）、丁酸钠（sodium butyrate，

NaB）粉末、LPS冻干粉和异硫氰酸荧光素标记的葡聚

糖（fluorescein isothiocyanate- labelled dextrose dextran，

[zonula occludens-1 (ZO-1) and Occludin] by immunohistochemical staining and Western blot. The protein activities of Toll-

like receptor 2 (TLR2)/myeloid differentiation factor 88 (MyD88)/nuclear factor-κB (NF-κB) signaling pathways were evaluated

through Western blot too. Human colorectal adenocarcinoma cell line Caco-2 was divided into normal group, model group,

NaB group, NaB+ silencing group, C29 group and NaB+ agonist group. Except normal group, a cell barrier injury model was

established in the other five groups. Each group was treated with the corresponding reagent. The Transwell assay was used to

detect the FITC-D permeability of cells, and Western blot as well as immunofluorescence staining were employed to determine

the protein expression levels of Occludin, ZO-1, TLR2, MyD88 and NF-κB. Results After Clostridium butyricum and NaB

intervention, IBS symptoms of mice were improved, manifesting as body weight gain, reduced 4-hour fecal pellet output, and

decreased visceral hypersensitivity (all P＜0.05). Clostridium butyricum reshaped gut microbiota composition, markedly elevating

the abundance of butyrate-producing bacteria and fecal butyrate concentrations (P＜0.01). Furthermore, Clostridium butyricum

and NaB interventions significantly reduced serum FITC-D and plasma DAO levels (all P＜0.01), upregulated protein expression

levels and relative expression quantities of Occludin and ZO-1 (all P＜0.01), and decreased relative expression levels of TLR2,

MyD88 and NF-κB (all P＜0.05), so that intestinal barrier integrity was restored. Cell experiment confirmed that NaB inhibited

protein expression of TLR2/MyD88/NF-κB signaling via the inhibition of G protein-coupled receptor 109A and enhanced tight

junction protein expression. Conclusion Clostridium butyricum restores intestinal barrier function in IBS by suppressing TLR2/

MyD88/NF- κB pathway hyperactivation through its metabolite butyrate, laying the groundwork for developing microbiota-

targeted therapeutics for IBS management.

【Key words】 Irritable bowel syndrome; Butyrates; Intestinal barrier; Gastrointestinal microbiome; Toll-like receptor 2 /

myeloid differentiation factor 88 /nuclear factor-κB signaling pathway
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FITC-D）粉末（使用时配制成相应浓度）购自美国Sigma

公司（批号分别为P2297、303410、L4391和FD4）；二胺

氧化酶（diamine oxidase，DAO）酶联免疫吸附试验（en-

zyme linked immunosorbent assay，ELISA）试剂盒购自武

汉华美生物（批号：CSB-E10090m）；LipofectamineTM3000

转染试剂购自美国Thermo Fisher公司（批号：L3000015）；

TLR2 激动剂 pam3CSK4、TLR2 抑制剂 C29 购自美国

MedChemexpress公司（批号分别为HY-P1180A和HY-

100461）；TLR2、MyD88、NF-κB、Occludin、闭锁小带蛋

白1（zonula occludens-1，ZO-1）和β-肌动蛋白（β-actin）
一抗均购自英国Abcam公司（批号分别为 ab209216、

ab28763、ab207297、ab216327、ab276131 和 ab8227）；免

疫荧光抗体Occludin和ZO-1购自英国Abcam公司（批

号分别为ab216327、ab221547）。

1.3 动物实验

1.3.1 动物分组及处理 32只乳鼠和4只母鼠按随机

数字表法分为正常组、模型组、NaB组和丁酸梭菌组，每

组8只乳鼠和1只母鼠。除正常组外，其余3组乳鼠参

考文献[12]采用慢性应激联合TNBS法建立IBS模型：

出生后第2天起乳鼠和母鼠每天9:00—11:00分离，连续

2周；出生后第22天断奶；出生后第31天小鼠腹腔注射

戊巴比妥（50 mg/kg），麻醉后倒立位固定，肛门内缓慢

注入0.1 mL TNBS溶液。正常组注入等量的0.9%氯化

钠溶液。完成后保持倒立位10 min。第45天后开始药

物干预，NaB组予NaB溶液（溶于0.9%氯化钠溶液，浓度

为20 g/L），丁酸梭菌组予丁酸梭菌悬液（以磷酸缓冲液

重悬，浓度为2×109 CFU/mL），其余两组予0.9%氯化钠

溶液，灌胃体积为0.1 mL/10 g体重，1次/d，连续2周。

1.3.2 模型评价 测量出生后第15、31、45天（干预前）

和59天（干预后）时小鼠体重；出生后第45和59天时，

每只小鼠单独饲养4 h，记录此期间的粪便排出次数；测

定出生后第45、59天时腹壁撤退反射（abdominal with-

drawal reflex，AWR）评分，记录AWR评分=3分时的水体

积，以评估内脏敏感性[13]（水体积与内脏敏感性呈负相

关）。排便次数增多、内脏敏感性升高提示造模成功。

1.3.3 样本采集 第59天禁食水，使用25 g/L的FITC-

D灌胃，0.2 mL/10 g体重；4 h后眼眶静脉丛采集血样，分

离血清和血浆，-80 ℃保存。颈椎脱臼法处死小鼠，剖

腹，收集结肠内粪便；截取结肠组织，一部分10%甲醛固

定后石蜡包埋，另一部分-80 ℃保存。

1.4 细胞分组及处理 将Caco-2按5×105个/孔的密

度接种于12孔板，分正常组、模型组、NaB组、NaB+沉默

组、C29组和NaB+激动剂组。除正常组外，其他5组

以含LPS（1 mg/L）的培养基培养6 h以诱导炎症，模拟

屏障损伤[14]。按 LipofectamineTM3000 转染试剂说明书

方法对NaB+沉默组细胞中G蛋白偶联受体（G protein

coupled receptor，GPR）109A基因进行沉默表达，引物

正向序列：5'-GCTTCCTGGTCATCGTCTTC-3'，反向：

5'-AGGTAGGCGATGATGGTGAA-3'。NaB 组和 NaB+

沉默组以含5 μmol/L NaB的培养基培养，C29组以含

5 μmol/L C29的培养基培养，NaB+激动剂组以含5 μmol/L

NaB和0.6 μmol/L pam3CSK4的培养基培养。24 h后收

集各组细胞用于后续检测。

各组细胞另接种于Transwell培养板上侧室，正常

培养11 d，待形成单层细胞后，除正常组外，其余5组更

换为含LPS（1 mg/L）的培养基，并同样上述药物处理，培

养12 h后上侧室更换为含FITC-D（1 g/L）的培养基，下

侧室加入0.6 mL的Hank平衡盐溶液，37 ℃孵育1 h后

检测FITC-D渗透率，以评估单层细胞的通透性[14]。

1.5 检测指标

1.5.1 小鼠粪便16S rRNA序列检测 取各组小鼠粪便

样本，使用Illumina NovaSeq PE250对 16S rRNA的V3-

V4可变区进行扩增子测序，使用Fastp软件对原始数据

进行质控和过滤，以97%的一致性阈值进行聚类，序列

数据分析采用QIIME v2.0平台和R 4.0.2软件。统计菌

群组成分布和生物多样性，采用线性判别分析（linear

discriminant analysis，LDA）、主成分分析（posterior com-

municating artery，PCoA）检测组间差异。

1.5.2 小鼠粪便丁酸水平检测 采用高效液相色谱

法。取各组小鼠粪便样本，100 mg/只，加入1 mL盐酸溶

液（0.1 mol/L），涡旋混合5 min，超声提取10 min（功率

300 W，25 ℃），12 000 r/min 离心 15 min，取上清液过

0.22 μm有机滤膜。色谱条件：流动相磷酸盐缓冲液

（0.05 mol/L KH2PO4，pH 2.5）-乙腈（体积比为85∶15），流

速1.0 mL/min，柱温30 ℃，进样量20 μL，运行15 min，检

测波长210 nm。

1.5.3 小鼠肠上皮通透性评估 采用荧光分光光度计

检测各组小鼠血清荧光强度，根据FITC-D标准曲线计

算血清FITC-D水平。按DAO ELISA试剂盒说明书方

法检测各组小鼠血浆DAO水平。

1.5.4 小鼠结肠组织病理变化检测 采用苏木精-伊

红（hematoxylin-eosin，HE）染色。取各组小鼠结肠组织

石蜡块，切5 μm厚片，脱蜡、水化后行常规HE染色，光

学显微镜下观察组织病理变化。

1.5.5 小鼠结肠组织中Occludin、ZO-1、TLR2和MyD88

表达水平检测 采用免疫组织化学染色。取石蜡切
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片，5%胎牛血清孵育后，加入一抗4 ℃孵育过夜，加

入二抗 37 ℃孵育 30 min，二氨基联苯胺显色，光学显

微镜成像，计算平均光密度值，以平均光密度值表示

Occludin、ZO-1、TLR2和MyD88表达水平。

1.5.6 6 组细胞 FITC-D 渗透率检测 采用 Transwell

法。使用荧光分光光度计分别测量Transwell上、下侧

室中的荧光强度，计算FITC-D渗透率。

1.5.7 6组细胞Occludin和ZO-1表达水平检测 采用

免疫荧光染色。各组细胞使用4%多聚甲醛固定，制成

10 μm冷冻切片后行常规免疫荧光染色，共聚焦激光扫

描显微镜测量荧光面积，以荧光面积表示Occludin和

ZO-1表达水平。

1.5.8 小鼠和细胞中Occludin、ZO-1、TLR2、MyD88和

NF-κB相对表达量检测 采用蛋白质印迹法。各样本

加入细胞裂解液，冰上裂解后离心，收集上清液并对蛋

白质定量，聚丙烯酰胺凝胶电泳、转膜后，一抗4 ℃孵育

过夜，二抗室温孵育30 min，增强型化学发光显色，Im-

ageJ软件测定条带灰度值，以β-actin为参照，计算蛋白

相对表达量。

1.6 统计学处理 使用 SPSS 26.0 和 Graghpad Prism

9.4.1统计软件。计量资料以 表示，多组间比较采用

单因素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验，同组

干预前后比较采用配对样本 t检验。P＜0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 IBS小鼠模型评价及4组小鼠IBS症状比较 相比

正常小鼠，45 d 时模型小鼠体重变化不大[（16.81±

1.70）g比（17.98±2.02）g，t=1.695，P=0.118）]，4 h排便

次数显著增多[（6.125±1.296）次比（1.625±0.916）次，t=

5.669，P＜0.001）]，AWR评分=3分时注水量明显减少

[（1.983±0.220）mL 比（3.575±0.292）mL，t=10.820，

P＜0.001）]，表明内脏敏感性明显升高，提示造模成

功。相比模型组，NaB组和丁酸梭菌组小鼠体重增加

量均显著升高，内脏敏感性显著降低，4 h排便次数显

著减少，差异均有统计学意义（均P＜0.05），见图1。

2.2 4组小鼠肠道菌群及粪便丁酸水平比较 相比正

常组，模型组小鼠厚壁菌门/拟杆菌门（Firmicutes/Bacte-

roidota，F/B）降低；可检测到的种下单元（operational tax-

onomic unit，OTU）数减少，LDA提示有害菌如Strepto-

coccaceae和Enterococcaceae等丰度显著增加；相比模型

组，丁酸梭菌组和NaB组F/B升高，OTU数量增加；NaB

组产丁酸菌（Ruminococcaceae和Butyricicoccaceae）、丁

酸梭菌组产丁酸菌（Lachnospiraceae 和 Butyricicoccus）

丰度显著增加。PCoA可见模型组与正常组菌群结构存

在显著差异，丁酸梭菌组菌群结构向正常转归，见图2

（插页24-1）。相比正常组，模型组粪便丁酸水平显著

下降；相比模型组，NaB组和丁酸梭菌组粪便丁酸水平

显著升高（均P＜0.01），见图3。

2.3 4组小鼠肠道屏障功能比较 HE染色结果显示4

组小鼠结肠组织均未见显著病理变化，符合IBS功能性

疾病的特点，模型组局部隐窝排列稍紊乱。ELISA结果

显示，相比正常组，模型组小鼠血清FITC-D水平及血浆

DAO水平均显著升高；相比模型组，NaB组、丁酸梭菌组

血清FITC-D水平及血浆DAO水平均显著降低，差异均

有统计学意义（均P＜0.05），见图4A-B。免疫组织化学

染色和蛋白质印迹法结果均显示，相比正常组，模型组

小鼠Occludin和ZO-1蛋白表达水平和相对表达量均显

著下降；相比模型组，NaB组和丁酸梭菌组Occludin和

ZO-1蛋白表达水平和相对表达量均显著上升，差异均

注：IBS为肠易激综合征；AWR为腹壁撤退反射；NaB为丁酸钠；与正常组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.05；与同组干预

前比较，cP＜0.01。

图1 4组小鼠IBS症状比较（A：干预期间4组小鼠体重增加量比较；B：干预前后4组小鼠内脏敏感性比较；C：干预前后4组小鼠

4 h排便次数比较）
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有统计学意义（均P＜0.05），见图4C-E。

2.4 4 组小鼠 TLR2/MyD88/NF-κB 通路蛋白表达比

较 免疫组织化学染色结果显示，相比正常组，模型组

小鼠结肠组织TLR2和MyD88蛋白阳性染色面积明显

增多（主要见上皮区域），平均光密度值显著升高，即蛋

白表达水平显著升高；相比模型组，NaB组和丁酸梭菌

组TLR2和MyD88蛋白表达水平显著降低，差异均有统

计学意义（均P＜0.01），见图5。蛋白质印迹法结果提

示，相比正常组，模型组TLR2、MyD88和NF-κB蛋白相

对表达量均显著增加；相比模型组，NaB组和丁酸梭菌

组TLR2、MyD88和NF-κB蛋白相对表达量水平均显著

降低，差异均有统计学意义（均P＜0.01），见图6。

2.5 6组细胞上皮屏障功能比较 相比正常组，模型组

FITC-D渗透率显著升高（P＜0.01），Occludin和ZO-1蛋

白表达水平均显著下降（均P＜0.01）；相比模型组，NaB

组和C29组FITC-D渗透率均显著降低（均 P＜0.05），

Occludin 和 ZO-1 蛋白表达水平均显著上升（均 P＜

0.05），提示NaB和C29可能逆转LPS导致的炎症刺激；

相比NaB组，NaB+沉默组和NaB+激动剂组FITC-D渗

透率显著升高（均P＜0.05），Occludin和ZO-1蛋白表达

水平均下降（均P＜0.05），提示沉默GPR109A基因或使

用pam3CSK4后，NaB对紧密连接蛋白的促表达作用被

削弱。见图7。

2.6 6组细胞TLR2/MyD88/NF-κB通路蛋白相对表达

量比较 相比正常组，模型组TLR2、MyD88和NF-κB
蛋白相对表达量均显著上升（均P＜0.01）；相比模型组，

NaB组和C29组TLR2、MyD88、NF-κB蛋白相对表达量

均显著降低（均P＜0.01）；相比NaB组，NaB+沉默组和

NaB+激动剂组TLR2、MyD88、NF-κB蛋白相对表达量

均显著升高（均P＜0.01），提示NaB的抑制作用被显著

削弱，见图8。

3 讨论

消化道作为机体与外部环境相互作用的广泛界

面，其表面积高达40 cm2，而肠道屏障在保护内部环

注：NaB为丁酸钠；FITC-D为异硫氰酸荧光素标记的葡聚糖；DAO为二胺氧化酶；Occludin为闭合蛋白；ZO-1为闭锁小带蛋白

1；β-actin为β-肌动蛋白；与正常组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.05，cP＜0.01。

图4 4组小鼠肠道屏障功能比较（A：4组小鼠血清FITC-D水平；B：4组小鼠血浆DAO水平；C：4组小鼠结肠组织Occludin和ZO-

1表达水平；D：蛋白电泳图；E：4组小鼠结肠组织Occludin和ZO-1相对表达量）
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图3 4组小鼠粪便丁酸水平比较
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境免受病原体和抗原的侵袭方面起着关键作用。多项

研究证实IBS与屏障功能障碍有关，透射电镜下IBS患

者存在肠上皮黏附连接扩张、微绒毛长度和微绒毛间

距离改变[15]；IBS-D和感染后IBS患者中分别有37%~

62%和16%~50%存在肠上皮通透性升高[16]，且屏障功

能损伤程度与腹泻严重程度呈正相关；补充谷氨酰胺

能降低通透性，改善IBS症状[17]，提示修复肠道屏障功

能可作为IBS治疗靶点。

本研究通过检测肠道菌群及其代谢物丁酸以探索

丁酸梭菌修复肠道屏障的机制。16S rRNA测序结果显

注：NaB为丁酸钠；C29为Toll样受体2抑制剂；FITC-D为异硫氰酸荧光素标记的葡聚糖；Occludin为闭合蛋白；ZO-1为闭锁小

带蛋白1；与正常组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.05，cP＜0.01；与NaB组比较，dP＜0.05，eP＜0.01。

图7 6组细胞上皮屏障功能比较（A：6组细胞FITC-D渗透率；B：6组细胞Occludin和ZO-1荧光面积）
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注：NaB为丁酸钠；TLR2为Toll样受体2；MyD88为髓样分化因子88；NF-κB为核因子-κB；β-actin为β-肌动蛋白；C29为TLR2

抑制剂；与正常组比较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01；与NaB组比较，cP＜0.01。

图8 6组细胞TLR2/MyD88/NF-κB通路蛋白表达比较（A：蛋白电泳图；B：6组细胞TLR2、MyD88、NF-κB蛋白相对表达量）

注：NaB为丁酸钠；TLR2为Toll样受体2；MyD88为髓样分化因子88；NF-κB为核因子-κB；β-actin为β-肌动蛋白；与正常组比

较，aP＜0.01；与模型组比较，bP＜0.01。

图6 4组小鼠结肠组织TLR2/MyD88/NF-κB通路蛋白表达比较（A：蛋白电泳图；B：TLR2、MyD88、NF-κB蛋白相对表达量）
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图5 4组小鼠结肠组织TLR2、MyD88蛋白表达水平比较
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示IBS模型肠道菌群失调，表现为F/B降低、生物多样性

下降、有害菌丰度增加；丁酸梭菌干预后上述菌群失调

状况得到有效改善，表现为粪便丁酸水平上升，肠上皮

通透性降低，紧密连接蛋白表达上调。F/B变化是肠道

菌群失调的标志，F/B降低与结肠炎[18]、抑郁症[19]等有

关，可能与SCFAs尤其是丁酸的生成减少以及LPS积累

引起的免疫炎症反应相关[20]。厚壁菌门是人类肠道微

生物群中的重要组成，在SCFAs生成中具有关键作用。

丁酸盐是肠上皮细胞的主要能量来源，对维持肠道屏障

完整性至关重要[5]。临床研究发现IBS患者粪便丁酸水

平较低，粪菌移植治疗后其粪便丁酸水平升高、IBS症

状改善[21]。此外，调节肠道菌群结构促进丁酸盐产生，

可调节炎症因子表达，从而增加肠道跨上皮电阻、改善

肠屏障功能[22]。因此，推测丁酸梭菌通过其代谢产物丁

酸盐发挥修复IBS肠道屏障功能的作用。

本研究还发现，NaB干预下TLR2、MyD88、NF-κB
等通路蛋白表达下调，紧密连接蛋白表达上调，其效果

与TLR2抑制剂C29相当；沉默GPR109A或使用TLR2激

动剂pam3CSK4可阻断NaB的屏障修复作用。因此推

测NaB可能通过GPR109A抑制TLR2/MyD88/NF-κB通

路发挥肠道屏障修复作用。TLR2/MyD88/NF-κB通路

是肠道免疫稳态的重要调控因子。研究发现IBS-D患

者肠道TLR2及其下游MyD88水平明显高于健康者[23]；

伴有抑郁的IBS患者TLR2/4水平显著高于无抑郁者和

对照组，可能与低度炎症相关[24]。在镉引起的肠道损伤

模型中，TLR2/NF-κB通路被激活，白细胞介素（inter-

leukin，IL）-1β和肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，

TNF）-α表达升高，Occludin表达受抑[25]。在LPS诱导的

肠炎模型中，抑制TLR2/NF-κB通路可上调IL-10，下调

TNF-α、IL-8，恢复ZO-1和Occludin的表达，修复肠道屏

障[26]。因此，TLR2/MyD88/NF-κB通路可能是修复肠道

屏障的潜在靶点。

丁酸是GPR109A的天然配体，通过结合GPR109A，

TLR4/NF-κB激活受到抑制，Occludin表达上调，肠道屏障

得到显著改善[27]。在肠炎模型中，NaB可通过GPR109A

抑制组蛋白去乙酰化酶3/NF-κB炎症信号，上调紧密连

接蛋白，修复肠道屏障[28]。在肠缺血/再灌注损伤模型

中，丁酸通过抑制高迁移率族蛋白B1/TLR4/MyD88通

路，上调紧密连接蛋白、减少黏膜损伤[29]。此外，NaB还

可通过下调TLR-2/NF-κB/活性氧/ND样受体热蛋白结

构域蛋白3信号抑制炎症，减少细胞焦亡[30]。

综上所述，IBS模型小鼠存在内脏敏感性异常、排

便次数增加以及肠道屏障功能障碍，经丁酸梭菌治疗后

IBS相关症状改善、受损的肠道屏障得以修复，证明了

靶向肠道屏障作为IBS治疗策略的可行性，为临床干预

提供了新的调控靶点。本研究系统阐明了丁酸梭菌通

过代谢产物丁酸激活GPR109A受体，抑制TLR2/MyD88/

NF-κB通路异常活化，进而上调紧密连接蛋白表达、维

持肠上皮通透性，修复肠道屏障功能、改善IBS的分子

机制，为IBS的微生态制剂研发提供了理论依据。
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