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鼠李糖乳杆菌和乳双歧杆菌的复合益生菌粉
对小鼠免疫功能的影响及其食用

安全性的研究
赵文婷，陈智仙，张海波*

（安琪纽特股份有限公司，湖北宜昌 443000）

摘　要：为研究鼠李糖乳杆菌和乳双歧杆菌的复合益生菌粉对小鼠免疫力的影响及其食用安全性。该研究分别将

低、中、高剂量（1.00、0.67、0.34 g/kg BW）以及溶剂对照组（蒸馏水）的复合益生菌粉每天经口灌胃给小鼠，

连续 30 d，观测脏器/体重比值、细胞免疫功能、体液免疫功能、单核-巨噬细胞功能、NK 细胞活性等指标，以此

评价复合益生菌粉对小鼠免疫功能的影响。此外，采用大鼠急性毒性试验、遗传毒性试验（小鼠骨髓细胞微核试

验、小鼠精子畸形试验、Ames 试验）和大鼠 30 d 喂养试验进行食用安全性研究。结果表明，与阴性对照组相

比，高剂量组小鼠迟发型变态反应（DTH）、抗体细胞生成（PFC）、血清溶血素水平、小鼠碳廓清吞噬指数等

指标均有显著提升（P<0.05），中剂量组小鼠碳廓清吞噬指数也有显著提升（P<0.05），但低剂量组并未表现出

明显差异。此外，小鼠骨髓细胞微核试验、小鼠精子畸形试验、Ames 试验三项结果均为阴性；大鼠 30 d 喂养试

验中，试验剂量在 0.84~3.34 g/kg BW 范围内，大鼠的生长发育良好，各指标与溶剂对照组比较，均无显著性差异

（P>0.05）。所以，鼠李糖乳杆菌和乳双歧杆菌复合益生菌粉能够增强小鼠免疫力且无急性毒性、遗传毒性和亚

急性毒性，具有较高的食用安全性。
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Effect of Compound Probiotic Powder of Lactobacillus rhamnosus and
Bifidobacterium lactis on the Immune Function of Mice

and Its Edible Safety
ZHAO Wenting，CHEN Zhixian，ZHANG Haibo *

（Angel Nutritech Co., Ltd., Yichang 443000, China）

Abstract：In order to explore the effect of the compound probiotic powder of Lactobacillus rhamnosus and Bifidobacterium
lactis on the immunity of mice and its food safety. In this study, low, medium and high doses (1.00, 0.67, 0.34g/kg BW) of
compound probiotic powder were orally administered to mice to observe the organ/weight ratio, cellular immune function,
humoral immune function, monocyte-macrophage function, NK cell activity and other indicators, comprehensively evaluate
the  effect  of  compound  probiotic  powder  on  the  immune  function  of  mice  for  30  d.  In  addition,  rat  acute  toxicity  test,
genetic  toxicity  test  (mouse  bone  marrow  cell  micronucleus  test,  mouse  sperm  deformity  test,  Ames  test)  and  30-day
feeding test for rats were used for food safety research. The results showed that, compared with the negative control group,
the high-dose group mice had significantly increased delayed-type hypersensitivity (DTH), antibody cell production (PFC),  
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serum  hemolysin  levels,  and  the  phagocytosis  index  of  carbon  clearance  in  mice  (P<0.05),  the  carbon  clearance  and
phagocytosis index of mice in the middle-dose group also increased significantly(P<0.05), but the low-dose group did not
show a significant difference. In addition, the results of the mouse bone marrow cell  micronucleus test,  the mouse sperm
abnormality test, and the Ames test were all negative. In the rat feeding test for 30 days, the test dose was in the range of
0.84~3.34  g/kg  BW,  and  the  growth  of  the  rat  was  well  developed,  there  was  no  significant  difference  in  each  index
compared  with  the  solvent  control  group  (P>0.05).  The  growth  and  development  of  rats  were  good,  and  there  was  no
significant difference in each index compared with the solvent control group (P>0.05). Therefore, the compound probiotic
powder  of Lactobacillus  rhamnosus and Bifidobacterium  lactis could  enhance  immunity  without  acute  toxicity,  genetic
toxicity and subacute toxicity, and had high edible safety.

Key words：Lactobacillus rhamnosus；Bifidobacterium lactis；compound probiotic powder；immunity；edible safety

 

免疫力简言之就是身体抵抗病原微生物入侵的

能力。但现在人们的很多生活习惯都使免疫力降低，

如生活压力变大使得人们过度紧张焦虑、长期熬夜

导致睡眠不足、营养不均衡、吸烟酗酒、长期缺乏健

身运动、太爱干净、滥用药物等。由此可见，提升免

疫力对保持身体健康至关重要[1−3]。

益生菌一词最初源于希腊语，是“有益于生命”

的意思，与抗生素定义恰恰相反，抗生素的字面意思

是“不利于生命”。专家将益生菌定义为“活的微生

物，当摄入足够的数量时，对宿主能带来健康益处”[4]。

与免疫系统的相互作用是益生菌的一个重要机制[5−6]。

人体免疫细胞的 70%~80% 位于胃肠道[7−9]，肠道微

生物在机体形成免疫能力的过程中发挥重要作用[10−14]。

益生菌与免疫细胞相互作用的能力，可能增强机体对

感染的抵抗力并增加耐受性，降低潜在过敏症状[15]。

研究证明，鼠李糖乳杆菌 LGG 的纯化菌毛可以与树

突细胞上的特定基序（DC-SIGN）相互作用，以增加

细胞因子如 IL-12 的表达；LGG 还能够通过减少单

核细胞上炎症标志物的表达，并通过增加巨噬细胞中

白细胞介素 10、白细胞介素 12 和肿瘤坏死因子-
α 的产生来增强免疫应答[16−17]。此外，鼠李糖乳杆

菌 LGG 基因组含有一个特定的 CpG 基序，命名为

ID35，它可以在体外以及卵白蛋白致敏小鼠过敏模

型中刺激 Th 1 应答[18−19]。乳双歧杆菌 Bi-07 也被证

实能够增强免疫力。有研究发现，乳双歧杆菌 Bi-
07 可以通过改善单核细胞和粒细胞的吞噬活性提升

老年人的免疫力[20−21]，Bi-07 还可以减少肠道细菌易

位的发生、降低炎症因子的表达，从而增强机体免疫

力[22]。但目前对鼠李糖乳杆菌和乳双歧杆菌复合益

生菌粉对小鼠免疫功能的影响及食用安全性方面的

研究还较为罕见。

本文研究了鼠李糖乳杆菌和乳双歧杆菌复合益

生菌粉对免疫功能的影响及食用安全性，观测脏器/
体重比值、细胞免疫功能、体液免疫功能、单核-巨噬

细胞功能、NK 细胞活性以及急性毒性、遗传毒性和

亚急性毒性等指标，为进一步开发、应用鼠李糖乳杆

菌和乳双歧杆菌复合益生菌粉提供一定的理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

SPF 级昆明种雄性小白鼠、SPF 级 SD 大鼠、昆

明种小鼠　西安交通大学医学院试验动物中心，

SPF 级昆明种雄性小白鼠（质量合格证号：6100

1700003079、61001700003097、61001700003603、61

001700003577、61001700003636）用于改善免疫力

相关试验。SPF 级 SD 大鼠（质量合格证号：6100

1700003129、61001700003149）和昆明种小鼠（质量

合格证号：61001700003144、61001700003146）用于

食用安全性相关试验，许可证号为 SYXK（陕）2018-

009，温度 20~25 ℃，相对湿度 45%~65%；鼠李糖乳

杆菌、乳双歧杆菌复合益生菌粉　安琪酵母股份有

限公司；绵羊红细胞（SRBC）、鸡红细胞、YAC-1 细

胞、鼠伤寒沙门氏菌突变型（TA97、TA98、TA100、

TA102）　Molecular Toxicology 公 司；甲醇、丙酮、

酸性异丙醇、甲醛、乳酸锂、硝基氯化四氮唑（INT）、

吩嗪二甲酯硫酸盐　分析纯，国药集团；青霉素、链

霉素、氧化型辅酶 I　上海一基实业有限公司；印度

墨汁、Hank’s 液、MTT、ConA、RPMI1640 培养液、

2-ME、台酚蓝、补体（豚鼠血清）、Gimsa 染液　北京

索莱宝科技有限公司；敌克松、1,8-二羟基蒽醌、叠氮

化钠、2-氨基芴、大鼠肝微粒体酶（S-9）、小牛血清　

Sigma 公司；环磷酰胺　分 析纯，上海华联制药有限

公司。

酶标仪（Epoch）　美国 BioTek 公司；BS-420 生

化分析仪　深圳迈瑞有限公司；DR-6000 紫外分光

光度计　Sigma 公司；BC-2800vet 血细胞分析仪、生

物显微镜　上海精密仪器仪表有限公司；BSA 124S
电子天平　德国赛多利斯公司；BPN-150CRH（UV）

细胞培养箱　上海一恒科学仪器有限公司；SW-CJ-
2D 超净工作台　苏州净化公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   复合益生菌粉的制备　向经过冷冻干燥的鼠

李糖乳杆菌 LGG 和乳双歧杆菌 Bi-07 菌粉中，添加

一定量的烘干后的食品级辅料（5% 果糖、2% 低聚果

糖、10% 麦芽糊精）后混合，得到该复合益生菌粉。1 g
益生菌粉含鼠李糖乳杆菌 LGG 和乳双歧杆菌 Bi-
07 菌分别为 4.0×109、2.0×109 CFU。 

1.2.2   免疫功能实验　 

1.2.2.1   动物分组及处理　将 200 只雄性小鼠随机

分为五大组（分 8 项试验），每组 40 只，并将每大组
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随机分为 4 小组，每小组 10 只。设置高、中、低剂量

组，即 1.00、0.67、0.34 g/kg BW 三个组，并设溶剂对

照组（蒸馏水）。各组小鼠按剂量设计每天灌胃复合

益生菌粉一次，灌胃容量均为 20 mL/kg BW，连续灌

胃 30 d 后进行各项免疫指标测定，期间自由进食进

水，本次实验严格遵守动物试验相关国标。 

1.2.2.2   淋巴器官比重测定　10 只小鼠称重，取小鼠

胸腺以及脾脏称重。计算胸腺/体重比值及脾脏/体
重比值。 

1.2.2.3   DTH 测定　给复合益生菌粉第 26 d，10 只

小鼠腹腔注射 0.2 mL 体积分数为 2% 的绵阳红细胞

（SRBC）溶液，致敏动物，致敏后第 4 d，每只鼠左后

足跖皮下注射 20 μL 体积分数为 20% 的 SRBC 溶

液进行攻击。并于攻击前和攻击后 24 h 分别测量每

只鼠左后足跖同一部位厚度，同一部位测三次，取平

均值。计算攻击前、后的足跖厚度差值来表示 DTH
值[23]。 

1.2.2.4   ConA 诱导的小鼠脾淋巴细胞转化试验（MTT

法）　无菌摘取小鼠脾脏制备成单细胞悬液，按照

MTT 法测定 OD 值[24]。 

1.2.2.5   抗体生成细胞检测（Jerne 改良玻片法）　

10 只小鼠腹腔注射 0.2 mL 体积分数为 2% 的 SRBC
溶液，免疫 4 d 后取出小鼠脾脏制成单细胞悬液，用

200 目筛网过滤。将细胞浓度调整为 5×106 个/mL，
与等量 2 倍浓度的 Hank’s 液（pH7.2）混合，分装小试

管，每管体积 0.5 mL，再向管内加 50 μL 10% SRBC、

20 μL 脾细胞悬液，迅速混匀，倾倒于己刷琼脂糖薄

层的玻片上，待琼脂凝固后，将玻片水平扣放在片架

上，放入二氧化碳培养箱中培养 1.5 h，然后用 SA 缓

冲液稀释的补体（1:8）加入玻片架凹槽内，继续培养

1.5 h 后，计数溶血空斑数[25]。 

1.2.2.6   血清溶血素的测定　给复合益生菌粉第 26 d，
10 只小鼠腹腔注射 0.2 mL 体积分数为 2% 的 SRBC
溶液，免疫后第 4 d 摘眼球采血，分离血清。用生理

盐水将血清倍比稀释，将不同稀释度的血清分别置于

微量血凝板内，每孔 100 μL，再加入 100 μL 0.5%（v/v）
的 SRBC 悬液，混匀，装入湿润的平盘内加盖，37 ℃
培养 3 h 后进行血清溶血素测定。记录血球凝集度，

计算相应抗体积数[26]。 

1.2.2.7   小鼠碳廓清试验　各组小鼠尾静脉注射用

生理盐水 4 倍稀释的印度墨汁 10 mL/kg BW。每只

小鼠在注射墨汁后 2 和 10 min 分别通过眼内眦静脉

丛各取血 20 μL，并迅速加入到 2 mL 浓度为 0.1%
的 Na2CO3 溶液中摇匀。以 Na2CO3 溶液作空白对

照。紫外可见分光光度计测试 600 nm 波长处光密

度值（OD）。将小鼠处死后取肝脏和脾脏，用滤纸吸

干脏器表面血污，分别称重计算吞噬指数（a）[27]。 

1.2.2.8   小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞试验　各

组小鼠均腹腔注射 1 mL 体积分数为 20% 的鸡红细

胞悬液，间隔 30 min 乙醚麻醉后颈椎脱臼处死小鼠，

经腹腔注入 2 mL 生理盐水。转动鼠板 1 min 后吸

出腹腔洗液 1 mL 平均分滴于 2 片载玻片上，放入搪

瓷盒内，37 ℃ 温育 30 min。后再用生理盐水洗涤，

以 1:1 的丙酮甲醇溶液固定，4%（v/v）Giemsa-磷酸

缓冲液染色，再用蒸馏水漂洗、晾干。显微镜下观察

100 个巨噬细胞，计数吞噬鸡红细胞的巨噬细胞数和

巨噬细胞吞噬的鸡红细胞总数及其被消化的程度[28]，

按公式求出吞噬率、吞噬指数：

吞噬率（%）=吞噬鸡红细胞的巨噬细胞数/计数

的巨噬细胞数×100
吞噬指数=被吞噬的鸡红细胞总数/计数的巨噬

细胞数 

1.2.2.9   NK 细胞活性测定（乳酸脱氢酶 LDH 法）　

将 YAC-1（靶细胞）进行传代培养，调整细胞浓度为

4×105 个/mL。小鼠无菌取脾，制成单细胞悬液（效应

细胞），裂解红细胞后调整细胞浓度为 2×107 个/mL。
按照靶细胞和效应细胞比为 50:1 将 YAC-1 细胞和

脾细胞各 100 μL、靶细胞自然释放孔加靶细胞和培

养液各 100 μL、靶细胞最大释放孔加靶细胞和 1%
NP40 各 100 μL 加入 U 型 96 孔培养板，上述各项

均设三个平行孔，放置培养箱中 37 ℃ 培养 4  h。
1500 r/min，5 min 离心，每孔吸取上清 100 μL 置平

底 96 孔培养板中，同时加入 LDH 基质液 100 μL，根
据室温反应 8 min，每孔加入 l mol/L 的盐酸 30 μL，
在酶标仪 490 nm 处测定光密度值（OD）[29]。 

1.2.3   急性毒性实验　选用 SD 大鼠 20 只，体重 180~
220 g，雌、雄各半。按最大耐受剂量法设 20.0 g/kg
BW 为灌胃剂量（相当于人体推荐用量的 600 倍）。

称取 100.0 g 复合益生菌粉加蒸馏水至 100 mL，混
合均匀，配制成 100% 的混悬液备用。动物禁食

16 h，不禁水，灌胃体积按 20 mL/kg BW，一次经口灌

胃给予混悬液。灌胃后连续观察 14 d 内大鼠的中毒

症状及死亡情况，试验开始、7 及 14 d 称量大鼠体

重，试验结束后乙醚麻醉并颈椎脱臼处死大鼠，作大

体解剖[30]。 

1.2.4   遗传毒性试验　 

1.2.4.1   动物分组及处理　选取昆明种小鼠 50 只，

体重 25~30 g，雌雄各半。将小鼠随机分为 5 组，每

组 10 只，雌雄各半。设 10.0、5.0、2.5 g/kg BW 三个

剂量组，另设溶剂对照组（蒸馏水）及环磷酰胺阳性对

照组（CP，40 mg/kg BW）。分别称取 10.0、5.0、2.5 g
复合益生菌粉加蒸馏水至 20 mL，混合均匀，分别配

制成 50.0%、 25.0%、 12.5% 的混悬液。另取 CP
0.04 g 加蒸馏水至 20 mL，溶解均匀备用。灌胃体积

按 20 mL/kg BW，试验采用 30 h 灌胃法，两次间隔

24 h，于第二次给样品后 6 h 乙醚麻醉后颈椎脱臼处

死动物，取股骨骨髓涂片，固定，Giemsa 染色后，在油

镜下每只小鼠计数 1000 个嗜多染红细胞（PCE）中的

微核细胞数，计算微核的千分率。观察 200 个嗜多
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染红细胞中成熟红细胞数，并计算嗜多染红细胞与成

熟红细胞的比值（PCE/NCE）。
选取雄性昆明种小鼠 50 只，体重 25~35 g，将小

鼠随机分为 5 组，每组 10 只动物。设 10.0、5.0、
2.5 g/kg BW 三个剂量组，另设溶剂对照组（蒸馏水）

及环磷酰胺阳性对照组（CP，40 mg/kg BW）。分别

称取 10.0、5.0、2.5 g 复合益生菌粉加蒸馏水至 20 mL，
混合均匀，分别配制成 50.0%、25.0%、12.5% 的混悬

液。另取 CP 0.04 g 加蒸馏水至 20 mL，溶解均匀，

备用。灌胃体积按 20 mL/kg BW，每日一次，连续 5 d，
首次给样品后 35 d，乙醚麻醉后颈椎脱臼处死动物，

取双侧附睾进行制片，甲醇固定，1% 伊红染色后，在

高倍镜下每只动物计数 1000 条完整精子，记录精子

畸形数、畸形类型并计算精子畸形率。 

1.2.4.2   Ames 试验（平板掺入法）　用多氯联苯诱导

的大鼠肝微粒体酶（S-9）作为体外代谢活化系统，用

间接致突变物（10 μg/皿 2-氨基芴用于 TA97、TA98、
TA100，50 μg/皿 1，8-二羟基蒽醌用于 TA102 菌）测

定 S-9 活性。试验采用 TA97、TA98、TA100、TA102
四种菌株，样品设 5000、1000、200、40、8 μg/皿五个

剂量组及溶剂对照组、自发回变组和阳性对照组。

称取 1.00 g 复合益生菌粉，加蒸馏水至 20 mL，混合

均匀即为最高工作浓度为 5% 的混悬液，稀释即得其

余所需浓度混悬液。试验时分别取各浓度混悬液

100 μL 加入平皿即为样品各剂量。高压蒸汽灭菌

（0.103 MPa，20 min）。在加+S-9 和不加-S-9 的试验

条件下进行平板掺入法试验。每组作三个平行皿，重

复试验一次。-S-9 阳性对照物（不加 S-9）：TA100
用 1.5 μg/皿的叠氮化钠，其余的三个菌株均采用

50.0  μg 皿的敌克松；+S-9 阳性对照物（加 S-9）：
TA102 用 50.0 μg/皿的 1，8-二羟基蒽醌，其余三个

菌株均采用 10.0 μg/皿的 2-氨基芴。每皿加入阳性

对照的体积为 0.1 mL[30]。 

1.2.4.3   小鼠骨髓细胞微核试验　取小鼠股骨骨髓

涂片，Giemsa 染色后，在显微镜下每只小鼠计数 1000
个嗜多染红细胞（PCE）中的微核细胞数，计算微核的

千分率。观察 200 个嗜多染红细胞中成熟红细胞

数，并计算嗜多染红细胞与成熟红细胞的比值

（PCE/NCE）[30]。 

1.2.4.4   小鼠精子畸形试验　取小鼠双侧附睾进行

制片，甲醇固定，1% 伊红染色后，在显微镜下每只动

物计数 1000 条完整精子，记录精子畸形数、畸形类

型并计算精子畸形率[30]。 

1.2.5   30 d 喂养试验　选用离乳 SD 大鼠 80 只，雌

雄各半，体重为 65~92 g。将大鼠随机分为 4 组，每

组 20 只，雌雄各半。设 3.34、1.67、0.84 g/kg BW 三

个剂量组（分别相当于人体推荐用量 100、50、25
倍），另设溶剂对照组（蒸馏水）。分别称取 33.4、
16.7、8.4 g 样品加蒸馏水至 100 mL，混合均匀，分别

配制成 33.4%、16.7%、8.4% 的混悬液备用。各组

按 10 mL/kg BW 每日经口灌胃一次，连续灌胃 30 d。
每天观察 SD 大鼠的一般表现、行为、中毒症状及死

亡，每周称一次体重和二次食物摄入量，根据食物摄

入量，计算每周及总的食物利用率。试验结束称量禁

食 16 h 后的大鼠空腹体重，乙醚麻醉后采血并处死

动物。测定血液学指标（血红蛋白、红细胞计数、白

细胞计数及分类记数等）以及血液生化学指标（谷草

转氨酶、谷丙转氨酶、血清尿素、总蛋白、白蛋白、白/
球、总胆固醇、肌酐、甘油三酯、血糖），解剖动物观

察内脏改变，称肝、肾、脾、睾丸湿重值[30]。 

1.3　数据处理

小鼠骨髓细胞微核试验采用卡方检验，小鼠精

子畸形试验采用秩和检验，其余试验数据应用 SPSS
统计软件进行单因素方差分析。上述统计均用

SPSS 17.0 for Windows 软件处理。 

2　结果与分析 

2.1　复合益生菌粉对小鼠淋巴器官指数的影响

胸腺和脾脏指数反映了免疫器官的发育和免疫

细胞的功能状况[25]，各剂量组的测试结果与阴性对照

组并无显著差异（P>0.05），如表 1 所示。说明复合益

生菌粉对小鼠免疫器官的重量无明显影响。这可能

是因为测试时间不够且小鼠本身具有一定的调节能

力导致。 

2.2　复合益生菌粉对 DTH 反应的影响

DTH 反应是细胞免疫的体内检测方法，小鼠足

趾肿胀度可反应小鼠细胞免疫功能的强弱[26]。结果

表明高剂量组能显著增强小鼠对 SRBC 诱发的 DTH
反应，与阴性对照组比较，差异有显著性（P=0.014<
0.05），但中低剂量组与阴性对照组差异不显著

（P>0.05），如图 1 所示。这说明高剂量组的复合益生

菌粉（1.00 g/kg BW）能增强小鼠细胞免疫。 

2.3　复合益生菌粉脾淋巴细胞转化试验结果

T 淋巴细胞受到 Con A 刺激后会转化为母细胞

持续增殖。通过 MTT 法检测其细胞增殖能力可以
 

表 1    复合益生菌粉对小鼠淋巴器官/体重比值的影响

Table 1    Effect of compound probiotic powder on mouse lymphatic organ/body weight ratio

组别 剂量（g/kg BW） 动物只数（只） 胸腺/体重（/103） P值 脾脏/体重（/103） P值

高剂量组 1.00 10 3.14±0.55 0.994 3.47±0.33 1.000
中剂量组 0.67 10 3.02±0.43 0.962 3.35±0.52 0.841
低剂量组 0.34 10 3.23±0.34 0.843 3.53±0.43 0.990

阴性对照组 0.00 10 3.10±0.43 − 3.48±0.45 −
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反应细胞免疫功能的强弱 [26]。各剂量组测试的

ConA 诱导的小鼠脾淋巴细胞增殖能力与阴性对照

组并无显著性差异（P>0.05），如表 2 所示。说明复合

益生菌粉对小鼠淋巴细胞的增殖无明显影响。
 
 

表 2    复合益生菌粉对脾淋巴细胞转化功能的影响
Table 2    Effect of compound probiotic powder on the

transformation function of splenic lymphocytes

组别
剂量

（g/kg BW）
动物只数

（只）
ConA诱导脾淋巴细胞

增殖OD差值
P值

高剂量组 1.00 10 0.158±0.039 0.297
中剂量组 0.67 10 0.146±0.051 0.681
低剂量组 0.34 10 0.140±0.044 0.892

阴性对照组 0.00 10 0.129±0.033 −
  

2.4　复合益生菌粉抗体生成细胞检测试验结果

溶血空斑试验是体外检测抗体生成细胞数目的

方法，空斑的数量是反映机体的体液免疫功能的重要

指标。高剂量组的空斑数与阴性对照组具有显著差

异（P=0.036<0.05），中低剂量组与阴性对照组的差异

不显著（P>0.05），如图 2 所示。这说明给予高剂量的

复合益生菌粉可以提升小鼠体液免疫功能。
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图 2    复合益生菌粉对抗体生成细胞功能的影响
Fig.2    Effect of compound probiotic powder on the function of

antibody-producing cells
  

2.5　复合益生菌粉对小鼠血清溶血素水平的影响

小鼠体内产生的抗体溶血素在补体的参与下，

与 SRBC 共同孵育发生溶血反应，释放血红蛋白，而

通过测定血红蛋白含量能反应动物产生溶血素的能

力。高剂量组的小鼠溶血素水平与阴性对照组具有

显著差异（P=0.015<0.05），中低剂量组与阴性对照组

差异不具有显著性（P>0.05），如图 3 所示。这也说明

给予高剂量的复合益生菌粉可以提升小鼠体液免疫

功能。
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图 3    复合益生菌粉对小鼠溶血素水平（抗体积数）的影响

Fig.3    Effect of compound probiotic powder on mouse
hemolysin level （anti-volume number）

  

2.6　复合益生菌粉碳廓清试验结果

巨噬细胞的碳廓清指数的大小可以反映巨噬细

胞吞噬功能的强弱。巨噬细胞是具有免疫调节作用

的免疫细胞，反映了机体非特异性免疫的强弱。实验

结果显示高、中剂量组均能提高小鼠碳廓清吞噬指

数，与阴性对照组比较，差异均有显著性（P=0.012、
0.047<0.05），低剂量组与阴性对照组差异不具有显

著性（P>0.05），如图 4 所示。这说明高、中剂量组复

合益生菌粉能增强巨噬细胞的吞噬功能，提升小鼠非

特异性免疫。
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图 4    复合益生菌粉对小鼠碳廓清功能的影响
Fig.4    Effect of compound probiotic powder on the carbon

scavenging function of mice
  

2.7　大鼠急性毒性试验

以最大耐受剂量（MTD）20.0 g/kg BW 的剂量给

予大鼠灌胃后，动物生长良好、行为正常、反应敏

捷、体重增加，未见动物有明显中毒症状，14 d 内动

物无死亡。试验结束解剖动物，大体观察肝、心、
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图 1    复合益生菌粉对 DTH 反应的影响

Fig.1    Effect of compound probiotic powder on DTH reaction
注：*表示与阴性对照组比较差异显著（P<0.05）；图 2~图 4 同。
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肾、肺、脾、胃、肠等主要脏器均未见明显异常。结

果表明，该复合益生菌粉对雌、雄大鼠急性经口毒性

MTD 均大于 20.0 g/kg BW，如表 3 所示。这说明复

合益生菌粉无急性毒性。 

2.8　遗传毒性试验 

2.8.1   Ames 试验　经过两次实验，无论在加和不加

S-9 条件下，复合益生菌粉各剂量组的回变菌落数均

未超过自发回变菌落数的两倍，亦无剂量-反应关系，

表明该样品诱变试验结果为阴性，如表 4 和表 5

所示。 

2.8.2   小鼠骨髓细胞微核试验　复合益生菌粉各剂

量组小鼠的骨髓细胞微核率与溶剂对照组比较，均无

显著性差异（P>0.05），而环磷酰胺阳性对照组的微核

率与溶剂对照组比较，差异有极显著性（P<0.01）。各

剂量组的 PCE/NCE 值均在正常值范围内，且各剂量

组 PCE 占细胞总数的比例均不少于溶剂对照组的

20%，上述结果表明复合益生菌粉对小鼠骨髓细胞微

核试验结果为阴性，如表 6 所示。 

2.8.3   小鼠精子畸形试验　由表 7 可见，复合益生菌

粉对小鼠精子畸形发生率未产生明显改变，各剂量组

精子畸形率与溶剂对照组比较，差异均无显著性

（P>0.05），而环磷酰胺阳性对照组与溶剂对照组比

较，差异有极显著性（P<0.01）。精子畸形类型主要表

现以无钩、香蕉形、无定形、胖头为主。上述结果表

明该样品小鼠精子畸形试验结果为阴性。 

2.9　大鼠 30 d 喂养试验 

2.9.1   复合益生菌粉对大鼠体重的影响　由表 8 可

见，各剂量组雌雄大鼠的初始体重、每周末体重、总

增重及空腹重分别与溶剂对照组比较，差异均无显著

性（P>0.05），说明实验浓度内，复合益生菌粉对大鼠

体重无显著影响。 

2.9.2   复合益生菌粉对大鼠每周进食量的影响　由

表 9 可见，各剂量组雌雄大鼠的每周进食量及总进

食量分别与溶剂对照组比较，差异均无显著性
 

表 3    复合益生菌粉对大鼠急性毒性试验结果

Table 3    Acute toxicity test results of compound probiotic powder on rats

性别 动物数（只） 剂量（MTD）（g/kg BW） 初始体重（g） 第7 d体重（g） 第14 d体重（g） 出现中毒症状动物数（只） 死亡数（只）

雌性 10 20.0 203.7±7.4 229.2±10.8 253.7±13.3 0 0
雄性 10 20.0 206.7±8.3 248.8±9.8 286.3±11.9 0 0

 

表 4    复合益生菌粉 Ames 试验结果（第 1 次）

Table 4    Ames test results of compound probiotic powder (first time)

剂量（μg/皿）
TA97 TA98 TA100 TA102

−S-9（不加） +S-9（加） −S-9 +S-9 −S-9 +S-9 −S-9 +S-9

敌克松 2-AF 敌克松 2-AF NaN3 2-AF 敌克松 1,8-二羟基蒽醌

50.0 μg/皿 10.0 μg/皿 50.0 μg/皿 10.0 μg/皿 1.5 μg/皿 10.0 μg/皿 50.0 μg/皿 50.0 μg/皿
5000 138.7±12.4 145.0±8.7 34.3±3.5 34.0±2.6 180.0±13.1 177.7±13.9 275.7±11.0 279.0±12.2
1000 146.7±13.1 141.3±9.9 35.7±1.2 36.7±3.2 174.3±11.1 180.3±9.3 275.0±11.3 273.0±9.5
200 146.0±10.1 147.7±8.5 36.3±3.8 35.0±3.6 178.7±13.9 177.3±8.6 271.3±8.5 279.0±8.7
40 143.3±11.0 140.3±9.0 34.0±3.6 37.3±2.9 174.3±9.8 173.7±10.3 276.0±10.5 280.0±7.0
8 146.3±12.6 144.3±5.5 33.3±2.3 34.0±1.7 179.0±12.1 171.7±8.3 277.7±10.4 277.3±9.9

溶剂对照 150.7±7.5 142.3±11.4 33.0±3.0 36.7±1.5 179.3±11.9 178.3±10.0 273.7±9.9 279.3±10.3
自发回变 144.7±12.7 141.7±7.1 35.7±2.1 35.3±1.5 175.3±10.0 176.0±10.1 277.3±9.1 274.0±10.8
阳性对照 2426.7±109.8 1655.0±113.0 1183.3±140.2 5438.3±197.5 2810.0±118.2 2821.7±223.2 864.3±44.9 910.3±66.0

 

表 5    复合益生菌粉 Ames 试验结果（第 2 次）

Table 5    Ames test results of compound probiotic powder (second time)

剂量（μg/皿）
TA97 TA98 TA100 TA102

−S-9（不加） +S-9（加） −S-9 +S-9 −S-9 +S-9 −S-9 +S-9

敌克松 2-AF 敌克松 2-AF NaN3 2-AF 敌克松 1,8-二羟基蒽醌

50.0 μg/皿 10.0 μg/皿 50.0 μg/皿 10.0 μg/皿 1.5 μg/皿 10.0 μg/皿 50.0 μg/皿 50.0 μg/皿
5000 144.3±12.9 145.0±10.0 34.7±3.5 35.0±2.6 172.7±13.6 174.0±14.5 276.7±11.9 277.0±15.4
1000 148.7±11.7 145.3±8.3 36.7±2.1 34.7±2.5 175.7±14.0 179.0±9.5 276.0±8.7 279.7±9.9
200 145.0±8.7 147.0±9.5 34.0±1.7 35.3±3.2 172.3±9.1 175.3±13.6 279.0±14.0 271.7±10.7
40 148.0±7.2 146.7±11.5 36.3±2.9 34.0±2.6 176.3±11.7 180.7±12.9 280.7±8.4 276.0±13.9
8 147.0±11.5 144.3±5.5 34.7±3.8 35.3±2.9 179.0±12.1 181.0±8.7 271.7±9.9 274.3±12.7

溶剂对照 139.7±8.1 140.7±9.0 33.3±3.1 35.0±3.0 178.7±10.0 172.7±10.6 277.3±10.7 275.3±8.7
自发回变 145.0±12.3 141.7±7.2 34.3±2.3 34.0±2.0 174.0±12.3 177.3±8.0 274.0±9.2 272.3±10.1
阳性对照 2343.3±160.2 1713.3±96.1 1201.7±122.2 5513.3±212.9 2791.7±155.4 2870.7±121.2 868.7±51.8 913.7±58.7
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（P>0.05），说明实验浓度内，复合益生菌粉对大鼠进

食量无显著影响。 

2.9.3   复合益生菌粉对大鼠食物利用率的影响　由

表 10 可见，各剂量组雌雄大鼠的每周食物利用率以

及总食物利用率分别与溶剂对照组比较，差异均无显

著性（P>0.05），说明实验浓度内，复合益生菌粉对大

鼠食物利用率无显著影响。 

2.9.4   复合益生菌粉对大鼠血常规指标的影响　由表 11
可见，各剂量组的末期血常规指标检测结果分别与溶

剂对照组比较，差异均无显著性（P>0.05），说明实验

浓度内，复合益生菌粉对大鼠血常规指标无显著影

响。 

2.9.5   复合益生菌粉对大鼠血液生化指标的影响　

由表 12~表 13 可见，各剂量组末期血液生化指标检

 

表 6    复合益生菌粉对小鼠骨髓细胞微核试验结果

Table 6    Results of the micronucleus test of compound probiotic powder on mouse bone marrow cells

性别 剂量（g/kg BW） 动物数（只） 检查PCE数（个） 微核数（个） x̄微核率（%） ±s PCE/NCE x̄比值 ±s

雌

10.0 5 5000 9 1.80±0.84 1000/897 1.12±0.08
5.0 5 5000 8 1.60±1.14 1000/911 1.10±0.06
2.5 5 5000 8 1.60±0.89 1000/887 1.13±0.08
0.0 5 5000 6 1.20±0.45 1000/909 1.10±0.04

CP（40 mg/kg BW） 5 5000 99 19.80±3.83** 1000/1029 0.97±0.02

雄

10.0 5 5000 8 1.60±0.55 1000/882 1.14±0.06
5.0 5 5000 6 1.20±0.45 1000/918 1.09±0.07
2.5 5 5000 7 1.40±0.89 1000/894 1.12±0.09
0.0 5 5000 7 1.40±0.55 1000/913 1.10±0.07

CP（40 mg/kg BW） 5 5000 94 18.80±2.77** 1000/1025 0.98±0.03

注：**表示与阴性对照组比较差异极显著（P<0.01）。
 

表 7    复合益生菌粉对小鼠精子畸形试验结果

Table 7    Test results of compound probiotic powder on mouse sperm deformity

剂量（g/kg BW） 动物数（只） 受检精子数（条）
精子畸形类型

精子畸形数（条）
x̄

精子畸形率（%）
±s无钩 香蕉型 无定形 胖头 尾折叠 双头 双尾

10.0 10 10000 19 20 130 6 1 0 0 176 1.76±0.35
5.0 10 10000 20 23 121 7 0 0 0 171 1.71±0.15
2.5 10 10000 23 22 134 8 0 0 0 187 1.87±0.34
0.0 10 10000 17 19 127 6 0 0 0 169 1.69±0.26

CP（40 mg/kg BW） 10 10000 99 93 452 26 1 1 3 675 6.75±0.57**

注：**表示与阴性对照组比较差异显著（P<0.01）；无标记表示无显著差异（P>0.05）。
 

表 8    复合益生菌粉对大鼠 1~4 周体重及空腹重的影响

Table 8    Effect of compound probiotic powder on the body weight and fasting weight of rats at 1~4 weeks

性别 剂量（g/kg BW） 动物数（只） 始重（g） 第1周（g） 第2周（g） 第3周（g） 第4周（g） 总增重（g） 空腹重（g）

雌

3.34 10 76.8±8.3 116.2±12.5 153.8±14.7 184.3±15.8 208.0±18.0 131.2±11.9 200.1±18.2
1.67 10 76.6±8.1 116.9±11.4 155.2±11.1 187.6±11.5 210.8±14.1 134.2±14.1 202.1±14.6
0.84 10 76.5±7.8 114.8±9.5 150.6±10.7 182.9±12.8 207.5±15.4 131.0±10.4 198.8±15.9
0.00 10 76.6±7.6 118.2±9.9 156.3±10.4 188.1±14.7 213.2±17.2 136.6±13.6 204.8±18.2

雄

3.34 10 78.2±8.8 129.5±13.4 179.6±16.3 224.7±19.3 264.9±20.5 186.7±13.8 254.1±22.1
1.67 10 78.1±8.9 131.6±10.6 182.0±13.7 228.5±16.8 271.6±18.3 193.5±10.5 260.9±19.0
0.84 10 78.2±8.7 129.3±12.4 179.7±14.8 226.2±14.5 266.5±17.0 188.3±9.6 256.1±16.2
0.00 10 78.2±8.7 130.6±10.6 180.0±14.3 226.4±13.7 268.6±17.1 190.4±10.9 258.6±17.9

注：与阴性对照组比较，无标记表示无显著性差异(P>0.05)；表9~表14同。

 

表 9    复合益生菌粉对大鼠 1~4 周总进食量的影响

Table 9    Effect of compound probiotic powder on rats’ total food intake during 1~4 weeks

性别 剂量（g/kg BW） 动物数（只） 第1周（g） 第2周（g） 第3周（g） 第4周（g） 总进食量（g）

雌

3.34 10 92.4±8.8 112.0±9.0 138.9±14.7 169.8±18.6 513.1±22.2
1.67 10 87.2±8.7 111.6±10.7 135.2±16.3 168.4±12.9 502.4±28.9
0.84 10 89.6±8.0 117.5±9.7 145.5±13.6 163.6±15.6 516.2±28.9
0.00 10 91.4±8.5 118.2±12.3 140.9±16.2 162.7±15.5 513.2±32.4

雄

3.34 10 98.9±10.3 142.4±13.2 175.9±13.9 190.5±19.6 607.7±28.6
1.67 10 95.8±6.8 137.9±11.3 180.2±15.1 187.1±18.2 609.7±28.5
0.84 10 91.7±8.8 146.1±12.8 169.7±18.0 195.8±22.5 601.9±37.3
0.00 10 95.9±8.4 142.3±11.5 173.9±13.9 194.4±16.4 605.2±32.9
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测结果分别与溶剂对照组比较，差异均无显著性（P>0.05），
说明实验浓度内，复合益生菌粉对大鼠血液生化指标

无显著影响。 

2.9.6   复合益生菌粉对大鼠脏体比的影响　由表 14
可见，各剂量组雌雄大鼠的肝/体比值、脾/体比值、肾

/体比值以及雄鼠的睾/体比值分别与溶剂对照组比

较，差异均无显著性（P>0.05），说明实验浓度内，复合

益生菌粉对大鼠脏体比值无显著影响。 

2.9.7   病理学　实验结束后乙醚麻醉，颈椎脱臼处死

大鼠，检查包括肝脏、肾脏、脾脏、胃肠以睾丸和卵

巢等组织。病理学检查结果显示：溶剂对照组雄性大

鼠有 2 例轻度肝小叶空泡变，其余组织均未见异

常。以上组织病变属动物的自发轻型病变，未见样品

高剂量组引起动物中毒性损伤改变。这进一步说明

了复合益生菌的食用安全性。 

3　结论
喂食高剂量以鼠李糖乳杆菌粉 LGG、乳双歧杆

菌 Bi-07 以及低聚果糖等复配所制得的复合益生菌

粉时可显著提高 DTH、PFC、血清溶血素水平、小鼠

碳廓清吞噬指数等指标（P<0.05），证明复合益生菌粉

 

表 10    复合益生菌粉对大鼠 1~4 周食物利用率的影响

Table 10    Effect of compound probiotic powder on the food utilization rate of rats in 1~4 weeks

性别 剂量（g/kg BW） 动物数（只） 第1周（g） 第2周（g） 第3周（g） 第4周（g） 总进食量（g） P值

雌

3.34 10 42.6±3.7 33.5±4.1 22.1±2.7 14.2±3.0 25.6±2.3 0.661
1.67 10 46.2±3.0 34.3±3.5 24.1±3.1 13.9±3.0 26.8±2.2 0.998
0.84 10 43.0±4.6 30.6±3.4 22.3±3.6 15.2±2.6 25.5±2.7 0.589
0.00 10 45.6±3.3 32.1±3.3 22.6±2.8 15.6±3.3 26.6±2.4 −

雄

3.34 10 52.0±3.6 35.4±3.9 25.7±2.5 21.3±3.0 30.7±2.2 0.846
1.67 10 56.0±4.7 36.7±3.9 26.0±3.7 22.4±3.7 31.8±2.8 0.986
0.84 10 55.9±4.3 34.7±4.6 27.7±4.3 20.9±2.9 31.4±3.1 1.000
0.00 10 54.8±3.2 34.9±4.7 26.8±3.5 22.1±3.2 31.5±21. −

 

表 11    复合益生菌粉对大鼠血常规指标的影响

Table 11    Effect of compound probiotic powder on blood routine indexes of rats

性别 剂量（g/kg BW） 动物数（只） 白细胞计数（×109/L） 红细胞计数（×1012/L） 血红蛋白（g/L） 粒细胞（%） 淋巴细胞（%） 单核细胞（%）

雌

3.34 10 9.86±2.19 7.78±0.45 160.3±8.0 22.8±3.9 74.8±4.1 2.4±0.3
1.67 10 8.50±1.87 8.03±0.37 165.8±6.7 22.5±2.1 75.2±2.1 2.3±0.2
0.84 10 8.37±1.93 8.00±0.48 162.7±9.2 23.1±2.4 74.3±2.4 2.6±0.2
0.00 10 8.03±1.75 7.76±0.32 162.8±7.8 21.9±3.5 75.7±3.6 2.4±0.3

雄

3.34 10 10.46±1.88 7.53±0.38 160.5±4.5 21.7±3.5 75.8±3.5 2.5±0.2
1.67 10 9.82±1.64 7.61±0.40 161.5±7.3 21.7±2.8 75.8±3.0 2.5±0.3
0.84 10 8.50±1.78 7.47±0.62 162.0±9.7 23.2±2.2 74.1±2.3 2.7±0.3
0.00 10 10.35±2.27 7.33±0.46 157.0±8.8 22.5±5.2 74.9±5.3 2.6±0.3

 

表 12    复合益生菌粉对大鼠血液生化指标的影响

Table 12    Effect of compound probiotic powder on the blood biochemical indexes of rats

性别 剂量（g/kg BW） 动物数（只） 谷丙转氨酶（U/L） 谷草转氨酶（U/L） 总蛋白（g/L） 白蛋白（g/L） 白蛋白/球蛋白（比值）

雌

3.34 10 59.4±11.8 149.6±24.2 70.4±3.3 38.7±1.6 1.22±0.04
1.67 10 56.8±8.4 139.0±16.2 69.4±3.4 38.6±1.4 1.26±0.07
0.84 10 65.6±10.0 157.9±31.0 68.9±3.8 38.2±1.6 1.25±0.07
0.00 10 65.4±7.6 142.7±21.0 69.6±3.5 38.6±1.6 1.27±0.07

雄

3.34 10 62.8±11.3 131.5±21.1 63.7±2.0 35.7±1.1 1.28±0.08
1.67 10 66.7±8.9 130.9±17.8 64.7±3.0 36.4±1.3 1.29±0.05
0.84 10 62.0±12.3 133.0±11.2 64.8±4.0 35.7±1.9 1.24±0.12
0.00 10 62.9±4.7 126.0±26.7 62.6±2.2 35.3±1.0 1.29±0.06

 

表 13    复合益生菌粉对大鼠血液生化学指标的影响

Table 13    Effect of compound probiotic powder on blood biochemical indexes of rats

性别 剂量（g/kg BW） 动物数（只） 肌酐（μmol/L） 血清尿素（mmol/L） 总胆固醇（mmol/L） 甘油三酯（mmol/L） 血糖（mmol/L）

雌

3.34 10 52.0±3.8 7.89±0.94 1.85±0.26 0.63±0.22 5.66±0.25
1.67 10 52.9±3.2 8.17±1.11 1.81±0.15 0.56±0.19 5.60±0.24
0.84 10 57.1±2.8 7.54±1.16 1.64±0.40 0.49±0.12 5.19±0.50
0.00 10 54.6±3.4 7.29±1.10 1.64±0.28 0.53±0.15 5.32±0.30

雄

3.34 10 48.6±2.5 5.84±0.95 1.36±0.22 0.51±0.16 5.17±0.49
1.67 10 51.3±4.3 5.60±0.59 1.51±0.24 0.56±0.14 5.18±0.53
0.84 10 49.8±5.4 6.27±0.92 1.36±0.16 0.56±0.08 5.23±0.27
0.00 10 48.0±2.3 5.98±0.88 1.39±0.25 0.49±0.15 5.49±0.49
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可有效改善小鼠免疫能力。此外，雌雄大鼠对益生菌

粉的最大耐受剂量（MTD）均大于 20.0 g/kg BW，说

明该菌粉属无毒级；小鼠骨髓细胞微核试验、小鼠精

子畸形试验、Ames 试验三项结果均为阴性，说明该

菌粉无遗传毒性；试验剂量在 0.84~3.34 g/kg BW 范

围内，大鼠的生长发育良好，各剂量组的动物体重、

进食量、食物利用率、血液学指标、血液生化学指

标、脏器湿重及脏器/体重比值与溶剂对照组比较，均

无显著性差异（P>0.05），证明复合益生菌具有很高的

食用安全性。

喂食鼠李糖乳杆菌粉 LGG、乳双歧杆菌 Bi-
07 的复合益生菌粉可以较好地增强小鼠机体免疫的

能力，且食用安全性良好。因此，以鼠李糖乳杆菌粉

LGG、乳双歧杆菌 Bi-07 及低聚果糖等复配所制得

的复合益生菌粉在保健食品方向具有良好的应用前

景。
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表 14    复合益生菌粉对大鼠脏体比的影响

Table 14    Effect of compound probiotic powder on rat’s viscera-to-body ratio

性别 剂量（g/kg BW） 动物数（只） 肝脏湿重（g） 肝/体比值（%） 脾脏湿重（g） 脾/体比值（%） 肾脏湿重（g） 肾/体比值（%） 睾丸湿重（g） 睾/体比值（%）

雌

3.34 10 5.89±0.56 2.95±0.24 0.44±0.05 0.22±0.04 1.55±0.12 0.78±0.09 − −
1.67 10 5.83±0.31 2.90±0.28 0.41±0.03 0.20±0.02 1.48±0.12 0.74±0.08 − −
0.84 10 5.91±0.58 2.99±0.35 0.47±0.05 0.24±0.03 1.53±0.11 0.77±0.06 − −
0.00 10 6.14±0.53 3.01±0.26 0.45±0.07 0.22±0.02 1.54±0.14 0.76±0.07 − −

雄

3.34 10 7.76±0.84 3.08±0.44 0.54±0.07 0.21±0.04 2.12±0.27 0.84±0.14 2.42±0.26 0.96±0.16
1.67 10 7.96±0.74 3.06±0.33 0.55±0.10 0.21±0.04 2.13±0.22 0.82±0.11 2.40±0.31 0.92±0.10
0.84 10 7.85±1.00 3.09±0.52 0.50±0.08 0.21±0.04 2.04±0.29 0.80±0.14 2.48±0.33 0.98±0.18
0.00 10 7.74±0.71 3.00±0.32 0.55±0.08 0.20±0.03 2.06±0.20 0.80±0.08 2.50±0.36 0.97±0.15
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