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  [摘要] 目的 探讨经药渣饲养的蝇蛆制品对衰老模型小鼠肠道菌群的影响。方法 将48只小鼠分为

蝇蛆低、中、高剂量组、空白对照组、衰老对照组、金双歧对照组,灌胃30
 

d后处死,对小鼠肠道内容物进行细菌

培养,采用琼脂板计数法及生化鉴定检测小鼠肠道内菌群的变化,通过病理组织切片观察小鼠空肠、回肠病理

变化。结果 各组双歧杆菌、乳酸杆菌数量比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。蝇蛆低、中、高剂量组肠球

菌与肠杆菌数量均高于金双歧对照组,而低于衰老对照组,差异有统计学意义(P<0.05),其中蝇蛆低剂量组肠

球菌、肠杆菌的数量低于蝇蛆中、高剂量组。空白对照组及衰老对照组小鼠回肠病理切片发现有炎性渗出与组

织坏死,而蝇蛆低剂量组发现杯状细胞增生,淋巴组织丰富。小鼠空肠病理切片未见明显异常。结论 经药渣

饲养的蝇蛆制品可干预衰老小鼠的肠道菌群,起到类似肠道调节剂的作用。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

medical-dreg-fed
 

and
 

pulverized
 

maggot
 

on
 

the
 

gut
 

flora
 

of
 

aging
 

mice.Methods Forty-eight
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

low-,medium-,high-does
 

pulverized
 

maggot
 

groups
 

and
 

the
 

blank,aging,bifidobacterium
 

control
 

groups,respectively.All
 

samples
 

received
 

eutha-
nasia

 

after
 

30
 

days'
 

treatment.The
 

changes
 

in
 

intestinal
 

contents
 

in
 

mice
 

were
 

determined
 

by
 

plate
 

count
 

agar
 

and
 

biochemical
 

identification.The
 

pathological
 

variations
 

of
 

jejunum
 

and
 

ileum
 

were
 

performed
 

by
 

pathologi-
cal

 

tissue
 

section.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

number
 

of
 

Bifidobacteria
 

and
 

Lactobacil-
lus

 

in
 

each
 

group
 

(P>0.05).
 

The
 

number
 

of
 

Enterococcus
 

and
 

Enterobacter
 

in
 

the
 

low-,medium-,high-does
 

pulverized
 

maggot
 

groups
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

bifidobacterium
 

control
 

group,but
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

aging
 

control
 

group,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),while
 

the
 

number
 

of
 

Enterococ-
cus

 

and
 

Enterobacter
 

of
 

the
 

low-dose
 

pulverized
 

maggot
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

medium-,high-does
 

pulverized
 

maggot
 

groups.The
 

exudative
 

inflammation
 

and
 

necrotic
 

tissue
 

from
 

the
 

ileum
 

biopsies
 

were
 

shown
 

both
 

in
 

the
 

blank
 

and
 

aging
 

control
 

groups,moreover,the
 

low-dose
 

pulverized
 

maggot
 

group
 

demonstrated
 

proliferative
 

goblet
 

cells
 

and
 

abundant
 

lymphoid
 

tissue.However,there
 

was
 

no
 

obvious
 

abnormality
 

in
 

the
 

je-
junal

 

biopsies
 

of
 

mice.Conclusion The
 

medical-dreg-fed
 

and
 

pulverized
 

maggot
 

can
 

intervene
 

the
 

gut
 

flora
 

of
 

aging
 

mice,which
 

produces
 

the
 

same
 

effects
 

as
 

the
 

intestinal
 

regulators
 

available
 

in
 

the
 

market.
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  近年来关于对家蝇及其幼虫的研究证明其蕴含

丰富的抗菌肽、抗肿瘤肽、壳聚糖、多种微量元素、氨
基酸、维生素、不饱和脂肪酸和必需脂肪酸等有益物

质[1-4],特别是抗菌肽具有广谱抑菌性,对革兰阴性杆

菌和革兰阳性球菌均有杀伤作用[5-6]。夏冰天等[7-8]

发现运用苗药头花蓼药渣饲养的蝇蛆幼虫具有的营

养价值较高,其活性成分具有提高免疫力、抗菌和调

理机体功能等作用,但其抗菌作用机制并不清晰,本
课题组将药渣饲养的蝇蛆幼虫干燥制成蝇蛆粉,将其

作为调节剂对衰老小鼠灌胃,观察小鼠肠道菌群的变

化,进一步了解经药渣饲养后的蝇蛆制品是否可以作

为牲畜饲养中抗菌药物的代替品,探索能否将蝇蛆通

过深加工制成肠道菌群调节剂提供重要的实验数据

和理论依据,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

  48只昆明种小鼠,平均体质量(32±2)g,雌雄各

24只,由贵州医科大学动物实验中心提供,合格证号:
SCXK(黔)2012-0001。
1.1.2 试剂

  D-半 乳 糖,批 号 4304020140,购 于 澳 大 利 亚

GENVIEW公司;金双歧(双歧杆菌乳酸杆菌三联活

菌片),批号201605104,购于内蒙古双奇药业股份有

限公司;伊红美蓝琼脂培养基(EMB),批号140606,
购于上海博微生物科技有限公司;乳酸细菌培养基

(MRS),批号130930,购于上海博微生物科技有限公

司;克式双糖铁琼脂(KIA),批号060615,购于上海博

微生物科技有限公司;营养琼脂培养基,批号050110,
购于上海蓝季科技发展有限公司;生化反应鉴定管

(biochemical
 

identification,BI),批号J200,购于杭州

微生物试剂有限公司。蝇蛆种蝇为贵州医科大学寄

生虫学教研室提供,饲养于实验室中饲养传代;头花

蓼药渣为贵州威门制药厂提供。
1.2 方法

1.2.1 蝇蛆的饲养及蝇蛆粉的制备

  蝇蛆成虫饲料按头花蓼药渣∶麦麸比例为4∶6
混合饲养,放置于37

 

℃传代实验室环境下培养,每日

更换饮水并按时松土,饲料含水量约60%。饲养条

件:温度28
 

℃,湿度70%~90%,光照16
 

h。分离3
 

d
龄幼虫,在100

 

℃沸腾热水中迅速烫死,平摊到烘干

板与不锈钢立式电热干燥箱80
 

℃下干燥过夜,烘干

后用研磨器研磨成粉,低温储存备用。
1.2.2 动物模型的制备及分组

  48只小鼠分为6组:蝇蛆高剂量组、蝇蛆中剂量

组、蝇蛆低剂量组、空白对照组、衰老对照组、金双歧

对照组,每组8只,除空白对照组外其余各组小鼠在

颈背部皮下注射D-半乳糖100
 

mg·kg-1·d-1,空白

对照组颈背部皮下注射等量灭菌生理盐水制备动物

模型。造模1周后,对蝇蛆高、中、低剂量组进行灌胃

喂药6、4、2
 

g·kg-1·d-1 蝇蛆粉与生理盐水配成的

溶液,空白对照组及衰老对照组灌胃等量生理盐水

0.1
 

mL/d,金双歧对照组灌胃金双歧与生理盐水混合

溶液0.1
 

mL/d(浓度0.26
 

g/kg)。
1.2.3 小鼠体质量变化统计

  从饲养开始至处死小鼠,记录并比较小鼠的体质

量变化。
1.2.4 小鼠肠道菌群的检测

  第30天停止衰老小鼠灌胃,将小鼠断颈处死并在

无菌环境下将小鼠解剖,取盲肠内容物0.1~0.2
 

g,装
入无菌带塞小瓶内,加入灭菌生理盐水1

 

mL,稀释10
倍,将小瓶置于振荡器上充分振荡5

 

min,制成均匀悬

液,依次进行连续10倍稀释法(1×10-8~1×10-1)。
双歧杆菌、乳酸杆菌稀释度为1×10-6~1×10-4,肠球

菌、肠杆菌稀释度为1×10-8~1×10-6,接种于EMB
培养基(肠球菌与肠杆菌)和 MRS培养基(双歧杆菌

与乳酸杆菌)中,用移液管取50
 

μL于培养基表面。
用涂布棒均匀涂布后,EMB培养基放入恒温培养箱,
MRS培养基放入厌氧培养箱,培养基在37

 

℃环境下

培养24~48
 

h,每个稀释度设1个重复。
1.2.5 肉眼观察肠道细菌培养的生长情况

  在培养基中用接种针挑选具有代表性且生长数

量最多的11个菌落进行细菌计数,观察菌落的大小、
颜色、凸起程度、表面形态等特征。
1.2.6 肠道细菌形态学检验及生化反应鉴定

  通过对挑选的11个菌落进行初步分类,挑选菌

落穿刺接种于双糖铁培养基,采用肠道典型生化反应

实验(单糖发酵:肌醇、明胶、山梨醇、卫矛醇、葡萄糖、
鼠李糖、阿拉伯糖、乳糖、蔗糖、棉子糖;氨基酸反应:
鸟氨酸、赖氨酸、枸橼酸、丙二酸;醇发酵:卫矛醇、肌
醇、甘露醇、山梨醇、精氨酸、苯丙氨酸;硫化氢反应;
脲酶实验)进行细菌鉴定。
1.2.7 肠道组织的病理检测

  用组织切片技术将小鼠回肠与空肠组织进行切

片和苏木素-伊红(HE)染色后观察形态特征。
1.3 统计学处理

  采用SPSS19.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用单因素方差分析,以P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 干预前后小鼠体质量变化

  干预后各组小鼠体质量均增加,但与干预前比

较,差异无统计学意义(P>0.05),见表1。
2.2 肠道菌群的变化
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  各组双歧杆菌、乳酸杆菌数量比较,差异均无统

计学意义(P>0.05)。蝇蛆低、中、高剂量组肠球菌与

肠杆菌数量均高于金双歧对照组,而低于衰老对照

组,差异有统计学意义(P<0.05),其中蝇蛆低剂量组

肠球菌、肠杆菌的数量低于蝇蛆中、高剂量组,见表2。
表1  干预前后小鼠体质量变化(n=8,x±s,kg)

组别 干预前 干预后

蝇蛆低剂量组 34.15±3.51 35.10±2.16

蝇蛆中剂量组 33.72±2.35 34.94±2.61

蝇蛆高剂量组 33.60±3.15 35.97±2.98

空白对照组 34.21±2.16 35.90±3.31

衰老对照组 32.18±2.29 33.65±3.41

金双歧对照组 33.43±2.29 36.55±2.13

2.3 细菌的形态学特征

  经过形态学鉴定分析,根据革兰染色形态结果,
初步推测1、2、5、7、9、10、11为杆菌,3、4、6、8号为球

菌,见表3。
2.4 肠道菌群的生化鉴定

  根据双糖铁培养基上下层颜色,动力、气体的有

无,以及生化反应鉴定管的数据,初步推测1、2、3、4、
6、8号为沙门菌,5号为铜绿假单胞菌,7号为伤寒杆

菌、9号为大肠埃希菌,10、11号均含双歧杆菌和乳酸

杆菌,见表4。
2.5 肠道组织的病理特征

  空白对照组小鼠回肠组织中组织绒毛短,呈锥

形。蝇蛆低剂量组杯状细胞较多,固有层淋巴组织丰

富,部分穿过黏膜肌层,达到黏膜下层。衰老对照组

肠组织向肠腔呈圆顶状隆起,该处绒毛少而短,甚至

无绒毛。但空白对照组、衰老对照组及蝇蛆低、中、高
剂量组均出现一定程度的炎性渗出与坏死。观察6
组小鼠空肠组织,绒毛较多呈长指状,杯状细胞较多,
固有层有较多孤立淋巴小结,黏膜下层无腺体,见图

1、2。

表2  小鼠肠道菌群的数量比较(n=8,x±s,CFU/g)

组别 肠球菌 肠杆菌 双歧杆菌 乳酸杆菌

蝇蛆低剂量组 34.37±16.17 15.22±6.95 7.13±0.27 7.07±0.19

蝇蛆中剂量组 39.61±14.97 25.26±9.60 7.10±0.17 7.21±0.24

蝇蛆高剂量组 61.37±11.00 36.37±11.91 7.14±0.19 7.12±0.20

空白对照组 32.41±8.38 69.36±9.48 6.92±0.15 7.10±0.23

衰老对照组 111.76±23.35a 47.03±15.16a 7.22±0.31 6.92±0.12

金双歧对照组 6.41±4.83a 0.21±0.12a 7.22±0.17 7.36±0.07

  aP<0.05,与蝇蛆低、中、高剂量组比较。

表3  具有代表性的菌落的基本形态及革兰染色结果

编号 来源 大小 形状 颜色 边缘 透明度 湿/干 凸/凹 形态 革兰染色 排列

1 空白对照组 2
 

mm 同心圆 内黑外乳 整齐 不透明 湿润 凸 杆状 阴性 不规则

2 空白对照组 3
 

mm 圆 粉色 整齐 半透明 湿润 凸 短杆 阴性 不规则

3 蝇蛆中剂量组 <1
 

mm 点状 粉色 整齐 不透明 湿润 凸 球状 阴性 不规则

4 蝇蛆低剂量组 2
 

mm 同心圆 内红外乳 整齐 不透明 湿润 凸 球状 阴性 不规则

5 衰老对照组 <1
 

mm 针尖 淡紫色 整齐 半透明 湿润 凸 短杆 阴性 不规则

6 蝇蛆高剂量组 6
 

mm 同心圆 半红半黑外乳 整齐 透明 湿润 凸 球状 阳性 不规则

7 金双歧对照组 <1
 

mm 针尖 黑色 内黑外透 半透明 湿润 凸 杆状 阳性 规则

8 金双歧对照组 9
 

mm 圆 内黑外乳 整齐 不透明 湿润 凸 球状 阳性 不规则

9 金双歧对照组 4
 

mm 圆 黑色 整齐 不透明 湿润 凸 杆、球状 阳性 不规则

10 金双歧对照组 4
 

mm 圆 黄色 整齐 不透明 湿润 凸 杆、球状 ± 规则

11 金双歧对照组 4
 

mm 圆 黄色 整齐 半透明 湿润 凸 杆、球状 ± 不规则

表4  具有代表性的菌落的生化鉴定结果

项目 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

来源 空白对照组 空白对照组 蝇蛆中剂量组 蝇蛆低剂量组 衰老对照组 蝇蛆高剂量组 金双歧对照组 金双歧对照组 金双歧对照组 金双歧对照组 金双歧对照组

肌醇 + - + + + + + + - - -

明胶 + + + + + + + + +

山梨醇 + + + - - - + - - - -

卫矛醇 - - - - - - + - - - -

葡萄糖 + + + - - + + + + + +
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续表4  具有代表性的菌落的生化鉴定结果

项目 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

来源 空白对照组 空白对照组 蝇蛆中剂量组 蝇蛆低剂量组 衰老对照组 蝇蛆高剂量组 金双歧对照组 金双歧对照组 金双歧对照组 金双歧对照组 金双歧对照组

鼠李糖 + + + + - + + + + - -

阿拉伯糖 + + + - - + + + + + -

乳糖 + + + + + + + + + - -

蔗糖 + - + + - + + + + + +

棉子糖 - + - - + + + + + - -

赖氨酸 + + + + + + + + + - -

枸橼盐酸 - + + + - - - - -

丙二酸 - - - - + - - - + - -

甘露醇 + + + + + + + + + - -

精氨酸 - - + - - - - - - - -

苯丙氨酸 - - - - - - - - - - -

硫化氢 - - - - - - + - - - -

尿素 + + + + + + + + + + +

鸟氨酸 - -

  A:蝇蛆低剂量组;B:蝇蛆中剂量组;C:蝇蛆高剂量组;D:空白对照组;E:衰老对照组;F:金双歧对照组。

图1  小鼠回肠组织病理切片(HE染色,×100)

  A:蝇蛆低剂量组;B:蝇蛆中剂量组;C:蝇蛆高剂量组;D:空白对照组;E:衰老对照组;F:金双歧对照组。

图2  小鼠空肠组织病理切片(HE染色,×100)
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3 讨  论

  人体的肠道中寄居的微生物总数高达1×1014

个,肠道菌群成为肠道中生物功能表达的主体[9],肠
道菌群失调与炎症性肠炎、胰岛素依赖型糖尿病、青
少年肥胖症、中枢神经疾病的发生密切相关[10-14]。临

床实验证实可通过调节肠道菌群失衡,减少肠源性内

毒素的产生,从而降低肝硬化患者肠源性内毒素血症

的发生率进而改善肝脏功能,肠道菌群制剂作为肝硬

化的辅助治疗有一定效果[15]。肠道菌群通过参与体

内能量代谢的途径来调节宿主脂代谢从而影响宿主

能量平衡,因此肠道菌群结构失衡促进了动脉硬化的

发生[16]。肠道菌群在婴幼儿作为重要的免疫结构组

成,起到一定的免疫防御作用,喘息患儿体内存在不

同程度的肠道菌群失衡,通过调节患儿体内肠道菌群

可作为一种辅助治疗方法[17]。本课题组认为通过对

肠道菌群的调节,能够在消化系统、心血管系统及肿

瘤等疾病的治疗中起到很好的运用效果。
蝇蛆粉中丰富的抗菌肽、壳聚糖等可作为免疫制

剂,能够抑制肠道有害菌群并改善肠道优势菌群的功

能,尤其对大肠杆菌有明显的抑菌作用[18],实验证明

其对多种动物的肠道菌群有很好的调节作用,尤其对

鸡的腹泻病治疗效果明显[19-20]。本课题组通过大量

学者对于蝇蛆在动物实验上取得的研究成果,探究药

渣饲养的蝇蛆制品能否能够代替抗菌药物,在腹泻病

等疾病中发现也能起到药效作用。
乳酸杆菌、双歧杆菌作为肠道内重要的益生菌,

从实验中可知各组双歧杆菌、乳酸杆菌的数量比较,
差异无统计学意义(P<0.05),证明蝇蛆制品在小鼠

体内并未影响以乳酸杆菌及双歧杆菌为主的益生菌

生存。蝇蛆低、中、高剂量组肠球菌、肠杆菌数量低于

衰老对照组,与空白对照组接近,但均高于金双歧对

照组,证明蝇蛆制品可抑制肠道致病菌的增殖。考虑

经药渣饲养制成的蝇蛆粉本质是高蛋白营养物质,灌
喂小鼠后通过促进小鼠自身免疫而达到抗菌的效果;
但中、高剂量的抑菌效果不明显,这可能与蛋白水平

的不适宜导致吸收不理想进而影响抗菌效果有关。
实验证明药渣饲养的蝇蛆制品会能在一定程度上抑

制肠球菌的数目,对于衰老小鼠肠道能够起到一定的

调节作用,与市售的双歧杆菌乳酸菌三联活菌片效果

相似。
虽然该实验能够为蝇蛆应用于动物肠道菌群调

节的开发提供一定的实验数据与重要参考,但从小鼠

肠道组织切片中发现肠道的组织结构有炎性改变。
究竟是蝇蛆体内的某种物质使衰老小鼠肠道菌群发

生改变,还是由于蝇蛆粉的粗提取物中的蝇蛆壳造成

衰老小鼠体内回肠组织发生损伤,仍需要进一步的研

究探讨。
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