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Abstract
AIM: To define the function that lactadherin 
adjusts lymphocytes of gut-associated lymphoid 
tissue (GALT) cytokines secretion and expression.

METHODS: We extracted mRNA from human 
mammary cancer MCF-7 cells, and amplified 
the target gene from cDNA. The lactadherin was 
cloned into PET28 vector by digestion, ligation 
then transformation into DH5a cells to check 
positive clones. The cDNA encoding the desired 
polypeptide was transformed into BL-21 cells. 
The expression of recombinant protein was in-
duced by isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
(IPTG). The protein was purified with a nickel 
column. We detected the proliferation of EEI-10 

cells after treated by different concentration 
of lactadherin using H3-Tdr assay. Then we 
checked the secretion of IL-2, IL-4 and IFN-γ in 
treated EEI-10 cells using enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) and the cytokines 
mRNA expression using reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: Lactadherin protein was success-
fully obtained and confirmed by SDS-PAGE 
electrophoresis and specific antibody verifica-
tion. When treated with 250 mg/L lactadherin, 
EEI-10 cells showed a significant increase in 
proliferation. The levels of IL-2 and IFN-γ se-
cretion enhanced significantly in the cells with 
lactadherin functional peptide in comparison 
with those in the untreated cells (P = 0.0394, P 
= 0.0082, respectively), but IL-4 secretion had 
no marked change. The expression of IL-2 and 
IFN-γ mRNA, especially IFN-γ mRNA, were also 
higher in the lactadherin-treated cells than those 
in the untreated cells.

CONCLUSION: Lactadherin can up-regulated 
the secretion and expression of IL-2 and IFN-γ in 
EEI-10 cells.
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摘要
目的: 探讨乳凝集素调节肠相关淋巴组织淋
巴细胞分泌表达细胞因子的作用. 

方法: 应用基因重组技术从MCF-7乳腺癌细
胞中提取总RNA, 通过逆转录PCR方法得到
目的基因(乳凝集素)片段, 利用酶切, 连接等
技术, 将目的基因构建至PET28载体内, 转化
入DH5a细胞后, 鉴定阳性质粒; 将含有目的
基因的阳性质粒转化入表达细胞BL-21, IPTG
诱导表达目的蛋白乳凝集素, 应用特异性镍鏊
合的亲和层析柱得到纯化的目的蛋白. 利用
H3-Tdr法明确乳凝集素剂量与人类肠上皮内
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■背景资料
轮状病毒感染性
腹泻在婴儿十分
常见. 研究发现母
乳中脂肪球膜蛋
白能够降低轮状
病毒感染性腹泻
病的发病率或减
轻腹泻时的症状, 
其中乳凝集素起
到了突出的作用, 
但具体的作用机
制仍不明确. 我们
通过利用基因重
组技术获得乳凝
集素后, 首先从研
究其调节淋巴细
胞分泌表达细胞
因子的作用方面, 
探索其抗病毒作
用机制.



淋巴细胞株EEI-10细胞增殖之间的关系. 给予
适当剂量乳凝集素作用于EEI-10细胞后, 利用
ELISA方法检测EEI-10分泌IL-2, IL-4及IFN-γ
浓度, 应用RT-PCR方法检测IL-2, IL-4及IFN-γ 
mRNA表达. 

结果: 酶切阳性的质粒经测序证实与基因文
库一致. 所得纯化的目的蛋白进行SDS-PAGE
电泳和特异性抗体鉴定, 明确为目的蛋白乳凝
集素. 利用H3-Tdr法检测乳凝集素剂量与细胞
增殖之间的关系, 结果显示乳凝集素作用剂量
为250 mg/L时淋巴细胞增殖显著. 给予乳凝
集素处理后细胞培养上清中IL-2(P  = 0.0394)
和IFN-γ(P  = 0.0082)的含量高于未处理细胞
组, 而IL-4没有显著的增高; 同时处理后IL-2 
mRNA表达量升高, IL-4 mRNA表达量无显著
性改变, IFN-γ mRNA表达量明显增高并高于
PHA刺激组.

结论: 乳凝集素具有上调EEI-10细胞分泌和
表达IL-2和IFN-γ的作用.
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0  引言

近年来研究发现, 母乳喂养儿的腹泻病发病率

较人工喂养儿低, 同时母乳喂养儿在轮状病毒

感染后腹泻症状轻于人工喂养儿[1-5]. 乳凝集素

(lactadherin)是母乳中与轮状病毒交联最强和抗

病毒特异性最高的成分[6-12], 但其对淋巴细胞所

产生的作用和随后引发的肠道保护性作用的确

切机制目前尚不清楚. 我们通过构建重组乳凝

集素作用于人类肠上皮内淋巴细胞株, 检测其

细胞因子的表达及分泌, 为进一步深入研究乳

凝集素的功能奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 从MCF-7乳腺癌细胞中提取总RNA, 通
过逆转录PCR方法得到目的基因(乳凝聚素)片
段, 上游引物: 5'-GCGCCATGGGCCTGGATAT 
C T G T T C C A A A A A C C C C T G C-3'; 下游引

物: 5'-GCGCTCGAGACAGCCCAGCAGCT 
CCAGGC-3'. 100 ng PCR与50 ng pET-28a(+)载
体酶切产物, 经T4连接酶16℃连接过夜. 3 μL连
接产物转化入50 μL DH5a最高效率转化细胞
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内, 利用酶切(图1)及DNA序列分析鉴定质粒构

建成功. 将构建质粒转化入BL-21细胞中, 挑取

单克隆培养于LB培养基中, 加入IPTG(isopropyl 
β-σ-thiogalactopyranoside)诱导表达4-12 h, 离
心7500 r/min, 20 min收集细菌, 利用等渗缓冲

液混悬细菌, 并用超声方法破碎细胞, 加入蛋

白酶抑制剂(protease inhibitor cocktail set Ⅲ), 
保护目的蛋白 .  低温超速离心超声后混悬液

18 000 r/min, 20 min, 取上清与特异性镍螯合的

亲和层析柱(Ni-chelating colum)结合, 通过梯度

的结合缓冲液(20 mmol/L imidazole, 500 mmol/
L NaCl, 20 mmol/L Tris-HCl), 洗柱1次, 冲洗

缓冲液(60 mmol/L imidazole, 500 mmol/L 
NaCl, 20 mmol/L Tris-HCl), 洗柱1次, 洗脱液

(200 mmol/L imidazole, 500 mmol/L NaCl, 
20 mmol/L Tris-HCl)洗脱, 得到终产物乳凝集

素. SDS-PAGE凝胶电泳检测纯化的乳凝集素(图
2A), 利用迷你蛋白转膜系统将蛋白转至尼龙膜, 
与特异性单克隆抗体(anti-his-tag)反应, Western 
blot方法鉴定目的蛋白(图2B).
1.2 方法 人类肠上皮内淋巴细胞株EEI-10, 培养

于完全培养基中, 含有DMEM, 100 mL/L胎牛

血清(FBS), 50 kU/L青霉素和50 kU/L链霉素, 
10 g/L谷氨酸, 10 g/L丙酮酸钠, 10 g/L HEPES, 
37℃ 50 mL/L CO2孵育箱中培养. 以每孔2×
105(0.2 mL)个EEI-10细胞的密度将细胞种于96
孔板, 加入过滤除菌纯化的重组乳凝集素, 分
别给予0, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1 g/L, 
每一剂量重复3孔, 培养72 h, H3-Tdr测细胞增

殖. 得到乳凝集素的有效作用剂量后, 每孔2×
105(0.2 mL)个EEI-10细胞种于96孔板, 试验分

为PHA(phythohaemagglutinin)1 mg/L作为阳性

对照组, 有效剂量乳凝聚素组及空白对照组, 每
组重复3孔, 培养条件同上. 培养72 h, 收集细

胞及上清分别冻存于-80℃及-20℃冰箱待用. 
ELISA方法检测细胞培养上清中细胞因子浓度. 
96孔板由羊抗人IL-2, IL-4, IFN-γ mAb 8 mg/L
包被过夜, 50 g/L BSA封闭. 加入待测样品继续

孵育1 h, 室温. 1×PBS包括1 g/L TWEEN 20
洗3次, 加入8 mg/L兔抗人IL-2, IL-4, IFN-γ抗体

孵育1 h, 加入辣根过氧化物酶标记的羊-抗兔

IgG1抗体80 μg/L. 洗板并加入四甲基联苯胺(3, 
3', 5, 5'-tetramethylbenzidine, TMB)100 μL反应

15 min, 1 mol/L硫酸终止反应. 检测各孔A 450. 
冻存细胞, 经Hanks平衡盐溶液洗3次, 1000 r/min, 
5 min. 由酚-氯仿抽提总RNA(Chomczynski 
et al , 1987). RNA由紫外分光光度计260 nm定
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量 ,  并进行甲醛凝胶胶体电泳检测R N A的质

量. cDNA合成用总RNA 5 μg进行反转录, 总体

积为20 μL, 包括1 mmol/L dNTP, 10 mmol/L 
DTT(dithiothreitol), 50 mmol/L Tris-HCl(pH 
8.3), 75 mmol/L KCl, 3 mmol/L MgCl2, 1 ng六
聚体(hexamer), 50 U核酸酶抑制剂(RNAguard), 
200 U逆转录酶. 反应条件为42℃, 90 min. PCR
反应体系为100 μL, 包括稀释的cDNA 1-10 μL, 
10×PCR缓冲液[200 mmol/L Tris-HCl pH 8.55, 
160 mmol/L(NH4)2SO4, 25 mmol/L MgCl2和

1.5 g/L BSA]10 μL, 每条引物浓度为10-5 mmol/
L, 3.47 mmol/L dNTPs 1 μL, Taq DNA聚合酶

1 μL, 反应条件为95℃ 5 m i n后进入35个循

环, 循环条件为95℃ 1 min, 61℃ 1 min, 72℃ 
2 min. 最终72℃延长10 min. β-ac t in作为阳

性对照用于定量每个样本所加入的c D N A为

等量. 各反应设阴性对照, 即未加入IL-2, IL-5
及I F N-γ的引物组. 引物: β-a c t i n: 上游引物

5'-GACTTCGAGCAAGAGATGGCCAC-3'; 下游

引物5'-CAATGCCAGG GTACATGGTGGTG-3' 
(201  b p ) .  I L -2 :  上游引物5 ' -T G G A G C A
G C T G T T G AT G G A C C TA C-3' ;  下游引物

5'-AGATGATGCTTTGACAGAAGGCTATC-
3'(455 b p).  I L-4:  上游引物5'-G A G C C AT
AT C C A C G G AT G C G A C A A-3';  下游引物

5'-CATGGTGGCTCAGTACTACGAGTA-
3'(350 bp). IFN-γ: 上游引物5'-CTTCTTCA
GCAACAGCAAGGCGAAAA-3'; 下游引物

5'-CCCCCAGATACAACCCCGCAATCA-
3'(381 bp).

统计学处理 各组间比较采用方差分析检

验. 统计学数据通过应用美国STATISTICA 6.0软
件获得.

2  结果

2.1 乳凝集素的制备 将所构建的质粒进行酶切

鉴定阳性质粒(图1); 阳性的重组质粒进行DNA
测序分析, 测序的结果与基因文库一致. 乳凝

集素表达后, 将所得纯化的目的蛋白进行SDS-
PAGE电泳, 部分胶进行染色观察条带, 其分子

质量大小位于目的蛋白区域(图2A); 特异性抗体

鉴定明确为目的蛋白乳凝集素(图2B). 
2.2 乳凝集素对EEI-10细胞株细胞因子分泌表

达的影响 给予不同浓度乳凝集素刺激肠上皮淋

巴细胞增殖, 利用H3-Tdr法检测剂量与细胞增

殖之间的关系, 结果显示乳凝集素作用剂量为

250 mg/L时淋巴细胞增殖显著, 根据母乳中乳

凝集素的含量93±10 mg/L确定250 mg/L为刺

激增殖最适剂量(图3). ELISA方法检测细胞因子

浓度的结果显示肠上皮内淋巴细胞EEI-10经乳

凝集素及PHA刺激后, 能够改变细胞因子的分

泌情况, 其中培养上清中IL-2(aP <0.05 = 0.0394)
和IFN-γ(bP <0.01 = 0.0082)的含量高于未处理细

胞组; IFN-γ的含量高于PHA处理组(aP <0.05 = 
0.047), 而IL-4没有显著的增高(图4). RT-PCR方
法检测乳凝集素刺激EEI-10细胞株IL-2、IL-4
及IFN-γ表达. 以未加入细胞因子引物组为阴性

对照. 与未经乳凝集素及PHA处理组相比, 乳凝

集素处理后IL-2表达量升高, IL-4表达量无显著

性改变, IFN-γ表达量明显增高, 并高于PHA刺激

组. 提示经乳凝集素的有效作用剂量处理, 能够

图 1 酶切方法鉴定质粒构建成功.

图 2 乳凝集素表达鉴定. A: SDS PAGE; B: 抗体特异性.

图 3 乳凝集素刺激肠上皮内淋巴细胞增殖的有效剂量.
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刺激EEI-10细胞增殖, 促进肠上皮内淋巴细胞

IL-2、IFN-γ细胞因子的表达(图5). 

3  讨论

胃肠道不仅仅是消化营养物质的器官, 而且也

是一个重要的免疫器官. 在与不计其数的食物

蛋白、多肽和微生物相互作用中, 胃肠道免疫

系统承担着选择细胞生长所需营养及对微生物

等刺激产生良性应答的任务[12-13]. 乳凝集素是一

种N端糖基化的具有免疫源性的糖蛋白, 由346
个氨基酸组成, 含有表皮生长因子(EGF)样结构

的Arg-Gly-Asp(RGD)N端, 能与aVβ3整合素交

联[6,14]. 因此其作为外源性抗原势必引起胃肠道

免疫系统一系列的免疫应答反应, 其中肠上皮

内淋巴细胞位于肠腔上皮细胞之间, 经食物和

微生物抗原刺激后, 可增殖并在肠上皮层形成

活性T淋巴细胞集落, 从而激发其他淋巴组织产

生进一步反应. 对乳凝集素的研究始于1990年
代末, 研究发现, 母乳中脂肪球膜蛋白(MFGM)
能够降低轮状病毒感染性腹泻病的发病率或减

轻腹泻时的症状, 其中乳凝集素起到了突出的

作用[11-12,14-15], 但具体的作用机制仍不明确. 一些

研究证实母乳喂养儿较人工喂养儿轮状病毒感

染后症状明显轻, 因此我们推测乳凝集素是否

有可能通过调节肠相关淋巴组织功能达到抗病

毒作用. 

我们利用重组技术获得乳凝集素, 通过给

予肠上皮内淋巴细胞株EEI-10不同剂量的乳凝

集素后检测淋巴细胞增殖情况, 结果显示, 在一

定范围内随着乳凝集素剂量的增加, EEI-10细胞

数逐渐增殖, 表明该物质能够作用于免疫细胞

发挥促淋巴细胞细胞增殖的作用. 实验显示当

乳凝集素作用剂量为250 mg/L时淋巴细胞增殖

显著. 利用ELISA及RT-PCR等实验方法检测乳

凝集素作用引起的IL-2、IL-4及IFN-γ分泌及表

达的情况, 并以具有确切结果的PHA作为阳性

对照, 结果显示乳凝集素处理组细胞培养上清

中IL-2和IFN-γ的含量显著高于未经处理组, 其
中IFN-γ的含量显著高于PHA处理组, 而IL-4的
含量在处理前后无明显改变. 同时RT-PCR实验

结果也证实IL-2和IFN-γ的表达量增加, 而IL-4的
表达量无显著变化. IL-2是使T细胞激活并进入

细胞分裂的关键成分, 而T细胞的活化又制约着

整个特异性免疫应答, 此外IL-2还刺激NK细胞

的生长和增强他们的杀伤功能并激发B细胞生

长及抗体产生[16-20]. IFN-γ可激活单核巨噬细胞, 
使之杀伤被吞噬的微生物, 还可促进T细胞分化, 
诱导和增加MHC分子表达, 产生增强免疫应答

等作用[20-26]. 本研究在体外实验中初步证实乳凝

集素具有上调肠上皮内淋巴细胞分泌表达上述

细胞因子的作用. 推测可能乳凝集素作用于肠

上皮内淋巴细胞后能够促进这些细胞因子的分

图 4 细胞培养上清中细胞因子

分泌量.

图 5 乳凝集素对肠上皮内淋巴细胞细胞因子表达的影响. 1: 阴性对照; 2: 未处理细胞; 3: lactadherin处理细胞; 4: PHA处理

细胞.
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泌表达, 这些细胞因子一方面可能促进肠上皮

内淋巴细胞的增殖, 进一步的作用是促进含有

这些细胞因子受体的肠上皮细胞的增殖及成熟. 
已知乳凝集素在胃的任何pH值下均有活性并且

其结构不被蛋白酶等破坏, 保证了乳凝集素以

完整的结构和功能到达肠道, 发挥其调节肠相

关淋巴组织功能及抗轮状病毒感染的作用. 因
此推测乳凝集素作用于肠相关淋巴组织可能是

通过刺激肠上皮内淋巴细胞活化, 分泌表达IL-2
及IFN-γ等细胞因子, 从而促进肠上皮内淋巴细

胞的分化、迁徙等. 但乳凝集素在体内是如何

发挥作用, 其活化肠上皮内淋巴细胞的通路仍

不明确, 课题组对乳凝集素的进一步研究仍在

进行中, 本实验为探讨乳凝集素的免疫作用提

供了理论前提. 
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