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摘　要：本研究旨在探明鼠李糖乳杆菌（犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊）对Ｃａｃｏ２细胞抗氧化和非特异免疫功能的影响。Ｃａｃｏ２

细胞分别用ＰＢＳ（Ａ组）、犈．犮狅犾犻Ｋ８８（Ｂ组）和犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊（Ｃ组）处理，以及先用犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊预处理，再用

犈．犮狅犾犻Ｋ８８处理（Ｄ组）。结果表明，Ｂ组细胞上清的ＴＡＯＣ浓度显著降低（犘＜０．０１），ＳＯＤ活力显著提高（犘＜

０．０１），Ｃ组与此相反，并且细胞裂解液中的ＳＯＤ活性显著提高（犘＜０．０５）。Ｂ组和Ｃ组不同程度地促进ＡＰＲＩＬ的

分泌（犘＜０．０１），而抑制ＩＬ８的产生（犘＜０．０１）。Ｂ组也抑制ＩＬ１０的产生，但Ｃ组却显著促进其分泌（犘＜０．０１）。

与Ｂ组相比，Ｄ组 ＡＰＲＩＬ显著减少（犘＜０．０１），但ＩＬ８和ＩＬ１０都显著增加（犘＜０．０５，犘＜０．０１）。结果提示，

犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊可提高Ｃａｃｏ２细胞的抗氧化能力，减轻炎症反应，具有保护作用和免疫佐剂的效果。
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狉犺犪犿狀狅狊狌狊．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狉犺犪犿狀狅狊狌狊；犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｋ８８；Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌ；ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ；ｃｙｔｏｋｉｎｅ

　　外源益生菌进入宿主肠道后直接作用于肠上皮

细胞，影响其多种功能，包括黏蛋白和防御素的表达

和分泌；紧密连接结构的稳定性以及细胞因子的分

泌等［１４］，从而抵抗致病菌入侵。鼠李糖乳杆菌是最

初从健康人的粪便中分离得到的非致病性革兰氏阳

性细菌，具有产乳酸、耐受胆汁并且能够在肠道中存

活的特性［５６］，是预防和治疗肠道炎性疾病研究和

应用最多的益生菌之一。许多研究证实鼠李糖乳杆

菌在肠道中具有黏附能力和拮抗致病菌黏附的作

用［７］，并且还发现它能抑制肠道致病菌毒素的表达、

上调肠上皮细胞紧密连接蛋白表达以及诱导癌细胞

和炎症期免疫细胞凋亡［８１１］。另有研究报道，鼠李

糖乳杆菌不会引起系统免疫应答和炎症应答，但可

以调节过敏症患者的Ｔｈ１／Ｔｈ２应答，以及减少肠致

病菌诱导的肠上皮细胞表达促炎细胞因子ＴＮＦα和

ＩＬ８
［６，１２１４］。但迄今为止，益生菌对肠上皮细胞免疫

活性影响的研究结果并不一致。此外，益生菌对肠上

皮细胞抗氧化作用方面的报道也较少。

本试验利用体外培养的人结肠癌细胞系Ｃａｃｏ２

细胞，研究鼠李糖乳杆菌的抗氧化和免疫调节作用，

为更全面认识鼠李糖乳杆菌作为益生菌的作用机理

及其在畜禽生产中正确使用提供依据。

１　材料与方法

１．１　细菌菌株和细胞株

鼠李糖乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狉犺犪犿狀狅狊狌狊ＣＩＣＣ

Ｎｏ．６００１，冻干粉，购于中国食品发酵工业研究院）；

大肠杆菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｋ８８，购自国家兽医微生

物菌种保藏管理中心）；人结肠癌腺细胞系Ｃａｃｏ２

细胞株（购自中国科学院上海生命科学研究院细胞

资源中心）。

１．２　主要试剂及仪器

ＭＲＳ（ＤｅＭａｎｎ，Ｒｏｇｏｓａ，ａｎｄＳｈａｒｐｅ）培养基

和ＬＢ（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ）培养基（英国 Ｏｘｏｉｄ公司）；

ＤＭＥＭ （Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ’ｓＭｅｄｉｕｍ）培

养液、０．２５％胰酶（含０．０２％ ＥＤＴＡ）和Ｄｈａｎｋ’ｓ

平衡盐溶液（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（杭州四季

青生物工程材料有限公司），青、链霉素（美国Ｓｉｇｍａ

公司）；ＴｒｉｔｏｎＸ１００和 Ｔｒｙｐａｎｂｌｕｅ染色液（美国

Ａｍｅｒｅｓｃｏ公司）；磷酸缓冲盐溶液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆ

ｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ，ｐＨ７．４）；细胞培养瓶及培养板（美

国Ｇｉｂｃｏ公司）。其他试剂均为分析纯。

５８０４Ｒ高速冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司）；ＨＥＲＡｃｅｌｌ１５０ＣＯ２ 细胞培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ

ＥｌｅｃｔｒｏｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）；ＣＸ４１１２Ｃ０２ 倒置显微镜

（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＮＯＶＥＬＸＳＺＮ１０７ＣＣＤ光

学显微镜（宁波永新光学股份有限公司）；ＵＶ２１００

紫外可见分光光度计（尤尼柯（上海）仪器有限公

司）；Ｓｙｎｅｒｇｙ４酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）。

１．３　细菌培养和菌悬液的制备

犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狉犺犪犿狀狅狊狌狊（犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊）在含有

１０％甘油ＭＲＳ培养基中－８０℃保存，用前接种于新

鲜配制的 ＭＲＳ液体培养基，３０℃静止培养２４～

３６ｈ，并转接２代。犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｋ８８（犈．犮狅犾犻

Ｋ８８）接种于ＬＢ培养基，３７℃摇床培养过夜，并转接

２代。分别将生长至对数生长期的犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊

（１６ｈ）和犈．犮狅犾犻Ｋ８８（８ｈ）离心 （４０００ｒ·ｍｉｎ－１，

１５℃，１０ｍｉｎ），收集菌体，用无菌的ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗２

次，最后重悬于无菌的ＰＢＳ中，调节细菌的浓度为

（１～２）×１０
８ＣＦＵ·ｍＬ－１。

１．４　细胞培养

Ｃａｃｏ２细胞用培养瓶培养，在瓶中加入含１０％

热灭活的胎牛血清和双抗（１００Ｕ·ｍＬ－１青霉素和

１００μｇ·ｍＬ
－１链霉素）的ＤＭＥＭ细胞培养液，置于

３７℃，５％ ＣＯ２的培养箱中培养，隔天换１次培养

液。待细胞贴壁生长为单层细胞后５～７ｄ，用

０．２５％胰酶消化传代，并用０．４％～０．５％ 的台盼蓝

染色液染色，用血细胞计数器在显微镜下检测细胞

的数量和活性，细胞活性保持在９５％以上。

１．５　细菌处理犆犪犮狅２细胞的试验

用 ＤＭＥＭ 培 养 液 调 整 细 胞 数 为 ２×１０４

个·ｍＬ－１，转移到２４孔细胞培养板中，每孔１ｍＬ，

置３７℃，５％ＣＯ２ 的培养箱中培养，隔天换液，至细

胞在培养板底部长成单层。吸弃培养液，用 Ｄ

ｈａｎｋ’ｓ洗２遍，然后在每个孔中加入ＤＭＥＭ 培养

液（含１０％的胎牛血清，不含抗生素）０．５ｍＬ，进行

分组试验。处理 Ａ、Ｂ和 Ｃ分别加入无菌的ＰＢＳ

（ｐＨ７．４）、犈．犮狅犾犻犓８８菌悬液和犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊菌

悬液各０．５ｍＬ，分别孵育２和１２ｈ；处理Ｄ先在孔

里加入犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊０．５ｍＬ，与Ｃａｃｏ２细胞共孵
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育１ｈ后，再加入犈．犮狅犾犻Ｋ８８０．５ｍＬ，共孵育２ｈ，

以上孵育均在３７℃５％ＣＯ２ 的培养箱中完成。每

个处理设４个重复。孵育结束，收集细胞培养上清

液，然后用无菌的ＰＢＳ（ｐＨ７．４）温和洗３次，再用

１％ 的ＴｒｉｔｏｎＸ１００（每孔１ｍＬ）裂解细胞，收集细

胞裂解液。以上样品保存于－８０℃。共孵育１２ｈ

后采集的样品待检测上皮细胞总抗氧化能力（Ｔｏｔａｌ

ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙ，ＴＡＯＣ）和超氧化物歧化酶

（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活力；共孵育２ｈ的细

胞培养上清液用于检测促炎细胞因子增殖诱导配体

（Ａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＡＰＲＩＬ）、白细胞

介素８（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ８）和抗炎细胞因子白细胞介

素１０（ＩＬ１０）含量。

１．６　指标检测方法

细胞裂解液和／或培养上清中的ＳＯＤ和ＴＡＯＣ

用比浊法检测，测试盒购于南京建成生物工程研究

所，按照说明书操作，并根据公式计算结果。细胞培

养上清中的细胞因子ＡＰＲＩＬ、ＩＬ８和ＩＬ１０的含量用

ＥＬＩＳＡ方法检测。人细胞因子ＥＬＩＳＡ测试盒由美国

Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｓ公司提供，根据说明书操作，用Ｃｕｒｖｅ

Ｅｘｐｅｒｔ１．３软件绘制标准曲线，并计算结果，结果以

每种细胞因子的浓度（ｎｇ·ｍＬ
－１或ｐｇ·ｍＬ

－１）表示。

１．７　统计学方法

试验数据用“狓±犛狓”表示，显著性用ＳＰＳＳ１６．０

ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ软件进行统计，用ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ

法进行方差分析，并用 ＬＳＤ法进行多重比较，以

犘＜０．０５判定差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　鼠李糖乳杆菌对犆犪犮狅２细胞抗氧化能力的影

响

　　从表１可以看出，与对照组（Ａ组）相比，Ｂ组

Ｃａｃｏ２细胞上清中 ＴＡＯＣ 活力显著降低（犘＜

０．０１），ＳＯＤ活力显著提高（犘＜０．０１），但细胞裂解

液中的ＳＯＤ活力无显著变化（犘＞０．０５）。与此相

反，Ｃ组细胞上清中 ＴＡＯＣ活力显著增加（犘＜

０．０１），而ＳＯＤ活力却显著下降（犘＜０．０１），细胞裂

解液中ＳＯＤ活力则提高了（犘＞０．０５）。表明，致病

菌（犈．犮狅犾犻Ｋ８８）和益生菌（犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊）对Ｃａｃｏ

２细胞的抗氧化能力影响截然不同。

表１　犆犪犮狅２细胞的犜犃犗犆和犛犗犇活力

犜犪犫犾犲１　犜犃犗犆犾犲狏犲犾犪狀犱犛犗犇犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犆犪犮狅２犮犲犾犾狊

组别 Ｇｒｏｕｐ

ＴＡＯＣ活力 ＴＡＯＣａｃｔｉｖｉｔｙ

细胞培养上清／（Ｕ·ｍＬ－１）

Ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ＳＯＤ活力ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ

细胞培养上清／（Ｕ·ｍＬ－１）

Ｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

细胞裂解液／（Ｕ·ｍｇ
－１）

Ｃｅｌｌｌｙｓａｔｅ

Ａ组 ＧｒｏｕｐＡ ０．９７±０．１０Ｂ ９．０４±０．２０Ｂ １１．５２±０．０８ｂ

Ｂ组 ＧｒｏｕｐＢ ０．１５±０．２７Ｃ １４．２１±０．０８Ａ １１．９１±０．４１ａｂ

Ｃ组 ＧｒｏｕｐＣ ２．８３±０．１１Ａ ０．９２±０．０４Ｃ １２．３５±０．１４ａ

同行数据右肩上标小写字母或大写字母相异表示差异显著（犘＜０．０５或犘＜０．０１），所标字母相同表示差异不显著（犘＞

０．０５）。下表同

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｏｒｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｏｎｔｈｅｕｐｐｅｒｒｉｇｈｔｓｉｄｅｏｆｔｈｅｄａｔａｉｎａｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５ｏｒ

犘＜０．０１），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｓａｍｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

２．２　鼠李糖乳杆菌对犆犪犮狅２分泌细胞因子的调节

作用

　　由表２可见，Ｂ组和Ｃ组都显著促进促炎细胞

因子ＡＰＲＩＬ的分泌（犘＜０．０１），而显著抑制趋化因

子ＩＬ８的产生（犘＜０．０１），但２种处理的作用程度

不同，Ｂ组和Ｃ组ＡＰＲＩＬ分泌量分别提高７．０４倍

和０．５３倍，ＩＬ８分别下降５６．９４％和８５．３８％。而

且，Ｂ组抑制抗炎细胞因子ＩＬ１０的产生，相反，Ｃ

组则起显著的促进作用，ＩＬ１０的分泌量提高了４．９３

倍。与Ｂ组相比，Ｄ组ＡＰＲＩＬ显著下降（犘＜０．０１），

但ＩＬ８和ＩＬ１０都显著增加（犘＜０．０５和犘＜０．０１）。

表明，致病菌（犈．犮狅犾犻Ｋ８８）主要是促进Ｃａｃｏ２细胞产

生炎症细胞因子，而与之相反，益生菌（犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊）

则主要是促进抗炎细胞因子的分泌，并且在犈．犮狅犾犻

２５２
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Ｋ８８入侵时，起到抑制炎症反应、增强免疫应答的保 护作用。

表２　犆犪犮狅２细胞分泌细胞因子的量

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犮狅狀狋犲狀狋狅犳犮狔狋狅犽犻狀犲狊狊犲犮狉犲狋犲犱犫狔犆犪犮狅２犮犲犾犾狊

组别 Ｇｒｏｕｐ ＡＰＲＩＬ／（ｎｇ·ｍＬ
－１） ＩＬ８／（ｐｇ·ｍＬ

－１） ＩＬ１０／（ｐｇ·ｍＬ
－１）

Ａ组 ＧｒｏｕｐＡ ２．５７±０．１１Ｄ ３６．５３±２．９６Ａ ４５．４５±４．５４Ｃ

Ｂ组 ＧｒｏｕｐＢ ２０．６６±０．１７Ａ １５．７３±１．２５ｃＢ ０

Ｃ组 ＧｒｏｕｐＣ ３．９２±０．２２Ｃ ５．３４±０．９２Ｃ ２６９．６１±２．７４Ｂ

Ｄ组 ＧｒｏｕｐＤ ５．５２±０．２８Ｂ ２２．６７±１．２０ｂＢ ３６３．４４±９．８２Ａ

３　讨　论

致病菌引起宿主细胞的氧化应激反应，使总抗

氧化能力下降，而益生菌则可以减轻由致病菌引起

的氧化应激［１５］。本次研究发现，犈．犮狅犾犻Ｋ８８和

犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊都能够刺激肠上皮细胞产生ＳＯＤ，但

前者的作用更强，而且大部分的ＳＯＤ分泌到细胞

外，可能的原因是犈．犮狅犾犻Ｋ８８引起了细胞较强的

氧化应激反应，产生的活性氧簇刺激细胞分泌ＳＯＤ

来清除氧自由基，维持细胞的稳态，而且由于犈．

犮狅犾犻Ｋ８８对肠上皮细胞具有侵害作用，破坏了细胞

膜，使大量的ＳＯＤ从细胞内逸出进入培养液中。而

在犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊作用下细胞分泌的ＳＯＤ较少，表

明该株菌对细胞的刺激作用较小，而且不影响细胞

膜的完整性。此外，犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊还显著提高细胞

的ＴＡＯＣ，提示益生菌除了影响Ｃａｃｏ２细胞的抗

氧化酶系统外，可能对非酶的抗氧化系统也有激活

作用。鼠李糖乳杆菌影响细胞抗氧化活性的相关机

制还有待进一步研究。

Ｈｅ等
［１６］发现，ＡＰＲＩＬ介导细菌诱导结肠固有

层的ＩｇＡ
＋
１ 或ＩｇＧ

＋
１Ｂ细胞转化为ＩｇＡ

＋
２Ｂ细胞。Ａ

ＰＲＩＬ的信号转导依赖肠上皮细胞的 Ｔｏｌｌ样受体

（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）和 ＮＦкＢ途径，细菌的

ＴＬＲ配体，如细菌的脂多糖、鞭毛或整个菌体都能

够刺激Ｃａｃｏ２细胞表达 ＡＰＲＩＬ，ＡＰＲＩＬ及其受体

在消化系统肿瘤中异常高地表达，而在正常组织中

低表达或不表达［１６１８］。可见，致病性抗原的 ＴＬＲ

配体对ＡＰＲＩＬ合成的诱导作用可能更强。本试验

的研究结果证实了这一点。犈．犮狅犾犻Ｋ８８诱导 Ａ

ＰＲＩＬ合成的作用比犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊更显著，而且还发

现，犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊能够显著抑制犈．犮狅犾犻Ｋ８８对 Ａ

ＰＲＩＬ的诱导作用（ＡＰＲＩＬ显著降低）。可能的原因是

犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊和犈．犮狅犾犻Ｋ８８在诱导ＡＰＲＩＬ过程中

提供不同的ＴＬＲ配体，犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊可能通过抑制

犈．犮狅犾犻Ｋ８８信号转导途径中的某些关键酶的表达，阻

止ＮＦкＢ的活化，使ＡＰＲＩＬ的转录受阻。

大肠杆菌等肠道致病菌在入侵时诱导局部的先

天免疫应答，引起促炎细胞因子的快速表达和上调，

但对抗炎细胞因子ＩＬ１０影响的报道较少
［４，７，１３］；而

益生菌不会激活获得性免疫，也不会诱导炎症免疫

应答，它对健康机体和患病机体所诱导的免疫应答

也不同［６，１２］。最近，Ｎｉｓｓｅｎ等
［１９］指出，肠上皮细胞

对益生乳酸菌和致病菌产生免疫应答的主要区别是

应答后产生的细胞因子类型和程度不同，由前者刺

激产生细胞因子的量只是活化机体的获得性免疫所

需的，而后者刺激则是产生致炎症水平的细胞因子。

本次试验结果表明，尽管犈．犮狅犾犻Ｋ８８和犔．狉犺犪犿

狀狅狊狌狊都抑制ＩＬ８的分泌，但后者的抑制作用更强。

犈．犮狅犾犻Ｋ８８还显著抑制ＩＬ１０的产生，而犔．狉犺犪犿

狀狅狊狌狊起显著的促进作用。此外，犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊还

能够显著增强肠上皮细胞对致病菌的免疫应答（显

著提高ＩＬ１０和ＩＬ８水平），表现出免疫保护和免

疫佐剂的效果。这一结果与 ＶｉｚｏｓｏＰｉｎｔｏ等
［１４］报

道的结果相似。犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊对肠上皮细胞的免

疫刺激特性的分子信号途径，以及在动物试验中的

免疫活性还有待深入研究。

４　结　论

综上所述，犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊可提高Ｃａｃｏ２细胞的

抗氧化功能，主要的免疫活性表现为促进抗炎细胞

因子ＩＬ１０的分泌，显著减轻肠上皮细胞对致病菌

的炎症反应（ＡＰＲＩＬ显著降低），增强其免疫应答

（显著提高ＩＬ１０和ＩＬ８水平）。提示，犔．狉犺犪犿狀狅

狊狌狊对肠上皮细胞具有保护作用和显著的免疫佐剂

３５２
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效果。
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