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枯草芽孢杆菌芽孢对猪扁桃体内树突状细胞的影响

申育萌!杨
!

倩"

"南京农业大学农业部动物生理生化重点开放实验室!南京
0%&&/1

#

摘
!

要!拟研究滴鼻给予猪鼻枯草芽孢杆菌芽孢对咽鼓管扁桃体和软腭扁桃体内树突状细胞数量的影响&

%&

头
0

月龄杜长大三元杂交仔猪随机分为
0

组!分别用枯草芽孢杆菌芽孢和
2:8

进行鼻腔滴鼻!

*F

后打开鼻腔取出咽鼓

管扁桃体和软腭扁桃体&选用
[ZUKK

'

U5%%P

和
U5%.

三种猪树突状细胞"

5U,

#抗体!对咽鼓管扁桃体和软腭扁桃

体内
5U,

进行标记!通过共聚焦显微镜观察滴鼻前后
5U,

的变化情况&结果表明$应用枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻

后!咽鼓管扁桃体固有层和淋巴小结内
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

和
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

的数量显著增加"

;

#

&'&1

#!

是正常对照的
0

"

*

倍(软腭扁桃体固有层和淋巴小结内
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

和
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

的数量也显

著增加"

;

#

&'&1

#(并且
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

数量比
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

多!但差异不显著&笔者的研究提示枯

草芽孢杆菌芽孢滴鼻能够诱导树突状细胞在扁桃体内聚集!并促进树突状细胞成熟!从而有效提高扁桃体抵抗病

原微生物入侵的能力&
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猪的上呼吸道中分布有较多的淋巴组织!尤其

是咽鼓管扁桃体和软腭扁桃体!它们位于呼吸道和

消化道的入口处!是机体防御病原微生物入侵机体

的第一道防线*

%

+

&正常状态下!树突状细胞"

"@-!

"M$N$AA@33,

!

5U,

#在猪的扁桃体内呈散在分布!有

U5%%P

h

U5%.

h

5U,

和
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

两种

不同类型*

0

+

&黏膜
5U,

可伸出突起跨过上皮细胞

摄取抗原!将抗原呈递给
X

'

:

淋巴细胞*

*

+

&因此!

5U,

在启动黏膜免疫反应中发挥重要作用&

枯草芽孢杆菌"

?$"(//7::7J#(/(:

#是广泛存在于

土壤和植物中的优势生物种群*

)

+

&研究发现!枯草

芽孢杆菌是
X#33

样受体
0

"

X#33!3$4@M@A@

T

N#M,

!

XYJ

#的配体!它可与上皮细胞或与
5U,

的表面

XYJ0

和
XYJ)

结合!通过诱导上皮细胞分泌细胞

因子!促进
5U,

的成熟从而提高局部和全身免疫水

平*

1

+

&芽孢型的枯草芽孢杆菌比滋养型枯草芽孢杆

菌具有更多的抗原位点!可引起更广泛的免疫反应!

是滋养型枯草芽孢杆菌的良好替代品*

.

+

&如果枯草

芽孢杆菌芽孢也能诱导扁桃体中
5U,

的分化和成

熟!将会提高鼻腔局部黏膜免疫水平&因此!本研究

选用枯草芽孢杆菌芽孢给仔猪滴鼻!探讨扁桃体内

树突状细胞分布和变化!为提高仔猪鼻腔免疫提供

理论依据&

#

!

材料与方法

#D#

!

菌株

枯 草 芽 孢 杆 菌
JGD2%.

"

?$"(//7::7J#(/(:

JGD2%.

#由南京农业大学植物保护学院高学文教授
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振荡培养
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!

(&n

水浴
*&=$-

杀灭

未形成芽孢的滋养体&分光光度计测其浓度后

*&&&m

I

离心!再用无菌
2:8

悬浮至
%'&m%&

/

Û H

/

=Y

]%洗
1

遍后保存于
]9&n

冰箱&

#D!

!

动物及处理

%&

头
0

月龄健康雄性杜长大三元杂交猪"江浦

农场提供#随机分成
0

组!每组
1

头&每组单独饲养

于江苏省农业科学院!充足饮水!自由采食&第
%

组

应用
2:8

滴鼻作为对照(第
0

组应用枯草芽孢杆菌

芽孢滴鼻"芽孢数
%'&m%&

(

Û H

/

=Y

]%

/头]%

#&

滴鼻
*F

后处死实验动物并即刻取下咽鼓管扁桃体

和软腭扁桃体&组织样品经
&'/i

氯化钠溶液涮洗

后放入新鲜配制的
)i

多聚甲醛溶液中进行固定&

#DI

!

冰冻切片的制备及荧光染色

)n

固定组织
0)F

后用
\XU

"南京友乐博科学

仪器有限公司#包被组织块冻存于
]0& n

&制作

(

"

%&

'

=

的冰冻切片"冰冻切片机!

Y@$A>U[

%(1&

#&组织切片常规破膜和封闭后滴加一抗和相

应的荧光二抗进行孵育"表
%

#&孵育结束后用

&j&%i2:8

洗 脱 未 结 合 的 抗 体&最 后
572K

"

K-S$NM#

I

@-

#着色细胞核&制备好的组织切片用激

光共聚焦显微镜"

7W$#Y8[9%&

#观察&每头猪软

腭扁桃体和咽鼓管扁桃体各选取
%0

张切片!其中
.

张共染
U5%%P

'

[ZUKK

分子抗体!另外
.

张共染

U5%%P

'

U5%.

分子抗体&每张切片组织固有层和淋

巴滤泡层各随机选取
%&

个视野进行拍照&

表
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!

抗体信息

P4=)8#

!
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U5%.
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#D%

!

统计处理

采用
K=>

I

@!2M#23?,.'&

图像分析系统对橘黄色

的双染阳性细胞进行计数!并用
8288%.'&

分析软件

"

UF$A>

I

#

!

KY

#对试验数据进行统计分析!差异显著性

试验采用独立样本
#

检验&差异显示性判断标准$

;

#

&'&%

为差异极显著!

;

#

&'&1

为差异显著&

!

!

结
!

果

!D#

!

枯草芽孢杆菌芽孢对咽鼓管扁桃体树突状细

胞数量的影响

正常对照组的黏膜
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

和

U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

在咽鼓管扁桃体固有层和淋

巴小结内均散在分布!

U5%%P

h

U5%.

h 和
U5%%P

h

[ZUKK

h阳性细胞细胞质呈现黄色或橘黄色!形态

不规则!呈多边形或圆形!数量较少"图
%

#&

应用枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻
*F

后"图
%7

'

:

#

阳性细胞形态不改变!呈黄色或橘黄色"箭头所示#&

U5%%P

h

U5%.

h

5U,

和
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

分布

在上皮细胞下层!聚集在固有层内&从图
07

可见!

应用枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻
*F

后能够显著增加

"

;

#

&'&1

#咽鼓管扁桃体固有层内
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

和
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

的 数 量!

U5%%P

h

U5%.

h

5U,

数量增幅为
%'1

倍(

U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

数量增幅为
0

倍&从图
0:

可见!应用枯草芽

孢杆菌芽孢滴鼻
*F

后咽鼓管扁桃体淋巴小结内

U5%%P

h

U5%.

h

5U,

和
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

的数

量显著增加"

;

#

&'&1

#!

U5%%P

h

U5%.

h

5U,

数量增

幅为
0

倍(

U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

数量增幅为
0'9

倍&咽鼓管扁桃体中
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

数量虽

稍高于
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

!但无较大差异&
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咽鼓管扁桃体内
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

的分布!

U5%%P

"红色#与
U5%.

"绿色#共染显示
5U,

"橘黄色!箭头所示#(

:'

咽鼓管扁桃体内
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

的分布!

U5%%P

"红色#与
[ZUKK

"绿色#共染显示
5U,

"橘黄色!箭头所示#(

U'

软腭扁桃体内
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

的分布"橘黄色!箭头所示#(

5'

软腭扁桃体内
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

的分布"橘黄

色!箭头所示#(
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图
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枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻
I9

后扁桃体中
C32

的分布
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滴鼻
*F

后咽鼓管扁桃体固有层内
5U,

数量(

:'

滴鼻
*F

后咽鼓管扁桃体淋巴小结内
5U,

数量

7'XF@-?=P@M,#Q5U,$-3>=$->#QN?P>3N#-,$3

(

:'XF@-?=P@M,#Q5U,$-3

R

=

T

F#$"Q#33$A3@,#QN?P>3N#-,$3

图
!

!

枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻后咽鼓管扁桃体中
C32

数量的变化
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枯草芽孢杆菌芽孢对软腭扁桃体树突状细胞

数量的影响

正常对照组的黏膜
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

和

U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

在软腭扁桃体固有层和淋巴

小结内散在分布!

U5%%P

h

U5%.

h

5U,

和
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

呈黄色或橘黄色!形态不规则!数量较

少"图
%U

'

5

#&

从图
*7

可见!应用枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻
*F

后能够显著增加"

;

#

&'&1

#软腭扁桃体固有层内

U5%%P

h

U5%.

h

5U,

'

U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

的数量&

U5%%P

h

U5%.

h

5U,

数量增幅为
0'(

倍(

U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

数量增幅为
*'0

倍&从图
*:

可见!应

用枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻
*F

后能够显著增加"

;

#

&'&1

#软腭扁桃体淋巴小结内
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

'

U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

的数量!

U5%%P

h

U5%.

h

5U,

数量增幅为
0

倍(

U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

数量增幅为

0')

倍&

7'

滴鼻
*F

后软腭扁桃体固有层内
5U,

数量的变化(

:'

滴鼻
*F

后软腭扁桃体淋巴小结内
5U,

数量的变化
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图
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枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻后软腭扁桃体中
C32

数量的变化
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论

树突状细胞是机体功能最强大的抗原递呈细胞

"

>-N$

I

@-

T

M@,@-N$-

I

A@33

!

72U

#!也是唯一能激活幼

稚型
X

细胞的
72U

*

9

+

&黏膜
5U,

可伸出跨上皮突

起摄取抗原!并将抗原信息传递给
X

'

:

淋巴细胞!

01(



!

1

期 申育萌等$枯草芽孢杆菌芽孢对猪扁桃体内树突状细胞的影响

诱导局部和全身的免疫反应*

(

+

&

5U,

家族的共同特

征是表达
U5%%A

和
[ZUKK

分子&猪的呼吸道存在

*

种不同表型的
5U,

$

U5%%P

h

U5%.

h

5U,

'

U5%.

h

[ZUKK

h

5U,

和
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

*

/

+

!扁桃体内

的
5U,

主要为
U5%%P

h

[ZUKK

h

5U,

和
U5%%P

h

U5%.

h

5U,

!它们散布在扁桃体固有层和淋巴小结

中!时刻监视病原微生物入侵*

%&

+

&

枯草芽孢杆菌可激活
X#33

样受体
0

"

XYJ0

#!

是一种良好的免疫佐剂和免疫增强剂*

%%

+

&饲喂枯

草芽孢杆菌能提高肠上皮细胞释放细胞因子
KY!.

'

X6̂!

$

'

KY!%

#

等!同时还能增加小肠内
K

I

7

的表

达!增强局部黏膜对病原微生物的清除能力*

%0!%*

+

&

芽孢形式的枯草芽孢杆菌免疫活性更好!且运输和

存储都更加便利!是滋养型枯草芽孢杆菌的良好代

替品*

%)

+

&本试验中枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻后扁桃

体上皮细胞下
5U,

数量增加!可能是枯草芽孢杆菌

芽孢诱导鼻腔上皮细胞"尤其是扁桃体处#分泌一些

细胞因子!后者促使
5U,

在黏膜处聚集&此外!枯

草芽孢杆菌芽孢能够在动物肠道中萌发和繁殖!甚

至还可形成芽孢排出体外*

%1!%.

+

!推测在鼻腔中滴入

的枯草芽孢杆菌芽孢也可能在鼻腔中进行繁殖!长

期诱导更多的
5U,

迁移到黏膜下!时刻防御病原微

生物的入侵&

正常生理状态下扁桃体淋巴小结内存在许多固

有
5U,

和幼稚型的
X

'

:

淋巴细胞!是黏膜免疫的诱

导位点*

%9

+

&应用抗原可诱导黏膜下的
5U,

表达归

巢受体!迁移至
X

'

:

淋巴细胞富集的淋巴小结!进

而促使淋巴细胞增殖!增强局部黏膜免疫力*

%(

+

&例

如应用枯草芽孢杆菌配合灭活流感病毒鼻腔免疫小

鼠可诱导
5U,

归巢受体
UUJ.

和细胞因子
KY!.

'

KY!%&

的表达!从而激活
XF%

%

XF0

混合型免疫应

答!提高免疫效果*

%/

+

&本试验枯草芽孢杆菌芽孢滴

鼻后!扁桃体淋巴小结内
5U,

数量显著上升!表明

芽孢型的枯草芽孢杆菌芽孢可能与滋养型枯草芽孢

杆菌类似!也会促进
5U,

表面归巢受体和细胞因子

的表达!进而诱导黏膜下摄取抗原的
5U,

迁移至淋

巴小结!发挥递呈功能&

2'<'[>4$"#-

等研究表

明!

5U,

对抗原的摄取和递呈过程是十分迅速的!

*

F

内即可完成对抗原的摄取和转运*

0&

+

&本试验结

果也表明!应用枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻
*F

即能诱

导
5U,

完成对其的摄取!并回流至淋巴小结!与

2'<'[>4$"#-

等的研究结果相一致&

[ZUKK

分子是机体内重要的抗原递呈分子!它

与
5U,

的成熟密切相关*

0%

+

&未成熟
5U,

表面

[ZUKK

分子表达量低!随着
5U,

的成熟!其抗原递

呈能力逐步提升!

[ZUKK

分子表达量也不断上升!

因而
[ZUKK

分子是评价
5U,

成熟和抗原递呈能力

的指标之一*

00

+

&枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻后促进了

咽鼓管扁桃体和软腭扁桃体内
5U,

表面
[ZUKK

分

子的表达!促使
5U,

成熟!而
5U,

的成熟则会进一

步诱导
X

'

:

淋巴细胞的增殖和分化!提高细胞免疫

水平!增强局部黏膜免疫力&

综上所述!枯草芽孢杆菌芽孢滴鼻能促进
5U,

向扁桃体内聚集并诱导
5U,

成熟!是一种良好的黏

膜免疫增强剂&本研究为猪鼻腔免疫奠定了基础&
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