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嗜酸乳杆菌 S-层蛋白对感染大肠杆菌小鼠 

肠黏膜免疫功能的影响 
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摘要：研究嗜酸乳杆菌 S-层蛋白对感染致病性大肠杆菌小鼠肠黏膜免疫的影响。用 5 M 的氯化锂溶液对嗜酸乳杆菌的 S-层蛋白

进行提取，获得脱除 S-层蛋白的嗜酸乳杆菌菌体。将 SPF 级 BALB/c 小鼠随机分为对照组、致病性大肠杆菌感染组、嗜酸乳杆菌预

防组治疗组，脱除 S-层蛋白的嗜酸乳杆菌预防组和治疗组六组，实验进行 14 d。小鼠处死后取眼球血、小肠及肠黏膜，观察各组小

鼠肠黏膜形态变化、肠黏膜功能因子表达的差异。致病性大肠杆菌感染组与对照组相比，肠黏膜形态明显改变，感染大肠杆菌的小鼠

在灌胃嗜酸乳杆菌后各黏膜 SIgA 和 IL-10 含量明显升高，同时血清 IFN-γ、TNF-α 和 IL-1β 含量对比感染组有了显著下降，说明可以

减缓炎症发生，并且比脱除 S-层蛋白的嗜酸乳杆菌治疗组对肠黏膜免疫保护效果好。嗜酸乳杆菌 S-层蛋白对于嗜酸乳杆菌定植于肠

黏膜并形成生物屏障保护其免疫功能有着重要影响。 
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Abstract: The influence of the S-layer protein of Lactobacillus acidophilus on the intestinal mucosal immune function in BALB/c mice 

infected with pathogenic Escherichia coli was investigated. Lactobacillus acidophilus cells without the S-layer protein was obtained using 

lithium chloride solution (5 M) to extract the S-layer protein from Lactobacillus acidophilus. The SPF grade BALB/c mice were randomly 

divided into six groups: control group, pathogenic Escherichia coli-infected group, Lactobacillus acidophilus prevention group, Lactobacillus 

acidophilus treatment group, Lactobacillus acidophilus without S-layer protein prevention group and Lactobacillus acidophilus without S-layer 

protein treatment group; the experiment was conducted for 14 days. After the mice were sacrificed, the eye blood, intestine, and intestinal 

mucosa of the mice were collected to examine the changes in morphology of the intestinal mucosa and the differences in the expression of 

functional factors in it. Compared with control group, the intestinal mucosal morphology changed significantly in pathogenic Escherichia 

coli-infected group. After the Escherichia coli-infected mice were administered Lactobacillus acidophilus by gavage, the SIgA and IL-8 contents 

in each mucosa were significantly increased, and the serum contents of TNF-α and IL-1β were significantly reduced compared with the infected 

group. The result indicated that Lactobacillus acidophilus can reduce the incidence of inflammation and has a better protective effect on the 

intestinal mucosal immune function than Lactobacillus acidophilus without the S-layer protein. The S-layer protein in Lactobacillus acidophilus 

plays an important role in its colonization in the intestinal mucosa and the formation of a biological barrier to protect the intestinal mucosal 

immune function. 
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乳酸菌作为重要的益生菌，在改善动物胃肠道生

理平衡和保护肠黏膜生物功能方面起到不可忽视的作

用[1]。乳酸菌发挥保护作用的重要因素在于其对肠道

上皮细胞的黏附定植作用，从而保护上皮细胞减轻各

种病原微生物的损害作用[2]。嗜酸乳杆菌是具有良好
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黏附能力的一类乳酸菌，部分已被作为活菌制剂逐渐 

应用于功能性食品。 

大量研究发现，在革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌

及一些古细菌的细胞壁表面均发现存在一种表层蛋白

（S- layer protein），主要由单分子蛋白亚基构成[3]，在

支撑乳酸菌黏附上皮细胞的众多黏附素中，S-层蛋白

起着重要作用[4]。早在 1979 年就有研究者利用高浓度

尿素对 S-层蛋白进行提取[5]，到了 2004 年，Garrote

等[6]利用氯化锂进行 S-层蛋白的提取工作，达到分离

利用的目的。实验提取的 S 层蛋白分子量约为 43 ku。

乳酸杆菌对肠道细胞的黏附作用是最常见的研究其

免疫功能的体外实验，主要模型有 Caco-2 及 HT-29

细胞；本实验对其体内模型进行了设计，在对比不同

情况下的嗜酸乳杆菌对肠黏膜免疫功能的保护作用的

基础上，对 S-层蛋白在免疫方面的潜在可能性做了初

步探究，可以避免小鼠肠道消化酶对 S-层蛋白的降解

从而影响其效果。 

为了更系统全面的了解以嗜酸乳杆菌为代表的

乳酸菌对上皮细胞的黏附保护其生物功能的可能机

理，我们采用经氯化锂脱除 S-层蛋白和未经氯化锂处

理的嗜酸乳杆菌对小鼠灌胃后产生的生理学效应及其

对肠黏膜免疫因子的变化进行比较，以期为阐明 S-层

蛋白在嗜酸乳杆菌黏附小肠上皮细胞保护肠黏膜功能

的可能机制提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

1.1.1  实验菌体的制备 

嗜酸乳杆菌(Lactobacillus acidophilus CICC6074)

购自北京北纳创联生物技术研究院，由 Maria
[7]等的方

法，将室温培养至 OD600达到 1.0 的菌体，5000 r/min

离心 20 min，收集菌体沉淀，上述菌体用无菌 PBS 洗

涤 3 次，用 5 M 的 LiCL(pH 2.0)于冰水混合浴中处理

菌体 15 min，收集上清液(12000 r/min，15 min)，透析

获得 S-层蛋白粗品，沉淀即为脱除 S-层蛋白的嗜酸乳

杆菌，将菌体梯度稀释进行平板菌落计数，获得浓度

为 1~2×10
8
 CFU/mL 的菌液。 

致病性大肠杆菌（Enter pathogenic Escherichia 

coli, EPEC O86:K61）购自北京北纳创联生物技术研究

院，同样梯度稀释获得浓度为 1~2×10
8 

CFU/mL 的菌

液。 

1.1.2  实验动物 

60 只 SPF 级 6 周龄 BALB/c 雄性小鼠，购自扬州

大学比较医学中心，合格证号 2012-0004，体质量为

18~22 g。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

无菌 PBS 南京凯基生物科技公司；阿莫西林胶

囊，中大药房；Elisa 测定试剂盒，南京建成生物工程

研究所；10%甲醛、无水乙醇、二甲苯等生化试剂均

为国产分析纯。 

GL-22M 高速冷冻离心机，湖南赛特湘仪离心机

仪器有限公司；HH-4 数显恒温水浴锅，国华电器有

限公司；DG5033A 华东电子酶标仪，南京华东电子

集团医疗装备有限责任公司。 

1.2  方法 

1.2.1  大肠杆菌感染小鼠实验模型的建立  

参照王斌等[8]的方法以及熊涛[1]的黏附性能研究

试验确定的最佳黏附菌浓为 10
8
 CFU/mL，建立实验方

案如下：实验选用 18~22 g 雄性小鼠 60 只，随机分成

6 组，每组 10 只。对照组：每天用等渗生理盐水 0.2 mL

灌胃 1 次，连续 14 d，其他组在适应性喂养期间每天

用阿莫西林 15~40 g/kg 灌胃 1 次，连续 3 d；EPEC 感

染组（模型组）：在实验结束前 3 d 每天用EPEC 0.2 mL

灌胃 1 次，菌液浓度为 1~2×10
8 
CFU/mL；对照和脱除

S-层蛋白的嗜酸乳杆菌预防组：适应性饲养 5 d 后用

浓度为 1~2×10
8 

CFU/mL 的嗜酸乳杆菌经口灌服连续

6 d，每天 0.2 mL，第 12 d 用浓度大约为 1~2×10
8 

CFU/mL 的 EPEC 经口灌服 0.2 mL；对照和脱除 S-层

蛋白的嗜酸乳杆菌治疗组：对照饲养 5 天，结束前 3 d

用浓度大约为 1~2×10
8 
CFU/mL的EPEC经口灌服 0.2 

mL，1h后灌服浓度为1~2×10
8 
CFU/mL的嗜酸乳杆菌，

连续 3 d。饲养过程中观察腹泻及小鼠活动情况。 

1.2.2  小鼠血清的制备 

处死小鼠后取血 2~3 mL，4 ℃，2500 r/min 离心

10 min，吸取血清。 

1.2.3  病理学观察  

实验结束前 1 d，停止喂食，只供水。处死小鼠

后每组 10 只小肠段 2 cm，10%甲醛固定制成石蜡切

片，HE 染色后观察小鼠肠黏膜上皮结构变化。 

1.2.4  小鼠肠黏膜 SIgA 测定 

处死小鼠后，取小鼠幽门下 5 cm 至回盲部约 10 

cm 小肠段，平铺于滤纸上，纵行剪开，无菌 PBS 反

复冲洗肠腔后用载玻片清刮黏膜表面黏液，收集冻存。

采集完毕后，取出复溶，取上清液及标准品，按试剂

盒操作，用 ELISA 方法检测 SIgA。 

1.2.5  小鼠血清 IFN-γ测定 

按照 Elisa 测定试剂盒说明书进行。 

1.2.6  小鼠血清 TNF-α测定 
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按照 Elisa 测定试剂盒说明书进行。 

1.2.7  小鼠血清白细胞介素 1β（IL-1β）测定  

按照试剂盒说明书进行。 

1.2.8  小鼠血清白细胞介素-10（IL-10）测定  

按照试剂盒说明书进行。 

1.2.9  实验数据分析  

采用DPS13.5统计软件对实验数据进行统计学分

析，单因素方差分析，结果以 x±sd 表示 

2  结果与讨论 

2.1  灌胃后小鼠的一般情况 

对照组中的小鼠无不良反应，基本保持活泼好

动，进食正常；感染组在注射 EPEC 后，小鼠明显活

动减少，显得疲劳无力，蜷缩在一起，进食减少；灌

胃嗜酸乳杆菌预防组和治疗组比感染组活动相对较

多，而灌胃脱除 S-层蛋白的嗜酸乳杆菌预防组和治疗

组的小鼠明显没有对照嗜酸乳杆菌灌胃组的小鼠活泼

有力，部分小鼠行动迟缓，反应迟钝。 

2.2  组织学观察 

  
a                         b 

  
c                         d 

图1 光镜下观察小鼠肠黏膜组织形态学变化（H-E,×200） 

Fig.1 Changes in morphology of mouse mucosal tissues observed 

using light microscopy after H-E staining 

注：a.对照组，b.感染组，c.嗜酸乳杆菌治疗组，d.脱除

S-层蛋白嗜酸乳杆菌治疗组。 

光镜观察小鼠肠黏膜形态结果：由于预防组与治

疗组形态差异较小，固此处只对比有无 S-层蛋白对黏

膜形态的影响。对照组小鼠肠黏膜结构完整，小肠绒

毛排列紧密、有规则；与对照相比较，EPEC 感染组

小鼠肠黏膜脱落现象明显，绒毛密度稀疏，且有不同

程度的脱落，排列紊乱，并有萎缩现象，说明造模成

功。C 组在一定程度上对比感染组上皮细胞脱落现象

较轻，绒毛高度有所增加，排列较为整齐，感染症状

明显减轻，而 D 组虽对比感染组结构有所改善，但其

排列也较紊乱，绒毛结构不完整，其效果远不如嗜酸

乳杆菌本身对小鼠肠黏膜的保护作用，由此可见，S-

层蛋白对于感染大肠杆菌小鼠肠黏膜有较好的保护作

用。 

2.3  小鼠肠黏膜 SIgA 含量测定结果 

肠黏膜中的 SIgA 可抑制细菌、病毒等病原体的

黏附，阻断其定值及繁殖，防止感染的发生，在肠黏

膜屏障中起着关键作用[9]。当感染大肠杆菌时，肠道

发生病变，小鼠免疫低下，损伤肠上皮细胞，引起肠

道 SIgA 的减少。 

表1 不同组别小鼠SIgA含量（x±s, n=10） 

Table 1 SIgA content of the mice in different groups  

组别 N SIgA 含量/(μg/mL) 

对照组 10 7.27±0.0413a 

模型组 10 5.20±0.0667b 

有 S-层蛋白菌预防组 10 6.51±0.0325c 

有 S-层蛋白菌治疗组 10 6.99±0.1326d 

无 S-层蛋白菌预防组 10 5.40±0.2657e 

无 S-层蛋白菌治疗组 10 5.98±0.1824e 

注：数据右上角标注的小写字母表示 p<0.05 水平，不同字

母表示差异显著，相同字母表示差异不显著。 

朱晓等[10]研究表明，嗜酸乳杆菌对胃道具有较好

的耐药性，而经过 LiCl 处理后的菌体也具有较好的完

整性，经过胃道后存活数仅下降 1-2 个数量级，保证

了进入肠道的活菌数。研究[11]表明 S-层蛋白的形成是

一个非常缓慢的过程，进入胃肠道后其形成量极其有

限，与未经处理的菌体表面的 S-层蛋白差异显著

(P<0.05)，同时 S-层蛋白的存在有利于益生菌自身的

生长及抑菌能力。 

由表 1 可知，模型组及其他各组的小鼠 SIgA 含

量均显著低于对照组，且差异具有统计学意义

(P<0.05)，证明造模成功。给予嗜酸乳杆菌灌胃组的

小鼠 SIgA 含量相对脱除 S-层蛋白的嗜酸乳杆菌灌胃

组分别升高了约 20.37%(P<0.05)，16.67%(P<0.05)含

量对比模型组都有较大程度的提高，结果表明嗜酸乳

杆菌对于感染大肠杆菌的小鼠肠黏膜功能起到一定程

度的保护作用，有助于减轻炎症，并且该作用可能与

S-层蛋白有关。 

2.4  小鼠血清免疫因子含量测定结果 

a b 
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血清干扰素 IFN-γ和抗肿瘤因子TNF-α是重要的

免疫因子，主要由巨噬细胞和淋巴细胞产生，通过刺

激单核细胞等产生 IL-1、IL-6、IL-8 等因子，介导炎

症反应[12]。白细胞介素 IL-1β 的生物学作用与肿瘤坏

死因子(TNF)基本相似，参与免疫调节，其水平与炎

症反应有关。 

由表2可知：模型组和其他处理组小鼠血清 IFN-γ

含量均高于对照组，具有显著性差异(P<0.05)。给予

嗜酸乳杆菌灌胃预防组和脱除 S-层蛋白的嗜酸乳杆

菌灌胃之间没有显著性差异，但与嗜酸乳杆菌治疗组

差异显著，说明治疗组在一定程度上可能更有利于嗜

酸乳杆菌发挥保护作用。嗜酸乳杆菌治疗组的 IFN-γ

水平对比模型组，降低了 17.92%(P<0.05)，接近对照

组水平，结果表明嗜酸乳杆菌对感染大肠杆菌的小鼠

肠黏膜的保护作用可能与黏附方式也有关。 

 

表2 不同组别小鼠血清IFN-γ、TNF-α和IL-1β含量（x±s, n=10） 

Table 2 Serum IFN-γ, TNF-α and IL-1β content of the mice in different groups 

组别 N IFN-γ 含量/(ng/L) TNF-α 含量/(ng/L) IL-1β 含量/(ng/L) 

对照组 10 102.74±1.8029c 70.91±1.7380d 4.37±0.0392d 

模型组 10 125.16±2.4525a 90.74±7.6358a 7.13±0.5492a 

有 S-层蛋白菌预防组 10 114.22±1.7211abc 75.85±4.5675bc 5.12±0.3063c 

有 S-层蛋白菌治疗组 10 106.17±0.7281bc 73.53±1.5451c 4.85±0.5353cd 

无 S-层蛋白菌预防组 10 118.99±5.4673abc 80.35±3.5085b 5.64±0.5630b 

无 S-层蛋白菌治疗组 10 116.79±2.0846abc 77.89±0.7255b 5.47±0.0668b 

注：数据右上角标注的小写字母表示 p<0.05 水平，不同字母表示差异显著，相同字母表示差异不显著。 

另外模型组、嗜酸乳杆菌灌胃组及脱除 S-层蛋白

的嗜酸乳杆菌灌胃组小鼠血清 TNF-α 含量都显著性

高于对照组，差异显著(P<0.05)。由两种状态的嗜酸

乳杆菌灌胃组的比较可以看出，脱除 S-层蛋白后，小

鼠血清 TNF-α 含量显著性较高，预防组和治疗组分别

升高了 6.67%(P<0.05)，5.48%(P<0.05)；而经过嗜酸

乳杆菌灌胃的小鼠 TNF-α 含量比模型组分别降低了

18.89%(P<0.05)和 14.44%(P<0.05)。结果表明 S-层蛋

白在嗜酸乳杆菌对小鼠肠黏膜的保护作用中起一定作

用。 

经过造模后小鼠血清白细胞介素 1β 含量均高于

对照组，差异显著(P<0.05)。致病性大肠杆菌感染后

小鼠血清 IL-1β 含量高于对照组 55.70%(P<0.05)，而

经过灌胃嗜酸乳杆菌治疗后，其含量降低了

32.39%(P<0.05)，脱除了 S-层蛋白的嗜酸乳杆菌治疗

后，其含量降低了 22.53%，治疗效果相对较弱；这与

IFN-γ、TNF-α 水平类似，表明 S-层蛋白可能介导嗜

酸乳杆菌对大肠杆菌的抑制作用。 

2.5  小鼠血清白细胞介素-10（IL-10） 

血清白细胞介素 IL-10 具有抑制哮喘的发病的作

用，主要是由单核-巨噬细胞、T 细胞、B 细胞产生，

对于 TNF-α、IL-6 等前炎症细胞因子的分泌有一定抑

制作用，还有利于体内炎症因子与抗炎因子的平衡
[13]。 

由表 3 可知，模型组及其他各组的小鼠血清白细

胞介素 IL-10 含量均显著低于对照组，且差异具有统

计学意义(P<0.05)，证明造模成功。给予嗜酸乳杆菌

灌胃组的小鼠血清 IL-10 含量相对脱除 S-层蛋白的嗜

酸乳杆菌灌胃组分别升高了约 6.97%(P<0.05)，9.60% 

(P<0.05)含量对比模型组都有较大程度的提高，分别

提高了 42.46%(P<0.05)，33.18%(P<0.05)。结果表明

嗜酸乳杆菌对于感染大肠杆菌的小鼠肠黏膜功能起到

一定程度的保护作用，有助于抗炎因子的分泌，抑制

炎症因子的表达，调节两者的平衡，减轻炎症反应，

并且该作用可能与 S-层蛋白有关。 

表3 不同组别小鼠血清IL-10含量（x±s, n=10） 

Table 3 Serum IL-10 content of the mice in different groups 

组别 N IL-10 含量/(pg/mL) 

对照组 10 183.88±1.0518a 

模型组 10 123.53±4.4630e 

有 S-层蛋白菌预防组 10 172.20±2.7941b 

有 S-层蛋白菌治疗组 10 175.97±2.4813b 

无 S-层蛋白菌预防组 10 157.11±1.5909d 

无 S-层蛋白菌治疗组 10 164.51±3.3094c 

注：数据右上角标注的小写字母表示 p<0.05 水平，不同字

母表示差异显著，相同字母表示差异不显著。 

3  结论 

3.1  肠道是人体最大的免疫器官，正常情况下，肠道

菌群对宿主的寄生作用以及菌群之间的相互关系，具

有重要的生物学意义。肠道菌群的平衡对于保证肠黏

膜生物屏障有着至关重要的作用，它们与宿主的许多

生理、生化反应及重要的免疫功能息息相关。但是，
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在抗生素、放射性损伤、炎症等慢性疾病时，由该菌

群组成的防御体系会遭到破坏，导致菌群失调，肠道

屏障功能减弱，从而引起更为严重的感染[14]。 

3.2  模型组小鼠血清中 IFN-γ、TNF-α 及白细胞介素

IL-1β 含量较空白对照组明显升高, 白细胞介素 IL-10

的降低说明小肠上皮黏膜组织发生明显病理损伤,嗜

酸乳杆菌灌胃后可显著降低上述异常升高的指标、改

善病理损伤，但是脱除 S-层蛋白后，该作用相对减弱，

S-层蛋白介导了抗炎因子的产生过程和促炎因子的抑

制过程。 

3.3  进入肠道内的嗜酸乳杆菌能有效黏附定植于肠

黏膜，并形成具有保护作用的生物屏障，减轻炎症的

反应，有利于保护小肠的生理生化功能，同时，S-层

蛋白的存在，更加有助于这种黏附功能的实现，但具

体的保护机理研究还未涉及，随着研究的深入，我们

相信 S-层蛋白的功能研究有着较为广阔的前景。 
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