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【摘* 要】目 的：通 过 研 究 双 歧 杆 菌 表 面 分 子 脂 磷 壁 酸

（N.O）对衰老小鼠肝脏形态、E!, 蛋白、?#P>= 蛋白表达及骨髓

细胞微核率的影响，探讨双歧杆菌抗衰老的分子机制- 方法：

雄性昆明系小鼠，随机分组，在建立 D#半乳糖诱导衰老小鼠

模型的同时，每日 4E 双歧杆菌 N.O- +" L 后，采用免疫组化

MOQG 法、R42/=3 染色和其他它方法检测小鼠体质量、肝脏指

数、形态、E!, 蛋白、?#P>= 蛋白及骨髓红细胞微核率的变化-
结果：与青年对照组小鼠相比，衰老模型组小鼠体质量、肝脏

?#P>= 蛋白表达明显降低（9 S "T "’），E!, 蛋白表达及骨髓红

细胞微核率显著增高（9 S "T "’）；给予双歧杆菌 N.O，衰老模

型小鼠体质量与肝脏 ?#P>= 蛋白水平明显增高（9 S "T "’），而

E!, 蛋白水平及骨髓红细胞微核率显著降低（9 S "T "’），并且

肝脏组织形态结构也得到了明显改善- 结论：N.O 可延缓肝

脏与骨髓衰老，抑制染色体畸变，上调 ?#:,;，下调 E!, 表达-
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F 引言

双歧杆菌具有抗感染、抗肿瘤和免疫增强等功

能- 随年龄增长，其黏附力逐渐下降，数量与活力也随

之降低［!］，与衰老密切关联- 脂磷壁酸（ 04E>C/4?7>4?
3?4L=，N.O）是双歧杆菌细胞壁中的主要成分，具有免

疫增强、抗肿瘤等多种作用- 我们采用 D#半乳糖衰老

小鼠模型，用双歧杆菌 N.O 处理后，观察 N.O 对衰老

小鼠肝脏与骨髓多染红细胞微核率的影响如下-

G 材料和方法

G- G 材料 昆明种雄性小鼠，+’ 只，, V ( WX 龄，体

质量 $" V $$ 9（重庆医科大学实验动物中心提供）-
N.O 由本室从两歧双歧杆菌 (,)$! 中提取与纯化- 将

小鼠随机分为 ) 组：! 衰老模型组（!) 只）：! 次 Y L
定时项背部 =? D#半乳糖 "T !’ 29 Y 9，同时 4E 无菌生

理盐水 "T ) 2N；" N.O 处理组（!, 只）：每日 D#半乳

糖造模的同时，4E N.O !"" #9；$ 青年对照组（!,
只）：! 次 Y L 定时项背部 =? 和 4E 与衰老模型组等体

积的无菌生理盐水- 每天记录小鼠毛发、体态与活动

情况- 连续处理+" L后称体质量，断颈处死，取出肝

脏，用滤纸吸干残血后，称质量，以相应质量计算出脏

器指数- 肝脏指数 Z 肝脏质量（29）Y 体质量（9）- 免疫

组化试剂 E!, 2OQ，[\R[#MOQG 试剂盒，DOQ 显色试

剂盒均购自武汉博士德生物工程有限公司，免疫组化

试剂 ?#F>= 2OI 购自 M8C3 GA;6 公司-

G- H 方法

!- $- ! 肝脏组织学与免疫组织化学染色 肝组织

石蜡切片厚 ’ #2，[1 染色观察肝脏组织形态结构；免

疫组 化 染 色（ E!,，?#P>=）MOQG 法，DOQ 显 色，用

.L$""" 图像分析系统分析单位视野下阳性区域面积-
!- $- $ 骨髓多染红细胞微核率测定 取小鼠股骨

骨髓涂片，甲醇固定 !" 248，R4/2=3 染色- 高倍镜下

选取染色良好，完整清晰的嗜多染红细胞群- 在油镜

下观察微核的出现率：每只小鼠镜检 !""" 个骨髓嗜

多染红细胞，微核的出现率以]表示- 微核的判断标

准：直径为主核的 ! Y ) V ! Y !,，没有光的折射，与主核

之间没有核物质相连，可以和主核有边界的重叠，但
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能看清各自的核膜!
统计学处理：采用 "#" $! % 统计软件进行单因

素方差分析，! & ’( ’) 为差异有统计学意义!

! 结果

青年小鼠毛发光亮、浓密、活泼好动、皮肤富有弹

性! 给药 %( ) *+ 后衰老模型组小鼠出现衰老症状：

四肢无力、少动、行动迟缓、不喜争斗、喜蜷缩；毛色发

黄、尤其是腹部毛发逐渐变得无光泽、稀疏并渐有掉

毛；饮食量逐渐减少，皮肤松驰、弹性下降!
!! " 体质量与肝脏指数 衰老模型组小鼠体质量

降低（! & ’( ’)），肝脏指数没有明显差异，用双歧杆

菌 ,-# 处理衰老模型组小鼠后，体质量显著增加

（! & ’( ’)），肝脏指数没有明显差异（-./ %）!

表 % ,-# 对小鼠体质量、肝脏指数 01234，5%6 表达和 782 数的影响

-./ % 9::;0< 3: ,-# 3= /3>?@.44（"A），BCD;E C=>;F，01234，5%6 ;F5E;44C3= .=> 782 3: @C0;
GE3H5 # "A I J BCD;E C=>;F（@J I J） 01234 5%6 82（K）

#JC=J @3>;B %L L’( M N O( ’ 6’ N $ O% N ) %P( ) N 6( M )( ’ N %( $
,-# <E;.<;> %6 L%( Q N %( M. )Q N 6 LO N Q. P( O N M( M. O( $ N %( Q.

R3H=J 03=<E3B %6 LO( M N %( $. )$ N ) LP N P. L( $ N %( 6. L( $ N %( 6.

$! & ’( ’) %& .JC=J @3>;B!

#：R3H=J 03=<E3B；A：#JC=J @3>;B；S：,-#!
2CJ % ,CD;E @3E5T3B3J? 3: @C0; C= >C::;E;=< JE3H54U V9U W %’’
图 % 各组小鼠肝脏组织形态结构

!! ! 肝脏组织形态结构 青年对照组小鼠肝小叶细

胞形态正常（2CJ %#）；模型衰老组肝细胞浊肿，有大

量中性粒细胞浸润，中央静脉扩张，库氏细胞轻度增

生（2CJ %A）；,-# 处理组肝脏组织形态结构基本正常

（2CJ %S）!
!! # 肝脏 $%&’(，)"* 蛋白表达 衰老模型组小鼠肝

脏 01234 蛋白表达减少（! & ’( ’)），用双歧杆菌 ,-#
处理衰老模型组小 鼠 后，01:34 蛋 白 明 显 增 加（ ! &
’( ’)）! 青年对照组小鼠肝脏几乎没有 5%6 蛋白表达；

衰老模型组 5%6 蛋白表达显著增加（! & ’( ’)）；衰老

模型组小鼠用 ,-# 处理后下降（! & ’( ’)，-./ %）!
!! + 骨髓多染红细胞微核率 微核圆形，边缘光滑

整齐，多数微核化细胞仅含有一个核! 与青年对照组

相比，衰老模型组骨髓多染红细胞的微核率增多（! &
’( ’)），注射双歧杆菌 ,-# 能显著降低衰老小鼠骨髓

多染红细胞的微核率（! & ’( ’)，-./ %）!

# 讨论

肝脏在与衰老有关的多个环节中发挥重要作用!
我们发现，与青年对照组相比，衰老模型组小鼠肝小

叶细胞形态异常，有大量炎症细胞浸润，而双歧杆菌

,-# 能明显地改善这些变化! ’()*& 引发 X8# 合成和

细胞分裂中起重要作用! 本结果显示，衰老模型组肝

脏 01234 蛋白表达比青年对照组小鼠显著下降，而双

歧杆菌 ,-# 能明显提高 01234 蛋白在肝脏的表达!
5%6 基因对细胞的增殖分裂起负调控作用［O］，是细胞

衰老的主导基因! 我们发现，衰老模型组小鼠与青年

对照组相比，肝脏 5%6 蛋白表达显著上升，用双歧杆

菌 ,-# 处理后明显降低! 自由基对细胞的作用呈剂量

和时间效应关系［L，M］，过多的自由基可引起 X8# 氧化

损伤，与衰老密切相关，微核是其敏感指标! 本结果表
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明，双歧杆菌 !"# 可降低衰老模型组小鼠骨髓嗜多染

红细胞微核数，有效地抑制染色体畸变，从而可使基

因表达正常进行$ 本实验支持双歧杆菌具有抗衰老作

用，并初步揭示了其抗衰老可能的分子机制$
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!$ 临床资料$ ABBDUB% ] ABBCUBQ 我院妇科门诊生殖道感染患

者 %ED 例，年龄 %V ^ CA（ 平均 AVY I）岁，病程 BY E ^ %A（ 平均

AY B）;3$ 采用珠海黑马生物有限公司生产的支原体培养，鉴

定，药敏一体化试剂盒，可检测支原体对 Q 种常用药品敏感

性$ 试剂盒含有液体培养基，AC 孔培养鉴定药敏微孔，分设 #，

Z 两类，#% 为空白孔，#A 为解脲脲原体鉴定孔，#D 为解脲脲

原体计数孔，Z% 为解脲脲原体 ] 人型支原体生长孔，ZA 为人

型支原体鉴定孔，ZD 为人型支原体计数孔，#C ^ #%A 为高浓

度药物孔，ZC ^ Z%A 为低浓度药物孔，Q 种抗生素包括大环内

脂类抗生素!喹诺酮类抗生素!四环素类抗生素及林可霉素

类抗生素$ 用无菌拭子插入宫颈管 % ^ A :; 旋转数周取分泌

物，从液体培养基中吸取 %BB !! 加入反应板空白孔，将宫颈

分泌物拭子插入液体培养基中，在瓶壁挤压旋转数次$ 充分混

匀接种标本后的培养基，取 %BB !! 加入反应板的各孔中（ 除

#% 孔），各孔滴加 % ^ A 滴无菌液体石蜡，置 DE ^ DR_培养箱，

在AC ^ CV ,观察结果$ 空白孔颜色不变说明整个试验无污染，

阳性生长孔颜色变红或颜色不变可判断有支原体或无支原体

感染$ 试验孔根据上下每一组颜色的变化情况可确定是解脲

支原体或人型支原体或两者混合感染，浓度是否!%BC，并可

判断各支原体对 Q 种抗生素的敏感性情况$ 从 %ED 例宫颈分

泌物标本中检出支原体阳性 %BA 例，阳性率为 IIY R‘，其中单

独解脲脲原体感染 V% 例，占支原体感染 RQY C‘（ 表 %）$ 单独

人型支原体感染 R 例，占支原体感染 IY Q‘，解脲脲原体和人

型支原体混合感染 %C 例，占支原体感染 %DY R‘ $

表 %X 宫颈分泌物支原体阳性 %BA 例药敏试验结果

药物 敏感 中敏 耐药 敏感率"‘#

罗红霉素 AE CD DC IIY R

阿奇霉素 %Q IA A% RQY C

左旋氧氟沙星 IA DC I QCY %

交沙霉素 QQ A % QQY B

司帕沙星 RC AA I QCY %

强力霉素 RC Q %Q V%Y C

美满霉素 VB D %Q V%Y C

氧氟沙星 AA R% Q Q%Y A

克林霉素 I D% IE DIY D

%$ 讨论$ 四环素及红霉素曾被认为是治疗支原体感染的首

选抗生素，现有资料显示，支原体对四环素!红霉素的耐药率

已达到 EB‘以上［%］$ 本试验结果表明，交沙霉素!左旋氧氟

沙星和司帕沙星在体外药敏试验中表现出较强的抗菌活性，

它们的敏感率分别为 QQY B‘，QCY %‘ 和 QCY %‘，提示交沙霉

素!左旋氧氟沙星和司帕沙星可作为本地区治疗支原体感染

的首选抗生素$
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