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鼠李糖乳酸杆菌犔犌犃对鸡小肠上皮细胞

β防御素９基因表达的影响
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摘　要：本研究旨在研究益生性鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 对体外培养的鸡小肠上皮细胞β防御素９（ＡｖＢＤ９）表达的

调节作用。选用鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 对体外培养的鸡小肠上皮细胞进行剂量依赖性及时间依赖性刺激实验，利

用实时荧光定量ＰＣＲ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＦＱＰＣＲ）从ｍＲＮＡ水平研究刺激后上皮细胞犃狏犅犇９基因表

达水平的差异。结果表明，不同浓度（２×１０５、２×１０６、２×１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１）鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 均能上调犃狏犅犇９

ｍＲＮＡ的表达，且在不同细菌浓度之间犃狏犅犇９ｍＲＮＡ的表达存在差异。热灭活鼠李糖乳杆菌ＬＧＡ 亦能上调

犃狏犅犇９基因表达，且上调值显著高于活菌（犘＜０．０５）。鼠李糖乳杆菌ＬＧＡ 刺激上皮细胞后ＡｖＢＤ９表达存在时间

依赖关系，１２ｈ时ＡｖＢＤ９的表达达到峰值。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，鼠李糖乳杆菌ＬＧＡ 刺激后的上皮细胞培

养上清中存在ＡｖＢＤ９蛋白表达，表明ＡｖＢＤ９蛋白可以分泌到细胞外而发挥其生物学功能。益生性鼠李糖乳酸杆

菌ＬＧＡ 与鸡肠道上皮细胞的相互作用过程中，鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 能够促进上皮细胞抗菌肽β防御素９的表达。

本研究结果提示益生性乳杆菌可能通过促进肠道上皮抗菌肽的表达而发挥其益生作用。
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　　动物内源性抗菌肽（Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｐｅｐｔｉｄｅｓ）是基因编码的阳离子多肽，具有广谱抗菌

能力，在机体组织中分布广泛，尤其是那些与微生物

密切接触的上皮如消化道、呼吸道、生殖道黏膜上皮

和皮肤，抗菌肽在机体局部抗感染与免疫方面发挥

着重要作用［１］。最近研究发现，抗菌肽是肠道黏膜

天然免疫的重要成分，是先天抗微生物免疫的直接

效应分子［２］。肠道抗菌肽主要由肠道黏膜上皮细胞

（Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＩＥＣｓ）和免疫细胞产生

和分泌，而肠道上皮细胞作为机体防御的第一道防

线，其产生的抗菌肽／蛋白对保护整个肠道黏膜完整

和调节微生物区系平衡尤为重要［２］。肠道上皮细胞

产生的抗菌肽除了具有较强的直接杀灭有害微生物

的作用外，它们还可作为细胞间的信号分子而发挥

多重免疫调节活性，在连接天然免疫和获得性免疫

（特异性免疫）反应之间起着重要的桥梁作用，并启

动获得性免疫系统提高机体的特异性免疫水平［３］。

目前，从鸡肠道组织中发现的抗菌肽／蛋白主要有鸡

β防御素（βｄｅｆｅｎｓｉｎｓ）、Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ、组蛋白 Ｈ１和

Ｈ２Ｂ、溶菌酶等
［４８］。其中，β防御素家族是鸡肠道

上皮细胞表达的一类最重要的抗菌肽。鸡的染色体

基因编码１３种β防御素，它们成族地排列在３号染

色体的ｑ３．５ｑ３．７上
［４，５，９］。国内外学者对β防御

素在健康鸡各种组织（包括消化道）的分布表达进行

了许多研究，不同的β防御素在机体内的表达具有

组织特异性［４５，８，１０１１］，其中，β防御素９（ＡｖＢＤ９）是

鸡胃肠道上皮细胞表达的重要抗菌肽，在肠道黏膜

抗感染免疫中发挥重要作用。人和哺乳动物肠道上

皮细胞抗菌肽的表达调控及其机制、新功能的发现

已成为医学和农业生物学研究的热点。然而，对于

鸡肠道抗菌肽的研究报道尤其是其在肠道的表达调

控和功能研究则很少。

乳酸杆菌作为一种重要的绿色饲料添加剂已广

泛用于畜禽饲料中以提高动物健康和生产性能。然

而，乳酸杆菌的作用机理目前还不完全清楚。乳酸

杆菌黏附并定植于肠道上皮细胞是其发挥益生作用

的前提，而上皮细胞是乳酸杆菌发挥益生作用的重

要扮演者［１２］。目前，对于肠道内占绝大多数的乳酸

杆菌与肠道抗菌肽表达之间的关系研究甚少，两者

之间的关系尚不清楚。为此，本试验采用实时荧光

定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）检测益生性鼠李糖乳酸杆菌

ＬＧＡ 刺激鸡小肠上皮细胞后抗菌肽———犃狏犅犇９基

因表达变化，为从益生菌与上皮细胞抗菌肽表达关

系新角度解析益生菌发挥益生作用的新途径和机制

提供一定的基础及依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂与仪器　　细胞培养基：ＤＭＥＭ培

养基，购自Ｇｉｂｃｏ公司。细菌培养基：ＭＲＳ培养基，１

Ｌ蒸馏水中溶解１５ｇ琼脂的培养基，加入下列成分：

蛋白胨１０ｇ、牛肉膏１０ｇ、柠檬酸二铵２ｇ、酵母膏５

ｇ、乙酸钠５ｇ、葡萄糖２０ｇ、吐温８０１ｍＬ、Ｋ２ＨＰＯ４２

ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５８ｇ、ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，调

节ｐＨ为６．２～６．４，１２１℃灭菌１５ｍｉｎ。ＲＮＡ提取试

剂盒（ＴＯＹＯＢＯ 公司）、反转录试剂盒（ＤＲＲ０３７，

ＴａＫａＲａ公司）及荧光定量试剂盒（ＤＲＲ０３９，ＴａＫａ

Ｒａ公司）。二氧化碳培养箱（ＨＦ９０，香港 Ｈｅａｌ

Ｆｏｒｃｅ公司）、倒置显微镜（ＣＫＸ３１，日本ＯＬＹＭＰＵＳ

公司）、酶联免疫检测仪（ＥＬＸ８００，美国ＢｉｏＴｅｋ公

司）。细胞培养瓶、培养板、０．２２μｍ滤膜，均购自美

国Ｃｏｓｔａｒ公司。梯度ＰＣＲ仪（ＴＰ６００，大连宝生物

工程有限公司）；荧光定量 ＰＣＲ 仪（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ

４８０，美国罗氏公司）。

１．１．２　小肠上皮细胞的获取与培养　　将孵育１８

日龄无特定病原（Ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）鸡胚

用酒精棉擦拭，并将大头朝上放置在蛋座上，用已消

毒的金属器具轻轻将鸡蛋大头击破，用镊子夹去破

５３６
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碎的蛋壳，弯头镊子撕去气室膜，用镊子夹住鸡胚颈

部，将其拖出放入干净无菌的培养皿中，备用。在无

菌条件下取出整条小肠，小心去除肠系膜，用 Ｄ

Ｈａｎｋｓ液清洗２～３次，将小肠剪成小于１ｍｍ
３ 的

组织块，加入ＤＨａｎｋｓ液清洗，清洗液中加入浓度

为５００Ｕ·ｍＬ－１左右的双抗（青霉素链霉素），静置１

ｍｉｎ，反复洗２～３次至上清液澄清，吸弃洗液，清洗干

净组织块。加入５倍体积胶原酶Ⅰ（１ｍｇ·ｍＬ
－１）至

组织块中，移入三角瓶中３７℃慢速振荡消化５０ｍｉｎ，

期间不断观察小肠黏膜的消化情况，小肠粘膜为蜂窝

空泡状时终止消化，小心吸弃消化液，加入完全培养

液反复吹打５～１０次。而后５００ｇ离心６ｍｉｎ，去除

残余的消化液，沉淀用培养液悬浮，轻轻吹打５～１０

次，５００ｇ离心６ｍｉｎ，重复１次，尽量去掉单细胞，

最终沉淀用完全培养液悬浮，并用四层纱布过滤，滤

去未消化完全的组织块，收集隐窝细胞团块，液接种

于７５ｃｍ２ 培养瓶中，差速贴壁培养，成纤维细胞在

培养１０ｍｉｎ左右就开始贴壁，９０ｍｉｎ后将细胞按一

定浓度接种于６孔板中，３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度培

养箱静置培养２４～４８ｈ后换液，以后每２ｄ换液

１次。

１．１．３　供试菌株　　鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ（犔犪犮狋狅

犫犪犮犻犾犾狌狊狉犺犪犿狀狅狊狌狊ＬＧＡ），分离自健康鸡消化道。

１．２　试验方法

１．２．１　乳酸杆菌的培养与鉴定

１．２．１．１　乳酸杆菌的培养：乳酸杆菌接种于 ＭＲＳ液

体培养基，３７℃厌氧恒温箱中静置培养，紫外分光光

度计测定６００ｎｍ光密度（ＯＤ６００ｎｍ），当细菌处于指数

生长期时，４℃８０００犵离心１０ｍｉｎ，弃液体，ＰＢＳ洗

涤２次，按照公式ｃｆｕ·ｍＬ－１＝２．５×１０８×ＯＤ６００ｎｍ调

节细菌数，使其浓度为１×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１，用于细胞

刺激试验。

１．２．１．２　乳酸杆菌鉴定：革兰氏染色，光学显微镜

下观察菌体形态，如大小、长短、分叉情况及染色性

等。进一步进行１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定。１６ＳｒＤＮＡ

菌种鉴定由北京三博远志生物技术有限责任公司

完成。

１．２．２　β防御素９ｍＲＮＡ表达水平的检测

１．２．２．１　小肠上皮细胞与乳酸杆菌共培养：取相同

数目细胞接种于六孔板中，３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中

静置培养，至细胞铺满底层８０％时用于细菌刺激试

验，吸弃培养液，ＰＢＳ洗２～３次，加入不同浓度的鼠

李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 进行刺激试验，每孔加入２ｍＬ

ＤＭＥＭ培养液悬浮的细菌悬液，对照组加入２ｍＬ

ＤＭＥＭ培养液。分别用３个浓度梯度进行刺激试

验：２×１０５、２×１０６、２×１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１。刺激４ｈ

后，吸去培养基，ＰＢＳ洗３次，用细胞刮刷将贴壁细

胞刮下，２５００犵离心５ｍｉｎ，弃上清放入－８０℃冰

箱保存，用于提取总 ＲＮＡ检测 ＡｖＢＤ９ｍＲＮＡ的

表达量。取活菌和热灭活全菌２×１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１

与小肠上皮细胞共培养４ｈ后分别提取各组总

ＲＮＡ检测 ＡｖＢＤ９ｍＲＮＡ 的表达量。取２×１０６

ｃｆｕ·ｍＬ－１鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 刺激小肠上皮细

胞０、１、２、４、８、１２、２４ｈ后分别提取各组总ＲＮＡ检

测ＡｖＢＤ９ｍＲＮＡ的表达量。

１．２．２．２　乳酸杆菌刺激后细胞总ＲＮＡ的提取和

反转录合成：ＲＮＡ提取按照试剂盒说明书操作。提

取的样品用１％琼脂糖电泳观察所提ＲＮＡ的质量，

同时用紫外分光光度计测吸光度 Ａ２６０ｎｍ和 Ａ２８０ｎｍ，

以测定 ＲＮＡ 纯度和浓度。将经鼠李糖乳酸杆菌

ＬＧＡ 刺激后以及无细菌刺激组（对照组）提取的总

ＲＮＡ，根据ＴａＫａＲａ公司试剂盒采用两步法进行反

转录，得到ｃＤＮＡ。以提取的总ＲＮＡ为模板，Ｏｌｉｇｏ

（ｄＴ）１５为随机引物，１０μＬ反转录合成ｃＤＮＡ的体系

为５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ２μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎ

ｚｙｍｅ犕犻狓Ｉ０．５μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ（５０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）

０．５μＬ，Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ（１００μｍｏｌ·Ｌ
－１）２μＬ，

ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ２μＬ，样品ＲＮＡ３μＬ。反应条件

为３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ。ＲＴ产物于－２０℃保存备

用。

１．２．２．３　ＰＣＲ引物设计和探针的合成：参照Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中所提供的基因序列设计特异性引物（目的基

因犃狏犅犇９基因ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＭ＿００１００１６１１，

内参β犪犮狋犻狀基因登录号：Ｌ０８１６５．１）。目的基因引

物及探针由上海超世生物公司设计合成，内参基因

引物及探针由南京金斯瑞公司设计合成。目的基因

犃狏犅犇９ 上 游 引 物 序 列：ＣＣＡＣＧＧＣＴＣＣＴ

ＧＣＴＣＴＴＴＴ，下 游 引 物 序 列：ＡＣＣＡＣＧＧＣＡＧ

ＧＴＣＣＣＡＡＴ， 探 针： ＦＡＭＴＴＧＣＡＴＧＣＣＧＴ

ＧＣＴＣＣＴＴＣＡＧＴＴＧＢＨＱ，预期扩增长度６９ｂｐ；

内 参 β犪犮狋犻狀 上 游 引 物 序 列：ＴＴＧＴＧＡＴＧ

ＧＡＣＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧ，下 游 引 物：ＴＧＴＣＡＧ

ＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣ， 探 针： ＦＡＭ

ＴＣＡＣＧＧＣＣＡＧＣＣＡＧＡＴＣＣＡＧＡＣＧＧＢＨＱ， 预

期扩增长度１３１ｂｐ。

１．２．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测犃狏犅犇９基因

６３６
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ｍＲＮＡ表达水平：用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＰＣＲ仪检测

ＡｖＢＤ９在不同浓度鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 刺激后其

ｍＲＮＡ表达水平。根据ＴａＫａＲａ试剂盒优化反应体

系，对每个样品ｃＤＮＡ进行目的基因和内参基因荧光

定量ＰＣＲ反应。２０μＬ反应体系：ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇 （２

×）１０μＬ，ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）０．４

μＬ，ＰＣＲＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）０．４μＬ，

Ｐｒｏｂｅ０．６μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ６．６μＬ，样品ｃＤ

ＮＡ２μＬ。反应条件：两步法进行ＰＣＲ扩增，９５℃

预变性３０ｓ，１循环；９５℃５ｓ，６０℃２０ｓ，４０循环。

ＰＣＲ扩增反应结束，根据扩增曲线的ＣＴ值计算定

量结果，并对数据进行统计学分析。目的基因及内

参基因在同一条件下不同管内扩增，每个样品设３

个重复。

１．２．３　ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ蛋白质电泳　　由于

ＡｖＢＤ９相对分子质量较小，只有８ｋｕ左右，按常规

蛋白胶配方配制，蛋白容易丢失，因此采用适合小分

子蛋白分离的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ。每份蛋白质样

品取５０μｇ，按比例加入４×上样缓冲液，旋涡混匀，

沸水浴５ｍｉｎ，１２０００犵离心２ｍｉｎ，吸取上清加入

凝胶上样孔。其中一空加入１０μＬ预染蛋白质分子

质量标准（Ｍａｒｋｅｒ）。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测培养上清中ＡｖＢＤ９的表

达　　收集乳酸杆菌刺激上皮细胞１２ｈ后的培养

上清，冻干后用ＰＢＳ重溶，测定蛋白浓度，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测ＡｖＢＤ９蛋白的表达。

１．３　数据处理

目的基因的相对表达量采用△△ＣＴ 法计算：

△ＣＴ（目的基因）＝ＣＴ（目的基因）－ＣＴ（内参基

因）；△△ＣＴ＝△ＣＴ（乳酸杆菌刺激组）－△ＣＴ（对

照组）目的基因的相对表达水平＝２－△△ＣＴ。实时荧

光定量ＰＣＲ结果均用“平均值±标准误（Ｍｅａｎｓ±

ＳＥ）”表示，其中各基因的表达量所示结果均经内参

基因表达量的校正。采用 ＳＡＳ８．０的 Ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ过程进行方差分析，并采用Ｄｕｎｃａｎ氏法

进行多重比较，以犘＜０．０５为显著性标准。

２　结　果

２．１　乳酸杆菌的鉴定

鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 经革兰氏染色为革兰氏

阳性，呈小菌落、针尖状，乳白色突起，长杆菌，单个

或成对排列。根据菌株的１６ＳｒＤＮＡ测序结果（图

略），登录ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行序列比对，经比对乳

酸杆菌ＬＧＡ 的１６ＳｒＤＮＡ序列与鼠李糖乳酸杆菌

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＨＭ２１８３９６．１）相似性为９９％。

通过ＢＬＡＳＴ工具找到与测得序列同源性最高的序

列，按照目前建议的依据细菌１６ＳｒＤＮＡ序列进行

分类的标准，乳酸杆菌ＬＧＡ 鉴定为鼠李糖乳酸杆菌

（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狉犺犪犿狀狅狊狌狊）。

２．２　肠上皮细胞总犚犖犃的检测

所提取的总ＲＮＡ用１％琼脂糖凝胶电泳进行

检测，ＲＮＡ样品电泳条带清晰，２８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ清

晰可见，均未降解。紫外分光光度计检测样品

Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ，比值在１．８～２．０，表明无 ＤＮＡ 残

留，无蛋白污染，可以满足试验要求。

２．３　实时荧光定量犘犆犚结果

２．３．１　不同浓度鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 对犃狏犅犇９

ｍＲＮＡ表达的影响　　分别用２×１０
５、２×１０６、２×

１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 刺激生长５ｄ

的鸡肠道上皮细胞，４ｈ后吸去培养液，用ＰＢＳ洗３

次，提取细胞总 ＲＮＡ，ＦＱＰＣＲ检测犃狏犅犇９ｍＲ

ＮＡ的表达，结果如图１。未受刺激的正常对照组也

检测到犃狏犅犇９ｍＲＮＡ的表达，不同浓度鼠李糖乳

酸杆菌ＬＧＡ 均能上调犃狏犅犇９基因表达，且呈剂量依

赖性。２×１０５、２×１０６、２×１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１鼠李糖乳酸

杆菌ＬＧＡ 刺激组犃狏犅犇９ｍＲＮＡ表达量均极显著高

于未受细菌刺激的对照组（犘＜０．０１），２×１０
６

ｃｆｕ·ｍＬ－１组犃狏犅犇９ｍＲＮＡ表达量显著高于２×１０５

ｃｆｕ·ｍＬ－１组（犘＜０．０５），但与２×１０
７ｃｆｕ·ｍＬ－１组差

异不显著（犘＞０．０５）。２×１０
５ｃｆｕ·ｍＬ－１组与２×１０７

ｃｆｕ·ｍＬ－１组 犃狏犅犇９ｍＲＮＡ 表达量亦无显著差

异（犘＞０．０５）。

图１　不同浓度鼠李糖乳酸杆菌犔犌犃 对鸡小肠上皮细胞

犃狏犅犇９犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犲狀狊犻狋狔狅犳犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊犔犌犃

狅狀犃狏犅犇９犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犮狌犾狋狌狉犲犱犮犺犻犮犽犲狀

狊犿犪犾犾犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊
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２．３．２　鼠李糖乳酸杆菌 ＬＧＡ 及其灭活菌与

犃狏犅犇９ｍＲＮＡ表达水平的关系　　取对数生长期

的鼠李糖乳酸杆菌 ＬＧＡ，调节浓度为 ２×１０
６

ｃｆｕ·ｍＬ－１，另取相同数量的此菌在６５℃水浴中灭

活３０ｍｉｎ；刺激肠上皮细胞，对照组只加入ＤＭＥＭ

培养液，刺激 ４ｈ 后，活菌与热灭活菌均上调

犃狏犅犇９ｍＲＮＡ表达，但热灭活菌上调值显著高于

活菌（犘＜０．０５，图２）。

图２　鼠李糖乳酸杆菌犔犌犃 活菌及热灭活菌与对鸡小肠

上皮细胞犃狏犅犇９犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犾犻狏犲犪狀犱犺犲犪狋犻狀犪犮狋犻狏犪狋犲犱犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊

犔犌犃 狅狀犃狏犅犇９ 犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犮狌犾狋狌狉犲犱

犮犺犻犮犽犲狀狊犿犪犾犾犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊

２．３．３　鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 刺激时间与犃狏犅犇９

ｍＲＮＡ表达水平的关系　　不同菌株浓度依赖性

试验结果表明，在细菌浓度为２×１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１

时，鼠李糖乳酸杆菌 ＬＧＡ 促进鸡小肠上皮细胞

犃狏犅犇９表达能力最强。因此，用此浓度的鼠李糖乳

酸杆菌ＬＧＡ 刺激上皮细胞２、４、６、８、１２、２０ｈ后分

别提取各样品的总 ＲＮＡ，ＦＱＰＣＲ 检测 犃狏犅犇９

ｍＲＮＡ的表达水平。结果发现，与对照组相比，鸡

小肠上皮细胞受鼠李糖乳酸杆菌 ＬＧＡ 刺激后，

犃狏犅犇９ｍＲＮＡ的表达水平在２０ｈ内均上调，且存

在时间依赖性，１２ｈ达到峰值，此后犃狏犅犇９ｍＲＮＡ

的表达开始下降（图３）。

２．４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测培养上清中犃狏犅犇９蛋白的

表达

　　用鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 刺激上皮细胞１２ｈ后

收集上清，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测表明，鼠李糖乳酸杆菌

ＬＧＡ 与上皮细胞共培养的上清中存在ＡｖＢＤ９蛋白

（图４箭头所示），说明抗菌肽是上皮细胞产生的分

泌蛋白，可分泌到细胞外，从而发挥抗菌作用及其他

生物学功能。

图３　鼠李糖乳酸杆菌 犔犌犃 刺激不同时间与犃狏犅犇９

犿犚犖犃表达水平的关系

犉犻犵．３　犜犻犿犲犮狅狌狉狊犲狅犳犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊 犔犌犃犻狀犱狌犮犲犱

犃狏犅犇９犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

图４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测犔犌犃 刺激的培养上清中犃狏犅犇９
蛋白表达

犉犻犵．４　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犃狏犅犇９狆犲狆狋犻犱犲犻狀犮狌犾狋狌狉犲狊狌狆犲狉

狀犪狋犪狀狋狊 犳狉狅犿 犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊 犔犌犃狊狋犻犿狌犾犪狋犲犱

犮犺犻犮犽犲狀狊犿犪犾犾犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾犲狆犻狋犺犲犾犻犪犾犮犲犾犾狊犫狔犠犲狊狋犲狉狀

犫犾狅狋

３　讨　论

益生菌作为调整胃肠道微生态平衡、预防肠道

感染以及减轻胃肠道炎症反应等制剂以及作为肠道

免疫调节剂和黏膜免疫佐剂，已广泛用于畜禽饲料

中以提高动物生产性能。但是，益生菌的具体作用

机制还不完全清楚，许多益生菌的研究只停留在作

用效果研究上。目前，研究者对于益生菌的作用机

制主要有以下几种解释：生物夺氧，使肠道菌群恢复

到正常状态（主要针对芽孢杆菌的作用），即生物夺

氧学说；增加肠道内有益菌数量，竞争性抑制致病菌

８３６
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对肠上皮细胞的黏附，拮抗致病微生物，即菌群屏障

学说；益生菌产生有机酸降低肠道ｐＨ，产生过氧化

氢、细菌素和类似抗菌素的抗菌物质，合成和分泌营

养物质和消化酶，即微生物代谢学说；调节机体体液

免疫、细胞免疫和非特异性免疫，即免疫调节学说。

不同益生菌对畜禽作用效应的研究也主要围绕以上

解释展开。

乳酸杆菌是家禽肠道正常菌群中的主要优势菌

群，尤其是在小肠占据绝对优势［１３］。在乳酸杆菌发

挥的众多益生作用中，乳酸杆菌对肠道黏膜免疫（包

括天然免疫和获得性免疫）的调节作用尤其引人关

注。乳酸杆菌可通过多种方式调节或维持肠道免疫

功能，包括提高肠道局部体液免疫应答即提高抗原

特异性分泌型ＩｇＡ水平
［１４］，诱导上皮细胞黏液素基

因表达和分泌［１５］，诱导上皮细胞细胞因子表达和分

泌［１６１７］以及调节炎症信号分子表达［１８１９］。乳酸杆

菌通过黏附作用附着在肠黏膜上皮细胞表面，与宿

主细胞紧密接触甚至深入到细胞内并与之发生相互

作用，从而调节上皮细胞的生理功能和信号转

导［２０］。Ｗｅｈｋａｍｐ等
［２１］和Ｓｃｈｌｅｅ等

［２２２３］利用结肠

癌细胞系（Ｃａｃｏ２）研究发现，益生乳杆菌及其他益

生菌在与上皮细胞相互作用过程中可通过诱导细胞

抗菌肽（防御素）而提高机体天然免疫功能。然而，

在现有的几项关于益生菌对肠道上皮细胞抗菌肽表

达影响的研究报道中，研究者所使用的肠道上皮细

胞均为人结肠癌上皮细胞系。显然，癌上皮细胞与

正常上皮细胞在细胞基本结构、代谢和功能等特征

方面存在一定的差异，以癌细胞的研究结果来解释

正常细胞的行为存在很大的局限性。肠道抗菌肽除

主要来源于上皮细胞外，还来源于肠黏膜免疫细

胞［３］。此外，益生菌在体内发挥作用受许多因素的

影响，如胃肠道ｐＨ环境、消化酶和胆汁等均会影响

益生菌的活力和细胞壁组分的完整性。因此，为避

免这些复杂因素的干扰及肠道共生菌相互之间的影

响，本研究利用体外原代培养的正常鸡小肠上皮细

胞研究了益生性鼠李糖乳酸杆菌 ＬＧＡ 对抗菌肽

犃狏犅犇９基因表达的影响。研究发现，分离自健康鸡

肠道的鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 能够促进鸡小肠上皮

细胞防御素犃狏犅犇９的表达。研究表明（未发表资

料），来源于健康鸡肠道的鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 可

提高肉鸡的生产性能。最近在鸡的试验中发现［２４］，

饲喂动物肠道来源的抗菌肽可提高鸡肠道黏膜上皮

内淋巴细胞和ＩｇＡ分泌细胞数量，并可改善小肠黏

膜结构，增强小肠消化吸收能力。综合这些试验结

果以及本试验结果，可推断益生性鼠李糖乳酸杆菌

ＬＧＡ 促进或诱导鸡肠道抗菌肽的表达可能是其发

挥益生作用尤其是免疫促进作用的一种重要作用方

式。益生性鼠李糖乳酸杆菌ＬＧＡ 通过上调鸡肠道

抗菌肽如 ＡｖＢＤ９表达而提高肠道天然免疫功能。

本研究 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证实，ＡｖＢＤ９肽可分泌至

细胞外而发挥其生物学作用。因此，益生性乳酸菌

可能通过诱导或促进肠道抗菌肽的表达在黏膜局部

形成高浓度，从而抑制和杀灭肠道有害菌并调节有

益菌数量和种类以维持肠道微生态平衡。同时，肠

道上皮细胞分泌的抗菌肽可作为细胞间的信号分子

发挥多重免疫调节作用。

本试验发现，热灭活的鼠李糖乳杆菌ＬＧＡ 亦能

促进鸡小肠上皮细胞抗菌肽 ＡｖＢＤ９的表达，且灭

活菌刺激后肠上皮细胞犃狏犅犇９基因表达水平显著

高于活菌刺激（犘＜０．０５）。Ｓｃｈｌｅｅ等研究亦发现，

热灭活的益生乳杆菌亦可促进肠道上皮细胞抗菌肽

（防御素）基因表达［２２］。益生菌的细胞组分自身亦

可通过增强肠道抗菌肽表达而对宿主发挥益生作

用。Ｂｕ等
［２５］研究发现，用溶菌酶处理来自人粪便

有益菌犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狊狆．（ＡＴＣＣ５３１０３）所得的细

胞壁组分能够被小肠吸收进入肝脏并被肝脏中的巨

噬细胞吞噬，口服该细菌细胞壁组分能够提高败血

症大鼠肝脏清除细菌的能力并因此而有效降低败血

症大鼠的死亡率，这种保护效应是通过增强败血症

大鼠肝脏和巨噬细胞抗菌肽ＣＲＡＭＰ（Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ

ｒｅｌａｔｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ）表达而介导的。同样

地，Ｓａｋａｉ等研究发现
［２６２７］，益生性粪肠球菌ＥＣ１２

细胞壁组分能够阻止抗万古霉素肠球菌在刚孵化后

的鸡的肠道定植，并可促进５日龄鸡舌头和法氏囊

β防御素２（ＡｖＢＤ２）基因的表达，肠道β防御素表

达的提高是益生性粪肠球菌ＥＣ１２细胞壁组分抑

制抗万古霉素肠球菌在肠道定植的主要作用机制之

一。此外，Ｓｃｈｌｅｅ等
［２３］研究表明，益生菌 犈狊犮犺犲

狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｎｉｓｓｌｅ１９１７培养上清诱导人结肠癌细胞

（Ｃａｃｏ２细胞）β防御素２（ｈＢＤ２）表达的能力强于

菌体，存在于培养上清的鞭毛蛋白（Ｆｌａｇｅｌｌｉｎ）是

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｎｉｓｓｌｅ１９１７诱导ｈＢＤ２表达的主

要刺激因子。研究发现热灭活乳杆菌也具有与活菌

相同的黏附能力，甚至黏附能力高过活菌刺激［２８］。

灭活后乳酸杆菌对细胞黏附率增高，可能和黏附素

有关，６５℃灭活过程中，乳酸杆菌中的黏附素样的

９３６
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物质由于热刺激而被释放出，这些黏附素能黏附肠

道上皮细胞，进而加强了益生菌与上皮细胞间的作

用。以上结果表明，“活”的状态并不是益生菌发挥

其益生作用的必需条件，益生菌的免疫调节作用并

非完全通过活益生菌与小肠上皮细胞的黏附作用而

实现的，益生菌的特定组成成分（包括细胞壁组分和

细菌分泌产物）在促进抗菌肽的表达中发挥重要作

用。然而，本试验中上调抗菌肽基因表达的鼠李糖

乳杆菌ＬＧＡ 特定组分的分离鉴定仍需进一步研究。

４　结　论

本研究利用体外培养的鸡小肠上皮细胞模型，

从基因水平和蛋白质水平探讨了鼠李糖乳杆菌

ＬＧＡ 诱导或促进肠道正常抗菌肽ＡｖＢＤ９表达的可

能性，适宜浓度的鼠李糖乳杆菌ＬＧＡ 可显著提高鸡

正常上皮细胞抗菌肽 ＡｖＢＤ９的表达，且呈剂量和

时间依赖性。鼠李糖乳杆菌ＬＧＡ 刺激后ＡｖＢＤ９蛋

白可以分泌到细胞外，发挥杀菌作用和其他生物学

功能。本研究结果有助于深入揭示益生菌调节肠道

免疫功能的分子机制。
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