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% 引言
免疫功能在机体抵抗病原微生物感染!预防癌症和维持健康

中发挥着至关重要的作用" 但是#许多体内外因素会影响免疫功
能的正常发挥#比如营养失调!年龄增长!体力压力!精神压力或
不良的生活习惯" 因此#摄食具有免疫调节功能的食品是防止免
疫失衡的有效方法" 人的胃肠道存在大量的共生有益菌#这些细
菌是胃肠道或系统免疫稳态维持不可缺少的组成部分#肠道正常
菌群紊乱会导致口服免疫耐受丧失#甚至会引起系统性的超敏反
应" 添加某些肠道共生菌的发酵食品有维持健康的作用" 食品含
有的有益细菌主要是某些革兰氏阳性乳酸菌$包括某些乳酸杆菌
和双歧杆菌%#称作益生菌"大量研究表明益生菌具有免疫调节的
作用#但是其作用机制当前还不清楚"据推测#益生菌进入体内后
可以&模仿’肠道共生菌#黏附到黏液或肠道上皮细胞#从而在胃
肠道短暂定植" 定植的活益生菌!菌体死亡留下的菌体残片或细
菌代谢产物可以为免疫监督系统提供免疫调节信号#被胃肠道树
突细胞或派伊尔斑内的巨噬细胞识别 !"#" 益生菌提供的&信号’物

质可能主要是其独特的&共生相关分子模式’$$%&’(%#例如肽聚
糖$’)%和脂磷壁酸$*+,%!-#" .,&’( 可以和表达于抗原呈递细胞
$如巨噬细胞%的&模式识别受体’$’//%结合#而诱导免疫信号的
激活" 但是#当前还没有发现对益生菌 .,&’(!’// 相互作用相
关的系统研究" !"#$%&"#’(()* (01是一种来源于肠道的乳酸杆菌#
本研究发现乳酸杆菌可以明显地黏附于鸡或大鼠肠道黏液#具有
潜在的益生作用"用基因芯片分析 !"#$%&"#’(()* (01的肽聚糖与小
鼠系统免疫细胞作用后基因表达的变化#结果表明#乳酸杆菌肽
聚糖具有调节细胞因子表达的能力#这种能力可能主要是通过诱
导 +*/!234!5 通路调节因子的表达而发挥的"

! 材料与方法
!&% 黏液的制备
按照 6789:;<= 等 !>#的方法提取黏液#并进行了适当修改" 取

刚屠宰的鸡或大鼠的小肠#用 ’5?$含 @1@A"+899<-@#0BC1D%轻
轻洗净内容物(在冰上用载玻片轻轻刮取黏液#投入冰冷的 ’5?
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!!!提取了 !"#$%&"#’(()* FGH的肽聚糖#用 ?IIAJ=KL,M >N9"O#?基因芯片研究了肽聚糖对机体免疫细胞基因表达的影响$ 结果发
现#乳酸杆菌肽聚糖可以刺激免疫细胞 P5% 型免疫反应相关基因的表达#可能激活 P8Q;*R;!S 相关信号通路#同时#不同剂量的肽聚
糖可能通过调节 P2TT,G 的表达#影响 P8Q;*R;!S 信号通路的激活#从而调节细胞因子的表达$

益生菌#定制#免疫调节#肽聚糖 !!UO"!
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!!"#$%"#匀浆#加入两倍体积的无水乙醇在!&’ "放置过夜$使
含粘蛋白的黏液沉淀#冻干#以 ( )*+), 溶解于碳酸钠-碳酸氢钠
缓冲液!!".$/"$0 111 2!) 离心 (0 )34$分装澄清的上清液$于
!&1 "保存%
%2% 细菌培养及黏附实验
试验所用乳酸杆菌!见表 ("都为本实验保存菌种% 细菌悬浮

于含有 (0#甘油的 567 培养基$保存在-#’ "% 实验前活化$转
接于 567 培养基$连续 &次%
参考 829:: 等 ;<=的方法研究乳酸杆菌向黏液的黏附行为$并

做了适当修改%把 (0’ !, 鸡或大鼠肠道黏液分别加到 ./ 孔微孔
板 !>?@A?B"的微孔 $过夜 !< ""$用 C>7$(#DEFF4&1 封闭 ( G
!6D"$用 C>7D 洗 & 次$倒置风干#把细菌在 567 培养基深层培
养过夜!(/ G$%#%"$收集细菌 (H< ),!. 111 2!) 离心 0 )34"$调
节 I/11到 1$0&1$1&$分别按稀释比例悬浮于 C>7D 或 567 液体培
养基$每孔加入 &11 !,$孵育 ( G!%# ""$用 C>7D 洗 ( 次#在一部
分实验中细菌黏附后在倒置显微镜下观察细菌黏附情况$把其余
的 ./ 孔板倒置风干$ 用 1$(’番红染色 %1 :$ 用 C>7D 轻轻洗 &
次$倒置风干$测定 I<.&% 以 C>7 作为对照$每组做 / 个重复$连
续进行 & 次实验%
%23 乳酸杆菌肽聚糖的提取
按照修改的;0=方法提取肽聚糖% 把 !"#$%&’()!!*+ :!$在 567 培

养基培养 <J G!%# ""$迅速置于冰浴$离心收获细菌 K& ’’’ 2!)
(’ )34L < "M$用无菌水洗 < 次% 置于沸水浴 &1 )34$超声处理破
碎细胞壁%离心!( 111 2!) (0 )34"去除没破碎的菌体%离心上清
液!(1 111 2!) (1 )34"$去上清液$取沉淀物与 &N7O7 孵育 %1
)34!/1 ""$用无菌水洗 < 次$再用无水乙醇洗 % 次% 用 1$1&N胰
蛋白酶 !1$( )9,P, 溶于 D23: -"Q, 缓冲液 $!" #$0"消化 &1 G
!%# ""%用无菌水洗 < 次$冻干%悬浮于 (1N三氯乙酸中摇动 &1
)34!/1 ""$离心收集肽聚糖 K(1 111 2!) &1 )34M$用无菌水洗
(0 次$冻干%
%2& 乳酸杆菌肽聚糖对机体免疫细胞基因表达的基因芯片分析
把 . 只雄性健康 >R,SPT 小白鼠随机分成 & 组$ 另一组为对

照组$每组 % 只$对照组小鼠每日腹腔注射无菌 C>7#实验组小鼠
每日腹腔注射由无菌 C>7 配制的乳杆菌肽聚糖 &0 )*PU*$( 组注
射 ( 次$( 组连续 % V$注射后第 & V 眼球放血处死后$于 #0N乙
醇中消毒 %(0 )34$ 在超净工作台中无菌取出每只鼠的腹腔细
胞$按组别合并% 脾细胞按常规制细胞悬液$也按组别合并% 每组
分别取腹腔细胞和脾细胞各 ()(1#$ 等量合并作为组待测样品$
& 111 2!) 离心 (1 )34$ 弃上清后加入 & ), D23W9, 细胞裂解液$
在超净工作台中用小口径吸管反复吹打均匀后在液氮中速冻$
于X#1 %超低温冰箱中保存%
按照 IYYZ)F[23\ 实验规程 !G[[!]PPEEE^IYYZ)F[23\^T9)" 提取

6_I 并用 IYYZ)F[23\ 5@‘<%1I 基因芯片分析基因表达变化%
%24 统计分析
用 7C77 aF2(1^1 中的 94F ERZ Ib@_ 进行方差分析$ 并用

B7O 法进行多重比较%
用 53T29R22RZ 7c3[F 0^1 dIYYZ)F[23\M和 OR[R 53434* D99, bF2*

:394 &$1 KIYYZ)F[23\M处理和分析基因数据% 在 G[[!]PPEEE$*F4F94*
[9,9*Z$92* 上在线分析基因表达变化的的功能分布%

3 结果
320 !"#$%&"#’(()* 56$的黏附性
在本研究中$ 被固定于 ./ 孔酶标板微孔的鸡或大鼠小肠黏

液用来作为黏附基质$共分析了 0 种乳酸杆菌在体外向黏液的黏
附的能力% 结果发现$,’($%&’()!!*+ :!$黏附于鸡和大鼠的小肠黏
液的能力最强K表 (M% 无论把乳酸杆菌悬浮于 C>7D 还是 567 黏
附$结果均相似!图 ("%

3$% 基因表达变化的总体分析
用乳酸杆菌!,’($%&’()!!*+ :!"肽聚糖刺激 >R,SPT 小鼠后$提

取 )6_I$ 杂交到寡核苷酸芯片 K5@‘<%1I *F4FTG3!$ 含有
&&$/.1 寡核苷酸探针M$进行基因表达分析$基因表达的变化用信
号对数比率表示!7B6"%基因表达的总体情况见图 ($用肽聚糖刺
激小鼠 ( 次和 % 次$分别引起 ( 0J1 和 0(. 条基因表达显著上调
K7B6e(M$其中有 (&0 条基因是两个刺激条件共反应的基因% 刺激
( 次和 % 次后分别有 ( #0& 和 %%J 条基因表达显著下调K7B6e(M$
其中有 (.( 条是共反应基因!见图 &"% 根据 8F4F @4[9,9*Z Q94*
:92[3c) !G[[!]PPEEE$*F4F94[9,9*Z$92*"$ 这些共反应基因可以归入
(1 个功能分类$各功能类别所占的比例见表 &% 可以看出有 0.N
的基因与应激反应&信号传导和代谢有关% 上调基因中有关免疫
反应和信号传导的基因共占到 <<’$而下调基因只有 (<N%

图 0 黏附于鸡!左"和大鼠!右"小肠黏液的 !"#$%&"#’(()* 56$
789$ 0 :;<=58"> "? !"#$%&"#’(()* 562 @"AB8AC=> D>;

ED@ .-A-5 8.."F8G85=; 8>@" .8AE"@8@E= H=GG5

表 0 4 种乳酸杆菌在小肠黏液的黏附能力
IFG2 0 :;B=58"> "? !"#$%&"#’(()* 562 8.."F8G8J=; .-A-5

细菌 黏附!I<.&"

,’($%&’()!!*+ :!$
,’($%&’()!!*+ (’+-)
,’($%&’()!!*+ .!’$*/0 1(
,’#$%&’#)!!!*+ .!’$*/0 1&
,’#$%&’#)!!* 1-!&/*-#2)) +*3+.4 &*!5’/)#*+

大鼠小肠黏液
1$(11&1$1<.JR

1$1&%&1$1((S

1$1<0&1$1&(S

1$1%<&1$1(.S

1$100&1$1(JS

鸡小肠黏液
1$%0%&1$(/&R

1$&.J&1$1&(S

1$&/#&1$1J#S

1$(.0&1$1/#S

1$<&0&1$1/JS

图 % 基因表达改变的总体情况
7K92 % L=>=EDG K>?"E.D@K"> "? 9=>=5 =M6E=55K"> ABD>9=

!注" "刺激 ( 次##刺激 % 次$

注" 上标为不同标号表示差异显著%Cf1^10$

表 % 乳酸杆菌肽聚糖响应基因的功能分布!!"
IF#2 % 7->A@K">D# 6E"?K#=5 "? =M6E=55K"> ;K??=E=>@#N A<D>O=;

FN !"#$%&"#’(()* 56$ PL!!"
功能分类 上调基因 下调基因 功能分类 上调基因 下调基因
转录调控
细胞调亡
代谢
细胞黏附
生物合成
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&
.
#
/
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%
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/

细胞周期
细胞分化
信号传导
应激反应
物质转运

(/
%
(/
&J
J
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J
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&’& 乳酸杆菌肽聚糖对 ()*!+,-!. 信号通路基因表达的影响
!"#$$ 依赖型的 %&’!()*!+ 信号通路是肽聚糖与免疫呈

递细胞作用后主要激活的一条信号通路!此信号通路被激活产生
的细胞因子等产物!具有调节免疫的作用" 乳酸杆菌肽聚糖刺激
后有 ,- 条与 %&’!().+ 信号通路相关的基因表达在两种刺激
后发生了不同的表达变化 ! 根据 /011 数据库 234456778889
:;<=>;9?@9A57.;::7B提供的 %&’!()*!+ 信号通路图进行分析!可
以发现!乳酸杆菌肽聚糖刺激主要对 !"#$$ 依赖的 ()!!+ 信号
通路产生影响#见图 C$!刺激 C 次后!%&’D 的表达显著上调!用
肽聚糖刺激 , 次后 !"#$$ 的表达受到了抑制! 而白细胞介素 ,
受体关联激酶 ,#%E?.,$的表达被激活% 肽聚糖刺激 C 次后肿瘤
坏死因子受体关联因子 &%E?FG$’()*!+, 和 ()*!+D 的表达上
调 ( 两种刺激之后 !()*!+ 信号通路的产物中 !H&*,’H&*G’
I#$J’ I#$G 等的表达均上调% %3, 型细胞因子 H&*,D 和 H)(*"
分别在刺激 , 次和 C 次之后上调% 不同剂量 K1 对 %=LLM5 表达的
诱导作用也不同!刺激 , 次后其表达没有变化!而刺激 C 次后!其
表达发生了上调%

" 讨论
乳酸杆菌的黏附对其免疫调节作用有重要的意义% NO8;"

3?<@ 等 PGQ研究表明!双歧杆菌对胃肠道黏膜的黏附能力与人的年
龄有负相关关系!随着年龄的增长人或动物的黏膜反应有削弱的
趋势R这可能是肠道黏附和定植的乳酸菌减少的结果% 有一些研
究已经表明!乳酸杆菌的黏附性能与其免疫调节作用之间有一定
的关系! 有强黏附性的乳酸杆菌 &如 !"#$%&"#’(() **!&9 +,+$,+’
等$比弱黏附性的乳酸杆菌&如 &9 -,(&+),#.’’ S559&)(/"+’#"$能更
好地增加抗轮状病毒 H:T 的分泌!并能更强地提高 H:T 特异性抗
原呈递细胞的水平P-*,JQ% 食用含有强黏附性乳酸杆菌&如 &9 0%1)!
2%3’’ &A,$能更好地增加吞噬细胞在体外吞噬大肠杆菌的能力 P,,Q%
在肠道!抗原呈递主要发生在派伊尔斑&55$的滤泡相关上皮

&)T0$% )T0 由单层柱状上皮细胞和散在分布的 ! 细胞组成 P,DQ%

)T0 中 ! 细胞的含量很少! 但是它们可能在吸收益生菌菌体继
而诱导免疫反应的过程中发挥重要作用%和其它肠道上皮细胞细
胞不同!! 细胞膜通常没有厚得糖萼P,CQ !但存在独特的配糖体%这
些糖配体可能是与细菌凝集素发生配体 7受体黏附作用的靶标%
&;L=O?E@ 等 P,UQ发现!! 细胞外膜顶端至少表达有 C 种糖配体与黏
液素&!OVD$的糖抗原决定簇相同% 所以细菌可能以与黏液素黏
附相似的机制黏附到 ! 细胞!从而进入 KK!引发免疫反应%&M<.*
T>S4;E 等 P,WQ发现!小鼠摄入 !"#$%&"#’(()2 >OEM<OS 后!菌体或细胞
残片可以通过 KK 进入肠道上皮下层!而内源乳酸杆菌也可以通
过)生理性移位*进入脾脏或其它组织P,GQ% 乳酸杆菌生理移位后其
IT!KS 将会与抗原呈递细胞接触! 这可能是引发免疫调节作用
的主要途径之一%
体外实验的结果表明!!"#$%&"#’(()2 S59可以明显地黏附于鸡

或大鼠的黏液! 表明这种乳酸杆菌在体内具有潜在的定植能力%
因为黏液中的主要黏附受体是黏液素 P$Q!所以乳酸杆菌也可以通
过相似的机制黏附到 ! 细胞!具有通过)生理性移位*与免疫细
胞发生作用的潜能%分析其肽聚糖与机体免疫细胞作用后基因表
达变化的结果表明!用乳酸杆菌肽聚糖刺激小鼠时!可以诱发免
疫调节性细胞因子等的表达% 这些蛋白质的表达!有利于提高机
体的免疫监督作用%
最近的研究表明!许多优良的益生菌主要通过诱导 %3, 型免

疫反应调节宿主免疫功能% 这一作用可能主要是通过 %3, 型免
疫反应相关细胞因子表达实现的 P,-Q% 本研究中!乳酸杆菌肽聚糖
刺激 , 次和 C 次分别诱导了 %3, 型细胞因子 H&*,D 和 H)(*" 的
表达!暗示免疫反应将向 %3, 型极化% H&*,J 对 %3, 免疫反应具
有负调节作用!H&*,J 在刺激 C 次后也显著上调! 表明肽聚糖诱
导的 %3, 免疫反应是受机体调节的% 这可能是乳酸杆菌可以增
强机体免疫功能!但不会由于免疫反应过度激活引起组织损伤的
原因%
本研究也发现!乳酸杆菌对细胞因子表达的诱导作用有剂量

依赖性% 细胞因子是 %&’!()*!+ 信号通路激活的产物% 本研究
中!肽聚糖刺激频率对 %&’!()*!+ 信号通路相关分子表达有影
响%其中肽聚糖对 %=LLM5 表达的调节可能对整个通路的激活状态
有重要影响% %=LLM5 是 %&’!()*!+ 信号通路的负调节因子 P,$Q% 本
研究发现 %=LLM5 的表达有 K1 剂量依赖性!这可能是不同剂量 K1
影响 ()!!+ 信号通路的的激活状态和细胞因子的表达变化的原
因%不同种和同种不同剂量乳酸杆菌免疫调节作用的差异可能与
其进入体内后实际与抗原呈递细胞发生作用的 K1 的量有关%

/ 结论
!"#$%&"#’(()2 S59 可以黏附到肠道液上! 具有潜在的定植能

力%不同剂量乳酸杆菌肽聚糖可以对免疫信号接受系统调节因子
表达和信号传导系统激活状态进行调节! 从而控制细胞因子表
达!调节机体免疫功能% 乳酸杆菌 IT!KS&如肽聚糖$可能是介导
乳酸杆菌免疫调节作用的主要物质%
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0 引言
反问题是数学物理研究的一个热点问题!但是数学物理反问

题的求解面临的一个本质性困难是不适定性 !"#"多年来!人们对不
适定问题的求解已发展了许多方法!诸如脉冲谱技术#$%&$%广
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!!!研究了正则化方法中正则参数的选择问题!提出了利用遗传算法获取正则参数的一种新方法" 大量的数值模拟结果表明#该方

法在处理大规模不适定问题时具有一定的优越性!是一种实用有效的方法"
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