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大肠杆菌和丁酸梭菌及代谢物对猪肠道上皮
细胞线粒体功能影响的研究
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摘 要： 旨在探讨大肠杆菌（Escherichia coli，E.  coli）和丁酸梭菌（Clostridium butyricum，C.  butyricum）及代谢物

对猪肠道上皮细胞（IPEC-J2）线粒体功能及相关代谢途径的影响，为调控肠道健康提供理论依据。本试验首先通

过筛选确定将培养至 3 h 时处于对数生长期且活性最好的细菌悬液用于后续试验。然后用不同浓度的大肠杆菌、

丁酸梭菌、脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）和短链脂肪酸（short-chain fatty acid，SCFAs）去处理 IPEC-J2 细胞，每

组设置 3 个重复，分析细胞活力和细胞形态结构筛选出最佳的处理时间和浓度，测定三磷酸腺苷（adenosine 
triphosphate，ATP）含量、活性氧（reactive oxygen species，ROS）、线粒体膜电位、抗氧化及线粒体功能相关基因表

达。结果显示：1）筛选出大肠杆菌和丁酸梭菌处理 IPEC-J2 细胞的浓度分别为 108 CFU·mL-1和 106 CFU·mL-1，

处理时间为 1 h，SCFAs 和 LPS 处理时间为 1 h；2）丙酸和大肠杆菌处理组显著提高了 ROS 含量（P<0. 05）；丁酸梭

菌和 LPS 显著降低了 ROS 含量（P<0. 05）；3）丁酸梭菌显著上调了 ACC1、NRF1、TFAM、HO-1、APAF-1、PIG3、
p53 的表达（P<0. 05），大肠杆菌处理组下调了 TFAM 和 CtyC 的表达（P<0. 05），上调了 p53 的表达（P<0. 05），丙

酸和乙酸处理对各基因表达均无显著性影响。以上结果表明，SCFAs 促进了细胞代谢，大肠杆菌和 LPS 激活细胞

凋亡和生物氧化应激过程，丁酸梭菌可以激活 IPEC-J2 细胞线粒体脂质代谢、抗氧化系统和细胞凋亡，为靶向线粒

体的肠道微生态调控策略提供了新视角。
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Abstract： This study aimed to investigate the effects of Escherichia coli （E.  coli）， Clostridium 
butyricum （C.  butyricum）， and their metabolites on mitochondrial function and related metabolic 
pathways in porcine intestinal epithelial cells （IPEC-J2）， providing a theoretical basis for regulating 
intestinal health.  Initially， bacterial suspensions were screened to ensure logarithmic-phase growth （3 h） 
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with optimal viability for subsequent experiments.  IPEC-J2 cells were then treated with varying 
concentrations of Escherichia coli， Clostridium butyricum， lipopolysaccharide （LPS）， and short-
chain fatty acids （SCFAs）， with 3 replicates per group.  Cell viability and morphological integrity 
were assessed to determine the optimal treatment duration and concentration.  Key metrics included 
ATP levels， reactive oxygen species （ROS）， mitochondrial membrane potential， and the expression 
of genes related to antioxidant defense and mitochondrial function.  The results showed that： 1） The 
optimal concentrations for treating IPEC-J2 cells were determined as 108 CFU·mL-1 for Escherichia 
coli and 106 CFU·mL-1 for C.  butyricum， with a treatment duration of 1 h.  The treatment duration of 
SCFAs and LPS were also treated for 1 h.  2） Propionic acid and E.  coli significantly increased ROS 
levels （P<0. 05）， whereas C.  butyricum and LPS reduced them （P<0. 05）.  3） C.  butyricum 
upregulated the expression of ACC1， NRF1， TFAM， HO-1， APAF-1， PIG3， and p53 （P<0. 05）； 
E.  coli downregulated the expression of TFAM  and CtyC （P<0. 05） but upregulated the expression 
of p53 （P<0. 05）； Propionic acid and acetic acid had no significant effects on genes expression.  The 
results indicated that SCFAs enhanced cellular metabolism， E.  coli and LPS triggered oxidative 
stress and apoptotic pathways.  C.  butyricum activated mitochondrial lipid metabolism， antioxidant 
defenses， and apoptosis in IPEC-J2 cells.  These findings offer novel insights into mitochondria-
targeted strategies for gut microbiota regulation.
Keywords： Escherichia coli； Clostridium butyricum； IPEC-J2 cells； mitochondrion
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肠道微生物对宿主健康有重大影响［1］，是代谢

物、激素和神经介质的重要来源，这些物质直接参

与肠道功能调节，间接调节肝、脑和肾等肠外器官

的功能［2］。多项研究表明，均衡的肠道菌群对健康

至关重要［3-4］，调节脂质的代谢、胆汁酸及神经调控，

它可以通过 SCFAs 增强粘液产生和促进调节性 T
细胞分化［5］。此外，肠道微生物的代谢物可以影响

转录组、表观遗传标志和酶活性，调节宿主细胞中

线粒体生物发生、代谢和氧化还原反应［6］，例如肠道

微生物调节线粒体 AMPK 活性和过氧化物酶体增

殖物激活受体 γ辅激活剂-1α（peroxisome proliferator-
activated receptor γ coactivator-1α，PGC-1α）信号传

导，以控制线粒体自噬、氧化应激及炎症［7］。大肠杆

菌是健康肠道的共生微生物菌种之一，但有些是机

会致病菌，可以引起疾病［8］。在肖金龙等［9］的研究

中，致病性大肠杆菌可以通过其高致病性毒力岛

（HPI）激活 NLRP3/Caspase-1 炎症小体通路，诱导

IPEC-J2 发生焦亡，造成细胞膜和炎症因子释放。

丁酸梭菌是动物和人类肠道中存在的天然有益菌，

能够产生丁酸，调节肠道 pH，维护肠道健康环境，保

护其免受致病菌侵害［10］。除了分泌代谢物，丁酸梭

菌菌体本身是与宿主细胞直接对话的“名片”，完整

的菌体已被证明在塑造肠道抗炎环境方面具有强

大的能力，例如，在结肠炎模型中，丁酸梭菌能够诱

导产生抗炎细胞因子白介素-10（IL-10）的肠道巨噬

细胞增多［11-12］，而丁酸梭菌菌体表面物质对细胞的

影响研究相对缺乏，因此本研究设计试验组将细胞

培养基中加入丁酸梭菌悬液，旨在观察丁酸梭菌表

面物质或代谢物成分是否也对 IPEC-J2 细胞产生影

响。肠道微生物会对宿主生理功能和代谢产生重

大影响，例如，相对于 SPF 小鼠，GF 小鼠结肠中

NADH/NAD 和 ATP 水平显著降低［13］，这表明了其

在调节宿主结肠代谢方面具有特别重要的作用。

线粒体是哺乳动物细胞中能量（ATP）来源的工作

站并且唯一具有微生物起源的细胞器［14］，参与细胞

多项生理功能（如控制细胞凋亡、调节细胞钙平衡

及免疫系统等）［15-16］，对维持细胞正常生理功能起到

了不可缺失的作用，且近年来许多研究认为线粒体

是微生物调控宿主细胞的重要靶点［17-18］。然而，共

生微生物如何精细调控肠道线粒体生物学功能从

而影响宿主肠道健康还有待深入研究，现有研究多集

中于小鼠或人类细胞模型，且缺乏对微生物-线粒体

互作的系统性解析［19-20］。IPEC-J2是源自猪空肠上皮

细胞的非转化连续性细胞系［21］，可以在培养过程中自

发分化，形成具有生理相关性的肠道屏障模型［22-23］。

本研究拟结合 IPEC-J2 细胞模型和大肠杆菌、
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丁酸梭菌及其代谢物，探究猪肠道微生物代谢物

（如丁酸、乙酸）和丁酸梭菌代谢物或菌体表面物质

对线粒体细胞活性、形态结构、膜电位和 ROS、ATP
含量、抗氧化及线粒体功能相关基因表达的影响，

以期为通过微生物干预改善猪肠道健康提供理论

依据。此外，LPS 是革兰氏阴性菌细胞壁的主要成

分，常用于模拟细菌感染或炎症反应，它作为病原

相关分子模式，与大肠杆菌的作用机制相似［24］，增

加 LPS 处理组，可揭示其与肠道菌群的协同作用机

制。最后，猪与人类肠道的相似性［25］使本研究的结

果可能为人类代谢疾病提供跨物种参考。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

主要仪器：CO2 培养箱、厌氧工作站、光学显微

镜、倒置荧光显微镜 DMi8、NanoDrop2000、分光光

度计、酶标仪等。

试剂材料：ATP 检测试剂盒、线粒体膜电位检

测试剂盒（JC-1）、活性氧检测试剂盒、Cell Counting 
Kit-8（CC-K8）试剂盒、脂质氧化（MDA）检测试剂

盒、超氧化物歧化酶（SOD）检测试剂盒、Western 及

IP 细胞裂解液、强化梭菌培养基（RCM）、改良吉姆

萨染色液（20X）、PrimeScript™ RT reagent Kit with 
gDNA 和 LPS 购自碧云天生物技术有限公司；总

RNA 提取试剂盒购自广州美吉生物科技有限公司；

乙酸、丁酸、丙酸购自生工生物工程股份有限公司；

猪肠道上皮细胞 IPEC-J2 购自上海通派生物科技有

限公司；大肠杆菌来源于重庆市畜牧科学院生物工

程研究所自主保种菌，丁酸梭菌购买于北纳生物公

司 进 行 了 一 代 测 序 的 保 种 菌 种 ，保 藏 编 号 为

DSM10702=ATCC19398。
1. 2　测定指标和方法

1. 2. 1　大肠杆菌生长曲线的测定　　1）接种环挑

取大肠杆菌在 LB 固体培养基上，经三区划线后，置

于 37 ℃恒温培养箱中培养，待长出菌落。2）用接种

环挑取 3~5 个单个菌落的大肠杆菌于含有 5 mL 
LB 液体培养基的试管中，置于 37 ℃恒温摇床中

200 r·min-1 养 12 h 后，用于生长曲线的测定；3）将

菌液按 1∶20 的比例稀释，接种在 100 mL 的 LB 液体

培养基中，混匀，分装到 12 支试管中，试管编号分别

为 0、1、1. 5、2、3、4、6、8、10、12、14、25 h，置于 37 ℃
恒温摇床上 200 r·min-1 培养，在不同时间点取出，

置于 4 ℃冰箱，最后统一用分光光度计在 OD600 nm 处

测定吸光度，绘制生长曲线。4）取 1、2、3、4 和 6 h 时

的菌液进行涂板计数。

1. 2. 2　丁酸梭菌生长曲线的测定　　1）接种环挑

取丁酸梭菌在 RCM 固体培养基上，经三区划线后，

置于 37 ℃ 恒温厌氧工作站中培养至菌落形成。

2）用接种环挑取 3~5 个单个菌落置于含有 5 mL 
RCM 液 体 培 养 基 的 试 管 中 ，37 ℃ 恒 温 摇 床 中

200 r·min-1 培养 12 h 后，用于生长曲线的测定；3）
将菌液按 1∶20 的比例稀释，接种在 RCM 液体培养

基中，混匀，分装到 12 支试管中，试管编号分别为 0、
1、1. 5、2、3、4、6、8、10、12、14、25 h，丁 酸 梭 菌 于

37 ℃恒温厌氧工作站培养 25 h，在不同时间点取出，

置于 4 ℃冰箱，最后统一用分光光度计在 OD600 nm 处

测定吸光度，绘制生长曲线。4）取 1、2、3、4 和 6 h 时

的菌液进行涂板计数。

1. 2. 3　大肠杆菌和丁酸梭菌悬液制备　　1）将大

肠杆菌（丁酸梭菌）培养至对数生长期内；2）取出菌

液，4 000 r·min-1离心 10 min，弃上清液，加入 10 mL
无 菌 PBS 溶 液 洗 涤 3 次 ；3）弃 掉 PBS 后 ，加 入

DMEM 基础培养基，吹打混匀，使用分光光度计在

OD600 nm处测定吸光度，并配置不同浓度的菌悬液。

1. 2. 4　 IPEC-J2 细胞传代　　猪肠道上皮细胞培

养至达 80%~90% 汇合度即可传代培养，细胞传

代 3~4 次 后 ，收 集 细 胞 并 进 行 细 胞 计 数 后 用 于

试验。

1. 2. 5　细胞培养与处理　　细胞接种：96 孔板（细

胞活性鉴定使用 CCK-8）：100 μL 2. 5×105个·mL-1 
IPEC-J2 细胞悬液。12 孔板（细胞形态结构、线粒体

膜电位）：1 mL 2. 5×105·mL -1 IPEC-J2 细胞悬液。

24 孔板（ATP、ROS、SOD、MDA、基因表达）：1 mL 
2. 5×105·mL-1 IPEC-J2 细 胞 悬 液 。 培 养 条 件 ：

37 ℃、5%、CO2 培养 12 h，显微镜下观察到 90% 细

胞贴壁后，弃掉培养基，PBS 清洗 2~3 次。

分组处理：对照组：100 μL DMEM（CCK-8）、

1 mL DMEM（其余检测组）。处理组：CCK-8 组分

别为 1×108 CFU·mL-1大肠杆菌、1×107 CFU·mL-1

大 肠 杆 菌 、1×108 CFU·mL-1 丁 酸 梭 菌 、1×
107 CFU·mL-1丁酸梭菌、1×106 CFU·mL-1丁酸梭

菌、10 μg·mL-1 LPS、5 mmol·L-1乙酸、1 mmol·L-1

丙酸和 0. 5 mmol·L-1 丁酸，处理时间为 1、3、6、12、
24、48 h，每组 3 个重复。乙酸、丙酸和丁酸浓度参

考文献［26］、LPS 浓度参考文献［27］，用于模拟革

兰氏阴性菌的致病效应。
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细胞形态结构组分分别为 1×109 CFU·mL-1

大 肠 杆 菌 、1×108 CFU·mL-1 大 肠 杆 菌 、1×
107 CFU·mL-1大肠杆菌、1×108 CFU·mL-1丁酸梭

菌、1×107 CFU·mL-1丁酸梭菌和 1×106 CFU·mL-1

丁酸梭菌，每组 3 个重复，处理时间为 1、2 和 3 h。
其余各检测指标组分别为 1×108 CFU·mL-1

大肠杆菌、1×106 CFU·mL-1丁酸梭菌、10 μg·mL-1 
LPS、5 mmol·L-1 乙 酸 、1 mmol·L-1 丙 酸 和

0. 5 mmol·L-1丁酸。每组设 3个重复，处理时间为 1 h。
终止处理：弃掉处理液，PBS 清洗 1 次。

1. 2. 6　具体检测方法　　CCK-8：PBS 处理后，每

孔 加 入 90 μL DMEM+10 μL CCK-8，37 ℃ 孵 育

2 h，使用酶标仪在 450 nm 处测定吸光度。

细胞形态结构：PBS 清洗后用 70% 乙醇固定细

胞 10 min，吸去乙醇，加入 0. 5 mL 改良吉姆萨染色

液（1×），染色 1 h，然后用纯水清洗细胞 3~4 次，在

倒置显微镜下观察细胞形态结构。

ATP 含量测定：按照 ATP 剂盒说明书进行操

作，操作结束后，使用酶标仪的化学发光测定 RLU
值，并用 Nano Drop 测定裂解细胞上清液测定蛋白

浓度。

线粒体膜电位：按照线粒体膜电位试剂盒说明

书进行 JC-1 探针装载，操作结束后，在荧光显微镜

下观察。

ROS 测定：PBS 清洗后，收集细胞，使用荧光酶

标仪在激发波长为 488 nm，发射波长为 525 nm，测

定荧光强度。

SOD 活 性 测 定 ：PBS 清 洗 后 ，吸 取 200 μL 

Western 及 IP 细胞裂解液，裂解细胞，然后按照总

SOD 活性试剂盒说明书进行操作，操作结束后，在

450 nm 处测定吸光度，并用 Nano Drop 测定裂解细

胞上清液中蛋白浓度。

MDA 含 量 测 定 ：PBS 清 洗 后 ，吸 取 200 μL 
Western 及 IP 细胞裂解液 ，裂解细胞 ，然后按照

MDA 检测试剂盒说明书进行操作，操作结束后，随

后用酶标仪在 532 nm 测定吸光度，并用 Nano Drop
测定裂解细胞上清液的蛋白浓度。

相关基因表达检测：PBS 清洗一次后，使用总

RNA 提 取 试 剂 盒 提 取 RNA，使 用 Prime Script ™ 
RT reagent Kit with gDNA 试剂盒进行反转录，进行

实时定量检测。

1. 3　数据统计

试验数据采用 SPSS 18. 0 进行整理和分析，使

用 GraphPad Prism 8. 0. 2 进行图片绘制和 t 检验处

理，试验结果以“平均值±标准差”表示，统计学显著

性定义为*. P<0. 05；**. P<0. 01；***. P<0. 001。

2　结 果

2. 1　大肠杆菌和丁酸梭菌的生长曲线

结果（图 1A）大肠杆菌在 1. 5 h 处开始进入对数

生长期，在 6 h 处进入平台期；丁酸梭菌在 2 h 处开

始进入对数生长期，在 6 h 处开始进入平台期，在

22 h 处开始进入衰亡期（图 1B）。因细菌在对数生

长期生长情况和活性最好，所以本次试验丁酸梭菌

和大肠杆菌使用培养至 3 h 处的菌悬液进行后续

试验。

2. 2　微生物及代谢物对 IPEC-J2细胞活性的影响

使 用 CCK-8 试 剂 盒 评 估 不 同 浓 度 菌 对

IPEC-J2 细胞的影响，得到的结果（图 2）显示，与对

照组相比，处理 1~6 h，107 CFU·mL-1 大肠杆菌和

图 1　大肠杆菌和丁酸梭菌的生长曲线图

Fig. 1　Growth curves of Escherichia coli and Clostridium butyricum
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108 CFU·mL-1 大肠杆菌极显著降低 IPEC-J2 细胞

活性（P<0. 01，图 2B）；与对照组相比，在 0~48 h，
108 CFU·mL-1丁酸梭菌处理组均显著增加 IPEC-J2
细胞活性（P<0. 05），其余丁酸梭菌处理组与对照

组无显著性差异；且在 1~48 h 细胞活性呈现下降的

趋势（图 2A）；在 1~12 h，乙酸、丙酸、丁酸和 LPS 处

理组与对照组细胞活性无显著性差异，但在 24 h 和

48 h，乙酸组显著增加细胞活性，其余时间无显著性

影响（图 2C）。

2. 3　不同浓度大肠杆菌及丁酸梭菌对 IPEC-J2 细
胞形态结构的影响

为了了解不同浓度微生物对 IPEC-J2 细胞形态

结构的影响，IPEC-J2 细胞培养后分别加入不同浓

度的大肠杆菌和丁酸梭菌处理，用改良的吉姆萨染

色后对细胞形态结构进行观察，与对照组相比，随

着处理时间增长，大肠杆菌处理组严重损伤 IPEC-J2
细胞，细胞破裂，细胞形态结构受到破坏，并且随着

大肠杆菌的浓度增加，IPEC-J2 细胞形态受损情况

也随之加重（图 3A）；而丁酸梭菌处理组对 IPEC-J2
细胞结构无影响，随着处理时间和处理浓度增加，

IPEC-J2 细胞结构保持完整、细胞形态规则，与对照

组无明显差异（图 3B）。结合大肠杆菌和丁酸梭菌

对 IPEC-J2 细胞活性（图 2）和形态结构的影响，采

用 106 CFU·mL-1 丁酸梭菌、108 CFU·mL-1 大肠杆

菌进行后续试验，处理时间为 1 h。
2. 4　微生物及代谢物对 IPEC-J2细胞 ATP 含量和

ROS的影响

图 4 显示了用 ROS 和 ATP 试剂盒与酶标仪测

定微生物及代谢物对 IPEC-J2 细胞 ATP 含量和

ROS 的影响。与对照组相比，丙酸和大肠杆菌处理

组显著提高了 ROS 含量（P<0. 05）；而丁酸梭菌和

LPS 处理组 ROS 含量显著降低（P<0. 05）；乙酸和

丁酸对 ROS 含量无显著影响（图 4A）。ATP 含量

检测结果显示（图 4B），与对照组相比，乙酸、丙酸、

丁酸和 LPS 处理组均显著提高了 ATP 含量（P<
0. 05）；而大肠杆菌和丁酸梭菌处理组均显著降低

了 ATP 含量（P<0. 05）。

2. 5　微生物及代谢物对 IPEC-J2 细胞线粒体膜电

位的影响

由图 5 可知，与对照组相比，大肠杆菌和 LPS 处

理组的线粒体膜电位降低，丁酸梭菌处理组的线粒

体膜电位有略微的降低；乙酸和丙酸处理组线粒体

膜电位与对照组无明显差异，而丁酸处理组增加了

线粒体膜电位，以上表明了致病菌或病原相关分子

模式通过损伤线粒体功能，导致细胞走向凋亡反

应 ，而 有 益 菌 及 短 链 脂 肪 酸 则 维 持 了 线 粒 体 功

能（图 5）。

2. 6　微生物及代谢物对 IPEC-J2 细胞抗氧化的

影响

由图 6 可知，与对照组相比，丙酸、丁酸、LPS 和

大肠杆菌的超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，
SOD）活力均显著低于对照组（P<0. 05），乙酸和丁

酸梭菌的 SOD 显著高于对照组（P<0. 05）。此外，

大肠杆菌和 LPS 的丙二醛（malondialdehyde，MDA）

含量显著高于对照组（P<0. 05），丁酸梭菌的 MDA

A. IPEC-J2 细胞在丁酸梭菌定植下的 OD450 nm 测定值；B. IPEC-J2 细胞在大肠杆菌定植下 OD450 nm 的测定值；C. IPEC-J2 细胞

在细菌代谢物中 OD450 nm的测定值。*. P<0. 05，**. P<0. 01，***. P<0. 001，下同

A.  Measurement of OD450 nm in IPEC-J2 cells colonized by C.  butyricum；B.  Measurement of OD450 nm in IPEC-J2 cells colonized 
by E.  coli； C.  Measurement of OD450 nm in IPEC-J2 cells exposed to bacterial metabolites.  *. P<0. 05， **. P<0. 01， ***. P<
0. 001， the same as below
图 2　微生物及代谢物对 IPEC-J2细胞活性的影响

Fig. 2　Effect of microorganisms and their metabolites on the activity of IPEC-J2 cells
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含量显著低于对照组（P<0. 05），乙酸、丙酸和丁酸

的 MDA 含量无显著影响。以上结果表明，大肠杆

菌和 LPS 促进了脂质氧化过程，并抑制细胞的抗氧

化系统；丁酸梭菌抑制了脂质氧化过程，激活了抗

氧化系统。

2. 7　微生物及代谢物对线粒体介导的 IPEC-J2 细

胞脂质代谢、氧化应激及细胞凋亡相关基因表达的

影响

为了进一步探究大肠杆菌、丁酸梭菌、SCFAs
和 LPS 对 IPEC-J2 细胞线粒体功能相关的基因及

A. 大肠杆菌定植下 IPEC-J2 细胞的生长情况；B. 丁酸梭菌定植下 IPEC-J2 细胞的生长情况

A.  Growth status of IPEC-J2 cells colonization by E.  coli；B.  Growth status of IPEC-J2 cells colonization by C.  butyricum

图 3　不同浓度微生物对 IPEC-J2细胞形态结构的影响（400×）
Fig. 3　Effect of different concentrations of microorganisms on the morphological structure of IPEC -J2 cells （400×）
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通路的调控，通过对线粒体介导的脂质代谢、氧化

应激和细胞凋亡的关键基因进行定量分析，结果显

示（图 7），与对照组相比，丁酸梭菌处理组显著均上

调 ACC1、NRF1、TFAM、HO-1、APAF-1、PIG3、
p53 的表达（P<0. 05），但对 CtyC 的表达量无显著

性影响；大肠杆菌处理组下调了 TFAM 和 CtyC 的

表达（P<0. 05），上调了 p53 的表达（P<0. 05），其

余 无 显 著 性 影 响 ；丁 酸 下 调 了 NRF1、TFAM、

APAF-1 和 CtyC 的表达（P<0. 05），上调了 p53 的

表达（P<0. 05）。上述结果表明，丁酸抑制了线粒

体介导的细胞凋亡，而丁酸梭菌激活了 IPEC-J2 细

胞抗氧化系统和细胞凋亡系统；大肠杆菌处理使

IPEC-J2 细胞抗氧化系统下调。

3　讨 论

3. 1　不同浓度微生物对 IPEC-J2 细胞形态结构和

活性的影响

微生物浓度的增加可能使细胞的形态结构发

生诸如细胞形状变长、不规则化或破坏的变化，并

伴随细胞功能损伤［28-29］，低浓度时则可能只引起轻

微变化［30］。在本研究中大肠杆菌破坏了 IPEC-J2
细胞结构，丁酸梭菌对细胞结构无损害。在对细胞

A. IPEC-J2 细胞活性氧水平的测定；B. IPEC-J2 细胞 ATP 浓度的测定

A.  Measurement of ROS levels in IPEC-J2 cells； B.  Determination of ATP concentration in IPEC-J2 cells
图 4　微生物及代谢物对 IPEC-J2细胞中 ATP含量和 ROS水平的影响

Fig. 4　Effect of microorganisms and their metabolites on ATP content and ROS level in IPEC -J2 cells

（图 5 Fig.5）
（转下页  Carried forward）
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A.  IPEC-J2 细胞超氧化物歧化酶（SOD）活性测定；B.  IPEC-J2 细胞丙二醛（MDA）含量测定

A.  Assay of SOD activity in IPEC-J2 cells； B.  Quantification of MDA content in IPEC-J2 cells
图 6　微生物和代谢物对 IPEC-J2细胞抗氧化性能的影响

Fig. 6　Effect of microorganisms and their metabolites on the antioxidant properties of IPEC-J2 cells

(续图 5 Continued)

绿色荧光表示线粒体低电位，红色荧光表示线粒体高电位

Green fluorescence show mitochondrial low potential， and red fluorescence show mitochondrial high potential
图 5　微生物及代谢物对 IPEC-J2细胞线粒体膜电位的影响（400×）
Fig. 5　Effect of microorganisms and their metabolites on mitochondrial membrane potential in IPEC -J2 cells （400×）
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活性影响的数值上（图 2A），106 CFU·mL-1 丁酸梭

菌处理组高于对照组，培养时间 12 h 显著性高于对

照组，更利于长时间培养的稳定性，结合大肠杆菌

和丁酸梭菌对 IPEC-J2 细胞活性结果的影响，决定

采用 108 CFU·mL-1 大肠杆菌、106 CFU·mL-1 丁酸

梭菌继续后续试验。大肠杆菌代表有害菌、丁酸梭

菌代表有益菌、短链脂肪酸（乙酸、丙酸、丁酸）代表

代谢物和 LPS 代表革兰氏阴性菌表面抗原，利用这

（图 7 Fig.7）
（转下页  Carried forward）
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些微生物和代谢物刺激 IPEC-J2 细胞，通过测定线

粒体功能相关指标，探究微生物及代谢物对猪肠道

细胞线粒体功能的影响，进一步了解肠道微生物对

线粒体作用的具体机制。

3. 2　微生物及代谢产物对 IPEC-J2细胞 ATP 含量

和 ROS水平的影响

ROS 主要由线粒体、过氧化物酶体和内质网中

发生的代谢反应产生［31-33］。过量的 ROS 攻击生物

膜中的多不饱和脂肪酸引发脂质过氧化并产生多

种氧化产物，造成细胞损伤［34-35］，细胞内 ROS 水平

的调节对于细胞内稳态至关重要［36-37］。Li［38］等的研

究证实了丁酸通过 AMPK 通路缓解氧化应激，降低

ROS 生成。本研究结果也显示，丙酸和大肠杆菌处

理组显著提高了 ROS 含量（P<0. 05）；丁酸梭菌和

LPS 显著降低了 ROS 含量（P<0. 05）。乙酸、丙

酸、丁酸和 LPS 处理组均显著提高了 ATP 含量

（P<0. 05），大肠杆菌和丁酸梭菌处理组均显著性

降低 ATP 含量（P<0. 05）。表明了 SCFAs 和 LPS
促进细胞代谢，加快了 ATP 的合成，而微生物降低

了细胞代谢，ATP 含量降低。

3. 3　微生物及代谢产物对 IPEC-J2 细胞线粒体膜

电位的影响

线粒体膜电位是反映线粒体功能的指标之一，

它的下降是细胞凋亡早期的一个标志性事件，是一

个不可逆的过程［39-40］。本研究通过对线粒体膜电位

测定发现，大肠杆菌和 LPS 均使 IPEC-J2 细胞线粒

体膜电位降低，而丁酸梭菌和丁酸对线粒体膜电位

无显著影响，表明了大肠杆菌和 LPS 促进 IPEC-J2
细胞的凋亡，提示大肠杆菌可能通过 LPS 介导线粒

体损伤，这一发现为靶向 LPS 的肠道微生物调控提

供了新思路。此外，LPS 对 IPEC-J2 细胞线粒体影

响结果与大肠杆菌一致，丁酸与丁酸梭菌对 IPEC-J2
细胞影响一致，这表明了大肠杆菌可能是通过 LPS
抑制了 IPEC-J2 细胞的抗氧化能力，而丁酸梭菌主

要通过其代谢物（丁酸）提高了 IPEC-J2 细胞的抗氧

化能力。

3. 4　微生物及代谢物对 IPEC-J2 细胞抗氧化的

影响

SOD 是细胞专门用于清除细胞内的超氧阴离

子 自 由 基 的 抗 氧 化 酶 ，可 减 少 细 胞 氧 化 应 激 作

用［41］。MDA 是脂质过氧化的产物，可用作氧化应

激的指标［42］。丁酸梭菌的代谢产物可以缓解由醛

类物质引起的氧化应激，增强抗氧化酶的活性，提

高机体的抗氧化能力［43］。Dou 等［44］的研究发现，一

种致病性大肠杆菌诱导的氧化损伤模型中，丁酸梭

菌处理可以降低 MDA 水平，增加 SOD 活性，从而

缓解大肠杆菌对 IPEC-J2 细胞的损伤，证实了这一

结论。本研究中，乙酸和丁酸梭菌的 SOD 显著高于

对照组（P<0. 05），大肠杆菌和 LPS 的 MDA 含量显

著 高 于 对 照 组（P<0. 05），乙 酸 、丙 酸 和 丁 酸 的

(续图 7 Continued)

A. 脂质代谢相关基因；B-D. 氧化应激相关基因；E. 细胞凋亡相关基因；F-H. 氧化应激、细胞凋亡相关基因

A.  Genes related to lipid metabolism； B-D.  Genes related to oxidative stress；E.  Genes related to apoptosis； F-H.  Genes related 
to oxidative stress and apoptosis
图 7　微生物及代谢物对线粒体功能相关基因表达的影响

Fig. 7　Effect of microorganisms and their metabolites on the expression of genes related to mitochondrial function
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MDA 含量无显著影响。这表明大肠杆菌和 LPS 促

进了脂质氧化过程，并抑制细胞的抗氧化系统；丁

酸 梭 菌 抑 制 了 脂 质 的 氧 化 过 程 ，激 活 了 抗 氧 化

系统。

3. 5　微生物及代谢物对线粒体介导的 IPEC-J2 细
胞脂质代谢、氧化应激及细胞凋亡相关基因表达的

影响

Mach 等［45］对肠道细胞线粒体基因集进行分

析，结果显示了肠道微生物（尤其是丁酸盐）对线

粒体功能基因的显著调控，本研究结果表明，丁酸

梭 菌 显 著 上 调 了 ACC1、NRF1、TFAM、HO-1、
APAF-1、PIG3、p53 的表达（P<0. 05），大肠杆菌处

理组下调了 TFAM 和 CtyC 的表达（P<0. 05），上调

了 p53 的表达（P<0. 05），丙酸和乙酸处理对各基因

表达均无显著影响。表明短链脂肪酸可以促进细

胞代谢［46］，大肠杆菌和 LPS 激活细胞凋亡生物和氧

化应激过程，丁酸梭菌激活 IPEC-J2 细胞线粒体脂

质代谢、抗氧化系统和细胞凋亡，其具体的机制需

要通过代谢组学做进一步研究。

综上所述，大肠杆菌破坏了 IPEC-J2 细胞结构，

使 MDA 和 ROS 的含量增加，SOD 含量降低，细胞

活力降低，这表明 IPEC-J2 可能通过提高 ROS 含

量，导致脂质过氧化，破坏 IPEC-J2 细胞的细胞膜，

最终致使细胞凋亡［44］。丁酸梭菌对细胞结构无损

害，且使 SOD 含量增加，细胞活力提高，MDA 和

ROS 含量降低；对 IPEC-J2 细胞线粒体影响结果与

大肠杆菌一致，丁酸与丁酸梭菌对 IPEC-J2 细胞影

响一致。丁酸梭菌和 SCFAs 主要是通过调节信号

通路降低 ROS 的生成，从而改善 SOD 的活性和减

少 MDA 的产生［47-48］，本研究初步揭示了菌群对线

粒体的相关影响，但本研究仍然存在一定的局限，

未来的试验可以从以下几个方面深入探讨其生物

学意义：通过动物体内试验验证丁酸梭菌对线粒体

功能的调控作用；设计更长时间梯度的试验，评估

菌群对细胞产生的长期效应；分离和鉴定丁酸梭菌

的表面蛋白、多糖等关键分子，在体外细胞模型上

细致研究菌体表面物质与宿主模式识别受体的相

互作用，填补该方面的研究空白。

4　结 论

总之，本研究证明了短链脂肪酸促进细胞代

谢，大肠杆菌和 LPS 激活 IPEC-J2 细胞凋亡和生物

氧化应激过程，丁酸梭菌激活 IPEC-J2 细胞线粒体

介导的脂质代谢、抗氧化系统和细胞凋亡。
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