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［摘　 要］ 　 为探讨鼠李糖乳杆菌对鼠伤寒沙门菌感染的防御作用，实验拟利用鼠伤寒沙门菌诱导

建立小鼠肠炎模型，采用鼠李糖乳杆菌对肠炎模型进行干预。 通过检测小鼠的肠道病理变化、器官

指数、沙门菌的组织荷菌数、盲肠组织细胞因子的分泌水平及小鼠体重和存活率，明确鼠李糖乳杆

菌对沙门菌感染小鼠的保护作用。 结果显示，鼠李糖乳杆菌能显著改善沙门菌造成的肠炎损伤，抑
制沙门菌向脾、肝脏等器官的侵袭，促进抑炎因子 ＩＬ－１０ 的分泌，抑制炎性因子 ＮＯ、ＩＬ－１２ 的分泌从

而缓解肠道炎症，并能提高感染沙门菌后小鼠的体重增加率和存活率。 实验表明，鼠李糖乳杆菌在

防御沙门菌感染及改善肠道损伤方面发挥了较好的保护作用。
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　 　 乳酸菌（ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）是一类无芽

孢的、革兰氏阳性细菌，作为 ＦＡＯ 和 ＷＨＯ 定义的

益生菌重要代表成员，在动物体内发挥着益生功

能。 一方面，乳酸菌本身能在肠道内定植、维护肠

道菌群平衡，通过产生有机酸、细菌素等抗菌物质

抑制肠道内有害菌的生长［１］；另一方面，乳酸菌在

肠道黏膜免疫调节中也发挥了重要作用，因其特有

的定植位置和益生功能与肠道黏膜底层细胞关系

密切、参与免疫细胞的调节和活化。 因此，乳酸菌

常应用于预防和治疗肠道病原菌感染引起的炎症

和腹泻［２－３］。 由于乳酸菌成员众多、菌株作用复杂

多样，因此在影响机体免疫调节效应方面具有很强

的菌株依赖性。 部分菌株在宿主病理条件下（如坏

死性小肠结直肠炎和过敏性机体）发挥抑制炎症效

应；而某些菌株在体外实验中发现，其能通过促进

ＴＮＦ－α、ＩＬ－１２ 和 ＩＬ－８ 等细胞因子从而促进炎症发

生。 这些有免疫调节活性的菌株在活菌或灭活的

情况下，均得到了相似的结果［４］。 尽管如此，已知

免疫活性较好的菌株仍然有限，本实验以在抑制慢

性肠炎等方面具有潜在效应的 ＬＧＧ 作为模式菌

株［５］，深入研究 ＬＧＧ 参与机体的免疫调节作用，以
开发更多益生菌株的潜在作用。

鼠伤寒沙门菌为革兰氏阴性菌，通过食入被污

染的水造成人和动物胃肠道系统疾病［６］。 该病原

能够耐受胃肠道的酸性环境，进入小肠后，侵入肠

道粘液层，入侵的细菌可被消化酶、分泌型 ＩｇＡ、抗
菌肽以及其它固有免疫防御分子所清除。 作为一

种肠道模式病原菌，能在肠道中大量繁殖破坏肠黏

膜上皮细胞屏障及菌群的平衡从而引发肠道类疾

病。 此外，它还能够通过巨噬细胞摄取从而破坏细

胞紧密连接，进而转移到黏膜下层，造成动物肠道

疾病。 这种逃逸免疫系统是沙门菌存活的重要机

制［７］。 而 ＬＧＧ 在建立黏膜屏障，提高免疫机能和

活化抗原递呈细胞如巨噬细胞（Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，Ｍφ）

等方面具有突出优势［８］。 本实验通过构建鼠伤寒

沙门菌的肠炎模型，以评价 ＬＧＧ 对该模型的防御

保护作用，为 ＬＧＧ 在预防和治疗肠道病原菌感染

方面奠定基础。
１　 材料与方法

１．１　 实验动物及菌株

１．１．１　 实验动物　 ６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠，购买于长春亿斯试验动物技术有限公司，
均饲养在恒温（２１～２２ ℃）房间。
１．１． ２ 　 实验菌株 　 鼠李糖乳杆菌 （ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｒｈａｍｎｏｓｕｓ ＧＧ， ＬＧＧ）ＡＴＣＣ５３１０３ 和鼠伤寒沙门菌

（Ｓ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ，Ｓｔｙ） ＳＬ１３４４ 由吉林省动物微生态

制剂工程研究中心实验室保存。
１．２　 主要试剂和仪器 　 硫酸链霉素（山东鲁抗医

药股份有限公司）；琼脂粉、无水乙醇、二甲苯、中性

树胶、苏木精－伊红染色（北京化学制剂公司）；４％
多聚 甲 醛 （ ｓｏｌａｒｂｉｏ ）； ＰＢＳ 缓 冲 剂 （ ＨｙＣｌｏｎｅ ）；
ｍｏｕｓｅ ＮＯ Ｅｌｉｓａ 试剂盒、ＩＬ－１０ Ｅｌｉｓａ 试剂盒、ＩＬ－１２
Ｅｌｉｓａ 试剂盒（上海朗顿）。 高温烘箱 ＤＨＧ－９２４０Ａ
（上海一恒公司）；低温超速离心机 ３Ｖ３Ｏ （德国

ＳＩＧＭＡ 公司）；电子分析天平 ＭＥ２０４（岛津国际贸

易（上海）有限公司）；培养箱 ＬＲＨ－２５０Ｆ（上海一恒

公司）；漩涡振荡器 ＭＸ－Ｓ（大龙兴创公司）；全波长

酶标仪 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ Ｇｏ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。
１．３　 鼠伤寒沙门菌感染肠炎模型的建立及分组

１．３． １ 　 肠炎模型建立 　 ６ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级雌性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠口服硫酸链霉素 ２０ ｍｇ ／ １００μＬ，提供

饮水和饮食。 链霉素处理 ２４ ｈ 后，给小鼠口服

５×１０７ ＣＦＵ ／ １００μＬ 的鼠伤寒沙门菌［９］。 感染后

４８ ｈ无菌收取肠系膜淋巴结、肝脏、脾脏进行器官

指数和沙门菌荷菌数检测，Ｈ＆Ｅ 染色检测肠道的

病理变化，ＥＬＩＳＡ 检测肠道细胞因子分泌水平等。
１．３．２　 实验分组 　 将小鼠随机分为 ４ 组，每组 ５
只。 第 １ 组为生理盐水对照组（命名为 Ｓａｌｉｎｅ）：每
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天灌胃 １００ μＬ 生理盐水，连续灌胃 ９ ｄ。 第 ２ 组为

鼠李糖乳杆菌对照组（命名为 ＬＧＧ）：在造模前提

前 ７ ｄ 灌胃 ５×１０８ ＣＦＵ ／ １００μＬ 鼠李糖乳杆菌，此后

灌胃等量生理盐水直到第 ９ 天；第 ３ 组为沙门菌感

染模型组（命名为 Ｓｔｙ）：在造模前提前 ７ ｄ 灌胃 １００ μＬ
生理盐水；第 ４ 组为鼠李糖乳杆菌干预组（命名为

ＬＧＧ＋Ｓｔｙ）：造模前提前 ７ ｄ 灌胃 ５×１０８ ＣＦＵ ／ １００μＬ
鼠李糖乳杆菌，Ｓｔｙ 组和 ＬＧＧ＋Ｓｔｙ 组第 ８ 天开始按

照 １．３．１ 方法感染鼠伤寒沙门菌，实验重复 ３ 次，实
验过程中无小鼠死亡。
１．４　 肠道病理分析　 无菌 ＰＢＳ 冲洗盲肠、结直肠

内容物，截取 １ ｃｍ 肠段固定于 ４％多聚甲醛中，
石蜡切片及苏木精－伊红染色：梯度脱水－透明－

浸蜡－包埋－切片－烤片－脱蜡－水化－苏木精染核－

１％盐酸分化－０．５％氨水反蓝－伊红染色－梯度脱水－

透明－封片。 具体参考 Ｍｙｕｎｇｈｏｏ Ｋｉｍ［１０］的步骤，并
对病理损伤进行分析。
１．５　 器官指数分析 　 取小鼠脾脏、肝脏、盲肠、结
直肠样品进行称重，按照器官重量 ／尸重，计算器官

指数，进行统计。
１．６　 器官中沙门菌荷菌数的检测 　 无菌取脾脏、
肝脏，称重后将样品用预冷 ＰＢＳ 进行研磨并稀释。
取 １００ μＬ 稀释好的样品涂布在浓度为 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ
硫酸链霉素的 ＬＢ 琼脂板上，３７ ℃培养过夜，观察

菌落状态并计数。
１．７　 细胞因子检测　 ＰＢＳ 冲洗取盲肠内容物并置

于研钵中液氮研磨，４ ℃ ３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，

取上清用于检测组织中分泌的细胞因子水平，检测

方法按照 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书方法操

作，并在酶标仪 ４５０ｎｍ 处读取吸光值。

１．８　 体重及存活率检测　 采取 １．３．１ 和 １．３．２ 方法

进行模型建立及分组，监测小鼠体重并观察小鼠一

般状态及记录死亡情况。

１．９　 统计学分析　 本实验结果用 ｘ±ｓ 表示，每个实

验重复 ３ 次。 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５． ０ 数据统计分析，

ｕｎｐａｉｒｅｄ ｔｗｏ－ｔａｉｌｅｄ ｔ 检验 ａｎｄ ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检

验统计学显著与否。∗Ｐ＜０．０５ 代表统计学意义为差

异显著， ∗∗Ｐ＜０．０１ 代表统计学意义为差异极显

著，∗∗∗Ｐ＜０．００１ 代表代表统计学意义为差异最显著。

２　 结果与分析

２．１　 ＬＧＧ 对沙门菌引起肠道损伤的缓解作用　 病理

检测结果如图 １ 显示，ＬＧＧ 和 Ｓａｌｉｎｅ 组结直肠和盲

肠腺体完整，无出血点；Ｓｔｙ 组肠道的大部分腺体被

破坏，肠黏膜脱落，有大量的炎性细胞浸润以及出

血点；而 ＬＧＧ＋Ｓｔｙ 组腺体结构较完整，有少量炎性

细胞浸润和出血点。 结果表明 ＬＧＧ 可以有效缓解

鼠伤寒沙门菌造成的肠道病理损伤。

图 １　 结直肠和盲肠的病理变化

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｌｏｎ ａｎｄ ｃｅｃｕｍ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｃｈａｎｇｅ
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２．２　 ＬＧＧ 能改善沙门菌引起小鼠的器官损伤　 检

测脾脏器官指数如图 ２ａ、２ｂ 所示，Ｓｔｙ 组脾脏眼观

明显比 Ｓａｌｉｎｅ 组肿大且器官指数显著增加 （Ｐ ＜
０．０１），而 ＬＧＧ＋Ｓｔｙ 组脾脏肿大有所缓解，并且器官

指数较 Ｓｔｙ 组明显下降（Ｐ＜０．０５）。 盲肠器官指数

如图 ２ｃ 所示，Ｓｔｙ 组盲肠内容物减少且重量减轻。
Ｓｔｙ 与 ＬＧＧ＋Ｓｔｙ 组比较差异显著（Ｐ＜０．０５），ＬＧＧ 和

ＬＧＧ＋Ｓｔｙ 组盲肠器官指数较 Ｓｔｙ 组有所改善。 结果

表明 ＬＧＧ 能缓解沙门菌引起小鼠的器官损伤。

ａ：脾脏眼观病理变化程度；ｂ：脾脏的器官指数；ｃ：盲肠的器官指数

ａ： Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｅｙｅ；

ｂ： Ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ； ｃ： Ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｃｕｍ

图 ２　 脾脏及盲肠的器官指数

Ｆｉｇ ２　 Ｏｒｇａｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｃｕｍ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ

２．３　 ＬＧＧ 对沙门菌侵袭器官组织的影响　 对小鼠

盲肠、脾脏、肝脏以及肠系膜淋巴结的沙门菌荷菌

数检测，结果如图 ３ 所示。 Ｓａｌｉｎｅ 和 ＬＧＧ 组器官中

并未检测到沙门菌，而 ＬＧＧ＋Ｓｔｙ 比 Ｓｔｙ 组脾脏和肝

脏的荷菌数显著减少（Ｐ＜０．００１），肠系膜淋巴结的

荷菌数显著减少（Ｐ＜０．０１），说明 ＬＧＧ 能有效抑制

沙门菌侵袭其他器官组织。

图 ３　 沙门菌在体内器官定植分布数量检测

Ｆｉｇ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ．ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ｌｏａｄｓ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ

２．４　 ＬＧＧ 对细胞因子分泌水平的影响　 如图 ４ａ、４ｂ
所示 ＬＧＧ＋Ｓｔｙ 组一氧化氮（ＮＯ）和白细胞介素－１２
（ＩＬ－１２）分泌水平显著降低 （Ｐ＜０．００１）。 而如图

４ｃ 所示白细胞介素－１０（ＩＬ－１０）分泌显著增加（Ｐ＜
０．０５）。 初步表明 ＬＧＧ 可能通过调节 Ｔｈ２ 型细胞因

子的分泌，维持肠道免疫平衡，缓解肠道炎症反应。
２．５　 ＬＧＧ 对小鼠体重及死亡情况的影响　 小鼠体

重监测结果如图 ５ａ 所示，Ｓａｌｉｎｅ 和 ＬＧＧ 组小鼠体

重缓慢上升，ＬＧＧ＋Ｓｔｙ 比与 Ｓｔｙ 组体重丢失有所缓

解。 小鼠存活率监测如图 ５ｂ 可见 Ｓａｌｉｎｅ 和 ＬＧＧ 组

无小鼠死亡。 Ｓｔｙ 组在第 １１ 天全部死亡，而 ＬＧＧ＋

Ｓｔｙ 与 Ｓｔｙ 组相比死亡率有所降低。 结果表明，ＬＧＧ
对感染鼠伤寒沙门菌的小鼠体重丢失有一定的改

善，并且能缓解沙门菌引起的小鼠死亡。
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ａ：促进炎性细胞因子 ＩＬ－１２ 分泌水平； ｂ：炎性介质细胞

因子 ＮＯ 分泌水平；ｃ：抑制炎性细胞因子 ＩＬ－１０ 分泌水平

ａ： Ｐｒｏｍｏｔｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ＩＬ－１２ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ；
ｂ： Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ＮＯ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ；
ｃ： Ｉｎｈｉｂｉｔ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ＩＬ－１０ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

图 ４　 盲肠组织细胞因子检测

Ｆｉｇ ４　 Ｃｅｃａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ａ：小鼠的体重情况监测；ｂ：小鼠的死亡情况监测

ａ： Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｍｉｃｅ； ｂ： Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅａｔｈ ｉｎ ｍｉｃｅ

图 ５　 小鼠体重变化及存活率的监测

Ｆｉｇ ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｉｎ ｍｉｃｅ

３　 讨论与结论

鼠伤寒沙门菌是一种胞内寄生的肠道病原菌，
能引起人和动物肠道疾病。 近年来，滥用抗生素增

强了细菌的耐药性，破坏了微生态环境。 为寻找抗

生素的替代物，益生菌以能在肠道定植的优势逐渐

成为研究热点。 本实验评估了 ＬＧＧ 在鼠伤寒沙门

菌诱导肠炎模型中的作用，发现 ＬＧＧ＋Ｓｔｙ 组能改善

肠道组织的病理损伤，减少鼠伤寒沙门菌侵袭器官

组织的能力，改善小鼠的体重及死亡率，说明 ＬＧＧ
能缓解鼠伤寒沙门菌引起的肠道炎症，这与 Ｊｉａｎ Ｊｉ
等［１２］的研究一致。 这一过程可能与 ＬＧＧ 参与激活

机体的免疫防御功能、缓解机体的炎症反应有关。
本实验也发现 ＬＧＧ 能调节肠道 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 细胞因

子的分泌水平，减少 ＮＯ 和 ＩＬ－１２ 分泌以及增强

ＩＬ－１０分泌，这与 Ｔｒｉｎｅ Ｅｋｅｒ Ｃｈｒｉｓｔｏｆｆｅｒｓｅｎ 等［１３］的研

究一致，表明乳酸菌在调节和维持肠道免疫平衡方

面具有重要作用［１４］。 这些研究为 ＬＧＧ 在缓解鼠伤

寒沙门菌诱导肠炎的机制研究奠定基础。
乳酸菌对机体的免疫调节机制十分复杂，免疫

细胞（如 Ｍφ）在免疫调节的过程中也扮演着重要

角色。 ＬＧＧ 与 Ｍφ 共作用，使 Ｍφ 产生 ＮＯ、ＩＬ－１２
和 ＩＬ－１０ 等细胞因子，调节 Ｍφ 的免疫功能及吞噬

能力，参与模式识别受体（ＰＲＲｓ）包括 ＴｏＬＬ 样受体

（ＴＬＲｓ）、Ｎｏｔｃｈ、核因子 κＢ（ＮＦ－κＢ）信号通路等，这
些通路之间的相互作用调节 Ｍφ 的免疫功能，降低

机体的炎症反应。 因此我们有必要对 ＬＧＧ 缓解鼠

伤寒沙门菌诱导的肠炎作用机制进一步探索，从而

为炎症疾病提供新的治疗方向。
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