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Abstract
AIM: To investigate the effect of lactobacillus 
plantarum (LP) daily intragastric administration 
o n l y m p h o c y t e h o m i n g a n d i n t e s t i n a l 
inflammation in IL-10 gene knockout mice 
colitis. 

METHODS: Both two groups of 10 IL-10 KO 
mice and two groups of normal background 
controls were consecutively fed on phosphate 
buffered saline containing LP 1258 at 1012  
CFU/L, and unmodified phosphate buffered 
saline, respectively, from 4 to 8 wk. At sacrifice, 
the bowels were histologically scored under 

light microscope and observed under transmis-
sion electron microscope. Expression of CD3 
and intestinal homing-related molecules MAd-
CAM-1, ICAM-1, α4β7 were detected by reverse-
transcription polymerase chain reaction and 
Western blot. 

RESULTS: At 8 wk, 100% of the IL-10 gene-de-
ficient mice showed histological inflammation. 
CD3, adhesion molecules α4β7, ICAM-1 and 
MAdCAM-1 had a significantly higher expres-
sion of both mRNA and protein levels in KO 
than WT group (mRNA: t = 39.42, 8.83, 25.53, 
45.78, all P < 0.01; CD3, ICAM-1, MAdCAM-1 
protein: t = 19.04, 29.57, 12.29, all P < 0.01). After 
LP treatment, the expression of both mRNA and 
protein was significantly reduced in KO+LP, 
compared with KO mice (mRNA: t = 20.34, 4.95, 
14.21, 22.31, all P < 0.01; CD3, ICAM-1, MAd-
CAM-1 protein: t = 6.82, 14.10, 7.03, all P < 0.01). 
The expression of mRNA was significantly re-
duced in WT+LP, compared with WT mice (t = 
9.33, 10.55, 7.75, 6.69, all P < 0.01), however, pro-
tein expression was not significantly reduced.  

CONCLUSION: LP can interfere with upregula-
tion of adhesion molecules, attenuating colitis of 
IL-10 gene knockout mice. 
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摘要
目的:  观 察 植 物 乳 杆 菌 (L a c t o b a c i l l u s 
plantarum , LP)灌胃对IL-10基因敲除小鼠肠道
炎症和淋巴细胞归巢的影响.

方法: 取IL-10基因敲除(knockout, KO)小鼠
和未作基因敲除的背景鼠分为4组: 对照组(野
生组WT)、加植物乳杆菌组(WT+LP)、IL-10
基因敲除模型组(K O)、模型加植物乳杆菌

®

■背景资料
诸多研究表明炎
症性肠病(IBD)肠
道炎症浸润部位
T、B淋巴细胞浸
润 增 加 ,  而 且 黏
附分子的表达也
明 显 增 加 ,  并 认
为 I B D的发生发
展与淋巴细胞归
巢(LH)密切相关. 
本实验选择病变
以盲肠和结肠为
主 ,  病 理 学 特 征
与人类克罗恩病
(CD)十分相似的
IL-10基因敲除小
鼠作为IBD模型 , 
给予植物乳杆菌
(LP)在早期 (4-8 
wk)灌胃, 观察小
鼠肠道黏附分子
α4β7、ICAM-1
和 M A d C A M - 1 
mRNA和蛋白表
达水平的变化, 从
而探讨益生菌对
LH和IBD的作用.

■同行评议者
曹洁, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室



储昭新, 等. 植物乳杆菌对IL-10基因敲除结肠炎小鼠黏附分子的影响					              1191

www.wjgnet.com

组(KO+LP). 4 wk开始对照组和KO组每日予
PBS灌胃, WT+LP和KO+LP组予溶于PBS的
LP灌胃, 持续4-8 wk结束. 实验结束后取各组
小鼠结肠行炎症评分和电镜亚显微结构观察, 
并用RT-PCR和Western blot检测归巢相关分子
MAdCAM-1、ICAM-1、α4β7及CD3的表达. 

结果:  8  w k 后 K O 小鼠 1 0 0 % 发生肠道炎
症, 且其CD3及黏附分子α4β7、ICAM-1和
M A d C A M-1的m R N A和蛋白表达水平较
WT组均明显增高(mRNA: t  = 39.42, 8.83, 
25.53, 45.78, 均P <0.01; CD3、ICAM-1、
MAdCAM-1蛋白: t  = 19.04, 29.57, 12.29, 
均P <0.01). 予以益生菌LP灌胃后, KO+LP
组小鼠C D3及黏附分子α4β7、I C A M-1和
M A d C A M-1的m R N A和蛋白表达水平较
KO组均明显降低(mRNA: t  = 20.34; 4.95; 
14.21; 22.31, 均P <0.01; CD3、ICAM-1、
MAdCAM-1蛋白: t  = 6.82, 14.10, 7.03, 均
P <0.01);  W T+L P组小鼠C D3及黏附分子
α4β7、ICAM-1和MAdCAM-1的mRNA较WT
组均明显降低(t  = 9.33, 10.55, 7.75, 6.69, 均
P <0.01), 而WT+LP组小鼠CD3及黏附分子
ICAM-1和MAdCAM-1的蛋白表达水平无明
显降低.

结论: 植物乳杆菌能下调黏附分子在IL-10基
因敲除结肠炎小鼠中的高表达, 这可能是其
减轻炎症状态, 缓解炎症性肠病的重要机制
之一.

关键词: 益生菌; 植物乳杆菌; 炎症性肠病; 白介素

-10; 基因敲除; 淋巴细胞归巢
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0  引言

诸多研究表明炎症性肠病(inflammatory bowel 
disease, IBD)肠道炎症浸润部位T、B细胞数量

增加[1-2], 而且黏附分子的表达也明显增加, 并认

为IBD的发生发展与淋巴细胞归巢(lymphocyte 
homing, LH)密切相关. 近来, 一些学者开始探索

如何通过抑制肠道LH, 来辅助治疗IBD, 开发了

一些新的药物, 如英夫利昔(infliximab, TNFα单

抗)[3-8]、α4β7的抑制物(MLN02)和CCR9的抑制

物(Traficet-EN, Chemocentryx)[9-13].
除药物外, 近几年来微生态制剂在临床中

的应用日益引起胃肠病学家的关注[14-18], 并发

现了其有效性和安全性. Schultz et al [19]采用4种
不同的实验方案, 在不同的时间点通过饮水使

IL-10基因敲除(knockout, KO)小鼠摄入植物乳杆

菌(Lp299v), 发现: 饲养于SPF条件下已发生结

肠炎症的IL-10 KO小鼠, 在给予Lp299v后, 炎症

显著缓解, 黏膜炎症因子如IFN-γ、IL-12等降低; 
在GF动物体内, 同时定植Lp299v和无特殊病原

微生物(specific-pathogen free, SPF)菌, 对结肠炎

的发生没有任何预防作用; 在IL-10-/-无菌小鼠

中定植入Lp299v, 可出现轻度的免疫系统激活, 
但不发生结肠炎; 先让GF小鼠服用Lp299v, 然后

把小鼠肠道暴露于SPF菌中, 再继续以Lp299v治
疗, 也可使炎症显著缓解, 炎症评分降低. 但益

生菌对IBD的肠道LH的影响机制尚不明确.
本实验选择病变以盲肠和结肠为主, 病理

学特征与人类克罗恩病(Crohn's disease, CD)十
分相似的IL-10 KO小鼠作为IBD模型, 给予植

物乳杆菌(Lactobacillus plantarum , LP)在早期

(4-8 wk)灌胃, 观察小鼠肠道黏附分子α4β7、
ICAM-1和MAdCAM-1 mRNA和蛋白表达水平

的变化, 从而探讨益生菌对LH和IBD的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 纯合型IL-10 KO小鼠(129-Il10tm1Cgn/J)
及对照组(wild type, WT)小鼠(129S1/SvImJ)均购

自美国Jackson Laboratories公司. 实验小鼠饲养

于SPF条件下, 给予灭菌的标准饮食, 小鼠随意饮

食. 益生菌为单一的LP, 由上海交大昂立医药研

究院提供, 菌株号为CGMCC No.1258. LP以低压

冻干菌粉的形式在-20℃下保存, 实验用LP批号

为2007070526, 用PBS稀释后2 h内经改良MC培
养基(Oxoid, UK)37℃厌氧培养48 h表明, 其活菌

数达5×1010 CFU/g.
1.2 方法 
1.2.1 实验干预: 4 wk龄♂IL-10 KO小鼠和对照

组小鼠各20只, 各自随机分成2组, 共4组: 对照

组(野生组WT)、加植物乳杆菌组(WT+LP)、
I L -10基因敲除模型组 (K O)、模型加L P组
(KO+LP), 每组10只小鼠. WT和KO组用PBS灌
胃(每只0.5 mL/d), WT+LP和KO+LP组灌胃用

LP(每只每天0.02 g/0.5 mL), 每天摄入LP 1×1012 

CFU/L. 每天上午9:00左右灌胃, 灌胃期间小鼠

随意饮食, 持续灌胃4 wk后实验结束. 
1.2.2 病理及电镜检查: 实验结束后, 处死小鼠, 
快速取少量结肠组织(每组取3只小鼠), 清洗后

切成小块(1 mm×1 mm)置100 g/L甲醛中固定, 

■研发前沿
迄今为止, 关于多
种益生菌对 I B D
治疗作用的动物
实验和临床研究
有很多, 证实了一
些单一或复合益
生菌能缓解 I B D
的复发, 起到辅助
治疗的效果, 但益
生菌改善 I B D 临
床表现的作用机
制目前尚不明确. 
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脱水、浸透、包埋聚合、切片及染色后透射

电镜下观察结肠亚显微结构(上皮细胞紧密连

接、微绒毛及细胞器的变化). 同时切取小鼠小

肠、盲肠和结肠组织, 100 g/L甲醛固定24 h, 石
蜡包埋, 4 μm切片, 苏木素-伊红(HE)染色后由两

位观察者按照盲法作组织学评分, 评分标准按

Saverymuttu et al [20]采用的评分方法(表1), 即总的

评分(0-10分)由四部分组成: 黏膜溃疡(0-3分)、
上皮增生(0-3分)、黏膜固有层单核细胞浸润

(0-2分)和中性粒细胞浸润(0-2分). 
1.2.3 RT-PCR检测结肠CD3、α4β7、ICAM-1和

MAdCAM-1 mRNA表达: 采用鼠GAPDH作为

内参, GAPDH、MAdCAM-1、ICAM-1、α4β7
及CD3引物设计参照文献和GenBank, 确定的序

列交上海生工公司合成(表2). TRIzol(Invitrogen
公司)抽提总RNA后去除基因组DNA, 用紫外

分光光度法测定总RNA纯度和浓度, A 260/A 280为

1.8-2.0. 采用美国Bio-Rad Laboratories公司一步

法RT-PCR系统做反转录聚合酶链反应. RT-PCR
扩增反应体系组成如下: 2×PCR缓冲液25 μL、
PCR Mix 2 μL、引物各1 μL、cDNA第一链反应

液5 μL, 其余由16 μL灭菌双蒸水补足50 μL. 反应

条件: 50℃×30 min, 94℃×4 min, 1个循环; 94℃
×45 s, 56℃×45 s, 72℃×1 min, 26个循环; 72℃
延伸10 min. 扩增产物进行20 g/L琼脂糖凝胶(含

EB)电泳, 溴化乙淀染色, 用图像分析仪进行分析.
1.2.4 Western blot检测结肠CD3、ICAM-1和

MAdCAM-1蛋白表达: 将结肠组织置于研钵

中, 使用研钵在液氮中研磨成粉末状, 加入蛋

白质裂解缓冲液及蛋白酶抑制剂(30 mmol/L 
Tris, pH7.5, 150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L PMSF, 
1 mmol/L Na3VO4, 1% Nonidet P-40, and 10% 
glycerol). 离心取上清液, BCA法(BCA试剂盒购

自碧云天公司)测定蛋白质含量. SDS-PAGE电
泳后行Western blot. 一抗为1∶1500稀释的兔

抗小鼠CD3多抗、大鼠抗小鼠MAdCAM-1、
ICAM-1 mAb(均购自英国Abcam公司, 用TBST
稀释), 二抗为羊抗兔IgG-HRP或兔抗大鼠IgG-
HRP(TBST稀释1∶5000 Santa Cruz公司), 加入

ECL显色液(美国GE公司), 置于柯达活体成像仪

(美国Kodak公司)中观察结果, 条件设置为曝光

5 min, CCD自动获取图片结果. 相应蛋白表达值

为条带的灰度值除以β-actin(1∶1000 Santa公司 
43 kDa)内参照校正.

统计学处理 数据以mean±SD表示. 采用

表  1  肠道损伤评分方案

     
组织损伤评分系统 			                    分值

黏膜溃疡形成	

    正常					       0

    上皮表面炎症				      1

    糜烂					       2

    溃疡形成				      3

上皮细胞增生	

    正常					       0

    轻度增生				      1

    中度增生				      2

    假息肉					      3

黏膜固有层单核细胞浸润	

    正常					       0

    轻微增加				      1

    显著增加				      2

黏膜固有层中性白细胞浸润	

    正常					       0

    轻微增加				      1

    显著增加				      2

最小损伤0分; 最大损伤10分.

表  2  各种引物序列及扩增片段长度

     
引物	                                 序列

	          扩增片段 

				                   (bp)

GAPDH	       S  CAAGAAGGTGGTGAAGCAGG     320

	       A  AGGGAGATGCTCAGTGTTGG	

ICAM-1	       S   CTTTCGGAGCTGAAGGTCAG      450

	       A   GGCCATGGAGTCACCGATTT	

α4β7	       S   CTGAAGCATCCCTGGCCACT       280

	       A   AACAGCATCACCGCTTCCCG	

CD3	       S   TAGGGACTCTCAATACTTCTA      210

	       A   AGCCACTTGATAGTCTTGTC	

MAdCAM-1  S   ATGGATTTCGGACTGGCC            170

	       A   ATCACTTCTCCCTGCGTGG

S: 上游引物; A: 下游引物.

图  1  结肠病理评分. t  = 2.58, aP<0.05 vs  KO组.
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■相关报道
Angulo et al 通过
手术在大鼠结肠
中创造一段无粪
流的肠段, 用抗生
素除去该肠段原
有菌群后, 植入来
自炎症大鼠结肠
的正常菌群, 其是
否含干酪乳杆菌
(L. casei )作对照
研究, 三硝基苯磺
酸(TNBS)诱导结
肠炎, 发现L. casei
干预能显著降低
结肠LH, 同时伴
有ICAM-1表达明
显降低.
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SPSS13.0软件对数据进行统计学分析, 两组间比

较采用t检验, 以P <0.05为有统计学意义, P <0.01
有显著统计学意义.

2  结果

2.1 病理及电镜检查 KO组小鼠出现不同程度的

腹泻、体质量下降. 病理切片镜检发现, 8 wk龄
IL-10 KO小鼠均发生肠道炎症, 其中结肠较明

显, 盲肠最为严重, 而小肠中只有末端回肠有轻

度的炎症. 局灶性的组织坏死和表浅糜烂以及

浸润达黏膜肌层以下的溃疡可将8 wk龄IL-10 
KO小鼠的结肠上皮断裂为斑片状, 可见中性粒

细胞和淋巴细胞聚集, 而肠上皮细胞出现不同

程度的增生. 此外, 在糜烂和溃疡区域以外的黏

膜固有层和黏膜肌层内也有中性和淋巴细胞浸

润. 给予LP灌胃后, 炎症细胞减少, 组织损伤和

增生有所缓解, 与KO组比较, 炎症评分好转(t = 
2.58, P <0.05, 图1). 

电镜检查发现, WT和WT+LP组小鼠结肠均

显示正常的亚显微结构: 上皮细胞核形态, 微绒

毛及上皮细胞间连接正常(图2A-B). KO小鼠可

见肠微绒毛缺失, 并可观察到上皮细胞核固缩, 
碎裂(图2C), 予LP灌胃后, KO+LP组小鼠肠绒毛

大部分恢复完整, 染色质凝聚现象减少(图2D).
2.2 CD3及黏附分子α4β7、ICAM-1、MAd-
CAM-1的mRNA转录水平 与WT组比较, KO组

CD3及黏附分子α4β7、ICAM-1、MAdCAM-1的
mRNA转录水平显著增加(t  = 39.42, 8.83, 25.53, 
45.78, 均P<0.01). KO+LP组干预后CD3及黏附分

子α4β7、ICAM-1、MAdCAM-1的mRNA转录

水平较KO组均显著减少(t  = 20.34, 4.95, 14.21, 
22.31, 均P<0.01); WT+LP组干预后mRNA转录水

平较WT组也显著减少(t  = 9.33, 10.55, 7.75, 6.69, 
均P<0.01, 图3-4).
2.3 MAdCAM-1和ICAM-1的蛋白表达量 KO组

结肠CD3及黏附分子MAdCAM-1和ICAM-1的
蛋白表达量较WT组明显增高(t  = 19.04, 12.29, 
29.57, 均P <0.01), 予以LP灌胃后, 其蛋白表达量

又明显降低(t = 6.82, 7.03, 14.10, 均P <0.01, 图
5-6). WT+LP组蛋白表达水平与WT组比较无统

计学意义.

3  讨论

肠道微生态学家对肠道细菌的研究集中于几种

优势细菌, 健康成人粪便中大约80%的细菌由6
种优势菌构成, 分别是双歧杆菌属、乳酸杆菌

图  2  结肠透射电镜观. A: 

WT组; B:WT+LP组, 箭头示

结肠上皮细胞间紧密连接; C: 

KO组, 短箭头示小鼠结肠可

见微绒毛缺失, 长箭头示细胞

核染色质凝聚; D: KO+LP组. 

A、B、D: ×5800; C: ×13 500.

5000 nm

A B

C D

CD3

α4β7

ICAM-1

MAdCAM-1
GAPDH

WT                       WT+LP                       KO                        KO+LP

图  3  结肠CD3及黏附分子α4β7、ICAM-1、MAdCAM-1 mRNA表达水平.

■应用要点
乳酸杆菌能对其
他细菌施加拮抗
作用, 限制肠道菌
群, 从而在抑制肠
道病原细菌的生
长和黏附方面发
挥重要作用.
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属、类杆菌属、Cleptum菌属、Ccoccoides菌属

和肠杆菌属[21]. 肠道细菌主要由粪便细菌与肠

道黏膜细菌构成．近来研究提示IBD患者存在

肠道菌群失调[22], 乳酸杆菌和双歧杆菌等细菌

数量明显减少, 致病菌、条件致病菌的数量剧

增[23-26]. Madsen et al [27]发现IL-10 KO小鼠在2 wk
尚未发生结肠损伤, 肠道黏膜黏附和肠道总乳

酸杆菌数量较对照组有所减少; 2-8 wk是肠道

炎症形成期, 肠道总乳酸杆菌数量明显减少. Ott 
et al [28]利用单链构象多态性分析(single strand 
conformation polymorphism, SSCP)和RT-PCR技
术发现活动期的IBD患者肠道某些正常黏膜厌

氧菌如乳酸杆菌、拟杆菌和真杆菌缺失.  
有研究表明乳酸杆菌能对其他细菌施加拮

抗作用, 限制肠道菌群, 从而在抑制肠道病原细

菌的生长和黏附方面发挥重要作用. 本实验中

使用的益生菌为单一的LP, 该菌最初从婴儿粪

便中分离纯化而来, 具有良好的益生菌特性: 是
人类来源的, 具有非致病性和耐酸、耐胆汁性, 
能黏附肠上皮细胞, 并能定植于胃肠道内发挥

其代谢活性. 
本实验以病理学特征与人类CD十分相似

的IL-10 KO小鼠作为结肠炎模型(损伤以结肠

为主, 较少累及回肠). IL-10 KO小鼠在第2周时

结肠的组织表型仍是正常的, 从第4周开始表现

为中度的结肠炎并逐渐加重至第8周炎症达高
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图  4  结肠CD3及黏附分子α4β7、ICAM-1、MAdCAM-1 
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图  6  结肠CD3及黏附分子ICAM-1、MAdCAM-1的蛋白表
达水平. A: CD3; B: ICAM-1; C: MAdCAM-1. bP<0.01 vs  

WT组; dP<0.01 vs  KO组.
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■同行评价
本文选题新颖, 实
验设计合理, 结果
可信, 具有一定的
参考价值.
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峰[27]. 本实验中, 可观察到8 wk龄IL-10 KO小鼠

发生肠道炎症, 局灶性的组织坏死和表浅糜烂

以及浸润达黏膜肌层以下的溃疡可将结肠上皮

断裂为斑片状, 饲养于同等条件下的对照组小

鼠无组织损伤. 加植物乳杆菌干预后, 在光镜和

电镜下观察, KO小鼠肠道炎症均缓解. 
Angulo et a l [29]通过手术在大鼠结肠中创

造一段无粪流的肠段, 用抗生素除去该肠段原

有菌群后 ,  植入来自炎症大鼠结肠的正常菌

群, 其是否含干酪乳杆菌(Lactobacillus casei, L. 
casei )作对照研究, 三硝基苯磺酸(trinitrobenzene 
sulfonic acid, TNBS)诱导结肠炎, 发现L. casei干
预能显著降低结肠LH, 同时伴有ICAM-1表达

明显降低. Okada et al [30]报道给予DSS干预之前

或之后, 在饮水中添加费氏丙酸杆菌的提取物1, 
4-二羟基-2-萘甲酸(1, 4-Dihydroxy-2-naphthoic 
acid, DHNA), 均能提高DSS诱导IBD小鼠的存

活率, 改善炎症评分, 并能显著缓解结肠部位增

高的MAdCAM-1和β7-整合素阳性细胞数量. 本
实验中我们观察到给予LP干预后, LH相关分子

的mRNA和蛋白表达水平均显著降低, 提示通过

LH相关分子影响LH, 从而减轻IBD的炎症状态, 
可能是益生菌缓解IBD的重要机制之一. 

总之, LP能干扰黏附分子在炎症中的上调, 
缓解IL-10 KO小鼠结肠炎. 其他一种益生菌或几

种复合益生菌是否能影响肠道黏附分子及LH, 
效果如何, 是否有协同或拮抗作用等问题需进

一步研究.
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