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■背景资料
正常情况下 ,  肠
道上皮细胞具有
屏障作用 ,  可防
止肠道内细菌和
内毒素侵入血液
循环. 因此, 有效
维持肠黏膜结构
的完整性、保护
肠黏膜机械屏障, 
对减轻肠道细菌
和内毒素易位、
防治肠源性感染
及并发症都具有
重要意义.
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Abstract
AIM: To observe the effect of Bifidobacterial secre-
tory adhesin on the morphology of human intes-
tinal epithelial cells in vitro.

METHODS: After human intestinal epithelial 
cells were pretreated with adhesin and then 
incubated with LPS or H2O2, cell morphological 
changes were observed by light microscopy, elec-

tron microscopy and acridine orange staining.

RESULTS: Light microscopic analysis showed 
that cells became smaller and rounder with 
abundant granules in the cytoplasm after treat-
ment with LPS or H2O2. In addition, some cells 
shed and floated on culture medium. Acridine 
orange staining and electron microscopic analy-
sis showed that LPS or H2O2 induced the apop-
tosis of Lovo cells. Ultrastructural changes con-
sist of nuclear condensation, margination and 
fragmentation of nuclear chromatin. Pretreat-
ment with adhesion significantly improved the 
above morphological changes and reduced the 
number of apoptotic cells in cells treated with 
LPS or H2O2. 

CONCLUSION: Bifidobacterial adhesin could 
protect intestinal epithelial cells from LPS- and 
H2O2-induced damage.
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摘要
目的: 观察双歧杆菌分泌型黏附素对肠上皮
细胞形态学变化的影响.

方法: 肠上皮细胞经LPS、H2O2和双歧杆菌分
泌型黏附素预孵处理后, 采用光镜、透射电镜
和丫啶橙染色分别观察其形态学的变化.

结果: 光镜下观察见LPS或H2O2处理组细胞变
小、变圆, 胞质颗粒明显增多, 部分细胞脱落
漂浮于培养基中; 先经黏附素处理后, 变小、

变圆, 胞质颗粒增多的细胞较单独LPS或H2O2

处理组明显减少, 梭形细胞增多. 透射电镜和
丫啶橙染色观察细胞形态学变化发现, LPS和
H2O2处理组可见较多凋亡细胞, 核浓缩, 聚集
于核周边或裂解成碎片; 而先经黏附素处理
后, 凋亡细胞数则明显减少.
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结论: 双歧杆菌分泌型黏附素可抑制LPS和
H2O2对肠上皮细胞的损害作用, 对肠上皮细
胞有保护作用.

关键词: 黏附素; 双歧杆菌; 保护; 肠上皮细胞; 形

态学
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0  引言

正常肠屏障功能的维持依赖于完整的肠黏膜上

皮、肠道内正常菌群、肠道内分泌物、蠕动、

肠道免疫功能等, 其中最关键的是肠黏膜上皮

屏障. 正常情况下, 肠道上皮细胞具有屏障作用, 
可防止肠道内细菌和内毒素侵入血液循环. 因
此, 有效维持肠黏膜结构的完整性、保护肠黏

膜机械屏障, 对减轻肠道细菌和内毒素易位、

防治肠源性感染及并发症都具有重要意义. 我
们采用光镜、透射电镜和丫啶橙染色分别观察

了肠上皮Lovo细胞经LPS、H2O2和双歧杆菌分

泌型黏附素预孵处理后的生长情况、形态改变

及其超微结构的变化, 以了解双歧杆菌分泌型

黏附素对肠上皮细胞形态学变化的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 肠上皮细胞系Lovo细胞引自南方医科

大学病理教研室, 将Lovo细胞置于含100 mL/L
热灭活小牛血清、青霉素100 kU/L和链霉素100 
mg/L的RPMI 1640培养基(37 ℃、50 mL/L CO2)
中培养. 待细胞铺满瓶底后用于实验. 
1.2 方法 
1.2.1 双歧杆菌分泌型黏附素的提取及纯化: 按
郑跃杰等[1]报道的方法, 将细菌接种于硫乙醇酸

盐液体培养基, 置厌氧培养箱37 ℃培养48 h离心

收集培养上清, 经饱和硫酸铵沉淀, Superdex75
柱凝胶过滤, Q-Sepharose FF离子交换层析后, 收
集第一峰, 其相对分子量为16 000 Da, 冻干保存. 
1.2.2 分组及光镜观察: 取对数生长期细胞, 黏
附素(30 mg/L)预孵30 min后再加入LPS(100 µg/
L)(黏附素+LPS处理组)、H2O2(200 µmol/L)(黏
附素+H2O2处理组)或直接加入L P S(100 µg/
L)(LPS处理组)、H2O2(200 µmol/L)(H2O2处理组)
处理细胞3 h后, 将细胞培养瓶放在倒置显微镜

下观察细胞形态, 并拍照. 
1.2.3 透射电镜标本的制作和观察: 细胞经0.2%

胰蛋白酶消化后, 收集于离心管中, 2 000 r/min
离心沉淀, 用新鲜预冷的2.5%戊二醛4 ℃固定72 
h, 0.2 mol/L PBS漂洗15 min, 共4次; 1%锇酸避

光后固定2 h, 再用0.2 mol/L PBS漂洗15 min, 共4
次; 丙酮脱水: 50%、70%、90%各15 min, 100% 
15 min共3次; 纯丙酮∶树脂(1∶1)浸透1 h, 纯丙

酮∶树脂(1∶2)浸透2 h, 纯树脂过夜. 胶囊内包

埋, 72 ℃烤箱聚合8 h. 超薄切片, 醋酸铀-柠檬酸

铅双染色, 透射电镜(日立H-600)观察. 
1.2.4 丫啶橙染色: 根据《分子生物学常用实验

方法》[2]进行染色. 滴加经各处理因素处理的

细胞悬液于载玻片上, 成单细胞层. 甲醇固定5 
min, 丫啶橙染色, 荧光显微镜下观察.

2  结果

2.1 光镜观察 正常对照组细胞大小均匀一致, 呈
梭形或圆形, 胞质透明, 几无颗粒; LPS或H2O2处

理组细胞均表现为变小、变圆, 胞质颗粒明显

增多, 部分细胞脱落漂浮于培养基中(图1A); 先
经黏附素处理后, 变小、变圆, 胞质颗粒增多的

细胞均较LPS或H2O2处理组明显减少, 梭形细胞

增多(图1B). 
2.2 透射电镜观察 正常对照组细胞膜完整, 核圆

形或椭圆形, 核大, 核浆比例大, 核仁区容易见

到, 核内染色质分布均匀, 线粒体和内质网等细

胞器清晰、无肿胀, 未见凋亡细胞. H2O2、LPS
处理3 h细胞的透射电镜观察均表现为: 凋亡细

胞多见, 细胞皱缩, 胞体缩小, 胞膜完整, 核缩小, 
核膜完整, 染色质凝集、致密, 呈颗粒、块状均

质无结构样物质, 分布在核膜内侧, 电子密度较

高. 有些核呈环状分布于核膜内侧. 部分线粒体

肿胀、模糊, 嵴断裂, 甚至可见空泡变性. 内质

网轻度扩张, 部分脱颗粒(图2A). 黏附素预先处

理后, 电镜观察见二组凋亡细胞均明显减少, 镜
下所见大部与正常肠上皮细胞组相同(图2B). 
2.3 丫啶橙染色观察 在荧光显微镜下, 正常对照

组细胞胞核染色均匀, 呈黄绿色, 核浆比例一致. 
LPS处理组既可见细胞核处于分裂状态的增殖

细胞, 又可见凋亡细胞, 其染色质呈浓染的块状

或颗粒状荧光, 聚集于核周边或裂解成碎片(图
3A); 而先经黏附素处理后, 增殖和凋亡细胞均

明显减少(图3B); 而H2O2处理组可见更多凋亡细

胞, 增殖细胞数量则较少(图4A); 先经黏附素处

理后, 凋亡细胞数明显减少(图4B).

3  讨论

研究发现肠道不仅是消化和吸收营养素的器

■研发前沿
活菌在肠屏障功
能障碍患者可能
由于局部气体和
生长底物的不足
而难以足量繁殖, 
且如果该菌穿过
肠壁, 也可促进败
血症的发生, 因此
开发无细胞制剂
应是以后发展的
重点.
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■相关报道
Gu等的研究表明, 
H2O2可通过抑制
NF-κB的降解从
而促进肠上皮细
胞凋亡 ,  且这种
作用具有浓度依
赖性.

官, 也是阻止肠腔内细菌、毒素等有害物质侵

入体内的重要屏障, 以及调节机体应激反应、

生成炎症介质的重要器官, 在多功能障碍综合

征(multiple organ dysfunction syndrome, MODS)

A B

图  1  肠上皮Lovo细胞形态学变化的光镜观察(×100). A: LPS处理组; B: 黏附素+LPS处理组.

A B

图  2  肠上皮Lovo细胞形态学变化的透射电镜观察(×4 000). A: H2O2处理组; B: 黏附素+H2O2处理组.

A B

图  3  肠上皮Lovo细胞形态学变化的丫啶橙染色观察(×400). A: LPS处理组; B: 黏附素+LPS处理组.

A B

图  4  肠上皮Lovo细胞形态学变化的丫啶橙染色观察(×400). A: H2O2处理组; B: 黏附素+H2O2处理组.
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的发生发展中起重要作用[3]. 双歧杆菌是人体

肠道中一种最重要的生理菌, 对人体健康具有

重要意义, 已有大量有关双歧杆菌黏附肠黏膜

细胞、调节肠道免疫、阻断病原菌黏附提高黏

膜屏障功能、抗肠道致病菌感染的报道[4-11]. 但
双歧杆菌活菌制剂在应用于肠屏障功能障碍时

也存在几个问题: 一是制造与保存活菌制剂的

难度较大, 二是活菌在肠屏障功能障碍患者可

能由于局部气体和生长底物的不足而难以足量

繁殖, 且如果该菌穿过肠壁, 也可促进败血症的

发生, 因此开发无细胞制剂应是以后发展的重

点. 因此, 我们应用从青春型双歧杆菌1027株耗

尽培养上清液中纯化出的一种相对分子质量为

16 000 Da的蛋白质[12], 体外观察了双歧杆菌分

泌型黏附素对经LPS、H2O2处理后肠上皮Lovo
细胞形态学变化的影响. 

LPS是革兰氏阴性菌细胞壁的主要成分之

一, 由特异性多糖、核心多糖和脂类A组成. 当
来自于肠道的和感染部位的革兰氏阴性菌产生

的内毒素易位并大量进入体内引起炎症介质的

大量合成、释放, 最终发生脓毒血症[13]. 脓毒血

症时肠上皮细胞增生增多, 未成熟上皮细胞的比

例增高, 肠细胞坏死及程序性死亡均增多. LPS还
可增加机体NO、TNF-α等细胞因子的产生, 继
而通过细胞因子介导组织损伤, 引起严重的炎症

反应, 导致肠黏膜屏障功能不全[14-16]. Olaya等[17]

研究发现LPS能促进肠上皮细胞IEC-6和LS-123
的DNA合成, 脂类A至少部分参与了LPS的细胞

丝裂原作用. 我们的研究也表明, 100 µg/L的LPS
作用于肠上皮细胞时, 细胞增殖增加, 凋亡也

增加. 尽管细胞增殖可能是维持组织完整性的

重要的生理反应, 但由于NO、TNF-α等细胞因

子以及细胞凋亡的逐渐增加, 肠黏膜屏障的完

整性将逐渐受到破坏, 肠道细菌、内毒素易位, 
导致肠屏障功能不全乃至衰竭. 而双歧杆菌纯

化黏附素能抑制LPS对肠上皮细胞的这种促增

殖、促凋亡作用, 显微镜下观察可见细胞形态

保持良好. 提示纯化黏附素可能与LPS竞争肠上

皮细胞上的结合位点, 使细胞形态保持完整, 从
而维持肠上皮细胞增殖与凋亡间的生理平衡和

肠黏膜屏障的完整性. 
过氧化物自由基对细胞的作用存在一个剂

量效应和时间效应关系, 高剂量有直接杀伤作

用, 中剂量可引发凋亡, 低剂量具有细胞丝裂原

的作用, 可刺激细胞增殖[18]. 在各种体外实验模

型中, 如过氧化氢或超氧根离子等氧化剂能提

高肠上皮细胞通透性, 并能通过促进过多的肌

动蛋白聚合作用来破坏细胞骨架, 而细胞骨架

是肠黏膜保持完整性的关键组成部分[19]. 反应

性氧代谢产物能引起ATP耗竭[20], 也是引起肠屏

障功能不全的一个重要因素. 有研究表明[21], 活
性氧可以通过刺激线粒体释放细胞色素C引起

caspases类的活化, 从而触发细胞凋亡发生的级

联反应. 目前认为, 活性氧可能是细胞凋亡发生

过程中普遍存在的中间介质[22]. Gu等[23]的研究

表明, H2O2可通过抑制NF-κB的降解从而促进肠

上皮细胞凋亡, 且这种作用具有浓度依赖性. 本
研究采用200 µmol/L的H2O2作用于肠上皮Lovo
细胞, 发现具有明显的抑制细胞增殖和促进细

胞凋亡的作用. 肠上皮细胞增殖受到抑制, 凋亡

增加将使肠黏膜细胞的数量不断减少, 肠通透

性增强, 最终使肠黏膜屏障功能遭到破坏. 而预

先经双歧杆菌纯化黏附素处理后, H2O2的这两

种作用均明显减弱. 但其作用机制还不十分清

楚, 有待进一步研究. 
细胞凋亡不仅是机体细胞生理性死亡现象, 

而且也参与了许多疾病的发病过程. LPS和活性

氧的释放都可以通过诱导肠上皮细胞的死亡, 
参与肠黏膜结构屏障的损伤. 细胞死亡可分为

坏死和凋亡两种, 发生坏死时, 细胞肿大, 胞质

和胞核溶解, 胞内物质溢出, 导致周围组织发生

炎症; 凋亡是程序性细胞死亡(programmed cell 
death, PCD)在形态学上的独特形式. 表现为凋亡

早期细胞间连接疏松, 胞质浓缩、细胞体积变

小; 细胞核固缩, 染色质凝集成块, 靠近核膜; 胞
质膜突起形成质膜小包, 继而胞核和细胞外形

皱缩, DNA分子被特异性核酸内切酶切断, 核裂

解形成凋亡小体被排出细胞外; 最后, 凋亡小体

被邻近吞噬细胞、上皮细胞等吞噬, 并将其降

解和消化[24]. 形态学观察是判断凋亡最客观的

方法之一[25]. 我们用H2O2、LPS作用肠上皮Lovo
细胞3 h诱导其凋亡, 电镜观察其超微结构特点

是: 细胞皱缩, 胞体缩小, 胞膜完整, 核缩小, 核
膜完整, 染色质凝集、致密, 向核膜下集中, 形
成染色质块; 部分线粒体肿胀、模糊, 嵴断裂, 
内质网轻度扩张, 部分脱颗粒. 而使用双歧杆菌

分泌型黏附素预孵30 min后, 透射电镜观察发

现凋亡细胞明显减少, 形态学上表现为胞膜完

整, 核大, 核浆比例增大, 核仁区容易见到, 核内

染色质分布均匀, 线粒体和内质网等细胞器清

晰、无肿胀, 与正常肠上皮细胞类似. 我们的实

验结果表明: H2O2、LPS作用肠上皮Lovo细胞3 

■应用要点
双歧杆菌分泌型
黏 附 素 可 抑 制
LPS和H 2O 2对肠
上皮细胞的损害
作用, 对肠上皮细
胞有保护作用.
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h可以诱导细胞凋亡, 以凋亡早、中期的变化特

征为主. 而双歧杆菌分泌型黏附素可抑制这种

作用, 从而有效维持肠黏膜屏障的完整性. 
总之, 本研究表明, 在体外, 双歧杆菌分泌型

黏附素能抑制LPS和H2O2对肠上皮细胞的损害

作用, 有效地维持肠黏膜上皮细胞增殖与凋亡

的平衡, 从而保持肠黏膜屏障功能的完整性. 这
也为肠黏膜屏障功能障碍的临床防治提供了一

条新的思路. 
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