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#摘要$
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目的
!

探讨产丁酸的益生菌酪酸梭菌通过调节肠上皮细胞双孔钾通道
P1.M!

的表达对过敏小鼠肠道屏障功能的影

响'方法
!

建立小鼠食物过敏模型!

J798:

法$流式细胞仪检测相关指标验证造模效果!尤斯室检测小肠组织通透性变化!

a./2C

.1*Q(32

及免疫荧光法检测
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组$
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组小鼠空肠组织中

P1.M!

的表达)

P1,*/H.((

系统中使用
P#D

细胞建立单层上皮细胞层!分别暴露于过敏介质!

[

-PCU'-

和
a./2.1*Q(32

检测
P1.M!

F-S:

和蛋白的表达)分别使用生理盐水$
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不同疗法对过敏小鼠进行治疗!了解小

鼠肠道
P1.M!

的表达情况$肠道屏障功能及过敏反应指标的变化情况'结果
!

相对于对照组!食物过敏小鼠小肠
P1.M!

蛋白表达

水平显著下降!肠黏膜通透性显著升高!差异有统计学意义"

!

"

@A@;

#)

P#D

细胞暴露于过敏介质后!

P1.M!F-S:

和蛋白的表达

显著下降"

!
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#!但预先加入
0

=#

抑制剂可以拮抗这种改变)

89P

治疗$酪酸梭菌和丁酸钠单独应用均可以提高食物过敏小鼠

肠道
P1.M!

的表达!减轻过敏反应"

!
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@A@;

#!但
89P

与酪酸梭菌或丁酸钠的联合应用效果更加显著"与
89P

组相比
!

"

@A@;

#!并

且可以显著降低小肠黏膜通透性!改善肠道屏障功能"

!

"
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#'结论
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丁酸钠或者产丁酸的益生菌酪酸梭菌可以通过提高

P1.M!

的表达来恢复过敏小鼠的肠道屏障功能!减轻过敏反应!并且加强
89P

治疗的效果'
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近年来#过敏性疾病的发病率逐渐增高#其中约有
#R

的

儿童和
;R

的成年人发生过针对某些特定食物抗原的食物过

敏$食物过敏是一种
P>&

细胞因子驱动的免疫紊乱疾病#症

状包括腹痛%呕吐%荨麻疹%腹泻等#严重者可发生过敏性休克$

肠道屏障功能对于维持机体的免疫稳态有着重要的意义#研究

发现食物过敏的婴儿及成人均存在肠道屏障功能受损的现

象*

!

+

$肠道屏障功能障碍的主要表现为肠上皮层对大分子物

质的通透性增高#可能导致某些食物抗原通过跨细胞途径或细
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作者简介(李旌!

!""@%

"#在读硕士#主要从事胃肠道感染与免疫

的研究$

!

$
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通信作者#
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胞间途径通过上皮屏障#从而激活肠道免疫系统#导致肠道过

敏的发生*

&

+

$双孔钾通道
P1.M!

!

Pa9EC1.(,2.?

0

32,//)6F

+>,**.(C!

"定位于上皮细胞#在肺泡上皮细胞*

=

+

%心血管内皮细

胞*

D

+和肠道上皮细胞均有表达*

;

+

$近期有研究表明#

P1.M!

有

调整肺泡上皮屏障*

=

+

%中枢神经系统免疫
%

细胞屏障的功

能*

<

+

$益生菌在多种疾病的辅助治疗中都取得了良好的效果#

笔者的前期研究发现#产丁酸的酪酸梭菌可显著改善
9X8

小鼠

的肠道屏障功能*

$

+

$基于以上这些研究#笔者推测
P1.M!

有调

整肠道屏障功能的作用#食物过敏小鼠肠道
P1.M!

表达可能有

异常#酪酸梭菌可通过上调
P1.M!

的表达来改善食物过敏小鼠

的肠道屏障功能#减轻过敏反应$

!

!

材料与方法

!A!

!

实验动物及主要材料
!

X:7X

)

+

小鼠
!@@

只!

<

!

#

周龄#

&@

!

&;

G

"购于河南省动物实验中心$小鼠饲养于
8UL

环境

中#随意饮水及进食#

!&>

日夜循环#动物实验由郑州大学伦

理委员会批准$主要材料(酪酸梭菌!

%

!"#$&;&

(

&#;C&#"

"由

深圳科兴生物有限公司惠赠-

P#D

人结肠上皮细胞系购于上

海中科院细胞库-

97CD

%

97C;

%

97C!=J798:

试剂盒购于美国

-iV

公司-卵清蛋白!

N_:

"特异性
9

G

JJ798:

试剂盒购于英

国
:QV8.12.+

公司-

P1.M!

!

'C&@

"抗体购于
8,*2,'16]X)32.+>

公司-

97CD

%

97C;

%

97C!=

#肥大细胞蛋白酶
C!

!

FO'UC!

"和
PSLC

&

重组蛋白购于上海
X)3F,12

公司-丁酸钠%

0

=#

抑制剂

UV!<"=!<

及辣根过氧化物酶!

>31/.1,?)/>

0

.13Z)?,/.

#

\-U

"

购于美国
8)

G

F,

公司$

!A"

!

方法

!A"A!

!

实验动物分组及干预
!

!

!

"食物过敏模型(按照本团

队之前建立的方法*

#

+

#

<

!

#

周龄
8UL

级
X:7X

)

+

小鼠随机分

为
8,()*.

组和
:((.1

G4

组#每组
!@

只$

N_:@A!F

G

和霍乱毒

素
&@

'

G

溶解于
@A=F7

生理盐水中#给予
:((.1

G4

组
X:7X

)

+

小鼠灌胃#连续
;

周$

8,()*.

组予等量生理盐水灌胃$过敏效

果的检测包括
J798:

法测定血清
P>&

型细胞因子!

97CD

%

97C

;

%

97C!=

"及
N_:

特异性
9

G

J

的水平#小肠黏膜上肥大细胞

!

O'

"和嗜酸性粒细胞!

JN

"计数#以及抗原特异性
'VD

e

P

细

胞增殖的百分比$!

&

"抗原特异性免疫疗法!

,*2)

G

.*C/

0
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)FF6*32>.1,
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#

89P

"(按照文献*

"

+报道方法进行#按以下程序

逐渐增加
N_:

的剂量#将相应剂量
N_:

加入
@A=F7

生理盐

水中灌胃#共
!D?

$第
!
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&

天(
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=
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"过敏小鼠的治疗(根据处理方式不同#将小鼠随机分

为
#

组#每组
!@

只$未致敏小鼠为
S,hT.

组#予生理盐水腹腔

注射及灌胃$致敏后小鼠分为
$

组#分别按以下方式干预(

8,C

()*.

组予生理盐水腹腔注射及灌胃-

89P

组按上文方法进行处

理#生理盐水腹腔注射-

89P

)

8X

组每日
89P

处理前予丁酸钠

!

/3?)6FQ62

4

1,2.

#

8X

"腹腔注射!

;@FF3(

)

7

溶于
@A;F7

生理

盐水中"-

8X

组予
8X

腹腔注射#生理盐水腹腔灌胃-

89P

)

'X

组每日
89P

处理前予酪酸梭菌!

'AX62

4

1)+6F

#

'X

"灌胃!

!@

"

'L̀

)只#混于
@A=F7

生理盐水中"-

'X

组每日予
'X

灌胃#生

理盐水腹腔注射-

89P

)

'X

)

8

0

,?)*

组在每日
89P

治疗前#分别

给予
P1.M!

拮抗剂
8

0

,?)*

!

!@FF3(

)

7

溶于
@A!F7

生理盐

水"腹腔注射和
'X

灌胃$

!A"A"

!

小肠黏膜
O'

及
JN

计数
!

小鼠处死后取两块空肠黏

膜迅速放入液氮冷冻后制作冰冻切片$冰冻切片使用冷丙酮

固定#分别对
JN

和
O'

染色$光镜下分别对
O'

和
JN

计

数#共
&@

个视野#以
!FF

& 的细胞数计数结果$

!A"A#

!

抗原特异性的
'VD

e

P

细胞增殖功能测定
!

首先进行

免疫细胞分离#小鼠处死后立即取脾脏#按试剂盒说明书使用

免疫磁珠对脾脏细胞悬液中的树突状细胞!

?.*?1)2)++.((/

#

V'/

"和
'VD

e
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%

P

细胞进行分离$流式细胞仪鉴定细胞

纯度大于
"#R

$在分离出的
P

细胞中加入
;

'

F3(

)

7'L8J

进

行标记#将标记过的
P

细胞与
V'

细胞按照
;j!

的比例混合#

在加入了
!@

'

G

)

F7N_:

的培养液中培养
$&>

$流式细胞仪

检测
'L8J

阳性的细胞$

!A"A$

!

免疫荧光法检测
P1.M!

的表达
!

小鼠处死后取空肠组

织制作冰冻切片$组织切片使用冷丙酮固定
&@F)*

#

X8:

封

闭
=@F)*

#一抗室温孵育
!>

#异硫氰酸荧光素!

L9P'

"标记的

荧光二抗室温孵育
!>

#

U9

染核$每次孵育后使用
UX8

洗涤
=

次$甘油封片剂封片#待封片剂凝固后用共聚焦显微镜观察并

采集图片$

!A"AA

!

a./2.1*Q(32

检测
P1.M!

的表达
!

向组织中按比例加

入蛋白裂解液#充分匀浆#提取结肠总蛋白#

X':

法测蛋白浓

度#调整各样本蛋白浓度相等$加等量蛋白于加样孔中#电泳#

转膜#丽春红染膜#

;R

脱脂奶粉封闭#一抗孵育过夜#洗膜#二

抗孵育#洗膜#显色$

!A"AB

!

-.,(CP)F.

[

-PCU'-

检测
P1.M!F-S:

和蛋白的表

达
!

向小鼠空肠组织中加入适量的
-S:)/3U(6/

#提取总

-S:

#按逆转录试剂盒说明合成
+VS:

$

K.*X,*M

获得目的基

因
F-S:

全长序列#利用
U1)F.1;A@

设计引物序列#经局部序

列比对基本检索工具!

X7:8P

"分析证实引物序列具有特异

性$以
(

C,+2)*

为内参照#引物序列(

P1.M!

(上游
;kC'::PP'

K:'KK: K'P KK: PKC=k

-下游
;kC'PP'PKPK'KPK

KPK :K: PKC=k

$

(

C,+2)*

(上 游
;kC'K' ::: K:' 'PK

P:PK''::C=k

-下游
;kC':':': K:KP:'PPK'K'

P'C=k

$使用
PNYNXN

的
8YX-K1..*-.,(2)F.U'- O,/2.1

O)Z

试剂盒#

:X9$;@@I,/2-.,(C2)F.U'-

系统#循环条件为(

";l

预变性
<@/

#

";l

变性
!;/

#

<@l

退火
!;/

#

$&l

延伸
D;

/

-共
D@

个循环$以目的基因与
(

C,+2)*

的
&

%

$$

'P的比值表示

P1.M!

的表达水平$本实验重复
=

次$

!A"AC

!

P#D

单层上皮细胞培养
!

人结肠上皮细胞系
P#D

细

胞使用
VOJO

培养基培养!含
!@R

胎牛血清%

!@@`

)

F7

青霉

素%

@A!F

G

)

F7

的链霉素%

&FF3(

)

77C

谷氨酰胺"

D

!

<?

#收集

细胞#以
!@

<

+.((/

)

F7

的密度种植于无包被的
@AD

'

F

的
O)((C

0

31.21,*/H.((

细胞跨膜培养系统#

O)(()+.((CJ-8

电阻测量仪

检测
P#D

细胞层的跨膜电阻
PJ-

#当
PJ-

%

!@@@

)

)

+F

& 时

提示细胞条件成熟#可进行后续实验$

!A"AD

!

'X

的培养
!

'X

冻干菌粉使用含
!@

G

葡萄糖#

!@

G

蛋

白胨#

&

G

E\

&

UN

D

#

@A;

G

酵母提取物#

@A;

G

O

G

8N

D

.

$\

&

N

和
!

G

7C

半胱氨酸的肉汤培养基#

=$l

恒温厌氧培养过夜$使

用前将菌液以
#;@@m

G

的转速离心
!@F)*

#收集沉淀#

UX8

洗

涤
=

次#加入生理盐水制成悬液$每只小鼠以
!m!@

"

'L̀

)只

的剂量灌胃$

!A"AE

!

尤斯室测定肠道屏障功能
!

小鼠处死后#取小肠组织#

去除肌层及浆膜#固定于
@A=+F

& 的有机玻璃夹中#装入尤斯

室灌流系统$向系统中注入
E1.Qk/

液#并在浆膜面加入
!@

FF3(

)

7

的葡萄糖作为能量来源#黏膜面加入
!@FF3(

)

7

的甘

"&@=

重庆医学
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露醇平衡渗透压$组织放入尤斯室后平衡
=@F)*

#待短路电流

!

9/+

"稳定后#开始记录
9/+

%组织电导率!

K

"$同时#在黏膜面

加入
!@

%;

F3(

)

7

的
\-U

!

DDm!@

=

"作为蛋白探针#每
=@

分钟

取浆膜面样品
@A;F7

测定
\-U

活性#共
&>

$

!A"A!F

!

\-U

流量采用修正的
a312>)*

G

23*

法测定*

!@

+

!

!;@

'

7

待测样品加入
#@@

'

7

含
@A@@=R \

&

N

&

和
#@

'

G

)

F7

邻联

茴香胺的
UX8

中$分光光度计测出
D<@*F

处的
:

值#代表

\-U

酶的活性$通过公式计算出
\-U

流量#以
0

F3(

.

+F

%&

.

>

%!表示$

!A#

!

统计学处理
!

应用
8U88&@A@

统计软件分析#数据用
En

#

表示#组间比较采用单因素方差分析或
78VC<

检验$以
!

^

@A@;

为假设检验标准#以
!

"

@A@;

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"A!

!

食物过敏小鼠小肠
P1.M!

表达下调#肠道屏障功能受

损
!

本研究成功建立了肠道致敏的小鼠模型#表现为(

:((.1

G4

组小鼠的血清
P>&

型细胞因子
97CD

%

97C;

%

97C!=

水平和血清

特异性
9

G

J

%小肠组织
O'

和
JN

计数%特异性
'VD

e

P

细胞增

殖的百分比均显著高于
8,()*.

组!

!

"

@A@;

"!图
!:

!

V

"$

a./2.1*Q(32

检测
:((.1

G4

组小鼠小肠上皮
P1.M!

蛋白表达水

平显著低于
8,()*.

组!

!

"

@A@;

"#免疫荧光检测
:((.1

G4

组小

鼠小肠上皮组织中
P1.M!

蛋白表达水平显著低于
8,()*.

组!图

!J

!

K

"$肠道屏障功能的检测在尤斯室内进行#以
9/+

%

K

反

映肠道黏膜通透性#以
\-U

流量来反映肠道对大分子物质的

通透性$尤斯室中记录的
:((.1

G4

组小鼠的
9/+

%

K

以及各时间

段
\-U

流量均显著高于
8,()*.

组#尤斯室中记录的
:((.1

G4

组小鼠的
9/+

%

K

以及各时间段
\-U

流量均显著高于
8,()*.

组

!图
!\

!

E

"$

"A"

!

过敏介质通过
0

=#O:UE

途径抑制
P#D

结肠上皮细胞

P1.M!

的表达
!

在
P#D

细胞的培养液中分别加入
97CD

!

;&@

*

G

)

F7

"#

97C;

!

;=@*

G

)

F7

"#

97C!=

!

;;@*

G

)

F7

"#小鼠
FO'UC!

!

;&@*

G

)

F7

"或
PSLC

&

!

;!@*

G

)

F7

"培养
$&>

#设置阴性对照

!

8,()*.

"和无关蛋白对照!

X8:

"$暴露于这
;

种细胞因子中的

任意一种#均可以显著降低
P#D

细胞
P1.M!F-S:

和蛋白的

表达!

!

"

@A@;

"#见图
&

$在培养液中预先加入了
0

=#

抑制剂

!

UV!<"=!<

#

&;

'

F3(

)

7

"后#重复上述实验过程#结果
P1.M!

F-S:

和蛋白的表达与对照组差异无统计学意义!

!

&

@A@;

"$

"A#

!

酪酸梭菌可上调食物过敏小鼠肠道
P1.M!

的表达
!

为了

模仿临床患者的脱敏过程#对小鼠进行了
89P

治疗$通过检

测
S,hT.

组%

8,()*.

组%

89P

组%

89P

)

8X

组%

8X

组%

89P

)

'X

组%

'X

组%

89P

)

'X

)

8

0

,?)*

组血清
P>&

型细胞因子%血清抗原特异

性
9

G

J

%小肠组织中
O'

#

JN

和抗原特异性
'VD

e

P

细胞增殖

功能#结果提示与
8,()*.

组相比#

'X

%

8X

%

89P

单独治疗均可提

高过敏小鼠肠道
P1.M!

的表达并减轻过敏反应!

!

"

@A@;

"#但

89P

与
'X

或
8X

的联合治疗效果更加显著!与
89P

组相比#

!

"

@A@;

"$将
P1.M!

抑制剂
/

0

,*?)*

与
89P

与
'X

合用后#结

果
89P

与
'X

的联合治疗对过敏的抑制作用消失$

"A$

!

酪酸梭菌治疗显著改善食物过敏小鼠肠道屏障功能
!

与

8,()*.

组相比#两个联合治疗组
89P

)

8X

组%

89P

)

'X

组的
9/+

%

K

以及
@

!

=@F)*

#

=@

!

<@F)*

#

<@

!

"@F)*

的
\-U

流量均显著

降低!

!

"

@A@;

"#见图
=

$

!!

:

(血清
P>&

型细胞因子检测!

J798:

"-

X

(血清抗原特异性
9

G

J

检测!

J798:

"-

'

(小肠组织中
O'

和
JN

计数-

V

(抗原特异性
'VDeP

细胞增

殖功能测定!

L'O

"-

J

(小肠上皮
P1.M!

蛋白表达!

a./2.1*Q(32

"-

L

!

\

(检测小肠上皮组织
P1.M!

蛋白表达!免疫荧光"$

9

(小肠组织
9/+

测定-

5

(

小肠组织
K

测定-

E

(各时段
\-U

流量测定-

,

(

!

"

@A@;

#与
8,()*.

组比较

图
!

!!

建立小鼠食物过敏模型前后的病例变化

@=@=
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&@!$

年
#
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!!

:

(

P1.M!F-S:

检测!

[

-PCU'-

"-

X

(

P1.M!

蛋白检测!

a./2.1*Q(32

"-

,

(

!

"

@A@;

#与
8,()*.

组比较

图
&

!!

过敏介质及
0

=#

抑制剂对
P1.M!

表达的影响

!!

:

(小肠组织
9/+

测定-

X

(小肠组织
K

测定-

'

(各时段
\-U

流量测定-

!

(

S,hT.

组-

&

(

8,()*.

组-

=

(

89P

组-

D

(

89P

)

8X

组-

;

(

8X

组-

<

(

89P

)

'X

组-

$

(

'X

组-

#

(

89P

)

'X

)

8

0

,?)*

组-

,

(

!

"

@A@;

#与
8,()*.

组比较

图
=

!!

尤斯室试验

#

!

讨
!!

论

!!

近
&@

年来#食物过敏的发病率在全球范围内迅速增高#出

现这种情况的原因尚不明确#导致对于食物过敏的治疗方法非

常有限$而肠道屏障功能对于维持免疫稳态有着重要的意义#

肠道屏障功能障碍可能是食物过敏病理生理过程中的中心环

节$影响肠道屏障功能的因素众多#所以找到一个有效的治疗

靶点至关重要$本研究发现#食物过敏小鼠肠道上皮细胞

P1.M!

的表达下降#肠道通透性增高-过敏介质是通过抑制
0

=#

O:UE

途径来抑制
P#D

结肠上皮细胞层
P1.M!

的表达的-酪

酸梭菌及其代谢产物丁酸钠均可上调过敏小鼠小肠上皮细胞

P1.M!

的表达#从而改善肠道上皮屏障功能#并减轻过敏反应$

P1.M!

是一种双孔钾离子通道#研究表明其与多种屏障功

能相关$

-3,*

等*

=

+报道
P1.M!

可以调节牵拉导致的肺泡上皮

细胞层的损伤$

X)22*.1

等*

<

+的研究表明
P1.M!

对于维持血脑

屏障的功能有重要的意义$还有研究表明#小鼠结肠背侧神经

节的神经元表达机械敏感性
P1.M!

通道#

P1.M!

活性的下降可

使结肠的机械敏感性增强#最终导致肠道炎症的发生*

!!

+

$本

研究发现#一系列过敏介质!

97CD

%

97C;

%

97C!=

%

PSLC

&

%

FO'UC

!

"均可抑制
P1.M!

的表达#进而导致肠道屏障功能障碍$此结

果表明
P1.M!

可能是肠道过敏发生过程中的关键因素$

为了改善肠道屏障功能#研究者已发现了一些很有潜力的

治疗方法$比如使用
PSLC

&

抗体阿达木单抗对
P#D

和
',+3C&

单层上皮细胞进行干预#可以抑制肌球蛋白轻链的磷酸化及

0

=#O:UE

信号系统%

SLC

*

X

的激活#从而改善
PSLC

&

导致的

肠道屏障功能障碍*

!&

+

$

'3(

G

,*

等*

!=

+发现暴露于
97CD

可导致

结肠上皮屏障功能障碍#用
97CD

抗体和
97CD

受体抗体处理后#

可显著拮抗这一现象$然而#参与过敏反应发生的是一系列促

炎因子#仅仅干预一种或两种细胞因子的作用意义不大#所以

找到一个共同的作用点对于改善肠道屏障功能障碍有重要的

意义$本研究发现过敏介质均可以通过
0

=#O:UE

途径抑制

上皮细胞中
P1.M!

的表达#所以
P1.M!

是过敏介质共同的作用

对象#是潜在的治疗靶点#这对于肠道过敏的治疗有着重要的

意义$

酪酸梭菌又称酪酸梭状芽孢杆菌#是一种专性厌氧的革兰

阳性芽孢杆菌$酪酸梭菌制剂为新一代芽孢类微生态制剂#对

胃酸和温度有更好的耐受性#可以常温保存#能和某些抗生素

联合使用$酪酸梭菌的主要代谢产物丁酸是可促进肠道上皮

细胞再生和修复主要营养物质$酪酸梭菌在治疗腹泻%抗生素

!=@=
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#
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相关性肠炎%新生儿黄疸中已取得了良好的效果$笔者前期研

究也表明#酪酸梭菌能够上调应激小鼠肠道上皮细胞
3++(6C

?)*

%

]3C!

%

+(,6?)*C!

的表达#改善小鼠肠道屏障功能*

!D

+

$本研

究中#为了模仿临床患者的脱敏治疗#给予了过敏小鼠
89P

治

疗$而单独给予
89P

治疗改善了过敏小鼠的上皮屏障功能和

过敏反应#单独使用酪酸梭菌或者丁酸钠也是如此$但给予过

敏小鼠
89P

和酪酸梭菌或者
89P

和丁酸钠联合治疗#肠道

P1.M!

蛋白的表达显著上调#并且明显修复了肠道屏障功能#

同时
89P

抑制肠道过敏反应也显著增强$为了解酪酸梭菌或

者丁酸钠改善肠道屏障和过敏反应的作用是否是通过上调

P1.M!

实现的#在联合治疗中加入了
P1.M!

的抑制剂
/

0

,?)*

#

发现抑制过敏反应和改善肠道屏障功能的作用被拮抗了#这个

现象提示
P1.M!

是酪酸梭菌治疗的作用靶点#酪酸梭菌可通过

提高
P1.M!

的表达显著降低肠道上皮屏障的通透性#进而改善

过敏反应$

综上所述#小鼠肠道上皮细胞表达
P1.M!

#抑制
P1.M!

的

表达会导致肠道上皮屏障障碍$暴露于过敏介质会抑制上皮

细胞
P1.M!

的表达$酪酸梭菌辅助
89P

治疗能够上调肠道上

皮细胞
P1.M!

的表达#最终修复受损的肠道屏障功能#并且抑

制肠道过敏反应$这对食物过敏的益生菌治疗提供了有力的

依据#开拓了新的思路$
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