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应用体内外实验筛选可降低牛乳 β-乳球蛋白过敏的乳杆菌
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摘要:【目的】通过体内外实验评估 5 种乳杆菌缓解牛乳 β-乳球蛋白(BLG)过敏的作用，为今后筛选具有抗
过敏活性的乳杆菌提供参考。【方法】首先体外分析 5 种活的 /热致死的乳杆菌促进小鼠原代淋巴细胞分泌
细胞因子(CK) IFN-γ和 IL-4 的水平，随后应用小鼠 BLG过敏模型评估这 5 种乳杆菌抑制过敏的能力。将实
验动物随机分为空白组、BLG致敏组和 5 种活的 /热致死乳杆菌组。采用 ELISA 法检测各组小鼠淋巴细胞
分泌 Thl /Th2 型 CK的水平，并测定小鼠血清中总 IgE 和 BLG 特异性 IgE 的含量。【结果】在体外可促进淋
巴细胞分泌 IFN-γ、抑制 IL-4，使其 IFN-γ / IL-4 比值(代表 Thl /Th2 细胞平衡)显著高于正常对照组(P ＜
0. 05) 的乳杆菌，在体内实验中也能有效提高致敏小鼠淋巴细胞的 IFN-γ / IL-4 分泌率，并显著降低致敏小鼠
血清中总 IgE和 BLG特异性 IgE的水平(P ＜ 0. 05)。相反，在体外的 IFN-γ / IL-4 比值较低的乳杆菌，不能缓
解特异性 IgE抗体介导的食物过敏反应。【结论】基于乳杆菌体外刺激小鼠原代淋巴细胞分泌 Th1 /Th2 型
CK的结果，可以预测菌株在体内具有可通过纠正 Th2 占优势的 Th1 /Th2 细胞失衡，下调抗体分泌量，缓解
小鼠 BLG过敏症状的能力。
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牛乳营养丰富，是婴幼儿重要的食物蛋白来源。
但据流行病学调查表明，2% － 6%的儿童对牛乳产
生过敏反应，严重影响其对优质乳蛋白的吸收利

用
［1］。β-乳球蛋白(β-lactoglobulin，BLG)被视为最
主要的牛乳过敏原蛋白之一，可诱发特异性 IgE 抗
体介导的 I 型超敏反应［2］，表现为 Th2 细胞反应亢
进，IL-4 和 IL-10 等 Th2 细胞因子表达显著增强，导
致体内 Th1 /Th2 免疫失衡［3］，刺激 B 细胞生成过量
IgE抗体［4］，轻者可引起皮肤、胃肠道过敏症状，重
者可致哮喘发作、休克甚至死亡。且过敏引起的胃
肠道疾病(如婴幼儿结肠炎)常致儿童生长迟缓

［5］。

近年来国内外许多研究证实乳杆菌可通过纠正

Th1 /Th2 失衡来减轻过敏反应，且具有种(株)特异
性，如 Paul F等［6］和 Li C Y等［7］分别指出罗伊氏乳
杆菌和唾液乳杆菌可促进致敏小鼠淋巴细胞分泌多

种免疫调节活性的细胞因子(CK) (如 IL-12、IFN-
γ)，诱导 Th0 细胞向 Thl细胞转换，抑制 Th2 细胞的
活性，进而降低 IgE 的产生，缓解过敏反应，李理
等
［8］
提出植物乳杆菌也可通过平衡 Th1 /Th2 细胞

因子来防治过敏。
选用合理的、有效快速的体内外实验模型是评

价及筛选具抗过敏性能乳杆菌的关键。通常采用的



Aili Li et al． /Acta Microbiologica Sinica(2012)52(2)

动物实验筛选方法因其周期长、耗费大、效率低，其
实际运用受到一定限制。细胞模型也是快速筛选的
重要方法之一，作者在前期实验中证实

［9］
正常离体

小鼠脾脏淋巴细胞可用于体外初步筛选具潜在免疫

活性的乳杆菌，缩小用于动物实验的目标菌株的范

围。在此基础上，进一步探究体内外实验数据是否
具有很好的相关性，从而提供一种从体外到体内筛

选抗过敏乳杆菌菌株的有效模式。本文基于乳杆菌
调节 Th1 /Th2 细胞平衡与过敏关系的理论，首先比
较不同的活的 /热致死的乳杆菌对原代小鼠脾淋巴
细胞体外分泌 Th1 /Th2 型 CK 的影响，继而采用过
敏动物模型验证其缓解 BLG过敏的效果，为筛选潜
在的抗过敏乳杆菌提供实验依据。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 实 验 菌 株: 约 氏 乳 杆 菌 ( Lactobacillus
johnsonii ) KLDS 1. 0731、嗜酸乳杆菌( Lactobacillus
acidophilus )KLDS 1. 0738、发酵乳杆菌(Lactobacillus
fermentum ) KLDS 1. 0740 及 植 物 乳 杆 菌
(Lactobacillus plantarum)KLDS 1. 0724 均分离自婴
儿肠道，由乳品科学教育部重点实验室工业微生物

菌种保藏中心(KLDS-DICC)冻干保藏。罗伊氏乳
杆菌(Lactobacillus reuteri)CHM 分离自市售抗过敏
益生菌冲剂。
1. 1. 2 实验动物:雌性清洁级 6 － 8 周龄 BALB /c
小鼠，购自哈尔滨肿瘤医院实验动物中心，饲养环境

的温度 (23 ± 2)℃，湿度 50% － 75%，自由摄取高
压灭菌的市售块状基础饲料(其中不含牛奶及乳制

品)和自来水。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:IL-12、IL-4、IFN-γ和 IL-10
的 ELISA法检测试剂盒(美国 R＆D 公司);RPMⅠ
1640 培养液(美国 GIBCO公司);总 IgE 试剂盒(美
国 bethyl 公司);羊抗鼠 IgE 酶标二抗(英国 AbD
Serotec公司);胎牛血清(杭州四季青生物工程材料
公司);淋巴细胞分离液(Salarbio 公司);牛乳 β-乳
球蛋白标品和弗氏完全佐剂(FCA) (Sigma 公司);
MRS培养基(上海科兴生物科技有限公司;HF90 型
CO2 培养箱(香港力康公司);Model 680 型酶标仪
(美国 Beckman);EL104 /00 型电子天平(梅特勒公
司);AE-30 倒置生物显微镜(麦克奥迪实业集团有

限公司);LD4-2 型低速离心机(北京医用离心机
厂)。
1. 2 乳杆菌菌悬液的制备
受试乳杆菌接种于 MRS液体培养基，37℃培养

48 h。分离自市售制品的罗伊氏乳杆菌菌株，通过
形态观察、生化和 16S rRNA 细菌鉴定后，接种于
MRS液体培养基 37℃培养48 h。将菌液 2000 × g
离心10 min后，用灭菌0. 01 mol /L、pH7. 4 PBS重悬，
调整菌浓度为 109 CFU /mL，分为活菌组和热致死菌
组(100℃热处理30 min，验明无活菌存在，但仍保持
正常细菌形态)。将处理后的菌液清洗后，用含
10%胎牛血清的 RPMI1640 培养液重悬。
1. 3 脾细胞提取及培养
无菌取小鼠脾脏，用玻璃针芯在 200 目筛网上

研磨后，加入到 RPMI1640 培养液中制成密度为 4 ×
106
个 /mL的单细胞悬液。加入淋巴细胞分离液进
行离心，分离出淋巴细胞，再用 RPMI1640 培养液洗
涤(2000 × g离心10 min)2 次。
1. 4 乳杆菌对脾淋巴细胞分泌 CK的影响［10］

将 5 种活 /死的乳杆菌与按 1. 3 方法获得的脾
淋巴细胞按 10∶ 1比例接种于 96 孔板，37℃、5% CO2

条件下培养60 h，离心收集上清用于检测 IFN-γ 和
IL-4 的水平(pg /mL)。
1. 5 动物模型建立［11］

小鼠购进后适应性喂养 3 天，随机分组(每组
10 只)，即空白组、BLG致敏组和 5 种乳杆菌的活菌
组以及死菌组。自第 1 天起，活 /死菌组小鼠分别灌
胃 0. 1mL /只的 5 种乳杆菌菌悬液(浓度为 4 × 109

CFU /mL)，1 次 /日，共 28 天，致敏组、空白组同时以
等量生理盐水灌胃。BLG 致敏组、活菌组和死菌组
小鼠在第 7、21、28 天给予腹腔注射 0. 2 mL
0. 5 mg /mL的过敏原 ( 1 mL 弗氏 佐 剂 + 1 mL
1 mg /mL BLG)，空白组小鼠腹腔注射等量生理盐
水。于实验的第 30 天，即末次腹腔注射48 h激发
后，在小鼠足趾处行 BLG 点刺实验，皮丘 ＞ 3 mm视
为皮肤点刺阳性

［12］。之后统一处死小鼠检测各项
指标。
1. 6 ELISA 法检测各组小鼠脾淋巴细胞分泌的
CK ［13］

无菌取各组小鼠脾脏淋巴细胞，调细胞密度为

4 × 106
个 /mL分别接种于 96 孔板中，同时加入含有

10%小牛血清的 RPMI1640 培养基及 BLG (终浓度
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1 mg /mL)，37℃、5% CO2 条件下培养48 h，离心收
集上清用于检测 IL-12、IFN-γ、IL-4 和 IL-10 的水平
(pg /mL)。
1. 7 ELISA法检测抗体水平
小鼠摘除眼球放血，离心后收集血清。按试剂

盒说明用 ELISA 方法检测小鼠血清总 IgE 的水平
(ng /mL)。BLG特异性 IgE检测参考 Adel-Patient K
等
［2］
的方法。

1. 8 统计学处理
实验数据均以 珔X ± SD 表示，应用 Excel 软件建

立数据库，采用 SPSS 11. 5 进行单因素方差分析及
相关性分析，以 P ＜ 0. 05 者认为差异具有统计意
义。

2 结果

2. 1 乳杆菌对原代小鼠淋巴细胞 Th1 /Th2 细胞平
衡的影响

如图 1-A所示，当不同的活的 /热致死的乳杆菌
与淋巴细胞共孵育时，所有菌株均可有效提高 Th1
型 CK 的含量;如图 1-B 所示，活的约氏乳杆菌
KLDS 1. 0731 和植物乳杆菌 KLDS 1. 0724 可以显著
促进 Th2 型 CK分泌(P ＜ 0. 05)。
由于 Th1、Th2 细胞的比例同 IFN-γ 和 IL-4 分

泌的水平密切相关
［14］，故本实验以 IFN-γ / IL-4 比值

为代表研究乳杆菌对淋巴细胞 Th1 /Th2 细胞平衡
的影响。如图 1-C所示，热致死的乳杆菌的 IFN-γ /
IL-4 比值高于活的乳杆菌，特别是热致死的嗜酸乳
杆菌 KLDS 1. 0738 发酵乳杆菌 KLDS 1. 0740 和罗
伊氏乳杆菌 CHM 的 IFN-γ / IL-4 比值分别为 41. 56
± 2. 39、43. 27 ± 1. 98 和 47. 64 ± 2. 94，显著高于正
常对照组的 35. 13 ± 2. 99 (P ＜ 0. 05)。
2. 2 乳杆菌缓解 β-乳球蛋白过敏的作用
2. 2. 1 一般情况:致敏组小鼠首次激发后，多数小
鼠出现腹泻、平均体质量减轻，实验过程中死亡 3
只。而空白组和乳杆菌组小鼠平均体质量增加。末
次激发后进行 BLG点刺，皮丘大小以经点刺处互相
垂直的两条直径平均值表示，皮丘 ＞ 3 mm视为皮肤
点刺阳性。致敏组、活细胞的约氏乳杆菌组和植物
乳杆菌组小鼠多出现足趾肿胀充血现象，空白组和

其他乳杆菌组小鼠变化不明显。
2. 2. 2 乳杆菌对致敏小鼠 Th1 /Th2 细胞平衡的影

图 1 五种乳杆菌对原代淋巴细胞分泌 IFN-γ(A) IL-4
(B)及其 IFN-γ/ IL-4 比值(C)的影响(pg /mL，n = 3，珚X
± SD)
Fig． 1 Effect of IFN-γ(A)，IL-4 (B) Production and IFN-γ / IL-4

ratio ( C) from normal splenic cells stimulated with 5 lactobacilli

strains (pg /mL，n = 3，珔X ± SD) ．

响:如表 1 所示，灌服活的 /热致死的乳杆菌后可有
效提高致敏小鼠淋巴细胞分泌 Th1 型细胞因子，其
中活的 /热致死的罗伊氏乳杆菌 CHM的 IFN-γ分泌
水平显著高于正常对照组的 623. 08 ± 23. 39 pg /mL
(P ＜ 0. 05)，而热致死的嗜酸乳杆菌 KLDS 1. 0738、
发酵乳杆菌 KLDS 1. 0740 和植物乳杆菌 KLDS
1. 0724 的 IFN-γ 分泌水平显著高于致敏组的
344. 87 ± 29. 87 pg /mL (P ＜ 0. 05)。活的 /热致死的
罗伊氏乳杆菌 CHM 和热致死的嗜酸乳杆菌 KLDS
1. 0738、发酵乳杆菌 KLDS 1. 0740 则可显著下调 IL-
4 和 IL-10 的分泌量 (P ＜ 0. 05)。
由图 2 可以看出:5 株热致死乳杆菌组的 IFN-

γ / IL-4 比值均高于相应的活菌组，特别是热致死的
嗜酸乳杆菌 KLDS 1. 0738 和发酵乳杆菌 KLDS
1. 0740 的 IFN-γ / IL-4 比值(13. 70 ± 2. 00、9. 82 ±
1. 66)显著高于其活菌组的比值(10. 62 ± 1. 03、7. 19
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表 1 灌服 5 种乳杆菌对致敏小鼠淋巴细胞分泌 Th1 /Th2 型细胞因子的影响(pg /mL，n =3，珚X ± SD) ．
Table 1 Effect of 5 lactobacilli strains on Th1，Th2 cytokine production in β-Lactoglobulin-sensitized mice (pg /mL，n = 3，珔X ± SD)

groups
Th1 type cytokine Th2 type cytokine

IL-12 IFN-γ IL-4 IL-10

blank 4. 74 ± 0. 11 623. 08 ± 23. 39 80. 34 ± 3. 35 21. 38 ± 3. 11

allergy 4. 18 ± 0. 10 344. 87 ± 29. 87 103. 19 ± 4. 36 89. 71 ± 4. 03

L． johnsonii KLDS 1. 0731
Live cells 3. 92 ± 0. 05 362. 12 ± 22. 02 91. 76 ± 4. 04 68. 04 ± 2. 05*

Heat-killed cells 3. 86 ± 0. 123 515. 38 ± 35. 25* 88. 13 ± 5. 50* 71. 79 ± 3. 12*

L． acidophilus KLDS 1. 0738
Live cells 4. 59 ± 0. 12 520. 51 ± 13. 51* 49. 29 ± 4. 81* 10. 96 ± 0. 07*

Heat-killed cells 4. 52 ± 0. 07 608. 97 ± 17. 34* 44. 98 ± 5. 59* 8. 46 ± 0. 12*

L． fermentium KLDS 1. 0740
Live cells 4. 33 ± 0. 03 517. 95 ± 9. 68* 63. 35 ± 3. 04* 32. 21 ± 1. 19*

Heat-killed cells 4. 36 ± 0. 27 586. 41 ± 18. 18* 53. 45 ± 5. 26* 24. 71 ± 1. 36*

L． plantarum KLDS 1. 0724
Live cells 4. 29 ± 0. 06 387. 18 ± 28. 35 87. 78 ± 1. 07* 37. 21 ± 2. 06*

Heat-killed cells 4. 13 ± 0. 10 616. 67 ± 18. 17* 74. 02 ± 2. 43* 32. 21 ± 1. 10*

L． reuteri CHM
Live cells 6. 13 ± 0. 24 774. 36 ± 10. 10* 56. 87 ± 3. 10* 35. 12 ± 2. 23*

Heat-killed cells 7. 46 ± 0. 12 712. 41 ± 18. 23* 48. 69 ± 2. 02* 22. 16 ± 1. 10*

Statistically significant difference :* － vs allergy group． (P ＜ 0. 05)

± 0. 40)，且显著高于致敏组的 3. 57 ± 0. 45 (P ＜
0. 05)。
2. 2. 3 乳杆菌对小鼠血清中抗体含量的影响:图 3
显示，BLG能够诱导小鼠产生的总 IgE 和 BLG 特异
性 IgE抗体水平升高。致敏组小鼠血清中总 IgE 含
量 达 到 139. 66 ng /mL，显 著 高 于 空 白 组 的
55. 18 ng /mL(P ＜ 0. 05)。
灌服活的 /热致死的乳杆菌后可一定程度上抑

制总 IgE和 BLG特异性 IgE 抗体的产生，特别是罗
伊氏乳杆菌 CHM、嗜酸乳杆菌 KLDS 1. 0738 和发酵
乳杆菌 KLDS 1. 0740 组的总 IgE和 BLG特异性 IgE
值显著低于致敏组(P ＜ 0. 05)，而且多数热致死的
乳杆菌比活的菌株更显著地抑制了 BLG特异性 IgE
的分泌(P ＜ 0. 05)。

图 2 灌服 5 种乳杆菌对致敏小鼠脾淋巴细胞 IFN-γ/

IL-4 比值的影响(n =3，珚X ± SD)
Fig． 2 Effect of 5 lactobacilli strains on IFN-γ / IL-4 ratio in β-

lactoglobulin-sensitized mice (n = 3，珔X ± SD) ．

图 3 灌服 5 种乳杆菌对致敏小鼠血清中总 IgE(A)和

BLG特异性 IgE(B)的影响(n =3，珚X ± SD)
Fig． 3 Effect of 5 lactobacilli strains on total IgE(A) and BLG-

special IgE(B) levels in β-lactoglobulin-sensitized mice( n = 3，珔X

± SD) ．

3 讨论

如何降低 β-乳球蛋白所致牛乳过敏症已成为
现代乳制品生产中急待解决的问题，许多研究者希

望能借助乳酸菌来有效减缓过敏反应。一般多认为
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Th2 细胞占优势的 Th1 /Th2 细胞失衡是过敏发病最
重要的免疫学异常

［2］:即 Th2 细胞作为介导体液免
疫的重要细胞，其数量增加、功能亢进的最终结果是
诱导 B细胞产生高水平的 IgE应答和嗜酸性粒细胞
活化，引起组胺、白三烯等多种炎性介质释放，导致
过敏反应发生。因此，本研究着重探讨乳杆菌纠正
Th1 /Th2 细胞失衡与减轻过敏反应的关系。

本实验通过建立 BALB /c 小鼠过敏模型，研究
乳杆菌对 BLG 过敏的体内治疗效果。结果显示乳
酸菌的免疫调节作用具有种(株)特异性，在体外可

促进淋巴细胞分泌 IFN-γ、抑制 IL-4，使其 IFN-γ / IL-
4 比值显著高于正常对照组(P ＜ 0. 05)的乳杆菌，在
体内实验中也能有效刺激致敏小鼠的细胞产生 IL-
12 和 IFN-γ，降低 IL-4 水平，促进 Th1 型免疫应答，

在抑制 IgE介导的 β-乳球蛋白过敏炎症中发挥了重
要作用。相反，在体外的 IFN-γ / IL-4 比值低于正常
对照组的乳杆菌，不能逆转致敏小鼠体内 Th2 细胞
过度亢进，并显著降低致敏小鼠血清中总 IgE 和
BLG特异性 IgE的水平(P ＜ 0. 05)。

以往研究多关注活菌的免疫作用，目前越来越

多的研究表明热致死的乳杆菌也能调节免疫应答，

并具有抗过敏的作用。Segawa S 等人［15 － 16］
研究发

现口服热致死的短杆菌可直接诱导致敏小鼠产生

IFN-γ和 IL-12，抑制由 IL-4 诱导的 Th2 型免疫应
答。Chu-Chyn Ou 等人［17］发现使用不同的热处理
温度和时间对乳酸菌进行灭活，可提高其分泌 IFN-

γ和 IL-12 的水平和对 Cao-2 细胞的粘附作用。本
实验结果表明 5 株活 /死的乳杆菌均可不同程度地
干预致敏小鼠的 Th1 /Th2 细胞平衡，且某些热致死
乳杆菌比其活菌株更显著地抑制了 BLG特异性 IgE

的分泌(P ＜ 0. 05)。Sashihara T等人［18］指出乳杆菌
发挥其免疫调节作用的原因之一来自于其细胞壁组

分(如磷壁酸和肽聚糖)，后者可以作为一种主要的

病原相关分子模式( Pathogen-associated molecular
patterns，PAMP)被机体的固有免疫系统所识别，从
而增强机体对外来抗原的反应。Chuang 等人［19］分
析乳杆菌在热致死过程中，菌体的细胞膜壁遭到破

坏，也可能释放出细胞内与调节免疫活性相关的活

性物质，但其具体的作用机制尚不清楚，有待进一步

研究。
本研究将体内实验筛选有效地结合在一起，实

现了省时省力、节约成本的要求，有助于快速优选具
抗过敏性能的目标菌株。另外，实验结果表明热致
死乳杆菌抗过敏的能力丝毫不逊于活菌，由此推测，

乳杆菌的菌体成份，而非菌的存活性，可能是其调节

淋巴细胞免疫功能的决定因素。
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Screening of β-lactoglobulin allergy-modulating lactobacilli
strains using in vtro-in vivo correlation

Aili Li1，Xiangchen Meng1* ，Ling Guo1，Dongxue Ma1，Yan Wang2
1 Key Laboratory of Dairy Science，Ministry of Education，Food College，Northeast Agriculture University，Harbin
150030，China
2 First Affiliated Hospital of Harbin Medical University，Harbin 150001，China

Abstract:［Objective］We investigated the correlation between the in vitro immune profiling of 5 lactobacilli strains and
their in vivo protective effect in a mouse β-lactoglobulin ( BLG) allergy model for selecting the candidate strains with
potential anti-allergy activity． ［Methods］ In vitro immunomodulation was assessed by measuring interleukin ( IL)-4 and
interferon γ ( IFN-γ) release by primary lymphocytes stimulated with 5 active /heat-killed lactobacilli． A mice model of β-
lactoglobulin allergy was then used to evaluate the alleviating allergy capacity of the same set of strains． The rats were
randomly divided into blank group，BLG allergy group and different lactobacilli strains group． The total IgE and BLG-
specific IgE contents in the serum of rats were measured with ELISA． Splenic lymphocytes were isolated and cultured in
vitro，the levels of Thl /Th2 type cytokine were detected by ELISA． ［Results］ Protection of BLG-induced allergy was
strain-specific． The strains displaying an in vitro capacity to induce higher levels of the Thl type cytokine ( IFN-γ) and
lower levels of the Th2 type cytokine ( IL-4)，significantly decreased the levels of total IgE and BLG-IgE in allergic rat
serum (P ＜ 0. 05) ． In contrast，strains leading to a low IFN-γ / IL-4 cytokine ratio could not significantly attenuate allergic
symptoms． ［Conclusion］We could predict the in vivo protective capacity of the studied lactobacilli strains based on the
cytokine profile established in vitro． Oral consumption of specific strain may be effective in preventing and alleviating BLG
allergic symptoms by the improvement of the Th1 /Th2 cell balance toward Th1 dominance，and the inhibition of IgE
production．
Keywords: milk allergy，Lactobacilli strains，cytokine，Th1 /Th2 cell balance
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