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摘要：【目的】从体外和体内研究 Lactobacillus animalis LGM 对 Th 细胞分化转录因子 T-bet、GATA-3、

ROR-γt 和 Foxp3 的调节作用，以及探究 L. animalis LGM 对小鼠结肠炎的影响。【方法】本试验采用改

良型的 Hungate 滚管技术从猪结肠内容物中分离一株 L. animalis LGM，根据其 16S rRNA 序列进行鉴定。

收集 L. animalis LGM 培养液上清，与细菌脂多糖(LPS，2 μg/mL)同时孵育 Caco-2 细胞 24 h，体外研究

L. animalis LGM 对 Caco-2 细胞内 Th 细胞分化转录因子(T-bet，GATA3，ROR-γt 和 Foxp3) mRNA 表达

的影响；配制 L. animalis LGM 细菌悬液，研究 L. animalis LGM 灌胃对 DSS 诱导结肠炎小鼠症状及结肠

Th 细胞分化转录因子和细胞因子(IFN-γ，IL-4，IL-17 和 IL-10) mRNA 表达的影响，表达结果采用荧光定

量 PCR 法检测。【结果】与对照组相比，L. animalis LGM 培养液上清显著上调 Caco-2 细胞内 ROR-γt

与 Foxp3 mRNA 表达(P<0.05)，显著下调 GATA3、IL-4、IL-17 和 TGF-β mRNA 表达(P<0.05)。L. animalis 

LGM 灌胃显著上调小鼠结肠内 ROR-γt 和 Foxp3 的表达(P<0.05)，显著降低了促炎因子 IL-4 和 IL-17 的

表达(P<0.05)，阻止了小鼠结肠长度缩短(P<0.05)。【结论】猪肠道分离 L. animalis LGM 表现出对 Th 细

胞分化转录因子的选择性调节，显著上调 Caco-2 细胞及结肠炎小鼠 ROR-γt 与 Foxp3 mRNA 表达。降

低 DSS 诱导结肠炎小鼠炎症水平，对 DSS 诱导结肠炎起保护作用，有助于维护肠道环境稳态。 

关键词：Lactobacillus animalis，肠道免疫，猪，DSS 诱导结肠炎 

猪肠道内细菌资源十分丰富，已有的研究发

现肠道细菌在宿主营养物质代谢及免疫屏障系统

中发挥重要作用。肠道内乳酸菌因其数量种类丰

富，维护肠道健康而备受关注，其代谢细菌素、

乳酸能够维持肠道环境稳态，抑制病原菌生长与

增殖，因此，乳酸菌成为动物生产中常考虑使用

的益生菌[1–2]。其中，猪肠道分离的 Lactobacillus 

animalis T12 对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 



1766 Yingzhou Cheng et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(9) 

actamicro@im.ac.cn 

aureus)、大肠杆菌(Escherichia coli)和鼠伤寒沙门

氏菌(Salmonella typhimurium)均有良好的抑制作

用[3]。因此，L. animalis 很早之前就被发现具有成

为益生菌添加剂的可能，并在动物生产中有所应

用[4]。然而，关于 L. animalis 参与肠道免疫的研究

并不多。 

肠道细菌与肠道免疫联系密切，能够诱导宿

主肠道淋巴组织发育，调节肠道免疫应答，在维

持肠道正常免疫功能中必不可少[5–6]。与此同时，

宿主肠道免疫反应受自身辅助性 T(Th)细胞调节，

在 Th 细胞分化及发展过程中，T 盒子转录因子

(T-box expressed in T cells，T-bet)、GATA 结合蛋

白 3(GATA binding protein 3，GATA3)、RAR 相关

孤儿受体(RAR-related orphan receptor gamma t，

ROR-γt)和叉状头转录因子 3 (Forkhead box P3，

Foxp3)四种特异性转录因子发挥重要作用。T-bet

与 GATA3 在 Th1 和 Th2 分化过程中不可或缺，

影响体内 Th1/Th2 细胞平衡及其介导的免疫途

径[7–8]，ROR-γt 促进 Th17 细胞分化，同时在抑制

细菌介导肠道炎症方面起重要作用[9]，Foxp3 能够

诱导调节性 T (Treg)细胞分化，具有抗炎症免疫调

节功能[10]。因此，T-bet、GATA3、ROR-γt 和 Foxp3

或成为免疫调节策略中重要靶点。断奶仔猪饲喂

Enterococcus faecium NCIMB 10415 后，回肠淋巴

组织中 GATA3 和 Foxp3 mRNA 表达显著降低[11]。

因此，推测肠道细菌可能通过调节 T-bet、GATA3、

ROR-γt 和 Foxp3 的表达影响肠道免疫反应。 

本 试 验 从 猪 结 肠 内 容 物 中 分 离 一 株     

L. animalis LGM，对其基本性质进行初步探索，

研究其对 T-bet、GATA3、ROR-γt 和 Foxp3 表达的

影响。并通过探索 L. animalis LGM 培养液上清对

Caco-2 细胞转录因子 mRNA 表达的影响，以及   

L. animalis LGM 灌胃对结肠炎小鼠症状及结肠内

转录因子和细胞因子 mRNA 表达的调控，反映猪

肠道分离 L. animalis LGM 对 Th 细胞分化转录因

子表达的调节作用，揭示 L. animalis LGM 在肠道

免疫中发挥的作用，为 L. animalis LGM 的肠道益

生作用提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  培养基 

细菌培养基：改良 M2GSC 培养基(g/L)：酪

蛋白胨 10，牛肉膏 10，酵母浸出物 2.5，葡萄糖 5，

可溶性淀粉 1，纤维二糖 1[12]，CO2 通气 3–4 h，

115 °C 高压灭菌 20 min。 

细胞培养基：DMEM 培养基(吉诺生物医药技

术有限公司)，胎牛血清(FBS，Gen-view 公司)。 

1.2  试验动物与主要试剂 

SPF 级雌性 C57BL/6J 小鼠 15 只，体重 18–22 g，

购于南京江宁区青龙山动物繁殖场[SCXK(苏)2017- 

0001]。室温 25±2 °C，自由饮水采食。葡聚糖硫

酸钠(DSS，上海翊圣生物科技有限公司)；乳酸测

定试剂盒、CCK-8 细胞活力检测试剂盒(南京建成

生物工程研究所)；细菌基因组 DNA 快速抽提试

剂盒、总 RNA 提取试剂盒(生工生物工程(上海)

股份有限公司)；普通 PCR，反转录，荧光定量试

剂(TaKaRa 公司)。 

1.3  细菌分离与纯化 

购买新鲜杜×长×大三元杂交商品猪大肠。取

新鲜商品猪结肠内容物 10 g，溶于灭菌 90 mL PBS

溶液中，轻轻振荡混匀，经 4 层纱布过滤至血清

瓶中作为接种液，做 3 个重复。抽取 10 mL 接种

液，接种于 150 mL 密封血清瓶中 (含 90 mL 

M2GSC 培养基)，37 °C 厌氧培养 48 h，重复接种、
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培养过程，依此传 3 代。取第三代培养液，利用

密封 Hungate 滚管(含 9 mL M2GSC 培养基)梯度稀

释至 10–10，取 10–8–10–10 三个梯度，接种于未凝固

的 M2GSC 固体培养基中，利用 Hungate 滚管技术

均匀涂布于管壁，37 °C 厌氧培养 24 h。在厌氧装

置下，用接种环挑取单菌落接种于密封 Hungate

滚管中，37 °C 厌氧培养 24 h。重复稀释、滚管、

挑菌等纯化过程 3 次。 

1.4  菌株鉴定 

根据菌株 16S rRNA 序列鉴定其生物学分类。

采用细菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒法提取分

离菌株基因组 DNA，以多功能酶标仪(Tecan，

Spark，Austria)检测提取基因组 DNA 浓度与质量。

20 μL 基础 PCR 体系：200 ng 基因组 DNA，10 μL 

Premix Taq 酶，1 μL 上、下游引物，ddH2O 补足。

16S rDNA 扩增引物：8f (5′-CACGGATCCAGAG 

TTTGA(C/T)(A/C)TGGCTCAG-3′)和 1510r (5′-GTG 

AAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′)[13]。

PCR 扩增程序：94 °C 5 min；94 °C 30 s，58 °C 30 s，

68 °C 60 s，35 个循环；68 °C 10 min；4 °C 终止

反应。PCR 产物交由上海英骏(Invitrogen)生物技

术有限公司完成测序。根据其 16S rRNA 序列，在

NCBI 内进行 BLAST (NCBI https://blast.ncbi.nlm. 

nih.gov/Blast.cgi)分析，获取同源性较高的相关序

列，在 MAGA 7.0 内进行比对，用 Maximum 

Likelihood 法建立系统进化树。 

1.5  L. animalis LGM 生长曲线及培养液乳酸和

丁酸含量测定 

利用 1 mol/L HCl 溶液和 1 mol/L NaOH 溶液

将 Hungate 滚 管 中 细 菌 培 养 基 pH 分 别 调 至

3.5–8.5，按照 1/10 比例接种同一培养液，37 °C

培养，使用分光光度计分别在 2、4、6、12、24 h

时间点测定培养液 OD600 值，绘制分离菌株生长曲

线。乳酸及丁酸是肠道细菌常见代谢产物，是肠

道细菌维护肠道环境稳态、为宿主提供能量的重

要体现，因此对 L. animalis LGM 乳酸及丁酸产量

进行检测。选取细菌生长平台期，取细菌培养液，

用乳酸测定试剂盒测定 24 h 内培养液乳酸积累

量。丁酸测定：配制 2.278 mmol/L 丁酸溶液，依

次稀释 2、4、8、16 倍，在岛津气相色谱仪中构

建丁酸浓度标准曲线；取 1 mL 细菌培养液，加

0.2 mL 25% (W/V)偏磷酸溶液，–20 °C 冷冻过夜，

4 °C、12000×g 离心 10 min，经 0.22 μm 过滤器至

新离心管中，取 500 μL 上清，加等体积乙醚萃取

后经气相色谱仪(Shimadzu，GC-14B，Japan)测定

丁酸含量。  

1.6  L. animalis LGM 培养液上清对 Caco-2 细胞

内转录因子基因表达的影响 

待细菌培养至 OD600 为 1 时，取 L. animalis 

LGM 培养液，4 °C、12000×g 离心 10 min，经

0.22 μm 过滤器过滤即得 L. animalis LGM 培养液

上清。Caco-2 细胞在含 10% (V/V)胎牛血清(FBS)

的 DMEM 完全培养基中，37 °C、5% CO2 条件

下恒温培养，待细胞在细胞培养瓶中分布率达

80%–90%时传代，细胞试验在 20–50 代内完

成 。 试 验 分 为 3 组 ， 对 照 组 、 细 菌 脂 多 糖

(Lipopolysaccharides，LPS)处理组、细菌脂多糖

(LPS)+10% (V/V) L. animalis LGM 培养液上清处

理组，每组 6 个重复。24 孔板每孔加 1 mL 完全

培养基，接种 1×105 个细胞，37 °C、5% CO2 条件

下培养至分布率达 80%–90%。更换不含 FBS 的

DMEM 培养基，静默 12 h。更换新鲜培养基，除

对照组外，其余 2 组均由 LPS (2 μg/mL)诱导细胞

炎症，同时添加 10% (V/V) L. animalis LGM 培养
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液上清处理，37 °C、5% CO2 条件下培养 24 h。用

总 RNA 提取试剂盒提取处理细胞内 RNA，以多

功能酶标仪(Tecan，Spark，Austria)检测 RNA 浓

度与质量，将 RNA 浓度调至 500 ng/μL，利用反

转录试剂将 mRNA 反转录为 cDNA。Caco-2 细胞

内转录因子表达量采用荧光定量 PCR 技术检测分

析，所用引物见表 1，细胞活性检测依据 CCK-8

细胞活力检测试剂盒。 

 
表 1.  荧光定量所采用的引物 

Table 1.  Primers for Real-time PCR analysis 
Samples Genes Primer sequences (5′→3′) Product size/bp Annealing temperature/°C References

Caco-2 cell T-bet F: CCCCTTGGTGTGGACTGAGA 87 61.13 [8] 

 R: ACGCGCCTCCTCTTAGAGTC  61.38 

GATA3 F: GTCCTCCCTGAGCCACATCT 98 60.98 

 R: GTGGTCCAAAGGACAGGCTG  60.89 

ROR-γt F: GGCTCCCTGGATGAATAGAATG 190 58.32 [14] 

 R: AGGCAGAGGCAGAAAATGTAAAG  59.24 

FOXP3 F: TCCCAGAGTTCCTCCACAAC 122 58.94 [15] 

 R: ATTGAGTGTCCGCTGCTTCT  59.68  

IL-4 F: CACAAGTGCGATATCACCTT 386 55.85 [16] 

 R: GCTCGAACACTTTGAATATT  51.90 

IL-17 F: GGTTTGACTGAGTACCAATTTGC 172 58.45 [17] 

 R: AAATTCCCAAGCCCAGAATC  55.95 

TGF-β F: GGGACTATCCACCTGCAAGA 239 58.80 [18] 

 R: CCTCCTTGGCGTAGTAGTCG  59.62  

β-actin F: CACTGTGCCCATCTACGAGG 154 60.18 [19] 

 R: AATGTCACGCACGATTTCC  56.64  

Mice T-bet 
 

GCCAGGGAACCGCTTATATG 136 
 

58.48 [20] 

GACGATCATCTGGGTCACATTGT 60.68  

GATA3 
 

CCTTAAAACTCTTGGCGTCC 533 
 

56.73 [21] 

AGACACATGTCATCCCTGAG 56.63 

ROR-γt 
 

TGTTTTATGGGGTTTGGGTATG 122 
 

56.56 [22] 

CTGTGTGGATGTGTGTCTCTGATTA 60.57  

FOXP3 
 

CTCATGATAGTGCCTGTGTCCTCAA 93 
 

62.36 [23] 

AGGGCCAGCATAGGTGCAAG 62.56 

IFN-γ CACTGCATCTTGGCTTTGCA 252 59.68 [24] 

GCTGATGGCCTGATTGTCTTTC 59.90 

IL-4 CACGGATGCGACAAAAATCAC 251 58.76 [25] 

CGAAAAGCCCGAAAGAGTCTCT 60.61  

IL-17 TATCCCTCTGTGATCTGGGAAG  161 58.42 [26] 

ATCTTCTCGACCCTGAAAGTGA 58.83  

IL-10 CTTACTGACTGGCATGAGGATCA 101 59.87 [27] 

 GCAGCTCTAGGAGCATGTGG  60.53  

β-actin CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC 171 61.48 [28] 

 ATGGAGCCACCGATCCACA  61.00  
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1.7  小鼠结肠炎诱导及 L. animalis LGM 灌胃对

结肠内转录因子表达的影响 

待 L. animalis LGM 培养至 OD600 为 1 时，取

细菌悬液，梯度稀释至 10–10，分别取 10–8–10–10

梯度滚管培养，数单菌落数计算细菌浓度。在

4 °C、10000×g 条件下离心 10 min，重悬于 PBS

溶液并将细菌浓度调至 5×109 CFU/mL，用于灌

胃试验。15 只 SPF 级 C57BL/6J 雌性小鼠随机分

为 3 组：对照组、DSS 组和 L. animalis LGM 灌胃

组，适应性饲养 1 周后，以 DSS 组与 L. animalis 

LGM 灌胃组小鼠构建急性结肠炎模型。将葡聚糖

硫酸钠(DSS)溶于灭菌日常饮用水中，浓度为 3% 

(W/V)，小鼠自由饮水，隔 1 d 更换新鲜 DSS 饮用

水，连续饮用 7 d，每只小鼠饮水量大约 5 mL/d。

第 8 天更换正常饮水，开始灌胃阶段，对照组不

进行处理；DSS 组每天灌胃 0.2 mL PBS 溶液；L. 

animalis LGM 灌胃组每天灌胃 0.2 mL L. animalis 

LGM 菌液(1×109 CFU)，连续灌胃 4 d。禁食 1 晚，

第 12 天乙醚麻醉处死，分离小鼠结肠组织，测量

长度后保存于–80 °C 冰箱。提取结肠组织 RNA，

采用荧光定量 PCR 技术检测分析结肠内转录因子

和细胞因子的表达，所用引物见表 1。 

1.8  统计学方法 

试验数据使用 SPSS 25.0 (SPSS Inc.，Chicago，

USA)软件分析，利用单因素方差分析进行统计学

分析，采用 LSD-Turkey 法进行多重比较。结果表

示为 mean±SEM，P<0.05 表示有显著性差异。文

章图例均由 Graphad Prism 7.0 软件完成。 

2  结果和分析 

2.1  猪结肠 Lactobacillus animalis LGM 分离与

鉴定 

根据 16S rRNA 序列比对结果，确定分离菌株

与 Lactobacillus animalis KCTC 3501 最为相似，

相似性为 99.79%，并将其命名为 L. animalis LGM。

此外，该菌株与 Lactobacillus murinus LMG 14189

及 Lactobacillus apodemi DSM 16634 也具有较高

相似性。利用 MAGA 7.0 软件将分离菌株与相关

菌株归纳在系统进化树中(图 1)，更清晰地反映已

分离 L. animalis LGM 的系统发生关系。 

2.2  L. animalis LGM 生长曲线及培养液乳酸、

丁酸含量 

不同 pH 条件下 L. animalis LGM 的生长曲线

表明，L. animalis LGM 在中性或略碱性环境下繁

殖速度较快，但在酸性条件下受到抑制(图 2-A)。

体外发酵 pH 为 6.5，37 °C 恒温培养 24 h 内其乳

酸累积浓度为 46.16±1.19 mmol/L，但丁酸浓度较

低，为 1.28±0.16 mmol/L (图 2-B)。 

 

 
图 1.  本研究分离到的 L. animalis LGM 与相关菌株基于 16S rRNA 序列的 Maximum Likelihood 法系统进化树 

Figure 1.  A maximum-likelihood phylogenetic tree of L. animalis LGM and reference strains based on 16S rRNA 
gene sequences. Numbers in bracket refer to the number of bacterial 16S rRNA sequences in NCBI database. Bar 
0.01 at the bottom is the sequence divergence. 
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图 2.  L. animalis LGM 不同 pH 条件下生长曲线(A)及其乳酸、丁酸产量(B) 

Figure 2.  L. animalis LGM growth curves in different pH conditions (A), and lactic acid and butyric acid 
production (B). Lactic acid and butyric acid accumulation was detected after 24 h cultivation. 
 

2.3  L. animalis LGM 培养液上清对 Caco-2 细胞

内转录因子 mRNA 表达的影响 

LPS (2 μg/mL)处理导致 Caco-2 细胞活性显著

降低(P<0.05)，显著上调 IL-4 和 IL-17 基因表达，

同时显著下调细胞内 TGF-β、GATA3 和 ROR-γt

基因表达(P<0.05)。与对照组及 LPS 组相比，

L. animalis LGM 培养液上清处理组显著下调细胞

内 GATA3 和 IL-4 、 IL-17 、 TGF-β 基 因 表 达

(P<0.05)，同时显著上调 Fxop3 基因表达(P<0.05)。

与 LPS 组相比，L. animalis LGM 培养液上清处理

组显著上调 ROR-γt 基因表达(P<0.05)，恢复至对

照组水平。从细胞活性方面看，L. animalis LGM

培养液上清处理组细胞活性显著低于对照组与

LPS 组(P<0.05，图 3)。 

2.4  小鼠结肠炎诱导及 L. animalis LGM 灌胃对

DSS 结肠炎小鼠表型的影响 

小鼠结肠炎诱导阶段，与对照组相比，DSS

诱导小鼠体重逐日递减，到第 6–7 天时，DSS 组

和 L. animalis LGM 培养液上清处理组小鼠体重显

著下降(P<0.05，图 4-A)，并伴有拉稀、易惊的

症状。灌胃阶段，L. animalis LGM 灌胃并没有

改善小鼠体重的降低。整个试验过程，DSS 组和

L. animalis LGM 灌胃组小鼠体增重无显著差异，

灌胃结束后，与 DSS 组相比，L. animalis LGM 灌

胃小鼠体重增加 6.41%。与对照组相比，DSS 组小

鼠结肠长度显著缩短(P<0.05)，L. animalis LGM 灌

胃组则显著高于 DSS 组(P<0.05，图 4-B)。 

2.5  L. animalis LGM 灌胃对 DSS 结肠炎小鼠结

肠内转录因子表达的影响 

与对照组相比，DSS 组小鼠结肠内 T-bet、

GATA3、ROR-γt 和 Foxp3 mRNA 表达显著降低

(P<0.05)；L. animalis LGM 灌胃改变了结肠炎小

鼠结肠内 Th 细胞分化转录因子的表达，与 DSS

组相比，L. animalis LGM 灌胃显著上调了 ROR-γt

与 Foxp3 的表达(P<0.05)，其中 Foxp3 表达恢复至

对照组水平(图 5-A)。与对照组相比，DSS 组小鼠

结 肠 内 促 炎 因 子 IL-4 、 IL-17 表 达 显 著 增 加

(P<0.05)；L. animalis LGM 灌胃显著降低了结肠

炎小鼠结肠内 IL-4、IL-17 的表达(P<0.05)，同时

显著上调 IFN-γ 的表达(P<0.05)，DSS 组与 L. 

animalis LGM 灌胃组小鼠结肠内 IL-10 表达均显

著降低(P<0.05，图 5-B)。 
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图 3.  L. animalis LGM 培养液上清对 Caco-2 细胞活性、转录因子和细胞因子基因表达的影响 

Figure 3.  The effects of L. animalis LGM supernatants (10%, V/V) on cell viability, transcription factors and 
intracellular cytokines gene expressions in Caco-2 cells. Control group: without LPS and bacterial supernatants; 
LPS group: treated with LPS (2 μg/mL); LPS+L. animalis group: treated with LPS (2 μg/mL) and L. animalis LGM 
supernatants simultaneously. * represent significant difference (P<0.05). 
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图 4.  L. animalis LGM 灌胃对 DSS 诱导结肠炎小鼠体重和结肠长度的影响 

Figure 4.  Effects of L. animalis LGM suspension oral administration on DSS-induced colitis mice body weight 
gain and colon length. Control group: without DSS and bacterial suspension administration; DSS group: treated 
with 3% (V/V) DSS solution; L. animalis group: treated with 3% (V/V) DSS solution and gavaged L. animalis LGM 
suspension (5×109 CFU/ mL) for 4 days. A: Body weight gain of mice through the whole experiment; B: Colon 
length of various groups. * represent significant difference (P<0.05). 
 

 
 

图 5.  L. animalis LGM 灌胃对小鼠结肠内 Th 细胞分化转录因子和细胞因子基因表达的影响 

Figure 5.  Effects of L. animalis LGM suspension oral administration on transcription factors and intracellular 
cytokines gene expressions in mice colon. Control group: without DSS and bacterial suspension administration; 
DSS group: treated with 3% (V/V) DSS solution; L. animalis group: treated with 3% (V/V) DSS solution and 
gavaged L. animalis LGM suspension (5×109 CFU/mL) for 4 days. A: Transcription factors (T-bet, GATA3, ROR-γt 
and Foxp3) gene expressions; B: Intracellular cytokines (IFN-γ, IL-4, IL-17 and IL-10) gene expressions. * represent 
significant difference (P<0.05). 
 

3  讨论  

乳酸菌在猪生长发育过程中扮演重要角色，

高通量测序发现乳酸菌是猪肠道中最丰富的几类

细 菌 之 一 [29] 。 研 究 发 现 ， 饲 喂 Lactobacillus 

fermentum I5007、Lactobacillus reuteri BSA131、
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Lactobacillus plantarum ZJ316 、 Lactobacillus 

rhamnosus GG 、 Lactobacillus amylovorus 和

Enterococcus faecium 等乳酸菌在猪生长发育过程

中均表现出益生作用[30]。本试验从猪肠道内分离

出一株 L. animalis LGM，发现其对 Foxp3 和

ROR-γt 表达有调节作用，对结肠炎小鼠表现出益

生效果。 

L. animalis 是一种常见乳酸菌，本研究中

L. animalis LGM 最适 pH 为 6.5，与 L. animalis 

TMW 1.971 最适 pH 6.0 相似，与 Lactobacillus 

curvatus TMW 1.624、Lactobacillus reuteri TMW 

1.106 最适 pH 4.4 具有明显区别[31]。有研究报道，

L. animalis LA4 与新鲜粪便悬液共同培养，显著

增加粪便菌群中肠球菌(Enterococcus)和乳酸杆菌

(Lactobacillus)数量[32]。乳酸是肠道细菌常见代谢

产物，是肠道细菌维护肠道环境稳态的重要体现，

本研究中检测到 L. animalis LGM 培养液中具有较

高水平乳酸产量。然而，关于 L. animalis 的益生

作用鲜有报道。 

已有研究表明，乳酸菌能够通过影响细胞活

性和细胞因子表达，调节炎症反应。在 LPS 诱导

的细胞炎症模型中，Lactobacillus rhamnosus GG

能够有效抑制 LPS 诱导的炎症反应，降低小鼠巨

噬细胞促炎细胞因子 TNF-α 的表达[33]。本研究中，

L. animalis LGM 培养液上清能够显著降低 LPS 致

炎 Caco-2 细胞内促炎因子 IL-4 和 IL-17 mRNA 表

达，表现出抗炎作用。另外，乳酸菌可能通过抑

制 NF-κB 信 号 下 调 细 胞 活 性 。 研 究 发 现 ，

Lactobacillus rhamnosus GG、Lactobacillus acidophilus

和 Streptococcus salivarius JIM8772 Sn 均对 LPS 或

TNF-α 诱导的 NF-κB 活化产生抑制作用[34–35]。与

LPS 组相比，L. animalis LGM 培养液上清显著降

低 Caco-2 细胞活性。这可能与乳酸菌抑制 NF-κB

信号相关，研究发现，NF-κB 信号途径与肿瘤生

长联系密切，抑制 NF-κB 活化将会抑制肿瘤细

胞生长 [36–38]。另外，细胞活性的降低也可能受

L. animalis LGM 产生的乳酸等代谢物及其营造的

低 pH 环境影响[39]。因此，乳酸菌 L. animalis LGM

能够影响 Caco-2 细胞活性。 

肠道菌群稳定和肠道结构完整是肠道健康的

基础[40]。乳酸菌作为宿主共生菌，具有维护肠道

健康的能力。研究发现，Lactobacillus reuteri R2LC

灌胃使 DSS 诱导结肠炎小鼠结肠黏膜厚度恢复，

同时增加了结肠末端紧密连接蛋白 ZO-1 的表达，

缓解了肠道炎症[41]。本研究的小鼠灌胃试验中，

L. animalis LGM 灌胃组小鼠结肠长度显著高于

DSS 组，接近正常小鼠，说明 L. animalis LGM 灌

胃对小鼠结肠有保护作用。 

乳酸菌在结肠炎小鼠免疫调节中发挥重要作

用，Lactobacillus curvatus WiKim38 灌胃显著提高

DSS 诱导结肠炎小鼠树突细胞 IL-10 表达，改善

小鼠结肠炎症水平[42]。Faecalibacterium prausnitzii

分泌抗菌肽在结肠炎小鼠体内降低促炎因子 IL-5

和 IL-17 mRNA 表达，抑制了 Th1、Th2 和 Th17

介导的免疫反应[43]。本试验中，在 LPS 诱导的

Caco-2 细胞炎症和 DSS 诱导的小鼠结肠炎中，

L. animalis LGM 均能够显著上调 Th 细胞分化转

录因子 ROR-γt 与 Foxp3 的表达。研究表明，ROR-γt

与 Foxp3 在维护肠道稳态方面发挥重要作用。

ROR-γt 在肠道细菌免疫耐受机制中发挥重要作

用，机体内 ROR-γt+固有淋巴样细胞的存在能够缓

解正常肠道菌群引起的炎症反应，但 ROR-γt 基因

敲出后，小鼠脾脏表现增大，内环境 IgG 显著增

加[9]。Foxp3+调节性 T 细胞能够产生抗炎症因子，

调节宿主免疫反应水平，并可通过与 B、T 淋巴细

胞弱化因子削弱淋巴细胞效应[10,44]。除此之外，
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本试验中，L. animalis LGM 培养液上清显著下调

Caco-2 细胞内 GATA3 表达，L. animalis LGM 灌

胃显著下调小鼠结肠内促炎因子 IL-4 与 IL-17 表

达。IL4 和 IL17 表达的下调可能参与缓解 Th2 细

胞介导的免疫反应[45]。因此我们推测，L. animalis 

LGM 具有调节肠道免疫、缓解肠道炎症、抑制 T

淋巴细胞效应等作用，在结肠炎小鼠肠道内发挥

益生作用。 

4  结论 

本研究从猪结肠食糜中分离出一株乳杆菌

L. animalis LGM，该菌株表现出对 Th 细胞分化转

录因子的选择性调节，显著上调 LPS 诱导的

Caco-2 细胞及 DSS 诱导结肠炎小鼠结肠黏膜的

ROR-γt 与 Foxp3 mRNA 表达，降低 DSS 诱导结

肠炎小鼠炎症水平，对 DSS 诱导结肠炎起保护作

用，能够作为潜在的益生菌调节肠道健康。 
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Effects of Lactobacillus animalis LGM on transcription factors 
gene expressions in DSS-induced colitis mice 

Yingzhou Cheng, Chunlong Mu*, Weiyun Zhu 
National Center for International Research on Animal Gut Nutrition, Laboratory of Gastrointestinal Microbiology, Jiangsu Key 

Laboratory of Gastrointestinal Nutrition and Animal Health, College of Animal Science and Technology, Nanjing Agricultural 
University, Nanjing 210095, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] Investigating the relationship between Lactobacillus animalis LGM and transcription factors 

(T-bet, GATA3, ROR-γt and Foxp3) gene expressions in vivo or in vitro and observing the effects of L. animalis 

LGM gavage on DSS-induced colitis. [Methods] L. animalis LGM was isolated from pig colon contents using 

Hungate rolling tube technique. Bacterial supernatants were extracted and incubated Caco-2 cells with LPS (2 μg/mL) 

simultaneously. Bacterial suspension was adjusted to 1×109 CFU/0.2 mL and gavaged to DSS-induced mice. Gene 

expressions of transcription factors (T-bet, GATA-3, ROR-γt and Foxp3) and intracellular cytokines (IL-4, IL-17, 

INF-γ and IL-10) were analyzed by real-time PCR. [Results] In Caco-2 cells culture experiment, compared to 

control and LPS groups, L. animalis LGM supernatants treatment significantly downregulated the GATA-3, IL-4, 

IL-17 and TGF-β gene expressions and upregulated Foxp3 and ROR-γt gene expressions (P<0.05). In DSS-induced 

colitis mice, compared to the DSS group, L. animalis LGM administration restored the colonic length and increased 

ROR-γt and Foxp3 gene expressions (P<0.05). [Conclusion] L. animalis LGM isolated from pig colon contents in 

the present study have distinctive effects on transcription factors. ROR-γt and Foxp3 expressions were significantly 

upregulated both in Caco-2 cells and DSS-induced colitis mice. L. animalis LGM showed protection on 

DSS-induced colitis and gut inflammation. 

Keywords: Lactobacillus animalis, gut immunity, pigs, DSS-induced colitis 
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