L．casei Zhang对小鼠T淋巴细胞亚群及血清IgG和肠黏膜sIA 的影响
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摘 要：对从内蒙古传统发酵酸马奶中分离筛选的L．casei Zhang~ 小鼠T淋巴细胞亚群、血清IgG和肠黏膜sIgA的影响进行了研究。结果
表明，L．casei Zhang~以显著提高小鼠外周血中CD3 、CD4 、CD8 的比例，优化了CD4 ／CD8 比值．同时L．casei ZhangK以显著增加小鼠
血清IgG质量浓度和小鼠肠~~~iSlga质量浓度。这些结果说明了L．caseiZhang对小鼠的细胞免疫、体液免疫及肠黏膜局部免疫具有调节
功能
关键词：L．casei Zhang；T淋巴细胞亚群；免疫调节
中图分类号：TS252．1 文献标识码：A 文章编号：1001—2230(2006)10—0004—05

内蒙古农业大学“乳品生物技术与工程”教育部重点实验室从1994年开始到现在已从内蒙古、新疆、青海及蒙古国自然发酵的乳制品(包括酸牛乳、酸马乳、酸山羊乳、酸牦牛乳、酸驼乳)中分离鉴定出1 858株乳酸菌，初步建立了我国第一个原创性的、具有自主知识产权的乳酸菌菌种资源库。本研究选取的L．casei Zhang为实验室分离于内蒙古传统发酵酸马乳中的一株乳杆菌[61，其种属归类已经通过16S rDNA 同源性分析。与标准菌株GeneBank Lb．casei ATcc 334的同源性为100％171。该菌株具有良好的耐酸性、人工胃肠消化液耐受性及胆盐耐受性181。本研究就L．casei Zhang的部分免疫4维普资讯 http://www.cqvip.comResearch Papers研究报告功能进行了研究， 以期为进一步开发利用奠定理论基础。
1 材料与方法
1．1 L．casei Zhang的来源及培养
L．casei Zhang为分离于内蒙古传统发酵酸马乳中的一株乳杆菌，由内蒙古农业大学乳品生物技术与工程教育部重点实验室分离保存。将casei Zhang接种于M RS培养液，37 ℃ 培养
18 h，3 000 g离心10 min收集菌体，用灭菌生理盐水离心洗涤后分散于10％灭菌脱脂乳中并调整其菌数为2．Ox10mmL (BCP琼脂培养基培养计活菌数确认)后，- 80℃ 保存备用。
1．2 试验动物及饲喂方式
昆明系小白鼠购自内蒙古大学实验动物研究中心，体重为18-22 g，每组10只，雌雄各半。实验动物分组、L．casei Zhang灌服剂量如表1所示。

1．3 L．casei Zhang对小鼠外周T淋巴细胞及其亚群影响的分析m E．casei Zhang按表1设计方案灌服给各实验组小鼠，灌服剂量随体重增加而增量，每日1次，分别在第10 d和20 d灌服1 h后摘眼球采血1．0-1．5 mL，每毫升血液中加一个单位的肝素钠， 然后采用流式细胞术双抗标记法[91，使用流式细胞仪检测外周血淋巴细胞CD3+,CD4 和CD8 淋巴细胞质量分数。所用试剂：BD PharmingenTM FITC anti-mouseCD3e (Lot：01 965)，BD PharrningenTM PE anti-mouseCD4 (Lot：0000066972)，BD PharmingenTM PE an—ti-m ouse CD8a (Lot：OOOOO66405)，BD Pharmingen。PE anti-mouse CD19 (Lot：0000080204) 免疫荧光单
克隆抗体及溶血素。
1．4 L．casei Zhang对小鼠血清IgG~la肠黏膜SIgA质量浓度影响分析
将L．casei Zhang按表1设计方案灌服给各实验组小鼠，从第5 d开始每隔5 d进行血清IgG和肠黏膜StgA质量浓度的测定，至f：g30 d。小鼠血清IgG质量浓度的测定： 各实验组小鼠在采血前禁食10 h，摘眼球从眼眶采血，经常规分离血清于Eppendore~d：中，置一20 oc保存待测。测定时采用双抗体夹一L,ABC—ELISA法。用抗小鼠IgG单抗包被于酶标板上，标准品和样品中的IgG与单抗结合，加入生物素标记的抗小鼠IgG，形成免疫复合物连接在板上，与辣根过氧化物酶标记的Streptavidin与生物素结合，加入酶底物OPD显色， 加硫酸终止液在492 nm处测OD值。IgG质量浓度与OD值成正比，可通过绘制标准曲线求出标本中IgG质量浓度。肠黏膜SIgA质量浓度的测定：将小鼠眼眶采血处死后．立即取空肠和回肠刮取肠黏膜黏液层于Eppen—do艚中，加入约等体积胰蛋白酶抑制剂(pH值为7．4)PBS溶液，并轻微搅拌约30 m_in，置4℃ 冰箱保存10 h，13 000 g离心15 min(4 oC)后取上清液，置-20℃ 保存
备用。采用双抗体夹心ABC—ELISA法测定SIgA质量浓度。所用试剂：M ouse IgG ELISA KIT 96T(Lot NO：050251)，M ouse SIgA ELISA KIT 96T (Lot NO：050274)。应用SAS6．0系统统计软件对各试验数据进行方差分析和显著性检验。
2 结果与分析
2．1 L．casei Zhang对小鼠外周T淋巴细胞及其亚群的影响
连续给小鼠灌服L．casei Zhang，10，20及30 d时外周血中CD3 ，CD4 ，CD8 淋巴细胞的质量分数见表2
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淋巴细胞质量分数含量(％，X+SD，n=lO) ％注：与对照组相比一p<0．01， p<0．05。L．casei Zhangi_~续灌服给小鼠至第10，20及30 d时．CD3 淋巴细胞和CD4 淋巴细胞质量分数不同程度地均显著高于未灌服菌液的对照组。对于CD8 淋巴细胞质量分数， 在第10 d和20 d时， 灌服L．caseizhang菌液与未灌服菌液的对照组相比，无显著差异；Vo1．34，No．10 2006(total 
研究报告Research Papers到第30 d时，灌服Lcasei Zhang高剂量组与对照组相比差异极显著(p<0．01)。各试验组在30 d的试验期内CD4 ／CD8 比值稍高于对照组，但与对照组比较无显著性差异。
2．2 L．casei Zhang对小鼠血清IgG~ll肠黏膜SlgA质量浓度的影响
灌服L．casei Zhang不同时间小鼠血清中IgG和肠黏膜SIvA质量浓度如表3和表4所示。
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饲喂菌液L．casei zhang各剂量组在5～30 d时间范围小鼠血清中的IgG质量浓度均极显著高于对照组( <0．01)。L．casei zhang高、中剂量组在第5 d时极显著的高于其低剂量组(p<0．01)，具有显著的剂量效应。在10~20 d时间内。仍有一定的剂量效应。但不及第5 d时明显。到第25 d后，尽管各剂量组极显著高于对照组，但中剂量组显著低于低剂量组(p<0．01)，高剂量组极显著低于中、低剂量组(p<0．01)，在剂量效应方面与20 d前的结果正好相反。与对照组相比， 饲喂菌液L．casei zhang各剂量组在5～30 d时间范围内小鼠肠黏膜SlgA质量浓度不同程度的显著高于对照组( <0．05和p<0．01)，且具有显著的剂量效应， 即L．casei zhang中剂量组显著高于低剂量组，高剂量组显著高于低、中剂量组(p<0．05和<0．01)。
3 讨 论
T 细胞是细胞免疫的效应细胞。细胞免疫对抗原的效应有两种方式：一是直接杀伤靶细胞，如细胞毒性T细胞(CTLs)直接攻击携带特异抗原的靶细胞，使其溶解死亡，而CTLs本身不受影响。可相继攻击其他靶细胞；二是间接杀伤，即抗原活化的T细胞通过释放细胞因子，扩充和活化抗原非特异性效应细胞．如巨噬细胞(M‘p)和自然杀伤(NK)细胞。只有当抗原与抗
原呈递细胞(APCs)或靶细胞表面自身M Hc分子以复合物的形式被呈递时，T细胞才对这种外来抗原识别和应答。效应T细胞有三类，相应特异地处理三类病原体。CD8 细胞毒性T细胞杀伤呈现胞液病原体抗原片段的靶细胞，这种病原体主要是病毒。其抗原片段在细胞表面与M Hc I类分子结合。炎症CD4 T细胞(Th1)和辅助性CD4 T细胞(Th2)都表达CD4~I受体和识别细胞内囊泡中降解的由MHcⅡ类分子呈现在细胞表面的抗原片段。Thl活化时激活Mip，使其有效破坏细胞内微生物；Th2激活B细胞分化并分泌体液免疫效应分子I 】。TCR_-CD3复合分子是T细胞特有标志。本研究中。在饲喂L．casei zhang第10 d时各实验组CD3 细胞百分比与对照组相比极显著提高(p<O．01)。这是细胞免疫效应T细胞增多的表现。各实验组外周血中的CD4细胞百分比与对照组比较在10、20、30 d都明显升高。差异极显著(p<O．01)。L．casei Zhang高剂量4~E30 d时能极显著提高CD8 细胞的质量分数(p<0．01)。在一般情况下CD4 ／CD8 比值为2／It”I．在免疫缺陷性疾病时此比值会出现倒置现象。cD4 和CD8 的总量的提高固然重要。但CD4 ／CD8 比值保持恒定是必需的． 根据CD28阳性或阴性可~,f#CD8 细胞分为细胞毒性T细胞(CD8 CD28 ) 和抑制性T细胞(CD8CD28)。单一的提高CD8 的比例会诱导炎性免疫反应。这也许是由于细胞毒性T细胞的增加所造成的。CD4 T细胞又可细分为辅助细胞(Th)和抑制细胞诱导亚群．其中辅助细胞(Th)在细胞免疫中起到重要作用。Th细胞根据其分泌的细胞因子不同可分为Th0，Th1．Th2。及Th3四种。Th0细胞接受刺激后可转变为Th1。Th2，及Th3亚型细胞。Thl细胞主要分泌IFN一、IL-12，介导CTL、巨噬细胞、NK细胞，Th2主要分泌IL-4、IL-10。介导体液免疫。Thl和Th2通过各自分泌的细胞因子进行相互调节。Th1分泌的IFN一 和IL-12显著抑制Th2分泌细胞因子及相关功能．Th2分泌的IL一4和IL一10显著抑制Th1分泌细胞因子及相关功能I12 161。而单一的提高CD4 的比例也是有害的，因
为CD4 T细胞尤其是Thl亚群通过其细胞杀伤作用比如干扰素一 能够诱导Ⅱ型组织相溶性抗体的过度表达继而提高了抗体的捕获力和黏膜的敏感性这可能导致机体局部的超敏性反应 。综上所述，饲喂L．casei Zhang可以显著提高小鼠外周血中CD3 ， CD4 ， CD8 T细胞的质量分数。优化CD4 ／CD8 比值，xCeJ,鼠的细胞免疫功能具有增强作用。IgG是血液和胞外液中的主要抗体成分，发挥重要免疫学效应，如调理作用，ADCC作用。IgG是抗感染的主要抗体，大多数抗菌、抗病毒抗体和抗毒素都为IgG类。IgA分为两型：血清型I 主要以单体形式存在。分泌型Ig (sIg )由J链连接的二聚体和分泌片组成。SlgA 的合成和主要作用部位在胃肠道和支气管分泌液、初乳、唾液和泪液中。SlgA 是参与黏膜局部免疫的主要抗体，通过与相应病源微生物(细菌、病毒等)结合，阻止病源体黏附到细胞表面，从而在局部抗感
染中发挥重要作用。肠道相关的淋巴组织(Gut-asso—ciated lymphoid tissue，GALT)是机体最大的淋巴组织， 是与食品中存在的各种抗原首先接触的部位。GALT与肠黏膜免疫局部系统和机体的整个免疫直接相关。进入肠道的益生菌会影响肠黏膜的免疫反应。进而可能会影响机体的系统免疫。Raza等Lactobacillus GG 可以有效的治疗儿童轮状病毒性腹泻(rotavirus diarrhea)。可以提高抗轮状病毒特异性lea抗体分泌细胞的数量及血液IgA抗体水平1181，Lactobacillus GG可以促进机体对轮状病毒的局部和系统免疫应答 。研究结果表明，L。casei ZhangflN,~著增加小鼠血清IgG质量浓度和小鼠肠黏膜SlgA质量浓
度，从而可以增强体液免疫功能和肠道局部黏膜免疫功能。乳酸菌的抗癌活性与其免疫调节作用有关，如巨噬细胞、NK细胞或T细胞的激活。乳酸菌通过肠道作用作为一种免疫调节剂[19-211。Sawamura等人 给患有杜克斯A型结肠癌(Duke S A colorectal cancer)的患者口~ Lactobacillus casei发现其外周血液循环的辅助T一细胞(Help T-cel1) 及NK细胞增加， 抑制T一细胞(Suppressor T-cel1) 降低。口服LactobacillusGG 可以缓减肠道炎症，并能改善肠道的通透性和微生态，Lactobacillus GG的这一作用是由于其增强了肠道的免疫屏障，特别是肠道I2A的免疫应答I -251；此外，Lactobacillus GG对肠道的非免疫防护也产生了一定的作用。Majamaa等人[41的研究发现乳酸菌的免疫调节功能只有活的乳酸菌才有。热灭活的相同的乳酸菌则无此效果。乳酸菌和其他益生菌常用来治疗肠道菌群失调及肠道通透性改变导致的疾病， 这些都是很多肠道功能紊乱的典型的症状，如食物过敏、儿童急性轮状
病毒性腹泻、结肠炎等。乳酸菌的这一功能也与其免疫调节作用有关。由于乳酸菌制剂在提高机体免疫力、抗癌、抗感染和延缓衰老方面都有着明显的效果，使其在医用及保健微生态调节剂的应用中愈显重要。
随着益生菌的发展， 会有越来越多的益生菌出现，同时会开发出特定医疗作用的益生菌。益生菌疗法(Probiotic therapy)会越来越受到重视。益生菌作为一种新的食品原料应用于局部免疫失调、稳定天然肠黏膜屏障的免疫治疗。在益生菌的免疫调节作用上，今后研究的重点包括免疫调节的详细机制及对人体健康长期的影响。
4 结 论
研究结果表明，从内蒙古传统发酵酸马奶中分离筛选的L．case[Zhang可以显著提高小鼠外周血中CD3 ，CD4 ，CD8 的比例， 优化了CD4 ／CD8 比值，同时L．casei Zhang可以显著增加小鼠血清IgG质量浓度和小鼠肠黏膜SlgA质量浓度。这些结果说明了L．case[Zhang对小鼠的细胞免疫、体液免疫及肠黏膜局部免疫具有调节功能。本研究为L．case[Zhang~：发和利用奠定了理论基础。
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