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　 　 摘要:　 设计 ３ 种黏附试验分别研究了嗜酸乳酸杆菌和 Ｓ￣层蛋白对产肠毒素大肠杆菌黏附 Ｃａｃｏ￣２ 细胞的影

响ꎮ 结果显示:在置换试验中ꎬ嗜酸乳酸杆菌及 Ｓ￣层蛋白对产肠毒素大肠杆菌黏附 Ｃａｃｏ￣２ 细胞没有影响ꎻ但在排斥

试验和竞争试验中ꎬ嗜酸乳酸杆菌及 Ｓ￣层蛋白均对产肠毒素大肠杆菌黏附 Ｃａｃｏ￣２ 细胞产生明显的协同作用ꎬ在排

斥试验中嗜酸乳酸杆菌及 Ｓ￣层蛋白分别增加产肠毒素大肠杆菌的黏附数量 ９５.２３％±４􀆰 ２２％(Ｐ<０􀆰 ０１)和 ３５２.３０％±
２􀆰 ２６％(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ在竞争试验中分别增加 ３８９.０６％±３􀆰 ３５％(Ｐ<０􀆰 ０１)和 ５５.５７％±５􀆰 ８１％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ并且 Ｓ￣层蛋白

在排斥试验中ꎬ对产肠毒素大肠杆菌的协同黏附作用大于竞争试验中的协同黏附作用ꎮ 可见ꎬ乳酸杆菌对产肠毒

素大肠杆菌的协同黏附作用关键在于 Ｓ￣层蛋白ꎬＳ￣层蛋白可能起到“连接桥”的作用ꎮ
关键词:　 嗜酸乳酸杆菌ꎻ Ｓ￣层蛋白ꎻ 产肠毒素大肠杆菌ꎻ Ｃａｃｏ￣２ 细胞ꎻ 协同作用

中图分类号:　 Ｓ８５２.６１＋ ５　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０１７)０２￣０３８４￣０５

Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｏｎ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｔｏ Ｃａｃｏ￣２ ｃｅｌｌｓ

ＬＩ Ｐｅｎｇ￣ｃｈｅｎｇ１ꎬ　 ＹＡＮＧ Ｑｉａｎ２ꎬ　 ＨＯＵ Ｊｉ￣ｂｏ１

(１.Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｒｅｅ ａｄｈｅｓｉｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ａｎｄ ｉｔｓ Ｓ￣
ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅ. ｃｏｌｉ ｔｏ Ｃａｃｏ￣２ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ
ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｈｅｓｉｖｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅ. ｃｏｌｉ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｃｌｕｓｉｖｅ ａｎｄ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｂｕｔ
ｎｏｔ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. Ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｃｌｕｓｉｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎬ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ａｎｄ ｉｔｓ Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅ. ｃｏｌｉ ａｄｈｅｒｅｄ ｔｏ Ｃａｃｏ￣２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ９５.２３％±４􀆰 ２２％ (Ｐ<０􀆰 ０１) ａｎｄ ３５２.３０％±２􀆰 ２６％
(Ｐ<０􀆰 ０１). Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎬ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ａｎｄ ｉｔｓ Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｔｅｒ￣
ｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅ. ｃｏｌｉ ａｄｈｅｒｅｄ ｔｏ Ｃａｃｏ￣２ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ３８９.０６％±３􀆰 ３５％ (Ｐ<０􀆰 ０１) ａｎｄ ５５.５７％±５􀆰 ８１％ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ

ｔｈｅ Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｅｘｃｌｕｓｉｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅ. ｃｏｌｉ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｔｏ
Ｃａｃｏ￣２ ｍｏｎｏｌａｙｅｒｓ. Ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎｄｉｃａｔ ｔｈａｔ Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｐｌａｙ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ
Ｅ.ｃｏｌｉꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ￣ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ｂｒｉｄｇｅ.

４８３



Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓꎻ Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅ.ｃｏｌｉꎻ Ｃａｃｏ￣２ ｃｅｌｌｓꎻ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ

　 　 人和动物肠道微生物区系是一个庞大复杂的微

生态系统ꎬ其中以细菌为主导ꎮ 黏附是微生物与宿

主相互作用的先决条件之一ꎬ是定殖的第一步ꎬ是其

发挥生物学功能的基础ꎮ 机体肠道正常细菌黏附于

肠道黏膜上皮细胞后ꎬ可进一步定殖并形成稳定的

菌群ꎬ例如乳酸杆菌ꎮ 黏附同样也是病原菌定殖宿

主上皮细胞的重要阶段ꎬ是激发肠道感染的前提条

件[１]ꎬ 例 如 产 肠 毒 素 大 肠 杆 菌 ( Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ
Ｅ.ｃｏｌｉꎬＥＴＥＣ)ꎬ它通过消化道进入小肠后首先黏附

和定殖于小肠上皮表面ꎬ然后产生毒素而引发宿主

的一系列病变ꎬ如腹泻、菌血症等ꎮ
乳酸杆菌对诸多病原菌均有拮抗作用ꎬ如沙门

氏菌、链球菌和志贺氏菌[２￣４] 等ꎮ 近年来研究发现ꎬ
乳酸杆菌 Ｓ￣层蛋白( Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ)发挥重要的拮

抗作用ꎬ提取纯化的 Ｓ￣层蛋白本身就可显著拮抗多

种病原菌对宿主细胞的黏附及入侵[５]ꎮ
本试验选用 Ｃａｃｏ￣２ 细胞[６] (一种肠上皮细胞

系)作为体外研究模型ꎬ设计排斥、竞争和置换 ３ 种

黏附试验ꎬ分别研究嗜酸乳酸杆菌 Ｓ￣层蛋白对产肠

毒素大肠杆菌黏附 Ｃａｃｏ￣２ 细胞的影响ꎬ以期初步探

讨乳酸杆菌及其 Ｓ￣层蛋白对产肠毒素大肠杆菌黏

附宿主细胞的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

产肠毒素大肠杆菌 Ｋ８８(Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ Ｅ. ｃｏｌｉꎬ
ＥＴＥＣ)由本实验室(南京农业大学农业部动物生理

生化重点开放实验室)保存ꎬ嗜酸乳杆菌 ＡＴＣＣ４３５６
(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ)购自中国微生物菌种保藏

管理委员会普通微生物中心ꎬ嗜酸乳杆菌 Ｓ￣层蛋白

及其抗血清均由本实验室提取制备[７]ꎬＣａｃｏ￣２ 细胞

株(Ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ)购自美国 ＡＴＣＣ 公

司ꎬ高糖 ＤＭＥＭ 培养基(Ｇｉｂｃｏ)、胰蛋白酶(Ｇｉｂｃｏ)
购自美国英骏公司ꎬ胎牛血清购自杭州四季青生物

工程材料有限公司ꎬＤＡＢ、ＢＳＡ、青霉素、硫酸链霉素

均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
１.２　 细菌培养

将 ＥＴＥＣ 接种于 ＬＢ 培养基ꎬ３７ ℃振荡培养 １０
ｈꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎬ用 ＤＭＥＭ 培养

液重悬细菌备用ꎮ 嗜酸乳酸杆菌接种于 ＭＲＳ 培养

基ꎬ３７ ℃静置培养 ２４ ｈꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ收
集菌体ꎬ用 ＤＭＥＭ 培养液重悬细菌备用ꎮ 用麦康凯

琼脂(青岛高科园海博生物技术有限公司产品)用

于 ＥＴＥＣ 的选择性培养ꎮ
１.３　 细胞培养

Ｃａｃｏ￣２ 细胞于含有 １０％胎牛血清和双抗(青霉

素、链霉素浓度均为 １００ Ｕ / ｍｌ)的 ＤＭＥＭ 细胞培养

液中培养(３７ ℃、５％ ＣＯ２)ꎮ 黏附试验所用 Ｃａｃｏ￣２
细胞接种于 ２４ 孔培养板ꎬ隔天更换培养基ꎬ细胞长

成单层后使用ꎮ
１.４　 嗜酸乳酸杆菌 Ｓ￣层蛋白对产肠毒素大肠杆菌

黏附剂量筛选

　 　 Ｃａｃｏ￣２ 细胞生长单层后ꎬ无菌 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ
加入 ＥＴＥＣ (每孔 ５×１０７ ＣＦＵ)和不同浓度的 Ｓ￣层蛋

白ꎬ在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃下反应 ２ ｈꎬＰＢＳ 漂洗未黏附的

细菌ꎬ无菌蒸馏水裂解细胞ꎬ涂板计数ꎮ 对照组的

Ｃａｃｏ￣２ 细胞中仅加入 ＥＴＥＣꎬ不加 Ｓ￣层蛋白ꎮ 每个

处理设 ３ 个重复孔ꎬ此试验在不同代次细胞间重复

３ 次ꎮ
１.５　 嗜酸乳酸杆菌及其 Ｓ￣层蛋白对产肠毒素大肠

杆菌黏附影响试验

１.５.１　 排斥试验　 Ｃａｃｏ￣２ 细胞长成单层后ꎬ分别加

入嗜酸乳酸杆菌(每孔 ２×１０８ ＣＦＵ)和 Ｓ￣层蛋白(终
浓度 １０ μｇ / ｍｌ)ꎬ３７ ℃培养 １ ｈꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎬ再加

入 ＥＴＥＣ (每孔 ５×１０７ ＣＦＵ)ꎬ５％ ＣＯ２、３７ ℃ 反应 ２
ｈꎬＰＢＳ 漂洗未黏附的细菌ꎬ无菌蒸馏水裂解细胞ꎬ涂
板计数ꎮ 每个处理设 ３ 个重复孔ꎮ 对照中仅加入

ＥＴＥＣꎬ并在不同代次细胞间重复 ３ 次ꎮ
１.５. ２ 　 竞争试验 　 将嗜酸乳酸杆菌(每孔 ２× １０８

ＣＦＵ) 和 Ｓ￣层蛋白(终浓度 １０ μｇ / ｍｌ)分别与 ＥＴＥＣ
(每孔 ５×１０７ ＣＦＵ)同时加入单层 Ｃａｃｏ￣２ 细胞培养

板中ꎬ５％ ＣＯ２、３７ ℃反应 ２ ｈꎬＰＢＳ 漂洗未黏附的细

菌ꎬ无菌蒸馏水裂解细胞ꎬ涂板计数ꎮ 每个处理设 ３
个重复孔ꎮ 对照中仅加入 ＥＴＥＣꎬ并在不同代次细

胞间重复 ３ 次ꎮ
１.５.３　 置换试验　 先将 ＥＴＥＣ (每孔 ５×１０７ ＣＦＵ)加
入单层 Ｃａｃｏ￣２ 细胞培养板中ꎬ５％ＣＯ２、３７ ℃培养 １
ｈꎬＰＢＳ 冲 洗 ３ 次ꎬ 再 分 别 加 入 嗜 酸 乳 酸 杆 菌

(每孔 ２×１０８ ＣＦＵ)和 Ｓ￣层蛋白(终浓度 １０ μｇ / ｍｌ)ꎬ
继续培养 ２ ｈꎬＰＢＳ 漂洗未黏附的细菌ꎬ无菌蒸馏水
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裂解细胞ꎬ涂板计数ꎮ 每个处理设 ３ 个重复孔ꎮ 对

照中仅加入 ＥＴＥＣꎬ并在不同代次细胞间重复 ３ 次ꎮ
１.５. ４ 　 阻断试验 　 将嗜酸乳酸杆菌(每孔 ２× １０８

ＣＦＵ)、ＥＴＥＣ (每孔 ５× １０７ ＣＦＵ)、Ｓ￣层蛋白抗血清

(１ ∶ １００)同时加入单层 Ｃａｃｏ￣２ 细胞培养板中ꎬ５％
ＣＯ２、３７ ℃培养 ２ ｈꎬＰＢＳ 漂洗未黏附的细菌ꎬ无菌蒸

馏水裂解细胞ꎬ涂板计数ꎮ 每个处理设 ３ 个重复孔ꎮ
对照中仅加入 ＥＴＥＣꎬ并在不同代次细胞间重复 ３
次ꎮ 另以正常兔血清作为对照ꎮ
１.６　 Ｄｏｔ￣ｂｌｏｔ 检测 Ｓ￣层蛋白与产肠毒素大肠杆菌、
Ｃａｃｏ￣２细胞的相互作用

　 　 ＥＴＥＣ 培养至对数生长期ꎬ分别取 １􀆰 ０ ｍｌ 和 ０􀆰 ５
ｍｌ 备用ꎬ将提纯的 Ｓ￣层蛋白加入上述 １􀆰 ０ ｍｌ 菌液中

(终浓度为 ０􀆰 １ ｍｇ / ｍｌ)ꎬ以 ０􀆰 ５ ｍｌ 菌液不加 Ｓ￣层蛋

白作为对照ꎬ它们同时置 ３７ ℃ 中培养 １ ｈꎬ１３ ０００
ｒ / ｍｉｎ、４ ℃离心 １０ ｍｉｎ 收集菌体ꎬＰＢＳ(ｐＨ ７􀆰 ２)洗
涤 ３ 次ꎬ收集的菌体 １􀆰 ０ ｍｌ 管中加 １２ μｌ ＰＢＳ 重悬ꎬ
０􀆰 ５ ｍｌ 管中加 ６ μｌＰＢＳ 重悬ꎮ １ ｍｌ 管重悬液点在预

先备好的 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ制备 ２ 个点ꎬ标记为 １、２ꎻ０􀆰 ５
ｍｌ 管重悬液制备 １ 个点ꎬ标记为 ０(以上制备的每个

点均取 ６ μｌ 重悬液)ꎮ 待膜 ３７ ℃烘干后ꎬ用 ３％脱

脂乳 ３７ ℃封闭 １ ｈꎬＴＢＳ￣Ｔ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ０、１
点分别加 Ｓ￣层蛋白抗血清(１ ∶ １ ０００)ꎬ２ 点加正常

兔血清(１ ∶ １ ０００)ꎬ３７ ℃反应 １ ｈꎬＴＢＳ￣Ｔ 洗 ３ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎬ加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ (１ ∶
３ ０００)ꎬ３７ ℃反应 １􀆰 ５ ｈꎬＴＢＳ￣Ｔ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ
ＴＢＳ 洗 １ 次ꎬ５ ｍｉｎꎬＤＡＢ 显色ꎬ拍照ꎬ观察ꎮ

乳酸杆菌 Ｓ￣层蛋白与 Ｃａｃｏ￣２ 细胞相互作用检

测:单层 Ｃａｃｏ￣２ 细胞用胰酶消化后ꎬ２ ０００ ｇ 离心收

集细胞ꎮ 以下步骤同上述方法ꎮ
１.７　 数据处理及分析

黏附力的计算公式为:黏附力 ＝细胞单层黏附

细菌数 / 加入孔内的细菌数´１００％ꎮ 相对黏附力

(％)＝ (各处理细菌孔黏附力 / 对照孔黏附力) ´

１００％ꎮ
数据采用 ＳＰＳＳ(１６.０)软件进行统计ꎬ差异显著

性检验采用独立样本 ｔ 检验和单因素方差分析(Ｏｎｅ
ｗａｙ ＡＮＯＶＡꎬＬＳＤ)ꎮ

２　 结 果

２.１　 嗜酸乳酸杆菌及其 Ｓ￣层蛋白对产肠毒素大肠

杆菌黏附 Ｃａｃｏ￣２细胞的影响

　 　 Ｓ￣层蛋白剂量试验结果显示ꎬ在低浓度 １０
μｇ / ｍｌ和 ２０ μｇ / ｍｌ ２ 种剂量下ꎬＳ￣层蛋白能够显著

协同产肠毒素大肠杆菌对 Ｃａｃｏ￣２ 细胞的黏附ꎬ相对

黏 附 力 分 别 为 １６５.２３％± ８􀆰 ７１％ 和 １３９.０４％±
２􀆰 ５５％ꎬ与对照组相比差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ而高

浓度 Ｓ￣层蛋白则对产肠毒素大肠杆菌黏附 Ｃａｃｏ￣２
细胞基本没有影响(图 １)ꎮ

在阻断试验中ꎬ嗜酸乳酸杆菌＋产肠毒素大肠

杆菌处理与嗜酸乳酸杆菌＋产肠毒素大肠杆菌＋Ｓ￣
层蛋白抗血清处理的相对黏附力分别为 ４６１.８７％±
３􀆰 １２％和 １０９.６５％± ７􀆰 ５５％ꎬ二者差异极显著 (Ｐ<
０􀆰 ０１)(图 １)ꎮ 嗜酸乳酸杆菌＋产肠毒素大肠杆菌＋
Ｓ￣层蛋白抗血清处理与单独加入产肠毒素大肠杆菌

对照相比无明显差异ꎮ 说明 Ｓ￣层蛋白抗血清显著

阻断嗜酸乳酸杆菌对产肠毒素大肠杆菌的协同黏

附ꎮ

ａ:ＥＴＥＣ＋ＡＴＣＣ４３５６ꎻｂ:ＥＴＥＣ＋ＡＴＣＣ４３５６＋Ｓ 层抗血清ꎻｃ:ＥＴＥＣ＋ＡＴＣＣ４３５６＋正常血清ꎻｄ:ＥＴＥＣꎮ Ａ:Ｓ￣层蛋白剂量筛选试验ꎬ∗∗ 与对照(０

μｇ / ｍｌ)相比差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻＢ:阻断试验ꎬ∗∗与 ＥＴＥＣ＋ＡＴＣＣ４３５６ 处理相比相比差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ＥＴＥＣ:产肠毒素大肠杆菌ꎻ
ＡＴＣＣ４３５６:嗜酸乳酸杆菌ꎮ

图 １　 Ｓ￣层蛋白对产肠毒素大肠杆菌黏附 Ｃａｃｏ￣２细胞的剂量筛选与阻断试验结果

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｏｓｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｎ ＥＴＥＣ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｎ Ｃａｃｏ￣２ ｃｅｌｌｓ
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　 　 在置换试验中ꎬ嗜酸乳酸杆菌及 Ｓ￣层蛋白对产

肠毒素大肠杆菌黏附 Ｃａｃｏ￣２ 细胞基本没有影响ꎻ而
在排斥试验和竞争试验中发现ꎬ与对照组相比ꎬ嗜酸

乳酸杆菌及 Ｓ￣层蛋白均对产肠毒素大肠杆菌黏附

Ｃａｃｏ￣２ 细胞产生明显的协同作用(图 ２)ꎮ 在排斥试

验中嗜酸乳酸杆菌及 Ｓ￣层蛋白分别增加产肠毒素

大肠杆菌的黏附数量 ９５.２３％±４􀆰 ２２％(Ｐ<０􀆰 ０１)和

３５２.３０％±２􀆰 ２６％(Ｐ< ０􀆰 ０１)ꎬ在竞争试验中分别增

加 ３８９.０６％± ３􀆰 ３５％ (Ｐ< ０􀆰 ０１) 和 ５５.５７％± ５􀆰 ８１％
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 其中嗜酸乳酸杆菌对产肠毒素大肠杆

菌的协同效应在竞争试验中高于排斥试验ꎬ而 Ｓ￣层
蛋白对产肠毒素大肠杆菌的协同效应则是排斥试验

中高于协同试验ꎮ 另外ꎬ在排斥试验中 Ｓ￣层蛋白对

产肠毒素大肠杆菌的协同效应显著高于嗜酸乳酸杆

菌(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ在竞争试验中 Ｓ￣层蛋白对产肠毒素大

肠杆菌的协同效应显著低于嗜酸乳酸杆菌 (Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎮ

ＥＴＥＣ:产肠毒素大肠杆菌ꎻＡＴＣＣ４３５６:嗜酸乳酸杆菌ꎮ
图 ２　 嗜酸乳酸杆菌及其 Ｓ￣层蛋白对产肠毒素大肠杆菌黏附

Ｃａｃｏ￣２细胞的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ ａｎｄ Ｓ￣ｌａｙｅｒ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｏｎ ＥＴＥＣ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｎ Ｃａｃｏ￣２ ｃｅｌｌｓ

２.２　 Ｓ￣层蛋白与产肠毒素大肠杆菌和 Ｃａｃｏ￣２ 细胞

的结合特性

　 　 Ｄｏｔ￣ｂｌｏｔ 试验结果显示:嗜酸乳酸杆菌的 Ｓ￣层蛋

白与产肠毒素大肠杆菌或 Ｃａｃｏ￣２ 细胞共孵育后ꎬ可
以被 Ｓ￣层蛋白抗血清检测到(图 ３)ꎬ说明 Ｓ￣层蛋白

可以与产肠毒素大肠杆菌和 Ｃａｃｏ￣２ 细胞相结合ꎮ

３　 讨 论

近年来乳酸杆菌对病原菌的拮抗作用已成为研

Ａ: 产肠毒素大肠杆菌与 Ｓ￣层蛋白结合试验ꎻＢ: Ｃａｃｏ￣２ 细胞与

Ｓ￣层蛋白结合试验ꎮ ０: 未添加 Ｓ￣层蛋白＋Ｓ￣层蛋白抗血清试验

组ꎻ１:添加 Ｓ￣层蛋白＋Ｓ￣层蛋白抗血清试验组ꎻ２:添加 Ｓ￣层蛋白＋

正常兔血清试验组ꎮ
图 ３　 Ｓ￣层蛋白与产肠毒素大肠杆菌和 Ｃａｃｏ￣２结合特性的 Ｄｏｔ￣

ｂｌｏｔ 检测

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｄｏｔ￣ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓ￣ｌａｙｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＥＴＥＣ ａｎｄ Ｃａｃｏ￣２ ｃｅｌｌ

究的热点ꎬ但作用机制还不是很清楚ꎮ 诸多研究者

认为ꎬ乳酸杆菌与病原菌竞争性黏附是拮抗机制的

重要组成部分[８]ꎬ其中 Ｓ￣层蛋白发挥关键作用[５]ꎮ
从乳酸杆菌(Ｌ. ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓꎬＬ. ｃｒｉｓｐａｔｕｓ 和 Ｌ. ｋｅｆｉｒ)中

分离的 Ｓ￣层蛋白对肠出血性大肠杆菌[９]、肠炎沙门

氏菌[１０]等均具有拮抗作用ꎮ 本实验室研究证实[７]ꎬ
嗜酸乳酸杆菌及其 Ｓ￣层蛋白对鼠伤寒沙门氏菌均

存在显著拮抗作用ꎮ Ｓ￣层蛋白在竞争试验中拮抗鼠

伤寒沙门氏菌的黏附及入侵效果最好ꎬ说明 Ｓ￣层蛋

白可能与鼠伤寒沙门氏菌在黏附宿主细胞受体时存

在竞争作用ꎮ
本研究首次发现嗜酸乳酸杆菌对产肠毒素大肠

杆菌具有协同黏附作用ꎬ其 Ｓ￣层蛋白可能发挥至关

重要作用ꎮ 我们推断这可能与产肠毒素大肠杆菌本

身特性有关ꎮ 产肠毒素大肠杆菌对宿主细胞的黏附

主要由 Ｋ８８ 受体介导[１１]ꎮ 但是热不稳定性毒素

(Ｈｅａｔ￣ｌａｂｉｌｅ ｔｏｘｉｎ ＬＴ)对该细菌的黏附同样起重要

作用[１２￣１３]ꎬ细菌可以全毒素的形式介导与宿主细胞

ＬＴ 受体的结合ꎮ ＬＴ 可以同时与宿主上皮细胞受体

和细菌 ＬＰＳ 相结合ꎬ有人称之为“ＬＴ 介导桥” (ＬＴ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｒｉｄｇｅ)ꎬ也充分说明了 ＬＴ 介导黏附的功

能[１４￣１５]ꎮ 本研究中ꎬ当 Ｓ￣层蛋白提前加入单层 Ｃａ￣
ｃｏ￣２ 细胞培养板后再感染细菌(排斥试验)ꎬ其细菌

的黏附数量极显著高于 Ｓ￣层蛋白与细菌共孵育时
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的细菌黏附数量(竞争试验)ꎮ 说明 Ｓ￣层蛋白和细

菌都能与宿主细胞结合ꎬ因此 Ｓ￣层蛋白很可能起类

似“ＬＴ 介导桥”的作用ꎬ介导协同黏附ꎬ但具体作用

机制有待深入研究ꎮ
乳酸杆菌是人类和动物小肠道中的优势菌群ꎬ

对拮抗病原菌的入侵与感染和维持消化道内微生物

区系平衡等都具有重要意义ꎮ 大量研究结果表明乳

酸杆菌对病原菌具有拮抗作用ꎬ但是本研究却发现

乳酸杆菌及其 Ｓ￣层蛋白对产肠毒素大肠杆菌具有

协同黏附作用ꎮ 其他病原菌是否也存在该现象ꎬ还
有待进一步证实ꎮ 本研究结果让我们重新认识了乳

酸杆菌对病原菌黏附宿主细胞的影响ꎮ
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