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一株乳酸菌所产胞外多糖对荷瘤小鼠机体

免疫功能影响的研究

顾笑梅 孔 健 王富生 马桂荣"

（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 #A$9$$）

摘 要：对一株产胞外多糖（.=&*&’>B188C1+,D5，简称 .EF）的乳酸菌 G### 菌株的培养条件进行了

优化，其发酵液通过浓缩、除蛋白、脱色、乙醇沉淀、透析、HI/纤维素柱、J.)./F5*C1D5= 离子

交换柱和 F5*C1D5= K/9$$ 凝胶柱层析，冷冻干燥后得到一种纤维状白色固体产品 .EF!。将

该产品对荷肉瘤 F9L$ 小鼠进行机体免疫功能影响的初步试验，统计学处理结果表明，它对迟

发型超敏反应、免疫器官重量和脾细胞抗体形成均有较为明显的影响。.EF!有希望作为一

种新的免疫调节剂。
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乳酸菌（N)O）除被用于食品、饲料、工业乳酸等方面外，在医药工业上也有相当重要

的作用，有的已被开发成保健品和药品加以利用，在微生态学中具有重要的地位。N)O 的

广泛应用促使人们对它进行更加深入的研究［9］。最近，欧美及日本一些学者对 N)O 的大

量研究表明，N)O 在抗变异原性、防癌抗癌和增强机体免疫力方面有着不可低估的作

用［#，"］。乳酸菌胞外多糖（.EF）即是这类细菌在生长代谢过程中分泌到细胞壁外的粘液

多糖或荚膜多糖。仔细分析乳酸菌的生理功能均会发现与多糖有关。因为多糖类化合物

广泛存在于动物、植物和微生物中，作为生命物质的组成成分之一，它们广泛参与了细胞

的各种生命现象及生理过程的调节，但由于其结构十分复杂，并且其生物活性与其空间结

构、分子量大小、分支度和溶解度有关，所以迄今人们对其功能还未认识清楚。但是，不断

积累的证据表明，多糖及其缀合物既是通讯的信息分子，如抗原决定簇、受体分子上的接

受者（激素受体、毒素受体）以及生物活性物质有关的信息携带者等；又是细胞间的识别分

子，如性细胞粘着，病原体与寄主的作用、固氮菌的共生等［9，!］；同时，大量药理及临床研究

表明，多糖类化合物是一种免疫调节剂，能激活免疫受体，提高机体的免疫功能，在用于癌

症的辅助治疗中，具有毒副作用小，安全性高，抑瘤效果好等优点［A，?］。但有关乳酸菌产胞

外多糖对机体免疫功能的影响研究国内尚未见报道。

本文对乳酸菌 G###产胞外多糖的发酵条件进行了优化，从其发酵液中分离得到了多

糖 .EF!，并将 .EF!用于治疗荷肉瘤 F9L$ 小鼠，可增强免疫功能下降的荷肉瘤小鼠的免



疫功能等结果进行初步报道。

! 材料和方法

!"! 菌株和动物

!"""菌株为本实验室保藏；昆明系小鼠，#$%&’( 小鼠，豚鼠。

!"# 培养基

)*+ 培养基配方见参考文献［,］；条件试验在基本培养基中加入不同种类及不同浓

度的糖。

!"$ 试剂和仪器

-).纤维素（/$01$2 进口，上海化学试剂站分装），3454.+678$96: 5.";（<8$=1$(>$ 进

口，上海化学试剂站分装），+678$96: ?.@AA（<8$=1$(>$），+@BA肿瘤（山东省医科院提供），环磷

酰胺（江苏恒瑞医药公司）；5%C6D6= 液（自制），?6E 氏液（自制），?6E 氏溶血明胶液（自制），

,"" 光栅分光光度计，旋转蒸发仪，+76(0=$ )5F@GA 微板光谱仪，冷冻干燥机（H5#-IJ-I）。

!"% 产 &’(!培养条件优化

将活化的 !"""菌株按 @K接种量加入 )*+ 液体培养基中，培养 ,"8，间隔一定时间取

样，离心除菌体后测定单糖和多糖含量变化；在基本培养基中加入不同种类的糖及不同

浓度的糖，分别接种 !""" 培养 ",8 后，L AAA=’1>2 离心除去菌体测定发酵液中含糖量的变

化。测定方法采用 3J+ 法和苯酚.硫酸法［B，G］。

!") 多糖的分离提取

将 !"""菌接入 "H )*+ 液体培养基中，培养 "M8 后，L AAA=’1>2 离心去除菌体，收集上清

液。向菌体中加入无菌水并置 ;AN水浴 " 8。浸提两次离心后弃去菌泥合并上清液，减

压浓缩至适当体积。用蒸馏水透析 MB8，检测透析液中无单糖存在。再次浓缩。然后三

氯乙酸除蛋白、"AKO"I" 脱色、乙醇沉淀、透析、浓缩、真空干燥。［M，@A，@@］

粗品 4<+ 溶于适量蒸馏水中，先后经 -).纤维素柱、3454.+678$96: 离子交换柱和

+678$96: ?.@AA 凝胶柱层析，苯酚.浓硫酸法检测收集含多糖组份，最后真空浓缩、透析、冷

冻干燥。［;，@"］

!"* &’(!对荷瘤小鼠免疫功能调节

!"*"! 对绵羊红细胞（+*#-）诱导的小鼠足垫迟发型超敏反应和对荷瘤小鼠免疫器官的

重量的影响：昆明系小鼠 LA 只，雌雄兼用，在右前肢接种肿瘤 +@BA后随机分成 L 组，并称重

做标记。然后连续 ,9 给药，第 P 天在小鼠的左足垫注射 AQ;K的 +*#- 悬液，当天给药改

为皮下途径。第 , 天测量小鼠的左足垫厚度，并注射 AQ;K的 +*#- 悬液攻击左足。第 B
天，小鼠称重，测定小鼠被攻击后左足垫的厚度，作记录后，眼球放血致死，解剖取脾脏称

重［@P］。

!"*"# 对小鼠脾细胞抗体形成的影响试验：#$%&’( 小鼠 LA 只，雌雄兼用，在右前肢接种肿

瘤 +@BA后随机分成六组，连续 B9 腹腔注射（>7）给药。第 G 天小鼠眼球放血致死，用预冷的

?6E 氏液制成 ; R @AL ’1H 脾细胞悬液，每管一次加脾细胞悬液 AQ;1H，AQ"K的 +*#- AQ;1H
及 @：PA 补体 AQ;1H，摇匀后，P,N孵育 @8（孵育期间轻轻摇动两次），" ;AA=’1>2 离心 ;1>2，
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取上清在 !"#$% 处测 !" 值。同时需要做两种对照，一种用正常小鼠的脾细胞代替免疫

小鼠脾细胞；一种用 &’( 氏液代替脾细胞悬液［"# ) "*］。

! 结 果

!"# 产胞外多糖条件优化

!"#"# 时间对 +,- 产生的影响：以葡萄糖为碳源在 #./下培养，间隔一定时间测定葡萄

糖的消耗，生物量和 +,- 的量。结果如图 " 所示，0... 菌株在培养 12 后进入稳定生长期，

同时发酵液中葡萄糖的含量不断减少而 +,- 产量不断递增，在 .32 左右出现最大值。此

时细菌的生长进入衰亡期，#42 左右单糖的量有所增加，+,- 在逐渐减少，说明 0... 能分解

+,- 成单糖补充碳源使 0...又继续生长。*42 后发酵液中的 +,- 含量达到稳定值。所以，

将发酵时间定为 .32。

图 # 在 $%& 液体培养基中葡萄糖和生物量及 ’(& 随时间的变化曲线

5678" 9:;<’ => 7?:@=A’ B$C D6=%BAA B$C +,- 6$ EF- D;=G2

H8 9:;<’ => 7?:@=A’ B$C D6=%BAA；I8 9:;<’ => +,- B$C D6=%BAA

J! J &?:@=A’；J" J I6=%BAA ；J# J +,-8

!"#"! 培养基中不同种类的糖对 +,- 产量的影响试验：如图 . 所示，不同的糖对 0...菌产

多糖的量有显著的影响，其中以葡萄糖作为碳源所得到的多糖的产量最高。

!"#") 培养基中葡萄糖起始含量不同对产 +,-!的影响试验：如图 # 所示 0...菌在含 1K
葡萄糖的培养基中产生的 +,-!量最高，但是与在含 !K葡萄糖的培养基中 +,-!的产量

比较差别不明显，所以选择含葡萄糖 !K的培养基较为经济。

图 ! 不同种类的糖对 ’(& 产量的影响

5678. +>>’@G => C6>>’;’$G AB@@2B;6C’A =$ L;=C:@G6<6G( => +,-

图 ) 培养基中起始葡萄糖含量对 ’(&产量的影响

5678# +>>’@G => =;676$B? 7?:@=A’ @=$@’$G;BG6=$

6$ @:?G:;’ %’C6:% =$ (6’?C => +,-

#*.. 期 顾笑梅等：一株乳酸菌所产胞外多糖对荷瘤小鼠机体免疫功能影响的研究



!"! #$%!的形态特征和理化性质

!"""菌发酵液经分离纯化后得到一种纤维状白色疏松固体物质。它在室温下极易吸

水液化，易溶于水，不溶于丙酮、甲醇。最终 #$%!的产量为 &’’()*+。#$%!经薄层层析、

聚丙烯酰胺凝胶电泳、紫外、红外、&,-./0 和&12-./0 分析证明其为纯多糖。

!"& #$%!对荷瘤小鼠免疫功能的初步影响

表 ’ 荷瘤小鼠 ()* 实验结果

34567 & 07896:8 ;< =3, :78: >? :@7 (>A7 B64?:7C D>:@ %&E’

FG;9B =;87 =3,
.% "(+ ’H&I J ’H’"
2K "L()*M) ’H’E J ’H’&
#$%!（,） &’’()*M) ’H1" J ’H’"!

#$%!（/） L’()*M) ’H1& J ’H’"!

#$%!（+） "L()*M) ’H"N J ’H’&!

#$%! O 2K &’’()*M) P Q O L’()*M) P & ’H1’ J ’H’"!

? R &’ ! J %=；!B S ’H’L，A;(B4G7C D>:@ .% )G;9BT

!"&"’ 迟发型超 敏 反 应（=3,）：结 果 表

明，腹腔注射（>B）#$%!的高（,）、中（/）、

低（+）剂量组和 #$%! O 环磷酰胺（2K）组

都与生理盐水（?;G(46 846>?7，简称 .%）对照

组存在显著差异（B S ’H’L），说明 #$%!能

提高荷瘤小鼠机体的细胞免疫功能。并且

#$%! O 2K 组与 2K 也存在显著差异（B S
’H’L），说明 #$%!能在一定程度上对抗 2K
引起的小鼠机体免疫功能的下降。

!"&"! 对荷瘤小鼠免疫器官重量的影响

试验：结果表明，腹腔注射（>B）#$%!的各个剂量组均能使荷瘤小鼠的脾脏重量增加，与

对照组相比脾指数有显著差异（B S ’H’L 和 B S ’H’&）。#$%! O 环磷酰胺（2K）组与 2K 也

存在显著差异（B S ’H’L），说明 #$%!能明显改善环磷酰胺引起的小鼠脾脏重量的降低。

表 ! 荷瘤小鼠脾重变化结果

34567 " 378: G7896:8 ;< #$%!7<<7A: ;? :@7 8B677? D7>)@: ;< :@7 (>A7 B64?:7C D>:@ %&E’

FG;9B =;87 %B677? D7>)@: %B677? >?C7U
.% "(+ ’H&"E J ’H’1& ’H’’L J ’H’’&
2K "L()*M) ’H’QQ J ’H’"’ ’H’’1 J ’H’’"
#$%!（,） &’’()*M) ’H&N J ’H’Q’（&） ’H’’E J ’H’’&（&）

#$%!（/） L’()*M) ’H"& J ’H’1L（"） ’H’’N J ’H’’"（"）

#$%!（+） "L()*M) ’H&E J ’H’IN（&） ’H’’E J ’H’’&（&）

#$%! O 2K &’’()*M) P Q O L’()*M) P & ’H&& J ’H’IV（1） ’H’’Q J ’H’’&（1）

? R &’ ! J %=；（&）B S ’H’L，A;(B4G7C D>:@ .% )G;9B；（"）B S ’H’&，A;(B4G7C D>:@ .% )G;9B；（1）B S ’H’L，A;(B4G7C D>:@ 2K )G;9BT

表 & 脾细胞产生特异抗体能力的检测结果

34567 1 378: G7896:8 ;< #$%!7<<7A: ;? :@7 45>6>:>78 ;< :@7

4?:>5;CK <;G(4:>;? ;< 8B677? A766

FG;9B =;87 W=I&1

.% "(+ ’H"QN J ’H’1I
2K "L()*M) ’H"’" J ’H’"V
#$%!（,） &’’()*M) ’HILL J ’H’Q1!

#$%!（/） L’()*M) ’H1Q" J ’H’&V!

#$%!（+） "L()*M) ’H1EL J ’H’"N!

#$%! O 2K &’’()*M) P V O L’()*M) P & ’H111 J ’H’LL!

? R &’ ! J %=；! B S ’H’L，A;(B4G7C D>:@ .% )G;9B 4?C 2K )G;9BT

!"&"& 对荷瘤小鼠脾细胞抗体形成

的影响试验：结果表明，腹腔注射（>B）

#$%!的高（,）、中（/）、低（+）剂量组

都与生理盐水（.%）对照组和阳性对

照组（2K）存在显著差异（B S ’H’L），说

明 #$%!能提高荷瘤小鼠脾细胞形成

特异性抗体的能力，与环磷酰胺合使

用能在一定程度上减轻由 2K 引起的

荷瘤小鼠特异性免疫力的降低。
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! 讨 论

影响乳酸菌 !"# 产量的因素诸多，如菌株、发酵条件、培养基组成等。其中碳源的种

类对某些菌株合成 !"# 量影响尤为明显，同时也可能影响 !"# 的组成。已报道的产 !"#
的乳酸菌如德氏乳杆菌保加利亚种（!"#$%&"#$’()*+ ,’-&(*’#.)) $%&$’( &*-/"()#*0），干酪乳杆

菌（!"#$%&"#)--*0 #"0’)）乳酸乳球菌乳脂亚种（!"#$%#%##*0 -"#$)0 $%&$’( #(’+%()0）等，在合成胞

外多糖的过程中，培养基中糖的种类对多糖的合成量都有一定的影响。本实验比较了

)***利用五种不同种类的糖为碳源合成 !"# 的量，结果表明以葡萄糖作为碳源所得到的

!"# 的量最高。这与国外有关这方面的报导是一致的［+,］。"-./01-223 等人对乳酸乳球菌发

酵生产 !"# 研究发现，用葡萄糖作为碳源比用果糖作为碳源 !"# 生成量高的原因是由于

催化果糖4+，54二磷酸转化为果糖454磷酸的果糖二磷酸酶（67"3$-）活性低，乳酸菌从果糖

生物合成糖类核苷酸的必需阶段受到限制。通过 1&2 基因过量表达使得 !"# 生成量大幅

提高，进一步证明了 67"3$- 限制了以果糖作为碳源的乳酸菌合成 !"# 的量［+8 9 +:］。

对荷瘤小鼠机体的免疫调节作用试验结果显示出 !"#!有较高的促进淋巴细胞产生

特异抗体的能力，能对抗由环磷酰胺引起的荷瘤小鼠脾脏重量的降低和提高荷瘤小鼠的

迟发型超敏反应应答能力。因此可以看出，!"#!提高荷瘤小鼠的免疫力是通过 ; 细胞

诱导的，详细机制可能与该多糖的特殊结构有关。什么样的结构才具有增强和恢复机体

免疫力的作用，这是今后多糖研究的重点。目前已探索到一些规律［+<］，如"4（+!*）为主

链的葡聚糖、甘露糖和半乳糖，大都有一定的抑瘤活性；均一的（+!5）4"4=4葡聚糖是水不

溶的，没有抗肿瘤活性，但经成部分或完全溶于水，就显示出很强的抗肿瘤活性；含乙酰化

的（+!5）4"4=4葡聚糖，有抑瘤活性，如果除去乙酰基，就丧失了抗肿瘤活性。由于多糖结

构复杂，其结构与功能关系中的机理还不完全清楚，对此我们将做深入的研究来揭示

!"#!增强免疫力的机理。
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