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摘要：【目的】嗜酸乳杆菌 13JT 作为一株具有良好益生功能的模式菌株，采用基因芯片技术对其作用后的宿
主细胞基因的变化情况进行分析，在生物、食品等领域具有较大研究价值。【方法】将嗜酸乳杆菌 13JT 和
3;@8I$ 细胞共同培养 $6，提取 3;@8I$ 细胞的总 U1C，并将 U1C 反转录成 @V1C，与 W9,;: E):8,) X#BB Y<9=
$ S/ C..;N基因表达谱芯片杂交，杂交后进行图像扫描和数据分析，并采用 U);<I+?,) UH Y3U 方法对差异表达
的基因进行验证。【结果】采用基因芯片方法检测了 3;@8I$ 细胞经嗜酸乳杆菌 13JT 作用 $6 后的基因表达
变化，发现差异表达基因为 ’/A 个，其中有 !%B 个基因上调，B’ 个基因下调，初步推测 3;@8I$ 细胞能诱导多个
基因的表达，以发挥嗜酸乳杆菌 13JT 的益生功能。并且经 U);<I+?,) UH Y3U 验证，表达差异显著的 B 个免
疫调节相关基因 33Z$、YHGB 和 H1JU(J" 的确在嗜酸乳杆菌 13JT 作用期间高表达。【结论】以上这些结果
促进了对嗜酸乳杆菌 13JT 益生功能的认识，也为揭示该乳酸菌的作用机理提供了理论基础。
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嗜 酸 乳 杆 菌 13JT（ .$"#()$"&**/0 $"&1(23&*/0
13JT）是一株具有优良生物学特征和良好保健作用
的乳酸菌［#］，它能粘附于宿主肠道，通过定植保护作

用发挥生理功能［$IB］。3;@8I$ 细胞株源自人结肠腺
癌细胞（ +6) 69,;: @8<8: @;.@?:8,; @)<< <?:)），具有维
持细胞极性的重要结构（如微绒毛和紧密连接等），

并能表达正常人肠细胞的形态和某些生理特征，国

外常用其作为研究肠上皮细胞功能的模式株［!］。

研究表明［’ & 2］，乳酸菌能够在肠道内定植，维持

肠道菌群平衡，能够刺激肠道组织产生免疫球蛋白、

细胞因子，促进淋巴细胞的分化，对于维护胃肠道正

常的生态环境稳定起重要作用。要了解乳酸菌的作

用机理，必须研究宿主细胞在与乳酸菌作用过程中

诱导哪些基因的变化。基因芯片是近年发展起来的

前沿生物杂交技术，它可同时对上万种基因的表达

进行快速、准确、高效的检测，为乳酸菌整体调节机

制的研究提供了全新的研究手段［%］。国外研究者已

经开展这方面的工作，通过基因芯片分析发现，服用

鼠李糖乳杆菌 ZEE后，人体肠粘膜会发生复杂的遗
传反应，参与特异细胞通路的一些基因也会发生改

变［A］。而我国研究者也利用基因芯片研究了乳酸杆

菌肽聚糖对机体免疫细胞基因表达的影响，从而为

进一步了解乳酸菌与宿主间的相互影响提供了依

据［"］。本文首次利用人基因表达谱芯片探索了嗜酸

乳杆菌 13JT 作用 3;@8I$ 细胞后的基因表达的情
况，为全面了解该乳酸菌的作用机理提供理论依据。

* 材料和方法

* +* 材料
* +* +* 菌 株 和 细 胞 株：嗜 酸 乳 杆 菌 13JT



（!"#$%&"#’(()* "#’+%,-’()* !"#$）由丹麦丹尼斯克公
司（%&’()*+）惠赠。人结肠腺癌细胞 "&*+,- 购自中
国科学院上海生命科学研究所。

! "! "# 基因芯片：.//01234(5公司的 6788 9:;) - <= 基
因表达谱芯片，由上海生物芯片有限公司,生物芯片
上海国家工程研究中心提供。该芯片涵盖 >?=== 个
转录本，代表 8@A== 个人类基因。
! "! "$ 主要试剂和仪器：胎牛血清、%$B$（CDE"F
公司）；G4(H+: I2&J2’3（ D’K(34+J2’ 公司）；I!2&)0 L(3、
I!2&)0 G+3&: I!. D)+:&3(+’ L(3（ MD.CB! 公 司）；
B5N*4(O3G$ IG,9"I L(3（G&L&I& 公司）；.ED?A== 实时
荧光 9"I 仪（.ED 公 司）；P0Q4(R(H&3(+’ FK2’ S>=
（.//01234(5公司）。
! "# %&’()# 细胞 *+,的提取和检测
按照文献［7=］，嗜酸乳杆菌 !"#$ 在 $IN 培养

基中培养至对数生长期后，以 %$B$ 培养液调整菌
浓度为 8 T 7=@ */;U1V，与达到极化状态的 "&*+,- 细
胞在 8?W下共同培养 - X，之后用磷酸盐缓冲液
（>W）冲洗 8 次。参用标准的 G4(H+: I!. 提取方法
抽提对照组（无乳酸菌作用）和实验组（嗜酸乳杆菌

!"#$作用）的 "&*+,- 细胞总 I!.。以琼脂糖凝胶
电泳检测并测定其 -S=’1 和 -@=’1 处的吸光度，计

算 F%-S= UF%-@=比值，判定是否可用于芯片检测。

! "$ -+,合成与芯片杂交
按试剂盒提供的操作手册，以 I!2&)0 L(3 对所

提取的总 I!. 纯化后，进行生物素标记 *%!. 合
成，用 I!2&)0 G+3&: I!. D)+:&3(+’ Y(3 纯化生物素标记
的 *%!.，通过测定 F%-S=、F%-@=值，计算 I!. 浓度，

然后进行杂交。芯片使用前需平衡至室温，杂交炉

中 >AW，S=4O1预杂交芯片 7= 1(’，加预先配制等体
积处理好的杂交液，在杂交炉中 >AW，S= 4O1 杂交
芯片 7SX，把杂交好的芯片进行洗脱、染色，最后扫
描芯片。

! ". 检测与分析
.//01234(5扫描仪扫描芯片后，用 C"FN7 <- 软件

读取、处理数据。差异基因筛选标准：:+J 4&3(+（实验
组和对照组比值取 :+J- 后的值）!7 为上调基因；:+J
4&3(+" Z 7 为下调基因。
! "/ *0&1)2340 *5 6%*验证
! "/ "! 引物：选取差异显著的基因进行 I2&:,3(12
IG 9"I实验验证。以 C.9%P 作为内参基因，根据
C2’E&’Y中各基因序列，使用 94(124A <= 软件对各差
异表达基因设计引物，见表 7。

表 ! 待测基因 *0&1)2340 *5 6%*引物的碱基序列、基因定位、!" 值及扩增产物的大小

G&Q:2 7 E&)2 )2[;2’*2)，’;*:2+3(R2 :+*&3(+’，./ &’R O42R(*32R )(H2) +/ 9"I O4+R;*3) /+4 3&4J23 J2’2) )O2*(/(* +:(J+’;*:2+3(R2 O4(124

C2’2 C2’2 !+ \ F:(J+’;*:2+3(R2 )2[;2’*2（A’#8’） !;*:2+3(R2 :+*&3(+’ ./ UW 94+R;*3UQO

C.9%P !$ Z ==-=>S .."CC.GGGCCG"CG.GGC 7-? Z 7>A A8 <- -7>

C"G""GCC..C.GCCGC.G 8-- Z 8>= A> <7

""V- !$ Z ==-]@- "G".C"".C.GC"..G"..GC 7>7 Z 7S7 A] <= 7-]

.C.G".".C"GG"GGGCCC."." ->? Z -S] S= <7

9G^8 !$ Z ==-@A- GGC"C.GG"GCGGGGCGC"G 7A> Z 7?8 AS <@ 7->

CGCCCCG""G".CGCCC -S7 Z -?? AA <-

G!#IN#] !$ Z ==7AS7 C.C"".CC."."G"G""C".C SSS Z S@S S> <> 7=-

.."..".C.C..."CC.C"CGC.CC ?>8 Z ?S? S? <]

! "/ "# 反转录反应条件：8?W 7A 1(’；@AW A )。

I2&:,3(12 IG I"I 反应条件：]AW预变性 7= )；]AW
变性 A )，S=W退火 8> )，循环 >= 次；在 S=W退火 8> )
阶段收集荧光值，并在上述扩增条件后增加 S=W至

]AW的融解曲线分析步骤。分析各基因的 "3 值，计
算出标化后的 Z $$"3 值，利用 - Z $$"3法对目的基

因的表达量进行评估［77］。

# 结果

# "! *+, 的抽提和质量检测
测定所抽提的总 I!. 的 F%-S=、F%-@=值，计算其

浓度和纯度。算得 F%-S= UF%-@=均 _ 7 <]（表 -），表明

所抽提的总 I!.纯度较高，而且没有蛋白质和 %!.
残留。经 7‘琼脂糖凝胶电泳后，7@)I!.和 -@)I!.
电泳条带清晰，-@)I!. 条带无明显降解（图 7）。说
明总 I!.质量完好，结果合格，可以进行芯片实验。

表 # *+,质控的结果
G&Q:2 - M;&:(30 R232*3(+’ +/ I!.

!;1Q24 C4+;O
#（I!.）U
（!JU!V）

F%-S= U
F%-@=

7 "&*+,- *2::) a(3X+;3 342&312’3 = <@8- - <=>

- "&*+,- *2::) a242 342&32R a(3X !"#$ =<@A? - <=A

@>-7 $(’J’& b&’J 23 &: \ U 0#$" 1’#2%&’%(%3’#" 4’5’#"（-==]）>]（]）



图 ! 总 "#$琼脂糖凝胶电泳图
!"# $ % &’( )#)*+,( #(-(-(./+0’+*(,", 1(/(./"+2 +3 /’( /+/)- 456 $ %：

7).+89 .(--, :"/’+;/ /*()/<(2/；9：7).+89 .(--, :(*( /*()/(1 :"/’ 57!= $

% &% ’()*+% 细胞被嗜酸乳杆菌 #’,- 作用前后差
异表达基因

本研究所用的人基因表达谱芯片涵盖 >?@@@ 个
转录本，代表 ABC@@ 个基因，基本代表人类基因组的
全部基因。通过该芯片杂交分别检测了 7).+89 细
胞在嗜酸乳杆菌 57!= 作用 9 ’ 后基因表达变化
（芯片杂交散点图见图 9）。扫描获得信号后，经标
准化处理计算得到 *)/"+值。对 ABC@@ 个基因进行比
较分析，检测 7).+89 细胞在嗜酸乳杆菌 57!= 作用
9 ’ 后的基因表达变化，发现表达差异基因为 C@B
个，其中有 >?A 个基因上调，AC 个基因下调。

图 . 嗜酸乳杆菌 #’,-作用 ’()*+% 细胞 % /后差异表达基因的分类
!"# $ A D.’(<)/". 0*(,(2/)/"+2 +3 .(--;-)* *+-( .)/(#+*"(, +3 #(2(, ;08*(#;-)/(1（E-).F E)*,）)21 #(2(, 1+:28*(#;-)/(1（:’"/( E)*,）+3 7).+89 .(--, )3/(* (33(./

EG 57!= 3+* 9’ $ %：)2/"+H"1)2/ )./"I"/G；9：,/*;./;*)- <+-(.;-( )./"I"/G；A：/*)2,.*"0/"+2 *(#;-)/+* )./"I"/G；>：/*)2,-)/"+2 *(#;-)/+* )./"I"/G；C：/;<+* +*

)0+0/+,",；J：E"21"2#；?：.(-- .G.-(；B：.)/)-G/". )./"I"/G；K：(2LG<( *(#;-)/+* )./"I"/G；%@：<+-(.;-)* /*)2,1;.(* )./"I"/G；%%：E"+-+#".)- )1’(,"+2；%9：<(/)E+-".

0*+.(,,；%A：<;-/"8+*#)2",< 0*+.(,,；%>：*(0*+1;./"+2；%C：*(0*+1;./"I( 0*+.(,,；%J：*(,0+2,( /+ ,/"<;-;,；%?：E"+-+#".)- *(#;-)/"+2；%B：I"*)- *(0*+1;./"+2；

%K：.(--;-)* 0*+.(,,；9@：1(I(-+0<(2/)- 0*+.(,,；9%：(,/)E-",’<(2/ +3 -+.)-"L)/"+2；99：-+.)-"L)/"+2；9A：#*+:/’；9>："<<;2( ,G,/(< 0*+.(,, $

根据 MN分类标准，将得到的差异表达基因分
为 9> 类，分别为抗氧化、结构分子、转录调控、翻译
调控、凋亡或肿瘤相关、结合过程、细胞周期、催化活

图 % 芯片杂交结果散点图
!"# $ 9 &’( ,.)//(*0-+/ +3 ’GE*"1"L)/"+2 *(,;-/ $

性、酶调节活性、分子传感活性、生物粘附、代谢过

程、多细胞生物过程、生殖、生殖程序、刺激反应、生

物调节、病毒生殖、细胞过程、发育过程、定位的确

定、定位、生长、免疫调节。通过对差异表达基因的

类型和基因数做图，可明显看到结合过程、催化活

性、代谢过程、生物调节、细胞生理过程、发育过程、

定位的确定和免疫调节类基因差异表达的较多（见

图 A），表明嗜酸乳杆菌 57!= 在这些方面发挥的作
用较大。筛选到的可能涉及免疫调节的基因总结于

表 A。
% &. "0(1+2340 "5 6’"验证
为了验证芯片结果的可靠性和准确性，选取嗜

酸乳杆菌 57!= 作用 7).+89 细胞 9’ 后，采用 DOP4
4()-8/"<( 4& Q74，对涉及免疫调节的表达差异显著

K>9%王明娜等：嗜酸乳杆菌 57!=对 7).+89 细胞基因表达谱的影响 $ R微生物学报（9@@K）>K（K）
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表 ! 筛选到的可能涉及免疫调节的基因
!"#$% & ’()#"#$% *%+%, (%$"-%. -) /001+% ,2,-%0 3()4%,,

5%+% 620#)$ 5%+% !/-$% 7%86%9 :; 7"-/)

:<=
:<>6!
:<?!
@@<AB
’!C&
<!D
!EF76FG
:<?"
@@<A
5D’&
!H7’

/+-%($%1I/+ =
/+-%($%1I/+ > ,/*+"$ -("+,.14%(
/+-%($%1I/+ ?，#%-"
4J%0)I/+%（@K@ 0)-/8）$/*"+. AB
3%+-("L/+K(%$"-%. *%+%
$203J)-)L/+ #%-"
-10)( +%4(),/, 8"4-)( (%4%3-)( ,13%(8"0/$2，
0%0#%( G
/+-%($%1I/+ ?，"$3J"
4J%0)I/+%（@K@ 0)-/8）$/*"+. A
*1"+2$"-% #/+./+* 3()-%/+ &
! 4%$$ (%4%3-)( *"00" 4)+,-"+- A

EMKBBBN=O
EMKBBA?=O
EMKBBBNP>
EMKBBONG?
EMKBBA=NA
EMKBBA&O?
EMKBB?N>?
EMKBBBNPN
EMKBBAG=A
EMKB?=A=O
EMKBB?BB&PGG

? QA!
? Q>!
? Q&!
? QA!
? QP!
? Q&!
? Q>!
? QN!
A Q>!
? Q?!
? QA"

!.%+)-%, 13K(%*1$"-%. %L3(%,,/)+；".%+)-%, .)R+K(%*1$"-%. %L3(%,,/)+

图 " #$%&’、(()*、%+,! 和 +-./0.1 的实时荧光扩增曲线
F/* S O !J% 7%"$K-/0% 7! ’@7 41(T%, )8 5H’;U、@@<A、’!C& "+. !EF76FG S

图 2 (()*、%+,! 和 +-./0.1 基因的相对定量结果
F/* S N !J% (%$"-/T/-2 91"$/-2 )8 @@<A、’!C& "+. !EF76FG #%-R%%+

E@FM -(%"-%. "+. +)+K-(%"-%. *()13, S

的 & 个基因 @@<A、’!C& 和 !EF76FG 进行检测，进一
步确定它们是否发生转录上调，以管家基因 5H’;U
作为内参基因，结果见图 O 所示，各目的基因 07EH
表达的扩增曲线重合度良好。

通过分析目的基因扩增曲线的 @- 值，同时以
5H’;U内参扩增曲线的 @- 值消除本底模板差异，
即可以量化该基因受乳酸菌作用后的 07EH表达水
平变化。图 N 给出了嗜酸乳杆菌 E@FM 对 @"4)KA 细
胞中各目的基因表达活性的影响，表明了 @@<A、
’!C&和 !EF76FG 基因 07EH 表达影响的 7%"$K-/0%
7! ’@7分析结果，与基因芯片的相应分析结果基本
一致。上述的 7%"$K-/0% 7! ’@7 分析结果，验证了
基因芯片分析结果的准确性。

! 讨论
乳酸菌能对机体产生有益的作用，其优良的益

生性状已日益受到关注。人们发现乳酸菌在作用宿

主后，可降低肠粘膜内 !EFK"和 :<K> 的水平，从而调
节肠道局部免疫应答，降低促炎细胞因子水平，缓解

炎症［?A］。利用基因芯片技术研究乳酸菌和宿主之

间的相互作用已经成为近期的研究热点之一。本研

BNA? M/+*+" V"+* %- "$ S W !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（ABBG）OG（G）
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究采用含 !"#$$ 个人类基因的表达谱芯片分析了嗜
酸乳杆菌 %&’( 作用 &)*+,- 细胞后基因转录水平的
变化，发现差异基因为 #$" 个，其中上调基因 ./!
个，下调基因 !# 个，由此说明嗜酸乳杆菌 %&’( 作
用前后对 &)*+,- 细胞基因表达谱有一定的影响。
在乳酸菌众多益生性状中，免疫调节作用占非

常重要的地位。乳酸菌可以活化巨噬细胞、产生肿

瘤坏死因子、干扰素、012 等抗体，激活 03,4、03," 等
细胞因子，提高机体免疫力，发挥益生功能。本研究

利用基因表达谱芯片筛选出涉及免疫调节的差异表

达基因，其中差异表达最显著的基因为 &&3-，又称
单 核 细 胞 趋 化 蛋 白,4（ 5+6+*789 *:95+)88;)*8)68
<;+89=6,4，(&>,4），它是第一个被鉴定的 && 家族趋
化因子，起着激活和趋化单核细胞和巨噬细胞的作

用。&&3- 等趋化因子与 ?:4 应答有关，不但能够促
进 ?:4 细胞发挥免疫作用，而且能够通过抑制 03,.
表达从而达到调节 ?:- 细胞的免疫调节作用，推测
嗜酸乳杆菌 %&’( 可以通过上调 &&3- 基因表达促
进免疫细胞向 ?:4 应答转化。除了具有趋化特性
外，&&3- 还能调节单核细胞表面粘附因子的表达和
细胞因子的产生，诱导 03,4 和 03,@ 的表达［4!］。因
此，&&3- 不仅是一种趋化物质，也是一种调节细胞
功能的细胞因子。根据差异基因的分析结果来看，

嗜酸乳杆菌 %&’( 作用 &)*+,- 细胞后，不仅促进了
&)*+,- 细胞分泌 &&3-，而且提高了 03,4!（上调 4 A#
倍）和 3?B（?%’ 家族成员，上调 4 A! 倍）的表达量，
而 &&3- 又受 03,4、?%’ 等多种细胞因子的调控，后
二者的上调进一步促进了 &&3- 的高表达，这点在
&&3- 的 C9)D,8=59 C? >&C结果中得到进一步验证。
从芯片结果中同时可以看出，嗜酸乳杆菌

%&’(作用 &)*+,- 细胞后，能够诱导包括 03,4!（上
调 4 A# 倍）、03,4"（上调 4 A! 倍）、03,"（上调 4 A- 倍）等
在内的 03 家族成员的表达量变化，参与免疫系统的
调节效应。细胞分泌 03,4"量的增多，可以提高 >?E!
的表达量，而 >?E!是由单核细胞、巨噬细胞等产生的
免疫相关的基因［4.］，能够参与细胞抵抗致病菌的侵

袭，局部感染和炎症反应。本研究中，表达差异显著

的另一基因 ?%’CF’G 是 ?%’ 受体家族的一员，它能
诱导分化，增殖，激活 ? 细胞活性。结合已有研究结
果，我 们 推 测 %&’( 可 以 刺 激 肠 道 细 胞 产 生
?%’CF’G，进而促进 ?:4细胞应答，激活 %’,#B途径。
另外，除了上述几个免疫调节相关的表达差异

显著基因外，本研究发现在嗜酸乳杆菌 %&’( 作用
&)*+,- 细胞后能引起包括抗氧化（>?HF- 上调 4 倍、
H>E-上调 4 A. 倍）、调节胆固醇含量（2>IB 上调 4

倍）、生物粘附（&&3-、03,"、JF?上调 - A- 倍）、凋亡或
肿瘤相关（%I3! 上调 4 A/ 倍、B0C&! 上调 4 A- 倍）等
多种功能性基因的变化，说明 &)*+,- 细胞可以诱导
多个基因的表达，来发挥嗜酸乳杆菌 %&’( 的多方
面生理功能。

本研究中，我们选取了免疫调节相关的表达差

异显著基因 &&3-、>?E! 和 ?%’CF’G，对其设计了引
物，通过 C9)D,8=59 C? >&C方法，一方面验证了 J%2
芯片结果的准确性，另一方面也表明了嗜酸乳杆菌

%&’( 作用 &)*+,- 细胞后，目的基因在 5C%2 水平
上的表达。但是我们注意到 ! 个差异表达基因用这
两种方法测定的差异水平有所不同，产生这种结果

的原因可能包括以下两方面：首先，J%2 芯片和
C9)D,8=59 C? >&C方法是从不同角度对目的基因的
表达变化进行检测的，J%2 芯片检测是利用反向杂
交（包被已知序列的核酸探针）的方法对目的基因进

行的检测；而 C9)D,8=59 C? >&C 检测是对目的基因
进行扩增后，利用荧光信号累积实时监测的方法，这

两种检测方法所依据基本原理的不同可能会导致检

测结果的差异。其次，目前基因芯片价格较昂贵，使

其对样品进行统计学上较多的生物学重复和技术重

复存在着成本上的障碍，因而会造成一定的实验误

差，这也可能是造成两种方法测定的差异水平不同

的原因。

乳酸菌与宿主细胞间的相互作用是一个极其复

杂的调节过程，仅从单个或几个基因表达很难阐明

其整体调节机制。目前对乳酸菌发挥益生作用的机

理还不是十分清楚，利用基因芯片快速、高效地了解

益生性乳酸菌对人体肠道细胞的影响，对进一步揭

示乳酸菌的作用机理具有非常重要的指导意义。本

实验是针对嗜酸乳杆菌 %&’( 的体外作用进行的研
究，后续研究应建立在体内环境中对该乳酸菌的益

生功能进行进一步地考察。
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