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摘要:【目的】本研究通过体外实验，分析植物乳杆菌 NDC75017 对免疫相关基因白细胞介素 6( il-6)表达的
影响，并进一步揭示其机制。【方法】植物乳杆菌 NDC 75017 作用于 Caco-2 细胞 0、2、4、6、8、10 和 12 h，采用
Real Time PCR 方法检测 il-6 基因和 toll 样受体 2( tlr2)的表达。植物乳杆菌 NDC 75017 与 Caco-2 细胞共培
养 0、0. 5、1、2 和 4 h，用 western blot 方法检测 NF-κB 的磷酸化水平;NF-κB 的特异性抑制剂 PDTC 预处理
Caco-2 细胞 30 min 后，再加入植物乳杆菌 NDC 75017 作用 2 h，用 Real Time PCR 方法检测 il-6 基因及 tlr2
的表达量。【结果】植物乳杆菌 NDC 75017 诱导 Caco-2 细胞中 il-6 和 tlr2 基因的表达，并且分别在诱导 8 h
和 6 h 时表达量达到最大。植物乳杆菌 NDC 75017 能够快速诱导 NF-κB 的磷酸化作用，在加入其特异性抑
制剂 PDTC 后，il-6 和 tlr2 基因的表达显著下降。【结论】植物乳杆菌 NDC 75017 能通过 tlr2 介导的 NF-κB
信号通路来诱导细胞因子 il6 短暂性的表达。
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益生菌是能够对宿主健康产生有益影响的一类
活的微生物［1］。它能够维持肠道菌群平衡，调节免
疫系统，增强乳糖耐受性，降低血清胆固醇水平，并
能够产生维持肠道健康的代谢产物［2 － 3］。人类肠道
中的乳酸杆菌能够增强机体的先天性和获得性免
疫［4 － 5］。植物乳杆菌是与人体共生的益生菌，具有
免疫调节性质，能够定植于肠道并改善肠道菌群平
衡，还能够诱导机体的固有免疫应答和获得性免疫
应答反应［6］。

Toll 样受体 2( tlr2)是一种模式识别受体，能够
在不同的细胞类型中表达，并识别病原相关分子模

式，同时 TLR 信号转导途径能够激活 NF-κB 并进一
步调节免疫相关基因的表达［7］。

白细胞介素 6 ( il-6)是一种免疫相关的多效性
细胞因子，同时有促炎性和抗炎性的性质［8 － 9］。 Il6
能够在一些疾病引起的不同组织中的炎性反应中发
挥保护效应，还能够对粘膜层和肠上皮细胞等产生
保护作用［10］。肠上皮细胞，巨噬细胞等都能够诱导
产生 il6，并且通过 NF-κB 途径来调节其表达［11-12］，
Il6 基因在提高宿主免疫与防御功能中发挥着极其
重要的作用。本文通过使用本实验室在通辽发酵乳
制品中分离得到的植物乳杆菌 NDC 75017 作用于
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肠上皮细胞，研究该益生菌的免疫调节作用并揭示
其作用机制，为深入揭示该益生菌的免疫调节机理
提供依据，且具有重要的科学理论意义。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和细胞株:植物乳杆菌 NDC 75017
(Lactobacillus plantarum NDC 75017)是从内蒙古通
辽地区传统发酵乳制品中分离得到的。人结肠腺癌
细胞 Caco-2 购自于中国科学院上海生命科学研究
所。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:特级胎牛血清、高糖
DMEM 培 养 基 ( GIBCO 公 司 ); Trizol Reagent
( Invitrogen 公司); PDTC ( Sigma 公司 ); ExScriptTM

RT-PCR Kit、SYBR Premix Ex Taqtm Ⅱ ( TaKaRa 公
司); NF-κB 磷酸化抗体 ( Cell Signal Technology 公
司);GAPDH 抗体(Santa 公司);HRP 标记的羊抗兔
IgG(Santa 公司);PVDF 膜(Millipore 公司);ECL 发
光试剂盒 ( TransGen 公司);X-胶片 ( EastmanKodak
公司)。电泳仪、转膜仪 ( Bio-Rad 公司 );ABI7500
实时荧光 PCR 仪(ABI 公司);HF90 型 CO2培养箱
(上海力申科学仪器有限公司)。
1. 2 细胞与菌体的共培养

1 × 106 cells /well 的 Caco-2 细胞用含有 10%胎
牛血清的 DMEM 培养基于 37℃、5% CO2的培养箱

内培养，连续培养 15 － 16 天后，细胞达到极化状态。
植物乳杆菌 NDC 75017 在 MRS 培养基中，30℃

下培养至对数生长期后，3000 × g 离心 10 min 收集
菌体，并 用 DMEM 培 养 基 调 整 菌 浓 度 为 1 ×
108 CFU /mL。之后与达到极化状态的 Caco-2 细胞
在 37℃细胞培养箱中分别共培养 2、4、6、8、10 和
12 h。用 4℃磷酸盐缓冲液(PBS)对实验组(植物乳
杆菌 NDC 75017 作用) 和对照组 (无植物乳杆菌
NDC 75017 作用)的 Caco-2 细胞冲洗 2 次。收集细
胞，参照 Trizol RNA 提取方法提取 Caco-2 细胞总
RNA 和蛋白质。
1. 3 NF-κB 抑制实验

用 DMSO 溶解 NF-κB 的特异性抑制剂 PDTC 至
40 μmol /L，然后与极化状态的 Caco-2 细胞共培养
30 min，之后加入 1 × 108 CFU /mL 的植物乳杆菌
NDC 75017 菌悬液在 37℃细胞培养箱中共培养2 h，
用 PBS 冲洗 2 次。最后收集细胞，参照 Trizol RNA
提取方法提取 Caco-2 细胞总 RNA。
1. 4 Real Time PCR 方法检测 Caco-2 细胞中基因
的表达
1. 4. 1 引物设计:对待测免疫相关基因 il6，模式识
别受体 tlr2 和内参基因 gapdh 用 Real Time PCR 方
法进行验证，在 GenBank 中查找基因序列，利用
Primer 5. 0 软件跨内含子设计引物，并利用 gapdh 作
为内参基因消除本底模板差异，见表 1。

表 1 待测基因引物的来源，碱基序列，Tm值和扩增产物的大小
Table 1 Organism，Base sequence，Tm and sizes of PCR products for target genes specific oligonucleotide primer

Organism Gene Gene No． Oligonucleotide sequence(5'→3') Tm /℃ Product / bp
Homo sapiens Gapdh NM_002046 AACGGATTTGGTCGTATTG 53. 2 214

GCTCCTGGAAGATGGTGAT 54. 1
il-6 NM_000600 GAGAAAGGAGACATGTAACAAGAG 54. 9 225

GCTCTGGCTTGTTCCTCAC 55. 1
tlr2 NM_003264 GATGCCTACTGGGTGGAG 52. 6 223

AAAGACGGAAATGGGAGA 52. 2

1. 4. 2 Real Time PCR 反应条件:对所提取的
Caco-2 细胞总 RNA 反转录获得 cDNA，反应条件
为:37℃，15 min; 85℃，5 s。然后进行 Real Time
PCR 反应，反应条件为:95℃预变性 10 s;95℃变性
5 s，60℃退火 34 s，40 个循环。
1. 5 Western blot 方法检测蛋白的磷酸化水平

由于 NF-κB 蛋白磷酸化水平是 NF-κB 信号通

路是否被激活的标志，所以本文采用 Western Blot
方法检测 NF-κB 蛋白的磷酸化水平［13］。调整实验
组和对照组的总蛋白浓度一致，20 μg 蛋白经过
12%的十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS-
PAGE)后将其转移至 PVDF 膜上，用脱脂乳封闭膜
1 h。然后用一抗即兔源的 NF-κB p65 磷酸化抗体
(1∶ 1000)，4℃孵育过夜，随后用二抗 HRP 标记的山
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羊抗兔 IgG(1 ∶ 5000)孵育 1 h，再用 ECL 发光液显
色，最后用 X-胶片进行曝光。以 GAPDH 作为内参
蛋白来检测植物乳杆菌 NDC 75017 作用于细胞后
目的蛋白的表达变化。
1. 6 统计分析

每个待测样品均进行 3 次重复实验，根据待检
测基因的 Ct 值，利用 2 － △△Ct法对目的基因的相对表
达量进行分析，计算。实验数据采用 SPSS 18. 0 软
件进行统计和方差分析(ANOVN)。所有实验数据
均以平均值 ± 标准差来表示，p ＜ 0. 05，表示差异显
著，p ＜ 0. 01，表示差异极显著。
2 －△△Ct = 2 － (Ct目的基因 － Ct内参基因)实验组 － (Ct目的基因 － Ct内参基因)对照组

2 结果

2. 1 植物乳杆菌 NDC 75017 诱导 il6 和 tlr2 基因
在 mRNA 水平上的表达变化

Tlr2 能够识别微生物成分并激活固有免疫反
应。用植物乳杆菌 NDC 75017 分别与 Caco-2 细胞
共培养 2、4、6、8、10 和 12 h 后，分析植物乳杆菌
NDC 75017 对于细胞中免疫相关基因 il6 和模式识
别受体 tlr2 表达的影响。本实验 Real Time PCR 方
法中，用内参基因 gapdh 的扩增曲线 Ct 值来消除本
底模板差异，并利用 2 － △△Ct法对目的基因表达量进
行分析，量化 il6 基因和 tlr2 受植物乳杆菌 NDC
75017 作用后 mRNA 表达水平的变化。用 DMEM

培养基代替植物乳杆菌 NDC 75017 与细胞共培养
作为阴性对照。结果如图 1 所示。

从图 1-A 可以看出，随着植物乳杆菌 NDC
75017 与 Caco-2 细胞共同孵育时间的延长，作用组
与对照组相比 il6 基因的表达量大体上呈现先上升
后下降趋势，但在 6 h 时有略微的下降并差异极显
著( p ＜ 0. 001)，在 8 h 时基因的表达量迅速上升并
且达到最大值( p ＜ 0. 001)。8 h 后呈现快速下降趋
势，直至 12 h 时与对照组相比差异仍极显著 ( p ＜
0. 01)。

由图 1-B 中可得出，植物乳杆菌 NDC 75017 能
够快速引发 tlr2 的激活，并随着菌与细胞共培养时
间的延长，直到 10 h 时 tlr2 表达量仍上调。在 6h 时
表达量达到最大并且差异极显著 ( p ＜ 0. 01)，直到
12 h 时表达量也是极显著( p ＜ 0. 01)。从结果中我

图 1 植物乳杆菌 NDC 75017 诱导 Caco-2 细胞中 il-6

和 tlr2 基因的表达
Fig． 1 L． plantarum NDC 75017 induced gene expressions of il6

and tlr2 ． Caco-2 cells were stimulated with L plantarum NDC 75017

(108 CFU /mL) at 2，4，6，8，10 and 12 h． A: il6，B: tlr2 ． After

stimulation RNA were extracted， and the induction of the genes

encoding il6 and tlr2 were determined by quantitative real time PCR．

The messenger RNA levels were normalized to the relative expression

of gapdh． Results were expressed as mean fold increase ± SD with n

= 3 in each group． * p ＜ 0. 05，＊＊ p ＜ 0. 01，＊＊＊ p ＜ 0. 001

compared to the control groups．

们也可以看出 tlr2 受体在共培养过程中比较稳定，

且持续时间也较长。
2. 2 植物乳杆菌 NDC 75017 激活 NF-κB 蛋白的
磷酸化

Pedro 等证明了 B． Lactis 能够触发 NF-κB 磷酸
化作用，来进一步诱导 il6 的表达［11］。NF-κB 易于
感应 κB 结合位点，并启动和增强靶基因，如 il6 的
产生［12］。为了检测植物乳杆菌 NDC 75017 是否能
够诱导 Caco-2 细胞来激活 NF-κB 信号通路并在 il6

基因表达的过程中发挥一定的作用，我们用植物乳
杆菌 NDC 75017 与 Caco-2 细胞共培养 0、0. 5、1、2

和 4 h 后，用 western blot 方法来检测 NF-κB 的磷酸
化结果，结果见图 2。

由图 2 可以看出，植物乳杆菌 NDC 75017 能够
快速诱导 NF-κB 蛋白的磷酸化。在作用 0. 5 h 后，
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图 2 植物乳杆菌 NDC 75017 激活 Caco-2 细胞中 NF-

κB 的磷酸化
Fig． 2 L． plantarum NDC 75017 triggered NF-κB phosphorylation

in Caco-2 cells． Caco-2 cells were stimulated with L． plantarum

NDC 75017 (108 CFU /mL) at 2，4，6，8，10 and 12 h． The levels

of the phosphorylated form of NF-κB and internal standard protein，

GAPDH，were measured by Western Blot with antibodies against the

Ser( p)-NF-κB p65 and GAPDH．

NF-κB 的磷酸化蛋白开始被激活并逐渐加强，作用
2 h 时后 NF-κB 的磷酸化水平达到最强，并从 2 h 开

始逐渐减弱，结果也说明尽管持续用植物乳杆菌
NDC 75017 刺激 Caco-2 细胞，但该植物乳杆菌只能

暂时性的诱导 NF-κB 的磷酸化作用即短暂性激活
NF-κB 信号通路。

2. 3 NF-κB 抑制剂 ( PDTC)对植物乳杆菌 NDC

75017 作用后的 il6 和 tlr2 基因表达的影响

为了进一步证明 NF-κB 信号通路的激活对于

植物乳杆菌 NDC 75017 诱导的 Caco-2 细胞中的免

疫基因和受体表达量的影响，Caco-2 细胞用 NF-κB

的特异性抑制剂 PDTC 预处理后检测 il6 和 tlr2 的

表达量变化。采用 Real Time PCR 方法，用内参基

因 gapdh 的扩增曲线 Ct 值来消除本底模板差异，并

利用 2 － △△Ct法对目的基因表达量进行分析，来量化

il6 基因和 tlr2 在 mRNA 表达水平上的变化。用
DMEM 培养基代替植物乳杆菌 NDC 75017 与细胞

共培养作为阴性对照。结果见图 3。

由图 3 可以看出，PDTC 对 Caco-2 细胞进行预

处理后能够显著的抑制由植物乳杆菌 NDC 75017

诱导的 il6 基因的表达以及 tlr2 的激活。

通过以上几个结论我们可以得出，il6 和 tlr2 基

因确实参与了植物乳杆菌 NDC 75017 与 Caco-2 细

胞共培养的过程，其自身的表达量也发生了相应变

化。Tlr2 受体能够介导 NF-κB 信号通路并进一步

调控和诱导 il6 基因表达，NF-κB 信号通路在免疫反

应的过程中也起到了关键性的作用。

图 3 PDTC 对植物乳杆菌 NDC 75017 作用后 il6 和 tlr2

表达的抑制
Fig． 3 Caco-2 cells were pre-treated with 40 μmol / L inhibitor of NF-

κB pathways ( PDTC ) for 30 min，followed by stimulation with L．

plantarum NDC 75017 (108 CFU /mL) for 2 h． A: il6; B: tlr2 ． Total

RNA were extracted; reverse transcribed and real time PCR was

performed for determining the genes encoding il6 and tlr2 ． The

messenger RNA levels were normalized to the relative expression of

gapdh． Results were expressed as mean fold increase ± SD with n = 3

in each group． ＊＊P ＜ 0. 01 compared to the groups treated with

NDC75017．

3 讨论

目前关于益生菌对 il6 的调控机制已有初步的
了解，本研究首次利用内蒙古传统发酵乳中分离出
的植物乳杆菌 NDC 75017 与 Caco-2 细胞共培养来
检测免疫相关的 il6 细胞因子以及 tlr2 表达量的变
化趋势，发现该菌能够通过 tlr2 介导 NF-κB 信号通
路的激活来诱导免疫细胞因子的产生从而促进机体
的免疫作用，揭示了该益生菌的免疫调控机制，拓宽
了益生菌的研究视角。

植物乳杆菌 NDC 75017 与 Caco-2 细胞共同孵
育后能刺激 NF-κB 蛋白的磷酸化，即 NF-κB 信号通
路被激活，同时该益生菌能够短暂性的诱导 il6 基因
的表达。有文献证实，肠道上皮细胞能够表达 Toll
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样受体［18］。Tlr2 主要能够识别脂蛋白和革兰氏阳

性菌的细胞肽聚糖(PGN)成分，进一步激活核内转

录因子 NF-κB［19］，进而控制免疫相关基因的翻译表

达并释放出大量的细胞因子。本实验得出随着该益

生菌与细胞共培养时间的延长，tlr2 被持续诱导表

达，在 10 h 内 tlr2 的表达一直上调(图 1-B)。然而，

在 NF-κB 特异性抑制剂 PDTC 预处理 Caco-2 细胞

后，il6 和 tlr2 的表达量有明显的下降。由此能够证

明植物乳杆菌 NDC 75017 作用于 Caco-2 细胞后，可

以通过激活 tlr2 介导的 NF-κB 途径来短暂性调控
il6 的表达水平。抑制剂 PDTC 能够显著性的抑制
tlr2 在 mRNA 水平上的表达，也就是抑制上游通路

中受体的表达，可能是由于下游的信号通路和上游

的 tlr2 之间也存在着像信号通路和免疫细胞因子之

间的一种反馈回路调节机制，并且也有文献证实
PDTC 可以抑制 tlr2 在 mRNA 水平上的表达［20 － 21］。

il6 能够在机体的固有免疫反应期间产生［12］，

并且也有文献证实 il6 在肠粘膜层的抗炎性以及保

护效应。植物乳杆菌 NDC 75017 只能短暂性诱导
il6 的表达，这可能与植物乳杆菌 NDC 75017 能够增

强机体免疫调控功能，但不会由于过度免疫反应而

引起机体组织的损伤有关。还有一些研究表明，il6

能够防御过热引起的肠细胞的凋亡［22］，并且在患有

内毒素血症和败血症的小鼠体内 il6 的表达也相应

的上调，这些都说明了 il6 的有益作用以及它具有的

保护效应［10］。植物乳杆菌 NDC 75017 能够诱导
tlr1 － 9 的产生(除 tlr2 数据均未给出)，然而只有
tlr2 能够持续并稳定的上调，并且与对照组相比能

够持续 10 h 上调，在 12 h 时表达量下降的也不是很

明显，这也是我们使用 tlr2 作为识别益生菌的模式

受体的主要原因。

综上所述，通过 NF-κB 途径可以进一步转录调

节前炎性细胞因子 il6，植物乳杆菌 NDC 75017 作用

于 Caco-2 细胞后能通过激活 tlr2 介导的 NF-κB 信

号通路来短暂性调控 il6 基因的表达，也表明该信号

通路的激活在植物乳杆菌 NDC 75017 上调 il6 基因

表达的过程中起到关键性的作用。益生菌对肠上皮

细胞的免疫调节作用是一个复杂的过程，还需要更

系统深入的研究并从体内实验来进行验证。本研究

中揭示的免疫调节机制为今后在体内的研究方向提

供了重要线索和理论依据，同时对益生菌的开发应
用有着重要的意义，为开发出更为科学健康的功能

性食品提供了理论基础，也为微生态制剂的研发与
生产提供了深层次的理论依据。
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Lactobacillus plantarum NDC 75017 affects il-6 gene
expression in Caco-2 cells
Ying Liu1，Chaoxin Man2，Xuena Lv1，Linlin Han1，Yuqing Xue1，Xiangyi Yang1，Yi
Shan2，Yinghua Zhang1，Yujun Jiang1，2*
1 Key Lab of Dairy Science，Ministry of Education，College of Food Science and Engineering，Northeast Agricultural
University，Harbin 150030，China
2 National Research Center of Dairy Engineering and Technology，Northeast Agricultural University，Harbin 150086，
China

Abstract:［Objective］We tested the expression of immune-related gene interleukin 6 ( il-6) in vitro to understand the
influence from Lactobacillus plantarum NDC 75017 on host cells and further to reveal the regulatory mechanism．
［Methods］Caco-2 cells were cocultured with L． plantarum NDC 75017 for 0，2，4，6，8，10 and 12 h，the total RNA
were extracted; then the expressions of il-6 and tlr2 genes were analyzed by Real Time RT-PCR． The phosphorylation level
of NF-κB was analyzed by Western Blot after the Caco-2 cells stimulation with L． plantarum NDC 75017 at 0，0. 5，1，2
and 4 h． Caco-2 cells were pretreated with pyrrolidine dithiocarbamate for 30 min before being treated with L． plantarum
NDC 75017 for 2 h，then the total RNA was extracted and the expressions of il-6 and tlr2 genes were analyzed by Real
Time RT-PCR． ［Results］ Lactobacillus plantarum NDC 75017 could induce the expressions of il-6 and tlr2 in Caco-2
cells，the il-6 and tlr2 expressions peaked at 8 h and 6 h after cocultured with L． plantarum NDC 75017． L． plantarum
NDC 75017 could rapidly activate the phosphorylation of NF-κB，and the expressions of il-6 and tlr2 were decreased
notably after pretreated with pyrrolidine dithiocarbamate． ［Conclusion］ L． plantarum NDC 75017 could up-regulate and
then down-regulate the expression of il6 through rapidly activating tlr2-mediated NF-κB signaling pathway in Caco-2 cells．
Keywords: Lactobacillus plantarum NDC 75017，Caco-2 cells，interleukin 6 ( il6)，toll-like receptor2 ( tlr2)，NF-κB
signaling pathway
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