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乳酸杆菌对感染大肠杆菌 O157:H7 小鼠肠道黏膜免疫的影响 
王婷婷  王雪芹  霍贵成* 

(东北农业大学 乳品科学教育部重点实验室  黑龙江 哈尔滨  150030) 

 
 

摘  要：【目的】分析小鼠在感染 Escherichia coli O157:H7 及补充嗜酸乳杆菌 KLDS AD1 和瑞

士乳杆菌 KLDS1.8701 期间小肠黏膜中 SIgA 和细胞因子的变化规律，结合小鼠表象特征，探

讨 2 株乳酸杆菌对小鼠腹泻的治疗效果。【方法】将小鼠分成 4 组，空白组、致病对照组、嗜

酸乳杆菌组和瑞士乳杆菌组，对实验组小鼠连续 7 d 灌胃大肠杆菌致病后，再连续 7 d 分别灌

胃 2 株乳酸杆菌，采集小鼠小肠利用 ELISA 法测得各组小鼠肠道组织中 SIgA 和 4 种细胞因子

IL-2、IFN-γ、IL-4 和 IL-6 的含量。【结果】瑞士乳杆菌可极显著提高感染大肠杆菌 O157:H7 小

鼠的体重，嗜酸乳杆菌的效果较小；感染 E. coli O157:H7 后，SIgA、IL-2 和 IFN-γ的含量在

第 3 天达到最大值，第 5 天开始下降，而 IL-4 和 IL-6 在第 5 天达到最大值，第 7 天开始下降。

补充嗜酸乳杆菌和瑞士乳杆菌后，SIgA 和 4 种细胞因子的含量都迅速增加，并保持较高水平，

与其他两组差异显著。【结论】嗜酸乳杆菌 KLDS AD1 和瑞士乳杆菌 KLDS 1.8701 都可通过增

加细胞因子和 SIgA 的分泌增强肠道黏膜免疫，对小鼠腹泻有一定的缓解作用。 

关键词：嗜酸乳杆菌，瑞士乳杆菌，大肠杆菌，肠道黏膜，细胞因子，免疫球蛋白 A 

Function of Lactobacillus on intestinal mucosal immunity of mice  
artificially infected with Escherichia coli O157:H7 

WANG Ting-Ting  WANG Xue-Qin  HUO Gui-Cheng* 
(Key Laboratory of Dairy Science, Ministry of Education, Northeast Agricultural University, Harbin,  

Heilongjiang 150030, China) 

Abstract: [Objective] The possible immunomodulatory and anti-infectious effects of Lactobacillus 
acidophilus KLDS AD1 and Lactobacillus helveticus KLDS 1.8701 were evaluated on the intestinal 
mucosal immunity in the rats artificially infected with Escherichia coli O157:H7. [Methods] An 
model animal trial was carried out on rats divided into four treatments, challenged treatment with E. 
coli O157:H7 for seven days, artificially infected animals treated with L. acidophilus or L. helveticus 
for another seven days. The intestinal tissue was taken for assaying the secretory immunoglobulin A 
(SIgA) in intestinal fluid and cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ) production in small intestinal tissue 
by ELISA. [Results] L. helveticus KLDS 1.8701 significantly attenuated the pathogenic influence of 
E. coli O157:H7 indicated by the high weight gain, better than L. acidophilus KLDS AD1. After 
treatment with E. coli O157:H7, the levels of SIgA, IL-2 and IFN-γ increased and reached to the 
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maximum value at the third days, decreased at the fifth day, then IL-4 and IL-6 reached to the maxi-
mum value and decreased at the seventh day. The levels of SIgA and all assayed cytokines were sig-
nificantly increased after oral administration of L. acidophilus KLDS AD1 and L. helveticus KLDS 
1.8701 at eighth day, and remained higher level than control and pathogenic groups. [Conclusion] L. 
acidophilus KLDS AD1 and L. helveticus KLDS 1.8701 improved the intestinal mucosal immune by 
stimulating cytokines and SIgA production, and confered enhanced protection against E. coli 
O157:H7 infection. 

Keywords: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus, Escherichia coli, Intestinal mucosal, 
Cytokines, Immunoglobulin A 

出血性大肠杆菌 O157 (Enterohemorrhagic 
Escherichia coli，EHEC)是一种食源性致病菌，能

引起以急性出血性腹泻为典型特征的疾病，典型菌

株为 EHEC O157:H7，主要引起婴幼儿腹泻、出血
性结肠炎和溶血性尿毒症等[1]。肠道黏膜免疫系统

作为机体防御的一道重要防线，可以阻止肠细胞与

病原微生物直接接触，并经抗原刺激引起相应的免

疫应答，在预防肠道疾病中起着重要的作用。病原

菌侵入机体后，机体非特异性免疫机制被激活，病

原菌首先被吞噬细胞识别并吞噬，并利用细胞内的

降解物溶酶体将病原菌降解，而降解的产物可以激

活特异性 T 淋巴细胞等其他免疫细胞分泌 IL-2、

IL-6、IL-4和 IFN-γ等多种细胞因子。细胞因子具
有抗感染、抗肿瘤，参与免疫调节和炎症反应等生

物学作用，对于机体健康具有深远意义。分泌型免

疫球蛋白 A (SIgA)是机体内最重要的一类免疫球
蛋白，以 SIgA为主的体液免疫是防御病原菌在肠

道黏附和定殖的第一道防线[2]。SIgA 介导的免疫
应答与 T 细胞有密切关系，主要由黏膜相关淋巴
组织中的 T 细胞及其分泌的多种细胞因子调节和
促进 IgA 的分泌和合成。在研究肠道黏膜免疫反
应时，SIgA 和细胞因子的含量也作为一个重要的

参考指标[3]。 
益生菌刺激肠道黏膜免疫系统分泌抗体、细胞

因子等免疫分子，能有效地预防和治疗大肠杆菌引

起的腹泻[4-5]，作为一种抗生素替代品，受到越来

越多的关注。副干酪乳杆菌 NTU 101 可以缓解   
E. coli O157:H7感染造成的炎症相关因子的减少，
增强抗原呈递细胞的活性 [6]，从而抵抗 E. coli 

O157:H7的感染，并使感染后小鼠的体重迅速恢复
正常[7]。嗜酸乳杆菌和瑞士乳杆菌广泛存在于人和

一些动物的肠道中，通过竞争定殖位点，产生有机

酸如乳酸和醋酸降低肠道 pH，产生细菌素、过氧
化氢等抑制病原菌[8]如致病性大肠杆菌和沙门氏

菌的生长[9]；通过调节肠道微生物区系[10-11]和增强

机体免疫功能 [12-13]，预防腹泻等肠道疾病的发   
生[14]，维护人类健康。 

本实验以嗜酸乳杆菌 KLDS AD1和瑞士乳杆
菌 KLDS 1.870为目标益生菌，通过感染大肠杆菌
O157:H7 致病和灌胃乳酸杆菌的方法，研究
BALB/c小鼠在感染 E. coli O157:H7期间及感染后
补充嗜酸乳杆菌和瑞士乳杆菌期间肠道内 SIgA和
IL-2、IL-4、IL-6和 IFN-γ四种细胞因子的变化规
律，从肠道黏膜免疫的角度初步探讨嗜酸乳杆菌和

瑞士乳杆菌对小鼠腹泻的治疗效果。 

1  材料与方法 

1.1  材料和仪器 
大肠杆菌 O157:H7 (Escherichia coli O157:H7 

ATCC 43889)，由黑龙江省出入境检验检疫局提
供；嗜酸乳杆菌 KLDS AD1 (Lactobacillus acido-
philus KLDS AD1)和瑞士乳杆菌 KLDS 1.8701 
(Lactobacillus helveticus KLDS 1.8701)，购自东北
农业大学教育部乳品科学重点实验室菌种库；

BALB/c 小鼠，雌性，清洁级，6−8 周，购自北京
维通利华实验动物技术有限公司；保持饲养环境温

度(23±2 °C)，每天人工灯光照明 12 h，标准小鼠饲
料喂养，自由饮水；小鼠分泌性免疫球蛋白 A (SIgA) 
ELISA试剂盒和小鼠白细胞介素(IL-2、IL-4、IL-6、
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IFN-γ) ELISA试剂盒，美国 R&D公司。 
电热恒温培养箱 DHP-9272，上海一恒科技有

限公司；全自动高压灭菌锅 HVE-50HIRAYAMA，
天津市泰斯特仪器有限公司；Model 680型酶标仪，
美国 Beckman 公司；洁净工作台 VD-1320，北京
东联哈尔仪器制造有限公司。 

1.2  实验方法 
1.2.1  灌胃液的制备：将培养至稳定期的嗜酸乳杆

菌 KLDS AD1、瑞士乳杆菌 KLDS 1.8701和大肠
杆菌菌液 5 000×g、4 °C离心 10 min收集菌体，无
菌 PBS 清洗 3 次，悬浮于一定体积的无菌 PBS，
调整菌浓度为 108 CFU/mL，4 °C储存备灌胃[15]。 
1.2.2  实验动物设计：实验将小鼠分成 3 组(空白
组、致病对照组、嗜酸乳杆菌组和瑞士乳杆菌组)，
每天中午 12:00灌胃，灌胃体积按 10 mL/kg (菌悬
液/小鼠体重)进行[16]。实验设计方案如表 1所示。 
1.2.3  小鼠的表象观测：在实验小鼠灌胃期间，每

天观察并记录各组小鼠生长状态，包括进食情况、

外观毛发、粪便形态和体重。 
1.2.4  小肠样本及处理方法：在实验致病建模期

间，分别在第 1、3、5、7和 8 天早上 9:00 (提前
禁食)处死空白组和致病对照组小鼠(每组 3只)，第
8天开始补充益生菌后，分别在第 9、11、13和 15天
早上 9:00 (提前禁食)处死空白组、致病对照组、嗜
酸乳杆菌组和瑞士乳杆菌组小鼠(每组 3 只)，解 

 
表 1  实验设计 

Table 1  Experimental design 

组别 
Groups 

动物数

Mice 

饲喂安排 
Feeding schedule 

1−7 d 8−14 d 

空白组 
Normal control 

27 PBS PBS 

致病对照组 
Challenged control 

27 大肠杆菌 PBS 

嗜酸乳杆菌组 
L. acidophilus 

12 大肠杆菌 嗜酸乳杆菌 

瑞士乳杆菌组 
L. helveticus 

12 大肠杆菌 瑞士乳杆菌 

 

剖取出小肠组织。 
1.2.5  小鼠肠道黏膜中 SIgA 的测定：将小肠纵向

剪开，用 5 mL无菌 PBS缓冲液冲洗小肠内容物，
10 000×g、4 °C离心 10 min，取上清液一式多份，
−20 °C 保存，待所有样品收集完后用小鼠 SIgA 
ELISA试剂盒检测[17]。 
1.2.6  小鼠肠黏膜中细胞因子的测定：小肠称重

后，按照小肠:PBS=1:9 (质量体积比)的比例加入无
菌 PBS缓冲液(pH 7.2)，用组织匀浆器将其破碎，
5 000×g、4 °C离心 20 min，取上清液一式多份，
−20 °C保存，待所有样品收集完后用小鼠细胞因子
(IL-2、IL-4、IL-6和 IFN-γ) ELISA试剂盒检测[18-19]。 
1.2.7  数据处理：实验数据采用 x±s示，SPSS 19.0
统计软件做 t检验进行分析处理。以 0.05作为差异
显著性判断标准，0.01 作为差异极显著性判断   
标准。 

2  结果与讨论 

2.1  乳酸杆菌对感染大肠杆菌O157:H7小鼠表

象及体重的影响 
在实验小鼠灌胃期间，每天观察各组小鼠生长

状态，包括进食情况、外观毛发、粪便形态和体重。

当小鼠出现水样稀便，进食量减少或毛发无光泽

时，可以判断小鼠已经患病。本实验通过对小鼠的

表象观察发现，实验第 4天，致病小鼠开始精神萎
靡，毛发无光泽，进食量减少，出现水样粪便，见

图 1A，表现出明显的病症，说明病变模型建立成
功。从第 8天开始，患病小鼠在分别灌胃嗜酸乳杆
菌和瑞士乳杆菌后进食量逐渐增加，病症有所缓

解，第 15天时粪便外观趋于正常，见图 1B。小鼠
体重变化见图 2。 

由图 2可知，空白组小鼠体重保持相对稳定，
其它致病小鼠体重在开始灌胃大肠杆菌起就开始

减少，第 3 天致病组与空白组小鼠具有显著性差
异。第 8天对患病小鼠分别灌喂嗜酸乳杆菌和瑞士
乳杆菌后，两组小鼠体重下降均有所缓解。其中，

嗜酸乳杆菌组小鼠在第 11天才超过 7 d时体重，并 
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图 1  小鼠粪便形态 

Figure 1  Fecal consistency of mice 
注：A：第 4天时腹泻小鼠粪便的形态；B：第 15天时治疗小鼠粪便的形态. 
Note: A: Feces of diarrhea mice on 4 d; B: Feces of treated mice on 15 d. 
 
开始上升，在 15 d时仍然低于致病前的初始体重，
而瑞士乳杆菌组小鼠体重在第 9天时就有所上升，
并在第 15天时达到初始体重。致病对照组小鼠体
重在停止灌喂大肠杆菌后仍持续下降。说明瑞士乳

杆菌可以缓解小鼠由于感染大肠杆菌 O157:H7 造
成的体重减轻、腹泻等症状，而嗜酸乳杆菌的效果

较缓慢。 

2.2  乳酸杆菌对感染大肠杆菌O157:H7小鼠肠

道黏膜免疫的影响 
2.2.1  乳酸杆菌对感染大肠杆菌 O157:H7 小鼠肠

黏膜 SIgA 的影响：SIgA经肠黏膜上皮细胞释放到
肠腔中不仅可以溶解细菌和抑制病原菌的定    
殖[20]，还可以通过结合微生物等抗原形成抗原-抗
体复合物[21]，便于巨噬细胞的吞噬和清除，同时，

SIgA可以中和病毒和毒素，降低肠道感染的危害，
维护肠道健康 [22]。小鼠在前 7 天感染 E. coli 
O157:H7及在第 8天开始补充 2株乳酸杆菌后肠道
内 SIgA的变化见图 3。 
由图 3可知，空白组小鼠肠黏膜中 SIgA的含

量处于平稳水平；与空白组相比，小鼠在感染大肠

杆菌 O157:H7 后小肠黏膜中 SIgA 的分泌量在第  
3天达到最高水平，差异性极显著，但在第 7天开
始明显下降，并在第 11 天开始低于对照组，在   
13 d时有显著差异；第 8天对感染大肠杆菌后的小 

 
 
图 2  嗜酸乳杆菌对感染大肠杆菌 O157:H7 小鼠体重

的影响 
Figure 2  Effect of Lactobacillus on weight of mice in-
fected with E. coli O157:H7  
 
 

 
 
图 3  乳杆菌对小鼠小肠黏膜 SIgA 含量的影响 
Figure 3  Effect of Lactobacillus on the content of SIgA in 
intestinal mucosa 
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鼠分别灌喂嗜酸乳杆菌和瑞士乳杆菌，两组小鼠肠

黏膜中 SIgA含量在第 9天均迅速增加，与空白组

差异极显著，在第 11 天达到最高水平。两株乳酸

杆菌引起的 SIgA含量最大值远远高于大肠杆菌引

起的最高水平，且瑞士乳杆菌组含量大于嗜酸乳杆

菌组。 

2.2.2  乳酸杆菌对感染大肠杆菌 O157:H7 小鼠肠

黏膜 IFN-γ含量的影响：IFN-γ由 Th1细胞分泌，

不仅可以激活 NK细胞，增强其抗病毒、抗肿瘤作

用；同时还能抑制 B细胞分泌 IgE，从而抑制 IgE

水平过高而导致的Ⅰ型超敏反应的发生[23]，是一

种具有重要免疫调节作用的细胞因子。小鼠在前 7

天感染 E. coli O157:H7及在第 8天开始补充乳酸

杆菌后肠道内 IFN-γ的变化见图 4。 

由图 4可知，小鼠在感染 E. coli O157:H7后

肠黏膜中 IFN-γ的含量在第 3天迅速上升并达到最

大值，随后持续下降，在第 7 天低于空白组；第    

8 天对致病小鼠分别灌喂瑞士乳杆菌和嗜酸乳杆

菌，在第 9天两组小鼠肠黏膜中 IFN-γ含量迅速增

加，与空白组和致病对照组具有极显著差异。其中

瑞士乳杆菌组在第 9天达到最大值，在 11 d以后

开始下降，嗜酸乳杆菌在 11 d达到最大值。2株乳

杆菌引起的 IFN-γ含量远远高于大肠杆菌O157:H7

引起的最高值。 

2.2.3  乳酸杆菌对感染大肠杆菌 O157:H7 小鼠肠

黏膜 IL-2 含量的影响：IL-2 是一种调节体内免疫 
 

 
 
图 4  嗜酸乳杆菌对小鼠小肠黏膜 IFN-γ含量的影响 
Figure 4  Effect of Lactobacillus on the content of IFN-γ 
in intestinal mucosa 

反应的多肽类激素，主要由 T 细胞合成，可以缓

解由于感染致病菌而引起的免疫抑制，降低炎症的

负面影响[24]，IL-2 水平与 T 细胞免疫功能呈正态

分布[25]。 

由图 5 可知，空白组小鼠肠黏膜中 IL-2 的含

量虽有所变化，但波动不大；致病对照组小鼠在感

染 E. coli O157:H7后肠黏膜中 IL-2含量在第 3天

迅速增加到最大值，在 7 d 后迅速减少，并在第    

9天低于空白组，差异极显著；致病小鼠分别灌喂

嗜酸乳杆菌和瑞士乳杆菌后肠黏膜中 IL-2 含量在

第 9天开始增加，嗜酸乳杆菌组在第 11天达到最

大值；瑞士乳杆菌组在 13 d达到最大值，且两组

含量均明显高于大肠杆菌引起的 IL-2 的增加，并

在 15 d仍明显高于空白组和致病对照组，具有极

显著差异。 

2.2.4  乳酸杆菌对感染大肠杆菌 O157:H7 小鼠

肠黏膜 IL-4 含量的影响：由图 6可知，空白组小

鼠肠黏膜中 IL-4的含量处于相对平稳状态。致病

对照组小鼠在感染大肠杆菌 O157:H7后肠黏膜内

的 IL-4在第 3天有所下降，在第 5天增加，随后

又下降，与空白组差异不明显；感染大肠杆菌

O157:H7 小鼠分别灌喂瑞士乳杆菌和嗜酸乳杆菌

后肠黏膜中 IL-4含量增加，并分别在 9 d和 11 d

达到最大值，与其他空白组和致病对照组具有极

显著差异。 
 
 

 
 
图 5  嗜酸乳杆菌对小鼠小肠黏膜 IL-2 含量的影响 
Figure 5  Effect of Lactobacillus on the content of IL-2 in 
intestinal mucosa 
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图 6  嗜酸乳杆菌对小鼠小肠黏膜 IL-4 含量的影响 
Figure 6  Effect of Lactobacillus on the content of IL-4 in 
intestinal mucosa 
 
2.2.5  乳酸杆菌对感染大肠杆菌 O157:H7 小鼠肠

黏膜 IL-6 的影响：由图 7 可知，致病对照组小鼠
在灌喂大肠杆菌 O157:H7后肠黏膜内的 IL-6在第
3天开始增加，并达到最高水平，与对照组相比差
异极显著，随后逐渐下降，并在第 11 天低于对照
组；感染大肠杆菌 O157:H7 小鼠后在第 8 天分别
灌喂瑞士乳杆菌和嗜酸乳杆菌，两组小鼠肠黏膜中

IL-6含量均在第 9天迅速增加，其中瑞士乳杆菌在
第 9天达到最大值，嗜酸乳杆菌在 11 d达到最大
值。两株乳酸杆菌组在第 15天仍保持较高水平，
与空白组和致病对照组差异极显著。 

2.3  讨论 
小鼠在感染大肠杆菌后表现出一系列的病理

变化，如腹泻、食欲低下、精神萎靡，体重明显下

降等，与自然发病的大肠杆菌病典型病例变化相 
似[26]。乳酸杆菌的补充改善了小鼠的病症，对体 
 

 
 

图 7  嗜酸乳杆菌对小鼠小肠黏膜 IL-6 含量的影响 
Figure 7  Effect of Lactobacillus on the content of IL-6 in 
intestinal mucosa 

重下降有一定的缓解作用，但是与未感染大肠杆菌

的小鼠体重相比，仍有一定的差距，说明乳酸杆菌

的作用具有一定的延时性，可能需要长期服用。与

空白组相比，小鼠在感染大肠杆菌后 SIgA、IL-2
和 IFN-γ的水平在第 3天达到最高点，之后迅速下
降，IL-4 和 IL-6 水平在第 5 天开始增加，之后下
降。表明，小鼠机体在受到大肠杆菌刺激后会产生

一定的免疫调节反应，分泌细胞因子，但是随着大

肠杆菌的持续侵入，小鼠肠道免疫机制遭到破坏，

使得细胞因子的分泌受到抑制。与空白组和致病对

照组相比，感染小鼠在灌喂嗜酸乳杆菌和瑞士乳杆

菌后，肠道中 SIgA、IL-2、IFN-γ、IL-4和 IL-6水
平均显著提高，且由嗜酸乳杆菌和瑞士乳杆菌刺激

所引起的 4种细胞因子和 SIgA的分泌量远远高于
大肠杆菌所引起的分泌量，并且分泌持续时间长。

因此，细胞因子的分泌量和分泌持续时间可能是导

致大肠杆菌和乳酸杆菌所引起小鼠机体反应不同

的原因之一。这些细胞因子在肠道免疫中发挥重要

作用，其中 SIgA不仅能有效抑制肠道内蛋白酶的
水解还能阻断致病菌及病毒在肠上皮的黏附及穿

透，从而有效防止腹泻的发生[27]。益生菌可以通

过正常机体内 TLR 与细胞因子来增强免疫反应。
嗜酸乳杆菌通过 TLR9 来传导信号，增加小鼠 PP
结中的 IFN-γ阳性细胞的数量[28]。瑞士乳杆菌则同

时依赖 TLR2 和 TLR4 两种 TLR 受体来诱导 IL-6
的分泌[29]。小鼠免疫水平的上升提高了其食欲和

精神状况，从而缓解了小鼠体重下降和腹泻现象。

TLR5可以识别大肠杆菌的鞭毛蛋白[10,30]，虽然也

能引发细胞因子的分泌，但是分泌量和分泌持续时

间与乳酸杆菌有所不同。因此两株乳酸杆菌可以通

过调节细胞因子而调节免疫机制，从而对大肠杆菌

引起的疾病有一定的治疗作用，这些结果与之前的

研究结果相吻合[14,17]。许多益生菌也已经被证实可

以通过调节宿主免疫系统预防致病菌感染和疾病的

发生。Ogawa等证实了干酪乳杆菌可以增强局部免疫
应答，减少 E. coli O157:H7毒素的产生[31]。Perdigon
等证实干酪乳杆菌CRL431通过增强肠腔内 SIgA的
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分泌抑制沙门氏菌和大肠杆菌的感染[32-33]。 

3  结论 

嗜酸乳杆菌和瑞士乳杆菌能极显著提高感染

大肠杆菌小鼠肠道内 SIgA和肠黏膜中 IL-2、IL-4、
IL-6、IFN-γ 的分泌量，并能延缓其下降速度，对
小鼠体重下降和腹泻具有一定的缓解作用，可能与

乳酸杆菌对肠道黏膜免疫具有增强作用有一定的

关系。 
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