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嗜酸乳杆菌对Ｕ１４荷瘤小鼠免疫功能的影响＊

李秀真，曹卉，王晖，薛庆节，吕厚东，陈廷＊＊

（济宁医学院病原生物学教研室，山东济宁２７２０６７）

【摘要】　目的　研究嗜酸乳杆菌（ＬＡ）对宫颈鳞癌Ｕ１４荷瘤小鼠抑瘤作用及对其免疫功能的影响。　方 法　建 立ＫＭ
小鼠Ｕ１４移植瘤模型并随机分组检测各组抑瘤率和脾指数，以 ＭＴＴ法检测小鼠脾淋巴细胞增殖活性，采用红细胞Ｃ３ｂ
受体花环及红细胞免疫复合物花环试验检测小鼠红细胞免疫粘附能力。　结果　ＬＡ对Ｕ１４荷瘤小鼠的瘤体生长有显

著抑制作用，抑瘤率４８．１８％。ＬＡ组和模型组脾指数分别为８．３６±２．１９和５．４９±１．０９，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；

脾淋巴细胞增殖率分别为（２５．１０±４．３３）％和（１２．９０±３．１４）％，差 异 有 统 计 学 意 义（Ｐ＜０．０１）；Ｃ３ｂＲＲ及ＩＣＲ分 别 为

（４．９９±１．１５）％、（２．６３±１．８４）％和（３．６７±１．２０）％、（８．８６±４．１４）％，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。　
结论　ＬＡ可通过增强机体红细胞免疫粘附功能和淋巴细胞免疫活性发挥对Ｕ１４的抑瘤作用。
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＊?＊＊?肿瘤的发生是一个复杂的、多因素参与的过程，

其中机体免疫功能下降是肿瘤发生发展的主要因素，

因此，提高机体抗肿瘤免疫是肿瘤生物治疗的重要途

径。嗜酸乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ，ＬＡ）具有

抑瘤作用。小鼠 宫 颈 鳞 癌 Ｕ１４移 植 瘤 模 型 及 动 物 实

验显示，诱导Ｕ１４肿瘤细胞凋亡是ＬＡ发挥抑瘤作用

的机制之一［１～３］。本研究拟观察ＬＡ对Ｕ１４的抑瘤作

用及对荷瘤小鼠免疫功能的影响，从抗肿瘤免疫角度

探讨ＬＡ的抑瘤机制。

材料与方法

１　材料

１．１　实验动物　健康清洁级ＫＭ 小鼠４０只，雌雄各

半，５～６周龄，体重（２２±２）ｇ，由山东鲁抗医药集团动

物中心提供（ＳＣＸＫ鲁２００８Ｄ００２）。

１．２　肿瘤细胞株　小 鼠 子 宫 颈 鳞 癌 Ｕ１４肿 瘤 细 胞 株

由中国医学科学院基础医学研究所提供，于ＫＭ 小鼠

腹腔传代，制备成１×１０６／ｍｌ瘤细胞悬液备用。

１．３　菌种　ＬＡ标准菌株ＡＳ１．２６８６由中国科学院微

生物研究所菌种保藏中心提供，制 备 成２．５×１０９／ｍｌ
细菌悬液备用。

１．４　主要试剂　顺铂（ＤＤＰ），山东齐鲁制药厂生产，
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批号９０６０１２ＣＥ；红 细 胞 裂 解 液 购 于 美 国Ｓｏｌａｒｂｉｏ公

司；ＲＰＭＩ－１６４０培 养 液 购 于 美 国 ＧＩＢＣＯ 公 司；ＭＲＳ
肉汤购于青岛海博生物技术公司。

２　方法

２．１　ＫＭ小鼠移植瘤模型建立［４］与分组　１０只ＫＭ
小鼠作为正常对照组；３０只ＫＭ小鼠于右侧背部皮下

注射瘤细胞２×１０５／只（０．２ｍｌ），随机分为模型组、阳

性对照组（ＤＤＰ组）和ＬＡ组３组。种瘤２４ｈ后正常

对照组和模型组腹腔注射ＰＢＳ液０．２ｍｌ，ＬＡ组注射

ＬＡ菌液５×１０８／只（０．２ｍｌ），连续１０ｄ；ＤＤＰ组于种

瘤后２４ｈ、７２ｈ腹腔注射顺铂０．２ｍｇ／只（０．２ｍｌ）（即
顺铂１０ｍｇ／ｋｇ鼠 体 重，经 折 算［２］相 当 人 体 用 顺 铂 量

５０ｍｇ／ｍ２体表面积），其 余 每 天 腹 腔 注 射ＰＢＳ液０．２
ｍｌ。

２．２　荷瘤鼠红细胞免疫粘附功能测定　停 止 注 射

ＬＡ　２ｄ后对各组小鼠称体 重，摘 眼 球 取 血，参 照 文 献

［５，６］的 方 法 制 备１．２×１０７／ｍｌ红 细 胞 悬 液 和１×
１０８／ｍｌ补体致敏 及 非 致 敏 酵 母 菌 液。将 红 细 胞 悬 液

与补体致敏酵母菌液等量混合，置３７℃水浴３０ｍｉｎ；
加入０．２５％戊二醛，混匀，涂 片，干 燥；用１︰２稀 释

的瑞氏染液染色４ｍｉｎ水洗，自然干燥，显微镜下观察

花环形成情况。免疫复合物花环试验除换用非致敏酵

母菌液外，其余步骤相同。

２．３　荷瘤鼠抑瘤率与脾指数测定　处 死 小 鼠，用

７５％乙醇浸泡５ｍｉｎ，无 菌 取 脾 脏，称 重，计 算 脾 指 数

［脾指数＝脾重（ｍｇ）／体重（ｇ）×１０］；剥离瘤体，称重，
计算抑瘤率［抑瘤率（％）＝（１－实验组平均瘤重／模型

组平均瘤重）×１００］。

２．４　ＭＴＴ法测定荷瘤鼠脾淋巴细胞增殖活性　用

注射器内芯在２００目尼龙网上轻研脾脏，制成细胞悬

液；加入５ｍｌ红 细 胞 裂 解 液，以１　０００ｒ／ｍｉｎ（离 心 半

径１３．５ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，弃上清；加入ＲＰＭＩ－１６４０培

养液重悬脾淋 巴 细 胞 液，调 整 细 胞 浓 度 为２×１０６个／

ｍｌ，接种于２４孔培养板，每孔１００μｌ。试验设对照孔

和ＣｏｎＡ刺激孔，对照孔加入１６４０培养液１００μｌ，Ｃｏ－
ｎＡ刺激孔需加入ＣｏｎＡ　１００μｌ（１０ｍｇ／Ｌ）。培养板置

５％ＣＯ２、３７℃条件下培养７２ｈ，培养结束前４ｈ每孔

加入 ＭＴＴ溶液（终浓度为５ｇ／Ｌ）１０μｌ，继 续 培 养４
ｈ，同 上 离 心，轻 轻 吸 弃 上 清 液，每 孔 加 入 二 甲 基 亚 砜

（ＤＭＳＯ）１００μｌ，于 振 荡 器 震 荡１０ｍｉｎ，避 光 放１５
ｍｉｎ，用酶标仪测各孔吸光 度（Ａ５７０），计 算 脾 淋 巴 细 胞

增殖率。脾淋巴 细 胞 增 殖 率（％）＝（刺 激 孔 Ａ值／对

照孔Ａ值－１）×１００％。

２．５　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件分 析 实

验数据。数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比

较采用单因素方差分析，α＝０．０５。

结　果

１　ＬＡ对荷瘤ＫＭ鼠红细胞免疫粘附功能的影响

高倍镜下观察红细胞呈红色，酵母菌呈蓝色。计

数２００个红细胞，红细胞结２个及以上酵母菌计为花

环，换 算 成 百 分 率，即 红 细 胞 Ｃ３ｂ 受 体 花 环 率

（Ｃ３ｂＲＲ）和免疫复合物花环率（ＩＣＲ），结果见表１。组

间比 较 Ｃ３ｂＲＲ 差 异 有 统 计 学 意 义（Ｆ＝３．４４，Ｐ＜
０．０５），ＩＣＲ差异有统计学意义（Ｆ＝１１．９４，Ｐ＜０．０１）。

ＬＡ组与模型组比较Ｃ３ｂＲＲ和ＩＣＲ差 异 均 有 统 计 学

意义（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

表１　ＬＡ对荷瘤ＫＭ鼠红细胞免疫粘附功能的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＬＡ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ　ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｏｆ　Ｕ１４－ｂｅａｒｉｎｇ　ＫＭ　ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐ

小鼠数量
Ｎｏ．ｏｆ　ｍｉｃｅ

Ｃ３ｂＲＲ
（ｘ±ｓ）％

ＩＣＲ
（ｘ±ｓ）％

正常对照Ｎｏｒｍａｌ　 １０　 ４．６６±１．３３　 ４．７９±２．２１
模型组 Ｍｏｄｌｅ　 １０　 ３．６７±１．２０＃ ８．８６±４．１４＃

ＬＡ　 １０　 ４．９９±１．１５＊ ２．６３±１．８４＊＊

ＤＤＰ　 １０　 ３．８２±０．６６　 １１．６１±５．３３＃＃

　　注（Ｎｏｔｅｓ）：１）与模型组 比 较（Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｍｏｄｌｅ　ｇｒｏｕｐ），＊ Ｐ＜０．
０５；＊＊Ｐ＜０．０１；２）与 正 常 对 照 组 比 较（Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｎｏｒｍａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ），＃Ｐ＜０．０５；＃＃Ｐ＜０．０１。

２　ＬＡ及模型组的抑瘤作用

各组ＫＭ 鼠 瘤 重 及 抑 瘤 率 见 表２。ＬＡ组、ＤＤＰ
组及模型组Ｕ１４荷瘤 ＫＭ 鼠瘤重差异有统计学意义

（Ｆ＝５．０４，Ｐ＜０．０５）；ＬＡ组与ＤＤＰ组比较差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＬＡ组抑瘤率为４８．１８％。

表２　荷瘤ＫＭ鼠瘤重及抑瘤率

Ｔａｂｌｅ　２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＬＡ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｔｕｍｏｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ａｎｄ　ｔｈｅ
ｔｕｍｏｒ－ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ　ｒａｔｅ　ｏｆ　Ｕ１４－ｂｅａｒｉｎｇ　ＫＭ　ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐ

小鼠数量
Ｎｏ．ｏｆ　ｍｉｃｅ

瘤重
Ｔｕｍｏｒ　ｗｅｉｇｈｔ
（ｘ±ｓ）ｇ

抑瘤率
Ｔｕｍｏｒ－ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｒａｔｅ（％）

模型组 Ｍｏｄｌｅ　 １０　 １．１０±０．６４ －
ＬＡ　 １０　 ０．５７±０．３４＊ ４８．１８
ＤＤＰ　 １０　 ０．４８±０．４０＊ ５６．３７

　　注（Ｎｏｔｅｓ）：与模型组比较（Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｍｏｄｌｅ　ｇｒｏｕｐ），＊Ｐ
＜０．０５。

３　ＬＡ对荷瘤ＫＭ鼠脾指数的影响

各组ＫＭ鼠的脾指数见表３，ＬＡ组、ＤＤＰ组、模

型组及正常对 照 组 ＫＭ 鼠 脾 指 数 差 异 有 统 计 学 意 义

（Ｆ ＝４．２３，Ｐ＜０．０５），ＬＡ组与模型组比较差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。

４　ＬＡ对荷瘤ＫＭ鼠脾淋巴细胞增殖率的影响

各组ＫＭ鼠脾淋巴细胞增殖 率 见 表４，组 间 比 较

差异有统计学意义（Ｆ ＝２１．６８，Ｐ＜０．０１）。ＬＡ组与

模型组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

·８８７·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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表３　ＬＡ对荷瘤ＫＭ鼠脾指数的影响

Ｔａｂｌｅ　３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＬＡ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｐｌｅｅｎ　ｉｎｄｅｘｅｓ
ｏｆ　Ｕ１４－ｂｅａｒｉｎｇ　ＫＭ　ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐ

小鼠数量
Ｎｏ．ｏｆ　ｍｉｃｅ

脾指数

Ｓｐｌｅｅｎ　ｉｎｄｅｘｅｓ（ｘ±ｓ）

正常对照Ｎｏｒｍａｌ　 １０　 ６．１４±１．９４
模型组 Ｍｏｄｌｅ　 １０　 ５．４９±１．０９

ＬＡ　 １０　 ８．３６±２．１９＊

ＤＤＰ　 １０　 ６．８３±２．１５
　　注（Ｎｏｔｅｓ）：与模型组和正 常 对 照 组 比 较（Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｍｏ－
ｄｌｅ　ｇｒｏｕｐ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｎｏｒｍａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ），＊Ｐ＜０．０５。

表４　ＬＡ对荷瘤ＫＭ鼠脾淋巴细胞增殖率的影响

Ｔａｂｌｅ　４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＬＡ　ｏｎ　ｓｐｌｅｅｎ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ　Ｕ１４－ｂｅａｒｉｎｇ　ＫＭ　ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐ

小鼠数量
Ｎｏ．ｏｆ　ｍｉｃｅ

脾淋巴细胞增殖率
Ｓｐｌｅｅｎ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ　ａｃｔｉｖｉｔｙ（％）

正常对照Ｎｏｒｍａｌ　 １０　 ２６．４０±４．３０
模型组 Ｍｏｄｌｅ　 １０　 １２．９０±３．１４＃

ＬＡ　 １０　 ２５．１０±４．３３＊＊

ＤＤＰ　 １０　 １７．８０±５．２２＊ ＃

　　注（Ｎｏｔｅｓ）：１）与 模 型 组 比 较（Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｍｏｄｌｅ　ｇｒｏｕｐ），
＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；２）与正常对照组比较（Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ
ｎｏｒｍａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ），＃Ｐ＜０．０１。

讨　论

乳杆菌是一类重要的益生菌，对膀胱癌、结肠癌、
乳腺癌等多种 肿 瘤 有 抑 制 作 用［７～９］，其 可 能 的 抑 瘤 机

制包括：①改善宿主内环境平衡，预防癌前病变发生；

②诱导肿瘤细胞凋亡［１］；③乳杆菌及其有效活性成分

（肽聚 糖、ＣＰＧ 基 序 等）激 活 机 体 的 抗 肿 瘤 免 疫 功

能［１０～１２］。但其抑 瘤 机 制 较 为 复 杂，尚 需 继 续 深 入 研

究，其中乳杆菌的抗肿瘤免疫功能一直是研究热点。
抗肿瘤免疫包括特异性免疫与非特异性免疫。肿

瘤特异性免疫以细胞免疫为主。由于脾淋巴细胞增殖

能力的强弱在某种程度上反映了淋巴细胞免疫功能的

高低，因此检测脾淋巴细胞增殖水平是细胞免疫研究

的常用方法。脾脏是动物体内重要的免疫器官，脾指

数变化也 能 反 映 机 体 免 疫 机 能 状 态。本 研 究 结 果 显

示，ＬＡ能使Ｕ１４荷瘤鼠脾脏重量与脾指数明显回升，
并超过正常ＫＭ鼠，同时促进荷瘤鼠脾淋巴细胞增殖

活性，显示ＬＡ具有增强机体细胞免疫功能作用。
自Ｓｉｅｇｅｌ等［１３］等 提 出 红 细 胞 免 疫 系 统 的 新 概 念

以来，红细胞免疫作为非特异性免疫重要组成部分受

到关注，同时红细胞免疫在抗肿瘤免疫中的作用也值

得深入研究和探讨。红细胞作为血循环中数量最大的

天然免疫细胞，其细胞膜表面具有多种免疫分子，其中

Ｃ３ｂ受体是重要的膜表面免疫分子，发挥着清除循环

免疫复合物，调理吞噬作用和对Ｂ／ＮＫ细胞的免疫调

节作用，并可通过Ｃ３ｂ受体识别肿瘤抗原与肿瘤细胞

粘附，利于阻止肿瘤细胞经血行播散，检测红细胞Ｃ３ｂ
受体花环率及红细胞免疫复合物花环率能够反映红细

胞天然免疫功能［１４］。
本研究结果显示 Ｕ１４荷瘤ＫＭ 鼠红细胞Ｃ３ｂ受

体数量与免疫 粘 附 活 性 显 著 下 降，通 过 腹 腔 注 射ＬＡ
能显著提高荷瘤鼠Ｃ３ｂ受体数量，并增强其Ｃ３ｂ受体

清除循环免疫复合物活性，表明ＬＡ 具有激活机体红

细胞天然免疫的功能，可能联合增强荷瘤机体的细胞

免疫应答共同参与对Ｕ１４的抑瘤作用。
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