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树突状细胞分化发育过程中双歧杆菌的作用研究 

熊 菲 -，程 茜 。，刘明方 ，陈淑惠 

(1．重庆医科大学儿童医院儿保教研室，重庆 400014；2．重庆医科大学检验系微生物教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究双歧杆菌在树突状细胞(DendriticCell，DC)分化发育过程中对其数量、形态的影响。方法：体内实验中分 

别采用活双歧杆菌菌液 (1×109CFU／m1)、灭活双歧杆菌菌液 (1×109CFU／m1)、双歧杆菌耗尽培养上清 (Spent culture super— 

natant，SCS)、无菌生理盐水给Balb／c小鼠灌胃，sP免疫组织化学法分析检测肠道DC数量。体外实验中①用热灭活双歧杆菌单 

独诱导单核细胞，倒置光学显微镜观察单核细胞形态是否发生改变，能否诱导成为DC；②以GM—CSF、IL4联合诱导单核细胞 

生成未成熟 DC，加入不同剂量热灭活的双歧杆菌，观察 DC形态。结果：体内实验发现 DC分布于整个空、回肠的黏膜固有层， 

细胞大小不一，外形不规则。双歧杆菌灌胃后小鼠小肠黏膜固有层 Dc数量增加(P<0．05)，以活菌作用最明显 ，死菌次之，培 

养上清作用最弱。体外单用热灭活的双歧杆菌，不能诱导单核细胞为Dc，但能促进单核细胞来源的未成熟Dc的形态向成熟化 

发展。结论：双歧杆菌通过胃肠道途径可能影响 DC的分化、发育 、成熟，但在体内复杂的环境中双歧杆菌并不是单独作用的。 

DC的分化发育过程可能影响因素众多，体内微环境的变化会影响 DC的分化 、发育。 
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Effect of bifidobacterium on the differentiation and development of DC 

xloNG Fei．et Ql 

(Department of Children Care，Children s Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the effect of bifidobacterium on the production and morphology of dendritic cells(DC、in vitro and in vi— 

vo．Methods：In vivo，the mice were administrated orally with live bifidobacteria
， heat—killed bifidobacteria(1 x 109CFU／m1)，with spent 

culture supernatant(scs)or saline normal respectively，and their intestinal samples were used to evaluate the production of intestinal DC 

by immunohistochemical method．In vitro， the monocyte was induced by heat-killed bifidobacterium alone
． to find out whether it could 

change cell morphology and become DC，Phase—contrast microscope morphological observation was made
． On the other hand．normal aduIt 

immature DCs were induced by monocyte cultured in granuloeyte macrophage—colony stimulating factor fGM—csr) and interleukin-4 

(ILI4)，and they were exposed to various dosages of heat-killed bifidobacterium(1OOug／ml，10ug／m1)in experimental groups on the 7th day， 

while the control group was expo sed without heat—killed bifidobacterrium
， LPS at lug／ml was added to some cultures as positive contro1

． 

The morphology of DC was observed by phase—contrast microscope and electron microscope
． Resu／ts：Under the microscope．DCs were 

present in the intestinal lam ina pmpria of mice， the sizes of which were varied and the appearances were irregular
． Counting showed that 

the bifidobacterium could increase the number of DCs in the small intestine of mice
． There was signitlcant difference between the control 

group and the live bifidobacterium group，the heat-killed bitldobacterium group and SCS group <0
．05)．The heat—killed bitldobacterium 

group was compared with the live bifidobacterium group and the SCS group， It was concluded that there was an obvious difference fP< 

0．05)．In vitro，Monocy~e could not changed the morphology of cells induced by the heat—killed bifidobacterium，but it c0uld promote the 

maturation of the morphology of the immature DC， which is derived from the norm al adult peripheral blood monocyte
．  Conclusion： Th e 

research shows that the bitldobacterium have an impo rtant effect on the differentiation
、development and maturation of DC． It is not the 

sole function of bitldobacterium．Th e changes of the microenvimnment in vivo have an effect on the differentiation and develoDment of DC
． 

【Key words】Bifidobacterium：Dendriftc Ce11s 

肠道菌群在肠黏膜免疫功能的建立中起决定 

作者介绍：熊 (1979一 )，女，硕士， 

主要研究方向：益生茵和免疫。 

性作用这一观点已逐渐得到公认【lJ，但具体机制仍 

然不十分清楚，目前主要集中于肠道菌群与淋巴细 

胞、巨噬细胞的研究。但已有学者发现，肠道共生菌 

对树突状细胞 (dendritic cell，DC)的功能有影响圆。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报2O06年第 31卷第 3期 (Journal of Chongqing Medical University 2006．Vo1．31 No．3) 一 339 一  

Dc是目前已知的体内功能最强的专职性抗原提呈 

细胞(antigen present cell，APC)，广泛分布于多种组 

织 ，如消化道黏膜上皮、黏膜固有层及相关淋巴组 

织，是肠道黏膜免疫系统主要的守卫者和重要调节 

因素之一[3】。双歧杆菌作为最早进入肠道及数量最 

多的有益菌之一，在 DC分化发育过程中发挥的作 

用可能会影响到肠黏膜免疫的建立与调节。本文通 

过互补的体内、体外实验对双歧杆菌能否影响DC 

的分化、发育进行一些初步探讨，为进一步研究 DC 

与双歧杆菌的黏膜免疫功能奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

大鼠抗小鼠 DC33D1购自eBioscience公司；SP免疫组 

化试剂盒 DAB显色试剂盒购自北京中山生物技术有限公 

司；健康成年人外周血，本院研究生中健康志愿者提供；重组 

人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(rhGM—csr9、重组人白细胞 

介素 4(rhIL-4)购自Peprotech公司；RPMI1640培养基购自 

GIBCO公 司；RPMI 1640完全培养基补充 10％胎牛血清 、 

100U／ml青霉素 、100U／ml链霉素。 

1．2 菌种来源 

两歧双歧 杆菌 (Bifidobacterium bifidum)标准 菌株 

Bifl 101(重庆医科大学临床微生物学教研室分离，中国科学 

院微生物所鉴定 )。 

1．3 实验动物 

36只生长良好的 Balb／c小鼠，4～5周龄，雌雄各半，体重 

16±2g，由重庆医科大学动物实验中心提供。 

1．4 双歧杆菌培养 

双歧杆菌标准菌种接种至 BL肉汤培养基 ，37℃厌氧培 

养48h后，菌液 4000r／min，离心 lOmin，分离得到耗尽培养上 

清(Spent culture supematant，SCS)，4℃冰箱保存备用。 

无菌生理盐水重悬双歧杆菌沉淀，所得菌悬液分为活菌 

组和死菌组。将死菌组置于 65％水浴，30 min灭活处理 (BL 

肉汤检菌，无活菌存在 )，再用无菌生理盐水多次洗涤离心 

(4000 r／min，10 min)直到细菌沉淀呈乳白色。 

1．5 体内实验 

1．5．1 双歧杆菌液灌服 将 36只 Balb／c小鼠随机分为活菌 

组、死菌组 、SCS组 、阴性对照组 4组，每组 9只。活菌组采用 

活双歧杆菌菌液灌胃；死菌组采用灭活的死双歧杆菌菌液灌 

胃，菌液浓度均为 1×109CFU／ml；SCS组采用双歧杆菌 SCS 

灌胃；阴性对照组采用无菌生理盐水灌胃。各组灌服量均为 

0．5ml／(只·天 )，每13 1次，连续 7天。于实验第 9天处死小 

鼠，取小肠空 、回肠段，肉眼观察大体解剖后做冰冻切片， 

- 70％冰箱保存。 

1．5．2 免疫组化分析 抗体为大鼠抗小鼠DC33D1，SP免疫 

组化法分析肠道Dc数量。结果判断：胞浆及胞膜呈现棕黄 

色的细胞为阳性细胞。 

1．5．3 计数 每只小鼠做 3张切片，每张切片随机取 3个不 

重叠的视野计数阳性细胞数，每只小鼠阳性细胞用 表示，每 

个实验组阳性细胞用 互±s表示。 

1．6 体外实验 

1．6．1 DC的体外培养 参照朱学军法I41常规分离健康成年 

人外周血贴壁的单核细胞，分为两部分实验： 

f1)双歧杆菌诱导单核细胞：直接加入不同剂量的双歧 

杆菌(100IXg／ml、10 g／m1)，隔13半量换液； 

(21细胞因子加双歧杆菌诱导单核细胞 ：获得贴壁的单 

核细胞后 ，加入细胞因子：rhGM—CSF1000U／ml、rhIL-4 500U／ 

Ⅱd进行诱导 ，隔 13半量换液，培养第 7天将上述细胞分组 

为：实验组 ：加入 rhGM—CSF、rhlL-4的同时添加双歧杆菌 

IOOIxg／ml(高剂量组 )、l0 g／ml(低剂量组 )；阳性对照 

组：加入 rhGM-CSF、rhlL-4的同时添加 1 g／ml LPs，阴性对 

照组：只加入 rhGM—CSF、rhIL-4。 

1．6．2 形态学检测 细胞培养过程中每天进行倒置光学显 

微镜观察。 

1．7 统计学方法 

采用 SAS软件完全随机方差分析检验 ，P<0．05为有显 

著性差异。 

2 结 果 

2．1 体 内买验 

2．1．1 小肠大体解剖 肉眼观察空、回肠段标本无 

充血、肿胀等病理现象。 

2．1．2 光镜 高倍镜下观察切片，组织完整 ，绒毛、 

黏膜固有层、黏膜肌层、浆膜分界清晰。sP免疫组化 

方法染色后见 DC分布于小鼠整个空、回肠的黏膜固 

有层，DC细胞外形不规则，大小不一，胞核外形亦不 

规则，多数呈偏心位，且DC有不规则突起，与周围细 

胞有紧密接触。各实验组相比，阴性对照组小鼠小肠 

黏膜固有层DC数量少，分布较稀疏，双歧杆菌活菌 

组 DC数量多，密集分布，形成网络结构(图 l～4)。 

2．1．3 DC计数 双歧杆菌活菌、死菌、SCS组 DC 

数量较阴性对照组显著升高 (P<0．05)，且组间两 

两比较提示差异均有显著性 (P<0．05)，活菌组对 

DC数量增加的作用最明显，死菌次之，培养上清作 

用最弱(表 1)。 

2．2 体外 实验 

2．2．1 单用双歧杆菌诱导单核细胞 培养 5天仍 

未见到细胞形态改变，而且细胞数量逐渐减少。状态 

变差 (图 5)。 
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连 ’ 
图 4 

表 层 Ïl的数量{⋯  

ⅡH lIl1 儿自 窟起n I胞数 较阳忭 对照组多 【 

7～I(1)双 针F曲高制鲢组 『压刺 绢 阳H：对照组比 

较 ．j×．甏起 盟 

图“ 培养3天光镜下的形 x200 

图7 l 1 -J双歧杆菌组培养9王光镜下的形态 (x-lO0~ 
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国9 l̈ 阳性对照组培养‘)天光镜下的形态 f~f)[1l 

图 l̈ 阴性对照组培养 9无光镜下的形态 (z40U 

肠黏膜鲍痤系统是山肠遒 淋巴组主}{细胞 

l＆保护 上fl勺效应分 成的网络． 发育和执行 

功能与多种㈨索宵关 训究拉现， lM道JI常共牛 

的微生物：双歧杆 埘机体免疫系统的发育和成熟 

起昔 置 受的作斤i1’ ，但 具休饥 丕不完令清 

楚 H．IIN于 2002年提 l̈，最 L进入肠』直内的微生 

物刺激f}cJ最初靶细胞很可能J 然免疫系统-l-的 

细胞．如 【 刺激信号经过一些特 性受体介导地 

功能成熟．井R逐渐诱导初婚 I 胞有效地分 

化为特异性j 忆性 效城 一 胞 说明肠道』t生 

群 J能耐脑道 Df．垃育 分化 成熟硬功能发挥具 

有霞要影响．井以此为被应 胞参 免疫功能的建 

和胴 是休 功能最燃的孥帆忡  ̂ ．址肠 

道黏脱免疫系统卞蛰的守 I】者住阑节l翰j苴记疫平 

衡中扮演醇 舶色 lh此可吐．驳歧仆旃作匀卣先 

进八肌体 数 最多的异件 ，眨很多疾病c(̈腹泻 

过敏 疾病等 j辅毗治疗措如，能 在D(t什化发 

育过秤巾捌 作Hj荚系刮种膜免疫功能 n̂执i r近 

I。米州究苻已发圳．多种微生物能膨l们 的分 

化 成熟，衄多集中 J= 衅病原微牛物的埘究 ll q， 

钊时肠值正常南群与DC分化、成熟盖系的研究甚 

少 

我们m怍 崔验 } 舰察刮l1l 分市于小眼 个 

卒 、 腑 祜膛吲有层，细胞大小小一．fl小觇l删突 

起．胞核外形 、不规则．多数 心f ．‘1 围卦̈胞 

有紧密帕接触． r- h Brown,一等I。观察到的DC 

的JB态特扯i11符 vI·等学者咀投现，DC竹灌 人 

l助遵黏脞⋯仃层形成 络站十 腼道 IlI{[̈此的 

形岳特 硬分栉 生埋功能 荚．自利于小腑赫膜 

有屡 llI 捕获大部 分I I 托 味 ．蚌迁 移 肠系膛 

淋 结 f ll I’淋巴细胞区域，将 t娘佶息j韭 给阍 

⋯的淋巴绷胞．刺激产生柏J nq免疫厦碰 I本宴验 

示，椒歧杆『j!i随眦后小肠韩膜[11II仃层r 

I J引 内数赶叫显增多 Ma,pl ” f究发现小 l静 

l 汴刑 紊 ，肠1)f向}抖巴 【织的秆放增 ．这 

种nf样放n 增 n̈并 ：̈束 淋 结，研址来一小肠 

的黏膜同有层 种膜J剐响层中I)(数盛的多少 捕 

扶 挺 抗脲及激发肠世 I’淋巴细胞的免疫反应有 

咒．部仆珧定了免疫反悔程度 甥 面．M̈ waiI14认 

为．厮值口胀ni讨受和免疫 化 j肠遵和输入淋巴 

巾 的数量 活化程应有撕}』Jj∈系 由此我f1J摊 

删，外瓣忡烈歧十F荫肘 发育分化的影响使 I)C 

的数地 J 增加 叮能增蝉1)f的肠j 免疫作H1 找 

fll J$发现．般歧忏茼不『司的仃活状忐对 JI( 数最 

影u向 前苹异帅 活的烈蛀杆 对I)C数虽增加的 

作用最I _ ，死茼 之．培养上淆作Jn蛀弱 这可能 

是“I J 菌在加热址 lj时使一此代酣r 物被破 ， 

而培养 l一清_l】只岔有双歧杆 ， 长襞殖世 中J 

生的少 hi@是儿有免疫州 怍用的 I TA多肽和 

游离脂 陵 说明l塌道菌排的活蔺状态对免疫系统 

的作用更 扯岐杆菌是蔷牛菌中蕾要的肤轼菌． 

lI K繁殖受求较高的弗养 厌氧环境．找们的宴 

验结果提H 保持高恬 状忠 益生曲粪药物生产 

拉水的重点之一 

体外宾验小．由于肠道 I)f数量千H埘较少，直接 
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分离纯化技术要求高，体外培养扩增技术不成熟， 

因此选用了取材较方便、培养技术成熟的外周血单 

核细胞作为扩增 DC的来源，间接证实双歧杆菌对 

肠道 DC形态、数量的作用。单核细胞虽然是巨噬细 

胞和DC的共同前体，但在单核细胞中仅仅加入双 

歧杆菌后并没有发现细胞形态发生改变，说明没有 

诱导出 DC。显示在体外培养条件下，细胞因子的诱 

导作用十分关键。而 GM—CSF和 IL一4联合诱导 24h 

后贴壁细胞有所减少，悬浮细胞增多，呈细胞聚积 

现象，培养 5～7天即可见到有突起的 DC，且数量较 

多。培养晚期加入双歧杆菌后，DC表面树突样突起 

明显增多，细胞形态不规则，且具有突起的细胞数量 

明显增多．较阴性对照组 DC形态有显著差别，与文 

献中体外培养成熟 DC所观察到的细胞形态结果相 

符，同加 LPS的阳性对照组 DC形态变化一致。说 

明双歧杆菌在体外可促进 DC的形态向成熟化发 

展。尽管体外单用单用双歧杆菌不能诱导单核细胞 

成为树突状细胞 ，但在体内实验中，仅仅单独灌服 

双歧杆菌后就引起了黏膜固有层 DC数量的增加。 

结合体外诱导过程表明，在体内复杂的环境中双歧 

杆菌可能并不是单独作用的，DC分化发育影响因 

素众多，如肠道各种细胞因子及其他微生物等。由 

此推测：体内微环境的变化会影响 DC的分化 、发 

育。双歧杆菌作为最早进入肠道及生命过程中数量 

最多的有益菌之一，通过 DC这一重要的抗原提呈 

细胞调节机体免疫功能，也是 DC发挥免疫作用的 

重要调节因素之一。 

本实验结果证实，双歧杆菌通过胃肠道途径可 

能促进 DC的分化、发育 、成熟，可能增强 DC的肠 

道免疫作用；在 DC分化发育过程中发挥的作用可 

能也是双歧杆菌影响机体免疫功能的重要环节，但 

这一过程受体内复杂微环境的影I1~[15，161。虽然在肠 

道 DC这一重要的肠道免疫启动因子的分化发育过 

程中双歧杆菌发挥了一定作用，但双歧杆菌数量、 

种类在不同年龄、不同身体状态下是有差别的。机 

体是复杂的统一体，双歧杆菌在生理、病理状态及 

多种影响因素下对肠道 DC的影响及与肠道免疫的 

关系如何尚有待研究。 
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