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摘 要：机体在大剂量、长时间摄取两歧双歧杆菌后才能在其血清中检出特异性抗体，而非正常寄

居菌———沙门氏菌经口摄取后，机体在很短时间内就产生较高水平的特异性抗体，并维持较长的

时间*进一步的研究表明，在体外诱导脾细胞产生免疫应答的细胞数量上，双歧杆菌的数量是沙门

氏菌的$%倍*由此推论，两歧双歧杆菌经口服后具有较弱的免疫原性*
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双歧杆菌是人类及某些动物肠道中对人体有

益的正常菌，它与机体的健康密切相关*我国从$%
世纪0%年代开始了微生态调节剂的研制和开发，

现已初具规模*人们通过微生态调节剂大量地摄入

双歧杆菌，但如果日常摄入的抗原过多，机体应对

这些微生物有免疫反应，双歧杆菌作为机体正常的

寄居菌，宿主会对其有什么样的免疫应答呢？本研

究通过对小鼠口服两歧双歧杆菌后，双歧杆菌免疫

原性强弱的研究，探索两歧双歧杆菌与宿主之间的

关系，从而为双歧杆菌的应用提供理论依据*

= 材料与方法

=>= 供试菌种

!）两歧双歧杆菌（!"#"$%&’()*+",-&"#"$,-H!
/2）：从正常婴儿粪便中分离得到，作者所在实验室

鉴定、保存*
$）沙门氏菌（/’0-%1*00’23.）：作者所在实验

室分离、鉴定和保存*
=*? 实验动物

小鼠：昆明鼠，购自江苏原子医学研究所，4"0
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周龄，雄性!
!!" 培养基

"）双歧杆菌活化液体培养基，用于两歧双歧杆

菌的活化和增殖!
#）$%&培养基，用于两歧双歧杆菌的计数!
’）肉汤蛋白胨培养液，用于沙门氏菌的增殖!

!!# 酶标抗体

(%)标记兔抗鼠*+, 购自上海细胞所!
!!$ 细胞抗原的制备

两歧双歧杆菌接种于活化液体培养基中，于’-
.厌氧培养，#/0后离心收获菌体!沙门氏菌接种

于肉汤蛋白胨培养液中，’1.培养##!#20后离

心收 获 菌 体!所 获 得 的 菌 体 分 别 用 质 量 分 数 为

/!-3的4567洗涤’次，悬浮于体积分数为/!’3
的甲醛溶液中，’1.过夜，次日用质量分数为/!
-3的4567洗涤#次!
!!% 抗原给药途径

将供试菌株的细胞浓度调整至#8"/""9:;"，

经灌胃给实验小鼠，每只剂量为/!#<9:，每天"
次，每组<只，对照组灌胃给等量生理盐水，于各实

验阶段，摘眼球放血处死，收集血清!
!!& 抗体检测方法

血清中抗体的检测用间接=:*&>法［"］!全细胞

包被量为"/?9:;"，每孔"//":!
!!’ 小鼠脾淋巴单核细胞的制备

小鼠取脾，制备单细胞悬液，经#//目筛网过

滤，用(5@AB液洗涤’次，每次离心"/9C@（"///
D／9C@），加ECFG77静置，去红细胞!将细胞悬浮于#
9:%)$*"H2/完全培养液中，用台酚蓝染色计活

细胞数，应保证活细胞数在-<3以上，调整细胞浓

度为<8"/H9:;"!
!!( 体外免疫应答

将上述制备好的脾淋巴单核细胞滴加于-H孔

细胞培养板中，每孔"//":；每孔滴加不同细胞浓

度的两歧双歧杆菌或沙门氏菌#/":，置于’1.、

体积分数<3的二氧化碳培养箱中，于’I后补充

%)$*"H2/完全培养基"//":，<I或1I后收集上

清液，用酶联免疫法测定抗体的含量，每一浓度重

复’次!

) 结果与讨论

)*! 血清抗体的产生

小鼠经灌供试菌后，对其血清中抗两歧双歧杆

菌、抗沙门氏菌的*+,水平进行=:*&>法检测，结

果见图"，#!

图! 血清中抗两歧双歧杆菌+,-的生成

./,*! 0123/4/3567/89:/2;/67<2;2=>?;94?/3242:
!"#$%$&’(

图) 血清中抗沙门氏菌+,-的生成

./,*) 0123/4/3567/89:/2;/67<2;2=>?;94?/3242:
)*+(,-.++*/0"

从图"中可看出，小鼠灌胃两歧双歧杆菌后，

第"2天开始有抗体生成，第#"天抗体水平达到最

高，之后开始下降，并于第2#天下降至对照水平!
从图#中可看出，小鼠经灌胃沙门氏菌后，第’天开

始有抗体生成，第1天抗体水平明显升高，并达到最

高值，之后在试验期内一直维持在较高的水平!根

据文献［#］可知，宿主两次口服!"#$%"&’&’’()*(+
",-)<8"/HFEJ后，特异性抗体便被检出，口服霍乱

毒素<@+／次，2次之后也能检出产生的抗霍乱毒素

的特异性抗体［’］，而两歧双歧杆菌需要大剂量、长

时间的口服才能检出宿主产生的抗两歧双歧杆菌

的特异性抗体!因此，可以认为双歧杆菌一般不易

引起宿主产生抗体!即使产生抗体也是低水平，或

在短时间内有一定的反应，之后很快便消失!这可

能与双歧杆菌是一种正常的寄居菌有关，其抗原性

和其宿主的组织抗原性有相似性或相同性!而沙门

氏菌则是人或动物体的一种致病菌，经口进入肠道

后，很快便引起宿主对它的免疫应答，并且长时间

地产生高水平的抗体!由此可以说明，两歧双歧杆

菌在诱导机体产生特异性抗体方面的能力较弱!
)!) 体外免疫应答

脾细胞对两歧双歧杆菌与沙门氏菌在体外的
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免疫应答见图!，"#脾细胞培养$%后，两歧双歧杆

菌的细胞浓度为&’()*+&时，脾细胞对其应答产生

的抗体水平达到最高#而沙门氏菌的细胞浓度在,
-&’$)*+&时，脾细胞对其应答产生的抗体数量达

到最高#抗原致使脾细胞产生其特异性抗体时，两

歧双歧杆菌的浓度是沙门氏菌浓度的.’倍，且脾细

胞在接触沙门氏菌后第,天已经产生了很高水平

的抗体#据文献［"］报道，短双歧杆菌引起肠系膜淋

巴结产生免疫应答的数量为,-&’/)*+&，这说明

了两歧双歧杆菌在诱导机体免疫器官脾细胞产生

其特异性应答的能力方面较沙门氏菌弱#

图! 两歧双歧杆菌体外免疫应答

"#$%! &#’()#**+,-(-./),.-’)01(#)+.2).-.)3
!"#$%$&’($)./4--,5-445+4’+(-

图6 沙门氏菌体外免疫应答

"#$%6 &#’()#**+,-(-./),.-’)01(#)+.2).-.)3
*+,(-).,,+/0"#,./4--,5-445+4’+(-

7#! 灌供试菌后小鼠脾细胞对双歧杆菌的免疫应

答

分别制备灌供试菌后&"，.&%的小鼠的脾细胞

悬液，并滴加浓度为&’()*+&的两歧双歧杆菌，$%
后检测其上清液中的抗体数量，结果如图,所示#
结合血清中抗体生成变化的试验可看出，小鼠在灌

胃&"%后，脾细胞对双歧杆菌表现出较高的应答，

而此时血清中的抗体的数量正处于上升趋势；灌胃

.&%后脾脏细胞的应答降到很低的水平，此时血清

中的抗体数量达到最高值#这可能是因为脾脏是机

体的一个免疫器官，小鼠口服双歧杆菌后第&"天

时，脾脏已产生了特异性抗体#然后这些抗体再缓

慢释放至血液中，到第.&天时脾脏所产生的特异

性抗体基本上释放完毕，此时血液中的抗体数量达

到最高值#而且双歧杆菌与宿主频繁接触后，形成

了一个统一体，不再会有强烈的免疫反应［,］#

图8 灌供试菌后小鼠脾细胞对双歧杆菌的免疫应答

"#$%8 &#’()#**+,-(-./),.-’)!"#$%$&’()3./4--,
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! 结 语

综上所述，双歧杆菌长期灌胃给小鼠一般不易

引起宿主产生抗体，即使诱生了抗体，其浓度也远

远低于外籍菌诱生的抗体水平，且小鼠脾细胞对双

歧杆菌刺激同样表现出低的反应性#
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