
!论
!

著!

双歧杆菌的脂磷壁酸对巨噬细胞
P*&W

的影响"

李迎雪!宋
!

洋!姚
!

君!张
!

茹"广东省深圳市人民医院消化内科
!

)#/"+"

#

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨双歧杆菌的脂磷壁酸"

M0*

#对巨噬细胞丝裂源活化蛋白激酶"

P*&W

#活性的影响$

方法
!

选取
$

!

/

周龄巴比赛"

Y*MY

'

;

#小鼠
-"

只!按随机数字表达法分为九组!每组
#"

只!

*

组腹腔注射磷酸缓

冲盐溶液"

&Y%

#&

Y

组腹腔注射
M0*

&

J

组腹腔注射
M0*Z

细胞外调节蛋白激酶"

V[W

#抑制剂&

\

组腹腔注射
M0*

Z;,SA3

氨基末端激酶"

SUW

#抑制剂&

V

组腹腔注射
M0*Z

E

./

抑制剂&

]

组腹腔注射
M0*ZV[W

及
SUW

抑制剂

组&

R

组腹腔注射
M0*ZV[W

及
&./

抑制剂组&

K

组腹腔注射
M0*ZSUW

及
&./

抑制剂&

I

组腹腔注射
M0*Z.

种抑制剂$九组小鼠注射
)D

!每天注射
#

次!饲养
'D

后!处死全部小鼠!采用免疫印迹法检测九组小鼠腹腔巨噬

细胞
P*&W

家族中
V[W#

'

+

%

E

./P*&W

和
SUW

蛋白的磷酸化水平$结果
!

"

#

#

Y

组小鼠腹腔巨噬细胞
V[W#

'

+

蛋白磷酸化水平较
*

组明显升高!差异有统计学意义"

!

$

"(")

#&两组小鼠腹腔巨噬细胞
E

./P*&W

和
SUW

平均

荧光强度差异无统计学意义"

!

%

"(")

#&"

+

#向小鼠腹腔注射抑制剂的其他七个组别!其相应的蛋白表达水平几乎

为零!且对其他蛋白表达无影响$结论
!

M0*

可能是通过活化巨噬细胞
P*&W

家族中
V[W#

'

+

来激活巨噬细胞

表达%合成和分泌细胞因子!抑制剂能够有效阻断蛋白表达通路!对其他蛋白表达无影响$

"关键词#

!

双歧杆菌&

!

脂磷壁酸&

!

巨噬细胞&

!

丝裂源活化蛋白激酶
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双歧杆菌是黏附于人类肠道最主要的细菌#是有益菌群之

一#通过维持机体肠道内菌群平衡来维护宿主的健康)

#

*

+随着

医疗技术和微生物生态学的发展#学者们越来越重视对双歧杆

菌的研究+脂磷壁酸$

M0*

%是双歧杆菌细胞壁的重要大分

子#也是双歧杆菌发挥其抗菌,抗衰老,抗肿瘤及调节机体免疫

功效的重要结构成分之一)

+

*

+

M0*

是以
#

#

.

磷酸二脂键连接

的而成的线性磷酸甘油多聚体#是一种无不良反应的调节

剂)

.

*

+巨噬细胞
P*&W

是由脯氨酸介导的丝氨酸,酪氨酸双

重磷化作用的蛋白激酶#

V[W#

"

+

和
E

./P*&W

是
P*&W

信

号传导通路中信号蛋白分子#

P*&W

对巨噬细胞具有活化,刺

激作用#能够有效地促进巨噬细胞的吞噬能力+研究表明#

M0*

能够通过活化
U],

%

Y

,

*&,#

和
P*&W

家族中
V[W#

"

+

,

E

./P*&W

来激活巨噬细胞信息通道#促使巨噬细胞表达和分

泌细胞因子#加强巨噬细胞吞噬能力#增强细胞毒作用#抑制体

-

#+/#

-

检验医学与临床
+"#)

年
'

月第
#+

卷第
#.

期
!

M9>P5DJ=23

!

SA=

B

+"#)

!

T1=(#+

!

U1(#.

"

基金项目!广东省深圳市科技计划项目$
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!!

作者简介!李迎雪#女#硕士研究生#主治医师#研究方向为胃肠病学+



内多种肿瘤的生长)

!,)

*

+为了解
M0*

激活巨噬细胞信息通道#

分泌细胞因子的机制#笔者做了相关研究#通过观察小鼠腹腔

巨噬细胞
P*&W

家族中
V[W#

"

+

,

E

./P*&W

和
SUW

的含量#

来研究双歧杆菌的
M0*

对巨噬细胞
P*&W

的影响机制#现报

道如下+

$

!

材料与方法

$($

!

材料来源
!

$

!

/

周龄
Y*MY

"

;

小鼠
-"

只#体质量
+"

!

+.

8

#其中雌鼠
!)

只#雄鼠
!)

只$小鼠购于河南省动物实验

中心%+

$(/

!

M0*

提取
!

在
MY

培养基中接种双歧杆菌#于
.'c

的无

氧环境中培养#

!/:

后裂解#离心并收集上清液+上清液置入

)"c

的水浴锅中恒温#待上清液分层后收集上层溶液#用醋酸

铵缓冲液洗脱溶液+

$('

!

给药方法
!

小鼠第
#

天#空腹注射
#"O

硫乙醇酸盐肉汤

+FM

#第
+

天起#给予不同试剂+

*

组注射磷酸缓冲盐溶液

$

&Y%

%

"(+FM

#

Y

组腹腔注射
M0*

(

J

组腹腔注射
M0*Z

细胞

外调节蛋白激酶$

V[W

%抑制剂(

\

组腹腔注射
M0*Z;,SA3

氨

基末端激酶$

SUW

%抑制剂(

V

组腹腔注射
M0*Z

E

./

抑制剂(

]

组腹腔注射
M0*ZV[W

及
SUW

抑制剂组(

R

组腹腔注射

M0*ZV[W

及
&./

抑制剂组(

K

组腹腔注射
M0*ZSUW

及

&./

抑制剂(

I

组腹腔注射
M0*Z.

种抑制剂+

#

次"天#连用
)

D

$

M0*

剂量均为
#"

&

8

#

.

种抑制剂剂量均为
"(+FM

#均购于

美国
%5==5;̂

公司%+

$(1

!

巨噬细胞收集及培养
!

'D

后#处死小鼠#

K93̂N6

液灌洗

腹腔#收集灌洗液+将细胞数调至
#"

$

"

FM

#取
#""

&

M

细胞悬

液置于培养板中#

.'c

下
)O JG

+

孵箱中培养
+:

#加入
#""

&

M

的
#"O

小牛血清的
[&PI#$!"

营养液和终极浓度为
#"

3

8

"

FM

脂多糖$

M&%

%#培养
+!:

后#置于
_."c

环境中保存+

$(2

!

免疫印迹法检测九组小鼠
E

,V[W#

"

+

,

E

,

E

./

和
E

,SUW

的

蛋白表达
!

离心收集细胞#

&Y%

洗涤
.

次#加入裂解液#于
!c

水中冰浴
."F23

#

#+""<

"

F23

离心
#"F23

#吸取上清液+

YJ*

法进行蛋白定量#后进行十二烷基硫酸钠
,

聚丙烯酰胺凝胶

$

%\%,&*RV

%凝胶电泳分离#并将蛋白质转移到
&T\]

膜上#

成像后分析结果+

$()

!

统计学处理
!

采用统计学软件
%&%%#'("

进行分析#计

量资料以
3Q?

表示#比较采用
<

检验#以
!

$

"(")

为差异有统

计学意义+

/

!

结
!!

果

/($

!

*

,

Y

两组小鼠腹腔内巨噬细胞
P*&W

家族中
V[W#

"

+

,

E

./

和
SUW

的蛋白表达水平比较
!

经
M0*

刺激后的
Y

组小

鼠腹腔巨噬细胞
V[W#

"

+

蛋白表达水平较
*

组明显升高#差

异有统 计 学 意 义 $

!

$

"(")

%(两 组 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞

E

./P*&W

和
SUW

蛋白表达水平差异无统计学意义$

!

%

"(")

%#见表
#

+

表
#

!

两组小鼠巨噬细胞
V[W#

'

+

(

E

./

和
SUW

蛋白

!!!

表达水平比较情况%

3Q?

&

组别
) V[W#

"

+ SUW &./

Y

组
#" #(./Q"(+/

"

"('+Q"(#) "($!Q"(#+

*

组
#" #(#'Q"(+# "(')Q"(#. "($/Q"(#$

!!

注!与
*

组比较#

"

!

$

"(")

+

/(/

!

Y

,

J

,

\

,

V

四组小鼠腹腔内巨噬细胞
P*&W

家族中

V[W#

"

+

,

E

./

和
SUW

的蛋白表达水平比较
!

与
Y

组比较#加

入
V[W

抑制剂的
J

组小鼠#

V[W#

"

+

蛋白磷酸化水平几乎为

零(加入
SUW

抑制剂的
\

组小鼠#

SUW

蛋白磷酸化水平几乎

为零(加入
E

./

抑制剂的
V

组小鼠#

E

./

蛋白磷酸化水平几乎

为零+见表
+

+

表
+

!

Y

(

J

(

\

(

V

组小鼠
V[W#

'

+

(

E

./

和
SUW

蛋白

!!!

表达水平比较%

3Q?

&

组别
) V[W#

"

+ SUW &./

Y

组
#" #(./Q"(+/ "('+Q"(#) "($!Q"(#+

J

组
#" "("-Q"(") "($-Q"(#. "($#Q"(#$

\

组
#" #(.+Q"(+/ "("'Q"("+ "($.Q"(##

V

组
#" #(.+Q"(+/ "('$Q"(#. "("!Q"("#

/('

!

]

,

R

,

K

,

I

四组小鼠
V[W#

"

+

,

E

./

和
SUW

蛋白磷酸化水

平表达比较
!

]

组加入
V[W

和
SUW

抑制剂#其
V[W#

"

+

和

SUW

蛋白几乎为零表达(

R

组和
K

组如同
]

组#加入抑制剂所

对应的蛋白磷酸化表达几乎为零(

I

组加入
.

种抑制剂#则

V[W#

"

+

,

SUW

和
E

./

蛋白几乎为零表达+见表
.

+

表
.

!

]

(

R

(

K

(

I

组小鼠
V[W#

'

+

(

E

./

和
SUW

蛋白

!!!

表达水平比较情况%

3Q?

&

组别
) V[W#

"

+ SUW &./

]

组
#" "("'Q"(". "("$Q"(". "($!Q"(#+

R

组
#" "("-Q"(") "($+Q"(#. "(")Q"("+

K

组
#" #(.+Q"(+/ "(")Q"("+ "("$Q"(".

I

组
#" "("$Q"("+ "(")Q"(". "("!Q"("+

'

!

讨
!!

论

双歧杆菌是动物和人类肠道中重要的生理性有益菌群#维

护肠道菌群平衡及机体健康)

$,/

*

+

M0*

是革兰阳性菌细胞壁

内的重要大分子结构#其亲水端参与细菌黏附定值作用#疏水

端能够与细胞膜紧密相连#
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