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·实验研究·

双歧杆菌对内毒素损伤幼年大鼠肠道
血管内皮细胞粘附分子１的影响

王玮１，３，叶青２，刘伟３，孙梅１

（１．中国医科大学附属二院儿科，辽宁 沈阳　１０００４；２．黑龙江省红十字医院儿科，黑龙江 哈尔滨　１５００３０；
３．哈尔滨医科大学附属二院儿科、科研试验中心，黑龙江 哈尔滨　１５００８６）

　　［摘　要］　目的　双歧杆菌是肠黏膜屏障中生物屏障的主要成分，参与了宿主的消化、营养、代谢、吸收、免疫
及抗感染过程，然而其具体的作用机制目前还不清楚。该研究欲探讨双歧杆菌对内毒素损伤幼年大鼠血清和回肠

组织的丙二醛（ＭＤＡ）含量和小肠绒毛间质血管内皮细胞粘附分子１（ＩＣＡＭ１）表达的影响。方法　腹腔注射内毒
素制造内毒素损伤动物模型（模型组，Ｅ组），治疗组（Ｔ组）提前７ｄ给予双歧杆菌灌胃，同时设对照组（Ｃ组，腹腔
注射生理盐水），于不同时间点处死后检测血清和肠组织中ＭＤＡ的含量，并用免疫组织化学和逆转录聚合酶链反
应（ＲＴＰＣＲ）方法检测小肠组织ＩＣＡＭ１蛋白质和核酸水平的变化。结果　Ｅ组血清和小肠ＭＤＡ含量较对照组增
加，以６ｈ增加明显（肠组织：９９．８８±１２．６２ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔｖｓ８４．２５±１２．９６ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ，Ｐ＜０．０５；血清：１．６７±０．３０
ｎｍｏｌ／ｍＬｖｓ１．１３±０．２０ｎｍｏｌ／ｍＬ，Ｐ＜０．０５）；Ｔ组 ＭＤＡ含量（６ｈ：肠组织９２．７５±９．２８ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ；血清１．１７±
０．２３ｎｍｏｌ／ｍＬ）较Ｅ组下降；Ｅ组小肠组织ＩＣＡＭ１蛋白质和核酸表达增加，分别以６ｈ和２ｈ为著，Ｔ组改变低于Ｅ
组（Ｐ＜０．０５）。结论　 内毒素损伤幼鼠血清和小肠ＭＤＡ含量增加，同时 ＩＣＡＭ１蛋白质和 ｍＲＮＡ表达增加，外源
性给予双歧杆菌能降低内毒素组 ＭＤＡ和 ＩＣＡＭ１的增加，表明双歧杆菌能通过抑制大鼠体内的 ＭＤＡ含量和
ＩＣＡＭ１的表达而起到一定的肠道保护作用。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（４）：３７５－３７８］
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ｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔＩＣＡＭ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ，ｔｈｕｓｐｒｏｖｉｄｉｎｇｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｓｆｏｒｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２００７，９（４）：３７５－３７８］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ；Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ；Ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１；Ｒａｔｓ

　　严重感染是小儿胃肠功能障碍的常见病因之
一，其发病机制与内毒素血症和胃肠道屏障功能破

坏密切相关。双歧杆菌是肠黏膜屏障中生物屏障的

主要成分，是人体主要的益生菌之一，参与了宿主的

消化、营养、代谢、吸收、免疫及抗感染过程，尤其在

维持机体肠黏膜屏障的完整性方面起重要作用［１］。

细胞间粘附分子（ＩＣＡＭ１）是一类位于细胞膜表面
的糖蛋白分子，在体内分布广泛，在炎症和免疫反应

中起重要作用。组织局部粘附分子表达上调是中性

粒细胞（ＰＭＮ）粘附、激活的基础，ＰＭＮ过度激活引
起的组织损伤日益受到重视。但是有关外源性双歧

杆菌对腹腔感染大鼠肠道的 ＩＣＡＭ１表达情况国内
外尚未见报道。本文欲研究内毒素损伤幼鼠肠道的

ＭＤＡ含量和ＩＣＡＭ１的表达变化并探讨双歧杆菌对
肠道的保护机制。

１　材料和方法

１．１　材料
双歧杆菌为为婴儿型双歧杆菌，菌种编号

ＫＬＤＳ２．０００２，购自东北农业大学乳品科学教育部
重点实验室（ＫＬＤＳ）；大肠杆菌精制内毒素（ＬＰＳ）购
自Ｓｉｇｍａ公司；考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒和丙二
醛（ＭＤＡ）试剂盒购自南京建成生物工程研究所；
ＩＣＡＭ１兔抗大鼠 ＩｇＧ（一抗）购于武汉博士德生物
工程有限公司，辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（二抗）及
浓缩型ＤＡＢ试剂盒购于北京中杉金桥生物技术有
限公司；ＩＣＡＭ１及 βａｃｔｉｎ引物由上海申能博彩生
物科技有限公司设计并合成；ＲＴＰＣＲ试剂盒购于
Ｐｒｏｍｅｇａ（北京）生物技术有限公司；Ｗｉｓｔａｒ大鼠由哈
尔滨医科大学附属二院实验动物中心提供。

１．２　方法
１．２．１　内毒素损伤动物模型制作［２～３］　　健康１８
日龄Ｗｉｓｔａｒ大鼠１２０只，平均体质量３０．４±６．３ｇ，
雌雄不限，进食鼠乳。除对照组４０只外均腹腔注射
内毒素（ＬＰＳ）５ｍｇ／ｋｇ，配比浓度为５ｍｇ／Ｌ，用生理
盐水溶解。注射后仍送回母鼠笼内哺喂鼠乳。

１．２．２　实验分组　　实验动物随机分为３组，每组
４０只。对照组（Ｃ组）腹腔注射生理盐水１ｍＬ／ｋｇ，

模型组（Ｅ组）腹腔注射 ＬＰＳ（５ｍｇ／ｋｇ，５ｍｇ／Ｌ）；治
疗组（Ｔ组）提前１周给予双歧杆菌混悬液（２．０×
１０９ＣＦＵ／ｍＬ）灌胃，每次０．５ｍＬ，每日２次，直至实
验结束［４～６］；分别于注射内毒素或生理盐水后２，６，
１２，２４，７２ｈ断头处死动物，留取血清和回肠组织。
１．２．３　实验方法　　各组动物于各时间点断头处
死后取血，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清 －２０℃
保存。距回盲部２～３ｃｍ处留取０．５～１ｃｍ回肠，
置于０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ配置的４％多聚甲醛溶液中固
定，常规石蜡包埋，切片，用于免疫组织化学研究；距

回盲部３～４ｃｍ处留取４～５ｃｍ回肠，部分放入液
氮后移至－８０℃冰箱中用于提取总 ＲＮＡ，部分用冰
生理盐水冲洗肠腔内容物后，滤纸吸干水分后，称

重，用生理盐水制成 １％匀浆，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，留上清－２０℃保存。
１．２．４　检测指标及方法　　①血清和回肠组织
ＭＤＡ含量测定采用硫代巴比妥酸（ＴＢＡ）法，回肠组
织匀浆蛋白质含量测定采用考马斯亮蓝染色法，具

体操作严格按照试剂盒说明进行；②小肠组织
ＩＣＡＭ１蛋白用免疫组织化学ＡＢＣ法显示肠绒毛间
质血管内皮 ＩＣＡＭ１的表达，ＤＡＢ显色棕黄色深浅
不同代表表达量的多少；③小肠组织 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ
的表达：用 ＲＴＰＣＲ法，异硫氰酸胍一步法提取总
ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增ＩＣＡＭ１片段，引
物序列为：５′ＴＧＴＣＧＧＴＧＣＴＣＡＧＧＴＡＴＣＣＡＴＣ３′，５′
ＧＣＧＧＣＴＣＡＧＴＧＴＣＴＣＡＴＴＣＣ３′，产物长度 ４０６ｂｐ，
扩增条件：９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ、５７℃，３０ｓ、７２℃，
４０ｓ，３５次循环后，７２℃，７ｍｉｎ；以βａｃｔｉｎ作内参照，
βａｃｔｉｎ引物序列为：５′ＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡ
ＣＡ３′，５ＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ３′，产物长
度４５２ｂｐ，扩增条件：９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ、５６℃，
４０ｓ、７２℃，２２ｓ，３０次循环后，７２℃，７ｍｉｎ。ＰＣＲ产
物经２％琼脂糖凝胶电泳后紫外光照相分析，结果
以ＩＣＡＭ１光密度／βａｃｔｉｎ光密度表示。
１．３　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，计量资料结果以均值
±标准差表示，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５提示
差异有显著性。

·６７３·
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２　结果

２．１　血清ＭＤＡ含量
Ｅ组ＭＤＡ含量在６，１２，２４ｈ与 Ｃ组比较有显

著增加（Ｐ＜０．０５），Ｔ组ＭＤＡ含量在６，１２ｈ及２４ｈ
与Ｅ组比较有显著下降（Ｐ＜０．０５），见表１。
２．２　回肠组织ＭＤＡ含量

Ｅ组ＭＤＡ含量在６，１２，２４ｈ与 Ｃ组比较有显
著增加（Ｐ＜０．０５），Ｔ组 ＭＤＡ含量在１２ｈ及２４ｈ
与Ｅ组比较有显著降低（Ｐ＜０．０５），见表２。
２．３　回肠ＩＣＡＭ１蛋白表达

ＩＣＡＭ１蛋白免疫组织化学染色结果显示：Ｃ组

小肠黏膜间质少量棕黄色颗粒，Ｅ组小肠黏膜间质
均有棕黄色颗粒，以６ｈ为著，在６，１２，２４ｈ和７２ｈ
均较Ｃ组差异有显著性（Ｐ＜０．０１），Ｔ组在６ｈ和
１２ｈ光密度值较Ｅ组增加（Ｐ＜０．０１），以后逐渐下
降，在７２ｈ低于Ｅ组（Ｐ＜０．０１）。见图１，表３。
２．４　回肠ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达

Ｃ组回肠有少量 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达，而 Ｅ
组在ＬＰＳ作用２ｈ后表达明显增加（Ｐ＜０．０１），以
后各时间点与 Ｃ组差异无显著性；Ｔ组在２ｈ较 Ｅ
组表达下降（Ｐ＜０．０１）而与 Ｃ组差异无显著性，在
６ｈ和１２ｈ表达较 Ｅ组明显增加（Ｐ＜０．０１），２４ｈ
下降明显，与 Ｃ组、Ｅ组比较均差异有显著性
（Ｐ＜０．０１），７２ｈ回升至正常，见表４。

表１　各组大鼠不同时间点血清ＭＤＡ含量 （ｎｍｏｌ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ７２ｈ

Ｃ组 １．０１±０．２０ １．１３±０．２０ １．０６±０．２３ １．００±０．１８ １．００±０．１９
Ｅ组 １．１１±０．２１ １．６７±０．３０ａ １．４４±０．３０ａ １．４２±０．２６ａ １．２０±０．２４
Ｔ组 １．２４±０．２７ １．１７±０．２３ｂ １．１１±０．１９ｂ １．１４±０．１６ｂ １．１４±０．１８

　　ａ与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ与Ｅ组比较，Ｐ＜０．０５

表２　各组大鼠不同时间点回肠组织ＭＤＡ含量 （ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ，ｘ±ｓ）

２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ７２ｈ

Ｃ组 ７８．２２±１１．７８ ８４．２５±１２．９６ ８３．７７±１５．４６ ８１．８７±１３．５８ ８９．４３±１４．１７
Ｅ组 ８９．２０±１６．３７ ９９．８８±１２．６２ａ １０１．４０±１５．０２ａ ９８．２９±１５．７５ａ ９０．９３±１５．０８
Ｔ组 ８３．０９±１８．９２ ９２．７５±９．２８ ８６．４５±１１．５１ｂ ８１．１４±１３．０６ｂ ９３．０８±１０．９５

　　ａ与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ与Ｅ组比较，Ｐ＜０．０５

表３　各组大鼠不同时间点回肠ＩＣＡＭ１免疫组织化学光密度 （ｘ±ｓ）

２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ７２ｈ

Ｃ ０．１４１±０．０２８ ０．１３５±０．０２４ ０．１２９±０．０２８ ０．１３０±０．０３１ ０．１２２±０．０２７
Ｅ ０．１６３±０．０２０ ０．４１８±０．０４７ａ ０．３６５±０．０５８ａ ０．３３１±０．０３１ａ ０．２４０±０．０３２ａ

Ｔ ０．１７１±０．０３４ ０．５５６±０．０５７ｂ ０．４３６±０．０３０ｂ ０．３３０±０．０３０ ０．１３１±０．０２０ｂ

　　ａ与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ与Ｅ组比较，Ｐ＜０．０１

表４　各组大鼠不同时间点回肠组织ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ光密度／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ光密度值 （ｘ±ｓ）

２ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ ７２ｈ

Ｃ ０．１０９±０．０２５ ０．１０３±０．０２７ ０．１００±０．０２９ ０．０９８±０．０３３ ０．１０６±０．０２４
Ｅ ０．２０５±０．０３１ａ ０．０９３±０．０２４ ０．１０３±０．０２１ ０．０９０±０．０２９ ０．１１０±０．０２８
Ｔ ０．１１１±０．０２２ｂ ０．３１８±０．０５３ａ，ｂ ０．２３１±０．０２７ａ，ｂ ０．００７±０．００２ａ，ｂ ０．１１２±０．０１８

　　ａ与Ｃ组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ与Ｅ组比较，Ｐ＜０．０１

　　图１　各组回肠ＩＣＡＭ－１免疫组织化学（４００×）Ａ：Ｃ组，小肠绒毛间质少量棕黄色颗粒；Ｂ：Ｅ组６ｈ，小肠黏膜间质均有
棕黄色颗粒；Ｃ：Ｅ组７２ｈ，小肠黏膜间质仍有棕黄色颗粒；Ｄ：Ｔ组６ｈ，小肠黏膜间质均有棕黄色颗粒，分布密集；Ｅ：Ｔ组７２ｈ，小肠黏膜

间质阳性染色较淡。

·７７３·
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３　讨论

胃肠功能障碍在多器官功能衰竭（ＭＯＤＳ）的发
展进程中起重要作用，肠道既是 ＭＯＤＳ发生时受损
的靶器官之一，又在 ＭＯＤＳ发生中起着始动器的作
用，而肠黏膜屏障损害是其发生的关键。肠黏膜机

械屏障和肠道菌群组成的生物屏障在阻止细菌或内

毒素移位过程中发挥着关键作用［７］。

组织损伤产生的自由基氧化生物膜的不饱和脂

肪酸，形成的过氧化脂质分解产生丙二醛（ＭＤＡ）。
ＭＤＡ含量多少在一定程度上反映了氧自由基对组
织、细胞损伤的程度。腹腔注射 ＬＰＳ后，血清和回
肠ＭＤＡ含量明显升高，在６，１２和２４ｈ增加明显，
高峰分别在６，１２ｈ，说明ＬＰＳ使肠组织损伤，动物模
型制造成功。

ＩＣＡＭ１属于免疫球蛋白超家族成员，是血管内
皮细胞表面重要的粘附分子，其配体为中性粒细胞

（ＰＭＮ）上的ＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８分子，组织局部粘附分子
表达上调是 ＰＭＮ粘附、激活的基础。ＰＭＮ过度激
活引起的组织损伤日益受到重视。

本研究中 ＩＣＡＭ１免疫组织化学染色结果显
示：对照组大鼠小肠黏膜间质有少量棕黄色颗粒，注

射ＬＰＳ后在６，１２，２４和７２ｈ小肠黏膜间质均有棕
黄色颗粒，以６ｈ为著。ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的 ＲＴＰＣＲ
结果显示：对照组大鼠回肠有少量 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ
的表达，而腹腔注射ＬＰＳ后２ｈ后表达明显增加，以
后表达开始下降。肠黏膜组织中 ＩＣＡＭ１表达增加
介导的 ＰＭＮ在局部组织中聚集、粘附，从而引起炎
症反应。

外源性补充双歧杆菌能减少新生大鼠坏死性小

肠结肠炎（ＮＥＣ）的发生［６］，改善免疫力低下小鼠的

肠道菌群结构［８］，能有效防治严重烧伤后肠道菌群

紊乱性腹泻及抗生素相关性腹泻［９］，能促进烫伤后

受损肠黏膜机械屏障、生物屏障和免疫屏障的修复，

有效防治肠道细菌和内毒素移位［１０，１１］。

预先外源性给予幼鼠双歧杆菌灌胃可抑制 ＬＰＳ
损伤后血清和回肠组织 ＭＤＡ的增高，表明双歧杆
菌通过加强肠道微生态屏障而降低了内毒素对肠黏

膜的损害，因此脂质过氧化反应减轻，自由基生成减

少，间接的保护肠组织免受损伤；双歧杆菌治疗组

ＩＣＡＭ１蛋白质表达在６和１２ｈ光密度值较Ｅ组增
加，２４ｈ与Ｅ组无差异，７２ｈ低于Ｅ组，表明双歧杆
菌能最终减少ＩＣＡＭ１蛋白质的表达，但是表现为６
和１２ｈ表达增加、２４ｈ表达同 Ｅ组、７２ｈ下降明显

的先升后降特点；双歧杆菌治疗组ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ在
６和１２ｈ表达较Ｅ组明显增加，２４ｈ和７２ｈ下降至
正常，表明双歧杆菌能最终减少 ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的
表达，在２ｈ为著，６和１２ｈ表达有增加，以后才逐
渐下降至正常。

本研究表明ＬＰＳ引起幼鼠回肠组织 ＩＣＡＭ１蛋
白质和 ｍＲＮＡ表达增加，其中 ｍＲＮＡ表达增加在
先，双歧杆菌在时间上延迟了 ＩＣＡＭ１蛋白质和
ｍＲＮＡ的表达，在程度上先增加，以后才逐渐减少表
达，从而抑制了 ＩＣＡＭ１介导的炎症反应，但是这种
表达强弱的变化原因有待于在以后的研究中进一步

探讨。
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