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摘 要!$目的% 探讨肠道益生菌对碱性成纤维细胞生长因子&

>?@?

#疫苗抗黑色素瘤的影响'

$方法% 小鼠分别用嗜酸乳杆菌(双歧杆菌(粪肠球菌灌胃"同时皮下注射
>?@?

抗原进行免
疫"每周一次"共免疫

*

次后"皮下接种
A%)&?%"

黑色素瘤细胞"观察对肿瘤生长的抑制和肺
转移的影响"接种癌细胞前对抗体的表达(细胞因子的释放(肠道微生物的变化(相关基因的
表达分别进行检测'$结果% 三种微生物中双歧杆菌能有效增加

B

细胞活化和
CD

细胞成熟相
关基因的表达"促进

E?F!!

的分泌"有效提升细胞免疫应答"加强免疫治疗疗效' $结论% 双歧
杆菌有助于

DC(

G

B

细胞功能活化"提升机体对抗原的应答"提高免疫治疗疗效"未来临床有一
定的潜在应用价值'
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$

HOMS/YM

%

A.3.J2>-<YO1.S, .8<1O-MOJ Y7O
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"

512,2YOJ Y7O MO<1OY.28 23
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微生物菌群在形成系统免疫反应中起着重要作

用" 许多研究已经显示肠道微生物菌群的成分差异

能影响肿瘤对治疗的反应" 肠道微生物可通过先天

性免疫和获得性免疫"可提高免疫治疗疗效$

%&!

%

' 同

时临床实践证明免疫治疗对不同患者疗效差异的原

因之一"是患者肠道微生物菌群的不同$

%

%

'

碱性成纤维细胞生长因子&

>-M.< 3.>12>/-MY 912\Y7

3-<Y21

"

>?@?

*是成纤维细胞生长因子家族成员"作为

一种有效的血管生成因子参与了多种肿瘤微血管的

形成' 虽然黑色素细胞不表达
>?@?

"但是黑色素瘤

细胞表达
>?@?

$

'

%

"因此我们前期的研究通过靶向

>?@?

的免疫有效抑制了小鼠黑色素瘤微血管生成

的同时也抑制了肿瘤生长$

$

%

' 本研究在我们前期研

究的基础上" 进一步探讨肠道益生菌对肿瘤免疫治

疗的影响'
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%

材料与方法

!"!

实验动物和细胞

&"

只
'

周龄雌性
(&)*+,'

小鼠!购自甘肃中医

药大学
-./

级实验动物中心" 随机平均分为
&

组#

对照组!正常生理盐水处理"$单独免疫组!

0/1/

抗

原免疫"$嗜酸乳杆菌!

0/1/

抗原免疫
2

嗜酸乳杆菌

灌胃"$双歧杆菌组!

0/1/

抗原免疫
2

双歧杆菌灌胃"

和粪肠球菌组!

0/1/

抗原免疫
2

粪肠球菌灌胃"% 每

日灌胃
!

次&每次
"3$45

益生菌!嗜酸乳杆菌$双歧

杆菌$粪肠球菌分别购自通化金马药业集团$丽珠集

团$武汉天惠生物工程公司"% 小鼠黑色素瘤细胞株

*%'!/%"

购自
67((

& 用含
%"8

胎牛血清的
9:;:

培养基培养%

!"#

抗原的制备及小鼠免疫

根据文献'

&

(&胆固醇溶于氯仿后加入脂质体

!

+<=>?>4@!"""

& 购自美国
ABC<DE>5@B

公司" 混匀&

F)"

至氯仿挥发后&将人源重组
0/1/

抗原蛋白!购

自
GHBIH< J>B5D<4@ .IHE4HK@LD<KHJ (>3 +DM3 (I<BH

"于

$"

加入&二甲基亚砜溶解黄芪皂苷!购自上海源叶

生物公司"后滴加&注射器吹打混匀!

%"!5 0/1/

抗

原蛋白$

&!5

黄芪皂苷$

%"!5

胆固醇和
%""!5

脂质

体"后%每周皮下注射免疫
%

次&共
&

次&第
&

次免疫

)

天后&小鼠断尾取血&离心分离血清&

NO""

保存检

测抗体%

!"$ 0/1/

特异性抗体的
;+A-6

检测

溶解在
&"44>J,+

的碳酸盐缓冲液的
%"!5,4J

的
0/1/

加入
#'

孔微量滴定板 !

/HJK>B

"!

&"!J,

孔"

中
$"

过夜后& 用含
"3%P

吐温的
.*-

洗
F

次&

&8

脱

脂牛奶
F)"

封闭
%I

&清洗后将等比稀释的小鼠血清

加到微量孔!

%""!J,

孔"&

F)"

孵育
!I

% 洗涤后&加入

结合辣根过氧化物酶的羊抗鼠二抗 !

-<54H

"

F)"

孵

育
%I

&洗涤后加入
96*

显色&

!"4<B

后&用
"3&4>J,+

硫酸终止&

$"&B4

测光吸收值%

!"%

细胞因子的释放

处死免疫过的小鼠& 用淋巴细胞分离液无菌分

离淋巴细胞&细胞培养基中重新悬浮!

$#%"

' 个细胞
,

!""!J

"& 用
%"!5,4J

的
0/1/

抗原蛋白
F)"

刺激培

养
$OI

后&根据
;+A-6

试剂盒!

Q>KRS>EM

&

A+

"说明测

定上清液中
A/G!"

和
A+!$

的含量%

!"&

皮下瘤模型

&

次免疫后& 小鼠腋下皮下接种
%#%"

& 个
*%'!

/%"

细胞 !悬浮在
!""!J

的
9:;:

无血清培养基

中"% 每
F

天用游标卡尺测量一次肿瘤大小&肿瘤体

积按公式计算#宽 !

#

长
#"3&!

% 同时&通过小鼠尾静脉

注射
"3&#%"

$ 个
*%'!/%"

细胞
,%""!J

建立黑色素瘤

的肺转移模型&两周后处死小鼠&取肺组织统计肺转

移结节%

!"'

小鼠粪便总
9G6

的提取和
.(Q

扩增检测

接种皮下瘤前取小鼠混合软湿粪便&

(76*!-9-

法提取小鼠粪便总基因组
9G6

&

%8

琼脂糖凝胶电

泳检测
9G6

浓度和纯度& 然后用无菌水将
9G6

稀

释至
%B5,!J

扩增
%'?EQG6

基因的
TFUT$

可变区并

测序 %

%'- EQG6,%O- EQG6,A7-

基因的不同部分

V%'- T$,%'- TF,%'- TF!T$,%'- T$!T&

&

%O- T$,%O-

T#

&

A7-%,A7-!

&

6EK T$

等
W

用带有
0HEK>M@

的特异引

物 !如
%'- T$

#

&%&/!O"'Q

&

%O- T$

#

&!O/!)"'Q

&

%O-

T#

#

%FO"/!%&%"Q

等"扩增% 扩增体系为#

%&!+.IL!

?<>B!

超保真
.(Q :H?D@E :<X VG@Y ;B5JHBM *<>!

JH0?W

&

"3!!4>J,+

的 正 向 和 反 向 引 物 &

%"B5

模 板

9G6

&总体积为
F"!J

%

.(Q

扩增条件为#

#O"

预变性

%4<B

)

#O"

变性
%"?

&

&""

退火
F"?

&

)!"

延伸
F"?

&最

后
)!"

&

&4<B

&共
F"

个循环%

!"( Z.(Q

检测相关基因表达

采用
7E<[>J

试剂从细胞中提取总
QG6

& 检测

QG6

含量和纯度!

6

!'"

,6

!O"

\%3O$!3"

"&以
%8

琼脂糖

凝胶电泳鉴定其完整性 !

!O-

和
%O- QG6

条带比

值
"!3"

"% 提取完成后&进行逆转录反应&反应条件

如下#

F)" %&4<B

&

O&" &?

) 而后进行
.(Q

反应&条

件#预变性
#&" %"?

&变性
#&" %&?

&退火
'"" !"?

&

$"

个循环% 扩增反应结束后进行溶解曲线分析&判

断产物是否有非特异性扩增) 分析扩增曲线& 计算

(D

值&以
#!HKD<B

作为内参基因&通过
!

]$$(D 法计算各

组间
4QG6

表达水平差异!对照组基因表达量设为

%

"!

7H0J@ %

"%

!")

数据处理和统计

使用
^=HE?@

软件进行序列分析&相似性
"#)P

的序列聚类成为聚类图!

>=@EHD<>BHJ DHX>B>4<K LB<D?

&

_7^?

"& 对每个
_7^

的代表序列进行进一步筛选注

释& 使用
:^-(+;

软件比对
_7^?

之间优势种的差

异%所有数据使用
-.-- !!3"

统计软件进行分析&结果

以均数
%

标准差!

!%?

"表示&采用单因素方差分析比较

各组间的统计学差异&

.&"3"&

为差异有统计学意义%

论 著F%)
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%&'&( )*+,&* -&./&'0&

12$" 34*56*7 8!"%19%19%%9%%9%999:99:19%9%";!

<&=&*(& 8!"19%%911%9%9%9%::%%:1";!

<&>? 34*56*7 8!"::119%%%1:911:%9%9%99:%";!

<&=&*(& 8!"9%1:%:9%91119%19%%91";!

<6?!@6 34*56*7 8!"%9:1:%:%11::9%%%11:%:";!

<&=&*(& 8!":::111:9:%1%91119%::%:";!

1A0># 34*56*7 8!"11%:%%1:1%:911:19:1:";!

<&=&*(& 8!":%911%%:919:%%1:%%999%";!

!"#$% & '()*%( +%,-%./%

!

结 果

012

菌群组成

在门的水平上!相对于对照组和单独免疫组!益

生菌灌胃各组
3+*,+0/B&(

"厚壁菌门#相对丰度均下

降!

C60B&*4+7&B&(

"拟杆菌门$相对丰度均增加%嗜酸

乳杆菌组
C60B&*4+7&B&(

&拟杆菌门$丰度升高!双歧

杆菌组
:0B+'4?60B&*+6

&放线菌门$丰度明显高于其他

各组!粪肠球菌组
C60B&*4+7&B&(

&拟杆菌门$丰度高

于其他各组&

3+D/*& E

$'

010

抗体的产生

8

次免疫后!

FGH-:

检测血清抗体! 除了对照

组!其他各组均诱导出高水平的
?3%3

特异性抗体!

微生物灌胃各组和单独免疫组最终抗体滴度在

I #I!"""$I #I!J""

之间 ! 没有显著差异 "

)%"KL8

$

"

3+D/*& !

$!证明肠道益生菌对抗体的生成影响不大'

013

细胞因子的释放

为探讨对小鼠细胞免疫和体液免疫"即
9MI

和

9M!

型免疫$的影响!抗原蛋白体外刺激培养免疫小

鼠脾细胞后检测培养上清液中细胞因子
H3N"!

"代表

9ME

型免疫$和
HG"$

"代表
9M!

型免疫$的含量' 结果

显示!

H3N"!

的分泌在双歧杆菌组
O

"

$LP@Q&8KQ@

$

RDS,>T

和粪肠球菌组
O

"

;JK$;&@K!$

$

RDS,>T

!均明显高于其他

各组"

)'"K"8

$%而
HG"$

除了空白对照组!益生菌灌

胃联合免疫和单独免疫组之间没有明显差异 "

)%

"K"8

$' 说明益生菌能加强
9MI

型免疫"即细胞免疫$

而不是体液免疫"

3+D/*& ;

$'

014

小鼠脾脏的变化

免疫结束后对小鼠脾脏
UF

染色发现! 免疫过

的小鼠脾脏均出现可见的生发中心"

3+D/*& $

$!双歧

杆菌组(粪肠球菌组小鼠生发中心更加明显!数量更

多"

3+D/*& $2

(

$F

$'

015

对肿瘤生长的影响

肿瘤生长的统计显示 "

3+D/*& 8

$! 相对于对照

组! 双歧杆菌组对肿瘤生长抑制效果最明显 "

)'

"K"I

$!单独免疫组(嗜酸乳杆菌组(粪肠球菌组也有

明显的抑制"

)'"K"8

$' 不同组别之间比较发现!双歧

N4B&(

)

<-I

)

04'B*4> D*4/R

%

<-!

)

(+,R>& +,,/'& D*4/R

%

<-;

)

>60B4"

?60+>>/( 60+74RM+>/( D*4/R

%

<-$

)

?+V+74?60B&*+/, D*4/R

%

<-8

)

&'B&"

*40400/( V6&06>+( D*4/R

3+*,+0/B&(

C60B&*4+7&B&(

)*4B&4?60B&*+6

:0B+'4?60B&*+6

W'+7&'B+V+&7XC60B&*+6

Y&**/04,+0*4?+6

9&'&*+0/B&(

ZBM&*(

<-I

<-!

<-;

<-$

<-8

[ "K8 "K8 "K@8 I

<&>6B+=& 6?/'76'0& +' RM\>/, >&=&>

6)7-(% 2 8)/(9#)"$ /$"++):)/";)9. "; <=>$-* $%?%$

6)7-(% 0 @A<(%++)9. 9: ".;)#9B)%+

9+,&

"

5&&]

$

I ! ; $ 8

I"""""

I""""

I"""

I""

I"

I

:
'
B
+
?
4
7
\
B
+
B
&
*

"

W
S
,
>

$

14'B*4> D*4/R

-+,R>& +,,/'& D*4/R

G60B4?60+>>/( 60+74RM+>/( D*4/R

C+V+74?60B&*+/, D*4/R

F'B&*40400/( V6&06>+( D*4/R

6)7-(% 3 !=% (%$%"+% 9: />;9C).%+

H3N"! HG"$

J"

@"

Q"

8"

$"

;"

!"

I"

"

1
\
B
4
]
+
'
&
0
4
'
0
&
'
B
*
6
B
+
4
'

"

R
D
S
,
>

$

14'B*4> D*4/R

-+,R>& +,,/'& D*4/R

G60B4?60+>>/( 60+74RM+>/( D*4/R
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%&'()

!

*

!

+&,'-&. /-&01

"

2

!

)341.( 3440,( /-&01

"

5

!

.6+'&76+3..0) 6+38&193.0) /-&01

"

:

!

73;38&76+'(-304 /-&01

"

<

!

(,'(-&+&++0) ;6(+6.3) /-&01

杆菌组相比单独免疫组
=

值为
">"?@

# 而嗜酸乳杆

菌组和粪肠球菌组与单独免疫组比较
=

值分别是

">AB!

$

">@!?

#证明只有双歧杆菌能有效提升免疫治

疗疗效%

!"#

对癌细胞肺转移的影响

癌细胞的肺转移模型&

C3/0-( D

'#对照组肺转移

结节数为
!B@!@>!

#单独免疫组$嗜酸乳杆菌组$双

歧杆菌组$ 粪肠球菌组分别为!

!@A!$>@!

$

!??!D>B

$

!"$!A>!$

$

!?A!B>A$

&相对于对照组
=

值均小于

">"?

'#肺转移结节均减少#而双歧杆菌组减少最为

明显%

!"$

相关基因的表达情况

E=5F

扩 增 结 果 显 示

&

C3/0-( A

'#双歧杆菌组
5:G

H

I

细胞活化相关基因
58$"

和
:5

细胞&树突状细胞'成

熟相关基因
F(.7

的表达均

高于其他各组&

="">"?

'#粪

球菌组
58$"

的表达略低于

双歧杆菌组#但高于其他组%研究涉及的抗原呈递相

关基因
F67!A6

的表达在免疫各组之间无显著差异

&

=#">"B

'" 介导免疫细胞向肿瘤微环境的募集相关

基因
5J+.#

的表达在所有各组之间表达量差别不大

&

=#">"B

'%

@

讨 论

7CKC

能调节多种细胞的生长$分化$迁移#它还

参与多种类型的肿瘤例如黑色素瘤$胶质母细胞瘤$

卡波西肉瘤$乳腺和肺肿瘤的血管生成%对于黑色素

瘤#

7CKC

是重要的自分泌生长因子# 通过其有丝分

裂作用促进黑色素瘤血管生成 (

D

)

#同时它总是在黑
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色素瘤细胞中能够表达!

%

"

# 因此$我们前期的研究通

过诱导
&'('

特异性
)*+

反应$ 特异性杀伤黑色素

瘤细胞和破坏肿瘤微血管的形成$ 达到一种双重抗

癌的目的!

$

"

% 本研究基于微生物对免疫系统的重要

影响& 通过增加小鼠肠道益生菌的方式力图进一步

提升抗癌疗效%

肿瘤疫苗的主要目的是诱导可持续的抗肿瘤

)*+

反应 !

,

"

&由于颗粒形式的抗原比可溶性抗原具

有更大的免疫原性& 有利于与抗原呈递细胞相互作

用&从而在疫苗接种后有利于提升
)-.

/

*

细胞活化

而增强
)*+

反应%

-01232

等!

.

"发现&将脂质体包裹

皂树皂苷和抗原蛋白会形成颗粒态的抗原粒子&能

很好地提高疫苗免疫原性%因此&我们在前人研究的

基础上& 用脂质体包裹黄芪皂苷形成的佐剂复合物

使抗原变成颗粒态的形式& 这种抗原粒子有效提升

了抗原特异性
)*+

反应!

4

"

% 因此在本研究中我们使

用同样的佐剂复合物& 诱发了高水平的
5'6!!

的释

放'

'789:0 %

(和明显的脾脏生发中心)

'789:0 $

(&证

明有效激发了细胞免疫应答#

肠道微生物群对机体免疫有很重要的影响&

-)

细胞通过识别肠道细菌&激活有关信号通路而产生不

同的细胞因子& 增强
-)

功能和
*;<

型免疫反应&进

而引起肿瘤组织及肠道
)-.

/

*

细胞增殖和活化!

#=<<

"

#

我们的研究结果显示& 所有免疫组均诱导出高水平

的抗体表达& 但单独免疫组和益生菌灌胃联合免疫

组之间抗体水平没有表现出明显的差异*

'789:0 !

(&

说明微生物灌胃的对体液免疫的影响不是很大+ 但

是&对于细胞免疫而言&在我们研究使用的三种微生

物中双歧杆菌组表达出高水平的
5'6!!

*

'789:0 %

(&

证明双歧杆菌能很好地促进
*;<

型免疫反应&这对于

肿瘤的免疫治疗非常有利& 同时这个组肿瘤生长的抑

制相比明显优于单独免疫组和其他各组*

'789:0 4

(&同

时减少的肺转移结节数*

'789:0 >

(&说明双歧杆菌有

利于提高
)*+

反应&有效提升了免疫治疗疗效#

相关基因的表达检测显示& 双歧杆菌灌胃小鼠

)-.

/

*

细胞活化相关基因
)?$"

和
-)

细胞成熟有

关的基因
@0A&

的表达增加*

'789:0 ,

(#

+"B0C

等!

<!

"发

现双歧杆菌可直接诱导
-)

细胞成熟和细胞因子产

生&它在肠道内形成了一个特定的隔间&使其能够与

宿主细胞相互作用& 宿主细胞对调节
-)

细胞的功

能至关重要& 通过释放可溶因子导致
-)

细胞功能

的改善# 而抗原呈递相关基因
@2&!,2

和免疫细胞

向肿瘤微环境的募集相关基因
)DEA#

的表达在免疫

各组之间无显著差异*

'789:0 ,

(&说明双歧杆菌主要

通过活化
*

细胞增殖而增强
)*+

反应#

综上所述& 我们认为双歧杆菌主要能增强细胞

免疫&通过增强细胞免疫而提升的
)*+

反应促进免

疫治疗疗效#未来随着研究的不断深入&通过改变黑

色素瘤患者体内双歧杆菌的丰度可能能够达到增加

免疫治疗疗效的目的& 期望我们的研究为临床的治

疗提供一定的参考价值#
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