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［摘要］　目的　探讨共生菌群对小鼠外周血及黏膜相关组织（肺脏、肝脏）中趋化因子配体２４（ＣＣＬ２４）及
胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）表达的调控作用。方法　利用ＥＬＩＳＡ方法检测共生菌缺失小鼠（Ａｂｘ鼠）及正常小
鼠（ＷＴ鼠）血清中、肺脏及肝脏组织匀浆中ＣＣＬ２４及ＩＧＦ１的浓度，并对其表达量进行分析比较。结果　小鼠
缺失共生菌后，其血清中 ＣＣＬ２４浓度上调［ＷＴ与 Ａｂｘ，（１．０１８±０．０４３）μｇ／Ｌ与 （１．５０９±０．１１９）μｇ／Ｌ］，而
ＩＧＦ１浓度无显著变化［ＷＴ与 Ａｂｘ，（１．２４０±０．０１９）μｇ／Ｌ与（１．２５０±０．０６６）μｇ／Ｌ］；其肺脏中 ＣＣＬ２４［ＷＴ与
Ａｂｘ，（１１．９８４±０．６８３）ｎｇ／ｇ与（１４．６２６±０．７６９）ｎｇ／ｇ］和 ＩＧＦ１［ＷＴ与 Ａｂｘ，（０．９９８±０．０２４）ｎｇ／ｇ与 （１．２９０±
０．０３１）ｎｇ／ｇ］表达量均显著上调；其肝脏中ＣＣＬ２４（ＷＴ与 Ａｂｘ，（１１．５７５±０．６０９）ｎｇ／ｇ与（８．７０４±０．４５８）ｎｇ／ｇ］
和ＩＧＦ１［ＷＴ与Ａｂｘ，（２．９８９±０．０７３）ｎｇ／ｇ与（１．１１２±０．０２７）ｎｇ／ｇ］表达量均显著下调。结论　共生菌对小鼠
外周血、肺脏、肝脏中ＣＣＬ２４和ＩＧＦ１表达调控具有组织特异性。
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　　呼吸道、消化道等黏膜组织中存在着大量的
“共生菌”，共生菌在维持肠道、肝脏及肺脏等组织

器官免疫系统稳态过程中发挥极其重要的作用，共

生菌群改变与感染性疾病、肿瘤、哮喘及遗传性过敏

症等易感性密切相关。趋化因子配体２４（ＣＣＬ２４）、
胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）等细胞因子在机体免
疫调节、免疫应答、器官发育及代谢等过程中发挥重

要作用，共生菌群对机体 ＣＣＬ２４、ＩＧＦ１表达水平的
调控是值得研究的科学问题，本研究通过检测小鼠

外周血、肺脏、肝脏中 ＣＣＬ２４及 ＩＧＦ１的表达情况，
进而探讨共生菌群对上述因子表达的调控作用。

１　材料与方法
１．１　 材料
１．１．１　实验动物　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（５～６周龄，雌
性，ＳＰＦ级）购自上海斯莱克实验动物责任有限公
司，２２℃、５５％湿度、１２ｈ昼／夜节奏条件下饲养。
小鼠的饲养和实验操作过程遵循中国科学技术大学

实验动物管理规范条例执行。

１．１．２　抗菌药物　万古霉素、新霉素、氨苄青霉素和
甲硝唑均购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

１．１．３　组织匀浆试剂　ＰＢＳ磷酸盐缓冲液购自北
京索莱宝科技有限公司，ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液购自生工
生物工程股份有限公司，蛋白酶抑制剂购自 Ｒｏｃｈｅ
公司。

１．１．４　ＥＬＩＳＡ试剂盒　ＭｏｕｓｅＩＧＦ１ＥＬＩＳＡｋｉｔ购自
ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ公司，Ｅｏｔａｘｉｎ２（ＣＣＬ２４）ｍｏｕｓｅＥＬＩＳＡ
ｋｉｔ购自ａｂｃａｍ公司。
１．２　方法
１．２．１　共生菌缺失小鼠的构建　使用含有组合抗
菌药物的饮用水连续饲喂 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠４～６周，
构建共生菌缺失小鼠模型［１］。饲喂期间观测小鼠

体质量变化、活动状态等，对体质量降低严重（下降

超过３０％）的小鼠进行安乐死。实验过程中设立对
照组，使用不含抗菌药物的饮用水进行饲喂。

１．２．２　匀浆缓冲液配制　取 ＰＢＳ溶液２０ｍＬ（ｐＨ
值：７．２５），加入蛋白酶抑制剂混合片 ２片，
ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液２０μＬ，振荡混匀至蛋白抑制剂完全
溶解，冰上放置，备用。

１．２．３　血清标本获取　取实验组与对照组小鼠各
６只，摘除眼球取血，收集血液至１．５ｍＬ无菌Ｅｐ管
中，４℃放置３～４ｈ，之后３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心１０
ｍｉｎ，将上清液（血清）转移至０．５ｍＬ无菌Ｅｐ管中。
１．２．４　组织匀浆液制备　上述小鼠（１．２．３中小

鼠）摘眼球取血后，脱臼处死，解剖小鼠，小心分离

肺脏、肝脏组织，去除血液、残余血管及结缔组织后，

称重。肝脏、肺脏组织按１００ｍｇ∶３００μＬ的比例加
入相应体积的匀浆缓冲液，并在无菌玻璃匀浆器中

进行匀浆，将匀浆液移入 １．５ｍＬ无菌 Ｅｐ管中，
３０００ｇ，４℃，离心１０ｍｉｎ。吸取上清液，分装至０．５
ｍＬ无菌ＥＰ管中，－８０℃保存，备用。
１．２．５　ＣＣＬ２４及 ＩＧＦ１蛋白浓度检测　利用
ＥＬＩＳＡ方法按照试剂盒说明书方法检测小鼠血清、
肝脏及肺脏组织匀浆液中ＣＣＬ２４与ＩＧＦ１蛋白的浓
度，每个样品设３个重复孔。
１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分
析。所有的数据均以 ｘ±ｓ表示，使用两独立样本 ｔ
检验方法比较各组样本间的差异。当 Ｐ＜０．０５时，
认为差异有统计学意义，使用ＯＲＩＧＩＮ７．５软件绘图
并解析。

２　结果
２．１　血清、肺脏、肝脏组织中 ＣＣＬ２４的表达情况　
结果显示，共生菌缺失小鼠血清、肺脏及肝脏组织匀

浆中ＣＣＬ２４的浓度分别为（１．５０９±０．１１９）μｇ／Ｌ、
（１４．６２６±０．７６９）ｎｇ／ｇ、（８．７０４±０．４５８）ｎｇ／ｇ，正常
小鼠血清、肺脏及肝脏组织匀浆中 ＣＣＬ２４的浓度分
别为（１．０１８±０．０４３）μｇ／Ｌ、（１１．９８４±０．６８３）ｎｇ／ｇ、
（１１．５７５±０．６０９）ｎｇ／ｇ。两组各项指标比较，Ｐ均＜
０．０５（图１）。

　　注：ＷＴ为正常小鼠，Ａｂｘ为共生菌缺失小鼠； Ｐ＜０．０１， Ｐ＜
０．０５

图１　共生菌缺失小鼠血清、肺脏及肝脏组织中趋化因子
配体２４蛋白的表达情况（ｎ＝６）：Ａ为血清标本，
Ｂ为肺脏组织匀浆标本，Ｃ为肝脏组织匀浆标本

２．２　血清、肺脏、肝脏组织中 ＩＧＦ１的表达情况　
共生菌缺失小鼠血清、肺脏及肝脏组织匀浆中ＩＧＦ１
的浓度分别为（１．２５０±０．０６６）μｇ／Ｌ、（１．２９０±
０．０３１）ｎｇ／ｇ、（１．１１２±０．０２７）ｎｇ／ｇ，正常小鼠血清、
肺脏及肝脏组织匀浆中 ＩＧＦ１的浓度分别为
（１．２４０±０．０１９）μｇ／Ｌ、（０．９９８±０．０２４）ｎｇ／ｇ、
（２．９８９±０．０７３）ｎｇ／ｇ。共生菌缺失小鼠血清中
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ＩＧＦ１蛋白的表达水平与正常小鼠血清相比较，差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）、肺脏组织匀浆中ＩＧＦ１
蛋白的水平明显高于正常小鼠肺脏组织匀浆（Ｐ＜
０．０５），但共生菌缺失小鼠肝脏组织匀浆中ＩＧＦ１的
浓度却明显低于正常小鼠（Ｐ＜０．０１）（图２）。

　　注：ＷＴ为正常小鼠，Ａｂｘ为共生菌缺失小鼠； Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
０．０５

图２　共生菌缺失小鼠血清、肺脏及肝脏组织中ＩＧＦ１蛋白
的表达情况（ｎ＝６）：Ａ为血清标本，Ｂ为肺脏组织

匀浆标本，Ｃ为肝脏组织匀浆标本

３　讨论
呼吸道、消化道、泌尿生殖道、皮肤等黏膜组织

中存在着大量的微生物，这些对人体有益的微生物

被称为“共生菌”。共生菌在维持黏膜免疫系统稳

态中发挥着重要的作用，共生菌与免疫系统之间存

在错综复杂的关系与精妙的平衡［２３］。共生菌在维

持肠道黏膜稳态过程中发挥至关重要的调控作用，

可以调控免疫细胞的活性，并能刺激肠黏膜上的淋

巴组织的发育。肝脏因与肠道特有的解剖学位置关

系，肝脏免疫学特性与黏膜免疫系统之间存在诸多

相似之处，共生菌对肝脏免疫细胞的组成及功能亦

有显著影响。呼吸道内也存在着大量的共生菌，对

肺脏局部黏膜免疫应答亦具有重要的调控作用。黏

膜及其相关组织亦是肿瘤好发部位，肺癌、肝癌、肠

癌等均是危害人类健康的严重问题，共生菌信号对

机体抗肿瘤免疫应答的影响是值得深入探讨的科学

问题。

ＣＣＬ２４是属于ＣＣ趋化因子家族的细胞因子通
过ＣＣＲ３受体相互作用，募集嗜酸性粒细胞、嗜碱性
粒细胞、Ｔｈ２细胞及中性粒细胞等，在过敏性炎症中
起重要作用，并与原发性结肠直肠癌、肺脏及肝脏转

移瘤等密切相关［４５］。胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）
是一种分子结构类似于胰岛素的活性蛋白多肽物

质，通过与其特定受体结合，可以调节机体细胞的生

长、发育、增殖及凋亡等，参与机体组织器官发育、生

长、血糖调节、细胞分化等生理过程，同时在机体感

染、肿瘤发生发展、创伤修复等病理过程亦发挥重要

作用［６８］。

本研究通过 ＥＬＩＳＡ方法检测万古霉素、新霉
素、氨苄青霉素及甲硝唑等四种抗菌药物联合饲喂

４～６周后的共生菌缺失小鼠及正常小鼠血清、肺
脏、肝脏中ＣＣＬ２４及 ＩＧＦ１的表达情况，结果发现，
共生菌缺失小鼠血清中 ＣＣＬ２４的表达水平较正常
小鼠血清明显升高（Ｐ＜０．０１），ＩＧＦ１的表达水平无
明显区别（Ｐ＞０．０５）；肺脏中 ＣＣＬ２４、ＩＧＦ１的表达
水平均明显高于正常小鼠（Ｐ＜０．０５），但肝脏中
ＣＣＬ２４、ＩＧＦ１的水平却明显低于正常小鼠（Ｐ＜
０．０５）（图１，２）。上述结果表明共生菌群可以调控
外周血、肺脏、肝脏组织中ＣＣＬ２４及ＩＧＦ１的表达水
平，该调控作用调控具有组织特异性，本研究结果为

进一步探索共生菌与机体相互作用及作用机制提供

了新的依据和参考。
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