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摘要：为探究桑椹低聚半乳糖（Mulberry Galacto-Oligosaccharide，MGO）培养的鼠李糖乳酪杆菌对肠炎细胞的修复作用，本研

究选择脂多糖（Lipopolysaccharide，LPS）诱导的 HT-29 细胞炎症模型，通过 CCK-8 法、酶联免疫吸附测定试验、实时荧光定量聚

合酶链式反应、蛋白质免疫印迹试验进行检测。结果表明，经 1.00 μg·mL-1 LPS 处理后，HT-29 细胞促炎因子分泌及 mRNA 水平显著

升高，诱导后模型组一氧化氮合酶（iNOS）、环氧合酶-2（COX-2）、白细胞介素-1β（IL-1β）和核因子 κB p65 亚基（NF-κB p65）表

达量和对照组相比增加了 347.76%、384.72%、245.55%和 283.42%。添加 104 CFU/mL 的鼠李糖乳酪杆菌进行干预，并以 30 μg·mL-1

地塞米松溶液作为阳性对照时，能显著抑制 LPS 诱导促炎因子的表达。在 MGO 培养的鼠李糖乳酪杆菌处理下表现出最佳抗炎效果，

与模型组相比 IL-6、IL-8、IL-1β、TNF-α及 iNOS 的 mRNA 表达下降了 76.39%、81.31%、63.88%、84.63%及 49.46%，其抗炎效果与

地塞米松相当，有效缓解 LPS 诱导的 HT-29 细胞炎症损伤。这为桑椹益生元的资源开发及肠炎疾病的临床治疗提供理论基础。 
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Abstract: To investigate the repair effect of Lacticaseibacillus rhamnosus cultured with mulberry galacto-oligosaccharide (MGO) on 

intestinal inflammatory cells, a lipopolysaccharide (LPS)-induced HT-29 cell inflammation model was selected in this study. Detection was 

performed using CCK-8 assay, enzyme-linked immunosorbent assay, real-time quantitative polymerase chain reaction, and western blotting. The 

results were shown that after treatment with 1.00 μg·mL-1 LPS, the secretion and mRNA levels of pro-inflammatory cytokines in HT-29 cells 

were significantly increased. Compared with the control group, the expression levels of inducible nitric oxide synthase (iNOS), 

cyclooxygenase-2 (COX-2), interleukin-1β (IL-1β), and nuclear factor κB p65 subunit (NF-κB p65) in the model group were increased by 

347.76%, 384.72%, 245.55%, and 283.42%, respectively. Intervention with 104 CFU/mL of Lacticaseibacillus rhamnosus, using 30 μg·mL-1 

dexamethasone solution as a positive control, significantly inhibited the expression of pro-inflammatory factors induced by LPS. The best 

anti-inflammatory effect was observed under the treatment of Lacticaseibacillus rhamnosus cultured with MGO. Compared with the model 
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group, the mRNA expression levels of IL-6, IL-8, IL-1β, TNF-α, and iNOS were decreased by 76.39%, 81.31%, 63.88%, 84.63%, and 49.46%, 

respectively. Its anti-inflammatory effect was comparable to that of dexamethasone, effectively alleviating LPS-induced inflammatory damage in 

HT-29 cells. This study provides a theoretical basis for the resource development of mulberry prebiotics and the clinical treatment of intestinal 

inflammatory diseases. 

Keywords: mulberry galacto-oligosaccharide; Lacticaseibacillus rhamnosus; HT-29 cells; LPS; inflammatory model 

 

桑椹为桑科落叶乔木桑树的成熟果实，被中国卫生部列入首批“药食同源”目录。现代研究表明，桑椹富含花

青素、白藜芦醇及多糖等活性成分，具有降血糖、抗氧化及作为益生元的作用[1,2]。桑椹多糖的活性与其分子量密

切相关，降低分子量可提高其生物活性。课题组前期利用定向酶解技术，从桑椹中分离纯化得到一种新型低聚糖

——桑椹低聚半乳糖（Mulberry Galacto-Oligosaccharide，MGO）。结构表征显示，MGO 为由单一半乳糖构成的均

一低聚糖，平均分子量为 987 Da，不含蛋白质或核苷酸，且不具有三股螺旋结构[3]。进一步研究发现，MGO 与

鼠李糖乳酪杆菌（Lacticaseibacillus rhamnosus）共培养后，基于蛋白质组分析，在终浓度为 4 wt.% MGO 培养条

件下，对具有黏附性质的 LPXTG 细胞壁锚定域蛋白进行了定量测定，该蛋白表达量上调至对照组的 1.59 倍。益

生菌发挥功效的关键因素在于能否在肠道快速增殖且稳定黏附定植，形成优势菌群，从而持续产生有益代谢产物。

研究发现，桑椹低聚糖、牛乳来源低聚糖和低聚果糖不仅可促进益生菌的增殖，还能增强其黏附能力，从而提高

其在肠道内的定植能力。促进益生菌肠道定植能力是保障其发挥益生健康作用的关键[4-7]。 

乳杆菌是肠道重要共生菌群，具有维持菌群平衡、促进消化、调节免疫及改善代谢等多种功能[8,9]。其益生机

制主要包括竞争性抑制病原菌黏附、增强上皮屏障完整性、调节黏蛋白分泌及平衡炎症因子表达等[10,11]。例如，

Cai等[12]研究发现Levan型果聚糖，能够提高罗伊氏乳杆菌对结肠癌细胞系的黏附能力，粘附率从6%提高到22%，

有效增强乳杆菌益生效果。这显示益生菌与功能性低聚糖在调节肠道微生态、缓解肠道炎症方面显示出巨大潜力。

本研究基于前期 MGO 与鼠李糖乳酪杆菌共培养的基础上，进一步扩展菌株范围，选取了干酪乳酪杆菌 Zhang

（Lacticaseibacillus casei Zhang）、植物乳植杆菌 GDMCC 1.191（Lactiplantibacillus plantarum GDMCC 1.191）及

路氏乳酪杆菌 BNCC 137725（Lacticaseibacillus ruminis BNCC 137725）作为补充菌株。干酪乳酪杆菌 Zhang 是我

国首个完成全基因组测序的乳杆菌菌株，具有良好的定植能力与免疫调节活性[13]；植物乳植杆菌 GDMCC 1.191

广泛存在于植物及人类肠道中，具有较强的环境适应性及黏附上皮细胞特性，是抗炎功能研究的常用对照菌株[14]；

路氏乳酪杆菌 BNCC 137725 则作为菌株多样性的补充。通过这四种菌株进行筛选，挑取最优菌株进行系统评估

MGO 培养对乳杆菌在炎症细胞模型中黏附能力及抗炎活性的影响。 

炎症性肠病（Inflammatory Bowel Disease，IBD）是一种慢性、复发性胃肠道疾病，近年来全球范围内发病率

呈逐年上升趋势[15]。IBD 的发展，主要是通过破坏肠道屏障，刺激免疫反应及改变菌群平衡来进行[16]。作为革兰

氏阴性菌细胞壁上的主要抗原，脂多糖（Lipopolysaccharide，LPS）是引起炎症的关键所在，主要由 O-特异性侧

链、核心多糖和类脂 A3 部分组成[17]，可通过激活 TLR4/NF-κB 等信号通路，引发肠道炎症与屏障功能损伤。表

现为诱导促炎因子释放、肠道通透性升高、紧密连接蛋白被破坏与黏附连接蛋白的表达与分布异常等[18-20]。鉴于

LPS可定量及重复地模拟体内炎症微环境，被广泛应用于抗炎活性物质的筛选与机制研究[21]。在LPS诱导的HT‑29

和 SW‑620 细胞炎症模型中，苹果寡半乳糖能显著降低 COX‑2 表达及 PGE2生成，通过改变 TLR4 膜分布降低细

胞对 LPS 敏感性，从而发挥肠道抗炎作用[22]。 

本研究拟通过 LPS 诱导构建 HT-29 肠道上皮细胞炎症模型，模拟肠道屏障，通过细胞活性检测和促炎因子的

表达系统评估 MGO 培养的鼠李糖乳酪杆菌的抗炎作用及其可能机制，旨在明确 MGO 培养的鼠李糖乳酪杆菌炎

症调控中的作用，为其在肠道炎症性疾病中的应用提供理论支持，并为炎症相关疾病的治疗策略提供新的思路和

方向。并为桑椹资源的高值化开发及在肠道炎症疾病中的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

鼠李糖乳酪杆菌 EN-08（Lacticaseibacillus rhamnosus EN‑08），保存于广东省农业科学院蚕业与农产品加工研

究所，课题组在桑椹中分离筛选鉴定；干酪乳酪杆菌 Zhang（Lacticaseibacillus casei Zhang），内蒙古农业大学王
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记成老师提供；植物乳植杆菌 GDMCC1.191（Lactiplantibacillus plantarum GDMCC 1.191），广东省微生物研究所

菌种保藏中心；路氏乳酪杆菌 BNCC137725（Lactobacillus reuteri BNCC 137725），河南省工业微生物菌种工程技

术研究中心；MRS 培养基、技术琼脂粉，广东环凯微生物科技有限公司；β-甘露聚糖酶（50 U·mg
-1），上海瑞永

生物科技有限公司；人源结肠上皮细胞 HT-29，赛百慷上海生物技术股份有限公司；McCoy’s 5a 完全培养基（10%

（φ）FBS）、DMEM 基础培养基，河南省工业微生物菌种工程技术研究中心；磷酸缓冲盐溶液（Phosphate Buffered 

Saline，PBS），Gibco Life Sciences 公司；脂多糖（Lipopolysaccharide，LPS），上海碧云天生物技术有限公司；地

塞米松（Dexamethasone，Dex），上海阿拉丁生化科技股份有限公司；IL-6、IL-8、IL-1β、TNF-α、IL-10 酶联免

疫吸附试验（ELISA）试剂盒，深圳欣博盛生物科技有限公司；PCR 反转录及 mix 试剂盒试剂盒，湖南艾科瑞生

物工程有限公司 

Vortex-Genie 2 型漩涡混匀仪，美国 SI 公司；Spectra Max plus384 型酶标仪，美国 MolecularDevices 公司；

Centrifuge 5430 R 型高速冷冻离心机，德国 Eppendorf 公司；MS105DU 型分析天平，美国 Mettler Toledo 公司；

CFX Connect 实时荧光定量 PCR 仪，美国 Bio-Rad 公司；3110 Series 二氧化碳培养箱，美国 Thermo 公司；THZ-D

型台式恒温振荡器，江苏省太仓市华美生化仪器厂。  

1.2  菌株培养 

1.2.1  菌种活化 

-80 ℃保存的菌种以 1%（φ）的接种量接种于 10 mL MRS 液体培养基中，37 ℃、180 r·min
-1震荡培养 18 h。 

1.2.2  桑椹低聚半乳糖的制备。 

生物酶解制备桑椹低聚半乳糖。参考 Li 等[3]方法制备 MGO，桑椹多糖与 5 wt.% β-甘露聚糖酶在 50 ℃下酶解

4 h，高温灭酶后通过离心除去沉淀（8 000 r·min
-1，15 min），冷冻干燥。将酶解产物固体溶于蒸馏水（0.1 g·mL

-1）

中，上样量为 5 mL，装载到纤维素柱 DEAE-52。以蒸馏水为洗脱液，流速为 1 min·mL
-1，收集目的组分洗脱液并

冷冻干燥。采用 Sephadex G-100 柱，以蒸馏水为流动相，上样浓度为 0.1 g·mL
-1，上样量为 5mL，流速为 1 min·mL

-1，

进行体积排阻色谱，得到单一组分低聚糖，收集并冻干处理，通过苯酚-硫酸法测定多糖含量，经测定 MGO 纯度

约为 80%。 

1.2.3  菌悬液制备 

将 MGO 添加到 10 mL MRS 液体培养基中，使 MGO 终浓度为 4 wt.%。向培养基中接种 1%（φ）培养 18 h

的鼠李糖乳酪杆菌菌液（约 1×10
9
 CFU/mL），以不添加益生元的 MRS 液体培养基作为对照组，37 ℃、180 r·min

-1

震荡培养 18 h。培养结束后取菌液，平板计数法测定活菌数，4 ℃、6 000×g 离心 10 min 收集菌体，无菌 DMEM

重悬并调整至 1×10
8
 CFU/mL，4 ℃保存备用。 

1.3  细胞培养 

HT-29 细胞使用含 1%（φ）青霉素-链霉素的 McCoy’s 5a 完全培养基于 37 ℃、5%（φ）CO2、饱和湿度培养

箱中培养，每 2 d 换液，取对数生长期细胞用于实验。 

1.4  乳酪杆菌黏附率的测定 

参考 Ziomek
[23]的方法并稍作修改。HT-29 细胞以每毫升 2×10

5个的密度接种于 24 孔板，每孔 1 mL，37 ℃、

5%（φ）CO2培养 24 h 至单层贴壁。弃培养基，PBS 洗 2 次后分别加入 1 mL 不同方式培养（是否添加 MGO 培

养）的菌悬液（1×10
8
 CFU/mL），每组 4 复孔，37 ℃、5%（φ）CO2孵育 2 h。弃菌液，PBS 洗 3 次去除未黏附菌，

加入 1 mL 0.3%（φ）Triton X-100/PBS 裂解 10 min。裂解液梯度稀释后涂布 MRS 平板，37 ℃培养 48 h 计数。考

察 MRS 培养基中添加 MGO 与否培养的乳酪杆菌，黏附率的差异，黏附结果以百分比表示： 

%100
0

1 
m

m
D                       （1） 

式中： 

D——黏附率，%； 
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m0——黏附前菌落数，CFU/mL； 

m1——黏附后菌落数，CFU/mL。 

1.5  细胞活性测定 

HT-29 细胞以每毫升 5×10
4个的密度接种于 96 孔板，每孔 100 μL，培养 24 h 贴壁后 PBS 洗 2 次。依次加入

不同质量浓度 LPS 溶液（0.50、1.00、10.00、20.00 μg·mL
-1）100 μL、菌液（10

4、10
5、10

6 
CFU/mL）100 μL 或

不同质量浓度地塞米松溶液（10、30、50 μg·mL
-1）100 μL，每浓度 4 复孔，并设空白组（无细胞）及对照组（CK）。

37 ℃、5%（φ）CO2作用 12 h 后弃上清，PBS 洗 2 次，每孔加 100 μL 含 10%（φ）CCK-8 的 DMEM 培养基，37 ℃

避光孵育 2 h，按照 CCK-8 试剂盒说明，使用酶标仪在 450 nm 波长处吸光度 A，按下式计算细胞活力，确定 LPS、

菌液和地塞米松的适宜作用浓度，确保不会对细胞造成不良反应或损伤。 

                   （2） 

式中： 

C——细胞存活率，%； 

As——实验组吸光值； 

Ab——对照组吸光值； 

Ac——空白组吸光值。 

1.6  细胞炎症损伤模型构建 

取对数生长期的 HT-29 细胞以每毫升 1.0×10
6个的密度接种于 6 孔板中，每孔加入 2 mL 培养基，并在 37 ℃、

5%（φ）CO2的培养箱中孵育 24 h，使其贴壁。依据 1.5 实验结果，实验组加入 1 mL 质量浓度为 1.00 μg·mL-1的

LPS 溶液，孵育 12 h，以诱导细胞的炎症反应。 

1.7  细胞炎症模型乳酪杆菌黏附率的测定 

选择质量浓度为 1.00 μg·mL
-1的 LPS 溶液进行细胞炎症模型黏附实验。HT-29 细胞以每毫升 2×10

5个的密度

接种于 24 孔板，每孔 1 mL，37 ℃、5%（φ）CO2培养 24 h 至单层贴壁。弃培养基，PBS 洗 2 次后加入 1 mL    1.00 

μg·mL
-1 

LPS 溶液孵育 2 h，弃去 LPS 溶液，PBS 洗 2 次后，分别加入 1 mL 经 MGO 处理或对照 MRS 培养的菌悬

液（1×10
8
 CFU/mL），每组 4 复孔，37 ℃、5%（φ）CO2孵育 2 h。弃菌液，PBS 洗 3 次去除未黏附菌，加入 1 mL 

0.3%（φ）Triton X-100/PBS 裂解 10 min。裂解液梯度稀释后涂布 MRS 平板，37 ℃培养 48 h 计数。探究 MRS 培

养基中添加 MGO 与否培养的乳酪杆菌在 LPS 诱导损伤后的黏附差异，黏附结果以百分比表示。 

1.8  细胞炎症因子含量测定 

根据 1.6 构建细胞炎症损伤模型，分别加入 1 mL 经 MGO 处理或对照 MRS 培养的菌悬液（1×10
4 

CFU/mL）

和地塞米松溶液，37 ℃、5%（φ）CO2孵育 12 h，收集上清液，1 000 ×g、4 ℃离心 10 min，-80 ℃冻存。按照 ELISA

试剂盒说明书检测细胞上清液的中 IL-6、IL-8、IL-1β、TNF-α及 IL-10 含量。 

1.9  炎症因子基因表达量测定 

细胞处理参照 1.8，弃上清液后，利用 FastPure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit V2 试剂盒提取细胞总 RNA，

测定 RNA 浓度及纯度并通过 1 wt.%琼脂糖凝胶电泳验证 RNA 完整性。利用 Evo M-MLV RT Mix Kit with gDNA 

Clean for qPCR Ver.2 试剂盒进行反转录，测定 IL-6、IL-8、IL-1β、TNF-α、iNOS 及 IL-10mRNA 水平。以 GAPDH

为内参进行定量分析。使用 2
- ∆∆Ct法来比较目的基因相对表达量。引物由北京擎科生物科技股份有限公司合成，

序列见表 1。 
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表1 实时荧光定量PCR引物序列 

Table 1 Primer sequences for quantitative real-time PCR 

引物 Forward(5’-3’) Reverse(5’-3’) 

GAPDH ACCCAGAAGACTGTGGATGG TTCTAGACGGCAGGTCAGGT 

IL6 CATGTGTGAAAGCAGCAAAG GGCAAGTCTCCTCATTGAATC 

IL8 CTGTGGTATCCAAGAATCAGTGAA GCATCTGGCAACCCTACAA 

IL-1β GACTTGTTCTTTGAAGCTGATG TAGTGGTGGTCGGAGATT 

TNF-α GCTGCACTTTGGAGTGAT GGTTCGAGAAGATGATCTGAC 

ILl0 AAAGAAGGCATGCACAGCTC AAGCATGTTAGGCAGGTTGC 

iNOS CGGTGCTGTATTTCCTTACGAGGCGAA GAAGG GGTGCTGCTTGTTAGGAGGTCAAGTAAAGGGC 

1.10  炎症相关蛋白表达水平测定 

细胞处理参照 1.6，分组处理后收集细胞，使用含有蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解物在冰上裂解细胞 30 min。完

全裂解后在 4 ℃、12 000 r·min
-1条件下离心 10 min，收集上清液，得细胞的总蛋白溶液。BCA 法检测总蛋白质量

浓度。调整蛋白样品上样量为每孔 15 μg。使用制胶试剂盒配置胶板，全程电压 150 V，约 60 min。利用半干法转

膜，恒压 25 V，时间 14 min，快速封闭液封闭条带 15 min。4 ℃孵育一抗过夜。室温孵育二抗 1 h。发光成像系

统显影条带，条带使用 ImageJ 软件进行灰度值分析。测定 iNOS、COX-2、IL-1β及 NF-κB p65 蛋白的表达水平。

以目的蛋白条带灰度值与内参 β-actin 蛋白条带灰度值的比值作为目的蛋白相对表达量。 

1.11  统计学分析 

所有数据以均值±标准差（Mean±SD）表示，采用 IBM SPSS Statistics 31.0 软件进行统计分析。多组间比较采

用单因素方差分析（One-way ANOVA），方差齐时以 LSD-t 检验进行两两比较，方差不齐则采用 Dunnett’s T3 法。

以双侧 P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  MGO培养不同乳酪杆菌对细胞黏附率的影响 

由于不同乳酪杆菌间存在固有生物学特性差异，在添加 MGO 共培养后，其黏附、代谢与活力等生理能力也

呈现显著的菌株特异性。如图 1 所示，乳酪杆菌与 MGO 共培养后，干酪乳酪杆菌与鼠李糖乳酪杆菌黏附率显著

提高（P<0.05），黏附率分别从 11.37%和 10.07%上升至 24.9%和 27.97%，较未共培养前提高 2~3 倍。因此，挑选

黏附能力最优的鼠李糖乳酪杆菌作为后续实验对象。 

 

图1 添加MGO后对四种乳杆菌菌株黏附率的影响 

Fig.1 Effect of adding MGO on the adhesion rates of four Lactobacillus strains 

注：不同字母表示差异显著（P＜0.05），相同字母表示差异不显著（P＞0.05）。图 1~5 同。 
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2.2  细胞活力检测及 LPS诱导后黏附 

采用 CCK-8 法以细胞活力为指标，筛选出 LPS、菌液及 Dex 的最佳浓度，以建立稳定的 HT-29 细胞炎症模

型。如图 2a 所示，当 LPS 处理质量浓度在 0.5~20 µg·mL
-1范围内时，细胞活力呈剂量依赖性下降。与空白对照组

（细胞活力约为 100%）相比，0.5 µg·mL
-1

 LPS 显著抑制细胞活力（P<0.05）；当 LPS 质量浓度达到 1 µg·mL
-1时

细胞活力降至 38.92%（P<0.05）。当质量浓度在 10 µg·mL
-1，效果与 1 µg·mL

-1无显著性差异（P>0.05），所以 LPS

质量浓度为 1 µg·mL
-1 时，可诱导显著炎症损伤的同时保留足够活细胞，符合体外炎症模型建立标准[24]。当菌液

质量浓度在 10
4
~10

6
 CFU/mL 时（图 2b），MRS 组细胞活力呈先升后降趋势。其中，10

4 
CFU/mL 与 10

5
 CFU/mL

质量浓度组的细胞活力无显著统计学差异（P>0.05），且显著高于 10
6
 CFU/mL 组（P<0.05）。该结果提示该浓度

区间无细胞毒性并可能通过增强屏障功能发挥保护作用，与 Lee 等[25]报道的鼠李糖乳酪杆菌可通过调节细胞增殖

与凋亡相关通路增强肠上皮屏障相印证。MGO 培养组中 10
4 
CFU/mL 组和 10

5 
CFU/mL 组细胞活力均大于 100%，

其中 10
4 
CFU/mL 组活力最高为 140.59%，优于 10

5
~10

6
 CFU/mL 高浓度组，这可能是由于 MGO 通过改变菌株的

表面电荷及自动聚集能力等生长状态，进而影响菌株与细胞间的相互作用，导致高浓度下细胞活力的抑制效应增

强。综合评估，10
4 
CFU/mL 在两种培养体系中表现出较高的细胞活力，均高于 95%，无明显毒性风险，因此被选

定为后续实验的最优菌液干预浓度。图 2c 中，阳性药物 Dex 质量浓度在 10~50 µg·mL
-1时，随着药物浓度的升高，

细胞活力呈先上升再下降趋势，其中 30 µg·mL
-1组的细胞活力最高。因此，选择 1 µg·mL

-1
 LPS 建立 HT-29 细胞

炎症模型，以 10
4
 CFU/mL 菌液进行干预，并以 30 µg·mL

-1
Dex 作为阳性对照，进行后续的细胞实验。 

添加 1 µg·mL
-1

 LPS 构建细胞炎症模型，发现 MRS 培养基中添加 MGO 培养的鼠李糖乳酪杆菌，在炎症模型

中的黏附率显著高于 MRS 培养组（P<0.05，图 2d）。 

 

图2 细胞活力测定图和细胞炎症模型黏附率 

Fig.2 Cell viability assay graph and Cell adhesion rate in inflammation model 

注：（a）不同 LPS 质量浓度对 HT-29 细胞活力影响；（b）不同菌液质量浓度对 HT-29 细胞活力影响；（c）不同地塞米松质量溶

液浓度对 HT-29 细胞活力的影响；（d）细胞炎症模型黏附率。CK：对照组；MRS：普通 MRS 培养组；MGO：桑椹低聚半乳糖培养

组。 

2.3  MGO促鼠李糖乳酪杆菌黏附后对细胞炎症因子含量的影响 

ELISA 结果显示，LPS 诱导后细胞上清中促炎因子 IL-6、IL-8、IL-1β 及 TNF-α 水平较较 CK 组分别升高了
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59.72%、71.55%、76.69%、65.94%，差异显著（P<0.05，图 3a~d），证实炎症模型建立成功。干预实验表明，MRS

组与 MGO 组均可逆转 LPS 诱导的炎症失衡：两种处理与模型组相比均显著抑制 IL-6、IL-8、IL-1β、TNF-α分泌

并上调 IL-10 含量（P<0.05，图 3e）。其中，MGO 组对 TNF-α的抑制效果最为突出，相比模型组下降了 81.58%，

提示其代谢产物可能通过特异性机制增强肠道上皮炎症调控。Dex 组为阳性对照进行比较，该药属于糖皮质激素

类，可通过抑制炎症信号通路核心分子的激活，发挥强效、广谱的抗炎效应，是评价新型抗炎物质活性的重要参

照[26,27]。实验结果显示，MGO 组在 IL-8、IL-1β、TNF-α等关键指标上与 Dex 组差异不明显，展现出等效的抗炎

活性。综上，MGO 培养的鼠李糖乳酪杆菌可显著缓解 LPS 诱导的 HT-29 细胞炎症损伤，其效力与临床阳性药物

相当，优于普通 MRS 培养组。 

 

图3 MGO培养鼠李糖乳酪杆菌对HT-29细胞炎症因子含量的影响 

Fig.3 Effect of MGO-cultured L. rhamnosus on the content of inflammatory factors in HT-29 cells 

注：CK：对照组；LPS：模型组；MRS：普通 MRS 培养组；MGO：桑椹低聚半乳糖培养组；Dex：阳性药物组。 

2.4  MGO促鼠李糖乳酪杆菌黏附后对相关炎症指标mRNA表达的影响 

qPCR 结果显示，LPS 显著上调 HT-29 细胞 IL-6、IL-8、IL-1β、TNF-α 和 iNOS 的 mRNA 水平（P<0.05，图

4a~e），与 ELISA 结果趋势一致，提示 LPS 诱导的促炎反应在转录和翻译水平上呈现同步升高。IL-6 作为 TLR4

信号的核心下游靶点，其 mRNA 在 LPS 处理后上升约 9 倍（图 4a），可能通过激活 JAK/STAT3 通路形成正反馈，

持续放大肠道黏膜炎症反应[28]。IL-8 在 LPS 组中上调最高，较 CK 组上升约 9.2 倍（图 4b），推测其作为中性粒

细胞趋化因子和 ROS 诱导核心介质的强烈炎症驱动作用，表明其在急性炎症反应中处于核心位置[29]。IL-1β 和

TNF-α分别较 CK 组升高约 4 倍和 6 倍（图 4c、d），对应其在诱导上皮细胞凋亡、破坏紧密连接以及增强肠道通

透性中的功能[30,31]。 

诱导型一氧化氮合酶（iNOS）作为炎症反应的关键效应分子，可通过催化一氧化氮（NO）过量生成加剧肠

道上皮细胞损伤，其表达水平常作为评估炎症程度的重要分子标志[32]。iNOS mRNA 升高近 5 倍（图 4e），进一步

说明 NO 过量生成可能加剧上皮细胞损伤。相反，IL-10 是拮抗 LPS 信号的关键负调控因子，通过抑制 NF-κB p65

核转位及 ERK1/2 磷酸化，阻断促炎因子转录并促进黏膜修复[33]。实验中 LPS 组 IL-10 mRNA 水平与 CK 组无显

著差异，呈现低表达状态。而MGO组及Dex组均可使 IL-10的mRNA表达量较LPS组分别上调320.77%和159.66%，

差异显著（P<0.05，图 4f）。与 LPS 组相比，MGO 组可使 IL-6、IL-1β、TNF-α及 iNOS mRNA 分别下降 76.39%、

63.88%、84.63%和 49.46%，显示 MGO 可系统性抑制核心促炎基因，并且在 IL-10 上表现出独特的增强作用，IL-10 

mRNA 上调高于 Dex 组的 1.6 倍，提示 MGO 不仅抑制促炎，还能强化抗炎因子的转录活性，实现双向调控。 
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综上，MGO 培养的鼠李糖乳酪杆菌不仅能通过抑制促炎信号通路的转录激活发挥抗炎作用，还能特异性增

强抗炎因子 IL-10 的基因表达，通过抑制促炎因子、增强抗炎因子的协同模式实现更全面的炎症调控，后续将聚

焦 NF-κB 通路的特异性靶点验证。 

 
图4 MGO培养鼠李糖乳酪杆菌对细胞炎症因子mRNA表达的影响  

Fig.4 Effect of MGO-cultured L. rhamnosus on the mRNA expression of cellular inflammatory factors 

注：CK：对照组；LPS：模型组；MRS：普通 MRS 培养组；MGO：桑椹低聚半乳糖培养组；Dex：阳性药物组。 

2.5  MGO促鼠李糖乳酪杆菌黏附后对相关蛋白表达的影响 

 

图5 MGO培养鼠李糖乳酪杆菌对相关蛋白表达的影响 

Fig.5 Effect of MGO cultivation of L. rhamnosus on the expression of related proteins 

注：CK：对照组；LPS：模型组；MRS：普通 MRS 培养组；MGO：桑椹低聚半乳糖培养组；Dex：阳性药物组。 

蛋白免疫印迹分析结果显示，与对照组相比，LPS 刺激显著上调了 HT-29 细胞中 iNOS、COX-2、IL-1β 及

NF-κB p65 的蛋白表达水平（P<0.05，图 5b~e），相对表达量分别增加了 347.76%、384.72%、245.55%和 283.42%，

结果从蛋白层面再次验证了 LPS 诱导 HT-29 细胞炎症模型的成功。上述 4 个指标涵盖 NF-κB 炎症信号通路关键

节点，NF-κB p65 作为 LPS-TLR4 信号的核心转录因子，其蛋白表达上调及核转位是启动促炎基因转录的分子开

关，表达水平直接反映通路的激活状态[34]。iNOS 和 COX-2 作为 NF-κB 下游的关键诱导型酶，分别催化 NO 和前

列腺素 E2（PGE2）的过量生成，二者协同介导氧化应激、增加血管通透性增加，是肠道炎症损伤的主要效应分     

子[35]。IL-1β 作为 NF-κB 通路激活后释放的核心促炎细胞因子，不仅直接破坏肠上皮紧密连接完整性，还可通过

正反馈回路进一步放大炎症级联反应[32]。四者能够系统评估 LPS 诱导的炎症激活程度及干预措施的靶向作用环节。
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与LPS组相比，不同处理的鼠李糖乳酪杆菌干预均能显著抑制上述炎症蛋白的表达，其中MGO组对 iNOS、COX-2、

IL-1β和 NF-κB p65 的抑制效果均优于 MRS 组。该结果表明，MGO 培养处理可显著增强鼠李糖乳酪杆菌的抗炎

功能，其机制可能与抑制 NF-κB 信号通路的激活、减少下游促炎介质产生有关。揭示了 MGO 培养的鼠李糖乳酪

杆菌调控肠道上皮炎症的分子机制，为其作为天然功能组分应用于肠道炎症疾病的辅助治疗奠定研究基础。 

3  结论 

研究从中 4 株乳杆菌中筛选出高黏附率的鼠李糖乳酪杆菌，构建 1 µg·mL
-1

 LPS 诱导的 HT-29 炎症模型。从

蛋白、mRNA 与基因层面联合证实，MGO 培养的菌体能同步抑制 IL-6、IL-8、IL-1β、TNF-α 及 iNOS 的蛋白分

泌与 mRNA 表达，并显著上调 IL-10 转录。其抑制促炎基因效力与 Dex 无差异，而增强 IL-10 表达高于 Dex 组

1.62 倍，进一步验证了对 LPS 诱导的 HT-29 细胞的抗炎活性作用机制表现在抑制 NF-κB 信号通路的激活方面。

在细胞水平明确了 MGO 培养的鼠李糖乳酪杆菌多维抗炎活性，与传统培养的鼠李糖乳酪杆菌相比，这种特异性

作用可能源于 MGO 作为益生元底物可通过优化菌株代谢表型、增强黏附相关蛋白表达，提升菌体对 HT-29 细胞

的定植能力与免疫调节活性从而增强 TLR4/NF-κB 通路的负向调控。为其作为肠道健康功能配料的开发提供了系

统的体外循证基础。后续将通过动物模型进一步验证其体内的抗炎效果与安全性。 
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