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植物乳杆菌 P-8对小鼠免疫功能的调节作用研究 *
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摘要 目的：不同类型的益生菌株免疫调节功能各异。本文旨在评价植物乳杆菌 P-8（Lactobacillus plantarum P-8）对小鼠免疫功能

的调控作用及机制。方法：C57BL/6J小鼠每日灌胃给予不同剂量的植物乳杆菌 P-8（0. 25 mg/kg、0.5 mg/kg、1.5 mg/kg），连续 30

天，记录小鼠一般情况。给药结束后处死动物，测定小鼠脏器 /体重比；小鼠碳廓清实验、小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验评

价各组小鼠的单核 -巨噬细胞功能；血清溶血素测定、抗体生成细胞实验评价各组小鼠的体液免疫功能；脾淋巴细胞转化实验、迟

发型变态反应实验评价各组小鼠的细胞免疫功能；NK细胞的活性测定实验评价小鼠的 NK细胞活性。结果：与对照组相比，低、

中、高剂量组植物乳杆菌 P-8对小鼠脏器 /体重比值差异无统计学意义（P>0.05）；且植物乳杆菌 P-8可显著提高小鼠的碳廓清能

力、小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞能力、半数溶血值、二硝基氟苯诱导的小鼠迟发型变态反应及 NK细胞活力（P均 <0.05）。结

论：植物乳杆菌 P-8可通过提高单核 -巨噬细胞功能、体液免疫功能、细胞免疫功能及 NK细胞活力增强小鼠的免疫功能。
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Immunomodulatory Effect of P-8 in Mice*

Different types of probiotics have different immunomodulatory functions. The present study aimed to evalu-

ate the immunomodulatory effects of Lactobacillus plantarum P-8 in mice and its mechanism. Normal C57BL/6J mice received

intragastric administration of Lactobacillus plantarum P-8 (0.25 mg/kg, 0.5 mg/kg, and 1.5 mg/kg) once daily for 30 days, while a control

group received the same amount of water. The immunity of mice was evaluated by their organ ratios. The function of monocyte

macrophage was evaluated by carbon clearance test and mouse peritoneal macrophage phagocytosis of chicken red blood cells. The hu-

moral immunity of mice was evaluated by serum hemolysin assay and antibody producing cell assay. The cellular immunity was evaluated

by ConA-induced mouse splenic lymphocyte transformation assay and delayed hypersensitivity induced by DNFB. NK cell activity was

evaluated by NK cell activity assay. Compared with the control group, Lactobacillus plantarum P-8 showed no significant effects

on organ ratios of the mice. Lactobacillus plantarum P-8 significantly increased the murine macrophage carbon clearance function, mouse

peritoneal macrophage phagocytosis of chicken red blood cells, hemolytic activity, delayed hypersensitivity induced by dinitrofluoroben-

zene, and NK cell activity. Lactobacillus plantarum P-8 exhibited potent immunomodulatory effects by increasing function

of monocyte macrophage, cellular immunity, humoral immunity, and NK cell activity.
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前言

肠道微生物群不仅与肠道免疫的关系密切，而且影响了全

身免疫系统。研究和筛选具有免疫调节功能的益生菌株已成为

目前功能食品研究的热点[1]。益生菌株可通过改善肠道微生物

构成、产生抗炎因子、抑制病原菌群生长，从而预防和治疗一些

消化道疾病。随着免疫性疾病发生率的提高，免疫功能增强相

关的药品或保健食品也受到了普遍重视[2,3]。

乳酸菌是益生菌当中使用最广泛的一种菌种，具有激活机

体保护性免疫反应的能力。研究表明，乳酸菌制剂不仅可以通

过增强单核吞噬细胞活性而影响非特异性免疫应答，还可以通

过加强体液免疫、刺激 T淋巴细胞和 B淋巴细胞的增殖等机制

增强特异性免疫应答，进而提高动物对各种病原体的抵抗力[1,4]。

植物乳杆菌 P-8（Lactobacillus plantarum P-8，IMAU1012）

是从内蒙古巴彦淖尔市乌拉特中旗草原上牧民家庭自然发酵

酸牛乳样品中分离筛选出的 1株性能优良的益生菌[7,8]。与同类

菌株相比，P-8能更有效地抑制大肠杆菌 E. coli O157:H7的体
外生长[9]。在一项植物乳杆菌 P-8的 28天口服给药的临床试验
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中，P-8在第 2周就显著升高中老年人的粪便中分泌型免疫球

蛋白 a（sIgA）水平，并增加肠道中的双歧杆菌菌的数量[10]。且

P-8对脱硫弧菌（Desulfovibrio）、假单胞菌（Pseudomonas）、不动
杆菌（Acinetobacter）等条件致病菌也有一定的抑制作用[10]。该

菌株具有优异的耐受胃酸、肠液和胆盐能力，已成为目前国内

外重点研究开发的益生菌之一[11-13]。

由于不同菌株细胞壁构成不同，其对免疫细胞的影响也就

不同[14,15]。此外，不同的乳酸菌产生的胞外多糖等代谢产物亦不

同，其对免疫力的影响也不同[16]。故，不同类型的乳酸菌株的免

疫调节功能各异[15-17]。但目前植物乳杆菌 P-8对小鼠免疫功能

的影响尚未见系统研究，本文重点研究了植物乳杆菌 P-8对小

鼠免疫功能的调节作用，为其开发利用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

RPMI1640培养基、胎牛血清、Hank's液购自美国 Gibco公

司；二硝基氟苯（DNFB）、刀豆蛋白 A（ConA）购自 Sigma公司；

淋巴细胞分离液、0.4 %台盼兰溶液购自北京索莱宝科技有限

公司；MTT 试剂、LDH 检测试剂盒购自 abcam 公司；1 %

NP40、0.2 mol/L的 Tris-HCl缓冲液（pH=8.2）购自碧云天生物

科技有限公司；印度墨汁、YAC-1细胞、20%鸡红细胞购自上海

源叶生物科技有限公司。植物乳杆菌 P-8菌粉（活菌数 2000亿

/g，批号：2021012301）来自金华银河生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 实验动物及给药 SPF级 C57BL/6J小鼠（雄性，18-22 g）

购自北京维通利华实验动物技术有限公司（实验动物许可证

号：SCXK(京)2019-0010）。饲养环境：室温（23± 2）℃，相对湿

度：40%～70%。本研究所有动物实验均已通过伦理审查（伦理

批号：SRSWLL-2021091802）。称取冷冻干燥保存的植物乳杆菌

P-8菌粉，用双蒸水溶解后备用。小鼠随机分为 8个免疫组，每

组 40只。每个免疫组分为双蒸水组、植物乳杆菌 P-8低、中、高

剂量组（0.25 mg/kg、0.5 mg/kg、1.5 mg/kg），每组 10只。分别灌

胃给药，0.1 mL/10 g，每天 1次，30 d。每日记录小鼠的一般状

态，每周称重。

1.2.2 免疫脏器指数的测定 实验结束后，处死小鼠，无菌取

脾脏、胸腺，将周围组织剥离干净，用滤纸吸净血液，分别称重，

并计算胸腺或脾脏与体重的比值。

1.2.3 小鼠碳廓清实验 将印度墨汁经生理盐水 4倍稀释后，

0.1 mL/10 g经尾静脉注入小鼠体内。分别于第 2、10 min从内

眦静脉各取血 20 滋L，加至 2 mL 0.1 % Na2CO3溶液中。用 721

分光光度计在 600 nm波长处测定光密度值（OD），以 Na2CO3

溶液为空白对照。计算吞噬指数 琢[18,19]。

1.2.4 小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验（半体内法）

将20 %鸡红细胞悬液腹腔注射入小鼠体内，1 mL/只。间隔

30 min，脱臼处死小鼠，固定于鼠板。腹腔注入 2 mL生理盐水，

将鼠板转动 1 min，吸出腹腔洗液滴于 2片载玻片上，37℃孵

育 30 min。分别经生理盐水漂洗、1:1丙酮 -甲醇溶液固定、4 %

（v/v）Giemsa-磷酸缓冲液染色、蒸馏水漂洗后晾干。油镜下计

数巨噬细胞，每张片计数 100个，按下式计算吞噬百分率[20]。

1.2.5 血清溶血素测定 取生理盐水配成的 2 %（v/v）绵羊红

细胞（SRBC）悬液，0.2 mL每只经腹腔注入至小鼠体内进行免

疫。4天后，摘除眼球取血，收集血清。按照文献方法计算半数

溶血值（HC50）[18]。

1.2.6 抗体生成细胞检测 同 1.2.5方法免疫小鼠，4 天后处

死小鼠，无菌取脾，磨碎后制成单细胞悬液，调整细胞浓度至

5× 106个 /mL。用 Jerne改良玻片法检测抗体生成细胞[22]。

1.2.7 ConA诱导小鼠脾淋巴细胞转化实验 给药结束后，脱臼

处死，无菌取脾，用 RPMI1640完全培养基重悬成 3× 106个/mL

的单细胞悬液。将脾细胞悬液加至 24孔培养板中，每孔 1.0 mL，

一孔为实验组加 75 滋L ConA/孔（终浓度为 7.5 滋g/mL），另一
孔为对照组加 75 滋L无菌水。按文献方法测定 570 nm处的

OD值[23]。

1.2.8 二硝基氟苯诱导小鼠 DTH（耳肿胀法） 取 50 滋L 1 %

二硝基氟苯（DNFB）溶液，均匀涂抹在脱毛后的小鼠腹部皮肤

进行致敏反应。5 d后，取 20 滋L 1 % DNFB溶液均匀涂抹右耳

上。24 h后处死小鼠，采用打孔器取相同大小的左右耳片进行

称重。以两耳片的重量之差表示 DTH的程度[19]。

1.2.9 NK细胞活性测定 无菌取脾，制成 2× 107个 /mL的单

细胞悬液。收集 YAC-1细胞，制成 4× 105个 /mL的单细胞悬

液。按文献方法测定 NK细胞活性（%）[20]。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 10.0软件进行数据分析。各组结果以均数± 标

准差表示，多组间比较采用单因素方差分析（ANOVA）检验，成

对组间比较采用 t检验，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠脏器 /体重比值测定结果

实验期间，各实验组及对照组小鼠一般状况良好，未出现

死亡。给药 30天前后，各组小鼠的初始体重与终末体重差别范

围在 8.73-9.98 g，各组间初始体重和终末体重均未发现显著性

差异（P>0.05，见表 1），提示低、中、高剂量组植物乳杆菌 P-8对

健康小鼠均无明显毒性。不同剂量的植物乳杆菌 P-8对小鼠免

疫脏器指数的影响结果见表 1。连续给予不同剂量植物乳杆菌

P-8 30 d后，各剂量组小鼠的脾脏 /体重比值、胸腺 /体重比值

与空白对照组相比差异均无统计学意义（P>0.05）。这表明植
物乳杆菌 P-8对小鼠的免疫器官的重量无显著影响，进一步证

明了其安全性。

2.2 对单核 -巨噬细胞功能影响结果

单核 -巨噬细胞是具有抗感染、抗肿瘤和免疫调节作用的

免疫细胞，反映了机体非特异性免疫反应的强弱[20]。不同剂量

植物乳杆菌 P-8组小鼠注入 0.1 mL/10 g印度墨汁 2、10 min后

取血检测其碳廓清功能。表 2为不同剂量的植物乳杆菌 P-8对

小鼠碳廓清功能的影响结果。低、中、高三个剂量组与空白对照

组的吞噬指数 琢 分别为 6.24± 0.84、7.76± 0.49、8.62± 0.85、

5.82± 1.01；其中，中、高剂量组小鼠的吞噬指数 琢与空白对照
组相比具有统计学差异（P<0.05）。

给予小鼠低、中、高剂量的植物乳杆菌 P-8 30 d后，腹腔注

射 20%鸡红细胞悬液 1 mL/只，30 min后处死小鼠，吸取腹腔

巨噬细胞检测其吞噬指数和吞噬百分率。给予低、中、高剂量的

植物乳杆菌 P-8 30 d后，低、中、高三个剂量组与空白对照组的
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小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞的吞噬率分别为 20.24± 4.76%、

27.01± 5.04 %、30.21± 3.41 %、17.01± 4.25 %；其中，中、高剂

量组的小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞的吞噬率均显著高于

对照组（P<0.05，表 2）。

以上结果均表明植物乳杆菌 P-8能有效增强小鼠巨噬细

胞的吞噬能力，提示小鼠非特异性免疫能力显著增强。

表 1 植物乳杆菌 P-8对小鼠脏器 /体重比值的影响（x± s，n=10）
Table 1 Effects of Lactobacillus plantarum P-8 on mice organs ratios to body weight(x± s, n=10)

Groups Initial weight(g) Final weight(g) Spleen/weight(mg/g) Thymus/weight(mg/g)

Negative control 20.32± 1.41 29.09± 1.12 2.54± 0.61 2.63± 0.92

Low dose (0.25 mg/kg) 20.41± 1.04 29.14± 1.28 2.49± 1.02 2.58± 1.08

Medium dose (0.5 mg/kg) 19.95± 1.80 29.57± 1.67 3.05± 1.07 2.86± 0.49

High dose (1.5 mg/kg) 20.25± 1.05 30.23± 2.05 3.14± 0.88 2.54± 0.85

Note: Compared with the negative control, *P<0.05.

表 2 植物乳杆菌 P-8对小鼠巨噬细胞吞噬功能的影响（x± s，n=10）
Table 2 Effects of Lactobacillus plantarum P-8 on the function of monocyte macrophage of the mice(x± s, n=10)

Groups Phagocytic index of carbon clearance test (琢)
Phagocytic rate of mononuclear-macrophages

（%）

Negative control 5.82± 1.01 17.01± 4.25

Low dose (0.25 mg/kg) 6.24± 0.84 20.24± 4.76

Medium dose (0.5 mg/kg) 7.76± 0.49* 27.01± 5.04*

High dose (1.5 mg/kg) 8.62± 0.85* 30.21± 3.41*

2.3 对小鼠体液免疫功能的影响结果

HC50的测定可评价 SRBC细胞发生溶血反应产生溶血素

的能力[20,21]。给予小鼠低、中、高剂量的植物乳杆菌 P-8 30 d后，

腹腔注射 2%的 SRBC细胞进行免疫，4天后取血清检测 HC50。

低、中、高三个剂量的植物乳杆菌 P-8对小鼠血清溶血素的影

响结果见表 3。低、中、高三个剂量组与空白对照组样品的 HC50

分别为 70.40 ± 15.53、95.65 ± 17.32、109.43 ± 14.60、56.76 ±

12.54；统计结果表明，三个剂量组的 HC50与空白对照组相比均

有显著性差异（P<0.05，表 3）。

空斑的数量是反映机体的体液免疫功能的重要指标。给予

小鼠低、中、高剂量的植物乳杆菌 P-8 30 d后，取各组小鼠脾细

胞制成 5× 106个 /mL的悬液。Jerne改良玻片法检测抗体生成

细胞数。抗体生成细胞检测结果表明，低、中、高三个剂量组与

空白对照组的空斑数（/106脾细胞）分别为 28± 7、30± 6、31±

8、35± 5；统计结果表明，三个剂量组的空斑数与空白对照组相

比差异均无统计学意义（P>0.05，表 3）。

以上结果表明，给予植物乳杆菌 P-8能显著提高小鼠体液

免疫功能。

Note: Compared with the negative control, *P<0.05.

表 3 植物乳杆菌 P-8对小鼠血清溶血素与抗体生成细胞检测结果（x± s，n=10）
Table 3 Effects of Lactobacillus plantarum P-8 on hemolytic activity and number of antibody producing cells (x± s, n=10)

Groups HC50 Plaque number (/106 spleen cells)

Negative control 56.76± 12.54 35± 5

Low dose (0.25 mg/kg) 70.40± 15.53* 28± 7

Medium dose (0.5 mg/kg) 95.65± 17.32* 30± 6

High dose (1.5 mg/kg) 109.43± 14.60* 31± 8

2.4 对小鼠细胞免疫功能的影响结果

T淋巴细胞受到 ConA刺激后会转化为母细胞持续增殖。

通过MTT法检测其细胞增殖能力可以反应细胞免疫功能的强

弱。不同剂量植物乳杆菌 P-8作用于脾淋巴细胞 (3× 106个 /

孔)72 h后，ConA对各组脾淋巴细胞增殖的影响结果见表 4。

与对照组相比，低、中、高三个剂量组 OD差值与空白对照组相

比差异均无统计学意义（P>0.05）。

小鼠耳廓肿胀度可反应小鼠细胞免疫功能的强弱。1%

DNFB溶液均匀涂抹各组小鼠右耳 24 h后，打孔器取相同大小

的左右耳片进行称重。不同剂量植物乳杆菌 P-8对二硝基氟苯

诱导小鼠迟发型变态反应结果见表 4。低、中、高三个剂量组与

空白对照组的耳廓肿胀度分别为 11.21± 1.07、13.43± 1.51、

14.96± 2.12、10.95± 1.12 mg；其中，中、高剂量组与空白对照组

相比均有所增高且差异显著（*P<0.05或 **P<0.01）。
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2.5 对小鼠 NK细胞活性的影响

NK细胞是机体重要的免疫细胞，其活化后可合成和分泌

多种细胞因子，发挥免疫调节及靶细胞杀伤作用。靶细胞（4×

104个 /孔）和效应细胞（2× 106个 /孔）作用 4 h后，LDH法检

测 NK细胞活性[18]。植物乳杆菌 P-8低、中、高三个剂量组与空

白对照组的 NK细胞活性（%）分别为 30.32± 10.65 %、32.35±

10.03 %、36.67± 9.36 %、26.12± 10.34 %；统计分析发现，高剂

量组 NK细胞活性显著增高（*P<0.05）。

3 讨论

益生菌可维持肠道菌群平衡，改善机体免疫失衡，稳固肠

道粘膜屏障功能，在预防肠道病原微生物感染等方面发挥着重

要作用[24,25]。乳酸杆菌能够调节肠道微生物区系的平衡，在增强

机体抵抗力方面具有不可低估的作用[26,27]。研究证实，不同乳酸

杆菌株对免疫功能的影响也就不同，其机制也不同[24-28]。本研究

旨在评估植物乳杆菌 P-8对机体免疫能力的影响，为其开发和

利用提供实验依据。

脾脏指数和胸腺指数是衡量机体免疫功能的初级指标。托

娅等研究表明，乳杆菌 casei Zhang能够增加小鼠脾脏指数，进

而提高其免疫力[29]。植物乳杆菌 NCU116能显著提高小鼠的脾

脏指数和胸腺指数，并提高小鼠细胞因子的分泌水平[30]。本研

究中低、中、高剂量的植物乳杆菌 P-8组小鼠的脾脏指数和胸

腺指数与对照组相比均未发现显著性差异。这表明植物乳杆菌

P-8对小鼠的脾脏和胸腺的质量无明显影响，但其对小鼠免疫

功能的应该尚待进一步评价。

不同的乳酸菌的细胞壁肽聚糖、脂磷壁酸或胞外多糖等结

构不同，其对免疫系统的巨噬细胞、NK细胞等效应细胞产生的

效应也不同[31,32]。故，不同菌株的对动物细胞免疫功能、体液免

疫功能及吞噬细胞的功能影响不同。单核 -巨噬细胞是具有抗

感染、抗肿瘤和免疫调节作用的免疫细胞，反映了机体非特异

性免疫反应的强弱[33]。当机体受到病原体或异物侵入时，这些

巨噬细胞能向这些部位募集，并通过胞吞作用吞噬并消化分解

异物[34]。已有研究表明，植物乳杆菌中 KLDS 1.0318、Lp6等均

能够增强小鼠巨噬细胞吞噬中性红能力[15,35]。本研究表 2结果

显示，与对照组相比，给予 0.5 mg/kg和 1.5 mg/kg剂量植物乳

杆菌 P-8的小鼠，表现出显著较高的碳廓清功能和较强的小鼠

腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞的吞噬率。这一结果表明中、高剂

量植物乳杆菌 P-8能有效增强小鼠巨噬细胞的吞噬能力，提示

小鼠非特异性免疫能力显著增强。

小鼠体内产生的抗体溶血素在补体的参与下，与 SRBC共

同孵育发生溶血反应，释放血红蛋白，而通过测定血红蛋白含

量能反应动物产生溶血素的能力[36]。本研究测定了小鼠的血清

溶血素，与对照组相比，给予植物乳杆菌 P-8能显著提高小鼠

HC50水平，且随着其剂量增高而提升。而根据以 DNFB诱导

小鼠 DTH的实验结果显示，中、高剂量组植物乳杆菌 P-8小鼠

耳肿胀程度均较空白对照组显著增高，说明 0.5 mg/kg和 1.5

mg/kg剂量下植物乳杆菌 P-8小鼠迟发超敏反应显著增高，并

随着剂量增加小鼠的反应也增强。以上结果提示，中、高剂量组

植物乳杆菌 P-8可显著提高小鼠的细胞免疫功能和体液免疫

功能。DNFB诱导的小鼠迟发型变态反应是检测小鼠细胞免疫

功能的另一个重要指标。近年来，关于乳酸菌对迟发型变态反

应的影响已有一些报道 [32]，但本文中我们并未发现 BLL对

DNFB诱导的小鼠迟发型变态反应的影响，主要原因可能是菌

株不同引起的。

NK细胞是机体重要的免疫细胞，它不依赖于抗体也不需

要抗原刺激和致敏就能杀伤靶细胞。NK细胞活化后可合成和

分泌多种细胞因子，发挥免疫调节及靶细胞杀伤作用[37]。益生

菌细胞壁肽聚糖的主要成分是胞壁酰二肽，可激活巨噬细胞释

放 IL-1和 IL-6，诱导淋巴细胞产生 IFN-酌，增强 NK细胞的杀

伤作用[38]。研究表明，干酪乳杆菌就能通过活化 T细胞，促进细

胞毒性 T细胞的产生，增强 NK细胞的活性[14]。本研究中我们

发现，高剂量植物乳杆菌 P-8可显著增强 NK细胞的活性，提示，

植物乳杆菌 P-8可提高机体靶细胞对 NK细胞杀伤的敏感性。

以上结果表明，植物乳杆菌 P-8主要是通过提高单核 -巨

噬细胞功能、体液免疫功能、自身细胞免疫功能及 NK细胞活

性来增强小鼠的免疫功能。本研究为植物乳杆菌 P-8的开发和

利用提供了重要的基础实验依据。

Note: Compared with the negative control, *P<0.05, **P<0.01.

表 4 植物乳杆菌 P-8对 ConA诱导的小鼠淋巴细胞增殖能力及耳廓肿胀度的影响结果（x± s，n=10）
Table 4 Effects of Lactobacillus plantarum P-8 on ConA-induced mouse splenic lymphocyte transformation ability and delayed hypersensitivity induced

by DNFB (x± s, n=10)

Groups
Proliferation of spleen cells (OD570 nm)

Degree of swelling (mg)
ConA(-) Con(+) Differential OD values

Negative control 0.54± 0.06 0.99± 0.12 0.45± 0.09 10.95± 1.12

Low dose (0.25 mg/kg) 0.50± 0.13 0.97± 0.10 0.47± 0.08 11.21± 1.07

Medium dose (0.5 mg/kg) 0.52± 0.07 0.98± 0.14 0.46± 0.06 13.43± 1.51*

High dose (1.5 mg/kg) 0.55± 0.09 1.04± 0.11 0.49± 0.13 14.96± 2.12**

Note: Compared with the negative control, *P<0.05.

表 5 植物乳杆菌 P-8对 NK细胞活性的影响结果（x± s，n=10）
Table 5 Effects of Lactobacillus plantarum P-8 on NK cell activities

(x± s,q n=10)

Groups NK cell activity (%)

Negative control 26.12± 10.34

Low dose (0.25 mg/kg) 30.32± 10.65

Medium dose (0.5 mg/kg) 32.35± 10.03

High dose (1.5 mg/kg) 36.67± 9.36
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