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乳酸菌体外粘附人结肠腺癌细胞系
一

细胞的研究
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摘 要 用实验室保存的 株乳酸菌菌种做了对人结肠腺癌细胞系
一

细胞的体外粘附性试验
。

发现双

歧杆菌的粘附能力较高
,

平均在 个 细胞 乳杆菌的粘附能力较低
,

平均在 个 细胞 球菌的粘附能力

很低
,

平均在 个 细胞
。

其中双歧杆菌中 访 菌株粘附能力最好
,

达到 士

个 细胞
。

乳杆菌中乙 粘附能力最好
,

达到 士 个 细胞
。

同时
,

同种

不同株的乳酸菌粘附能力有差异
,

而同属中
,

来 自人粪便与来 自猪粪便的乳酸菌的粘附能力没有明显差异
。
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乳酸菌是一类从可发酵性碳水化合物 主要指葡萄糖 产乳酸的细菌的通称川
,

广泛用于

食品工业
、

轻工业
、

发酵工业
、

医药和饲料工业 作为人和动物体内正常的生理性细菌
,

在调节

肠道微生态平衡方面起着非常重要的作用
。

近年来
,

随着微生态学的深人
,

微生态制剂迅猛发

展起来
,

而其中
,

应用最多的是乳酸菌中的双歧杆菌
,

其次是乳酸杆菌
。

乳酸杆菌中最常用的是

嗜酸乳杆菌
。

然而乳酸菌能否在肠道内粘附定植是影响活菌制剂效果的关键因素之一
。

粘附

是指细菌与肠上皮细胞通过生物化学作用产生的特异性的粘连川
。

粘附是定植的第一步
,

不能

粘附于肠上皮细胞表面的细菌
,

只能是过路菌而不能在肠道内定植
,

也就不能充分发挥生理功

能
。 一

细胞是一种体外易培养的人结肠腺癌细胞
,

其形态
、

粘附能力等与肠上皮细胞类

似
,

能表达正常人肠细胞的形态和某些生理特性
,

国外常用其作为体外粘附试验的模拟细
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胞川
。

本试验选其作为模拟细胞对实验室保存的 株乳酸菌进行了体外粘附试验
,

为活菌制

剂的选择提供参考依据
。

材料与方法

材料

株实验用乳酸菌全部由食品微生物教研室提供 表
。

乳酸杆菌用
,

球菌用 培养基培养
,

双歧杆菌用 培养基培养巨
‘〕。

人结肠腺癌细胞系
一

细胞由广州南方医院提供
。

培养液由
,

写小牛血清
,

青霉素
、

链霉素双抗溶液
,

谷氨酞

胺
,

胰酶
一

消化液组成
。

缓冲液 由
, , ,

、 · ,

加

水定容至 配置而成
。

方法
细胞培养

一

结肠腺癌细胞系在 细胞培养液
, , 一

空气的二

氧化碳培养箱中恒温培养
。

每天更换营养液
,

每周传代 次
。

粘附试验 将培养好的
一

细胞消化
,

制成细胞悬液
‘

个
· 一 ‘ ,

向预先 已

放置盖玻片的 孔板每孔内加人 细胞悬液
, ‘ , 一

空气中培养
。

细胞贴壁

后
,

吸出旧的细胞培养液
,

无菌 冲洗 次
,

每孔加入 菌液 含菌体 个
· ‘

与 细胞培养液的混合液
, ‘ , 一

空气中培养
。

无菌 冲 次
,

甲醛固定
。

革兰氏染色
,

镜检
,

随机挑选 个视野
,

计数 个细胞上粘附的细菌数
,

再

计算平均每个细胞所粘附的细菌数
。

结果与分析

双歧杆菌对
一

细胞的粘附

被测试的 株双歧杆菌中 表
,

株来 自于人粪便
,

分别属于 个种 株来 自于猪粪

便
,

未定种
。

粘附能力最高的是来自于人粪便的两歧双歧杆菌 菌珠
,

其粘附平均值为

士 个 细胞
。

粘附水平最低的是来 自猪粪便的未定种双歧杆菌
一

菌珠
,

其粘附平均

表 双歧杆菌对
一

细胞的粘附

双歧杆菌菌珠 菌 种 来 源 粘附菌数
,

个 细胞

一

一

一

一

一

一

一

两歧双歧杆菌 召访 西 访
两歧双歧杆菌
两歧双歧杆菌 访 脚

长双歧杆菌
长双歧杆菌
长双歧杆菌
短双歧杆菌
青春双歧杆菌

, ”

双歧杆菌 ”
·

双歧杆菌 访
·

双歧杆菌
‘ “

·

人粪便
人粪便
人粪便
人粪便
人粪便
人粪便
人粪便
人粪便
猪粪便
猪粪便
猪粪便

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士
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值为 士 个 细胞
。

被测试的双歧杆菌粘附平均值在 个 细胞以上 被测

试的双歧杆菌粘附平均值做 一 个 细胞之间 被测试的双歧杆菌中
,

没有粘附平均值

低于 个 细胞的
。

所有双歧杆菌的平均粘附水平为 个 细胞
。

乳杆菌对
一

细胞的粘附

株被测试的乳杆菌中 表
,

株来 自于人粪便
,

属于 个不同的种 株为来 自于猪粪

便的产细菌素未定种菌株
。

其中来 自于人粪便的嗜酸乳杆菌 菌株粘附能力最强
,

为

士 个 细胞 其次是来 自于猪粪便的产细菌素的
一 一

菌株
,

为 士 个 细

胞
。

除这 株菌外
,

其他被测乳杆菌的粘附平均值均低于 个 细胞
。

其中人源干酪乳杆菌

菌株以及未定种的猪源乳杆菌
一 一

菌株粘附水平尤其低
,

可近似认为无粘附
。

所有

乳杆菌的平均粘附水平为 个 细胞
。

表 乳杆菌对
一 , 细胞的粘附

孚杆菌菌珠 菌 种 来 源 粘附菌数
,

个 细胞

一 一

一 一

一 一

一 一

嗜酸乳杆菌 人

嗜酸乳杆菌 心

嗜酸乳杆菌 心 爪

干酪乳杆菌 ‘

干酪乳杆菌 。 日

卷曲乳杆菌 。

乳杆菌 占 ,

乳杆菌

乳杆菌

乳杆菌

人粪便

人粪便

人粪便

人粪便

人粪便

猪粪便

猪粪便

猪粪便

猪粪便

猪粪便

士

士

士

士

士

士

士

士

士

士

球菌对
一

细胞的粘附

被检测的 株球菌 表
,

株来 自于人粪便
,

株由猪粪便分离得来
。

所有被测球菌粘附

的平均值在 个 细胞以下
。

平均粘附水平为 个 细胞
。

表 球菌对
一

, 细胞的粘附

球菌菌珠

一 一

一 一

菌 种

粪肠球菌 ,

肠球菌 ,

肠球菌

来 源

人粪便

猪粪便

猪粪便

粘附菌数
,

个 细胞

士

士

士

讨 论

目前评定细菌粘附常用 种方法 计数法和视觉观测法
。

前者计数一定细胞上的细菌

数
,

然后再计算平均每个细胞粘附的菌数
。

后者是在显微镜下直接观察细菌对细胞的粘附趋

势
。

种方法各有利弊
,

计数法直接用数值显示试验结果
,

有说服力
,

但还没有统一的标准
。

视

觉观察法直观
,

但粘附与否的评定易受主观的影响
。

本试验在统计粘附结果时
,

以计数法为主
,
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视觉观察法为辅
,

即主要计人在细胞上的细菌数
,

对于有明显粘附趋势的乳酸菌
,

计人环绕在

细胞周围最近一层的细菌数
。

在做粘附试验中发现
,

用 冲洗相同次数的情况下
,

粘附能力低的乳酸菌不仅细胞

上粘附的细菌少
,

而且在无细胞的区域细菌也很稀少 而粘附能力高的乳酸菌除了细胞上粘附

的菌多外
,

没有细胞的空 白处乳酸菌的残留也很多
。

其原因可能有 种
,

一是细菌发生 自凝集

反应造成冲洗困难
,

已证明有粘附能力的人源双歧杆菌都能发生 自动凝集反应和血凝

集反应川
。

二是细菌与粘液中的粘附素受体发生特异性结合
,

而粘附素受体可能来自于粘液本

身
,

也可能是细胞消化后细胞表面的粘附素受体破碎
,

分散到了培养液中
,

虽经 冲洗
,

仍

有可能残留
。

结 论

本试验检测了 株乳酸菌对人结肠腺癌细胞系
一

细胞的粘附能力
,

发现双歧杆菌

对
一

细胞的粘附能力普遍较高
,

大多数乳杆菌的粘附能力较低
,

所有球菌的粘附能力都

很低 同种不同株的乳酸菌粘附能力有明显差异 而同一属中
,

来 自于人或猪粪便的乳酸菌相

比
,

粘附能力没有明显差异
。

该研究有关乳酸菌粘附能力的高低还有待于进一步证实
。
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