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摘  要：【背景】天然免疫应答作为机体的第一道免疫防御屏障，在动物抵抗病原微生物感染的初

始阶段发挥着关键作用。从驯化免疫的角度，增强动物天然免疫，提高动物抗病能力是预防控制

疾病的有效措施。【目的】从猪肠道菌群中筛选分离具有潜在驯化免疫作用的细菌，为挖掘新的免

疫刺激物奠定基础。【方法】从健康猪粪便中分离纯化细菌，选择大蜡螟(Galleria mellonella)幼虫驯

化免疫模型用于筛选肠道共生菌，对有潜在驯化免疫功能的细菌进行 16S rRNA 基因序列鉴定和生

长曲线的测定，并利用小鼠模型对细菌进行体内驯化效果评价。【结果】通过使用大蜡螟幼虫模型，

我们筛选出了一株具有诱导驯化免疫能力的屎肠球菌(Enterococcus faecium) SC-2；通过小鼠模型进

一步证实菌株 SC-2 预刺激可以提高小鼠外周血与肺脏中的中性粒细胞和巨噬细胞占比，显著降低

猪链球菌(Streptococcus suis)感染后其主要脏器中的菌载量，显著提高小鼠存活率。【结论】屎肠球

菌 SC-2 具有诱导驯化免疫的作用，该菌株的分离鉴定为免疫调控新成分的挖掘提供了基础。 
关键词：屎肠球菌；驯化免疫；大蜡螟；分离鉴定 
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Abstract: [Background] The innate immune system is the first defense line and plays a key 
role in the host defense against microbial early infection. Enhancing the innate immunity from 
trained immunity is an effective way to improve the resistance of animals to diseases. 
[Objective] To isolate the bacteria capable of inducing trained immunity from healthy porcine 
intestinal flora and thus provide new insights for the prevention and control of microbial 
diseases by trained immunity. [Methods] Bacteria were isolated from healthy pig feces, and the 
strains capable of inducing trained immunity were screened with Galleria mellonella, a 
well-established model. The strain screened out was identified by 16S rRNA gene sequencing 
and characterized by growth curve. Its capability of inducing trained immunity was then 
evaluated in a mouse model. [Results] A strain SC-2 capable of inducing trained immunity in   
G. mellonella was identified as Enterococcus faecium. Administration of SC-2 significantly 
increased the percentages of neutrophils and macrophages in the peripheral blood and lung, 
decreased the bacteria loads in main organs, and increased the survival rate of mice infected by 
Streptococcus suis. [Conclusion] SC-2 had the effect of inducing trained immunity in mice. Our 
study provides new insights for immune regulation and disease treatment from the perspective 
of trained immunity. 
Keywords: Enterococcus faecium; trained immunity; Galleria mellonella; isolation and 
identification 
 
 

脊椎动物的免疫应答分为天然免疫应答和

适应性免疫应答，后者在感染或接种疫苗后表

现出抗原特异性免疫记忆。近年研究表明，天

然免疫应答也表现出适应性特征，那些没有适

应性免疫的植物和无脊椎动物，在首次刺激后，

可能会产生对同源或异源再次刺激的强烈免疫

应答[1]。随后，天然免疫介导的免疫记忆现象

也在人类、小鼠、家禽等脊椎动物的模型中被

观察到[2]。Netea 等[3]的研究指出，哺乳动物的

天然免疫系统同样具备免疫记忆的功能。这一

特性被命名为驯化免疫：即抗原首次刺激天然

免疫细胞后，它们会产生免疫记忆，而当这些

细胞再次受到刺激时，它们的免疫反应会变得

更加强烈。 
天然免疫应答在动物抵御病原菌入侵的早

期发挥了非常关键的作用，它作为生物体的首

选免疫防护机制，具有极其重要的作用和意义。

从天然免疫记忆特别是驯化免疫的新视角，增

强动物天然免疫，提高动物抗病能力是预防控

制疾病的有效措施。早期临床研究表明，减毒
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的口服脊髓灰质炎疫苗除了预防脊髓灰质炎和

显著降低婴儿死亡率外，还可以提供针对流感

病毒感染的异源保护，降低呼吸道感染导致的

死亡风险[4-5]。近年来，研究者还开发了一种针

对造血干细胞的“驯化免疫”增强疫苗，并在动

物模型中证明了其作为癌症治疗佐剂具有良好

功效[6]。徐文龙[7]研究发现 PepO 作为一种新的

驯化诱导剂，诱导巨噬细胞的驯化免疫，可增

强巨噬细胞的数量和吞噬杀伤功能，为驯化诱

导剂的发现提供新思路。肠道中的共生微生物

在驯化免疫过程中起到了至关重要的调控作

用，它们通过分泌物或自身来调控生物体整体

的免疫响应，维持免疫平衡[8]。 
本研究旨在通过建立大蜡螟幼虫驯化免疫

模型，筛选可诱导驯化免疫的肠道共生菌，同

时对菌株进行 16S rRNA 基因测序，随后通过

小鼠模型进一步评价其驯化免疫效果，这对于

增强动物天然免疫、提高动物抗病能力、挖掘

免疫调控新成分具有重要科学意义。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

250−300 mg 大蜡螟幼虫，天津惠裕德生物

科技有限公司。幼虫在 16 ℃避光环境中保存，

并在购买后的 14 d 内全部使用完毕；ICR 小鼠，

辽宁长生生物技术股份有限公司。动物实验遵

守吉林大学及国家对于实验动物伦理福利的要

求，通过了吉林大学动物伦理福利委员会伦理

审查(编号为 SY202201009)。 
猪链球菌 2型(Streptococcus suis serotype 2, 

SS2) CVCC 606 菌株，本实验室保藏。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
脑心浸出液 (brain heart infusion, BHI)肉

汤，广东环凯微生物科技有限公司。高保真

PrimeSTAR DNA 聚合酶，TaKaRa 公司；抗鼠

CD45、CD11b、F4/80、Ly6G，Biolegend (北京)
生物科技有限公司；红细胞裂解液，索莱宝公

司。流式细胞仪，Thermo Fisher 公司；紫外分

光光度计，Eppendorf 公司。 

1.3  菌株的分离纯化 
分批在吉林大学农业试验基地采集健康猪

的新鲜粪便样本共 50 份，放入干冰中 2 h 内运

至实验室。将采集的样本置于超净工作台内，

分别称取 0.2−0.3 g 粪便样品浸没于 5 mL 灭菌

PBS 溶液中，涡旋振荡后使用无菌纱布过滤并

移除固态物质。对过滤后的粪便悬液进行稀释

处理，然后将 10−5−10−7 梯度的粪便稀释液混合

均匀后吸取 100 μL 涂布在 BHI 固体培养基上，

37 ℃倒置培养。分别培养 12、24、36、48、
72 h 后挑取不同形态的单菌落，再次划线于

BHI 固体培养基进行纯化培养。纯化 3 代后的

单菌落分别接种于 BHI 液体培养基中，37 ℃、

180 r/min 进行扩大增菌培养 12 h，取一部分菌

液与等体积 50%甘油混匀，标号并置于−80 ℃
冰箱长期保存。 

1.4  大蜡螟模型的建立 
(1) 大蜡螟幼虫的注射：参考 Velikova 等[9]

注射大蜡螟幼虫的方法。 
(2) 虫体孵育环境：将大蜡螟幼虫置于

37 ℃的恒温培养箱中孵育。 
(3) 大蜡螟幼虫评价指标：参考 Tsai 等[10]

大蜡螟幼虫评价指标。 

1.5  大蜡螟幼虫 SS2 感染模型建立 
使用菌株CVCC 606二次感染大蜡螟幼虫。

菌株 CVCC 606 在 BHI 固体培养基上划线，

37 ℃培养过夜，挑取单菌落接种于 BHI 液体培

养基，37 ℃、180 r/min 振荡培养 7 h 至对数生

长期(OD600 约为 1)，取细菌培养物以 3 000 r/min
离心 10 min 收集菌体，用灭菌 PBS 洗涤 2 次并重

悬，将菌悬液稀释为 4 个不同浓度，分别为 1×104、
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1×105、1×106、1×107 CFU/10 μL，于 4 ℃储存备

用。将 50 只大蜡螟幼虫随机分为 5 组，每组 10 只

幼虫，各试验组分别注射上述不同浓度的

CVCC 606 菌液，每只幼虫于左后腹足注射 10 μL，
对照组注射相同体积的无菌 PBS 溶液。置于

37 ℃培养箱黑暗环境培养，监测 5 d，每天记录

大蜡螟幼虫存活情况。 

1.6  肠道共生菌毒力的测定与驯化免疫

菌株的初筛 
在 BHI 固体培养基上对纯化后的菌株进行

划线处理，然后 37 ℃培养至单一的菌落出现，

挑取单菌落于 37 ℃、180 r/min 振荡培养 16 h，
4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min，菌体用无菌 PBS
溶液重悬后稀释至 10−1、10−2，于 4 ℃储存备

用。将不同浓度的共生菌菌体分别注射于各组

大蜡螟幼虫，每组 10 只，每只于左后腹足注

射 10 μL，以空白 BHI 培养基为阴性对照。大

蜡螟幼虫于 37 ℃培养箱黑暗环境培养，监测

4 d，每天记录大蜡螟存活情况。随后选取弱

毒肠道分离菌初次刺激大蜡螟幼虫，经过 4 d
的间隔期，待虫体度过急性感染期恢复正常

后，注射一定浓度(方法 1.5 所确定的浓度)的
CVCC 606 菌液 10 μL 进行第二次刺激，每隔

24 h 记录大蜡螟幼虫的存活率，监测 4 d，最

终选取存活率高的菌株作为潜在诱导驯化免

疫菌株。 

1.7  生长曲线的测定 
采用浊度测定法测定分离菌的生长曲线，

菌液 OD600 为 1.0 后，以 2%接种量转接至新的

培养基中，37 ℃、180 r/min 振荡培养，每小时

吸取 200 μL 菌液，测定菌液的 OD600 值。使用

GraphPad Prism 9.5 软件绘制菌株生长曲线。 

1.8  二次攻菌后大蜡螟评分及存活率 
使用肠道分离菌 SC-2 初次刺激大蜡螟幼

虫，待虫体度过急性感染期恢复正常后，注射

一定量的 CVCC 606 进行再次刺激 (同方法

1.6)，每隔 24 h 记录大蜡螟幼虫的死亡情况、

虫体颜色变化及整体活跃程度。 

1.9  16S rRNA 基因的鉴定及系统发育树

分析 
选取具有驯化效果的分离菌培养，培养方

法同 1.5，将分离菌菌液作为模板，使用细菌

16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AGAGTTT 
GATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGCT 
ACCTTGTTACGACTT-3′)扩增 16S rRNA 基因。

PCR 反应体系(25 μL)：2×PrimeSTAR Premix  
12.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1.5 μL，

模板 2 μL，ddH2O 7.5 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 
5 min；94 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 100 s，共

35 个循环；72 ℃ 5 min。阳性 PCR 扩增产物送

至库美生物公司测序，将测得结果上传至 NCBI
和 GenBank 数据库，对比细菌同源性，使用

MEGA 11 软件建立菌株发育树模型。 

1.10  小鼠体内驯化免疫程序与驯化免

疫方式的优化 
(1) 驯化免疫程序的优化：15 只 ICR 小鼠

随机分成 3 组，每组 5 只。设置单次驯化免疫

组、两次驯化免疫组和对照组。单次驯化免疫

组每只小鼠腹腔注射 1.8×108 CFU 的 SC-2 菌液

200 μL，经过 4 d 间隔期，每只小鼠腹腔注射

2×LD50 的 CVCC 606；两次驯化免疫组每只小

鼠腹腔注射 1.8×108 CFU 的 SC-2 菌液 200 μL
后，经过 4 d 的间隔期，加强驯化免疫为每只小

鼠腹腔注射 1.8×107 CFU 的 SC-2 菌液 200 μL，
加强驯化免疫 4 d 后，每只小鼠腹腔注射 2×LD50

的 CVCC 606；对照组处理方式同两次驯化免疫

组，将 SC-2 菌液更换为无菌 PBS 溶液。每隔

12 h 记录小鼠存活率。 
(2) 驯化免疫方式的优化：15 只 ICR 小鼠

随机分成 3 组，每组 5 只。一组小鼠进行 2 次
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腹腔注射 SC-2 株驯化免疫，同上述方法；一组

小鼠进行口服驯化免疫，每只小鼠每天灌胃

1.8×108 CFU的 SC-2菌液 200 μL，连续灌胃 5 d，
经过 2 d 间隔期后，每只小鼠腹腔注射 2×LD50

的 SS2 CVCC 606；对照组处理方式同口服驯化

免疫组，将 SC-2 菌液更换为无菌 PBS 溶液。

每隔 12 h 记录小鼠存活率。 

1.11  小鼠体内驯化效果的评价 
(1) 菌株安全性评价：将 20 只 ICR 小鼠随

机分成 5 组，每组 4 只。分别腹腔注射 200 μL
不同浓度的分离菌菌液，同时设置对照组，腹

腔注射 200 μL 无菌 PBS 溶液，每隔 24 h 记录

小鼠存活率。 
(2) 存活率及组织菌载量评价：初次驯化免

疫为每只小鼠腹腔注射 1.8×108 CFU 的分离菌或

200 μL 菌液上清，同时设置阴性对照组(PBS)，
经过 4 d 的间隔期，加强驯化免疫为每只小鼠

腹腔注射 1.8×107 CFU 的分离菌或 200 μL 菌液

上清，驯化免疫期间观察记录小鼠体重变化。

加强驯化免疫后 3 d，每只小鼠腹腔注射 2×LD50

的 SS2 CVCC 606，每隔 12 h 记录小鼠存活率，

72 h 后每组取 3 只小鼠安乐死，取血液以及肝、

脾、肺、肾组织加入无菌 PBS 溶液制成匀浆，

梯度稀释，涂板计数，比较各组小鼠组织脏器

的细菌载量。 
(3) 流式细胞术检测小鼠外周血、肺脏中性

粒细胞与巨噬细胞变化：驯化免疫完成后第 3 天，

取未驯化免疫组 (blank)和驯化免疫未攻菌组

(trained)小鼠进行流式细胞术检测。每组小鼠各

取 200 μL 外周血，随后颈椎脱臼处死小鼠，将

肺脏取出后进行研磨和过筛。制备单细胞悬液

并对其进行抗体的标记。样品中加入相应抗体

4 ℃避光孵育 30 min 后，用 PBS 缓冲液进行清

洗悬浮细胞，利用流式细胞仪检测小鼠外周血、

肺脏中的中性粒细胞和巨噬细胞含量。 

1.12  统计学分析 
试验数据均使用 GraphPad Prism 9.5 软件

进行分析，以平均值±标准差表示(*: P<0.05, **: 
P<0.01, ***: P<0.001)。 

2  结果与分析 
2.1  SS2感染大蜡螟幼虫的最佳浓度筛选 

对大蜡螟幼虫注射不同浓度的 SS2 CVCC 
606 菌悬液，注射等体积的 PBS 作为对照。如

图 1 所示，注射 1×107 CFU 的 SS2 CVCC 606
会导致大蜡螟幼虫 24 h 内迅速死亡，考虑到观

察的方便性，不能让幼虫的死亡速度太快，因

此 SS2 CVCC 606 对大蜡螟幼虫的最低致死量

定为 1×106 CFU。 

2.2  大蜡螟幼虫检测肠道共生菌毒力及

初筛驯化免疫菌株 
本研究共从 50 份健康猪粪便样本中分离

获得 536 株菌，将其中 200 株肠道分离菌培养

稀释一定倍数后分别注射大蜡螟幼虫。部分筛

选结果如图 2A 所示，图 2A 中展示了大蜡螟幼

虫存活率高于 80%的分离菌，接下来使用分离

菌进行大蜡螟驯化免疫初筛，初筛结果如图 2B 
 

 
 
图 1  不同浓度 SS2 感染的大蜡螟幼虫存活率 
Figure 1  Survival of Galleria mellonella with 
different concentrations of SS2. 
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图 2  分离菌株 SC-2 毒力测定结果和驯化免疫筛选结果   A：利用大蜡螟模型筛选低毒力肠道分离菌；

B：利用大蜡螟幼虫模型初步筛选可诱导驯化免疫菌株。 
Figure 2  Results of virulence assay and trained immune screening of the isolate SC-2. A: Screening for low 
virulence intestinal isolates using the Galleria mellonella larvae; B: Preliminary screening of inducible 
trained immune strains using the Galleria mellonella larvae. 
 
所示，相较于其他弱毒肠道分离菌，注射一定

浓度的 SC-2、AC-3、AC-4 菌株培养液进行预

先的刺激，大蜡螟幼虫对抗猪链球菌感染的生

存率得到了明显的提升。因此选择保护效果最

好的分离菌 SC-2 弱毒株用于后续试验。 

2.3  生长曲线 
菌株 SC-2 生长曲线如图 3 所示。1−6 h 时，

菌株生长迅速，代谢旺盛，为对数生长期；8−16 h
时，处于平坦阶段，为稳定期，菌体数量变化

缓慢。因此，在后续的实验中，为了更好地控

制实验变量，选择了 37 ℃、180 r/min 的振荡培

养时间为 16 h。 

2.4  共生菌 SC-2 对大蜡螟幼虫的驯化

免疫作用 
为了验证共生菌 SC-2 潜在的诱导驯化免

疫作用，使用 SC-2 菌体刺激大蜡螟幼虫，经

过 4 d 的间隔期，再使用 1×106 CFU 的 SS2  

 
 
图 3  分离菌株 SC-2 的生长曲线 
Figure 3  Growth curve of isolated strain SC-2. 
 
CVCC 606 对大蜡螟幼虫进行第二次刺激后，

每 24 h 对大蜡螟的存活率、体表黑化程度和活

动性进行评分记录(图 4，表 1)。结果如图 4C
所示，相较于对照组，注射一定浓度的菌株 SC-2
进行预刺激均可显著提高大蜡螟幼虫抵抗猪链

球菌感染的存活率，大蜡螟幼虫存活率由 50% 



 
初红 等 | 可诱导驯化免疫的屎肠球菌分离筛选及其抗感染效果评价 791 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 4  大蜡螟幼虫的体表颜色评分及共生菌 SC-2 对大蜡螟幼虫的驯化免疫作用   A：大蜡螟幼虫体表

黑化程度，评价标准见表 1；B：大蜡螟幼虫驯化免疫程序；C：SC-2 菌体驯化免疫存活情况；D：SC-2
培养上清驯化免疫存活情况；E：虫体颜色变化与活动性得分。 
Figure 4  Body color score and establishment of trained immunity model of Galleria mellonella. A: 
Evaluation criteria for the degree of blackening on the body surface of the larvae of Galleria mellonella, see 
Table 1; B: Training in immunization procedures; C: SC-2 trained immunization survival analysis; D: SC-2 
supernatant trained immunization survival analysis; E: Color change and activity score of insect body. 
 
表 1  大蜡螟幼虫活动性评价标准 
Table 1  Activity score of Galleria mellonella larvae 
分类 
Category 

描述 
Description 

得分 
Score 

黑化程度 Melanization 虫体为黑色 Black larvae 0 
 虫体为棕色带有黑点 Black spots on brown 1 
 虫体为米色且黑点≥3个≥3 spots on beige larvae 2 
 虫体为米色且黑点≤3个≤3 spots on beige larvae 3 
 虫体未黑化 No melanization 4 
活动性 Activity 不移动 No movement 0 
 刺激后微弱移动 Weak movement after stimulation 1 
 刺激时移动 Move when stimulated 2 
 无刺激地运动 Move without stimulation 4 
黑化程度的对应颜色变化见图 4A。 
The corresponding color changes for the degree of melanization are shown in figure 4A. 
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提高至 100%，体现了 SC-2 对大蜡螟幼虫的保

护作用。同时 SC-2 的培养上清液也能有效地提

高大蜡螟幼虫对猪链球菌感染的抵抗力(图 4D)。
皮肤黑化程度(图 4A)和活动性评价(图 4E)显示，

在受到猪链球菌感染后，相较于未经驯化的组

别，预先注射 SC-2 作为刺激手段能显著提升大

蜡螟幼虫体表黑化程度和活跃度的评分。研究结

果揭示，共生菌 SC-2 及其培养的上清显示出潜

在的驯化诱导能力，并且这种诱导驯化的活性

物质由该菌分泌出来。 

2.5  16S rRNA 基因的鉴定及系统发育树

分析结果 
将菌株 SC-2 的 16S rRNA 基因序列与

NCBI 中已知的菌株序列进行细菌同源性比对，

研究结果表明，该菌株与屎肠球菌(Enterococcus 

faecium)的基因序列具有高达 99%以上的相似

度。使用 MEGA 11 软件的邻接法构建系统发育

树，并通过亲缘关系进一步确定分离的菌株

SC-2 是屎肠球菌(图 5)。 

2.6  屎肠球菌 SC-2 在小鼠体内驯化免

疫程序与驯化免疫方式的选择 
为了探究屎肠球菌 SC-2 在小鼠模型上的

最佳驯化诱导方式，建立了单次驯化免疫组和

两次驯化免疫组(图 6A)，相较于单次驯化免疫

组，两次驯化免疫组的小鼠可以更好地抵抗致

死量猪链球菌感染(图 6B)。同时，我们还建立

了腹腔驯化免疫组和口服驯化免疫组(图 6C)，
结果如图 6D 所示，相较于口服驯化免疫组，

腹腔注射 SC-2 株驯化免疫组可显著提高小鼠

遭受致死量猪链球菌感染后的存活率。 
 

 
 
图 5  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 SC-2 的系统发育树   括号内序号为 GenBank 登录号；分

支点上的数字表示分支的置信程度；标尺代表进化距离。 
Figure 5  Phylogenetic tree of strain SC-2 constructed based on 16S rRNA gene sequence. The serial 
number in parentheses is the GenBank accession number; The number on the branch point indicates the 
confidence of the branch; The scale represents evolutionary distance. 
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图 6  屎肠球菌 SC-2 在小鼠体内驯化免疫程序与驯化免疫方式的选择   A：小鼠驯化免疫程序(单次

驯化免疫和两次驯化免疫)。绿色箭头表示驯化免疫，紫色箭头表示攻菌 SS2。B：不同驯化免疫程序

攻菌 SS2 的存活率。C：小鼠驯化免疫方式[腹腔注射(ip.)和灌胃(ig.)]。绿色箭头表示驯化免疫，紫色

箭头表示攻菌 SS2。D：不同驯化免疫方式攻菌 SS2 的存活率。 
Figure 6  Selection of the number of in vivo domestication immunizations and the mode of domestication 
immunization of Enterococcus faecium SC-2 in mice. A: The number of in vivo domestication immunizations: 
Trained once or twice. The green arrow represents trained immunity and the purple arrow represents attack 
SS2. B: Survival rate of different number of domestication immunizations to attack bacteria SS2. C: The 
mode of in vivo domestication immunizations [intraperitoneal injection (ip.), and intragastric administration 
(ig.)]. The green arrow represents trained immunity and the purple arrow represents attack SS2. D: Survival 
rate of different mode of domestication immunizations to attack bacteria SS2. 
 
2.7  共生菌 SC-2 对小鼠驯化免疫效果

评价 
为了进一步验证屎肠球菌 SC-2 在小鼠模

型上的驯化诱导作用，我们对小鼠模型进行体

内诱导驯化免疫(图 7A)。通过分析屎肠球菌对

小鼠的最小致死量发现，注射 1.8×109 CFU 的

屎肠球菌会导致小鼠死亡，而注射 1.8×108、

1.8×107、1.8×106 CFU 的屎肠球菌不会影响小

鼠的存活和体重变化(图 7B 和 7C)，最终选择

1.8×108 CFU 作为屎肠球菌驯化免疫量。从图 7D
可以看出，相较于未经驯化的组别，首次使用

屎肠球菌进行了 1.8×108 CFU 的驯化注射，间

隔 4 d 加强驯化免疫注射 1.8×107 CFU 的屎肠球

菌，该方法能有效地提升小鼠对致死量猪链球

菌感染的抵抗能力和生存率。在感染猪链球菌

72 h 后，对每组小鼠进行剖检，分别检测血、

肝、脾、肺、肾组织的菌载量，结果如图 7E 和

7F 所示，注射屎肠球菌可有效减少组织中细菌

含量。同时通过流式细胞术检测驯化免疫前后

小鼠外周血、肺脏中的中性粒细胞与巨噬细胞

变化发现(图 8A–8D)，注射 SC-2 进行预刺激可

以显著提高小鼠血液、肺脏中的中性粒细胞和 



 
794 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 7  屎肠球菌 SC-2 对小鼠的驯化免疫效果评价   A：小鼠驯化免疫模型程序；B：屎肠球菌 SC-2
安全性评价(存活率分析)；C：驯化免疫期间小鼠体重变化(ns：无显著差异)；D：小鼠驯化免疫模型的

存活率分析；E：攻菌 SS2 72 h 小鼠肝、脾、肺、肾组织菌载量(****：P<0.000 1)；F：攻菌 SS2 72 h
小鼠血液菌载量(****：P<0.000 1)。 
Figure 7  Evaluation of the immunization effect of Enterococcus faecium SC-2 on mice by trained. A: 
Mouse domestication immunization model program; B: Safety evaluation of Enterococcus faecium SC-2: 
Survival analysis; C: Changes in body weight of mice during training immunization (ns: No significant 
difference); D: Survival rate analysis of trained immunity model of mice; E: Bacterial load in liver, spleen, 
lung and kidney tissues of mice attacked with SS2 for 72 h (****: P<0.000 1); F: Bacterial load in blood of 
mice attacked with SS2 for 72 h (****: P<0.000 1). 
 
巨噬细胞占比，增强天然免疫反应，从而保护

小鼠免受猪链球菌感染。 

3  讨论 
驯化免疫这一概念的出现打破了人们对传

统免疫记忆的认知，天然免疫细胞受到初次刺

激后进行功能性重编程，从而增强对二次刺激

的免疫应答。研究表明接种卡介苗可诱导造血

干细胞分化，进而诱导驯化免疫[11]。此外，许

多类型细胞都可以被诱导驯化免疫，Chaumond 



 
初红 等 | 可诱导驯化免疫的屎肠球菌分离筛选及其抗感染效果评价 795 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 8  驯化免疫后小鼠外周血、肺脏中中性粒细胞与巨噬细胞变化情况   A：小鼠外周血中性粒细胞

变化；B：小鼠外周血巨噬细胞变化；C：小鼠肺脏中性粒细胞变化；D：小鼠肺脏巨噬细胞变化。 
Figure 8  Changes in neutrophils and macrophages in peripheral blood and lungs of mice after training 
immunity. A: Neutrophil changes in peripheral blood of mice; B: Macrophage changes in peripheral blood of mice; 
C: Neutrophil changes in the lung of mice; D: Macrophage changes in the lung of mice. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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等[12]证明了非免疫细胞，如成骨样细胞也可以

产生天然免疫记忆，改善金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)引起的感染。驯化免疫

作为一种新型免疫调控方式，其对于疾病治疗

的潜力得到了广泛的关注。已有研究发现多动

物链球菌 (Streptococcus pyogenes)可诱导巨噬

细胞免疫驯化，调节宿主免疫反应[13]。而我们

研究发现，屎肠球菌同样可以诱导机体产生驯

化免疫，驯化免疫后显著提高小鼠血液、肺脏

中的天然免疫细胞占比，增强固有免疫反应，

加速清除猪链球菌感染，降低感染后组织菌载

负荷，提高小鼠抵抗猪链球菌感染后的存活率，

表明宿主通过驯化免疫提前获得免疫记忆并在

后续感染中获得更强更迅速的免疫反应，是一种

全新的抗感染手段。同时在我们的研究中，观

察到经过 2 次 SC-2 株驯化的小鼠能够更好地抵

抗猪链球菌感染。不同的研究表明 β-葡聚糖驯

化诱导的保护效应可以是一次驯化诱导[14]，也

可以是两次驯化诱导[11]，造成这种差异诱导的

原因可能是即使是同一种病原体，不同的驯化

次数也会导致宿主从病原体感染中恢复所需要

的免疫系统激活程度不一致。 
驯化免疫模型的建立对研究驯化免疫有着

不可或缺的作用。大蜡螟是一种研究微生物感

染的替代模型[15]。截至目前，在 PubMed 平台

上已经发布了超过 3 639 篇关于大蜡螟幼虫的

研究论文，这表明大蜡螟幼虫的感染模型已经

得到广泛的社会认可 (https://pubmed.ncbi.nlm. 
nih.gov/?term=Galleria+mellonella)。另外，虽然

大蜡螟缺乏适应性免疫应答，但它的天然免疫

应答与脊椎动物的免疫应答具有显著相似性，

幼虫可在 37 ℃环境下与哺乳动物体温相当，适

合检测和分析多种病原体[16-17]。大蜡螟幼虫的

黑化过程及其速度会因病原体的毒性和接种量

的差异而有所不同。此外，大蜡螟幼虫还具有

售价低、使用简单、生命周期短等优势，这些

明显的优点使其成为研究驯化免疫模型的最佳

选择。在本项研究中借鉴了大蜡螟评分标准，

并以大蜡螟幼虫的死亡情况、虫体颜色变化和

活跃度作为评估驯化免疫模型的关键指标，从

而成功地构建了一个驯化免疫的大蜡螟模型，

为进一步研究驯化免疫奠定基础。 
屎肠球菌是肠球菌属的一种革兰氏阳性

菌，呈短链、成对或单球分布，属于人和动物

胃肠道的共生菌[18]。屎肠球菌可分泌细菌素、

酶和多种次级代谢产物，具有很强的抗菌活性

和免疫调节能力，同时也是相关部门批准使用

的益生菌菌种之一[19]。作为一种抗逆性较强的

益生菌，屎肠球菌在胃肠道中也能有较高的存

活率，不仅在饲料使用中能提高仔猪的免疫力

和生长性能，还能减轻仔猪肠道损伤，对哺乳

动物及家禽养殖方面有重要意义[20-22]。研究人

员发现屎肠球菌预处理的小鼠腹腔巨噬细胞可

以通过分泌更高水平的炎症因子来提高对某些

微生物的免疫应答[23-24]，此外，近年研究表明，

屎肠球菌的细胞壁提取物也可以刺激促炎和抗

炎细胞因子的产生[25]。同时，程万鹏等[26]从猪

粪便中分离出的一株产抗猪链球菌细菌素产生

菌屎肠球菌，这些研究表明细菌及其某些成分

在免疫调节方面具有重要作用，为后续屎肠球

菌 SC-2 诱导驯化免疫活性物质的筛选提供了

帮助。我们利用大蜡螟模型从猪肠道菌群中筛

选出一株具有驯化免疫作用的屎肠球菌，然而

仍不清楚具有驯化免疫功能的具体物质。因此，

未来的研究应进一步鉴定屎肠球菌 SC-2 诱导

驯化免疫的具体物质并揭示其作用机制。 

4  结论 
本研究利用大蜡螟幼虫筛选肠道菌群中的

弱毒株，随后建立大蜡螟驯化免疫模型，成功



 
初红 等 | 可诱导驯化免疫的屎肠球菌分离筛选及其抗感染效果评价 797 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

筛选出一株可诱导驯化免疫的屎肠球菌 SC-2，
并通过小鼠模型进一步证明其对小鼠抵抗猪链

球菌感染的保护效果。本研究为从驯化免疫角

度为免疫调控新成分的挖掘提供了基础。 
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