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摘  要: 采用猪肠道上皮细胞株 IPEC-J2 体外培养模型, 考察 9 株猪源乳酸杆菌对 IPEC-J2 细胞的

粘附特性, 以及对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 粘附的竞争、排斥、置换和抗侵袭作用。结果显示, 9 株

乳酸杆菌均能粘附 IPEC-J2 细胞, 粘附率在 0.1%~10%之间, 具有菌株特异性和浓度效应。乳酸杆

菌和沙门氏菌同时加入细胞培养 ,  能竞争性抑制沙门氏菌的粘附 ,  并具有浓度效应 ,  高浓度 
(109 CFU/mL)添加K30、K67 和K16 时, 抑制率可达 80%以上。乳酸杆菌预处理细胞后再加入沙门

氏菌, 高浓度乳酸杆菌可降低沙门氏菌粘附率 40%~70%, 而中浓度(108 CFU/mL)乳酸杆菌能抑制

23%~33%沙门氏菌对细胞的侵入。但是, 只有高浓度添加乳酸杆菌能置换已经粘附的沙门氏菌, 
置换率在 12%~84%之间。该结果为临床上筛选乳酸杆菌, 有效防治猪沙门氏菌病提供了一条新的

途径。 
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Abstract: The adhesion of 9 pig Lactobacillus strains on IPEC-J2 cell line and the effect of 5 Lactobacillus 
strains on the competitive, exclusive, displacement of adhesion and invasion of Salmonella typhimurium 
DT104 to IPEC-J2 cells were investigated. The 9 pig Lactobacillus strains exhibited dose- and 
strain-dependent adherence to intestinal epithelial cells by 0.1%∼10%. The ability to inhibit the competitive 
adhesion of Salmonella typhimurium DT104 appeared to depend on the dose and Lactobacilli tested. Sal-
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monella typhimurium adhesion was reduced above 80% by 109 CFU/mL K30, K67 and K16 strains. Adhe-
sion percent of S. typhimurium DT104 was reduced 40%∼70% by pre-treating the cells with 109 CFU/mL 
Lactobacillus prior to adhesion to IPEC-J2 monolayers, while invasion percent was reduced 23%∼33% by  
108 CFU/mL Lactobacillus. However, no inhibition of displacement was detected at low concentration of 
Lactobacillus, while 12%∼84% displacement was detected with high concentration. Therefore, the observed 
inhibition of S. typhimurium adhesion and invasion to IPEC-J2 monolayers with Lactobacillus could be effi-
cient for preventive or curative probiotic therapy in pigs with S. typhimurium disease. 

Keywords: Adhesion, Lactobacillus spp., Salmonella typhimurium, IPEC-J2 cells

乳酸杆菌是人和动物肠道内的重要生理性细菌, 

它粘附于肠道粘膜上皮细胞后, 定殖形成稳定的菌

群, 具有拮抗病原菌、营养和免疫等作用, 对维持肠

道菌群的结构及功能起主要作用[1]。目前对其生物

屏障功能的认识较为深入, 据此研制的益生菌制剂

(Probiotics)在肠道感染性疾病的生态防治上取得了

很好的效果, 并已应用于临床治疗。现在认为, 粘附

是细菌与宿主之间存在的一种普遍现象, 它是细菌

定殖于宿主细胞并发挥生理作用的首要条件[2]。有

关乳酸菌粘附的特点和机制正成为益生菌研究的热

点, 很多研究报道了乳酸杆菌、双歧杆菌对人体细

胞的粘附作用 [3−6], 以及应用乳酸杆菌改善肠道生

物屏障, 减少细菌性感染的发生[7,8]。但国内外均未

见采用猪肠道上皮细胞研究猪源乳酸杆菌粘附作用

的报道。鼠伤寒沙门氏菌是引起猪发病和食物源性

污染的重要微生物 [9], 每年的感染数量大约占全世

界沙门氏菌感染量的 17％[10], 其耐药性的增加, 给

该病的防治带来更大的难度[11], 日益受到养殖业和

食品业的重视。为了系统地探讨乳酸杆菌粘附后的

生物保护作用 , 本研究采用猪肠道上皮细胞IPEC- 

J2 为实验模型, 探讨乳酸杆菌粘附特点, 以及是否

具有抑制鼠伤寒沙门氏菌DT104 粘附和侵袭的作用, 

为乳酸杆菌对肠粘膜屏障的生物保护作用提供实验

依据, 并为养猪生产中有效控制沙门氏菌病提供新

的思路。 

1  材料方法 

1.1  菌株及细胞 
猪源乳酸杆菌 9 株, 分离自健康仔猪粪样, 体

外培养时对致病性大肠杆菌和沙门氏菌有抑制作用, 

16S rRNA测序鉴定为乳酸杆菌属(另文报道)。鼠伤

寒沙门氏菌 DT104加拿大农业部食品研究所保存。 

IPEC-J2 是出生后 24 h 内仔猪的空肠上皮细胞, 堪
萨斯州立大学 Bruce 博士赠送, 试验中使用 44~60
代细胞。 

1.2  细胞培养 
在 75 cm2细胞培养瓶(Corning Inc., Corning, 

NY, USA)中, 采用含 10％小牛血清(Gibco-BRL)和 
1％抗生素的DMEM:F12(Gibco)培养液培养IPEC- 
J2, 隔 1 天换 1 次培养液, 80％融合时用 0.1％胰酶
- E D T A ( G i b c o )消化传代到 1 2  孔细胞培养板
(Corning Inc., Corning, NY, USA), 每孔加 2×105~ 
4×105个细胞 , 培养液中除不含抗生素外 , 其它成
分同传代细胞培养液, 37℃、 5％CO2、 95％湿度
的二氧化碳培养箱中培养 24 h备用。 

1.3  细菌培养 
乳酸杆菌活化 2 代后接种MRS培养液(Difco), 

厌氧培养 18 h, 用PBS(pH 7.4) 缓冲液(Gibco)洗一
次, 然后用不含抗生素的DMEM:F12培养液 10倍系
列稀释成 109 CFU/mL、108 CFU/mL和 107 CFU/mL
的菌液待用。活化的鼠伤寒沙门氏菌接种于含 
40 mmol/L NaHCO3 (Sigma)的BHI培养液(Difco),  
37℃培养 16 h∼18 h备用。 

1.4  不同浓度乳酸杆菌的粘附作用 
培养 24 h的细胞用 PBS(pH 7.4)缓冲液洗 1次, 

每孔加入稀释的乳酸杆菌培养液 0.5 mL, 37℃培养 
1 h, 用 PBS 缓冲液洗 5次, 去除未粘附的细菌, 然
后每孔加入 0.5 mL 含 0.05％ Triton X-100(Sigma)
的 PBS(pH 7.4)缓冲液, 室温下作用 5 min, 用吸管
反复吹打, 分散细菌。10倍系列稀释后用 MRS平板
计数乳酸杆菌活菌数。同时将另一部分细胞用 70％
甲醇固定 10 min, 然后用 4％姬姆萨氏染液染色, 倒
置显微镜下观察细胞形态和细菌粘附状态。每个菌

株做 3 个重复, 并在 3 个不同代的细胞中重复 3 次
试验。以下试验均同样做 3次重复。 
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1.5  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 粘附的竞

争作用 
每孔细胞中同时加入 0.5 mL含不同浓度乳酸杆

菌的细胞培养液和 107 CFU鼠伤寒沙门氏菌, 同时
设只加鼠伤寒沙门氏菌的对照组, 37℃培养 1 h后, 
采用 1.4方法, 用TSB(Difco)平板计数鼠伤寒沙门氏
菌活菌数。乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌粘附的抑制

率：(对照组鼠伤寒沙门氏菌数–乳酸杆菌组鼠伤寒
沙门氏菌数)/对照组鼠伤寒沙门氏菌数×100。 

1.6  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 粘附的

排斥作用 
每孔细胞中加入 0.5 mL含不同浓度乳酸杆菌的

细胞培养液, 同时设不加乳酸杆菌对照组, 37℃培
养 1 h, 用PBS缓冲液洗 3 次, 去除没有粘附的乳酸
杆菌, 然后每孔加入含 107 CFU鼠伤寒沙门氏菌的
细胞培养液, 再培养 1 h, 采用 1.5 方法, 计数鼠伤
寒沙门氏菌活菌数。计算乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏

菌粘附的排斥率。 

1.7  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 粘附的

置换作用 
每孔细胞中加入 0.5 mL细胞培养液和 107 CFU

鼠伤寒沙门氏菌, 37℃培养 1 h, 用PBS缓冲液洗 3
次, 去掉没有吸附的鼠伤寒沙门氏菌, 然后每孔加
入 0.5 mL含不同浓度乳酸杆菌的细胞培养液, 同时
设不加乳酸杆菌对照组, 再培养 1 h, 采用 1.5方法, 
计数鼠伤寒沙门氏菌活菌数。计算乳酸杆菌对鼠伤

寒沙门氏菌粘附的置换率。 

1.8  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 侵入作

用的影响 
采用 1.6方法先后加入 0.5 mL含 108 CFU乳酸

杆菌或 107 CFU沙门氏菌的细胞培养液, 培养结束, 
去除表面未粘附的细菌, 每孔细胞中加入 0.5 mL含
50 μg/mL庆大霉素(Sigma)的细胞培养液, 再培养 
1 h, 杀灭细胞表面粘附的细菌。洗涤去除抗生素后
采用 1.5 方法, 计数细胞内鼠伤寒沙门氏菌活菌数。
计算乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌侵入作用的抑制率。 

1.9  数据处理 
所得数据用 Excel 和 SPSS10.0 进行计算和分

析。两组间比较采用 t检验, 结果用 x±s表示。 

2  结果 

2.1  乳酸杆菌的粘附作用 
 所有 9 株乳酸杆菌对IPEC-J2 细胞的粘附特性

都不完全相同, 显微镜下观察发现S66、S20和S8菌

株对IPEC-J2 细胞有一定的破坏作用, 其余菌株对

细胞的完整性没有任何影响。但是, 各菌株的粘附

菌数均依赖于加入的乳酸杆菌浓度, 随着添加浓度

的提高 ,  粘附细菌数量增加 (图 1 ) ,  粘附率在

0.1%~10%之间。其中S65 的粘附效果最好, 即使只

加入 107 CFU/孔, 粘附细菌数量也可达到 106 CFU 

以上。 
 

 
 
图 1  乳酸杆菌对 IPEC-J2 细胞的粘附 
Fig. 1  Adhesion of 9 Lactobacillus strains to IPEC-J2 cell 
cultures 
 
2.2  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 粘附的竞

争作用 
9 株乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌的竞争粘附作

用都具有浓度效应, 高浓度 109 CFU/孔添加量的竞

争效果最好, 尤其是K30、K67、K16 三个菌株, 对

鼠伤寒沙门氏菌粘附作用的抑制率在 80％以上(图

2)。S33、S65菌株在中、低浓度添加时也具有较好

的竞争效果, 抑制率在 30％以上。所以后续试验选

择这 5株菌进行。 

 

 
 
图 2  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 粘附的竞争 
作用 
Fig. 2  Competitive inhibition percent of Salmonella ty-
phimurium DT104 adhesion to IPEC-J2 cells by the Lacto-
bacillus strains at different concentrations 
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2.3  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 粘附的排

斥作用 
除 K16 外, 其余 4 株乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏

菌细胞粘附的排斥效应均有浓度依赖性(图 3)。高浓
度 S33菌株的排除率达到 70％, 其余 4株菌排除率
在 40％左右。随着浓度降低, 乳酸杆菌 S33、K30
和 K67的排斥作用显著下降。不同浓度的乳酸杆菌
S65和 K16的排斥作用差异不显著。  
 

 
 

图 3  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 粘附的排斥 
作用 
Fig. 3  Exclusive inhibition percent of Salmonella typhi-
murium DT104 adhesion to IPEC-J2 cells by the Lactoba-
cillus strains at different concentrations 
 

2.4  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 粘附的置

换作用 
5 株乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌的置换作用具

有浓度效应(图 4)。高浓度 S33 和 K30 对沙门氏菌
的粘附具有较好的置换作用, 置换率分别为 84%和
45%, 但是, 低浓度添加时, 对沙门氏菌不仅没有置
换作用, 反而增加了沙门氏菌的粘附率。高、中、
低 3个浓度的 K67和 K16均对沙门氏菌有一定的置
换作用, 置换率在 7%~65%之间, 而不同浓度的 S65
菌株对沙门氏菌的置换率均低于 15％, 标准差很大。 

2.5  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 侵入作用

的影响 
按乳酸杆菌与沙门氏菌 10:1比例将乳酸杆菌与

沙门氏菌先后添加到IPEC-J2 细胞上孵育, 受试乳
酸杆菌对沙门氏菌侵入细胞的能力均有一定的抑制

作用, 抑制率在 23％~33%之间(图 5)。而单独加入
沙门氏菌 107 CFU/孔, 侵入细胞内的细菌数量是粘
附于细胞上的细菌数量的 10％。 

 
 
图 4  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 粘附的置换 
作用 
Fig. 4  Displacement of Salmonella typhimurium DT104 
adhesion to IPEC-J2 cells by the Lactobacillus strains at 
different concentrations. 
 

 
 
图 5  乳酸杆菌对鼠伤寒沙门氏菌 DT104 侵入作用的 
影响 
Fig. 5  Inhibition of Salmonella typhimurium DT104 inva-
sion to IPEC-J2 cells by 5 Lactobacillus strains at a multi-
plicity of infection (MOI) of 10 
 

3  讨论 

因为直接研究细菌在体内的粘附过程比较困难, 
所以, 肠道细胞的体外培养模型通常用于评价细菌
的粘附特性。很多研究报道了乳酸杆菌对人体细胞

的粘附作用 , 如Caco-2、 Lovo、 T84、HCT-8、
Intestine-407等细胞[3−6]。但是, 因为种属的不同, 采
用人体细胞系研究猪源有益微生物和病原菌粘附作

用, 与其在猪体内的状态可能存在一定差异。2006
年Schierack等采用猪肠道上皮细胞IPEC-J2 作为实
验模型 , 系统地研究了病原菌的感染过程 , 证明
IPEC-J2 细胞能够很好地反映猪消化道的感染和反
应过程, 是目前模拟猪体内试验的最佳体外模型[12]。

本研究率先采用该细胞考察猪源乳酸杆菌对肠上皮
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细胞的粘附作用, 可以更加准确地反映乳酸杆菌在
猪体内的粘附过程。 

乳酸杆菌对肠上皮细胞的粘附作用具有种属和

菌株特异性。在本试验中发现, 9株猪源乳酸杆菌均
能粘附于肠上皮细胞 IPEC-J2 表面, 但各菌株的粘
附力存在差异, 这与 Gueimonde 等的研究结果相 
似[13]。该结果表明, 在选择乳酸杆菌菌株时, 有必
要建立适当的方法, 筛选具有高粘附力的菌株。现
在已知, 正常菌群定植在上皮细胞表面, 主要是通
过与细胞膜上纤维状多糖体或脂蛋白的作用实现

的。本研究中 9 株乳酸杆菌的粘附机制尚需要进一
步研究。 

同时, 粘附也是感染性细菌致病的第一步, 对
病原菌粘附的抑制可干扰细菌对细胞的侵袭。乳酸

杆菌与鼠伤寒沙门氏菌同时加入细胞孵育时, 9株乳
酸杆菌对病原细菌的粘附均具有很好的竞争抑制作

用, 高浓度乳酸杆菌抑制率在 61％~88％之间, 抑
制效果与乳酸杆菌菌株有关。Gueinonde等将 3株乳
酸杆菌分别与艰难梭菌、大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏

菌、单核李氏杆菌等同时加入Caco-2 细胞培养液中
孵育, 也发现抑制作用与乳酸杆菌和病原菌菌株相
关[13]。Bernet等用同位素标记肠道病原菌, 分别和不
同浓度的双歧杆菌竞争粘附CaCo-2 细胞, 发现双歧
杆菌能抑制ETEC、EPEC、弥散性粘附的大肠杆菌
(DAEC)、假结核耶菌及伤寒杆菌对CaCo-2 细胞的
粘附, 这种抑制作用具有浓度效应, 他们还发现双
歧杆菌能抑制EPEC、假结核耶氏菌及伤寒杆菌对
CaCo-2细胞的破坏和入侵[14]。Blomberg等发现, 乳
杆菌耗尽上清中含有一种蛋白质样物质 , 能抑制
EPEC K88 株对猪回肠粘液的粘附[15]。另有研究表

明, 乳杆菌或其细胞壁成分粘附于人类泌尿道上皮
细胞后, 能竞争性地抑制大肠杆菌、肺炎杆菌及绿
脓杆菌的粘附, 由于这些细菌的粘附素受体不同,乳
杆菌可能是通过妨碍受体的空间结构而发挥抑制作

用[16]。本研究中乳酸杆菌竞争抑制沙门氏菌粘附的

作用机理尚需要深入研究。 
有益细菌对病原菌粘附的抑制作用还具有时间

效应。Lee和Sherman等分别报道了乳酸杆菌对病原
细菌粘附的排斥和置换作用[17,18]。我们也进一步研

究了IPEC-J2粘附体系加入乳酸杆菌孵育 1 h后再加
入沙门氏菌共同孵育, 以及按相反顺序加入两种细
菌, 观察粘附抑制效果。发现先加入高浓度乳酸杆

菌, 后加入沙门氏菌, 其粘附数降低 31％~71％, 相
反顺序加入时下降 12％~84％, 证明高浓度的乳酸
杆菌无论先后加入均能抑制沙门氏菌对IPEC-J2 细
胞的粘附。有趣的是低浓度乳酸杆菌S33 和K30 对
沙门氏菌不仅没有置换作用, 反而增加了沙门氏菌
的粘附率。Tuomola和Collado等也分别报道过乳酸
杆菌和双歧杆菌对病原菌粘附的促进作用[19,20]。具

体原因尚不清楚。 
鼠伤寒沙门氏菌DT104 是先粘附于细胞表面, 

然后再侵入细胞造成损害[21]。本试验中乳酸杆菌不

仅能降低沙门氏菌对IPEC-J2 细胞的粘附作用, 而
且还能抑制其对细胞的侵入, 先加入乳酸杆菌对沙
门氏菌的侵入抑制率为 23％~33％。Boudeau等在研
究非致病性大肠杆菌Nissle1917 对具有粘附和侵入
功能的致病性大肠杆菌的抑制作用时, 发现先加大
肠杆菌Nissle1917, 侵入抑制率为 97.2％~99.9％ , 
同时加入时抑制率 78％~99.9％[22]。但是, 在本试验
中同时加入沙门氏菌和乳酸杆菌时, 沙门氏菌侵入
率反而增加(数据未列出), 具体原因尚不清楚。该结
果提示我们, 在乳酸杆菌制剂使用过程中应尽早并
大剂量使用, 才能取得更好的防治效果。  

Skjolaas等新近报道, 鼠伤寒沙门氏菌DT104能
够刺激IPCE-J2 细胞, 提高IL8、CCL20 和TNFα的
mRNA表达水平 , 经地衣芽孢杆菌预处理细胞 , 可
以降低沙门氏菌刺激细胞产生的IL8 含量, 而受试
罗伊氏乳酸杆菌没有该功能[23]。本试验中的乳酸杆

菌是否会影响细胞抗炎性因子产生？对鼠伤寒沙门

氏菌DT104 的体内感染过程是否有抑制作用等问题
都是下一步研究的方向。 

本研究证实, 受试乳酸杆菌均能粘附 IPEC-J2
细胞, 并在一定程度上抑制鼠伤寒沙门氏菌 DT104
的粘附和侵袭, 是具有潜在应用价值的益生菌菌株, 
为临床上防治猪沙门氏菌病、减少食物源性污染和

提高食品安全提供了一个新的思路。 
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