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枯草芽孢杆菌微囊泡的高效分离及其抗炎活性研究

郑丽雪,康秋艳,娄静怡,冯靖涵,范宗强,王 硕,陈 芳

(聊城大学
 

药学院,山东
 

聊城
 

252059)

摘 要 建立枯草芽孢杆菌(Bacillus
 

subtilis)微囊泡(Microvesicles,MVS)的高效分离方法,评估枯草芽孢

杆菌微囊泡(BS-MVS)的抗菌和抗炎活性。通过筛选B.
 

subtilis
 

2-1和B.
 

subtilis
 

579菌株培养基和培养

条件提高BS-MVS的产量;使用超速离心和密度梯度离心对BS-MVS进行纯化,采用滤纸片扩散法检测BS-
MVS的体外抑菌活性,筛选抑菌活性较好的BS-MVS,通过建立DSS诱导的溃疡性结肠炎模型,进行BS-
MVS的抗炎活性研究。确定了高产BS-MVS的培养基为添加0.5%葡萄糖的LB培养基,培养时间为24

 

h,
提高了BS-MVS分离效率。抗菌活性研究结果表明1×1010

 

颗粒数/mL的BS2-1-MVS 和BS579-MVS 对白色

念珠菌的抑菌效率分别为135%、99.2%,对金黄色葡萄球菌的抑菌效率分别为90%、62.5%。基于体外抗

菌实验结果,对BS2-1-MVS进行体内抗炎活性研究,结果表明BS2-1-MVS 可以有效改善DSS诱导的溃疡性

结肠炎的病症症状,包括小鼠体重、疾病活动指数、结肠长度和组织病变程度等,有较强的抗炎活性。结论:
通过优化培养基和培养条件提高MVS的产量,BS2-1-MVS 对白色念珠菌、金黄色葡萄球菌的抑菌效率均高

于BS579-MVS,且BS2-1-MVS具有较强的抗炎活性,为今后新型高效抗炎药物的开发奠定基础。
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Abstract To
 

establish
 

an
 

efficient
 

isolation
 

method
 

of
 

Bacillus
 

subtilis
 

Microvesicles
 

(MVS)
 

and
 

evaluate
 

the
 

antibacterial
 

and
 

anti-inflammatory
 

activities
 

of
 

B.
 

subtilis
 

microvesicles
 

(BS-MVS).
 

Methods:
 

The
 

yield
 

of
 

BS-MVS was
 

increased
 

by
 

screening
 

B.
 

subtilis
 

2-1
 

and
 

B.
 

subtilis
 

579
 

strains
 

in
 

medium
 

and
 

cul-
ture

 

conditions.
 

BS-MVS was
 

purified
 

by
 

ultra-fast
 

centrifugation
 

and
 

density
 

gradient
 

centrifugation,
 

and
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the
 

in
 

vitro
 

antibacterial
 

activity
 

of
 

BS-MVS was
 

detected
 

by
 

filter
 

paper
 

diffusion
 

method,
 

and
 

better
 

anti-
bacterial

 

activity
 

was
 

screened.
 

The
 

anti-inflammatory
 

activity
 

of
 

BS-MVS was
 

studied
 

by
 

establishing
 

a
 

DSS
 

induced
 

ulcerative
 

colitis
 

model.
 

Results:
 

LB
 

medium
 

with
 

0.5%
 

glucose
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

medium
 

for
 

high
 

yield
 

of
 

BS-MVS.
 

The
 

culture
 

time
 

was
 

24
 

h,
 

and
 

the
 

separation
 

efficiency
 

of
 

BS-MVS was
 

in-
creased.

 

The
 

antibacterial
 

activity
 

of
 

BS2-1-MVS and
 

BS579-MVS with
 

1×1010
 

particle
 

number
 

/mL
 

were
 

135%
 

and
 

99.2%
 

against
 

Candida
 

albicans,
 

and
 

90%
 

and
 

62.5%
 

against
 

Staphylococcus
 

aureus,
 

respec-
tively.

 

Based
 

on
 

the
 

results
 

of
 

antibacterial
 

experiments
 

in
 

vitro,
 

the
 

anti-inflammatory
 

activity
 

of
 

BS2-1-
MVS in

 

vivo
 

was
 

studied.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

BS2-1-MVS can
 

effectively
 

improve
 

the
 

symptoms
 

of
 

DSS
 

induced
 

ulcerative
 

colitis
 

in
 

mice,
 

including
 

body
 

weight,
 

disease
 

activity
 

index,
 

colon
 

length
 

and
 

tissue
 

le-
sion

 

degree,
 

and
 

has
 

strong
 

anti-inflammatory
 

activity.
 

Conclusion:
 

By
 

optimizing
 

the
 

medium
 

and
 

culture
 

conditions,
 

the
 

yield
 

of
 

MVS was
 

increased.
 

The
 

antibacterial
 

efficiency
 

of
 

BS2-1-MVS against
 

C.
 

albicans
 

and
 

S.
 

aureus
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

BS579-MVS,
 

and
 

BS2-1-MVS had
 

strong
 

anti-inflammatory
 

activity,
 

which
 

laid
 

the
 

foundation
 

for
 

the
 

development
 

of
 

new
 

high-efficiency
 

anti-inflammatory
 

drugs
 

in
 

the
 

fu-
ture.
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0 引言

益生菌已被WHO(世界卫生组织)和FAO(联合国粮食及农业组织)列为“活体微生物”[1],近年来,为
促进人类健康和福祉,国内外的OTC益生菌日益增加,益生菌对肠道微生态的改善作用备受公众关注[2]。
因此,深入发掘益生菌的营养价值,对改善动物肠道健康意义重大。芽孢杆菌是第一个被人类所认识的细

菌[3,4],枯草芽孢杆菌(Bacillus
 

subtilis)是一类具有较强抗菌活性的革兰氏阳性细菌。
枯草芽孢杆菌的活性高、稳定性好、作用广,可通过与病原菌争夺养分,分泌抑菌物质来抑制病原菌生

长,此外还可以提高机体免疫力、传递营养物质、促进抗炎细胞因子的分泌、调整肠道微生态平衡等[5-8]。细

胞外囊泡(Extracellular
 

vehicles,EVs)也称膜小泡,是一种由细菌和真核细胞分泌的囊泡状小体[9,10]。根据

大小和来源,主要包括外泌体、微囊泡(MVS)或微颗粒(MPs)以及凋亡小体[11]。MVS是由革兰氏阳性菌细

胞直接出芽形成,携带母细胞提供的多种成分,如糖蛋白、脂质和核酸,因此同样具备母细胞的一些生物活

性[10]。近年来已有关于枯草芽孢杆菌微囊泡分离的研究,但由于微囊泡分离纯化技术不完善,在相关研究

进展中仍进展缓慢。目前最常见且使用范围最广的分离纯化方法是差速离心法,密度梯度离心与差速离心

技术的联用能进一步提高微囊泡的纯度[12]。目前微囊泡抗炎活性的相关研究较为稀少,已有干细胞微囊泡

治疗实验性结肠炎的相关研究,但细菌微囊泡的抗炎活性还有待研究。不同菌株微囊泡的产量并不相

同[13],有研究表明当培养基中添加0.5%葡萄糖时细菌浓度最高[14],本文为研究提高BS-MVS 产量的培养

条件及其抗炎活性,对不同培养条件下的B.
 

subtilis
 

2-1、B.
 

subtilis
 

579进行了微囊泡分离,检测BS-MVS
对白色念珠菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌的抑菌活性,筛选出抑菌活性较好的微囊泡进行体内抗炎活性研究。

1 材料与方法

1.1 试验材料

细菌菌株:B.subtilis
 

2-1、B.subtilis
 

579、金黄色葡萄球菌(编号:ATCC25923)、白色念珠菌(编号:

ATCC10231)、大肠杆菌(编号:ATCC8739)为本实验室保存。
试剂:DSS(上海

 

麦克林)、苏木素和伊红染色液(杭州
 

碧云天),TNF-α、IL-1β、IL-6试剂盒(武汉
 

赛培生

物科技),其余试剂均为国内生产的分析纯品。
实验动物:ICR雄性小鼠,平均重量18~20

 

g,SPF级别,采购自济南朋悦实验动物繁殖有限公司,许可

证编号SCXK(鲁)20190003。
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1.2 主要仪器设备

数显鼓风干燥箱:上海
 

博迅;立式双层智能精密型摇床:上海
 

博迅;超微量分光光度计:美国
 

赛默飞;低
温高速离心机:德国

 

艾本德;纳米激光粒度仪:英国
 

马尔文;超速离心机:美国
 

贝克曼;透射电子显微镜:美
国

 

赛默飞;光学显微镜:日本
 

奥林巴斯;石蜡包埋机:德国
 

徕卡;石蜡切片机:德国
 

徕卡。
1.3 培养基及试剂

LB1液体培养基:酵母提取物1
 

g、胰蛋白胨2
 

g、氯化钠2
 

g,用200
 

mL蒸馏水溶解,高压灭菌备用。
LB2液体培养基:酵母提取物1

 

g、胰蛋白胨2
 

g、氯化钠2
 

g、葡萄糖1
 

g,溶解于200
 

mL蒸馏水中,高压

灭菌备用。
 

LB3固体培养基:酵母提取物1
 

g、胰蛋白胨2
 

g、氯化钠2
 

g、琼脂粉3
 

g,溶解于200
 

mL蒸馏水溶解,高
压灭菌备用。
PDA固体培养基:马铃薯葡萄糖肉汤5.2

 

g、琼脂粉3
 

g,于200
 

mL蒸馏水溶解,高压灭菌备用。
0.1

 

mol·L-1
 

PBS(PH7.4),高压灭菌,4
 

℃保存。
1.4 发酵培养条件优化

无菌条件下分别将250
 

L
 

B.subtilis
 

2-1和579冻存种子液接种至50
 

mL无菌LB1液体培养基中,于

摇床(200
 

r/min)37
 

℃震荡培养12
 

h进行活化,然后分别无菌转接2
 

mL
 

B.subtilis
 

2-1和579菌液至

200
 

mL
 

LB1和LB2液体培养基中,在摇床(200
 

r/min,37
 

℃)震荡培养12
 

h,确定最佳培养基;进而对培养

时间(12
 

h、18
 

h、24
 

h、30
 

h)进行优化确定最佳培养时间,每个处理设置3瓶重复。
1.5 BS-MVS 的分离纯化与鉴定

培养结束后无菌条件下吸取1
 

mL菌液使用超微量分光光度计测定菌液的OD600 值,记录不同菌株在

不同条件不同时间的菌液浓度。将培养液在低温高速离心机中4
 

℃、12
 

000×g离心20
 

min,上清液经

0.22
 

m滤膜(密理博,美国)过滤,得到不含杂质的上清滤液,然后采用100
 

ku超滤浓缩系统将上清滤液进

行超滤,4
 

℃、3
 

000
 

r/min、10
 

min,得到BS-MVS的浓缩液。浓缩液于180
 

000×g、4
 

℃离心2
 

h,弃上清,将
沉淀用适量无菌PBS重悬,即为MVS粗提液。为了得到纯度更高的BS-MVS,采用OptiPrep密度梯度离心

法纯化MVS,在贝克曼库尔特管(12.5
 

mL)中依次加入50%(333
 

LMVS+1667
 

L60%碘克沙醇)、40%、

20%、10%的OptiPrep层,以形成F1、F2、F3、F4四个不连续的梯度,用SW41Ti转子在4
 

℃、180
 

000×g下

离心16
 

h,最终获得每个OptiPrep密度梯度组分2
 

mL。用纳米颗粒跟踪分析仪确定富含MVS的组分,用
适量的PBS稀释后在4

 

℃、180
 

000×g下离心3
 

h使MVS呈球形,最后,将沉淀用适量无菌PBS重悬,经
0.22

 

m的滤膜过滤除菌,分装后存放于-80
 

℃冰箱用于后续试验,分离纯化流程如图1所示。测定各组

BS-MVS的浓度,通过纳米激光粒度仪来测定BS-MVS的粒径大小并通过透射电子显微镜来观察BS-MVS
形态特征。使用BCA试剂盒(赛默飞

 

美国)检测BS-MVS蛋白含量(g/mL)。

图1 BS-MVS 分离纯化流程图

Fig.1 Production
 

and
 

release
 

of
 

BS-MVS

1.6 BS-MVS的抑菌活性检测

枯草芽孢杆菌可分泌多种抗菌物质发挥其抑菌作用,因此采用滤纸片扩散法检测BS-MVS 的抑菌活

性,筛选出抑菌活性较高的BS-MVS。首先将配制好的LB固体培养基、PDA固体培养基在超净工作台中倒

平板,在LB平板中分别加入100
 

L金黄色葡萄球菌、大肠杆菌的发酵液,在PDA平板中加入100
 

L白色
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念珠菌发酵液,涂布均匀,然后用镊子夹取直径为6
 

mm的灭菌后的滤纸片置平板上,吸取10
 

L
 

BS-MVS
滴加在滤纸片上,以15

 

g/mL的卡那霉素(最小抑菌浓度)作为阳性对照。置于恒温培养箱中培养12
 

h后

测量抑菌圈直径,实验设置三次重复。

ρ抑菌效率=
DMVS抑菌圈直径

D阳性对照抑菌圈直径
×100%。

1.7 BS-MVS的抗炎活性检测

1.7.1 微囊泡重悬液制备。将纯化后活性较好的BS-MVS用0.1
 

mol·L-1无菌PBS稀释为1×1010
 

颗粒数/
mL,4

 

℃保存备用。
1.7.2 DSS诱导的溃疡性结肠炎动物模型的建立及实验方案。经过一周的适应性喂养,24只ICR雄性小

鼠被随机分成四组,每组6只小鼠。这四组分别是空白对照组(Control)、模型组(DSS)、干预治疗组(DSS+
BS-MVS)、阳性药物组(DSS+SASP)。四组小鼠均食用标准饲料,对照组饮用无菌水,其余三组饮用3%的

DSS,连续7天,建立急性溃疡性结肠炎模型[15]。7天内,空白对照组和模型组按10
 

mL/(kg·d)灌胃无菌

PBS,干预治理组按10
 

mL//(kg·d)灌胃BS-MVS,阳性药物组给予SASP400
 

mg/(kg·d)灌胃。饲养期

间,每日记录小鼠体重和疾病活动水平(DAI),在给药后第七天进行禁食处理,在12
 

h后,从小鼠的眼球中

取血样。血液经过在4
 

℃、3
 

000
 

r/min的条件下离心10
 

min,上清液被冷冻保存在-80
 

℃,以备进行后续

的生化分析。取完血液后,对小鼠进行人道安乐死和解剖,收集小鼠的结肠组织。随后,测量结肠的长度,并
将一部分组织置于4%多聚甲醛溶液中进行固定处理,另一部分则放入-80

 

℃保存,以备后续组织分析使

用。
1.7.3 疾病活动指数(DAI)评估。参照KIM等[16]的疾病活动指数评估方法,每天检测小鼠体重、粪便和
便血情况,每项评分指数有0~4分4个标准,具体评分标准见表1[16]

表1 疾病活动指数(DAI)评分标准

Table
 

1 Disease
 

Activity
 

Index
 

(DAI)
 

scoring
 

criteria
体重下降(%) 便血情况 大便性状

 

评分值/分

m<1 阴性 正常 0

1≤m<5 - - 1

5≤m<10 阳性,但无肉眼可见便血 稀软 2

10≤m<20 - - 3

m≥20 肉眼可见便血 水样便 4

        注:“-”表示在上下指标之间。

1.7.4 组织病理学观察。使用4%多聚甲醛液固定的结肠样本,进行梯度乙醇和二甲苯处理,然后经过石

蜡包埋,切成4
 

m厚的薄片。对薄片进行HE染色,并在光学显微镜下观察结肠组织的病理变化。

图2 B.subtilis
 

2-1、B.subtilis
 

579在不同培养基和培养时间的OD600 值(a)
 

B.subtilis
 

2-1、B.subtilis
 

579在LB1、

LB2培养12
 

h后的OD600 值;(b)
 

B.subtilis
 

2-1、B.subtilis
 

579在LB2中培养12、18、24、30
 

h后的OD600 值

Fig.3 OD600
 values

 

of
 

B.
 

subtilis
 

2-1
 

and
 

B.
 

subtilis
 

579
 

in
 

different
 

medium
 

and
 

culture
 

time(a)
 

OD600
 value

 

of
 

B.
 

subtilis
 

2-1
 

and
 

B.
 

subtilis
 

579
 

after
 

12
 

h
 

culture
 

of
 

LB1
 

and
 

LB2;
 

(b)
 

The
 

OD600
 value

 

of
 

B.subtilis
 

2-1
 

and
 

B.subtilis
 

579
 

cultured
 

in
 

LB2
 

for
 

12,
 

18,
 

24,
 

30
 

h
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1.7.5 血清炎症因子测定。利用保存在-80
 

℃的血清,按照酶联免疫吸附(ELISA)试剂盒的操作步骤,对
炎症因子(如TNF-α、IL-1β、IL-6)进行测定。
1.8 数据处理

试验数据采用Excel软件整理后,采用Prism软件中的单因素方差分析(one-way
 

ANOVA)和T检验

完成数据差异性分析,以P<0.05作为显著性差异判断标准。

2 结果与分析

2.1 培养条件的优化

震荡培养12
 

h后测定LB1、LB2中发酵液的OD600值,在图2(a)中可以发现LB2中发酵液的OD600 值

图3 LB2培养基中的BS2-1-MVS、BS579-MVS

在12、18、24、30
 

h的浓度

Fig.3 Concentrations
 

of
 

BS
 

2-1-MVS
 and

 

BS579-MVS
 

in
 

LB2
 

medium
 

at
 

12、18、24、30
 

h
 

(particles/mL)

明显高于LB1,之后又对培养时间进行优化以确定最佳培养时

间,由图2(b)可知在培养24
 

h时发酵液浓度最高,继续延长培

养时间发酵液浓度降低,因此确定最佳培养基为添加0.5%葡萄

糖的LB液体培养基,最佳培养时间为24
 

h。由图3可以发现,
不同菌株的BS-MVS的产量(颗粒数/mL)不同,B.subtilis

 

2-1
微囊泡的产量略高于B.subtilis

 

579,在LB2培养基中培养24
 

h
时微囊泡浓度最高。
2.2 BS-MVS分离、纯化、鉴定

将经超速离心获得的微囊泡粗体液采用密度梯度离心的方

法进行纯化,分别对不同梯度的BS-MVS进行浓度测定,计算不

同梯度的相对丰度,结果表明BS-MVS主要集中在20%~40%
之间,如图4(a),所以选择此密度层的BS-MVS进行分离纯化。
纯化后的BS-MVS大小主要集中在120

 

nm,且其粒径范围在

50~400
 

nm。如图4(b,c),在透射电镜下观察发现,BS-MVS
呈圆形或椭圆形,大小不一,平均直径为100~150

 

nm,如图4(d,e)符合细菌微囊泡的直径范围。采用BCA
试剂盒对BS-MVS进行蛋白定量,结果表明1×1010 颗粒数/mL的BS2-1-MVS蛋白含量为12.4

 

g/mL、

BS579-MVS的蛋白含量为8.3
 

g/mL。

图4 BS-MVS 的分离纯化与鉴定(a)
 

密度梯度离心后各密度梯度的颗粒相对丰度;
 

(b,c)
 

BS2-1-MVS、BS579-MVS 的

粒径分布;
 

(d,e)
 

透射电镜检测BS2-1-MVS、BS579-MVS 形态,比例尺为200
 

nm
Fig.4 Isolation,

 

purification
 

and
 

identification
 

of
 

BS-MVS
 (a)Density

 

gradient
 

relative
 

abundance
 

of
 

particles
 

at
 

each
 

density
 

gradient
 

after
 

centrifugation;
 

(b,c)
 

Particle
 

size
 

distribution
 

of
 

BS2-1-MVS
 and

 

BS579-MVS;
 

(d,e)
 

The
 

morphology
 

of
 

BS2-1-MVS
 and

 

BS579-MVS
 were

 

detected
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy,bar=200
 

nm
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2.3 BS-MVS的抑菌作用

为了探究BS-MVS的抑菌活性,采用滤纸片扩散法对微囊泡进行抗菌活性检测,实验结果〔图5(a~f)〕
表明BS2-1-MVS、BS579-MVS均对大肠杆菌没有抑制作用,对白色念珠菌、金黄色葡萄球菌具有较强的抑制

作用,根据图5(g,h)中BS2-1-MVS 和BS579-MVS 对白色念珠菌和金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径计算出

BS2-1-MVS和BS579-MVS对白色念珠菌的抑菌效率分别为135%、99.2%,对金黄色葡萄球菌的抑菌效率分

别为90%、62.5%,并且在培养24
 

h后分离的微囊泡形成的抑菌圈直径最大。结果显示BS2-1-MVS对白色

念珠菌和金黄色葡萄球菌的抑制作用均高于BS579-MVS,因此对BS2-1-MVS进行后续抗炎活性研究。

注:12
 

h:于培养12
 

h发酵液中分离的MVS;
 

18
 

h:于培养18
 

h发酵液中分离的MVS;
 

24
 

h:
 

于培养24
 

h发酵液中分离的MVS;
 

(c)
 

15
 

g/mL

的卡那霉素。

注:(g)
 

CON:在以白色念珠菌为病原菌的培养基中15
 

g/mL的卡那霉素形成的抑菌圈直径;
 

(h)
 

CON:在以金黄色葡萄球菌为病原菌的

培养基中15
 

g/mL的卡那霉素形成的抑菌圈直径。

图5 BS-MVS 的抗菌活性
 

(a,b)
 

以白色念珠菌为病原菌检测BS2-1-MVS、BS579-MVS 抗菌活性;(c,d)
 

以大肠杆菌

为病原菌检测BS2-1-MVS、BS579-MVS 抗菌活性;(e、f)
 

以金黄色葡萄球菌为病原菌检测BS2-1-MVS、BS579-MVS

抗菌活性;(g)
 

以白色念珠菌为病原菌测定BS2-1-MVS、BS579-MVS 的抑菌圈直径;(h)
 

以金黄色葡萄球菌为病原菌测定BS2-1-MVS、BS579-MVS 的抑菌圈直径

Fig.5 Antibacterial
 

activity
 

of
 

BS-MVS
 (a,b)

 

The
 

antibacterial
 

activities
 

of
 

BS2-1-MVS
 and

 

BS579
 -MVS

 were
 

detected
 

with
 

Candida
 

albicans
 

as
 

the
 

pathogen;(c,d)
 

The
 

antibacterial
 

activities
 

of
 

BS2-1-MVS
 and

 

BS579-
 

MVS
 were

 

detected
 

with
 

Candida
 

albicans
 

as
 

the
 

Escherichia
 

coli;(e,f)
 

The
 

antibacterial
 

activities
 

of
 

BS2-1-MVS
 and

 

BS579
 -MVS

 

were
 

detected
 

with
 

Candida
 

albicans
 

as
 

the
 

Staphylococcus
 

aureus;(g)The
 

diameter
 

of
 

inhibition
 

zone
 

of
 

BS2-1-MVS
 and

 

BS579-
 

MVS
 was

 

determined
 

with
 

Candida
 

albicans
 

as
 

the
 

pathogen;

(h)The
 

diameter
 

of
 

inhibition
 

zone
 

of
 

BS2-1-MVS
 and

 

BS579-
 

MVS
 was

 

determined
 

with
 

Candida
 

albicans
 

as
 

the
 

Staphylococcus
 

aureus

2.4 BS2-1-MVS的抗炎活性

2.4.1 BS2-1-MVS对小鼠体重、DAI评分和肠长度的影响。由图6(a)可知,在适应性喂养的一周内,各组
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体重增长幅度基本一致,在正常饮用水被3%DSS替换后,在对照组小鼠中,体重呈持续增长态势;模型组表

现出明显的体重下降,与对照组形成对比;而干预治疗组和阳性药物组的体重变化较为稳定,与之前保持一

致,且相较于模型组有显著改善。采用DAI评分对DSS诱导的溃疡性结肠炎严重程度进行评估,图6(b)显
示,在模型组的造模期间,DAI评分明显高于对照组,经BS2-1-MVS和SASP灌胃干预后明显改善了溃疡性

结肠炎的症状。图6(c,d)显示BS2-1-MVS和SASP明显改善了DSS诱导的结肠长度缩短,起到了较好的

保护效果。

注:所有数据均以平均值MEAN±SD表示(N=6),空白组VS模型组,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,****P<0.000
 

1。

图6 BS2-1-MVS 对小鼠体重、DAI评分和肠长度的影响
 

(a)
 

小鼠体重变化;(b)
 

疾病活动指数评分;(c,d)
 

小鼠结肠长度

Fig.6 Effects
 

of
 

BS2-1-MVS
 on

 

body
 

weight,
 

DAI
 

score
 

and
 

colonic
 

length
 

in
 

mice
 

(a)
 

Weight
 

change
 

of
 

mice;
 

(b)
 

Disease
 

activity
 

index
 

score;
 

(c,d)
 

Mouse
 

colon
 

length

2.4.2 BS2-1-MVS对组织病理改变的影响。通过HE染色分析各组结肠组织的病理变化,由图7可知,空
白组结肠的隐窝结构和粘膜上皮结构完整,无炎症浸润。模型组的结肠粘膜上皮结构明显损伤,隐窝结构发

生改变,杯状细胞数量减少,有明显的炎症细胞浸润和溃疡面。干预治疗组和阳性药物组结肠组织病变程度

减轻,组织结构较完整,几乎无炎症浸润。结果表明BS2-1-MVS可显著减轻DSS诱导的溃疡性结肠炎的症状。

图7 BS2-1-MVS对组织病理改变的影响(20X)

Fig.
 

7 Effect
 

of
 

BS2-1-MVS
 on

 

histopathological
 

changes(20X)

图8 BS2-1-MVS对小鼠炎症因子含量的影响
 

(a)
 

TNF-α的含量;(b)
 

IL-1β的含量;(c)
 

IL-6的含量

Fig.8 Effect
 

of
 

BS2-1-MVS
 on

 

the
 

content
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

mice
 

(a)Content
 

of
 

TNF-α;
 

(b)
 

Content
 

of
 

IL-1β;
 

(c)
 

Content
 

of
 

IL-6
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2.4.3 BS2-1-MVS对小鼠炎症因子含量的影响。为评估DSS诱导的溃疡性结肠炎的严重程度,本文研究

了小鼠体内促炎细胞因子(TNF-α、IL-1β、IL-6)的表达。图9结果表明,与对照组相比,模型组TNF-α、IL-
1β、IL-6三种促炎细胞因子水平均显著上升,此外,经过BS2-1-MVS和SASP处理后这三种炎症因子水平显

著降低。

3 讨论

革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌都通过基于细胞结构的不同机制产生细胞外囊泡,细菌微囊泡(MVS)是
由革兰氏阳性细菌分泌的双层脂质结构的球形纳米尺寸颗粒,直径为20~250

 

nm[17,18]。它们含有一系列来

自细菌的货物,如核酸、蛋白质和脂质,是细菌与其环境之间沟通的重要信使[19,20]。
近年来,细菌胞外囊泡受到国内外学者的广泛关注,但仍处于初级探索阶段[21,22]。目前提取MVS的方

法主要有低温超速离心法、沉淀法、差速离心法和微流体纳米颗粒分离法[23]。不同的分离提取方式可能会

使MVS的大小形态产生差异。本研究通过对不同实验方法的探索,采用低温超速离心、过滤超滤、密度梯

度离心的方法实现对BS-MVS的分离与纯化,但使分离纯化过程更省时省力还需更深入地研究。采用透射

电镜这一常用的鉴定细菌微囊泡形态的方法观察BS-MVS的形态,呈椭圆形或圆形,大小不一,然后通过纳

米激光粒度仪分析BS-MVS 的粒径大小。在枯草芽孢杆菌在培养12
 

h趋于稳定后[24],在培养基中添加

0.5%葡萄糖时,细菌会通过分解葡萄糖来获取所需能量,不需要启用那些不常用且难以获得能量的基因,因
此细菌浓度会上升,随着细菌浓度的增加,BS-MVS 浓度增大,在培养24

 

h后BS-MVS 浓度最高,这可能与

培养环境的改变相关,还需进一步探究。
枯草芽孢杆菌作为新兴起的益生菌制剂,可以通过多种机制发挥抗菌作用如降低肠道pH值、分泌抗菌

物质、抑制和竞争性地排挤有害菌的生长等,具有很强的抗菌能力和稳定性,其能抑制有害菌群,促进有益菌

群繁殖,从而维持机体健康[25,26]。BS-MVS是由枯草芽孢杆菌释放的脂质双层结合的小颗粒,其中可能含有

重要的生物活性分子,如脂质、RNA、各种外膜蛋白、内膜蛋白、胞浆蛋白、LPS等[27]。白色念珠菌、金黄色

葡萄球菌、大肠杆菌均为人体正常菌群,若这三种菌群比例失调,就可能导致某些疾病的发生。为了探究

BS-MVS的抗炎活性,采用滤纸片扩散法分别检测了BS2-1-MVS、BS579-MVS对白色念珠菌、金黄色葡萄球

菌、大肠杆菌三种病原菌的抑制效率,通过检测发现BS2-1-MVS、BS579-MVS对大肠杆菌没有抑制作用,对白

色念珠菌、金黄色葡萄球菌的抑菌效率均高于BS579-MVS,为体内抗炎活性研究进一步提供了理论基础。
近年来,炎症性肠病(IBD)的发病率愈来愈高,虽然临床上一些治疗药物的发展取得了很大进步,极大

地丰富了治疗手段,但由于用药不良反应和免疫不耐受等风险存在,临床上药物需求仍然无法满足,因此还

要进一步开发IBD治疗药物。本研究在小鼠体重、DAI评分、肠长度、组织病理改变、炎症细胞因子水平等

方面显示出DSS诱导的溃疡性结肠炎的症状,与模型组相比,经BS2-1-MVS处理的小鼠显著改善了小鼠肠

长度缩短、肠粘膜溃疡、杯状细胞和促炎细胞因子增多等症状。据研究表明,肠道炎症与肠道微生物群丰度

和多样性减少有关[28]。目前本课题组正开展相关工作,以期进一步阐明BS2-1-MVS 对肠道菌群的影响以

及对结肠炎发挥保护作用的机制。

4 结论

B.subtilis
 

2-1的MVS产量高于B.subtilis
 

579,在LB液体培养基中添加0.5%的葡萄糖,于摇床培

养24
 

h后可提高BS-MVS的浓度。BS2-1-MVS、BS579-MVS均对大肠杆菌没有抑制作用,但对白色念珠菌、

金黄色葡萄球菌具有较强的抑制作用。1×1010
 

颗粒数/mL的BS2-1-MVS和BS579-MVS对白色念珠菌的抑

菌效率分别为135%、99.2%,对金黄色葡萄球菌的抑菌效率分别为90%、62.5%。筛选出抑菌效率较高的

BS2-1-MVS进行体内抗炎活性研究,BS2-1-MVS可以显著改善DSS诱导的溃疡性结肠炎,起到较强的保护

作用。然而,BS-MVS浓度增加和BS2-1-MVS保护DSS诱导的溃疡性结肠炎的机制还有待进一步研究。
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