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乳酸菌发酵及添加益生元对大豆蛋白调控肠道屏障
和诱导口服耐受的影响
郭欣冉ꎬ卢晓翠ꎬ陆琦缘ꎬ李伟ꎬ芮昕∗

(南京农业大学食品科学技术学院ꎬ江苏 南京 ２１１８００)

摘要:[目的]本文旨在研究乳酸菌发酵及益生元添加对大豆蛋白影响肠道屏障稳态及调控免疫耐受的作用ꎮ [方法]采用

乳酸菌发酵大豆分离蛋白(ＳＰＩ)制备发酵大豆蛋白(ＦＳＰＩ)ꎬ分别添加 ５ 种益生元:低聚果糖(ＦＯＳ)、低聚木糖(ＸＯＳ)、水苏

糖(ＳＯＳ)、低聚半乳糖(ＧＯＳ)和低聚异麦芽糖( ＩＭＯ)ꎬ共发酵制备益生元组样品ꎮ 通过体内动物试验比较不同样品对肠道

屏障稳态的维持作用以及口服免疫耐受的诱导作用ꎮ 试验分为空白对照组(ＰＢＳ－)、致敏组(ＰＢＳ＋)和 ７ 个耐受处理组

(ＳＰＩ、ＦＳＰＩ、Ｆ￣ＦＯＳ、Ｆ￣ＸＯＳ、Ｆ￣ＳＯＳ、Ｆ￣ＧＯＳ 和 Ｆ￣ＩＭＯ)ꎮ 通过测定组胺、小鼠肥大细胞蛋白酶￣１(ｍＭＣＰ￣１)以及辅助型 Ｔ 细胞

Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７ 型细胞因子评价小鼠的免疫反应性ꎻ通过测定肠道组织学、紧密连接(ＴＪ)蛋白表达水平评价小鼠肠道屏障

完整性ꎻ通过测定调节性 Ｔ 细胞(Ｔｒｅｇ)、树突状细胞表面标志物(ＣＤ１０３、ＣＤ８０ 和 ＣＤ８６)以及白细胞介素 １０( ＩＬ￣１０)、转化生

长因子 β(ＴＧＦ￣β)和视黄酸(ＲＡ)等免疫耐受相关因子的表达水平评价不同样品的耐受诱导作用ꎮ [结果]与 ＰＢＳ＋组和

ＳＰＩ 组相比ꎬＦＳＰＩ 与益生元处理均可显著下调组胺、ｍＭＣＰ￣１、Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ 型细胞因子的表达水平(Ｐ<０.０５)ꎬ从而降低小鼠

的免疫反应性ꎻ益生元处理可显著上调 Ｔｈ１ 型细胞因子的表达(Ｐ<０.０５)ꎬ有效恢复大豆蛋白引发的 Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 向 Ｔｈ２ 方向偏

移的失衡现象ꎻＦＳＰＩ 与益生元处理组的肠绒毛损伤程度均减轻ꎬ肠绒毛高度和隐窝深度显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ有效缓解了食

物过敏导致的肠道绒毛损伤现象ꎬ但 ＦＳＰＩ 处理上调 ＴＪ 蛋白和诱导免疫耐受的作用较弱ꎻＦ￣ＸＯＳ 处理可显著上调 Ｃｌａｕｄｉｎ １、
ＺＯ￣１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 的表达水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 此外ꎬＦ￣ＦＯＳ 和 Ｆ￣ＸＯＳ 可通过上调耐受细胞因子( ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β 和 ＲＡ)和
ＣＤ１０３ 的表达ꎬ下调 ＣＤ８０ 和 ＣＤ８６ 的表达ꎬ促进 Ｔｒｅｇ细胞的生成ꎬ从而诱导口服耐受ꎮ [结论]ＦＳＰＩ 可降低小鼠对大豆蛋白

的免疫反应性ꎬ维持小鼠肠道屏障完整性ꎻ添加益生元共发酵物后可进一步诱导口服耐受ꎬＦ￣ＦＯＳ 和 Ｆ￣ＸＯＳ 的效果最佳ꎮ
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ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｖｉｌｌｕｓ ｈｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｃｒｙｐｔ ｄｅｐｔｈ(Ｐ<０.０５)ꎬｍｉｔｉｇａｔｉｎｇ ｆｏｏｄ ａｌｌｅｒｇｙ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｖｉｌｌｕｓ ｉｎｊｕｒｙ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬｔｈｅ ＦＳＰＩ ｇｒｏｕｐ
ｓｈｏｗｅｄ ｗｅａｋｅｒ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＴＪ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｉｍｍｕｎｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｐｒｅｂｉｏｔｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ. ＮｏｔａｂｌｙꎬＦ￣ＸＯＳ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ꎬＺＯ￣１ꎬａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ(Ｐ<０.０５) . ＦｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬＦ￣ＦＯＳ ａｎｄ Ｆ￣ＸＯＳ ｐｒｏｍｏｔｅｄ
ｏｒａｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ( ＩＬ￣１０ꎬ ＴＧＦ￣βꎬ ａｎｄ ＲＡ) ａｎｄ ＣＤ１０３ꎬ ｗｈｉｌｅ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＣＤ８０ ａｎｄ ＣＤ８６ꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] ＦＳＰＩ ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｉｃｅ ｔｏ ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍａｉｎｔａｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ. Ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｂｉｏｔｉｃｓ ｄｕｒｉｎｇ ｃｏ￣ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｅｎｈａｎｃｅｄ ｏｒａｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎬｗｉｔｈ Ｆ￣ＦＯＳ ａｎｄ Ｆ￣ＸＯＳ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎꎻｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎꎻｐｒｅｂｉｏｔｉｃꎻｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｒｒｉｅｒꎻｏｒａｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ

大豆蛋白是全球八大食品过敏原之一ꎬ由此引发的过敏反应已成为重要的公共卫生问题ꎮ 统计数据

显示ꎬ约 ０.５％的普通人群及 １２.９％的过敏儿童对大豆蛋白过敏[１－３]ꎮ 近年来ꎬ大豆蛋白过敏的发病率持续

上升ꎮ 因此ꎬ加强对大豆蛋白过敏机制的研究以及探索有效的防治策略至关重要ꎮ 乳酸菌发酵是一种有

效降低大豆蛋白过敏性的方法ꎮ 发酵处理导致大豆蛋白二级结构 α－螺旋丧失、三级结构展开以及聚集体

的形成ꎬ促进了 α－螺旋和 β－折叠结构中过敏原表位的降解ꎬ从而减轻大豆过敏[４－５]ꎮ 乳酸菌发酵大豆蛋

白的抗原性可降低 ８３.８％ ~ ９４.８％[６]ꎻ添加益生元可降低乳酸菌发酵大豆蛋白抗原性与 ＩｇＥ 免疫反应

性[７]ꎮ 这些研究表明ꎬ乳酸菌发酵与益生元添加可有效降低大豆蛋白的致敏性ꎬ在低敏大豆食品加工中

具有重要潜力ꎮ
大豆蛋白过敏机制与肠道屏障的损伤密切相关ꎮ 健康的小肠屏障具有完整的外层物理层和内部免疫

层ꎬ不仅能够有效预防过敏原的侵入和过敏反应的发生ꎬ还能通过诱导调节性 Ｔ 细胞(Ｔｒｅｇ)的分化和免疫

抑制性细胞因子(如 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β)的分泌ꎬ促进口服耐受的建立ꎬ从而在限制致敏原进入固有层与建立

耐受之间保持微妙的平衡ꎮ 研究发现ꎬ大豆蛋白过敏的小鼠表现出典型的肠道屏障损伤特征ꎬ如绒毛高度

降低、隐窝深度和黏液层厚度减少等[８－９]ꎮ Ｚｈａｏ 等[１０]利用猪肠上皮细胞( ＩＰＥＣ￣Ｊ２)模型ꎬ发现经大豆蛋白

处理后的 ＩＰＥＣ￣Ｊ２ 细胞中 Ｃｌａｕｄｉｎ￣３、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 和 ＺＯ￣１ 等紧密连接蛋白的表达量显著降低ꎮ Ｘｕ 等[１１]使用

小鼠肠上皮细胞观察到了类似的结果ꎮ 这些结果表明ꎬ大豆蛋白会破坏肠道屏障的完整性并增加其通透

性ꎬ使致敏原更易进入固有层并引发过敏反应ꎮ 因此ꎬ维持肠道屏障的完整性对于大豆蛋白过敏的控制及

诱导口服耐受具有重要的意义ꎮ 目前ꎬ尚未见乳酸菌发酵与益生元添加缓解大豆蛋白引发肠道屏障损伤、
重建过敏与耐受平衡的相关报道ꎮ

因此ꎬ本研究针对乳酸菌发酵及益生元添加的大豆蛋白对肠道屏障及口服耐受的影响展开研究ꎬ并构

建小鼠耐受模型ꎬ评估小鼠的免疫反应性、肠道屏障完整性以及不同样品的口服耐受诱导作用ꎬ为低致敏

性大豆蛋白食品、功能性植物蛋白食品及肠道健康相关产品的开发提供理论基础和技术参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

大豆购自黑龙江省大豆生产基地ꎮ 植物乳植杆菌 Ｂ１￣６(Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ Ｂ１￣６)分离自中国

新疆维吾尔自治区的传统谷物饮品 Ｂｏｚａꎮ 氯化钠、葡萄糖、正己烷为分析纯ꎬ购自南京寿德生物科技有限

公司ꎻ低聚果糖(ＦＯＳ)、低聚木糖(ＸＯＳ)、水苏糖(ＳＯＳ)、低聚半乳糖(ＧＯＳ)和低聚异麦芽糖( ＩＭＯ)的纯度

均 ≥ ９９％ꎬ购自北京索莱宝科技有限公司ꎮ ３~４ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ体重(１５±０.５)ｇꎬ购自北

京维通利华实验动物技术有限公司ꎬ动物的护理和使用遵循国家实验动物福利伦理的相关规定ꎬ试验方案

获南京农业大学实验动物福利与伦理中心批准(批准号:ＮＪＡＵ.Ｎｏ２０２４０３１３０４２)ꎮ ＡＩＮ￣９３Ｇ 饲料购自上海

书玉生物科技有限公司ꎻ组胺、ｍＭＣＰ￣１、白细胞介素 １７Ａ( ＩＬ￣１７Ａ)、ＩＬ￣４、ＩＦＮ￣γ、ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β、ＲＡ ＥＬＩＳＡ 试

剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻＭＨＣ Ⅱ￣ＦＩＴＣ、ＣＤ１１ｃ￣ＡＰＣ、ＣＤ８０￣ＰＥ￣Ｃｙａｎｉｎｅ７、ＣＤ８６￣ＰＥ、ＣＤ１０３￣ＰＥ 购自美国

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎻＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ、ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( Ｌｏｗ ＲＯＸ
Ｐｒｅｍｉｘｅｄ)试剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限公司ꎻＧＡＰＤＨ、Ｃｌａｕｄｉｎ￣１、ＺＯ￣１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 购自上海生工

生物工程股份有限公司ꎮ
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１.２　 大豆分离蛋白(ＳＰＩ)、发酵大豆蛋白(ＦＳＰＩ)和添加益生元的发酵大豆蛋白的制备

ＳＰＩ、ＦＳＰＩ 和添加益生元的发酵大豆蛋白的制备采用文献[１２－１４]的方法ꎮ ＳＰＩ 溶液的浓度为 ３０ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ
Ｌ􀆰 ｐｌａｎｔａｒｕｍ Ｂ１￣６ 的接种量为 ３.０％(体积分数)ꎬ添加的无菌葡萄糖溶液为 ２.０％(体积分数)ꎮ 益生元浓

度的设定参考 Ｇｕｏ 等[７]的方法ꎮ 通过比较不同益生元添加量(０.５％、１.０％、１.５％、２.０％和 ２.５％ꎬ体积分

数)ꎬ发现益生元添加量为 １.０％时菌株发酵特性最佳ꎬ因此本研究选取 １.０％作为益生元的添加量ꎮ ＳＰＩ、
ＦＳＰＩ 和添加益生元的发酵大豆蛋白的具体制备流程如图 １ 所示ꎮ

图 １　 ＳＰＩ、ＦＳＰＩ 及添加益生元的发酵大豆蛋白的制备过程

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＳＰＩꎬＦＳＰＩ ａｎｄ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｅｂｉｏｔｉｃｓ
　 　 ＦＳＰＩ:发酵大豆蛋白 Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｓｏｙ ｐｒｏｔｅｉｎꎻＦＯＳ:低聚果糖 ＦｒｕｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎻＸＯＳ:低聚木糖 ＸｙｌｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎻＧＯＳ:低聚半乳糖

ＧａｌａｃｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎻＳＯＳ:水苏糖 ＳｔａｃｈｙｏｓｅꎻＩＭＯ:低聚异麦芽糖 Ｉｓｏｍａｌｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

图 ２　 小鼠耐受模型分组和构建

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｇｒｏｕｐｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｍｏｄｅｌ

１.３　 小鼠耐受模型构建

ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠随机分为 ９ 组ꎬ每组 ６ 只ꎬ饲养于南京农业大学实验动物中心的屏障设施中ꎮ 室温控制

在(２５±１)℃ꎬ相对湿度为(４０±１０)％ꎬ并维持 １２ ｈ 光照 / １２ ｈ 黑暗的循环ꎮ 小鼠自由摄食不含大豆的纯化

饲料 ＡＩＮ￣９３Ｇꎮ 小鼠耐受模型基于 Ｌｉｕ 等[１５]的方法构建ꎬ并根据试验条件进行了适当调整ꎬ如图 ２ 所示ꎮ
５４ 只 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠在无病原体条件下适应 １ 周ꎮ 耐受阶段:在 １、２、３、８、９ 和 １０ ｄ 分别灌胃不同样品:
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０.２ ｍＬ ＰＢＳ(ＰＢＳ－空白对照组和 ＰＢＳ＋致敏组)ꎻ０.２ ｍＬ 含有 ６ ｍｇ ＳＰＩ 的 ＰＢＳ(ＳＰＩ 组)ꎻ均为 ０.２ ｍＬ 的

ＦＳＰＩ(ＦＳＰＩ 组)、Ｆ￣ＦＯＳ(Ｆ￣ＦＯＳ 组)、Ｆ￣ＸＯＳ(Ｆ￣ＸＯＳ 组)、Ｆ￣ＳＯＳ(Ｆ￣ＳＯＳ 组)、Ｆ￣ＧＯＳ(Ｆ￣ＧＯＳ 组)和 Ｆ￣ＩＭＯ
(Ｆ￣ＩＭＯ 组)ꎮ 致敏阶段:在试验 １５、２２、２９ 和 ３６ ｄꎬ除 ＰＢＳ－组(腹腔注射溶解在 ０.２ ｍＬ ＰＢＳ 中的 １ ｍｇ 氢

氧化铝佐剂)外ꎬ其他组均通过腹腔注射 ０.２ ｍＬ 含有 １ ｍｇ 氢氧化铝佐剂和 ６ ｍｇ ＳＰＩ 的 ＰＢＳ 溶液ꎮ 激发阶

段:在试验 ４５ ｄꎬ所有小鼠均被灌胃 ２０ ｍｇ ＳＰＩꎮ ３０ ｍｉｎ 后对小鼠进行眼球取血ꎮ 脱颈处死后解剖ꎬ取空

肠、肠系膜淋巴结(ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓꎬＭＬＮ)和脾脏进行后续试验ꎮ
１.４　 致敏性及肠道屏障完整性评估

１.４.１　 血清组胺和 ｍＭＣＰ￣１ 测定 　 根据 Ｍｅｎｇ 等[１６] 的方法ꎬ使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定组胺和 ｍＭＣＰ￣１
水平ꎮ
１.４.２　 脾脏细胞因子测定 　 根据 Ｓｈａｏ 等[１７] 的方法ꎬ取脾脏组织制备匀浆液ꎬ使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定

ＩＬ￣４、ＩＬ￣１７Ａ 和 ＩＦＮ￣γ 的水平ꎮ
１.４.３　 空肠组织病理学观察　 取约 １ ｃｍ 的空肠组织ꎬ经 ４％(体积分数)的福尔马林溶液固定、脱水、石蜡

包埋后ꎬ制成 ４ μｍ 厚的组织切片并使用苏木精－伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬＨＥ)染色ꎮ 在显微镜下随机选择

５ 个视野进行观察分析ꎬ以评估空肠绒毛的完整性、绒毛高度和隐窝深度ꎮ
１.４.４　 紧密连接蛋白 ｍＲＮＡ 测定　 采用 Ｘｉａｏ 等[１８]的方法进行ꎮ 从 ２５ ~ ３０ ｍｇ 空肠组织中提取总 ＲＮＡꎬ
并使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 进行逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ 使用 ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ(Ｌｏｗ ＲＯＸ Ｐｒｅｍｉｘｅｄ)试剂盒进行逆转录定量聚合酶链式反应(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)ꎮ 目的基因的相对 ｍＲＮＡ 表

达水平采用 ２－ΔΔＣｔ法进行计算ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参基因ꎮ 使用的引物如表 １ 所示ꎮ
表 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

正向引物序列
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

反向引物序列
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

产物大小 / ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ

基因登录号
ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

ＧＡＰＤＨ 　 ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ 　 ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ １２３ ＮＭ＿００１２８９７２６.２
Ｃｌａｕｄｉｎ￣１ 　 ＴＧＣＣＣＣＡＧＴＧＧＡＡＧＡＴＴＴＡＣＴ 　 ＣＴＴＴＧＣＧＡＡＡＣＧＣＡＧＧＡＣＡＴ １０７ ＮＭ＿０１６６７４.４
ＺＯ￣１ 　 ＧＣＧＧＡＴＧＧＴＧＣＴＡＣＡＡＧＴＧＡＴＧ 　 ＧＣＣＴＴＣＴＧＴＡＴＣＴＧＴＧＴＣＴＴＣＡＴＡＧＴＣ １３８ ＸＭ＿００６５４０７７９.５

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 　 ＧＧＣＧＧＣＴＡＴＧＧＡＧＧＣＴＡＴＧＧ 　 ＣＴＡＡＧＧＡＡＧＣＧＡＴＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＧ １０６ ＮＭ＿００８７５６.２

１.５　 口服耐受性评估

１.５.１　 ＭＬＮ 细胞中细胞因子和代谢物测定　 取 ＭＬＮ 制备匀浆液ꎬ使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β
和 ＲＡ 的水平ꎮ
１.５.２　 ＭＬＮ 中 Ｔｒｅｇ和树突状细胞(ＤＣ)表面标志物分析 　 从 ＭＬＮ 中获得单细胞悬液ꎬ并在黑暗中用

ＣＤ４￣ＦＩＴＣ 和 ＣＤ２５￣ＡＰＣ 抗体孵育 ３０ ｍｉｎꎬ检测 Ｔｒｅｇ表达量ꎮ 孵育后ꎬ细胞用缓冲液洗涤 ３ 次ꎮ 使用 Ｆｏｘｐ３
染色缓冲液试剂盒固定和渗透细胞ꎬ随后进行 Ｆｏｘｐ３￣ＰＥ 的细胞内染色ꎮ 将 ＭＬＮ 细胞悬液与 ＭＨＣ Ⅱ￣
ＦＩＴＣ、ＣＤ１１ｃ￣ＡＰＣ、ＣＤ８０￣ＰＥ￣Ｃｙａｎｉｎｅ７、ＣＤ８６￣ＰＥ 和 ＣＤ１０３￣ＰＥ 孵育 ３０ ｍｉｎꎬ测量 ＤＣ 细胞表面标志物ꎬ并使

用流式细胞仪(ＣｙｔｏＦＬＥＣＸ 型ꎬ美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司)进行分析ꎮ
１.６　 数据处理与分析

所有试验均重复 ３ 次ꎬ数据均以平均值±标准误表示ꎮ 采用 ＳＰＳＳ １６.０ 软件进行单因素方差分析

(ＡＮＯＶＡ)ꎬＤｕｎｃａｎ􀆳ｓ 检验用于显著性分析ꎮ 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０.０ 软件绘制图表ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 乳酸菌发酵及添加益生元的大豆蛋白对小鼠免疫反应的影响

２.１.１　 对小鼠血清组胺和 ｍＭＣＰ￣１ 水平的影响　 由图 ３ 可知ꎬ与 ＰＢＳ－组相比ꎬＰＢＳ＋和 ＳＰＩ 组的小鼠血

清组胺和 ｍＭＣＰ￣１ 水平显著升高(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＳＰＩ 组相比ꎬ所有发酵样品处理组小鼠血清组胺和 ｍＭＣＰ￣１
水平均显著下调(Ｐ<０.０１)ꎮ 其中ꎬＦＳＰＩ 组的小鼠血清组胺和 ｍＭＣＰ￣１ 水平分别下调 ４９.６％和 ３３.３％ꎮ 益

生元处理组对组胺和 ｍＭＣＰ￣１ 水平的下调作用较 ＦＳＰＩ 组更为显著(Ｐ<０.０１)ꎬ其中ꎬＦ￣ＸＯＳ 组的组胺和

ｍＭＣＰ￣１ 水平的下调幅度最大ꎬ分别为 ７５.８％和 ６８.１％ꎬ与 ＰＢＳ－组的水平相当(Ｐ>０.０５)ꎻ其次为 Ｆ￣ＦＯＳ
组ꎬｍＭＣＰ￣１ 下调幅度为 ６２.６％(Ｐ<０.０５)ꎻＦ￣ＳＯＳ、Ｆ￣ＧＯＳ 和 Ｆ￣ＩＭＯ 组的组胺和 ｍＭＣＰ￣１ 水平相当(Ｐ>０.０５)ꎬ

３１９



南　 京　 农　 业　 大　 学　 学　 报 第 ４９ 卷

下调幅度均为 ５３.３％~５６.５％ꎮ 试验结果证实ꎬ益生元添加可显著下调过敏小鼠血清组胺和 ｍＭＣＰ￣１ 水

平ꎬ其中 Ｆ￣ＦＯＳ 和 Ｆ￣ＸＯＳ 的效果最好ꎮ

图 ３　 小鼠组胺和 ｍＭＣＰ￣１水平

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｈｉｓｔａｍｉｎｅ ａｎｄ ｍＭＣＰ￣１ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ
　 　 ∗、∗∗表示与 ＰＢＳ－组相比存在显著差异(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎻ＃、＃＃表示样本之间存在显著差异(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎮ 下同ꎮ

∗ꎬ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＰＢＳ－ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎻ＃ꎬ＃＃ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｓａｍｐｌｅｓ(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.１.２　 对小鼠脾细胞中 Ｔｈ１ / Ｔｈ２ / Ｔｈ１７ 型细胞因子水平的影响　 由图 ４ 可知ꎬ与 ＰＢＳ－组相比ꎬＰＢＳ＋与
ＳＰＩ 组 Ｔｈ１ 型 ＩＦＮ￣γ 水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬＴｈ２ 型 ＩＬ￣４ 和 Ｔｈ１７ 型 ＩＬ￣１７Ａ 水平显著升高(Ｐ<０.０１)ꎮ 与

ＳＰＩ 组相比ꎬＦＳＰＩ 处理对 ＩＦＮ￣γ 的上调作用不显著ꎬ但显著抑制了 ＩＬ￣４ 和 ＩＬ￣１７Ａ 的水平(Ｐ<０.０１)ꎬ而各

益生元处理组对 ＩＦＮ￣γ 的水平上调更为显著(Ｐ<０.０１)ꎬ同时较 ＦＳＰＩ 组显著下调了 ＩＬ￣４ 和 ＩＬ￣１７Ａ 的水平

(Ｐ<０.０１)ꎮ 其中ꎬＦ￣ＦＯＳ 和 Ｆ￣ＸＯＳ 组的 ＩＦＮ￣γ 水平显著升高 ４０.１％(Ｐ<０.０１)ꎬＩＬ￣４ 和 ＩＬ￣１７Ａ 的水平显著

降低(５８.９％)至与 ＰＢＳ－组相当(Ｐ>０.０５)ꎬ表现出最为显著的免疫调节效应ꎮ 结合 ２.１.１ 节的结果可知ꎬ
Ｆ￣ＦＯＳ 和 Ｆ￣ＸＯＳ 能够显著下调过敏小鼠组胺、ｍＭＣＰ￣１、ＩＬ￣４ 和 ＩＬ￣１７Ａ 水平ꎬ并上调 ＩＦＮ￣γ 的水平ꎬ表明其

可有效减轻小鼠的免疫反应性ꎮ

图 ４　 小鼠脾脏中 ＩＦＮ￣γ(Ａ)、ＩＬ￣４(Ｂ)和 ＩＬ￣１７Ａ(Ｃ)的水平

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＦＮ￣γ(Ａ)ꎬＩＬ￣４(Ｂ)ａｎｄ ＩＬ￣１７Ａ(Ｃ) ｉｎ ｍｉｃｅ ｓｐｌｅｅｎ

２.２　 乳酸菌发酵及添加益生元的大豆蛋白对小鼠肠道屏障完整性的影响

２.２.１　 对小鼠空肠组织形态的影响　 由图 ５ 可见ꎬＰＢＳ－组的小鼠空肠绒毛排列整齐、绒毛高度和隐窝深

度较高ꎮ ＰＢＳ＋与 ＳＰＩ 组肠绒毛损伤严重ꎬ其绒毛高度和隐窝深度也显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＳＰＩ 组相比ꎬ
ＦＳＰＩ 处理组较好地改善了肠绒毛损伤程度ꎬ但绒毛高度和隐窝深度无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 益生元处理组

(Ｆ￣ＦＯＳ、Ｆ￣ＸＯＳ、Ｆ￣ＳＯＳ、Ｆ￣ＧＯＳ 和 Ｆ￣ＩＭＯ)表现出完整的肠道屏障ꎬ绒毛高度和隐窝深度显著增加(Ｐ<
０.０１)ꎮ 其中ꎬＦ￣ＸＯＳ 和 Ｆ￣ＦＯＳ 组绒毛高度和隐窝深度最高(Ｐ<０.０１)ꎬ隐窝深度与 ＰＢＳ－组无显著差异ꎮ
２.２.２　 对小鼠肠道紧密连接蛋白 ｍＲＮＡ 表达的影响　 由图 ６ 可知ꎬ与 ＰＢＳ－组相比ꎬＰＢＳ＋和 ＳＰＩ 组显著

下调了 Ｃｌａｕｄｉｎ １、ＺＯ￣１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 的表达(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＳＰＩ 组相比ꎬＦＳＰＩ 组的 Ｃｌａｕｄｉｎ １ ｍＲＮＡ 表

达量显著提高 ８６. ２％ (Ｐ< ０. ０５)ꎬ但 ＺＯ￣１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 的表达无显著差异(Ｐ > ０. ０５)ꎮ Ｆ￣ＸＯＳ 和

Ｆ￣ＧＯＳ 组对 ３ 种紧密连接蛋白 ｍＲＮＡ 的表达水平均显著上调(Ｐ<０.０５)ꎮ 其中ꎬＦ￣ＸＯＳ 的 ＺＯ￣１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
ｍＲＮＡ 水平升高至与 ＰＢＳ－组无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ Ｆ￣ＦＯＳ、Ｆ￣ＳＯＳ 和 Ｆ￣ＩＭＯ 组的紧密连接蛋白表达量较
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低ꎬ样品之间的差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ 这说明益生元处理组的上调作用与益生元的类型有关ꎮ

图 ５　 小鼠空肠组织(Ａ)、绒毛高度(Ｂ)及隐窝深度(Ｃ)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｊｅｊｕｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ(Ａ)ꎬｖｉｌｌｕｓ ｈｅｉｇｈｔ(Ｂ)ａｎｄ ｃｒｙｐｔ ｄｅｐｔｈ(Ｃ) ｉｎ ｍｉｃｅ

图 ６　 小鼠肠道紧密连接蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ １(Ａ)、ＺＯ￣１(Ｂ)及 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ(Ｃ)的 ｍＲＮＡ 表达量

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ Ｃｌａｕｄｉｎ １(Ａ)ꎬＺＯ￣１(Ｂ)ａｎｄ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ(Ｃ) ｉｎ ｍｉｃｅ

图 ７　 小鼠肠系膜淋巴结(ＭＬＮ)中 Ｔｒｅｇ细胞表达水平

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅｓ(ＭＬＮ)

２.３　 乳酸菌发酵及添加益生元的大豆蛋白对口服耐受的诱导作用

２.３.１　 对小鼠 ＭＬＮ 中 Ｔｒｅｇ细胞表达水平的影响　 由图 ７ 可知ꎬ与 ＰＢＳ－组相比ꎬＰＢＳ＋和 ＳＰＩ 组 ＭＬＮ 中的

Ｔｒｅｇ细胞表达量显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＳＰＩ 组相比ꎬＦＳＰＩ 组的 Ｔｒｅｇ表达量无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 除 Ｆ￣ＩＭＯ
组外ꎬ其余益生元处理组的 Ｔｒｅｇ 表达量显著增加(Ｐ< ０. ０１)ꎮ 其中ꎬＦ￣ＦＯＳ 组的 Ｔｒｅｇ 表达量显著提高了

４１.８％(Ｐ<０.０１)ꎻ其次是 Ｆ￣ＸＯＳ、Ｆ￣ＳＯＳ 和 Ｆ￣ＧＯＳ 组ꎬ分别提高了 ３９.１％、３４.５％和 ３８.２％(Ｐ<０.０１)ꎮ
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２.３.２　 对小鼠 ＭＬＮ 中 ＤＣ 细胞表面标志物表达的影响　 由图 ８ 可知ꎬ与 ＰＢＳ－组相比ꎬＰＢＳ＋和 ＳＰＩ 组的

ＤＣ 细胞表面标志物 ＣＤ１０３ 的表达量显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ而 ＣＤ８０ 和 ＣＤ８６ 的表达量显著增高(Ｐ<０.０１)ꎮ
与 ＳＰＩ 组相比ꎬ各发酵处理组均显著上调了 ＣＤ１０３ 的表达量(Ｐ<０.０１)ꎬ同时显著下调了 ＣＤ８０ 和 ＣＤ８６ 的

表达量(Ｐ<０.０１)ꎮ 其中ꎬＦＳＰＩ 处理组的 ＣＤ１０３ 表达量上调 ４７.５％ꎬＣＤ８０ 和 ＣＤ８６ 的表达量分别下调

２４.５％和 ４６.１％ꎮ Ｆ￣ＦＯＳ 和 Ｆ￣ＸＯＳ 组对 ＣＤ１０３ 的上调作用较 ＦＳＰＩ 更显著(Ｐ<０.０１)ꎬ分别上调 ５９.３％和

７０.２％ꎬ且与 ＰＢＳ－组无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎻＦ￣ＦＯＳ、Ｆ￣ＸＯＳ 和 Ｆ￣ＧＯＳ 组的 ＣＤ８０ 和 ＣＤ８６ 表达量也显著降

低至与 ＰＢＳ－组相当(Ｐ>０.０５)ꎻ其次是 Ｆ￣ＳＯＳ 和 Ｆ￣ＩＭＯ 组ꎬ但其 ＤＣ 细胞表面标志物表达量较 ＦＳＰＩ 组无显

著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ

图 ８　 小鼠 ＭＬＮ 中 ＣＤ１０３(Ａ)、ＣＤ８０(Ｂ)和 ＣＤ８６(Ｃ)的表达量

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ１０３(Ａ)ꎬＣＤ８０(Ｂ)ａｎｄ ＣＤ８６(Ｃ) ｉｎ ｍｉｃｅ ＭＬＮ

２.３.３　 对小鼠ＭＬＮ 中 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β和 ＲＡ 水平的影响　 由图 ９－Ａ 可知ꎬ与 ＰＢＳ－组相比ꎬＰＢＳ＋与 ＳＰＩ 组
ＭＬＮ 中 ＩＬ￣１０ 水平显著降低至 １８.２ 和 ２６.７ ｐｇ􀅰ｍＬ－１(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＳＰＩ 组相比ꎬＦＳＰＩ 处理组的 ＩＬ￣１０ 水平

有所提升ꎬ但无明显差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 各益生元处理组均显著上调了 ＩＬ￣１０ 的水平(Ｐ<０.０１)ꎮ 其中 Ｆ￣ＦＯＳ
和 Ｆ￣ＸＯＳ 的上调作用最显著(Ｐ<０.０１)ꎬ其次是 Ｆ￣ＧＯＳ、Ｆ￣ＳＯＳ 和 Ｆ￣ＩＭＯ(Ｐ<０.０１)ꎮ

由图 ９－Ｂ 可知ꎬＰＢＳ＋组 ＭＬＮ 中 ＴＧＦ￣β 水平最低ꎬ其次是 ＳＰＩ 组ꎮ 与 ＳＰＩ 组相比ꎬ各发酵处理组显著

上调了 ＴＧＦ￣β 的水平(Ｐ<０.０１)ꎮ 其中ꎬＦＳＰＩ 组显著上调了 ３７.８％ꎬＦ￣ＦＯＳ 和 Ｆ￣ＸＯＳ 的 ＴＧＦ￣β 水平较 ＦＳＰＩ
更高(Ｐ<０.０１)ꎬ且 Ｆ￣ＸＯＳ 的 ＴＧＦ￣β 水平甚至高于 ＰＢＳ－组ꎮ Ｆ￣ＧＯＳ 组的 ＴＧＦ￣β 水平也显著升高(Ｐ<０.０１)ꎬ
但与 ＦＳＰＩ 组无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ Ｆ￣ＳＯＳ 和 Ｆ￣ＩＭＯ 组的上调作用不明显(Ｐ>０.０５)ꎮ
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由图 ９－Ｃ 可知ꎬ与 ＰＢＳ－组相比ꎬＰＢＳ＋和 ＳＰＩ 组 ＭＬＮ 中 ＲＡ 的水平显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ 与 ＳＰＩ 组相

比ꎬＦＳＰＩ 组的 ＲＡ 水平显著提升(Ｐ<０.０５)ꎮ 而在益生元处理组中ꎬ除 Ｆ￣ＳＯＳ 外ꎬ其他组的 ＲＡ 水平较 ＦＳＰＩ
组更高(Ｐ<０.０１)ꎮ 其中ꎬＦ￣ＦＯＳ 和 Ｆ￣ＸＯＳ 对 ＲＡ 的上调作用更显著(Ｐ<０.０１)ꎬ其水平甚至远超过 ＰＢＳ－组
(Ｐ<０.０１)ꎮ 此外ꎬＦ￣ＧＯＳ 和 Ｆ￣ＩＭＯ 的 ＲＡ 水平上升至与 ＰＢＳ－组保持一致(Ｐ>０.０５)ꎮ

以上试验结果说明ꎬ与 ＳＰＩ 组相比ꎬＦＳＰＩ 组对 ＩＬ￣１０ 无明显上调作用ꎬ但对 ＴＧＦ￣β 和 ＲＡ 的上调作用

较显著(Ｐ<０.０５)ꎻ而与 ＦＳＰＩ 组相比ꎬ益生元组中的 Ｆ￣ＦＯＳ 和 Ｆ￣ＸＯＳ 对 ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β 和 ＲＡ 的水平均有更

显著的上调作用(Ｐ<０.０１)ꎮ

图 ９　 小鼠 ＩＬ￣１０(Ａ)、ＴＧＦ￣β(Ｂ)和 ＲＡ(Ｃ)的水平

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣１０(Ａ)ꎬＴＧＦ￣β(Ｂ)ａｎｄ ＲＡ(Ｃ) ｉｎ ｍｉｃｅ

３　 讨论与结论

３.１　 乳酸菌发酵及添加益生元的大豆蛋白对小鼠免疫反应的影响

研究表明ꎬ当食物致敏原首次进入机体时ꎬ通过激活 Ｔｈ２ 淋巴细胞ꎬ促使 Ｂ 细胞产生特异性 ＩｇＥ 抗体ꎬ
这些抗体与肥大细胞和嗜碱性粒细胞表面的 ＦｃεＲＩ 受体结合ꎬ使机体进入致敏状态ꎻ当相同过敏原再次进

入与 ＩｇＥ 抗体交联ꎬ将触发肥大细胞和嗜碱性粒细胞释放组胺、ｍＭＣＰ￣１ 等炎症介质ꎬ引发过敏反应[１９]ꎮ
正常情况下ꎬＴｈ１ 细胞通过分泌 ＩＦＮ￣γ 等细胞因子抑制 Ｔｈ２ 细胞功能以维持免疫平衡ꎬ但在食物过敏反应

中ꎬＴｈ１７ 细胞分泌促炎性细胞因子ꎬ增强 Ｔｈ２ 细胞介导的炎症反应ꎬ导致过敏反应持续并加重ꎮ 本研究发

现ꎬ与未发酵组相比ꎬ乳酸菌发酵显著下调了组胺、ｍＭＣＰ￣１、ＩＬ￣４ 以及 ＩＬ￣１７Ａ 的表达水平ꎮ 这可能与乳酸

菌发酵导致的大豆蛋白致敏原表位破坏ꎬ最终导致大豆蛋白致敏性降低有关[２０－２１]ꎮ 与 ＦＳＰＩ 相比ꎬ添加益

生元处理可进一步下调组胺、ｍＭＣＰ￣１、Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ 型细胞因子水平ꎬ同时上调 Ｔｈ１ 型细胞因子ꎮ 其中ꎬ添
加 ＦＯＳ 和 ＸＯＳ 的发酵蛋白组作用最为显著ꎬ这可能与 ＦＯＳ 和 ＸＯＳ 对大豆蛋白致敏原表位的进一步瓦解

作用有关[１４]ꎮ 以上研究结果表明ꎬ与 ＳＰＩ 组相比ꎬ乳酸菌发酵处理和添加益生元的发酵蛋白处理均可有

效降低组胺、ｍＭＣＰ￣１ 等炎症因子以及 Ｔｈ２ 和 Ｔｈ１７ 型细胞因子表达量ꎬ添加益生元可进一步显著上调 Ｔｈ１
型细胞因子表达量ꎬ使 Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 免疫平衡向 Ｔｈ１ 方向偏移ꎬ表现出更全面的降致敏作用ꎮ
３.２　 乳酸菌发酵及添加益生元的大豆蛋白对小鼠肠道屏障完整性的影响

小肠屏障是阻止食物致敏原入侵血液循环的关键ꎮ 肠道屏障作用受损ꎬ包括肠道完整性破坏、通透性

增加、上皮细胞间紧密连接蛋白表达降低是诱发食物过敏产生的关键因素[２２]ꎮ 本研究发现ꎬ大豆蛋白摄

入后小鼠空肠绒毛受到损伤ꎬ肠道屏障紧密连接蛋白的表达显著减少ꎬ这与 Ｇａｏ 等[２３] 的研究结果一致ꎮ
与大豆过敏组相比ꎬ乳酸菌发酵组的小鼠绒毛排列较为整齐ꎬ且显著上调了小鼠肠上皮细胞 Ｃｌａｕｄｉｎ １ 的

蛋白表达水平ꎬ这表明乳酸菌发酵在缓解大豆蛋白诱导的小鼠肠道屏障损伤方面具有较好的作用ꎮ 研究

发现ꎬ嗜热链球菌、酿酒酵母和枯草芽胞杆菌的复合菌种发酵对豆粕过敏的断奶仔猪肠道屏障损伤具有相

似的保护作用[２４]ꎮ 这些研究证实了发酵法在缓解食物过敏导致的肠道屏障损伤方面的重要性ꎮ 本研究

发现ꎬ添加益生元有助于肠道屏障损伤的恢复ꎬ这些处理组的小鼠肠绒毛损伤程度更低ꎬ绒毛高度和隐窝

深度更高ꎬ其中 Ｆ￣ＸＯＳ 和 Ｆ￣ＧＯＳ 还能显著提升 Ｃｌａｕｄｉｎ １、ＺＯ￣１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ ｍＲＮＡ 的表达水平ꎮ 这可能与

益生元对大豆蛋白结构的影响有关ꎮ 上述研究结果表明ꎬ乳酸菌发酵及添加益生元的大豆蛋白能够有效

缓解肠道屏障损伤ꎬ增强屏障功能ꎬ从而减轻食物过敏症状ꎮ
３.３　 乳酸菌发酵及添加益生元的大豆蛋白对口服耐受的诱导

研究表明ꎬ对免疫系统适当诱导最终使人体形成对食物致敏原的免疫耐受性ꎬ是根治食物过敏的最优
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方式[２５]ꎮ Ｔｒｅｇ细胞在诱导口服耐受反应中发挥关键作用[２６]ꎬ它的形成与 ＤＣ 细胞表面标志物和耐受过程

中相关细胞因子表达水平密切相关ꎮ 一方面ꎬ表达 ＣＤ１０３ 的 ＤＣ 细胞(ＣＤ１０３＋ＤＣ)可将抗原呈递给 ＭＬＮ
中的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞ꎬ促使 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞转化为 Ｔｒｅｇ细胞[２７]ꎬ同时 ＤＣ 细胞在未成熟状态下低表达 ＣＤ８０ 和

ＣＤ８６ꎬ为 Ｔｒｅｇ细胞的生成提供了适宜的微环境ꎮ 另一方面ꎬＤＣ 细胞释放的 ＴＧＦ￣β 和 ＲＡ 因子与巨噬细胞

分泌的 ＩＬ￣１０ 因子协同作用ꎬ以激活和诱导 Ｔｒｅｇ的增殖[２８－３０]ꎮ 本研究发现ꎬ添加 ＦＳＰＩ 和益生元处理具有上

调 ＣＤ１０３ 以及下调 ＣＤ８０ 和 ＣＤ８６ 的作用ꎬ其中 Ｆ￣ＦＯＳ 和 Ｆ￣ＸＯＳ 的作用效果最显著ꎬ同时它们还能显著上

调耐受相关细胞因子( ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β 和 ＲＡ)的表达ꎬ从而促进 Ｔｒｅｇ细胞的生成ꎮ 此外ꎬＦ￣ＳＯＳ 和 Ｆ￣ＧＯＳ 组的

Ｔｒｅｇ表达水平也较 ＦＳＰＩ 更高ꎬ这可能与其较高的 ＩＬ￣１０ 表达水平以及较低的 ＣＤ８０ 表达水平有关ꎮ Ｆ￣ＩＭＯ
对 ＤＣ 细胞表面标志物以及耐受相关因子的调节作用不明显ꎬ因此其 Ｔｒｅｇ细胞表达量较低ꎮ

综上ꎬ本研究结果表明ꎬ与大豆蛋白过敏组相比ꎬ乳酸菌发酵处理能够有效降低小鼠免疫反应性ꎬ同时

在一定程度上维持肠道屏障完整性ꎬ但对口服耐受的诱导作用较弱ꎮ 添加益生元 ＦＯＳ 和 ＸＯＳ 的发酵大豆

蛋白进一步增强了免疫调节能力ꎬ不仅有效调控 Ｔｈ 细胞因子平衡ꎬ还通过上调紧密连接蛋白表达和调节

Ｔｒｅｇ相关信号通路ꎬ显著促进肠道屏障稳态与口服耐受的建立ꎮ 本研究结果为开发新的低致敏食物策略提

供了理论依据和试验支撑ꎮ
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