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［摘 要］ 目的：比较克罗恩病（Crohn’s disease，CD）患者与健康人群肠道菌群的丰度，研究长双歧杆菌对CD患者外周血单

核细胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）中CD25+Foxp3+Treg细胞分化以及白细胞介素（interleukin，IL）⁃10、IL⁃12和转

化生长因子（transforming growth factor，TGF）⁃β分泌的影响。方法：收集19例活动期CD患者和20例健康对照人群的粪便，对

16S rRNA片段进行高通量测序。将长双歧杆菌、长双歧杆菌上清、长双歧杆菌培养基或PBS分别与CD患者PBMC体外共培养

后，采用流式细胞术检测外周血中CD25+Foxp3+Treg细胞比例；用ELISA法检测细胞培养上清液中 IL⁃10、IL⁃12和TGF⁃β 浓度。

结果：CD患者肠道菌群与健康人群有显著差别。门水平上，CD患者组变形菌门含量显著增加，而厚壁菌门和放线菌门含量显

著减少；属水平上，CD患者组大肠杆菌⁃志贺氏菌、链球菌及韦荣氏球菌属含量显著增加，而柔嫩梭菌属、Gemmiger、双歧杆菌、

瘤胃球菌、罗斯氏菌和Fusicatenibacter等菌属的含量显著降低。与培养基和PBS组相比，长双歧杆菌及其上清液均可刺激CD
患者PBMC分泌大量抗炎因子 IL⁃10和TGF⁃β，而对促炎因子 IL⁃12并没有显著的刺激作用。长双歧杆菌及其上清液组 IL⁃10/
IL⁃12比值及CD25+Foxp3+Treg细胞分化比例较培养基组和PBS组明显增高，其中长双歧杆菌上清液组增高最为明显。结论：

长双歧杆菌及其上清液均显示出抗炎作用，并且能够诱导外周血中CD25+Foxp3+Treg的分化。长双歧杆菌的代谢产物可能在

未来炎症性肠病治疗中起着重要作用。
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Effects of Bifidobacterium longum on secretion of IL ⁃ 10，IL ⁃ 12 and TGF ⁃ β and
differentiation of CD25+Foxp3+Treg cells in peripheral blood mononuclear cells in patients
with Crohn’s disease
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［Abstract］ Objective：To investigate the change of bacterial composition in the gut of Crohn’s disease（CD）patients in comparison
with the healthy subjects and the effects of Bifidobacterium longum（B. longum）on differentiation of peripheral blood mononuclear cells
（PBMCs）to CD25+Foxp3+Treg cells and secretion of interleukin（IL）⁃10，IL⁃12，and transforming growth factor（TGF）⁃β of PBMCs in
patients with CD. Methods：Fecal samples were obtained from active CD patients（n=19）and healthy subjects（n = 20）. Bacterial
microbiome was analyzed by high⁃throughput sequencing of 16S rRNA. PBMCs obtained from CD patients were co⁃cultured in vitro

with B. longum，B. longum supernatant，B. longum medium and PBS. The proportion of CD25+Foxp3+Treg cells in the peripheral blood
was determined by flow cytometry. Concentrations of IL ⁃ 10，IL ⁃ 12 and TGF ⁃ β in culture supernatant were measured by ELISA.
Results：We observed that bacterial microbiota was skewed in CD，with an increased proportion of Proteobacteria and a decreased
proportion of Firmicutes and Actinobacteria at the phylum level，and an increased proportion of Escherichia Shigella，Streptococcus，and
Veillonella，while a decreased proportion of Faecalibacterium，Gemmiger，Bifidobacterium，Ruminococcus，Roseburia and
Fusicatenibacter at the genus level. Compared with B. longum medium and PBS，B. longum and B. longum supernatant showed a
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人体肠道中定植着 1 000种以上的细菌，总量

最高可达 1014个菌落形成单位（colony forming unit，
CFU）。其中，肠道中的细菌既包括益生菌，又包括

致病菌，彼此间形成一种动态的生态平衡，维系着

人类的健康。当人体肠道菌群微生态被打破时，常

常导致人体疾病的发生。炎症性肠病是一类以肠

道慢性炎症为主要表现、反复发作的肠道自身免疫

性疾病，主要包括克罗恩病（Crohn’s disease，CD）和

溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）。目前认为该

病的发生与肠道微生态环境紊乱密切相关，在炎症

性肠病治疗过程中，微生态制剂有着重要作用，而

益生菌制剂则有助于促进和维持疾病的缓解［1-2］。

双歧杆菌（Bifidobacterium）是人体肠道中数量

众多的一种有益菌，其最早在母乳喂养的婴儿粪便

中被发现，因其末端常常分叉，故名双歧杆菌。目

前研究发现，双歧杆菌具有免疫调节、上皮黏附和

增强肠屏障功能等许多临床相关的特性［3］。在研究

中发现，活动期CD患者粪便中双歧杆菌数量明显低

于正常人，提示双歧杆菌在肠道炎症的发生中具有保

护作用，但具体作用机制尚不清楚。由于长双歧杆菌

（Bifidobacterium longum）是人体内含量最多的双歧

杆菌，且已被证实可以改善肠道炎症［4］。因此，本研

究以长双歧杆菌为例，在体外实验中刺激外周血单核

细胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）分泌

细胞因子的变化以及对调节性 T细胞（regulatory T
cell，Treg）分化的影响，旨在了解双歧杆菌的抗炎机

制及其在机体免疫功能调节中可能发挥的作用。

1 对象和方法

1.1 对象

收集 2018年 6—12月南京医科大学第一附属

医院确诊为活动期CD（按照 2018年我国炎症性肠

病诊断与治疗的共识意见确诊为CD的患者［5］；且

根据蒙特利尔分型，CD活动指数评分≥150分）患

者 19例，其中男 9例，女 10例，年龄（30.4±10.8）岁

（19~45岁）；健康志愿者 20例，其中，男 10例，女 10
例，年龄（28.2±6.3）岁（21~45岁）；两组性别及年龄

均无统计学差异。所有入组人员遵循自愿原则并

签署知情同意书；在入组前8周内未服用益生菌、益

生元、抗生素或抗真菌药等药物；所有受试者均无

代谢疾病或胃肠病史，无手术史；非孕期或哺乳

期。本研究经本院伦理委员会审核批准。

FastDNA®粪便 SPIN试剂盒（MP Biomedicals公
司，美国）；RPMI1640 培养基、新生胎牛血清（fetal
bovine serum，FBS）、青链霉素（Gibco 公司，美国）；

淋巴细胞分离液（深圳达科为公司）；流式细胞仪

（BD Biosciences 公司，美国）；酶联免疫检测仪

（ELx800，Bio⁃Tek公司，美国）；HotStarTaq®DNA聚

合酶和 Qiaquick凝胶提取试剂盒（Qiagen公司，德

国）；人白细胞介素（interleukin，IL）⁃10、IL⁃12 和转

化生长因子（transforming growth factor，TGF）⁃β ELI⁃
SA试剂盒，抗人CD28抗体、CD3抗体和重组人 IL⁃
2，调节T细胞检测试剂盒（eBioscience公司，美国）；

长双歧杆菌菌株由上海信谊公司提供。

1.2 方法

1.2.1 粪便DNA的收集、建库及 16S rRNA高通量

测序

收集健康志愿者及CD患者新鲜粪便，在液氮

中冷冻，并储存在-80 ℃直至进一步处理。粪便样

本中DNA的提取使用FastDNA®粪便 SPIN试剂盒，

并按照说明书操作步骤进行。按照既往文献中的

方法对 16S rDNA片段进行扩增建库，具体步骤为：

将 DNA 模板（100 ng）与 5 μL PCR 缓冲液，1 μL
dNTP组合，0.25 μL HotStarTaq®DNA聚合酶，每种

引物量2.5 pmol，总体积为50 μL。反应包括在95 ℃
下进行 5 min 的预热步骤；94 ℃ 45 s，55 ℃ 45 s，
72 ℃ 60 s，25 个循环；最后在 72 ℃下延伸 10 min。
cDNA产物通过1.5％（w/v）琼脂糖凝胶电泳在0.5mg/mL
溴化乙锭中聚集并用Qiaquick凝胶提取试剂盒纯

化，在 Illumina GAIIx平台上进行测序。最后使用R

significant higher induction capacity of the anti⁃inflammatory cytokine IL⁃10 and TGF⁃β，while did not remarkably elicit the production
of pro⁃inflammatory cytokine IL⁃12. The B. longum supernatant induced the highest IL⁃10/IL⁃12 ratio and the frequency of peripheral
blood CD25+Foxp3+Treg cells in PBMCs，followed by the B. longum. Conclusion：Both B. longum and B. longum supernatant display
anti⁃inflammatory capacities and properties to induce the peripheral blood CD25+Foxp3+Treg cells differentiation. The metabolite of B.
longum shows a promising role in treating the inflammatory bowel disease.
［Key words］ Crohn’s disease；Bifidobacterium longum；peripheral blood mononuclear cells；cytokines；regulatory T cell
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软件，根据美国国家生物信息中心（National Center
for Biotechnology Information，NCBI）16S 数 据 库

（http：//ncbi.nlm.nih.gov/）进行分析。筛选出在 50%
及以上样品中含有且丰度>1%的门和属，对健康志

愿者和活动期CD患者粪便中细菌在门和属水平进

行比较。不同组中粪便菌群丰度用Chao1和ACE指

数衡量；菌群多样性用 Shannon和 Simpson指数衡

量；并用主坐标分析（principal co⁃ordinates analysis，
PCoA）来反映两组粪便菌群的聚类情况。

1.2.2 长双歧杆菌的培养

将菌株加入长双歧杆菌培养基，于37 ℃在厌氧

培养箱中培养至细菌对数生长末期。培养基具体配

置原料有：酵母膏（10 g/L）、盐酸半胱氨酸（0.5 g/L）、

胰酪胨（20 g/L）、葡萄糖（10 g/L）、VPI溶液（磷酸氢

二钾 1 g、磷酸二氢钾 1 g、氯化钙 0.2 g和 七水硫酸

镁 0.2 g，加入水配制成 1 L溶液），每升培养基中加

入40 mL VPI溶液。

1.2.3 长双歧杆菌及其上清液的收集

先将培养至对数生长末期的长双歧杆菌培养

液 3 000 g离心 20 min，收集上清液，用滤菌筛过滤

后-80 ℃冻存；离心后的菌体用PBS洗涤，3 000 g离

心 20 min×3次，用PBS（含 20%的甘油）调整细菌密

度至1×109 CFU/mL，分装后-80 ℃保存。

1.2.4 PBMC的分离

签署知情同意后，从肘静脉抽取 14例CD患者

外周血10 mL，用肝素抗凝后，10 mL PBS等比例稀

释，将稀释的外周血加入装有 4 mL淋巴细胞分离

液的无菌试管中，密度梯度进行离心（386 g离心

20 min）。收集PBMC后，用PBS清洗 2遍，用RPMI
1640培养基（含100 μg/mL链霉素、青霉素和10%胎

牛血清）重悬并调整细胞密度至2×106/mL。
1.2.5 ELISA法检测细胞培养上清 IL⁃10、IL⁃12和

TGF⁃β浓度

先取CD患者PBMC接种于 24孔板（每孔 1×106

个细胞），每孔分别加入20 μL长双歧杆菌（含2×107

CFU）、长双歧杆菌培养上清液、长双歧杆菌培养基及

PBS（含 20%甘油）。培养 24 h后离心收集上清，

-80 ℃保存。采用 IL⁃10、IL⁃12 和TGF⁃β ELISA试剂

盒分别检测细胞因子浓度。

1.2.6 流式细胞术检测CD25+Foxp3+Treg细胞比例

将抗人 CD28抗体（终浓度为 2 μg/mL）和 CD3
抗体（终浓度为1 μg/mL）4 ℃包被24孔板过夜后，加

入 CD患者分离的 PBMC（每孔 1 mL，含 1×106个细

胞）。并于每个细胞培养基中加入重组人 IL⁃2（终浓

度为40 U/mL）刺激细胞增殖。然后在每个培养孔中

分别加入20 μL长双歧杆菌（均含1×107 CFU/mL）、长
双歧杆菌上清、长双歧杆菌培养基培养或PBS（含有

20%甘油）后，共培养 168 h。再收集共培养后的

PBMC，加入抗人CD25⁃APC和抗人CD4⁃FITC混合

物20 μL，4 ℃孵育30 min；清洗掉未结合的抗体后，

加入破膜固定剂孵育 1 h；继续清洗掉破膜固定剂

后，加入抗人Foxp3⁃PE 20 μL或大鼠 IgG2A⁃PE同型

对照 20 μL孵育 45 min；洗去未结合抗体，加入PBS
溶液300 μL重悬。上流式细胞仪检测CD25+Foxp3+

Treg细胞比例。

1.3 统计学方法

应用 SPSS22.0统计软件，实验结果以均数±标
准差（x ± s）表示，粪便细菌丰度比较用非参数检

验，细胞因子水平和 CD25+Foxp3+Treg细胞比例组

间均数的比较用 LSD⁃t检验，P＜0.05为差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 CD患者及健康志愿者粪便中双歧杆菌数量的

比较

高通量测序结果显示，与健康受试者相比，活

动期CD患者粪便菌群Chao1和Shannon指数显著降

低；Simpson指数显著增高（图 1）。PCoA显示，两组

人群粪便菌群有不同的聚类（图2）。厚壁菌门（Fir⁃

micutes）、变形菌门（Proteobacteria）、放线菌门（Acti⁃

nobacteria）和拟杆菌门（Bacteroidetes）为人体内粪便

中 4种最主要的菌门，其总和占据人体肠道菌群总

量的 97%以上（图 3A）。与健康人群相比，CD患者

粪便中变形菌门含量显著增加，而厚壁菌门和放线

菌门含量显著减少（图3B）。此外，从两组人群一共

筛选出 18个在 50%及以上样品中含有且丰度>1%
的属，分别为：Blautia、大肠杆菌⁃志贺氏菌（Esche⁃

richia Shigella）、链 球 菌（Streptococcus）、毛 螺 菌

（Lachnospiracea_incertae_sedis）、柔嫩梭菌（Faecali⁃

bacterium）、Gemmiger、双歧杆菌（Bifidobacterium）、

Dorea、拟杆菌（Bacteroides）、Romboutsia、梭状杆菌

（Clostridium）、瘤胃球菌（Ruminococcus）、罗斯氏菌

（Roseburia）、Anaerostipes、肠球菌（Enterococcus）、Fu⁃

sicatenibacter、克雷白杆菌（Klebsiella）和韦荣氏球菌

（Veillonella）。其中，大肠杆菌⁃志贺氏菌、链球菌、

肠球菌及韦荣氏球菌属在CD组患者粪便中明显升

高；柔嫩梭菌、Gemmiger、双歧杆菌、Romboutsia，瘤

胃球菌、罗斯氏菌和Fusicatenibacter在CD患者粪便
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中含量显著降低（图4）。
2.2 共培养后PBMC上清液中 IL⁃10、IL⁃12和TGF⁃
β浓度

将长双歧杆菌、长双歧杆菌上清、长双歧杆菌

培养基或PBS（含有20%甘油）分别与14例CD患者

PBMC共培养 24 h后，长双歧杆菌组和长双歧杆菌

上清组 IL⁃10 浓度分别为（469.51±352.42）pg/mL、
（364.0 ± 179.61）pg/mL，较长双歧杆菌培养基组

［（4.08±3.79）pg/mL］和 PBS组［（1.30±0.54）pg/mL］
明显升高（P < 0.001），长双歧杆菌组和长双歧杆菌

上清组之间差异无统计学意义；长双歧杆菌组、长

双歧杆菌上清、长双歧杆菌培养基和PBS（含有20%
甘油）组 IL ⁃ 12 浓度分别为（2.23 ± 2.14）pg/mL、
（0.38±0.31）pg/mL、（1.16±0.62）pg/mL和（1.3±0.54）
pg/mL，各组之间未见显著统计学差异。IL⁃10/IL⁃12
比值长双歧杆菌上清组最高，与其余3组相比差异均

有统计学意义（P < 0.05）；此外，长双歧杆菌组 IL⁃10/
IL⁃12比值较长双歧杆菌培养基及PBS组也有统计

学差异。长双歧杆菌与长双歧杆菌上清组 TGF⁃β
浓 度 分 别 为（347.40 ± 165.17）pg/mL 和（647.04 ±
581.11）pg/mL，较长双歧杆菌培养基组［（7.095±
39.80）pg/mL］和 PBS组［（61.70±21.69）pg/mL］明显

升高（P < 0.05），其中长双歧杆菌上清组TGF⁃β浓度

较长双歧杆菌组有升高趋势，但无统计学差异（P=
0.65，图5）。
2.3 共培养后PBMC中CD25+Foxp3+Treg细胞比例

将长双歧杆菌、长双歧杆菌上清、长双歧杆菌

培养基或PBS（含有20%甘油）分别与14例CD患者

PBMC 共培养 168 h后，长双歧杆菌上清组 CD25+

Foxp3+Treg比例最高（3.04±0.94）%，其次为长双歧

杆菌组（2.55±1.12）%，但两者间没有显著统计学差

异（P=0.085）；长双歧杆菌上清和长双歧杆菌组与其

余两组［长双歧杆菌培养基（1.16±0.89）%和PBS组

（1.06±0.53）%］相比，差异均有统计学意义（P <
0.05，图6B）。
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Figure 1 Comparison of Chao1，ACE，Shannon and Simpson index in fecal microbial composition of healthy subjects and
active CD patients
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分析

Figure 2 PCoA of the composition of intestinal microbio⁃
ta in healthy subjects and active CD patients
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**

两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。
图4 健康受试者和活动期CD患者粪便中细菌在属水平的比较

Figure 4 Comparison of bacterial composition at the genus level in feces of healthy subjects and active CD patients
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图5 长双歧杆菌、长双歧杆菌上清、长双歧杆菌培养基及PBS（含20%甘油）组PBMC上清液中 IL⁃10（A）、IL⁃12（B）、TGF⁃β

（C）以及 IL⁃10/IL⁃12比值（D）的比较

Figure 5 The concentration of IL⁃10（A）, IL⁃12（B），TGF⁃β（C），as well as the IL⁃10/IL⁃12 ratio（D）in PBMCs supernatant
of B. longum，B. longum supernatant，B. longum medium，and PBS（containing 20% glycerin）groups
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3 讨 论

CD是一类慢性肠道炎症性疾病，越来越多的文

献证实，肠道菌群的紊乱在该病的发生、发展中有

重要的作用；而通过补充肠道益生菌、恢复肠道微

生态平衡有助于改善肠炎。本研究通过比较活动

期 CD患者与健康受试者粪便中的菌群分布后发

现，与后者相比，活动期CD患者粪便菌群Chao1和
Shannon指数显著降低，而 Simpson指数显著增高，

提示CD患者肠道菌群的物种丰富度及多样性均显

著低于健康人群。在门水平上的分析显示，与健康

人群相比，CD患者粪便中变形菌门的含量显著增

加，而厚壁菌门和放线菌门的含量显著减少。在属

水平上的分析显示，与健康人群相比，CD患者粪便

中大肠杆菌⁃志贺氏菌、链球菌、肠球菌及韦荣氏球

菌属明显升高；柔嫩梭菌、Gemmiger、双歧杆菌、

Romboutsia、瘤胃球菌、罗斯氏菌和 Fusicatenibacter

含量显著降低，提示这些菌属可能与肠道炎症发生

有关。既往研究也发现与健康人群相比，炎症性肠

病患者肠道中大肠杆菌、瘤胃球菌含量显著升高，

而双歧杆菌、柔嫩梭菌、罗斯氏菌含量明显减少［6］，

与本研究结果相符。一项研究对CD患者与其健康

亲属肠道菌群进行对比后发现，与健康亲属相比，

CD 患者肠道中戴阿利斯特杆菌属（Dialister invi⁃

sus）、Clostridium cluster XIVa、普拉梭菌（Faecalibac⁃

terium prausnitzii）、青春双歧杆菌（Bifidobacterium

adolescentis）含量显著降低，而活泼瘤胃球菌（Rumi⁃

nococcus gnavus）含量显著增加［7］。然而，肠道菌群

容易受到地域、饮食、年龄和环境因素的影响。因

此，CD在不同国家、地域、人群的研究中也会存在差

异。然而，多数临床研究都提示双歧杆菌（属于放

线菌门）在CD患者肠道中降低，显示出双歧杆菌的

变化在不同研究中具有良好的一致性。前人研究

已证实双歧杆菌可以改善肠炎，修复肠黏膜屏障及

调节肠道动力［8］，然而，目前对于其具体作用机制仍

然在进一步的探究中。

本研究显示，长双歧杆菌及其上清液在体外与

CD患者PBMC共培养后，均可以刺激后者分泌抗炎

因子 IL⁃10和TGF⁃β，却并没有显著刺激PBMC中促

炎因子 IL⁃12的产生，提示长双歧杆菌不仅可以通

过自身，还可以通过分泌的某种物质发挥抗炎作

用。前人研究报道体外实验中用益生菌刺激人

PBMC分泌，IL⁃10/IL⁃12的比值可以间接反映其在

动物模型中改善肠道炎症的能力［9］。本研究中与长

双歧杆菌组相比，长双歧杆菌上清液诱导PBMC产

生更高剂量的 IL⁃10及 IL⁃10/IL⁃12的比值，提示长双

歧杆菌的代谢产物在其发挥抗炎作用中可能扮演

着更加重要的角色。然而，长双歧杆菌上清液中具

体起作用的代谢产物仍有待进一步研究。

Treg是CD4+T细胞家族中重要的成员，其在维

持对人体自身抗原的免疫应答性和抑制对宿主有

害的过度免疫应答中起着不可或缺的作用［10］。

FOXP3是叉头/翼状螺旋转录因子的家族成员，主要

在Tregs中表达，在Treg细胞亚群的分化、发育和维

持功能中起关键作用。TGF⁃β和 IL⁃10既可以是

Treg细胞分泌的细胞因子，又可以协同诱导初始

CD4+T细胞向CD4+CD25+Treg细胞方向分化，并维持

FOXP3表达及其免疫抑制功能。有研究显示，CD
患者外周血中Treg含量较正常对照组明显降低，且

Treg降低程度与 CD 严重程度评分呈负相关［10］。

动物研究也显示 Treg缺失会导致葡聚糖硫酸钠肠

炎小鼠肠道炎症的加重，而通过给肠炎小鼠喂食

益生菌，会诱导其外周血及肠系膜淋巴结中 Treg
表达及 IL⁃10、TGF⁃β等抗炎细胞因子的产生，改善

肠炎［11-12］。然而，关于长双歧杆菌及其代谢产物对

CD患者外周血中 Treg细胞的影响，却鲜有文献报

道。本研究显示，长双歧杆菌及其上清液均可以促

使CD患者PBMC中Treg细胞的生成及 IL⁃10、TGF⁃β
等抗炎因子的产生，提示未来的研究不仅要关注益

生菌本身，也要关注其代谢产物；筛选出最有益的

物质，可以更好地发挥益生菌的“益生”作用。

总之，肠道菌群的变化在肠道炎症的发生、发

展中作用重大。本研究通过比较活动期CD患者和

健康对照人群粪便中的菌群构成，发现并从体外实

验研究了其中一种差异菌——双歧杆菌的抗炎作

用机制，对未来的临床疾病诊治具有启示意义。然

而，双歧杆菌种类繁多，包括长双歧杆菌、短双歧杆

菌、两歧双歧杆菌、动物双歧杆菌、婴儿双歧杆菌、

青春双歧杆菌等多种不同的种属，不同双歧杆菌的

作用机制可能不同，产生的代谢产物可能也不完全

一样，意味着不同种属的双歧杆菌在体外及体内实

验对机体免疫及炎症反应的作用机制也会有差别，

提示未来应对不同种属的双歧杆菌，进行体外到体

内、基础到临床更深入的研究，有助于揭开双歧杆

菌“益生”作用的面纱。
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