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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨唾液乳杆菌 Li01(Ligilactobacillus
 

salivarius
 

Li01,L.
 

salivarius
 

Li01)对幽门螺杆菌

(Helicobacter
 

pylori,Hp)、苯并芘(Benzo(a)pyrene,BaP)、Hp
  

+
  

BaP 共同作用引起的 DNA 损伤的保护作用,评
价 L.

 

salivarius
 

Li01 的相关益生特性。 方法　 雄性 SPF 级长爪沙鼠适应性饲养 1 周后,随机分组进行 Hp、
BaP、Hp

  

+
  

BaP 灌胃造模。 第 32 周,确定造模成功后使用 L.
 

salivarius
 

LiO1 灌胃修复。 第 36 周,取长爪沙鼠

眼球血做彗星实验并取肝组织检测细胞色素氧化酶 P4501A1 ( cytochrome
 

P450,
 

family
 

1,
 

subfamily
 

A,
 

polypeptide
 

1,CYP1A1)基因表达水平。 结果　 与对照组相比,Hp、BaP、Hp
  

+
  

BaP 组的彗星尾长、尾部 DNA 含

量和肝 Cyp1a1 基因表达水平显著升高(P
  

<
  

0. 0001),其中 Hp
  

+
  

BaP 组的彗星尾长、Olive 尾距、彗星尾部

DNA 含量和肝 Cyp1a1 基因表达水平显著高于 Hp 及 BaP 组(P
  

<
  

0. 05)。 L.
 

salivarius
 

Li01 干预后,各组彗星

尾长、Olive 尾距、彗星尾部 DNA 含量及肝 Cyp1a1 基因表达水平显著减小(P
  

<
  

0. 001)。 结论　 Hp、BaP、Hp
  

+
  

BaP 均能引起长爪沙鼠外周血淋巴细胞 DNA 损伤,且 Hp 和 BaP 具有协同致损伤作用,而 L.
 

salivarius
 

Li01 对
 

Hp、BaP、Hp
  

+
  

BaP 造成的 DNA 损伤具有保护作用。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effects
 

of
 

Ligilactobacillus
 

salivarius
 

Li01( L.
 

salivarius
 

Li01)against
 

DNA
 

damage
 

induced
 

by
 

Helicobacter
 

pylori
 

(Hp),
 

Benzo( a) pyrene
 

( BaP),
 

and
 

Hp
  

+
  

BaP,
 

and
 

to
 

evaluate
 

the
 

probiotic
 

properties
 

of
 

L.
 

salivarius
 

Li01.
 

Methods　 After
 

1
 

week
 

of
 

adaptive
 

feeding,
 

specific
 

pathogen-
free

 

male
 

Mongolian
 

gerbils
 

were
 

randomly
 

assigned
 

to
 

groups
 

and
 

subjected
 

to
 

intragastric
 

administration
 

of
 

Hp,
 

BaP,
 

and
 

Hp
  

+
  

BaP
 

for
 

model
 

induction.
 

At
 

week
 

32
 

post
 

model
 

establishment,
 

therapeutic
 

L.
 

salivarius
 

Li01
 

was
 

administered
 

intragastrically.
 

At
 

week
 

36,
 

peripheral
 

blood
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

each
 

group
 

for
 

the
 

comet
 

assay,
 

while
 

liver
 

tissues
 

were
 

collected
 

and
 

tested
 

for
 

Cyp1a1
 

gene
 

expression
 

levels.
 

Results　 Compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

comet
 

tail
 

length,% tail
 

DNA,
 

and
 

hepatic
 

Cyp1a1
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

Hp,
 

BaP,
 

and
 

Hp
  

+
  

BaP
 

groups
 

(P
  

<
  

0. 0001).
 

Among
 

these,
 

the
 

comet
 

tail
 

length,
 

olive
 

tail
 

moment,%tail
 

DNA,
 

and
 

hepatic
 

Cyp1a1
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

Hp
  

+
  

BaP
 

group
 

than
 

in
 

the
 

Hp
 

and
 

BaP
 

groups
 

(P
  

<
  

0. 05).
 

Following
 

intervention
 

with
 

L.
 

salivarius
 

Li01,
 

the
 

comet
 

tail
 

length,
 

olive
 

tail
 

moment,%tail
 

DNA,
 

and
 

hepatic
 

Cyp1a1
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

each
 

group
 

(P
  

<
  

0. 001).
 

Conclusions　 Hp
 

infection,
 

BaP
 

exposure,
 

and
 

the
 

Hp
  

+
  

BaP
 

combination
 

induced
 

DNA
 

damage
 

in
 

the
 

peripheral
 

lymphocytes
 

of
 

Mongolian
 

gerbils,
 

with
 

the
 

Hp
  

+
  

BaP
 

combination
 

showing
 

synergistic
 

damage.
 

L.
 

salivarius
 

Li01
 

had
 

a
 

protective
 

effect
 

against
 

DNA
 

damage
 

caused
 

by
 

Hp,
 

BaP,
 

and
 

Hp
  

+
  

BaP.
 

【Keywords】　 Ligilactobacillus
 

salivarius;
 

Helicobacter
 

pylori;
 

Benzo(a)pyrene;
 

Mongolian
 

gerbil
 

model;
 

DNA
 

damage
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　 　 幽门螺杆菌(Helicobacter
 

pylori,Hp) 是一种

革兰阴性微需氧螺旋菌,通常定植于胃黏膜,并
能通过感染破坏胃肠道菌群和胃上皮细胞结构,
使 DNA 发生损伤,增加细胞恶变概率[1-2] 。 苯并

芘(Benzo(a)pyrene,BaP)是一组含有五个苯环的

多环芳烃[3] ,人类通过接触受污染的食物和空气

摄入[4-5] ,其不与人体 DNA 直接反应,而是通过

二醇-环氧途径、邻醌途径和自由基阳离子途径被

代谢活化后才与 DNA 形成加合物,对 DNA 造成

损伤,损伤严重则会导致基因突变甚至诱发癌

症[6] 。 感染了 Hp 并同时接触到 BaP 是人类活动

中较为普遍的现象,但至今鲜见这两者共同作用

于实验动物模型的报道。 根据文献[7-8] ,相比小

鼠,长爪沙鼠更易感染 Hp,并在感染 Hp 后会出

现与人类相似的疾病过程,且饲养条件不高、饲
养成本较低、易于管理,寿命较小鼠长,适合长期

观察[8] ,是研究 Hp 感染较为理想的动物模型。
而一般 DNA 水平体外实验采用的细菌(原核)或

细胞(真核) 培养条件苛刻,需要特殊的仪器设

备,对硬件环境要求极高。 此外,部分益生乳杆

菌具有潜在的抗 DNA 损伤和抗基因突变活性,如
关于嗜酸乳杆菌、瑞士乳杆菌、植物乳杆菌等的

抗 DNA 损伤作用已有诸多报道[9-10] ,本课题组前

期研究发现唾液乳杆菌 Li01 ( Ligilactobacillus
 

salivarius
 

Li01,
 

L.
 

salivarius
 

Li01)具有优秀的抗

炎、减轻组织异常、防止腹泻和体质量减轻等益

生功能[11-12] ,但其是否具有抗 DNA 损伤的益生

特性尚未见报导。 因此,本研究采用长爪沙鼠动

物模型,观察 L.
 

salivarius
 

Li01 在 Hp、BaP、Hp
  

+
  

BaP 引起的 DNA 损伤中的改善和缓解作用,评价

L.
 

salivarius
 

Li01 的相关益生特性,以期为益生菌

资源开发提供候选菌株和实验数据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雄性长爪沙鼠 72 只,体质量 ( 50
  

±
  

10) g, 2 月 龄, 购 于 杭 州 医 学 院 动 物 中 心
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【SCXK(浙)2019-0002】,并于杭州医学院动物中

心【SYXK(浙) 2019- 0011】 进行常规饲养(恒温

22
  

~
  

25
 

℃ ,恒湿 40%
  

~
  

60%,昼夜各半照明),饲
料由杭州医学院动物中心提供,实验方案通过杭

州医学院实验动物福利伦理委员会批准( 2021-
115),整个实验操作过程遵守实验动物标准操作

规范。
1. 1. 2　 菌种

Hp 国际标准菌株( Sydney
 

strain
 

1,SS1),购
买于杭州致远医 学 检 验 所, 批 号: 20220817。
L.

 

salivarius
 

Li01(1
 

×
 

1011
 

CFU / g),由绍兴同创

生物科技有限公司馈赠,批号:20230418。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

BaP( S30595,上海易博远生物科技有限公

司);彗星电泳法检测细胞损伤试剂盒( KGA240-
50,江苏凯基生物有限公司);小鼠淋巴细胞分离

液( GS3702-100 mL,广州顺豪生物科技有限公

司);Tris-HCL 缓冲液(3042538,上海尚宝生物科

技有限公司);碱性琼脂糖凝胶电泳缓冲液 10
 

×
 

( ST466-500
 

mL, 上海碧云天生物技术有限公

司);PBS 缓冲液 1
 

×
 

(KGB5001,江苏凯基生物技

术有限公司);PBS 缓冲液 10
 

×
 

(P160220611,深
圳逗点生物技术有限公司); 总 RNA 提取剂

(HKR022,杭州浩克生物技术有限公司);三氯甲

烷(20230214,国药集团化学试剂有限公司);异
丙醇(20221104,国药集团化学试剂有限公司);
无水乙醇(20221214,国药集团化学试剂有限公

司);快速总 RNA 提取试剂盒(HKR06,杭州浩克

生物技术有限公司);All-in-One
 

First-Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

SuperMix
 

for
 

qPCR ( AE341, Trans); 2
 

×
 

SYBR
 

Green
 

qPCR
 

Master
 

Mix(K1070,APExBIO)。
电子天平(BSA223S,赛多利斯科学仪器仪器

有限公司,中国);移液器( G33552D,艾本德股份

公司,德国);干式恒温器( GY-2102,精骐有限公

司,美国);高速台式离心机(C
 

entrifuge5702,艾本

德股 份 公 司, 德 国 ); 海 尔 医 用 冷 藏 冷 冻 箱

(HYCD-205,海尔生物医疗股份有限公司, 中

国);玻璃点样毛细管 ( 南通医太玻璃仪器,中

国);羽帆牌载玻片(盐城市羽帆实验器材有限公

司,中国);微量离心管(上海市求精生化试剂仪

器有限公司,中国);水平电泳槽( Mini-sub
 

Cell
 

GT,Bio-Rad,美国);电泳仪 ( PowerPac
 

HC, Bio-

Rad,美国);多管架自动平衡离心机( TDZ5-WS,
湖南湘仪实验室仪器开发有限公司,中国);荧光

显微 镜 ( 80i, 尼 康, 日 本 ); 匀 浆 仪 ( KZ-Ⅱ,
Servicebio,中国); 荧光定量 PCR 仪 ( IQ5, Bio-
Rad,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组和模型建立

SPF 级雄性长爪沙鼠,起初随机分为 4 组:正
常对照(CG)组,Hp 组、BaP 组和 Hp

  

+
  

BaP 组,每
组 18 只。 Hp 组、Hp

  

+
  

BaP 组分别胃灌注 Hp 混

悬液,浓度为 1
 

×
 

109
 

CFU / mL,每只每次 0. 5
 

mL,
每周 1 次,连续 5 周[13] 。 同时 BaP 组进行 BaP 灌

胃,将 BaP 溶于色拉油中,浓度为 5
 

mg / mL,每只

每次 0. 5
 

mL,连续灌胃 4 周,每周 2 次[14] 。 Hp
  

+
  

BaP 组在 Hp 灌胃结束后,继续灌胃 BaP,浓度、剂
量和频次同 BaP 组。 模型建成后,第 32 周进行

L.
 

salivarius
 

Li01 灌胃修复:随机选择正常对照

组,Hp 组,BaP 组,Hp
  

+
  

BaP 组各 9 例长爪沙鼠,
分别组成正常对照组(n

  

=
  

9),Hp
  

+
  

Li01 组(n
  

=
  

9),BaP
  

+
  

Li01 组(n
  

=
  

9)和 Hp
  

+
  

BaP
  

+
  

Li01 组

(n
  

=
  

9),每次每只长爪沙鼠用 L.
 

salivarius
 

Li01
(浓度:5

 

×
 

1010
 

CFU / mL)灌胃 1
 

mL,连续 4 周,每
周 5 次[12] ,对照组用 0. 9%的生理盐水代替。 第

36 周时长爪沙鼠取血做 DNA 损伤实验及取肝组

织检测细胞色素氧化酶 P4501A1 ( cytochrome
 

P450,
 

family
 

1,
 

subfamily
 

A,
 

polypeptide
 

1,
CYP1A1)基因表达水平。
1. 2. 2　 长爪沙鼠外周血淋巴细胞 DNA 损伤检测

(彗星实验)
取各组长爪沙鼠新鲜血液,提取所需淋巴细

胞;在细胞计数板上进行计数,用 PBS 重悬使细

胞密度为每毫升 106 个;载玻片预热,铺胶,总计

铺三层,淋巴细胞位于第二层胶;使用配置好的

Lysis
 

Bufffer 于 4
 

℃裂解 1. 5
 

h;然后 DNA 碱解旋

30
 

min;调整电压 25
 

V,电泳 25
 

min;用 PI 染液进

行中和染色;镜检拍照;最后各组随机挑选 100 个

图片中细胞,通过 CASP 软件分析测量,得出尾长

(tail
 

length),Olive 尾距(Olive
 

tail
 

moment),彗星

尾部 DNA 含量% (% tail
 

DNA)。 根据彗星尾部

DNA 含量%,可将损伤分为 5 个等级[15] ,如表 1
所示。
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表 1　 DNA 损伤分级评定表

Table
 

1　 DNA
 

damage
 

grading
 

scale

等级
Grade

彗星尾部 DNA 含量
%tail

 

DNA
损伤程度

Damage
 

level

0 级
Grade

 

0
 [0%,

 

5%) 无损伤
No

 

damage

1 级
Grade

 

1 [5%,
  

20%) 轻度损伤
Mild

 

damage

2 级
Grade

 

2 [20%,
  

40%) 中度损伤
Moderate

 

damage

3 级
Grade

 

3 [40%,
  

95%) 高度损伤
High

 

level
 

damage

4 级
Grade

 

4
 [95%,

 

100%] 重度损伤
Severe

 

damage

图 1　 长爪沙鼠外周血淋巴细胞的 DNA 损伤形态学观察

Figure
 

1　 Morphological
 

observation
 

of
 

DNA
 

damage
 

in
 

peripheral
 

lymphocytes
 

of
 

Mongolian
 

gerbils

表 2　 Cyp1a1 基因的引物序列

Table
 

2　 Primer
 

sequences
 

for
 

the
 

Cyp1a1
 

gene

基因
Gene

 

上游引物(5’-3’)
Forward

 

primer
 

(5’-3’)
下游引物(5’-3’)

Reverse
 

primer
 

(5’-3’)
扩增片段长度 / bp

Amplified
 

fragment
 

length / bp

Mou-Gapdh AACAGCAACTCCCACTCTTCC TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC 164

Cyp1a1 GCCAATGTCATCTGTGCCATAT CAGGTAACGGAGGACAGGAAT 147

1. 2. 3　 长爪沙鼠肝 Cyp1a1 基因表达水平检测

取各组长爪沙鼠的肝组织样本,按照杭州浩

克生物技术有限公司的快速总 RNA 提取试剂盒

操作步骤提取 RNA,进行反转录。 qPCR
 

条件为
 

94
 

℃ 、10
 

min
 

预变性,40 个循环,具体为 94
 

℃ 、
15

 

s,60
 

℃ ,30
 

s。 采用 Gapdh 作为内参。 PCR 引

物序列如表 2 所示。
1. 3　 统计学分析

采 用 SPSS
 

27. 0. 1 进 行 统 计 学 分 析,
GraphPad

 

Prism
 

10. 1. 2 进行绘图,实验数据结果

以平均值
 

±
 

标准差( 􀭰x
 

±
 

s)的形式表示,多组间比

较应用单因素方差分析,以 P
  

<
  

0. 05 为具有统计

学意义。

2　 结果

2. 1　 长爪沙鼠外周血淋巴细胞彗星实验形态学

观察

2. 1. 1　 Hp、BaP、Hp
  

+
  

BaP 对长爪沙鼠淋巴细胞

DNA 损伤形态学影响

当细胞 DNA 受损伤时,释放出断裂的 DNA
片段,电泳时,形成“彗星” 状影像,DNA 损伤越

多,进入细胞尾部的 DNA 碎片越多,由此来评价

细胞 DNA 损伤情况。 图 1 分别为各组外周血淋

巴细胞在荧光显微镜下观察到的形态,正常对照

组细胞呈圆形,细胞核边缘清楚、整齐,无拖尾现

象。 Hp
  

+
  

Bap 组,损伤的 DNA 片段从核中移出,
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呈现尾形分布,出现明显拖尾现象,形似“彗星”。
Hp 组和 Bap 组也有拖尾现象。
2. 1. 2　 L.

 

salivarius
 

Li01 对 Hp、 BaP、 Hp
  

+
  

BaP
致长爪沙鼠淋巴细胞 DNA 损伤形态学方面的

影响

如图 1 所示,经 L.
 

salivarius
 

Li01 修复后,与
Hp 组相比,Hp

  

+
  

Li01 组细胞核拖尾现象有明显

改善、甚至部分逆转为正常;与 BaP 组相比,BaP
  

+
  

Li01 组细胞核拖尾现象有明显减轻;与 Hp
  

+
  

Bap 组相比,Hp
  

+
  

Bap
  

+
  

Li01 组的细胞损伤同样

得到显著改善和修复。

注:与正常对照组相比,∗∗∗∗P
  

<
  

0. 0001;与 Hp 组相比,####P
  

<
  

0. 0001;与 BaP 组相比,
 +

 

P
  

<
  

0. 05,
 ++++

 

P
  

<
  

0. 0001。 (下图 / 表同)

图 2　 Hp、BaP、Hp
  

+
  

BaP 致长爪沙鼠血细胞 DNA 损伤结果(n
  

=
  

9)
Note.

 

Compared
 

with
 

CG
 

group,
 ∗∗∗∗P

  

<
  

0. 0001.
 

Compared
 

with
 

Hp
 

group,
 ####P

  

<
  

0. 0001.
 

Compared
 

with
 

BaP
 

group,
  +

 

P
  

<
  

0. 05,
 

 ++++
 

P
  

<
  

0. 0001. (The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures
 

and
 

tables)

Figure
 

2　 DNA
 

damage
 

caused
 

by
 

Hp,
 

BaP
 

and
 

Hp
  

+
  

BaP
 

in
 

peripheral
 

lymphocytes
 

of
 

Mongolian
 

gerbils
 

(n
  

=
  

9)

2. 2　 各组长爪沙鼠外周血淋巴细胞彗星实验

结果

2. 2. 1　 Hp、BaP、Hp
  

+
  

BaP 致长爪沙鼠血细胞

DNA 损伤结果

依据随机原则,对正常对照组、 Hp 组、 BaP
组、Hp

  

+
  

BaP 组分别计数外周血淋巴细胞约 100
个,对每个细胞分别进行彗星尾长、Olive 尾距和

彗星尾部 DNA 含量的测量。 从图 2 可以看出,
Hp 组、BaP 组、Hp

  

+
  

BaP 组的彗星尾长和尾部

DNA 含量均大于正常对照组,具有极显著差异性

(P
  

<
  

0. 0001);Hp
  

+
  

BaP 组的彗星尾长、Olive 尾

距和彗星尾部 DNA 含量均大于
 

Hp 或者 BaP 组,
具有显著性差异性(P

  

<
  

0. 05,P< 0. 0001),根据

表 3,正常对照组无损伤,Hp、BaP 组均为中度损

伤,Hp
  

+
  

BaP 组则为高度损伤。
2. 2. 2　 L.

 

salivarius
 

Li01 对 Hp、 BaP、 Hp
  

+
  

BaP
致长爪沙鼠血细胞 DNA 损伤的改善和修复作用

结果

依据随机原则,对各实验组分别计数约 100
个外周血淋巴细胞,对每个细胞分别进行彗星尾

长、Olive 尾距和彗星尾部 DNA 含量的测量。 从

图 3 及表 3 可以看出,Hp
  

+
  

Li01 组的彗星尾长、
Olive 尾距和彗星尾部 DNA 含量均小于 Hp 组,具
有极显著性差异性(P

  

<
  

0. 001);BaP
  

+
  

Li01 组的

彗星尾长、Olive 尾距和彗星尾部 DNA 含量均小

于 BaP 组,具有极显著差异性(P
  

<
  

0. 0001);Hp
  

+
  

BaP
  

+
  

Li01 组的彗星尾长、Olive 尾距和彗星尾

部 DNA 含量均小于 Hp
  

+
  

BaP 组,具有极显著差

异性(P
  

<
  

0. 0001)。 根据表 3,正常对照组无损

伤,Hp 组为中度损伤,Hp
  

+
  

Li01 组逆转为无损

伤;BaP 组为中度损伤,BaP
  

+
  

Li01 组改善和减轻

为轻度损伤;Hp
  

+
  

BaP 组为高度损伤;Hp
  

+
  

BaP
  

+
  

Li01 组修复为轻度损伤。
2. 3　 长爪沙鼠肝 cyp1a1 基因表达水平

如图 4 所示,与正常对照组相比,Hp 组、BaP
组、Hp

  

+
  

BaP 组的 Cyp1a1
 

mRNA 表达量均升高,
且具有极显著性差异(P

  

<
  

0. 01,P
 

<
 

0. 001,P
 

<
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注:与正常对照组相比,∗P
 

<
 

0. 05,∗∗∗P
  

<
  

0. 001;与 Hp 组相比,###P
  

<
  

0. 001;与 Hp
  

+
  

BaP 组相比,^^^^P
  

<
  

0. 0001。 (下图 /
表同)

图 3　 L.
 

salivarius
 

Li01
 

对 Hp、BaP、Hp
 

+
 

BaP 致长爪沙鼠外周血淋巴细胞 DNA 损伤的作用结果(n
 

=
 

9)
Note.

 

Compared
 

with
 

CG
 

group,
 ∗P

 

<
 

0. 05,
 ∗∗∗P

  

<
  

0. 001.
 

Compared
 

with
 

Hp
 

group,
 ###P

  

<
  

0. 001.
 

Compared
 

with
 

Hp
  

+
  

BaP
 

group,
 ^^^^P

  

<
  

0. 0001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures
 

and
 

tables)

Figure
 

3　 Effects
 

of
 

L.
 

salivarius
 

Li01
 

on
 

peripheral
 

blood
 

lymphocyte
 

DNA
 

damage
 

in
 

Mongolian
 

gerbils
 

induced
 

by
 

Hp,
 

BaP,
 

and
 

Hp
 

+
 

BaP
 

(n
 

=
 

9)

0. 0001);与
 

Hp 组或者 BaP 组相比,Hp
  

+
  

BaP 组

的 Cyp1a1
 

mRNA 表 达 量 极 显 著 升 高 ( P
  

<
  

0. 0001);与
 

Hp 组相比,Hp
  

+
  

Li01 组的 Cyp1a1
 

mRNA 表达量极显著下降(P
  

<
  

0. 0001);与
 

BaP
组相比,BaP

  

+
  

Li01 组的 Cyp1a1
 

mRNA 表达量极

显著下降(P
  

<
  

0. 0001);与
 

Hp
  

+
  

BaP 组相比,Hp
  

+
  

BaP
  

+
  

Li01 组的 Cyp1a1
 

mRNA 表达量极显著

下降(P
  

<
  

0. 0001)。 Cyp1a1
 

mRNA 检测结果分

析说明 Hp、 BaP、 Hp
  

+
  

BaP 均能使长爪沙鼠肝

Cyp1a1 基因表达水平升高,且与 Hp 或 BaP 单因

素相比,Hp
  

+
  

Bap 能更显著地提高长爪沙鼠肝组

织中 Cyp1a1 基因的表达量,而 L.
 

salivarius
 

Li01
干预后,Hp 组、BaP 组、Hp

  

+
  

BaP 组的 Cyp1a1 基

因的表达量均明显下降。
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表 3　 L.
 

salivarius
 

Li01 干预前后,各实验组长爪沙鼠细胞 DNA 损伤情况( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

9)
Table

 

3　 DNA
 

damage
 

status
 

of
 

Mongolian
 

gerbil
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

before
 

and
 

after
 

intervention
 

with
 

L.
 

salivarius
 

Li01
 

( 􀭰x
 

±
 

s,n
  

=
  

9)
组别

Groups
彗星尾长
Tail

 

length
Olive 尾距

Olive
 

tail
 

moment
彗星尾部 DNA 含量%

%tail
 

DNA
损伤级别

Damage
 

level
正常对照组

CG
 

group 3. 20
 

±
 

0. 42　 0. 26
 

±
 

0. 12 0. 16
 

±
 

0. 16　 　 无损伤
No

 

damage
Hp 组

Hp
 

group 91. 40
 

±
 

48. 55∗∗∗∗ 14. 43
 

±
 

8. 26∗∗∗∗ 25. 30
 

±
 

4. 85∗∗∗∗ 中度损伤
Moderate

 

damage
Hp

  

+
  

Li01 组
Hp

  

+
  

Li01
 

group 33. 70
 

±
 

16. 56### 1. 37
 

±
 

1. 30#### 1. 04
 

±
 

0. 96#### 无损伤
No

 

damage
BaP 组

BaP
 

group 376. 20
 

±
 

21. 77∗∗∗∗ 87. 37
 

±
 

12. 59∗∗∗∗ 27. 05
 

±
 

2. 15∗∗∗∗ 中度损伤
Moderate

 

damage
BaP

  

+
  

Li01 组
BaP

  

+
  

Li01
 

group 170. 73
 

±
 

10. 55
 ++++

 

10. 15
 

±
 

0. 80
 ++++

  

7. 24
 

±
 

1. 22
 ++++

  轻度损伤
Mild

 

damage
Hp

  

+
  

BaP 组
Hp

  

+
  

BaP
 

group 549. 50
 

±
 

19. 23∗∗∗∗
 

####
   

++++
 

128. 06
 

±
 

52. 29∗∗∗∗
  

####
   

+
 

40. 08
 

±
 

7. 30∗∗∗∗
  

####
   

++++
 高度损伤

High
 

level
 

damage
Hp

  

+
  

BaP
  

+
  

Li01 组
Hp

  

+
  

BaP
  

+
  

Li01
 

group 197. 00
 

±
 

22. 57^^^^ 17. 80
 

±
 

1. 91^^^^
 

8. 83
 

±
 

1. 23^^^^
 轻度损伤

Mild
 

damage

注:与正常对照组相比,∗∗P
  

<
  

0. 01。

图 4　 各组长爪沙鼠肝 Cyp1a1 基因表达水平(n
  

=
  

9)
Note.

 

Compared
 

with
 

CG
 

group,
 ∗∗P

  

<
  

0. 01.

Figure
 

4　 Expression
 

levels
 

of
 

the
 

Cyp1a1
 

gene
 

in
 

the
 

liver
 

tissues
 

of
 

Mongolian
 

gerbils
 

in
 

each
 

group(n
  

=
  

9)
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3　 讨论

L.
 

salivarius
 

Li01 作为一种潜在的益生菌,其
益生特性已有少量相关报导。 根据文献,使用 L.

 

salivarius
 

Li01 和白藜芦醇能治疗葡聚糖硫酸钠

诱导的小鼠结肠炎,并且两者具有良好的协同作

用[16] 。 此外,有研究表明 L.
 

salivarius
 

Li01 具有

通过调节 5-羟色胺信号通路来改善和治疗小鼠

便秘的作用[17] ,并可能通过抑制细菌易位、重塑

肠道微生物群和降低促炎细胞因子水平等机制

改善小鼠急性肝损伤等[11] 。
本研究彗星实验结果显示,单一因素 Hp、

BaP 均能致长爪沙鼠细胞 DNA 损伤,而 Hp、BaP
联合使用引起的损伤更加严重。 根据相关文献,
这是因为 Hp 感染导致活性氧 ( reactive

 

oxygen
 

species,
 

ROS)和引起细胞氧化应激,细胞氧化应

激导致 DNA 链断裂,进而引起氧化性 DNA 损

伤[18-19] ,DNA 损伤在 Hp
 

感染后胃组织从胃炎向

胃癌演变过程中发挥了重要的作用[20] 。 另有研

究表明,BaP 也可以通过影响 ROS 的形成来诱导

氧化应激[21] ,并导致细胞 DNA 发生损伤。 此外,
BaP 进入机体后,在 CYP450 酶系的作用下,经过

一系列代谢活化反应生成终致癌物 BPDE,直接

作用于 DNA,导致 DNA 受损伤,释放出断裂的

DNA 片段[22] 。 因本研究在灌胃之前,长爪沙鼠

免疫力强,Hp、BaP 暴露的量较低,所以单一作用

组属于中度损伤,而同样的暴露量,Hp 和 BaP 协

同作用组达到高度损伤,从分子水平说明,Hp 和

BaP 两者具有协同作用。 L.
 

salivarius
 

Li01 干预

后,各模型组细胞 DNA 损伤减轻、甚至有的逆转

至基本恢复正常。 以上结果说明 L.
 

salivarius
 

Li01 可能具有修复某些因素引起的 DNA 损伤的

益生特性。 这与 LIU 等[23]的研究结果一致,益生

乳杆菌能使 BaP 诱导的小鼠 DNA 损伤大大减

轻。 ZHANG 等[24]的研究结果同样发现,用 Li 及
其分泌物饲灌胃多环芳烃类化合物造模的舌癌

大鼠,发现其改善了大鼠 DNA 损伤及抑制了肿瘤

的产生。 一般认为益生菌对致癌物的脱基因毒

性功能主要通过两种途径实现,一种是通过菌体

对有毒物质的吸附来实现,另一种是通过菌体及

其分泌物将有毒物质转化为无毒物质的代谢、降
解过程来实现[25-26] 。 本研究推测是以上两种情

况都有: ( 1) 已有文献报导, 膳食中的致癌物

BaP、黄曲霉素 B1 等受益生乳杆菌抑制的机理是

细菌的吸附作用[27-28] ;(2)葛绍阳等[29]已明确 L.
 

salivarius 菌体分泌物中存在的 H2O2 在分解多环

芳烃类化合物的过程中起关键性作用。 关于 L.
 

salivarius
 

Li01 具有脱基因毒性的机理研究正在

进行中。
Cyp1a1 基因是 CYP1 家族的一部分,主要在

肝、肺和肠中表达[30] 。 根据文献,Cyp1a1 在 BaP
的代谢、解毒中起着不可或缺的作用[31] 。 经口暴

露的 BaP 通过消化道在肠壁被吸收入血,再进入

肝,最终参与全身血液循环[32] 。 在肝,BaP 可与

芳烃受体结合,导致芳烃受体转移至细胞核,诱
发 Cyp1a1 的转录和表达,促使与突变密切相关的

二氢二醇环氧苯并 ( a) 芘 ( Benzo ( a) pyrene-7,
8dihydrodiol-9,10-epoxide,

 

BPDE)-DNA
 

加合物的

形成,BPDE-DNA 导致基因 DNA 序列中 G 到 T
的碱基突变[33] ,使 DNA 在细胞分裂过程中不能

正常复制,基因无法正确的翻译成蛋白质,促使

细胞突变和
 

DNA
 

损伤,导致炎性细胞因子的表

达增加,进而引发炎症,甚至癌变[34-35] 。 本研究

中 Hp 感染合并 BaP 摄入(HP
  

+
  

BaP 组)能诱导

长爪沙鼠肝 Cyp1a1 基因的表达量显著高于单纯

Hp 感 染 组 或 者 单 纯 BaP 诱 导 组。 同 时,
L.

 

salivarius
 

Li01 能显著降低各模型组 Cyp1a1 基

因表达量,这一结论在一定程度上揭示了 Hp 和

BaP 协同导致长爪沙鼠更严重的 DNA 损伤,以及

L.
 

salivarius
 

Li01 对 Hp、BaP、Hp
  

+
  

BaP 引起的

DNA 损伤具有保护作用的可能机制。 然而,关于

Hp 单独感染与合并 BaP 摄入上调 Cyp1a1 基因表

达的机制还有待进一步的研究。
综上所述,Hp、BaP、Hp

  

+
  

BaP 均能引起长爪

沙鼠血细胞 DNA 损伤,其中 Hp 和 BaP 具有协同

作用,而 L.
 

salivarius
 

Li01 在 Hp、BaP、Hp
  

+
  

BaP
引起的 DNA 损伤中具有良好的改善、修复、甚至

逆转的益生作用,是益生菌资源开发优秀的候选

菌株。
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