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【摘要】  目的　初步探究副干酪乳酪杆菌N1115活菌介导免疫途径对体外培养的原代海马神经细胞发育的影响。

方法　以适宜浓度的副干酪乳酪杆菌N1115活菌悬液为实验组，以肽聚糖(PGN)、脂多糖（LPS）为阳性对照，以

RPMI1640培养基为空白对照，分别与RAW264.7细胞共培养，获得共培养上清液及细胞总RNA，测定细胞因子的表达及分

泌情况。各组上清液经离心后以适当的比例与原代海马神经细胞共培养，收集共培养上清液，提取细胞总RNA，测定神经

细胞突触发育相关基因的表达情况；原代海马神经细胞免疫荧光染色后对突触前后膜相关蛋白——突触后膜致密蛋白

95（PSD95）、突触生长蛋白（SYP）及神经细胞成熟标志物——微管相关蛋白2（MAP-2）、双皮质素（DCX）进行定量分析，对

神经细胞的形态发育进行测量。结果　与空白对照相比，N1115活菌干预RAW264.7细胞后，细胞免疫功能激活，白细胞介

素（IL）-6、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的mRNA相对表达量分别提高7  471%、926%，分泌量分别提高184.16 pg/mL、

12  320.76 pg/mL，差异均有统计学意义（P<0.05）；N1115活菌的激活能力强于PGN，但弱于LPS，差异有统计学意义

（P<0.05）。与空白对照相比，N1115活菌-RAW264.7细胞共培养上清液干预原代海马神经细胞后，10%上清干预组原代海

马神经细胞活率提升19.25%，差异有统计学意义（P<0.05），突触前后膜SYP、PSD95 mRNA相对表达量分别提高137%、

159%，差异有统计学意义（P<0.05）。N1115活菌上清干预组神经细胞的突起总长度（489.88 μm）较空白对照组（381.51 μm）

增加，胞体面积（2 092.22 μm2）、轴突长度（184.78 μm）、突起总长度、平均突起长度（108.38 μm）、分支点（4.84个）较两阳性

对照组升高，差异有统计学意义（P<0.05）。结论　副干酪乳酪杆菌N1115可激活巨噬细胞的免疫调节功能，从而促进神经

细胞的形态发育以及突触功能。
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【Abstract】   Objective　To make a  preliminary investigation of  the  effect  of  the  immune pathway mediated by
live Lacticaseibacillus  paracasei N1115  on  the  development  of  primary  hippocampal  neurons  cultured in  vitro.
Methods　Live Lacticaseibacillus  paracasei N1115  suspension  of  an  appropriate  concentration  was  used  as  the
experimental  group.  Peptidoglycan  (PGN) and lipopolysaccharide  (LPS)  were  used  as  positive  controls,  and  RPMI1640
medium served as the blank control. These were co-cultured with RAW264.7 cells to obtain the co-culture mediums and
the total  cellular RNA, and to measure the expression and secretion of cytokines.  After centrifugation,  the supernatants
were co-cultured with primary hippocampal neurons at appropriate ratios. The co-culture mediums were collected, and
the  total  cellular  RNA  was  extracted  to  measure  the  expression  of  genes  related  to  synaptic  development  in  neurons.
Following  immunofluorescence  staining  of  the  primary  hippocampal  neurons,  the  presynaptic  and  presynaptic
membrane-associated  proteins,  including  synaptophysin  (SYP)  and  the  postsynaptic  density  protein  95  (PSD95),
and  neuronal  cell  maturation  markers,  including  microtubule-associated  protein  2  (MAP-2),  and  doublecortin  (DCX)
were  quantitatively  analyzed.  Additionally,  the  morphological  development  of  the  neurons  were  measured.
Results　 Compared with the blank control, the mRNA expression levels of interleukin (IL)-6 and tumor necrosis factor-
α (TNF-α) increased by 7 471% and 926%, respectively, after the RAW264.7 cells were treated with live Lacticaseibacillus
paracasei N1115,  while  their  secretion  levels  increased  by  184.16  pg/mL and 12 320.76 pg/mL,  respectively,  all  showing
statistically  significant  differences (P<0.05).  The activation ability  of  N1115 live bacteria  was stronger than that  of  PGN
but  weaker  than  that  of  LPS,  showing  statistically  significant  differences  (P<0.05).  Compared  with  the  blank  control,
following  the  intervention  with  the  supernatant  from  the  co-culture  of  N1115  live  bacteria  and  RAW264.7  cells,  the
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viability  of  primary  hippocampal  neurons  in  the  10% supernatant  intervention  group  increased  by  19.25%,  showing
statistically significant differences (P<0.05), and the mRNA expression of SYP and PSD95 increased by 137% and 159%,
respectively, showing statistically significant differences (P<0.05). The total neurite length (489.88 μm) of the neurons of
the  group  intervened  with  the  supernatant  of  N1115  live  bacteria  was  increased  compared  to  that  of  the  blank  control
group  (381.51  μm),  and  the  cell  body  area  (2 092.22 μm2),  maximum  neurite  length  (184.78  μm),  total  neurite  length,
average  neurite  length  (108.38  μm),  and  branching  points  (4.84  s)  were  higher  than  those  in  the  two  positive  control
groups,  showing  statistically  significant  differences  (P<0.05). Conclusion　Lacticaseibacillus  paracasei N1115  can
significantly activate the immune regulatory function of macrophages, thereby promoting the morphological development
and synaptic function of nerve cells.

【Key words】　　Lacticaseibacillus paracasei N1115　　Neural development　　Immunity　　Primary
hippocampal neurons 

肠道微生物群通过微生物-肠-脑轴影响中枢神经系

统，对免疫功能和神经调节至关重要[1-2]。肠道微生物与

免疫细胞相互作用，通过细胞因子调节大脑功能[3]。细胞

因子在神经系统中的重要作用包括参与突触发育和神经

元形态变化[4]。特定细胞因子如肿瘤坏死因子-α（TNF-

α）、白细胞介素（IL）-6和IL-1β对神经兴奋性、突触传递

和神经元分化有积极影响[5-7]，但这些调节作用均依赖于

一定的干预浓度[8]。益生菌作为有益微生物，可参与免疫

因子分泌的调节过程[9]，从而可能对神经细胞发育产生正

面影响，但其效果具有菌株特异性，需进一步研究。

本课题组前期研究表明，副干酪乳酪杆菌N1115可增

强小鼠非特异性免疫功能，并显著改善脂质代谢[10]；利用

阿尔茨海默病动物模型开展的动物实验研究也表明，副

干酪乳酪杆菌N1115 可能通过肠道与免疫系统的互作改

善神经炎症和认知，并减轻氧化应激[11]。此外，本课题组

前期将副干酪乳酪杆菌N1115与原代海马神经细胞直接

共培养，发现热灭活的副干酪乳酪杆菌N1115可以显著提

高海马神经细胞的活率，增加神经营养因子的分泌和5羟

色胺受体的表达，展现出调控神经细胞发育和神经递质

功能表达的潜力[12]。

因此，本研究拟构建副干酪乳酪杆菌N1115-RAW264.7

细胞-原代海马神经细胞共培养模型，通过体外实验模拟

摄入肠道中的益生菌活化局部免疫系统，并借助循环系

统转运活化产物到中枢神经系统进而发挥作用的过程，

探究副干酪乳酪杆菌N1115是否可以通过免疫调节途径

调控神经细胞发育。 

1     材料与方法
 

1.1    实验仪器与试剂

本研究实验仪器包括电泳仪（北京六一）、恒温厌氧

培养箱（英国Electrotek)、台式低速离心机（湘仪仪器）、

CO2培养箱（美国 Thermo Fisher Scientific）、细胞计数仪

（中国华利达）、超净工作台（苏州博莱尔）、酶标仪（美国

Thermo Fisher Scientific）、恒温水浴锅（太仓市华利达）、

倒置显微镜（日本Olympus)。

实验动物购于四川维通利华实验动物技术有限公

司，许可证号：SCXK（川）2023-0040。本研究已通过四川

大学华西公共卫生学院伦理委员会审批，伦理编号：

Gwll2023228。

实验试剂包括 M R S 琼脂培养基 （北京陆桥 ） 、

RPMI1640基础培养基（美国Gibco）、高糖DMEM基础培

养基（美国Gibco）、B27添加剂（美国Gibco）、N2添加剂（美

国Gibco）、热灭活胎牛血清（美国Gibco）、磷酸盐缓冲溶

液（美国Gibco）、青霉素-链霉素溶液（美国Hyclone）、肽

聚糖（美国Sigma）、多聚左旋赖氨酸（北京鼎国昌盛）、

HEPES（美国Sigma）、阿糖胞苷（美国Sigma）、CCK-8试剂

（日本东仁）、胰蛋白酶-EDTA消化液（美国Sigma）、脂多

糖（美国Hyclone)、细胞因子ELISA检测试剂盒（美国

NOVUS公司）、蛋白抗体（美国CST）、细胞总RNA分离试

剂盒（成都福际）、逆转录试剂盒（美国BIO-RAD)、实时

荧光定量PCR试剂盒（美国BIO-RAD)。 

1.2    实验分组

首先收集菌株或对照组与巨噬细胞的共培养上清液

（co-culture mediums, CMs），实验组为N1115活菌干预

（N1115-L）组，同时设置肽聚糖（peptidoglycan, PGN)干预

阳性对照组、脂多糖（lipopolysaccharides, LPS）干预阳性

对照组和空白对照（control, CON）组。

共培养上清液经低温离心去除沉淀后干预原代海马

神经细胞，设置N1115活菌共培养上清液干预（N1115-L-

CM）组、肽聚糖共培养上清液干预阳性对照（PGN-

CM)组、脂多糖共培养上清液干预阳性对照（LPS-CM）组

及空白对照共培养上清液干预（CON-CM）组。 

1.3    受试菌株的培养及菌悬液制备

取冻存于−80 ℃脱脂奶中的副干酪乳酪杆菌N1115
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100 μL，于37 ℃水浴锅中加热至室温后，均匀涂布于

MRS琼脂培养基。将培养基置于37 ℃厌氧培养箱内培养

48 h，传代3次后，根据菌落吸光度曲线，将菌悬液浓度

调至1×109 CFU/mL，菌悬液经RPMI1640培养基重悬后

备用。 

1.4    菌悬液与RAW264.7细胞共培养

取−80 ℃液氮罐中冻存的RAW264.7细胞，传代至稳

定后接种于96孔板（5×105 mL－1，100 μL/孔，每组6个生物

学重复）。用RPMI1640培养基稀释活菌悬液，使菌量∶

细胞量分别为200∶1、100∶1、10∶1、1∶1。37 ℃，体积

分数为5%CO2共培养22 h后，每孔加10 μL CCK-8试剂，继

续培养2 h后，测量RAW264.7细胞的增殖活性。

将R A W 2 6 4 . 7细胞接入2 4孔板中（5 × 1 0 5  m L － 1，

1 mL/孔，每组3个生物学重复），根据增殖活性实验结果

确定的菌悬液干预比例对巨噬细胞进行干预，干预量为

100 μL；PGN组及LPS组中肽聚糖和脂多糖的用量为

2 μg/孔，分别溶解于100 μL RPMI1640培养基中；CON组

加入100 μL不含N1115菌的RPMI1640培养基，24 h后收集

共培养上清液。上清液于4 ℃、12 000 r/min离心10 min

后，弃去下层沉淀，收集上清液，冻存于−80 ℃备用。使

用细胞刮刀收集贴壁细胞，冻存于−80 ℃备用。 

1.5    原代海马神经细胞的分离培养

出生24 h内SD大鼠断头后剥离海马组织，胰蛋白

酶消化后用种植液调节细胞密度为1×10 6  mL－ 1。以

2 mL/孔的密度接种于6孔板或以100 μL/孔的密度接种于

96孔板，置于37 ℃、体积分数为5%CO2细胞孵箱中培

养。24 h后更换为含1%N2、2%B27及添加双抗溶液的有血

清培养液1，48 h后更换为含1%N2、2%B27、1.5‰阿糖胞苷

及添加双抗溶液的有血清培养液2，48 h后更换为含

1%N2的无血清培养液。整个过程持续7 d，直至神经细胞

分化出较明显但未完全成熟的突触结构[13]。 

1.6    共培养上清液与原代海马神经细胞共培养

取1 . 5中培养7  d的9 6孔板（细胞量1 × 1 0 6  m L － 1，

100 μL/孔，每组6个生物学重复），加入上述2.4中的CMs使

其分别占总培养基体积的10%、5%、2%、1%、0.5%。37 ℃，

体积分数为5%CO2共培养22 h后每孔加10 μL CCK-8试

剂，继续培养2 h后测量原代海马神经细胞的增殖活性。

另取1.5中培养7 d的6孔板（细胞量1×106 mL－1，2 mL/孔，

每组3个生物学重复），根据增殖活性实验结果确定的

CMs干预比例对原代海马神经细胞进行干预，干预量为

100 μL，24 h后收集贴壁细胞，冻存于－80 ℃备用。 

1.7    逆转录-实时荧光定量PCR （RT-qPCR ）

按照细胞总RNA分离试剂盒的说明，经细胞裂解、DNA

去除、RNA纯化后获得RAW264.7细胞和原代海马神经细

胞总RNA，采用逆转录试剂盒合成cDNA，逆转录程序如

下：25 ℃、5 min；46 ℃、20 min；95 ℃、1 min；4 ℃保持。

利用qPCR测定RAW264.7细胞和原代海马神经细胞

基因相对表达量，引物序列如下：

RAW264.7细胞免疫激活相关基因：IL-6（正向：5′-

GGACTGATGCTGGTGACAAC-3 ′，反向：5 ′-CAGG

TCTGTTGGGAGTGGTAT-3′）、IL-10（正向：5′-CAGTA

CAGCCGGGAAGACAAT-3′，反向：5′-TTGTCCAGC

TGGTCCTTTGT-3′）、TNF-α（正向：5′-GCCTATGTCTCA

GCCTCTTCTC-3 ′，反向：5 ′-GGTCTGGGCCATAGA

ACTGAT-3′）、IL-1β（正向：5′-CCCAGGGCATGTTAA

GGAGC-3′，反向：5′-TTCTTGTGACCCTGAGCGAC-3′）、

β-actin（正向：5′-CAGCCTTCCTTCTTGGGTATGGA-3′，

反向：5′-AGAGGTCTTTACGGATGTCAACG-3′）。

原代海马神经细胞突触发育相关基因：PSD95（正向：

5 ′ - C T C T C C T C C C T C A A G G C C A A T - 3 ′，反向：5 ′ -

TGTTCCGTTCACCTGCAACTC-3 ′），SYP（正向：5 ′-

TCTTCCTGCAGAACAAGTACC-3 ′，反向：5 ′-CCTT

GCATGTGTTCCCTGTCTG-3 ′）、GAPDH（正向：5 ′-

GCCGCATCTTCTTGTGCAG -3′，反向：5′- ATGAAG

GGGTCGTTGATGGC -3′）。

2−∆∆Ct

qPCR反应程序为：98 ℃预变性30 s、98 ℃变性15 s、

60 ℃退火20 s，循环39次，每个循环结束后读取荧光值。

以β-actin或GAPDH为内参基因，每个基因设置两个平行

孔，按照 相对定量法计算基因的m R N A相对表

达量。 

1.8    酶联免疫吸附实验（ELISA）

根据ELISA操作试剂盒的说明，经孵育、清洗、显色

等步骤后测定巨噬细胞上清液中细胞因子IL-6、IL-10、

IL-1β和TNF-α的分泌量。 

1.9    免疫荧光染色

按照TSA法双染程序对干预完成的神经细胞行免疫

荧光染色，染色指标包括突触后膜致密蛋白95（postsynaptic

density protein 95, PSD95）、突触生长蛋白（synaptophysin,

SYP）、微管相关蛋白2（microtubule-associated protein 2,

MAP-2）、双皮质素（doublecortin, DCX），经破膜、封闭、

孵育一抗、孵育二抗、TSA染色、洗脱、封闭、染核后用

荧光封片剂封片，在显微镜下进行图像采集。 

1.10    统计学方法

x̄± s

使用SPSS 26.0软件对数据进行统计分析，计量资料

表示为 。服从正态分布的组间多重比较使用单因素

方差分析；不服从正态分布的组间比较采用Kruskal-
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Wallis检验。两两比较采用Dunnett-t或Tukey检验；

P<0.05为差异有统计学意义。利用Image-J软件测量神经

细胞的轴突和树突长度、胞体大小和面积、树突棘的数

量，并检测突触可塑性相关蛋白PSD95、SYP及神经细胞

成熟程度标志蛋白MAP-2、DCX的表达量。 

2     结果
 

2.1    N1115活菌对RAW264.7细胞增殖活性的影响

如图1所示，与空白对照相比，菌悬液干预巨噬细胞

后，细胞活率明显上升；在菌量∶细胞量为1∶1～

1 0 0∶1范围内存在剂量反应关系，菌量∶细胞量为

100∶1时细胞活率最高，差异有统计学意义（q=8.526,

P<0.000 1）；但干预比例继续升高至200∶1时，细胞活率

反而下降。后续实验以菌量∶细胞量=100∶1作为副干

酪乳酪杆菌N1115干预巨噬细胞的比例。 

2.2    RAW264.7细胞的细胞因子表达量及分泌量

如图2、图3所示，N1115-L组TNF-α的mRNA相对表

达量高于CON组（q=19.63, P<0.000 1）、PGN组（q=15.55,

P<0.000 1）和LPS组（q=14.69, P<0.000 1）；IL-6的mRNA相

对表达量高于CON组（q=7.922, P<0.000  1）和PGN组

（q=7.930, P<0.000 1），但不及LPS组（q=13.35, P<0.000 1）；

N1115活菌对IL-10及IL-1β的激活作用不明显，且低于

LPS。各干预组上清液中细胞因子的分泌量与其表达量

趋势基本一致，N1115活菌促进了巨噬细胞分泌TNF-α及

IL-6。N1115活菌对巨噬细胞的激活程度优于空白对照

及PGN，但低于LPS。 

2.3    N1115-巨噬细胞共培养上清液对原代海马神经细胞

增殖活性的影响

如图4所示，在N1115活菌与巨噬细胞的共培养上清

液以5%（q=4.752, P<0.001）和10%（q=4.029, P<0.01）比例

分别干预后，原代海马神经细胞的细胞活率较CON-

CM组均升高，差异有统计学意义。10%浓度的PGN-

CM，10%、5%、2%、0.5%浓度的LPS-CM对原代海马神经

细胞的增殖无明显影响，但PGN-CM和LPS-CM的其余浓
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图 1  N1115活菌对RAW264.7细胞增殖活性的影响

Fig 1  Effect of live N1115 on the proliferation viability of RAW264.7 cells

n=6, ** P<0.01, **** P<0.000 1.
 

C
O

N
PG

N
LPS

N
1115-

L
0

5

10

15

a

C
O

N
PG

N
LPS

N
11

15
-L

0

50

100

150

200

250

C
O

N
PG

N
LPS

N
1115-

L
0

2

4

6

8

10

c

C
O

N
PG

N
LPS

N
11

15
-L

0

500

1 000

1 500

c

T
N
F
-α

 m
R

N
A

 l
e
v

e
l

IL
-6

 m
R

N
A

 l
e
v

e
l

IL
-1
0 

m
R

N
A

 l
e
v

e
l

IL
-1
β

 m
R

N
A

 l
e
v

e
la,b,c

a,b

a,b,c

a,b a,b

 
图 2  RAW264.7细胞的细胞因子表达情况

Fig 2  The mRNA level of cytokine in RAW264.7 cells

n=3, a P<0.05, vs. CON group; b P<0.05, vs. PGN group; c P<0.05, vs. LPS group.
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图 3  RAW264.7细胞的细胞因子分泌情况

Fig 3  The secretion of RAW264.7 cell cytokines

n=3, a P<0.05, vs. CON group; b P<0.05, vs. PGN group; c P<0.05, vs. LPS group.
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度干预比例反而抑制了细胞增殖。因此，综合各干预组

的结果，后续研究中选择共培养上清液干预原代海马神

经细胞的干预比例为10%。 

2.4    N1115-巨噬细胞共培养上清液对原代海马神经细胞

突触前后膜发育的影响

由图5可知，N 1 1 1 5 - L - C M组突触后膜相关基因

PSD95的mRNA相对表达量高于PGN-CM组（q=11.13,

P=0.000 2）和CON-CM组（q=11.07, P=0.000 2），突触前膜

相关基因SYP的mRNA相对表达量高于PGN-CM组

（q=7.092, P=0.004 5）、LPS-CM组（q=7.612, P=0.002 9）和

CON-CM组（q=7.214, P=0.002 9），差异均有统计学意义。

与C O N - C M组相比，L P S - C M组促进P S D 9 5的表达

（q=6.743, P=0.006 2），差异均有统计学意义。

对来自三个不同样本中的50个神经细胞突触前后膜

蛋白PSD95及SYP的总荧光强度进行定量后，以CON-

CM组的均值为参照进行标化，结果如图6、图7所示，
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图 4  CMs对原代海马神经细胞增殖活性的影响

Fig 4  Effect of CMs on the cell proliferation viability of primary hippocampal neurons

n=6, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.000 1.
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图 5  原代海马神经细胞PSD95、SYP基因表达情况

Fig 5  The expression of PSD95 and SYP mRNA in primary hippocampal
neurons

n=3, a P<0.05, vs. CON-CM group; b P<0.05, vs. PGN-CM group; c P<0.05,

vs. LPS-CM group.
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图 6  原代海马神经细胞PSD95、SYP蛋白表达（×200）

Fig 6  PSD95 and SYP protein expression in primary hippocampal neurons (original magnification×200)
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N1115-L-CM组PSD95的荧光强度高于CON-CM组

（Z=5.022, P<0.000 1）、PGN-CM组（Z=3.013, P=0.015 5）

和LPS-CM组（Z=3.100, P=0.011 6），差异均有统计学意义；

N1115-L-CM组SYP的总荧光强度与CON-CM组无明显差

异（Z = 1 . 6 1 5 ,  P = 0 . 6 3 8  3），但高于P G N - C M组（Z =

3.304, P=0.005 7）。 

2.5    N1115-巨噬细胞共培养上清液对原代海马神经细胞

成熟及生长发育的影响

染色后的原代海马神经细胞如图8所示，神经细胞成

熟标志物表达情况如图9所示。共培养上清液干预后，对

来自三个不同样本中的50个神经细胞进行计数，发现

N1115-L-CM组成熟神经元标志蛋白MAP-2表达高于

CON-CM组（Z=3.376, P=0.004 4）、PGN-CM组（Z=7.398,

P<0.000 1）和LPS-CM组（Z=8.299, P<0.000 1），差异均有统

计学意义；N1115-L-CM组神经细胞成熟度高于PGN-

CM组（Z=9.304, P<0.000  1）和LPS-CM组（Z=8.526, P<

0.000 1），差异均有统计学意义。

原代海马神经细胞生长发育情况如图10所示，与

PGN-CM组相比，N1115-L-CM组原代海马神经细胞的突

触总长度增加（Z=7.070, P<0.000 1）、突触平均长度增长

（Z=4.017,  P=0.000  4）、轴突长度增长（Z=4.352,  P<

0.000 1）、分支点数量增多（Z=4.379, P<0.000 1）、胞体面

积增加（Z=5.300, P<0.000 1），差异均有统计学意义。与

LPS-CM组相比，N1115-L-CM组原代海马神经细胞的突
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图 7  原代海马神经细胞PSD95、SYP蛋白表达情况

Fig 7  The  express ion  of  PSD95 and SYP prote ins  in  pr imary
hippocampal neurons

n=50, a P<0.05, vs. CON-CM group; b P<0.05, vs. PGN-CM group;
c P<0.05, vs. LPS-CM group.
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图 8  原代海马神经细胞免疫荧光染色图（×200）

Fig 8  Immunofluorescent staining of primary hippocampal neurons (original magnification ×200)
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图 9  原代海马神经细胞MAP-2、DCX蛋白表达情况

Fig 9  The expression of MAP-2 and DCX proteins in primary hippocampal neurons

n=50, a P<0.05, vs. CON-CM group; b P<0.05, vs. PGN-CM group; c P<0.05, vs. LPS-CM group.
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触总长度增加（Z=6.441, P<0.000 1）、突触平均长度增长

（Z=4.677,  P<0.000  1）、轴突长度增长（Z=5.299,  P<

0.000 1）、分支点数量增多（Z=4.115, P=0.000 2）、胞体面

积增加（Z=5.316, P<0.000  1），差异均有统计学意义。

N1115-L-CM组原代海马神经细胞根数量高于PGN-

CM组（Z=3.836, P=0.000 8），差异有统计学意义；但与LPS-

CM组相比差异无统计学意义。

与CON-CM组相比，N1115-L-CM组细胞的突触总长

度增长（Z=3.151, P=0.009 7），差异有统计学意义；突触平

均长度、轴突长度、胞体面积、根数量及分支点数量有上

升的趋势，但差异无统计学意义；PGN-CM及LPS-CM干

预后这些指标均呈现出下降的趋势，提示LPS-CM组过高

的细胞因子浓度及PGN-CM组过低的细胞因子浓度均未

促进神经细胞的生长发育。 

3     讨论

副干酪乳酪杆菌N1115分离自内蒙古地区传统奶酪

制品，具有耐酸耐胆盐特性，对肠黏膜具有较好的保护作

用[14]。副干酪乳酪杆菌N1115活菌干预RAW264.7细胞的

量在一定范围内存在剂量-反应关系，本研究发现在菌

量∶细胞量为100∶1时，细菌的免疫活化效果最显著。

本研究发现，N1115激活巨噬细胞产生的细胞因子主要是

TNF-α和IL-6，对IL-10和IL-1β的激活能力较弱。LPS对

TNF-α的激活能力与N1115活菌相当，但对IL-6、IL-10和

IL-1β的激活能力远远高于N1115活菌，而PGN对巨噬细

胞几乎没有激活能力，仅能诱导RAW264.7细胞产生少量

的TNF-α。上述结果提示LPS、PGN以及N1115活菌刺激

巨噬细胞分泌细胞因子的组成和浓度存在较大差异。基

于细胞因子是神经系统与免疫系统相互交流的重要中

介，推测这种细胞因子的差异可能会对后续原代海马神

经细胞的发育产生较大影响，并进一步使用各组差异的

免疫活化产物开展的干预实验证实了上述推测。

突触是传递神经元信息的重要通道，与其相关的重

要蛋白标志物为突触后致密蛋白PSD95和突触生长蛋白

SYP。大量研究表明，PSD95和SYP在突触的结构、功能

和可塑性等方面发挥着重要的作用 [ 1 5 ]。本研究发现，

N1115活菌-巨噬细胞共培养上清液促进了神经细胞的突

触发育；值得注意的是，LPS-巨噬细胞共培养上清液同样

促进了神经细胞的PSD95表达，提示PSD95的表达可能与

机体炎症过程密切相关，有必要对不同细胞因子的单独

作用及协同作用展开深入研究。通过促进突触形成和增

强突触传递，副干酪乳酪杆菌 N1115 可能有助于形成神

经元网络，并参与海马内的信息处理。这些结构和功能

上的变化很可能是机体学习和记忆改善的基础。

原代海马神经细胞由未成熟到成熟的过程中会表达

不同的标志蛋白，其中，MAP-2在成熟神经细胞中显著表

达，DCX在新生神经元的胞质和突起上显著表达[16]。本

研究发现，N1115-L-CM干预后，神经细胞MAP-2表达显
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图 10  CMs对原代海马神经细胞生长发育的影响

Fig 10  Effect of CMs on the growth of primary hippocampal neurons

n=50, a P<0.05, vs. CON-CM group; b P<0.05, vs. PGN-CM group; c P<0.05, vs. LPS-CM group.
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著升高，神经细胞成熟度较CON-CM组也有升高的趋势，

而PGN-CM及LPS-CM干预后显著抑制了原代海马神经

细胞的成熟。N1115-L-CM中特异的细胞因子构成及浓

度促进了神经细胞成熟。

神经细胞突触的长短、突起数量的多少、分支点的

形成及胞体面积等指标是评估神经细胞生长发育状况的

最直观指标。本研究发现，N1115-L-CM对神经细胞的发

育有一定促进作用。受限于较短的共培养时间，N1115-

L-CM干预后，仅突触总长度与CON-CM组相比显著增

高，而其余指标均呈现出上升趋势。与两阳性对照组比

较后，N1115-L-CM组原代海马神经细胞的突触总长度、

突触平均长度及轴突长度增长、分支点数量增多、神经

细胞面积增加，说明阳性对照产生的免疫活化产物并未

对原代海马神经细胞产生正向促进作用，甚至出现了一

定的抑制趋势。这些结果提示副干酪乳酪杆菌N1115对

神经细胞生长发育的促进作用与其刺激巨噬细胞分泌细

胞因子的组成及浓度有关。大量研究中提到[17-20]，适当浓

度的IL-6、IL-1β、IL-10、TNF-α作用于神经元，可对神经

细胞起支持和保护作用，起作用的机制包括激活Jak2/Stat3、

MAPK和NF-κB等信号通路；而过量的细胞因子往往导致

神经炎症、神经元凋亡和突触损伤。本研究进一步支持

了适宜浓度细胞因子对神经细胞发育起到促进作用的

观点。

既往研究显示，益生菌诱导RAW264.7细胞产生细胞

因子依赖菌体细胞壁和其RNA、DNA等成分，不会造成

强烈的炎症反应[21]，与本研究中观察到的结果一致。相

比于单一开展某一种细胞因子或人为进行细胞因子组合

研究，本研究模拟人体脑-肠轴中的免疫交流途径，开展

益生菌诱导的免疫活化产物整体促进神经细胞发育的体

外研究更符合生理规律，同时，这一生理促进过程可能是

课题组前期观察到的副干酪乳酪杆菌N1115改善动物焦

虑和抑郁症状的潜在机制[11]。基于“微生物-肠-脑轴”理

论，已有研究证实某些细菌可能作为治疗神经系统疾病

的潜在药物，活菌药开发正逐渐成为研究者关注的重点[22]。

本研究所观察到的副干酪乳酪杆菌N1115活化免疫功能

可能是神经系统相关疾病新型活菌药物开发的新靶点，

相关活菌药物可能发挥相应的治疗效果，并有助于改善

患者预后。

综上，本研究创新性地构建了副干酪乳酪杆菌

N1115-RAW264.7细胞-原代海马神经细胞共培养模型，

并首次将含有益生菌免疫活化产物的共培养上清液干预

海马原代神经细胞，证明了共培养上清液中适宜的细胞

因子浓度促进了原代海马神经细胞的发育，对突触前后

膜相关蛋白PSD95和SYP的表达、神经细胞的成熟及形态

发育有显著促进作用。本研究结果可为益生菌介导免疫

促进神经发育的作用和机制研究、以及其在免疫和脑健

康功能食品中的应用、神经系统相关疾病的活菌药物开

发提供科学依据，并为微生物-肠-脑轴理论的体外模型

提供参考。
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