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鼠李糖乳杆菌 R9639对小鼠免疫功能的影响及 

机制研究 

聂颖兰, 焦  玥, 吴晓霞* 

(中国中医科学院医学实验中心, 北京市中医药防治重大疾病基础研究重点实验室, 北京  100700) 

摘  要: 目的  研究鼠李糖乳杆菌(Lactobacillus rhamnosus) R9639 对小鼠免疫功能的调控作用。方法  分别

灌胃给予小鼠 2.5、5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 30 d 后, 测定小鼠脏器/体重比; 抗体生成细胞实

验和血清溶血素测定实验评价其对小鼠体液免疫功能的影响; 脾淋巴细胞转化实验和迟发型变态反应实验评

价其对小鼠细胞免疫功能的影响; 小鼠碳廓清实验和小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验评价其对小鼠单核

-巨噬细胞功能的影响; 自然杀伤(natural killer, NK)细胞活性测定实验评价其对小鼠 NK 细胞活性的影响。    

结果  鼠李糖乳杆菌 R9639 对小鼠胸腺/体重比值、脾脏/体重比值均无显著影响(P>0.05)。与对照组相比, 5.0、

15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 组半数溶血素值(half value of hemolysin, HC50)明显升高(P<0.05)、迟发型变

态反应显著增强(P<0.05)、小鼠的碳廓清能力显著提高(P<0.05); 15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 组小鼠 NK

细胞活性显著增强(P<0.05)。结论  鼠李糖乳杆菌 R9639 可通过增强体液免疫、细胞免疫、单核-巨噬细胞功

能及 NK 细胞活性来增强小鼠的免疫功能。 
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Effects of Lactobacillus rhamnosus R9639 on immune function in mice  
and its mechanism 

NIE Ying-Lan, JIAO Yue, WU Xiao-Xia* 

(Beijing Key Laboratory of Traditional Chinese Medicine Basic Research on Prevention and Treatment of Major Diseases, 
Experimental Research Center, China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 100700, China) 

ABSTRACT: Objective  To study the regulatory effects of Lactobacillus rhamnosus R9639 on immune function in 

mice. Methods  The mice were treated with Lactobacillus rhamnosus R9639 at doses of 2.5, 5.0 and 15.0 mg/kg, 

respectively, by gavage for 30 days, and then the organ/body weight ratio was measured; the antibody-producing cell 

assay and serum hemolysin assay were conducted to evaluate their effects on the humoral immune function of mice; 

spleen lymphocyte transformation test and delayed allergic reaction test were used to evaluate their effects on cellular 

immune function of mice; the carbon clearance test of mice and the phagocytosis of chicken red blood cells by 

peritoneal macrophages of mice were used to evaluate the effects on the function of mononuclear-macrophage cells in 
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mice; and natural killer (NK) cell activity assay was used to evaluate its effect on NK cell activity in mice. Results  

Lactobacillus rhamnosus R9639 had no significant effect on the thymus/body weight ratio and spleen/body weight 

ratio of mice (P>0.05). Compared with the control group, the half value of hemolysin (HC50) was significantly 

increased (P<0.05) and the delayed-type allergic reaction was significantly enhanced (P<0.05) in the 5.0 and    

15.0 mg/kg Lactobacillus rhamnosus R9639 groups, as well as the carbon clearance of mice (P<0.05); and the NK 

cell activity of mice in the Lactobacillus rhamnosus R9639 group at 15.0 mg/kg was significantly increased (P<0.05). 

Conclusion  Lactobacillus rhamnosus R9639 can enhance the immune function of mice by enhancing humoral 

immunity, cellular immunity, monocyte-macrophage function and NK cell activity. 

KEY WORDS: Lactobacillus rhamnosus R9639; mouse; immunomodulatory effect; dose 
 

 

0  引  言 

功能完备的免疫系统是机体预防感染及肿瘤发生的

必要条件。免疫器官、免疫细胞、免疫分子等是机体免疫

系统的主要构成部分。免疫器官主要由脾、胸腺、淋巴结、

骨髓等组成。免疫细胞中的自然杀伤(natural killer, NK)细

胞与非特异性免疫密切相关, T 细胞与细胞免疫有关, 而 B

细胞与体液免疫有关[1‒2]。随着免疫相关疾病发生率的升高, 

人们对增强免疫功能的关注越来越多, 相关的药品或保健

食品也越来越受重视。 

益生菌是有益于宿主健康的微生物菌株。多项动物实

验和临床实验模型证实益生菌适用于治疗多种疾病, 如肥

胖症、糖尿病、癌症、心血管疾病、炎症性肠病等, 并且

其可协助治疗的疾病种类仍在持续增长中[3‒5]。活的益生

菌、益生菌灭活菌体、菌体细胞壁成分、细胞质成分及其

代谢产物均可以提高机体免疫力[6‒7]。 

乳酸菌是益生菌中应用最广泛的一种, 可通过增强

吞噬细胞的功能、活化补体等提高实验动物的免疫力, 已

成为近年来医学、药学、食品等领域的研究热点[8]。鼠李

糖乳杆菌菌株(Lactobacillus rhamnosus)最初是从人的肠道

中被分离出来的, 是一种革兰氏阳性菌, 属于乳杆菌属、

鼠李糖乳杆菌种[9‒10]。鼠李糖乳杆菌菌株能够耐受胃液而

进入肠道, 并成功黏附在肠道黏膜层, 进而发挥其益生功

能, 维护肠道菌群平衡和肠道稳态平衡[11]。鼠李糖乳杆菌

R9639, 又称为鼠李糖乳杆菌 Probio-M9, 是从健康母乳中

分离得到的一种性能优异的益生菌[12]。乳酸菌菌株对免疫

系统的作用常因菌株而异。鼠李糖乳杆菌 R9639 对免疫功

能的影响尚未见报道, 本研究旨在重点研究鼠李糖乳杆菌

R9639 对小鼠免疫功能的影响及作用机制, 为其进一步开

发利用提供实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

C57BL/6J 小鼠(雄性, 18~22 g, 北京维通利华实验动

物技术有限公司)。 

Hank's 液、RPMI1640 培养基、胎牛血清(美国 Gibco

公司); 二硝基氟苯(2,4-dinitro fluoro benzene, DNFB)(纯度

99%)、刀豆蛋白 A (ConA, 纯度 99%)(美国 Sigma 公司); 都

氏试剂、脾细胞分离液、0.4%台盼兰溶液(北京索莱宝科技

有限公司); 3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐

(thiazolyl blue tetrazolium bromide, MTT)试剂、乳酸脱氢酶

(lactate dehydrogenase, LDH)检测试剂盒(英国 abcam 公司); 

NP40(纯度大于 98%)、0.2 mol/L 的 Tris-HCl 缓冲液

(pH=8.2)(碧云天生物科技有限公司 ); 印度墨汁 (纯度

98%)、YAC-1 细胞、20%鸡红细胞(上海源叶生物科技有限

公司); 鼠李糖乳杆菌 R9639 菌粉(活菌数 2000 亿/g)(金华

银河生物科技有限公司)。 

称取冷冻干燥保存的鼠李糖乳杆菌 R9639菌粉, 用双

蒸水溶解后备用。 

1.2  仪器与设备 

MS3 基本型旋涡混合器(德国 IKA 公司); 30L/H 去离

子水发生器(美国密理博 Millipore 公司); Multiskan MK3 型

酶标仪(美国赛默飞世尔科技公司); 721 型分光光度计(上

海精密科学仪器有限公司); 奥林巴斯 CX33 显微镜(日本

奥林巴斯株式会社)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  实验动物及给药 

遵循《保健食品检验与评价技术规范》(2003 年版)

针对增强免疫力评价的管理办法 , 研究鼠李糖乳杆菌

R9639 对小鼠免疫功能的影响[13]。将小鼠随机分为 8 个免

疫组, 每个免疫组都随机分为 4 个实验组, 每组 10 只小鼠, 

分别为生理盐水组、鼠李糖乳杆菌活菌菌粉 R9639 低、中、

高剂量组(2.5、5.0、15.0 mg/kg)。灌胃容量为 0.1 mL/10 g, 

空白对照组给予相应体积的双蒸水。每天灌胃 1 次, 连续

30 d。给药结束后, 分别进行如下实验。 

1.3.2  免疫脏器指数的测定 

实验当天称重结束后颈椎脱臼处死, 无菌取出小鼠

的脾脏、胸腺, 参照文献方法计算免疫脏器指数[14]。 
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1.3.3  抗体生成细胞检测 

收集绵羊红细胞(sheep red blood cell, SRBC), 用生理

盐水配成 2% (V:V)的细胞悬液, 每只鼠腹腔注射 0.2 mL 进

行免疫。用 Jerne 改良玻片法检测抗体生成细胞, 空斑数

/106 脾细胞表示抗体生成细胞的个数[15]。 

1.3.4  血清溶血素测定 

同 1.3.3 方法免疫小鼠 4 d 后, 摘除眼球血于离心管中, 

收集血清。参照文献方法计算半数溶血素值(half value of 

hemolysin, HC50)
[16]。 

1.3.5  ConA 诱导小鼠脾淋巴细胞转化实验 

给药结束后, 将小鼠脱臼处死, 无菌取脾, 制成每毫

升 3×106 个细胞的混悬液。取 24 孔板, 实验孔每孔加 75 μL 

ConA(终浓度: 7.5 μg/mL)+1.0 mL 细胞悬液, 对照孔每孔

加 75 μL 无菌水+1.0 mL 细胞悬液, 3~5 个复孔, 继续培养

72 h, 测定实验孔和对照孔在 570 nm 处的光密度(optical 

density, OD)值[15]。 

1.3.6  DNFB 诱导小鼠迟发型变态反应(耳肿胀法) 

取 1% DNFB 溶液均匀涂在脱毛后的小鼠腹部皮肤

上。5 d 后, 将 1% DNFB 溶液均匀涂在各组小鼠的右耳上。

24 h 后处死小鼠, 采用打孔器取相同大小的左右耳片进行

称重。左耳作为对照, 以左右耳片的重量差表示迟发型变

态反应(delayed type hypersensitivity, DTH)的程度[17]。 

1.3.7  小鼠碳廓清实验 

取稀释后的印度墨汁, 0.1 mL/10 g 经尾静脉注入小鼠体

内。分别于注射后第 2、10 min 眼球取血 20 μL, 与 2 mL 0.1% 

Na2CO3 溶液混匀。721 分光光度计检测 600 nm 处的 OD 值, 

Na2CO3溶液作为空白对照。按照文献方法计算吞噬指数α[18]。 

1.3.8  小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验(半体内法) 

制备 20%鸡红细胞悬液, 经腹腔注入小鼠体内, 1 mL/

只。30 min 后处死小鼠, 固定于鼠板。腹腔注入生理盐水 2 

mL/只, 吸取腹腔液, 滴到载玻片, 细胞培养箱孵育 30 min。

经生理盐水洗涤、丙酮 -甲醇溶液 (1:1, V:V)固定、4% 

Giemsa-磷酸缓冲液染色、蒸馏水洗涤后晾干[16]。油镜下

观察并计数, 计算吞噬百分率。 

1.3.9  NK 细胞活性测定 

无菌取脾, 制成每毫升 2×107 个细胞的单细胞悬液, 

用作效应细胞。收集对数生长期的 YAC-1 细胞, 制成每毫

升 4×105 个细胞的单细胞悬液, 用作靶细胞。参照文献方

法计算 NK 细胞活性(%)[16]。 

1.3.10  统计学处理 

数据以均数±标准偏差表示, 采用 SPSS 10.0 统计软

件分析, 多组间比较采用单因素方差分析(one way analysis 

of variance, ANOVA)检验 , 成对组间比较采用 t 检验 , 

P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  小鼠脏器/体重比值测定结果 

实验期间, 各组小鼠生活状况良好。各组小鼠的给药

前体重和实验结束体重均未发现显著性差异(见表 1), 说明

2.5、5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 对小鼠均无显

著毒性(P>0.05)。鼠李糖乳杆菌 R9639 不同剂量组对小鼠免

疫脏器指数的影响结果见表 1。连续给予 2.5、5.0、15.0 mg/kg

的鼠李糖乳杆菌 R9639 30 d 后, 与空白对照组相比, 各组小

鼠的脾脏/体重比值与胸腺/体重比值差异均无统计学意义

(P>0.05)。这表明高中低 3 个浓度的鼠李糖乳杆菌对小鼠的

脏器/体重比值无明显影响, 初步证明了其安全性。 

2.2  对小鼠体液免疫功能的影响结果 

2.2.1  对小鼠抗体生成细胞的影响 

2.5、5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 组与空

白对照组的空斑数(/106 脾细胞)分别为 26±8、31±5、30±4、

32±4; 各剂量组与空白对照组相比差异均无统计学意义

(P>0.05, 表 2)。这表明, 鼠李糖乳杆菌 R9639 对小鼠抗体

生成细胞的能力无明显影响。 

2.2.2  对小鼠半数溶血素值的影响 

HC50 值常用来评价 SRBC 细胞发生溶血反应产生溶血

素的能力[16]。2.5、5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639

组与空白对照组的 HC50 分别为 61.24±12.25、74.61±16.27、

89.47±17.25、54.14±10.41; 其中, 与空白对照组相比, 5.0、

15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 组的 HC50 显著升高

(P<0.05, 表 2)。这表明, 中高剂量下鼠李糖乳杆菌 R9639

均可显著增强 SRBC 细胞发生溶血反应产生溶血素的能力。 

 
表 1  鼠李糖乳杆菌 R9639 对小鼠脏器/体重比值的影响( x ± s, n=10) 

Table 1  Effects of Lactobacillus rhamnosus R9639 on mice organ to body weight ratios ( x ± s, n=10) 

组别 初始体重/g 终末体重/g 脾脏/体重比值/(mg/g) 胸腺/体重/(mg/g) 

空白对照组 19.78±1.14 29.69±1.18 2.63±0.76 2.35±0.92 

低剂量组(2.5 mg/kg) 20.56±1.07 30.18±1.29 2.67±1.25 2.53±1.12 

中剂量组(5.0 mg/kg) 19.97±1.46 29.87±1.35 2.75±1.01 2.60±0.98 

高剂量组(15.0 mg/kg) 20.74±1.20 30.45±1.37 3.05±0.84 2.47±0.75 
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表 2  鼠李糖乳杆菌 R9639 对小鼠血清溶血素与抗体生成细胞的

影响( x ± s, n=10) 

Table 2  Effects of Lactobacillus rhamnosus R9639 on hemolytic 

activities and number of antibody producing cells ( x ± s, n=10) 

组别 
空斑数 

(/106 脾细胞) 
HC50 

空白对照组 32±4 54.14±10.41 

低剂量组(2.5 mg/kg) 26±8 61.24±12.25 

中剂量组(5.0 mg/kg) 31±5 74.61±16.27* 

高剂量组(15.0 mg/kg) 30±4 89.47±17.25* 

注: 与空白对照组比较, *P<0.05, 下同。 

 

2.3  对小鼠细胞免疫功能的影响结果 

2.3.1  对 ConA 诱导的小鼠脾淋巴细胞转化的影响 

鼠李糖乳杆菌 R9639 不同剂量组及对照组对 ConA 促

进脾淋巴细胞增殖作用结果见表 3。与空白对照组相比, 

2.5、5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 组光密度差值

差异均无统计学意义 (P>0.05)。这表明 , 鼠李糖乳杆菌

R9639 对 ConA 诱导的脾淋巴细胞增殖无影响。 

2.3.2  对小鼠 DTH 的影响 

2.5、5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 组与空

白对照组的耳廓肿胀度分别为 12.42±1.17、14.87±1.24、

16.05±1.75、11.14±1.04 mg; 其中, 与空白对照组相比, 5.0、

15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 组的耳廓肿胀度均有所

增高且差异显著(P<0.05)。DNFB 诱导小鼠 DTH 常用来评

价药物对小鼠细胞免疫功能的影响[12]。这一结果表明, 高

中剂量的鼠李糖乳杆菌 R9639 能显著增强再次注射 SRBC

前后动物的耳肿胀度, 提示鼠李糖乳杆菌 R9639 能提高机

体对外来抗原的识别及清除能力。 

 
表 3  鼠李糖乳杆菌 R9639 对 ConA 诱导的小鼠淋巴细胞增殖能

力及耳廓肿胀度的影响结果( x ± s, n=10) 

Table 3  Effects of Lactobacillus rhamnosus R9639 on 
ConA-induced lymphocyte proliferation and auricle swelling in 

mice ( x ± s, n=10) 

组别 
脾淋巴细胞增殖能力(OD570 nm) 廓肿胀度

/mg ConA(-) ConA(+) OD 差值 

空白对照组 0.51±0.12 0.98±0.10 0.47±0.11 11.14±1.04

低剂量组 
(2.5 mg/kg) 

0.52±0.10 0.96±0.08 0.44±0.09 12.42±1.17

中剂量组 
(5.0 mg/kg) 

0.51±0.09 0.98±0.12 0.47±0.06 14.87±1.24*

高剂量组 
(15.0 mg/kg) 

0.53±0.08 1.03±0.11 0.50±0.10 16.05±1.75*

 

2.4  对单核-巨噬细胞功能影响结果 

2.4.1  对小鼠碳廓清功能的影响 

小鼠碳廓清实验常用来反映单核-巨噬细胞的吞噬能

力[17‒18]。鼠李糖乳杆菌 R9639 对小鼠碳廓清功能的影响结

果见表 4。2.5、5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 组

与空白对照组的吞噬指数 α分别为 6.35±0.91、7.87±0.57、

8.92±0.74、5.15±0.78; 其中, 5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆

菌 R9639 组小鼠的吞噬指数 α 显著高于空白对照组

(P<0.05)。这一结果表明, 5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌

R9639 能显著增强小鼠碳廓清能力。 

2.4.2  对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞的影响 

给予 2.5、5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌 R9639 30 d

后, 3 个剂量鼠李糖乳杆菌 R9639 组的吞噬率(%)与空白对

照组相比差异均无统计学意义(P>0.05, 表 4)。这表明, 鼠

李糖乳杆菌 R9639 对小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞的吞

噬能力无影响。 

 
表 4  鼠李糖乳杆菌 R9639 对小鼠巨噬细胞吞噬功能的影响 

( x ± s, n=10) 

Table 4  Effects of Lactobacillus rhamnosus R9639 on the 

function of monocyte macrophage of the mice ( x ± s, n=10) 

组别 
小鼠碳廓清实

验吞噬指数(α) 

单核-巨噬细胞功

能吞噬率/% 

空白对照组 5.15±0.78 19.72±3.58 

低剂量组(2.5 mg/kg) 6.35±0.91 20.20±4.04 

中剂量组(5.0 mg/kg) 7.87±0.57* 23.54±3.57 

高剂量组(15.0 mg/kg) 8.92±0.74* 20.47±4.47 

 

2.5  对小鼠 NK 细胞活性的影响 

NK 细胞是常见的免疫淋巴细胞, 具有非特异性抗肿

瘤、抗病毒作用[19]。2.5、5.0、15.0 mg/kg 的鼠李糖乳杆菌

R9639 组与空白对照组的 NK 细胞活性 (%) 分别为

28.87±14.16、32.47±10.14、36.14±9.47、30.47±10.22; 其

中, 15.0 mg/kg的鼠李糖乳杆菌R9639组的NK细胞活性(%)

显著高于对照组(P<0.05)。本研究结果表明 15.0 mg/kg 的

鼠李糖乳杆菌 R9639 能显著影响 NK 细胞的活性。 

 
表 5  鼠李糖乳杆菌 R9639 对 NK 细胞活性的影响结果 

( x ± s, n=10) 

Table 5  Effects of Lactobacillus rhamnosus R9639 on NK cell 

activity ( x ± s, n=10) 

组别 NK 细胞活性/% 

空白对照组 30.47±10.22 

低剂量组(2.5 mg/kg) 28.87±14.16 

中剂量组(5.0 mg/kg) 32.47±10.14 

高剂量组(15.0 mg/kg) 36.14±9.47* 

 

3  结论与讨论 

鼠李糖乳杆菌具有显著的抗肠道致病菌、抗病毒作用
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以及调节免疫功能的能力[20‒23]。研究显示, 鼠李糖乳杆菌

主要通过调节肠通透性和炎性小体对斑马鱼酒精肝脏起保

护作用[24]。同时, 鼠李糖乳杆菌可降低早产儿小肠结肠炎

发病率 , 缓解小儿营养不良 , 并通过上调 Toll 样受体

(toll-like receptors, TLRs)抑制剂以保护肠道免受 TLRs 介

导产生的免疫损伤[25]。细菌细胞壁肽聚糖、脂磷壁酸或胞

外多糖等成分激活免疫系统的巨噬细胞、NK 细胞等免疫

效应细胞, 产生免疫反应[26‒28]。鉴于不同益生菌株细胞壁

结构的不同, 会对免疫功能产生不同的影响[29], 本研究系

统研究了鼠李糖乳杆菌 R9639 对小鼠免疫功能的影响, 以

促进其更好的开发应用。 

动物的胸腺和脾脏是起免疫反应的主要器官, 通常

用胸腺指数和脾指数初步反应免疫器官的发育和免疫细胞

的功能状况 [30]。本研究结果表明, 各剂量鼠李糖乳杆菌

R9639 组小鼠脾脏指数和胸腺指数无差异, 初步证明了其

安全性。但其急性毒性、遗传毒性、亚慢性毒性等尚需进

一步的体内外实验验证。 

接下来通过脾淋巴细胞转化增殖实验、小鼠碳廓清实

验、小鼠腹腔巨噬细胞吞噬鸡红细胞实验、DNFB 诱导小

鼠 DTH 实验、抗体生成细胞实验、血清溶血素测定、NK

细胞活性实验等来综合判定鼠李糖乳杆菌 R9639 对小鼠免

疫功能的影响。结果表明, 鼠李糖乳杆菌 R9639 能增强体

液免疫、细胞免疫和单核-巨噬细胞功能及 NK 细胞活性来

增强小鼠的免疫功能。 

DNFB 诱导小鼠 DTH 常用来评价药物对小鼠细胞免

疫功能的影响[12]。近年来关于乳酸菌对 DTH 的影响已有

一些报道, L. casei 活菌体细胞可增强鼠体内抗原特异性的

DTH 效应[5]。本研究结果表明, 鼠李糖乳杆菌 R9639 能显

著增强再次注射 SRBC 前后动物的耳肿胀度, 提示鼠李糖

乳杆菌 R9639 能提高机体对外来抗原的识别及清除能力。

NK 细胞是常见的免疫淋巴细胞, 具有非特异性抗肿瘤、抗

病毒作用。益生菌细胞壁肽聚糖的主要成分是胞壁酰二肽, 

可激活巨噬细胞释放白介素 1 和白介素 6, 诱导淋巴细胞

产生干扰素 γ, 增强 NK 细胞的杀伤作用[19‒20]。本研究结果

也表明鼠李糖乳杆菌 R9639 能显著影响 NK 细胞的活性, 

其确切机制有待于进一步研究。 

本研究表明, 鼠李糖乳杆菌R9639可显著增强小鼠的

免疫功能, 这为其作为免疫增强剂的开发和利用提供了数

据支持。 
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