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摘 要：微生态制剂因其调节菌群的潜力而受到广泛关注，但目前产品多以口服途径为主，针

对生殖道外用途径的益生特性尚缺乏系统评价。【目的】评估微生态制剂来源的乳酸菌(lactic acid 

bacteria, LAB)的外用益生特性，揭示菌株局部给药的潜力，为其在阴道健康领域的应用提供科学

依据。【方法】在主流电商平台通过关键词筛选出至少包含 2 种不同 LAB 菌种的常见口服微生态

制剂 7 种(P1−P7)，另纳入 1 种临床微生态制剂(P8)，分离并鉴定制剂中的 LAB 菌株；通过在不

同 pH 环境下培养，评估菌株的耐酸能力及在不同 pH 环境下的生长特性；通过病原菌共培养实

验分析菌株的抑菌活性；利用溶血实验和基因组比对评价菌株的安全性。【结果】各微生态制剂

分离出的 LAB 菌种比例为： P1 50.0% (2/4)， P2 0 (0/4)， P3 66.7% (2/3)， P4 12.5% (1/8)， P5 

33.3% (2/6)，P6 40.0% (2/5)，P7 0 (0/7)，P8 100.0% (1/1)；多数菌株在 pH 6.0−7.0 环境下生长良

好，部分菌株在 pH 4.0 仍可维持生长；P4、P8 菌株的耐低酸性能优于其他菌株；不同菌株对阴

道常见病原细菌的抑制效果差异显著，P1-2、P5-1、P6-1 及 P6-2 均表现出中高度广谱抑菌活性；

除 P8 外的分离菌株均对阴道加德纳菌具有抑菌活性，P8 对测试病原菌的抑菌活性较弱；P4、
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P5-2、P6-1 和 P6-2 在 3 个不同初始浓度下对白色念珠菌的抑制率均达到 99.73% 以上，P5-1 可达

到 94.64% 以上；所有菌株均未表现出 β 溶血，且无耐药基因和毒力基因。【结论】多种市售微生

态制剂分离出的菌株展现了较好的病原菌抑制能力与良好的安全性，局部给药途径可能使菌株在

女性生殖道健康领域更具实际应用价值。

关键词：抑菌活性；病原菌共培养；微生态制剂；阴道菌群；益生特性
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Abstract: Probiotic products have attracted increasing attention for their potential to modulate the 
microbiota. However, most commercial products are designed for oral administration, and their 
probiotic properties relevant to topical use in the reproductive tract remain insufficiently evaluated.
[Objective] To assess the probiotic properties of lactic acid bacteria (LAB) derived from probiotic 
products, with a particular focus on their potential for topical application, thus providing scientific 
evidence for their use in vaginal health. [Methods] Seven common oral probiotic products (P1−P7) 
containing at least two different LAB species were selected from major e-commerce platforms via 
keyword screening, along with one clinical probiotic product (P8). LAB strains were isolated and 
identified from these products. We evaluated the acid tolerance, as well as the growth 
characteristics under different pH conditions, of the isolates by culturing them in the media of 
varying pH values. The antimicrobial activities of the isolates were determined via co-culture 
assays with pathogenic microorganisms, while hemolysis assays and genomic comparison were 
conducted to assess safety. [Results] The isolation rates of LAB strains from P1 to P8 were 50.0% 
(2/4), 0 (0/4), 66.7% (2/3), 12.5% (1/8), 33.3% (2/6), 40.0% (2/5), 0 (0/7), and 100.0% (1/1), 
respectively. Most strains grew well at pH 6.0−7.0, and some maintained growth at pH 4.0. Strains 
P4 and P8 exhibited superior acid tolerance to the others. The inhibitory effects of different strains 
against common vaginal pathogens varied significantly. Strains P1-2, P5-1, P6-1 and P6-2 
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demonstrated moderate to strong broad-spectrum inhibitory activity against all tested pathogens. 
Other isolated strains except P8 exhibited inhibitory activity against Gardnerella vaginalis, while 
strain P8 showed weak inhibitory activities against the tested pathogens. Strains P4, P5-2, P6-1, 
and P6-2 achieved inhibition rates exceeding 99.73% against Candida albicans across all three 
tested inoculum concentrations, and strain P5-1 reached an inhibition rate of over 94.64%. None of 
the strains exhibited β -hemolytic activity, and no antibiotic resistance or virulence genes were 
detected. [Conclusion] Several LAB isolates from commercial probiotic products exhibited notable 
inhibitory activities against pathogenic microorganisms and demonstrated good safety profiles. 
Topical administration may therefore offer greater practical value in promoting female reproductive 
tract health.
Keywords: antimicrobial activity; co-culture with pathogen; probiotic products; vaginal 
microbiota; probiotic properties

女性生殖道微生态平衡对于维持生殖健康

至 关 重 要 。 在 正 常 状 态 下 ， 乳 杆 菌 属

(Lactobacillus)作为阴道的优势菌属，通过分泌

乳酸、过氧化氢及细菌素等物质维持阴道的酸

性环境(pH 3.8−4.5)，进而抑制病原微生物的定

殖[1-2]。微生态失衡(如乳杆菌种类及数量减少、

pH 升高)可能引发多种生殖道感染(reproductive 

tract infections, RTIs)， 包 括 细 菌 性 阴 道 炎

(bacterial vaginosis, BV)、 念 珠 菌 性 阴 道 炎

(vulvovaginal candidiasis, VVC)、需氧菌性阴道

炎 (aerobic vaginitis, AV)、滴虫性阴道炎等[3-4]。

这些感染不仅会降低患者的生活质量，还可能

增加盆腔炎、早产以及性传播疾病(如 HIV)的感

染风险。目前，RTIs 的一线治疗主要依赖抗生

素(如甲硝唑、克林霉素、替硝唑等)[5]，但抗生

素的广泛使用导致微生物耐药性上升、疗效下

降以及微生态二次破坏等问题日益凸显。因此，

亟需开发安全有效的替代或辅助治疗策略。

在此背景下，通过补充活性微生物或刺激

有益菌群生长以恢复微生态平衡的益生菌制剂，

展现出广阔的应用前景。乳酸菌 (lactic acid 

bacteria, LAB)被认为可通过多种机制在生殖道

健康中发挥保护作用，如产酸协助调节生殖道

pH 值、参与上皮细胞反应、竞争性黏附、分泌

抗菌物质(如细菌素、过氧化氢)直接抑制病原菌

等，从而阻止病原菌的黏附、定殖及繁殖[6-7]。

以 LAB 为主的益生菌制剂可通过调节阴道菌群

和肠道菌群，进而改善多种妇产科疾病[8]。此

外，考虑到抗生素滥用可能带来的健康危害，

如提高微生物耐药性、破坏微生态菌群结构等，

学术界和产业界对于微生态制剂的认可度和需

求也逐渐提高。随着微生态制剂在女性健康领

域的应用不断拓展，国内外市场涌现出大量相

关产品，其形式多样，且常由多菌种复合配制

而成。

目前，市场上用于女性阴道健康的益生菌

制剂多以口服为主，其影响阴道微环境的机制

主要以间接途径为主，如通过肠道-阴道轴实现

菌群的局部迁移、增强人体全身免疫能力、减

少肠道内潜在致病菌、产生有益的代谢产物等。

然而，这些制剂所标识的菌株对于生殖道多种

常见病原菌的直接抑菌能力以及在阴道微生态

中的生长特性，缺乏独立、系统的验证评价。

这些评价结果可揭示菌株通过局部外用途径发

挥作用的潜力。

本研究选取多种微生态制剂，分离并鉴定

其中的 LAB 菌株，通过体外实验有针对性地评

估菌株在不同 pH 环境下的生长特性、对多种生

殖道相关病原菌的抑菌活性及生物安全性，挖

掘菌株通过外用途径发挥阴道健康效用的潜力，
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以期为临床及消费者选用循证有效的益生菌制

剂提供更多关键的科学依据。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　微生态制剂筛选

从主流电商平台检索并购买含有“微生态” 

(或“益生菌”)以及“女性” (或“女性生殖健康” 

“阴道感染” “生殖道感染”)关键词的口服类微生

态制剂。入选标准为标识成分包含至少 2 种

LAB 菌种。最终筛选出 7 种口服类微生态制剂

(编号 P1−P7)。此外，纳入 1 种目前用于临床治

疗的微生态制剂类药品(P8)。

1.1.2　菌株

阴道加德纳菌 (Gardnerella vaginalis) GV，

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) ATCC 

6538、 S63 ( 多产肠毒素型)，肺炎克雷伯菌

(Klebsiella pneumoniae) 95 (普通型)、5933 (碳青

霉烯耐药型)、7614 (碳青霉烯耐药型)，大肠杆菌

(Escherichia coli) FX59 (血清型 O104:H4)、FX43 

(血清型 O157: H7)，无乳链球菌 (Streptococcus 

agalactiae) Ia、Ib、II、III、IV、V (对应与编号

相同的 5 个血清型)，白色念珠菌 (Candida 

albicans) MAS4260，均保存于中国疾病预防控

制中心传染病预防控制所菌种保藏中心。对照

株为加氏乳杆菌(Lactobacillus gasseri)，购自广

东省微生物菌种保藏中心，菌种保藏号为

GDMCC 1.984，分离来源为人肠道 (后文中以

“对照株”或“1.984”指代)。

1.1.3　主要试剂和仪器

MRS 肉汤及琼脂培养基、血琼脂平板，赛

默飞世尔生物化学制品(北京)有限公司；PBS 缓

冲液，北京索莱宝科技有限公司；细菌琼脂粉、

沙氏葡萄糖琼脂培养基，青岛高科技工业园海

博生物技术有限公司；细菌基因组提取试剂盒、

PCR 反应酶预混液，南京诺唯赞生物科技股份

有限公司。

超微量分光光度计，Implen 公司；CO2 恒

温培养箱，美墨尔特(上海)贸易有限公司；细菌

浊度仪，杭州齐威仪器有限公司。

1.2　微生态制剂菌株分离及鉴定

取各微生态制剂的最小制剂单位(如胶囊内

容物、片剂粉末)，加入无菌 PBS 缓冲液，研磨

样品，涡旋振荡并充分匀浆。取 100 μL 匀浆液

接种至含 CaCO3 质量浓度为 10% 的 MRS 琼脂

培养基，37 ℃、5% CO2 培养 24−48 h。挑取具

有透明溶钙圈的单菌落，接种于 MRS 平板，重

复 2 次进行纯化。刮取纯化后的菌苔，加入

300 μL ddH2O 中，混匀后于 100 ℃煮沸 12 min，

冷却 5 min，8 000 r/min 离心 8 min 后取上清，

置于−20 ℃备用。将上清作为模板，使用 16S 

rRNA 基因通用引物 27F (3′-AGAGTTTGATCCT 

GGCTCAG-5′ ) 和 1492R (3′-GGTTACCTTGTTA 

CGACTT-5′)进行 PCR 扩增。 PCR 反应体系

(25 μL)：2×Taq Master Mix (Dye Plus) 12.5 μL，

上、下游引物 (10 µmol/L)各 1 μL，DNA 模板

2 μL，ddH2O 8.5 μL。PCR 反应条件：95 ℃预

变性 10 min；95 ℃变性 30 s，52 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 1.5 min，共 30 个循环；72 ℃终延伸

8 min。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳验证后，送

至北京诺禾致源科技股份有限公司进行测序，

测序结果经 BLAST 比对 NCBI 数据库确认种

属。验证后的菌株保存于体积分数为 25% 甘油

的 MRS 肉汤中，于−80 ℃冻存备用。

1.3　不同 pH 环境下生长情况测定

根据文献[9]中的方法并进行调整，分别配

制 pH 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0 的 MRS 肉汤培养

基(用 1 mol/L NaOH 或 HCl 调节)。将冻存菌株

接种于 MRS 肉汤培养基(pH 5.0)中活化，37 ℃、

5% CO2 培养 16 − 18 h。调整菌液浓度至约

1.5×108 CFU/mL。按体积分数 1% 接种活化菌液

至不同 pH 值的 MRS 肉汤培养基中，37 ℃、

5% CO2 培养 18−20 h 后测定 OD600。以初始

OD600 为基准计算存活情况。
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1.4　抑菌活性评价

基于双层平板点样法评价菌株对多种细菌

性病原体的抑制活性。在 MRS 肉汤培养基中

37 ℃、5% CO2 培养 16−18 h 活化菌株。调节菌

液浓度至约 1×108 CFU/mL，取 2 μL 菌悬液点样

于 MRS 琼脂培养基表面，37 ℃、5% CO2 培养

20−24 h。调节病原菌菌液浓度至 0.5 麦氏浊度，

取 1 mL 病原菌悬液与 100 mL 含琼脂的液体培

养基混合(最终活菌数约为 1×106 CFU/mL)，倾

倒于已点样生长 LAB 的平板上。待培养基凝

固，37 ℃、5% CO2 培养 48 h 后测定抑菌圈直

径(mm)。判定标准：无抑菌(<7 mm)；中度抑菌

(7−12 mm)；高度抑菌(>12 mm)。

根据文献[9]中的方法并进行调整，采用共

培养法评价 LAB 菌株对 C. albicans 的抑制活性。

调节 C. albicans 悬液浓度为 1×107 CFU/mL，按

体积分数 1% 接种到 MRS 肉汤中(阳性对照)。

同时，取菌悬液涂布平板，28 ℃培养 48 h 后

计数。配制浓度为 1×108 CFU/mL 的 LAB 菌悬

液，并分别稀释 10 倍(1×107 CFU/mL)、100 倍

(1×106 CFU/mL)。在阳性对照基础上按体积分数

1% 分别接种上述 3 种浓度的 LAB 作为实验组。

混合菌液于 37 ℃、5% CO2 培养 20−24 h。使用

PBS 缓冲液梯度稀释共培养菌液，选取 3 个稀

释度涂布沙氏葡萄糖琼脂平板，28 ℃培养 48 h

后计数。抑菌率计算如公式(1)所示。

抑菌率＝(阳性对照菌落数−实验组菌落数)/

阳性对照菌落数×100% (1)

1.5　安全性评价

在 MRS培养基中 37 ℃、5% CO2培养 16−18 h

活化菌株。调节浓度至约 1×108 CFU/mL，取

5 μL 点样至血琼脂平板，37 ℃、5% CO2 培养

72 h，每 24 h 观察并记录 α/β/γ 溶血现象。

使用细菌基因组提取试剂盒提取分离 LAB

菌株的基因组，送至上海美吉生物医药科技有

限公司测序，测序平台为 Illumina NovaSeq X 

Plus。测序返回基因组数据比对毒力因子数据库

(virulence factor database, VFDB， https://www.

mgc. ac. cn/VFs/；阈值：E-value<1×10−5，覆盖

率 >80%)， 比 对 综 合 抗 生 素 耐 药 数 据 库

(comprehensive antibiotic resistance database, 

CARD， https://card. mcmaster. ca；阈值：≥80%

一致性)。

1.6　统计分析

应用 Excel (2021)、R (4.5.1)等软件进行数

据处理、筛选及统计分析，应用 Excel、R、

OriginPro、Inkscape 等软件进行数据作图。对

pH 3.0 环境下的菌株生长数据进行 Student’s t 检

验，分析组间差异显著性。对不同 pH 环境下菌

株生长数据，将菌株与 pH 作为 2 个固定因子进

行双因素方差分析(two-way ANOVA)，检验菌

株、pH 及其交互作用对生长的影响。为满足方

差分析假设，对模型残差进行 Shapiro-Wilk 正态

性检验及 Levene 方差齐性检验。若假设成立，则

在显著交互作用条件下进一步在每个 pH 条件内对

不同菌株进行事后两两比较 (post hoc pairwise 

comparisons)，使用 emmeans 包进行 Tukey (分

层条件下为 Sidak)多重比较校正。显著性差异结

果以分组字母表示，具有相同字母的菌株在同

一 pH 下差异不显著(P>0.05)，不同字母标注的

菌株间差异显著(P<0.05)。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　菌株分离及鉴定结果

从 8 种微生态制剂中成功分离出 10 株 LAB

菌株(表 1)。87.5% (7/8)微生态制剂未能全部分

离出所有标识菌种。口服类微生态制剂中有

28.6% (2/7)未分离出任何标识菌株(P2、P7)。所

有制剂的菌种分离率为 12.5%−66.7% (分离菌种

数/标识菌种数)，实际分离菌种数量显著少于标

签标识菌种数。仅药品 P8 (单菌种标识) 100.0%

分离出目标菌株。未分离到的标识菌种包括卷

曲乳杆菌(Lactobacillus crispatus)、双歧杆菌或

嗜热链球菌、唾液联合乳杆菌、副干酪乳酪杆
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菌以及詹氏乳杆菌。

2.2　不同 pH 环境下生长特性

菌株在初始 pH 值为 6.0−7.0 时展现出更强

的生命活性，部分菌株如 P1-1、 P3-2、 P4、

P5-1、 P5-2、 P6-1、 P6-2、对照株等在起始

pH 值为 5.0−7.0 范围内都生长良好 (图 1A)。

ANOVA 分析结果表明，不考虑 pH 时菌株间

的 OD600 有显著差异 (F=873.0, P<0.000 1)，不

考虑菌株时不同 pH 条件下的 OD600 也差异显

著(F=11 530.1, P<0.000 1)，菌株和 pH 交互作用

对 OD600 的影响同样显著 (F=239.3, P<0.000 1) 

(表 2)。这表明某菌株在不同 pH 下的变化趋势

与其他菌株不同。进一步事后比较分析菌株在

不同初始 pH 下的 OD600 差异发现，pH 值为 3.0

时菌株间差异不显著，所有菌株生命活力较低，

如 P4 与 P1-1 (t=2.29, P=0.234)。在 pH 3.0 环境

下 ， P4、 P8 及 对 照 株 OD600 分 别 为 0.154、

0.166 和 0.164。如基于两样本间方差估计进行

Student’s t 检验，则 P4、P8 及对照株与其他

菌株的 OD600 相比存在显著差异 (图 1B)。P8

与 P1-2 (t=45.969, P<0.000 01)、P3-2 (t=45.702, 

P<0.000 01)、P6-1 (t=45.485, P<0.000 01)相比差

异最大。P4 相比其他分离株差异也非常显著，如

相比 P1-2 (t=16.100, P<0.000 1)、P3-1 (t=13.434, 

P=0.000 2)、 P3-2 (t=15.988, P<0.000 1)、 P6-1 

(t=15.301, P=0.000 1)、P6-2 (t=14.758, P=0.000 1)

等。P4 和 P8 的统计学差异不显著 (t=−2.919, 

P=0.022)。

在 pH 4.0−7.0 时菌株间存在显著性差异

(图 1C)。初始环境 pH 值为 4.0 时，P5-2、P4、

P6-2、P5-1 和 P6-1 显著高于其他分离菌株，如

pH 值 为 4.0 时 P5-2 显 著 高 于 P8 (t=15.42, 

P<0.001)。初始 pH 值为 5.0 时，P5-1、P5-2、

P6-1、P4 和 P6-2 菌株具有较高的生命活力，其

次是 P3-2 和 P8。初始 pH 值为 6.0 时，除 P1-2

外，其余菌株均具有较高的生命活力。初始 pH

值为 7.0 时 P3-2 生命活力较低，其次是 P1-1，

其余菌株仍维持较高的生命活力。菌株 P4、

P5-1、P5-2、P6-2 的 OD600 在 pH 值为 4.0−7.0

环境下均高于其他菌株。

2.3　抑菌活性

2.3.1　对多种病原细菌的抑制

微生态制剂分离的 LAB 菌株对生殖道相关

病原细菌具有不同程度的抑制作用(图 2)。P1-2、

P5-1、P6-1 及 P6-2 菌株对全部病原菌均表现

出不同程度的抑制能力，其中 L. plantarum 

P6-2 表现出高度的广谱抑菌能力，尤其对肠杆

菌科 (E. coli： 28.5 − 34.0 mm； K. pneumoniae：

表1　微生态制剂中LAB的分离与鉴定结果

Table 1　Isolation and identification of LAB from commercial probiotic products

产品编号
Product ID

P1

P3

P4

P5

P6

P8

分离菌株编号
Isolate ID

P1-1

P1-2

P3-1

P3-2

P4-1

P5-1

P5-2

P6-1

P6-2

P8

鉴定菌种
Identified species

加氏乳杆菌Lactobacillus gasseri

鼠李糖乳酪乳杆菌Lacticaseibacillus rhamnosus

嗜酸乳杆菌Lactobacillus acidophilus

加氏乳杆菌Lactobacillus gasseri

发酵黏液乳杆菌Limosilactobacillus fermentum

植物乳植杆菌Lactiplantibacillus plantarum

发酵黏液乳杆菌Limosilactobacillus fermentum

罗伊特氏黏液乳杆菌Limosilactobacillus reuteri

植物乳植杆菌Lactiplantibacillus plantarum

德氏乳杆菌Lactobacillus delbrueckii

分离比例(分离数量/标识数量)
Isolation ratio (number isolated/
number labeled) (%)

50.0 (2/4)

66.7 (2/3)

12.5 (1/8)

33.3 (2/6)

40.0 (2/5)

100.0 (1/1)
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20.5−26.5 mm)。L. gasseri P1-1 对 S. agalactiae 

Ⅰa 血清型表现出高度的抑菌能力，抑菌圈直径

达 29.0 mm。

对于引起 BV 最常见的致病菌 G. vaginalis，

除药品来源的 P8 未体现出抑制作用外，其他分

离菌株均具有一定程度的抑菌活性(抑菌圈直径

图1　分离菌株在不同pH下生长情况及其显著性差异。A：分离菌株在不同pH下培养18−20 h后的OD600

值；B：各菌株在pH 3.0情况下的OD600值[显著性差异标注为具有最多显著性差异的样本(P4、P8、1.984)与

最大显著性差异的样本(P1-2)情况，显著性水平标注为*** P<0.000 1，**** P<0.000 01]；C：不同初始pH环

境下分离菌株间的显著性差异特征[在同一pH值下相同字母标注的菌株间不存在显著性差异(Sidak-

adjusted，P>0.05)，不同字母标注的菌株间存在显著性差异(P<0.05)]。

Figure 1　Growth performance and significant differences of isolated strains under different pH conditions. A: 

OD600 values of isolated strains after 18−20 h of cultivation at different pH levels; B: OD600 values of strains at 

pH 3.0 [Significant differences are indicated between the sample with the highest number of significant 

differences (P4, P8, 1.984) and the sample showing the greatest difference (P1-2), significance levels are 

indicated as *** P<0.000 1, **** P<0.000 01]; C: Significance in growth differences among strains across 

different initial pH environments [Within the same pH level, strains labeled with the same letter are not 

significantly different (Sidak-adjusted, P>0.05), while those with different letters indicate significant differences 

(P<0.05)].
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范围 8.0−15.0 mm)。对于其他病原菌，P8 的抑

制程度相对较差，对 1 株多产肠毒素型 S. aureus、

2 株碳青霉烯耐药型 K. pneumoniae、1 株 E. coli

和 1 株 S. agalactiae (Ia 血清型)具有中度抑制能

力，抑菌圈直径分别为 10.0、9.0、8.0、18.0 和

11.0 mm。对照株对 G. vaginalis 的抑制作用也较

低，抑菌圈直径为 6.0 mm。微生态制剂分离的

LAB 菌株普遍对 S. aureus 和 E. coli 具有一定抑

制作用。P4、P5-2、P6-1 和 P6-2 对白色念珠菌

的抑制率达 99.73% 以上，P5-1 的抑制率可达

94.64% 以上；所有菌株均未出现 β 溶血，且无

耐药基因和毒力基因。

2.3.2　对 C. albicans 的抑制

除 P1-1 外，分离菌株对于 VVC 常见致病

真菌 C. albicans 均有一定抑制效果(图 3)。其

中，P4、P5-2、P6-1 和 P6-2 在 3 个初始接种浓

度下对 C. albicans 的抑制率均能达到 99.73% 以

上，P5-1 仅在初始接种浓度为 104 CFU/mL 时抑

制率为 94.64%，在其他初始接种浓度下均达到

99.77% 以上。

药品分离菌株 P8 在初始接种浓度 104 CFU/mL

时对 C. albicans 的抑制率为 56.98%，随着自身浓

度升高，对 C. albicans 的抑制率在 106 CFU/mL

时 达 到 86.98%。 P3-1、 P3-2 及 对 照 株 对

C. albicans 的抑制情况与 P8 相似，随初始接种

浓度升高，其对 C. albicans 的抑制率提高，分

别由 33.82%、52.73%、65.78% 提高至 91.05%、

85.80%、90.74%。

个别菌株呈现出与其他菌株不同的趋势，

在初始接种低浓度时体现出更高的抑制率，而

在初始接种高浓度时抑制率反而降低。P1-2 在

初始接种低浓度时对 C. albicans 达到最佳抑制

率(98.45%)，抑制率随着自身菌液初始接种浓度

的升高而降低，在初始接种浓度为 106 CFU/mL

时抑制率下降至 56.09%。P1-1 在初始接种浓度为

104 CFU/mL 时的抑制率仅为 15.97%，在初始接

种浓度为 106 CFU/mL 时抑制率降至 3.36%。

2.4　安全性评价

各微生态制剂分离菌株基因组未检出耐药

基因及毒力基因。全部分离菌株均未出现 β 溶

血的情况(表 3)。在培养 24 h 时有 5 株(50%)呈

现 α 溶血。P3-1 在 24 h 表现为无溶血现象，

48 h 后显现出 α 溶血。

3　讨论与结论　讨论与结论

本研究系统评估了多种常见益生菌制剂分

离菌株的外用益生特性，包括其对多种病原菌

的抑制效能、在不同 pH 环境下的生长特性及安

全性，揭示了菌株通过局部给药途径发挥作用

的潜力。

微生态制剂分离菌株的抑菌活性表现出特

异性。L. plantarum P6-2 展现出极为突出的广谱

抗抑菌活性，L. fermentum P4、P5-2 也表现出较

好的抑菌活性。对于 S. aureus 和 E. coli，几乎

所有分离菌株均具有不同程度的抑制作用。

L. plantarum P5-1 和 L. reuteri P6-1 对 C. albicans

也具有优异的抑制能力，在 3 个菌液初始接种

浓度下对 C. albicans 的抑制率均能达到 99.00%

以上。相比之下，P1 以及 P3 分离的 4 个菌株

对 C. albicans 的抑制能力较差，涉及的菌种

包括 L. rhamnosus、L. acidophilus 和 L. gasseri。

此 外 ， 接 种 不 同 初 始 浓 度 的 LAB 菌 株 与

C. albicans 共同培养后，LAB 终浓度均达到

108 数量级。这体现了在有限的资源环境(实验室

表2　各菌株在不同pH条件下生长情况的ANOVA

分析结果

Table 2　ANOVA results for the growth of isolated 

strains under different pH conditions

Factor

Strain

pH

Strain:pH

Residuals

df

10

4

40

110

Sum 
Sq

24.13

127.49

26.46

0.30

Mean 
Sq

2.41

31.87

0.66

0.00

F value

873.0

11 530.1

239.3

Pr (>F)

<2×10−16 ***

<2×10−16 ***

<2×10−16 ***

***: P<0.000 1.
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培养条件下)中，LAB 菌株的终末生长能力极

限。LAB 菌株对 C. albicans 的抑制与初始接种

浓度相关，这可能表明更高的初始接种浓度使

LAB 获得了更高的生长优势，更高的初始生长

优势保证了菌株能更好地发挥对病原菌的抑制能

力。LAB 可通过产乳酸、过氧化氢、细菌素，以

及竞争性排斥等方式抑制病原菌生长[10]。植物

乳植杆菌可产生对 C. albicans 具有较强抑制作

用的抗菌蛋白，如植物乳杆菌素(plantaricin)[11]。

有研究指出，植物乳植杆菌与其他 LAB 共培养

时，如与 L. fermentum 共培养，甚至可能增强代

谢物合成，从而提高其细菌素产量[12]。L. reuteri

图2　分离菌株对阴道常见病原菌的抑菌能力。A：分离菌株对多种病原菌的抑菌圈热图；B：部分分离

菌株对病原菌的抑菌实验平板照片[从左至右分别为阴道加德纳菌、金黄色葡萄球菌(6538)、肺炎克雷伯

菌(95)、大肠杆菌(FX59)、无乳链球菌(Ⅰa型)]。

Figure 2　Antagonistic activity of isolated strains against common vaginal pathogens. A: Heatmap illustrating 

the inhibition zones of isolated strains against various pathogens; B: Representative plate images showing the 

antagonistic activity of selected isolates [From left to right: Gardnerella vaginalis, Staphylococcus aureus (6538), 

Klebsiella pneumoniae (95), Escherichia coli (FX59), and Streptococcus agalactiae (serotype Ia)].
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可产生罗伊特氏菌素(reuterin)，这是一种广谱抗

菌物质，这可能解释了 L. reuteri 在抑菌作用中

表现较好的原因。然而由于可成功分离的菌株

数量较少(1−2 株/微生态制剂)，未能对其他标识

的菌株情况进行评价。

令人意外的是，由临床药品分离的菌株

L. delbrueckii P8 的抑菌活性较弱。推测其原因

可能是，在潜力菌株稀缺的早期，临床用药菌

株筛选时可能优先考虑其安全性、生长稳定性、

黏附等特性，而非抑菌效能。尽管如此，对于

作为外部给药途径的药品，可考虑关注其抑菌

效能。多中心、随机对照试验及荟萃分析表明，

阴道局部给予含 LAB 的胶囊或片剂与口服甲硝

唑相比，具有相近或更高的治愈率、较低的复

表3　分离菌株的溶血情况

Table 3　Hemolysis activity of isolated strains

产品编号
Product ID

P1

P3

P4

P5

P6

P8

分离菌株编号及菌种名称
Isolate ID and species name

P1-1 (L. gasseri)

P1-2 (L. rhamnosus)

P3-1 (L. acidophilus)

P3-2 (L. gasseri)

P4 (L. fermentum)

P5-1 (L. plantarum)

P5-2 (L. fermentum)

P6-1 (L. reuteri)

P6-2 (L. plantarum)

P8 (L. delbrueckii)

培养时间Cultivation time (h)

24

γ

α

γ

α

γ

α

γ

α

α

γ

48

γ

α

α

α

γ

α

γ

α

α

γ

72

γ

α

α

α

γ

α

γ

α

α

γ

图3　分离菌株对白色念珠菌抑制率

Figure 3　Inhibition rate of isolated strains against Candida albicans.
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发率和更小的副作用[13]。因此，使用 LAB 进行

BV、VVC 等 RTIs 的预防和治疗具有前景。目

前，在我国妇科抗感染药和抗菌剂领域的临

床常用药品主要包括化学类药品 (如克霉唑、

甲硝唑等抗生素)及微生态制剂类药品(如乳杆

菌活菌) [ 来源：国家药品监督管理局网站

(https://www.nmpa.gov.cn/)]。通过检索医药健康

信息服务相关数据库发现，微生态制剂类药品

在近 5 年的销售额及市场份额均呈现增长态势。

这表明临床医护人员、患者以及患者家属对微

生态制剂类药品的认可度、接受度和市场需求

都在逐步提高。因此，提示临床药品应补充更

多其他具有益生潜力的菌株。

部分分离菌株在广谱 pH 值范围内生长能力

良好，但普遍对低 pH 环境耐受不足。生殖道

pH 值受雌激素和乳酸杆菌共同作用，呈规律

性波动[6]。健康育龄期女性下生殖道 pH 值范

围通常为 3.8−4.5，而 RTIs 患者阴道 pH 值可

达 4.7−5.5，甚至更高。因此，菌株在 pH 值为

4.0−6.0 范围内的生长能力会影响其在阴道环境

中发挥益生功能。通常认为阴道环境常见的乳

杆菌属细菌(如 L. gasseri、L. crispatus 等)更适应

酸性环境，而本研究中微生态制剂分离的

L. gasseri 表现不佳。本研究分离菌株中，P4、

P5-1、P5-2 和 P6-2 在 pH 值 4.0−7.0 范围内的生

长能力相对更佳，涉及的菌种为 L. fermentum 和

L. plantarum。总体而言，初始环境 pH 值从 5.0

起，大部分菌株已具有较好的生命活性，而 pH 

3.0 时所有菌株生命活力显著降低。LAB 的最适

生长范围通常为弱酸性至中性(pH 值 5.5−6.5)，

这与本研究结果一致。由于统计方法在方差估

计方式上存在差异，使得菌株在 pH 3.0 时的显

著性评价有所差异，但也可以看出 P4、P8 与对

照株具有略优于其他分离菌株的适应能力。此

外，由于体外培养的方式与人体内部仍存在差

异，可能导致菌株生长能力评价结果出现一定

偏差。目前，关于口服类益生菌相关的标准

中，仅有关于保质期内活菌总数的限值要求。

如 T/CNFIA 131—2021 《益 生 菌 食 品》[14]、

T/CHC 1014—2024 《益生菌制剂食品》[15] 和

T/CIFST 009—2022 《食品用益生菌通则》[16]

等 团 体 标 准 给 出 的 指 标 限 值 为 ≥1×107

或 ≥1×108 CFU/g 或 CFU/mL。 T/CNHFA 006—

2022《益生菌食品活菌率分级规范》[17]则提出了

益生菌活菌率指标，益生菌活菌率≥50%、10%、

1% 以及 0.1% 即对应一级至四级。相关标准均

缺乏益生菌菌株耐酸后的存活率可参考指标。

菌株经胃部进入肠道抵达作用部位，若其耐酸

能力不足，将显著降低口服后的菌株存活率，

导致抵达作用部位的活菌数量锐减，从而制约

益生功能的发挥。可考虑通过多种方式提高菌

株存活率，如严格筛选菌株、调整制剂工艺等，

合理调整菌株的递送系统和给药途径，如经阴

道局部给药可能规避胃肠屏障，利用藻菌共生

系统协同给药提高菌株定殖能力等[18]。

本研究所选微生态制剂的分离菌株在溶血、

耐药基因、毒力基因等方面的安全性较好，但

其标识与实际可分离菌株数量存在差异。与标

识菌株数量相比，分离培养实际获得的 LAB 菌

株数量较少。本研究所选微生态制剂中 25.0% 

(2/8)未分离出任何标识菌株，这 2 种微生态制剂

标识菌株数分别为 4 种和 7 种。其余可分离出

标识菌株的微生态制剂中，除 P8 外均未能分

离出全部标识菌种，分离率最低仅为 12.5% 

(1/8 种)，分离效率较低。个别国家/地区市面销

售的微生态制剂也存在标签中声明的菌株未被

检出或极少量被检出的情况，这可能与多菌种

的竞争性生长导致个别菌种被抑制、储存条件

变化导致菌株失活、菌株不适体外培养环境以

及部分菌株可能进入活的非可培养 (viable but 

nonculturable, VBNC)状态等多种原因有关[19]。

此外，还有研究检出未在标签上出现的菌株，

甚至存在检出潜在致病菌的情况，提示产品在

使用和保藏过程中应注意交叉污染的风险。结

果提示，添加多种菌株作为制剂时应关注其复

苏活性及添加菌株间竞争性抑制问题。
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本研究存在一定局限性。首先，对于微生

态制剂菌株的分离采用了经典传统的方法，不

排除有部分菌株可能并不适应这种体外培养方

法，但在体内恢复活性的能力较好。培养时未

模拟阴道低氧环境(如<1% O2)。其次，为保证评

价菌株时的统一性，以及避免引入可能的新的

不确定变量，在生长、抑菌等实验过程中均采

用了统一的基准初始 pH 环境(pH 5.0)进行菌株

活化，这可能使部分菌株并未处于其最适宜的

生长条件。此外，我们未开展基于细胞或小鼠

模型的验证实验，对于病原菌抑制能力的评价

仅通过体外实验进行验证，未评估菌株对阴道

上皮细胞的黏附能力，缺乏动物生理健康相关

指标、体内定殖及菌群互作等数据。实验室条

件限制了微生物生长的营养和空间环境，与人

体真实情况可能存在差异。

尽管如此，研究结果显示了所选市售益生

菌制剂分离菌株对多种阴道病原菌的抑制潜力。

尽管菌株耐低酸能力较弱，但部分菌株在阴道

环境相似 pH 值范围内具有生长活力。所选制剂

分离菌株未见有溶血风险或毒力、耐药基因传

播风险，安全性较高。研究提示，或可通过调

整菌株局部给药途径，提升益生菌制剂的临床

及市场应用价值。
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