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摘   要：【目的】对分离自健康成人粪便样本的棒状腐败乳杆菌(Loigolactobacillus coryniformis) 

Lc7 进行分类学鉴定和益生潜力评估。【方法】基于 16S rRNA 基因和基因组核心基因构建系统

发育树，对 Lc7 进行分类学鉴定；通过耐酸和胆汁酸盐、粘附、抗氧化和抑菌实验，以及溶血、

明胶酶活性和抗菌药物敏感性实验，评估 Lc7 的益生特性。同时，构建小鼠溃疡性结肠炎模型，

评估 Lc7 的体内抗炎潜力。【结果】Lc7 鉴定为 L. coryniformis，在酸和胆汁酸盐的连续作用下，

Lc7 的存活率为 70.17%。Lc7 对 HT-29 细胞的粘附指数为 56.33 CFU/cell，其自聚集和疏水性分别

为 80%和 40%；Lc7 对福氏志贺菌和鼠伤寒沙门菌等 7 个常见致病菌均有较强的抑制能力；对 1,1-

二苯基-2-苦基肼(1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl, DPPH)和羟自由基(hydroxyl radicals, ·OH)的清除

率分别为 91.70%和 48.53%；Lc7 无溶血现象和明胶酶活性，对选取的大多数抗生素均敏感。在小

鼠结肠炎实验中，Lc7 干预组小鼠结肠长度明显长于模型组(P<0.01)，结肠病理明显改善(P<0.01)，

并且降低了血清促炎细胞因子 TNF-α和 IL-1β的浓度，升高了抗炎细胞因子 IL-10 的浓度(P<0.01)。

【结论】Lc7 具有益生特性和体内抗炎潜力，可作为益生菌株进行开发和应用。 
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Abstract: [Objective] To characterize the Loigolactobacillus coryniformis Lc7 isolated from 
feces of healthy adults and evaluate its probiotic effect. [Methods] Phylogenetic tree was 
constructed based on the 16S rRNA gene and the core genes of the genome for taxonomic 
identification of the strain. The tolerance to acid, bile salt tolerance, adhesion, antioxidant 
activity, and antibacterial activity were tested, and the hemolysis, gelatinase activity, and 
antimicrobial susceptibility of Lc7 were examined to evaluate the probiotic property. In 
addition, ulcerative colitis was induced in mice to assess the in vivo anti-inflammatory potential 
of the strain. [Results] Lc7 was identified as L. coryniformis. The survival rate of this strain 
was up to 70.17% at pH 3.0 and in the presence of 0.3% bile salt. The adhesion index of Lc7 to 
HT-29 cells was 56.33 CFU/cell while self-aggregation and hydrophobicity were 80% and 
40%, respectively. Lc7 inhibited the growth of seven common pathogens including Shigella 
flexneri and Salmonella typhimurium. Moreover, it scavenged 91.70% and 48.53% of 
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) and hydroxyl radicals (·OH), respectively. Lc7 showed 
no hemolysis or gelatinase activity and was sensitive to the antibiotics tested. In the experiment 
on colitis mice, Lc7 group had longer colons than the model group (P<0.01). In addition, Lc7 
alleviated colonic lesions (P<0.01), decreased serum pro-inflammatory cytokines TNF-α and 
IL-1β, and increased serum anti-inflammatory cytokines IL-10 (P<0.01). [Conclusion] Lc7 has 
probiotic and anti-inflammatory properties, which can be further developed as a probiotic. 
Keywords: Loigolactobacillus coryniformis; taxonomic identification; probiotics; anti- 
inflammatory 
 
 

棒 状 腐 败 乳 杆 菌 (Loigolactobacillus 

coryniformis)[1] 原名棒状乳杆菌 (Lactobacillus 

coryniformis) ， 后 划 归 于 腐 败 乳 杆 菌 属

(Loigolactobacillus)[2]，革兰氏染色为阳性，呈

短小棒状，无芽孢。研究表明，L. coryniformis

可分泌胞外多糖[3]、细菌素[4-5]等多种生物活性

成分，能够合成维生素 B12 (钴胺素)[6]等有机

物，因此其常用于食品和工业中防腐剂、保鲜

剂的制备以及作为亚硝酸盐等有害化合物的

降解物[3-7]。 

益生菌是指活的微生物，当摄取足够数量

时，对宿主健康有益 [8]。棒状腐败乳杆菌作为

一代益生菌，具有多种潜在的益生功能，如减

肥[9]、平衡肠道菌群[4]和增强免疫[10]等，已被广
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泛应用于临床医疗。目前，棒状腐败乳杆菌

MXJ32 已作为缓解结肠炎相关结直肠癌的功能

性食品成分[4]；棒状腐败乳杆菌 CECT5711 作

为食用益生菌，不仅具有改善高脂饮食引起的

炎症状态和预防肥胖所致血管病变的功效[11]，

还可通过抑制病原体粘附和增强免疫以改善健

康儿童的肠道菌群[10]等。 

目前所报道的棒状腐败乳杆菌多分离自乳

制品和发酵食品，也有部分菌株分离自风干肉

或鸡等家禽类，尚未有从健康成人粪便样本分

离到棒状腐败乳杆菌的研究，同时缺少对其分

类学鉴定、生物学特性和急性结肠炎益生作用

的系统研究。因此，本研究旨在对分离自健康

成人粪便样本 [12]的棒状腐败乳杆菌 Lc7 进行

生物学特性及益生作用研究，初步了解其益生

功能。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株及实验动物 
实验菌株：Lc7、乳酸乳球菌(Lactococcus 

lactis) L235 、 肺 炎 链 球 菌 (Streptococcus 

pneumoniae) ATCC 49619、肠集聚性大肠埃希菌

(eneroaggregative Escherichia coli, EAEC) CICC 
24186、肠出血性大肠杆菌 (Enterohemorrhagic 

Escherichia coli, EHEC) ATCC 43895、鼠伤寒沙

门菌(Salococcus Tytaomicron) ATCC 14028、金

黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) ATCC 

25923 、 单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 (Listeria 

monocytogenes EGD-e) ATCC BAA-679、猪链球

菌(Streptococcus suis) ATCC 43765 和福氏 2a 志

贺菌(Shigella flexneri 2a str.) 301，以上菌株均

保存在本实验室或购自美国模式菌种保藏中

心(American Type Culture Collection, ATCC)

和中国工业微生物菌种保藏管理中心 (China 

Center of Industrial Culture Collection, CICC)。 

实 验 动 物 ： 无 特 定 病 原 体 级 (specific 

pathogen free，SPF) 6 周龄雌性 C57BL/6N 小鼠

[(16±2) g]，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司。本研究已通过中国疾病预防控制中心

实验动物福利伦理委员会批准。 

1.2  主要试剂 
De Man Rogosa Sharpe (MRS)培养基、MH

肉汤-阳离子调节(cation-adjusted mueller-hinton 

broth, CAMHB)培养基和 E-test 条，Oxoid 公司；

胆 汁 酸 盐 、 磷 酸 盐 缓 冲 液 (1×) (phosphate 

buffered saline, PBS)，北京索莱宝科技有限公

司；1,1-二苯基 -2-三硝基苯肼 [1,1-diphenyl-2- 

picrylhydrazyl radical 2,2-diphenyl-1-(2,4,6- 

trinitrophenyl) hydrazyl, DPPH]，Sigma-Aldrich

公司；葡聚糖硫酸钠盐(dextran sulfate sodium 

salt, DSS)，MP Biomedicals 公司；酶联免疫吸附

试 验 (enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)试剂盒、肿瘤坏死因子(tumor necrosis 

factor-α, TNF-α)、白细胞介素(interleukin-1β, IL-1β)

及白细胞介素(IL-10)，R&D SYSTEM 公司。 

1.3  Lc7 的培养条件 
本研究所涉实验菌株 Lc7 均培养至对数生

长期，所用培养基为 MRS+5% (质量体积分数)

脱纤维羊血琼脂培养基或 MRS 液体培养基，培

养条件为 37 ℃孵箱，培养时间为 24 h，本研

究菌悬液均由 PBS 调配。 

1.4  Lc7 分类学鉴定[13-22] 
将活化后的 Lc7 三区划线接种于琼脂培

养基培养 24 h，观察菌株形态。粗提取菌落

核酸并将纯化扩增后的 Lc7 16S rRNA 基因

PCR 扩增产物送至睿博兴科生物技术有限

公司进行测序，所得序列提交至 EzBioCloud 

(https://www.ezbiocloud.net/) 和 NCBI 数据库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 进 行 同 源 性 比

对；使用 Wizard® Genomic DNA Purification 试
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剂盒提取菌株基因组核酸送至北京诺禾致源科

技股份有限公司，基于 Illumina HiSeq TM2000

平台测得原始序列，过滤接头序列及低质量数

据后，使用 SOAPdenovo2、SPAdes 和 ABySS

软件进行组装[13-15]，最后使用 CISA 软件进行

整合得到基因组框架图[16]。 

选取同源性较高乳杆菌菌种的 16S rRNA

基 因 序 列 ( 相 似 度 >94%) ， 以 嗜 酸 乳 杆 菌 

(Lactobacillus acidophilus) DSM 20079T 为进

化外群 [17]，应用 MEGA 10 软件，基于邻接

法(neighbor-joining, NJ)算法，抽样 1 000 次

构建 NJ 系统进化树；获取 NCBI 数据库

L .  coryniformis 及其亚种基因组序列用于进

一步鉴定，将上述基因组和 Lc7 基因组提交

至 Kpstas Lab Genome Matrix 网站(http://enve- 

omics.ce.gatech.edu/g-matrix/)计算基因组核苷

酸一致性(average nucleotide identity, ANI)和氨

基酸一致性 (amino acid identity, AAI)，通过

Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC)
网站 (http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php/)计算 DNA- 

DNA hybridization (DDH)值，使用 prodigal

软件对上述基因组进行基因预测 [18]，参照

Niu 等[19]的方法，使用 CD-HIT[20]、MAFFT[21]

及 FastTree[22]软件构建基于基因组核心基

因的系统进化树，以确定 Lc7 的具体分类学

位置。  

1.5   Lc7 体外益生评估 
乳酸乳球菌是乳酸菌中的模式菌株，被公

认为安全的食品级微生物[23]，故选择本实验室

分离自中国健康成人粪便样本的 L235[12]作为

益生评估实验的阳性对照菌株。通过耐酸和胆

汁酸盐、粘附、抗氧化、抑菌、溶血和明胶酶

活性及抗菌药物敏感性系列实验进行 Lc7 的体

外益生评估。 

1.5.1  酸和胆汁酸盐耐受性实验[24] 

参照 Ebrahimi 等[24]的研究，略作修改。将

108 CFU/mL Lc7 菌悬液接种于 pH 3.0 的 MRS

液体培养基孵育 1.5 h 后，4 ℃、4 000 r/min

离心 10 min 得到菌体，使用 PBS 清洗菌体

3 次后，加入含 0.3% (质量体积分数)胆汁酸盐

的 MRS 液体培养基中继续孵育 1.5 h。培养液

梯度稀释后，滴板培养计数，计算 0 h 活菌总

数(N0)和 3 h 活菌总数(N1)，根据公式(1)计算存

活率。 

存活率(%)=Log CFU N1/log CFU N0          (1) 

1.5.2  粘附相关实验[25-27] 

主要为自聚集和疏水性以及对人结肠腺癌

细胞系 HT-29 细胞的粘附作用。 

(1) 自聚集能力[25]：将 Lc7 调至麦氏浊度

1.0 (OD0，约 106 CFU/mL)，培养 24 h 后，测定

其麦氏浊度记为 OD1，根据公式 2 计算自聚集

能力。自聚集能力分为 3 个等级：16%–35%，

低等；35%–50%，中等；>50%，高等。 

(2) 菌株表面疏水性[26]：将 Lc7 调至麦氏

浊度 1.0 (OD0)，加入等体积的二甲苯，剧烈混

匀 2 min，孵育 1 h 后除去有机相，测定其水相

麦氏浊度记为 OD1，根据公式(2)计算 Lc7 表面

疏水性。 

自聚集/疏水性(%)=[(OD0OD1)/OD0]×100        (2) 

(3) 对 HT-29 细胞的粘附作用：参照 Hojjati

等[26]的研究方法，略有修改。即将 1×105 CFU/mL 

HT-29 细胞接种于 24 孔培养板 (内置玻璃盖

玻片 )培养过夜后，洗细胞 3 次，分别加入

1×107 CFU/mL Lc7 和 L235 菌悬液，不加菌液

的孔设为对照组。在 37 ℃、5% CO2 培养箱中

培养 3 h 后，洗细胞 3 次，然后甲醇固定、吉

姆萨染色和封片。在光学正置显微镜 1 000 倍

视野下观察菌株 Lc7 粘附情况，计算粘附指数

(adhesive index)，即随机从显微镜下选择 10 个

视野计算 HT-29 细胞粘附的平均细菌数，粘附

指数<1 为弱粘附，<50 为中等粘附，>50 为强
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粘附。 

1.5.3  抗氧化实验[27-28] 

(1) DPPH 清除率测定：将 107 CFU/mL Lc7

在 MRS 培养液培养 24 h 后，4 ℃、4 000 r/min

离心 10 min，收集发酵上清液。样品组(As)：

2 mL Lc7 发酵上清液和 2 mL 0.000 4 mol/L 

DPPH 溶液；空白组(Ab)：将 As 组 DPPH 溶液

更换为无水乙醇；对照组(Ap)：将 As 组发酵上

清液更换为 MRS 液体培养基，37 ℃避光孵育

30 min。测量 517 nm 处的吸光度值 A，通过公

式(3)计算 DPPH 清除率。 

DPPH 清除率(%)=[1(AsAb)/Ap]×100          (3) 

(2) ·OH 清除率测定：通过 Fenton 反应体

系[28]测定 Lc7 对·OH 的清除能力。即对照组

(Ap)：1 mL 亮绿(0.000 435 mol/L)、1 mL FeSO4 

(0.002 5 mol/L)、1 mL H2O2 (3.0%, 质量体积分

数)、1 mL ddH2O 和 1 mL PBS；空白组(Ab)：

将 Ap 组中 H2O2 更换为 ddH2O；样品组(As)：将

Ap 组中 ddH2O 更换为 Lc7 菌悬液。37 ℃避光

孵育 30 min 后，4 000 r/min 离心 3 min。测量

525 nm 处的吸光度值 A，通过公式(4)计算·OH

清除率。 

·OH 清除率(%)=[(AsAp)/(AbAp)]×100     (4) 

1.5.4  抑菌实验(点滴法)[29] 

选择常见病原菌肠集聚性大肠埃希菌、肠

出血性大肠杆菌、鼠伤寒沙门菌、金黄色葡萄

球菌、单核细胞增生李斯特菌、猪链球菌和福

氏 2a 志贺菌作为本研究致病菌。将对数生长

期的致病菌和 Lc7 调至 108 CFU/mL，并用棉

签蘸取致病菌菌悬液均匀涂布于 MRS 琼脂培

养基表面，随后取 15 μL Lc7 菌悬液接种于培

养基表面培养 24 h 后测量抑菌圈大小(抑菌圈

以距离菌落边缘的距离计量)。抑菌能力判读

标准：(+) 10 mm–15 mm；(++) 15 mm–22 mm；

(+++)>22 mm。 

1.5.5  溶血实验[30] 

Lc7 在 MRS 血琼脂培养基培养 24 h 后，观

察是否出现溶血现象：α-溶血(菌落周围出现草

绿色区域)、β-溶血(菌落周围出现透明区域)和

γ-溶血(不会引起溶血)。 

1.5.6  明胶酶活性实验[31-32] 

将 10 μL 108 CFU/mL Lc7 菌悬液接种于

MRS+3% (质量体积分数)明胶琼脂培养基表面

孵育 24 h。随后将饱和硫酸铵均匀平铺至培养

基表面，观察菌落周围是否出现透明的晕圈。

S. aureus 25923 作为明胶酶阳性对照。 

1.5.7  抗菌药物敏感性实验 

本研究使用抗生素浓度梯度法 (E-test)法

进行抗菌药物敏感性实验。采用临床和实验

室标准协会(Clinical and Laboratory Standards 

Association, CLSI)所制定抗菌药物敏感性测

试性能标准(2018 版)[33]选取乳杆菌推荐抗菌

药物。选取肺炎链球菌 49619 作为质量控制

菌株。将麦氏浊度 0.5 (OD0.5)的 Lc7 菌悬液

均匀涂布于 CAMHB+5% (质量体积分数)脱

纤维马血培养基表面 (达托霉素在此培养基

基础上加入 50 μg/mL 钙粉)，并将 E-test 条置

于培养基表面，培养 24 h 后读取最小抑制浓

度(minimal inhibitory concentration, MIC)值。 

1.6  Lc7 体内安全性及抗炎功能评价 
本实验参照 Bian 等[34]的研究，略有修改。

–7 d–7 d，Lc7 干预组(DSS+Lc7 组)和模型组

(DSS 组)小鼠每天分别灌胃 0.2 mL Lc7 菌悬液

(约 108 CFU/只)和 PBS (1×)溶液。0 d–7 d，DSS

组和 Lc7 干预组饮用 3% (质量体积分数 ) 

DSS。第 8 天，对小鼠进行眼球取血，收集血

清，使用 ELISA 试剂盒检测炎症细胞因子

TNF-α、IL-1β 和 IL-10 浓度。分离结肠后，观

察结肠表型和测量长度，拍照记录，随后用 4%

多聚甲醛固定远端结肠组织以进行 H&E 染色，
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每份结肠随机选取 10 个视野进行组织病理学

评分，组织学评分 (histological activity index, 

HAI)标准参照 Delday 等的研究[35]。 

1.7  数据统计与分析 
应用 SPSS 25.0 进行数据统计分析，数

值结果以均数±标准差或均数±标准误表示，

使用单因素方差分析进行整体比较，使用

Dunnett 方法进行多组间比较，P<0.05 表示差

异有统计学意义；使用 GraphPad Prism 8.4.2

软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  Lc7 鉴定为棒状腐败乳杆菌 

Lc7 菌落呈乳白色，不透明，表面光滑，

边缘规则，革兰氏染色阳性。16S rRNA 基因

序列比对结果显示，同源性最高菌株为棒状腐

败乳杆菌 DSM 20001T (100%)和棒状腐败乳杆

菌棒状亚种 KCTC 3167T (99.93%)。16S rRNA

基因系统进化分析显示 Lc7 与棒状腐败乳杆菌

DSM 20001T 进化关系最近(图 1A)。为进一步明 

 

 
 

        
 

图 1  16S rRNA 基因及基因组核心基因系统发育进化树 
Figure 1  Phylogenetic tree of 16S rRNA gene and genome core genes. A: The phylogenetic tree of 16S 
rRNA gene sequence in the genus Loigolactobacillus, Lac. acidophilus strain DSM 20079T as an outgroup. B: 
The phylogenetic tree of the intraspecific genome system of L. coryniformis. Numbers in parentheses 
represent the NCBI reference sequence, superscript T indicates the strains are type strains, bootstrap values 
are shown at branch points based on 1 000 resampled data sets.  
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确其分类学归属，基于棒状腐败乳杆菌种和亚

种基因组 1 911 个核心基因进行系统进化分析，

结果显示 Lc7 与棒状腐败乳杆菌 CBA 3616T 聚

类于同一进化分支(图 1B)；此外，DDH、ANI

和 AAI 值均显示，棒状腐败乳杆菌 CBA 3616T

与 Lc7 基因组相似性最高(DDH 85.40%，ANI 

99.02%，AAI 98.65%)，且高于菌种间鉴定阈值

(DDH 70%，ANI 96%，AAI 95%) (表 1)。综上

所述，将 Lc7 鉴定为棒状腐败乳杆菌。 

2.2  Lc7 体外益生评估 
2.2.1  Lc7 具有良好的耐酸和胆汁酸盐能力 

Lc7 在低酸(pH 3.0)和 0.3% (质量体积分数)

胆汁酸盐的连续作用下，存活率为70.17% (表2)，

表明 Lc7 具有高的耐酸和胆汁酸盐能力。 

2.2.2  Lc7 具有较强的粘附性 

Lc7 培养 24 h 后自聚集能力平均为 80%，

属于高自聚集；在有机溶剂二甲苯中，Lc7 表面

疏水性平均为 40%，接近阳性对照菌株 L235。

通过吉姆萨染色及显微镜下观察计数，Lc7 可粘

附于HT29细胞，其粘附指数为 56.33 CFU/cell，

属于强粘附(表 2)。上述结果表明 Lc7 具有较强

的粘附性。 

2.2.3  Lc7 具有较好的抗氧化能力 

Lc7 发酵上清液中 DPPH 和菌悬液中·OH

清除率分别为 91.70%和 48.53% (表 2)，其 DPPH

清除率远高于干酪乳酪杆菌 BD-II (27.12%– 

43.99%)[28]，·OH 清除率高于棒状腐败乳杆菌

NA-3 (37.77%)[3]。说明Lc7具有高水平的DPPH

清除能力和中等水平的·OH 清除能力，因此认

为 Lc7 具有较好的抗氧化作用。 

2.2.4  Lc7 具有较强的抑菌作用 

Lc7 对选取的 7 株常见病原菌均有较强的

抑制作用。其中对福氏 2a 志贺菌 301 和鼠伤寒

沙门菌 14028 的抑制作用最强；Lc7 对革兰阴

性致病菌的抑制作用强于革兰阳性菌，与棒状

腐败乳杆菌 SZD 的研究结果相符[36](表 3)。 

2.2.5  Lc7 无溶血现象 

细菌在生长过程中若产生溶血素，则会使红

细胞破裂，血平板上会出现透明或半透明的溶血

环。结果显示 Lc7 无溶血现象(γ溶血，图 2A)。 

 
表 1  比较 Lc7 与其种内菌株基因组的 DDH、ANI、AAI 
Table 1  DDH, ANI and AAI of genome were compared between Lc7 and intraspecific other strains 
Strains DDH (%) ANI (%) AAI (%) 

L. coryniformis CBA 3616T 85.40  99.02 98.65 

L. coryniformis subsp. coryniformis CRL 1001T 77.70  98.19 96.91 

L. coryniformis subsp. coryniformis KCTC 3167T 75.90  98.26 97.95 

L. coryniformis subsp. coryniformis CECT 5711T 75.30  98.22 97.85 

L. coryniformis subsp. torquens 42L 74.60  98.04 97.83 

L. coryniformis subsp. torquens 14I 74.30  98.04 97.85 

L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004T 66.20  97.59 96.86 

DDH: DNA-DNA hybridization; ANI: Average nucleotide identity; AAI: Amino acid identity. 
 

表 2  评估 Lc7 酸和胆汁酸盐耐受性、粘附作用和抗氧化能力 
Table 2  Acid and bile salt tolerance, adhesion and antioxidant capacity of Lc7 (%) 
Strains Tolerabilitya Auto-aggregation Hydrophobicity  Adhesive indexb  DPPH  Hydroxyl radicals 

Lc7 70.17±3.35 80.00±0.00 40.00±0.07 56.33±25.33 91.70±0.86 48.53±1.10 

L235 88.40±1.52 70.00±0.00 47.00±0.06 81.50±33.73 93.26±0.77 49.74±2.51 

L235 as a positive control; a: Continuous acidic (pH 3.0 for 1.5 h) and 0.3% (M/V) bile salt (pH 6.0 for 1.5 h) treatments;      
b: Unit is CFU/cell. 
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表 3  Lc7 对病原菌的抑制作用 
Table 3  Antimicrobial activity against pathogens of Lc7 
Strains EAEC 

24186a 
EHEC 
43895a 

S. tytaomicron  
14028a 

S. flexneri 2a  
str. 301a 

S. aureus  
25923b 

L. monocytogenes  
EGD-e BAA-679b 

S. suis  
43765b 

Lc7 + + ++ +++ + + + 

L235 + + ++ +++ + + ++ 

L235 as a positive control; a: Gram-negative bacteria and b: Gram-positive bacteria; The corresponding relationship between 
the symbol and the diameter is: +: 10 mm–15 mm inhibition zone; ++: 15 mm–22 mm inhibition zone; +++: ≥22 mm inhibition 
zone. 

 

 
 

图 2  Lc7 溶血和明胶酶活性检测 
Figure 2  Haemolytic and gelatinase activity of Lc7. A: γ hemolysis of Lc7; B, C: Gelatinase activity of Lc7 
and S. aureus 25923 (positive control), respectively. 
 

2.2.6  Lc7 无明胶酶活性 

细菌生长过程中若产生明胶酶，则明胶被

水解，菌落周围出现透明光晕，结果显示 Lc7

为明胶酶阴性(图 2B)，阳性对照金黄色葡萄球

菌 25923 为明胶酶阳性(图 2C)。 

2.2.7  Lc7 具有良好的抗菌药物敏感性 

研究表明乳杆菌对于万古霉素天然耐药[37]，

Lc7 对本次选取的 9 种抗菌药物中的 8 种表现

为敏感，仅对万古霉素表现为耐药(表 4)，因

此认为 Lc7 具有良好的抗菌药物敏感性。 

2.3  Lc7 体内安全性及抗炎功能评价 
2.3.1  喂食 Lc7 对实验小鼠安全 

构建小鼠结肠炎模型前(即–7 d–0 d)，对干

预组小鼠每日 Lc7 菌液灌胃。结果显示各组小 

 
表 4  用 E-test 试纸条检测 Lc7 的抗菌药物敏感性 
Table 4  Antibiotic susceptibilities of Lc7 by E-test strips 
Antimicrobial class Antimicrobial agent Lc7 S. pneumoniae 49619 

Penicillins Penicillin S S 

 Ampicillin S S 

Carbapenems Imipenem S S 

 Meropenem S S 

Lipopeptides Daptomycin S S 

Macrolides Erythromycin S S 

Lincosamides Clindamycin S S 

Oxazolidinones Linezolid S S 

Glycopeptides Vancomycin R S 

S. Pneumoniae 49619 as a quality control (QC) strain; R: resistant, S: susceptible. 
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鼠每日体重稳定增长，对照组、模型组和干预

组平均体重增长量分别为(0.99±0.12) g、(0.87± 

0.18) g 和(0.80±0.09) g，无明显差异(P>0.05)；

各组小鼠粪便呈颗粒状，毛发光亮顺滑，活动

性及精神等生理状态良好。说明 Lc7 未对小鼠

产生毒性作用。 

2.3.2  Lc7 具有抗炎作用，主要表现为以下

方面 

(1) Lc7 干预可改善结肠炎小鼠粪便性状：

对照组每日粪便正常，呈颗粒状；模型组在

第 2 天粪便松软；第 3天粪便呈轻微潜血状；

第 5 天直至实验结束为(黑)血便，呈血水状。

干预组第 3 天粪便松软；第 5 天粪便呈轻微潜

血状；第 6 天直至实验结束为血便，部分呈现

血水状，说明 Lc7 在一定程度上改善了结肠炎

小鼠的粪便性状。 

(2) Lc7 干预可改善结肠炎小鼠结肠表型：

在结肠炎模型中，疾病的严重程度通常与肠道

炎症导致的结肠长度缩短有关[38]。结果显示对

照组小鼠结肠弹性较好，肠内粪便呈颗粒状；

模型组小鼠结肠弹性较差，肠内无粪便且明显

水肿，长度较对照组明显缩短(P<0.001)；干预

组小鼠结肠弹性较好，肠内粪便呈颗粒状且无

明显水肿，长度明显长于模型组(P<0.01)，说

明 Lc7 在一定程度上改善了结肠炎小鼠的结肠

表型及长度(图 3A、3B)。 

(3) Lc7 干预可缓解小鼠结肠炎症损伤，降

低结肠病理学评分：对照组结肠组织各层结构

清晰，黏膜上皮完整；肠腺数量丰富，排列规

则；细胞形态正常，未见明显的炎性改变。模

型组结肠结肠组织可见大范围溃疡，黏膜上皮

脱落，肠腺坏死消失被增生结缔组织取代(黑

色箭头)，伴较多淋巴细胞浸润(红色箭头)；侵

及黏膜下层，可见散在淋巴细胞浸润(黄色箭

头)；少量肠腺扩张，腔内可见嗜碱性絮状物

(棕色箭头)；黏膜下层可见水肿，结缔组织排

列疏松(蓝色箭头)。干预组结肠组织结构未见

明显异常，未见明显的炎性改变或偶见固有层

底部散在淋巴细胞浸润(红色箭头) (图 3C)。 

结肠组织病理学分析可验证肠道损伤是否

由 DSS 引起。DSS 诱导的组织病理学损伤一般

为中度–重度，即(2–4 级)。对照组：100%的视

野无病理表现(0 级)；模型组：56.67%的视野

得分较高(2–4 级)，只有 43.33%的视野无病理

表现 (0 级 )，与对照组相比，有统计学差异

(P<0.001)；而干预组小鼠结肠 75.56%的视野

无病理表现(0 级)，只有 24.44%的视野有较高

的病理表现(2–4 级)，与模型组相比，干预组小

鼠组织病理学评分显著降低(0 级，P<0.001；

2 级，P<0.05；3 和 4 级，P<0.01) (图 3D)。上

述结果表明小鼠肠炎模型构建成功，Lc7 可以

减轻小鼠结肠炎的病理症状，对小鼠的结肠炎

有保护作用。 

(4) Lc7 可调节结肠炎小鼠血清炎症因子表

达：研究表明 IBD 主要破坏抗炎细胞因子

IL-10 和其他细胞因子之间的平衡 [31]，TNF-α

表达水平升高是 DSS诱导结肠炎的标志[39]。结

果显示模型组升高了血清促炎细胞因子 TNF-α

和 IL-1β的浓度(P<0.01)；相较于模型组，干预

组显著降低了血清促炎细胞因子 TNF-α 和

IL-1β 的浓度(P<0.05)及升高了抗炎细胞因子

IL-10 的浓度(P<0.01)，说明本研究成功诱导结

肠炎，同时 Lc7 能够通过调节炎症细胞因子表

达改善炎症反应，故认为 Lc7 具有一定的抗炎

作用(图 4)。 

3  讨论 
益生菌候选菌株的必备前提条件是具备良

好的生物安全性能。溶血素是一种常见的毒力

因子，可致宿主贫血和水肿，与细菌致病性相 
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图 3  Lc7 对 DSS 诱导的结肠炎小鼠结肠的变化 
Figure 3  Administration of Lc7 protected C57BL/6J mice from acute DSS-induced colitis. Values represent 
mean±SD; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. A, B: Colon length changes in the DSS-induced colitis 
treated with Lc7 or PBS for 7 days. C: Representative images of H&E stained sections of colons from 
indicated groups. CT: Normal control group, no pathology; DSS: DSS-induced colitis group, moderate to 
severe histopathological damage; DSS/Lc7: DSS-induced colitis mice dosed with Lc7 group, slight 
histopathological damage. Black arrows: A large-scale ulcer can be seen in the intestinal tissue, the mucosal 
epithelium falls off, the intestinal gland necrosis disappears and is replaced by proliferative connective tissue; 
Red arrows: Lymphocytic infiltration; Yellow arrow: Inflammatory cellular infiltrate in mucosal epithelium; 
Brown arrows: A part of intestinal glands were dilated and basophilic flocs had been seen in the gland cavity; 
Blue arrow: Submucosa edema, loose connective tissue arrangement, bar=50 μm. D: Histopathology scores 
showed Lc7 treatment of DSS-induced colitis significantly increased the percentage fields of view with 0 
score (no pathology) and significantly decreased the percentage fields of view at score 2−4 (moderate to 
severe pathology). 

 

 
 

图 4  Lc7 对 DSS 诱导的结肠炎小鼠血清中炎症性细胞因子表达的调节作用 
Figure 4  Lc7 regulated inflammatory cytokine secretion in serum of DSS induced colitis mice. IL-1β, 
TNF-α and IL-10 secretion in serum of mice were analyzed by commercial ELISA kit. *: P<0.05; **: P<0.01; 
Values: Mean±SEM. 
 
 



 

 

 

张素平等 | 微生物学报, 2023, 63(1) 329 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

关；明胶酶是能够降解Ⅳ型胶原的一种特异基

质水解酶，能够破坏基底膜，其活性与细菌致

病性和肿瘤细胞侵袭及转移密切相关，在人类

多种恶性肿瘤中都有过表达的现象[40]；抗生素

的长期滥用导致抗生素污染日益严重，残留在

食物、环境和牲畜的抗生素和耐药细菌最终可

能通过食物链转移到人体，产生潜在的安全隐

患[23]。本研究显示 Lc7 无溶血现象和明胶酶活

性，除对万古霉素天然耐药外，对本研究选取

的其他抗菌药物均敏感；进一步用 Lc7 对小鼠灌

胃，没有出现小鼠的体重减轻、病态和死亡现

象；综上，说明 Lc7 具备较好的生物安全条件。 

益生菌对胃肠道环境中酸和胆汁酸盐的

耐受能力很大程度上决定其是否可以在肠道

存活[41]，Lc7 在 pH 3.0 和 0.3% (质量体积分数)

胆汁酸盐环境下，具有高的生存率，该特性确

保其在胃肠道环境存活的可能。细胞表面疏水

性和自聚集特性是益生菌细胞表面特性的指示

性参数，与益生菌对上皮细胞粘附能力相    

关[37]；自聚集可阻止致病菌的粘附，增加微生

物定殖在胃肠道的能力[42]。Lc7 具有高的自聚

集性和中等表面疏水性，以及对 HT-29 细胞的

高粘附性，保证其在肠道定殖的可能性，从而

竞争性抑制病原菌的定殖。 

机体正常状态下，自由基的产生和清除处

于动态平衡，但由于各种原因导致机体氧自由

基活性升高或者机体清除氧自由基的能力下降

时，机体就会出现氧化应激，导致肠道组织损

伤[38]。研究表明益生菌抗氧化能力与 DPPH 清

除率呈正相关，常用于体外抗氧化性评价；·OH

是一种对机体危害作用最大的活性氧自由基，

其清除率是反应抗氧化能力的重要指标。本研

究显示 Lc7 具有高 DPPH 清除率和中等强度

的·OH 清除率，说明 Lc7 能在一定程度上缓解

氧化应激，防止肠道黏膜损伤和病原微生物的

侵入。 

研究表明，棒状腐败乳杆菌可产生有机酸

和细菌素等抗菌活性物质来抑制腐败微生物和

致病微生物的生长 [5,36,43-44]。例如棒状腐败乳

杆菌 SZD 可通过产生乳酸抑制金黄色葡萄球菌

和大肠埃希菌等致病菌的生长[36]；棒状腐败乳

杆菌 FZU63 可产生细菌素乳糖素 63 抑制腐败

希瓦菌等腐败微生物的生长[43]；棒状腐败乳杆

菌 XN8 可通过产生细菌素 XN8-C 抑制耐药性食

源性致病菌的生长[44]；棒状腐败乳杆菌 BCH-4

可通过产生乳酸和柠檬酸以及 12-羟基十二烷

酸等有机酸抑制黄曲霉菌等真菌的生长[5]等。

本研究显示 Lc7 对选取的 7 种常见病原菌均有

较强的抑制作用，其抑制革兰氏阴性和革兰

氏阳性致病菌生长的能力与相关报道结果一

致[36,44]，且 Lc7 在 MRS 液体培养基培养 24 h

后，上清液的 pH 值由初始的 6.12 降为 3.53，

说明 Lc7 可以产生酸性物质，故 Lc7 的抑菌功

能可能与其产生酸性物质有关。 

目前，部分益生菌已被证实具有预防或治

疗炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)

等自身免疫性疾病的功能 [45]，如植物乳杆菌

和地衣芽孢杆菌可以改善结肠炎小鼠的炎症

反应[39,45]。然而目前对于棒状腐败乳杆菌的研

究局限于调节肠道微环境、减轻炎症和肠道屏

障损伤等方面 [4]，对急性结肠炎益生作用的系

统研究较少。本研究构建了小鼠急性结肠炎模

型，结果显示 Lc7 能够改善结肠炎小鼠结肠表

型及病理损伤，调节血清中炎症细胞因子

TNF-α、IL-1β和 IL-10的表达，减轻DSS诱导的

小鼠结肠炎症状。综合 Lc7 的系列体外益生评

估，认为 Lc7 可能通过对抗肠腔内入侵的病原

体，竞争性抑制病原菌在肠道中的定植和存活，

进而创造安全的肠道环境，减少致病菌对 DNA

的损伤，维持肠道氧化还原平衡状态，调节免疫
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系统，缓解肠道炎症和损伤，增强宿主的防御能

力，但具体作用机制有待进一步研究。 

4  结论 
劣质益生菌补充剂可能会引发一系列安全

问题[46]，因此筛选优质益生菌成为研究热点。

综上所述，健康成人粪便分离到的棒状腐败乳

杆菌 Lc7 具有生物安全性和良好的益生潜力，

可作为益生菌株进行开发和应用。 
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