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摘   要：【目的】为开发针对妇科炎症的微生态制剂，本研究对健康妇女阴道的乳酸菌进行分离并

对其抑菌特性进行探究。【方法】采用平板划线、形态学鉴定和 16S rRNA 基因鉴定相结合的方法，

对阴道中的乳杆菌进行分离纯化和鉴定。对分离得到的 5 株乳杆菌进行生长特性和黏附能力的测

定。利用牛津杯法，以大肠杆菌(Escherichia coli) ATCC 25923 和金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 
aureus) ATCC 8739 为指示菌，测定乳杆菌的抑菌能力；利用微量孔板法测定乳杆菌对白假丝酵母

(Candida albicans) CMCC(F) 98001 的抑制能力。用有机酸排除和过氧化氢排除法对其抑菌成分进行

探究。【结果】初步分离出 5 株乳杆菌，其中 Q2.1、BHC04 和 Q8.5 为卷曲乳杆菌(Lactobacillus 
crispatus)，Q6.3 和 BHG05 为格氏乳杆菌(Lactobacillus gasseri)。5 株乳杆菌均具有较强的生长和产

酸能力，其中 Q2.1、BHC04 和 BHG05 的延滞期短，在 20 h 可达到稳定生长期，BHG05、Q6.3 和

Q8.5 的产酸能力较强，最终 pH 可达 3.80−4.03。卷曲乳杆菌 Q2.1、BHC04 和 Q8.5 的黏附能力(疏
水能力、自凝集率、与致病菌的共凝集率 )显著高于阳性对照菌株德氏乳杆菌 (Lactobacillus 
delbrueckii) DM8909。5 株乳杆菌对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白假丝酵母的抑制能力显著高于

阳性对照乳酸链球菌素(nisin)。BHC04、BHG05 和 Q8.5 对大肠杆菌的抑制能力显著高于阳性对照

菌株 DM8909。BHG05 对白假丝酵母的抑制能力显著高于阳性菌株 DM8909，可达(73.14±0.14)%。

BHC04 和 Q8.5 对白假丝酵母的抑制能力与 DM8909 无显著性差异，可达 (72.80±0.30)%和
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(72.93±0.10)%。综上，选取 BHC04 和 BHG05 作为具有抑菌潜力的优质菌株。5 株乳酸菌可以产生

有机酸、过氧化氢等发挥抑菌作用。【结论】筛选出 2 株具有抑菌能力且益生特性优良的乳杆菌，

可作为抑菌微生态制剂的候选菌株来治疗和预防由大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白假丝酵母引起的

妇科疾病。  

关键词：乳杆菌；阴道；益生特性；抑菌能力；妇科炎症 
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Abstract: [Objective] To develop probiotics for gynecological inflammation, we isolated and 
screened out Lactobacillus with antimicrobial and probiotic properties from the vagina of healthy 
women. [Methods] The plate streaking method was employed to isolate the Lactobacillus strains 
from vaginal samples, and the isolates were then identified based on morphological and 16S 
rRNA gene sequencing evidence. The growth and adhesion of the five strains were characterized. 
The Oxford cup method with Escherichia coli and Staphylococcus aureus as indicator strains was 
employed to assess the antimicrobial activities of the strains. The microtiter plate method was 
used to measure the inhibitory effects of the strains on Candida albicans. The antimicrobial 
components were explored by organic acid elimination and hydrogen peroxide elimination 
methods. [Results] Five strains of Lactobacillus were isolated, including three strains (Q2.1, 
BHC04, and Q8.5) of Lactobacillus crispatus and two strains (Q6.3 and BHG05) of 
Lactobacillus gasseri. All the five strains of Lactobacillus had strong growth and high acid 
production. Strains Q2.1, BHC04, and BHG05 had a short delay period and reached a plateau 
growth stage after 20 h, and strains BHG05, Q6.3, and Q8.5 had high acid production, with the 
culture medium finally reaching pH 3.80–4.03. The adhesion capacity (hydrophobicity, 
self-agglutination rate, and co-agglutination rate with pathogens) of L. crispatus Q2.1, BHC04, 
and Q8.5 was significantly higher than that of the positive control strain, L. delbrueckii DM8909. 
The inhibitory effects of the five strains on E. coli, S. aureus, and C. albicans were stronger than 
those of the positive control (nisin). Strains BHC04, BHG05, and Q8.5 showcased stronger 
inhibitory effects on E. coli than DM8909. The inhibitory effect of BHG05 on C. albicans was 
significantly stronger than that of DM8909, with the inhibition rate reaching up to 
(73.14±0.14)%. The inhibitory effects of BHC04 and Q8.5 on C. albicans were not significantly 
different from that of DM8909, with the inhibition rates reaching up to (72.80±0.30)% and 
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(72.93±0.10)%, respectively. According to the results above, we selected BHC04 and BHG05 as 
high quality strains with antimicrobial potential. The five strains produced organic acids and 
hydrogen peroxide to exert antimicrobial effects. [Conclusion] Two strains of Lactobacillus with 
antimicrobial effects and excellent probiotic properties were screened out. They can be used as 
candidate strains of antimicrobial probiotics for the prevention and treatment of gynecological 
inflammation caused by E. coli, S. aureus, and C. albicans.  
Keywords: Lactobacillus; vagina; probiotic properties; antimicrobial effect; gynecological 
inflammation 
 
 

健康妇女阴道是一个非常复杂的微生态系

统 [1]，包含细菌、真菌等各种微生物，它们主

要定殖于阴道四周的侧壁黏膜中。这些微生物

之间互相制约、互相作用，形成阴道微生态系

统。正常情况下微生态处于一个波动的状态，

微生物的种类和数量都不会发生质的变化。当

这个系统平衡被破坏时，会出现由于阴道菌群

失调引起的阴道炎、宫颈炎和盆腔炎等多种疾

病。阴道感染性疾病在国内具有高发态势，严

重影响患者的身体健康与生活质量[2-3]。 
念珠菌性阴道炎 (vulvovaginal candidiasis, 

VVC)是一种具有高发病率、高复发性以及非致

命性等特点的妇科疾病，是困扰全球女性身体

健康的一大难题。念珠菌性阴道炎的主要致病

菌为白假丝酵母，这是一种存在于健康女性阴

道内的机会致病菌，其菌丝态可以通过分泌黏

附素定殖在阴道上皮细胞，进而形成生物膜，

来抵抗抗真菌药物和宿主防御 [4]。需氧性阴道

炎(aerobic vaginitis, AV)是以阴道内乳杆菌减少

或缺失、需氧菌增多为主要特征的阴道感染性

疾病，最常见的病原体是大肠杆菌(Escherichia 
coli)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)
等。当前阴道炎的治疗方法主要是使用抗生素

治疗，虽然抗生素对疾病的控制具有积极的作

用，但是研究表明，在使用抗生素治疗阴道细

菌感染患者 12 个月后有 50%的复发率[5]。标准

的抗生素疗法忽视了已经失调的阴道环境，无

法重建阴道酸性环境 [6]，同时，抗生素也不适

用于孕妇和哺乳期妇女。这些副作用给抗生素

治疗带来了新的挑战。 
乳杆菌为阴道菌群的优势微生物，数量可

达阴道菌群的 95%以上[7]，在维持阴道微生态

环境平衡发挥重要作用。育龄女性正常阴道菌

群主要以卷曲乳杆菌和惰性乳杆菌为主，卷曲

乳杆菌可以作为反映女性正常阴道微生态的标

志，惰性乳杆菌与阴道微生态紊乱密切相关[8]。

研究发现，当阴道菌群失衡时，及时补充乳杆

菌可以纠正阴道微生态的平衡，对疾病的治疗

具有积极的意义。目前在阴道炎治疗上，不仅

要改善症状提高治愈率，而且还要调整微生态

失衡状态，其中恢复乳杆菌数量来提升阴道防

御功能成为关键。 
本研究致力于从阴道样品中筛选出对常见

阴道炎病原菌(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白

假丝酵母)有较强抑菌作用的优质乳杆菌，为开

发预防和缓解由菌群紊乱而引起的阴道炎的微

生态制剂提供潜在的优良菌株。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

白假丝酵母 CMCC(F) 98001 购自北京索莱

宝科技有限公司，金黄色葡萄球菌 ATCC 25923
和大肠杆菌 ATCC 8739 为河南工业大学粮油食
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品学院保存。阳性对照菌株德氏乳杆菌 DM8909
筛选自阴道乳酸菌活菌制剂——定君生，并由

北京六合华大基因科技有限公司鉴定。 
1.1.2  主要试剂   

乳酸链球菌素，山东元泰生物工程有限公

司；ʟ-半胱氨酸盐酸盐，天津市科密欧化学试

剂有限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天

根生化科技(北京)有限公司。 
MRS培养基：在普通MRS培养基加入0.5 g/L

的 ʟ-半胱氨酸盐酸盐，固体 MRS 加入琼脂  
15.0 g/L。LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，  
酵母浸粉 5.0，NaCl 10.0，固体 LB 加入琼脂

10.0 g/L。SDB (sabouraud dextrose broth)培养基

(g/L)：葡萄糖 40.0，蛋白胨 10.0，固体 SDB 加

入琼脂 10.0 g/L。 
1.1.3  主要仪器 

厌氧罐，OXOID 公司；厌氧产气袋和酶标

仪，ThermoFisher Scientific 公司；立式压力蒸

汽灭菌锅，上海博迅实业有限公司；电热恒温

培养箱，北京市永光明医疗仪器有限公司；超

净工作台，上海笃特科学仪器有限公司；图像

颗粒分析仪，丹东百特仪器有限公司；牛津

杯，北京吉泰远成科技有限公司。 

1.2  阴道源乳杆菌的分离 
采样者为学校健康成年女性(包括学生和老

师)，所有受试者均了解并签署项目知情同意

书。采样者用无菌棉签从阴道侧壁 1/3处取得阴

道分泌物，放入带有生理盐水的无菌试管中，

4 ℃保存并尽快处理。 
取少量样品用生理盐水稀释，在 10−2、

10−3、10−4 梯度下各吸取 100 µL 于 MRS 固体培

养基上涂布，放置在厌氧罐中，37 ℃倒置培养

48 h；使用无菌接种环挑取单个特征菌落于

MRS 固体培养基上划线，37 ℃厌氧培养 48 h，
反复划线至同一平板中的菌落颜色、大小、形

状均一致，然后将菌落接至含有 MRS 液体培养

基的厌氧管中培养 24 h，液体培养 2−3 次后，

进行结晶紫染色观察其形态并进行保存(菌液:
甘油=1:1 存放于−80 ℃)。 

1.3  阴道源乳杆菌的 16S rRNA 基因鉴定 
已活化两代的菌株在 MRS 液体培养基中

37 ℃富集培养 24 h，用 DNA 提取试剂盒提取

DNA。引物为 27F (5′-AACTGAGTTTGATCCT 
GGCTC-3′)和 1492R (5′-TACGGTTACCTTGTT 
ACGACTT-3′)。PCR 扩增体系 (50 μL)：模板

DNA 2 μL，2×Taq PCR MasterMix Ⅱ 25 μL，上、

下游引物(10 µmol/L)各 1.25 μL，ddH2O 20.5 μL。
PCR 扩增条件：94 ℃预变性 5 min；95 ℃变性

30 s；55 ℃退火 30 s；72 ℃延伸 90 s，共 30 个循

环；72 ℃末端延伸 10 min。将扩增产物送至 
华大基因测序，并在 NCBI 中进行同源性比对

分析。 

1.4  乳杆菌的生长特性 
将筛选出的抑菌能力较强的菌株活化传

代，以 2%的体积分数接种于 MRS 液体培养

基，以空白 MRS 液体培养基作为空白对照，每

2 h 测定一次菌液的 pH 值及 OD600 值
[9]。 

1.5  乳杆菌的益生特性 
1.5.1  乳杆菌的疏水能力 

将活化好的乳杆菌 37 ℃培养 24 h 后，

4 ℃、6 000 r/min 离心 10 min，用 0.1 mol/L 

KNO3 (pH 6.20)洗涤 2 次，然后重悬菌体，在

600 nm 处测量其初始吸光度 A0。取 3 mL 菌悬

液加入 1 mL 二甲苯，室温静置 10 min，混匀静

置 15 min，吸取下层水相，以缓冲液为空白对

照，在 600 nm 波长处测量吸光度 A。乳杆菌的

疏水能力[10]按照公式(1)计算。 
疏水能力(%)=(A0−A)/A0×100                   (1) 

式中：A0 为初始吸光度，A 为二甲苯处理后的

吸光度。 
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1.5.2  乳杆菌自凝集率 
将活化好的乳杆菌离心弃上清液，用0.01 mol/L 

PBS洗涤2次，调整菌悬液浓度为1×108 CFU/mL。

取调整后的菌悬液在 600 nm 处测量吸光度，记

为 A1，取 2 mL 菌悬液在 37 ℃静置培养 2 h，测

量在 600 nm 处测量吸光度，记为 A2。乳杆菌的

自凝集率[11]按照公式(2)计算。 
自凝集率(%)=(A1−A2)/A1×100                  (2) 

式中：A1 为初始吸光度，A2 为静置后的吸光度。 

1.5.3  乳杆菌共凝集率 
按 1.5.2 调整乳杆菌的菌悬液，并且制备  

3 株指示菌的菌悬液。取指示菌菌悬液 1 mL 与

1 mL 乳杆菌菌悬液混合，测定 0 h 及静置 2 h 后

上层溶液的OD600值(分别记为A3和A4)。乳杆菌

的共凝集率[11]按照公式(3)计算。 
共凝集率(%)=(A3−A4)/A4×100                  (3) 

式中：A3 为 0 h 上层溶液的 OD600，A4 静置 2 h

后上层溶液的 OD600。 

1.6  抑菌能力的鉴定 
1.6.1  无细胞上清液 (cell-free supernatants, 
CFS)的制备 

将活化后的菌株按 2%接种在厌氧管 37 ℃培

养 48 h，然后在 4 ℃、6 000 r/min 离心 10 min，

0.22 μL 滤膜过滤，所得即为 CFS，4 ℃冰箱保

存备用。 

1.6.2  指示菌的制备   
将大肠杆菌和金黄色葡萄球菌按 1%接种，

37 ℃、180 r/min 培养 12 h，4 ℃冰箱保存备

用。将白假丝酵母按 1%接种于沙氏葡萄糖培养

基，28 ℃、100 r/min 培养 24 h 制备菌悬液，调

整菌体浓度为 1×104 CFU/mL。 

1.6.3  牛津杯法 
取适量指示菌加入 50 ℃左右的 LB 培养

基，使培养基中指示菌为 1×106 CFU/mL，充

分混匀后倒平板，将平板敞口放置在操作台  

90 min 吹干凝固，随后将牛津杯放置于平板表

面，加入 200 μL CFS，冰箱 4 ℃扩散 12 h，最

后 37 ℃培养 8−10 h观察其抑菌情况并测量抑菌

圈直径[12]。 
1.6.4  微量孔板法 

96 孔板每孔加入 190 μL CFS 以及 10 μL 指

示菌悬液，用 MRS 代替 CFS 作为对照。在

28 ℃培养 48 h后于酶标仪 580 nm处测定其吸光

度。乳杆菌的抑菌活性以其对指示真菌的抑菌

率[13]按照公式(4)计算。 
抑菌率(%)=(1−ODLAB)/ODControl×100            (4) 

式中：ODLAB 为样品组的吸光度，ODControl 为对

照组的吸光度。 

1.7  CFS 中抑菌物质的探究 
1.7.1  有机酸排除 

用 0.2 mol/L 的无菌 NaOH 调节 CFS 到 pH 
5.50，排除乳酸和乙酸的影响[14]，调节好的 CFS
用 0.22 μm 水系滤膜过滤后进行抑菌实验。 
1.7.2  过氧化氢排除 

将适量过氧化氢酶溶解于 pH 为 7.00 的 PBS
缓冲液中，得到一定浓度的过氧化氢酶母液。测

定 CFS 的初始 pH，调节 CFS 的 pH 为 7.00，将过

氧化氢酶母液加入 CFS 至最终浓度为 5 mg/mL，
37 ℃反应 2 h，然后沸水浴 5 min 使酶灭活，将

CFS 的 pH 调节到初始 pH[15]，用 0.22 μm 水系

滤膜过滤，进行抑菌实验。 

1.8  数据处理和分析   
本研究使用 SPSS 22.0 和 Origin 2017 进行

数据分析及绘图。符合正态分布的计量资料采

用“均数±标准差”表示，数据比较采用单因素方

差分析(one-way ANOVA)，并利用 Duncan’s 法

检验处理间的差异显著性(P<0.05)。 

2  结果与分析 
2.1  菌株分离结果 

采用微生物传统分离方法，用 MRS 培养
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基从阴道样品中初步分离出 5 株疑似乳杆菌的

菌株。对照菌株 DM8909 和 5 株分离菌株的菌

落形态如图 1 所示，对照菌株 DM8909 的菌落

为乳白色，表面光滑、隆起，边缘整齐，易挑

起。Q2.1、BHC04 和 Q8.5 的菌落为白色，表

面干燥无光泽，扁平，边缘整齐，不易挑起。

Q6.3 和 BHG05 的菌落为乳白色，表面光滑、

隆起，边缘整齐，易挑起。6 株菌株的菌体形

态如图 2 所示，对照菌株 DM8909 的菌落的菌

体为较粗的杆状，Q2.1、BHC04 和 Q8.5 的菌

体为细长的杆状，Q6.3 和 BHG05 的菌体为短

杆状。 
 
 

 
 

图 1  乳杆菌的菌落形态 
Figure 1  Colony morphology graph of lactic acid bacteria. 

 
 

 
 

图 2  乳杆菌的菌体形态(100×) 
Figure 2  Cell morphology graph of lactic acid bacteria (100×). 
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2.2  菌株的 16S rRNA 基因鉴定   
将 16S rRNA 基因鉴定结果在 NCBI 网站进

行 BLAST 同源性对比，DM8909 为德氏乳杆

菌，Q2.1、BHC04 和 Q8.5 为卷曲乳杆菌，Q6.3
和 BHG05 为格氏乳杆菌。 

2.3  乳杆菌的生长特性 
菌株的生长曲线如图 3 所示，0−4 h 时为菌株

生长的延滞期，但菌株 Q2.1、BHC04 和 BHG05
增长较快，这 3 株乳杆菌延滞期较短，可见其适

应环境能力强，4−12 h 为对数生长期，除 Q8.5 外，

各菌株迅速增长，20 h 时除 Q8.5 外，其余菌株均

已进入稳定生长期，Q8.5 的对数生长期较长，在

32 h 基本稳定。在相同培养时间内，菌株 BHC04
和Q6.3的生长繁殖能力最强，最终菌液浓度最高。 

乳杆菌培养液 pH 值变化与菌株的生长情况

密切相关。菌株的生长曲线如图 4 所示，0−20 h 
pH 随着菌体数目的增加而快速降低，24 h 后随

着培养时间的延长，导致代谢产物积累和营养物

质消耗，使待测菌株的增殖速度受到明显抑制，

pH 值的下降速率减缓。在 48 h 时，比较发现

BHG05、Q6.3 和 Q8.5 的产酸能力较强，最终 pH
分别为 3.90、3.80 和 4.03。 

 

 
 

图 3  乳杆菌的生长曲线 
Figure 3  Growth curves of lactic acid bacteria. 

 
 

图 4  乳杆菌的产酸曲线 
Figure 4  Acid production curves of lactic acid 
bacteria. 
 
2.4  菌株的黏附能力评价 
2.4.1  菌株的疏水能力 

菌体表面的疏水性与黏附能力呈正相关关

系[16]，因此疏水能力常常用来评价乳杆菌的黏

附性能。如图 5 所示，5 株乳杆菌的表面疏水能

力均显著高于对照菌株 DM8909，说明 5 株菌均 
 

 
 

图 5  乳杆菌的疏水能力 
Figure 5  Hydrophobic ability of lactic acid 
bacteria. Different letters (a, b, c and d) indicate 
statistical significance (P<0.05). The same below. 
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具有较强的疏水能力。卷曲乳杆菌 BHC04 和

Q8.5 的疏水能力最强，分别为 94.26%和 90.72%。

另外发现，卷曲乳杆菌 Q2.1、BHC04 和 Q8.5

的疏水能力均在 85.00%以上，格氏乳杆菌 Q6.3

和 BHG05 的疏水能力也无显著性差异，3 株卷

曲乳杆菌的疏水能力均显著高于 2 株格氏乳杆

菌，这表明相同菌种的表面疏水能力可能相似，

即菌株的疏水能力与菌种有关，由研究结果可

以发现卷曲乳杆菌具有较强的表面疏水能力。 

2.4.2  菌株的自凝集率   
菌株的自凝集率如图 6 所示，6 株菌的自凝

集率均在 40.00%以上，卷曲乳杆菌 Q2.1、

BHC04 和 Q8.5 的自凝集率显著高于对照菌株，

分别为 75.75%、78.95%和 87.99%。格氏乳杆菌

BHG05 的自凝集率为 53.37%，显著高于对照菌

株，格氏乳杆菌 Q6.3 的自凝集率为 43.86%，显

著低于对照菌株(DM8909 为 50.69%)。3 株卷曲

乳杆菌的自凝集率均显著高于 2 株格氏乳杆

菌，因此可以推测菌株的自凝集率也与菌种有

关，卷曲乳杆菌具有较强的自凝集率。 

 

 
 

图 6  乳杆菌的自凝集率 
Figure 6  The self-agglutination rate of lactic acid 
bacteria. 

2.4.3  乳杆菌和致病菌的共凝集率   
与大肠杆菌的共凝集率见图 7A，卷曲乳杆

菌 Q2.1、BHC04和Q8.5的与大肠杆菌的共凝集

率显著高于对照菌株，分别为 58.24%、61.38% 
 

 
 

图 7  乳杆菌与大肠杆菌(A)、金黄色葡萄球菌(B)
和白假丝酵母(C)的共凝集率  
Figure 7  The co-agglutination rate of lactic acid 
bacteria with Escherichia coli (A), Staphylococcus 
aureus (B), and Candida albicans (C). 
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和 69.11%。格氏乳杆菌 BHG05 与大肠杆菌的共

凝集率为 18.41%，显著高于对照菌株，Q6.3 与

大肠杆菌的共凝集率与对照菌株无显著性差异。

与金黄色葡萄球菌的共凝集率见图 7B，卷曲乳

杆菌 Q2.1、BHC04 和 Q8.5 的与金黄色葡萄球菌

的共凝集率显著高于对照菌株，分别为 54.48%、

56.43%和 63.67%。格氏乳杆菌 Q6.3 和 BHG05
与金黄色葡萄球菌的共凝集率与对照菌株存在

显著性差异，分别为 17.27%和 18.17%。与白假

丝酵母的共凝集率见图 7C，卷曲乳杆菌 Q2.1、
BHC04 和 Q8.5 与白假丝酵母的共凝集率显著高

于对照菌株，分别 49.88%、67.21%和 60.22%。

格氏乳杆菌 BHG05 和 Q6.3 与白假丝酵母的共

凝集率为 21.14%和 14.21%，显著高于对照菌株。

3 株卷曲乳杆菌与致病菌的共凝集率均显著高

于 2 株格氏乳杆菌，可以推测菌株的共凝集率

也与菌种有关，卷曲乳杆菌具有较强的共凝集

率。综上所述，乳杆菌 Q2.1、BHC04、Q8.5
和 BHG05 均具有较强的黏附能力，而且黏附

能力与乳杆菌种类有关，卷曲乳杆菌具有更强

的黏附能力。 

2.5  对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制

能力 
选取 DM8908 为阳性对照菌株，以乳酸链

球菌素(nisin)为阳性对照[17]，用牛津杯法以大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌为指示菌评价筛选菌株

的抑菌能力。结果如表 1 所示，对大肠杆菌抑制

能力较强的菌株依次为 Q8.5 (25.00±2.18) mm、

BHG05 (23.67±1.76) mm、BHC04 (23.50±1.50) mm、

Q2.1 (21.83±2.02) mm 和 Q6.3 (21.00± 0.50) mm。

对金黄色葡萄球菌抑制能力较强的菌株依次

BHC04 (26.00±2.65) mm、Q6.3 (25.67±1.53) mm、

BHG05 (25.00±1.00) mm、Q2.1 (23.67±3.21) mm
和 Q8.5 (22.17±2.02) mm。这 5 株菌产生抑菌圈

的大小均在 20.00 mm 以上，其中 BHC04、
BHG05 和 Q8.5 对大肠杆菌的抑制能力与对照

菌株 DM8909 存在显著性差异，5 株菌对大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制能力显著高于阳

性对照乳酸链球菌素。由图 8 可知，5 株菌对

大肠杆菌产生的抑菌圈透明且明显大于乳酸 
链球菌素，说明其抑菌潜力巨大。另外研究发

现，这 5 株菌的 CFS 的 pH 均可达到 pH 4.00
以下，推测其抑菌能力可能与发酵液 pH 存在

某种联系。 

2.6  对白假丝酵母的抑制能力    
由表 2 可知，BHG05 对白假丝酵母的抑制

能力显著高于阳性菌株 DM8909，为(73.14±0.14)%。

BHC04 和 Q8.5 对白假丝酵母的抑制能力与 
 
表 1  CFS 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制能力 
Table 1  The inhibitory capacity of CFS against Escherichia coli and Staphylococcus aureus 
Strains pH Escherichia coli (mm) Staphylococcus aureus (mm) 

DM8909 3.97 20.00±2.65ab 22.67±1.15a 

Q2.1 3.86 21.83±2.02a 23.67±3.21a 

BHC04 3.87 23.50±1.50a 26.00±2.65a 

Q6.3 3.86 21.00±0.50ab 25.67±1.53a 

BHG05 3.80 23.67±1.76a 25.00±1.00a 

Q8.5 3.86 25.00±2.18a 22.17±2.02a 

Nisin − 14.67±1.15c 18.33±1.15b 

Different letters (a, b, and c) at the same rank indicate statistical significance (P<0.05), the outer diameter of the inhibitory circle 
is 7.80 mm, and the activity of nisin is 1 000 IU/mL. − indicated that pH was not measured. 
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图 8  CFS 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌产生的抑菌圈 
Figure 8  Inhibition zone produced by CFS on Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The outer diameter 
of the inhibitory circle is 7.80 mm, and the activity of nisin is 1 000 IU/mL. 
 
表 2  CFS 对白假丝酵母的抑制能力 
Table 2  The inhibitory capacity of CFS against 
Candida albicans 
Strains pH Candida albicans (%) 
DM8909 3.97 72.58±0.18b 
Q2.1 3.86 71.92±0.33c 
BHC04 3.87 72.80±0.30ab 
Q6.3 3.86 72.12±0.21c 
BHG05 3.80 73.14±0.14a 
Q8.5 3.86 72.93±0.10ab 
Nisin − 57.07±0.49d 
Different letters (a, b, c, and d) indicate statistical significance 
(P<0.05), the outer diameter of the inhibitory circle is 7.80 mm, 
and the activity of nisin is 1 000 IU/mL. − indicated that pH 
was not measured. 
 
DM8909 无显著性差异，可达(72.80±0.30)%和

(72.93±0.10)%。5 株菌对白假丝酵母的抑制能

力显著高于阳性对照乳酸链球菌素。综上所

述，BHC04 和 BHG05 对革兰氏阴性菌(大肠杆

菌)、革兰氏阳性菌(金黄色葡萄菌)和真菌(白假

丝酵母)均具有较强的抑制能力，选取 BHC04
和 BHG05 作为具有抑菌潜力的优质菌株。 

2.7  有机酸排除试验   
由表 3 可知，调节 CFS 的 pH 为 5.50 之后，

CFS 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制能力

消失，可推测 6 株乳酸菌主要通过产生有机酸

发挥抑菌能力。然而也有研究表明抑菌类物质

在酸性条件下发挥抑菌作用，可能调节 pH 破坏

了抑菌成分[18]。CFS 对白色念珠菌的抑菌能力

见表 3，对照菌株 DM8909的抑制效果经酸排除

后显著下降，说明对照菌株的抑菌效果大部分

来自有机酸。5 株乳酸菌 CFS 酸排除后抑菌效

果均有下降，但抑制率仍保持在 60.00%以上，

菌株 Q6.3 和 BHG05 的 CFS 在 pH 5.50 时对白色

念 珠 菌 的 抑 菌 率 可 达 (70.12±1.67)% 和

(72.80±1.04)%，表明这 5株乳酸菌可能分泌除有

机酸以外的其他抑菌物质。 
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表 3  有机酸排除试验结果 
Table 3  Elimination of organic acid 
Strains Escherichia coli (mm) Staphylococcus aureus (mm) Candida albicans (mm) 

CFS CFS of pH 5.50 CFS CFS of pH 5.50 CFS CFS of pH 5.50 

DM8909 24.00±1.87 0 24.67±2.01 0 75.17±0.20a 47.66±0.54b 
Q2.1 23.50±0.41 0 24.00±1.41 0 75.59±0.08a 69.51±1.35b 
BHC04 24.67±2.66 0 27.75±1.25 0 75.78±0.36a 69.13±0.76b 
Q6.3 23.67±1.70 0 25.00±2.16 0 75.19±0.29a 70.12±1.67b 
BHG05 28.00±2.16 0 23.17±2.09 0 74.73±0.17a 72.80±1.04b 
Q8.5 23.83±0.24 0 23.67±1.25 0 75.40±0.19a 67.47±1.02b 
Different letters (a and b) indicate statistical significance (P<0.05). 
 

2.8  过氧化氢排除试验 
乳酸菌在发酵过程中不仅会产生乳酸、乙

酸等有机酸，还会产生具有抑菌作用的过氧化

氢 [19]。乳酸菌自身不具备过氧化氢酶，这会   

致使环境中过氧化氢不断积累，抑制其他菌的生

长[20]。由图 9A 和 9B 可知，经过氧化氢酶处理

过后，6 株乳酸菌的抑菌能力在处理前后不存在

显著性差异，推测可能是乳酸菌产生的过氧化氢

较少，并且大肠杆菌和金黄色葡萄球菌对过氧

化氢不敏感。由图 9C 可知，6 株乳酸菌的 CFS

对白色念珠菌的抑制能力在处理前后均存在显

著性差异，这说明白色念珠菌对过氧化氢更敏

感。嗜酸乳杆菌及保加利亚乳杆菌在生长繁殖

过程中产生的过氧化氢可以抑制金黄色葡萄球

菌、荧光假单胞杆菌及大肠杆菌等常见致病菌

的活性[21-22]。 

3  讨论与结论 
本文采用传统微生物分离方法，从健康女性

阴道样品中分离得到 5 株乳杆菌，其中 3 株卷曲

乳杆菌和 2 株格氏乳杆菌。研究发现，5 株乳杆

菌均具有良好的生长繁殖能力，延滞期短，20 h
即可达到生长稳定期，并且 5 株菌均具有良好

的产酸能力，其中 BHG05、Q6.3 和 Q8.5 的产酸

能力可达 3.80−4.03，乳杆菌可以通过分解糖原

产生乳酸，增加阴道酸度，降低阴道的 pH 值， 
 

 
 

图 9  过氧化氢排除试验 
Figure 9  Elimination of hydrogen peroxide. A: Escherichia coli. B: Staphylococcus aureus. C: Candida 
albicans. * indicates significant difference before and after treatment (P<0.05). 
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从而抑制有害微生物在阴道内的定殖[23]。乳杆菌

的黏附能力主要从表面疏水性、自凝集率及与

病原菌的共凝集率这 3 个方面进行评价[11]。细菌的

黏附能力在衡量菌株抵抗病原菌的入侵、平衡

肠道菌群以及免疫调节宿主生物活性等功能中

扮演着一个重要的角色[24]，乳杆菌的黏附作用

被认为是发挥抑菌作用的前提。乳杆菌可通过

黏附素与上皮细胞表面的受体结合定殖于细胞

表面并占据空间位置，与病原菌形成位置竞争

和营养物质竞争，进而阻止病原菌的黏附和侵

袭，抑制病原菌的大量繁殖[25]。乳杆菌的自聚

集率与菌株黏附定殖能力有关，是乳杆菌发挥

生理功能、免疫调节和生物拮抗等作用的必要

条件[26]。乳杆菌自聚集率越强，其对上皮细胞

的黏附能力则越强[27]。共聚集率较强的乳杆菌

可以防止致病菌黏附到阴道上皮，从而达到抑

菌的效果。对 5 株乳杆菌的黏附作用进行评

价，发现 Q2.1、BHC04和 Q8.5的表面疏水性、

自凝集率及与病原菌的共凝集率均高于对照菌

株，另外本研究发现，卷曲乳杆菌的表面疏水

性、自凝集率及与病原菌的共凝集率显著高于

格氏乳杆菌，推测乳杆菌的黏附能力与菌株的

种属相关。益生菌黏附机体上皮细胞后，可以

通过分泌有机酸、抗菌肽等物质来抑制微生  
物[28]。需氧性阴道炎主要由大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌这些需氧菌引起，外阴阴道假丝酵母

菌病的主要病原体为白假丝酵母[29]。本研究分

离的 5 株乳杆菌对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌

和白假丝酵母均具有较强的抑制能力，综合比

较筛选出 BHC04 和 BHG05 为具有抑菌潜力的

优质菌株。5 株乳酸菌主要通过产生有机酸和

过氧化氢发挥抑菌作用。 
阴道微生态菌群的平衡主要是以乳杆菌菌

群来维持的，其中以卷曲乳杆菌、詹氏乳杆

菌、格氏乳杆菌和惰性乳杆菌等益生乳杆菌构

成。乳杆菌作为阴道微生态中的优势菌群，不

仅可以维持阴道微生态健康，而且起到预防阴

道感染的作用，在抵御病原微生物的入侵中发

挥着不可替代的作用[23]。乳杆菌可通过产生抗

菌物质或与病原菌竞争等方式来抑制病原菌的

增殖[30]。乳杆菌还可通过参与机体免疫调节，

促进抗炎因子 IL-1RA 的分泌，抑制 IL-6、IL-8
等促炎因子的分泌，维持免疫平衡，恢复阴道

微生态健康[31]。研究表明乳杆菌可通过产生抗

菌物质(有机酸、过氧化氢、细菌素)，自动聚

集作用以及竞争阴道上皮中的营养物质和黏附

位置等作用抑制体内病原体的过度繁殖[32]，维

持女性生殖道系统稳定。 
20 世纪 80 年代我国就成功研发出用于治疗

阴道炎的阴道乳酸菌活菌制剂——定君生，目

前已经广泛应用于临床且具备良好的治疗效

果，是治疗女性细菌性阴道疾病的理想药物[33]。

乳杆菌作为一种女性益生菌已被用于预防阴道

炎症和调节阴道微生态系统。然而，目前国内

可供选择的女性益生菌产品种类有限，因此开

发能够预防和治疗女性生殖道疾病，改善阴道

微环境，增强女性生殖健康的乳酸菌制剂是十

分必要和紧迫的[34]。本研究从健康成年女性阴

道分离出 5 株乳杆菌，初步研究结果表明其具

有较好的黏附特性和抑菌能力，未来有望将应

用于女性微生态制剂领域。然而，本研究还不

够深入，还需要体内和临床试验去验证其抑菌

效果。不同乳杆菌菌种、菌株之间的生物学功

能不尽相同[35]，筛选出的菌株的安全性与无毒

性检测等还需进一步验证。目前，国内、外关于

微生态制剂的报道也主要是抑制细菌性阴道

炎，还未见抑制真菌性阴道炎的妇科用微生态

制剂，本研究筛选出的菌株可以抑制大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌和白假丝酵母，有望解决

需氧性和真菌性阴道炎，这不仅可以提高妇女

生活质量，还可带动相关产业发展，为社会创

造更大的经济和社会效益。 
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