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一种益生菌组合物及其应用

(57)摘要

本发明涉及微生物技术领域，公开了一种益

生菌组合物及其用途。本发明所述益生菌组合物

由青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌

CCFM8631及鼠李糖乳杆菌CCFM1044组成，缓解代

谢综合征的效果要明显优于CC F M 8 6 3 0或

CCFM8631单独使用以及联合，尤其在降低附睾脂

肪含量、降低空腹血糖水平、降低糖耐量曲线下

面积以及降低血清低密度脂蛋白与总胆固醇的

含量、提高肝脏抗氧化能力及降低血清IL‑1β含

量等方面，其下降或上升幅度较单菌或双菌联用

配方提高了9.62％‑769.62％不等，三菌联用可

实现显著的协同增效。
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1.一种益生菌组合物 ，由保藏编号为C G M C C  N o .1 4 3 9 5的青春双歧杆菌

(Bifidobacterium  adolescentis)CCFM8630、保藏编号为CGMCC  No.14394的罗伊氏乳杆菌

(Lactobacillus  reuteri)CCFM8631和保藏编号为GDMCC  No：60540的鼠李糖乳杆菌

(Lactobacillus  rhamnosus)CCFM1044组成；所述青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌

CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044的活菌数比为1:(1-10):(1-10)。

2.权利要求1所述益生菌组合物的制备方法，分别将青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳

杆菌CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044菌液接种到改良MRS培养基中，35-37℃厌氧条件下

培养18-24h，收集菌体；分别用冻干保护剂重悬使各菌体含量达到1010CFU/mL以上，然后悬

浮液在37℃厌氧条件下培养40-60min，干燥制得各菌体的冻干菌粉并通过重悬稀释平板涂

布后确认菌粉中的活菌数；将所述青春双歧杆菌CCFM8630冻干菌粉、罗伊氏乳杆菌

CCFM8631冻干菌粉及鼠李糖乳杆菌CCFM1044冻干菌粉按一定比例进行复配混合达到需要

的活菌数比例。

3.根据权利要求2所述的制备方法，所述改良MRS培养基为含0.05％L-半胱氨酸盐酸盐

的MRS培养基；所述冻干保护剂为含有100g/L-150g/L脱脂奶粉、30g/L-100g/L蔗糖、30g/L-

100g/L海藻糖的水溶液；所述干燥为在-15～-20℃预冻8-14h后进行真空冷冻干燥。

4.权利要求1所述益生菌组合物在制备缓解代谢综合征的产品中的应用。

5.根据权利要求4所述的应用，所述产品为保健食品或药物。

6.根据权利要求5所述的应用，其特征在于，所述保健食品为菌剂或发酵食品。

7.含有权利要求1所述益生菌组合物的菌剂。

8.根据权利要求7所述的菌剂，所述益生菌组合物的活菌数大于1×1011CFU/g。
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一种益生菌组合物及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及微生物技术领域，具体涉及一种益生菌组合物及其应用，尤其是一种

缓解代谢综合征的益生菌组合物及其应用。

背景技术

[0002] 代谢综合征是一组与肥胖、糖尿病、高血压、心血管疾病密切相关的疾病，临床表

现为糖耐量异常、超重或肥胖、血脂紊乱和高血压等。大量研究表明，代谢综合征是导致心

血管疾病的一个主要因素，患有代谢综合征的人也更可能产生炎症，还易患其他疾病，如卵

巢多囊综合症、脂肪肝、胆固醇胆石症、哮喘、睡眠不正常和某些癌症。此外，代谢综合征与

冠状动脉粥样硬化性心脏病、2型糖尿病的患病率与死亡率有着显著的关系。目前，全世界

代谢综合征的患病率正在迅速增加，包括发展中国家。一项在国内进行的人群调查研究发

现，2016年中国大陆人群代谢综合征的患病率为24.5％，另一项研究显示，代谢综合征患病

率的增长趋势，从1993年-1996年的13.6％增加到2005年-2008年的25.5％。

[0003] 代谢综合征的治疗主要是控制并改善危险因素，传统的治疗方式是药物治疗如

CN103977014A公开了一种应用于治疗代谢综合征的药物，包括木通皂苷和姜黄素，通过调

节患者的蛋白质、脂质和碳水化合物的代谢过程，对代谢综合征起到预防和治疗作用；

CN103596949A公开了一种新型化合物分子结构，其对糖尿病和代谢综合征具有治疗作用；

CN103446139A公布了一种治疗代谢综合征的药物组合，包括葛根素、肉桂酸和盐酸檗碱，改

善胰岛素抵抗的同时兼顾降血糖、降血压、降血脂及改善腹型肥胖的疗效。药物治疗虽然见

效快，但伴有一定程度的副作用，而且需要长期服药，机体容易产生药物依赖。

[0004] 有大量研究报道，肠道菌群对人体的生理代谢起着极为重要的作用，肠道菌群结

构失调和多种疾病相关，包括胃肠疾病(肠易激综合征和炎症性肠病等)、代谢性疾病(肥

胖、高血脂和糖尿病等)。代谢综合征的发生与肠道菌群失调也具有密切关系，常用的肠道

菌群调节制剂有益生菌和益生元等。如CN107699517A公开了一株青春双歧杆菌及其用途，

可以显著改善高糖高脂饮食导致的代谢综合征大鼠肝脏、十二指肠的病理损伤以及血清中

甘油三酯和总胆固醇含量升高和口服糖耐量；CN107523526A公开了一种罗伊氏乳杆菌及其

用途，可以降低代谢综合征大鼠血清脂质及血糖水平；CN108295098A公开了一种辅助降血

糖的合生元组合物，所述的组合物包括益生元和益生菌，通过刺激肠道内免疫机能，将肠道

功能恢复正常，维护人体机体微生态平衡，达到降低血糖的效果；CN103656076A公布了一种

具有降血糖功能的益生菌中草药复合物制剂。但以上专利均是使用单一益生菌或是益生菌

与益生元或中草药的组合物来缓解代谢综合征，而目前对多株在改善代谢综合征方面可协

同增效的益生菌复配配方少有研究。

发明内容

[0005] 有鉴于此，本发明的目的在于提供一种益生菌组合物，可以用来缓解代谢综合征。

[0006] 为实现本发明的目的，本发明采用如下技术方案：
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[0007] 一种益生菌组合物，由青春双歧杆菌CC F M 8 6 3 0 ( B i f i d o b a c t e r i u m 

adolescentis)、罗伊氏乳杆菌CCFM8631(Lactobacillus  reuteri)和鼠李糖乳杆菌

CCFM1044(Lactobacillus  rhamnosus)组成。

[0008] 作为优选，所述青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631与鼠李糖乳杆菌

CCFM1044的活菌数比为1:(1-10):(1-10)。

[0009] 本发明还提供了所述益生菌组合物的制备方法，分别将青春双歧杆菌CCFM8630、

罗伊氏乳杆菌CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044菌液接种到改良MRS培养基中，35-37℃厌

氧条件下培养18-24h，收集菌体；分别用冻干保护剂重悬使各菌体含量达到1010CFU/mL以

上，然后悬浮液在37℃厌氧条件下培养40-60min，干燥制得各菌体的冻干菌粉并通过重悬

稀释平板涂布后确认菌粉中的活菌数；将所述青春双歧杆菌CCFM8630冻干菌粉、罗伊氏乳

杆菌CCFM8631冻干菌粉及鼠李糖乳杆菌CCFM1044冻干菌粉按一定比例进行复配混合达到

需要的活菌数比例。

[0010] 作为优选，所述改良MRS培养基(mMRS)为含0.05％L-半胱氨酸盐酸盐的MRS培养

基；所述冻干保护剂为含有100g/L-150g/L脱脂奶粉、30g/L-100g/L蔗糖、30g/L-100g/L海

藻糖的水溶液；所述干燥为在-15～-20℃预冻8-14h后进行真空冷冻干燥。

[0011] 本发明还提供了所述益生菌组合物在制备缓解代谢综合征的产品中的应用。

[0012] 作为优选，所述产品为保健食品或药物。

[0013] 作为优选，所述保健食品为菌剂或发酵食品。

[0014] 本发明还提供了含有所述益生菌组合物的菌剂。

[0015] 作为优选，所述的菌剂中所述益生菌组合物的活菌数大于1×1011CFU/g。

[0016] 本发明有益的技术效果在于：

[0017] 本发明所述由青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李糖乳杆菌

CCFM1044组成的益生菌组合物是一种天然、安全的，可有效缓解代谢综合征的微生态制剂，

缓解代谢综合征的效果要明显优于单独使用CCFM8630或CCFM8631以及联合使用CCFM8630

和CCFM8631，尤其在降低附睾脂肪含量、降低空腹血糖水平、降低糖耐量曲线下面积以及降

低血清低密度脂蛋白与总胆固醇的含量、提高肝脏抗氧化能力及降低血清IL-1β含量等方

面，其下降或上升幅度较CCFM8630、CCFM8631的单菌或双菌联用配方提高了9 .62％-

769.62％不等，青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李糖乳杆菌CCFM1044

三菌联用可实现显著的协同增效。本发明所述的益生菌组合物可用于制备缓解代谢综合征

的保健食品或药物，具有非常广泛的应用前景。

[0018] 生物保藏说明

[0019] CCFM8630，分类命名：青春双歧杆菌，Bifidobacterium  adolescentis，于2017年

07月07日保藏在中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，地址为北京市朝阳区北

辰西路1号院3号中国科学院微生物研究所，保藏编号为CGMCC  No.14395。

[0020] CCFM8631，分类命名：罗伊氏乳杆菌，Lactobacillus  reuteri，于2017年07月07日

保藏在中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，地址为北京市朝阳区北辰西路1

号院3号中国科学院微生物研究所，保藏编号为CGMCC  No.14394。

[0021] CCFM1044，分类命名：Lactobacillus  rhamnosus，于2019年01月21日保藏在广东

省微生物菌种保藏中心，地址为广州市先烈中路100号大院59号楼5楼广东省微生物研究
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所，保藏编号为GDMCC  No：60540。

附图说明

[0022] 为了更清楚地说明本发明实施例或现有技术中的技术方案，下面将对实施例或现

有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍。

[0023] 图1示本发明实施例3中不同益生菌复配干预组对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠

体内附睾脂肪含量升高的缓解作用的结果图；

[0024] 图2示本发明实施例3中不同益生菌复配干预组对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠

体内肾周脂肪含量升高的缓解作用的结果图；

[0025] 图3示本发明实施例4中不同益生菌复配干预组对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠

空腹血糖水平升高的缓解作用的结果图；

[0026] 图4示本发明实施例4中不同益生菌复配干预组对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠

糖耐量曲线下面积(AUC)升高的缓解作用的结果图；

[0027] 图5示本发明实施例5中不同益生菌复配干预组对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠

血清低密度脂蛋白(LDL-C)含量升高的缓解作用的结果图；

[0028] 图6示本发明实施例6中不同益生菌复配干预组对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠

血清总胆固醇(TC)含量升高的缓解作用的结果图；

[0029] 图7示本发明实施例7中不同益生菌复配干预组对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠

肝脏总抗氧化能力(T-AOC)降低的缓解作用的结果图；

[0030] 图8示本发明实施例7中不同益生菌复配干预组对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠

肝脏过氧化氢酶(CAT)含量升高的缓解作用的结果图；

[0031] 图9示本发明实施例8中不同益生菌复配干预组对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠

血清IL-1β含量升高的缓解作用的结果图；上述各图使用Graphpad  Prism5进行绘图，各实

验组间采用LSD检验均数比较，与模型组相比，P＜0.05标注*，P＜0.01标注**，P＜0.001标

注***，P＜0.0001标注****。

具体实施方式

[0032] 本发明公开了一种益生菌组合物及其应用。本领域技术人员可以借鉴本文内容，

适当改进工艺参数实现。特别需要指出的是，所有类似的替换和改动对本领域技术人员来

说是显而易见的，它们都被视为包括在本发明。本发明的方法及产品已经通过较佳实施例

进行了描述，相关人员明显能在不脱离本发明内容、精神和范围内对本文所述的方法进行

改动或适当变更与组合，来实现和应用本发明技术。

[0033] 为实现本发明的目的，本发明采用如下技术方案：

[0034] 一种益生菌组合物，由青春双歧杆菌CC F M 8 6 3 0 ( B i f i d o b a c t e r i u m 

adolescentis)、罗伊氏乳杆菌CCFM8631(Lactobacillus  reuteri)和鼠李糖乳杆菌

CCFM1044(Lactobacillus  rhamnosus)组成。

[0035] 本发明所述青春双歧杆菌CCFM8630(Bifidobacterium  adolenscentis)，于2017

年07月07日保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心CGMCC，保藏地址为北

京市朝阳区北辰西路1号院3号中国科学院微生物研究所，保藏编号为CGMCC  NO.14395。
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[0036] 本发明所述罗伊氏乳杆菌CCFM8631(Lactobacillus  reuteri)，于2017年07月07

日保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心CGMCC，保藏地址为北京市朝阳

区北辰西路1号院3号中国科学院微生物研究所，保藏编号为CGMCC  NO.14394。

[0037] 本发明所述鼠李糖乳杆菌CCFM1044(Lactobacillus  rhamnosus)，于2019年01月

21日保藏于广东省微生物菌种保藏中心，保藏地址为广州市先烈中路100号大院59号楼5楼

广东省微生物研究所，保藏编号为GDMCC  No：60540。

[0038] 其中，作为优选，所述的益生菌组合物中所述青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆

菌CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044的活菌数比为1:(1-10):(1-10)。

[0039] 在一些实施方案中，所述的益生菌组合物中所述青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏

乳杆菌CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044的活菌数比为1:1:1、1:5:5、1:2:10或1:10:2。

[0040] 本发明还提供了所述益生菌组合物的制备方法，分别将青春双歧杆菌CCFM8630、

罗伊氏乳杆菌CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044菌液接种到改良MRS培养基中，35-37℃厌

氧条件下培养18-24h，收集菌体；分别用冻干保护剂重悬使各菌体含量达到1010CFU/mL以

上，然后悬浮液在37℃厌氧条件下培养40-60min，干燥制得各菌体的冻干菌粉并通过重悬

稀释平板涂布后确认菌粉中的活菌数；将所述青春双歧杆菌CCFM8630冻干菌粉、罗伊氏乳

杆菌CCFM8631冻干菌粉及鼠李糖乳杆菌CCFM1044冻干菌粉按一定比例进行复配混合达到

需要的活菌数比例。

[0041] 本发明所述益生菌组合物的制备方法中，所述改良MRS培养基(mMRS)为含0.05％

L-半胱氨酸盐酸盐的MRS培养基。具体配制方法为胰蛋白胨10g、牛肉浸膏10g、酵母粉5g、葡

萄糖20g、醋酸钠5g、柠檬酸氢二铵2g、磷酸氢二钾2g、七水硫酸镁0.5g、吐温80  1mL、一水合

硫酸锰0.25g、半胱氨酸盐酸盐0.5g，水定容至1000mL，调节pH至6.8，在119-123℃条件下灭

菌15-25min。

[0042] 本发明所述制备方法中所述冻干保护剂为含有100g/L-150g/L脱脂奶粉、30g/L-

100g/L蔗糖、30g/L-100g/L海藻糖的水溶液。即所述冻干保护剂由脱脂奶粉、蔗糖、海藻糖

和水组成，其中脱脂奶粉的浓度为100g/L-150g/L，蔗糖的浓度为30g/L-100g/L，海藻糖的

浓度为30g/L-100g/L。

[0043] 优选的，本发明所述制备方法中改良MRS培养基培养后收集的菌体采用磷酸盐缓

冲液清洗2-4次，所述磷酸盐缓冲液pH为6.8-7.2。

[0044] 本发明所述制备方法中所述干燥可以采用任意一种菌液干燥工艺进行干燥，如真

空冷冻干燥。在一些实施例中，本发明所述制备方法中所述干燥为在-15～-20℃预冻8-14h

后进行真空冷冻干燥。

[0045] 在一些实施例中，本发明所述益生菌组合物的制备方法，包括如下步骤：

[0046] (1)制备改良MRS培养基(mMRS)

[0047] 1L水中加入胰蛋白胨10g、牛肉浸膏10g、酵母粉5g、葡萄糖20g、醋酸钠5g、柠檬酸

氢二铵2g、磷酸氢二钾2g、七水硫酸镁0.5g、吐温80  1mL、一水合硫酸锰0.25g、半胱氨酸盐

酸盐0.5g，将培养基pH调至6.8-7.0。

[0048] (2)制备冻干用益生菌保护剂

[0049] 1L水中加入100g-150g脱脂奶粉、30g-100g蔗糖、30g-100g海藻糖；

[0050] (3)冻干菌粉的制备
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[0051] 分别将青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631、鼠李糖乳杆菌CCFM1044

从保菌管中在固体培养基平板中划线分离得到单菌落，温度35-37℃，在厌氧工作站进行培

养36h-48h，分别挑取单菌落接种到改良MRS液体培养基中，在厌氧工作站34-39℃培养18h-

24h，再按2％-4％(v/v)的接种量，分别接种到更大体积的液体培养基中，在厌氧工作站34-

39℃培养18h-24h后，5000rpm，15min条件下离心得菌泥，用pH为6.8-7.2磷酸盐缓冲液清洗

2-3次，分别用与菌泥等质量的上述冻干保护剂重悬，使得菌体含量达到1010CFU/mL以上；接

着，让该悬浮液在37℃厌氧条件下预培养40-60min，再在-15～-20℃预冻8-14h，最后进行

真空冷冻干燥分别得到青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李糖乳杆菌

CCFM1044的冻干菌粉。

[0052] (4)益生菌组合物的配制

[0053] 将所述青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李糖乳杆菌CCFM1044

按一定比例进行复配混合从而实现需要的活菌数比例。

[0054] 在一些实施方案中，本发明考察了由青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌

CCFM8631及鼠李糖乳杆菌CCFM1044组成的益生菌组合物对代谢综合征的影响。结果显示，

采用两株益生菌CCFM8630及CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044进行复配，相比较单独使用

CCFM8630或CCFM8631以及联合使用CCFM8630和CCFM8631，三菌联用组成的益生菌组合物缓

解代谢综合征的效果要明显优于以上单菌及双菌等的效果，尤其在降低附睾脂肪含量、降

低空腹血糖水平、降低糖耐量曲线下面积以及降低血清低密度脂蛋白与总胆固醇的含量、

提高肝脏抗氧化能力及降低血清IL-1β含量等方面，其下降或上升幅度较CCFM8630、

CCFM8631的单菌或双菌联用配方提高了9.62％-769.62％不等，青春双歧杆菌CCFM8630、罗

伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李糖乳杆菌CCFM1044三菌联用可实现显著的协同增效。

[0055] 因此本发明提供了所述益生菌组合物在制备缓解代谢综合征的产品中的应用。

[0056] 其中，所述代谢综合征为肥胖，血糖、血脂异常，炎症以及氧化应激等。

[0057] 本发明所述产品包括但不限于保健食品或药物。

[0058] 本发明所述产品中三种菌的每日摄入总活菌数不低于2×108CFU。

[0059] 其中，所述保健食品包括但不限于菌剂或发酵食品。

[0060] 进一步，本发明提供了含有上述益生菌组合物的菌剂。

[0061] 优选的，所述菌剂中所述益生菌组合物的活菌数不低于1×1011CFU/g。

[0062] 本发明所述菌剂可以按常规方法制备。

[0063] 本发明还提供了一种发酵食品，以上述益生菌组合物作为发酵剂发酵生产的食

品。

[0064] 所述发酵食品为发酵乳制品、发酵豆制品或发酵果蔬制品。

[0065] 所述发酵乳制品包括但不限于酸奶、酸奶油、干酪。所述的发酵豆制品包括但不限

于豆奶、豆豉、豆酱。所述发酵果蔬制品中果蔬包括但不限于黄瓜、胡萝卜、甜菜、芹菜、圆白

菜。

[0066] 本发明还提供了一种药物制剂，包括有效剂量的上述益生菌组合物和药学上可接

受的辅料。

[0067] 所述药学上可接受的辅料包括填充剂、粘合剂、润湿剂、崩解剂、润滑剂、矫味剂中

的一种或多种。
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[0068] 在本发明的一些具体实施方案中，所述药物制剂的剂型为颗粒剂、胶囊剂、片剂、

丸剂或口服液。

[0069] 本发明有益的技术效果在于：

[0070] 本发明所述由青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李糖乳杆菌

CCFM1044组成的益生菌组合物是一种天然、安全的，可有效缓解代谢综合征的微生态制剂，

缓解代谢综合征的效果要明显优于单独使用CCFM8630或CCFM8631以及联合使用CCFM8630

和CCFM8631，尤其在降低附睾脂肪含量、降低空腹血糖水平、降低糖耐量曲线下面积以及降

低血清低密度脂蛋白与总胆固醇的含量、提高肝脏抗氧化能力及降低血清IL-1β含量等方

面，其下降或上升幅度较CCFM8630、CCFM8631的单菌或双菌联用配方提高了9 .62％-

769.62％不等，青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李糖乳杆菌CCFM1044

三菌联用可实现显著的协同增效。本发明所述的益生菌组合物可用于制备缓解代谢综合征

的保健食品或药物，具有非常广泛的应用前景。

[0071] 为了进一步理解本发明，下面将结合本发明实施例，对本发明实施例中的技术方

案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部

的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所

获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范围。

[0072] 如无特殊说明，本发明实施例中所涉及的试剂均为市售产品，均可以通过商业渠

道购买获得。

[0073] 实施例1：益生菌组合物对模拟胃肠液具有良好的耐受性

[0074] 将保存于-80℃环境下的青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李

糖乳杆菌CCFM1044分别接种于改良MRS培养基(mMRS)中，在厌氧工作站中37℃培养36h，再

以2％-4％(v/v)的接种量传代培养2次，调整青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌

CCFM8631及鼠李糖乳杆菌CCFM1044培养液活菌浓度为5×108CFU/mL，取浓度为5×108CFU/

mL的青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李糖乳杆菌CCFM1044的培养液各

1mL，混合均匀，取混合培养液1mL与9.0mL  pH  2.5人工模拟胃液(含1％胃蛋白酶、pH＝2.5

的mMRS培养基)混合，在37℃厌氧环境下培养，分别在0h、0.5h、1h和2h时取样，在mMRS固体

培养基涂布培养进行平板菌落计数，测定活菌数并计算其存活率。存活率是在该培养液中

在取样时的活菌数对数值与在第0h时活菌数对数值之比，以％表示。实验结果如表1所示。

[0075] 取混合培养液1mL加入9mL人工模拟肠液(含0.3％牛胆盐、1％胰蛋白酶、pH＝8.0

的mMRS培养基)中，在37℃厌氧环境下培养，分别在0h、0.5h、1h、2h、3h和4h时取样，在mMRS

固体培养基涂布培养进行平板菌落计数，测定活菌数并计算其存活率。存活率是在该培养

液中在取样时的活菌数对数值与在第0h时活菌数对数值之比，以％表示。实验结果如表2所

示。

[0076] 表1益生菌组合物在人工模拟胃液中的耐受性

[0077]

[0078] 表2益生菌组合物在人工模拟肠液中的耐受性
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[0079]

[0080] 结果表明，所述益生菌组合物对人工胃液、人工肠液具有较好的耐受性。

[0081] 实施例2：益生菌组合物对C57BL/6J小鼠无毒副作用

[0082] 将青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李糖乳杆菌CCFM1044活菌

数比为1:1:1的益生菌组合物菌体重悬于3％的蔗糖溶液中，制成浓度为1.0×109CFU/mL的

菌悬液。取体重20g-22g左右的健康雄性C57BL/6J小鼠8只，适应性饲养一周后，每天灌胃该

浓度菌悬液一次，观察一周，记录死亡和体重情况。实验结果见表3。

[0083] 表3小鼠体重的变化及死亡情况

[0084] 时间(天) 1 2 3 4 5 6 7

体重(g) 20.2±0.9 20.4±1.0 20.5±1.3 20.7±1.1 20.8±0.8 21.2±0.9 21.6±0.8

死亡情况 - - - - - - -

[0085] 注：-：小鼠无死亡

[0086] 结果显示，灌胃浓度1.0×109CFU/mL的益生菌组合物未对小鼠造成明显影响，体

重增量无显著变化，无死亡现象产生。小鼠活动正常，外表无明显病状。

[0087] 实施例3：益生菌组合物对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠附睾脂肪和肾周脂肪含

量的影响

[0088] 实验动物选择5周龄的SPF级C57BL/6雄性小鼠48只，购自上海斯莱克实验动物中

心。高脂饲料购自南通特洛菲，造模组采用TP23300高脂饲料，空白对照组采用TP23302对照

饲料。将小鼠适应性喂养7天后开始正式试验，动物自由摄食、饮水，环境温度为22±2℃，湿

度为55±5％，光照为12h光暗交替。

[0089] 实验动物随机分为8组，空白对照组(NC)、高脂模型对照组(HF)、罗格列酮对照组

(RH)、辛伐他汀对照组(SC)、青春双歧杆菌CCFM8630干预组(8630)、罗伊氏乳杆菌干预组

(8631)、青春双歧杆菌CCFM8630与罗伊氏乳杆菌CCFM8631复配组(8630+8631)、青春双歧杆

菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044复配组(8630+8631+1044)，

每组含小鼠6只，饲养环境温度为20～26℃，湿度40％～70％，每周更换2次垫料。其中青春

双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044复配组中青春双歧杆

菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌CCFM8631及鼠李糖乳杆菌CCFM1044活菌数比为1:1:1。每日每只

小鼠灌胃的菌浓度为1.0×109CFU/mL，重悬于3％的蔗糖溶液中，灌胃体积为0.2mL，即每只

小鼠每天的灌胃菌总量为2×108CFU。实验分组及处理方式见表4。

[0090] 表4实验动物分组
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[0091]

[0092] 第20周试验结束时，小鼠禁食不禁水12h，腹腔注射100mg/kg  bw的氯胺酮麻醉后，

眼球取血，然后脱臼处死。血液在4℃，3000g条件下离心10min，然后用小量程的移液枪小心

吸取上层液体即为血清，-80℃冻存备用。取附睾脂肪(统一取左侧)、肾周脂肪(统一左侧)

并进行称重，肝脏组织用冰冷的生理盐水漂洗后取一部分制作10％的肝匀浆，-80℃冻存。

实验结果如图1和图2所示。

[0093] 与NC组相比，HF组代谢综合征小鼠体内的附睾脂肪含量显著增加(P<0.0001)，在

干预组中与HF组相比RH、SC、8630、8631、8630+8631、8630+8631+1044(活菌数比为1:1:1)各

组腹部脂肪含量下降幅度分别是0.3817g、0.3925g、0.3067g、0.2125g、0.21g、0.4233g，

8630+8631+1044(活菌数比为1:1:1)组的附睾脂肪含量相比于药物组和其余益生菌干预组

均要低，与8630组、8631组及8630+8631组相比，下降幅度分别增加了38.02％、99.2％、

101.57％，说明CCFM8630+CCFM8631+CCFM1044对于降低代谢综合征小鼠体内附睾脂肪含量

具有更好的效果。

[0094] 与NC组相比，HF组代谢综合征小鼠体内的肾周脂肪含量显著增加(P<0.001)，在干

预组中与HF组相比RH、SC、8630、8631、8630+8631、8630+8631+1044(活菌数比为1:1:1)各组

肾周脂肪含量下降幅度分别是0.088g、0.102g、0.099g、0.022g、0.0665g、0.124g，8630+

8631+1044(活菌数比为1:1:1)组的肾周脂肪含量相比于药物组和其余益生菌干预组均更

低，与8630组、8631组及8630+8631组相比，下降幅度分别增加了25 .25％、463 .64％、

86.47％，说明CCFM8630+CCFM8631+CCFM1044对于降低代谢综合征小鼠体内肾周脂肪含量

具有更好的效果。

[0095] 由此可见，对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠附睾脂肪和肾周脂肪含量升高的降低

作用，CCFM8630、CCFM8631和CCFM1044三株菌复配表现出显著的协同增效。

[0096] 实施例4：益生菌组合物对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠空腹血糖水平和糖耐量

曲线下面积(AUC)的影响

[0097] C57BL/6J小鼠分组、造模及处理方法同实施例3。在试验结束的前一周(第19周)进

行血糖的检测，采用尾部取血的方式，用快速血糖仪和血糖试纸进行检测。空腹血糖：小鼠

过夜禁食12h(不禁水)测定；糖耐量：小鼠过夜禁食12h，不禁水，检测初始血糖(0min)，然后
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灌胃2g/kg  BW葡萄糖溶液，在30、60和120min时检测血糖值。

[0098] 实验结果如图3和图4所示，与NC组相比，HF组代谢综合征小鼠空腹血糖水平显著

增加(P<0.0001)，在干预组中与HF组相比RH、8630、8631、8630+8631、8630+8631+1044(活菌

数比为1:1:1)各组空腹血糖水平显著降低，下降幅度分别是1.145mmol/L、1.125mmol/L、

1.205mmol/L、1.15mmol/L、1.55mmol/L，8630+8631+1044(活菌数比为1:1:1)组的空腹血糖

水平相比于药物组和其余益生菌干预组均更低，与8630组、8631组及8630+8631组相比，下

降幅度分别增加了37.78％、28.63％、34.78％。说明CCFM8630+CCFM8631+CCFM1044对于降

低代谢综合征小鼠空腹血糖水平具有更好的效果。

[0099] 与NC组相比，HF组代谢综合征小鼠的AUC显著增加(P<0.0001)，在干预组中，与HF

组相比RH、8630、8631、8630+8631、8630+8631+1044(活菌数比为1:1:1)各组AUC均显著下

降，下降幅度分别是204.6、150、213、184.8、233.5，8630+8631+1044(活菌数比为1:1:1)组

的AUC相比于药物组和其余益生菌干预组均更低，与8630组、8631组及8630+8631组相比，下

降幅度分别增加了55.67％、9.62％、26.35％。说明CCFM8630+CCFM8631+CCFM1044对于降低

代谢综合征小鼠AUC具有更好的效果。

[0100] 由此可见，对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠空腹血糖水平和糖耐量曲线下面积

(AUC)升高的降低作用，CCFM8630、CCFM8631和CCFM1044三株菌复配表现出显著的协同增

效。

[0101] 实施例5：益生菌组合物对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠血清低密度脂蛋白(LDL-

C)的影响

[0102] C57BL/6J小鼠分组、造模及处理方法同实施例3。按照南京建成低密度脂蛋白试剂

盒的检测方法测定血清中低密度脂蛋白(LDL-C)的含量。实验结果如图5所示。

[0103] 与NC组相比，HF组代谢综合征小鼠血清的LDL-C含量显著增加(P<0.0001)，在干预

组中，与HF组相比RH、SC、8630、8631、8630+8631、8630+8631+1044(活菌数比为1:1:1)各组

LDL-C均显著性下降，下降幅度分别是0.328mmol/L、0.28mmol/L、0.224mmol/L、0.184mmol/

L、0.256mmol/L、0.4mmol/L，8630+8631+1044(活菌数比为1:1:1)组的LDL-C含量相比于药

物组和其余益生菌干预组均更低，与8630组、8631组及8630+8631组相比，下降幅度分别增

加了78.57％、117.39％、56.25％。说明CCFM8630+CCFM8631+CCFM1044对于降低代谢综合征

小鼠血清LDL-C含量具有更好的效果。

[0104] 由此可见，对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠血清低密度脂蛋白(LDL-C)升高的降

低作用，CCFM8630、CCFM8631和CCFM1044三株菌复配表现出显著的协同增效。

[0105] 实施例6：益生菌组合物对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠血清总胆固醇(TC)的影

响

[0106] C57BL/6J小鼠分组、造模及处理方法同实施例3。按照南京建成总胆固醇试剂盒的

检测方法测定血清中总胆固醇(TC)的含量，实验结果如图6所示。

[0107] 与NC组相比，HF组体内的TC显著增加(P<0.0001)，在干预组中，与HF组相比RH、SC、

8630、8631、8630+8631、8630+8631+1044(活菌数比为1:1:1)各组TC含量均显著性下降，下

降幅度分别是0.996mmol/L、0.912mmol/L、0.696mmol/L、0.706mmol/L、0.872mmol/L、

1.16mmol/L，8630+8631+1044(活菌数比为1:1:1)组的TC含量相比于药物组和其余益生菌

干预组均更低，与8630组、8631组及8630+8631组相比，下降幅度分别增加了66 .67％、
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64.31％、33.03％。说明CCFM8630+CCFM8631+CCFM1044对于降低代谢综合征小鼠血清TC含

量具有更好的效果。

[0108] 由此可见，对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠血清总胆固醇(TC)升高的降低作用，

CCFM8630、CCFM8631和CCFM1044三株菌复配表现出显著的协同增效。

[0109] 实施例7：益生菌组合物对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠肝脏总抗氧化能力(T-

AOC)和过氧化氢酶(CAT)的影响

[0110] C57BL/6J小鼠造模方式同实施例3，青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌

CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044的活菌数比例由原来的1:1:1变更为1:5:5，1:10:2和1:

2:10，总活菌数仍保持为1.0×109CFU/mL。按照南京建成T-AOC试剂盒、CAT试剂盒、总蛋白

试剂盒的检测方法测定小鼠肝匀浆中T-AOC含量、CAT含量及总蛋白含量。实验结果如图7和

图8所示。

[0111] 与NC组相比，HF组代谢综合征小鼠总抗氧化能力显著下降(P<0.001)，在干预组中

与HF组相比RH、SC、8630、8631、8630+8631、8630+8631+1044(活菌数比为1:5:5)、8630+8631

+1044(活菌数比为1:10:2)、8630+8631+1044(活菌数比为1:2:10)各组总抗氧化能力均增

加，增加幅度分别是0 .0075mmol/g  prot、0 .012mmol/g  prot、0 .016mmol/g  prot、

0.0166mmol/g  prot、0.0256mmol/g  prot、0.0316mmol/g  prot、0.0360mmol/g  prot、

0.0292mmol/g  prot，8630+8631+1044各配比组的总抗氧化能力相比于药物组和其余益生

菌干预组均更高，8630+8631+1044(活菌数比为1:5:5)组与8630组、8631组及8630+8631组

相比，上升幅度分别增加了97.33％、90.19％、23.33％，8630+8631+1044(活菌数比为1:10:

2)组与8630组、8631组及8630+8631组相比，上升幅度分别增加了125 .25％、117 .11％、

40.78％，8630+8631+1044(活菌数比为1:2:10)组与8630组、8631组及8630+8631组相比，上

升幅度分别增加了82.50％、75.90％、14.06％，说明CCFM8630+CCFM8631+CCFM1044对于增

加代谢综合征小鼠肝脏抗氧化能力具有更好的效果。

[0112] 与NC组相比，HF组代谢综合征小鼠的过氧化氢酶含量显著下降(P<0.001)，在干预

组中，与HF组相比RH、8630、8631、8630+8631、8630+8631+1044(活菌数比为1:5:5)、8630+

8631+1044(活菌数比为1:10:2)、8630+8631+1044(活菌数比为1:2:10)各组过氧化氢酶含

量均有所上升，上升幅度分别是3.48U/mg  prot、5.30U/mg  prot、1.26U/mg  prot、7.12U/mg 

prot、10.02U/mg  prot、10.99U/mg  prot、9.31U/mg  prot，8630+8631+1044各配比组的过氧

化氢酶含量相比于药物组和其余益生菌干预组均更高，8630+8631+1044(活菌数比为1:5:

5)组与8630组、8631组及8630+8631组相比，上升幅度分别增加了89 .17％、692 .59％、

40.62％，8630+8631+1044(活菌数比为1:10:2)组与8630组、8631组及8630+8631组相比，上

升幅度分别增加了107.55％、769.62％、54.29％，8630+8631+1044(活菌数比为1:2:10)组

与8630组、8631组及8630+8631组相比，上升幅度分别增加了75.89％、636.95％、30.75％。

说明CCFM8630+CCFM8631+CCFM1044对于增加代谢综合征小鼠肝脏过氧化氢酶含量具有更

好的效果。

[0113] 由此可见，对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠肝脏总抗氧化能力(T-AOC)和过氧化

氢酶(CAT)降低的升高作用，CCFM8630、CCFM8631和CCFM1044三株菌复配表现出显著的协同

增效。

[0114] 实施例8：益生菌组合物对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠血清IL-1β的影响
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[0115] C57BL/6J小鼠造模方式同实施例3，青春双歧杆菌CCFM8630、罗伊氏乳杆菌

CCFM8631与鼠李糖乳杆菌CCFM1044的活菌数比例由原来的1:1:1变更为1:5:5，1:10:2和1:

2:10，总活菌数仍保持为1.0×109CFU/mL。按照南京森倍伽小鼠IL-1βELISA试剂盒方法测

定小鼠血清中IL-1β。实验结果如图9所示。

[0116] 与NC组相比，HF组血清中IL-1β含量显著增加(P<0.001)，在干预组中，与HF组相比

RH、SC、8630、8631、8630+8631、8630+8631+1044(活菌数比为1:5:5)、8630+8631+1044(活菌

数比为1:10:2)、8630+8631+1044(活菌数比为1:2:10)各组IL-1β含量均显著性下降，下降

幅度分别是12.26ng/L、8.88ng/L、8.79ng/L、9.11ng/L、11.09ng/L、13.85ng/L、14.63ng/L、

12.80ng/L，8630+8631+1044各配比组的IL-1β含量相比于药物组和其余益生菌干预组均更

低，8630+8631+1044(活菌数比为1:5:5)组与8630组、8631组及8630+8631组相比，下降幅度

分别增加了57.53％、52.03％、24.89％，8630+8631+1044(活菌数比为1:10:2)组与8630组、

8631组及8630+8631组相比，下降幅度分别增加了66.41％、60.60％、31.93％，8630+8631+

1044(活菌数比为1:2:10)组与8630组、8631组及8630+8631组相比，下降幅度分别增加了

45.63％、40.55％、15.46％。说明CCFM8630+CCFM8631+CCFM1044对于降低代谢综合征小鼠

体内的炎症反应具有更好的效果。

[0117] 由此可见，对高脂饮食诱导代谢综合征小鼠血清IL-1β升高的降低作用，

CCFM8630、CCFM8631和CCFM1044三株菌复配表现出显著的协同增效。
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图3
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图5

图6
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图7

图8
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图9
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