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一种格氏乳杆菌及其应用

(57)摘要

本发明涉及微生物技术领域，具体涉及一种

格氏乳杆菌及其应用。所述格氏乳杆菌为保藏号

CCTCC  NO:M  20231494的格氏乳杆菌Lgass‑10，

该菌株不溶血、无毒力因子和耐药基因，安全性

较好，能产乳酸和抑制生殖道致病菌阴道加德纳

菌，对调节生殖道pH具有重要作用，有预防或/和

治疗女性生殖道疾病的潜力。
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1.一种格氏乳杆菌（Lactobacillus  gasseri）菌株，所述菌株选自保藏号为CCTCC  NO: 

M  20231494的格氏乳杆菌Lgass‑10。

2.如权利要求1所述的格氏乳杆菌（Lactobacillus  gasseri）菌株的培养方法，包括将

所述菌株接种至培养基，进行增殖培养，得到增殖的格氏乳杆菌菌株。

3.根据权利要求2所述的培养方法，其特征在于，所述培养基为MRS培养基。

4.一种食品、保健品或药物组合物，其活性成分含有权利要求1所述的格氏乳杆菌

（Lactobacillus  gasseri）菌株或权利要求2所述的培养方法得到的格氏乳杆菌菌株。

5.根据权利要求4所述的食品、保健品或药物组合物，其特征在于，所述组合物的活性

成分还包括选自卷曲乳杆菌、詹氏乳杆菌、约氏乳杆菌和德氏乳杆菌中的一种或多种。

6.根据权利要求4所述的食品、保健品或药物组合物，其特征在于，所述格氏乳杆菌

（Lactobacillus  gasseri）菌株作为唯一活性成分。

7.根据权利要求4所述的食品、保健品或药物组合物，其特征在于，所述组合物的单个

制剂中含有106~10
15  CFU的格氏乳杆菌菌株。

8.权利要求1所述的格氏乳杆菌（Lactobacillus  gasseri）菌株或权利要求2所述的培

养方法得到的格氏乳杆菌菌株在制备女性生殖道健康产品中的应用。

9.根据权利要求8所述的应用，其特征在于，所述女性生殖道健康产品用于抑制或杀灭

阴道加德纳菌，或者，所述女性生殖道健康产品用于调节生殖道的酸性环境。
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一种格氏乳杆菌及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于微生物技术领域，具体涉及一种格氏乳杆菌及其应用，特别是在女性

生殖道健康中的应用。

背景技术

[0002] 女性的生殖道是开放的腔道，寄居着大量不同种类的微生物，是人体微生物的主

要分布区之一，与女性生殖健康关系密切。女性生殖道中约有300多种微生物共生，包括细

菌、病毒和真菌等，其中细菌是主要的微生物。它们彼此制约、相互制衡，形成动态平衡，多

种阴道炎的发生与阴道微生态环境失衡有关。

[0003] 生殖道不同部位的微生物组成不同，在健康的育龄妇女中，大多数细菌存在于下

生殖道（阴道和子宫颈)，上生殖道的细菌至今尚未得到很好的表征。阴道微生物群的微生

物多样性较低，以乳杆菌为主。总体上可将阴道菌群分为五种社区群落(community  state 

types，CST)类型。CST‑I以卷曲乳杆菌为主，CST‑II以格氏乳杆菌为主，CST‑III以惰性乳杆

菌为主，CST‑V以詹氏乳杆菌为主，而CST‑IV无优势乳杆菌群，并可进一步细分为CSTⅣ‑A和

CSTⅣ‑B亚型，其中CSTⅣ‑B与细菌性阴道病（Bacterial  Vaginosis，以下简称“BV”）联系紧

密，以厌氧菌为主，  如奇异杆菌、芬戈尔德菌和加德纳菌。

[0004] 在疾病状态下，微生物组成和生物量负荷变化很大，多种病原体过度生长。阴道微

生态环境进入一个脆弱的状态，不容易抵御致病菌的繁殖、侵犯，出现各种阴道炎症。细菌

性阴道病是一种常见的妇科疾病，感染率在15%‑52%，是以阴道加德纳菌和其他厌氧菌为主

过度繁殖取代乳杆菌，造成阴道内菌群失调而出现的临床症候群的一种阴道感染性疾病。

据资料报道，BV是导致组织性绒毛膜炎、羊水感染、剖腹产后子宫内膜炎及其他妊娠不良和

妊娠并发症的危险因素。

[0005] 针对BV，临床治疗方法是采用甲硝唑或克林霉素，甲硝唑是一种前体药，在无氧环

境中，细菌胞内酶促还原将甲硝唑的硝基还原成氨基，从而将抗生素转化为活性形式，然后

通过与病原体DNA共价结合破坏其螺旋结构并导致单链和双链断裂，进而使病原体DNA降解

并死亡；克林霉素能够与细菌核糖体上的50S核糖体亚基结合，阻止肽链的延长，从而抑制

细菌细胞的蛋白质合成，导致细菌死亡。采用抗生素治疗虽然见效快，但也存在很大缺陷，

有以下两方面：（1）对阴道微环境中所有抗生素敏感微生物均有抑制作用，因此，治疗后阴

道微生态没有恢复到一个健康的、能抵御致病菌侵袭的平衡状态，被抑制或杀灭的病原微

生物或者外来的病原微生物还会再度繁殖甚至致病而出现复发或新的阴道炎症；（2）微生

物产生耐药性、且抗生素无法使得阴道微生态环境平衡，导致了难治性BV。因而，抗生素治

疗虽然见效快，但复发率高，3月内复发率高达30%。

[0006] 阴道微生态失衡的治疗包括杀菌、黏膜修复、恢复阴道微生态平衡三步。杀菌是治

疗阴道炎症的第一步，抑制或灭杀病原微生物，包括过度增殖的需氧菌和厌氧菌、芽生孢子

或者菌丝、滴虫等。病原微生物被抑制或灭杀后，阴道黏膜的免疫修复和优势乳杆菌的恢复

才是治疗阴道炎症的最终目标。在这期间，如果阴道黏膜的修复、乳杆菌的恢复过程被影
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响、阴道内理化环境未恢复至正常，被抑制的病原微生物或者外来的病原微生物还会再度

繁殖甚至致病而出现复发或新的阴道炎症。而益生菌在阴道内可以迅速占据阴道上皮的受

体，产生对阴道的保护作用，从而促使阴道恢复至正常微环境，减少阴道炎症的复发。因此，

采用益生菌微生态制剂治疗BV是更为优选的一种方式。

[0007] 目 前国内仅有 2款阴道微生态药物上市，其中一款活性成分为肠链球菌

（Streptococcus  faecalis）；另一款的活性成分是德氏乳杆菌（Lactobacillus 

delbrueckii）。此外，还有一些药物管线处于临床开发阶段，如欧赛微科含卷曲乳杆菌

Lc262‑1的活菌胶囊最近刚完成3期临床试验，四川厌氧生物含4种优势乳杆菌的KAL‑001活

菌胶囊正处于2期研究中。除了药品外，本领域还出现一些口服益生菌，比如科汉森开发的

UREX和ASTARTE，已经被广泛应用在各种女性生殖道健康口服产品中，据报道，其原理是益

生菌经口腔‑肠道‑肛门的途径传播至阴道。

[0008] 中国专利文件CN102851248A公开了一种用于防治细菌性阴道病的詹氏乳杆菌。中

国专利文件CN107794236A公开的一种卷曲乳杆菌及其应用。中国专利文件CN108004187A公

开了一种格氏乳杆菌及其用于制备阴道抑菌药物的应用。

[0009] 根据WGO（世界胃肠组织）临床指南对益生菌的介绍，菌株具有特异性。即便在分类

学上是同一种的不同菌株，其功能也可能具有较大差异。因此，针对已报道功效的种属发掘

益生性能更好的菌株，不断对益生菌做出更新迭代以提供给需求者更好的选择具有必要

性。

发明内容

[0010] 本发明的目的之一在于提供一种格氏乳杆菌（Lactobacillus  gasseri）菌株，所

述菌株选自保藏号为CCTCC  NO:  M  20231494的格氏乳杆菌Lgass‑10。

[0011] 在一些具体实施方式中，所述菌株的16S  rDNA序列如SEQ  ID  NO.1所示。

[0012] 本发明的目的之二在于提供前述格氏乳杆菌（Lactobacillus  gasseri）菌株的培

养方法，所述方法包括将所述格氏乳杆菌菌株接种至培养基，进行增殖培养，得到增殖的格

氏乳杆菌菌株。

[0013] 在一些具体实施方式中，所述培养基为MRS培养基。

[0014] 本发明的目的之三在于提供一种食品、保健品或药物组合物，其活性成分含有前

述的格氏乳杆菌菌株或前述培养方法得到的格氏乳杆菌菌株。

[0015] 在一些具体实施方式中，所述组合物的活性成分还包括选自卷曲乳杆菌、詹氏乳

杆菌、约氏乳杆菌和德氏乳杆菌中的一种或多种。

[0016] 在一些具体实施方式中，所述格氏乳杆菌菌株作为唯一活性成分。

[0017] 在一些具体实施方式中，所述组合物的单个制剂中含有106~10
15  CFU的格氏乳杆

菌菌株。

[0018] 本发明的目的之四在于提供前述格氏乳杆菌菌株在制备女性生殖道健康产品中

的应用。

[0019] 在一些具体实施方式中，所述女性生殖道健康产品作为抑菌剂或杀菌剂。

[0020] 在一些具体实施方式中，所述女性生殖道健康产品用于抑制或杀灭阴道加德纳

菌。
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[0021] 在一些具体实施方式中，所述女性生殖道健康产品用于调节生殖道的酸性环境。

[0022] 在一些具体实施方式中，本发明所述的Lgass‑10菌株具有如下鉴别特征：

1、在MRS培养基上呈圆形、表面湿润、半透明、边缘整齐的白色菌落；

2、革兰氏染色为阳性，杆状，单个或成对排列。

[0023] 本发明的格氏乳杆菌Lgass‑10无毒力因子、无耐药基因，不溶血，具有良好的安全

性；具有很强的产乳酸能力，能够降低pH，维持生殖道的弱酸性健康环境；且能够抑制致病

菌阴道加德纳菌的生长。

[0024] 本发明的菌株保藏信息如下：

菌株名称：格氏乳杆菌（Lactobacillus  gasseri）Lgass‑10；

保藏日期：2023年08月17日；

鉴别存活日期：2023年08月24日；

保藏单位：中国典型培养物保藏中心（China  Center  for  Type  Culture 

Collection，CCTCC），地址：湖北省武汉市武汉大学，邮编：430072，电话：027‑68754052；

保藏编号：CCTCC  NO:  M  20231494。

附图说明

[0025] 图1为格氏乳杆菌Lgass‑10菌落形态正面照片。

[0026] 图2为格氏乳杆菌Lgass‑10革兰氏染色照片。

具体实施方式

[0027] 定义与说明

本发明所请求保护的特定保藏编号的格氏乳杆菌菌株，其涵义包括但不限于：

1、存放于保藏中心的微生物保藏号为CCTCC  NO:  M  20231494的格氏乳杆菌

（Lactobacillus  gasseri）Lgass‑10株；

2、与Lgass‑10株具有相同基因组的格氏乳杆菌菌株；

3、基于前述1或2的没有突变的传代菌株；

4、基于前述1、2或3的在传代中积累微小突变的，但毒性、免疫原性与生物活性没

有实质变化的传代菌株；以及

5、基于前述1‑4任一所述菌株的活菌或灭活形式，且可是完整的菌体或裂解物或

发酵产物等衍生物。

[0028] 如本领域所知，菌株经传代应用不可避免会引入微小突变，当突变发生在非编码

序列区或者编码区的同义突变或者不影响菌株毒性、免疫原性与生物活性的突变（比如，可

能是两个结构域之间的连接氨基酸残基，或者位于蛋白质高级结构内部因不与免疫细胞接

触而不影响毒性、免疫原性与生物活性的微小突变的残基），可以合理预期，当这些微小变

化没有明显影响后代毒株的毒性、免疫原性与生物活性的情况下，仍然能实现本发明的目

的，且其源于本发明贡献的菌株，因此仍在本发明的实质技术贡献范围内。这些微小的突变

仍属于非实质性突变，应当视为毒性、免疫原性与生物活性没有变化的突变菌株。

[0029] 毒性、免疫原性与生物活性没有实质变化，包括担不限于，在检测灵敏度、检测限

等检测技术的局限性和可接受或不可避免误差的范围内视为毒性、免疫原性与生物活性是
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相同的。用细胞、动物等测定Lgass‑10株后代的毒性、免疫原性与生物活性，由于细胞品系、

动物品种、年龄、性别、健康状况、培养条件等体现的差别以及可预期或不可避免的系统误

差属于没有实质性变化。

[0030] 本发明所述的组合物含有活性成分Lgass‑10株，以及其他成分，比如不具有生理

功效的辅料成分，或者其他功效性成分。功效性成分包括但不限于其他功效菌株，或益生

元、后生元成分等。

[0031] 作为一种较优的方式，本发明的组合物含有其他活性乳杆菌，如选自卷曲乳杆菌、

詹氏乳杆菌、约氏乳杆菌和德氏乳杆菌中的一种或多种。

[0032] 辅料成分包括药物载体和赋型剂。药物载体是指不对受试者引起显著刺激且不消

除所施用的益生菌的生物活性及特性的药学载体。药学上可接受的载体可增强或稳定组合

物，或可用于促进组合物的制备。药学上可接受的载体可包括溶剂、分散介质、涂层、表面活

性剂、抗氧化剂、等渗剂、吸收延迟剂、盐、药物稳定剂、结合剂、赋形剂、崩解剂、润滑剂、甜

味剂、调味剂、染料等及其组合，正如本领域技术人员已知的（参见例如Remington 's 

Pharmaceutical  Sciences,第18版MackPrinting  Company,1990,第1289‑1329页）。除非常

规载体与活性成分不相容，否则考虑将其用于治疗性或药物组合物中。载体可经选择以使

受试者的不利副作用降至最低和/或使活性成分的失活降至最低。

[0033] 赋型剂是指添加至药物组合物中以使药物具有一定形状或一定浓度的物质。例如

无菌水、生理盐水、聚亚烷基二醇（诸如聚乙二醇）、植物油或氢化萘、碳酸氢钙、磷酸钙、多

种糖、各种类型淀粉、纤维素衍生物、明胶等。

[0034] 本发明所述的组合物可以制备成任一种便于使用的形式，例如临床或食品中常见

的粉剂、片剂、颗粒剂、凝胶剂、胶囊或液体剂。

[0035] 本发明所述的组合物以能发挥功效的含量（如治疗有效量）和频率给予使用对象，

推荐单次使用剂量中含有106

~10
15  CFU、107

~10
13CFU或107

~10
12CFU  的格氏乳杆菌

（Lactobacillus  gasseri）。

[0036] 本发明中的特定温度参数，如无特殊说明，应理解为恒温处理，并允许在一定温度

区间内存在变动。如在±5℃、±4℃、±3℃、±2℃、±1℃的范围内波动。

[0037] 下面将结合附图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

领域技术人员在没有做出创造性劳动的前提下所获得的所有其它实施例，均应属于本发明

保护的范围。

[0038] 以下实施例中所用到的材料的配制方法或商业渠道如下：

MRS肉汤制备：称量MRS成品培养基（Thermo  Scientific ™ ，  CM0359B）粉末52.0 

g，溶解至1  L蒸馏水中；加热煮沸，凉至室温加入0.55  g半胱氨酸盐酸盐，搅拌溶解后调节

pH值至6.5；装上定量分液器并通N2，加热至沸腾，在微沸状态下煮20  min，冷却后分装至10 

mL厌氧管中，118  ℃高温湿热灭菌20  min，阴凉、避光存放、备用。

[0039] MRS固体培养基制备：称量MRS成品培养基（Thermo  Scientific ™ ，CM0359B）粉末

52.0  g，琼脂粉15.0  g，溶解至1  L蒸馏水中，加热煮沸，沸腾后加入0.55  g半胱氨酸盐酸

盐，调节pH值至6.5，118  ℃高温湿热灭菌20  min，阴凉、避光存放、备用。

[0040] LBS固体培养基制备：称取LBS成品培养基（青岛高科技工业园海博生物技术有限
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公司，HB0385）粉末84.0  g，再吸取1  mL吐温80和1.3  mL冰乙酸，加热搅拌溶解于1000  mL蒸

馏水中，当日使用，无需高压灭菌。次日使用，需118℃高压灭菌15  分钟。

[0041] 过氧化氢半定量培养基制备：称量MRS成品培养基（Thermo  Scientific ™ ，

CM0359B）粉末52.0  g，琼脂粉15.0  g，溶解至1  L蒸馏水中，调节pH值至6.5，118  ℃高温湿

热灭菌20  min，灭菌结束后放入50  ℃水浴锅保温30  min，加入3,3 ',5,5'‑四甲基联苯胺

（TMB）(终浓度为0.25  mg/mL)和辣根过氧化物酶（HRP）(终浓度为0.01  mg/mL)混匀；冷却凝

固后，标记培养基名称及配制日期，放于4℃冰箱待用。

[0042] 无氧PBS的配制：称量磷酸二氢钾0.27  g，磷酸氢二钠1.42  g，氯化钠8  g，氯化钾

0.2  g，溶解至1  L的蒸馏水中，加热煮沸，凉至室温加入0.55  g半胱氨酸盐酸盐，搅拌溶解

后调节pH值至6.5，装上定量分液器并通N2，加热至沸腾，在微沸状态下煮30  min，冷却后分

装至10  mL厌氧管中，121℃高温湿热灭菌30  min，阴凉、避光存放、备用。

[0043] 无氧BHI液体培养基配制：称量BHI成品培养基（Thermo  Scientific ™ ，CM1135B）

粉末37.0  g，溶解至1  L蒸馏水中，加热煮沸，凉至室温加入0.55  g半胱氨酸盐酸盐，搅拌溶

解后调节pH值至6.5，装上定量分液器并通  N2，加热至沸腾，在微沸状态下煮20  min，冷却

和分装过程中通入N2和CO2（1:1比例），分装至10  mL厌氧管中，118  ℃高温湿热灭菌20  min，

阴凉、避光存放、备用。

[0044] 无氧BHI半固体培养基配制：称量BHI成品培养基（Thermo  Scientific ™ ，

CM1135B）粉末37.0  g，溶解至1  L蒸馏水中；加热煮沸，凉至室温加入6  g琼脂粉，0.55  g半

胱氨酸盐酸盐，搅拌溶解后调节pH值至6.5，装上定量分液器并通  N2，加热至沸腾，在微沸

状态下煮20  min，稍稍冷却，冷却和分装过程中通入N2和CO2（1:1比例），及时分装至10  mL厌

氧管中，118  ℃高温湿热灭菌20  min，阴凉、避光存放。

[0045] 实施例1  菌株的分离与鉴定

用阴道棉拭子采集20‑40岁中国健康女性的阴道分泌物样品；取2  mL无菌无氧的

PBS缓冲液于装有上述棉拭子的厌氧管中，充分震荡混匀，并以其为原液连续十倍梯度稀

释；取100  μL稀释10000倍的液体涂布于LBS固体培养基，置于厌氧培养箱中37℃培养，培养

48  h后，挑取若干乳杆菌单菌落分别在MRS肉汤培养基中培养24  h，并将培养后得到菌液的

一部分转接继续培养，菌液的另一部分进行细菌DNA提取并送至北京擎科生物科技有限公

司成都分公司测序，PCR结果经BLAST比对，最终确定4株格氏乳杆菌（Lactobacillus 

gasseri），分别命名为Lgass‑10、G11、G13和G29。

[0046] 取Lgass‑10菌株PCR验证后菌液划线至MRS固体培养基，37℃厌氧培养24~48  h，其

菌落呈圆形、表面湿润、半透明、边缘整齐的白色菌落，正面照片见图1。

[0047] 取1环Lgass‑10菌株落于载玻片，滴加适量无菌ddH2O涂布为稀薄菌液层，载玻片

置于酒精灯上加热至水分蒸发，并在火焰快速通过2‑3次以固定菌体。随后按照革兰氏染色

试剂盒说明书（广东环凯微生物科技有限公司，029010）操作染色。显微镜检观察拍照，菌体

染色镜检为革兰氏染色为阳性，杆状，单个或成对排列，见图2。

[0048] 实施例2  菌株全基因组及新颖性分析

将格氏乳杆菌Lgass‑10接种至5  mL的MRS肉汤培养基中，培养至对数生长后期，提

取菌株全基因组DNA，同时进行二代和三代全基因组测序。组装及注释后，将蛋白序列输入

毒力基因库Virulence  Factor  Databases（VFDB）及The  Comprehensive  Antibiotic 
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Resistance  Database（CARD）分别进行毒力因子和耐药基因分析。结果显示，该菌不具有毒

力因子和耐药基因。

[0049] 利用平均核苷酸相似度（Average  Nucleotide  Identity，ANI）进行菌株的新颖性

分析。通过在Genbank中进行搜索，找到了119个已公开的Lactobacillus  gasseri  全基因

组，通过fastANI（v1.33）比较发现，2个菌株与格氏乳杆菌Lgass‑10全基因组最相近并低于

99.9%，分别为GCA_000175055.1(99.7457%)和GCA_022752855.1(99.6031%)。故可认为格氏

乳杆菌Lgass‑10为新菌株，其16S  rDNA序列如SEQ  ID  NO.1所示。

[0050] 实施例3  低pH生长耐受实验

将保藏的Lgass‑10在pH值6.5的MRS肉汤活化，37℃过夜培养；将活化菌液按照10%

接种量转接至pH值4‑5的MRS肉汤培养基中，每2‑3  h测量一次OD600值。

[0051] 结果显示：格氏乳杆菌Lgass‑10能在低pH环境（pH值4‑5）生长，培养结束后培养液

的pH值为2.5，具有耐酸产酸的特性。

[0052] 实施例4  对氧气的耐受能力

在好氧环境中分别转接各菌株到分装有好氧的MRS肉汤培养基的96孔板中，每株

菌设置三个平行，在密封容器中加入除氧袋培养48  h后进行OD600监测。以DS（从商品“阴道

用乳杆菌活菌胶囊”（“定君生”）中分离的德氏乳杆菌DS）为对照，并将其值计作2，比DS耐受

性好计作3，比DS耐受性略弱计作1，在含氧培养基（加入除氧袋）生长困难计作0。

[0053] 结果显示：Lgass‑10与DS氧耐受能力相当，均记为2。说明格氏乳杆菌Lgass‑10属

于兼性厌氧菌，对于Lgass‑10的培养操作不必全程在厌氧环境中进行，培养基的配制也无

需严格除氧。

[0054] 实施例5  产过氧化氢能力

测试菌株：从商品“阴道用乳杆菌活菌胶囊”（“定君生”）中分离的德氏乳杆菌DS，

专利CN110656060B中的格氏乳杆菌Lgass‑17，以及本发明分离的另3株格氏乳杆菌G11、G13

和G29。

[0055] 将乳杆菌经活化后，用移液器吸取2  μL菌液点种于含0.25  mg/mL  3,3',5,5'‑四

甲基联苯胺溶液及0.01  mg/mL辣根过氧化物酶的MRS琼脂中，将平皿置于相同的厌氧密封

罐中，加入厌氧产气袋，37  ℃条件下培养，在48  h取出相应平皿，暴露于空气中，30  min后

观察显色反应并拍照记录：以德氏乳杆菌DS为阳性对照，比德氏乳杆菌产生的蓝色深计为4

分，与德氏乳杆菌产生的蓝色相当计为3分，比德氏乳杆菌产生的蓝色浅计为2分，显蓝色非

常弱计为1分（轻微显色反应），不变色的计0分。

[0056] 结果显示：格氏乳杆菌Lgass‑10具有产过氧化氢的能力。

[0057] 表1  产过氧化氢能力

菌株 产过氧化氢评分‑48 h

Lgass‑10 2

G11 2

G13 0

G29 1

Lgass‑17 1

DS 3
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实施例6  溶血实验

将保藏的格氏乳杆菌Lgass‑10接种至5  mL的MRS肉汤培养基中，以粪肠球菌（β溶
血，CICC23658，购自至中国工业微生物菌种保藏管理中心）作为阳性对照，以空白培养基作

为阴性对照。在MRS肉汤培养基体培养基中37℃厌氧培养12  h，得到活化菌株。取2.5  μL活
化菌株接种至哥伦比亚血平板（上海科玛嘉微生物技术有限公司）上，每组设置3  个平行。

于37℃厌氧培养48  h后进行观察。

[0058] 结果显示：阳性对照菌株菌落周围形成界限明显、完全透明的溶血环，为β溶血。格

氏乳杆菌Lgass‑10菌落周围的培养基没有变化，为 γ 溶血，即不溶血。

[0059] 实施例7  抑制阴道加德纳菌试验

菌株经活化后，取0.1  mL菌液与融化的MRS固体培养基混匀，倾注入6  cm平皿内，

完全凝固后37  ℃培养48  h，取出平皿，用内径6  mm的打孔器在固体培养基上打孔，获得菌

饼；阴道加德纳（购买自北京北纳创联生物技术研究院，BNCC337545）菌经活化转接后，用无

氧无菌PBS缓冲液以10倍梯度稀释，取10‑1稀释液0.5  mL含5%马血清的融化的BHI固体培养

基混匀，倾注入9  cm平皿内，完全凝固后，将乳酸菌菌饼轻放在BHI固体培养基表面，每皿对

称放4个菌饼，每株菌设置2个平行，放入厌氧的密封罐中，加厌氧产气袋，平皿正置培养48 

h，用游标卡尺测量抑菌圈大小。

[0060] 结果显示：格氏乳杆菌Lgass‑10对阴道加德纳菌具有抑菌作用，且效果优于其他

菌株。

[0061] 表2  抑制阴道加德纳菌能力

菌株 抑菌圈直径（mm）‑平均值

Lgass‑10 17.00

G11 14.27

G13 13.67

G29 12.71

Lgass‑17 16.63

DS 14.29

实施例8  产乳酸试验

菌株经活化后，转接至MRS肉汤培养基中，设置2个平行，37  ℃条件下培养48  h，用

pH  0.5‑5.0试纸测定并记录培养48  h的乳杆菌菌液的pH值，按以下两个条件选择菌株进行

液相色谱。将上清液稀释5倍，加入浓硫酸进行前处理，上样前用0.22  μm针头滤器过滤。液

相色谱相关参数如下：

仪器型号：Agilent，分析型液相色谱1200

色谱柱型号：伯乐，Aminex  HPX‑87H

流动相：0.005  M  H2SO4，速度0.6  mL/min

检测器及检测波长：DAD，207  nm；RID，示差折光信号

进样量：20  μL。
[0062] 结果显示：格氏乳杆菌Lgass‑10具有高产乳酸的特性，乳酸产量约是参照菌株DS

产乳酸能力的两倍，并且显著优于同种属的其他对比菌株。

[0063] 表3  产乳酸能力
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菌株 乳酸含量平均值（mg/L）

Lgass‑10 20258.61

G11 11936.10

G13 12192.32

G29 11822.66

Lgass‑17 14219.11

DS 12964.12

综上所述，格氏乳杆菌Lgass‑10菌株能耐酸且产乳酸能力较强，可适应并能维持

生殖道的偏酸性环境；该菌株对氧气还有较好的耐受性，在生产发酵或定殖于生殖道时耐

受性较强；对阴道主要致病菌加德纳菌具有很好的抑菌活性，优于其他同种属菌株和阳性

对照DS菌株，能预防或/和治疗加德纳菌相关的生殖道疾病。
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图 1

图 2
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