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摘要　 目的　 筛选对阴道加德纳菌增殖有抑制功能的阴道

乳杆菌菌株，探讨阴道乳杆菌菌株抑制加德纳菌的可能机

制，为开发用于细菌性阴道病（ＢＶ）治疗的益生菌菌株提供

先决条件。 方法　 分别从 ＢＶ 患者和健康女性阴道分泌物

中分离阴道加德纳菌菌株和乳杆菌菌株，通过 ｓｐｏｔ ｏｎ ｌａｗｎ
法筛选有抑制阴道加德纳菌增殖的乳杆菌菌株，用双层牛津

杯法对比乳杆菌菌液、上清液、菌体对阴道加德纳菌菌株抑

制作用的差别。 结果　 从 ２０ 例健康女性阴道分泌物中获得

６２ 株阴道乳杆菌菌株，分属于 ６ 个菌种，其中 １８ 株有抑制阴

道加德纳菌的作用。 通过对 １８ 株有抑菌效应的乳杆菌菌株

的不同成份（菌液、菌体、上清液）研究表明，其菌液、菌体和

上清液均有抑菌效应，菌液的抑菌效应明显大于上清液组。
上清液经过蛋白酶 Ｋ 处理之后，８ 份标本的抑菌效果消失，
１０ 份标本的抑菌效果明显减弱。 结论　 该研究共纯化和鉴

定阴道乳杆菌菌株 ６２ 株，其中 １８ 株具有抑制阴道加德纳菌

增殖的功能。 产生蛋白类抑菌物质可能参与了阴道乳杆菌

抑制阴道加德纳菌增殖的机制。
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　 　 细菌性阴道病（ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｖａｇｉｎｏｓｉｓ， ＢＶ）是最常

见的女性下生殖道感染之一［１］，主要表现为阴道微

环境中的乳杆菌大幅减少、以阴道加德纳菌为代表

的厌氧菌大量增殖［２］。 研究［３］ 表明：ＢＶ 与盆腔炎、
不孕、不育、流产、早产、新生儿感染和宫颈 ＨＰＶ 感

染等多种疾病的发生有关。 关于 ＢＶ 的发病机制研

究持续了很多年，但究竟是乳杆菌减少导致厌氧菌

增殖，还是厌氧菌的增殖导致乳杆菌的减少，一直没

有明确的结论。 有些研究认为是乳杆菌减少，厌氧

菌伺机获得增殖机会，占据主导地位；研究［４ － ５］表明

不同的阴道微环境类型，会导致阴道上皮细胞的基

因表达产物的种类和数量有所不同，产生和释放的

生物活性物质的种类和数量不同，对微环境的保护

能力存在差别。 目前尚不清楚健康女性乳杆菌的各

个菌种是否均对阴道加德纳菌增殖有抑制作用。 以

往研究对筛选具有抑制阴道加德纳菌的乳杆菌的研

究较少。 该研究将从人体分离乳杆菌菌株、阴道加

德纳菌菌株，通过体外实验探讨中国健康女性阴道

乳杆菌菌株对阴道加德纳菌的增殖的抑制效果，并
对可能的机制做初步探讨。

１　 材料与方法

１． １　 病例资料　 ＢＶ 人群：２０２１ 年 １１ 月—２０２２ 年

６ 月在北京大学第一医院门诊就诊的 １８ ～ ４５（２８. ０
± ２. １）岁、阴道微生态 Ｎｕｇｅｎｔ 评分大于 ６ 分的育龄

期女性。 排除标准：① 处于月经期；② １ 个月内使

用抗生素或者抗真菌药物者；③ １ 个月内口服或者

外用避孕药者；④ ４８ ｈ 内曾经阴道用药或者阴道冲

洗者；⑤ 半年内曾经被诊断过阴道其他感染性疾

病，如外阴阴道假丝酵母菌病、滴虫性阴道炎。
　 　 健康女性人群：同期在北京大学第一医院体检

中心体检的无自觉症状和疾病的健康女性。 排除标

准：① 近 １ 周内阴道用药者；② １ 月内用过抗生素

或抗真菌药者；③ ２ 周内有任何不适；④ 半年内被

诊断过下列任何一种疾病者：盆腔炎，宫颈炎，阴道

炎，其他妇科炎性疾病（支原体、衣原体、淋病、梅毒

等）；⑤ 性伴侣近期被诊断过患性传播疾病者（支原

体、衣原体、淋病、梅毒）；⑥ 妇科检查发现阳性体征

者。
　 　 该研究获得北京大学第一医院伦理委员会批准

（批准号：２０１７ 研 ９２），所有志愿者均自愿签署知情

同意书。
１． ２　 菌株分离、纯化和鉴定

１． ２． １　 阴道乳杆菌的分离和纯化　 ① 无菌棉拭子

取健康女性阴道侧壁中 １ ／ ３ 分泌物，涂 ＭＲＳ 琼脂平
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板，３７ ℃厌氧培养 ４８ ｈ。 挑菌落，涂片，革兰染色，
镜检确认为革兰阳性大杆菌后，再以 ＭＲＳ 液体培养

基增菌后冻存；② 冻存的革兰阳性大杆菌复苏后涂

ＭＲＳ 培养板，３７ ℃厌氧培养。
１． ２． ２　 阴道加德纳菌的分离和纯化　 ① 无菌棉拭

子取 ＢＶ 患者阴道侧壁中 １ ／ ３ 分泌物，涂于改良 ＢＨＩ
琼脂板上。 ② 将涂有阴道分泌物标本的改良 ＢＨＩ
琼脂板装进厌氧袋，放置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养 ４８ ｈ。
③ 挑取圆形、针尖样、半透明单菌落，涂在新的改良

ＢＨＩ 琼脂培养板上，３７ ℃、厌氧培养 ２４ ～ ４８ ｈ。 ④
从培养板上挑取单菌落，将获得的菌落冻存。
１． ２． ３　 菌株鉴定　 通过菌落 ＰＣＲ，使用引物 ２７Ｆ ／
１４９２Ｒ （ ２７Ｆ： ５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′；
１４９２Ｒ：５′⁃ＴＡＣＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴ⁃３′）扩增临床

分离菌株的 １６ｓ ｒＲＮＡ 基因全长，ＰＣＲ 产物送测序由

上海生工生物技术公司完成，将拼接结果的序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库上的细菌 １６ｓ ｒＲＮＡ 基因序列进行

比对，完成菌株鉴定。
１． ３　 Ｓｐｏｔ ｏｎ ｌａｗｎ 法筛选具有抑菌功能的乳杆菌

　 将乳杆菌菌液浓度调整为 ０. ５ 麦氏浊度标准

（ＭｃＦａｒｌａｎｄ，ＭＣＦ），１００ μｌ 点种在 ＭＲＳ 琼脂平板

上，３７ ℃厌氧培养 ２４ ｈ，再将含阴道加德纳菌菌株

的软琼脂培养基覆盖其上，厌氧培养 ４８ ｈ，观察有无

抑菌环形成。
１． ４　 双层牛津杯法检测菌体、菌液和上清液对加德

纳菌的作用　 选出在 ｓｐｏｔ ｏｎ ｌａｗｎ 实验中对阴道加

德纳菌增殖有抑制作用的乳杆菌菌株，进行双层牛

津杯法实验。 在培养皿底层的 ＭＲＳ 琼脂平板上放

置牛津杯，上层为含有阴道加德纳菌菌株的软琼脂。
取培养 １８ ｈ 的乳杆菌菌液 ２００ μｌ 共 ４ 份，２ 份离心

获得上清液，１ 份无菌 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍获得菌体，另 １
份为菌体菌液混合物。
　 　 每个乳杆菌菌株做 ４ 个孔，分别加入：上清液、
菌体、菌液以及上清液 ＋蛋白酶 Ｋ。 用 ＭＲＳ 液体培

养基为阴性对照，３７ ℃厌氧培养 ４８ ｈ，分别测量各

自的抑菌环直径。 所有菌株的检测分别做 ３ 次。
１． ５　 统计学处理　 数据全部录入 Ｅｘｃｅｌ ２０１９，计量

资料采用 �ｘ ± ｓ 表示，计量资料组间比较采用独立样

本 ｔ 检验，用 ＳＰＳＳ １３. ０ 软件进行统计学分析，Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 标本收集情况　 共纳入志愿者 ３０ 例，其中健

康女性 ２０ 例，ＢＶ 患者 １０ 例，各组临床资料如表 １

所示，基线资料在健康组与 ＢＶ 两组间差异均无统

计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。
　 　 通过体外培养、分离、纯化和鉴定，健康组每份

标本中均能分离出乳杆菌，从 ２０ 例标本中共获得乳

杆菌菌株 ６２ 株，分别属于 ６ 个菌种（表 ２）。 ＢＶ 组

１０ 份标本中，２ 份标本中分离出 ３ 个阴道加德纳菌

菌株，另外 ８ 份未分离出阴道加德纳菌。

表 １　 基线资料

基线资料
健康组

（ｎ ＝ ２０）
ＢＶ 组

（ｎ ＝ １０）
ｔ 值 Ｐ 值

年龄（岁） ２５． ３ ± １． ８ ２８． ０ ± ２． １ １． １０３ ０． ６５３
身高（ｃｍ） １５８． ０ ± ３． ２ １６１． ０ ± １． ８ １． ４３２ ０． ８７０
体质量（ｋｇ） ４９． ８ ± ２． ９ ５５． ２ ± １． ０ ０． ０２７ ０． ５５３
ＢＭＩ（ｋｇ ／ ｍ２） ２３． ４ ± ３． ４ ２２． ３ ± １． ４ １． ５２１ ０． ５９１
Ｎｕｇｅｎｔ 评分 ４． ４ ± ０． ８ ７． ２ ± １． １ ０． ８９２ ０． ０７９

表 ２　 分离的乳杆菌及其抑菌情况

菌种 乳杆菌数 具有抑菌功能的乳杆菌数［ｎ（％ ）］
卷曲乳杆菌 １８ ７（３８． ９）
加氏乳杆菌 １６ ４（２５． ０）
詹氏乳杆菌 １０ ３（３０． ０）
阴道乳杆菌 ６ １（１６． ６）
发酵乳杆菌 ６ ２（３３． ３）
德氏乳杆菌 ６ １（１６． ６）
合计 ６２ １８（２９． ０）

２． ２　 乳杆菌抑菌试验 　 在 ６２ 株乳杆菌菌株中有

１８ 株对阴道加德纳菌的增殖有抑制作用，４４ 株对阴

道加德纳菌菌完全没有抑制作用（表 ２），在卷曲乳

杆菌、加氏乳杆菌、詹氏乳杆菌和发酵乳杆菌中，有
抑菌功能的菌株所占比例较高。
２． ３　 菌液、菌体、上清液和蛋白酶 Ｋ 处理组抑菌效

果的区别　 如表 ３ 所示，筛选出的 １８ 个乳杆菌菌株

中，所有菌株的菌液、菌体和上清液均有抑菌效应。
菌液的抑菌效应明显大于上清液组，其中 １４ 株差异

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 上清液经过蛋白酶 Ｋ 处

理之后，８ 份标本的抑菌效果消失，１０ 份标本的抑菌

效果不同程度减弱。

３　 讨论

　 　 健康女性阴道是一个复杂的微生态系统，定植

多种细菌，其中乳杆菌为优势菌，通过竞争排斥、产
生乳酸、过氧化氢、细菌素等抗菌物质来抑制病原菌

的生长，维护阴道微生态平衡［６ － ７］。 某些因素作用

下，如雌激素水平的降低，性行为及抗生素的使用等

使阴道内一些条件致病菌如阴道加德纳菌过度生
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表 ３　 菌液、菌体、上清液对阴道加德纳菌的抑制情况（�ｘ ± ｓ）

编号 菌种
抑菌环直径（ｍｍ）

菌液 菌体 上清液 蛋白酶 ｋ ＋ 上清液

１ 卷曲乳杆菌（Ｃｒｉｓ⁃０４） ３０． ３ ± ０． ６ ２８． ２ ± １． １ １４． ３ ± ２． ３∗＃ ９． ３ ± ０． ６
２ 卷曲乳杆菌（Ｃｒｉｓ⁃０５） １５． ４ ± ０． １ １７． ９ ± ３． ２ １０． ３ ± １． ８∗＃ －
３ 卷曲乳杆菌（Ｃｒｉｓ⁃０７） ２３． ７ ± ０． ３ ２２． ３ ± １． ７ １５． ６ ± ０． ９ 　 －
４ 卷曲乳杆菌（Ｃｒｉｓ⁃０８） １９． ４ ± ０． ９ １６． ６ ± ２． １ ０． ９ ± ０． １∗＃ 　 － 　
５ 卷曲乳杆菌（Ｃｒｉｓ⁃０９） １９． ８ ± ２． ４ ２３． ５ ± ０． ５ １７． ６ ± １． １ ８． ２ ± ０． ４＆

６ 卷曲乳杆菌（Ｃｒｉｓ⁃１３） １６． ７ ± ０． ７ １４． ３ ± １． ８ １０． ２ ± ２． １∗＃ －
７ 卷曲乳杆菌（Ｃｒｉｓ⁃１６） ２２． ４ ± ０． ４ ２０． １ ± ０． ９ １４． ５ ± １． ２∗＃ ６． １ ± ０． １＆

８ 加氏乳杆菌（Ｇａｓｓ⁃０２） ２４． ０ ± １． ３ ２２． ８ ± ２． ２ １５． ６ ± １． ５∗＃ －
９ 加氏乳杆菌（Ｇａｓｓ⁃０７） ２３． ６ ± ０． ８ １８． ４ ± １． ９ １１． ５ ± ２． ２∗＃ ８． ５ ± ０． ２
１０ 加氏乳杆菌（Ｇａｓｓ⁃１２） ２５． ０ ± １． ９ ２２． ０ ± ２． ３ １５． ３ ± ０． ９∗＃ －
１１ 加氏乳杆菌（Ｇａｓｓ⁃１４） ３０． １ ± ２． ４ ３１． ３ ± ３． ０ １４． ４ ± ２． ３∗＃ ９． ４ ± ０． ３
１２ 詹氏乳杆菌（Ｊｅｎ⁃０１） ２８． ９ ± ０． ９ ３２． ０ ± ２． ２ １７． ３ ± １． ８ １６． ８ ± ０． ２
１３ 詹氏乳杆菌（Ｊｅｎ⁃０７） ２６． ０ ± １． ０ ３０． ６ ± ２． ０ １５． ２ ± １． ３∗＃ －
１４ 詹氏乳杆菌（Ｊｅｎ⁃０８） １５． ３ ± １． １ １６． ６ ± ０． ３ １５． ０ ± ０． ９∗＃ ３． ２ ± ０． ８＆

１５ 阴道乳杆菌（Ｖａｇ⁃０４） １７． ０ ± ０． ３ １３． ７ ± ０． ６ １３． ６ ± １． ４∗＃ －
１６ 发酵乳杆菌（Ｆｅｒｍ⁃０３） ２７． ６ ± ０． ５ １９． １ ± ０． ５ １４． ３ ± ０． ３∗＃ １１． ７ ± １． ６
１７ 发酵乳杆菌（Ｆｅｒｍ⁃０６） ２０． ９ ± ０． ５ １７． ５ ± １． ４ １６． ３ ± １． １ １０． ２ ± ０． ８＆

１８ 德氏乳杆菌（Ｄｅｌｂ⁃０５） ２６． ０ ± １． ２ ２４． ３ ± １． ８ １５． ２ ± ３． ８∗＃ ９． ９ ± ０． ６＆

　 　 与菌液组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与菌体组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与上清液组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

长，引起菌群失衡，导致 ＢＶ 的发生［８］。 以往认为

ＢＶ 的致病菌是阴道加德纳菌，但是越来越多的研

究［１ － ２］表明，除了阴道加德纳菌之外，普雷沃菌、阿
托波菌等多个厌氧菌可能也是 ＢＶ 的致病菌，但阴

道加德纳菌比其他致病菌具有更高的毒力潜能，具
有更强的黏附能力和细胞毒性，更容易形成生物

膜［９］，在 ＢＶ 的发病机制中起着更加关键的作

用［１０ － １１］。 因此，健康女性阴道乳杆菌对阴道加德纳

菌的抑制情况及其机制，对阐明 ＢＶ 的发病机制以

及如何诊治 ＢＶ 有重要作用。 然而，既往关于乳杆

菌抑制阴道加德纳菌的研究很少，其中仅有王友芳

等［１２］研究中分离的德氏乳杆菌已研制成新型的益

生菌制剂。
　 　 在该研究中，健康组分离出的乳杆菌包含 ６ 个

菌种，其中 ９５％ 以上的标本中含有两个以上菌种，
这与之前的研究［１３］ 结果一致。 每份标本中均能分

离出乳杆菌，从 ２０ 例标本中共获得乳杆菌菌株 ６２
株。 ＢＶ 组的 １０ 份标本中，２ 份标本中分离出 ３ 个

阴道加德纳菌菌株，另外 ８ 份未分离出阴道加德纳

菌。 通过体外实验对阴道乳杆菌菌株的抑菌能力分

析显示，２９． ０３％ （１８ ／ ６２）的乳杆菌菌株具有抑制加

德纳菌增殖的功能，并不是所有的乳杆菌菌株都具

有抑制病原菌的能力［３］，这提示不同人群对 ＢＶ 的

易感性可能存在差异［４］。 发酵乳杆菌的分离率很

低，但是分离出的菌株中有抑菌功能的菌株比例很

高。 加氏乳杆菌和詹氏乳杆菌的分离率很高，但是

有抑菌功能的菌株比例相对很低。
　 　 阴道乳杆菌对病原菌的抑制和清理机制分为间

接途径和直接途径，间接途径主要是影响人体阴道

免疫功能，而直接途径包括产生过氧化氢、乳酸、细
菌素、细菌素样物质和表面活性物质［１４ － １６］。 在该研

究中表明，大部分乳杆菌体外培养的菌液有明显的

抑菌效果，上清液的抑菌效果明显弱于菌液，这说明

乳杆菌抑制加德纳菌的机制是多途径［１４ － １６］，各种途

径在不同的菌株的抑菌过程中发挥作用的比重可能

不同。 然而菌体的抑菌作用和菌液大致相同这一现

象不好解释，可能是由于经过 ＰＢＳ 清洗之后的菌体

加入 ＭＲＳ 培养基之后，再加入牛津杯，经过 ４８ ｈ 的

培养时间，相当于新形成的菌液作用于底层的加德

纳菌平板。
　 　 经过蛋白酶 Ｋ 处理过的上清液的抑菌作用出

现两种变化：消失和减弱。 这一现象说明乳杆菌培

养上清液中含有的物质种类可能并不单一，不同的

阴道乳杆菌菌株培养上清液抑制阴道加德纳菌的机

制也存在不同，抑菌作用消失的一类，可能主要通过

蛋白类物质发挥抑菌作用，而抑菌作用减弱的一类，
可能存在除了蛋白类物质之外的机制发挥抑菌作

用，比如乳酸或过氧化氢。
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