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摘  要: 对弯曲乳杆菌 Lactobacillus crispatus T79-3 和 T90-1、詹氏乳杆菌 Lactobacillus jensenii T118-3 和

T231-1 四株乳杆菌对金黄色葡萄球菌生长的抑制效果以及抑菌成分进行了分析，比较乳杆菌排除、竞争、置

换 3 种不同作用方式对金黄色葡萄球菌粘附 HeLa 细胞的抑制作用。结果表明 4 株乳杆菌皆能抑制金黄色葡萄

球菌的生长及其粘附 HeLa 细胞的能力，分析发现 4 株乳杆菌发挥抑制作用的主要成分是有机酸，同时比较分

析乳杆菌 3 种不同作用方式发现它们对金黄色葡萄球菌粘附 HeLa 细胞的抑制效果不同，其中，排除作用方式

效果最好。另外，乳杆菌对金黄色葡萄球菌粘附 HeLa 细胞的抑制作用具有浓度依赖性，随着乳杆菌浓度增大，

抑制作用增强并逐渐达到饱和。4 株乳杆菌中，T79-3 粘附能力最强，对金黄色葡萄球菌的抑制作用最强，排

除作用方式抑制金黄色葡萄球菌粘附 HeLa 细胞作用效果较好，提示乳杆菌 T79-3 有可能作为益生菌防治妇女

泌尿生殖道感染。 

关键词 : 乳杆菌，金黄色葡萄球菌，粘附，HeLa 细胞  
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Abstract:  To assess the ability of the previously selected human vaginal isolates of Lactobacillus crispatus (L. crispatus) 
T79-3, T90-1 and Lactobacillus jensenii (L. jensenii) T118-3, T231-1 to inhibit the growth of Staphylococcus aureus and 
block their adhesion to HeLa cells. The inhibitory bioactive substances produced by these Lactobacillus were also identified. 
Inhibitory substances interaction tests were carried out by using a streak-diffusion method on agar plates. Three types of 
interaction were performed to determine the inhibitory effect of Lactobacillus on adhesion of Staphylococcus aureus to HeLa 
cells: Exclusion Group (Lactobacillus and HeLa followed by pathogens), Competition Group (Lactobacillus, HeLa and 
pathogens together) and Displacement Group (pathogens and HeLa followed by the addition of Lactobacillus). The number of 
HeLa cells adhered to Staphylococcus aureus was quantified by bacteria colony counts on LB plate. The results showed that 
lactic acids produced by the Lactobacillus are the main substances  that can inhibit Staphylococcus aureus growth and there 
is variation among the three types of interaction regarding the inhibitory activity against Staphylococcus aureus. The effects of 
Lactobacillus on blocking the adhesion to HeLa cells were concentration dependent. All four Lactobacillus isolates displayed 
the ability to inhibit Staphylococcus aureus growth and block Staphylococcus aureus adherence to HeLa cells. Exclusion 
Group was the most effective, and T79-3 showed greater capacity to block Staphylococcus aureus adherence compared with 
the other three isolates. The present study suggests the potential ability of L. crispatus T79-3 as probiotic for the treatment and 
prevention of urogenital infections in women. 

Keywords:  Lactobacillus, Staphylococcus aureus, adhesion, HeLa cell 

细菌性泌尿生殖道感染好发于育龄期妇女，

肠道细菌是引起泌尿生殖道感染的主要病原菌，

肠道细菌上行容易引起阴道、尿道和膀胱感染[1]。

金黄色葡萄球菌 (以下简称为金葡菌) 是一种常

见条件致病菌，是引起院内感染和社区感染的主

要病原菌。金葡菌与尿路感染关系密切[2]，也是

引起女性生殖道感染较为常见的一种病原菌[3]。

金葡菌还能够引起关节软组织手术感染、败血

症、侵袭性心内膜炎及中毒性休克综合症等局部

及全身感染性疾病，中毒性休克综合症主要发生

于育龄期妇女，尤其是卫生棉条使用者[4-5]。由

于抗生素的滥用，泌尿生殖道病原菌 (包括金葡

菌) 耐药较普遍，许多抗生素治疗已不起作用，

抗生素治疗面临巨大挑战，迫切需要从生物抑菌

角度方面寻找一种有效的抗生素替代治疗法。 

乳杆菌是健康阴道微环境中的主要菌群 

(107~108 CFU/g)。它能抑制病源微生物的侵入和

过度生长，调节微生态平衡，对维护女性生殖道

健康起着重要作用[6]。阴道乳杆菌通过竞争营养

物质，产生乳酸、过氧化氢和抗菌肽样等活性物
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质，调节阴道微生态平衡、抑制病原菌生长[7]。

阴道乳杆菌减少或缺失直接增加阴道、尿道感染

的几率。因而，人们对乳杆菌作为益生菌开发用

于维持阴道微生态平衡，防治泌尿生殖道感染产

生了浓厚兴趣[8]。目前，乳杆菌制品在调节免疫

性疾病，降低胆固醇，治疗风湿性关节炎、皮炎，

预防癌症等各方面都有一定疗效[9]。乳杆菌制品

临床上用于预防感染性疾病有一个很好的基础

理论，而且安全性能高，但仅少部分乳杆菌制品

在临床应用中发挥作用[10]，因此，仍需继续寻找

抑菌效果更好的菌株。        

无论是益生菌发挥防御调控功能还是病原

菌致病，粘附定植是关键[11]。乳杆菌与上皮细

胞粘附结合，在细胞表面形成菌膜，增大上皮

细胞表面的空间位阻，阻止外源菌在阴道环境

中定植并释放抑菌物质，实现其抑菌作用。于

是，我们尝试选择一株粘附性能较强的乳杆菌

来抑制病原菌在上皮细胞表面粘附定植，游离

的病菌容易被抗菌物质杀死，随阴道分泌物排

出体外[12]。前期实验我们对健康育龄期妇女阴

道中分离乳杆菌菌株产酸、产 H2O2 能力等相关

性能作了相应评估[13]。该实验在此基础上，扩

大分离、筛选菌株，并将得到的 4 株产酸、产

H2O2 能力较高的乳杆菌进行粘附定植以及抑制

金葡菌相关方面研究。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和细胞 
菌株 L. crispatus T79-3、L. crispatus T90-1、

L. jensenii T118-3、L. jensenii T231-1 由实验室从

健康育龄期妇女阴道中分离。金葡菌从北京 306

医院胃肠道疾病患者粪便中分离。HeLa 细胞由

实验室保存。阴道上皮细胞分离于健康育龄期

妇女。 

1.2  主要试剂和仪器 
Mann-Rogosa-Sharpe (MRS) 培养基购自美

国 OXID 公司，LB 培养基、特级胎牛血清、

Dulbecco modified Eagle’s minimal essential 
medium (DMEM) 培养基购自美国 Hyclone 公

司，革兰氏染液购自北京索莱宝科技有限公司，

0.22 μm、0.8 μm 滤膜购自美国 Millipore 公司，

酶标仪购自美国 BIO-TEK 公司，离心机购自美

国 Beckman 公司，显微镜购自日本 Olympus 公

司，细胞培养箱等。 

1.3  乳杆菌抑菌活性检测及有效成分分析 
将活化过夜培养的 4 株乳杆菌按 10％的比

例分别接种于 10 mL MRS 液体培养基中并置于

37 ℃培养 8~16 h，然后再于 37 ℃、220 r/min 摇

床上培养 3 h，发酵液过滤除菌后存于 4 ℃备用。

金葡菌 (OD600=0.208) 100 倍稀释后取 100 μL 均

匀涂布于 MRS 固体平板上于 4 ℃备用。抑菌活

性检测：取 250 μL 过滤除菌的发酵液分别加入放

置在涂有指示菌平板上的牛津杯中，37 ℃、5％ 

CO2 孵箱中过夜培养。抑菌成分分析：有机酸抑

菌作用检测，过滤除菌的发酵液用蛋白酶 K (终

浓度 0.1 g/L) 和过氧化氢酶 (终浓度 0.5 g/L)处

理。H2O2 抑菌作用检测，中和发酵液 pH (pH 6.3) 

并用蛋白酶 K (终浓度 0.1 g/L) 处理。细菌素样

复合物抑菌作用检测，中和发酵液 pH (pH 6.3) 

并用过氧化氢酶 (终浓度 0.5 g/L) 处理。将处理

好的发酵液各取 250 μL 分别加入置于涂有指示

菌平板上的牛津杯中，置于 37 ℃、5％ CO2 孵

箱中过夜培养，观察照相[14]。  
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1.4  不同酸性缓冲介质对乳杆菌粘附阴道上

皮细胞的影响 
PBS (pH 7.4) 缓冲介质组：500 μL 阴道上皮

细胞浓度为 105 个/mL 的 PBS 与 500 μL 乳杆菌

浓度为 108 CFU/mL 的 PBS 等比例混合。

Mcilvaine 缓冲液 (pH 4.4) 缓冲介质组：500 μL

阴道上皮细胞浓度为 105个/mL的 Mcilvaine缓冲

液与 500 μL 乳杆菌浓度为 108 CFU/mL 的

Mcilvaine 缓冲液等比例混合。细胞与细菌混合

后置于 37 ℃摇床 100 r/min 孵育 1 h，然后用

0.8 μm 滤膜过滤清洗游离乳杆菌并将滤膜轻压

于盖玻片上，固定细胞进行革兰氏染色后油镜观

察，分别计数 20 个细胞粘附细菌数，计算每个

细胞粘附细菌数[15-16]。 

1.5  乳杆菌对 HeLa 细胞的粘附作用 
500 μL 浓度为 105 个/mL HeLa 细胞接种于

24 孔培养板中，置于 37 ℃、5％ CO2 孵箱中过夜

培养，将过夜培养的 HeLa 细胞用 PBS 清洗 3 次

并加入 500 μL DMEM 细胞培养基。取 500 μL，

浓度为 108 CFU/mL 活化过夜培养的乳杆菌加入

含有 500 μL DMEM 细胞培养基的 24 孔培养板

中，置于 37 ℃、5％ CO2 环境中孵育 2 h，然后

用 PBS 清洗 4 次，0.25％的胰酶消化 4~5 min，

再用 350 μL DMEM 培养基终止消化，并吹打混

匀，取 100 μL，104 倍稀释菌液涂布 MRS 平板，

37 ℃培养计数。取 3 次平行测定的平均值[17]，

同时进行革兰氏染色观察。 

1.6  不同浓度乳杆菌对金葡菌粘附 HeLa 细

胞的抑制实验 
活化过夜培养的乳杆菌 L. crispatus T79-3、

L. crispatus T90-1 菌液经梯度稀释后，取

106~109 CFU/mL 4 个浓度梯度菌液分别与活化

过夜培养的金葡菌 (108 CFU/mL) 等体积混合，

然后再将 500 μL 混合菌液加入含有 500 μL 

DMEM 细胞培养基的 HeLa 细胞中，37 ℃、

5％  CO2 孵育 2 h，用 PBS 清洗 4 次，0.25％的

胰酶消化 4~5 min，再用 350 μL DMEM 培养基

终止消化，并吹打混匀，取 100 μL，104 倍稀释

菌液涂布 LB 平板，37 ℃培养计数，取 3 次平行

测定的平均值。将金葡菌直接加入 HeLa 细胞中

孵育、清洗后进行革兰氏染色作对照[18]。 

1.7  乳杆菌不同作用方式对金葡菌粘附 HeLa
细胞的抑制实验 

将活化过夜培养的乳杆菌和金葡菌离心、弃

上清，并用 PBS 清洗菌液沉淀 2 次，再用 DMEM

溶解沉淀，调整菌液浓度为 108 CFU/mL 备用。

实验分为 4 组：1) 空白对照组，向 HeLa 细胞中

加入 250 μL 金葡菌，置于 37 ℃、5％ CO2 环境

中孵育 2 h；2) 排除实验组，向 HeLa 细胞中加

入 250 μL 乳杆菌，在 37 ℃、5％ CO2 环境中孵

育 1 h 后加入 250 μL 金葡菌，再孵育 1 h；3) 竞

争实验组，乳杆菌液与金葡菌液按 1∶1 比例混

合后取 500 μL 加入 500 μL 由 24 孔板培养的单

层 HeLa 细胞培养基中，37 ℃、5％ CO2 孵育

条件下 2 h；4) 置换实验组，向 HeLa 细胞中

加入 250 μL 金葡菌，37 ℃、5％ CO2 孵育 1 h

后加入 250 μL 乳杆菌再孵育 1 h。孵育结束后，

用 PBS 清洗细胞 4 次，将游离细菌洗净，滴加

150 μL 胰酶消化细胞 4~5 min，再用 350 μL 

DMEM培养基终止消化，并吹打混匀，取 100 μL，

104 倍稀释菌液涂布 LB 平板，37 ℃培养计数，

取 3 次平行测定的平均值[19]。  
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1.8  统计分析 
在 SPSS 中利用单因素方差分析统计方法，

比较 4 株乳杆菌粘附 HeLa 细胞的能力以及抑制

金葡菌粘附 HeLa 细胞能力是否具有显著性差

异，同时在方差齐性的基础上两两比较，比较排

除、竞争和置换 3 种作用方式之间是否存在显著

性差异。 

2  结果与分析 

2.1  乳杆菌的抑菌活性及抑菌成分分析 
抑菌实验结果表明本研究中分离到的 4株乳

杆菌对金葡菌皆有不同程度抑制作用，其中

T79-3、T118-3 对金葡菌的抑菌圈直径明显大于

T90-1 和 T231-1，说明 T79-3、T118-3 具有较强

的抑菌能力 (图 1A)。分别对 4 株乳杆菌的抑菌

成分进行分析，将乳杆菌发酵液用蛋白酶 K 和过

氧化氢酶处理后，仅保留有机酸性物质，其抑菌

效果与初始发酵液的抑菌效果几乎一致 (图 1B-a 

和 1B-b)，而未用蛋白酶 K 和过氧化氢酶处理，

仅调整发酵液 pH 时乳杆菌发酵液对金葡菌无抑

菌作用 (图 1B-c 和 1B-d)，表明 4 株乳杆菌抑制

金葡菌生长的主要成分是有机酸。 

2.2  不同酸性缓冲介质对乳杆菌粘附阴道上

皮细胞的影响 
不同 pH 缓冲介质中乳杆菌粘附上皮细胞能

力不同。PBS (pH 7.4) 缓冲介质中上皮细胞粘附

细菌数为 13.6 CFU/个  (图 2A)； Mcilvaine 

(pH 4.4) 缓冲介质中上皮细胞粘附细菌数为

59.5 CFU/个 (图 2B)。酸性环境有利于乳杆菌与

阴道上皮细胞的粘附。 

2.3  乳杆菌对 HeLa 细胞的粘附作用 
粘附实验结果表明 4 株乳杆菌对 HeLa 细胞

均具有一定的粘附作用 (图 3)。计数粘附细菌数

进行数据统计学分析可知 4 株乳杆菌粘附 HeLa

细胞的能力具有显著性差异 (P=0.002<0.05)，其

中 L. crispatus T79-3 粘附能力最强，L. jensenii  
 

 

图 1  乳杆菌的抑菌活性比较及抑菌成分分析 
Fig. 1  Comparison of the inhibition ability and determination of the bioactive substances of the four Lactobacillus. (A) 
Comparison of the inhibition ability of the four Lactobacillus to Staphylococcus aureus. (B) Determination of the 
bioactive substances of the four Lactobacillus that inhibit Staphylococcus aureus. a, b, c and d represent the cell-free 
supernatant activity, acids-dependent activity, bacteriocin-like compound-dependent activity and H2O2-dependent 
activity, respectively. 
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图 2  不同酸性缓冲介质对乳杆菌粘附阴道上皮细胞的影响 
Fig. 2  Effect of different pH buffer on the probiotic vaginal Lactobacillus on in vitro adhesion of vaginal epithelial 
cells. (A) The number of adhered Lactobacillus to vaginal epithelial cell in PBS (pH 7.4) as observed by light 
microscope after Gram staining. (B) The number of adhered Lactobacillus to vaginal epithelial cell in Mcilvaine buffer 
(pH 4.4) as observed by light microscope after Gram staining. 

 

 

     

图 3  四株乳杆菌与 HeLa 细胞粘附作用比较 
Fig. 3  Comparison of the adhesive ability of the four Lactobacillus to HeLa cells. (A) Adhered Lactobacillus on HeLa 
cell in one random microscopic field. (B) The number of bacterial cells adhered to HeLa cell. 
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T118-3 次之，而 L. crispatus T90-1 和 L. jensenii 

T231-1 较弱。此外，细胞形态观察表明 (图 2) 

L. crispatus T79-3 菌体较 L. crispatus T90-1、

L. jensenii T231-1 大，皆为短杆菌，而 L. jensenii 

T118-3 菌体最小，似球杆菌。 

2.4  不同浓度乳杆菌对金葡菌粘附 HeLa 细

胞作用的影响 

金葡菌对 HeLa 细胞有较强的粘附能力 

(图 4A)，为了确定不同浓度乳杆菌对金葡菌粘附

HeLa 细胞的影响，我们对 4 株菌中的 T97-3 和

T90-1 进行了粘附抑制实验。结果显示这 2 株乳

杆菌对金葡菌粘附 HeLa 细胞的抑制作用均具有

浓度依赖性 (图 4B)。随着乳杆菌浓度增加，对

金葡菌的抑制作用逐渐增强，粘附 HeLa 细胞的

金葡菌数量减少。菌株 L. crispatus T90-1 在浓度

为 108 CFU/mL 时抑制作用达到饱和，此时乳杆

菌浓度增加，对金葡菌的抑菌作用变化不明显。 

2.5  乳杆菌不同作用方式对金葡菌粘附 HeLa
细胞作用的影响 

为了确证乳杆菌抑制金葡菌粘附 HeLa 细胞

的最佳作用方式，我们对排除、竞争和置换 3 种

不同作用方式的效果进行了评价。结果表明 3 种

不同作用方式对金葡菌粘附 HeLa 细胞抑制效果

各不相同，但无论哪种方式下，与对照组相比，

乳杆菌对金葡菌粘附 HeLa 细胞均具有明显抑制

作用 (P＜0.05) (图 5)。不同作用方式之间的比较

表明，竞争和置换两种方式间抑菌效果无显著性

差异 (P＞0.05)，而排除实验组抑菌效果与竞争

实验组和置换实验组之间具有显著性差异 (P 值

分别为 0.001 和 0.011，均小于 0.05)，其中排除

实验组对金葡菌的粘附抑制能力最强，置换实验

组的抑制能力最弱。 
 

    
图 4  不同浓度乳杆菌对抑制金葡菌粘附 HeLa 细胞的影响 
Fig. 4  Inhibition of adherence of Staphylococcus aureus to HeLa by the different concentration of Lactobacillus. (A) 
Adhered Staphylococcus aureus on HeLa cell in one random microscopic field. (B) Each value shown is the x ±s from 
four independent experiments. 
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图 5  四株乳杆菌不同作用方式对金葡菌粘附 HeLa 细胞的影响 
Fig. 5  Influence of different interactive manners of Lactobacillus on adhesion of Staphylococcus aureus to HeLa. 
Inhibition of adhesion to HeLa of Staphylococcus aureus. *Significantly different from the respective control (P<0.05). 

 
 

3  讨论 

本研究首先验证了乳杆菌能够抑制金葡菌

生长，乳酸发挥了主要抑菌作用。结合相关文献

报道，乳杆菌主要通过分解环境中的碳水化合物

产生乳酸，提供一个酸性环境 (pH 值＜4.5) 来

抑制病原菌生长[20]。模拟酸性内环境，探讨不同

pH 值环境对乳杆菌粘附阴道上皮细胞的影响，

发现在相同孵育条件下，不同 pH 环境中粘附结

果不同，酸性环境有利于乳杆菌与上皮细胞结

合，在该理论基础支持下本研究选择用 PBS 作缓

冲介质进行乳杆菌抑制金葡菌与 HeLa 细胞粘附

体外实验，对生殖道来源乳杆菌株筛选有意义。

在此基础上，我们对分离筛选到的 4 株乳杆菌做 

了抑制相关体外实验，简单评估了乳杆菌抑制金

葡菌生长的能力，初步分析了有效抑菌成分并比

较了不同作用方式乳酸杆菌抑制金黄色葡萄球

菌粘附 HeLa 细胞的能力。其次，观察了乳杆菌

粘附 HeLa 细胞的能力，发现这种粘附能力大小

除了跟自身粘附性能相关外还受外界因素影

响，如实验中涉及到的细菌浓度，于是推断出

108 CFU/mL 乳杆菌浓度用于抑制金葡菌粘附定

植试验较合适。最后，比较了不同作用方式粘附

抑制效果差异，采用排除抑制的方式 (即先定植

乳杆菌)，乳杆菌定植成功后对金葡菌的粘附抑

制能力最强，而置换清除实验组 (即先定植金葡

菌) 乳杆菌的抑制能力最弱。一方面可能是由于
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预先成功定植的乳杆菌产生了抑菌物质，从而抑

制了金葡菌的外源细菌生长，而表现出较强的抑

菌效果。主要原因可能是由于在排除作用方式中

乳杆菌占位结合，预先占用了 Hela 细胞的结合

位点，增大了空间位阻，从而抑制了金葡菌的粘

附作用；而在置换清除方式中，金葡菌优先与

HeLa 细胞表面相关受体结合，占据了有限的细

胞表面结合受体，降低了乳杆菌与细胞结合的机

率，因此容易导致部分乳杆菌流失，表现为其抑

菌作用减弱。这也部分解释了为什么在竞争方式

下，不同的乳杆菌株表现出不同的抑制能力：即

乳杆菌与金葡菌同时作用时，二者竞争结合细胞

表面结合受体，而由于不同细菌表面蛋白表达具

有差异性，因此导致不同细菌的粘附能力不同[19]。

例如，有的乳杆菌种属细菌细胞壁能够表达 

S-layer 蛋白，这是一种关键的细胞粘附蛋白，能

够促进自身粘附，抑制某些病原菌的侵袭，同时

还具有抑菌活性，通过调节 MAPK、ERK1/2 等

信号通路介导病原菌凋亡，实现抑菌作用[20-22]。 

本研究选择生殖道来源乳杆菌作为治疗预

防泌尿生殖道感染菌剂产品开发的主要研究对

象，是因为乳杆菌是健康阴道微环境中的优势菌

群，对维持阴道微生态平衡起着重要作用[23]。乳

杆菌为优势菌的阴道环境不易受到肠道来源的

厌氧菌及皮肤表面的金黄色葡萄球菌的侵袭，相

反，乳杆菌比例明显减少或以非乳杆菌为优势菌

的阴道环境很容易感染各种致病菌，并进一步引

起泌尿系统的炎症[24]。选择金葡菌作指示菌，是

由于金葡菌是我们实验室常用病原指示菌，它广

泛存在于自然界中，引起的细菌性感染疾病仅次

于大肠杆菌，而且金葡菌容易产生不同程度的耐

药性，为抗生素的临床治疗带来了极大的挑战，

因此研究生殖道来源乳杆菌对金葡菌粘附定植

的影响显得更有意义。此外，HeLa 细胞来源于

生殖道，与生殖道上皮细胞关系较为密切并能在

体外连续传代培养，其来源与培养比阴道上皮细

胞方便容易，为乳杆菌与病原菌相互关系的体外

研究带来方便，同时为体内试验奠定了基础。 

宿主自身免疫系统具有调节微生态平衡的

功能，它与微生物之间的相互调控功能机制还不

明确[25]，我们有必要将乳杆菌与宿主免疫相关性

作一些相应的机制研究，这有利于我们更好地筛

选与人体依存性较好的菌株。总之，本研究对分

离自女性生殖道的 4株乳杆菌进行了抑菌活性检

测、抑菌成分分析，对 HeLa 细胞的黏附作用和

金黄色葡萄球菌黏附 HeLa 细胞的抑制作用等进

行了实验验证。结果表明，我们筛选到的 4 株乳

杆菌能够有效抑制金葡菌生长及粘附定植，乳杆

菌对金葡菌粘附抑制可能是二者竞争、空间位阻

和抑菌等共同作用的结果。粘附定植是乳杆菌实

现生物调控的关键步骤，而实验菌株 T79-3 粘附

能力及对金黄色葡萄球菌的抑制作用较强，因

此，初步判定 T79-3 可作为防治女性泌尿道生殖

道感染的候选有益菌。 
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