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摘 要：【目的】氰钴胺(cyanocobalamin, CN-CbI)需转化为腺苷钴胺(adenosylcobalamin, Ado-CbI)

才能发挥神经保护作用，但在慢性睡眠剥夺(chronic sleep deprivation, CSD)等状态下其转化效率受

限。本研究旨在筛选出能够高效转化 CN-CbI 为 Ado-CbI，并协同发挥神经保护作用的菌株。【方

法】通过超高效液相色谱(UPLC)筛选获得能将 CN-CbI 转化为 Ado-CbI 的菌株——副格氏乳杆菌

CCFM1526；建立 CSD 小鼠模型，采用新物体识别实验和 Morris 水迷宫实验评价小鼠的认知功

能，通过组织病理学观察海马 DG 区神经元结构；测定组织中维生素 B12 (vitamin B12, VB12)含量，

并检测 ERK/mTOR 信号通路及相关神经蛋白的表达，以评价发酵液的神经保护机制。【结果】与

单纯补充 CN-CbI 相比，CCFM1526 发酵液显著提升了小鼠的认知能力，减轻了海马 DG 区神经

元结构损伤。发酵液干预使小鼠肝脏、血清和脑中的总维生素 B12 含量分别提升 10.2%、16.3%

和 29.0% (P<0.05)，并激活了 ERK/mTOR 信号通路，使髓鞘碱性蛋白、突触后致密蛋白 95、脑源

性神经营养因子及神经生长因子的含量分别增加 21.5%、52.4%、17.3% 和 19.7% (P<0.05)。【结

论】副格氏乳杆菌 CCFM1526 通过发酵将 CN-CbI 转化为 Ado-CbI，进而通过激活 ERK/mTOR 信

号通路，上调神经营养与髓鞘修复相关蛋白的表达，从而缓解 CSD 诱导的神经损伤。
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Lactobacillus paragasseri CCFM1526 promotes the fermentative 
biotransformation of cyanocobalamin against chronic sleep 
deprivation-induced nerve injury via the corresponding 
mechanism

CHEN Xingru, TANG Xin, MAO Bingyong, ZHAO Jianxin, ZHANG Qiuxiang, CUI Shumao*

State Key Laboratory of Food Science and Resources, Jiangnan University, Wuxi, Jiangsu, China

Abstract: [Objective] Cyanocobalamin (CN-CbI) requires to be converted into adenosylcobalamin 
(Ado-CbI) to exert neuroprotective effects, yet its conversion efficiency is impaired under 
conditions such as chronic sleep deprivation (CSD). This study aimed to obtain a bacterial strain 
with high efficiency in converting CN-CbI to Ado-CbI that could enhance neuroprotective effects.
[Methods] Lactobacillus paragasseri CCFM1526, a strain capable of converting CN-CbI to 
Ado-CbI, was isolated via UPLC. A mouse model of CSD was established, and the cognitive 
functions of mice were evaluated by the novel object recognition and Morris water maze tests. The 
neuronal structure in the hippocampal dentate gyrus (DG) region was observed via histological 
staining. Tissue vitamin B12 levels were measured, and the ERK/mTOR signaling pathway along 
with related neural protein expression was analyzed to assess the neuroprotective mechanism of the 
fermentation broth. [Results] Compared with CN-CbI supplementation alone, the fermentation 
broth of L. paragasseri CCFM1526 significantly improved the cognitive function and alleviated 
the structural damage in the hippocampal DG region of CSD mice. Intervention with the 
fermentation broth increased the total vitamin B12 content in the liver, serum, and brain by 10.2%, 
16.3%, and 29.0%, respectively (P<0.05). Meanwhile, it activated the ERK/mTOR signaling 
pathway, leading to increases of 21.5%, 52.4%, 17.3%, and 19.7% in the content of myelin basic 
protein, postsynaptic density protein 95, brain-derived neurotrophic factor, and nerve growth factor, 
respectively (P<0.05). [Conclusion] L. paragasseri CCFM1526 converts CN-CbI into Ado-CbI 
through fermentation, subsequently activating the ERK/mTOR signaling pathway and upregulating 
the expression of neurotrophic and myelin repair-related proteins, thereby alleviating CSD-induced 
nerve injury.
Keywords: Lactobacillus paragasseri CCFM1526; cyanocobalamin; adenosylcobalamin; nerve 
injury; ERK/mTOR signaling pathway

维生素 B12 (vitamin B12, VB12)是维持神经系

统发育和功能完整性的必需微量营养素，其在

线粒体中转化为具有生物活性的腺苷钴胺

(adenosylcobalamin, Ado-CbI)，该活性形式是甲

基丙二酰辅酶 A 变位酶的必需辅因子，可催化

甲基丙二酰辅酶 A 转化为琥珀酰辅酶 A[1]。这

一反应不仅能减少神经毒性代谢物甲基丙二酸

的积累，也能为髓鞘脂质合成与轴突结构的维

持提供必要底物，从而有助于维持神经信号传

导效率与神经网络稳定性，在神经保护中发挥
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不可替代的作用[2-3]。日常广泛使用的 VB12 补充

剂多为化学性质稳定的氰钴胺(cyanocobalamin, 

CN-CbI)，其必须在体内经多步酶促反应转化为

Ado-CbI 才能发挥生物活性，该转化过程高度依

赖于细胞的能量代谢与氧化还原稳态[4]。然而，

在慢性应激、衰老及神经退行性疾病等状态下，

细胞线粒体功能易受损，相关酶活性下降，导

致 CN-CbI 向 Ado-CbI 的转化效率显著降低，从

而严重限制了其实际神经保护效果[5]。因此，克

服 CN-CbI 的体内转化瓶颈，提高其在神经系统

的 Ado-CbI 生物利用度，对于开发针对神经损

伤的新型干预手段具有重要意义。

与直接补充化学性质不稳定、易降解的

Ado-CbI 相比，基于益生菌的转化策略有望提供

更稳定且可控的活性 VB12 来源。肠道益生菌可

通过其特有的酶系统将膳食中一些难以被宿主

直接利用的复杂成分(如黄酮类、酚苷类和槲皮

素等)转化为高生物活性的小分子物质，从而调

节宿主的生理功能[6]。这提示，利用特定益生菌

株对 CN-CbI 进行发酵转化，或可绕过体内转化

的限速步骤，为克服 CN-CbI 的生物利用瓶颈提

供新的递送策略。然而，目前关于具有高效

CN-CbI 转化能力的益生菌株筛选及其在体内协

同 CN-CbI 发挥神经保护作用的系统性研究仍较

为缺乏。

慢 性 睡 眠 剥 夺 (chronic sleep deprivation, 

CSD)是一种可导致中枢神经损伤、认知功能衰

退及情绪行为异常的经典实验模型。研究表明，

CSD 可导致海马等关键脑区神经元线粒体功能

障碍、氧化应激与能量代谢失衡，干扰内源性

Ado-CbI 转化，同时引发神经炎症、髓鞘结构损

伤与突触可塑性下降等一系列病理变化[7-9]。因

此，CSD 模型为在模拟体内 CN-CbI 转化受限的

环境下，评估外源性或菌源性 Ado-CbI 的神经

保护效能提供了理想的研究模型。

本研究通过超高效液相色谱筛选，获得了

一株能将 CN-CbI 转化为 Ado-CbI 的益生菌——

副格氏乳杆菌 CCFM1526。通过 CSD 诱导的

C57BL/6J 小鼠中枢神经损伤模型，系统比较

CCFM1526 发酵 CN‑CbI 与单纯补充 CN‑CbI 对

小鼠认知功能、脑组织病理、VB12 分布以及相

关神经营养和髓鞘修复蛋白表达的影响，并深

入探讨其潜在作用机制。本研究旨在阐明益生

菌发酵转化 CN-CbI 在缓解神经损伤中的作用与

机制，为开发基于益生菌与微量营养素协同作

用的神经保护性功能食品提供理论支持。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株来源

副格氏乳杆菌 CCFM1526 由江南大学食品

微生物菌种保藏中心(Culture Collection of Food 

Microorganisms, CCFM)提供。

1.1.2　主要试剂和仪器

MRS 培养基，青岛海博生物技术有限公司；

氰钴胺，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

腺苷钴胺，Sigma-Aldrich Co. LLC 公司；小鼠

VB12、突触后密度蛋白-95 (postsynaptic density 

protein-95, PSD-95)、髓鞘碱性蛋白(myelin basic 

protein, MBP)、 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 (brain-

derived neurotrophic factor, BDNF)、神经生长因

子(nerve growth factor, NGF)测定试剂盒，上海

酶联生物科技有限公司；BCA 蛋白浓度测定试

剂盒，上海碧云天生物技术股份有限公司。

多功能酶标仪，上海智城分析仪器制造有

限公司；超高效液相系统、质谱仪，赛默飞世

尔科技公司；高速离心机，艾本德中国有限公

司；高通量组织研磨机，宁波新芝生物科技股

份有限公司；切片电子扫描仪，3DHISTECH

公司。

1.2　细菌培养

将副格氏乳杆菌 CCFM1526 冻存菌种在

MRS 平板上划线，于 37 ℃有氧条件下倒置培养

48 h。挑取单菌落接种于 5 mL 的 MRS 液体培

养基中，37 ℃、200 r/min 培养 16−18 h，重复
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该操作 3−4 次，制备得到种子液。

1.3　氰钴胺发酵转化

CN-CbI 发酵培养基(g/L)：氰钴胺 0.5，酵

母浸粉 5.0，葡萄糖 10.0，柠檬酸氢二胺 2.0，

用纯净水混合，将 pH 调至 6.0−6.2，于 115 ℃

灭菌 20 min。

将上述种子液以体积分数 5% 的接种量接种

至 CN‑CbI 发酵培养基中，37 ℃、200 r/min 培

养 48 h。发酵完成后将发酵液 12 000 r/min 离心

20 min，收集上清液，用 0.22 μm 水系过滤器过

滤，置于 4 ℃备用。

使用配备 Phenomenex C18 (4.6 mm×250 mm, 

5 µm)色谱柱的超高效液相系统进行分析。流动

相 A 为含 0.1% 甲酸的水溶液，流动相 B 为乙

腈。柱温 35 ℃，样品盘温度 4 ℃，进样体积 2 μL。

通过对 CN-CbI 与 Ado-CbI 标准品的保留时间比

对进行定性，并采用(峰面积-浓度标准曲线)对

发酵液中 Ado-CbI 含量进行半定量估算。

1.4　动物实验干预样本的制备

1.4.1　CCFM1526 活菌悬液

将 CCFM1526 菌液于 4 ℃、6 000 r/min 离

心 5 min 收集菌体，用无菌 PBS (pH 7.4)清洗

2 次，随后用 CN-CbI 溶液重悬菌体至终浓度为

1×109 CFU/mL，于灌胃前新鲜制备。

1.4.2　CCFM1526 发酵 CN-CbI 冻干粉

将 CCFM1526 种子液以体积分数 5% 的接

种量接种至 CN-CbI 发酵培养基(同 1.3 节)中，

37 ℃、200 r/min 培养 48 h。发酵液经高压均质

(4 ℃、1.2×108 Pa，循环 3 次)后，通过冷冻干燥得

到冻干粉。灌胃前用生理盐水复溶至所需浓度。

1.5　动物实验

42 只 8 周龄雄性 C57BL/6J 小鼠购自斯贝福

(北京)生物技术有限公司，饲养于江南大学动物

实验中心 SPF 级别屏障环境(温度 20−26 ℃、相

对湿度 40%−60%)。本研究所有动物实验获得江

南大学实验动物伦理委员会批准，编号为 No. 

20250415c1800609[177]。适应 1 周后，随机分

为 7 组，每组 6 只小鼠，分别为：空白组

(Control 组)、模型组 (Model 组)、CN-CbI 组、

阳性对照组(Positive 组)、1526 活菌组(H-1526)、

1526 活菌+CN-CbI 组(H-1526+CbI)、1526 发酵

组(F-1526)。具体分组及干预措施见表 1。

采用改良多平台水环境法建立 CSD 模

型[10]。将除 Control 组外的小鼠置于睡眠剥夺

箱，每日于光周期中期开始，连续剥夺睡眠

18 h (15:00 至次日 9:00)，共持续 3 周。Control

组置于大平台空白组实验箱中，正常饮食饮水

与睡眠。干预期各实验组小鼠以 0.2 mL/d 的剂量

灌胃给药。

1.6　行为学实验

于睡眠剥夺及干预的第 15 天开始行为学实

验 ， 包 括 新 物 体 识 别 实 验 (novel object 

recognition test, NOR) 和 Morris 水 迷 宫 实 验

(Morris water maze test, MWM)。

NOR 实验包括习惯化、训练和测试 3 个阶

表1　动物实验方案

Table 1　Animal experiment design

Group

Control

Model

CN-CbI

Positive

H-1526

H-1526+CN-CbI

F-1526

Treatment

Physiological saline

CSD+Physiological saline

CSD+70 μg/(kg·d) CN-CbI

CSD+70 μg/(kg·d) Me-CbI

CSD+1×109 CFU live CCFM1526

CSD+70 μg/(kg·d) CN-CbI+1×109 CFU live CCFM1526

CSD+Fermentation broth [70 μg/(kg·d) CN-CbI]
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段[11]。测试阶段，记录小鼠在 6 min 内探索新物

体时间 (time of new object, TN)与旧物体时间

(time of familiar object, TF)，并按公式(1)、(2)分

别计算辨别指数(discrimination index, DI)和认知

指数(recognition index, RI)。

DI=(TN−TF)/(TN+TF) (1)

RI=TN/(TN+TF) (2)

MWM 实验包括 4 d 的定位航行训练和 1 d

的空间探索测试[12]。训练期间记录小鼠找到隐

藏平台的潜伏期，测试期间通过计算机软件记

录小鼠在 60 s 内穿越原平台位置的次数。

1.7　样品采集

行为学测试结束后，采集小鼠血清、全脑

和肝脏组织。部分脑组织与肝脏组织经液氮速

冻后保存于−80 ℃；另取部分脑组织置于 4% 多

聚甲醛中固定，用于病理学分析。

1.8　脑组织切片的制备及病理观察

脑组织在体积分数为 4% 的多聚甲醛溶液中

固定 48 h 后，委托武汉赛维尔生物科技有限公

司进行石蜡包埋、切片制作、苏木精-伊红染色

(hematoxylin-eosin, HE)，然后进行自动扫描切

片，观察脑组织病理损伤情况。

1.9　生化指标测定

使用 ELISA 试剂盒检测小鼠肝脏、血清和

脑组织中的 VB12 总含量、脑部 MBP、PSD-95、

BDNF、 NGF、磷酸化细胞外信号调节激酶

(phosphorylated extracellular signal-regulated 

kinase, p-ERK)、磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白 (phosphorylated mammalian target of 

rapamycin, p-mTOR)的含量。蛋白浓度的测定参

照 BCA 蛋白浓度试剂盒说明书进行。

1.10　数据处理与分析

所得数据使用 GraphPad Prism 10.0 软件进

行分析，对正态分布的实验数据进行 t 检验

(t test)及单因素方差分析(one-way ANOVA)，比

较组间差异，数据以平均值±标准差(mean±SD)

表示(n=6)。P<0.05 认为有统计学意义。*表示与

Model 组进行差异性的比较，#表示与 CN-CbI

组进行差异性的比较。

2　　结果与讨论结果与讨论

2.1　副格氏乳杆菌 CCFM1526 发酵转

化氰钴胺为腺苷钴胺

CN-CbI 向 Ado-CbI 的转化通常涉及 2 类关

键酶：脱氰酶与腺苷转移酶。脱氰酶负责将

CN-CbI 转化为羟钴胺，该过程依赖 FAD 和

NADPH 作为辅因子；随后，钴胺素腺苷转移酶

(CobA)催化腺苷基团转移生成具有生物活性的

Ado-CbI[13]。如图 1 所示，在未接种菌株的 CN-

CbI 培养基中，仅在约 5.40 min 处检测到 CN-

CbI 的特征峰。经 CCFM1526 发酵 48 h 后，在

约 5.71 min 处出现一个新的色谱峰，其保留时

间接近 Ado-CbI 标准品(5.82 min)。由于复杂发

酵基质的基质效应常导致色谱峰整体保留时间

发生漂移[14-15]，本研究中的轻微偏移也与此有

关。然而，仅依靠保留时间进行定性存在一定

局限，因此本研究采用 LC-MS/MS 技术，通过

比对二级特征碎片离子，确认该峰中含有 Ado-

CbI，相关质谱数据已上传至 ScienceDB 数据库

(http://www. scidb. cn)， CSTR 编号为 31253.11.

sciencedb. j00231.00042。 半 定 量 分 析 显 示 ，

CCFM1526 发酵消耗了约 27.1% 的 CN-CbI，并

生成约 52.1 μg/mL 的 Ado-CbI (表 2)。

为进一步探究 CCFM1526 转化 CN-CbI 的

能力，对 CCFM1526 全基因组进行了分析。菌

株中含有一个编码咕啉类腺苷转移酶(corrinoid 

adenosyltransferase)的基因(yvqk)，其编码蛋白与

CobA 家族高度同源。BLASTp 比对结果显示，

该蛋白与副格氏乳杆菌 JCM 5343 的 CobA 具有

高度同源性，证实其为负责腺苷化步骤的 CobA

同源蛋白(编号为 31253.11.sciencedb.j00231.00042)。

此外，基因组中存在多个编码 VB12 转运 ATP 结

合蛋白的 BtuD 同源基因，提示菌株具备主动摄

取外源性 CN-CbI 的能力[16]。尽管乳杆菌中尚未
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发现特异性钴胺素还原酶，但 CCFM1526 含有

黄素还原酶家族基因及黄素氧还蛋白等电子传

递相关基因，可能通过提供还原力参与脱氰过

程[13] (编号为 31253.11.sciencedb. j00231.00042)。

因此，CCFM1526 可能通过 BtuD 同源蛋白摄取

外源 CN-CbI，经黄素还原酶等介导的脱氰作用

转化为羟钴胺，最终由 CobA 同源蛋白催化生成

Ado-CbI。该机制与发酵结果一致，证实副格氏乳

杆菌 CCFM1526 可将 CN-CbI 转化为 Ado-CbI。

2.2　CCFM1526 发酵氰钴胺对睡眠剥夺

小鼠学习和认知能力的影响

本研究以临床上常用的神经营养药物——

甲钴胺作为阳性对照以评估其相对效力[17]。啮

齿动物天生具备探索新奇物体的本能，若小鼠

认知能力正常，其对新物体的探索时间较旧物

体更长；反之，对新旧物体的探索时间无差

异[18]。NOR 实验结果如图 2A、2B、2D 所示，

相较于 Control 组，Model 组小鼠对新物体的探

索时间显著减少，辨别指数(DI)从 0.14 下降至

− 0.56，认知指数 (RI)由 0.53 下降至 0.24 (P<

0.001)，表明 CSD 成功损伤了小鼠的物体识别

记忆。与此相比，Positive 组的 DI 和 RI 分别为

−0.08 和 0.46 (P<0.01)。补充未发酵 CN-CbI 后，

DI 和 RI 分别上升至−0.34 和 0.31 (P<0.05)，虽

较 Model 组有所改善，但效果有限。CCFM1526

表2　CCFM1526发酵CN-CbI测定结果

Table 2　 Test results of CN-CbI fermentation by 

CCFM1526

Items

CN-CbI concentration/(μg/mL)

Ado-CbI concentration/(μg/mL)

CN-CbI conversion/%

Parameter 
at 0 h

500.0

0.0

−

Parameter 
at 48 h

364.3

52.1

27.1

图1　副格氏乳杆菌CCFM1526发酵转化CN-CbI UPLC图谱

Figure 1　UPLC analysis of CN-CbI fermentation conversion by Lactobacillus paragasseri CCFM1526. Slight 

retention time shift due to matrix complexity; The peak was confirmed as Ado-CbI by LC-MS/MS.
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活菌单独干预或与 CN-CbI 协同干预均未观察到

对小鼠认知能力的显著影响。在所有实验干预

组中，CCFM1526 发酵 CN-CbI 干预效果最优，

较 CN-CbI 组，其 DI 和 RI 分别提高约 71.1% 和

49.3% (P<0.05)，恢复至接近 Positive 组水平。

在评估空间学习与记忆的 MWM 实验中，

正常小鼠由于工作记忆完好，能准确记住原平

台的位置，穿过平台的频率较高[19]。实验结果

如图 2C、2E 所示，Model 组小鼠穿越平台次数

较 Control 组显著减少了 46.7% (P<0.01)，提示

空间记忆受损。与 NOR 结果一致，CCFM1526

活菌单独干预或与 CN-CbI 简单混合干预均未有

效提升小鼠记忆。CCFM1526 发酵 CN-CbI 干预

则使小鼠穿越平台次数较 CN-CbI 组提升了

94.1% (P<0.05)。两项行为学测试结果共同表明，

经 CCFM1526 发酵处理后的 CN-CbI，在改善

CSD 诱导的认知功能障碍方面，效果显著优于

未发酵的 CN-CbI，且接近临床阳性药物甲钴胺

的干预水平。

2.3　CCFM1526 发酵氰钴胺对睡眠剥夺

小鼠脑组织病理学的影响

长期睡眠剥夺可引起中枢神经系统结构性

改变，其中海马齿状回区(dentate gyrus, DG)作

为学习记忆的关键区域，参与记忆的形成与巩

图2　不同灌胃物质对慢性睡眠剥夺小鼠行为学的影响

Figure 2　Effects of different intragastric treatments on the behaviors of chronic sleep-deprived mice. A: NOR 

discrimination index; B: NOR recognition index; C: Number of platform crossings in the MWM; D: NOR 

trajectory map; E: MWM trajectory map. H-1526: Live 1526 group; H-1526+CN-CbI: Live 1526+CN-CbI group; 

F-1526: 1526 fermentation broth. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.000 1 vs. the Model group; # P<

0.05, ## P<0.01, ### P<0.001 vs. the CN-CbI group.
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固过程，其神经元形态易受睡眠缺失影响[19]。

如图 3A、3B 所示，Control 组小鼠海马 DG 区

细胞排列整齐，细胞核形态结构完整，细胞间

隙相对较小；而 Model 组小鼠神经细胞排列散

乱且不规则，神经元萎缩，胞浆染色加深，胞

浆空泡化，提示 CSD 成功诱导了海马组织的形

态学损伤。各干预组均表现出一定程度的保护

作用(图 3C−3G)：CN-CbI 和甲钴胺干预后萎缩

的神经元数量减少，甲钴胺效果更显著；

CCFM1526 活菌单独干预的改善效果较弱，其

与 CN-CbI 联合干预效果略优于 CN-CbI 组。其

中，经 CCFM1526 发酵液干预的小鼠，其海马

DG 区神经元排列更为紧密，固缩现象明显减

少，病理形态恢复接近 Control 组水平。

以上组织形态学结果证实，CCFM1526 发

酵 CN-CbI 在缓解 CSD 所致海马 DG 区的神经

元结构损伤方面具有一定作用，其保护效果优

于未发酵的 CN-CbI 及其他干预形式。该现象与

先前研究一致，如夏枯草活性成分被证实可减

轻睡眠剥夺所致下丘脑、大脑皮层及海马区神

经元损伤[20]，进一步印证了睡眠剥夺对中枢神

经系统的影响及有效干预的潜在价值。

2.4　CCFM1526 发酵氰钴胺对小鼠体内

VB12含量的影响

为探究发酵处理对 CN-CbI 体内代谢的影

响，本研究检测了在等量 CN-CbI 摄入下各组小

鼠肝脏、血清及脑组织的总 VB12 含量。

如图 4 所示，直接补充 CN-CbI 或甲钴胺均

可 提 高 小 鼠 体 内 VB12 水 平 ， 但 单 纯 补 充

CCFM1526 活菌无法有效提升小鼠体内 VB12 含

量。与直接补充 CN-CbI 相比，补充 CCFM1526

发酵液(F-1526 组)能显著提升小鼠关键组织中的

总 VB12 水平。其中，肝脏中总 VB12 含量提升了

10.2% (P<0.05)，血清中提升了 16.3% (P<0.05)，

脑组织中提升最为显著，达到 29.0% (P<0.05)。

图3　小鼠海马DG区HE染色结果

Figure 3　HE staining of hippocampal DG region in mice. H-1526: Live 1526 group; H-1526+CN-CbI: Live 

1526+CN-CbI group; F-1526: 1526 fermentation broth. Green arrows: Normal neurons; Yellow arrows: Damaged 

neurons. Scale bar=200 μm.
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CN-CbI 作为外源性 VB12 的主要形式，需在

体内(主要在肝脏)经多步酶促反应转化为 Ado-

CbI 等活性形式后方能发挥生理功能。本研究中

F-1526 组小鼠脑内 VB12 累积幅度显著高于肝

脏，这一结果提示，发酵预处理可能改变了

CN-CbI 的代谢路径。我们推测，CCFM1526 在

发酵过程中将 CN-CbI 预先转化为 Ado-CbI，该

活性形式可能绕过了肝脏的首过代谢限制与细

胞内的转化瓶颈，从而更易被吸收入血并跨越

血脑屏障，最终在脑内实现更高的生物利用

度[21]。这也与 F-1526 组在行为学与组织形态学

中表现出的最优神经保护效果相互印证。

2.5　CCFM1526 发酵氰钴胺对小鼠中枢

神经系统的影响

中枢神经系统的功能维系依赖于其结构完

整、神经网络连接及神经营养支持三大核心层

面的紧密协同。因此，本研究选取 MBP、PSD-

95 以及 BDNF/NGF 三类关键蛋白，分别从髓鞘

结构、突触功能及神经营养调控角度系统探究

中枢神经损伤与修复的分子机制。其中，MBP

是维持髓鞘结构与电生理功能完整性的基础蛋

白，保障神经网络信息传导的基础效率，为物

体识别、空间探索等高级认知活动创造必要生

理条件；PSD-95 作为突触后支架蛋白，直接参

与突触结构稳定性与信号传递，是 NOR 记忆形

成、MWM 所检测的空间记忆巩固的重要细胞

分子基础；BDNF 和 NGF 作为重要的神经营养

因子，在促进神经元存活、轴突生长及突触重

塑中发挥核心营养支持作用，其表达水平会影

响海马区神经元的结构与功能完整性，进而调

控小鼠的学习记忆能力[22-23]。

如图 5 所示，CSD 导致 Model 组小鼠脑组

织中 4 种蛋白的表达均较 Control 组显著下降

(P<0.001)，提示 CSD 造成了一定程度上的中枢

神经损伤，与文献报道结果[24-26]一致。CN-CbI

和甲钴胺干预可不同程度提升上述蛋白的表达，

而单纯 CCFM1526 活菌干预未表现明显改善效

果。与 CN-CbI 组相比，F-1526 组小鼠 MBP、

PSD-95、BDNF 和 NGF 水平分别提升了 21.5%、

52.4%、 17.3% 和 19.7% (P<0.05)。 CCFM1526

活菌与 CN-CbI 混合干预在提升 MBP 和 NGF 水

平方面的效力与 F-1526 组相当，但对 PSD-95

和 BDNF 的调节作用则显著弱于 F-1526 组(图

5A−5D)。这一结果提示，CCFM1526 在神经修

复过程中发挥一定作用，但效果受干预形式影

图4　不同灌胃物质对小鼠体内VB12含量的影响

Figure 4　Effects of different intragastric treatments on VB12 levels in mice. A:VB12 content in liver; B: VB12 

content in serum; C: VB12 content in brain. H-1526: Live 1526 group; H-1526+CN-CbI: Live 1526+CN-CbI 

group; F-1526: 1526 fermentation broth. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.000 1 vs. the Model 

group; # P<0.05, ## P<0.01, ### P<0.001 vs. the CN-CbI group.
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响。我们推测，口服的 CCFM1526 活菌可能在

肠道内对 CN-CbI 进行了初步转化，生成更易被

细胞利用的中间体，但该过程受限于肠道通过

时间以及宿主消化环境的复杂性，导致其转化

过程不充分、不稳定，效率远低于发酵[6]，进而

在 PSD-95、BDNF 的调控上表现不足。F-1526

组通过高效、彻底、稳定的生物转化，直接提

供了充足的 Ado-CbI，从而能够更全面地修复神

经损伤。

2.6　CCFM1526 协同氰钴胺通过激活

ERK/mTOR 信号通路发挥神经保护作用

ERK/mTOR 信号通路在维持神经元存活及

认知功能中发挥关键作用。在 CSD 状态下，小

鼠海马组织内该信号通路受到显著抑制，同时

伴随自噬和凋亡过程的异常激活，进而影响下

游神经营养因子表达与神经结构的完整性[24,27]。

本研究结果显示(图 6A、6B)，CSD 显著抑制了

脑 部 ERK 和 mTOR 信 号 通 路 的 激 活 ， 与

图5　不同灌胃物质对小鼠中枢神经系统的影响

Figure 5　Effects of different intragastric treatments on the central nervous system of mice. A: MBP; B: PSD-95; 

C: BDNF; D: NGF. H-1526: Live 1526 group; H-1526+CN-CbI: Live 1526+CN-CbI group; F-1526: 1526 

fermentation broth. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001; **** P<0.000 1 vs. the Model group; # P<0.05, ## P<

0.01, ### P<0.001 vs. the CN-CbI group.
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Control 组相比，Model 组 p-ERK 及 p-mTOR 表

达分别降低 40.6% 与 45.6% (P<0.001)。CN-CbI

与甲钴胺干预不同程度上缓解上述信号通路的

抑制。CCFM1526 发酵液(F-1526 组)干预有效恢

复了小鼠脑部 ERK 与 mTOR 的磷酸化水平，其

表达显著高于 CN-CbI 组(分别提高了 11.8% 和

14.8%，P<0.05)，并恢复至接近 Control 组水平。

CCFM1526 活菌单独干预或与 CN-CbI 混合干预

则未观察到明显改善作用。上述结果提示，

CCFM1526 发酵液中的 Ado-CbI 介导的神经保

护作用与 ERK/mTOR 信号通路的激活密切相

关。发酵液可能通过支持线粒体能量代谢改善

细胞能量状态，从而激活了 mTOR 信号，并协

同调控了下游的 ERK 等通路。激活的 ERK/

mTOR 通路可能通过促进 BDNF、NGF 等神经

营养因子的合成[24]，并可能通过抑制过度自噬

或凋亡来保护神经元[27]，进而支持 PSD-95、

MBP 等结构蛋白生成，增强突触可塑性与修复

髓鞘，共同缓解 CSD 导致的神经损伤。这些结

果提示，ERK/mTOR 通路可能是 CCFM1526 发

酵液发挥神经保护作用的重要介导途径之一，

但其具体机制仍有待通过通路抑制剂或基因敲

除等干预手段进一步验证。

3　　结论结论

本研究基于菌株发酵筛选得到了一株能够

将 CN-CbI 转化为 Ado-CbI 的副格氏乳杆菌

CCFM1526。在 CSD 模型中，CCFM1526 发酵

CN-CbI 能够显著提升小鼠体内 VB12 的含量、改

善中枢神经细胞及中枢神经系统结构的损害、

缓解认知能力的下降，其作用机制与激活 ERK/

mTOR 信号通路进而促进神经营养因子表达及

髓鞘修复相关蛋白合成密切相关。该研究为开

发基于益生菌发酵转化的功能性 VB12 制品或合

生制剂提供了理论依据与菌种资源，在功能性

食品与神经营养干预领域具有潜在应用价值。
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图6　不同灌胃物质对小鼠脑组织ERK和mTOR信号通路的影响

Figure 6　Effects of different intragastric treatments on ERK and mTOR signaling pathways in mouse brain 

tissue. A: p-ERK; B: p-mTOR. H-1526: Live 1526 group; H-1526+CN-CbI: Live 1526+CN-CbI group; F-1526: 

1526 fermentation broth. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.000 1 vs. the Model group; # P<0.05,       
## P<0.01, ### P<0.001 vs. the CN-CbI group.
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