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摘要　目的：对乳酸菌素颗粒仿制药与市售药品的体外生物活性进行比较研究，包括对致病菌的抑制作用
和对益生菌的促生长作用，探索肠道菌群调控类药物的体外生物活性的一致性评价方法。方法：建立２种
培养体系，分别考察乳酸菌素颗粒对致病菌的抑制作用和对益生菌的促生长作用，采用配伍设计的两因素

方差分析，Ｄｕｎｎｅｔｔ－ｔ检验，结合微生物的生长曲线，对４种产品的体外生物活性进行比较研究，评价其活
性差异。结果：仿制药与３种市售产品对金黄色葡萄球菌的体外抑制作用和对鼠李糖乳杆菌的体外促生长
作用没有显著性差异（Ｐ＞００５）。结论：初步建立了微生物代谢产物类肠道菌群调控药物的体外生物活性
评价方法，为相关制剂的开发与质量评价提供依据。
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　　乳酸菌素是乳酸菌的代谢产物，在牛奶中发酵
形成，经提取后加入淀粉、糊精等辅料制成乳酸菌素

颗粒。药品说明书上载有“选择性的杀死肠道致病

菌，保护促进有益菌的生长”的药理作用，用于消化

不良、肠炎和腹泻等。

乳酸菌素的活性成分复杂，可能的活性物质包

括具有生物活性的蛋白质、多肽或前体多肽等［１－２］，

其作用的发挥依赖于多种因素，因此，乳酸菌素的活

性评价较为困难。除了多组分的因素外，试验设计

还应综合考虑对有害菌的抑制或杀灭作用和对益生

菌的促生长作用。查阅国内外药典、标准等，均未收

载乳酸菌素及其类似药物的活性测定方法。

１９７７年，国内首个乳酸菌素原料和乳酸菌素片
获批。限于当时的技术条件和对新药研发的认知水

平，乳酸菌素的活性测定研究并不充分。根据产品

特点，近年来，对于新申报的乳酸菌素原料或制剂，

药品审评部门要求针对“多组分的特点与临床适应

症，对乳酸菌素的活性测定”等，“与原研制剂进行比

对研究”。由于本品均为国产，国外药典也未见收载

该品种。参照国家药品监督管理局药品审评中心

２０１５颁布的《生物类似药研发与评价技术指导原
则》［３］，比对试验研究应采用适宜的方法和技术，首

先考虑与参照药物一致。“与原研制剂进行比对研

究”即与现有市售产品进行生物活性的一致性比较

研究。

根据本品的活性作用机制及样品特性，试验人

员设计了高速振荡培养法，使得试验微生物与浓稠

的样品悬液充分接触，采用配伍设计的两因素方差

分析，绘制生长曲线，统计分析不同作用条件下微生

物的生长差异，初步建立了乳酸菌素颗粒的体外生

物活性一致性评价方法。本方法亦可用作其他菌群

调控类药物的体外活性分析。

１　材料与设备
供试品：乳酸菌素原料，批号２０１７０６０１，山西渊源

药业有限公司；乳酸菌素颗粒，规格１ｇ·袋－１，批号

２０１７０１，山东淄博新达制药有限公司；乳酸菌素颗粒，
规格１ｇ·袋－１，批号１７０４０１，哈尔滨儿童制药厂有限
公司；乳酸菌素颗粒，规格１ｇ·袋－１，批号１７０６０５，黑
龙江省地纳制药有限公司；乳酸菌素颗粒，规格１ｇ·
袋－１，批号１７０６０１，北京京丰制药集团。

试验微生物：金黄色葡萄球菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）
２６００３］、大肠埃希菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）４４１０２］、乙型副伤寒

沙门菌［ＣＭＣＣ（Ｂ）５００９４］由中国食品药品检定研究
院医学菌种保藏中心提供；单核细胞增多李斯特氏

菌（ＣＩＣＣ２１６３３）、鼠李糖乳杆菌（ＣＩＣＣ６２２４）由中国
工业微生物菌种保藏管理中心提供。

培养基：蛋白胨（批号１６０９２０）、ＢＨＩ培养基（批
号１５１０３０）购于北京陆桥技术股份有限公司，酵母提
取粉（批号３２０７０３１）、牛肉浸粉（批号１６０９２６）、ＭＲＳ
琼脂培养基（批号１８０７０９）、ＭＲＳ肉汤培养基（批号
１０７０３７１）、营养肉汤培养基（批号１０６６６２１）购于广东
环凯微生物科技有限公司，ＢＰ－ＲＰＦ培养基（批号
１４９５６５０）购于生物梅里埃中国公司。

仪器：ＧＨＰ－９２７０隔水式恒温培养箱（上海一恒
科学仪器有限公司）、抑菌圈测量仪（ＩＵＬ公司）、恒
温振荡培养箱（ＩＮＦＯＲＳ公司）。
２　实验设计

根据本品的适应症，实验设计需要兼顾对致病

菌和益生菌的作用效果。李霞等［４］、吴桂荣等［５］、何

宁等［６］、朱英莲等［７］、Ｍｏｈａｍｍａｄ等［８］采用管碟法研

究了乳酸菌素对致病微生物的体外抗菌活性；Ｋｉｍ
等［９］采用琼脂扩散法和小鼠感染模型研究了乳酸菌

素 ＮＫ３４对金黄色葡萄球菌的抗菌作用；杨亚晋
等［１０］采用牛津杯法测定了植物乳杆菌 ＳＮ４和粪肠
球菌ＣＮ４产生的乳酸菌对金黄色葡萄球菌的抑制效
果；郭思建等［１１］采用琼脂扩散法，以肉眼观察菌落大

小作为是否受到促生长作用的判断依据，初步研究

了乳酸菌素对双歧杆菌的促生长作用。

上述试验多采用琼脂扩散法考察单个菌株的作

用效果，不足以综合评价本品的活性特点。且采用

乳酸菌的培养液提取物或产品原料，供试液活性成

分含量高，在琼脂上易形成明显的抑菌环。对于辅

料占比６０％以上的本品，制备活性成分高的供试液
则需要溶解更多的样品，导致供试液浓稠，不适用于

试验操作。促生长试验以菌落大小作为判定依据，

受主观因素影响大，无明确数据支持，不同试验人员

可能得出相悖的结论。

综上，乳酸菌素颗粒的体外活性评价试验要综

合考虑供试液性状、活性成分含量、对微生物的促进

或抑制效果和结果判断标准等。基于上述考虑，本

试验设计思路如下。

２１　试验微生物的选择
促生长试验试验菌株选用鼠李糖乳杆菌，该菌

为肠道内常住益生菌，种群具有一定的优势性［１２］，对
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于评价乳酸菌素的促生长作用有一定代表性。鼠李

糖乳杆菌 ＬＧＧ可以体外抑制部分致病菌，对益生元
的调控表现较为敏感［１３］，有利于试验结果的评价；抑

制试验试验菌为金黄色葡萄球菌，体外抗菌试验表

明，该菌对低浓度供试液较为敏感，易于反映组间差

异性，且该菌耐受ｐＨ范围在４２～９３［１４］，适合于本
品偏酸性的培养环境。

２２　体外活性测定方法
首先选取４种试验菌，以管碟法筛选乳酸菌素

的体外抗菌活性浓度范围，为样品溶液测试浓度的

选择提供依据。根据本品样品溶液粘稠的特性，体

外活性试验设计采用高速振荡培养法，试验微生物

在生长过程中，与浓稠的样品溶液充分接触，间隔采

样计数，绘制微生物生长曲线，统计学分析不同作用

条件下微生物的生长差异。

２３　统计分析方法
首先，采用配伍设计的两因素方差分析，比较不

同浓度的乳酸菌素、辅料作用条件下，微生物生长曲

线在各监测点上的数量差异；然后，采用Ｄｕｎｅｔｔ－ｔ检
验进一步进行组间比较，分析各组与阳性对照组之

间的差异；评价辅料的干扰作用，确定正式试验的供

试液浓度；最后，采用配伍设计的两因素方差分析，

以不同生产厂家的乳酸菌素颗粒作为处理因素，分

析试验微生物生长曲线之间的差异并对结果进行

评价。

３　方法与结果
３１　体外生物活性试验供试液浓度筛选

采用管碟法测试乳酸菌素的体外抗菌活性，对

供试液浓度和抑菌圈直径的ｌｇ值进行直线相关性假
设检验，为体外生物活性试验中供试液浓度的选择

提供依据。

３１１　供试液的制备　取乳酸菌素原料适量，灭菌
水稀释至５０ｍＬ，制成不同浓度的溶液（ｇ·ｍＬ－１）：
５％、７５％、１０％、１２５％、１５％、１７５％、２０％、
２２５％、２５％、２７５％、３０％，３７℃振荡溶解１０ｍｉｎ，
４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清液，再用０４５μｍ
的无菌滤膜过滤［１１］，取滤液备用。

３１２　试验结果　本品性质决定了试验过程中的
诸多不确定因素。因此，拟通过增大样本量的方法，

降低抽样误差。每个双碟安置４个钢管，每种试验
菌的每个浓度平行制备４组，即采集１６个数据。以
大肠埃希菌体外抗菌试验结果为例，见图１和表１。

图１　乳酸菌素原料含量为５％的供试液对大肠埃希菌的体外抗菌试验

Ｆｉｇ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｔｅｓｔａｇａｉｎｓｔＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｏｆｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５％ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｉｎ

　　以供试液浓度为纵坐标，各试验菌抑菌圈直径
的ｌｇ值的平均值作为横坐标，绘制标准曲线。结果
见表２。

相关系数的假设检验（α＝００１）表明：供试液浓
度在５０％～２００％范围内，与大肠埃希菌抑菌圈直
径的ｌｇ值呈正的直线相关；供试液浓度在 ７５％～
２００％范围内，与金黄色葡萄球菌和沙门氏菌抑菌
圈直径的 ｌｇ值呈正的直线相关；供试液浓度在
１００％～３００％范围内，与李斯特氏菌抑菌圈直径的

ｌｇ值呈正的直线相关。供试液浓度与大肠埃希菌、
金黄色葡萄球菌、沙门菌和李斯特氏菌抑菌圈直径

的ｌｇ值的线性关系散点图如图２所示。
３１３　试验结果分析　乳酸菌素对大肠埃希菌、金
黄色葡萄球菌、沙门菌和李斯特氏菌均有抑制作用，

随浓度的增加，抑制作用增强。乳酸菌素原料溶液

在上述浓度范围内与抑菌圈直径的 ｌｇ值呈正的直线
关系，为体外生物活性的一致性研究试验确立了供

试液的浓度范围。
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表１　对大肠埃希氏菌的体外抗菌试验结果
Ｔａｂ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｔｅｓｔａｇａｉｎｓｔＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

取样量

（ｓａｍｐｌｅｑｕａｎｔｉｔｙ）／

ｇ

浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｇ·ｍＬ－１）

双碟

（ｐｅｔｒｉｄｉｓｈ）／

个

抑菌圈直径

（ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ｚｏｎｅ）／ｍｍ

平均值

（ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ）／

ｍｍ

ＲＳＤ／

％
ｌｇ

２５１ ５０％ １ １３０１、１３１６、１３４４、１３０６ １３０５ ３３ １１２

２ １２９１、１２８８、１３６８、１３５７

３ １２９１、１３０３、１３４８、１３５８

４ １２３２、１２３０、１２７１、１２７０

３７７ ７５％ １ １５７７、１６１０、１５６６、１６１２ １５７０ ３２ １２０

２ １６１１、１５３２、１６５２、１５５２

３ １５５７、１５８９、１５０２、１５５０

４ １６２６、１４９０、１６１４、１４８２

５０６ １０１％ １ １７９７、１８３５、１８０３、１８３３ １８０４ １９ １２６

２ １８２６、１７７９、１８６１、１８１８

３ １７５３、１７６６、１７７３、１８１４

４ １７８９、１７６２、１８６７、１７９４

６２０ １２４％ １ １８５５、１９０９、１９３１、１８６２ １９６３ ２９ １２９

２ １９６８、１９５９、１９８１、２０２８

３ １９１１、１９９０、２０６１、１９８６

４ ２０２４、１９７７、１９７３、１９９９

７６１ １５２％ １ ２１９７、２１６６、２１２８、２１９５ ２１６１ １４ １３３

２ ２１８５、２１９５、２１３４、２１６９

３ ２１６５、２２０２、２１１６、２１８１

４ ２１５７、２１３９、２１２０、２１３２

８７９ １７６％ １ ２２３９、２２４３、２３１０、２３１０ ２２７９ ２０ １３６

２ ２２９８、２２８９、２２５０、２２５２

３ ２２２９、２２６４、２２２７、２２６８

４ ２３９１、２３１６、２２４４、２３４１

１０２２ ２０４％ １ ２３３１、２３３４、２４２７、２４１２ ２３３１ ２２ １３７

２ ２３６３、２３１１、２３４９、２２８８

３ ２２７５、２２８９、２２６９、２２４３

４ ２３３０、２３７０、２３３４、２３７７

表２　供试液浓度和抑菌圈直径的ｌｇ值的直线关系
Ｔａｂ２　Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｌｏｇａｒｉｔｈｍｏｆｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｓｉｓｃｉｒｃｌｅ

菌种　　　
（ｓｔｒａｉｎ）　　　

浓度（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／
（ｇ·ｍＬ－１）

线性方程

（ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ）
ｒ

假设检验　　　
（ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓｔｅｓｔ）　　　

结论

（ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ） ５０％～２００％ Ｙ＝０５７４３Ｘ－０６０５９０９６３２ ｔ＝８０１，υ＝５，Ｐ＜０００１ 正相关（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ）

金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ） ７５％～２００％ Ｙ＝０６９３９Ｘ－０７９０７０９３３２ ｔ＝５１９，υ＝４，０００５＜Ｐ＜００１ 正相关（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ）

沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ） ７５％～２００％ Ｙ＝０７２４９Ｘ－０８３３９０９５６３ ｔ＝６５５，υ＝４，０００２＜Ｐ＜０００５ 正相关（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ）

李斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ） １００％～３００％ Ｙ＝０６８３２Ｘ－０６２９１０９８２３ ｔ＝１３７９，υ＝７，Ｐ＜０００１ 正相关（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ）

３２　乳酸菌素颗粒体对微生物的体外生物活性的
一致性研究

３２１　供试品处理、供试液浓度和试验微生物的选

择　乳酸菌素对微生物的作用机理复杂，为避免损
失活性物质，本次试验仅对乳酸菌素颗粒进行研磨

处理。
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图２　供试液浓度与大肠埃希菌（Ａ）、金黄色葡萄球菌（Ｂ）、沙门菌（Ｃ）、李斯特氏菌（Ｄ）抑菌圈直径的ｌｇ值的线性关系散点图

Ｆｉｇ２　Ｌｉｎｅａｒｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｅｓｔ－ｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｌｏｇａｒｉｔｈｍｏｆｔｈｅｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｆｏｒＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

（Ａ），Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ（Ｂ），Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｅ（Ｃ）ａｎｄＬｉｓｔｅｒｉａ（Ｄ）

体外活性试验包括抑制试验和促生长试验。由于促

生长试验无文献或数据支持其浓度的选择，两组试

验均参考上述原料直线相关性研究中的浓度范围。

选择直线相关的浓度范围内１０％作为高级量组，直
线相关的浓度范围外２％作为低剂量组，兼顾供试液
性状的可操作性与统计数据分析的显著性。

试验用培养基仅满足试验微生物基础营养代谢即

可，尽量避免抑制或促生长因子，加入少量缓冲盐，适

当调节培养过程中外环境ｐＨ。经筛选、优化后，确定
鼠李糖乳杆菌的试验培养基为：蛋白胨１００ｇ·Ｌ－１、
牛肉浸粉 ８０ｇ·Ｌ－１、酵母粉 ７０ｇ·Ｌ－１、硫酸锰
００５ｇ·Ｌ－１、硫酸镁０１ｇ·Ｌ－１、柠檬酸铵２０ｇ·
Ｌ－１、磷酸二氢钾３０ｇ·Ｌ－１、无水磷酸氢二钠５０ｇ·
Ｌ－１；金黄色葡萄球菌的试验培养基为：蛋白胨１００ｇ·
Ｌ－１、牛肉浸粉３０ｇ·Ｌ－１、氯化钠５０ｇ·Ｌ－１、磷酸二氢
钾３０ｇ·Ｌ－１、无水磷酸氢二钠５０ｇ·Ｌ－１。
３２２　考察高、低剂量组和辅料组对金黄色葡萄球
菌的作用　高剂量组：取乳酸菌素颗粒（含乳酸菌素
约５ｇ），研细，加入到５０ｍＬ培养基中；低剂量组：取
乳酸菌素颗粒（含乳酸菌素约１ｇ），研细，加入到５０
ｍＬ培养基中；阳性对照组：培养基５０ｍＬ；辅料对照
组：取辅料约７５ｇ，相当于高剂量组中所含的辅料
量，加入到５０ｍＬ培养基中。

每组接入含金黄色葡萄球菌１０６～１０７／ｍＬ的悬
液０５ｍＬ，进行致病菌的抑制试验；另取４组（包括
阳性对照组），每组接入含鼠李糖乳杆菌１０６～１０７／
ｍＬ的悬液０５ｍＬ，进行益生菌的促生长试验。充分
混匀后，置３７℃恒温振荡培养箱中，１８０ｒ·ｍｉｎ－１振
荡培养。在１、２５、３５、５、６５、７５、８５ｈ，取培养物
测定菌含量。以取样时间为横坐标，菌数 ｌｇ值为纵
坐标，绘制生长曲线。

３２３　试验结果　４个试验组对应的金黄色葡萄球
菌和鼠李糖乳杆菌生长曲线测定如图３所示。对数
据进行方差分析，结果见表３。

抑制试验和促生长试验各试验组菌量变化均有显

著性差异（组间Ｐ＜００１），乳酸菌素对金黄色葡萄球
菌的影响更为显著（组间Ｐ＜００１，组内Ｐ＞００５）。

采用Ｄｕｎｎｅｔｔ－ｔ检验进一步进行组间差异比较，
结果表明，辅料对金黄色葡萄球菌的生长没有明显

的抑制作用（ｔ＝０５２，Ｐ＞００５），低剂量对金黄色葡
萄球菌有抑制作用（ｔ＝４０２，Ｐ＜００１），高剂量抑制
作用强于低剂量（ｔ＝３７１，Ｐ＜００１）；辅料和低剂量
对鼠李糖乳杆菌的生长没有明显的抑制或促进作用

（ｔ＝１０８，Ｐ＞００５；ｔ＝０３４，Ｐ＞００５），高剂量组对
鼠李糖乳杆菌的生长产生了抑制作用（ｔ＝５２６，
Ｐ＜００１）。
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图３　金黄色葡萄球菌（Ａ）和鼠李糖乳杆菌（Ｂ）生长曲线

Ｆｉｇ３　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ（Ａ）ｏｒＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｈａｍｎｏｓｕｓ（Ｂ）

表３　各试验组抑制试验结果的方差分析
Ｔａｂ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｅａｃｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

菌种　　　　

（ｓｔｒａｉｎ）　　　

变异来源　　　

（ｓｏｕｒｃｅｓｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ　　　　

变异

（ＳＳ）

自由度

（υ）

均方

（ＭＳ）
Ｆ Ｐ

金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ） 处理间（ｂｅｔｗｅｅｎ－ｃｏｌｕｍｎ） ８５１３ ３ ２８３８ ２５６５ ＜００１

区组间（ｉｎｔｒａ－ｇｒｏｕｐ） ４８７ ７ ０７０ ０６３ ＞００５

误差（ｅｒｒｏｒ） ２３２４ ２１ １１１

总（ｔｏｔａｌ） １１３２４ ３１

鼠李糖乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｈａｍｎｏｓｕｓ） 处理间（ｂｅｔｗｅｅｎ－ｃｏｌｕｍｎ） ５４８ ３ １８３ １３２７ ＜００１

区组间（ｉｎｔｒａ－ｇｒｏｕｐ） １４３４ ７ ２０５ １４８８ ＜００１

误差（ｅｒｒｏｒ） ２８９ ２１ ０１４

总（ｔｏｔａｌ） ２２７１ ３１

　　根据上述试验结果，高剂量对鼠李糖杆菌表现为抑
制作用，不适于体外活性的一致性试验研究。选择２％

的含量进行试验，各组试验微生物的菌数ｌｇ值及生长曲
线测定如图４所示。对２组数据进行方差分析，见表４。
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图４　不同产品中金黄色葡萄球菌（Ａ）和鼠李糖乳杆菌（Ｂ）生长曲线

Ｆｉｇ４　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ（Ａ）ｏｒＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｈａｍｎｏｓｕｓ（Ｂ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｄｕｃｔｓ
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表４　不同厂家产品抑制试验数据的方差分析
Ｔａｂ４　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｔｅｓｔｄａｔａｆｏｒｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ

菌种　　　　

（ｓｔｒａｉｎ）　　　　

变异来源　　　　

（ｓｏｕｒｃｅｓｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ　　　　

变异

（ＳＳ）

自由度

（υ）

均方

（ＭＳ）
Ｆ Ｐ

金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ） 处理间（ｂｅｔｗｅｅｎ－ｃｏｌｕｍｎ） ０３６ ３ ０１２ ２９６ ＞００５

区组间（ｉｎｔｒａ－ｇｒｏｕｐ） １６５ ７ ０２４ ５９０ ＜００１

误差（ｅｒｒｏｒ） ０８４ ２１ ００４

总（ｔｏｔａｌ） ２８５ ３１

鼠李糖乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｈａｍｎｏｓｕｓ） 处理间（Ｂｅｔｗｅｅｎ－ｃｏｌｕｍｎ） ０２５ ４ ００６ ２５８ ＞００５

区组间（ｉｎｔｒａ－ｇｒｏｕｐ） ３２３３ ７ ４６２ １９０７５ ＜００１

误差（ｅｒｒｏｒ） ０６８ ２８ ００２

总（ｔｏｔａｌ） ３３２６ ３９

　　结果表明，４个厂家的产品对金黄色葡萄球菌的
生长抑制能力没有显著性差异（组间 Ｐ＞００５）；对
鼠李糖乳杆菌的作用无明显差异，与阳性对照基本

一致（组间Ｐ＞００５）。
４　讨论

体外活性试验表明，乳酸菌素对金黄色葡萄球

菌等致病菌有较强的抑制作用，具体表现为抑菌圈

的产生或培养物中活菌数的快速下降。但是，对于

鼠李糖乳杆菌，却并未表现出预期的作用效果，如对

数期前移、活菌数增加等直观的加速增殖现象，高剂

量组甚至对鼠李糖乳杆菌产生了抑制作用。

究其原因，一方面，对益生菌的促生长作用表象

并无明确定论，不同的生长环境其表现形式可能不

同［１５－１６］。本次试验主要关注不同组样品体外活性

的一致性，尽量将药物因素作为主导处理因素，有效

控制非处理因素。如果过度关注鼠李糖乳杆菌的促

生长效果而施加了过多非处理因素，则可能会对药

物因素的处理结果造成掩盖。

另一方面，体外试验纯培养环境与复杂的体内

环境有较大差异。实际在肠道内或模拟肠道环境的

共培养条件下，２种或多种微生物共存时，乳酸菌素
虽未直接刺激鼠李糖乳杆菌菌体细胞的增殖，但是

有效抑制了金黄色葡萄球菌，鼠李糖乳杆菌繁殖速

度则相对加快，逐渐形成竞争优势，产生更多的活性

成分，加速有害菌的衰亡。詹扬等［１７］通过动物试验

证明，乳酸菌素可以快速调整抗生素致腹泻小鼠的

肠道菌群紊乱，抑制或杀灭腹泻相关菌属，增加肠道

益生菌丰度。Ｓｏｎｇ等［１８］采用体外共培养法证实，鼠

李糖乳杆菌在２５×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１的浓度下，可以有
效抑制大肠埃希菌生物膜的形成并且干扰成熟的生

物膜，从而达到抑制致病菌生长的作用。因此，本次

试验结果总体符合乳酸菌素颗粒的药理作用特点。

目前，国内用于临床的肠道菌群调节类药物，

除了上述以乳酸菌素为代表的微生物代谢产物类

产品外，还有微生态活菌制品、中成药、药物与益生

菌的组合制剂等等。药物对于菌群的调节机制复

杂，很难通过单一的检测方法或组分分析评价其活

性。现有的研究多集中在动物试验上，给药后采集

动物肠壁组织或粪便，根据肠道微生物宏基因组变

化情况［１９－２０］，评价药物对肠道菌群的影响。但是，

动物肠道微生物与人体有很大不同，且试验受个体

差异、样本量、试验时间、判定标准等因素影响，动

物试验的结果对于药物活性评价的意义较为有限。

本文采用人体肠道中常见的致病菌和有益菌作为

试验对象，虽然研究对象较单一，但是，也避免了其

他因素的干扰，将药物因素作为主导处理因素，评

价指标明确，适合于开发为标准化的检测方法。

根据各类人群肠道微生物特点，本研究将继续

筛选有代表性的有益菌、中性菌和有害菌，增加试验

菌株的种类，设计多菌种混合培养装置［２１］，把肠道中

较有代表性且易于受到药物或菌群变化影响的微生

物作为指标微生物，在维持药物作为主导处理因素

的同时，进一步完善评价方法。
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