
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(5): 1402 −1410

双荧光探针分子两步标记益生菌在肠道原位活性分析研究

陈 荧 1, 李 琳 1, 陈国平 1, 李 佩 1, 谢智勇 2, 廖琼峰 1*
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摘要: 有效补充益生菌可有益肠道健康, 但是益生菌在肠道原位活性的分析却鲜有报道。本研究通过将异硫氰

酸荧光素 (FITC) 和 5(6)-羧基四甲基罗丹明琥珀酰亚胺酯 [5(6)-TAMRA-SE] 分别与D-赖氨酸进行偶联, 获得了两

种颜色的荧光D-氨基酸 (fluorescent D-amino acids, FDAAs) 探针: 绿色探针 (fluorescein-D-lysine, FDL) 和红色探针

(TAMRA-D-lysine, TDL), 并尝试对嗜酸乳杆菌 (Lactobacillus acidophilus, LA)、干酪乳杆菌 (Lactobacillus casei, LC)

和韦荣球菌 (Veillonella atypica, VA) 3种益生菌进行了体外标记。随后将FDAAs应用到小鼠肠道菌群标记, 建立方

法考察了 3种常用益生菌口服定植存活情况。所有动物实验方案经由广州中医药大学动物伦理委员会审查通过。

结果表明, 合成的两种FDAAs可以无毒且完全对 3种益生菌进行体外标记; 通过FDAAs两步标记口服益生菌可知,

LA存活率较高为 92.30% ± 1.67%, LC和VA的存活率相近, 分别为 84.13% ± 4.06%、82.27% ± 2.43%。本研究可通

过快速比较不同益生菌在体内定植存活率的变化, 为益生菌在肠道原位定植活性提供理论支撑, 同时对临床益生菌

合理用药具有指导作用。
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Abstract: Effective supplementation of probiotics can be beneficial to intestinal health, but in situ analysis of

probiotics activity has rarely been reported. In this study, by coupling fluorescein 5-isothiocyanate (FITC) and 5(6)-

carboxytetramethylrhodamine N-succinimidyl ester (5(6)-TAMRA-SE) with D-lysine, two fluorescent D-amino ac‐

ids (FDAAs) probes were obtained: green probe (fluorescein-D-lysine, FDL) and red probe (TAMRA-D-lysine,

TDL). Then, we tried to label the three kinds of probiotics, Lactobacillus acidophilus (LA), Lactobacillus casei

(LC) and Veillonella atypica (VA) in vitro. FDAAs was applied to the labeling of intestinal flora in mice, and a

method was established to investigate the oral survival rate of three commonly used probiotics. All animal experi‐

ments were approved by the Animal Ethics Committee of Guangzhou University of Chinese Medicine. The results

show that the two synthetic FDAAs can be non-toxic and 100% for the in vitro labeling of the three probiotics.

Known by FDAAs two-step labeling of oral probiotics, the high survival rate of LA was 92.30% ± 1.67%. The

survival rates of VA and LC are similar, 84.13% ± 4.06% and 82.27% ± 2.43%, respectively. This study can quickly

compare the changes of colonization survival rate of different probiotics in vivo, provide theoretical support for the

in situ colonization activity of probiotics in the intestine, and guide the rational drug use of clinical probiotics.
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益生菌被广泛定义为“当给予足够剂量时对宿主

有益的活微生物”。大量研究表明, 益生菌能够对机体

产生多种有益作用, 如调整肠道微生态平衡、提高消化

酶活性、促进动物器官生理机能成熟和增强机体免疫

等[1-3]。随着近年来对益生菌研究的不断深入, 益生菌

在治疗方面也产生显著的疗效, 例如可以抑制肠道病

原体[4], 缓解便秘[5]和腹泻[6], 抑制癌细胞和肿瘤生长

等[7,8]。尽管大量证据表明益生菌的优势作用, 但只有

少数研究涉及益生菌在胃肠道中的迁移和定植, 其具

体的定植存活率研究尚在起步阶段[9]。究其原因, 很

大程度上是由于标记策略的局限性。目前, 关于细菌

的迁移和定植的具体信息 , 研究较为前沿的是 Wang

等[9,10], 详细解释了体内细菌的生长分裂模式以及整体

菌群移植特性, 但其尚未关注常见益生菌定植到体内

后的具体定植活性。

目前, 益生菌定植活性的研究方法主要分为体外

模拟实验和体内定植活性研究。体外模拟实验主要是

通过细菌对肠上皮细胞的黏附实验和胃肠道模拟实验

来评估细菌的定植潜力[11], 但忽略了机体先天免疫反

应和肠道复杂的微生物群环境[12]。体内定植活性研究

主要有平板计数法、聚合酶链式反应 (PCR)、荧光标记

法等[12,13]。平板计数法是传统的细菌生存能力衡量的

标准方法, 但是肠道细菌能培养者尚在少数, 且不能实

时获取实验结果, 往往实验周期较长。荧光定量 PCR

可以对细菌进行定量分析, 结果较为准确, 但 PCR需

要设计特异性引物, 只能反映某种特定菌株基因存在

多少的情况, 其结果并不能区分细菌的死活情况。

近年来, 荧光标记技术的发展对益生菌体内追踪

提供了很好的技术支持。目前益生菌的在体分析中,

广泛应用的荧光标记策略, 主要可以分为基于基因工

程细菌或标记在细菌表面的化学探针标记[14]。基因工

程中使用的报告基因包括荧光蛋白基因[15]和生物发光

基因 (荧光素酶)[16], 但荧光素酶和大多数荧光蛋白需

要在有氧条件下才能产生荧光信号或促进生色团的成

熟, 而肠道中的低氧环境会严重影响它们在体内对细

菌成像的用途[17]。化学标记策略上, 有研究运用生物

正交点击化学技术对细菌自身合成细菌壁所需的糖进

行叠氮基修饰, 使菌体新合成的细菌壁连接上叠氮基,

通过铜催化反应实现与荧光基团的偶联, 进而达到荧

光标记的目的[9,18]。但传统点击化学反应一般需要在

铜催化下进行与荧光基团的连接反应, 不仅过程繁琐

且会对细菌产生毒害作用, 不利于下一步研究。细胞

增殖示踪荧光探针 (CFDA-SE) 也是一种简单的化学

标记策略[19], 且其优势是只对活细胞进行荧光标记, 且

荧光均匀稳定, 但这种探针无法区分细菌与细胞, 不能

直接用于生物体内的细菌活性检测。

荧光D-氨基酸 (fluorescent D-amino-acids, FDAAs)

是一种根据细菌细胞壁的主要成分肽聚糖 (peptido‐

glycan, PG) 在合成过程中需要D-氨基酸, 设计出的能

在细菌自身生长过程中被利用从而实现菌体成像的探

针[20]。D-氨基酸具有非常高的生物相容性, 动物体内

基本不利用D-氨基酸, 其只在细菌、植物体等细胞壁

合成过程中被利用[21], 故其与荧光基团结合后, 可在体

内定位。因此作者推测能否利用这种探针直接对益生

菌在肠道原位定植活性进行检测。同时由于各种益生

菌的菌体大小不一, 至今关于益生菌定植活性的研究

中较少考虑是否会与菌体大小有关[22], 故本研究中选

取的 3种益生菌均代表了大部分益生菌的菌体大小。

嗜酸乳杆菌 (Lactobacillus acidophilus, LA) 作为经典

的几种益生菌之一, 菌体约 1～6 μm代表了大部分杆

菌的大小; 韦荣球菌 (Veillonella atypica, VA) 作为新兴

明星菌代表了较小的一类球菌; 干酪乳杆菌 (Lactoba‐

cillus casei, LC) 菌体较大 , 约 10～20 μm 代表了细菌

中菌体较大的一类, 以 3种尺寸为代表性的益生菌来

评估该法研究益生菌在肠道定植活性的可行性。

本研究成功建立了一种基于FDAAs标记的考察口

服益生菌在肠道原位定植活性的方法。即先用红色探

针 (TAMRA-D-lysine, TDL) 体外标记益生菌口服灌胃给

小鼠后 , 再灌胃绿色探针 (fluorescein-D-lysine, FDL),

则灌胃后存活下来的益生菌会被标记上绿色。本文利

用该法考察了口服益生菌的肠道原位定植活性。

材料与方法

仪器 400 MHz 核磁共振波谱仪 (瑞士Bruker公

司); 荧光分光光度计 (日本 Hitachi公司); CO2培养箱

(新加坡 ESCO 科技有限公司); 多功能酶标仪 (美国

Bio-rad 公司); BX53 荧光显微镜 (日本 Olympus 株式

会社); 冰冻切片机 (美国 Thermo Fisher科技公司); 激

光共聚焦显微镜 (德国Zeiss公司); 流式细胞仪 (美国

Agilent科技有限公司)。

试剂 异硫氰酸荧光素 (FITC) 和二异丙基乙胺

(DIPEA), 上海凛恩科技发展有限公司; 5(6)-羧基四甲

基罗丹明琥珀酰亚胺酯 [5(6)-TAMRA-SE], 上海毕得

医药科技股份有限公司; N(α)-Boc-D-赖氨酸 (Boc-D-
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Lys-OH) 及N,N-二甲基甲酰胺 (DMF), 上海阿拉丁生

化科技股份有限公司; 乙酸乙酯及二氯甲烷, 天津致远

化学试剂有限公司; 三氟乙酸, 上海麦克林生化科技有

限公司; 二甲基亚砜, 美国Mpbio公司; MRS培养基及

BHI培养基, 青岛海博生物技术有限公司; 琼脂糖, 美

国Sigma公司。

菌种 LA (CICC6096)、LC (CICC6117) 购自中国

工业微生物菌种保藏管理中心, VA (ATCC17744) 购自

美国菌种保藏中心。

动物 雄性 SPF级C57BL/6小鼠, 体重 18～22 g,

由珠海百试通生物科技有限公司提供 , 许可证号

SCXK (粤) 2020-0051; 实验期间饲养于广州中医药大

学动物中心, 环境级别为SPF级, 实验单位使用许可证

号为 SYXK (粤) 2018-0085。本实验获得广州中医药

大学动物伦理委员会批准 (批准号: 20200918002)。

FDAAs 的合成与纯化表征 取 13.2 mg Boc-D-

Lys-OH (0.054 mmol) 和 20.7 mg 5(6) -TAMRA-SE

(0.038 mmol) 于含有 0.8 mL DMF 及 10 μL DIPEA 的

圆底烧瓶中, 用磁力搅拌器在无氧条件下室温反应过

夜 (18 h); 产物与 10 mL 1∶1的TFA∶DCM溶液继续反

应30 min; 即得TDL粗产物[23]。

取 30.1 mg FITC (0.078 mmol) 和 23.7 mg Boc-D-

Lys-OH (0.094 mmol) 于含有 1.5 mL DMF的圆底烧瓶

中, 用磁力搅拌器在无氧条件下室温反应 4 h; 产物与

10 mL 1∶1 的 TFA∶DCM 溶液继续反应 30 min; 即得

FDL粗产物[23]。

使用制备液相在 C18柱 (250 mm × 10 mm) 上对

各粗产物进行纯化, 流动相A为含 0.05% TFA的乙腈,

流动相B为含0.05% TFA的水, 流速为5 mL·min-1; 其中

TDL流动相比例为A∶B = 50∶50, 检测波长为 555 nm,

FDL流动相比例为 A∶B = 30∶70, 检测波长为440 nm。

采用核磁共振法进行化合物结构表征, 荧光分光

光度计法扫描产物的荧光吸收, 对TDL和FDL的荧光

光谱进行表征。

益生菌的培养与体外标记 在饱和湿度的CO2培

养箱中对各益生菌进行培养 (37 ℃, 5% CO2), 其中LA

和 LC 培养基为 MRS 肉汤 , 而 VA 培养基为含乳酸的

BHI肉汤, 且需在厌氧袋中进行培养。

将 FDAAs溶解在DMSO中配制成适宜浓度的母

液, 在 0.99 mL处于对数生长期的菌液中加入 10 μL的

FDAAs母液, 使其终浓度为 0.3 mmol·L-1并充分混匀,

继续培养 3 h后取出菌液, 离心 (5 000 r·min-1, 5 min),

弃上清液 , 沉淀加入 1 mL 70% 的乙醇重悬后在冰上

固定 10 min, 离心 (5 000 r·min-1, 5 min), 弃上清液, 用

2×1 mL 的无菌 PBS 洗涤 , 沉淀重悬在 1 mL 的无菌

PBS 里作为待测菌液 , 进行下一步镜检或者流式测

定。如进行体内定植研究, 则无需固定, 将菌液分装为

1×108 CFU·mL-1即可。

FDAAs的细菌毒性 为了考察FDAAs对细菌生长

的影响 , 用终浓度为 0.125、0.3、0.5、1、2 和 3 mmol·L-1

的 FDAAs 与不同菌共同孵育 12 h 后取出菌液 , 离心

(5 000 r·min-1, 5 min), 弃上清液, 用2×1 mL的无菌PBS

洗涤后 , 沉淀重悬在 1 mL 的无菌 PBS 里作为待测菌

液, 各吸取 0.2 mL于 96孔板中利用酶标仪测量OD600

值, 实验重复3次, 取平均值。

肠道菌群标记 给予C57BL/6小鼠灌胃0.2 mL浓

度为 3 mmol·L-1的 FDAAs溶液, 4 h后即完成标记, 颈

椎脱臼处死小鼠, 根据参考文献[24]选取盲肠及其内容物

放入 1 mL无菌 PBS中剪碎; 用 100 μm细胞筛过滤除

去大部分非细菌碎片; 收集滤液, 离心 (15 000 r·min-1,

2 min), 弃上清液, 沉淀加入 1 mL 70% 的乙醇重悬后

在冰上固定 10 min, 离心 (15 000 r·min-1, 2 min), 弃上

清液, 再用 2×1 mL的无菌PBS洗涤, 沉淀重悬在 1 mL

的无菌PBS里作为待测菌液。

益生菌在体定植活性研究 将含有1×108 CFU·mL-1

的 TDL 标记菌液离心 (5 000 r·min-1, 5 min), 弃上清

液, 再用 0.2 mL的无菌PBS重悬, 给小鼠进行灌胃; 等

待 2 h后, 每只小鼠再次给予浓度为 3 mmol·L-1的FDL

溶液 0.2 mL, 经过 4 h的标记后颈椎脱臼处死, 提取菌

液待测。

荧光显微镜观察标记菌 称取 0.1 g琼脂糖于含

有 10 mL无菌 PBS (pH 7.0) 的烧杯中, 加热至琼脂糖

完全融化; 吸取 0.2 mL滴在显微镜载玻片中间, 迅速

将盖玻片放在此液滴的顶部向下按压以形成琼脂糖垫

层; 观察前取下盖玻片, 在琼脂糖垫上滴加 10 μL的菌

液, 重新盖盖玻片后使用BX53荧光显微镜进行观察。

荧光标记强度与标记率 使用ACEA Quanteon流

式细胞仪选取对应荧光通道对标记菌进行检测, 每个

样本收集 20 000个事件, 使用 Flowjo软件 (V10.0.8rl)

进行数据分析以得到标记率。

统计学分析 应用 IBM SPSS 21.0统计软件进行

数据分析。计量资料均符合正态分布, 以均值±标准

差 (
-
x ± s) 的形式进行统计学描述。采用单因素方差

分析 (one-way ANOVA), 方差齐时以 Tukey 法进行组

内两两比较, 方差不齐时以 Dunnett's T3法进行分析,

以P < 0.05表示差异具有统计学意义。

结果

1 FDAA的表征与体外标记益生菌

1.1 FDAA的结构表征 对纯化后各产物进行了NMR
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数据采集 , TDL, 1H NMR (400 MHz, MeOD-d4): δ =

8.76 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 8.26 (dd, J = 7.9, 1.8 Hz, 1H),

7.54 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 9.5 Hz, 2H), 7.07

(dd, J = 9.5, 2.4 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 3.91

(t, J = 6.4 Hz, 1H), 3.51 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 2.05～1.89

(m, 2H), 1.77 (dt, J = 14.8, 7.4 Hz, 2H), 1.65～1.49 (m,

2H), 1.24～1.12 (m, 2H)。13C NMR (100 MHz, MeOD-

d4): δ = 172.3, 160.8, 159.1, 158.9, 137.6, 131.9, 131.1,

115.5, 114.7, 97.5, 54.2, 40.9, 40.6, 32.2, 30.2, 23.2。

FDL, 1H NMR (400 MHz, MeOD-d4) δ = 7.92 (d,

J = 8.4 Hz, 1H), 7.84 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.42 (s, 1H),

6.69 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 6.66 (s, 2H), 6.56 (dd, J = 8.7,

2.4 Hz, 2H), 3.84 (t, J = 6.1 Hz, 1H), 3.59 (s, 2H), 2.03～

1.91 (m, 1H), 1.91～1.78 (m, 1H), 1.73～1.59 (m, 2H),

1.59～1.41 (m, 2H)。 13C NMR (100 MHz, MeOD-d4)

δ = 155.3, 131.1, 130.9, 129.6, 126.3, 122.0, 114.9, 112.7,

103.5, 53.9, 45.0, 31.3, 30.7, 29.5, 23.4。

通过分析对比与查阅的文献[23]相符合, 证明成功

合成了TDL与FDL。

1.2 FDAA 的荧光光谱 用荧光分光光度计对各产

物的PBS溶液进行荧光光谱扫描, TDL的最大Ex/Em =

550/582 nm, FDL的最大Ex/Em = 460/526 nm。

1.3 镜下观察FDAA标记菌 使用BX53荧光显微镜

对各FDAAs分别标记的LA、LC和VA进行观察, 如图

1 所示 , 可清楚看到细菌形态及其 PG 合成的活跃位

点。LA呈较短杆状, 末端呈圆形, PG合成活跃在中部

横膈, 可见一端呈现明亮荧光的菌体, 推断其分裂方式

为常见二分裂; LC菌体较大, 呈链状, 易断裂, 连接处

PG 合成横隔或呈交叉状; VA 为极小的球菌 , 分裂时

PG在球体中部大量合成, 逐渐变化为葫芦状相连接的

两个菌体。

1.4 FDAAs标记率 使用流式细胞仪对FDAAs对菌

的标记率进行了检测 , 从图 2 的流式图中可以看到 ,

TDL与 FDL在体外标记的 3种益生菌, 均能与未经标

记的菌完全分开, 达到100%的标记率。

1.5 FDAAs的细菌毒性 考察了一系列浓度下FDAAs

对益生菌生长的毒性 , 对各菌标记 12 h 后测量 OD600

值, 结果各浓度组与正常组相比, 细菌生长速率差异无

统计学意义 (P > 0.05), 证明了FDAAs的安全性。

2 益生菌肠道原位标记方法建立

FDAAs只对存在代谢能力的活菌进行标记, 故可

以利用此原理用两步标记法对益生菌活性进行检测。

第一步为在体外用红色的TDL对益生菌进行标记; 第

二步为益生菌口服灌胃后, 再灌胃绿色的 FDL对存活

下来的益生菌进行标记, 从而实现其活力检测。由于

TDL自身较高的激发波长, 不仅可以在体内长时间地

稳定存在, 对细胞的光损伤也可以达到最少, 因此在中

放在首位, FDL则放在后位。

2.1 肠道菌群单色标记镜下观察 首先对肠道菌群

进行单色标记, 确保探针在小鼠体内能普遍标记上细

菌。对分别经 FDL和 TDL标记的肠道菌群镜下观察

可以看到, TDL、FDL均可清楚展现肠道细菌形态及其

PG合成和活跃位点 (荧光较亮处), 与明场下的细菌图

层叠加可以看出较高的标记率, 如图3。

Figure 1 Lactobacillus acidophilus (LA), Lactobacillus casei (LC) and Veillonella atypica (VA) marked by fluorescent D-amino-acids

(FDAAs). The arrow points to the peptidoglycan (PG) active site and the white box is the extended region. TDL: TAMRA-D-lysine; FDL:

Fluorescein-D-lysine
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2.2 益生菌双色标记镜下观察 为了确保两步标记

法可以在菌体上实现双重标记, 在体外培养的益生菌

上进行了双色标记的实验, 即先进行TDL的标记后再

进行FDL的标记。图4可以看到, 3种菌均呈现出良好

的标记效果, 菌体红色部位为先一步合成的 PG, 而绿

色部位代表后来新合成的PG。流式图对未标记、TDL

标记、FDL 标记以及 TDL&FDL 先后标记的 3种益生

菌进行检测, 可以实现明显的分群, 表明可以利用此方

法进行益生菌活性检测。

2.3 肠道菌群双色标记镜下观察 对小鼠体内菌群

进行双色标记实验, 即首先灌胃TDL标记肠菌后再灌

胃FDL进行第二次标记, 提取肠道菌群镜下观察, 图 5

展示了肠道中大小形状不一的多种细菌, 如球菌 (图

5A)、杆菌 (图 5B)、弧菌 (图 5E) 等 ; 菌体颜色表示了

PG合成的先后顺序, 即红色为先前合成的PG, 绿色为

之后合成的, 因此可以推断出不同细菌的生长分裂方

式, 如典型的在菌体中部合成隔膜进行分裂 (图 5A、C)

和形成茎/芽进行分裂的 (图 5H)。还观察到一些菌的

PG合成顺序和方式, 如图 5C、D完全相反的 PG合成

顺序; 图 5B在菌体中部与其中一端的中部同时进行新

PG合成; 图 5E的整体扩散合成; 图 5F则仅从端点进

行合成; 图 5G、I则相间进行合成呈现出分段效果[10]。

此镜下观察肠道细菌的双色标记得到了与体外益生菌

双色标记类似的结果, 说明该法可用于短时间内对普

通细菌的活性检测。

2.4 肠道菌群FDL标记率 为使 FDL灌胃小鼠可达

到最优的标记率 , 故探究其最佳标记浓度和标记时

间。使用浓度分别为 0.25、0.5、1、2 和 3 mmol·L-1 的

FDL对小鼠肠道菌群进行标记 4 h, 对菌群的荧光强度

进行流式检测发现 , 浓度由低到高的标记率分别为:

56.53% ± 0.68%、68.73% ± 3.17%、84.63% ± 1.00%、

85.33% ± 2.03%和91.27% ± 0.07% (n = 3,
-
x ± s)。随着

标记浓度升高, 盲肠菌群荧光强度逐渐增加, FDL标

记率也呈上升趋势, 到 3 mmol·L-1时对菌群标记率可

以达到 91.27% ± 0.07%, 推测不能被标记的小部分菌

已经失去代谢活性或者在生长分裂过程中并不依赖

D-赖氨酸。

使用浓度为 3 mmol·L-1的 FDL 对小鼠标记 1、2、

4、6 和 8 h 后取盲肠菌群进行流式分析 , 标记率依次

为: 4.30% ± 0.50%、67.73% ± 1.14%、92.50% ± 0.10%、

92.57% ± 0.31%和94.33% ± 0.15% (n = 3,
-
x ± s)。随着

时间延长, 菌体荧光强度及标记率逐渐增加, 但由于4 h

后再延长时间标记率变化不大, 因此后续体内实验采

取3 mmol·L-1 FDL对肠道菌群标记4 h。

3 不同种益生菌体内原位定植活性分析

3.1 镜下观察灌胃后存活的 LA、LC、VA 图 6展示

了经两步法标记后显示的肠道存活下来的 LA、LC、

VA, 其中菌体只标记为红色的说明 3种益生菌灌胃后

在第 2次绿色的探针标记之前, 菌体已经死亡。有研

究表明细菌体外标记 FDAAs后在富含营养的培养基

Figure 2 FDAAs labeling rate of LA, LC and VA. Con: Control

group

Figure 3 Intestinal flora labeled by FDAAs. The arrow points to the PG active site. DIC: Differential interference contrast
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Figure 4 Two-color labeling of probiotics. A: Sequential labeled bacteria by TDL and FDL. The arrow points to the PG active site and the

white box is the extended region. B: Flow cytometry of labeled bacteria

Figure 5 Sequential labeled intestinal flora. The arrow points to the PG active site and the white box is the extended region. A: Coccus; B:

Bacillus; A and C: Diaphragm division; C and D: Opposite sequence of PG synthesis; E: Vibrio; F: Synthesis of PG from the end point; G

and I: Synthesize PG in segments; H: Budding
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中培养 6～8 h, 则菌体的标记基本被代谢清除; 而直接

灌胃探针体内标记则 24 h后仍然可以观察到荧光信

号[18]。由图 6可以看出 3种菌在体内的生长方式与体

外相同, 但生长速率与体外相比大大降低, 故可能是由

于体外培养时所用培养基营养丰富且无其他细菌竞争

生存位点, 而体内由于其他菌群与之竞争生存位点, 同

时还有机体先天免疫的干扰[12]等, 导致细菌的生长代

谢较为缓慢。

3.2 LA、LC、VA肠道原位定植活性对比 如图 7B所

示, 对3种益生菌在盲肠菌群的占比进行比较发现, VA

占比最高, 达到 9.21% ± 1.23%, LC为 1.37% ± 0.31%,

LA为 3.60% ± 0.35%。如图 7C所示, 对益生菌灌胃后

在肠道内的存活率进行比较发现, LA 的存活率可达

92.30% ± 1.67%, 而LC和VA分别只有84.13 % ± 4.06%、

82.27% ± 2.43%。由于VA是球菌, 菌体不到 1 μm, 故

在肠道中更容易镶嵌于绒毛中留存下来, 因而占比较

高; LC菌体 10～20 μm左右, 菌体较大, 易断裂, 导致

菌体活力下降, 黏附力不足, 故易排出体外且存活率较

低; LA菌体中等, 符合大部分细菌菌体的大小, 且其本

身可产生酸性物质, 具有较强的黏附性, 故能快速适应

消化道的环境, 从而更好地存活下来[22]。由上述结果

可知, 菌体大小的差异可能对益生菌在体内定植占比

有一定的影响, 而其活性情况则更可能与益生菌在体

内的适应程度有关。

讨论与结论

PG是原核生物特有细胞壁成分, 一般由 4或 5个

D-氨基酸短肽与聚糖链交联形成的大分子复合物[25]。

在细菌的生长分裂过程中, 糖基化酶和肽酶把PG结构

中的聚糖链和肽交联结构裂解, 利用游离的糖、氨基酸

等合成新的结构以实现扩增[26]。故可以利用游离的

D-氨基酸直接与荧光基团结合获得FDAAs, 当细菌生

长分裂时则会利用这些FDAAs结合到PG中。早前已

有研究证明细菌可以特异性利用荧光标记的D-氨基

酸而荧光标记的 L-氨基酸则没有被利用[27], 说明

FDAAs可以在细菌合成中特异性被L,D-转肽酶识别。

同时D-氨基酸具有高度的生物相容性, 动物体内基本

不吸收D-氨基酸, 除了胃肠道的细菌利用以外可以快

速排出体外, 故可以利用FDAAs直接标记肠菌用于定

位活性检测。

本研究在利用 FDAAs过程中发现单色标记益生

菌只能得出灌胃进去的益生菌在肠道中的定位情况,

其益生菌的具体定植活性情况仍未可知。而当利用双

色标记时, 例如在体外先用 TDL标记益生菌, 待灌胃

益生菌后一段时间再灌胃 FDL, 在胃肠道内仍存活的

益生菌就会利用 FDL这个探针, 故这类菌会带有双色

标记 , 因此可以得到益生菌在胃肠道中的具体活性

情况。

有效补充益生菌可有益肠道健康, 这是全球共识。

细菌的黏附和定植是一个动态过程, 即便补充了益生

Figure 6 LA, LC, and VA survived after gavage. The white box is the extended region
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菌, 还会随着时间推移由于胃肠道的蠕动和胆汁酸的

分泌等而逐渐下降; 而益生菌只有在定植位点达到一

定的数量, 才能成为局部优势菌发挥其作用[2]。现如

今常有的一些体外研究益生菌黏附性实验, 大部分是

直接利用益生菌测其对各种细胞的黏附性, 其黏附率

有 30%～90%左右不等[28,29], 虽然结果很可观, 但它忽

略了真实复杂肠道环境的诸多干扰因素[30,31]。而在同

属荧光标记的方法中, 如需体内跟踪观察某一特定菌

种, 大部分是基因工程菌, 需要单独特异性的设计及培

养, 其不够方便快捷[24]。

本研究成功建立了一种快速、直观、方便且无毒的

可检测活菌的方法, 揭示了时下常见的 3种益生菌补

充进入肠道后的具体定植存活情况, 3种益生菌口服

灌胃后占盲肠细菌总数的 1%～9%, 这个占比对比于

其他益生菌的体外实验结果而言不高, 说明体外实验

结果还是过于乐观的; 而对比于一些体内驻留菌占整

个肠道细菌总数的 1%～4% 而言[32]还是较为接近的,

说明该法用于考察益生菌在肠道原位定植活性的可靠

性。除此以外, 大部分研究表明益生菌活菌的效果优

于相应的死菌, 故补充益生菌时, 还应考虑其存活率问

题。而通过两步标记法我们可知, 3种益生菌口服进

入肠道后并非 100%的存活, 可能由于益生菌种类的

不同, 其对肠道的黏附力度、适应性等的不一致, 故其

存活率还是有所差异的。

由此可知当正常人体补充益生菌时, 一过性补充

难以从一个完整的平衡体系中竞争到一个生存位点,

使口服的益生菌成为优势菌发挥其应有作用。故益生

菌的补充应最好具有周期性, 争取定时、定量, 有选择

性的补充具有黏附力强、效果好、容易存活的益生菌,

例如本文研究的LA。

遗憾的是, 双荧光探针分子虽然可以实现快速标

记益生菌, 但是其FDAAs探针本身对细菌并不具备特

异性, 是一个广谱的细菌探针。虽然可以先在体外标

记目标单菌, 再结合体内另一种颜色的探针, 从而能分

析某几种单菌在体内活性; 但当细菌脱离标记环境后,

其生长分裂会重新利用新的PG, 从而逐渐把原有标记

的PG替换, 故而无法分析益生菌在体内的长期定植存

活情况[18]。

双荧光探针分子两步标记益生菌在肠道原位活性

的分析研究, 为益生菌在肠道原位定植活性提供理论

支撑, 有望进一步用于探讨其他细菌在体内定植活性

的具体机制。其可以和荧光原位杂交[10]联合应用来弥

补FDAAs不具备特异性的缺陷, 二者结合应能研究益

生菌在体内长时间的定植存活情况; 也能与组织透明

化三维成像[33]等结合, 从而进一步实现细菌在肠道的

可视化发展, 以期补充肠道“暗物质”的更多信息。
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