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应用 rep-PCR 分型技术筛选潜在治疗性乳杆菌 
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摘  要: 分离鉴定阴道弯曲乳酸杆菌并对其进行基因分型分析和产 H2O2 能力测定，初步筛选具有潜在防治女性生殖道

感染的弯曲乳酸杆菌菌株。将健康妇女阴道分泌物接种到 de Man，Rogosa and Sharpe (MRS) 培养基，分离培养乳酸杆

菌。通过 16S rRNA 序列进行乳酸杆菌分类鉴定，重复序列片段 PCR 扩增方法进行弯曲乳酸杆菌的基因分型，并进一

步采用 pH 直接测酸法和辣根过氧化物酶催化四甲基联苯胺与过氧化氢反应显色法检测了 10 株弯曲乳酸杆菌产酸和产

H2O2 能力。经过序列比对鉴定，共得到 65 株乳酸杆菌。其中，弯曲乳杆菌 Lactobacillus crispatus 19 株，詹氏乳杆菌

Lactobacillus jensenii 17 株，发酵乳杆菌 Lactobacillus fermentum 12 株；rep-PCR 分型发现不同种类的乳酸杆菌和同一

种弯曲乳酸杆菌均表现为不同的带型指纹图；10 株弯曲乳酸杆菌均产酸，其中 T22-3 和 T29-5 两株弯曲乳酸杆菌产 H2O2

量最高。结果表明个体阴道内乳酸杆菌分布具有差异，弯曲乳酸杆菌具有种内多样性，产 H2O2 丰富的 T22-3 和 T29-5
两株弯曲乳酸杆菌有可能作为防治女性生殖道感染的有益菌株。 

关键词 : 弯曲乳杆菌，基因分型，阴道菌群，过氧化氢 
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Abstract:  We selected and characterized isolates of Lactobacillus crispatus (L. crispatus) for potential preventing infections of 
the female reproductive tract. We cultured vaginal swabs from healthy volunteers on de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar and 
identified the isolates at the species level by 16S rRNA sequence and genotyped the isolates of Lactobacillus by PCR 
amplification of repetitive bacterial DNA elements (rep-PCR). Furthermore, 10 L. crispatus strains were assessed for hydrogen 
peroxide (H2O2) and acid production. Overall 65 isolates were confirmed to be Lactobacillus by sequence analogy, among them 
19 were L. crispatus, 17 were Lactobacillus jensenii and 12 were Lactobacillus fermentum. rep-PCR produced specie and 
strain-specific genomic fingerprints for the Lactobacillus isolates. The selected 10 L. crispatus isolates produced highly acidic 
environment after growth in MRS. The isolates T22-3 and T29-5 demonstrated high production of H2O2. This study indicated that 
there are individual differences with vaginal Lactobacillus colonization, and strain diversity within vaginal L. crispatus isolates, 
T22-3 and T29-5 might be candidates for restoring urogenital health environment in females. 

Keywords:  Lactobacillus crispatus, genotyping, vaginal flora, H2O2 

阴道细菌种类的变化与妇女和胎儿的健康密切

相关，阴道的有益菌和条件致病菌在种类和数量上

基本恒定，共同维持阴道微生态平衡[1]。其中，乳

酸杆菌是维持阴道正常微生态环境最常见和最重要

的有益菌[2]，在阴道微生态环境中占到 95％，而主

要的乳酸杆菌占到 50％~80％[3-4]，它分解阴道粘膜

上皮细胞内的糖原产生乳酸和过氧化氢，使阴道保

持酸性环境 (pH 值为 3.8~4.2)，阴道的酸性环境和

过氧化氢对抑制条件致病菌的侵入和生长具有重要

的防御作用[3]。 

细菌性阴道病是育龄期妇女最为常见但又未受

重视的多细菌感染性疾病，以明显的阴道微生态环

境紊乱，乳杆菌优势地位被大量厌氧菌群替代为主

要特征[5]。细菌性阴道病是“小疾病，大麻烦”，患

者感染艾滋病和淋病的危险性明显增加；妊娠妇女

易出现妊娠并发症，如早产及绒毛膜羊膜炎等。由

于抗生素治疗细菌性阴道病效果欠佳，复发率高达

50％以上[6]，因此，调节乳杆菌制剂的研究日益引

起人们的重视，国内外一直在努力研制试图开发一

种乳杆菌生态制剂，在利用抗生素清除致病菌后，

直接补充阴道内正常生理细菌，调节阴道内菌群平

衡。 

目前，我国已有乳酸杆菌制剂产品定菌生用于

细菌性阴道病的治疗[7]，并已经取得了一定的疗效，

但尚未达到人们预期的效果，这可能与其主要成分

德氏乳杆菌并非我国妇女阴道菌群中的优势菌群有

关。近来研究提示：我国健康育龄期妇女阴道菌群

的结构相对简单，以弯曲乳酸杆菌或惰性乳杆菌占

优势[8-9]。不同的弯曲乳酸杆菌分离株可能存在基因

型的差异，本研究旨在分离鉴定阴道弯曲乳酸杆菌

并通过对其基因分型和产 H2O2 的初步研究，筛选具

有防治女性生殖道感染的弯曲乳酸杆菌菌株。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 
细菌基因组 DNA 提取试剂盒购自天根生化科

技有限公司，MRS 培养基购自美国 OXID 公司，Taq

酶购自 TaKaRa 公司，引物由上海生工生物工程有

限 公 司 合 成 ， PCR 扩 增 仪 购 自 美 国 Applied 

Biosystems 公司；电泳仪购自美国 BIO-RAD 公司，

凝胶成像仪购自美国 Alpha Innotech 公司，培养箱购

自上海博远，酶标仪购自美国 BIO-TEK，pH 计购自

意大利 HANNA 等。 

1.2  菌株 
95 例健康志愿者阴道分泌物，由卫生部北京医

院检验科提供。样本依次编号为 T1、T2、T3……

T95，接种于 MRS 培养基，37 ℃厌氧培养 24 h[10]。

每个样本随机挑选 5 个单菌落于 2 mL MRS 培养基
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中培养增菌 24 h，菌落依次编号 T1-1、T1-2、T1-3、

T1-4 和 T1-5，其余类推。扩增细菌用于细菌保种与

DNA 制备。 

1.3  rep-PCR 基因分型筛选 
为了避免对所有菌株进行测序，我们首先利用

rep-PCR 方法对分离所得菌株进行基因分型。扩增

引 物 REP1R-Dt (3′-CGGNCTACNGCNGCNIII-5′) 

和 REP2-Dt (3′-CATCCGGNCTATCNGCN-5′)[11]。

25 μL 反应体系：1×buffer，10％二甲基亚砜，上

游及下游引物各 50 pmol，dNTPs 各 1.2 mmol/L，

MgCl2 7 mmol/L，2.5 U Taq 酶，100 ng DNA 模板。

反应条件：94 ℃预变性 7 min；90 ℃变性 30 s，40 ℃

退火 1 min，65 ℃延伸 8 min，共 32 个循环；65 ℃

延伸 16 min[12]。PCR 产物用 1％凝胶电泳进行检测，

成像、比较 DNA 带型。选择具有不同带型的菌株做

下一步的 16S rRNA 基因序列分析。 

1.4  乳酸杆菌的鉴定 
采用 27F-1492R 通用引物扩增细菌 16S rRNA

基因保守区。25 μL 扩增体系包括：1×PCR 反应

缓冲液，200 μmol/L dNTPs，上游及下游引物各

0.2 μmol/L，1 U Taq DNA 聚合酶，1 μL 乳杆菌基因

组 DNA。反应条件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性

30 s，55 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 30 s，共 25 个循环；

72 ℃延伸 10 min。PCR 产物用 1％凝胶电泳检测，

阳性结果送北京诺赛公司，用 27F-1492R 进行双向

测序。将测序结果拼接后选取中间的 1 400 bp 与

NCBI 数据库比对，与参考序列一致性大于 97％则

将其归为该类乳杆菌。 

1.5  H2O2 检测 
H2O2 标准曲线制作：首先用 100 mmol/L 哌嗪- 

N,N'-二-乙磺酸 (Piperazine-N,N_-Bis 2-ethanesulfonic 

acid，PIPES) 将 30％ H2O2 (相当于 9.128 mol/L) 储

存液稀释成 1 mol/L，再用 100 mmol/L PIPES 将

1 mol/L H2O2 分别稀释成 0、20、40、60、80、

100 μmol/L 工作液；然后分别取 100 μL 上述 H2O2

工作液与 100 μL 20 mmol/L TMB (四甲基联苯胺)、

2 μL 辣根过氧化物酶 (1 mg/mL) 混合，16 ℃孵育

10 min，测量 OD630 值。H2O2 浓度标准曲线：

y=0.0033x−0.0496，R2=0.992。乳杆菌液体培养 H2O2

浓度检测：挑取乳杆菌单菌落，接种 1 mL 培养 48 h

的菌液于 10 mL MRS 液体培养基中，37 ℃静置培养

21 h 后，转换为振荡培养 3 h，振速为 220 r/min，然

后 12 000 r/min 离心 2 min，取 100 μL 菌液上清检测

H2O2，根据标准曲线，计算 H2O2 浓度[13]。 

1.6  pH 检测 
将活化的乳酸杆菌以 5％比例接种 MRS 培养基 

(pH 6.3) 中，37 ℃培养。用 TECAN infinite M200

酶标仪与意大利 HANNA 精密酸度计每隔 12 h 测其

OD630 与 pH 值，以 H+浓度与 OD630 比值计算单位

菌体密度产酸量。 

2  结果与分析 

2.1  菌株鉴定 
实验收集了 95 例样品，其中 6 例培养失败，剩

余 89 例样品经过 MRS 平板培养，挑取 445 个单克

隆进行 MRS 液体培养及 DNA 提取；随后 rep-PCR

基因分型筛选得到 85 个具有不同带型的菌株；再

进一步通过 16S rRNA 测序比对，最后确认 65 株

乳酸杆菌。表 1 为测序分析结果，其中，L. crispatus 

19 株，L. jensenii 17 株，L. fermentum 12 株，主要

菌株与文献报道相符[14]。 

2.2  rep-PCR 基因分型带型图谱比较 
人体阴道环境的乳酸杆菌的分布具有复杂性和

多样性，T49 号阴道环境中乳酸杆菌种类单一，如 

 
表 1  65 株乳酸杆菌分布情况 
Table 1  Distribution of 65 Lactobacillus isolates  

Species Number Species Number 

L. crispatus 19 L. fermentum 12 

L. jensenii 17 L. gasseri 5 

L. acidophilus 4 L. mucosae 2 

L. agilis 1 L. delbrueckii 3 

L. casei 1 L. salivarius 1 

Data are number of the Lactobacillus. 
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图 1 所示：随机挑选的 5 个乳酸杆菌菌株带型图谱

一致，说明其中主要含一种乳酸杆菌。与此不同，

有的样本分离的 5 个乳酸杆菌菌株图谱之间存在明

显差异，表现出不同的带型，如图 2 所示，说明 T27

号阴道环境中可能存在多种不同的乳酸杆菌。不同

个体分离到的 10 株弯曲乳酸杆菌亦存在差异，其带

型存在多样性，说明弯曲乳杆菌具有多型性，见图

3，其中 T12-1、T29-5 和 T37-3 菌株带型图谱相似

程度较高，关系较近。 

2.3  产酸与产 H2O2 的比较 
图 4 可见在 12 h 到 24 h 这段时间内，随着培养

时间的增加，10 株弯曲乳酸杆菌单位菌体密度产酸

量增加，变化较快；24 h 到 36 h 时间段体密度产酸

量变化不大，基本达到稳定，pH 值在 4 左右。经方

差分析，10 株弯曲乳酸杆菌单位菌体密度产酸量无

显著差异 (F=2.44＜F0.01=2.59)。从图 5 中我们可以

看到，弯曲杆菌各亚型间产 H2O2 能力存在显著差异

(F=7.48＞F0.01=2.59)，其中 T22-3、T29-5 菌株产

H2O2 能力明显高于其他菌株，T6-1、T12-1、T25-3、

T33-1、T35-4、T37-3 产 H2O2 能力较弱，而 T27-7 

 

图 1  T49 样本乳酸杆菌 rep-PCR 带型图谱 
Fig. 1  rep-PCR fingerprints of Lactobacillus strains from the 
sample T49. M: 1 kb plus DNA ladder marker; 1: control; 2: 
T49-1; 3: T49-2; 4: T49-3; 5: T49-4; 6: T49-5. 

 

图 2  T27 样本乳酸杆菌 rep-PCR 带型图谱 
Fig. 2  rep-PCR fingerprints of Lactobacillus strains from the 
sample T27. M: 1 kb plus DNA ladder marker; 1: control; 2: 
T27-1; 3: T27-2; 4: T27-3; 5: T27-4; 6: T27-5. 

 

图 3  来自不同样本的弯曲乳酸杆菌 rep-PCR 带型图谱 
Fig. 3  rep-PCR fingerprints of the 10 L. crispatus isolated 
from different samples. M: 1 kb plus DNA ladder marker; 1: 
control; 2: T6-1; 3: T12-1; 4: T22-3; 5: T 25-3; 6: T27-7; 7: 
T29-5; 8: T31-3; 9: T33-1; 10: T35-4; 11: T37-3. 
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图 4  10 株弯曲乳杆菌产酸能力比较 
Fig. 4  Acid production of the isolated 10 L. crispatus. 

 

图 5  10 株弯曲乳杆菌产 H2O2 比较 
Fig. 5  Hydrogen peroxide production of the 10 L. crispatus. 
 
和 T31-3 菌株不产 H2O2。为此，对于同种乳酸杆菌，

我们选择产 H2O2 能力，而不是单位菌体密度产酸量

作为有益菌筛选指标之一。 

3  讨论 

乳杆菌作为一种益生菌已广泛应用于胃肠道

疾病的治疗，Lactobacillus casei rhamnosus 乳杆菌

通过 Lactocin 160 抑制致病菌的生长、调节胃肠道

菌群平衡起到预防腹泻、治疗便秘的作用[15]。近年

来，在 BV 治疗方面也有较多相关报道，如德氏乳

杆菌 DM8909 菌株 (商品名定菌生) 已在临床上用

于 BV 的治疗。单一菌株治疗 BV 具有一定的局限

性，研究者们还应用多种乳杆菌联合治疗 BV，将具

有较强定植力的 Lactobacillus brevis (CD2) 乳杆菌

与能产抗菌物质的  Lactobacillus salivarius (FV2) 

乳杆菌和 Lactobacillus plantarum (FV9) 乳杆菌制

备成混合菌剂，取得了较好的治疗效果 [4]。然而，

大多数菌剂的治愈率仅能达到 60％~70％[7]，仍有必

要继续寻找适合我国人群的用于防治 BV 的乳杆菌

菌株。 

本实验首次采用了 rep-PCR 技术，对健康妇女

阴道内弯曲乳杆菌种进行了初步的基因分型。

rep-PCR 技术是一种分析细菌基因指纹图谱的新方

法，它是通过 PCR 扩增细菌基因的重复 DNA 片段

来获得菌株特异性图谱。目前，有两种主要的重复

序列片段用于该方法中，一种是基因外重复回文序

列(Repetitive extragenic palindromic elements，REP)，

一种是基因间重复序列  (Enterobacterial repetitive 

intergenic consensus，ERIC)，本实验采用的是基因

外重复序列，它是 1 个长为 38 bp 的 DNA 片段，由

1 个保守回文段及两端分别有 6 个简并位点和 1 个

5 bp 的可变框组成[16]。rep-PCR 技术具有高分辨力、

高通量性、重复性好、费用低等特征，是一种可靠

的基因分型方法[17]。经 rep-PCR 技术我们发现正常

阴道乳杆菌在不同个体的分布具有多样性，有的妇

女仅含有一种乳酸杆菌，而有的妇女具有多种乳酸

杆菌；另外，弯曲乳酸杆菌种间存在多样性，健康

妇女不同个体中的弯曲乳杆菌分离株存在不同基因

型，10 株弯曲乳杆菌样本带形图谱不相同，我们可

以推测个体抵抗致病菌侵袭以及包容外源益生菌

能力的强弱可能与乳酸杆菌种类的多样性相关。这

也能解释单一菌株的乳杆菌治疗 BV 疗效不一。 

有报道乳杆菌产酸、H2O2 能力与其抑菌能力成

正相关[18]。乳杆菌通过产乳酸或其他脂肪酸来维持

阴道酸性环境[19-20]。H2O2 通过介导细菌 DNA 的破

坏，来抑制其他细菌的生长[21]。因此，生态菌剂的
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开发，还必须兼顾乳杆菌产酸、产 H2O2 能力等一些

与治疗作用机理相关的理化特性。本研究表明，产

H2O2 能力在弯曲乳杆菌不同型别存在较大差别，而

同种乳杆菌产酸能力差别不大。 

总之，健康妇女阴道内存在多种乳杆菌，且具

有个体差异性，弯曲乳酸杆菌各型间产酸能力相差

不大，而产 H2O2 能力差异明显。弯曲乳杆菌的多样

性也为制备新型的益生菌剂提供了丰富的资源，为

找到一种适用范围广的乳杆菌成为可能，我们可利

用不同种、型间的优势并结合其产酸、产 H2O2 能

力开发出一种含不同乳杆菌的混合菌剂来治疗 BV。

选择乳杆菌益生菌治疗 BV 时，需要综合考虑阴道

内乳杆菌的分布多样性，及其产酸、产 H2O2 能力，

另外，还需要强调一点：乳杆菌与阴道上皮细胞粘

附的能力与其能否在阴道成功定植有关，是乳杆菌

持续作用的基础，也是乳杆菌治疗 BV 疗效的关键

因素[22]。 
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