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口服副干酪乳酪杆菌 CCFM1433可提升宿主免疫

预防白色念珠菌感染

张鑫雅  张秋香* 唐 鑫  毛丙永  赵建新  崔树茂

（江南大学食品学院，江苏  无锡  214122）

摘要：【目的】探究乳杆菌在增强宿主免疫、预防阴道白色念珠菌感染中的作用。【方法】采用人阴道上皮细胞

（VK2/E6E7 细胞）模型，从 10 株阴道源乳杆菌中筛选抗菌肽 LL-37 诱导活性最强的菌株。构建小鼠阴道白

色念珠菌感染模型，并采用苏木精-伊红（HE）染色、ELISA、qPCR、16S rRNA 测序等技术，系统评估口服目标

乳杆菌菌株对小鼠阴道黏膜免疫、系统性炎症平衡及阴道菌群稳态的调控效应。【结果】副干酪乳酪杆菌

CCFM1433 的菌体裂解物和发酵上清液均可上调 VK2/E6E7 细胞抗菌肽 LL-37 的分泌水平，较空白组分别

提高 22.5% 和 12.3%，优于其他菌株。副干酪乳酪杆菌 CCFM1433活菌组小鼠阴道组织抗菌肽 CRAMP水平

是模型组的 1.82 倍，分泌型免疫球蛋白 A（sIgA）的水平较模型组提高 52.9%，血清中免疫球蛋白 G（IgG）的

水平较模型组提高 16.9%，脾脏中 IL-10的水平较模型组增加 23.9%，TNF-α 的水平较模型组降低 20.3%。此

外，副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 活菌及其后生元均可抑制 TLR4/MyD88 信号通路，防止炎症通路的过度活

化。16S rRNA 测序结果表明，该菌株的活菌能有效维持阴道乳杆菌属菌群的稳态，且其干预效果与小鼠阴

道菌群的功能基因在信号分子及其受体通路上显著富集密切相关。【结论】副干酪乳酪杆菌 CCFM1433可通

过直接激活宿主黏膜免疫、调节炎症反应并恢复以乳杆菌为主导的阴道微生物群落，从而发挥抗感染作用，

有效预防白色念珠菌感染，为益生菌在预防阴道感染中的应用提供理论依据。
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Oral Administration of Lacticaseibacillus paracasei CCFM1433 Boosts Host 

Immunity to Prevent Candida albicans Infections
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Abstract: [Objective] This study aims to explore the role of Lactobacillus in enhancing host immunocompetence 

and preventing vaginal infections with Candida albicans. [Method] A human vaginal epithelial cell (VK2/E6E7 

cell) model was employed to screen the most potent strain among ten vaginal Lactobacillus isolates in inducing 

the antimicrobial peptide LL-37. A mouse model of vaginal infection with Candida albicans was established. The 

effects of oral administration of the selected Lactobacillus strain on vaginal mucosal immunity, systemic 

inflammatory balance, and vaginal microbiota homeostasis were systematically evaluated using hematoxylin-eosin 

(HE) staining, ELISA, qPCR, and 16S rRNA sequencing. [Result] Both the cell lysate and fermentation 

supernatant of Lacticaseibacillus paracasei CCFM1433 upregulated antimicrobial peptide LL-37 secretion in 

VK2/E6E7 cells by 22.5% and 12.3%, respectively, compared with the control group, exhibiting superior activity 

over those of other strains. Live Lacticaseibacillus paracasei CCFM1433 increased the level of 

cathelicidin-related antimicrobial peptide (CRAMP) in the vaginal tissue to 1.82 times that of the model group, 
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increased the level of secretory immunoglobulin A (sIgA) by 52.9%, and the level of immunoglobulin G (IgG) in 

the serum by 16.9% compared with the model group. It also increased the level of IL-10 in the spleen by 23.9%, 

while reducing the TNF-α level by 20.3%. In addition, both live Lacticaseibacillus paracasei CCFM1433 and its 

postbiotics inhibited the TLR4/MyD88 signaling pathway, preventing overactivation of inflammatory pathways. 

The 16S rRNA sequencing results indicated that the live bacteria of this strain effectively maintained the vaginal 

homeostasis of Lactobacillus communities and its intervention effect was closely associated with a significant 

enrichment of functional genes in the signaling molecules and interaction pathway in the mouse vaginal 

microbiome. [Conclusion] Lacticaseibacillus paracasei CCFM1433 exerts an anti-infection effect and 

effectively prevents Candida albicans infections by directly activating host mucosal immunity, modulating 

inflammatory responses, and restoring the Lactobacillus-dominant vaginal microbiota. These findings provide 

theoretical support for the application of probiotics in preventing vaginal infections.

Keywords: Lacticaseibacillus paracasei; Candida albicans; immunomodulation; antimicrobial peptide; host defense

阴道微生态指阴道内各种微生物构成的群落及

其与宿主环境之间形成的相互依存、相互制约的动

态平衡关系［1］。乳杆菌是健康女性阴道微生态的主

导菌群［2-3］，Lebeer等［4］发现阴道内乳杆菌种类包括卷

曲 乳 杆 菌（Lactobacillus crispatus）、格 氏 乳 杆 菌

（Lactobacillus gasseri）、詹氏乳杆菌（Lactobacillus 

jensenii）、约氏乳杆菌（Lactobacillus johnsonii）以及

黏液乳杆菌（Limosilactobacillus）等。这些乳杆

菌［5-6］不仅通过代谢糖原生成乳酸来维持阴道酸性环

境［7］（pH≤4.5），还能分泌过氧化氢［8］、细菌素［9］和其他

抗菌物质，抑制病原体的生长，保护女性健康。然

而，生活习惯、免疫状态及药物使用等因素可能引起

阴道微生态失衡，进而引发阴道感染。白色念珠菌

引起的阴道感染是常见的女性生殖道感染之一。现

有的抗真菌药物虽然能够有效清除致病菌，但也可

能破坏阴道内有益的乳杆菌群，延缓阴道微生态的

恢复进程，从而增加疾病复发的风险。阴道感染不

仅会引发局部炎症反应，更可能通过改变阴道 pH导

致致病菌上行感染，进而诱发生殖系统并发症［10-11］。

因此，提高女性自身免疫力对维持阴道微生态、降低

病原微生物引发的健康风险至关重要。

阴道黏膜免疫系统也是阴道微生态的组成部

分，通过多层级防御机制来抗感染［12］，其中局部

免疫应答的精准调控尤为关键。抗菌肽和免疫球

蛋白是黏膜免疫的重要组成部分，在宿主防御机制

中 发 挥 协 同 作 用 。 抗 菌 肽 Cathelicidin 家 族

（Cathelicidins）是一类具有广谱抗菌活性的多功能

抗菌肽，在哺乳动物中包括人源抗菌肽 LL-37和小

鼠源抗菌肽CRAMP等。作为宿主防御的第一道屏

障，Cathelicidins能直接杀灭病原体，还能促进伤口

愈合并调节免疫反应，维持黏膜屏障的完整性［13-15］。

sIgA是黏膜免疫中关键的效应分子，能够中和病原

体及其产生的毒素，有效限制致病菌的定植和生

长，防止感染扩散［16］。IgG 通过识别循环病原体抗

原，激活补体途径，形成针对深部感染的全身性防

护网络［17］。上述局部-系统的免疫协同效应表明，

通过靶向调控黏膜免疫关键分子（如抗菌肽、sIgA）

与系统性效应因子（如 IgG）的联动，可多维度提升

宿主防御效能，从而降低感染性疾病的发生风险。

大量研究表明共生菌可以直接刺激机体，诱导

宿主产生抗菌物质，进而抵抗致病菌感染。Liu等［18］

的研究表明，表皮葡萄球菌能够刺激鼻上皮细胞产

生抗菌肽，从而杀死竞争性病原体。Si等［19］发现鼠

李糖乳酪杆菌能够促进树突状细胞激活并增强

CD8⁺细胞向肿瘤的募集，从而增强小鼠抗肿瘤作

用。基于上述背景，作者拟通过体外试验筛选具备

提升宿主防御能力的乳杆菌，并建立白色念珠菌感

染小鼠阴道的模型，评估口服乳杆菌在提高小鼠免

疫力中的作用，重点考察其提升宿主抗菌肽和免疫

球蛋白水平的效果，为开发新的免疫调节策略和有

效的阴道感染预防方案提供试验依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

1.1.1　材料　

7 周 龄 无 特 定 病 原 体 级（specific pathogen 

free，SPF）雌性 BALB/c 小鼠：北京维通利华实验

动物技术有限公司。人阴道上皮细胞（VK2/E6E7

细胞）：无锡市人民医院妇产科。

所用菌株均来自江南大学食品微生物菌种保

藏中心，德氏乳杆菌 DM8909 是国内获批上市的

乳杆菌活菌制剂，在本试验中作为阳性对照。具

体菌株信息见表 1。
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1.1.2　试剂

沙氏葡萄糖培养基（SDB 培养基）：青岛高科

技工业园海博生物技术有限公司；DMEM 细胞培

养液：美国 Thermo Fisher Scientific 公司；RNA 提

取试剂盒 、逆转录试剂盒 、2 倍浓度的通用型

SYBR Green 预混液：南京诺维赞生物科技股份有

限公司；雌二醇、芝麻油：上海泰坦科技股份有限

公司；抗菌肽 LL-37、抗菌肽 CRAMP、sIgA、IgG 等

ELISA 试剂盒和迪夫快速染色液：南京森贝伽生

物科技有限公司；多聚甲醛、苏木精染色液、伊红

染色液：武汉赛维尔生物科技有限公司；FastDNA

土 壤 基 因 组 DNA 纯 化 试 剂 盒 ：美 国 MP 

Biomedicals 公司；DNAGel/PCR 胶回收试剂盒：德

国 QIAGEN 公司。

1.2　仪器与设备

高压均质机：XStream Lab Homogenizer 2000

型，意大利 GEA 机械设备公司；酶标仪：3020 型，

美国 Thermo Fisher Scientific 公司；实时定量 PCR

仪：CFX96型，美国 Bio-Rad公司；实时定量基因扩

增仪：S1000 Touch™型，美国 Bio-Rad公司；高通量

组织研磨机：SCIENTZ-48型，宁波新芝生物科技股

份有限公司；切片电子扫描仪：Pannoramic MIDI

型 ，匈 牙 利 3DHISTECH 公 司 ；测 序 仪 ：MiSeq 

Reagent Kit v2 型，美国 Illumina 公司；超微量分光

光度计：Nanophtometer型，德国 Implen公司。

1.3　方法

1.3.1　菌株活化及样品制备

挑取乳杆菌单菌落，接种于 MRS 液体培养

基中，于 37 ℃过夜培养后，调节菌悬液的浓度至

5×109 CFU/mL。细胞试验样品的制备：为获得菌

体裂解物［20］，将上述菌悬液离心（8 000 g，4 ℃ ，

15 min）后取菌泥，用等体积的无菌水重悬，在高

压均质机中均质（1 000 MPa，10 次）和巴氏杀菌

（65 ℃， 30 min）后，冻干，保存于-80 ℃冰箱中，试

验前用无菌生理盐水重悬至原体积。为获得发酵

上清液，将上述菌悬液离心（8 000 g，4 ℃，15 min）

后取发酵上清液，冻干后保存于-80 ℃冰箱中，试

验前用无菌生理盐水重悬至原体积。

动物试验样品的制备：为了获得乳杆菌活菌，

将 5×109 CFU/mL 的副干酪乳酪杆菌 CCFM1433

离心后去掉上清液，用等体积的无菌生理盐水重

悬，记为副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 活菌；德氏乳

杆菌 DM8909 活菌的获取方式相同。为了获得副

干酪乳酪杆菌 CCFM1433 的后生元样品，将 5×109 

CFU/mL 的副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 菌悬液均

质（1 000 MPa，10 次）并巴氏杀菌（65 ℃，30 min）

后冻干，保存于-80 ℃冰箱中，试验前用无菌生理

盐水重悬至原体积，通过涂布平板检测到无活菌

长出则证明菌体已破碎完全。

白色念珠菌的制备：将白色念珠菌 SC5314 接

入 SDB 培养基，在 28 ℃培养箱中摇床培养 48 h，

最后用无菌生理盐水调节浓度至 5×108 CFU/mL。

1.3.2　细胞试验

将 VK2/E6E7 细胞以 1×105 个/mL 接种至 6 孔

细胞培养板，培养 24 h 至细胞贴壁，弃去旧培养

基，使用 PBS 缓冲液冲洗 3 遍，按照如下步骤加

样［21］：试验组（以菌株编号作为各试验组的名称）

加入含体积分数为 5%的乳杆菌菌体裂解物或发酵

表 1　菌株信息表

Table 1　Information of strains

菌株种属名称

卷曲乳杆菌

卷曲乳杆菌

卷曲乳杆菌

格氏乳杆菌

格氏乳杆菌

詹氏乳杆菌

约氏乳杆菌

约氏乳杆菌

副干酪乳酪杆菌

副干酪乳酪杆菌

德氏乳杆菌

白色念珠菌

拉丁文名称

Lactobacillus crispatus

Lactobacillus crispatus

Lactobacillus crispatus

Lactobacillus gasseri

Lactobacillus gasseri

Lactobacillus jensenii

Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus johnsonii

Lacticaseibacillus paracasei

Lacticaseibacillus paracasei

Lactobacillus delbrueckii

Candida albicans

菌株编号

VJSWX112M3

VJSWX158L2

VJSWX160L1

VJSWX206M1

VJSWX243B1

VJSWX162L3

VJSWXJo1

VJSWX124M2

CCFM1433

VJSWX151L1

DM8909

SC5314

来源

健康妇女阴道分泌物

健康妇女阴道分泌物

健康妇女阴道分泌物

健康妇女阴道分泌物

健康妇女阴道分泌物

健康妇女阴道分泌物

健康妇女阴道分泌物

健康妇女阴道分泌物

健康妇女阴道分泌物

健康妇女阴道分泌物

定君生阴道用乳杆菌活菌胶囊

宁波明舟科技有限公司
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上清液的 DMEM 培养基；空白组加入含体积分数

为 5% 的生理盐水或 MRS 液体培养基的 DMEM 培

养基。将细胞在 37 ℃、含 5% 体积分数 CO2的细胞

培养箱中孵育 24 h，吸取细胞上清液，按照试剂盒

说明书检测抗菌肽 LL-37的表达水平。

1.3.3　动物试验设计

将 25只小鼠饲养于 20~22 ℃、湿度（50±10）%、

光照/黑暗交替循环周期为 12 h/12 h的环境中。

动物试验方案遵循江苏省寄生虫病防治研究所

的伦理学标准（批准编号：IACUC-JIPD-2024-107）。

动物试验设计方案见图 1。

经过 7 d的适应期后，小鼠被随机分成 5组，分

别为空白组、模型组、德氏乳杆菌 DM8909 活菌组

（DM8909活菌组）、副干酪乳酪杆菌 CCFM1433活

菌 组（CCFM1433 活 菌 组 ）、副 干 酪 乳 酪 杆 菌

CCFM1433 后生元组（CCFM1433 后生元组）。动

物试验采用预防模型。试验组连续 17 d 分别灌胃

200 μL德氏乳杆菌 DM8909活菌、副干酪乳酪杆菌

CCFM1433 活菌以及副干酪乳酪杆菌 CCFM1433

后生元（浓度均为 5×109 CFU/mL），空白组和模型

组灌胃等体积的生理盐水。

参照 Zhang 等［22］的方法，建立白色念珠菌感

染小鼠模型。除空白组外，模型组和试验组均于

第 12 天和第 15 天皮下注射雌二醇（0.1 mg 雌二醇

溶于 0.05 mL芝麻油）以诱导小鼠发情。于第 16~17

天进行小鼠阴道感染试验，使用移液器吸取 20 μL

白色念珠菌菌悬液，缓慢注入小鼠阴道内，随后将

小鼠倒置 1~2 min以防止菌液流出；空白组小鼠以

相同方式接种等体积的无菌生理盐水，均每日进

行 1 次操作。在第 18 天，对小鼠麻醉后进行眼眶

取血，静置 2 h 后以 4 ℃、3 500 g 离心 15 min，参照

试剂盒说明书检测血清中 IgG。处死小鼠后，采集

阴道组织和脾脏组织，将其在液氮中迅速冷冻，置

于-80 ℃保存。

1.3.4　小鼠阴道灌洗液上皮细胞脱落数测定

在试验结束前 1 d，即第 17 天，用 300 μL 无菌

生理盐水冲洗阴道，收集阴道灌洗液。根据迪夫

快速染色液说明书在显微镜下对阴道灌洗液中的

脱落上皮细胞进行计数。

1.3.5　小鼠阴道组织病理切片观察及分析

HE 染色参照 Li 等［23］的方法。将小鼠阴道组

织固定在体积分数为 4% 的多聚甲醛中，经乙醇脱

水，用二甲苯透明化后，将组织浸入熔化的石蜡

中，确保石蜡渗透组织。将石蜡切片脱蜡至水化

后，在苏木精染色液中染色 5~10 min，随后用流水

冲洗并进行返蓝处理。再用伊红染色液染色 1~3 

min，最后用流水冲洗并进行脱水处理，并通过不

同体积分数的乙醇再脱水。最后，用二甲苯将切

片透明化，并用封片胶封片。将染色后的切片用

切片电子扫描仪扫描成片，观察阴道切片的病理

学特征。

1.3.6　小鼠阴道抗感染指标测定

取阴道、脾脏组织各 30 mg，加入 270 μL 预冷

至 4 ℃的无菌生理盐水，分别制备组织匀浆，以

4 ℃、3 000 g 离心 20 min，收集上清液，用 ELISA

试剂盒测定小鼠阴道组织中抗菌肽 CRAMP、sIgA

以及脾脏组织中 IL-10、TNF-α的水平。

取阴道组织 10 mg，加入 190 μL 组织裂解液，

按照逆转录试剂盒的说明书将提取组织的 RNA

反转录，得到 cDNA。用 qPCR 确定阴道组织中聚

合 免 疫 蛋 白 受 体（polymeric immunoglobulin 

receptor，pIgR）的 mRNA 的表达。使用 Gapdh 作

为内参基因。对应引物序列见表 2。

图 1　动物试验设计方案

Fig. 1　Design of animal experiments

表 2　引物序列

Table 2　Primer sequences

基因名称

Gapdh

Pigr

Tlr4

Myd88

上游引物序列（5′—3′）

GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

AGTCCCATATTTGGTCCCGAG

ATGGCATGGCTTACACCACC

CCGCCTATCGCTGTTCTTGA

下游引物序列（5′—3′）

GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

AGGTGGGTGGGTAGTAGCAC

GAGGCCAATTTTGTCTCCACA

GCCAGGCATCCAACAAACTG
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1.3.7　小鼠阴道灌洗液菌群测定

用 FastDNA 土壤基因组 DNA 纯化试剂盒提

取小鼠阴道灌洗液中微生物的 DNA。然后使用

341F（5′-CCTAYGGGRBGCASCAG-3′）以及 806R

（5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′）引物针对

16S rRNA 的 V3—V4 区域进行 PCR 扩增。设置

体积为 50 μL 的 PCR 体系，其中加入 1 μL 正向引

物（10 μmol/L）、1 μL 反向引物（10 μmol/L）、25 μL 

2 倍浓度的通用型 SYBR Green 预混液、2 μL 模版

DNA、21 μL 双蒸水。PCR 条件为：95 ℃ ，5 min；

30 个循环（95 ℃ ，30 s；52 ℃ ，30 s；72 ℃ ，30 s）；

72 ℃，7 min；12 ℃，10 min。反应结束后，将 PCR

扩增产物在 1.5 g/dL 的琼脂糖凝胶中进行跑胶，收

集 500 bp 左右的扩增条带。使用 DNAGel/PCR 胶

回收试剂盒将扩增条带进行纯化回收。使用超微

量分光光度计测定胶回收后 DNA 的浓度，并根据

测定结果制备文库，使用 Illumina MiSeq 平台进行

双末端测序。使用 QIIME 对原始序列进行质量控

制、去重复以及拼接处理筛选得到高质量序列，然

后对高质量序列进行操作分类单元（operational 

taxonomic unit，OTU）分类和数据库比对，在属水

平上进行分析，并结合 PICRUSt2 进行扩增子功能

预测，随后对 KEGG 通路进行分析。

1.3.8　数据统计与分析

所有结果以各组的平均值±标准差呈现，采用

SPSS 26.0 进行数据的统计分析，并使用 Graphpad 

Prism 9.0 软件进行可视化绘图，单因素方差分析

采用 LSD 事后检验。

2　结果与讨论

2.1　不同乳杆菌的菌体裂解物和发酵上清液对

VK2/E6E7细胞抗菌肽 LL-37水平的调控

为挖掘可提升宿主防御能力的潜在菌株，使

用表 1 中的 10 株阴道来源的乳杆菌的菌体裂解物

和发酵上清液刺激 VK2/E6E7细胞，检测其分泌抗

菌肽 LL-37 的水平。基于双重筛选标准，选取菌

体裂解物和发酵上清液均能显著上调抗菌肽

LL-37 分泌水平的菌株作为目标菌株，开展后续

动物体内试验。

由图 2可知，副干酪乳酪杆菌 CCFM1433的菌

体裂解物和发酵上清液刺激细胞后，抗菌肽 LL-37

的分泌水平与空白组相比分别升高 22.5%（P<0.05）

和 12.3%（P<0.01），而 约 氏 乳 杆 菌 VJSWXJo1

和 VJSWX124M2 的发酵上清液能促进 VK2/E6E7

细胞分泌抗菌肽 LL-37（P<0.05），但其菌体裂解物

与空白组相比没有显著性差异。基于此，选取副

干酪乳酪杆菌 CCFM1433 作为目标菌株，进一步

研究其在预防小鼠阴道感染中的作用。

2.2　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 对小鼠阴道上皮

细胞脱落数的影响

阴道上皮细胞的周期性脱落是维持黏膜屏障

动态平衡的重要生理过程，其通过清除老化细胞

及潜在病原体实现上皮层稳态更新。然而，在白

色念珠菌感染状态下，病原体可通过酵母相到菌

丝相的形态转换激活侵袭性表型，菌丝体分泌天

冬氨酸蛋白酶（SAPs）和磷脂酶 B（PLBs）破坏上皮

*—P<0.05；**—P<0.01；KBZ—空白组。

图  2　抗菌肽 LL-37的分泌水平

Fig. 2　Secretion level of the antimicrobial peptide LL-37
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细胞间连接复合体，进而诱导细胞程序性坏死并

导致异常脱落［24］。为了评估副干酪乳酪杆菌

CCFM1433 对小鼠阴道上皮的保护作用，测定感

染后阴道上皮细胞脱落数。由图 3可知，与空白组

相比，视野中模型组小鼠阴道上皮细胞脱落数从 6

个增至 29个，说明感染导致阴道上皮结构受损，进

而引发阴道上皮细胞异常脱落。与模型组相比，

CCFM1433 活菌组和 CCFM1433 后生元组小鼠的

阴 道 上 皮 细 胞 脱 落 数 各 减 少 37.3% 和 41.9%

（P<0.001）。表明副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 的

活菌及其后生元在维持阴道上皮完整性、减轻病

原菌引起的损伤方面均有积极作用。

2.3　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 对小鼠阴道组织

损伤修复的影响

通过 HE 染色评估小鼠阴道组织损伤和炎症

反应。由图 4 可知，空白组小鼠的阴道上皮层完

整，细胞排列整齐，基底层细胞排列紧密有序，无

炎症细胞浸润。模型组上皮层缺失，暴露出黏膜

下层，组织表面可见大量炎症细胞浸润，基质出现

水肿。CCFM1433 活菌组小鼠的阴道上皮层较为

连续，炎症细胞与模型组相比明显减少，角化层存

在于黏膜表面。CCFM1433 后生元组小鼠的阴道

上皮层仍有保留，组织损坏程度较小，表面无明显

的炎症细胞浸润。DM8909活菌组小鼠的阴道上皮

层破损，暴露出副基底层。综上，副干酪乳酪杆菌

CCFM1433 活菌和后生元对预防小鼠阴道感染有

更好的效果。

2.4　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 对小鼠中免疫相

关因子水平的影响

小鼠源抗菌肽 CRAMP 与人源抗菌肽 LL-37

为同源物，两者在结构和功能上高度相似［15，25］。

由图 5（a）可知，与空白组相比，模型组小鼠阴道组

织中抗菌肽 CRAMP 的水平由 32.63 pg/mL下降至

17.25 pg/mL（P<0.001）。 副 干 酪 乳 酪 杆 菌

CCFM1433 活 菌 及 其 后 生 元 干 预 后 ，抗 菌 肽

CRAMP 的水平分别是模型组的 1.82 倍和 2.09 倍

（P<0.001），德氏乳杆菌 DM8909活菌干预后，抗菌

肽 CRAMP的水平是模型组的 1.35倍（P<0.05）。

sIgA 是一种在黏膜免疫中发挥关键作用的抗

体，可以防止病原体黏附，发挥免疫清除作用［10］。

箭头—光滑的阴道上皮；圆圈—浅表糜烂：有孔洞，或阴道黏膜层局部炎性细胞浸润。

图 4　阴道组织的 HE染色

Fig. 4　HE staining of vaginal tissue

***—P<0.001。

图  3　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 对小鼠阴道灌洗液中上皮

细胞脱落数的影响

Fig. 3　Effect of Lacticaseibacillus paracasei CCFM1433 on 

the number of epithelial cell detachments in mouse 

vaginal lavage fluid
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通过检测小鼠阴道组织中 sIgA 的水平可探究乳杆

菌对宿主局部免疫的调控能力。由图 5（b）可知，

与空白组相比，模型组小鼠阴道组织中 sIgA 的水

平下降了 43.8%。副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 活

菌及其后生元干预后，小鼠阴道组织中 sIgA 的水

平 上 升 ，与 模 型 组 相 比 分 别 提 高 了 52.9%

（P<0.001）和 35.1%（P<0.01）。

pIgR 是关键跨膜转运蛋白，其核心功能是通

过特异性结合多聚免疫球蛋白 A（IgA）并介导其跨

细胞转运，最终在黏膜表面形成 sIgA［26-27］。为了阐

明 sIgA 的水平是否与 Pigr 基因的转录水平相关，

通过 qPCR检测 Pigr基因的转录水平。由图 5（c）可

知，与空白组相比，模型组小鼠阴道组织中 Pigr基

因的 mRNA 相对表达量下降了 59.8%。与模型组

相比，副干酪乳酪杆菌 CCFM1433活菌及其后生元

干预后，Pigr基因的 mRNA相对表达量分别提高了

97.5%（P<0.001）和 104.7%（P<0.001）。结果表明，

副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 活菌及其后生元可能

通过增强黏膜 IgA 转运通路来提升 sIgA 的水平。

为评估副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 对系统性

免疫力的调控作用，检测小鼠血清中 IgG 的水平。

由图 5（d）可知，模型组小鼠血清中 IgG 的水平

（6.23 μg/mL）低于空白组（7.33 μg/mL）。与模型组

相比，CCFM1433 活菌组的 IgG 水平提高了 16.9%

（P<0.01），而 DM8909 活菌组 IgG 的水平与模型组

相比无显著性差异。综上所述，副干酪乳酪杆菌

CCFM1433 活菌及其后生元可增强小鼠的局部免

疫水平，且其活菌可通过提升小鼠血清中 IgG 的水

平增强系统性免疫力。德氏乳杆菌 DM8909 活菌

虽能通过提高阴道组织中抗菌肽 CRAMP 和 sIgA

的水平来增强局部防御能力，但未显著提升血清

中 IgG 的水平。因此，副干酪乳酪杆菌 CCFM1433

活菌在系统免疫调节和菌群调控方面表现优越，

能够有效弥补德氏乳杆菌 DM8909活菌的不足。

2.5　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 对小鼠脾脏组织

中 IL-10和 TNF-α水平的影响

白色念珠菌感染阴道后，阴道上皮细胞通过模

式识别受体（PRRs）识别白色念珠菌的病原体相关

分子模式（PAMPs），激活宿主的固有免疫系统，诱

导炎症反应，导致 TNF-α等多种促炎因子水平显著

上升［28-29］。为了从整体上了解机体在应对阴道感染

威胁时免疫系统的激活程度，及评估副干酪乳酪杆

菌 CCFM1433干预后的效果，对小鼠脾脏组织中的

IL-10 和 TNF-α 水平进行检测分析。由图 6（a）可

知，模型组 IL-10 的水平为 413.82 pg/mL，与模型组

相比，副干酪乳酪杆菌 CCFM1433活菌及其后生元

干预后 IL-10 的水平分别提升了 23.9%（P<0.01）和

46.7%（P<0.001），而德氏乳杆菌 DM8909 活菌干

预后 IL-10的水平仅提升 20.3%（P<0.01）。

由图 6（b）可知，模型组 TNF-α 的水平高于空

白组，为 408.91 ng/L。副干酪乳酪杆菌 CCFM1433

的活菌及其后生元干预后，TNF-α 的水平分别为

325.76 ng/L 和 306.20 ng/L，较模型组分别降低了

20.3%（P<0.001）和 25.1%（P<0.001）。

*—P<0.05；**—P<0.01；***—P<0.001；ns—无显著性差异。

图 5　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433对小鼠免疫活性的影响

Fig. 5　Effects of Lacticaseibacillus paracasei CCFM1433 on immunocompetence in mice
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综上所述，副干酪乳酪杆菌 CCFM1433能够提

高 IL-10水平，降低 TNF-α水平，从而有效抑制炎症

反应的进一步发展，促进机体免疫平衡。值得注意

的是，副干酪乳酪杆菌 CCFM1433后生元在调节炎

症方面的效果优于其活菌。

2.6　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 对 TLR4/MyD88

信号通路的影响

阴道上皮细胞表达的 Toll 样受体能够迅速

响应病原体的刺激，启动先天免疫防御机制。白

色念珠菌感染能够激活 TLR4/MyD88 信号通路，

进而激活下游的 NF- κB 信号通路，诱导炎症反

应［30］。 Wu 等［31］证实，TLR4/MyD88 通路的表达

水平能够显著影响白色念珠菌感染后炎症细胞

的活化和炎症因子的释放。为深入探究口服乳

杆菌对小鼠阴道炎症及系统性炎症反应的调控

作用，作者分析了小鼠阴道组织中 Tlr4 和 Myd88

基因的 mRNA 相对表达量。由图 7 可知，相较于

空白组，模型组小鼠阴道组织中 Tlr4 和 Myd88 基

因的 mRNA 相对表达量上调，分别为空白组的

1.33 倍和 1.97 倍。与模型组相比，CCFM1433 活

菌 组 和 CCFM1433 后 生 元 组 的 Tlr4 基 因 的

mRNA 相对表达量分别降低 34.2% 和 23.7%，

Myd88 基 因 的 mRNA 相 对 表 达 量 分 别 降 低

42.7% 和 47.6%，表 明 副 干 酪 乳 酪 杆 菌

CCFM1433 的活菌及其后生元均能有效抑制

TLR4/MyD88 信号通路。相比之下 ，DM8909 活

菌组在调控 Tlr4 和 Myd88 基因的 mRNA 相对表

达量上未呈现出显著效果。

2.7　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 对小鼠阴道菌群

组成和功能的影响

为了评估副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 对阴道

菌群的影响，基于 16S rRNA 测序的属水平分析见

图 8（a）。乳杆菌属是阴道微生态的核心功能菌

属［23］，其丰度动态与黏膜屏障完整性密切相关。模

型组小鼠阴道菌群中乳杆菌属相对丰度极低，表明

病原体定植导致以乳杆菌为主导的共生网络严重

失调。在 CCFM1433 活菌组中乳杆菌属的相对丰

度较高，表明其能够有效提升乳杆菌属的相对丰

度。而 DM8909活菌组和 CCFM1433后生元组的小

鼠阴道菌群中乳杆菌属的相对丰度处于较低水平。

为探讨乳杆菌属干预对阴道微生物菌群潜在

功能的影响，利用 PICRUSt2进行功能预测，并采用

LEfSe分析差异特征。通过线性判别分析（LDA）计

算得分，得分大于 4的特征认定为在组间具有显著

性差异，进而对 KEGG二级代谢通路进行分析。由

图 8（b）可知，空白组微生物群落的功能基因主要富

集于代谢相关通路 ，如物质转运与分解代谢

（Transport and catabolism）及氨基酸代谢（Amino 

acid metabolism），表明小鼠处于正常的代谢稳态。

然而，白色念珠菌感染显著改变了菌群功能，使其

从代谢稳态转变为应激响应模式。此时，细胞运动

（Cell motility）和膜转运（Membrane transport）成为

**—P<0.01；***—P<0.001。

图 6　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433对小鼠脾脏组织中 IL-10和 TNF-α水平的影响

Fig. 6　Effects of Lacticaseibacillus paracasei CCFM1433 on IL-10 and TNF-α levels in spleen tissue of mice
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*—P<0.05；**—P<0.01。

图 7　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433对小鼠阴道组织信号通路基因表达的影响

Fig. 7　 Effects of Lacticaseibacillus paracasei CCFM1433 on gene expression of signaling pathways in vaginal tissues of mice

*—P<0.05；**—P<0.01。

图 8　副干酪乳酪杆菌 CCFM1433对小鼠阴道菌群属水平组成和 KEGG 代谢通路的影响

Fig. 8　Effects of Lacticaseibacillus paracasei CCFM1433 on the vaginal microbiota composition at the genus level and KEGG 

metabolism pathways in mice
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主导功能，提示菌群可能通过增强自身迁移能力和

跨膜物质交换以适应感染带来的环境压力。经德

氏乳杆菌 DM8909活菌干预后，菌群功能与化学结

构转化（Chemical structure transformation maps）相

关，表明该干预可能与特定生物活性物质的合成有

关。在副干酪乳酪杆菌 CCFM1433活菌干预后，小

鼠阴道菌群的功能基因在信号分子及其受体

（Signaling molecules and interaction）通路上显著富

集，说明其可能通过调控信号转导网络，影响宿主

免疫应答或菌群间的相互作用。此外，在副干酪乳

酪杆菌 CCFM1433后生元干预后，小鼠阴道菌群的

功 能 基 因 在 碳 水 化 合 物 代 谢（Carbohydrate 

metabolism）通路上显著富集，说明其可能通过增强

乳杆菌的糖原代谢，为维持阴道乳杆菌属菌群的稳

态提供支持。

综上所述，口服副干酪乳酪杆菌 CCFM1433活

菌可有效维持小鼠阴道乳杆菌属的相对丰度，从而

有助于抵御病原体的入侵。功能预测分析进一步

揭示，口服副干酪乳酪杆菌 CCFM1433活菌及其后

生元分别与小鼠阴道菌群的功能基因在信号分子

及其受体通路和碳水化合物代谢通路上显著富集

密切相关。口服副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 为促

进阴道内乳杆菌的定植和增殖提供有利条件，进而

维持阴道菌群的稳态。

3　结论

综上所述，细胞试验筛选出了副干酪乳酪杆

菌 CCFM1433，且其可促进 VK2/E6E7 细胞分泌抗

菌肽 LL-37，展现出良好的免疫调节潜力。在小鼠

白 色 念 珠 菌 感 染 模 型 中 ，副 干 酪 乳 酪 杆 菌

CCFM1433 活 菌 可 提 升 阴 道 组 织 中 抗 菌 肽

CRAMP、sIgA 及血清中 IgG 的水平，从而增强机体

免疫防御能力。副干酪乳酪杆菌 CCFM1433 活菌

及其后生元均能通过抑制 TLR4/MyD88 信号通路

调控炎症反应，上调 IL-10水平，同时降低 TNF-α的

水平，从而有效缓解阴道炎症并减少黏膜损伤。菌

群分析进一步表明，副干酪乳酪杆菌 CCFM1433活

菌可维持阴道乳杆菌菌群的稳态，且其干预效果与

小鼠阴道菌群的功能基因在信号分子及其受体通

路 上 显 著 富 集 密 切 相 关 。 副 干 酪 乳 酪 杆 菌

CCFM1433 后生元的干预效果与小鼠阴道菌群的

功能基因在碳水化合物代谢通路上显著富集密切

相关，说明其可能通过增强乳杆菌的糖原代谢来维

持阴道健康。未来，副干酪乳酪杆菌 CCFM1433有

潜力发展为用于免疫调节与感染防控的微生态制

剂。然而，小鼠模型难以完全模拟人类阴道微生态

环境，该菌株的长期安全性及其免疫调节效应仍需

进一步的临床研究。因此，未来需深入研究副干酪

乳酪杆菌 CCFM1433在人体内的免疫调节机制，并

全面评估其安全有效性，以推动其临床转化。
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