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组合物用于预防、治疗或改善胃肠道疾病的

用途

(57)摘要

本发明涉及一种包含棒状杆菌属菌株、其培

养产物及苏氨酸的用于预防、改善或治疗胃肠道

疾病的组合物。根据本申请的组合物在细胞实验

中的抗幽门螺杆菌功效以及动物实验中的改善

胃肠道疾病的功效以及胃黏液合成的功效方面

被证实为极佳的，因此该组合物可用作用于预防

或治疗胃肠道疾病的药物组合物或用于预防或

改善胃溃疡的食品或饲料组合物。
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1.一种组合物在制备用于预防或改善胃病的饲料组合物中的用途，所述组合物包含

(i)棒状杆菌属菌株、(ii)其培养产物及(iii)苏氨酸，所述培养产物获得自通过在用于生

产苏氨酸的培养基中培养所述棒状杆菌属菌株获得的发酵肉汤的上清液并且所述发酵肉

汤的上清液中去除了微生物细胞，

其中，所述 棒状杆菌属菌株为选自 由 谷氨酸棒状杆菌 (C o r y n e ba c t e r i u m 

glutamicum)、产氨棒状杆菌(Corynebacterium  ammoniagenes)和有效棒状杆菌

(Corynebacterium  efficiens)组成的组中的至少一种，

其中，所述胃病是由幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)感染或浸水束缚应激引起的。

2.根据权利要求1所述的用途，其中，所述棒状杆菌属菌株为热杀灭细菌。

3.根据权利要求1所述的用途，其中，所述苏氨酸以60至80重量％的量包含在内。

4.根据权利要求1所述的用途，其中，所述棒状杆菌属菌株及其培养产物以干燥形式包

含在内。

5.根据权利要求1所述的用途，其中，所述胃病为选自由以下组成的组中的至少一种：

胃炎、胃溃疡、十二指肠溃疡、消化性溃疡及胃癌。

6.一种组合物在制备用于预防或治疗胃病的药物组合物中的用途，所述组合物包含

(i)棒状杆菌属菌株、(ii)其培养产物及(iii)苏氨酸，所述培养产物获得自通过在用于生

产苏氨酸的培养基中培养所述棒状杆菌属菌株获得的发酵肉汤的上清液并且所述发酵肉

汤的上清液中去除了微生物细胞，

其中，所述 棒状杆菌属菌株为选自 由 谷氨酸棒状杆菌 (C o r y n e ba c t e r i u m 

glutamicum)、产氨棒状杆菌(Corynebacterium  ammoniagenes)和有效棒状杆菌

(Corynebacterium  efficiens)组成的组中的至少一种，

其中，所述胃病是由幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)感染或浸水束缚应激引起的。

7.一种组合物在制备对胃粘膜损伤具有辅助保护功能的食品组合物中的用途，所述组

合物包含(i)棒状杆菌属菌株、(ii)其培养产物及(iii)苏氨酸，所述培养产物获得自通过

在用于生产苏氨酸的培养基中培养所述棒状杆菌属菌株获得的发酵肉汤的上清液并且所

述发酵肉汤的上清液中去除了微生物细胞，

其中，所述 棒状杆菌属菌株为选自 由 谷氨酸棒状杆菌 (C o r y n e ba c t e r i u m 

glutamicum)、产氨棒状杆菌(Corynebacterium  ammoniagenes)和有效棒状杆菌

(Corynebacterium  efficiens)组成的组中的至少一种，

其中，所述胃粘膜损伤是由幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)感染或浸水束缚应激

引起的。

8.一种组合物在制备对抗幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)的抗微生物组合物中的

用途，其中，所述组合物包含(i)棒状杆菌属菌株、(ii)其培养产物及(iii)苏氨酸，所述培

养产物获得自通过在用于生产苏氨酸的培养基中培养所述棒状杆菌属菌株获得的发酵肉

汤的上清液并且所述发酵肉汤的上清液中去除了微生物细胞，

其中，所述 棒状杆菌属菌株为选自 由 谷氨酸棒状杆菌 (C o r y n e ba c t e r i u m 

glutamicum)、产氨棒状杆菌(Corynebacterium  ammoniagenes)和有效棒状杆菌

(Corynebacterium  efficiens)组成的组中的至少一种。
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组合物用于预防、治疗或改善胃肠道疾病的用途

技术领域

[0001] 本申请涉及一种含有棒状杆菌属菌株、其培养产物及苏氨酸的用于预防、治疗或

改善胃病的组合物。

背景技术

[0002] 胃病变中胃溃疡所占发病率最高，且在全世界范围内的所有品种中均为常见的。

胃溃疡的发病率正随着家畜行业的发展而有所提高，且结合由于食欲降低所致的生长速度

下降，在动物福祉方面正在为预防出现呈伴随疼痛的症状形式的胃病变做出更大努力。

[0003] 苏氨酸(Thr)为由黏蛋白组成的主要氨基酸(amino  acid；AA)，该黏蛋白为一种肠

道上皮的保护物质。黏蛋白蛋白促进蛋白质吸收，且同时保护消化器官免受诸如胃液的强

酸性消化液的侵害，且在维持肠健康方面起重要作用。已报告，饲料中的苏氨酸治疗通过在

猪崽中帮助黏蛋白合成而实际上改善肠道健康(非专利文献1)。

[0004] 饲料或食品用苏氨酸的制造使通过微生物发酵法产生的，且主要使用的微生物种

类则包括大肠杆菌(E .coli)及谷氨酸棒状杆菌(Corynebacterium  glutamicum/

C.glutamicum)等。尽管产生相同AA，但此两种菌株分别划分为革兰氏阴性细菌及革兰氏阳

性细菌。革兰氏阴性细菌及革兰氏阳性细菌两者的细胞壁由肽聚糖(peptidoglycan；PG)构

成。然而，在革兰氏阴性细菌的情况下，除PG以外，亦另外存在由脂蛋白及蛋白质组成的脂

多糖(lipopolysaccharide；LPS)层，且作为脂质A，在此LPS层中亦存在体细胞抗原(O抗

原)，其为有毒的。因此，在医药行业中，必需移除具有有害生物活性的非经肠药物中的内源

性毒素，所述有害生物活性诸如发热性、致死性、施瓦茨曼反应性 (Schwartzman 

reactivity)、佐剂活性及巨噬细胞活化(非专利文献2)。

[0005] 最近，归因于饲料添加剂的经济有效性，通过简化(或省略)高纯化方法产生呈颗

粒类型的用于饲料的氨基酸必然地将用于以热杀灭形式发酵的细菌混合成产物。若干研究

已显示代表性革兰氏阳性细菌的热杀灭细菌，乳酸菌伴随强耐酸性及耐热性而具有环境稳

定性，且因为可呈高浓度而易于处理，且用作在肠道中定居的有益菌的食品，且由此加强乳

酸菌所特有的免疫增强活性(非专利文献3)。

[0006] 针对此背景，本申请人已尝试研发出一种在预防及治疗胃病方面具有功效的药物

组合物，且因此已证实一种包含棒状杆菌属菌株、其培养产物及苏氨酸的组合物在预防、治

疗及改善胃病方面有效，由此完成本申请。

[0007] [非专利文献]

[0008] (非专利文献1)Law  G .(2000)Threonine  requirement  and  the  effect  of 

threonine  on  gut  mucin  characteristics  in  piglets  receiving  intragastric 

nutrition.Master  thesis  of  university  of  Alberta.1‑143。

[0009] (非专利文献2)Miyamoto  T .,Okono  S .及Kasai  N(2009)Inactivation  of 

Escherichia  coli  endotoxin  by  soft  hydrothermal  processing .Applied  and 

Environmental  Microbiology,75(15) ,5058‑5063。
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[0010] (非专利文献3) Lee  I .H .(2018) Latest  trend  surrounding  animal 

antimicrobial  agents  and  alternatives.Pig&Consulting,4,70‑73。

发明内容

[0011] [技术问题]

[0012] 本申请提供一种用于预防或改善胃病的饲料组合物，其包含棒状杆菌属菌株、其

培养产物及苏氨酸。

[0013] 本申请提供一种用于预防或治疗胃病的药物组合物，其包含棒状杆菌属菌株、其

培养产物及苏氨酸。

[0014] 本申请提供一种对胃粘膜损伤具有辅助保护功能的食品组合物，其包含棒状杆菌

属菌株、其培养产物及苏氨酸。

[0015] 本申请提供一种对抗幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori)的抗微生物组合物，其

包含棒状杆菌属菌株、其培养产物及苏氨酸。

[0016] [技术方案]

[0017] 一个方面可提供一种用于预防、改善或治疗胃病的组合物，其包含棒状杆菌属菌

株、其培养产物及苏氨酸。

[0018] 在本申请中，“预防(prevention)”可以指通过施用根据一个实例的组合物来抑制

或推迟疾病出现的所有操作，且“治疗(treatment)”可以指通过施用根据一个实例的组合

物来改善或有利地改变疑似及发病个体的症状的所有操作，且“改善(improvement)”可以

指至少通过施用根据一个实例的组合物降低与治疗疾病的病状相关的参数，例如症状的严

重程度的所有操作。疾病可以指胃病。

[0019] 一个方面可提供一种用于预防或改善胃病的饲料组合物，其包含棒状杆菌属菌

株、其培养产物及苏氨酸。

[0020] 在本申请中，“棒状杆菌属(Corynebacterium  sp./Coryne  sp.)菌株”可包含所有

棒 状 杆 菌 属 菌 株 。棒 状 杆 菌 属 菌 株 可 为 例 如 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌 、产 氨 棒 状 杆 菌

(Corynebacterium  ammoniagenes)、生乳棒状杆菌(Corynebacteriumcrudilactis)、沙漠

棒状杆菌(Corynebacterium  deserti)、有效棒状杆菌(Corynebacterium  efficiens)、帚

石南棒状杆菌(Corynebacterium  callunae)、停滞棒状杆菌(Corynebacterium 

s ta tionis)、单一棒状杆菌 (Co ryne ba cte rium  sing ula re)、耐盐棒状杆菌

(Corynebacterium  halotolerans)、纹带棒状杆菌(Corynebacterium  striatum)、花粉棒

状杆菌(Corynebacterium  pollutisoli)、亚胺棒状杆菌(Corynebacterium  imitans)、龟

板棒状杆菌(Corynebacterium  testudinoris)及/或微黄棒状杆菌(Corynebacterium 

flavescens)，且更具体地，其可为谷氨酸棒状杆菌、产氨棒状杆菌或其组合(谷氨酸棒状杆

菌及产氨棒状杆菌)。

[0021] 在一个实例中，棒状杆菌属菌株可具有产苏氨酸性。在本申请中，具有产苏氨酸性

(having  the  productivity  of  threonine)指当相应微生物在培养基中培养时，展现产生

且积聚微生物及/或培养基中的苏氨酸的能力。

[0022] 当根据一个实例的用于预防、改善或治疗胃病的组合物包含谷氨酸棒状杆菌时，

(i)预防、改善或治疗胃病的功效及/或(ii)抗幽门螺杆菌功效可优于包含除谷氨酸棒状杆
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菌外的任何其他种类的棒状杆菌属菌株(例如，有效棒状杆菌)的组合物。

[0023] 当根据一个实例的用于预防、改善或治疗胃病的组合物包含产氨棒状杆菌时，(i)

预防、改善或治疗胃病的功效及/或(ii)抗幽门螺杆菌功效可优于包含除产氨棒状杆菌外

的任何其他种类的棒状杆菌属菌株(例如，有效棒状杆菌)的组合物。

[0024] 当根据一个实例的用于预防、改善或治疗胃病的组合物包含谷氨酸棒状杆菌及产

氨棒状杆菌时，(i)预防、改善或治疗胃病的功效及/或(ii)抗幽门螺杆菌功效可优于包含

除谷氨酸棒状杆菌及产氨棒状杆菌外的任何其他种类的棒状杆菌属菌株(例如，有效棒状

杆菌)的组合物。

[0025] 在一个实例中，组合物的极佳抗幽门螺杆菌功效可以指对抗幽门螺杆菌菌株的抗

微生物活性为极佳的或预防感染幽门螺杆菌的细胞(例如胃黏膜细胞)的细胞凋亡的活性

为极佳的。

[0026] 棒状杆菌属菌株可以指在培养溶液中移除培养基的经浓缩微生物细胞，且其可通

过离心及/或过滤过程以仅自培养产物回收经浓缩微生物细胞。

[0027] 在一个实例中，棒状杆菌属菌株可以热杀灭细菌形式包含在内。在本申请中，“热

杀灭(heat  killed  bacteria)”为活细菌的相反概念，其指通过热处理经由发酵获得的活

细菌及代谢物来阻止细菌生长的形式，及其类似形式。热杀灭细菌可包含抗微生物物质，诸

如细胞质、细胞壁、细菌素等；多糖及/或有机酸等。

[0028] 相较于包含活细胞的组合物，根据一个实例的包含热杀灭细菌的组合物可具有选

自由如下的(1)至(6)组成的组中的至少一种特性。

[0029] (1)极佳耐酸性；

[0030] (2)极佳耐热性；

[0031] (2)在高浓度下浓缩的可能性；

[0032] (4)极佳稳定性；

[0033] (5)容易处置及储存；及

[0034] (6)用作肠道有益菌的饲料的可能性。

[0035] 棒状杆菌属菌株可通过廷得耳(Tyndall)及/或热处理来杀灭。在一个实例中，对

棒状杆菌属菌株及其培养产物进行灭菌的培养溶液包含菌株的热杀灭细菌。举例而言，热

处理可在60至130℃的温度下进行3至30分钟。另外，热处理可通过超高温灭菌、高压灭菌

及/或一次至10次的热空气干燥来进行。超高温灭菌可在110℃至130℃的温度下进行3.0秒

至10.0秒，且举例而言，其可在100℃下进行1 .0秒至10秒两次，且在121℃下进行1 .0秒至

10.0秒一次，且高压灭菌可在120至125℃或121℃下进行10分钟至30分钟、15分钟至25分钟

或20分钟，且可在60至70℃的温度下进行热空气干燥。

[0036] 在一个具体实例中，证实包含棒状杆菌属菌株的热杀灭细菌、棒状杆菌属菌株的

培养产物及苏氨酸的组合物具有极佳的(i)预防或治疗胃病的功效及/或(ii)体外及/或体

内的抗幽门螺杆菌功效。

[0037] 根据一个实例的组合物可包含浓度为20至40OD(波长560至565nm)、25至35OD(波

长560至565nm)或30OD(波长560至565nm)的棒状杆菌属菌株(或菌株的热杀灭细菌)。

[0038] 根据一个实例的组合物可包含1至100g/L、5至100g/L、10至100g/L、15至100g/L、

20至100g/L、21至100g/L、1至80g/L、5至80g/L、10至80g/L、15至80g/L、20至80g/L、21至
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80g/L、1至60g/L、5至60g/L、10至60g/L、15至60g/L、20至60g/L、21至60g/L、1至50g/L、5至

50g/L、10至50g/L、15至50g/L、20至50g/L、21至50g/L、1至30g/L、5至30g/L、10至30g/L、15

至30g/L、20至30g/L、21至30g/L、1至25g/L、5至25g/L、10至25g/L、15至25g/L、20至25g/L或

21至25g/L的浓度为20至40OD(波长560至565nm)、25至35OD(波长560至565nm)或30OD(波长

560至565nm)的棒状杆菌属菌株(或菌株的热杀灭细菌)。

[0039] 根据一个实例的组合物可包含浓度为以下的棒状杆菌属菌株(或菌株的热杀灭细

菌)：1至100g/L、5至100g/L、10至100g/L、15至100g/L、20至100g/L、21至100g/L、1至80g/L、

5至80g/L、10至80g/L、15至80g/L、20至80g/L、21至80g/L、1至60g/L、5至60g/L、10至60g/L、

15至60g/L、20至60g/L、21至60g/L、1至50g/L、5至50g/L、10至50g/L、15至50g/L、20至50g/

L、21至50g/L、1至30g/L、5至30g/L、10至30g/L、15至30g/L、20至30g/L、21至30g/L、1至25g/

L、5至25g/L、10至25g/L、15至25g/L、20至25g/L或21至25g/L。

[0040] 根据一个实例的组合物可包含量为以下的棒状杆菌属菌株(或菌株的热杀灭细

菌)：0.1至10重量％、0.1至8重量％、0.1至5重量％、0.1至4重量％、0.1至3.5重量％、0.1至

3重量％、0.1至1重量％、1至10重量％、1至8重量％、1至5重量％、1至4重量％、1至3 .5重

量％、1至3重量％、2至10重量％、2至8重量％、2至5重量％、2至4重量％、2至3.5重量％、2至

3重量％、3至10重量％、3至8重量％、3至5重量％、3至4重量％、3至3.5重量％、3.5至10重

量％、3.5至8重量％、3.5至5重量％或3.5至4重量％。

[0041] 在一个实例中，棒状杆菌属菌株可包含于菌株的培养产物中。

[0042] “培养产物(cultured  product)”指在培养棒状杆菌属菌株之后获得的产物，且可

包含发酵产物。在一个实例中，培养产物可为棒状杆菌属菌株在培养基中培养的发酵产物。

“发酵产物(fermented  product)”指使用微生物对有机物质进行酶促或代谢分解的产物。

在本申请中，“发酵(fermentation)”可以指除破坏反应以外的包括使用微生物对有机物质

进行酶促或代谢分解的所有活动或过程。

[0043] 培养产物(或发酵产物)可为棒状杆菌属菌株的总培养产物、其稀释溶液、浓缩物、

干燥物质、冻干物、裂解物及/或级分等，且浓缩物可通过离心或蒸发培养产物获得，且干燥

物质可通过使用干燥剂干燥培养产物等获得，且冻干物可通过使用冻干器冻干培养产物等

获得，且裂解物可通过物理或超音波处理菌株或培养产物来获得，且级分可通过将培养产

物、裂解物等施用于离心方法、层析法等来获得。

[0044] 培养产物或发酵产物可呈固相(固态，例如干物质)、液相(液体)或流化床，但不限

于此。

[0045] 在一个实例中，培养产物可以指通过培养棒状杆菌属菌株一定时间而获得的包含

经培养菌株、其代谢物及/或残余养分等的所有培养基。

[0046] 在一个实例中，培养产物可以指除其中在培养基中培养棒状杆菌属菌株的发酵产

物中的菌株(微生物细胞)及/或苏氨酸外的其他组分。

[0047] 在一个实例中，培养产物可为其中移除或未移除棒状杆菌属菌株的产物。

[0048] 在一个实例中，培养产物可为其中自培养溶液移除菌株的培养溶液(或培养产

物)，在该培养溶液中，棒状杆菌属菌株在培养基中培养。其中移除菌株的培养溶液(或培养

产物)可为游离细胞培养溶液(或培养产物)或包含热杀灭细菌的培养溶液，且例如可为其

中通过离心(离心上清液)及过滤移除菌株的滤液及/或包含热杀灭细菌的培养溶液(或培
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养溶液的干燥物质)。

[0049] 根据一个实例的组合物可包含量为以下的培养产物(或发酵产物)：1至80重量％、

5至80重量％、10至80重量％、15至80重量％、20至80重量％、23至80重量％、25至80重量％、

1至60重量％、5至60重量％、10至60重量％、15至60重量％、20至60重量％、23至60重量％、

25至60重量％、1至50重量％、5至50重量％、10至50重量％、15至50重量％、20至50重量％、

23至50重量％、25至50重量％、1至40重量％、5至40重量％、10至40重量％、15至40重量％、

20至40重量％、23至40重量％、25至40重量％、1至30重量％、5至30重量％、10至30重量％、

15至30重量％、20至30重量％、23至30重量％、25至30重量％、1至25重量％、5至25重量％、

10至25重量％、15至25重量％、20至25重量％或23至25重量％。根据一个实例，与包含含量

在上述范围外的培养产物的组合物相比，包含在上述范围内的培养产物的组合物可具有极

佳的(i)预防或治疗胃病的功效及/或(ii)抗幽门螺杆菌功效。

[0050] 培养产物可包含棒状杆菌属菌株，且可包含具有以下含量的培养产物中的棒状杆

菌属菌株：0.1至10重量％、0.1至8重量％、0.1至5重量％、0.1至4重量％、0.1至3.5重量％、

0.1至3重量％、0.1至1重量％、1至10重量％、1至8重量％、1至5重量％、1至4重量％、1至3.5

重量％、1至3重量％、2至10重量％、2至8重量％、2至5重量％、2至4重量％、2至3.5重量％、2

至3重量％、3至10重量％、3至8重量％、3至5重量％、3至4重量％、3至3.5重量％、3.5至10重

量％、3.5至8重量％、3.5至5重量％或3.5至4重量％。

[0051] 在一个实例中，棒状杆菌属菌株及其培养产物可为包含通过热处理(或灭菌(例

如，高压灭菌或热空气干燥))培养产物获得的棒状杆菌属菌株的热杀灭细菌的培养产物，

该培养产物通过在培养基中培养棒状杆菌属菌株一定时间来制备。

[0052] 在本申请中，“培养物(culture)”指在人工适当调整的环境条件下使微生物生长

及发育的一系列操作。培养物可使用本领域中已知的任何培养条件及培养方法。举例而言，

培养可在已知分批培养方法、连续培养方法、分批进料培养方法、分批法或分批进料或重复

分批进料方法中连续进行。随后，可使用碱性化合物(例如氢氧化钠、氢氧化钾或氨)或酸性

化合物(例如磷酸或硫酸)将培养条件调节至适当pH(例如pH  5至9、pH  6至8或pH  6.8)，但

不限于此。在一个实例中，可使用诸如脂肪酸聚二醇酯的消泡剂抑制气泡形成，及/或可通

过将氧气或含氧气体混合物引入至培养产物中来维持有氧条件。

[0053] 在一个实例中，培养温度可为20至45℃、25至40℃、30至40℃、30至35℃或35至40

℃，且培养条件可为100至500rpm、150至300rpm、150至250rpm或200rpm，且培养时间(时段)

可为1至160小时、10至100小时、12至72小时、24至72小时、30至60小时、40至50小时、45至50

小时或48小时。培养时段可继续直至以所需收率获得有益物质(例如，L‑苏氨酸、苏氨酸)。

在一个实例中，培养物可在上述范围内的培养温度下进行持续上述范围内的培养时间。

[0054] 用于培养的培养基应以适当方式满足特定菌株的条件，且本领域技术人员可根据

已知含量适当地对其进行使用。根据一个实例，用于培养棒状杆菌属菌株的培养基可参考

已知文献(例如，Manual  of  Methods  for  General  Bacteriology.American  Society  for 

Bacteriology.Washington  D.C.,USA,1981)，但不限于此。

[0055] 为了培养棒状杆菌属菌株，特定菌株的存活需求可通过在含有适当碳源、氮源、氨

基酸、维生素等的常用培养基中在厌氧条件下调节温度、pH等以适当方式来满足。作为待用

于培养基中的碳源，糖类及碳水化合物(例如葡萄糖、蔗糖、乳糖、果糖、麦芽糖、甘二糖、淀
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粉及纤维素)、油及脂肪(例如大豆油、葵花籽油、花生油及椰子油)、脂肪酸(例如棕榈酸、硬

脂酸及亚麻油酸)、醇(例如丙三醇及乙醇)及有机酸(例如乙酸)等可单独使用或组合使用，

但不限于此。作为氮源，含氮有机化合物(例如：蛋白胨、酵母提取物、肉汁、麦芽提取物、玉

米浆、黄豆粕及尿素)或无机化合物(例如：硫酸铵、氯化铵、磷酸铵、碳酸铵及硝酸铵)等可

单独使用或组合使用，但不限于此。作为磷酸盐源，磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、与其对应的含

氮盐等可单独使用或组合使用，但不限于此。另外，培养基可含有生长所需的其他金属盐

(例如硫酸镁或硫酸铁)及/或包含主要生长物质，诸如氨基酸及维生素，但不限于此。

[0056] 在一个实例中，培养基可为用于产生苏氨酸的培养基(例如，第435号培养基)且棒

状杆菌属菌株及其培养产物可为其中棒状杆菌属菌株在用于产生苏氨酸的培养基中培养

的培养产物，且苏氨酸可释放至培养基中或包含于细胞中。

[0057] 在一个实例中，棒状杆菌属菌株及/或其(棒状杆菌属菌株)培养产物可包含苏氨

酸。

[0058] 在一个实例中，棒状杆菌属菌株及/或其培养产物可不包含苏氨酸。

[0059] 在本申请中，“苏氨酸(threonine；Thr)”为羟基‑α‑氨基酸且为并非身体中产生的

必需氨基酸中的一种，指具有HO2CCH(NH2)CH(OH)CH3的化学式的氨基酸。苏氨酸可为光学异

构体L型(L‑型苏氨酸(L‑苏氨酸、L‑Thr))、D型或其组合。苏氨酸为必需氨基酸，且由黏蛋白

(一种肠道上皮的保护物质)组成，且当其不足时，其可能引起生长停止及体重减轻。

[0060] 根据一个实例，当棒状杆菌属菌株、其培养产物及/或苏氨酸混合时，可展示协同

极佳的(i)预防或治疗胃病的功效及/或(ii)抗幽门螺杆菌功效。

[0061] 根据一个实例的组合物可包含50至90重量％、50至85重量％、50至80重量％、50至

75重量％、50至70重量％、55至90重量％、55至85重量％、55至80重量％、55至75重量％、55

至70重量％、60至90重量％、60至85重量％、60至80重量％、60至75重量％、60至70重量％、

65至90重量％、65至85重量％、65至80重量％、65至75重量％、65至70重量％、70至90重

量％、70至85重量％、70至80重量％、70至75重量％或70重量％苏氨酸。与包含含量在上述

范围外的苏氨酸的组合物相比，包含在上述范围中的苏氨酸的组合物可具有极佳的(i)预

防或治疗胃病的功效及/或(ii)抗幽门螺杆菌功效。

[0062] 苏氨酸可为可商购的或可使用提取法、发酵法、酶方法及/或合成法等产生。举例

而言，其可通过使用棒状型菌株获得包含苏氨酸的发酵产物，且随后将其纯化，或经由苏氨

酸生物合成路径合成，及/或化学合成来获得。

[0063] 在根据一个实例的组合物中，苏氨酸可(1)包含于棒状杆菌属菌株及/或其培养产

物中，或(2)进一步以不包含于棒状杆菌属菌株及/或其培养产物中的形式包含在内，或(3)

其组合(例如，包含于组合物中的棒状杆菌属菌株及其培养产物包含苏氨酸且另外进一步

包含苏氨酸)。

[0064] 包含于根据一个实例的组合物中的苏氨酸可

[0065] (1)包含于棒状杆菌属菌株、其培养产物或其两者(菌株及培养产物)中；或

[0066] (2)分别添加；或

[0067] (3)可包含于棒状杆菌属菌株、其培养产物或其两者(菌株及培养产物)中且另外

(分别)添加至其中。

[0068] 除了包含于菌株及/或培养产物中的苏氨酸以外，分别添加苏氨酸可以指进一步
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添加经纯化的苏氨酸。

[0069] 苏氨酸可呈粉末及/或颗粒的形式。颗粒型苏氨酸可具有100至1000μm或200至

1000μm的粒径。

[0070] 根据一个实例的组合物可包含0.1至5重量份的棒状杆菌属菌株、10至90重量份的

培养产物及10至80重量份的苏氨酸。具体地，可包含0.2至5重量份的菌株、12至88重量份的

培养产物及10.5至78重量份的苏氨酸；0.3至5重量份的菌株、13至87重量份的培养产物及

11至77重量份的苏氨酸；0.4至5重量份的菌株、14至86重量份的培养产物及11.5至76重量

份的苏氨酸；0 .5至5重量份的菌株、15至85重量份的培养产物及12至75重量份的苏氨酸；

0.6至5重量份的菌株、16至84重量份的培养产物及12.5至74重量份的苏氨酸；0.7至5重量

份的菌株、17至83重量份的培养产物及13至73重量份的苏氨酸；0.8至5重量份的菌株、18至

82重量份的培养产物及13.5至72重量份的苏氨酸；0.9至5重量份的菌株、19至81重量份的

培养产物及14至71重量份的苏氨酸；0.9至4重量份的菌株、20至80重量份的培养产物及14

至70重量份的苏氨酸；1至4重量份的菌株、21至79重量份的培养产物及14至69重量份的苏

氨酸或1至3重量份的菌株、22至78重量份的培养产物及14至68重量份的苏氨酸。

[0071] 在根据一个实例的组合物中，菌株及其培养产物与苏氨酸的重量比(菌株及其培

养产物的重量:苏氨酸的重量)可为1:0.1至1:10、1:0.1至1:5、1:0.1至1:3、1:0.2至1:10、

1:0.2至1:5、1:0.2至1:3、1:0.5至1:10、1:0.5至1:5、1:0.5至1:3、1:1至1:10、1:1至1:5、1:

1至1:3、1:3至1:10、1:3至1:5或1:3。

[0072] 根据一个实例的组合物可进一步包含木质素磺酸盐。当根据一个实例的组合物进

一步包含木质素磺酸盐时，(i)预防或治疗胃病的功效及/或(ii)抗幽门螺杆菌功效可变为

极佳的。

[0073] 根据一个实例的组合物可进一步包含木质素磺酸盐以调节苏氨酸含量。根据一个

实例，组合物可包含0.1至50重量％、0.1至30重量％、0.1至25重量％、0.1至20重量％、0.1

至15重量％、0.1至10重量％、0.1至7重量％、1至50重量％、1至30重量％、1至25重量％、1至

20重量％、1至15重量％、1至10重量％、1至7重量％、3至50重量％、3至30重量％、3至25重

量％、3至20重量％、3至15重量％、3至10重量％、3至7重量％、5至50重量％、5至30重量％、5

至25重量％、5至20重量％、5至15重量％、5至10重量％、5至7重量％、6.5至50重量％、6.5至

30重量％、6.5至25重量％、6.5至20重量％、6.5至15重量％、6.5至10重量％或6 .5至7重

量％的木质素磺酸钙。在一个实例中，组合物可包含呈干燥形式的棒状杆菌属菌株及其培

养产物(例如“棒状杆菌属菌株及其培养产物”的干燥物质)。干燥物质可通过干燥棒状杆菌

属菌株及其培养产物来制备，且干燥物质可包含苏氨酸。在一个实例中，干燥可通过至少一

种选自由以下组成的组的方法进行：真空干燥、热空气干燥、冻干、环境空气干燥、薄膜干燥

及/或真空干燥。

[0074] 在一个实例中，组合物可包含呈干燥形式的棒状杆菌属菌株、其培养产物及苏氨

酸(例如，包含苏氨酸的“棒状杆菌属菌株及其培养产物”的干燥物质)。

[0075] 根据一个实例的组合物的制剂可呈于油或液态介质中的乳液、悬浮液或溶液形

式，或呈萃取物、粉末、颗粒、锭剂、胶囊或凝胶(例如水凝胶)形式，且可进一步包含分散剂

或稳定剂。

[0076] 根据一个具体实例的组合物可通过干燥棒状杆菌属菌株及其培养产物(发酵产
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物)及苏氨酸制备，棒状杆菌属菌株(例如，热杀灭细菌中的菌株)及除苏氨酸及菌株以外的

培养产物的组分可包含于此组合物中。在一个实例中，通过干燥棒状杆菌属菌株及其培养

产物所制备的根据一个实例的组合物可呈颗粒形式，且相比于呈粉末形式的经纯化的苏氨

酸，此可具有极佳的(i)预防或治疗胃病的功效及/或(ii)抗幽门螺杆菌功效。

[0077] 在本申请中，“颗粒(granule)”指粉末聚集以形成大30至150倍的粒子的状态，且

“粒化(granulation)”可以指通过处理过程等来诱导原材料呈颗粒。在一个实例中，在对包

含棒状杆菌属菌株、其培养产物及/或苏氨酸的组合物进行干燥的过程中，组合物可展现颗

粒形式。

[0078] 在一个实例中，胃病可由幽门螺杆菌感染引起。

[0079] 在一个实例中，胃病可为选自由以下组成的组中的至少一种：胃炎、胃溃疡、十二

指肠溃疡、消化性溃疡及胃癌。

[0080] 胃炎指其中引起胃内壁炎症的病况，且胃溃疡可随引起黏膜损伤的攻击因子与保

护胃及肠道中的黏膜的防御因子的平衡破坏而出现。可视为胃溃疡的病因的攻击因子包

括：胃酸、各种消化酶、胆汁、所采用的药物、乙醇、幽门螺杆菌的感染、服用非类固醇消炎

药、吸烟等。

[0081] 当根据一个实例的组合物用作饲料组合物时，可制备呈将根据一个实例的组合物

添加至市售饲料组合物中的形式的饲料组合物。其中可使用根据一个实例的组合物的饲料

较佳为粉末或团粒制剂(pellet  formulation)或液体制剂，但不限于此。另外，添加至饲料

中的本申请的组合物的添加量不需要任何特定限制。

[0082] 在本申请中，“饲料(feed)”可以指动物食用、消化或适用于其的任何天然或人工

设定的饮食、餐食等或餐食组分。

[0083] 饲料的种类不受特别限制，且可使用本领域中常用的饲料。饲料的非限制性实例

可包括：植物饲料，诸如谷粒、根、食品加工副产品、藻类、纤维、医药副产品、脂肪及油、淀

粉、皮或谷粒副产品等；及动物饲料，诸如蛋白质、无机物、脂肪及油、矿物质、脂肪及油、单

细胞蛋白质、动物性浮游生物或食品等。其可单独或以两种或更多种的组合形式使用。

[0084] 可供应包含根据一个实例的组合物的饲料的受试者(动物)不受特定限制，但可为

哺乳动物、鱼类、甲壳类动物及/或贝壳类动物，且例如可为猪、牛、马、山羊、鹿、绵羊、鸡、

鸭、鹅、火鸡、狗、猫、兔或鱼。

[0085] 饲料组合物可进一步包含赋形剂、稀释剂或添加剂。饲料组合物可包含有效促进

动物生长的组分、营养组分、营养补充剂、改良保存稳定性的组分、包衣材料组分、用于预防

疾病的氨基酸制剂、维生素制剂、酶制剂、非蛋白氮化合物、硅酸盐制剂、缓冲液、萃取剂、益

生菌；酶，诸如淀粉酶、脂肪酶等；维生素，诸如L‑抗坏血酸、胆碱氯化物、肌醇等；矿物质，诸

如氯化钾、柠檬酸铁、氧化镁、磷酸盐等；氨基酸，诸如赖氨酸、丙氨酸、甲硫氨酸等；有机酸，

诸如反丁烯二酸、丁酸、乳酸等或其盐；抗氧化剂，诸如维生素C、维生素E等；霉菌抑制剂，诸

如丙酸钙等；乳化剂，诸如卵磷脂、丙三醇脂肪酸酯等；及/或颜料等以及组分。尽管未在上

文描述，但在一个实例中，饲料组合物可进一步包含可由本领域技术人员预期的范围内的

其他养分。

[0086] 其他方面可提供一种用于预防或治疗胃病的药物组合物，其包含棒状杆菌属菌

株、其培养产物及苏氨酸。根据一个实例的用于预防或治疗的药物组合物中所包含的棒状
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杆菌属菌株、其培养产物、苏氨酸及/或胃病如针对用于预防或改善胃病的饲料组合物所

述。

[0087] 根据一个实例的药物组合物可进一步包含常用于药物组合物的制备的适当载体、

赋形剂或稀释剂。具体地，药物组合物可通过根据各常见方法配制成口服制剂形式使用，诸

如粉末、颗粒、片剂、胶囊、悬浮液、乳液、糖浆、气雾剂等，外部施用物、栓剂及灭菌注射溶

液。药物组合物中所包含的载体、赋形剂及稀释剂可包括乳糖、右旋糖、蔗糖、山梨糖醇、甘

露糖醇、木糖醇、赤藻糖醇、麦芽糖醇、淀粉、阿拉伯胶、海藻酸盐、明胶、磷酸钙、硅酸钙、纤

维素、甲基纤维素、微晶纤维素、聚乙烯吡咯啶酮、水、甲基羟基苯甲酸酯、丙基羟基苯甲酸

酯、滑石、硬脂酸镁及矿物油。当配制时，其使用稀释剂或赋形剂，诸如填充剂、增补剂、黏合

剂、湿润剂、崩解剂、表面活性剂等来制备。用于经口施用的固体制剂包括片剂、丸剂、粉末、

颗粒、胶囊等，且此等固体制剂通过将至少一种赋形剂，例如淀粉、碳酸钙、蔗糖或乳糖、明

胶等混合至组合物来制备。另外，除简单赋形剂的外，润滑剂诸如硬脂酸镁及滑石。用于经

口施用的液体制剂包括悬浮液、口服液体、乳液、糖浆等，且除常用的简单稀释剂、水及液体

石蜡以外，可包含各种赋形剂，例如湿润剂、甜味剂、空气清新剂、防腐剂等。用于非经肠施

用的制剂包括灭菌水溶液、非水性溶剂、悬浮液、乳液、冻干制剂及栓剂。作为非水性溶剂及

悬浮液，可使用丙二醇、聚乙二醇、植物油(诸如橄榄油)、可注射酯(诸如油酸乙酯)等。作为

栓剂的基底化合物，可使用栓剂、合成脂肪酸酯(witepsol)、聚乙二醇、吐温61、可可脂、月

桂酸、甘油明胶等。

[0088] 根据一个实例的药物组合物可以药学上有效量施用，且在本申请中，“药学上有效

量(pharmaceutically  effective  amount)”指足以在适用于医学治疗或预防的合理的受

益/风险比下治疗或预防疾病的量，且有效剂量水平可根据包括以下的因素确定：疾病严重

程度、药物活性、患者年龄、体重、健康状况、性别、患者对药物的敏感性、所用本申请的组合

物的施用时间、施用途径及释放速率、治疗期、与所用本申请的组合物组合或同时使用的药

物及医学领域中已知的其他因素。根据一个实例的药物组合物可作为单独治疗剂施用，或

与其他治疗剂组合施用，且可与常规治疗剂顺序或同时施用。另外，其可单独或多次施用。

考虑所有因素，施用能够以最小量获得最大功效而无副作用的量是重要的。

[0089] 根据一个实例的药物组合物的剂量可为哺乳动物每天约0.0001至100mg/kg，具体

地，0.001至10mg/kg。本申请的药物组合物的施用频率可一天施用一次或通过分开剂量施

用若干次，但并非特别限于此。在任何方面中，剂量不限制本申请的范围。

[0090] 根据一个实例的药物组合物在施用方法中不受限制，只要其可达至目标组织即

可。举例而言，包括关节内注射、经口施用、动脉内注射、静脉内注射或经皮注射等。另外，药

物组合物可通过能够将活性物质递送至目标细胞的任何装置施用。

[0091] 其他方面可提供一种对胃粘膜损伤具有辅助保护功能的食品组合物，其包含棒状

杆菌属菌株、其培养产物及苏氨酸。对胃粘膜损伤具有辅助保护功能的食品组合物中所包

含的棒状杆菌属菌株、其培养产物、苏氨酸及/或胃病如针对用于预防或改善胃病的饲料组

合物所述。

[0092] 食品包括肉类、香肠、面包、巧克力、糖、点心、糖果、披萨饼、拉面、其他面条、胶状

物、包括冰淇淋的乳制品、各种汤、饮品、茶、饮料、酒精饮品、维生素复合物、健康功能性食

品及健康食品等，且包括常见含义中的所有食品。
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[0093] 健康功能食品为与用于特殊健康用途的食品(FoSHU)相同的术语，且指除营养供

应以外，具有较高医学及医疗功效的食品，其经处理以便有效地展示身体调节功能。在本文

中，“功能(的)(function(al))”指获得对健康用途的有用功效，诸如调节养分或对人体的

结构及功能的生理功效。本申请的食品可通过本领域中常用的方法制备，且当制备时，其可

通过添加原材料及常用的组分制备。另外，食品的制剂可不受限制地制备，只要其为准入作

为食品的制剂即可。本申请的食品组合物可以制剂的各种形式制备，且不同于一般药物，其

具有在长时间服用药物时无可能出现的副作用的优势，且具有极佳便携性，且因此，本发明

的食品可用作增强胃溃疡的预防或改善的补充物。

[0094] 健康食品指相比于一般食品具有主动健康维持或增强的功效的食品，且健康补充

食品指用于健康补充目的的食品。在一些情况下，健康功能性食品、健康食品及健康补充食

品的术语可互换使用。

[0095] 特别地，健康功能性食品为其中将根据一个实例的组合物添加至食品材料的食

品，诸如饮品、茶、香辛料、胶状物、糖果等；或制备为胶囊、粉末、悬浮液等的食品；且指其在

摄取时对健康具有特定功效，但不同于一般药物，其具有在使用食品作为原料服用药物时

不会发生副作用的优势。

[0096] 可在日常基础上摄取根据一个实例的食品组合物，且因此可预期对预防或改善胃

病具有较高功效，且因此其可极其有效地进行使用。

[0097] 食品组合物可进一步包含生理学上可接受的载体，且载体的种类不受特别限制，

且可使用本领域中常用的任何载体。

[0098] 另外，食品组合物可包含其他组分，其可改善通常用于食品组合物中的气味、味

道、视觉等。举例而言，可包含维生素A、维生素C、维生素D、维生素E、维生素B1、维生素B2、维

生素B6、B12、烟酸、生物素、叶酸、泛酸等。此外，可包含矿物质，诸如锌(Zn)、铁(Fe)、钙

(Ca)、铬(Cr)、镁(Mg)、锰(Mn)、铜(Cu)、铬(Cr)等。此外，可包含氨基酸，诸如赖氨酸、色氨

酸、半胱氨酸、缬氨酸等。

[0099] 另外，食品组合物可包含食品添加剂，诸如防腐剂(山梨酸钾、苯甲酸钠、水杨酸、

去氢乙酸钠等)、消毒剂(漂白粉末及更高级漂白粉末、次氯酸钠等)、抗氧化剂(丁基羟基茴

香醚(BHA)、丁基羟基甲苯(BHT)等)、着色剂(焦油色素等)、着色剂(亚硝酸钠、亚硝酸钠

等)、漂白剂(亚硫酸钠)、调味料(MSG，谷氨酸钠等)、甜味剂(甘素、环磺酸盐、邻磺酰苯甲酰

亚胺、钠等)、调味剂(香草精、内酯等)、膨胀剂(明矾、D‑酒石酸氢钾等)、强化剂、乳化剂、增

稠剂(糊状物)、包衣剂、胶基、泡沫抑制剂、溶剂、促进剂等。添加剂可视食品的种类而选择

且以适当量使用。

[0100] 根据一个实例的组合物本身可添加或与其他食品或食品组分一起使用，且可根据

常见方法适当使用。活性成分的混合量可视其使用的目的(预防、健康或治疗性治疗)而适

当地确定。一般而言，当制备食品或饮品时，本申请的食品组合物可以按食品或饮品计50重

量份或更小，具体地，20重量份或更小的量添加。然而，当长期服用时，出于健康及卫生的目

的，可包含小于上述范围的含量，且由于在安全方面不存在问题，因此活性成分可以在上述

范围内的量使用。

[0101] 作为食品组合物的一个实例，其可用作健康饮品组合物，且在此情况下，与普通饮

品相同，亦可含有其他组分，诸如各种调味剂或天然碳水化合物等。前述天然碳水化合物可
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为单糖，诸如葡萄糖及果糖；双糖，诸如麦芽糖及蔗糖；多糖，诸如糊精及环糊精；糖醇，诸如

木糖醇、山梨糖醇、赤藻糖醇等。作为甜味剂，可使用天然甜味剂，诸如索马甜(thaumatin)

及甜菊萃取物；合成甜味剂，诸如糖精及阿斯巴甜等。天然碳水化合物的比率可通常为每

100mL本申请的健康饮品组合物约0.01至0.04g，具体为约0.02至0.03g。

[0102] 另外，健康饮品组合物可含有各种营养物、维生素、电解液、调味剂、着色剂、果胶

酸、果胶酸盐、海藻酸、海藻酸盐、有机酸、保护性胶体增稠剂、pH调节剂、稳定剂、防腐剂、甘

油、酒精或碳酸盐剂等。此外，可含有用于制备天然果汁、果汁饮品或植物饮品的果肉。此等

组分可独立地或组合地使用。此等添加剂的比率并不非常重要，但通常在每100重量份本申

请的健康饮品组合物0.01至0.1重量份范围内选择该比率。

[0103] 根据一个实例的食品组合物可包含于各种重量％中，只要其可展现预防或改善胃

病的功效即可，但举例而言，以食品组合物的总重量计，可包含0.00001至100重量％、0.01

至80重量％或10至50重量％的量的根据一个实例的组合物。

[0104] 根据一个实例，包含棒状杆菌属菌株、其培养产物及苏氨酸的组合物可通过抑制

幽门螺杆菌(H.pylori)增殖及抑制由幽门螺杆菌诱发的炎症、氧化应激、血管生长及/或细

胞凋亡来预防、治疗或改善胃病(例如胃溃疡)。

[0105] 根据一个实例，包含棒状杆菌属菌株、其培养产物及苏氨酸的组合物可通过促进

黏液合成及释放、促进组织再生、抑制胃黏膜损伤、促进组织再生、抑制氧化应激、抑制胃黏

膜细胞凋亡及/或抑制炎症来预防、治疗或改善胃病。

[0106] 在根据一个实例的组合物中，根据是否含有棒状杆菌属菌株；棒状杆菌属菌株是

否包含为热杀灭细菌；棒状杆菌属菌株的种类；培养产物的存在或不存在；苏氨酸的存在或

不存在；及/或棒状杆菌属菌株、其培养产物及苏氨酸的组合，证实在以下方面存在差异：

(i)预防或治疗胃病的功效及/或(ii)抗幽门螺杆菌功效，且据证实，根据一个实例的组合

物展现最佳。

[0107] 其他方面可提供用于预防、改善或治疗胃病的方法，其包括向受试者(患者)施用

用于预防、改善或治疗胃病的组合物(饲料组合物或药物组合物)。饲料组合物、药物组合物

及胃病如上文所描述。

[0108] 根据一个实例，用于预防、改善或治疗胃病的方法可进一步包含在施用之前确定

(选择)需要预防、改善或治疗胃病的受试者(患者)。

[0109] 在本申请中，“受试者(subject)”可以指具有或处于罹患胃病风险下的包括人类

的所有动物。

[0110] 预防或治疗胃病的方法所施用的目标受试者可为患有或处于罹患胃病风险下的

包括人类的哺乳动物，且例如可为猪、牛、马、山羊、驯鹿、绵羊、鸡、鸭、鹅、火鸡、狗、猫及/

或。

[0111] 在本申请中，“施用(administration)”指通过任何适当方法将用于预防、改善或

治疗胃病的组合物引入目标受试者，且作为施用途径，其可经由可到达目标组织的各种口

服或非经肠(例如，静脉内、皮下、肌肉内、腹膜内或局部施加)途径施用。

[0112] 用于预防、改善或治疗的方法可以(药学上)有效剂量施用根据一个实例的饲料组

合物或药物组合物。适当的总日使用量可通过在正确医学测定范围内的治疗测定，且可施

用一次或若干次。然而，特定受试者(患者)的特定治疗有效剂量可根据各种因素而以不同
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方式施用，该等因素包括特定组合物、受试者(患者)的年龄、体重、一般健康状况、性别及饮

食、组合物的施用时间、施用途径及分泌速率、治疗期及待与特定组合物一起使用或同时使

用的药物，及制药领域中熟知的类似因素，以及待获得的反应物的种类及程度，及在一些情

况中是否使用其他试剂。

[0113] 其他方面可提供一种对抗幽门螺杆菌的抗微生物组合物，其包含棒状杆菌属菌

株、其培养产物及苏氨酸。包含于对抗幽门螺杆菌的抗微生物组合物中的棒状杆菌属菌株、

其培养产物、苏氨酸及/或胃病如针对用于预防或治疗胃病的药物组合物所述。

[0114] 当根据一个实例组合棒状杆菌属菌株、其培养产物及苏氨酸时，对抗幽门螺杆菌

的抗微生物功效可为协同极佳的。

[0115] 其他方面可提供一种用于预防、改善或治疗胃病的组合物，其包含棒状杆菌属菌

株、其培养产物及苏氨酸，且菌株及培养产物可包含苏氨酸。

[0116] 其他方面可提供一种用于制备用于预防、改善或治疗胃病的包含棒状杆菌属菌株

及其培养产物(发酵产物)的活性成分的组合物，且棒状杆菌属菌株或其培养产物(发酵产

物)可包含或含有苏氨酸。

[0117] 用于制备用于预防、改善或治疗胃病的活性成分的组合物可包含以总组合物计

0.1至5重量份的棒状杆菌属菌株、10至90重量份的发酵产物及10至80重量份的苏氨酸。具

体地，其可包含以总组合物计0.2至5重量份的菌株、12至88重量份的发酵产物及10.5至78

重量份的苏氨酸；0.3至5重量份的菌株、13至87重量份的发酵产物及11至77重量份的苏氨

酸；0.4至5重量份的菌株、14至86重量份的发酵产物及11.5至76重量份的苏氨酸；0.5至5重

量份的菌株、15至85重量份的发酵产物及12至75重量份的苏氨酸；0.6至5重量份的菌株、16

至84重量份的发酵产物及12.5至74重量份的苏氨酸；0.7至5重量份的菌株、17至83重量份

的发酵产物及13至73重量份的苏氨酸；0.8至5重量份的菌株、18至82重量份的发酵产物及

13.5至72重量份的苏氨酸；0.9至5重量份的菌株、19至81重量份的发酵产物及14至71重量

份的苏氨酸；0.9至4重量份的菌株、20至80重量份的发酵产物及14至70重量份的苏氨酸；1

至4重量份的菌株、21至79重量份的发酵产物及14至69重量份的苏氨酸；1至3重量份的菌

株、22至78重量份的发酵产物及14至68重量份的苏氨酸，但不限于此。

[0118] 用于制备用于预防或治疗胃病的活性成分的组合物可进一步包含木质素磺酸钙，

以调节苏氨酸含量。木质素磺酸钙可以以下量包含在内：以组合物的总重量计，0.1至50重

量％、0.1至30重量％、0.1至25重量％、0.1至20重量％、0.1至15重量％、0.1至10重量％、

0.1至7重量％、1至50重量％、1至30重量％、1至25重量％、1至20重量％、1至15重量％、1至

10重量％、1至7重量％、3至50重量％、3至30重量％、3至25重量％、3至20重量％、3至15重

量％、3至10重量％、3至7重量％、5至50重量％、5至30重量％、5至25重量％、5至20重量％、5

至15重量％、5至10重量％、5至7重量％、6.5至50重量％、6.5至30重量％、6.5至25重量％、

6.5至20重量％、6.5至15重量％、6.5至10重量％、6.5至7重量％、0.1至18重量％、0.1至16

重量％、0.1至14重量％、0.1至13重量％、0.1至12重量％、0.1至11重量％、0.1至9重量％、

0.1至8重量％或0.1至7重量％，但不限于此，且可添加而不加以限制，使得组合物中的苏氨

酸达至所需含量。

[0119] 其他方面可提供一种用于预防或治疗胃病的药物组合物，其包含用于制备用于预

防或治疗胃病的活性成分的组合物。
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[0120] 其他方面可提供一种对胃粘膜损伤具有辅助保护功能的食品组合物，其包含用于

制备用于预防或治疗胃病的活性成分的组合物。

[0121] 其他方面可提供一种用于预防或改善胃病的饲料组合物，其包含用于制备用于预

防或治疗胃病的活性成分的组合物。

[0122] 其他方面提供一种治疗胃病的制剂，其包含用于制备用于预防或治疗胃病的活性

成分的颗粒组合物，该颗粒组合物包含棒状杆菌属菌株及其培养产物(发酵产物)作为活性

成分。

[0123] 棒状杆菌属菌株及其发酵产物、胃病、预防、改善以及治疗如上文所描述。

[0124] 在本申请中，“制剂(formulation)”是指加以处理以便方便制备、保存或使用，且

通过主要物理操作充分展现治疗功效，该等物理操作例如粉碎、混合、捏合、浸出(冲泡)或

蒸发等，而不改变药物的性质，且另外，由此制成的产物亦称为医药制剂(chemical 

unabridged  dictionary,2001.5.20.,Sehwa  editorial  department)。

[0125] 当加以调配以制备制剂时，所用添加剂，亦即填充剂、增补剂、黏合剂、湿润剂、崩

解剂、稀释剂或赋形剂如上文所描述，且用于经口施用的固体制剂及包含于其中的添加剂、

用于经口施用的液体制剂及包含于其中的添加剂或用于非经肠施用的制剂及添加至其中

的添加剂如上文所描述。

[0126] 制剂可为固体制剂、液体制剂及流化床制剂，但不限于此，且可施用但不限于展现

预防、治疗及改善胃溃疡的功效的任何制剂。

[0127] 制剂如上文所描述。

[0128] 其他方面可提供一种用于制备具有以下的活性成分的方法：(1)预防、改善或治疗

胃病的功效；及/或(2)对抗幽门螺杆菌的抗微生物功效，其包含干燥棒状杆菌属菌株及其

培养产物。

[0129] 棒状杆菌属菌株及其培养产物如上文所描述。

[0130] 在一个实例中，干燥可通过至少一种选自由以下组成的组的方法进行：真空干燥、

热空气干燥、冻干、环境空气干燥、薄膜干燥及/或真空干燥。

[0131] 在一个实例中，干燥可干燥其中将苏氨酸分别添加至棒状杆菌属菌株及其培养产

物中的组合物。

[0132] 在一个实例中，用于制备活性成分的方法可进一步包含将苏氨酸分别添加至干燥

之后所制备的干燥物质中。

[0133] [有益效果]

[0134] 根据本申请的组合物在细胞实验中的抗幽门螺杆菌功效及动物实验中改善胃溃

疡、胃黏液合成等的功效方面被证实为极佳的，且因此其可适用作预防或治疗胃病的药物

组合物或用于预防或改善胃病饲料组合物，或对胃粘膜损伤具有辅助保护功能的食品组合

物。

附图说明

[0135] 图1示出了第1组至第8组的对抗幽门螺杆菌的抗微生物活性。

[0136] 图2a至图2c示出了当使用幽门螺杆菌菌株处理以100MOI感染6小时的第1组至第8

组的RGM1细胞时，量测炎症介质的表达的结果。具体地，图2a示出了根据经幽门螺杆菌菌株
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感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的处理的Cox‑2mRNA表达变化，且图2b示出了根据经幽

门螺杆菌菌株感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的处理的iNOS的蛋白质表达变化，且图2c

示出了根据经幽门螺杆菌菌株感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的处理的磷酸化NF‑κB 
p65蛋白质表达变化。使用GAPDH及β‑肌动蛋白分别作为mRNA及蛋白质的内部对照。

[0137] 在图2a至图6b中，N(自左侧起的第一列)表示阴性对照组(未经幽门螺杆菌处理的

RGM1细胞)，且H.p(自左侧起的第二列)表示阳性对照组(经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞)，

且第1组至第8组表示其中第1组至第8组的组合物对经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞进行处

理的细胞中的结果。

[0138] 图3a示出了根据经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的处理的氧化

应激相关蛋白(HIF‑1a)的表达变化。将β‑肌动蛋白用作内部对照组。图3b示出了根据经幽

门螺杆菌感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的处理的测量细胞内活性氧的浓度变化的结

果(DCF增加及减少结果)。

[0139] 图4a示出了根据经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的处理的HO‑

1mRNA的表达变化，且图4b示出了根据经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的

处理的GST(pi)及HO‑1蛋白表达变化。使用GAPDH及β‑肌动蛋白作为内部对照组。

[0140] 图5示出了根据经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的处理的细胞凋

亡抑制功效。具体地，图5a示出了根据经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的

处理的Bax及Bcl‑2蛋白质的表达变化，且将β‑肌动蛋白用作内部对照组。图5b示出了根据

经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的处理的细胞凋亡变化(TUNEL染色结

果)。

[0141] 图6示出了根据经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的处理的血管生

成及黏膜增殖生长因子的变化的结果。图6a示出了根据经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞中的

第1组至第8组的处理的TGF‑β及VEGF蛋白的表达变化，且将β‑肌动蛋白用作内部对照组。图

6b示出了根据经幽门螺杆菌感染的RGM1细胞中的第1组至第8组的处理的β‑连环蛋白蛋白

质的表达变化，且将核纤层蛋白B用作内部对照组。

[0142] 在图7a至图10中，第1‑4组指表5的动物实验组1‑4。

[0143] 图7示出了在WIRS动物模型实验组中通过施用根据一个实例的组合物的应激相关

的黏膜疾病(stress‑related  mucosal  disease；SRMD)改善功效。具体地，图7a示出了各实

验组的胃的病理照片，且右侧的呈两条线的照片以×40放大率指示。图7b示出了通过在

WIRS动物模型实验组中施用根据一个实例的组合物的(A)总体损伤指数(左上图)，(B)炎

症；病理性评分(右上图)，(C)溃疡/糜烂；病理性评分(左下图)，(D)再生；病理性评分(右下

图)。

[0144] 图8示出了通过在WIRS动物模型实验组中施用根据一个实例的组合物的炎症、血

管生成及信号传导的变化。(A)图8a示出了在动物实验组1‑4中的iNOS、TNF‑α及IFN‑ γ mRNA
的表达变化，且图8b示出了在动物实验组1‑4中的PDGF  mRNA的表达变化，且图8c示出了在

动物实验组1‑4中的p‑IκBα蛋白质的表达变化，且图8d示出了在动物实验组1‑4中的p‑ERK

及p‑JNK蛋白质的变化。使用GAPDH及β‑肌动蛋白分别作为mRNA及蛋白质的内部对照组。

[0145] 图9示出了通过在WIRS动物模型实验组中施用根据一个实例的组合物的细胞凋亡

及细胞周期的变化的结果。具体地，图9a为示出了动物实验组1‑4中的胃黏膜的SRMD区域中
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的细胞凋亡水平的TUNEL分析的结果，且图9b示出了PARP‑1、Bcl‑2、Bax、裂解的半胱天冬

酶‑8及裂解的半胱天冬酶‑3的蛋白质表达变化，且图9c示出了CDK4及细胞周期蛋白D1的蛋

白质表达变化。将β‑肌动蛋白用作内部对照组。

[0146] 图10示出了动物实验组1‑4的胃组织中的黏蛋白含量。

[0147] 图11示出了WIRS大鼠胃的病理性照片，其中施用包含各种重量％的苏氨酸的样

品。图11的样品1至5的组合物及含量11揭示于表4中。

具体实施方式

[0148] 在下文中，将通过实例详细地描述以帮助理解本申请。然而，以下实例说明本申请

的内容，且本申请的范围不限于以下实例。提供本申请的实例以向所属领域中具有通常知

识者更完整地描述本申请。

[0149] 实施例1.含棒状杆菌属菌株的组合物及细胞感染

[0150] 实施例1‑1.含棒状杆菌属菌株的组合物制备

[0151] 为了验证抗幽门螺杆菌的功效差异、抑制细胞凋亡及含有棒状杆菌属菌株的菌株

组合物的细胞保护以及棒状杆菌属菌株之间的功效，制备第1组至第8组的组合物。

[0152] 自CJ  CheilJedang  BIO  R&D  Center(Blossom  park)提供谷氨酸棒状杆菌

(Corynebacterium  glutamicum/C .glutamicum)、产氨棒状杆菌(Corynebacterium 

ammoniagenes/C .ammoniagenes)及有效棒状杆菌(Corynebacterium  efficiens/

C.efficiens)的野生型菌株且使用，且将菌株接种至肉汤(broth)中以分别产生苏氨酸，且

在200rpm下在35℃下培养48小时。用于产生苏氨酸的肉汤的组分及含量揭示于下表1中。

[0153] [表1]

[0154] 组分 浓度(每公升)

葡萄糖 70g

KH2PO4 1g

(NH4)2SO4 30g

MgSO4·7H2O 1g

FeSO4·7H2O 200mg

MnSO4·4H2O 100mg

生物素 1mg

酵母提取物 2.5g

泛酸钙 1mg

盐酸硫胺素 1mg

碳酸钙 30g

pH 6.8

[0155] 第1组包含发酵肉汤的上清液，其中已通过离心发酵肉汤移除微生物细胞，该发酵

肉汤通过在以上条件下培养谷氨酸棒状杆菌制备，且第2组为包含浓度为100g/L的苏氨酸

的缓冲液(Tris‑HCl)。第3组至第5组通过离心发酵肉汤来制备，该发酵肉汤通过在以上条

件下培养菌株以收集微生物细胞且将所收集的微生物细胞悬浮于缓冲液(Tris‑HCl)中制

备。第6组至第8组为其中各菌株在上述条件下培养的发酵肉汤，且包含各菌株及各菌株已
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在培养基中培养的培养产物(以表2中的“发酵肉汤的上清液”形式揭示)。第3组至第8组的

组合物包含浓度为30OD(波长562nm)的各菌株，且包含菌株作为经由高压釜的热杀灭细菌。

[0156] 第1组至第8组均包含苏氨酸，且存在包含各菌株(包含于热杀灭细菌形式中)或培

养产物中的苏氨酸的组，且因此，进一步添加苏氨酸(经由CJ  BIO菌株产生的苏氨酸；纯度>

99％)以使得通过测量菌株及/或培养产物中的苏氨酸含量，第1组至第8组中的最终苏氨酸

浓度为100g/L。

[0157] 各组的组分揭示于下表2中。在表2中，第1组及第6组的“发酵肉汤的上清液”指在

通过在以上条件下培养“谷氨酸棒状杆菌属菌株”制备的培养产物中移除微生物细胞，且第

7组及第8组的发酵肉汤的上清液指在通过在以上条件下培养“产氨棒状杆菌属菌株”及“有

效棒状杆菌属菌株”制备的培养产物中移除微生物细胞。

[0158] [表2]

[0159] 组 组合物中的组分

第1组 苏氨酸+发酵肉汤的上清液

第2组 苏氨酸

第3组 苏氨酸+谷氨酸棒状杆菌

第4组 苏氨酸+产氨棒状杆菌

第5组 苏氨酸+有效棒状杆菌

第6组 苏氨酸+谷氨酸棒状杆菌+发酵肉汤的上清液

第7组 苏氨酸+产氨棒状杆菌+发酵肉汤的上清液

第8组 苏氨酸+有效棒状杆菌+发酵肉汤的上清液

[0160] 以下实施例2至7及图1至图6b中所揭示的第1组至第8组指表2的第1组至第8组。

[0161] 实施例1‑2.大鼠胃黏膜细胞系培养

[0162] 在37℃细胞培养箱(95％空气，5％  CO2)中，将正常大鼠的胃黏膜细胞系，RGM1细

胞在Ham  F12混合培养基及包含10％胎牛血清的DMEM(杜氏改良必需培养基)中培养。RGM1

细胞系通过Japan  Tsukuba  University的Professor  Matsui建立，且在同意之后使用。

[0163] 实施例1‑3.幽门螺杆菌菌株及细胞感染

[0164] 幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori/H.pylori)菌株(细胞毒素相关基因A[CagA]+

菌株,NCTC  11637)购自ATCC(美国菌种保藏中心(American  Type  Culture  Collection)，

Rockville,MD)。幽门螺杆菌菌株在10％  CO2条件下震荡培养，直至其在添加有5％小牛血

清及抗生素的布氏肉汤(Brucella  broth)中呈1×108CFU/ml(OD  600＝1)。

[0165] 将RGM1细胞用幽门螺杆菌菌株以100:1的感染倍率 (multiplicity  of 

infection；MOI)(下文中，100MOI)感染6小时。

[0166] 实施例2.含有棒状杆菌属菌株的组合物的抗螺杆菌功效的体外测试

[0167] 在血液琼脂盘中使用盘式扩散分析来量测幽门螺杆菌的生长抑制功效，亦即抗幽

门螺杆菌功效。具体地，将TrypticaseTM大豆琼脂(TrypticaseTMSoy  Agar；TSA)40g/L溶解

于纯化水中且接着高压处理(121℃，20分钟)。冷却至约50℃之后，添加5％绵羊血液，且随

后添加抗生素[三甲氧苄啶(5mg/L)、多黏菌素B(2500U/L)、万古霉素(10mg/L)]。将培养基

在灭菌盘中等分为20至25ml，且接着储存在4℃下。

[0168] 将200μl幽门螺杆菌菌株溶液等分且涂铺于所制备的血液琼脂盘上，且将实施例
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1‑1中所制备的第1组至第8组中的40μl各组合物吸收至各圆盘纸中，且在37℃的CO2培养箱

中培养48小时，且随后测量盘中的透明区域的直径且展示于图1中(图中未呈现第1组的结

果)。在图1中,“未经处理”指未由幽门螺杆菌感染的RGM1细胞。

[0169] 如图1中所示，证实第6组及第7组具有显著的抗螺杆菌活性，因为相比于未经处理

的组，在第6组及第7组中，透明区域的直径数值显著较高。

[0170] 另外，将产生待用于以下实验中的第1‑8组的适当浓度。

[0171] 其中实施例1‑1中所制备的第1组至第8组的组合物稀释为1/4、1/40或1/100的稀

释溶液以40μl分别经幽门螺杆菌处理，且测量细胞存活率。如在1/4的稀释浓度下，许多组

中展示有0.5或更小的存活率，且在1/100的稀释浓度下，各组之间不存在明显结果差异，其

中将与第1组相比展示显著结果差异的1/40的稀释溶液用于以下实验中。

[0172] 实施例3.含有棒状杆菌属菌株的组合物对炎症介质及转录其的NF‑κB的变化的测

试

[0173] 作为实施例1‑3的方法，分别用40μl的经1/40稀释的第1组至第8组的组合物处理

受幽门螺杆菌(100MOI)感染的RGM1细胞6小时。随后，在其中处理组合物的RGM1细胞中，经

由反转录PCR(Reverse  transcription  PCR；RT‑PCR)分析确认炎症介质，Cox‑2mRNA的表达

量，且结果显示于图2a中。

[0174] 特别地，使用TRIzol(Gibco  BRL，Rockville，MD)提取RNA，且使用莫罗尼

(moloney)鼠类白血病病毒逆转录酶(Perkin  Elmer，Morrisville，NC)将所提取的RNA合成

为cDNA。用于PCR分析的各引物的核酸序列展示于下表3中，且使用甘油醛3‑磷酸脱氢酶

(glyceraldehyde  3‑phosphate  dehydrogenase；GAPDH)作为内标。

[0175] [表3]

[0176]

[0177] 另外，在其中处理组合物的RGM1细胞中，经由蛋白质印迹分析证实iNOS蛋白质及

转录其的NF‑κB  p65磷酸化的表达量的增加及减少，且结果展示于图2b及图2c中。

[0178] 特别地，通过处理组合物培养的细胞用磷酸盐缓冲盐水(phosphate  buffered 

saline；PBS)溶液洗涤，且随后用细胞裂解缓冲液(150mM  NaCl、0.5％  Triton  X‑100、50mM 
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tris‑HCl，pH  7.4、25mM  NaF、20mM乙二醇‑双(βN'‑四乙酸、1mM二硫苏糖醇、1mM  Na3VO4、蛋

白酶抑制剂混合物片剂[Boehringer,Manneim,Germany])溶解以制备蛋白质裂解物。在通

过十二烷基硫酸钠‑聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium  dodecyl  sulfate‑polyacrylamide  gel 

electrophoresis；SDS‑PAGE)对其进行电泳之后，将未折叠的蛋白质转移至PVDF膜(Gelman 

Sciences,Ann  Arbor,MI)以分别使其与初级抗体及二级抗体反应，且接着使用化学发光系

统对其进行分析。

[0179] 如图2a中所示，与正常RGM1细胞(N)相比，在受幽门螺杆菌(H.p)感染的RGM1细胞

中，Cox‑2mRNA显著增加，且通过添加第6组的组合物，Cox‑2因幽门螺杆菌感染而增加的

mRNA表达减少最显著。

[0180] 如图2b及图2c中所示，iNOS蛋白质表达及转录其的NF‑κB  p65的磷酸化通过幽门

螺杆菌感染显著增加，但通过添加第6组的组合物，iNOS蛋白质表达及转录其的NF‑κB  p65

的磷酸化降低最显著。由结果可见，根据一个实施例的组合物调节由螺状杆菌菌株介导的

路径的炎症。

[0181] 实施例4.含有棒状杆菌属菌株的组合物对弱化氧化应激的功效的体外测试

[0182] 作为实施例1‑3的方法，分别用40μl的经1/40稀释的第1组至第8组的组合物处理

受幽门螺杆菌(100MOI)感染的RGM1细胞6小时。随后，通过与实施例3类似的方法进行蛋白

质印迹法，且测量氧化应激相关的HIF‑1α的表达量变化，且结果显示于图3a中。

[0183] 如图3a中所示，HIF‑1a因幽门螺杆菌感染而显著增加，且HIF‑1a表达在第6组及第

7组中显著降低。

[0184] 另外，为测量细胞内反应性氧的浓度变化，用共焦成像器分析利用DCF‑DA探针的

DCF增强反应。当过氧化物存在于细胞中且展现绿色荧光时，通过活性氧(reactive  oxygen 

s p e c i e s ；R O S ) 氧 化 非 荧 光 物 质 2 ' ,7 '‑ 二 氯 化 荧 光 黄 二 乙 酸 酯 ( 2 ' ,7 '‑

dichlorofluorescein  diacetate；DCF‑DA)，且因此可通过特定波长下的荧光强度对活性

氧的量进行直接定量。特别地，将5×105个细胞/孔的RGM‑1细胞(未经幽门螺杆菌处理的

RGM1细胞；或受幽门螺杆菌(100MOI)感染的RGM1细胞(实施例1‑3))等分至24孔盘中，且分

别在37℃培养箱(95％空气，5％  CO2)中培养过夜，且随后处理第1组至第8组的组合物持续

一定时间。用DMEM洗涤细胞，且随后向培养基中添加10μg/ml  2',7'‑二氯荧光素二乙酸酯

(DCF‑DA；Sigma‑Aldrich公司,St  Louis,MO)且将其在培养箱中培育30分钟。在培养之后，

观测用4℃的PBS洗涤的细胞且用荧光显微镜拍照，且结果展示于图3b中。

[0185] 如图3b中所示，证实在经幽门螺杆菌感染之后增加DCF‑DA的荧光强度在第1、3、6

及8处理组中统计学上显著降低(P<0.05)，且在第6组处理组中，降低程度最大(P<0.01)。由

此可见，根据一个实施例的组合物可立即解决由幽门螺杆菌菌株引起的氧化应激或低氧反

应。

[0186] 实施例5.含有棒状杆菌属菌株的组合物对幽门螺杆菌相关的抗氧化介导细胞保

护功效的体外测试

[0187] 作为实施例1‑3的方法，分别用40μl的经1/40稀释的第1组至第8组的组合物处理

受幽门螺杆菌(100MOI)感染的RGM1细胞6小时。接着，通过根据实施例3的方法(PCR)分析抗

氧化功能的HO‑1，代表性细胞保护因子的mRNA表达变化，且展示于图4a中，且类似于根据实

施例3的方法(蛋白质印迹分析)分析HO‑1及谷胱甘肽‑S‑转移酶(π)(glutathione‑s‑
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transferase(pi)；GST)蛋白质表达变化且展示于图4b中。

[0188] 因此，如图4a及图4b，在对照组中，在幽门螺杆菌感染之后观测到HO‑1mRNA及蛋白

的显著减少，且在第6组至第8组处理组中，HO‑1表达减少显著增加，且其中，在第6组处理组

中，HO‑1表达增加最显著。另外，如图中4b所示，在第6组及第7组中，GST(π)表达显著减少，

且其中，在第6组处理组中，GST(π)表达减少最显著。

[0189] 由此可见，根据一个实施例的组合物呈现抗氧化作用，且细胞保护功效主要基于

幽门螺杆菌菌株的HO‑1反应。

[0190] 实施例6.含有棒状杆菌属菌株的组合物对幽门螺杆菌相关的细胞凋亡抑制功效

的体外测试

[0191] 作为实施例1‑3的方法，分别用40μl的经1/40稀释的第1组至第8组的组合物处理

受幽门螺杆菌(100MOI)感染的RGM1细胞6小时。随后，通过类似于实施例3的方法，通过蛋白

质印迹法确认Bcl‑2及Bax的表达，且结果显示于图5a中，且通过TUNEL染色分析细胞凋亡，

且结果展示于图5b中。具体地，通过1×105个细胞/腔室将细胞等分至Lab‑Tek腔室载玻片

上且接着在37℃培养箱(95％空气，5％  CO2)中培养来进行TUNEL染色。随后，在处理各试剂

一定时间之后，使用细胞凋亡检测试剂盒(Oncogene  Research  Products,Cambridge,MA)

通过制造商的实验方法进行。将培养溶液移除且用PBS溶液洗涤3次，且随后添加4％多聚甲

醛(paraformaldehyde；PFA)，且将其在室温下固定20分钟。在再次用PBS洗涤两次之后，在4

℃下处理0.1％  Triton  X‑100  5分钟，且阻挡光，且随后使其与通过混合末端脱氧核苷酰

转移酶(terminal  deoxynucleotidyl  transferase；TdT)与核苷酸混合物制成的溶液在37

℃下反应60分钟。在用PBS洗涤之后，用荧光显微镜观测细胞凋亡。

[0192] 如图5a中所示，Bcl‑2的表达减少及Bax的表达增加可在受幽门螺杆菌(H.p)感染

的细胞中观测到，且可证实显著增加的Bax表达减少，且减少的Bcl‑2表达在第6组至第8组

处理组中增加，且其中在第6组处理组中，功效最佳。

[0193] 已知幽门螺杆菌感染通过细胞凋亡的显著增加而诱发黏膜损伤及溃疡，且如图5b

中所示，由于TUNEL染色，通过幽门螺杆菌感染观测到细胞凋亡的统计学上显著增加(P<

0.01)，但在第6组至第8组处理组中，细胞凋亡显著减少，且其中，在第6组处理组中，细胞凋

亡大部分减少。

[0194] 实施例7.通过含有棒状杆菌属菌株的组合物对幽门螺杆菌相关的细胞生长、血管

生长及增殖因子的变化的体外测试

[0195] 作为实施例1‑3的方法，分别用40μl的经1/40稀释的第1组至第8组的组合物处理

受幽门螺杆菌(100MOI)感染的RGM1细胞6小时。接着，通过类似于实施例3的方法，通过蛋白

质印迹法分析TGF‑β及VEGF的变化，且结果显示于图6a中。

[0196] 因此，如图6a中所示，通过幽门螺杆菌感染增加的TGF‑β及VEGF促进无差别黏膜增

殖或癌性炎症，但在第6组至第8组处理组中，TGF‑β及VEGF的表达显著降低，且具体地，在第

6组处理组中，TGF‑β及VEGF的表达大部分减少。由此，显示出根据一个实施例的组合物可缓

解由幽门螺杆菌感染所致的所有炎症或癌变的结果。

[0197] 另外，通过蛋白质印迹法，利用经幽门螺杆菌感染的细胞中的核级分证实β‑连环

蛋白的核转移，且结果展示于图6b中。如图6b中所示，证实通过幽门螺杆菌感染增加的β‑连
环蛋白的核转移可通过处理第6组显著抑制。
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[0198] 通过经由T测试的方法以统计方式验证实施例1至7的所有实验值，且p<0.05或更

大定义为统计显著的。

[0199] 实施例8.制备包含苏氨酸的样品

[0200] 将通过接种谷氨酸棒状杆菌野生型菌株(CJ  CheilJedang  BIO  R&D  Center

(Blossom  park))至肉汤以产生苏氨酸(表1)且在35℃及200rpm的条件下培养48小时来制

备的发酵肉汤纯化且使其结晶以制备样品1。样品1包含99重量％或更大的呈粉末形式的纯

化苏氨酸。

[0201] 将通过在培养基中培养谷氨酸棒状杆菌以产生苏氨酸来获得的发酵肉汤(包含谷

氨酸棒状杆菌)直接干燥(在60℃至70℃下热空气干燥)以制备样品2。另外，将木质素磺酸

钙(Aladdin  industrial公司,Shanghai,China)添加至通过在以上条件下以各种含量培养

谷氨酸棒状杆菌所获得的发酵肉汤，且对其中添加木质素磺酸钙的发酵肉汤(包含谷氨酸

棒状杆菌)进行干燥(在60至70℃下热空气干燥)以制备样品3至5。样品2至5包含经由热空

气干燥而呈热杀灭细菌形式的谷氨酸棒状杆菌。

[0202] 以粒度为约200至1000μm的颗粒形式制备样品2至5。样品1至5的组分及含量揭示

于表4中。在表4中，苏氨酸(重量％)、木质素磺酸钙(重量％)及发酵产物(包含谷氨酸棒状

杆菌微生物细胞)的其他组分(重量％)指通过干燥发酵肉汤制备的干燥物质中的重量％，

且干燥物质中的发酵产物包含谷氨酸棒状杆菌属菌株。另外，发酵产物中所包含的谷氨酸

棒状杆菌菌株的含量揭示于表4中。

[0203] [表4]

[0204]

[0205] 1
当干燥发酵产物中微生物细胞的含量时的转化的值

[0206] 实施例9 .应激相关黏膜疾病(SRMD)的浸水束缚应激(Water  immersion‑

restraint  stress；WIRS)模型制备

[0207] 总计110只SD大鼠购自Charles  River(Osaka，Japan)且储存于动物设施中。在经

授权动物设施中根据AAALAC国际动物照护政策(AAALAC  International  Animal  Care 

Policies)处理实验动物。动物在暴露于WIRS之前禁食24小时，且水为自由取用。将各组的

10只大鼠置放于用于WIRS的笼中且浸没于水中6小时。

[0208] 在WIRS处理之前8小时向大鼠经口施用实施例8中所制备的样品1至样品5，以使得

施用相同量的苏氨酸(0.15重量％/饮食)，且在施用WIRS  6小时之后，处死动物且取出并切

开胃且移出内容物，对胃的内表面拍照且将照片展示于图11中。如图11中所示，由于通过肉
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眼观测大鼠的胃组织，可证实在WIRS诱导组中(图11中的第二列)引起胃出血，且胃出血的

程度以样品1<样品5<样品4<样品3或样品2的顺序降低(胃溃疡的极佳治疗功效)。

[0209] 另一方面，如下表5中所指示，通过分成4个动物实验组进行以下实验。将其分成其

中经口施用盐水溶液之后未作处理的未经处理组(阳性对照组，动物实验组1)；其中施用

WIRS  6小时的WIRS组(阴性对照组，动物实验组2)；及动物实验组，其中在WIRS处理前8小

时，分别以30mg/kg体重经口处理含有0.15重量％的样品1(实施例8中制备)的饲料(动物实

验组3)及含有0.21重量％的样品3(实施例8中制备)的饲料(动物实验组4)。动物实验组3及

4的饲料中的L‑苏氨酸(L‑Thr)的含量同等地设定为0.15重量％/饮食。

[0210] [表5]

[0211]

[0212] 在WIRS  6小时之后，用高剂量麻醉剂(硫喷妥钠，50mg/kg)处死所有实验动物(大

鼠)。以下实施例10至12中所揭示的动物实验组1‑4指表5及图7a至图10中的动物实验组1‑

4，第1‑4组指表5的动物实验组1‑4。

[0213] 实施例10.SRMD(应激相关的黏膜疾病)改善功效的测试

[0214] 将实施例9中处死的大鼠的胃切开且沿较大曲线打开，且随后用冷PBS溶液洗涤。

在通过放大照片测定糜烂或溃疡的数目及尺寸之后，解剖一半用于结构观测。将切开的胃

铺展于塑料薄片上，且以10％福尔马林缓冲液固定4小时且用于产生石蜡组织切片，且将另

一半储存于液氮槽中进行分子生物观测。另外，通过混合相同动物实验组储存黏膜组织匀

浆物。

[0215] 使用显微镜通过裸眼且在对照组及各实验组(动物实验组1至4)中观测胃样品(图

7a)，计算总体损伤指数、炎症；病理性评分、溃疡/糜烂；病理性评分、再生；病理性评分且展

示于图7b中。如图7a中所示，在动物实验组2的所有大鼠中展示SRMD，诸如糜烂、出血及溃疡

的显著出现，但在动物实验组3及动物实验组4中，SRMD得到显著改善。如图7b中所示，在动

物实验组3及4中，总体损伤指数、炎症；病理性评分、溃疡/糜烂；病理性评分、再生；病理性

评分显著改善(p<0.05)，且特别地，动物实验组4的总体损伤指数及再生显著低于动物实验

组3；相比于动物实验组3，病理性评分显著改善。

[0216] 实施例11.抗炎功效的测试

说　明　书 21/24 页

23

CN 114007440 B

23



[0217] 由于SRMD在生理学上与缺血性再灌注损伤相关，因此在动物实验组1至4中，测量

包括血小板衍生生长因子(platelet‑derived  growth  factor；PDGF)的血管生成生长因子

的mRNA表达及炎症介质的mRNA表达、iNOS、TNF‑α、IFN‑ γ 及PDGF，且结果显示于图8a及图8b

中。

[0218] 具体地，全部RNA使用RNeasy  Mini试剂盒(Qiagen  Korea ,Seoul,Korea)提取。用

于测量炎性细胞因子及介质的表达的引物显示于下表6中。使用10×反应缓冲液(Promega 

Korea ,Seoul ,Korea)、1 .5mM/L  MgCl2、200mM/L三磷酸脱氧核苷酸(deoxynucleotide 

triphosphate；dNTP)、各引物1mM/L及Taq  DNA聚合酶(Promega)2 .5单位，使用Perkin‑

Elmer  GeneAmp  PCR系统2400分析扩增。各循环由以下构成：在95℃下变性1分钟，在55℃下

退火45分钟及在72℃下扩增45秒。

[0219] [表6]

[0220]

[0221] 另外，在动物实验组1‑4中的每一个中，测量p‑IκBα、p‑ERK及p‑JNK的蛋白质含量

且展示于图8c及图8d中。具体地，为了进行蛋白质印迹法以测量蛋白质含量，将收集的胃黏

膜在含有2mM乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraacetic  acid；EDTA)、0.5mM乙二醇四乙

酸(ethylene  glycol  tetraacetic  acid；EGTA)、300mM蔗糖及2mM苯甲基磺酰基氟

(phenylmethylsulfonyl  fluoride；PMSF)的冰冷20mM  Tris‑HCl缓冲液(pH  7.5)中通过组

织匀浆器均质化。在8％十二烷基硫酸钠‑聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS‑PAGE)凝胶中进行30μg
蛋白质电泳之后，使用半干式转移系统(Hoefer,Holliston,MA,USA)将其转移至聚偏二氟
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乙烯(polyvinylidene  fluoride；PVDF)膜中。通过与5％脱脂奶粉一起培育来阻断非特异

性结合。将膜与初级抗体的500倍稀释溶液一起在4℃下恒温培育过夜，且随后与1:1000稀

释的辣根过氧化酶(horseradish  peroxidase；HRP)结合的二级抗体一起培育。使用ECL检

测试剂盒(Amersham  Biosciences  Korea,Seoul,Korea)检测免疫复合物且自动照射X射线

膜。用于蛋白质印迹法的抗体如下。β‑肌动蛋白、氧化氮合酶((nitric  oxide  synthase；

iNOS)、环加氧酶(cyclooxygenase；COX‑2)、磷‑JNK(phosphor‑JNK；P‑JNK)、磷‑ERK

(phosphor‑ERK；P‑ERK)、B细胞淋巴瘤2(B‑cell  lymphoma  2；Bcl‑2)、B细胞淋巴瘤‑2‑相关

的X‑蛋白质(B‑cell  lymphoma‑2‑associated  X‑protein；Bax)及细胞周期蛋白D1抗体购

自Santa  Cruz  Biotechnology(Santa  Cruz ,CA)。κBα的磷酸化抑制剂(phosphorylated 

inhi bitor  of  ka ppa  B  alpha；p‑Iκ Bα)、磷酸化信号转导子及转录活化子3

(phosphorylated  signal  transducer  and  activator  of  transcription  3；p‑STAT3)、

聚(ADP‑核糖)聚合酶(poly(ADP‑ribose)polymerase；PARP)、细胞周期蛋白依赖性激酶4

(cyclin‑dependent  kinase  4；CDK4)及细胞周期蛋白依赖性激酶2(cyclin  dependent 

kinase  2；CDK2)购自Cell  Signaling  Technology(Beverly,MA)。血红素加氧酶‑1(heme 

oxygenase‑1；HO‑1)抗体购自Enzo  life  Sciences(Farmingdale,NY)。

[0222] 如图8a中所示，在动物实验组2(WIRD诱发的SRMD)中，iNOS、TNF‑α及干扰素 γ
(interferon  gamma；IFN‑ γ )的mRNA表达显著增加，但在动物实验组3或动物实验组4中，增

加的炎症介质(iNOS、TNF‑α、IFN‑ γ )的表达显著减少(P<0.01或P<0.05，图8a)，且特别地，

相比于动物实验组3，在动物实验组4中的TNF‑α及IFN‑ γ 的表达显著减少(P<0.05，图8a)。

[0223] 如图8b中所示，在动物实验组2中血管生成生长因子，PDGF的表达显著增加，但其

在动物实验组3或动物实验组4中显著降低(P<0.01，图8b)，且特别地，在动物实验组4中，降

低程度较高。

[0224] 如图8c中所示，作为测量蛋白质含量下p‑IκBα的表达的结果，p‑IκBα的表达通过

WIRS在动物实验组2中显著减少，且p‑IκBα表达的减少与NF‑κB的转录活化相关。同时，减少

的p‑IκBα的表达显著增加(P<0.01，图8c)，且相比于动物实验组3，p‑IκBα的表达在动物实

验组4中显著增加(P<0.01，图8c)，且p‑IκBα的表达增加诱导NF‑kB氧化还原抑制。

[0225] 另一方面，关于与缺血及炎症相关的信号传导，如图8d中所示，在动物实验组2中，

展示p‑ERK及p‑JNK活化，且在动物实验组4中，信号传导均不活化，但在动物实验组3中，其

部分不活化(P<0.01)。

[0226] 实施例12.测试胃黏膜保护功效

[0227] 因为引起糜烂或溃疡的SRMD展示细胞凋亡在相应区域中增加，所以根据动物实验

组测量胃黏膜上的细胞凋亡。具体地，使用TdT  FragEL  DNA片段化检测试剂盒(Oncogene 

Research  Products ,Cambridge ,MA)及末端脱氧核苷酸转移酶介导的缺口末端标记

(Terminal  deoxynucleotidyl  transferase‑mediated  nick  end  labeling；TUNEL)方法

可视化细胞凋亡。为了通过发现细胞凋亡以较大数量出现在各实验组中的区域(凋亡热点)

来测量细胞凋亡指数(apoptotic  index；AI)，将TUNEL免疫染色切片(末端脱氧核苷酸转移

酶介导的dUTP缺口末端标记(TUNEL)‑免疫染色切片)扩大100倍且进行扫描。接着，在400个

视野中对TUNEL阳性细胞的数目进行计数以记录AI。通过在包括糜烂性或溃疡病变的片段

中随机选择至少5个热点来测定平均系数，且结果展示于图9a中，且通过总细胞数目的平均

说　明　书 23/24 页

25

CN 114007440 B

25



百分比指示结果。如图9a中所示，相比于动物实验组1，细胞凋亡在动物实验组2中显著增

加，且相比于动物实验组2，在动物实验组3及动物实验组4中增加的细胞凋亡程度显著减少

(P<0 .01，图9a)，且相比于动物实验组3，其在动物实验组4中以显著更低含量观测到(P<

0.01，图9a)。

[0228] 为验证TUNEL结果，对于防止凋亡的蛋白质Bcl‑2及诱导细胞凋亡的裂解的PARP、

Bax、裂解的半胱天冬酶‑8及裂解的半胱天冬酶‑3的表达，通过实施例11的方法进行蛋白质

印迹分析，且结果展示于图9b中。

[0229] 如图9b中所示，在动物实验组2中，PARP分裂、Bax、裂解的半胱天冬酶‑8及裂解的

半胱天冬酶‑3的表达显著增加，且增加的PARP分裂、Bax、裂解的半胱天冬酶‑8及裂解的半

胱天冬酶‑3表达在动物实验组3及4中显著减少，且相比于动物实验组3，特别地，其在动物

实验组4中被观测到呈显著较低含量。另一方面，在动物实验组4中，Bcl‑2，防止细胞凋亡的

蛋白质的表达显著增加(图9b)。

[0230] 通过根据实施例11的方法在蛋白质含量下确认CDK4及细胞周期相关基因，细胞周

期蛋白D1的活性，且结果显示于图9c中。如图9c中所示，在动物实验组2中CDK4及细胞周期

蛋白D1的表达显著增加(P<0.01)，且在动物实验组3及4中增加的CDK4及细胞周期蛋白D1的

表达显著减少。特别地，相比于动物实验组3，在动物实验组4中的CDK4及细胞周期蛋白D1的

表达显著更低(图9c，P<0.01到0.05)。

[0231] 在动物实验组1至4的胃组织中，通过PAS染色确认黏蛋白含量，且结果展示于图10

中。如图10中所示，在动物实验组2中观测到胃黏蛋白呈显著较低含量(P<0.01)，且胃黏黏

膜的表达在动物实验组3及4中得到显著保留，且黏膜的表达在动物实验组4中显著高于动

物实验3(P<0.01)。

[0232] 根据以上结果可见，黏膜完整性受WIRS威胁，但此威胁通过根据一个实施例预处

理组合物(样品)来缓解。

[0233] 实施例8至11的结果由平均值±SD表示。通过单因素方差分析(one‑way  analysis 

of  variance；ANOVA)来分析数据，且各组之间的统计显著性通过邓肯氏多重范围测试

(Duncan's  multiple  range  test)测定。统计显著性会聚于P<0.05。

[0234] 根据以上描述，本申请所属领域中的技术人员将理解，本申请可以其他特定形式

实施而不改变其技术精神或基本特征。就此而言，应理解，上文所描述的实施例在所有方面

中为例示性而非限制性。本申请的范围应解释为以下权利要求书的含义及范围，而非以上

实施方式，且来源于等效概念的所有修改或经修改形式均包括于本申请的范围中。
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