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1.一种用于确定个体粪便微生物群的组成变化的体外方法，所述变化为个体按照随

机、双盲、安慰剂-对照的交叉方案摄入包含微生物的组合物和安慰剂之后的粪便微生物群

的组成变化，所述方法包括如下步骤：

(i)在按照所述方案接受所述组合物或安慰剂之前和/或期间和/或之后，收集关于所

述个体的健康状况和/或饮食习惯的信息；

(ii)在按照所述方案摄入所述组合物或安慰剂之前和/或期间和/或之后，从所述个体

获取粪便样品；

(iii)通过对步骤(ii)中获取的粪便样品进行宏基因组学分析，来分析所述微生物群；

(iv)比较按照所述方案接受所述组合物或安慰剂之前和/或期间和/或之后的所述个

体的粪便微生物群，所述比较优选定性地和/或定量地比较。

2.如权利要求1所述的方法，其特征在于，所述微生物是以单独或组合方式摄取的细菌

和/或酵母。

3.如权利要求1或2所述的方法，其特征在于，所述微生物属于选自下组的属：乳杆菌

(Lactobacillus )、双歧杆菌(Bifidobacterium )、芽孢杆菌(Bacillus )、丙酸杆菌

(Propionibacterium )、链球菌(Streptococcus )、乳球菌(Lactococcus )、气球菌

(Aerococcus)和肠球菌(Enterococcus)；优选所述微生物是乳杆菌和/或双歧杆菌属的细

菌。

4.如权利要求1-3中任一项所述的方法，其特征在于，所述微生物是乳杆菌属的细菌，

其选自如下物种：副干酪乳杆菌(Lactobacillus paracasei)、嗜酸乳杆菌(Lactobacillus 

acidophilus )、解淀粉类乳杆菌(Lactobacillus amylolyticus )、嗜淀粉乳杆菌

(Lactobacillus amylovorus)、食品乳杆菌(Lactobacillus alimentarius)、鸟乳杆菌

( Lactobacillus aviaries )、短乳杆菌( Lactobacillus brevis )、布氏乳杆菌

(Lactobacillus buchneri)、干酪乳杆菌(Lactobacillus casei)、纤维二糖乳杆菌

(Lactobacillus cellobiosus)、棒状乳杆菌(Lactobacillus coryniformis)、卷曲乳杆菌

(Lactobacillus crispatus )、弯曲乳杆菌(Lactobacillus curvatus )、德氏乳杆菌

(Lactobacillus delbrueckii)、香肠乳杆菌(Lactobacillus farciminis)、发酵乳杆菌

(Lactobacillus fermentum)、鸡乳杆菌(Lactobacillus gallinarum)、加氏乳杆菌

(Lactobacillus gasseri)、瑞士乳杆菌(Lactobacillus helveticus )、希氏乳杆菌

(Lactobacillus hilgardii)、约氏乳杆菌(Lactobacillus johnsonii)、马乳样乳杆菌

(Lactobacillus kefiranofaciens)、开菲尔乳杆菌(Lactobacillus kefiri)、粘膜乳杆菌

( Lactobacillus mucosae )、面包乳杆菌( Lactobacillus panis )、丘状乳杆菌

(Lactobacillus collinoides)、类植物乳杆菌(Lactobacillus paraplantarum)、戊糖乳

杆菌(Lactobacillus pentosus)、植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)、蓬蒂乳杆菌

(Lactobacillus pontis )、罗伊氏乳杆菌(Lactobacillus reuteri)、鼠李糖乳杆菌

(Lactobacillus rhamnosus )、清酒乳杆菌(Lactobacillus sakei )、唾液乳杆菌

(Lactobacillus salivarius)和旧金山乳杆菌(Lactobacillus sanfranciscensis)。

5.如权利要求1-4中任一项所述的方法，其特征在于，所述微生物是副干酪乳杆菌物种

的细菌，更优选其为菌株副干酪乳杆菌DG。

6.如权利要求1-5中任一项所述的方法，其特征在于，所述组合物中存在的所述微生物
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的量是10至500亿个集落形成单位(CFU)的微生物，优选150至300，更优选200至250亿CFU的

微生物。

7.如权利要求1-6中任一项所述的方法，其特征在于，所述组合物中存在的所述微生物

是活的或死的微生物，或是裂解物或提取物的形式。

8.如权利要求1-7中任一项所述的方法，其特征在于，所述包含微生物的组合物被配制

用于经口给予，优选以固体形式，优选以丸剂、胶囊剂、片剂、粒状粉末、硬胶囊、水溶性颗

粒、囊剂或粒料。

9.如权利要求1-8中任一项所述的方法，其特征在于，所述宏基因组学分析包括如下步

骤中的至少一个，优选全部：

-从所述粪便样品提取核酸，优选DNA；和

-对该粪便微生物群中存在的微生物进行分子分型。

10.如权利要求9所述的方法，其特征在于，对于粪便微生物群的分型通过分析核糖体

的16S亚基的至少部分编码基因的核苷酸序列来进行。

11.如权利要求9或10所述的方法，其特征在于，对于粪便微生物群的分型通过采用PCR

扩增核糖体的16S亚基的至少部分编码基因的核苷酸序列来进行。

12.如权利要求11所述的方法，其特征在于，所述PCR采用SEQ ID NO:1和2进行。

13.如权利要求11或12所述的方法，其特征在于，对扩增的核苷酸序列测序，优选采用

离子激流测序技术。

14.如权利要求9-13中任一项所述的方法，其特征在于，通过分级聚类程序和/或分类

学分析，和/或通过构建系统树，优选采用热图，来表征所述微生物。

15.如权利要求14所述的方法，其特征在于，通过采用参数和/或非参数统计学方法来

分析所述表征的结果。

16.一种用于进行权利要求1-15中任一项所述的方法的试剂盒，所述试剂盒包含：

-所述试剂盒的标识码；

-包含微生物的组合物的至少一种口服制剂，所述微生物优选属于副干酪乳杆菌物种，

更优选菌株副干酪乳杆菌DG，所包含微生物的量是10至500亿个集落形成单位(CFU)的微生

物，优选150至300，更优选200至250亿CFU的微生物；

-不包含微生物的安慰剂的至少一种口服制剂；

所述微生物的组合物按照以所述安慰剂为对照的随机、双盲交叉方案摄取，并且，包含

所述微生物的所述组合物和安慰剂通过编码来鉴定。
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用于评价包含微生物的组合物对肠道微生物群的作用的方法

[0001] 本发明涉及用于确定包含微生物(尤其是细菌)的组合物的益生/副益生活性的方

法，所述方法基于评价在摄取所述组合物之后，粪便微生物群中的定性和/或定量变化。此

外，本发明涉及用于进行所述方法的试剂盒。

[0002] 胃肠道包含多种微生物群体，其在每个个体的发育过程中发展并增殖，形成所谓

肠道微生物群或肠道菌群。

[0003] 因此，肠道微生物群是一个高度复杂的生态系统，其由不同微生物群体之间的平

衡调节而成，或所谓生态平衡是确保身体健康的基础，因为微生物群会显著地调节宿主个

体的肠道粘膜的发育和内稳态。

[0004] 换言之，所述肠道微生物群相当于一个真实的器官。事实上，个体的肠道微生物群

的定性和/或定量变化，或所谓失调或微生物失调(dismicrobism)，会导致丧失肠道内稳

态，由此会决定广谱病理学的发病机理。

[0005] 为了处理肠道失调状况，或者在任何情况下，为了维持肠道微生物群的平衡，摄取

益生/副益生产品的实践愈发地普遍。

[0006] 按照FAO/WHO的定义，益生剂是一组"活的微生物，当以适当的量给予这些微生物

时，能为宿主提供健康益处"。

[0007] 根据上述定义，与方法的开发相关的益处使其能够快速且可靠地评价包含微生物

的外生组合物/制剂对个体的肠道微生物群的细菌组成的相当明显的影响。

[0008] 事实上，基于采用该方法检测的作用，即基于摄入包含微生物的组合物将如何定

量地和/或定性地改变肠道微生物群，能够建立所述组合物是否能够有利于和/或确保人体

健康，以及因此，其是否能够满足被鉴定为益生/副益生剂的基础资格条件之一。

[0009] 本发明通过如下方式来满足上述要求：提供通过分子分析来确定在按照随机、双

盲、安慰剂-对照交叉方案摄入了包含微生物(优选细菌)的组合物之后，个体的粪便微生物

群的组成的定性和/或定量变化的方法。

[0010] 事实上，申请人已通过实验第一次证明，进行，尤其是对健康群体进行交叉干预研

究方案，以防止显著个体间变异性会隐藏处理(具体而言，采用益生/副益生剂的粗粒)的可

能作用，或防止显著的个体间变异性导致统计学假阳性。

[0011] 本发明方法，除了特别有利于确定包含微生物(即假定的益生/副益生剂)的一般

组合物对粪便微生物群的作用之外，还有利于确定已知益生/副益生剂对人体的促健康作

用，或用于确定已知益生/副益生剂的任何新的、特定的作用，例如，通过研究在摄取所述组

合物之后刺激和/或抑制了哪些微生物群体的生长。事实上，基于在摄取所述组合物之后，

所涉及的其生长被刺激和/或被抑制的微生物群体的主要活性，能够确定所述组合物的可

能的新作用。例如，如果，在摄取了本发明方法的益生剂之后，发现特定的细菌群以定量方

式生长，并且该细菌群的代谢主要涉及例如丁酸的生成，则可推定，能够通过接受所述益生

剂来增加肠道中丁酸的量。

[0012] 本发明方法的其它益处将根据下文的详细描述和实施例而更为显见，然而，其仅

仅起说明而非限制作用。
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[0013] 为了能够更好地理解详细说明，本发明附有图1-4：

[0014] -图1显示统计学分析的结果，其评价用本发明组合物处理之前和之后(A)粪球菌

(Coprococcus)属的细菌群的增加(图1.1)和布劳特氏菌(Blautia)属细菌群的减少(图

1.2)，以及同时用安慰剂处理之前和之后(B)粪球菌属的细菌群的减少(图1.1)和布劳特氏

菌属的细菌群的增加(图1.2)；

[0015] -图2.1显示，在用本发明组合物处理之前和之后，粪球菌属的细菌群的增加(深

灰)和布劳特氏菌属的细菌群的减少(浅灰)；

[0016] -图2.2显示，用本发明组合物处理之前和之后(A)，粪球菌属的细菌群的百分比增

加(深灰)和布劳特氏菌属的细菌群的百分比减少(浅灰)，以及用安慰剂处理之前和之后

(B)，粪球菌属的细菌群的百分比减少(深灰)和布劳特氏菌属的细菌群的百分比增加(浅

灰)；

[0017] -图3显示统计学分析的结果，其用于建立，用本发明组合物处理之前和之后烟酸

代谢的增加，和用安慰剂处理之前和之后烟酸代谢的减少；和

[0018] -图4显示统计学分析的结果，其用于建立，在用本发明组合物处理之前和之后叶

酸的生物合成的增加，和相反地用安慰剂处理之前和之后没有任何变化。

[0019] 本发明的第一方面涉及确定粪便微生物群的组成变化的方法，所述粪便微生物群

为个体按照随机、双盲、安慰剂-对照的交叉方案摄入包含微生物的组合物/制剂之后的的

粪便微生物群，所述方法包括如下步骤：

[0020] a)在按照随机、双盲、安慰剂-对照的交叉方案接受所述组合物或安慰剂之前和/

或期间和/或之后，收集关于所述个体的健康状况和/或饮食习惯的信息；

[0021] b)获得在按照随机、双盲、安慰剂-对照的交叉方案摄入所述组合物或安慰剂之前

和/或期间和/或之后，来自所述个体的至少一个粪便样品；

[0022] c)通过对步骤b)的粪便样品进行的宏基因组学分析来分析所述微生物群；

[0023] d)比较按照随机、双盲、安慰剂-对照的交叉方案摄入所述组合物或安慰剂之前

和/或期间和/或之后的所述个体的粪便微生物群，优选定性地和/或定量地比较。

[0024] 在本发明内容中，术语粪便微生物群指的是存在于个体粪便中的整个微生物群

体，并且其反映所述个体的肠中存在的整个微生物群体。因此，术语粪便微生物群在本文中

指的是肠道微生物群的同义词。具体而言，包括在本发明组合物中的微生物是单独或组合

形式的细菌和/或酵母和/或其它微生物。

[0025] 包含细菌的组合物特别优选用于本发明目的。具体而言，所述细菌属于选自下组

的属：乳杆菌(Lactobacillus)、双歧杆菌(Bifidobacterium)、芽孢杆菌(Bacillus)、丙酸

杆菌(Propionibacterium)、链球菌(Streptococcus)、乳球菌(Lactococcus)、气球菌

(Aerococcus)和肠球菌(Enterococcus)。更优选地，所述细菌属于乳杆菌和/或双歧杆菌

属。

[0026] 具体而言，所述乳杆菌选自：副干酪乳杆菌(Lactobacillus paracasei)、嗜酸乳

杆菌(Lactobacillus acidophilus)、解淀粉类乳杆菌(Lactobacillus amylolyticus)、嗜

淀粉乳杆菌(Lactobacillus amylovorus)、食品乳杆菌(Lactobacillus alimentarius)、

鸟乳杆菌(Lactobacillus aviaries)、短乳杆菌(Lactobacillus brevis)、布氏乳杆菌

(Lactobacillus buchneri)、干酪乳杆菌(Lactobacillus casei)、纤维二糖乳杆菌
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(Lactobacillus cellobiosus)、棒状乳杆菌(Lactobacillus coryniformis)、卷曲乳杆菌

(Lactobacillus crispatus )、弯曲乳杆菌(Lactobacillus curvatus )、德氏乳杆菌

(Lactobacillus delbrueckii)、香肠乳杆菌(Lactobacillus farciminis)、发酵乳杆菌

(Lactobacillus fermentum)、鸡乳杆菌(Lactobacillus gallinarum)、加氏乳杆菌

(Lactobacillus gasseri)、瑞士乳杆菌(Lactobacillus helveticus )、希氏乳杆菌

(Lactobacillus hilgardii)、约氏乳杆菌(Lactobacillus johnsonii)、马乳样乳杆菌

(Lactobacillus kefiranofaciens)、开菲尔乳杆菌(Lactobacillus kefiri)、粘膜乳杆菌

( Lactobacillus mucosae )、面包乳杆菌( Lactobacillus panis )、丘状乳杆菌

(Lactobacillus collinoides)、类植物乳杆菌(Lactobacillus paraplantarum)、戊糖乳

杆菌(Lactobacillus pentosus)、植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)、蓬蒂乳杆菌

(Lactobacillus pontis )、罗伊氏乳杆菌(Lactobacillus reuteri)、鼠李糖乳杆菌

(Lactobacillus rhamnosus )、清酒乳杆菌(Lactobacillus sakei )、唾液乳杆菌

(Lactobacillus salivarius)和旧金山乳杆菌(Lactobacillus sanfranciscensis)。

[0027] 对于本发明的目的特别优选的是属于副干酪乳杆菌物种的细菌，更优选副干酪乳

杆菌DG菌株。

[0028] 细菌菌株副干酪乳杆菌DG由SOFAR S.p.A.于05/05/1995在巴黎的巴斯德研究所

的国家微生物保藏中心(CNCM)保藏，保藏号为CNCM I-1572。所述菌株的最初命名是干酪乳

杆菌DG干酪菌种(Lactobacillus casei DG sub.casei)。

[0029] 具体而言，双歧杆菌属的细菌选自：青春双岐杆菌( Bif id o ba c te r i um 

adolescentis )、动物双歧杆菌( Bifidobacterium animalis )、两岐双岐杆菌

(Bifidobacterium bifidum )、短双岐杆菌(Bifidobacterium breve)和长双歧杆菌

(Bifidobacterium longum)。

[0030] 所述酵母优选属于酵母属( S a c c h a r o m y c e s )，更优选属于酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)物种。

[0031] 一般而言，本发明组合物中包含的微生物是EFSA的QPS列表中指定的个体微生物

或任何微生物物种的组合

[0032] (http://www.efsa.europa.eu/it/search/doc/3020.pdf).

[0033] 本发明组合物的微生物优选是活的，由此所述组合物也可被定义为益生剂。

[0034] 或者，所述组合物的微生物是死的，和/或是裂解物或提取物的形式，由此所述组

合物也可被定义为副益生剂。因此，本发明组合物还可以是已知的或假定的益生剂或副益

生剂。

[0035] 在本发明的一个实施方式中，所述组合物包含约10亿至500亿个集落形成单位

(CFU)的微生物，优选150至300亿，更优选200至250亿个CFU的微生物。

[0036] 在本发明的一个实施方式中，所述组合物配制用于经口给予。具体而言，所述组合

物以固体形式配制，优选丸剂、胶囊剂、片剂、粒状粉末、硬胶囊、水溶性颗粒、囊剂或粒料。

[0037] 或者，本发明的组合物被配制为液体，例如糖浆或饮品，或者被添加至食物，例如

酸奶、乳酪，或果汁。

[0038] 或者，本发明的组合物以能够发挥局部作用的形式配制，例如，灌肠剂。

[0039] 在本发明的另一个实施方式中，所述组合物还包含一般经许可用于生产益生剂
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和/或药物产品的赋形剂。

[0040] 在本发明的另一个实施方式中，本发明的组合物富含维生素、微量元素例如锌和

硒，酶和/或益生元物质，例如，低聚果糖(FOS)、低聚半乳糖(GOS)、菊粉，瓜尔豆胶或其组

合。

[0041] 就该组合物的摄取而言，如先前所解释的，其按照随机、双盲、安慰剂-对照的交叉

方案摄取。换言之，在摄取过程中，试验中涉及的研究者和个体均不知晓被分配何种处理

(所述处理是不可分辨的、双盲的)，并且，相同的个体按照随机顺序在不同时间接触包含微

生物的组合物和安慰剂的处理(交叉)。

[0042] 在本发明的一个实施方式中，所述方案包括如下阶段：1)预招募期，其中所述个体

优选不摄取包含微生物的组合物或安慰剂；和/或2)第一处理期，其中所述个体优选摄取包

含微生物的组合物或安慰剂；和/或3)清洗期(wash-out phase)，其中所述个体优选不摄取

包含微生物的组合物或安慰剂；和/或4)第二处理期，其中所述个体优选摄取安慰剂或包含

微生物的组合物。

[0043] 如上所述，第2阶段和第4阶段的摄取以随机、双盲的方式进行。明确的是，在第1阶

段摄取安慰剂的个体将在第2阶段摄取包含微生物的组合物，反之亦然。

[0044] 该方案的不同阶段的时间长度优选是相同的。具体而言，这些阶段中至少一个(优

选全部阶段)的时间长度是约四周。

[0045] 在本发明内容中，术语清洗指的是在摄取包含微生物的组合物或安慰剂的两个阶

段之间的过程，其中所述个体不摄取任何试剂，并因此应"排出"他或她先前已摄取的物质，

即不包括任何处理以清除所有残余效应的过程。

[0046] 在本发明的一个实施方式中，本发明组合物优选一天摄取一次，更优选在睡醒后

的即刻。

[0047] 或者，夜间摄取也是可行的，优选餐后至少3小时。

[0048] 收集关于所述个体的健康状况和/或饮食习惯的信息的步骤优选通过问卷形式收

集所述信息的方式进行。所述问卷经特别定制以收集关于进行本发明方法的个体的健康状

况和/或饮食习惯的数据。

[0049] 具体而言，所述问卷是标准版，其上列出关于所述个体的健康状况和/或饮食习惯

的征询。关于健康状况，所述个体可采用与各问题相关联的打分标准来回答。打分标准优选

是口述数字评分法(VNS)，或视觉模拟评分法(VAS)或口述描绘评分法(VRS)。关于饮食习

惯，所述个体可通过指示他或她日常消耗的食物并且(若可能)确定消耗量来回答。

[0050] 收集信息的步骤优选在预招募期起始时和/或在第一处理期之前和/或之后和/或

在第二处理期终末之前和/或之后进行。

[0051] 至少一个粪便样品的获取优选在第一处理器的起始和/或终末和/或第二处理期

的起始和/或终末进行。

[0052] 所述粪便样品优选在不早于处理前48小时，更优选不早于处理前24小时的时间获

取，或贮存在优选+4℃至-20℃的温度，更优选-20℃，贮存时长优选不超过7-10天。粪便样

品在处理之前的贮存或在较低温度的贮存优选在室温进行。

[0053] 通过对粪便样品进行宏基因组学分析的微生物群分析步骤对于核酸进行，优选对

于提取自粪便微生物群的DNA进行。
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[0054] 具体而言，通过宏基因组学分析对微生物群进行的分析包括如下步骤中的至少一

个，且优选全部：

[0055] ·从所述粪便样品提取核酸，优选DNA；和

[0056] ·对所述粪便微生物群进行分子分型。

[0057] 一般而言，从粪便样品提取核酸(具体是DNA)通过采用本领域技术人员已知用于

该目的的方式进行。

[0058] 在本发明的一个实施方式中，对微生物群的分型通过分析编码核糖体的亚基，优

选核糖体的16S亚基的基因(即编码16S rRNA分子的基因)的至少一部分进行核苷酸序列分

析来进行。

[0059] 为此，从粪便样品提取的DNA采用本领域已知的技术(例如PCR)来扩增。优选地，所

述扩增通过采用一对寡核苷酸(引物)来进行；

[0060] 优选通过采用SEQ ID NO:1(Probio_Uni 5 '-CCTACGGGRSGCAGCAG-3 ')和SEQ ID 

NO:2(Probio_Rev 5'-ATTACCGCGGCTGCT-3')(Milani C，Hevia A，Foroni E，Duranti S，

Turroni F等.(2013)“粪便微生物群评估：一种优化的离子激流16S rRNA基因分析方案

(Assessing the Fecal Microbiota:An Optimized Ion Torrent 16S rRNA Gene-Based 

Analysis Protocol)”.PLoS ONE 8(7):e68739)。

[0061] 进行PCR的条件可视需要扩增的核酸的质量和数量和/或所用的引物而变化。在任

何情况中，对PCR条件的设定是本领域技术人员的常规技能。

[0062] 优选地，随后对扩增的核酸的部分进行测序。

[0063] 本领域技术人员可采用用于该目的的任何已知方法。优选地，所用方法选自：基于

桑格测序法、焦磷酸测序法和离子激流测序法的测序。

[0064] 在离子激流的情况中，优选采用优选在5'端具有衔接子序列的引物。在本发明的

特别优选的实施方式中，所述衔接子序列是SEQ ID NO:1和2。

[0065] 一旦获得所述序列，以及进而地，一旦所述粪便微生物群的微生物群体已被分型，

即表征微生物群落，优选通过分级聚类程序或分类学分析和/或通过构建系统树，优选采用

热图。就此而言，QIIME软件特别优选用于本发明目的。

[0066] 最后，获自表征分析的数据优选采用参数和/或非参数类型的统计学方法分析。

[0067] 本发明的另一个方面涉及用于进行本发明方法的试剂盒，所述试剂盒包含：

[0068] -该试剂盒的标识码；

[0069] -包含微生物的组合物的至少一种口服制剂，所述微生物优选属于副干酪乳杆菌

物种，更优选菌株副干酪乳杆菌DG，包含微生物的量是10至500亿个集落形成单位(CFU)的

微生物，优选150至300，更优选200至250亿CFU的微生物。

[0070] -不包含微生物的安慰剂的至少一种口服制剂；所述微生物的组合物按照以所述

安慰剂为对照的随机、双盲、交叉方案摄取，并且，包含微生物和所述安慰剂的所述组合物

通过编码来鉴定。

[0071] 所述安慰剂优选与所述包含微生物的组合物的口服制剂在外观上(即形式)相同，

但与所述包含微生物的组合物的口服制剂具有本质差异，所述微生物优选属于副干酪乳杆

菌物种，更优选菌株副干酪乳杆菌DG。安慰剂的口服制剂不包含微生物。

[0072] 在本发明的一个优选实施方式中，所述试剂盒包括含有含微生物的组合物的口服
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制剂的至少28粒胶囊或片剂或丸剂或口腔片或硬胶囊或囊剂，并且，优选地，含有含安慰剂

口服制剂的相等数量的片剂或丸剂或口腔片或硬胶囊或囊剂。

[0073] 根据本发明的一个优选实施方式，所述至少一种口服制剂是至少一种胶囊、至少

一种片剂、至少一种丸剂、至少一种口腔片、至少一种硬胶囊、至少一种囊剂或至少一种颗

粒剂。

[0074] 所述口服制剂通过编码鉴定，例如颜色编码、数字编码、字母编码，或字母数字混

合编码。为实现所述方法的目的，所述编码将用于知晓何时摄入了包含微生物的组合物，以

及何时摄入了安慰剂，如前所述。

[0075] 所述口服制剂是外观上(即，形式)相同，但本质不同的，因为一种含有包含微生物

的组合物，且另一种含有安慰剂。此外，所述两种制剂各自由编码鉴定。

[0076] 以此方式，包含在试剂盒内的含有微生物的组合物和安慰剂是，例如，无法由任何

个体区分的。此外，包含在试剂盒中的含有微生物的组合物和安慰剂能被任何编码(无论何

种形式)鉴定，例如，颜色编码、数字编码、字母编码，或字母数字混合编码。

[0077] 该编码与物质性质的对应性，即其为包含微生物的组合物还是安慰剂，仅仅是该

试剂盒的生产商所已知的。

[0078] 根据本发明的另一个实施方式，所述试剂盒还包含特别定制的问卷，以收集关于

履行本发明方法的个体的健康状况的数据。

[0079] 具体而言，所述问卷是标准版，其上列出关于所述个体的健康状态和/或饮食习惯

的问题。关于健康状态，所述个体可采用与各问题相关联的打分标准来回答。打分标准优选

是口述数字评分法(VNS)，或视觉模拟评分法(VAS)或口述描绘评分法(VRS)。关于饮食习

惯，所述个体可通过指明他或她日常消耗的食物并且(若可能)确定消耗量来回答。

[0080] 本发明的另一个方面，涉及所述试剂盒用于诊断和/或治疗目的的应用。

实施例

[0081] 处理

[0082] 对健康个体进行随机、双盲、安慰剂-对照的交叉的饮食干预研究。

[0083] 志愿者按照如下标准征募：

[0084] -入选标准：健康男性和女性，年龄在18和55岁之间；签署知情同意书；

[0085] -排除标准：在该检测之前一个月内有过抗生素处理；在首次检测之前2个月内有

病毒或细菌性肠炎事件；在首次检测前5年内有胃溃疡或十二指肠溃疡；妊娠或哺乳期；近

期或疑似酒精中毒或药物摄取(吸毒)事件；与该研究方案不相容的其它状况。

[0086] 该益生饮食干预根据交叉设计进行，如下表1所示。

[0087] 表I

[0088]
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[0089] 在预登记(pre-enrolment)步骤(4周)，志愿者遵循其常规饮食，不消耗益生发酵

的乳品(因此，传统酸奶是允许的)、益生饮食补充剂，或益生元饮食补充剂。

[0090] 在预登记阶段末期，每天随机给予志愿者益生剂或安慰剂的一种胶囊，持续4周。

[0091] 举例而言，采用Enterolactis Plus作为待给予的益生剂；其由包含240亿CFU(集

落形成单位)的副干酪乳杆菌DG菌株的420mg胶囊组成。

[0092] 包含安慰剂的胶囊在外观上与包含益生剂的那些相同，其明确地缺乏益生剂。

[0093] 所述活性物质(即益生剂)的味道和颜色与安慰剂相同。

[0094] 该产品在早晨于早餐前至少十分钟空腹摄取，若忘记，则在夜间就寝之前且在任

何情况下需于最后一餐之后至少两个小时摄取。

[0095] 在第一个四周处理之后，志愿者经历四周清洗期，与预登记阶段相同。

[0096] 在清洗期终末，志愿者按照上述交叉设计每天摄取Enterolactis Plus或安慰剂

的一种胶囊，持续四周。

[0097] 总之，该研究涉及4个阶段，其各自持续4周：

[0098] ·预招募阶段：所述个体既不经历Enterolactis Plus处理，也不经历安慰剂处

理。

[0099] ·处理1：所述个体经历Enterolactis Plus处理或安慰剂处理。

[0100] ·清洗：所述个体既不经历Enterolactis Plus处理，也不经历安慰剂处理。

[0101] 处理2：所述个体分别经历安慰剂处理或Enterolactis Plus处理。

[0102] 检测和样品收集。

[0103] 初始时，指示各志愿者遵循整个过程，这包括与每位志愿者的总计5次会面。

[0104] 在第一次会面期间，获得知情同意书以及志愿者的个人数据。并且，告知志愿者所

述研究将如何开展的总体信息，并且指示志愿者在预登记的后续4周的饮食上的变化(禁止

消耗先前指定的产品)。4周后，志愿者携带粪便样品(TO样品)前来进行第二次会面，所述粪

便样品在先前24小时时程之内收集于第一次会面交于的特定容器中。

[0105] 为了确保最优保存，将粪便样品贮存在室温，并在24小时之内递送至实验室。

[0106] 此外，在第二次会面过程中，给予志愿者所述益生产品(或安慰剂)，以供在接下来

的4周期间摄取。

[0107] 并且，指示志愿者如何摄取所述产品。

[0108] 在摄取所述产品(或安慰剂)的这4周末期，志愿者携带另一份粪便样品(T1样品)

前来进行第三次会面，所述粪便样品在之前24小时之内收集。

[0109] 在第三次会面过程中，志愿者就源自消耗所述产品的可能效果(积极和不希望的)

完成问卷。

[0110] 然后，指示志愿者有关接下来4周的操作，在这期间他或她依然不摄取先前所述的

产品。

[0111] 在这4周末期，志愿者携带粪便样品(T2样品)前来进行第四次会面，并且给予其所

述益生产品(或安慰剂)以供在接下来4周期间摄取。

[0112] 最后，在摄取所述产品(或安慰剂)4周后，志愿者前来进行第五次会面以递交最后

一份粪便样品(T3样品)。

[0113] 在这最后一次会面过程中，志愿者完成与第三次会面中接收到的问卷类似的问
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卷。

[0114] 在分析微生物群之前，收集的全部粪便样品在-20℃贮存不超过7天。

[0115] 粪便微生物群的分析

[0116] 通过分析编码16S rRNA细菌核糖体亚基的基因的部分的核苷酸序列来评价粪便

微生物群。更具体地，采用宏基因组学策略；简言之，其由如下步骤组成：

[0117] 1.从粪便样品提取宏基因组学DNA，并对其定量和标准化；

[0118] 2.通过PCR扩增编码16S rRNA的细菌基因的V3高变区；

[0119] 3.对PCR产物定量；

[0120] 4.对扩增的产物测序；

[0121] 5.对序列进行生物信息学分析。

[0122] 步骤1和3的操作是本领域熟知的技术，因此，其采用本领域中常用的方案进行。例

如，实验室手册中描述的方法，例如见述于Sambrook等.2001或Ausubel等.1994。扩增16S核

糖体RNA基因的V3区域的步骤2通过称为PCR的DNA扩增技术进行，采用Probio_Uni 5 '-

CCTACGGGRSGCAGCAG-3 '(SEQ ID NO:1)和Probio_Rev 5 '-ATTACCGCGGCTGCT-3 '(SEQ ID 

NO:2)作为寡核苷酸(引物)。

[0123] 具体而言，SEQ ID NO:1和2引物对扩增16S rRNA基因的V3区域。

[0124] 步骤4可采用本领域已知的用于该目的的技术进行，例如基于桑格测序法、焦磷酸

测序法或离子激流融合引物测序法的技术，其根据Milani等.(2013)的学术论文的材料与

方法部分描述的方案用于本发明的特定实施例中。

[0125] 在离子激流技术的情况中，引物以如下方式设计并合成，以在5'端包括用于该特

定DNA测序技术中的两个衔接子序列之一。在该情况中，所述衔接子序列是SEQ ID NO:1和

2。

[0126] 进行PCR的条件如下：

[0127] ·95℃，5分钟；

[0128] ·94℃，30秒；55℃，30秒；和72℃，90秒；进行35个循环；

[0129] ·72℃，10分钟。

[0130] 在PCR结束时，通过电泳来检验扩增物的完整性。

[0131] 该方法的步骤5，是表征所述微生物所必需的。

[0132] 群落可采用目前已知用于该目的的多种技术进行。更具体地，利用：分级聚类、分

类学分析和采用热图构建系统树，按照Milani等.(2013)的学术论文的材料与方法部分中

描述的方案；更具体地，序列数据的分析采用QIIME软件进行。

[0133] 数据的统计学分析

[0134] 所述统计学分析采用STATISTICA软件(史丹索特公司(Statsoft Inc.)，美国俄克

拉菏马州塔尔萨)进行。

[0135] 为了揭示显著差异，数据采用参数(多变量和单变量重复测试ANOVA)和非参数(沃

尔德-沃尔福威茨与曼-惠特尼)统计学方法分析。

[0136] 数据集的正态性(ANOVA的重要假设)通过夏皮洛-威尔克(Shapiro-Wilk)和柯莫

果夫-斯米尔诺夫(Kolmogorov-Smirnov)检验评价。

[0137] 处理的结果
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[0138] 该研究由总计22位个体(11位女性和11位男性)完成。

[0139] 初始时登记了33位个体，但其中11位因如下种种原因于早期退出：摄入抗生素

(4)，拒绝继续该研究(1)，频发腹泻(1)，在该研究期间摄入其它益生剂(3)，饮食习惯大幅

变化(1)，和，患上伴生腹泻的季节性流感(1)。

[0140] 在总结研究并完成两次处理的结果分析之后，揭示双盲结果，并且观察到：A处理

是包含副干酪乳杆菌DG的活性处理；B处理是外表与活性处理相同的安慰剂，但缺乏乳杆

菌。

[0141] 当分析获自该分析的数据时，就分类而言，观察到该研究参与者的肠道微生物群

的高稳定性。

[0142] 事实上，发现：

[0143] a)15种鉴定的细菌中的两种细菌分离物，即，拟杆菌(Bacteroidetes)和厚壁菌

(Firmicutes)，占超过90％的序列；

[0144] b)131种鉴定的家族中的11种占超过90％的序列；和

[0145] c)262种鉴定的属中的20个属占超过90％的序列。

[0146] 此外，该研究证实，处于较低分类水平(即，处于家族和属水平)的人类肠道微生物

群在个体彼此之间高度可变。

[0147] 因此，实验证据显示，对健康群体进行交叉干预试验的必要性，以防止显著的个体

间变异性隐藏益生剂处理的可能作用或导致统计学假阳性。当评价由两种处理诱导的肠道

微生物群的变化时，仅在接受副干酪乳杆菌DG处理(活性处理)的组中出现了关于属的统计

学显著差异。更具体地，观察到粪球菌属的增加。事实上，由图1.1、2.1和2.2可见，在用副干

酪乳杆菌DG处理之前和之后，观察到粪球菌的统计学显著增加。相反，在接受安慰剂处理的

组中观察到中度减少。

[0148] 此外，用副干酪乳杆菌DG处理之后，观察到布劳特氏菌属的细菌的统计学显著减

少。相反，在接受安慰剂处理的组中观察到其轻微增加(图1.2、2.1和2.2)。

[0149] 粪球菌是肠道水平的主要丁酸盐生成者之一。

[0150] 丁酸盐是肠道水平的基础化合物，因为，一方面，其有助于恢复肠道粘膜的功能完

整性并随时间进展维持该状况，而在另一方面，其具有重要的抗炎作用，以至于其被用作肠

道结肠病(例如慢性炎性肠道疾病)的饮食的处理的佐剂。

[0151] 此外，其基因组的分析揭示，这些细菌能够利用琥珀酸盐作为发酵底物。

[0152] 以该信息为基础，考虑到布劳特氏菌属的成员产生乙酸盐和琥珀酸盐作为葡萄糖

发酵的主要终产物。

[0153] 考虑琥珀酸盐是产生溃疡的因素，因此，能够使患有溃疡性结肠炎的个体状况恶

化，因为其在上述疾病的活跃期间很可能造成粘膜损伤。

[0154] 因此，在采用益生剂处理之后，在本文中为给予副干酪乳杆菌DG之后，观察到属于

粪球菌属的细菌的增加，以及进而的，肠道丁酸盐浓度的增加。

[0155] 同时，观察到可能造成患有溃疡性结肠炎的个体的粘膜损伤的琥珀酸盐的浓度直

接下降，因为在用益生剂处理之后(在本文中为给予了副干酪乳杆菌DG之后)属于布劳特氏

菌属的细菌间接地有所减少，这是因为增加的粪球菌群还能够通过以琥珀酸盐作为其发酵

加工的底物而降低琥珀酸盐浓度。
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[0156] 因此，在用益生剂处理之后，在具体实施例中为给予副干酪乳杆菌DG之后，个体粪

便中的丁酸浓度增加，同时其它有机酸(例如琥珀酸)减少。

[0157] 最后，在以基于细菌基因组的认知进行宏基因组学的虚拟重建为目的的生物信息

学分析中，采用与粪便微生物群的组成相关的数据(Okuda S，Tsuchiya Y，Kiriyama C，

Itoh M，Morisaki H .“16S rRNA基因序列的虚拟宏基因组重建(Virtual metagenome 

reconstruction from 16S rRNA gene sequences)”.Nat Commun.2012；3:1203)；换言之，

其以电脑模拟方式建立存在何种可能的基因和给定微生物群的丰度如何。该分析使得检验

供于叶酸的合成和烟酸的代谢(图3和4)的编码基因的推定增加成为可能。这两种分子是对

于人宿主而言重要的维生素(分别称为维生素B9和B3)。具体而言，维生素B9代表首要的营

养因子，缺乏它(尤其是在特殊生理状况，例如妊娠中)会导致严重的健康后果。因此，采用

本研究所用益生剂进行处理能够促进肠道微生物群生成叶酸(维生素B9)的能力，这对人类

宿主具有后续营养益处。
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图1.1
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图1.2
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图2.1

图2.2
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图3
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图4

说　明　书　附　图 5/5 页

19

CN 105518150 A

19


	Biblio page:1
	Description page:2
	Claims page:22
	Drawings page:26
	ISR page:31



