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凝结芽孢杆菌菌株、其组合物及使用方法

(57)摘要

本发明涉及一种新的凝结芽孢杆菌菌株，其

单独地或与其他芽孢杆菌菌株组合可用作益生

菌或与益生元和合生元一起使用。本发明还涉及

一种组合物，诸如药物组合物、乳制品、功能食

品、营养制品、膳食补充剂和用于个人护理的产

品，其包括单独的新的凝结芽孢杆菌菌株或与其

他一种或多种菌株组合，以及所述菌株用于预防

或治疗胃肠道感染和疾病的用途和其他用途。
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1.一种凝结芽孢杆菌(Bacillus  coagulans)菌株，其包括纯化的微生物群体，所述微

生物群体包括一种或多种具有与SEQ  ID  NO：1具有至少97％的同一性的gyrB的细菌；和/或

所述微生物群体包括一种或多种具有与SEQ  ID  NO：2具有至少97％的同一性的16S  rRNA的

细菌。

2.根据权利要求1所述的凝结芽孢杆菌菌株，其与SEQ  ID  NO：3具有至少97％的同一

性。

3.根据权利要求1所述的凝结芽孢杆菌菌株，其中，所述纯化的微生物群体包括具有包

括SEQ  ID  NO：2的16S核酸序列的细菌。

4.根据权利要求1所述的凝结芽孢杆菌菌株，其中，所述纯化的微生物群体包括具有包

括SEQ  ID  NO：1的gyrB核酸序列的细菌。

5.根据权利要求1所述的凝结芽孢杆菌菌株，其中，所述纯化的微生物群体包括具有包

括SEQ  ID  NO：2的16S核酸序列和具有包括SEQ  ID  NO：1的gyrB核酸序列的细菌。

6.一种微生物组合物，其包括权利要求1至5中任一项所述的凝结芽孢杆菌菌株，以及

可食用的载体和/或稀释剂。

7.根据权利要求6所述的微生物组合物，其中，所述组合物的单位剂量包括106‑1013CFU

的凝结芽孢杆菌菌株。

8.根据权利要求6或7所述的微生物组合物，其进一步包括黏膜粘附赋形剂。

9.根据权利要求6至8中任一项所述的微生物组合物，其还包括至少一种其他益生菌芽

孢杆菌菌株。

10.根据权利要求6至9中任一项所述的微生物组合物，其中，所述微生物组合物被配制

成片剂、丸剂、胶囊剂、粉剂、溶液、混悬剂或乳剂。

11.根据权利要求6至9中任一项所述的微生物组合物，其中，所述微生物组合物被配制

为食品。

12.根据权利要求1至5中任一项所述的凝结芽孢杆菌菌株，其用于以下用途：预防或治

疗阴道感染、泌尿道感染、胃肠道感染、胃肠道疾病，改善免疫健康，保护免受氧化应激，清

洁和脱毒，代谢健康和心血管健康。

13.一种预防或治疗阴道感染、泌尿道感染、胃肠道感染、胃肠道疾病、改善免疫健康、

保护免受氧化应激、清洁和脱毒、代谢健康和心血管健康的方法，所述方法包括施用根据权

利要求1至5中任一项所述的凝结芽孢杆菌菌株。

14.根据权利要求6到11中任一项所述的微生物组合物，其用于以下用途：预防或治疗

阴道感染、泌尿道感染、胃肠道感染、胃肠道疾病、改善免疫健康、保护免受氧化应激、清洁

和脱毒、代谢健康和心血管健康。

15.一种预防或治疗阴道感染、泌尿道感染、胃肠道感染、胃肠道疾病，改善免疫健康，

保护免受氧化应激，清洁和脱毒、代谢健康和心血管健康的方法，所述方法包括施用根据权

利要求6至11中任一项所述的微生物组合物。

16.一种改善受试者体内微生物群系的方法，所述方法包括向所述受试者施用包括益

生菌的组合物，其中所述益生菌包括根据权利要求1至5中任一项所述的凝结芽孢杆菌菌

株。

17.根据权利要求1‑5中任一项所述的凝结芽孢杆菌菌株，其用作益生菌的用途，其中
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任选地一种或多种所述细菌菌株与可接受的载体或一种或多种递送载体和任选的一种或

多种佐剂组分在单一组合物或包括不同细菌菌株的混合物的分离的组合物中结合。

18.根据权利要求1至5中任一项所述的凝结芽孢杆菌菌株在制备用于治疗阴道感染、

泌尿道感染、胃肠道感染、胃肠道疾病，改善免疫健康、保护免受氧化应激、清洁和脱毒、代

谢健康、心血管健康和/或皮肤健康的药物中的用途。
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凝结芽孢杆菌菌株、其组合物及使用方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种新的凝结芽孢杆菌(Bacillus  coagulans)菌株，其单独地或与其

他芽孢杆菌菌株组合可用作益生菌或与益生元和合生元一起使用。本发明还涉及一种组合

物，诸如药物组合物、乳制品、功能食品、营养制品、膳食补充剂和用于个人护理的产品，其

包括单独的新的凝结芽孢杆菌菌株或与其他一种或多种菌株组合，以及所述菌株用于预防

或治疗胃肠道感染和疾病的用途和其他用途。

背景技术

[0002] 益生菌是用于施用的活的微生物或微生物混合物，用于改善患者的微生物平衡，

特别是呼吸道和胃肠道的环境。杆菌(芽孢杆菌，Bacillus)菌株已用于治疗呼吸道感染、预

防腹泻以及治疗免疫相关的疾病(Elshaghabee等人，2017)。

[0003] 正常的肠道菌群以各种细菌种类为主，其产生的物质有助于控制病原体的生长。

生态失调(Dysbiosis)是一种以某些细菌种类减少和病原菌的生长增加为特征的病症。生

态失调与牙周病、炎性肠病和慢性疲劳综合征的发生有关。一些研究表明，生态失调患者发

生代谢和心脏疾患的风险可能会增加(Chan等人，2013)。

[0004] 通过施用益生菌杆菌，有可能使反复发作生态失调的男性和女性的肠道菌群再

生。生态失调是常见的胃肠道问题。大肠杆菌引起的生态失调也是常见的问题(Chan等人，

2013)。

[0005] 杆菌的存在对于维持肠道微生物生态系统是重要的。杆菌已被证明对病原菌诸如

单核细胞增生李斯特菌(Listeria  monocytogenes)、大肠杆菌(Escherichia  coli)、沙门

菌属的种(Salmonella  spp)的生长具有抑制活性(Yilmaz等人，2005)。这种抑制作用可能

是由于抑制性化合物(诸如有机酸、过氧化氢、细菌素或罗伊氏菌素(reuterin))的产生或

对上皮的竞争性粘附(Abriouel等人，2010)。

[0006] 杆菌也已被检验用于治疗呼吸道感染(Marseglia等人，2007)。例如，已采用装配

杆菌并刺激本土生物体来防止泌尿道感染的复发(Marseglia等人，2007)。还研究了杆菌在

预防肠道感染中的作用。

[0007] 相关技术的描述

[0008] 杆菌作为益生菌的重要性在文献中已有描述。

[0009] Hyronimus等人，2000公开了通过体外技术筛选许多杆菌菌株的益生菌活性，并评

估了十三种所选菌株在人体中的定植能力。检测粘附至Caco‑2细胞的菌株对pH  2 .5和

0.3％牛胆汁的抗性，以及对肠溶病原菌的抗微生物活性(Khochamit等人，2015)。杆菌除了

具有良好的粘附性和生物治疗特性外，还示出具有GIT应激耐受性的首要条件(Thakur等

人，2016)。

[0010] 本领域已知的杆菌的药物组合物在体内(即哺乳动物微生物生态系统)的重新定

植方面不够有效，因此，需要发现这样的杆菌，即在以药物组合物、营养制品、乳制品、功能

食品或吸收产品的形式施用时，所述杆菌具有固有的重新定植能力。从土壤中分离的杆菌
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可能具有在施用后在体内重新定植的能力，因为它们具有在人类微生物生态系统中存活的

固有能力。鉴定施用后定植能力增强的杆菌菌株通常是麻烦的过程，因此重要的是选择最

佳的测试系统来预测它们的体内定植能力。

[0011] 在文献中，报道的益生菌菌株的体外粘附似乎有很大的差异。这种变异确实反映

了菌株之间的生物学差异，但当然也取决于实验条件。此外，在如何衡量粘附性方面似乎也

存在差异。可以认为体外实验仅作为通过粘附至上皮细胞评估体内定植能力的手段。

[0012] 尽管长期以来被认为是土壤微生物，芽孢杆菌属的物种已经以发酵产品或基于孢

子的补充剂的形式使用了50多年(Cutting等人，2011)。杆菌在自然界中普遍存在，通过食

物、水和空气持续进入健康人的胃肠道和呼吸道(Benno&Mitsuoka，1986)。它们是从肠道中

分离出来的，并且可以达到107CFU/g，因此被认为是正常肠道微生物区系(microbiota)的

主要成分之一(Lakshmi等人，2017)。最近，已经分离了克劳氏芽孢杆菌(Bacillus 

clausii)的菌株以提供更多的特异性功能，并且已经对其安全性进行了评估。克劳氏芽孢

杆菌以前曾用于腹泻患者(Sudha等人，2013，Horosheva等人，2014)和患有复发性呼吸道感

染的儿童(Marseglia等人，2007)，未报告不良事件。虽然国家和菌株没有具体说明，但克劳

氏芽孢杆菌已在全世界55个国家商业化(Nista等人，2004；Gabrielli等人，2009)。克劳氏

芽孢杆菌的文献综述显示，没有与益生菌相关的不良事件，世界各地不同国家存在的细菌

补充了其对人类食用安全性的叙述。

[0013] 凝结芽孢杆菌在各种食品中有着悠久的使用历史。几十年来，世界各地广泛消费

了许多凝结芽孢杆菌菌株(Endres等人，2009年)。在食品诸如酸奶、牛奶、酸菜、泡菜和其他

乳制品中可以发现这种细菌，所有这些食品中凝结芽孢杆菌的含量从5x109CFU/g(Sudha等

人，2016)到9.38x1010(Endres等人，2011)不等。据报道，几种芽孢杆菌在蜂蜜中常见，包括

巨大芽孢杆菌、凝结芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌(Bacillus  subtilis)、地衣芽孢杆菌

(Bacillus  licheniformis)和短小芽孢杆菌(Bacillus  pumilus)(Alippi，1995；Alippi等

人，2004年；Gilliam，1979；Gilliam&Valentine，1976；Snowdon&Cliver，1996)。这种用于益

生菌的细菌物种起源于印度，那里的许多制造商生产凝结芽孢杆菌作为食品成分，用于出

口并在欧洲和美国重新贴标(Cutting，2011)。为了评估凝结芽孢杆菌的安全性，对其基因

组进行了研究，发现其不含任何有害基因(Salvetti等人，2016)。由于凝结芽孢杆菌的无害

性质，美国食品和药物管理局(FDA)和欧盟食品安全局(EFSA)已报告该细菌是安全的，并将

其列入公认安全(GRAS)和合格安全推定(QPS)名单(欧洲食品安全局，2017)。在100种已知

芽孢杆菌属的物种中的一些非病原菌株，包括凝结芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌，被认为对所

有年龄段的人食用都是安全的(Nithya&Halami，2012年)。关于凝结芽孢杆菌的文献综述显

示，没有与益生菌相关的不良事件，这巩固了耐受性和安全性良好的研究结果。因此，凝结

芽孢杆菌可以被认为是安全的益生菌，食用对宿主有益。

[0014] 从土壤到海水、沉积物、稻田、蜂蜜、鱼类、牛奶和干制食品等各种栖息地中都发现

了巨大芽孢杆菌(Alfoldi，1957；Alippi&Reynaldi，2006；Padgham和Sikora，2007；

Pelletier&Sygusch，1990；Vary  et  al.，2007；VonTersch和Carlton，1983；Scholle等人，

2003；Kotb，2014)。对从蜂蜜中分离出的微生物的进一步定性分析表明，最常见的芽孢杆菌

种类之一是巨大芽孢杆菌(Alippi，1995；Alippi等人，2004年；Snowdon&Cliver，1996；

Tysset，Durand&Taliergio，1970年)。已有补充研究在鱼类中分离出巨大芽孢杆菌
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(Sumathi等人，2017)。Afrilasari等人，2015也成功从鲶鱼消化道中分离出巨大芽孢杆菌，

并鉴定该菌株为PTB  1.4。巨大芽孢杆菌的无害性质使得该细菌被列入合格安全推定(QPS)

名单(欧洲食品安全局，2017)。已通过基因组分析证实，巨大芽孢杆菌菌株ATCC  14581与巨

大芽孢杆菌MIT411几乎相同(>99％)。加拿大卫生部表示，该有机体对人类健康或环境无

害；对环境和加拿大人的接触是中等的。因此，可以得出结论，巨大芽孢杆菌菌株ATCC 

14581对人类健康或环境无害(加拿大卫生部，2018)。

[0015] 总之，具有益生菌能力的杆菌菌株应该能够粘附其他合适的细胞，诸如细胞系

Caco‑2细胞。此外，还希望具有益生菌能力的杆菌菌株在体外显示出对其他细菌物种的抑

制活性，在液体培养物中生长后产生酸和/或产生过氧化氢。

发明内容

[0016] 本发明的目的是提供本申请中所述的菌株和组合物，诸如具有所需特性的合适的

益生菌杆菌菌株的药物制剂或吸收产品。在实施方式中，本发明涉及单独的凝结芽孢杆菌

菌株CGI314或与其他菌株诸如芽孢杆菌菌株诸如巨大芽孢杆菌(Bacillus  megaterium)菌

株MIT411(在相应的PCT申请PCT/US2022/xxxxx中公开，并要求爱尔兰专利申请第2021/

0211号的优先权，其内容以其整体并入本文)和克劳氏芽孢杆菌(Bacillus  clausii)菌株

CSI08(在相应的PCT申请PCT/US2022/xxxxx中公开，并要求爱尔兰专利申请第2021/0209号

的优先权，其内容以其整体并入本文)。在实施方式中，这些菌株具有相似或基本相同的有

利特性，例如通过粘附于黏膜进行定植的能力，因此它们适合于治疗或预防例如诸如阴道、

泌尿道、胃肠道、鼻窦、咽、食管、口腔和/或身体的其他具有例如黏膜的区域的感染或疾病，

以及治疗或预防皮肤和/或身体其他具有上皮的区域的感染或疾病；免疫健康、保护免受氧

化应激、清洁和脱毒、代谢健康和心血管健康等，诸如提供抗微生物活性(包括乳酸、苯甲酸

和琥珀酸)、抗炎活性、抑制促炎反应、激活和/或激发免疫应答等，例如通过刺激巨噬细胞

提供免疫保护，帮助例如在肠中的消化和/或发酵，产生支链氨基酸、必需氨基酸和B族维生

素，维持健康的肠和/或皮肤，包括乳酸、苯甲酸和琥珀酸以支持皮肤健康，保护黏膜和其他

上皮组织免受毒性剂，降低便溏的发生率，改善肠‑脑轴，和治疗和/或预防生态失调及其影

响，诸如如牙周病、炎性肠病、慢性疲劳综合征、代谢紊乱、心脏疾病、呼吸道感染、泌尿道感

染、GI感染和腹泻；以及恢复正常和/或健康的菌群。在实施方式中，本发明允许克劳氏芽孢

杆菌菌株CSI08和组合物用于粪便移植的用途。

[0017] 胃肠道疾病包括但不限于治疗个体的胃肠道紊乱(irregularity)，其中所述个体

具有在Bristol粪便量表上测量为1或2的肠蠕动每月至少一次24小时的发作(即治疗便

秘)；或者其中所述个体具有在Bristol粪便量表上测量为6至7的肠蠕动(倾向于腹泻)每月

至少一次24小时的发作，其中所述个体的在Bristol粪便量表上测量为1或2(或6或7)的肠

蠕动每月24小时的发作的频率减少。

[0018] 还包括在个体中恢复胃肠道规律性的方法，其中所述个体具有在Bristol粪便量

表上测量为1或2；或6至7的肠蠕动每月至少一次24小时发作，其中所述个体在Bristol粪便

量表上测量为3至5的肠蠕动的24小时周期的频率增加。

[0019] 本发明还包括用一种或多种含芽孢杆菌的组合物维持健康的肠道微生物区系。所

述一种或多种含芽孢杆菌的组合物可用作胃肠道微生物区系的益生菌补充物，并可与肠道
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中的病原菌诸如大肠杆菌、单核细胞增生李斯特菌、沙门菌属的物种竞争或以其他方式抑

制肠道中的病原菌诸如大肠杆菌、单核细胞增生李斯特菌、沙门菌属的物种。

[0020] 本发明的另一个目的是提供药物制剂，所述药物制剂通过使用黏膜粘附赋形剂粘

附于黏膜而具有增加的定植能力。

[0021] 本发明的再一个目的是提供阴道制剂，所述阴道制剂具有抑制白色念珠菌

(Candida  albicans)和革兰氏阴性病原菌生长的增强的能力。

[0022] 本发明的另一个目的是提供组合物，诸如乳制品、营养制品和功能食品，其包括单

独的凝结芽孢杆菌菌株CGI314或与其他芽孢杆菌菌株诸如巨大芽孢杆菌菌株和/或克劳氏

芽孢杆菌菌株的组合，所述组合物具有基本相同的性质，具有在黏膜上定植的能力，因此适

用于治疗或预防阴道感染、泌尿道感染和胃肠道疾病。本发明的组合物可以施用1剂量、1

天、1天至1周、1天至1个月、1个月至45天、45天至2个月、3个月、6个月、1年或更长时间，包括

确定的和/或落入这些范围内的任何时间段。

[0023] 本发明包括治疗和/或预防的方法以及各种其他方法，所述方法可包括向受试者

(例如哺乳动物受试者、包括人类患者的人等)提供本发明的凝结芽孢杆菌菌株或组合物，

以及向受试者施用所述菌株或组合物的步骤。在实施方式中，本发明涉及组合物，例如组合

物用于治疗疾病或感染或其他病症的用途。在实施方式中，本发明涉及如本申请全文(包括

其权利要求)所述的凝结芽孢杆菌菌株或其组合物在制备用于治疗以下中的用途：阴道感

染、泌尿道感染、胃肠道疾病、改善免疫健康、保护免受氧化应激、清洁和解毒、代谢健康，心

血管健康和/或皮肤健康的药物中，和/或本申请中所描述的其他治疗或其他应用原因。

[0024] 附图

[0025] 在附图中：

[0026] 图1显示按进化枝排列的芽孢杆菌属的物种的系统发育树(16S)。

[0027] 图2显示按进化枝排列的芽孢杆菌属的物种的系统发育树(gyrB)。

[0028] 图3示出在具有0.4％TSA琼脂覆盖层(固体培养基)的MRS琼脂平板上，凝结芽孢杆

菌(B .coagulans)CGI314对肠、皮肤和泌尿道机会致病菌的抗微生物活性。A‑大肠杆菌

(E.coli)；B‑肠炎沙门菌(S.enteritidis)和C‑金黄葡萄球菌(S.aureus)。

[0029] 图4示出在液体TSB培养基中，凝结芽孢杆菌CGI314对肠道、皮肤和泌尿道机会致

病菌的抗微生物活性。病原体：大肠杆菌、沙门菌、铜绿假单胞菌 (Pseud omona s 

aeruginosa)和金黄葡萄球菌。(浓度Log10CFU/ml)

[0030] 图5示出在24hr时观察到凝结芽孢杆菌CGI314(Fortispore)对大肠杆菌的最强抗

微生物活性。(a)凝结芽孢杆菌MTCC5856 (b)凝结芽孢杆菌CG314

(Fortispore)(c)凝结芽孢杆菌6086(BC30TM)接种在MRS琼脂上以对抗大肠杆菌，0.4％TSA

琼脂覆盖平板。

[0031] 图6示出在48hr时观察到Fortispore对肠炎沙门菌的最强抗微生物活性。(a)

(b)Fortispore(c)BC30TM接种在MRS琼脂上以对抗肠炎沙门氏菌，0.4％TSA琼

脂覆盖平板。

[0032] 图7示出在24hr时没有观察到凝结芽孢杆菌对铜绿假单胞菌(P.aeruginosa)的抗

微生物活性(a)凝结芽孢杆菌MTCC5856 (b)凝结芽孢杆菌CG314(c)凝结芽孢

杆菌6086(BC30TM)接种在TSA琼脂上以对抗铜绿假单胞菌，0.4％TSA琼脂覆盖平板。
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[0033] 图8示出在24hr时使用MRS琼脂在对抗金黄葡萄球菌的凝结芽孢杆菌中检测到有

限的抗微生物。(a)接种在TSA琼脂上的凝结芽孢杆菌对抗金黄葡萄球菌，0.4％TSA琼脂覆

盖平板。(b)接种在MRS琼脂上的凝结芽孢杆菌对抗金黄葡萄球菌，0.4％TSA琼脂覆盖板。

[0034] 图9示出凝结芽孢杆菌(Fortispore)和鼠李糖乳杆菌(L.rhamnosus)的总抗氧化

能力。

[0035] 图10示出 DE111、凝结芽孢杆菌 (Fortis pore)、克劳氏芽孢杆菌CSI08

(Munispore)、巨大芽孢杆菌MIT411(Renuspore)和鼠李糖乳杆菌的总抗氧化能力。

[0036] 图11示出Fortispore对HT‑29细胞系的粘附，以粘附细菌的百分比测量，可忽略不

计。

[0037] 图12示出Fortispore对HT‑29‑MTX细胞系的粘附，以粘附细菌的百分比测量，可忽

略不计。

[0038] 图13示出凝结芽孢杆菌菌株对HT‑29细胞系的粘附的研究。

[0039] 图14示出凝结芽孢杆菌菌株对HT‑29‑MTX细胞系的粘附的研究。

[0040] 图15示出使用划线法和过夜TSB肉汤法，在24h或48h时，在凝结芽孢杆菌CGI314中

不存在酪蛋白分解活性。

[0041] 图16示出在37℃下孵育24h后，使用 试剂盒，Fortispore对酪蛋白衍

生物的蛋白水解活性低于阳性对照蛋白酶K。

[0042] 图17示出使用划线法和过夜TSB肉汤法，在24h或48h时，在凝结芽孢杆菌CGI314、

凝结芽孢杆菌6086(BC30TM)和凝结芽孢杆菌MTCC5856 (从左至右)中不存在

酪蛋白分解活性。

[0043] 图18示出对酪蛋白表现出低蛋白酶活性的凝结芽孢杆菌Fortispore。

[0044] 图19示出在37℃孵育24h后，通过 试剂盒测定的凝结芽孢杆菌菌株的

酪蛋白分解活性的定量分析。

[0045] 图20示出Fortispore  UTH发酵乳的FAA谱。示出了蛋氨酸、丙氨酸、脯氨酸、色氨

酸、赖氨酸、顺乌头酸的相对浓度(白色条(左)代表对照)。

[0046] 图21示出Fortispore  UTH发酵乳的FAA谱。示出了琥珀酸、乳酸、苯甲酸、异柠檬酸

的相对浓度(白色条(左)表示对照)。

[0047] 图22比较了Fortispore与Lactospore和BC30在乳酸、琥珀酸和苯甲酸生产中的作

用(从左至右：对照、BC30、Lactospore、Fortispore)。

[0048] 图23比较了Fortispore与Lactospore和BC30在氨基酸生产中的作用(从左至右：

对照、BC30、Lactospore、Fortispore；还显示了蛋氨酸、脯氨酸、色氨酸、赖氨酸的相对浓

度)。

[0049] 图 2 4示出与对照 相比，在基本培养基中温育后 2 4小时， (F)使

Fortispore的浓度(CFU/mL)显著增加了1  log10。

[0050] 图25示出 (F)显著增加了基本培养基中Fortispore的浓度(CFU/mL)，而

在BC30和Lactospore的生长中没有观察到显著性。

[0051] 图 2 6示出与对照 相比， (F)没有示出显著增加 T S B培养基中的

Fortispore的浓度(CFU/mL)。
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[0052] 图27示出与对照相比， (F)没有示出显著增加TSB培养基中DE111、

Fortispore、BC30、大肠杆菌和肠炎沙门菌的浓度(CFU/mL)。

[0053] 图28示出与对照相比， (F)没有显著增加50％TSB培养基中Fortispore

的浓度(CFU/mL)。

[0054] 图29示出在50％TSB培养基中24小时后， (F)使DE111的产量(CFU/mL)显

著增加1  log10。

[0055] 图 3 0示出与 BHI培养基中的对照相比， (F)没有示出显著增加

Fortispore的浓度(CFU/mL)。

[0056] 图31示出与BHI培养基中的对照相比， (F)没有示出显著增加DE111、

Fortispore和BC30的浓度(CFU/mL)。

[0057] 图32示出与50％BHI培养基中的对照相比， (F)没有示出显著增加

Fortispore浓度(CFU/mL)。

[0058] 图33示出与50％BHI培养基中的对照相比， (F)没有示出显著增加

DE111、Fortispore和BC30的浓度(CFU/mL)。

具体实施方式

[0059] 基因型鉴定

[0060] 申请人与康奈尔大学(Cornell  University,(Ithaca  NY，USA))合作进行基因组

测序和鉴定。

[0061] WGS  DNA组成

[0062] 全基因组测序(WGS)由康奈尔大学进行，包括组装和注释。生物信息学分析在康奈

尔大学和鹿园益生菌和酵素有限公司(Deerland  Probiotics  and  Enzymes(Kennesaw  GA，

USA))完成。申请人进行了gyrB基因多态性的鉴定。

[0063] gyrB基因编码DNA促旋酶亚基B。DNA促旋酶以ATP依赖的方式使闭合的环状双链

DNA负向超螺旋，以维持染色体的欠缠绕状态。使用gyrB基因多态性进行基因测序分析，这

是用于原核生物物种鉴别的成熟方法(Bavykin等人，2014；Wang等人，2007)。代表性基因组

由NCBI审查和策划，并与UniProtein  Consortium协调(NCBI，2016；Uniprot，2016)。使用R

软件包的SequinR与UniProt  Consortium分析相结合，用于比较当前请求保护的凝结芽孢

杆菌CGI314与其他参考菌株的全基因组序列(WGS)和GyrB序列(下表1至3)。

[0064] 凝结芽孢杆菌CGI314的基因型、gyrB，&16S  rRNA的鉴别

[0065] CGI314被分离，并且基因组被认为是成功的。

[0066] CGI314的基因组大小(3 .0Mbp)短于之前测序的凝结芽孢杆菌菌株(3 .4Mbp)

(Upadrasta等人，2016)。GC％(47.3％)与之前测序的凝结芽孢杆菌菌株的GC％(46.5％)一

致(Upadrasta等人，2016)。

[0067] 表1

[0068] CGI314全基因组测序指标
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[0069]

[0070] 表2

[0071] gyrB基因距离矩阵

[0072]

[0073] 表3

[0074] 全基因组序列比较

[0075] 凝结芽孢杆菌亚种 登录号 ％GC 序列长度

CGI314 JABBFU000000000.1 47.30％ 3,028,595

ATCC7050 NZ_CP009709.1 46.90％ 3,366,995

BC‑30 JPSK01000000 46.39％ 3,458,616

IS‑2 JZDH01000000 46.41％ 3,446,692

MTCC  5856 NZ_CP011939.1 46.23％ 3,694,837

[0076] 16S  rRNA

[0077] 与四个参考菌株相比，CGI314的全基因组测序(WGS)和16S  rRNA分析显示，与凝结

芽孢杆菌菌株ATCC  7050相比，16S  rRNA的平均核苷酸同一性(ANI)得分为99.9％。CGI314

的基因组大小(3.0Mbp)和GC含量(47.30％)与四个参考菌株相当。

[0078] 进一步的保藏和登录号

[0079] 将凝结芽孢杆菌菌株CGI314(Fortispore)的基因组序列数据存入至NCBI 

GenBank数据库中，并使用NCBI原核生物基因组注释管线(NCBI  Prokaryotic  Genome 

Annotation  Pipeline(PGAP))对基因组序列进行注释。基因组可公开获得，菌株的GenBank

登录号为JABBFU000000000.1，并可通过以下链接获得：https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/

nuccore/JABBFU00000000.1。

[0080] 将克劳氏芽孢杆菌菌株CSI08(Munispore)的基因组序列数据存入NCBI  GenBank

数据库，并使用NCBI原核生物基因组注释管线(NCBIProkaryotic  Genome  Annotation 

Pipeline(PGAP))对基因组序列进行注释。基因组可公开获得，菌株的GenBank登录号为

JABBNL000000000 .1，并可通过以下链接获得：Alkalihalobacillus  clausii  strain 

CSI08，whole  genome  shotgun  sequenci  ‑Nucleotide‑NCBI(nih.gov)。

[0081] 将巨大芽孢杆菌菌株MIT411(Renuspore)的基因组序列数据存入NCBI  GenBank数

据库，并使用NCBI原核生物基因组注释管线(NCBI  Prokaryotic  Genome  Annotation 

Pipeline(PGAP))对基因组序列进行注释。基因组可公开获得，菌株的GenBank登录号为

JABBNK000000000 .1，并可通过以下链接获得：Priestia  megaterium  strain  MIT411‑

whole  genome  shotgun  sequencing  pro‑Nucleotide‑NCBI(nih.gov)。

[0082] 系统发育定位由迪兰益生菌和酶有限公司完成。

[0083] 基因组到基因组距离计算(GGDC)是一种数字黄金标准，与DNA‑DNA杂交(DDH)一样
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可靠(Auch等人，2010)。GGDC在亚种划分中具有更强的辨别能力，随后被用于多重比对和系

统发育分析的确认。GGDC产生基于计算的模型，进一步证实凝结芽孢杆菌CGI314是ATCC 

7050的近亲缘类群。

[0084] 尽管保守的16S  rRNA序列是比较和研究细菌系统发育的成熟方法，但密切相关的

物种之间的高比例序列相似性限制了其有用性(Wang等人，2007)。在密切相关的细菌物种

中，16S  rRNA序列相似性的高比率是由于较慢的分子进化速率。过去的研究(Bavtlin等人，

2004；Wang等人，2007)支持使用gyrB序列作为分类学生物标志物的有效性，因为它们的碱

基置换率及其与DNA‑DNA杂交分析的显著且可靠的相关性(Dauga等人，2002；Kasai等人，

1998；Wang等人，2007)。gyrB编码DNA促旋酶B和在DNA复制中起重要作用的II型拓扑异构

酶。促旋酶B亚基由gyrB基因编码。

[0085] 使用邻接法(NJ)(Saitou&Nei，1987)进行系统发育分析，将凝结芽孢杆菌CGI314

与凝结芽孢杆菌ATCC  7050置于一个进化枝中(图2)。这证实了所有先前的基因组同一性测

定。凝结芽孢杆菌CGI314已归入凝结芽孢杆菌组。

[0086] 定义

[0087] “赋形剂”是指加入以形成最终制剂的部分的任何非活性成分。

[0088] “益生菌”是指有活力的微生物补充剂，其通过在肠道、泌尿道或阴道起作用而对

患者产生有益的影响。术语“一种或多种益生菌”可指活体微生物，当以足量施用时，可为宿

主带来健康益处。含有益生菌的食物和食物添加剂可以帮助恢复肠道微生物区系的健康平

衡。此外，补充肠道菌群的益生菌可促进健康的肠道平衡。

[0089] “益生元”在本文中用作底物，其对益生菌以及服用益生菌的个体患者具有有益作

用。合适的益生元可选自菊糖、寡糖和/或维生素。

[0090] 本文使用的“受试者”包括患有与微生物失衡有关的任何临床症状的人，以及预防

性使用细菌制剂的人。任选地，受试者是人。

[0091] “合生元产品”是指益生菌和益生元的组合，其具有协同作用，对患者具有有益的

影响。

[0092] “顽强生长(hardy  growth)”是指细菌表现出极好生长。

[0093] 缩写“CFU”表示菌落形成单位。

[0094] 本发明涉及能够在受试者体内再生菌群的益生菌杆菌菌株，其将在以下详细描述

的过程中变得显而易见。

[0095] 根据第一方面，本发明包括单独的凝结芽孢杆菌菌株CGI314或与具有基本相同特

性的其他益生菌菌株的组合。这样的其他益生菌杆菌菌株可以包括但不限于克劳氏芽孢杆

菌菌株和巨大芽孢杆菌菌株。这样的其他杆菌菌株还可以包括克劳氏芽孢杆菌菌株和巨大

芽孢杆菌菌株，它们各自以各自的标题在同一天提交，它们的内容以其整体并入本文。

[0096] 如所附权利要求中所述，SEQ  ID  NO：1包括凝结芽孢杆菌CGI314的gyrB。

[0097] 如所附权利要求中所述，SEQ  ID  NO：2包括凝结芽孢杆菌CGI314的16S  rRNA。

[0098] 如所附权利要求中所述，SEQ  ID  NO：3包括凝结芽孢杆菌CGI314的组装的全基因

组序列。

[0099] 本文要求保护的凝结芽孢菌株，与SEQ  ID  NO：1和/或2具有至少97％的同一性；或

与SEQ  ID  NO：3有至少97％的同一性，具有以下性质：
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[0100] 凝结芽孢杆菌CGI314

[0101] 该菌株示出胆汁稳定性。

[0102] 该菌株示出酸稳定性。

[0103] 该菌株示出耐热性。

[0104] 该菌株产生以细菌素形式存在的天然抗菌物质。

[0105] 为了测定本文公开的菌株的属和种，对全基因组进行测序。对菌株的数量和组成

进行了鉴定和测定。

[0106] 该菌株显示具有很少或没有抗生素抗性，并且没有安全问题。

[0107] 发现该菌株对酸和胆汁表现出稳定性。

[0108] 根据第二方面，本发明的杆菌菌株适用于预防或治疗阴道感染、泌尿道感染和胃

肠道疾病(包括胃肠道感染)，以及改善免疫健康、保护免受氧化应激、清洁和脱毒、代谢健

康和心血管健康的医学用途。

[0109] 在另一优选的实施方式中，提供了一种药物组合物，其包括单独的凝结芽孢杆菌

CGI314或与具有基本相同性质的其他益生菌菌株的组合，以及药学上可接受的载体和/或

稀释剂。这样的其他益生菌杆菌菌株包括但不限于克劳氏芽孢杆菌菌株和巨大芽孢杆菌菌

株。通过本领域技术人员已知的方法，将细菌菌株配制成药物制剂，以使益生菌菌株易于施

用。

[0110] 凝结芽孢杆菌已被证明能够缓解肠易激综合征的症状(Sudha等人，2018)，改善肌

肉整合素和细胞因子反应(Gepner等人，2017；Jager等人，2018)，调节肠道微生物群系和免

疫应答(Kimmel等人，2010)，减少功能性肠气症状(Kalman等人，2009)，减少腹泻的发生和

持续时间(Dolin等人，2009)，改善功能性腹痛和腹胀的症状(Hun等人，2009)，保护免受对

乙酰氨基酚诱导的急性肝损伤(Neag等人，2020)，增强丁酸生成(butyrogenesis)(Sasaki

等人，2020)，降低细菌性阴道病的严重程度(Sudha等人，2012)，以及降低胆固醇(Sudha等

人，2012)，所有这些都在体内进行。凝结芽孢杆菌还显示出诱导免疫应答和抗炎作用

(Jensen等人，2017)，改善植物蛋白消化(Keller等人，2017)，粘附至Caco‑2细胞(Sharma&

Kanwar，2017)，改善溃疡性结肠炎患者的结肠微环境(Sasaki等人，2020)，减少HT‑29细胞

中由鼠伤寒沙门菌(S .typhimurium)引起的粘附、细胞毒性和细细胞凋亡的的诱导

(Kawarizadeh等人，2019)，从乳清蛋白中水解乳糖(Liu等人，2019)，以及增强t细胞应答

(Baron，2009)，所有这些都在体外进行。

[0111] 克劳氏芽孢杆菌已被证明可有效预防复发性呼吸道感染(Marseglia等人，2007)，

减少腹泻的持续时间和严重程度(Sudha等人，2019)，所有这些都在体内进行。克劳氏芽孢

杆菌也被证明能够产生具有抗微生物和抗氧化能力的蛋白质水解产物(Rochinmedina等

人，2017)，保护免受对乙酰氨基酚诱导的急性肝损伤(Neag等人，2020)，抑制艰难梭菌

(Clostridium  difficile)和蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)毒素诱导的细胞毒性作用

(Ripert等人，2016)，所有这些都在体外进行。

[0112] 巨大芽孢杆菌在体外和体内均具有免受氧化应激的保护作用(Mazzoli等人，

2019)。巨大芽孢杆菌也被证明能够在酸性应激条件下适应并存活，并螯合重金属，所有这

些都在体外进行(Ferreira等人，2019)。

[0113] 优选地，根据本发明，在药物中采用的益生菌的细菌浓度为106‑1013。在实施方式
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中，本发明中采用的益生菌以106‑1013CFU(菌落形成单位)的细菌浓度使用，例如作为日剂

量，包括所述范围中包含的任何量或范围。在实施方式中，所采用的细菌的量为107
‑

1012CFU，或108‑1011CFU，或109‑1010CFU，或例如约106、约107、约108、约109、约1010、约1011、约

1012和/或约1013CFU的量，以及包括所述量或介于所述量之间的任何量或范围。在实施方式

中，本发明的组合物包括约106‑约1013CFU，诸如约109凝结芽孢杆菌CGI314，基本由约106‑约

1013CFU，诸如约109凝结芽孢杆菌CSI08组成，由约106‑约1013CFU，诸如约109凝结芽孢杆菌

CSI08组成和/或以约106‑约1013CFU，诸如约109凝结芽孢杆菌CSI08为特征。在实施方式中，

本发明的组合物包括凝结芽孢杆菌CGI314(例如约109CFU)与巨大芽孢杆菌MIT411和/或克

劳氏芽孢杆菌CSI08的组合。在实施方式中，本发明的组合物以胶囊形式口服施用。在实施

方式中，在本发明的组合物和/或用途或方法中，凝结芽孢杆菌CGI314是孢子形式，或者不

是孢子形式。

[0114] 在某些实施方式中，包括凝结芽孢杆菌CGI314的组合物可包括一种或多种干载

体，所述干载体选自由以下组成的组：海藻糖、麦芽糊精、米粉、微晶纤维素、硬脂酸镁、肌

醇、低聚果糖、低聚半乳糖、右旋糖、干乳制品等的。在某些实施方式中，可以将干载体以按

组合物重量计约1％至约95％的重量百分比添加到包括凝结芽孢杆菌CGI314的组合物中。

[0115] 在某些实施方式中，包括凝结芽孢杆菌CGI314的组合物可包括一种或多种基于液

体或凝胶的载体，所述载体选自由以下组成的组：水和生理盐溶液、尿素、醇及其衍生物(例

如，甲醇、乙醇、丙醇、丁醇)、二醇(例如，乙二醇、丙二醇)等；天然或合成的调味剂和食品级

着色剂，均与生物体相容；增稠剂，选自由玉米淀粉、瓜尔胶、黄原胶等组成的组；一种或多

种孢子萌发抑制剂，选自由高盐载体、对羟基苯甲酸甲酯、瓜尔胶、聚山梨醇酯、防腐剂等组

成的组。在某些实施方式中，可以将一种或多种基于液体或凝胶的载体以组合物的约0.6％

至约95％重量/体积的重量/体积百分比添加到包括凝结芽孢杆菌CGI314的组合物中。在某

些实施方式中，可以将一种或多种天然或合成的调味剂以组合物的约3.0％至约10.0％重

量/体积的重量/体积百分比添加到包括凝结芽孢杆菌CGI314的组合物中。在某些实施方式

中，可以将一种或多种着色剂以组合物的约1.0％至约10.0％重量/体积的重量/体积百分

比添加到包括凝结芽孢杆菌CGI314的组合物中。在某些实施方式中，可以将一种或多种增

稠剂以组合物的约2％重量/体积的重量/体积百分比添加到包括凝结芽孢杆菌CGI314的组

合物中。在某些实施方式中，可以将一种或多种孢子萌发抑制剂以组合物的约1％重量/体

积的重量/体积百分比添加到包括凝结芽孢杆菌CGI314的组合物中。

[0116] 递送系统

[0117] 合适的剂型包括片剂、胶囊剂、溶液剂、混悬剂、粉剂、胶剂和糖果。舌下递送系统

包括但不限于舌下和舌上的可溶解片、液滴和饮料。可以使用可食用膜、亲水性聚合物、口

服可溶解的膜或口服可溶解的条(oral  dissolvable  strip)。其他有用的递送系统包括口

腔或鼻腔喷雾器或吸入器等。合适的剂型包括片剂、胶囊剂、溶液剂、混悬剂、粉剂、胶剂和

糖果。舌下递送系统包括但不限于舌下和舌上的可溶解片、液滴和饮料。可以使用可食用

膜、亲水性聚合物、口服可溶解的膜或口服可溶解的条。其他有用的递送系统包括口腔或鼻

腔喷雾器或吸入器等。

[0118] 对于口服施用，益生菌可以进一步与一种或多种固体非活性成分组合，用于制备

片剂、胶囊、丸剂、粉剂、颗粒剂或其他合适的剂型。例如，活性剂可以与至少一种赋形剂组
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合，所述赋形剂选自由以下组成的组：填充剂、粘结剂、保湿剂、崩解剂、溶解阻滞剂、吸收促

进剂、润湿剂、吸收剂和润滑剂。其他有用的赋形剂包括但不限于硬脂酸镁、硬脂酸钙、甘露

醇、木糖醇、甜味剂、淀粉、羧甲基纤维素、微晶纤维素、硅石(silica)、明胶、二氧化硅等。

[0119] 在某些实施方式中，根据本公开的方法施用的组合物的组分与一种或多种常规佐

剂、载体或稀释剂一起，可以因此被置于药物组合物及其单位剂量的形式中。这些形式包

括：固体，特别是片剂、填充胶囊剂、粉剂和丸剂形式；液体，特别是水溶液或非水溶液、悬浮

液、乳液、酏剂；以及填充有该组合物的胶囊；用于口服的全部形式，用于直肠施用的栓剂，

用于肠胃外施用的无菌注射溶液。这种药物组合物及其单位剂型可以包括常规比例的常规

成分，具有或不具有另外的活性化合物或成分，并且这种单位剂型可以包括与所使用的预

期日剂量范围相称的任何合适有效量的活性成分。

[0120] 根据本公开的方法施用的组合物的组分可以以多种口服和胃肠外剂型施用。对于

本领域技术人员显而易见的是，在某些实施方式中，下列剂型可以包括本公开的化合物或

本公开的化合物的药学上可接受的盐作为活性组分。

[0121] 为了制备根据本公开的方法施用的药物组合物，药学上可接受的载体可以是固体

或液体。固体形式制剂包括粉剂、片剂、丸剂、胶囊、扁囊剂、栓剂和可分散颗粒剂。固体载体

可以是一种或多种物质，其也可以用作稀释剂、调味剂、增溶剂、润滑剂、助悬剂、粘结剂、防

腐剂、片剂崩解剂或包封材料。

[0122] 在粉末中，载体是细碎的固体，其与细碎的活性组分混合。在片剂中，活性组分与

具有必要结合能力的载体以合适的比例混合，并压制成所需的形状和大小。

[0123] 在某些实施方式中，根据本公开的方法施用的粉剂和片剂优选可含有百分之五或

百分之十至约百分之七十的活性化合物。合适的载体是碳酸镁、硬脂酸镁、滑石、糖、乳糖、

果胶、糊精、淀粉、明胶、黄芪胶、甲基纤维素、羧甲基纤维素钠、低熔点蜡、可可脂等。术语

“制剂”意指包括活性化合物与作为载体以提供活性组分在其中的胶囊的包封材料的制剂，

活性组分(具有或不具有另外的载体)被载体包围，从而与载体结合。类似地，还包括扁囊剂

和锭剂。包括片剂、散剂、胶囊剂、丸剂、扁囊剂和锭剂。片剂、散剂、胶囊剂、丸剂、扁囊剂和

锭剂可用作适于口服施用的固体形式。

[0124] 液体制剂包括但不限于溶液、悬浮液和乳液，例如水或水一丙二醇溶液。例如，肠

胃外注射液体制剂可以配制为聚乙二醇水溶液中的溶液。在某些实施方式中，根据本公开

的方法施用的化合物由此可以被配制用于肠胃外施用(例如，通过注射，例如，弹丸注射或

连续输注)，并且可以以单位剂量存在，用于在安瓿、预填充注射器、小容量输注或具有添加

的防腐剂的多剂量容器中施用。所述组合物可以采取在油性或水性负载体中的悬浮液、溶

液或乳液的形式，并且可以含有配制剂诸如悬浮剂、稳定剂和/或分散剂。或者，活性成分可

以是粉末形式，通过无菌固体的无菌分离或通过从溶液中冷冻干燥获得，例如在使用前用

合适的负载体(例如无菌、无热原的水)配制。

[0125] 适用于口服使用的水溶液可以通过将活性组分溶解在水中并根据需要加入合适

的着色剂、调味剂、稳定剂和增稠剂来制备。适用于口服使用的水性混悬剂可以通过将细碎

的活性组分分散在含有粘性物质的水中来制备，所述粘性物质诸如天然或合成的胶、树脂、

甲基纤维素、羧甲基纤维素钠或其他公知的悬浮剂。

[0126] 用于口腔局部施用的组合物包括但不限于：在调味基质中包括活性剂的锭剂，所
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述调味基质通常为蔗糖和阿拉伯胶或黄芪胶；在惰性基质诸如明胶和甘油或蔗糖和阿拉伯

胶中包括活性成分的软锭剂(pastille)；以及在合适的液体载体中包括活性成分的漱口

剂。

[0127] 通过常规方法，例如用滴管、移液管或喷雾器，将溶液或混悬液直接施用于鼻腔。

所述组合物可以以单剂量或多剂量形式提供。在用于向呼吸道施用的组合物(包括鼻内组

合物)中，化合物通常具有小的粒度，例如约5微米或更小的数量级。这种粒度可以通过本领

域已知的方法获得，例如通过微粉化。

[0128] 药物制剂优选为单位剂型。在这种形式中，制剂被细分为包含适量活性组分的单

位剂量。单位剂型可以是包装制剂，该包装包含离散量的制剂，诸如小瓶或安瓿中的包装片

剂、胶囊和粉剂。此外，单位剂型可以是胶囊、片剂、扁囊剂或锭剂本身；或者它可以是适当

数量的封装形式的这些中的任何一个。

[0129] 用于口服的片剂、胶囊和锭剂以及用于口服的液体是优选的组合物。用于鼻腔或

呼吸道的溶液或悬浮液是优选的组合物。优选用于表皮局部施用的经皮贴剂。

[0130] 关于制剂和施用技术的进一步细节可以发现于最新版的 R e m i ng to n’s 

Pharmaceutical  Sciences(Mack  Publishing  Co.，Easton，PA)。

[0131] 在某些实施方式中，包括根据本公开的方法施用的组合物的本发明的组合物还可

以包括一种或多种赋形剂，最优选一种或多种营养或药物赋形剂。含有一种或多种赋形剂

并掺入一种或多种益生菌的组合物可通过本领域已知的方法制备。任选地，组合物可包括

一种或多种佐剂、赋形剂、载体、缓冲剂、稀释剂和/或其他常规药物助剂。例如，益生菌可以

与普通和常规的阻隔剂(barrier)、粘合剂、稀释剂和赋形剂一起配制成片剂、胶囊剂、粉

剂、混悬剂、用于口服施用的溶液、用于肠胃外施用(包括静脉内、真皮内、肌内和皮下施用)

的溶液，以及用于施加于贴剂上以用于经皮施用的溶液。

[0132] 在某些实施方式中，包括根据本公开的方法施用的营养品组合物的营养品组合物

可以包括药学上可接受的载体并且可以与药学上可接受的载体联合施用。在某些实施方式

中，这类制剂中的活性组分可包括约按重量计1％至约按重量计99％。在其他实施方式中，

这类制剂中的活性组分可包括约按重量计0.1％至约按重量计99.9％。“药学上可接受的载

体”是指与制剂的其他成分相容并且对使用者无害的任何载体、稀释剂或赋形剂。有用的赋

形剂包括但不限于微晶纤维素、硬脂酸镁、硬脂酸钙、任何可接受的糖(例如甘露醇、木糖

醇)等，并且对于化妆品用途，可以使用水基或油基或其混合物，包括诸如乳剂。

[0133] 施用途径

[0134] 菌株凝结芽孢杆菌CGI314或包括本发明菌株的组合物可以通过任何途径施用，包

括但不限于口服、舌下、口腔、眼、肺、直肠、阴道、尿道、输尿管和胃肠外施用，或作为口服或

鼻腔喷雾剂(例如，雾化蒸气、液滴或固体颗粒的吸入)。肠胃外施用包括例如静脉内、肌内、

动脉内、腹腔内、鼻内、阴道内、膀胱内(例如至膀胱)、真皮内、经皮、局部或皮下施用。在本

发明的范围内还考虑了将药物组合物以受控制剂的形式滴注到患者体内，并在稍后的时间

发生药物的全身或局部释放。例如，药物可以位于储库中，用于控释到循环中，或用于释放

到局部位置。

[0135] 本发明的药物组合物可以是适合于并配制用于上述任何途径的药物组合物，包括

例如口服、直肠、支气管、鼻、肺、局部(包括颊和舌下)、经皮、阴道、尿道、输尿管或胃肠外
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(包括皮肤、皮下、肌内、腹腔内、静脉内、动脉内、脑内、眼内注射或输注)施用，或适于通过

吸入或吹入施用的形式，包括粉末和液体气雾剂施用，或通过持续释放系统施用。持续释放

系统的合适实例包括含有本发明化合物的固体疏水聚合物的半透性基质，该基质可以是成

形制品的形式，例如薄膜或微胶囊。

[0136] 结合以下实施例，可以进一步理解上述实施方式。此外，提供以下非限制性实施例

来说明本发明。然而，本领域技术人员将理解，对于本发明的任何给定实施方式，可能需要

改变过程，例如改变顺序或步骤。

[0137] 实施例1

[0138] 凝结芽孢杆菌CGI314(下文称为Fortispore)的表征

[0139] 凝结芽孢杆菌CGI314(Fortispore)在使用0.4％TSA琼脂覆盖的固体MRS琼脂中对

大肠杆菌、沙门菌和金黄葡萄球菌具有显著的抗微生物活性。

[0140] 然而，在固体培养基中没有观察到对铜绿假单胞菌的抗微生物活性。Fortispore

对固体环境中的肠道、泌尿和皮肤病原体具有抗微生物活性。

[0141] 表4

[0142] 凝结芽孢杆菌CGI314对肠道、皮肤和泌尿道机会致病菌(固体培养基)的抗微生物

活性总结

[0143]

[0144] 抗微生物活性以抑制区(mm)±标准偏差表示。

[0145] 图3示出在具有0.4％TSA琼脂覆盖层(固体培养基)的MRS琼脂平板上，凝结芽孢杆

菌CGI314对肠、皮肤和泌尿道机会致病菌的抗微生物活性。A‑大肠杆菌(E.coli)；B‑肠炎沙

门菌(S.enteritidis)和C‑金黄葡萄球菌(S.aureus)。

[0146] Fortispore对液体TSB培养基中的大肠杆菌、沙门菌和铜绿假单胞菌具有显著的

抗微生物活性。然而，在液体TSB培养基中没有观察到对金黄葡萄球菌的抗微生物活性。

[0147] 表5

[0148] Fortispore对肠道、皮肤和泌尿道机会致病菌(液体培养基)的抗微生物活性总结

[0149]

[0150] 检测到抗微生物活性(+)，未观察到抗微生物活性(‑)。

[0151] 图4示出在液体TSB培养基中，凝结芽孢杆菌CGI314对肠道、皮肤和泌尿道机会致

病菌的抗微生物活性。病原体：大肠杆菌、沙门菌、铜绿假单胞菌 (Pseud omona s 

aeruginosa)和金黄葡萄球菌。对照分别代表病原体的生长情况；处理代表在凝结芽孢杆菌

CGI314存在下的病原体的生长情况。**p<0.01，***p＜0.001，****p＜0.0001。

[0152] Fortispore具有控制肠道和泌尿道中机会致病菌的存在的潜力，其中半液体到液

体的情况将是常见的。此外，Fortispore具有防止机会致病菌在干燥环境(诸如人类皮肤)
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中传播的潜力。

[0153] Fortispore比竞争者凝结芽孢杆菌益生菌具有更高的抗微生物活性。

[0154] 使用琼脂扩散法，比较了凝结芽孢杆菌CGI1314(Fortispore)与凝结芽孢杆菌

MTCC5856 和凝结芽孢杆菌6086(BC30TM)对人类皮肤和肠道的以下机会致病

菌和动物源性致病菌的抗微生物活性：

[0155] 大肠杆菌25922，

[0156] 肠炎沙门菌13076，

[0157] 金黄葡萄球菌RF122，和

[0158] 铜绿假单胞菌DSM3227

[0159] 已证明，与BC30TM和 相比，凝结芽孢杆菌CGI314(Fortispore)在24h

对大肠杆菌的抗微生物活性和在48h对肠炎沙门菌的抗微生物活性更强。Fortispore可能

具有更高的潜力来控制可能存在于人类肠道或皮肤上的机会致病菌和动物源性致病菌的

存在：

[0160] Fortispore对大肠杆菌的高抗微生物活性。

[0161] Fortispore在48hr时对肠炎沙门菌的高抗微生物活性。

[0162] 未检测到凝结芽孢杆菌对铜绿假单胞菌的抗微生物活性。

[0163] 使用TSA琼脂，凝结芽孢杆菌对金黄葡萄球菌的有限抗微生物活性。

[0164] 抗微生物活性一对大肠杆菌的高抗微生物活性：

[0165] 使用MRS琼脂测试，凝结芽孢杆菌CGI314(Fortispore)对大肠杆菌具有最强抗微

生物活性。凝结芽孢杆菌MTCC5856 和凝结芽孢杆菌6086(BC30TM)具有有限

的抗微生物活性。

[0166] 表6

[0167] 凝结芽孢杆菌CGI314(Fortispore)菌株对大肠杆菌的抑制区更大。

[0168]

[0169] 数值表示平均抑制±标准偏差(n＝2)。

[0170] 图5示出在24hr时观察到凝结芽孢杆菌CGI314(Fortispore)对大肠杆菌的最强抗

微生物活性。(a)凝结芽孢杆菌MTCC5856 (b)凝结芽孢杆菌CG314

(Fortispore)(c)凝结芽孢杆菌6086(BC30TM)接种在MRS琼脂上以对抗大肠杆菌，0.4％TSA

琼脂覆盖平板。

[0171] Fortispore抑制肠道和泌尿道条件致病菌大肠杆菌的生长。

[0172] 抗微生物活性‑48hr时对肠炎沙门菌的高抗微生物活性：

[0173] 24h时，凝结芽孢杆菌6086(BC30TM)对肠炎沙门菌的抗微生物活性最强。然而，48h

时，凝结芽孢杆菌CGI314(Fortispore)对该病原体的抗微生物活性最强。

[0174] 表7
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[0175] 在48小时时，凝结芽孢杆菌CGI314(Fortispore)菌株对肠炎沙门菌获得较大的抑

制区。

[0176]

[0177] 数值表示平均抑制±标准偏差(n＝2)。

[0178] 图6示出在48hr时观察到Fortispore对肠炎沙门菌的最强抗微生物活性。(a)

(b)Fortispore(c)BC30TM接种在MRS琼脂上以对抗肠炎沙门氏菌，0.4％TSA琼

脂覆盖平板。

[0179] Fortispore抑制了已知影响肠道的动物源性致病菌沙门菌的生长。

[0180] 抗微生物活性一未检测到凝结芽孢杆菌对铜绿假单胞菌的抗微生物活性：

[0181] 使用琼脂扩散法，未观察到凝结芽孢杆菌对铜绿假单胞菌的抗微生物活性。

[0182] 图7示出在24hr时没有观察到凝结芽孢杆菌对铜绿假单胞菌的抗微生物活性(a)

凝结芽孢杆菌MTCC5856 (b)凝结芽孢杆菌CG314(c)凝结芽孢杆菌6086

(BC30TM)接种在TSA琼脂上以对抗铜绿假单胞菌，0.4％TSA琼脂覆盖平板。

[0183] Fortispore不释放对皮肤病原体铜绿假单胞菌的抗微生物剂。然而，在液体培养

基中，Fortispore显示出对铜绿假单胞菌的潜在活性(见表5和图7)。

[0184] 抗微生物活性‑使用MRS琼脂，凝结芽孢杆菌对金黄葡萄球菌的有限抗微生物活

性：

[0185] 使用TSA琼脂，没有证据表明凝结芽孢杆菌菌株对金黄葡萄球菌具有抗微生物活

性。然而，使用MRS琼脂，凝结芽孢杆菌6086(BC30TM)和凝结芽孢杆菌CGI1314(Fortispore)

确实表现出对该病原体的轻微活性。

[0186] 表8

[0187] 使用MRS琼脂在24小时检测到三种凝结芽孢杆菌菌株对金黄葡萄球菌的狭窄抑制

区。

[0188]

[0189] 数值表示平均抑制±标准偏差(n＝2)。

[0190] 图8示出在24hr时使用MRS琼脂在对抗金黄葡萄球菌的凝结芽孢杆菌中检测到有

限的抗微生物。(a)接种在TSA琼脂上的凝结芽孢杆菌对抗金黄葡萄球菌，0.4％TSA琼脂覆

盖平板。(从左至右：BC30、CGI314、Lactospore)。(b)接种在MRS琼脂上的凝结芽孢杆菌对抗
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金黄葡萄球菌，0.4％TSA琼脂覆盖板。(从左至右：CGI314、BC30、Lactospore)。

[0191] Fortispore可以在干燥表面(诸如皮肤)上对皮肤病原体诸如金黄葡萄球菌释放

有限量的抗微生物剂。

[0192] Fortispore是潜在的抗氧化益生菌：

[0193] 比较了凝结芽孢杆菌和鼠李糖乳杆菌的抗氧化活性。Fortispore具有比鼠李糖乳

杆菌更高的抗氧化活性。

[0194] 图9示出凝结芽孢杆菌和鼠李糖乳杆菌的总抗氧化能力。结果显示了Trolox当量

的平均浓度，单位为纳摩尔(nmole)/ml(n＝3)±标准误差。**p值＝0.0014。

[0195] Fortispore中增加的Trolox当量浓度水平可以中和并清除自由基，并防止对细胞

的氧化损伤。

[0196] 在所有迪兰(Deerland)孢子中，Fortispore的抗氧化活性的量是第二高。

[0197] 比较了Fortispore凝结芽孢杆菌与巨大芽孢杆菌MIT411、克劳氏芽孢杆菌CSI08、

DE111枯草芽孢杆菌和鼠李糖乳杆菌的总抗氧化活性。Fortispore具有高抗氧化活性，高于

鼠李糖乳杆菌。

[0198] 图10示出DE111、本发明的凝结芽孢杆菌、克劳氏芽孢杆菌CSI08、巨大芽孢杆菌

MIT411和鼠李糖乳杆菌的总抗氧化能力。结果显示了Trolox当量的平均浓度，单位为纳摩

尔/g(n＝3)±标准误差。

[0199] Fortispore中增加的Trolox当量浓度水平可以中和并清除自由基，并防止对细胞

的氧化损伤。

[0200] Fortispore(繁殖体，非孢子形式)不粘附于肠上皮细胞系。

[0201] 评估了凝结芽孢杆菌菌株(CGI314)对体外肠上皮模型的粘附能力。37℃时，凝结

芽孢杆菌菌株CGI314对HT‑29细胞系的粘附可忽略不计。37℃时，凝结芽孢杆菌CGI314对产

生黏液的细胞系HT‑29‑MTX的粘附能力可忽略不计。

[0202] 图11示出Fortispore对HT‑29细胞系的粘附可忽略不计。

[0203] 图12示出Fortispore对HT‑29‑MTX细胞系的粘附可忽略不计。

[0204] Fortispore菌株不粘附于肠黏液或上皮细胞。

[0205] 评估了各种凝结芽孢杆菌菌株(CGI314，BC30TM， )对体外肠上皮模型

的粘附能力。37℃时，凝结芽孢杆菌菌株CGI314、BC30TM、 对HT‑29细胞系的粘

附可忽略不计。37℃时，凝结芽孢杆菌BC30TM对产生黏液的细胞系HT‑29‑MTX的粘附能力高

于凝结芽孢杆菌CGI314和

[0206] 图13示出凝结芽孢杆菌菌株对HT‑29细胞系的粘附的研究。

[0207] 图14示出凝结芽孢杆菌菌株对HT‑29‑MTX细胞系的粘附的研究。

[0208] 凝结芽孢杆菌菌株(液体培养物，非孢子形式)不粘附于肠黏液或上皮细胞。

[0209] Fortispore表现低的酪蛋白分解活性

[0210] Fortispore在脱脂乳琼脂平板上的酪蛋白分解活性呈阴性。通过使用采用荧光标

记的酪蛋白衍生物的商业试剂盒来评估Fortispore酪蛋白分解活性的定量分析。

Fortispore表现低的胞外蛋白酶活性。

[0211] 图15示出使用划线法和过夜TSB肉汤法，在24h或48h时，在凝结芽孢杆菌CGI1314

中不存在酪蛋白分解活性的研究。
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[0212] 图16示出在37℃下孵育24h后，使用 试剂盒，Fortispore对酪蛋白衍

生物的蛋白水解活性低于阳性对照蛋白酶K。误差线表示标准偏差(n＝3)。

[0213] Fortispore对酪蛋白表现低的蛋白酶活性。

[0214] 在迪兰(Deerland)菌株中，Fortispore对酪蛋白衍生物表现低的胞外蛋白酶活

性。

[0215] 图17示出使用划线法和过夜TSB肉汤法，在24h或48h时，在凝结芽孢杆菌CGI1314、

凝结芽孢杆菌6086(BC30TM)和凝结芽孢杆菌MTCC5856 中不存在酪蛋白分解

活性。

[0216] 图18示出在迪兰(Deerland)菌株中，对酪蛋白表现出低蛋白酶活性的Fortispore

凝结芽孢杆菌。

[0217] 图19示出在37℃孵育24h后，通过 试剂盒测定的凝结芽孢杆菌菌株的

酪蛋白分解活性的定量分析。显著性用a、b和/或c表示，多个字母表示结果与多于一个组无

显著差异(P<0.05)。误差棒表示标准偏差。

[0218] 与比较物( 和BC30TM)相比，Fortispore对酪蛋白表现高的蛋白酶活

性。

[0219] Fortispore的多样碳水化合物谱

[0220] Fortispore可代谢一系列的单糖、二糖、糖醇、胺糖和多糖。

[0221] 使用商业API  50  CH试纸测试，Fortispore对49种碳水化合物中的22种的代谢呈

阳性。这些碳水化合物主要是单糖诸如D‑核糖、D‑葡萄糖、D‑半乳糖、D‑果糖、D‑甘露糖和双

糖诸如海藻糖、麦芽糖和纤维二糖等。此外，Fortispore还能代谢属于糖基化对苯二酚(熊

果苷，(arbutin))、生氰糖苷(苦杏仁苷，(amygladin))和醇β‑葡萄糖苷(水杨苷，

(Salicin))的化合物。

[0222] 表9

[0223] 使用API  50  Ch条，由凝结芽孢杆菌(Fortispore、BC30TM、 )有效发

酵的碳水化合物列表

说　明　书 17/40 页

20

CN 119421944 A

20



[0224]

[0225] 这些数据表明，Fortispore可以帮助消化肠道中的这些化合物。

[0226] Fortispore对D‑山梨糖醇和淀粉阿米登(Amidon)呈强阳性，而其他两个竞争者菌

株(BC30TM和 )对这些呈阴性或弱阳性。

[0227] 表10

[0228] 使用API  50  Ch条，由凝结芽孢杆菌(Fortispore、BC30TM、 )有效发酵

的碳水化合物列表

[0229]
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[0230] 这些数据表明，Fortispore可以帮助消化肠道中的这些化合物。

[0231] Fortispore具有酯酶、肽酶、磷酸酶和葡糖苷酶活性：

[0232] 使用API  ZYM试剂盒，Fortispore的酯酶、肽酶、磷酸酶和半乳糖苷酶活性呈阳性，

这表明：

[0233] 在适当的脂质源的存在下，Fortispore通过酯酶的作用产生游离脂肪酸的可能性

很高。

[0234] 半乳糖苷酶增加了Fortispore的碳水化合物分解代谢的潜力，因为它们对各种寡

糖、乳糖神经酰胺、乳糖和许多糖蛋白具有活性。

[0235] 催化亮氨酸、缬氨酸和半胱氨酸底物水解的氨肽酶类。

[0236] 事实上，计算机(in  silico)分析已经鉴定了编码酯酶、肽酶和半乳糖苷酶的基

因。

[0237] 表11

[0238] 使用API  ZYM试剂盒的Fortispore的酶谱

[0239]

[0240] 该研究证实了Fortispore对寡糖的水解能力，并表明其具有分解脂肪和肽以释放
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游离氨基酸的潜力。

[0241] 这些数据表明，Fortispore可以帮助消化肠道中的这些分子。

[0242] 凝结芽孢杆菌的酶谱显示了肽酶和酯水解能力，并证实了寡糖降解能力：

[0243] 使用API  ZYM试剂盒，所有凝结芽孢杆菌的酯酶、肽酶、磷酸酶和半乳糖苷酶活性

均呈阳性，这表明：

[0244] 在适当的脂质源的存在下，凝结芽孢杆菌通过酯酶的作用产生游离脂肪酸的可能

性很高。

[0245] 半乳糖苷酶增加了凝结芽孢杆菌的碳水化合物分解代谢的潜力，因为它们对各种

寡糖、乳糖神经酰胺、乳糖和许多糖蛋白具有活性。

[0246] 催化亮氨酸、缬氨酸和半胱氨酸底物水解的氨肽酶类。

[0247] 表12

[0248] 使用API  ZYM试剂盒的Fortispore的酶谱

[0249]

[0250] 该研究表明，使用商业API  ZYM试剂盒，凝结芽孢杆菌菌株对几种酶的水解能力没
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有差异。

[0251] Fortispore通过糖酵解和蛋白酶代谢释放游离氨基酸

[0252] 代谢组学分析揭示了Fortispore发酵和对乳碳水化合物和蛋白质的蛋白水解能

力，产生了一系列氨基酸。

[0253] 利用UHT乳模型分析了Fortispore的碳水化合物发酵和蛋白水解能力。在

Fortispore中，GC‑MS分析共鉴定出38种游离氨基酸(FAA)化合物，其中10种具有统计学意

义。鉴定的一些羧酸与碳水化合物代谢途径有关，这证实了在Fortispore中存在有活性的

乳糖/半乳糖/葡萄糖摄取和酶代谢系统。此外，也有证据表明在Fortispore中存在活性蛋

白水解系统，因为释放了一些与肽酶活性相关的氨基酸和与苯丙氨酸的进一步分解代谢相

关的苯甲酸。

[0254] 表13

[0255] 使用FAA方法通过GC‑MS分析的具有统计学意义的化合物与潜在前体一起列出

[0256]

[0257] 总体而言，酶学和代谢组学数据表明，Fortispore具有活性碳水化合物代谢酶，因

为产生的大多数化合物来自糖酵解途径(乳中碳水化合物的转化)。此外，有证据表明，来自

Fortispore发酵的UHT乳中含有潜在的活性氨肽酶、裂解酶和脱羧酶，可产生羧酸并释放氨

基酸。

[0258] Fortispore通过糖酵解和蛋白酶代谢释放游离氨基酸

[0259] 柱状图中表示游离氨基酸分析(平均+SEM)

[0260] 图20示出Fortispore  UTH发酵乳的FAA谱。P‑值≤0.005＝**和P‑值≤0.01＝*。白

色条表示对照。

[0261] 图21示出Fortispore  UTH发酵乳的FAA谱。P‑值≤0.005＝**和P‑值≤0.01＝*。白

色条表示对照。

[0262] 与竞争者凝结芽孢杆菌菌株相比，Fortispore在生产有益于皮肤健康的化合物方

面效率略高。

[0263] Ganeden  Biotech将凝结芽孢杆菌6086(BC30TM)作为抗衰老益生菌销售，因为它能

产生最大量的天然来源的L+乳酸、细菌素、过氧化氢、酶和其他代谢物。乳酸因其抗微生物

活性和水合作用而与抗衰老、抗痤疮有关。琥珀酸还与抗炎、抗微生物和水合作用有关。苯

甲酸与抗微生物活性有关。
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[0264] 图22比较了Fortispore与Lactospore和BC30在乳酸、琥珀酸和苯甲酸生产中的作

用。显著性用a、b和/或c表示，多个字母表示结果与多于一个组无显著差异(P＜0.05)。误差

棒表示标准偏差。

[0265] 我们的结果表明，Fortispore在乳酸生产方面略高于BC30TM，并且在琥珀酸和苯甲

酸生产方面更胜一筹。

[0266] 与竞争者凝结芽孢杆菌菌株相比，Fortispore可产生有益于皮肤健康的氨基酸。

[0267] 将Fortispore与 和BC30进行比较。我们的结果表明，Fortispore在

产生蛋氨酸、脯氨酸、赖氨酸和色氨酸方面优于BC30TM和

[0268] 蛋氨酸是一种含硫氨基酸，可以改善皮肤的色泽和弹性，促进头发健康并强化指

甲。脯氨酸有助于降低炎症，从而促进免疫系统的健康。它还有助于触发抗炎化合物和基因

的级联，从而帮助恢复。赖氨酸是一种必需氨基酸，具有多种益处，包括预防唇疱疹、减轻焦

虑和促进伤口愈合。色氨酸与缓解抑郁和焦虑有关。

[0269] 图23比较了Fortispore与Lactospore和BC30在氨基酸生产中的作用。显著性用a、

b和/或c表示，多个字母表示结果与多于一个组无显著差异(P＜0.05)。误差棒表示标准偏

差。

[0270] Fortispore蛋白质组学分析鉴定具有潜在益生菌益处的蛋白质。

[0271] 将Fortispore的胞外分泌物送至质谱仪以鉴定益生菌菌株释放的蛋白质。共检测

到28种蛋白质，其中6种具有潜在的益生菌益处。

[0272] 表14

[0273] Fortispore蛋白质组学鉴定具有潜在益生菌益处的蛋白质

[0274]

[0275] 这些数据证实了先前的体外研究结果，表明Fortispore可以帮助消化蛋白质和碳

水化合物，并对病原体具有抗微生物特性。

[0276] 在基本培养基中存在 的情况下，Fortispore的生长增加。

[0277] 图24示出与对照相比，在基本培养基中温育后24小时， 使Fortispore的

浓度(CFU/mL)显著增加了1  log10。*p＜0.05

[0278] 与竞争者凝结芽孢杆菌菌株相比，在基本培养基中存在 的情况下，

Fortispore的生长显著增加。
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[0279] 图25示出 显著增加了基本培养基中Fortispore的浓度(CFU/mL)，而在

BC30和Lactospore的生长中没有观察到显著性。使用图基(Tukey)方法的单因素ANOVA进行

统计分析。**p‑值＝＜0.01.

[0280] 在TSB培养基中存在 的情况下，Fortispore的生长没有增加。

[0281] 图26示出与对照相比， 没有示出显著增加TSB培养基中的Fortispore浓

度(CFU/mL)。与基本培养基不同， 不能增加Fortispore在丰富培养基中的生长，

可能是因为它们在TSB培养基中的营养物质下达到最大生长。

[0282] 在TSB培养基中存在 的情况下，比较了Fortispore、BC  30、DE111和病原

体的生长情况。

[0283] 图27示出与对照相比， 没有示出显著增加TSB培养基中DE111、

Fortispore、BC30、大肠杆菌和肠炎沙门菌的浓度(CFU/mL)。与基本培养基不同，

不能增加DE111、Fortispore、BC30、大肠杆菌和肠炎沙门菌在丰富培养基中的生长，很可能

是因为它们在TSB培养基中的营养物质下达到最大生长。

[0284] 在50％TSB培养基中存在 的情况下，Fortispore的生长没有增加。

[0285] 图28示出与对照相比， 没有显著增加50％TSB培养基中Fortispore的浓

度(CFU/mL)。

[0286] 在50％TSB培养基中存在 的情况下，比较了Fortispore、BC  30和DE111

的生长情况。

[0287] 图29示出在50％TSB培养基中24小时后， 使DE111的产量(CFU/mL)显著

增加1  log10。****p＜0.0001。与对照相比， 没有示出在50％TSB培养基中显著增

加Fortispore和BC30的浓度(CFU/mL)。

[0288] 在添加到BHI培养基中存在 的情况下，没有观察到Fortispore的显著生

长。

[0289] 图30示出与BHI培养基中的对照相比， 没有示出显著增加Fortispore的

浓度(CFU/mL)。与基本培养基不同， 没有增加Fortispore在丰富培养基中的生

长，很可能是因为它们在BHI培养基中的营养物质下达到最大生长。

[0290] 在BHI培养基中存在 的情况下，比较了Fortispore、BC  30和DE111的生

长。

[0291] 图31示出与BHI培养基中的对照相比， 没有示出显著增加DE111、

Fortispore和BC30的浓度(CFU/mL)。与基本培养基不同， 没有增加DE111、

Fortispore、BC30在丰富培养基中的生长，很可能是因为它们在BHI培养基中的营养物质下

达到最大生长。

[0292] 在50％BHI培养基中存在 的情况下，没有观察到Fortispore的生长增

加。

[0293] 图32示出与50％BHI培养基中的对照相比， 没有示出显著增加

Fortispore浓度(CFU/mL)。与基本培养基不同， 没有增加Fortispore在丰富培养

基中的生长，很可能是因为它们在BHI培养基中的营养物质下达到最大生长。

[0294] 在50％BHI培养基中存在 的情况下，没有观察到Fortispore、BC  30和

DE111的生长增加。
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[0295] 图33示出与50％BHI培养基中的对照相比， 没有示出显著增加DE111、

Fortispore和BC30的浓度(CFU/mL)。与基本培养基不同， 没有增加DE111、

Fortispore、BC30在丰富培养基中的生长，很可能是因为它们在BHI培养基中的营养物质下

达到最大生长。

[0296] 实施例2

[0297] 评估对肠上皮的体外模型的粘附能力

[0298] 细胞系：人结肠直肠腺癌细胞系HT‑29和黏液分泌细胞系HT‑29‑MTX，使用补充有

10％胎牛血清、2mM谷氨酰胺、100U/ml青霉素、100μg/l链霉素和2μg/ml两性霉素B的低葡萄

糖DMEM培养基，在37℃、5％CO2气氛中增殖。

[0299] 将细胞以5x105细胞/孔的密度接种到24孔板上，并培养21‑28天以完成成熟。培养

基每2‑3天更换一次。

[0300] 在实验之前，用0 .5ml  DPBS洗涤细胞两次。在第二轮洗涤后，从孔中完全吸出

DPBS。

[0301] 孢子的制备：将十毫克的克劳氏芽孢杆菌CSI08、巨大芽孢杆菌MIT411和凝结芽孢

杆菌CGI314孢子粉末称重于15ml  Falcon管中，并重悬于10ml的不含抗生素的完全培养基

中。将悬浮液等分并在‑20℃下储存直至使用。悬浮液在制备后2周内使用。

[0302] 粘附试验：将500μl的孢子悬浮液(1.3x107‑9.2x107CFU/ml)加入到HT‑29和HT‑29‑

MTX细胞中，通过轻微的漩涡混合，并在37℃的CO2培养箱中孵育2.5h。制备不含哺乳动物细

胞的对照孔，并以相同方式平行孵育(0.5ml的孢子悬浮液)。

[0303] 孵育后，用0.5ml  PBS洗涤HT‑29和HT‑29‑MTX细胞4次。之后，向孔中加入50μl的胰

蛋白酶/EDTA溶液和50μl的PBS，并在37℃下轻轻摇动(～100rpm)孵育10min。向对照孔中加

入五十微升胰蛋白酶/EDTA溶液。

[0304] 因此，将450μL的PBS添加到具有孢子的孔中，通过刮擦将孔的内容物转移到

Eppendorf管中，并进行三轮剧烈振荡，每轮30秒。将对照孔的内容物转移到Eppendorf管中

并进行一轮振荡。

[0305] 在PBS中制备系列稀释液(加上对照孔的稀释液)，并铺在BC琼脂(凝结芽孢杆菌

CGI314)或PetriFilmTM(克劳氏芽孢杆菌CSI08，巨大芽孢杆菌MIT411)上。平板在37℃下孵

育48h后计数，PetriFilm在37℃下孵育24h后计数。

[0306] 实验进行两次或三次，每次实验进行三次技术重复。结果表示为平均值±SEM。

[0307] 表15

[0308] 克劳氏芽孢杆菌CSI08、巨大芽孢杆菌MIT411和凝结芽孢杆菌CGI314孢子对HT‑

29‑MTX细胞系的粘附

[0309]

[0310] 表16

[0311] 克劳氏芽孢杆菌CSI08、巨大芽孢杆菌MIT411和凝结芽孢杆菌CGI314孢子对HT‑29

细胞系的粘附
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[0312]

[0313] 结论

[0314] 1 .上述结果表明，与非黏液分泌的细胞相比，孢子粘附于黏液分泌细胞系HT‑29‑

MTX的能力更高，这可能是由于孢子的物理性质。

[0315] 2 .与克劳氏芽孢杆菌CSI08孢子相比，巨大芽孢杆菌MIT411和凝结芽孢杆菌

CGI314孢子具有更高(但总体较低)的粘附非黏液产生细胞系HT‑29的能力。

[0316] 实施例3

[0317] 凝结芽孢杆菌CGI314对健康成人的安全性、耐受性和胃肠道健康的评估：一项随

机、双盲、安慰剂对照的试验：

[0318] 研究干预

[0319] 每天施用含有1x109CFU的凝结芽孢杆菌CGI314和枯草芽孢杆菌 的益生

菌1，

[0320] 益生菌组合，其包含约 (和大于) 0 .5x10 9CFU的枯草芽孢杆菌 约

0 .5x109CFU的巨大芽孢杆菌MIT411、约(和小于)0 .5x109CFU的凝结芽孢杆菌CGI314、约

0.5x109CFU的克劳氏芽孢杆菌CSI08；每日施用总量2x109芽孢杆菌孢子

[0321] 安慰剂：每天施用大米麦芽糊精

[0322] 研究了适应症

[0323] 胃肠道稳态与免疫系统。

[0324] 研究描述

[0325] 招募并筛选年龄在18‑65岁的健康成年人参与本研究。符合条件的参与者以1：1：1

的比例随机分配到两个实验组中的一个或对照组，并接受45天的治疗和2周的随访，以评估

新型益生菌菌株在健康成人中的安全性和有效性。

[0326] 出于本研究的目的，研究产品被包装在与每日剂量一致的单个胶囊中。每粒胶囊

包含300mg成分：

[0327] 益生菌配方1：凝结芽孢杆菌CGI314和枯草芽孢杆菌 (1x109CFU总量)，～

4.17mg；低水分大米麦芽糊精，292.23mg；中链甘油三酯，3.6mg。

[0328] 益生菌混合物(cocktail)：2X109CFU芽孢杆菌孢子，包括枯草芽孢杆菌

(约(和大于)0.5x109CFU)，2.1mg；巨大芽孢杆菌MIT411(0.5x109CFU)，2.1mg；克劳氏芽孢杆

菌CSI08(约0.5x109CFU)，2.1mg；凝结芽孢杆菌CGI314(约(和小于)0.5x109CFU)，2.1mg；低

水分大米麦芽糊精，288mg；中链甘油三酯，3.6mg。

[0329] 安慰剂由与研究产品相同的所有成分组成，但不含益生菌。安慰剂是单个胶囊，相

当于每日剂量。每粒胶囊包含300mg成分：安慰剂：低水分大米麦芽糊精，296.4mg；中链甘油

三酯，3.6mg。

[0330] 表17总结了4个益生菌组和安慰剂组从基线到治疗期结束的肠‑脑轴问卷得分的

变化。显示了95％置信区间的平均值的变化。还提供了ANOVA综合检验(p*‑值)和单样品T检

验(p‑值)的结果。肠‑脑轴得分变化的正态性检验表明，数据不服从正态分布，这可能会影
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响具有临界显著性的结果(p‑值在0 .05和0 .10之间)。这会影响两个项目：乏力(loss  of 

energey)和食欲变化。对这些项目进行了非参数克鲁斯卡尔‑沃利斯(Kruskal  Wallis)检

验；观察到的p‑值为0.111(乏力)和0.123(食欲变化)。

[0331] 简言之，所有测试症状的肠‑脑轴问卷评分变化的平均值均为负值，这意味着在治

疗期结束时，症状的强度降低(参与者受这些症状的困扰变少)。单样品T检验结果显示，在

三分之一的测试(共进行70次)中，观察到肠‑脑轴问卷得分具有统计学意义的变化。然而，

包括安慰剂组在内的所有治疗组均可观察到这种情况。因此，ANOVA检验的结果显示，在治

疗组之间未检测到肠‑脑轴评分变化的显著差异，但观察到乏力和食欲变化项目的临界显

著性。巨大芽孢杆菌组的参与者在这两个项目上经历了最大的变化。

[0332] 表17

[0333] 从基线到治疗期结束的肠‑脑轴问卷项目得分的变化情况：益生菌组与安慰剂组

的成对比较(事后ANOVA：邓尼特(Dunnet)t‑检验)
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[0334]
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[0335]

[0336] N*＝ITT人群中包括的参与者人数，*邓尼特T‑检验的p值(成对比较)

[0337] 表17示出单个益生菌组和安慰剂组之间成对比较的95％置信区间和p‑值的平均

差异。与安慰剂相比，从基线到治疗期结束，包含益生菌的研究产品在肠‑脑轴得分变化方

面均没有表现出统计学上的显著差异。

[0338] 表18示出单个益生菌组和安慰剂组之间成对比较的95％置信区间和p‑值的平均

差异。与安慰剂相比，在基线或治疗期结束时，包含益生菌的研究产品的肠‑脑轴项目得分

的总和均没有表现出统计学上的显著差异。

[0339] 表18

[0340] 在基线和在治疗期结束的肠‑脑轴问卷项目得分的总和：益生菌组与安慰剂组的

成对比较(事后ANOVA：邓尼特t‑检验)

[0341]
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[0342]

[0343] N*＝ITT人群中包括的参与者人数，*邓尼特T‑检验的p值(成对比较)

[0344] 表19示出单个益生菌组和安慰剂组之间成对比较的95％置信区间和p‑值的平均

差异。与安慰剂相比，从基线到治疗期结束，包含益生菌的研究产品在HDL、LDL、TC或TG变化

方面均没有表现出统计学上的显著差异。

[0345] 表19

[0346] ITT人群中从基线到治疗期结束的胆固醇和甘油三酯的变化：益生菌组与安慰剂

组的成对比较(事后ANOVA：邓尼特t‑检验)

[0347]

[0348] N*＝ITT人群中包括的参与者人数

[0349] 表20示出单个益生菌组和安慰剂组之间成对比较的95％置信区间和p‑值的平均

差异。与安慰剂相比，从基线到治疗期结束，包含益生菌的研究产品在HDL、LDL、TC或TG相对

变化方面均没有表现出统计学上的显著差异。

[0350] 表20

[0351] ITT人群中从基线到治疗期结束的胆固醇和甘油三酯的相对变化：益生菌组与安

慰剂组的成对比较(事后ANOVA：邓尼特t‑检验)
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[0352]

[0353] N*＝ITT人群中包括的参与者人数，*邓尼特T‑检验的p值(成对比较)

[0354] 表21显示了参与者日记1中报告至少一天出现临床相关感染的人数比例。表22显

示了临床相关感染天数的描述性统计数据以及克鲁斯卡尔‑沃利斯检验(p*‑值)和使用

Holm校正的曼‑惠特尼(Mann‑Whitney)U检验(p‑值)的结果。

[0355] 表21

[0356] 参与者日记1中报告的临床相关感染患者比例(N＝123)

[0357]

[0358]

[0359] N*＝ITT人群中包括的参与者人数

[0360] 表22

[0361] 参与者日记1中报告的临床相关感染的天数(N＝123)
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[0362]

[0363] N*＝ITT人群中包括的参与者人数，NC＝不可计算，P*＝克鲁斯卡尔‑沃利斯检验

的p‑值，P＝曼‑惠特尼U检验的p‑值。

[0364] 克鲁斯卡尔‑沃利斯检验显示，临床相关感染治疗组的天数没有任何显著差异。然

而，在临床相关的胃肠道感染中观察到了具有统计学意义的临界结果。这可能是因为在四

个益生菌治疗组中，没有参与者出现临床相关的胃肠道感染，而在益生菌治疗组中，总共观

察到2天的此类感染，这可能是偶然发生的。

[0365] 尽管如此，与安慰剂相比，没有一种包括益生菌的研究产品显示出统计学上的显

著差异。

[0366] 表23显示了参与者日记2中报告至少一天出现胃肠道感染的个体症状的人数比

例。表24显示了患有胃肠道感染症状的天数的描述性统计数据以及克鲁斯卡尔‑沃利斯检

验(p*‑值)和使用Holm校正的曼‑惠特尼U检验(p‑值)的结果。

[0367] 表23

[0368] 参与者日记2中报告有胃肠道感染症状的人数比例(N＝118)

[0369]

[0370] N*＝ITT人群中包括的参与者人数
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[0371] 表24

[0372] 参与者日记2中报告的胃肠道感染症状的天数(N＝118)。

[0373]

[0374]

[0375] N*＝ITT人群中包括的参与者人数，NC＝不可计算，P*＝克鲁斯卡尔‑沃利斯检验

的p‑值，P＝曼‑惠特尼U检验的p‑值。

[0376] 组之间仅在便秘天数方面检测到显著差异(p*＝0.013)，这可能是由于在参与者

日记2中，安慰剂组中仅有三名参与者报告了该症状，而在其他四个治疗组中均没有参与者

报告该症状。然而，进一步的分析(经Holm校正的曼‑惠特尼U检验)中，比较了单个益生菌组

和安慰剂组的便秘天数，没有显示出显著差异，这可能是由于样品量较小。
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[0377] 疗效结果：治疗期

[0378] 在基线时，各治疗组参与者的胃肠道健康没有检测到显著差异。参与者被随机分

配到5个治疗组，因此这样的结果是预期的。

[0379] 与基线得分相比，在治疗期结束时，肠‑脑轴问卷中的项目得分较低，这意味着在

治疗期结束时，参与者受这些症状的困扰变少。包括安慰剂组在内的所有治疗组均可观察

到这种情况。

[0380] 治疗组的肠‑脑轴项目评分变化(治疗结束时减去基线)没有检测到显著差异。与

安慰剂组相比，包含益生菌的研究产品在肠‑脑轴得分变化方面均没有表现出统计学上的

显著差异。

[0381] 治疗组之间的肠‑脑轴项目评分改善没有检测到显著差异。与安慰剂组相比，包含

益生菌的研究产品在肠‑脑轴得分改善方面均没有表现出统计学上的显著差异。

[0382] 治疗组之间的肠‑脑轴问卷的所有项目得分总和没有检测到显著差异。与安慰剂

相比，在基线或治疗期结束时，包含益生菌的研究产品的肠‑脑轴项目得分的总和均没有表

现出统计学上的显著差异。

[0383] 各治疗组之间的胆固醇和甘油三酯变化(从基线到治疗期结束的绝对和相对变

化)没有检测到显著差异。与安慰剂相比，从基线到治疗期结束，包含益生菌的研究产品在

HDL、LDL、TC或TG变化(绝对和相对)方面均没有表现出统计学上的显著差异。在PP人群中也

观察到了相同的结果。

[0384] 在治疗期结束时，所有治疗组的细胞因子(TNFα、IFNα、IFNβ、IFN γ 和IL6)水平均

低于定量限(LOQ)。对于细胞因子IL13，报告了一些高于LOQ的值，但未观察到治疗组之间的

统计学显著差异。

[0385] 在治疗期结束时，与基线值相比，在巨大芽孢杆菌组未检测到重金属(镉、铅、汞、

铜、镍、锌和砷)水平的显著变化。在PP人群中也观察到了相同的结果。

[0386] 与安慰剂相比，包含益生菌的研究产品在出现胃肠道感染症状的天数方面均没有

表现出统计学上的显著差异。然而，在临床相关的胃肠道感染中观察到了具有统计学意义

的临界结果。这可能是因为在四个益生菌治疗组中，没有参与者出现临床相关的胃肠道感

染，而在益生菌治疗组中，总共观察到2天的此类感染，这可能是偶然发生的。

[0387] 与安慰剂相比，包含益生菌的研究产品在出现呼吸道感染症状的天数方面均没有

表现出统计学上的显著差异。然而，各治疗组之间在流浓鼻涕的天数方面存在统计学上的

显著差异(p*＝0.018)，这可能是由于益生菌混合物组中仅有三名参与者报告了该症状，而

其他四个治疗组中没有参与者报告该症状。

[0388] 然而，进一步的事后分析(成对比较vs安慰剂)并未示出任何显著差异。

[0389] 与安慰剂相比，包含益生菌的研究产品在出现泌尿感染症状的天数方面没有表现

出统计学上的显著差异。

[0390] 在粪便规律方面，各治疗组之间未检测到统计学上的显著差异。

[0391] 在整个治疗期以及治疗期的第6周和第7周，对于粪便稠度，即便溏的比例在各组

之间检测到显著差异。然而，进一步的事后分析(成对比较vs安慰剂)并未示出任何显著差

异，这可能是由于样本量较小。益生菌混合物组的参与者便溏所有粪便中的比例最小。

[0392] 疗效结果：随访期
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[0393] 各组间仅便秘天数检测到显著差异(P＝0.013)。然而，进一步的事后分析(成对比

较vs安慰剂)并未示出任何显著差异，这可能是由于样本量较小。

[0394] 包含益生菌的研究产品在出现呼吸道感染症状的天数方面没有表现出统计学上

的显著差异。

[0395] 包含益生菌的研究产品在出现泌尿道感染症状的天数方面均没有表现出统计学

上的显著差异。

[0396] 在粪便规律和粪便稠度方面，各治疗组之间均未检测到显著差异。

[0397] 安全结果

[0398] 总共报告了17起AE(不良事件)。每个研究产品报告了1至5个ADE，最常见的是胃食

管反流(3个AE)、皮疹(2个AE)和眩晕(2个AE)。没有报告SAE(严重不良事件)。

[0399] 因果关系评估显示，报告的AE与研究产品之间没有关系。

[0400] 总之，本研究探讨了新型益生菌，即凝结芽孢杆菌、克劳氏芽孢杆菌、巨大芽孢杆

菌以及包含枯草芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌、克劳氏芽孢杆菌和凝结芽孢杆菌的益生菌混合

物的安全性和有效性。

[0401] 各治疗组参与者基线时的胃肠道健康状况在各研究组之间并无差异，这是随机分

组的所预期的。

[0402] 研究的主要结果(安全性)已实现，因为总共报告了17起AE，无SAE。因果关系评估

显示，报告的AE与研究产品之间没有关系。

[0403] 与疗效相关的结果均未显示出任何统计学上的显著差异，但由于每个研究组的样

品量较小，这并不令人惊讶。尽管如此，仍观察到一些有利于活性产品的趋势，特别是在肠‑

脑轴评分和便溏比例方面。

[0404] 总之，益生菌产品在成人中使用是安全的，并且在肠‑脑轴和粪便稠度方面显示出

一些有利的趋势，然而，为了科学地证明所研究产品的功效，需要进行更大样本量的进一步

研究，需要一个磨合期来确定每个参与者的基线粪便稠度，并使用有效的问卷来确定肠‑脑

轴领域。
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