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一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌及应用

(57)摘要

本发明公开了一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌及

应 用，嗜 黏 蛋白阿 克曼 氏 菌 分类 学 命 名 为

Akkermansia  muciniphila，于2023年10月16日

保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏编号为

CCTCC  NO：M  20231906；本发明的一种嗜黏蛋白

阿克曼氏菌，对酸、胆盐、人工胃液和人工肠液有

较好的耐受性，采用LPS诱导RAW  264.7细胞炎症

模型表明本发明的一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌具

有抗炎功效，能显著抑制炎症因子NO、IL‑6和IL‑

1 β 的产生；且当嗜黏蛋白阿克曼氏菌与RAW 

264.7巨噬细胞共培养时，能产生少量NO，但又低

于LPS组NO的分泌量，表明能调动细胞的免疫反

应。

权利要求书1页  说明书7页

序列表（电子公布）  附图3页

CN 117701429 A

2024.03.15

CN
 1
17
70
14
29
 A



1.一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌，其分类学命名为Akkermansia  muciniphila，于2023年10

月16日保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏编号为CCTCC  NO：M  20231906。

2.权利要求1的一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌在制备抗炎药物中的应用。

3.权利要求1的一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌在制备提高免疫力药物中的应用。

4.根据权利要求2所述的应用，其特征是所述抗炎药物的剂型为片剂、胶囊剂、颗粒剂、

丸剂、膏剂、溶液剂、混悬剂、乳剂、霜剂、喷雾剂、滴剂、贴剂或口溶膜剂。

5.根据权利要求3所述的应用，其特征是所述提高免疫力药物的剂型为片剂、胶囊剂、

颗粒剂、丸剂、膏剂、溶液剂、混悬剂、乳剂、霜剂、喷雾剂、滴剂、贴剂或口溶膜剂。
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一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌及应用

技术领域

[0001] 本发明属于微生物技术领域，涉及一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌及应用。

背景技术

[0002] 炎症是一种免疫应激反应，是机体对外界刺激、感染、内源组织损伤等做出的保护

性反应，广泛发生于机体的细胞、组织和器官等。根据发生程度和持续时间的不同，炎症可

分为急性炎症和慢性炎症反应。急性炎症持续时间较短，如局部组织损伤导致的发炎、发

热、红肿等。慢性炎症持续时间较长，炎症因子的分泌异常会对组织器官造成长期的影响。

当机体发生炎症时，具有免疫应答反应的细胞产生异常水平的细胞因子并在组织损伤部位

激活和募集，使内皮组织及器官产生炎症损伤。具有免疫调节作用的细胞因子包括白细胞

介素类(interleuki，IL)、肿瘤坏死因子‑α(Tumor  necrosis  factor，TNF‑α)、干扰素‑ γ
(Interferon‑ γ ，IFN‑ γ )及趋化因子等。由炎症引发的组织损伤和免疫功能紊乱与慢性炎

症疾病，如Ⅱ型糖尿病、炎症性肠病、关节炎、动脉粥样硬化和其它心血管疾病等的发生密

切相关。目前预防和治疗炎症的方法主要是抑制细胞免疫反应，减少促炎细胞因子分泌，干

预炎症信号通路等。但临床上常用的抗炎药物存在一定的副作用，长期使用可能会导致心

血管疾病和消化道出血等。

[0003] 经研究发现，肠道菌群可影响患者的炎症反应，肠道中存在着大量的“有益”菌，其

中的嗜黏蛋白阿克曼氏菌是近年来发现的一类有益菌，寄居在消化道营养丰富的黏液层，

是从人类粪便中分离培养的严格厌氧的革兰氏阴性菌，在健康肠道中的丰度是0.5‑5％。目

前，关于嗜黏蛋白阿克曼氏菌的报道还不多，筛选出来的新菌株数量有限，且由于嗜黏蛋白

阿克曼氏菌为严格厌氧菌，其耐受性也较差。

[0004] 因此，针对以上问题，亟需具有较好耐受性且具有抗炎和调节免疫力的新菌株，可

帮助患者对抗一些慢些炎性疾病，提高患者免疫力，维持患者的肠道健康。

发明内容

[0005] 本发明的目的是克服现有技术的不足，提供一种具有较好耐受性的嗜黏蛋白阿克

曼氏菌。

[0006] 本发明的第二个目的是提供一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌在制备抗炎药物中的应用。

[0007] 本发明的第三个目的是提供一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌在制备提高免疫力药物中

的应用。

[0008] 本发明的技术方案概述如下：

[0009] 一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌，其分类学命名为Akkermansia  muciniphila，于2023年

10月16日保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏编号为CCTCC  NO：M  20231906。

[0010] 上述一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌在制备抗炎药物中的应用。

[0011] 上述一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌在制备提高免疫力药物中的应用。

[0012] 上述抗炎药物的剂型优选片剂、胶囊剂、颗粒剂、丸剂、膏剂、溶液剂、混悬剂、乳
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剂、霜剂、喷雾剂、滴剂、贴剂或口溶膜剂。

[0013] 上述述提高免疫力药物的剂型为片剂、胶囊剂、颗粒剂、丸剂、膏剂、溶液剂、混悬

剂、乳剂、霜剂、喷雾剂、滴剂、贴剂或口溶膜剂。

[0014] 本发明的优点：

[0015] 本发明的一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌，对酸、胆盐、人工胃液和人工肠液有较好的耐

受性，采用LPS诱导RAW  264.7细胞炎症模型表明本发明的一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌具有抗

炎功效，能显著抑制炎症因子NO、IL‑6和IL‑1β的产生；且当嗜黏蛋白阿克曼氏菌与RAW 

264.7巨噬细胞共培养时，能产生少量NO，但又低于LPS组NO的分泌量，表明能调动细胞的免

疫反应。

附图说明

[0016] 图1为本发明实施例1培养得到的嗜黏蛋白阿克曼氏菌的菌落特征图。

[0017] 图2为本发明实施例1培养得到的嗜黏蛋白阿克曼氏菌进行革兰氏染色后的显微

镜观察图。(图中深色部分为蓝色)

[0018] 图3为本发明实施例1培养得到的嗜黏蛋白阿克曼氏菌的对巨噬细胞炎症因子NO

分泌量的影响。

[0019] 图4为本发明实施例1培养得到的嗜黏蛋白阿克曼氏菌的对巨噬细胞炎症因子IL‑

6分泌量的影响。

[0020] 图5为本发明实施例1培养得到的嗜黏蛋白阿克曼氏菌的对巨噬细胞炎症因子IL‑

1β分泌量的影响。

具体实施方式

[0021] 下面结合具体实施例对本发明作进一步的说明。应理解，这些实施例仅用于说明

本发明而不用于限制本发明的范围。

[0022] 实施例1

[0023] 一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌的分离及鉴定

[0024] 用无菌取样勺采集健康男性成人粪便0.5g于10mL无菌离心管中，立即将样本转移

到厌氧工作站中(85％  N2、10％  H2、5％  CO2)，加入5mL的BHI+液体培养基，于厌氧条件下孵

育培养5天。孵育结束后，使用磷酸盐缓冲液(pH＝7.4)按照1:10的稀释方式将样本稀释至

108倍，分别取各稀释梯度下100μL液体于BHI+固体培养基上涂布，厌氧培养3天，挑取菌落

形态为圆形、凸起、表面光滑、边缘整齐的灰白色单菌落接种至BHI+液体培养基中，厌氧培

养3天后对培养的菌液使用PCR扩增技术进行16s  rDNA鉴定。

[0025] 本实施例中的嗜黏蛋白阿克曼氏菌的PCR扩增体系以及反应程序如下：

[0026] 表1：PCR扩增体系
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[0027]

[0028] 其中，用于16s  rDNA鉴定的特异性扩增引物为：

[0029] 上游引物Forward  primer：5’‑AGAGTTTGATCCTGGCTCAG‑3’(SEQ  ID  NO：1)；

[0030] 下游引物Reverse  primer：5’‑TACGGCTACCTTGTTACGACTT‑3’(SEQ  ID  NO：2)。

[0031] 表2：PCR反应程序

[0032]

[0033] 扩增产物送擎科生物测序。

[0034] 测序得到的16s  rDNA结果SEQ  ID  No.3所示：

[0035] 本申请的发明人分离得到了菌株AkkTimepie001，根据16s  rDNA分析，与嗜黏蛋白

阿克曼氏菌ATCC  BAA‑835的16S序列比对结果显示Per.Ident值为99.93％，鉴定为嗜黏蛋

白阿克曼氏菌。为了进一步确定两株菌的进化关系，对菌株AkkTimepie001进行了全基因组

测序，并将其与嗜黏蛋白阿克曼氏菌ATCC  BAA‑835进行了ANI分析，结果显示菌株

AkkTimepie001与嗜黏蛋白阿克曼氏菌ATCC  BAA‑835比对的ANI值为97.24％，满足同种物

种划分的ANI评判标准(＞95％)，并通过形态分析、代谢物成分分析、功效分析(如耐受性和

人工胃肠液耐受性)等综合分析，菌株AkkTimepie001属于嗜黏蛋白阿克曼氏菌，而且鉴定

为不同于835(标准菌株)等嗜黏蛋白阿克曼氏菌的新菌种。

[0036] 将嗜粘蛋白阿克曼菌AkkTimepie001划线接种至BHI+固体培养基上，厌氧培养3天

后，观察菌落形态特征，菌落呈圆形凸起，边缘整齐、白色、大小不一，见图1。

[0037] 使用亚甲基蓝对嗜粘蛋白阿克曼菌AkkTimepie001进行革兰氏染色，镜检为革兰

氏阴性菌，呈椭圆形，单个或多个组成链装排列，见图2。

[0038] 本发明的一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌，分类学命名为Akkermansia  muciniphila

(AkkTimepie001)于2023年10月16日保藏于中国典型培养物保藏中心，地址:中国.武汉.武

汉大学，保藏编号为CCTCC  NO：M  20231906。

[0039] BHI+液体培养基(BHI液体培养基基础上添加0.25％质量分数粘蛋白以及5％质量
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分数的L‑苏氨酸)。

[0040] BHI+固体培养基(BHI液体培养基基础上添加0.25％质量分数粘蛋白、5％质量分

数的L‑苏氨酸、2％质量分数的琼脂粉)。

[0041] 实施例2：嗜黏蛋白阿克曼氏菌AkkTimepie001(以下简称AkkTimepie001)的耐酸

性能

[0042] 冷冻保存的AkkTimepie001按1％接种量接种至BHI+液体培养基中，37℃培养箱中

厌氧培养。菌液培养3天后按5％接种量转接至新鲜的BHI+液体培养基中，37℃培养箱中厌

氧培养。菌液培养60‑72h后，无菌条件下收集5mL菌液，8000rpm离心5min分离菌体。将菌体

沉淀用0.9％氯化钠水溶液重悬并充分混匀，8000rpm离心5min收集菌体。将菌体分别用等

体积pH＝2和pH＝3的BHI+液体培养基重悬并充分混匀后，置于37℃的厌氧环境下进行孵

育。分别在孵育0h、1.5h和3h菌液，并用0.9％氯化钠水溶液对菌液进行10倍梯度稀释，选择

合适的稀释度进行涂板。每个样品选择2‑3个稀释梯度，每个稀释梯度做2个平板。涂布后的

平板倒置于37℃培养箱中厌氧培养，培养3‑5天后观察平板上菌落的生长状态，并记录菌落

数，计算存活率。

[0043]

[0044] 其中A0为孵育0小时的菌落数，An为孵育n小时的菌落数。

[0045] 实验结果：AkkTimepie001和标准株(嗜黏蛋白阿克曼氏菌ATCC  BAA‑835)在酸性

境下的存活情况如表1所示。在pH＝3的酸性环境下，AkkTimepie001的存活率为32.09％，在

pH＝2的环境下，存活率为16.46％，存活情况均优于标准株。

[0046] 表1嗜粘蛋白阿克曼菌酸耐受情况统计表

[0047]

[0048] 实施例3：AkkTimepie001的胆盐耐受性能评价

[0049] 冷冻保存的AkkTimepie001按1％接种量接种至BHI+液体培养基中，37℃培养箱中

厌氧培养。菌液培养3天后按5％接种量转接至新鲜的BHI+液体培养基中，37℃培养箱中厌

氧培养。菌液培养60‑72h后，无菌条件下收集5ml菌液，8000rpm离心5min分离菌体。将菌体

沉淀用0.9％氯化钠水溶液重悬并充分混匀，8000rpm离心5min收集菌体。将菌体分别用等

体积含0.3％和1％浓度胆盐的BHI+液体培养基重悬并充分混匀后，置于37℃的厌氧环境下

进行孵育。分别在孵育0h、4h和8h菌液，并用0.9氯化钠水溶液对菌液进行10倍梯度稀释，选

择合适的稀释度进行涂板。每个样品选择2‑3个稀释度，每个稀释度做2个平板。涂布后的平

板倒置于37℃培养箱中厌氧培养，培养3‑5天后观察平板上菌落的生长状态，并记录菌落

数，计算存活率。
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[0050]

[0051] 其中A0为孵育0小时的菌落数，An为孵育n小时的菌落数。

[0052] 实验结果：AkkTimepie001和标准株在胆盐环境下的存活情况如表2所示。通常情

况 下，人体生 理环境 中胆 盐浓 度不超过 0 .3％，在胆 盐浓 度为 0 .3％的环境 下，

AkkTimepie001的存活率较好且高于标准株。

[0053] 表2AkkTimepie001胆盐耐受情况统计表

[0054]

[0055] 实施例4：AkkTimepie001的人工胃液耐受性能评价

[0056] 冷冻保存的AkkTimepie001按1％接种量接种至BHI+液体培养基中，37℃培养箱中

厌氧培养。菌液培养3天后按5％接种量转接至新鲜的BHI+液体培养基中，37℃培养箱中厌

氧培养。菌液培养60‑72h后，无菌条件下收集5mL菌液，8000rpm离心5min分离菌体。将菌体

沉淀用0.9％氯化钠溶液重悬并充分混匀，8000rpm离心5min收集菌体。将菌体分别用等体

积pH＝2和pH＝3的人工胃液重悬并充分混匀后，置于37℃的厌氧环境下进行孵育。分别在

孵育0h、1.5h和3h菌液，并用0.9氯化钠水溶液对菌液进行10倍梯度稀释，选择合适的稀释

度进行涂板。每个样品选择2‑3个稀释度，每个稀释度做2个平板。涂布后的平板倒置于37℃

培养箱中厌氧培养，培养3‑5天后观察平板上菌落的生长状态，并记录菌落数，计算存活率。

[0057]

[0058] 其中A0为孵育0小时的菌落数，An为孵育n小时的菌落数。

[0059] 实验结果：AkkTimepie001和标准株在人工胃液中存活情况如表3所示。在pH＝3的

人工胃液环境下，菌株AkkTimepie001的存活率为42.54％，在pH＝2的人工胃液环境下，存

活率为13.45％，存活情况均优于标准株。

[0060] 表3AkkTimepie001人工胃液耐受情况统计表
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[0061]

[0062] 实施例5：AkkTimepie001的人工肠液耐受性能评价

[0063] 冷冻保存的AkkTimepie001按1％接种量接种至BHI+液体培养基中，37℃培养箱中

厌氧培养。菌液培养3天后按5％接种量转接至新鲜的BHI+液体培养基中，37℃培养箱中厌

氧培养。菌液培养60‑72h后，无菌条件下收集5mL菌液，8000rpm离心5min分离菌体。将菌体

沉淀用0.9％氯化钠水溶液重悬并充分混匀，8000rpm离心5min收集菌体。将菌体分别用等

体积人工肠液重悬并充分混匀后，置于37℃的厌氧环境下进行孵育。分别在孵育0h、4h和8h

菌液，并用0.9氯化钠水溶液对菌液进行10倍梯度稀释，选择合适的稀释度进行涂板。每个

样品选择2‑3个稀释度，每个稀释度做2个平板。涂布后的平板倒置于37℃培养箱中厌氧培

养，培养3‑5天后观察平板上菌落的生长状态，并记录菌落数，计算存活率。

[0064]

[0065] 其中A0为孵育0小时的菌落数，An为孵育n小时的菌落数。

[0066] 实验结果：AkkTimepie001和标准株在人工肠液中的存活情况如表4所示。孵育4h

时菌株AkkTimepie001的存活率为87.80％，孵育8h时存活率降为78.32％，存活情况均优于

标准株。

[0067] 表4AkkTimepie001人工肠液耐受情况统计表

[0068]

[0069] 实施例6：AkkTimepie001对NO和细胞因子IL‑6、IL‑1β分泌量的影响

[0070] 实验设计与流程

[0071] 将生长状态良好的小鼠巨噬细胞RAW  264.7细胞以105个/mL，每孔1mL转接至6孔

细胞培养板内，24h待细胞贴壁后，吸弃旧培养基，将108安全浓度的益生菌各组分分别与

RAW264.7共培养，对照组加入等量的RPMI‑1640完全培养基(在1640基础培养基的基础上添

加1％的双抗和10％的胎牛血清)，于37℃、5％CO2培养箱中孵育24h，设定活菌干预组(活

菌)、上清干预组(上清)、巴氏灭菌干预组(巴氏灭菌)；或者利用LPS(2μg/mL)诱导RAW 

264.7细胞建立炎症模型，将10mg的脂多糖粉末用10mL  1640基础培养基充分溶解，配置为

1mg/mL的母液，于‑20℃保存，实验时再用完全培养基稀释到2μg/mL，将108安全浓度的益生
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菌各组分对其LPS(2μg/mL)诱导的RAW264.7细胞进行共培养，对照组加入等量的RPMI‑1640

完全培养基，设定对照组(CK)、LPS诱导组(LPS)、上清干预组(LPS+上清)、活菌干预组(LPS+

活菌)、巴氏杀菌干预组(LPS+巴杀)，于37℃、5％  CO2培养箱中孵育24h后，收集每孔细胞培

养上清，3000rpm离心5min去除细胞沉淀。使用一氧化氮试剂盒检测细胞上清液中NO的含量

或使用ELISA试剂盒检测细胞上清液中IL‑6、IL‑1β的含量。

[0072] 所有数据采用SPSS25 .0进行统计学分析。#：P<0 .05，与空白组相比有显著差

异，##：P<0 .01，与空白组相比有非常显著差异；*：P<0 .05，与LPS模型组相比有显著差

异，**：P<0.01，与LPS模型组相比有非常显著差异。

[0073] 实验结果：如图3所示，与正常对照组相比，模型组LPS组的NO的含量显著上升，表

明造模成功。NO的过量产生会引起各种疾病的发展，与造模组相比，AkkTimepie001上清、

AkkTimepie001活菌及AkkTimepie001巴杀组均能不同程度的使NO的分泌量降低，说明

AkkTimepie001具有抑制炎症的功效。IL‑6、IL‑1β是典型的炎症细胞因子，如图4、图5所示，

与正常对照组相比，模型组LPS组的IL‑6、IL‑1β的含量显著上升，表明造模成功。与造模组

相比，AkkTimepie001上清、AkkTimepie001活菌及AkkTimepie001巴杀均能较大程度的使

IL‑6、IL‑1β的分泌量降低，说明AkkTimepie001具有抑制炎症的功效。

[0074] 如图3所示，仅仅与巨噬细胞共培养时，AkkTimepie001上清、AkkTimepie001活菌

及AkkTimepie001巴杀均能刺激细胞上清液中NO的产生，说明AkkTimepie001上清、

AkkTimepie001活菌及AkkTimepie001巴杀均能调动细胞内的免疫反应。

[0075] 用本发明的一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌、上清液、灭活菌或者活菌与灭活菌的组合

物与药学可接受的辅料或食品可接受的辅料制成片剂、胶囊剂、颗粒剂、丸剂、膏剂、溶液

剂、混悬剂、乳剂、霜剂、喷雾剂、滴剂、贴剂或口溶膜剂，用于抗炎或用于提高免疫力。
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图1

图2
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图3

图4
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图5
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