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说 明 书   

 

一种可培养厌氧菌株与猪肠上皮细胞共培养方法 

 

技术领域 5 

本发明属于微生态营养与生理领域，具体地说，涉及一种可培养厌氧菌

株与猪肠上皮细胞共培养方法。 

 

背景技术 

动物肠道中栖息着数量庞大复杂多样的微生物菌群，大量研究表明10 

肠道微生物与宿主营养物质代谢、肠道健康及生理状况有密切联系。目

前通常采用扩增子测序或宏基因组测序方法来研究动物胃肠道微生物组

成及其功能，但这些方法在很大程度上依赖于生物信息学手段，且参考

数据库的完善程度决定了分析结果的正确性和精确性，无法从生理、代谢、

信号转导等方面深入研究某种细菌的具体作用。 15 

基于此，CN201780077207 .0 公开了一种培养系统，其用于将第 1 细胞

组和由第 2 细胞组形成的细胞层或组织进行共培养，所述第 1 细胞组由 1 种

或多种细胞构成，所述第 2 细胞组由与第 1 细胞组不同的 1 种或多种细胞构

成，所述培养系统的特征在于具有：将由厌氧性细菌等 1 种或多种细胞构成

的第 1细胞组与由第 2细胞组形成的细胞层或组织在厌氧条件下进行共培养20 

的第 1 培养槽，所述第 2 细胞组由上皮细胞等 1 种或多种细胞构成；储存需

氧状态的培养液的第 2 培养槽；以连接所述第 1 培养槽和所述第 2 培养槽

的方式配置的 1 个或多个物质交换结构；以及，以覆盖所述物质交换结

构的第 1 培养槽侧的表面的方式设置的所述细胞层或组织。 

在该文件的说明书的第 6 段记载：肠道细菌为绝对厌氧性的情况较25 

多，且其半数以上是难以培养的，因此多数尚未进行菌的鉴定、特性的

确认。因此，与造成肠道细菌的种类、比率变动的外部因素、内部因素
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的关系也尚未得到准确地把握。 

该方案的贡献在于，提出了一种较为适宜的共培养设备。 

Everard 等人，PNAS 110(2013)9066-71；Reunanen 等人，Appl Environ 

Microbiol 2015 年 3月 20 日公开发表文章认为肠黏膜屏障已经进化了复杂的

“肠黏膜免疫系统”用于区分共生菌(即有益菌)与病原菌和其他有害试剂。5 

肠黏膜免疫系统是肠黏膜屏障不可缺少的一部分，包括淋巴组织和特化免疫

细胞(即淋巴细胞和浆细胞)，其遍及肠黏膜屏障而广泛分布。天然占据健康

对象的黏膜的微生物之一是黏蛋白退化的嗜黏蛋白阿克曼氏菌(Akkermansia 

muciniphila)，其已经显示出提高肠屏障功能，从而影响与受损的肠屏障功

能相关的疾病。 10 

此外，CN201910865365.3 公开了一种嗜黏蛋白阿克曼氏菌的低氧培

养方法，该方法主要营造了一种低氧的气体环境，混合气体各成分的体

积比为：70～94％N2、1～5％O2、5～25％CO2；培养时间为 24～36h。 

该方案的实施例以及对比例证实了，在低氧环境的培养速度高于无

氧环境。 15 

基于此，本发明所要解决的技术问题是：如何提高嗜黏蛋白阿克曼

氏菌的培养速度。 

 

发明内容 

有鉴于此，本发明针对上述的问题，提供了一种可培养厌氧菌株与猪肠20 

上皮细胞共培养方法，该方法可显著提高嗜黏蛋白阿克曼氏菌的培养速度。 

为了解决上述技术问题，本发明公开了一种可培养厌氧菌株与猪肠上皮

细胞共培养方法，将传代培养后的猪肠上皮细胞和厌氧菌 Akkermansia 

muciniphila 在厌氧环境下共培养。 

在上述的可培养厌氧菌株与猪肠上皮细胞共培养方法中，所述厌氧菌为25 

商品菌 Akkermansia muciniphila DSM 22959；所述猪上皮细胞为 IPEC-J2 猪

肠上皮细胞。 

在上述的可培养厌氧菌株与猪肠上皮细胞共培养方法中，按照感染复数
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MOI=10 的比例接种厌氧菌 Akkermansia muciniphila 至猪肠上皮细胞。 

在上述的可培养厌氧菌株与猪肠上皮细胞共培养方法中，培养温度为

37℃。 

在上述的可培养厌氧菌株与猪肠上皮细胞共培养方法中，培养时间为

18-48h； 5 

作为对上述方法的进一步优化，本发明的方法包括以下步骤： 

步骤 1、采用分光光度法测定菌液的光密度值； 

步骤 2、采用平板计数法测定菌液浓度； 

步骤 3、通过二者的关联分析快速确定细菌个数； 

步骤 4、将准确计数的微生物接种至提前培养的肠上皮细胞系。 10 

可选地，所述步骤 1 中的采用分光光度法测定菌液的光密度值，具体为： 

步骤 1.1、厌氧水制备：量取 1 L 蒸馏水倒入锥形瓶中，加入 1 mL 质量

分数为 0.1 %刃天青溶液，此时液体呈蓝色；加热煮沸后，迅速用流水冷却，

冷却时可用一次性 PE 手套和橡皮筋将锥形瓶瓶口密封好；然后通 CO2 或

N2 0.5~1 h，加入 L-半胱氨酸或 L-半胱氨酸盐酸盐 1 g，此时液体呈粉红或黄15 

色；最后再次通气 10 min，密封小火加热或密封静置 10-12 h 观察到培养基

变无色或淡黄色；将配制好的厌氧水，分装至密闭性良好的玻璃瓶中保存； 

步骤 1.2、厌氧培养基的制备：称取 38.5 g BHI 培养基至 1L 厌氧水中，

厌氧水持续通入 CO2 或 N2 保持其厌氧状态；用玻璃棒快速搅拌，使 BHI 培

养基完全溶解；取厌氧滚管通入 CO2 或 N2 以排出空气，后用 5 mL 移液枪移20 

取 9 mL BHI 培养基至厌氧管中，保持通气 30 s，迅速塞上丁基橡胶塞，打

好铝盖，制备得到厌氧 BHI 液体培养基；在制备好的 BHI 液体培养基中加

入 0.75~1.5 %琼脂制成 BHI 固体培养基培养基，分装至厌氧瓶中；将分装好

的无氧培养基 121 °C 高压灭菌 20 min，制备得到厌氧 BHI 固体培养基； 

步骤 1.3、可培养厌氧菌株的复活培养：将保存在冻存管或厌氧管中的25 

菌种从-80 °C 冰箱中取出，插入冰中解冻，然后按 20 %的比例接种至上述

制备好的厌氧 BHI 液体培养基， 37 °C、180 r/m 震荡培养 18-24 h； 

步骤 1.4、细菌生长曲线测定：吸取 10 mL 上述复苏菌液接种至 90 mL
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装有厌氧 BHI 液体培养基的厌氧瓶中， 37 °C、180 r/m 震荡培养；以未接

种的厌氧 BHI 液体培养基为空白对照，从 0 h 起，每隔 2 h 测定 OD600nm值，

取样至 48 h，每次取样均做 3 个平行；以 OD600nm值为纵坐标，培养时间为

横坐标，绘制得到一条平滑的 S 型生长曲线。 

可选地，所述 BHI 培养基的组成为：1 L 固体 BHI 培养基成分为 10 g5 

胰蛋白胨、17.5 g 牛心浸粉、5 g 氯化钠、2 g 葡萄糖，2.5 g 磷酸氢二钠，

pH 值 7.4 ± 0.2，25 °C，加蒸馏水定容至 1 L、121 °C、20 min 灭菌。 

可选地，所述步骤 2 中的采用平板计数法测定菌液浓度，具体为： 

步骤 2.1、平板培养基制备：将步骤 1.2 中灭菌后的装有厌氧 BHI 液体

培养基的厌氧瓶冷却至 45-50 °C，用酒精喷洒或擦拭后，与带盖平皿一起放10 

入厌氧工作站，打开站内紫外灯灭菌 30 min；将平皿盖子稍稍打开，倒入培

养基，盖好盖子，轻轻晃动，不要能沾到盖子上，静置 1 h，使培养基完全

凝固且散干水分，判断方式为平板平整、无凸起、无“挂壁”；  

步骤 2.2、菌液光密度测定：在厌氧工作站中，取生长平台期的菌液，

用步骤 1.2 中制备好的无氧 BHI 液体培养基作为稀释液，按 2 倍稀释得到15 

1/2、1/4、1/8、1/16、1/32 的菌液，每次取样后，用涡旋仪震荡 20 s 以充分

混匀，后用高压灭菌过的移液枪快速加样，加完原液后再加相应体积的 BHI

培养基；用分光光度计测定上述 6 个不同稀释梯度菌液的 OD600nm值，每个

稀释梯度做 3 个平行； 

步骤 2.3、稀释涂布法测菌液浓度：在厌氧工作站中，取原液以及 1/2、20 

1/4、1/8、1/16、1/32 稀释梯度的菌液，进行 10 倍梯度稀释；用于接种的稀

释梯度一般为 10
-6

~10
-8，每个稀释梯度做 3 个平行；用涡旋仪充分震荡后，

迅速取 100 μL 菌液，接种到步骤 2.1 中制备好的 BHI 平板上并用涂布棒涂

布均匀；接种完后，放置 10-30 min，待菌液被完全吸收后，倒置平板，放

入厌氧罐和厌氧产气袋或厌氧工作站，37 °C 培养 24-48 h 后对菌落进行计25 

数；若没有厌氧罐，用 PP 密封盒或将平板放置在真空袋中，用食品真空机

抽去多余气体，构成厌氧环境； 

步骤 2.4、菌落计数：菌落计数：选取菌落数在 30~300 的平板，利用拍

照后使用 Windows 自带画图软件和鼠标计数器软件 WinOMeter V1.5。 
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可选地，所述步骤 3 中的确定菌液浓度与光密度值的关系，具体为： 

以 OD600nm值为横坐标 (X)，菌液浓度为纵坐标 (Y)，用 Excel 或 Origin 

8 绘制 XY 散点图，通过线性拟合得出二者的回归曲线，观察二者是否存在

线性关系，R
2 
≥ 0.8 为强相关性。 

可选地，所述步骤 4 中的将准确计数的微生物接种至提前培养的肠上皮5 

细胞系，具体为： 

步骤 4.1、猪肠上皮细胞的传代培养：于 37 °C 复苏猪空肠细胞系，利

用 DMEM/F12 完全培养基在 37 °C、5% CO2 的细胞培养箱中培养 48 h，正

常传代 3 次以后方可进行正式实验； 

步骤 4.2、在获得活化的 IPEC-J2 细胞后，首先用胰酶将培养瓶中的10 

IPEC-J2 消化，然后按照 1×10
5 个细胞/孔的剂量将细胞接种在 12 孔板中，

利用不含抗生素的 DMEM/F12 完全培养基 37 °C 培养 24 h 用于后续的细菌

共培养实验； 

步骤 4.3、提前取出-80 °C 冻存的可培养厌氧菌株进行扩大培养，18 h

后测定其 OD 值，利用步骤 3 建立的标准曲线计算细菌数量； 15 

步骤 4.4、将含有可培养厌氧菌株的培养液于 3000-5000 rpm 离心 5 分

钟，去除上清，用不含抗生素的 DMEM/F12 培养基重悬备用； 

步骤 4.5、按照 MOI=10 的剂量将可培养厌氧菌株接种至步骤 4.2 中的

IPEC-J2 细胞，置于 37 °C 培养。 

可选地，所述的 DMEM/F12 完全培养基的组成为：在 DMEM/F12 基础20 

培养基的基础上加入 10 % FBS，5 ng/mL EGF， 10 Um HEPES，1 %双抗。 

与现有技术相比，本发明可以获得包括以下技术效果： 

本发明的共培养方法可显著提高嗜黏蛋白阿克曼氏菌的培养速度，其在

厌氧环境下可在 24h 进入平台期。 

 25 

附图说明 

此处所说明的附图用来提供对本发明的进一步理解，构成本发明的一部

分，本发明的示意性实施例及其说明用于解释本发明，并不构成对本发明的
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不当限定。在附图中： 

图 1 是本发明 Akkermansia muciniphila 的增值曲线与标准曲线；其中，

A 图为 Akkermansia muciniphila 的生长曲线；B 图为不同稀释梯度下

Akkermansia muciniphila 的 OD 值；C 图为 Akkermansia muciniphila OD 值与

菌落数的线性拟合关系； 5 

图 2 是本发明 Akkermansia muciniphila 与猪空肠上皮细胞（IPEC-J2）共

培养形态(X 200)；其中，左图为正常 IPEC-J2 细胞形态；右图为 Akkermansia 

muciniphila 与 IPEC-J2 细胞共培养 24 h 后的形态； 

图 3 是本发明 Akkermansia muciniphila 对 IPEC-J2 细胞紧密连接相关基

因表达量的影响；其中，CON 为对照组细胞；A-24 h 表示与 akkermansia 10 

muciniphila 共培养 24 h 后的 IPEC-J2 细胞。* 表示差异显著 (P<0.05)；**

表示差异极显著 (P<0.01)。 

图 4 是本发明的对比例 1 的与 Eggerthella lenta ATCC 25559 共培养前

（CON）和共培养 24 h 后（E-24H）细胞的倒置显微镜图谱； 

图 5 是本发明的对比例 1 的与 Eggerthella lenta ATCC 25559 共培养前15 

（CON）和共培养 24 h 后（E-24H）细胞的紧密连接蛋白基因表达情况。 

 

具体实施方式 

以下将配合实施例来详细说明本发明的实施方式，藉此对本发明如何应

用技术手段来解决技术问题并达成技术功效的实现过程能充分理解并据以20 

实施。 

实施例 1 

一种可培养厌氧菌株与猪肠上皮细胞共培养方法，包括以下步骤： 

步骤 1、采用分光光度法测定菌液的光密度 (OD) 值： 

步骤 1.1、厌氧水制备：量取 1 L 蒸馏水倒入锥形瓶中，加入 1 mL 质量25 

分数为 0.1 %刃天青溶液，此时液体呈蓝色；加热煮沸后，迅速用流水冷却，

冷却时可用一次性 PE 手套和橡皮筋将锥形瓶瓶口密封好；然后通 CO2 或

N2 0.5~1 h，加入 L-半胱氨酸或 L-半胱氨酸盐酸盐 1 g，此时液体呈粉红或黄
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色；最后再次通气 10 min，密封小火加热 (不煮沸) 或密封静置 10-12 h 可

观察到培养基变无色或淡黄色；将配制好的厌氧水，分装至密闭性良好的玻

璃瓶中保存。 

其中，刃天青溶液的制备方法为：称取 0.1 g 刃天青粉末，加蒸馏水定

容至 100 m L4 ℃储存；刃天青是一种氧化还原指示剂，在缺氧环境下由粉5 

红变为无色，能直观显示细菌培养过程是否达到厌氧标准；L-半胱氨酸或

L-半胱氨酸盐酸盐。L-半胱氨酸具有还原性，抗氧化性，能除去水中的氧气

分子，降低培养基中的氧化还原电位，为厌氧细菌提供无氧环境。 

步骤 1.2、厌氧培养基的制备：称取 38.5 g BHI 培养基至 1L 厌氧水中，

厌氧水持续通入 CO2 或 N2 保持其厌氧状态；用玻璃棒快速搅拌，使 BHI 培10 

养基完全溶解；取厌氧滚管通入 CO2 或 N2 以排出空气，后用 5 mL 移液枪移

取 9 mL BHI 培养基至厌氧管中，保持通气 30 s，迅速塞上丁基橡胶塞，打

好铝盖，制备得到厌氧 BHI 液体培养基；在制备好的 BHI 液体培养基中加

入 0.75~1.5 %琼脂制成 BHI 固体培养基培养基，分装至厌氧瓶中；将分装好

的无氧培养基 121 °C 高压灭菌 20 min，制备得到厌氧 BHI 固体培养基； 15 

其中，BHI 培养基的组成为：1 L 固体 BHI 培养基成分为 10 g 胰蛋白胨、

17.5 g 牛心浸粉、5 g 氯化钠、2 g 葡萄糖，2.5 g 磷酸氢二钠 (Na2HPO4)，

pH 值 7.4 ± 0.2，25 °C，加蒸馏水定容至 1 L、121 °C、20 min 灭菌。 

步骤 1.3、Akkermansia muciniphila 的复活培养：将保存在冻存管或厌氧

管中的菌种从-80 °C 冰箱中取出，插入冰中解冻，然后按 20 %的比例接种20 

至上述制备好的厌氧 BHI 液体培养基， 37 °C、180 r/m 震荡培养 18-24 h。 

本发明所用的 Akkermansia muciniphila 选自商品菌 Akkermansia 

muciniphila DSM 22959。 

步骤 1.4、细菌生长曲线测定：吸取 10 mL 上述复苏菌液接种至 90 mL

装有厌氧 BHI 液体培养基的厌氧瓶中， 37 °C、180 r/m 震荡培养；以未接25 

种的厌氧 BHI 液体培养基为空白对照，从 0 h 起，每隔 2 h 测定 OD600nm值，

取样至 48 h，每次取样均做 3 个平行；以 OD600nm值为纵坐标，培养时间为

横坐标，绘制得到一条平滑的 S 型生长曲线，如图 1A 所示； 
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步骤 2、采用平板计数法测定菌液浓度： 

步骤 2.1、平板培养基制备：将步骤 1.2 中灭菌后的装有厌氧 BHI 固体

培养基培养基的厌氧瓶冷却至 45-50 °C，用酒精喷洒或擦拭后，与带盖平皿

一起放入厌氧工作站，打开站内紫外灯灭菌 30 min；将平皿盖子稍稍打开，

倒入培养基，盖好盖子，轻轻晃动，不要能沾到盖子上，静置 1 h，使培养5 

基完全凝固且散干水分，判断方式为平板平整、无凸起、无“挂壁”。平板培

养基的凝固方法有两种，其一是将平板逐个摊开凝固；其二是将几个平板叠

在一起凝固。前者凝固速度较快，在室温较高时采用；后者凝固速度较慢，

可在室温较低时采用，其优点是形成凝固水少，尤其适用于平板划线等。 

步骤 2.2、菌液光密度测定：在厌氧工作站中，取生长平台期的菌液，10 

用步骤 1.2 中制备好的无氧 BHI 液体培养基作为稀释液，按 2 倍稀释得到

1/2、1/4、1/8、1/16、1/32 的菌液，每次取样后，用涡旋仪震荡 20 s 以充分

混匀，后用高压灭菌过的移液枪快速加样，加完原液后再加相应体积的 BHI

培养基；用分光光度计测定上述 6 个不同稀释梯度菌液的 OD600nm值，每个

稀释梯度做 3 个平行，如图 1B 所示。 15 

步骤 2.3、稀释涂布法测菌液浓度：在厌氧工作站中，取原液以及 1/2、

1/4、1/8、1/16、1/32 稀释梯度的菌液，进行 10 倍梯度稀释；用于接种的稀

释梯度一般为 10
-6

~10
-8，每个稀释梯度做 3 个平行。用涡旋仪充分震荡后，

迅速取 100 μL 菌液，接种到步骤 2.1 中制备好的 BHI 平板上并用涂布棒涂

布均匀；接种完后，放置 10-30 min，待菌液被完全吸收后，倒置平板，放20 

入厌氧罐和厌氧产气袋或厌氧工作站，37 °C 培养 24-48 h 后对菌落进行计

数；若没有厌氧罐，用 PP 密封盒或将平板放置在真空袋中，用食品真空机

抽去多余气体，构成厌氧环境。 

步骤 2.4、菌落计数：选取菌落数在 30~300 的平板，利用拍照后使用

Windows 自带画图软件和鼠标计数器软件 WinOMeter V1.5 (张哲, 杨峰, 李25 

新圃,等. (2016) 基于 Photoshop 和计数软件精准计数平板上菌落的新方法. 

微生物学通报, 7: 1646−1648.) 手动计数，并计算每毫升菌液中的菌落数。 

其中，平板涂布的方式并不会对菌落数造成太大影响，但平板培养基的

放置时间会对菌落数产生影响，放置时间超过 12 h 可能导致菌落数偏差较
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大。 

步骤 3、确定菌液浓度与光密度值的关系：以 OD600nm值为横坐标 (X)，

菌液浓度为纵坐标 (Y)，用 Excel 或 Origin 8 绘制 XY 散点图，通过线性拟

合得出二者的回归曲线，观察二者是否存在线性关系；如图 1C 所示；得到

一条 Akkermansia muciniphila OD 值与菌落数的线性方程，作为为后续细胞5 

实验确定细菌添加量的依据。 

步骤 4、将准确计数的微生物接种至提前培养的肠上皮细胞系： 

步骤 4.1、猪肠上皮细胞的传代培养：于 37 °C 复苏猪空肠细胞系 

(IPEC-J2)，利用 DMEM/F12 完全培养基在 37 °C、5% CO2 的细胞培养箱中

培养 48 h，正常传代 3 次以后方可进行正式实验。 10 

其中，DMEM/F12 完全培养基的组成为：在 DMEM/F12 基础培养基的

基础上加入 10 % FBS, 5 ng/mL EGF, 10 Um HEPES, 1 %双抗。 

步骤 4.2、在获得可用的 IPEC-J2 细胞后，首先用胰酶将培养瓶中的

IPEC-J2 消化，然后按照 1×10
5 个细胞/孔的剂量将细胞接种在 12 孔板中，

利用不含抗生素 (双抗)的 DMEM/F12 完全培养基 37 °C 培养 24 h 用于后续15 

的细菌共培养实验。 

步骤4.3、提前取出-80 °C冻存的Akkermansia muciniphila进行扩大培养，

18 h 后测定其 OD 值，利用步骤 3 建立的标准曲线计算细菌数量。 

步骤 4.4、将含有 Akkermansia muciniphila 的培养液于 3000-5000 rpm 离

心 5 分钟，去除上清，用不含抗生素的 DMEM/F12 培养基重悬备用。 20 

步骤 4.5、按照 MOI=10 的剂量将 Akkermansia muciniphila 接种至步骤

4.2 中的 IPEC-J2 细胞，置于 37 °C 培养，取样和培养时间视具体情况而定。 

步骤 5、利用倒置显微镜进行形态学观察，判断 Akkermansia muciniphila

与 IPEC-J2 的共培养情况，检测细菌与细胞是否正常生长，如图 2 所示，

Akkermansia muciniphila 与 IPEC-J2 细胞共培养 24h 后，细胞间的连接更加25 

紧密，细胞间的空泡更少。 

步骤 6、利用 qPCR 技术检测 IPEC-J2 与 Akkermansia muciniphila 共培

养后紧密连接蛋白 ZO-1，Occludin，Claudin-1 的基因表达，检测 Akkermansia 
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muciniphila 是否对肠道上皮细胞的紧密连接有影响。 

如图 3 所示，通过倒置显微镜镜检发现， IPEC ‑ J2 细胞与

Akkermansia muciniphila 共培养 24h 后，细胞间的连接更加紧密，细胞间的

空泡更少；同时，采用 real‑time PCR 方法检测紧密连接蛋白的基因表达量

发现，Akkermansia muciniphila 显著提高 IPEC‑J2 细胞中紧密连接 ZO‑1 的5 

mRNA 表达水平（P<0.05）。因此，我们建立的共培养方法证实 Akkermansia 

muciniphila 可增强猪空肠上皮细胞的物理屏障功能，从而降低细胞通透性，

有利于猪的肠道健康。 

在上述的方法中， 对于厌氧菌而言，所有操作过程须高度重视厌氧和

无菌，紫外灯须提前 0.5~1 h 打开；对于在实验操作过程中需放入厌氧工作10 

站的物品，提前用 75 %酒精喷洒表面后再迅速放入站内，可增强灭菌效果。 

通过对本发明的步骤 4.5 中孔板内细菌生长速度的测定，其进入平台期

的时间为 24h 左右。 

该项测试的意义在于：1.采用 Akkermansia muciniphila 和 IPEC-J2 细胞

共培养对于 Akkermansia muciniphila 菌的增殖来说是有显著的帮助的； 15 

2.本方案采用的是厌氧环境，相比于 CN201910865365.3 的低氧环境来

说，其培养环境更容易控制；相比于 CN201910865365.3 的厌氧环境来

说，本发明的方案的 Akkermansia muciniphila 菌的培养进入平台期的速度

也更快。 

3.本方案为 Akkermansia muciniphila 菌基于 IPEC-J2 猪肠上皮细胞共培20 

养提出了潜在的前景和可能性。 

 

对比例 1 

作为对比验证，本对比例采用厌氧细菌标准菌株 Eggerthella lenta ATCC 

25559 应用于实施例 1 的 4.3-4.5 中以替换 Akkermansia muciniphila。 25 

经过实验可发现，该菌与 IPEC-J2 细胞的共培养结果表明：与起始时间

点相比，IPEC‑J2 细胞与 Eggerthella lenta ATCC 25559 共培养 24 h 后，细胞

间的连接无明显改善，细胞间空泡数量没有明显变化（图 4）；同时 real‑
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time PCR 结果（图 5）显示，Eggerthella lenta ATCC 25559 显著降低 IPEC‑J2

细胞中紧密连接蛋白 ZO‑1 的 mRNA 表达水平（P<0.05），且有降低 Occludin

蛋白 mRNA 表达水平的趋势（0.05<P<0.01）。 

上述说明示出并描述了发明的若干优选实施例，但如前所述，应当理解

发明并非局限于本文所披露的形式，不应看作是对其他实施例的排除，而可5 

用于各种其他组合、修改和环境，并能够在本文所述发明构想范围内，通过

上述教导或相关领域的技术或知识进行改动。而本领域人员所进行的改动和

变化不脱离发明的精神和范围，则都应在发明所附权利要求的保护范围内。 


