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基于流式细胞术研究叶绿素对肠道
细菌增殖的影响

郑红莉1，王　潇1，杜梦璇2，刘　畅2, *，张　燕1, *

（1.中国农业大学食品科学与营养工程学院，国家果蔬加工工程技术研究中心，北京 100083；
2.中国科学院微生物研究所，微生物资源前期开发国家重点实验室，北京 100101）

摘　要：为在菌种水平上探究叶绿素对特定肠道细菌增殖的影响，本研究首先探究了流式细胞术（Flow cytometry，
FCM）对肠道细菌计数的可行性并与稀释涂布平板法进行比较，随后利用 FCM 探究了叶绿素对珀氏解黄酮菌

（Flavonifractor plautii）、普通拟杆菌（Bacteroides vulgatus）、假长双岐杆菌（Bifidobacterium pseudolongum）和

鼠乳杆菌（Lactobacillus murinus）增殖的影响。结果表明，FCM 可实现对活细菌和死细菌的同时检测，FCM 活菌

计数结果与稀释涂布平板法测定的活菌数之间具有很好的相关性（r>0.8，P<0.001），但 FCM 检测效率更高、检

测结果更接近于真实值。100 μg/mL 的叶绿素可高度显著促进 Flavonifractor plautii 的增殖（P<0.01），而 300 和

500 μg/mL 的叶绿素可极显著抑制 Flavonifractor plautii 的增殖（P<0.001）；100 μg/mL 的叶绿素可极显著促进

Bacteroides vulgatus 的增殖（P<0.001），而 300 和 500 μg/mL 的叶绿素可极显著抑制 Bacteroides vulgatus 的增殖

（P<0.001）；叶绿素可极显著抑制 Bifidobacterium pseudolongum 的增殖（P<0.001），且浓度越高抑制作用越

强；叶绿素可极显著促进 Lactobacillus murinus 的增殖（P<0.001），且浓度越高促进作用越强。本研究为阐明膳

食叶绿素对肠道菌群生长的影响规律提供了重要的理论数据。
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Effect of Chlorophyll on the Proliferation of Intestinal
Bacteria Based on Flow Cytometry Method

ZHENG Hongli1，WANG Xiao1，DU Mengxuan2，LIU Chang2, *，ZHANG Yan1, *

（1.College of Food Science and Nutritional Engineering, China Agricultural University,
National Engineering Research Centre for Fruit and Vegetable Processing, Beijing 100083；

2.Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, State Key Laboratory of Microbial Resources, Beijing 100101）

Abstract： In  order  to  explore  the  effect  of  chlorophyll  on  the  proliferation  of  specific  intestinal  bacteria  at  the  bacterial
species level, this study firstly explored the feasibility of flow cytometry (FCM) to count intestinal bacteria and compared it
with the dilution plating method. Then, the effects of chlorophyll on the proliferation of Flavonifractor plautii, Bacteroides
vulgatus, Bifidobacterium pseudolongum and Lactobacillus  murinus were  investigated  by  FCM.  The  results  showed  that
FCM could detect live bacteria and dead bacteria at the same time. There was a good correlation between the count of live
bacteria by FCM and the number of  live bacteria determined by the dilution coating method (r>0.8, P<0.001).  However,
detection  efficiency  of  FCM  was  higher,  and  the  detection  results  were  closer  to  the  real  value.  100  μg/mL  chlorophyll  

收稿日期：2021−12−28            
基金项目：国家自然科学基金（32072233）。

作者简介：郑红莉（1996−），女，硕士研究生，研究方向：果蔬加工与营养，E-mail：zhenghongli510@163.com。

* 通信作者：张燕（1977−），女，博士，教授，研究方向：果蔬加工与营养，E-mail：zhangyan348@163.com。

刘畅（1986−），女，博士，副研究员，研究方向：肠道微生物，E-mail：liuc@im.ac.cn。 

第  43 卷  第  22 期 食品工业科技 Vol. 43  No. 22
2022 年  11 月 Science and Technology of Food Industry Nov. 2022
 

https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2021120296
https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2021120296
mailto:zhenghongli510@163.com


highly  significantly  promoted  the  proliferation  of Flavonifractor  plautii (P<0.01),  while  300  and  500  μg/mL chlorophyll
extremely  significantly  inhibited  the  proliferation  of Flavonifractor  plautii (P<0.001).  100  μg/mL  chlorophyll  extremely
significantly  promoted  the  proliferation  of Bacteroides  vulgatus (P<0.001),  while  300  and  500  μg/mL chlorophyll  extre-
mely significantly inhibited the proliferation of Bacteroides vulgatus (P<0.001). Chlorophyll could extremely significantly
inhibit the proliferation of Bifidobacterium pseudolongum (P<0.001), and the higher the concentration was, the stronger the
inhibitory  effect  was.  Chlorophyll  could  extremely  significantly  promote  the  proliferation  of Lactobacillus  murinus
(P<0.001), and the higher the concentration was, the stronger the promoting effect was. This study would provide important
theoretical data for elucidating the effect of dietary chlorophyll on the growth of gut microbiota.

Key words：flow cytometry；dilution plating method；chlorophyll；intestinal bacteria；proliferation

 

叶绿素是绿色果蔬中主要的呈色物质，也是自

然界含量最为丰富的植物次生代谢物，具有抗氧

化[1]、抗炎[2]、抗肿瘤[3] 等多种功能。膳食摄入叶绿

素经胃肠消化后，约有 95% 的叶绿素会进入结肠，与

肠道菌群相互作用[4]。

课题组前期研究发现，叶绿素可通过介导肠道

菌群有效改善高脂饮食诱导的小鼠肥胖，显著上调小

鼠肠道中拟杆菌属（Bacteroides）、双歧杆菌属

（Bifidobacterium）和阿克曼氏菌属（Akkermansia）的
相对丰度，同时显著下调乳球菌属（Lactococcus）和
乳杆菌属（Lactobacillus）的相对丰度[5−6]。阐明叶绿

素介导肠道菌群改善高脂饮食诱导肥胖的机制，需要

深入探讨叶绿素对特定菌株的影响，但国内外对相关

领域的研究还非常有限。与此同时，Liu 等[7] 从小鼠

肠道中分离得到 244 株肠道细菌，为研究叶绿素对

特定肠道菌的影响规律提供了可使用的菌株。基于

前期研究结果，本研究从上述菌株库中筛选获得与肥

胖显著相关的菌株进行了体外培养研究。

大多数肠道细菌严格厌氧，对培养条件要求高、

生长周期长。在采用稀释涂布平板法进行肠道菌活

菌计数时发现，经过 7~15 d 的培养后，许多肠道菌仍

只能长出大小不一且分散不均的微小菌落。在体外

培养中如何实现肠道细菌数量的有效检测是一大难

点。因此，要在菌种水平上探究叶绿素对特定肠道细

菌的增殖影响，阐明膳食叶绿素影响健康的机制，需

要找到一种便捷、有效、可检测体外培养中肠道细菌

数量的方法。

流式细胞术（Flow cytometry, FCM）是一种可实

现细胞或细菌快速检测的简便技术，耗时短且重复性

高[8]。目前，已有许多研究将其应用于幽门螺旋杆菌

等致病菌[9−10] 的检测。在食品领域，FCM 已实现对

酸奶中乳酸菌[11]、葡萄酒中酿酒酵母[12] 和食醋中醋

酸菌[13] 等工业菌的快速检测。目前，还未有研究利

用 FCM 检测难以培养的肠道细菌。

本研究比较了体外培养中珀氏解黄酮菌（Flavo-

nifractor plautii）的 FCM 计数与稀释涂布平板法计

数，并基于 FCM 研究了叶绿素对来源于小鼠肠道的

珀氏解黄酮菌、普通拟杆菌（Bacteroides vulgatus）、
假长双岐杆菌（Bifidobacterium pseudolongum）和鼠

乳杆菌（Lactobacillus murinus）增殖的影响，为阐明

膳食-肠道菌群-宿主互作机制提供了有效的研究方

法和理论数据 。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

实验菌株　均分离于 ob/ob 小鼠盲肠内容物[7]，

保藏于中国普通微生物菌种保藏管理中心（China

General  Microbiological  Culture  Collection  Center,

CGMCC），如表 1 所示。叶绿素（含量为 92.11%，

其中叶绿素 a 为 70.99%，叶绿素 b 为 21.12%[14]）　

自制；95% 乙醇　分析纯，国药集团化学试剂有限公

司；改良 GAM 肉汤　青岛海博生物技术有限公司；

澄清瘤胃液　北方远洋生物科技有限公司；琼脂粉

　北京奥博星生物科技有限责任公司； LIVE/DEAD ®

BacLightTM 试剂盒　美国 Thermo Fisher Scientific 公

司。
 
 

表 1    实验菌株名称
Table 1    Names of the test strains

序号 菌株 CGMCC保藏号

1 Flavonifractor plautii D16-29T 1.31275
2 Bacteroides vulgatus D2-Ch2-95 1.31095
3 Bifidobacterium pseudolongum 22-20 1.31005
4 Lactobacillus murinus C-30 1.31225

 

SpectraMax iD5 型酶标仪　美国 Molecular De-

vices 公司；Q23XD-2 型二位三通先导电磁阀　浙江

奉化市中源气动成套厂；Coylabotatory 型厌氧手套

箱　美国 COY 公司； FACSCantoⅡ型流式细胞仪

　美国 Becton-Dickinson 医疗器械有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   培养基的配制　GAM 培养基参照 Liu 等[7] 的

方法进行配制。液体培养基配制：改良 GAM 肉汤

60 g、L-半胱氨酸 0.5 g、精氨酸 0.5 g、色氨酸 0.3 g、氯

高铁血红素 5 mL、澄清瘤胃液 100 mL、刃天青 1 mL，

蒸馏水定容至 1000 mL，调 pH 为 7.2±0.1（25 ℃），

分装至 10 mL 厌氧管，115 ℃ 灭菌 25 min；固体培

养基配制：改良 GAM 肉汤 60 g、半胱氨酸 0.5 g、精

氨酸 0.5 g、色氨酸 0.3 g、氯高铁血红素 5 mL、澄清

瘤胃液 100 mL、菊粉益生元 0.5 g、纤维二糖 0.5 g、

海藻糖 0.5 g、甘露糖 0.5 g、半乳糖 0.5 g、果糖 0.5 g、

鼠李糖 0.5 g、异麦芽酮糖 0.5 g、碳酸氢钠 2 g、无水

第  43 卷  第  22 期 郑红莉 ，等： 基于流式细胞术研究叶绿素对肠道细菌增殖的影响 · 297 · 



乙酸钠 2.46 g、刃天青 1 mL、琼脂 10 g，最后用蒸馏

水定容至 1000 mL。调 pH 为 7.2±0.1（25 ℃），115 ℃
灭菌 25 min。 

1.2.2   Flavonifractor plautii 的培养　将叶绿素加入

新鲜的 GAM 液体培养基中，使其叶绿素浓度分别

为 100、 300、 500  μg/mL； 而 后 将 Flavonifractor
plautii 以 2% 的接种量接入含有叶绿素的培养基中，

37 ℃ 培养至稳定期（24 h）。以不加叶绿素为对照

组，叶绿素添加量为 100、300、500 μg/mL 的组依次

定义为低浓度组、中浓度组和高浓度组。 

1.2.3   Flavonifractor  plautii 的流式细胞术（FCM）

计数　 

1.2.3.1   样品制备　取 1  mL Flavonifractor  plautii
菌液，10000 g 离心 2 min 以收集菌体细胞，将沉淀重

悬于 1 mL 0.85% NaCl 溶液中，室温孵育 30 min，
10000 g 离心 2 min，用 0.85% NaCl 溶液洗涤沉淀以

除去干扰成分[15]，再次 10000 g 离心 2 min，最后将

菌体沉淀重悬于 1 mL 0.85% NaCl 溶液中，制得活

菌悬浮液，备用；另取 1 mL 菌液，10000 g 离心 2 min
以收集菌体细胞，将沉淀重悬于 1  mL 70% 异丙

醇[16]，余下步骤与活菌悬浮液制备相同，制得死菌悬

浮液，备用。样品染色液：在分析管中依次加入

0.85% NaCl 溶液977 μL、3.34 mmol/L SYTO 9 1.5 μL、
30 mmol/L PI 1.5 μL、细菌悬浮液 10 μL 和微球悬浮

液 10 μL，充分混合，室温下避光孵育 15 min[17]。调

试仪器所需单色对照管：分别准备 2 份活菌悬浮液

和 2 份死菌悬浮液，与样品染色液制备步骤一致，

2 份活/死菌悬浮液中，一份仅加入 SYTO 9，另一份

仅加入 PI。分析管中样品的总体积应为 1000 μL，以
便准确计数。 

1.2.3.2   仪器调整与参数设置　前向角、侧向角和荧

光信号采集对数放大信号。不断调整电压参数和荧

光补偿，使细菌群体和标准微球均位于横、纵坐标轴

的中间区域，同时使活菌和死菌所在区域能够很好区

分开[18]。参数设置：进样量 10 μL；进样速度 1.0 μL/s；
events 采集总数量 30000 个；电压值：前向角 FSC
170V、侧向角 SSC 340 V、绿色荧光 280 V、红色荧

光 280 V。 

1.2.3.3   细菌总数计算　微球标准品稀释 100 倍后，

密度为 1.0×106 个/mL，即 1 个计数微球表示 10−6 mL。
根据细菌区域的信号数（events in bacteria region）和
微球区域的信号数（events in bead region），可得出每

10−6 mL 的细菌总数[19]。计算公式如下：

C =
B×D
M×V

式中：C 表示细菌总数，个/mL；B 表示细菌区域

的信号数；D 表示溶液稀释倍数 100；M 表示微球区

域的信号数；V 表示计数微球体积 10−6，mL。 

1.2.4   Flavonifractor plautii 的稀释涂布平板法计数

　另取 1 mL Flavonifractor plautii 菌液（与上述流

式细胞术所用菌液相同），用无菌的磷酸缓冲盐溶液

进行梯度稀释。选取 10−5、10−6、10−7 三个稀释梯度，

分别取 100 μL 稀释液涂布于 GAM 固体培养基上[18]，

置于 37 ℃ 厌氧培养箱中培养 36 h，培养环境的相对

湿度为 50%，氧气值 <300 ppm。选取菌落数在 30~
300 个的平板进行计数，单位为 CFU/mL[20]。所有操

作均在厌氧手套箱中进行，气体环境为 85%N2、

5%CO2、10%H2。 

1.2.5   Flavonifractor plautii 的 FCM 活菌计数与稀

释涂布平板法活菌计数比较　将 FCM 测得的活菌

数与稀释涂布平板法检测出的活菌数进行比较，并利

用皮尔逊相关性分析两种方法测得的样本数据之间

的相关程度。 

1.2.6   待测菌株的培养及 FCM 检测　将叶绿素加入

新鲜的 GAM 液体培养基中，使其叶绿素浓度分别为

100、300、500 μg/mL，而后分别将 Bacteroides vulg-
atus、Bifidobacterium pseudolongum 和 Lactobacillus
murinus 以 2% 的接种量接入含有叶绿素的培养基

中，37 ℃ 培养至稳定期。三株肠道细菌的 FCM 检

测与上述 Flavonifractor plautii 相同。 

1.3　数据处理

所有实验重复 3 次。采用 SPSS 20.0 进行数据

统计分析，结果表示为平均值±标准差。采用 T 检验

对组间数据进行显著性差异分析，低浓度组、中浓度

组和高浓度组与对照组比较，*表示差异显著

（P<0.05）；**表示差异高度显著（P<0.01）；***表示差

异极显著（P<0.001）。使用 Flow Jo 10 处理流式细

胞图，Origin 9.0 进行绘图。 

2　结果与分析 

2.1　FCM 计数与稀释涂布平板法计数比较

以 Flavonifractor plautii 为例，应用 FCM 检测

了体外培养中 Flavonifractor plautii 的细菌数，得到

如图 1 所示的流式细胞图。分别以活菌和死菌单色

对照管为对照，在 FSC/SSC 散点图中确定细菌及计

数微球分别所在区域并圈出。如图 1a 中 P1（左下）

为细菌所在区域，P2（右上）为计数微球所在区域；接

下来选中细菌所在区域，进一步在 FITC/PerCP-Cy5-
5 荧光图中确定活菌和死菌分别所在区域并圈出，如

图 1b 中 P3（下侧）为活菌所在区域，P4（上侧）为死菌

所在区域。统计细菌和计数微球各自所在门中的

events 数分别进行计算，得出相应的细菌数。对照组（叶

绿素浓度为 0 μg/mL）中，Flavonifractor plautii 总菌

数为 2.85×108 个/mL，其中活菌数为 2.78×108 个/mL，
死菌数为 7.39×106 个/mL；低浓度组（叶绿素浓度

为 100 μg/mL），Flavonifractor plautii 总菌数为 4.01×
108 个/mL，其中活菌数为 3.93×108 个/mL，死菌数

为 8.75×106 个/mL。
SYTO 9 可进入细胞膜完整的活细菌内与 DNA

结合，而 PI 只能进入细胞膜受损或不完整的死细菌
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内[11]。因此，FCM 与 SYTO 9/PI 双染色液配合使用

可以区分出死菌和活菌各自所占比例，从而实现对肠

道菌培养中活细菌和死细菌的同时检测。

为更好地评估 FCM 对 Flavonifractor plautii 细
菌数检测的效果，实验同时采用经典的活菌计数方

法—稀释涂布平板法检测该菌的活菌数。由图 2a

可知，对照组（叶绿素浓度为 0 μg/mL）活菌数为 1.0×

108 CFU/mL，低浓度组（叶绿素浓度为 100 μg/mL）
活菌数为 1.4×108 CFU/mL，与对照组相比显著增加

（P<0.05）。对两种方法测得的活菌数进行皮尔逊相

关性分析，两者相关性系数 r>0.8，具有显著正相关

关系（P<0.001）（图 2b）。
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图 2    流式细胞术与稀释涂布平板法计数比较
Fig.2    Counting comparison between flow cytometry and agar

plate method
注：a：活菌数比较；b：活菌数皮尔逊相关性分析。

 

进一步将 FCM 与稀释涂布平板法活菌计数数

值进行比较，流式细胞术所得数值均大于稀释涂布平

板法所得数值（图 2a），这与李可欣等[21] 的研究结果

相似。这是因为对于一些处于特殊生理状态的活菌

体细胞，如有活力但不可培养（viable but not cultur-
able, VBNC）、生长缓慢和休眠状态的菌体细胞，利

用稀释涂布平板法无法对其进行计数[22−24]，而 FCM
是基于特异性染料分别对活细胞和死细胞 DNA 进

行染色，因此可有效检测出该部分特殊的活菌细胞；

此外，由于细菌具有聚集的特性，菌细胞在固体培养

基上分布不均匀，一个菌落很有可能是由一个以上的

菌细胞生长而来，因此稀释涂布平板法所得活菌数通

常会小于真实值[25]，而 FCM 可通过降低流速或菌细

胞浓度来最大程度避免细菌聚集对检测结果的影

响[26]，因此其检测结果更接近真实值。稀释涂布平板

法一般需要培养 24~48 h 才能进行菌落计数，对于大

部分难以在体外生长的肠道细菌而言，甚至需要

48 h 以上的时间才能长出菌落，而 FCM 在 30 min
内即可完成 1 株菌的计数检测，明显缩短了检测时

间与实验周期。综上可知，使用 FCM 检测体外培养

中肠道菌的细菌数，可明显缩短实验周期，提高检测
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图 1    流式细胞术检测 Flavonifractor plautii 的细菌数

Fig.1    Flow cytometry to detect the bacterial count of
Flavonifractor plautii

注：a：对照组 FSC/SSC 散点图 ；b：对照组 FITC/PerCP-Cy5-
5 荧光图； c：低浓度组 FSC/SSC 散点图  ； d：低浓度组
FITC/PerCP-Cy5-5 荧光图。
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效率，同时检测结果更接近于真实值。因此，接下来

的研究中将利用 FCM 探究叶绿素对不同肠道菌增

殖的影响。 

2.2　叶绿素对不同肠道菌增殖的影响 

2.2.1   叶绿素对珀氏解黄酮菌（Flavonifractor plautii）

增殖的影响　由图 3 可知，随着叶绿素浓度的升高，

Flavonifractor plautii 总菌数和活菌数均呈现先增

加后减少的趋势，而死菌数极显著增加（P<0.001）。
当叶绿素浓度为 100 μg/mL 时，活菌数最多，达 3.93×
108 个/mL；当叶绿素浓度为 300 μg/mL 及以上时，活菌

数逐渐减少。对照组中活菌数为 2.78×108 个/mL；与
对照组相比，叶绿素浓度为 100 μg/mL 时，活菌数增

加 1.15×108 个/mL，叶绿素浓度为 100 和 500 μg/mL
时，活菌数分别减少 1.33×108 和 2.10×108 个/mL，表
明叶绿素对 Flavonifractor plautii 的增殖表现出 “低
浓度促进、高浓度抑制”的作用规律。Flavonifrac-
tor plautii 是一种革兰氏阳性菌，可参与肠道中儿茶

素的代谢 [27]，具有降低机体炎症、改善肥胖的功

效[28]。Mikami 等[29] 研究证明，饮用绿茶可以增加肠

道中 Flavonifractor plautii 的丰度并有助于改善结

肠炎；此外，Liu 等[30] 研究发现，芝麻素可促进 Flavoni-
fractor 的生长，有益于肠道健康。因此，100 μg/mL
的叶绿素浓度促进 Flavonifractor plautii 增殖或许

有助于改善肥胖和肠道疾病。目前，还未有研究报道

外源性物质对 Flavonifractor plautii 生长的影响机制。
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图 3    叶绿素对 Flavonifractor plautii 增殖的影响
Fig.3    Effect of chlorophyll on proliferation

of Flavonifractor plautii
  

2.2.2   叶绿素对普通拟杆菌（Bacteroides vulgatus）增

殖的影响　由图 4 可知，随着叶绿素浓度的升高，

Bacteroides vulgatus 总菌数和活菌数均呈现先增加

后减少的趋势，而死菌数高度显著减少（P<0.01）。当

叶绿素浓度为 100 μg/mL 时，活菌数最多，达 3.09×
108 个/mL；当叶绿素浓度为 300 μg/mL 及以上时，活

菌数逐渐减少。对照组中活菌数为 1.61×108 个/mL；
与对照组相比，叶绿素浓度为 100 μg/mL时，活菌数

增加 1.47×108 个/mL，叶绿素浓度为 100 和 500 μg/mL
时，活菌数分别减少 1.40×108和 1.35×108 个/mL，表
明叶绿素对 Bacteroides  vulgatus的增殖也表现出

“低浓度促进、高浓度抑制”的作用规律。相似地，

Kamijo 等[31] 研究发现，向培养基中添加 0.01% 蔷薇

花瓣粉可促进 Bacteroides vulgatus JCM5826 T 的增

殖，而 0.05% 蔷薇花瓣粉则会抑制该菌的增殖（抑制

率 82%），当浓度提高到 0.1% 时，该菌的增殖被完全

抑制。由此可知，浓度是叶绿素等植物化合物对 Ba-

cteroides vulgatus 作用的重要影响因素。有研究报

道肠道细菌如布劳特氏菌属（Blautia）可利用卟啉作

为能源物质或生物合成的前体物质，从而促进自身生

长[32]，而叶绿素促进 Bacteroides vulgatus 增殖的机

制还有待探究。目前，大多数植物化合物对肠道菌群

生长的研究，主要针对复杂微生物群落展开。其中，

植物性化合物对肠道细菌的抑制作用更为常见[33]，

而关于促生长机制，目前还未有确切的研究报道。
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图 4    叶绿素对 Bacteroides vulgatus 增殖的影响
Fig.4    Effect of chlorophyll on proliferation of Bacteroides

vulgatus
  

2.2.3   叶绿素对假长双岐杆菌（Bifidobacterium pseu-

dolongum）增殖的影响　如图 5 所示，随着叶绿素

浓度的升高，Bifidobacterium pseudolongum 总菌数

和活菌数极显著减少（P<0.001），而死菌数无显著变

化。当叶绿素浓度为 0 μg/mL 时，Bifidobacterium

pseudolongum 活菌数为 2.63×108 个/mL，随着叶绿

素浓度的增加， Bifidobacterium  pseudolongum 活

菌数依次减少 7.78×107、1.63×108 和 1.82×108 个/mL，

表明叶绿素可极显著抑制 Bifidobacterium pseudo-

longum 的增殖（P<0.001），且叶绿素浓度越高，抑制

作用越强，呈现剂量依赖性。与其相似的是，
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Fig.5    Effect of chlorophyll on proliferation of
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Gwiazdowska 等 [34] 研究发现，橙皮苷和槲皮素对

Bifidobacterium  adolescentis NCFB  2004 和 Bifido-

bacterium bifidum NCFB 2235 的增殖也具有抑制作

用，且呈现剂量依赖性。Li 等[5] 基于 16S rRNA 基

因扩增子测序报道了叶绿素可下调肠道中双歧杆菌

属（Bifidobacterium）的丰度，而本研究将其延伸到菌

种水平，首次发现叶绿素对 Bifidobacterium pseudo-

longum 的增殖有抑制作用。 

2.2.4   叶绿素对鼠乳杆菌（Lactobacillus murinus）增

殖的影响　如图 6 所示，随着叶绿素浓度的升高，

Lactobacillus murinus 的总菌数、活菌数和死菌数均

显著增加（P<0.05）。当叶绿素浓度为 0 μg/mL 时，

Lactobacillus  murinus 的总菌数和活菌数分别为

2.01×107 和 2.11×106 个/mL；随着叶绿素浓度的增

加 ， Lactobacillus  murinus 的 总 菌 数 依 次 增 加

3.55×107、7.00×107、1.01×108 个/mL，活菌数依次增

加 1.75×106、6.36×105、6.98×105 个/mL。说明叶绿

素可以极显著促进 Lactobacillus  murinus 的增殖

（P<0.001），且浓度越高，促进作用越强。与此相似的

是，Huang 等[35] 研究发现，薯蓣皂苷元也可显著促

进 Lactobacillus murinus的增殖，且浓度越高促进效

果越好。据报道，Lactobacillus murinus 是一种潜在

的益生菌，具有抗过敏[36]、抗炎[37]、改善糖尿病[38] 等

功效。因此，叶绿素以浓度依赖性的方式促进

Lactobacillus murinus增殖，说明叶绿素具有益生元

的潜在特性。
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图 6    叶绿素对 Lactobacillus murinus 增殖的影响
Fig.6    Effect of chlorophyll on proliferation of

Lactobacillus murinus
  

3　结论
为了探究叶绿素对特定肠道细菌增殖的影响，

以期能更好地阐明膳食叶绿素介导肠道菌群调控人

体健康的内在规律。本文比较了 FCM 和平板计数

法用于体外培养中特定肠道细菌的计数，证明 FCM
可实现对肠道细菌的高效、准确计数；在此基础上，

进一步探究了体外培养中叶绿素对小鼠肠道来源的

珀氏解黄酮菌（Flavonifractor plautii）、普通拟杆菌

（Bacteroides vulgatus）、假长双岐杆菌（Bifidobact-
erium pseudolongum）和鼠乳杆菌（Lactobacillus mur-
inus）增殖的影响。结果表明，叶绿素对 Flavonifrac-

tor plautii 和 Bacteroides vulgatus 的增殖表现出 “低
浓度促进、高浓度抑制”的作用规律；叶绿素可极显

著抑制 Bifidobacterium  pseudolongum的增殖（P<
0.001），且呈现剂量依赖性；叶绿素可极显著促进

Lactobacillus murinus 的增殖（P<0.001）。本研究为

阐明膳食叶绿素对肠道菌群生长的影响规律提供了

有效的研究方法和重要的理论数据。
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