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新疆传统发酵酸驼乳优势乳酸菌粘附性质

及益生特性研究
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摘要!以从新疆传统发酵酸驼乳优势乳酸菌中筛选出的
;

株

经初步鉴定能耐酸耐胆盐的乳酸菌菌株为研究对象#选取人

体肠上皮细胞株
Q(5-&6

#采用显微观察和平板计数的方法研

究这
;

株菌对细胞的粘附性质&采用高效液相色谱法进行体

外降胆固醇能力研究&并研究了
;

株乳酸菌对指示菌的抑菌

能力$结果显示#
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"都具有较强的粘附能力#其

中
U:&!

的粘附能力最强$

;

种菌株体外胆固醇降解率在

6TS

$

;!S

!

U;&:&6

的降解率达到
;7S

以上"#并且对指示

菌都具有较强的抑菌活性$

关键词!乳酸菌&粘附性质&降胆固醇&酸驼乳&抑菌能力
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'是一种新疆特有的传统发酵酸驼乳#被

作为一种民族药物$有研究*

!96

+发现#酸驼乳对心血管疾

病,糖尿病,肺结核有治疗效果#并具有抗炎作用#可能与酸

驼乳中的益生菌有关$

67

世纪
$7

年代#研究人员*

:

+发现乳

酸菌具有降低人体血清胆固醇的作用$

!"T:

年
A(,,(@3

提

出降低人类血清中的胆固醇最为安全的方式是摄入益生的

乳酸菌*

;9#

+

#而乳酸菌发挥其益生功效的先决条件是它对胃

黏膜的粘附能力*

8

+

$聂小苗等*

$

+分离了酸驼乳中的乳酸菌#

并对菌种进行糖发酵试验与生物化学鉴定$努尔古丽.热

合曼*

T

+

:#9:8对酸驼乳发酵过程中的优势菌进行分离鉴定研

究#确定了酸驼乳发酵过程中的优势菌$朱晓莹等*

"

+对新疆

酸驼乳中优势乳酸菌的胃肠道耐受性进行了研究$但目前

对于酸驼乳中的优势乳酸菌的肠道细胞粘附能力,降胆固醇

能力及抑菌作用的研究尚未进行$本试验拟通过对酸驼乳

中耐酸耐胆盐能力较强的
;

株菌的肠道细胞粘附特性,降胆

固醇能力及抑菌作用的研究#希望筛选到肠道细胞粘附能力

和降胆固醇能力较高#抑菌能力较强的乳酸菌#为发酵乳制

品的开发与应用提供优良的益生菌资源$
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材料与方法
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菌种和细胞

菌种(
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'#本实验室从传统发酵酸驼乳样品中

分离得到-

指 示 菌(金 黄 色 葡 萄 球 菌 %

B=%

L

F

C

:1E1EE$I%$<3$I

QQOQQ>A#:!#;

',大肠杆菌%

6NE1:+QQOQQ>A":!#;

',

变形杆菌%

L
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',白色念球菌%
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'#新疆师范大学生命科学学院

微生物学实验室-

人结肠癌腺细胞系
Q(5-&6

细胞株(武汉博士德生物工

程有限公司$
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!

培养基与试剂

!262!

!

培养基

UN[

培养基%

!777'R

'(蛋白胨
!7

1

#牛肉膏
!7

1

#酵

母膏
#

1

#葡萄糖
67

1

#

d

6

_YX

;

6

1

#乙酸钠
#

1

#柠檬酸二铵

6

1

#

U

1

[X

;

726T

1

#

U0[X

;

72!T

1

#吐温
T7!'R

#

!6!\

灭

菌
!#')0

#用于培养乳酸菌-

牛肉膏培养基%

!777'R

'(蛋白胨
:

1

#牛肉膏
!7

1

#

=(Q*#

1

#琼脂
!#

1

#调整
?

_

至
$2;

$

$28

#用于培养指示菌-

高胆固醇胶束培养基(参考李妮*

!7

+的方法进行改良#胆

固醇
72!

1

#牛胆盐
726

1

#蔗糖酯
72!

1

#吐温
T7!'R

#搅匀#

再加入
#'R

冰醋酸#

87\

水浴溶解#超声波处理
!#')0

#趁

热用
72;#''

滤膜过滤#加入到
!R

的高压灭菌的
UN[

液

体培养基中#得到约含
72!'

1

)

'R

胆固醇的
UN[

培养基#

调整
?

_

至
8

$

$
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%

4.*M355-'-4)I)34%(

1
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'完全培养液(

TTS ZU%U

培养液,

!7S

胎牛血清,

!S

链霉素,

!S

青霉素-

ZU%U

不完全培养液(

"7S ZU%U

培养液,

!7S

胎牛

血清$

!2626

!

主要试剂

ZU%U

培养液,

726#S

胰酶&

%ZO>

(美国
B)M5-

公司-

胎牛血清(生化试剂#美国
B%_

H

5*-03

公司-

胆固醇%

'

""S

'(色谱纯#美国
[)

1

'(

公司-

牛胆盐(分析纯#国药集团化学试剂有限公司-

胆固醇标准品%

!77

&

1

)

'R

'(根据文献*

!!

+#精确称取

7277#

1

胆固醇%色谱醇'对照品#置于
#7'R

容量瓶中#用色

谱甲醇溶解并定容至
#7'R

#震荡摇匀后放置于冰箱%

;\

'

作为标准品储备液$

!2:

!

仪器与设备

电热恒温培养箱(

RN_&6#7

型#上海一恒科技有限公司-

QX

6

细胞培养箱(

hROEU>

型#英国
N.GP)00

公司-

高效液相色谱(

!677

型#安捷伦科技有限公司-

显微镜(

Aj87

型#日本
X*

H

'

?

.G

公司-

台式冷冻高速离心机(

6&!8Y

型#美国
[)

1

'(

公司-

牛津杯(内径
8''

#外径
T''

#高
!7''

#上海鲁硕实

业有限公司$

!2;

!

粘附试验

!2;2!

!

菌株的活化及菌悬液的制备
!

将甘油保存的试验菌

株用
UN[

液态培养基连续活化三代之后用无菌
YA[

缓冲

液洗涤菌体#并调整细菌浓度为
#]!7

T

QVh

)

'R

*

!6

+

$

!2;26

!

细胞培养
!

Q(5-&6

细胞于
ZU%U

完全培养液#

:$\

#

#S QX

6

&

"#S

空气的二氧化碳培养箱中恒温培养#

64

传代一次*

!6&!:

+

$

!2;2:

!

粘附观察
!

将培养好的细胞用
ZU%U

完全培养液

调整至
#]!7

#个)
'R

#取
72#'R

于盖玻片上#将盖玻片置于

细胞培养皿中于
#S QX

6

&

"#S

空气的二氧化碳培养箱中

孵育至细胞贴壁#再补充培养液继续培养使细胞长到单层-

吸出旧的细胞培养液#将细胞用无菌
YA[

洗
!

次#培养皿中

加入
!'R

菌悬液%

#]!7

T

QVh

)

'R

'与
!'RZU%U

不完全

培养液的混合液#细胞与细菌共同培养
6+

*

!;

+*

!#

+

!;

$将盖玻

片用无菌
YA[

洗
:

次以除去未粘附的细菌#用
72;S

多聚甲

醛固定
:7')0

后#自然条件下晾干#革兰氏染色后显微镜下

观察乳酸菌的粘附情况#拍照$

!2;2;

!

粘附计数
!

细菌细胞的处理同上步骤#吸入
;'R

细

胞悬液在
:#'']!7''

细胞培养皿中#不放置盖玻片#细

菌与细胞共同孵育
6+

后用无菌
YA[

洗去未粘附的细胞#之

后用
!'R

胰酶&

%ZO>

将细胞消化#将混合物转移到试管

中#经连续稀释后#平板菌落计数*

!89!$

+

$每个试验做
:

个

平行$

!2#

!

_YRQ

法测定乳酸菌的降解胆固醇能力

!2#2!

!

色谱条件
!

色谱柱(

Q

!T

%

;28'']!#7''

#

72#

&

'

'

色谱柱-柱温(

:# \

-流动相(甲醇-流速(

!'R

)

')0

-波长(

6780'

-进样量(

67

&

R

$

!2#26

!

_YRQ

法绘制标准曲线
!

准确吸取胆固醇储备液

727

#

726

#

72;

#

728

#

72T

#

!27'R

#用甲醇定容至
!'R

$使标

准溶液的浓度分别为
7

#

67

#

;7

#

87

#

T7

#

!77

&

1

)

'R

#再进行

_YRQ

测定$绘制标准曲线*

!T

+

$

!2#2:

!

降胆固醇能力测定
!

将菌株接种于
UN[

液态培养

基中连续活化三代#之后将待测菌液按
6S

%

Y

)

Y

'接种量接

种于胆固醇含量为
72!

1

)

R

的高胆固醇胶束培养基中#

:$\

培养
6;+

$将菌液离心
!7')0

%

T777@

)

')0

#

;\

'#上清液

作为待测液用于测定胆固醇含量#总胆固醇的提取参考张汝

娇等*

!T

+的方法#对照组为未接种的高胆固醇胶束培养基#每

个试验做
:

个平行$胆固醇降解率按式%

!

'计算(

5

R

K

7

V

K

K

7

S

!77S

# %

!

'

式中(

5

&&&胆固醇降解率#

S

-

K

7

&&&对照组高胆固醇胶束培养基中胆固醇浓度#

&

1

)

'R

-

K

&&&待测发酵上清液中胆固醇质量浓度#

&

1

)

'R

$

!28

!

抑菌试验

!282!

!

检测平板的制备
!

在直径为
"5'

的培养皿中#加入

67'R

的固体培养基#待凝固后使培养基中的水分干燥透

彻$取
677

&

R

的指示菌菌悬液在平板上均匀涂布$此时的

:;

基础研究
!

67!8

年第
;

期



平板立刻用于抑菌试验$

!2826

!

加入益生菌发酵液
!

将
:

只牛津杯均匀地放在
!282!

中的已涂布了指示菌的平板上$将菌液离心#获得上清液之

后#将上清液用
7266

&

'

过滤器过滤#再吸取过滤除菌之后

的上清液
677

&

R

至牛筋杯中#注意不要将上清液溢出牛

筋杯*

!"967

+

$

!282:

!

指示菌的培养
!

将加入了指示菌的平皿放入
:$\

培养箱中#

6;+

之后取出#拍照并测量抑菌圈的大小#每个试

验做
:

个平行$

6

!

结果与分析
62!

!

菌株对肠上皮的细胞粘附性

人结肠癌细胞系
Q(5-&6

细胞是分化程度较高#接近人

小肠组织的贴壁细胞$由图
!

可知#细菌与细胞共同孵育

后#细胞表面有细菌存在#二者的形态与共同孵育前相比没

有明显变化#说明乳酸菌能够粘附在细胞表面上$虽程度不

同#但
;

株乳酸菌对
Q(5-&6

细胞均有粘附$

图
!

!

;

株乳酸菌对
Q(5-&6

细胞的粘附!革兰氏染色#

];77
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1

.@3!

!

O+3(4+3G)-0-IF+3I-.@*(5F-M(5)**)-0Q(5-&6

53**G

!

B@('

)

GGF()0)0

1

#

];77

"

!!

粘附计数时
Q(5-&6

细胞的浓度调整至
#]!7

#个)
'R

$

当在细胞培养皿中加入
;'R

细胞悬液时#培养皿中细胞的

个数为
6]!7

8个#当细胞长至单层后加入
!'R

浓度为

#27]!7

T

QVh

)

'R

菌悬液时#细菌细胞比约为
6#7

(

!

$

U:&!

的粘附数量与其他
:

株菌的粘附数差距明显#平均每个

细胞上粘附的细胞数为%

8;2#7^!7266

'

QVh

)细胞$

R6&!

与
U:&:

的 粘 附 数 量 差 别 较 小#分 别 为 %

;!28$^

826;

'

QVh

)细胞和%

:$2#7̂ 82!6

'

QVh

)细胞#而
U;&:&6

的

粘附数量为%

6"2!$̂ :2!6

'

QVh

)细胞%见图
6

'$

!!

粘附试验采用了显微观察和平板计数相结合的方法研

究了
;

株乳酸菌对肠道上皮细胞的粘附#显微观察法可以直

图
6

!

乳酸菌对
Q(5-&6

细胞的粘附数量比较

V)

1

.@36

!

O+35(

?

(@)G-0-IF+3(4+3G)K3(M)*)F

H

-II-.@*(5F-&

M(5)**.GGF@()0G-0Q(5-&653**G

观定性地观察乳酸菌对细胞粘附的趋势#平板计数法更侧重

于乳酸菌对细胞粘附的量$从结果中可以看出试验菌株对

细胞都具有良好的粘附能力#这更有利益它们在体内发挥益

生功效$虽然都具粘附能力#但粘附数量之间存在明显差

距#有研究*

!#

+

!T&!"

*

6!966

+报道#乳酸菌的粘附能力与其细胞壁

的组成,表面疏水性,自凝聚能力及是否能分泌特异性粘附

素有关$本试验结果更进一步地表明了乳酸菌对肠上皮细

胞的粘附具有菌株特异性$

626

!

菌株的降胆固醇能力

6262!

!

_YRQ

法胆固醇标准曲线的建立
!

由图
:

可知#在

!2#2!

的色谱条件下#胆固醇的保留时间为
!!278:')0

#分离

效果较好#经过多次重复试验#保留时间在
^72!G

均代表同

一物质$由图
;

可知#胆固醇浓度在
7

$

!77

&

1

)

'R

的范围

内呈良好的线性关系#回归方程为
C

k!!2!749:2$#

#相关

系数
T

6为
72""";

$
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图
:

!

胆固醇标品的
_YRQ

分离图

V)

1

.@3:

!

Q+@-'(F-

1

@('-IGF(04(@4G-*.F)-0-I5+-*3GF3@-*

图
;

!

胆固醇标品的
_YRQ

标准曲线图

V)

1

.@3;

!

[F(04(@45.@K3-I5+-*3GF3@-*'3(G.@34M

H

_YRQ
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!

胆固醇降解率
!

由表
!

可知#

;

株乳酸菌对胆固醇都

具有降解能力#对照组中胆固醇浓度为
;$2:7

&

1

)

'R

#试验

中不同菌株除去胆固醇的量在
!:26

$

!"28

&

1

)

'R

%

6TS

$

;!S

'#其中#

U;&:&6

可使胆固醇的降解率达到
;7S

以上$

表
!

!

菌株对胆固醇降解率

O(M*3!

!

O+3@3G.*F-I43

1

@(4(F)-0@(F3-I5+-*3GF@-*

"

&k:

#

菌株代号 降胆固醇量)%

&

1

.

'R

9!

' 降解率)
S

R6&! !;2:#̂ 6287 :!277̂ #2;;

U;&:&6 !"2#$̂ !2#6 ;!277̂ :2:;

U:&! !;2"T̂ 72;8 :6277̂ 72T6

U:&: !:26$̂ 7287 6T277̂ !26#

!!

试验结果表明#

;

株乳酸菌对胆固醇的降解能力表现出

差异性$也有学者发现#不同的乳酸菌菌株对胆固醇的降解

作用不同*

6:

+

-一定浓度胆盐可促使乳酸菌更好地吸收胆固

醇*

6;

+

$因此#筛选益生菌的标准之一就是看其是否耐受一

定浓度的胆盐$本试验中的对象菌株已经被朱晓莹等*

"

+证

实具有较强的耐酸耐胆盐能力#这也是其具有较好的降胆固

醇能力的原因$对于不同乳酸菌降胆固醇机理#近年来各学

者进行了较多的研究*

6#968

+

#主要集中在吸收同化理论,共沉

淀理论和其他理论$本试验中的
;

株乳酸菌对胆固醇的降

解能力基于哪种机制还有待进一步研究$

62:

!

乳酸菌的抑菌能力

由表
6

可知#

;

株乳酸菌对指示菌都具有较强的抑菌能

力#其中
R6&!

对白色念球菌的抑菌能力最强#

U;&:&6

对金黄

色葡萄球菌的抑菌能力最强#

U:&!

对变形杆菌和大肠杆菌

的抑菌能力最强#

U:&:

也同样是对大肠杆菌的抑菌能力

最强$

!!

金黄色葡萄球菌,变形杆菌,大肠杆菌,白色念珠菌不但

是人体肠道及呼吸道中存在的主要的致病菌#且它们分别是

革兰阳性菌和革兰阴性菌和真菌的代表#因此#试验采用其

作为抑菌活性检测的指示菌$从试验结果中可以看出#

;

株

乳酸菌产生的乳酸菌素不仅对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球

菌的生长有抑制作用#而且对作为革兰氏阴性菌的大肠杆

菌,变形杆菌#作为真菌的白色念珠菌都有抑制作用$由此

可知#

;

株乳酸菌产生的乳酸菌素在生物防腐剂和药用开发

方面具有潜在的应用价值$

表
6

!

乳酸菌代谢产物的抑菌活性抑菌圈直径

O(M*36

!

>0F)M(5F3@)(*(5F)K)F

H

-I'3F(M-*)F3GI@-'*(5F)5

(5)4M(5F3@)(

"

&k:

#

''

菌株
金黄色葡

萄球菌
变形杆菌 大肠杆菌 白色念珠菌

R6&! 6;2$̂ !26# 672:̂ 72;$ 6;2:̂ 72;$ 6#2:̂ 72;$

U;&:&6 6;2:̂ !2$7 !"2:̂ 72;$ 672$̂ !268 662:̂ !2$7

U:&! 672:̂ 72;$ 6:2:̂ !26# 6:2:̂ !26# 6!2$̂ 72;$

U:&: !"2:̂ 72;$ !T2$̂ 72;$ 6!2;̂ !28! !82:̂ !26#

:

!

讨论
本试验采用体外模型的方法研究了酸驼乳中的

;

株乳

酸菌的肠上皮细胞粘附能力和降胆固醇能力$结果表明#受

试
;

株菌
R6&!

,

U;&:&6

,

U:&!

,

U:&:

都具有较强的粘附能

力$与文献*

6$

+报道的粘附数为%

!82!!̂ !2#$

'

QVh

)细胞的

鼠李糖乳杆菌
RBB

菌#粘附数为%

6T2;:̂ !28#

'

QVh

)细胞的

[O&

%

植物乳杆菌#粘附数为%

;"#27$̂ T727:

'

QVh

)

!77

细胞

的罗伊氏乳杆菌
aQU!7T!

的相比#本试验从新疆骆驼酸乳

中分离的优势乳酸菌的细胞粘附能力较高#其中
U:&!

的粘

附能力最高#达到%

8;2#7^!7266

'

QVh

)细胞#菌株粘附的

作用机制需要今后更深入地研究$

体外降胆固醇试验中#受试菌株的降胆固醇率在
6TS

$

;!S

#

U;&:&6

能使培养基中的胆固醇降低
;7S

以上#在目前

的文献报道中#降解率达到
;7S

以上的菌株的报道*

6T

+较少

见#由此得出#

U;&:&6

的胆固醇降解能力较强#具有较好的

应用前景$

与文献*

6"

+报道的从酸乳中分离得到的
;

株乳酸菌的抑

菌能力相比#本试验从新疆骆驼酸乳中分离的
;

株优势乳酸

菌的细胞的抑菌能力较强$来源于微生物的生物防腐剂是

由微生物代谢产生的抗菌物质#其中主要包括一些有机酸,

多肽或前体肽*

:7

+

$对于本试验当中的受试菌株代谢产生的

抗菌物质的生物特性还有待进一步研究$

;

!

结论
血清中过高的胆固醇含量被认为是引发各种心血管疾

病的首要因素*

:!

+

$作为传统的发酵饮料的酸驼乳#对心血

管疾病有一定的疗效#并蕴藏着对人体有益生作用的微生物

资源#其中包括乳酸菌*

T

+

!

$本试验中酸驼乳的
;

株优势乳

酸菌作为受试菌株均具有较好的粘附能力,降胆固醇能力及

抑菌作用#具有作为益生菌的良好潜质和应用前景$
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