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耐酸耐胆盐益生乳酸菌的筛选与鉴定
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摘要!为了筛选出人源性的耐酸$耐胆盐的益生菌#利用含胆

盐!

$:9N

"的
Z

种选择性培养基!

K(,

$

[BI

$

WD'

$

'G

$乳酸

杆菌选择性琼脂培养基"#以溴甲酚紫为酸性指示剂#从婴儿

粪便中初步筛选出
#9

株耐胆盐的乳酸菌%根据菌株在
T

B

Z:$

#

#:$

#

!:Z

的
WD'

液体培养基中培养时
J\

值的变化情

况#筛选出
!

株具有较好酸耐受性的菌株%然后通过平板菌

落计数方法测定筛选出的
!

株菌在
T

B!:$

条件下
$

$

!8

存

活率的变化情况#筛选出对酸和胆盐耐受能力最强且最稳定

的菌株经
"%'7\?E

分子生物学鉴定为
1&8D<I&8/??)C

O

?&*'

D&>)E

%该菌能够作为潜在的益生菌菌株用于后期深入地挖

掘其益生功能%

关键词!乳酸菌(耐胆盐(耐酸(筛选(鉴定
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作为人和动物肠道的正常菌群的益生乳酸菌%具有许多

益生功效,

"

-

&益生乳酸菌可以抑制腐败菌生长%提高人体免

疫功能%延缓机体衰老%预防心血管疾病%还具有防癌+抗癌

等功能,

9

-

&

尽管益生乳酸菌具有很多有利于机体健康的功效%但是

摄入益生菌制品并不意味着就可以获得这些功效&有报

道,

!

-显示%不同人种的肠道菌群具有较大差异&而目前中国

许多企业多以国外的菌种或非人类肠道来源的乳酸菌生产

益生菌产品%没有考虑到不同人群对相同菌株的适应性的差

异以及不同来源菌株对人体环境适应性的差异,

#

-

&因此%在

产品的开发和菌株的使用上可能存在一些盲点&

本试验旨在通过体外筛选出适合于亚洲人群的人源性

的+对胃酸和胆汁具有一定耐受性的益生乳酸菌&从婴儿粪

便分离获得大量的乳酸菌%并模拟胃肠道环境筛选出人源性

耐酸+耐盐的益生乳酸菌%具有更加适应亚洲人群肠道环境+

安全性高等优点%可以将其制成益生制剂直接应用于人体或

应用于乳制品+禽畜饲养+水产养殖等领域%为进一步的乳酸

菌生理功能的开发提供菌种资源储备&

"

!

材料与方法

":"

!

材料'试剂与仪器

筛选来源"

#

名健康的婴儿%年龄为
#

$

=

个月%采样前
"

周内未服用过任何抗菌类药物$

石蕊+溴甲酚紫"分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

WD'

培养基+乳酸杆菌选择性培养基"生化试剂%青岛

科园海博生物技术有限公司$

脑心浸液琼脂培养基"生化试剂%杭州天和微生物试剂

有限公司$

K(,

琼脂培养基"生化试剂%国药集团化学试剂有限公司&

9#



酶标仪"

317V

型%美国伯乐公司$

隔水式恒温培养箱"

OB(0/"%$

型%上海一恒科技有限

公司$

基因扩增仪"

[3<072P'"$$$

型%美国
[3<0D2P

公司$

电子显微镜"

i@2A629$$

型%美国
-&I

公司$

厌氧 罐"

!:!)$"$9 E? E&DJ[I*

型%德 国
';8@66

G2M<76C;8A3VO1MB

公司$

凝胶成像仪"

OC4\<;&+

型%美国伯乐公司&

":9

!

试验方法

":9:"

!

菌株的分离纯化
!

取
Z

L

左右样品加入有玻璃珠的

三角瓶中%加入
/$1G$:/

L

(

1G

胰蛋白胨水进行稀释预处

理%以
!$$7

(

13A

的速度振荡
"$13A

&吸取
"1G

粪便原液

加入一支装有
/1G

胰蛋白胨水的试管中%振荡混匀%作为

"$

Y"的稀释液%同样方法稀释至
"$

Y)

&

采用稀释涂布平板法%将粪便原液及
"$

Y"

%

"$

Y9

%

"$

Y!

%

"$

Y#

%

"$

YZ

%

"$

Y%

%

"$

Y=

%

"$

Y)稀释度的稀释液各取
9$$

#

G

%均

匀涂布于已含
$:9N

牛胆盐的
K(,

+

[BI

+

WD'

+

'G

+乳酸杆

菌选择性琼脂培养基上&将平板倒置于厌氧罐!厌氧罐中放

入含有
"$

L

焦性没食子酸+

9Z

L

?2B*J

!

+

9Z$1G

蒸馏水的

烧杯%并经过
!

次抽真空至
Y$:$)W(2

+充氮气至
$:$9W(2

过程#中%放入
!=]

恒温培养箱中培养
#)8

&取出平板观察

其生长情况%并挑出变红或变黄的菌落%制片并进行革兰氏

染色%将油镜观察为紫色的革兰氏阳性菌在
WD'

平板上进

行反复划线分离%倒置于厌氧罐中于
!= ]

环境培养
#)8

&

取出后挑取单菌落进行制片镜检%直至确定其纯化,

Z

-

&

":9:9

!

石蕊牛奶试验
!

将纯化后的菌进行编号并挑取单菌

落将其接种至
WD'

液体培养基中%

!=]

厌氧培养
9#

$

#)8

制成菌液&将脱脂乳粉以
"

"

"$

!

L

(

1G

#的比例与水混合溶

解后%调
T

B

值至
=:9

%以
#$

"

"

!体积比#的比例加入石蕊试

剂%此时牛奶呈蓝紫色%分装后于
""Z ]

%

9$13A

灭菌&以

"N

体积分数接种供试菌液于石蕊牛奶中%置于厌氧罐中于

!=]

环境培养
#)8

&取出观察%将产生凝乳现象并且能使

牛奶变为粉红色的菌株初步确定为乳酸菌,

%

-

&

":9:!

!

耐酸试验
!

将保存的菌株接入
WD'

液体培养基中进

行活化%并以一定顺序将菌液注入
/%

孔板%每孔
9$

#

G

%再注

入
9$$

#

G

T

B

分别为
Z:$

%

#:$

%

!:Z

的
WD'

液体培养基%以

9Z$7

(

13A

振荡
Z13A

&置于
!=]

恒温箱进行厌氧培养%于

$

%

#

%

%

%

)8

用酶标仪测量
J\

值&每个菌株至少做
!

个平

行&使用
J\

值计算菌株在不同
T

B

值培养基中的增长率"

H

P

$%

X

Q

$%

$

$%

$

R

"$$N

% !

"

#

式中"

H

'''菌株增长率%

N

$

$%

X

'''乳酸菌生长
X8

在
%$$A1

下
J\

值$

$%

$

'''乳酸菌生长
$8

在
%$$A1

下
J\

值&

":9:#

!

菌株存活率计算
!

将得到的
%

株菌接种至
WD'

液体

培养基%于
!=]

环境厌氧培养
#)8

%得到菌液&按
ZN

体积

分数将菌液接种至
T

B

值为
!:$

的
WD'

液体培养基!

WD'

液体培养基经过
""Z]

%

9$13A

灭菌后%用浓度为
$:"1<4

(

G

的
B*4

调
T

B

为
!:$

%分装试管#%振荡&在
$

%

"

%

9

%

!8

分别取

出
Z$

#

G

菌液至
&(

管中%加入
#Z$

#

G$:/

L

(

1G

胰蛋白胨

水进行稀释%以此类推制成
"$

Y"

%

"$

Y9

%

"$

Y!

%

"$

Y#

%

"$

YZ

%

"$

Y%

%

"$

Y=

%

"$

Y)稀释度的菌液%每个稀释度分别取
9$

#

G

菌

液在
WD'

平板上进行点种%倒置于厌氧罐中%放入
!=]

恒

温培养箱中培养
#)8

%使用平板计数法测定活菌数并计算存

活率%平行
!

次,

=

-

&

L

P

4

L

,

"

4

L

,

$

R

"$$N

% !

9

#

式中"

L

'''菌株存活率%

N

$

,

"

'''菌株处理后活菌数%

*-̀

(

1G

$

,

$

'''菌株初始活菌数%

*-̀

(

1G

&

":9:Z

!

"%'7\?E

扩增方法
!

乳酸菌
\?E

的提取按照
[IJ

[E'I*II?*:

生产的基因组
\?E

提取试剂盒说明书的方法

提取染色体
\?E

&用
"N

琼脂糖凝胶电泳检测片段大小是

否正确%通过凝胶成像仪确定为乳酸菌后对其基因模块进行

(*D

扩增&

(*D

扩增采用
Z$

#

G

体系%其中
\?E

模板

"

#

G

%

P?K(Z

#

G

+

K2

X

酶
"

#

G

+

"$̂ M@SSC7Z

#

G

及基因模板

9

#

G

%采用
"%'7\?E

通用引物
("

+

(9

%即
DZ")

!

Zs0EKK

E**O*OO*KO*KOO0!s

#和
-!Z=O*

!

Zs0*O***O**O

*O*O*OO*OOO*OOOO*OOOOO*E*OOOOOO**

KE*OOOEOO*EO*EO0!s

#各
"

#

G

%超纯水
!Z

#

G

&反应

条件为"

/#]913A

%

/Z]9$5

%

Z%]!$5

%

=9]"$$5

进

行
!$

个循环%

=9]

延伸
Z13A

&用
"N

琼脂糖凝胶电泳检测

(*D

产物的片段大小是否正确,

)Y/

-

&将检验正确的样品

#]

冰箱保存备用&

":9:%

!

"%'7\?E

的序列测定及与标准株序列的比较
!

将

(*D

样品寄至上海华大生物工程有限公司测序%并通过登陆

?263<A24*CA6C7S<7[3<6C;8A<4<

LQ

IAS<71263<A

%运用
[253;

G<;24E43

L

A1CA6'C27;8K<<4

软件将测序结果与
OCAC[2AV

中的标准菌株
"%'7\?E

序列进行对比,

"$

-

&

9

!

结果与分析
9:"

!

耐胆盐菌株的分离

分离培养基
WD'

+

'G

+

K(,

+乳酸杆菌选择性琼脂培养

基+脑心浸液琼脂培养基!

[BI

#均为以溴甲酚紫为酸性指示

剂!

T

BZ:9

$

%:)

%黄'紫#并且含胆盐的选择性培养基&因为

乳酸菌分解代谢糖并且产酸%所以当菌落产酸时%培养基上

就有颜色由紫色变为红色或黄色的菌落&挑取较大直径的

红色或黄色的单菌落%对其进行革兰氏染色并镜检%筛选出

O

d

&将在石蕊牛奶试验中能够凝乳并使蓝紫色牛奶变为粉

红色的革兰氏阳性菌初步确认为乳酸菌,

""

-

&

以下为几种典型的镜检结果%见图
"

&由镜检图片可观

察出图
"

!

M

#+!

3

#及!

L

#的菌体为细长杆状&图
"

!

P

#显示的菌

体与前者比较稍短且部分呈0

,

1字形&而图
"

!

2

#中菌体为

稍粗的杆状&从图
"

!

;

#+!

C

#+!

S

#及!

8

#中可观察出菌体为短

杆状甚至接近球状&

9:9

!

耐胆盐菌在
T

BZ:$

条件下的耐酸筛选结果

将分离出来的
#9

株耐胆盐菌株接种到
T

BZ:$

的
WD'

!#

基础研究
!

9$"=

年第
%

期



液体培养基%分别在
$

%

#

%

%

%

)8

取样%用酶标仪检测在

%$$A1

下的
J\

值%其中有
"$

株菌的
J\

值增加&

J\

值

变化的情况见图
9

&结果显示%

"$

株待选菌株均能在
T

BZ:$

环境下生长%

J\

值变化范围集中在
%:="N

$

!#:ZZN

%其中

&WZ

的增长率最大%达
!#:ZZN

&由于菌株
#0Z

+

Z09

的增长

率较低%因此认为此
9

株菌其酸耐受能力不明显&最终选择

)

株菌进行
T

B#:$

的耐酸能力筛选&

图
"

!

革兰氏染色结果!

"$$$̂

"

-3

L

@7C"

!

DC5@46<S

L

7215623A3A

L

!

"$$$̂

"

图
9

!T

BZ:$

环境下菌株生长情况

-3

L

@7C9

!

O7<U685626@5<S56723A53A

T

BZ:$

9:!

!

)

株菌在
T

B#:$

条件下的耐酸筛选结果

从
T

BZ:$

环境下筛选出的
)

株菌进行
T

B#:$

环境下的

耐酸筛选&将
)

株菌接种至
T

B

值已调至
#:$

的
WD'

液体

培养基上%放入酶标仪测定其
%$$A1

下
$

%

#

%

%

%

)8

的
J\

值&筛选出在上述环境中能够生长的菌株共
)

株%

J\

值见

图
!

&结果显示%

)

株菌在
T

B#:$

环境下均有生长&

J\

值

变化范围集中在
Z:))N

$

Z#:Z)N

%因此最终选择
)

株菌进行

T

B!:Z

的耐酸能力筛选&同时%将此环境下菌株生长情况与

T

BZ:$

培养基中试验菌株的生长情况进行比较%总体来说大

部分菌株的
J\

值增长率呈减小趋势&

9:#

!

!

株菌在
T

B!:Z

条件下的耐酸筛选结果

由图
#

可知%在
$

$

)8

在
T

B!:Z

的
WD'

培养基中%筛

选出在
T

B!:Z

酸性环境下均能生长的
!

株菌%即
Z0Z

+

&WZ

+

&[#

&其中
&WZ

在
$

$

)8

内所增长的
J\

值幅度最大%达

""%:$#N

%说明它在
T

B!:Z

条件下生长情况良好&以上
!

株

菌对
T

B!:Z

酸性具有一定耐受能力%有必要在
T

B!:$

的环

图
!

!T

B#:$

环境下菌株生长情况

-3

L

@7C!

!

O7<U685626@5<S56723A53A

T

B#:$

图
#

!T

B!:Z

环境下菌株生长情况

-3

L

@7C#

!

O7<U685626@5<S56723A53A

T

B!:Z

境中继续培养%并作平板计数以测定
$

$

!8

的活菌数和存

活率%便于进一步作酸耐受性的评价&

9:Z

!

!

株乳酸菌的
T

B!:$WD'

培养液耐受性筛选试验结果

T

B!:$

为耐受试验计划的最高酸度%不同菌株对酸的耐

受性差异较大&经过
T

BZ:$

%

#:$

%

!:Z

的耐酸筛选后%筛选出

的
Z0Z

+

&WZ

+

&[#

&将供试菌株接入
T

B!:$

的
WD'

液体培

养基中%

!=]

厌氧培养%分别于
"

%

9

%

!8

取出部分菌液进行

活菌计数并计算存活率&

由表
"

可知%不同菌株在
T

B!:$

环境中耐受性有较大

差异%菌株对酸性环境耐受性随培养时间的延长而降低&在

T

B!:$

环境中生长
"8

后%菌数下降都很明显%但是
Z0Z

菌株

下降了
Z

个数量级%而且在培养
98

后
Z0Z

菌株便不再存活%

表明在较低酸性的环境不利于
Z0Z

的存活&

&WZ

对酸的耐

受性最强%在
T

B!:$WD'

液体培养基中
!=]

厌氧保温
!8

后存活率达到
#%N

%

&[#

在
9

$

!8

的存活率几乎为
$

%根据

之前不同酸度下菌株的生长情况%选择对酸耐受性最强+最

稳定的
&WZ

作为分子生物学
"%'7\?E

鉴定的对象&

表
"

!T

B!:$

条件下存活菌数

K2M4C"

!

>32M4CA@1MC7<SR32M4CM2;6C7323A

T

B!:$

"̂$

Z

*-̀

(

1G

!

时间(
8 Z0Z &WZ &[#

$ "#%:=$$e9:Z"$ /%:%$e9:Z! =":%$$e":"Z$

" $:$$9e$:Z)$ ":%9e$:Z) $:99$e$:$)$
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9:%

!

扩增产物测序及分析

回收的扩增产物由上海华大生物工程有限公司测序&

采用
[GE'K

将菌株
&WZ

的
"%'7D?E

序列进行比对%经比

对后发现%与
&WZ"%'7\?E

序列同源性最高者为
1&8D<I&'

8/??)C

O

?&*D&>)E

%相似性为
//N

%因此初步鉴定菌株
&WZ

为一株植物乳杆菌!

1&8D<I&8/??)C

O

?&*D&>)E

#

,

"9

-

&

!

!

结论
本研究从婴儿粪便中分离出

#9

株耐胆盐的乳酸菌%对

其进行了石蕊牛奶试验鉴定&以菌株的耐酸受性+

J\

值+存

活率+活菌变化数等稳定性指标对菌株进行筛选%共筛选出

在
T

B!:Z

环境下能够生长的
!

株菌
Z0Z

+

&WZ

+

&[#

&其中对

酸和胆盐的耐受能力最强最稳定的是
&WZ

%它在
T

B!:$

条

件下培养
"

%

9

%

!8

后的存活率分别为
=ZN

%

%#N

%

#%N

&对

菌株进行
"%'7\?E

鉴定%结果表明
&WZ

与
1&8D<I&8/??)C

O

?&*D&>)E

同源性达到了
//N

,

"!Y"#

-

&

本研究发现
&WZ

菌株对酸和胆盐的耐受性较高%具有

进一步研究的可行性&由于该株乳酸菌是人源性的%具有公

认的安全性%可以将其应用于乳制品+功能性益生菌制剂直

接应用于人体%也可以制成其它市场所需的产品%为以后的

乳酸菌生理功能的开发研究提供了新的菌种资源&
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