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摘要!以传统泡菜中分离出的
;"

株乳酸菌为对象!通过耐

酸"抗人工胃液和抗胆盐试验!确定传统泡菜中具有良好抗

性的乳酸菌!并使用
#$PHZ%U

序列和系统发育树分析良好

抗性乳酸菌的种属关系#试验结果表明!

;"

株乳酸菌中编

号
SaR)!5

和
SaR)<"

两株菌对人工胃液和胆盐具有较强

的耐受能力!其在人工胃液中的存活率分别为
5:7!#?

和

'"Y;9?

!在
"7<?

胆盐中的生长效率分别为
##75;?

和

9Y<9?

%经
#$PHZ%U

序列和系统发育树分析!

SaR)!5

和

SaR)<"

均为干酪乳杆菌'

!3EA'?3E,GG0IE3I;,

(#该研究筛选

出的
!

株抗性干酪乳杆菌!可作为潜在益生菌进一步探索其

生理功能!以期用于开发益生菌产品#

关键词!泡菜%乳酸菌%耐受能力%人工胃液%胆盐

23-45674
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中国传统发酵食品历经长时间自然发酵$其中含有大量

未知+有待开发利用的乳酸菌资源$是筛选益生菌的重要来

源)

#

*

%泡菜作为中国传统发酵食品$西南地区居民都有制作

泡菜的习惯$而由不同地区+不同工艺+不同蔬菜制成的泡

菜$其中蕴含的乳酸菌菌属也各有不同%泡菜发酵过程中优

势菌群主要为乳杆菌属和明串珠菌属)

!Q<

*

%有研究)

;Q:

*表

明$自泡菜中分离的乳酸菌大多数性状优良$能作为潜在益

生菌%

T/61

M

>,

等)

;

*通过研究菌株的功能特征及安全性评

价$发现分离自泡菜的
:

株植物乳杆菌均能作为潜在益生

菌%

B11

等)

:

*自泡菜中分离筛选出一株具有高抗菌活性的

植物乳杆菌
BV̀ ::

$可用于研制一种新型发酵剂%

益生菌是一类能在人体内产生有益作用的活性微生物$

具有增强人体免疫力+调节胃肠道菌群+防止生殖系统感染+

降低血清胆固醇+抗氧化+抗肿瘤等生理功能)

$

*

$常被用于食

品)

:

*

+医药)

9

*和饲料)

5

*等领域%当前$中国益生菌研究应用

起步较晚$益生菌资源开发不足$市场上益生菌产品多依赖

于国外菌种)

'

*

%充分利用中国现有资源$筛选优良菌株$开

发自主知识产权益生菌菌株和相关产品具有重要意义%益

生菌在人体中发挥其益生功能得益于其优良的抗消化道环

境胁迫能力$对益生菌株的筛选要优先考虑其克服胃液和胆

盐胁迫的能力)

#"

*

%本试验通过对传统泡菜中的
;"

株乳酸

菌进行抗人工胃液+抗胆盐能力研究$以期筛选出性能较好

的菌株$为后续功能性开发+益生菌研究及应用提供理论

依据%

$!
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!

材料与方法
#7#

!

材料与仪器

#7#7#

!

材料与试剂

;"

株乳酸菌"从重庆市北碚区传统泡菜中分离$保藏于

西南大学食品科学学院(

SRP

肉汤培养基+琼脂+琼脂糖+胃蛋白酶
#

%

#""""

+

牛胆盐"生化试剂$北京索莱宝科技有限公司(

巯基乙酸钠+盐酸"分析纯$成都市科龙化工试剂厂(

:"]DU(

工作液!

P/-+HF,/

#+

(

Z%U

'

V,2L

)

+

!]D+

^

WXRS+6G1HS,.U

A

+H

+

#""F

M

Z%UB+LL1H

+

$]Z%UB/+L,2

A

4̀JJ1H

+细菌基因组
Z%U

提取试剂盒"天根生化科技!北京#

有限公司(

上游引物!正向引物#

!9a

!

:)UcUcDDDcUDXXDc)

cXDXU)<

#+下游引物!反向引物#

#;':R

!

:)XDUXccXDUX)

XDDcDDUXcU)<

#"由生工生物工程!上海#股份有限公司

合成%

#7#7!

!

主要仪器设备

洁净工作台"

PO)X>)!a

型$苏州安泰空气技术有限

公司(

恒温培养箱"

cVW)'#$"

型$上海齐欣科学仪器有限

公司(

生物显微镜"

_BTSWCP)̀ k;<

型$日本奥林巴斯公司(

高速冷冻式离心机"

:5#"

型$德国
(

MM

12L/HJ

公司(

紫外分光光度计"

,̀/P

M

18)S,2,

型$日本岛津公司(

M

V

计"

WVP)<X

型$上海仪电科学仪器股份有限公司(

梯度
WXR

仪"

P#"""DE1H*+-X

I

8-1H

型$美国
,̀/)R+L

公司(

小型水平电泳槽"

S,2,)P4FX1--cD

型$美国
,̀/)R+L

公司(

凝胶成像系统"

c121c12,46

型$英国
P

I

2c121

公司%

#7!

!

方法

#7!7#

!

活化菌株
!

将
Q!"@

+甘油保存的乳酸菌按
!?

的接

种量接种到
SRP

液体培养基中$

<9@

摇床培养
#5E

$得到

第一代菌液$于
SRP

固体培养基中进行划线培养$

;5E

后挑

取单菌落进行涂片+革兰氏染色+镜检$初步判断各菌株是否

为纯种乳酸菌%活化
!

次后的菌株放在
;@

冰箱中备用%

#7!7!

!

初筛
!

取
: *B

活化好的菌液
<"""H

'

*,2

离心

#"*,2

$获得菌株沉淀$用无菌生理盐水洗涤
!

次$再将菌泥

重悬于
:*B

的无菌生理盐水中$制成菌浊液%用
#*/-

'

B

VX-

调节
SRP

液体培养基至
M

V<7"

$接种
!?

活化好的乳

酸菌菌悬液$于
<9 @

静 置 培 养
!;E

后$测 其 吸 光 值

-&

$""2*

)

##

*

$选择在此条件下生长较好的菌株进行下一步

试验%

#7!7<

!

抗人工胃液试验

!

#

#人工胃液的配制"取一定量的蒸馏水$加入
"7!?

%+X-

!质量浓度#+

"7<:?

胃蛋白酶!质量浓度#$充分溶解后

用
#*/-

'

B

的盐酸调节溶液酸碱度至
M

V<7"

$再用
"7!!

&

*

微孔滤膜过滤除菌$所得无菌人工胃液需现配现用)

#!

*

%

!

!

#取活化好的菌液
:*B

$离心!

<"""H

'

*,2

$

#"*,2

#

获得菌株沉淀$用无菌生理盐水洗涤
!

次$重悬于
:*B

无菌

生理盐水中制成菌浊液%菌浊液与人工胃液按
#

%

'

!体积

比#混合$于
<9@

分别处理
"

$

<E

$处理后用生理盐水进行

#

%

#"

倍稀释$采用涂布平板法进行活菌记数!

<9@

恒温培

养
;5E

#%每组做
<

次平行试验$结果以1平均值
e

标准方

差2来表示$按照式!

#

#计算菌株对人工胃液的耐受力)

#<

*

%

P[

S

#

S

!

]#""?

$ !

#

#

式中"

P

&&&胃液中的存活率$

?

(

S

#

&&&处理
<E

的活菌数$

XaC

'

*B

(

S

!

&&&处理
"E

的活菌数$

XaC

'

*B

%

#7!7;

!

胆盐中生长效率的测定
!

选用在人工胃液中存活率

大于
:"?

的菌株进行该试验$按
!?

的接种量取活化好的乳

酸菌菌液分别接种于含
"7"?

$

"7":?

$

"7#?

$

"7!?

$

"7<?

$

"7:?

$

#7"?

质量浓度的牛胆盐
SRP)DVb_

液体培养基中

!

SRP

液体培养基加
"7!?

的巯基乙酸钠#$

<9@

摇床培养

!;E

$以未接种的
SRP)DVb_

液体培养基为对照$对上述不

同质量浓度液体培养基的
-&

$""2*

值进行测定%每组做
<

次

平行试验$结果以1平均值
e

标准方差2来表示$按照式!

!

#计

算菌株对胆盐的耐受力)

#<Q#;

*

%

P[

$

#

$

!

]#""?

$ !

!

#

式中"

P

&&&生长效率$

?

(

$

#

&&&含胆盐培养基
-&

$""2*

(

$

!

&&&不含胆盐培养基
-&

$""2*

%

#7!7:

!

优良乳酸菌
#$PHZ%U

序列同源性分析
!

对人工胃

液和胆盐耐受能力较强的乳酸菌进行
#$PHZ%U

序列同源

性分析$按照细菌基因组
Z%U

提取试剂盒使用说明书提取

总
Z%U

%

!:

&

BWXR

反应体系为"

#"

&

*/-

'

B

引物!

#;':R

和
!9a

#各
#

&

B

+

Z%U

模版
#

&

B

+

!]D+

^

WXR S+6G1H*,.

#!7:

&

B

+无菌超纯水
'7:

&

B

%

WXR

反应程序)

#:

*

"

';@

预变

性
:*,2

(

';@

变性
;:6

$

:<@

退火
;:6

$

9!@

延伸
'"6

$共

<"

次循环(

9! @

继续延伸
#"*,2

%反应结束后$取
:

&

B

WXR

产物用
#7:?

"

!7"?

的琼脂糖凝胶电泳进行检测$再将

WXR

产物送华大科技有限公司测序$测序结果用
%X̀b

中的

B̀UPD

程序进行同源性比对分析%

#7!7$

!

构建系统发育树
!

从
c121̀+2f

中调取与所测乳酸

菌
#$PHZ%U

序列较为相近的乳酸菌序列作为参考序列$用

S(cU$7"

软件中的
%1,

A

EF/H)>/,2,2

A

方法构建抗性菌株的

同源序列系统发育树)

#$

*

%

!

!

结果与分析
!7#

!

菌株活化

保藏于甘油!

Q!"@

#中的乳酸菌$活化后结果见图
#

$菌

株在平板上的菌落形态单一$可初步判定菌株为纯种%经革

兰氏染色$镜检后$其细胞呈紫色且形态均一$表明其为革兰

氏阳性菌且为纯种%因此$活化后的菌株可用于后续试验%

9!

基础研究
!

!"#9

年第
9

期



图
#

!

菌落形态与菌株镜检图'

SaR)<5

(

a,

A

4H1#

!

DE1

M

,8G4H1/J8/-/2,+-*/H

M

E/-/

AI

+2L/F61HK,2

A

*,8H/68/

MI

'

SaR)<5

('

]#"""

(

!7!

!

初筛试验

以菌液吸光度值为初筛依据%吸光值
-&

$""2*

$

"7":"

的菌液$认定为不生长!

Q

#$吸光值
"7":"

$

-&

$""2*

$

"7##"

的菌液$认定为生长状况较差!

\

#$吸光值
-&

$""2*

#

"7##"

的菌液$认定为生长状况良好!

\\

#

)

#9

*

%

由表
#

可知$在
M

V<7"

的耐酸试验中$有
!<

株乳酸菌

生长良好$

9

株生长较差$其余
#"

株未生长%表明有
<"

株乳

酸菌对酸性环境具有耐受性$因此选择这些菌株进行人工胃

液试验%

!7<

!

人工胃液试验

人体消化道是人体对抗外界病原微生物的生理屏障$通

表
#

!

菌液吸光度值的测定结果j

D+F-1#

!

DE1H164-G/JL1G1H*,2+G,2

A

GE1+F6/HF+281

K+-41/JF+8G1H,+-J-4,L

菌株编号
吸光值

-&

$""2*

生长状况 菌株编号
吸光值

-&

$""2*

生长状况

SaR)# "7#;' \\ SaR)!# "7#;; \\

SaR)! "7##9 \\ SaR)!! "7"'' \

SaR)< "7"55 \ SaR)!< "7"<< Q

SaR); "7#$! \\ SaR)!; "7";: Q

SaR): "7"': \ SaR)!: "7"'$ \

SaR)$ "7";" Q SaR)!$ "7##' \\

SaR)9 "7"<' Q SaR)!9 "7#:" \\

SaR)5 "7";; Q SaR)!5 "7#5# \\

SaR)' "7#:< \\ SaR)!' "7"<: Q

SaR)#" "7#<" \\ SaR)<" "7#'< \\

SaR)## "7#95 \\ SaR)<# "7#'; \\

SaR)#! "7#9" \\ SaR)<! "7#!< \\

SaR)#< "7#5' \\ SaR)<< "7#<9 \\

SaR)#; "7";# Q SaR)<; "7#9# \\

SaR)#: "7#$; \\ SaR)<: "7#55 \\

SaR)#$ "7#;5 \\ SaR)<$ "7#"; \

SaR)#9 "7#:< \\ SaR)<9 "7##9 \\

SaR)#5 "7"<9 Q SaR)<5 "7"<$ Q

SaR)#' "7#!# \\ SaR)<' "7#"! \

SaR)!" "7"<' Q SaR);" "7"'" \

!

j

!

1

\\

2为生长良好$1

\

2为生长较差$1

Q

2为不生长%

过消化道的食物中绝大多数微生物都会失活%益生菌要想

发挥其益生功能$就必须具备通过胃肠道并存活的能力%胃

酸是胃液中的主要成分$能通过改变细胞膜的通透性$致使

细菌裂解死亡%乳酸菌耐酸机制主要包括双组分信号转导

系统$胞内外
M

V

平衡调节$细胞膜脂肪酸成分变化$受损蛋

白质+

Z%U

修复能力等)

#5

*

%除胃酸之外$胃蛋白酶等物质

也具有抗菌性%通过测定益生菌在模拟胃液中的存活率来

判断其耐受能力$更符合实际意义%一般情况下$人体胃液

M

V

常为
<7"

左右$食物通过胃的时间常为
#

"

!E

$以人工胃

液
M

V<7"

和作用时间
<E

为筛选依据)

#<

*

%

由表
!

可知$不同乳酸菌在人工胃液中的存活率是不同

的$

<"

株乳酸菌中除去
#!

株未能存活$其余
#5

株的存活率

都分别介于
"7"5?

"

'"7;9?

$其中存活率
#

:"?

的乳酸菌有

表
!

!

菌株对人工胃液耐受能力的测定结果

D+F-1!

!

DE1H164-G/JL1G1H*,2+G,2

A

GE1G/-1H+281/J

6GH+,26G/+HG,J,8,+-

A

+6GH,8

3

4,81

菌株编号
菌落数'!

XaC

,

*B

Q#

#

处理
"E

处理
<E

存活率'
?

SaR)# #7"#]#"

5

:7'<]#"

9

:579$e#795

SaR)! $7;9]#"

9

;7:"]#"

9

$'7:;e#7'9

SaR); $7;9]#"

'

Q Q

SaR)' 97!9]#"

9

;7:"]#"

9

$#7''e#7'9

SaR)#" :7"<]#"

9

#7<9]#"

:

"7!5e"7"$

SaR)## #7<$]#"

9

Q Q

SaR)#! 57;"]#"

9

<7:9]#"

9

;!7!'e<7<"

SaR)#< 97'9]#"

9

;75"]#"

9

:'79<e57<;

SaR)#: <7'"]#"

9

Q Q

SaR)#$ 97'<]#"

9

:7#9]#"

9

$7;5e"79'

SaR)#9 #7<']#"

5

97:"]#"

9

:;7<#e:7#;

SaR)#' #7"']#"

9

<7:<]#"

$

<!7#!e:75!

SaR)!# 57;"]#"

9

:7;<]#"

9

$;799e!7:9

SaR)!$

#7":]#"

5

<75"]#"

9

<$7::e;7$#

SaR)!9 #7"<]#"

5

:7"9]#"

9

;'7":e:7#"

SaR)!5 #7<$]#"

5

#7#$]#"

5

5:7!#e:7:5

SaR)<" #7$:]#"

5

#7:"]#"

5

'"7;9e'7'$

SaR)<# !759]#"

9

Q Q

SaR)<! 97'"]#"

9

Q Q

SaR)<< :7"9]#"

9

;7""]#"

;

"7"5e"7"!

SaR)<; ;7!<]#"

9

<799]#"

$

'7!5e!7<$

SaR)<: 9759]#"

9

#7"!]#"

9

#!7'!e"755

SaR)<9 #7""]#"

5

57!9]#"

$

57!<e"7#!

SaR)< #7!$]#"

'

Q Q

SaR): ;7#<]#"

9

Q Q

SaR)!! :7"<]#"

5

Q Q

SaR)!: '7$<]#"

5

Q Q

SaR)<$ '7<9]#"

9

Q Q

SaR)<' <7;9]#"

5

Q Q

SaR);"

;7#"]#"

5

Q Q

5!
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SaR)#

+

SaR)!

+

SaR)'

+

SaR)#<

+

SaR)#9

+

SaR)!#

+

SaR)

!5

和
SaR)<"

$而存活率
#

5"?

的乳酸菌就只有
SaR)!5

和
SaR)<"

%熊强等)

#'

*通过对自制泡菜中分离筛选出的

$

株植物乳杆菌进行模拟胃液试验$发现有
;

株菌的存活

率在
5"?

以上%

h,1-,l6f+Z

等)

!"

*研究泡菜黄瓜和白菜样

品中
#:

株乳酸菌的抗胃液能力$发现所有菌株存活率均在

':?

左右%赵芳等)

!#

*从健康人肠道和奶豆腐中初筛出
5

株

乳酸菌$进行人工胃液试验$发现其存活率均低于
#:?

$需

进一步通过驯化提高其抗胃液能力%与之相比$自传统泡

菜中分离筛选出的
SaR)!5

和
SaR)<"

在模拟胃液中的存

活率均高于
5"?

$分别为
5:7!#?

和
'"7;9?

$具备较高的

抗性%

!7;

!

不同胆盐浓度下乳酸菌的生长效率

胆盐是由肝细胞分泌的胆汁酸与甘氨酸或牛磺酸结合

而形成的钠盐或钾盐$具有杀菌作用$在十二指肠中的质量

浓度一般为
"7"<?

"

"7<?

%抗胆盐能力是肠道微生物定值

和发挥代谢活性的先决条件$能作为筛选益生菌的重要特

征%研究表明乳酸菌耐胆盐机制主要与胆盐水解酶+表层蛋

白+自身细胞膜等有关)

#5

*

%采用胆盐生长效率来评价菌株

耐胆盐能力$与测定胆盐存活率和胆盐生长迟滞期等试验相

比$更简便省时%本试验设计了
"7":?

$

"7#"?

$

"7!"?

$

"7<"?

$

"7:"?

$

#7""?$

个胆盐浓度%

由表
<

可知$

5

株乳酸菌在高胆盐浓度下$生长效率均受

到抑制$可能是高盐环境至乳酸菌破裂死亡%陈孝勇等)

#<

*

从传统发酵牛乳中分离筛选出
$

株优良乳酸菌$其在
"7<?

胆盐中的生长效率均在
!"?

"

<:?

%南晓芳)

!!

*从豆豉和腐

乳样品中筛选出
:

株耐盐乳酸菌$其在
"7<?

胆盐中的生长

效率均为
#"?

"

#:?

%相比之下$自泡菜中筛选出的菌株

SaR)!5

和
SaR)<"

具备一定的抗胆盐能力$在
"7<?

胆盐中

的生长效率分别为
##75;?

和
97<9?

$说明
!

株菌种可以在

该浓度胆盐条件下缓慢生长$可以作为潜在益生菌%为更准

确地评价这
!

株菌的特性$还需进一步进行动物试验%

表
<

!

菌株在胆盐中生长效率的测定结果

D+F-1<

!

DE1H164-G/JL1G1H*,2+G,2

A

GE1

A

H/0GE1JJ,8,128

I

/J6GH+,26,2F,-16+-G ?

菌株编号
"7":? "7#"? "7!"? "7<"? "7:"? #7""?

SaR)# ;#7#$e!7$" $7#5e"7'< <7!:e"79; #7:5e"7;' #7"9e"7<' "79<e"7:5

SaR)! <'7<'e<7"$ ;7#5e#7!! #7<<e#7"' !7"9e"7$: "7'!e"7;" "7!"e"7#!

SaR)' ;'7!9e#759 :7<!e#7<$ !755e"79; #7:$e"7!9 "7;9e"7!" Q

SaR)#< <97$5e#7'$ !7;$e"75" #7<<e"79" #7#!e"7;< "7:#e"7;: "7#;e"7#"

SaR)#9 !'79'e;75! !7"9e#7"< #7<9e"7$: #7$"e"7<: "7:$e"7;; "79<e"7!'

SaR)!# #<7"9e<7!' "79:e"7!$ "7$$e"7"' "7"'e"7"; Q Q

SaR)!5 :$7#$e!7!' #!7#<e#7"# ##755e"79< ##75;e"7#5 #"7:$e"7$: #"7;$e"7:5

SaR)<" :57!:e;7<9 ##7''e#7#" #"7;<e"7'; 97<9e"7<! 97:"e"7!: $7#:e"75!

!7:

!

潜在益生菌株
#$PHZ%U

的
WXR

扩增

经上述体外筛选试验$综合得出抗人工胃液和抗胆盐能

力较强的菌株为
SaR)!5

和
SaR)<"

$并对其进行
#$PHZ%U

序列同源性分析%由图
!

可知$

WXR

扩增产物在
#:""F

M

S+Hf1H

条带附件出现一条明亮的条带而无拖尾现象$阴性

对照未见条带$说明
WXR

扩增成功$与预期效果相同%

!!

#$PHZ%U

序列分析可以确定微生物菌种之间的亲缘关

系%当菌株之间的
#$PHZ%U

序列同源性高于
'97:?

时$认

为它们为同种%由表
;

可知$

SaR)!5

号和
SaR)<"

号乳酸

菌均 为 干 酪 乳 杆 菌 !

!3EA'?3E,GG0IE3I;,

#且 同 源 性 都

为
#""?

%

!7$

!

系统发育树

由图
<

可知$

SaR)!5

和
SaR)<"

与干酪乳杆菌都聚在

同一 个分支上$同源性为
#""?

$由此可判断出
SaR)!5

和

SaR)<"

均为干酪乳杆菌$乳酸菌菌株系统发育树分析结果

与
#$PHZ%U

序列同源性分析结果是一致的%

S7#""F

M

Z%UB+LL1H

!

"7

阴性对照
!

#7SaR)!5

!

!7SaR)<"

图
!

!

优良益生菌
#$PHZ%U

的
WXR

扩增产物凝胶电泳图

a,

A

4H1!

!

c1-1-18GH/

M

E/H16,6 *+

M

/JWXR +*

M

-,J,8+G,/2

M

H/L48G6/J

M

H/F,/G,86#$PHZ%U

表
;

!

抗性菌株的鉴定结果

D+F-1;

!

DE1H164-G6/J,L12G,J

I

,2

A

H16,6G+2G6GH+,26

菌株编号
M

V<7"

人工胃液

的存活率'
?

"7<?

胆盐生长

效率'
?

拉丁名 中文名 同源性

SaR)!5 5:7!#e:7:5 ##75;e"7#5 !3EA'?3E,GG0IE3I;,

干酪乳杆菌
#""?

SaR)<" '"7;9e'7'$ 97<9e"7<! !3EA'?3E,GG0IE3I;,

干酪乳杆菌
#""?

'!

基础研究
!
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图
<

!

基于抗性菌株
#$PHZ%U

构建的系统发育树

a,

A

4H1<

!

WE

I

-/

A

121G,8GH11F+61L/2#$PHZ%U61

^

412816/JGE1H16,6G+281/J6GH+,26

<

!

结论
在

;"

株分离自传统泡菜的乳酸菌中筛选出
!

株$分别

为干酪乳杆菌!

!3EA'?3E,GG0IE3I;,

#

SaR)!5

和干酪乳杆菌

!

!3EA'?3E,GG0IE3I;,

#

SaR)<"

$其对胃液和胆盐均具有良好

的抗受性$在
M

V<7"

人工胃液中存活率分别为
5:7!#?

和

'"7;9?

$在
"7<?

的胆盐中生长效率分别为
##75;?

和

97<9?

%可作为潜在益生菌进一步对其进行功能评价$为研

发益生菌制品提供了依据%
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