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人源乳酸菌耐酸耐胆盐能力及降胆固醇作用研究
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摘要!利用选择性培养基!人工胃液及含胆盐培养基"从如皋

长寿地区的人群肠道中分离筛选出耐酸耐胆盐能力较强的

乳酸菌"并研究其降胆固醇能力及方式#结果表明"分离筛

选的
%$

株乳酸菌在
E

F!;$

的人工胃液中存活率均
"

!$G

$

来源于中年组!老年组及长寿组的乳酸菌存活率分别为

%,G

"

#"G

"

#$G

"均显著高于青少年组%

H

#

$;$'

&$在
$;!G

及
$;'G

胆盐培养基中的存活率均
"

&$G

"老年组及长寿组

的乳酸菌在
$;!G

胆盐培养基中的存活率分别为
'!;('G

"

'';&%G

"均显著高于青少年组和中年组%

H

#

$;$'

&$来源于长

寿组的乳酸菌降胆固醇能力显著高于中年组%

H

#

$;$'

&"其

中"乳杆菌属与魏斯氏菌属的胆固醇降解率显著高于肠球菌

属%

H

#

$;$'

&"其降胆固醇的主要方式为细胞吸收和共沉淀#

来源于长寿地区人群的乳酸菌耐酸耐胆盐能力及降胆固醇

能力较强"其中长寿组的乳酸菌要高于其他年龄组#

关键词!乳酸菌$降胆固醇$耐酸耐胆盐$长寿地区$年龄组

23-45674
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膳食中的胆固醇是人体所需胆固醇的重要来源%但由于

现代人类生活方式的改变%人们从膳食中获得的胆固醇已超

过人体自身所需)

"

*

%过量胆固醇的吸收也使得血清中的胆固

醇水平过高%进而导致心血管等疾病的发生)

&

*

$而药物是心

血管等疾病的主要治疗方式%但对机体有一定的负面作用且

成本较高%不是疾病长期治疗的最适方案&有研究)

!

*表明%

血清中胆固醇水平的降低对于心血管病的发生具有较好的

预防作用$也有研究)

.

*发现%乳酸菌能够降低人和动物血清

中的胆固醇水平&

进一步研究)

'

*发现%当益生菌的使用对象与其来源相一

"



致时%其对使用对象的益生功能就会得到增强$而由于来源

于体外的益生菌的生长条件与其在宿主体内的生长条件差

异较大%不利于其在宿主胃肠道内的存活&由此%许多研究

人员)

%

*认为最适的益生菌菌株最好是来自于宿主自身的胃

肠道%这样才能在宿主胃肠道的胃酸+胆汁等一系列不良环

境中存活下来%进而发挥其益生作用&所以来源于长寿地区

人群的具有降胆固醇作用的乳酸菌是理想的辅助降胆固醇

候选益生菌株%但是不同来源及不同种属的乳酸菌耐酸耐胆

盐能力及降解胆固醇能力对益生乳酸菌的筛选起着重要作

用%同时其降胆固醇的方式包括细胞吸收+共沉淀等%也对降

胆固醇益生菌的筛选产生了较大的影响)

#S(

*

&目前关于这

方面的研究较少%麦热姆妮萨,艾麦尔)

,

*研究了来源于长寿

地区长寿人群肠道乳酸菌的胆固醇降解能力及耐胆盐能力%

但是关于来源于长寿地区不同年龄人群!青少年+中年+老

年+长寿#的乳酸菌降解胆固醇及耐胆盐能力是否具有差异

性还缺乏进一步的研究&因此%本研究拟从如皋长寿地区的

人群粪便中分离筛选出具有耐酸耐胆盐功能的乳酸菌%研究

不同年龄人群及不同种属来源的乳酸菌的降胆固醇能力及

其体外降胆固醇的方式%为来源于长寿地区人群的乳酸菌具

有较强耐酸耐胆盐能力及降胆固醇能力提供理论依据&

"

!

材料和方法
";"

!

材料与仪器

";";"

!

材料与试剂

胃蛋白酶"分析纯%北京索莱宝科技有限公司$

胆固醇"分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

胆盐"分析纯%美国
T3M>A

公司$

=BRH

+

R2

U

酶+引物"上海生工生物工程技术服务有限

公司$

细菌基因组
TB-

提取试剂盒"上海生工生物工程公司&

";";&

!

主要仪器设备

超净工作台"

VW0X*0"Y

型%苏州净化设备有限公司$

生化培养箱"

VHZ0"'$+VF

型%上海新苗医疗器械制造

有限公司$

全自动灭菌锅"

*Y0VZ0'$$

型%日本
RC[\

公司$

水平电泳槽"

F/0"&$

型%上海天能仪器设备有限公司$

HXP

仪"

[2ND<5>

9

>4<5?<68N

型%德国
/

EE

<?=A5M

公司

凝胶成相系统"

R]V0&$&%

型%上海天能仪器设备有限

公司$

显微镜"

C4

9

1

E

8NXZ."

型%日本
C4

9

1

E

8N

公司$

高速冷冻离心机"

F&'$$P0&

型%长沙湘仪离心机仪器有

限公司$

厌氧工作站"

+8

7

JA6

型%英国
P8N̂3??

公司&

";&

!

方法

";&;"

!

主要试剂的配制

!

"

#模拟人工胃液及胆盐培养基"参考文献)

"$

*

&!

&

!

&

#胆固醇培养基"参考文献)

""

*的方法制备胆固醇胶束%

将其加入到
[PV

液体培养基中%使其终浓度为
$;"1

7

(

1I

%调

整
E

F

至
%;'_$;&

%

"&"`

灭菌
"'13?

%冷却备用&

";&;&

!

乳酸菌的分离
!

将从江苏如皋长寿乡采集的不同年

龄人群)青年组!

#

..

岁#+中年组!

.'

"

',

岁#+老年组!

%$

"

(,

岁#+长寿组!

"

,$

岁#*的粪便样品经梯度稀释后%采用选

择性培养基分离样品中的乳酸菌)

"&

*

%

!#`

培养
.(L

%分离纯

化菌落%并接种至
[PV

液体培养基中培养%

.`

冷藏备用&

";&;!

!

乳酸菌的鉴定
!

对乳酸菌进行革兰氏染色%并观察其

菌体形态%然后进行运动性+

)CF

等生理生化试验&参考文

献)

"!

*的方法提取乳酸菌的基因组
TB-

%并对其进行

"%V5TB-

扩增%检测扩增产物后进行测序%将测得序列与

]<?+2?̂

数据库进行同源性比对&

";&;.

!

乳酸菌的菌体处理

!

"

#乳酸菌菌体的洗涤"取活化好的
'1I

菌悬液离心

!

'$$$a

7

%

"$13?

#%收集菌体沉淀%用
'1IH+V

!

$;"1A4

(

I

%

E

F#;$

#缓冲液冲洗并重新悬浮沉淀菌体)

".

*

&

!

&

#乳酸菌菌体的破碎"取
"1IH+V

悬浮的菌悬液%加

入
"$

#

I

!

'$1

7

(

I

#溶菌酶及
"$

#

I

!

"$G VTV

#%

!#`

水浴

"L

%然后用超声波细胞粉碎机破碎%条件为
"!$W

+

&$ F̂:

%

.$G

破碎
"'

次!

"$N

(次#

)

".

*

&

";&;'

!

乳酸菌耐酸耐胆盐能力的测定
!

参考文献)

"$

*

&.的

方法%分别测定乳酸菌在
E

F!;$

和
E

F&;$

的人工胃液中及

含
$;!G

%

$;'G

胆盐的
[PV

培养基中培养
!L

的活菌数%按

式!

"

#计算其存活率&

Bb

!

"

!

&

a"$$G

% !

"

#

式中"

B

'''存活率%

G

$

!

"

'''

!L

的活菌数%

XYc

(

1I

$

!

&

'''

$L

的活菌数%

XYc

(

1I

&

";&;%

!

乳酸菌胆固醇降解率的测定
!

将乳酸菌按
!G

的接

种量接种至含胆固醇的
[PV

液体培养基中%

!#`

培养
&.L

后按
]+

(

R'$$,;"&(

'

&$$!

测定其胆固醇含量%并按式!

&

#

计算其降解率&

0#b

0

"

S0

&

0

"

a"$$G

% !

&

#

式中"

0#

'''胆固醇降解率%

G

$

0

"

'''未接菌的含胆固醇的
[PV

液体培养基中测得

的胆固醇
M%

值$

0

&

'''接种乳酸菌的含胆固醇的
[PV

液体培养基中

测得的胆固醇
M%

值&

";&;#

!

乳酸菌降胆固醇方式
!

根据文献)

".

*的方法测定乳

酸菌通过共沉淀及细胞吸收方式降解的胆固醇%分别按

式!

!

#+!

.

#计算共沉淀和细胞吸收的胆固醇降解率&

0#

"

b

5

J

a"$$G

% !

!

#

0#

&

b

!

!d%S5

#

J

a"$$G

% !

.

#

式中"

0#

"

'''共沉淀作用的胆固醇降解率%

G

$

0#

&

'''细胞吸收作用的胆固醇降解率%

G

$

5

'''培养 后 沉 淀 冲 洗 上 清 液 中 胆 固 醇 的 含 量%

#

7

(

1I

$

&

基础研究
!

&$"#

年第
"$

期



J

'''未接种的含胆固醇的
[PV

液体培养基中胆固醇

含量%

#

7

(

1I

$

!

'''菌体破壁后上清液中胆固醇的含量%

#

7

(

1I

$

%

'''破壁 后 乙 醇 悬 浮 上 清 液 中 胆 固 醇 的 含 量%

#

7

(

1I

&

";&;(

!

数据统计与处理
!

采用
VHVV",;$

软件对试验数据

进行显著性分析&

&

!

结果与分析
&;"

!

菌株的来源及其耐酸耐胆盐能力

从采集的
!"

份样品中分离得到
"$(

株菌株%对分离的

菌株进行革兰氏染色发现%

"$$

株菌株为革兰氏阳性%

,&

株

菌株无运动性%

(

株菌株产气$有
"%

株菌株过氧化氢酶试验

为阳性%

"&

株
)CF

试验为阴性%

"&

株菌株不产酸&综合分

析%将
"%

株非乳酸菌排除%将
,&

株菌初步判定为乳酸菌&

并筛选出耐酸+耐胆盐能力较强的乳酸菌%其来源及耐酸+耐

胆盐能力分别见表
"

和图
"

&

试验表明%筛选出的
%$

株耐酸+耐胆盐能力较强的乳酸

菌%其在
E

F&;$

和
E

F!;$

的模拟人工胃液中存活率均
"

!$G

%其在
$;!G

和
$;'G

的胆盐条件下的存活率均
"

&$G

&

图
"

表明%来源于中年组+老年组及长寿组的乳酸菌在
E

F

!;$

的人工胃液中的平均存活率均
"

%,G

%要显著高于青少

年组!

H

#

$;$'

#的
''G

%而且三者的乳酸菌在
E

F&;$

的人工

胃液中的平均存活率大于青少年组的%但不显著!

H

"

$;$'

#$

表
"

!

乳酸菌的来源

R2J4<"

!

RL<NA85><AMI-+

组别 菌株

长寿组
=&

+

M"

+

M'

+

M(

+

M&

+

M"(

+

A%

+

A,

+

O'

+

K,

+

2&

+

K'

+

K".

+

K"'

+

2M&$

+

J&

+

R&

老年组
>(

+双
>%

+

>"$

+

<&

+

7

"

+

7

#

+

7

"'

+双
7

"

+

U

'

+

=(

+

2=&$

+双
2=!

+

双
=(

+双
2D#

中年组
.̂

+

"̂$

+

"̂"

+

"̂.

+

O"

+

P"$

+

P""

+

P"&

+

P"(

+

2L&

+

2L".

+

2L"'

+

2L"%

+

2N"%

+

2N"#

青年组
双

*%

+

3,

+

R!

+

3""

+

2

Q

"&

+

2,

+

23#

+

23"%

+双
2A#

+

E

'

+

25"

+

2O"

+

25#

+

25",

同一指标不同字母表示数据存在显著差异!

H

#

$;$'

#

图
"

!

不同年龄组的乳酸菌耐酸!耐胆盐能力

Y3

7

85<"

!

RL<2J343D

9

AM2>3=2?=J34<N24DDA4<52?><AM42>D3>

2>3=J2>D<532M5A1=3MM<5<?D2

7

<

7

5A8

E

N

而来源于老年组和长寿组的乳酸菌在
$;!G

的胆盐条件下的

平均存活率均
"

'$G

%显著高于青少年组和中年组的
."G

!

H

#

$;$'

#%而且老年组和长寿组的乳酸菌在
$;'G

的胆盐条

件下要高于青少年组和中年组的%但不显著!

H

"

$;$'

#&

&;&

!

菌株的鉴定

&;&;"

!

生理生化试验
!

参考伯杰氏鉴定手册)

"'

*对
%$

株乳

酸菌的生理生化性质进行试验%部分菌株的试验结果见表
&

&

!!

分离筛选到的
%$

株乳酸菌经生理生化试验初步鉴定%

'

株为魏斯氏菌属!

L)*EE)33&N

EE

;

#%能在
"'`

和
.'`

条件下

生长%能利用蔗糖+果糖+纤维二糖%不能利用阿拉伯糖+木糖

和棉籽糖$

(

株为乳杆菌属!

0&:F2I&:*33.EN

EE

;

#%能在
"'`

和
.'`

条件下生长%能利用葡萄糖+果糖+麦芽糖+乳糖%不

能 利 用 山 梨 醇+木 糖+松 三 糖&

.#

株 为 肠 球 菌 属

!

#4F)<2:2::.EN

EE

;

#%能在
"'`

和
.'`

条件下生长%能利用

山梨醇+果糖+麦芽糖+甘露糖%不能利用木糖+棉籽糖&

表
&

!

乳酸菌的生理生化鉴定e

R2J4<&

!

RL<3=<?D3M3>2D3A?AM

E

L

9

N3A4A

79

2?=J3A>L<13ND5

9

AMI-+

项目
M& A, M" M' <&

细胞形态 球状 球状 杆状 杆状 短杆状

革兰氏染色
d d d d d

接触酶
S S S S S

运动性试验
S S S S S

硝酸盐还原试验
S S S S S

明胶液化试验
S S S S S

吲哚试验
S S S S S

产
F

&

V

试验
S S S S S

"'` d d d d d

.'` d d d d d

核糖
S d d d S

松三糖
S d S S d

鼠李糖
S d S S d

葡萄糖
d d d d d

乳糖
d d d d d

甘露醇
d d S S S

甘露糖
d d S d BT

麦芽糖
d d d d d

纤维二糖
d d S S d

棉籽糖
S S d d S

阿拉伯糖
d S d S S

木糖
S S S S S

果糖
d d d d d

山梨醇
d d S S S

蜜二糖
d S d d d

蔗糖
S d d d d

鉴定结果
屎肠

球菌

粪肠

球菌

罗伊乳

杆菌

发酵乳

杆菌

魏斯氏

菌属

!

e

!

-

d

.

,$G

菌株为阳性$-

S

.

,$G

菌株为阴性$-

BT

.表示未

测定&

!

第
!!

卷第
"$

期 陈大卫等"人源乳酸菌耐酸耐胆盐能力及降胆固醇作用研究
!



&;&;&

!

乳酸菌的
"%V5TB-

鉴定
!

采用
"%V5TB-

引物)

"!

*

对乳酸菌基因组
TB-

进行
HXP

扩增%得到特异性扩增产

物%检测后送至某测序公司进行测序%对测得的序列进行相

似性分析%结果见表
!

&

表
!

!

乳酸菌的
"%V5TB-

鉴定

R2J4<!

!

RL<3=<?D3M3>2D3A?AMI-+J

9

"%V5TB-

属 种 菌株

肠球菌
!

#4F)<2:2::.E9*<&)

7

#

+

P"$

+

P"&

#4F)<2:2::.E

@

&):&3*E

A,

+

=(

+

2=&$

+双
2=!

+双
=(

+双
7

"

+

U

'

+

P""

#4F)<2:2::.EA.<&4E

2L"%

+

.̂

+

"̂$

+

"̂"

+

"̂.

+

3,

+

R!

+

3""

+

23#

+

23"%

#4F)<2:2::.E

@

&):*.N

>(

+

M(

+

M&

+

M"(

+

7

"

+

25#

+

P"(

+

K,

+

2&

+

K'

+

K".

+

K"'

+双
2A#

+

E

'

+

25"

+

2O"

+

2M&$

+双
2D#

+

2L&

+

2L".

+

2L"'

+

2N"%

+

2N"#

+双
*%

+

25",

+

2

Q

"&

乳杆菌
!

0&:F2I&:*33.E*

O

&<&:&E)* R&

0&:F2I&:*33.E<).F)<* M"

+

=&

0&:F2I&:*33.EN.:2E&)

7

"'

+

2,

0&:F2I&:*33.E

@

)<N)4F.N M'

+

O"

+

O'

魏斯氏菌
L)*EE)33&:*I&<*& J&

+

A%

+双
>%

+

>"$

+

<&

!!

通过相似性分析发现%测序得到的序列与
]<?+2?̂

数据

库中的序列同源性均在
,(G

以上&结合生理生化试验及

"%V5TB-

测序比对的结果%将
%$

株菌株鉴定为肠球菌+乳

杆菌及魏斯氏菌
!

个属
,

种菌%分别为海氏肠球菌+粪肠球

菌+耐久肠球菌+屎肠球菌+副干酪乳杆菌+罗伊乳杆菌+黏膜

乳杆菌+发酵乳杆菌及食窦魏斯氏菌&

&;!

!

菌株降解胆固醇能力

不同年龄组及不同种属的乳酸菌胆固醇降解率见图
&

&

!!

由图
&

!

2

#可知%不同来源的乳酸菌的胆固醇降解率差异

较大%其中来源于长寿组的乳酸菌的胆固醇平均降解率为

!&;&%G

%显著高于中年组的
&&;"!G

!

H

#

$;$'

#%老年组与青

少年组分离的乳酸菌对胆固醇的降解率相近&图
&

!

J

#表明%

乳酸菌降解胆固醇存在属间的差异性%乳杆菌属和魏斯氏菌

属的胆固醇平均降解率
"

!"G

%显著高于肠球菌属的
&.;%G

!

H

#

$;$'

#$乳杆菌属中有
(#;'G

的菌株胆固醇降解率
"

&$G

%而肠球菌属中为
''G

&

&;.

!

菌株降胆固醇的方式

将乳酸菌的菌体进行洗涤和破壁后%测定其通过细胞吸

收和共沉淀
&

种方式对胆固醇的降解率&试验研究了胆固

醇降解率
"

!$G

的
"&

株乳酸菌的胆固醇降解方式%结果见

表
.

&

!!

由表
.

可知%从如皋长寿地区分离的乳酸菌降解胆固醇

的主要方式为细胞吸收和共沉淀作用%这
&

种方式的胆固醇

降解率占总降解率的
($G

以上%菌株
J&

+

=&

通过菌体吸收降

解胆固醇的能力显著低于其他菌株!

H

#

$;$'

#%而其通过共

沉淀作用降解胆固醇的能力显著高于其他菌株!

H

#

$;$'

#%

柱形图上不同字母表示数据存在显著差异!

H

#

$;$'

#

图
&

!

乳酸菌降解胆固醇能力

Y3

7

85<&

!

RL<2J343D

9

AM>LA4<ND<5A405<=8>3?

7

AMI-+

表
.

!

乳酸菌体外降解胆固醇的方式e

R2J4<.

!

RL<12??<5AM>LA4<ND<5A405<=8>3?

7

AMI-+

3?O3D5A

"

4b!

#

G

菌株
胆固醇

降解率

菌体吸收

所占比例

共沉淀作用

所占比例

J& !,;$$_&;$.

J>

&(;.&_";#%

2

'(;,%_&;#'

7

>"$

!%;(#_&;!"

2J>

'#;!&_";!!

>=<

&';"!_&;&'

J

=& .,;$$_!;"$

=

&,;!'_&;!'

2

'(;$._";'"

7

<&

!#;$$_&;"!

J>

!&;#'_&;&!

2J

.';.(_!;!!

=<M

M& ..;%#_&;'&

>=

%&;"#_!;!!

<

!%;'"_&;&"

>

双
*%

.(;$$_!;$$

=

%';,._&;'%

<

&!;,._.;'#

J

"̂$ !$;%#_!;$%

2

(,;!!_.;'(

M

(;%#_";'!

2

A%

!,;!!_.;$.

J>

.';#'_!;#!

>=<

.,;%#_!;.'

<M

R& .&;!!_!;'"

>=

.,;&&_!;"&

>

!%;$#_&;$"

>

O'

.";%#_.;'"

>=

%(;$._!;"&

<

&';'(_&;'#

J

2L&

.&;$$_!;%"

>=

'(;.'_&;',

=<

!(;.'_!;'$

>=

2, !";&#_&;$'

2J

'#;"(_&;##

>=<

.";,,_&;'%

>=<

!

e

!

同列比较不同字母表示数据存在显著性差异!

H

#

$;$'

#&

而菌株
"̂$

+双
*%

+

O'

+

M&

主要通过细胞吸收来降解胆固醇%

其通过细胞吸收降解胆固醇的能力显著高于其他菌株!

H

#

$;$'

#&

!

!

结论
已有研究)

"%

*表明%人的胃液
E

F

值通常为
!;$

左右%空

腹或食用酸性食品时
E

F

值为
";'$

%小肠的胆汁盐含量在

$f$!G

"

$;!$G

$对酸和胆盐耐受性较低的乳酸菌在此环境

.

基础研究
!

&$"#

年第
"$

期



下%无法存活%而存活下来的乳酸菌在酸和胆盐环境因素的

作用下则形成了耐受性%因此从长寿地区的人群中分离获得

的乳酸菌具有较强的耐酸耐胆盐能力&但不同年龄人群的

胃肠道环境差异较大%有研究)

"#

*表明%年龄的变化会引起人

的胃液分泌发生变化%进而导致肠道的
E

F

产生较大的差

异$还有研究)

"(

*发现%细胞质中的
E

F

值保持在一个合适的

水平是乳酸菌能够在较低的
E

F

条件下存活的重要因素%在

此过程中%

Y

"

Y

$

0-RH

酶发挥着重要的作用%而人体胃肠道中

的
E

F

环境也有助于
Y

"

Y

$

0-RH

酶活性的发挥)

",

*

%因此%来

源于人体肠道中的乳酸菌具有较强的耐酸能力&同时%不同

年龄人群肠道中
E

F

环境的不同则影响了分离的乳酸菌的

耐酸能力&

不同年龄对胆固醇的需求量不同%在婴幼儿和青少年需

求量比较大%随着年龄的增大%人体对胆固醇的消耗逐渐减

少)

&$

*

&青年人群对胆固醇的消耗要大于老年人群%因此%肠

道内的胆固醇积累的较少%肠道内的乳酸菌受胆固醇的作用

也较少$而老年人群对胆固醇的需求较少%体内过多的胆固

醇需要在肠道内被代谢%导致肠道内的乳酸菌受胆固醇的作

用较大%使得来源于老年人群肠道的乳酸菌需要降解较多的

胆固醇&乳酸菌可以通过细胞壁+细胞膜吸收或吸附胆固醇

来发挥其降胆固醇作用%本研究也发现%通过菌体吸收胆固

醇是乳酸菌降胆固醇的主要方式&因此%乳酸菌的细胞壁和

细胞膜的结构对菌体发挥吸收胆固醇的作用产生重要的影

响)

#S(

*

%而肠球菌和乳杆菌的细胞壁及细胞膜结构存在一定

的差异%这可能是乳酸菌降解胆固醇存在属间差异的一个重

要原因&

来源于长寿地区人群的乳酸菌具有较强的耐酸耐胆盐

能力和降胆固醇能力%而乳杆菌属与魏斯氏菌属的胆固醇降

解率显著高于肠球菌属!

H

#

$;$'

#%其降胆固醇的主要方式

为细胞吸收和共沉淀&

本研究还发现%分离获得乳酸菌中%肠球菌数量较多%其

次是乳杆菌%与已有的研究)

,

*结果相似%表明肠球菌可能是

如皋长寿地区人群肠道中的优势菌群%同时还有较多的罗伊

乳杆菌+发酵乳杆菌及副干酪乳杆菌等益生菌$由于大部分

肠道微生物不能通过培养的方法进行分离鉴定)

&"

*

%因此通

过培养的方法来分离人群肠道中的乳酸菌存在一定的局限

性%需要利用分子等技术来进一步验证&
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