
基金项目!国家自然科学基金!编号"

,*--))*&

#

作者简介!阿依米热-毛拉木%女%新疆大学在读硕士研究生&

通信作者!乌斯满-依米提!

*.-(

'#%男%新疆大学副教授%博士&

/%0123

"

d1OM14

!

L291:7;0

收稿日期!

()*=%)*%('

第
,&

卷第
'

期

()*=

年
'

月
! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

>;3:,&

%

?;:'

@1

8

()*=

!"#

"

$%&$'()*

)

+

&,--.&$%%'/)011&*%$1&%)&%%(

新疆喀什长寿老人肠道益生菌的分离鉴定及

生物学特性研究
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摘要!从新疆喀什长寿老人肠道中分离筛选出具有益生功能

的乳酸菌!并对其进行体外降甘油三酯能力试验#结果表

明!分离获得的
&*

株乳酸菌中有
*&

株菌的甘油三酯降解率

均高于
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!其中株菌
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为
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的人工胃液中培养
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的存活率较高!分别为
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$同时这
'

菌株

在胆盐浓度为
*

!

,
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'
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P

的
@#$

培养基中存活率较高!其

中存活率最高的菌株为
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!存活率分别为
&-:-*R

!

&(:-'R

!

*-:,(R

$经
*-$EV?"

鉴定!

"*%(

为植物乳杆菌

&

80/>)A0/&EE4G

W

E0*>0B4I

'!

"(%*

"

",%*

"

"&%-

为屎肠球菌

&

P*>6B)/)//4G

C

06/&4I

'!

"&%*

为干酪乳杆菌&

80/>)A0/&EE4G

W

0B0/0G6&

'#

关键词!长寿老人$甘油三酯$降解率$乳酸菌
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人体肠道是微生物良好的栖息环境%成人肠道中的微生

物数量多达
*)
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#
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*&个*共
*')))

#

,-)))

种%总重量达
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&肠道微生物是人体最庞大*最复杂的微生态系统%

具有人体不具备的代谢功能&肠道微生物及其代谢产物不

仅能提供营养*促进消化+

(

,

%还能抑制病原体的侵袭+

,

,

*影响

免疫系统发育和大脑活动+

&

,

&
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等+

'

,研究发现%长寿老

人肠道内的双歧杆菌*乳杆菌等乳酸菌数量多于普通人群%

说明肠道中的乳酸菌对人体的健康和长寿有一定的促进作

用&但是肠道菌群结构失调会导致肥胖*糖尿病*冠心病等

慢性疾病的发生+

-\<

,

&益生菌和益生元是调理肠道微生物

群落结构的两大肠道活力因子&益生菌是对宿主有益的一

类微生物活体%它定植于人体肠道和生殖系统%能够产生一

定的功效从而改善宿主的微生态平衡%发挥有益作用&大量

研究+

=\.

,+

*)

,

(,\(&发现乳酸菌在降低血清中的血脂水平方面

具有显著功能%并且副作用较低&尽管乳酸菌对人体的有益

作用较为突出%由于不同人的肠道菌群之间存在差异+

**

,

%宿

主与肠道微生物菌群之间存在着相互选择的关系%因此不同

人群对同种菌株的适应性及不同来源菌株对人体肠道的适

<(



应能力不同+

*(

,

&目前中国的益生菌产品多以非人源益生菌

为主%忽略了菌株的来源与作用对象一致时%菌株对宿主益

生功效的针对性和特异性才会增强+

*,

,

&

本试验拟从世界公认的长寿地区喀什长寿老人肠道中

分离筛选降甘油三酯乳酸菌%通过体外试验获得对胃酸和胆

汁盐具有一定耐受性的人源益生菌%对人体肠道具有更高的

适应性和安全性等优点%可以将其直接应用于人体或乳制

品%为开发和利用人源益生菌提供菌种资源储备和理论

依据&

*
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材料与方法
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!

材料与仪器

*:*:*

!

样品

()*-

年
(

月从喀什地区疏勒县库木西力克乡采集长寿

!

=)

岁以上#老人粪便样品一共
*)

份&库木西力克乡是长寿

老人集中的乡村%提供样品者长期饮食结构大多以牛奶*羊

肉为蛋白质的主要来源%日常食物有小麦*玉米和高粱%水果

和坚果是每日必不可少的部分&样品提供者均为长期坚持

农业生产劳动的农民&对照组为普通农民的粪便一共
(

份%

并保证采样前
(

周内没有服用过任何菌类药物%样品信息见

表
*

&

表
*

样品信息

B1G3D*

!

BCD29O;E0142;9;OL10

J

3DL

样品来

源性别

样品来源

年龄)岁

样品采

样地点

样品来

源性别

样品来源

年龄)岁

样品采

样地点

女
=<

新疆喀什 女
=.

新疆喀什

男
=-

新疆喀什 男
=&

新疆喀什

男
=(

新疆喀什 男
=(

新疆喀什

女
.*

新疆喀什 女
.)

新疆喀什

女
=*

新疆喀什 男
&'

新疆喀什

男
=,

新疆喀什 女
&=

新疆喀什
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试剂及培养基

甘油三酯试剂盒!

BS

#*胆盐"四川迈克生物科技股份有

限公司$

细菌基因组
V?"

提取试剂盒*溶菌酶*

B1

e

聚合酶"上

海生工生物工程股份有限公司$

改良
@#$

培养基"蛋白胨
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H

%酵母浸出粉
'

H

%磷酸氢

二钾
(

H

%柠檬酸二铵
(

H

%葡萄糖
()

H

%牛肉膏
*)

H

%无水乙

酸钠
'

H

%硫酸镁
):(

H

%硫酸锰
):)'

H

%琼脂粉
()

H

%碳酸钙

()

H

%吐温
*0P

$

P+

培养基"胰蛋白胨
*)

H

%酵母浸出粉
'

H

%氯化钠

*)

H

%琼脂粉
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H

$

甘油三酯培养基"将
(

H

)

P

的聚乙烯醇水溶液与植物油

按体积比
,

"

*

混合%用超声波处理!控制参数每次超声
'L

%

间隔时间
'L

%共超声
<)

次#后%加入到
@#$

培养基中%调

J

W

至
-:'i):(

%

*(*Y

灭菌
*'029

%冷却备用$

人工胃液"

'

H

)

P

的
?1!3

溶液*

,

H

)

P

的胃蛋白酶溶液%

用
*:)0;3

)

P

的
W!3

调
J

W

至
,:)

%

):((P

滤器过滤除菌+

*)

,

%

&Y

冰箱冷藏%备用$

胆盐培养基"称取胆盐于
@#$

液体培养基中%配制浓度

为成
*

%

,

%

'

H

)

P

胆盐溶液+

*)

,
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%调
J

W

至
-:'i):(

%

*(*Y

灭

菌
*'029

%冷却备用&

*:*:,
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主要仪器

全自动灭菌锅"

_X%$b%'))

型%日本
BU@`

公司$

生化培养箱"

VT%())

型%上海精宏实验设备有限公司"

分光光度计"

?19;VE;

J

()))7

型%赛默飞世尔科技公司$

T!#

仪"

$*)))BCDE013!

8

73DE

型%北京伯乐元业有限

责任公司$

电子天平"

_V())%,

型%沈阳龙腾电子称量仪器有限

公司$

凝胶成像"

G2;E1K7CD02K;7b#$

型%美国伯乐公司&
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方法

*:(:*

!

长寿老人与普通人细菌总数的测定及比较
!

分别称

取
*:)

H

长寿老人和普通人粪便样品%倒入
.:)0P

无菌水

中%吸取稀释液
*0P

进行梯度稀释%得到
*)

\(

#

*)

\'个稀

释度%涂布于
P+

培养基%

,<Y

倒置培养
&=C

%观察菌株生长

情况%记录菌落总数%进行比较&在改良
@#$

培养基上进行

分离%挑选形成钙溶圈的菌落%

(

组进行乳酸菌数量比较&

*:(:(

!

乳酸菌的分离*纯化及形态学观察
!

将新疆喀什地区

维吾尔族长寿!

=)

岁以上#老人采集的粪便样品梯度稀释%

平板涂布于改良
@#$

培养基上%

,<Y

倒置培养
&=C

%根据

菌落形态将不同菌落进行编号%并挑取形态不同的菌落反复

划线于
P+

培养基分离获得纯菌落&对分离获得的
&*

株菌

株进行革兰氏染色试验*过氧化氢酶接触试验&将革兰氏染

色结果为阳性且过氧化氢酶为阴性的菌株初步判断为乳

酸菌+

*&

,

&

*:(:,

!

乳酸菌体外甘油三酯降解率*耐酸耐胆盐能力的测定

将乳酸菌按
,R

的接种量接种至甘油三酯培养基中%

,<Y

培养
(&C

%

*))))l

+

离心
(029

%取上清液用于甘油

三酯降解率的测定%以没有接菌的甘油三酯培养液作为空白

对照%利用甘油三酯试剂盒测定甘油三酯的含量+

*'

,

&甘油

三酯含量和甘油三酯降解率分别按式!

*

#*!
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#计算"

H
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L
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% !

*

#
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(
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H

*

H

(

L

*))R

% !

(

#

式中"

H

*

'''样品的甘油三酯含量%

0

H

)

0P

$

2

*

'''接种乳酸菌的含甘油三酯的
@#$

液体培养基

中测得的甘油三酯
UV

值$

2

(

'''标准液的
UV

值$

H

'''标准液的含量%

0

H

)

0P

$

U

'''甘油三酯降解率%

R

$

H

(

'''总甘油三酯含量%

0

H

)

0P

&

将
*:)0P

乳酸菌菌液接种至
.:)0P

J

W

为
,:)

的人工

胃液中%

,<Y

厌氧培养%依次在
)

%

,C

时进行取样%测定活菌

数%存活率按式!

,

#计算"

=(

基础研究
!

()*=

年第
'

期



!

J

#

*

#

(

L

*))R

% !

,

#

式中"

!

'''存活率%

R

$

#

*

'''

,C

的活菌数%

!X[

)

0P

$

#

(

'''

)C

的活菌数%

!X[

)

0P

&

将乳酸菌按
,R

的接种量分别接种至含
*

%

,

%

'

H

)

P

的胆

盐培养基中%

,<Y

厌氧培养%依次在
)

%

,C

时进行取样%测定

活菌数%按式!

,

#计算存活率&

*:(:&

!

*-$EV?"

序列鉴定
!

参照
V?"

提取试剂盒方法%

提取乳酸菌基因组
V?"

%对乳酸菌的
*-$EV?"

进行
T!#

扩增%将扩增产物交由上海生工进行序列测定%得到的序列

通过
+P"$B

程序比对%鉴定菌属信息&

将提取所得的
V?"

模板进行
T!#

扩增%采用正向引物

(<O

"

'

%

%"S"SBBBS"B!!BSS!B!"S%,

% 反 向 引 物

*&.(#

"

'

%

%"!SS!B"!!BBSBB"!S"!BB%,

&

T!#

反应

体系!

')0P

#"各引物
*0P

$

02d(&0P

$模板
*0P

$超纯水

补足至
')0P

&

T!#

反应条件为"

.&Y,029

%

.&Y,)L

%

'-Y,)L

%

<(Y*029

%

,,

个循环%最后
<(Y

延伸
'029

&

取扩增产物
-0P

%用
*R

的琼脂糖凝胶进行电泳检测%电泳

液为
):'RlB+/

&

*:,

!

数据统计与处理

利用
$T$$*.:)

软件对试验数据进行分析&每组试验

至少重复
,

次%结果用均值
i

标准差表示&

TE2L0'

作图%采

用单因素方差分析&

(

!

结果与分析
(:*

!

细菌总数的测定

表
(

为新疆喀什长寿老人和普通人肠道中可培养细菌

和乳酸菌总数的比较&由表
(

可以看出%长寿老人肠道中的

细菌总数比普通人的少%但长寿老人肠道中乳酸菌占的比例

显著高于普通人的&麦热姆妮萨-艾麦尔等+

*-

,研究发现%

表
(

!

样品的细菌总数

B1G3D(

!

B;413G174DE2137;594

样品
细菌总数)

!

l*)

<

!X[

-

H

\*

#

乳酸菌总数)

!

l*)

&

!X[

-

H

\*

#

试验组
* <:=i):& '):,i=:*

试验组
( ':&i):- (=:*i,:.

试验组
, <:,i):( ,&:(i&:=

试验组
& =:&i):' **:,i(:&

试验组
' <:(i):, (=:<i,:-

试验组
- -:=i*:( &=:.i&:(

试验组
< &:*i):, -):=i*:,

试验组
= ':<i):' (,:*i):=

试验组
. =:*i):, *-:*i):.

试验组
*) =:*i):& &.:*i*:(

对照组
* =:,i):& =:.i(:*

对照组
( <:(i):* ':.i(:*

和田长寿老人的肠道益生菌在数量和种类上均与普通人群

有差异%且长寿老人肠道内的益生乳酸菌的数量比普通人群

肠道内的多%主要是肠球菌和植物乳杆菌占优势&研

究+

'

%

*<\*=

,显示中国巴马地区和俄罗斯高加索长寿地区人群

肠道中的益生乳酸菌数量明显高于普通人&表明人的健康

与长寿均与肠道中的益生乳酸菌相关%与本研究结果一致&

(:(

!

乳酸菌的分离$纯化及初步鉴定

利用改良
@#$

培养基从长寿老人组分离得到
&*

株乳

酸菌%各菌落皆为乳白色%表面光滑*整齐%形成钙溶圈%直径

为
*

#

,00

$皆为革兰氏阳性%形状为杆状*短杆状或球状%

均为过氧化氢酶阴性&

(:,

!

乳酸菌的体外降甘油三酯能力的测定

由表
,

可知%不同来源的乳酸菌的甘油三酯降解率差异

较大%

&*

株乳酸菌中%

"*%(

和
"*%*)

的甘油三酯降解能力最

强%降解率分别为
,.:,=R

%

,(:,,R

&其次有
*(

株菌的降解

率在
*'R

#

,)R

%

*=

株菌在
'R

#

*'R

%

.

株菌在
'R

以下&

表
,

!

乳酸菌降解甘油三酯的能力

B1G3D,

!

"G23242DL;O3;IDE29

H

E2

H

3

8

7DE2KLG

8

317427

172KG174DE21

菌株 降解率)
R

菌株 降解率)
R

菌株 降解率)
R

"*%* ':,* "(%, ():(( ",%*) <:(*

"*%( ,.:,= "(%& **:'( ",%** <:*'

"*%, *(:=( "(%' *(:.* "&%* (=:&,

"*%& -:.* "(%- (:<. "&%( *.:<=

"*%' *(:(< "(%< ,:'' "&%, (:*'

"*%- =:<& ",%* (*:<, "&%& ,:&)

"*%< ,:&= ",%( *(:*. "&%' ':**

"*%= *.:(' ",%, <:,' "&%- *<:.'

"*%. *<:=( ",%& (:-) "&%< ,:.&

"*%*) ,(:,, ",%' *&:(( "&%= =:*(

"*%** *-:<. ",%- =:*& "&%. -:((

"*%*( <:*) ",%< (:=* "&%*) (*:-)

"(%* (<:*- ",%= *=:,( "&%** &:=<

"(%( *=:<, ",%. *(:--

(:&

!

乳酸菌耐酸耐胆盐能力的测定

将
*&

株甘油三酯降解率
%

*'R

的乳酸菌接入
J

W

为
,:)

的人工胃液中%

,<Y

厌氧培养%分别在
)

%

,C

时进行取样%测

定活菌数并计算存活率&由图
*

!

1

#可以看出%乳酸菌在
J

W

为
,:)

的人工胃液中存活率均超过
*(:))R

%其中
"(%*

*

"*%(

*

",%*

*

"&%-

及
"&%*

的存活率
%

')R

%分别为
-,:((R

%

-):)*R

%

'=:.&R

%

'-:*&R

%

'):(.R

&乳酸菌能够在酸性条件

下存活%可能是因为其细胞质中的
J

W

值始终保持在一个适

宜的水平%而
X*X)%"BT

酶在维持乳酸菌细胞内的
J

W

起到

至关重要的作用+

*.

,

%人体肠道中的低
J

W

环境也增加了

X*X)%"BT

酶的活性+

()

,

%因此%试验中不同乳酸菌耐酸能力

有较大的差异%可能与菌体的来源%即个体肠道内环境的差

异有一定的关系+

(*

,

&

.(
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不同字母表示具有差异性!

T

#

):)*

#

图
*

!

乳酸菌在初始
J

W

为
,:)

及
*

!

,

!

'

H

(

P

胆盐溶液中的存活率

X2

H

5ED*

!

BCDL5EF2F13E14D;O317427172KG174DE21294CD2924213

J

W;O,:)19K*

!

,

!

'

H

(

PG23DL134L;3542;9

&

*g,

'

!!

由图
*

!

G

#

#

!

K

#可以看出%在
*

%

,

%

'

H

)

P

胆盐溶液中的

存活率
%

*):))R

的菌株共
-

株%为
"*%(

*

"(%(

*

",%*

*

"(%*

*

"*%=

及
"&%-

%这
-

株菌的耐胆盐能力显著大于其他菌株

!

T

#

):)*

#&同一菌株随着胆盐浓度的升高%存活率反而

降低&

(:'

!

菌株
*-$EV?"

测序鉴定

对耐酸耐胆盐能力较强的
'

株乳酸菌基因组
V?"

进行

T!#

扩增%电泳检测扩增产物%送去上海生工测序&应用

+P"$B

对得到的序列进行比对%从
SD9+19M

中选取相关种

属菌株
*-$EV?"

序列%应用
!35d413b

双重比对%用
@/S"

':)

软件进行相似性分析!表
&

#及系统发育树分析!图
(

#&

结果表明%

"*%(

与植物乳杆菌!

80/>)A0/&EE4G

W

E0*>0B4I

#%

"(%*

%

",%*

%

"&%-

与屎肠球菌!

P*>6B)/)//4G

C

06/&4I

#%

"&%*

与干酪乳杆菌!

80/>)A0/&EE4G

W

0B0/0G6&

#的同源性达到
..R

&

图
(

!

'

株分离菌根据相关
*-$EV?"

序列建立的遗传进化树

X2

H

5ED(

!

BCD

H

D9D427DF;3542;91E

8

4EDD;O'2L;314DKG174DE21L4E12929177;EK197DI24C4CD*-$EV?"LD

e

5D97DL

),
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表
&

!

*-$EV?"

序列比对鉴定结果

B1G3D&

!

BCD2KD942O27142;9EDL534G

8

132

H

90D94;O

*-$EV?"LD

e

5D97DL

菌株 亲缘关系最近的菌株 同源性)
R

"*%( 80/>)A0/&EE4G

W

E0*>0B4I ..

"(%* P*>6B)/)//4G

C

06/&4I ..

",%* P*>6B)/)//4G

C

06/&4I ..

"&%- P*>6B)/)//4G

C

06/&4I ..

"&%* 80/>)A0/&EE4G

W

0B0/0G6& ..

,

!

结论
本研究从喀什长寿老人粪便中分离获得

&*

珠乳酸菌%

对其进行了降甘油三酯能力试验%筛选出
*&

珠甘油三酯降

解率
%

*'R

的菌株%进行胃酸%胆汁盐耐受试验&研究+

((

,表

明%人的胃液
J

W

值为
,:)

左右%空腹或食用酸性食品时的

J

W

为
*:')

%小肠的胆汁盐含量为
):),R

#

):,)R

&对酸和

胆盐耐受性较低的乳酸菌在此环境下无法存活%因此从长寿

老人样品中分离获得的乳酸菌具有较强的耐酸耐胆盐能力&

其中
"(%*

%

"*%(

%

",%*

%

"&%-

%

"&%*

在
J

W

为
,:)

的人工胃液

中有一定的耐受性%在人工胃液培养
,C

的存活率分别为

-,:((R

%

-):)*R

%

'=:.&R

%

'-:*&R

%

'):(.R

%并在胆盐浓度

分别为
*

%

,

%

'

H

)

P

的
@#$

培养基中存活率较高%其中
"*%(

的耐胆盐能力最强%在胆盐浓度为
*

%

,

%

'

H

)

P

的
@#$

培养

基中的存活率分别为
&-:),R

%

&*:=*R

%

*':<<R

&经分子鉴

定可知%

"*%(

为植物乳杆菌!

80/>)A0/&EE4G

W

E0*>0B4I

#%

"(%*

*

",%*

*

"&%-

为屎肠球菌!

P*>6B)/)//4G

C

06/&4I

#%

"&%*

为干酪乳杆菌!

80/>)A0/&EE4G

W

0B0/0G6&

#&

通过研究发现菌株
"*%(

具有较强的耐酸耐胆盐能力%

且该菌株为人源性%有较高的安全性%为以后的人源益生菌

的开发提供新的菌种资源&
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