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株乳酸杆菌胆汁耐受性%耐酸性及
降胆固醇能力研究
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摘要!对
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株乳酸杆菌的胆汁耐受性"耐酸性及降胆固
醇能力进行了研究!探究了乳酸杆菌菌株去除胆固醇的
机制#结果表明!所有乳酸杆菌菌株可在

!%8#O

%

O%8%M

(

2

*

+P

的水平上同化胆固醇!其胆固醇去除能力与
培养物的生长有关#热灭"休眠细胞清除的胆固醇干重为
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$生长细胞清除的胆固醇干重为
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!干酪乳杆菌
LP=5.'*VQII%&%

和嗜酸乳杆
菌

L5=/1R5=*990.5=*41

:

B*90.$&"%

菌株表现出良好的耐
酸性和耐胆汁性!说明乳酸杆菌菌株可以通过多种机制
去除胆固醇!可作为降低血清胆固醇的膳食添加剂#

关键词!乳酸杆菌$胆汁耐受性$耐酸性$降胆固醇
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研究表明%血清胆固醇的升高与冠心病风险增加有
关%每高于正常胆固醇水平

!++?.

%冠心病的风险增加
OMN

*
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%冠状动脉死亡风险增加
$MN

-血清胆固醇降低
!N

*
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%冠心病风险将降低
%N

%
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&含有益生菌的
乳制品可降低血清胆固醇水平%但其机制尚不明晰*

M
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一些乳酸杆菌可降低总胆固醇,胆固醇和低密度脂蛋白
胆固醇*
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嗜酸乳杆菌菌株可分泌胆盐!胆碱甘氨酸水解酶%酶
代码

)IO8M8!8%$

#%催化甘氨酸或牛磺酸结合胆盐水解为
氨基酸残基和游离胆盐*

'

+

%游离胆盐的可溶性低于结合
胆盐%导致肠腔吸收率降低&胆汁酸的解聚可通过增加
新的胆汁酸来降低血清胆甾醇$萜醇的水平*

&

+

%这些新
的胆汁酸取代了肠肝循环的胆汁酸&嗜酸乳杆菌在生长
过程中可将培养基中的一些胆固醇合并到细胞膜中%被
合并的胆固醇从肠道进入到血液中的可能性较小*

!#

+

%说
明嗜酸乳杆菌细胞中的胆固醇可以改变机体的细胞膜或
细胞壁&研究*

!!S!%

+显示%只有一部分革兰氏阳性细胞在
有胆固醇染色的情况下生长%而所有未经胆固醇染色的
革兰氏阳性细胞都实现了生长&体外试验*

!OS!$

+表明%能
吸收胆固醇的乳酸杆菌菌株在体内也能降低胆固醇&胆
固醇同化与胆汁盐的存在有关%并且随着胆汁盐浓度的
增加%从培养基中去除的胆固醇水平增加&然而%嗜酸乳
杆菌的耐胆汁菌株没有表现出良好的吸收胆固醇的能
力-具有最小胆汁耐受性的菌株实际上吸收了更多的胆
固醇&非发酵冷藏期间%嗜酸乳杆菌菌株的胆固醇摄取
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与细菌的生长和生存能力有关%且其胆固醇同化能力依
赖于生长*
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试验拟对
!!

株乳酸杆菌的抗菌特性!耐酸性和胆汁
耐受性#进行研究%并分析其去除胆固醇的能力%以期对
胆固醇去除的可能机制有所裨益%为开发能在体内降低
血清胆固醇的膳食添加剂提供依据&

!

!

材料与方法

!8!

!

材料与仪器
干酪乳杆菌!

L5=/1R5=*990.=5.'*

#"生物实验室-

干酪乳杆菌
IQII%"#(

!

L5=/1R5=*990.=5.'*IQII

%"#(

#"澳大利亚
L-
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/4==

公司-

干酪乳杆菌
VQII!M%#

!

LP=5.'*VQII!M%#

#,干酪
乳杆菌

VQII!M%!

!

LP=5.'*VQII!M%!

#,干酪乳杆菌
VQII%(&

!

LP=5.'*VQII%(&

#,干酪乳杆菌
VQII%&#

!

LP=5.'*VQII%&#

#,干酪乳杆菌
VQII%&%

!

LP=5.'*

VQII%&%

#和干酪乳杆菌
V<II!M'%#

!

LP=5.'*V<II

!M'%#

#"生物实验室发酵剂培养中心-

蛋白胨水稀释剂"上海江莱生物科技有限公司-

氢氧化钾,无水乙醇,邻苯二甲醛"分析纯%南京安伦
化工科技有限公司-

厌氧罐"

<b*!&#e

型%美国
Q

B

,@J7

公司-

气体生成试剂盒"英国
K47=L4-A4.C4@

2

公司-

分光光度计"

[X*!%V

型%上海谷宁仪器有限公司-

离心机"

P*'&##

型%日立高新科技公司&
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试验方法
!8%8!

!

培养方法
!

将培养物储存于
S'#k

%

$#N

的甘
油中&使用

!N

的接种物在无菌的
T4*G,1

,

Y?
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,
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!

GYQ

#肉汤中培养
O

次%并于
O(k

下培养
%#/

&

!8%8%

!

耐酸性
!

!!

株嗜酸乳杆菌和干酪乳杆菌在试验前
至少进行

O

次传代%最后一次传代后离心%按
!#N

接种到
含

#8O#N

牛肝糖的
GYQ

肉汤中%用盐酸将
B

L

调至
%8#

%

O(k

下培养%并使用平板计数法*

!'

+进行生长监测&连续
稀释前%对含有益生菌培养物的发酵液进行

M7

的超声波
处理以破坏乳酸杆菌丛%连续稀释的空白组单独旋涡处
理

O#7

&每隔
O#+-1

取
!+P

样品%持续
%/

%用蛋白胨水
稀释剂连续稀释

!#

倍&将样品电镀到
GYQ

琼脂上%

O(k

%厌氧罐和气体生成试剂盒中培养
%$/

%通过最终平
板计数与初始平板计数确定耐酸性%所有试验重复两次&

!8%8O

!

胆汁耐受性
!

每种菌株接种含有质量分数
#8O#N

的牛肝胆,胆酸或牛磺胆酸的
GYQ

肉汤%并于
O(k

下培
养%对照组为不含胆盐的

GYQ

肉汤&使用分光光度计于
"%#1+

处测定培养
(

%

'/

的吸光度&每个菌株的胆汁
耐受性基于吸光度值增加

#8O

个单位所需时间&测定所
有发酵液的初始

B

L

值%并在吸光度增加
#8O

个单位后再
次测量&所有试验重复两次&

!8%8$

!

胆固醇去除
!

新制备的
GYQ

肉汤添加
#8O#N

的
牛肝糖作为胆汁盐&将水溶性胆固醇!聚氧乙烷基胆固
醇酯癸酸酯#过滤灭菌%以

(#

%

!##

(

2

'

+P

的最终浓度添
加到肉汤中%按

!N

接种每种菌株%并于
O(k

下厌氧培养
%#/

%离心细胞&向
!+P

等分试样中加入
!+POON

的
氢氧化钾和

%+P

无水乙醇%旋转
!+-1

%

O( k

下加热
!M+-1

&冷却后%加入
% +P

脱分水和
O +P

己烷%将
!+P

己烷层转移到玻璃管中%氮气环境下蒸发%残渣立即
溶解于

% +P

邻苯二甲醛试剂中%混合均匀后%添加
#8M+P

浓硫酸%并将混合物旋转
!+-1

&

!#+-1

后测定
MM#1+

处吸光度&所有试验重复两次&

!8%8M

!

死细胞和静息细胞清除胆固醇能力
!

将新制备的
含

#8O#N

牛胆汁的
GYQ

肉汤接种到每一株乳酸杆菌中%

并于
O(k

下培养
%#/

%

$k

下离心
!#+-1

%培育期后收获
细胞&用无菌蒸馏水洗涤细胞两次&将细胞颗粒悬浮于
!#+P

无菌蒸馏水中%

!%!k

下蒸压
!M+-1

制备热灭细
胞*

!&

+

&将热灭细胞悬浮于含
#8O#N

的牛胆汁和水溶性胆
固醇的

GYQ

肉汤中&将细胞颗粒悬浮于
!#+P

无菌
#8#M+?.

'

P

磷酸盐缓冲液!

B

L"8'

%含有水溶性胆固醇#中
制备静息细胞&所有菌株于

O(k

下培养
%#/

%并测定肉
汤中的胆固醇含量%所有试验重复两次&生长,静息和热
灭细胞的胆固醇同化以干重的形式表达%并按式!

!

#进行
计算*

%#S%!
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&

Ha

!
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!
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%

SD

!

#% !

!

#

式中"

H

$$$胆固醇同化量-

A

!

,

A

%

$$$发酵液中
#

%

%#/

时的胆固醇含量%

2

-

D

!

,

D

%

$$$个体培养物在
#

%

%#/

时的干重%

2

&

!8%8"

!

统计分析
!

使用
Q;QQ

软件进行数据分析%采用单
因素方差分析显著性&使用

<0J4

5

检验对平均值进行多
次比较%结果以!平均值

l

标准误差#表示&

%

!

结果与讨论

%8!

!

耐酸性
由表

!

可知%所有菌株对
B

L%8#

的耐受时间均为
%/

&嗜酸乳杆菌
V<II$&"%

,干酪乳杆菌
VQII%&#

和
干酪乳杆菌

VQII%&%

为最耐酸的菌株%在
B

L%8#

下培
养

%/

后%其耐酸性超过
!#

(

I9b

'

+P

-而干酪乳杆菌
VQII!M%#

,干酪乳杆菌
VQII!M%!

,干酪乳杆菌
VQII

%(&

,干酪乳杆菌
V<II!M'%#

和干酪乳杆菌
IQI%"#(

是
酸敏感的菌株%培养

%/

后%其总耐酸性为
!#

$

I9b

'

+P

&

嗜酸乳杆菌的菌落形成单位在培养的第
!/

减少了
%8$!

%

%8(&

个对数值%而干酪乳杆菌减少了
!8M'

%

%8%"

个
对数值&嗜酸乳杆菌菌株在整个培养期间表现出更大的
耐酸性%活菌数减少了

%8""

%

$8O'

个对数值%而干酪乳杆
菌的减少了

O8!"

%

"8%#

个对数值&干酪乳杆菌
IQII

('

基础研究
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%"#(

是最不耐酸性的菌株%培养期间%活菌数减少了
"8O!

个对数值%其中培养的第
%/

减少了
$8%#

个对数值&

%8%

!

胆汁耐受性
由表

%

可知%培养基
B

L

值下降最大幅度出现在干酪
乳杆菌

VQII%&#

和
IQII%"#(

%添加了胆酸的培养基的
初始

B

L

值最低%但添加了牛胆汁的培养基的平均还原率
最高%而最低的

B

L

值来自于添加了牛磺胆酸的培养基
!

#8!!

#&说明不同胆汁来源培养基的初始酸碱度对培养
物的后续生长和胆汁耐受性以及胆汁盐的酸碱抑制作用
影响较小&多数嗜酸乳杆菌菌株在无胆汁的

GYQ

肉汤
中的生长均优于干酪乳菌株&嗜酸乳杆菌

V<II$OM"

在胆汁盐!牛胆汁和胆酸#和不含胆汁的情况下表现出相
似的生长特性%而在含牛胆汁的

GYQ

肉汤中%干酪乳杆
菌

VQII%&#

的生长受到抑制!相较于对照组#&所有菌
株在含有胆酸的

GYQ

肉汤中生长速度更快-在含牛磺胆

酸的
GYQ

肉汤中生长速度较慢&在胆酸存在下%干酪乳
杆菌

VQII!M%#

,干酪乳杆菌
VQII!M%!

,干酪乳杆菌
VQII%&#

,干酪乳杆菌
V<II!M'%#

和嗜酸乳杆菌
V<II$OM(

对胆汁的耐受性最强%而嗜酸乳杆菌
V<II

$OM"

和干酪乳杆菌
IQI%"#(

的耐受性最低%大多数干酪
乳杆菌菌株对胆酸的耐受性均优于嗜酸乳杆菌&牛磺胆
酸存在下干酪乳杆菌的缓慢生长可能受其在

GYQ

中缓
慢生长的影响%而不是受结合胆汁的抑制作用*

%$

+

&嗜酸
乳杆菌

V<IIOO%##

,嗜酸乳杆菌
V<II$OM(

,嗜酸乳杆
菌

V<II$&"%

和干酪乳杆菌
VQII!M%!

对牛磺胆酸的
耐受性最强%干酪乳杆菌

VQII%(&

的耐受性最低!

;

#

#8#M

#&干酪乳杆菌
VQII!M%#

,干酪乳杆菌
VQII%&%

,

干酪乳杆菌
V<II!M'%#

和嗜酸乳杆菌
V<IIOO%##

的
耐受性要优于干酪乳杆菌

VQII!M%!

,干酪乳杆菌
VQII

%(&

和干酪乳杆菌
VQII%&#

&

表
!

!

嗜酸乳杆菌和干酪乳杆菌对活菌数的影响
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乳酸杆菌对胆固醇的同化作用
由表

O

可知%不同菌株的胆固醇去除能力不同!

;

#

#8#M

#%为
O8("

%

O$8"&

(

2
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&与对照组相比%干酪乳杆菌
在胆酸存在下吸收了更多的胆固醇&在胆酸存在下%干酪
乳杆菌的总胆固醇去除能力高于嗜酸乳杆菌的%干酪乳杆
菌

VQII!M%#

,干酪乳杆菌
VQII!M%!

,干酪乳杆菌
VQII

%&%

,干酪乳杆菌
V<II!M'%#

和嗜酸乳杆菌
V<II$&"%

吸收了
%M

(

2

'

+P

以上的胆固醇%并优于嗜酸乳杆菌
V<II$OM"

,嗜酸乳杆菌
V<II$OM(

和干酪乳杆菌
IQI

%"#(

吸收的胆固醇!

%

!M

(

2

'
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#&在牛磺胆酸存在下%多
数乳酸杆菌菌株的胆固醇含量较低!相较于对照组#%嗜酸
乳杆菌
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和干酪乳杆菌
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VQII!M%!

的胆固醇去除能力最大!

(
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#%但低于
其胆汁盐&嗜酸乳杆菌的胆固醇去除能力明显高于干酪

乳杆菌的&在牛胆汁存在下%胆固醇去除能力为
!%8#O
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O%8%M

(
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&除嗜酸乳杆菌
V<II$OM(

,干酪乳杆菌
VQII%(&

和干酪乳杆菌
VQII%&#

菌外%大多数菌株的胆
固醇去除能力高于对照组%而不同处理生物量水平可能对
胆固醇浓度有影响*

!M

+

&因此%后续进一步研究胆固醇同化
模式及生长,热灭和休眠细胞去除胆固醇的能力&

由图
!

,

%

可知%除嗜酸乳杆菌
V<II$&"%

,酪蛋白
!M%#

和酪蛋白
!M%!

外%大多数菌株在胆固醇存在的情况
下表现出较高的生长速度%而在无胆固醇的情况下表现
出较缓慢的生长速度&在不含胆固醇的情况下%大多数
菌株在培养第

&

%

!M/

内生长较快%随后生长较慢直到培
养结束-在胆固醇存在的情况下%大多数菌株在培养第
!%

%

!'/

内生长缓慢%随后迅速生长&不同菌株的胆固
醇同化模式不同%其去除胆固醇的能力与生长相关&

表
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不同胆汁中乳酸杆菌的胆固醇去除能力
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嗜酸乳杆菌在含*不含胆固醇的培养基中的生长概况
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图
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干酪乳杆菌在含*不含胆固醇的培养基中的生长概况
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生长%热灭和休眠细胞的胆固醇去除能力
由图

O

可知%热灭细胞和静息细胞的胆固醇去除能
力较小%为

#8(&
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O8'%+
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%而生长细胞的为
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2
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&大多数菌株在细胞悬浮于磷酸盐缓冲液
!

B

L"8'

#中时%其胆固醇去除能力高于热灭细胞的%且在
细胞热灭时%干酪乳杆菌

VQII!M%#

的胆固醇去除能力
高于静息细胞&这是由于干酪乳杆菌

VQII%&%

,干酪乳
杆菌

V<II!M'%#

和干酪乳杆菌
VQII!M%#

在生长过
程中吸收了更多的胆固醇%但在休息或热灭时不吸收&

图
O
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生长"休眠和热灭细胞的胆固醇去除能力
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嗜酸乳杆菌
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和干酪乳杆菌
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在生
长过程中吸收的胆固醇较少%但在细胞静息和热灭时表
现出相对较高的胆固醇去除能力-而干酪乳杆菌

VQII

%(&

和干酪乳杆菌
VQII%&#

在生长过程中吸收了最低
水平的胆固醇&
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结论
对

!!

株乳酸杆菌的胆汁耐受性,耐酸性和降胆固醇
能力进行了研究&结果表明%所有乳酸杆菌菌株在不同
的酸性条件和胆汁浓度下均能存活-所有乳酸杆菌菌株
均能在
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O%8%M
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的水平同化胆固醇%且其去
除能力与培养物的生长有关-热灭和休眠细胞清除胆固
醇的能力为

#8(&

%

O8'% +

2

'

2

%生长细胞的为
$8MO
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2
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&综上%干酪乳杆菌
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和嗜酸乳杆菌
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菌株表现出良好的耐酸性和耐胆汁性%且其
胆固醇去除能力最强&研究进一步说明了乳酸杆菌菌株
可通过多种机制去除胆固醇%可作为降低血清胆固醇的
膳食添加剂应用于食品工业&后续将继续探究乳酸杆菌
去除胆固醇的具体作用机理&
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