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摘要:目的:从母乳中筛选双歧杆菌,并提高双歧杆菌在

有氧 条 件 下 的 耐 受 性.方法:采 用 稀 释 涂 布 法 结 合

１６SrDNA鉴定法从母乳中筛选出双歧杆菌,并采用逐渐

增加氧分压和有氧厌氧交替的方法进行驯化.结果:筛

选得一株 MEFZＧ２２０１菌株,通过１６SrDNA测序比对,其
与长双歧杆菌模式菌(NCBI登录号:ON６３１７３３．１)的同源

性达到 了 １００％,鉴 定 为 长 双 歧 杆 菌 (Bifidobacterium
longum).将长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１进行驯化后,其有

氧培养最高的活菌数为８．９×１０９ CFU/mL,比未经驯化

的菌株活菌数提高了一个数量级;此外,驯化前后菌株的

生理生化及形态特征并未发生变异;在短链脂肪酸的产

生量上,驯化后菌株在厌氧条件下产酸量也显著高于驯

化前的菌株.结论:驯化后的长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１在

有氧条件下的活菌数明显提高,有望成为潜在的益生菌

菌株进一步开发利用.
关键词:母乳;长双歧杆菌;分离鉴定;活菌数;耐氧驯化;
短链脂肪酸

Abstract:Objective:ToscreenBifidobacteriumfrombreastmilk

andimproveits oxygen tolerance under aerobic conditions．

Methods:Dilutionandspreadplatemethodswereperformedto

separateandscreenBifidobacterium from breast milk．Their

Bifidobacteriumidentificationswerecharacterizedby１６SrDNA

sequencing．Theoxygentolerantdomesticationswereconducted

throughgradualincreaseofoxygenpressureandalternationof

aerobic and anaerobic cultivations． Results: A novel

Bifidobacteriumstrainwasisolatedfrom humanmilkandwas

identifiedasBifidobacteriumlongum by１６SrDNAsequencing,

whichwasnamedasMEFZＧ２２０１．ThehomologybetweenMEFZＧ

２２０１andmodelstrain(accessionnumberinNCBI:ON６３１７３３．１)

reached１００％．Afteroxygentolerantdomestication,thehighest

viablebacterianumberofBifidobacteriumlongum MEFZＧ２２０１d

inaerobiccultivationreached８．９×１０９CFU/mL,whichwasten

timeshigherthan that ofits wildＧtype strain MEFZＧ２２０１．

Whereas,the morphologicalproperty and physioＧbiochemical

characteristicsofBifidobacteriumlongum MEFZＧ２２０１ddidnot

changeafteroxygentolerantdomestication．TheshortＧchainfatty

acidproductionofdomesticatedstrainBifidobacteriumlongum

MEFZＧ２２０１dwasalsosignificantlyhigherthanthatofitswildＧ

typestrainevenunderanaerobicconditions．Conclusion:Anovel

Bifidobacteriumlongum strain MEFZＧ２２０１ wasisolatedfrom

breastmilk．Theviablebacterium numberofitsdomesticated

strain MEFZＧ２２０１d wassignificantlyincreased underaerobic

conditions,indicatingthatitwouldbeapotentialprobioticstrain

forfurtherdevelopmentandutilization．

Keywords:breastmilk;Bifidobacteriumlongum;isolationand

identification;cellviability;oxygenＧdomestication;shortＧchain

fattyacid
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母乳作为婴儿良好的营养源泉,含有大量的可以促

进婴儿健康生长的活性物质,包括蛋白质、母乳寡糖、脂

类、免疫因子、激素等[１].母乳也是婴儿肠道有益细菌的

源泉,主要包括乳酸菌属和双歧杆菌属[２].近年来,有关

母乳益生菌研究越来越多,大量研究[３－４]表明,母乳喂养

的婴儿,其肠道中的细菌来源较多,但最早来自母乳,且
母乳与婴儿肠道的细菌组成极为相似,因此,母乳源的益

生菌相比其他来源更加安全可靠.研究[５]表明,双歧杆

菌具有缓解腹泻和便秘、免疫调节、抑制肿瘤形成、维持

肠道微生物群平衡以及产生维生素等多种益生功能.此

外,双歧杆菌能够代谢产生多种短链脂肪酸(SCFA),如

乙酸、丙酸、异丁酸和丁酸等[６],然而,双歧杆菌作为一种

严格厌氧菌,本身对氧十分敏感,短时间接触氧气就会大

量死亡,降低了其在生产加工和实际应用等过程中的经

济价值,而对双歧杆菌进行耐氧驯化则可以良好地解决

这一问题.

目前,提高双歧杆菌在有氧条件下存活率的方法有

逐渐增加培养基中的氧分压[７]、有氧厌氧交替驯化、基因

工程改造[８]和微胶囊法[９].相比于基因工程改造和微胶

囊法,逐渐增加培养基中的氧分压、有氧厌氧交替驯化更

加简单高效且成本低廉.王猛等[１０]采用逐渐增加培养基

中的氧分压和有氧、厌氧条件下交替培养两种方案对动

物双歧杆菌进行了耐氧驯化,最终使其在有氧条件下的

活菌数达到了６．３×１０８ CFU/mL.Kawasaki等[１１]采用

液体摇床培养法探究不同 O２浓度对双歧杆菌生长的影

响,发现在２０％的氧浓度下双歧杆菌依然可以良好生长.

目前对长双歧杆菌的耐氧驯化研究主要集中在益生特性

及生长培养条件优化等,而对驯化前后长双歧杆菌生理

生化特性及短链脂肪酸变化的研究鲜有报道.研究拟从

母乳中筛选出长双歧杆菌,并采用有氧厌氧交替驯化及

逐渐增加氧分压这两种较为温和的驯化方式驯化长双歧

杆菌使其可在有氧条件下生长且具有较高的活菌数,并

探究长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１耐氧驯化前后形态、活菌数

及短链脂肪酸产生量的变化情况,以期为长双歧杆菌

MEFZＧ２２０１进一步的开发利用提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

MRS培养基:牛肉膏１０g/L,蛋白胨１０g/L,酵母浸

粉５g/L,葡萄糖２０g/L,无水乙酸钠５g/L,柠檬酸氢二

铵２g/L,七水硫酸镁０．２g/L,磷酸氢二钾２g/L,一水合

硫酸锰０．０５４g/L,吐温Ｇ８０１g/L;

MRSC培养基:在 MRS培养基中加入０．５％的LＧ半

胱氨酸盐酸盐制得;

蛋白胨、酵母浸粉、葡萄糖、无水乙酸钠、柠檬酸氢二

铵、七水硫酸镁、磷酸氢二钾、一水合硫酸锰、吐温:分析

纯,国药集团化学试剂有限公司;

LＧ半胱氨 酸 盐 酸 盐:分 析 纯,青 岛 海 博 生 物 有 限

公司.

１．１．２　主要仪器设备

厌氧培养箱:YQXＧⅠ型,上海跃进医疗器械厂;

PCR仪:ETC８１１型,东盛龙精密技术有限公司;

超净工作台:SWＧCJＧ１F型,苏州安泰空气技术有限

公司;

小型 水 平 电 泳 槽:HE１２０ 型,上 海 天 能 科 技 有 限

公司;

紫外分光光度计:UV１７００PC型,上海奥析科学仪器

有限公司;

显微镜:CX４１RF型,广州知镜科技有限公司.

１．２　方法

１．２．１　采样人群选择　采集样品的人群均为广州地区健

康女性,年龄在２５~３５周岁,无家族遗传病,无乳腺炎等

疾病.

１．２．２　样品采样方法　共收集３０份顺产母亲的母乳样

品.采集处理方法参考文献[１２].

１．２．３　菌株的分离及纯化　将１．２．２中保存的母乳样品

各取１mL用０．９％的无菌生理盐水进行梯度稀释.选择

合适的稀释度进行涂布,取１００μL涂板在含有３％碳酸

钙的 MRS固体培养基上(３个平行),置于厌氧培养箱

(CO２５％,H２１０％,高纯 N２８５％)中,于３７℃培养４８h.

挑取同时具有溶钙圈和双歧杆菌形态特征的单菌落进行

划线纯化,同时纯化后的单菌落用于接触酶试验,选取显

示为阴性的菌株于 MRSC液体培养基中培养,并进行革

兰氏染色,筛选出染色呈紫色并具有杆状形态特征的菌

液保 藏,初 步 保 藏 采 用 ５０％ 的 甘 油 作 为 保 护 剂,于

－８０℃冰箱中冷冻保存.

１．２．４　菌株鉴定

(１)菌株 DNA 提取:采用美基细菌基因组 DNA 提

取试剂盒提取菌株 DNA.

(２)１６SrDNA 序列扩增与分析:PCR 反应程序如

表１所示,反应体系如表２所示.

表１　PhantaPCR反应循环参数

Table１　PhantaPCRreactioncycleparameters

步骤 温度/℃ 时间/s

预变性　 ９５ １８０

变性　　 ９５ ３０

退火　　 ５６ ３０(３５个循环)

延伸　　 ７２ １８０

彻底延伸 ７２ ３００

４１
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表２　PhantaPCR反应体系

Table２　PhantaPCRreactionsystem

成分 体积/μL

２×PhantaMaxBuffer ２５

dDNT Mix １

上游引物 ２

下游引物 ２

PhantaMaxSuperＧFidelity １

模板 DNA ２

ddH２O １７

双 歧 杆 菌 上 游 引 物 Bif１６４Ｇf:

GGGTGGTAATGCCGGATG; 下 游 引 物 PbiR２:

GACCATGCACCACCTGTGAA)[１３].扩 增 产 物 用 １％
琼脂糖凝胶电泳检测,送至生工生物工程(上海)股份有

限公司测序,根据测序结果通过BLAST程序与 GenBank
基因库进行比对,得出结果.

１．２．５　扫描电镜观察长双歧杆菌菌体形态　根据文献

[１４],修改如下:用１．５mL离心管收集长双歧杆菌菌体,

在４℃条件下４０００r/min离心１０min后,用２．５％戊二

醛进行长双歧杆菌菌体前固定,于４ ℃ 冰箱过夜.用

０．１mol/LpH７．２PBS漂洗３次,每次漂洗１０min;然后

进行长双歧杆菌菌体后固定,用１％锇酸固定２~３h;

１mol/LpH７．２PBS漂洗３次每次漂洗１０min,之后进

行梯 度 脱 水,分 别 采 用 体 积 分 数 为 ３０％,５０％,７０％,

８０％,９０％,１００％的乙醇脱水２次,每次脱水１０min.最

后于－２０℃冰箱干燥３０min,冻干４h.离子溅射镀膜仪

在样品表面镀一层１０~１５nm 金属膜.场发射扫描电

镜,电压１．０kV,放大倍率１００００~３００００.

１．３　长双歧杆菌的耐氧驯化

１．３．１　长双歧杆菌活化　将保存的长双歧杆菌于 MRSC
平板上厌氧培养４８h后,挑取单菌落于 MRSC液体培养

基中厌氧培养２４h,并按５％的接种量于 MRSC液体培

养基厌氧条件下进行５次活化,得到的活化菌液备用.

１．３．２　长双歧杆菌耐氧驯化方式　根据文献[１５]修改如

下:通过有氧厌氧交替培养,同时不断降低培养基中的氧

分压进行驯化.将１．３．１中得到的活化菌液以５％的接种

量,按照如下方法于３７℃培养２４h进行长双歧杆菌的驯

化:① 接种至液深１６cm 的 MRSC培养基中,有氧培养;

② 接种至液深１６cm 的 MRS培养基中,有氧培养;③ 接

种到液深１３cm 装有 MRSC培养基的螺口试管中,并用

灭菌液体石蜡封口,厌氧培养;④ 接种到液深１３cm 的

MRSC培养基中,有 氧 培 养;⑤ 接 种 到 液 深 １３cm 的

MRS培养基中,有氧培养;⑥ 接种到液深 １０cm 装有

MRSC培养基的螺口试管中,并用灭菌液体石蜡封口,厌
氧培养;⑦ 接种到液深１０cm 的 MRSC培养基中,有氧

培养;⑧ 接种到液深１０cm 的 MRS培养基中,有氧培养,

并连续传代５次.以上视为一代驯化,对第一代驯化后

的菌液进行划线培养,并挑单菌落活化,重复以上操作

５次.

１．３．３　耐氧驯化前后菌株形态学特征　耐氧驯化后的长

双歧杆菌在有氧培养时观察其菌落形态,挑取长双歧杆

菌的单菌落至液体培养基中进行有氧培养,参照张苓花

等[１６]的方法进行革兰氏染色和镜检,观察菌体形态,并与

驯化前菌落及菌株形态对比.

１．３．４　耐氧驯化前后菌株在有氧条件下活菌数的测定

将驯化前后的菌株按２％的接种量分别接种在 MRS
培养基中３７℃有氧培养３２h,每隔４h取样,稀释涂板测

定活菌数,绘制生长曲线进行对比.

１．３．５　耐氧驯化前后菌株短链脂肪酸含量的测定　分别

取１mL驯化前后的长双歧杆菌发酵液,１２０００×g 离心

５min,加入２mL蒸馏水、２mL乙醚以及２０μL２Ｇ乙基丁

酸(０．６２５mg/mL)于上清液中,涡旋振荡１０min,于４℃、

４０００×g 离心２０min,取上层有机相过０．２２μm 有机滤

膜后,进行气相色谱—质谱联用仪(GCＧMS)检测.

色谱及质谱条件分别参考陈春[１７]和黄诗铭[１８]的方

法进行.

定性定量分析:试验选用的短链脂肪酸标品共６种,

分别为乙酸、丙酸、异丁酸、丁酸、异戊酸、戊酸.取标准

品各 １０μL 和 乙 醚 １０μL 混 合 得 混 合 标 准 品 溶 液

(０．１４３μL/μL),将混合标准品配制成相应的浓度梯度,

并根据不同浓度标准品的 GCＧMS检测结果绘制标准曲

线,制得的回归方程及回归系数如表３所示.根据标准

曲线计算样品中短链脂肪酸含量.

表３　短链脂肪酸标准曲线的回归方程和回归系数

Table３　Regressionequationsandregressioncoefficients
ofthestandardcurvesofdifferentacidspecies

标准品 回归方程 回归系数(R２)

乙酸　 y＝０．５０９９x－３．８２１５ ０．９９９

丙酸　 y＝０．６x－０．５９８４ ０．９９９

异丁酸 y＝１．０５５７x－０．３５６６ ０．９９９

丁酸　 y＝１．１２９９x－１．０４８７ ０．９９９

异戊酸 y＝１．３３４２x－０．６１２４ １．０００

戊酸　 y＝１．２０２５x－２．３６０２ ０．９９９

１．４　数据分析

以上 所 有 试 验 均 重 复 ３ 次,采 用 Excel２０１９ 和

GraphPadPrism８．０．１处理数据及绘图.

２　结果与分析

２．１　菌株鉴定结果

从母乳样品中分离得到１株 MEFZＧ２２０１菌株,其
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１６SrDNA扩增产物在经过１％的琼脂糖凝胶电泳之后,

置于凝胶成像系统内观察可见在１５００bp处有较亮的条

带,并且无降解、弥散等现象,符合测序要求(图１).测序

结果通过 NCBI数据库进行 BLAST同源性比对,其相似

性长双歧杆菌模式菌(NCBI登录号:ON６３１７３３．１)的同源

性达到了 １００％,菌株 MZFZＧ２２０１ 鉴定为 长 双 歧 杆 菌

(Bifidobacteriumlongum).

M．DNA Marker３　１~３．MEFZＧ２２０１菌株的３个平行

图１　长双歧杆菌１６SrDNA扩增产物凝胶电泳结果

Figure１　GelelectrophoresisresultsofBifidobacterium
longum１６SrDNAamplificationproducts

２．２　扫描电镜观察菌体形态

离株长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１在场发射扫描电镜中

观察结果如图２所示,大多数菌体呈长杆状,少数呈分叉

状、单端膨大的勺状以及L型状等.

２．３　耐氧驯化前后菌株形态及生理生化特征比较

耐氧驯化前后的长双歧杆菌菌落形态等对比结果如

表４、图３所示,驯化后的菌落较驯化前小,但驯化前后的

菌落均呈乳白色或者白色、表面突起、光滑、边缘完整;菌
体形态特征变化如图４所示,驯化前的菌体呈多形态型,

多为棒状杆菌,且不规则形态较多.驯化后的菌体较驯

图２　长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１扫描电镜观察菌体形态

Figure２　Bifidobacteriumlongum MEFZＧ２２０１scanning
electron microscope observation of the
morphologyofthebacterium

化前相比更为规则,大多呈直杆状.对于双歧杆菌属而

言,在形态学上主要分为两种形态,分叉性定义为Ⅰ型,

杆状形态为Ⅱ型.初分离时主要为Ⅰ型,包括 V型、Y型

不规则形态等;经过一定的培养后,分叉状会慢慢呈现出

杆状、弯杆状、棒状等向Ⅱ型转变,且较为稳定的遗传.

临床上认为,Ⅰ型向Ⅱ型转变,是为了更好地适应环境等

表４　耐氧驯化前后长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１
形态特征比较

Table４　Comparisonofmorphologicalcharacteristicsof
Bifidobacterium longum MEFZＧ２２０１ before
andafteroxygentolerancedomestication

生理生化特征 耐氧驯化前 耐氧驯化后

菌体　　　 多为棒状长杆菌,菌体

大多呈 Y 型、L型和 V
型,部分呈单端膨大的

不规则形状

多为棒状长杆菌,较为

细长,菌体较驯化前相

比更为规则,其余无明

显变化

菌落　　　 菌落为乳白色或白色、

表面 光 滑、突 起,边 缘

完整

菌落较 驯 化 前 相 比 较

小,菌落为如乳白色或

白色,表面光滑、突起、

边缘完整

革兰氏染色 紫色 紫色

触酶试验　 阴性 阴性

同期培养７２h

图３　耐氧驯化前后长双歧杆菌菌落形态对比图

Figure３　ComparisonofBifidobacteriumlongumcolony
morphology before and after oxygen
tolerancedomestication

图４　耐氧驯化前后长双歧杆菌菌体形态

Figure４　Bifidobacterium longum morphologyafter
oxygentolerancedomestication(×１００)
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出现的进化现象[１９].耐氧驯化前后菌株经革兰氏染色均

为紫色,接触酶试验均为阴性,通过１６SrDNA 序列比对

及表２、图３、图４发现耐氧驯化前后菌株序列一致,因此

菌株经过驯化后并未发生变异.

２．４　耐氧驯化前后菌株在有氧条件下活菌数对比

耐氧驯化前后的长双歧杆菌的活菌数对比结果如

图５所示.由图５可以看出,耐氧驯化前后的长双歧杆

菌在有氧条件下均可以生长,而驯化后的长双歧杆菌在

有氧条件下的生长能力明显优于驯化前的菌株,在第４h
左右达到生长对数期,于第１６h开始稳定期,并在第２０h
左右达到最高活菌数,为８．９×１０９ CFU/mL;经过对比,

未经驯化的菌株延滞期明显延长.对于双歧杆菌而言,与
氧接触会严重抑制其生长.当双歧杆菌暴露在有氧环境

中时,细胞膜的脂肪酸组成会发生改变,细胞形态变得细

长,细胞表面由光滑变得粗糙,延滞期延长[２０].未经驯化

的长双歧杆菌在第８h进入对数期,第１６h进入稳定期,

并在第２４h左右达到最高活菌数,为５．４０×１０８CFU/mL.

２．５　耐氧驯化前后菌株短链脂肪酸含量分析

由图６可以看出,长双歧杆菌可以代谢产生乙酸、

丙酸、正丁酸、异丁酸、正戊酸和异戊酸６种短链脂肪酸

图５　耐氧驯化前后长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１的生长

过程活菌数变化的比较

Figure５　Comparisonoflivebacteriumnumberbetween
oxygenＧresistantandoriginalBifidobacterium
longum MEFZＧ２２０１

(SCFA).其中,乙酸的产生量最高,其次是异丁酸.将

耐氧驯化前后的长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１同时在厌氧条

件下培养,在乙酸的产生量上,驯化后的菌株明显高于驯

化前的菌株,而其他５种酸并没有显著变化.而驯化前

后的菌株同时在有氧条件下培养时,未经驯化的菌株短

链脂肪酸的产量均低于驯化后的菌株,其中驯化前菌株

QY．驯化前厌氧培养;HY．驯化后厌氧培养;HH．驯化后有氧培养;QQ．驯化前有氧培养;驯化前后长双歧杆菌各种有机酸含量为稀

释４倍所得;∗．P＜０．０５,∗∗．P＜０．０１,∗∗∗．P＜０．００１

图６　耐氧驯化前后长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１短链脂肪酸的产生量

Figure６　ShortＧchainfattyacidproductionofBifidobacteriumlongum MEFZＧ２２０１beforeand
afteroxygentolerancedomestication
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丙酸产生量显著减少.有研究[２１]证明,乙酸等短链脂肪

酸作为主要的抑菌物质,其作用是到达细胞质后进行解

离,降低胞内的pH 或胞内有机酸的离子积累,导致致病

菌的死亡.因此,驯化后的长双歧杆菌与驯化前相比,抑

菌性能可能会有所提升.

３　结论

研究通过稀释涂布法及１６SrDNA 鉴定法从母乳中

筛选得到一株长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１,并采用逐渐增加

氧分压、有氧厌氧交替驯化的方法进行驯化,驯化后的菌

株较驯化前可以更好地在有氧条件下生长,比未经驯化

的菌株活菌数提高了一个数量级.通过测定驯化前后菌

株的生理生化及形态特征发现菌株并未发生变异,在短

链脂肪酸的产生量上驯化后菌株在厌氧条件下产酸量也

显著高于驯化前的菌株,因此,耐氧驯化后的长双歧杆菌

菌株较驯化前可能具有更好的性能.在今后的工作中将

进一步通过全基因组测序结合生物信息学对此株菌进行

安全性评估,深入研究其耐氧机制,以及相关益生菌产品

的开发,以期挖掘长双歧杆菌 MEFZＧ２２０１的潜在价值.
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