
!" 卷 # 期

$%%" 年 &$ 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
’()*!"
+,-,./,0

1(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%"

基金项目：上海交大2昂立 3453 基金资助项目

"通讯作者。6,)：7#2$&2"!8!99!9；:;<：7#2$&2"!8!99!7；=2.;>)：?(@AB;@AC DEFG* ,HG* -@
作者简介：赵佳锐（&I7% J ），女，黑龙江人，硕士研究生，主要从事肠道益生菌的研究。=2.;>)：E,00,DDJ K?;(C B;?((* -(.* -@

收稿日期：$%%"2%92&7，修回日期：$%%"2%82%!

人体肠道益生菌体外降胆固醇活性研究

赵佳锐& 范晓兵$ 杭晓敏$ 王一鸣& 杨 虹&"

（& 上海交通大学生命科学技术学院 上海 $%%$!%）

（$ 上海交大昂立股份有限公司生物医药研究所 上海 $%%%9%）

摘 要：从健康儿童和青年人肠道分离并鉴定了 $& 株乳杆菌和双歧杆菌，连同 # 株实验室保藏菌株进行了体外降

胆固醇、耐酸及耐胆汁盐实验。结果表明，所有实验菌株都能从培养基中去除胆固醇，" 株去除率可达 !%L以上，

同时去除效力也较高。胆汁盐耐受性和耐酸性具有菌株特异性。菌株 M.$# 同时具有较高降胆固醇能力和耐胆汁

盐及耐酸性能。
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总胆固醇水平每升高 &..()OP，冠心病死亡的

几率就会增加 9"L。4QR3R（6?, 4D>; Q;->S>- R(?(0F
3FGH>,D R());/(0;F>(@，亚太群组协作研究组织）近期完

成的一项历时 " 年的调查表明，亚洲各国人群的胆

固醇水平正在升高，世界上心血管疾病约有一半发

生在亚太地区［&］。我国卫生部于 $%%! 年 &% 月发布

的《中国居民营养与健康现状》报告指出，我国成人

血脂异常患病率为 &7T#L，估计全国血脂异常现患

人数 &T# 亿，高胆固醇血症 $TIL，高甘油三酯血症

&&TI L，高密度脂蛋白血症 8T!L，，另有 9TIL的人

血胆固醇边缘升高［$］。由此可见，心血管疾病对亚

洲包括我国人群的健康构成重大威胁。欧美国家对

益生菌的降血脂功能的研究和优良菌种的选育水平

相对较高，而我国这方面的研究刚刚起步，来自人体

肠道的益生菌的降胆固醇研究还未见报道，机理研

究更是空白。本研究的目的在于筛选来源于健康人

体的安全性高的益生菌菌株并研究其潜在的降胆固

醇活性，为进一步的机理研究和临床研究奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主 要 试 剂 和 仪 器：U=1/(< 厌 氧 培 养 系 统

（/>(VW0>,G<），显微镜 XPYVQZ3 M[2$，Q=$!%% 扩增仪

（4\\)>,H M>(DBDF,.D），4M] 9894 自动 +14 测序仪；分

光光度计 3\,-F0(^G;@F 1X’4#%（V=5R_）。溶菌酶、

蛋白酶 _、!"# 聚合酶（上海申能博彩生物科技有限

公司）。可溶性胆固醇（3>A.;），%T9L牛胆汁（3>A.;）
的改良 V53 肉汤培养基（V53 肉汤添加 %T$L巯基

乙酸钠，3>A.;）。双歧杆菌培养基：6QY 琼脂；乳杆

菌培 养 基：改 良 VR 琼 脂（上 海 市 疾 病 预 防 控 制

中心）。

!"!"# 实验菌株：选用了本实验室分离筛选的乳杆

菌和双歧杆菌 $& 株，其中 7 株获自健康儿童肠道，

&9 株获自健康青年肠道。另外选用 # 株实验室保

藏菌株（上海交大昂立股份有限公司生物医药研究

所提供），同时进行实验。具体信息见表 &。所有菌

株均冷冻保藏，使用前经 98‘厌氧（使用厌氧盒及

试剂：U=1/(< a;0 $T"P；U=1/(< ;@;,0 />(VW0>,G< D;
#I$7% V;0-B )b=F(>),2:0;@-,）培养 $!?，连续转接 9 次，

方用于实验。

!"# 菌株分离和鉴定

用选择性培养基平板涂布法（双歧杆菌：6QY 琼

脂；乳杆菌：改良 VR 琼脂；上海市疾病预防控制中

心）从健康青年人和儿童粪便中分离得到菌株，经革

兰氏染色为阳性且镜检形态特征符合乳杆菌或双歧

杆菌的菌株，提取其细菌总 +14，分别用双歧杆菌

或乳杆菌特异引物（].9O].$#［9］；P&"IOP#88［!］）进行

&#3 0+14 QR5 扩增，对得到约 &"%%/\ 的双歧杆菌

QR5 片段或约 #%%/\ 的乳杆菌 QR5 片段的菌株，可

初步 确 定 为 双 歧 杆 菌 或 乳 杆 菌。并 对 &#3 0+14
QR5 片段测序，经 MP436 在 U,@M;@c 中找到最近的

系统发育关系，进一步确定为双歧杆菌或乳杆菌，并



表 ! 益生菌去除培养基中的胆固醇实验结果
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申请得到了 @%/K"/\ 的接受序列号（622%**3)/ 7)8）
（表 &）。

!"# 胆固醇的测定

采用 SQ6 法（)R4(+("$"0%(T0% 邻苯二甲醛法）［9］。

!"$ 体外降胆固醇实验

实验菌株 &D接种于 9-B 含 &==!A>-B 可溶性

胆固醇和 =GOD牛胆汁的改良 PC5 肉汤培养基中，

OJ] 厌 氧 培 养 <I(。 测 定 终 4: 和 8;<= 吸 光 度

（54%2+,)X?"/+ 7S^6;=，PEC’Z，下同）。I===,>-3/ 离

心 &=-3/，上清液用于测定胆固醇含量，菌泥烘干称

重。未接种的改良 PC5 肉汤作为对照也测定胆固

醇浓度。以下公式用于计算胆固醇去除率和去除效

力：

菌株对胆固醇的去除率 C_（K H 5）>K ‘ &==D；

去除效力 E& _（K H 5）>SY；

去除效力 E< _（K H 5）>@；

K：未接种的培养基中胆固醇浓度，!A>-B；

5：发酵上清中胆固醇浓度，!A>-B；

SY：发酵 <I( 后 8;<=吸光度，?；

@：发酵 <I( 后菌泥干重，-A。

!"% 耐胆汁盐实验

吸光 度 法：菌 株 按 &D 分 别 接 入 含 =，=G<D，

=GOD，=GID（a>^）牛胆汁的改良 PC5 肉汤培养基

中；OJ]厌氧培养 <I(，每 <( 测 8;<=，到吸光度超出

初始值 =GO? 以上或达到 <I( 为止；做生长曲线，比

较迟滞期（B!，吸光度增长达到 =GO? 以上所需要的

时间与在不含牛胆汁的改良 PC5 培养基中生长达到

=GO? 所需的时间之差），判断耐胆汁盐能力的大小。

!"& 耐酸性能实验

吸光度法：按 &=D（^>^）接种量接种至用浓盐

酸调节 4:<G= 的改良 PC5 肉汤培养基中，OJ]厌氧

静置 <(，期间按以下时间间隔（=-3/，;=-3/，&<=-3/）

分别取 =G9-B 接种于 IG9-B PC5 肉汤培养基中，使

最终接种浓度为 &D。OJ]厌氧培养 <I(，每 <( 测

8;<=，到吸光度超出初始值 =GO 单位以上或达到 <I(
为止。做生长曲线，比较迟滞期（B!，吸光度增长达

到 =GO? 以上所需要的时间与在未调节 4: 的改良

PC5 培养基中生长吸光度达到 =GO? 以上所需的时

间之差），判断耐低 4: 能力的大小。

&<N<==9，^)$8I9 7)8; 赵佳锐等：人体肠道益生菌体外降胆固醇活性研究



表 ! 胆汁盐对益生菌生长的影响
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"#$ 统计学分析

所有实验均重复 8 次，结果取平均值。计算菌

株生长与去除率、去除效力的相关系数 2 以及去除

率与耐胆汁盐迟滞时间、耐酸迟滞时间的相关系数

2，判断相关性。

! 结果和讨论

!#" 体外降胆固醇实验

表 @ 显示了菌株对培养基中胆固醇的去除率和

去除效力。所有实验菌株或多或少都有体外去除胆

固醇的能力，去除率在 D7D&: S <A78F:之间，平均

去除率为 8&7<@:，@< 株去除率高于平均值。其中

?G&F、=I@、=KTL.$$M、N)8、P)@ 等 A 株菌去除率可达

到 <6:以上，@& 株去除率介于 86: S <6:之间，其

余 @6 株去除率低于 86:，?(A 去除率仅有 D7D&:。

乳杆菌和双歧杆菌的不同种乃至不同菌株，对胆固

醇的去除率没有明显的相关性，是菌株特异的。文

献［E］中 8 株乳酸菌的去除率介于 86: S 8A:之间，

文献［D］中研究的干酪乳杆菌 UIT@E 的去除率达到

A@7F:。本实验的结果符合常规，且有 A 株去除率

超过了 <6:，比较理想。

去除效力是归一化的结果，用去除率与生长情

况比较，表示单位细菌生长能够去除的胆固醇量。

两种计算方法基本统一，存在的差异可能是由于菌

泥烘干后质量轻，称量过程中容易出现误差所致。

=JB、O)&、P)& 等 8 株菌去除效力较高，?(A 去除效力

最低。去 除 率 和 生 长 情 况 同 时 影 响 去 除 效 力。

=JB、O)& 和 P)& 去除效力高并非由于去除了较多的

胆固醇，而是基于同等条件下生长状况不如其它菌

株旺盛，78E&6都不超过 @76。如果在体内作用，生长

缓慢会影响菌株在体内的定植，故不能作为筛选的

最佳结果。而 ?(A 生长状况良好，去除率和去除效

力却均最低，说明这株菌去除胆固醇的能力差。胆

固醇去除率高的 ?G&F、=I@、=KTL.$$M、N)8、P)@ 这 A
株菌，去除效力 @ 也都达到了 &6!/V（G=·9）以上，且

生长良好，可以作为有潜力的菌株考虑。

!#! 耐胆汁盐实验

由于人体肠道内含胆汁盐的环境，以及细菌需

要存在胆盐的条件下才能吸收胆固醇［B］，所以益生

菌必须具有对胆汁盐的耐受性。表 & 显示了菌株对
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表 ! 酸化对益生菌生长的影响

!"#$% & ’((%)* +( "),- +. /0+1*2 0"*% +( 3*0",.3 +( 40+#,+*,)3

5*0",.3 +( 40+#,+*,)3 6+.*0+$!
78&9（2）

:),-,(,)"*,+. (+0 7;,. :),-,(,)"*,+. (+0 <7;,. :),-,(,)"*,+. (+0 =>7;,.
78&9（2） ?!（2）! 78&9（2） ?!（2） 78&9（2） ?!（2）

! @ "#$%&’()*$+%,)*%- A(= B8>C <8&D >8== ==8&& E87F G >B G =D8E>
! @ .’+/%- A"> F8&F <8CB =8BD =78FD F8>B =>8CF E8F7
! @ "#$%&’()*$+%,)*%- A(B B8&D =78BE <87C >>8BC =C87D G >B G =E8&F
! @ )&’,$#($+*0# A(F <8<F C8>& =8FC =C8E< =>8== G >B G =E8&F
! @ "#$%&’()*$+%,)*%- A;>= F8<7 F8BD H78== G >B G =C8B7 G >B G =C8B7
! @ .’+/%- A;>< E8F= =D8=& ==8<> =B8&& <8C> =E87C D8FE
. @ 12$30# A;>D =F8>B G >B G C8FC G >B G C8FC G >B G C8FC
. @ 12$30# ?I= F8<> =<8<D ==87E G >B G =C8&C G >B G =C8&C
. @ ",)+*)2%- ?3&= B8=B D8BD F8&F >=87< =<8D> G >B G =D8C<
. @ ",)+*)2%- ?3F> B8&C D8FC F8>7 =D8<= =F8>& G >B G =D8<>
. @ )(0&’"40,%# ?:& F8DE <8F< 78FD <8FD 78<> C8=C >8>=
. @ )(0&’"40,%# ?:B F8FD <8EE =8=C <8E= =8=> C8&& >8EB
. @ /),,0+)*%- ?:C C87& =78=F >8=> =B87C <87F >&8BD =F8B<
. @ )(0&’"40,%# ?:== F8D> E8>= =8>D C8=E >8>F D87D &8=E
. @ ",)+*)2%- ?JHK.$$L E8=< C8B= =8>F =<8F7 D8&B G >B G =<8CB
. @ ",)+*)2%- ?A=7 C8FF =78C& >8>C =>8&E &8C> =&8D& F8&C
. @ ",)+*)2%- M)& B8<< ==8>F <8FD >>8F> =E8CC G >B G =D8&B
. @ ",)+*)2%- N)= B8C= E8FB >8E& >78F> =F8E= G >B G =D8=D
. @ "$+*’#%# N)> F8=& =78FB F8B= =>8=7 <8DE =<8FF ==8B>
. @ #%+*’25$%# N)B B8<B ==8<F E87= >=8DF =E8&= G >B G =D8&<
. @ ",)+*)2%- O)= B8C= ==8<F <8CB =E8<> =>8C= G >B G =D8=D
. @ #%+*’25$%# O)> E8F= =78EB &8>& =&8<& <8=> =C8FE ==87<
. @ )(0&’"40,%# M*= B8E> ==8<< <8DB =D8>> =B8F7 G >B G =D8>C
. @ 2%-0+0# N*& B8F< =>8>7 E8<B >78=B =F8FC G >B G =D8BB
. @ ",)+*)2%- O*= F8=C =>8=E <8DD >>8FB =E8&< G >B G =C8C>
. @ 2%-0+0# O*& F8=> ==8E= <8FD G >B G =C8C> G >B =C8C>
. @ 2%-0+0# O*B B8CE ==8CE E877 >>8D< =C87D G >B G =D8=&
!6+.*0+$ ;%".3 *2% *,;% 0%P9,0%- (+0 *2% )9$*90%3 *+ 0%")2 "#3+0#".)% "* <>7.;（6<>7）#L 78& 9.,*3 ,. *2% ;%-,"（4Q <87）；?!，?"/ !,;% ;%".3 *2%

-,((%0%.)% #%*1%%. *,;%3 0%P9,0%- (+0 *2% )9$*90%3，*0%"*%- 1,*2 4Q>87 ;%-," (+0 7;,.，<7;,.，=>7;,.，*+ 0%")2 "#3+0#".)% "* <>7.;（6<>7）#L 78& 9.,*3
".- )+.*0+$ *,;%@

& 种浓度胆汁盐的耐受性，对照为菌株在不加胆汁

盐的改良 IR5 肉汤中生长达到 78&9 所需要的时

间，菌株间差异很大，从 B8E72 至 >=8B<2 不等。迟

滞时间（?!），表示菌株在含胆汁盐的培养基中生长

吸光度（78<>7 ）达到 78&9 所需时间与对照之差，正

数为生长延迟，负数为生长促进。表中显示为负数

的值几乎都小于 =2，可能是实验过程中不可能完全

同时测量吸光度，而非促进生长。受胆汁盐抑制最

严重的 B 株菌依次是 ?:C，O)>，?4<7=7，A;>D，其余

>& 株对 78BS牛胆汁的迟滞时间不超过 >2。F 株菌

去除率达到 B7S以上的菌中，?I=，M)&，O)= 等 & 株

有较高的胆汁盐耐受性。

胆汁盐的浓度与细菌生长之间没有明显相关

性，并非浓度越高抑制越强烈，也没有显示出 & 种浓

度中哪一种最利于细菌生长。文献中提到提高胆汁

盐的浓度使菌种的生长速率下降，但胆固醇的去除

率随之提高［D］。实验结果表明，不同菌株对胆汁盐

的耐受性不同，但具有更高胆盐耐受性的细菌并不

一定 能 够 吸 收 更 多 的 胆 固 醇，与 国 外 的 研 究 吻

合［F，C，=7］。

"#! 耐酸性能实验

表 & 显示了不同菌株对低 4Q 的耐受性，对照

为菌株不经酸化在正常改良 IR5 肉汤中生长达到

吸光度（78<>7）78&9 所需要的时间，从 B8=B T =F8>B2
不等。迟滞时间（?!），表示菌株经酸化以后转接至

正常 4Q 培养基中生长达到吸光度（78<>7 ）78&9 所

需时间与对照之差，正数为生长延迟，负数为生长促

进。由表可见，酸对细菌的抑制作用明显。耐酸能

力最强的 & 株菌依次为 ?:&、?:B 和 ?:==，全部为

嗜酸乳杆菌，=>7;,. 酸化后迟滞时间低于 F2。>7 株

菌在 =>7;,. 酸化后迟滞时间超过 =72。A">、A;>D、

?4<7=7 和 A;>< 经 =>7;,. 酸 化 后 迟 滞 的 时 间 在

F T =72之间，但 A;>D 对照本身生长缓慢。

菌株的耐酸能力与去除胆固醇的能力之间没有

相关性。?I= 虽然对胆固醇的去除率最高，但耐酸

能力差，如果直接作为食品添加剂或口服药，不能够

抵抗胃酸，所以不能作为继续研究的候选菌株。M)&
和 O)= 的耐酸能力也不强。来源于人体肠道的细菌

中，A">，A;><，N)> 和 O)> 的耐酸性相对较好，但

A">，N)> 和 O)> 对胆固醇的去除率都不高，仅 A;><
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的胆固醇去除率达到了 !"#!$%，相对较高。

!"# 降胆固醇能力、耐胆汁盐能力和耐酸能力的相

关性分析

相关性分析表明，菌株的生长与胆固醇去除率

和胆固醇去除效力 &，’ 的相关系数分别为 $#(&"，

) $#*$和 ) $#+$，说明去除率和去除效力与生长情

况有关，但并不依赖于细菌的生长。胆固醇去除率

与耐胆汁盐能力（$#,%胆汁盐迟滞时间）的相关系

数为 ) $#&,，去除率与耐酸能力（-$./0 酸化迟滞时

间）的相关系数为 $#$,，表明胆固醇去除能力与耐

胆汁盐能力、耐酸能力之间均没有明显相关性，胆固

醇去除能力是菌株特异的。

$ 结论

’+ 株实验菌株均能够去除培养基中的胆固醇，

其中 ( 株去除率达到了 ,$% 以上，且去除效力较

高。实验中菌株的胆固醇去除能力、胆汁盐耐受性

和低 12 耐受性均菌株特异。细菌的生长与胆固醇

去除率和去除效力均没有明显相关性，胆固醇去除

能力与耐胆汁盐能力、耐酸能力之间也均没有明显

相关性。菌株 3.’- 对胆汁盐和酸性的耐受性都相

对较强，对 $#,%牛胆汁的迟滞时间低于 ’4，经 12’
&’$./0酸化后迟滞时间低于 &$4，且胆固醇去除率

可达到 !"#!$%，可以作为起始菌株进行优化，进行

进一步的机理研究和应用研究。
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