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类植物乳杆菌的耐酸、耐胆盐及降胆固醇特性
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摘要：【目的】研究了类植物乳杆菌!A. 的酸、胆盐耐受性和胆固醇去除能力，并通过菌株生长和胆固醇去除

的关系探讨可能的机理。【方法】菌株!A. 生长在高胆固醇 MN’ 培养基中，胆固醇的检测通过气相色谱法。

检测菌株在不同生长阶段对胆固醇的去除情况。【结果】菌株!A. 具有酸耐受性、胆盐耐受性和一定的胆固

醇清除能力。菌株在 )O. > / 培养 . 6 后仍能达到 #/! @P94+Q；加胆盐（/ RAS T / R!S）对菌株生长量达到 ./
值 / R% 的时间延迟在 / R3 6 以内；热杀死的和休眠的细胞能去除很少的胆固醇，分别是 3 R%!、3 R"/ +U4U 细胞

干重，而生长的细胞去除的胆固醇达到 #% R"B +U4U 细胞干重。另外，研究表明胆固醇去除与菌体的生长有一

定的相关性。【结论】菌株!A. 去除胆固醇可能的机理是菌体对胆固醇的吸附及菌体在生长过程中对胆固

醇的吸收利用，为此该菌株具有添加到食品中来降低血液胆固醇的潜能。

关键词：类植物乳杆菌；酸耐受性；胆盐耐受性；胆固醇清除

中图分类号：5"A3 文献标识码：V 文章编号：///#D%./"（.//"）/"D##$%D/!

自 ./ 世纪 A/ 年代有研究认 为“血 管 壁 增 厚 即

动脉粥样硬化症是不正常胆固醇代谢的结果”，已有

越来越多的研究表明胆固醇与冠心病、高血脂等心

血管疾病间有关联［#］。一般来说，血胆 固 醇 浓 度 每

上升 #S，冠心病死亡率 则 上 升 .S。因 而，保 持 血

液中胆固醇浓度在正常范围内对于预防动脉粥样硬

化和心脑血管疾病是至关重要的。

近年来大量体内外试验结果表明，乳酸菌具有

较强的降胆固醇作用，适量饮用乳酸菌及乳酸菌发

酵食品可 有 效 降 低 由 消 化 道 进 入 血 液 的 胆 固 醇 含

量，从而减少心血管疾病的发病几 率［.］。国 内 外 对

嗜酸乳杆菌等乳酸菌降胆固醇潜能和作用机理进行

了广泛的研究，可能的降胆固醇机理包括：游离胆酸

盐与胆固醇的共沉淀作用；细菌的酶对胆酸盐的去

结合作用；细 菌 对 胆 固 醇 的 吸 收 等，但 至 今 尚 无 定

论［A］。类植物乳杆菌是人体消化道中重要的益生乳

酸菌，我国对其降胆固醇菌株的相关报道主要集中

于菌株的筛选［!］，作用机理的研究承 待 加 强。本 研

究就其在模拟胃肠环境的存活情况，并通过菌体生

长与去除胆固醇能力的关系对胆固醇体外去除机理

作了初步研究。希望能提供一些研究乳酸菌降胆固

醇行为的方法和数据资料，以及更好地发挥其降低

由消化道进入血液胆固醇的作用，为产品的开发提

供理论依据。

! 材料和方法

! "! 主要仪器和试剂

气相色谱仪（W2D./#/，日本岛津公司），冷冻干

燥机（C-((X8:(! R3，美国 Q;,@8:@8 公司），分光光度计

（YZD.!3/，日 本 岛 津 公 司 ），高 速 冷 冻 离 心 机

（2C#3N[，日本日立公司）等。胆固醇、正己烷、氢氧

化钾等均为国药集团化学试剂公司分析纯产品。



! "! "! 培养基与菌种：!!"# 培养基［$］。"高胆固

醇 !"#，即胆固醇胶束液体培养基（% &’( )*+),，以

’%%% ), 计）：% &’( * 胆 固 醇、% &(- * 牛 胆 盐、% &’( *
蔗糖酯、’ &( ), 吐温 .% 搅拌均匀，再加 $ ), 冰乙酸

加热溶解。超 声 ’$ )/0 后，% &-$#) 膜 过 滤 并 快 速

加入到 !"# 液 体 培 养 基 中，边 加 入 边 搅 拌，使 其 形

成 均 匀 稳 定 的 胶 体 溶 液［1］。$ 菌 株 的 活 化：

!"#$%&"#’(()* +","+("-$",).% 2( 由 本 实 验 室 分 离 鉴

定［$］，按 ’3 接 种 量 接 种 于 !"# 液 体 培 养 基

（’% ),），245静置培养过夜，连续两次，备用。

! "# 胆固醇的测定

采用气相色谱方法，氢火焰离子化检测器（678）

测定，色 谱 条 件 为："9:;’ 毛 细 管 色 谱 柱（2% ) <
% &($ )) < % &($#)），汽化室温度为 (.%5，柱箱起始

温度为 (%%5，程序升温 ’%5+)/0 至 (1%5，检 测 器

温 度 为 2%%5，以 氮 气 为 载 气，总 流 速 为

(% &’ ),+)/0，柱流速为 % &(% ),+)/0，进样量 ’#,，分

流比为 ’% = ’。胆固醇标准溶液（% &( )*+),）分别稀

释到’% > (%%#*+),的 . 个浓度，每个浓度进样 $ 次，

取其平均值。以色谱峰面积为 ?，标 准 样 品 溶 液 浓

度为 @，建立胆固醇工作曲线的外标方程为：

? A -’.-42@ B C%. &%C，, A % &CC.’，结果表明，在

给定的浓度范围内，线性关系良好。

! "$ 发酵液中胆固醇的提取

菌液 $ ), 离 心，取 ’ ), 上 清 加 入 $ ), DEF
（% &$$ )GH+, 甲 醇 溶 液 ）提 取 胆 固 醇，具 体 方 法 见

IJG)KJ［1］的报道。然后进行色谱分析。

! "% 耐酸试验

将活化菌液按 ’%3接种量分别接种于低 LF 值

（LF(）的 !"# 培 养 基，245 静 置 培 养，分 别 在 % M、

% &$ M、’ M、’ &$ M、( M 时取装有发酵液的试管。为防

止细胞呈链状可超声 $ J 后，采用无菌水以 ’% 倍递

减稀释至适宜梯度，平板计数。平行 2 次［4］。

! "& 胆汁耐受试验

将活 化 菌 液 按 ’3 接 种 量 分 别 接 入 含 % &23、

% &-3牛 胆 盐（)+N）的 !"# 培 养 基，245 静 置 培 养，

分别在 % M、( M、- M、1 M、. M 时 1(% 0) 测试发酵液的

/0 值。平行 2 次［.］。

! "’ 死的、休眠的和活的细胞对胆固醇的清除试验

将活化菌液作以下三种处理，（’）’(’5 ’$ )/0
热杀死，收集菌体（1%%% O+)/0，’% )/0，-5），等 体 积

无菌水洗两次，接种于等体积的高胆固醇 !"# 培养

基。（(）直接收集菌体，等体积无菌水洗两次，悬浮

于等 体 积 的 高 胆 固 醇 磷 酸 盐 缓 冲 液（ 胆 固 醇

% &’( )*+),，磷 酸 % &%$ )GH+,，LF1 &-）。（2）直 接 按

$3接种量接种于高胆固醇 !"# 培养基。各处理分

别平行 2 次，245静置培养 (- M 后，取发酵液$ ),离

心，沉淀用等体积无菌水洗两次，真空冷冻干燥后称

细胞干重［C］。上清液测胆固醇含量，按 以 下 公 式 计

算：

胆固醇清除量 A（P% B P(- ）+（Q(- B Q% ）

式中的 P% 、P(- 分 别 代 表 起 始 和 (- M 时 培 养 基

中胆固醇的浓度，Q% ，Q(- 分别代表起始和 (- M 时细

胞干重。

! "( 菌体生长过程中胆固醇含量的变化

将活化菌液按 (3接种量分别接种 !"# 和高胆

固醇 !"# 培养基，245静置培养 (- M。每隔 2 M 测

定细胞的生长量和发酵液的胆固醇含量。

# 结果

# "! 菌株的耐酸性

如表 ’ 所 示，菌 株 在 低 LF 值（LF(）处 理 ’ &$ M
后，细胞数量明显降低。但 ( M 后，活菌体数依然大

于 ’%- ，说明该菌株对低 LF 值有一定的耐受性。

表 ! 低 )* 值（# "+）对乳酸菌!$# 生存的影响

RKSHT ’ UVVTW9 GV HGX LF（( &%）G0 N/KS/H/9Y GV J9OK/0J%2(

RTJ9
Z/KSHT WTHH WG[09+（HG* WV[+),）

% M % &$ M ’ M ’ &$ M ( M
’ . &$2 C &-1 . &1C 1 &1’ $ &22
( . &-- . &$C . &(% $ &(- - &$-

# "# 菌株的耐胆盐性

从图 ’ 可以看出，乳酸菌%2( 在含不同浓度胆

盐的培养基 中 均 能 生 长，培 养 1 M 后，% &-3 胆 盐 比

% &23的对菌株的抑制作用略强，但抑制的差别不明

显。不同浓度胆盐对菌株生长量达到 /0 值 % &1 的

时间 延 迟 都 在 % &$ M 以 内，说 明 菌 株 对 胆 盐 有 耐

受性。

图 ! 胆盐对乳酸菌!$# 生长的影响

6/* \ ’ UVVTW9 GV S/HT JKH9 G0 N/KS/H/9Y GV J9OK/0J%2( \

# "$ 生长、休眠和热杀死菌体对胆固醇的清除作用

试验结果 表 明（图 (），处 于 生 长 状 态 的 乳 酸 菌
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!!" 具有较强的去除胆固醇能力，去除胆固醇达到

了 #$ %&’ ()*) 细胞干重。热杀死的和休眠的细胞也

能去 除 胆 固 醇，但 去 除 能 力 较 低，分 别 为 + %$,、

+ %& ()*) 细胞干重。

图 ! 生长的、休眠的和死的菌株对胆固醇的去除作用

-.) / " 01234564723 74(2893 :; )72<.=)，7456.=)，9=> 1496?@.334> A4335 /

! "# 菌体生长过程中胆固醇含量的变化

如图 ! 所示，与培养液中不含胆固醇对照试验

相比，乳酸菌!!" 在 高 胆 固 醇 培 养 基 中 生 长 缓 慢，

但差别不大。菌株在胆固醇存在时的前 & 1 生长缓

慢，而在 & 1 B #" 1 开始快速生长，#" 1 后 !" 值保

持恒定。培养 液 中 胆 固 醇 含 量 在 前 & 1 缓 慢 减 少，

在 & 1 B #+ 1 胆固醇含量基本保持恒定，#+ 1 后培养

液中胆固醇含量迅速减少，与菌株的生长有一定的

相关性。而培养液中含胆固醇时细胞干重在前 $ 1
略有降低，在 $ 1 B #+ 1 有相对平稳的增加，#+ 1 后

有较快的增长。整个过程与胆固醇清除的快慢相互

应，前 #+ 1 胆 固 醇 的 去 除 较 慢，之 后 有 一 个 较 快

增加。

图 $ 乳酸菌!$! 的生长和胆固醇清除模式

-.) / ! C72<61 D72E.345 .= (4>.F( <.61 A1234564723，9=> <.612F6

A1234564723，9=> A1234564723 955.(.396.2= D96647=5 /

$ 结论和讨论

高水平的血清胆固醇能引起冠状心脏病，因而

能降低血清胆固醇水平的乳酸菌研究得到了广泛关

注［"］。而乳酸菌制品要作为微生物制剂或生物活性

食品进入人体，那么菌株在人体胃肠道内存活能力

的高低就 直 接 关 系 到 产 品 能 否 发 挥 其 促 进 健 康 作

用，也就是要求乳酸菌能够耐受胃肠道的酸和胆盐，

其中包括胃 液 中 的 低 DG 值 和 小 肠 中 的 胆 汁 盐 等。

食物一 般 在 胃 部 停 留 大 约 # 1 B " 1，DG 值 约 在

# %+ B ! %H之间。实验结果表明乳酸菌!!" 在 DG" %H
处理 " 1 后，活菌数仍能达到 #H, AEF*(I。J.=) 等研

究的酸耐受菌株嗜酸乳杆菌和唾液乳杆菌 经 低 DG
值（DG" %H）处理 "1 后的活菌数略高于 #H, AEF*(I［K］。

对比可以说明乳酸菌!!" 具有较强的耐酸能力，能

够保证一定数量的活菌体顺利通过胃酸环境到达肠

内。小肠是人体胆固醇合成和吸收的重要场所，同

时也是乳酸菌发挥其降胆固醇作用的主要部位，正

常人体小肠中胆汁盐含量在 H %H!L B H %!L 范围内

波动。由耐胆汁盐试验可以看出，乳酸菌!!" 具有

较强的抗胆汁盐能力，菌体到达小肠部位能够存活

并生长。

虽有许多研究指出乳杆菌在生长过程中能清除

培养 基 中 的 胆 固 醇，但 其 机 理 还 不 明 确。C.33.39=>
认为培养基中的胆固醇含量减少是由于乳杆菌菌体

的同化胆 固 醇 作 用［#H］。研 究 结 果 表 明 乳 酸 菌!!"
的热杀死和休眠细胞能通过细胞表面的吸附而去除

一定的胆固醇，这暗示了细菌即使不能生长了、死了

也能去除胃肠道内的胆固醇。而生长的细胞有更高

的胆固醇去除能力表明胆固醇是通过细胞的生长，

也就是被细胞吸收利用而去除。

菌体生长过程中胆固醇含量变化的试验结果显

示，该菌株在培养 ", 1 后，消除培养液中的 胆 固 醇

为 #+ %,+ ()*(I，低于已报道的嗜酸乳杆菌［&］的胆固

醇消除 量 "H ()*(I。胆 固 醇 清 除 与 细 胞 生 长 有 一

定的相关性。#+ 1 前菌体生长较慢，胆固醇的去除

可能以细胞对胆固醇的吸附为主；而之后随着菌体

生长的加快，细胞对胆固醇清除也加快了，说明可能

以菌体对胆固醇的生长利用为主。这进一步证实了

胆固醇清除是通过细胞的吸附和吸收作用。当然，

胆固醇清除与生物量水平并不是完全一致的，因此

需要进一步的研究。

总之，本研究的类植物乳杆菌!!"，具有较强的

耐酸、耐胆盐和降胆固醇等特性，一旦通过食物进入

体内，可对外源性的胆固醇以及肝脏排到肠管中的

胆固醇有脱除作用，从而减少肠壁对胆固醇的吸收，

对于改善机体血脂有一定的意义。加之该菌株还有

抑制多种腐败菌生长、增加食品货架期的特性［+］，因

’K## 019=)M.9= I.F 46 93 / * #$%& ’($)*+(*,*-($& .(/($&（"HH&）,&（&）
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此具有重要的应用价值。至于乳酸菌在体内的降胆

固醇作用是否也存在其它的作用机制如共沉淀作用

等共同作用或以某一种作用机制为主的形式，至今

尚无明确的定论，有待于深入研究。
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