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摘要：【目的】双歧杆菌在人和动物胃肠道中发挥着重要的生理作用，然而双歧杆菌能否耐受胃酸、肠液及胆

汁酸是影响活菌制剂益生效果的关键因素，本研究旨在从蒙古族儿童粪便中分离筛选出具有良好益生特性

的双岐杆菌。【方法】本文采用双岐杆菌选择性培养基对样品进行分离纯化，并对菌株进行生理生化鉴定，

以耐受人工胃肠液、耐受牛胆盐为手段对各菌株的益生特性进行评价，并且对 . > $-&/$*&0R" 进行了 $’0
+S1E分子生物学鉴定。【结果】本文从 $#位健康蒙古族儿童粪便中分离得到 $$株双歧杆菌，经传统生理生
化试验鉴定为 3株 . > $1(*20"2-#&0：E$、TC、U!、EB、R$%；C株 . > *(-+3/：2’、2D、S$$；$株 . > 40231("$#2-*$#3/：
V#；$株 . > )&5&13/：U3；$株 . > $-&/$*&0：R"。. > $-&/$*&0 R"具有较强的耐酸性，在 8T#Q%的人工胃液中厌
氧培养 C 6后存活率为 "#Q!W，而其它 $%株双歧杆菌在此条件下的存活率均小于 C$Q#3W；. > $-&/$*&0 R"
在 8T#Q%的人工胃液中厌氧培养 C 6后接入 8TBQ%的人工肠液中消化 B 6，存活率为 ""QDW，并且可以耐受
%QCW的牛胆盐。进一步对 R" 菌株进行 $’0 +S1E 分子生物学鉴定，发现与 .&5&1()$"#2’&3/ $-&/$*&0 =,*=8>
*$"#&" VV$#的同源性为 ""W。【结论】本研究结果显示 . > $-&/$*&0 R"来源安全，并且具有良好耐酸、耐胆盐
益生特性，有望在乳制品及保健类产品中得到广泛的应用。
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双歧杆菌是自然栖居在人体肠道中的有益菌

株，在成人肠道中约占到肠道总菌数的 CW X $%W，
而在婴儿肠道中这一比例超过 "$W［$］，双歧杆菌在
肠道内的数量是评价机体健康程度的重要指标［#］，

其主要作用在于可抑制有害菌群、维持肠道菌群平

衡、保护肠粘膜屏障、代谢产生有机酸、促进肠道蠕

动、腹泻便秘双重调节［C］。作为益生产品要求菌株

必须在通过胃肠道后仍然能有足够数量的活菌存在

（约 $%’ X $%D2(Y4L），这也为评价潜在益生特性的菌
株提供了标尺［$］。

本文从健康蒙古族儿童粪便中分离得到 $$ 株

双岐杆菌，经生理生化试验鉴定并以耐受人工胃肠

液和胆汁盐情况为评价指标来评价其益生特性，其

中 . > $-&/$*&0 R"各项益生特性较为突出，进一步
通过分子生物学手段 $’0 +S1E 对 . > $-&/$*&0 R"
进行鉴定，发现该菌株与 .&5&1()$"#2’&3/ $-&/$*&0
=,*=8> 6$"#&" VV$#的同源性为 ""W，有望在乳制品
及微生态类产品中得到广泛应用。

! 材料和方法

!"! 材料
! #! #! 样品来源：$#名健康蒙古族儿童，男性 D名、



女性 !名，年龄为 " # $岁，均无胃肠病史，采样前两
周内未服用过任何抗菌类药物。

! "! "# 主要试剂和仪器：胃蛋白酶（%&%’()，’(*+,）；
胰蛋白酶（-./%’()，’(*+,）；牛胆盐（北京双旋微生物
培养基制品厂）；厌氧罐（001 2,’ %,.3）；4156789
0:!; 型光学显微镜及 4156789 76<=; 型摄像系
统；>?-@A>? 8<=;;; 型紫外可见分光光度计；
B%%&)CD.E -21<F$G 高速台式离心机；7-A<=;; 梯度
7AH扩增仪；@0? "I";测序仪。
!$# 样品的采集与保存
用无菌玻璃棒挑取自然排出的新鲜粪便 ! #

F; *，置入无菌平皿中，迅速放入厌氧罐中，带回实
验室进行分离。

!$% 稀释液 &’(和双岐杆菌选择性培养基的配制
稀释液 709：磷酸氢二钠 $ *，磷酸二氢钾 JK! *，

吐温 L G; ;K! *，1<M/’<>AN ;K! *，蒸馏水 F;;; +1，%>
自然，F=FO F! +()灭菌备用。
选择性 -75培养基：-75培养基 P =*Q1 1(AN P

FK!R琼脂粉
!$) 供试菌液的配制
将各菌株用 -75传代培养 =次，选取生长至稳

定期的菌体离心（";;; S *，I +()，JO）收集，用 FK"
所述 709洗涤 =次［J L !］，重新悬浮于 F; +1 709中，
然后用灭菌 709梯度稀释至一定倍数，采用 -75琼
脂培养基平板倾注法（下同），"IO培养 JG T后计菌
落总数，同时测定相应稀释度菌体在 $;; )+处 !"
值，制作 !" 值与所对应的近似菌落数（AU8Q+1）的
线性关系曲线。

根据上述各稀释度 !" 值与所对应的近似菌落
数（AU8Q+1）的线性关系［$］，通过调整各菌体在
$;; )+处的 !" 值，使各供试菌体最终浓度为 ! S
F;GAU8Q+1［I］。
!$* 人工胃肠液和含胆盐培养基的配制
具体方法参照 AT,.V&.(’、8’+,) 等提供的方

法［G L W］。

!$+ 菌株的分离纯化与保存［!, - !#］

取厌氧冻存的样品 " *加入有玻璃珠的三角瓶
中，加入 "; +1 709 稀释液摇床振荡（=!; .Q+()）
F! +()，然后吸取 F +1便液加入一支装有 W +1 709
稀释液的试管中，漩涡混匀，作为 F;L =稀释液，同样

方法稀释至 F;L J。

取在厌氧罐中充分预厌氧的 -75固体平板，将
粪便原液、F;L =稀释液、F;L "稀释液、F;L J稀释液各

取 ;KF +1，均匀涂布平板，置厌氧罐中 "IO厌氧培

养 =J T（先抽真空至 L ;K;! 67,，然后充氮气至 ;K;=
67,，重复 = 次，最后通入 ;K;= 67, 的混合气体
（X=G;R，>=F;R，A4=F;R））。
在选择性 -75培养基上，双歧杆菌的菌落特征

较为典型，易与其它菌落区分开来。双歧杆菌的菌

落一般为光滑，凸圆，边缘完整，颜色呈乳褐色或乳

白色，菌落直径在 ;K$ ++ # FKG ++之间，具有这些
形态特征的菌落被认为是双歧杆菌可疑菌落，通过

进一步分离纯化得到双岐杆菌纯菌株。

将双歧杆菌纯菌株扩培后用 709离心洗涤 =遍
后，悬于保护剂（F=R脱脂乳 P ;KFR谷氨酸钠）中，
真空冷冻干燥 L FGO保存。
!$. 生理生化鉴定
具体方法参照文献［F!］。

!$/ 耐受人工胃肠液和胆盐试验［0］

取 FK; +1各供试菌液加入到 WK; +1人工胃液
（%> =K;、=K!、"K;）中，"IO厌氧消化 " T 后分别取
样，用平板计数法测定活菌数并计算存活率。同时，

吸取 FK; +1消化 " T后的 %> =K;的人工含菌胃液，
加入到 WK; +1人工胰液中，继续于 "IO厌氧培养，
分别于 ;、=、J、G T取样用 -75平板计数法测定活菌
数并计算存活率。

以 FR接种量将各供试菌液接种至含胆盐
（;K=R、;K"R、;K!R、;KGR、FK;R，YQZ）和不含胆
盐的 -75液体中，"IO厌氧培养，不定时取样测定
吸光值 !"$=;，直到吸光值增加至 ;K"个单位停止培
养，计录各菌株在含胆盐和不含胆盐的 -75 培养基
中生长时 !" 值增加 ;K" 个单位所需的时间，以含
胆盐组与不含胆盐组 !" 值增加 ;K" 个单位所需的
时间之差（1-延迟时间）来判断菌株对胆盐的耐受
性。

!$0 菌株存活率计算

菌株存活率（R）[
ND*ME\XF

ND*ME\X;
S F;;R

XF—菌株处理后活菌数；X;—菌株初始活菌数。

!$!, 分子生物学 !+( 1234鉴定方法
用冻融<A-@0法提取菌株基因组 ]X@［F"］。F$9

.]X@ 扩增引物采用通用引物［F"］，即 =IU（ !^<
@2@2---2@-AA-22A-A@2<"^） 和 F!JFH （ !^<
@@22@22-2@-AA@2AA <"^）。扩增产物经 @0? "I";
测序仪测序，并用 6B2@ JK; 软件构建该菌株的系
统发育树。

!$!! 数据统计分析
试验数据采用 9@9 GK;= @X4Z@程序处理。
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! 结果

!"# 分离至蒙古族儿童粪便中的双歧杆菌的鉴定
结果

由 !"名健康蒙古族儿童粪便中分离得到 !!株
双歧杆菌，对其进行生理生化试验和糖发酵试验。

对照菌株为：!"#$%&"#’(()* +,((&-),#.’’ #$%#&’ %$()*+,-$#
./00 !1""23（同表 ! 中的 45!）、!"#$%&"#’(()* ’
"#’+%/0’()* ./006789（同表 !中的 45"），由内蒙古农
业大学乳品生物技术与工程教育部重点实验室提

供，实验结果如表 !所示。

表 # 分离自蒙古族儿童粪便中双歧杆菌生理生化实验结果
/*%(: ! /;: &;<#,=(=),-*( %,=-;:>,-*( ?:#? +:#$(? =@ 1’2’+%&"#$,-’)3 ,#=(*?:A @+=> A+=&&,B)# =@ ;:*(?;< C=B)=(,*B -;,(A+:B

/:#? ,?:>#
1’2’+%&"#$,-’)3 0=B?+=( #?+*,B

.! 4" D7 E6 E8 09 02 .3 FG F!H I!! 45! 45"
E+*> #?*,B,B) J J J J J J J J J J J J J
K&=+: L L L L L L L L L L L L L
MN,A*#: L L L L L L L L L L L L L
.:+=%,- )+=O?; L L L L L L L L L L L J J
.B*:+=%,- )+=O?; J J J J J J J J J J J J J
P*-?,- *-,A J J J J J J J J J J J J J
Q9RRS J J J J J J J J J J J L L
.+*%,B=#: J J J J L J J J J J J L L
T<(=#: J J J J L A J J J J A L L
U,%=#: J J J J L J J J J J J L L
E($-=#: J J J J J J J J J J J J J
C*BB=#: A J J A L A A A J A A J J
Q+$-?=#: J J J J J J J J J J J J J
E*(*-?=#: J J J J J J J J J J J J J
K$-+=#: J J J J A J J J J J J J L
C*(?=#: A J A A L J J J J J J J L
0:((=%,=#: J A J J L J J J A J J J L
P*-?=#: J J J J J J J J J J J J J
/+:;*(=#: A A A A L A A A A A A J L
C:(,%,=#: J J J J A J J J J A J J L
U*@@,B=#: J J J J L J J A J J J J L
C:(:V,?=#: J L J J L J J J A J J L L
K?*+-; J J J J L A A J J J L J L
WB$(,B A L A A L L L A L A L J L
C*BB,?=( A L A A L L L A L A L L L
K=+%,?=( A A A A L L L A L A L L L
X#-$(,B J J J J L A A J J A J J L
K*(,-,B J J J J L A A J J J A J L
K=A L E($ J J J J L L L J L J L L L
“ J”：R=#,?,Y:，“A”：Z:*[ &=#,?,Y:，“\”：]:)*?,Y:’

根据表 ! 试验结果，参照文献［!8］，得到 8 株
1 ’ "+%(,*#,4$’*：.!、D7、E6、.3、F!H；7株 1 ’ (%45)3：
09、02、I!!；! 株 1 ’ /*,)+%#"$,4("$)3：4"；，! 株 1 ’
&’2’+)3：E8；! 株 1 ’ "4’3"(’*：FG。 45! 为
!"#$%&"#’(()* +,((&-),#.’’ #$%#&’ %$()*+,-$#， 45" 为
!"#$%&"#’(()* ’ 6#’+%/0’()*。
!"! ##株双歧杆菌的生长特性比较
如图 !所示，各菌株在 /R^液体培养基中生长

曲线变化基本相同，但菌体达到的最大 78 值有明
显的差异。!9 ;前为对数生长期，!9 ;后开始进入
生长稳定期，一直持续至 "6 ;。 1 ’ "+%(,*#,4$’* .!

在稳定期时的 78 值最小（!179），而 1 ’ "+%(,*#,4$’*
D7在稳定期达到的 78 值最大（"1!"），其它各菌株
在稳定期 78 值差异不大。
以下实验以此生长曲线为依据，将各菌株在

/R^液体培养基中厌氧培养 !3 ; 的菌体做为供试
菌，根据 78 值与所对应的近似菌落数（0Q_‘>P）的
线性关系（略），通过调整各菌体在 9HH B>处的 78
值，使各供试菌体以 8 a !H30Q_‘>P的接种量接入人
工胃液中。

!"$ ##株双歧杆菌的人工胃液耐受性筛选试验结果
将供试菌株接入 &D"1H、"18、71H 人工胃液中，

"!" R:B)@:, E*= :? *( ’ ‘6#$" 9’#-%&’%(%5’#" :’4’#"（"HHG）6G（"）



图 ! 各菌株在 "#$条件下生长曲线
!"#$% &’( #)*+,’ -.)/( *0 %% 1,)2"31 2, 456 $

图 % 供试菌株在 &’%()、%(*、"()人工胃液中 "#$厌氧保温 " +后存活率变化情况
!"#$7 8.)/"/29 )2,( *0 ,’( 1,)2"31 ,(1,(: 232()*;"- -.9,.)(: 2, 456 0*) 4 ’ "3 2),"0"-"29 #21,)"- <."-( 2, =>7?@，7?A 23: 4?@?

456厌氧培养 4 ’对其进行活菌计数，并计算存活
率，结果见图 7。
由图 7可以看出，不同菌株在不同 =>的人工

胃液中耐受性有显著差异（ ! B @?@%）。菌株对人工
胃液耐受性随 =>降低而降低，其中 " $ #$%&#’%( CD
对人工胃液耐受性最强，在 =>7?@人工胃液中 456
厌氧保温 4 ’后存活率达到 D7?EF，而其它 %@株双
歧杆菌在此条件下的存活率均小于 4%?7AF，其中
" $ #)*’+(,+$-%( >4、" $ #)*’+(,+$-%( GH 和 " $ ’*$./&
I%%的存活率均未超过 %F，说明这 %@株菌对模拟
胃液特别敏感，没有进一步筛选的价值，所以仅选择

具有良好耐酸特性的 " $ #$%&#’%( CD作为进一步试
验的对象。

%(, ! - "#$%"&$’ ./对 &’0()人工肠液的耐受结果

图 " 1- 23452647 ./ 在 &’0() 的人工肠液中
"#$厌氧培养的存活情况
!"#$4 8.)/"/29 )2,( *0 J$ 23"K29"1 CD 232()*;"- -.9,.)(: 2,

456 "3 2),"0"-"29 "3,(1,"329 <."-( 2, =>H?@?

将具有良好耐酸特 性的 " $ #$%&#’%( CD 在
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!"#$%的人工胃液中厌氧消化 & ’后，接入 !"($%的
人工肠液中继续 &)*厌氧保温消化，分别在不同时
间取样计数并计算其存活率，结果如图 &。
由图 &可以看出，! + "#$%"&$’ ,-在 !"($%的人

工肠液中 &)*厌氧保温 ( ’后，活菌数与存活率均
无明显差异（( . %$%/），该菌株具有良好的耐受肠液
特性。

!"# ! $ "#$%"&$’ %& 对不同浓度牛胆盐的耐受结
果

由图 0数据分析得知，结果按照 1’23425等提出
的方案进行分析，该方案根据 67将耐受胆盐的菌

株分为 0组：（8）对胆盐不敏感 67!8/ 9:;；（#）可耐
受胆盐 678/ . 67 ! 0% 9:;；（&）轻微耐受胆盐 0%
. 67 ! <% 9:;；（0）对胆盐敏感 67 = <% 9:;）［80］。
! + "#$%"&$’ ,-在含有不同牛胆盐浓度的 7>?培养
基中耐受情况有显著差异（ ( . %$%8）。与对照组相
比，添加 %$&@的胆盐组延迟时间 67为 8/ 9:;，添加
%$/@的胆盐组延迟时间 67陡然增加至 8)$%8 ’，添
加 %$(@、8$%@的胆盐组在 #0 ’内 )* 值均未增加
%$&个单位，说明 ! + "#$%"&$’ ,-对 %$&@的牛胆盐
浓度不敏感。

图 # ! $ "#$%"&$’ %&在不同牛胆盐浓度下 ()值增加 ’"(个单位所需要的时间
A:B+0 7:94C ;44D4D 3’23 3’4 )* EF ! + "#$%"&$’ :;GH42C4D %$& 5;:3C :; D:FF4H4;3 GE;G4;3H23:E; EF EIB2JJ K:J4 C2J3 +

!") ! $ "#$%"&$’ %& *+, -./0鉴定结果
采用分子生物学手段 8<L HMNO对 ! + "#$%"&$’

,-进行鉴定，通过 >1P产物直接测序，获得长度为
80&& K!的 8<L HMNO序列。通过 N1QR Q6OL7比对
分析，发现与 !$+$,-."/012$3% "#$%"&$’ C5KC!+ &"/0$/ 模
式菌株 MLS 8%80% 和益生菌株 QQ8# 的同源性为
--@。运用专业软件 S4B4 0$% 构建 !$+$,-."/012$3%
属内 &8个种以及 QQ8#和 ,-的系统发育树，如图 /
所示。

综 上，! + "#$%"&$’ ,- 进 一 步 鉴 定 为
!$+$,-."/012$3% "#$%"&$’ C5KC!+ 4"/0$/，这与前期所做
的生理生化试验结果是一致的。

( 结论
本文从 8#位健康蒙古族儿童粪便中分离得到

88株双岐杆菌，经生理生化试验鉴定，得到 /株 ! +
",-&1’/1#0$’：O8、"&、T0、O(、,8%；&株 ! + &-#53%：1<、

1)、M88；8 株 ! + (’13,-/"01#&"03%：Q#；，8 株 ! +
.$+$,3%：T/；8株 ! + "#$%"&$’：,-。其中 ! + "#$%"&$’
,-具有较强的人工胃肠液和胆盐耐受性。通过分
子生 物 学 手 段 鉴 定，! + "#$%"&$’ ,- 为 一 株
!$+$,-."/012$3% "#$%"&$’ C5KC!+ 4"/0$/。本研究证实
! + "#$%"&$’ ,-具有良好的益生潜力，对该益生菌
制剂的开发需要深入研究。

在国内益生菌的研究和应用方面，存在一些亟

待解决的问题：一是目前成功应用于发酵乳制品生

产的益生菌大都来自于国外，如法国的罗地亚公司，

丹麦的汉森公司，荷兰 MLS公司等，国内具有自主
知识产权且研究较系统的益生菌几乎没有；二是缺

乏对益生菌筛选、功能特性以及安全性方面的机理

研究，这是导致我国益生菌乳制品开发和应用方面

落后于国外的关键所在。因此，研究和开发来源于

健康中国人肠道、有相当的益生功能特性和对人体

的健康有疗效作用，同时又具有安全性、能成功地应

08# >4;BF4: T2E 43 2J + U6/0" 7$/2-.$-&-5$/" 8$#$/"（#%%-）0-（#）

Absent Image
File: 0



图 ! !"#"$%&’()*+",- 属 "#$ %&’(系统发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 012+3 *, -’+ 456 /789 2+:;+,.+2 *< !"#"$%&’()*+",- #+,+/1，“=”/+>/+2+,-2 -’+ -(>+ 2-/1",$

用于乳制品及保健食品生产的、拥有自主知识产权

的益生菌菌株已势在必行。
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