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摘要：采用体外试验方法研究 ’ 株乳酸菌和双歧杆菌对人体消化道不良环境的抵抗能力、在肠道上皮的黏附定植

能力及其降胆固醇潜力。结果表明：受试菌对 (()*"&’ 细胞粘附能力存在显著差异（! + $,$#），粪肠球菌 -" 粘附

能力最强；各菌对胃液和胰液都有较强耐受能力，在模拟胃液和胰液中分别培养 ./ 和 0/ 后仍能保证 %#1以上存

活；在含胆汁培养基中受到不同程度抑制，但都能存活；受试菌在生长过程中能够使环境中胆固醇降低从 !#1 2
#01不等，粪肠球菌 3.$ 和 3." 和嗜酸乳杆菌 3&’& 和 45" 能使胆固醇降低 0$1以上，是良好的降胆固醇备选菌

株。
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肠道菌系平衡是关系到人体营养和健康至关重

要的因素，益生菌对人体肠道菌系有很好的调节作

用，这使得益生菌的研究成为功能食品研究的热点。

早在 !$ 世纪 !$ 年代初国外就开始益生菌的研究，

目前已有许多成熟的益生菌产品在全球范围内热

销，如 )R??、益力多等［"］。我国在这方面的研究起

步较晚，成果很少。虽然近两年有些企业开始生产

和宣传益生菌产品，但大多采用国外的菌种，真正具

有自主知识产权的益生菌产品寥寥无几。要改善这

种局面，必须加强基础工作，从益生菌菌种的筛选及

功能特性研究入手，逐步深入，开发自主产权的益生

菌产品。

益生菌必须满足一定的条件［!，.］，其中能够耐受

消化道的一系列不良环境而活着到达并定植于宿主

肠道是其发挥益生作用的必要前提，也是益生菌筛

选的重要指标。本研究旨在通过科学的实验方法，

对几株乳酸菌对人体消化道不良环境的抵抗能力、

在肠道上皮的定植能力及降胆固醇潜力进行研究，
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以期筛选出最具益生潜力的菌株，为益生菌的进一

步开发利用奠定良好的基础。

! 材料与方法

!"! 实验用菌种及细胞组织

! 株 乳 酸 菌 均 为 本 实 验 室 保 存 菌 种，包 括

!"#$%&"#’(()* "#’+%,-’()*：!" " #$!$ 和 !" " %&’；

./$01%#%##)* 2"0#’)3：./$ " #()、./$ " #(’ 和 ./$ " 4’；

5’2’+%&"#$01’)3：5’2 " %&# 和 5’2 " *+,。

大肠癌腺细胞 --./’$!（中国医药大学）。

!"# 培养基及培养条件

乳杆菌和肠球菌采用改良 012 培养基，(!3过

夜培养活化；双歧杆菌采用改良 4%5 培养基［6］(!3
厌氧培养 768 活化。

图 ’ 在光学显微镜下粘附后的 --./’$! 和细菌（油镜 9 ’)))）

!"$ 粘附能力检测

--./’$! 细胞传代培养于含 ’): 小牛血清的

;0<0高糖细胞培养液（=*&->）中，于 ->7 培养箱

（1<?->）（@:->7、A@:空气）中 (!3培养，每 6$8 换

培养液 ’ 次，长成单层后接种于含盖玻片的六孔组

织细胞培养板中，继续培养 6$8 后，用无菌 %&2 清洗

’ 次，将 ’B. 细菌培养物与 ’B. ;0<0 细胞培养液

混合，加入到 C 孔培养板各孔中，(!3 ->7 培养箱中

培养 ’D@8，取出盖玻片，%&2 清洗 @ 次，甲醇固定，革

兰氏染色及 E< 染色，油镜下观察粘附情况。

细菌粘附指数计算：于油镜下（’@)) 9 ）随机选

取 7) 个视野，计数细胞上粘附的细菌个数，粘附指

数 F 细菌数G’)) 个细胞（即平均每 ’)) 个细胞粘附

的细菌个数）。

!"% 耐胆汁能力监测

活化后菌种 ’:接种于含胆汁的液体培养基中

（添加 )D7:硫乙醇酸钠，)D(:牛胆汁），同时接种不

含胆汁培养基作为对照。(!3培养，每小时测吸光

值（67C7)HB），直到吸光值增加 )D( 个单位以上停止

培养，以时间和 67C7)HB 做生长曲线，根据延迟时间

（细菌在含胆汁和不含胆汁培养基中生长时吸光值

增加 )D( 个单位所需的时间之差）的长短来判断该

菌对胆汁的耐受能力。

!"& 细菌对胃肠转运耐受能力监测

按 -8IJKLJMN［@］方法进行。

!"’ 细菌生长过程中降胆固醇作用的监测

实验方法在前人基础上［C，!］略加改进：在培养基

（012，4%5）中添加 )D7:巯基乙酸钠、)D(:牛胆汁、

’@:马血清配制高胆固醇培养基（以马血清作为胆

固醇来源），接种 ’:细菌培养物，以不接种高胆固

醇培养基作为空白对照，(!3厌氧培养 ’C8 后离心

（63，’7)))JGBMH）’)BMH 除去菌体细胞，测定上清液

的胆固醇含量（采用直接皂化/比色法测定），两者差

值即为菌体生长过程中代谢胆固醇的量。

# 结果与讨论

#"! 菌株对肠细胞的粘附性

人的大肠癌细胞系 --./’$! 细胞贴壁生长，形

态以多边形上皮样为主，是接近正常人大肠组织的

分化程度较高的细胞。各菌与 --./’$! 细胞混合培

养后，在细胞周围及表面有细菌存在（见图 ’），细胞

和细菌的形态较混合培养前无明显差别。说明细菌

能粘附于上皮细胞。受试菌株的粘附能力存在显著

差异（8 O )D)@）（见表 ’）。这可能与菌体细胞壁组

成的 不 同 和 其 自 身 是 否 分 泌 的 特 异 性 粘 附 素 有

关［$］。./$ " 0’ 的粘附能力最强，平均每 ’)) 个类
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上皮细胞上可粘附的菌数超过 !"" 个；!" # $%&，%’( #
$%)、%’( # *+, 和 #$% # )-& 次之，每百个细胞上粘附

菌数 &"" 个以上；其余各菌的粘附数量较低。

表 ! 各菌对 ../"!#$ 粘附指数（粘附的细菌数%!&& 细胞）

菌代号 粘附指数 菌代号 粘附指数

#$% #0& !1"21 3 45267 &’( # $%) &&12- 3 !&2-8

9:; # )-& &&&2" 3 &1248 !" # $%& &<!2& 3 4<2-=>

#$% # )-" 642- 3 !!2<? !" # )515 462< 3 &124?(

&’( # *+, &1!2" 3 !42->

注：上标不含有相同字母的为差异显著（) @ "2"4）

’(’ 对消化道环境的耐受能力

’(’(! 菌体对胃肠转运耐受能力：从表 ! 和表 - 可

见，受试菌株大多数都能顺利通过胃肠转运到达下

部肠道中。在模拟胃转运过程中菌株活菌数虽有不

同程度下降，但培养 -A 后都能保持 <4B以上存活。

在模拟小肠转运过程中只有 &’( # *+, 活菌数略有降

低，其余各菌株均无明显下降，#$% # )-" 菌数还有所

增加。这说明多数菌株对模拟胰液都有一定抵抗

力，能在其中维持活力达 CA 以上。

表 ’ 乳蛋白存在时模拟胃转运对菌株存活（DE >(F%G/）的影响

菌株
模拟胃转运过程中菌数变化（DE >(FHG/） 乳蛋白对菌体的影响

"G’: <"G’: &5"G’: <"G’: &5"G’:

!" # )515 5216 3 "2"- 524- 3 "2""!! 521C 3 "2"- 5216 3 "2"- 5211 3 "2"6

!" # $%& 52<5 3 "2"- 52<C 3 "2"- 5215 3 "2"4!! 52<6 3 "2"- 52<- 3 "2""

#$% #0& <2-& 3 "2"1 525- 3 "2"-!! 5211 3 "2"C!! 5251 3 "2"C!! <2"& 3 "2"C!!

#$% # )-" 5246 3 "2"- 52-5 3 "2"-!! 526" 3 "2"" 5241 3 "2"& 5246 3 "2"C

#$% # )-& 524! 3 "2"& 52-C 3 "2"-! 5244 3 "2"& 52C" 3 "2&- 52-5 3 "2"-!

&’( # $%) 52<4 3 "2"& +I 526< 3 "2"4! +I 5245 3 "2-"!

&’( # *+, 12"6 3 "2"5 +I 621- 3 "2"C!! +I 6251 3 "2"C!

注：* 检验结果与对照（"G’:）菌数相比较 ! 表示 ) @ "2"4 差异显著，!! 表示 ) @ "2"& 差异极显著

表 ) 乳蛋白存在时模拟小肠转运对

菌株存活（DE >(F%G/）的影响

菌株

模拟小肠转运中菌数变化

（DE >(FHG/）

乳蛋白对菌

体的影响

"G’: !C"G’: !C"G’:

!" # )515 5216 3 "2"- 5216 3 "2"" 5266 3 "2""!

!" # $%& 52<5 3 "2"- 52<4 3 "2"4 52<C 3 "2"&

&’( $%) 52<4 3 "2"& 521! 3 "2"! 525< 3 "2"&

&’( # *+, 12"6 3 "2"5 625! 3 "2"6!! 6251 3 "2"C!

#$% #0& <2-& 3 "2"1 <2!< 3 "2"& <2!5 3 "2"4

#$% # )-" 5246 3 "2"- 525& 3 "2"-!! 5261 3 "2"5!

#$% # )-& 524! 3 "2"& 5266 3 "2"C 524< 3 "2"&

注：* 检验结果与对照（"G’:）菌数相比较 ! 表示 ) @ "2"4 差异显

著，!! 表示 ) @ "2"& 差异极显著

当有混合乳蛋白质存在时，菌体在模拟胃转运

中的存活率提高，!" # )515、!" # $%&，和 #$% # )-" 在

整个 模 拟 胃 转 运 过 程 中 活 菌 数 几 乎 没 有 下 降。

.J:K7L 等也报道乳酸菌在调到低 MN 的胃液中的存

活率可通过添加脱脂乳而得到提高［<］，说明在胃转

运过程中乳蛋白存在能给菌体提供一定的保护作

用。但在模拟胰液中乳蛋白的存在仅对双歧杆菌具

有一定的保护作用，!" # )515 的菌数较无乳蛋白组

降低。这与 .A7O;?O’P［4］研究结果不完全一致，可能是

由于受试菌株的不同或试验条件的差异所导致的，

其原因有待进一步研究。

’(’(’ 菌株的胆汁耐受能力：菌株在含胆汁培养基

中生长的延迟时间进行统计分析表明（表 C）各菌的

胆汁耐受能力存在显著差异（) @ "2"4）。 !" # $%&
和 &’( # $%) 的生长几乎不受胆汁的影响，延迟时间

为零，#$% # 0&、#$% # )-"、#$% # )-& 的延迟时间也比

较短，胆汁耐受能力较强，而 &’( # *+, 对胆汁较敏

感。

试验还发现各菌株在无胆汁培养基（无胆汁）中

的生长速度差异也很大（试验数据略）。Q’DD’D7:8 等

早在 &<11［&"］年就报道在无胆汁培养基中生长缓慢

的嗜酸乳杆菌表现出的胆汁耐受能力也较差。进一

步研究［6，&&，&!］发现乳杆菌在 0RS 中的生长速度快

并不代表其在含胆汁 0RS 中也能迅速生长。这说
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明细菌的胆汁耐受能力的差异除与菌株本身的差异

有关外，也可能受其所处的生长环境影响。

表 ! 细菌对胆汁的耐受能力比较结果

菌代号
!"!"#$%值增加 #&’ 个单位所需时间（(）

不含胆汁 含 #&’)胆汁 延迟时间!

#$% *+, ’&"#- ’&!". #&/"0

#$% * 1’# /&#/2 /&3#4 #&/!0

#$% * 1’, ’&5,-2 /&"#4 #&/60

&’ * 78, ’&35-2 ’&35. #&##4

&’ * 1959 !&"!. 5&,": #&9!:

()* 781 5&,540 5&",: #&#/4

()* * ;<= 9&!6: > 6（6(，!" 值增加 #&",,）

注：上标不含有相同字母的数据之间差异显著（+ ? #&#3）

"#$ 菌株生长过程中降胆固醇效果

从表 3 数据可见，不同菌株降胆固醇水平差异

显著（+ ? #&#3）。说明此体外培养的方法可以用于

降胆固醇潜力菌株的初步筛选。本试验中不同菌株

除去胆固醇的量在 !9&/!@A%B C ,/"&5!@A%B（"3) C
3/)）之间变化。#$% * 1’#、#$% * 1’,、&’ * 1959 和乳

杆菌 78, 可使培养基中胆固醇含量下降 /#)以上，

表 % 不同菌株在培养基中生长时降低胆固醇的量

菌株代号 降胆固醇量（!@A%B） 降胆固醇量（)）

#$% * 1’, ,"9&, /9&!3:04

#$% * 1’# ,/"&5 3/&"#:

#$% *+, 95&6 ’’&’304.

&’ * 78, ,,!&5 //&’#:04

&’ * 1959 ,/"&5 3/&"#:

()* * 781 !9&/ "3&"#.

()* * ;<= 96&3 ’"&6304.

注：上标中不含有相同字母的数据之间差异显著（+ ? #&#3）

是良好的降胆固醇备选菌株。 #$% * +,、()* * ;<= 和

()* * 781 降胆固醇数量较低。

$ 结论

实验结果表明本实验采用的体外模拟方法适用

于益生菌株的初步筛选。受试 5 株乳酸菌中 #$% *
+,、#$% * 1’,、&’ * 78,、()* * ;<= 和 ()* * 781 对模拟胃

肠转运和胆汁的耐受能力都很强，并能够粘附与模

拟肠细胞表面，说明这些菌株有可能活着通过人体

上消化道并在肠道中定植；#$% * 1’#、#$% * 1’,、&’ *
1959 和 &’ * 78, 能使环境中的胆固醇降低 /#)以

上，是良好的降胆固醇备选菌株。对这些潜在益生

菌的功能特性有待于进一步研究。
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科技信息

梭状芽孢杆菌用于医疗

一般来说，厌氧梭状芽孢菌（梭菌：.-/0%1)2)34 QP*）致病原较多，如酪酸菌（.-/0%1)2)34 53%61)734）引发慢性腹泻、慢性肠炎、

肠癌等，有的梭菌会导致破伤风、腊肠毒菌病等等。但有的研究者将一种芽孢菌即凝结芽孢杆菌（(’7)--30 7/’83-’$0 ]8M ^ ,!6
株）研制成药剂，发现其对肠道致病菌的生长繁殖有一定的抑制作用；同时在国外还有报道称另一种芽孢杆菌有治疗肿瘤之

功效。荷兰马斯特里赫特大学研究人员发现某些无氧型芽孢杆菌如 .-/0%1)2)34 QP*可用于肿瘤的治疗。因为 .-/0%1)2)34 QP*对
于治疗肿瘤缺氧区域更有效，而采用传统的放疗、化疗则很难达到这种效果。多数结实的肿瘤包含低氧区或一些死亡的组

织，有利于 .-/0%1)2)34 QP*生长繁殖，研究人员发现这些细菌是比较理想的“特工”，利用它们已经在高等动物身上试验成功，消

除了肿瘤。虽然这项研究成果还须对不同性质的肿瘤物做进一步的重复实验，但这并不排除“以毒攻毒”的原理抑制或清除

肿瘤在今后成为一种有效的治疗手段。 （柯为 供稿）
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