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摘要：乳酸菌是一种重要的益生菌，具有降解胆固醇能力。作者从猪消化道中分离出３１株疑似

菌株，在高胆固醇培养基中培养后有１８株菌株生长。利用磷硫铁法对体外降胆固醇进行了研

究，结果表明，胆固醇降解率在０～４７．２６％，其中４株乳酸菌的胆固醇降解率大于３０％，分别是

ｒ１６、ｒ５３、ｒ７６２和ｍ６６１。通过细胞形态、生理生化试验和１６ＳｒＤＮＡ分子生物学鉴定，最终鉴定

ｒ１６、ｒ５３和ｒ７６２为植物乳杆菌，ｍ６６１为鹑鸡肠球菌。
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　　随着人们生活水平的提高和膳食营养的增加，

胆固醇的摄入量很容易超标，血液中胆固醇质量浓

度每上 升１％，冠 心 病 死 亡 率 则 上 升２％～３％［１］。

保持血液中 胆 固 醇 质 量 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。

国内外实验证明乳酸菌有较强的降低胆固醇作用，

其发酵食品也具有降低胆固醇的功效，适量饮用乳

酸菌及乳酸 菌 发 酵 食 品 可 有 效 降 低 血 液 中 胆 固 醇

含量，从而减少心血管疾病的发病几率［２－３］。

到目前为止，乳酸菌对胆固醇影响的大多数研

究大多是 从 奶 制 品 或 婴 儿 粪 便 分 离 的 物 种。而 乳

酸菌在自然界分布广泛，可栖居于人和各种动物的

消化道及其它器官内。作者通过体外试验，从猪的

消化道中分离到多株降胆固醇的乳酸菌，并从中筛

选出几株高效降胆固醇的乳酸菌，为降胆固醇乳酸

菌的研究开发提供一定的参考依据。





刘长建，等：猪源降胆固醇乳酸菌的分离鉴定

１．１　乳酸菌分离材料

３００日龄的生长状况良好猪（体重约１１０ｋｇ）的

口腔、胃、十二指肠、小肠、大肠、肛门等６个部位的

内容物。

１．２　仪器与试剂

液相色谱 仪，ＵＶ－２４５０分 光 光 度 计：日 本 岛 津

公司产品；ＣＦ１５ＲＸ高速冷冻离心机：日本日立公司

产品；ＤＮＰ－９０５２恒温培养箱：上海精宏公司产品。
胆固醇、氢 氧 化 钾：均 为 国 药 集 团 化 学 试 剂 公

司分析纯产 品。ＰＣＲ反 应 所 用 的 相 关 试 剂 均 购 于

大连宝生物公司。显色剂：先配制ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ的

磷酸溶液，质量分数为２．５％；移液管取８ｍＬ上述

溶液，浓硫酸定容１００ｍＬ，即为显色剂，冷藏备用。

１．３　培养基

ＭＲＳ培养基、Ｍ１７培养基、ＰＹ培养基和ＰＹＧ
培养基。

另外 还 有 含０．１２ｍｇ／ｍＬ胆 固 醇 的 胶 束 液 体

培养基（以１　０００ｍＬ计），分 别 取０．１２ｇ胆 固 醇、

０．２４ｇ牛胆盐、０．１２ｇ蔗糖酯、１．２ｍＬ吐温８０，混

合后玻棒捻碎搅拌均匀，移液枪 加 冰 乙 酸（５ｍＬ），
水浴锅加热溶解。０．４５μｍ膜过滤并快速加入到相

应的 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［４－５］。

１．４　乳酸菌菌株的初步分离与纯化

取样品１ｇ，先 连 续 稀 释１０５～１０９ 倍，分 别 取

２００μＬ稀释液 涂 布 于 ＭＲＳ、Ｍ１７固 体 平 板，３７℃
静置厌 氧 培 养。挑 取 生 长 良 好，溶 钙 圈 较 大 的 菌

落，平板划线 纯 化，平 行 两 次，对 样 品 进 行 编 号，斜

面保存。

１．５　菌落形态及菌体细胞形态

筛选的 菌 株 于３７℃恒 温 培 养 箱 中 培 养２４ｈ
后，观察菌落特征，记录菌落边缘形状、大小、颜色、
与培养基 的 结 合 程 度 等。同 时 显 微 观 察 菌 体 革 兰

氏染色、个体形态、大小等细胞特征。

１．６　乳酸菌的初步鉴定（高效液相色谱法）
样品处理：将活化好的菌株进行两次液体培养

基培养，４８ｈ后离心（４℃，１０　０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）
取上清 液，０．２μｍ 膜 过 滤。Ｌ－乳 酸 标 准 品：称 取

０．０５０　８ｇ乳 酸，溶 于 质 量 分 数０．１％磷 酸 缓 冲 液

（ｐＨ值２．５），定容１０ｍＬ，用０．２μｍ膜过滤。液相

色谱 条 件：柱 子：Ａｍｉｎｅｘ　ＨＰＸ－８７Ｈ；流 动 相：０．０２
ｍｏｌ／Ｌ硫酸；流 量：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱 箱 温 度：４０℃；
检测波长：２１０ｎｍ［４］。

１．７　降胆固醇菌株的筛选

胆固醇标准曲 线 测 定（磷 硫 铁 法）：取２ｍＬ胆

固醇乙醇 溶 液（质 量 浓 度 分 别 为０、０．００８、０．０１６、

０．０２４、０．０３２、０．０４ｍｇ／ｍＬ）分别加入具塞试管，取

显色剂２ｍＬ沿管壁 缓 慢 加 入，充 分 振 荡 使 其 完 全

显色。冷却至室温后，光吸收值（５６０ｎｍ）对胆固醇

浓度做标准曲线［４］。
分离的乳酸菌液体培养基活化，然后按体积分

数１％接种量分别接种于相应的含胆固醇液体培养

基，放置于３７℃恒温培养箱中培养。２４ｈ后 取 出

试管，摇匀后取１ｍＬ培养液，加入２ｍＬ无水乙醇，
振荡１ｍｉｎ，５ｍｉｎ静 置 后 再 次 振 荡 混 匀 沉 淀，１０
ｍｉｎ离心（转速为１０　０００ｒ／ｍｉｎ）。取上清２ｍＬ［７］，
按上述磷硫铁法，依据标准曲线测定胆固醇质量浓

度（Ｃ１），同 时 测 定 初 始 的 胆 固 醇 质 量 浓 度（Ｃ０），平

行３次［４］。并按以下公式计算乳酸菌对培养基中胆

固醇的降解率：
胆固醇的降解＝（（Ｃ０－Ｃ１）／Ｃ０）×１００％

根据降解 率 筛 选 出 对 胆 固 醇 具 有 降 解 能 力 的

菌株，转接于斜面培养基４℃保存。

１．８　生理生化特性测定

对选定的 几 株 乳 酸 菌 进 行 了 葡 萄 糖 和 葡 萄 糖

酸盐产酸试验、淀粉水解试验、石蕊牛奶试验、明胶

液化试验、乙 酰 甲 基 甲 醇 试 验（Ｖ－Ｐ试 验）、精 氨 酸

产氨试验、碳水化合物发酵产酸测定。

１．９　分子生物学鉴定（１６ＳｒＤＮＡ）
微波法［７，８］提 取 基 因 组ＤＮＡ，并 对 其１６ＳｒＤ－

ＮＡ 进 行 扩 增：采 用 引 物 Ｆ　２７（５′ＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ　３′）和 Ｒ１４９２（５′－ＴＡＣ　ＧＧＴ
ＴＡＣ　ＣＴＴ　ＧＴＴ　ＡＣＧ　ＡＣＴ　Ｔ－３′）。ＰＣＲ产物委托

宝生物公司进行测序，将该菌的１６ＳｒＤＮＡ序列输

入ＮＣＢＩ核酸数据库中，与基因库内所有核酸序列

进行比较。

２．１　乳酸菌初步分离结果

从猪７个部 位 样 品 中，分 离 得 到 生 长 较 好，溶
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钙圈较大的１４９株乳酸菌疑似菌株，其中 Ｈ２Ｏ２ 酶

反应呈阴 性、革 兰 氏 染 色 呈 阳 性 的 菌 株 有３１株。
根据高效液相色谱出峰时间与标准样一致，培养基

成分中不含乳酸，可 以 推 断 菌 株 产 乳 酸，可 确 定３１
株菌株均为乳酸菌。

２．２　胆固醇标准曲线

室温条件下，测定标准曲线为：Ｙ＝６．５３９　３　Ｘ＋
０．００２　７，Ｒ２ 值＝０．９９８　５，说明 胆 固 醇 质 量 浓 度Ｘ
和吸光值Ｙ 呈良好的线性关系，可以用磷硫铁法测

定培养基中胆固醇的质量浓度。

２．３　胆固醇降解率测定

将选取的３５株乳酸菌接种到高胆固醇培养基

静置培养２４ｈ，其中有１３株菌株没有生长，可能是

培养基中的胆盐抑制其生长。另外２２株乳酸菌进

行胆 固 醇 降 解 率 测 定（见 表１），其 中 降 解 率 高 于

３０％的有４株，在２０－３０％有１２株，低于２０％的有６
株。ｒ１６的降解率最高，为４７．２６％。选取降解率最

高的４株菌株：ｒ１６、ｒ７６２、ｍ６６１、ｒ５３进行下一步实验。
表１　不同分离源的降解胆固醇乳酸菌

Ｔａｂ．１　Ｉｓｏｌａｔｅｄ　Ｌａｃｔｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｂａｃｔｅｒｉａ　ｗｉｔｈ　ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ－ｒｅｄｕｃ－
ｉｎｇ　ａｂｉｌｉｔｙ

来源
不同胆固醇降解率（Ｅ）的菌株数

≥３０％ ２０％～３０％ ≤２０％

口腔 １　 ４　 ２

胃 １　 １　 ０

十二指肠 １　 １　 ０

小肠 ０ ４　 １

大肠 ０ １　 ２

肛门 １　 １　 １

２．４　菌落形态及菌体细胞形态

筛选出的４株胆固醇降解率较高的乳酸菌，菌

落边缘整 齐，乳 白 色。革 兰 氏 染 色 均 为 阳 性，显 微

镜下观察，细 胞 的 形 态 大 多 数 是 杆 状，ｒ１６为 短 杆，

ｒ５３、ｒ７６２为长杆，只有ｍ６６１为球形。

２．５　生理生化特性测定

对筛选出４株 菌 株 进 行 生 化 特 性 测 定 结 果 见

表２。４株乳 酸 菌 的 石 蕊 牛 奶 产 酸 试 验 呈 阳 性，葡

萄糖产气试验、水解淀粉试验、明胶液化、Ｖ－Ｐ试验

结果均为阴性。４株 菌 株 能 利 用 各 种 糖 发 酵 产 酸，
但ｒ１６、ｒ５３、ｒ７６２、ｍ６６１均 不 能 水 解 鼠 李 糖，ｒ５３、

ｒ７６２、ｍ６６１不能水解木糖，ｒ５３不能利用阿拉伯糖，

ｍ６６１还不能利用阿拉伯糖、棉籽糖和山梨醇。
表２　生理生化特性

Ｔａｂ．２　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ

菌株 ｒ１６ ｒ５３ ｒ７６２ ｍ６６１

精氨酸产氨 － － － －

淀粉水解 － － － －

石蕊牛奶产酸 ＋ ＋ ＋ ＋

石蕊牛奶凝固 － － － －

明胶液化 － － － －

Ｖ－Ｐ试验 － － － －

葡萄糖酸钠 ＋ ＋ ＋ ＋

苦杏仁苷 ＋ ＋ ＋ ＋

阿拉伯糖 ＋ － ＋ －

七叶苷 ＋ ＋ ＋ ＋

果糖 ＋ ＋ ＋ ＋

半乳糖 ＋ ＋ ＋ ＋

葡萄糖 ＋ ＋ ＋ ＋

乳糖 ＋ ＋ ＋ ＋

麦芽糖 ＋ ＋ ＋ ＋

甘露醇 ＋ ＋ ＋ ＋

棉籽糖 ＋ ＋ ＋ －

鼠李糖 － － － －

核糖 ＋ ＋ ＋ ＋

山梨醇 ＋ ＋ ＋ －

蔗糖 ＋ ＋ ＋ ＋

蜜二糖 ＋ ＋ ＋ ＋

水杨苷 ＋ ＋ ＋ ＋

海藻糖 ＋ ＋ ＋ ＋

木糖 ＋ － － －

２．６　分子生物学鉴定（１６ＳｒＤＮＡ）

以菌 株ｒ１６、ｒ７６１、ｒ５３、ｍ６６１的 总 ＤＮＡ 为 模

板，以通 用 引 物 进 行ＰＣＲ 扩 增，获 得 了４条 特 异

的、大小约为１　５００ｂｐ的扩增条带。获得的特异片

段纯化后进行测序，分别获得了１　４４１、１　４４１、１　４４０
和１　４１７ｂｐ的片段，提交 到ＧｅｎＢａｎｋ获 得 基 因 登

陆 号 （ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ）分 别 为

ＪＮ８１９５５３、ＪＮ８１９５５４、ＪＮ８１９５５５和ＪＮ８１９５５６，并
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通过Ｂｌａｓｔ程 序 与 ＧｅｎＢａｎｋ核 酸 序 列 库 中 的 序 列

进行比对，发现ｒ１６、ｒ７６２和ｒ５３与植物乳杆菌或戊

糖乳杆菌的 相 似 性 都 超 过９９％。选 取 相 似 性 较 高

的几株植物乳杆菌的１６ＳｒＲＮＡ序列，经ＤＮＡＭａｎ
软件 的 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ模 块 做 同 源

性 比 较，结 果 表 明 ｒ１６、ｒ７６２ 和 ｒ５３ 与 菌 株

Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ　ＩＭＡＵ１０２３９ （ＧＵ１３８５６７．１ ）、

Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍＫＷ３０（ＧＵ５５２５５２．１）、Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ

ＵＢ９（ＡＢ６０３６８８．１）的同源性都大于９９％，结合生

理生化的鉴定结果，将ｒ１６、ｒ７６２和ｒ５３鉴定为植物

乳杆菌。而 菌 株 ｍ６６１与 多 株Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｇａｌｌｉ－
ｎａｒｕｍ 的相似性达到１００％，经同源性比较，结果表

明ｍ６６１与菌株Ｅ．ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ Ｗ２１１（ＪＦ９１５７６９．１）
的同源性达到１００％，结合其细胞形态、生理生化特

性，可以鉴定为鹑鸡肠球菌（见表３）。

表３　菌株鉴定结果

Ｔａｂ．３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌａｃｔｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｂａｃｔｅｒｉａ

分离源 菌株
扩增的１６Ｓ

ｒＤＮＡ
登录号

胆固醇

降解率／％
鉴定结果

粪便 ｒ１６　 １４４１ ＪＮ８１９５５３　 ４７．２６ 植物乳杆菌

口腔 ｒ７６２　 １４４６ ＪＮ８１９５５４　 ３８．３４ 植物乳杆菌

十二指肠 ｒ５３　 １４４０ ＪＮ８１９５５５　 ３２．４５ 植物乳杆菌

胃 ｍ６６１　 １４１７ ＪＮ８１９５５６　 ３４．４７ 鹑鸡肠球菌

　　世界卫 生 组 织 预 测 到２０３０年，心 血 管 疾 病 将

是导致死亡 的 最 主 要 因 素，将 影 响 全 球２．３６千 万

人。而当前对心血管疾病的药物治疗，因其相对成

本高和相关联的副作用，不被认为是长期的最佳选

择［３］。目前，国内外报道的降胆固醇乳酸菌种类主

要集中在乳杆菌属，如嗜酸乳杆菌、保 加 利 亚 乳 杆

菌、植物乳杆 菌、鼠 李 糖 乳 杆 菌、罗 伊 氏 乳 杆 菌 等。
相关的降胆固醇机理研究也比较多，主要集中在吸

收（包埋）理论和共沉淀理论［９］。作者筛选的菌株

就是为后续的降胆固醇机理研究提供可靠的菌株。
实验从猪源乳酸菌样品中初步分离得到 Ｈ２Ｏ２

酶阴性、革 兰 氏 阳 性、发 酵 液 产 乳 酸 的 乳 酸 菌３１
株。通过在培养基中添加胆固醇，用磷硫铁法测定

其培养基中 胆 固 醇 质 量 浓 度 的 变 化 来 评 估 其 胆 固

醇的降解率。结果表明：有１８株乳酸菌能降低培

养基中胆固醇的质量浓度，其中降解率高于３０％的

有４株，分别是ｒ１６、ｒ７６２、ｒ５３、ｍ６６１，而乳酸菌ｒ１６
分 离 自 肛 门 中 粪 便，其 胆 固 醇 降 解 率 最 大，为

４７．２６％。根据菌 落、细 胞 形 态、生 理 生 化 特 性、以

及１６ＳＲｒＤＮＡ序列比对，可鉴定ｒ１６、ｒ７６２、ｒ５３为

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ（植物乳杆菌）。从胃液中

分 离 的 乳 酸 菌 ｍ６６１为 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ
（鹑鸡肠 球 菌），对 培 养 基 中 的 胆 固 醇 的 降 解 率 为

３４．４％。
高胆固醇 血 症 的 治 疗 替 代 的 发 展 策 略 是 有 必

要的，特别是对于临界胆固醇水平的人。作者筛选

出的３株植物乳杆菌和１株鹑鸡肠球菌，可经过进

一步的血清 学 实 验 研 究，应 用 于 人 体 临 床 试 验，测

试该菌株在人体内的存活率，体内降解胆固醇的能

力等方面，提供更多的菌种资源。还可以应用于食

品行业，如降胆固醇功能性食品研发。尤其是鹑鸡

肠球菌，目前 的 相 关 报 道 还 很 少，可 能 有 更 大 的 研

究价值。
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科 技 信 息

欧盟食品安全局公布欧洲人的铅膳食暴露情况

２０１２年７月１１日，欧盟食品安全局（ＥＦＳＡ）公布了欧盟地区人群的铅膳食暴露情况，分析了婴儿、儿童、中

年人、老年人有关铅的暴露量。
欧盟研究了１４４，２０６份与铅有关的结果，然后将这些 结 果 分 成４个 不 同 的 等 级。研 究 发 现，在 所 检 测 的 食

品中，超过半数的铅含量低于检测限量或定量标准，幼儿及其他儿童的暴露量最高，报告显示婴儿的铅暴露量为

０．８３－０９３？ｇ／ｋｇｂ．ｗ．／ｄ．
据估计，成人的暴露量为０．５０？ｇ／ｋｇｂ．ｗ．／ｄ，年老者和高龄 老 年 人 人 群 的 铅 暴 露 特 征 与 成 人 相 似，而 青 少

年膳食暴露量略高。
欧盟还研究了铅暴露风险较高的食品，这些食品分别为自来水、小麦面包和面包卷、普通啤酒、糕点和蛋糕、

碘盐、土豆。
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