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摘　要　为筛选耐消化道逆环境的优良双歧杆菌菌株 ,以来源于母乳婴儿粪便、未断奶仔猪粪便、市售双歧杆菌制

剂和本实验室保存的双歧杆菌为出发菌株 ,采用改良 MRS液体培养基 ,模拟人体胃肠道逆环境 ,对其耐消化道逆

环境特性进行了研究。通过耐酸 (p H3的 PBS)、耐胆汁酸盐 (质量浓度 1～20 mg/ mL)试验对初筛得到的 14株菌株

进行复筛 ,得 6株菌株 ,它们在 p H3条件下作用 120 min后存活率均 > 93 % ,活菌数均 > 108 cfu/ mL ;在含 5 mg/ mL

牛胆酸钠的改良 MRS液体培养基中作用 24 h后活菌数仍 > 106 cfu/ mL ,除 J12和B03外 ,其他 4株在含 20 mg/ mL

牛胆酸钠的改良MRS液体培养基中作用 24 h仍有活菌被检出 (活菌数 > 104 cfu/ mL)。在此基础上 ,采用胃蛋白酶

和胰蛋白酶模拟胃肠液得 3株耐消化道酶菌株 A03、A04和 L21 ,在含 5 mg/ mL 胃蛋白酶的 PBS培养基 (p H3)作用

120 min后其活菌数均高达约 108 cfu/ mL ,而在含 10 mg/ mL 胰蛋白酶的改良 MRS液体培养基作用 24 h后 ,其活菌

数均高达约 109 cfu/ mL ;这 2种消化道酶对其几乎没有抑制作用。研究结果表明 ,双歧杆菌 A03、A04和 L21菌株

耐受消化道逆环境的能力最好 ,可用做微生态制剂菌株。
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Isolation of novel Bifidobacterium strains with tolerance of

ga strointe stinal environment
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Abstract　A large culture collection of bifidobacteria (61 s trains) was s creened or activated from infant fecal s amples ,

un2ablactated pig fecal s amples , biotechnological prep arations and Bifidobacterium strains cons erved in the lab. Using

CMRS medium , the intolerance ability of Bifidobacterium strains was s tudied in imitating gastroenteric environments .

Fourteen strains were gained by the firs t s creening ; whereas only six obtained by the s econd s creening (pH3 PBS , 1 -

20 mg/ mL bile s alt concentration) . Their s urvivability was above 93 % and the living bacterial number was above 108

cfu/ mL after in pH3 condition and above 106 cfu/ mL after 24 h in 5 mg/ mL bile s alt CMRS. Furthermore , B02 , A03 ,

A04 and L21 could s urvive at 2 g/ kg bile s alt ( > 104 cfu/ mL) . Ultimately A03 , A04 and L21 show more longanimous to

p epsin and p ancreatin than others . The living bacterial number was about 108 cfu/ mL after 115 h in simulative gastric

juice containing 5 mg/ mL p epsin , and was about 109 cfu/ mL after 24 h in simulative intes tinal juice containing 1 % p an2
creatin. The res ult shows that gas trointes tinal tract tolerance ability of different Bifidobacterium strains was different ;

the tolerances of A03 , A04 and L21 were excellent ones among the tes ted s trains , which have a latent ability as the

s trains of Mirobial Ecological Agents .
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　　双歧杆菌是人类肠道的正常菌群之一 ,是母乳 哺育的健康婴儿肠道中的优势菌 ,对人体具有多种
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生理功能[1 ] ;但随着年龄增长、环境污染、抗生素的

使用或疾病的影响 ,双歧杆菌在人体肠道内的数量

呈下降趋势 ,导致肠道内微生态平衡的破坏。向肠

道内补充双歧杆菌最直接的途径就是体外培养同源

双歧杆菌 ,以活菌制剂作为保健食品或药品使

用[2 ]。双歧杆菌的数量及其活性直接关系到这些

产品的质量 ,因而被作为检验产品质量的重要指标。

双歧杆菌对酸很敏感 ,在胃酸作用下很容易失去活

性。肠液中的胆汁酸盐对其活性也有一定的影响 ,

因为胆汁酸盐改变了菌体外膜的通透性 ,对双歧杆

菌具有抑制和杀灭作用[3 ]。国内外学者对双歧杆

菌耐消化道逆环境特性进行了研究 ,但结果存在许

多不足之处 ,如 :起始活菌数仅约 107 cfu/ mL [4 ] ;胆

汁酸盐的浓度偏低[5 ] ;菌的耐受能力低 ,即存活率

低[2 ] ;等等。为此 ,本研究拟通过体外模拟消化道

试验筛选出耐消化道的双歧杆菌菌株。

1　试验材料

1)菌种。从母乳婴儿粪便、未断奶仔猪粪便以

及市场上双歧制剂中分离的双歧杆菌 ,本试验室保

存的双歧杆菌 (大多来自于广西巴马长寿老人肠

道) 。

2)培养基。MRS液固培养基[6 ]和改良 MRS液

固培养基 (本试验室配方) 。分离培养基 :在固体改

良 MRS培养基里加入 5 mg/ mLCaCO3。

3)主要试剂。胃蛋白酶 (800～2 500 u/ mg) 、胰

蛋白酶 (4～6 u/ mg)和牛胆酸钠 ,均购自 Sigma 公

司 ,其他试剂为国产分析纯。

4)主要仪器设备。722s分光光度计 (上海棱光

有限公司) 、超净工作台 (北京赛伯乐实验仪器有限

公司) 、高压灭菌锅 (江阴滨江医疗设备厂) 、电热恒

温培养箱 (上海精宏实验设备有限公司)和恒温水浴

锅 (北京长安科学仪器厂)等。

2　试验方法

1)双歧杆菌的筛选。无菌称取 1 g双歧杆菌制

剂 ,根据标示的活菌数量 ,用灭菌稀释液将其 10 倍

梯度稀释至活菌数 10 - 6～10 - 8 cfu/ mL ;或无菌称

取粪便 25 g ,迅速放入 225 mL 稀释液中 ,再将其 10

倍梯度稀释至活菌数 10 - 6～10 - 10 cfu/ mL。吸取

012 mL 进行滚管 ,放于 37 ℃恒温箱培养 48～72 h ,

挑选光滑、凸圆、边缘整齐、乳白色或微带黄色、质地

柔软而且周围有透明圈的中小菌落接种于改良

MRS液体培养基 ,厌氧培养 24～48 h ,进行革兰氏

染色。挑选具有双歧杆菌形态特征的菌落 ,再进行

需氧和厌氧培养 ,选取仅在厌氧培养条件下生长的

菌落 ,再一次在显微镜下观察其形态 ,然后进行双歧

杆菌特异酶 (果糖262磷酸激酶)及生化鉴定。

2)初步筛选。把改良 MRS液体培养基的 p H

调到 310 ,121 ℃15 min灭菌后按 215 % (体积分数 ,

下同)的接种量接入已活化 2代的液体培养扩培物 ,

37 ℃厌氧培养 24 h ,测定其吸光度的变化量ΔD600 ;

在改良 MRS培养基中添加 3 mg/ mL 的牛胆酸钠 ,

121 ℃15 min灭菌后按 215 %的接种量接入已活化

2代的液体培养物 ,37 ℃厌氧培养 24 h 后测定其

ΔD600。

3)耐酸性试验[7 - 9 ]。以 p H710 的 PBS缓冲液

为基础 ,用体积分数 37 %的盐酸将其分别调至

p H310 ,121 ℃15 min灭菌后按 10 % (体积分数 ,下

同)接种量接入已活化 2 代的液体培养物 ,37 ℃厌

氧培养 ,分别于 0、30、60、90和 120 min取样测定活

菌数。

4)胆汁酸盐耐受性试验[10 ]。菌种活化 2 代后

的液体培养物按 2 %接种量接入含牛胆酸钠分别为

1、2、3、5和 20 mg/ mL 的改良 MRS液体培养基中 ,

在 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h 后取样测定活菌

数 ; 同时以不含胆汁酸盐的改良 MRS液体培养基

作为对照。

5)耐酶试验。以 p H710的 PBS缓冲液为基础 ,

用体积分数 37 %的盐酸将其分别调至 p H310 ,再加

入 5 mg/ mL 胃蛋白酶作为模拟胃液 ,处理方式同

3) ,分别于 0 和 120 min 取样测定活菌数 ;以 1/ 15

mol/ L , p H 6198磷酸缓冲液为基础 , 加入 10 mg/

mL 胰蛋白酶作为模拟肠液 ,按 215 %的接菌量无菌

接入菌液 ,37 ℃厌氧条件下作用 ,分别于 0 和 24 h

取样测定活菌数。

6)活菌数[11 ]。采用 Hungate厌氧培养技术 ,数

据均为 3次试验的平均值。

3　结果与分析

311　双歧杆菌的筛选

从母乳婴儿粪便、仔猪粪便及双歧杆菌制剂中

筛选出 45株双歧杆菌 ,加上本实验室已有的共 61

株。通过耐消化道初步筛选 (在 p H3 改良 MRS液

体培养基中作用 24 h 菌体的ΔD600 > 0118 ,在含

3 mg/ mL牛胆酸钠的改良 MRS液体培养基中作用
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24 h ,菌体的ΔD600 > 0125)得到双歧杆菌 T21、Y53、

Y23、Y46、A02、A03、A04、A05、J12、B01、B02、B03、

S21和 L21 ,共 14株。

312　耐胃酸试验

模拟胃酸环境 (p H310)下培养 0～120 min双歧

杆菌的活菌数变化情况见图 1 (a) ,存活率见图 1

(b) 。可以看出 ,上述 14 株初筛菌株对酸均有一定

的耐受能力 ,但在 p H3 条件下 ,作用时间 120 min

内 , T21、Y53、Y23和 Y46 活菌数下降迅速 ,尤其是

T21 ,30 min后存活率仅为 77134 % ,120 min后仅为

59180 %。其余菌株 90 min 后活菌数均 > 105 cfu/

mL ;120 min后 ,除 T21、A02、Y53、Y23和 Y46存活

率低于 85 %外 ,其余菌株均高于 95 % ,活菌数均 >

108 cfu/ mL ,最低的 Y23存活率为 53 %。

图 1　pH310条件下作用时间与不同菌体活菌数( a)和存活率( b)的关系

Fig. 1　Effect of p H310 on survivability (a) and survival rate (b) of different strains

图 2　胆汁酸盐质量浓度对不同菌株生长的影响 (培养 24 h)

Fig. 2　Effect of different bile concentrations on survivability of different strains

313　耐胆汁酸盐试验

图 2示出牛胆酸钠质量浓度对不同菌株生长的

影响。可以看出 ,不同质量浓度的牛胆酸钠对双歧

杆菌均有抑制作用 ,质量浓度增加抑制作用随之增

强 ,而且在不同菌体之间表现出一定的差异。当牛

胆酸钠质量浓度为 1 mg/ mL 时 ,培养 24 h后 ,试验

菌株活菌数尽管比对照有所降低 ,但比培养前均有

一定增长 ;当牛胆酸钠质量浓度为 2 mg/ mL 时 ,只

有 A02、B02、A03和 L21活菌数比培养前略高 ;当牛

胆酸钠的质量浓度达到 3 mg/ mL 时 ,对 A02、B01、

Y46、Y23和 S21的抑制作用非常明显 ,活菌数比培

养前下降 101～102 cfu/ mL ;当牛胆酸钠质量浓度为

5 mg/ mL 时 ,L21、A03、B02、A04、J12、B03和 A05表

现出很好的耐受能力 ,尽管活菌数比培养前有所下

降 ,但 24 h后仍然 > 105 cfu/ mL ;而 20 mg/ mL 的牛

胆酸钠质量浓度对所有菌株均有强烈的抑制作用 ,

24 h后仅 T21、A05、A04、B02、A03和 L21 还有活菌

被检出。最终选定具有一定耐酸、耐牛胆酸钠的菌

株 A04、A03、L21、B03、J12和 B02 ,它们在 p H3条件

下作用 120 min后存活率均高于 93 % ,活菌数 > 108

cfu/ mL ; 在含牛胆酸钠 5 mg/ mL 的改良 MRS液体

培养基作用 24 h后 ,活菌数 > 106 cfu/ mL ;除 J12和

8
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B03外 ,其他 4 株在含牛胆酸钠 20 mg/ mL 的改良

MRS液体培养基作用 24 h 后活菌数 > 104 cfu/

mL。为此 ,以这 6 株双歧杆菌为出发菌株 ,模拟胃

肠道环境 ,进一步筛选相对耐胃蛋白酶和胰蛋白酶

的菌株。

314　耐酶试验

图 3示出胃蛋白酶和胰蛋白酶对不同菌株生长

的影响。可以看出 , A04、A03、L21、B03、J12 和 B02

耐受胃蛋白酶的能力不同。其中 ,A03、A04 和 L21

的耐受能力比其他菌体均高 ,在含 5 mg/ mL 胃蛋白

酶的改良 MRS液体培养基中作用 24 h 后 ,存活率

分别为 8718 % ,8919 %和 8914 % ,活菌数约为 108

cfu/ mL ;B02和 J12的耐受能力相对比较差 ,存活率

分别为 7515 %和 7711 % ;B03 耐受能力最差 ,存活

率只有 4819 % ,活菌数 < 105 cfu/ mL。

由图 3可知 ,除B03外 ,其他菌株对胰蛋白酶具

图 3　胃蛋白酶( a)和胰蛋白酶( b)对不同菌株生长的影响

Fig. 3　Effect of pepsin (a) and trypsin (b) on different strains

有很强的耐受能力。在含 10 mg/ mL 胰蛋白酶的改

良 MRS液体培养基中作用 24 h后 ,只有 B03 的数

量级低于作用前数量级 ,其他菌株均明显高于接种

前的数量级且最终活菌数量级均高于 815。

4　讨　论

活菌能否顺利通过胃 ,体外 HCl耐受能力是一

个关键因素。胃液 p H因饮食结构不同波动很大 ,

通常约为 310 ,空腹或食用酸性食品时可达 115 ,食

用碱性食物时可达 410～510 ;食物在胃中停留的时

间为 1～2 h[12 ]。除了胃酸对菌体存活有影响外 ,肠

道中的胆汁酸盐对其也有毒性作用。已知人体小肠

中含有胆汁酸盐 013～310 g/ kg ,其含量是不断变化

的 ,一般认为其平均含量为 013 g/ kg[13 ]。Gilliland

等[9 ]把 013 mg/ mL 胆汁酸盐质量浓度作为筛选耐

胆汁酸盐菌体的标准 , Erkkia[10 ]等人通过试验也得

到同样的结论。从本研究结果也可看出 ,1和 2 mg/

mL 胆汁酸盐质量浓度对菌体的影响很小 ,当其达

到 3 mg/ mL 时 ,菌体的耐受能力就各异 ;因此 3 mg/

mL 胆汁酸盐质量浓度可作为菌株初步筛选的

标准。

胃肠道内主要靠低 p H和高胆汁酸盐 (人体消

化道正常 p H 为 2～8 ,正常胆汁酸盐质量浓度为

015～3 mg/ mL) [2 ]起杀菌作用。Chung等[4 ]从成人

粪便中筛选出耐胃酸、耐胆汁酸盐双歧杆菌菌株

HJ30和 SI31 ,它们在 p H3条件下作用 120 min活菌

数下降 10 % (起始活菌数约为 107 cfu/ mL ) ,在含

115 mg/ mL 胆汁酸盐的 MRS培养基中比其他菌体

生长都好 ( P < 0105) 。王建业等[5 ]从健康猪肠道和

粪便中共分离到 90 株细菌 ,根据微生态学关键指

标 ,筛选出 10株双歧杆菌 ,这些菌株能够耐受8～10

mg/ mL 的胆汁酸盐 ,在 p H315 的 BS肉汤中 37 ℃

下保温 2 h ,存活率在 40 %以上。顾瑞霞等[2 ]的研

究表明 ,嗜热链球菌、保加利亚杆菌和双歧杆菌在低

p H(p H 310)条件下 ,采用 MRS培养基 ,于最适生长

温度培养 60 min ,3种菌的存活率几乎为 0 ,而在 p H

210时 ,20～40 min 3 种菌便全部死亡。对照本试

验结果 ,A03、A04和 L21 的耐消化道能力与上述菌

相比更有优势。此外 ,孙纪录等[14 ]还初步研究了不

同物质对双歧杆菌胆汁酸盐耐受性的影响 ,结果表

明 ,果糖或葡萄糖可以显著改善双歧杆菌 Bbm菌株

的胆汁酸盐耐受性 ,而菊糖和菊芋粉对改善双歧杆

菌Bbm菌株的胆汁酸盐耐受性有不利影响 ;因此果

糖和葡萄糖作为双歧杆菌的优良碳源可以减轻胆汁

酸盐对双歧杆菌的毒性 ,但是这种作用在双歧杆菌

的不同菌种之间存在差异 ,其机理有待进一步研究。
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5　小　结

A03、A04和 L21对酸、牛胆酸钠以及酶的综合

耐受能力最好 ,在 p H310 作用 120 min后存活率分

别为 96121 %、97194 %和 95147 % ,而在含 5 mg/ mL

牛胆酸钠的改良 MRS液体培养基 (起始 p H 710)中

培养 24 h后活菌数依次为1162×107、6176×106 和

1166×107 cfu/ mL ;它们对胃蛋白酶和胰蛋白酶也

有很好的耐受能力 ,而且当活菌体与其他食物混合

食用时 ,双歧杆菌受到保护 ,菌体受胃酸、胆汁酸盐

及酶的抑制程度有所下降。因此 ,A03、A04 和 L21

具有较强的耐胆汁酸盐能力和在低 p H下的存活能

力 ,能抵御体外模拟的胃肠道逆环境的影响 ,可作为

益生菌。与之相关的研究还在进行之中。
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·科研简讯·

“堆肥接种剂及其在养殖场固废生物处理中的应用”通过成果鉴定

2005年 3月 17日 ,我校资源与环境学院李季教授主持完成的“堆肥接种剂及其在养殖场固废生物处理

中的应用”通过教育部组织的专家鉴定 ,该项目认为具有前瞻性 ,其堆肥复合发酵菌剂的研制和产业化达到

了国际先进水平。

课题组完成了 7种不同功能的微生物菌株的筛选与驯化 ,研制出稳定的堆肥接种剂 ,完成了不同发酵规

模的小试和中试研究 ,取得了规模化生产的工艺参数 ,为该产品的产业化奠定了基础。该堆肥接种剂为自主

知识产权产品 ,已获得农业部微生物菌剂登记 ,目前实现了从原菌到年产 500 t 商品菌的生产规模 ,已带动

国内 50多家有机肥生产企业。课题组以养殖业的畜禽粪便资源为堆肥原料 ,深入研究了堆肥接种剂的优化

发酵条件及发酵机理 ,并进行了不同作物的肥效试验 ,增产幅度显著、品质明显改善 ,为大面积推广提供了科

学依据 。

(科学技术处供稿)
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