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摘　 要:以川西高原地区牦牛酸乳中分离鉴定的 ２９５株乳酸菌为研究对象ꎬ通过高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)筛选出具有

高效降解嘌呤核苷能力的菌株.结果显示ꎬ发酵乳杆菌 ２１１、屎肠球菌 ２４４、乳酸乳球菌 ２５６、副干酪乳杆菌 ２５９、干酪乳

杆菌 ２６４对嘌呤核苷(肌苷、鸟苷)的降解能力明显ꎬ分别为 ９０􀆰 ６５％和 ９３􀆰 ８１％ꎬ８６􀆰 ３３％和 ９０􀆰 ９５％ꎬ８５􀆰 １５％和 ８９􀆰 ２５％ꎬ
９９􀆰 ５９％和 ９９􀆰 ７８％ꎬ８５􀆰 ８０％和 ８９􀆰 ７９％ꎻ体外益生特性实验显示ꎬ菌株 ２５９ 和菌株 ２６４ 表现出较好的耐酸性、耐受人工

胃肠液和耐胆盐能力ꎬ菌株 ２５９还表现出较高的自凝集能力、表面疏水性ꎻ在安全性评价中ꎬ菌株 ２５９对万古霉素、诺氟

沙星和链霉素不敏感ꎬ溶血试验结果为不具有溶血活性的 γ 溶血ꎻ吲哚试验、氨基酸脱羧酶试验和明胶液化试验结果

均为阴性ꎬ证明其代谢过程不产生有害代谢产物.结果表明ꎬ副干酪乳杆菌 ２５９有较好的嘌呤核苷降解能力和胃肠道耐

受性ꎬ为开发针对高尿酸血症的微生态治疗制剂提供参考ꎬ同时对乳酸菌资源开发具有一定借鉴意义.
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　 　 高尿酸血症(ＨｙｐｅｒｕｒｉｃｅｍｉａꎬＨＵＡ)ꎬ是一类由嘌

呤代谢功能紊乱所引发的代谢异常综合征.正常嘌呤

饮食情况下ꎬ非同日 ２次血尿酸水平超过 ４２０ μｍｏｌ / Ｌ
(７ ｍｇ / ｄＬ)ꎬ即可判定为高尿酸血症[１￣２] .当人体摄入

过多的动物内脏、海鲜、啤酒等高嘌呤食物或者嘌呤

代谢异常时会引起人体内尿酸生成增加[３] .随着经

济、生活方式、饮食习惯的改变ꎬＨＵＡ 在中国的发病

率已从上世纪 ８０年代的 １􀆰 ０％增长到目前的 １３􀆰 ３％ꎬ
成为第二大代谢性疾病ꎬ已逐渐成为威胁我国人民健

康的重要公共卫生问题[４] .对于高尿酸血症的治疗而

言ꎬ传统药物治疗疗程长、价格贵[５] .即使是生活干

预ꎬ也很难精确控制嘌呤的每日摄入量ꎬ而且需要长

期坚持ꎬ患者的依从性差.因此ꎬ开发基于微生态制剂

的治疗手段ꎬ成为当前研究的迫切需求.
近年来ꎬ乳酸菌的益生作用得到充分开发、利用ꎬ

有学者研究发现传统发酵牦牛酸乳中乳酸菌具有降

胆固醇[６]、抗氧化[７]、降亚硝酸盐[８]、产胞外多糖[９]

等功能ꎬ随着乳酸菌的益生功能研究得越来越深入ꎬ
有研究人员提出了高尿酸血症微生态防治的概念[１０] .
高尿酸血症微生态防治是指摄入特定功能的益生菌ꎬ
通过定向补充具有尿酸分解代谢功能的益生菌群ꎬ在
无须严格限制嘌呤摄入的情况下ꎬ减轻饮食限制对患

者生活质量的影响[１１] .其主要机理是:一、通过益生

菌、益生元等调节肠道菌群辅助治疗高尿酸血症[１２]ꎻ
二、让乳酸菌在人体肠道内定殖ꎬ与肠黏膜细胞竞争

嘌呤核苷等最终代谢产物为尿酸的物质ꎬ降低机体吸

收量ꎬ达到血尿酸下降的效果[１３] .用乳酸菌治疗高尿

酸血症具有饮食不受限制、无药物副作用、患者依从

度强等多处优点[１４] .
同时也有学者从不同来源中发现了具有降血尿

酸能力的菌株ꎬ如李干杰等人[１５]从泡菜中筛选能够

高效降解核苷的乳酸菌并分析其特性. Ｚｈａｏ 等[１６]从

婴幼儿粪便和发酵蔬菜中筛选出对肌苷和鸟苷的具

有高效降解能力的乳酸菌.但对于从川西传统发酵牦

牛酸乳中分离筛选具有降尿酸能力乳酸菌的研究ꎬ目
前尚未得到全面深入的探索.

本试验利用乳酸菌降解尿酸的前体物质￣嘌呤核

苷(肌苷、鸟苷)的特性ꎬ以川西传统牦牛酸乳中分离、
鉴定出的 ２９５株乳酸菌为研究对象ꎬ通过对传统发酵

牦牛乳中乳酸菌降嘌呤核苷效果及其益生性和安全

性的研究ꎬ促进川西高原地区传统发酵牦牛酸乳中乳

酸菌资源的开发、保存和利用ꎬ为乳酸菌辅助治疗高

尿酸血症提供理论依据.

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与仪器

试验菌株为来自川西地区传统发酵牦牛酸乳中

分离出的 ２９５ 株乳酸菌ꎻＭＲＳ 肉汤、琼脂培养基、ＭＨ
琼脂培养基、哥伦比亚血琼脂基础、氨基酸脱羧酶肉

汤、明胶培养基购自青岛海博生物技术有限公司ꎻ甲
醇、磷酸二氢钾均为色谱纯ꎬ磷酸钾、磷酸、二甲苯、乙
醚、巯基乙酸钠、对二甲氨苯甲醛均为分析纯购自成

都康迪生物技术有限公司ꎻ胃蛋白酶(酶活力 １∶３０００)、
胰蛋白酶(酶活力 １∶２５０)购自上海如吉生物科技发

展有限公司ꎻ肌苷(９８％)、鸟苷(９９％)购自阿拉丁试

剂(上海)有限公司ꎻ药物敏感纸片购自杭州微生物试

剂有限公司ꎻＡｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪购自安捷伦

科技(中国)有限公司ꎻＺＷＹ￣２１０Ｈ型恒温培养振荡器

购自上海智城分析仪器制造有限公司ꎻ ＵＶ￣３１００分光

光度计购自上海美普达公司.
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 利用高效液相色谱仪筛选具有高效降解嘌呤

核苷能力的乳酸菌株

(１) 嘌呤核苷(肌苷、鸟苷)标准曲线绘制

通过 ＨＰＬＣ 系统检测肌苷和鸟苷.分别称取

０􀆰 ０８４ ３ ｇ肌苷和０􀆰 ０８９ ５ ｇ鸟苷ꎬ配制成 １􀆰 ２６ ｍｍｏｌ / Ｌ
的肌苷￣鸟苷￣磷酸钾混合溶液.利用高效液相色谱仪

测定不同浓度标准溶液的峰面积ꎬ以肌苷(鸟苷)的质

量浓度为横坐标ꎬ相应的峰面积为纵坐标ꎬ绘制标准

曲线.
色谱条件:安捷伦 １２６０ 高效液相色谱仪ꎬＰｏｒｏ￣

ｓｈｅｌｌ１２０ꎬＥＣ￣Ｃ１８色谱柱(２􀆰 ７ μｍꎬ４􀆰 ６ ｍｍ×１５０ ｍｍ)ꎻ
流动相:ＫＨ２ＰＯ４(０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ)溶液∶甲醇＝９５∶５(ｖ / ｖ)ꎬ流
速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温 ３０ ℃ꎬ测定波长为 ２６０ ｎｍꎬ洗脱

时间 １０ ｍｉｎ.
(２)降解嘌呤核苷(肌苷、鸟苷)能力的乳酸菌株

筛选

吸取 ０􀆰 ２ ｍＬ菌液接种于 ５ ｍＬ ＭＲＳ 液体培养基

中活化ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈ后重复上述操作培养 １ 次ꎬ即
传代 ２ 次.取 ２ ｍＬ 培养液ꎬ于 ４℃、４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

４５２
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８ ｍｉｎꎬ用无菌 ＮａＣｌ 溶液洗涤并离心ꎬ重复操作 ２ 次

后将菌体沉淀重悬于 １􀆰 ０ ｍＬ 肌苷￣鸟苷￣磷酸钾溶液

(１􀆰 ２６ ｍｍｏｌ / Ｌ)中ꎬ于恒温混匀仪中反应 １ ｈ(３７ ℃和

１２０ ｒ / ｍｉｎ).培养结束后于 １００ ℃沸水中 ５ ｍｉｎ以结束

反应ꎬ离心收集上清液[１１] .上清液经孔径 ０􀆰 ２２ μｍ 的

水相无菌过滤器后进入高效液相色谱仪.根据 ＨＰＬＣ
色谱图与标准曲线ꎬ计算不同乳酸菌对肌苷与鸟苷的

降解率.根据公式(１)计算肌苷和鸟苷的降解率.选择

对肌苷与鸟苷降解率高的乳酸菌进行后续试验.

降解率(％)＝
Ｃ０￣Ｃ１
Ｃ０
×１００％ꎬ (１)

式中:Ｃ０为反应液处理前的质量浓度(ｇ / Ｌ)ꎻＣ１为反

应液处理后的质量浓度(ｇ / Ｌ).
１􀆰 ２􀆰 ２　 高效降解嘌呤核苷乳酸菌益生性研究

(１)耐酸试验

用 １ ｍｏｌ / Ｌ 盐酸分别调整生理盐水的 ｐＨ 值为

２􀆰 ０、３􀆰 ０、４􀆰 ０ꎬ灭菌备用.取活化后的菌悬液 １ ｍＬ 接

种到不同 ｐＨ的生理盐水中ꎬ置 ３７ ℃培养ꎬ于 ０ ｈ、３ ｈ
采用平板画线法计数ꎬ根据公式(２)计算存活率:

存活率(％)＝
Ｎ１
Ｎ０
×１００％ ꎬ (２)

式中:Ｎ０为 ０ ｈ 测定的活菌数ꎬＣＦＵ / ｍＬꎻＮ１ 为 ３ ｈ 测

定的活菌数ꎬＣＦＵ / ｍＬ.
(２) 耐人工肠胃液试验

菌株活化培养后吸取 １ ｍＬꎬ于 ４ ℃ꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ并用无菌生理盐水洗涤附着

在离心管内壁的菌体沉淀ꎬ重复 ２ 次.采用连续培养

模拟人体消化过程ꎬ乳酸菌于人工胃液中 ３７ ℃恒温

培养 ３ ｈꎬ分别于 ０ ｈ 和 ３ ｈ 取样进行活菌计数ꎬ取
１ ｍＬ培养液离心后再转入人工肠液中培养 ４ ｈ[１７]ꎬ在
３７ ℃下继续培养 ４ ｈ.分别于 ０ ｈ和 ４ ｈ取样进行活菌

数测定.根据公式(３)计算菌株存活率.

菌株存活率(％)＝
Ｎ１
Ｎ０
×１００％ꎬ (３)

式中:Ｎ０为人工胃液(人工肠液)处理前的乳酸菌活

菌数ꎬＣＦＵ / ｍＬꎻＮ１为人工胃液(人工肠液)处理后的

乳酸菌活菌数ꎬＣＦＵ / ｍＬ.
(３)耐胆盐试验

采用梯度胆盐胁迫法构建体外筛选体系ꎬ在含

０􀆰 ２％硫基乙酸钠的 ＭＲＳ 液体培养基中ꎬ分别添加

０􀆰 １％、０􀆰 ２％、０􀆰 ３％(ｗ / ｖ)梯度浓度的胆酸盐制备选

择培养基.取第三代活化的对数期菌体悬液 １ ｍＬ 分

别转移至各浓度培养基ꎬ同时设置未接种菌体的空白

对照组.所有处理组于恒温培养箱中 ３７ ℃培养 ４ ｈ
后ꎬ测定上述不同培养基的 ＯＤ６００值.按照公式(４)计
算菌株在胆盐中的生长效率[１８] .

生长效率(％)＝
Ａ１
Ａ０
×１００％ꎬ (４)

式中:Ａ０为乳酸菌在空白培养基中的 ＯＤ６００值ꎻＡ１为乳

酸菌在胆盐培养基中的 ＯＤ６００值.
(４) 凝集特性试验

取活化后的 １ ｍＬ 菌液ꎬ离心后弃上清液后收集

菌体.ＰＢＳ洗涤 ２次后将其重悬于 ２ ｍＬ ＰＢＳ 中ꎬ再离

心收集菌体沉淀.生理盐水重悬ꎬ调整 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ５０±
０􀆰 ０２.以 ＰＢＳ缓冲液为空白对照.吸取 ２ ｍＬ 上述菌液

于灭菌离心管中ꎬ常温静置 ４ ｈ 后吸取上层溶液测

６００ ｎｍ 吸光度值[１９]ꎬ按照公式(５)计算自凝集率.

自凝集率(Ａ％)＝ １－
Ａ１
Ａ０
×１００％ꎬ (５)

式中:Ａ０为混合液在 ０ ｈ的 ＯＤ６００值ꎻＡ１为混合液在 ４ ｈ
的 ＯＤ６００值.

(５)表面疏水性试验

取活化后的菌液 １ ｍＬꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ
后用等体积的 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ２ 次ꎬ重悬于 ＰＢＳ 缓

冲液中.将菌悬液的吸光度值调整为 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ５ ±
０􀆰 ０２ꎬ而后取 ３ ｍＬ 菌悬液与 １ ｍＬ 二甲苯涡旋混合

３０ ｓꎬ停顿 １０ ｓ 再振荡 ３０ ｓꎬ室温下静置 １０ ｍｉｎ 分

层[２０] .取下层水相ꎬＰＢＳ 缓冲液作为空白对照ꎬ测定

ＯＤ６００值ꎬ按照公式(６)计算表面疏水率.

表面疏水率(Ａ％)＝
Ａ１－Ａ０
Ａ１
×１００％ꎬ (６)

式中:Ａ０为与二甲苯混匀前菌液的 ＯＤ６００值ꎻＡ１为与二

甲苯混匀后菌液的 ＯＤ６００值.
１􀆰 ２􀆰 ３　 乳酸菌安全性评价

(１) 药敏试验

根据纸片扩散法(Ｋｉｒｂｙ￣Ｂａｕｅｒ 法)ꎬ来测定筛选

出来的菌株对抗生素的抑菌圈直径ꎬ根据结果判断其

耐药性.
(２)吲哚试验

以 １０％的接种量将经过活化培养的菌悬液接入

５５２
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培养基中ꎬ并在 ３７ ℃下培养 ４８ ｈ.加入 ２ ｍＬ 乙醚并

振荡混匀ꎬ静置至乙醚与培养基分层.滴入 １ ｍＬ 吲哚

试剂ꎬ并观察两层液体交界处的颜色变化.若呈现玫

瑰色ꎬ表明吲哚试验结果为阳性反应ꎻ未出现该颜色

则判定为阴性反应.
(３)溶血试验

在无菌环境下ꎬ用灭菌的接种环挑取活化后的菌

悬液在哥伦比亚血琼脂平板上画线ꎬ３７ ℃倒置培养

４８ ｈ 后ꎬ观察并记录现象.若在菌株菌落周围的琼脂

显示绿色ꎬ为 α￣溶血ꎻ在菌落周围出现透明圈ꎬ为 β￣
溶血ꎻ否则为 γ￣溶血(用金黄色葡萄球菌作为阳性对

照组进行比较) [２１￣２２] .
(４) 氨基酸脱羧酶试验

参考王梦姣等[２３]的实验方法.用灭菌接种环挑取

培养基上生长良好的单菌落接种到氨基酸脱羧酶培

养基(精氨酸、鸟氨酸、赖氨酸)及对照培养基中ꎬ
３７ ℃培养 ４８ ｈ左右ꎬ观察并记录现象.

(５)明胶液化试验

用灭菌接种环挑取活化后的菌悬液穿刺接种到

固体状的明胶培养基试管中ꎬ空白对照组用无菌生理

盐水代替ꎬ３７ ℃培养 ４８ ｈ后取出放入 ４ ℃冰箱ꎬ静置

２ ｈ后拿出观察并记录实验现象.若出现明胶融化、有
轻微流动则为阳性反应ꎬ否则为阴性反应.
１􀆰 ３　 数据处理

每组试验重复 ３ 次ꎬ数据均以平均值±标准差表

示.试验图表运用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 和 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 进行绘制

分析.

２　 结果与分析

２􀆰 １　 高效降解嘌呤核苷乳酸菌的筛选

２􀆰 １􀆰 １　 标准曲线的建立

如图 １ꎬ肌苷和鸟苷的保留时间分别为 ３􀆰 ３６７ 和

３􀆰 ６７０ ｍｉｎ.以肌苷(鸟苷)的浓度为横坐标ꎬ峰面积为

纵坐标ꎬ绘制标准曲线ꎬ如下图 ２ 和图 ３.肌苷的标准

曲线方程为: ｙ ＝ ４２ ６６３ ｘ ＋ ５７􀆰 ２６５ꎬ相关系数 Ｒ２为
０􀆰 ９９９ ９ꎻ鸟苷的标准曲线方程 为: ｙ ＝ ５２ ５０３ ｘ ＋
０􀆰 ８７５ꎬ相关系数 Ｒ２为 ０􀆰 ９９９ ９.该色谱条件可以用于

肌苷和鸟苷的测定.

图 １　 肌苷、鸟苷的液相色谱保留时间

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｉｎｏｓｉｎｅ ａｎｄ ｇｕａｎｏｓｉｎｅ

ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

图 ２　 肌苷标准曲线

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ｉｎｏｓｉｎｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

图 ３　 鸟苷标准曲线

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

２􀆰 １􀆰 ２　 降解率测定结果

如图 ４所示ꎬ通过对 ２９５ 株乳酸菌的嘌呤核苷

(鸟苷、肌苷)降解率进行统计ꎬ不同菌株对肌苷、鸟苷

有着不同的降解能力.对鸟苷降解率在 ８０％ ~１００％的

６５２
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菌株数量占比仅为 ４􀆰 １％ꎬ对肌苷降解率在 ８０％ ~
１００％的菌株数量占比仅为 ３􀆰 １％.其中ꎬ菌株 ２１１、
２４４、２５６、２５９、２６４ 对嘌呤核苷(肌苷、鸟苷)的降解能

力较明显ꎬ分别为 ９０􀆰 ６５％和 ９３􀆰 ８１％ꎬ ８６􀆰 ３３％ 和

９０􀆰 ９５％ꎬ ８５􀆰 １５％ 和 ８９􀆰 ２５％ꎬ ９９􀆰 ５９％ 和 ９９􀆰 ７８％ꎬ
８５􀆰 ８０％和 ８９􀆰 ７９％ꎬ因此本研究选择经过鉴定的发酵

乳杆菌 ２１１、屎肠球菌 ２４４、乳酸乳球菌 ２５６、副干酪乳

杆菌 ２５９、干酪乳杆菌 ２６４进行后续实验.

　 　
(ａ)２９５株乳酸菌对鸟苷降解率测定结果 (ｂ)２９５株乳酸菌对肌苷降解率测定结果

图 ４　 ２９５株乳酸菌对嘌呤核苷(鸟苷、肌苷)降解率测定结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ (ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ａｎｄ ｉｎｏｓｉｎｅ) ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ２９５ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

２􀆰 ２　 体外益生性结果

２􀆰 ２􀆰 １　 耐酸试验结果

从表 １可以看出ꎬ５株菌在 ｐＨ ３􀆰 ０的酸性环境中

耐受性最好ꎬｐＨ升高或降低各菌株的耐受性变差.在
ｐＨ ２􀆰 ０条件下ꎬ菌株 ２１１和 ２４４不能存活ꎬ２６４和 ２５９
存活率分别为 ９２􀆰 ８１％和 ９４􀆰 ５２％ꎬ显著高于菌株 ２５６
的 ６５􀆰 ６１％(Ｐ<０􀆰 ０５).在 ｐＨ ３􀆰 ０ 条件下ꎬ５ 株菌的存

活率四者之间差异不显著(Ｐ>０􀆰 ０５).在 ｐＨ ４􀆰 ０ 条件

下ꎬ５ 株菌的存活率均在 ７０％以上.菌株 ２５６、２６４、
２５９、２１１、２４４的存活率逐渐下降ꎬ菌株 ２５６ 的存活率

最高为 ９６􀆰 ８２％ꎬ菌株 ２４４ 存活率为 ５９􀆰 ０６％ꎬ显著低

于其他四株菌(Ｐ<０􀆰 ０５).由此可见ꎬ不同菌株对不同

ｐＨ环境的耐受程度不同ꎬ由于不同菌株的最适生长

ｐＨ不一样.研究显示ꎬ乳酸菌发挥益生作用的最低活

菌数目为 １０６ＣＦＵ / ｍＬ[２４]ꎬ菌株 ２５６、２５９ 和 ２６４ 活菌

数均在 １０８ＣＦＵ / ｍＬ 以上且存活率较高ꎬ表明该 ３ 株

菌能在低酸性环境中发挥益生性ꎬ因此选择该 ３ 株菌

进行后续实验.

２􀆰 ２􀆰 ２　 耐人工肠胃液试验结果

益生菌要想在人体肠道发挥益生功效就必须耐

受人体胃肠道内的不良环境.胃液呈酸性ꎬｐＨ 在 １􀆰 ５
~５􀆰 ０波动ꎬ主要含有胃蛋白酶等消化酶ꎻ肠液呈弱碱

性ꎬ主要的消化酶有胰蛋白酶、淀粉酶等.
试验结果如表 ２所示ꎬ３ 株菌在人工胃液存活率

均在 ５０％以上ꎬ耐受性较好.其中菌株 ２５６ 对人工胃

液的耐受性显著低于其他 ２ 株菌 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ为
５７􀆰 ０４％ꎬ菌株 ２５９ 和 ２６４ 分别为 ８４􀆰 １３％和 ８７􀆰 ５４％ꎬ
相比于其在 ｐＨ２􀆰 ０的酸性条件下的存活率都降低了

１０％左右ꎬ说明菌株对胃蛋白酶的耐受能力较好.３ 株

菌在人工肠液中的存活率均高于 ８０％ꎬ菌株 ２５９ 的存

活率高于 ２６４ꎬ并且显著高于 ２５６(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ说明肠

液中的胰蛋白酶对这 ３ 株菌的存活率影响较小.这与

张丽等[２５]、于志会[２６]研究发现乳酸菌对人工胃肠液

中的耐受性较好结论一致.因此选择菌株 ２５９ 和 ２６４
进行后续试验.

７５２
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表 １　 ５株菌株在不同 ｐＨ条件下的存活情况

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｆｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

菌株编号 ｐＨ值
０ ｈ活菌数

(×１０８ＣＦＵ / ｍＬ)
３ ｈ活菌数

(×１０８ＣＦＵ / ｍＬ) 存活率(％)

２１１

２􀆰 ０ ２􀆰 ００±０􀆰 １７ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ｃ

３􀆰 ０ ２􀆰 ２３±０􀆰 ２３ ２􀆰 １３±０􀆰 １５ ９５􀆰 ７５±０􀆰 ０４ａ

４􀆰 ０ ２􀆰 ３０±０􀆰 ２６ １􀆰 ８０±０􀆰 ２０ ７８􀆰 ３３±０􀆰 ０３ｂ

２４４

２􀆰 ０ ２􀆰 ４７±０􀆰 ２３ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ ０􀆰 ００±０􀆰 ００ｃ

３􀆰 ０ ２􀆰 ５７±０􀆰 １２ ２􀆰 １０±０􀆰 ２６ ８１􀆰 ７３±０􀆰 ０９ｂ

４􀆰 ０ ２􀆰 ３７±０􀆰 ０６ １􀆰 ４０±０􀆰 ２０ ５９􀆰 ０６±０􀆰 ０７ｃ

２５６

２􀆰 ０ ２􀆰 １３±０􀆰 １２ １􀆰 ４０±０􀆰 １０ ６５􀆰 ６１±０􀆰 ０２ｂ

３􀆰 ０ ２􀆰 ３０±０􀆰 １７ ２􀆰 ２３±０􀆰 ２１ ９７􀆰 ０２±０􀆰 ０３ａ

４􀆰 ０ ２􀆰 １０±０􀆰 １０ ２􀆰 ０３±０􀆰 １２ ９６􀆰 ８２±０􀆰 ０３ａ

２５９

２􀆰 ０ ２􀆰 １７±０􀆰 ２１ ２􀆰 ０３±０􀆰 ０６ ９４􀆰 ５２±０􀆰 ０６ａ

３􀆰 ０ ２􀆰 ０３±０􀆰 １５ １􀆰 ８３±０􀆰 ２１ ９０􀆰 ０４±０􀆰 ０５ａｂ

４􀆰 ０ ２􀆰 ３７±０􀆰 １２ ２􀆰 ０３±０􀆰 ２５ ８５􀆰 ７４±０􀆰 ０７ａｂ

２６４

２􀆰 ０ ２􀆰 ３３±０􀆰 ２５ ２􀆰 １７±０􀆰 ２５ ９２􀆰 ８１±０􀆰 ０３ａ

３􀆰 ０ １􀆰 ９０±０􀆰 １７ １􀆰 ８０±０􀆰 １７ ９４􀆰 ７１±０􀆰 ００ａ

４􀆰 ０ ２􀆰 ００±０􀆰 ３０ １􀆰 ７０±０􀆰 ００ ８６􀆰 ３０±０􀆰 １３ａｂ

注:不同字母表示不同菌株在相同条件下差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ下同

表 ２　 ３株菌在人工胃液(肠液)中的存活情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ( ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｊｕｉｃｅ)

菌株编号
存活率(％)

３ ｈ人工胃液 ４ ｈ人工肠液

２５６ ５７􀆰 ０４±０􀆰 ０４ｂ ８１􀆰 ８７±０􀆰 ０３ｂ

２５９ ８４􀆰 １３±０􀆰 ０２ａ ９１􀆰 ０１±０􀆰 ０１ａ

２６４ ８７􀆰 ５４±０􀆰 ０３ａ ８７􀆰 ９２±０􀆰 ０２ａ

２􀆰 ２􀆰 ３　 耐胆盐试验结果

胆盐会影响细胞膜的通透性ꎬ破坏细胞膜的完整

度而导致细胞死亡[２７] .食物通过小肠需要 １ ~ ４ ｈꎬ因
此本试验选取 ０􀆰 １％、０􀆰 ２％和 ０􀆰 ３％的胆盐浓度对在

酸性环境下存活率达到 ５０％以上的菌株进行 ４ ｈ 培

养ꎬ计算其生长效率ꎬ结果如表 ３ 所示.３ 株菌的生长

率随胆盐浓度升高而降低ꎬ这是因为高胆盐浓度导致

细胞渗透压变高而使菌体受到影响ꎬ耐受力下降.
０􀆰 １０％胆盐条件下ꎬ菌株 ２５６ 的生长效率为 ２５􀆰 ８８％ꎬ
显著低于菌株 ２５９ 的 ６０􀆰 ７１％和菌株 ２６４ 的 ６１􀆰 ５０％
(Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ但菌株 ２５９ 和 ２６４ 差异不显著 ( Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎻ在 ０􀆰 ２０％胆盐条件下ꎬ菌株 ２６４ 生长效率为

５５􀆰 ８２％ꎬ显著高于菌株 ２５９ 的 ５４􀆰 ４９％ꎬ并显著高于

菌株 ２５６ 的 １５􀆰 ２８％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ０􀆰 ３０％胆盐浓度下ꎬ

菌株 ２５６ 生长率仅为 ７􀆰 ９３％ꎬ显著低于菌株 ２６４ 的

４１􀆰 ５０％ꎬ菌株 ２５９ 生长效率为 ４５􀆰 ４２％显著高于菌株

２６４(Ｐ<０􀆰 ０５).综上所述ꎬ菌株 ２５９和 ２６４对胆盐的耐

受性较好.因此选择菌株 ２５９和 ２６４进行后续试验.
表 ３　 ３株菌在不同胆盐浓度条件下的生长效率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｉｌｅ ｓａｌｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

菌株编号
胆盐浓度

０􀆰 １０％ ０􀆰 ２０％ ０􀆰 ３０％

２５６ ２５􀆰 ８８±０􀆰 １２ｂ １５􀆰 ２８±０􀆰 １８ｃ ７􀆰 ９３±０􀆰 ２７ｃ

２５９ ６０􀆰 ７１±０􀆰 ３３ａ ５４􀆰 ４９±０􀆰 ２６ｂ ４５􀆰 ４２±０􀆰 ５４ａ

２６４ ６１􀆰 ５０±０􀆰 ５６ａ ５５􀆰 ８２±０􀆰 ３６ａ ４１􀆰 ５０±０􀆰 ４９ｂ

２􀆰 ２􀆰 ４　 自凝集率与疏水性试验结果

益生菌凭借自凝集作用聚集到一定程度后才粘

附稳固ꎬ以达到发挥益生作用所需数量[２８] .乳酸菌的

自凝集作用不仅可以形成生物膜屏障ꎬ还可以阻止致

病菌的侵入和感染[２９] .细菌粘附在粘膜表明是肠道定

植和提供健康益处所必需的ꎬ因此ꎬ粘附能力是益生

菌的重要筛选标准.研究表明乳酸菌的自凝聚能力和

表面疏水性与其对宿主肠道细胞的黏附能力是呈正

相关 的ꎬ如 图 ５ 所 示ꎬ菌 株 ２５９ 的 自 凝 集 率 为

１９􀆰 ４８％ꎬ２６４为 １８􀆰 ２４％ꎬ差异不显著(Ｐ<０􀆰 ０５).

８５２
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益生菌疏水性的大小与其对肠道上皮细胞的粘

附能力有一定相关性[３０] .参照吴雨晗等人的标准:疏
水率>５０％为高疏水性ꎬ２０％~５０％为中度疏水ꎬ<２０％
为非疏水[３１] .

如图 ５ 所示ꎬ菌株 ２５９ 疏水率显著高于菌株 ２６４
(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ菌株 ２５９ 对二甲苯的疏水率为 ５５􀆰 ０４％ꎬ
表现为高疏水性.自凝集性和疏水性与细菌的黏附能

力相关ꎬ但不代表自聚集性和疏水性高黏附性就一定

高ꎬ还需通过细菌黏附试验进一步验证[３２] .

图 ５　 菌株 ２５９和菌株 ２６４的疏水率和自凝集率

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｌｆ￣ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２５９ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ２６４

注:不同小写字母表示同一指标不同菌株差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)

２􀆰 ３　 安全性评价结果

２􀆰 ３􀆰 １　 药敏试验结果

乳酸菌的耐药性质具有双面性ꎬ其正面效应在

于ꎬ当个体摄入抗生素时ꎬ具备一定耐药性的益生菌

群体能够得以保留ꎬ这有助于维持宿主肠道微生态的

平衡和益生菌的功能性.其负面效应在于特定的耐药

基因或耐药性可能通过水平基因转移机制ꎬ从乳酸菌

传递给其他微生物ꎬ从而增加了其他微生物对抗生素

的耐药潜力[３４] .
试验菌株耐药结果如表 ４ 所示:菌株 ２５９ 对万古

霉素、链霉素和诺氟沙星不敏感ꎬ卡那霉素中度敏感ꎬ
对阿奇霉素、四环素、青霉素、红霉素敏感.这与田原

等[３２]研究发现的结果相似.研究表明ꎬ乳酸菌对卡那

霉素、万古霉素等抗革兰阴性菌的抗生素具有耐药性

为先天固有ꎬ且不易与致病菌互相传播[３５] .此菌株是

否携带耐药基因及其他可能存在的耐药因素还需通

过进一步试验研究.
２􀆰 ３􀆰 ２　 吲哚试验结果

通过吲哚试验可检测出菌株是否会产生色氨酸

酶ꎬ分解人体必需的色氨酸ꎬ生成有害物质吲哚ꎬ并影

响色氨酸的吸收利用.
如图 ６ 所示ꎬ接菌培养基颜色浑浊且乙醚层无

色ꎬ空白对照也未出现颜色反应ꎬ表明该菌株在生长

繁殖过程中为阴性反应ꎬ不产生有害代谢产物吲哚.
这与田原等[３２]和王英等[３６]对副干酪乳杆菌吲哚试验

的检测结果一致.
表 ４　 副干酪乳杆菌 ２５９的耐药性检测结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ ２５９

抗生素种类 抑菌圈直径(ｍｍ) 敏感性

万古霉素 ０􀆰 ００±０􀆰 ００ Ｌ

链霉素 ９􀆰 ２３±０􀆰 ０６ Ｌ

阿奇霉素 ２２􀆰 ２７±０􀆰 １５ Ｈ

四环素 ２６􀆰 ５０±０􀆰 ２０ Ｈ

红霉素 ３０􀆰 ７３±０􀆰 １５ Ｈ

青霉素 ３２􀆰 ４０±０􀆰 １０ Ｈ

卡那霉素 １１􀆰 ６３±０􀆰 ２３ Ｉ

诺氟沙星 ０􀆰 ００±０􀆰 ００ Ｌ
注:抑菌圈直径:≥１５高度敏感(Ｈ)ꎻ１０￣１４中度敏感( Ｉ)ꎻ≤１０ 不敏感
(Ｌ) [３３]

图 ６　 菌株 ２５９吲哚试验

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｉｎｄｏｌｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２５９

２􀆰 ３􀆰 ３　 溶血试验结果

溶血是指在溶血毒素及其他理化因素的作用下ꎬ
红细胞破裂ꎬ血红蛋白逸出.菌株代谢产物有无溶血

活性被认为是菌株安全性评价的重要指标[３７] .如图

７ꎬ菌株 ２５９在血平板上培养后生长良好且无草绿色

溶血圈ꎬ对人体无毒性ꎻ金黄色葡萄球菌有草绿色溶

血环为 β￣溶血.这与刘凯龙等[３８]研究发现副干酪乳

杆菌 ＰＣ￣０１不引起溶血现象呈阴性的结论相同.

９５２
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Ａ􀆰 菌株 ２５９溶血试验结果

Ｂ􀆰 金黄色葡萄球菌溶血试验结果(阳性对照)

图 ７　 菌株 ２５９溶血实验

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ｔｅｓｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２５９

２􀆰 ３􀆰 ４　 氨基酸脱羧酶试验结果

微生物生长在低酸、营养贫瘠且含大量氨基酸底

物的培养基中ꎬ氨基酸脱羧酶被诱导ꎬ将氨基酸脱羧

成为相应的生物胺[３９] .精氨酸、鸟氨酸和赖氨酸分别

会生成精胺、腐胺和尸胺ꎬ这些生物胺过多时会引起

人体头痛、恶心等副作用.生物胺呈碱性故可通过酸

碱指示剂显色作用判定结果.
如图 ８ꎬ试验组与对照组均为黄色ꎬ阴性结果.说

明该菌株代谢过程中不会产生腐胺、尸胺和精胺ꎬ对
人体无害.这与宋静颐[３９]研究发现副干酪乳杆菌 Ｌ９
不产生氨基酸脱羧酶和赵雯[４０]等发现副干酪乳杆菌

Ｋ５６不会产生组胺及腐胺结论一致.

图 ８　 菌株 ２５９氨基酸脱羧酶试验

Ｆｉｇ 􀆰 ８　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２５９

２􀆰 ３􀆰 ５　 明胶液化试验结果

研究表明某些细菌会产生明胶酶ꎬ其会降解胶原

蛋白等物质而产生毒性[４１] .因此需进行明胶液化试验

评价乳酸菌安全性.如图 ９ꎬ试验菌株与空白￣对照组

培养基均未出现液化现象ꎬ表现为阴性ꎬ进一步证明

了副干酪乳杆菌 ２５９的安全性.这与万倩等[４２]从传统

发酵食品分离的 ３８株乳酸菌明胶液化试验均为阴性

的结论一致.

图 ９　 菌株 ２５９明胶液化试验

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｇｅｌａｔｉｎ ｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ２５９

３　 结论

　 　 本研究筛选获得一株具有高效嘌呤核苷降解能

力的乳酸菌 ２５９.该菌株表现出优良的体外益生特性ꎬ
包括耐酸、耐胃肠液和耐胆盐能力ꎬ以及较优的自凝

集性和疏水性.安全性结果表明其符合益生菌要求.综
上ꎬ乳酸菌 ２５９具备作为新型益生菌候选菌株的开发

价值.为乳酸菌在功能性食品和健康产品中的开发应

用提供一定的理论依据.
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