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摘要：本研究从传统自然发酵的酵素饮品中分离筛选出一株高效降胆固醇菌株，该菌株具有较好的胆盐耐受性和耐酸能力。在

pH 3 的酸性环境下，耐酸率为 71.53%，该菌株能够长时间耐受胆盐环境，培养 16 h 的胆盐耐受率为 42.09%。以二甲苯为吸附剂，

疏水率为 35.91%，有较好的黏附特性；益生元不仅能够促进菌株生长，而且可显著提高降胆固醇能力。4 种益生元中乳果糖促进生

物量增加幅度最大，培养至 16 h 时生物量达到最高。乳果糖对菌株产酸性能影响最显著，pH 值可降至 3.56，胆固醇去除率达 41.10%。

该菌株对菊粉的利用率低，说明菌株对不同益生元具有选择性代谢。菌株经形态学观察和 16S rDNA 鉴定为副干酪乳杆菌，并命名为

Lactobacillus paracasei S0940。本研究为进一步研究体内降脂能力以及开发功能性乳酸菌食品提供理论依据。 
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Abstract: In this study, a highly effective cholesterol-lowering strain was isolated from traditional naturally fermented drinks with high 

bile salt and acid tolerance. In the acid environment with a pH of 3, the acid resistance rate was 71.53%. The strain could tolerate bile salt for a 

long time with the tolerance rate of 42.09% after exposure for 16 h. With xylene as the adsorbent, the hydrophobicity of the strain was 35.91%, 

indicating good adhesion characteristics. The prebiotics not only promoted the growth of the strain, but also improved significantly the 

cholesterol-lowering ability. Among the four prebiotics, lactulose promoted the greatest increase of the biomass, and the biomass reached the 

highest level after 16 h. Lactulose exerted the greatest effect on the acid production, with the pH value decreasing to 3.56 and cholesterol 

removal rate reaching 41.10%. Inulin was poorly utilized by the strain, indicating that the strain exhibited selective metabolism to different 

prebiotics. Based on morphological observations, the strain was identified Lactobacillus paracasei, named Lactobacillus paracasei S0940. This 

study provides a theoretical basis for further study of cholesterol-lowering ability in vivo and the development of lactic acid bacteria-containing 

functional foods. 
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我国社会经济快速发展，人们的生活水平得到提

高，人的平均寿命延长，随之而来的人口老龄化问题

也日益凸显。由于老年人的基础代谢下降，生理功能

和免疫功能衰退，三高、冠心病等多种慢性疾病的发 
生率快速上升[1]，其中高胆固醇是发生冠心病的危险

因素之一[2,3]。目前，通常用他汀类药物治疗高胆固醇

症等疾病，但毒副作用大，易造成头痛、肌痛等不适

反应[4,5]。 
越来越多的益生菌被用于食品工业，不仅能够促

进健康，而且能够改善食品属性。益生菌能够预防和

防治多种胃肠道疾病，植物乳杆菌 B411 对食源性病

原体呈现出较高的抑制率[6]；Shehata[7]等从 Boza 中分

离的乳酸乳球菌 B037 具有较高的降胆固醇能力及良

好的益生特性；Nami[8]等从酸奶中分离出高效降胆固

醇的植物乳杆菌YS5。益生元被定义为具有健康益处，

能够被宿主选择性利用的底物[9]，常见的益生元有菊

粉、低聚果糖、半乳糖和乳果糖等[10]。Adebola[11]等

研究了菊粉、乳果糖和乳糖酸对乳酸菌的促生长作用。

近年来，益生元作为食品原料的用途也逐渐增加，乳

清饮料中添加低聚糖，能够改善流变学特性、功能性

以及产生良好的风味[12]。Balthazar[13]等研究表明，羊

乳冰激淋中添加菊粉和干酪乳杆菌不仅提高功能特

性，而且能够延长冰激淋的贮藏期。 
本研究从传统自然发酵的酵素饮品中筛选具有降

胆固醇的菌株，对菌株的体外降胆固醇能力、胆盐耐

受性、耐酸性以及疏水性进行评估，并研究益生元菊

粉、乳果糖、低聚半乳糖和水苏糖对其生物量、pH 及

胆固醇去除率的影响，确定益生元和益生菌的最佳组

合，为新型功能性食品的开发提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  原料及试剂 
传统果蔬酵素，样品由具有多年制作并饮用的家

庭提供，黑龙江省哈尔滨市；胆固醇（分析纯），购

于上海蓝季生物公司；邻苯二甲醛（分析纯），购于

上海化学试剂采购供应五联化工厂；二甲苯（分析纯），

天津市东丽区天大化学试剂场；菊粉，纯度≥99.5 g/100 
g；乳果糖，纯度≥99.8 g/100 g；低聚半乳糖，纯度≥99.8 
g/100 g；水苏糖，纯度≥99.8 g/100 g。试验中所用其

他试剂均为分析纯。 
1.1.2  培养基 

MRS-CHOL 培养基：MRS 液体培养基中添加质

量浓度为 100 μg/mL 胆固醇和 0.3%胆盐，121 ℃灭菌

20 min。 
1.1.3  主要仪器 

YXQ-LS-50A 立式压力蒸汽灭菌器，上海东亚压

力容器制造有限公司；DH6000A 恒温培养箱，天津市

泰斯特仪器有限公司；722 型可见分光光度计，上海

光谱仪器有限公司；PHS-3E pH 计，上海仪电科学仪

器股份有限公司；H/T20MM 台式高速离心机，湖南

赫西仪器装备有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌株的分离、纯化 
采用平板涂布法，将 0.5 mL 样品，加入装有 4.5 

mL 无菌水的试管中，稀释至 10-5、10-6和 10-7，分别

取 0.1 mL 涂布于 MRS 固体培养基，37 ℃恒温培养

48 h，取典型的单菌落，连续划线分离纯化，4 ℃菌种

斜面保存。 
1.2.2  降胆固醇菌株的筛选 

将菌株置于 MRS 液体培养基中过夜培养后 5000 
g/min 离心 10 min，用无菌 PBS 溶液洗涤菌体并调为

108 cfu/mL，按 5%的接种量接种至新鲜配制的

MRS-CHOL 培养基，37 ℃培养 24 h，灭菌离心，取

上清液以邻苯二甲醛比色法[14]于 A550 nm测吸光度。依

公式（1）计算胆固醇去除率： 

% 100%A - B
A

= ×胆固醇去除率                  (1) 

式中：A 为未接菌的培养基上清液在 550 nm 波长处的OD

值；B 为接菌的培养基上清液在 550 nm 波长处的 OD 值。 

1.2.3  菌株胆盐耐受性研究 
参考吴慧昊[15]等方法，略有修改，筛选出的降胆

固醇菌株进行过夜培养后，用无菌 PBS 溶液洗涤菌体

并将浓度调为 108 cfu/mL，按 3%（V/V）接种量接种

于含有 0.2%（m/V）胆盐的 MRS 液体培养基中，不

加胆盐的 MRS 液体培养基为对照组。37 ℃培养 16 h，
测各组菌液的 OD600 nm值。依公式（2）计算出菌株的

胆盐耐受性： 

%= 100%600 nm

600 nm

OD
OD

×
实验组

胆盐耐受率
对照组

           (2) 

1.2.4  菌株耐酸性研究 
参考李利[16]等方法，略有修改，将菌株置于 MRS

液体培养基中过夜培养，制备浓度为 108 cfu/mL 的菌

悬液。按 3%的接种量分别接种至 pH 值为 3.0、6.0 的

MRS 液体培养基中，pH 值为 6.0 的 MRS 液体培养基

为对照组，37 ℃培养 16 h 后取样，测定 OD600 nm值。

依公式（3）计算出菌株的耐酸性： 
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%= 100%600 nm

600 nm

OD
OD

×
实验组

耐酸率
对照组

                (3) 

1.2.5  疏水性研究 
采用菌株对碳氢化合物的吸附法[17]，将菌株按

5%接种量接种于液体培养基中，37 ℃培养 16 h，离

心（5000 r/min，15 min），收集菌体，以无菌的磷酸

缓冲液（pH 6.8）洗涤 2 次，将菌体以缓冲液悬浮。

缓冲液作为空白对照，用缓冲液调整菌体浓度至

OD600 nm=1，取 4 mL 调整浓度后的菌液，加入 0.8 mL
二甲苯，涡旋振荡，静置分层，取下层水相在 600 nm
处测其吸光度 A。依公式（4）计算菌株的疏水率： 

%= 100%0

0

A - A
A

×疏水率                         (4) 

式中：A0　为菌液与二甲苯混匀前在 600 nm 波长处测得

的吸光度；A 为菌液与二甲苯混匀后在 600 nm 波长处测得的

吸光度。 

1.2.6  菌株生长分析 
以 3%的接种量将菌株分别接种于添加菊粉、低

聚半乳糖、乳果糖和水苏糖的 MRS 培养基中，其中

益生元以 1%的添加量取代葡萄糖，以不添加益生元

的基础 MRS 培养基为阴性对照，37 ℃摇床培养 24 h，
每隔 4 h 取样测 OD600 nm值和 pH 值。 
1.2.7  益生元对菌株降胆固醇能力的影响 

分别添加 1%的菊粉、低聚半乳糖、乳果糖和水

苏糖的培养基中加入最终浓度为 100 μg/mL 的胆固醇

和 0.3%的胆盐，将菌株以 5%的接种量接种至上述培

养基中，37 ℃培养 24 h，每隔 3 h 取样离心（5000 
r/min，15 min），取上清液，根据 1.2.2 的方法测定胆

固醇去除率。 
1.2.8  16S rDNA 序列测定与系统发育分析 

以Ezup柱式细菌基因组DNA抽提试剂盒提取基

因 组， 采用 通用 引物 （ 7F ， 1540R ）： 7F ：

5’-CAGAGTTTGATCCTGGCT-3’ 和 1540R ：

5’-AGGAGGTGATCCAGCC GCA-3’进行 PCR 扩增。

PCR 反应体系为：DNA 模板 0.5 μL，10×Buffer 2.5 μL，
dNTP 1 μL，上下游引物各 0.5 µL，总体积 25 μL。反

应条件：预变性：94 ℃、4 min；变性：94 ℃、45 s；
退火：55 ℃、45 s；延伸：72 ℃、1 min，30 个循环；

4 ℃终止反应。PCR 产物由上海生工生物股份有限公

司进行序列测序。将得到的测序采用 Basic Local 
Aligenment Search Tool（BLAST）中的数据进行比对

确定其属种，并利用 MEGA 5.0 构建系统发育树。 

1.3  数据处理 

本实验数据为平均值±标准偏差（Mean±SD），使

用 Origin 9.0 软件进行数据统计分析。采用 SPSS 20.0
的单因素方差分析和 Dunnett 的多重比较检验确定各

实验均值之间的显著性差异（p<0.05），用 MEGA 5.0
构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  降胆固醇菌株的筛选结果 

从传统酵素中分离出 12 株乳酸菌并分别编号为

M1-M12，对 12 株菌的降胆固醇能力进行测定，由图

1 可以看出，各菌株降胆固醇能力差异较明显，陈大

卫[18]等筛选出的 9 株乳酸菌的胆固醇脱除率也呈现出

不同。本研究中菌株 M-6、M-8 和 M-11 的降胆固醇

能力显著高于其他九株菌，胆固醇去除率分别为

25.92%、25.43%和 28.44%，也高于韦云路[19]等的研

究动物双歧杆菌 LPL-RH（23.8%）。菌株 M-2、M-7、
M-10、M-12 次之，这四株菌之间差异不显著（p>0.05），
但显著高于其余 5 株菌，剩余菌株的胆固醇去除率均

低于 20%，其中菌株 M-5 的胆固醇去除率最低，为

8.03%。因此，筛选出菌株 M-2、M-6、M-7、M-8、
M-10、M-11 和 M-12 进行后续研究。 

 
图1 降胆固醇菌株的筛选 

Fig.1 Screening of cholesterol-lowering strains 

注：小写字母不同表示差异显著（p<0.05）。 

2.2  菌株胆盐耐受性分析结果 

人体小肠胆盐含量在 0.03%~0.3%范围内，益生菌

黏附于肠道发挥益生特性，就必须经受肠道的高盐环

境[1]。由图 2 可以看出，菌株 M-8 在含 0.2%的胆盐环

境中生长最好，胆盐耐受率可达 42.09%，显著高于其

余 6 株菌，也高于黄燕燕[20]等从开菲尔粒和泡菜水中

分离的乳酸杆菌耐受率（35.48%）。菌株 M-10 胆盐耐

受率次之，为 21.90%，菌株 M-2 和 M-12，耐受率分

别为 18.10%、17.36%，但显著低于菌株 M-8（p<0.05）。
菌株 M-6 和 M-11 的生长抑制程度均较高，二者的胆

盐耐受率接近，分别为 8.49%、9.46%，差异不显著
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（p>0.05）。 

 
图2 菌株的胆盐耐受性 

Fig.2 Bile tolerance of strains 

注：小写字母不同表示差异显著（p<0.05）。 

2.3  菌株耐酸性分析结果 

 
图3 菌株的耐酸性 

Fig.3 Acid resistance of strains  

注：小写字母不同表示差异显著（p<0.05）。 

耐酸性是益生菌的重要特征之一，益生菌制剂或

其他功能性食品中的益生菌必须具有一定的耐酸能

力，才能顺利通过胃酸屏障对人体起到促进健康的作

用。胃液的酸度和胃蛋白酶的作用对菌株的生存影响

较大，胃液的 pH 通常范围为 2.5~3.5[21]。由图 3 可以

看出，菌株均能够在 pH 3.0 的酸性环境下生长，表明

这 7 株菌对酸具有较好的耐受能力。Wang[22]等从发酵

芥菜中分离的乳酸菌同样能够在 pH 3.0 的环境下存

活。7 株菌间耐酸性差异较为明显，耐酸率从

29.06%~71.53%不等，其中耐酸率在 40%以上的菌株

有 3 株，分别是菌株 M-7、M-8 和 M-10。王惋[23]等

从东北酸菜中分离的菌株在 pH 3 的环境下存活率差

异大，介于 25.3%~99.1%之间。菌株 M-8 的耐酸能力

最强，耐酸率为 71.53%，显著高于李利[16]等从酸奶中

分离出的植物乳杆菌 SN1、SN2 耐酸性。其次是菌株

M-10 和 M-7，耐酸率分别 46.75%、41.92%，二者的

差异显著（p<0.05）。菌株 M-2 和 M-6 呈现出相似的

耐酸能力，耐酸率分别为 30.31%、31.51%。7 株菌的

耐酸能力强弱顺序如下：M-8>M-10>M-7>M-11>M-6> 
M-2>M-12，其中菌株 M-12 的耐酸能力相对较弱，耐

酸率为 29.06%，可能是由于低酸环境使菌体细胞很难

维持胞内 pH 的稳定，从而导致生长缓慢。 

2.4  菌株疏水性试验结果 

疏水性是菌株黏附于肠道的主要条件之一，菌株

的黏附特性分为物理化学因素引起的非特异性黏附和

菌株表面的脂磷壁酸、肽聚糖等引起的特异性黏附
[24]。菌株的黏附过程与疏水作用、静电作用等有关，

疏水性越强，菌株黏附能力越强[25]。本研究以菌株在

水相和二甲苯相中的疏水分配为依据，比较了菌株疏

水性。由图 4 可以看出，不同菌株的疏水性有所不同。

7 株菌中，菌株 M-7、M-8 和 M-10 的疏水率均大于

25%，呈现出良好的疏水能力。Wadstroum[26]等测定

了野生型乳酸菌表面疏水性及其对肠上皮细胞的黏附

能力，发现疏水性高的菌株具有较高的黏附能力，这

一结果证实疏水性能够作为筛选高黏附性菌株的指

标。菌株 M-8 的疏水率最高，为 35.91%，高于占萌[27]

等研究的耐久肠球菌 KLDS 6.0933 表面疏水性

（30.00%），表明菌株 M-8 具有较高的黏附力。菌株

M-7 和 M-10 疏水率分别为 28.02%、26.17%，二者的

差异不显著（p>0.05）。菌株 M-2 和 M-6 具有相似疏

水能力，但疏水率均低于 20%。菌株 M-12 的疏水能

力相对较弱，疏水率仅为 12.38%。 

 
图4 菌株的疏水性 

Fig.4 Hydrophobicity property of strains 

注：小写字母不同表示差异显著（p<0.05）。 

2.5  益生元对菌株体外生长的影响 

通过对 7 株菌的降胆固醇能力以及益生特性的测

定结果分析，与其他菌株相比，菌株 M-8 不仅具有较

高的降胆固醇能力，而且呈现出良好的益生特性，在

胆盐中能够良好生长，耐酸性、胆盐耐受性显著高于

其他菌株（p<0.05），疏水能力较好，因此，筛选出菌

株 M-8 进行下一步的研究。 
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2.5.1  菌株生物量的变化  

 
图5 益生元对菌株生物量变化曲线的影响 

Fig.5 The impacts of prebiotics on the biomass curves of strains  

由图 5 可以看出，将不同益生元添加到培养基时，

菌株 M-8 的生物量均有不同程度的增加，在所有时间

段的吸光度均高于阴性对照组。其中，添加乳果糖时，

菌株 M-8 的生物量增加幅度最大，OD600 nm值提高了

4.14 倍。其次是水苏糖，OD600 nm值提高了 3.40 倍。

培养的前 4 h，益生元组和阴性对照组中，吸光度都没

有明显的提高，这与刘露[28]等研究结果一致。培养 4 h
后，益生元组均开始有明显的增长趋势，并且乳果糖

组的吸光度比其他组同时间的吸光度高，说明乳果糖

对菌株的增殖效果最为显著。Ziar[29]等研究益生元对

乳源乳酸菌生长的影响时，结果表明乳果糖对乳酸菌

生长影响最大。菌株对不同的益生元表现出选择性代

谢，这可能与多种因素有关，如代谢特性、应变依赖

性等[30]。与其他益生元组相比，菌株 M-8 在乳果糖发

酵液中较快的进入稳定期。在添加菊粉组中，培养 20 
h 时，OD600 nm值仅 0.774，吸光度变化较小，表明菌

株 M-8 生长迟缓，其原因可能是菌株缺乏菊粉代谢所

需的酶机制。Adebola[31]等也得到了类似的结果，筛选

出的嗜酸乳杆菌 NCTC 1723、保加利亚乳杆菌 NCTC 
12712 和短乳杆菌 NCIMB 11973 均不能利用菊粉。 
2.5.2  pH 值的变化 

 
图6 益生元对菌株体外生长发酵液pH值的影响 

Fig.6 The impacts of prebiotics on the pH of strains 

fermentation broth in vitro 

在培养 0、4、8、12、16、20、24 h 时，测定菌

液的 pH 值。由图 6 可以看出，随着时间的延长，益

生元组和阴性对照组的 pH 值以不同幅度呈现下降趋

势。尤其是添加乳果糖的发酵液，与初始 pH 值相比，

培养 24 h 后 pH 下降幅度最明显，下降了 2.68。水苏

糖和低聚果糖次之，pH 值分别下降了 2.25、2.09，而

阴性对照组发酵液 pH 的变化幅度最小，pH 值下降了

0.47。益生菌组发酵液 pH 值在培养 4 h 时有一个转折

点，培养的前 4 h 时，发酵液 pH 值均没有明显变化，

培养 4 h 后呈现下降趋势，表明益生元可促进菌体较

快的进入对数生长期。刘露[32]等研究山药低聚糖对嗜 
热链球菌体外增殖的影响时发现培养 4 h 后，发酵液

pH 值呈显著下降趋势，与本研究结果相似。添加菊粉

的发酵液中，菌株 M-8 的发酵产酸量较低，因此，pH
变化趋势较缓慢。与图 5 相比较，发酵液 pH 值的变

化规律和菌株 M-8 生物量变化规律具有一定的相似

性，可能是由于菌体生长繁殖，发酵益生元产酸，从

而使发酵液 pH 值发生变化。夏晓风[33]等研究低聚糖

对嗜热链球菌生长的影响，也得出相似的结果。 

2.6  益生元对菌株降胆固醇能力的影响 

 
图7 益生元对菌株体外降胆固醇能力的影响 

Fig.7 The impacts of prebiotics on the cholesterol-lowering 

abilities of strains in vitro 

由图 7 可以看出，菌株 M-8 在益生元组和阴性对

照组中的降胆固醇能力不同，随着时间的延长，菌株

胆固醇去除率呈现上升趋势。尤其乳果糖，与初始胆

固醇去除率相比，培养 15 h 时，菌株 M-8 胆固醇去除

率呈现最大值，为 41.10%。其次是水苏糖，菌株 M-8
在培养 18 h 时胆固醇去除率较高，为 34.71%。阴性

对照组中，菌株的降胆固醇能力最弱，变化趋势平缓，

胆固醇去除率最大值仅为 8.40%。培养 0~12 h 时，胆

固醇去除率幅度较大，12 h 以后保持一段较平稳状态。

Kimoto[34]等测定了嗜酸乳杆菌生物量及胆固醇去除

率变化，发现在 6~18 h 之间，菌株降胆固醇能力变化

较大，在 18~24 h 时处于较平稳状态。培养 24 h 时，
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对阴性对照组相比，各益生元组中菌株的胆固醇去除

率提高了 2.50~4.86 倍。Ziar[29]等研究表明，与阴性对

照组相比，益生元组显著的提高了乳酸菌的降胆固醇

能力，约为 1.5~10 倍。与图 5 相比较，菌株降胆固醇

能力变化趋势与生物量变化趋势相似，表明益生元不

仅对菌株有促生长作用，而且能够显著提高降胆固醇

能力。与秦翠丽[35]等研究结果相似。贺珊珊[36]等研究

结果也证实了益生菌的降胆固醇能力依赖于它们的生

长情况。 

2.7  菌株M-8的鉴定 

2.7.1  菌株 M-8 的形态特征 
从传统酵素中共分离得 12 株菌（M1~M12），从

中筛选得到一株具有较高降胆固醇能力以及良好益生

特性的菌株 M-8。如图 8 所示，该菌菌落形态为圆形、

乳白色、表面光滑、边缘整齐、不透明的小菌落。活

化菌株镜检时，革兰氏染色后呈蓝紫色，为革兰氏阳

性菌。细胞结构均一，呈短杆状，成对或链状排列，

均无芽孢和鞭毛。 

  
图8 筛选菌株的形态 

Fig.8 The morphology of strains 

2.7.2  16S rDNA 分子生物学鉴定 
表1 16S rDNA序列分析结果 

Table 1 16S rDNA sequence analysis results 

菌株 参考序列 BLAST 结果 同源性/%
M-8 NR_025880.1 L. paracasei strain 100 

 

提取菌株 M-8 的基因组 DNA 后，以 16S rDNA
通用引物进行 PCR 扩增，用 1%的琼脂糖凝胶电泳检

测扩增产物，扩增产物序列长度在 1500 bp 左右。登

陆 NCBI 网站，对测序结果进行 BLAST 序列比对，

由表1可以看出，菌株M-8与L. paracasei strain的16S 
rDNA 同源性达 100%，为进一步确定菌株的分类学地

位，利用 MEGA 5.0 软件构建系统发育树，见图 9。 
由系统发育树可知，菌株 M-8 和相对应的模式菌

株处于同一个小分支，由此可以判定菌株 M-8 为副干

酪乳杆菌，并将其命名为 Lactobacillus peracasei 
S0940。 

 
图9 菌株M-8 16S rDNA序列构建的系统发育树 

Fig.9 Phylogenetic tree of M-8 strain based on the 16S rDNA 

sequence 

注：发育树节点的数字表示 Bootstrap 值，括号中的数字

为序列登录号。 

3  结论 

本研究通过对乳酸菌的耐酸性、胆盐耐受性、疏

水性以及降胆固醇能力的测定，从传统酵素中分离筛

选得到一株既具有良好益生特性又能够高效降胆固醇

的菌株 M-8，经形态学和 16S rDNA 分子生物学鉴定

后，命名为 Lactobacillus paracasei S0940。添加益生

元强化碳源培养该菌株时，发现乳果糖对其生长和降

胆固醇能力影响最为显著；胆固醇去除率达 41.10%。

目前已报道的乳酸菌降胆固醇机制主要有：乳酸菌菌

体细胞膜的吸附作用；乳酸菌产生的胆盐水解酶将结

合型胆盐转化为游离胆盐，并与胆固醇结合排除体外
[37,38]；乳酸菌发酵产生的短链脂肪酸、蛋白质等代谢

产物参与胆固醇的分解作用[39]。此外，益生元对乳酸

菌的体外降胆固醇作用机制还与其单糖组成、聚合度

以及糖苷键位置等分子结构有关，这方面的研究有待

进一步展开。 
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