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摘! 要：从婴儿粪便和药品中筛选到耐酸和胆汁盐的 " 株双歧杆菌菌种，分别命名为 !"# $"%"&’(
9+0%$ 与 !"# )*+,’( 8D0%#* 在 E6值 "* % 条件下培养 " F 后再于胆汁盐质量浓度 .* % B G =H的条
件下培养 " F* " 株菌在 E6值分别为 "* % 和 #* % 的 4% II() G H的磷酸盐缓冲液中存活率较高；在胆
汁盐质量浓度分别为 %* "4，%* 4，.* % B G =H和 "* % B G =H，E6值为 3* 1 的 4% II() G H磷酸盐缓冲液中
存活率也较高，胆汁盐耐受性没有明显区别*在 $ J保存于新鲜牛乳中，!"# $"%"&’( 9+0%$ 能够在
1 周内保持最高活菌数［ )B（KLM G IH）N /］，其它菌种活菌数［ )B（KLM G IH）］O 1*
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! ! 双歧杆菌是人和动物肠道正常菌群的重要成
员［"］，在维持肠道菌群平衡方面起着重要作用［#］，

目前已经检验的有 $# 种%据报道，大量双歧杆菌能
够抑制外源病原体的增殖［$，&］，其原因可能是双歧

杆菌在肠道表面形成生物膜或者通过分泌乙酸与

乳酸等降低肠道 ’( 值，阻止病原体增殖［#，)］% 摄入
产生 !*半乳糖苷酶的双歧杆菌或者饮用经双歧杆
菌发酵的牛乳还可以缓解特定人群的乳糖不耐症

状［+，,］，增强人体免疫力，提高对癌症的抵抗

力［-］等%
能够在肠道定植的双歧杆菌必须对人体的消

化道环境有良好的适应性，在低 ’( 值的胃液和高
胆汁盐质量浓度的小肠中有一定的存活率［.］%不同
双歧杆菌对于胃酸和胆汁的耐受力不同［.，"/］%本实
验分别从婴儿粪便和双歧杆菌药品中筛选出对于

酸和胆汁质量浓度具有较好耐受性的菌株%

!" 材料与方法

!# !" 增殖和分离培养基
棉子糖*双歧杆菌（01）［"］培养基用作双歧杆

菌的增殖培养基并进行平板稀释培养测定菌落形

成单位；203［""］培养基用于培养分离所得的菌种%
分别用盐酸与牛胆汁盐（上海化学试剂公司产品）

降低培养基 ’(值，提高胆汁质量浓度%
!# $" 菌种的来源、分离与鉴定
!% $% !" 来源" 参照菌种：!"# "$%&$’"(（婴儿双歧杆
菌）452444 "% )/)，购于中国普通微生物培养保
藏中心（北京）；!"# &)*+,(-,$’"(（青春双歧杆菌）367
#//"% /. 为本实验室保存菌；!"# ."%")/0 89*/&（两
歧双歧杆菌 89*/&）分离于无锡第四人民医院 & :
龄婴儿的粪便；!"# +*$1/0 51*/$（长双歧杆菌 51*
/$）分离自金双歧药品 5;<:=7 1>?>:、双歧杆菌和嗜
热链球菌与保加利亚乳酸菌的混合物%
!% $% $" 分离" !"# ."%")/0 89*/&：样品每天.：//之
前收集，置于灭菌的 $/ @A 试管中塞紧，在排泄之
后 #/ @>7之内处理或者保存于厌氧环境（最长 "/
B）%
每 "% / C样品于 "/ @A 01 肉汤培养基中活化

"# B后，转接 "% / @A到 ’( $% / 的新鲜 01 培养基
中，$-% ) D厌氧培养 # B% 酸处理以后将季氨氯化
物培养基（"% / @A）添加到新鲜的 01 培养基中，补
充质量浓度 "% / C E :A 的牛胆汁盐于 $-% ) D 继续
培养 $ B%将最终培养物进行梯度稀释（"/ 倍）并添
加体积分数 "/F的甘油%每一稀释度取 "// !A 直
接接种于 01 和 203琼脂平板上，培养 $ : 并选择

耐性双歧杆菌菌落%
!"# +*$1/0 51*/$ 的分离步骤同上%

!% $% %" 鉴定 " 采用 G>;2=H>=6I 公司的 JKL )/ 4(
试剂盒检验 +*磷酸果糖磷酸激酶［"#］的存在，并进
行革兰氏染色 E形态学观察% 挑取 +*磷酸果糖磷酸
激酶阳性的革兰氏阳性杆菌，检测糖发酵情况（见

表 "）%
表 !" 菌种的特性鉴定

&’(# !" )*+,-.-/ 01’2’0-+2.3’-.4, 45 -1+ .647’-+6 ’,* 2+5+28
+,0+ 6-2’.,6

特! 性
!"#

."%")/0
89*/&

!"#
+*$1/0
51*/$

!"#
"$%&$’"(

!"#
&)*+,2
(-,$’"(

孢子形成 M M M M

革兰氏反应 N N N N

形态：杆状、双叉 N N N N

厌氧生长 N N N N

好氧生长 M M M M

利用乳酸产气 M M M M

过氧化氢酶 M M M M
O+KKP N N N N

醋酸盐与乳酸盐
产品

N N N N

运动性 M M M M

发酵实验

纤维二糖 M N M N

果糖 N N N N

低聚果糖 M N N N

半乳糖 N N N N

葡萄糖 N N N N

异麦芽糖 M N N N

乳糖 N N N N

麦芽糖醇 M M M M

甘露糖 M M M M

松三糖 M M M M

棉子糖 N N N N

水苏糖 N N N N

海藻糖 M M M M

木糖 M N M N

! 注："% N表示正反应或者发酵，M表示负反应或者没有
观察到发酵现象；#%麦芽糖醇已经广泛用作防止龋齿的甜
味剂和糖类替代品，但仍然没有作为益生剂应用；$% 用
(KA4系统检验发酵脱脂牛乳中乙酸盐和乳酸盐%

!# %" 在不同 9:值胆汁盐质量浓度培养基中生长
分别将 "// !A（活菌数约为 "/- 4OQ E @A）培养

物转接到 ’( 值依次为 +% -，)% /，&% ) 与 &% $ 以及
’(值为)% )，而胆汁盐质量浓度分别为 /% /)，/% ")
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! " #$的 %& ’$ 新鲜 () 培养基中，*+, & -厌氧培
养,采用分光光度计（ ./0 1222，尤尼卡公司产
品）每 * 3测定一次细胞数的吸光度（!4125’）, 另外
用梯度稀释平板法进一步确认活菌数,
!" #$ 在不同 %&值胆汁盐质量浓度下的存活率
分别将 %22 !$培养物转接到 67 值为 1, 2 与

*, 2 的 &2 ’’89 " $ 无菌磷酸盐缓冲液中，每 *2 ’:5
取样一次，*+, & -厌氧培养于 () 琼脂培养基上测
定其存活率,以同样方法测定质量浓度为 2, 1&，2, &，
%, 2和 1, 2 ! " #$的胆汁盐对于细胞生长的影响,
!" ’$ 在新鲜牛乳中的存活情况
购于无锡天润发超市的新鲜牛乳提前在 ;& -

水浴中预热 %& ’:5，以 %2< = %2; >/? " ’$ 的接种
量、*+, & -厌氧培养 %4 3后保存于 @ -的冰箱中，
以 ()琼脂培养基为计数平板每 1 周测定一次活
菌数,

($ 结$ 果

(" !$ 耐性菌种的鉴定
将 1 株革兰氏阳性、4A磷酸果糖磷酸激酶阳性

的杆菌 BCD系统的鉴定结果与伯杰氏细菌鉴定手
册对照［%1］，将其鉴定为双歧杆菌,
(" ($ 不同 %&值条件下的生长与存活
各菌种在 67值分别为 4, +，&, 2，@, & 和 @, * 的

()培养基上的生长情况见图 %（接种量为 %2+

>/? " ’$）,在 67值 4, +，&, 2，@, & 时的生长情况各
不相同，所有菌种在 67值 @, * 时都未见生长,将菌
种在 67值为 1, 2 和 *, 2 缓冲液中的存活率与 67
值@, &的 ()培养基上的存活率相比较，前者的活细
胞下降率更显著（见表 1）, 67 值 1, 2 处理 % 3 后
"#$ %#&#’() .EA2@ 与 "#$ *+,-() F)A2* 的活菌数
分别下降了 %22 倍和 % 222 倍，表现出最高的存活
率；67值 *, 2 处理 1 3 后其活细胞数仅仅下降了
%22 倍,

图 !$ 菌种在不同 %&值的 )*培养基中的生长情况
+,-" !$ ./0 -1234/ 561708 94 :,;;010<4 %& =070=8 ,< )* >0?

:,6>

(" @$ 低 %&值和不同胆汁盐质量浓度下菌种的生
长与存活

$, G, H实验表明，培养 %+ 3后酸与胆汁盐耐性
菌种的生长情况在质量浓度 2, 2& ! " #$水平上有显
著差异；2, %& ! " #$ 时 "#$ %#&#’() .EA2@ 的细胞生
长情况不同；"#$ %#&#’() .EA2@ 和 "#$ *+,-() F)A
2* 表现了最高的胆汁耐性,
(" #$ 菌株在新鲜牛奶中的存活情况
由图 1 可见，在冷藏温度下，菌株 "#$ *+,-()

F)A2* 和 "#$ .’+*/01/,2#0 在 4 周内的存活情况很相
似，但菌株 "#$ %#&#’() .EA2@ 在培养时间达 1 个月
时仍保持较低的衰亡速率，具有很大的应用价值,
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表 !" 菌种在低 #$值和高胆汁盐质量浓度下的生长与存活情况
%&’( !" )*+,-,&. +&/01 23 /40 -12.&/01 &56 +030+0570 1/+&-51 &/ .28 #$ &56 4-94 ’-.0 1&./ 725705/+&/-251

暴露 !" #$%

菌 种
&’值

&’ ! &’ (
胆汁质量浓度 )（* ) +,）

"- (. "- . /- " (- "
!"# "$%&$’"( /- .". 0- 1 2 "- !( !- ( 2 "- ". 3- 4 2 "- (. 0- ( 2 "- (. !- " 2 "- "5 "
!"# &)*+,(-,$’"( 67% (- ! 2 "- /4 /- 3 2 "- (( 3- 3 2 "- (! 1- 0 2 "- "4 1- 0 2 "- "5 "
!"# ."%")/0 89:"1 0- 0 2 "- "3 !- 1 2 "- "4 5- " 2 "- /! 0- 3 2 "- (! .- ! 2 "- (! "
!"# +*$1/0 ;<:"! 0- . 2 /- (/ (- " 2 "- (( 3- 0 2 "- !1 .- . 2 "- // .- ( 2 "- // "

暴露 0" #$%

菌 种
&’值

&’ ! &’ (
胆汁质量浓度 )（* ) +,）

"- (. "- . /- " (- "
!"# "$%&$’"( /- .". .- 0 2 "- !/ (- " 2 "- ". 3- ( 2 "- (. 0- " 2 "- /3 (- " 2 "- /( "
!"# &)*+,(-,$’"( 67% " " .- 3 2 "- (! 1- 1 2 "- "0 /- 1 2 "- (. "
!"# ."%")/0 89:"1 .- 4 2 "- "0 /- 5 2 "- "4 3- 3 2 "- /! 0- . 2 "- !/ !- ! 2 "- (( "
!"# +*$1/0 ;<:"! .- " 2 /- // /- " 2 "- 44 0- 5 2 "- !/ .- ! 2 "- /4 (- ( 2 "- (( "

暴露 4" #$%

菌 种
&’值

&’ ! &’ (
胆汁质量浓度 )（* ) +,）

"- (. "- . /- " (- "
!"# "$%&$’"( /- .". !- ( 2 "- (1 "- ( 2 "- "( 0- 0 2 "- !" .- 3 2 "- /( /- " 2 "- /! "
!"# &)*+,(-,$’"( 67% ! ! 1- ! 2 "- // !- 0 2 "- /" " "
!"# ."%")/0 89:"1 1- " 2 "- (( "- 1 2 "- "5 3- 0 2 "- /( .- 5 2 "- (( (- / 2 "- "5 "
!"# +*$1/0 ;<:"! (- " 2 /- (5 " 0- 0 2 "- !1 1- 5 2 "- "/ "- ( 2 "- (/ "

暴露 /(" #$%

菌 种
&’值

&’ ! &’ (
胆汁质量浓度 )（* ) +,）

"- (. "- . /- " (- "
!"# "$%&$’"( /- .". /- 0 2 "- "(" " 0- / 2 "- ". .- / 2 "- (. " =
!"# &)*+,(-,$’"( 67% ! ! !- . 2 "- (! /- 5 2 "- // " =
!"# ."%")/0 89:"1 /- 5 2 "- // "- ( 2 "- "/ 3- ! 2 "- /1 .- " 2 "- (! /- . 2 "- "/ =
!"# +*$1/0 ;<:"! " " 0- / 2 "- "5 1- . 2 "- // " =

> 注：表内数值［ ?*（@AB ) #,）］为处理后 !5- . C培养 ( D所测定的活菌数，均为 ( 次平行实验的平均值-

图 !" 菌株在新鲜牛乳中 : ;冷藏 < 周时的稳定性
=-9( ! " )/&’-.-/> 7*+,0 23 /40 -12.&/01 &56 +030+0570

1/+&-51 -5 30+?05/06 3+014 ?-.@ &/ +03+-90+&A
/-25 /0?#0+&/*+0（: ;），32+ < 800@1

B" 讨" 论

人体胃液的 &’ 值一般在 !- " 以下，几乎可以
抑制所有细菌生长，也能杀灭一些生活周期短的细

菌-在进餐期间或者饭后很短的时间内，胃部的 &’
值可以升到 0- " 左右［/!］，进入小肠之前短期双歧杆
菌可能在胃液中存活-肠道分泌物中只有胆汁具有
较强的抑菌效果-据报道，小肠下部分胆汁被稀释，
&’值接近中性［/1］，有利于双歧杆菌通过消化道并
在肠道中定植生长-
对酸和胆汁盐耐受性较好的菌株更易在人体

肠道内定植- EFGHD$# 与 <IJKLGLMH$%N 报道［/.］，当胆
汁盐质量浓度变化范围达 ! * ) , 时，婴儿双歧杆菌
具有最高的存活率，其次是两歧双歧、短双歧和长

双歧杆菌-而 @?HGK与 OHGP$%的报道［4］认为，胆汁盐
质量浓度为 (- " * ) +, 或 1- " * ) +, 时，长双歧杆菌
具有最高的耐受力，其次是两歧双歧与婴儿双歧杆

菌-这些结果表明，某些特异性菌株对胆汁盐具有
抗性-
本实验中，( 株耐性菌种 !"# +*$1/0 ;<:"! 与

!"# ."%")/0 89:"1 在胆汁盐质量浓度为"- (. * ) +,
的培养基中生长良好-测定其在胆汁盐质量浓度分
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别为 !" # $ % &’ 和 (" # $ % &’ 的 )* 肉汤培养基上的
存活率进一步确认了 + 株菌的耐性" 起始 ,- 值为
#" ! 和 ." / 时耐性菌株比参照菌株的最终活菌数大
得多，可见，实验选择的菌种对生长中产生的酸具

有更好的耐性" 在 0)1 培养基中连续转接 ( 年时
间依然保持对酸和胆汁的耐性" 将选择的菌种接
种在新鲜牛乳保存于 2 3冰箱中，可以保持最高细
胞数达 + 个月之久，后期 !"# $"%"&’( 456!2 的存活
率尤其高"乙酸是双歧杆菌发酵的主要副产物，对

于乙酸（相对于盐酸而言）耐受性的增加对其生存

率的影响可能更大"实验分离的 + 株双歧杆菌菌种
!"# )*+,’( 7*6!8 和 !"# $"%"&’( 456!2 是通过酸
与胆汁盐的压力选择实验得到的，其在低 ,- 值或
高胆汁盐质量浓度下具有良好的生长情况和较高

的存活率"实验结果表明，本研究所采用的筛选程
序是有效的、可行的，所选择的菌种有可能在乳品

工业上获得应用"
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