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去除胆固醇细菌的分离、鉴定及其性能的初步研究
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(南京农业大学食品科技学院, 江苏 南京 210095)

摘  要: 从金华火腿、光明酸奶、光明奶酪、味全乳酸菌饮品及泡菜等样品中分离得到 100余株乳

酸菌菌株,利用高胆固醇 MRS-CHOL 培养基测定其体外胆固醇去除能力,从中筛选得到一株高效

去除胆固醇的菌株 JH-1,去除率达到 481 68%。通过形态学特征、生理生化特征和 16S rDNA序列

同源性分析,鉴定菌株 JH-1为短乳杆菌( L actobacil lus br ev is )。研究了培养时间、接种量、培养温

度、培养基初始 pH 以及基质中胆固醇胶束质量浓度对胆固醇去除率的影响, 发现短乳杆菌 JH-1

分别在时间为 48 h,接种量体积分数为 3% ,培养温度为 37 e ,初始 pH 值为 6,胆固醇胶束质量浓

度为 1 mg/ mL 时, 胆固醇去除率达到最大。
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Isolation and Identification of a Strain JH-1 Removal Cholesterol
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( Co lleg e of Food and Technolo gy , Nanjing Ag r icultural Universit y, Nanjing 210095, China)

Abstract:More than 100 bacteria w ere isolated f rom the fermented food such as ham, yogurt , and

pickle in this study. With Cho lester o-l reducing ability inMRS-CHOL medium as index, one

st rain w as screened and named as JH-1. T he cholester ol removarate of st rain JH-1 is 48. 68% .

Upon chemo taxonomic characterization and phylo genet ic inference based 16S rDNA analy sis, the

st rain JH-1 w as ident ified as L actobaci l lus br evi s st rain. T he removal cho lestero l ability o f

L actobaci llus brevi s JH-1 w as studied. T he result listed as fol low s: the cult ivat ion t ime is 48h,

the inoculation percentage is 3%, the temperature is 37 e , the initial pH o f the media is 6 and the

cholestero l contents is 1mg/ mL. L actobacil lus brev is JH-1 has the best r emoval cholesterol

ability.

Key words: cholester ol, L actobaci llus brevis st rain, iso lat ion, ident ificat ion

  随着生活水平的提高,人们从日常膳食中摄取
了大量的胆固醇,给人体健康带来了潜在的安全隐

患。研究表明: 动脉粥样硬化、冠心病、脑中风等心

血管疾病的发生率与胆固醇不正常代谢密切相

关[ 1]。因此,研究不限饮食、不影响食品风味、经济

实用的去除食品及人体血清中胆固醇的方法已成



为重要的研究课题。

乳酸菌是一类可以利用葡萄糖产生乳酸的益

生菌, 是一种公认安全的微生物, 广泛的应用于食

品工业中。目前, 研究表明嗜酸乳杆菌( L actoba-

cil lus acidlophilus)、干酪乳杆菌( L actobaci l lus ca-

sei )、粪肠球菌( Enter ococcus f aecal is )、发酵乳杆菌

( L actobaci llus f em ent ium ) 和植物乳杆菌( L acto-

bacil lus p lantarum )等多种乳酸菌[ 2-5] 均发现具有

去除胆固醇特性。作者通过体外实验从常见的发

酵制品中筛选出安全高效的具有去除胆固醇作用

的乳酸菌,通过形态学特征、生理生化特征和 16S

rDNA 序列同源性分析对其进行鉴定及对其去除胆

固醇效果的考查, 为后续研究胆固醇体外、体内去

除机制提供重要的基础, 并为开发新型的乳酸菌制

剂或低胆固醇食品提供理论基础。

1  材料与方法

11 1  主要实验材料

11 11 1  培养基  脱脂乳培养基; M RS 培养基;高胆

固醇 MRS- CHOL 培养基
[ 6]
。

11 11 2  主要仪器  电子精密天平, 超净工作台, 电

热手提式压力蒸汽灭菌锅, 隔水式电热恒温培养

箱,紫外分光光度计。

11 2  方法

11 21 1  样品中乳酸菌菌株分离培养及纯化  将样

品进行梯度稀释,涂布于 MRS培养基的平板上, 于

37 e 培养 48 h。挑取肉眼可见、生长较快的菌落进

行分离并纯化,根据菌落特征进行初步归类, 作为

进一步筛选的乳酸菌疑似菌株,并编号、保存。

11 21 2  去除胆固醇乳酸菌的筛选  将保存于 MRS

斜面培养基中的疑似乳酸菌菌株接种于脱脂乳培

养基中 40 e 培养至凝乳,然后按体积分数 2%的接

种量接种于液体 MRS培养基中, 转接 2次后, 将活

化后的菌液接入 MRS-CHOL 培养基中, 立即置于

37 e 培养箱中进行培养, 培养 24 h 后测定其胆固

醇含量并计算其胆固醇去除率。

11 21 3  胆固醇含量及其去除率的确定 胆固醇含量

的测定  采用硫酸铁铵比色法 [ 6]
。

胆固醇的去除率= ( Ac- A ) / Ac @ 100% , 其中
A 为各实验菌株发酵后的培养液 A 560 nm; Ac为空白

对照的A 560 nm。

11 21 4  菌株鉴定

1)菌株 JH-1的形态观察及生理生化实验按照

参考文献[ 7, 8]进行。

2) 16S rDNA 分子生物学鉴定:细菌总 DNA 的

提取试剂盒提取基因组 DNA(上海生工生物工程

技术服务有限公司产品)提取,采用细菌的 16S rD-

NA通用引物进行 PCR 扩增。PCR产物测序由南

京金思特生物技术公司完成。

将 16S rDNA 序列与 GenBank+ EMBL+ DD-

BJ+ PDB 数据库中的核苷酸序列进行同源性分析

( ht tp: / / www 1 ncbi1 nlm1 nih1 gov / blast )。选择
同源性较高的菌株及已报道具有去除胆固醇效果

的细菌 16S rDNA 核苷酸序列, 利用 clustalx21 0进
行多重联配, 然后再利用 MEGA41 0 软件采用
Neighbour- joining 方法构建系统发育树, 并进行

bootst rap分析。

11 21 5  不同发酵条件对菌株 JH-1 去除胆固醇的

影响

1)培养时间对胆固醇去除率的影响: 将菌株

JH-1按体积分数 2% 的接种量接种于含 MRS-

CHOL 培养基中,于 37 e 恒温静止培养 3 d, 每 12

h取培养液,测定胆固醇的含量。

2)接种量对胆固醇去除率的影响: 将菌株 JH-1

分别以不同体积分数的接种量 1%、2%、3%、4%、

5%、6%的接种量(菌体浓度为 108个/ mL)接种于

含 MRS-CHOL 培养基中,于 37 e 恒温静止培养 3

d,取样测定胆固醇的含量。

3)培养温度对胆固醇去除率的影响: 将菌株

JH-1按体积分数 2%的接种量接种于 MRS-CHOL

培养基中,分别于 30、37、40 e 恒温静止培养 3 d,

取样测定胆固醇的含量。

4)培养基初始 pH 值对胆固醇去除率的影响:

将菌株 JH-1按体积分数 2%的接种量接种于含初

始 pH 值分别为 21 0、21 5、31 0、31 5、41 0、41 5、51 0、
51 5、61 0、61 5、71 0的 MRS-CHOL 培养基中, 于 3 7

e 恒温静止培养 3 d,取样测定胆固醇的含量。

5)不同胆固醇胶束质量浓度对胆固醇去除率

的影响:将菌株 JH-1按体积分数 2%的接种量接种

于胆固醇含量分别为 01 5、11 0、11 5、21 0 mg / mL 的
MRS-CHOL 培养基中,于 37 e 培养 3 d,取样测定

胆固醇的含量。

2  结果与分析

21 1  乳酸菌菌株分离纯化

从不同样品中分离出的大量菌株, 经革兰氏染

色、接触酶反应,对革兰氏染色阳性、接触酶阴性的

疑似乳酸菌菌株的胆固醇去除能力进行了考察。

21 2  降胆固醇乳酸菌菌株的筛选

选取其中胆固醇去除效果较好的菌株,列举如
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表 1所示。从金华火腿中分离出的 JH-1的胆璃去

除率最大。

表 1 胆固醇去除菌的分离筛选

Tab. 1 Isolation of the removal cholesterol strains

菌株 来源 胆固醇去除率/ %

JH-1 金华火腿 48. 68

P9 泡菜 37. 56

P13 泡菜 15. 49

NL3 光明奶酪 35. 24

1 鲜奶 26. 36

2. 3  菌株 JH-1的鉴定

21 31 1  菌落形态特征及生理生化特性  菌株 JH-1

在 MRS固体培养基中培养 48 h,其菌落表面光滑、

不透明、湿润、呈淡黄色。综合表 2 生理生化鉴定

结果,并参照文献对 L actobacil lus brev is 的描述,

初步鉴定菌株 JH-1为 L actobaci l lus br evi s。

表 2 菌株 JH-1 生理生化鉴定结果

Tab. 2 Results of physiological and biochemistry experiments

特征 结果 特征 结果

接触酶反应 - 利用蔗糖产酸 -

淀粉水解 - 利用山梨醇产酸 +

明胶液化 - 柠檬酸产 CO2 -

石蕊牛乳试验 + 10 e 生长 +

吲哚试验 + 40 e 生长 +

精氨酸产氨 + 45 e 生长 +

利用葡萄糖产酸 + 4%NaCl生长 +

利用乳糖产酸 + 6. 5% NaCl生长 -

 注: + 阳性; - 阴性。

21 31 2  16S rDNA 的扩增与测序  以菌株 JH-1的

总 DNA 为模板, 利用细菌 16S rDNA 通用引物进

行 PCR扩增,扩增产物大小在 11 5 kb左右。PCR
产物纯化后由南京金思特生物技术公司测序, 菌株

JH-1的 16S rDNA 序列大小为 1 446 bp。该序列

已经 在 Genbank 上 进 行了 登 记, 登 录 号 为

FJ8247401 1。
21 31 3  序列比对  将菌株 JH-1的 16S rDN A 核

苷酸序列与 GenBank+ EMBL+ DDBJ+ PDB 数据

库中报道的 16S rDNA 核苷酸序列进行比对, 结果

表明,菌株 JH-1 的 16S rDNA 核苷酸序列与乳杆

菌属中Lactobacillus brevis的6个菌株的核苷酸序

列的相似性均为 100%。

根据菌株 JH-1 的形态特征、生理生化特征、

16S rDNA 序列比对分析,鉴定菌株 JH-1为短乳杆

菌( Lactobacil lus br ev is )。

21 4  不同发酵条件对菌株 JH-1 胆固醇去除特性

的影响

21 41 1  培养时间对胆固醇去除率的影响  将短乳

杆菌 JH-1 按体积数 2%的接种量接种于含 MRS-

CHOL 培养基中,于 37 e 恒温静止培养 3 d, 每 12

h取培养液,测定胆固醇的去除率。从图 1可见,胆

固醇去除率随培养时间延长而提高,于 48 h 处去除

率达到最大,随着培养时间的延长, 短乳杆菌 JH-1

对胆固醇的去除率趋于稳定。

图 1 培养时间对胆固醇去除的影响

Fig. 1  Effect of cultivation time on the cholesterol re-

moval rate

21 41 2  接种量对胆固醇去除率的影响  通过不同

接种量对短乳杆菌 JH-1胆固醇去除率的影响进行

测定,结果表明, 接种量体积分数对胆固醇的去除

率影响较大, 随着接种量的增大, 去除率也随之增

大,其中以体积分数 3%的接种量较好;当接种量超

过体积分数 3%时,随着接种量的继续提高, 去除率

反而呈下降趋势(图 2)。这可能是 JH-1在生长过

程在产生乳酸,使得发酵液的 pH 值变低。当发酵

培养基的 pH 值较低时, 从而不利于 JH-1的生长,

使得胆固醇去除率降低。

图 2 接种量对胆固醇去除率的影响

Fig. 2  Ef fect of inoculation percentage on the cholester-

ol removal rate
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21 41 3  培养温度对胆固醇去除率的影响  将短乳

杆菌 JH-1 按体积分数 2%的接种量接种于 MRS-

CH OL 培养基中,分别于 30 e 、37 e 与 40 e 恒温
静止培养 24 h,取样测定胆固醇的含量。从图 3可

见, 30 e 时,胆固醇去除率最小。温度为 37 e 时,

菌株 JH-1对胆固醇去除率最高,但与 40 e 时的胆
固醇去除率相差不大,这可能与菌株活化前期于 40

e 进行脱脂乳培养, 后一直在 37 e 进行分离培养。

图 3  温度对胆固醇去除率的影响

Fig. 3  Ef fect of temperature on the cholesterol removal

rate

21 41 4  培养基初始 pH 值对胆固醇去除率的影响

 由于短乳杆菌 JH-1 具有较强的耐酸性, 故此考

察 JH-1在 pH 值较低的情况下对胆固醇去除率的

影响。从图 4 可见, 培养基的初始 pH 值对短乳杆

菌 JH-1胆固醇去除率影响较大。当初始 pH 值低

于 4时,胆固醇去除率较低,可见初始 pH 值过低不

利于 JH-1对胆固醇的去除。随着pH 值的上升, 去

除率不断增大, 但当 pH 大于 6时, 去除率开始逐步

减少。短乳杆菌 JH-1在初始培养基 pH 值为 2 的

条件下还具有去除胆固醇作用,去除率为 01 83%。

图 4  培养基初始 pH值对胆固醇去除率的影响

Fig. 4 Effect of initial pH the cholesterol removal rate

21 41 5  不同胆固醇胶束质量浓度的去除实验  通
过不同胆固醇浓度对短乳杆菌 JH-1胆固醇去除率

的影响进行测定,如图 5所示, JH-1对胆固醇的去

除率随胆固醇浓度的升高先增大后减少,当胆固醇

质量浓度为 11 0 mg / mL 时, 去除率达到最大值。

图 5 胆固醇质量浓度对胆固醇去除率的影响

Fig. 5  Effect of the cholesterol concentration on the

cholesterol removal rate

3  结  语

目前,国内外已报道的具有去除胆固醇效果的

乳酸菌种类较多。作者充分考虑到乳酸菌菌源的

多样性,从金华火腿、光明酸奶、光明奶酪、味全乳

酸菌饮品及泡菜等多种样品中,挑送出 100余株乳

酸菌,筛选得到一株胆固醇去除效果显著的 JH-1,

培养 24h后胆固醇去除率达到 481 68%。菌株 JH-

1经形态观察、生理生化指标分析、16S rDNA 核苷

酸序列鉴定该菌株为短乳杆菌( L actobaci l lus bre-

vi s str ain)。与已报道植物乳杆菌
[ 3]

( L actobaci llus

p lantarum )、发酵乳杆菌 DF-4[ 4] ( L actobacil lus f e-

mentium DF-4)、乳酸乳球菌 [ 5]、粪肠球菌 A30 与

A31 ( L actobaci llus acidlop hi lus )、嗜酸 乳杆菌

A878和 PB1
[ 9]

( L actobaci llus acidlop hi lus )等菌株

相比,其胆固醇去除率更高。

随着培养时间的延长, 菌株 JH-1的胆固醇去

除率在 48 h 时达到最大为 551 48%, 随后趋于平
缓。接种量增加, 胆固醇去除率先增大后减小, 在

接种体积分数量为 3%时,去除率可达 531 12%。菌
株 JH-1去除胆固醇最适 pH 值为 6,并且在含有 1

mg / mL 胆固醇胶束的培养基中, 胆固醇去除率达

371 83%。由于短乳杆菌 JH-1 从金华火腿中分离

得到,因此,该菌株具有很高的安全性, 为其在未来

食品领域的有效利用提供了现实价值。
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