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分离自酸菜汁的乳酸乳球菌体外去除胆固醇特性

尹军霞 ， 沈国娟， 谢亚芳
(绍兴文理学院生命科学学院，浙江绍兴312000)

摘 要：将从自然发酵的酸菜汁中分离鉴定的乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)接种于高胆固醇培

养液MRSO-CHOL中，分别改变茵的培养时间和接种量以及培养基中胆盐质量浓度和胆盐种类，

发现乳酸乳球茵对培养液中胆固醇的体外去除率在72 h前随时间的增加而提高，72～96 h基本维

持稳定，96 h后下降；随着接种量的增加，胆固醇的去除率增加；培养液不舍胆盐时，乳酸乳球菌的

胆固醇去除率很低，仅为4．51％。胆盐质量浓度为O～0．3 mg／mL时，随着胆盐质量浓度的升高，

胆固醇的去除率也逐渐升高。胆盐质量浓度高于0．3 mg／mL时，胆固醇去除率下降；牛磺胆酸钠

对胆固醇的去除效果最佳。
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Abstract：The effect of culture conditions on the cholesterol removal rate by Lactococcus lactis was

carefully investigated in this study．The cholesterol removal rate was increased with the

increasing of culture time during 0～72 h then kept constant level at 72～96 h．but declined

decreased after 96 h．Also，the inoculation amount exhibited stimulation on the cholester01

removal rate．Without cholate presents in culture medium，the cholesterol removal rate reached

at the lowest value(4．51％)，when 0．1 to 0．3 mg／mL cholate was feed to the media，the

cholesterol remoral rate was increasing．The rate of removal cholesterol declined when more 0．3

mg／mL cholate supplemented to the media．Furthermore，sodium taurocholate demonstrated the

highest cholesterol removal effect．
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高脂肪、高胆固醇食物是导致人群高血脂的重

要原因。国内外的有关降胆固醇研究主要集中在

两个方面：一是利用物理方法、化学方法和生物方

法脱除食品中胆同醇；二是开发食用后能在体内通

过某种作用减少血清胆固醇含量的食品或药

品‘卜引。作者从市售大白菜自然发酵酸菜汁分离并

鉴定的乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)具有较强的

耐酸、耐胆汁盐能力；能降低高血脂肥胖大鼠体重、
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血清总胆固醇(TC)、血清甘油三酯(TG)和脂肪在

大鼠肝脏内的存积量，提高大鼠血清高密度脂蛋白

(HDL-C)，对大鼠没有明显毒副作用，该菌可开发

成食用后能在体内减少血清胆固醇含量的食品或

药品[3]。是否该菌能脱除食品中胆固醇，以及其体

外脱除胆固醇受哪些因素影响，值得研究。作者试

图回答这些问题，以期为开发低胆固醇的发酵食品

提供理论依据。

1材料与方法

1．1 实验材料

1．1．1 乳酸茵来源 从市售大白菜自然发酵酸菜

汁中分离并保存嘲。

1．1．2 胆固醇的测定 采用邻苯二甲醛法(0一

phthaladehyde，0PA法)

1．1．3试剂 牛磺胆酸钠、脱氧牛磺胆酸钠、甘氨

胆酸钠和脱氧甘氨胆酸钠(Sigma公司)，胆固醇为

分析纯。

1．1．4 MRS培养基蛋白胨1 g，牛肉浸膏l g，酵

母浸膏0．5 g，葡萄糖2 g，醋酸钠0．5 g，Tween80

0．1 mL，柠檬酸三铵0．2 g，磷酸氢二钾0．2 g，硫

酸镁0．02 g，硫酸锰0．005 g，蒸馏水100 mL。

1．2实验方法

1．2．1 高胆固醇培养液MRSO-CHOL的制备

准确称量胆固醇0．1 g放人烧杯中，加入0．2 g牛

磺胆酸钠、0．1 g蔗糖酯、1 mL TWEEN-80搅拌均

匀，再移取5 mL的冰乙酸加热溶解。溶解液用超

声波处理15 min后，快速加入到配制好的液体

MRS培养液中，调整溶液至1 000 mL，边加边搅

拌，使其形成均匀稳定的胶体溶液[4]。此培养液胆

固醇质量浓度为0．1 mg／mL，胆盐质量浓度为0．2

mg／mL。

胆盐质量浓度分别为0、0．1、0．3、0．4、0．5

mg／ml。的高胆固醇培养液MRSO-CHOL配制成

1 000 mL培养液中分别加入0，0．1，0．3，0．4 g牛

磺胆酸钠，其它成分不变。

含0．2 mg／mL的甘氨胆酸钠、脱氧甘氨胆酸

，钠、牛磺胆酸钠、脱氧牛磺胆酸钠的高胆固醇培养

液MRS◇CHOL配制成l 000 mL培养液中分别

加入0．2 g甘氨胆酸钠、脱氧甘氨胆酸钠、脱氧牛磺

胆酸钠，其它成分不变。

1．2．2 不同培养时间对胆固醇去除的影响 将乳

酸乳球菌MRS液体培养48 h后，用PBS溶液调整

菌浓度至108 cfu／mL，以体积分数3％的接种量接

种于高胆固醇培养液MRS0一CHoL中，接种等量

的MRS培养液为对照，37℃培养，定时取培养液，

将接种乳酸乳球菌管于1 500 r／rain离心20 rain，

分别取上清液与对照管一同检测胆固醇质量浓度，

计算胆固醇去除率。

胆固醇去除率(％)一对照胆固醇质量浓度一

乳酸菌上清液胆固醇质量浓度／对照胆同醇质量浓

度×i00％

1．2．3 不同接种体积分数对胆固醇去除的影响

将乳酸乳球菌MRS液体培养48 h后，用PBS溶液

调整菌浓度至108 cfu／mL，以体积分数1％、2％、

3％、4％、5％接种于高胆同醇培养液MRSO-CHOL

中，分别接种等量的MRS培养液为对照，37℃下培

养72 h后，测定胆固醇质量浓度，计算胆固醇去除

率。

1．2．4 不同胆盐质量浓度对胆固醇去除的影响

将乳酸乳球菌MRS液体培养48 h后，用PBS溶液

调整菌浓度至108 cfu／mL，以体积分数3％的接种

量分别接种于含牛磺胆酸钠质量浓度为0．1、0．2、

0．3、0．4、0．5 mg／mL的高胆固醇培养液MRS(}-

CHOL中，分别接种等量的MRS培养液作为对照，

37℃培养72 h后，测定胆固醇质量浓度，计算胆固

醇去除率。

1．2．5 不同胆盐种类对胆固醇去除的影响 将乳

酸乳球菌MRS液体培养48 h后，用PBS溶液调整

菌浓度至108 cfu／mL，以3％的接种体积分数分别

接种于含0．2 mg／mL的甘氨胆酸钠、脱氧甘氨胆

酸钠、牛磺胆酸钠、脱氧牛磺胆酸钠的高胆同醇培

养液MRSO—CHOL中，分别接种等量的MRS培养

液为对照，37℃培养72 h后，测定胆固醇质量浓

度，计算胆固醇去除率。

2结果与分析

2．1 不同培养时间对胆固醇去除率的影响

Tahri等【5。1研究表明，乳酸菌对胆固醇的去除

是共沉淀作用和吸收作用共同作用的结果。共沉

淀去除胆固醇的原理是乳酸菌在生长过程中产生

胆盐水解酶。该酶降解结合态胆盐转变为游离态

胆盐。游离态胆盐溶解度下降，从而与胆固醇发生

共沉淀，导致溶液中胆固醇的下降。王一鸣等Is]的

研究表明，共沉淀的胆固醇能重新溶解在培养液

中，乳酸菌吸收进细胞的胆固醇能重新排到培养液

中。图1显示，72 h前，乳酸乳球菌的胆固醇去除

率随时间的增加而提高，溶液中的胆固醇质量浓度

不断降低；72"-,96 h时，乳酸乳球菌的胆固醇去除

率基本维持稳定(此时培养液中胆固醇质量浓度平
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均为0．043 3 mg／mL，乳酸乳球菌共沉淀和吸收去

除的胆同醇为0．056 7 mg／mL，胆同醇去除率平均

56．7％，)；96 h后乳酸乳球菌的胆固醇的去除率下

降，溶液中的胆固醇质量浓度反而增加。由此推

测，胆固醇的沉淀和溶解，吸收和排出是一个动态

的过程。对从大自菜自然发酵酸菜汁中分离的乳

酸乳球菌(Lactococcus lactis)来讲，接种体积分数

为3％时，培养液中胆固醇质量浓度约为0．043 3

mg／mL，共沉淀和吸收去除的胆固醇约为0．056 7

mg／mL(去除率在56．7％左右)，是其平衡点。72 h

前，培养液中胆固醇质量浓度高于0．043 3 rag／

mL，共沉淀和吸收去除的胆固醇低于0．056 7 rag／

mI。，乳酸乳球菌对胆固醇的共沉淀和吸收作用大

于胆固醇的溶解和排出作用，乳酸乳球菌去除胆同

醇的量不断增加。72～96 h时，乳酸乳球菌对胆固

醇的共沉淀和吸收作用与胆固醇的溶解和排出作

用达到平衡，胆同醇的去除率维持稳定。96 h后，

乳酸乳球菌进入衰亡期，大量菌停止生长，胆盐水

解酶不再产生，共沉淀作用减少或丧失，平衡被破

坏，胆固醇的溶解和排出作用大于胆固醇的共沉淀

和吸收作用，培养液中的胆同醇开始增加，胆固醇

去除率下降。

培养时间／h

图1不同培养时间的胆固醇去除率

Fig．1 The rate of removal cholesterol after different

culture time

图1显示，乳酸乳球菌的胆固醇的去除率在72

h之前不断增加，72 h胆固醇的去除率接近最大值，

因此确定培养时间为72 h。该乳酸乳球菌用于降

低食品中胆同醇的发酵工业时，发酵时间控制在72

h比较合适，切忌延长发酵时间到96 h，否则胆固醇

去除效果反而下降。

2．2不同接种体积分数对胆固醇去除率的影响

考虑到菌株的应用及对发酵产品pH值的要

求，最高接种体积分数选择5％。由图2可见，乳酸

乳球菌在37℃下培养72 h，增加接种体积分数，可

以提高乳酸乳球菌的胆固醇去除率。接种体积分

数为5％，培养液中胆固醇质量浓度为0．037 7

mg／mL，共沉淀和吸收去除的胆固醇为0．062 3

mg／mL，胆固醇去除率为62．3％，极显著高于接种

体积分数为3％、培养72 h时的胆固醇去除率

56．4％(P<0．01)。究其原因可能是胆固醇去除

的平衡点与每个菌去除的胆固醇量有关。接种体

积分数大于3％时，培养液中乳酸乳球菌的数量也

大于接种体积分数为3％时的数量，在接种体积分

数为3％的平衡点(培养液中胆固醇质量浓度为

0．043 3 mg／mI。，共沉淀和吸收去除的胆固醇为

0．056 7 mg／mI。)时，平均每个菌共沉淀和吸收去除

的胆同醇的量降低，所以乳酸乳球菌对胆同醇的共

沉淀和吸收作用大于胆同醇的溶解和排出作用，乳

酸乳球菌去除胆固醇的量也随之增加。

图2不同接种体积分数的胆固醇去除翠

Fig．2 The rate of removal cholesterol under different

inoculation amount

2．3不同胆盐质量浓度对胆固醇去除率的影响

图3可以看出，在不含胆盐的MRSO-CHOL

培养液中，乳酸乳球菌去除胆固醇能力仅为

4．51％，而在含胆盐的培养基中，表现出较强的去

除胆固醇能力(胆盐质量浓度为0．5 mg／mI．，胆固

醇去除率最低也达38．5％)。用Tahri等[51的理

论——乳酸菌对胆固醇的去除是共沉淀作用和吸

收作用共同作用的结果。乳酸菌共沉淀去除胆固

醇是通过胆盐水解酶降解结合态胆盐成为游离态

胆盐，使胆固醇与之发生共沉淀，导致溶液中胆固醇

的下降。没有胆盐，共沉淀去除胆固醇就不能实现，乳

酸菌只能通过吸收作用去除胆固醇，所以胆固醇去除

率很低。胆盐质量浓度为O～o．3 mg／mL时，随着胆

盐质量浓度的升高，胆固醇的去除率也逐渐升高。胆

盐质量浓度高于0．3 mg／mL时，胆固醇去除率呈下降

趋势，也即该菌去除胆固醇最合适的胆盐质量浓度为

0．3 mg／mL。究其原因可能是适量增加胆盐，产生的

游离胆酸的量增加，与之共沉淀的胆固醇的量也增加；

但胆盐质量浓度过高，对菌的生长有所抑制，进而影响

菌的胆固醇去除率。

吕兵等的研究也表明，分离自Kefir的植物乳

杆菌去除胆固醇有最合适的胆盐质量浓度，低于该

质量浓度时，胆固醇去除率随胆盐质量浓度的升高
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图3不同胆盐质量浓度下胆固醇去除率

Fig．3 The rate of removal cholesterol under different

cholate concentrations

而升高；高于该质量浓度时，胆固醇去除率随胆盐

质量浓度的升高而下降。但最合适的胆盐质量浓

度为0．4 mg／mL。说明对不同的乳酸菌来讲，胆盐

质量浓度与去除胆固醇的规律相似，但又具有一定

的特异性。

2．4不同胆盐种类对胆固醇去除的影响

由图4可知，牛磺胆酸钠对胆同醇的去除效果最

佳，接着依次是脱氧牛磺胆酸钠、甘氨胆酸钠和脱氧

甘氨胆酸钠。吕兵等研究结果表明，脱氧牛磺胆酸钠

对植物乳杆菌胆固醇的去除效果最好，与本实验结果

相差很大，说明胆盐种类对不同的乳酸菌去除胆固醇

的影响差异很大，乳酸菌用于降低食品中胆固醇的发

酵工业时，应根据不同菌种选合适的胆盐。

3 结 语

1)从市售大白菜自然发酵酸菜汁分离并鉴定
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Fig．4 The rate of removal cholesterol under different
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