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摘要：本文以 4 株乳杆菌为研究对象，标准益生菌 L. rhamnosus GG 作为对照。研究它们对低酸和高浓度胆盐的耐受性，对抗生

素的敏感性，对食源性病原菌的抑制能力以及对 Caco-2细胞的粘附性。结果表明，其中 Lactobacillus casei 142，L. plantarum 89的耐

酸耐胆盐性能较好。四株乳杆菌对 Listeria monocytogenes，Escherichia coli，shigella sonnei都有较好的抑制作用，同时它们对本研究

中的 5 种抗生素都具有敏感性。本文采用 Caco-2 细胞模型，研究乳杆菌对 Caco-2 细胞的粘附能力，结果发现 L.plantarum 89， 

L.plantarum 27和 L.plantarum 13在 Caco-2细胞上的粘附能力强（>20 cfu/cell），L. rhamnosus GG 的粘附数为 8（cfu/cell），而 L. casei 

142 则不具有粘附性能。 
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Abstract: The present work explored the antimicarobial and adhesion property of four lactobacillus strains with probiotic potential and 

compared with the typical probiotic L. rhamnosus GG, by investigation of their acid and bile torelance, antibiotic susceptiblity, antagonism 

against important gastrointestinal pathogens and their ability of adhere to Caco-2 cell. Lactobacillus casei 142 and L. plantarum 89 can survived 

in both the acidic and bile salt environments. All lactobacillu strains tested were sensitive to the antibiotics used in this investigation and had 

strong antimicrobial effect against the pathogens. L.plantarum 89, L.plantarum 27 and L.plantarum 13 showed strong adhension abilities, with 

their adhension capacity to the Caco-2 cell being of ＞20 cfu/cell. However, L. casei 142 showed no adhesion ablity to Caco-2 cells. The results 

suggested the probiotic potential of the four strains. 
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益生菌是一种活的微生物，摄入充足的量后，对

宿主产生一定的有益作用[1]。益生菌制剂可以有效防

治致病菌引起的肠道疾病，并且具有安全无副作用等

优点。它可以抑制病原微生物的生长，抑制肠道致病

菌对肠上皮细胞的粘附，调节宿主免疫系统，以及预

防和治疗炎症性肠病等[2]。乳杆菌是一类主要的益生

菌，在代谢过程中产生有机酸[3]，过氧化氢以及蛋白

类抑菌物质如抗菌肽和细菌素[4]。有机酸的产生，降

低了肠道 pH，形成不利于致病菌成长的微环境，从而

抑制致病菌的生长。细菌素抗菌肽物质则可以直接杀

死致病菌。乳杆菌的粘附性对乳杆菌在肠道中的定植 
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过程起了重要的作用，不仅可以阻止乳杆菌因肠道蠕

动而被清除，而且乳杆菌还可以通过自凝集能力在肠

道表面形成保护层，阻止致病菌与肠上皮细胞的接触，

避免致病菌引起的炎症性肠病，同时乳杆菌在肠道中

与致病菌竞争粘附位点和营养物质，抑制病原菌在肠

道中的粘附和生长，还可通过替换作用将已粘附在肠

道中的致病菌取代下来[5~6]，预防致病菌引起的肠道疾

病。因此粘附性是乳杆菌作为益生菌的一种重要性能。 

乳杆菌为了能更好的发挥其益生作用，必须耐受

胃肠道的恶劣环境，例如对低酸和高胆盐环境的耐受

性。同时从安全角度考虑应该不携带抗生素抗性基因，

以免抗性基因传递给致病菌，给致病菌引起的肠道疾

病的治疗带来更大困难。 

本文研究 4 株从新疆地区发酵乳制品中分离得到

Lactobacillus 菌株的耐酸耐胆盐性质，其体外抑制致

病菌生长的能力，抗生素敏感性以及对 Caco-2 细胞的
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粘附性，以L. rhamnosus GG 作为对照，研究这 4 株

乳杆菌潜在的抑制肠道致病菌生长以及对 Caco-2 细

胞粘附的性能。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验菌株：菌株 Lactobacillus plantarum 13、

L.plantarum 27、L.plantarum 89、L.casei142为光明乳

业研究乳业生物技术国家重点实验室所保存期菌株，

从新疆地区发酵乳制品中分离得到。菌株 L. 

rhamnosus GG 由哈尔滨工业大学食品学院张兰威教

授赠予。 

指示菌株：Escherichia coli ATCC43889、Listeria 

monocytogenes EGDe2、shigella sonnei ATCC 51371 

1.2  方法 

1.2.1  乳杆菌在低酸条件下生长的测定 

用HCl将MRS液体培养基的pH分别调整到2.0、

2.5、3.0、3.5、4.0 和 6.2（对照）。将培养液加入到 96

孔板中，以相同的接种量接种乳杆菌，在 37 ℃条件

下培养，用Spectra M5 酶标仪测定其在 18 h 时 600 nm

波长下的吸光值[7]。 

1.2.2   乳杆菌对低 pH的耐受性 

将乳杆菌在 MRS培养液中培养 18 h，10000 r/min

离心收集菌体，弃上清，用无菌的PBS（pH 7.2）洗

涤 2 次，将菌体重悬在 pH 2.0 的磷酸盐缓冲液中，在

37 ℃培养 2 h，稀释倾注平板法分别计 0 h 和2 h时的

活菌数[8]。 

存活率%=C2/C0×100% 

注：C2指 2 h 的活菌数，C0指 0 h 的活菌数。 

1.2.3  胆盐耐受性实验 

将乳杆菌在 MRS 中培养 18 h，10000 r/min 离心

收集菌体，弃上清，用无菌的 PBS（pH 7.2）洗涤 2

次，将菌体重悬在 0.3%的的胆盐缓冲液（pH 7.2）中，

37 ℃培养 4 h，分别在0 h 和4 h取样，稀释倾注平板

法计活菌数量[8]。 

存活率%=C4/C0×100% 

注：C4指 4 h 的活菌数，C0指0 h 的活菌数。 

1.2.4  乳杆菌抑制致病菌生长 

采用琼脂扩散法进行乳杆菌对致病菌的抑制实验
[9]。乳杆菌上清液的制备：将乳杆菌活化2~3代，10000 

r/min 离心收集上清。指示菌的准备：将致病菌活化

2~3 代，将菌液浓度调整至 107 cfu/mL，取 1 mL菌液

加入培养皿中，用 BHI 培养基倾注平板，待完全凝固

后，每个平板打 5 个 ф 5 mm的小孔，在每个孔中加

入 100 μL的上清液，以空白 MRS培养基为阴性对照。

置于 37 ℃培养箱中培养 24 h后取出，观察抑菌圈的

大小，每个样品做3 个平行。 

1.2.5  抗生素敏感性实验 

抗生素敏感性实验采用琼脂扩散法，本文选择的

抗生素是阿莫西林克拉维酸（20/10 μg），头孢菌素（30 

μg），利福平（5 μg），红霉素（15 μg），氯霉素（30 μg）。

将乳杆菌悬液调整到 1×107 cfu/mL，加 1 mL菌悬液到

无菌培养皿中，用 MRS 固体培养基倾注平板，凝固

后，将抗生素纸片（Oxoid, Ltd., Basingstoke, United 

Kingdom）放置在平板的表面。将平板在37 ℃培养箱

中培养 24 h，然后用游标卡尺测定抑菌圈的大小[10]，

根据抗生素纸片说明书的描述，进行中度敏感，高度

敏感性能的判断。 

1.2.6  粘附性实验 

采有 Caco-2细胞作为肠上皮细胞模型，进行乳杆

菌的粘附性试验。Caco-2 细胞采用 DMEM（Dulbecco’s 

modified Eagle’s minimal essential medium）培养液培

养，并添加 10% (V/V)热灭活（30 min, 56 ℃）的胎牛

血清，1% (V/V)青链霉素。细胞于 CO2 培养箱（5% CO2

和 95%空气）中，37 ℃培养，1~2 d 换液一次。 

用胰酶将培养瓶中的细胞消化转移到 12 孔细胞

培养板中，37 ℃条件下于 CO2培养箱恒温培养至长成

单层细胞。将乳杆菌活化两代，离心收集菌体，用无

菌 PBS 洗 2 次，将菌体重悬在不含胎牛血清、不含抗

生素的 DMEM 培养液中。同时用无菌 PBS 洗 Caco-2

细胞培养板 2 次，然后加入 1 mL 菌悬液，培养 1 h

后用无菌 PBS 洗涤 4 次，洗去未粘附的菌体，加入 1 

mL 1%（V/V）Triton×100，使粘附的菌体同细胞分离，

吹打混匀，梯度稀释平板计数法计粘附细菌数[11]。 

1.3  数据统计 

所有实验重复三次。数据分析采用SPSS 16.0 中

One-Way（ANOVA）进行统计和显著性分析。结果用

平均值±标准差（means±SD）表示。 

2  结果与讨论 

2.1  乳杆菌在低 pH条件下的生长情况 

四株乳杆菌在低酸条件下的生长情况见表 1，发

现在 pH 2.0 和 3.0 的条件下，菌株的生长基本受到抑

制，在 pH 4.0 的条件下，所有菌株能保持一定的生长。

结果显示乳杆菌在低酸条件下基本无法生长繁殖。 

2.2  乳杆菌对低 pH和高浓度胆盐的耐受性结果 

体外观察乳杆菌在低酸和高胆盐浓度条件下的存

活情况，结果见表 2，四株乳杆菌在 pH 2.0的条件下

存活率在 0~17%之间，0.3%胆盐浓度下的存活率在

2~65%之间，其中 L.casi 142 和 L.plantarum 89 在低酸
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和 高胆 盐的 条件 下均 有较 好的 存活 率， 而

L.plantarum13 和L.plantarum 27 则表现出强耐胆盐能

力，但是其在低酸条件下不能很好的存活。LGG 在低

酸和高胆盐条件下的存活率都比较低。这表明乳杆菌

的耐酸耐胆盐性能存在菌株特异性。 

表 1 乳杆菌在不同低酸条件下的生长情况 a 

Table 1 The growth of the lactobacilli strains in low pH 

菌株 
不同 pH 值培养液 

2.0 3.0 4.0 6.2 

L.plantarum 13 0.231±0.03 0.311±0.03 0.834±0.05 1.285±0.00 

L. plantarum 27 0.212±0.05 0.236±0.02 0.699±0.00 1.245±0.00 

L.plantarum 89 0.206±0.01 0.223±0.00 0.719±0.05 1.247±0.01 

L. casei142 0.211±0.03 0.297±0.00 0.825±0.07 1.306±0.00 

L. rhamnosus GG 0.203±0.04 0.189±0.02 0.787±0.11 1.259±0.00 

注：a 乳杆菌在不同低酸条件下培养 18h，测定其在 600 nm 波长下的吸光度值。 

研究发现，人胃液的 pH 在 1~4 之间，因饮食结

构不同而波动很大。食物通过胃的时间一般为 1~2 

h[12]。十二指肠中胆盐的浓度在 0.03~0.3%之间。作为

一种益生菌，其必须能耐受胃肠道的环境，以活菌的

形态到达人体肠道，以便更好的发挥其益生功能。低

酸环境可以抑制乳杆菌的代谢以及降低其生长和存活

能力。一些研究证实乳杆菌暴露在pH 2.0的环境下3 h

后，乳杆菌的生存能力显著降低[13]。本研究表明乳杆

菌在 pH 2.0的环境下培养 2 h后其活菌数显著减少，

基本与文献报道的相符合。L. casei 142在低酸下的存

活率高于其他菌株，达 17%，对低酸环境有很好的耐

受性。评价乳杆菌对胆盐耐受性的过程中，发现这几

株菌对 0.3%的胆盐均具有较好的耐受性。此结果与

Sahadeva[13]的研究结果相符合，在pH 7.2的条件下，

乳杆菌能很好的耐受 0.3%的胆盐浓度。菌株

L.plantarum 89和 L.casi 142 对胃酸和胆盐都有很好的

耐受性，可以通过胃和十二指肠，以活菌形式进入宿

主肠道发挥其有益功能。 

表 2 乳杆菌在低 pH 和高浓度胆盐下的存活率 

Table 2 Survival rate of the strains under the low pH and bile 

salts conditions 

菌株 
pH 2.0 的 

存活率/% 

0.3%的胆盐 

存活率/% 

L.plantarum 13 0.00±0.00 65.72±5.93* 

L. plantarum 27 0.09±0.12 32.76±9.97 

L.plantarum 89 4.26±2.00 41.66±16.49 

L. casei142 17.00±2.36* 31.92±20.13 

L. rhamnosus GG 0.39±0.38 2.03±0.04 

注：*P<0.05 表示各菌株纵向比较差异显著。 

2.3  乳杆菌抑制肠道致病菌的生长分析 

乳杆菌在代谢过程中可以产生一些有机酸，如乙

酸、丙酸、丁酸，它们降低了肠道的pH，抑制致病菌

的生长。同时乳杆菌还能产生一些抗菌肽、细菌素以

及过氧化氢，对致病菌起杀菌作用。乳杆菌抑制致病

菌的生长可以预防肠道炎症，维持肠道菌群的平衡，

对宿主健康起重要的作用。本实验通过琼脂扩散法，

观察乳杆菌对不同致病菌的抑制圈的大小，以 MRS

（pH 6.2）为对照。 

表 3 五株乳杆菌的抑菌实验结果 

Table 3 Antimicrobial activity of the five strains on pathogens 

菌株 
Listeria  

monocytogenes 

Escherichia 

 coli 

shigella 

sonnei 

L.plantarum 13 + + + 

L. plantarum 27 + + + 

L.plantarum 89 ++ + + 

L. casei142 + ++ + 

L. rhamnosus GG + + - 

注：抑菌圈直径（mm）：>10：++抑菌作用强；6~10：+

抑菌作用中等；<6：-无抑菌作用。 

从表 3可以看出四株乳杆菌的发酵上清对 E.coli、

L.monocytogenes EGDe2、S.sonnei ATCC 51371 均有抑

制 效 果 。 其 中 L.plantarum 89 能 显 著 抑 制

L.monocytogenes EGDe2的生长，L. plantarum 142 则

对 E.coli 的抑制效果比较显著。本研究发现 LGG 对

E.coli 有较好的抑制效果，对 L.monocytogenes 和

S.sonnei ATCC 51371 的抑制效果较差，并且四株乳杆

菌的抑菌性能都比 LGG 的抑菌能力强。Ehrmann 等

报道有机酸是乳酸菌抑制有害肠道菌的主要因素[14]。

乳杆菌产生有机酸使肠道 pH 下降，抑制致病菌的生

长。双歧杆菌代谢产生的醋酸通过调节肠上皮细胞增

强肠道防御功能，阻止侵袭性病原菌的入侵，维持肠

道中正常菌群的平衡[15]。菌株 L.plantarum WS4 174 

和 LB279 产生的短链脂肪酸和细菌素，抑制了E.coli

和 L.monocytogenes 生长[16]。测定本研究中几株乳杆
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菌发酵液的 pH值，在 3.7~4.0 之间，同时将乳杆菌发

酵液 pH调节为 6.2 时，其抑制性能消失，因此初步推

测乳杆菌在发酵过程中产生的有机酸抑制了致病菌的

生长，但是具体是哪几种有机酸还需进一步的研究。 

2.4  乳杆菌的抗生素敏感性实验 

益生菌筛选的其中一个标准就是不存在抗生素抗

性，避免将抗生素抗性基因传递到肠道微生物中的风

险[17]。本文测定了四株乳杆菌和菌株 LGG 对阿莫西

林克拉维酸、头孢菌素、利福平、红霉素和氯霉素的

耐受性，发现五株菌对 5 种抗生素表现出不同的敏感

性，其中五株菌对红霉素均表现为中度敏感，

L.plantarum 27 和L.plantarum 89 对利福平存在一定的

抗性，L.plantarum 13 和L.casei 142 则对利福平表现

为中度敏感。其余的都表现出高度敏感效果。表明不

同菌株对抗生素的敏感性具有菌株特异性，其中菌株

L.plantarum 13 和 L. casei 142对五种抗生素都不存在

抗性。 

表 4 乳杆菌对抗生素的敏感性结果 

Table 4 Antibiotic resistance of five lactobacillis 

菌株 
阿莫西林 

克拉维酸 

头孢 

菌素 

利 

福平 

红霉 

素 

氯霉 

素 

L.plantarum 13 22.72(S) 21.36(S) 17.13(I) 20.33(I) 23.86(S) 

L. plantarum 27 23.45(S) 18.95(S) 15.42(R) 16.85(I) 19.13(S) 

L.plantarum 89 25.52(S) 22.09(S) 15.81(R) 19.24(I) 22.12(S) 

L. casei142 27.21(S) 25.62(S) 19.91(I) 20.09(I) 19.91(S) 

L. rhamnosus GG 25.54(S) 20.20(S) 22.50(S) 21.64(I) 19.20(S) 

注：S 表示高度敏感；I 表示中度敏感；R表示存在抗性。 

2.5  乳杆菌的粘附性 

研究乳杆菌在 Caco-2细胞上的粘附性，结果见表

5。菌株间粘附性存在较大的差异，其中L. plantarum 

27 的粘附性为 53 cfu/cell，L. plantarum 13 和 L. 

plantarum 89 的粘附性分别为 24 和30 cfu/cell，它们

的粘附能力均高于 LGG（8 cfu/cell），而L. casei 142

的粘附性为 0 cfu/cell，基本没有粘附性能。 

表 5 乳杆菌对 Caco-2 细胞的粘附性 

Table 5 Adhesion of Lactobacillus to Caco-2 cells 

菌株 粘附性/(cfu/cell) 

L.plantarum 13 24.77±3.37 

L. plantarum 27 53.73±8.02* 

L.plantarum 89 30±1.89 

L. casei142 0±0 

L. rhamnosus GG 8.35±0.42 

注：*P＜0.05 表示各菌株纵向比较差异显著。 

乳杆菌在肠道中的定植是其发挥益生功能的前提

和基础。已有一些学者研究了乳杆菌体外粘附性和体

内定植能力之间的相关性[18~19]。由于体内实验进行的

难度大，常用体外粘附实验来指示乳杆菌在肠道中的

定植能力。本文应用了 Caco-2细胞模型来研究五株乳

杆菌的粘附性。其中L. plantarum 13，L. plantarum 27，

L. plantarum 89 和 LGG 都表现出对 Caco-2细胞的粘

附性，L. plantarum 27具有极强粘附性，L. plantarum 13

和 L. plantarum 89 也具有较好的粘附性，且在本实验

条件下，其粘附性能均比 LGG 强。对 Caco-2 细胞粘

附性较强的乳杆菌，在肠道中的定植能力也较好，可

以更好的发挥其对宿主的益生作用。乳杆菌粘附到肠

上皮细胞后，在肠道中定植，代谢产生有机酸，降低

肠道 pH，形成不利于致病菌生长的微环境，从而抑制

或杀死致病菌。同时与致病菌竞争粘附位点和营养物

质，抑制致病菌在肠道中的定植和生长，维持肠道菌

群平衡，因此菌株的粘附性是筛选益生菌的一个重要

指标。本研究中L. casei 142 对 Caco-2细胞不具有粘

附性，初步认为其在肠道中的定植能力较弱，在肠道

中发挥的有益作用不如其他菌株。 

3  结论 

本文主要探讨四株乳杆菌是否具有潜在的益生功

能，研究了菌株的耐酸耐胆盐性质，抑菌性能，对抗

生素的敏感性以及对 Caco-2 细胞的粘附性。结果表

明：菌株 L.plantarum 89，L.casei142 具有很好的耐酸

耐胆盐性能，且它们的发酵上清对致病菌生长的抑制

效果较好，L.plantarum 89 对 Caco-2 细胞的粘附性强，

然而 L.casei 142 对 Caco-2细胞不具有粘附性。其中菌

株 L.plantarum 13，L.plantarum 27能耐受高浓度的胆

盐环境，对致病菌也有很好的抑制作用，且它们能很

好的粘附在 Caco-2 细胞上，但是对低酸环境的耐受性

较差。同时这四株菌对实验用抗生素素敏感，敏感程

度具有菌株特异性。因此认为菌株 L.plantarum 89 具

有潜在的益生功能，但还需要进一步的动物实验加以

验证。 
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