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摘要：本研究评价了分离自传统发酵乳制品中 4 株L. paracasei supsp. paracasei菌株在模拟胃、肠液中的存活性，在 HT-29细胞

上的粘附性，对致病菌的抑制能力，以及刺激外周血单核细胞（PBMCs）增殖的能力。其中菌株 Lactobacillus paracasei supsp. paracasei 

M5AL、J23AL在模拟胃液存活率较高，而菌株 Lactobacillus paracasei supsp. paracasei G15AL、T3AL 在胃液中暴露 3 h即失去活性；

4 株菌在模拟肠液中存活率较高。菌株 L. paracasei supsp. paracasei M5AL和 G15AL在 HT-29细胞上有较强粘附能力(>40 bacteria cells 

per 100 HT-29 cells)，并抑制病原微生物 E. coli ATCC25922、S. typhimurium ATCC 14028、S. sonnei ATCC 25931 生长。4 株菌活菌体

刺激 PBMCs 增殖，具有潜在免疫调节功能。 
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Abstract: The four L. paracasei supsp. paracasei stains were examined in vitro in a two-stage model system comprising simulated gastric 

and intestinal juices., adhesion capability to HT-29 cells, antagonistic activity against enteric pathogens and immunomodulating activity. The 

strains L. paracasei supsp. paracasei M5AL and J23ANL were able to survive in simulated gastro juice while the strains L. paracasei supsp. 

paracasei G15AL and T3AL lost viability exposed to simulated gastro juice for 3 h. The four strains had high viability in simulated small 

intestinal juice with little loss (<1.0 cycle reduction). The strain L. paracasei supsp. paracasei M5AL and G15AL had adhesive capability to 

HT-29 cells in vitro (>40 bacteria cells per 100 HT-29 cells). The strains L. paracasei supsp. paracasei M5AL and G15AL could inhibit the 

growth of the E. coli ATCC25922, S. typhimurium ATCC 14028, S. sonnei ATCC 25931. The live bacteria of the four strains could exert 

proliferative effect on PBMCs. 
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Metchnikoff在1908年首次提出摄食发酵食品对人

体具有保健功能，而发酵食品的保健功能得益于其中

的发酵微生物，现已清楚发酵食品中的 Lactobacillus

菌株对人体具有多种保健功能，如提高机体免疫力，

防止肠致病性微生物感染、儿童急性腹泻[1]。 

肠道共生微生物与人体健康休戚相关，保持肠道

共生微生物平衡、抑制病原微生物在肠道内过度繁殖

能够保持机体健康[2]。Lactobacillus 属菌株通过在肠道

内产生有机酸降低肠道 pH 值、产生 H2O2 及细菌素等

抗菌物质抑制病原菌在肠道内增生，从而维持肠道共

生菌群平衡。 
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肠道正常菌群对于肠相关淋巴组织的发育和免疫

平衡起到重要作用，Lactobacillus属菌株通过维持肠道

正常微生物菌群使机体免疫系统处于健康状态[2]。现已

证明包括Lactobacillus属菌株在内的乳酸菌可以增强非

特异性免疫（增强吞噬功能和自然杀伤细胞活力）和

特异性免疫（增强抗体的产生，增强细胞因子的表达，

使淋巴细胞增殖）[3]。动物试验和人体试验均证明食用

乳酸菌可以调节机体免疫功能[4]。 

本文评价4株从传统发酵乳制品中分离获得的

Lactobacillus菌株在模拟胃、肠道条件下的存活能力、

肠上皮细胞上的粘附能力、对致病菌的抑制作用及对

免疫细胞增殖的影响，以期获得具有潜在益生功能的

菌株。 
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1  材料和方法 

1.1  试验材料 

组织细胞：本试验所用人结肠癌腺细胞 HT-29 购

自中国医学科学院肿瘤研究所（北京）。 

人外周血单核细胞（PBMCs）：经健康志愿者同

意，采集健康志愿者静脉血液，肝素钠管中保存。采

用 Ficoll密度梯度离心（1.077 g/mL）（400×g，20 min）

法处理血液，获得 PBMCs。将获得的 PBMCs 悬浮于

RPMI1640（GIBCO）完全细胞培养液中。用血球计数

板测定PBMCs 浓度，调节 PBMCs 浓度为2×106 细胞

/mL。 

指示菌株（致病菌）：本试验所用致病菌Escherichia 

coli ATCC25922 、 Salmonella enterica serovar 

Typhimurium ATCC 14028、Shigella sonnei ATCC 25931

为哈尔滨工业大学食品学院乳品微生物实验室提供。 

Lactobacillus 菌株：分离自西北地区牧民自制传统

发酵乳制品，分别为 L. paracasei supsp. paracasei 

M5AL、L. paracasei supsp. paracasei J23ANL、L. 

paracasei supsp. paracasei G15AL、L. coryniformis supsp. 

torquens T3AL。乳杆菌在使用前 37 ℃、厌氧条件传代

培养 2 次，使活力恢复。 

1.2  方法 

1.2.1  Lactobacillus 菌株胃肠道耐受性试验 

参照 Maragkoudakis[5]的方法，进行 Lactobacillus

菌株耐受模拟胃、肠道液的实验。 

模拟胃液的配制：将磷酸盐缓冲液（PBS）pH 调

节为 2.0，并添加胃蛋白酶（1:3000）使浓度达到 3 

mg/mL，即得模拟胃液。现用现配。 

模拟小肠液的配制：将PBS 缓冲液pH调节为 8.0，

并添加胰酶使浓度达到 1 mg/mL，并添加 0.45%胆盐，

即得模拟小肠液。 

Lactobacillus菌株传代2次，离心（5000 ×g，10 min，

5 ℃）获得菌泥，用PBS（pH 7.2）冲洗 3 次。 

获得的菌泥重新悬浮于5 mL模拟胃液和模拟小肠

液中，37 ℃培养。采用倾注平板法，在 0 h、3 h测定

模拟胃液中存活菌数（cfu/mL），在 0 h、4 h测定模拟

小肠液中存活的菌数（cfu/mL）。 

每个菌株做 3 次重复，取平均值。以单位体积存

活菌落数（cfu/mL）的 Log 值大小评价 Lactobacillus

在模拟胃、肠道液中的耐受能力。 

1.2.2  Lactobacillus 菌株抑制病原微生物试验 

抑菌试验指示病原微生物 E. coli ATCC25922、 

S.typhimurium ATCC 14028、S. sonnei ATCC 25931在大

豆蛋白胨培养液或固体培养基（TSA）37 ℃、有氧条

件下培养 2 次，使活力恢复。 

LactobacillusLactobacillus 在 MRS 液体培养基中

37 ℃培养18 h，离心（5000 ×g，15 min，4 ℃）获得

无菌上清液，用于抑菌性能的测定。 

采用琼脂扩散法[6]测定Lactobacillus菌株培养上清

液对病原菌生长繁殖的抑制作用。调整指示菌浓度为

1×107 cfu/mL，取 1 mL指示菌菌悬液注入灭菌培养皿

中，然后向培养皿中注入45 ℃保温的TSA琼脂（15%）

培养基，快速混匀，无菌操作台中室温保持 30 min 待

培养基凝固。培养基凝固后，无菌条件下在培养基上

打孔（直径 5 mm）。取 Lactobacillus培养上清液 50 μL

加入孔中，作为抑菌试验孔；向孔中加入 50 μL 新鲜

MRS 培养液（pH 6.5）作为对照孔。将培养皿在 37 ℃

条件下培养 18 h。培养结束后，记录培养基上小孔周

围抑菌圈的直径，作为 Lactobacillus 培养上清液抑制指

示菌生长的指标。 

每株菌做 3 次重复，取平均值。以抑菌圈的大小

表示菌株抑制病原菌能力的强弱。 

1.2.3  Lactobacillus 粘附能力的测定 

根据 Gropal[7]描述的方法，研究 Lactobacillus 在

HT-29 细胞上的粘附性能。 

RPMI1640 完全培养液培养 HT-29 细胞，在 CO2

培养箱中(37 ℃，5% CO2，100%湿度)培养，每 48 h 换

液一次，连续培养至活力恢复。台盼兰染色确定 HT-29

细胞活力，活细胞数≥95%可用于后续试验。 

HT-29 细胞重悬于 RPMI1640完全培养液中，血球

计数板测定细胞浓度，将细胞浓度调整为 1×105 细胞

/mL。将洁净的经干热灭菌的玻璃盖玻片放在 6 孔组织

培养板中，向孔中加入1 mL上述 HT-29 细胞悬液，在

CO2 培养箱中(37 ℃，5% CO2，100%湿度)培养，每 24 

h 更换培养液一次，至 HT-29 细胞在玻璃盖玻片上形成

连续单层细胞。Lactobacillus 在 MRS 液体培养基中

37 ℃培养18 h，倾注平板法计数，用 MRS 培养液调节

菌数为 2×108 cfu/mL。取 1 mL该菌液，并加入 1 mL 

RBMI1640 培养液制成 2 mL细菌悬浮液。吸出 6孔组

织培养板中 HT-29 细胞培养液，用PBS 缓冲液（pH 7.2）

冲洗HT-29细胞2次。然后将上述2 mL细菌RPMI1640

悬浮液加入到培养孔中。组织培养板继续在 CO2 培养

箱中(37 ℃，5% CO2，100%湿度)培养2 h，然后将细

菌悬浮液吸出，用 PBS（pH 7.2）冲洗 HT-29 细胞 5

次，用甲醇固定，革兰氏染色，于 100 倍油镜下显微

镜检。计数 20个视野中 HT-29 细胞所粘附的细菌数。

每株菌做 3 次重复。 

菌株粘附能力的评价标标准：每 20个视野中菌株

的数量少于 40 为无粘附能力；粘附的菌株数量在
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41~100，具有粘附能力；粘附的的菌株数量超过 100

为强粘附能力。 

1.2.4  目标乳杆菌株菌体成分对人PBMCs 增殖的影响 

采用 Iliev[8]描述的方法测定Lactobacillus菌体成分

对 PBMCs 增殖的影响。 

调节 PBMCs 浓度为 2×106 细胞/mL，重悬于

RPMI1640完全培养液中。取 100 μL上述 PBMCs 悬浮

液加入 96 孔培养板，每孔 100 μL。 

用RPMI1640完全培养液分别将Lactobacillus热灭

活菌体细胞、活菌体细胞、菌体细胞壁、基因组 DNA

配制为悬浮液，加入 96孔培养板中，每孔总体积为 110 

μL，最终浓度见表 1。阳性对照孔加入脂多糖（LPS）

和伴刀豆蛋白 A（ConA），浓度分别为 1 μg/mL 和 2 

μg/mL。阴性对照孔只加入 PBMCs，完全 RPMI1640

补足 110 μL。试验孔、阳性对照孔、阴性对照孔各做 6

个平行。在 CO2培养箱（5% CO2、95%空气，100%湿

度，37 ℃）培养 72 h。培养终止前 4 h，培养板每孔中

加入 MTT溶液（5 mg/mL，PBS，pH 7.4）20 μL，继

续培养 4 h。向每孔中加入150 μL酸化异丙醇（SDS，

20 g；1 M HCl，2 mL；H2O，100 mL）终止培养；避

光 37 ℃温育3 h，以溶解甲臜（Formazan）。然后用酶

标仪测定培养板在490 nm 处吸光度值。 

细胞增殖系数（SI）=(试验孔吸光度值-试剂空白吸光度

值)/(细胞空白吸光度值-试剂空白吸光度值)。 

表1 不同剂量Lactobacillus菌体成分与人PBMCs共同培养 

Table 1 PBMCs cocultured with cellular components of the 

strains at different dosages 

细菌 

成分 

活菌体 

PBMCs 

热灭活完整 

菌体:PBMCs 

细胞壁/ 

(μg protein/mL) 

菌体DNA/ 

(μg DNA/mL) 

剂量 

1:1 1:1 10 25 

10:1 10:1 20 50 

100:1 100:1 40 100 

1.2.5  统计分析 

本研究中，每个试验做 3 次重复。采用统计分析

软件 SPSS14.0 for Windows Evaluation Version（SPSS 

Inc, Chicago, USA）对数据进行分析处理，通过方差分

析（ANOVA）计算处理间差异显著性，显著水平为

0.05。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株在模拟胃肠液中存活结果 

益生菌株需要以活菌体形态进入肠道，才能更好

的发挥其对人体有益的功能。人的胃每天会分泌大约 3 

L pH 2.0 的胃液，因此益生菌株须具有一定的耐受低

pH 能力才能通过胃、以活菌体形态进入肠道。菌株

J23ANL、M5AL、G15AL、T3AL 在模拟胃液、肠液

中的存活情况见表2。 

表2 初筛菌株耐受模拟胃肠液试验结果 (log cfu/mL) 

Table 2 Viable counts of the lactobacilli strains in the simulated 

gastric and small intestinal juice  

菌株 0 h菌落数 胃液 1 h 胃液 3 h 肠液 4 h 

M5AL 9.36 6.23 5.28 8.95 

J23ANL 8.97 5.86 5.49 8.71 

G15AL 8.91 6.16 0.00 8.73 

T3AL 9.16 5.99 0.00 8.77 

4 株 Lactobacillus 菌株耐受模拟胃液（pH 2.0，含

3 mg/mL 胃蛋白酶）的能力具有较大的差异。

Lactobacillus 在 0 h 每毫升菌落单位（cfu/mL）的 log

值在 8.0~10.0 之间，在模拟胃液中暴露 1 h 后，所有菌

株每毫升菌落单位的 log 值均有所下降，log 值下降的

范围在 2.75~3.17 之间；当菌株在模拟胃液中暴露的时

间增加到 3 h，log 值继续下降，下降的范围在 3.48~9.16

之间，菌株 G15AL、T3AL在模拟胃液中暴露 3 h 后，

不能检测到活菌的存在。 

菌株在模拟胃液中暴露时间越长，存活的菌数越

少，有些菌株甚至在暴露 3 h后全部死亡，低pH值和

胃蛋白酶的存在对 Lactobacillus 具有杀伤作用，这与文

献报道的结果是相似的。 

Lactobacillus 在 pH 8.0、含 3 mg/mL胆盐、1 mg/mL

胰酶的模拟小肠液中暴露 4 h，每毫升菌落单位的 log

值下降的程度较小，在 0.18~0.41之间。与模拟胃液相

比，模拟小肠液对大部分菌株的存活影响较小，说明

胰酶和胆盐对 Lactobacillus 的存活影响较小，菌株能够

在模拟小肠液中存活。 

大多数Lactobacillus 属菌株具有较强耐酸能力，可

以在 pH 4.6 条件下存活，发酵乳制品的最终 pH 值为

4.6。人体胃液在未进食的条件下pH值是 1，进食后，

达到 4.5，食物在胃中消化约需3 h。在pH 1 条件下，

大多数 Lactobacillus 属菌株在 1 h 后便死亡；而在 pH 

2.5~4 条件下，大多数 Lactobacillus 属菌株3 h 后仍然

存活。益生菌一般同牛乳一同食用，牛乳中酪蛋白可

以在胃环境中保护菌株免受低 pH的影响，而且胃液本

身与模拟胃液相比，对菌株也有一定的保护作用，主

要由胃液中的粘蛋白起到保护作用[9]。 

本研究中的 Lactobacillus 菌株在模拟胃液中存活

率较低，而在模拟小肠液中有较高的存活率。因此在

Lactobacillus 菌株暴露在胃环境时，需要对其进行保

护，可以同牛乳或其它食品共同服用，以缓冲胃酸对

菌株的损伤，而 pH值较高的肠道环境不会对菌株的活

力造成不利的影响。本研究中Lactobacillus 在真实胃环
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境中的存活率以及蛋白质等食物成分对其在真实胃环

境中存活的影响将做进一步的研究。 

2.2  菌株抑制病原菌试验结果 

4 株 Lactobacillus 初筛菌株培养上清液对病原菌

E. coli、S. typhimurium、S. sonnei 生长的抑制结果见表

3。 

表3 初筛菌株培养上清液抑制病原菌结果 

Table 3 Antimicrobial activity against pathogens by the supernate of the Lactobacillus 

菌株 
指示菌 

菌株 
指示菌 

E.coli S.typhimurium S.sonnei E.coli S.typhimurium S.sonnei 

M5AL + ++ ++ G15AL ++ ++ ++ 

J23ANL ++ ++ - T3AL + - - 

注：“+”表示抑菌圈大小；+，1~2 mm；++，2~3 mm；对照孔未见明显抑菌圈。 

菌株G15AL、M5AL对病原菌E.coli、S.typhimurium

和S.sonnei生长均有抑制作用。菌株J23ANL只对E.coli

和 S.typhimurium 有较强的抑制作用；而菌株 T3AL 仅

对 E.coli 生长有抑制作用。 

本研究中 4 株初筛的 LactobacillusLactobacillus 发

酵 MRS 培养基的上清液对致病菌E.coli、S.typhimurium

和 S.sonnei 生长繁殖起到了不同程度的抑制作用，因此

具有潜在的抗致病菌感染机体的能力。作为对照的新

鲜 MRS 培养液（pH6.5）未抑制上述致病菌繁殖，因

此认为 Lactobacillus 菌株产生了某种抑菌物质。

Lactobacillus 菌株主要通过产生有机酸、过氧化氢和细

菌素类抑菌物质抑制病原菌的增殖。在食用

Lactobacillus菌株后，往往观察到粪便 pH 值的降低，

这说明菌株在肠道内产生了有机酸，降低了肠道 pH

值，从而抑制肠道内病原菌生长繁殖。某些乳酸菌能

够产生Ⅱ-型细菌素，抑制食品中常见腐败菌、致病菌

L.monocytogenes、S.aureus、E.coli 和B.cereus 的繁殖。 

Lactobacillus 菌株通过抑制肠道病原菌繁殖，保

持持肠道正常菌群平衡，从而维持肠道免疫平衡，临

床试验证实某些益生菌对儿童感染性腹泻、复发性

Clostridium difficile 感染及某些炎性肠道疾病具有一定

疗效。本研究中 4 株Lactobacillus 菌株不同程度的抑制

致病菌E.coli、S.typhimurium 和S.sonnei 生长繁殖，可

能会对预防和治疗炎性腹泻等肠道疾病起到一定有益

作用，其产生的抑菌物质还有待进一步研究。 

2.3  菌株体外粘附试验 

菌株 J23ANL、M5AL、G15AL、T3AL 在 HT-29

细胞上的粘附指数见表 4。菌株 M5AL在 20 个视野粘

附的菌数超过 100，因此认为这两株菌具有较强的粘附

能力。菌株 G15AL 粘附的菌数在 40~100 之间，具有

一定的粘附能力。而菌株 J23ANL和 T3AL粘附的菌数

小于 40，因此认为基本无粘附能力。 

在肠道粘附定殖是益生菌株在肠道中发挥益生作

用一个重要前提条件。目前普遍采用人肠上皮细胞系

模拟人肠上皮细胞，包括 HT-29 细胞、Caco-2 细胞和

HT29-MTX 细胞，研究菌株在肠上皮细胞上的粘附和

定殖能力[9]。 

表4 初筛菌株在HT-29细胞上粘附指数 

Table 4 Adhesion index on HT-29 cells of the Lactobacillus 

strains 

菌株 粘附指数 菌株 粘附指数 

M5AL 148.3±30.1 G15AL 83.8±33.5 

J23ANL 28.6±1 T3AL 33.4±16.4 

注：100 倍油镜下随机 20个视野中HT-29 细胞所粘附的菌

数；数值为每 100 个细胞所粘附的菌数。 

Lactobacillus 菌株的粘附性具有菌株特异性而与

菌株来源的关系不明显。本研究中，同样是从发酵食

品中分离获得的 Lactobacillus 菌株其在 HT-29 细胞上

的粘附能力不尽相同。 

Ramiah[10]研究发现菌株 Lactobacillus plantarum 

423 的菌体表面蛋白在其与 Caco-2 细胞的粘附中起到

重要作用，去除菌株L.plantarum 423 的菌体表面蛋白，

其粘附性减少 40%。本试验中各菌株粘附性能的差异

也许与其菌体表面蛋白等物质的差异有关。 

益生菌的粘附定殖能力对其发挥免疫调节功能有

重要作用。益生菌同肠粘膜上皮细胞特异性接触，可

以激发肠相关淋巴组织的发育[4]。Lactobacillus 菌株的

粘附性能与其免疫调节作用之间有一定的关系，有强

粘附性的 Lactobacillus ( 如Lactobacillus GG、L. rerteri

等 )比弱粘附性的 Lactobacillus (如 L. delbrueckii 

spp.bulgarica)能更好地增加抗轮状病毒 IgA的分泌，并

能提高 IgA特异性抗原呈递细胞的水平[11]。 

2.4  Lactobacillus 活菌体细胞刺激人 PBMCs 的增殖 

4 株 LactobacillusLactobacillus 活菌体细胞刺激人

PBMCs 增殖的结果见表 5。当活菌体细胞与 PBMCs

的比例为 1:1 和 10:1 时，所有菌株对人PBMCs 的增殖

系数均显著(P<0.05)高于 LPS、ConA 对 PBMCs 的增

殖系数。菌体细胞与PBMCs 的比例为100:1 时，菌株

J23ANL不能诱导人 PBMCs 显著增殖，菌株 G15AL、

T3AL对人 PBMCs 增殖的影响显著(P<0.05)高于 LPS、
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ConA对 PBMCs 增殖的影响。 

表5 不同剂量活菌体细胞对PBMCs增殖的影响 

Table 5 Effect of different dose of live bacteria on PBMCs 

proliferation 

菌株 strain:cell=1:1 strain:cell=10:1 strain:cell=100:1 

G15AL 2.700.15a, A 2.170.18a, B 2.760.08a, A 

J23ANL 2.550.08ba, A 1.600.03cd, B 0 

M5AL 2.350.03b, A 1.620.27cd, B 1.380.01dA 

T3AL 2.110.21c, A 1.820.12bc, B 1.650.01b, B 

LPS 1.530.08d 1.530.08d 1.530.08c 

ConA 1.280.02e 1.280.02e 1.280.02d 

注：同一行数字右上角标注不同大写字母表示差异显著

(P<0.05)；同一列数字右上角标注不同小写字母表示差异显著

(P<0.05)。 

菌株菌体细胞与人 PBMCs 的比例为 1:1 时，

PBMCs 的增殖系数显著(P<0.05)高于菌体细胞与人

PBMCs 的比例为 10:1 时的增殖系数。菌株 J23ANL、

M5AL和 T3AL对人 PBMCs 增殖的影响有随菌体作用

浓度增加而效果减小的趋势。当菌体细胞与人PBMCs

的比例为 100:1 时，菌株 J23ANL 不能诱导人 PBMCs

增殖。 

本研究中4株Lactobacillus菌株活菌体细胞使人

PBMCs发生显著增殖，即这4株菌各菌体成分可以使免

疫细胞发生增殖。Valeur[4]报道志愿者在食用益生菌株

Lactobacillus reuteri ATCC55730后，其十二指肠内B-

淋巴细胞数量和回肠内CD4+T-淋巴细胞数量显著增

加，菌株L. reuteri ATCC55730藉此发挥其益生功能。 

在本研究中，Lactobacillus菌株活菌体诱导人

PBMCs的增殖系数随着细胞成分作用浓度的增大而减

小。Ghadimi[12]报道益生菌株活菌体与人PBMCs共同培

养，当活菌体与人PBMCs比例为10:1时，对人PBMCs

的免疫调节效果最佳，而并非活菌体作用浓度越高免

疫调节效果越好，免疫调节的效果主要与人PBMCs上

的病原菌相关分子模式受体（如TLRs和NLRs）的平均

数量有关。4株不同Lactobacillus菌株使人PBMCs增殖

能力存在差异性。革兰氏阳性菌细胞壁是某一种菌或

某一株菌的独特构造，是被免疫细胞识别的特异配体，

诱发不同的免疫应答，因此Lactobacillus菌株的免疫调

节功能往往具有菌株特异性。 

3  结论 

本研究中，菌株 J23ANL、M5AL、G15AL、T3AL

活菌体细胞使人PBMCs 增殖，且当菌体浓度增大时，

对人 PBMCs 增殖系数减小。4 株菌活菌体具有诱导外

周血单核细胞增殖，因此认为该 4 株菌具有潜在的免

疫调节功能，还需要通过刺激免疫细胞产生细胞因子

及增强自然杀伤细胞活力研究其免疫调节功能。其中

菌株 M5 模拟胃、肠道环境耐受性及在肠上皮细胞上的

粘附性较好，且抑制肠致病菌生长，因此认为菌株 M5

具有潜在的益生功能。还需要通过动物试验研究其益

生功能。 
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