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苦荞蛋白对益生菌生长及其胆酸盐耐受能力的影响 
 

周小理，路远，周一鸣，肖瀛 
（上海应用技术大学香料香精技术与工程学院，上海201418） 

摘要：本文以水溶性苦荞蛋白为研究对象，通过其对益生菌（植物乳杆菌、嗜酸乳杆菌）生长和益生菌胆酸盐耐受能力的影响，

以及体外模拟肠道环境中的益生菌生长实验，探明了苦荞蛋白对益生菌生长及生存能力的影响。实验结果表明：添加不同浓度的苦荞

蛋白（1、3 和 5 mg/mL），植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌培养液的光密度值（OD600）分别提高 12.33%、25.84%、35.31%和 15.37%、26.66%、

30.57%；同时，苦荞蛋白使植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌对胆酸盐（胆酸钠（SC）、甘氨胆酸钠（SGC））的耐受作用显著提高（p<0.05），

其光密度值（OD600）分别增加了 1.64、8.67 和 4.11、8.30 倍。进一步的体外模拟培养实验表明苦荞蛋白对肠道中乳酸杆菌的生长作

用显著提高（p<0.05）。综上所述，苦荞蛋白可提高乳酸杆菌在胆酸盐中的生长并促进肠道中乳酸杆菌的生长，为苦荞蛋白在食品中

的应用提供了理论依据。 
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Abstract: The effect of water-soluble tartary buckwheat protein on the growth and bile salt tolerance of probiotics (Lactobacillus 

plantarum and L. acidophilus) was explored in an in vitro intestinal environment. The results demonstrated that the addition of different 

concentrations of tartary buckwheat protein (1, 3 and 5 mg/mL) increased the optical density value (OD600) of L. plantarum culture broth by 

12.33%, 25.84% and 35.31%, respectively, and that of L. acidophilus culture liquid by 15.37%, 26.66% and 30.57% respectively. In addition, 

tartary buckwheat protein increased the tolerance of L. plantarum and L. acidophilus to bile salts (sodium cholate and sodium glycyl cholate) 

significantly (p<0.05). The OD600 values of L. plantarum culture broth increased 1.64 and 8.67 times and that of L. acidophilus culture broth 

increased 4.11 and 8.30 times in sodium cholate and sodium glycyl cholate, compared with that of control, respectively. Further in vitro culture 

experiments demonstrated that the effect of buckwheat protein significantly promoted the growth of intestinal Lactobacilli (p<0.05). In 

conclusion, tartary buckwheat protein improves the growth of Lactobacillus in bile acid salts and the intestine, indicating scope for the 

application of tartary buckwheat protein in food. 

Key words: proteins; bile salts; probiotics; growth promoting factor; anaerobic culture; fermentation 

 

苦荞（Fagopyrum tataricum Gaertn）是我国特有

的荞麦栽培品种，其营养成分全面，含有丰富的蛋白

质（高达 10%~15%）、淀粉、纤维素、黄酮类物质等

多种营养素以多种矿物质元素，具有许多独特的优势 
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[1]，特别是苦荞蛋白质的高生物活性。苦荞蛋白质主

要由谷蛋白、水溶性清蛋白和盐溶性球蛋白组成，富

含 18 种氨基酸，其中人体所需的 8 种必需氨基酸组成

合理、比例均衡，其氨基酸组成符合 WHO/FAO 推荐

标准[2]。近年来研究表明：苦荞蛋白难以消化，在肠

道中起着较强的吸附胆酸盐作用，且具有降低血液胆

固醇、抑制脂肪蓄积、抑制大肠癌发生、抑制结石形

成、增强人体免疫力以及抗衰老等多种生理功能[3]。

目前，对于苦荞蛋白研究主要集中在降低胆固醇、调

节血脂等方面，而苦荞蛋白促进益生菌生长、提升益

生菌胆酸盐耐受能力的益生元作用，则鲜有报道。 
乳酸杆菌是一种重要的益生菌，具有平衡肠道菌
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群、刺激和促进肠道蠕动的作用；所产生的乳酸及短

链脂肪酸（乙酸等），也具有抑制有害菌增殖的作用[4]。

张晓蕾等人研究表明：不被人体消化的食物成分（如：

蛋白及其水解物等）可作为促进益生菌增殖的反应底

物，具有益生元作用[5]。胆酸盐则是人体和动物胆汁

中由胆固醇衍生而来的、具有甾核结构的一类两性大

分子，人体肠道中的浓度为 1~10 mM，其对于肠道菌

群尤其是乳酸杆菌的生存和生长具有抑制作用[3,6]。研

究表明：蛋白对于胆酸盐具有吸附作用，能够降低人

体肠道中胆酸盐的含量[7]。 
荞麦蛋白的消化、吸收利用率较低，可到达肠道

作为肠道菌群的发酵底物[8]。本文以植物乳杆菌、嗜

酸乳杆菌为研究对象，针对苦荞蛋白促进益生菌生长、

提升益生菌胆酸盐耐受能力进行了研究，并通过体外

模拟肠道验证了苦荞蛋白对益生菌的增殖作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料及主要试剂 

黑丰 1 号苦荞购于山西省左云县；嗜酸乳杆菌

（L.acidophilus BD 0399）、植物乳杆菌（L.plantarum 
ST-III）购于上海光明乳业研发中心；SPF 级 C57BL/6
小鼠购于上海斯莱克实验动物有限公司；胆酸钠

（SC）、脱氧胆酸钠（SDC）、牛黄胆酸钠（STC）、
甘氨胆酸钠（SGC）、L-半胱氨酸盐酸盐、胆盐、维生

素 K1、氯高铁血红素、刃天青、胃蛋白酶（≥3000 u/g）、
胰酶（≥4000 u/g）和猪胆汁粉均为 BR 级购于上海宝

曼生物科技有限公司；葡萄糖、蛋白胨、酵母膏均为

AR 级购于国药集团化学试剂（上海）有限公司；MRS
肉汤培养基、乳酸杆菌选择性琼脂购于青岛海博生物

技术有限公司。 
体外模拟基础培养基的制备（1 L）：参考 MAO 

Sheng-yong 等人[9]的方法并略作修改。分别称取：2 g
葡萄糖、2 g 蛋白胨、2 g 酵母膏、0.1 g NaCl、0.04 g 
K2HPO4、0.04 g KH2PO4、0.01 g MgSO4·7H2O、0.01 g 
CaCl2·6H2O、2 g NaHCO3、0.5 g L-半胱氨酸盐酸盐、

0.5 g 胆盐、10 mL 维生素 K1、2 mL 吐温-80 和 1 mL
氯高铁血红素溶液，将以上成分溶解后调节基础培养

基 pH 至 7.0（±0.05），加入 4 mL 0.025% (m/V)刃天青

溶液并灭菌；取 90 mL 体外模拟基础培养基置于无菌

发酵瓶中，在厌氧培养箱中 37 ℃预还原过夜。 
PBS：磷酸盐缓冲液（Phosphate Buffered Saline），

分别配制浓度为 0.01 mol/L 和 0.1 mol/L、pH=7.0 的

PBS。其中将配制好的 PBS（0.1 mol/L，pH=7.0）经

高压灭菌后，置于厌氧培养箱中 37 ℃过夜，用于稀

释肠道内容物。 

1.2  主要仪器设备 

TECAN Infinite M200 PRO 多功能酶标仪（帝肯

(上海)贸易有限公司）；YQX-II 厌氧培养箱（上海龙

跃仪器设备有限公司）；3-18K 高速冷冻离心机（Sigma
仪器有限公司）；冷冻干燥机（北京博医康实验仪器有

限公司）；KDN-04C 定氮仪（上海洪纪仪器设备有限

公司）；SW-CJ-IFD 垂直洁净工作台（苏州安泰空气

技术有限公司）；BPH-9082 精密恒温培养箱（上海一

恒科学仪器有限公司）；ZH010 恒温震荡水槽（上海

实验仪器厂有限公司）；SF-高速粉碎机（上海科泰粉

碎设备厂）；Five Easy 实验室 pH 计（梅特勒-托利多

仪器（上海）有限公司）。 

1.3  实验方法 

1.3.1  苦荞蛋白的制备 

苦荞籽粒粉碎后过筛，脱脂 24 h；取 100 g 脱脂

苦荞粉以料液比 1:10 用 0.01 mol/L，pH 7.0 的 PBS 溶

解，在磁力搅拌器上搅拌 2 h；在 4 ℃条件下，4000 
r/min 离心 30 min，并向上清液中加入(NH4)2SO4使其

浓度为 40%，搅拌 1 h；在 4 ℃条件下，10000 r/min
离心 15 min，并向上清液中加入(NH4)2SO4 使其浓度

为 80%，搅拌 1 h；在 4 ℃条件下，10000 r/min 离心

15 min，弃上清，沉淀用少量去离子水复溶；然后将

其加入到 1 KD 透析袋中进行透析 48 h（每 4 h 换水一

次），透析后进行冻干（-70 ℃条件下冻干 24 h），冻

干粉保存备用。相对以苦荞籽粒中的蛋白，其收率为

64%。 
1.3.2  苦荞蛋白含量的测定 

参照国标 GB 50095-2010 中凯氏定氮法进行样品

测定。 
1.3.3  苦荞蛋白对乳酸杆菌生长的影响 

按照凯氏定氮的结果分别配制浓度为：1、3 和 5 
mg/mL 的苦荞蛋白和酪蛋白。乳酸杆菌培养利用 96
孔板 37 ℃厌氧培养 32 h，每个测定时间点采用一块独

立的 96 孔板，每孔上样量为 150 µL，接种培养液中

乳酸杆菌的初始终浓度为 2×103 CFU/mL，每隔 4 h 取

一块 96 孔板，利用 MTH-100 恒温混匀仪进行混匀 1 
min，然后利用 TECAN Infinite M200PRO 多功能酶标

仪测定其在 600 nm 处的光密度值（OD600值）。 
1.3.4  苦荞蛋白对乳酸杆菌在胆酸盐环境中生

长的影响 
1.3.4.1  菌株胆酸盐耐受性的测定 

向 MRS 培养基中加入 1~6 mM 不同浓度的四种
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胆酸盐（胆酸钠（SC）、脱氧胆酸钠（SDC）、甘氨胆

酸钠（SGC）和牛磺胆酸钠（STC））乳酸杆菌的接种

终浓度为 2×103 CFU/mL。采用 96 孔板培养，37 ℃厌

氧培养 32 h，每隔 8 h 测定其 OD600值。 
1.3.4.2 蛋白样品对菌株胆酸盐耐受性的影响 

向 MRS 肉汤培养基中分别添加 5 mg/mL 苦荞蛋

白和 6 mM 的胆酸盐（胆酸钠（SC）和甘氨胆酸钠

（SGC））溶液，乳酸杆菌接种终浓度为 2×103 

CFU/mL。采用 96 孔板培养，37 ℃厌氧培养 32 h，每

隔 8 h 测定其 OD600值。 
1.3.5  肠胃道环境模拟 

参考 Mills 等人[10,11]的方法并略作修改。分别称

取 5 g 苦荞蛋白（BWP）或酪蛋白（Casein）到三角

瓶中，加入 100 mL 双蒸水，充分搅拌均匀后，用 6 M 
HCl 调节 pH 到 2.0（±0.05），加入 2.5 mL 0.108 g/mL
的胃蛋白酶溶液，经 37 ℃恒温水浴震荡 2 h；再用 6 M 
NaOH 将溶液的 pH 调节到 6.8（±0.05）（此时胰酶活

性最高），加入 12.5 mL 胰酶胆汁溶液（胰酶和胆汁浓

度分别为 4.5 mg/mL 和 28 mg/mL），37 ℃恒温水浴震

荡 2 h；沸水浴 10 min 终止反应。苦荞蛋白水解样品

（BWPH）随后经 1 KD 透析袋进行透析并将截留液

进行冷冻干燥，于 4 ℃冰箱保存备用。上述步骤以酪

蛋白（Casein）作为对照以及不加样品作为空白。 
1.3.6  苦荞蛋白水解物对乳酸杆菌生长的影响 

参考 Olano-Martin 等人[12]的方法并略作修改。用

动物基础饲料喂食 C57BL/6 小鼠两周以适应环境，在

此期间，自由进食和饮水（饮用水 121 ℃、20 min 灭

菌，基础饲料和垫料紫外照射 30 min 杀菌）。然后，

随机分成 3 组（做 3 个平行），断颈处死小鼠，收集结

肠内容物并用预还原的 PBS（0.1 mol/L，pH 7.0）溶

解，并在涡旋振荡器上充分振荡 3 min，使彻底匀浆

化，500 r/min 离心 2 min，分别迅速取上清液到 90 mL
预还原基础培养基中，再加入 1 g 苦荞蛋白（浓度为

14.71 mg/mL）经胃肠模拟环境处理后的苦荞蛋白水解

样品 BWPH（浓度为 10 mg/mL）（酪蛋白消化冻干样

品 CH 作为对照组，不加样品的消化冻干产物 CK 作

为空白对照）充分混匀；在厌氧培养箱中 37 ℃发酵

32 h，每隔 16 h 取样，采用平板计数法对发酵液中的

乳酸杆菌进行计数。 
1.3.7  数据分析 

采用 SPSS 20.0 软件进行 ANOVA（LSD 检验），

检验水准 p=0.05 进行显著性分析；所有数据均以平均

值±标准差表示，以上每组数据均作 3 个平行样。 

 

2   结果与分析 

2.1  苦荞蛋白对乳酸杆菌生长的影响分析 

图 1 为不同浓度的苦荞蛋白（BWP）对植物乳杆

菌和嗜酸乳杆菌生长的影响变化。由图 1 可知，在培

养前 20 h，实验中对照组酪蛋白与苦荞蛋白对乳酸杆

菌的生长均具有促进作用，培养 20 h 以后，酪蛋白组

中的 OD600 值开始下降，而苦荞蛋白组仍保持稳定的

生长趋势，这可能是由于酪蛋白与苦荞蛋白的分子量

和空间结构的不同，在培养初期，相对于苦荞蛋白乳

酸杆菌比较容易利用和代谢酪蛋白。同时，由图 1 可

知，在培养32 h时，不同浓度的BWP（1、3和5 mg/mL）
对植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌生长的 OD600 值分别提高

为 12.33%、25.84%、35.31%和 15.37%、26.66%、

30.57%，并且较高浓度的苦荞蛋白（3 mg/mL、5 
mg/mL）不仅能够加快其生长速率，而且能够缩短其

迟缓期。此外，相同浓度的苦荞蛋白对植物乳杆菌的

促进作用大于嗜酸乳杆菌，这可能是由于苦荞蛋白对

乳酸杆菌生长的促进作用与乳酸杆菌种类有关。以上

实验结果表明，苦荞蛋白具有促进植物乳杆菌和嗜酸

乳杆菌等益生菌生长的作用。 

2.2  乳酸杆菌胆酸盐耐受性分析 

胆酸或胆酸盐对乳酸杆菌的生长具有抑制作用

且会降低益生菌的存活率，不同胆酸盐的抑制作用有

差异。本文选择脱氧胆酸钠（SDC）、胆酸钠（SC）、
甘氨胆酸钠（SGC）和牛磺胆酸钠（STC）四种最具

代表性的胆酸盐为研究对象，并根据四种胆酸盐在肉

汤培养基中溶解度分别配制了不同浓度的胆酸盐。表

1 为不同胆酸盐在不同浓度下对植物乳杆菌和嗜酸乳

杆菌生长和生存的抑制情况。由表 1 可知，脱氧胆酸

钠（SDC）和牛磺胆酸钠（STC）（≤6 mM）对植物乳

杆菌和嗜酸乳杆菌的生长均无抑制作用，而胆酸钠

（SC）和甘氨胆酸钠（SGC）对植物乳杆菌和嗜酸乳

杆菌的生长具有不同程度地抑制作用，且胆酸钠（SC）
和甘氨胆酸钠（SGC）浓度达到 6 mM 时上述两株乳

酸杆菌表现为最小生长。结果表明，胆酸盐对乳酸杆

菌的抑制作用受胆酸盐种类和浓度的影响。因此，实

验选择对乳酸杆菌生存和生长有抑制作用的高浓度（6 
mM）胆酸钠（SC）和甘氨胆酸钠（SGC）进行下一

步苦荞蛋白对不同乳酸杆菌耐受胆酸盐的研究。 
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图1 苦荞蛋白对两株乳酸杆菌生长的影响 

Fig.1 Effect of tartary buckwheat protein on the growth of two 

Lactobacillus strains 

注：a~c，植物乳杆菌的生长变化图；d~f，嗜酸乳杆菌的

生长变化图。 

表1 不同胆酸盐对两株乳酸杆菌生长的影响 

Table 1 Effect of different bile salts on the growth of two 

Lactobacillus strains 

胆酸盐/mM 
植物乳杆菌

（L.plantarum 
ST-III） 

嗜酸乳杆菌

（L.acidophilus 
BD0399） 

SDC 

0.5 +++ +++ 

0.25 +++ +++ 

0.125 +++ +++ 

SC 

6 + + 

3 ++ ++ 

1.5 ++ ++ 

SGC 

6 + + 

3 ++ ++ 

1.5 ++ ++ 

STC 
6 +++ +++ 

3 +++ +++ 
1.5 +++ +++ 

注：SC、SGC 和 STC 的最大溶解浓度为 6 mM；SDC 最

大溶解浓度为 0.5 mM；+++，生长良好；++，较少生长；+，

最小生长[3]。 

2.3  苦荞蛋白对乳酸杆菌耐受胆酸盐的影响 

苦荞蛋白对不同乳酸杆菌耐受胆酸盐的影响结

果见图 2。由图 2 可知，苦荞蛋白可以增强植物乳杆

菌和嗜酸乳杆菌对胆酸钠（SC）和甘氨胆酸钠（SGC）
的耐受能力，且这种作用受胆酸盐的种类和乳酸杆菌

种类的影响，其光密度值 OD600分别增加了 1.64、8.67
和 4.11、8.30 倍，即在培养 32 h 时，与对照组相比苦

荞蛋白使植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌在胆酸钠（SC）、
甘氨胆酸钠（SGC）中的 OD600值分别增加了 0.78、
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1.38 和 1.07、1.54。同时，苦荞蛋白对植物乳杆菌和

嗜酸乳杆菌耐受胆酸盐的作用均显著高于空白组

（p<0.05），这可能是由于部分胆酸盐被苦荞蛋白所吸

附从而降低胆酸盐对乳酸杆菌生存和生长的抑制作用
[13]。综上所述，苦荞蛋白可显著提高乳酸杆菌在胆酸

盐逆境下的生存和生长能力。 

 

 

 

 
图2 苦荞蛋白对不同乳酸杆菌耐受胆酸盐的影响 

Fig.2 Effect of tartary buckwheat protein on the bile salt 

tolerance in different Lactobacillus strains 

注：a，植物乳杆菌+胆酸钠；b，植物乳杆菌+甘氨胆酸

钠；c，嗜酸乳杆菌+胆酸钠；d，嗜酸乳杆菌+甘氨胆酸钠。 

2.4  苦荞蛋白水解物对乳酸杆菌生长的影响 

为了进一步研究苦荞蛋白对乳酸杆菌生长的影

响，本文通过体外胃肠消化模拟实验，研究了苦荞蛋

白水解产物对小鼠结肠中的乳酸杆菌数量变化的影

响，结果如图 3 所示。由图 3 可知，经胃肠模拟环境

处理后的苦荞蛋白水解样品（BWPH）能促进肠道菌

群中乳酸杆菌的生长，且随着培养时间的延长，乳酸

杆菌的数量逐渐增加；在培养到 32 h 时，苦荞蛋白水

解物（BWPH）使乳酸杆菌的数量增加了 4.26 倍（酪

蛋白水解物（CH）使乳酸杆菌的数量增加了 1.20 倍）

此结果与申瑞玲等[14]的研究结论一致。此外，在 16 h
和 32 h 时，苦荞蛋白水解物（BWPH）对乳酸杆菌的

促进作用与酪蛋白水解物（CH）相比均具有差异显著

（p<0.05），即苦荞蛋白对乳酸杆菌的促进作用优于酪

蛋白。上述结果表明：苦荞蛋白水解物（BWPH）对

乳酸杆菌生长的促进作用大于酪蛋白水解物（CH）。

由此我们可以认为，苦荞蛋白可能会增加肠道中乳酸

杆菌的生长从而起到调节肠道菌群和促进肠道的蠕动

的作用。 

 
图3 苦荞蛋白消化物体外发酵对乳酸杆菌数量变化的影响 

Fig.3 Effect of in vitro fermentation of tartary buckwheat 

protein hydrolysate on Lactobacillus cell count 

注：a、b 和 c 表示组间差异显著（p<0.05）。 

3  结论 

3.1  本文研究了苦荞蛋白对益生菌生长及生存的影

响，包括苦荞蛋白对乳酸杆菌生长的影响、苦荞蛋白

对乳酸杆菌耐受胆酸盐的影响、以及在体外模拟肠道

环境中苦荞蛋白水解物对乳酸杆菌生长的影响三个方

面。实验结果表明，苦荞蛋白对植物乳杆菌、嗜酸乳

杆菌的生长均有促进作用，其中，苦荞蛋白浓度为 5 
mg/mL 时对植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌的促进作用最

强，较空白对照组分别增加 35.31%和 30.57%。同时，
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苦荞蛋白具有增强乳酸杆菌耐受胆酸盐的作用，分别

使植物乳杆菌和嗜酸乳杆菌耐受胆酸钠（SC）、甘氨

胆酸钠（SGC）的作用分别增加了 1.64、8.67 和 4.11、
8.30 倍，且这种作用受胆酸盐和乳酸杆菌种类的影响。

此外，体外模拟苦荞蛋白水解物对肠道菌群中乳酸杆

菌的培养实验结果表明，发酵 32 h 时，苦荞蛋白水解

物（BWPH）使乳酸杆菌的数量显著增加（p<0.05），
达到 2.38×108 CFU/mL，从而进一步表明苦荞蛋白可

以促进乳酸杆菌的生存和生长。 
3.2  综上所述，苦荞蛋白不仅可以有效促进肠道中乳

酸杆菌的的生长，而且可以有效改善胆酸盐对肠道益

生菌的抑制作用，可作为一种潜在的乳酸杆菌促生长

因子和益生元并作为食品添加剂加入到食品中或与益

生菌制成合生元产品。 
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