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摘要：为获得巴马长寿老人肠道乳杆菌并研究其益生特性，采用改良 MRS+CaCO3固体培养基与改良 MRS+X-gal 固体培养基从

10 位广西巴马百岁老人粪便中筛选出 19 株乳杆菌，再通过生理生化实验、糖发酵实验、模拟胃肠转运实验、疏水性实验和自凝集实

验，筛选出消化道逆环境耐受性强和粘附力好的菌株 3 株（GU-L3、GU-P132 和 GU-G23），进一步对三株菌进行了 16SrDNA 序列鉴

定，结果发现 GU-L3 为干酪乳杆菌（Lactobacillus casei）；GU-P132 为发酵乳杆菌（Lactobacillus fermentum）；GU-G23 为格氏乳杆菌

（Lactobacillus gasseri）。三个菌株经模拟胃肠液转运实验后，存活率皆达到 107 CFU/mL 以上，自凝集率分别为 12.43±0.03%、

78.88±0.01%和 35.92±0.02%，疏水率分别为 6.38±0.02%、81.77±0.02%和 10.58±0.05%，粘附性也高于其他菌株。经与国内外有关报

道相比，综合认为这三株来自巴马老人肠道的乳酸杆菌益生特性明显，具有较好的开发潜力。 
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Abstract: In order to study the probiotic characteristics of Lactobacillus obtained from Bama centenarians, improved MRS+CaCO3 and 

MRS+X-gal solid culture media were used to isolate and culture the Lactobacillus from the feces of 10 Guangxi centenarians. After culturing, 19 

strains of Lactobacillus were selected. Three of these strains (GU-L3, GU-P132, and GU-G23) with high tolerance to adverse gastrointestinal 

environments and good adhesiveness were obtained through physiological and biochemical experiments, sugar fermentation experiments, 

simulated gastrointestinal transit experiments, and auto-aggregation and hydrophobicity screening. Sequencing of 16S rDNA revealed that 

GU-L3 was Lactobacillus casei, GU-P132 was Lactobacillus fermentum, and GU-G23 was Lactobacillus gasseri. After the simulated 

gastrointestinal transit experiment, the survival rates of the L. casei, L. fermentum, and L. gasseri were found to be above 107 cfu/mL, while the 

auto-aggregation rates were 12.43±0.03%, 78.88±0.01%, and 35.92±0.02%, respectively, and the hydrophobicity rates were 6.38±0.02%, 

81.77±0.02%, and 10.58±0.05%, respectively. The adhesiveness of these strains was already known to be higher than that of the other strains. 

Compared with the reports of related domestic and international probiotic strains, the GU-L3, GU-P132, and GU-G22 intestinal Lactobacillus 

strains from Bama centenarians had better probiotic characteristics and development potential. 
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人口普查统计结果显示，巴马百岁老人所占比率为

36.5位/10万人口，对比2000年30.98位/10万人口的统

计数据，说明该县的长寿老人比例还在继续增加。现

有科学知识认为长寿的原因归功于遗传因素、饮食习

惯、肠道菌群结构和基因等方面[1~3]。其中，肠道益生

菌群对人体的健康具有重要影响作用。 
健康人体肠道中栖息着大约1000多种共生微生物

[4]，包括对人有益的益生菌群，最常见的益生菌包括
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乳 酸 杆 菌 属 (Lactobacillus) 和 双 歧 杆 菌 属

(Bifidobacterium)[5]，但是随着年龄增加，其数量逐渐

变少，而这时还能够存在肠道的菌则应该具有更好的

益生潜力，这样长寿人群肠道内所含的双歧杆菌和乳

杆菌则愈发显得珍贵了，因此，开展长寿老人肠道乳

杆菌的筛选，对发现及开发益生菌资源，探索健康长

寿的奥妙具有重要意义。 
肠道乳杆菌属于乳酸菌，是人体肠道内重要的生

理性益生菌，它能抑制病原菌的黏附与定植[6]，调节

肠道上皮细胞免疫反应阻止肠炎的发生[7,8]，提高乳糖

利用率以缓解乳糖不耐症，还具有抗氧化、延缓机体

衰老、降低胆固醇等作用[9,10]。Drago等[11]研究了意大

利米兰百岁老人肠道乳酸菌群落结构，发现罗伊氏乳

杆菌(L.reuteri)、约氏乳杆菌(L. johnsonii)、鼠李糖乳杆

菌(L. rhamnosus)、清酒乳杆菌(L. sakei)和干酪乳杆菌

(L. casei)，为百岁老人肠道乳酸菌种，且罗伊氏乳杆

菌(L. reuteri)、约氏乳杆菌(L. johnsonii)、鼠李糖乳杆

菌(L. rhamnosus)是百岁老人肠道特有乳酸菌。麦热姆

妮萨 艾麦尔[12]利用微生物分离技术和分子鉴定技术

对新疆和田长寿老人肠道乳酸菌进行分离鉴定并对其

益生特性进行研究，发现长寿老人的戊糖乳杆菌、植

物乳杆菌等菌的耐受胃肠道恶劣环境的能力、抑菌能

力和降胆固醇能力比普通人粪便中的乳酸菌更强。李

平兰[13]对广西巴马百岁以上长寿老人肠道长双歧杆

菌的粘附能力、生物学特性和生理功能进行了探究。

王芳等[14]研究发现唾液乳杆菌(L. salivarius)是广西巴

马百岁老人肠道重要的益生菌，对4-NQO基因毒性有

抑制作用。由此可知，目前人们对长寿老人肠道微生

物的研究多集中于用分子生物学手段探究肠道菌落组

成或者是对长寿老人肠道长双歧杆菌、唾液乳杆菌和

罗伊氏乳杆菌的研究，而对长寿老人肠道乳杆菌的筛

选与益生功能探讨研究还鲜有深入探讨。 
本研究以我国广西巴马瑶族自治县100岁以上长

寿老人粪便为实验材料，按形态学观察、生理生化试

验和糖发酵试验分离乳杆菌，再通过模拟胃肠转运实

验、疏水性实验和自凝集实验，筛选出消化道逆环境

耐受性强和粘附力好的菌株，进一步通过16S rDNA序

列分析方法准确地对该菌株进行种属归类，力图发现

特性优良的益生菌菌株，为我国益生菌资源及长寿食

品水平的提升提供高质量的素材。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  样品来源 

广西巴马瑶族自治县13名100岁以上长寿老人粪

便为实验材料。 
1.1.2  主要试剂与仪器 

MRS固体培养基；MRS液体培养基[15]；MRS固体

培养基；明胶培养基[16]；硝酸盐还原培养基[17]；碳水

化合物发酵培养基[16]；石蕊牛奶培养基[18]；胃蛋白酶

（1:10000 pepsin），sigma公司；胰蛋白酶（1:250 
Trypsin），sigma公司；BD牛胆盐；二甲苯，富宇；2×Es 
TaqMasterMix，康为世纪；Gold view，北京博迈德科

技发展有限公司；1 kb marker，100 bp marker，北京

天根生物有限责任公司等，其他试剂均为市售分析纯。 
立式压力蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械厂；超

净工作台，苏州集团安泰公司；DH5000BⅡ恒温培养

箱，天津市泰斯特仪器有限公司；冷冻离心机，

HETTICH；Shineso显微细胞分析/菌落计数/筛选/抑菌

圈测量联用仪，Biotek Instruments；微孔板分光光度

计，Biotek Instruments；超声破碎仪：HETTIH（750 W）；

JM A20002电子天平，余姚纪铭称重校验设备有限公

司；DELTA 320 pH计（±0.01），梅特勒 托利多仪器

有限公司；PCR仪，美国应用生物系统中国公司；水

平电泳仪，北京百晶生物技术有限公司；Alpha 
Innotech凝胶成像系统，美国ALPHA等。 

1.2  试验方法 

1.2.1  乳杆菌的分离 
新鲜粪便样品10倍梯度稀释，得到10-6、10-7和10-8 

3个稀释度。用经灭菌并冷却到45~50 ℃的改良MRS
固体培养基（0.8% CaCO3或200 μL/200 mL培养基2% 
X-gal）倾倒平板，将样品稀释液涂布于改良MRS固体

培养基平板（各平行实验三次），37 ℃培养56 h[19]，

挑取有溶钙圈的或浅蓝色的单菌落，划线转移到MRS
平板上，划线纯化3代，为疑似乳杆菌菌株。 
1.2.2  乳杆菌的鉴定[16~18] 
1.2.2.1  形态学鉴定 

对分离得到的疑似菌株进行菌落形态观察、革兰

氏染色和细胞形态观察，参阅《伯杰士细菌学手册》
[20]及《乳酸细菌分类鉴定及实验方法》[21]乳杆菌特征

部分，初筛得到疑似乳杆菌。 
1.2.2.2  生理生化鉴定 

对筛选的菌株分别进行过氧化氢酶实验、明胶液

化实验、硝酸盐还原试验、石蕊牛奶实验、葡萄糖产

酸产气实验、碳水化合物发酵产酸试验，参阅《伯杰

士细菌学手册》[20]及《乳酸细菌分类鉴定及实验方法》
[21]乳杆菌属部分，对比实验结果进行鉴定。检测菌株

在接种于pH 4.5、pH 7.0和pH 9.0的改良MRS液体培养



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33 No.1 

41 

基培养的生长情况，并检测菌株在改良MRS液体培养

基于温度15 ℃和45 ℃下培养的生长情况。并对初步

鉴定得到已纯化的19株乳杆菌单菌落接种于液态

MRS培养基培养24 h，用40%甘油于-20 ℃和-80 ℃下

分别保存，备用。 
1.2.3  模拟胃肠转运实验 

模拟胃肠转运实验[22]，按参考文献略有修改，将

待测菌液过夜培养液离心（4000 r/min，20 min）收集

菌体，用灭菌生理盐水洗涤 2 次，将菌体重悬于 10 mL 
pH 值为 2.5 的人工胃液（NaCl 0.002 g/mL、胃蛋白酶

0.0032 g/mL，用浓度为 1 mol/L 的 HCl 调整 pH 值为

2.5，过滤除菌备用）中。37 ℃、200 r/min 摇床震荡

培养 120 min，离心（4000 r/min，20 min）收集菌体，

将菌体重悬于 10 mL pH值为 8.0的人工肠液（KH2PO4 
0.0068 g/mL、胰蛋白酶（Trypsin）0.01 g/mL、胆盐

0.003 g/mL，pH 值为 8.0）中，37 ℃、200 r/min 摇床

震荡培养 120 min。检测处理前后样品的活菌数目（3
个平行），活菌数表达单位是 CFU/mL。 
1.2.4  自聚集能力测定 

自聚集能力测定[23]，按参考文献略有修改，将待

测菌液过夜培养液离心（4000 r/min，20 min），生理

盐水洗涤两次，重悬菌体到 PBS 缓冲液中，使活菌数

为 108 CFU/mL。细菌悬液（5 mL）涡旋振荡 10 s，室

温静置 5 h，测定自聚集能力。期间每隔 1 h 取上清液，

600 nm 测定吸光值。自聚集值（%）用以下公式表示： 
自聚集值(%)=1-(At/A0)×100 
式中 At表示分别在时间 t 为 1 h、2 h、3 h、4 h 和 5 h 的

吸光值，A0表示时间为 0 时的吸光值。 
以上实验各平行三次。 

1.2.5  表面疏水性检测 
表面疏水性检测[14]，按参考文献略有修改，将待

测菌液过夜培养液离心（4000 r/min，20 min），生理

盐水洗涤两次，重悬在 0.1 mol/L KNO3（pH 值为 6.2）
中，使其活菌数浓度 108 CFU/mL，600 nm 下测定样

品吸光度 A0。1 mL 二甲苯溶剂加到 3 mL 菌液中，室

温放置 10 min，涡旋振荡两相体系 2 min，室温放置

20 min，取水相，测定 600 nm（A1）的吸光度。细菌

对溶剂的粘附百分比（%）用以下公式表示： 
粘附百分比(%)=1-(A1/A0)×100 

1.2.6  16S rDNA序列鉴定 
菌株样品的DNA提取方法参照参考文献[29]。将提

取所得的DNA模板进行PCR扩增[29,30]，采用正向引物

27F(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')，反向引物

1492R(5'-GGCTACCTTGTTACGACTT-3')。 
PCR反应体系(25 μL)：2×Es TaqMasterMix 12.5 

μL；引物(10 μmol/L)：各引物0.5 μL；模板：2 μL；
超纯水补足至25 μL。 

PCR反应条件为：95 ℃、5 min，94 ℃、30 s，55 ℃、

30 min，72 ℃、1 min，32个循环，最后72 ℃延伸10 min。
取扩增产物3 μL，用1%的琼脂糖凝胶进行电泳检测，

80 V、120 mA电泳30 min，电泳液为0.5×TBE，Marker
采用1 kb DNAmarker，260 nm紫外灯下观察并拍照。 
1.2.7  数据统计分析 

数据统计分析采用Origin 8和SPSS 14.0分析软件

进行处理。每组数据重复三次，结果表达式为平均值

±标准方差。 

2  结果与分析 

2.1  乳杆菌的分离 

根据《伯杰士细菌学手册》[20]及《乳酸细菌分类

鉴定及实验方法》[21]乳杆菌特征部分，通过采用改良

的MRS+CaCO3固体培养基与改良的MRS+X-gal固体

培养基筛选乳杆菌，乳杆菌能分解乳糖产生乳酸，形

成溶钙圈，并且多数乳酸菌在生长中能产生半乳糖苷

酶使改良的MRS+X-gal培养基中X-Gal分解，释放出吲

哚，从而使菌落显蓝色，依此挑选形成溶钙圈或者菌

落显蓝色的菌落，进行划线分离纯化，从10位广西巴

马百岁老人粪便样品中筛选出19株乳杆菌，进行后续

试验。 

2.2  乳酸菌的鉴定 

2.2.1  形态学鉴定 
根据《伯杰士细菌学手册》[20]及《乳酸细菌分类

鉴定及实验方法》[21]乳杆菌属部分，我们选择了细菌

鉴别所需观测的多项指标。首先，观察并记录了改良

MRS 固体培养基平板上菌落的边缘、颜色、大小和表

面等，进行革兰氏染色并观察细胞形态，结果如下。 
（a）菌落观察： 
GU-P编号菌株菌落为圆形、在MRS+X-gal固体培

养基上显蓝色、不透明、表面光滑、边缘圆整、凸起

直径<1 mm。 
GU-L 编号菌株菌落为圆形、乳白色、在

MRS+CaCO3固体培养基上形成钙溶圈、不透明、表

面光滑、边缘圆整、凸起直径<1.5 mm。 
GU-G编号菌株菌落为圆形、在MRS+X-gal固体培

养基上显蓝色、不透明、表面皱缩、边缘波浪、低凸

直径<2 mm。 
（b）然后对样品进行革兰氏染色：19株菌是杆菌，

革兰氏阳性菌，或丛生、或对生。 
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根据《伯杰士细菌学手册》[20]及《乳酸细菌分类

鉴定及实验方法》[21]乳杆菌属部分菌落形态及细胞形

态特征，分离的19株菌株具体观察的实验结果符合乳

杆菌形态学鉴定特征，并且菌落能产生溶钙圈，在

MRS+X-gal固体培养基上显蓝色，符合乳杆菌特征，

为疑似乳杆菌，进入下一步生理生化实验鉴定。 
对样品进行革兰氏染色后，不同乳杆菌的细胞形

态见图1。 

  

 

图1 不同乳杆菌的细胞形态 

Fig.1 Cell morphologies of three Lactobacillus strains 

注：图中a、b和c分别为GU-L3、GU-P132和GU-G23菌株。 
2.2.2  生理生化鉴定 

对19株乳杆菌进行生理生化鉴定的结果见表1和
表2。 

表1 19个菌株的生理生化实验鉴定结果 

Table 1 Results of the physiological and biochemical tests of the 19 strains 

菌号 革兰氏染色 接触酶 明胶液化 硝酸盐还原 石蕊牛奶 10 ℃ 45 ℃ pH 4.5 pH 7.0 pH 9.0

空白 - - - - - - - - - - 

GU-P131 + - - - + + + + + + 

GU-P132 + - - - + + + + + + 

GU-P133 + - - - + + + + + + 

GU-P134 + - - - + + + + + + 

GU-P135 + - - - + + + + + + 

GU-P136 + - - - + + + + + + 

GU-P137 + - - - + + + + + + 

GU-P138 + - - - + + + + + + 

GU-L3 + - - - + + + + + + 

GU-L69 + - - - + + + + + + 

GU-L612 + - - - + + + + + + 

GU-L613 + - - - + + + + + + 

GU-L614 + - - - + + + + + + 

GU-L616 + - - - + + + + + + 

GU-G21 + - - - + + + + + + 

GU-G22 + - - - + + + + + + 

GU-G23 + - - - + + + + + + 

GU-G24 + - - - + + + + + + 
GU-G25 + - - - + + + + + + 

注：“+”表示90%的菌株阳性；“-”表示90%的菌株阴性。 

表2 19个菌株的糖发酵实验鉴定结果 

Table 2 Results of carbohydrate fermentation tests of the 19 strains 

菌号 葡萄糖产酸 葡萄糖产气 蔗糖 麦芽糖 山梨醇 半乳糖 甘露醇 葡萄糖酸钠 阿拉伯糖 乳糖

空白 - - - - - - - - - - 

GU-P131 + + + + - + - + d + 

GU-P132 + + + + - + - + d + 

         转下页
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GU-P133 + + + + - + - + d + 

GU-P134 + + + + - + - + d + 

GU-P135 + + + + - + - + d + 

GU-P136 + + + + - + - + d + 

GU-P137 + + + + - + - + d + 

GU-P138 + + + + - + - + d + 

GU-L3 + - + + + + + + - d 

GU-L69 + - + + + + + + - d 

GU-L612 + - + + + + + + - d 

GU-L613 + - + + + + + + - d 

GU-L614 + - + + + + + + - d 

GU-L616 + - + + + + + + - d 

GU-G21 + - + d - + - - - d 

GU-G22 + - + d - + - - - d 

GU-G23 + - + d - + - - - d 

GU-G24 + - + d - + - - - d 

GU-G25 + - + d - + - - - d 

注：“+”表示90%的菌株阳性；“-”表示90%的菌株阴性；“d”表示11%~89%的菌株阳性。 

由表1和表2可以看出，分离的19株乳杆菌均为革

兰氏阳性，它们在H2O2触酶实验、明胶液化实验、硝

酸盐还原实验中呈阴性，石蕊牛奶试验呈阳性，都能

在15 ℃和45 ℃，pH 4.5、pH 7.0和pH 9.0条件下生长

良好，对不同温度和pH值的生长环境有较好的适应

性。依据上述生理生化、糖发酵实验结果，参阅《伯

杰士细菌学手册》[20]及《乳酸细菌分类鉴定及实验方

法》[21]乳杆菌属部分糖发酵和生理生化特征，初步鉴

定菌株GU-P131、GU-P132、GU-P133、GU-P134、
GU-P135、GU-P136、GU-P137和GU-P138为发酵乳杆

菌；菌株GU-L3、GU-L69、GU-L612、GU-L613、
GU-L614和GU-L616为干酪乳杆菌；菌株GU-G21、
GU-G22、GU-G23、GU-G24和GU-G25为格氏乳杆菌。 

2.3  模拟胃肠转运耐受性实验结果 

19 株发酵乳杆菌在模拟胃肠液转运耐受性试验

结果见表 3。 
表3 19个菌株对模拟消化道240 min耐受性结果 

Table 3 Tolerance of the 19 strains to artificial gastrointestinal 

fluids for 240 min 

菌号 
模拟胃肠液转运（×108 cfu/mL） 

存活率/% 
0 min 240 min 

GU-P131 15.5±1.39c 3.30±0.85a 21.29±3.99b 

GU-P132 9.73±1.36b 1.06±0.37a 10.89±2.54ab 

GU-P133 12.2±1.48bc 0.38±0.20a 3.11±1.47a 

GU-P134 14.8±2.45c 2.80±0.10a 18.92±2.85b 

GU-P135 13.3±1.25bc 1.01±0.19a 7.59±0.73ab 

GU-P136 9.57±1.07b 0.46±0.13a 4.78±0.82a 

GU-P137 13.0±1.87bc 0.16±0.05a 1.21±0.24a 

GU-P138 12.0±0.62bc 1.29±0.19a 10.75±1.02ab 

GU-L3 15.7±2.14c 1.14±1.31b 72.61±3.67e 

GU-L69 15.6±1.76c 10.20±2.80b 65.38±9.89de 

GU-L612 31.0±2.31f 20.7±3.17cd 66.77±6.24e 

GU-L613 24.1±1.30de 11.7±0.99b 48.55±3.33c 

GU-L614 21.1±1.35d 19.5±2.12c 92.42±5.90f 

GU-L616 26.3±1.42e 24.4±3.20d 92.78±7.37f 

GU-G21 2.28±0.98a 1.15±0.20a 50.44±7.08cd 

GU-G22 1.23±0.15a 0.48±0.11a 38.78±5.72c 

GU-G23 1.23±0.15a 0.49±0.06a 39.84±2.39c 

GU-G24 2.33±0.35a 1.72±0.11a 73.82±6.18e 
GU-G25 2.63±0.58a 0.33±0.03a 12.43±2.09ab 

注：角标含有不同字母的数据之间差异显著（p<0.05）。 
益生菌经口服方式进入体内，必须经受住肠胃液

自然消化环境的考验，并且随后能够定植到肠道后才

有机会发挥其生理功效[26]。乳酸菌发挥生理功能特性

的活菌数临界值为 106 CFU/mL[31]。王芳[14]等筛得巴

马长寿老人肠道唾液乳杆菌，模拟胃肠转运处理后，

活菌数保持在 106左右，存活率最高为 1.9%。而研究

巴马长寿老人源其他乳杆菌的类似报道不多，尤其是

针对本研究中三种乳杆菌的相关报道更为少见。本实

验结果如表3所示，初始菌数调整到108~109 CFU/mL，
经模拟胃肠环境中培养 4 h，各菌株活菌数皆达到 107 
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CFU/mL 以上，显示模拟消化道逆环境耐受性皆良好，

认为可以作为潜在的益生菌使用。其中干酪乳杆菌最

优，GU-L616 存活率最高达 92.78±7.37%。GU-P131、
GU-P132、GU-P134；GU-L3、GU-L614、GU-L616；
GU-G21、GU-G23 和 GU-G24 分别为不同菌种中存活

率最高的 9 株乳杆菌。这说明本研究筛选的菌株与现

有报道相比经模拟胃肠逆环境处理后存活率更高，耐

受性更好。 

2.4  菌株自聚集能力的测定 

菌株的自凝集是指同一种菌株间相互凝集形成

多细胞簇的现象。益生菌菌株通过自凝集作用相互凝

集到一定的数量时粘附才牢固，进而达到菌株发挥益

生功效所需要的数量[23]。很多研究证明，微生物的自

聚集能力是益生菌的一个重要特征[25,26]。9株乳杆菌自

凝集试验结果见图2。 

 
图2 乳杆菌自凝集实验 

Fig.2 Auto-aggregation results for the different strains 

由图 2 可知，自凝集性种间差异显著，种内差异

较小。受试的 9 株发酵乳杆菌在 5 h 的实验过程中，

随培养时间的延长自凝集率均呈上升趋势，GU-P 发

酵乳杆菌自凝集能力最强达到 50%~80%，GU-G 格氏

乳杆菌居中为 20%~40%，GU-L 干酪乳杆菌较弱在

10%左右。发酵乳杆菌在培养时间 1 h 时，自凝集率

显著增高，干酪乳杆菌自凝集率显著增高的时间段在

3~5 h，格氏乳杆菌自凝集率随时间增幅较缓。Del 等
研究发现菌株自凝聚能力与其粘附能力密切相关，自

聚集能力太高（大于 80%）或太低（小于 10%）其菌

株粘附性都不好，但在 10%~80%范围内高凝聚力的菌

株一般具有较高的粘附能力[26]。Kos 等发现嗜酸乳杆

菌 M92 对肠上皮细胞具有很强的粘附能力，疏水性

强，同时其自凝聚率达到 71.30%[24]，表明粘附能力较

高的菌株同时表现出了高疏水性、高自凝聚力等特性。

本研究中，5 h 后菌体自凝集率结果见表 4，GU-P 发

酵乳杆菌自凝集率达 78.88±0.01%以上，高于其他菌

株，表现出较高的自凝集性。各菌株自凝集率GU-P134

最高达 85.44±0.01%，GU-L3 为 12.43±0.03%，GU-G24
为 39.13±0.02%。 

2.5  疏水特性试验结果 

菌体表面特性影响着菌体的存在和粘附[24]。细菌

细胞表面的附着器，如SpaA、抗原 /ⅠⅡ、脂磷壁酸

等，均有疏水特性，宿主组织表面各种受体/接受器也

具有疏水性。这些也被认为与细菌的特异性粘附相关
[32,33]。9株乳杆菌疏水性试验结果见表4。 

表4 乳杆菌的自凝集率和疏水率 

Table 4 Ratio of auto-aggregation and hydrophobicity of the 

different strains 

编号 自凝集率（5 h）/% 疏水率/% 

GU-P131 81.50±0.02d 87.06±0.02c 

GU-P132 78.88±0.01de 81.77±0.02c 

GU-P134 85.44±0.01e 88.08±0.01c 

GU-L3 12.43±0.03a 6.38±0.02ab 

GU-L614 10.92±0.02a 3.58±0.02ab 

GU-L616 9.21±0.01a 2.62±0.03a 

GU-G21 31.88±0.02b 6.32±0.01ab 

GU-G23 35.92±0.02bc 10.21±0.05b 
GU-G24 39.13±0.02c 9.14±0.02ab 

注：角标含有不同字母的数据之间差异显著（p<0.05）。 
表4结果显示，菌株疏水性种间差异显著，种内差

异较小。GU-P发酵乳杆菌疏水率显著高于其他菌株，

达81.77±0.02%以上，表现出高疏水性，GU-G格氏乳

杆菌疏水率在10%左右，高于GU-L干酪乳杆菌。

Wadstrom等对猪小肠中分离的野生型乳酸菌菌株测

定了其表面疏水性与对肠上皮细胞的粘附力，结果发

现，疏水性强的乳酸菌对肠上皮细胞的粘附力也较强，

这一结果验证了利用疏水性来筛选高粘附菌株的可行

性[27]。Kos和Gusils等人对发酵乳杆菌、嗜酸乳杆菌进

行了分离并测定了其表面疏水性，发现具有较高的疏

水性，分别高达75.4%和70.96%[24,28]，粘附力也较强，

而本研究中GU-P发酵乳杆菌疏水率达81.77±0.02%以

上。因此，GU-P发酵乳杆菌较高的疏水率(>81.77± 
0.02%)，表明其具有较高粘附性。 

自凝聚能力与表面疏水性通常结合起来评价乳杆

菌的粘附能力。Del和Perez等对双歧杆菌的粘附性与

疏水性和凝聚力进行了研究，证实菌株的粘附力与其

表面疏水性和自凝聚能力高度相关，具有较强疏水性

以及自凝聚能力（>10%，<80%）的双歧杆菌具有更

高的粘附能力，反之菌株的粘附力则较低，自聚集能

力太高（大于80%）或太低（小于10%）其菌株粘附

性不好[26,34]。本研究结合乳杆菌的自凝集率与疏水率，
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建立了有效、方便及快捷的粘附性检测方法，筛得肠

道乳杆菌种类较多，且这三种菌株类似报道较为少见，

其中GU-P132、GU-L3与GU-G23分别为同种乳杆菌中

粘附力较强的菌株，并且 GU-P132 自凝集率

78.88±0.01%、疏水率81.77±0.02%，高于同菌种其他

报道菌株，对应粘附性也较强。这些结果说明本研究

筛选的三个菌株皆具有在肠道粘附、驻留和繁殖的良

好潜力，同时也具有更好的发挥其益生特性的潜力。 

2.6  16S rDNA序列鉴定 

16S rDNA PCR 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳结果

见图 3，图中显示在约 1500 bp 处出现荧光条带，且无

明显拖尾现象，说明 PCR 扩增成功，能满足后续 16S 

rDNA 序列测定的需要。 

 
图3 琼脂糖凝胶电泳结果 

Fig.3 Results of the agarose gel electrophoresis 

菌株 16S rDNA基因序列与GenBank数据库中标

准菌株的基因序列同源性比对结果见表 5。 
表5 疑似菌株与GenBank数据库中标准菌株的基因序列同源性比对结果 

Table 5 Comparison of the homology of gene sequences of suspected strains and those of standard strains from GenBank 

菌株 同源菌株 鉴定结果 相似度/%

GU-L3 Lactobacillus casei ATCC 334 strain ATCC 334 Lactobacillus casei 100 

GU-P132 Lactobacillus fermentum IFO 3956 strain IFO 3956 Lactobacillus fermentum 99 
GU-G23 Lactobacillus gasseri strain ATCC 33323 Lactobacillus gasseri 99 

由表5可知，通过测序反应，将3株菌株的16S 
rDNA序列与GenBank数据库中已知的乳杆菌标准菌

株的16S rDNA基因序列所得到的同源性比对结果（表

5 ）， GU-L3 为 Lactobacillus casei ， GU-P132 为

Lactobacillus fermentum ， GU-G23 为 Lactobacillus 
gasseri同源百分比高于99%。16S rDNA鉴定结果与生

理生化、糖发酵实验，参阅《伯杰士细菌学手册》[20]

及《乳酸细菌分类鉴定及实验方法》[21]鉴定结果一致。

这样就对三个具有良好开发潜力的乳酸菌菌株从分子

生物学的角度进行了准确的分类归属。 
经查阅文献，目前人们对巴马长寿老人肠道乳杆

菌的研究较少，尤其是针对本文中三种乳杆菌的筛选

与益生功能探讨更少，本文立足于资源保护，发掘、

收集和保存马长寿老人肠道乳杆菌资源，建立起快速

筛选、鉴定具有较优益生功能的肠道乳杆菌体系，为

保存与开发益生及长寿食品中丰富乳杆菌资源提供依

据。 

3  结论 

通过体外模拟胃肠液转运、凝集和疏水特性试

验，对初步筛选得到的19株乳杆菌进行益生特性检测

和筛选，得到3株乳杆菌（GU-L3；GU-P132；GU-G23）。
再对其进行模拟胃肠液转运实验得知，GU-L3；
GU-P132；GU-G23在模拟消化道逆环境中的存活率较

高，活菌数皆都达到107 CFU/mL以上，并且粘附性高

于同菌属其他报道菌株。通过数据分析表明，乳杆菌

耐消化道逆环境、凝集和疏水特性种间差异显著，种

内差异较小，但具有特异性。通过生理生化、糖发酵

和16S rDNA测序分析对其进行种属归类鉴定，发现

GU-L3为干酪乳杆菌（Lactobacillus casei）；GU-P132
为发酵乳杆菌（Lactobacillus fermentum）；GU-G23为
格氏乳杆菌（Lactobacillus gasseri），综合各项检测结

果总体认为上述三个菌株益生特性优良。 
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