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　　摘要：研究具有生物转化银杏花粉黄酮苷活性的恶味乳杆菌Ｂ２的益生特性和安全性。结果表明，该菌具有较好

的β－葡萄糖苷酶活性和体外脱除胆固醇能力，对酸和人工模拟胃液的耐受性较好，而对胆盐和人工模拟肠液的耐受
性一般；同时该菌对１０种常见抗生素不具有耐药性，并且不携带耐药基因，不具备硝酸盐还原酶、氨基脱羧酶活性，不
产生吲哚等有害代谢产物，因此该菌安全性较高。
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　　乳酸菌（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ，简称 ＬＡＢ）是一类能利用可
发酵碳水化合物产生大量乳酸的细菌通称。这类细菌在自然

界分布极为广泛，具有丰富的物种多样性，是公认的安全性菌

株（ｇｅｎｅｒａｌｌｙｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄａｓｓａｆｅ，简称 ＧＲＡＳ）。乳酸菌不仅可
应用于食品发酵行业，同时也能调节机体胃肠道正常菌群、保

持微生态平衡等，与机体的生命活动息息相关［１］。但近年来

研究发现，一些乳酸菌具有抗生素抗性，甚至有些菌株出现了

多重耐药性［２］。

恶味乳杆菌Ｂ２是从手工泡菜中筛选到的１株能够生物
转化银杏花粉黄酮苷的优良菌株，其培养条件简单，易存活，

产酸能力适中，口感较好，可用于活菌型功能性银杏花粉产品

的研制。但目前文献报道缺乏关于恶味乳杆菌益生特性和安

全性方面的研究。因此，本试验以自主分离的１株恶味乳杆
菌Ｂ２为研究对象，以 β－葡萄糖苷酶活性、降解胆固醇能力
以及耐酸、耐胆盐、耐模拟肠胃液能力和耐药性、有害代谢产

物分析等为手段，开展其益生特性和安全性评价，旨在为进一

步开发恶味乳杆菌资源提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　菌株来源　试验用菌株为恶味乳杆菌 Ｂ２，是由笔者
所在实验室自手工泡菜中分离得到的１株能够转化银杏花粉
黄酮苷的优良菌株。

１．１．２　培养基与试剂　乳酸细菌（ＭＲＳ）培养基［３］用于菌株

活化、培养，ＭＲＳ－胆固醇（ＭＲＳ－ＣＨＯＬ）培养基［４］用于体外

降解胆固醇试验，药敏纸片购自杭州微生物试剂有限公司，对

硝基苯酚（ｐ－ＮＰ）、对硝基苯基β－Ｄ－葡萄糖苷（ｐ－ＮＰＧ）、
磷酸氢二钠、柠檬酸等均为分析纯。

１．１．３　仪器与设备　ＣＲ２２ＧⅢ高速冷冻离心机，日本日立公
司生产；ＳＨＰ－１５０生化培养箱，上海精宏实验设备有限公司
生产；ＭｅｔｔｌｅｒＡＥ２４０电子分析天平，梅特勒－托利多仪器（上
海）有限公司生产；ＵＶ－１６０型紫外可见分光光度计，日本岛
津公司生产。

１．２　试验方法
１．２．１　菌株活化与培养　将菌株划线接种于ＭＲＳ固体培养
基上，３７℃培养２４ｈ，挑单菌落活化传代２次，经革兰氏染色
观察为纯菌后，接种于５ｍＬＭＲＳ液态培养基中，３７℃静置培
养１６ｈ。
１．２．２　β－葡萄糖苷酶活性的测定［５］　粗酶液的制备：将发
酵液在８０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心２０ｍｉｎ，沉淀用 ｐＨ值为６．０
的磷酸氢二 钠－柠檬酸缓冲液洗涤２遍，离心去上清，沉淀
溶于相同缓冲液中，在０℃条件下超声间歇粉碎１５ｍｉｎ后，
１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心２０ｍｉｎ，上清液为粗酶液。对硝基苯酚
标准曲线的绘制：精准称取０．１３９ｍｇ对硝基苯酚纯品，溶解
于１ｍＬ甲醇溶液中，用ｐＨ值为６．０的磷酸氢二钠－柠檬酸
缓冲液定容到１００ｍＬ，再稀释为５．０、１２．５、２５．５、３７．５、５０．０、
７５．０μｍｏｌ／Ｌ等浓度梯度溶液；取 １００μＬ稀释后的 ｐＮＰ溶
液，加入１００μＬ１ｍｏｌ／Ｌ的Ｎａ２ＣＯ３溶液，测定其在４０５ｎｍ处
的吸光度，绘制对硝基苯酚标准曲线。β－葡萄糖苷酶活性
的测定：将２０μＬ２５ｍｍｏｌ／Ｌ的ｐ－ＮＰＧ加入到８０μＬ的粗酶
液中，在室温下进行反应，３０ｍｉｎ后加入 １００μＬ浓度为
１ｍｏｌ／Ｌ的Ｎａ２ＣＯ３溶液终止反应，测定其在４０５ｎｍ处的吸
光度。根据对硝基苯酚标准曲线回归方程计算生成的对硝基

苯酚浓度。一个β－葡萄糖苷酶活性单位（Ｕ）定义为在一定
的反应条件下，每分钟分解对硝基苯基β－Ｄ－葡萄糖苷底物
生成１μｍｏｌ对硝基苯酚（ｐ－ＮＰ）所需要的 β－葡萄糖苷酶
量。计算公式如下：
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Ｕ＝ｐＮＰ浓度×反应总体积
反应时间×酶液体积 ×稀释倍数。

１．２．３　体外降解胆固醇能力试验　恶味乳杆菌Ｂ２体外降解
胆固醇能力的测定参照文献［４］进行。胆固醇工作液的配
制：量取一定量的胆固醇配制胆固醇贮存液，并进一步稀释，

使胆固醇工作液的终浓度分别为５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、
３５０μｇ／ｍＬ。标准曲线的制作：取胆固醇工作液和铁铵显色
剂各２．５ｍＬ振荡摇匀后，冷却至室温，以冰乙酸加显色剂为
空白对照，于５６０ｎｍ处测定吸光度，以Ｄ５６０ｎｍ为纵坐标，胆固
醇含量为横坐标绘制标准曲线。胆固醇含量的测定采用硫酸

铁铵法。在ＭＲＳ－胆固醇（ＭＲＳ－ＣＨＯＬ）液体培养基中接入
１％（体积比）的乳酸菌，３７℃培养２４ｈ，离心（８０００ｒ／ｍｉｎ、
４℃、１０ｍｉｎ），获取上清液；用５ｍＬ去离子水洗涤菌体沉淀
（２次），离心（８０００ｒ／ｍｉｎ、４℃、１０ｍｉｎ），获得沉淀洗涤液；分
别取上清液和沉淀洗涤液０．３ｍＬ于离心管中，加入３．７ｍＬ
冰乙酸充分混匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ；取上清液２．５ｍＬ
于试管中，沿管壁缓缓加入２．５ｍＬ铁铵显色液，室温静置
２０ｍｉｎ，然后充分振荡摇匀，测定 Ｄ５６０ｎｍ。以未接种乳酸菌的
ＭＲＳ－ＣＨＯＬ培养基代替发酵液为空白。胆固醇的降解率按
以下公式计算：

胆固醇的降解率＝
Ｄ空白 －Ｄ样品
Ｄ空白

×１００％。

１．２．４　耐酸、耐胆盐和耐模拟胃肠液试验　参照高盛等的方
法［６－７］测定恶味乳杆菌Ｂ２的耐酸、耐胆盐、耐模拟胃肠液能
力。耐酸试验：将发酵液在８０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心２０ｍｉｎ，
沉淀用０．８５％生理盐水洗涤２遍，离心去上清，沉淀重悬于
等体积生理盐水中，制成菌悬液。分别将上述菌悬液接种于

ｐＨ值为１．５、２．５、３．５、４．５的 ＭＲＳ液体培养基中，３７℃条件
下培养０、２、４、６ｈ，培养后取一定量梯度稀释涂布于 ＭＲＳ平
板，３７℃静置培养４８ｈ后活菌计数，每个稀释度作３个平行。
耐胆盐试验：将发酵液在８０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心２０ｍｉｎ，沉
淀用０．８５％生理盐水洗涤２遍，离心去上清，沉淀重悬于等
体积生理盐水中，制成菌悬液。分别将上述菌悬液接种于含

不同浓度牛胆盐的ＭＲＳ液体培养基（牛胆盐质量分数分别为
０％、０．１％、０．２％、０．３％）中，３７℃条件下培养０、２、４、６ｈ，培
养后取一定量梯度稀释涂布于 ＭＲＳ平板，３７℃条件下静置
培养４８ｈ后活菌计数，每个稀释度作３个平行。耐模拟胃肠
液试验：将胃蛋白酶过滤除菌，加入到灭菌的０．５％ ＮａＣｌ溶
液中，胃蛋白酶终浓度为３ｇ／Ｌ，分别调节溶液 ｐＨ值至１．５、
２．５、３．５，即为供试的人工胃液；将胰蛋白酶和牛胆盐过滤除
菌，加入到灭菌的０．５％ ＮａＣｌ溶液中，胰蛋白酶和牛胆盐终
浓度均为１ｇ／Ｌ，调节溶液ｐＨ值至８．０，即为人工肠液；将发
酵液在８０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心２０ｍｉｎ，弃上清，沉淀重悬于
ＭＲＳ液体培养基中，加入等体积的人工胃液或人工肠液，
３７℃ 条件下培养０、２、４、６ｈ，培养后取一定量梯度稀释涂布
于ＭＲＳ平板上，３７℃静置培养４８ｈ后活菌计数，每个稀释度
作３个平行。
１．２．５　耐药性评价　药敏试验：采用药敏纸片琼脂扩散法进
行药敏试验［８］。将１００μＬ待测菌液均匀涂布于ＭＲＳ固体平
板上，待菌液被完全吸收后放置药敏纸片。供试药敏纸片：购

自杭州微生物试剂有限公司，纸片上附有抗生素分别为青霉

素、万古霉素、庆大霉素、红霉素、四环素、氯霉素、链霉素、阿

莫西林、诺氟沙星、卡那霉素。质粒提取试验：取５ｍＬ待测菌
液，使用ＯＭＥＧＡ公司质粒提取试剂盒提取质粒；取提取好的
质粒液体５μＬ加入１μＬ６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，点样于琼脂糖凝
胶进行电泳，电泳液为 １×ＴＡＥ溶液，电压为 １００Ｖ，运行
３０ｍｉｎ，电泳结束后，置于２５４ｎｍ紫外灯下观察。
１．２．６　有害代谢产物试验　吲哚试验：将菌液以２％（体积
比）接种量接种于蛋白胨水培养基中，３７℃培养４８ｈ，滴加吲
哚试剂，观测颜色变化情况，以不接菌液的蛋白胨水培养基为

空白对照，试验作３次平行。硝酸盐还原酶试验：将菌液以
２％（体积比）接种量接种于硝酸盐培养基中，３７℃条件下培
养４８ｈ，滴加碘化钾溶液和淀粉溶液，观察颜色变化情况，以
不接菌液的硝酸盐培养基为空白对照，试验作３次平行。氨
基脱羧酶活性检测：将菌株划线于添加前体氨基酸（Ｌ－鸟氨
酸、Ｌ－精氨酸、Ｌ－赖氨酸）的脱羧酶筛选平板上，以未添加
前体氨基酸的脱羧酶筛选平板为对照，３７℃条件下培养４８ｈ
后，观察培养基颜色变化情况，试验作３次平行。

２　结果与分析

２．１　恶味乳杆菌Ｂ２的β－葡萄糖苷酶活性
β－葡萄糖苷酶又称 β－Ｄ－葡萄糖苷葡萄糖水解酶，能

够水解结合于末端非还原性的 β－Ｄ－葡萄糖苷键，释放
β－Ｄ－葡萄糖和相应的配基。研究显示，β－葡萄糖苷酶在
生物转化黄酮苷中有重要应用，同时，很多生物转化黄酮苷优

良菌株具有分泌 β－葡萄糖苷酶能力［９－１１］。恶味乳杆菌 Ｂ２
能够高效转化银杏花粉黄酮苷，因此检测其 β－葡萄糖苷酶
活性，可为转化机制研究提供参考。

２．１．１　对硝基苯酚标准曲线　以 ｐ－ＮＰ浓度为横坐标，
Ｄ４０５ｎｍ为纵坐标，取３次测量的平均值绘制标准曲线，结果见
图１，标准曲线回归方程为ｙ＝０．０１０９ｘ＋０．００２４，ｒ２＝０．９９９。

２．１．２　β－葡萄糖苷酶活性　恶味乳杆菌 Ｂ２粗酶液经３次
平行试验后，测得的 Ｄ４０５ｎｍ值为０．２８３±０．００２７。将数据代
入ｐ－ＮＰ标准曲线回归方程计算得到，生成的对硝基苯酚浓
度为（２５．７４±０．０１）μｍｏｌ／Ｌ。通过计算得到恶味乳杆菌 Ｂ２
的β－葡萄糖苷酶活性为１６．０９Ｕ。
２．２　恶味乳杆菌Ｂ２的耐酸、耐胆盐和耐模拟胃肠液能力
２．２．１　耐酸能力　人体胃液中胃酸的 ｐＨ值一般在１．５～
３．５之间［７］。从图２可以看出，恶味乳杆菌Ｂ２在ｐＨ值为３５
时表现出良好的酸耐受性，６ｈ内活菌数无明显变化；在 ｐＨ
值为２．５时，每隔２ｈ，活菌数下降２个数量级，６ｈ后活菌数
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下降了６个数量级；当ｐＨ值为１．５时，２ｈ后活菌数下降了６
个数量级，４ｈ后已无活菌检出。说明该菌对酸的耐受性较
好，在酸性环境下仍可存活较长时间并保持生长。

２．２．２　耐胆盐能力　小肠中胆盐浓度一般为０．１％ ～０．３％
肠内容物［１２］。从图３可以看出，恶味乳杆菌 Ｂ２在胆盐浓度
为０．１％时表现出较好的耐受性，６ｈ内活菌数与不加胆盐相
比无明显差异；在胆盐浓度为０．２％时，２ｈ后活菌数下降了３
个数量级，６ｈ后无活菌检出；在胆盐浓度为０．３％时，２ｈ后
无活菌数检出。说明恶味乳杆菌Ｂ２的胆盐耐受性一般，当胆
盐浓度达到０．３％时，该菌无法存活。

２．２．３　耐模拟胃肠液能力　胃液中含有胃蛋白酶和胃酸，所
以胃液是一个富含蛋白酶并且低ｐＨ值的环境。人体摄入食
物后，胃液的ｐＨ值会随着胃酸的分泌和消耗在１．５～３．５之
间波动。肠液里不仅富含胰蛋白酶和胆盐，而且还是一个微

碱环境。胃肠液中存在的酶、胆盐以及酸碱环境对乳酸菌生

长都有抑制作用。从图４可以看出，在 ｐＨ值为３．５的人工
模拟胃液中，活菌数在６ｈ内没有明显变化，都保持在同一数
量级。在ｐＨ值为２．５的人工模拟胃液中，６ｈ后活菌数下降
了５个数量级。在ｐＨ值为１．５的人工模拟胃液中，４ｈ后已
无活菌检出。而在ｐＨ值为８．０的人工模拟肠液中，活菌数
呈现明显下降趋势，６ｈ后活菌数下降了６个数量级。可见，
恶味乳杆菌Ｂ２对人工模拟胃液具有较好的耐受性，但对人工
模拟肠液的耐受性一般。

２．３　恶味乳杆菌Ｂ２的降胆固醇能力
２．３．１　胆固醇标准曲线　以胆固醇浓度为横坐标，对应吸光

度（Ｄ５６０ｎｍ）为纵坐标，取３次测量的平均值绘制标准曲线，结

果见图５，标准曲线回归方程为 ｙ＝０．０００９ｘ－０．００２８，ｒ２＝
０９９４。　

２．３．２　体外降胆固醇能力　根据胆固醇标准曲线，计算恶味
乳杆菌Ｂ２在ＭＲＳ－ＣＨＯＬ培养基中培养２４ｈ后上清液以及
沉淀洗涤液中的胆固醇含量。从表１可以看出，恶味乳杆菌
Ｂ２培养２４ｈ后对胆固醇的脱除率达到４０．２４％，具有较好的
体外降胆固醇能力。但沉淀洗涤液中胆固醇含量较低，表明

大量的胆固醇可能被乳酸菌转运至菌株体内，说明该菌株对

胆固醇的清除能力主要依靠的是菌体吸收作用［１３－１４］。

表１　恶味乳杆菌Ｂ２在ＭＲＳ－ＣＨＯＬ中对胆固醇的脱除作用

溶液
胆固醇含量

（μｇ／ｍＬ）
胆固醇脱除率

（％）

上清液　　 ６１．３３±４．９ ４０．２４
沉淀洗涤液 ９．３３±４．９

２．４　恶味乳杆菌Ｂ２的耐药性
恶味乳杆菌Ｂ２的耐药性评价结果见表２。１０种抗生素

对恶味乳杆菌Ｂ２的的抑菌圈直径均≥１５ｍｍ，抑菌效果比较
明显，因此认为恶味乳杆菌 Ｂ２不具有耐药性。此外，质粒提
取试验结果显示，恶味乳杆菌 Ｂ２不含有质粒，因此该菌株不
携带耐药基因。

２．５　恶味乳杆菌Ｂ２的有害代谢产物
色氨酸是人体必需氨基酸，如果菌株分解色氨酸生成吲

哚，会引起人体代谢的紊乱。硝酸盐还原酶可将硝酸盐还原

成亚硝酸盐，人体摄入过多亚硝酸盐易引起中毒，同时在胃酸

的条件下，亚硝酸盐易与胺类物质反应生成强致癌物亚硝胺。

氨基脱羧酶可以将氨基酸转化为生物胺，若菌株含有氨基脱

羧酶，则可以将Ｌ－鸟氨酸、Ｌ－精氨酸、Ｌ－赖氨酸分别转化
为腐胺、精胺、亚精胺、尸胺。过量的生物胺会使人出现恶心、

腹痛等食物中毒症状［８，１５］。由表３可知，恶味乳杆菌Ｂ２不产
生吲哚，无硝酸盐还原酶活性，因此不能还原硝酸盐生成亚硝

酸盐。同时，恶味乳杆菌Ｂ２无氨基脱羧酶活性，不能以
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表２　恶味乳杆菌Ｂ２的耐药性评价结果

抗生素
抑菌圈直径

（ｍｍ） 敏感度

红霉素 １８．０ Ｈ
青霉素 １７．９ Ｈ
四环素 １８．２ Ｈ
氯霉素 ２３．９ Ｈ
万古霉素 １５．０ Ｈ
阿莫西林 ２２．６ Ｈ
卡那霉素 １９．２ Ｈ
链霉素 １９．５ Ｈ
庆大霉素 ２１．９ Ｈ
诺氟沙星 ２４．４ Ｈ

　　注：抑菌圈直径≥１５ｍｍ，表示高度敏感（Ｈ）；抑菌圈直径为
１０～１４ｍｍ，表示中度敏感（Ｉ）；抑菌圈直径 ＜１０ｍｍ，表示低度敏
感（Ｌ）。　

表３　恶味乳杆菌Ｂ２的有害代谢产物评价结果

代谢产物 吲哚生成
硝酸盐

还原酶

氨基脱羧酶

Ｌ－鸟氨酸 Ｌ－精氨酸 Ｌ－赖氨酸
评价结果 － － － － －

　　注：“－”阴性；“＋”阳性。

Ｌ－鸟氨酸、Ｌ－精氨酸、Ｌ－赖氨酸为底物产生腐胺、精胺和
亚精胺、尸胺等有害生物胺。

３　讨论与结论

研究结果显示，恶味乳杆菌Ｂ２的β－葡萄糖苷酶活性较
高，因此可降解银杏花粉黄酮苷中的β－葡萄糖苷键，释放出
主要黄酮苷元山奈酚。β－葡萄糖苷酶的活性测定为恶味乳
杆菌Ｂ２生物转化银杏花粉黄酮苷的机制研究提供依据。益
生特性研究结果表明，恶味乳杆菌Ｂ２具有良好的体外脱除胆
固醇能力，对酸和人工模拟胃液的耐受性较好，而对胆盐和人

工模拟肠液的耐受性一般，说明恶味乳杆菌Ｂ２可能具有良好
的通过胃的能力，但在小肠中的存活性一般。总体来说，恶味

乳酸菌Ｂ２拥有一定的消化道通过能力，可在消化道存活并行
使生理功能。安全性研究结果显示，该菌对１０种常见抗生素
不具有耐药性，并且不携带耐药基因，同时不具备硝酸盐还原

酶活性和氨基脱羧酶，不生成亚硝酸盐、亚硝胺、腐胺、精胺和

亚精胺、尸胺等有害成分，不分解色氨酸生成吲哚，安全性

较高。
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