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摘要:对 2株鲤鱼源乳酸菌作为益生菌候选菌株进行体外抗逆性试验。通过耐受胆盐、耐受 pH 值、耐受蛋白酶

和耐高温等试验,对这 2株乳酸菌进行研究。其中在胆盐耐受性试验中, YL- 1和 YL- 7在胆盐浓度 0. 4%、培

养 4 h时仍有 30%以上的存活率; 在 pH值耐受性试验时, 2株乳酸菌均可在一定的酸性和碱性条件下存活; 胰蛋

白酶对 2株菌的存活率没有影响;在 70e 的高温中, 2株乳酸菌均有一定的耐受性。
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  在国内,有关益生菌的研究大都集中在人类和

畜禽业方面,在水产养殖业则相对较少;而在其筛选

和应用上,也不能简单的把陆生动物的菌种应用在

水生动物上。因此, 有专家提出了 /最好的菌种来

源是分离自同种动物的胃肠道 0的观点 ( Fu ller R,

1989) ,而这些菌株也必须能耐受动物自身胃肠道

的不利因素。基于此, 本研究将从鲤鱼的肠黏膜上

分离到的 2株益生菌候选菌株作为试验菌株, 在体

外进行抗逆性试验, 旨在为筛选鲤鱼的高效益生菌

株提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌种  2株鲤鱼源乳酸菌由吉林农业大学

预防兽医学实验室提供。

1. 1. 2 培养基  MRS肉汤培养基, MRS培养基,按

廖延雄 ( 1995)的方法配制。

1. 2 方法

1. 2. 1 乳酸菌的活化  将分离到的乳酸菌接种于

MRS肉汤中,进行活化 (李妍, 2002)。活化二代后,

取培养液于 4e 、4 000 r /m in离心 15m in后,用无菌

PBS( pH 7. 2)悬浮沉淀菌体, 调菌体含量为一定浓

度,备用。

1. 2. 2 胆盐耐受性试验  取活化好的菌液, 按 5%

( V /V )接种于胆盐浓度为 0%、0. 1%、0. 2%、013%、

0. 4% (W /V)的 MRS肉汤中, 在 30e 厌氧条件下,

培养 0、1、2、3、4 h后, 取上述菌液 0. 1mL,用平板计

数估算其菌体含量,每个样本做 3个重复。

1. 2. 3 pH值对乳酸菌的影响  用 1 mo l /L HC l、

1mo l/L N aOH调节 MRS肉汤, 使其 pH值分别为 2、

3、4、5、7、8、9、10,并将未调 pH值的 MRS肉汤 ( pH

6. 2)设为对照。取活化好的乳酸菌, 按 5% ( V /V )

接种于上述培养基中, 30e 厌氧条件下培养, 在接种

0、1、2、3、4 h后,取上述处理菌液 0. 1 mL, 进行平板

计数,观察其对酸碱的耐受情况。

1. 2. 4 蛋白酶对乳酸菌存活率的影响  取活化好

的乳酸菌,按 5% ( V /V )接种于浓度为 1%的胰蛋白

酶 PBS溶液中, 以未加蛋白酶的 PBS溶液作为对

照, 于 30e 厌氧培养, 分别在 0、1、2、3、4 h时取处理

样进行平板计数, 观察蛋白酶对乳酸菌存活率的影

响。

1. 2. 5 耐高温能力的测定  取活化好的乳酸菌, 按

5% ( V /V )接种于 MRS肉汤中, 30e 厌氧条件培养

4h后, 取菌液进行高温处理, 50e 、70e 、90e 各 2

m in、5m in、10 m in,以未经热处理的菌液作为对照。

用平板计数估算菌液浓度,观察其耐高温的能力。

2 结果

2. 1 胆盐对乳酸菌的影响

2株乳酸菌 ( YL- 1 YL- 7)对不同胆盐浓度的

耐受情况如表 1和表 2所示。

通过表 1和表 2可以看出, 2株乳酸菌对胆盐

均有一定的耐受性。在 0. 1%胆盐的浓度条件, 其

存活状况均未受到影响,且随时间的增加,其菌体浓

度也在增加;但从 0. 2%胆盐浓度开始, 2株乳酸菌



的生长都不同程度的受到抑制; 尤其在 0. 4%胆盐

的浓度条件下,其存活率都相对较低,表明这 2株乳

酸菌对胆盐仍有一定的耐受力。比较而言, YL- 7

较为耐受胆盐,其在胆盐浓度为 0. 4% , 培养 4 h后

仍有 39. 0%左右的存活率,而 YL- 1为 34. 5%。
 表 1 不同胆盐浓度对 YL- 1存活率的影响 log( cfu /mL)

Tab. 1 Effect of D ifferent B ile Concentration

on the Survival of YL- 1

培养时间 /h

T im e

胆盐浓度 /%  B ile concen trat ion

0 0. 1 0. 2 0. 3 0. 4

0 7. 32 7. 18 7. 23 5. 81 4. 51

1 7. 26 7. 04 7. 11 5. 63 3. 02

2 7. 36 7. 20 7. 23 4. 91 2. 91

3 7. 54 7. 32 6. 77 3. 72 2. 76

4 7. 61 7. 57 6. 51 3. 32 2. 63

2. 2 不同 pH对乳酸菌的影响

通过表 3和表 4可以看出, YL- 1、YL- 7在 pH

2的点上存活率呈下降趋势; 而当 pH > 3时, YL -

1、YL- 7的存活率是先下降后上升, 表明 YL - 1、

YL- 7都可以在 pH 3的环境中存活;而在碱性环境

中, YL- 1、YL- 7的存活率都在 50%以上, 说明 YL

- 1和 YL- 7可以在鲤鱼中肠的碱性条件下生存。

 表 2 不同胆盐浓度对 YL- 7存活率的影响 log( cfu /mL )

Tab. 2 Effect ofD ifferen t B ile Concen tration

on the Survival of YL- 7

培养时间 /h

T im e

胆盐浓度 /%  B ile con cen tration

0 0. 1 0. 2 0. 3 0. 4

0 7. 21 7. 22 7. 23 6. 21 4. 91

1 7. 15 7. 17 7. 19 5. 75 4. 07

2 7. 23 7. 23 7. 13 5. 22 3. 83

3 7. 35 7. 32 7. 01 4. 21 3. 53

4 7. 51 7. 49 6. 75 3. 87 2. 95

表 3 不同 pH值对 YL- 1存活率的影响 log( cfu /mL )

Tab. 3 Effec t of D ifferent pH on the Survival of S train s of YL- 1

培养时间 /h

T im e

pH值

2. 0 3. 0 4. 0 5. 0 6. 2 7. 0 8. 0 9. 0 10. 0

0 5. 04 5. 32 6. 60 7. 32 7. 36 7. 36 7. 18 7. 25 7. 00

1 3. 04 3. 30 6. 32 7. 17 7. 26 7. 18 7. 00 7. 04 6. 70

2 2. 90 3. 00 6. 48 7. 23 7. 45 7. 30 7. 18 7. 15 6. 30

3 2. 70 3. 48 6. 65 7. 40 7. 59 7. 49 7. 28 7. 23 5. 78

4 6. 76 7. 58 7. 71 7. 65 7. 43 7. 40 5. 04

表 4 不同 pH值对 YL- 7存活率的影响 log( cfu /mL )

Tab. 4 Effec t of D ifferent pH on the Survival of S train s of YL- 7

培养时间 /h

T im e

pH值

2. 0 3. 0 4. 0 5. 0 6. 2 7. 0 8. 0 9. 0 10. 0

0 5. 21 5. 41 6. 67 7. 28 7. 21 7. 30 7. 18 7. 20 7. 01

1 3. 52 3. 91 6. 47 7. 18 7. 21 7. 25 7. 10 7. 05 6. 82

2 3. 01 3. 21 6. 52 7. 25 7. 23 7. 28 7. 21 7. 19 6. 52

3 2. 87 3. 58 6. 86 7. 39 7. 39 7. 40 7. 30 7. 30 5. 98

4 2. 85 3. 92 6. 91 7. 51 7. 48 7. 47 7. 39 7. 34 5. 31

2. 3 蛋白酶对乳酸菌存活率的影响

通过表 5可知, 蛋白酶对乳酸菌的存活率没有

影响, 各时间点的数据差异不显著 (P > 0. 05)。
表 5 胰蛋白酶对 YL- 1、YL- 7存活率的影响 log( cfu /mL)

Tab. 5 Effect of Trypsin on the Survival

of Strain s ofYL- 1 and YL- 7

菌株

S train s

作用时间 /h Treatm en t tim e

0 1 2 3 4

YL- 1 7. 38 7. 40 7. 49 7. 45 7. 46

YL- 7 7. 43 7. 49 7. 40 7. 43 7. 45

2. 4 高温对乳酸菌存活的影响

通过表 6、表 7可以看出, YL- 1、YL- 7乳酸菌

在 90e 、2 m in时间点上已检测不到菌体;而在 50e
各时间点上,菌体浓度差异不显著 ( P > 0. 05)。表

明 2株乳酸菌均可耐受 50e 的温度,而对于 70e , 2

株菌均表现一定的耐受性。

表 6 YL- 1菌株的热稳定性 log( cfu /mL )

Tab. 6 H eat Stablity of S train of YL- 1

作用温度 /e

T emperatu re

作用时间 /m in T reatm ent t im e

0 2 5 10

50 7. 46 7. 45 7. 50 7. 48

70 7. 48 2. 60 1. 30 < 1

90 7. 47 < 1 < 1 < 1

表 7 YL- 7菌株的热稳定性 log( cfu /mL )

Tab. 7 H eat Stablity of S train of YL- 7

作用温度 /e

T emperatu re

作用时间 /m in T reatm ent t im e

0 2 5 10

50 7. 48 7. 43 7. 51 7. 47

70 7. 47 2. 85 1. 02 < 1. 00

90 7. 49 < 1. 00 < 1. 00 < 1. 00
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3 讨论

优良的益生菌必须耐受消化道的低 pH 值、高

胆盐等各种不利因素,才可能进入动物的肠道、定植

于其特定部位发挥益生作用。吴惠芬等 (吴惠芬

等, 2005)发现, 猪源的乳酸菌 L5、L7可以耐受

012%的胆盐浓度; 而李太元等 ( 2005)的研究结果

表明,在 6. 0 g /L胆盐浓度的情况下, 其犬源的 2株

菌 D1- 3、D4- 3仍可以良好生长, 而当胆盐浓度为

710 g /L以上时, 生长受到抑制。本试验的结果表

明,在分离出的 2株乳酸菌中, YL - 1、YL - 7在

014%的胆盐浓度情况下, 仍有 30%以上的存活率,

说明它们可以耐受鲤鱼肠道的高胆盐环境, 在其特

定部位生存。

鲤鱼无胃, 但其前肠具有一部分胃的功能, 如

pH值偏酸性等,而益生乳酸菌所要定植的中肠又偏

碱性。所以综合考虑,本试验设计 pH值分别从 2. 0

~ 10. 0, 以筛选耐受广泛 pH值的益生乳酸菌菌株。

试验结果表明, YL- 1、YL- 7乳酸菌分别在酸性和

碱性环境中都有一定的存活,说明这 2株乳酸菌在

经过鲤鱼偏酸性的前肠后, 又可以在偏碱性的中肠

内存活。

益生菌除了具有一定的耐酸碱、耐胆盐特性之

外,还应该具有耐受各种消化酶的能力,尤其是蛋白

酶。由于鲤鱼胃的不存在, 在消化道中就没有胃蛋

白酶。因此,本试验只做了胰蛋白酶对益生乳酸菌

候选菌株存活率影响的试验。结果表明, 2株候选

菌株对胰蛋白酶均有相当的耐受性, 可以在肠道中

胰蛋白酶的侵袭下存活并繁殖。而在 4 h之内, 2株

菌的菌体浓度却没有什么变化, 可能是由于试验所

用的 PBS作为载体, PBS成分匮乏, 并不能提供菌

体生长所必需的营养,菌体只能存活并不生长。

益生菌作为添加剂加入颗粒饵料时, 在加工的

过程中,高温会造成菌活力的下降或丧失。王福强

( 2004)报道,酵母菌在 70e 制粒过程中损失 99%以

上, 肠杆菌损失 90%以上; 而对于芽孢乳杆菌, 在

80e 热处理 5m in时存活率也小于 0. 02%。本试验

的 2株乳酸菌,在 70e 处理 5 m in时仍有少量的存

活,但在 90e 则检测不到活菌体。说明这 2株乳酸

菌对热有一定的敏感性。而在加工颗粒饲料时, 成

粒的温度一般在 90e 左右。综合以上可以得出, 2

株乳酸菌都不能直接与饲料混合加工,否则将使菌

体失活。
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Study on Resistance of Two Carp Lactobacillus in Vitro

SHAN X iao- feng
1
, SUN Ye-lin

2
, ZHANG Hong-bo

1, 3
, ZHANG X-i hong

1
, Q IAN A -i dong

1, 3

( 1. Subject of Prevent ive VeterinaryM edic ine, Jilin A griculturalUn iversity, Changchun 130118, China;

2. Changchun Anim alQuarantive S tation, Changchun 130118, Ch ina;

3. K ey Laboratory o fAn imal Production, Product Qua lity and Security, M in istry o f

Education o f the Peop le s' Republic of Ch ina, Changchun 130118, China)

Abstract: Resistance of tw o carp- source lactobacillusw as performed, w hich w ere the candidate prob io tic stra in.

They w ere researched through the test of to lerance of cho late, to lerance o f pH, to lerance o f pro tease , tolerance o f

high temperature and so on. Among all the tests, over 30% o f YL - 1 and YL - 7 cou ld surv ive a fter cu lture 4

hours and in 0. 4% concentration in tolerance o f cho la te tes.t And in to lerance of pH tes,t 2 stra ins of Lact icAc id

Bacteria cou ld survive both in ac id environment and a lkaline environmen.t Trypsin did not affect the surv iva l o f

them, M oreover, they show ed certa in to lerance in them egatemperature of 70e .

Key words: carp; lactobac illus; resistance
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