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摘要：本研究采用邻苯二甲醛法从柏式中喙鲸（Ｍｅｓｏｐｌｏｄｏｎ ｄｅｎｓｉｒｏｓｔｒｉｓ）内脏中筛选出一株具高效降

解胆固醇功能的乳酸菌 ＨＪ⁃Ｓ２，利用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 分子生物学和 ＡＰＩ ５０ＣＨ 系统鉴定其为植物乳杆菌

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ）。 为提高乳酸菌 ＨＪ⁃Ｓ２ 体外降胆固醇能力，考察了菌株的生长特性，并从

培养基条件和发酵条件两个方面，采用单因素和正交试验进行工艺优化。 优化后的培养基条件为：
蛋白胨含量 ５ ｇ ／ Ｌ，葡萄糖含量 ２５ ｇ ／ Ｌ，胆固醇含量 １．０ ｇ ／ Ｌ，胆盐含量 ２．０ ｇ ／ Ｌ；发酵条件为：温度

３７ ℃，ｐＨ ６，培养时间 ２４ ｈ，接种量 １％。 在此优化条件下，胆固醇降解率达到 ６９．８１％，较优化前有

显著提升，为功能性益生菌制剂的开发应用提供生产工艺及参考依据。
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　 　 胆固醇在人体内具有重要的生理作用，是人体

合成荷尔蒙以及组成神经细胞不可缺少的重要物

质［１］，在体内可转化成类固醇激素、ＶＤ３及胆汁酸等

物质。 流行病学和临床研究表明，血清胆固醇水平

和心脑血管疾病的发生呈明显正相关性，血清胆固

醇水平每高出正常水平 １ ｍｍｏｌ，导致心血管疾病的

风险便增加约 ３５％［２］。 营养学家推荐食物胆固醇

的摄入量为每人每天 ２５０～３００ ｍｇ，摄入过多会使血

清中的胆固醇升高，诱发冠心病、动脉粥样硬化等心

血管疾病［３⁃４］。 因此研究开发具有降胆固醇效果的

药品、保健品及食品已成为当前的研究热点。
乳酸菌（Ｌａｃｔｉｃ Ａｃｉｄ Ｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）是指一群发

酵糖类产生大量乳酸的细菌总称，是公认的安全微生

物［５］。 近些年的研究表明，定殖于肠道中的有益乳酸

菌群具有多种保健作用：维持微生态平衡和肠道机

能、降低血清胆固醇、缓解乳糖不耐症、改善肝功能、
增强机体免疫功能及抗肿瘤等［６］。 Ｏｈ 等（２０１５）通过

体外试验发现，从传统发酵的小米酒中分离所得乳酸

菌有作为益生菌制剂用于发酵工业的潜在用途［７］。

李昵等（２０１２）、蒲博等（２０１４）、丁苗等（２０１４）证实了

乳酸菌在体内的降解胆固醇功能［８⁃１０］。 Ｚｈａｎｇ 等

（２０１６）对降低蛋黄胆固醇的复合乳酸菌剂（嗜热链球

菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ、嗜酸乳杆菌 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ、双歧杆菌 Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）进行了工艺优

化［１１］。 付永岩等（２０１９）优化了 ３ 株具降胆固醇能力

乳酸菌的发酵培养基条件，为菌体高密度培养提供依

据［１２］。 目前所报道的降胆固醇乳酸菌大多来自陆

源，而海洋源乳酸菌则鲜有报道。
本研究对海平面 ３００ ｍ 以深海洋哺乳动物柏氏

中喙鲸（Ｍｅｓｏｐｌｏｄｏｎ ｄｅｎｓｉｒｏｓｔｒｉｓ）内脏中的乳酸菌进

行了降胆固醇活性筛选，并根据筛选所得菌株的生

长特性及培养基条件、发酵条件两个方面采用正交

实验优化各项技术参数，获得其对降胆固醇的优化

条件，为海洋源功能性益生菌制剂的开发应用提供

技术参考依据。

１　 材料与方法

１．１　 样品与试剂

样品取自 ２０１７ 年 １０ 月搁浅于福建省宁德蕉城
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区（三都澳青山海域）的柏式中喙鲸的肠道内含物。
无菌操作取样后将样品送至本实验室－２０ ℃冰箱保

存备用。
蛋白胨购自生工生物工程（上海）有限公司；眎蛋

白胨购自青岛海博生物技术有限公司；菊糖购自阿拉

丁试剂有限公司；胰蛋白胨、葡萄糖、乳糖、果糖、蔗糖、
麦芽糖、胆固醇购自国药集团化学试剂有限公司；邻苯

二甲醛购自麦克林试剂公司；可溶性淀粉、吐温 ８０ 购

自西陇化工股份有限公司；试剂均为国产分析纯。
１．２　 培养基

ＭＲＳ 培养基（１ Ｌ）：蛋白胨 １０．０ ｇ、牛肉膏 １０．０
ｇ、酵母膏 ５．０ ｇ、柠檬酸氢二铵 ２．０ ｇ、乙酸钠 ５．０ ｇ、
磷酸氢二钾 ２．０ ｇ、硫酸镁 ０．５８ ｇ、硫酸锰 ０．２ ｇ、吐温

８０ １．０ ｍＬ、葡萄糖 ２０ ｇ，蒸馏水定容至 １ Ｌ。 调节 ｐＨ
到 ６．４ 左右，１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。

ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ 培养基（１ Ｌ）：在上述 ＭＲＳ 培养基

础上添加胆固醇 １．０ ｇ，吐温 ８０ ２０ ｍＬ，牛胆盐 ３．０ ｇ。
将１．０ ｇ胆固醇置于 ２０ ｍＬ 吐温 ８０ 中，加热至沸腾后

使其溶解，趁热缓慢倒入培养基中，呈胶束溶液状

态，此时培养基的颜色呈不透明淡黄色。 配制好的

培养基在 １２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ 后趁热将试管晃动或

上下颠倒振荡，以使该胶状物完全溶解，置于室温中

自然冷却，放置备用。
１．３　 实验方法

１．３．１　 菌株分离纯化及降胆固醇功能的筛选 　 将

样品混合适量无菌水研磨均匀，吸取 １ ｍＬ 研磨液转

移至装有含 ９．０ ｍＬ ０．９％灭菌生理盐水的试管中，振
荡摇匀。 从 １×１０－１到 １×１０－６进行梯度稀释并吸取

０．１５ ｍＬ 研磨稀释液涂布于 ＭＲＳ（含碳酸钙）平板

上，置于恒温培养箱 ３７ ℃厌氧培养 ３６～７２ ｈ。 根据

菌落的颜色、大小、光泽、透明程度等，挑取有透明圈

的单菌落于 ＭＲＳ 平板上进行多次划线纯化，记录菌

落形态特征。 将纯化菌株进行革兰氏染色、油镜和

过氧化氢酶实验，凡是革兰氏染色阳性，过氧化氢酶

阴性的菌株疑似为乳酸菌。 纯化后菌株接种于

ＭＲＳ 斜面培养基上培养，４ ℃保存备用。
采用邻苯二甲醛法［１３］ 对待测菌进行降胆固醇

能力的筛选。 将疑似乳酸菌连续活化 ２ 次后，按
２％接种量接种到 ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ 液体培养基中，３７ ℃
厌氧培养 ２４ ｈ 后取 １ ｍＬ 发酵菌液，离心（８ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ）１０ ｍｉｎ 后取上清液采用邻苯二甲醛法测定上

清液中胆固醇含量，按公式（１）计算降胆固醇率，实
验重复 ３ 次。

降胆固醇率（％） ＝
Ａ０ － Ａ１

Ａ０

× １００ （１）

　 　 式（１）中：Ａ０、 Ａ１分别为未接菌上清液和菌株发

酵上清液的胆固醇质量含量（ｍｇ ／ ｍＬ）。
１．３．２　 菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 的分子鉴定　 挑取保存于平板上

２～３ 个菌落混合于 ＡＰＩ ５０ＣＨ 培养基中，制得浑浊

度相当于 ２ ＭｃＦａｒｌａｎｄ 的菌悬浮液，将此菌悬浮液依

次加入 ＡＰＩ ５０ＣＨ 试剂条的孔中，用甘油覆盖保持

厌氧环境，底盘加 １０ ｍＬ 水使其保持湿润的气体环

境，随后将试剂条浮于水上，３７ ℃培养 ４８ ｈ 观察各

糖类发酵情况。 结果经 ＡＰＩ⁃ｐｌｕｓ 软件分析发酵糖

种类确定其菌属。
采用试剂盒提取细菌 ＤＮＡ，并利用 １６Ｓ ｒＤＮＡ

通用引物（２７Ｆ，１４９２Ｒ）进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增产物

进行琼脂糖凝胶电泳得到清晰的条带。 菌株 ＰＣＲ
产物送至上海生工有限公司测序，并将测序结果与

ＧｅｎＢａｎｋ 各标准菌株序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对，使用

ＭＥＧＡ ７．０ 软件构建系统发育进化树，完成乳酸菌

的分子鉴定。
１．３．３　 菌株生长特性的测定　 取保存的菌种，在无

菌条件下接种至 ＭＲＳ 液体培养基中，３７ ℃培养 ２４
ｈ 后按 ２％的接种量连续活化两次，得乳酸菌菌悬

液。 将活化后的菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 按 ２％接种量接入 ５００
ｍＬ ＭＲＳ 液体培养基中，３７ ℃摇床培养。 测定初始

培养基的 ＯＤ６００，前期 １０ ｈ 每间隔 １ ｈ 测定培养液的

ＯＤ６００和 ｐＨ 值，后期每间隔 ３ ｈ 测定培养液的 ＯＤ６００

和 ｐＨ 值，连续测定 ４８ ｈ，绘制菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 的生长曲

线及 ｐＨ 值变化。
１．３．４　 培养基条件对胆固醇降解率的影响 　 分别

用胰蛋白胨、大豆蛋白胨、眎蛋白胨以等量代替

ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ 培养基的蛋白胨，将菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 按 ２％接

种量接种于含不同氮源的 ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ 培养基中，于
３７ ℃恒温摇床培养 ２４ ｈ，按“１．２．１”的方法测定不

同种类氮源对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影响。 选

出确定的氮源后，进一步考察氮源添加量对降解率

的影响。
分别用蔗糖、麦芽糖、可溶性淀粉、乳糖、菊糖代

替 ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ 培养基中的葡萄糖，测量方法同上，
考察不同碳源及添加量对降解率的影响。

将菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 按 ２％接种量接种于含胆固醇含

量分别为 ０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、３．５ ｍｇ ／ ｍＬ 的

ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ 培养基中，３７ ℃摇床培养 ２４ ｈ，测定不

同胆固醇含量对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影响。
将菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 按 ２％接种量接种于含牛胆盐含

量分别为 １． ０、２． ０、３． ０、４． ０、 ５． ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＲＳ⁃
ＣＨＯＬ 培养基中，３７ ℃摇床培养 ２４ ｈ，测定不同牛

胆盐含量对 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影响。
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１．３．５　 不同发酵条件对胆固醇降解率的影响 　 以

“１．３．４”实验中所确定的 ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ 培养基的各成

分含量，将活化后的菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 按 ２％接种量接种于

ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ 培养基中，３７ ℃恒温摇床培养 ５４ ｈ，每 ６
ｈ 取培养液，测定不同培养时间对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固

醇降解率的影响。
菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 活化后按 ２％接种量接种于 ＭＲＳ⁃

ＣＨＯＬ 培养基中，分别于 ３７ ℃、３８ ℃、４０ ℃、４１ ℃、
４２ ℃恒温摇床培养 ２４ ｈ，测定不同培养温度对菌株

ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影响。
菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 接种于初始 ｐＨ 值分别为 ２、３、４、５、

６、７、８、９、１０ 的 ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ 培养基中，３７ ℃恒温摇

床培养 ２４ ｈ，测定不同初始 ｐＨ 对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固

醇降解率的影响。
菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 按 １％、２％、３％、４％、５％、６％的接种

量接种于ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ 培养基中，３７ ℃恒温摇床培养

２４ ｈ，测定不同接种量对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率

的影响。
１．３．６　 培养基、发酵条件正交试验　 为了确定最佳

的液体培养基配方，依据前期单因素条件对菌株

ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率影响的实验结果以及细菌生长

所需营养要素的基本原则，以胆固醇降解率为指标，
分别设计葡萄糖、蛋白胨、胆固醇、胆盐含量 ４ 因素

３ 水平正交试验及 ｐＨ、培养时间和接种量 ３ 因素 ３
水平正交试验。
１．４　 数据统计分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 软件分析数据，每个试验重复

３ 次；采用统计学软件 ＳＰＳＳ １９．０ 软件进行差异显著

性分析，当 ｐ＜０．０５ 时，差异被认为是有意义的，结果

表示为平均值 ±标准差；采用 Ｏｒｉｇｉｎ ８． ０ 和 Ｅｘｃｅｌ
２０１３ 进行绘图。

２　 结果与讨论

２．１　 乳酸菌的分离纯化及降胆固醇功能筛选

从喙鲸内脏共分离纯化出 ３０ 个单菌落，生理生

化实验及形态学观察结果显示，该 ３０ 株菌为革兰氏

阳性菌，菌落形态为透明、白色或黄色且边缘规则，
油镜下观察菌体形态为球状或杆状，过氧化氢酶试

验为阴性，符合乳酸菌属的特征。 将所得乳酸菌进

行降胆固醇能力筛选实验，其中降解率小于 １０％的

有 ６ 株菌，１０％～２０％的有 ８ 株菌，＞２０％ ～３０％的有

８ 株菌，＞３０％～４０％的有 ５ 株菌，４０％以上的有 ３ 株

菌 （ ＨＪ⁃Ｗ３３、 ＨＪ⁃Ｗ６４、 ＨＪ⁃Ｓ２ ）， 降 解 率 分 别 为

４０．６９％、４０．７８％、４８．８２％，其中 ＨＪ⁃Ｓ２（ＣＧＭＣＣ Ｎｏ：
１７７２０）的降解率最高为 ４８．８２％，具有较高的潜在研

究价值（表 １）。

表 １　 各分离菌株的降胆固醇能力

Ｔａｂ． １　 Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ⁃ｌｏｗｅｒｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

编号 降解率 ／ ％ 编号 降解率 ／ ％ 编号 降解率 ／ ％ 编号 降解率 ／ ％

ＨＪ⁃Ｗ３３ ４０．６９±０．２９ ＨＪ⁃ＷＸ３ ８．４３±０．０９ ＨＪ⁃Ｃ７１ １０．５２±０．１９ ＨＪ⁃Ｗ６９ １３．９６±０．２７

ＨＪ⁃Ｗ１２ ２０．５２±０．２１ ＨＪ⁃Ｃ１２ １９．８０±０．０４ ＨＪ⁃Ｓ１ ２０．６１±０．６２ ＨＪ⁃ＷＸ２ ６．３１±０．２５

ＨＪ⁃Ｗ１４ １５．８４±０．０９ ＨＪ⁃Ｃ１５ ２６．７０±０．１６ ＨＪ⁃Ｓ２ ４８．８０±０．１７ ＨＪ⁃Ｃ４２ ２０．７０±０．２３

ＨＪ⁃Ｗ３２ ７．９８±０．１５ ＨＪ⁃Ｃ２１ １４．２０±０．０５ ＨＪ⁃Ｓ３ ３８．７１±０．５２ ＨＪ⁃Ｃ６１ ９．４１±０．３１

ＨＪ⁃Ｗ３５ ２５．９３±０．０８ ＨＪ⁃Ｃ２３ ５．５１±０．２７ ＨＪ⁃Ｓ５ ３５．０５±０．２４ ＨＪ⁃Ｗ７３ ３６．３１±０．１９

ＨＪ⁃Ｗ３６ ３０．６１±０．１５ ＨＪ⁃Ｃ３ １０．３２±０．１９ ＨＪ⁃Ｆ１ ２１．４２±０．３１ ＨＪ⁃Ｗ６３ ３０．６１±０．２６

ＨＪ⁃Ｗ６２ １０．４２±０．２６ ＨＪ⁃Ｃ５ ６．２４±０．０７ ＨＪ⁃Ｗ６４ ４０．７８±０．８２

ＨＪ⁃Ｗ６１ ２５．２１±０．５７ ＨＪ⁃Ｗ７１ ２３．１２±０．４１ ＨＪ⁃Ｗ６７ １５．２１±０．３６

２．２　 具降胆固醇功能乳酸菌的鉴定

对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 进行 ＡＰＩ ５０ＣＨ 碳水化合物发酵

鉴定，将发酵结果（表 ２）输入 ＡＰＩ 数据库进行比对

分析，鉴定其为植物乳杆菌 （ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａ⁃
ｒｕｍ），后续为了使鉴定结果更精准，结合 １６Ｓ ｒＤＮＡ
序列分析进行分子水平的鉴定。

菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 的 ＰＣＲ 产物大小为 １．５ ｋｂ 左右，符

合 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列长度。 将扩增后的 ＰＣＲ 产物测序

结果与已知标准菌株序列进行同源性对比，ＢＬＡＳＴ
结果显示该菌株的序列与登录号为 ＬＣ３７９９７３． １、
ＣＰ０２３７７７１．１ 以及 ＭＨ７７９８８８． １ 等植物乳杆菌的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因组序列相似性均为 １００％，证实了菌

株 ＨＪ⁃Ｓ２ 为植物乳杆菌 Ｌ． ｐｌａｎｔａｒｕｍ（ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号 ＭＫ２４８７２８）。 使用 ＭＥＧＡ ７．０ 软件构建了其系统



２ 期 万婧倞，等：具降胆固醇功能的海洋源乳酸菌的筛选及发酵条件工艺优化 ·２２３　　 ·

发育树，如图 １ 所示。

表 ２　 乳酸菌 ＨＪ⁃Ｓ２ 的 ＡＰＩ ５０ＣＨ鉴定结果

Ｔａｂ． ２　 ＡＰＩ ５０ＣＨ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ＨＪ⁃Ｓ２

碳水化合物 ＨＪ⁃Ｓ２ 碳水化合物 ＨＪ⁃Ｓ２ 碳水化合物 ＨＪ⁃Ｓ２ 碳水化合物 ＨＪ⁃Ｓ２ 碳水化合物 ＨＪ⁃Ｓ２

Ｓ 甘露醇 ＋ Ｄ⁃葡萄糖 ＋ Ｄ⁃纤维二糖 ＋ Ｄ⁃麦芽糖 ＋ 木糖醇 －

赤藻糖醇 － Ｄ⁃果糖 ＋ 甲基⁃Ｄ⁃吡喃甘露糖苷 － Ｄ⁃乳糖 － Ｄ⁃龙胆二糖 ＋

Ｄ⁃阿拉伯糖 － Ｄ⁃甘露糖 ＋ 甲基⁃Ｄ⁃吡喃葡萄糖苷 － Ｄ⁃蜜二糖 － Ｄ⁃土伦糖 ＋

Ｌ⁃阿拉伯糖 ＋ Ｌ⁃山梨糖 － Ｎ⁃乙酰⁃葡糖胺 － Ｄ⁃蔗糖 ＋ Ｄ⁃来苏糖 －

Ｄ⁃核糖 ＋ ＡＲＢＵＬＩＮ ＋ Ｌ⁃鼠李糖 － Ｄ⁃海藻糖 ＋ Ｄ⁃塔格糖 －

Ｄ⁃木糖 － 卫茅醇 － 七叶灵柠檬酸铁铵 ＋ 菊糖 － Ｄ⁃岩藻糖 －

Ｌ⁃木糖 － 肌醇 － Ｄ⁃侧金盏花醇 Ｉ － Ｄ⁃松三糖 ＋ Ｌ⁃岩藻糖 －

苦杏仁甙 ＋ 甘露醇 － ２⁃酮基⁃葡萄糖酸盐 － Ｄ⁃棉子糖 － Ｄ⁃阿拉伯糖 －

葡萄糖酸钾 ＋ 山梨醇 － ５⁃酮基⁃葡萄糖酸盐 ＋ 淀粉 ＋ Ｌ⁃阿拉伯糖 －

Ｄ⁃乳糖 ＋ 水杨苷 ＋ 甲基⁃βＤ⁃吡喃木糖苷 － 糖原 ＋

　 　 注：“＋”为阳性；“－”为阴性。

图 １　 菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 的系统发育树

Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＨＪ⁃Ｓ２

２．３　 菌株的生长特性

菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 的生长特性如图 ２ 所示。 前期 ０ ～
３ ｈ是生长延滞期，该阶段菌株适应培养环境，繁殖

缓慢，数量增长较少，ＯＤ６００由 ０．２５ 缓慢上升至 ０．３８，
ｐＨ 值从初始培养基的 ６．１０ 下降至 ５．６３。 ３～２４ ｈ 是

菌株生长对数期，该阶段细菌代谢和繁殖快速增长，

生长迅速，细菌数呈对数式生长，ＯＤ６００由 ０．３８ 迅速

上升至 １．６５，ｐＨ 值迅速从 ５．６３ 下降至 ３．７２ 左右。
２４～３４ ｈ 为菌株生长的稳定期，其间活菌数达到最

大值且基本保持不变，菌体代谢和繁殖平衡，代谢产

物持续积累，ＯＤ６００维持在 １．６５ 左右，此时酸性代谢

产物趋于稳定，体系 ｐＨ 值稳定在 ３．７０ 左右。 ３４ ～
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４８ ｈ 是菌株的衰亡期，该阶段活菌数略有降低，部
分菌株衰老死亡，且菌株活性降低并趋于停滞，
ＯＤ６００从 １．６５ 降至 １．５０ 左右且具持续缓慢降低的趋

势，菌体的凋亡使部分酸性代谢产物减少，ｐＨ 值略

有回升，从３．７０回升至 ３．９０ 左右。 由此可见，菌株

ＨＪ⁃Ｓ２ 生长速率较快且产酸能力强，适合发酵法制

备功能性微生态制剂。

图 ２　 菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 的生长特性

Ｆｉｇ． ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＨＪ⁃Ｓ２

２．４　 不同氮源和碳源对胆固醇降解率的影响

考察不同氮源对胆固醇降解率的影响结果如图

３（ａ）所示。 同一菌株在含不同氮源的 ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ
培养基中胆固醇降解率差异显著（ ｐ＜０．０５）。 菌株

ＨＪ⁃Ｓ２ 在以蛋白胨为氮源的培养基中胆固醇降解率

最高，胰蛋白胨略低，眎蛋白胨较低，大豆蛋白胨最

低。 此外，蛋白胨价格也相对较低，综合考虑选择蛋

白胨作为发酵氮源。 进一步对考察不同蛋白胨添加

量对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影响，结果如图 ３
（ｂ）所示，氮源含量对菌株的胆固醇降解率有一定

影响。 当蛋白胨含量为 １０ ｇ ／ Ｌ，降解率最高，达到

３９．２８％；当继续提高蛋白胨的添加量，降解率有所

下降，维持在 ２５．８０％左右，由此确定正交试验水平

为蛋白胨含量 ５、１０、１５ ｇ ／ Ｌ。
考察不同碳源对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影

响结果如图 ３ （ ａ） 所示。 菌株在含不同碳源的

ＭＲＳ⁃ＣＨＯＬ培养基中胆固醇降解率差异显著 （ ｐ ＜
０．０５）。 菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 在以葡萄糖为碳源的培养基中

胆固醇降解率最高，乳糖、麦芽糖、菊糖次之，而可溶

性淀粉作为碳源时降解率最低。 葡萄糖作为单糖，
微生物能很好地直接吸收利用，因此选择葡萄糖作

为发酵碳源。
进一步考察葡萄糖不同添加量对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆

固醇降解率的影响，结果图 ３（ｂ）所示。 当葡萄糖添

加量为 ２０ ｇ ／ Ｌ 时，菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 对胆固醇的降解率最

高，达到 ４２．１３％，当继续提高葡萄糖的添加量，降解

率反而下降维持在 ２９．３０％左右。 因为碳源含量过

高使菌体生长过快，过早衰老发生自溶，从而影响菌

体对胆固醇的吸收［１４］。 由此确定正交试验中葡萄

糖含量为 １５、２０、２５ ｇ ／ Ｌ。
２．５　 胆固醇、胆盐含量对胆固醇降解率的影响

不同胆固醇含量对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的

影响如图 ４（ ａ）所示。 菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 对胆固醇的降解

率随胆固醇含量的升高先增大后减少，当胆固醇含

量为 １．０ ｇ ／ Ｌ 时，降解率达到最大值为 ３８．９４％，随着

胆固醇含量的增加，降解率略有降低，后续维持在

２６．１３％左右。 由此确定正交试验中胆固醇含量为

０．５、１．０、１．５ ｇ ／ Ｌ。
不同胆盐含量对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影

响如图 ４（ｂ）所示。 菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 对胆固醇的降解率

随胆盐含量升高先增大后减少，胆盐含量为 １．０ ｇ ／ Ｌ
时，胆固醇降解率较低为 １８．６２％；当胆盐含量为 ２．０
ｇ ／ Ｌ 时，降解率达到最大值为 ４３．９９％；胆盐含量达

到 ３．０ ｇ ／ Ｌ 时，胆固醇降解率达到了 ３８．６２％左右，随
着胆盐含量的升高，胆固醇降解率也相应减小后续

维持在 ３７．５１％左右。 由此确定正交试验中胆盐含

量为 １．５、２．０、２．５ ｇ ／ Ｌ。
２．６　 发酵时间、培养温度对胆固醇降解率的影响

发酵时间对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影响如

图 ４（ｃ）所示，结合菌株生长曲线进行分析，０ ～ ３ ｈ
为菌株的生长延滞期，菌体适应培养环境，繁殖缓

慢，数量增长较少，此阶段胆固醇降解率较低；３ ～ ２４
ｈ 为菌株的对数生长期，此阶段细菌数量呈指数增

长，细菌代谢繁殖快速增长，培养基中胆固醇含量急

剧下降，当培养到 ２４ ｈ 时，胆固醇降解率达到最大

４２．１８％；２４～３４ ｈ 为乳酸菌生长的稳定期，胆固醇降

低率不再增加且略有下降；３４ ～ ５４ ｈ 为菌株的衰亡

期，部分菌体衰老死亡，胆固醇降低率逐渐稳定在

３２．１５％左右。
不同培养温度对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影

响，结果如图 ４（ｄ）所示。 不同培养温度对菌株的降

胆固醇能力有一定影响，当培养温度为 ３４ ℃时，胆
固醇降解率最低为 ２５．８２％左右；当温度为 ３７ ℃时，
菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 对胆固醇降解率最高达 ４１． ３９％且与

３８ ℃时的降解率相差不大；温度达到 ４０ ℃以上时，
使菌体活性相应降低，影响菌体对胆固醇的吸收从

而使胆固醇降解率稍有降低。 因此后续实验一直在

３７ ℃进行分离培养，且菌体的最适温度为 ３７ ℃，温
度过低或过高都会影响菌体的生物活性。
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图 ３　 氮源和碳源对胆固醇降解率的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
（ａ）为不同碳源和氮源对降解率的影响；其中 １～１０ 分别表示蛋白胨、胰蛋白胨、大豆蛋白胨、眎蛋白胨、葡萄糖、蔗糖、乳糖、

麦芽糖、菊糖、可溶性淀粉，（ｂ）为蛋白胨、葡萄糖含量对降解率的影响。

图 ４　 各单因素对胆固醇降解率的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｏｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）分别为胆固醇含量、胆盐含量、培养时间、ｐＨ 值、接种量对降解率的影响。

２．７　 初始 ｐＨ 值、接种量对胆固醇降解率的影响

不同 ｐＨ 值对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影响

如图 ４（ｅ）所示。 培养基的初始 ｐＨ 值对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２
的胆固醇降解率有很大影响。 在 ｐＨ 值低于 ５ 时，
胆固醇降解率较低，因为菌株在低 ｐＨ 值条件下，活

性较低，从而影响菌株的降胆固醇效果。 但菌株

ＨＪ⁃Ｓ２ 在初始培养基 ｐＨ 值为 ２ 的条件下仍具有降

解胆固醇作用，降解率为 ５．４１％，说明菌株对酸环境

有很好的的耐受性。 随着 ｐＨ 值的升高，降解率不

断升高，在 ｐＨ 值为 ６ 时达到最高点，此环境下的乳
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酸菌活性较高，降解率达到最大值为 ４２．２４％，当 ｐＨ
值高于 ６ 时，胆固醇降解率逐步减少。 由此确定正

交试验中 ｐＨ 值为 ５、６、７。
不同接种量对菌株 ＨＪ⁃Ｓ２ 胆固醇降解率的影响

如图 ４（ｆ）所示。 结果显示接种量大小对胆固醇降

解率有较大影响。 接种量为 １％时，胆固醇降解率

较低（１８．２１％）；随着接种量的增加，胆固醇降解率

也随之逐渐增加；接种量为 ２％时，胆固醇降解率达

到最大值（３５．２１％）；当接种量达到 ３％以上，胆固醇

降解率略有降低且基本不变维持在 ３２．１０％左右。
由此确定正交试验中接种量为 １％、２％、３％。
２．８　 培养基、发酵条件正交试验

根据前期各单因素条件实验结果，按表 ３ 设计

培养基及发酵条件正交试验，试验结果如表 ４、表 ５
所示。 培养基条件各因素中影响程度的大小关系是

Ｃ＞Ｄ＞Ｂ＞Ａ，即对胆固醇降解率影响最大的是底物

胆固醇含量，其余依次为胆盐含量、葡萄糖含量、
蛋白胨含量。 正交优化结果显示，Ａ１Ｂ３Ｃ２Ｄ２条件

下菌株对胆固醇的降解作用最强，为最佳培养基

条件配方。 按 Ａ１Ｂ３Ｃ２Ｄ２培养基条件进行重复试

验，胆固醇降解率为 ５６．９５％，即降胆固醇最优的

培养基条件为：蛋白胨 ５ ｇ ／ Ｌ、葡萄糖 ２５ ｇ ／ Ｌ、胆固

醇 １．０ ｇ ／ Ｌ、胆盐 ２．０ ｇ ／ Ｌ。
发酵条件中各因素对胆固醇降解率的影响程度

为 Ａ＞Ｃ＞Ｂ，即影响最大的因素是培养基 ｐＨ 值，依次

是接种量、培养时间。 正交优化结果显示，Ａ２Ｂ２Ｃ１

条件下菌株对胆固醇降解作用最强，为最佳发酵条

件配方。 按 Ａ２Ｂ２Ｃ１培养条件进行重复试验，胆固醇

降解率为 ６９．８１％，即最优培养条件为：ｐＨ 值 ６，培
养时间 ２４ ｈ，接种量 １％。

表 ３　 培养基及发酵条件正交试验表

Ｔａｂ． ３　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

不同水平的培养基条件 不同水平的发酵条件

（Ａ）蛋白胨含量

／ （ｇ·Ｌ－１）

（Ｂ）葡萄糖含量

／ （ｇ·Ｌ－１）

（Ｃ）胆固醇含量

／ （ｇ·Ｌ－１）

（Ｄ）胆盐含量

／ （ｇ·Ｌ－１）
（Ａ）ｐＨ 值 （Ｂ）培养时间 ／ ｈ （Ｃ）接种量 ／ ％

５ １５ ０．５ １．５ ５ １８ １

１０ ２０ １．０ ２．０ ６ ２４ ２

１５ ２５ １．５ ２．５ ７ ３０ ３

表 ４　 培养基条件正交试验结果

Ｔａｂ． ４　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

序号 （Ａ）蛋白胨含量 ／ （ｇ·Ｌ－１） （Ｂ）葡萄糖含量 ／ （ｇ·Ｌ－１） （Ｃ）胆固醇含量 ／ （ｇ·Ｌ－１） （Ｄ）胆盐含量 ／ （ｇ·Ｌ－１） 降解率 ／ ％

１ ５ １５ ０．５ １．５ ３４．１２

２ ５ ２０ １．０ ２．０ ５２．７１

３ ５ ２５ １．５ ２．５ ３６．３７

４ １０ １５ １．０ ２．５ ３９．５２

５ １０ ２０ １．５ １．５ ３５．２７

６ １０ ２５ ０．５ ２．０ ４５．７１

７ １５ １５ １．５ ２．０ ３３．０２

８ １５ ２０ ０．５ ２．５ ３２．３１

９ １５ ２５ １．０ １．５ ４２．７５

Ｋ１ ４１．０６７ ３５．５５３ ３７．３８０ ３７．３８０

Ｋ２ ４０．１６７ ４０．０９７ ４４．９９３ ４３．８１３

Ｋ３ ３６．０２７ ４１．６１０ ３４．８８７ ３９．０６７

Ｒ ５．０４０ ６．０５７ １０．１０６ ７．７４６
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表 ５　 发酵条件正交试验结果

Ｔａｂ． ５　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

序号 Ａ：ｐＨ 值
Ｂ：培养

时间 ／ ｈ
Ｃ：接种量

／ ％
降解率

／ ％

１ ５ １８ １ ３８．８７

２ ５ ２４ ２ ４２．６７

３ ５ ３０ ３ ３５．１３

４ ６ １８ ２ ５１．２７

５ ６ ２４ ３ ５６．２７

６ ６ ３０ １ ６６．３５

７ ７ １８ ３ ４０．８２

８ ７ ２４ １ ５１．８４

９ ７ ３０ ２ ３９．６２

Ｋ１ ３８．８９０ ４３．６５３ ５２．３５３

Ｋ２ ５７．９６３ ５０．２６０ ４４．５２０

Ｋ３ ４４．０９３ ４７．０３３ ４４．０７３

Ｒ １９．０７３ ６．６０７ ８．２８０

２．９　 讨论

乳酸菌是发酵食品工业重要的微生物菌种，在
自然界中存在广泛多样性，水、土壤、植物及动物和

人体内均有分布。 乳酸菌生理功能十分广泛，不仅

能改善食品风味和营养价值、提高食品的保藏性和

附加值，而且具有维持机体微生物菌群平衡和肠道

健康、降低血清胆固醇、缓解乳糖不耐症、增强机体

免疫力等多种医疗保健功能。 早在 １９６３ 年，Ｓｈａｐｅｒ
等发现非洲 Ｓａｍｂｕｒｕ 部落的人们大量饮用由野生乳

杆菌发酵的乳制品后，体内胆固醇含量普遍降

低［１５］。 近几年的国内外研究发现多种乳酸菌，如植

物乳杆菌［１６］、嗜酸乳杆菌［１７］、干酪乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａ⁃
ｃｉｌｌｕｓ ｃａｓｅｉ） ［１８］ 等均具有降胆固醇特性。 Ｐｅｒｅｉｒａ 等

（２００２）研究证实了婴儿双歧杆菌（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｉｎｆａｎｔｉｓ）和嗜酸乳杆菌在体外对胆固醇的吸收作

用［１９］。 肖琳琳等（２００３）构建高脂小鼠模型后用从

西藏传统发酵乳中分离的乳酸菌进行实验，结果显

示实验组小鼠血清中 ＴＣ、ＴＧ 含量较对照组显著降

低［２０］。
本研究从生活在海平面以深 ３００ ｍ 的喙鲸内脏

中筛选出一株具降胆固醇功能的乳酸菌，鉴定为植

物乳杆菌并编号为 ＨＪ⁃Ｓ２ （ＣＧＭＣＣ Ｎｏ：１７７２０）。 该

菌对胆固醇的体外降解率均优于范颖等（２０１８）、郭
晶晶等（２０１９）及 Ｓｈｅｈａｔａ 等（２０１６）分离纯化的乳酸

菌［２１⁃２３］，具有较高的潜在开发价值。 生长特性实验

显示菌株的延滞期为 ０ ～ ３ ｈ，对数期为 ３ ～ ２４ ｈ，稳
定期为 ２４ ～ ３４ ｈ，衰亡期为 ３４ ～ ４８ ｈ。 从培养基条

件（氮源的种类和含量、碳源的种类和含量、胆固醇

含量、胆盐含量）和发酵条件（温度、ｐＨ 值、培养时

间、接种量）两方面，采用单因素和正交试验进行发

酵工艺优化。
氮源和碳源含量过高均会使菌体生长过盛，过

早衰老发生自溶，从而影响菌体对胆固醇的吸收。
本研究经比较选用蛋白胨作氮源，葡萄糖作碳源，能
最大程度发挥菌株的降胆固醇作用。 胆固醇作为底

物，在较高含量时，菌体对胆固醇的吸收达到饱和，
且高含量胆固醇对菌体存在一定的抑制作用，从而

菌体释放出已沉淀的胆固醇使降解率减少。 刘丽莉

等（２００４）研究在不同胆固醇含量条件下乳酸菌的

降解效果，发现降解率先上升后下降，在 １ ｍｇ ／ ｍＬ
时降解率达到最高［２４］，与本研究结果一致。 适当的

胆盐含量能提高菌体的通透性，更好地吸收培养基

中的胆固醇，菌体吸收后的胆固醇参与菌体自身代

谢，合成胆固醇氧化酶，最终使环境中的胆固醇含量

降低。 Ｇｒｉｌｌ 等（２０１０）研究了食淀粉乳杆菌（Ｌａｃｔｏ⁃
ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｖｏｒｕｓ）和双歧杆菌在胆盐中的降胆固

醇效果，发现菌株的胆固醇降解能力与胆盐的含量

和种类之间有显著关系［２５］。 张红星等（２０１１）研究

发现菌体在一定的胆盐含量下，其胆固醇降低率较

不添加胆盐的高［２６］。 本研究中同样发现在胆盐含

量为 ２ ｇ ／ Ｌ 时降解率达到最高。 菌株对胆固醇的降

解率与菌株生长量有着密切关系，相关研究表明，菌
体生长后期环境中积累大量酸性物质，影响菌体的

活性从而降低了菌体对胆固醇的吸收［２７⁃２８］。 Ｚｈａｎｇ
等（２０１６）、任大勇等（２０１４）研究发现菌株发酵 ２３ ｈ
左右时，对胆固醇的降低效果达到最大值［１１，２９］，与
本研究发酵时间对胆固醇降解率影响的结果基本一

致。 菌体的最适温度为 ３７ ℃，温度过高或过低都会

影响菌体的生物活性，本研究后续一直于 ３７ ℃进行

分离培养。 当发酵培养基中初始 ｐＨ 值较低或较高

时，均不利于菌株的生长，使其胆固醇降解率下降。
Ｎｏｏｈｉ（２０１６）、Ｋｉｍ 等（２０１６）研究了多种乳杆菌在不

同 ｐＨ 值条件下的降胆固醇能力，发现 ｐＨ 值条件不

同时，胆固醇脱除能力差异显著［３０］。 在 ｐＨ ６．５ 以

下，对胆固醇的脱除量可达 ６０ μｇ ／ ｍＬ，且乳酸菌在

ｐＨ ６．５ 的条件下生长良好，本研究测得的菌株降解

率最优 ｐＨ 值为 ６。 适当的活菌数能使胆固醇降低

率达到最大值，最大程度发挥菌株的降胆固醇作用。
姜华（２０１０）在降胆固醇乳酸菌的筛选研究中同样
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也得出在接种量为 ３％左右时降解率达到最大值，
乳酸菌在生长过程中分泌乳酸，使环境中 ｐＨ 值降

低，但低 ｐＨ 值环境不利于菌株的生长从而使胆固

醇降解率降低［３１］。 本研究中接种量为 ２％时降解率

达到最大值。
最后，综合最优条件设计正交试验获得了菌株

优化发酵条件，为功能性益生菌剂的开发应用提供

参考依据。

３　 结论

本研究从喙鲸内脏中筛选出一株具高效降解胆

固醇功能的乳酸菌 ＨＪ⁃Ｓ２，经鉴定为植物乳杆菌，并

命名为 ＨＪ⁃Ｓ２。 为提高植物乳杆菌 ＨＪ⁃Ｓ２ 的体外降

胆固醇能力，考察了菌株的生长特性，并从培养基条

件和发酵条件两个方面，设计了正交试验方案。 通

过单因素试验初步确定了影响菌株胆固醇降解率的

各因素水平。 在此基础上，利用正交试验法对影响

植物乳杆菌 ＨＪ⁃Ｓ２ 降解胆固醇效果的发酵培养基及

培养条件进行了优化，确定了培养基优化条件为蛋

白胨 ５ ｇ ／ Ｌ、葡萄糖 ２５ ｇ ／ Ｌ、胆固醇 １．０ ｇ ／ Ｌ，胆盐 ２．０
ｇ ／ Ｌ；发酵优化条件为：培养温度 ３７ ℃，ｐＨ 值 ６、培
养时间 ２４ ｈ、接种量 １％，在此优化条件下降解率达

到 ６９．８１％。
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ａｎｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ １％． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ⁃ｌｏｗｅｒｉｎｇ ｒａｔｅ ｒｅａｃｈｅｄ ６９．８１％， ｗｈｉｃｈ
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ＤＯＩ： １０．３９６９ ／ Ｊ．ＩＳＳＮ．２０９５⁃４９７２．２０２１．０２．００５
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