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婴儿源动物双歧杆菌消化道胁迫抗性及 
体外对免疫细胞活性影响的比较

万 峰，孙思睿，侯雨佳，赵 桉，张 晟，孟祥晨*
（东北农业大学 乳品科学教育部重点实验室，黑龙江 哈尔滨 150030）

摘  要：以4 株婴儿源动物双歧杆菌乳亚种（Bifidobacterium animalis subsp. lactis）为研究对象，分析菌株对酸、

胆盐、模拟消化道环境的耐受能力及对致病菌的黏附抑制作用，并评价体外对Caco-2细胞的黏附性。此外，测定菌

株合成胞外多糖的能力，并探讨其与耐受性及黏附性的关联。经上述实验获得黏附性及抗性双优的菌株H15-2，再

经脾淋巴细胞增殖实验、巨噬细胞能量代谢水平及巨噬细胞吞噬中性红能力3 个方面评价其免疫调节能力。结果表

明：动物双歧杆菌H15-2对模拟胃肠道环境有较强的耐受性，对Caco-2细胞有较高的黏附能力，并对免疫细胞活性

具有较好的调节作用，有应用开发潜力。
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Abstract: Four strains of Bifidobacterium animalis subsp. lactis isolated from infants were evaluated for tolerance to 

acids, bile salts and simulated digestive tract environment, adhesiveness to Caco-2 cells and inhibitory effects on pathogen 

adhesion. In addition, the ability to synthesize exopolysaccharides was determined and the relationship between tolerance 

and adhesion was discussed. Strain H15-2, with good environmental tolerance and adhesiveness, was further evaluated 

for its immunomodulatory activity by considering splenocyte proliferation, energy metabolism level in macrophages and 

macrophage phagocytosis of neutral red. The results showed that B. animalis H15-2 had strong tolerance to simulated 

gastrointestinal environment, high adhesion ability to Caco-2 cells, and good regulatory effects on the activities of immune 

cells. This study indicates that B. animalis H15-2 has great potential for application development.
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双歧杆菌是人体肠道菌群的重要组成部分，其数

量与人体健康状况密切相关。目前，大量的科学实验已

经证明双歧杆菌具有多种促进健康和预防疾病的益生及

保健作用，如维持肠道菌群平衡、增强免疫系统、抗肿
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瘤、控制内毒素产生、降低血清胆固醇、延缓机体衰老

及促进维生素代谢等作用 [1-2]，被广泛应用于乳制品和

微生态制剂生产中。含双歧杆菌的功能性食品已成为当

前许多国家优先研究和发展的领域，旨在调整微生态平

衡，预防肠道疾病，促进人体健康。

双歧杆菌发挥益生作用的前提是以一定数量的活

菌定植于肠道内[3]。被摄食后，双歧杆菌会面临胃酸、

胆汁酸及各种蛋白酶的胁迫。因此，能够耐受肠道内环

境并在肠道定植的优良双歧杆菌对于应用具有重要现实

意义。在众多益生作用中，免疫调节功能及机理一直备

受关注，作为天然存在于结肠的优势菌群，双歧杆菌的

种类和数量变化直接或间接影响机体的免疫功能。双歧

杆菌一般通过黏附作用定植于肠道内，与宿主细胞相互

交流作用，进而影响肠道菌群结构和免疫功能状态。因

此，有学者认为双歧杆菌的黏附能力是决定免疫调节活

性的重要因素之一，可作为前期筛选或评价免疫性能的

重要指标[4]；在体外研究中，常通过对免疫细胞的影响探

讨其免疫调节活性。

本研究以从3～6 个月健康婴儿粪便自行分离鉴定的

4 株动物双歧杆菌乳亚种作为实验菌株，比较其耐受性及

黏附性能，并进一步分析具有优良抗性和黏附性能的双歧

杆菌的免疫细胞调节活性。本实验旨在获得具有优良性能

及潜在益生特性的双歧杆菌，为后续研究菌株的功能性成

分及开发益生菌制品提供一定的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌株与细胞株

4 株动物双歧杆菌乳亚种H15-2、H20-9、H27-9、

H34-21，动物双歧杆菌BB12作为参考菌株。均保藏于东

北农业大学乳品科学教育部重点实验室。

Caco-2细胞株购自中国科学院上海细胞库。

1.1.2 培养基与试剂

改良MRS（mMRS）培养基：蛋白胨5 g /L，牛

肉膏5 g/L，胰蛋白胨10 g/L，酵母浸粉5 g/L，葡萄

糖20 g/L，乙酸钠5 g/L，吐温 -80 1  g/L，柠檬酸氢

二铵2 g/L，K2PO4 2 g/L，MgSO4·H2O 0.58 g/L，

MnSO4·H2O 0.25 g/L，L-半胱氨酸盐酸盐0.5 g/L。

细胞培养基：在完全培养基DMEM中添加10%胎牛

血清及1%青链霉素混合液。0.22 μm滤膜过滤除菌，4 ℃

备用。

牛胆盐、α-淀粉酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶 美国

Sigma公司；胎牛血清 加拿大Wisent公司；抗生素、

Cell Counting kit-8（CCK-8）试剂盒 北京索莱宝科技

有限公司；Trypsin-EDTA 美国Gibco公司；与细胞培

养相关的产品均购自美国Corning公司；刀豆蛋白ConA、

中性红 上海Biosharp公司；其他试剂均为国产生化分

析纯。

1.1.3 实验用小鼠

小鼠购自哈尔滨医科大学附属第二医院研究院实验

动物中心，为6～8 周龄的雌性BALB/c小鼠，体质量约为

19～21 g，清洁级。饲养室温度为（23±2）℃，每天人

工灯光照明12 h，标准饲料喂养，自由饮水。

1.2 仪器与设备

厌氧培养箱 美国Thermo Electron公司；HF90

型二氧化碳培养箱  中国香港力康发展有限公司； 

UV-2401PC型紫外分光光度计 日本岛津公司；BA300

型倒置显微镜  厦门麦克奥迪实业集团有限公司； 

冷冻高速离心机 上海市离心机械研究所；GI54DWS

型灭菌锅 厦门致微仪器有限公司；Model 680型酶 

标仪 美国Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 菌株的活化

取－20 ℃保藏的双歧杆菌置于室温融化，以融化

液的3%接种于mMRS液体培养基中，37 ℃厌氧培养

18～20 h。经连续2～3 代液体培养，保证菌株的活力，

方可进行实验。

1.3.2 耐受性实验

1.3.2.1 对酸和胆盐的耐受性

参考文献[5]所述方法略作修改。将离心洗涤后的菌

体分别重悬在pH 2、pH 3的磷酸盐缓冲液及质量浓度为

3 g/L胆盐溶液中。酸耐受实验在孵育0、1、3 h取样，胆

盐耐受实验在0、3 h取样。存活率表示为孵育不同时间活

菌数对数值与0 h时活菌数对数值的百分比。

1.3.2.2 对模拟消化道环境的耐受性

采用本实验室自行设计配制的消化液，体外模拟菌

体经历消化道的过程[6]。按1.3.2.1节方法计算存活率。

1.3.3 黏附性实验

1.3.3.1 菌株对Caco-2细胞的黏附实验

细胞活化培养及实验参考文献[7]所述方法，通过计算

每孔中黏附菌数与初始菌数的比值评价黏附能力的大小。

1.3.3.2 菌株对病原菌黏附Caco-2细胞的影响

分别采用竞争实验、排斥实验、替代实验研究菌

株对致病菌（大肠杆菌ATCC 25922及鼠伤寒沙门氏菌

ATCC 14028）黏附Caco-2细胞的抑制作用。具体方法参

照文献[8]，通过计算每孔中未黏附到细胞的致病菌数与

初始致病菌数的比值评价抑制黏附能力的大小。

1.3.4 菌株产胞外多糖含量的测定

1.3.4.1 标准曲线的绘制

标准曲线绘制方法参考文献[9]。取2 mL各溶液于
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具塞试管中，加6%苯酚溶液1 mL摇匀，迅速加入浓硫

酸5 mL，于490 nm波长处测定吸光度，得标准回归方程

为：y=0.013 7x－0.005（R2=0.996 4）。y表示吸光度， 

x表示葡萄糖质量浓度（mg/L）。

1.3.4.2 多糖含量的测定

参考文献[10]略作修改。将活化后的菌体接种至

10 mL液体mMRS培养基中，100 ℃加热灭酶15 min，加

入1.7 mL质量分数为80%的三氯乙酸溶液，12 000×g离
心20 min收集上清液，加入2 倍体积95%冷乙醇溶液，

4 ℃过夜离心取沉淀，蒸馏水溶解沉淀物，4 ℃透析

48 h，苯酚-硫酸法测定胞外多糖含量。

1.3.5 菌株对免疫细胞活性的影响

1.3.5.1 脾淋巴细胞增殖实验

脾淋巴细胞制备参照文献[11]所述，最终调整细胞的

浓度为2×106 个/mL。在96 孔板中加入180 μL/孔的脾淋

巴细胞悬液，每孔再加入20 μL 106、107、108 CFU/mL的

双歧杆菌（即菌数-细胞数分别为1∶1、10∶1、100∶1）作

为实验组；空白对照组为200 μL细胞培养液；阴性对照

组为180 μL脾淋巴细胞悬液加入20 μL细胞培养液；阳性

对照组为180 μL的脾淋巴细胞悬液加入5 μg/mL ConA；

双歧杆菌对照组为180 μL的细胞培养液加入20 μL上述不

同浓度的菌悬液。CCK-8法测定淋巴细胞增殖活性[12]。

脾淋巴细胞转化值和增殖指数见式（1）、（2）：

OD1 OD2 （1）

OD1 OD3

OD4
  （2）

式中：OD1、OD2、OD3、OD4分别为实验组、阴性

对照组、双歧杆菌对照组、阳性对照组在酶标仪450 nm

波长处的OD值。

1.3.5.2 腹腔巨噬细胞能量代谢水平的测定

巨噬细胞制备参照文献[13]所述。在96 孔板中加入

100 μL/孔的巨噬细胞悬液，置37 ℃、5% CO2的培养箱中

培养4 h使其完全贴壁后，用磷酸盐缓冲液洗去未贴壁细

胞。参照1.3.5.1节加样及测定，以OD值表示腹腔巨噬细

胞能量代谢水平。

1.3.5.3 腹腔巨噬细胞吞噬中性红能力的测定

参照1.3.5.2节得到巨噬细胞后，按1.3.5.1节向每孔中

加入100 μL不同浓度的菌悬液，阴性对照加入100 μL细
胞培养液，于37 ℃、5% CO2的培养箱中培养24 h。吸去

上清液并在每孔加入100 μL中性红溶液，按照文献[14]所

述方法测定其吞噬能力。

1.4 数据分析

所有实验均进行3 次独立重复实验，实验结果以 ±s
表示，用Origin 9.0软件绘图，SPSS 17.0软件进行差异性

分析。

2 结果与分析

2.1 4 株动物双歧杆菌的耐受性

2.1.1 耐酸及胆盐的能力

在不同pH值条件下，4 株动物双歧杆菌存活率均差

异显著（P＜0.05）（表1），随孵育时间的延长，活菌

数逐渐下降。在pH 3条件下孵育3 h，除H27-9外，其余

菌株存活率均在60%以上，其中H15-2（90.19%）的存

活率显著高于其他3 株菌（P＜0.05）。当在酸性更强的

pH 2环境中孵育1 h后，4 株菌的存活率均大于60%，而

孵育3 h后，除对照株BB12（57.31%）外，实验菌株均检

测不到活菌。在质量浓度为3 g/L胆盐溶液中孵育3 h后，

菌株存活率均大于60%，菌株H15-2（94.84%）存活率显

著高于其他受试菌株及对照株（P＜0.05）。

表 1 动物双歧杆菌在酸性及胆盐条件下的存活率 

Table 1 Survival rates of B. animalis under acid and bile salt stress

%

菌株
pH 3 pH 2 3 g/L胆盐

1 h 3 h 1 h 3 h 3 h

H15-2 99.49±0.17c 90.19±0.16e 74.47±0.94c — 94.84±0.53e

H20-9 92.27±0.60b 67.79±0.11b 69.44±0.17a — 67.86±0.65a

H27-9 84.68±0.14a 48.63±0.05a 72.42±0.34b — 78.21±0.17b

H34-21 91.19±0.18b 84.53±0.39d 78.43±0.33d — 80.01±0.08c

BB12 101.58±0.11d 83.95±0.58c 84.32±1.52e 57.31±1.09a 89.13±0.94d

注：—.未检出；同列字母不同表示差异显著（P＜0.05），表2同。

2.1.2 耐受模拟消化道环境的能力

为更好地模拟消化道环境，制备模拟口腔、胃

液、肠液的消化液，如图1所示，菌体在经历模拟唾液

5 min、模拟胃液2 h、模拟肠液2 h的过程中，活菌数不

断下降，最终存活率仍保持在90%以上，表现出对模拟

消化道环境较好的耐受性，但均显著低于对照菌株BB12 

（P＜0.05）。受试的4 株菌中，H15-2（93.69%）的耐

受性显著高于其他3 株菌（P＜0.05）。3 种模拟消化液

中，模拟唾液对菌体存活影响较小，后两种消化液的影

响更为显著。

75
H15-2 H20-9 H27-9 H34-21 BB12

90

105

/%

bc
d d

f

a

d e

a b c

gh

b bc

e

字母不同表示差异显著（P＜0.05），下同。

图 1 4 株动物双歧杆菌经模拟消化道环境后的存活率

Fig. 1 Survival rates of four B. animalis after being exposed to 

simulated digestive tract environment
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2.2 4 株动物双歧杆菌的黏附力

2.2.1 对Caco-2细胞的黏附能力

双歧杆菌的黏附能力是衡量其能否定植于肠上皮细

胞进而发挥益生作用的重要指标。图2表明，4 株双歧杆

菌中，仅H34-21的黏附率（1.31%）显著低于其他3 株菌

（P＜0.05），其余3 株菌的黏附率均大于或接近20%，

与BB12（21.65%）无显著性差异（P＞0.05），表现出

较好的黏附能力，其中H15-2的黏附率高达27.59%。

H15-2 H20-9 H27-9 H34-21 BB12
0

30

40

20

10

a

/% ab b

c

ab

图 2 4 株动物双歧杆菌对Caco-2细胞的黏附能力

Fig. 2 Adhesion capacities of four B. animalis to Caco-2 epithelial cells 

2.2.2 对致病菌黏附Caco-2细胞的影响

4 株受试菌对两株致病菌黏附Caco-2均有不同程度的

抑制作用（表2），除H27-9及H34-21外，其他菌株对沙

门氏菌的黏附抑制作用强于大肠杆菌。在3 种作用方式

中，排斥作用＞竞争作用＞替代作用。菌株BB12对两种

致病菌的黏附抑制率显著高于4 株受试菌（P＜0.05）。

在竞争和排斥实验中，H20-9、H27-9对两种致病菌显示

出了明显的抑制效果；在替代实验中，H27-9、H15-2对

沙门氏菌有较好的抑制作用。

表 2 4 株动物双歧杆菌对致病菌黏附Caco-2细胞的抑制率

Table 2 Inhibition rates of four B. animalis against adhesion of 

pathogenic bacteria to Caco-2 cells

%

菌株
竞争实验 排斥实验 替代实验

大肠杆菌 沙门氏菌 大肠杆菌 沙门氏菌 大肠杆菌 沙门氏菌

H15-2 18.14±9.79a 23.08±10.35a 43.08±3.63b 66.53±3.40b 8.10±3.60a 21.30±1.58b

H20-9 20.93±6.88a 63.47±2.60c 61.16±3.04c 75.04±2.95c 12.38±3.60a 14.26±7.21ab

H27-9 46.08±10.33b 42.56±10.01b 66.50±1.71c 52.38±4.34a 4.04±4.81a 30.08±0.85c

H34-21 14.50±9.83a 14.01±3.67a 31.48±5.26a 47.99±5.51a 11.43±3.78a 10.92±4.79a

BB12 62.79±1.53c 79.21±1.24d 84.32±2.04d 86.33±1.96d 25.07±5.69b 75.74±2.36d

2.3 4 株动物双歧杆菌产胞外多糖能力
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25

100

125

75

50

a

/
m

g/
L

ab a b c

图 3 动物双歧杆菌胞外多糖的产量

Fig. 3 EPS production of B. animalis

所有菌株均能合成胞外多糖且多糖产量均超过

100 mg/L（图3）。4 株受试菌产胞外多糖能力均显著高

于对照菌株BB12（P＜0.05），表现出较强的产胞外多糖

能力，其中H15-2胞外多糖产量最高，达到121.87 mg/L。

2.4 动物双歧杆菌H15-2对免疫细胞活性的影响

2.4.1 对小鼠脾淋巴细胞增殖的影响

根据黏附及胁迫抗性实验结果，选择动物双歧杆菌

H15-2进行体外免疫活性实验，淋巴细胞转化值可以直

接反映淋巴细胞的活性大小，是衡量T淋巴细胞免疫功

能的重要指标之一[15]。实验结果表明，脾淋巴细胞转化

值随受试菌浓度增大而增加，表现出明显的剂量依赖关

系（图4A）。当菌数-细胞数比例为10∶1及100∶1时，菌

株H15-2对淋巴细胞的转化值显著高于阳性对照组ConA 

（P＜0.05），表明H15-2可以调节脾淋巴细胞活性且在

菌数大于107 CFU/mL时效果更好。

淋巴增殖指数可以衡量菌体对脾淋巴细胞增殖作用

的影响，即增殖指数大于1时表示促进增殖，增殖指数

小于1时表示抑制增殖[16]。发现只有当H15-2菌体浓度为

108 CFU/mL时，脾淋巴细胞的增殖指数大于1且显著高于

阳性对照（P＜0.05）（图4B），表明H15-2具有促进脾

淋巴细胞增殖的作用。
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图 4 动物双歧杆菌H15-2对脾淋巴细胞转化值（A）和 

淋巴增殖指数（B）的影响

Fig. 4 Effects of B. animalis H15-2 on transformation of splenic 

lymphocytes (A) and proliferation index (B)

2.4.2 对腹腔巨噬细胞能量代谢水平的影响

腹腔巨噬细胞能量代谢水平与H15-2菌体浓度表现

剂量依赖关系（图5），当菌体与巨噬细胞的比例为10∶1

及100∶1时，巨噬细胞能量代谢水平显著高于阳性对照组
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ConA（P＜0.05）。表明动物双歧杆菌H15-2可以调节巨

噬细胞活性并促进其增殖，提高其能量代谢水平。
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图 5 动物双歧杆菌H15-2对腹腔巨噬细胞代谢能量水平的影响

Fig. 5 Effect of B. animalis H15-2 on energy metabolism  

level in macrophages

2.4.3 对巨噬细胞吞噬中性红能力的影响

通过巨噬细胞吞噬中性红的方法评价双歧杆菌

H15-2对巨噬细胞吞噬作用的影响，OD570 nm值越高表示

巨噬细胞的吞噬能力越强。当H15-2菌数-细胞数比例

为10∶1及100∶1时，可以明显提高巨噬细胞的吞噬作用 

（P＜0.05）（图6），表明H15-2能够提高巨噬细胞活

性，增强其吞噬功能，且吞噬能力与菌体数量呈剂量依

赖关系。
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图 6 动物双歧杆菌H15-2对腹腔巨噬细胞吞噬能力的影响

Fig. 6 Effect of B. animalis H15-2 on phagocytic activity of  

peritoneal macrophages

3 讨论与结论

国际粮农及世界卫生组织[17]建议，益生菌在应用前

必须经过一系列实验评价以确保其到达肠道之后具有较

高的存活率和定植能力进而发挥益生功能。在其建议的

体外实验中，特别强调对人工模拟消化道胁迫环境（胃

酸和胆汁盐）的耐受力以及对肠黏膜的黏附能力。因为

黏附是益生菌发挥益生作用的先决条件，抵御消化道胁

迫环境能力是其存活的保证。

双歧杆菌被人体摄入后面临高胃酸和高胆盐环境。

一般来说，胃液的pH值在3左右，但受饮食影响会有

较大波动，极少情况下会达到2以下，小肠中胆盐占

0.03%～0.3%左右，食物通过胃的时间为1～2 h，通过小

肠的时间则较短[18]。由于体内实验的复杂性和困难性，

国内外研究大多集中于酸胁迫、胆盐胁迫等单一因素评

价菌株对消化道环境的抗性进而筛选出耐受力较强的菌

株。Matsumoto等[19]分析了9 种双歧杆菌的耐酸性，研究

发现长双歧杆菌、青春双歧杆菌耐酸性较差，在pH 3条

件下处理1 h活菌数显著降低，pH 2条件下处理1 h无活菌

检出。与此结果相比，本实验的4 株动物双歧杆菌对酸

有更好的耐受能力，经pH 3和pH 2条件下孵育1 h后，仍

有超过80%和60%的存活率，这可能是由于不同菌种间的

差异造成的，Margolles等[20]报道动物双歧杆菌较其他双歧

杆菌具有更强的耐酸能力。相似地，Charnchai等[21]从婴儿

粪便分离出的4 株动物双歧杆菌在3 g/L质量浓度胆盐中孵

育4 h后，菌株存活率在84%～90%之间。而本研究的菌株

在相同胆盐质量浓度下处理3 h后存活率均大于60%，其中

H15-2的存活率高达94.84%。此外，研究表明双歧杆菌的

耐酸机制主要与F0F1-ATPase酶活性有关，而具有胆盐耐

受力的菌株与其胆盐水解酶、表层蛋白、细胞膜脂肪酸的

构成、胞外多糖等有关[20]。由此可见，本实验的4 株动物

双歧杆菌均具备较好的耐酸、耐胆盐能力。

本实验除考虑菌株对酸及胆盐的耐受性外，还通过

体外连续模拟消化道环境评价其耐受性。由于消化道是

一个完整体系并且其中存在各种消化酶，因而较单纯的

酸性及胆盐环境，连续模拟消化道环境更能反映菌体通

过肠道的真实情况。李军等[22]通过连续模拟胃液、十二

指肠液、小肠液观察动物双歧杆菌RH对整个消化道逆环

境的耐受性，存活率依次为90%、76%、73%；Madureira

等[23]采用体外连续4 步模拟消化道（口腔、胃、十二指

肠、回肠）评价菌株的耐受能力，动物双歧杆菌活菌数

对数值仅下降1 个数量级。本实验室自行设计的连续模拟

消化道环境与这些实验类似，但本实验的4 株动物双歧

杆菌在历经模拟消化道后仍有90%的存活率，且活菌数

对数值下降不到1 个数量级，H15-2存活率高达96.7%，

这表明本实验4 株动物双歧杆菌具有较强的抗消化道胁

迫能力。较单纯的酸性环境，菌株在模拟消化道环境

中的存活率更高，这可能是由于蛋白酶的存在降低了

酸性环境的极化程度，从而在一定程度上保护了菌 

体细胞 [24]。而胃液较肠液对菌株的影响更为显著主要

是因为pH值对菌体存活影响更为显著。由于条件限

制，本方法未能模拟胃肠蠕动及pH值的动态变化，有

一定缺陷和不足，但仍可作为前期筛选耐受性优良菌

株的重要依据。

双歧杆菌经口摄入人体后，除能够经历消化道胁迫

环境以较高活菌浓度进入肠道，还要具备较好的黏附定

植能力，才能发挥其最大的生理活性。黏附是细菌与宿

主细胞相互作用的第1步，也是细菌定植的必要条件。
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早期研究表明，使用Caco-2细胞体外评价双歧杆菌黏附

能力的结果与体内黏附肠上皮细胞水平有一定的相关

性[25]。Xu等[26]测定了8 种益生菌的表面性质及对Caco-2

细胞的黏附性能，黏附率最高的为鼠李糖乳杆菌LGG

（23.2%），其次是长双歧杆菌（20%）；Arboleya等[27]

采用荧光标记法分析了来源于母乳中的双歧杆菌对人肠

黏膜的黏附能力，其中长双歧杆菌的黏附率高达50%。

与Xu等[26]所应用的菌株比较，本实验的双歧杆菌H15-2

的黏附率高于商业菌株LGG和BB12，可达27%，具有较

强的黏附性能。而相较Arboleya等[27]的实验，H15-2的黏

附能力略差，这主要是由于Arboleya等[27]采用荧光标记

法评价黏附能力，该方法可以反映死菌对细胞的黏附情

况；而本实验则采用了平板菌落计数法，评价的是存活

菌体的黏附。由此可见，黏附模型不同，菌株生境来源

以及种属不同，双歧杆菌的黏附能力存在较大差异[28]。

目前，关于双歧杆菌的黏附机理尚未完全清楚，大部分

学者认为，双歧杆菌发挥其黏附功能大多与其表面的脂

磷壁酸、多糖和表层蛋白等有关[29]。

此外，双歧杆菌黏附能力与对病原微生物的黏附抑

制作用密切相关，这是由于具有较好黏附能力的菌株可

以通过竞争黏附受体、争夺营养物质、产生抑菌物质、

增强免疫应答等方式抑制肠道致病菌的黏附[30]。本研究

中的4 株动物双歧杆菌可以通过竞争、排除和替换方式抑

制致病菌的黏附，从而起到保护宿主细胞的作用，菌株

H20-9和H27-9对沙门氏菌和大肠杆菌黏附抑制率最高可

分别达75.04%和66.5%。Candela等[31]采用实时荧光定量

聚合酶链式反应法研究了4 种益生菌对肠道致病菌沙门氏

菌和大肠杆菌黏附Caco-2细胞的影响，结果显示所有菌

株对沙门氏菌的黏附抑制率均高于大肠杆菌，本实验中

2 株菌（H15-2和H20-9）与其结果类似，另2 株菌则表现

出相反的结果。Candela等[31]实验的1 株动物双歧杆菌对

沙门氏菌及大肠杆菌黏附抑制率分别达88%和44%，本实

验4 株动物双歧杆菌对两者的抑制率分别在10%～75%和

8%～67%之间，相比较，本实验中的动物双歧杆菌对沙

门氏菌抑制效果略差，但部分菌株（H27-9、H20-9）对

大肠杆菌的抑制效果较好。这种差异一方面源于菌株的

不同，另一方面是由于评价方法不同，实时荧光定量聚

合酶链式反应法反映死、活菌体对细胞的黏附，而平板

计数法只能反映活菌体的黏附。

作为益生菌分泌的一种生理活性物质，胞外多糖

被认为与菌体对消化道环境耐受性、肠黏膜黏附力及免

疫调节活性等具有相关性。Hidalgocantabrana等[32]报道

高产胞外多糖的双歧杆菌能增加其在胃肠道的抗性，

Ruasmadiedo等[33]实验结果则表明胞外多糖的存在可以增

加益生菌对肠黏膜的黏附性。本实验中，胞外多糖最高

的H15-2同样具有最强的耐受性和黏附能力，推测三者可

能具有一定的关联性，但耐受性较强的BB12胞外多糖产

量却最低。因此，本研究胞外多糖合成相关结果与其他

实验结果的相关性并不明显，且具体对耐受性及黏附性

的贡献度尚未得知，需要更加深入研究其机制以证实三

者间的联系。此外，有研究指出与消化道逆环境耐受能

力高度相关的多糖为荚膜多糖[34]，而本实验测得粗多糖

为黏液多糖，因此仍需要进一步实验探究其相关性。双

歧杆菌合成胞外多糖的量通常较低，一般平均在每升几

十到几百毫克不等[35]。本实验的4 株动物双歧杆菌胞外多

糖平均产量在120 mg/L左右，显著高于对照株BB12。双

歧杆菌的胞外多糖还具有抗肿瘤、免疫调节、降低胆固

醇等作用[36]，可作为前期筛选具有益生特性菌株的重要

指标之一。

体外评价双歧杆菌的免疫调节作用，大多采用机体

主要的免疫细胞，如脾淋巴细胞、巨噬细胞等反映益生

菌对免疫功能的影响。淋巴细胞可以反映细胞免疫功能

的强弱，而巨噬细胞则在非特异性免疫应答中发挥重要

作用[37]。李艾黎等[16]发现无论是活性乳杆菌还是热致死

乳杆菌对于小鼠脾淋巴细胞增殖均有一定的促进作用，

这种作用表现出明显的剂量依赖关系。在此基础上，

将双歧杆菌的剂量提高10 倍（即细菌数-细胞数比例

为100∶1），发现具有良好耐受性及黏附性的双歧杆菌

H15-2对淋巴细胞和巨噬细胞增殖都有明显促进作用，在

一定程度上可以增强巨噬细胞的吞噬能力，对两种免

疫细胞的调节效果呈现剂量依赖关系。而范志红等 [38] 

研究则表明高浓度的菌体（＞10 9 CFU/mL）对巨噬

细胞活性有抑制作用，但具体原因尚不清楚，且益生

菌到达肠道前活菌数仍会有损失，因此本实验仅限于

体外研究，在体内具体的有效剂量仍需进一步探索研

究。目前，对于双歧杆菌免疫调节作用机理的研究还

不透彻，但普遍认为双歧杆菌菌体表面成分，如肽聚

糖、脂磷壁酸、表层蛋白等，或分泌至菌体外的可溶

性物质，如抗菌物质、胞外多糖及分泌蛋白等，能通

过M细胞进入集合淋巴结，激活T细胞和B细胞，从而

调节和增强机体的免疫力[39]。

综上所述，动物双歧杆菌H15-2具有良好的耐受性、

黏附力及产胞外多糖能力，并且具有潜在的免疫调节作

用，可作为具有益生功能的菌株进行深入研究和开发。
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