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摘 要:幽门螺杆菌是螺旋形或是 S形的微需氧革兰氏阴性菌，是慢性活动性胃炎、消化性溃疡发病的主要病因，并与
胃恶性肿瘤( 胃癌、胃粘膜相关淋巴样组织淋巴瘤) 关系密切。本文探讨了具有拮抗幽门螺杆菌作用的植物乳杆菌的
生物特性，结果表明 L.plantarum 18 在低酸条件下可以生长，耐受 pH 2.5 的人工胃液，能够抑制多种幽门螺杆菌的生
长。该菌株生长比较快，4h进入生长对数期，14h后进入稳定期;最适生长 pH为 5～7，最适生长温度为 30～37℃，最适
接种量为 1%～2% ( V /V) ，可在 0.2%的胆盐中生长。
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Abstract: Helicobacter pylori is a spiral－ shaped，microaerophilic and Gram negative bacillus that causes chronic
gastritis，peptic ulcer diseases and is suspected to be involved in the genesis of gastric cancer.The aim was to
discuss the biological characteristics of Lactobacillus plantarum 18 with antagonistic activity against H.pylori.The
results showed that L.plantarum 18 could grow in the low acid conditions，survive in the simulated gastric juice，and
inhibit the growth of H.pylori.Biological characteristics research of L.plantarum 18 showed that the logarithmic time
was from 4th hour to 14th hour，the optimum growth pH was 5～7，the optimum growth temperature was 30～37℃，
the optimum inoculated concentration was 1%～2% ( V/V) ，and the tolerance level of bile salt was 0.2% ( V/V) .
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幽门螺杆菌 ( Helicobacter pylori，H. pylori) ，呈螺
旋形或是 S 形，是微需氧革兰氏阴性菌。自从 1983
年澳大利亚学者 Marshall和 Warren从人体胃粘膜活
检标本中分离出幽门螺杆菌以来，大量研究表明，

H.pyroli是慢性活动性胃炎、消化性溃疡发病的主要
病因，并与胃恶性肿瘤( 胃癌、胃粘膜相关淋巴样组
织淋巴瘤) 关系密切，WHO 和国际抗癌联盟将其列
为 I类致癌物。目前普遍采用国际标准三联疗法对
幽门螺杆菌感染进行治疗。即将质子泵( PPI) 、阿莫
西林、克拉霉素联合使用，H. pylori 根除率为 50%～
90%。该疗法副作用大，同时可能导致 H.pylori 耐药
株的产生，从而进一步增加治疗难度。另外，H.pylori
在抗生素和体内不利因素的诱导下可形成细胞壁缺

陷的 L型，这也是临床上 H.pylori感染治愈后易复发
的主要因素之一。此外，长期不合理应用抗生素可
引起胃肠功能紊乱及胃肠道菌群失调等不良反应。
因此，寻求天然的无毒害物质防治 H.pylori 引起的疾
病具有十分重要的意义。近年来，人们在研究替代
抗生素治疗 H.pylori感染方面做了大量的工作，发现
多种具有抗 H.pylori 的活性物质，包括益生菌、生物
活性蛋白以及植物提取物等。乳酸菌指发酵糖类主
要产物为乳酸的一类无芽孢、革兰氏阳性细菌的总
称，大致可分为 18 个属，共有 200 多种。绝大部分乳
酸菌都是人体内必不可少的具有重要生理功能的菌

群，是功能性益生菌的主要来源，普遍存在于发酵食

品中。乳酸菌是目前益生菌中研究得比较深入的一
类菌，是少数能在胃酸环境下生存的细菌之一，国内

外研究表明，益生菌通过代谢抗菌物质 ( 乳酸、过氧
化氢、细菌素等) 、分泌 H.pylori 竞争性粘附受体、刺
激粘蛋白的表达和稳定胃粘膜作用来增强胃肠道抑
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制 H.pylori定植［1－3］。同时，益生菌可以通过粘附上
皮细胞调节宿主的免疫反应，并可以通过调节抗炎

因子的分泌从而降低胃的活动和发炎
［4］。另外益生

菌还能刺激机体产生 IgA，对 H.pylori 具有免疫清除
作用

［5］。但是，益生菌的免疫作用是很难归纳的。益
生菌的菌株特异性产生各种各样的免疫反应，同样

宿主的免疫状态也与之相关
［6］。目前国内外报道具

有抑制幽门螺杆菌感染的菌株主要有嗜酸乳杆菌、
唾液乳杆菌、干酪乳杆菌、格氏乳酸杆菌、罗伊氏乳
杆菌、肠球菌、枯草芽孢杆菌和双歧杆菌等。Ryan［7］

从 40 株乳酸菌中筛选到 12 株具有抑制幽门螺杆菌
生长的作用，但这种能力与菌群和地域无相关性。
Boyanova［8］研究 6 株保加利亚乳杆菌对 30 株的幽门
螺杆菌的抑制作用，表明所有的乳杆菌都能对部分

的幽门螺杆菌具有抑制作用，其抑制力是依赖菌株

特异性。因此，筛选具有抗幽门螺杆菌感染的乳酸
菌仍然是一个重要的课题。本实验在前期研究的基
础上探讨具有拮抗幽门螺杆菌作用的植物乳杆菌

L.plantarum 18 的生物学特性，为生产应用奠定理论
基础。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

L.plantarum 18 和 H. pylori ( SS1、43504、11637、
26695、C20100707 ) 为本实验室菌库保存中心提
供;哥伦比亚琼脂培养基，幽门螺杆菌选择性添加剂

购自 OXOID公司;无菌绵羊血 购自杭州新锐公
司; MRS液体培养基 购自青岛海博。
三气培养箱 BINDER公司;冷冻离心机 德国

Hettich公司;分光光度计 UV－754 上海精密科学仪
器有限公司。
1.2 实验方法
1.2.1 低酸条件下生长 MRS 液体培养基用盐酸调
到 pH 3.0，按 1% ( v /v) 的接种量把乳酸菌接到 pH 3.0
MRS液体培养基中，37℃条件下培养 18h，用吸光光
度法测定 OD600吸光值，观察乳酸菌的生长状况。
1.2.2 模拟人工胃液 乳酸菌培养液经离心
( 6000r /min，5min) 收集菌体，用灭菌 PBS 离心洗涤 2
次，将其菌体悬浮于灭菌 PBS 中制成菌悬液。然后，
将乳酸菌菌悬液( 108cfu /mL) 分别接种于含 9mL 过
滤除菌处理的 pH 2.5 的人工胃酸试管中各 1mL，充
分混匀后放置于 37℃恒温水浴振荡槽保温，并在 3h
后分别取样，测定其活菌数［9－10］。
人工胃液: NaCl0.20%、胃蛋白酶( pepsin，sigma)

0.30%，用 HCl( 1∶3) 调整 pH 2.5 后，过滤除菌备用。
1.2.3 乳酸菌抑制 H.pylori 生长 H.pylori 活化两代
后，用浓度为 108cfu /mL H.pylori 涂布到新鲜的哥伦
比亚培养基，立即放入牛津杯，加入待测乳酸菌发酵

液 100μL，微需氧条件下固定 lh 后，放入三气培养箱
中( O2 ∶CO2 ∶N2 = 5∶10∶85，37℃ ) ，培养 72h 后，测量抑
菌圈大小。实验重复 3 次。
1.2.4 菌株生理特性研究 取对数生长期的菌液，
按不同接种量接到 pH 6.5 的 MRS 液体培养基中，
37℃培养，培养 18h 后，用分光光度计测定 OD600nm吸

光值，以空白培养基作为对照，确定菌株生长的最佳

接种量。
分别将 MRS液体培养基调到不同的 pH，把培养

到对数生长期的菌液以 1%的接种量接种于其中，
37℃培养 18h 后取样，以不同 pH 的 MRS 液体培养
基作为对照，用分光光度计测定 OD600nm吸光值，确定

菌株生长的最佳 pH。
将培养到对数生长期的菌液以 1%的接种量在

不同的温度下培养，培养 18h 后取样，以同温下不接
种的空白培养基作为对照，用分光光度计测定 OD600nm

吸光值，确定菌株生长的最佳生长温度。
取对数生长期的菌液以 1% 的接种量接到

pH =6.5的 MRS液体培养基中，37℃培养，每隔 2h 取
样，用分光光度计测定 OD600nm吸光值，以空白培养基

作为对照，测定菌株生长曲线。
将培养到对数生长期的菌液以 1%的接种量分

别接种于牛胆汁粉添加质量分数为 0%～ 0.4% 的
MRS液体培养基中，以溴甲酚紫为指示剂，培养 24h
和 48h 后观察培养液的颜色变化与菌体生长
情况

［11］。

2 结果与讨论
2.1 耐酸特性
筛选具有抑制幽门螺杆菌生长的乳杆菌应该具

有耐受人工胃液的能力，且在低酸环境下可以生长

的能力。Ryan［12］研究指出由于乳杆菌具有在胃中可
以存活的能力，因此很有可能用于治疗胃紊乱疾病。
本实验对 L.plantarum 18 进行耐酸特性研究，研究表
明菌株在 pH 3.0 的 MRS培养基下可以生长，ΔpH大
约在 0.549;菌在 pH 2.5 人工胃液下可存活 3h，存活
率为 21.6% ; 并且曾研究过 pH 2.0 人工胃液下可存
活 1h［13］。

2.2 抑制幽门螺杆菌生长
通过牛津杯法抑菌实验，测定抑菌圈的大小，研

究 L.plantarum 18 抑制幽门螺杆菌生长的能力。从
图 1 可以看出，以 MRS 作为阴性对照，新鲜 MRS 培
养基可以抑制 H. pylori 生长，抑菌圈直径大约是
13mm左右。L.plantarum 18 可以抑制不同幽门螺杆
菌生长，抑菌直径大约在 13 ～ 20mm 范围中。L.
plantarum 18 抑制不同株幽门螺杆菌的生长能力不
同，其中抑制 H.pylori SS1 的生长能力最强。研究曾
发现 L.plantarum 18 的上清液和活菌还可以降低尿
素酶的活性，但死菌无此效果［13］。
国内外也有做过类似的乳酸菌抑制幽门螺杆菌

的研究，如 Ryan等人［7］研究表明唾液乳杆菌具有比
较强的抑制幽门螺杆菌的能力，其主要是活菌起抑

制作用，而上清液没有抑菌效果，同时表明因菌株特

异性而体现出抑菌作用不同。Boyanova 等［8］也利用
抑菌圈大小研究 6 株保加利亚乳杆菌对 30 株幽门螺
杆菌的抑制效果，研究表明乳酸菌的抑菌特性体现

菌株特异性以及在低酸环境下表现更强的抑菌

效果。
2.3 菌株生理性能测定
2.3.1 不同接种量对菌株生长的影响 由图 2 可以
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图 1 L.plantarum 18 抑制 H.pylori生长
Fig.1 L.plantarum 18 inhibits the growth of H.pylori

看出接种量对菌株 L.plantarum 18 生长的影响不是
很大，在相应的接种量下，培养液的 pH 在 3.9 左右。
以 0.5%接种量的培养液，pH 稍高。因此菌株培养
时，可选取接种量为 1%～2%之间。

图 2 不同接种量对菌株生长的影响
Fig.2 The effect of different inoculation on growth of strain

2.3.2 菌株生长的最佳 pH 不同 pH 培养基接种菌
株 L.plantarum 18 的生长情况从图 3 可以看出，菌株
生长的最适 pH 在 5～7 范围内。该株菌有很好的耐
酸性，在 pH =3 的环境中仍然可以生长。

图 3 不同 pH下菌体生长情况
Fig.3 The effect of different pH on growth of strain

2.3.3 菌株生长的最佳温度 不同培养温度下菌株
的生长情况由图 4 可以看出，菌株在温度为 20～42℃
范围内均可生长，其中最适生长温度为 30～37℃。在
此温度下，培养液的 pH在 3.8 左右。
2.3.4 菌株的生长曲线 由图 5 可以看出，L.
plantarum 18 的生长周期较短，生长速度快，培养 4h
后即进入对数生长期，培养 14h后即进入稳定期。
2.3.5 菌株的耐胆盐性 微生物对于胆盐的耐受性
是其能够在肠道中存活、生长并发挥功效的先决条
件之一。消化道不同部位中胆盐的含量不同，人体
小肠中胆盐的含量在 0.03%～0.3%之间波动。胆盐
对菌株的抑制作用取决于胆盐的浓度和菌株本身的

特性，能够在正常生理胆盐浓度中生长和代谢的菌

图 4 不同温度下菌体生长情况
Fig.4 The effect of different temperature on growth of strain

图 5 菌液 OD值随培养时间变化曲线
Fig.5 The changes of bacteria liquid OD value with culture time

株才可能在肠道中存活。由表 1 可见，L. plantarum
18 菌株最高能够在胆汁盐浓度为 0.2%的培养基中
生长。

表 1 不同胆盐浓度的培养基中
L.plantarum 18 的生长情况

Table 1 The growth of L.plantarum 18 in culture medium
with different concentration of bile salt

胆盐浓度( % ) 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
生长情况 ++ ++ + － －

注: ++为培养基在 24h之内变色，+为培养基在 48h 之内变
色，－为培养基不变色。

3 结论
微生态治疗法是一个崭新的手段，可以解决治

疗幽门螺杆菌引起疾病的传统疗法所出现的问题。
乳酸菌具有耐酸性、抗菌性、安全性，是作为微生态
疗法的最佳候选菌株之一。中国的传统食品中富含
乳酸菌，从传统食品中筛选具有拮抗幽门螺杆菌的

乳酸菌是一个非常有意义的课题。本研究探讨具有
拮抗幽门螺杆菌作用的植物乳杆菌( L.plantarum 18)
的生物特性。该菌株的生长比较快，可以在低酸环
境下生长，耐受胆盐，可作为潜在拮抗幽门螺杆菌的

益生菌。
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三种提取方法相结合，可以更加全面地检测出胡椒

中香气物质成分。
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