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摘要：利用 α葡萄糖苷酶抑制剂体外筛选模型，分析了来源于传统乳制品的 １０株乳杆菌对猪小肠提取的 α葡萄

糖苷酶的抑制活性；对这些菌株的基本益生特性，包括对人工模拟胃肠液的耐受性及对肠上皮细胞的粘附性等进

行了评价；最后，通过 Ｃａｃｏ ２细胞建立的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ模型分析了乳杆菌对人肠道 α葡萄糖苷酶活性及其基因表达

的影响。结果表明，这１０株乳杆菌对猪小肠提取的 α葡萄糖苷酶均具有不同程度的抑制作用；乳杆菌的 α葡萄糖

苷酶抑制活性在菌株生长的对数期或稳定期达到高峰，随后出现下降的趋势；结合菌株的基本益生特性评价发现，

有 ３株具有较高抑制活性的乳杆菌能够耐受人工模拟的胃肠液，并具有较强的黏附肠上皮细胞 ＨＴ ２９的能力；由

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ模型发现，乳杆菌能同时抑制 α葡萄糖苷酶的活性及基因表达量。研究表明，筛选出的 ３株乳杆菌（副干

酪乳杆菌 Ｌ１４和 Ｚ３ １１以及植物乳杆菌 ＮＬ４２）均具有较高的 α葡萄糖苷酶抑制活性和较好的益生特性，可作为

潜在的辅助降血糖的益生菌株。
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０　引言

Ⅱ型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）是一种发病机制较复杂的
慢性代谢紊乱性疾病，以胰岛素抵抗和胰岛细胞损

伤导致的慢性高血糖为主要特征
［１］
。传统的糖尿

病药物（如双胍类、磺酰脲类、噻唑烷二酮类等）成

本高、副作用大，且治标不治本。因此，寻找新型经

济安全的糖尿病药物具有重要意义。

α葡萄糖苷酶抑制剂是２０世纪９０年代开发的
降糖药物，是目前临床治疗 Ｔ２ＤＭ的一线口服药物。
α葡萄糖苷酶抑制剂主要作用于位于肠系膜刷状缘
的α葡萄糖苷酶，通过抑制 α葡萄糖苷酶分解多糖为
葡萄糖的作用，从而减缓葡萄糖的吸收速度和降低血

糖水平
［２］
。常见的α葡萄糖苷酶抑制剂主要有阿卡波

糖（Ａｃａｒｂｏｓｅ）、伏格列波糖（Ｖｏｇｌｉｂｏｓｅ）和米格列醇
（Ｍｉｇｌｉｔｏｌ）［３］。阿卡波糖最初是从游动放线菌的次级代
谢物中分离而来，因此许多 α葡萄糖苷酶抑制剂的微
生物源研究都是从土壤中的放线菌入手

［４］
，目前，已用

于临床治疗的α葡萄糖苷酶抑制剂也主要来源于放线
菌（井冈霉素产生菌和野尻霉素产生菌）。

乳酸菌被公认是安全的食品级微生物，广泛应

用于发酵食品生产和食品保藏方面，已经有非常悠

久的历史
［５－６］

。乳酸菌中的某些菌株被认为是益生

菌，对人体具有多种益生功能
［７－１１］

，常见的有乳酸

杆菌、双歧杆菌和芽孢杆菌等。由于乳酸菌的天然、

安全和益生特性，近年来已成为防治糖尿病的研究

热点
［１２－１６］

。关于乳酸菌防治糖尿病的研究大多是

直接通过动物实验进行验证，具体的调节机理并不

清楚，同时也没有初步筛选具有潜在降血糖功能的

乳酸菌的方法。抑制 α葡萄糖苷酶的活性是调控
糖尿病的主要方法之一，乳酸菌具有的调节血糖的

功能有可能通过这种机制发挥作用，因此体外具有

α葡萄糖苷酶抑制活性的乳酸菌将是潜在的辅助抗
糖尿病的益生菌株。益生菌对宿主发挥有益作用的

前提是能够通过胃肠道的一系列物理和化学障碍到

达肠道，并在肠道中定植。因此，一株良好的益生菌

必须对模拟的人胃肠道条件具有耐受性，同时要具

有较强的黏附肠道上皮细胞的能力。

本文基于对 α葡萄糖苷酶的抑制能力和乳酸
菌的基本益生特性，包括对人工模拟胃肠液的耐受

性和粘附性的考查，筛选具有潜在降血糖作用的益

生菌，以期为开发功能益生菌提供科学依据。

１　材料与方法

１１　材料与仪器
胃蛋 白 酶、４硝 基 酚αＤ吡 喃 葡 萄 糖 苷、

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｓｅｒｔ小室、碱性磷酸酶试剂盒，美国
Ｓｉｇｍａ公司；Ｔｒｉｓ（氨基丁三醇）、胰蛋白酶，美国
Ａｍｒｅｓｃｏ公司；ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｓ
ｍｅｄｉｕｍ）高糖培养基、０２５％胰酶（含 ００２％ ＥＤＴＡ
（乙二胺四乙酸））、双抗（青、链霉素），美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；胎牛血清，杭州四季青公司；细胞培养瓶、９６
孔酶标板，美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量
试剂盒，北京 Ｔｉａｎｇｅｎ公司。

ＴＰ ２１０２型电子天平，美国 ＤＥＮＶＥＲ仪器公
司；ＦＡ２００４Ｂ型分析天平，上海越平科学仪器有限
公司；９０ ２型恒温磁力搅拌器，上海振荣科学仪器
有限公司；ＵＢ ７型 ｐＨ计，美国 ＤＥＮＶＥＲ仪器公
司；ＹＸ ２８０Ｄ手提式压力蒸汽灭菌器，合肥华泰医
疗设备有限公司；酶标仪，美国 ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ公
司；ＳＣｌＥＮＴＺ ＩＩＤ型超声破碎仪，宁波新芝生物科
技公司；ＭＣＯ １５ＡＣ型二氧化碳培养箱，日本三
洋电机株式会社；倒置生物显微镜，北京奥特伟业

光学仪器有限公司；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６型实时荧光定
量 ＰＣＲ（聚合酶链式反应）仪，罗氏诊断产品上海
有限公司。

１２　实验方法
１２１　猪小肠 α葡萄糖苷酶的提取

新鲜的猪小肠粘膜用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ
值６８）冲洗干净，然后用载玻片刮取小肠粘膜加入
等体积的 ＰＢＳ（ｐＨ值 ６８）进行低温研磨。研磨充
分的混合液在４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集
上清液冻存于 －８０℃，使用时用 ＰＢＳ（ｐＨ值 ６８）稀
释１０倍使用。
１２２　乳酸菌分泌上清的制备

本实验采用的乳酸菌为实验室前期分离保存的

乳 酸 菌 菌 株，其 中 鼠 李 糖 乳 杆 菌 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｒｈａｍｎｏｓｕｓＧＧ（ＬＧＧ）作为参考菌株。将菌株活化
后，１２０００ｒ／ｍｉｎ室温（２０℃）下离心１５ｍｉｎ，ＰＢＳ（ｐＨ
值６８）洗涤３遍。然后用 ＰＢＳ（ｐＨ值 ６８）将菌体
浓度调整为５×１０１０ＣＦＵ／ｍＬ，３７℃孵育 ６ｈ（预实验
表明在６ｈ时 α葡萄糖苷酶抑制活性最高），孵育完
成后进行离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ），取上清液冻
存于 －８０℃待用。
１２３　乳酸菌 α葡萄糖苷酶抑制活性的测定

参照文献［１３］测定 α葡萄糖苷酶抑制活性，反
应体系为 １００μＬ。首先将 ２５μＬ的底物 ４硝基酚
αＤ吡喃葡萄糖苷（ＰＮＰＧ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ）和 ２５μＬ的
样品混匀后 ３７℃孵育 １０ｍｉｎ，然后加入 ５０μＬα葡
萄糖苷酶混匀后于 ３７℃反应 ３０ｍｉｎ。随后迅速加
入１００μＬＮａ２ＣＯ３（０１ｍｏｌ／Ｌ）终止反应，用酶标仪
测定４０５ｎｍ处的吸光度。每组实验设置 ３个平行。
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其中，样品的吸光度用样品空白对照（体系中用

５０μＬＰＢＳ（ｐＨ值６８）代替 α葡萄糖苷酶）的吸光
度进行校准。阴性对照（体系中无抑制 α葡萄糖苷
酶的样品）用２５μＬＰＢＳ（ｐＨ值６８）代替样品，阴性
空白对照（体系中没有 α葡萄糖苷酶活性）用２５μＬ
ＰＢＳ（ｐＨ值 ６８）代替样品，５０μＬＰＢＳ（ｐＨ值 ６８）
代替 α葡萄糖苷酶。α葡萄糖苷酶抑制率计算公
式为

Ｍ (＝ １－Ａ－Ｂ
Ｃ－ )Ｄ ×１００％

式中　Ａ———样品在４０５ｎｍ处的吸光度
Ｂ———样品空白对照在４０５ｎｍ处的吸光度
Ｃ———阴性对照在４０５ｎｍ处的吸光度
Ｄ———阴性空白对照在４０５ｎｍ处的吸光度

１２４　乳酸菌在人工模拟胃肠液中的存活率
方法参照文献［１３］。首先是模拟胃肠液的配

置。模拟胃液（Ｇｊ）的配置方法：将胃蛋白酶用 ｐＨ
值２５的ＰＢＳ溶解，使其终质量浓度为３ｇ／Ｌ。模拟
十二指肠液（Ｄｊ）的配置方法：将胆盐和胰蛋白酶用
ｐＨ值 ５０的 ＰＢＳ溶解，使其终质量浓度分别为
３ｇ／Ｌ和１ｇ／Ｌ。模拟肠液（Ｉｊ）的配置方法：将胰蛋白
酶用 ｐＨ值 ８０的 ＰＢＳ溶解，使其终质量浓度为
１ｇ／Ｌ。所有配好的胃肠液经过 ０２２μｍ的滤膜过
滤。将活化第２代的乳酸菌于 ＭＲＳ培养基中 ３７℃
静止培养１８ｈ，离心收集菌体并用 ＰＢＳ（ｐＨ值 ７４）
洗涤 ２遍，重悬于同样体积的模拟 Ｇｊ（ｐＨ值 ２５）
中，３７℃静止培养３ｈ，然后取出１ｍＬ菌液置于９ｍＬ
的模拟 Ｄｊ（ｐＨ值５０）中，３７℃静止培养 ２ｈ。最后
从模拟 Ｄｊ中取出 １ｍＬ菌液置于模拟 Ｉｊ（ｐＨ值
８０）中３７℃静止培养８ｈ。分别于 ０、２、３、８ｈ取样
进行梯度稀释，于ＭＲＳ固体培养基中３７℃培养４８ｈ
计数。乳酸菌在人工模拟胃肠液中存活率计算公

式为

Ｎ＝ｌｇａ
ｌｇｂ
×１００％

式中　ａ———在模拟胃肠液中孵育特定时间后的活
菌数

ｂ———每次孵育前乳酸菌总的活菌数
１２５　乳酸菌对 ＨＴ ２９细胞的黏附性分析

黏附方法参照文献［１３］。ＨＴ ２９细胞（１５～
２０代）用 ＤＭＥＭ培养基（含有体积分数１０％胎牛血
清和１％双抗）于 ３７℃含有 ５％ ＣＯ２的培养箱中进
行培养。待细胞增殖至９０％融合时，用 ０２５％的胰
酶消化后传代。

对于黏附实验，将胰酶消化后的细胞按照

１０５个／孔接种于２４孔板中，于 ３７℃培养 ２４ｈ，然后

用 ＰＢＳ（ｐＨ值７４）洗涤 ２遍。与此同时，将静置培
养１２ｈ的乳酸菌 ６０００ｒ／ｍｉｎ常温离心 ５ｍｉｎ，并用
ＰＢＳ（ｐＨ值７４）洗涤 ２遍，重悬于不含血清和双抗
的ＤＭＥＭ培养基中，调整其菌体浓度为１０９ＣＦＵ／ｍＬ，
然后取１ｍＬ菌悬液加入准备好的 ＨＴ ２９细胞中，
于３７℃细胞培养箱中孵育２ｈ。孵育完成后，用 ＰＢＳ
（ｐＨ值７４）洗涤细胞 ６遍去掉未黏附的乳酸菌。
单层细胞用甲醇固定后进行革兰氏染色。每个样品

随机选２０个视野计算细胞和乳酸菌数，以平均每个
细胞上黏附的乳酸菌数目来评价乳酸菌对肠上皮细

胞的黏附能力。

１２６　乳酸菌在不同生长阶段的 α葡萄糖苷酶抑
制活性

将菌株活化 ２代后按体积分数 １％接种到
３００ｍＬＭＲＳ培养基中，于 ３７℃恒温培养箱中静置
培养。每隔 ２ｈ测菌株的 ６００ｎｍ处吸光度及 ｐＨ
值，并取出 １０ｍＬ菌悬液 １２０００ｒ／ｍｉｎ常温离心
１５ｍｉｎ，收集菌体，ＰＢＳ（ｐＨ值 ６８）洗涤 ３遍，重悬
于２００μＬＰＢＳ（ｐＨ值６８）中，于３７℃继续培养６ｈ。
培养后进行离心，取上清液冻存于 －８０℃用于测定
α葡萄糖苷酶抑制活性。
１２７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞模型的建立及评估

Ｃａｃｏ ２细胞（１０～２０代）培养在含 １０％胎牛
血清、１％双抗和１％非必需氨基酸的 ＤＭＥＭ培养基
中。当细胞贴壁融合率约为８０％时，用 ０２５％的胰
酶消化细胞以后，按照密度 １０５个／ｃｍ２接种于 ６孔
板的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中（膜孔径 ０４μｍ，直径２４ｍｍ，
底面积４６７ｃｍ２）。肠腔侧加入 １ｍＬ细胞悬液，基
底侧加入３ｍＬ细胞培养基，第１～７天隔天换液，从
第８天开始每天换液，直到细胞形成单层致密的细
胞膜。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞模型的评估：检测细胞的跨膜电
阻值，待跨膜电阻达到最大，用试剂盒检测细胞的碱

性磷酸酶（ＡＫＰ）极性，肠腔测得的 ＡＫＰ活性应显著
高于基底侧

［１７］
。

１２８　乳酸菌对 Ｃａｃｏ ２细胞中 α葡萄糖苷酶的
影响

将已培养好的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室用 ＰＢＳ洗涤 ３次，
去除葡萄糖。加入 ８００μＬ含 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ的麦芽糖
作为底物，并加入乳酸杆菌的上清 ２００μＬ（共
１ｍＬ）到小室的上层，下层加入３ｍＬＰＢＳ，于３７℃培
养２ｈ，从上层取１０μＬ溶液到微孔板中检测葡萄糖
含量，以此计算对 α葡萄糖苷酶活性的抑制率，并
用试 剂 盒 提 取 Ｃａｃｏ ２的 总 ＲＮＡ，反 转 录 成
ｃＤＮＡ，然后进行实时荧光定量 ＰＣＲ。用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５软件设计引物，α葡萄糖苷酶基因扩增引物
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为：上游引物 ５′ＣＧＡＣＧＧＡＧＡＡＧＣＡＧＴＧＧＡＡＧ３′；
下游引物５′ ＧＧＧＴＴＧＧＴＣＴＣＴＴＧＴＧＡＡＣＡＴＴＣ ３′。
βａｃｔｉｎ（β 肌 动 蛋 白）内 参 引 物：上 游 引 物
５′ＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ３′； 下 游 引 物

５′ＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ３′。采用 ΔΔＣＴ法计

算基因的表达量
［１８］
，每个样品设定３个平行。

１３　数据处理
所有实验进行 ３次重复，结果由平均值 ±标准

差表示，用 ＳＰＳＳ２０软件分析数据，成对比较采用
ＳｔｕｄｅｎｔｓＴ检验进行分析，多组比较采用 ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡ中 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ多重检验来分析，Ｐ＜００５表
示有统计学意义。

２　结果与分析

２１　菌株
所选用的１０株乳酸菌（表 １）均分离于传统发

酵食品，包括新鲜牛乳、奶酪（奶疙瘩）和泡菜。这

１０株菌中，有５株属于副干酪乳杆菌属，２株属于植
物乳杆菌属，３株属于发酵乳杆菌属。乳酸菌中研
究最广泛的益生菌株鼠李糖乳杆菌 ＬＧＧ作为参考
菌株。

表 １　乳酸菌菌株及来源

Ｔａｂ．１　Ｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａｓｔｒａｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｓｏｕｒｃｅｓ

菌株中文名 菌株编号 菌株描述 来源

鼠李糖乳杆菌 ＬＧＧ 参考菌株 ＡＴＣＣ５３１０３

副干酪乳杆菌 Ｌ１４ 分离于新鲜牛乳 文献［１９］

副干酪乳杆菌 Ｃ 分离于新鲜牛乳 文献［１９］

副干酪乳杆菌 ＳＷ２ 分离于新鲜牛乳 文献［１９］

副干酪乳杆菌 ＮＬ４１ 分离于奶酪（奶疙瘩） 文献［１９］

副干酪乳杆菌 Ｚ３ １１ 分离于新鲜牛乳 文献［１９］

植物乳杆菌 ＰＣ４１ 分离于泡菜 文献［１３］

植物乳杆菌 ＮＬ４２ 分离于奶酪（奶疙瘩） 文献［１９］

发酵乳杆菌 ＮＬ３１ 分离于奶酪（奶疙瘩） 文献［１９］

发酵乳杆菌 ＣＡ１４ 分离于奶酪（奶疙瘩） 文献［１９］

发酵乳杆菌 Ｚ２ ９１ 分离于奶酪（奶疙瘩） 文献［１９］

２２　乳酸菌对猪小肠提取的 α葡萄糖苷酶的抑制
活性

所有选用菌株的分泌上清均具有 α葡萄糖苷
酶抑制活性，抑制率在 ６％ ～３１％不等，其中副干酪
乳杆菌 Ｌ１４的抑制活性最高，为 ３１％，其次是副干
酪乳杆菌 Ｚ３ １１（２８％）、植物乳杆菌 ＮＬ４２（２７％）
和发酵乳杆菌 Ｚ２ ９１（２７％），这４株菌的抑制率与
参考菌株鼠李糖乳杆菌 ＬＧＧ（２８％）相比无显著性
差异。已有部分研究报道乳酸菌的发酵上清具有

α葡萄糖苷酶抑制活性［１３，２０］
，与本研究结果保持

一致。

α葡萄糖苷酶抑制活性很大程度上受到 α葡

萄糖苷酶来源的影响，最常见的来源是哺乳动物和

微生物酵母
［２１－２３］

。例如，酸奶对来源于哺乳动物的

α葡萄糖苷酶不具有抑制活性但却能抑制来源于酵
母的α葡萄糖苷酶［２２］

；合成的阿卡波糖对来源于酵

母的 α葡萄糖苷酶几乎没有抑制活性，却对来源于
哺乳动物的 α葡萄糖苷具有很强的抑制活性。这
些抑制活性的差别可能归因于不同来源的酶结构不

同所导致的抑制剂的结合位点不同
［２２，２４］

。因此，本

研究中，为了探究与人类健康密切相关的乳酸菌的

α葡萄糖苷酶抑制活性，选取的是来源于哺乳动物
的 α葡萄糖苷酶。
２３　乳酸菌对人工模拟胃肠液的耐受能力

益生菌发挥对人体的有益作用的前提是必须活

着通过人体胃肠道环境。因此，进一步研究所选用

菌株对人工模拟胃肠液的耐受性。首先，胃液的极

低 ｐＨ值（２５～３５）是阻止细菌进入人体肠道的天
然屏障，而食物一般需要在胃中停留 ２～４ｈ进行消
化

［２５］
。由表２可知，ＬＧＧ、Ｚ３ １１和 ＣＡ１４具有较

强的抵抗低 ｐＨ值的能力，在 ｐＨ值２５的模拟胃液
中存活率超过 ８０％，但是 ４株菌株（Ｃ、ＳＷ２、ＮＬ３１
和 Ｚ２ ９１）在模拟胃液中的存活率很低，在同样稀
释度的情况下未检测到活菌，说明乳酸菌对人工模

拟胃液的耐受性具有菌株差异性。有研究表明菌株

的耐酸能力依赖于其 Ｈ＋ ＡＴＰ酶的活性［２６］
，所以本

文中不同菌株的耐酸能力不同可能与它们的Ｈ＋ ＡＴＰ
酶的活性有关。

表 ２　乳酸菌在人工模拟胃肠液中的存活率

Ｔａｂ．２　Ｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａｓｔｒａｉｎｓｔｏ

ｓｉｍｕｌａｔｅｄｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ％

菌株名称 模拟胃液 模拟十二指肠液 模拟肠液

ＬＧＧ ８３５±０２ ＮＤ ＮＤ

Ｌ１４ ７０４±０３ ６５０±０８ ６８６±０１

Ｃ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

ＳＷ２ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

ＮＬ４１ ７５２±０３ ６０１±０２ ７２５±０１

Ｚ３ １１ ８１３±０９ ２７３±０１ ９８５±０４

ＰＣ４１ ７０４±０３ ８４９±０８ ６８６±０１

ＮＬ４２ ７６０±０２ ６０７±０４ ７６８±０７

ＮＬ３１ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

ＣＡ１４ ８６１±１７ ＮＤ ＮＤ

Ｚ２ ９１ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

　　注：ＮＤ表示在相同的稀释度下未检测到活菌。

　　在模拟十二指肠液中，ＰＣ４１具有最高的存活
率，为 ８４９％。其次是 Ｌ１４、ＮＬ４１和 ＮＬ４２，存活率
超过６０％。胆盐可通过破坏细胞膜的完整性对活
细胞造成巨大的损害

［２７］
，因此对十二指肠液耐受性

高可能是因为菌株对胆盐耐受能力好
［２７－２８］

。
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在模拟肠液中培养 ８ｈ后，菌株的存活率得以
提高，Ｚ３ １１的存活率最高，为 ９８５％。在模拟肠
液中菌株存活率增加可能是因为肠液的 ｐＨ值升高
和排除了胆盐的胁迫。

２４　乳酸菌对肠上皮细胞的黏附能力
乳酸菌黏附肠上皮细胞的能力是长期以来用

于筛选益生菌的一个非常重要的指标，因为乳酸

菌只有黏附于宿主的肠上皮细胞才能够促进其长

期定植，发 挥 免 疫 功 能 以 及 抑 制 腐 败 菌 的 生

长
［２９－３０］

。ＨＴ ２９为人结直肠腺癌细胞，是体外检
测微生物黏附性常用的一种细胞系。除 Ｚ３ １１、
ＣＡ１４和 Ｚ２ ９１外，所有被检测菌株黏附肠上皮
细胞 ＨＴ ２９的能力均显著高于参考菌株 ＬＧＧ。
ＰＣ４１具有非常强的黏附肠上皮细胞的能力，每个
细胞黏附的菌数约为 １４８，其次是 ＳＷ２、ＮＬ４２和
Ｌ１４，每个细胞黏附的菌数分别为 ８０、４９和 ３７。细
菌对肠上皮细胞的黏附能力通常是由细菌表面的

成分所介导，包括黏附蛋白、胞外多糖、脂磷壁酸、

Ｓ层蛋白以及胞外的一些附属物（如菌毛和鞭毛
等）

［３１］
。例如，研究发现细胞表面的黏附蛋白

ＳｐａＣＢＡ、ＭＢＦ、ＭａｂＡ和 ＳｐａＦＥＤ是 介 导 益 生 菌
ＬｒｈａｍｎｏｓｕｓＧＧ参与黏附肠上皮细胞的主要因
子

［３２－３５］
。胞外多糖和 ２个黏附蛋白 Ｎ５０６＿１７７８、

Ｎ５０６＿１７０９是参与益生菌 ＬｇａｓｓｅｒｉＤＳＭ１４８６９黏
附阴道上皮细胞的主要因子

［３６］
。本研究中黏附能

力较强的菌株 ＰＣ４１、ＳＷ２、ＮＬ４２和 Ｌ１４没有菌毛
或鞭毛，因此，可能是它们表面的一些黏附因子

（如胞外多糖、黏附蛋白）参与对上皮细胞的黏附。

下一步可通过对它们进行基因组测序及生物信息

学分析深入探讨黏附的分子机理。

结合这１０株乳酸菌对猪小肠提取的 α葡萄糖
苷酶的抑制能力、人工模拟胃肠液的耐受性及对肠

上皮细胞的粘附性，菌株 Ｌ１４、Ｚ３ １１和 ＮＬ４２的

α葡萄糖苷酶抑制活性较为突出，且更有可能活着
通过肠道并在肠道中定植，可作为潜在的辅助调节

糖尿病的益生菌株，因此选择这 ３株菌作进一步的
研究。

２５　乳酸菌在不同生长阶段的 α葡萄糖苷酶抑制
活性

以 α葡萄糖苷酶抑制活性较高且具有较好的
益生特性的 ３株菌（副干酪乳杆菌 Ｌ１４和 Ｚ３ １１
及植物乳杆菌 ＮＬ４２）为例来研究乳酸菌在不同生
长阶段分泌上清的 α葡萄糖苷酶抑制率。图 １是
Ｌ１４、Ｚ３ １１和 ＮＬ４２在生长过程中的 ６００ｎｍ处
ＯＤ值和 α葡萄糖苷酶抑制率的变化。菌株 Ｌ１４
的对数生长期是 ２～１０ｈ，６００ｎｍ处 ＯＤ值由 ０２
升到２２，其分泌上清的 α葡萄糖苷酶抑制率随着
时间的变化呈现先上升后下降的趋势，在稳定期

（１２ｈ时）达到最大，在接下来的１２ｈ，细胞 ６００ｎｍ
处 ＯＤ值略有降低，α葡萄糖苷酶抑制率逐渐降
低。菌株 Ｚ３ １１和 ＮＬ４２的生长模式及 α葡萄糖
苷酶抑制率的变化趋势与 Ｌ１４几乎相同，其分泌
上清的 α葡萄糖苷酶抑制率也呈现先上升后下降
的趋势，在稳定期（１２ｈ时）或对数末期（６ｈ时）达
到最大。乳酸菌分泌上清的 α葡萄糖苷酶抑制率
呈现先上升后下降的趋势，可能是因为在前期菌

体浓度较低导致具有抑制 α葡萄糖苷酶活性的功
能成分浓度也较低；随着菌株的生长，菌体浓度逐

渐升高，其分泌的功能活性成分浓度也增加，因此

α葡萄糖苷酶抑制活性也逐渐增加；随着培养时
间的进一步延长，微生物细胞逐渐老化并出现自

溶现象，因此具有 α葡萄糖苷酶抑制活性的成分
可能会被菌体裂解产生的酶破坏，加上乳酸菌本

身代谢产酸，导致生长后期培养液的 ｐＨ值极低，
而功能活性成分可能在极低 ｐＨ值中不稳定，因此
出现抑制活性下降的趋势。

图 １　乳酸菌在不同生长阶段的 α葡萄糖苷酶抑制活性

Ｆｉｇ．１　αｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｇｒｏｗｔｈｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｔｒａｉｎｓ
　

２６　乳酸菌对 Ｃａｃｏ ２细胞中 α葡萄糖苷酶的抑
制作用

Ｃａｃｏ ２细胞为人的结直肠腺癌细胞，在
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，经过标准条件培养能分化出与人
体内小肠上皮细胞类似的结构，包括基底层（相当

于肠内壁一侧）和细胞绒毛层（相当于肠腔一侧），

并且可以合成各种酶类，如 α葡萄糖苷酶。该细胞
模型目前已广泛用于研究生化、毒理及药物吸收和

跨膜转运。上文发现乳酸菌的分泌上清对猪小肠提

取的 α葡萄糖苷酶具有抑制活性，因此需进一步研
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究乳酸菌是否对来源于人肠道的 Ｃａｃｏ ２细胞系的
α葡萄糖苷酶活性也具有抑制作用，同时研究乳酸
菌对 α葡萄糖苷酶基因表达量的影响。
２６１　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞模型建立

将 Ｃａｃｏ ２细胞接种到６孔板的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
中，培养至细胞形成单层致密的细胞膜。在细胞培

养的过程中，分别检测细胞跨膜电阻及碱性磷酸酶

（ＡＫＰ）的极性。
如图 ２所示，在培养期间，细胞的跨膜电阻

（ＴＥＥＲ值）逐渐增加，从第１８天开始已达到最大且
基本保持稳定。ＴＥＥＲ值是反映细胞单层完整性的
重要指标，其与细胞紧密连接的程度有直接关系，随

着培养时间的增加，细胞的紧密连接逐渐完善，因此

ＴＥＥＲ值也逐渐增加，ＴＥＥＲ值越大，表明细胞单层
越致密越完整

［３７］
。本研究中培养 １８ｄ后细胞

ＴＥＥＲ值达到稳定，说明 Ｃａｃｏ ２细胞已形成了完整
的单层细胞膜。

图 ２　Ｃａｃｏ ２细胞培养期间细胞跨膜电阻 ＴＥＥＲ值

的变化曲线

Ｆｉｇ．２　ＴＥＥＲｖａｌｕｅｓｏｆＣａｃｏ ２ｃｅｌｌｍｏｎｏｌａｙｅｒｄｕｒｉｎｇ

ｐｒｏｃｅｓｓｏｆｇｒｏｗｔｈ
　
ＡＫＰ极性检测结果见图３，在培养过程中，基底

侧 ＡＫＰ活性几乎无变化，肠腔侧 ＡＫＰ活性则逐渐
增加，在第 ２１天时，细胞单层肠腔侧的 ＡＫＰ活性
显著高于基底侧，约高出 ２３４倍，表明细胞单层已
经形成了极性，标志酶 ＡＫＰ已大部分集中在刷状
缘侧。

图 ３　Ｃａｃｏ ２单层细胞肠腔侧（ＡＰ）和基底侧（ＢＬ）的

碱性磷酸酶活性（ｎ＝３）

Ｆｉｇ．３　ＡｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｃｏ ２ｍｏｎｏｌａｙｅｒ

ｓｉｄｅｓｏｆＡＰａｎｄＢＬ（ｎ＝３）
　
综合跨膜电阻值和碱性磷酸酶 ＡＫＰ活性，

Ｃａｃｏ ２细胞在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中培养 ２１ｄ时已生
长和分化成类似于肠上皮细胞的单层细胞，并且具

有上皮细胞的极化特征。

２６２　乳杆菌对 Ｃａｃｏ ２细胞中 α葡萄糖苷酶的
影响

乳杆菌 Ｌ１４、Ｚ３ １１和 ＮＬ４２的分泌上清对
Ｃａｃｏ ２细胞中 α葡萄糖苷酶的酶活性均具有抑制
作用，其中 Ｌ１４的抑制率最高，为 ２８％，显著高于
Ｚ３ １１（２２％）和 ＮＬ４２（１９％），菌株 Ｚ３ １１和
ＮＬ４２的抑制率没有显著性差异。３株菌均可显著
抑制Ｃａｃｏ ２细胞中 α葡萄糖苷酶的 ｍＲＮＡ表达
量，抑制率分别为５８％、２１％和３８％，表明乳酸菌对
α葡萄糖苷酶的抑制作用是通过抑制 α葡萄糖苷
酶的活性及酶的表达量发挥双重作用，从而有效减

缓碳水化合物的分解速度，减少单糖的生成。文

献［３８］报道两歧双歧杆菌 Ｆ ３５对 Ｃａｃｏ ２细胞中
α葡萄糖苷酶的活性及 ｍＲＮＡ表达水平都具有抑
制作用，本研究结果与其保持一致。

大部分的 α葡萄糖苷酶抑制剂是糖类或糖的
衍生物，通过竞争性抑制 α葡萄糖苷酶的活性，降
低多糖分解成葡萄糖的速率，使糖的吸收相应减

缓，起到降低血糖的作用。也有少部分非糖类化

合物被报道对 α葡萄糖苷酶活性具有抑制作用，
如文献［３９］报道非糖类化合物如磺胺类药可通过
疏水作用直接结合在酶的活性位点上进而发挥抑

制作用，另外文献［２３，４０］发现乳蛋白或鸡蛋蛋白
水解产生的多肽也具有较强的 α葡萄糖苷酶抑制
活性。关于乳酸菌的 α葡萄糖苷酶抑制活性成分
的研究，目前还没有明确的结果，文献［４１］报道用
产胞外多糖的菌株发酵的酸奶具有更强的 α葡萄
糖苷酶抑制活性，推测这种抑制活性可能是由菌

株产生的胞外多糖引起的，但是没有进一步纯化

出胞外多糖进行验证，因此有关乳酸菌上清液中

酶抑制剂的活性成分、抑制机理及影响因素，尚需

进一步的研究。

３　结束语

本文将分离于传统乳制品的 １０株乳杆菌进行
了 α葡萄糖苷酶抑制活性的测定，并研究了乳酸菌
的基本益生特性，包括耐酸、耐胆盐和对肠上皮细胞

的黏附性。结果表明，这 １０株菌对猪小肠提取的
α葡萄糖苷酶均具有抑制作用，结合乳酸菌的基本
益生特性，最终筛选出了 ３株具有较高 α葡萄糖苷
酶抑制活性和优良益生特性的菌株，分别是副干酪

乳杆菌 Ｌ１４、Ｚ３ １１和植物乳杆菌 ＮＬ４２；这 ３株菌
在 Ｃａｃｏ ２细胞建立的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ模型中也能对 α
葡萄糖苷酶发挥抑制活性。本文筛选出的３株乳杆
菌可作为潜在的辅助降血糖的益生菌株，为功能益

生菌的开发奠定了基础。
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