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12C6+ 束辐照诱变筛选高降解胆固醇乳酸菌及益生功能评价
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摘要 本研究采用 12C6+束辐照选育高降解胆固醇乳酸菌，评价体外降解胆固醇效应，评估其益生功能。通

过优化KENJI筛选固体培养基，利用菌落直径大小对经 12C6+束辐照的罗伊氏乳杆菌 JMR-01与干酪乳杆菌

SN-2进行高降解胆固醇菌株筛选；通过测定菌株不同方式胆固醇降解率，探究突变菌株胆固醇降解率提高

原因；评价菌株益生功能。结果表明：吸收剂量为300 Gy时，菌株 JMR-01和SN-2突变率最高，该剂量更

易获得突变菌株；筛选获得2株高降解胆固醇菌株 JMR-01-1和SN-2-1，胆固醇降解率较原始菌株分别提升

9.86%和11.54%，其主要是增强菌株对胆固醇吸收作用；突变菌株对胰脂肪酶、α-葡萄糖苷酶和结肠癌细胞

均有抑制作用，具有降血脂、血糖和辅助防治结肠癌潜力。该研究优化的筛选方法高效可行，提供了功能

性益生菌产品优质菌株资源。
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Breeding of high cholesterol-degrading lactic acid bacteria by 

¹²C⁶⁺ ion beam irradiation and evaluation of their probiotic functions
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ABSTRACT High cholesterol-degrading lactic acid bacteria were bred via 12C6+ ion beam irradiation, and their in 

vitro cholesterol-degrading effects and probiotic functions were evaluated. By optimizing the KENJI solid screening 

medium, high cholesterol-degrading strains of 12C6+ ion beam-irradiated Lactobacillus reuteri JMR-01 and 

Lactobacillus casei SN-2 were screened based on colony diameter. The cholesterol degradation rates of the strains 

through different approaches were determined to explore the reasons for the improved cholesterol degradation 

efficiency of the mutant strains, and the probiotic functions of the strains were evaluated. The results showed that the 

mutation rates of strains JMR-01 and SN-2 were the highest at an irradiation dose of 300 Gy, and this irradiation 

dose was more favorable for obtaining mutant strains. Two high cholesterol-degrading strains, JMR-01-1 and SN-

2-1, were screened, with their cholesterol degradation rates increased by 9.86% and 11.54% respectively compared 

with the original strains, which was mainly attributed to the enhanced cholesterol absorption of the strains. The 

mutant strains showed inhibitory effects on pancreatic lipase, α -glucosidase and colon cancer cells, indicating the 

potential to lower blood lipids and blood glucose and assist in the prevention and treatment of colon cancer. The 

optimized screening method in this study is efficient and feasible, and provides high-quality strain resources for 

functional probiotic products. In this study, high cholesterol-degrading lactic acid bacteria were obtained via 12C6+ 

heavy ion beam mutagenesis, and their in vitro cholesterol degradation capacity and probiotic characteristics were 

further assessed. By optimizing Kenji solid screening medium, mutant strains of irradiated Lactobacillus reuteri 

JMR-01 and Lactobacillus casei SN-2 were screened out according to colony diameter. Cholesterol degradation 

efficiencies under different conditions were determined to reveal the intrinsic mechanism for the enhanced 

degradation performance of mutants, and their probiotic potentials were comprehensively evaluated. The results 

demonstrated that the irradiation dose of 300 Gy yielded the highest mutation frequency for both strains, which was 

the optimal condition for mutant acquisition. Two excellent mutant strains, JMR-01-1 and SN-2-1, were successfully 

isolated. Compared with wild-type strains, their cholesterol degradation rates increased by 9.86% and 11.54%, 

respectively, which was primarily attributed to the improved cholesterol adsorption capability. Moreover, these 

mutants exerted obvious inhibitory effects on pancreatic lipase, α -glucosidase and colon cancer cells, suggesting 

their promising applications in lipid regulation, hypoglycemic regulation and auxiliary intervention against colon 

cancer. In conclusion, this optimized screening protocol is efficient and reliable, which lays a solid foundation for 

screening superior strains and facilitates the research and development of functional probiotic products.

KEYWORDS Lactobacillus, 12C6+ heavy ion beam irradiation mutagenesis, High-efficiency cholesterol-degrading 

Lactobacillus strain, Probiotic function, In vitro cholesterol degrading effect
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高糖高脂饮食作为现代生活中常见的膳食模

式，长期摄入可对机体胆固醇代谢产生显著负面

影响，进而成为多种慢性疾病的重要诱因。胆固

醇代谢紊乱不仅与胰岛素抵抗、高血压、血脂异

常等代谢综合征密切相关，还会显著提升心血管

疾病、糖尿病及非酒精性脂肪肝的发病风险［1］。
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此外，研究证实高胆固醇水平可促进结肠癌细胞

的增殖、侵袭与迁移，成为结直肠癌发生的潜在

危险因素［2］。因此，寻求安全有效的降低胆固醇

方法，对于慢性病防控具有重要意义。近年来，

益生菌尤其是乳酸菌在调节脂质代谢方面的作用

备受关注。乳酸菌通过对胆固醇的吸收和共沉淀

作用，促进肠道胆固醇排出，降低机体胆固醇水

平［3］。研究发现乳酸菌通过降低肠道与结肠癌发

生发展相关特征菌群及代谢产物，预防和抑制肿

瘤进程。相较于传统药物干预（如他汀类、依折

麦布）［4-5］，长期摄入乳酸菌未见明显的肝肾毒性或

肌肉损伤风险，具有更高的安全性。因而益生乳

酸菌的干预在轻中度高脂血症患者、药物不耐受

人群的血脂管理及结肠癌的预防展现出良好的应

用潜力。

然而，目前报道的降解胆固醇乳酸菌多从传

统乳制品中分离，存在来源单一、胆固醇降解率

低的问题。目前降解胆固醇乳酸菌的筛选采用

MRS-CHOL液体培养法进行胆固醇降解率的测定。

该方法缺少筛选压力、周期长、工作量大，且菌

株胆固醇降解率偏低［6-7］。因此，建立快速、高效

的高降解胆固醇乳酸菌筛选方法具有重要意义。

诱变育种是获得高性能菌株的有效途径。韩晶晶

等［8］以高能脉冲电子束作为诱变手段筛选得到 1

株稳定的高产酒精酵母YF1，其酒精产量提高了

58.23%。茅文俊等［9］通过266 nm激光诱变筛选得

到 1株高葡萄糖转化率呼吸缺陷型酵母 JB7，其葡

萄糖酒精转化率提高了 4.64%。邵娜等［10］通过 2

轮紫外线和 1轮 γ射线诱变筛选得到 1株S-腺苷甲

硫氨酸和谷胱甘肽联产发酵菌株 SUGS-01，其 S-

腺苷甲硫氨酸和谷胱甘肽产量分别提高了 131.4%

和26.0%。王连峰等［11］以N+离子束诱变筛选得到2

株阿魏菇多糖高产菌株PFPH-1和PFPH-2，其菌丝

产糖量分别提高了 46.55% 和 75.14%。X 射线、γ

射线及紫外线等传统物理诱变存在突变率低，突

变谱窄等不足。而重离子束因其高传能线密度

（LET） 的物理特性，在穿过细胞时可沿径迹沉积

更高的能量密度，诱发更多更复杂的DNA损伤，

修复产生更多样化的突变。因此，重离子束诱变

具有突变效率高、突变谱广、遗传稳定性好等优

势，且无化学诱变剂残留问题，契合食品用益生

菌要求，为选育高降解胆固醇乳酸菌提供了高效

可靠的方法［12-15］。此外，降低机体胆固醇水平对血

脂、血糖的管理以及改善结肠癌发生发展均有重

要作用，但对于乳酸菌降解胆固醇能力的提升对

其降低血脂、血糖能力及抑制结肠癌细胞增殖、

产生的影响还未见报道。

因此，本研究采用 12C6+束对乳酸菌 JMR-01和

SN-2进行辐照诱变，通过优化KENJI固体培养基

组成及胆固醇溶解方式，利用菌落直径大小进行

高通量降解胆固醇乳酸菌初筛，结合硫酸铁铵法

复筛，筛选高降解胆固醇突变菌株，评价体外降

解胆固醇效应，评估高降胆固醇突变菌株在降血

脂、血糖以及抑制结肠癌方面的潜在能力，为开

发具有综合代谢调节功能的益生菌制剂提供菌种

资源。

1   材料与方法

1.1　  菌株　

罗伊氏乳杆菌（Lactobacillus reuteri， JMR-

01）分离自本实验室益生菌治疗肿瘤小鼠肠道粪

便样本中，体外结肠癌细胞抑制率为 28.44%，动

物实验表明其对结肠癌有预防潜力（NCBI 登录

号：MT362007）［16］；干酪乳杆菌（Lactobacillus 

casei，SN-2）由传统发酵酸奶制品中分离，本实

验室保存。

1.2　  主要仪器　

DHP-9082型电热恒温箱，上海一恒科学仪器

有限公司；SW-CJ-1C型双人单面净化工作台，苏

州净化设备有限公司；756PC型-紫外可见分光光

度计，上海光谱仪器有限公司；BS224S电子天平、

TE101-L天平，北京赛多利斯仪器系统有限公司；

LDZX-30KB立式压力蒸汽灭菌器，上海申安医疗

器械厂；旋涡混合器，上海康华生化仪器制造有

限公司。

1.3　  实验方法　

1.3.1　 12C6+ 辐照诱变及致死率测定　

取 37 ℃恒温培养 24 h 的 JMR-01、SN-2 菌株

新鲜斜面，加入10 mL无菌生理盐水，振荡制备菌

悬液。取 2 mL菌悬液置于 35 mm辐照皿中，用封

口膜封口。重离子辐照设 0 Gy、40 Gy、60 Gy、

120 Gy、180 Gy、240 Gy、300 Gy 和 400 Gy 8个

吸收剂量，每个吸收剂量设 3个平行，总共 24个

样品。辐照实验在兰州重离子加速器国家重点实

验室的生物浅层TR4辐照终端完成，辐照离子种
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类为 12C6+，能量 80 MeV/u，剂量率为 100 Gy/min。

辐照处理后的样品立即涂板和甘油低温保存，参

照王雨辰［12］的方法测定辐照菌株致死率。

1.3.2　 高通量筛选高降解胆固醇乳酸菌方法建立

KENJI固体筛选培养基优化。由于在KENJI固

体筛选培养基制备过程中出现胆固醇片状沉淀，

胆固醇溶解度影响乳酸菌生长。本研究探究不同

溶解方式对胆固醇溶解度的影响，方案如下：（1）

超声乳化组（Ultrasonic emulsification，UE组）采

用超声乳化法，将1.0 g胆固醇置于100 mL无菌水

中，超声（600 W）处理 20 min；（2）DMSO组采

用 DMSO 溶解法，将 1.0 g 胆固醇溶解于 10 mL 

DMSO；（3）无水乙醇（Anhydrous ethanol，AE

组）采用无水乙醇溶解法，将 1.0 g胆固醇溶解于

5 mL无水乙醇；（4）CK组采用水溶解法，将1.0 g

胆固醇溶解于 100 mL水。上述各组胆固醇溶液中

均 加 入 牛 胆 盐 2.0 g， NH4NO3 1.0 g， MgSO4 

0.25 g， NaH2PO4 0.25 g， 酵 母 粉 2.0 g， FeSO4 

5 mg， 吐 温 − 80 2 mL， 补 充 蒸 馏 水 定 容 至

1 000 mL［17］。并于115 ℃，灭菌30 min。利用硫酸

铁铵法［18］测不同溶解方案对培养基中胆固醇溶解

度的影响。

酵母粉为乳酸菌生长提供碳源、氮源及生长

因子，可促进其增殖代谢。由于KENJI固体筛选

培养基中乳酸菌菌落偏小，影响直径判定准确性

及筛选效率，本研究优化培养基中酵母粉浓度。

配制酵母粉浓度为5 g/L、2.5 g/L、2.0 g/L、0.2 g/L

的系列KENJI固体培养基，其余组分不变，115 ℃

灭菌 30 min。制备 10−6 CFU/mL JMR-01 菌悬液，

取100 mL涂布于各浓度培养基，37 ℃恒温培养3~

4 d后测菌落直径，每组3个平行。

辐照诱变乳酸菌直径与其胆固醇降解率关系。

选用辐照后的菌株菌悬液，进行菌株直径与其胆

固醇降解能力相关性研究。将辐照后的 JMR-01菌

悬液稀释至10−6 CFU/mL后，取100 mL均匀涂布于

KENJI固体筛选培养基，37 ℃培养3~4 d，待单菌

落形成，挑取不同直径单菌落，接种于MRS液体

培养基，37 ℃培养 24 h，制备发酵液。将上述发

酵液按 1% 接种于 MRS-CHOL 液体培养基［18］，

37 ℃ 培 养 24 h。 培 养 结 束 后 将 菌 液 混 匀 ，

8 000 r/min 离心 10 min，取上清液，以未接菌

MRS-CHOL培养基为对照，采用硫酸铁铵法测菌

株胆固醇降解率。以菌落直径为横坐标，胆固醇

降解率为纵坐标，进行线性回归分析。

1.3.3　 高降解胆固醇乳酸菌的筛选　

将 各 吸 收 剂 量 下 的 菌 悬 液 稀 释 至

10−6 CFU/mL，取 100 mL均匀涂布于KENJI固体筛

选培养基，于37 ℃倒置培养3~4 d并计数。以受照

菌株菌落直径高于原始菌株菌落直径平均值 20%

记为正突变，低于原始菌株菌落直径平均值 20%

记为负突变。分别按式（1）和（2）计算正突变

率与负突变率。确定辐照菌株的最优突变剂量。

正突变率=
N+20%

N0

× 100% （1）

负突变率=
N-20%

N0

× 100% （2）

式中：N+20%为辐照菌悬液菌落直径比未辐照菌悬液

菌株菌落直径平均值高 20%的菌落数；N−20%为辐

照菌悬液菌落直径比未辐照菌悬液菌株菌落直径

平均值低 20%的菌落数；N0为辐照菌悬液总菌落

数。

利用辐照诱变乳酸菌直径与其胆固醇降解率

之间的关系，采用KENJI固体筛选培养基对最优

突变剂量的辐照乳酸菌进行初筛，得到菌落直径

较原始菌株提高超 20%的菌株。将原始菌株与各

突变菌株分别接种于MRS液体培养基中培养 24 h

后，按 1% 接种量转接至 MRS-CHOL 培养基中继

续培养24 h，采用硫酸铁铵法测菌株胆固醇降解率

进行复筛，得到胆固醇降解率较原始菌株显著增

加的突变菌株。将最终得到的突变菌株连续传代6

次，评估菌株降解胆固醇能力的遗传稳定性［12］。

1.3.4　 KENJI筛选法筛选高降解胆固醇乳酸菌的

效应评价　

对原始菌株、高降解胆固醇突变菌株进行效

应评价。分别将原始菌株、高降解胆固醇突变菌

株接种于 MRS-CHOL 液体培养液， 37 ℃培养

24 h，取 2 mL发酵液，利用硫酸铁铵法测发酵液

总 胆 固 醇 降 解 率 （Total cholesterol degradation 

rate，TCDR）；取 2 mL 发酵液，8 000 r/min 离心

10 min后弃上清，在菌体沉淀中加入 4 mL磷酸钠

缓冲液重悬，8 000 r/min离心 10 min，取 2 mL上

清液，测共沉淀作用胆固醇降解率（Cholesterol 

degradation rate by co-precipitation，CDR-CP）；弃

去剩余上清液，向沉淀中加入 4 mL磷酸钠缓冲液

及100 μL 50 mg/mL溶菌酶，冰浴条件下使用超声

波细胞破碎仪以200 W功率处理30 min（工作5 s，

间隔 5 s），取 2 mL 破碎液 12 000 r/min 离心

10 min，取上清液 2 mL测菌株吸收作用胆固醇降
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解率 （Cholesterol degradation rate by adsorption，

CDR-A）［19-20］。以未接种菌株的MRS-CHOL液体培

养液为对照组。计算公式分别如式（3）、（4）和

（5）。

胆固醇总降解率=
cT 0 - cT S

cT 0

× 100% （3）

共沉淀作用胆固醇降解率=
cT X

cT 0

× 100% （4）

吸收作用胆固醇降解率=
cT P

cT 0

× 100% （5）

式中：cT0为对照组胆固醇含量；cTS为实验组胆固

醇含量；cTX为细胞洗涤液中胆固醇含量；cTP为细

胞破碎液中胆固醇含量。

1.3.5　 高降解胆固醇菌株的益生功能　

高降解胆固醇菌株抑制胰脂肪酶活力测定。

将各高降解胆固醇突变菌株接种于MRS液体培养

液培养 24 h，将发酵液在 4 ℃，8 000 r/min 离心

10 min，用 0.22 μm滤膜过滤制备菌株发酵液；收

集菌体加入无菌水洗涤菌体 3次后，用无菌水重

悬，调整OD 600值至2.00±0.05，得到菌悬液，保

存于4 ℃。取出一部分菌悬液置于冰水浴中超声破

碎 （5 s/次 ， 间 隔 5 s， 持 续 1 h）， 4 ℃ ，

10 000 r/min离心 10 min收集上清液得到胞内提取

物，保存于 4 ℃。根据孙晓琛等［21］的方法对菌株

抑制胰脂肪酶活性进行测定。

高降解胆固醇菌株抑制 α-葡萄糖苷酶活力测

定。将制备的菌株发酵液及胞内提取物参考张

会［22］和朱萌茜［23］的方法对菌株抑制 α-葡萄糖苷

酶活性进行测定。

高降解胆固醇菌株抑制CT26细胞增殖实验。

采用CCK-8法检测高降解胆固醇乳酸菌抑制结肠

癌CT26细胞增殖的研究。用胰酶消化CT26细胞，

调整其浓度为 106个/mL，以每孔 100 mL的量移入

96孔细胞培养板中，置于5% CO2，37 ℃细胞培养

箱中培养过夜，待细胞贴壁后备用。将菌株细胞

用不含双抗的培养基稀释至合适浓度，调整菌体

细胞与癌细胞的比（CFU∶cells）分别为1∶1、1∶

50、1∶100，以每孔 100 mL的量添加到肿瘤细胞

贴壁的 96孔板细胞培养板中，分别检测菌株对结

肠癌CT26细胞增殖的抑制作用，每个浓度设 4个

平行。以不添加菌株的细胞为对照。分别于 5% 

CO2，37 ℃共培养 24 h，每孔加入 100 mL的CCK-

8试剂，置于培养箱中继续孵育 2 h。450 nm处测

OD值，计算肿瘤细胞抑制率［24］。

1.3.6　 数据处理　

实验数据采用SPSS 23.0进行统计分析，并用

Origin 8.0进行图表处理，结果用平均值±标准误差

表示，以 p<0.05表示差异显著，p<0.01表示差异

极显著。

2   结果与分析

2.1　  重离子辐照剂量对菌株致死率的影响　

参照王雨辰［12］统计不同吸收剂量 12C6+束对菌

株 JMR-01和SN-2致死率的影响，作菌株致死率曲

线。结果如图1，两株乳酸菌的死亡率随吸收剂量

增大均呈上升趋势。吸收剂量 300 Gy之前，随着

吸收剂量的增加两株菌株的死亡率增长迅速；当

吸收剂量达到 300 Gy时，两株菌株的死亡率增长

趋于平缓。在 300 Gy时菌株 JMR-01与 SN-2的致

死率也分别达到较大值 85.70%和 93.90%。研究表

明， 12C6+ 束具有高传能线密度（Linear energy 

transfer，LET），可在生物介质中诱发密集电离与

能量沉积，引起DNA断裂并诱导产生染色体易位

等错误修复，进而促进突变体生成，在高剂量重

离子束下，DNA损伤累计超过细胞修复能力阈值，

导致不可逆的细胞死亡，菌株致死率逐渐提

高［12，25］。

2.2　  高通量筛选高降解胆固醇乳酸菌方法优化　

采用硫酸铁铵法测不同溶解方式对KENJI固

体筛选培养基中胆固醇溶解度的影响。结果显示

（图 2 （a） ）， UE 组 胆 固 醇 含 量 最 高 ， 为

0.79 mg/mL，与CK组（0.29 mg/mL）相比提高了

172.41%，差异极显著（p<0.01）。分析表明，超声

图 1　重离子辐照 JMR-01和SN-2菌株致死率曲线
Fig.1　Lethal curves of mutagenesis induced by heavy ion 

irradiation
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乳化处理通过空化效应与机械振动作用，有效打

破胆固醇的疏水相互作用，降低其团聚程度，可

有效促进胆固醇在培养基中的分散与溶解，是

KENJI 固体筛选培养基中胆固醇的最优溶解方

式［26-27］。

以胆固醇作为主要碳源筛选高降解胆固醇菌

株时培养基中菌落形态偏小，因此对培养基中酵

母粉进行浓度梯度优化探究其对菌落直径的影响。

结果显示（图2（b）），菌落直径随酵母粉浓度升

高呈现“先增大后减小”的变化趋势。当酵母粉

浓度为 2.0 g/L时，菌落生长状态最优，菌落直径

达 1.21 mm，与 CK 组（0.88 mm）相比提高了

37.50%，差异显著（p<0.05）；剩余各组菌落直径

与CK组相比均未产生显著差异。分析可知，酵母

粉作为氮源、维生素及生长因子的重要来源，浓

度过低会因营养不足导致菌落偏小，过高则可能

引发培养基渗透压失衡或营养比例失调，抑制菌

株生长［28］。

通过检测25株 JMR-01突变株菌落直径与胆固

醇降解率，线性回归分析显示（图 2 （c）），

KENJI固体筛选培养基中菌株菌落直径与其胆固醇

降解率呈显著正相关（回归方程： y=24.308x+

5.995 4，R²=0.975），可通过菌落直径实现高降解

胆固醇菌株高效初筛。

2.3　  高降解胆固醇乳酸菌的筛选　

2.3.1　 高降解胆固醇乳酸菌最佳筛选剂量确定　

为提高高降解胆固醇菌株的辐照诱变筛选效

率，统计不同剂量 12C6+束辐照菌株 JMR-01和SN-2

的正、负突变率，确定最佳筛选剂量。如图3（a）

所示，随吸收剂量增加，两菌株的正、负突变率

均逐渐上升，并在 300 Gy 时达到最高。其中，

JMR-01 的最高正、负突变率分别为 15.31% 和

18.45%，SN-2分别为11.21%和10.88%。

2.3.2　 高降解胆固醇突变株的初筛与复筛　

经 300 Gy 12C6+束辐照诱变后，利用菌落直径

进行高降解胆固醇菌株初筛，从400多个突变体中

筛选出 14株 JMR-01和 12株SN-2突变菌株，其菌

落直径均较原始菌株（JMR-01为 1.21 mm，SN-2

为1.18 mm）提高20 %以上。以胆固醇降解率为评

价指标，利用硫酸铁铵法对初筛获得的 26株突变

菌株进行复筛。结果如图3（b）所示。JMR-01的14

株突变株中 2株降解率显著提升，其中 JMR-01-1

最优，菌株直径为1.73 mm，较原始菌株直径提高

42.98 %，胆固醇降解率达 56.36%，较原始菌株提

高 9.86%（p<0.05）；SN-2的 12株突变株中 2株降

解率显著升高，SN-2-1 表现最佳，菌株直径为

1.71 mm，较原始菌株直径提高 44.92 %，胆固醇

降解率为 55.28%，较原始菌株提升 11.54%（p<

0.01）。魏玲玲等［13］采用紫外诱变选育高降解胆固

醇嗜酸乳杆菌，提升幅度达 8%，最高胆固醇降解

率仅为21.5%。12C6+束的LET特性可造成DNA双链

断裂，更易诱导极限突变，突变谱高于紫外诱变，

体现了 12C6+束诱变在菌株性能改良中的技术优势。

2.3.3　 高胆固醇降解能力菌株遗传稳定性测定　

菌种的遗传稳定性是影响菌株开发应用的关

键因素。对筛选获得的4株高降解胆固醇能力菌株

（JMR-01-1、JMR-01-2、SN-2-1、SN-2-9）进行遗

传稳定性研究。结果见图3C。传至第6代时，4株

突变菌株的胆固醇降解率与初始代相比均无显著

差异（p > 0.05）。表明这些突变株自发突变率低，

图2　高通量筛选高降解胆固醇乳酸菌方法建立：（a）不同溶解方式改良培养基中胆固醇溶解度；
（b）不同酵母粉浓度改良培养基菌落直径；（c）菌落直径与胆固醇降解能力间的关系

Fig.2　High-throughput screening of cholesterol-degrading LAB: (a) solubility of cholesterol in modified media under different 
dissolution protocols; (b) colony diameter in modified media under different yeast powder concentrations; (c) correlation of colony 

diameter with cholwsterol degradation
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未因传代出现衰退现象，具备稳定的胆固醇降解 遗传特性，具备进一步开发应用的潜力。

2.4　  KENJI筛选法筛选高降解胆固醇乳酸菌的

效应评价　

对高降胆固醇突变株进行效应评价，本研究

对比4 株高产突变株（JMR-01-1、JMR-01-2、SN-

2-1、SN-2-9）与其原始菌株（JMR-01、SN-2）的

总胆固醇降解率、共沉淀作用与吸收作用对胆固

醇降解效果的贡献差异。其中，胆固醇总降解率

包含共沉淀、吸收及其他作用（氧化或代谢转化

等）的胆固醇降解率，其中共沉淀、吸收作用胆

固醇降解率在总胆固醇降解率中占比达 60%~

85%［29］。结果见图4，突变株总胆固醇降解率均较

原始菌株实现显著提升。进一步分析发现，突变

株 JMR-01-1，JMR-01-2的吸收作用胆固醇降解率

较原始菌株 JMR-01分别提高16.60%、18.61%（p<

0.01）；突变株SN-2-1、SN-2-9的吸收作用胆固醇

降解率较原始菌株SN-2分别提高20.26%、15.05%

（p<0.01）。而共沉淀作用胆固醇降解率在突变株与

原始株间无显著差异。这一结果证实：基于菌落

大小筛选高降解胆固醇菌株的方法，有效筛选出

以吸收胆固醇为主的菌株，所获突变株胆固醇降

解能力提升主要源于菌体细胞对胆固醇的吸收作

用。本研究优化的KENJI筛选培养基以胆固醇作

为主要碳源，当乳酸菌对胆固醇吸收利用能力越

强其生长状况越好（菌落直径越大）。

Miremadi等［30］研究发现，益生菌吸收作用降

解胆固醇能力与细胞膜脂肪酸组成密切相关。乳

酸菌可通过调整细胞膜结构实现对胆固醇的高效

固定，胆固醇分子嵌入细胞膜磷脂双分子层中，

增加了乳酸菌对胆固醇的吸收作用。因此，通过

调控乳酸菌细胞膜中脂肪酸比例，改善膜流动性，

增强乳酸菌对胆固醇的吸收能力。诱变选育可能

引起高降解胆固醇菌株的细胞膜组成、膜流动性

及膜通透性等多方面变化，进而促进了乳酸菌对

胆固醇的吸收能力。此外，相较于菌体与胆固醇

共沉淀作用易受体外培养条件（如胆盐浓度）或

体内肠道微环境波动的影响，菌体对胆固醇吸收

作用依赖菌株自身的结构与代谢能力，稳定性更

强。从应用角度来看，这类以吸收作用为核心的

菌株具有更高的开发价值。

2.5　  高降解胆固醇菌株的益生功能　

2.5.1　 高降解胆固醇菌株的胰脂肪酶抑制率　

为评价高降解胆固醇菌株的降血脂潜力，开

展了突变菌株提取物与发酵上清液对胰脂肪酶活

图 3　高降解胆固醇菌株的筛选：（a）辐照菌株正负突变率；（b）高降解胆固醇菌株筛选结果；（c）突变菌株遗传稳定性
Fig.3　Screening for bacterial strains with high cholesterol-degrading: (a) positive and negative mutation rates in irradiated strains; 

(b) results of screening for high cholesterol-degrading strains; (c) genetic stability of mutant strains

图4　突变菌株各作用降解胆固醇能力（彩色见网络版）
Fig.4　Cholesterol degradation by various modes of action in 

mutant strains (color online)
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性抑制研究。结果如图5（a），所有菌株发酵上清

液和菌株提取物均对胰脂肪酶活性有抑制作用，

但抑制率均显著低于药物对照组（CK），且各菌株

提取物对胰脂肪酶活性的抑制作用均高于其发酵

上清液的抑制作用。其中，菌株 SN-2-9提取物对

胰脂肪酶的抑制能力最强，为 65.59%。显著高于

文 献 报 道 的 植 物 乳 杆 菌 BC17 胞 内 提 取 物

（34.92%）［22］ 与 鼠 李 糖 乳 杆 菌 hsryfm 1301

（37.25%）［31］。因此，这些菌株具备通过抑制脂肪

吸收实现降血脂潜力。

2.5.2　 高降解胆固醇菌株的α-葡萄糖苷酶抑制率

为评价高降解胆固醇菌株的降血糖潜力，开

展了突变菌株提取物与发酵上清液对 α-葡萄糖苷

酶活性的抑制研究。结果见图5（b），所有菌株均

有抑制作用，各菌株提取物对 α-葡萄糖苷酶活性

的抑制作用均高于其发酵上清液的抑制作用。其

中，菌株SN-2-9提取物对 α-葡萄糖苷酶的抑制能

力最强，为76.31%，与药物对照组（CK）相比抑

制率提高了 6.13%，差异显著（p<0.05）。该突变

菌株对α-葡萄糖苷酶抑制率显著高于张会［23］筛选

出的乳酸片球菌GC215（56.70%）和朱萌茜［24］筛

选出的发酵乳杆菌LF3.2（38.62%）。因此，筛选

菌株均展现出通过延缓碳水化合物吸收降低血糖

潜力。

2.5.3　 高降解胆固醇菌株对CT26细胞增殖的影响

菌株 JMR-01分离自肿瘤治疗小鼠粪便，具备

抑制肿瘤细胞增殖作用。因此采用CCK-8法研究

高降解胆固醇突变菌株对 CT26 细胞增殖抑制作

用。由图 5（c）可知，所有菌株在不同浓度下对

肿瘤细胞CT26均表现出抑制作用。JMR-01系列菌

株对肿瘤细胞抑制作用随菌株浓度的升高增强。

与原始菌株 JMR-01（19.01%）相比，突变菌株

JMR-01-2 在低浓度（CT26∶JMR-01-2=1∶1）条

件下，对肿瘤细胞的抑制作用提高了 50.24%（p< 

0.05）。SN-2系列菌株对肿瘤细胞的抑制作用与浓

度不存在相关性，突变菌株SN-2-9在不同浓度均

对肿瘤细胞均有强抑制作用。这两种菌株可能通

过不同途径发挥抗肿瘤作用。其中，JMR-01系列

菌株对肿瘤细胞的抑制作用与浓度相关，表明其

作用可能是通过消耗肿瘤微环境中的胆固醇，影

响肿瘤细胞的膜完整性，干扰肿瘤细胞增殖，提

高了抑制率［32］；而SN-2系列菌株对肿瘤细胞的抑

制与浓度无关，可能是该系列菌株能分泌一种代

谢产物能够高效抑制肿瘤细胞。Bai等［24］研究表

明，益生菌对结直肠癌细胞的抑制作用主要源于

益生菌及其代谢产物直接抑制肿瘤细胞的增殖，

发挥抗肿瘤作用。因此，高降解胆固醇菌株在治

疗结肠癌方面具有一定的潜力。

3   结论

本研究通过优化KENJI筛选培养基中的胆固

醇溶解度以及酵母粉浓度，以菌落直径为初筛指

标进行降解胆固醇乳酸菌筛选，用于快速大量筛

选高降解胆固醇突变菌株。应用该方法对经

300 Gy剂量 12C6+束辐照的罗伊氏乳杆菌 JMR-01和

干酪乳杆菌 SN-2进行筛选，成功获得 4株遗传稳

定性良好的高降解胆固醇突变株： JMR-01-1、

JMR-01-2、SN-2-1和 SN-2-9。其中，JMR-01-1和

SN-2-1的总胆固醇降解率较原始菌株分别显著提

高 9.86% 和 11.54%。结果表明，突变株胆固醇降

图 5  高降解胆固醇菌株的益生功能（彩色见网络版）：（a）高降解胆固醇菌株的胰脂肪酶抑制率；（b）高降解胆固醇菌株的α-葡
萄糖苷酶抑制率；（c）高降解胆固醇菌株对CT26细胞增殖的影响

Fig.5  Probiotic potential of cholesterol-degrading bacterial strains (color online): (a) inhibition rate of pancreatic lipase by 
cholesterol-degrading bacterial strains; (b) inhiition rate of α-glucosidase by cholesterol-degrading bacterial strains; (c) effects of 

high cholesterol-degrading strains on the proliferation of CT26 cells 
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解能力的提升主要源于菌体对胆固醇吸收能力的

增强。具体而言，JMR-01系列突变株对胆固醇吸

收作用降解率提高了 16.60%~18.61%，SN-2 系列

提高了15.05%~20.26%，进一步证实了该方法对筛

选以吸收作用为主导的高降解胆固醇菌株的有效

性。此外，所有筛选菌株均有很好的降血脂、血

糖和辅助防治结肠癌潜力。其中，突变菌株SN-2-9

的胰脂肪酶抑制率 65.59%，α-葡萄糖苷酶抑制率

76.31%，且其对肿瘤细胞 CT26 的抑制能力最稳

定。综上，本研究利用菌落大小筛选降解胆固醇

菌株的方法可为高降解胆固醇乳酸菌的选育提供

可靠的技术支持，所获突变株在功能性食品与微

生态制剂开发中具有良好应用潜力。
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