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壳寡糖对乳酸杆菌体外生长的影响

吴大畅 王丽新 张翠丽 辛 毅△

(大连医科大学生物技术系 辽宁 大连 116044)

摘要 目的：研究壳寡糖对乳酸杆菌体外生长的影响。方法：将乳酸杆菌 MRS 培养基中的葡萄糖替换为壳寡糖及向原培养基中加

入适量的壳寡糖，通过测定 OD 值比较乳酸杆菌的生长状况。结果：以壳寡糖完全代替葡萄糖的培养基中乳酸杆菌的生长状况不

如 MRS 培养基，而少量壳寡糖与葡萄糖协同的培养条件使乳酸杆菌的生长适应期明显减短，促进其生长。结论：乳酸杆菌对壳寡

糖的利用不如对葡萄糖的利用，1g/l 壳寡糖与葡萄糖协同作用时可明显缩短乳酸杆菌的生长适应期，促进细菌生长。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of Chito-Oligosaccharide （COS）on the growth of Lactobacillus in vitro. Methods:

Replace glucose with COS in Lactobacillus medium and apply moderate COS to the original medium. Lactobacillus growth was detected

by measuring its OD value. Results: Lactobacillus growth in the original medium is better than that in the medium of COS replaced for

glucose, and the lag phase in the medium adding a little COS is shorter than the original medium, promote the multiplication of Lactobac-

illus in vitro. Conclusion: Glucose is better than COS for the growth of Lactobacillus. The synergistic action of COS and glucose can

shorten the growth lag phase and promote the multiplication of Lactobacillus with 1g/l COS .
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前言

壳聚糖是甲壳素的脱乙酰化产物[1]，是由 2～10 个氨基葡

萄糖以β-1，4 糖苷键连接而成的碱性寡糖，它通常是由壳聚糖

通过生物工程技术降解制备的低聚氨基葡萄糖，属于海洋性功

能寡糖。壳寡糖具有结构特异、活性独特，低热值、安全无毒、无
副作用、无残留和稳定性好等特点[2-3]，且水溶性好，很容易被吸

收利用，生物活性比壳聚糖更强。特别是聚合度为 6 左右的壳

寡糖，更具有许多独特的生理活性和功能，如在人体肠道内活

化增殖双歧杆菌，抑制大肠杆菌的生长[4]；促进脾脏抗体生成，

抑制肿瘤细胞的生长；在微酸环境中具有较强的抗菌作用和显

著的保湿吸湿能力[5]；活化植物细胞，促进植物快速生长[6]等。因
此，水溶性壳寡糖具有极为广泛的应用范围和发展前途，受到

研究者的广泛关注，海洋性功能寡糖的开发也成为当今生物技

术领域的重要课题[7]。
乳酸杆菌是在乳酸菌中与动物关系最密切的菌属。动物和

人类从口腔到直肠始终有该菌存在，是动物肠道中优势菌群之

一。它们在宿主体内发挥生物拮抗作用，维持机体微生态平衡，

发挥免疫调节，抗肿瘤等作用[8]。当乳酸杆菌比例下降，则动物

消化机能紊乱，严重者导致动物肠炎、下痢等疾病。乳酸杆菌的

数量变化往往预示着人体状态发生变化。因此，确切了解乳酸

杆菌生长的影响因素及对其进行精确定量将对疾病的诊治具

有重要意义[9-11]。
有文献报道另一种寡糖—甘露寡糖可以增殖肠道内乳酸

杆菌[12]，也有文献报道壳寡糖对双歧杆菌的体外生长有明显的

促进作用[13]。而有关壳寡糖对乳酸杆菌的生长的影响却未见报

道。基于此，本文用壳寡糖代替乳酸杆菌 MRS 培养基中的葡萄

糖及向 MRS 培养基中加入壳寡糖与葡萄糖配伍，在相同条件

下对乳酸杆菌进行体外培养，绘制生长曲线，以此来判断各培

养基中乳酸杆菌的生长情况。进一步明确壳寡糖的作用及其机

理，为其应用开发提供理论依据，探寻促进益生菌生长的有效

途径。

1 材料与方法

1.1 仪器

DHG-9071A 型电热恒温鼓风干燥箱 （上海浦东荣丰科学

仪器有限公司）；台式高速冷冻离心机 （科大创新股份有限公

司）；酶标仪（thermo electron corporation）；恒温摇床（上海福玛

实验设备有限公司）；洁净工作台（洁净等级 100 级，上海博迅

实业有限公司医疗设备厂）；隔水式电热恒温培养箱（型号：osk-

po，湖北省黄石市医疗器械厂）；立式压力蒸汽灭菌器（型号：

YXQ-LS-30 SII，上海博迅实业有限公司医疗设备厂）；FA 分析

天平（上海越平科学仪器有限公司）；天平（上海光正医疗仪器

有限公司）；PHS-3C 型精密 pH 计 （常州市国立试验设备研究

所）。
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1.2 材料

壳寡糖（济南海得贝海洋生物工程有限公司，食品级，脱乙

酰度 85.3%，分子量＜3000，批号：100627）；德氏乳杆菌保加利

亚亚种（Lactobacillus Delbrueckii ATCC 7830）大连医科大学生

物技术系保存）；MRS 培养基 （胰酪蛋白胨 10.0 克，酵母浸粉

5.0 克，柠檬酸胺 2.0 克，硫酸镁 0.575 克，硫酸锰 0.12 克，吐温

-801.0 克，葡萄糖 20.0 克，硫酸亚铁 0.034 克，乙酸钠 25.0 克，

磷酸氢二钾 6.0 克，蒸馏水 1.0 升，所用试剂均为分析纯）

1.3 实验方法与步骤

1.3.1 菌种活化 将保存在斜面培养基上的乳酸杆菌转接到经

灭菌的含有 10MLMRS 培养基的试管中，37℃恒温培养箱中培

养，备用。
1.3.2 壳寡糖对乳酸杆菌体外生长的影响 将活化好的菌种用

无菌生理盐水配制成浓度为 1×107 cfu / ml 菌悬液，按 1%的接

种量分别接种到以下三种培养基中：a. 正常培养基作为对照

组；b.用浓度分别为 5g/l，10g/l，20g/l 的壳寡糖代替葡萄糖作为

乳酸杆菌培养基的碳源；c. 向正常 MRS 培养基中分别加入终

浓度为 2g/l，1g/l，0.5g/l 的壳寡糖与其中的葡萄糖协同。每个处

理方法设立六个重复孔。
1.3.3 乳酸杆菌生长曲线的测定 接种后，将菌种与各组液体

培养基摇匀，在 37℃恒温下培养，每四小时在酶标仪 630nm 波

长下测定一次吸光度值，以培养时间为横坐标，相应的吸光度

值为纵坐标，记录数据并绘制生长曲线。

2 结果

2.1 壳寡糖完全代替葡萄糖作为碳源

用 COS 完全代替葡萄糖的培养基中乳酸杆菌的生长曲线

不典型，由图 1 可见，在 0～32 h 内，三个处理组培养基的 OD

值均小于 MRS 对照组，乳酸杆菌的增殖速度明显下降，证明了

葡萄糖优于 COS 更适于为乳酸杆菌生长提供碳源，乳酸杆菌

不能单独有效地利用壳寡糖。同时还可以观察到在 3 个处理组

中乳酸杆菌生长的适应期有不同程度缩短。在 5g/lCOS 培养基

上，乳酸杆菌的生长适应期最短，培养 15h 后，菌体生长即达到

稳定，此时培养基的 OD 值达到最大，菌体数量最多。在

20g/lCOS 培养基中，乳酸杆菌生长速度极其缓慢，生长适应期

有所缩短，在培养 9h 前后便进入对数生长期，培养 12h 很快进

入稳定期，OD 值达最大。综上：乳酸杆菌生长适应期长短：

5g/lCOS 组＜20g/lCOS 组＜MRS 对照组 =10g/lCOS 组；乳酸

杆菌进入稳定期 OD 值：20g/lCOS 组＜5g/lCOS 组＜l0g/lCOS

组＜MRS 对照组。
2.2 壳寡糖与葡萄糖协同使用作为碳源

向正常培养基中加入壳寡糖与葡萄糖协同作用时，处理组

的生长曲线与对照组的生长曲线趋势大体一致（图 2），在 0～
32 h 内，1g/lCOS 和 0.5g/lCOS 处理组培养基的 OD 值普遍高

于 MRS 对照组（图 3），乳酸杆菌的增殖速度明显提高，证明了

两种糖协同作用更适于为乳酸杆菌生长提供碳源。并且浓度为

1g/lCOS 组培养基中的乳酸杆菌提前进入了对数生长期，缩短

了生长适应期，且对数生长期时间延长。这表明：向正常培养基

中加入适量的壳寡糖可以有效缩短乳酸杆菌生长适应期，促进

细菌生长，本实验得到的最佳浓度为 1g/l。

图 1 乳酸杆菌在不同培养条件下的生长曲线

Fig.1 Grow curve of Lactobacillus under different culture conditions

图 2 协同培养条件下乳酸杆菌的生长曲线

Fig.2 Grow curve of Lactobacillus under collaborative culture conditions

图 3 乳酸杆菌在各协同培养组生长情况

Fig.3 Growth status of Lactobacillus under collaborative culture

conditions

3 讨论

人体是一个复杂的微生态系统，包含多种微生物，其中乳

酸杆菌是重要的优势菌，也是目前微生态学领域中备受重视的

研究对象。它在保持人体腔道酸性环境、维持菌群平衡中起关

键作用，是重要的益生菌。乳酸杆菌通过与肠粘膜上皮细胞相

互作用，紧密结合，与其它厌氧菌一起共同占据肠粘膜的表面，

形成一个生物学屏障，阻止致病菌的定植与入侵，同时它还能

产生多种代谢产物如细菌素样物质和表面活性物质来抑制真

菌生长[14]。另外乳酸杆菌的代谢产物或细菌降解产物可与巨噬
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细胞、树突状细胞表面的 Toll 样受体结合，激活巨噬细胞、树突

状细胞并释放细胞因子，这些细胞因子又可诱导宿主其他免疫

细胞的应答，提高免疫细胞再循环而活化全免疫系统[15]，还可

提高 T 细胞针对有丝分裂原的增殖能力，使 T 细胞的数目增

多[16]，阻止外来致病菌的感染。有报道作为阴道优势菌群的乳

酸杆菌与宫颈癌及其早期病变的发生有关[17]。由于含乳酸杆菌

的制剂为生物制剂，具有安全无毒的优点，因此有学者开始尝

试将目的抗原表达于乳酸杆菌胞膜上，作为一种安全的黏膜免

疫的疫苗载体作用于宫颈粘膜局部[18]，以期达到宫颈癌的一级

预防。可见，乳酸杆菌对人类健康起着重要作用，寻找能够促进

乳酸杆菌增殖的生物活性因子，同样具有重要的医用价值和社

会意义。

乳酸杆菌对营养要求比较苛刻，培养基中需要多种物质，

而许多寡糖类物质对乳酸杆菌的生长有促进作用，称为益生

元。已有文献报道，另一种海洋寡糖—甘露寡糖可以增殖肠道

内乳酸杆菌[12]，也有文献报道壳寡糖对双歧杆菌的体外生长有

明显的促进作用[13]。本文结果与上述报道不完全一致，可能是

由于寡糖对乳酸杆菌的促生长作用与糖的结构、纯度等有关。

研究表明高纯度、一型糖苷键连接的寡糖对双歧杆菌的作用

效果最为显著，如菊糖或果寡糖类对双歧杆菌的生长有明显的

增殖作用[19-20]，其中果寡糖最易被双歧杆菌利用，是目前最有价

值的双歧因子，有人也称之为有益菌专一增殖因子[21]。

壳寡糖是由壳聚糖经过降解得到的，易溶于水，具有独特

生理功能，易被多种生物利用，虽然本实验表明，单独使用壳寡

糖并不能促进乳酸杆菌的体外生长，但至于是否能在体内促进

肠道中的乳酸杆菌的生长，还有待证实。另外，虽然壳寡糖单独

作为碳源使用时不能促进乳酸杆菌的体外生长，但低浓度的

壳寡糖与葡萄糖协同作为碳源时，却可缩短乳酸杆菌生长的

适应期，延长对数期，促进细菌生长，这对于工业生产具有重要

意义。

虽然壳寡糖易溶于水，但本实验将壳寡糖加入培养基后出

现轻微浑浊现象，为避免对实验结果造成影响，本实验在测定

吸光度做生长曲线的同时，还用细胞计数板进行了镜下计数，

两部分结果得到了一致的结论，确保了实验结果的准确性和可

靠性。
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