
DOI：10．13995／j．enki．1 1—1802／ts．20151201 1

植物乳杆菌L01对人结肠癌细胞系Caco-2的黏附性能+

吴凡，黄翠姬，刘昭明，黄群，张亚丽

(广西科技大学生物与化学工程学院，广西柳州，545006)

摘 要 了解植物乳杆菌L01黏附性能，为其在功能食品中的应用提供理论基础。采用体外黏附试验法对植物

乳杆菌L01黏附于人结肠癌细胞系Caeo一2性能进行研究。考察了菌体浓度、生长阶段、作用时间、环境pH值、

单糖种类和金属离子对植物乳杆菌L01黏附性能的影响。试验结果表明：共培养2 h后菌体浓度达到l X 108

CFU／mL，菌体数趋于饱和，稳定期的植物乳杆菌L01对Caco一2细胞的黏附效果最好；环境pH值对于黏附作用

影响显著(P<0．叭)，在弱酸范围黏附性最强；4种单糖(D一葡萄糖、D一半乳糖、D一甘露糖、甲基一0【一D一甘露糖苷)对

植物乳杆菌L01黏附抑制作用中，甲基一Or．一D一甘露糖苷、D一甘露糖均有显著抑制(P<0．01)作用，另外两种单糖

D一葡萄糖、D一半乳糖无显著变化(P>0．05)；金属离子ca“、M92+对植物乳杆菌L01黏附作用影响不显著(P>

0．05)。由此得出结论，植物乳杆菌L01对Caco一2细胞的黏附特性受多种外部因素的共同影响。
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植物乳杆菌属于肠道内微生物菌群的一种，常见

于蔬菜发酵制品⋯。其作为人类消化道中的重要菌

群，具有抑制病原菌，修复肠道黏膜，降低血清胆固

醇，提高人体免疫力等益生功能。2‘“。乳酸菌对人体

发挥益生作用与其能在消化道内定植的能力有关，而

黏附则是定植的先决条件’4。。研究发现，乳酸菌对

细胞的黏附是由于细胞壁中黏附素与宿主表面的受

体相结合的结果，其黏附性能受到一些外在因素，如

周围环境的pH值、离子浓度、温度以及菌体生长阶

段等的影响‘”⋯。

近两年来国内外的研究焦点主要集中在乳酸菌

黏附力的考察和黏附机理上，王丽群一。和李清‘引根

据研究菌株的黏附能力、表面疏水性和自动聚集能力

三者之间关系，来判断菌株黏附性能的强弱。卢千

慧_1通过对乳杆菌的表面s一层蛋白的研究，深入探

讨了乳杆菌的黏附机理。相比之下，对乳酸菌黏附作

用的过程所受到影响因素研究较少且不够全面。对

影响乳酸菌黏附过程中的因素的研究不仅有助于明

确乳酸菌的黏附机理，而且为其更好地黏附于肠道创

造了条件。本实验在前人研究的基础上，通过考察筛

选自泡菜的植物乳杆菌L01黏附于Caeo．2细胞的性

能，研究了不同因素对其黏附效果的影响，并对其机

第一作者：硕士研究生(刘昭明教授为通讯作者，E．mail：liuzha—

omin966@163．tom)。

*2014年广西区教育厅重点项目(课题编号：ZD2014075)

收稿日期：2015—08—04，改回日期：2015一09一07

理进行初步探讨。

1 材料与方法

1．1菌株和细胞

植物乳杆菌L01，由广西科技大学生物与化学工

程学院微生物实验室提供；人结肠癌腺细胞系Caeo一2

细胞株，购自南京凯基生物科技有限公司。

1．2主要试剂

MRS(Man—Rogosa—Sharpe)培养基、DMEM(Dul-

becco’s Modified Eagle’s Medium)培养液、0．25％胰

酶．EDTA，青岛海博生物科技有限公司；类胎牛血清，

上海玉博科技有限公司。其他试剂均为分析纯或化

学纯。DMEM完全培养液由78％DMEM培养液、

20％胎牛血清、1％双抗(青霉素、链霉素浓度均为

100 U／mL)和1％谷氨酰胺组成，并加入1 mL的

NaHCO，作为指示剂。

1．3细菌培养

将植物乳杆菌L01置于含20％甘油的MRS中

一60℃保存，将上述菌株接种于MRS液体培养基，

37℃培养24 h，并活化2次。

1．4细胞培养

采用Caeo．2细胞作为肠上皮细胞模型，进行黏

附性试验。Caeo一2细胞经复苏后加人DMEM完全培

养液中，放置在CO：培养箱(5％CO：和95％空气)

中，37℃培养，2 d换液1次。待细胞生长至70％～

80％贴壁，用0．25％胰酶一EDTA消化传代，传代5次
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左右，大约20天后，将细胞接种于6孔细胞培养板

中，细胞浓度约为2×106 CFU／cm2，待细胞长成单层

进行黏附实验。

1．5黏附实验

1．5．1 黏附观察

将已经长成单层的Caco一2细胞用无菌磷酸盐缓

冲液(PBS)(pH 7．4)洗涤2次。分别向细胞板的每

个孔中加入1 mL细菌悬液(1．0×108 CFU／mL)，在

CO，培养箱(5％CO，和95％空气)中，37℃环境中孵

育2 h。然后用无菌PBS漂洗细胞3次，除去未黏附

的细菌。生长在6孔培养板中的盖玻片经过漂洗后

用0．4％多聚甲醛固定0．5 h，静置干燥，革兰氏染

色，在细胞成像仪下观察植物乳杆菌L01的黏附情

况。

1．5．2黏附计数

将细胞悬浮液直接滴加于六孔培养板中。经

PBS洗涤后，一部分孔中加入含有200 Ixg／mL庆大霉

素的DMEM不完全培养液2 mL，孵育1 h，之后用

PBS漂洗3次，以此来杀死黏附在细胞表面的细菌，

从而确定侵袭进入细胞内的细菌数。然后在所有孑L

中加入0．7 mL胰酶作用10 min，待细胞完全脱落，再

加入0．3 mL不完全培养液终止反应。最后加入0．5

mL 0．1％TritonX．100(聚乙二醇辛基苯基醚)，混匀

后静置10 min，以裂解细胞。将混合物转移到试管

中，选取合适稀释梯度，进行平板菌落计数。做空白

对照，选取长至单层的空白细胞培养板进行细胞计

数。每个处理作3个平行，并按照公式(1)计算平均

每个细胞黏附的细菌数。

黏附的细菌数／细胞=整墨芝善髻絮专篓丢孚譬警(，)
1．6 不同因素对菌株黏附性能的影响

乳酸菌的黏附定植主要是通过黏附素和细胞上

的特异性受体结合完成，此过程的发生与菌体生长阶

段、温度、pH、菌浓度、黏附作用时间、金属离子浓度

以及环境中单糖种类等其他影响因素有关。

1．6．1 菌液浓度对黏附性能的影响

取培养至12 h的L01菌体，调整其浓度分别为

105，106，107，108，109 CFU／mL，与细胞共培养2 h，计

数黏附的细菌数。

1．6．2 生长阶段对黏附性能的影响

取培养至4，8，12，16，20 h的L01菌体，调整其

浓度为1．0×108 CFU／mL，与细胞共培养2 h，计数黏

附的细菌数。
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1．6．3 作用时间对黏附性能的影响

取培养至12 h的L01菌体，调整其浓度为1．0×

108 CFU／mL，与细胞共培养0．5，1，1．5，2，2．5，3 h，

计数黏附的细菌数。

1．6．4 环境pH值对黏附性能的影响

取培养至12 h的L01菌体，用不同pH的缓冲液

(3．0，4．0，5．0，6．0，7．0，8．0，9．0)调整其浓度为1．0×

108 CFU／mL，与细胞共培养2 h，计数黏附的细菌数。

1．6．5 单糖对黏附的抑制作用

在细菌悬浮液中分别加入D一葡萄糖、D-半乳糖、

D．甘露糖、甲基．仅。D．甘露糖苷(终浓度为100 mmol／L)，

与细胞共培养2 h，考察单糖对黏附的影响。

1．6．6 二价金属离子对黏附作用的影响

在培养12 h浓度为1．0×108 CFU／mL的LOI菌

悬液中加入CaCl：和MgCl：(终浓度分别为0，5，10，

15，20 mmol／L)，与细胞共培养2 h，进行黏附试验。

1．7统计学处理

采用Origin9．1对实验数据进行作图。数据结果

以髫±S表示，采用SPSS 20．0统计软件中的独立样本

r检验进行数据分析，以P<0．05为差异显著，P<

0．叭为差异极显著，P>0．05无显著差异。

2 结果与分析

2．1 菌液浓度对黏附作用的影响

将菌液L01浓度分别调整为1×105，1×106，1×

107，1×108，1×109 CFU／mL，然后进行黏附实验，实

验结果如图1所示。
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图l 菌液浓度对LOI黏附于Caco一2的影响

Fig．1 The effect of different bacterial concentrations

on the adherence of L．plantnum L01 on Caco·2 ceils

根据T检验分析可知，植物乳杆菌L01对Caco．2

的黏附性具有一定的浓度依赖性。当浓度从1×106

CFU／mL升高至1×10’CFU／mL时，Caco-2上黏附的

植物乳杆菌L01菌数随着菌液浓度的升高而显著增

加，相应值彼此间差异显著(P<0．05)，而当菌液浓

度1×103 CFU／mL升高至1×106 CFU／mL时，其黏

啦一

一

∞一

一俨

肥

r

一“

馓

／

1

细

／

一旷

的

，

万

附

／

i

黏

／

一

一I_一一廿u．11臣UvN●o譬u、

 



附数之间无显著差异(P>0．05)。当达到1×10’

CFU／mL时，黏附数为7．76±0．11个／细胞，此时黏

附达到稳定。参考李清的研究。8。，可以推测植物乳

杆菌L01与细胞Caco一2的黏附机制主要是乳杆菌表

面的黏附素与细胞表面的特异性受体结合而形成黏

附力。当植物乳杆菌L01浓度达到1×10’CFU／mL

时，此时Caco一2细胞表面的受体结合位点已经达到

饱和，此时L01的黏附达到动态平衡。

2．2 生长阶段对黏附作用的影响

分别取培养时间为4，8，12，16，20 h五个生长阶

段的菌液进行黏附实验。实验结果如图2所示。根

据T检验分析可知，当进行黏附实验的菌龄低于12 h

时，黏附的细菌数随着菌龄的增长显著增加(P<

0．05)。当细菌生长时间超过12 h，黏附的细菌数趋

于饱和(P>0，05)。细菌生长时间为16 h时，植物乳

杆菌L01生长进入稳定后期。当菌龄达到20 h时，

黏附的细菌数有了明显的降低(P<0．05)。由此可

知，处于稳定期的植物乳杆菌L01对Caco一2具有更

好的黏附性。由于植物乳杆菌L01在不同的生长阶

段，其形态结构，菌体表面成分以及代谢产物有较大

的不同，因而造成不同的黏附效果。由实验数据可

知，处于稳定期的LOI黏附性最稳定，这与其他研究

者结果保持一致¨⋯。可以推测处于稳定期的细菌不

管是从数量还是形态结构以及表面成分较其他生长

阶段都更为稳定，可能与其分泌黏附素的性质与多少

有关，这就导致了植物乳杆菌L01与Caco一2细胞受

体的结合更多更稳定。
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细菌数变化趋于平缓，彼此之间没有显著性差异

(P>0．05)。植物乳杆菌L01对Caco．2的黏附作用

在一定范围内存在着时间依附性，当孵育时间达到2 h

时，黏附作用达到平衡。可以推测植物乳杆菌L01与

黏附作用时间存在着时间效应关系，需要一定的作用

时间黏附数才能达到动态平衡。随着黏附作用时间

的延长，黏附的细菌数随之增加，2 h达到黏附饱和。

表明此时Caco．2细胞表面的黏附素受体数量已经达

到饱和，黏附数趋于稳定。
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图3 不同作用时间对L01黏附于Caco一2的影响

Fig．3 The effect of different incubating
times Oil the

adherence of L．plantnum LO 1 on Caco·2 cells

2．g环境pH对黏附作用的影响

用pH分别为3．0，4．0，5．0，6．0，7．0，8．0，9．0的

缓冲液将植物乳杆菌浓度调整为1×108 CFU／mL后

进行黏附实验，实验结果图4所示。
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图4 pH对L01黏附于Caco一2的影响

Fig．4 The effect of different environmental pH on

the adherence of￡．planmum LO I on Caco一2 cells

图2生长阶段对L01黏附cac。。2的影响
之问时，随着pH的升高黏附的细菌数有显著的增加

Fi

g‘：Th”冀毗!!i‰”冀?’OW‘h，stag．e on。m8 (P<o．01)；当培养环境pH达到6．o之后，黏附的细
ad“甜“”。m L彤倒Ⅲmm Lul⋯儿””‘”“8

菌数趋于饱和，并且在培养环境pH为6．0～8．0时，
2·3作用时间对黏附作用的影响 细菌黏附数无显著变化(P>0．05)。当培养环境pH

将植物乳杆菌I_D1浓度都调整为1×108 CFU／mL， 达到9．0时，此时黏附的细菌数出现显著下降趋势
使其与细胞分别0．5，1．0，1．5，2．0，2．5，3．0 h共孵 (P<0．01)。可以得出：培养环境的pH低于6．0时，

育后进行黏附试验。实验结果图3所示。根据T检 黏附的细菌数对培养环境pH有一定的依赖性。然

验分析可知，在2 h之内，随着共孵育时间的延长，黏 而当培养环境的pH高于8．0时，黏附细菌数明显下

附细菌数有显著增加(P<0．01)。2 h之后，黏附的 降。由此可以看出，弱酸环境更有利于植物乳杆菌
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L0的黏附过程的发生。与陈臣¨1。研究得出的中性

环境更利于黏附的发生有所不同，这可能是酸性环境

改变Caco-2细胞表面的某些理化性质，导致菌体与

细胞黏附作用增强，从而使更多的植物乳杆菌L01黏

附到Caco-2细胞表面上，并且不易脱落；另一方面，

这可能是菌体之问的差异性造成的结果，植物乳杆菌

L01具有更好的耐酸性。

2．5单糖种类对黏附性的影响

在细菌悬浮液中分别加入D一葡萄糖、D一半乳糖、

D一甘露糖、甲基一仅一D一甘露糖苷(终浓度为100 mmoL／L)，

空白对照组加入等量的PBS缓冲液，进行黏附实验。

分析实验结果图5可知，当加入4种不同的单糖时，

甲基一仅一D一甘露糖苷(P<0．01)，D一甘露糖(P<0．01)

均能显著抑制植物乳杆菌L01对Caco一2的黏附作

用，黏附的细菌数有了明显的减少。另外两种单糖

D一葡萄糖(P>0．05)，D一半乳糖(P>0．05)均不能抑

制其黏附作用。分析FERREIRA¨2j在201 1年研究

得出的细菌的黏附能力与菌体表面性质存在较大相

关性的结论，同时参考GARCIA—CAYUELA T¨圳的关

于黏附涉及蛋白质、糖脂和单糖等黏附素特异性黏附

的研究，可以推测得知由于甘露糖及其衍生物与乳杆

菌细胞壁中含多糖表面的糖基部分相似，代替乳杆菌

与细胞发生特异性结合的，故导致了细菌的黏附数明

显下降。
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图5 单糖对植物乳杆菌L01黏附于Caco一2的影响

Fig．5 The effect of different monosaccharide on

the adherence of of L．plantnum L01 on Caco一2 cells

2．6二价金属离子对黏附作用的影响

在浓度调整为1×108 CFU／mL的L01菌悬液中

分别加入CaCl：和MgCl：，使其终浓度分别为0，5，10，

15，20 mmol／L，然后进行黏附实验。实验结果图6所

示。由图6可知，随着金属离子浓度的升高，黏附的

细菌数无明显变化(P>0．05)。此结果说明ca“和

Mg“这两种金属离子并未参与到植物乳杆菌L01黏

附过程。Crow等。14。人曾研究发现，乳酸菌与细胞表

面的静电相互作用是两者的初步结合，金属离子
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Ca“、Mg“会参与到此黏附过程。但是本实验并未

得到与其一致的结论。通过统计学分析可知，Ca2+、

Mg“的加入对黏附作用无显著影响(P>0．05)。

REN。15 3的研究曾指出，乳酸菌的疏水性与其黏附作

用存在一定的相关性，由此我们可以推测得知植物乳

杆菌L01在与Caco．2的黏附过程的结合先是疏水作

用，之后才是表面黏附素与受体结合‘1”。故ca“、

Mg“并未参与植物乳杆菌L01的黏附。

黎
枢
器
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蓝
耦

0 5 10 15 2(

金属离子／(rmnol·L‘1)

图6二价金属离子对植物乳杆菌L01

黏附于Caco一2的影响

Fig．6 The effect of different ion concentrations on the

adherence of of L．plantnum L0 1 on Caco一2 cells

3 结论

本文考察了菌体浓度、菌体生长阶段、pH、作用

时间、金属离子以及单糖种类等六种因素对植物乳杆

菌L01黏附Caco一2细胞的性能的影响。结果表明，

当细菌浓度达到1×108 CFU／mL、孵育2 h时，黏附

趋于饱和。稳定期的植物乳杆菌L01对Caco-2细胞

的黏附效果最好。植物乳杆菌L01在弱酸偏中性范

围黏附性最强；考察4种单糖对植物乳杆菌L01黏附

抑制作用发现，甲基一仅一D一甘露糖苷，D一甘露糖均能显

著抑制植物其黏附作用，D一葡萄糖、D一半乳糖均无明

显变化。同时，研究发现，Ca2+、Mg“并未对植物乳

杆菌L01黏附于Caco一2细胞造成显著影响，说明

Ca“、Mg“并未参与植物乳杆菌L01的黏附过程，植

物乳杆菌L01与Caco-2的初步结合并非静电相互作

用导致，而是由疏水相互作用引起的。
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Study on the adhesive properties of Lactobacillus plantarum L0 1

upon human colon cancer cell line Caco-2

WU Fan，HUANG Cui—ji，LIU Zhao—ming，HUANG Qun，ZHANG Ya—Li

(Department of Biological and Chemical Engineering，Guangxi University of Technology，Liuzhou 545006，China)

ABSTRACT Studying the adhesive properties of Lactobacillus plantarum L0 1，which providing theoretical basis for

its application in functional food．Adhesive test was adopted to study the adhesive ability of Lactobacillus plantarum

L01 upon colon cancer cell line Caco一2 in vitro．The effects of various factors on the adhesive properties were studied，

including cell concentration，growth stage，time，pH，kinds of monosaccharide and metal ion．The results showed

that CO—cultivation after 2 hours，cell concentration was 1×1 08 CFU／mL and reached saturation，the adhesive effect of

Lactobacillus plantarum LO 1 in stationary phase was the best；the pH of the solution demonstrated effect significantly

(P<0．0 1)on the adhesive ability，and which became strongest at weak acid．Around the four monosaccharides．the

adhesive ability was decreased significantly(P<0．01)with the addition of D—mannose and methyl—d．D—mannopyr．

anoside，whereas it had no significantly effects(P>0．05)on the adhesive ability when the D—glucose and the D—ga—

lactose were added；Ca2+，M92+had no significant effects(P>0．05)on the adhesive ability of Lactobacillus planta—

rum LO 1 either．In conclusion，the adhesive properties of Lactobacillus plantarum LO 1 upon Caco一2 cells were affected

by various factors．

Key words Lactobacillus plantarum；Caco一2；adhesion
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