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擅 要 评价10株乳酸乳球菌的酸应激能力，选用应激能力较高的菌株，确定其最佳酸应激条件。将4 h、10

h、20 h培养的该菌菌体在此条件下应激，以硫酸亚铁钼蓝比色法测定应激前后的质膜F。Fo—ATPase活性。结

果表明，菌株KLDS 4．0312具有较高应激能力，应激后耐酸性可提高7542倍，其最佳酸应激条件为pH4．5，30

min。4 h、10 h、20 h培养的该菌菌体应激后，质膜F1 Fo—ATPase活性分别提高56．68％、11．05％、5．16％。
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随着人们对健康饮食需求的增长，益生菌的保健

功效为广大消费者所接受，各种益生茵制剂大量涌

现，市场前景广阔。然而，益生菌本身发酵产生的乳

酸、乙酸以及过胃时的胃酸等胁迫作用均会明显降低

制剂的活菌数目。而酸应激(acid tolerance re—

sponse，ATR)有助于提高益生菌对酸胁迫(acid

stress)的耐受力[1’2]，是其顺利抵达小肠进行定植并

发挥保健功效的重要手段。因此，研究益生菌的酸应

激机制，并采取相应方法来提高益生菌的酸耐受力，

对于解决目前益生菌制剂过胃时存活率普遍偏低的

现象具有重要意义。

酸应激机制十分复杂，主要涉及到胞内质子的泵

出、细胞膜脂肪酸组成的变化、应激蛋白和分子伴侣

的诱导、碱的产生以及代谢途径的变化等[3]。本试验

选取乳酸乳球菌作为出发菌株，评价酸应激对菌株耐

酸性的影响，并通过测定酸应激前后菌株质膜F。F0一

ATPase活性变化，以判断F。F0一ATPase是否作为质

子泵在该菌的酸应激过程中发挥作用。

1．材料与方法

1．1材料

10株乳酸乳球菌：KLDS4．0308，KU)S4．0313，

KI。DS4．0305，KLDS4．0316，KUDcs4．0311，KL]DS4．0312，

KUD∈汪．0304，KUDS4．0306，KI。DS4．0309，KL]DS4．0314，

试验编号C1～C10，为实验室保藏菌种。MRS培养

基参照文献[4]配制。

1．2 ATR菌株的筛选方法

10株乳酸乳球菌于37℃培养4～6 h，6 ooO r／

min，10 min离心，收集到的菌体均匀分散于等体积
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pH 4．5 MRS液体培养基中，37℃适应1 h，未适应

组作对照。将适应株和对照株同时转移至pH 2．5

PBS中作用2 h，计算存活率。

1．3最佳酸应激条件的测定

筛得的ATR菌于37℃培养4～6 h，离心收集

菌体，分散于pH4．O、pH4．5、pH5．0、pH5．5 MRS液

体培养基中，37℃分别适应30 min、120 min，未适应

组作对照。将适应株和对照株同时转移至pH 2．5

PBS中作用2 h，计算存活率。

1．4 质膜Fl Fo—ATP醛e活性的测定[5]

1．4．1 制备透性细胞

筛得的ATR菌37℃分别培养4 h、10 h、20 h，

各取菌液25 mL，4℃，6 ooo r／min离心10 min收集

菌体，用去离子水洗后转至已称重锡纸中，80℃干燥

过夜称重，得细菌干重。另各取25 mL菌悬液，同以

上条件离心收集菌体，将细菌重悬于2．5 mL 75

mmol／L Tris—HCl缓冲液(内含10 mmol／L MgS04，

pH 7．O)中，再加入250pL甲苯。37℃，漩涡振荡，

孵育5 min，将菌液以液氮冷冻，37℃冻融，经2个循

环，低温离心，收集透性细胞。将透性细胞再悬浮于

1．O mL 75 mmol／L Tris—HCl缓冲液(内含10

mmol／L MgS0。，pH 7．o)内，在液氮中快速冷冻后，

一80℃贮存备用。

1．4．2酶活的测定

将750弘L透性细胞悬液加至3．o mL 50 mmol／

L Tris一马来酸缓冲液(pH6．o，内含10 mmol／L Mg—

S04)中，加热至37℃，再加入300灶L O．5 mmoI／L

ATP(pH6．O)启动反应，反应20 min后取样测定

ATP水解所释放出的无机磷量。采用硫酸亚铁钼蓝

比色法[61在紫外分光光度计上进行比色分析(660

nm)，酶的活性单位为弘mol(Pi)／(g·min)。试验重

复2～3次。
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1．5活菌数的测定

选用MRS培养基，采用传统的平板计数法。

2结果与分析

2．1 ATR菌株的筛选结果(图1)

图1 lO株L Z口“如适应株和对照株在pH2·5

PBS中作用2 h后的存活率

10株L．纽c￡i5中，9株具有一定的酸应激能力。

相比于对照株，适应株在pH 2．5 PBS中作用2 h后，

活茵数可分别提高2～4个数量级。其中C6株适应

后耐酸性提高了7542倍，酸应激能力最强，选取该菌

株进行下一步试验。一些乳杆菌也具有酸应激能力，

L．阮Zg口衍f牡s VI-101。酸适应(pH4．75，30 min)后耐

酸性提高了250倍‘引。但酸应激现象并不存在于所

有乳酸菌中，如L比c￡is C5在酸适应后其耐酸性反

而下降了。另外，酸应激仅对适应后的菌体有酸保护

效应，不能稳定遗传，且应激能力在菌种和菌株水平

上存在重大差异。

2．2最佳酸应激条件的测定结果

C6在pH4．O、pH4．5、pH5．O、pH5．5处分别适

应30 min后，菌体在pH2．5 PBS中作用2 h后的存

活率分别为：3．90％、7．96％、4．84％、4．11％；若在以

上pH条件下适应120 min，则菌体的存活率分别为：

2．67％、5．35％、3．71％、2．18％；而对照株在pH2．5

PBS中作用2 h后，未能检出活菌数。由以上结果

知，pH4．5适应30 min后，该菌在酸胁迫中的存活率

最高，菌体耐酸性最好，为C6的最佳酸应激条件。

从图2可看出，C6适应30 r11in后ATR效果最显

著，适应120 r11in后存活率反而因长时间的酸作用有

所降低。JAN等人Ⅲ认为茵体细胞在酸适应的3缸n

内就引发了ATR，而后茵体对酸的抵抗力在10 rIlin内

呈对数值增加，并在一定时间内达到最大值。因而针

对不同菌种和菌株，应分别确立其最佳酸应激条件，以

最大限度的提高菌株在低pH环境下的存活率。

2．3 不同培养阶段适应株与对照株F。F．·ATPa鸵活

钳I一

图2 KLDS 4．0312最佳酸应激条件的测定结果

性测定结果

从图3可以看出，C6在培养过程中，对照株和适

应株的F，F。一ATPase活性均呈上升趋势。4 h、10 h、

20 h培养的菌体在最佳酸应激条件下适应后，相比

于对照株F。Fo—ATPase活性分别提高56．68％、

11．05％、5．16％。但随着培养基pH值的降低，适应

株与对照株之间的酶活差异逐渐缩小。原因在于菌

体的自身发酵也是一个缓慢的酸适应过程，导致

F。F0一ATPase活性不断增加，使得稳定期菌体应激

能力不如对数期菌体明显。
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图3不同生长阶段C6适应株与对照株

F。Fo—ATPase活性的比较

通常，细菌胞内外存在一定的pH值梯度差，当

pH值梯度差增加，胞内pH值达到威胁的值时，诱导

产生的F。F0一ATPase就通过质子排除产生质子迁移

力(proton motive force，PMF)，PMF促进质子从细

胞质排出提高胞内pH值，以维持pH稳定和细胞存

活。乳杆菌Ⅲ和双歧杆菌口1也能在酸应激过程中诱

导产生F1 F。一ATPase，是其得以在酸胁迫环境中存活

的重要原因。而质膜F1 F。一ATPase水平的高低与菌

体耐酸性之间有重要关联，当菌体经DCCD(ATP酶

抑制剂)处理后，其对酸胁迫的耐受力远低于未处理

茵体[1引。

酸应激后C6耐酸性提高，F。Fo—ATPase发挥着

关键作用，该酶活性的提高有利于泵出质子维持胞内

pH稳定，F。Fo—ATPase机制是该菌的ATR机制之

 

 



一。Lorca[11]证实，L．口c；dD加iz越s CRL 639的酸应

激也主要是F。F。一ATPase机制。酸适应后，该菌

F1 Fo—ATPase活性是适应前的1．6倍，且不依赖于新

蛋白的合成(氯霉素存在时，该菌ATR未被阻止)。

但ATR机制十分复杂，可能是多种机制交互作

用的结果，且在菌株水平上存在着差异。Fozo等[12]

发现，S￡rPp￡o∞cc“s mM抛，ls UAl59在酸性条件下细

胞膜脂肪酸组成从短链饱和脂肪酸向长链单不饱和

脂肪酸转化。细胞膜的这种适应性改变降低了膜的

流动性和质子渗透性，从而保护细胞以防受到低pH

环境的毒害。微生物在酸胁迫下还可通过诱导应激

蛋白和分子伴侣的合成来适应环境，保护细胞免受损

伤[1引。另外，热胁迫、饥饿胁迫、盐胁迫等交叉应激

也能提高菌株对酸胁迫的耐受力。

3 结 论

(1)10株乳酸乳球菌中，9株具有酸应激能力，菌体

酸应激后对酸胁迫的耐受力明显增加，活菌数可分别提

高2～4个数量级。KU)S 4．0312应激能力最强。

(2)乳酸乳球菌KLDS 4．0312的最佳酸应激条

件为pH 4．5，30 min。

(3)酸应激后KLDS 4．0312质膜F。Fo—ATPase

活性增加，是该菌的酸应激机制之一，与菌体耐酸性

存在着重要关联。另外，菌体的自身发酵也是一个缓

慢的酸适应过程，此过程中质膜F。F0一ATPase活性

不断增加，是菌体的一种自身酸保护机制。
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Infl uence of Acid Tolerance Response on Membrane Fl Fo—ATPase

ActiVity in LncfocDcc配s Z口cfZs

Liu H uailong，Meng Xiangchen
(Key Laboratory of Dairy Science，Ministry of Education，Food Science＆Technology College，

Northeast Ag“cultural University，Harbin 150030，China)

ABSTRACT Acid Tolerance Response(ATR)effects of 1 O L口c￡o∞cc乱s缸以is strains were eval uated，the

strain which has the best ATR effect was used in this research，and the optimal conditions for ATR were set

out． Under the optimal condition for ATR，the membrane F1 Fo—ATPase activity of adapted cells and non—a—

dapted cells was assessed by measuring inorganic phosphate released from ATP hydrolysis．Results KLDS4．

0312 has the best ATR effect and the optimal conditions for ATR were pH 4．5，30 min．The acid tolerance of

KLDS4．03 1 2 was increased by 7542 times after acid adaptation． Membrane F1 Fo—ATPase activity after opti—

mal ATR was increased by 56．68％，11．05％and 5．16％when the bacteria were incubated for 4h，10h and

20h，respectively．。

Key words acid tolerance response，L口f￡ocoff“s Z口f￡i5，F1 Fo—ATPase，survival rate
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