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摘  要: 高胆固醇是诱发心脑血管疾病的重要因素之一。目前国内外降低胆固醇的主要方式是药物治疗，但其存

在费用高及副作用多的弊端。研究表明，肠道细菌对机体的胆固醇代谢有重要影响，但降胆固醇肠道细菌的筛选

·微生物与生命健康专题· 
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方式及功能评价却少有报道。本研究通过培养组学方法，使用牛胆汁酸或人工混合胆汁酸作为筛选条件，从健康

人体肠道筛选出 36 种耐胆汁酸细菌。以鼠李糖乳杆菌 GG 株 (Lactobacillus rhamnosus GG，LGG) 作为阳性对照，

设置 0 g/L、0.3 g/L、3 g/L 三种胆汁酸浓度组，对耐胆汁酸细菌进行体外降胆固醇能力评估，确定奇异变形菌、

斯氏普罗威登斯菌、普通变形菌等 10 种细菌为降胆固醇优势菌。随后对其中 6 种降胆固醇优势菌——奇异变形

菌、斯氏普罗威登斯菌、普通变形菌、潘氏变形菌、污蝇解克杆菌、雷氏普罗威登斯菌进行体外降甘油三酯能力

评估以及人工胃液耐受能力评估。结果显示，上述 6 株细菌体外降甘油三酯能力均优于 LGG。伴随人工胃液 pH

值的下降和作用时间的延长，6 株细菌的生存率均下降。上述筛选实验及功能评价为进一步开发潜在的降胆固醇

细菌制品提供研究基础。 

关键词: 肠道细菌，培养组学，胆汁酸，胆固醇，甘油三酯 

Isolation and identification of cholesterol-degrading intestinal 
bacteria by culturomics and evaluation of their functions 

Shenghui He1,2, Zhiyuan Pan1, Ni Han1, Yan Ge1, Yuxiao Chang1, Wenting Wei1, Yuejiao Liu1, 
Qianwen Zhang1, Ruifu Yang1, and Yujing Bi1 

1 State Key Laboratory of Pathogen and Biosecurity, Institute of Microbiology and Epidemiology, Academy of Military Medical Sciences, 

Academy of Military Sciences, Beijing 100071, China 

2 Medical Service Training Center of PLA General Hospital, Beijing 100850, China 

Abstract:  High cholesterol is one of the important factors inducing cardiovascular and cerebrovascular diseases. Drug 

therapy is the main method for reducing cholesterol, but has the disadvantages such as high cost and side effects. Studies have 

shown that intestinal bacteria play important roles in cholesterol metabolism. However, there are few reports on the screening 

and functional evaluation of cholesterol-lowering intestinal bacteria. In this study, 36 bile-tolerant bacteria were screened from 

healthy people stool through culturomics using bovine bile acid or artificial mixed bile acids as substrates. Taking 

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) as a positive control, three bile acid concentration groups (0 g/L, 0.3 g/L, 3 g/L) were set 

up to evaluate the cholesterol-lowering ability of bile-tolerant bacteria in vitro. Ten bacteria (including Proteus mirabilis, 

Providencia stuartii, Proteus vulgaris et al) were identified as the dominant cholesterol-lowering bacteria. Six of the above 

bacteria, Proteus mirabilis, Providencia stuartii, Proteus vulgaris, Proteus penneri, Wohlfahrtiimonas chitiniclastica, 

Providencia rettger, were evaluated for their ability to reduce triglycerides in vitro and tolerance to artificial gastric juice. 

Comparing with strain LGG, the six bacteria showed better triglyceride-lowering ability in vitro. With the decrease of pH 

value of artificial gastric juice and the increase of treatment time, the survival rate of six bacteria decreased. The above 

screening experiments and functional evaluation provide a basis for further development of potential cholesterol-lowering 

bacterial products. 

Keywords:  intestinal bacteria, culturomics, bile acid, cholesterol, triglyceride 

 

随着人民生活水平的提升，高胆固醇血症患

者逐年增加，过高的胆固醇水平已经成为诱发冠

心病、脑卒中等心脑血管疾病的重要因素[1]。目

前，药物治疗是国内外降低胆固醇的主流方式，

但其费用较高，同时存在肌溶解、肝损伤等副作

用[2]。20 世纪 70 年代，Mann 等调查发现经常饮

用发酵乳的人群，其血清胆固醇水平不高，如非

洲 Maasai 人、新生儿以及常饮酸乳的美国人等，由

此推断益生菌具有降低人体血清胆固醇的作用[3-4]。

目前，益生菌降胆固醇机制较为明确的主要有以

下 3 种：一是菌体吸收，Gilliland 等提出益生菌

通过降解胆汁酸促进胆固醇的分解代谢进而降低
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胆固醇的观点，并通过一系列实验证实细菌对胆

固醇有吸收作用[5]；二是胆汁酸-胆固醇共沉淀，

Klaver 等提出共沉淀作用去除胆固醇，胆固醇的

溶解度取决于胆汁酸的溶解度，而胆汁酸由结合

态转化为游离态后容易吸附到膳食成分和菌体

上，因其溶解度下降而使胆固醇共沉淀析出，但

这一现象仅存在于 pH 小于 5.0 的情况，当环境中

的 pH 大于 7.0 时，这些沉淀又可以重新溶解[6]；

三是细胞膜吸附作用，Dambekodi 等在对双歧杆

菌胆固醇降解能力研究时，发现细胞膜对于培养

基中的胆固醇具有吸附作用[7]。由于体内“微生物

群”对机体胆固醇代谢有着重要的影响，且益生菌

制剂具有价格低、安全性好、收益长期等优点，

使用益生菌降低胆固醇成为研究的热点[8]。近年

来，测序技术的广泛应用证实了肠道菌群的多样

性，但很多细菌尚未被分离和培养出来，培养组

学的出现弥补了测序技术的不足，通过培养组学

技术，科研人员能够培养出数百种与人类健康或

疾病相关的细菌，使得深入研究肠道菌群与宿主

之间的关系成为可能[9-10]。 

胆汁酸在肝脏内以胆固醇为原料合成，在人

体肠道内浓度为 0.3–3.0 g/L，作为胆固醇代谢重

要的排泄途径，体内三分之一的胆固醇分解代谢

是通过胆汁酸合成实现的。胆汁酸合成后储存在

胆囊内，受到刺激时分泌进入肠道，发挥乳化脂

肪、促进胆固醇吸收、增强胰腺脂解作用以及信

号传导等多种重要功能。胆汁酸通过肠肝循环被

重新吸收，并在这一过程中，实现对机体胆固醇

代谢的调节[11]。胆汁酸功能的发挥，离不开肠道

细菌对其的修饰作用，反过来胆汁酸在肠道内形

成胆汁酸压力，对于保持肠道菌群的正常区系有

着重要作用[12-14]。 

综合国内外的研究，降胆固醇益生菌研究主

要集中在从乳制品及植物发酵食品中筛选得到的

乳杆菌属，对于从健康人肠道筛选具备降胆固醇

能力细菌及功能评价还少有报道 [5,15]。本研究通

过利用培养组学的方法，以牛胆汁酸或人工混合

胆汁酸 (简称 Mix 胆汁酸) 作为条件，分离出了

耐胆汁酸的肠道细菌，进而筛选出体外降胆固醇

的优势菌株，并针对这些细菌进行体外降甘油三酯

以及人工胃液耐受能力的评估，为将来进一步开发

降胆固醇益生菌制品提供了重要的研究基础。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料  

1.1.1  实验样本 

选取健康成年人新鲜粪便，选取样本的标准

为：(1) 年龄 25–35 周岁非孕期健康成年人，具

有健康的生活方式；(2) 近一个月高脂饮食且身

体质量指数 (Body mass index，BMI) 指数长期位

于 20–23 之间；(3) 半年内，未吃过抗菌药以及

其他导致肠道微生态紊乱的药物；(4) 无抽烟、

嗜酒等不良嗜好；(5) 无胃肠道肿瘤、息肉、炎

症性肠病 (Inflammatory bowel disease，IBD) 等

消化系统疾病；(6) 无糖尿病、心脏病、高血压、

恶性肿瘤等重大疾病。  

1.1.2  实验试剂 

牛胆粉 (G8281，北京索莱宝科技有限公司)、

牛磺胆酸钠盐水合物 (T4009，Sigma)、甘氨胆酸

钠盐水合物 (G7132，Sigma)、胆固醇 (C8280，

北京索莱宝科技有限公司)、植物油 (市购)、盐酸

(7647-01-0，国药集团化学试剂有限公司)、胃蛋

白酶 (P8160，北京索莱宝科技有限公司)、总胆

固醇  (Total cholesterol，TC) 含量检测试剂盒 

(BC1980，北京索莱宝科技有限公司)、甘油三酯 

(Total triglyceride，TG) 测试盒 (A110-1-1，南京

建成生物工程研究所)，YCFA 培养基配制试剂，

MRS 肉汤培养基 (CM-1175，OXOID)，MRS 固

体培养基 (CM-1163，OXOID)。 

1.1.3  实验仪器 

全温振荡培养箱 (HZQ-F160，宿州培英实验

设备有限公司)、厌氧培养箱 (INVIVO2 400，英
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国 Ruskinn 公司)、超声细胞粉碎机 (Scientz-IID，

宁波新芝生物科技股份有限公司)、组织细胞破碎仪 

(Bullet Blender BBX24B，美国 Next Advance) 等。 

1.1.4  培养基 

YCFA 及 MRS 胆汁酸培养基，YCFA 及

MRS 胆固醇培养基，YCFA 及 MRS 甘油三酯

培养基 [16-18]。 

1.2  实验方法  

1.2.1  耐胆汁酸肠道细菌筛选 

取新鲜粪便与无菌 PBS 混匀，静置取上清加

入含脱脂绵羊血和瘤胃液的血培养瓶中。实验采

用延长预培养方法进行培养，于第 0、3、6、9、

15、30、45、60 天抽取混合菌液，转接到含牛胆

汁酸或 Mix 胆汁酸的两种 YCFA 培养基进行后续

分离培养及鉴定，直至第 60 天实验结束。 

实验中分牛胆汁酸组和 Mix 胆汁酸组，各胆

汁酸组又分为需氧组和厌氧组。其中，Mix 胆汁

酸组中胆汁酸成分按照甘氨胆酸钠盐水合物︰牛

磺胆酸钠盐水合物 3︰1 的比例进行混合制成，模

拟人体内胆汁酸组成[19-20]。 

1.2.2  体外降胆固醇能力评估 

取胆固醇 0.1 g、吐温-80 1.0 mL、蔗糖酯   

0.1 g、冰乙酸 5.0 mL，混合后经超声破碎，获得

胆固醇乳化液[21-22]。将上述制备好的胆固醇乳化

液按照 2% (V/V) 的比例加入 YCFA 以及 MRS 培

养基中，并按照 0 g/L、0.3 g/L、3 g/L 的浓度向

其中添加牛胆汁酸，调整 MRS 胆固醇培养基 pH

为 6.5±0.2，YCFA 胆固醇培养基为 8.0±0.2，培养

基高压灭菌后冷却分装备用，下同。 

以 鼠 李 糖 乳 杆 菌 GG 株  (Lactobacillus 

rhamnosus GG，LGG) 为阳性对照，将耐胆汁酸

肠道细菌，按照 2×107 CFU 的量接种于胆固醇培

养基[22]。实验中采用总胆固醇 (TC) 含量检测试

剂盒测定发酵液中胆固醇含量，并且根据不同氧

需求细菌生长周期的情况特点，需氧及兼性厌氧

细菌一般需要 12–24 h 到达对数晚期或者平台期，

厌氧菌需要 3–5 d 到达对数晚期或平台期，因此

需氧细菌、兼性厌氧细菌以及 LGG 选择 12 h 及

24 h 两个时间节点，厌氧菌选择 3 d 和 5 d 两个时

间节点测定。实验中每株细菌每种胆汁酸浓度设

置 3 个平行，并重复实验。 

1.2.3  体外降甘油三酯能力评价 

2%聚乙烯醇水溶液与植物油按照 3︰1 的体

积比进行混合后，使用高速组织细胞破碎仪将其

充分混匀，得到植物油乳化液。将上述制备好的

植物油乳化液按照 3% (V/V) 的比例加入 YCFA

以及 MRS 培养基中，并按照 0 g/L、0.3 g/L、3 g/L

的浓度向其中添加牛胆汁酸，调整 pH 后灭菌

备用 [23]。 

鉴于肠道细菌体外降甘油三酯实验相关文献

报道较少，实验方法和评价方式初步成型，绝对

厌氧培养条件受限，前期先以 LGG 作为阳性对

照，只将需氧及兼性厌氧的 6 株胆固醇降解优势

菌株——奇异变形菌 Proteus mirabilis、斯氏普罗

威登斯菌 Providencia stuartii、普通变形菌 Proteus 

vulgaris、潘氏变形菌 Proteus penneri、污蝇解克杆

菌 Wohlfahrtiimonas chitiniclastica、雷氏普罗威登

斯菌 Providencia rettgeri 按照 2×107 CFU 的量接种

于甘油三酯培养基。实验中采用甘油三酯 (TG) 

测试盒测定发酵液中甘油三酯的含量，于 12 h 及

24 h 两个时间节点测定。实验中每株细菌每种胆

汁酸浓度设置 3 个平行，并重复实验。 

1.2.4  人工胃液耐受能力评估 

将 P. mirabilis、P. stuartii、P. vulgaris、P. penneri、

W. chitiniclastica、P. rettgeri 及 LGG 菌株，按照

2×107 CFU 的量接种于 pH 分别为 2.0、3.0、4.0

的 3 种人工胃液[24]，并于接种后的 0 h、1 h、2 h、

3 h 四个时间节点滴板计数。以 0 h 菌落数为初始

值，计算各时间节点细菌生存率。实验中每株细

菌设置 3 个平行，并重复实验。 
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1.2.5  数据统计与分析 

体外降胆固醇能力评估、体外降甘油三酯能

力评估及人工胃液耐受能力评估中的数据统计与

分析采用 GraphPad Prim 8 软件中 t 检验，P<0.05

为有显著差异。 

2  结果与分析  

2.1  耐胆汁酸肠道细菌的筛选  

2.1.1  耐胆汁酸肠道细菌分离情况 

实验分离耐胆汁酸肠道细菌 275 株，含 1 个

界、5 个门、7 个纲、10 个目、16 个科、19 个属、

36 个种，种水平分离详情见表 1。 

2.1.2  不同分离时间节点分离菌株情况 

8 个实验时间节点菌种分离结果见图 1。实验

中的前 3 个时间节点，其时长为 6 d，占总时长的

1/10，能分离到的菌种数为 29 种，能够首次分离

到的细菌为 29 种，整个实验分离细菌总数 36 种，

占比 80.56%。实验中后 3 个时间节点占总时长的

1/2，能分离到的菌种数为 11 种，能够首次分离

到的细菌为 4 种，占比 11.11%。随着预培养时间

的延长，培养基养分消耗、代谢废物的增多以及

pH 的变化等，对预培养中细菌的生存构成重大挑

战，实验前期分离的菌种数目和首次分离到的菌

种数都远远多于实验后期。 

2.1.3  不同胆汁酸培养基分离菌株情况 

如图 2 所示，按照分离种类 (种水平)，牛胆

汁酸组分离获得 24 种细菌，其中 5 种为单独牛胆

汁酸组分离获得的；Mix 胆汁酸组分离获得 31 种

细菌，12 种为单独牛胆汁酸组分离获得的。按照

需氧情况来划分，牛胆汁酸组分离到需氧菌 12 种，

兼性厌氧菌 3 种，厌氧菌 9 种；Mix 胆汁酸组分

离到需氧菌 10 种，兼性厌氧菌 4 种，厌氧菌     

17 种。通过增设 Mix 胆汁酸组，增加了耐胆汁酸

肠道细菌的分离种类，在厌氧菌的分离方面尤为

突出。 

表 1  耐胆汁酸肠道菌种库 
Table 1  Bile-tolerant intestinal bacteria library 

No. Chinese names Names 

1 大肠埃希氏菌 Escherichia coli 

2 粪肠球菌 Enterococcus faecalis 

3 加氏乳球菌 Lactococcus garvieae 

4 链状双歧杆菌 Bifidobacterium 
catenulatum 

5 粪便拟杆菌 Bacteroides stercoris 

6 马赛拟杆菌 Bacteroides massiliensis 

7 青春双歧杆菌 Bifidobacterium 
adolescentis 

8 乳乳球菌 Lactococcus lactis 

9 单形拟杆菌 Bacteroides uniformis 

10 长双歧杆菌 Bifidobacterium longum 

11 普通拟杆菌 Bacteroides vulgatus 

12 双歧双歧杆菌 Bifidobacterium bifidum 

13 迪氏副拟杆菌 Parabacteroides 
distasonis 

14 奇异变形菌 Proteus mirabilis 

15 斯氏普罗威登斯菌 Providencia stuartii 

16 普通变形菌 Proteus vulgaris 

17 潘氏变形菌 Proteus penneri 

18 黏液真杆菌 Eubacterium limosum 

19 缓慢爱格士氏菌 Eggerthella lenta 

20 铅黄肠球菌 Enterococcus 
casseliflavus 

21 污蝇解克杆菌 Wohlfahrtiimonas 
chitiniclastica 

22 河流漫游球菌 Vagococcus fluvialis 

23 泰国肠球菌 Enterococcus 
thailandicus 

24 鹑鸡肠球菌 Enterococcus gallinarum

25 微小微单胞菌 Parvimonas micra 

26 雷氏普罗威登斯菌 Providencia rettgeri 

27 屎肠球菌 Enterococcus faecium 

28 混料芽孢杆菌 Bacillus farraginis 

29 产胞梭菌 Clostridium sporogenes 

30 粪厌氧棒状菌 Anaerostipes caccae 

31 病毒性蓖麻杆菌 Butyricimonas virosa 

32 奇特龙梭菌 Clostridium citroniae 

33 水獭漫游球菌 Vagococcus lutrae 

34 死亡梭杆菌 Fusobacterium mortiferum

35 霍内克芽孢杆菌 Bacillus horneckiae 

36 韩国泡菜大洋芽孢杆菌 Oceanobacillus kimchii 
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图 1  各实验时间节点菌种分离结果 
Fig. 1  Isolation of strains at each experimental time point. 
The number of bile-tolerant bacteria (A) and the 
proportion of the total number of bile-tolerant bacteria (B) 
isolated at 8 experimental time points. 
 

2.2  降胆固醇能力评估  

耐胆汁酸肠道细菌体外降胆固醇结果比较如

图 3 所示。对于 15 株需氧及兼性厌氧菌，12 h

测定其胆固醇降解率，0 g/L 胆汁酸组降解率最优 

(P<0.05) 或者共同最优的有 5 种；0.3 g/L 胆汁酸

组降解率最优 (P<0.05) 或者共同最优的有 7 种；

3 g/L 胆汁酸组降解率最优 (P<0.05) 或者共同最

优的有 8 种；3 个胆汁酸组无差异的有 1 种。24 h

测定其胆固醇降解率，0 g/L 胆汁酸组降解率最优

(P<0.05) 或者共同最优的有 1 种；0.3 g/L 胆汁酸

组降解率最优 (P<0.05) 或者共同最优的有 0 种；

3 g/L 胆汁酸组降解率最优 (P<0.05) 或者共同最 

 
 
图 2  不同胆汁酸培养基菌种分离结果 
Fig. 2  Isolation of bacteria from media containing 
different bile acids. The species of bacteria (A) and the 
species of aerobic, facultative and anaerobic bacteria (B) 
isolated from the two groups. 

 
优的有 6 种；3 个胆汁酸组无差异的有 9 种。结

果表明，无论是 12 h 还是 24 h，3 g/L 胆汁酸组

都表现出更好的胆固醇降解效果。 

对于 7 株厌氧菌，3 d 测定其胆固醇降解率，

0 g/L 胆汁酸组降解率最优 (P<0.05) 或者共同最

优的有 2 种；0.3 g/L 胆汁酸组降解率最优 (P<0.05)

或者共同最优的有 1 种；3 g/L 胆汁酸组降解率最

优 (P<0.05) 或者共同最优的有 4 种；3 个胆汁酸

组无差异的有 1 种。5 d 测定其胆固醇降解率，   

0 g/L 胆汁酸组降解率最优 (P<0.05) 或者共同最

优的有 2 种；0.3 g/L 胆汁酸组降解率最优 (P<0.05) 
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图 3  耐胆汁酸肠道细菌体外胆固醇降解率 
Fig. 3  Cholesterol-lowering rate of bile-tolerant bacteria in vitro. A and B show the cholesterol-lowering rate of    
15 strains (aerobic and facultative anaerobic) at 12 h and 24 h, respectively. C and D show cholesterol-lowering rate of   
7 strains (anaerobic) in vitro in 3 days and 5 days, respectively. Among the three bile acid concentration groups for each 
bacterium, the group with the best cholesterol-lowering rate is marked with * above the histogram. 

 
或者共同最优的有 2 种；3 g/L 胆汁酸组降解率最

优 (P<0.05) 或者共同最优的有 5 种；3 个胆汁酸

组无差异的有 0 种。对于厌氧菌而言，无论是 3 d

还是 5 d，3 g/L 胆汁酸组都表现出更好的胆固醇

降解效果。 

人体内胆汁酸浓度为 0.3–3.0 g/L，并且体外

降胆固醇实验中，多数细菌在 3 g/L 胆汁酸组降

解率最优，因此，选择每株细菌 3 g/L 胆汁酸组，

两个时间节点中胆固醇降解率较大者进行纵向比

较，以 LGG 24 h 降解率为阳性对照，低于其胆固

醇降解率 80%的为胆固醇降解劣势菌株；达到其

降解率 80%–150%为效果近似菌株；达到其降解

率 150%及以上的为胆固醇降解优势菌株。根据上

述标准筛选得到 P. mirabilis、P. stuartii、P. vulgaris、

P. penneri 、 W. chitiniclastica 、 P. rettgeri 、          

B. adolescentis 、 P. distasonis 、 E. limosum 、         

E. thailandicus 共计 10 株细菌为降胆固醇优势菌

株；E. coli、B. horneckiae、E. lenta、E. casseliflavus 
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这 4 株细菌为效果近似菌株； E. faecalis、       

L. garvieae、V. fluvialis、E. faecium、E. gallinarum、

V. lutrae、O. kimchii、B. longum 这 8 株细菌为降

胆固醇劣势菌株。 

2.3  6 株降胆固醇优势菌株体外降甘油三酯能

力评估  

6 株降胆固醇优势菌株体外 12 h 及 24 h 甘油

三酯降解率比较如图 4 所示。在 12 h 测定体外甘

油三酯降解率时，0 g/L 胆汁酸组降解率最优 

(P<0.05) 或者共同最优的有 0 种；0.3 g/L 胆汁酸

组降解率共同最优的有 2 种；3 g/L 胆汁酸组降解

率最优(P<0.05) 或者共同最优的有 5 种；3 个胆

汁酸组无差异的有 1 种。24 h 测定体外甘油三酯

降解率时，0 g/L 胆汁酸组降解率最优 (P<0.05)

有 1 种；0.3 g/L 胆汁酸组降解率共同最优的有   

2 种；3 g/L 胆汁酸组降解率最优 (P<0.05) 或者共

同最优的有 4 种；3 个胆汁酸组无差异的有 1 种。

结果表明，无论是 12 h 还是 24 h，3 g/L 胆汁酸

组都表现出更好的甘油三酯降解效果。 

每株细菌选择 3 g/L 胆汁酸浓度组，两个测

定时间点中的较大值进行纵向比较。结果显示，

P. mirabilis、P. stuarti、P. vulgaris、P. penneri、

W. chitiniclastica、P. rettgeri 体外降甘油三酯效果

均优于 LGG (P<0.05)。 

2.4  6 株降胆固醇优势菌株人工胃液耐受能力

评价  

6 株降胆固醇优势菌株人工胃液耐受能力评

价如图 5 所示，随着人工胃液作用时间的延长及 pH

值的下降，实验菌株的生存率明显下降。当 pH

值为 2.0 时，只有 P. stuartii 和 P. rettgeri 生长，   

3 h 生存率分别为 2.98%±0.75%和 5.00%±0.99%，

虽然高于其他菌株，但由于其较低的生存率，评

价的意义不大。当 pH 值为 3.0 时，作用 1 h，      

P. penneri、W. chitiniclastica、P. rettgeri 生存率与

LGG 相同，其余 3 株细菌生存率低于 LGG；作用 

 
 
图 4  6 株降胆固醇优势细菌体外甘油三酯降解率 
Fig. 4  Triglyceride-lowering rate of 6 dominant 
cholesterol-lowering bacteria in vitro. A and B show 
triglyceride-lowering rate of 6 dominant cholesterol- 
lowering bacteria in vitro for 12 hours and 24 hours, 
respectively. Among the three bile acid concentration 
groups for each bacterium, the group with the best 
triglyceride-lowering rate is marked with * above the 
histogram. 

 
2 h，P. penneri 和 W. chitiniclastica 生存率高于

LGG，其余菌株均低于 LGG；作用 3 h，6 株菌

株的生存率均低于 LGG。当 pH 值为 4.0 时，各

菌株生存率随时间变化如图 5C 所示，作用 1 h，      

P. mirabilis 生存率与 LGG 相同，其他菌株均高于

LGG；作用 2 h，P. mirabilis 生存率与 LGG 相同， 
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图 5  6 株降胆固醇优势细菌人工胃液耐受力 
Fig. 5  The artificial gastric juice tolerance of 6 dominant 
cholesterol-lowering bacteria in artificial gastric juice 
with pH 2.0 (A), pH 3.0 (B), and pH 4.0 (C) at 1 h, 2 h 
and 3 h. 

其他菌株均高于阳性对照；作用 3 h，P. mirabilis、

P. vulgaris 生存率低于 LGG，其他细菌与 LGG 生

存率相同。 

3  结论与展望  

近年来，关于利用哺乳动物肠道微生物与结

合胆汁酸盐的相互作用来降低血清中的胆固醇成

为研究的热点。肠道微生物对胆固醇代谢的调控

主要是通过胆盐水解酶 (Bile salt hydrolase，BSH) 

水解结合胆汁酸来实现的。BSH 能够催化牛磺酸

或甘氨酸与甾醇基础的胆汁酸之间的氨基骨架水

解，将其由结合态变为游离态，这是肠道微生物

对胆汁酸进行其他修饰的基础。胆汁酸转变为游

离态，其微生物毒性和溶解性下降，一方面促进

游离胆汁酸共沉淀的发生；另一方面粪便胆汁酸

排出增加，体内胆汁酸含量的减少；再者胆固醇胶

束的形成受到制约，影响食物中胆固醇的吸收。已

有实验证明，口服含活性胆盐水解酶的乳酸菌可以

在动物体内降低血清胆固醇水平[25]。 

活性 BSH 已经在乳酸菌 Lactobacillus、双歧

杆菌 Bifidobacterium、肠球菌 Enterococcus、梭菌

Clostridium 以及类菌体 Bacteroides 等细菌中被发

现，而在生活环境缺乏胆盐的细菌中尚未发现具

有活性 BSH 的菌株。BSH 存在明显的种属特异

性，这是由于胆盐水解酶基因 bsh 编码区的调节

在各个种属之间是有所差异，导致 BSH 酶的大

小、亚基组成、最适 pH 值、底物特性及动力学

性质等方面变化较大。相关文献报道，基于系统发

育树，BSH 分为 8 种类型，并且人体肠道菌群中

BSH 的相对丰度与性别、年龄以及体重之间的相

关性较弱，但与地理环境之间的关系相当密切[26]。

不同类型 BSH 对于不同种类结合胆汁酸的水解

能力不同，但绝大多数对甘氨酸结合型胆汁酸的

水解能力要强于牛磺酸结合型胆汁酸。通过调查

研究，我们还发现，有些菌株如植物乳杆菌存在

4 种类型 BSH，同时存在多个同源 bsh 基因对于
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研究 bsh 基因功能具有重要意义[26]。 

本研究以健康人体粪便为样本，创新性地利

用牛胆汁酸和 Mix 胆汁酸两种筛选条件，体外模

拟人胆汁酸环境，大大增加了耐胆汁酸肠道细菌

的发现和分离，为进一步筛选降胆固醇细菌提供

了更多的测试目标。 

体外降胆固醇实验中的所有细菌均为筛选得

到的耐胆汁酸肠道细菌，这些细菌对胆汁酸有良好

的耐受力，部分细菌能够利用胆汁酸，促进其对胆

固醇及甘油三酯的吸收和利用，因此，大多数细

菌 3 g/L 胆汁酸组的降解率最优。通过以 3 g/L 胆

汁酸浓度为条件，成功筛选到降胆固醇优势菌株。 

对于部分降胆固醇优势菌株进行体外降甘油

三酯能力评价，全部细菌 3 g/L 胆汁酸组的甘油

三酯降解率最优，考虑其机理同体外胆固醇降解

实验，进行实验的 6 株细菌体外降甘油三酯效果

均优于阳性对照 LGG。随后对其进行人工胃液耐

受能力评价，结果表明，人工胃液 pH 越低，作

用时间越长，细菌的生存率越低，并且随着 pH

值越低，作用相同时间，细菌生存率下降越明显。

人工胃液中的盐酸、胃蛋白酶对细菌具有杀伤作

用，因此随着 pH 值的下降和人工胃液作用时间的

延长，细菌的生存率下降。另外，由于这些实验菌

株分离于正常人肠道弱碱性环境，并且用于培养分

离这些细菌的 YCFA 培养基也为弱碱性[18]，因此

相同作用时间下，6 株细菌在 pH 4.0 的人工胃液

中生存率要高于 pH 3.0 人工胃液，在 pH 3.0 的人

工胃液中生存率要高于在 pH 2.0 中。 

总体来说，本研究通过利用培养组学的技术，

成功筛选出了耐胆汁酸肠道细菌。因地制宜，根

据耐胆汁酸菌种库细菌的生长特点，建立了一套

适合本研究对象的筛选降胆固醇肠道细菌的方

案，筛选出了 P. mirabilis、P. stuartii、P. vulgaris、

P. penneri 、 W. chitiniclastica 、 P. rettgeri 、          

B. adolescentis 、 P. distasonis 、 E. limosum 、       

E. thailandicus 共计 10 株降胆固醇优势菌株，并

针对其中 6株——P. mirabilis、P. stuarti、P. vulgaris、

P. penneri、W. chitiniclastica、P. rettgeri 进行体外

降甘油三酯能力以及人工胃液耐受能力进行评

估，为将来进一步开发降胆固醇益生菌制品提供

了研究基础。鉴于目前关于人肠道细菌降胆固醇

的研究报道较少，且本研究中所有数据均来自体

外实验，所以，实验中筛选出的降胆固醇优势菌

株的体内降胆固醇效果及临床意义有待进一步研

究和考证。 
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