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摘要:【目的】探讨植物乳杆菌( Lactobacillus plantarum)121 和戊糖乳杆菌( Lactobacillus pentosus)ML32 的苯

并芘吸附作用与机制。【方法】采用高效液相色谱检测菌体对苯并芘的吸附率。【结果】菌株 121 和 ML32
对苯并芘的吸附率分别为 65. 9% 和 64. 9% ，这种吸附特性与菌体活力无关，随培养时间延长、温度提高以及

细胞浓度的上升而增加。菌株 121 和 ML32 的吸附率在 pH 4 和 5 时达到最大，分别为 87. 6% 和 89. 0%。当

培养液中 Ca2 +
或 Mg2 +

浓度大于 0. 05mol /L 时，菌体吸附率与盐离子浓度呈正相关。苯洗脱会导致乳杆菌所

吸附的苯并芘减少 90%。经碱性蛋白酶、中性蛋白酶、溶菌酶及 TCA 和 SDS 等方法处理后，菌体吸附率上

升，且不易被苯去除。在胆盐及胃酸环境下，两株菌的吸附率均提高至 70% 以上，而胰蛋白酶的存在仅对菌

株 121 的吸附率有较大影响。【结论】两株乳杆菌可以通过吸附作用从环境中清除苯并芘，其吸附效果与细

菌细胞壁的结构和组成有关。
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长期以来，乳酸菌的抗癌与抗突变特性
［1］

是学

者与商家关 注 的 问 题 之 一。Goldin 报 道，给 小 鼠 喂

食嗜酸乳杆菌(L． acidophilus) 可以降低致癌物 1，2-
二甲 基 联 苯 ( DMH ) 诱 导 的 结 肠 癌 发 生 几 率

［2］。
Pool-Zobel 指出，摄入乳酸菌可以预防小鼠胃肠液中

致癌物引起的 DNA 损伤
［3］。研究显示，乳酸菌对存

在于食物中的多种致癌及致突变因子都具有抵抗作

用，如真菌毒素、杂环胺以及多环芳烃等，但其机制

尚不完全明确。部分研究认为，乳酸菌细胞因吸附

致突变因子，避免宿主对它的吸收代谢，从而具有抗

癌或抗 突 变 作 用
［4］。Sreekumar 报 道，格 氏 乳 杆 菌

(L． gasseri) 能够吸附致突变物 Trp-P-1( 色氨酸热解

产物) ，吸附率达到 80% ，吸附位点主要在细胞 壁，

而胞壁多糖 可 能 是 重 要 的 吸 附 因 子
［5］。El-Nezami

等报道，鼠 李 糖 乳 杆 菌 ( L． rhamnosus) LGG 对 黄 曲

霉毒 素 B1 表 现 出 良 好 的 吸 附 能 力，吸 附 率 达 到

79% ，且这种吸附作用是一个物理过程
［6］。

苯并芘是一种强致癌物，是环境中多环芳烃物

质存在与否的一个重要标志。苯并芘进入体内后，

在细胞色素酶系 P450 作用下，经一系列活化反应生

成致 癌 物，将 直 接 作 用 于 DNA，诱 发 癌 症 产 生
［7］。

由于环境污染及不当的烹调方式，部分食物中也会

含有苯并芘
［8］，长期食用，毒性积累，会对人体健康

产生极大危害。目前，在乳酸菌抗突变方面，对黄曲

霉毒素及杂环胺类致癌物的研究较多，而对去除苯

并芘等多环芳烃类物质的报道较少。本实验以筛选
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到的对苯并 芘 具 有 较 高 吸 附 率 的 乳 杆 菌 菌 株 为 材

料，探讨乳杆菌吸附苯并芘的特性，旨在为利用乳杆

菌开展苯并芘生物脱除方面的应用提供理论参考。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌 种: 所 选 菌 株 分 别 为 植 物 乳 杆 菌 ( L．
plantarum)、戊糖乳杆菌(L． pentosus)、干酪乳杆菌(L．
casei)、瑞 士 乳 杆 菌 ( L． helveticus)、嗜 酸 乳 杆 菌 ( L．
acidophilus)，共 14 株，均由中国工业微生物菌种保藏中

心(CICC)收藏;2 株大肠杆菌(E． coli) 由河北农业大

学食品科技学院微生物实验室提供。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:苯 并 芘 (≥99% ，Sigma)、
胰蛋白酶 ( Sigma)、胃 蛋 白 酶 ( Sigma)、甲 醇 ( 色 谱

纯)、苯 等; 高 效 液 相 色 谱 仪 (Angilent1200)、紫 外 /
可见分光光 度 计 ( 普 析 通 用 )、反 向 Luna-C18 色 谱

柱(4. 6 mm × 250 mm 5 μm，Phenomenex) 等。
1. 2 菌体悬液的制备

将 14 株乳杆菌按 4% 接种量转接于 MRS 培养

基中，37℃ 培养 18 － 22 h。大 肠 杆 菌 按 3% 接 种 量

转接于 LB 培 养 基 中，37℃ 摇 床 培 养 12 － 16 h。将

培养液离心(4℃ ，5 000 × g，5 min) 收 集 菌 体，无 菌

水离心洗涤 2 次，据各菌体生长曲线调整细胞浓度

为 5 × 109 cfu /mL。
1. 3 菌体对苯并芘吸附率的测定

取供 试 菌 株 悬 液 1 mL 离 心 ( 4℃ ，5000 × g，

5 min) 收集菌体，加 900 μL 无菌水，100 μL 苯并芘

工作液(100 μg /mL) ，得到含有 10 μg /mL 苯并芘的

菌悬液。将该混合液 37℃ 培养 4 h，离心(3000 × g，

5 min) 收 集 上 清。将 上 清 液 于 75℃ 水 浴 中 减 压 蒸

馏至 150 μL，冷 却 后 加 入 500 μL 氯 仿，超 声 萃 取

10 min，静 置 分 层。取 有 机 相 于 － 20℃ 保 存，用

HPLC 法检测苯并芘的含量。以不含乳杆菌细胞的

10 μg /mL 苯并芘水溶液(1 mL) 作为空白对照
［9］。

色谱条件:紫 外 检 测 波 长 299 nm，流 动 相 为 纯

甲醇，柱温 39. 9℃ ，流速 1 mL /min，进样量 10 μL。
苯并芘吸附率(% ) = ［( 空白样中苯并芘的含量

－ 上清液中苯并芘的含量)

/ 空白样中苯并芘的含量］ × 100%
1. 4 吸附苯并芘菌株的筛选

将 16 株供试菌 按 操 作 1. 2 与 1. 3 所 述 分 别 制

备菌悬液，并测定苯并芘吸附率。
1. 5 影响乳杆菌吸附苯并芘的物理因素

按操作 1. 3，①将 2 株供试菌(5 × 109 cfu /mL) ，

即植物乳杆菌 121 和戊糖乳杆菌 ML32( 以下同) 与

苯并芘 (10 μg /mL) 37℃ 分 别 培 养 1、2、4、10、24、
48 h。②将 2 株 菌 的 细 胞 浓 度 分 别 调 至 5 × 107、
5 × 108、5 × 109、5 × 1010、5 × 1011 cfu /mL，与 苯 并 芘

( 10 μg /mL ) 37℃ 培 养 4 h。 ③ 将 2 株 菌

(5 × 109 cfu /mL) 与苯并芘(10 μg /mL) 分别在 4℃、
20℃、37℃、50℃ 培养 4 h。培养结束后，取样测定不

同培养时间、菌体浓度以及温度下菌体的苯并芘吸

附率
［10］。
取 2 株供试菌分别悬浮于 0. 1 mol /L 柠檬酸缓

冲液(pH 3、4、5、6) 和 Tris-HCl 缓冲液 ( pH 7、8、9)

中，添加苯并 芘 工 作 液 (100 μg /mL) 至 10 μg /mL，

混匀后 37℃ 培养 4 h，按操作 1. 3 测定苯 并 芘 吸 附

率。以不含乳杆菌的缓冲液与苯并芘工作液混合，

作为空白对照。
将菌体分别悬浮于浓度为0. 05、0. 1、0. 15、0. 2、

1 mol /L 的 CaCl2 及 MgCl2 溶 液 中，室 温 静 置 处 理

1 h，离心洗涤 1 次，按操作 1. 3 测定其菌体吸附率。
1. 6 不同处理方式下菌体的吸附特性及吸附后稳

定性

热及酸处理
［11］:①取 2 株供试菌悬液 100℃ 加

热 15 min;②将菌体悬浮于 2 mol /L HCl 溶液中，静

置处理 90 min，无菌水离心洗涤 2 次。将处理后的

菌体按操作 1. 3 测定苯并芘吸附率。取未经处理的

菌体作为对照。
酶及化学处理:取 2 株供试菌悬液，离心后向菌

体沉淀内:①加入 10 mL 8% SDS( 或 10% TCA) ，沸

水浴搅拌 10 min( 或 20 min) ，迅速冷却 至 室 温，离

心洗涤 6 次至无泡沫
［12］;②加入 0. 05 mol /L 高碘酸

钠溶液(NaIO4 ) ，4℃ 反应 12 h，离心洗涤 2 次;③分

别加入 10 mg /mL 中性蛋白酶，10 mg /mL 碱性蛋白

酶，0. 5 mg /mL 蛋 白 酶 E，4 mg /mL 溶 菌 酶，40℃ 摇

床(150 × g) 培 养 4 h，离 心 洗 涤 2 次
［13］;④加 入

0. 3% TritonX-100 裂解液
［14］(0. 05 mol /L Tris-HCl，

0. 3% (V /V) TritonX-100，0. 0002 mol /L NaCl，10%
(V /V) 蔗糖，1 mol /L Na-EDTA，pH 为 7. 2)4℃ 处理

12 h，离心洗涤 2 次，分 为 2 份，一 份 用 于 测 定 菌 体

吸附 率，另 一 份 重 悬 于 该 裂 解 液 中，加 入 溶 菌 酶

(4 mg /mL) ，4℃ 下继续处理 24 h，离心 洗 涤。经 上
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述各方式处理后按 1. 3 所述测定菌体吸附率。
吸附稳定性:将上述方式处理后的菌体与苯并

芘培养，离心收集菌体沉淀，加入苯(每5 × 109 cfu /mL
菌体加入 1 mL) ，反复震荡，离心后取有 机 相，利 用

HPLC 法测定洗脱液中苯并芘的含量。
1. 7 胃肠环境下乳杆菌对苯并芘的吸附性研究

将 2 株供 试 菌 分 别 悬 浮 于 浓 度 为 3、2. 5、1. 5、
1、0. 3 g /L 的牛 胆 盐 溶 液 或 胰 蛋 白 酶 溶 液 ( 无 菌 水

500 mL 溶 解 KH2PO4 6. 8 g，以 0. 4% (W /V) NaOH
调 节 pH 为 6. 8，加 水 至 l L，添 加 胰 蛋 白 酶

l g /100 mL，250 U /mg ) 中，调 整 菌 体 浓 度 为

5 × 109 cfu /mL，37℃ 处理 2、4、6、8 h，分 别 取 样 离 心

洗涤 1 次，按 1. 3 所述测定处理后菌体的苯并芘吸

附率。
将 2 株乳杆菌分别悬浮于 pH 为 1. 5、2. 5、3. 5、

4. 5 的人工胃液( 用无菌水稀释 10% (W /V)HCl 以

调节 pH，添 加 胃 蛋 白 酶 l g /100 mL，10000 U /mg)

中，调 整 浓 度 为 5 × 109 cfu /mL，37℃ 处 理 1、2、3、
4 h，分别取样离 心 洗 涤 1 次，检 测 处 理 后 菌 体 的 苯

并芘吸附率
［15］。

1. 8 数据分析

采用 SPSS17. 0 统计软件对实验数据进行统计

分析，做 t 检验及单、双因素方差分析，所有实验均

重复 3 次，实验数据采用平均值士标准差表示。

2 结果和分析

2. 1 吸附苯并芘菌株的筛选

从表 1 可以看出，14 株乳杆菌和 2 株大肠杆菌

对苯并芘的吸附效果不同，菌株间差异较大。其中，

植物乳 杆 菌 ( L． plantarum) 121 和 戊 糖 乳 杆 菌 ( L．
pentosus)ML32 具有较好的吸附效果，吸附率分别达

到 65. 9% 和 64. 9% ，而 瑞 士 乳 杆 菌 ( L． helveticus)
LH-1 的吸附率仅为 8. 4%。大肠杆菌(E． coli) JM-2
和 F33 的吸附率明显较多数乳杆菌低。因此，我们

选取吸附效果较好的植物乳杆菌(L． plantarum)121
和戊糖乳杆 菌 ( L． pentosus) ML32 作 进 一 步 的 吸 附

特性研究。
2. 2 影响乳杆菌吸附苯并芘的物理因素

2. 2. 1 培养时间:在 24 h 培养时间内，2 株乳杆菌

对苯并 芘 的 吸 附 速 度 较 快，24 h 时 达 到 最 大，吸 附

率分别为 99. 1% 和 99. 8% ( 见图 1-A)。这一时期，

表 1 不同菌株的苯并芘吸附率

Table 1 Percentage of BaP bound to different strains
Species Strain The percentage of BaP-binding /%

L． plantarum 121 65. 9 ± 1. 23

L． casei D-400 26. 1 ± 0. 36

L． acidophilus 1132 10. 2 ± 0. 66

L． plantarum ZJ1 9. 6 ± 1. 87

L． pentosus SD6 17. 7 ± 0. 87

L． helveticus LH-2 43. 4 ± 1. 63

L． pentosus SN23 32. 7 ± 1. 63

L． plantarum C33 27. 4 ± 1. 98

L． pentosus ML32 64. 9 ± 1. 28

L． helveticus LH-1 8. 4 ± 1. 48

L． pentosus X28 13. 8 ± 0. 86

L． casei Y5-2b 43. 9 ± 1. 87

L． helveticus H-1 49. 6 ± 1. 23

L． plantarum B37 34. 9 ± 1. 78

E． coli JM-2 23. 4 ± 0. 88

E． coli F33 19. 8 ± 1. 53

菌株 121 及 ML32 的 吸 附 率 与 培 养 时 间 成 正 相 关。
24 h 以后，2 株 菌 的 吸 附 率 均 略 有 下 降。EL-Nezam
等报 道，鼠 李 糖 乳 杆 菌 ( L． rhamnosus) LGG 及 LC-
705 对 黄 曲 霉 毒 素 B1 的 吸 附 率 在 0 h 内 即 达 到

78% 以上。这说明供试菌株对苯并芘的吸附作用是

一个缓慢的过程，与吸附黄曲霉毒素 B1 不太一样，

这可能与致癌物的结构种类不同有关
［6］。

2. 2. 2 菌体浓度:图 1-B 显示，乳杆菌 121 及 ML32
的细胞浓度在 107 cfu /mL-1011 cfu /mL 范 围 时，与 苯

并芘吸附 率 成 正 相 关。当 菌 体 浓 度 为 1011 cfu /mL
时，HPLC 只能检测到微量苯并芘，说明苯并芘的减

少确与乳 杆 菌 的 存 在 有 关，这 与 Sreekumar 的 研 究

结果一致。同时，Sreekumar 还指出乳酸菌菌体表面

对致癌物的这种吸附作用是有限的，达到一定程度，

吸附率将不再提高
［5］。

2. 2. 3 温度:由图 1-C 可见，在 4℃ － 50℃ 范围内，

随培养温度上升，2 株乳杆菌吸附苯并芘的效 果 逐

渐提高，吸附率与培养温度之间呈一定的正相关性。
在 Zinedine 的报道中，乳酸菌在 25℃ 时对黄曲霉毒

素 B1 的吸附率达到最大，在 15℃ 及 37℃ 时吸附率

较低，这与乳杆菌在不同温度下对苯并芘的吸附特

性不尽相同。Zinedine 认为是细胞壁酶参与了菌体

对黄曲 霉 毒 素 B1 的 吸 附，因 此 酶 的 温 度 敏 感 性 导

致了菌体吸附性 的 温 度 敏 感 性
［16］。本 实 验 中 温 度

对菌 体 吸 附 苯 并 芘 的 影 响 机 制 还 有 待 于 进 一 步

研究。
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图 1 培养时间(A)、菌体细胞浓度(B)、温度(C) 及 pH(D) 对乳杆菌 121 和 ML32

吸附苯并芘的影响

Fig． 1 Effects of incubation time(A) ，cell concentrations of strains(B) ，temperatures(C) and pH

(D) on BaP bond by strains 121 and ML32．

2. 2. 4 pH:由图 1-D 可以看出，在 pH 为 3 － 5 时，

菌株 ML32 吸附苯并芘的能力较 高，在 pH 为 4 － 5
时，菌株 121 的苯并 芘 吸 附 能 力 较 高，两 株 菌 的 吸

附率均大于 80%。当 pH 大于 5 时，2 株 乳 杆 菌 的

吸附率显著下降。而在 pH 为 7 － 9 时，2 株菌的吸

附率变 化 不 显 著。显 然，酸 性 环 境 有 利 于 提 高 供

试菌株对 苯 并 芘 的 吸 附 能 力。许 多 文 献 报 道，pH
是影响乳 酸 菌 吸 附 致 突 变 因 子 的 重 要 因 素，其 影

响效果因 菌 株 及 致 癌 物 的 不 同 而 不 同
［4］，有 的 吸

附 效 果 随 pH 升 高 而 升 高，有 的 则 随 pH 升 高 而 降

低，有 的 仅 在 某 一 pH 范 围 才 会 产 生 较 大 吸 附

率
［17］。

2. 2. 5 金 属 离 子: 由 图 2-A 可 见，经 0. 05 mol /L
Ca2 +

处理后，乳杆菌吸附苯并芘的能力无显著变化，

当 Ca2 +
浓度增大后，2 株菌的吸附能力逐渐提高，至

浓度为 1 mol /L 时，吸附率达到最大，分别为 98. 4%

图 2 Ca2 + (A) 及 Mg2 + (B) 对菌株 121 和 ML32 吸附苯并芘的影响

Fig． 2 Effects of Ca2 + ( A) or Mg2 + ( B ) concentrations on B ( a) P bond by strains 121 and ML32．

Note:* :P ＜ 0. 05，＊＊:P ＜ 0. 01 compared with strains without treatments．
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和 99. 7%。Mg2 +
处理后，菌株 121 及 ML32 吸附特

性的变化与 Ca2 +
处理后的结果相似( 见图 2-B) ，但

经 0. 05 mol /L Mg2 +
处理后，2 株菌的吸附率已呈显

著性提高。
2. 3 不同处理方式下菌体的吸附特性及吸附后稳

定性

2. 3. 1 不同活力下菌体的吸附特性及其稳定性:由

表 2 可以看出，热灭活处理后，2 株菌的苯并芘吸附

率与未处理菌株相比无显著性差异。经苯洗脱后，

热灭活菌体的吸附率分别下降到 25. 2% 和 32. 0%。
酸处理后，2 株菌的吸附率呈极显著上升，经苯洗脱

后，酸 处 理 菌 体 的 吸 附 率 仅 下 降 至 52. 9% 和

53. 6%。未处理菌株吸附苯并芘后，经苯洗脱，2 株

菌的吸附率下 降 到 6. 9% 和 5. 2%。这 说 明 菌 体 吸

附苯并芘的稳定性较低，易被苯除去。同时，热与酸

的处理可以使两株菌的吸附稳定性有所增强，尤其

是酸处理后，菌体吸附率也有所上升，说明这两种处

理方式会引起菌体吸附苯并芘的机制发生变化。

表 2 菌体活力对苯并芘吸附率的影响及吸附后的稳定性

Table 2 Percentage of BaP bound to viable cells，heat-treated and acid-treated bacterial cells

Strain Treatment
The percentage of BaP-binding /%

Viable Acid-treated Heat-treated
121 No treatment 65. 9 ± 2. 01 91. 6 ± 1. 23＊＊ 68. 2 ± 2. 21

After 1 wash by benzene 6. 9 ± 2. 45 52. 9 ± 2. 30＊＊ 25. 2 ± 2. 65＊＊

ML32 No treatment 64. 9 ± 3. 00 95. 0 ± 1. 36＊＊ 61. 4 ± 1. 35
After 1 wash by benzene 5. 1 ± 2. 36 53. 6 ± 1. 57＊＊ 32. 0 ± 1. 75＊＊

Note:
*

:P ＜ 0. 05，＊＊:P ＜ 0. 01 compared with viable strains．

2. 3. 2 酶及化学处理对菌体吸附苯并芘的影响

由表 3 可见，2 株乳杆菌经酶及化学处理后，苯

并芘吸 附 率 均 有 显 著 提 高。溶 菌 酶 与 TritonX-100
联合处理以及溶菌酶单独处理、SDS 煮 沸 处 理 均 会

使 2 株 菌 的 吸 附 率 提 高 至 90% 以 上。TCA、NaIO4

及 TritonX-100 处理使菌体吸附率提高至 80% 以上，

而蛋白酶处 理 ( 中 性 蛋 白 酶，碱 性 蛋 白 酶 及 蛋 白 酶

E) 对菌体吸附率的影响较其他处理方式弱一些。

2 株乳杆菌 经 不 同 方 式 处 理 后，对 苯 并 芘 的 吸

附稳定性均有所提高。其中，经联合处理的菌株吸

附稳定 性 最 高，苯 洗 脱 后，吸 附 率 分 别 达 到 65. 4%
和 62. 3%。TritonX-100 及蛋白酶处理后，稳定性次

之，而经 TCA 处理的菌株吸附稳定性最低，苯 洗 脱

后，吸附率仅达到 17. 5% 和 17. 0%。不同处理方式

对菌体细胞产生了不同的影响，由此可能造成了菌

体吸附率及吸附稳定性的差异。

表 3 预处理方式对菌体吸附苯并芘能力的影响

Table 3 Effects of several pre-treatments on the ability of strains 121 and ML32 to bind BaP

Bacterial treatment
The percentage of BaP-binding /%

Strain 121 Strain ML32
Supernatant After wash by benzene Supernatant After wash by benzene

Lysozyme 99. 0 ± 1. 42 30. 0 ± 3. 10 99. 9 ± 2. 36 26. 4 ± 3. 20

10% TCA: 100℃ ，20min 90. 3 ± 1. 36 17. 5 ± 2. 63 88. 6 ± 2. 17 17. 0 ± 2. 65

NaIO4 : 4℃ ，12h 85. 6 ± 1. 02 31. 4 ± 2. 56 83. 6 ± 1. 89 26. 2 ± 2. 13

8% SDS: 100℃ ，10min 93. 7 ± 1. 78 33. 1 ± 2. 75 90. 5 ± 1. 76 20. 4 ± 2. 22

Alkaline protease 77. 4 ± 2. 31 35. 3 ± 2. 34 80. 3 ± 2. 56 29. 3 ± 2. 71

Neutral proteinase 86. 5 ± 2. 10 37. 1 ± 1. 98 73. 8 ± 2. 33 31. 1 ± 2. 47

Pronase E 87. 2 ± 1. 66 35. 7 ± 1. 77 88. 9 ± 2. 45 31. 6 ± 1. 69

0. 3% TritonX-100 88. 3 ± 2. 03 48. 5 ± 2. 31 88. 1 ± 1. 56 46. 9 ± 1. 78

0. 3% TritonX-100 and then lysozyme 97. 3 ± 1. 69 65. 4 ± 2. 45 93. 5 ± 1. 63 62. 3 ± 2. 10

2. 4 胃肠道环境条件对菌株吸附苯并芘的影响

2. 4. 1 胰蛋白酶:由表 4 可见，胰蛋白酶处理时，随

处理时间不同，菌株 121 吸附苯并芘的效果不同，其

吸附率呈极 显 著 差 异 ( P ＜ 0. 01) ，但 菌 株 ML32 吸

附苯并芘的能力并未受到影响(P ＞ 0. 05)。这说明

在胰白酶存在下，乳杆菌吸附苯并芘的能力具有菌

株差异性，其中对菌株 121 吸附苯并芘的效果影响

较大，而对菌株 ML32 影响小。
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表 4 胰蛋白酶存在下菌株 121 及 ML32

吸附苯并芘的效果

Table 4 Effects of trypsin on BaP bound by

strains 121 and ML32

Strain
The percentage of BaP-binding /%

2h 4h 6h 8h
121 59. 6 ± 1. 67 69. 1 ± 0. 96 68. 3 ± 1. 21 74. 3 ± 1. 46
ML32 66. 3 ± 1. 30 63. 2 ± 1. 78 57. 7 ± 1. 63 64. 0 ± 1. 10

2. 4. 2 胆 盐: 表 5 数 据 经 双 因 素 方 差 分 析，菌 株

121 在不同浓 度 胆 盐 处 理 后，吸 附 率 差 异 较 为 显 著

(P ＜ 0. 05) ，而在不同处理时间下，吸附率差异不显

著(P ＞ 0. 05) ，菌株 ML32 与菌株 121 呈现相同的变

化规律。这说明胆盐浓度对 2 株菌吸附苯并芘的能

力产生 了 较 大 影 响，而 作 用 时 间 影 响 较 小。菌 株

121 与 ML32 未经胆盐处理时吸附率分别是 65. 9%
和 64. 9% ，而处理后，2 株菌对苯并芘的吸附率有显

著提高，这可能是由于胆盐对细菌外膜蛋白和磷脂

具有破坏作 用，影 响 了 细 菌 表 面 结 构
［18］，从 而 提 高

了吸附率。

表 5 胆盐浓度对两株乳杆菌吸附苯并芘的影响

Table 5 Effects of bile salt concentrations on BaP bond by strains 121 and ML32

Strain t / h
The percentage of BaP-binding /%

Bile salts /( g /L)

0. 3 1 1. 5 2. 5 3
121 2 76. 5 ± 0. 98＊＊ 73. 9 ± 1. 30＊＊ 70. 7 ± 1. 06* 74. 6 ± 1. 65＊＊ 73. 6 ± 2. 06*

4 65. 9 ± 1. 37 66. 0 ± 1. 30 65. 5 ± 1. 67 72. 0 ± 1. 32* 78. 6 ± 1. 69＊＊

6 65. 0 ± 1. 98 72. 2 ± 2. 14* 68. 4 ± 1. 37 74. 5 ± 0. 86＊＊ 74. 8 ± 1. 73＊＊

8 72. 2 ± 1. 45* 79. 2 ± 1. 82＊＊ 79. 9 ± 1. 23＊＊ 75. 5 ± 1. 97＊＊ 79. 4 ± 1. 58＊＊

ML32 2 65. 9 ± 2. 03 69. 4 ± 1. 69* 85. 0 ± 1. 68＊＊ 75. 0 ± 1. 77* 66. 3 ± 1. 93
4 79. 8 ± 1. 66＊＊ 83. 0 ± 0. 88＊＊ 81. 7 ± 1. 87＊＊ 89. 3 ± 1. 63＊＊ 79. 7 ± 1. 20＊＊

6 70. 1 ± 1. 43* 75. 9 ± 0. 96＊＊ 76. 6 ± 1. 29＊＊ 73. 6 ± 2. 00* 74. 5 ± 1. 65*

8 75. 0 ± 0. 78＊＊ 84. 6 ± 1. 46＊＊ 78. 9 ± 1. 12＊＊ 76. 3 ± 1. 34＊＊ 79. 4 ± 1. 44＊＊

Note:
*

:P ＜ 0. 05，＊＊:P ＜ 0. 01 compared with strains without treatments．

2. 4. 3 人工胃液:菌株 121 经不同 pH 人工胃液处

理后，苯并芘吸附率呈极显著差异(P ＜ 0. 01) ，菌株

ML32 的吸附率呈较显著差异(P ＜ 0. 05)。进一步，

在同一 pH 不同处理时间下，菌株 121 和 ML32 对苯

并芘的吸附能力没有呈现显著差异 (P ＜ 0. 05) ( 见

表 6)。这表明两株菌的苯并芘吸附率受 pH 影响较

大，但与处理时间关系不大。经 t 检验，低 pH 胃液

环境使两株菌的吸附率均表现出显著上升趋势 ( 见

表 6) ，与图 1-D 所得结果一致。

表 6 人工胃环境对乳杆菌 121 和 ML32 吸附苯并芘的影响

Table 6 Effects of artificial gastric juice on BaP bond by strains 121 and ML32

Strain t / h
The percentage of BaP-binding /%

pH
1. 5 2. 5 3. 5 4. 5

121 1 70. 3 ± 0. 63* 76. 0 ± 1. 26＊＊ 73. 4 ± 0. 38* 78. 1 ± 1. 45＊＊

2 71. 8 ± 1. 32* 76. 1 ± 1. 19＊＊ 65. 5 ± 0. 46 68. 7 ± 1. 67
3 79. 1 ± 0. 56＊＊ 87. 2 ± 0. 39＊＊ 81. 1 ± 0. 32＊＊ 83. 9 ± 1. 32＊＊

4 83. 1 ± 0. 98＊＊ 88. 4 ± 0. 64＊＊ 73. 8 ± 0. 59＊＊ 84. 6 ± 0. 87＊＊

ML32 1 88. 3 ± 0. 71＊＊ 78. 6 ± 0. 58＊＊ 80. 2 ± 0. 97＊＊ 76. 0 ± 1. 88＊＊

2 70. 2 ± 0. 84* 78. 6 ± 1. 35＊＊ 81. 3 ± 1. 34＊＊ 86. 3 ± 1. 77＊＊

3 85. 5 ± 0. 59＊＊ 83. 3 ± 1. 29＊＊ 87. 8 ± 1. 56＊＊ 89. 1 ± 0. 89＊＊

4 91. 8 ± 1. 30＊＊ 92. 9 ± 0. 47＊＊ 89. 2 ± 0. 78＊＊ 89. 0 ± 0. 64＊＊

Note:
*

:P ＜ 0. 05，＊＊:P ＜ 0. 01 compared with strains without treatments．

3 讨论

苯并芘在环境中是一种难降解物质，在其生物

修复方面，国内外研究多集中于环境微生物对它的

降解 作 用，降 解 菌 主 要 包 括 放 线 菌、真 菌 和 酵 母

等
［19］。目前，仅有少数文章涉及到乳酸菌抗苯并芘

致突变性的 效 果，Chalova 研 究 表 明，少 数 乳 杆 菌 的
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上清液能够显著降低苯并芘的致突变性
［20］。Lo 报

道乳酸双歧杆 菌 (B． lactis) Bb-12 具 有 降 低 苯 并 芘

致突变性的效果
［21］。然而，有关乳杆菌吸附苯并芘

作用的研究报道尚不多见。
本实验对 14 株乳杆菌菌株吸附苯并芘的 效 果

进行了检测，菌株间表现出不同的吸附率。瑞士乳

杆菌(L． helveticus) LH-1 对 苯 并 芘 仅 有 8. 4% 的 吸

附率，而植物乳 杆 菌 121 和 戊 糖 乳 杆 菌 ML32 分 别

达到 65. 9% 和 64. 9% ，说明所选乳杆菌对苯并芘的

吸附能力具有菌株特异性。此外，大肠杆菌菌株吸

附苯并芘的效率也不是很明显。在与苯并芘的共培

养过程 中，时 间、温 度、菌 体 细 胞 浓 度、pH 及 Ca2 +、
Mg2 +

的处 理 均 能 不 同 程 度 地 影 响 乳 杆 菌 121 及

ML32 吸附苯并芘的效果。经热灭活处理后，2 株菌

的吸附率未发生显著变化，这说明菌体细胞对苯并

芘的吸附作用与其活力无关，并非生理代谢作用所

引起。菌体所吸附的苯并芘易被苯洗脱，表明菌体

对苯并芘的这种吸附作用稳定性较低，是一种物理

性质的吸 附。Peltonen 在 研 究 中 表 明，乳 酸 菌 及 双

歧杆菌所吸附的黄曲霉毒素 B1 经无菌水多次洗脱

后会解吸附
［22］，Haskard 认为，乳酸菌对黄曲霉毒素

B1 的这种吸附作用是由一种较 弱 的 非 共 价 键 所 形

成
［23］，容易受到破坏，这与 2 株乳杆菌吸附苯并芘

的作用相似。
2 株乳杆菌 经 酶 及 化 学 处 理 后，吸 附 率 都 有 极

大提高( 见表 2 和表 3)。其中，酸处理会破 坏 多 糖

糖苷键，释放单糖，进一步产生醛基。同时，它还会

破坏蛋白质及多肽中的硫胺键，产生肽段释放氨基

酸。这使细 胞 壁 肽 聚 糖 层 的 交 联 度 降 低，出 现“小

孔”，增加了 苯 并 芘 与 细 胞 壁 甚 至 是 细 胞 膜 相 互 作

用的机会，而完整菌体细胞是不可能实现的
［18］。蛋

白酶和 SDS 都能够去除细胞表面的蛋白成分，但化

学方法对菌体破坏大，而酶法较为温和，仅作用于蛋

白质，不会破坏胞壁结构。因此，酶法处理后蛋白脱

落的位置，可 能 成 为 了 新 的 吸 附 位 点。TritonX-100
是一种非离子型表面活性剂，一定浓度时能溶解细

菌胞壁 蛋 白，而 对 细 胞 壁 结 构 影 响 较 小。TritonX-
100 还具有溶 脂 作 用，许 多 结 合 牢 固 的 膜 蛋 白 也 易

被除去。因 此，采 用 TritonX-100 处 理 菌 体，会 较 酶

法处理暴露出更多吸附位点。
利用 10% TCA 煮沸法可以去除胞壁内大量磷

壁酸，使肽聚糖层的交联变得疏松;溶菌酶能水解胞

壁肽聚 糖 的 β-1、4 糖 苷 键，使 胞 壁 劈 裂; 联 合 处 理

时，先经 TritonX-100 除 去 胞 壁 蛋 白，使 大 量 肽 聚 糖

暴露，再用溶菌酶处理，肽聚糖水解将更彻底( 观察

发现菌悬 液 较 处 理 前 明 显 澄 清 )。显 然，胞 壁 肽 聚

糖层的疏松为苯并芘提供了大量吸附位点。综上，

酶处理和化学处理改变了菌体细胞表面结构，从而

为结合苯并芘提供了大量的吸附位点，使菌体吸附

率有所上升。同时，处理过的菌体对苯并芘的吸附

稳定性有所提高，这说明处理后的菌体与苯并芘之

间可能产生了新的结合方式，使菌体对苯并芘的作

用更强不易受到苯的影响。
苯 并 芘 在 体 内 的 吸 收 是 其 产 生 危 害 的 首 要 条

件，模拟胃肠道环境研究 2 株乳杆菌吸附苯并芘的

效果很有必要。在模拟胆盐及低 pH 人工胃液环境

下，菌株 121 及 ML32 的 苯 并 芘 吸 附 率 均 有 显 著 增

加。然而，菌体的苯并芘吸附率会受到胆盐浓度及

pH 的影响。胰蛋白酶的存在仅对 菌 株 121 产 生 了

一 定 影 响，但 对 菌 株 ML32 基 本 没 有 影 响。
Bolognani 研究了长双歧杆菌(B． longum) 在小鼠体

内去除苯并芘的情况，发现在小肠中，4 h 内长双歧

杆菌有明显的去除效果，而 4 h 后 去 除 效 果 与 对 照

并无差异;其次，在大肠环境中，这种去除效果能保

持在 10 h 以上
［4］。与体外模拟环境相比，胃肠道环

境非常复杂，因此 2 株乳杆菌在体内是否也能产生

良好的苯并芘吸附效果，仍需更多的实验加以证明。
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Binding of benzo(a)pyrene by Lactobacilli strains
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Abstract:［Objective］We studied the ability of Lactobacillus plantarum 121 and Lactobacillus pentosus ML32 to bind
benzo( a)pyrene． ［Methods］ The percentage of benzo( a) pyrene bound by the lactobacilli strains was quantitated by
HPLC after bacterial cells and benzo ( a) pyrene were co-incubated in MRS media at 37℃ for 4 h． ［Results］ The
percentage of benzo ( a) pyrene-binding was 65. 9% for 121 and 64. 9% for ML32． Physical factors affecting binding
ability included incubation time，temperature，bacterial cell viability，pH and concentrations of Ca2 + and Mg2 + ． Different
chemical and enzymatic treatments to cells affected the binding of the two strains to benzo( a) pyrene． The simulation of
gastrointestinal environments showed that the binding ability of the two strains depended largely upon pH and bile salt
concentrations，but less upon treating time． Trypsin had only influence on the ability of 121 to bind benzo( a)pyrene． The
presence of benzene in washing cell impaired the ability of the two strains to bind benzo ( a) pyrene． ［Conclusions］
Strains 121 and ML32 had potential to bind benzo( a)pyrene．
Keywords: Lactobacillus strains，benzo( a)pyrene，binding
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