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解脂亚罗酵母菌体外降甘油三酯降胆固醇效果研究

吴慧昊1，牛锋2，徐红伟1，钟琦3
(1．西北民族大学实验中心，甘肃兰州730030；2．西北民族大学生命科学与工程学院，甘肃兰州730030；

3．湖北省当阳市动物疫病预防控制中心，湖北当阳444100)

摘要筛选出高效降三酰甘油降胆固醇菌株，为新型药物、食品的制备提供优良菌株。从样品中筛选分离

出酵母菌株，并测定菌株降三酰甘油能力，采用磷硫铁比色法测定菌株降胆固醇能力，通过耐酸、耐胆盐及毒

性实验研究菌株各项性能，通过生理生化及26S rDNA法对菌株进行鉴定。结果显示，试验筛选出1株高效降

脂降胆固醇酵母菌EAM—ZT003T，降三酰甘油能力高达80．2％，菌株具有很好的耐酸、耐胆盐能力，为期42 d

的小鼠毒性试验发现，小鼠未出现异常体征，未发现异常死亡，且解剖观察各器官一切正常，菌株经26S rDNA

鉴定为解脂亚罗酵母茵(Yarrowia lipolytica)。
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Effect of Yarrowia lipolyfica on Triglyceride

and Cholester01．Reduction in vitro
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Abstract Triglyeeride and cholesterol·lowering excellent strains was screened in order to prepare new drugs and

food．Isolation and purification of yeast strains from samples and test for its triglyceride degradation ability of the target

strains，and the cholesterol lowering ability was determined adopted phosphorus·sulfur-iron colorimetry．The screened

strains were further investigated for their tolerance to acid and bile salt，and toxicity test and other performances．

Physiological，biochemical tests，and 26S rDNA method were used to identify the strains．The results showed that the

experiment had screened a triglyeeride and cholesterol degradable strain EAM·ZT003，particularly the triglyceride deg-

radation ability was as high as 80．2％．And the results showed the strain had fine tolerance to acid and bile salt．And

it was found that in 42 d of toxicity test in mice and revealed no abnormal pathological sign and exceptional death，and

all the dissected organs of mice were observed to be normal．The strain EAM—ZT003T was identified as Yarrowia f枷一

lytica adopting 26S rDNA．

Keywords yeast strain；triglyceride；cholesterol；toxicity test；26S rDNA

血脂是血浆中三酰甘油、胆固醇等中性脂肪

和磷脂、糖脂、固醇、类固醇等类脂的总称⋯。

三酰甘油(Triglyceride，TG)是长链脂肪酸和甘油

形成的脂肪分子，是人体内含量最多的脂类，大部

分组织均可以利用三酰甘油分解产物供给能量。

三酰甘油来自食物中脂肪的分解，肝脏也能将血

液中的某些糖类转化为三酰甘油。如果三酰甘油

过量，囤积于皮下会使身体肥胖，囤积于血管壁则
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造成动脉硬化，囤积于心脏可引起冠心病、心梗；

在大脑，可发生脑卒中、中风；发生在眼底，会导致

视力下降、失明；如在肾脏，可引起肾衰；发生在下

肢，则出现肢体血流不畅导致坏死。2’3 J。此外，三

酰甘油高的危害还包括引发高血压、胆结石、胰腺

炎；还能够加重肝炎、致使男性性功能障碍、导致

老年痴呆等。目前我国有近1／3的成年人血脂偏

高，高脂血症已成为人类健康的第一隐形杀手。

胆固醇(Cholester01)在人体内有着广泛的生理作

用，但当其过量时便会导致高胆固醇血症，对机体

产生不利的影响‘4引。现代研究已发现，动脉粥样

硬化、静脉血栓形成与高胆固醇血症有密切的相

关性o 7-81。随着人们健康意识的增强，减肥降脂迫

在眉睫。因此，开发和利用具有减肥降脂作用，且

无毒无害的保健药品，对保护人体健康具有重要

的现实意义。有关乳酸菌在降胆固醇、降三酰甘

油方面的研究，国内外有大量的文献报道和专利

成果。如专利CNl01864375A植物乳杆菌(C88)、

CNl02604851A乳酸乳球菌、CNl01559082A乳杆

菌(MA2)、CNl01724589A乳酸菌、CNll86855A

屎链球菌(DM891129)及鼠李糖乳杆菌(grxl0)，

但酵母菌在降胆固醇方面的研究鲜见报道，在降

三酰甘油方面未见报道H。3|。

1 材料与方法

1．1材料

1．1．1 样品采自兰州黄河啤酒酿造渣，取得样

品后，贮存于无菌容器，低温运至实验室，立即

分离。

1．1．2培养基麦氏固／液体培养基，油脂培养

基，配方参见文献[14]。高胆囤醇MeclaryO—

CHOL培养基：准确称量胆固醇0．1 g放人小烧杯

中，加入0．2 g牛胆盐、0．1 g蔗糖酯、1 mE吐温一
80搅拌均匀，再移取5 mL冰乙酸加热溶解，把溶

解液用超声波处理15 min后，快速加入到配制好

的麦氏液体培养基中，边加入边搅拌，使其形成均

匀稳定的胶体溶液。

1．1．3试剂与仪器硫磷铁显色剂(三氯化铁溶

液)的配制：称取5．0 g FeCl 3·6H20溶于200 mL

浓磷酸中；磷硫铁试剂(P．S—Fe试剂)：取40 mL

三氯化铁溶液用浓硫酸定容至500 mL。MLS一

3750全自动高压灭菌器(JAPAN SANYO)，Tu一

1900双光束紫外可见分光光度计(北京普析通用

仪器有限责任公司)，GL一21M高速冷冻离心机

(赛特湘仪离心机仪器有限公司)，BX51T．321：'01

数码光学显微镜(OLYMPUS CORPORATION．JA．

PAN)，PB一10 pH仪(赛多利斯科学仪器(北京)有

限公司)，1285生物安全柜(Thermo Electron Cor．

poration)，HH．BI 1．600．BS—II电热恒温培养箱(上

海跃进医疗器械厂)。

1．2方法

1．2．1 菌种的分离、纯化称取0．5 g啤酒渣样

品，加入到装有4．5 mL无菌水试管中，逐次稀释

至10～，取10～、10～、10。6三管稀释液各0．1

mL，采用涂布法，涂布于麦氏培养基上进行分离，

35℃恒温培养48 h。挑取菌落，连续划线分离纯

化，最后选择单菌落，经镜检确认为纯种后，接种

到斜面培养基培养24 h，置4℃冰箱保存备用。

1．2．2菌株产脂肪酶效果测定将分离纯化后

的菌株在油脂培养基平板上划线培养48 h，观察

划线部分菌落周围颜色是否变红，若变红，则证明

菌株可以产脂肪酶分解油脂。

1．2．3 菌株降蛋黄中胆固醇的效果 无菌条件

下，于灭菌的培养基中加入一定量鸡蛋黄作为胆

固醇源，无菌均匀分装到试管中。以2％(菌体浓

度为108 cfu／mL)的接种量加入菌液，35℃恒温培

养24 h，8 000 r／rain离心10 min，取上清液按照磷

硫铁比色法，测定上清液中胆固醇含量。1川。每组

实验设定5个重复。胆固醇降低率计算公式：

胆固醇降低率(％)=((C—A)／C)×100％

A：菌株发酵后培养液在560 nm处的OD值，C：对

照在560 nm处的OD值。

1．2．4 菌株降高纯度胆固醇的效果 将菌株以

2％(菌体浓度为108 cfu／mL)的接种量接种于高

胆固醇MeclaryO．CHOL培养基中，35 cc恒温培养
24 h，8 000 r／min离心10 min，取上清液按照磷硫

铁比色法，测定上清液中胆固醇含量。以未接种

的高胆固醇MeclaryO．CHOL培养基作对照，计算

方法同1．2．3。

1．2．5 菌株对三酰甘油的降解效果无菌条件

下，于灭菌培养基中加入一定量的三酰甘油标准

品，无菌分装到试管中。以2％(菌体浓度为108

cfu／mL)接种量加入菌液(未接菌的试管作为空

白对照)，35℃恒温培养24 h，于420 nm处测定
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三酰甘油降解率¨6I。

三酰甘油降低率(％)=((C—A)／C)×100％

A：菌株发酵后培养液在420 nm处的OD值，c：空

白对照在420 nm处的OD值。

1．2．6菌株耐酸性能测定将菌株活化后制成

菌悬液，采用稀释涂板法测定菌株的浓度。将活

化菌株分别接种于pH 6．8、3．0、2．0的麦氏液体

培养基中，35℃恒温培养10 h，利用梯度稀释平

板法测定活菌数，做5个平行求平均值。以菌株

名称为横坐标，单位菌落总数对数值为纵坐标

绘图。

1．2．7 菌株对0．3％胆盐环境的耐受力测定

将菌株活化后制成菌悬液(菌体浓度为108 cfu／

mL)，按2％的接种量分别接种于含0．0％牛胆盐

(即空白)、0．3％牛胆盐的复合液体培养基中。

35℃培养24 h后，分别测定其OD值，做5个平

行求平均值，按下述公式计算菌株对胆盐的耐

受力。

胆盐耐受力(％)=(含胆盐培养基的OD／空白

培养基的OD)×100％

1．2．8 小鼠体内毒性试验将20只SPF级昆明

雌性小白鼠(8周龄)，随机分成2组，A组灌胃生

理盐水，B组灌胃解脂亚罗酵母菌悬液。A组小
鼠每只每天灌胃生理盐水0．5 mL，B组小鼠每只

每天灌胃含1 x 108个酵母菌的悬浮液0．5 mL。

为了保证菌体溶液中一定的活菌数，每次灌胃都

采用新鲜处理的菌株。自由进水，每周记录体重。

在给药42 d后，处死解剖，将心脏、肝脏、脾脏、肾

脏、肺脏取出用生理盐水冲洗并擦拭干净后称重，

进行器官指数的测定Ll 7|。此外，观察器官是否发

生病变。

器官指数(％)=(器官重量／体重)×100％

1．2．9菌株生理生化及分子鉴定 分离菌株主

要通过繁殖方式观察、碳源同化试验、氮源同化

试验、产酸试验、运动性检查等生理生化特征进

行鉴定。采用26S rDNA法对所分离纯化的菌株

进行分子鉴定。26S rDNA扩增及序列测定方法

参照文献[18]。聚合酶链式反应(Polymerase
Chain Reaction)产物测序由宝生物工程(大连)有

限公司完成。测序完成提交菌株EAM—ZT003T的
26S rDNA序列在NCBI(National Center for Bio-

technology Information，美国国立生物技术信息中

心)数据库中进行比对，选取与之相似性最高的

10株菌的26S rDNA序列，进行Clustal X比对，

MEGA软件分析，采用Neighbor—Joining构建系统

发育树，Bootstrap 1 000次进行稳定性验证。

2 结果与分析

2．1菌株分离及纯化结果

分离纯化菌株菌落为乳白色，直径约2 mm，边

缘整齐，容易挑起，镜检形态为卵圆形，出芽生殖，

革兰染色阳性，大小为(1．5—3)仙m×(4～5．5)

汕m。将该菌株命名为EAM—ZT003T(图1、图2)。

图1酵母菌茵落形态

Fig．1 Colony IIlOI’pholog)，of',,east sh’ains

图2菌株EAM—ZT003T革兰染色结果

Fig．2 Glalll’S staining resu]ts ot‘EAM—Z‘1D03T

2．2菌株EAM．ZT003T产脂肪酶效果测定

将分离纯化后的菌株EAM—ZT003T在油脂培

养基平板上划线培养48 h，发现划线菌株生长区

域培养基颜色由最初的淡黄色变为红色，由此说

明菌株EAM．ZT003T可以产脂肪酶分解油脂(图

3)，活化菌株进行后续实验。

2．3菌株EAM-ZT003T降蛋黄中胆固醇和高纯

度胆固醇的效果

由图4可以看出，胆固醇标准曲线拟合后相
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关性很好(R2=O．998 9)，可用于待测菌株的降胆

固醇能力评价。经试验测得菌株EAM—ZT003T降

蛋黄中胆固醇能力为32．8％，降高纯度胆固醇能

力为12％(图5)。

图3菌株EAM·ZT003T在油脂培养基上生长情况

Fig．3 The growth of the strain EAM—ZT003T on the fat medium

0·7
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l
0．5

酋0。4

令()．3

0．2

()．1

胆嘲醇浓度／(mg．m1．。)

图4胆固醇标准曲线

Fig．4 Standard curve of cholesleiol

HH吲醵标准一镰 蛋黄中胍同醇

图5菌株EAM-ZT003T降胆固醇效果

Fig．5 Strains by Cholesterol—lowering ability

2．4菌株EAM-ZT003T对三酰甘油的降解

三酰甘油(TG)是人体内含量最多的脂类，三

酰甘油高的危害最直接体现在动脉粥样硬化上。

经试验测得菌株EAM—ZT003T对高纯度三酰甘油

具有非常高的降解能力，其三酰甘油降解率为

80．2％，而ZC001、ZC002为实验室保存的具有降

解三酰甘油效果的酵母菌，由图6可知，菌株

EAM—ZT003T对三酰甘油降解效果显著高于菌株

ZC001、ZC002。

图6菌株EAM-ZT003T对三酰甘油的降解能力

Fig．6 Strains by Triglyceride—lowering ability

2．5菌株EAM-ZT003T耐酸结果

菌株应用于食品或药品制备，必须具有较好

的耐酸性和在酸性环境中生长发育的特性，才能

在胃和小肠前段存活。菌株EAM-ZT003T在pH

6．8(正常培养基pH值)的培养基中培养10 h，菌

株活菌数为10
7

cfu／mL，在pH 3．0的条件下活菌

数也可达10
7

cfu／mL，在pH 2．0时，培养10 h，菌

株的存活率有所下降，但仍能达到105 cfu／mL(图

7)。耐酸实验表明，菌株EAM．ZT003T具有较强

的耐酸性，对酸性环境的适应性都比较好，若进人

人体肠道后，还能存活较多，不会影响降胆固醇降

三酰甘油活性。
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图7菌株EAM·ZT003T耐酸试验

Fig．7 Effects of different acidity on the growth of strains
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2．6菌株EAM-ZT01BT对0．3％n_B盐环境耐受力

当菌株进入口腔，经过胃和小肠，最终到达小

肠末端，人体小肠中胆盐含量在0．03％一0．3％范

围内波动，因此要求益生菌株不仅能耐受一定的酸

度还能有一定的胆盐耐受力。实验选取人体小肠

中胆盐最大浓度进行测定。经试验测得菌株EAM．

ZT003T在含0．3％牛胆盐的液体培养基中培养24

h后，胆盐耐受能力为91．7％；菌株ZC001、ZC002

胆盐耐受力分别为78．0％、42．7％，由图8可知，菌

株EAM．ZT003T胆盐耐受力强于菌株ZC001、

ZC002，具有很强的耐胆盐能力。

EAM—Z‘“)03T ZC001

菌株

图8胆盐耐受试验

Fig．8 Tolerance of the strains to bile sails

2．7毒性试验结果

毒性试验各组小鼠毛色光洁，食欲正常，灌胃

42 d未出现异常体征，未发现异常死亡，小鼠体重

增长前14 d较快，14 d后趋于平稳，但试验过程

中未出现消瘦、异常死亡现象(图9)。小鼠解剖

后内脏正常，颜色红润、光滑，小鼠器官无气质性

改变，喂菌小鼠与对照组小鼠器官指数差异不显

著(P<0．05)，说明不同实验处理对小鼠肝脏、肾

脏、心脏、脾脏和肺脏并未产生影响(见表1)。

结果表明饲喂菌株EAM—ZT003T对小鼠没有毒副

作用。
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图9毒性试验小鼠体重变化

Fig．9 The body weight of mice

表1毒性试验小鼠器官指数比较

Table l he viscera indices of mice

2．8 菌株EAM-ZT003T生理生化及分子鉴定

结果

菌株经半固体培养基穿刺培养发现，菌株沿

穿刺线生长，边缘清晰，无运动性。菌株不能液化

明胶，不还原硝酸盐，具体生理生化鉴定结果见

表2。

表2菌株EAM．ZT003T生理生化鉴定结果

Table 2 Physiological identification results

检测项目 结果 检测项目 结果 检测项目 结果 检测项目 结果

利用葡萄糖 + 利用山梨醇 + 利用鼠李糖 一 利用山梨糖 一

利用棉子糖 一 利用核糖 一 利用乳糖 一 利用D一木糖 +

利用果糖 一 利用松三糖 一 利用半乳糖 一 硝酸盐(还原) 一

水解淀粉 一 利用蔗糖 一 明胶液化 一 利用尿素 +

∞

踟

∞

∞

狮

0

蓬R献窿翱吲l；f
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续表2

检测项目 结果 检测项目 结果 检测项日 结果 检测项目 结果

产生硫化氢 一 利用纤维二糖 一 利用阿拉伯醇 一 利用蜜二糖 一

枸橼酸盐 一 利用卫矛醇 一 B一半乳糖苷 一 利用蕈糖 一

45℃生长 一 15℃生长 + 6．5％NaCl生长 一 10％NaCI生长 一

注：“+”代表阳性反应；“一”代表阴性反应

2．9菌株EAM-ZT003T分子鉴定结果

测序完成提交菌株EAM-ZT003T的26S rD-

NA序列在NCBI数据库中进行比对，结果发现菌

株EAM—ZT003T的基因序列，在所有相似的序列

中，与解脂亚罗酵母菌株(Yarrowia lipolytica)的同

源性为100％，使用Neighbor．Joining构建系统发

育树(图10)。结果显示，系统发育树上菌株

EAM-ZT003T与‰rmw&lipolytica NRRL YB-423

在发育树上聚为一簇，具有较近的进化距离。因

此结合生理生化特征，将分离的菌株EAM．

ZT003T鉴定为解脂亚罗酵母菌，命名为y．1ipolyt一

次．0 ZT003T．

3 讨 论

1 Hl'l'Ol’i川il．，hti,一N、l{I／L、I{一4231、l；055393．1l

1‘irI'Olliillit⋯hm；f1'1IIIllI'i-(：I；5：7I 33fk、110199

hII'HJllj。，mⅢ^ti,⋯·lI|lIIlI-(：IH：10I 51)IK、I 101q7

'w，¨¨iH『Jf JfJJ、ti,t：fIlIIIIlI't-(：I；I：10143fk、1 10195

¨¨”J¨ia Jil川、li,t⋯·11⋯I m-(：I；5：599IkY 1 10184．11

’Ⅲ『fJl，i。l jJ『⋯f、ti¨I‘fI'llill(：I¨：33063tk¨’1075271

)“『fYJI’i，Jfil)l，hti“，、IIIll．、I{一4：3(、I：055393．1l

I．i^～l一／1．(X)3’l-

，HIl'OItiH』iI J4，f¨j¨，i⋯㈨I·15II'iI 285508．1

’f“frJl’jfI fi『H’hlit·‘J‘fl·ai rl 1i1 h(kX928810．1}

1 H，”¨’I'HmH}^，fir一。J hfI'iiiII IiliIIkX928788．I}

图10依据26S rDNA序列构建的菌株EAM-ZT003T与相关菌株的系统发育树

Fig．10 Phylogenetic tree of strain EAM·ZT003T and related strains based on 26S
rDNA

本研究从啤酒渣中分离纯化出l株酵母菌，

经生理生化及26S rDNA鉴定为解脂亚罗酵母菌

(y．1ipolytica)。该菌株具有极好的降胆固醇

(TC)、降三酰甘油(TG)的功效，尤其降三酰甘油

(TG)能力高达80．2％，如此高的降三酰甘油能
力在中外文献中还未见报道，有关菌株在降胆固

醇降三酰甘油方面的研究，基本集中于乳酸菌的

研究，而酵母菌在此方面的研究鲜见报道。

菌株要在宿主胃肠道中生存并发挥作用必须

具备抗酸和耐胆盐的能力¨9|。胃中的酸环境随

饮食结构不同而发生较大的变化旧⋯。一般来说，

空腹时胃液的pH为0．9—1．8，进食过程中pH为

1．8—5．0，通常维持在3．0左右。2川。一般认为，

菌株能在pH 3．0的条件下存活2 h并能耐受

0．1％胆盐的益生菌就能顺利通过胃和上段肠管

而到达下段肠管放大其生物学功效‘2 2I。菌株

EAM．ZT003T具有非常好的耐酸、耐胆盐性能，进

入人体胃肠道后，有较多的活菌存在，可确保菌株

的降胆固醇降三酰甘油活性，经动物体内毒性实

验发现，菌株无毒副反应。因此，菌株EAM—

ZT003T可用于新型降脂降胆固醇保健药品及功

能食品的制备。菌株降脂降胆固醇作用机制，具

体是由菌株自体吸收，还是产生相关酶类分解脂

类物质，或是通过调节脂类在肝脏和肠道的关键

机制来调控脂类物质的合成吸收和代谢心3‘2 6|，以

及菌株的动物体内降脂试验将在后期研究中

完成。
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