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摘 要：采用 API 50 CHL鉴定系统和 16S rDNA序列比对方法鉴定菌株。利用高脂饲料结合链脲佐菌素建立小鼠糖尿病

模型，通过测定小鼠空腹血糖值、血脂、抗氧化指标、胰岛素等指标，评价菌株 CH126的辅助降血糖作用。结果表明：综合

API 50 CHL和 16S rDNA序列分析结果鉴定菌株 CH126为植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）。Ⅱ型糖尿病小鼠灌胃植

物乳杆菌 CH126后，与模型组相比，CH126组能显著降低小鼠的空腹血糖值、血脂水平，抑制氧化应激损伤，改善肠道屏

障功能，提高胰岛素水平。综合以上数据表明植物乳杆菌 CH126是具有辅助降血糖功能的益生菌。
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Isolation and Identification of a Lactobacillus Strain from Traditional Fermented
Food and Evaluation of Its Auxiliary Hypoglycemic Effect
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Abstract：API 50 CHL identification system and 16S rDNA sequence alignment method were used to identify the
strain. The model of diabetes mellitus in mice was established by high fat diet combined with streptozotocin. The
auxiliary hypoglycemic effect of strain CH126 was evaluated by measuring fasting blood glucose, blood lipid, antioxi⁃
dant index and insulin. The results showed that: the strain CH126 was identified as Lactobacillus plantarum by com⁃
bining API 50 CHL and 16S rDNA sequence analysis. Compared with model group, L. plantarum CH126 could sig⁃
nificantly reduce fasting blood glucose and blood lipid levels, inhibit oxidative stress injury, improve intestinal barri⁃
er function, and increase insulin level. The above data indicate that L. plantarum CH126 is a probiotic with the func⁃
tion of reducing blood sugar.
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益生菌（probiotic）是指摄入一定的量，对宿主

健康有促进作用的活的微生物，主要包括乳杆菌

（Lactobacilli）和双歧杆菌（Bafidobacteria）[1]。其中

包括植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）在内的

14种乳杆菌已被我国国家卫计委列入可食用的
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微生物菌种名单。乳杆菌在预防和治疗腹泻 [2]、

抗氧化 [3]、改善乳糖不耐受 [4]、提高免疫力 [5]、抗过

敏 [6]等方面发挥着重要生理功能。乳杆菌在预防

和治疗代谢调控类疾病中发挥重要作用，如改善

肠道功能 [7]、降血脂 [8-9]、抗动脉粥样硬化 [10]、减肥 [11]

等。糖尿病与高血脂、肥胖症等同属代谢紊乱类

疾病，且密切相关。最新研究发现，一些乳杆菌

具有辅助降血糖作用，其降糖机制主要包括：改

善肠道黏膜屏障功能 [7]、促进胰岛素分泌和提高

胰岛素敏感性、调节血脂代谢、降低慢性低度炎

症等 [12-13]。辅助降血糖益生菌具有公认的食用安

全性，并能减少胰岛素或降糖药物的用量及降低

糖尿病合并症的发病等，其降血糖作用已经得到
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动物实验和临床证实，但作用机制研究有待进一

步探讨。

本课题组从延边传统发酵辣萝卜中分离出一

株新的乳酸菌，通过耐酸、耐胆盐、黏附特性、抗

生素敏感性等实验发现该菌株具有良好的益生特

性和黏附特性，本文对乳杆菌 CH126进行生物学

鉴定，同时探讨该菌株的辅助降血糖功能，为该

菌株后续的产品开发和应用提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

SPF级健康雄性 C57BL/6J小鼠（长春市亿斯

实验动物技术有限责任公司），牛胆盐、溶菌酶

（北京鼎国昌盛生物技术有限公司），链脲佐菌素

（STZ）（北京索莱宝科技有限公司），蛋白酶 K（美

国 merk公司），DNA Marker、引物合成（上海生工

生物工程公司），EX taq酶（日本 TaKaRa公司），

甘油三酯（TG）、试剂盒总胆固醇（TC）（南京建成

生物工程研究所），丙二醛（MDA）、超氧化物歧化

酶（SOD）、小鼠低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）、过
氧化氢酶（CAT）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、
内毒素（ET）、游离脂肪酸（FFA）、胰岛素（INS）、
谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、D-乳酸（D-Lac⁃
tate）ELISA 试剂盒（上海江莱生物科技有限公

司），API50CHL其余所用试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

Sorvall Evolotion RC型高速冷冻离心机（美国

Thermo公司），PCR仪（德国 effendorf公司），无菌

超净工作台（哈尔滨东联电子技术开发有限公

司），卓越型血糖仪（德国 Roche诊断有限公司），

ELx800型全自动酶标仪（美国 BioTek公司），高压

蒸汽灭菌锅（日本 Sanyo公司），pH计（德国 Sartori⁃
us公司）。

1.3 方法

1.3.1 菌株的分离与鉴定

菌株 CH126是从延边传统发酵辣萝卜中自主

分离得到，经菌落形态观察、革兰氏染色镜检及

过氧化氢酶触试验等初步鉴定为乳杆菌（Lactoba⁃
cilli）。采用梅里埃公司的 API 50 CHL鉴定系统

对乳杆菌 CH126的发酵试验进行分析，具体操作

按说明书进行，将碳水化合物发酵试验结果记录

形成生化图谱，利用 API LAB PLUS（BioMérieux,
France）软件进行判定 [14]。同时采用改良 CTAB法
提取乳杆菌 CH126的基因组 DNA，PCR扩增乳杆

菌 16S rDNA [15]，经纯化、测序并利用 BLAST 与

GenBank库中已知菌株的序列信息进行同源性比

对，鉴定菌株。使用 MEGA 6.0 软件对乳杆菌

CH126的 16S rDNA序列与标准序列进行系统发

育分析，并采用 Neighbor-Joining法绘制系统发育

树。

1.3.2 菌株培养

使用前将乳杆菌 CH126冻干粉接种至 MRS
液体培养基连续活化 3代。菌株活化后接种于

MRS液体培养基中，37℃培养 16 h，6 000 r/min，
4℃离心 8 min，弃上清，菌泥利用灭菌的生理盐水

洗涤 2次后重悬，根据预实验中 OD600nm及平板计

数 结 果 ，调 整 菌 液 浓 度 为 1×109 CFU/mL，1×
1010 CFU/mL，4℃冰箱保存。

1.3.3 乳杆菌 CH126 辅助降血糖作用研究

1.3.3.1 Ⅱ型糖尿病小鼠模型建立及分组

60只 SPF级健康雄性 C57BL/6J小鼠，经普通

饲料适应性喂养一周后，随机选取 10只小鼠作为

空白对照组，空白对照组从试验开始至结束均采

用普通饲料饲喂；剩余 50只小鼠连续 8周饲喂高

脂饲料，8周后测定小鼠体重值，体重值增加超过

空白对照组平均体重值 20%即选定为肥胖模型，

去除未成模小鼠，剩余小鼠空腹 12 h后，连续三

次腹腔注射链脲佐菌素 40 mg/kg；饲喂基础饲料 1
周（第 9周）后，测定小鼠空腹血糖值（fasting blood
glucose，FBG），其数值大于 11.1 mmol/L即判定为

Ⅱ型糖尿病造模成功，去除未成模小鼠。从Ⅱ型

糖尿病模型小鼠中随机选取 30只分为三组，每组

10只，分为模型组、二甲双胍组、CH126组，饲喂

基础饲料（第 10周~13周），其中，二甲双胍组小鼠

每天灌胃二甲双胍 120 mg/kg；CH126组小鼠每天灌

胃植物乳杆菌CH126（1.0×109 CFU/mL）12 mL/kg；空
白对照组和模型组小鼠每天灌胃 12 mL/kg无菌

PBS缓冲液。

1.3.3.2 小鼠血糖值测定

分别于实验的第 10周、第 11周、第 12周和第

13周，小鼠每天禁食不禁水 12 h，尾静脉采血测

定小鼠空腹血糖值，并计算该周的平均值。

1.3.3.3 血清指标测定

实验第 13周末结束后，小鼠禁食不禁水 12
h，摘眼球取血，3 000 r/min，4℃，离心 10 min，收集

血清，-80℃冻存备用。按照试剂盒说明书检测小

鼠血清中 MDA、HDL、SOD、TG、CAT、LDL、TC、
GSH-Px、D-Lac、FFA、ET、INS等指标。

1.3.4 统计分析

实验数据处理采用 SPSS 23.0统计分析，结果
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以
-x ± s表示，各实验组间数据采用方差比较分

析。以 P值表示统计学差异，P<0.05为差异显著，

P<0.01为差异极显著。

2 结果与分析

2.1 乳杆菌CH126的分离鉴定

乳杆菌 CH126在 MRS琼脂培养基中生长良

好，菌落呈圆形、乳白色，表面凸起、光滑，边缘整

齐。采用 API 50 CHL鉴定系统对分离菌株 CH126
进行 49种碳水化合物的发酵鉴定，试验结果利用

API LAB PLUS软件判定为植物乳杆菌，属于极好

的鉴定（%id≥99.9）。
采用改良的 CTAB 法提取乳杆菌的基因组

DNA，经琼脂糖电泳检测 (图 1A)呈清晰、单一条

带，较为完整且纯度较高。利用课题组设计的乳

杆菌 16S rDNA引物对该基因组进行 PCR扩增，产

物经琼脂糖电泳检测（图 1B）在 1 500 bp处出现单

一荧光条带，与目标片段长度一致。利用 EZ-10
柱式 PCR产物纯化试剂盒将扩增的 16S rDNA片
段回收、测序，获得的基因 16S rDNA序列信息利

用 NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov）BLAST软件在

线分析进行同源性比对，结果发现该菌株与植物

乳杆菌 L2（Genebank：MH916634.1）、植物乳杆菌

P1-2（Genebank：LC424332.1）等序列的同源性达

99%，因此将菌株 CH126鉴定为植物乳杆菌。植

物乳杆菌 CH126 16S rDNA序列系统发育树如图 2
所示，植物乳杆菌 CH126与植物乳杆菌模式菌株

L. plantarum L12、L. plantarum WCFS1、L. plantarum
P1-2聚在同一分支上，因此同源性接近，而与 L.
brevis strain ATCC 14687、L. casei stain ATCC 393、
L. fermentum CECT 562处于不同分支，同源关系较

远，进一步印证了 16S rDNA序列鉴定的结果。

综合 API 50 CHL和 16S rDNA序列分析结果，

将乳杆菌 CH126鉴定为植物乳杆菌。

2.2 植物乳杆菌CH126辅助降血糖作用研究

2.2.1 植物乳杆菌 CH126 对 II 型糖尿病小鼠空腹

血糖浓度的影响

与空白对照组相比，第 10周时模型组小鼠空

腹血糖浓度明显升高，且随后几周趋于稳定，说

明高脂饮食结合链脲佐菌素建立 II型糖尿病小鼠

模型成功；与模型组相比，CH126组小鼠空腹血糖

浓度明显降低（P<0.05或 P<0.01），但高于二甲双

胍组（表 1）。在实验过程中，CH126组血糖值呈

下降趋势，从第 11周开始，小鼠空腹血糖值得到
图1 植物乳杆菌CH126基因组DNA

（A）及16S rDNA基因扩增（B）电泳图谱
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图2 基于16S rDNA基因序列的系统发育树

表1 植物乳杆菌CH126对Ⅱ型糖尿病小鼠空腹血糖值的影响 mmol/L

组别

空白对照组

模型组

二甲双胍组

CH126组
注：与模型组相比，*表示 P<0.05，**表示 P<0.01，下同

空腹血糖浓度

第 10周
6.21±0.24
19.00±0.41
17.17±0.36*
18.06±1.01*

第 11周
6.75±0.31
18.95±1.24
16.26±0.64**
16.43±0.87**

第 12周
6.75±0.11
18.17±0.58
12.95±0.43**
14.13±0.14**

第 13周
6.64±0.21
18.77±1.02
10.47±0.36**
12.35±0.32**

明显抑制（P<0.01）。上述结果证明，植物乳杆菌

CH126能显著降低 II型糖尿病小鼠的空腹血糖浓

度，对高血糖症有一定的治疗作用。

2.2.2 植物乳杆菌 CH126 对 II 型糖尿病小鼠血脂

水平的影响

由表 2可以看出，模型组小鼠血清中 TC、TG、
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表2 植物乳杆菌CH126对 II型糖尿病小鼠血脂水平的影响

组别

空白对照组

模型组

二甲双胍组

CH126组

TC（mmol/L）
1.16±0.22
1.48±0.27
1.21±0.15*
1.28±0.31*

TG(mmol/L)
4.37±0.35
5.50±0.46
4.72±0.28**
4.76±0.20**

HDL（μmol/L）
6.20±1.03
5.58±0.76
6.13±0.84**
6.49±0.91**

LDL（μmol/L）
0.42±0.19
0.70±0.26
0.46±0.17**
0.58±0.25

LDL含量较空白对照组明显升高，HDL含量降低，

说明高脂饮食能够引起小鼠体内血脂代谢紊乱；

与模型组相比，CH126组小鼠血清中 TC、TG含量

显著降低（P<0.05或 P<0.01），HDL含量显著升高

（P<0.01）。表明植物乳杆菌 CH126能明显改善 II
型糖尿病小鼠的高血脂症状。

2.2.3 植物乳杆菌 CH126 对 II 型糖尿病小鼠血清

中抗氧化指标的影响

如表 3所示，与空白对照组相比，模型组小鼠

血清中MDA水平升高，SOD、CAT、GSH-Px水平降

低，提示 II型糖尿病所引起的过氧化损伤能够导

致模型组小鼠抗氧化活力下降；与模型组相比，

CH126组小鼠血清中 MDA含量降低，SOD、CAT、
GSH-Px活力均明显提高（P<0.05或 P<0.01），且总

体水平接近二甲双胍组。表明植物乳杆菌 CH126
能够抑制 II型糖尿病小鼠血清中MDA活力，显著

提高 SOD、CAT和 GSH-Px活性，明显抑制糖尿病

造成的氧化损伤。

表3 植物乳杆菌CH126对 II型糖尿病模型小鼠血清中抗氧化指标的影响

组别

空白对照组

模型组

二甲双胍组

CH126组

MDA（nmol/mL）
2.88±0.34
4.42±0.64
3.15±0.57*
3.58±0.39

SOD（U/mL）
59.17±2.99
40.34±6.51
57.14±9.16**
56.48±4.32**

CAT（U/mL）
25.82±4.16
14.75±3.01
24.75±4.26**
23.89±1.94**

GSH-Px（nmol/mL）
145.37±10.24
69.54±6.35
99.42±8.17**
91.24±5.65*

表4 植物乳杆菌CH126对 II型糖尿病小鼠血清中D-Lac、FFA、ET、INS水平的影响

组别

空白对照组

模型组

二甲双胍组

CH126组

D-Lac（μmol/mL）
1.96±0.23
3.05±0.47
2.11±0.26*
2.17±0.38*

FFA（μg/L）
567.14±6.48
722.48±5.34
665.38±4.67
689.27±4.59

ET（EU/L）
59.47±4.92
82.16±5.84
64.55±7.69**
71.34±6.60*

INS（mU/L）
39.92±0.89
24.38±0.7
34.73±0.54
30.57±0.64*

2.2.4 植物乳杆菌 CH126 对 II 型糖尿病小鼠血清

中 D-Lac、FFA、ET 水平的影响

与空白对照组相比，模型组小鼠血清中D-Lac、
FFA、ET水平升高；与模型组相比，CH126组小鼠血

清中 D-Lac、FFA 水平分别下降到 2.17μmol/mL、

689.27μg/L，ET水平降低到 71.34 EU/L（P<0.05）（表

4）。与空白对照组相比，模型组小鼠血清中胰岛素

水平降低；与模型组相比，CH126组小鼠血清中胰岛

素水平显著升高（P<0.05）。

3 讨 论

肥胖是诱发 II型糖尿病的重要因素，肥胖引

起的血脂指标变化可以作为糖尿病改善的重要参

考依据。本研究以高脂饲料结合 STZ建立糖尿病

模型，评价植物乳杆菌 CH126对 II型糖尿病模型

鼠脂质谱的影响。连续灌胃植物乳杆菌 CH126菌
液，显著改善 II型糖尿病模型鼠 TC、TG、LDL和
HDL值。一些研究也证实益生菌能显著改善 II型
糖尿病实验模型的血脂指标。Tabusi等 [16]研究发

现益生菌发酵骆驼奶能显著降低 II型糖尿病大鼠

的 TC、TG、LDL-C及空腹血糖的水平，通过调节

脂质代谢及改善胰岛 β细胞的功能而参与血糖的

调节。食用含有嗜酸杆菌 La5和乳酸杆菌 Bb12
的益生菌酸奶可以降低 II型糖尿病患者血清 TC
和 LDL-C浓度 [17]。Wacim等 [18]研究显示，口服植物

乳杆菌 TN627后可降低 TC、TG及 LDL-C的水平，

增加HDL-C的水平，能有效预防成年大鼠的糖尿

病并发症。含嗜酸乳杆菌和干酪乳杆菌的益生菌

dahi显著抑制高果糖诱导的糖尿病动物总胆固
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醇、LDL-C和 VLDL-C水平的升高，并改善HDL-C
的降低 [19]。这些报道与本研究结果一致。

Ⅱ型糖尿病患者肠道菌群改变，肠道屏障功

能受损，导致脂多糖吸收入血，使其长期处于慢

性低度炎症。D-乳酸是肠道固有细菌的代谢产

物，血液中的 D-乳酸菌基本上来源于肠道。II型
糖尿病患者肠道屏障功能受损，D-乳酸透过肠道

黏膜进入血液循环，使血液 D-乳酸水平增高。

D-乳酸水平可作为检测 II型糖尿病患者肠道屏

障通透性，判断肠道内毒素和细菌易位的指

标 [20-21]。本研究结果表明，II型糖尿病模型鼠血清

内毒素和 D-乳酸浓度明显增加，直接表明肠道通

透性改变。饲喂植物乳杆菌 CH126可显著降低

D-乳酸浓度。据此推测，CH126通过改善肠上皮

的屏障功能，对 II型糖尿病引起的肠道屏障功能

损伤具有一定的保护作用，这可能是从血液中清

除内毒素和D-乳酸的结果。

本研究通过体外实验分析，证明了辅助降糖

植物乳杆菌 CH126是一株具有优良益生特性的益

生菌新菌株。植物乳杆菌 CH126可以通过降低空

腹血糖、改善血脂代谢紊乱，提高抗氧化能力，改

善肠道屏障功能，促进胰岛素分泌，达到辅助降

血糖的目的。综上所述，植物乳杆菌 CH126可应

用于糖尿病人群辅助调节血糖的健康食品中。
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